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ABSTRACT

In this study was investigated laccase activity from six white rot fungi collected from Yildiz Technical
University Davutpasa Campus. Laccase enzyme is known to have produced as secondary metabolites by white
rot fungi. The samples were taken from four different regions of fungi, the inner, outer, top hats and hats,
including. The best storage conditions for fungi were detected. Fungi were cultivated in two different solid
agar agar medium and are detected in which are fungi growth conditions the most active and without
contamination. Then, pure cultures of fungi were inoculated into the two different containing trace elements
and trace elements free laccase-production medium. Comparison by two different media the highest laccase
activity were determined. In trace element-free medium with 5g/L™" glucose, laccase activity was found to be
0.06 UmL"'. However, the highest laccase activity in medium containing trace elements and 10 gL' glucose
were determined as 0.25 UmL".
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BEYAZ CURUKCUL MANTARLARDA LAKKAZ URETIiMiNiN iINCELENMESi
OZET

Bu ¢alismada Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa yerleskesinde agag gévdesinden ve topraktan toplanan
lakkaz enzimini sekonder metabolit olarak tirettigi bilinen beyaz ¢iiriik¢iil mantarlardan lakkaz enziminin
aktivitesinin aragtirilmasi amaglandi. Toplanan mantarlarin ig, dis, sapka alti ve sapka iistii olmak {izere 4
farkli bolgesinden 6rnekler alindi. Saf kiiltiir elde etmek igin iiremelerin kontaminasyonsuz ve en aktif oldugu
bolgeler belirlendi. Mantarlar igin en iyi saklama kosullari tespit edildi. iki farkli kat1 besi yerine ekilen
mantarlarin en aktif ve kontaminasyonsuz lireme gosterdigi kati besi yeri ortamu belirlenerek mantarlarin
tireme kosullart optimize edildi. Daha sonra, mantarlarin saf kiltiirlerinden alinan orneklerin lakkaz
aktivitesinin tayin etmek icin iki farkli ortamda biiyiimeleri sagland1. iz elementi igeren/ igermeyen ve glukoz
konsantrasyonlar1 farkli olan iki ayr1 besi yeri ortaminda lakkaz enziminin aktivitesi belirlendi. Mantarlarin
her birinde lakkaz aktivitesi gézlendi. Her iki ortamda da en yiiksek lakkaz aktivitesi belirlendi. iz elementi
icermeyen ve 5gL glukoz konsantrasyonu igeren besi yerinde en yiiksek lakkaz aktivitesinin 0,06UmL™"
oldugu tespit edildi. Buna karsilik iz elementi iceren ve glukoz konsantrasyonu 10 gL' olan besi yerinde en
yiiksek lakkaz aktivitesi 0,25UmL" olarak belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Beyaz ciiriik¢iil mantarlar, lakkaz aktivitesi.
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1. GiRiS

Beyaz ciiriik¢iil mantarlar, agaglarda beyaz ¢iiriimeye neden olarak seliiloz, hemiseliiloz ve lignin
gibi odunsu dokulardaki bityiik molekiilleri besin kaynagi olarak kullanarak farkli diizeylerde
mineralize ve depolimerize ederek indirgeyen, basidiomycetes sinifina ait heterojen bir gruptur.
Beyaz ¢iiriikgiiller lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz gibi ekstraseliiler ligninolitik
enzimleri kullanarak agaci degrade eden ve zehirli kimyasallar1 biyodegrade eden tek
organizmadir. Bu tiir mantarlara 6rnek olarak Agaricus bisporus, C. Subvermispora, Genoderma
applanatum, Heterobasidion annosum, Phellinus nigrolimitatus, P. Eryngii, Phlebia radiata,
Phanerochaete crysosporium, Stroharia rugosoannulata ve Trametes versicolor verilebilir.
Lignin parcalayan mantarlardan Phanerochaete crysosporium ve Trametes versicolor en ¢ok
calisilmis beyaz ciiriik¢iil mantarlardir. Ozellikle Trametes versicolor énemli miktarda lakkaz
salgilayan 6nemli beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar arasinda yer almaktadir.

