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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Lakkaz enziminin endiistriyel ve biyoteknoloji alaninda kullanim

Begiim DEMIRALP', ilker BUYUK?,

Siimer ARAS?,
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OZET

Cevre kirliligi kentsel yasamin baslamasiyla birlikte
ortaya ¢ikrms ve endustriyel gelismeler sonucu artis
gostermistir. Hizla artan enduistriyel faaliyetler ve
bunun sonucu olarak fabrikalarin cevreye birakmis
oldugu atiklar ile toksik kimyasal salinimi insan sagligim
olumsuz etkilenmektedir. Lakkaz enzimi oldukca genis
bir cesitlilikteki substratlar oksitleyebilme 6zelliginden
dolay1 son zamanlarda bu enzimlerin farkli endistriyel
alanlarda kullamlmalarina yol agmistir. Lakkaz enzimi,
gidalarin veya mesrubatlarin gorinim renklerinin
artinlmasi, kagit ve kagit hamurundaki ligninin
ayristirilmas1 ve kagit hamurundan uzaklastirilmasi,
tekstil endistrisinde boyar madde olarak kullanimi,
tekstil driinlerinin agartilmasi, kot yikama, cesitli
kaynatma islemleri, tekstil atik sularinin biyolojik
parcalanmast ve renksizlestirilmesinde kullanimi,
biyoremidasyon ve kozmetik gibi farkli endistriyel
ve biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizor olarak
kullanilmaktadir. Lakkaz enzimleri basta fungus
turleri olmak Uzere cesitli organizmalardan elde
edilmektedir. Guniimiiz kosullarinda lakkaz enzimi
endustriyel alanlarda kullanim igin ucuz ve kolay
elde edilememektedir. Ozellikle endiistriyel alanlarda
kirlenmis bolgelerin biyogiderimi icin fazla miktarlarda
lakkaz enzimi Uretimi gerekmektedir. Lakkaz Ureten
en etkili kaynagi bulmak icin en uygun fungal tirini
secmek, yeniden Uretilebilir ve pahal
izolasyon yontemlerini bulmak ya da enzim lretim
kosullarin1 optimize etmek gerekmektedir.

Lakkaz, Lakkaz

olmayan

Anahtar
Biyoteknolojik uygulamalar

Kelimeler: gen,

ABSTRACT

Environmental pollution had emerged by the
beginning of urban life and increased parallel to the
industrial development. Rapidly increasing industrial
activities, dumping of the wastes to the environment
by the factories and releasing of the toxic chemicals
have adverse impact on human health. Due to
their ability to oxidise a wide range of substrates,
which makes laccases very useful biocatalysts
for their application to different industrial and
biotechnological areas in recent years. Laccase
enzyme is used in enhancing appearance color of
the foods and drinks, in seperating lignin from paper
and paper pulp and removing lignin from paper
pulp, in textile industry as a colourant, bleaching
of textile products, denim washing, various boiling
processes, biological degradation and discoloration
of textile waste waters, in different industries such
as bioremediation and cosmetic industries and in
biotechnology applications as biocatalyst. Laccase
enzymes are obtained mainly from fungi and various
types of organisms. In today’s conditions laccase
enzyme are not obtained cheaply and easily for use
in the industrial field. Surplus amount of laccase
enzyme production is required for the bioremoval
of the contaminated zones especially in industrial
areas. To find the most effective laccase-producing
source, it is required to choose the most appropriate
fungal type, to find out the regenerative and
inexpensive isolation methods or to optimize the
enzyme production conditions.
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GIiRiS

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar
katalizleyen  protein  yapisinda  molekullerdir.
Hicrelerde cok onemli metabolik gorevleri olan
enzimler cesitli amaclarla kullanilmak uzere giinluk
ve ekonomik hayata girmistir (1). Enzimlerle katalize
edilen ve tepkimeye katilan kimyasal molekiillere
substrat adi verilir. Bir enzim sadece kendi aktif
bolgesinin uc boyutlu yapisina uygun substrat ile
tepkimeye girebilir. Bu ylzden her enzim sadece
belirli tip substrata etki eder (2).

oldukca onemli metabolik gorevleri olan enzimler

Hicrelerde

biyokimyasal reaksiyonlarn katalize eden protein
yapisinda molekillerdir. Mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere
gore katalitik aktivitelerinin cok yiliksek olmasi,
istenmeyen yan urun olusturmamalar, daha stabil
ve ucuz olmalan, fazla miktarda elde edilmeleri
endistrinin  hemen her alaninda kullanilmasini
saglamaktadir (1).

enzim Uretme yeteneklerine gore degil, toksik ve

Bu mikroorganizmalar yalnizca

patojen olmamalarina gore de secilmisledir. Bugiin
endustride mikrobiyal kokenli enzimlerin kullanimi
artmistir (3).

Enzim biyoteknolojisi;

Mikrobiyal
gelistirilmesi vb.),

islem (Uretici suslarin secimi,
- Enzimlerin fermentasyon yoluyla uretimi (blyuk
Olcekte uretimi icin yapilan besiyeri, ortam kosullar

vb. diizeylerdeki optimizasyonlar),
- Katalitik etkinligin arttinlmasi icin enzimlerin

ic  boyutlu (protein
miihendisligi),

yapilarinin  degistirilmesi

- izolasyon,

- Immobilizasyon (enzimlerin céziinmeyen destek

materyaller yardimiyla suda c¢oziinmeyen hale
getirilmesi) calismalarim kapsar.
Enzim biyoteknolojisi; cevre kirliligi

gideriminde, Avrupa Birliliginin yeni entegre kirlilik
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onleme ve kontrol direktifi kapsaminda tekstil
biyoteknolojisinde, biyo-agartma, biyo-yikama veya
taslanmis yikama ve sentetik elyaf Uretimi sirasinda
kullamlir. Enzim biyoteknolojisinden en iyi sekilde
yararlanmak icin multi enzim kompleksi veya enzim
(protein)

biyokatalistler, diger proseslerin kullanilmas1 son

immobilizasyonu yapilmasi, enzimatik
yillarda daha yaygin yer edinmektedir. Fakat enzim
miktarinin veya aktivitesinin yiiksek olmasi yeterli
degildir. Endistriyel alanda kullanilan enzimlerde bir
takim ozellikler aranmaktadir. Enzim; uzun omirld
ve dayanikli olmali, aktivite gosterecegi ortam hiicre
ici sartlarindan farkli sartlar olsa da verilen substrati
kullanabilmeli, endistriyel ortamda (ekstrem
kosullarda) da bozunmadan is gorebilmelidir. Bu
taleplere bakilarak enzimlerin ihtiyac1 karsilayacak

sekilde dizenlenmesini gerektirir (4).

Bu ozellikler:

« Kinetik sabitler

o Optimum pH ve sicaklik

« Enzimin susuz cozliculere karsi stabilitesi

« Substrat ve reaksiyon spesifikligi

o Kofaktor gereksinimi

« Molekiiler agirligi ve alt birim yapis

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, uriinlerin
kullanim alanlarinin cesitliligi ve ekonomik degerinin
cok yiksek olmast nedeniyle biyoteknolojinin
endustriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilan cesitli

arastirmalar daha da onem kazanmaktadir (5).

