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Oz: Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2) yapisinda dért bakir iyonu bulunan bir polifenol oksidaz olup, en iyi
lakkaz iireten organizmalar beyaz ciiriikk¢lil funguslardir. Oldukca genis bir substrat 6zgiilliigline sahip olan
lakkaz enzimi pek cok biyoteknolojik, endustriyel ve cevresel alanlarda kullanilabilmektedir. Ancak lakkaz
enziminin bu alanlarda kullanilabilmesi igin yiiksek miktarlarda iretilmesi gerekir. Bu nedenle yiiksek
miktarlarda lakkaz {ireten organizmalarin, disiik maliyetli ve uygun enzim firetim ortamlarinin ve de
yontemlerinin arastirilmasi son derece 6nemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda enzim fireticisi olarak yiiksek lakkaz
Uretim potansiyeline sahip olan Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801
kullanilmustir. Enzim tiretim ortamlar1 olarak bakir i¢eren ve bakir icermeyen distile su, Sabouraud Dekstroz
Broth, Malt Ekstrakt Broth ve peynir alti suyu ortamlar1 kullanilmigtir. Lakkaz iiretim yontemi olarak daha
onceki calismalarimizda verimli bir yontem olarak saptadigimiz tekrarli kesikli islem kullanilmistir. En yiiksek
lakkaz aktiviteleri bakir ilave edilmis Malt Ekstrakt Broth ortamlarinda F. trogii ve T. versicolor igin sirasiyla
17.68 ve 6.27 U mL™? olarak elde edilmistir. Lakkaz iiretimi acisindan bakir ilave edilmis ortamlarin etkinlik
siralamast her iki fungus i¢in de; Malt Ekstrakt Broth > Sabouraud Dekstroz Broth > distile su seklindedir.
Bakirsiz ortamlardaki etkinlik siralamasi F. trogii igin Malt Ekstrakt Broth > Sabouraud Dekstroz Broth > %25
peynir alt1 suyu > distile su > %350 peynir alt1 suyu iken, T. versicolor i¢in; Malt Ekstrakt Broth > %25 peynir alt1
suyu > Sabouraud Dekstroz Broth > %50 peynir alt1 suyu > distile su seklindedir. Sonug olarak her iki fungus da
tiim ortamlarda lakkaz iiretebilmis ve bakirli ortamlarda lakkaz iiretimi son derece artmustir.

Anahtar kelimeler: Funalia trogii, Trametes versicolor, Lakkaz, Bakir

Production of Laccase Enzyme in Various Media by Funalia trogii and Trametes
versicolor in Repeated Batch Process

Abstract: Laccase enzyme (EC 1.10.3.2) is a polyphenol oxidase which has four copper ions in the
structure and the best laccase-producing organisms are white rot fungi. Laccase enzyme which has a rather broad
substrate specifity can be used in many biotechnological, industrial and environmental fields. However, laccase
enzyme should be produced at large amounts as it can be used in these fields. Therefore, it is extremely
important to investigate high levels of laccase-producing organisms, the cost-effective and appropriate enzyme
production media and also methods. In accordance with this purpose Funalia trogii ATCC 200800 and Trametes
versicolor ATCC 200801 which have high laccase production potential were used as enzyme producers.
Distilled water, Sabouraud Dextrose Broth, Malt Extract Broth and cheese whey media with copper and without
copper were used as enzyme production media. Repeated batch process is used as laccase production method
which we have found as an efficient method in our previous studies. The highest laccase activities for F. trogii
and T. versicolor were obtained from Malt Extract Broth as 17.68 and 6.27 U mL, respectively. In terms of the
laccase production, the efficiency order of copper added media for both fungus is Malt Extract Broth >
Sabouraud Dextrose Broth > distilled water. While the efficiency order of copper free media for F. trogii is Malt
Extract Broth > Sabouraud Dextrose Broth > 25% cheese whey > distilled water > 50% cheese whey, the
efficiency order of copper free media for T. versicolor is Malt Extract Broth > 25% cheese whey > Sabouraud
Dextrose Broth > 50% cheese whey > distilled water. As a result both fungus could produce laccase in all media
and laccase production highly increased in copper added media.

Keywords: Funalia trogii, Trametes versicolor, Laccase, Copper
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Kisaltmalar ve Semboller

EC : Enzim Komisyonu

ATCC : Amerikan Tipi Kiltur Kolleksiyonu
u : Unite

mL : Mililitre

mM : Milimolar

Cu : Bakir

S04 : Sulfat

H-0 :Su

DS : Distile su

SDB : Sabouraud Dekstroz Broth

MEB : Malt Ekstrakt Broth

PAS : Peynir alt1 suyu

F. trogii : Funalia trogii

T. versicolor : Trametes versicolor

uv : Ultraviyole

SPSS : Sosyal Bilimler i¢in Istatistik Paketi
ABTS : 2,2"-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-stlfonik asit)
M : Mikromolar

