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OZET

SULU IiKiLi FAZ SISTEMI ILE Agaricus bisporus ATIKLARINDAN
LAKKAZ GERi KAZANIMI

Ebru GULEC

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Thsan YASA
Agustos, 2015 65 sayfa

Lakkazlar (EC 1.10.3.2, benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) fenolik
bilesikleri fenoksil radikallere doniistiirebilme yetenegine sahip olan ¢oklu-bakir
proteinleridir.  Lakkazlar  2,2’-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate)
(ABTS) mediatorii gibi fenolik olmayan bilesikleri okside edebilme potansiyeline
sahiptir. Lakkazlar, ilk defa bitkilerden izole edilmis ancak mantarlarda ve bazi
bakterilerde de bulunmustur. Fungal lakkazlar, lignin par¢alanmasi, sporulasyon,
pigment iUretimi, meyve olusumu ve bitki patogenezi gibi siireglere aracilik
etmektedir. Lakkazlarin Agaricus bisporus atik mantar sapindan salgilanan en
onemli ligninolitik enzimlerin ilkidir. Bu ¢alismada, Agaricus bisporus’un atik
sap lakkazlarmin geri kazanimi i¢in diisiik maliyetli sulu ikili faz sisteminin
(ATPS) kullanimi aragtirilmigstir. Sulu ikili faz sistemi tuz ve poli etilen glikol
(PEG) polimerinden olusmaktadir Sulu ikili faz sisteminde, PEG konsantrasyonu
ve molekiiler agirlig, tuz tiirii ve sistem pH parametreleri ile birlikte en iy1 lakkaz

konsantrasyonu belirlenerek enzim geri kazanimi saglanmistir.

Calismamizda, lakkaz enzim kaynagi olarak Agaricus bisporus atik mantar
sap1 kullanilmistir. %12.21 kuru madde olan atik mantar sapindan elde ettigimiz
ham enzim ekstraktinin protein miktar1 3.9 mg/ml ve spesifik aktivitesi 13.713
U/mg olarak saptanmistir. Sulu ikili faz sistemi ile faz hacim orani<1.0 olan en
yiiksek degerlerin alindigi pH 4.60’daki kombinasyon %10 PEG-1000 / %12.5
Na2S04 / %1 ham enzim ekstrakti karisimiyla, enzimin protein miktari 0.46

mg/ml aktivitesi 16.144 U/mg , saflastirma katsayis1 1.20, enzim geri kazanimi
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%94.06 ve %86’lik verim ile saflagtirlmistir. Ultrafiltrasyon sonucu protein
miktar1 1.1 mg/ml aktivitesi 24.171 U/mg oldugu goriilmiistiir. Enzim baslangic

ham enzim ekstraktina gore 1.76 kat saflastiriimistir.

Anahtar sozciikler: Sulu ikili faz sistem, Agaricus bisporus, Lakkaz geri

kazanima.



ABSTRACT

RECOVERY OF LACCASE FROM Agaricus bisporus WASTE BY
AQUEOQOUS TWO PHASE SYSTEM

GULEC, Ebru

Master of Science Thesis, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. YASA fhsan
August 2015, 65 pages

The laccases (EC 1.10.3.2, benzenediol: oxygen oxidoreductase) are
members of the multi-copper protein family that are capable of oxidation phenolic
compounds to phenoxyl radicals. In the presence 2,2’-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) mediator, laccases has potential of
oxidation of nonphenolic compounds. First time, laccases were isolated from
plants but were founded in fungi and some bacteria. Fungal laccases facilitated
several processes such as lignin degradation, sporulation, pigment production,
fruiting body formation and plant pathogenesis. Laccases are known as the first
and main ligninolytic enzymes secreted by Agaricus bisporus in spent mushroom
stipe. In our work, to recovery of laccase from the residual mushroom stipe of
Agaricus bisporus, a low cost aqueous two-phase systems (ATPS) were evaluated.
ATPS was assembled from a mixture of polymers such as poly ethylene glycol
(PEG) and salts. By evaluation of molecular mass, concentration of PEG, type of
salt and system pH parameters, the best laccase concentrates in the aqueous two-

phase systems (ATPS) were determined.

In this study, PEG 1000 and Na;SO, ATP System established to be
appropriate for the primary recovery of laccase. An extraction of spent mushroom
stipe from % 12.21 dry matter, amount of protein 3.9 mg/ml, enzyme activity
13.713 U/ml, ATPS stage comprising volume ratio <1.0, PEG 1000 10% (w/w),
Sulphate 12.5% (w/w), system pH of 4.6 and loaded with 1% (w/w) of crude

extract from residual mushroom stipe allowed the laccase recovery. The ATPS



resulted in one-single primary recovery stage process produced an overall yield of
86%. Amount of protein 0.46 mg/ml, enzyme activity 16.144 U/ml, purification
fold 1.20 and enzyme recovery %94.06 were determined. After ultra filtration,
amount of protein and enzyme activity were resulted 1.1 mg/ml and 24.171 U/mg,
respectively. According to these results, final enzyme extract were 1.76 fold

purified more than crude enzyme extract.

Keywords: Aqueous two phase system, Agaricus bisporus, recovery of

laccase.
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1. GIRIS

Diinya genelinde kiiltiiri yapilan mantar tlirlerinin sayica artmasinin
yaninda Uretilen mantar miktarinda da oransal olarak artiglar gorilmektedir.
Agaricus spp., Pleurotus spp., Lentinus, Auricularia, Morchella spp., Ganoderma
lucidum, Agrocybe aegeita, Volvariella volvacea, Flammulina velutipos, Tremella
fuciformis gibi bir¢ok tiiriin ticari iiretimi genis olciide yapilmaktadir. Ulkemiz
mantar liretimi bakimindan ilk 20 {ilke arasinda olup, son 10 yil igerisinde iiretimi
yaklagik %100 oraninda artirmayi1 basarmistir ve hizli bir gelisme gostermistir.
Akdeniz, Marmara, I¢ Anadolu, Ege Bélgelerinde yaygin olarak iiretilmektedir.
Baslica yetistirilen mantar tiirleri Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus ve
Lentinula odedes’dir (Sen ve Yalgin., 2010).

Kompost, bitki ve hayvan orijinli atiklarin bir araya toplanip giibre yapmak
tizere clirimeye birakilmasi ile elde edilen dekompoze olmus organik maddeler
karisimidir ve kiiltiir mantar1 yetistiriciliginde kullanilmaktadir. Mantar hasati
sonrasinda kalanlar; atik mantar kompostu SMC: Spent Mushroom Compost veya
SMS: Spent Mushroom Substrate olarak isimlendirilmektedir (Jordan et al.,
2008). SMC; yiiksek organik madde, zengin mineral bilesimi, mantar kisimlari
miselyum mantarin ticari olmayan sap kisimlarini ve bunlarin dip kisimlarini
icermektedir. 1 kg taze mantar hasatindan yaklagsik olarak 5 kg SMC olusmaktadir
(Lau et al., 2003; N. Finney et al., 2009a). Atik mantar kompostu mantar {iretim
tesislerinin bir atig1 olup yilda 7000-10000 ton atik mantar kompostunun ortaya
ciktigr bildirilmektedir (Cicek vd., 2012). Atik mantar kompostu giibre veya
ekstraseliiler enzim kaynagi olarak kullanim1 hem ¢evresel hem ekonomik yonden

biiylik 6nem tagimaktadir.

Lakkaz (benzenediol: oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2), oksidorediiktaz
siifina ait bir enzimdir. Hem fenolik hem de fenolik olmayan ligninle iliskili
bilesikleri okside edebildigi gibi biyolojik yikima direngli olan gevre kirleticilerini
de oksitleyebilmektedir. Coklu-bakir iceren bir protein olan lakkaz, radikal-
katalizli reaksiyon mekanizmasi ile aromatik ve aromatik-olmayan farkli
bilesiklerin oksidasyonu i¢in molekiiler oksijeni kullanmaktadir. Lakkaz

enzimlerinin ticari uygulamalarinin Oniindeki en onemli sorun yeterli enzimin



bulunmamasi ve redoks-aracilarmin fiyatidir (Tuncer, 2010). Bu problemlerin
¢Oziimiine yonelik onemli c¢aligmalar ise son zamanlarda yapilmaktadir. Bu
nedenle, lakkaz enzimlerinin ucuz ve fazla miktarda liretimini saglayacak olan
hammaddenin incelenmesi ile bu enzimlerin ¢ok daha aktif ve kullanilabilir

olmasi i¢in ¢aligmalarin siirdiiriilmesi gerekmektedir.

Lakkaz enzimlerinin oksidasyon Ozellikleri onlar1 endiistriyel ve
biyoteknolojik siireclerde kullanilmalarina olanak saglamaktadir. Endiistriyel ve
biyoteknolojik uygulamalarin; kagit ve kagit hamuru endustrisi, tekstil ve
petrokimya endiistrilerinden kaynaklanan atik sularin detoksifikasyonu ve cesitli
biyosensorlerin  olusturulmas1  bazilarindandir. Lakkazlar aym1 zamanda
kozmetiklerde katki maddesi olarak da kullanilmaktadirlar. Bu uygulamalardan
baska toprak ve cevre kirliliginin giderilmesinde, herbisidler, pestisidler ve
patlayicilar gibi ksenobiyotik bilesiklerle kirlenmis topraklardan ve sulardan bu
tip kirleticileri uzaklastirma ve polimerik iirlinler olusturma kapasiteleri nedeniyle,

biyoremediasyon ajanlar1 olarak da kullanilabilmektedirler.

Giliniimiizde endiistriyel biyoteknolojideki gelismelerle ilag, gida ve
biyoteknoloji uygulamalarinda rekombinat proteinlerin ve enzimlerin iiretimi hizla
artmakta olup kontamine protein karisimlarinin saflastirilmasi iirtin maliyetlerini
%80’lere varan oranlarda arttirdigindan ekonomik ayristirma tekniklerininin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun yaninda; diyaliz, iyonik ve afinite
kromotografisi gibi geleneksel saflagtirma yontemleri birka¢ adimdan olusan uzun
islemler gerektirmekte olup hem zaman hem de {iriin kaybina neden olmaktadirlar.
Sulu ikili faz sistemleri; bu yontemlerdeki islem basamaklarimi tek adima
indirerek ¢ok daha ucuza ve kisa zamanda firiinliin elde edilmesine olanak

saglamaktadir.