Lakkaz enzimi

Coklu bakir iceren lakkaz (benzenediol: oksijen
oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) enzimleri, hem fenolik
hem de fenolik-olmayan ligninle iliskili bilesikleri
okside edebildigi gibi biyolojik yikima direncli olan
cevre kirleticilerini de oksitleyebilmektedirler. Buna
ek olarak, elektron alicis1 olarak molekiler oksijeni
kullanmalan ve toksisitesi olan hidrojen peroksite
ihtiyac duymamalarindan dolay1, lakkaz enzimleri



son zamanlarda oldukca ilgi ¢ceken bir arastirma alam
olusturmaktadir (6).

Lakkaz enzimi multimerik kompleksler olusturacak
sekilde oligomerize olan izoenzimlerden meydana
gelmektedirler.
ise 50-110 kDa arasinda degismektedir.

Monomerlerin molekiler kutleleri
Lakkaz
enzimlerinin o6nemli bir ozelligi ise protein kisma
kovalent olarak baglanmis olan ve proteinin toplam
%10-45"ini karbonhidrat
kisminin da bulunmasidir. Karbonhidrat kisim enzimin
yuksek kararlilik gostermesine katkida bulunmaktadir
(7).

Lakkaz katalitik
gosterilebilmeleri icin aktif olan her bir lakkaz

kitlesinin olusturan bir

enzimlerinin aktivitelerini
proteini icin en az dort bakir atomu gerekmektedir.
Bakir baglama bolgeleri oldukca korunmus ozellikte
olan lakkaz proteinlerinin her birinde bulunan bu

bakir iyonlarinin 151k absorbanslari ve elektron
paramanyetik davramislann farklidi. Bu nedenle,
lakkaz ~ enzimlerinde  bulunan  bakir iyonlan

spektroskopik ozelliklerine bagli olarak li¢ ana sinifta
gruplandinlirlar (8). Lakkaz proteinlerinde bulunan
bakir iyonlarindan birisi Tip1 veya “mavi bolge”
olarak adlandirilan bdlgeye bagli iken, Tip2 ve Tip3
olarak adlandirilan bolgelerin olusturdugu triniklear
kiimeye bagli olarak

bulunmaktadir (8).

ise Ucbakir iyonu daha

Tip1: paramanyetik “mavi” bakir (Cu1), absorbans
610 nm (okside formda iken), redoks potansiyeli

+785 mV. Tip1
molekullerinin tipik mavi renginden sorumludur. Bu

bakir, coklu-bakir iceren protein

mavi renkbakir-sistein kovalent baginin neden oldugu
yogun elektronik absorpsiyonun bir sonucudur (4).
Yiksek redoks potansiyeli (+785 mV) nedeniyle Tip1
bakir, substrat oksidasyonunun
bolgedir. Tip2 bakir
absorpsiyon gostermez.

Tip2:
(Cu4).
bakir,
konumlanmaktadir (8).

gerceklestirildigi
ise gorunur spektrumda
bakir
ise Tip2

paramanyetik  “mavi-olmayan”
Coklu-bakir iceren oksidazlarda

biniklear olan Tip3 bakira yakin olarak

Tip3 bakir merkezi ise 330 nm’de (okside formda
iken) bir elektron adsorpsiyonu gosterir.

Tip2 ve Tip3 bakir merkezleri ise bir biitiin olarak
degerlendirilebilir ve bu nedenle de genellikle
“trinlklear kume” olarak adlandintirlar. Trintklear
kiime ise molekiiler oksijenin indirgendigi ve suyun
serbest birakildigi yerdir (5). Lakkaz enzimleri diisik
substrat ozgullukler ile karakterize olmalarindan
dolay1 biyolojik yikima direncliolan cevre kirleticilerini
de oksitleyebilirler (9).
oldugu bu oksidasyon yetenegi bazi endistriyel ve
biyoteknolojik stireclerde bu enzimlere olan talebi de

Lakkaz enzimlerinin sahip

fazlasiyla artirmaktadir.

Lakkaz Enziminin Endiistriyel ve Biyoteknoloji
Alanlarinda Kullanim

Cevre Kkirliligi; kentsel yasamin baslamasiyla
birlikte ortaya c¢ikms ve endistriyel gelismeler
sonucu artis gostermistir. Son yillarda hizla artan
endustriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin karbon
monoksit salinimi, maden yataklar ve isletmeleri,
volkanik olaylar, tarimda kullanilan suni giibre ve
ilaclar ile kentsel atiklar nedeniyle, agir metallerin
asin birikimi ginumuzin en 6nemli sorunlarindan biri
haline gelmistir. Bu olusumlar sonucu insan sagligi
olumsuz etkilenmektedir. Atik sularda cesitli tiirlerde
ve istenmeyen miktarda bulunan boyar maddeler ise
renk kirliligine neden olan, sudaki yasami olumsuz
yonde etkileyen kimyasallardir (9). Lakkaz enzimleri,
cesitli substitiye fenolik bilesikleri, aromatik aminleri
ve hatta baz1 inorganik bilesikleri dahi elektron
akseptori olarak molekiiler oksijeni kullanarak
oksitleyebilmektedirler. Lakkaz enzimlerinin oldukca
genis bir cesitlilikteki substratlar Uzerinde aktivite
gosterebilme yetenegi, son zamanlarda bu enzimlerin
tekstil boyalarinin renk giderimleri, kagit hamurunun
biyolojik olarak agartilmasi ve biyoremidasyon gibi
farkli

olarak kullanilmalarina yol agmistir. Lakkaz enzimleri

biyoteknolojik uygulamalarda biyokatalizor

organizmalarin  patojenitesinde, immiunitesinde,

morfogenezinde ve pigmentasyonunda rol aldiklar gibi
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lignin ve humik asit gibi kompleks organik maddelerin
metabolize edilmesinde de rol almaktadirlar (10).

Son zamanlara kadar lakkaz enzimlerinin izole
edildigi ve tammlandig1 organizmalarin biyiik bir
cogunlugunu funguslar ve bitkiler olusturmustur.
Bunun sonucu olarak da biyoteknolojik uygulamalarda
neredeyse sadece fungal lakkazlar kullamlmistir. Her
ne kadar, son zamanlarda hizli bir sekilde ilerleme
gosteren butuin-genom analizleri, lakkaz enzimlerinin
bakterilerde de yaygin olarak bulunduguna isaret etse
de bakteriyel lakkazlar hakkinda bilinenler heniiz
cok daha azdir (10). Lakkaz enziminin endustriyel
ve biyoteknolojik cogunlugunu
olusturan alanlar asagidaki gibidir.

uygulamalarinin

Gida Endiistrisi

Gidalarin veya mesrubatlarin goriinim renklerinin
artinlmas1 veya modifiye edilmesi amaciyla lakkaz
enzimleri kullanilmaktadir. Meyve sularinda, biralarda
ve saraplarda kararmaya, puslanmaya ve bulanikliga
yol acan istenmeyen fenolik bilesiklerin giderilmesi
amaciyla lakkazlar kullanilmaktadir (11-13). Lakkaz
enzimleri, biyopolimerlerin capraz baglanmasini
saglamasi nedeniyle, hamurun karisma o6zelliklerini

ve hamur urununin yapisal 6zelliklerini iyilestirmek

amaciyla finncilikta da kullanilmaktadirlar
(14, 15).
Selinheimo ve ark. yapmis olduklarn bir

calismada, beyaz ciuriikcul bir fungus olan Trametes
hirsuta tarafindan Uretilen lakkaz enziminin hem
unda hem de gluten hamurda hamur uzamasini
dusiirirken, hamurun maksimum direncini artirdigini
gostermislerdir (16). Flander ve ark. ise yapmis
olduklan bir calismada yine T. hirsuta kaynakl lakkaz
enzimi ile Pentopan Mono BG ksilanaz enzimlerinin tek
tek veya bir kokteyl halinde yulaf, bugday ve yulaf-
bugday karisimindan olusan hamurlarda kullanmislar
ve lakkaz ilave edilen hamurlardan elde edilen taze
ekmeklerin sikiigin1 arttigini, sonug olarak lakkaz ve
ksilanaz enzimlerinden olusan bir kokteylin ise hem
yulaf hem de bugday unundan yapilan ekmeklerin
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teksturleri  acisindan oldugunu

etmislerdir (17).

