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Vi
OZET

Beyaz curukcul mantarlargaclardaki seltloz, hemiseltloz ve lignin gibi buyitolekilleri
besin kayna olarak kullanarak indirgerler. Beyaz curukculegact degrade eden ve ilerde
zehirli kimyasallari biyodegrade edebilecek tekamigmadir. Salgiladiklari ligninaz, peroksidaz

ve lakkaz gibi enzimlerle cevre kirlline yol acan kimyasallari gidermede kullanilirlar.

Lakkaz (E.C.1.10.3.2. p-difenol oksidaz), fenolikubstratlarin buyldk miktarlarinin
oksidasyonunu katalizleyen multimerik ve monomdaakir iceren oksido-rediktaz sinifina ait
enzimdir. Orto-, para-, difenol, hidroksil ve angnuplari iceren aromatik biler lakkazlar

tarafindan okside edilirler .

Lakkazlar bir ¢cok uygulama alanina sahip olmaklaaber genellikle dekolorizasyon ve
detoksifikasyon 0Ozelliklerinden dolayarap endustrisinde fenolik bji&lerin uzaklgtirilmasi,
camair tozu ve deterjan endistrisinde boyar maddeleansferi glemlerinde kullanilir. Kgit
endustrisi ve enzimatik dogiimlerde de, lakkazlar uygulama alani bugtou

Calismada Yildiz Teknik Universitesi Davut@akampusiinden toplanan, mangan peroksidaz ve
lakkaz enzimlerini sekonder metabolit olarak Uretesyaz curikcul funguslardan lakkaz

enziminin aratiriimasi ve Uretilmesi hedeflengtir.

Anahtar kelimeler: Beyaz curikc¢ul mantarlar, lakkeiksiyon
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ABSTRACT

White rot fungus degrading large molecules on wokd lignin, cellulose or hemicellulose
using as food source. White rot fungus have an uigbility, that degrading wood and
biodegrading poisonous chemicals. They are segretilzymes such as ligninase, peroxidase

and laccase which are used to remove chemicaldwehiase environmental pollution.

Laccases are catalyzing oxidation of big amounenphc substrats. Laccases are belonging to
oxido-reductase enzyme groups which have monoraadamultimeric copper structure.
Aromatic compounds which have orto-, para-, diphemdroxil and amine groups are oxidized

by laccases.

Laccases have a lot of application area on indusagcases are in use on wine industry because
of decolorization and detoxification properties aod detergent, pulp, and textile industry

treatment of phenolic compounds and dye stuff.
In this study, fungus which are secreting laccasmangan peroxidase as seconder metabolite,
are collected from Yildiz Technical University Dapasa Campus. In this experiments we are

targeting production laccase enzyme from this fenguwptimal conditions.

Keywords: White Rot Fungus, laccase , induction



1. GiRis

Biyoteknoloji; insan, hayvan ve bitki hicrelerinfanksiyonlarini anlamak ve @stirmek
amaclyla uygulanan gidi teknikleri ve islemleri tanimlamak icin kullanilan bir terimdir.
Biyoteknolojik uygulamalar; mikrobiyoloji, biyokimg, molekuler biyoloji, hiicre biyolojisi,
immunoloji, protein mihendigi, cevre muhendisti, enzimoloji ve biyoproses teknolojileri
gibi farkh alanlari biinyesinde toplagindan bir ¢cok bilimsel disiplinle keutikli ili ski icinde
gelisir .

Biyoteknoloji sayesinde yeni tiur enzimlerin biyulceklerde ekonomik olarak Uretilmesi
mimkin olmgtur. Enzimler hicre iginde aojmakla birlikte biyolojik etkinliklerini
yitirmeden yani katalizor faaliyetlerini koruyarakicre dgina cikarilabilir. Birbirlerine peptid
baglari ile bali amino asitlerin uzun zincir yapilarindan giws ve canhl hicrelerdeki
kimyasal reaksiyonlarin @onun katalizinden sorumlu olan enzimlerin hepsi tgro
yapisindadir ve her bir enzim spesifik katalitikig¢ sahiptir. Enzimler, neredeyse insgmli
ilk zamanlarindan beri dolayli veya direkt olaralday tretimlerinde bakteri ve mayalar

vasitasi ile kullaniimaktadir.

Ticari olarak Uretilen ve kullanilan enzimlerin ¢blytk bir kismi mikrobiyal organizmalar
tarafindan Uretilmekte ve mikrobiyal enzimlerin diigknolojik sureclerle Uretilmeleri ve
cesitli matrikslere bglanarak daha kararh kilinmalari, enzimlerin endyst kullanimindaki
artisin temel nedenleri arasindadir. Enzimler, canlrégiade tim metabolik olaylari yoneten
ve yiuksek derecede 6zgul protein katalizérlerdirgadik kimyanin klasik yontemleri ile
gerceklgtiriimesi zor olan bir ¢cok reaksiyonun gl enzimin varlginda buyuk bir 6zgallikle
ve kolayca bgarilabilmesi, enzimlerin canh hicrelerden izolasyove canh dunda caitli
amaclar icin kullanilabilmesi enzim kullanimini éoigarmstir. Enzimatik sireclerin daha az
cevre kirliligine yol agmasi, kimyasal sirecglerden daha ilimjukarda ve ekonomik olarak
gerceklatirilebilmesi nedenleri ile enzimlerin tekstil, dee deterjan endustri ve atik giderme
sureclerindeki kullanimlari buyik oranda agmi(Kirk vd., 2002).

Beyaz curukcul mantarlar, hicresidiigninolitik enzim sistemleri ile ¢cevre kirligine neden
olan birgok yikimi gu¢ organik biileri indirgeyebilmektedir. Son zamanlarda endistr
uygulamalarda, 6zellikle tekstil endUstrisinde, #ognaddelerin renk gideriminde yer alan (c¢

fonksiyonel enzimin lignin peroksidaz, mangan perdéz ve lakkazdir (Beilen vd., 2002).



Lakkazlar bir cok uygulama alanina sahip olmaklaaber genellikle dekolorizasyon ve
detoksifikasyon  o6zelliklerinden dolayi sarap endustrisinde fenolik  bgiglerin
uzaklgtirnimasi, camgr tozu ve deterjan endustrisinde boyarmaddelermansteri
islemlerinde kullanilir. Kgit endustrisi ve enzimatik dogiimlerde de, lakkazlar uygulama

alani bulmytur. Lakkazlar, mikroorganizmalar 6zellikle mangartarafindan Uretilmektedir.

Boyarmadde iceren tekstil endustrisi atiksularindamk giderim prosesleri ekolojik agidan
onem kazanmaktadir. Tekstil endustrileris ydokuma prosesleri icin ¢cok miktarda su ve
kimyasal tuketmektedirler. Alici sulara verilen kénatiksular su ortamindaki sik
gecirgenlgini azaltir ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz yaneétkiler. Boyar maddelerin klor

icermeden uzakgairiimalarinda da beyaz curukguller tercih edilneekt.

SiyanUr metal ¢ikarmada (altin gibi), fa@taf basiminda, sentetik fiber yapiminda, organik
kimyasallarin elde edilmesinde ve celik yapimindayik miktarlarda Uretilmektedir.
Siyanlriin cevreye zarar vermeden uzgkidmasinda beyaz ve kahverengi curik¢ul
mantarlar 6nemli bir rol Ustlenmektedirler (Thurstd994).



2. MANTARLAR

Dunyanin en buylk organizmasi insanlar tarafindareliikle biyik beyaz balina olarak
bilinse de. diinya rekorunun sahibi 'bal mantaarak bilinen Armillaria ostoyaédir.

Kapladgl alan yaklaik 800.000 metrekaredir. Bu buyik cissesirgenen onu gorebilen pek
yoktur cuinkt toprgin altinda bulunur. Devasa yapisini t@gpralizerinde kahverengi
mantarlar yaratarak kanitlar.

Mantar, rizomorf adi veriler uzun ve ipliksi yamssadece ylzeye gi¢ tim alana yayar. Ve
bu rizomorflar, yaayabilecekleri bir ga¢ govdesi bulana kadar ggarler ve bu gag
govdesinden beslenerek onu zayiflatir veya 6ldérig@irimi ve 6lmi agac govdeleri bu

mantarin yeristindeki kanitidir.

Sekil 2.1 Mantar hiflerinin yeraltindaki gérugiii (Audesirk vd., 2008

Arastirmacilar icin bu mantarin tek bir glum oldyunun en buyidk kaniti genetiktir.
Arastirmacilar tarafinda@rmillaria'nin bireysel olarak yayilgini tahmin ettikleri gesi
alanin farkl yerlerinden 6rnekler alinip, DNA'lam kagilastirilmasi sonucunda hepsinin
genetik olarak ayni oldiw gorilmigtir (Audesirk vd., 2008).



2.1. Mantarlarin Genel Ozellikleri

2.1.1. Hucresel Yapilari

2.1.1.1. Hif

Fungus yapilari ince uzun iplikgciklerden glu Hemen bitin mantarlarin govdeleri
miselyumlardan olgmustur. Miselyumlar ise hif denilen bir hiicre kalgahda ipliksi

filamentlerden olgur.

Funguslar hareket edemez. Fakat bu eksikliklehiflieri sayesinde hizlica buyuyup herhangi
bir ydonde uygun bir ortam bulana kadar hareket eddé&mapatirlar. Busekilde, mantarlarin
miselyumlari bir ekmek, peynir,ga¢c gévdesi veya topga icine hizlica kayngbilir. Bu
yapilar mantar, kigeklinde dondurulmargiyiyeceklerde, gorininir bicimde bulunur ve
gorebildigimiz mantarin sadece bir kismidir (Audesirk vd Q20

septum
T ﬂ Blylme Ucu
N \b <
LA

Hif

*

Sekil 2.2 Mantarlarin hif ve septumlarda buyuge&li (Arda, 2000

2.1.1.2. Septum

Septum olgumu genetik bir karakter olup hiicre duvarinin ignkindan orjin alir ve icgeri
dogru uzayarak kar duvara kadar devam eder. Yapisi hicre duvarimmsy ile ayni
kimyasal Ozelliktedir. Septum alumuna oomycetes ve zygomycetes sinifi funguslac har
diger flamentli funguslarin timinde rastlanmaktadird@gd 2000). Septumlar boélumler
arasindaki turgor basincina yapisal destek olardllerin rijitli gini arttirir. Septumlar
arasindaki delikler sitoplazmanin hicreler arasibdain taimak icin gegiine izin verir
(Audesirk vd., 2008)



Yapilan elektron mikroskop incelemelerinde iki 8eptumun var§yi belirlenmgtir; Birincil
septum, genellikle ascomycetes ve deutromycetesfirein ait fungus tirlerinde
bulunmaktadir. Bu septumun ortasinda yakin yerd@30,5 mikrometre ¢capinda tek bir por
bulunmaktadir ve bu por gerektide kapanabilmektedirdkincil septum, basidiomycetes
sinifina ait funguslarda ve gghenin bazi gamalarinda rastlanmaktadir. Bu tirde septumun

ortasinda ¢ok dar bir delik vardir. Etrafi amorfkabarik bir zarla ¢evrilidir.

Septumun fonksiyonlart;
-yapisal destek
-hifalar zarar gordgiinde ilk savunma alani olmasi

-funguslar arasinda farklgaaya yardimci olmasidir (Arda, 2000).

2.1.1.3. Hicre Duvari

Genel olarak hiicre duvari, karbonhidrat, proteadlar ve ¢cok ceitli polisakkaritlerle birlikte
baglanms fibril (lifsi) materyallerden olgur. Fibrilerin materyali oldukca inert olmasina
karsin icerdgi materyaller zamanla @sebilir. Bu fonksiyonel bilgenler besin tanmasi,
iletisim, substratlara kar gecirgen olmamasi ve hicre duvari modifikasyorian oldukca
onemlidir (Carlile vd., 2000).

Hucre duvarinin fibril 6zelgini kitin ve sellloz verir. Bunlar, N-asetilglukamin ve glikoz

polimerlerininf -1,4 tarzinda birkgnesinden meydana gelyrdtiz zincirlerdir (Arda, 2000).

2.1.1.4. Vesikul

Buyumekte oaln hifler vesikul agisindan oldukga gzedir. Vesikullerin iginde, hicre
duvarinin sentezinde ve ayni zamanda, lizizindexgtolan enzimler, inorganik elementler,
polisakkaritler, lipitler bulunur ve bunlari blyukie olan hicre duvari boélgesinesitéar
(Arda, 2000).



2.1.1.5. Cekirdek ve Cekirdekgik

Mantar hucrelerinde, cekirdekler genellikle kiciilgti Her hicrede bir tane cekirdek
olmasina kafin cok gen¢c ve cabuk Ureyen hiflerde bazen birdek cekirdge
rastlanabilmektedir (Arda, 2000).
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Septum Cekirdek

Sekil 2.3 Uzun tuplegseklinde olan hiflerin yapisi (scienceaid.co.uk)

2.1.2. Beslenme

Mantarlar ygamlarini dger organizmalarin géli sekillerde yikimini sglayarak surdurdrler.
Bazi mantarlar 610 organizmalarin govdelerini simdBazilar1 parazitik olarak yarlar ve
organizmanin hastalanmasina sebep olurlar. Baskarkasilikli yararlanmaseklinde dier

organizma ile birlikte ygarlar.

Hayvanlardan farkh olarak mantarlar yemek yemezMantarlar kompleks molekilleri
absorbe edilebileceksekilde yan Urlnlere yikan enzimler salgilarlar ve kekilde
yiyeceklerini sindirirler. Fungal filamentler, ¢akce yapilari sayesinde besinin kagma
kadar gleyip enzim salgilamak ve besinleri absorbe etnggkuygun ortami yaratilar. Hemen
hemen her biyolojik materyal bir mantar tarafindzercalanabilir bu ylizden mantarlarin
besin dest@ yakin karasal habitatlarinda onlara sunulur (Asiidevd., 2008).

2.1.3. Sporlar ve Ureme
Bitki ve hayvanlardan farkli olarak mantarlar engbriolusturmaz. Kendi drettikleri ¢cok

kicuk, hafif, yeniden Uretilebilir, ve etrafa kotay yayilabilen sporlar sayesinde urerler

(Sekil 2.4). Sporlar bir otostopgu gibi hareket edeganizmalarin gévdelerinde ve sindirim



sistemlerinde hareket edip farkli bdlgelerde tekimeyebilirler. Hatta bazi mantarlar
sporlarini 6zel bir itici gui¢ sayesinde ilerigio puskurtebilirler §ekil 2.5). Mantarlarin ¢ok
blyuk miktarlarda spor Gretmeleri ve sporlarinimybee tainabilmesi onlara karasal alanda
sik rastlaniimasini giar (Audesirk vd., 2008).

Sekil 2.4 Mantarlarin lamellerinden yayilan spomagtrintisi (bahcenet.com)

Sekil 2.5 Sporlarini havaya puskirtebilen bir magéamonboothphptpgraphy.com)



Bircok mantar geyli ve aeysiz Ureyebilir. Stabil kallar altinda mantarlar geneldgegsiz

urerler fakat cevre kaillarinin deisikli ginden dolayi geyli treme de olgabilir.

Eseysiz Giremede haploit sporlar mitoz ile @lu Mantarin govdesi ve sporlari haploitdir. Bir

haploit miselyum mitoz bélinme ile haplosegsiz sporlar olgturur.

Eger eeysiz bir spor uygun bir ortamda bulunuyorsa mib@#tinme yaar ve yeni bir
miselyuma boélundr. Ve bu kolay ve hizli dgiin orjinal miselyum ile genetik olarak kopya

miselyumlar olgturur (Audesirk vd., 2008).
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Sekil 2.6 Mantarlardageyli ve eeysiz ireme (dwm.ks.edu.tw)

Eseyli iremede haploit sporlar miyoz ile glu. Mantarlarin ireme ¢emberinin sadece bir
boliminde diploit yapilar bulunurs&yli tremede bir miselyumun filamenti uygurska bir

tip miselyumun filamentiyle etkilgme girer. Vesartlar elvergli ise iki hif birlesir ve iki hifin



cekirdekleri ortak bir hiicreyi paya. Bu iki hifin fizyon ile birlgmesi ile iki farkli haploit
Bu sporlar mitozla baluntp, filizlenip, yayilip yemaploit miselyumlar olgturur. Yeni olgan
mantarin govdesi ise kendini eturan her iki mantarin da 6zelliklerinista (Audesirk vd.,
2008).

2.1.4. Mantarlarin Uremesinde Etkili Olan Faktorler

Nem mantarlarin Uremelerinde c¢cok ©6nemli faktorlerdairini olusturmaktadir. YUksek
orandaki nem, genellikle, tGreme Uzerine olumlu dekibulunur. Rutubet azaldik¢a,
mantarlarin ¢galmalari da sinirlanmaya $dar. Mantarlarin neme olan gereksinmeleri, tirler
arasinda desiklik gosterir. Bazi mantar turleri relatif nemi %5 arasinda bulunan
ortamlarda veya suyu ¢ok azajnolan kuru tanelerde treme yetgme sahiptirler. Patojenik
mantarlarin, 6zellikle, dermatofitlerin insan veyayvan viicutlarinda yegebilmesi ve hatta
hastalik olgturabilmesi icin nem yine 6nemli bir faktordurgét deri, su ile i1slanmiise,
mantarlarin yerlgnesi ve tremesi daha kolay olmaktadir.