nkat : Nanokatal

NFCCI : Hindistan Ulusal Mantar Kultlirii Koleksiyonu
cU : Santiunite

L : Litre

1. Giris

Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2) yapisinda
dort bakir iyonu bulunan bir polifenol
oksidaz olup, bu enzimler mono-, di- ve
polifenoller, aminofenoller, metoksifenoller,
aromatik aminler ve askorbat dahil ¢ok cesitli
organik ve inorganik substratlarin  bir

elektron  oksidasyonunu Kkatalizler. Bu
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reaksiyon sonucunda da molekdler oksijen
dort elektron alarak suya indirgenir. Lakkaz
enzimi bazi bakteriler, bocekler, yuksek
yapili bitkiler ve funguslar tarafindan
uretilebilir. Fakat en iyi lakkaz Ureten
organizmalar beyaz c¢iirlik¢lil funguslardir
(Madhavi ve Lele, 2009; Chandra ve
Chowdhary, 2015; Roth ve Spiess, 2015).
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Oldukga genis bir substrat 6zgiilliigiine sahip
olan lakkaz enzimi toprak ve su kirliligine
neden olan  c¢esitli  ksenobiyotiklerin
yikiminda, boya ve tekstil fabrikas1 atik
sulariin renginin gideriminde
kullanilabilmektedir. Buna ilaveten lakkaz
enzimi; gida endistrisinde firinlama ve

icecek islemede ayrica kagit hamurunun

agartilmasi, lakkaz tabanli  biyosensor
yapimi, bazi su aritim sistemlerinde
temizleyici ajan, anti-kanser ilaglarinin

Uretiminde katalizor ve kozmetik Urlnlerinin

bileseni olarak da kullanilabilmektedir
(Couto ve Herrera, 2006; Singh ve Singh,
2014; Pezzella ve ark., 2015). Ancak lakkaz
enziminin bahsedilen endustriyel alanlarda
kullanilabilmesi i¢in ucuz ve yiiksek
miktarlarda Gretilmesi gerekir. Bu nedenle
lakkaz

organizmalarin, diisiik maliyetli ve uygun

yuksek miktarlarda Ureten

enzim 0Uretim ortamlarinin ve yontemlerinin
aragtirilmasi son derece onemlidir. Bu amag
dogrultusunda pek ¢ok arastirict lakkaz
iireten yeni soylar, kiiltivasyon metotlar1 ve
ile cesitli

kosullar kimyasallar,

ksenobiyotikler, tarimsal atiklar, atik sular ve

metaller  kullanarak  lakkaz  Gretiminin
arttirilmas1  ilizerine yogunlagmistir. Buna
gore; yapilan  calismalar  kullanilan

organizmanin soyuna, iretim metoduna ve
ortama eklenen indukleyici gibi faktorlere
bagli olarak lakkaz {iretiminin yiiksek
oranlarda arttirilabilecegini gOstermektedir

(Mougin ve ark., 2002; Birhanli ve Yesilada,
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2006; Birhanli ve Yesilada, 2013; Sun ve
2013; Amutha ve Abhijit, 2015;
Jegatheesan ve Eyini, 2015; Patel ve Gupte,
2016).

Literatur

ark.,

taramamiza gore lakkaz
tiretim calismalarinda siklikla c¢alkalamali
veya statik kesikli iiretim kullanilmig, daha
sinirli olarak da kesikli iiretimden farkli bir
iiretim yontemi olan tekrarli kesikli {iretim
metodu test edilmistir. Ancak tekrarli kesikli

islem kesikli iiretim metoduna kiyasla daha

uzun sireli ve daha iyi sonuclar elde
edilebilecek bir yontemdir (Birhanli ve
Yesilada, 2006). Bu yontem lakkaz

tiretiminde ekonomik etkinligi arttirmada
onemli bir yer tutan fermentdr ve inokulum
hazirlanmasi1 ile sterilizasyon islemlerinin

maliyetini azaltabilir. Buna ilaveten; tekrarl

kesikli islemin bir diger avantaji da
uygulama  sonrasinda  sivi  ortamdan
hiicrelerin ayrilmasinin kolayligidir.

Bahsedildigi lizere tekrarli kesikli islemde

test edilen beyaz c¢iirlik¢lil funguslarin
oncelikle peletleri elde edilir ve ardindan bu
lakkaz

biyoteknolojik

peletler kararli ve wuzun siire

iiretiminde  veya  cesitli
kullanilabilir.
lakkaz  Uretiminde
de bir

potansiyele sahiptir. Ancak bu htcrelerin de

uygulamalarda Endiistriyel

uygulamalarda ve

tutuklanmis  hiicreler bliyiik
bazi dezavantajlart bulunmaktadir. Ornegin
tutuklama islemi c¢ok ekonomik bir islem
olmayip, islemin gerceklestirilmesi zaman

alicidir.  Fungal hiicrelerin kendi kendine
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tutuklanmas1 ~ sonucu  olusan  peletler
kullanilarak bu tiir problemlerin {istesinden
kolayca gelinebilir (Birhanli ve Yesilada,
2006).