yararli rapor

Minussi ve ark. ise biyo-iyilestirme, mesrubat
isleme, askorbik asitin tanimlanmasi, seker pancarn
pektin jelatinasyonu, firincilik ve biyosensor olarak
kullanmlmas1 gibi gida endustrisinin farkli alanlarinda
lakkaz potansiyel
tanimlamislardir (13). Buna ragmen, bu arastirmacilar

enzimlerinin uygulamalarim
lakkaz enzimlerinin endistriyel kullanimlarinin daha
da gelistirilmesi icin bu enzimlerin disiik maliyetlerle
retilmesini ve tutuklanmasini saglayan tekniklerin
daha fazla arastirilmasi gerektigini ifade etmislerdir
(13).

Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisi

Kagidin endustriyel Uretimi, kagit hamurundaki

ligninin kagit hamurundan
uzaklastinlmasim (delignifikasyon) gerektirmektedir.

Kagidin geleneksel tekniklerle Uretildigi ve kirlilige

ayristirilmasin1 ~ ve

yol acan klorin temelli beyazlatma islemleri ise cesitli
cevresel sorunlara yol agcmakta ve bu da yeni cozum
arayisina yol acmaktadir (18).

Delignifikasyonun oksijen ile saglandigi siirecler
Fakat
odunsu kagit hamurlarinin ligninolitik enzimlerle 6n

ise endustriyel olarak kullanilmaktadir (19).

muamelesi ile yapilan delignifikasyon islemi, hem
daha 1imli islem kosullar gerektirmesi hem de daha
cevre dostu olmasinin yaninda kagidin ana yapisi olan
seliilozun biitiinliigiinii de korumaktadir (18).

Alternatif sistemlerinin

gelistirilmesi amaciyla gerceklestirilen arastirmalarin

biyo-beyazlatma

cogunlugu ise lignin-degredasyonunu gerceklestiren
funguslardan elde edilen lignin peroksidaz (LiP),

mangan bagimli  peroksidaz  (MnP), cok-yonlii
peroksidaz (VP; LiP, MnP ve fenolik bilesikleri
oksitleyen bitkisel/mikrobiyal peroksidazlarin

katalitik ozelliklerine sahiptir) ve lakkazlar uzerinde
yogunlasmistir. Yapilan yogun arastirmalara ragmen,
modern kimyasal beyazlatma tekniklerinin sundugu
sunabilen

delignifikasyon/beyazlatma yetenegini

yalmzca birkac enzimatik muamele belirlenebilmistir.



Bu genellemenin birkac istisnasindan birisini ise kraft
hamuru icin gelistirilmis olan ve patenti alinmis olan
Lakkaz modifiye edilmis sistemi (LMS) delignifikasyon
teknolojisi olusturmaktadir (20).

LMS delignifikasyon teknolojisi oldukca secici
olup, kagit hamurundan cok az karbonhidrat kaybina
veya hasara yol acmaktadir (21). Lakkazlarin da dahil
oldugu fenoloksidazlar diisiik redoks potansiyellerine
sahip olduklarindan, lignin polimeri icerisindeki
sadece fenolik birimlerin oksidasyonlarini dogrudan
gerceklestirebilmektedirler.

orani ise lignin polimerinin tamaminin ancak %10

Fenolik birimlerin
kadarini olusturmaktadir. Bu nedenle, fungal kaynakli
lakkaz enzimlerinin biyoteknolojik uygulamalarda,
lakkazin oksidasyon potansiyelini artirmak amaciyla
fizyolojik-olmayan redoks aracilar kullanilmaktadir.
Ayrica, sterik engelleme nedeniyle lakkaz, dogrudan
dogruya lignin polimeri ile temas edemeyebilir.
Bunun yerine, kagit hamurunun beyazlatilmasinda
lakkaz enzimleri ile birlikte kullanilan 2,2’-azino-bis
(ABTS) gibi
redoks-aracilar ise lakkaz tarafindan oksitlenerek
reaktif radikallere donusturulurler (22, 23).

3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonik asit

Kagit ve kagit hamurunun beyazlatilmasinda
biyolojik sistemlerin kullanilmasi kagit fabrikalarinda,
kagit hamurunun beyazlatilmast amaciyla klorin
kullamimim ortadan kaldirmaktadir. Bunun sonucu
olarak da bu fabrikalarin atiklar1 araciigi ile
cevreye verilen ve toksik olan klorinli bilesikler
lakkaz

enzimleri ¢cok daha kolay temin edilebildigi gibi

elimine edilmektedirler. Buna ilaveten,
hem LiP hem de MnP enzimlerine gore daha
kolay kullanilabilmektedir. Ayrica lakkaz enzimleri,
oksidatif olarak aktivite gosterdiklerinden ve aromatik
bilesiklerin oksidasyonlarim cok daha az ozgullukte
sagladiklarindan dolayr da c¢ok fazla cesitlilikteki
bilesiklerin parcalanmasinda kullanilabilecek bir

potansiyele sahiptirler (22).

Camarero ve ark. yapmis olduklan calismada
yuksek-kaliteli keten hamurundan, renk olusumundan

sorumlu olan lignin turevlerinin uzaklastirilmas

icin LMS’nin potansiyelini arastirmislardir (24). Bu
arastirmacilar, yuksek fiyatlh bu keten hamurlarinin
uretiminde kullanlan klorin-icerikli beyazlatma
yerine LMS’nin kullamilabilir oldugunu gostermislerdir
(24).

Lignin bilesiklerinde reaktif radikaller olusturma
ayni
olarak modifikasyonunda
da kullamlabilirler (25, 26). Ornegin, sunta gibi

yetenegine sahip olan lakkazlar, zamanda

odun liflerinin maksatl

lignoseliloz  temelli  kompozit  materyallerin

liflerinin  birbirine enzimatik
saglamak amaciyla

uretilmesinde odun
olarak yapismasini lakkazlar
kullamlabilir. Lakkazlar, sunta gibi odunlu kompozit
materyallerin retimi esnasinda odun liflerine bagl
olan ligninin aktive edilmesini saglayarak liflerin
birbirine yapismasin1 saglayacak ve boylece elde
edilen suntalar, iyi bir mekanik ozellik tasirken
ayn1 zamandada toksik olan sentetik yapistiricilan
icermeyeceklerdir (27, 28). Diger bir olasilik ise
lif drunlerinin kimyasal veya fiziksel ozelliklerini
iyilestirmek amaciyla, lignoseluloz liflerinin lakkaz
enzimleri ile fonksiyonlastirilmasidir (25, 29).