Mantarlarin treme isisi limitleri oldukca gstivi ve tirler arasinda farklar gosterir. Bu simyrla
0°C ile 60°C arasinda gmebilmektedir. Hifalar maksimal isi limitinin gdnda kolayca
Olmelerine kagilik, sporlar yuksek i1siya ve gigik cevre kgullarina ¢ok fazla dayanikhlik
gosterirler. Buzdolabi 1sisinda treyebilen ve @dalbozulmasina neden olan mantarlara her
zaman rastlamak muamkundur. Cok fazlgdq mantarlarin muhafazasinda kullaniimaktadir.
Sifirn altinda 195°C'de mantarlar uzun stre c&alabilirler (Arda, 2000; Audesirk vd.,
2008).

Mantarlar, genellikle, aerobik karaktegidar ve oksijenin bulundiu ortamlarda gejirler ve
urerler. Bu nedenle, havada bulugdumiktar (veya oran) kadar oksijen, Greme icin
gereklidir. Patojenik mantarlardan, Actinomyces ibtirleri hari¢ olmak Uzere, gkrleri
aerobik kgullarda urerler. Oksijenin agl veya mikroaerofilik kgullar Gremeyi ve gejimeyi

sinirlar.

Mantarlarin tremeleri icingik, gereksinme duyulan 6nemli bir faktorgddir. 1sik olmadan
da kolayca gedebilirler. Patojenik mantarlar da direktk olmadan treyebilme yetegiae

sahiptirler. Direkt gingisinlari, iremeyi ve gelmeyi sinirlar(Audesirk vd., 2008) .
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2.1.5. Mantarlarin Buayume Mevsimleri

Mantarlar buyimek ve Greme organi gplrmak icin, uygun bir yegtme yerine, iklime ve
bilhassa rutubet derecesine ihtiya¢c goOsterirlergcdd mantar ttrd buatiin bir yil boyunca
gorulebilir, fakat ekseriyetle lamelli mantarlar Beletuslar sonbaharda ortaya c¢ikar. llik hava

halleri, Greme organlarinin glwrulmasi icin en iykartlardir.

Kurak yazlardan sonra mantarlar hi¢ goérinmeyehikya rutubetin artmasiyla birlikte

Eylulde ortaya cikabilir.

Ilkbaharda en erken c¢ikan mantarlar Morchella'laithz boyunca Agaricus'lar, Russula'lar,
Boletus'lar ve dier yenilen mantarlar sira ile ortaya cikarlar. Bikgirler yumgak gecen
kislarda gelgmelerini devam ettirebilirler, boyle #arda yemeklik mantar toplanabilir. Ancak

yenilebilen bir cok mantar tird kisa bir buyime simine sahiptir (Audesirk vd., 2008)

2.1.6. Mantarlarin Temel Gruplari

Cok hucreli okaryotlar arasinda hayvanlar ve méataalemleri bitki alemine gore
birbirleriyle daha yakin ifkilidir. Mantarlar c¢ok ceitlidir.Yaklasik 100.000 tir mantar
tanimlanmgtir fakat her sene yeni mantar tirlergtegilip tanimlanmaktadir ve mikolojistler
tanimlanamayan mantar tdrlerinin 1 milyonun Gzegiraddigunu séylemektedirler. Mantar
turleri dort ana dala ayrilir; Chytridiomycota, Zygycota, Ascomycota, Basidiomycota
(Audesirk vd., 2008).

2.1.6.1. Chyrtrids

Diger mantarlardan farkl olarak chytridler sudaaytar. Su sayesinde ylzen sporlarini etrafa
yayabilirler. Bir chyrtrid sporu ucundaki tek kanmsayesinde kendini iterek suya firlatabilir.
Baska hicbir mantar grubunda kamg¢i yoktur. Mantaresmstgi arsstirildiginda bu grubun
diger mantar gruplarindan daha eski @dwanlgiimistir. Bir kayada bulunan en eski mantar

fosilinin (600 milyon yainda) bir chytride ait olmasi da bu sonucu destekle
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Sekil 2.7 Vaucheria sessililirii bir Chyrtrid mantari (cartage.org)

Gecmi zamanlara ait mantarlarin, buginki habitatlatndazerlik gostermeleri muhtemeldir
ve muhtemelen hayvan ve bitkilerdeki gibi karadalbnilesmelerinin temeli daha dnce suda
atilmistir . Birgok chytrid ttrd 61U su bitkileriyle veysu atiklari ile beslenir, fakat bazilari
hayvanlarda ve bitkilerde parazit olaraksgdar. Bir parazit chytrid turinin dinya c¢apinda
kurbagzalarin 6limine sebep olguna inaniimaktadir, ve birganun da bazi tirleri tehdit

ettigi ve neslinin tikenmesine sebep gidwbilinmektedir (Audesirk vd., 2008).

2.1.6.2. Zygomycete

Zygomyceteler genellikle toprakta veya curiyen faeyveya bitki materyallerinde yar. Bu
grup meyve curukculi ve ekmek kufiine neden olaredthus cinsine ait turler icerir. Zigot
mantardaki geysiz Ureme sporangia adi verilen siyah spor kesdk haploit sporlarin
olusmasiyla bglar. Bu sporlar havaya yayilir ve uygun bir ortamodundigunda yeni
haploit hifler filizlenir (Audesirk vd., 2008).

Uygun egli hif

Uygun esli hif

5]
!; o 7 :I/ e
I; !i' = Gamet (n)

Zigospor {2n)

Sekil 2.7 Zygomycetelerdeseyli ireme (cartage.org)
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Eger iki farkli tire ait iki hif temas kurarsaseyli (reme olgabilir. iki hif eseyli olarak
ciftlestiginde cekirdekleri diploit zigosporlar afturmak icin birlgir. Zigosporlar uzun

periyotlar boyunca uygun ortam bulunana kadar e&le muisaittirler.

Zigosporlar da geysiz Uremy sporlar gibi, yayilir ve filizlenir, fakat direkeyi hif olusturmak
yerine miyoz bolinme yarlar. Sonuc¢ olarak, yeni hiflere g&ln haploit sporlar iceren

yapilar olgtururlar (Audesirk vd., 2008).

2.1.6.3. Ascomycetes

Ascomycetes veya keseli mantarlgei ve aeysiz Ureyebilirler. Keseli mantarlarigeysiz
sporlari dzellgtirilmi s hifler tarafindan uretilir. kEeyli Greme esnasinda sporlar iki farkli hifin
birlesmesiyle kompleks olaylar zinciriyle Uretilir. Buagllar ‘ascu’nun ofmasiyla sonlanir.
Bu dala adini veren keseli yapilar bircok sporiigr Bazi ascomycetler ¢urimidrman
meyvelerinde ygarlar. Bu dal depolanmyiyeceklere saldiran meyvelere ve tohumlara zarar
veren, ayrica ilk antibiyotik olan penisilin de tee deisik kifler icerir (Audesirk vd.,
2008).

Sekil 2.8 Ascomycetler A:3 tur asci: silindirik, cak ve kiresel B:gyli tremenin bglangi¢ fazi C: keseli bir

asci'nin kesit alinngigorintist (website.nbm-mnb.ca)



2.1.6.4. Basidiomycetes

Basidiomycetes toplu formlardaki yapilarla (clumdu) Grerler. Bu dala ait tirler tipik olarak
eseyli Urerler, iki farkli tire ait hifler her hiucresle iki cekirdek iceren filamentler

olusturmak icin birlgirler.

Sekil 2.9 Basidiomycetelerde hiflerdeki ¢cekirdekieyieni filamentler olsturmasi (Carlile ve Watkincon., 2000)

Ozellgstirilmi s olusuma kadar birlgmeyen ¢ekirdekten, basidia adi verilen diploit lelsr
olusur. Basidialar miyoz bolinme ile, galabilen haploit basidiosporlara sebep olurlar.

Sekil 2.10 Basidiomyceteleri 6zel yapan basidiunffardesirk vd., 2008)
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Basidia ve basidiaspor glumlar mantarlar kadar tanidik bitki govdelerindauffballs,shelf
fungi, stinkhorns) yeralirlar. Ureme icin uygwartlara sahip dev yer altt miselyumlarindan

yogun hifli olan kisimlar bu ggalabilir yapilari olgturur.

Sekil 2.11. Basidiomycetelerin togien Uzerindeki farkl géringderi (fig.cox.miami.edu)

Mantarlarin gériinen boliumunun altinda basidialatugtugu yapraksi kisim vardir. Topgia
disen bir basidiospor filizlenip, haploit bir hif aftwrur. Bu hif dsariya dgru, daha once
orada 6lm# bir hifin etrafinda kabaca cembersi bir yapisthour. Toprak altindaki yapi
periyodik olarak cgtli sayillarda cembersi bir desen gtiuracaksekilde mantar Uretir. Buna
Peri Halkas! denir. Bu halkanin ¢api mantarig yta dogru orantilidir. Bazi peri halkalari 700
yasindadir ve basidiomycet miselleri bundan daha gh ghabilir (Audesirk vd., 2008).

e e

e
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Sekil 2.12 Peri Halkasi (web.utk.edu)
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2.1.7. Makromantarlarin Taninmasinda Rol Alan Ozelikler

Sapkaninsekli: Esas olarak dort bicim s6z konusudur. Kubbe,gan,huni. Ayrica kremit

bicimi, dalgali, ortasi ¢cokik vb. gibi cok glgik bicimler de bulunur.

Lamellerin konumu: Ayrica lamellerin sik yada séydusu, mantarsapkasinin uclarindan
tasmalari, uclarinin diiz yada catalli @y renkleri, kalinliklari, kirllgan yada balmumubpi

oluslari vb. de mantarlarin cins ve tirlerini belirlesheeyardimci olmaktadir.

Mantar ayg@indaki halka veya corap: Mantar yumrusunu cevrelepe dg zar bulunur.
Mantarin boyutlarinin blyumesiyle bu zar bir sioara parcalanmaktadiiste bu zarlarin
parcalanmasi sonucunda bir kisim zar artiklariglokayip,sapka tizerinde yada kenarlarinda
sacakseklinde, ayak uclarinda yada cevresinde kase yadsp @larak, ayak cevresinde ise

yuzik yada kemer biciminde kalmayi surddrtrler.

Mantar Sapinin Gevrelgii Mantarlarin dokusal yapisi, uzunlamasina liferkjeklindedir.
Herhangi bir mantarin sapini -kurugndurumda dgil ise- ortadan kirdinizda sekilde
goruldigt gibi boylamasina liflerle kanasirsiniz. Ancak bu durumun iki istisnasi
bulunmaktadir. Russula ve Lactarius turii mantaalaydp! lifli desil gevrek oldgundan,

bunlar kinlip parcalanirlar.

Mantar sapkasinin sap ile Beantisi: 2 gruba ayrilirls§apka ile ayak birbirinden kolayca
ayrilabilir, Sapka ile ayak birbirine sikica gladir. Lamellerin bitgik yada ingli oldugu
mantarlardasapka ile ayak Ust Uste cakuislardir, dolayisiyla onlar birbirlerinden ayirmak
oldukca zor yada imkansizdir.

Mantarin rengi: Renk 6zefli genetik bir karakterdir, ancak mantarirslyagi ve nemliligi de
renk Uzerinde 6nemli rol oynarlar.Bazi turler nekessl cok daha hassastir ve nemlilik
arttikca renkleri koyukarken, nemlilgin azalmasiyla renkleri de acgilir. Bazi mantarlarin
renkleri de, 6rngin Russula turleri, suda ¢ozulen renk maddelerrdigéerinden, ygish

havalarda, suyla birlikte akip gider.

Mantarin kokusu: Mantarin kokusu, en gapkasinin altindan alinir. Bazi kokular ancak
mantari kirdginizda hissedilir, bazilari ise ¢ok ucucudurlar. iB@denle mantari kirar kirmaz

koklamak en dgru yontemdir.
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Mantarin tadi: Mantarin tadinin -mantagipimeden yenmeyeg icin- ¢ig durumda hicbir
anlami yoktur. Ayrica zehirli mantarlari tadarakitaak da olanaksizdir. Biliniyor ki pek ¢ok

zehirli mantarin tadi oldukca lezizdir.

Mantar sporlarinin rengi: Genel olarak mantarinsgesinin bglangic evresinde, mantarin
sporlari olgmadg! icin, gen¢ mantarlari bu yoldan tanimak olandkildir. Mantar gelsip

sporlar olgunlgtigl zaman, sporlagapkanin alt yiziine renklerinin damgasini vururlar.

Bir mantarin tirtna belirlemekte, k@ 6zellikler de 6nemli rol oynarlar.

Sap ilesapkanin goreli bdanti bicimi: Merkezi, eksantrik veya yandansha
Blyume bicimi: Tek tek, deste biciminde, gruplar limde, o©bek ©bek vb
(wb332306.bahnhofbredband.se).

2.1.8. Makromantarlarin Fiziksel Gortinise Gore Siniflandiriimasi

Blyuk mantarlarin gévdesi, genel olarak bir sagapgkadan olgmaktadir. Ancak tim buyuk
mantarlar bdylesapkali dgildirler. Bazan da sap olarak tanimlanabilecek kisim
olmayabilir. Mantarlarin sporlarsapka denilen bélimde, humenium icinde sahlar.

Humeniumun bicimine gére mantarlar gruplandiriiabil

Asagidaki sema genel gecerlige gore, humeniumun fiziksel goriiiigéz 6ntine alinarak
yapiimstir.

Humeniumun Goringii:

+ Lamelli
o Sapka sapa sikica gla
= Sporlar beyaz-yada acik renkli

= Saplari kirllgan

= Mantarin kesilen ytzeylerinden sivi ¢ikiybactarius
turleri.

= Kesiklerde sut yolRussulatrleri

= Sap etleri lifli.
= Lamelleri balmumu yapisindblygrocybetiirleri
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= Sert etli, lamelleri ¢gentikliTricholomaturleri
= Sapta yuzukler var, lameller ghi Armillaria mellea
= Lameller ingli. Clitocybeturleri
= Saplari kikirdak yapilCollybia vb. tarleri
= Mantarin timu kikirdak yapilMarasmiusttrleri
= Saplari eksantrik yada hi¢ ydRlerotusvb. turleri
= Kuicuk konik mantarlar, lamelleri igli. Omphalina
turleri
= Kigik ¢an bigciminde, radyal ¢izgiapkalarMycena
turleri.
= Sporlari kahverengi
» Ic zar 6rimcek @ yapisinda. Genel olarakpka kenarinda ve
ayaklarin yukari kisimlarinda sacak (pusk@Rlinde
kahverengi zar kalintilari bulunu@ortinariustarleri.
= Sapkalarin Ustt iplik ipliknocybeturleri.
= Degisik turlerde kiicik kahverengimsi mantarlar.
= Sporlari kirmizi
= Un kokulu mantarlar, lamelleri igli. Clitopilus trleri.
= Diger kirmizi lamellilerEntolomaturleri.
= Sporlar siyah
= Ayaklari yazukliu. Lamelleri bitik. Strophariattrleri.
= Sapka kenari ile ayak arasinda bir 6rtt bulunuMgpholoma
turleri.
o Sapka ile sap birbirinden kolaylikla ayrilabiliyor.
= Ayak uclari kase yada corap icerisinde.
= Beyaz sporlu.
= Ayaklarl yazukli.Amanitattrleri.
= Ayaklari ylzuksuz. Bunlar ylizuks#gnanitatrleridir.
= Kirmizi sporlu. Yuzgu yok. Volvariella tirleri.
= Ayaklari ¢iplak.
= Beyaz sporlu.
= Ayaklarinda ylzuk vamMacrolepiotaprocera(Turna
baca)

= Kirmizi sporlu. Ayaklar yuziuksu®luteusturleri
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= Ayaklar yuzukli.Agaricus(Champinion) ttrleri.
= Ayaklarda yuzuk yokCoprinus(murekkep mantarti)
turleri,

« Yivli

o Cantharellustirrleri. (Horoz mantari vb)
+ Damarli
o Craterellus(Siyah huni mantari)
+ Dikenli
o Hydnumrepandum vb.
+ Borulu
o Borulu (Stngerimsi). Gelkinlerde borulagapka etinden ayrilabiliyor.
o Borucuklar ¢ok kisa, gozengkklinde vesapka etinden ayrilamiyor.
« Parmak bigimi
o Dalli, budakli parmakeklinde.Ramariaformoza (sagakli) vb.

