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Farklı Gelişim Dönemlerinde
Kompostundan Ligninolitik Enzim Ekstraksiyonu İçin

Uygun Yöntem Seçimi

Pleurotus ostreatus
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Lignoselülozik atıklar mikrobiyal saldırı ve parçalanmaya karşı oldukça dirençli yapısal
bileşenlerdir. Beyaz çürükçül funguslar, bu dirençli bileşenin degradasyon ve mineralizasyonunu
başarılı biçimde gerçekleştirebilirler. Bu çalışmada fungusunun atık kompostu
ligninolitik enzim kaynağı olarak kullanılmıştır.

Çalışmada, atık kompostundan lignin degrade edici enzimlerin
ekstraksiyon verimliliğini karşılaştırmak amacıyla, 6 farklı ekstraksiyon sıvısı (distile su, fizyolojik tuzlu
su (%0.9 NaCl), 50 mM Na-asetat tamponu (pH: 4.6), 50 mM Na-sitrat tamponu (pH:4.8), %0,5 (v/v)
Triton X100 ve 50 mM fosfat tamponu (pH: 5.8)) üç farklı gelişim döneminde (vejetatif misel gelişimi,
primordium oluşumu ve hasat sonrası) karşılaştırılmıştır. Kompost örnekleri, oda sıcaklığında 200 rpm'
de 1 saat ekstrakte edilmiştir. Filtrasyon ve santrifüjleme işlemleri sonrasında elde edilen süpernatant
ligninolitik enzim (lignin peroksidaz, lakkaz, mangan peroksidaz ve versatil peroksidaz) aktiviteleri
açısından incelenmiştir.

Çalışmada elde edilen sonuçların istatistiksel analizi, atık kompostundan
ligninolitik enzim ekstraksiyonu için distile su ve Triton X100' ün en başarılı ekstraksiyon sıvıları
olduğunu göstermektedir. Çalışmadan elde edilen veriler ışığında, atık kompostlardan enzim
ekstraksiyonu için ucuz, etkin ve uygun bir ekstraksiyon sıvısı olarak distile su önerilmektedir. Ayrıca,
ligninolitik enzim üretiminin hasat öncesi dönemlerde maksimum olduğu belirlenmiştir.

Enzim Ekstraksiyonu Ligninolitik enzim, Kompost

Lignocellulosic wastes are extremely resistant to microbial attack and degradation.
Degradation and mineralisation of this polymer can be performed by white rot fungi, successfully. In this
study, spent compost of was investigated as a source of ligninolytic enzymes.

The recovery of lignocellulose-degrading enzymes from spent compost
was compared using six different extraction liquids (distilled water, serum physiological (%0.9 NaCl),
50 mM Na-acetate buffer (pH: 4.6), 50 mM Na-citrate buffer (pH:4.8), %0,5 (v/v) Triton X100 ve 50 mM
phosphate buffer (pH: 5.8) at three developmentaLstages (vegetative mycelium, primordium and post
harvest). The compost samples were extracted at room temperature for 1 h at 200 rpm. After filtration
and centrifugation, supernanats were used for assay of ligninolytic enzymes such as lignin peroxidase,
laccase, manganese peroxidase and versatile (manganese independent) peroxidase.

With the statistical analysis of the obtained data, we can argue that distilled water and Triton
X100 are very appropriate for ligninolytic enzyme extraction from spent compost.
For that purpose, we suggest to using of distiiled water as a cheap, effective and convenient extraction
liquid. Besides, the highest ligninolytic enzyme activities of were determined at
pre-harvest stages.