Calismamizda; Agaricus bisporus atik mantar saplarindan, lakkaz enzimini
sulu ikili faz sistemiyle saflastirilarak elde edilmistir. PEG fazinda toplanan
enzimi PEG’den ayirmak ig¢in ultrafiltrasyon kullanilmistir. Lakkaz enziminin
optimum pH ve sicaklik degerleri ile pH ve sicaklik stabilite caligmalar

yapilmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Lakkazin Yapisi ve Fonksiyonel Ozellikleri

Lakkaz enzimi (E.C. 1.10.3.2; p-difenol: oksijen oksidorediiktaz) (Mayer,
1987), bakir igeren enzimlerin bir grubu olan polifenoloksidazlar (PPO) igerisinde
yer almaktadir (Thurston, 1994). Lakkazlar, ¢oklu-bakir i¢ceren mavi proteinler
sinifina dahildirler ve spektroskopik olarak farkli olan 3 bakir iyonuna (Tip1,Tip2
ve Tip3) sahiptirler (Solomon et al.,1996). Molekiiler kiitleleri 50-110 kDa
araligindadir. Lakkaz enziminin 6nemli bir 6zelligide proteinin toplam kiitlesinin
%10-45’ini olusturan bir karbonhidrat kisminin protein kisma kovalent olarak
baglanmis olmasidir. Karbonhidrat kisim enzimin yiiksek kararlilik gdstermesine
katkida bulunmaktadir (Tuncer, 2010). Lakkaz enzimlerinin yapisal ve
fonksiyonel olarak ayr1 olan 3 bakir merkezi iceren katalitik merkezleri
bulunmaktadir ve katalitik aktiviteleri i¢in her bir lakkaz proteinine en az 4 bakir
atomu gerekmektedir. Bu merkezlerden substrat oksidasyonunun gergeklestigi
Tipl bakir atomunun bulundugu merkez “mavi bakir” olarak adlandirilan
mononuklear merkezdir ve 1 bakir iyonu igcermektedir (Enguita et al., 2003).
Oksijenin suya indirgendigi, Tip2 ve Tip3 olarak isimlendirilen bolgelerin
olusturdugu triniiklear merkez ise 3 bakir iyonu igermektedir (Sekil 2.1). Bakir
merkezlerinde; Tipl, paramanyetik mavi bakir (Cul); Tip2, paramanyetik mavi
olmayan bakir (Cu4); Tip3 diamanyetik spin-eslesmeli bakir-bakir ¢ifti (Cu2 ve
Cu3) bulunmaktadir. Tipl bakir, korunmus ligandlar olarak bir sistein ve 2
histidin ile, bir pozisyonda da degisken olan amino asit kalintis1 ile trigonal
koordinasyona sahiptir (Tuncer, 2010). Degisken olan bu eksensel amino asit
kalintis1 lakkaz kaynagina gore farklilik gostermekte olup ayni zamanda enzim
aktivitesinin diizenlendigi mekanizma ile enzimin oksidasyon potansiyelini biiytik
oranda etkiledigi birgok c¢alismaya konu olmustur (Gray et al., 2000; Enguita et
al., 2003). Coklu bakir igeren proteinlerin karakteristik mavi renginden Tip 1
bakir sorumludur ve bu mavi renk bakir-sistein kovalent baginin olusturdugu
elektronik absorbsiyonun sonucudur. Yine Tip1 bakir yiiksek redoks potansiyeline
(+785 mV) sahip oldugundan substrat oksidasyonu bu bolgede gerceklesmektedir.
Trintiklear kiime olarak isimlendirilen Tip2 ve Tip3 bakir merkezleri bir biitiin

olarak degerlendirilip, molekiiler oksijenin indirgendigi ve suyun serbest



birakildigr bolgedir. Tip2 bakir atomu 2 histidin ve Tip3 bakir atomu 6 histidin
kalintist ile koordinedir. Tip3 bakir atomlar1 arasinda giiglii anti-ferromanyetik
eslesme hemen hemen lineer olan hidroksil kopriisiiyle olmaktadir (Decher and
Terwilliger, 2000; Enguita et al., 2003). Bu o6zellikler dort ve ii¢ bolgeye sahip
olan lakkaz enzimleri i¢in gecerli olup, bunlarin disinda 2 bolge iceren lakkaz

enzimleride bulunmaktadir (Dubé et al., 2008).

Tip 1 Bakar
Mot Mononuklear
502

Triniiklear kiime

Tip 2 Bakar

Sekil 2.1. Bacillus.subtilis lakkazinin bakir merkezleri (Dwivedi, 2011).

Bakteriler arasinda lakkaz benzeri ¢oklu bakir iceren oksidazlarin
bulundugu, genomik analizler ile tespit edilmistir (Alexandre and Zhulin, 2000).
Bunun yaninda, yapisal olarak karakterize edilen L. tigrinus, C. maxima, C.
cinerius, T. versicolor kaynakli lakkaz enzimleri ¢ok g¢alisilan fungal kokenlidir
(Ducros et al., 1998, 2001; Bertrand et al., 2002; Ferraroni et al., 2005, 2007;
Lyashenko et al., 2006) (Sekil 2.2).



Sekil 2.2. Farkli organizmalar tarafindan iiretilen ¢oklu-bakir i¢eren oksidazlarin genel
katlanmalarimi gosteren kurdela modelleri. A: CotA (B. subtilis), B: CueO (E. coli),
C: LtLa (L. tigrinus), D: CmLa (C. maxima), E: CcLa (C. cinerius) ve F: TvLa

(T. versicolor).

Atomik paketleme, protein yapilarin karakterizasyonu i¢in 6énemli bir dl¢lim
olugturmaktadir. Atomik paketlemeyi ifade etmek i¢in farkli metodlar
tanimlanmistir. CotA proteini i¢in OSP (occlluded surface packing) degerleri {i¢
aralik gostermistir. Bu degerler yiiksek oranda paketlenmis bir yapiy1 gosterir ki
bu kalintilar 1. ve 2. bolgelerin ara yiizey bdlgesinde yerleserek mononiiklear
bakir merkezi Tipl’e yakin bulunmaktadirlar. Birlikte, bakir atomlari ¢evresinde
bir cep olusturarak CotA proteininin genel yapisal paketlenmesinde yer alirlar

(Enguita et al., 2003) (Sekil 2.3.).



Sekil 2.3. Yiiksek OPS deglerleri ile kalintilarin lokasyonlarini gésteren (sar1) Bacillus subtilis
CotA protein yapisinin kurdela modeli. Bakir atomlari ise kirmizi kiireler olarak

gosterilmistir (Enguita et al., 2003).

Lakkaz, aromatik ve aromatik olmayan farkli bilesiklerin oksidasyonu igin
radikal-katalizli reaksiyonda molekiiler oksijeni kullanmaktadir. Fenolik
bilesiklerin oksidasyonunu, kullanilan molekiiler oksijenin suya indirgenmesini
saglayarak gerceklestirmektedir. Lakkazin katalizledigi reaksiyonlarda elektron
akseptorii atmosferik oksijendir (Paloheimo et al., 2004). Lakkaz enzimleri ¢ok
cesitli substratlar1 okside edebilirler, fenoller, polifenoller, diaminler, aromatik

aminler bu substratlara 6rnek olusturmaktadir.

Lakkaz enzimleri, indirgenmis substrattan aldiklar1 elektronlari, toksik
peroksit ara-tiriinleri olugturmaksizin yapilarinda bulunan farkli bakir merkezleri
ile atmosferik molekiiler oksijene aktarmaktadirlar. Bu reaksiyonu Tipl bakir
tarafindan katalizlenmekte olup substratin dort monoelektronik oksidasyonu
gerceklestirilmektedir. Elektronlar reaksiyon sonunda, suyun serbest birakildigi ve
boylece molekiiler oksijenin indirgendigi trinuklear kiimeye transfer
edilmektedirler (Claus, 2003) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Fungal lakkaz enzimlerinin katalitik mekanizmasi. Lakkaz enzimi, Tipl bakir araciligi
ile her defasinda 1 elektron transferiyle dort-basamakta substrat molekiillerini oksitler.
Lakkaz molekiiliiniin yeniden oksidasyonu (yiikseltgenmesi) ise diamanyetik Tip3 bakir
cifti tarafindan iki basamakli olarak dort elektronun, molekiiler oksijene (O;) transferi
ile saglanir. Monomerlerin oksidasyonu sonucunda olusan reaktif radikaller ise
enzimatik-olmayan eslesme reaksiyonlarina katilirlar. Polimerlerin par¢alanmasi diisiik
molekiiler kiitleli aract (redoks aracilari, mediator) bilesikler tarafindan katalizlenir. Bu
aract molekiillerin lakkaz tarafindan aktivasyonu gerceklestirildikten sonra, aktif enzim

bolgesinden polimerlerin hedef bolgelerine difflizlenirler (Claus, 2003; Tuncer, 2010).

Lakkaz enzimleri tarafindan oksitlenen substratlar oldukc¢a fazladir. Bunlara;
substitiye monofenoller (p-kumarik asit, salisilik asit), o-aminofenol, o-difenoller
(katesol, pirogallol, guaikol, gallik asit, kaffeik asit), p-pozisyonlu aromatik
bilesikler (hidrokuinon, p-kresol, p-aminofenol), m-difenoller (resorsinol, osinol),
ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonik  asit)], 1-naftol,
hidroksiindoller ve siringaldazin gibi fenolik olmayan bilesikler 6rnek olarak
verilebilir (Mayer, 1987; Cai et al., 1993). Lakkazlarin redoks potansiyallerinin
fenolik olmayan bilesiklerin redoks potansiyellerinden diisilk olmasi, onlar
oksitleyebilmeleri i¢in elektron transfer aracilarinin (medyator yada redoks aracisi
substrat) olmasmi gerektirir. Bu medyatorler sayesinde fenolik olmayan
bilesikleride oksitleyebilmektedirler (Bourbonnais and Paice, 1990; Call and
Miicke, 1997). Mediyatorler, substrat ile lakkaz arasinda elektron tasiyici kiigiik



molekiillerdir ve enzimatik oksidasyonla kararli radikallere dontistiirtilerek lakkaz
enzimnlerinin substrati olmayan diger bilesikleri oksitlemelerini saglarlar. Lakkaz
enzimleri i¢in ilk redoks araci ABTS olmustur. Son zamanlarda sentetik redoks
aracilarinin  1-hidroksibenzatriazol (HBT), violurik asit (VLA), N-
hidroksiasetanilide (NHA) kullanilmasiyla lakkaz enzimleri tarafindan oksitlenen
bilesiklerin ¢esitliligi de artmistir. Dogal olarak bulunan redoks aracilari ise hem

¢evre hem de ekonomi i¢in avantajlidir (Camarero et al., 2005).

2.2 Lakkaz Kaynaklari

Lakkaz, 19. yiizyildan bu yana c¢alisilmakta olup dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. Ismini ise, 1883 yilinda ilk defa H. Yoshida tarafindan enzimin
tanimlanmasiyla Japon Lake agact olan Rhus vernicifera’dan almistir (Thurston,
1994) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Japon lake agaci (Rhus vernicifera) (Bar, M, 2001).

Lakkaz, daha sonralar seftali, elma, armut, pancar, patates, lahana, tiitiin,
kavak gibi ¢ok sayida bitkide (Lehman, 1974; De Marco, 1997; Bar, 2001) tespit
edilmistir. Lakkaz enzimi, bitkilerde yaygin olarak bulunmasinin yaninda
mantarlar ve bakterilerde de mevcuttur. 1896 yilinda Bertrand ve Laborde
tarafindan ilk kez lakkazin bir mantar tarafindan {iretildigini ortaya konmustur
(Thurston, 1994). Giiniimiizde mikrobiyal orijinli lakkazlarmm kullanimi daha
yaygindir. Bunun sebebi; bitkisel lakkazlarin belirlenmesi ve saflastirilmasinin zor

olmasi yaninda ¢ok sayida oksidatif enzim igeriyor olmalaridir (Ranocha, 1999).



Lakkaz enzimlerinin biiyiik c¢ogunlukla kaynagini beyaz-¢liriik¢lil mantarlar
olusturmaktadir. Bunlara &rnek bazi tiirler arasinda; Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus, Phlebia radiata ve bizim ¢alismamizda kullandigimiz

Agaricus bisporus yer almaktadir (Wood, 1980).