Bu c¢alismanin amaci Funalia trogii
ATCC 200800 (F.
versicolor ATCC 200801 (T. versicolor)’un
distile su (DS), sabouraud dekstroz broth

(SDB), malt ekstrakt broth (MEB) ve bir atik

trogii) ve Trametes

su olan peynir altt suyu (PAS) gibi farkli
ortamlarda tekrarli kesikli siirecteki lakkaz
iiretme potansiyellerinin ortaya konulmasidir.

Ayrica ¢alismada bakirin lakkaz {iretimine

olan  etkisinin  ortaya konmast da
hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Cahismalarda Kullanilan

Organizmalar

Calismalarda lakkaz {iretici organizma
olarak Basidiomycetes simifina dahil olan
beyaz curukgil funguslardan F. trogii ve T.
versicolor kullanilmistir. Funguslar her 2-3
haftada bir periyodik olarak taze steril
(SDA)
plaklara transfer edilerek 30 °C’de saf kiltir

sabouraud dekstroz agar iceren
olarak iiretilmistir. Elde edilen saf kiiltiirler

Inénii Universitesi Biyoteknoloji
°C’de

stok kiltlr olarak muhafaza edilmektedir.

Laboratuvari’’nin buzdolabinda + 4

2. 2. Fungus Peletlerinin Hazirlanisi
Tekrarli kesikli kosullar altinda lakkaz
Uretimi icin oncelikle fungus peletlerinin

hazirlanmas1  gerekmektedir. Bu amag
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dogrultusunda 6ncelikle her iki fungusunda
saf kat1 kiiltlirlerinden birer parcalar1 6ze ile
alinarak kiltiir tiipleri igerisinde hazirlanan
steril yattk SDA ortamina aseptik kosullarda
transfer edilmistir. Transfer sonrasinda kiiltiir
tupleri statik inkibatorde 30 °C’de 1 hafta
bekletilerek her iki fungusunda fungal
miselleri elde edilmistir. Daha sonra aseptik
kosullarda kiiltiir tiiplerine 10’ar mililitre
steril distile su ilave edilmis ve kiiltiirler
yiizeyden kazimarak misel siispansiyonlari
elde edilmistir. Bu islem sonrasinda 5 mL
stispansiyon 100 mL SDB iceren 250 mL’lik
erlenlere pipetlenmis ve bu erlenler i¢indeki
fungus miselleri calkalamali inkibatorde 30
°C’de 150 rpm’de 5 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon  sonrast  kiiltiirler  aseptik
kosullarda homojenizatérde (Polytron PT
10-35) homojenize edilmis ve homojenize
edilmis fungal kiltirlerden 7 mL’si aseptik
kosullarda 600 mL SDB

taze igeren

ortamlara pipetlenmistir. Bu inokiilasyon

islemi sonrasinda kiiltiirler c¢alkalamali
inkibatorde 30 °C’de 150 rpm calkalama
hizinda 5 giin iiretilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda fungal peletler aseptik siizgecler
vasitasiyla steril kosullarda siiziilerek elde
edilen peletler tekrarl kesikli siirecte lakkaz
tiretimi calismalarinda kullanilmistir
(Birhanli ve Yesilada, 2010).

2. 3. Tekrarlh Kesikli Siirecte Lakkaz

Uretimi
Tekrarli  kesikli siirecte yiiriitiilen
calismalarin  ilk  asamasinda  Onceden
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hazirlanmis olan F. trogii ve T. versicolor
peletlerinden yas agirlik 30’ar gram olacak
sekilde aseptik kosullarda tartilan fungal
250 mL’lik erlenlere

peletler steril

aktarilmistir. Aseptik kosullarda ayr1 ayr1 ve
her ortam igin iicer tekrarli olarak
hazirlanmig peletler lizerine 50°ser mililitre
bakirlh DS, SDB, MEB (DS+Cu, SDB+Cu,
MEB+Cu) ve bakirsiz steril DS, SDB, MEB
ve bir de attk su olarak %25 ve %350
konsantrasyonlarda peynir alti suyu (PAS)
Daha

calkalamali inkiibatérde 30 °C’de, 150 rpm

ilave  edilmistir. sonra peletler
calkalama hizinda, 24 saat inkiibe edildikten
sonra steril kosullarda siiziilerek alinmig ve
iizerlerine ayn1 miktarlarda, test edilen aym
ortamlardan ilave edilmistir. Uc¢ tekrarl
olarak test edilen bakirli ve bakirsiz tiim
ortamlardan bes giin boyunca her 24 saatte
bir lakkaz
aktivitesi spektrofotometrik (Shimadzu-UV-
1601, UV/Visible) olarak saptanmistir. Bu

elde

elde edilen slzintulerdeki

islem sonrasinda edilen
spektrofotometrik absorbans degerleri paket
program (SPSS 15.0) aracilifiyla ortalama
enzim aktivite degerlerine doniistiiriilmiis ve
lakkaz aktiviteleri U mL? + standart sapma
seklinde ifade edilmistir.

