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BEYAZ CURUKCUL FUNGUSDAN MANGAN PEROKSIDAZ VE LAKKAZ
ENZIM URETIMLERININ INCELENMESI

0z

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, oksidatif ekstraselliiler enzimleri sentezleme
yetenekleri nedeniyle lignosellillozun tiim bilesenlerini degrade etme yetenekleri
acisindan essizdirler. Bu tez calismasinda, beyaz ciiriik¢iil fungus Pleurotus
ostreatus HK-35 den derin kiltir fermentasyonuyla lakkaz (Lak) ve mangan
peroksidaz (MnP) gibi ligninolitik enzim tiretimi, 25 derecede ve inkiibasyon zamani
boyunca kiiltivasyon modu, bakir (0,5; 1; 2,5; 5 mM) ve mangan (0,15; 0,29; 0,5;
0,75; 0,1 mM) iyonlarmin farkli derisimleri, karbon kaynagi olarak nisastanin
derisimleri (1, 5, 10, 20 g/L) ve non-iyonik bir deterjan olan Tween-80 nin
derisimlerine (yiizde 0,025; 0,05; 0,1; v/v) bagl olarak arastirilmistir. Ayni zamanda,
protein, pH, biyokiitle, indirgen seker ve azot seviyeleri de belirlenmistir. Bu
ligninolitik enzimlerin tretimleri duragan kiiltivasyonda 20 giinliik bir periyotta
organizmanin biiylimesi siiresince incelenmistir. En yiliksek Lak ve MnP aktiviteleri
sirastyla 10 ve 12. giinde 2900 U/L ve 2637,5 U/L olarak elde edilmistir. Dolayisiyla,
optimum biiyiime kosullar1 10 g/L glukoz varliginda 0,5 mM Cu (II) and 0,29 mM
Mn (11) olarak saptanmistir. pH seviyesi yaklasik olarak 7-8 araliginda gozlenmistir.
Ayrica, indirgen seker ve azot diizeylerinde azalma 3. giinde belirlenmistir. Karbon
kaynagi olarak nisasta varliginda (10 g/L), elde edilen en yiiksek Lak ve MnP
aktiviteleri sirasiyla ylizde 49 ve 25 olarak azalmistir. Farkli Tween-80
derigimlerinin kullanimina bagimli, P.ostreatus tarafindan Lak ve MnP enzim

tiretimleri lizerine anlamli olmayan bir etki saptanmustir.

Anahtar Sozciikler: Pleurotus ostreatus, derin kiiltiir fermentasyonu, lakkaz,

mangan peroksidaz



INVESTIGATION OF PRODUCTIONS MANGANESE PEROXIDASE AND
LACCASE ENZYMES FROM WHITE ROT FUNGUS

ABSTRACT

White rot fungi are unique in the ability to degrade all components of
lignocellulose due to their capability to synthesize the oxidative extracellular
enzymes. In this thesis, ligninolytic enzyme production such as laccase (Lac) and
manganese peroxidase (MnP) by submerged fermentation (SF) of white rot fungus,
Pleurotus ostreatus HK-35 was investigated depending on cultivation mode,
different concentrations of copper (0.5; 1; 2.5; 5 mM) and manganese (0.15; 0.29;
0.5; 0.75; 0.1 mM) ions, starch concentrations (1, 5, 10, 20 g/L) as a carbon source
and Tween-80 (0.025; 0.05; 0.1 percent, v/v) concentrations as a non-ionic detergent
with respect to incubation time at degree of 25. In addition, protein, pH, biomass,
reducing sugar and nitrogen levels were also determined. The production patterns of
these ligninolytic enzymes were studied during the growth of the organism for a
period of 20 days in the stationary cultivation. The highest Lac and MnP activities
were obtained as 2900 U/L and 2637.5 on day 10 and 12, respectively. Therefore,
optimal growth conditions were specified as in presence of 10 g/L glucose, 0.5 mM
Cu (II) and 0.29 mM Mn (I). pH levels were observed approximately at 7-8. In
addition, decreases in reducing sugar and nitrogen levels were observed on the third
day. In presence of starch (10 g/L) as a carbon source, the obtained highest Lac and
MnP enzyme activities were decreased as 49 and 25 percent, respectively. With
regard to use of different Tween 80 concentrations, no significant effect on the Lac

and MnP enzyme productions by P. ostreatus were observed.

Keywords: Pleurotus ostreatus, submerged fermentation, laccase, manganese

peroxidase
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BOLUM BIR
GIRIS

1.1 Lignin

Lignin, sellilozdan sonra toprakta en c¢ok bulunan ikinci polimerdir ve
biyosferdeki organik karbonun yaklasik olarak %30 unu olusturur. Lignin terimi,
latincede odun, tahta anlamindaki “lignum” kelimesinden gelir (Brunow, 2001).
Temel fonksiyonu bitkilerdeki seliiloz fibrillerini giiglendirmek olan lignin, dogada
bulunan en bol fenolik polimerdir (Lora ve Glasser, 2002). Lignin, bitki koklerinin
kuvvetliligi ve sertligi, hiicre duvarlarinda yapisal biitiinliiliikk icin hayati 6neme

sahiptir (Chabannes ve diger., 2001).

Lignin, bitki polisakkaritlerinden mikrofibril ve fiberleri birbirine baglayan bir
matriks materyal olarak rol oynadigindan bitki kokiiniin dikey biiylimesi i¢in gerekli
olan sertlik ve saglamliligi da kazandirmaktadir (Feldman, 2002). Ayrica lignin,
hiicre duvarlarina su gegirmez 6zellik kazandirirken, bitki vaskiiler sistemi boyunca
suyun transportunda ve patojenlere karsi korunmada ¢ok onemli rol oynamaktadir

(Sarkanen ve Ludwig, 1971).

Lignin birikimi hiicre biiylimesi tamamlandiktan sonra olusur ve sekonder
hiicre duvar1 en dis (S1), orta (S2) ve en i¢ (S3) olmak {izere ii¢ kattir ve duvarin
kalinlasmas1 boyunca bu pargalar birlesmektedir. S1 formu tamamlandiginda orta
lamelde ve primer hiicre duvarmin koselerinde lignin depolanmaya baslar.
Polisakkaritler depolandiktan sonra, lignifikasyon S2 ve S3 tabakalar1 vasitasiyla iki

farkli basamakta ilerler (Boerjan, Ralph ve Baucher, 2003) (Sekil 1.1).



sekonder duvar

Sekil 1.1 Ligninoselillozik maddeler; seliiloz, hemiselilloz ve

lignin (Sanchez, 2009)

Lignin, vaskiiler elementlerin sekonder hiicre duvarlarinda selilloz ve
hemiseliilozla iliskili olan fenolik bir heteropolimerdir. Lignin, 6zellikle yeryiiziinde
organik karbonun biiyilik bir rezervini olusturan agaglarin yapisinda bulunmaktadir.
Bu polimer, koniferil alkol (guasil propanol, G), kumaril alkol (p-hidroksifenil
propanol, H), sinapil alkol (siringil propanol, S) gibi {i¢ fenil propiyonik alkoliin
peroksidaz-aracili dehidrasyonundan agiga ¢ikan serbest radikallerin olusumuyla

sentezlenir (Croteau, Kutchan ve Lewis, 2000) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Lignin ana yapisini olusturan monomerler (Sarkanen ve Ludwig, 1971).

Bu monolignoller karbon-karbon ve eter baglari ile polimerize edilirler. Her bir
fenolik birim farkli inter monomerik bir bag tipiyle birbirine baglanmaktadir. En
yaygin olan bag tipleri p-O-4, a-O-4, B-5, 5-5, 4-O-5, B-1, ve B-p dir (Sekil 1.3)
(Dence ve Lin, 1992; Sjostrom, 1993).
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Sekil 1.3 Bir lignin molekiiliindeki yaygin inter monomerik baglar (Wong, 2008).

Bu monolignoller ii¢ fonksiyonlu olarak birbirlerine baglanir ve polimerin
igerisinde dalli bir yap1 olustururlar. Zincirin igerisindeki hem baglanma tipi hem
yap1 olarak farkli olan birimler, lignini son derece diizensiz ve kompleks bir polimer

haline getirirler (Dence ve Lin, 1992; Sjostrom, 1993). Dogada ligninin miktar ve



Ozellikleri, bulunduklari alanlara gore degisim gostermektedir (Campbell ve
Sederoff, 1996). Odunsu bitki tiirlerine bagli olarak lignin igerigi, kuru agirligin
%15-36 civarinda bir degisim meydana getirmektedir (Higuchi, 2006).

Lignin icerigi H:G:S oranlarn agisindan, cesitli vaskiiler bitki gruplar1 arasinda
degisiklik gostermektedir (Fengel ve Wegener, 1984). Buna gore, lignin yapisal
birimlerinin igeriklerine gore, yumusak odunsu yapi lignini, sert odunsu yap1 ve ¢im
lignini olmak tizere ti¢ gruba ayrilmaktadir (Adler, 1977; Roberts, 1996). Yumusak
odunsu agacglarda, yani ladin, sedir ve baldiran gibi agik tohumlu, kozalakli
agaglarda, cogunlukla G ve az miktarda H birimleri bulunur. Sert odunsu agaglarda,
ornegin kavak, sogiit, hus, kizilaga¢ gibi kapali tohumlu bitkilerde, lignin igerigi
bakimindan G ve S birim sayist benzer olup, eser miktarda H birimine de
rastlanmaktadir. Cimlerde ise G birimi daha baskin olmak iizere ii¢ monolignol
birimi de bulunur (Fukushima, 2001; Higuchi, 2006).

Lignin, dogada en bol bulunan yenilebilir aromatik polimerdir ve degradasyonu
karbon dongiisii i¢in 6nemlidir ve hiz sinirlandirict adimi olusturmaktadir. Heterojen
yapisindan dolayr lignin, kimyasal ve biyolojik yikima karst oldukca direncglidir
(Wong, 2009). Lignin, optik¢e inaktif ve ¢apraz baglara sahip olup, dogada nispeten
hidrofobik ve fenolik yapida bulunan, 10000 den fazla birimden meydana gelen bir
makromolekiildiir (Elisashvili, 1993) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Ligninin genel yapist (Adler, 1977).



1.2 Lignin Biyodegradasyonu ve Ligninolitik Sistem

Ormanlar diinyadaki karasal bolgelerin yaklasik olarak %27 sini kaplar ve odunda
ormanlardan saglanan ticari bir iiriindiir. Global odun tiiketimi, 3500 milyon m*/yil
civarindadir ve 1960 yilindan itibaren %65 tizerinde artis gostermektedir (Higuchi,
1997). Odun ve diger ligninoseliilozik maddeleri olusturan bilesenler basta seliiloz
olmak tizere, hemiseliiloz ve lignindir (Sanchez, 2009). Ayrica ligninoselliiloz,
kompleks bir substrattir ve biyodegradasyonu yalnizca ¢evresel sartlara degil, aym
zamanda mikrobiyal populasyonun yikim kapasitesine de bagimlidir (Waldrop,

Balser ve Firestone, 2000).

Ligninoselilloz degradasyonunda etkin olan organizmalar funguslardir. Bu
grupda en hizli degradasyonu gerceklestirenler ise basidiomisetlerdir (Have ve
Teunissen, 2001; Bennett, Wunch ve Faison, 2002; Rabinovich, Bolobova ve
Vasil’chenko, 2004). Lignin-degrade eden funguslar olusturduklari ¢iiriikliik tipine
gore li¢ grupta incelenirler; beyaz c¢iiriik¢iil, kahverengi ¢iiriik¢iil, yumusak ¢iiriikgiil.
Beyaz ve kahverengi ciiriikglil funguslar basidiomisetler grubuna aitken, yumusak
ciirlik¢iil funguslar askomisetlerdendir ve aktiviteleri genellikle odunun diisiik veya

yiiksek nem igerigi ile iligkilidir (Blanchette, 1995).

Fungal degradasyon, lignin, seliiloz ve hemiseliiloz yikiminin zorlugundan dolay1
ya en dig hiicre zar tabakasiyla iligkili ya da ekstraselliiler olarak hiicre diginda
gerceklesir. Funguslar iki tip ekstraselliiler enzimatik sisteme sahiptir: biri
polisakkarit degradasyonundan sorumlu olan hidrolitik sistem, digeri ise fenil
halkalar1 yikan ve lignini degrade eden oksidatif ve ekstraselliler ligninolitik
sistemdir (Esterbauer, Steined, Labudova, Herman ve Hayn, 1991; Nieves, Ehrman,
Adney, Elander ve Himmel, 1998; Jorgensen, Errikson, Berjesson, Tjerneld ve
Olsson, 2003).



1.2.1 Lignin Degrade Eden Funguslar

Fungal olarak ligninin yikimi kahverengi, yumusak ve beyaz ciirlikgiillerle

gerceklesmektedir (Blanchette, 1995).

Kahverengi ciiriik¢iil funguslar; agirlikli olarak yumusak agaclarda biiylimektedir,
clirik¢til funguslarin %7 sini kapsamaktadir. Bu funguslar, lignini kismen
pargaladiktan sonra odun polisakkaritlerini degradasyona wugratirlar. Ligninin
oksidasyona ugramasiyla, rengi kahverengiye doniigiir ve bu materyal, ormanda
stabil, organik madde kaynagi olarak kullanilabilir. Postia placenta, Laetiporus
portentosus, Piptoporus betulinus ve Gloeophyllum trabeum kahverengi ¢iiriikgiillere
ornek olarak verilebilir (Martinez ve diger., 2005; Wong, 2009).

Yumusak c¢iiriik¢iil funguslar ise, diger funguslarin faaliyetinin durdugu ekstrem
cevre kosullart altinda lignini degrade ederler (Martinez ve diger., 2005).
Ascomycetes ve Deuteromycetesler yumusak ¢iiriik¢iil sinifina girer. Bunlar tercihen
odunun polisakkarit kismina atak yaparlar, fakat lignini ciiriitme yeteneklerine sahip
degillerdir, kahverengi ve beyaz ciiriik¢iillere gore kantitatif duyarliliktadirlar (Dix
ve Webster, 1995). Yumusak ciiriik¢iil funguslardan Chaetomium ve Fusarium

tiirleri, genelde toprakta bulunurlar (Carlile ve Watkinson, 1994).

Beyaz ciiriik¢iil funguslar; ligninin depolimerizasyonunu gergeklestirirler ve lignin,
hemiselliiloz, selliiloz gibi odunun biitiin komponentlerini CO; ve H,O ‘ya kadar

mineralize edebilme 6zelligindedirler (Kersten ve Cullen, 2007).

1.2.1.1 Beyaz Ciirtik¢iil Funguslar

Beyaz ciirtik¢iil funguslar, lignini ve ¢esitli atiklar1 aerobik olarak depolimerize ve
mineralize eden, basidiomisetler sinifinda yer alan ayr1 bir ekofizyolojik gruptur
(Pointing, 2001). Beyaz ciiriikk¢lil funguslar, etkili bir lignin degradasyonu igin
gerekli olan bilesiklere ilaveten lignini modifiye eden cesitli enzimleri de ortama

salgilarlar (Wesenberg, Kyriakides ve Agathos, 2003). Funguslar tarafindan



salgilanan spesifik olmayan bu ii¢ tip ekstraselliiler enzim; lignin peroksidaz (LiP),
mangana bagimli peroksidaz (MnP) ve lakkazdir (Lak). Lignini etkili bir sekilde
degrade ederek hiicre duvarlarindaki selliiloza giris i¢in kullanirlar. Bu funguslar
igerdikleri enzimleriyle bazi atik organik kimyasal maddeleri mineralize ya da
degrade edebilmektedirler (Pease, Aust, Tien, 1991). Yani, lignin iriinlerinin
oksidasyonu ile enerji kazanilmaz ve lignin primer metabolizmalart igin gerekli olan
bir substrat degildir. Bundan dolayi, lignin-karbohidrat kompleksindeki
polisakkaritlere ulasabilmek i¢in sekonder metabolizma boyunca lignin degrade
edilir (Jeffries, 1990). Boylece fungal degradasyona katilan enzimler sayesinde savas
malzemeleri, pestisidler, poliklorlu bisfeniller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
bitkisel atiklar, sentetik boyalar, sentetik polimerler ve ahsap koruyucu gibi ¢evre
icin zararli etkenlerin aerobik oksidatif proseslerle uygun bir sekilde uzaklastiriimasi

gerceklesmektedir (Pointing, 2001).

En etkili lignin-degrade sistemine sahip beyaz ciiriikgiil funguslara 6rnek olarak
Coriolus versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Lentinula
edodes, Pleurotus eryngii verilebilir (Wang, Yan, Chen, Huang ve Gao, 2008;
Ozturk Urek ve Kasikara Pazarlioglu, 2007; Moredo ve diger., 2003; Akpinar ve
Ozturk Urek, 2012).