2.3 Mantar Atiklarinin Degerlendirilmesi

Giliniimiizde, 100 kadar iilkede ticari ol¢ekte yenilebilir sapkali mantar
iiretilmektedir. Yenilebilir mantarlar i¢inde 25’1 besin olarak kabul edilmis ve
bunlardan 8-10 tanesinin ticari iiretimi genis Ol¢lide yapilmaktadir (Sen ve Yalgin,
2010). Tiirkiye Ziraat Odalar1 Birligi verilerine goére 2010 yilinda diinyada 5.1
milyon ton mantar iiretilmis ve Tiirkiye 19. sirada yer almaktadir (Metin vd.,
2012). Bugiine kadar diinyada 25 milyon ton mantar iiretilmis ve Cin 20 milyon
ton ile diinya mantar liretiminin %80 ’ine ulasmistir (Li, 2012). Diinyada ticareti
yapilan mantar tiirlerinin baslicalarin1 Agaricus spp., Pleurotus spp., Lentinus ve
Auricularia olusturmaktadir. Ulkemizde kiiltiir mantar1 yetistiriciliginin ge¢misi
cok kisa olup ilk olarak 1960 yilinda Ankara Ziraat Fakiiltesinde {iiretimi
yapilmistir. Kiiltiir mantarciligi son yillarda iilkemizde hizli bir gelisme gdstermis
ve son 10 yil igerisinde liretim ¢ok fazla artmistir. 2012 verilerine gore iilkemizde
mantar yetistiriciligi Akdeniz, Marmara, I¢ Anadolu, Ege bdlgelerinde yaygin
olarak iiretilmektedir. Diger bolgelerde ise iiretim miktar1 ¢ok azdir. Uretimin
%73’lik kismi Akdeniz Bolgesinde olup, {iretiminde %72’si Antalya’nin
Korkuteli ilgesinde olmaktadir (Tiirkiye Ziraat Odalar1 Birligi, 2013).

Mantar hasadindan sonra kalan kisim atik mantar kompostu olarak
isimlendirilmektedir (Jordan et al., 2008) ve son yillarda mantar iiretiminin
artmasma paralel olarak biiylik hacimlere ulagmaktadir. 1 kg taze mantar
hasatindan yaklasik olarak 5 kg atik mantar kompostu olusmaktadir (Lau et al.,
2003; N. Finney et al., 2009a). Bir ciftlikten ayda ortalama 24 ton atik mantar
kompostu ¢tkmaktadir (Singh et al., 2011). Irlanda’da yillik atik mantar kompostu
olusumu 254.000 tondur (Barry et al., 2012) ve bu rakamin Hollanda’da yillik
800.000 ton oldugu bilinmektedir (Oei and Albert, 2012). Igerik olarak, yiiksek
organik madde, zengin mineral bilesimi, mantar kisimlari miselyum, mantarin

ticari olmayan sap kisimlarini ve bunlarin dip kisimlarmi icermektedir. Uretimi
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yapilan her mantar tiirline gore hazirlanan kompostun farkli olabileceginden atik
mantar kompostlarida icerik olarak mantar tiirine gore farkliliklar
gosterebilmektedir. Mantar endiistrisi her yil diizenli olarak artmakta olup buna
bagli olarak atik mantar kompostunun da miktar1 artmaktadir. Atik mantar
kompostunun kullanimi1 i¢in yeni uygulamalarin kesfi yoluyla atitk mantar
kompostu ihtiyacinin artmasi bu probleme ¢oziim getirebilecektir. Zengin organik
madde igerigi, kullannoma hazir ve ucuz kaynakli atik mantar kompostunun
biyoteknolojik olarak yeniden kullanim alanlarinin bulunmasi ve optimizasyonu

icin son yillarda biiyiik bir ¢aba goriilmektedir (Phan and Sabaratnam, 2012).

Diinyada atitk mantar kompostunun ¢esitli degerlendirme ¢alismalari
bulunmaktadir. Bunlar; lignoseliillozik enzim geri kazanimi, biyoremediasyon
(polisiklik aromatik hidrokarbonlar’in biyoremediasyonu) (Lau et al., 2003),
fenolik bilesikler (Trejo-Hernandez et al., 2001), biosit ve fungusitler (Law et al,
2003; Ahlawat et al., 2010; Cordowa Juarez et al., 2011), agir metal absorbsiyonu
(Chen et al., 2005), boya giderimi (Lim et al., 2013), asidik maden sivilari
(Cheong et al., 2010), alternatif enerji kaynag1 olarak ve giibre olarak (karasal

ortama yayma, tekrar kompostlastirma) kullanimi seklindedir.

Lignoseliilozik enzim kazaniminda; Pleurotus ostreatus’tan o-amilaz ve
selilaz enzimi, Lentinula edodes’ten f-glukosidaz enzimi, Flammulina
velutipes’ten lakkaz enzimi (Ko et al., 2005), Pleurotus sajor-caju’dan seliilaz, -
glukosidaz ve lakkaz enzimi (Singh et al., 2003) ile Agaricus bisporus’tan lakkaz

enzimi (Mayola-Deloisa et al., 2009) caligmalar1 yapilmistir.

Caligmamizda, Agaricus bisporus atik mantar kompostundan gozle goriilen
ve kolaylikla elle toplanabilen Agaricus bisporus atik mantar sap kisimlari lakkaz

kaynagi olarak kullanim1 amaglanmaigtir.

2.4 Lakkaz Enziminin Kullanim Alanlar

Fungal lakkazlarin, fenolik bilesiklerin polimerizasyonu,
depolimerizasyonu, metilasyonu ve demetilasyonu gibi genis bir substrat araligini
katalizledikleri bilinmektedir (Leonowicz et al., 1979, 1985). Lakkazlar hem
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fenolik hem de fenolik olmayan ligninle iligkili bilesikleri okside edebildigi ve
olduk¢a zor pargalanabilen g¢evre kirleticilerini de oksitleyebilmelerinden dolay1

son yillarda oldukga ilgi ¢ekici bir aragtirma alani olusturmaktadirlar.

Lakkaz enzimlerinin sahip oldugu oksidasyon yetenegi sayesinde bazi
endistriyel ve biyoteknolojik siireclerde bu enzimlerin olduk¢a verimli halde

kullanilmasi mimkiin olmaktadir.

Lakkazlar; gida ve igki endiistrisinde renk olusumlarinin belirlenme ve
zenginlestirilme asamalarinda kullanilabilir. Meyve suyu, bira ve saraplardaki
koyulagma ve bulanikligin olusmasindan sorumlu istenmeyen fenolik bilesiklerin
giderimi lakkaz uygulamalariyla saglanabilir. Lakkazlar biyopolimerlerin gapraz
baglanma yetenekleri sayesinde firmcilikta da kullanilabilir. Selinheimo et al.,
(2006)’ a gore beyaz clirlik¢iil fungus Trametes hirsuta lakkazinin maksimum

hamur direncini artirdigini goriilmiistir.

Kagit hamuru delignifikasyon ve agartma islemlerinde klor bazli
kirleticilerin kullanim1 ¢evresel sorunlara sebep olmaktadir (Kuhad et al., 1997).
Ambalaj kagitlarinda, lakkaz mediator sistem (LMS) ile kagit hamurunun
delignifikasyonu ve beyazlatilmasi teknikleri gelistirilmistir (Call and Miicke,
1997). Lakkazlar, sunta gibi lignoseliiloz temelli kompozit materyallerin
tretiminde, ligninleri aktive edip liflerin enzimatik olarak tutunmasini
saglamaktadir. Kompozitlerin yapimi sirasinda, toksik sentetik yapistiricilar
kullanilmaksizin saglam mekanik 0Ozellikli suntalarin  {liretimini  miimkiin

kilmaktadirlar (Felby et al., 1997; Hiittermann et al., 2001).

Tekstil endiistrisinde; ticari boyalar ¢ok c¢esitli olup kimyasal yapilari
nedeniyle, oksitleyici ajanlara, 1518a, suya vb. etkilere olduk¢a dayaniklidirlar.
Yapilan boyali yas islemler sonucunda fazla miktarda kimyasal madde ve su
kullanilmaktadir. Son yillarda; endiistriyel atiksularda, benzidin ve diger aromatik
bilesikler gibi kanserojenlerden iiretildigi bilinen bazi boyalarla ilgili pek cok
endise mevcuttur (Baughman and Perenich, 1988). Atik sulardaki boyay:
temizleme islemi ile ilgili su an mevcut olan teknoloji ise yetersiz kalmakta ve

ekonomik bir yontem olmamaktadir (Cooper, 1995; Stephen, 1995). Lakkazlarin
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boyalarin kimyasal yapilarin1 pargcalama yetenekleri sayesinde etkili bir ¢oziim
oldugu diisiiniilmektedir ve tekstil endiistrisinde lakkaz kullanimi ¢ok hizli
gelismektedir (Abadulla et al., 2000; Blanquez et al., 2004; Hou et al., 2004).
Parshetti ve arkadaslari (2007), Aspergillus ochraceus NCIM-1146’nin
miselyumu tarafindan tekstil boyar maddesi Reactive blue-25 (0.1g/1)’in
renksizlestirilmesi ve parcalanmasini c¢alismiglardir. Calismada, bu boyar
maddenin renksizlestirilmesini, biyolojik parg¢alanmasin1 ve parcalanma
iirlinlerinin tanimlanmasini incelemek ve ayni zamanda renksizlestirme islemi
sirasinda kiiltiir stiziintiistindeki lakkaz ve lignin peroksidaz gibi hiicre dist
enzimleri belirlenmesi amaglanmistir. Spektrofotometrik ve gorsel incelemeler,
renksizlestirmenin fungal adsorpsiyonu takip eden parcalanma sayesinde
oldugunu gostermistir. Ortamda glukozun bulunmasi ise, daha hizli bir
adsorpsiyon (4 saat) ve renksizlestirme (7 giin) sagladigi belirlenmistir (Parshetti
etal., 2007).

Maximo ve arkadaslar1 (2003), Geotrichum sp. mantarindan elde edilen
enzimlerin sanayiide kullanilan {i¢ reaktif azo boyar maddesini (Reactive Black 5,
Reactive Red 158 ve ReactiveYellow 27) pargalama yetenegini incelemislerdir.
Her bir boyar madde Geotrichum sp. ile isleme tabi tutuldugunda mantar siyah
boyar maddeyi hizli bir sekilde doniistime ugratirken, diger iki boyar madde i¢in
iki kat siireye ihtiya¢ duyulmustur. 20 giinliik eski kiiltlirler, boyar maddelerin
ardisik miktarlart (200 ppm) ile reaksiyona sokuldugunda ise toplam doniisiim
siiresi ii¢ boyar madde i¢in de yaklasik 5 giine kadar distriilmiistiir. Calismada,
siyah boyar maddenin doniisiimiinde lignolitik enzimler olan Mn peroksidaz,
Mangansiz peroksidaz ve lakkazin etkisinin miimkiin oldugu, ancak sar1 ve
kirmizi boyar maddeler icin ilave enzimlerin veya faktorlerin gerektigi
vurgulanmigtir. Ayrica Geotrichum sp.’nin biiyiik miktarlarda boyar maddeyi
donlisime  ugratabilme  yetenegi  sayesinde  tekstil atik  sularinin
renksizlestirilmesinde uygulama potansiyeli olabilecegi ifade edilmistir (Maximo

et al., 2003).