Tekstil Endiistrisi

Tekstil endustrisi boyar madde Uretiminin ucte
(30). Tekstil
islenmesini saglayan yas islemler esnasinda bilyiik

ikisini  kullanmaktadir druinlerinin
hacimlerde su ve kimyasal madde tuketilmektedir.
Tekstil sanayiinde kullanilan kimyasal ajanlar ise
kimyasal cesitlilik acisindan oldukca fazla olup
inorganik bilesiklerden polimerlere ve organik

urlinlere kadar degismektedir (31-33).

Tekstil boyalarin
cesitliligi ise 100.000’den fazla olup bu boyalarin
yillik Uiretimi 7 x 10° tonun uzerindedir (34). Kimyasal

sanayiinde kullanilan ticari

yapilari nedeni ile tekstil boyalari 1518a, suya ve farkli
kimyasal oksitleyici ajanlara maruz kaldiklarinda ise
renk solmalarina karsi oldukca direnclidirler (35,
36). Ayrica sentetik orijinleri nedeniyle bu boyalarin
cogunun renk giderimlerini (dekolorizasyon) saglamak
da oldukca zordur. Ustelik farkli kategorilere sahip
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olan tekstil boyalarinin tamamim fiziksel veya

kimyasal yontemler kulanarak parcalamak veya
renk-giderimlerini saglamak da mimkiin degildir.
Bazen bu boyalarin parcalanma Uurunleri cok

daha toksik olabildiginden, tekstil boyasi iceren
atiklarin muamelesinde fiziko-kimyasal yontemler
yerine enzimatik yontemler tercih edilmektedirler
(37).

Ozellikle gelismis iilkeler basta olmak iizere,
son zamanlarda endustriyel atiklardaki boyalarin
giderilmesi konusundaki yasal zorunluluklar her
gecen gun daha zorlayic1 olmaktadir. Baz1 boyalarin
ise benzidin ve diger aromatik bilesikler gibi
bilinen kanserojenlerden elde edilmesi nedeniyle,
bu  konudaki

(38).

kaygilar  giderek  artmaktadir

Boya iceren atik sularin aritilmasinda kullanilan
gecerli metotlarin cogu ise etkili olmadigi gibi
ekonomik de degildirler (39, 40). Tekstil boyalarinin
enzimatik olarak parcalanmasini veya renk giderimini
saglayan yaklasimlar ise genellikle LiP, MnP ve
lakkaz gibi
Lakkaz enzimlerinin LiP ve MnP enzimlerine gore

ligninolitik enzimlere dayanmaktadir.

daha kullanmlabilir olmalar1 ve aromatik bilesiklerin
oksidasyonlarin1 cok daha az ozgiilliikkte saglamalar
nedeniyle, lakkazlar cok fazla cesitlilikteki bilesiklerin
parcalanmasinda kullanilabilecek bir
sahiptirler (40).

potansiyele

Tekstil boyalarini iceren atik sularin muamelesine
ek olarak, lakkaz enzimlerine dayali aritma sistemleri
fabrika
bilesiklerin oksidasyonlarin1 saglayarak bu atiklarin

zeytinyag atiklarindaki  renkli  fenolik
muamelesinde de kullanilmaktadirlar (41, 42). Ayrica
dokiimalarin agartilmasinda ve hatta boyalarin
sentezinde de lakkazin kullanilmasi nedeniyle, lakkaz
enzimlerinin tekstil endustrisinde kullanimi her gecen
glin hizla artmaktadir (43). Aynm1 zamanda lakkaz
enzimleri, redoks-aracilar ile birlikte kullamldiginda
ise indigoboyasinin beyazlatilmasim saglayarak,
kullanmilmis  goriintiisi  veren kotlarin uretiminde

kullanilmaktadir (24, 44).
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Lakkaz Enzimlerinin  Tekstil  Uriinlerinin
Agartilmasinda Kullanimi
Lakkazlar, seliilozik liflerde bulunan vyaglar,

mumlar, pektinler, proteinler ve pigmentler gibi
dogal renklendirici maddelerin uzaklastirnlmasi ve
bu sayede boyama, baski ve bitim gibi islemlere
hazirlanmas1 amaciyla kullanilmaktadir. Tekstillerin
agartilmas1 islemi klasik olarak asidik ve bazik
kosullarda, sicaklik araliginda ve farkl
yikseltgen Yiiksek
beyazlik dereceleri istendiginde ard arda oksidasyon
islemleri uygulanmaktadir. Agartma maddeleri, liflere

genis

maddelerle  yapilmaktadir.

asin miktarlarda verilmekte, bu da ileriki islemlerin
diizglin yapilabilmesini olumsuz yonde etkileyen
zararli atiklara neden olmaktadir. Bu nedenle tekrarli
yikamalar gerekmektedir (44).
yaptiklari calismada kisa sureli lakkaz on isleminin

pamuklu kumaslarin beyazligim

Tzanov ve ark.

gelistirdigini ve
sonraki
peroksitin
azalttigini belirtmislerdir (45).

agartma isleminde kullamlan hidrojen

konsantrasyonunu onemli derecede

Lakkaz Enzimlerinin Kot Yikamada Kullanim

Lakkazlar, kot yikamada taslama isleminde pomza
taslarinin yerine kullanilabilmektedir. Kot yikamada
taslama isleminin esasi, pomza tasi ile istenilen
asindirmanin saglanmasi icin riinlerin yikanmasidir.
Yikamanin ardindan driinler, sodyum hipoklorit ile
kismen agartilmakta, notralize edilmekte ve tekrar
yikanmaktadir. Bu islemlerin timu buylk cevresel
kirlilige yol actigindan enzim uygulamalan da
yapilmaktadir. Lakkazlar indigo boyali kot giysileri
daha acik tonlara agartabilme etkisine sahiptir (44).

Lakkazlar, kot uzerindeki indigoyu renksizlestirme
acisindan tek baslarina yeterli olamadiklar icin
indigodan molekuler oksijene elektron transferi
saglayan medyatorli sistemler de gelistirilmistir.
Lakkaz atki
etkilemeden yalmzca indigoyu parcaladigi icin islem

ve medyator sistemi, ipliklerini
sonucu grinuansli kot elde edilmektedir. Kotun klasik
hipoklorit agartmasi ucuz, hizli ve etkilidir. Ancak

cevreye ve kota zarar vermektedir (46, 47).



Lakkaz
Kullanimi

Enzimlerinin  Kaynatma isleminde

Kaynatma islemleri, cesitli kimyasal maddelerle
yapilmakta ve cevresel acidan kirlilik olusturmaktadir.
Bu nedenle daha ekolojik bir proses olan enzimatik
kaynatma tercih edilmektedir. Enzimatik kaynatma
islemlerinde daha cok pektinaz kullanilmakta olup
ksilanaz, lakkaz,
enzimlerle de denemeler yapilmistir (48).

proteaz, lipaz ve selillaz gibi

Lakkaz Enzimlerinin Tekstil Atik Sularimin Biyolojik
Parcalanmasi ve Renksizlestirilmesinde Kullanimi

Azo, trifenil metan ve ftalosiyanin gibi farkl
kromofor gruplarin varligi, boyarmaddelerin yapisal
cesitliligini saglamaktadir. Gorsel etki ve kimyasal
(CoD)
sira cogu sentetik boyarmaddeler,

oksijen ihtiyaci acisindan yan etkilerinin
toksik,

kanserojen ve genotoksik etkiler de gostermektedir.

yani

Mevcut atik su sistemleri ise bu tip atiklardan inatci
boyarmaddeleri ve diger organik kalintilar1 tamamen
uzaklastirmakta vyetersiz kalmaktadirlar. Boyama
atik sularinin antilmasi, adsorpsiyon, koagilasyon,
oksidasyon, filtrasyon ve iyonlastirici radyasyon gibi
kimyasal ve fiziksel yontemler gerektirmektedir. Bu
yontemlerin timi farkli renksizlestirme yetenegine,
sermaye maliyetine ve operasyon hizina sahiptir.
Bu yontemler arasindan koagtilasyon ve adsorpsiyon
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bunlar buyik
miktarlarda atiga yol acmaktadir (49). Bu nedenle
lakkaz enzim uygulamalan ile dusuk maliyet ve
az camur olusturmalan nedeniyle giderek onem
kazanmaktadir.