Enzyme Extraction, Ligninolytic enzyme,  Compost
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GİRİŞ
Dünyada en fazla miktarda gerçekleşen

katı faz fermentasyon uygulaması makrofungus
üretimidir (Moore and Chiu, 2001). Bu yolla
atıkların doğa dostu bir yaklaşım ile ekonomiye
geri dönüşümü sağlandığı gibi, insanlar için
d e ğ e r l i b i r b e s i n m a d d e s i d e e l d e
edilebilmektedir. Günümüze dek çok sayıda
makrofungus türü kültüre alınabilmiş olmasına
karş ın , sadece 10 kadar ın ın üret imi
yaygınlaşabilmiştir (Chakravarty, 2011). Bu türler
arasında üretimi tüm Dünyada yaygınlaşabilmiş
olanlar ise özellikle

ve farklı türleridir. Sendi ve ark.
(2013), son 30 yılda Dünya çapındaki
makrofungus üretiminin 6 katlık bir artış ile 1.3
milyon tondan 8 milyon tona ulaştığını
bildirmektedir. Üretilen her bir kg mantar için
açığa çıkan kompost miktarına ilişkin olarak ise 3
kg (Singh ve ark., 2003) ve 5 kg (Semple ve ark.,
2001; Williams ve ark., 2001) gibi tahminler
yapılmaktadır. Bu durumda 2012 yılında üretildiği
bildirilen 8 milyon ton makrofungus için açığa
çıkan kompost miktarının 24 ile 40 milyon ton
arasında olduğu öngörülebilir.

Üzerinden maksimum ürün alınmış ya da
ürün alınması kârsız hale gelmiş olan substrat,
“atık mantar kompostu” olarak değerlen-
dirilmektedir (Ahlawat, 2011). Atık mantar
kompostunun uzaklaştırılması ya da işlenmesi,
mantar üreticileri için halen ciddi bir problem olup,
atılma ve yakılma en sık karşılaşılan uzak-
laştırma yöntemlerindendir. Yağmur ile yıkama
yolu ile yeraltı sularının kirlenmesine de neden
olan atık mantar kompostları (Ahlawat, 2011)
sadece üreticiler değil yerel yönetimler açısından
da çözülmesi gereken bir problem yaratmaktadır.
Bu sorunun giderilmesine ve kaynağın
ekonomiye geri döndürülmesine yönelik çeşitli
seçenekler üzerinde çalışmalar gerçekleş-
tirilmiştir.

gibi
makrofungusların atık kompostlarının alternatif
kullanım alanları arasında; fakir toprakların ıslahı
(Ahlawat, 2011), toprak ve su remediasyonu
(Trejo-Hernandez ve ark., 2001), etanol üretimi

(Hideno ve ark., 2007), biyogaz üretimi (Bisaria
ve ark., 1990 , solucan gübresi üretimi
(Tajbakhsh ve ark., 2008) hayvan yemi olarak
değerlendirme (Zhang ve ark., 1995; Williams ve
ark., 2001) ya da gübre olarak kullanım
(Jonathan ve ark., 2011) gibi seçenekler
sorgulanmıştır.

Makrofungusların ticari boyutlu üretimleri
için substrat olarak en fazla lignoselüloz içerikli
bitkisel materyaller kullanılır. Yetiştirilecek olan
makrofungus türünün kompostun lignoselülozik
bileşenlerini kullanabilmesi için selülaz,
hemüselülaz ve lignin depolimerize edici
enzimlerin bir ya da birkaçına sahip olması
gerekmektedir (Singh ve ark., 2003). Lignin
depolimerize edici enzimler karpofor üretimi için
vazgeçilmez olsa da maksimum enzim üretim
zamanı türlere göre değişebilmektedir (Kües ve
Liu, 2000; Rühl ve ark., 2008). Sonuç olarak
karpofor hasatı sonrasında açığa çıkan atık
mantar kompostu, lignin depolimerize edici
enzimlerin yanı sıra hemiselülaz ve selülaz gibi
enzimlerin önemli bir kaynağıdır (Kumaran ve
ark., 1997; Trejo-Hernandez ve ark., 2001)

Lignin degradasyonu ile ilgili enzim
sisteminin en önemli enzimleri lakkaz, lignin
peroksidaz, mangan peroksidaz ve bazı
funguslarda versatil peroksidaz enzimleridir. Bu
enzimler polifenoller, sentetik boyalar, aromatik
aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi
substratları kapsayan çok geniş bir substrat
spektrumuna sahiptir. Ayrıca fenolik olmayan
birçok substratı da kullanabildiği bilinmektedir.