Lakkaz (E.C.1.10.3.2. p-difenol oksidaz), ilk olarak 1880'li yillarda Lacquer agacinda
kesfedilen) fenolik substratlar, aromatik aminler ve diger bilesiklerin biiyiik miktarlarinin
oksidasyonunu katalizleyen multimerik ve monomerik bakir iceren oksido-rediiktaz sinifina ait
enzimdir. Mavi bakir oksidaz olarak da bilinen lakkazlarda oksidasyon molekiiler oksijenin suya
indirgemesi ile baglantilidir. Orto-, para-, difenol, hidroksil ve amin gruplar iceren aromatik
bilesikler lakkazlar tarafindan okside edilirler. Ligninin fenolik olmayan kisimlarimin katalizinde
ise lakkazin oksidasyon potansiyelini arttiran ve lakkaz enziminin endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilir 6zelligini arttiran 2,2'azinobis-bis-(3-ethylbenzthiazolinesulphonate (ABTS) ve 1-
hydroxybenzotriazole ( HBT) kiiciik sentetik mediatdr molekiiller kullanilir.

Lakkazlar endiistride bircok uygulama alanina sahiptir. Genellikle dekolorizasyon ve
detoksifikasyon ozelliklerinden dolayr sarap endiistrisinde, fenolik bilesiklerin uzaklagtirilmast,
camasir tozu ve deterjan endiistrisinde, tekstilde boyarmaddelerin transferi islemlerinde kullanilir.
Kagit endiistrisi ve enzimatik doniisiimlerde de, dnemli bir uygulama alani bulmustur [2-5].

Bu calismada Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa yerleskesinde agac gévdesinde ya
da toprakta toplanan lakkaz enzimini sekonder metabolit olarak {ireten beyaz g¢iiriikgiil
mantarlardan lakkaz enziminin aktivitesinin arastirilmasi amaclandi. Dogadan toplanan
mantarlarin {ireme kosullar1 optimize edildi. Mantarlarin optimize edilmis saf kiiltiirlerinden
alinan ornekler ile lakkaz aktivitesinin tayin etmek i¢in glukoz konsantrasyonlari farkli, iz
elementi iceren ve iz elementi igermeyen sivi besi yeri ortamlarinda lakkaz enziminin aktivitesi
belirlendi.

2. MATERYAL VE METOT

Sartorius marka CERTOMAT IS model ¢alkalamali inkiibator inkiibasyon isleminde,
Spektroskopik analizler i¢in Philips marka PU 8740 UV/VIS. Spektrofotometre, CERTOCLAV
Tisoh-autoclav CV-EL 18L model ile sterilizasyon islemleri, ¢ozeltilerin pH ayari Sartorius
marka PB-11 model pH metre ile yapildi. Kati besiyeri, sivi besiyeri, tampon ¢dzeltisi ve
reaksiyon ortaminin hazirlanmasinda analitik saflikta kimyasal maddeler kullanildi.

2.1. Mikroorganizmalar

Calismamzda Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa yerleskesinde agac gdvdesinden ve
topraktan toplanan 6 adet mantar tiirii kullanildi. Mantarlar Al, A2, A3, A4, AS, A6 olarak
adlandirildi. Mantarlarin ¢ekilen resimler ile makro goriintiileri ve trinokiiler laboratuvar
mikroskobu kullanilarak (SOIF marka BA2303i model ) elde edilen mikro goriintiilerinden
mantarlarin familyasi tespit edilmeye c¢alisildi. Mantarlarin dogal ortamlarinda g¢ekilen makro
goriintiileri ve mikroskobik goriintiileri Sekil 1.1” de goriildiigi gibidir.

62



Studies on Production of Laccase Enzyme by White Rot ... Sigma 32, 61-70, 2014

A1l (Polyporus sp.)
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A4 (Polyporus sp.)

A6 (Mycena sp.)