« Diger bicimler. Bu mantarlarin ortak 6zgilkarin mantarlari olmalaridir. Yani
bunlarda sporlar, @ggsik bicimde olmakla birlikte, gévdenin icerisindeugliriar.
Olgunlstiktan sonra herhangi bir yolla gbvdedesgadi atilirlar.

o Basidie tipi olanlar
= Duman mantarlariLycoperdorttrleri vb
= Yumurta mantarlariBovistaturleri.
= Pis kokulu mantarlaPhallus impudicusb.
= Karnibahar mantarSparassis crispa
o Spor kesesi tipli olanlar
= Beyin mantarlariCivik mantar
= Yer mantarlariDomalan

= Kase mantarlariYeryaran

2.1.9. Mantarlarin Diger Turlerle iliskisi

Bircok mantar dier ttirlerle uzun periyotlarda direkt olarakkii icinde bulunurlar. Bu
ili skiye simbiyotik denir. Simbiyotik ikikiye sahip bircok mantar koguna zarar verir ama

karsilikli yarar sglayan iliskilerde mevcuttur.
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2.1.9.1. Likenler

Likenler, mantarlar ve tekhticreli alglerle simbiati ski icindedir. Bu iliskideki fotosentetik
Uye gune enerjisini kullanarak kendi besinini yani bagkerleri Gretir, ama bazi varolan
besinler mantar tarafindan tuketilir. Aslinda faotetik Griniin %90'in1 mantar ttketir ve
aragtirmacilar bu simbiyotik ikkinin aslinda daha cok tek yonli birki oldugunu belirtirler.
Algli simbiyotlar iceren likenlerde, mantar hifldritkileri parazite ettikleri gibi alglerin hiicre

duvarlarini penatire etmeleri bu giiidestekler.

Ust Katman
(mantar hif)

Fototrofla igice
oriilmiis mantar
hifi

Gevsekge
oriilmiig hif

Alt katman /

(Mantar hif)

Sekil 2.13 Mantarlarla alglerin simbiyotik skisinden olgan Likenler(Audesirk vd., 2008)

Binden fazla mantar turl, ¢cok az sayida alg vedyakiru ile birlgerek likenleri olgturur.
Bununla beraber, likenler yeni gan volkanik adalarda yayabilen ilk canli kolonileridir.
Likenler ¢ol veya Arctic gibi désik habitatlarda ve hatta bdir kayada ygayabilirler.
Bunun yaninda likenler bazi ortamlarda ¢ok yavaytrler (1000 yilda 1 veya 2 ing).Yava
bldylumelerinin yani sira uzun zaman periyotlari sitigke canli kalabilirler (4000 yil)
(Audesirk vd., 2008).

2.1.9.2. Mycorrhizea

Mycorrhizea, mantarlar ve bitki kdkleri arasindékiemli bir ortakliktir. 5000'den fazla
mycorrhizea mantar tlrd gonlugunu &aclarin olgturdusu kdki olan bitki ttrlerinin %80'i
ile yakin iligki icinde buyur. Mycorrhizal mantar hifleri bitkidklerini ¢cevreler ve kok

hicrelerini istila eder.
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Mycorrhizea bitkilerin beslenmesine yardimci oBitkiler ve mycorrhizeler arasindakigki
iki tarafli yarar s@lar. Mantar bitkinin fotosentez trini olan ve kdkayesinde kendine
ulasan enerji zengingeker molekaullerini kullanir. Ve mantar topraktadigl mineralleri ve
organik besinleri absorblar, sindirir ve bitki kdkin hiicrelerine iletir. Agguirmalar, bitkiye
mantar tarafindan iletilen fosfor ve azotun bitkligmde anahtar elementler okglunu
gosterir. Ayrica mantar topraktan suyu absorbl&ytiiye iletir ki bu kuru ortamlarda gayan
bitkiler icin bir avantajdir (Audesirk vd., 2008).

Mycorrhizea ve bitkiler arasindakigki tim dinyadaki bitkilerin ggi g1 icin kritik Gnem
tasir. Mycorrhizelerin varigl dinya bitkilerinin genel Uretkegini ve hayvanlari ve onlara

bagll yasayan dger organizmalari destekleme yetgime arttirir.

Mycorrhizea bitkilerin yerytzinde yayillmasina yandi olur. Bazi bilimadamlari
mychorrizal ilskilerin, bitkilerin 4000 yildan beri diinya Uzeringlayllmasinda énemli rol
oynadgina inanir. Fosil kayitlari da bu hipotezi destekis yali karasal mantar fosili ile en
yasl karasal bitki fosillerinin gsag1 yukari 460 milyon yilliktir. Bu bulgu mantar ve
bitkilerin karaya ayni zamanda hatta belki de kidigeldiklerini 6ngorir (Audesirk vd.,
2008).

2.1.9.3. Endofitler

Bitki ve mantarlar arasindaki yakinski sadece koklerle sinirli g@adir. Mantarlar ayrica
hemen hertarli bitki tirintn togna Gzerinde kalan dokularinin iclerinde deapgabilir.
Endofitler bitki gdvde veya yapraklarinin icindesggan mantarlardir. Bu endofitlerden
bazilari bitki hastaliklarina neden olan paraaiileiama biyuk ¢gunlugu ise bitkiye yarar
saslar. Yararli mantar endofitleri ile ilgili en iyirdek bir cok ¢imen tlrinin yapraklarinin
icinde ygayan ascomyecet turleridir. Bu mantar zararl béexekve otlayan memelilere lgar
tadi gtizel olmayan veya toksik maddeler Uretiringeqi korur. Tarimla ilgilenen bilim
adamlari endofit mantarlarin Urgitbu korumaya katlik endofit icermeden buyilyebilen
cimen Uretmek igin caimaktadirlar. At, inek ve tarimsal olarak onemlagttilar endofit
iceren c¢imleri yemeye meyillidirler ve yiyebilecédk besinin endofit iceren ¢cimen ofglu
durumlarda, bunu yiyen hayvanlarda zayigibeklik sistemi ve yavablyime gibi sorunlarla

karsilasiimaktadir.
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2.1.9.4. Geri DOnguimci Mantarlar

Mycorrhizea ve endofitler gibi bazi mantarlar bidokularinin biyimesinde, korunmasinda
ve yikiminda 6nemli rol oynarlar. Sadece mantdiggin ve seltlozu sindirebilirler. Birgac
veya &acs! bitki 6ldglinde sadece mantarlar artakalanlariggiyma yetengine sahiptir.
Mantarlar sadece Oollugaclari dgil 6l olan tim organizmalari agtirabilir. Saprofit
mantarlar 61t dokulari hangi komponentlerderswluslarsa onlara awtirip ekosisteme geri
donigturarler. Saprofit mantarlarin sindirim aktiviteldoesinleri bitkilerin kullanabilegg
sekilde agga cikarir. Mantar ve bakterilerin dinya Uzerindémraesi felaketle sonuclanir.
Besinler 6lu bitki ve hayvan gdvdelerinde Kilitiakr, besinlerin geri dogiimi durur, toprak
verimliligi hizla azalir ve atik ve organik c¢okintl birikkjsa strede ekosistem coker
(Audesirk vd., 2008).

2.1.10. Mantarlarin Insan Hayatina Etkileri

Mantarlar hayatimizda tahmin edilenden daha fada tytarlar. Mantarlar insanlar igin
onemli olan bitkilere saldirilar. Mantarlar bitkastaliklarinin temelini oktururlar ve mantar
patojenlerinin dinyanin gida kaynaklarina tahripciedtkisi vardir. Ozellikle etkili olan

basidiomisetler misir tohumlarinda milyon dolaslkici etki yaratirlar.

Mantarlar bitkilerin geme siireclerinde bile tahrip etmeye devam ederlzelliRle kayg!
verici olan gaclari curiten farkli tirdeki mantarlardir. Bazc@®ycetler tGremeleri igin
elverili sicak iklimlerde 6zellikle pamuk ve yin tekstile zarar veren selllaz ve proteaz

enzimlerini salgilarlar.

Mantarlarin tarimsal etkilerinin pozitif yanlar daevcuttur.Boceklere saldiran mantar
parazitleri pestisit kontroliinde oldukca etkiliiahali kimyasal pestisidler kullanan ciftciler
biyolojik bir kontrol olan parazit mantarlari kacadar, tirtillar, yaprakbitleri gibi pestlerde
daha sik kullanmaya Blamilardir. Bunun yanisira biyologlar bazi mantar tini@ sitma

tastyan sivrisineklere de saldirdiklarinigketmislerdir (Audesirk vd., 2008).
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2.1.10.1. Hastaliklar

Mantarlar alemi insanlari direkt etkileyen tdrlecefir. Bunlarin en c¢ok rastlanani
ascomycetlerin neden olgu deride, Ozellikle ayaklarda glan mantarlardir. Hayati bir
tehlike olgturmazlar ve antifungal ilaglarla giderilebilirleAyrica hastalik yapici mantar
sporlari solunum yoluyla akgerlere taindigl takdirde histoplazmosis ve yukseksateeden
olabilir. Diger mantar hastaliklar gibi antifungal ilaclarlalémebilir olsa bile ger tedavi

edilmezse ciddi sistematik enfeksiyonlara sebebigetbilir (Audesirk vd., 2008).

2.1.10.2. Toksinler

Enfeksiyon hastaliklarina neden olan mantarlarm gaa insanlar icin tehlikeli olan toksinler
dreten mantarlar da vardir. Cok nemli ortamlarddasean tahil veya @er gida maddeleri
Uzerinde Ureyen mantarlar toksinler salgilarlamedin Aspergilluscinsi mantarlar yiiksek
toksik ve kanserojen bienler iceren aflatoksinler salgilarlar. Gida it aflatoksinlerin
1960'larda kgfedilmesinden beri, depolangntohumlarda Utremesini sinirlayan metodlar

gelistirdiler ve bu gamada aflatoksinlerin elimine edilmesingkailar (Audesirk vd., 2008 ).

2.1.10.3. Antibiyotikler

Mantarlarin insan $h g1 Gzerinde olumlu etkileri de vardir. Hayat kurtantibiyotik ilaclar,
ascomycete kufu tarafindan uretilen penisilindegfddmistir. Penisilin hala, mantarlar
tarafindan Uretilen oleandemisin ve sefalosporly diger antibiyotiklerle etkilgim icinde
hastaliklarla sawanakta kullaniimaktadir. Mantarlardan turetigntiir diger 6nemli ila¢ olan
siklosporin, organ nakillerinde vicudun organi redaoke ihtimalini azaltmak icin kullanilir
(Audesirk vd., 2008 ).

2.1.10.4. Gastronomi

Mantarlarin insan beslenmesine 6nemli katkilardwvaBu katkinin en bilinen bi¢eni direkt
olarak tukettgimiz yabani ve kilttr basidiomycet mantarlari viégf tve morel gibi ascomiset
mantarlaridir. Ayrica diinyaca Unli Rokfor, Gorgdazdstilton gibi peynirler aromalarini
Uzerlerinde buylyen ascomycet kuflerinden edinidena en 6nemli ve yiyeceklerde en ¢ok

kullanilanlar maya diye adlandirilan tek hicret@sycetlerdir (Audesirk vd., 2008).
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2.1.11. Evrimsel Bglantilar

Dogal seleksiyon, milyonlarca yildan daha uzun sidredantarlarin dayanikli formlari

Uzerinde gler ve sporlarini yayarak ve besirglsgyarak dikkat ¢ekici adaptasyonlar Uregtini
2.1.11.2. Truf
Yemek icin satin alinan bircok mantar arasinda ek granan truftir. En guzdtalyan

traflerinin kilosu 2000 liraya satilmaktadir. Tréfl mge gaclarinin kdkleriyle mychorrizal

ortalikta bulunan ve spor biriktiren yapida ascsetierdir.

5, =
Tl b LA
. ¥ '
f !

Sekil 2.14 En dgerli ve mantar olan Triif mant@Audesirk vd., 2008).

Bu mantarlar hayvanlari kendine ¢cekmek icin etkili mekanizma gejtirmistir. Sporlari
olguniagtiginda trif, hayvanlarin 6zellikle de domuzlarinidigi ¢ceken bir koku yayar.
Kokuyu takip eden domuz, e gzgacinin dibini kazarak mantari cikarir ve yer. Blem
sirasinda milyonlarca spor ruzgarla birlikte sacHskiden trif toplayicilari, yer altindaki
mantarlarin kokusunu 50 metreden bile alabilgn &8l domuzlar kullanirlardi. Buglin en

g0Ozde truf avcilar ise kopeklerdir (Audesirk v2008).
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2.1.11.2. Pilobolus

Eger incelemek icin bir @in at gibresine yeterince yakiliganiz, glizel ve hassas yapida
turemg zygomiset Pilopoluslar gorursuniiz. Bu narin géklerine r&men onlar fungal
silahlardir. Gubrenin iginden cikan hiflerde, y#g@n siyah sporlarlgapkalanmy seffaf
ampduller seklinde bulunurlar. Ampduller olgundaginda icindeki seker konsantrasyonu
yukselir ve ozmoz ile icindeki su azalfapkasindan daha zayif hale ggidde, aniden bir

balon gibi patlar ve sporlarinisigansapkayi yaklaik bir metre uzga firlatir.

Sekil 2.15 Patlayici sporlara sahip olan bir ZygostgcPilobolus spAudesirk vd., 2008).

Ucan sporlar ¢imlerin yapraklarina konarlar. Pdlislar §1g1 cimenin blylime yonine gdo
kirarlar. Cimene yerken sporlar gewigetiren bir otobur gelene kadar beklerler. Dahaao
cimleri yiyen otobur sindirim sisteminde zarar gémns taze Pilobolus sporlarl iceren
diskisini yapar. Ve bu sporlardan hifler, ampullersapkalari bu dahice donguyu tekrarlamak
Uzere yeniden oklur (Audesirk vd., 2008).
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2.2. Beyaz Curukcul Mantarlar

Lignini verimli olarak mineralize edebilen tek orgama beyaz cirtkctl mantarlar ve buna
bagl olarak atik aygtiran mantarlardir (Kirk ve Cullen, 1998). Beyazigicil mantarlar
Basidiomycetes sinifina ait heterojen bir grupkarkli beyaz curiukc¢il mantarlar, odunsu

dokulardaki karbonhidrat ve lignini goreceli olafakkll dizeylerde indirgerler.

Bircok beyaz curukgul mantar hiicre luminasinda ke olur ve hicre duvari erozyonuna
sebep olur. Ainmis zonlar ileri derecede ayarak birlgir ve geng bosluklar miselyumlarla
dolarak form alir. Bu tip ¢lrimeye secici olmayamultane curime denir (Blanchette,
1995). Trametes versicolor tipik bir simultane ¢iil mantaridir (Cowling, 1961; Eriksson
vd., 1990).

Bazi beyaz cirikcul mantarlar lignini oncelikli & 6nemli bir seliloz kaybi olmadan
uzaklgtirirlar ve beyaz benek veya beyaz cep curimesvexen cirimeye neden olurlar,

ornesin; Phellinus nigrolimitatugBlanchette, 1984a; Otjen ve Blanchette 1987)

Bazi mantarlar ise her iki ¢irimeye sebep olabkaizelliklere sahiptirler (Eriksson vd.,
1990). Bu tur mantarlara 6rnek olara&enoderma applanatunve Heterobasidion
annosuridur. Bu mantarlar lignini segici olarak indirggaiden dolay! kait ve kait hamuru
endustrisi aplikasyonlarinda ¢ok ilgi gorurler. Bakecilmg bir mantarin lignin-hemiseliloz-
sellloz aymtirma oranlari cok buyik farkhliklar icerebiliryAr tirtn farkli Gyeleri bile ayni
tip agacta cok farkli davranabilir. Fakat bir mantar tid@ substrata k§a olmayan
varyasyonlar bulunnyur. Agac veya saman biyopulpinda uygun mantar secimiyigpilan
bircok calsmada, bazi mantarlarin lignini 6nemli derecede Ise#l indirgedgi acikliga
kavusturulmustur. Bu mantarlarin verimli oldiu kesfedildiginden beri lignin indirgeyici
sistemlerini incelemek énemli olngtuir. C. subvermispordignin secici indirgen olarak ornek
bir model olabilir. Yikim devam ederken kalsiyumsakat ve MnQ@ birikir (Blanchette ,
1984b; Eriksson vd., 1990L. subvermisporave diger lignin segici mantarlar tarafindan
uretilen en 6nemli ligninolitik enzim MnP 'dir. Bay clurukcul mantarlara kapali tohumlu
agaclarda, acik tohumlugaclara gore daha sik rastlanir (Blanchette, 199Gpnellikle
ligninin syringyl (S) Uniteleri yikima daha elvdidir, guaiacyl (G) Uniteleri ise daha

direnclidir.
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Samanda gelinis ve elektron mikroskobuna aktarigr@. subvermisporae P. eryngiilignini
kismen orta lamelden uzaklairken, Phlebia radiata ikincil hicre duvarlarindan
uzaklgtirmis olur. Liflerde, orta lameller yiksek konsantrasiyoG lignin icerirken, ikincil

duvarlar yuksek oranda S lignin igerir.