2.4. Lakkaz Aktivitesinin Tayini

Lakkaz aktivitesi, 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-silfonik asit) (ABTS)’nin
katyon radikaline (ABTS™) oksidasyonunun
30 °C’de 1 dakika boyunca 420 nm’de
spektrofotometrik

olarak izlenmesiyle
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saptanmistir. Deney karistmi 100 mM
sodyum asetat tamponu (pH 5.0), 0.5 mM
ABTS ve uygun bir miktar ham enzim
icermektedir. Bir Unite lakkaz aktivitesi 30
°C’de 1 dakikada 1 umol substrati (ABTS)
oksitleyen enzim miktari olarak
tamimlanmistir. Spektrofotometrik Olgiimler
elde edilen

sonucu spektrofotometrik

absorbans degerleri SPSS 15.0 paket
program kullanilarak caligmalardaki enzim
aktiviteleri U mL? cinsinden tanimlanmustir.
Tum enzim aktivite degerleri 3 tekrarin
ortalamasit olup, ortalamalar =+ standart
sapmalartyla birlikte gosterilmistir (Birhanh

ve Yesilada, 2013).

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma
Bakir lakkaz enziminin kofaktorii
olmasi nedeni ile pek c¢ok ¢alismada lakkaz
iretimini arttirmak igin test edilen agir
metallerin basinda gelir. Ancak her agir
metal gibi bakir da kullanilan organizmaya
bagli olarak belirli bir konsantrasyonun
tizerinde toksik etki goOstererek gelisimi ve
dolayisiyla da enzim iretimini baskilar
(Baldrian, 2003; Shutova ve ark., 2008; Zhu
ve ark., 2016). Bu nedenle enzim Uretimini
arttirmak i¢in kullanilan bakirin optimum
konsantrasyonunu tespit etmek gerekir.
Revankar ve Lele (2006) tarafindan yapilan
bir WR-1

fungusunun dreme ortamina 0.5-5 mM

calismada beyaz curukeil

konsantrasyonlarda bakir siilfat ilave edilmis

ve her 24 saatte bir lakkaz aktivitesi
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Olclilmiistiir. Buna gore; en yiikksek enzim
aktivitesinin 1 mM bakir ilave edilmis
ortamda oldugu ve bakir konsantrasyonu
arttikca enzim aktivitesinde diislis gozlendigi
Janusz ve ark. (2006)

tarafindan Rhizoctonia praticola kullanilarak

rapor edilmistir.
yapilan ¢alismada ise fungusun kiiltiir
ortamina 5-300 uM bakir ilave edilmis ve en
yiiksek lakkaz aktivitesinin 5 uM bakir ilave
edilmis ortamda 3. giinde yaklagik 1000 nkat
bakir
konsantrasyonlarinda (10 uM’dan 300 uM’a)
ifade

edilen

L oldugu saptanmustir.  Artan
ise lakkaz {retiminin baskilandig
edilmektedir. Bu durum test
organizmaya bagli olarak bakir toleransinin
degistigini gostermektedir. Onceki
caligmamizda (Birhanli ve Yesilada, 2006)
test edilen her iki fungus icinde en uygun
bakir konsantrasyonunun 0.5 mM bulunmasi
sebebiyle bu calismada da 0.5 mM bakir test
edilen ortamlara ilave edilmistir.

3.1. DS ve DS+Cu ortamlarinda F.
trogii ve T. versicolor ile Lakkaz Uretimi

Calismada DS ve DS+Cu ortamlarinda
tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen her iki
fungusunda  DS’ye  kiyasla ~ DS+Cu
ortamlarindaki lakkaz aktivitelerinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Hem bakirh
hem de bakirsiz DS ortaminda her iki fungus
icin de inkiibasyonun 1. guninden 4. gunine
kadar lakkaz aktivitelerinde kademeli bir
artis gerceklesirken, inkiibasyonun son giinii
olan 5. giinde enzim aktivitelerinde azalis

gerceklesmistir. Buna gore bakirli ve bakirsiz

lakkaz
iginde

DS ortamlardaki en  ylksek

aktiviteleri ~ her  iki  fungus
inkiibasyonun 4. giliniinde gerceklesmistir.
Bakirsiz DS ortamlarinda F. trogii ve T.
versicolor peletlerinden elde edilen en
yiiksek lakkaz aktiviteleri sirastyla 0.27 ve
0.22 U mL" iken, bakirli1 DS ortamlarindaki
en yiksek enzim aktiviteleri sirasiyla 4.04 ve

2.42 U mLY’ dir (Tablo 1).

Tablo 1. Tekrarli kesikli siiregte DS ve DS+Cu
ortaminda F. trogii ve T. versicolor peletleri ile lakkaz

dretimi (U mL?).

Inkiibasyon

F. trogii T. versicolor
Zamani
(Gun)
1. 0.19£0.01 0.34+0.01 0.13+0.01  0.32+0.01
2. 0.20£0.01 0.41+0.02 0.17#0.01  0.71+0.03
3. 0.24+0.01 3.76+0.13  0.20+0.01 2.21+0.16
4. 0.27£0.01 4.04+0.16 0.22+0.01  2.42+0.16
5. 0.25:0.02 3.23+0.20 0.18+0.03  2.11:0.10

DS: Distile su. Sonuglar {i¢ tekrarin ortalamasidir.