1.2.1.2 Pleurotus ostreatus

Pleurotus tiirleri, 6nemli biyoteknolojik ve ¢evresel uygulamalari olan, medikal
ozelliklere sahip yenilebilir, lezzetli ve yiiksek besinsel degerli ligninolitik mantar
gruplarin1 olugmaktadirlar. Latincede, kenar1 kulakli ve istridye-sekilli anlamlarina
gelmektedir. Bu fungus, 6zellikle iliman tropikal ormanlarda yayilim gdstermektedir.
Pleurotus tiirleri en kolay kiiltive edilen mantar tiirlerindendir (Hilber, 1997). P.
ostreatus, dogada, genellikle kurumus agaclar veya kiitiikler ilizerinde yayilim
gostermektedirler (Sekil 1.5).



Sekil 1.5. Pleurotus ostreatus

(http://en.wikipedia.org/wiki/Pleurotus_ostreatus)

Gliniimiizde, Pleurotus tiirleri kiiltivasyonunun gida endiistrisinde de ekonomik
Oonemi gittikce artmaktadir. P. ostreatus gida amach olarak kiiltive edilen en 6nemli
mantarlardandir. Dogal olarak, essiz tadi ve aromatik ozellikleri yaninda, protein,
karbohidrat, vitamin ve mineraller agisindan da olduk¢a zengin bir igerige sahiptir
(Cohen, Persky ve Hadar, 2002). Pleurotus tiirleri hematolojik, antiviral, antitimor,
antibiyotik, antibakteriyel, hipokolestrolik ve immiinomodiilasyon gibi etkiler
gosteren medikal 6zelliklere sahip 6nemli bir mantar tiirlidiir. Farkli funguslardan da
izole edilen bu biyoaktif molekiiller polisakkarid yapisindadir. Pleurotus tiirleri ayni
zamanda, endiistriyel kontaminantlar, ksenobiyotikler ve organokirliliklerin
biyodegradasyonu, hayvan yiyecekleri ve diger tarimsal atiklarin biyokonversiyonu
icin kullanilan ligninolitik enzimlerin kullanimi ile iliskilendirilmektedir (Cohen,
2002).

1.2.2 Ligninolitik Enzimler

Ligninolitik enzimler, lignin ve benzeri kimyasal yapilar1 degrade edebilen
spesifik olmayan enzimatik sistemlerdir (Rodriguez, 2009). Ligninolitik enzimler,
ligninin kompleks yapisindan dolay1, ekstraselliiler olmali, fakat spesifik ve hidrolitik
olmamalidir (Kirk ve Farrell, 1987).

Beyaz ciirtikgiil funguslar etkili bir lignin biyodegradasyonu ve mineralizasyonu
igin, ii¢ farkli tipte ekstraselliiler enzim salgilarlar (Sekil 1.6) (Kuhad, Singh ve
Ericsson, 1997; Leonowicsz ve diger., 1999; Rabinovich, Bolobova ve Vasil’chenko,

2004). Lignin-modifiye eden bu enzimler, ikisi glikozillenmis demir igeren


http://www.google.com.tr/imgres?um=1&hl=tr&sa=N&biw=1440&bih=754&tbm=isch&tbnid=8yNgkO6d83mPVM:&imgrefurl=http://en.wikipedia.org/wiki/Pleurotus_ostreatus&docid=JEI7BiQysKGK1M&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/f6/Pleurotus_ostreatus_JPG7.jpg/235px-Pleurotus_ostreatus_JPG7.jpg&w=235&h=176&ei=T6mwT8j0FcbktQbt5YW4Bg&zoom=1&iact=hc&vpx=212&vpy=173&dur=20041&hovh=140&hovw=188&tx=108&ty=114&sig=108835361658911979223&page=1&tbnh=131&tbnw=175&start=0&ndsp=28&ved=1t:429,r:0,s:0,i:68
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peroksidazlardan LiP ve MnP (Orth ve Tien, 1995) iken digeri bakir iyonu igeren
fenol oksidazlardan Lakdir (Thurston 1994). Beyaz ¢iiriik¢iil funguslardan
ligninolitik enzimlerin salgilanmasi genelde karbon, azot gibi besinlerin simirl

oldugu kosullarda gergeklesir (Cabaleiro ve Couto, 2007).

------ -
tam |
coziiniir madde m—) - | degradasyon |
‘ _______ 1
konryucu l
fonksivon kismi doniismiis
. ekstraselhiler veva okside olmus
oksidorediiktazlar enzimler iiriinler hiicreler
tarafindan kolay bir
tokesik ¢dziintr degradatif | hidrolazlar yekdlde alnr
metabolitler fonksivon oksidorediiktazlar
I- -.;D-m-ez- -I ¢oziinmez maddeler
: driimler I

Sekil 1.6 Hiicre metobolizmasinda ekstraselliiler enzimlerin rolleri (Sanchez, 2009)

1.2.2.1 Lakkaz

Lakkazlar (Lak; EC 1.10.3.2) ¢oklu bakir ailesine aittir (Hoegger, Kilaru, James,
Thacker ve Kiies, 2006; Alcalde, 2007). Bu bakir i¢eren enzimler, es zamanli olarak
molekiiler oksijenin suya indirgenmesiyle c¢esitli substratlarin oksidasyonunu
katalizlemektedirler (Yaropolov, Skorobogatko, Vartanov ve Varfolomeyev, 1994).
Lakkaz ilk olarak 1883°te Japon vernik agacinda bulunmustur (Call ve Miicke, 1997,
Gianfreda, Xu ve Bollag, 1999). Bu tarihten itibaren Lak aktivitesinin diger bitki,
bocek ve bakteride az da olsa varligi tespit edilmistir (Kramer ve diger 2001; Claus,
2003; Claus, 2004; Dittmer ve diger, 2004).

Fungal fenoloksidazlar, total lignin polimerinde %10 diizeyinden daha az bulunan

fenolik lignin birimlerinin dogrudan oksidasyonunu gergeklestirebilmek i¢in gerekli
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diisiik redoks potansiyeline sahiptir (Martinez ve diger, 2005). Fungal lakkazlar
genelde %10-30 luk karbohidrat igeren ekstraselliiler glikoproteinlerdir (Mayer ve
Staples, 2002), molekiil agirliklar1 60-80 kDa arasinda olup asidik plI degerlerine (3-
6) sahiptirler (Hildén, Hakala ve Lundell, 2009). Enzimin optimum sicaklik degerleri
ise organizmaya bagimli olarak 40-65 °C arasinda degisim gostermektedir (Asgher,
Kausara, Bhattia, Shah ve Ali, 2008).

Farkli fungus tiirleri arasinda Lak enziminin sadece katalitik bolgesi oldukga iyi
korunmustur (Gochev ve Krastanov, 2007). Enzimin N-terminali 520-550
aminoasitden olusan peptid zinciridir (Gianfreda, Xu ve Bollag, 1999). Lakkazlar
multiniikleer enzimlerdir (Gayazov ve Rodakiewicz-Nowak, 1996; Heinzkill, Bech,
Halkier, Scheider ve Anke, 1998; Bertrand ve diger, 2002; Piontek, Antorini ve
Chomowski, 2002). Lak, dimerik veya tetramerik yapida olabilir ve ii¢ redoks
alanma dagilmis halde bulunan her bir monomer 4 bakir iyonu igerir (Gianfreda, Xu
ve Bollag, 1999). Bununla birlikte; 2,2’-azinobis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonat)
(ABTS) veya 1-hidroksibenzotriazol gibi medyatorler varliginda, fenolik olmayan
bilesikleri de okside etme yetenegine sahiptirler (Eggert, Temp, Dean ve Eriksson,
1996).

Sekil 1.7. Coprinus cinereus’ dan elde edilen Cu-2 bagimh lakkazin
yapisi (Bar, 2001).
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Lakkazin aktif merkezi dort tane bakir iyonu igerir: mononiiklear “’'mavi’’ bakir
iyonu (T1), T2 bakir iyonu ve iki tane T3 bakir iyonu igeren ii¢lii niikleer bakir
ailesindendir (T2/T3) (Sekil 1.7 ve 1.8). Lakkazin aktif merkezini olusturan bu bakir
iyonlar1 spektral ve elektroparamanyetik rezonans (EPR) karakteristiklerine gore

siiflandirilirlar.

Tip I bakir (T1); Lak enzim ¢ozeltisinin mavi renk icermesini saglar ve 600 nm dalga
boyunda optik absorbans bandi ve spesifik EPR spektrumuyla karakterize edilir. Bu
T1 merkezi, ligand olarak iki histidinin imidazol ve sisteinin silfidril grubuna sahip
trigonal bir yapidir. Civa ve kobalt iyonlari, bu bakir iyonunun yerine gegebilir
(Palmer, Lee ve Solomon, 2001; Enguita, Martins, Henriques ve Carrondo, 2003;

Garavaglia ve diger, 2004).

Tip II bakir (T2); renksizdir. Goriiniir bolgede ¢ok zayif absorbans vermesine
karsilik EPR ile belirlenebilir (Solomon, Baldwin ve Lowery, 1992; Quintanar ve
diger, 2005).

Tip III bakir (T3); Lakkazin T3 merkezi, hidroksil kopriileri ile antiferromanyetik bir
¢ift bakir iyonu igeren cift ¢ekirdekli bakir merkezidir ve bu alan diyamanyetiktir,
EPR spektrasinda belirlenemez. Histidinin 8 tane imidazolii T2/T3 kiimesinin
ligandlar olarak gorev alir (Messerschmidt ve Huber, 1990; Solomon, Sundaram ve
Machonkin, 1996).
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Sekil 1.8 Lakkazin bakir merkezleri (Enguita, 2003).

Lakkaz katalizli tepkimeler, ii¢ temel basamakta gerceklesir. Ilk adimda, substrat
yiikseltgenirken, T1 bakirt indirgenir. Bu sirada ortaya ¢ikan elektron, T1 deki bakir
bolgesinden, T2/T3 deki bakir bolgesine transfer olur. Daha sonra bu T2/T3 deki
bakir bolgesinde bulunan O, suya indirgenir ve bdylece Lak i katalitik dongiisii
tamamlanmis olur (Sekil 1.9). Kinetik, spektroskopik ve EPR verileri T1 ve T2 bakir
atomlariin elektron alimini ve T2 ile T3 bakir atomlarinin da oksijen baglanmasinda

etkin oldugunu gostermektedir (Gianfreda, Xu ve Bollag, 1999).
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Sekil 1.9 Lakkaz kataliz mekanizmasi (Baldrian, 2006).

Lakkaz ile gergeklestirilen oksidasyon islemleri, kagit hamuru ve kagit, tekstil ve
gida endiistrileri gibi pek ¢ok endiistriyel alanda biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bu
enzim aril diaminler, ligninler, poliaminler, polifenoller, aminofenoller, para ve orto
difenollerin oksidasyonunu katalizlemede kullanilmaktadir (Yaropolov ve diger,
1994; Solomon, Sundaram ve Machonkin, 1996). Ayrica Lak; petrokimyasal ve
tekstil endiistrileri (Setti, Giuliani, Spinozzi ve Pifferi,1999), kagit ve kagit hamuru
endiistrisindeki atiklarin detoksifikasyonu (Camarero, Garcia, Vidal, Colom ve Rio,
2004), topraktaki bazi patlayicilarin ve pestisid-herbisitlerin degradasyonunda
(Duran ve Esposito, 2000), ve medikal ajan (Kurisawa, Chung, Uyama ve
Kobayashi, 2003; Nicotra ve diger, 2004) olarak kullanimina yonelik biyoteknolojik
uygulama imkanlarin1 da sunar. Lakkazin ayn1 zamanda, su aritma tesislerinde, anti-
kanser ilaglarin iiretiminde katalizor (Couto ve Herrera, 2006) ve hatta kozmetik
sanayinde katki maddesi olarak kullanimi da mevcuttur (Golz-Berner, Walzel,
Zastrow, Doucet ve diger., 2004). Buna ilaveten Lak, ksenobiyotiklerin
uzaklastirllmasinda ve polimerik {riinlerin biyoremidasyon amacgli yararh

alternatiflere doniistiiriillmesinde de kullanilmaktadir (Couto ve Herrera, 2006).
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1.2.2.2 Mangan Peroksidaz

Mangan peroksidaz (MnP) (EC 1.11.1.13), lignin degrade eden basidiomiset
funguslar tarafindan tretilir. MnP ler, demir protoporfirin 1X (hem) grubu iceren
ekstraselliiler glikoproteinlerdir (Sekil 1.10) (Asgher, Kausara, Bhattia, Shah ve Ali,
2008). Bu hem-igeren glikoproteinler yaklasik 25 yil kadar once ilk defa P.
chrysoporium beyaz ciiriik¢iil fungusunda bulunmustur (Kuwahara ve diger,1984,
Glenn ve Gold, 1985; Paszcynski, Huynh ve Crawford, 1985; 1986). MnP 1n temel
fonksiyonu, oksidant olarak H,O; kullanarak, Mn (II)’ yi Mn (lII)’e oksitlemektir.
Olusan Mn (III) bilesigi, malat veya okzalat gibi organik asitler tarafindan selatlanir.
Olusan Mn (III) kompleksleri de MnP in g¢esitli substratlarini oksitlemektedirler
(Hofrichter, 2002). Genelde bu enzim P. chyrsosporium, Pleurotus eryngii,
Bjerkandera sp. BOS55 ve Bjerkandera adusta gibi funguslar tarafindan iretilir
(Ozturk Urek ve Kasikara Pazarlioglu, 2007; Akpinar ve Ozturk Urek, 2012; Mester,
Field 1998; Heinfling, Marti'nez, Berbaguer ve Szewzyk, 1998).

Sekil 1.10 MnP kristal yapist (Sundaramoorthy, Kishi, Gold ve Poulos, 1997).
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MnP 1n katalitik dongiisii dogal ferrik enzime organik veya hidrojen peroksit
katilmasi ile oksidasyon ve Fe-peroksit kompleksinin olusumu ile baglar (Sekil 1.11).
Daha sonra peroksit oksijen-oksijen bag yarilmasi Fe** oksoporfirin radikal
kompleksinin (MnP-bilesik 1) olusumu igin hem grubundan 2e” transferinin
gerceklesmesi gerekir. Bir sonraki basamakta, dioksijen bagi heterolitik bir sekilde
yarilir ve bir su molekiili meydana gelir. Sonraki indirgeme Fe™ okzo porfirin
kompleks olan (MnP-bilesik II) vasitasiyla ilerler (Hofrichter, 2002; Dizge, 2007).
Olusan MnP-bilesik II’nin indirgenmesi i¢in, substrat olarak Mn*? iyonu gerekir.

*2 jyonu Mn*® ¢ vyiikseltgenir.

Boylece enzimin katalitik dongiisii sirasinda iki Mn
Ciiriiketil funguslarda tiretilen bir metabolit olan okzalik asit gibi organik asitlerle,
Mn*? selat olusturur. (Kuan, Johnson ve Tien, 1993). Mn*? iyonu porfirin arabilesigi
icin 1e” donérii olarak davranir ve diger taraftan Mn*® iyonuna oksitlenir. MnP-
bilesik II’nin indirgenmesi de benzer bir yolla ilerler ve diger Mn*? iyonunun Mn*®
iyonuna oksidasyonu da dogal enzimin eldesi ve iki su molekiiliiniin agiga

¢ikmasiyla yiiriitiiliir ve MnP katalitik dongiisii tamamlanmig olur (Hofrichter, 2002).

[R OOH]

[R-OH]

O (R-OH]

MnP-Bilesik II Re+H

RH

Sekil 1.11 MnP nin katalitik dongiisii ( Kirk ve Cullen, 1998).
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Ekstraselliiler fungal MnP lerin molekiil agirligr 40-50 kDa civarinda degisir ve
izoelektrik noktasi genellikle asidikdir. Fakat ayni zamanda notral MnP lar da
mevcuttur. MnP 1 optimum pH 1 4-7 ve optimum sicakligi ise 40-60 °C araliginda
saptanmistir (Ozturk Urek ve Kasikara Pazarlioglu, 2007; Baborova, Moder,
Baldrian, Cajthamlova ve Cajthaml, 2006).

MnP, ligninden polisiklik aromatik hidrokarbonlara kadar ¢ok sayida bilesikleri
oksitlemektedir (Steffen, 2003). MnP, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
poliklorlu bisfeniller ve sentetik boyalar gibi cesitli kimyasal maddeleri, diisiik
substrat-spesifikligi sayesinde degrade edebilir (Levin, Herrmann ve Papinutti,
2008). Son zamanlarda, bu enzimler biyoremidasyon, kagit endiistrisinde, agartma ve

biyoetanol tiretiminde kullanilmaktadirlar (Rodriuez, 2004).