Lignin indirgenmesinin mekanizmasi, fiziksel 6zd#iri, enzimolojisi gibi temelsieyisleri
incelendginde, dikkat ceken Bhca mantar kortizoid®. chrysosporiurdur (Kirk ve Farrel,
1987; Eriksson vd., 1990; Gold ve Alic, 1993). Taksmik olarak bir¢ok farkli mantar
detayl olarak, lignin indirgenmesi igin sabit kzelsartlarda ¢akildiginda, mantara 6zgu ve
farkli enzim sistemleri ortaya cikmaktadir. Fankldr mantarin taksonomik pozisyonuyla
veya ekolojisiyle bglatih olabilir. Guney hibridizasyonu ile LiP-berde dizilisler
kesfedildikten sonra, mantarin LiP Uretme genetik psigeline sahip oldgu goralmigtir (D'
Souza vd., 1999).

Lignin parcalayan funguslarddPhanerochaete crysosporiune Trametes versicoloen ¢ok
calisiimis funguslardir. Ligninolitik basidiomycetePhanerochaete crysosporium lignini
oldukca iyi degrade efii bulunmutur ve ligninin biyolojik parcalanmasinin fizyol&ji
gereksinimlerinin caftimasi icin model organizma olarak kullaniytm. Phanerochaete
crysosporiurtun ligninolitik enzimleri sadece karbon, azot vekékirt sinirlamasiyla

tetiklenen sivi kultirlerde sekonder metabolizmmassnda Uretgi bulunmutur.

Trametes versicolooldukca fazla cagilmis ve dnemli miktarda lakkaz salgilayan bigeli
beyaz curukcul fungustu€orolius versicolowve Polyporus versicoloplarakta bilinmektedir.
Phanerochaete crysosporitanbenzersekilde Trametes versicolada lignin peroksidaz ve
mangan peroksidaz enzimlerini salgilar. Birgok Ekkmantarin ga¢ Uzerindeki blyumesi
sirasinda konstitutif (indukleyici maddeye ihtiydigymadan enzim salgilayan) olaraksiki
konsantrasyondaki Uretimi xylidine ve ferulik agibi aromatik bilgiklerin ilave edilmesiyle
yuksek konsantrasyonlara indikleniitametes versicoloen c¢ok cakilmis lakkaz treten
fungustur ve lakkaz hakkindaki bircok bilgi bu galalardan elde edilrgtir (Call ve Mucke,
1997).
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Ligninolitik aktiviteler ve atik aystirici basidiyomycete mantar enzimleri henliz ¢cok az
calisiimigtir. Agaricus bisporusse Stroharia rugosoannulatgibi atik ayrgtirici mantarlarin
baslica ligninolitik enzimleri lakkaz ve MnP'dir. Bircalsmada lakkazinMarasmiis
quercophilustarafindan Uretilen tek ligninolitik enzim olgw belirlenmgtir (Audesirk vd.,
2008).

2.3. Beyaz Curukcul Mantarlarin Salgiladgi Ligninolitik Enzimler

Lignin, farkh buyudkluklerde parcalar icermesinddalayi, molekiler girligi kolay tahmin
edilemeyen, u¢ boyutlu amorf bir maddedir (Argyrojps ve Menachem, 1997). Yakin
zamanda kdedilen yeni kimyasal @amodellerinden dolay! ligninin kimyasal yapisira d
belirlemek guclemistir (Buswell ve Odier, 1987). Lignin mikrobiyolojikalsmalarda sik¢ca
kullanilan bir bilgiktir. Doga sartlarini Gngérmek pek kolay olmadiicin ,bu tir maddeleri
kullanarak sonu¢ elde etmek oldukc¢a guctir ve bardtdayl da beyaz c¢urukcul mantarlar

gibi mikroorganizmalarin@ctaki lignini indirgerken neler olgu ¢cok az bilinir.

Agacta beyaz curimeye neden olan, basidiomycete rtentdgsadaki en verimli lignin
indirgeyicilerdir ve muhtemelen gadaki lignin iceren dokularin karbon donguleringlsgan
birincil ajanlarlardir (Kirk ve Farrel, 1987; Eriksn vd., 1990). Bu mantarlar taksonomik
olarak heterojen yiksek mantarlara dahil bir gryptuma en buyik 6zellikleri, bir takim
ekstraseltler ligninolitik enzimler kullanarak ligin mineralize ve depolimerize edebilme

yetengi olan tek mantar turt olmalaridir (Akthar vd., 29%amar vd., 1992).

Lignin molekdlleri hiicre icine tanabilmesi icin olduk¢a blyuktir ve bitki hiicre dumnin

yapisal komponentidir (Kirk ve Cullen, 1998). Heljen yapisindan dolayi lignin biyolojik
olaak parcalanmasi icin ekstraseluler enzimler slngereklidir (Gellerstedt ve Northy,
1989). Bu enzimler lignin degradasyonundan soruomude ikiye ayrilirlar. Bunlar

fenoloksidaz ve peroksidazlardir.

Lakkazlar ¢oklu bakir fenoloksidazlardir. Bu enzmienol ve aromatik aminleri oksitler.
Peroksidazlar ise farkh substrat spektrasinda ddye ayrilirlar. Biri Mn (II) 'yi en verimli
indirgen substrat olarak kullanan mangan peroksitigeri ise nonfenolik ve fenolik aromatik
bilesikleri oksitleyen lignin peroksidazdir (Call ve ke, 1997).
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Bu enzimlerin lignin degradasyonunu glurmak icin dguk molekdl &irhikh araci
substratlardan yararlargaligosterilmgtir (Gellerstedt ve Northy, 1989). Lignin perokasaiar
hem fenolik hem de fenolik olmayan maddelerin oisionunikatalizler, lakkaz ve mangan
peroksidaz ise fenolik bijékleri fenoksi radikaller ve kinonlara oksitler,ikpz oksidaz ve
glioksal oksidaz da ¥D, tretimi ve sellobioz-kinon oksidoreduktaz ise kinandirgeyen bu
enzimlerin lignin parcalanmasiyla ilgisi vardir (Kive Farrel, 1987; Thakker vd., 1992).

Lignin indirgeyen beyaz curuk¢il mantarlar ggictiz 30 yil boyunca kat hamuru
lyilestiriimesi, asartma, biyoremediasyon gibi biyoteknik uygulamadariliski icinde
dikkatlice calgiimistir (Akthar vd., 1992; Lamar vd., 1992; Messner Sebotnik, 1994)
Lignin indirgenmesinin enzimoloji ve molekller blgpsi c¢ogunlukla Phanerochaete
chrysosporiurtia calsiimistir (Gold ve Alic, 1993; Kirk ve Cullen, 1997). Antmsska bir cok
beyaz curukcul mantar tiri d& chrysosporiunkadar etkiliseklide lignin indirgeyicidir
(Eriksson vd., 1990; Messner ve Srebotnik, 1994).

Lignin indirgenmesinin fiziksekartlari, ve enzimlerin salgilanma modellerigdék mantar
turlerine gore farklihk gosterir. 1980'lerin gmaa kadar lignin indirgenmesi igin gerekli olan
enzimlerden sadece lakkaz stedlilmis olmasina rgmen lignin peroksidaz ve mangan
peroksidaz gibi iki Gnemli enzimin kiedilmesiyle, mantardan bu enzimler izole edi§ime

detayll karakterizasyonu yapilgtr (Kirk ve Farrel, 1987).

2.3.1. Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Lakkaz, ilk olarak 1880'li yillarda Lacquegacinda kgfedildiginden beri ¢calilmaya devam
eden az sayidaki enzimlerden biridir (Yoshida, 1888irston, 1994). Ayrica lakkaz beyaz
curtikcullerde en cok ofan oksidorediiktazdir (Kaarik, 1965k olarak yiiksek bitki ve
diger mantarlarda bulunngtur.

Lakkaz, gaclarda snmalara yol acar ve lignin degradasyonu icin lgsentezini s#ar.
Fungal lakkazin pigmentasyon, sporulasyon, patkiinive detoksifikasyon gibi farkh
kullanimsekilleri vardir (Bao vd., 1993). Lakkaz, fenolikdsikler, aromatik aminler ve der

bilesiklerin dort ardgik tek elektrolu oksidasyonunu katalizleyen maakio oksidazdir.
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Bu oksidasyon molekuler oksijenin suya indirgenmisi bgglantilidir (Thurston, 1994;
Ducros vd., 1998; Bar, 2001). Lakkaz fendbiklL ve 3-O-4’de Gx-Cp baslarindaki kirilmayi
katalizler (Bar, 2001).

Tipik lakkazlar 3.0 ile 5.7 arasinda optimum pHahi indiklenebilen enzimlerdir (Bollag
ve Leonowicz, 1984). Bazi toprakta ywetm basidiomycetler daha yiksek optimum pH'a
sahiptirler (pH 7.0). Yaprak agtiran mantarMarasmirus quercophiluskullanilan optimal
sicaklik en yilksek 7& olabilmektedir (Dedeyan vd., 2000). Beyaz ciiriiegden elde
edilen lakkazlarin ortalama molekididiklari 60 ila 80 kDa arasindadir , izoelektri@ktalar
asidiktir ve glikolizedir (Kaarik, 1965).

Coprinus cinereubasidiomycetinden elde edilen lakkazin kristal gagakin tarihte
¢cOzUlmigtir (Ducros vd., 1998). Bu lakkaz 63 kDa molekgliragina ve goreceli olarak
yuksek pH’a sahiptir. Bu 6zellik nétral/alkalin pkbsullarinin gerekli oldgu endustriyel

kullanimlarda ¢ok énemlidir (Schneider vd., 1999).

Lakkaz P. chrysosporiumia rastgele bulungu ilk zamanlarda , miktari duk ve sadece
spesifik sartlarda Uretilebilen bir enzimdi. Bu nedenle lakkanantarin bgday samaninda
gelistiriimesine kadar istenilen miktarda bulunamgimi(Srivansan vd., 1995; Dittmer vd.,
1997).

Farkli yardimci mediatér molekdlleri  ligninin felilo olmayan kisimlarinda, lakkazin
oksidasyon potansiyelini arttirmak icin bulungtuwr (Bourbannis ve Paice, 1990; Kawai vd.,
1999). Bu olay sadece g lignin indirgenmesinde ¢, endustriyel uygulamalarda
lakkazin dgerinin tekrar anlg@lmasina neden olmgtur. Mediatér denilen birtakim kuguk
sentetik molekuler @rlik efektoérleri, lakkazin aktivitesini arttirirBourbannis vd., 1995;
Bourbannis vd., 1997; Call ve Mucke 1997). En caksgan mediatorler ABTS ve HBT 'dir .
Islenmemg lakkazin performansi ABTS ile ayni fakat HBT iwrKlidir. P.ostreatus, Merulius
tremellosus ve Lentina edosdBT varliginda veratril alkol oksidasyonunu katalizlemede ve
pulp delignifikasyonunda daha az verimlidir. Enindr ham lakkazTrametes versicoltdan
elde edilir (Bourbannis vd., 1997)). Farkli kokedkeki lakkazlarin farkl performanslari bize
gosterir ki, aminoasit dizglerine goére lakkaz siniflandiriimasi Tip-1 bakie iyakindan
alakalidir (Li vd., 1999).
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Panus tigrinus, C. versicologibi bircok beyaz curtukcul ve yaprak ayman mantar
lakkazlari dgal lignoselulozik substratlarda uretilerek buluon ve likit kdlttrlerde
Uretilen lakkazla karlastirilmistir. Likit kltirlerden saflstirilan lakkaz normal mavi renk ve
karakteristik absorbsiyon gosterir fakat tahil nueddan saflgtirilan lakkaz tipik olmayan
sari-kahverengi bir renk gosterir. N-terminal anaisio dizilislerine bakildginda enzimlerin
birincil yaplarinda bir farklihk gorilmemekteditignin substratindan bazi kicik molekuller
dogal olusumlu mediatorler gibi davranip sari lakkazlaraglaadg ileri srilmektedir
(Leontievsky vd., 1997a). Bu nedenle mantar, médiatligninden sglar ve onu
sentezlemesine gerek kalmd&.tigrinustan dretilen sari lakkazin performansi normal mavi
lakkazdan daha iyidir ve nonfenolik lignin modelebikleri oksidize edebilir (Leontievsky
vd., 1997a).

Fungal lakkaz delignifikasyongag lif modifikasyonu, boyagartilmasi, kimyasal ve medikal
sentezler gibi uygulamalarda potansiyel gosterich(eider vd., 1999). Lakkaz organik
solventler variginda aktivitesini kaybetmeden kullanilabilir ve da organik sentezleri de

iceren bir¢cok uygulamalar icin olduk¢a uygundurt@nek vd., 1998).

Rekombinant lakkaz,Trichoderma reeseikufi (Saloheimo ve Niku-Paavola, 1991),

Aspergillus oryzaeve Pichia pastoris(Jonsson vd., 1997) mayas! gibi uygun endustriyel
sistemlerde bulunur. Bu ylzden enzimin fiyatininorekmik olarak daha uygun olmasi

beklenir. Bu glne kadar en az 15 tur mantardan eldieen lakkaz genlerinden, sekiz

basidiomycetin icergi 22 gen tanimlanngtir (Maijala, 2000).

2.3.1.1. Lakkaz Enziminin Yapisi

Tipik olarak lakkaz, spektroskopik ve paramanyspilari ile ayirt edilebilen g farkh tip
iceren dort adet bakir atomu icerir. Tip 1 bakanat, birincil elektron alicisi gorevindedir ve
elektronlari indirgenen fenolik substrattan ayirgonesin Tip2 veya Tip3 bakir atomunun
trinticleer noktasina iletir. TrinUkleer nokta ikinsubstratin bglandg taraftir ve dioksijen,

indirgenme icin Tip-1 tarafindaki elektronlar kaleder .

Tip | bakir (T1); enzimin 600 nm' de gdzlenebileagyn mavi renginden sorumludur ve EPR
ile belirlenebilir. Tip-1 Cu tipik olarak iki higtiin nitrojen ve bir sistein sulfir ile peantilidir.

Cu-S cys yuksek kovalent gizenzime ayirt edici mavi rengini verir (Ducros v#i998).
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Tip Il bakir (T2); renksizdir. Gorinir bélgede ¢cpayif absorbans vermesine garEPR ile

belirlenebilir.

Tip lll bakir (T3); iki cekirdekli konformasyondairtxift bakir atomu icerir. T3 boélgesinin iki
bakir yakin UV'de 330 nm de vegdizayif absorbans bandiyla karakterize edilirkerRE#®
sinyal vermeyen bir cift bakir atomu icerir (Thunst 1994; Ducros vd., 1998; Piontek, 2002).

His His
y His—Cll
15
\ \
HO—Cu OH
His
His—CuL
ERN
His |lis

Sekil 2.16 Lakkazin aktif bolgesindeki bakir atontan diizenleni (Claus., 2004).

T2 ve T3 bakir bolgeleri kapahdir ve l¢ cekirdaklerkez formunda kiimelenir. Burada iki
adet T3 bakiri hidroksil koprusuyle ganms durumdadir ve bu kimelenme vyeri; O
indirgenme bdlgesidir (Thurston, 1994; Palmieri,i®97; Claus, 2004).

Bu tip enzimlerdeki T1 bakir bélgesinin fonksiyonudirgen substrattan elektron alarak
T2/T3 bakir kimesine sonradan ortaya c¢ikan bu mlekh transferidir (Mester ve Tien,

2000). Lakkazlardaki T1 bakiri indirgen substradlaksiyona girer.

Lakkazin substrat argh kismi olarak redoks potansiyeline sahip @aworilmigttr. Fungus
kaynakli: 0.5-0.8 V, ga¢ kaynakli: 0.3-0.4 V derindedir (Messerschmidt, 1997). Bu yuksek
deger Tip | bakirinin sahip oldw ligandin trigonal piramidal geometrideki koordsganu
sonucudur (Zille, 2005).
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Bazi indirgen substratlar igcin lakkazin katalitikkialiginin 6ncelikli olarak TI bakir
bdlgesinin redoks potansiyelinegoali oldugu bulunmytur. Dolayisiyla T1 bakir bélgesinin
redoks potansiyeli ne kadar yuksekse katalitik raitkie o kadar yiksektir (Feng ve Xu,
1996). Oldukca benzer veya 6zagrunumli bakir koordinasyon geometrisingman farkli
mavi ¢oklu bakir oksidazlarin redoks potansiyelimasil ayarlangam halen tam olarak
aciklanamamstir (Heather, Vandertol-Vanier; 2000).

Iki T3 bakir atomu arasindaki kuvvetli antiferromatily baslanma hidroksil kopriisu ile
olusur (Claus, 2004). Bu tip enzimde T1 bdlgesinin feigknu T2/T3 kimelenrgibakira
elektron transferinin ardindan, indirgen substragkektron alimini sgamaktir (Zille, 2005).