DS ve DS+Cu ortaminda herhangi bir
karbon ve azot kaynagi bulunmamasina
ragmen, hem F. trogii hem de T.
versicolor’un lakkaz firettigi saptanmustir.
Bakirin indiikleyici etkisiyle DS ortamina
kiyasla DS+Cu ortaminda F. trogii ve T.
versicolor peletleri toplamda sirasiyla 10.2
ve 8.6 kat daha fazla lakkaz tiretmistir.
Ancak bir siire sonra hticrelerde azalan besin

miktarina ve fungal peletlerin yaglanmasina
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bagli olarak her iki ortamda da lakkaz
aktivitesinde bir diislis gerceklesmistir.

3.2. SDB ve SDB+Cu Ortamlarinda
F. trogii ve T. versicolor ile Lakkaz Uretimi

SDB ve SDB+Cu ortamlarinda inklbe
edilen her iki fungusunda en yiksek lakkaz
aktiviteleri  inkilbasyonun 5. guninde
belirlenmis olup, indiikleyici madde olarak

0.5 mM bakir ilave edilmis ortamlarda

bakirsiz ortamlara kiyasla enzim
aktivitelerinin ~ daha  yiiksek  oldugu
saptanmistir.  Tekrarli  kesikli  siirecte

SDB+Cu ortaminda inkiibe edilen F. trogii

ve T. versicolor peletlerinin 5 glnlik
inkibasyonu sonucunda elde edilen en
yiiksek lakkaz aktiviteleri sirasiyla 15.02 ve
4.26 U mL*? olarak tespit edilmistir (Tablo
2).

Literatiir ~ taramamiza gére SDB
oldukca az sayida arastirmaci tarafindan
lakkaz tretimi amaciyla test edilmis bir
besiyeri ortamidir  (Manimozhi ve
Kaviyarasan, 2012; Divya ve ark., 2013). Bu
iki ¢alismadan birinde Agaricus heterocystis
(Manimozhi ve Kaviyarasan, 2012) digerinde
ise Trichoderma viride NFCCI 2745 (Divya
ve ark., 2013) SDB besiyerinde inkiibe
edilmis ve bu organizmalardan elde edilen en
yuksek lakkaz aktiviteleri sirasiyla 30 ve 0.1
U mL? Bu iki

calismadan elde edilen lakkaz aktiviteleri

olarak belirlenmistir.

arasindaki bu yiiksek farkin, inkiibasyon

kosullar1 kadar iiretici organizmalarin lakkaz
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iiretim potansiyellerinin farkli olmasindan da

kaynaklandig1 agiktir.

Tablo 2. Tekrarli kesikli siiregte SDB ve SDB+Cu

ortaminda F. trogii ve T. versicolor peletleri ile lakkaz

dretimi (U mL?).

Inkiibasyon

F. trogii T. versicolor

Zamam

(Giin) SDB

SDB+Cu

SDB SDB+Cu

1. 0.42+0.03  4.86+0.28  0.29+0.02  2.25+0.15
2. 0.52+0.02  5.72#0.38  0.32+0.01  3.09+0.18
3. 0.63+0.03  7.98+0.40  0.34+0.03 3.41+0.21
4. 0.65+0.02  9.36+0.56  0.37+0.04 3.62+0.07
5. 0.67+0.03 15.02+0.82 0.39+0.02 4.26+0.23

SDB: Sabouraud Dekstroz Broth. Sonuglar ii¢ tekrarin

ortalamasidir

Bu c¢alismada SDB ve SDB+Cu
ortamlarinin fungal gelisim ve enzim Uretimi
icin gerekli besinsel kaynaklar1 icerdigi
diistintildiigiinde bu ortamlarda inkiibe edilen
her iki fungusunda DS ve DS+Cu
ortamlarinda iirettikleri lakkaz miktarlarindan
daha yiiksek olmasi tahmin edilebilecek bir
sonuctur. Besin faktorleri fungus peletlerinin
Omiir uzunlugunuda arttirmaktadir. Buna
gore; SDB ve SDB+Cu ortamlarinda inkibe
edilen her iki fungusunda en yiksek lakkaz
aktiviteleri 5.

inkiibasyonun ginlinde

belirlenmistir.
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3.3. MEB ve MEB+Cu Ortamlarinda
F. trogii ve T. versicolor ile Lakkaz Uretimi

MEB ve MEB+Cu ortamlarinda inkiibe
edilen fungus peletlerinin hem DS ve DS+Cu
hem de SDB ve SDB+Cu ortamlarinda
uretilenlerden daha fazla lakkaz iirettigi
saptanmigtir. F. trogii ile T. versicolor’un
MEB ve MEB+Cu ortamlarinda 5 gin
boyunca iiretmis olduklar1 lakkaz aktiviteleri
kiyaslandiginda her iki ortamda da F.
trogii’nin (Sekil la) enzim aktivitesinin T.
versicolor’un (Sekil 1b) enzim aktivitesinden
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Tekrarli
kesikli

boyunca inkibe edilen F. trogii ve T.

stirecte  MEB ortaminda 5 giin
versicolor peletlerinden elde edilen en
yiiksek lakkaz aktiviteleri
(Sekil 1a) ve 1.28 U mL? (Sekil 1b)’dir.
MEB+Cu ortaminda inkiibe edilen F. trogii

sirasiyla 1.64

ve T. versicolor peletlerinden elde edilen en
yiiksek lakkaz aktiviteleri ise sirasiyla 17.68
(Sekil 1a) ve 6.27 U mL? (Sekil 1b) olarak
belirlenmistir.