Nanobiyoteknoloji

Son yirmi bes yildir biyoelektrokimya alaninda
yapilan calismalar oldukca yogunluk kazanmistir.
Biyoelektrokimya alaninda kaydedilen ilerlemeler
ise analitik kimya uygulamalarina entegre
edilmistir. Ornegin, klinik ve cevresel analizlerde
dedektorler

kullanmlmasina calisilmaktadir (50). Nanoteknoloji;

kullanilan olarak  biyosensorlerin

biyomolekullerin farkli tiplerdeki yuzeylere o6zgul
olarak adsorplanmasin1 ve kontrolli bir sekilde

depolanmasini  saglayarak, mikro venanometre
dizeyinde daha kicuk ve daha etkili biyosensorlerin
katkida Lakkaz

iliskin olarak biyosensor duyarliig

gelistirilmesine bulunmaktadir.
enzimlerine
uzerine ise enzim yapistirilmasinin onemli bir etkisi

bulunmaktadir (51).

Martele ve ark. yapmis olduklar calismada kati
bir yiizey uzerine lakkaz enziminin tutuklanarak
fonksiyonlu  birbiyosensor  gelistirilebilmesi
icin mikro-desenlemenin etkili bir metot oldugunu
(52). Roy ve ark.
versicolor kaynakli lakkazin, capraz-bagl
kristalleri (CLEC) halinde iken coziinmis durumdaki
enzimlere gore cok daha avantajli bir seklide
kullamlabilecegini
belirtmislerdir (53). Cabrita ve ark. da Coriolus

cok
gostermislerdir ise Trametes
enzim

biyosensor uygulamalarinda
versicolor’dan elde ettikleri lakkazi, altin lzerine
kendiliginden birlesen ve N-hidroksisuksinimidile
tekli
islem biyosensorlerin daha da gelistirilmesi icin
kullamsh olabilir. Birosmiyum redoks polimeri ve T.
versicolor kaynakli lakkaz enziminin camsi1 karbon

sonlanan tabakaya yapistirmislardir.  Bu

elektrodu iizerine birlikte yapistinlmasina dayali bir
enzim elektrodu,
dopamin,

katesolamin norotransmitterleri
epinefrin ve norepnefrinin nanomolar
diizeyinde belirleme limitine sahip olan ultra duyarli
amperometrik belirlenmesinde kullanilmistir (54).

Lakkaz
katotlarina yapistirilarak, 6rnegin kiiciik transmitter

enzimleri;  biyo-yakit  hiicrelerinin
sistemleri icin gerekli olan guc¢ gibi, guc uUretmek
amaciyla kullanilabilmektedirler. Biyo-yakit hiicreleri
ise yakit kullanmadan elektrik enerjisi urettikleri icin
ve temiz bir enerji kaynagi sagladigi icin cevresel
acidan oldukca cazip hale gelmistir (54).

Biyolojik lyilestirme (Biyoremidasyon)
Diger ksenobiyotiklerle birlikte Polisiklik Aromatik
Hidrokarbon (PAH)’lar toprak kontaminasyonunun

temel kaynagim olustururlar. Bu nedenle, bu

Turk Hij Den Biyol Derg

357



358

tir Dbilesiklerin  parcalanmasi c¢evre acisindan
oldukca onemlidir. Lakkaz enzimlerinin katalitik
PAH’lar ve gibi
parcalanmasinda (55,

56). Fosil yakitlarin kullanilmasindan ve petrolden

ozellikleri ise klorofenoller

bilesiklerin kullanlabilir
kaynaklanan PAH’larin da lakkaz enzimleri tarafindan
parcalandig (57).
ark. yapmis olduklar calismada Trametes modesta
lakkaz
(TNT) degredasyon urlnlerinin immobilizasyonunda

belirlenmistir Nyanhongo ve

kaynakli enziminin  2,4,6-trinitrotoluen

rol aldigin1 gostermislerdir (51). Lakkaz enzimleri
indirgenmis TNT metabolitlerini organik toprak
matriksine baglayabilmekte, boylece de savas amacli
kullanilan patlayici kalintilarinin  detoksifikasyonu
saglanmaktadirlar (58). Bu tip uygulamalar icin en
kullamsh metot ise saflastinilmis olan lakkaz enzimleri
ile buyuk olcekli toprak remidasyonunun ekonomik
olmayacagi nedeniyle kuskusuz, ksenobiyotik
lakkaz

enzimlerini Ureten mikroorganizmalar ile kontamine

bilesiklerle kontamine olmus topraklarin

edilmesi olacaktir (58).

Sentetik Kimyasallar

Oksidatif bozulma
ve klinik

ile  kompleks polimerlerin

ajanlarimin  Uretiminde  kullanilmasi
amaclanan lakkaz enzimleri, sentetik kimyanin da
oldukca ilgisini cekmektedir. Mustafa ve ark. yapmis
olduklarn calismada Suberase® (Novo Nordisk A/S,
Bagsvaerdt, Danimarka) olarak adlandirilan ticari bir
lakkaz enzimini kullanarak fenolik renklendiricileri

sentezlediklerini rapor etmislerdir (59).

Kozmetik

lakkaz
uygulamalarina kayitsiz kalamamistir. Ornegin, lakkaz

Kozmetik diinyas1 da enzimlerinin
temelli sac boyalari cok daha az tahris edicidirler ve
normal sa¢ boyasi icerisinde oksitleyici ajan olarak
bulunan hidrojen peroksit (H,0,) yerine lakkaz
bulundugundan, bu tip sa¢c boyalarimin kullanim
geleneksel sac boyalarina gore daha kolaydir (60-63).

Cilt beyazlatici olarak kullanilan ve cesitli proteinleri
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iceren kozmetik ve dermatolojik preperasyonlar da
gelistirilmis bulunmaktadir (64).

Lakkaz
Organizmalar

Enzimi Kaynag1 Olarak Kullanilan

Birhanli ve Yesilada yaptiklarn calismada beyaz
curikcul fungus kullanarak biyoteknolojik onemi olan
lakkaz enzimi uretimini calismislardir (69). Fakat
bu organizmalar normal sartlarda yeterli miktarda
lakkaz iretemediklerinden gerceklestirdikleri bu
calismada Turkiye’de izole edilen Funalia trogii ATCC
200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 suslan
lakkaz
amaclanmistir. Alkonma suresi, sicaklik, kanstirma,

kullanilarak enziminin  zenginlestirilmesi
pH ve pellet miktarinin tekrarlanan batch yontemi
ile lakkaz Uretimine etkisinin 6nemli boyutda oldugu
bulunmustur. immobilize hale getirilen fungusun
yliksek miktarda lakkaz (retebildigi gosterilmistir
(69). Aktas ve ark. da yaptiklari calismada, 1-naftol’in
lakkaz katalizleyen oksidatif polimerizasyonu icin
sodyum asetatli ve aseton iceren tampon cozeltisi
ile kapali bir sitem icerisinde gerceklestirmislerdir.
Baslangic¢ reaksiyon orani Uzerine ¢ozilmemis oksijen
konsantrasyonu ve baslangic 1-naftol’in etkisini
arastirmislardir.  Coklu matematiksel modelleme
islevselligi
konsantrasyonu kullanilarak enzimatik polimerizasyon

ile 1-naftol’un ¢ozilmemis oksijen
ve biyokinetik parametreler icin bu calisma ilk defa
(70).