Bu geometri bozulmy trigonal bipiramidal koordinasyon olarak tanimlagtn Cu(l) ve
Cu(ll) tarleri icin tercih edilen koordinasyon lg@si arasindaki ara trtin ender goralur. Bakir
baglayici alanda karboksil terminusuna en yakin naktaaminoasit dizisiniz siralapy farkl
lakkazlar icin genel bir siniflandirma olarak kulller . Bu rezidi lakkazlarin icindeki
fenilalanin en yiiksek redoks potansiyeline sahiplip 1), 16sinli lakkaz ortalama bir redoks
potensiyeline sahiptir (Tip 2) ve metiyoninli ise élstk potansiyele sahiptir ( Tip 3) (Eggert
vd., 1998) . Bircok beyaz curikcul mantarin Upetikkaz, Tip 3 lakkazdir. Orrgn; Phlebia
radiata, Pleurotus ostreatus, Agaricus bispar@adeceT.villosa ve C.cinereuslakkazlari
2.tUre aittir (Ducros vd., 1998). 1. tur lakkazlsadece bitki ve kif enzimleri icerirler (Eggert
vd., 1998). Fakat, lakkazlarin mantarlar tUzerind& €arkl fizyolojik etkileri olduysundan
dolayt, tek bir tur mantarin farkli lakkazlar Grgttdtstnualebilir.

Lakkaz lignindeki fenolik tniteleri ve lignin modbllesiklerini aril-Cr kirllmalarina ve dier
reaksiyonlara 6nculik eden fenoksil redikallerinieside eder. Ligninin sadece 10-15%
fenolik yapi iceridgi goruldigiinden beri lakkazin, ligninin indirgenmesinde daalbir rol
oynadg! disinulmemitir (Lai, 1992).

2.3.1.2. Lakkaz Enziminin Kristal Yapisi
Lakkazin elektron ygunlugu dort bakir atomunun hepsi ve toplamda da 7 Niagetizamin

kismi ve 5 ayri N-glikozilasyon bolgesiyle polipel tamaminin modellenmesine izin verir
(Erwin vd., 1993).
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Lakkazin kristal yapisi icergli ¢ cupredoxin benzeri domain iceren monomeriknibaekul
oldugunu gdosterir (Ducros vd., 1998).

Tek gekirdek rq\ 7

merkezi /z.\\;‘ W\g’

C-terminal L
bélgesi

cekirdek
merkezi

Sekil 2.17 Lakkaz enziminin kristal yapisi (Clauzd04)

Tam mavi bakir oksidazlar, molekuler yapisin@darrel formunda alanlar icerir ayrica

dcuncu alan dort adet kisa helikal bolgelerdegasi(3-sandwich konformasyonundadir .

@ (b)

Sekil 2.18Coprinus cinereudan elde edilen Cu-2 panli lakkazin cupredoxin benzeri domainlerdenf¥a)

barrel ve (bB-sandwich konformasyonlari Ducros ve arkgala tarafindan tanimlangtir (Bar., 2001)
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Sekil 2.19Coprinus cinereddan elde edilen Cu-2 penl lakkazin kristal yapisi (Zille., 2005)

Kristal yapi u¢ cekirdekli merkezde T2 bakir ve ®&8kirinin beraber ve birbirine yakin

oldugunu gdosterir.

Calismalar T2/T3 bakir boélgesinin Cu atomlarinin sekiwstidin (His) ile duzenlenngi
oldugunu gostermsitir. Bu sekiz histidin 4His-X-His motifiyle korunnkéadir. T3 bakirlar alti
histidine koordine iken T2 bakiri kalan 2 histid@ koordinedir (Ducros vd., 1998).

His 457

Sekil 2.20.Coprinus cinereugaynakl Cu-2 bgimli lakkazin aktif bélgesinde ligand ve bakir atarmin
koordinasyonunun top ve cubuk modeli. Bakigilyéiikirt sari ve oksijen atomlari kirmizidir (Ba2001).
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2.3.1.3. Lakkaz Katalizli Reaksiyonlar

Lakkaz katalizli reaksiyonlarda substrat molekiiller elektron oksidasyonuyla bir serbest
radikal meydana getirir. Substratin bir elektron sidesyonu, oksijenin 4 elektron
indirgenmesiyle gesir. Ilk Griin tipik olarak stabil d#ldir ve ikinci bir enzim katalizli
oksidasyon veya hidrasyon, kimyasal tepkime, padiimasyon gibi enzimatik olmayan bir
reaksiyon gecirebilir (Thurston, 1994; Ducros vii998). Lakkazin dgal substrati olan
baglari lakkaz tarafindan yarilir. Bu yariimax©@ksidasyonuyla (&Cg baginin yariimasi ve
aril-alkil yarilmasi) ligninin fenolik alt birimlene saldirmasiyla olur. Molekuler oksijen son

elektron alicisi olarak davranir ve boylece iki ekall su indirgenir (Archibald vd., 1997).

Lig Lig
I Lakkaz I
HCOH HCOH O
05 IH-0 Aril-alkil Kirlimasi
I E—
OCHs OCHs OCHs
OH (9] O
Lig Fenoksi
I C, karbonil olugumu Radikal Birlegme
cC=0
Polimerizasyon ve
kinon olugsumu
OCH;3
OH

Sekil 2.21 Lignindeki fenolik gruplarin lakkaz kaitdi oksidasyonu (Zille., 2005)

Yapilan ¢algmalarda indirgen substrattan 6ncelikle T1 bakigbsinin elektron al¢h ve bu
reaksiyonda tek fazli , bimolekiler ve ikinci dezden olarak yuridiii gorulmigtar. ikinci
dereceden hiz sabiti T1 bakirinin indirgenme hlamak tanimlanmaktadir. T1 bdlgesinden lg¢
cekirdekli bakir bolgesinin (T2/T3) molekiller aradektron transferi daha yayta (Mester
ve Tien, 2000).
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2.3.1.4. Lakkaz Aracih Sistemler (Mediator)

Biyoagartma teknikleri, klor ile k@t hamuru gartiimsina kagiuygun bir alternatif olarak
kesfedilmistir. Lakkaz aracili sistem (LMS) ilk olarakgactan elde edilen & hamurunun
biyoagartiimasindaki problemler icin ggirilmi stir ve ABTS'nin ilk araci olarak kullaniimasi
ile tanimlanmgtir (Bourbannis ve Paice, 1990). Lakkazlarin ligmimyritiriimasinda ¢ok
blyuk roli oldgu distnulmiy fakat bu enzimlerin diilk oksidasyon potansiyellerinden
dolayi fenolik bilgiklerle sinirlandiriimgtir (Erwin vd., 1993). Aracili bikgklerin varliginda
bu enzimlerle uygulamalar yapifginda, nonfenolik lignin model bij&lerinin oksidasyonu

onderlginde yuksek oksidasyon yetenekleri gidugoralmigtar.

Lig
|
C-karbonil C
] ) olugumu
Lig Lig
I |
HCCH COH L OCHs
Oz 2H-0
g;’ O
Lakkaz-ABTS I_
= OCHs = OCHs Lig
o} o
[ I \
Li Li
g 9 CHO
Benzyl
g-1 yapisindaki
«-p Kirllmasi
R OCHs
O
|
Lig

Sekil 2.22 Fenolik olmayan lignin bié&lerinin bir lakkaz aracili

sistem tarafindan oksidasyonu (Zille., 2005)

Lakkaz aracili sistemlerin lignine karaktivitesi iki ana faktore kghdir. Birincisi enzimin
redoks potansiyeli, ikincisi mediatérin oksidasyodan olgan radikallerin stabilitesi ve
reaksiyona girme kapasitesidir. Farkli organiznddarelde edilen lakkazlar, farkli aracilara

ve farkli substratlara gesik tepkiler gosterirler (Bourbannis vd., 1997a).

Sik olarak cakiimis fungal lakkazlarin ve nonfenolik dimerngkO-4 lignin model bilgiginin

oksidasyonundaki redoks mediatorlerin performamsidasilastiriimistir.
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Oksidasyon verimliiginin farkli lakkazlardau siray! izledgini bulmuslardir:
Trametes villosa > Pycnoporus cinnabarinus > Bafyicinerea > Myceliophthora
thermophila(Li vd., 1999).

Substratlar buyukliklerinden dolayr enzimatik pakeirekt giremediklerinden kiguk birer
molekil olan mediatdrler devreye girer. Mediatdr, ¢esit elektron mekgi olarak davranan
bir molekdldir. Enzim tarafindan yikseltgegidde oldukca kuvvetli yikseltgen bir ara
bilesik olusur. Enzimatik paketten diftiz edigihde herhangi bir substrati kolaylikla
oksitleyebilmektedir (Archibald vd., 1997).

LMS icin yaklagik 100 farkh potansiyel mediator bgigleri tanimlanmgtir, fakat ABTS ve
HBT bunlar arasinda en c¢ok kullanilanlardir (Boumia vd., 1997a; Johannes ve
Majcherczyk, 2000). Son zamanlarda yapilan sgalar delignifikasyon icin dgal
mediatorler Uzerinde durmaktadir. g2 mediatorler fenol, anilin, 4-hidroksibenzoik tage
4-hidroksibenzilalkoldir (Johannes ve MajchercZ600).

Lakkaz salgilayabilerP. cinnabarinusbeyaz curik¢il mantari MnP veya LiP Uretemez
(Eggert vd., 1997). Ligninolitik peroksidazlarinsgligine rggmen bu mantar lignini verimli
bir sekilde ayrstirir (Hattaka ve Uusi-Rauva, 1983). Mantar 3-hichiantiranilat adi verilen
bir metabolit salgilar, ve bunun mantardagaloolarak olgan bir lakkaz mediat6éri olgu
tahmin edilmektedir. Bu madde lakkazdaki nonfendldnin bilesiklerin oksidasyonunu
saglar (Eggert vd., 1996). 3-HAA'nin mantar kiltiriede bulunan en buyuk miktart 20
mikromolardir ve bu miktar lignin degradasyonu jgkBTS ve HBT gibi sentetik mediat6r
miktarlariyla kagilastirildiginda ¢ok kucuktir, sadece katalitik konsantrasydalarerimlidir
(Eggert vd., 1995).

2.3.1.4.1. ABTS

Lakkaz ABTS'yi stabil bir katyon radikaline oksitleOlusan katyon radikalinin rengi enzim
aktivitesi ile iligkilidir (Majcherczyk vd., 1998).

Nonfenolik lignin model bilgikleri lakkaz/ABTS ikilisi tarafindan ytkseltgeriginde, ABTS
stabil bir katyon radikaline yiikseltgenir (ABTY. Bu fizyolojik olarak oksalat, glioksalat,
malonat gibi organik asitler vaginda ABTS' 'nin, ABTS'ye tekrar indirgenebilegiei
gosterir (Collins vd., 1998).
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Ayrica ABTS lakkaz icin mediatér olmaningsthda yardimci oksidant veya aktivator olarak
da gorev alir (Bourbannis ve Paice, 1990, Collihs ¥998). ABTS/lakkaz cifti veratril alkoll
okside edebilir fakat ABTS'nin katyon radikali edeznLakkaz ayrica uygun yukseltgenebilir
fenolik bilesikler varliginda Mrf* yi Mn®*'ya yiikseltgeyebilir ve Mn(lll) celatlari ofturur
(Archibald ve Roy, 1992).

O, Lakkaz ABTS" lignin
mediator

Okside Okside

H,O Lakkaz ABRTS Lignin

Sekil 2.23 Lakkaz mediatdr oksidasyon sisteminiraktéik dongisi (Bar., 2001)

Kagit hamuru deligninifikasyonunda ABTS'nin roli heniidan olarak ¢ozilemestir fakat
ABTS katyon radikalinin, k&t hamurunun lif duvarinda arta kalan lignin ilé duvarindan
gecemeyen buydk lakkaz moleklli arasinda elektranyitisi fonksiyonunda oldiw

distindlmektedir (Paice vd., 1995; Mester ve Tien, 3000

2.3.1.4.2. HBT

HBT, N-heterosiklik bilgiklerin N-OH grubu taiyan mediattrlere aittir. Oksijen harcayan
HBT enzim tarafindan aktif ara Urtine cgevrilir (Cadl Mucke, 1994).

HBT, lakkaz tarafindan bir nitroksit katyon radikallusturmak icin oksitlenir (Call ve
Mucke, 1994; Bourbannis vd., 1997b). Lakkaz / HBStesn k&It hamuru gartilmasinda iyi
sonugclar verir ve lignindg3-1 bagl dimerler gibi baskin olan nonfenoliR—0-4 bali
altbirimleri okside etme kapasitesine de sahigtakat bu mediatér geri kullanilabilir bir
mediator dgildir (Xu, 1997; Ander ve Messner 1998; Srebnotkhvammel, 2000).
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2.3.2. Mangan Peroksidaz

Mangan peroksidaz, hemen hemen tim beyaz curikaghberengi curiukcul gibi biyolojik
atiklarin yikimini sglayan mantarlarin en yaygin trgttligninolitik peroksidazdir (Hattaka,
1994; Willman ve Fakoussa, 1997; Hattaka,20B@hrysosporiundan elde edilen manganaz
peroksidaz ilk olarak yaksgk 20 yil dnce tanimlanmtir (Kuwahara vd., 1984; Paszcynski
vd., 1986).

Mangan peroksidazin uretimi belirli basidiomycetaifs mantarlarla sinirlidir vgimdiye
kadar hicbir bakteri, maya ve kiifte Greyehildespit edilmemitir (Paszcynski vd., 1986).

MnP'lar LiP ‘'lara gore daha buylik hem proteinleridMolekil airliklart 47- 60 kDa'dir,
glikolizedir ve genel olarak izoelektrik noktalasidik, optimum pH'lari da duktur (Gold ve
Alic, 1993).

MnP'in katalitik dongustndeki reaksiyonkamlardir.

MnP + |‘b02 |:> MnPI + 29
MnP+ Mn(ll) ===  MnP + MAB( Mn (lll)
MnP(I) + Mn (Il) ==  MnP + Mn () + H,0

MnP (FE)P+ H0, ==  MnP-l (F&- O)P + H,0
MnP-I (F€* -O) P+ Mnll ==—=>> MnP-Il (FE-O)P + Mnll
MnP-Il (F€"* - O)P + Mnll ===> MnP (E§P + Mnll + H,O

Bu semada P porfirin, MnP-Bikgk | H,O, nin yukseltgenenseegerleri olan, oksiferil noktasi
ve porfirin katyon radikali (P) tasir. MnP Bilesik Il ise sadece bir ylkseltgenegsdeger tair.
Celat Mri* lignin ve lignin model bilgiklerindeki fenolik halkalari fenoksi radikallerine
yukseltger ve bunlar yapilarin dekompizisyonunasslikiederler (Popp ve Kirk, 1991). Celat
olusturmus Mn**, disiik molekiil @irlikh oldukca reaktif, difiize olabilen redoks niatbr
olarak davranir. Boylece MnP, tekstil boyalari, redgiminotoluen gibi yikimi guc
ksenobiyotikler ile dgal substrati olan lignini depolimerize ve oksideltr (Van Aken vd.,
1994; Heinfling vd., 1998;).
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Fenolik yapilar genelde ligninin %10-15'ini glurur ve fenoksi radikallerin ofumundaki
MnP aktivitesinin sonugclari, aromatik halkalar ve Karbon atomlari arasindaki bazgtzain
kirilmasina sebep olabilir (Gold ve Alic, 1993; Kive Cullen 1998) .

Ceriporiopsis subvermisporaromatik halkada bir elektron yikseltgenmesi végazil
pozisyonundan hidrojen cikarilmasi ile nonfenolignin yapilarini degrade edebigdi
gorulmistar, ayrica LiP benzeri genlere sahip @dubilinmesine rgmen LiP Uretemez (Bao
vd., 1994; Srebnotik vd., 1997).

Phlebia radiatalan elde edilen MnP , linoleik asit ve gdi doymamny lipidlerin
peroksidasyonunu katalizler. Reaksiyon sadece nofike dimerik 3-O-4 lignin model
bilesiginin kirlmasini sglamakla kalmaz, € etiketli sentetik ligninin MnP katalizli

minerilizasyonunu da gatirir .

MnP aktivitesi icin manganaza organik asit eklemgsieklidir. Ligniseltlozikler yiksek
konsantrasyonlarda Mn icerebilir ve birgok sertyuenwsak gzacglarda 150 ppm'den fazla Mn
bulunmutur (Kapich vd., 1999).