Sekil 1.12 den goritildigii gibi, oksalat, malat, tartarat, laktat gibi karboksilik asitli
Mn*? selatlar1 cesitli substratlarin 1 elektron oksidasyonuna ugrar (Hatakka, 2001).
Fenolik ve amino-aromatik bilesikler, fenoksil ve amino radikallerinden hidrojen
alimiyla oksitlenirler (Glenn ve Gold, 1985; Paszcynski, Huynh ve Crawford,
1985;1986; Kishi, Wariishi, Marquez, Dunford ve Gold 1994). Baz diisiik redoks
potansiyelli tetrametoksibenzen veya antrasen gibi fenolik olmayan aromatik
maddeler, aril katyon radikallerini meydana getiren aromatik halkadan bir elektron
alimina neden olur. Okzalat, malat gibi karboksilik asitli Mn*® selatlar1 birbiriyle
reaksiyona girebilir ve diger radikallerin olusumuyla sonuglanabilir. Bu radikaller,
peroksit kaynaklarini olusturarak H,O, varliginda MnP ile katalizlenirler (Kuan ve
Tien, 1993; Urzu’a, 1998; Hofrichter ve diger., 1998)
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Sekil 1.12 Farkli substratlar varliginda MnP ile radikallerin olusumu ( Hatakka ve Hofrichter, 2001).

1.2.2.3 Lignin peroksidaz

Lignin peroksidaz enzimi (LiP, E.C. 1.11.1.14) giiriik¢lil funguslar tarafindan

tiretilen monomerik hem-glikoproteindir (Sekil 1.13) (Orth ve Tien 1995). LiP,

ilk

defa P.chrysosporium dan elde edilmistir (Venkatadri ve Irvine, 1993). Fungal LiP

ler globiilerdir ve ¢ogu zaman karbohidrat igeren 40 kDa luk heliks seklindedirler.

343-344 amino asite sahip olup izoelektrik noktasi genelde 4,5 dur (Piontek, Smith

ve Blodig, 2001).
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Sekil 1.13 LiP ii¢ boyutlu yapisi (Kraulis, 1991).

LiP ile substratlarinin etkilesimi, ping-pong mekanizmasina benzer (Sekil 1.14);
H,0,, iki elektron vasitasiyla ferrik enzimi oksitleyen Bilesik-1 ara {iriiniinii
olusturur. Bilesik-11, Bilesik-I in bir elektron ile aromatik substrati oksitlemesiyle
olusur (bir elektron ile oksitlenmis enzim ara iiriinli) ve aromatik substratin tekrar
oksitlenmesiyle enzim, tekrar temel haline geri doner (Farrell, Murtagh, Tien,
Mozuch ve Kirk, 1989).

LiP, nonfenolik aromatik bilesiklerin oksidasyonunu katalizlemektedir (Conesa,
Punt ve Hondel, 2002; Martinez, 2002). LiP, ¢ogu yikima direngli aromatik
bilesikleri mineralize ederken, ¢ok sayida polisiklik aromatik ve fenolik bilesikleri de

oksidasyona ugratmaktadir (Aitken, Massey, Chen ve Heck, 1994).
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Sekil 1.14 Lignin peroksidazin katalitik dongiisii (Tien ve Kirk, 1984).

1.2.2.4 Aril Alkol Oksidaz

Aril alkol oksidaz (AAO, EC 1.1.3.7 ) enzimi ilk defa 1960 da, Trametes
versicolor dan izole edilmistir (Farmer, Henderson ve Russell, 1960). AAO,
aromatik fungal metabolitlerin redoks ¢evrimine katilir (Guill’en ve Evans,

1994; Guti’errez, Caramelo, Prieto ve Mart’inez, 1994).

AAOQ, 73 kDa lik monomerik glikozillenmis proteindir ve kovalent bagli olmayan
FAD kofaktorii iceren flavoenzimlerden biridir (Sekil 1.15) (Hefti, Vervoort ve
Berkel, 2003). Pleurotus eryngii den elde edilen bu enzim genis substrat
spesifikligine sahiptir (Guill’en, Mart’inez ve Mart’ ez, 1992). AAO iin kataliz
mekanizmasi, substratin oksidatif reaksiyonu ile baslar ve hidrojen peroksit iiretimi

ile molekiiler oksijen tarafindan flavin reoksidasyonu ile tamamlanir (Sekil 1.16).
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Sekil 1.15 AAO un yapisi (Hernandez-Ortega ve diger., 2011)

E OH » CJ/D
Ill Indirgenme vani-tepkimesi “H

benzil alkol TN Benzaldehit

AAQO-FAD AAO-FADH,

.
viikseltgenme van-tepkimesi
H,0, < 0,

F=

Sekil 1.16 AAO kataliz mekanizmasi (Ruiz-Dueiias ve diger., 2009).

1.3 Derin Kiiltiir Fermentasyon

Derin kiiltiir fermentasyonu (DKF), sivi besin ortami ile mikroorganizmalarin

kiltivasyonudur. Genellikle su, enerji kaynaklari, karbon, azot, mineraller ve vitamin

ve oksijen igerir.

Ayrica havalandirma, biyokiitlenin biliylimesi ve enzimlerin iiretimi i¢in

onemlidir. Enzim tiretimi amagh fermentasyon islemini optimize etmek icin sicaklik,
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pH, oksijen tiiketimi ve karbondioksit olusumu gibi parametrelerin kontrol edilmesi
onemlidir. Ik olarak, fermentasyon ortamindan enzimlerin eldesi igin mikrobiyal
hiicreler gibi ¢Oziinmeyen {riinlerin uzaklastirilmast genelde santrifiij ile
gerceklestirilir.  Biyokiitleyl uzaklastirdiktan sonra, c¢ogu endistriyel enzim
ekstraselliiler oldugu i¢in, s1vi ortamda bulunurlar. DKF de, islem parametrelerinin
Ol¢iim kolaylig1 avantaj saglarken, sivi ortam besiyeri maliyetinin pahali olmasi

dezavantaj olusturmaktadir (Deindoerfer, Mateles ve Humphrey, 1962).

1.4 Ligninolitik Enzimlerin Biyoteknolojik Uygulamalari

1.4.1 Sentetik Boyalarin ve Attk Suyu Dekolorizasyonu

Sentetik boyalarin, tekstil endiistrisinin gesitli dallarinda (Gupta, Shukla, Prasad
ve Singh, 1992; Sokolowska-Gajda, Freeman ve Reife, 1996), deri tabaklama
endiistrisi (Tlinay, Kabdasil, Ohron ve Cansever, 1999), kagit iiretimi (Ivanov,
Gruber, Schempp ve Kirov, 1996), gida teknolojisi (Bhat ve Mathur, 1998), tarimsal
aragtirmalar (Cook ve Linden, 1997), fotoelektrokimyasal hiicreler (Wrobel et al.,
2001), sa¢ renklendirme (Scarpi, Ninci, Centini ve Anselmi, 1998) gibi bir¢ok alanda
kullanim1 mevcuttur. Ayrica, sentetik boyalar, atik su etki kontrolii (Morgan-
Sagastume, Jimenez ve Noyola, 1997) ve atik su aritimi (Hsu ve Chiang, 1997,
Orhon, S6zen, Gorgiin, Cokgor ve Artan, 1999), ¢amurun spesifik yiizey alani ile
belirlenmesi (Sorensen ve Wakeman, 1996), yeralt1 sularinin takibi (Field, Wilhelm,

Quinlsn ve Aley, 1995) gibi farkli alanlarda kullanim imkani saglamaktadir.

Bu kadar ¢ok yaygimn olan boyarmadde ve tekstil endiistrileri, boyanin biiyiik
Olcekte kullanicilart ve lreticileri anlamina gelmektedir. Bu endiistrilerden oldukca
renkli olan atiklarin uzaklastirilmasi, sadece estetik olarak hos olmayan bir durum
degil, ayn1 zamanda biyolojik sucul sistemi etkileyen ve 151k gegirgenligini
engelleyen bir durumdur. Ustelik yeralti sularinin yani sira yeriistii sulari i¢in de
bliyiik tehlike arz etmektedir. Bu atiklarin renklerinin uzaklastirilmasi, baslica
problemler arasinda yer almaktadir. Adsorpsiyon, koagiilasyon, yumusatma,

oksidasyon, filtrasyon ve elektrokimyasal yontemler gibi fiziksel ve kimyasal
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metodlar ile renkli atik sularin aritimi i¢in olduk¢a pahali ve zor olan islemlerdir
(Kapdan, Kargi, McMullan ve Marchart, 2000; Hao, Kim ve Chiang, 2000;
Robinson, McMullan, Marchant ve Nigam, 2001; Forgacs, Cserhati ve Oros, 2004;
Joshi, Bansal ve Purwar, 2004). Bu boyalarin kompleks aromatik yapisi 1s1ga,
biyolojik aktiviteye, ozona ve diger degratif g¢evresel sartlara direnglidir. Bu
sebeplerden dolay1 geleneksel yollarla atik su aritimi ¢ok etkili olamamaktadir (Joshi,

Bansal ve Purwar, 2004).

Gilinlimiizde mikrobiyal dekolarizasyonun diisiik maliyetli olusu, tekstil boya atik
suyunun aritimi yoniinden oldukc¢a dikkat ¢ekmektedir (Banat, Nigam ve Singh,
1996; Zee ve Villaverde, 2005). Fungus, boya uzaklastirilmasi ve tekstil atiginin
aritilmast icin uygun bir mikroorganizmadir. Fungal miselyumlarin, iirettikleri
ekstraselliiler enzimleri ile yikima direngli substratlar1 ¢oziiniir hale getirebilmeleri

onemli avantajlarini olusturmaktadir (Tobin, White ve Gadd,1994).

1.4.2 Biyolojik kagit hamuru

Biyolojik kagit hamuru islemi, kagit hamuru endiistrisinde kimyasal kullanimini
azaltmak ve bu islem sirasinda ¢evreye verilen zararin azalmasi anlamina gelmektedir
(Singh, Sulaiman, Hashim, Rupani ve Peng, 2010). Bu prosediiriin amaci, ligninin
giderilmesi ve sellillozun ayristirilmasindan kagmmaktir. Biyolojik kagit hamuru
tretim metodlari, odun liflerini ¢6zmemek ve kagit hamurundan lifleri mekanik
olarak ayirmaktir (Eriksson, Johnsrud ve Vallander, 1983). Biyolojik kagit hamuru
tiretimi, geleneksel yontemlerle gergeklestirilen islemler ile iligkili olan cevresel
etkiyi ve enerji maliyetini azaltmak ve kagidin Ozelliklerini, kagidin kalitesini
gelistirme yoniinde bir potansiyele sahiptir (Breen ve Singleton, 1999; Guerra,
Mendonca ve Ferraz, 2003). Enerji tasarrufu yalnizca proseslerin ekonomik olarak
uygulanabilirligi ile miimkiindiir. Bu teknoloji, selliiloz liflerini elde etme ve lignini
degistirme ya da segici olarak ortamdan uzaklastirmay: saglayan kompleks
ekstraselliiler enzim sistemine sahip olan beyaz ¢iiriik¢iil funguslara odaklanmaktadir
(Wesenberg, Kyriakides ve Agathos, 2003). Piring, bugday ve arpa samani ile

Ceriporiopsis subvermispora kullanilarak gerceklestirilen biyolojik islemlerden
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sonra, kontrol drnekleri ile kiyaslandiginda, kappa sayisinda sirasiyla % 34, 21 ve 19

azalma gortilmektedir (Yaghoubi, Mohammad ve Seyed, 2008).

1.4.3 Biyo-beyazlatma

Yumusak elementel klor veya tamamen klor icermeyen yeni c¢evre dostu
beyazlatma teknolojileri, kagit hamuru i¢inde ¢6ziinmeyen selliiloz icerigini en aza
indirgeme, yiiksek miktarlarinda parlakligin1 ayarlama ve gelistirme igin gereklidir.
Bu amagla, beyaz ciirlik¢iil funguslarin ligninolitik enzimleri kagit hamuru agartma
isleminde kullanilirken, klor igermeyen agartma islemi gergeklestirme ve kimyasal
kullaniminina smirlama getirir (Scott, Akhtar ve Kirk, 2000). Ciirtik¢iil fungus
Trametes (Coriolus) versicolor un yardimiyla klorlama yapilmaksizin kagit hamuru
parlakligi, % 2 oraninda arttirilabilmektedir (Reid, Paice ve Jurasek, 1990).

1.4.4 Toksik Bilesiklerin biyodegradasyonu

P. chrysosporium dan elde edilen ligninolitik enzimler ¢ok genis bir aralik
igcerisindedirler. Organik toksik bilesikleri, toksik olmayan metabolitlere ya da CO;
ve H,O ya doniistirme kapasitesine sahiptir (Bumpus ve Aust, 1987). P.
chrysosporium gibi beyaz ¢iiriikgiil funguslar, ayn1 zamanda 2,4,6-trinitrotoluen,
poliklorlu bisfeniller, organoklorlar, PAHlar ve aga¢ koruyucular1 gibi ¢evreye
zararli organokirliliklerin yikiminda da etkindirler (Pointing, 2001; Leonowicz ve
diger., 2001).

1.4.5 Biyoanalitik ve Nanobiyoteknoloji Uygulamalari

Son 20 yildir, biyoelektrokimyanin énemi artmis ve g¢evre ve klinik analizlere
yonelik biyosensor caligmalari analitik uygulamalara o6rnek olarak verilebilir
(Haghighi, Gorton, Ruzgas ve Jonsson, 2003). Giiniimiizde, lakkazlar elektron
transfer reaksiyonlarini, herhangi bir kofaktore gereksinim duymadan katalizledikleri
igin, azid, oksijen veya ¢esitli bilesikleri tayin etmek igin biyosensor ¢alismalarinda

kullanilmaktadir. Ayrica bu enzimin, morfin ve kodein (Bauer ve diger., 1999)
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katekolaminler (Lisdat ve diger., 1997; Leite, Lupetti, Fatibello, Vieira ve Barbosa,
2003; Ferry ve Leech, 2005), bitki flavonoidlerin (Jarosz-Wilkotazka, Ruzgas ve
Gorton., 2004) tayinlerinde biyosensor olarak kullanimi mevcuttur.  Ayrica,
lakkazlar mikro ve nano boyutta farkli yiizey tiplerine biyomolekiillerin spesifik
adsorpsiyonun ve depolanmasmin kontroliinii saglayan daha etkili ve kii¢iik
biyosensorlerin yapiminda rol oynayarak nanobiyoteknolojiye katki saglamaktadirlar

(Couto ve Herrera, 2006).



BOLUM iKi
MATERYAL ve YONTEM

Bu boliimde tez galismasiyla ilgili olarak kullanilan malzemeler ve deneysel
islemler agiklanmaktadir.

2.1 Materyal

Bu tez kapsaminda, Agromantar (Denizli) firmasindan saglanan Pleurotus
ostreatus HK-35 beyaz ciiriik¢iil fungusu, Lak ve MnP ligninolitik enzimlerinin derin

kiiltiir fermentasyonunda iiretimi amaciyla kullanilmistir.

2.2 Yontem

Bu tezde, tayin yontemleri spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Ayrica

biyokiitle ve pH dl¢iimleri de belirlenmistir.

2.2.1 Mikroorganizmalarin Saklanmast

P. ostreatus un spor iiretimi i¢in 3 farkli agar ortami denenmistir. Bu ortamlarin
bilesenleri asagida verilmektedir;
v' 30 g/L malt ekstrakt, 3 g/L pepton vel5 g/L agar (pH 5,6) iceren MPA
ortami,
v 20 g/L malt ekstrakt ve20 g/L agar (pH 6,0) igeren MEA ortamu,
v’ 39 g/L patates dekstroz agar (pH 5,6) igeren PDA ortami.

P. ostreatus spor iiretimi i¢in bu ii¢ ortamdan en iyisi PDA olarak belirlenmistir.
Boylece, P. ostreatus, PDA ortaminda (pH=5,6) 25 °C’de 7 giin inkiibe edildi. Kat1
ortamin hazirlaanmasi i¢in, PDA distile suda tamamen ¢oziiliip, pH 5,6 ya ayarlandi.
Daha sonra bu ortamin otoklavda 121°C de 20 dk boyunca sterilizasyonu

gerceklestirildi. Soguduktan sonra, UV-flow kabinin igerisinde ortam petri kaplarina
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bosaltildi. Ortam katilastiktan sonra, asilama yapildi ve inkiibasyon 25°C’de
gergeklestirildi. P. ostreatus, PDA ortami i¢inde yaklasik 1 haftada petri kabinm
kaplamistir (Sekil 2.1). Ayrica, her ay taze agar ortamina gecirilerek P. ostreatus

+4°C’ de depolanmustir,

Sekil 2.1 P. ostreatus PDA ortaminda petri kabini tamamen kaplayisi.