Sekil 1. 1 A1, A2, A3, A4, AS ve A6 olarak adlandirilan mantar tiirlerinin makroskopik
ve mikroskopik goriintiileri

2.2. Kat1 Besiyeri Hazirlanmasi

Beyaz ciiriik¢iil mantarlarin kiiltlir devamlilig1 i¢in Patates dekstroz agari( PDA) ve Malt ekstrakt-
agar ( MEA ) kat1 besiyerleri kullanildi. % 3,9 patatos dekstroz agar ve % 3 malt ekstrakt - %2
agar agar kullanilarak PDA ve MEA kati besiyerleri hazirlandi [12]. 120°C’de 1,2 atm basing
altinda 20 dakika sterilizasyon isleminden gegtikten sonra steril kabinde petrilere dokiildii. Ekim
yapilan petriler 27°C'de etiivde inkiibasyona birakildi. Genelde funguslar optimum lakkaz tiretimi
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icin 25°C ve 30°C arasindaki sicakliklarda yetistirilirler [2,11]. inkiibasyon siiresi bes ile yedi
giin arasinda yapildi. Uygun sekilde iireme saglanan petriler +4°C'de saklandi. Stok kiiltiirler
ayda bir olmak tizere kat1 besiyerine transfer edilerek devamlilik saglandi.

2.2.1. Mantarlardan Ornek Alinmasi

Dogadan toplanan mantarlar {i¢ farkli sekilde depolandi. Her bir mantardan bir béliimii oda
sicakhiginda, bir bolimii +4°C'de, bir béliimii ise -18°C'de bir siire saklandi. Birkag giin sonra
farkli ortamlarda saklanan mantarlardan alinan drnekler patates dekstroz agar PDA ve malt MEA
besiyerlerine ekildi. Farkli ortamda bekleyen her mantarin sap, sapka, i¢ ve dis olmak iizere dort
degisik bolgesinden 6rnekler alindi. PDA ve MEA besiyerlerine ekim yapildi.

2.3. S1v1 Besi yerinin Hazirlanmasi

Beyaz ciiriik¢iil mantarlarin inkiibasyonunda iki farkl1 siv1 besi yeri kullanildi. Iki besi yerinde de
glukoz ve maya ekstrakti ortak kullanildi. Glukoz konsantrasyonunun diisiik oldugu besi yeri I’de
karbon kaynagi olarak malt ekstrakti da bulunmaktadir. Besi yeri I’de glukoz konsantrasyonu
5gL""dir. Besi yeri II’de glukoz konsantrasyonu 10gL™"dir ve iz elementi igerir. iz elementi
cbzeltisi iceren besi yerinin pH's1 0,1 M sodyum-asetat tamponu ile 5,5 'a ayarlandi. iki farkh besi
yeri iki farkli grup mantarin inkiibasyonunda kullanildi. Besi yeri icerikleri Cizelge 2.1 ve Cizelge
2.2 'de goriilmektedir. Hazirlanan besi yerleri 120° C'de 1,2 atm basing altinda 20 dakika siire ile
sterilize edildi [6,7].

Cizelge 2.1. Besiyeri I’in icerigi

Besiyeri 1

Madde Miktar
Maya Ekstrakt 5gL7!
Malt Ekstrakt1 10 gL'
Glukoz 5gL"

Cizelge 2.2. Besiyeri [I'nin igerigi

Besiyeri 2
Madde Miktar
Maya Ekstrakt1 10 gL'
Glukoz 10 gL'
MgSO, x 7H,0 1gL"
KH,PO, 2oL
FeSO, x 7TH,0 0,01gL™
CaClx 7H,0 0,1 gL

2.3.1. Siv1 Besi yerlerine Mantar Ekiminin Yapilmasi

Calismada kullanilan beyaz ciiriik¢iil mantarlarmn etiivde 7 giin siire ile bekletilen petrilerdeki saf
kiiltiirlerinden, siv1 besi yerlerine ekim yapildi. Aktif olarak bilyiiyen kiiltiirlerin bulundugu petri
kaplarindan misel siispansiyonu 1x1 cm olacak sekilde 2 adet /100 mL’ ye ekim yapildi. 500 mL’
lik erlenlerde bulunan 100 mL'lik stv1 besi yerleri 30°C sabit sicaklikta 135 rpm'de inkiibe edildi.
Kiiltiir ekimi yapilan siv1 besi yerleri 30°Cde 8 giin boyunca inkiibe edildi. Her iki giinde bir
alian Orneklerin enzim aktivite degerlerine bakildi [1] .
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2.4. Mantarlarda Lakkaz Aktivitesinin Tayini