Lignin depolimerize edici enzimlerin
biyoteknolojik önemi dikkate alınarak gerçekleş-
tirilen bu çalışmada;

izolatı tarafından
üretilen hücre dışı enzimlerin atık mantar
kompostundan ekstraksiyonu için en
uygun ekstraksiyon sıvısının belirlen-
mesi,

Çalışmada kullanılan
izolatının lignin depolimerize

edici enzim üretim kapasitesinin
belirlenmesi,

Agaricus bisporus, Lentinus
edodes Pleurotus

Agaricus bisporus, Pleurotus spp.,
Volvariella volvacea, Lentinus edodes

Pleurotus ostreatus

Pleurotus
ostreatus
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c. Lignin depolimerize edici enzimlerin
karpofor üretiminin hangi aşamasında
(vejetatif misel gelişimi, primordium
oluşumu ve hasat sonrası) en fazla
üretildiğinin belirlenmesi,

amaçlanmıştır.

Bu çalışmanın materyalini Anadolu
Üniversitesi kampüsünden (Eskişehir) toplanan
basidiomata örneğinden izole edilen ve dikaryotik
misel formunda büyütülerek Eskişehir
Osmangazi Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi,
Biyoloji Bölümünde oluşturulan “Basidiomycetes
Kültür Koleksiyonu” bünyesinde stoklanan

OBCC 1021 izolatı
oluşturmaktadır. İzolat, patates dekstroz agar
besiyerinde 4 ºC' de yatık kültür halinde
saklanmış ve her 6-8 ayda rutin olarak taze
besiyerine aktarılmıştır.

karpofor üretimi için
kompost olarak yüksek biyolojik etkinlik değeri
sağlayan ve birçok araştırıcı tarafından tercih
edilen %80 buğday samanı ve %20 buğday
kepeği karışımı kullanılmıştır. Karışıma % 1
oranında CaCO ilave edilerek homojen biçimde
karıştırılmış ve materyalin nem oranı % 70 olacak
biçimde (50 ml melas/ 20 litre su ile)
nemlendirilmiştir. Bileşim ve nem değerleri
ayarlanan kompostlar, 1 kg lık ısıya dayanıklı ve
ağzı pamukla kapatılmış polietilen torbalara
aktarılarak 121°C de 1,5 saat otoklavlanmıştır.
Soğumaya bırakılan kompostlar önceden
hazırlanan spawnlar ile kompost ağırlığının %5'i
oranında inoküle edilmiştir.

karpofor üretimi için
birçok araştırıcı tarafından tercih edilen
geleneksel kültürel yöntemler izlenmiştir. Özet
olarak kompost üzerinde vejetatif misel gelişimi
ve karpofor üretimi aşamalarında sırası ile 25 ve
15 °C lik inkübasyon sıcaklığı uygulanmış,
karpofor üretimi aşamasında nemlendirme,
havalandırma ve sirkülasyon işlemleri dikkatli
biçimde izlenmiştir.

karpofor üretimi
sırasında; vejetatif misel gelişimi (inkübasyonun
10. günü), primordium oluşumu ve hasat sonrası
dönemlerinde alınan kompost örnekleri plastik bir
zemin üzerinde el ile parçalanmış, karıştırılmış ve
homojen hale getirilmiştir. Elde edilen homojen
kompost örnekleri lignin depolimerize edici
enzimlerin ekstraksiyonu için 1:10 oranında
ekstraksiyon sıvısı ile oda sıcaklığında 200 rpm'
de 1 saat muamele edilmiştir. Ekstraksiyon
verimliliğini karşılaştırmak amacıyla distile su,
fizyolojik tuzlu su (%0.9 NaCl), 50 mM Na-asetat
(pH: 4.6), 50 mM Na-sitrat (pH:4.8), %0,5 v/v
Triton X100 ve 50 mM fosfat tamponu (pH: 5.8)
olmak üzere 6 farklı ekstraksiyon sıvısı
kullanmıştır. Elde edilen ekstraktlar filtre kağıdı ile
süzülerek 5000 rpm de 10 dakika santrifüjlenmiş
ve elde edilen süpernatant 4 farklı ligninolitik
enzim (lignin peroksidaz, lakkaz, mangan
peroksidaz ve versatil peroksidaz) aktiviteleri
açısından incelenmiştir.