2.2.2 Biiyiime Ortami ve Derin Kiiltiir Fermentasyon

Bu caligmada kullanilan s1vi ortam bilesenleri asagida verilen tablodaki degerler ile

hazirlanmistir (Téllez-Téllez ve diger., 2008).
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Tablo 2.1 P. ostreatus DKF ortam bilesenleri.

S1vi Ortam Bilesenleri (litrede); g
Glukoz 10
Yeast ekstrakt 5
KH,PO4 0,4
K2HPO4 0,4
MgSO4. 7TH,0 0,5
FeSO4.7H,0 0,05
MnSO4.H20 0,05
ZnS04.7H,0 0,001
CuSO4 0,25

P. ostreatus dan Lak ve MnP enzim firetimleri i¢in, DKF yontemi kullanilmistir.
Stvi ekim ortam bilesenleri istenilen hacimde hazirlandiktan sonra pH 6,0 ’ya
ayarlanarak, otoklavda 121°C de, 20 dk boyunca sterilizasyonu gerceklestirilmistir.
Ortam oda sicakligma geldikten sonra, stvi ekim igin, asilama 1 cm? lik pluglar ile
yapildi. Her bir 100 ml lik erlenmayere, biiylime ortamindan 10 mL eklenerek, 3 adet
1 cm? lik pluglarla agilama 25°C de gerceklestirilmistir.

v’ Tablo 2.1 de verilen sivi besi ortami bilesimlerine gore, karbon kaynagi
olarak 10 g/L glukoz kullanilarak gerceklestirilen DKF de Lak ve MnP
enzim iretimlerinde duragan ve ¢alkalamali kiiltivasyon modunun,

v Ayrica, Cu*?, Mn*? iyonlarinin varliginin ve derisimlerinin,

<\

Farkl1 karbon kaynagi olarak nisastanin varligi ve derisimlerinin ve
v Non-iyonik deterjan olarak Tween 80 nin karbon kaynagi olarak glukoz ve
nisasta varliginda P. ostreatus DKF sartlarinda Lak ve MnP enzim

tiretimlerine etkileri incelenmistir.
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2.2.3 Ham Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

DKF deki ham enzim ekstrakti, buz banyosunda 1 saat boyunca 180 rpm de,
calkalanarak elde edildi. Daha sonra, 5000 rpm de +4°C de 10 dk santrifiijleme
isleminden gegirildi. Elde edilen silipernatant, ham enzim ekstrakti olarak

adlandirildi.

2.2.4 Orneklerin Analizi

Derin kiiltiir fermentasyonundan elde edilen 6rneklerde, ortamdaki indirgen seker,
azot seviyelerinin yan sira kuru kiitle, Lak ve MnP enzim aktiviteleri ve protein

tayinleri gergeklestirildi. Ayn1 zamanda, pH daki degisimler izlendi.

2.2.4.1 Kuru Kiitlenin Belirlenmesi

Kuru kiitle tayini ig¢in, darast almmis saat camlarina santrifiij sonrasi
siipernatantdan 1 ml alinarak, sabit tartima gelene kadar, 105°C de etiivde 2 saat
boyunca bekletildi. Ornekler etiivden ¢ikinca, desikatdrde soguduktan sonra tartilip,

dara ve ornekler arasindan ¢ikan farktan kuru kiitle miktar1 hesaplandi.

2.2.4.2 Indirgen seker konsantrasyonunun belirlenmesi

Ham enzim ekstraktini elde ettikten sonra, bu siipernatantdaki indirgen seker
analizi icin dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanilmistir (Miller, 1959). Bu
yontem indirgen seker olarak adlandirilan serbest karbonil grubu (C=0) nun varligini
tespit eder. DNS yonteminde kullanilan ¢ozeltiler ;

Cozelti A: 1g dinitrosalisilik asit, 20 mL 2N NaOH c¢ozeltisinde ¢ozildii.
Cozelti B: 30 g sodyum-potasyum tartarat, 50 mL distile suda ¢oziildii.

B c¢ozeltisi, A ¢ozeltisine eklenerek karistirilir ve daha sonra toplam hacim 100
mL ye tamamlanir. Elde edilen DNS ¢d6zeltisi karanlikta saklanir. Analiz metodunun
ilk adiminda, 500 pL siipernatant ile 500 pL. DNS ¢o6zeltisi karistirilir. Bu karisim 10
dk kaynar su banyosunda bekletilir ve ardindan 1 dk boyunca buzda sogutulur. 5 mL
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distile su eklenip karistirilir. Spektrofotometrede 546 nm de kore karst okunur. Kore
500 pL siipernatant yerine distile su eklenir, ayn1 islem uygulanir. Standart egrisi 0-
165,1 pg/mL arahiginda glukoz monohidrat ¢ozltisi kullanilarak ¢izilmistir.
Kalibrasyon grafigi Sekil 2.2 de verilmistir.

12 - y =0,0058x
’ R2=0,9995

0 T T T 1
0 50 100 150 200
ppm

Sekil 2.2 Indirgen seker tayinin standart egrisi

2.2.4.3 Azot Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Elde edilen ham enzim ekstraktinin azot igerigi fenol-hipoklorid yontemi ile
belirlenmistir  (Weatherburn, 1967). Fenol-hipoklorid yonteminde kullanilan

cozeltiler;

v Fenol reaktif ¢Ozeltisi, ¢ozelti A ve B den esit hacimlerde karigtirilarak

hazirlanmstir;

Cozelti A: 50 mL distile suda 5 g fenol ¢oziildii.
Cozelti B: 50 mL distile suda 25 mg sodyum-nitroprusit ¢oziildii.
v' Alkali hipoklorit ¢ozeltisi i¢cin A ve B ¢ozeltileri esit hacimlerde

karistirilir.

Cozelti A: 5 g sodyum hidroksit 100 mL saf suda ¢oziildii.
Cozelti B: 269/L lik ticari hipoklorit ¢ozeltisi (NaOCI) hazirlandi.
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Analizin ilk adiminda, 2 mL lik supernatant 15 dk boyunca oda kosullarinda
inkiibe edilir. Daha sonra, inkiibasyondaki 6rneklere 500 pL fenol ¢ozeltisi ve 500
uL alkali hipoklorit ¢6zeltisi sirayla eklenerek, karisim vortekslenir. Bu karisim 60°C
de su banyosunda 5 dk inkiibe edilir. Ardindan spektrofotometrede 630 nm de kore
kars1 Orneklerin absorbansit okunur. Kor ise yine supernatant yerine distile su
eklenerek hazirlanir. Standart egrisi 0-500 ug/mL araligindaki amonyum siilfat
((NH4)2SO4) ¢Ozeltisi hazirlanarak, yine ayni adimlar uygulanarak hazirlanan

kalibrasyon egrisi sekilde gosterilidigi gibi ¢izildi (Sekil 2.3).

y =0,0022x
R?2=0,969

0 100 200 300 400 500 600

Sekil 2.3 Azot standart egrisi

2.2.4.4 pH Seviyelerinin Belirlenmesi

P. ostreatus DKF 6rneklerinin pH diizeyleri, pH-metre kullanilarak 6l¢iilmistiir.

2.2.4.5 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi:

Ham ekstrakti elde ettikten sonra, bu siipernatantin protein igerigi Bradford

metoduyla belirlenmistir (Bradford, 1976). Bradford yonteminde kullanilan

¢oOzeltilerin hazirlanisi:
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Boya stok reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, %95 lik 50 mL etanol
¢ozeltisi ile ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiye %85 lik H3PO, eklenir ve toplam hacim 1000 mL
ye distile su ile tamamlanir. Bu ¢6zelti karanlik reaktif sisesinde 4°C de saklanir.
Orneklerin protein konsantrasyonunun absorbansi 595 nm de okunmustur. 100 pL
ornege 900uL boya reaktifi eklendikten 2 dk sonra absorbansi kore karsi okunur.
Kore ise drnek yerine 100 pL distile su ve 900uL boya reaktifi eklenir. Kalibrasyon
egrisi 0-200 pg/mL araliginda sigir serum albumini kullanilarak ¢izilmistir (Sekil

2.4) Kalibrasyon egrisi asagida grafigi verilmistir.

1,2 -
y = 0,0053x
1 ®  Ri-09s74
0 T T T T 1
0 50 100 oy 150 200 250

Sekil 2.4 Protein kalibrasyon grafigi

2.2.4.6 Ligninolitik Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Lak enzim aktivitesi, 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) ABTS nin
oksidasyonu ile belirlenir (emax = 36000 cm™ M™). Bu reaksiyon karisimi toplamda 1
mL olacak sekilde ayarlanir: 700 uL 100 mM sodyum asetat tamponu (pH 4,5), 100
uL distile suda hazirlanan 2,0 mM (ABTS-(NH,)2) ve 200 puL enzim 6rnegi eklenir,
iyice karigtirtlir ve reaksiyonun absorbansi UV-spektrofotometresinde 420 nm ve
25°C de izlenir. 1 iinite enzim aktivitesi, 6rnegin her 1 mL sinde 1 dakikada,l pumol
ABTS nin oksidasyonu igin gerekli olan enzim miktaridir. Bu enzim aktivitesi U/L

biriminde verilmektedir (Johannes ve Majcherczyk , 2000).
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MnP enzim aktivitesi, 2,6- dimetoksifenoliin (DMP) €m=27500 M~' cm™)
oksidasyonu ile ol¢iiliir (Kuwahara, Glenn, Morgan ve Gold, 1984). 600 uL 250 mM
Na-tartarat tamponu (pH 4,5), 50 uL 20 mM 2, DMP, 50 uL 20 mM MnSQO4.H0,
100 uL 4 mM H,0, ve 200 pL enzim ekstrakti eklenerek toplamda 1 mL olacak
sekilde reaksiyon karigimi hazirlanir. Bu reaksiyon, H,O; ilavesiyle baslar ve 469 nm
ve 25°C de 3 dk izlenir. 1 iinite enzim aktivitesi, 6rnegin her 1 mL sinde 1 dakikada, 1
umol 2, 6-DMP nin oksidasyonu igin gerekli olan enzim miktaridir. Bu enzim

aktivitesi U/L biriminde verilmektedir.



BOLUM UC
SONUCLAR

3.1 Spor Uretiminin Optimizasyonu

P. ostreatus un spor iiretimi i¢in PDA, MEA ve MPA olmak {izere ii¢ farkli kati
agar ortam: denenmistir. P. ostreatus, PDA ortaminda, 25°C de, 7 giinde petri
kabinin yiizeyini tamamen kapladigindan en iyi kat1 agar ortami olarak belirlenmistir.

Ayda bir pasajlanan fungus, +4 °C de depolandi.
3.2 Derin Kiiltiir Fermentasyonu

Bu tez ¢alismasinda, P. ostreatus dan DKF nda iiretilen Lak ve MnP enzim
aktiviteleri iizerine c¢alkalamali ve duragan kiiltivasyon modunun, sentetik biiyiime
ortamindaki Cu*? ve Mn*? iyonlarmin, farkli karbon kaynagi olarak nisastanin ve
non-iyonik deterjan olan Tween-80 nin etkileri incelenmistir. Bu amagla, maksimum
diizeyde Lak ve MnP enzim iiretimi i¢in, sentetik bliyiime ortaminin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Ayrica inkiibasyon periyoduna bagh olarak pH, kuru Kkiitle,

indirgen seker (glukoz), azot ve protein diizeyleri de belirlenmistir.
3.2.1 Kiiltivasyon Modunun Etkisi
P.ostreatus tarafindan DKF de Lak ve MnP enzim aktivite diizeylerine duragan ve

calkalamal1 (120 rpm) kiiltivasyon modunun etkisi 25°C de incelendi (Sekil 3.1 a ve
b)

34
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Sekil 3.1 Duragan (a) ve Calkalamali (b) kultivasyon modunun Lak ve MnP enzim iiretimlerin
etkisi (-m-; Lak, -e-; MnP ).

Sekil 3.1 a ve b den gortldigi gibi; en yiiksek enzim aktivitelerine duragan
kiiltivasyon modunda ulasilmaktadir. Duragan kosulda en yiiksek Lak aktivitesi
8.glinde 939,15 U/L ve MnP aktivitesi ise 7.giinde 435 U/L olarak saptanmistir. 120
rpm lik calkalamali kiiltivasyon modunda ise maksimum Lak aktivitesi 9.giinde
859,15 U/L ve MnP aktivitesi 218,9 U/L degerlerinde bulunmustur.
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Sekil 3.2 Duragan ve ¢alkalamali kiiltivasyon modunun, protein (a) ve pH (b) diizeyine

etkisi (-m-;Duragan, -e-; Calkalamali ).

Sekil 3.2 a dan goriildiigii gibi, protein diizeyi duragan ve ¢alkalamali kiiltivasyon
modlarinda, 6.gline kadar benzer sekilde devam etmis, 7.giinde duragan kosulda

maksimum protein diizeyine ulasilmig, ardindan diisiis gézlenmistir.

DKF de inkiibasyona bagimli pH degisimi, duragan modta, 2. giinden 4.giine 5,6
dan 6,38’¢ yiikselerek, 7.giinde 7,33 liikk degere ulagmis, ardindan hizli bir diisiis
gostermistir (Sekil 3.2 b). Calkalamali modta ise, 7.giinde pH degeri 6,36 den 5,98 e
diismektedir.
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Sekil 3.3 Duragan ve ¢alkalamali kiiltivasyon modunun, glukoz (a) ve azot (b) diizeyine

etkisi (-m-;Duragan, -e-; Calkalamali ).

P.ostreatus un DKF ortaminda Kkullanilan karbon ve azot kaynaklari,
inkiibasyonun 2. giiniinden itibaren ¢ok hizli bir diisiisle karbon ve azot sinirh
kosullara ulasmistir (Sekil 3.3 a ve b). Boylece, genelde beyaz ¢iirlik¢iil funguslarin
ligninolitik enzimleri iiretmedeki ortam kosulu saglanmis oldu. incelenen kosullarda
Lak ve MnP aktivite diizeylerinin de 3.glinden sonra anlamli bir artis gosterdigi
saptanmustir. Elde edilen bu sonuglara gore; P.ostreatus tan maksimum Lak ve MnP

iiretimi i¢in kiiltivasyon modu, duragan olarak belirlenmistir.



3.2.2 Cu*? ve Mn*? iyonlarimin etkisi

Biiyiime ortami icinde Cu™ ve Mn*? iyonlarmin varhig, beyaz ciiriikgiil
funguslardan ligninolitik enzim tiretimini etkilemektedir. Bu amagla, P. ostreatus un
sentetik bilyiime ortaminda sadece Cu*?, sadece Mn*? ve hem Cu*® hem Mn*?
varhiginda enzim aktivite degisimleri inkiibasyon siirecine bagimli olarak 25°C ve

duragan kosulda incelenmistir. Kullanilan sentetik biiyiime ortamindaki, Cu*?

konsantrasyonu 1mM iken, Mn*? konsantrasyonu 0,29 mM dir.
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Sekil 3.4 Cu*® ve Mn*? varhigindaki sentetik biiyiime ortammin Lak (a) ve MnP (b) enzim

aktiviteleri iizerine etkisi. (-m-; CU*?, -@-; Mn*?, -A-; Cu"2ve Mn'?)
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Sekil 3.4 (a ve b) den goriildiigii gibi, sadece 1 mM Cu*? iceren biiyiime ortaminda,
maksimum Lak aktivitesi 6.giinde 1316,6 U/L saptanirken, MnP aktivitesi ise, 5.giinde
987,4 U/L olarak bulunmustur. Sadece 0,29 mM Mn*? varligindaki DKF ortaminda,
Lak aktivitesi 11.gtinde 647,5 U/L, MnP aktivitesi 12.giinde 319,6 U/L saptanmuistir.
Her iki iyonun bulundugu ortamda ise maksimum Lak ve MnP aktivitesi 13.giinde

belirlenmistir.
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Sekil 3.5 Cu*? ve Mn*? varligindaki sentetik biiyiime ortamumn protein (a) ve pH (b)

diizeylerine etkisi. ( -H-; CUJr2 ,-0-: Mn*, -A-; Cu™ve Mn+2).

Sekil 3.5 (a) da incelenen parametrelere gore en yiiksek protein diizeyi, sadece 0,29
mM Mn*? varliginda 11. glinde 168,6 ppm olarak saptanmistir. Bu kosullarda
inkiibasyon periyoduna bagimli pH diizeyleri incelendiginde; Cu*? varhiginda anlamh

bir degisim gozlenmezken, Mn*? ortaminda 6. giinde ani diisiis ve sonrasinda artig



belirlenmistir. Her iki iyonun bulundugu ortamda ise pH diizeyi,

40

4. glinde bir

birimlik artigin ardindan, 10. giinden sonra artig gostermis ve 7,9 degerine ulagsmustir.
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Sekil 3.6 Cu™ ve Mn*? varhigindaki sentetik biiyiime ortammn azot diizeyi iizerine
etkisi (-m-; Cu™?, -e-: Mn*?, - A-; Cu*?ve Mn*?).