2.3.2.1. Mangan Peroksitin Kristal Yapisi

MnP'In belirleyici 6zellgi, yapidaki aktif bélimde iki adet kalsiyum iyonunbulunmasidir.
Aktif bolgesi Asp rezudusine H- glabir His ligandi ve cep iceren katalitik Arg vag-basli
peroksit distal tarafi icerir (Banci, 1997). MnPslalet disilfit bga sahiptir. Bginci disulfit
bagi MnP'a Ozgudir. Bu BaC-ucu kuyrgunun bir kismidir ve kismen proteinin ana
govdesinden C-ucunu uzak tutmak icin uygulanan #&aesorumludur. MnP, Mn(ll)'yi
Mn(ll)'ye yikseltgeme kabiliyeti konusunda ssezdir. MnP'in substrat kganan bdlge
mutantlarinin kristal yapisi, sadece bir Mnglbama bdlgeleri oldgunu gosterir. Mn (l1)
baglanma bolgesi, bir hem propiyonik asit, Gi¢ asidgah ve iki su molekula icerir (Glenn ve
Gold, 1985). Mangan peroksidaz iki domainders@fuve hem grubu bu iki domain arasinda
sikisip kalmstir. Domainlerin herbiri 10 blyuk ve 1 adet kicuéliks icerir (Welinder ve
Gajhede, 1993).
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Sekil 2.24 Mangan Peroksidazin aktif bolgeleri (Wdkr ve Gajhede., 1993)

2.3.4. Lignin Peroksidaz

Lignin biyodegredasyon cammalari genelde kiltigartlarina gore dgsen farkli miktarlarda
LiP ve MnP izozimleri Uretel?hanerochaete chrysosporiuizerinden ilerlemektedir, fakat
farkli metodlar farkli varyasyonlara neden olab¥e bu mantarda 6 LiP tanimlagnr.

Mantarin, oksijen basinci altinda nitrojen limiteya karbon limitli ortamda veratril alkol ile

olusan ana izozimi H8'dir (Farrel vd., 1989).

LiP'In 1983'de kginden sonra icer@d enzim bakimindarfPhlebia radiatadiger mantarlarin
onune gecmgtir. Halihazirda LiP'in 1-3 isoformunu MnP ve lakka da 1-2 izoformunu
uretmektedir (Niku-Paavola vd., 1990; Lundel ve telksa, 1994; Vares vd., 1995; Moilanen
vd., 1996).
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Lignin peroksidazlar 40 kDa molekulegidiga sahiptirler, glikolizedir, asidik izoelektrik
noktalari vardir, 2.5-3.0 gibi diik pH deerleri vardir. Aktif bolgelerinde hem proteinlere v
protoporfirin 1X icerirler. LiP tipik bir peroksida gibi davranir ve bD, tarafindan iki
elektron eksik Bilgik I'e ytkseltgenir. Bir elektron eksik olan kisiise Bilesik Il olarak
belirlenmgtir. Tipik peroksidazlar sadece fenol ve aromatikirderi okside etmelerine
ragmen LiP'lar farkli olarak fenolik olmayan yapilaia okside eder (Kirk ve Cullen, 1998).
Lignin yapilarindaki LiP katalizli oksidasyon, aratik halkadan bir elektron cikararak bir aril
katyon radikal olsturur. Molekiler oksijen variinda farkh triinler de okur (Kirk ve Farrel,
1997). LiP, farkli lignin model bilgklerinde HO, basiml oksidasyonu sagidaki
adimlardan olgan reaksiyon siralamasi ile katalizler.

LiP (FE€")P+ HO, ====> LiP-I (F&- O)P + H,0
LiP-1 (F€"" -0) P+ R=—=—=> LiP-Il (FB-O)P +R

LiP-Il (Fe* - O)P + R + 2 =—=> LiP (F)P + R+ H,0O

Bu semada R, veratril alkol gibi bir aromatik substrgt& porfirindir. Lip Bilesik I (LiP-1) ise
biri oksiferil noktasi dieri de porfirintt katyon radikali olan bD.,'ye yiikseltgenensdeger,

iki yapiyi tasir. LiP bilesik 1l ise sadece bir yukseltgenegdeger yapi taiyabilir. R substrati
Bilesik I' e yukseltgenir (Paulos vd., 1993, Kirk ve &arl997). Ain H,O, varliginda LiP
katalitik olarak inaktif orta dereceli By Ill'e dontsir (Cai ve Tien 1989; Renganathan ve
Gold, 1994). Dgal LiP Bilesik llI'den spontane bir awmayla, bir stiperoksit aga ¢ikararak
yenilestirilebilir (Wariishi ve Gold, 1990).

Sekil 2.25 Lignin peroksidazin kristal yapisi (Rengthan ve Gold., 1994)
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Lignin biyodegradasyonu camalari i¢in substrat olarak en c¢ok kullanilan yarch yapi
dimerik nonfenolikpB-O-4 lignin modelidir (Kirk vd., 1986). LiP gendile model bilgigin

propil zincirindeki @-CB bazlarinin kirilmasini katalizler (Kirk ve Farrel, 188 Hemen
hemen tum katalitik ¢aimalar P.chrysosporiurdan elde edilen LiP ile yapilgtir. Fakat
Phlebia radiatagibi bazi mantarlar dimerik lignin modellerini Kalkif olarak ayni yonde
degrade edebilmektedir (Hattaka vd., 1991).

LiP mekanizmasinin lignin tzerindeki katalitik ajamu hentiz tam olarak bilinememektedir,
cunkl enzimin lignini direkt mi katalizlegii yoksa radikal bir araciya ihtiyaci mi olkglu

acikhga kavigturulmamstir.

2.3.4.1. LIP Kristal Yapisi

LiP U¢ boyutlu yapisi, sitokrom c peroksidazla REdenzerlik gostermektedir, dizili
benzerlikleri %20 civarindadir. LiP, distal ve psokal helikler arasinda hem ortilior 1

helikal segmentler iceren dort disulfit kdpriye ipéih

LiP'da CcP' de oldiu gibi aspartik asit zinciriyle 6rtalt hidrojen @aproksimal hem ligandi
olan histidin icerir. Peroksit Iga cep merkezden uzak arginin (Arg43) ve histidiisd?7)
icerir. LiP'In aktif bolgesi hem ile iantih fenilalanin artiklar icerir ve Ccp triptaha
sahipken proksimal histidin ligand icerir (Edwardd., 1993). LiP yapisindaki hidrojen
baglari yapisal yonden ve enzimin katalitik 6zelliklgroniinden 6nemli rollere sahiptir
(Piontek vd., 1993).

Proksimal histidin (His176) hem grubununsipei ligandidir ancak hem grubu His47'nin
azotunun su ile yagh hidrojen bagiyla altili bir koordinasyon bolgesi olarak doldbmuwstur.
Dis kisimdaki heliks tzerinde ¢ adet anahtar pozidgoamminoasit rezidisu vardir. Bunlar
Arg43i Phe46 ve His47'dir. Bigik | olusumu icin gerekli olan hidrojen peroksitin hem
grubunun Fe iyonu ile etkgami icin peroksit bglanma bdlgesini oktururlar. Arg43 ve
His47 peroksidazlarla korunmuezudulerdir; ancak Phe46 korungraesildir ve ¢ogunlukla
hem grubunun pirol halkasiyla ayni dizlemde bulufu iki desismeyen sabit rezudi,

Bilesik 1 olusumunda 6nemli rol oynar (English ve Tsaprailis, 399
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Arg43 rezudusunin iki Gnemli gorevi olgludne surulmektedir. Birincisi peroksidaz OH
uzerindeki negatif yukin astni stabilize etmek, ikincisi peroksit grubunun Ogi@ baginin
yariimasiyla ferryl oksijen atomuyla hidrojengbgaparak Bilgik | ara Grintnu stabilize
etmektir. Dger taraftan peroksit grubunungb@nmasi icin proton alicisidir (Steven vd.,
1993).

II ve Il sinif peroksidazlar tarafindan pagllan endnemli yapisal elementlerden biri hem
grubuna yakin ve uzak bulunan kalsiyumglaama bdlgeleridir. Kalsiyum iyonlari aktif
bblgenin butinlglini koruyarak enzimatik aktivite de onemli rol ognsisal ve alkali
etkilerle LiP inaktivasyon kalsiyum iyonlariyla glantinin kaybedilmesi ve dik spinli
inaktif bis-histidil hekzakoordineli hem durumunotusmasiyla ilgilidir (Nie ve Aust, 1997;
George vd., 1999; Gerini vd., 2003 ).

LiP'In substrat bdanma bolgesi ve de substrattan hem grubuna etektemsferinin yolu
hakkinda oldukca az bilgi vardir. Lignin peroksigakristal yapisi incelenginde hem aktif
bdlgesi hem de substrat gitkkanalinin neredeyse gllamaz oldgu gozlemlenmitir. Diger
peroksidazlar ile kiyaslanginda tam tersi olarak substrat gikkanali ve aktif bolgenin
arasindaki dier etkilgimin daha kolay oldgu gorulur (Piontek vd. ,1993; Steven vd.,
1993;English ve Tsaprailis, 1995; Banci vd., 1999)

2.4. Ligninolitik Enzimlerin Kullanim Alanlari

Beyaz curukcul mantarlarin, lignin, klorlu aromati alifatik hidrokarbonlar, boyarmaddeler
gibi parcalanmasi guc¢ olan bircok maddeyi hicrg dnzim sistemi ile parcalayabilme
yetengine sahip olduklar bilinmektedir (Kapdan vd., 20@erini vd., 2003).

Beyaz curikcul funguslar, hicresdligninolitik enzim sistemleri ile ¢cevre kirliine neden
olan bircok rekalsitran ve organik hilkleri (ksenobiyotikler, lignin, boyarmaddeler vb.)

indirgeyebilmektedir.

Ozellikle lignin biyodegredasyonu ve renk gideriamhaci ile en yaygin kullanilan beyaz
curikcul fungus tdrleriPhanerochaete chrysosporiumrametes (Coriolus) versicolove

Funalia trogirdir.
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Son zamanlarda endustriyel uygulamalarda oOzellikdke tekstil endustrisinde boyar
maddelerin renk gideriminde yer alan ¢ fonksiyoeelzimin lignin peroksidaz (LiP),
mangan peroksidaz (MnP) ve,®b basli peroksidazlar oldgu belirtilmistir. Lakkaz ise

sadece belirli tarler tarafindan salgilanagedibir fonksiyonel hiicre gt enzimdir (Beilen ve

Li, 2002)

2.4.1. Tekstil

2.4.1.1. Aartma

Lakkazlar, selilozik liflerde bulunan gar, mumlar, pektinler, proteinler ve pigmentlebigi
dogal renklendirici maddelerin uzaklarilmasi ve bu sayede boyama, baski ve bitim gibi
islemlere hazirlanmasi amaciyla kullaniimaktadir.stiédkrin gzartiimasi glemi klasik olarak
asidik ve bazik kgullarda, geni sicaklik aralginda ve farkli yikseltgen maddelerle
yapillmaktadir. Yiksek beyazlik dereceleri istghle ard arda oksidasyorslémleri
uygulanmaktadir. BAartma maddeleri, liflere sar1 miktarlarda verilmekte, bu da ileriki
islemlerin diizguin yapilabilmesini olumsuz yonde et@n zararl atiklara neden olmaktadir.
Bu nedenle tekrarl yikamalar gerekmektedir.

2003'te yapilan camada kisa sireli lakkaz 6gleminin pamuklu kumgarin beyazlgini
gelistirdigini ve sonraki gartma gleminde kullanilan hidrojen peroksitin konsantrasyau

onemli derecede azalfttni belirtilmistir (Bumpus ve Aust, 1987; Tzanov vd., 2003).

2.4.1.2. Denim ylkama

Lakkazlar, denim yikamadastama sleminde ponza tdarinin yerine kullanilabilmektedir.
Denim yikamada tdama kleminin esasi, ponzagiale istenilen aindirmanin sglanmasi icin
ardnlerin yikanmasidir. Yikamanin ardindan urinlegdyum hipoklorit ile kismen
agartilmakta, notralize edilmekte ve tekrar yikannagkt Bu glemlerin timi buyik cevresel
kirlili ge yol aggindan enzim uygulamalari da yapilmaktadir. @meselilazlar, lif yuzeyini
asindirici etkiye sahip olduklarindanstsrkama gortntiisiini elde etmek icin ponzéatanin
yerini kismen alabilmektedir. Bununla birlikte ladar da indigo boyali denim giysileri daha

acik tonlara gartabilme etkisine sahiptir (Bumpus ve Aust, 1987).
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Lakkazlar, denim Uzerindeki indigoyu renksigleme acisindan tek blarina yeterli
olamadiklari icin indigodan molekiler oksijene etek transferi sglayan medyatorli
sistemler de geftirilmi stir. Lakkaz ve medyattr sistemi, atki ipliklerinkdemeden yalnizca
indigoyu parcalagh icin islem sonucu gri niansh denim elde edilmektedir. iB@m klasik
hipoklorit azgartmasi ucuz, hizli ve etkilidir. Ancak ¢evreye denime zarar vermektedir.
Oysaki lakkaz ve medyator ilegatma, 1hman kgullar altinda yapilabilmekte ve ¢cok daha
kolay kontrol edilebilmektedir. Ayrica bu sistemdgartma etkisi fenol bilgklerine 6zgu
oldugundan elastikiyeti etkilememekte ve hipoklogaamasi gibi elastomer igine de zarar
vermemektedir. Lakkaz medyatorli sistemler, denikaya uygulamalarinda geri boyamayi
azaltmakta, @nma seviyelerini gejtirmekte ve indigoyu gartmaktadir (Tzanov vd., 2003;
Basto vd., 2007).

Lakkazlarin denim yikamada kullaniminaskin yapilan cakmalarda aktiflgtiriimemis ve
fenol ile aktiflestirilmis kosullarda yetstirilen beyaz curukcul (white rot) esaslrametes
versicolor’'u, lakkaz (TvLac), lignin peroksidaz (LiP), manganexgksidaz (MnP), arilalkol
oksidaz (AAO) ve polifenol oksidaz (PPO) Uretimi asrtyla test etmslerdir. PPO, LiP ve
AAO kultir soOzdntulerinde go6zlenmez iken, TvLac WdnP aktiviteleri sirasiyla
inkubasyonun dérdinct ve dieci gininde tespit edilmistif.versicoloidan izole edilen
lakkaz, medyatdr olarak denim yikama icin kullangtm Calsmada TvLac’in, medyatorli
ticari lakkazdan daha verimli olgu ve denim yikamada kullanilabilegdelirtiimistir (Yoon
M-Y, 2005).

2.4.1.3. Kaynatma

Kaynatma glemleri, caitli kimyasal maddelerle yapilmakta ve cevreseldaqi kirlilik
olusturmaktadir. Bu nedenle daha ekolojik bir proseanoknzimatik kaynatma tercih
edilmektedir. Enzimatik kaynatmaslemlerinde daha c¢ok pektinaz kullaniimakta olup
ksilanaz, proteaz, lakkaz, lipaz ve selllaz gikieerle de denemeler yapilgtir. Yapilan

calismalarda ketene enzimatik kaynatrgl@minin etkileri incelennstir.

Bu amacla ham keten liflerine endustriyel enzinuiggulanmgtir. Kaynatma sonrasigartma
ve ya mekanik girme yapilmstir. Egirmeden sonra tim ilgili iplik parametreleri 6lctiim

ve direng, gerilme, neps yuzdesi gibi parametrédgerlendirilmistir.
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Verimlilik; pektinaz > ksilanaz = galaktomannaz rofgaz >lipaz > veya = lakkagklinde
siralanmistir. Buna gore lakkazlarin kaynatma ayheacia kullanilabilecg ancak pektinazlar

kadar verimli olmadii gortlmtir (Pazarh@lu vd., 2005).

2.4.2. Atik Sularin Renksizlgtirilmesi

Azo, trifenil metan ve ftalosiyanin gibi farkli kmwofor gruplarin varfii, boyarmaddelerin
yapisal ceitlili gini saglamaktadir. Goérsel etki ve kimyasal oksijen ihtiy@€OD) acisindan
yan etkilerinin yani sira @o sentetik boyarmaddeler, toksik, kanserojen veudsik etkiler
de gostermektedir. Mevcut atik su sistemleri isetip atiklardan inat¢i boyarmaddeleri ve
diger organik kalintilari tamamen uzaftiamakta yetersiz kalmaktadirlar (Ossola ve Galente
2004). Boyama atik sularinin aritilmasi, adsorpsiyamagulasyon, oksidasyon, filtrasyon ve
iyonlastirici radyasyon gibi kimyasal ve fiziksel yontembgerektirmektedir. Bu yontemlerin
tumu farkl renksizlgirme yetengine, sermaye maliyetine ve operasyon hizina sahiui
yontemler arasindan koagulasyon ve adsorpsiyon iyagtarak kullaniimaktadir. Ancak
bunlar buyik miktarlarda &@a yol agcmaktadir. Bu nedenle biyolojik prosesléisitk maliyet
ve az camur okiurmalari nedeniyle giderek 6nem kazanmaktadirsfiti vd., 2007).

Mantarlarin kati veya sivi faz olan iki farkl rejon sekli ile kiltarinin elde edilmesi
sayesinde boyarmaddelerin renksiil@dmesini ve iki temel renksizigirme mekanizmasini
(ekstraselular ve biyosorpsiyon) incelemek ve téktaanyo kulturleriyle pratik uygulama
olanaklarini dgrulamak amaciyla bir ¢cgima yapiimgtir.