MEB’in lakkaz Gretimi icin besiyeri
ortami olarak test edildigi bir caligmada
MEB ortammin T. versicolor, Dichomitus
squalens, Phlebia fascicularis ve Phlebia
floridensis’in lakkaz aktivitesi Uzerine etkisi
Bu dort ciiriikeiil

incelenmistir. beyaz

fungusun MEB ortamindaki en yiiksek
lakkaz aktivitelerinin sirasiyla 0.020, 4.955,
3480 ve 2650 cU mL?' oldugu ifade
(Arora Gill,  2000).

Calismamizda MEB ortaminda F. trogii ve T.

edilmistir ve
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versicolor ile elde edilen en yilksek lakkaz
aktiviteleri ise literaturdeki Arora ve Gill
(2000)’in
yuksektir.

sonuglarina gore son derece

Bu durum hem test edilen
funguslarin ve inkiibasyon kosullarinin hem
de tekrarli kesikli {iretim metodunun bir
sonucu olarak diisliniilmektedir.

34. %25 PAS ve %50 PAS
ortamlarinda F. trogii ve T. versicolor ile
Lakkaz Uretimi

Calismamizin son kisminda Tiirkiye’de
peynir iiretimi sirasinda 1 kg peynire karsilik
yaklasik olarak 9 kg gibi yiiksek bir oranda
bir
degerlendirilmeyen PAS (Siso, 1996; Otlu,

2002), lakkaz Uretimi icin besiyeri olarak test

olusan ve onemli kismi

edilmistir. Cogunlukla direkt veya dolayl
yollarla akarsulara karisan PAS oldukca
zengin igeriginden dolayr cevre Kkirliligine
neden olmaktadir. Bu nedenle bu atik suyun
ya aritilmasi sekillerde

PAS

ya da ¢esithi

degerlendirilmesi ~ gerekmektedir.
bilesiminde yaklasik olarak %6.96 oraninda
siit kuru maddesi bulunmaktadir. Siit kuru
maddesi igerisinde de %0.36 yag, %0.84
protein, %5.76 laktoz ve tuzlar, %0.2 kadar
laktik asit yer almaktadir. Bunlara ek olarak;
PAS’da B1, B2, ¢cok az miktarda da A ve D
vitaminlerinin bulundugu rapor edilmektedir
(Otlu, 2002). PAS’da ayrica potasyum oksit
%0.188, sodyum oksit 9%0.075, kalsiyum
oksit 90.071, magnezyum oksit %0.018,
demir oksit %0.001, fosforpentoksit %0.11,

klor %0.107 ve 9%0.029 oraninda kukirt
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trioksit bulundugu saptanmistir. Daha 6nce
yapilan bir ¢alismada (Otlu, 2002) besiyeri
PAS’in
kullanilmasiyla F. trogii’de yiksek lakkaz

olarak iretim strecinde
aktivitesi bildirildiginden, daha Once test
edilmemis olan tekrarli kesikli siirecte lakkaz
tiretimi amaciyla F. trogii ATCC 200800 ve
T. versicolor ATCC 200801 ¢alismamizda
kullanilmastir.

Calismada kullanilan PAS %25 ve
%50’lik  konsantrasyonlarda hazirlanarak
fungal besiyeri ve lakkaz iiretim ortami
olarak test edilmis ve degerlendirilmistir.
Tekrarl

fungusunda

kesikli iiretim siirecinde her iki
lakkaz aktivitesinin ozellikle
daha
oldugu gozlenmektedir. F. trogii (Sekil 2a)
ile T. 2b) lakkaz
aktiviteleri kiyaslandiginda %25’lik PAS

konsantrasyonunda T. versicolor’un lakkaz

%25’lik  konsantrasyonda yuksek

versicolor’un (Sekil

aktivitesinin F. trogii’nin lakkaz aktivitesine
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir
(Sekil 2). Peletlerin PAS ortaminda uzun
sureli lakkaz aktivitesini koruyabilmesinin
sebebi PAS’in zengin besinsel igeriginden
kaynaklanmaktadir. Yesilada ve ark. (2003)
da, PAS iceren ortamlarda fungal peletlerin
olduk¢a kararli kaldigini rapor etmistir. Bu
zengin igerikli atik su lakkaz iiretim ortami
olarak olduk¢a simirli sayida arastirici
tarafindan test edilmistir. Vivekanand ve ark.
(2011), muz kabugu ortamina ek besin olarak
%1 konsantrasyonda PAS ilave etmis ve kati
hal inklibe