Sekil 3.6 (a) ve (b) den gorildigi gibi, ortamdaki glukoz ve azot diizeyleri, ilk

giinden itibaren hizla azalmis ve P. ostreatus biiylime ortami sinirli karbon ve azot

diizeylerine ulagmistir.
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3.2.3 Ortamdaki Cu*? iyon derisiminin etkisi

Calismanin bu adiminda; Cu*? iyonunun Lak ve MnP enzim iiretiminde etkin oldugu
belirlendikten sonra farkli (0,5; 1,0; 2,5 ve 5 mM) derisimlerinin bu enzimlerin

iiretimine etkisi de incelenmistir. Bu ortamda Mn*? derisimi, 0,29 mM olarak sabit

tutulmustur.
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Sekil 3.7 Cu*? derisimlerinin Lak (a) ve MnP (b) enzim iiretimi iizerine etkisi (-m-; 0,5
mM Cu*?, -e-; 1 mM Cu*?; -A-;2,5 mM Cu*?; -¥-5mM Cu™).

Sekil 3.7 (a) ve (b) den goriildigii gibi, 0,5 MM Cu*? varliginda en yiiksek Lak
ve MnP enzim aktiviteleri, sirasiyla 10. giinde 2900 U/ L ve 12.giinde 2637,5
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U/L olarak belirlenmistir. 1 mM Cu*? varliginda, maksimum Lak aktivitesi
6.giin 470 U/L iken, MnP aktivitesi ise 12.giin 962,2 U/L olarak saptanmuistir.
2,5 mM Cu*? varliginda, en yiiksek Lak ve MnP aktivitesi 12.glinde sirasiyla,
1054,2 ve 1947 U/L bulunmustur. Son olarak 5 mM Cu*? varliginda ise,
maksimum Lak aktivitesi 10.giin 2224 U/L ye ulasirken, 12.giinde MnP
aktivitesi 1493,4 U/L olarak saptanmustir.
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Sekil 3.8 Cu*? derisimlerinin protein (a) ve pH (b) diizeylerine etkisi.(-m-; 0,5 mM Cu*? -e-; 1
mM Cu*?; -A-; 2,5 Mm Cu*?; -¥-; 5 Mm Cu*?

En yiksek protein diizeyi, 1 mM Cu*® varliginda 10. giinde 253,2 ppm olarak
saptanmigtir. 2,5 ve 5 mM Cu* varliginda ise inkiibasyona bagimli olarak diger Cu*?

derisimlerine gore daha diisiik protein diizeyleri belirlenmistir. Inkiibasyon siiresine
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bagimli olarak 0,5 ve 1 mM Cu*? varhginda pH diizeyi genelde 6 ve iizerinde gozlenirken,

2,5 mM Cu*?icin, 6.glinde ve 5 mM Cu*?icin ise 12.giinde ani disiisler saptanmustir.
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Sekil 3.9 Cu*? derisimlerinin indirgen seker (a) ve azot (b) diizeylerine etkisi (-m-; 0,5 mM
Cu*’ -e-;1mM Cu**; -A-2,5mM Cu**; -¥-5mM Cu*?).

Incelenen Cu*? derigimine bagiml olarak glukoz ve azot miktarlari, inkiibasyonun 3.giiniinde
ani diisiigler gostererek DKF ortaminin karbon ve azot sinirli kosula ulasmasi saglanmistir.
Elde edilen sonuglara gore, optimum Cu*? derisimi 0,5 mM ve Mn*? derisimi 0,29 mM olarak

belirlenmistir.
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3.2.4 Ortamdaki Mn*? iyon derisimlerinin etkisi

Tez calismasinin bu asamasinda, 0,15; 0,5; 0,75 ve 1 mM Mn*? derisimlerinin P. ostreatus

dan uretilen Lak ve MnP enzim aktivitelerine etkisi incelendi.
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Sekil 3.10 Mn*? derisimine bagimli Lak (a) ve MnP (b) enzim aktivite degisimleri (-m-; 0,15
mM Mn*? | -e-; 0,5 mM Mn*? -A-;0,75mM Mn*? , -¥-: 1 mM Mn*?).

P. ostreatus DKF ortamindaki, sekil 3.10 (a) ve (b) den gorildigi gibi, Mn*?

derisimi arttikga maksimum Lak enzim aktivite degerleri diismektedir. Incelenen
Mn*? derisimine bagimli olarak en yiliksek Lak aktivitesi; 0,5 mM Mn*? derisiminde
10.giinde 350,4 U/L olarak saptanmustir. 0,15 ve 0,5 mM Mn*? MnP enzim aktivitesi
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hemen hemen benzer degerlerde maksimuma ulasirken 0,75 ve 1 Mm Mn*

derigiminde ise daha diisiik MnP enzim aktiviteleri saptanmustir.
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Sekil 3.11 Mn*? derigimine bagimli protein (a), pH (b) ve kuru kiitle (c) diizey degisimleri
(-m-; 0,15 MM Mn*? | -e-: 0,5 mM Mn*? , -A-: 0,75 mM Mn*? , -¥-: 1 mM Mn*?).
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Sekil 3.11 (a), (b), (c) den goriildiigii gibi; 0,5 mM; 0,75 mM Mn*? varliginda
sirastyla, 10. giinde ve 12. giinde hemen hemen benzer degerlerde 98,3; 98,7
ppm olarak en yiiksek protein diizeylerine ulagsmistir. P. ostreatus inkiibasyon
periyodunun 6. giiniinde azalan Mn™® derisimiyle azalan pH degerleri
saptandiktan sonra inkiibasyon siiresine bagimli artiglar gézlenmistir. Kuru kiitle
miktar1 ise 0,5 MM Mn*? varhginda 5.giinde 2,5 mg/mL olarak belirlendi. 0,75
ve 1,0 mM Mn* varliginda daha diisiik kuru kiitle degerleri saptanirken
inkiibasyonun 10.giinden itibaren incelenen tiim Mn*? derisimine bagimli kuru

kiitlede 6nemli bir degisim gozlenmedi.
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Sekil 3.12 Mn*? derisimine bagiml indirgen seker (a), azot (b) diizey degisimleri
(-m-; 0,15 mM Mn*?  -e-; 0,5 mM Mn*? | -A-;0,75mM Mn*?,-¥-: 1 mM Mn*?).
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Sekil 3.12 (a) ve (b) den goriildiigii gibi incelenen Mn*? derisimlerine bagimli
olarak P. ostreatus DKF ortaminda glukoz ve azot miktarlar1 inkiibasyonun 3.
giiniinden itibaren smirl diizeye ulasmislardir. incelenen Mn*? derisimiyle elde
edilen sonuglara gore P. ostreatus DKF ortamindaki Mn*2 derisimi 0,29 mM

olarak belirlenmistir.

3.2.5 Nisastanin Etkisi
P. ostreatus DKF ortaminda karbon kaynagi olarak glukozun yerine degisen
nisasta derisimlerinin (1; 5; 10; 20 g/L) Lak ve MnP enzim aktivitelerine etkisi

inkiibasyon siirecine bagimli olarak 25 °C de incelendi.
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Sekil 3.13 Nigasta derigimlerine bagimli Lak (a) ve MnP (b) enzim aktivite degisimleri
(-m-;1g/L ,-e-;5¢0/L ,-A-;10g/L,-V-; 20 g/L nisasta).
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Sekil 3. 13 den goriildiigi gibi nisasta derisiminin 1 den 10 g/L ye artisiyla
maksimum Lak ve MnP enzim aktiviteleri de artmis ve 20 g/L de ise azalis
gostermistirler. 10 g/L nisasta varliginda Lak ve MnP enzim aktiviteleri sirasiyla
10.giinde 1479 ve 17. giinde 1976 U/L olarak saptanmustir.
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Sekil 3.14 Nisasta derigimlerine bagimli protein (a) pH (b) ve kurukiitle (c) degisimleri (-m-; 1
g/lL ,-e-;59g/L,-A-;10g/L,-V-; 20 g/L nigasta).
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Incelenen nisasta derisimlerine bagimli olarak P. ostreatus DKF de inkiibasyon
stirecine bagimli olarak protein, pH ve kuru kiitle degisimleri sekil 3.14 de
goriilmektedir. En yiiksek protein diizeyi, 10 g/L nisasta varliginda elde edilmistir.
pH diizeyleri incelendiginde ise, 15. giinden itibaren 8 ve iizerinde belirlenmistir. En
yiiksek kuru kiitle degerleri 20 g/L nisasta varliginda elde edilmis olup inkiibasyonun

10. giiniinden sonra 6nemli bir degisim saptanmamustir.

Incelenen nisasta derisimlerine bagimli olarak glukoz ve azot derisimleri, glukoz

ile benzer sekilde 3. giinde DKF ortaminda, sinirlt diizeylere ulagmistir.

3.2.6 Karbon kaynag glukoz varliginda Tween-80 nin etkisi

Tez ¢alismasinin son asamasinda non-iyonik deterjan olan Tween-80 nin (% 0,1;
% 0,05; % 0,025) Lak ve MnP enzim aktivitelerine etkisi simdiye kadar belirlenen
optimum kosullarda uygulandi. P. ostreatus DKF i¢in, optimum kosullar, karbon
kaynagi glukoz ve iyon derisimleri 0,5 mM Cu™ ve 0,29 mM Mn*? olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.15 Tween-80 nin, (a) Lak aktivitesi ve (b) MnP aktivitesi tiretimleri {izerine etkisi.
(-m-; % 0,025; -e-; % 0,05; - A- % 0,1 lik Tween-80)

Sekil 3.15 (a) ve (b) den goriildiigii gibi; % 0,05 lik Tween 80 derisiminde

inkiibasyonun 10. giinlinde Lak ve MnP aktiviteleri maksimum diizeylerine

ulagmistir. Diger incelenen Tween 80 derisimlerinin bu enzim aktiviteleri iizerine

herhangi bir etkisi saptanamamustir. Elde edilen bu sonuglara gére Tween 80 nin Lak

ve MnP enzim aktiviteleri iizerine dnemli bir etki gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 3.16 Tween-80 nin, (a) protein (b) pH (c¢) kuru kiitle diizeylerine etkisi (-m-; %
0,025, -e-; % 0,05, -A-; % 0,1 lik Tween-80).

Sekil 3.16 (a), (b) ve (c) de goriilen, % 0,05 lik Tween 80 derisiminde 6.giinde
maksimum kuru kiitle ve 10. giinde ise maksimum protein diizeyine ulasilmistir.
Yine ayni derisimde, 17. giinde pH degeri 7,12 lerde saptanirken, Tween 80 nin %
0,025 ve % 0,1 lik derisimlerinde sirasiyla 6,31; 6,96 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.17 % 0,025; % 0,05; % 0,1 lik Tween-80 i¢eren sentetik bilyiime ortamini indirgen seker (a)

ve azot diizeyinin belirlenmesi (-m-; % 0,025; -e-; % 0,05; - A-; % 0,1 lik Tween-80).

P. ostreatus DKF ortaminda Tween 80 derisimine bagimli olarak glukoz ve azot

kullaniminda da anlaml1 bir degisim gézlenmemistir.
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3.2.7 Karbon kaynag nisasta varliginda Tween-80 nin etkisi
Elde edilen sonuglara gore; en iyi Lak ve MnP enzim aktivitelerinin saptandigi 10
g/L nisasta varliginda degisen Tween 80 derisimlerinin bu enzim aktivitelerine etkisi

DKF kosullarinda incelendi.
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Sekil 3.18 Karbon kaynagi olarak nisasta varligindaTween-80 nin (a) Lak aktivitesi ve (b) MnP
aktivitesi tizerine etkisi. ( -m-; % 0,025, -e-; % 0,05, -A-; % 0,1 lik Tween-80).

Maksimum Lak ve MnP aktiviteleri, sirasiyla % 0,1 lik Tween-80 derisiminde
153,7 U/L ve % 0,05 lik Tween-80 derisiminde ise 271,6 U/L olarak saptanmuistir.
Elde edilen bu sonuglara gore, karbon kaynagi olarak nisasta kullanildiginda P.

ostreatus DKF ortaminda Tween 80 nin pozitif bir yonde etkisi goriilmemistir.
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Sekil 3. 19 Karbon kaynagi olarak nigasta varliginda Tween-80 nin (a) protein ve
(b) pH (c) kuru kiitle diizeylerine etkisi. ( -m-; % 0,025, -e-; % 0,05, -A-; % 0,1 lik

Tween-80).
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Sekil 3.19 (a), (b) ve (¢) den goriildiigi gibi, yiiksek protein degerleri, % 0,025; %
0,05 lik Tween 80 P. ostreatus DKF de 12. giinde, sirasiyla 85,9; 82,7 ppm olarak
belirlenmistir. % 0,01 lik Tween 80 degerinde ise, 6.giinde 80,7 ppm degerinde
saptanmistir. pH degerleri ise genelde 6 civarinda seyretmis ve anlamli bir
farklanma gozlenmemistir. En yiiksek kuru kiitle miktarina 2,63 mg/mL olarak, %
0,01 lik Tween 80 varliginda 6.giinde ulasilmistir. Ayrica, 3.giin ortamdaki glukoz

ve azot diizeyleri ani bir diisiisle sinirli seviyeye ulasmislardir.

P. ostreatus dan Lak ve MnP enzim {iretimine yonelik DKF ortaminda elde
edilen sonuglara gore; kiiltivasyon modunun duragan, karbon kaynagi olarak
glukoz, 0,5 mM Cu*? ve 0,29 mM Mn*? derisimleri, optimum kosullar olarak
belirlenmistir. Non-iyonik deterjan olarak degisen derisimlerde Tween 80 nin
bliyiime ortaminda bulunmasimin enzim {retimlerine katkisinin olmadigi

gozlenmistir.
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Pleurotus tiirleri, ¢cevresel ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan ve 6nemli
medikal ozelliklere sahip olan yenilebilir beyaz cliriik¢iil fungus grubuna aittirler
(Cohen, Persky ve Hadar, 2002). Bu tez ¢alismasinda, Lak ve MnP enzimlerinin

iretimi amaciyla organizma olarak P. ostreatus kullanilmstir.

Bu tez ¢alismasinda, P. ostreatus dan 25°C de DKF de iiretilen Lak ve MnP enzim
aktiviteleri iizerine ¢alkalamali ve duragan kiiltivasyon modunun, sentetik biiyiime
ortamindaki Cu*? ve Mn*? iyonlarinin, farkli karbon kaynagi olarak nisastanin ve
non-iyonik deterjan olan Tween-80 nin etkileri incelenmistir. Bu amagla, maksimum
diizeyde Lak ve MnP enzim iiretimi i¢in, sentetik bliylime ortaminin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Ayrica inkiibasyon periyoduna bagli olarak pH, kuru kiitle,
indirgen seker (glukoz), azot ve protein diizeyleri de belirlenmistir. Lak ve MnP
enzimlerinin katalitik dongiilerinde sirasiyla Cu*? ve Mn*? iyonlarinin bu enzimlerin
tiretiminde onemli regiilator gorevleri oldugu belirtilmektedir (Sterckeman, Douay,
Proix ve Fourrier 2000; Tuomela ve diger., 2005). Bu nedenle, Lak ve MnP enzim
tretimlerinde bu iyon derisimlerinin biiylime ortaminda optimize edilmesi biiyiik
onem arz etmektedir. Lak ve MnP gibi ligninolitik enzimler indiiklenebilen
enzimlerdir ve bu enzimlerin tretimi iligkili olduklar1 metallerin derisimlerine
baglidir (Baldrian, 2003). Gergeklestirilen ¢calismada, P. ostreatus DKF ortamindaki
0,5;1; 2,5: 5 mM Cu*?ve 0,15; 0,29; 0,50; 0,75; 1 mM Mn*? derigimlerine bagiml
en yiiksek Lak ve MnP enzim aktiviteleri 0,5 mM Cu*? ve 0,29 mM Mn*2 iceren
biiyiime ortaminda saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore P. ostreatus dan bu
enzimlerin liretimi i¢in optimum kosullar; duragan kiiltivasyon modunda, karbon
kaynag olarak glukoz kullanilarak 0,5 mM Cu*? ve 0,29 mM Mn*2 derisimleri olarak

belirlenmistir.
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Gergeklestirilen bu calismada, Lak ve MnP enzimlerinin iretimi amaciyla ilk
olarak duragan ve calkalamali olmak iizere iki farkli kiiltivasyon modunun etkisi
incelendi. P. ostreatus, DKF sartlar1 altinda duragan kiiltivasyon modunda her iki
enzim aktivitesi de daha yiiksek saptanmistir. Bu sonug birgok arastirma sonuglariyla
da desteklenmektedir (Mu™noz, Guillén, Martinez ve Martinez, 1997). Bunun sebebi
ise, funguslarin dogadaki normal yasam kosullarinda agac¢ diplerinde hareket
etmeden yasadiklar1 i¢in, laboratuar kosullarinda da buna bagimli olarak duragan
kiiltivasyon modunda enzim tiretiminin daha yiiksek bulunmasidir (Cohen, Persky ve
Hadar, 2002)

Optimize edilen bu kosullarda, en yiiksek Lak ve MnP enzim aktiviteleri,
sirastyla inkiibasyonun 10. giiniinde 2900 U/L ve 12.glintinde 2637,5 U/L olarak
belirlenmistir. Elde edilen Lak enzim aktivitesi, P. ostreatus 98, 108 ve 6, P.
ostreatus (ATCC 32783), Ganoderma adspersu, Cerena maxima, Pseudotrametes
gibbosa ve Phellinus robustus tiirlerindeki Lak enzim aktivitelerine gore sirasiyla 50;
32,2;89,2; 1,2;29; 5,8; 2,9 ve 2,9 kat daha yiiksek bulunmustur (Mikiashvili Wasser,
Nevo, Elisashvili, 2006; Eichlerova ve diger., 2000; Tellez, Fernandez, Gonzalez,
Diaz-Godinez, 2008; Songulashvili, Elisashvili, Wasser, Nevo, Hadar, 2006;
Elisashvili, Kashlishvili 2009, Songulashvili ve diger., 2006). Pleurotus sajor-caju
ile gergeklestirilen calismada karbon kaynagi olarak glukoz kullanildiginda bile Lak
enzim Uretimi saglanamamistir (Massadeh, Fraij, Fandi, 2010). Elde edilen MnP
enzim aktivitesi ise, P. ostreatus 98 ve f6, P. sajor-caju, P.chrysosporium
tiirlerindeki MnP enzim aktivitelerine gore sirasiyla 154,2; 303,1; 32,5 ve 7,4 kat
daha yiiksek bulunmustur (Mikiashvili Wasser, Nevo, Elisashvili, 2006; Eichlerova
ve diger., 2000; Ozturk Urek ve Pazarlioglu, 2007). Bu durum P. ostreatus biiyiime
kosullarinin optimize edilmesiyle ligninolitik enzim diizeylerinin arttirilmasin

gostermesi agisindan dnemlidir.