Lakkaz enziminin aktivite tayini Bourbannis ve Paice tarafindan belirlenen prosediire gore
yapildi. Nonfenolik bir boya olan 2,2'azinobis-bis-(3-ethylbenzthiazolinesulphonate); (ABTS),
lakkaz tarafindan oldukga stabil ve tercih edilen bir hal olan katyon radikaline oksitlenir. Katyon
radikalin oksitlenmesiyle olusan mavi yesil renk enzim aktivitesiyle dogru orantilidir. Goriiniir
bolgedeki bu renk yogunlugu 415 ila 420 nm arasinda spektrofotometrede okunur. Lakkaz
aktivitesinin belirlenmesinde ABTS substrat olarak kullanildi ve bunun oksidasyonu sonucu
olusan renk UV spektrofotometrede dlciildi. Lakkaz aktivitesi l¢iimiinde ABTS konsantrasyonu
0,4 mM olacak sekilde 0,1 M sodyum asetat tamponu ile ¢oziilerek hazirlandi. 580 uL ABTS
¢ozeltisi, 20 pL siipernatant topalm 600 pL reaksiyon karigimi elde edildi. Reaksiyon karigimi
40°C'de 45 dakika olmak iizere inkiibasyonu saglandi. Ve bu siire sonunda olugan mavi rengin
absorbans1 420 nm 'de dlgiilerek aktivite tayin edildi [8, 9].
Lakkaz enziminin aktivitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanilds;

A%
U/mL =2 )
vk dFAA*

U/mL = 2(0,6 / 0,02X36 xIxAA Xt)

V: toplam reaksiyon hacmi (ml)

v: enzim hacmi (ml)

&: ekstinksiyon katsayis1 (ABTS i¢in 420 nm'de 36 mM™' cm™)
d: 151 yolu (cm)

A: absorbans degisimi

t: siire (dakika)

3.SONUCLAR
3.1. Mantarlarin Ornek Bolgelerinden Uremelerin izlenmesi

Mantarlarin farkli bolgelerinden alman ornekler PDA ve MEA kati besi yerlerine ekildi. Farkli
bolgelerden ekim yapilmasinin amaci mantarin saf kiiltiiriiniin hangi bolgeden alinan 6rnekle daha
az kontaminasyon ile ve daha aktif olarak elde edildigini belirleyebilmektir. Mantarlar dogadan
toplandiktan sonra ornekler, steril eldivenlerle ve alevde steril edilen aletlerle elde edildi [14].
Cizelge 3,1' de gosterildigi gibi her bir mantarin i¢, dis, sapka {istii ve sapka alt1 olmak {iizere 4
farkl1 bolgesinden ornekler alindi. Mantarin sekline gére farkli bolgelerinden alinan 6rneklerden
elde edilen liremenin degistigi goriildii. Mantar Ornekleri alev etrafinda steril bir ortamda
boliinerek i¢, sapka altt ve sapka Tlistii bolgelerinden alindigi i¢in sonradan olusabilecek
kontaminasyon riski de oldukga azaltildi.

Al, A4 gibi agacta canak seklinde biiyliyen mantarlarda i¢, sapka alti ve sapka istii
kisimlarindan aliman 6rneklerden verimli iireme elde edildi. Mantarin dis yiizeyinden alinan
orneklerden yapilan ekimlerde ¢ok fazla kontaminasyon oldugu gozlemlendi ve saf kiiltiiriin izole
edilmesi miimkiin olmadi. Mantarin dis yiizeyinin ¢evre ile ¢ok fazla temas halinde olmasi onu
kontaminasyona acik hale getirmektedir ve bu yiizden de petride farkli organizmalarin {iredigi
belirlendi. Mantarlarin  i¢ bolgeleri ¢evre ile temas etmediginden dolayr yabanci
mikroorganizmalardan korundugu diisliniildii. A2 ve A3 gibi agacin kovugundan alinan
mantarlarda sadece mantarin iginden aliman Ornekte lireme goriildii. Bu mantarlarin bir ¢canak
veya sapka gibi ¢ikintilarinin ¢ok az olmasindan dolay1 bu bolgelerden uygun 6rnekler alinamadi.
Cimlerden toplanan A6 mantarmnin da i¢ kisminda ve sapka altinda bulunan lamellerden alinan
orneklerde az kontaminasyonlu ve aktif iireme gozlendi.
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Cizelge 3.1. Mantardan alian 6rnek bolgelerinden elde edilen iiremeler

ic Dis Sapka Altx Sapka Ustii
Al + - T +
A2 m - - -
A3 n - - -
A4 + - + +
AS + - + -
A6 + - + -