Lakkazlar, kofaktorleri kullanmaksizin elektron transfer reaksiyonlarini

katalizleyebildikleri i¢in ¢esitli fenolik bilesikleri, oksijen veya azidleri belirlemek
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icin biyosensdrler olarak da kullanilmistir. Aynt zamanda, morfin ve kodeini
(Bauer et al., 1999), katekolamini (Lisdat et al., 1997; Ferry and Leech, 2005),
bitki flavonoidleri (Jarosz-Wilkotazka et al., 2004) ve elektroimmunoassayleri

(Kuznetsov et al., 2001) belirlemek i¢in biyosensdrler gelistirilmistir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) diger ksenobiyotiklerle
birlikte toprakta Onemli bir kontaminasyon kaynagidir ve bu yiizden
parcalanmalar1 ¢evre igin biiyilk Onem tasimaktadir. Lakkazlarin katalitik

ozellikleri boyle bilesikleri pargalamada da kullanilabilir.

Kozmetik diinyasinda da lakkaz kullanilarak ¢esitli uygulamalar
yapilmaktadir. Lakkaz temelli sa¢ boyalari, boya formiilasyonunda hidrojen
peroksit (H20,) yerine lakkazlar kullanildigindan mevcut olan sa¢ boyalarindan
daha az tahris edici ve kullanilmasi1 daha kolay olmaktadir (Roure et al., 1992;
Aaslyng et al., 1996; Lang and Cotteret, 1999). Cildi parlatmak i¢in kullanilan
protein icerikli kozmetik ve dermatolojik preparasyonlar da gelistirilmistir (Golz-

Berner et al., 2004).
2.5 Sulu Ikili Faz Sistemi (Aqueous Two Phase System; ATPS)

Giliniimiizde endiistriyel biyoteknoloji pazar1 sanayide hizla biiyliyen
sektdrlerdendir. Ilag, teshis, gida ve biyoteknoloji uygulamalarinda rekombinant
proteinlerin ve enzimlerin tretimi hizla artmaktadir (Walsh, 2000). Kontamine
protein Karigimlarinin saflastirilmast maliyetleri %30-80 oraninda arttirmasi
sebebiyle, daha ekonomik protein ayristirma tekniklerine ihtiyag duyulmaktadir
(Ghosh, 2003). Ayn1 zamanda; biyomolekiillerin saflastiriimasinda diyaliz, iyonik
ve afinite kromotografisi gibi geleneksel yontemler ve digerleri gesitli agamalar
icermektedirler. Diger taraftan sivi-sivi ekstraksiyon sistemleri, saflastirma
basamaklarin1 tek bir islemde birlestirerek alternatif bir saflagtirma teknigi
olmaktadir. Diisiik maliyetli kimyasallarin kullanimi, diisiik viskozite ve hizlaca
faz ayrimin gergeklesmesi, ara yiizey geriliminin diisiik olmasma bagh
biyomolekiillerin degredasyonunun minimumda kalmasi, enerji tiiketiminin az
olmast bu sistemin avantajlarim1 olusturmaktadir. Ayrica, sulu ikili faz

sistemlerinde 6lgek biiylitmenin de kolay olmasi yontemin bir baska tstiinligiinii
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olusturmaktadir (Aguilar, 2006; Yue et al., 2007; Negrete et al., 2007). Protein
saflastirmada geleneksel yontemler su-organik ¢oziicli sistemleri igerir ancak
proteinler  organik  ¢bdzgenlerde  ¢Oziinememekte ve  denatlirasyona
ugramaktadirlar. Sivi-sivi ikili faz sistemlerinde ise suda ¢oziiniir polimer-tuz ya
da polimer-polimer karigimlart olusturularak kullanilmaktadir. Faz ayrilmasi ilk
kez Flemenk mikrobiyolog Martinus Willem Beijerinck tarafindan 1896 yilinda,
agar ve nisasta ya da jelatinin karigsmasiyla olusan ikili fazin gézlemlenmesine
dayanmaktadir (Albertsson, 1986). Sonrasinda, 1947 yilinda Dobry ve Boyer-
Kawenoki 35 c¢ift ¢oziinlir polimer ve c¢oziiciilerle ilgili testler yapmigslardir
(Mazzola, 2008). Bu sistemler, sulu ikili faz sistemleri olarak adlandirilmis ve
1956 yilinda Albertsson tarafindan ilk defa biyomolekiillerin geri kazaniminda
kullanilmistir ve biyolojik molekiillerin fazlar arasinda dagiliminin se¢imli olarak
gerceklestigi  ortaya konmustur. Sonraki c¢alismalarda ise farkli polimer
konsantrasyonlarinda ve molekiil agirliklarinin etkilerini inceleyip sistemlerin faz

diyagramlar1 olusturulmustur (Balasubramaniam, 2003).

Proteinler, enzimler, niikleik asitler, viriis, antikor ve hiicre organelleri gibi
biyolojik maddelerin se¢imli olarak ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in biyoteknoloji
alanindaki uygulamalar1 olan sulu ikili faz sistemleri etkin bir yontemdir (Raja et
al., 2011). Bu sistem; polimer-tuz, bir polimer (PEG) ile inorganik tuzlar (fosfat,
stilfat, sitrat gibi) ya da polimer-polimer, hidrofilik ve yapisal olarak farklh
polimerlerin (Dekstran/PEG gibi) birlikte kullanilmasidir. Bu ikili gruplar kritik
konsantrasyon noktasinin lizerine geldiginde ikili faz olusmaktadir. PEG-Tuz
sistemlerinde fazlardan biri polimerce zengin digeride tuzca zengin olup polimer-
polimer sistemlerine gore daha diisiik maliyet ve viskoziteli olduklarindan biiytik
Olgekli ekstraksiyonlarda kullanilmaktadirlar. Diger yandan PEG-Dekstran
sistemlerinde ise her faz kendisini olusturan polimerce zengindir ve ¢ogunlukla
kiigik  Olgekli  hiicre  makromolekiillerinin ~ ve  hiicrelerin  ayriminda

kullanilmaktadir (Yue et al., 2007).

Polimer-tuz ve polimer-polimer sistemlerinin her ikiside biyo-uyumlu olup
yiiksek oranda su icerdiginden dolay:r biyomolekiiller i¢in 1limli toksik olmayan
bir ortam olusturmakla birlikte, polimerin enzim aktivitesi ve protein yapisini

stabilize edici etkileri bulunmaktadir (Yue et al., 2007; Negrete et al., 2007). Sulu
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ikili faz sistemlerinde molekiiller ortam etkilesimlerine ve kendi genel
karakteristik etkilerine bagli olarak se¢imli olarak iki faz arasinda dagilmaktadir.
Fazlar arasinda; makromolekiillerin dagilimi degisken olup herhangi bir

modelleme yapilamamustir, kiigiik molekiiller ise tarafsizca dagilmaktadirlar.

Iki adimdan olusan bir islem olan sulu ikili faz sisteminin ilk adin
dengeleme digeri ise faz ayriminin gergeklesmesi adimidir. Dengeleme adiminda;
sistemi olusturan polimer, tuz ve protein ekstraktinin karistirilmasiyla iki fazin
kendiliginden dengeye gelmesi i¢in dispersiyonun olusmasidir ve ¢gogunlukla hizli
gergeklesen bir islemdir. Bu islem hafif karistirma ve bekletme ile yapilir. Faz
ayriminin  gerceklestigi adimda ise iki fazin belirgin olarak birbirinden
ayrilmasidir ve santrifiij isleminin bulundugu asamadir. Sanrifiij zamani ve hizi

yapilan ¢alismaya gore degisiklik gosterebilmektedir (Sekil 2.6.).

Faz — ) .

‘ ) Ayrim e ‘}‘] PEG’ce zengin
E : .. -
l > " iist faz
-

« — . B | |
¢ <'e . ".‘ : Tuz’ca zengin
e~ 0 ok g
- alt faz

«  Hedef Protein
DigerProteinler
.~ PEE

" Tuz

Karisim

Sekil 2.6. PEG-Tuz Sulu ikili faz sistemi (ATPS) (Ratanapongleka,2010).
2.5.1 Faz diyagramlari, binodiyal egri, tie-line hatlari

Sulu ikili faz sistemlerinin ¢alisma alanlar1 faz diyagramlaridir. ikili faz
sistemlerinin olusmasinda; sicaklik, pH, polimer ve tuz konsantrasyonlar1 ayirict
Ozellik tasimaktadir. Faz diyagramlari, ikili {ist ve alt faz1 olusturmak i¢in gereken
faz olusturucu bilesenlerin (Polimer-tuz / polimer-polimer) konsantrasyonu ve faz
hacim orani hakkinda bilgi saglar (Sekil 2.7.). Faz diyagramu, tie-line ve binodiyal
egri olarak isimlendirilmekte olan 6zel baglantili hatlara sahiptir. Faz diyagram
bolgesini binodiyal egri ikiye boler. Sekil 2.7.de goriildiigii gibi binodiyal egri
TCB egrinin altinda ve egride tek bir faz olusturacak olan boliimdiir, egrinin

tizerindeki bolgede ise birbiriyle karismayan iki sivi faz olusturacak bilesen
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konsantrasyonlarinin  olusturdugu  bolgelerdir. Binodiyal egri  birbirine
karismayan iki fazin arasindaki ayrimi temsil etmektedir. Binodiyal egri iizerinde
birbiri ile baglantili iki nokta arsinda ¢izilen tie-line olarak adlandirilan hatlar
iizerinde gerceklesmesi muhtemel sulu ikili faz sistemleri bulunmaktadir. Alt ve
tist fazda bulunan bilesenlerin olmasi gereken en son konsantrasyonlarini tie-line
hatlart (T ve B) gostermektedir. Sekil 2.7.°de X,Y,Z sistemleri ayni tie-line
kooordinatlar1 lizerinde bulunmakta olup alt ve iist fazda bulunan bilesenlerin son
konsantrasyonlar1 degismezken her ii¢liniinde baslangic kompozisyonlar1 ve
hacim oranlar1 farklidir. C noktas: "kritik nokta" olup, her iki fazin toplam
kompozisyonu ile hacimlerinin esit oldugu yerdir (Hatti-Kaul, 2000; Raja et al.,
2011).

T
Tpeg | 1
0- iki Faz
x > <
\ . N
PEG Y
% (w/w) \ | }
Q
: -
Q
. L
Tek Faz \
Bpzg [¢ —
B
v v
Tuz
T TUZ , B TUZ
% (w/'w)

Sekil 2.7. Faz diyagranu; TCB = Binodal curve, C = Kritik nokta, TB = Tie line, T = Ust faz
kompozisyonu, B = Alt faz kompozisyonu, ve X, Y and Z = Sulu ikili faz sisteminde

toplam kompozisyon (Raja et al., 2011).
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Binodiyal egrinin olusturulmasinda ii¢ yontem bulunmaktadir. Bunlar,
turbidometrik titrasyon metodu (1), cloud-point metodu (2) ve node determination
metodu (3)” dur (Sekil 2.8.).

Y % (w/w)

Polimer

40
Polimer / Tuz X % (w/w)

Sekil 2.8. Binodiyal egri metodlar1 (Hatti-Kaul, 2000).