Ligninolitik enzimlerin iiretimi; sicaklik, pH, indiikleyiciler, kiiltiir sartlar1 ve
ortam bilesenleri gibi birgok faktoérden etkilenir (Giardina ve diger., 1999; Téllez-
Téllez, Fernandez, Montiel-Gonzalez, Sanchez ve Diaz-Godinez, 2008). Tiim

fermentasyon proseslerinde pH, ligninolitik enzim aktivitesi i¢in ¢ok Onemli bir
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faktordiir. Genelde ligninolitik enzimlerin {iretimleri i¢in ortam pH degerleri, asidik
bolgede saptanmasina ragmen bu calismada en yiiksek enzim iiretimleri i¢cin pH nin
6-8 araligina kaydigi gozlenmistir. Lentinus tigrinus ile Cu*?iyon derisimleri iizerine
yapilan bir ¢caligmada, maksimum aktivite 1,5-2 mM Cu*? varhiginda iken, pH asidik
bélgede saptanmustir (Shutova, Revin ve Myakushina, 2008). Bu durum, Cu*?
iyonlariin ortamdaki hidroksil gruplari ile Cu(OH), meydana getirerek ortamin pH
m1 asidik bolgeye kaydirdigi seklinde yorumlanmistir. Fakat bu pH degerinin aksine,
bizim sonuglarimizla benzer sekilde Trametes pubescens ile yapilan ¢alismada pH
degeri 4-8 araliginda gozlemlenmistir (Galhaup ve Haltrich, 2001). Cerrena unicolor
ile gergeklestirilen calismada da benzer pH degisimleri (4,1-8,5) saptanmuistir.
Ligninolitik enzim iiretiminde inkiibasyon siirecinde pH degerinin asidik bdlgeden
kaymasi, ortamda alkali metabolitlerin olusumu veya organik asitlerin uzaklagmasi
seklinde yorumlanabilir (Michniewicz, Ullrich, Ledakowicz ve Hofrichter, 2006). P.
ostreatus dan elde edilen Lak i hafif alkali pH kosullarin1 tolere ettigi bulunmustur

(Palmieri, Giardina, Bianco, Capasso ve Sannia, 1997).

P.ostreatus dan Lak ve MnP enzim {iretimleri i¢in 6nemli olan bu metal
iyonlarinin asirist fungus igin toksik etki olusturabilir (Labbe ve Thiele, 1999;
Hughes ve Poole, 1991; Gadd, 1993). Bu durum ozellikle ¢alisilan organizma tiiriine
ve fermentasyon kosullarina da baghdir. Ozellikle bakir, ¢evrede biyojenik bir metal
olarak bulundugundan derisimi enzimin fonksiyonu ve stabilitesi lizerine de etki
gosterebilir (Baldrian ve Gabriel, 2002). Ayrica peroksidaz sinifindan bir enzim olan
MnP i¢in H,0O; ve kofaktorii olmasi sebebiyle Mn*? nin varlig1 ve ortamdaki derisim
oranlar1 da ¢ok dnemlidir. Bu sebeple yikimi zor bilesiklerin etkin degradasyonu i¢in,
Mn*? ve H,0; in kullanimi, MnP 1n katalitik 6zelliklerini gelistirmede onemli rol

oynamaktadir (Lema, Moreira, Feijoo ve Palma, 1996).

P.ostreatus DKF de duragan kosullarda optimize edilen, 0,5 mM Cu™ ve 0,29
mM Mn*? iyon derisimlerinde 25°C de glukoz yerine karbon kaynagi olarak nisasta
derigimlerinin (1;5;10;20 g/L) Lak ve MnP enzim iiretimlerine etkisi incelendiginde
maksimum Lak ve MnP aktiviteleri 10 g/L de 10. giinde sirasiyla 1479 U/L ve 1976
U/L olarak belirlenmistir. Karbon kaynagi olarak nisasta kullanildiginda elde edilen
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bu sonuglar, glukozla saptananlarla kiyaslandiginda sirastyla 1,96 ve 1,33 katlik bir
azalma gostermistir. Bu durum, ayn1 zamanda P. ostreatus un nisastayr karbon
kaynagi olarak kullanabildiginin de gostergesidir. Lak ve MnP gibi ligninolitik
enzimlerin iiretiminde fermentasyon ortamindaki karbon kaynaklari da 6nemli rol
oynamaktadir. Karbon kaynagi olarak nisasta kullanildiginda elde edilen sonuglar P.
sajor-caju ile nisasta karbon kaynagi olarak gergeklestirilen calismadaki Lak
aktivitesiyle kiyaslandiginda 211,3 kat; MnP aktivitesinin ise 94,1 kat arttigi
saptanmistir (Massadeh, Fraij, ve Fandi, 2010). Ayrica, 10 g/L nisasta varhiginda %
0,1; % 0,05; % 0,025 lik {i¢ farkli derisimde Tween-80 nin etkisi incelendiginde
anlaml1 bir degisim belirlenmedi. P.chrysosporium ile yapilan ¢alismada Tween 80
gibi deterjanlarin etkisiyle MnP enzim salimim siirecinin pozitif bir sekilde
etkilendigi gortilmistiir. Bu durum, Tween 80 uygulanan kiiltiirlerde hiicre membran
yapisinin, MnP enziminin hiicreden ortama dogru ge¢isini kolaylastirmas: seklinde
yorumlanabilir  (Pozdnyakova, Rodakiewicz-Nowak ve Turkovskaya, 2004;
Rancano, Lorenza, Morales, Couto, Sanroman, 2003). Tween 80 gibi non-iyonik
deterjanlarin genelde biiyiik Olgekli ligninolitik enzim {iiretiminde etkili oldugu
sOylenebilir. Karbon kaynaginin glukoz oldugu durumda t¢ farkli derisimdeki
Tween-80 nin P. ostreatus tarafindan Lak ve MnP enzim firetimi {izerine herhangi
anlaml1 bir etki gostermedigi saptandi. Tween 80 varliginda elde edilen bu sonuglarla
benzer sekilde DKF de P. sajor-caju ve Botryosphaeria den Lak enzim tretimi

tizerine de anlaml bir etki gézlenmemistir (Bettin ve diger., 2008).

Beyaz ciirtik¢iil funguslar, lignini degrade etmede oldukea etkili olan Lak, MnP
ve LiP gibi spesifik ligninolitik enzimlere sahiptirler (Revankar ve Lele, 2007).
Uygun sartlar altinda Lak ve MnP enzimleri fenolik ve fenolik olmayan substratlari
okside edebilirler (Cabaleiro, Rodriguez, Sanroman ve Willsion, 2006). Bu enzimler
ancak ortamdaki azot, glukoz ve siilfiir kaynaklar1 sinirli seviyeye ulastiginda
tetiklenerek sekonder metabolizma boyunca sentezlenirler (Cabaleiro ve Couto,
2007). Bu bakimdan, P.ostreatus DKF kosullarinda, glukoz ve azot kaynaklar
genellikle 3. giinden sonra ani bir diisiis ile smirli seviyeye ulagsmis ve bununla

uyumlu olarak 3. giinden sonra Lak ve MnP enzimlerinin iiretimi de baglamistir.



61

KAYNAKLAR

Adler, E. (1977). Lignin chemistry: past, present and future. Wood Science
Technology, 11, 169-218.

Aitken, M.D., Massey, 1.J., Chen, T.P. ve Heck, P.E. (1994). Characterization of
reaction products from the enzyme catalyzed oxidation of phenolic pollutants.
Water Research, 28, 1879-1889.

Akpinar M. ve Oztiirk Urek, R. (2012). Production of ligninolytic enzymes by solid
state fermentation wusing Pleurotus eryngii. Preparative Biochemistry &
Biotechnology. DOI:10.1080/10826068.673528.

Alcalde, M. (2007). Laccase: Biological functions, molecular structure and industrial
applications. Industrial enzymes: Structure, function and applications.
Netherlands-Springer, 26, 461-476.

Asgher, M., Kausara, S., Bhattia, H.N., Shah, S.A.H. ve Ali, M. (2008). Optimization
of medium for decolourization of solar golden yellow R direct textile dye by
Schizophyllum  commune IBL-06. International Biodeterioration &
Biodegradation, 61, 189-93.

Baborova, P., Moder, M., Baldrian, P., Cajthamlova, K., ve Cajthaml, T. (2006).
Purification of a new manganese peroxidase of the white-rot fungus Irpex lacteus
and degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons by the enzyme. Research in
Microbiology, 157, 248-253.

Baldrian, P. (2003). Interactions of heavy metals with white-rot fungi. Enzyme and
Microbial Techonolgy, 32, 78-79.

Baldrian, P. (2006). Fungal laccases— occurence and properties. FEMS Microbiology
Reviews, 30, 215-242.



62

Baldrian P. ve Gabriel J. (2002). Copper and Cadmium increase laccase in Pleurotus
ostreatus. FEMS Microbiology Letters, 206, 69-74.

Banat, .M., Nigam, P. ve Singh, D. (1996). Microbial decolourization of textile-dye
containing effluents: a review. Bioresource Technology, 58, 217-27.

Bar, M. (2001). Kinetics and Physico-Chemical Properties Of White-Rot Fungal

Laccases. Magister Scientiae, In the Faculty of the Requirements for the degree.

Baucher, M., Chabbert, B., Pilate, G., Doorsselaere, J.V., Tollier, M.T. ve diger.
(1996). Red xylem and higher lignin extractability by down-regulating a cinnamyl
alcohol dehydrogenase in poplar (Populus tremula x P. alba). Plant Physiology,
112, 1479-90.

Bauer, C.G., Kuhn, A., Gajovic, N., Skorobogatko, O., Holt, P.J., Bruce, N.C. ve
diger. (1999). New enzyme sensors for morphine and codeine based on morphine
dehydrogenase and laccase. Fresenius' Journal of Analytical Chemistry, 364,179-
83.

Bennett, J.W., Wunch, K.G. ve Faison, B.D. (2002). Use of fungi in biodegradation.
Manual of Environmental Microbiology, 87, 960-71.

Bertrand, T., Jolivalt, C., Briozzo, P., Caminade, E., Joly, N., Madzak, C. ve Mougin,
C. (2002). Crystal structure of four-copper laccase complexed with an arylamide:
insights into substrate recognition and correlation with kinetics. Biochemistry, 41,
7325-7333.

Bettin, F., Montanari, Q., Calloni, R., Gaio, T.A., Silveira, M.M., Dillon, A.J.P.,
(2008). Production of laccases in submerged process by Pleurotus sajor-caju PS-
2001 in relation to carbon and organic nitrogen sources, antifoams and Tween 80.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 36, 1-9.



63

Bhat, RV. ve Mathur, P. (1998). Changing scenario of food colours in India. Current
Science, 74, 198-202.

Biermann, C.J. (1993). Essentials of Pulping and Papermaking. Academic Press,
USA.

Blanchette, R.A. (1995). Biodeterioration of archeological wood. CAB
Biodeterioration Abstracts, 9, 113-127.

Blanchette, RA., Shaw, CG. ve Cohen, AL. (1978). A SEM study of the effects of
bacteria and yeasts on wood decay by brown- and white-rot fungi. Scanning

electron microscope, 2, 61-68.

Boerjan, W., Ralph, J. ve Baucher, M. (2003). Lignin biosynthesis. Annual Review of
Plant Biology, 54, 519-546.

Bradford, M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72, 248-254.

Breen, A.ve Singleton, F.L. (1999). Fungi in lignocellulose and biopulping. Current
Opinion in Biotechnology, 10, 252-258.

Brunow, G. (2001). Methods to reveal the structure of lignin. In M. Hofrichter, & A.
Steinbiichel, (Ed.). Lignin, Humic Substances and Coal, 1, 89-116. Weinheim:
Wiley-VHC.

Bumpus, J.A. ve Aust, S.D. (1987). Biodegradation of environmental pollutants by
Phanerochaete chrysosporium: Involvement of the lignin degrading system.
BioEssays, 6, 166-170.

Cabaleiro, D.R., Rodriguez, S., Sanroman, A. ve Willsion, W. (2006).

Characterisation of deactivating agents and their influence on manganese-



64

dependent peroxidase from Phanerochaete chrysosporium. Journal of
Environmental Sciences, 18, 867-872.

Cabaleiro, D.R.ve Couto, S.R. (2007). Comparison between the protease production
ability of ligninolytic fungi cultivated in solid-state media. Journal of
Environmental Sciences, 19, 1017-1023.

Cairney, J.W.G. ve Burke, RM. (1998). Do ecto- and ericoid mycorrhizal fungi

produce peroxidase activity. Mycorrhiza, 8, 61-5.

Call, H.P. ve Miicke, I. (1997). History, overview and applications of mediated
lignolytic  systems,  especially laccase-mediator-systems.  Journal  of
Biotechnology, 53, 163-202.

Camarero, S., Garcia, O., Vidal, T., Colom, J., Rio, J.C.D. (2004). Gutierrez A, et al.
Efficient bleaching of non-wood high-quality paper pulp using laccase-mediator

system. Enzyme and Microbial Technology, 35, 113-20.

Campbell, M.M. ve Sederoff, R.R. (1996). Variation in lignin content and
composition-mechanisms of control and implications for the genetic improvement
of plants. Plant Physiology, 110, 3-13.

Carlile, M.J. ve Watkinson, S.C., (1994). The Fungi, San Diego: Academic Press.

Chabannes, M., Ruel, K., Yoshinaga, A., Chabbert, B., Jauneau, A., Joseleau, J.P.,
Boudet, A.M. (2001). In situ analysis of lignins in transgenic tobacco reveals a
differential impact of individual transformations on the spatial patterns of lignin

deposition at the cellular and subcellular levels. The Plant Journal, 28(3), 271-82.

Claus, H. (2003). Laccases and their occurrence in prokaryotes. Archives of
Microbiology, 179, 145-150.



65

Claus, H. (2004). Laccases: Structure, reactions, distribution. Micron, 35, 93-96.

Cohen, R., Hadar, Y. ve Yarden, O. (2001). Transcript and activity levels of different
Pleurotus ostreatus peroxidases are differentially affected by Mn?*. Environmental
Microbiology; 3, 312-322.

Cohen, R., Persky, L. ve Hadar, Y. (2002). Biotechnological applications and

potential of wood-degrading mushrooms of the genus Pleurotus. Springer-Verlag.

Conesa, A., Punt, P.J. ve Hondel, C.A.V.D. (2002). Fungal peroxidases: molecular
aspects and applications. Journal of Biotechnology, 93, 143-158.