Calisimada alti ticari boyarmaddenin ongdgk mantar yardimiyla renksizlgriimesi tUzerine
calisiimistir. Yiksek konsantrasyondaki ticari boyarmaddalegnksizlgtirilebildigi ve bu
sayede boyarmadde iceren atik sularin aritiimasbig yontemlerin avantaj giayaca) ifade
edilmistir (Parshetti vd., 2007).

Myceliophthora thermophila’daelde edilen lakkaz enzimi, epoksi gruplari ile fidgtirilmis
polimetakrilat esasli polimerler tzerine kovalefdgrak immobilize edilmgtir. Calismada, bu
biyokatalizorlerin yuksek mekanik dayaniklilik vadsa sismeme gibi Ozelliklerinin, tekstil
sanayinde boyarmaddelerin renginin gideriimesinggulama acisindan elvglii oldugu
belirtilmistir (Park vd., 2007).
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2.4.3. Boya Giderimi

Beyaz curikclil funguslar boya gideren mikroorgamitemn icinde en ygun calsiimis
olanlaridir. Endustride sentetik boyalar boyaméabaski glemlerinde oldukca yaygin olarak
kullantlirlar. Yillik 10.000 ceidin Gzerinde boya ticari olarak 7x105 tondan faztatilir ve
yilda yaklgik 50.000 ton dgrj edilir. Renk atiksularda ganlukla ilk fark edilen
kontaminasyondur. Sudaki cok kucuk miktardaki (D04#mg/L) boya su ylzeyinin gaz
¢c6zunurligl ile gaz gecirgendini etkiler. En blytk boya grubunu gturan bircok azo boya

cevrede anaerobik kollarda kanserojen aminlere ayabilir.

Sentetik boyalar farkli ve kararli yapilarindan ajol olisan renklerine gére siniflandirilir.
Azo, antrakinon ve indigo belli bl ticari boyalardir. Sentetik boyalarin biggo mikrobiyal
degredasyona kar direnclidir. Bu bilgikler basta tekstil, gida, biyomedikal ve plastik
endustrileri olmak Uzere bircok endustride renkigaidolarak kullanilirlar. Birbirinden farkh
kimyasal yapilardaki sentetik boyalarin renginidegiimesinde lakkaz]rametes Versicolor
tarafindan sentezlenen en dnemli ekstraselllemehziAntrakinon gibi bazi boyalar lakkaz

icin iyi substrattir ve renk giderimleri enzim aktesiyle orantilidir (Kumanneni vd., 2008).

2.4.4. Biyoremediasyon

Lakkaz, toksik fenolik bilgkleri gidermek icin enzimatik oksidasyon yoluylézginmeyen
kompleks yapilara cevirmede kullanilir. Koémur, pétrafinerisi, organik kimyasallarin
Uretimi, ve zeytinygl Uretimi gibi bircok endustriyel prosesin atikauhda fenolik bilgikler
bulunmaktadir.

Yapilan calgmalar sonucunda immobilize lakkazin, fenol ve kenolli kirliliklerin

gideriminde oldukga yararl olgu bulunmugtur (Zille, 2005).

Polimerik polifenol bilgikler, lakkaz katalizli oksidatif danmayla genellikle suda
cbzinmezler. Boylece filtrasyon veya sedimantasyddlaylikla ayrilabilirler.Endustriyel
atiksulardan fenoliklerin giderimi 6nemli bir prehdir, ciinkd bu bikgklerin ¢ogu toksiktir
ve icme sularindaki varliklar gk acisindan tehlike arzeder. Fenolik kirleticitemoksi
herbisitler gibi tarimsal aktivitelerden, && veya k&t hamuru gleyen endustriyel
proseslerden, petrokimyasallardan, boya sanayilger organik kimyasallardan veya tekstil

endustrilerinden kaynaklanabilir.
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Atiksularin detoksifikasyonunda serbest enziml&ttbanimini kisitlayan temel nedenler: pH,
sicaklik ve proteoliziz tarafindan denatire olmakarkagi olan hassasiyetleridir. Lakkaz
fenolik maddelerin gideriminde ggr ligninolitik enzimlerin Uzerinde bir avantajahgatir.
Cunku fonksiyon gostermesi icin lignin peroksidahi dnidrojen peroksitin varfiina gerek
duymaz ve tirozinazdan daha gesubstrat 6zglillgiine sahiptir. Bu nedenle serbest lakkaz,
enzimin stabilitesini arttirmak igin @ik materyallere immobilize edilmektedir (Bar, 2001)
Lakkazin 2,4,6-triklorofenol’iin  2,6-dikloro-1,4-to#linol ve 2,6-dikloro-1,4-benzokinona

donigmesinden de sorumlu olgu bulunmytur (Leontievsky vd., 1997a).

2.4.5. Kggit Hamurundan Lignin Giderimi

Agac, yapisinda sellloz, hemiseliloz, hidroksifendgan alt birimlerinden okan kompleks
bir polimer olan ligninden okan uzun ve ince fiberlerin imasi olarak tanimlanabilir.
Lignin orta tabakada bulunur ve buradasalobir yapskan gorevi gorir. gac fiberlerinin
ikinci hicre duvarinda sellloz ve hemiseliloz ardai bg olusturucu olarak davranir.
Dolayisiyla k&t hamuru olgturmak icin, ligninin mekanik veya kimyasal yolla
uzaklgtirnimasi gereklidir. Kimyasal Kat hamuru proseslerinde,gatma prosesi olarak
adlandirilan lignin fraksiyonlarinin eliminasyorgin gucli kimyasal maddeler kullanilir.

Genellikle gartma prosesinde klor (§) klordioksit (CIQ) ve ozon (@) eklenir. Ancak
guinimuizde klor kullanimi kanserojenik maddelerinoswinuna neden olgundan dolayi
yasaklanmy, klordioksit kullanimina da ¢ok siki sinirlamalgetiriimisti. Bu nedenle yeni
uygulamalar gegtirilmeye calsilmaktadir. Beyaz curtkcul funguslarin oksidatizienlerinin

karisimi kullanilarak ligninin degredasyonu gercakikdebilir. Ancak ligninin kompleks
yapisindan dolayr enzimle etkilme girebilmesi icin araci (mediatér) hiikler

kullaniimalidir (Riva, 2006).

2.4.6. Biyosensor

Biyosensor elektronik donturtci iceren biyolojik komponentle bitigheis bir probtur. Bu
sekilde hazirlanan prob biyokimyasal veya fiziksegidiklikler g6z 6nine alinarak
biyokimyasal sinyalleri elektriksel @er olarak belirler ve kaydeder. Gunimuzde lakkaz
iceren bircok biyosensdr, atiksuda aromatik aminkerfenolik bilgiklerin belirlenmesinde

kullanimi amaciyla gedtiriimektedir (Zille, 2005).
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2.4.7. Organik Sentez

Organik sentezde lakkazin biyokatalizor olarak &ulini son zamanlarda artan bir ilgiyle
calisiimaktadir. Acik ortamda (in air) hidrojen perokkitllanmadan iliman (benign) cevresel
kosullarda polimer Uretimini gdar. Ayrica mediator vaginda veya yoklgunda , radikal
akrilamid polimerizasyonunu indiklegli rapor edilmgtir. Lakkaz ek olarak lignin kraft
kopolimerlerinin kemoenzimatik sentezi icin de kmlilmaktadir. Daha yakin bir tarihte de
odunsu bilgiklerin fonksiyonellgi ve ¢apraz bglanmasi igin bu enzimin potansiyeli oflu
kesfedilmistir (Zille, 2005).

2.4.8.Sarap ve Bira Stabilizasyonu

Sarap stabilizasyonunda alternatif bir fiziksel-kiasgl adsorbent olarak gida endustrisi
lakkazin en blyuk kullanim alanlarindan biridir. 8861 vesarap, etanol ve organik asitler
(koku verir), tuz ve fenolik bikgkler gibi farkli kimyasal bilgiklerin karsimini icerir.
Polifenoliin gideriminde,sarabin organoleptik karakterinde istenmeyergigldiklerden
kacinmak gereklidir. Polifenol gideriminde lakkamllenimi bazi dnemlsartlar gerektirir.

Bunlar asidik ortamda stabilite ve siilfit ile tensiinhibisyondur (Zille, 2005).

Fenol bilgiklerinin secici giderimi ayni zamanda meyve sugarap ve bira gibi iceceklerin
stabilizasyonu icin gereklidir. Ancak burda enzimienmobilize edilerek kullaniimalidir.

Cunku enzimlerin katki maddesi olarak kullaniimasaylanmanstir.

Lakkaz biranin raf omrundn arttirlmasinda kullaniBirada, duman ve sis alumu
mayalama endustrisinde cok ¢asilan bir problemdir. Fenol halkalarinin nikleofilik
substitiisyonuyla proteinin salfidril gruplari dumaiusumunu 6nleyebilir. Burada fenolln

fazlasi gelenekseglemler yerine arpa mayasina lakkaz ilave edilegibabilir (Riva, 2006).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Saf kultir elde edilmesi ve kiltirin devangihin s&lanmasi igin kati besiyerinde, enzim

aretimi icin sivi besiyerinde, spektroskopik anaigin reaksiyon ortaminda ve c¢oktirme

isleminde kimyasal maddeler kullaniktir. Kullanilan kimyasallar Tablo 3.1'de verilgtir.

Kullanilan Kimyasallar
ABTS
Potato dextrose agar

Malt ekstrakt agar
MgSQ, 7H,0
KH,PO,
FeSQ.7H,0
CaCb.H,0O
(NH4)2SO

Tablo 3.1 Kullanilan kimyasallar

3.1.1. Kullanilan Aletler

Inkiibasyon icin Sartorius marka calkalamali inkubktdlaniimstr.
Spektroskopik analiz icin Philips PU 8740 UV/VISektrofotometre kullanilingtir.

Sterilizasyon icin Certoclav kullanilgiir.

3.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar ve Kiltiriin Devamlilig

Calismada kullanilan beyaz curikeul ofgludistinilen mantarlar Yildiz Teknik Universitesi
Davutpga kampusinden sonbahar aylarindssiticezaman araliklarinda toplangtir.
Mantarlarin farkli yerlerinden alinan ornekler fiaarkaklama keullarinda bekletilerek saf

kultar elde edilebilmesi icin optimugartlar bulunmaya calilmistir.
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3.1.2.1. Mikroorganizmalar

Davutpga kampusinden toplanan 7 adet mantar bulgindasal ortamda goérintulenmsiir.
Cekilen resimler sayesinde mantarlarin familyaspiteedilmitir. TUr tespiti, bir uzman
tarafindan mantarin koparilmadangdda incelenmesi ile ganabilmektedir.Bu yizden

sadece mantarlarin familyalar bilinmektedir.

Makro goruntileri ¢cekilen mantarlarin, mikroskoprigdttleri de incelenngiir. Ayrica verimli

bir mantar kolleksiyonu hazirlanmasi i¢in elde exdlisaf kilttrler de resimlendirilgtir.

Mantarlar HM, A1, A2, A3, A4, A5, A6 olarak adlamdd;.

3.1.2.2. Saf kultirin izole edilmesi

3.1.2.2.1. Kati Besiyeri

Dogadan toplanan mantarlardan saf kalttrin izole esBincin iki farkl kati besiyeri
kullaniimistir. Yapilan caymalarda beyaz curtkc¢ul mantarlarin kiltir devamligin

cogunlukla PDA ve MEA kati besiyeri kullaniimaktadir.

% 3,9 patatos dekstroz agar ve % 3 malt ekstakio2 agar agar kullanilarak PDA ve MEA
katl besiyerleri hazirlangtir. 120°C'de 20 dakika sterilizasyogléminden gectikten sonra
steril ortamda petrilere dokulngiir. Bir gin bekletilen ve herhangi bir kontaminasy
olmadgi gorulen petriler ekime hazir hale gegtii

3.1.2.2.2. Mantarlardan alinan 6rnekler

Dogadan toplanan mantarlar ilk 6nce U¢ fargdkilde depolannstir. Her mantardan bir

bslim oda sicakiinda , bir béliim +4C'de bir bolumii ise -£&'de bir siire saklanstir.

Birka¢ glin sonra bu farkli ortamlardan alinan oleeRDA ve MEA besiyerlerine ekilrytir.
Farkli ortamda bekleyen her mantarin sgpka ve i¢ olmak tzere U¢ @gk bolgesinden

ornekler alinmytir.
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PDA ve MEA besiyerlerine petrinin ortasina kicik ferca koyarak ekim yapilgtir.

3.1.2.2.3inkiuibasyon ve Saklama Ksullari

Genelde funguslar lakkaz uretimi icin 25°8D arasindaki sicakliklarda inkiibasyonu
uygundur. Ekim yapilan tim petriler 22'de etiivde inkiibasyona birakiytm. inkiibasyon
suresi be ile yedi giun arasinda gemektedir. Uygunsekilde Ureme s#anan petriler
+4°C'de saklanmgtir. Stok kiiltiirler ayda bir olmak tizere kati besige transfer edilerek

devamlilik sglanmstir.

3.1.3. Sivi Besiyeri

3.1.3.1. Besiyericerigi

Beyaz curiukcul mantarlarin inktiibasyonunda optimwgubari belirlemek tGzere iki farkh
sivi besiyeri kullanilmytir. Farkl calgmalardaki sivi besiyerlerinde kullanilan iz elenhenm

miktarlari kasilastirilarak optimum dgerler belirlenmgtir.

iki besiyerinde de glukoz ve yeast ekstresi ortdkakumistir. iki besiyeri arasindaki fark ise

bir besiyerine iz elementler eklenirkergeline eklenmengtir.

iki farkli besiyeri iki farkli grup mantarin inkiibgsnunda kullanilngtir. Besiyeri icerikleri
Tablo, Tablo 'de verilngtir.

Besiyeri 1
Kullanillan Madde Miktar
Yeast Extract 4 gLt
Malt Extract 10 gLt
Glukoz 4 gLt

Tablo 3.2 Sivi besiyeri 1'in icéfi
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Besiyeri 2
Kullanilan Madde Miktar
Yeast Extract 10 gLt
Glukoz 10 gL*
MgS0,7H,0 1gL?
KH PO, 2gL?
FeSQ,.7H,0 0,01 gL
CaCl,.H-0 0,1 gLt

Tablo 3.3 Sivi besiyeri 1'in icéfi

3.1.3.2. Besiyeri Sterilizasyonu

Hazirlanan besiyerleri 13@'de 20 dakika sire ile certoklavda steril editini

3.1.3.3. pH

Hazirlanan 2 farkli sivi besiyerinden birine pH @agmasi yapiimamngtir. Fakat ikinci
besiyerinin pH'1 0.1 M sodyum-asetat tamponu ife'&.ayarlanntir.

3.1.3.4. Besiyerine Mantar Ekimi

Calismada kullanilan beyaz cirtkcul mantarlarin etivagi7 stre ile bekletilen petrilerdeki
kultarlerden, otoklavda steril edilgmive oda sicak@ina getirilmi sivi besiyerlerine ekim

yapiimstir.

Aktif olarak blyuyen kalttrlerin bulungw petri kaplarindan 10x10 mm buyuglinde
parcalar koparilarak 100 ml'ye 2 adet olageakilde ekim yapilmgtir. 500 ml'lik erlenlerde
bulunan 100 ml'lik sivi besiyerleri 8G sabit sicaklikta 135 rpm'de inkiibe ediitini
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3.1.3.5.inkiibasyon Siresi

pH deseri 5.5'e ayarlanan ve kiiltiir ekimi yapilan bedar80°Cde 8 giin boyunca inkiibe

edilmistir. Her iki gtinde bir alinan 6rneklerin aktivitegerlerine bakilmgtir.

3.1.4. Lakkaz Enziminin Aktivite Tayini

Lakkaz enziminin aktivite tayini Bourbannis ve Raitarafindan belirlenen prosedire gbére
yapilmstir. Nonfenolik bir boya olan 2,2'azinobis-bis-(@vgbenzthiazolinesulphonate);
(ABTS), lakkaz tarafindan oldukca stabil ve teretlilen bir hal olan katyon radikaline
oksitlenir. Katyon radikalin oksitlenmesiyle @an mavi yeil renk enzim aktivitesiyle dgru
orantilidir. Gorunur bdlgedeki bu renkgmlugu 415 ila 420 nm arasinda spektrofotometrede
okunur (48).

Lakkaz aktivitesinin belirlenmesinde ABTS substikrak kullaniimg ve bunun oksidasyonu

sonucu olgan renk UV spektrofotometrede 6lgulghiir.

Lakkaz aktivitesi 6lciminde ABTS konsantrasyonu M olacaksekilde 0.1 M sodyum
asetat tamponu ile ¢ozulerek hazirlagtmi 580 ul ABTS c¢ozeltisi, 20ul sipernatant olacak
sekilde 600pl reaksiyon kagimi elde edilmitir. Reaksiyon kagimi 4°C'de 45 dakika
olmak Uzere inkiibasyonu @anmstir. Ve bu sire sonunda gan mavi rengin absorbansi

420 nm 'de olgulerek aktivite tayin ediktir.