3.2. Mantarlarin Saklanma Kosullarina gore Uremelerin izlenmesi

Mantarlar dogadan toplandig1 i¢in yiiksek kontaminasyon riski mevcuttur. Bu yiizden mantarin
iizerinde var olan farkli organizmalarin yarattig1 riski azaltabilmek icin mantarlar +4°C, -18°C ve
oda sicakliginda saklandi. Saklama kosullarina gore tiremenin izlendigi sonuglar cizelge 3.2' de
verildigi gibidir. Sonuglara gore taze olarak ekilen mantarlarin daha verimli iiredigi gézlemlendi.
+4°C'de ve -18°C’de saklandiktan sonra ekilen orneklerin ya hig iiremedigi ya da
kontaminasyona maruz kaldig: belirlendi.

Cizelge 3.2. Mantarlardan alinan 6rneklerden saklama kosullarina gore elde edilen liremeler

Taze +4°C -18°C
Al + - +
A2 - + -
A3 + + -
A4 + - +
AS + - -
A6 + - +

3.3. Mantarlarin Farkh Kati Besi yerlerinde Uremelerinin izlenmesi

Toplanan beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar 6rnekleri iki farkli kati besi yerine ekilerek hangisinde daha
aktif tiredigi tespit edildi. Cizelge 3,3’de goriildiigii gibi hemen tiim mantarlarin PDA kat1 besi
yerinde verimli olarak iiremesi izlendi. MEA ' I1 kat1 besi yerinde iireme yok denecek kadar azdir.
Uremelerin biiyiik bir kismmin da kontaminasyona maruz kaldig1 gériildii.

Cizelge 3.3. Mantarlardan alian 6rneklerden kati besiyerlerinde elde edilen iiremeleri

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

|+ |+ ]|+

3.4. Farkh Besi yerlerinde Lakkaz Uretimi

iz elementler, mikroorganizmalarin gelisme ve lireme evrelerinde oldukca énemli bir etkiye sahip
oldugundan besi yerinde bulunmalar1 mantar biiyiimesi ve enzim iiretmesi i¢in gereklidir [1]. Bu
durumu gézlemlemek igin glukoz konsantrasyonu farkli, iz elementler igeren ve igermeyen iki
farkli besi yeri hazirlanip enzim {iretimine etkisi karsilastirlmistir. iz elementler icermeyen ve
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glukoz konsantrasyonu 5gL™ olan besi yeri I'e ii¢ farkli mantar (A1, A2, A3) ekildi ve 8 giin
inkiibe edildi. Sekil 3,1 'de goriildiigii gibi A1 mantarinda en yiiksek enzim iiretimi inkiibasyonun
4. giinde 0,06 UmL'olarak belirlendi. A2 ve A3 mantarlarinda ise inkiibasyonun 4. giiniinde
lakkaz aktivitesi herikisi icin 0,05 U mL™" olarak bulundu. Diger giinlerde ise lakkaz aktivitesi
diistiigii goriildii. Iz element igeren ve glukoz konsantrasyonu 10gL™" olan besi yeri II' ye ti¢ adet
mantar ekildi (A4, AS ve A6). Sekilde 3,2’de goriildiigli gibi her ii¢ mantarda da lakkaz aktivitesi
besi yeri I 'deki lakkaz aktivitesine oranla daha yiiksektir. Glukoz degerinin artmasi ve iz
elementlerin varlig1 ile mantarlarda lakkaz enziminin aktivitesinin arttigi gérildii. A4 mantari
diger mantar 6rneklerine oranla en yiiksek lakkaz aktivitesi gosterdigi tespit edildi. A4 mantarinda
lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 4. giiniinde 0,25 UmL"' en yiiksek seviyeye ulasti. A4 mantarinda
inkiibasyonun 8. giiniinde dahi 0,06 UmL™" lakkaz aktivitesi belirlendi. A5 ve A6 mantarlari igin
en yiiksek lakkaz aktivite inkiibasyonun 2. giiniinde sirasiyla 0,12UmL™" ve 0,07 UmL" olarak
tespit edildi.