Yontemlerden en hizli ve yaygim olanmi turbidometrik titrasyon metodudur.
Bilinen kiitle ve toplam kompozisyondaki faz bilesenleri karistirilarak bulanik
sistem serileri hazirlanir ve karigim tek ve agik bir faz olusuncaya kadar su ya da
cozgenler ile seyreltilir. Bulanikliktan berrakliga gectigi noktanin faz bilesimi
hesaplanir ve egride isaretlenir. Cloud-point metodu (2)’ nun prensibi de aynidir.
Konsantrasyonu belli olan polimer ¢ozeltisi (PEG) test tiipline alinir ve {lizerine
yine konsantrasyonu belli diger polimer ¢ozeltisi (Dekstran) ya da tuz ¢ozeltisi
(inorganik tuzlar) azar azar ilave edilip karistirilir. Baslangicta karisim berraktir,
ilave edilen ikinci ¢ozelti belli bir degerin {lizerine ¢iktig1 kritik noktadan sonra
bulaniklagir ve iki faz olugmaya basladiginda bu karisimin kiitlesi, hesaplanarak
meydana gelen ikili fazin kompozisyonu hesaplanir ve egride isaretlenir. Bu
karisim tekrar berraklasincaya kadar seyreltilerek prosediir tekrarlanir (Hatti-Kaul,
2000).



18

Tie-line hatlar1 uzunluk (TLL) birimi bilesenlerin konsantrasyonlarinda
oldugu gibi % w/w olarak ifade edilmektedir. Tie-line hatlar1 uzunluklar ile
fazlarin kiitleleri asagidaki denklemle baglantilidir:

Viist Piust __ Q

VaiePalt XT

V; alt ve st fazin hacimleri, p ise alt ve st fazlarin yogunlularinm ifade
etmektedir. Esitligin diger tarafin1 olusturan XB (alt faz) ve XT (iist faz) ise tie-
line hatlarmin uzunluklarini ifade eder (Sekil 2.6.). Tie-line hatlar1 paralel
oldugundan tie-line hattinin egimi digerlerinin ¢iziminde kullanilmaktadir. Faz
bilesenlerinin analizi ve fazlardaki tuz ile polimer konsantrasyonlarini belirlemek
icin gravimetrik analiz, refraktif indeks Ol¢limii, iletkenlik Ol¢iimii, boyut

dislamali kromotografi kullanilmaktadir.

Istenilen seviyede saflastirmanmn yapilabilmesi igin faz diyagramlar
optimum sistem kosullarinin belirlenmesini saglamaktadir. Protein saflagtirmada
en uygun sulu ikili faz sistemini se¢gmede, hedef protein selektivitesi (o) diger
proteinlerden yiiksek olmalidir. Selektivite (o), hedeflenen proteinin dagilim

katsayisinin (Kp) diger proteinlerin dagilim katsayisina (K¢) oranidir.

Selektivite (o) = Kp /K.

Ayni tie-line hatt1 iizerindeki proteinlerin dagilim katsayilar1 ayni kaldigi
icin istenen proteinin se¢imliligi de belirli bir tie-line hatt1 iizerinde oldugunda
tim faz kompozisyonlari sabit bulunmaktadir. Sabit bir se¢imlili§in 6nemi,
saflasacak proteinin saflastirma faktoriine ait faz oranlart cesitlendirilerek
iyilestrilmesini saglamasit olmaktadir. Diigiik faz oraninin olmasi, yiiksek

saflagtirma faktortidiir (Hatti-Kaul, 2000; Balasubramaniam, 2003).

Ust faz kiitlesi
Alt faz kiitlesi

Faz Orani =
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2.5.2 Dagilma katsayisi (k)

Molekiillerin ~ fazlar arasindaki dagihmudir (K). Ust faz protein

konsantrasyonunun (Cgs) alt fazdaki protein konsantrasyonuna (Cg) oranidir.

Cijst

K =
Calt

Dagilma katsayis1 fazlarin, materyalin ve sicakligin &zelliklerinin
fonksiyonudur. Fazlarin hacim oranlariyla, c¢o6ziinen konsantrasyonlarindan
bagimsizdir. Proteinin dagilma katsayisi belli bir tie-line hattindaki tiim sistemler
icin sabittir ve dagilmay1 bircok faktor etkilemektedir. Deneysel ¢aligmalar ile
uygun dagilma katsayist optimize edilmelidir. Dagilma katsayist ve onu

etkilemekte olan faktorler logaritmik olarak ifade edilmektedir (Hatti-Kaul, 2000).
InK = ITlKO + InKeleC + Inthob + InKbiOSp + ITleﬁy + InKkonf + -

Kelec ; proteinin net yiikili, pH, iyon dagilimi ile polimerin yiikii tarafindan

belirlenen elektrostatik etkileri,

Khfob ; hidrofobikligi,

Kbiosp ; Sistemde bulunan ligandla olan afiniteye dayal ekilesimleri,
Kbiy ; protein ve polimerin bilyiikliigiinii,

Kkonf ; konformasyonal etkileri,

K° ; hesaba katilmayan diger faktorler.

2.5.3 Dagilma mekanizmasi

Dagilmay1 kontrol etmekte olan mekanizma ¢ok net bilinmemekle birlikte
fazda yer alan partikiil; kendisini cevreleyen molekiiller ile hidrojen bag,
hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler ile van der Waals benzeri zayif giicler
olusturarak etkilesimde bulunmaktadir. Bu etkilesimlerin iki fazda farkli net

etkileri bulundugu tahmin edilmektedir.  Dengede bulunan bir sistemde,
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partikiiliin fazlardaki hareketi i¢in gereken enerji (AE) ile dagilma katsayisi
arasinda bulunan iligki esitlikteki gibidir;

Burada; C; ve C, fazlardaki partikiil konsantrasyonlari, k Boltzman sabiti ve
T mutlak sicakliktir, AE dagilan partikiiliin biiyiikliigiine baghdir. Dagilan partikiil
ne kadar biiylik olursa kendisini ¢evreleyen fazla birlikte o kadar ¢ok atomla

iliskili olacaktir. Brensted 1931°de dagilma ile ilgili asagidaki esitligi

olusturmustur.
ﬂ — AM/KkT
G,

Bu esitlikte; M molekiiler agirlik ve A ise molekiiler agirlik disinda bulunan
ozelliklere bagli faktordiir. Kiiresel bir partikiil i¢in ise esitlikte M yerine
partikiiliin yiizeysel alan1 (A) ifade eden esitligin;

¢y
Z1 _ pAA/KT

Ca

dikkate alinmasini gerektigini belirtmektedir. Bu durumda A yiizeysel alan
disindaki Ozelliklere bagl faktordiir. Yizeysel ozellikler ylizey gerilim, birim
alandaki ylizey serbest enerjisi ile ifade edilmelidir. Bu ylizden hem ylizey alam
hem biiytikliik 6zellikleri dagilmay belirlemede biiyiik 6nem tagimaktadir. Aym
zamanda partikiiliin net yiikiide (Z) dagilmayr etkilemektedir. Eger fazlar
arasinda Uj-U; seklinde bir elektrik potansyeli farki bulunuyorsa esitlikte Z (U;-

U,) enerji terimide bulunmalidir.

% = exp((A4 + Z (U, — Uy)) / kT)
2

Esitlikte A biiyliklik ve net yiikk disindaki faktorleri gostermektedir.
Boylelikle, dagilmayi etkileyen toplam etki biiyiikliik, hidrofobisite, yilizeyin yiikii
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ve partikiilin ya da makromolekiilin konformasyonu gibi faktdrlere

boliinmektedir (Albertsson, 1986).

2.5.4 Protein dagilimim etkileyen parametreler

Proteinler; yapisal bilesenler, hiicre i¢i ya da disina madde tastyicilar veya
sinyal ileticiler ve enzimler gibi bir¢ok oOzellige sahip biyomolekiiller olarak
adlandirilabilirler. Fizikokimyasal 6zeklikleri ¢ok 1yi bilinmekte olup diger hiicre
bilesenlerine (lipit, polisakkarit, niikleik asit gibi) gore ¢ok daha kolay izole ve
karakterize edilebilmektedirler.

Sulu ikili faz sistemlerinde; molekiiller, fazlar arasinda sistem ve
mollekiillerin kendilerine has 6zellikleri ve ortam etkilesimlerinin baglantistyla
secimli olarak dagilmaktadirlar. Proteinlerin dagilimini etkileyen sistemsel
faktorler; sistem bilesenlerinin &zellikleri, pH, konsantrasyonu, polimer molekiil
agirhigl ve orani, tuz tiiri ve oranidir. Bunlarin yaninda, proteinin dagiliminda
kendisinin etkiledigi faktorler ise hidrofobik ve hidrofilik karakteri, yiikdi,
yiizeyinde bulunan amino asit artiklar1 olmakla birlikte farkli sistemlerde bu
yiizeysel ozelliklerin dagilima ne sekilde katkisi olacagiyla ilgili ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir (Berggren et al., 2000).

Sulu ikili faz sistemlerinde dagilimin temel mekanizmasi Sekil 2.9.’daki
gibidir. PEG-Tuz sistemlerinde PEG {ist fazi, tuz ise alt fazi olusturmaktadir
(Sekil 2.9a). Biyomolekiillerin dagilimi iist faz1 olusturan polimerin "hacimsel
dislama etkisi" ve alt fazi olusturan tuz ¢dzeltisinin "salting-out" etkisine bagl
olmaktadir. Ust fazda bulunan polimerin sistemdeki konsantrasyonu arttik¢a
polimer tarafindan kaplanan hacimde artmaktadir (Sekil 2.9b). Fakat polimer
molekiil kiitlesi ve polimer zincir uzunlugundaki artis, iist fazda biyomolekiil i¢in
yeterli yerin kalmasini engellemekte ve buna bagli olarak biyomolekiillerin
dagilimmin alt faza dogru yonelmesine sebep olmaktadir ve "hacimsel diglama
etkisi" olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.9¢c). Alt fazda ise tuz konsantrasyonunda
meydana gelen artig biyomolekiillerin  ¢oziinilirliiglini  azaltmakta ve
biyomolekiillerin dagiliminin iist faza yonelmesine sebep olmaktadir ve "salting-

out" olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.9d). Yiiksek polimer molekiil kiitlesi ve
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konsantrasyonuyla yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip sulu ikili faz sistemlerinde,
biyomolekiillerin dagilimi higbir faza yonelmeksizin fazlarin ayrilma noktasinda

birikmeleri ile ger¢eklesmektedir (Sekil 2.9¢) (Babu et al., 2008).
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Sekil 2.9. PEG-Tuz sistemlerinde biyomolekiillerin dagilimi (Babu, 2008).