Aktivite hesaplanirken kullanilan formgbyledir:

U/imi= lf i .
LV Eexd « Ad min

7|

. ( 0.6 |
U/ml=2| —1
L 0.02x36=x1x A4 mn — )

=1.667 x Ad.min .
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V: toplam reaksiyon hacmi (ml)

v: enzim hacmi (ml)

€: ekstinksiyon katsayisi (ABTS i¢in 420 nm'de 36 fiMm-1)
d: 1sin yolu (cm)

A: absorbans degsimi

t: sire (dakika)
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4. SONUCLAR

4.1. Lakkaz Uretimi icin Kultiir Ko sullarinin Optimizasyonu

4.1.1. Farkli Fungus Ornekleri ve Kiiltiir izolasyonu

Dogal ortamdan toplanan beyaz ctrukc¢il mantarlariteksiyonu yapilmgtir. 7 adet mantar
makro ve mikro resimlendirilerek familyalari beéinmitir.

Asagida tim mantarlarin makro goruntuleri, mikroskogdctntileri ve petri goruntuleri

verilmistir.

HM (Polyporus sp.)

Sekil 4.1 HM mantari makroskobik ve mikroskobik gittisu
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Al (Polyporus sp.)

Sekil 4.2 A1 mantari makroskobik ve mikroskobik gatiisu

A2 (Bilinmiyor)

Sekil 4.3 A2 mantari makroskobik ve mikroskobik @otiisi

A3 (Bilinmiyor)

Sekil 4.4 A3 mantari makroskobik ve mikroskobik gitiisu
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A4 (Polyporus sp.)

Sekil 4.5 A4 mantari makroskobik ve mikroskobik @otiisi

A5 (Polyporus sp.)

Sekil 4.6 A5 mantari makroskobik ve mikroskobik gaitiisu

A6 (Mycena sp.)

Sekil 4.7 A6 mantari makroskobik ve mikroskobik getiis
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4.1.1.1. Ornek bolgeleri

Mantarlarin farkli bélgelerinden alinan érnekler e MEA Kkati besiyerlerine ekilrgiir.
Farkli bolgelerden ekim yapilmasinin amaci mantaahkultirinin hangi bélgeden alinan

drnekle daha az kontaminasyonla ve daha aktif bleide edildgini belirleyebilmektir.

Mantarlar d@gadan toplandiktan sonra ornekler, steril eldivdelere alevde steril edilen
aletlerle elde edildi. Ve kalan mantarlar da Ipetri kutularinda uygun saklamasktiarinda

yine kullaniimak tizere saklandi.

Tablo 4.1'de gosterildi gibi her bir mantarin i¢, ) sapkatsti veapka alti olmak tzere 4
farkl bolgesinden 6rnekler alingtir. Ve mantarirgekline gére alinan boélgelerden elde edilen

ureme dgismektedir.

HM, Al, A4 gibi ggactan canakeklinde buylyen mantarlarda igapka alti ve sapka ust
kisimlarindan alinan 6rneklerden verimli Ureme e&d@mistir. Mantarin dg ylzeyinden
alinan drneklerden yapilan ekimlerde ¢ok fazla &ombhasyon oldgu gozlemlenmitir ve saf
kaltartn izole edilmesi mumkun olmaghr. Mantarin d§ ytzeyinin ¢evre ile ¢ok fazla temas
halinde olmasi onu kontaminasyona acik hale gekiredér ve bu yluzden de petride ¢ok
farkli organizmalar Uremektedir. Mantarlarin ic dpgeri cevre ile temas etmgdiicin
buradan gelecek yabanci mikroorganizmalardan koabltexir. Ayrica oldukca steril bir
ortamda mantar bdlinerek igindeggpka alti vesapka Ustinden Ornekler ahgdiigin

kontaminasyon riski de oldukca azaltighm

A2 ve A3 gibi gacin kovigundan alinan mantarlarda sadece mantarin icindesnabrnekte
ureme gorulmgtur. Bunun sebebi de mantarlarin bir canak weyka gibi ¢ikintilarinin gok
az olmasi ve bu bélgelerden uygun ornekler alinaasadir. Yine mantarin gliagac ve cevre

ile temas halinde oldiw i¢in uygun Ureme gozlemlenemetiri

Cimlerden toplanan A6 mantarinin da icindersaekasinin altinda bulunan lamellerden
alinan orneklerde az kontaminasyonlu ve aktif Urgdm@enmitir.
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ic Dis Sapkaalt Sapkadisti
HM + - + +
Al + - + +
A2 + - - -
A3 + - - -
A4 + - + +
A5 + - + -
A6 + - + -

Tablo 4.1 Mantarlardan alinan 6rnek bolgelerindieie edilen Gremeler

4.1.1.2. Saklama ksullari

Mantarlar dgadan toplandg icin yiksek kontaminasyon riski mevcuttur. Bu gién
mantarin Gzerinde var olan farkli organizmalarirasta riski azaltabilmek igin mantarlar

+4°C, -18°C ve oda sicakinda saklanmtir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.2'de veritini

Taze +4 C -18C
HM - + -
Al + - +
A2 - + -
A3 + + -
A4 + - +
A5 + - -
A6 + - +

Tablo 4.2 Mantarlardan alinan 6rneklerin sakl&mgallarina goére elde edilen Gremeler

Sonuglara gére taze olarak ekilen mantarlar dahianiigiremislerdir. +4£C'de ve -18C'de
saklandiktan sonra ekilen ornekleringgalugu ya hi¢ Grememngtir ya da kontaminasyona

maruz kalmgtir. Bu da saf kultirin izolasyonunu zatlamistir.
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Lakkaz enzimi dretiminde kullanilan ve en fazlanateyi gosteren A1l ve A4 mantarlarinin
kaltdr izolasyonu tazeyken yapilgrekimlerden sglanmstir.

4.1.1.3. Kati besiyerleri

Kullanilan beyaz curtkgul mantarlarin iki farklidogerine ekilerek hangisinde daha aktif ve
daha az kontaminasyonla Urgidiespit edilmstir. Tablo 4.3'de gorulditi Gzere hemen tim
mantarlarda PDA kati besiyerinde verimli olaraknirgerdir. Fakat MEA'da Ureme yok

denecek kadar azdir. Varolan tremelerin buyuk isimk da kontaminasyona maruz kaftmi

MEA PDA
HM -
Al -
A2 -
A3 +
A4 -
A5 -
A6 -

+ + +  + + |+ *

Tablo 4.3 Mantarlardan alinan érneklerin farklii ksesiyerlerinde elde edilen Gremeler

4.2. Farkli besiyerlerinin lakkaz Gretimine etkisi

Iz elementler, mikroorganizmalarin getie ve tireme evrelerinde oldukca 6nemli bir etkiye
sahip oldgundan besiyerinde bulunmalari fungusun blylumesiemgim Uretmesi icin
gereklidir. Bu durumu godzlemlemek igin iz elementigeren ve icermeyen iki farkl besiyeri

hazirlanip enzim Uretimine etkisi kdastiriimistir.

4.2.1. Besiyeri 1

iz elementler icermeyen Besiyeri 1'e dort farkli taaekilmitir ve sabit pH'da (pH: 5.5)
8 gun inklbe edilmgtir. Sekil 'de géruldgl gibi A1 mantarinda en ytiksek enzim Uretimi 4.
ginde gozlemlenrgir. A2 ve A3 mantarlarinda 8 giin boyunca coksidd aktivite elde

edilmistir. Ve HM mantari da Al'e gore az enzim Uretimi



Aktivite (Uml ™)
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Besiyeri 1'de iz elementler olmamasingman A1 mantarinin enzim ureitidikkat ¢eken
noktadir ve bu yizden A1 mantari daha sonra iz ehtler iceren Besiyeri 2'de tekrar inktbe

edilip aktivitesine bakilmak Uzere ayriktr.

a?‘ffr’
03
0,25
0,2
B 1M
WAz
0,15 OAa2
L]
0,1
0,05 '
-
L a——"——m d::a-/
0 [~
2.gun 4.gun 6.gln 8.gun

Zaman (gun)

Sekil 4.8 HM, A1,A2,A3 mantarlarinin besiyeri 1'de&iibasyonu sonucu 8 giinliik lakkaz aktivitesi

4.2.2. Besiyeri 2

iz element iceren Besiyeri 2'ye (ic adet mantar efilmSekilde gorildigu gibi her (g

mantarda da enzim aktivitesi Besiyeri 1 'e oraldha yuksektir.
Glukoz deerinin artmasi ve iz elementlerin v@limantarlarin Gretsi enzimin artmasinda

blyuk rol oynamtir.

A5 ve A6 mantarlarinda en yiksek aktivite 2. gunigiirken 4. giin azalip 6 ve 8. giin en alt

dizeye inmytir.
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A4 mantari ise tum mantarlar arasinda en yuksekit#hte sahip mantardir. A4 mantari 4.
glnde en yiksek seviyeye gias 6. ve 8. glnlerde orantili bicimdegi gostermgtir.

A4 mantari bir 6nceki mantar grubunda en yiksekividkye sahip Al mantan ile

karsilastirllmak ve hangi mantarin kismi olaarak sgtifalacgzina karar vermek Uzere

ayriimustir.
0,3 sl
0,25
a 0,2
-
£ LV
2 0,15 W As
.4“5—" D ae
Z 0,1
)
4
<
0,05

2.gun 4.gun 6.gun 8.gun

Zaman (gln)

Sekil 4.9 A4,A5,A6 mantarlarinin besiyeri 2'de inki$lyonu sonucu 8 gunlik lakkaz aktivitesi

Besiyeri 1'de inkibe edilip en yuksek aktivite gish A1 mantari ile Besiyeri 2'de inkube
edilip en yuksek aktivite gosteren A4 mantarlarrskastiriimak igin Besiyeri 2'de tekrar
inkiibe edilmgtir. Kosullar tamamen ayni tutularak iki mantar tekrar & gikibe edilmgtir.

Ve elde edilen deerlerde A4 mantarinin yine en yiksek aktiviteyi tgédigi gorilmektedir.
A4 mantan 4.gunde en yuksek aktiviteyi gosterirkeh mantari daha gk bir aktivite

gOstermektedir.



65

0,3

0,25

/ WAL

0,15
L.Vl

0,1

Aktivite (UmL™)

0,05

2.gun 4.gin 6.giln 8.gln

Zaman (gun)

Sekil 4.10 A1,A4 mantarlarinin besiyeri 2'de inké&panu sonucu 8 gunluk lakkaz aktivitesi
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5. TARTISMA

Lignini verimli olarak mineralize edebilen tek orgama beyazcurikcil mantarlar ve buna
bagll olarak atik aygtiran mantarlardir (Kirk ve Cullen., 1998). Beyairigkcil mantarlar
Basidiomycetes sinifina ait heterojen bir grupkarkli beyaz curikc¢il mantarlar, odunsu
dokulardaki karbonhidrat ve lignini gbreceli olarfkkh diizeylerde indirgerler (Blanchette.,
1995).

Lignin parcalayan funguslarddPhanerochaete crysosporiune Trametes versicoloen ¢ok
calisiimis funguslardir. Ligninolitik basidiomycetePhanerochaete crysosporiium lignini
oldukca iyi degrade efii bulunmutur ve ligninin biyolojik parcalanmasinin fizyol&ji
gereksinimlerinin ¢aftiimasi icin model organizma olarak kullanigtm. Trametes versicolor
oldukca fazla caytimis ve Onemli miktarda lakkaz salgilayan birgeli beyaz curtkeul
fungustur.Corolius versicolone Polyporus versicoloplarakta bilinmektedirPhanerochaete
crysosporiurta benzegekilde Trametes versicolaita lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz

enzimlerini salgilar (Call ve Mucke., 1997).

Ligninolitik aktiviteler ve atik aystirici basidiyomycete mantar enzimleri heniiz ¢cok az
calisiimistir. Agaricus bisporusse Stroharia rugosoannulatgibi atik ayrgtirici mantarlarin
baslica ligninolitik enzimleri lakkaz ve MnP'dir. Bircalsmada lakkazinMarasmiis
quercophilus tarafindan dretilen tek ligninolitik enzim olgu belirlenmgtir (Thurston.,
1994).

Lele ve arkadgdari (Lele ve Revankard., 1994), etkili hiekilde lakkaz Ureteframetes
versicolor MTCC 138 sgu endustriyel olarak 6nemli oldunu belirten bir cajma
yapmslardir.Farkli besiyeri bilgenlerinin lakkaz Uretimine etkisi orthogonal duzsmé
metoduyla optimize edilrgiir. Azot kayn&! olan maya ekstrakti, karbon kagnalarakta
nisasta ve glikoz kullanilganda aktivitenin (305 Urffl) iki kat arttgl bulunmutur. Optimize
edilmis besiyerine 1mM bakir ilavesi yapifinda da aktivite 406 Uritldeserine ulamistir.
Ayni konsantrasyonda farkli aromatic Bilder kullanildiginda da aktivitede olduk¢a buyuk

artislar kaydedilmgtir.

Lorenzo ve arkadgar (Lorenzo vd., 2005)Trametes versicolokdilturlerindeki aktiviteyi

activator olarak @r metaller kullaniimasiyla indtiklenmesine galistir.
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cd*, Ag”, Mn**, Zr** ve Cd* metallerinin ilavesi katlastirildiginda sadece Gtimetalinin
lakkaz aktivitesini arttirggini bulmutur. Bakir metalinin aktiviteyi 12 kat kadar buyik
oranda arttirdy rapor edilmgtir. Bu aktivite artsl da tekstil boyasi olaindigo Karmen

boyasinin lakkaz tarafindan yikiminda énemli ratayan bir faktér oldgu bulunmgtur.

Bu calsmada Yildiz Teknik Universitesi Davutgakampusiinden gigli zamanlarda toplanan
ve beyaz curikcil oldim tahmin edilen mantarlardan saf kdltirler eldelneesi ve bu

mantarlarin lakkaz Uretiminin agarilmasi hedeflenngtir.

Toplanan mantarlarin tanimlanmasi i¢in mikologpekilBarutciyan’dan yardim alingtr ve

cekilen resimlerden bazi mantarlarin familyalanitaanmstir.

Mantar turlerinin resimlerden tanimlanmasi oldukgadur. Mantarin bulundiw gsacin tird,
toplandgl mevsim, sapinin toprak ile temasi vegaa@ile birlgtigi nokta, kokusu, kesildi
veya kirildgi anda salgilagh sivi, kesit alindiinda deistirdigi renk ve bunun gibi bircok
farkli faktorden dolayr mantarlar ancak uzmanil&ice ve bulundgu ortamda s&Eikli

tanimlanabilmektedir.

Calsmanin devaminda toplanan mantarlarigitebdlgelerinden alinan ve farkli saklama
kosullarina maruz birakilan 6rneklerden elde edilekkda aktiviteleri kagilastirilmistir.
Mantarin i¢, g, sapkatstl veapka alti olmak Uzere 4 farkh bolgesinden 6rneklemmstir
ve gactan canalseklinde biylyen mantarlarda igapka alti ve sapka Usti kisimlarindan
alinan drneklerden verimli ireme elde edjiiini Mantarin dg ylizeyinden alinan yangac ve
cevre ile temas halinde olan érneklerden yapilamiekde ¢cok fazla kontaminasyon ofglu
gozlemlenmgtir fakat oldukca steril bir ortamda mantar béligterncinden,sapka alti ve

sapka ustinden ornekler aligdtaktirde kontaminasyon riski de oldukca azaltghmi

Saklama keullarina gore Uremeyi katastirdigimizda taze olarak ekilen mantarlarin daha
verimli tredikleri gorilmitir. +4£C'de ve -18C’de saklandiktan sonra ekilen 6rneklerde
kontaminasyondan dolayi saf kilttrin izolasyonunodaniimstir. Ve en verimli Gremenin
PDA kati besiyerinde oldiw g6zlemlenmtir.



68

Yedi adet mantar arasinda sivi besiyerlerinde iakybnlari sonucu en yuksek lakkaz
aktivitesiniPolyporus spA4 mantari gosterrtir.

Diger mantarlar 8 gunlik inkibasyon sonucu oldukcstikliaktivite gosterirlerken, farkl
denemelerde orantili sonuclar da go6zlemlenetemiAyrica sivi besiyerine katilan iz
elementler sayesinde mantarin aktivitesi de drttigtir.

Devam eden calmalarda beyaz curikc¢il mantarlardan elde edilekelak c¢aitli maddelerle

induksiyonu, optimizasyonu ve saflaulip nitelendirilmesi sglanacaktir.

Saflastirilan lakkaz enzimi lignin biyodegredasyonu venkegiderimi amaci ile tekstil
endustrisinde kullanilabilecektir. Ayrica farkli kt@rlerde atik sularin renksizkirilmesi,
agartma, denim yikama, biyosensor, organik sery@ap ve bira stabilizasyonunda da lakkaz

enzimi aktif olarak kullanilabilen bir enzimdir.
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