Cook, S.M.F. ve Linden, D.R. (1997). Use of rhodamine WT to facilitate dilution
and analysis of atrazine samples in short-term transport studies. Journal of
Environmental Quality, 26, 1438-41.

Couto S.R. ve Herrera J.L.T. (2006). Industrial and biotechnological applications of
laccases: A review. Biotechnology Advances, 24, 500-513.

Croteau, R., Kutchan, T.M. ve Lewis, N.G. (2000). Natural products (secondary
metabolites. In B. Buchanan, R. Jones, & W. Gruissem, (Ed.). Biochemistry and
Molecular Biology of Plants (1250-1318). Rockville: American Society of Plant
Physiologists.

Deindoerfer, F.H., Mateles, R.l, ve Humphrey, A.E. (1962). Fermentation process
review. Applied Microbiology, 10, 273-303.

Dence, C.W. ve Lin, S.Y. (1992). Introduction. In “Methods in Lignin Chemistry”
Springer-Verlag: Berlin.

Dittmer, N.T., Suderman, R.J., Jiang, H., Zhu, Y.C., Gorman, M.J., Kramer, K.J. ve

Kanost, M.R. (2004). Characterization of cDNAs encoding putative laccase-like



66

multicopper oxidases and developmental expression in the tobacco hornworm,
Manduca sexta, and the malaria mosquito, Anopheles gambiae. Insect
Biochemistry and Molecular Biology, 34, 29-41.

Dix, N.J. ve Webster, J. (1995). Fungal Ecology. London, UK: Chapman & Hall.

Dizge, M.G. (2007). Trametes versicolor beyaz ciiriik¢iil fungusundan lakkaz
enziminin saflastirilmast ve kismi nitelendirilmesi. Gebze Yiiksek Teknoloji

Miihendislik ve Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiksek lisans tezi.

Durédn, N. ve Esposito, E. (2000). Potential applications of oxidative enzymes and
phenoloxidase-like compounds in wastewater and soil treatment:. a review.

Applied Catalysis B: Environmental, 28, 83-99.

Eggert, C., Temp, U., Dean, J.F.D. ve Eriksson, K.E.L. (1996). A fungal metabolite
mediates degradation of non-phenolic lignin structures and synthetic lignin by
laccase. FEBS Letters, 391, 144-148.

Eichlerova, 1., Homolka, L., Nerud, F., Zadrazil, F., Baldrian, P. ve Gabriel, J.
(2000). Screening of Pleurotus ostreatus isolates for their ligninolytic properties

during cultivation on natural substrates. Biodegradation, 11, 279-287.

El, E.K., Blanchette, R.A., Ander, P. (1990). Biochemistry and molecular biology of
Wood. Springer Verlag, London.

Elisashvili, V.I. (1993). Physiological regulation of ligninolytic activity in higher
basidium fungi. Microbiology, 62(5), 480-487.

Elisashvili,V. ve Kachlishvili, E. (2009). Physiological regulation of laccase and
manganese peroxidase production by white-rot Basidiomycetes. Journal of
Biotechnology, 144, 37-42.



67

Enguita, F.J., Martins, L.O., Henriques, A.O. ve Carrondo, M.A. (2003) Crystal
structure of a bacterial endosporecCoat component, a laccase with enhanced
thermostability properties. Journal of Biological Chemistry, 278, 19416-19425.

Eriksson, K.E., Johnsrud, S.C. ve Vallander, L. (1983). Degradation of lignin and
lignin model compounds by various mutants of the white-rot fungus Sporotrichum

pulverulentum. Archives of Microbiology, 135, 161-168.

Esterbauer, H., Steined, W., Labudova, I., Herman, A. ve Hayn, M. (1991).
Production of Thrichoderma cellulase in laboratory and pilot scale. Bioresource
Technology, 36, 51-65.

Farmer, V.C., Henderson, M.E.K. ve Russell, J.D. (1960). Aromatic-alcohol-oxidase
activity in the growth medium of Polystictus versicolor. Biochemical Journal, 74,
257-262.

Farrell, R.L., Murtagh, K.E., Tien, M., Mozuch, M.D. ve Kirk, T.K., (1989). Physical
and enzymatic properties of lignin peroxidase isozymes from Phanerochaete
chrysosporium. Enzyme and Microbial Technology, 11, 322-328.

Feldman, D. (2002). Lignin and its polyblends a review. In T. Q. Hu, (Ed.) Chemical
modification, properties, and usage of lignin (81-100). New York: Kluwer
Academic/Plenum Publishers.

Fengel, D. ve Wegener, G. (1984). Wood: Chemistry, ultrastructure, reactions. De
Gruyter: Berlin.

Ferry, Y. ve Leech, D. (2005). Amperometric detection of catecholamine
neurotransmitters using electrocatalytic substrate recycling at a laccase electrode.
Electroanalysis, 17, 2113-9.



68

Field, M.S., Wilhelm, R.G., Quinlan, J.F. ve Aley, T.J. (1995). An assessment of the
potential adverse properties of fluorescent tracer dyes used for groundwater

tracing. Environmental Monitoring and Assessment, 38, 75-97.

Forgacs, E., Cserhati, T. ve Oros, G. (2004). Removal of synthetic dyes from

wastewaters: a review. Environment International, 30, 953—71.

Fukushima, K. (2001). Regulation of syringyl to guaiacyl ratio in lignin biosynthesis.
Journal of Plant Research, 114, 499-508.

Gadd, G.M. (1993). Interactions of fungi with toxic metals. New Phytologist, 124,
25-60.

Galhaup, C. ve Haltrich, D. (2001). Enhanced formation of laccase activity by the
white-rot fungus Trametes pubescens in the presence of copper. Applied
Microbiology and Biotechnology, 56, 225-232.

Garavaglia, S., Cambria, M.T., Miglio, M., Ragusa, S., lacobazzi, V., Palmieri, F.,
DAmbrosio, C., Scaloni, A. ve Rizzi, M. (2004). The structure of rigidoporus
lignosus laccase containing a full complement of copper ions reveals an
asymmetrical arrangement for the T3 copper pair. Journal of Molecular Biology,
342, 1519-1531.

Gayazov, R. ve Rodakiewicz- Nowak, J. (1996). Semi-continuous production of
laccase by Phlebia radiata in different culture media. Folia Microbiologica, 41,
480-484.

Gianfreda, L.; Xu, F. ve Bollag, J.M. (1999). Laccases: A useful group of

oxidoreductive enzymes. Bioremediation Journal, 3, 1-26.



69

Giardina, P., Palmieri, G., Scaloni, A., Fontanella, B., Faraco, V., Cennamo, G., ve
diger. (1999). Protein and gene structure of a blue laccase from Pleurotus

ostreatus. Biochemical Journal, 34, 655-663.

Glenn, J.K. ve Gold, M.H. (1985). Purification and characterization of an
extracellular ~ Mn(ll)-dependent  peroxidase from the lignin-degrading
basidiomycete, Phanerochaete chrysosporium. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 242, 329-41.

Gochev, V.K. ve Krastanov, A.l. (2007). Isolation of laccase producing Trichoderma
spp. Bulgarian Journal of Agricultural Science, 13, 171-176.

Golz-Berner, K., Walzel, B., Zastrow, L. ve Doucet, O. (2004). Cosmetic and
dermatological preparation containing copper binding proteins for skin lightening.
International Patent Application, WO2004017931.

Guerra, A., Mendonca, R. ve Ferraz, A. (2003). Molecular weight distribution of
wood components extracted from pinustaeda biotreated by Ceriporiopsis
subvermispora. Enzyme Microbial Technology, 33, 12-18.

Guill’en, F. ve Evans, C.S. (1994). Anisaldehyde and veratraldehyde acting as redox
cycling agents for H,O, production by Pleurotus eryngii. Applied and
Environmental Microbiology, 60, 2811-2817.

Guill’en, F., Mart'inez, A.T. ve Mart'inez, M.J. (1992). Substrate specificity and
properties of the aryl-alcohol oxidase from the ligninolytic fungus Pleurotus
eryngii. The Journal of Biological Chemistry, 209, 603-611.

Guill’en, F., Mart'inez, A.T., Mart'mmez, M.J. ve Evans, C.S. (1994). Hydrogen
peroxide-producing system of Pleurotus eryngii involving the extracellular
enzyme aryl-alcohol oxidase. Applied and Environmental Microbiology, 41, 465—
470.



70

Gupta, GS., Shukla, SP., Prasad, G. ve Singh, VN. (1992). China clay as an
adsorbent for dye house wastewaters. Environmental Technology, 13, 925-36.

Guti'errez, A., Caramelo, L., Prieto, A., Mart'inez, M.J. ve Mart'inez, A.T. (1994).
Anisaldehyde production and aryl-alcohol oxidase and dehydrogenase activities in
ligninolytic fungi from the genus Pleurotus. Applied and Environmental
Microbiology, 60, 1783-1788.

Haghighi, B., Gorton, L., Ruzgas, T. ve Jonsson, L.J. (2003). Characterization of
graphite electrodes modified with laccase from Trametes versicolor and their use
for bioelectrochemical monitoring of phenolic compounds in flow injection

analysis. Analytica Chimica Acta, 487, 3-14.

Hao, O.J., Kim, H. ve Chiang, P.C. (2000). Decolourization of wastewater. Critical

Reviews in Environmental Science and Technology, 30, 449-505.

Hatakka, A. ve Hofrichter, M. (2001). Biodegradation of lignin. In: Steinbu“chel A,
editors. Biopolymers.Lignin, humic substances and coal. Weinheim, Germany:
Wiley-VCH,1, 129-80.

Have, T.R. ve Teunissen, P.J.M. (2001). Oxidative mechanisms involved in lignin
degradation by white-rot fungi. Chemical Reviews 101, 3397-3413.

Hefti, M.H., Vervoort, J. ve Berkel, W.JH.V. (2003) Deflavination and
reconstitution of flavoproteins — tackling fold and function. European Journal of
Biochemistry, 270, 4227-4242.

Heinfling, A, Martinez, MJ., Martinez, AT., Bergbauer, M., Szewzyk, U. (1998).
Purification and characterization of peroxidases from the dye-decolorizing fungus
Bjerkandera adusta. FEMS Microbial Letters, 165, 43-50.



71

Hemzkill, M., Bech, L., Halkier, T., Schneider, P. ve Anke, T. (1998).
Characterization of laccases and peroxidases from wood-rotting fungi (Family

Coprinaceae). Applied and Environmental Microbiology, 64, 1601-1606.

Hernandez-Ortega, A., Borrelli, K., Ferreira, P., Medina, M., Martinez, A.T. ve
Guallar, V. (2011). Substrate diffusion and oxidation in GMC oxidoreductases: an
experimental and computational study on fungal aryl-alcohol oxidase.
Biochemical Journal, 436, 341 — 350.

Higuchi, T. (1997). In Biochemistry and Molecular Biology of Wood. Springer: New
York, 131-233.

Higuchi, T. (2006). Look back over the studies of lignin biochemistry. Journal of
Wood Science, 52, 2-8.

Hilber, O. (1997). The genus Pleurotus (Fr.) Kummer. Erschienenim Selbstverlag.

Hildén, K., Hakala, T.K. ve Lundell, T. (2009). Thermotolerant and thermostable
laccases. Biotechnology Letters, 31, 1117-1128.

Hildén, K., Hatakka, A. ve Lundell, T.K. (2009). Oxalate decarboxylase of the white-
rot fungus Dichomitus squalens demonstrates a novel enzyme primary structure
and non-induced expression on wood and in liquid cultures. Microbiology, 155,
2726-2738.

Hoegger, P.J., Kilaru, S., James, T.Y., Thacker, J.R. ve Kiies, U. (20006).
Phylogenetic comparison and classification of laccase and related multicopper
oxidase protein sequences. The FEBS Journal, 273, 2308-2326.

Hofrichter, M. (2002). Review: Lignin conversion by manganese peroxidase (MnP).
Enzyme and Microbial Technology, 30, 454-466.



72

Hofrichter, M., Ziegenhagen, D., Vares, T., Friedrich, M., Jager, MG., Fritsche, W.
ve Hatakka, A. (1998). Oxidative decomposition of malonic acid as basis for the
action of manganese peroxidase in the absence of hydrogen peroxide. FEBS
Letters, 434, 362—6.

Hossain, S.M., Das, M., Ibrahim, S.H. ve Anantharaman, N. (2004). Studies on
biopulping of jute stick using Phanerochate chrysosporium. Quarterly Journal of

Indian Pulp and Paper Technical Association, 16(2), 47-56.

Hsu, T.C. ve Chiang, C.S. (1997). Activated sludge treatment of dispersed dye
factory wastewater. Journal of Environmental Science and Health, Part A, 32,
1921-32.

Hughes, M.N. ve Poole, R.K. (1991). Metal speciation and microbial growth the hard
(and soft) facts. Journal of General Microbiology, 137, 725-34.

Ivanov, K., Gruber, E., Schempp, W. ve Kirov, D. (1996). Possibilities of using
zeolite as filler and carrier for dyestuffs in paper. Das Papier, 50, 456-60 [in

German].

Jarosz-Wilkolazka, A. ve Ruzgas, T. ve Gorton, L. (2004). Use of laccase-modified
electrode for amperometric detection of plant flavonoids. Enzyme and Microbial
Technology, 35, 238-41.

Jeffries, T.W. (1990). Biodegradation of lignin-carbohydrate complexes.
Biodegradation, 1, 163-176.

Johannes, C., ve Majcherczyk, A. (2000). Laccase activity tests and laccase
inhibitors. Journal of Biotechnology, 78, 193-199.



73

Jones, L., Ennos, A.R. ve Turner, S.R. (2001). Cloning and characterization of
irregular xylem4 (irx4): a severely lignin-deficient mutant of Arabidopsis. Plant
Journal, 26, 205-16.

Jorgensen, H., Errikson, T., Berjesson, J., Tjerneld, F. ve Olsson, L. (2003).
Purification and characterisation of five cellulases and one xylanases from
Penicillium brasilianum IBT 20888. Enzyme and Microbial Technology, 32, 851
61.

Joshi, M., Bansal, R. ve Purwar, R. (2004). Colour removal from textile effluents.
Indian Journal of Fibre & Textile Research, 29, 239-59.

Kapdan, 1., Kargi, F., McMullan, G. ve Marchart, R. (2000). Comparison of white-
rot fungi cultures for decolorization of textile dye stuffs. Bioprocess Engineering,
22, 347.

Karl-Erik, E., Johnsrud, S.C. ve Lars, V. (1983) Degradation of lignin and lignin
model compounds by various mutants of the white-rot fungus Sporotrichum
pulverulentum. Archives of Microbiology, 135, 161-168.

Kersten, P. ve Cullen, D. (2007). Extracellular oxidative systems of the lignin-
degrading basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. Fungal Genetics and
Biology, 44, 77-87.

Kilic, NK., Nielson, JP., Yuce, M. ve Donmez, G. (2007). Characterization of a
simple bacterial consortium for effective treatment of wastewaters with reactive
dyes and Cr(V1). Chemosphere, 67, 826-31.

Kirk, T.K. ve Farrell, R.L. (1987). Enzymatic ‘combustion’: the microbial
degradation of lignin. Annual Review of Microbiology, 41, 465-505.



74

Kirk, T.K. ve Cullen, D. (1998). Enzymology and molecular genetics of wood
degradation by white-rot fungi. In: Young RA, Akthar M, editors.
Environmentally friendly technologies for the pulp and paper industry. New York,
NY: John Wiley & Sons, 273-307.

Kishi, K., Wariishi, H., Marquez, L., Dunford, B.H. ve Gold, M.H. (1994).
Mechanism of manganese peroxidase Il reduction. Effect of organic acid and
chelators and pH. Biochemistry, 34, 8694—701.

Kramer, K.J., Kanost, M.R., Hopkins, T.L., Jiang, H., Zhu, Y.C., Xu, R., Kerwin,
J.L. ve Turecek, F. (2001). Oxidative conjugation of catechols with proteins in

insect skeletal systems. Tetrahedron, 57, 385-392.

Kraulis, P.J. (1991). Molscript: A program to produce both detailed and schematic
plots of protein structures. Journal of Applied Crystallography, 24, 946-950.

Kuan, I.C. ve Tien, M. (1993). Stimulation of manganese peroxidase activity: a
possible role for oxalate in lignin biodegradation. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 90, 1242-6.

Kuan, I.C., Johnson, K.A. ve Tien, M. (1993). Kinetic analysis of manganese
peroxidase. The reaction with manganese complexes. The Journal of Biological
Chemistry, 268, 20064-70.

Kuhad, R.C., Singh, A. ve Ericsson, K.E.L. (1997). Microorganisms and enzymes
involved in the degradation of plant fiber cell walls. Advances in Biochemical

Engineering/Biotechnology, 57 ,45-125.