Lignin peroksidaz (LiP) aktivitesi veratril
alkol oksidasyonunun H O varlığında 310 nm
dalga boyunda 3 dk boyunca spektrofotometrik
olarak izlenmesi ile tayin edilmiştir. Lakkaz
aktivitesi, 420 nm dalga boyunda 2,2´-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid),
(ABTS) oksidasyonunun 3 dk boyunca
spektrofotometr ik olarak izlenmesi i le
belirlenmiştir. Mangan Peroksidaz (MnP) ve
versatil peroksidaz (VP) aktiviteleri 469 nm dalga
boyunda H O varlığında 2,6 dimethoxyphenol
(DMP) oksidasyonunun MnSO4 varlığında
(MnP) ve yokluğunda (VP) 3 dk boyunca
spektrofotometr ik olarak izlenmesi i le
belirlenmiştir

karpofor üretimi
sırasında 3 farklı aşamada alınan kompost
örneklerinden 6 farklı ekstraksiyon sıvısı ile
ekstrakte edilen çözeltilerde 4 farklı ligninolitik
enzim aktivitesine ilişkin çalışmalar 3 paralel
halinde gerçekleştirilmiş,

MATERYAL ve METOT

Kompost Hazırlığı ve Karpofor Üretimi

Enzim Ekstraksiyonu

EnzimAktivite Tayinleri

İstatistikselAnaliz
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elde edilen sonuçlar SPSS paket programı
kullanılarak değerlendirilmiştir. Verilerin çözüm
ve yorumlanması için tek yönlü varyans analizi
(ANOVA) testi kullanılmış ve gruplar arasındaki
fark Tukey testi ile P<0.05 anlamlılık seviyesinde
sorgulanmıştır.

karpoforu üretimi
sırasında vejetatif misel gelişimi, primordium

oluşumu ve hasat sonrası aşamalarında
komposttan 6 farklı ekstraksiyon sıvısı ile elde
edilen enzim aktivite sonuçları Tablo 1 de
sunu lmuş tu r. Gerçek leş t i r i l en enz im
ekstraksiyon çalışması sonucunda LiP enzimi
dış ındak i tüm enzimler in akt iv i te ler i
belirlenebilmiştir. Test edilen enzimlerin
aktiviteleri hem kullanılan ekstraksiyon sıvısına
hem de fungusun gelişim aşamasına bağlı
olarak değişkenlik göstermektedir.

BULGULAR
Pleurotus ostreatus

Tablo 1. Farklı ekstraksiyon sıvılarının kompostundaki ligninolitik enzimlerin aktivitesine etkisi(u/L)

V: vejetatif misel gelişimi dönemi, P: Primordium oluşumu dönemi,

H: Hasat sonrası dönemi. İstatistiksel olarak benzer gruplar, aynı harf ile simgelenmiştir. (P<0,05)

Pleurotus ostreatus

Distile su FTS
(%0.9 NaCl)

Na-Asetat
Tamponu

Na-Sitrat
Tamponu

Triton-X100 Fosfat
Tamponu

Lakkaz

V 7.45±0.98a 4.80±0.29b 3.63±0.64bc 4.31±0.17bc 8.07±0.74a 3.01±0.41c

P 10.44±0.15ab 9.25±0.86a 9.64±0.65a 10.95±1.69ab 12.84±1.28b 8.20±0.83a

H 0.83±0.05a 0.00±0.00b 0.20±0.00c 0.00±0.00b 0.83±0.15a 0.00±0.00b

MnP

V 50.74±2.01a 35.02±1.25b 26.94±6.63bc 19.17±2.78c 57.94±2.36a 18.64±2.03c

P 168.24±1.76a 151.18±14.12a 121.76±9.24b 68.63±7.00c 207.52±5.57d 65.82±6.56c

H 71.30 ± 13.70a 37.79 ± 3.53b 7.24 ± 2.37c 5.34 ± 0.37c 5.42 ± 0.66c 3.63 ± 2.38c