o
w
)

Al
mA2
mA3

o

N

(9}
1

’

Laccase activity(UmL™1)
o
o = e
= w N
1 1 1

o

o

w
I

o

-
2 4 6 8
Inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 3.1. Besi yeri I ortaminda beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarinin lakkaz aktivitesinin
inkiibasyon siiresi ile degisim grafigi

0,3 -

- A4
= 0,25 -

g A5
S 02 HA6
3

20,15 -

2

Z 01 -

[+

S

£ 0,05 -

-

3 0-

2 4 6 8

Inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 3.2. Besi yeri Il ortaminda beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarinin lakkaz aktivitesinin
inkiibasyon siiresi ile degisim grafigi
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4. TARTISMA

Bu caligmada Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa kampiisiinde aga¢ gévdesinden ve topraktan
toplanan beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarin optimize edilen saf kiiltiirlerinden alinan 6rneklerin, glukoz
konsantrsyonlar1 birbirinden farkli, iz elementi igeren (besi yeri II) ve icermeyen (besi yeri I)
besiyeri ortamlarinda lakkaz {iretimi incelendi.

Beyaz ciiriik¢iil mantarlarin iz elementi ve glukoz igeren ortamda enzim iiretimlerinin
etkin bir sekilde artt1ig1 bilinmektedir [7,10]. iz elementlerinin varliginin enzim iiretimi {izerinde
glukozdan daha 6nemli bir etkiye sahip oldugu da belirlenmistir. Buna karsilik glukoz ve iz
elementlerin konsantrasyonunun artmasi ile birlikte enzim iiretimini inhibe etme &zellikleri de
vardir [10]. Bu nedenle Davutpsa kampiisiinde dogal ortamlarindan toplanan beyaz ¢iiriik¢iil
mantarlarin iz elementi igeren ve iz elementi igermeyen besi yeri ortamlarinda lakkaz iiretimi
incelendiginde, sadece glukoz (5gL™') igeren besi yeri 1 ortaminda en yiiksek lakkaz aktivitesi
inkiibasyonun 4. giiniinde 0,06U ml"' olarak bulundu. A2 ve A3 mantarlarinda ise inkiibasyonun
4. giiniinde lakkaz aktivitesi herikisi igin 0,05 U mL™"' olarak belirlendi. Buna karsihk glukoz (10
gL") ve iz eclementi iceren besi yeri 2 ortaminda ise A4 mantarinda lakkaz aktivitesi
inkiibasyonun 4. giiniinde 0,25 UmL™ olarak hesaplandi. A5 ve A6 mantarlar icin en yiiksek
lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 2. giiniinde sirasiyla 0,12UmL" ve 0,07 UmL™" olarak tespit
edildi.

Diisiik konsantrasyonda glukoz iceren besiyerinde lakkaz aktivitesi her ii¢ mantar i¢in
benzer sekilde diisiik bulunmustur. Daha yiiksek glukoz konsantrasyonu ve iz elementi igeren
besiyeri ortaminda lakkaz aktivitesi her ii¢ mantar igin belirgin bir sekilde artmustir. Glukoz
miktarmin artmasi ve iz elementi ilavesi mantarlarda lakkaz aktivitesini arttirmigtir.

Sonug olarak, Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa kampiisiinden toplanan 6 adet
beyaz ciirlik¢iil mantarlarda lakkaz aktivitesi bulunmustur. Mantarlarin biiyiime sartlart daha da
iyilestirilerek endiistride ozellikle tekstil, deterjan, kagit ve sarap endiistrisinde genis uygulama
alani bulunan lakkaz enziminin {iretimi arttirilabilir.
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