Polimer-Polimer, Polimer-Tuz sulu ikili faz sistemlerinde kullanilan
polimerler; PEG, dekstran, nisasta, polivinilalkol, UCON olup en ¢ok
kullanilanlar1 PEG ve dekstrandir. Bunlarin toksik etkisi olmadigi i¢in gida ve ilag
endlistrisi  i¢in  yapilan  uygulamalarda  kullanilmaktadir.  Enddistriyel
uygulamalarda yiiksek safliktaki dekstran pahali oldugu i¢in daha ¢ok PEG/Tuz
sistemleri kullanilmaktadir (Snyder et al., 1992). Polimer konsantrasyonundaki
artis ile proteinlerin dagilimi tek tarafli olmakta ve dagilma katsayist 1’in iizerine
¢cikmaktadir. Polimer konsantrasyonundaki artigla birlikte refraktif indeks,
yogunluk ve fazlar arasindaki vizkozitede artacaktir (Albertson, 1986). PEG
hidrofobik karakterli bir polimerdir ve molekiil kiitlesi arttik¢a hidrofibisitesi de
artmaktadir (Vaidya et al., 2006). Proteinlerin dagilimma PEG molekiil kiitlesinin
etkisi "Flory Huggins Teorisi" ile agiklanmaktadir. PEG ile protein arasindaki
tercihli se¢cim, PEG molekiil kiitlesindeki artis bir noktadan sonra proteinlerin tuz

fazina yonelmesiyle dislama etkisi olusturmaktadir. Bu sebeple proteinlerin
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saflagtirllmasinda yiiksek molekiil kiitleli PEG’ler saflagtirilmasi istenen proteinin

verimini diistireceklerinden ¢ok tercih edilmemektedirler (Klomklao et al., 2005).

Polimer-Tuz sulu ikili faz sistemlerinde ¢ogunlukla siilfat tuzlar1 (Na;SQy,
(NH4)2SO4, MgSOy), fosfat tuzlari (NaH,PO., Na;HPO4, KH,PO. K;HPO,),
sitrat tuzlar1 (NagCeHsO7) kullanilmaktadir. Sulu ikili faz sistemlerinde tuzlar,
fazlar arasindaki hidrofibisiteyi arttirip proteinle PEG arasindaki hidrofibisitenin
artmasini ve bunun sonucunda da daha iyi bir ayrismanin gergeklesmesini
saglamaktadirlar (Su and Chiang, 2006). Tuzlarin dagilima etkisinde alt ve {ist faz
arasindaki elektrik akiminin farklilasmasiyla olmaktadir. Alt faz negatif yiikli ve
ist faz pozitif yiiklii olup negatif yiiklii proteinler iist faza elektrostatik itme
kuvvetiyle gitmektedirler (Han and Lee, 1997). Tuzlarin hidrofobik karakterleri
dagilima etki eden en 6nemli faktordiir. Proteinin dagilimina tuz iyonlarinin etkisi
genelde Hofmeister serisinde bulunan pozisyonlartyla alakali olup katyonlar i¢in
Li* > Na" > K" > NH™ > MgJ'2 iken anyonlar i¢in ise SO4'2 > HPO? > CH;COO
seklinde olmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda Hofmeister serilerinin sol
baslarindaki iyonlarin "salting out" etkisi proteinlerin ¢oziiniirliiklerini
diistirmekte ve hidrofibik etkilesimleri arttirarak proteinlerin PEG’ce zengin iizt

faza gegmesini saglamaktadirlar (Silva and Franco, 2000).

Sulu ikili faz sistemlerinde protein konsantrasyonunun doygunluk sinirina
gelmesi ve lizerine ¢ikmastyla proteinlerin ¢okelterek geri kazaniminin diismesine
sebep olmaktadir. Bu yiizden, protein konsantrasyonlari bu sistemlerde doygunluk

sinirinin altindaki degerlerde olmalidir.

Faz ayrimimin gerceklesmesi sistemden sisteme farklilik gostermektedir.
Bunun sebebi farkli yogunluk ve viskozite Ozelliklerine sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir. PEG-Dekstran ve PEG-Tuz sistemleri en hizli faz olusturan
sistemlerdir (Albertsson, 1986).

2.5.5 Sulu ikili faz sisteminin uygulama alanlar:

Biyolojik molekiiller (proteinler, enzimler, niikleik asitler vb.) ¢ogunlukla
seyreltik  sistemlerde elde edilmektedirler ve iiretimlerinde  Oncelik

konsantrasyonlarin1 artirma islemleri olmaktadir. Saflagtirma islemi geleneksel
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yontemlerde santrifiij, filtrasyon ve yogunlastirma gibi farkli adimlardan
olusmakta ve bu islemler sirasinda tiriin kayiplart meydana gelmektedir. Ayrica
birgcok adimi igerdigi i¢in zaman kaybi da sézkonusudur (Balasubramaniam,
2003). Sulu ikili faz sistemlerinin kullanimi; geleneksel yoOntemlerim
dezavantajlarin1 ortadan kaldirip deristirme, berraklagtirma ve saflastirma
basamaklarinin tek bir adimda gerceklesmesine olanak saglayarak hem zaman

hem de maliyetini azaltmaktadir.

Sulu ikili faz sistemi kullanilarak saflastirilan enzimlerle ilgili birgok
calisma bulunmaktadir. Aspergillus oryzae’den a-galaktosidase enzimi, %12
PEG-4000 / %11.9 Fosfat sulu ikili faz sistemi ile 3.6 kat saflagtirma katsayis1 ve
%87.71 verim ile saflastirilmistir (Naganagouda and Mulimani, 2008).
Trichoderma reseii’den B-glukosidaz enzimini, %18-PEG 1500 / %13 potasyum
Fosfat sulu ikili faz sistemini kullanarak %92 verimle elde edilmistir (Guatam and
Simon, 2006). Tavuk yumurtasindan lizozim enzimi %16.1 PEG-6000 / %12
NaySO, sulu ikili faz sistemi kullanilarak 7.6 kat saflatirma katsayis1 ve %70
verimle elde edilmistir (Su and Chiang, 2006). Enzimlerin bitkilerden de sulu ikili
faz sistemiyle basarili saflastirma ¢alismalar1 bulunmaktadir. Ananas comosus’tan
elde edilen bromelin ve fenol oksidaz enzimleri %18 PEG-1500 / %14 Fosfat sulu
ikli faz sistemiyle; bromelin, %228 enzim geri kazanimu ile 4 kat saflastirilmis ve
fenol oksidaz %90 enzim geri kazanimi ile 2.7 kat saflagtirma katsayisiyla elde
edilmistir (Babu et al., 2008). Patatesten polifenol oksidaz enzimi %5 PEG-8000 /
%28.5 Fosfat sistemiyle 15.7 kat saflagtirma katsayis1 ve %97 verim ile elde
edilmistir (Vaidya et al., 2006).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal

Lakkaz enzim kaynagi olarak; ticari kiiltiir mantar1 Agaricus bisporus
hasatindan sonra, atik mantar kompostunda (Spent Mushroom Compost; SMC)
bulunan atik mantar saplar1 kullanilmistir. AMS igeren atik mantar kompostu PE-
MA Mantarcilik (Foga-izmir) iiretim tesislerinden saglanmistir. Bu amacla hasat
yapilan odalardan alinan Agaricus bisporus atik mantar kompostu mantar sapi

ornekleri ayni giin laboratuvara soguk zincirle getirilmistir.

3.2 Kimyasallar

2,2’azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic  acid) (ABTS) (Sigma,
A1888)

Amonyum Siilfat ( (NHg4),SO, ) (Riedel-de Haén, 11225)

Asetik Asit (CH3COOH) (Riedel-de Haén, 27225)

Bovin Serum Albumin (BSA)(Sigma, P0834)

Coomasie-Brillant Blue (Fluka, 27815)

Di Potasyum Mono Hidojen Fosfat (K,HPQO,) (Riedel-de Haén, 04248)
Di Sodyum Mono Hidojen Fosfat (Na,HPO,) (Fluka, 71642)

Etanol (C,Hs0H) (Sigma-Aldrich, 24102)

Fosforik Asit (HsPO,) (Riedel-de Haén, 04107)

Magnezyum Siilfat ( MgS0O,4.7H,0) (Fluka, 63140)

Polietilen Glikol 1000 (PEG 1000) (Fluka, 03395)
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Polietilen Glikol 1450 (PEG 1450) (Aldrich, P5402)

Polietilen Glikol 3350 (PEG 3350) (Aldrich, 202444)

Polietilen Glikol 8000 (PEG 8000) (Aldrich, P2139)

Potasyum Di Hidrojen Fosfat (KH,PO,) (Riedel-de Haén, 04243)

Sodyum Asetat (CH3;COONa) (Merck, 1.06268)

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) (Sigma, S8875)

Sodyum Di Hidrojen Fosfat (NaH,PO,) (Sigma, S0751)

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Tekkim)

Sodyum Karbonat (Na,COs3) (Riedel-de Haén, 13418)

Sodyum Siilfat (Na,SO,4) (Sigma-Aldrich, 239313)

3.3 Cihazlar

Analitik terazi (Precisa BJ1000 C, Isvigre)

Buzdolab1 (Bosch)

Derin dondurucu (Bosch)

Hassas terazi (Denver instrument, Amerika Birlesik Devletleri)

Isitmali Manyetik Karistiric1 (Ika Werke MSC Basic C, Amerika Birlesik

Devletleri)

Liyofilizatér ( Edwards Modulyo, Ingiltere)

Otomatik Pipet (10-100 pl, 100-1000ul) (NichipetEX; Japonya)
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pH metre (WTW Inolab pH 720, Almanya )

Santrifiij (Hettich Rotina 35 R sogutmali santrifiij, Almanya)

Sicak su banyosu (Kotterman, Almanya)

Spektrofotometre (Varian Cary 300 Bio, Avustralya)

Ultrafiltrasyon (Sartorius, Sartocon Silice 200, Almanya)

Vorteks (VWR, Almanya)

3.4 Cozeltiler

Calismalar boyunca kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlama sekilleri asagida

verilmigtir.

1 mM ABTS Cozeltisi: Lakkaz aktivite 6l¢iimiinde, | mM 2,2'-Azinobis 3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) (514.62 g/mol) ¢ozeltisi 0.1 M pH 4.6
asetat tamponunu kullanilarak hazirlanmistir. Cozelti aktivite tayininden Once

taze olarak hazirlanmistir.

0.1 M Asetat Tamponu: 0.1 M 100 ml pH 4.0, 4.6, 5.0, 5.6 degerlerinde
tampon hazirlamak i¢in stok olarak 0.1 M Sodyum Asetat Anhidrit (8.204 g
CH3COONa/l) ve 0.1 M Asetik Asit (13.61 g CH3COOH/l) ¢ozeltileri
kullanilmigtir. Sirasiyla; 0.1 M Sodyum asetat pH 4.0, 16.6 ml; pH 4.6, 44.9 ml;
pH 5.0, 67.8 ml; pH 5.6, 89.3 ml ve 0.1 M Asetik asit pH 4.0, 83.4 ml; pH 4.6,
55.1 ml; pH 5.0, 32.2 ml; pH 5.6, 10.7 ml stok c¢ozeltileri karistirilarak
hazirlanmistir. Tiim ¢ozeltilerin pH’lar1 karisimlar hazirlandiktan sonra pH

metrede kontrol edilmistir.

0.1 M Fosfat Tamponu: 0.1 M 100 ml pH 6.0, 6.5, 7.0, 8.0 degerlerinde
tamponu hazirlamak igin stok olarak 0.1 M monosodyum di hidrojen fosfat (12 g
NaH,PO4/) ve 0.1 M di sodyum mono hidrojen fosfat (14.2 g Na;HPO/I)
cozeltileri kullanilmistir. Sirasiyla; 0.1 M monosodyum di hidrojen fosfat pH
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6.0, 87.7 ml; pH 6.5, 68.5 ml; pH 7.0 39.0 ml; pH 8.0, 5.3 ml ve 0.1 M di sodyum
mono hidrojen fosfat pH 6.0, 13.3 ml; pH 6.5, 31.5 ml; pH 7.0, 61.0 ml; pH 8.0,
94.7 ml stok c¢ozeltileri karistirilarak hazirlanmistir. Tiim ¢ozeltilerin pH’lar1

karisimlar hazirlandiktan sonra pH metrede kontrol edilmistir.