VP

V 10.34 ± 0.74a 11.35 ± 2.52a 4.53 ± 0.61b 5.69 ± 0.95b 10.54 ± 1.06a 3.24 ± 0.10b

P 4.43 ± 1.01a 2.52 ± 0.25b 2.34 ± 0.10b 3.95 ± 0.20a 4.54 ±0.41a 2.45 ± 0.25b

H 1.89 ± 0.12ab 0.81 ± 0.02d 2.01 ± 0.00a 1.57 ± 0.13bc 1.36 ± 0.15c 0.86 ± 0.17d

Maksimum lakkaz aktivitesi primordium
oluşumu aşamasında 12.84 ± 1.28 u/L olarak
belirlenmiş olup, hasat sonrası dönemde
ekstraksiyon sıvılarının çoğu ile lakkaz aktivitesi
gözlenmemiştir. Farklı gelişim aşamalarında elde
edilen MnP aktiviteleri 3.63 ± 2.38 ile 207.52 ± 5.57
u/L aralığında belirlenmiştir. Maksimum VP aktivite
değeri ise vejetatif misel gelişim döneminde 11.35 ±
2.52 u/Lolarak saptanmıştır.

Lignoselüloz yapısını oluşturan lignin,
hemiselüloz ve selüloz' un makrofungus tarafından
kendileştirilerek fungal biyomasa dönüştürüle-
bilmesi için öncelikle fungus tarafından kolaylıkla
kullanabilir form olan düşük molekül ağırlıklı
bileşiklere dönüşümü gerekir. Bu dönüşüm, bir ön
fermentasyon aşaması sırasında diğer mikroor-
ganizmalar tarafından ya da beyaz çürükçül
funguslarda olduğu gibi bir ön fermentasyon
aşamasına gerek kalmaksızın fungusun kendisi

tarafından hücre dışı sindirim enzimleri ile
gerçekleştirilir. Bu nedenle atık mantar
kompostları; büyütülen fungusun miselleri,
kullanılmamış lignoselülozik materyaller ve
kolonize olmuş mikrobiyal biota üyelerinin yanı
sıra büyüme sırasında üretilen hücre dışı
enzimleri de içeren kompleks bir bileşimdir (Ko ve
ark., 2005).

Lignin depolimerize edici enzimlerin
polifenoller, aromatik aminler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ve fenolik olmayan birçok
substratı kapsayan çok geniş bir substrat
spektrumu vardır. Bu özellikleri nedeni ile fungal
ligninolitik enzimlerin zeytinyağı atık sularının
fenol ve renk giderimi, tekstil atık sularının renk
giderimi, azo, trifenil ve heterosiklik boyaların
degradasyonu, pentaklorofenollerin giderimi, atık
su ve kontamine toprakların remediasyonu gibi
önemli uygulama alanları vardır (
2003; Khammuang ve Sarnthima, 2007).

TARTIŞMA

Singh ve ark.,
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Bu nedenle makrofungus türlerinin lignin
degrade edici enzimlerinin üretim potansiyelini
belirlemeye (Dhouib ve ark., 2005; Songulashvili
ve ark., 2007; Kalmış ve ark., 2008; Goud ve
ark., 2011; Krupodorova ve ark., 2014) ve
optimize etmeye (Levin ve ark., 2005; Revankar
ve Lele 2006; Patrick ve ark., 2013; do Valle ve
ark., 2014) yönelik çok sayıda araştırma
gerçekleştirilmiştir. Hatta,
(Moilanen ve ark., 2014),
(Bettin ve ark., 2011),
(Saat ve ark., 2012),
(Thiruchelvam ve Ramsay, 2007) ve