fermentasyonu  yontemiyle
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ettikleri A. fumigatus’un lakkaz aktivitesinin
5000 U L? oldugunu rapor etmislerdir. Asil
karbon kaynagi olarak ucuz bir ortam olan
PAS’in kullanildig1 bir c¢alismada lakkaz
uretici organizmalar olarak Pleurotus sajor-
caju ve Phanerochaete chrysosporium
kullanilmis ve ¢esitli 6n islemlerden sonra
PAS  ortaminda inkiibe edilen bu
funguslardan sirasiyla 177 ve 98 U L%
oraninda lakkaz aktivitesi elde edildigi ifade
edilmistir (Khan ve ark., 2016). Bu ¢alismaya
kiyasla mevcut ¢alismada daha verimli ve
kolay bir metot olan tekrarli kesikli islemle
her iki fungustanda kisa siirelerde elde edilen
lakkaz aktiviteleri hem daha yiksek hem de
daha ekonomiktir.

Calismanin  geneli  incelendiginde
kullanilan bakirli ortamlarin lakkaz iiretim
verimi agisindan siralamasi her iki fungus
icinde;, MEB > SDB > DS seklindedir.
Bakirsiz ortamlardaki lakkaz tiretim verimi
ise F. trogii icin MEB > SDB > %25 PAS >
DS > %50 PAS iken, T. versicolor i¢cin; MEB
> %25 PAS > SDB > %50 PAS > DS
seklindedir. Yapilan galisma bakirin lakkaz
enziminin kofaktoru olmasi sebebiyle her iki
lakkaz

oldukca arttirdigin1 gostermistir. SDB  ve

fungusunda uretim kapasitelerini

SDB+Cu fungal peletlerin gelisimi ve enzim

tretimi icin gerekli besinsel kaynaklari

icerdiginden bu ortamlarda DS ve DS+Cu’ya
daha lakkaz  {retimi

kiyasla fazla

gergeklesmistir. Kullanilan diger besiyeri

ortamlarina gore PAS ortamlarinda enzim



Birhanh ve Yesilada, Nisan (2017) 43 (1): 27-40

iiretimi daha diisiik oranda gergeklesmistir.
(%50)
diistiigii

PAS konsantrasyonu arttirilinca

lakkaz ~ {iretim  veriminin  de
gozlenmektedir. PAS hari¢ tekrarli kesikli
siirecte, ayn1 ortamlarda ve kosullarda inkiibe
edilen funguslardan F. trogii’nin T.
versicolor’a kiyasla genelde daha yiiksek

miktarda lakkaz iirettigi saptanmistir.

tiretebilecegini  ve indiikleyici varliginda
tiretimin ¢ok yiiksek oranlarda arttigini

ortaya koymustur. Buna gore; enzim firetici

organizmalarin, besiyeri ortamlarinin,
inkiibasyon kosullarinin, indiikleyici
maddelerin ve konsantrasyonlarinin

cesitlendirilmesi daha yiiksek miktarlarda ve

uzun sire lakkaz tiretimini saglayacak, buda

Sonug¢ olarak; yapilan c¢alisma test lakkazin endiistriyel olarak
edilen her iki fungusun g¢esitli ortamlarda  kullanilabilirligini yiiksek oranda
kisa siireli inkiibasyonlarda bile lakkaz  arttiracaktir.

Kaynaklar

Amutha C, Abhijit M (2015). Screening and isolation of laccase producers, determination of
optimal condition for growth, laccase production and choose the best strain. Journal of
Bioremediation & Biodegradation 6: 1-8.

Arora DS, Gill PK (2000). Laccase production by some white rot fungi under different
nutritional conditions. Bioresource Technology 73: 283-285.

Baldrian P (2003). Interactions of heavy metals with white-rot fungi. Enzyme and Microbial
Technology 32: 78-91.

Birhanli E, Yesilada O (2006). Increased production of laccase by pellets of Funalia trogii
ATCC 200800 and Trametes versicolor 200801 in repeated-batch mode. Enzyme and
Microbial Technology 39: 1286-1293.

Birhanli E, Yesilada O (2010). Enhanced production of laccase in repeated-batch cultures of
Funalia trogii and Trametes versicolor. Biochemical Engineering Journal 52: 33-37.

Birhanli E, Yesilada O (2013). The utilization of lignocellulosic wastes for laccase production
under semisolid-state and submerged fermentation conditions. Turkish Journal of
Biology 37: 450-456.

Chandra R, Chowdhary P (2015). Properties of bacterial laccases and their application in
bioremediation of industrial wastes. Environmental Science: Processes & Impacts 17:
326-342.

Couto SR, Herrera JLT (2006). Industrial and biotechnological applications of laccases: A
review. Biotechnology Advances 24: 500-513.