Kurisawa, M., Chung, J.E., Uyama, H. ve Kobayashi, S. (2003). Enzymatic synthesis

and antioxidant properties of poly (rutin). Biomacromolecules, 4, 1394-9.



75

Kuwahara, M., Glenn, J.K., Morgan, M.A. ve Gold, M.H. (1984). Separation and
characterization of two extracellular H,O, dependent oxidases from ligninolytic
cultures of Phanerochaete chrysosporium. FEBS Letters,169, 247-50.

Labbe, S., ve D. J. Thiele. (1999). Pipes and wiring: the regulation of copper uptake
and distribution in yeast. Trends Microbiology, 7,500-505.

Leite, O.D., Lupetti, K.O., Fatibello-Filho, O., Vieira, I.C. ve Barbosa, A.M. (2003).
Synergic effect studies of the bi-enzymatic system laccase-peroxidase in a
voltammetric biosensor for catecholamines. Talanta, 59, 889-96.

Lema, J.M., Moreira, M.T., Feijoo, G. ve Palma, C. (1996). In: Fronteras en
Biotecnologia y Bioingenieria. E. Galindo (ed). Sociedad Mexicana de Biotecnologia

v Bioingenieria, 287-293.

Leonowicsz, A., Matuszewska, A., Luterek, J., Ziegenhagen, D., Wojtas-
Wasilewska, M. ve Cho, N.S. (1999). Biodegradation of lignin by white rot fungi.
Fungal Genetics and Biology, 27, 175-85.

Leonowicz, A., Cho, N.S., Luterek, J., Wilkolazka, A., Matuszewska, A., Hofrichter,
M., ve diger. (2001). Fungal laccase: properties and activity on lignin. Journal of
Basic Microbiology, 41, 185-227.

Levin, L., Herrmann, C. ve Papinutti, V.L. (2008). Optimization of lignocellulolytic
enzyme production by the white-rot fungus Trametes trogii in solid-state
fermentation using response surface methodology. Biochemical Engineering
Journal, 39, 207-214.

Lisdat, F., Wollenberger, U., Makower, A., Hortnagl, H., Pfeiffer, D. ve Scheller,
F.W. (1997). Catecholamine detection using enzymatic amplification. Biosensors
and Bioelectronics, 12, 1199-211.



76

Lora, J.H. ve Glasser, W.G. (2002). Recent industrial applications of lignin: a
sustainable alternative to nonrenewable materials. Journal of Polymers and the
Environment, 10, 39-48.

Martinez, A.T., Speranza, M., Ruiz-Duenas, F.J., Ferreira, P., Camarero, S.,
Guillen, F., Martinez, M.J., Gutierrez, A. ve del Rio, J.C. (2005).
Biodegradation of lignocellulosics: microbial, chemical, and enzymatic aspects

of the fungal attack of lignin. International Microbiology, 8, 195-204.

Martinez, A.T. (2002). Molecular biology and structure-function of lignin-degrading
heme peroxidases. Enzyme and Microbiologyl Technology, 30, 425-444.

Massadeh M.l., Fraij, A. ve Fandi, K. (2010). Effect of carbon sources on the
extracellular lignocellulolytic enzymatic system of Pleurotus sajor-caju. Jordan

Journal of Biological Science, 3, 51-54.

Mayer, A.M. ve Staples, R.C. (2002). Laccase: New functions for an old enzyme.
Phytochemistry, 60, 551-565.

Messerschmidt, A. ve Huber, R. (1990). The blue oxidases, ascorbate oxidase,
laccase and ceruloplasmin. Modelling and structural relationships. European
Journal of Biochemistry, 187, 341-352.

Mester, T. ve Field, J.A. (1998). Characterization of a novel manganese peroxidase-
lignin peroxidase hybrid isozyme produced by Bjerkandera species strain BOS55

in the absence of manganese. The Journal of Biological Chemistry, 273, 15412—7.

Michniewicz, A., Ullrich, R., Ledakowicz, S. ve Hofrichter, M. (2006). The white-
rot fungus Cerrena unicolor strain 137 produces two laccase isoforms with
different physico-chemical and catalytic properties. Applied Microbiology and
Biotechnology, 69, 682-688.



77

Mikiashvili, N., Elisashvili, V., Wasser, S. ve Nevo, E. (2005). Carbon and nitrogen
sources influence the ligninolytic enzyme activity of Trametes versicolor.
Biotechnology Letters, 27, 955-959.

Miller, G. L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of
reducing sugar. Analytical Chemistry, 31, 426-428.

Moredo, N., Lorenzo, M., Dominguez, A., Moldes, D., Cameselle, C. ve Sanroman,
A. (2003). Enhanced ligninolytic enzyme production and degrading capability of
Phanerochaete chrysosporium and Trametes versicolor. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 19, 665-669.

Morgan-Sagastume, J.M., Jimenez, B. ve Noyola, A. (1997). Tracer studies in a
laboratory and pilot scale UASB reactor. Environmental Technology,18, 817-26.

Mu noz, C., Guillén, F., Martinez, A. T. ve Martinez, M. J. (1997). Induction and
characterization of laccase in the ligninolytic fungus Pleurotus eryngii. Current
Microbiology, 34, 1-5.

Nieves, R.A., Ehrman, C.1., Adney, W.S., Elander, R.T. ve Himmel, M.E. (1998).
Technical communication: survey and commercial cellulase preparations suitable
for biomass conversion to ethanol. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 14, 301-4.

Orhon, D., Soézen, S., Gorgiin, E., Cokgor, E. ve Artan, N. (1999). Technological
aspects of wastewater management in coastal tourist areas. Water Science and
Technology, 39/8,177-84.

Orth, A. B. ve Tien, M. (1995). Biotechnology of lignin degradation. In U. Kiick,
(Ed.). The Mycota, 2, 287-302). Germany: Springer-Verlag.



78

Ozturk Urek, R. ve Kasikara Pazarlioglu, N. (2007). Production of manganese
peroxidase by Phanerochaete chrysosporium. Brazilian Archives of Biology and
Technology, 50, 913-920.

Palmer, A.E., Lee, S.K. ve Solomon, E.I. (2001) Decay of the peroxide intermediate
in laccase: Reductive cleavage of the O—O bond. Journal American Chemical
Society, 123, 6591-6599.

Palmieri G., Giardina, P., Bianco C., Capasso A. ve Sannia G. (1997). A novel white
laccase from Pleurotus ostreatus. Journal of Biological Chemistry, 272, 31301-
31307.

Paszcynski, A., Huynh, V.B. ve Crawford, R. (1985). Enzymatic activities of an
extracellular, ~ manganese-dependent  peroxidase = from  Phanerochaete

chrysosporium. Microbiology Letters, 29, 37-41.

Paszcynski, A., Huynh, V.B. ve Crawford, R. (1986). Comparison of ligninase-1 and
peroxidase-M2 from the white-rot fungus Phanerochaete chrysosporium.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 244,750-65.

Pazarlioglu N., Oztiirk-Urek R. ve Ergiin F. (2005). Biodecolorization of Direct Blue
15 by Immobilized Phanerochaete chrysosporium. Process Biochemistry, 40/5,
1923-1929.

Pease, E.A., Aust, S.D. ve Tien, M. (1991). Heterologous expression of active
manganese peroxidase from Phanerochaete chrysosporium using the baculovirus
expression system. Biochemical and Biophysical Research Communications 179,
897-903.

Piontek, K., Antorini, M. ve Choinowski, T. (2002). Crystal structure of a laccase
from the fungus Trametes versicolor at 1.90 A resolution containing a full

complement of coppers. The Journal of Biological Chemistry, 277, 37663-376609.



79

Piontek, K., Smith, A. T. ve Blodig, W. (2001). Lignin peroxidase structure and
function. Biochemical Society Transactions, 29, 111-116.

Pleurotus ostreatus, http://en.wikipedia.org/wiki/Pleurotus_ostreatus, 14.05.2012.

Pointing, S.B. (2001). Feasibility of bioremediation by white-rot fungi. Applied
Microbiology and Biotechnology, 57, 20-33.

Pozdnyakova N.N, Rodakiewicz-Nowak J. ve Turkovskaya O.V. (2004). Catalytic
properties of yellow laccase from Pleurotus ostreatus D1. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, 30, 19-24.

Quintanar, L., Yoon, J., Aznar, C.P., Palmer, A.E., Andersson, K.K., Britt, R.D. ve
Solomon, E.I. (2005). Spectroscopic and electronic structure studies of the
trinuclear Cu cluster active site of the multicopper oxidase laccase: Nature of its
coordination unsaturation. Journal American Chemical Society, 127, 13832-
13845.

Rabinovich, M.L., Bolobova, A.V. ve Vasil'chenko. (2004). Fungal decomposition of
natural aromatic structures and xenobiotics: a review. Applied Biochemistry and
Microbiology. 40, 1-17.

Rancano G., Lorenzo M., Morales N., Couto S.R. ve Sanroman, M.A. (2003).
Production of laccase by Trametes versicolor in airlift fermentor. Process
Biochemistry, 39, 467-473.

Reid, I.D., Paice, M.G. ve Jurasek, L. (1990). Biological bleaching of softwood kraft

pulp with the fungus Trametes (Coriolus) versicolor. Tappi Journal,73, 14-153.

Revankar, M.S. ve Lele S.S. (2007). Synthetic dye decolorization by white rot
fungus, Ganoderma sp. WR-1. Bioresource Technology, 98, 775-780.


http://en.wikipedia.org/wiki/Pleurotus_ostreatus

80

Roberts, J.C. (1996). The Chemistry of Paper. The Royal Society of Chemistry, UK.

Robinson, T., McMullan, G., Marchant, R. ve Nigam, P. (2001). Remediation of
dyes in textile effluent: a critical review on current treatment technologies with a

proposed alternative. Bioresource Technology, 77,247-55.

Rodriguez, C.S (2009). Dye removal by immobilised fungi. Biotechnology Advances
27, 227-235.

Ruiz-Dueias, F.J., Morales, M., Garcia, E., Miki, Y., Martinez, M.J. ve Martinez,
A.T. (2009). Substrate oxidation sites in versatile peroxidase and other

basidiomycete peroxidases. Journal of Experimental Botany, 60,441 — 452.

Sanchez, C. (2009). Lignocellulosic residues: biodegradation and bioconversion by

fungi. Biotechnology Advances. 27, 185-194.

Sarkanen, K.V. ve Ludwig, C.H. (1971). Definition and nomenclature. In Lignins,
occurrence, formation, structure and reactions, 1-18. New York: Wiley-

Interscience.

Scarpi, C., Ninci, F., Centini, M., Anselmi, C. (1998). High-performance liquid
chromatography determination of direct and temporary dyes in natural hair
colourings. The Journal of Chromatography, 796, 319-25.

Scott, G.M., Akhtar, M. ve Kirk, T.K. (2000). An update on biopulping
commercialization. In Proceedings of the 2000 Pulping Conference. Atlanta:
Tappi Press.

Setti, L., Giuliani, S., Spinozzi, G., Pifferi, P.G. (1999). Laccase catalyzed-oxidative
coupling of 3-methyl 2-benzothiazolinone hydrazone and methoxyphenols.
Enzyme and Microbial Technology, 25, 285 — 9.



81

Shutova, V. V., Revin, V.V. ve Myakushina, Yu. A.(2008). The Effect of Copper
lons on the Production of Laccase by the Fungus Lentinus (Panus) tigrinus.
Applied Biochemistry & Microbiology, 44, 619-623.

Singh, P., Sulaiman, O., Hashim, R., Rupani, P.F. ve Peng, L.C. (2010). Biopulping
of lignocellulosic material using different fungal species: A review. Reviews in

Environmental Science and Biotechnology, 9, 141-151.

Sjostrom, E. (1993). Wood Chemistry, Fundamentals and Applications, 2nd ed. New
York/London: Academic Press.

Sokolowska-Gajda J., Freeman H.S ve Reife A. (1996). Synthetic dyes based on
environmental considerations: 2. Iron complexed formazan dyes. Dyes and
Pigments, 30, 1-20.

Solomon E.I, Sundaram U.M. ve Machonkin T.E. (1996). Multicopper oxidases and
oxygenases. Chemistry Reviews, 96, 2563 — 605.

Solomon, E.I., Baldwin, M.J., ve Lowery, M.D. (1992) Electronic structures of
active sites in copper proteins: contributions to reactivity. Chemical Reviews, 92,
521-542.

Songulashvili, G., Elisashvili, V., Wasser, S., Nevo, E. ve Hadar, Y. (2006). Laccase
and manganese peroxidases activities of Phellinus robustus and Ganoderma
adspersum grown on food industry wastes in submerged fermentation.
Biotechnology Letters, 28, 1425-1429.

Sundaramoorthy, M., Kishi, K., Gold M.H. ve Poulos, T.L. (1997). Crystal structures
of substrate binding site mutants of manganese peroxidase. Journal Biology
Chemistry, 272, 17574-17580.



82

Steffen, K.T. (2003). Degradation of recalcitrant biopolymers and polycyclic
aromatic  hydrocarbons by litter-decomposing  basidiomycetous  fungi,

Dissertationes Biocentri Viikki Universitatis Helsingiensis, 23. (Doctoral Thesis).

Sterckeman, T., Douay, F., Proix, N., Fourrier, H. (2000). Vertical distribution of Cd,
Pb and Zn in soils near smelter in the North of France, Environmental Pollution
107, 377-389.

Tellez-Tellez, M., Fernandez, F.J., Montiel-Gonzalez, A.M., Sanchez, C. ve Diaz-
Godinez, G. (2008). Growth and laccase production by Pleurotus ostreatus in
submerged and solid-state fermentation. Applied Microbiology and
Biotechnology, 81, 675-679.

Thurston, C.F. (1994). The structure and function of fungal laccases. Microbiology,
140, 19-26.

Tien, M. ve Kirk, T., (1984). Lignin-Degrading Enzyme From Phanerochaete
chrysosporium: Purification, Characterization, And Catalytic Properties Of A
Unique H,0O, -Requiring Oxygenase. Proceedings of the National Academy of
Sciences of U.S.A, 81, 2280-2284.

Tobin, J.M., White, C. ve Gadd, G.M. (1994). Metal accumulation by fungi:
applications in  environment biotechnology. Journal of Industrial
Microbiology,13,126-30.

Toumela, M.,. Steffen, K.T, Kerko, E., Hartikainen, H., Hofrichter, M. ve Hatakka,
A. (2005). Influence of Pb contamination in boreal forest soil on the growth and
ligninnolytic activity of litter-decomposing fungi. FEMS Microbiology Ecol.,
1;53(1), 179-86.

Tinay, O., Kabdasli, I., Ohron, D. ve Cansever, G. (1999). Use and minimalization

of water in leather tanning processes. Water Science Technology, 40, 7-44.



83

Urzu” a, U., Kersten, P.J. ve Vicun™ R. (1998). Manganese peroxidase-dependent
oxidation of glyoxylic acid synthetized by Ceriporiopsis subvermispora produces

extracellular hydrogen peroxide. Applied Environmental Microbiology, 64, 68-73.

Venkatadri, R. ve Irvine, R.L. (1993). Cultivation of Phanerochaete chrysosporium
and production of lignin peroxidase in novel biofilm reactor system: hollow fibre

reactor and silicone membrane reactor. Water Research, 27, 591-596.

Waldrop, M.P., Balser, T.C. ve Firestone, M.K. (2000). Linking microbial
community composition to function in a tropical soil. Soil Biology and
Biochemistry. 32,1837-1846.

Wang. L., Yan. W., Chen. J., Huang. F ve Gao, P. (2008). Function of the iron-
binding chelator produced by Coriolus versicolor in lignin biodegradation.
Science in China Series C: Life Sciences; 51, 214-221.

Weatherburn, M. W. (1967). Phenol-hypochlorite reaction for determination of
ammonia. Analytical Chemistry, 39, 971-974.

Wesenberg, D., Kyriakides, I. ve Agathos, W. (2003). White-rot fungi and their
enzymes for the treatment of industrial dye effluents. Biotechnology Advances,
22,161-187.

Wong, D.W. (2009). Structure and action mechanism of ligninolytic enzymes.
Applied Biochemistry and Microbiology, 157, 174-209.

Yaghoubi, K., Mohammad, P. ve Seyed, A.S (2008). Variable optimization for
biopulping of agricultural residues by Ceriporiopsis subvermispora. Bioresources
Technology, 99, 4321-4328.



84

Yaropolov, A.l., Skorobogatko, O.V., Vartanov, S.S. ve Varfolomeyev, S.D. (1994).
Laccase: Properties, catalytic mechanism, and applicability. Applied Biochemistry
and Biotechnology, 49, 257-280.

Zee, F.P. ve Villaverde, S. (2005). Combined anaerobic-aerobic treatment of azo
dyes — a short review of bioreactor studies. Water Resources, 39, 1425-40.