(Rodriguez Couto ve ark., 2006) gibi
fungus türleri ile reaktör çapında enzim üretimi
denemeleri de gerçekleştirilmiştir. Sonuç olarak
biyoteknolojik ve ekonomik önemleri gereği çok
sayıda fungus türünün lignin degrade edici
enzimlerin üretimi araştırılmış ve optimize
edilmiştir. Oysa atık mantar kompostları
biyoteknolojik ve endüstriyel öneme sahip olan
ligninolitik enzimlerin üretim maliyetlerinin
düşürülerek ucuz ve hızlı bir yolla elde edilmesi
iç in oldukça iy i b i r a l ternat i f o larak
değerlendirilebilir. Bu bakış açısı ile günümüze
dek

gibi makrofungusların
kompostlarından enzim ekstraksiyonuna yönelik
çalışmalar gerçekleştirilmiştir (Ko ve ark., 2005;
Mayolo-Deloisa ve ark., 2009).

türleri tüm dünyada yaygın
olarak üretilen ve yenen/tıbbi makrofunguslar
arasında üretimi ikinci sırada olan beyaz
çürükçül funguslardır. Diğer yenebi l i r
makrofungus türlerine oranla türlerinin
1 9 9 0 - 2 0 0 0 y ı l l a r ı a r a s ı n d a ü r e t i m
miktarlarındaki artış % 500 kadar olmuştur (Chiu
et al., 2000). Sadece Çin'de 2003 yılındaki
üretim miktarları 2.5 milyon ton kadardır (Chang,
2005). türünün lignin
peroksidaz üretmemesine karşın, lakkaz ve
mangan peroksidaz' ın yanı sıra az sayıda
makrofungus türünde görülen bir özellik olmak
üzere iyi bir versatil peroksidaz (mangan
bağımsız peroksidaz) üreticisi olduğu

bilinmektedir (Cohen ve ark., 2002; Stajic ve
ark., 2004). Bu nedenle ,
dünyadaki üretim potansiyeli dikkate alındığı
zaman, ligninolitik enzim üretimi açısından
değerli bir kaynak durumundadır. Bu yaklaşımla
gerçekleştirilen çalışmada,
OBCC 1021 izolatının buğday samanı esaslı
kompost üzerinde gelişimi sırasında üretilen
ligninolitik enzimleri maksimum düzeyde elde
etmek için farklı ekstraksiyon sıvılarının etkisi
karşılaştırılmıştır. Ayrıca, fungusun farklı gelişim
dönemlerindeki ligninolit ik enzimlerinin
aktiviteleri araştırılmıştır. Ekstraksiyon verimli-
liğini belirlemek amacıyla, üç farklı gelişim
döneminde alınan kompostlardan 6 farklı
ekstraksiyon sıvısı ile enzim ekstrakte edilmiştir.
Aynı kompost örneğinden farklı ekstraksiyon
sıvıları ile elde edilen ekstraktların ligninolitik
enzim aktiviteleri (Tablo 1), her üç dönemde de
benzer görülmektedir. Lakkaz, mangan
peroksidaz ve versatil peroksidaz aktiviteleri
açısından distile su ve Triton X100 tüm
dönemlerdeki en yüksek enzim aktivite ve
dolayısı ile en başarılı ekstraksiyon değerlerini
sunmuştur. Bu ekstraksiyon sıvıları toplam 9
deneme grubunun (3 enzim x 3 dönem) 6
tanesinde istatistiksel olarak benzer sonuçlar
vermiştir (P<0.05). İstatistiksel farklılık olan MnP
– primordium döneminde Triton X100, MnP –
hasat döneminde ise distile su en başarılı
sonuçları vermiştir. VP – hasat dönemi
örneklerinde ise distile su ve Na-asetat tamponu
en başarılı ekstraksiyon sıvılarıdır. Sonuç olarak
distile su, 9 deneme grubundan 8 tanesinde en
yüksek enzim aktivitesi ve en başarılı
ekstraksiyon değerleri veren istatistiksel grupta
yer almıştır. Triton X100 ise 9 deneme
grubundan 7 tanesinde en yüksek enzim
aktivitesi ve en başarılı ekstraksiyon değerlerine
sahip görülmektedir. MnP – hasat grubunda
distile suyun enzim aktivite değeri 71.30 ± 13.70
u/L iken, fosfat tamponu ile elde edilen enzim
aktivitesi 3.63 ± 2.38 u/L seviyesinde kalmıştır.
Bir diğer ifade ile aynı kompost örneğinden
distile su ile ekstrakte edilen enzim miktarı fosfat
tamponundan 19.64 kat fazla olmuştur.