36



Tekrarh Kesikli Siirecte Funalia trogii ve Trametes versicolor ile Lakkaz Enziminin Cesitli Ortamlarda Uretimi

Divya LM, Prasanth GK, Sadasivan C (2013). Isolation of a salt tolerant laccase secreting
strain of Trichoderma sp. NFCCI-2745 and optimization of culture conditions and
assessing its effectiveness in treating saline phenolic effluents. Journal of
Environmental Sciences 25: 2410-2416.

Janusz G, Rogalski J, Barwinska M, Szczodrak J (2006). Effects of culture conditions on
production of extracellular laccase by Rhizoctonia praticola. Polish Journal of
Microbiology 55: 309-3109.

Jegatheesan M, Eyini M (2015). Response surface methodology mediated modulation of
laccase production by Polyporus arcularius. Arabian Journal for Science and
Engineering 40: 1809-1818.

Khan MMR, Ray M, Ray L, Guha AK (2016). Extracellular laccase from Pleurotus sajor-
caju: Fermentative conditions and influence of nitrogenous sources. Indian Journal of
Biotechnology 15: 230-235.

Madhavi V, Lele SS (2009). Laccase: Properties and applications. Bioresources 4: 1694—
1717.

Manimozhi M, Kaviyarasan V (2012). Screening the effect of nutritional parameters on
biomass and laccase production in submerged medium by litter decomposing
basidiomycete Agaricus heterocystis. International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences 4: 592-599.

Mougin C, Kollmann A, Jolivalt C (2002). Enhanced production of laccase in the fungus
Trametes versicolor by the addition of xenobiotics. Biotechnology Letters 24: 139-
142.

Otlu B (2002). Peyniralti Suyu ve Alkol Fabrikasi Atiksularinin Aritimi ve Degerlendirilmesi.
Yiiksek Lisans Tezi, Inonii Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii (Basilmamis),
Malatya.

Patel H, Gupte A (2016). Optimization of different culture conditions for enhanced laccase
production and its purification from Tricholoma giganteum AGHP. Bioresources and
Bioprocessing 3: 1-10.

Pezzella C, Guarino L, Piscitelli A (2015). How to enjoy laccases. Cellular and Molecular
Life Sciences 72: 923-940.

Revankar MS, Lele SS (2006). Enhanced production of laccase using a new isolate of white
rot fungus WR-1. Process Biochemistry 41: 581-588.

Roth S, Spiess AC (2015). Laccases for biorefinery applications: A critical review on

challenges and perspectives. Bioprocess and Biosystems Engineering 38: 2285-2313.

37



Birhanh ve Yesilada, Nisan (2017) 43 (1): 27-40

Shutova VV, Revin VV, Myakushina YA (2008). The effect of copper ions on the production
of laccase by the fungus Lentinus (Panus) tigrinus. Applied Biochemistry and
Microbiology 44: 619-623.

Singh AP, Singh T (2014). Biotechnological applications of wood-rotting fungi: A review.
Biomass and Energy 62: 198-206.

Siso MIG (1996). The biotechnological utilization of cheese whey: A review. Bioresource
Technology 57: 1-11.

Sun W, Xu M, Xia C, Li A, Sun G (2013). Enhanced production of laccase by Coriolus
hirsutus using molasses distillery wastewater. Frontiers of Environmental Science &
Engineering 7: 200-210.

Vivekanand V, Dwivedi P, Pareek N, Singh RP (2011). Banana peel: A potential substrate for
laccase production by Aspergillus fumigatus VkJ2.4.5 in solid-state fermentation.
Applied Biochemistry and Biotechnology 165: 204-220.

Yesilada O, Asma D, Cing S (2003). Decolorization of textile dyes by fungal pellets. Process
Biochemistry 38: 933-938.

Zhu C, Bao G, Huang S (2016). Optimization of laccase production in the white rot fungus
Pleurotus ostreatus (ACCC 52857) induced through yeast extract and copper.
Biotechnology and Biotechnological Equipment 30: 270-276.

38



Tekrarh Kesikli Siirecte Funalia trogii ve Trametes versicolor ile Lakkaz Enziminin Cesitli Ortamlarda Uretimi

20 1 —e—MEB (@
—a— MEB+Cu
‘_"_j 15 -
€
2
8
= 10 4
<
<
3
X
< 59
-
- * o * —*
0 T T T 1
1 2 3 4 5
Zaman (Gin)
81 —e—MEB (b)
—=— MEB+Cu
B
€
2
8
=
<
<
3
X
4
[
-
1 2 3 4 5
Zaman (Gin)

MEB: Malt Ekstrakt Broth
Sekil 1. Tekrarli kesikli siiregte MEB ve MEB+Cu ortamlarinda F. trogii (a) ve T. versicolor

(b) peletleri ile lakkaz tretimi (U mL™Y). Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.
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PAS: Peynir alt1 suyu
Sekil 2. Tekrarli kesikli siirecte %25 PAS ve %50 PAS ortamlarinda F. trogii (a) ve T.

versicolor (b) peletlerinin lakkaz tretimi (U mL™). Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasidir.
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