Girdal’da iki beyaz curikcul fungusun (Coriolus

degerlendirilmeye alinmistir Kahraman ve
versicolor, Funalia trogii) farkli beslenme sartlan
altinda lakkaz enzimi Uretimini calismislardir. Bu
anlamda calisma da degisik sentetik ve dogal kiltir
ortamlar test edilmistir. Degisik kiltlir ortamlan
kullamlarak denenen enzim uretimi sonucunda vinasse
kiltir ortami sentetik kiiltiir ortamlarindan daha iyi
lakkaz iireten besiyeri oldugu gosterilmistir. En yliksek
lakkaz aktivitesi pamuk sap1 ile zenginlestirilmis
vinasse kiltir ortaminda elde etmislerdir (71).
Erkut ve ark. Remazol Brillant Blue Royal (RBBR)
ve Drimaren Blue CL-BR (DB) boyar maddelerinin
giderimi icin Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor



ve Funalia trogii Uc farkli beyaz curukc¢ul fungusu

kullanarak arastirmislardir. Renk giderimi calismalan

48 sa. 30°C ve pH 5,0’da yuritmuslerdir. Maksimum

ve minimum boyar madde giderimi F. trogii ve P.

ostreatus’dan elde edilmistir (72). Erden ve ark.

Trametes versicolor tarafindan mangan peroksidaz

ve lakkaz uretimi icin yeni ve farkli lignoseliiloz

materyaller gelistirmislerdir.

Tablo 1. Lakkaz enzimi kaynagi olan mikroorganizmalar ve uygulama alanlar

Lakkaz dretimi icin

Uygulama Alam

Lakkaz Kaynagi

Uygulama Alani

Lakkaz Kaynagi

Boyalarin Renk
Giderimi

Aspergillus niger

Cerrena unicolor
Coriolopsis gallica
Coriolopsis rigida

Funalia trogii
Gaeumanno mycesgraminis
Irpex lacteus
Myceliophthorathermophila
Pleurotus ostreatus
Pycnoporus cinnabarinus
Polyporus pinsitus
Pleurotus eryngii
Sclerotium rolfsii
Streptomyces cyaneus
Streptomyces coelicolor
Streptomyces psamaticus
Streptomyces viridosporus
Trametes hirsuta
Trametes modesta
Trametes trogii

Trametes versicolor
Trametes villosa

Ksenobiyotiklerin
Parcalanmasi

Chaetomiaceae
Cladosporium sphaerospermum
Coprinus cinereus
Coriolopsis gallica

Coriolus hirsutus

Coriolus versicolor
Myceliophthora thermophila
Panus tigrinus

Polyporus pinsitus
Pleurotus osteratus
Pycnoporus cinnabarinus
Pyricularia oryzae
Rhizoctonia solani

Rhus vernicifera

Trametes pubescens
Trametes hirsuta

Trametes sp.

Trametes versicolor
Trametes villosa
Trichophyton sp.

Organik Sentezi

Coriolus hirsuta
Pycnoporus cinnabarinus
Phaseolus coccineus
Pyricularia oryzae
Trametes versicolor
Trametes villosa

Biyosensorler

Agaricus bisporus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Cerrena unicolor
Coriolus hirsutus
Coriolus versicolor
Myceliophtora thermophila
Rigidoporus lignosus
Rhus vernicifera
Pleurotus ostreatus
Pyricularia oryzae
Polyporus pinsitus
Trametes versicolor

Sivi Atik Muamelesi

Coriolopsis gallica
Gliocladium virens
Lentinula edodes
Coriolopsis tigrinus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus spp.
Pycnoporus coccineus
Rhus vernicifera
Trametes sp.
Trametes versicolor

Biyolojik Kagit
Hamuru

Coriolus versicolor
Fomes fomentarius
Ganoderma collosum
Lentinus edodes
Merulius tremellosus
Phlebia radiata
Pleurotus ostreatus
Peniophora sp.
Pycnoporus sanguineus
Pseudomonas stutzeri
Trametes versicolor
Streptomyces cyaneus
Trametes hirsuta

Gida Endustrisi

Myceliophtora thermophili
Polyporus pinsitius
Pycnoporus cinnabarinus
Trametes hirsuta
Trametes versicolor

Biyo-Beyazlatma

Coriolus versicolor
Pleurotus eryngii
Pycnoporus cinnabarinus
Trametes versicolor

Kot Eskitme

Trametes versicolor
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2,2-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate ve
guaiacol ile desteklenen besiortami kullanilarak
potensiyel lakkaz ureticisi olan dokuz farkli mantar
izolat1 kullamlarak izolasyon yontemi gelistirmislerdir
(73). Sanlier ve ark. da lakkaz enzimini alginat boncuk
icinde immobilize hale getirmisler ve immobilizasyon
sartlanm tammlamislardir. Hazirlanan boncuklarin
kullanimi ile 25 mg/mL lakkaz enzimi ile kaplama
etkinligi yaklasik %94 olarak hesaplanmistir. 10 giinliik
bekleme suresi sonrasinda serbest sekilde olan lakkaz
ve immobilize hale gelmis lakkaz yaklasik sirasiyla
%8,08 ve %80,83’de kaldigi gozlemlenmistir (74).
Lakkaz enzimi tarafindan Azo Dye Drimaren Blue
X3LR boyasinin renk giderimi kinetigi Unyayar ve
ark. tarafindan 2005 yilinda calisiltmistir (75). Funalia
trogii’nin saflastinlmis enzimi ve saf filtrat1 trafindan
azo dye Drimaren Blue X3LR boya maddesinin giremini
calismislardir (75).

Sekil 3. Pleurotus ostreatus (67)
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S.  coelicolor’un lakkaz geni Streptomyces
lividans’a klonlanarak bu enzimin konak¢1 tarafindan
350 mg/L diizeyinde homolog olarak ekspresyonu
saglanmistir. S.  lividans tarafindan ifade edilen
lakkaz enziminin 70°C’deki termostabilitesinin ise
oldukca yiiksek oldugu rapor edilmistir (76). Bains
ve ark. tarafindan endustriyel atiksu ile kirlenen
topraklardan izole edilen proteobakteri Uyesi
alkalitolerant bir bakteri izolatimin Urettigi lakkaz
enziminin ise en az 24 saat sureyle pH 3-10 arasinda
kararli oldugu, optimal aktivitesini ise 55°C’de ve
pH 6,5’de gosterdigi rapor edilmistir (77). B. subtilis
endospor kilif proteini olan CotA ise substrat olarak
ABTS’ye kars1 en yuksek lakkaz aktivitesini 75°C’de
gostermistir. Bu enzimin 80°C’deki yarilanma omri
ise kilif proteinleri ile birlikte iken 4 saat, saf iken
ise 2 saat olarak tespit edilmistir (78). A. lipoferum

tarafindan uretilen lakkaz enziminin ise 10 dk streyle

Sekil 4. Pseudomonas stutzeri (68)