Cerrena unicolor
Pleurotus sajor-caju

Pycnoporus sanguineus
Trametes versicolor

Trametes
hirsuta

Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus,
Lentinula edodes, Flammulina velutipes,
Hericium erinaceum

Pleurotus

Pleurotus

Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus
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Tüm sonuçların birlikte değerlendirilmesi
sonucunda distile su, (MnP - primordium dönemi
dışında) tüm dönemlerdeki tüm enzim aktiviteleri
için istatistiksel anlamda en başarılı grup içinde
yer almıştır (P<0.05). Önceki çalışmalarda

ve ile
alınan ekstraksiyon sonuçları da distile suyun en
iyi ekstraksiyon sıvısı olduğunu onaylamaktadır
(Ball ve Jackson 1995; Vikineswary ve ark.,
2006). Bu açıdan “hangi ekstraksiyon sıvısı
kullanılmalıdır?” sorusunun cevabı, ucuz, kolay
ulaşılabilir ve/veya hızlı hazırlanabilir olması ve
yüksek enzim eldesini sağlaması nedeni ile
distile su olarak düşünülmelidir.

Makrofungusların yapay kültür ortamla-
rında üretimleri sırasında vejetatif misel gelişim
dönemi ve fruktifikasyon dönemi olmak üzere iki
farklı dönem söz konusudur. Vejetatif misel
gelişim döneminde fungus miseli substrat
üzerinde kolonize olur. Çevresel koşulların
değişimi ile fruktifikasyon dönemine geçilerek
fungusun karpoforu üretilmiş olur. Bu farklı
dönemlerde üretilen enzimler, her fungus türü
için nicelik ve nitelik açısından farklılık gösterir.

OBCC 1021 izolatının
buğday samanı esaslı kompost üzerinde gelişimi
sırasında lignin peroksidaz enzimi üretmediği ve
üretilen lakkaz, mangan peroksidaz ve versatil
peroksidaz enzimlerinin ise ekstrakte edilebildiği
anlaşılmaktadır. tarafından
lignin peroksidaz üretimi henüz rapor edilmediği
için çalışmamızda elde edilen sonuç onaylayıcı
durumdadır. Lakkaz ve mangan peroksidaz
enzimlerinin primordium oluşumu sırasında,
versatil peroksidaz enziminin ise vejetatif gelişim
sırasında maksimum üretildiği görülmektedir.
Her ne kadar farklı ekstraksiyon sıvıları arasında
farklı enzim aktivite değerleri elde edilmiş olsa
da, bu durum tüm ekstraksiyon sıvıları için
geçerlidir (Tablo 1). Önceki araştırmalarda da

tarafından ligninolitik enzim
üretiminin substrat üzerinde vejetatif misel
gelişimi sırasında arttığı ve karpofor üretimi
aşamasında düşüşe geçtiği belirlenmiştir (Mata
ve ark., 2007; Elisashvili ve ark., 2008a).

' un Fransa (030) ve

Hollanda (K12) kökenli 2 farklı suşu ile buğday
samanı esaslı kompost üzerinde gerçekleştirilen
diğer bir çalışmada farklı gelişim aşamalarındaki
ligninolitik enzim üretimi üç hasat dönemi
boyunca izlenmiştir. Her iki suşun maksimum
enzim üretimini vejetatif misel gelişimi
aşamasında sunduğu görülmektedir (Rühl ve
ark., 2008).