0.1 M Karbonat Tamponu: 0.1 M 100 ml pH 9.0 degerinde tampon; stok
olarak hazirlanan 0.1 M Sodyum Karbonat (10.8 g Na,CO4/1) ¢ozeltisinden 10 ml
ve 0.1 M Sodyum Bikarbonat (8.4 g NaHCOz3/1) ¢ozeltisinden 90 ml karigtirilarak
hazirlanmistir. Cozeltinin pH’1 karisim hazirlandiktan sonra pH metrede kontrol

edilmisgtir.

Bradfort Reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml %95°lik
etanol i¢inde ¢oziiliip, lizerine 55 ml %88’lik fosforik asit ilave edilerek distile su
ile 1 I’ye tamamlanarak filtre edilmistir. Cozelti buzdolabinda ve koyu renkli

sisede saklanmistir.

3.5 Atik Mantar Saplarimin Temizlenmesi ve Liyofilizasyonu

AMS oOrnekleri laboratuvara ulastirildiktan sonra plastik bir bigak
yardimiyla kompost atiklarindan temizlenmis ve -20 °C’de donmasi saglanmustir.
Temizlenmis ve dondurulmus Ornekler liyofilizatérde (Edwards Modulyo,
Ingiltere) kurutulmustur. Béylece mantar sap1 igerisindeki mevcut olan su sogukta
ve vakum altinda siiblimlesme ile uzaklastirilmis ve porselen havanda ezilerek toz
haline getirilmistir. Enzimin buzdolabinda +4 °C’de aktivite kaybi olmaksizin
uzun siire saklanmasi saglanmustir. Orneklerdeki %NEM icerigi asagidaki

formiille hesaplanmistir.

Baslangic Agirlik — Kurutulduktan Sonraki Agirlik
o NEM = D9slangic A8 Bl 100

Baslangi¢ Agirlik
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3.6 Ham Enzim Ekstraktimn Hazirlanmas1 ve Ekstraksiyon

Veriminin Belirlenmesi

AMS tozu %10 olacak sekilde pH 4.6 asetat tamponu ic¢inde 1 dk. 4.
kademede vorteks (VWR, Almanya) ile karsitirilarak buzdolabinda (Bosch) 30 dk.
+4 °C’de bekletilmis sonrasinda 7000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir (Hettich

Rotina 35 R sogutmali santrifiij, Almanya).

Ekstraksiyon verimini belirlemek igin 1. ekstraktin siipernatanti alinarak
aliman miktar kadar kalinti iizerine pH 4.6 asetat tamponu eklenmistir. Ayn
prosediir uygulanarak 9. ekstrakta kadar isleme devam edilmistir. Boylece

ekstraksiyon verimi i¢in ardisik ekstraksiyonlar gerceklestirilmistir.

3.7 Lakkaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Lakkaz enzim aktivitesi, yapay bir substrat olan ABTS’ nin oksidasyonunun
izlenmesi yoluyla dl¢lilmiistiir (Irshad et al., 2011). Bu yontem, lakkaz aktivitesi
Olglimiinde (Bourbannais and Paice, 1990) ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
ABTS, daha istikrarli ve tercih edilen hali olan radikal katyonu formuna lakkaz ile
oksitlenmektedir. Olusan yogun mavi-yesil renk radikal katyon miktar1 ile dogru

orantilidir ve bu iligki ile lakkaz enzim aktivitesi olgiilebilmektedir.

Enzimatik  reaksiyon  toplam 1 ml’lik reaksiyon  hacminde
gerceklestirilmistir. 1 mM pH 4.6 asetat tamponunda hazirlanmis 0.9 ml ABTS
¢ozeltisi lizerine pH 4.6 asetat tampon ile uygun seyreltik 0.1 ml enzim ¢ozeltisi
ilave edilmigtir. Enzim aktivitesi, reaksiyon karisiminin spektrofotometrede 420
nm’de 3 dk.’lik  inkiibasyon periyodunda absorbanslarinin kinetik olarak

Olclilmesiyle gergeklestirilmistir.

1 Unit (U) enzim aktivitesi; reaksiyon kosullarinda, dakikada 1 pMol
ABTS’yi okside eden enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Lakkaz aktivitesi

U/ml olarak asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
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AAsyo X Vp X 10°
g X Venzim Xt

Aktivite = ( ) X Seyreltme Faktori

Sabit degerler

& =36 000 mol/cm (1s1k yolu)(36 mMol™ cm™) (Palmieri et al., 1997)
V1 = Toplam hacim, ml ( Substrat + Enzim )

Venzim = Enzim miktari, ml

t=1dk.

10° = Sabit deger (mikromole doniisiim faktdrii)

Degiskenler

AAs = Olciim esnasinda 420 nm’deki dk.’da absorbans degisimi
Seyreltme Faktorii = Ana enzim ¢ozeltisinin asetat tamponu ile seyreltilmesi

durumunda kullanilmastir.
3.8 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Lakkaz ornekleri protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Bradford
(Bradford, 1976) metodu kullanilmistir. Boya baglanmasi esasli yontemlerin en
yaygint olan bu yontemde Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
kullanilmaktadir. Bu yontem, proteinlerin bazik gruplariyla (Lys, Arg) boyalarin

asidik gruplarmin etkinlesip renk olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Protein  standart grafigi kullanilarak tiim ekstraktlarda protein
konsantrasyonlar1 saptanmistir. En yaygin olarak kullanilan protein standardi
Bovin Serum Albumin (BSA) ’dir. Standart BSA ’in; 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml

konsantrasyonlarina gore BSA standart ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Standartlar ve 6l¢iimii yapilacak protein 6rnekleri i¢in protein miktari tayini;
50ul 6rnek, standart ¢ozelti ve tampon (kor i¢in) iizerine 1.5 ml Bradford reaktifi

ilave edilmis ve 10 dk. oda sicakliginda, karanlikta bekletildikten sonra
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spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

Ornekteki protein degeri, hazirlanan standart grafik kullanilarak hesaplanmustir.

3.9 Lakkazin ATPS ile Kismi Saflastirilmasi

3.9.1 Sulu ikili faz sistemi

Calismamizda sulu ikili faz denemeleri i¢in (Benavides and Rito-Palomares,
2004) 4 PEG ve 4 tuz stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok PEG (%50, w/w) (PEG
1000, 1450, 3350, 8000 g/mol) ¢ozeltileri ve stok tuz ( %30, w/w) (sodyum di
hidrojen fosfat/di potasyum mono hidrojen fosfat, sodyum siilfat, amonyum siilfat,
magnezyum siilfat) ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda  distile su kullanilmustir.
Hazirlanan ¢ozeltiler ¢alisma pH degerimiz olan 4.6’ya 1 M ve 10 M asetik asit ile

1 M sodyum hidroksit ¢ozeltileri kullanilarak getirilmislerdir.

Ham ekstraktaki lakkaz enziminin ikili faz sisteminde dagilimini incelemek
icin farkli konsantrasyonlarda PEG ve tuz ¢ozeltileri karigtirilmistir. Sistemdeki
faz karigimlarina ait faz diyagramlarn ile olusturulmustur (Albertson, 1986;
Benavides and Rito-Palomares, 2004; Yue et al., 2007). Sulu ikili faz sistemi 10
ml’lik dereceli santrifiij tiiplerinde toplam miktar 5 g olacak sekilde hazirlanmigtir
(Mayola-Deloisa et al., 2009). Ham enzim ekstrakt1 sistemin %1 ini olusturacak
sekilde ilave edilmistir ve son sistem agirligi olan 5 g’a tamamlamak i¢in bidistile
su kullanilmistir. Karisim 1 dk. 1. kademede vorteks ile karistirilmis ve faz
ayriminin olugmasi i¢in 30 dk oda sicakliginda (25°C) bekletilmistir. Fazlarin
tamamen ayrilmasi i¢in, sonrasinda 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Alt ve
iist fazin hacimleri kaydedilmistir. Her fazin lakkaz enzim aktivitesi ve protein
miktarlart yapilmustir. Sulu ikili faz sisteminde yapilan tiim tayinler oda

sicakliginda (25+2°C) ti¢ tekrarl caligilmistir.

3.9.2 Tuz tiirii ve konsantrasyonu

PEG molekiilii (%50’lik PEG-1000) sabit tutularak, %30’luk 4 tuz
¢Ozeltisinin (amonyum siilfat, sodyum siilfat, sodyum dihidrojen fosfat/di

potasyum hidrojen fosfat, magnezyum siilfat) sistemde farkli oranlarda 15 ml’lik
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santrifiij tiiplinde toplam 5 g karistirilmalariyla, ekstraktaki lakkaz enziminin
dagilimi ¢alisilmistir. Bu sonuglar baz alinarak sabit PEG-1000’de en verimli tuz

tiirli ve konsantrasyonu belirlenmistir.

3.9.3 PEG molekiil kiitlesi ve konsantrasyonu

En uygun tuz tiiriiniin belirlenmesinin ardindan, tuz miktar1 sabit tutulup
%50 PEG 1000, 1450, 3350 ve 8000 sistemde farkli oranlarda tuz ¢ozeltisiyle
karigtirilarak en verimli lakkaz kazaniminin oldugu PEG molekiil kiitlesi ve

konsantrasyonunun belirlenmesi amaglanmastir.

3.9.4 Ham enzim ekstrakt konsantrasyonu

En verimli PEG molekiilii ile tuz tirii ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesinin ardindan sistemde %1 olarak kullanilan ham enzim ekstrakti
oranlart degistirilerek (% 1-7) enzim konsantrasyonunun bu ikili faz sisteminde

dagilima etkisi galigilmistir.

3.9.5 Dagilim parametreleri

Fazlar arasindaki dagilim davranislar1 asagidaki bazi parametrelerin
degerlendirilmesi ile istenilen biyomolekiiliin etkin bir ayriminin yapilmasi
miimkiin olabilmektedir (Hatti-Kaul, 2000; Mohamadi, 2007). Etkin ayrimin nicel

olarak ifadesi i¢in asagidaki formiiller kullanilmistir.

(@) Faz Hacim Oram (VR): Ust fazdaki hacmin (Vg) alt fazin hacmine

(Vait) oranidir.

Vl‘ist
Valt

VR =
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(b) Protein Dagiim Katsayis1 (Kp): Ust fazdaki protein miktarmin (Pig)

alt fazdaki protein miktarina (Pg;) oranidir.

Pﬁst
Palt

K, =

(c) Lakkaz Enziminin Dagihm Katsayis1 (K¢): Ust fazdaki lakkaz

aktivitesinin (Ayg) alt fazdaki lakkaz aktivitesine (Agt) oranidir.

Aiist

K =
¢ Aalt

(d) Spesifik Aktivite (SA): Lakkaz enzim aktivitesinin (U/ml) protein

miktarina (mg/ml) oranidir. U/mg protein olarak ifade edilir.

GA - Enzimatik Aktivite
"~ Protein Miktari

(e) Saflastirma Katsayisi (PF): Ust fazdaki spesifik aktivitenin, ham enzim

ekstraktinin spesifik aktivitesine oranidir.