70°C’a kadar kararli oldugu rapor edilmistir (79). S.
lavendulae tarafindan uretilen termostabil bir lakkaz
ise 70°C’de 20 dk’lik inkiibasyon sonucunda orijinal
sicakliktaki
yarilanma omrii ise 100 dk olarak belirlenmistir (80). S.

aktivitesinin tamamin1  korurken ayni
cyaneus tarafindan uretilen lakkaz enziminin optimal
sicakliginin ise 70°C oldugu belirlenmistir. Bu enzim,
ortam pH’sinin 5-8 oldugu kosullarda ve 40°C’de,
120 dk. inkiibe edildiginde aktivitesinin %100’Uni
korurken; ayn sicaklikta fakat ortam pH’sinin 3-4
oldugu kosullarda ise aktivitesinin %50’sini korudugu
belirlenmistir. Ayn1 lakkaz enzimi, ortam pH’sinin
4,5 oldugu kosullarda ise 50°C’de 120 dk sonra %75;
60°C’de 60 dk sonra ise %60 aktivite gostermistir (81).

Lakkaz mediator sistemler (LMS) (lakkaz aracilikli
sistemler) ise kagit hamurunun delignifikasyonu ve
beyazlatilmasi, organik kirleticilerin oksidasyonu,
caylardaki gibi
hiicrelerinin

droglarin ve fenollerin analizi
veya  biyo-yakit
gelistirilmesi, polimer sentezi, tekstil boyalarinin

renk giderimi, biyoremidasyon, fungisidaller, meyve

biyosensorlerin

sularimin ve saraplarin berraklastinlmas1 gibi cok
sayidaki siurece uygulanmistir (27, 82-85). Claus ve
ark. ise LMS’nin tekstil boyalarinin renk giderimlerini
artirdigim hatta lakkaz araciigi ile parcalanmaya
kars1 direncli olan baz1 tekstil boyalarinin dahi renk
giderimlerinin
(84).
Bakteriyel

gerceklestirildigini  belirlemislerdir

kagit  endustrisinde

kullamimina iliskin calismalarin sayis

lakkazlarn
ise fungal
lakkazlara oranla oldukca dusiiktir. Streptomyces
cyaneus CECT 3335 ve Pseudomonas  stutzeri
tarafindan Uretilen lakkaz enzimleri ise oOkaliptus
kagit
redoks aracilar1 olarak ABTS ve HBT varliginda

hamurunun  biyo-beyazlatilmas1 amaciyla,
arastinlmis olan iki bakteriyel lakkazdir (86, 87).
Buna ragmen, hem fungal hem de bakteriyel kokenli
LMS’nin kagit hamurunun beyazlatilmasinda ABTS
gibi sentetik redoks aracilarina gereksinim duymasi
ise bu sistemlerin endustriyel olcekte kullanilmasinin

maliyetini artirmaktadir. Bu nedenle, LMS sistemleri

ile kullamlabilecek ve maliyeti dusitrecek bazi
lignin tirevi fenoller gibi dogal redoks aracilarinin
kesfedilmesine yonelik calismalarise surdirulmektedir
(88). Bu tip dogal redoks aracilarindan birisi olan
p-hidroksibenzoik asitin ise PAH oksidasyonunda ABTS

kadar etkili oldugu rapor edilmistir (89).

Parshetti ve ark. yaptiklari calismada Aspergillus
ochraceus NCIM 1146’min miselyumu (mantarin lifsel
kismi1) tarafindan tekstil boyarmaddesi Reactive blue-
25 (0,1g/1)’in renksizlestirilmesi ve parcalanmasini
incelemislerdir. Reactive blue-25, kromofor olarak
bakir ftalosiyanin (CuPC) ve reaktif kisim olarak
monoklortriazin iceren reaktif bir boyarmadde olup
tekstil sanayinde vyaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismanin  esas maddenin

amaci, bu boyar

renksizlestirilmesini, biyolojik parcalanmasinm ve
parcalanma drinlerinin  tanimlanmasim  incelemek
ve bunun yani sira renksizlestirme prosesi esnasinda
kiltlr slzuntustndeki lakkaz, trosinaz ve
peroksidaz gibi hiicre disi enzimleri belirlemektir.

Yapilan spektrofotometrik ve gorsel

lignin

incelemeler,
renksizlestirmenin fungal adsorpsiyonu takip eden

parcalanma  sayesinde  oldugunu  gostermistir.
Calismada statik kosullar ile kiyaslandiginda
calkalamali kosullarin, Reactive blue-25

boyarmaddesinin tamamen ve hizli
(7 saat) ve renksizlestirilmesinde (20 gin) daha
etkili  oldugu
bulunmas1 ise daha hizli bir adsorpsiyon (4 saat) ve
renksizlestirme (7 giin) saglamistir. Renksizlestirme

adsorpsiyonu

bulunmustur.  Ortamda  glikozun

sonras1 suzuntide lakkaz ve
trosinaz gibi oksidatif enzimlerin varligi, Reactive
blue-25’in ftalimid ve di-iso-butil ftalat gibi iki
bilylilk metabolite (ara Uriin) parcalanma isleminden

sorumlu oldugunu gostermistir (49).

lignin  peroksidaz,

Park ve ark. mantarlarin kat1 veya sivi faz olan
iki farkli reaksiyon sekli ile kiltiiriiniin elde edilmesi
sayesinde boyar maddelerin renksizlestirilmesini

ve iki temel renksizlestirme mekanizmasini

(ekstraselular ve biyosorpsiyon) incelemek ve

tekrarli banyo kulturleriyle pratik uygulama
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olanaklarini dogrulamak amaciyla bir calisma
yapmislardir. Calismada alt1 ticari boyarmaddenin
on degisik mantar yardimiyla renksizlestirilmesi
uzerine calisiltmistir.  Renksizlestirme derecesi,
Daha

sonra enzim aktivitesi, renksizlestirme egilimleri

UV/Vis spektrofotometre ile olculmustur.

ve renksizlestirme mekanizmalar gibi ozellikler
incelenmistir. Deneysel kosullar altinda hucre disi
lakkaz ve mangan peroksidaz (MnP) tespit edilirken
lignin peroksidaz (LiP) tespit edilememistir.
F. trogii ATCC 200800 kat1 faz ile kiiltiir edildiginde
alti
biiylik verimliligi gostermistir. Ancak F.
ATCC 200800
mekanizmalari, enzim aktivitesi ve biyosorpsiyonun
Yiksek
oranda renksizlestirme tekrarli banyo deneylerinde

boyarmaddenin renksizlestirilmesinde en
trogii
ile elde edilen renksizlestirme

kompleks etkilesimini gerektirmektedir.

bes ginlik slrede saglanmisti. Calismada
yuksek konsantrasyondaki ticari boyarmaddelerin
renksizlestirilebildigi ve bu sayede boyarmadde
iceren atik sularin arntilmasi icin bu yontemlerin
avantaj saglayacagi ifade edilmistir (90).