' un enzim aktivite
değerlerine ilişkin karşılaştırma da literatür ile
uyumlu görülmektedir. Kullanılan hasat
yöntemine göre yapılan hesaplamalarda

OBCC 1021 izolatının lakkaz, MnP ve
VP aktiviteleri; 0.00 – 1.28, 0.36 – 20.70 ve 0.08
– 1.14 u/ g kuru kompost olarak hesaplanmıştır.
Asma talaşı ile gerçekleştirilen benzer bir
çalışmada bir izolatının 0.12-32.2 ve
0.37-6.9 u/g kuru kompost lakkaz ve MnP
aktiviteleri sunduğu belirtilmektedir (Stajic ve
ark., 2008). Ağaç yaprakları ile gerçekleştirilen
diğer bir çalışmada ise ' un 3.8 ve 2.0
u/g kuru substrat lakkaz ve MnP değerleri
belirlenmiştir (Elisashvili ve ark., 2008b).

tarafından üretilen en
yüksek aktiviteye sahip enzim Rühl ve ark.,
(2008) tarafından bildirildiği gibi mangan
peroksidaz olarak belirlenmiştir. Ayrıca, Stajic ve
ark. (2004) ile Rühl ve ark., (2008) tarafından
bildirildiği gibi bu çalışmada da VP aktivitesi MnP
nin yaklaşık % 10 u oranındadır.

Günümüze dek atık kompostların enzim
kaynağı olarak değerlendirilmesini sorgulayan
çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Bu kapsamda

atık kompostundan
ksilanaz (Ko ve

ark., 2005), lakkaz (Stajic ve ark., 2004; Ko ve
ark., 2005; Mata ve ark., 2007; Rühl ve ark.,
2008) ve mangan peroksidaz (Stajic ve ark.,
2004; Mata ve ark., 2007; Rühl ve ark., 2008) gibi
enzimlerin ekstraksiyona yönelik çeşitli veriler
bildirilmiştir. Ancak bu çalışmalarda sunulan
veriler enzim aktivitesi ve enzim ekstraksiyon
değerleri açısından büyük bir değişkenlik
göstermektedir.

Agaricus bisporus Pycnoporus sanguineus

Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus

Pleurotus osteratus

Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus

P.
ostreatus

P.ostreatus

P.ostreatus

Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus
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Gerçekleşt ir i len bu çalışmalarda
kullanılan izolatın, kullanılan kompostun organik
madde bileşiminin (özellikle azot seviyesinin),
ekstraksiyon sıvısının, ekstraksiyon yöntem ve
süresinin, kullanılan kompost miktarının,
kompost – ekstraksiyon sıvısı oranının,
ekstrakte edilen gelişim döneminin farklı olması
objektif bir karşılaştırma yapma olanağını
zayıflatmaktadır. Örneğin ekstraksiyon için
kullanılan kompost miktarı 16 gramdan (Stajic
ve ark., 2004; Elisashvili ve ark., 2008b) 500
grama kadar (Mata ve ark . , 2007)
değişebilmektedir. Benzer olarak ekstraksiyon
süresi de hiç beklemeden doğrudan elle

sıkmaktan (Rühl ve ark., 2008) saatten 18 saate
kadar (Singh ve ark., 2003) değişebilmektedir.
Ayrıca, üretiminde batı ülkelerinde
buğday samanı, Asya da ise daha çok pirinç
esaslı hammadde kullanılmakta olup odun talaşı
ve yongaları ve diğer tarımsal atıklar da kompost
bileşiminde kullanılmaktadır. Bu substratlar
üzerinde üretilecek ligninolitik enzimlerin
aktiviteleri de doğal olarak değişik olacaktır. Bu
nedenle Dünyada yaygın olarak kullanılan
substrat ve katkı maddelerine ilişkin benzer
çalışmaların ligninolitik enzim ekstraksiyonu
açısından yol gösterici olacağı öngörülmektedir.

P. ostreatus
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