Maximo ve ark. Geotrichum sp. mantarindan
elde edilen enzimlerin sanayide kullanilan uc reaktif
azo boyarmaddesini (Reactive Black 5, Reactive
Red 158 ve ReactiveYellow 27) parcalama yetenegi
arastirilmistir. Her bir boyarmadde Geotrichum
sp. ile isleme tabi tutuldugunda mantar siyah
boyarmaddeyi hizl1 bir sekilde doniisiime ugratirken,
diger iki boyarmadde icin iki kat siire gerekmistir.
20 gunlik eski kiltiirler, boyarmaddelerin ardisik
miktarlar1 (200 ppm) ile reaksiyona sokuldugunda
ise toplam donusum siresi Uc¢ boyarmadde icin
de yaklasik bes giine dustrilmistiir. Calismada,
boyarmaddenin donusimunde lignolitik

enzimler olan Mn peroksidaz, Mangansiz peroksidaz

siyah

ve lakkazin etkisinin olasi oldugu, ancak sarn
ve kirmizi boyarmaddeler icin ilave enzimlerin
ifade

biyuk miktarlarda

veya faktorlerin  gerektigi edilmistir.
Ayrica Geotrichum sp.’nin
boyarmaddeyi (ardisik ilaveler sonrasi 800 ppm)

donisime ugratabilme yetenegi sayesinde tekstil

Turk Hij Den Biyol Derg

atik sularinin

potansiyeli olabilecegi belirtilmistir (91).

renksizlestirilmesinde uygulama

Kunamneni ve ark. yaptiklan calismada

Myceliophthora thermophila’dan elde edilen
lakkaz enzimi, epoksi gruplan ile aktiflestirilmis
polimetakrilat esasli polimerler lizerine kovalent
olarak immobilize edilmistir. Bu sekilde elde edilen
enzimin yuksek aktivite (203 U/g), pH, sicaklik ve
depolama siiresi karsisinda dayanikliliginin arttig
ancak organik coziiclilere karst dayanikliliginda
herhangi bir degisiklik olmadigr gorilmistir.
Ayrica, biyokatalizoriin iyi operasyonel dayaniklilik
gosterdigi, 17 kez kullanildiktan sonra bile ilk
%84’ inu
immobilize lakkaz, alt1 sentetik boyarmaddenin
(Reactive Black 5, Acid Blue 25, Methyl Orange,

Remazol Brilliant Blue B, Methyl Green ve Acid

aktivitesinin korudugu  goriilmistir.

Green 27) renginin giderilmesinde uygulanmistir.
Calismada, bu biyokatalizorlerin yiksek mekanik
dayaniklilik ve suda sismeme gibi ozelliklerinin,
tekstil
giderilmesinde uygulama agisindan elverisli oldugu
belirtilmistir (92).

sanayiinde boyarmaddelerin  renginin

Fan ve ark. yiksek lakkaz verimine ve farkli
boyalarin renginin agartilmasinda giicli etkiye
sahip olan yeni beyaz curukcul fungus Trametes sp.
48424’ lardan elde edilen yeni bir lakkaz geninin
klonlamis ve islevsel analizini calismislardir (93).
Terro'n ve ark. ligninolytic fungus Trametes sp.
I-62 de yapisal yakin iliskili aromatik bilesiklerin
lakkaz aktivitesi ve lcc gen ekspresyonu Uzerine
farkli etkileri (94). Belinky ve
ark. beyaz curukcil fungus olan Phanerochaete

arastirilmistir

chrysosporium’dan elde edilen manganez iceren
superoksit dismutazin islevi, ifadesi ve gen yapisi
calisilmistir. Transkript seviyesi ile enzim aktivitesi
arasinda iyi bir korelasyon oldugu dlciilmustiir (95).
Seddas ve ark. tarafindan arbuskuler mikorizal
funguslarin extraradical ve intraradical gelisimsel
basamaklarindaki gen aktivitesi direkt floresan
in situ RT-PCR ile izlenmistir (96). Yang ve ark.



tarafindan beyaz curukcul fungus Trametes sp.
5930’ dan lakkaz gen karakterizasyonu ve farkli
sentetik boyalarin renk giderimi yetenegi iizerine
calisilmistir (97). Zhuo ve ark. tarafindan beyaz
curukcul fungus susu Ganoderma sp. En3’ ten
lakkaz geni klonlanmis ve fonksiyonel analizi
yapilmistir. Lakkazin farkli boyalarin etkin renk
gideriminde onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir
(98). Ekstrem ortamlarda bulunan fungus tirlerinin
stres direnc genlerinin kaynagir oldugu temsil
edilir ve bu genlerin ekonomik acidan onemli olan
mikroorganizmalar ile bitkilerin stres toleransinm
gelistirme potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir.
Gonza'lez ve ark. tarafindan beyaz ciriikcil
kif fungusu Trametes sp. 1-62’ de melas atiksulan
ve melanoidlerle maruz kaldiktan sonra ilk kez
lakkaz gen ekspressiyonu oldugu bildirilmistir
(99).

Buylik ve ark.’da gerceklestirdigi calismada
Pseudevernia furfuracea liken tiru lakkaz enzim
lakkaz

enziminin optimum kosullarda verdigi lakkaz enzim

kaynagr olarak gosterilmistir.  Ayrica
aktivitesi ve lakkaz gen ekspresyonu seviyesi de

belirlenmistir (100).

SONUC

Beyaz biyoteknoloji, modern biyokimyasal ve

molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak daha
az atik Ureten, daha az enerji tiiketen, kimyasal
proseslere alternatif biyolojik uretim prosesleri
olarak tanimlanabilir.
kullanildig

gelistirilecegi

Beyaz biyoteknolojinin

yeni veya iyilestirilmis proseslerin

aciktir.  Boylece  yenilenemez

kaynaklara olan bagimlilikta ortadan kalkacak
ve hizli, doga dostu ve maliyeti diisiik prosesler
gelistirilebilecektir. Lakkaz enzimi olaganistii cok
yonli enzim olup biitiin aktivitelerin orijinlendigi
Lakkaz
enzimi; canlilarin bitiin domainlerinde yayilmis

temel bir reaksiyonu katalizlemektedir.
olarak bulunan enzim olup bu enzimlerin fizyolojik
rollerinin cok daha iyi anlasilmasi icin daha ileri
calismalarin yapilmasi ve bu enzimin potansiyel
ileri

biyoteknolojik uygulamalarinin dizeylerde

tanimlanmasi gerekmektedir.

Ham enzim preparasyonlarinin kullanimi da
pahali olabilir. Bu nedenle glinimiiz kosullarinda
lakkaz enzimi ucuz ve kolay elde edilememektedir.
Kirlenmis sistemleri iyilestirmek icin buyuk olcekli
lakkaz uygulamasi icin buyiik miktarlarda uretimi
gerektirmektedir. En etkili lakkaz enzimi Ureten
kaynagi bulmak icin en uygun fungal tiiri secme,
yeniden Uretilebilir ve pahali olmayan izolasyon

yontemlerini bulma, enzim Uretim kosullarim
optimize etme acisindan cesitli calismalar
yapilmalidir.

Lakkaz enzimlerinin ticari uygulamalarinin

oniindeki en onemli engel yeterli enzim stogunun
bulunmamasi1 ve redoks aracilarinin fiyatidir. Bu
problemlerin coziimiine yonelik onemli calismalar
ise son zamanlarda yapilmaya baslanmistir. Bu
nedenle, lakkaz enzimlerinin ucuza ve asir uretimini
saglayacak olan heterolog konakgilarin arastirilmasi
ve ayn1 zamanda da bu enzimlerin cok daha aktif
ve glcli olmast icin ileri teknikler kullanilarak
modifiye edilmelerine yonelik calismalarin devam
ettirilmesi gerekmektedir.
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