PF = USt faZSA
"~ Ham Enzim Ekstraktg,

(f) Lakkaz Enziminin Geri Kazammm (%R): Ust fazdaki lakkaz enzim
aktivitesinin sisteme ilave edilen lakkaz ham enzim ekstraktinin baslangig

aktivitesine oranidir.

Ust Fazdaki Enzimatik Aktivite

R(%) =
(%) Sisteme ilave Edilen Toplam Aktivite

(9) Verim (%0Y): Sulu ikili faz sisteminde iist fazin verimi asagidaki gibi

hesaplanmaktadir.

100V, K,

Y(%) = ———MM =
(/0) VijstKe + Valt
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(h) Lakkaz Enziminin Selektivitesi (a): Fazlardaki, lakkaz enziminin

dagilim katsayisi (Ke) ile proteinlerin dagilim katsayisi (K;) nin birbirine oranidir.

. K,
Selektivite (a) = —
Ky

3.9.6 PEG fazindan enzimin alinmasi

Enzimin toplandigi PEG fazindan enzimi konsantre etmek ve PEG’i
ayirmak i¢in Ebiltem TTO’da 10 000 kKDA’luk membrandan ultrafiltrasyonu
yapilmustir. Islem icin ultrafiltrasyon cihazina (Sortarius, Almanya) 10 000
kDA’luk membran yerlestirilmis ve 250 ml PEG fazinda toplanmis enzim, 60 ml

retantate olana kadar filtre islemi gergeklestirilmistir.
3.10 Lakkaz Aktivitesine Baz1 Parametrelerin Etkisi

3.10.1 pH etkisi

Enzim aktivitesine pH’1n etkisini incelemek i¢in farkli pH degerlerinde (4.0-
9.0) tampon cozeltilerle standart kosullarda aktiviteleri Olciilmiistiir. Tampon
cesitleri ve degerleri; pH 4.0-5.6 asetat tamponu, pH 6.0-8.0 fosfat tamponu ve pH
9.0 karbonat tamponu olarak kullanilmistir. Enzimin optimum pH degeri, enzimin

% bagil aktivitesi ile pH arasinda ¢izilen grafik ile belirlenmistir.
3.10.2 Sicaklik etkisi

Lakkaz enzim aktivitesinin sicakliga bagli degisimini ve optimum sicakligi
belirlemek i¢in enzim, 20-70°C’deki sicakliklarda 10 dk. bekletilmis ve aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Enzimin optimum sicaklik degeri, enzimin % bagil aktivitesi ile

sicaklik arasinda ¢izilen grafik ile belirlenmistir.
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3.10.3 Kararhlik testleri

pH kararliligi; enzim farkli pH’lardaki (asetat 4.0-5.6, fosfat 6.0-8.0,
karbonat 9.0) tampon ¢ozeltilerinde hazirlanarak oda sicakliginda 10 giin boyunca
bekletilmis ve her giin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Substrat pH’s1 4.6’ya ayarlanarak

standart kosullarda aktivite dl¢timleri yapilmistir.

Termal kararlilik testi; enzim 24 saat boyunca farkli sicakliklarda 20-70°C
bekletildikten sonra 0, 1, 2, 4, 8, 16 ve 24. saatlerde alinan 6rneklerden standart

kosullarda (25°C’de) aktivite dlgiimleri yapilmistir.

Depo kararliligi; enzimin uzun siire bekletilmesiyle aktivite kaybinin
Ol¢iistidiir. Bu deneme i¢in enzim 4°C’de 3 ay boyunca haftalik 6rnekler alinarak

aktiviteleri standart kosullarda (25°C’de) dl¢iilmiistiir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Atik mantar sap1 6rnekleri laboratuvara getirildikten sonra liyofilizatorde
kurutulmus ve islem sonrasinda nem miktar1 % 87.79 olarak tespit edilmistir.
Boylece, 100 g yas mantar atigindan 12.21 g mantar tozu elde edilmistir (Sekil
4.1)).

(a) (®) (c)

Sekil 4.1. Agaricus bisporus, (a) Kiiltiir odalarinda kompostta yetismis hali, (b) AMS’larinin atik
mantar kompostundan ayrilmis hali, (c) temizlenip liyofilize edilmis AMS’larinin

ogiitiilmiis hali.

Ham enzim ekstraktinin hazirlanmasinda ayni1 zamanda ekstraksiyon verimi
icin ardigik ekstraksiyonlar yapilmigtir. 1 g atitk mantar sapt tozundan, 9
ekstraksiyon sonucu elde edilen toplam enzim aktivitelerinin %80.46’lik kismini
ilk 2 ardisik ekstraksiyonun enzim aktivitesi olusturmustur. Sonraki; 3, 4, 5, 6, 7,
8 ve 9. ekstraksiyonlarin aktiviteleri ¢ok diisitk oldugu igin, ilk iki ekstraksiyon
ham enzim ekstrakti igin yeterli goriilmiistiir (Sekil 4.2.). Ekstraksiyon sayisinin
artmast; verim, aktivite kayb1 ve seyrelmeye neden olabilir. Ayn1 zamanda protein

miktarinin da ekstraksiyon sayisi arttik¢a diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.3.).

Bu yiizden 1. ve 2. ekstrakt karisimi yeterli goriilmiistir ve sulu ikili faz
sisteminde bu iki ekstrakttan elde edilen ¢Ozelti ham enzim ekstrakti olarak
kullanilmigtir. Ham enzim ekstraktinin, protein miktari 3.9 mg/ml ve aktivitesi

53.330 U/ml olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.2. Ham enzim ekstraktlarinin, ekstraksiyon verimi ve aktivitesi (U/ml).
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Sekil 4.3. Ham enzim ekstraktlarinin, ekstraksiyon verimi ve protein miktar1 (mg/ml).

Protein miktarlarinin belirlenmesinde protein standart grafigi kullanilmistir
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Bradford yontemi ile BSA kullanilarak hazirlanan protein standart grafigi.

4.1 Sulu iKkili Faz Sistemi

Farkli oranlarda PEG ve tuz ¢ozeltilerinin karistirllmasiyla hazirlanan
sistemlerde fazlarin ayrilmasi gerceklesmis ve boylece lakkaz enziminin dagilimi
saglanmistir. Faz ayrilmasiyla; PEG c¢ozeltisi Uist fazi, tuz ¢ozeltisi ise alt fazi
olusturmustur. Sulu ikili faz sistemlerinde ayrilma katsayisi hidrofibisiteye bagl
oldugu gibi proteinlerin yiiklerine de baghdir (Andrews et al., 2005). Negatif
yukli proteinler st faza pozitif yiiklii proteinler ise alt faza ilerlemekte ve
izoelektrik noktalarma (pl) gore fazlar1 arasinda dagilim gostermektedirler
(Gautam and Simon, 2006). Agaricus bisporus’tan elde edilen lakkaz enziminin
izoelektrik noktast (pl) 3.4-4.0 araliginda bulunmustur (Wood, 1980). Lakkaz
enzimi; asidik, negatif ve hidrofobik bir protein olmasindan dolayr iist faza
ilerlemektedir (Mayolo-Deloisa et al., 2009). Fazlar arasinda olusan hidrofobik
fakliligin artmasiyla, protein molekiilleri ve PEG arasindaki hidrofobik
etkilesimde artar ve buna bagli olarak daha 1yi bir saflastirilma

gercgeklestirilebildigi gosterilmistir (Su and Chiang, 2006).

Molekiillerin ikili veya Ttglii fazlar arasindaki dagilim davranislar;
biyomolekiillerin 6zellikleri, hidrofobik etkilesimler, yiik, hidrojen baglar1 gibi
bircok faktore baglidir. Faz ayrilmasinda, uygun bir sistemin segimi igin net

aciklayict bir teori maalesef bulunmamaktadir. Bundan dolayi, uygulamada
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enzimin optimum dagiliminin saglanmasi i¢in en uygun sistemin olusturulmasinda
deneysel optimizasyon ¢aligmalar sarttir. Lakkazin saflagtirilmasinda kullanilacak
sulu ikili faz sisteminin optimizasyonu ve enzimi iyi verimle yiiksek oranda
saflagtirabilmek i¢in sistemi etkileyen ana parametreler olan; tuz tiiri ve
konsantrasyonu, PEG molekiil kiitlesi ve konsantrasyonu, ham ekstrakt

konsantrasyonlar1 ¢alismamizda optimize edilmistir.

4.1.1 Tuz tiiriiniin ve oraninin belirlenmesi

Tuz tiiriiniin belirlenmesinde polimer olarak PEG-1000 kullanilmistir.
Cesitli tuz ¢ozeltilerinin (sodyum di hidrojen fosfat/di potasyum mono hidrojen
fosfat, sodyum siilfat, amonyum siilfat, magnezyum siilfat) farkli oranlari ile
hazirlanan sulu ikili faz sistemlerinde Agaricus bisporus atik mantar saplarindan
elde edilen lakkaz enziminin dagilimi gergeklestirilmistir. Sonuglar Cizelge
4.1.°deki gibidir.

Cizelge 4.1.°de A. bisporus atik mantar sap1 lakkazinin farkli faz
kombinasyonlarinda dagilimi goriilmektedir. PEG-tuz sulu ikili faz sistemlerinde,
iist faz1 olsturan PEG fazinda toplanan lakkaz enziminin en yliksek geri kazanimi
(%R) NaySO, ile hazirlanmis olan sistemlerde goriilmiistiir. %10 PEG ve %10
Na,SO, sisteminde faz olusumu goriilmezken diger tiim kombinasyonlarda ikili
faz olusmustur ve faz hacim orant Vg 1’in altindadir. %15 PEG-1000 ve %10
Na,SO, sisteminde faz hacim oran1 Vg 1’in {izerinde oldugu goriilmiistiir. %10

PEG-1000 ve %12,5 Na,SO, sisteminde en yiiksek geri kazanim saglanmastir.

%15 PEG-1000 ve %15 NaH,PO,/K,HPO, faz bilesiminde faz hacim orani
olan Vgr’nin 1’in iizerinde olmasi ve diger sistemlere gore enzim geri kazaniminin
(%R) diisiik olmasi ayrica %12.5 PEG-1000 / %12.5 ve %15 NaH,PO4/K;HPO,
ile %15 PEG-1000 ve %12.5 NaH,PO4/K;HPO, sitemlerinde faz olusumu
goriilmemistir. Bu durum NaH,PO4/K,;HPO, tuzunun lakkaz enzimi i¢in uygun bir

tuz olmadigin1 gostermektedir.
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%12.5 PEG-1000 ve %15 (NH4),SO, ile %15 PEG-1000 ve %15
(NH4)2SO4’ta Vg degeri 1’in altinda olmasina ragmen geri kazanim (%R) oranlari
diigiiktiir ve %12.5 PEG-1000 ve %12.5 (NH,4),SO, ile %15 PEG-1000 ve %12.5
(NH4)2SO, sistemlerinde faz olusumu gorilmemistir. Bu yiizden (NHj),SO4
uygun bir tuz olarak degerlendirilmemistir. MgSO,’ta ise faz ayriminin ¢ok net
olmamasi nedeniyle %12.5 PEG-1000 ile %12.5 MgSO,4 ve %15 MgSO,, %15
PEG-1000 ile %125 MgSO,; ve %15 MgSO, sistemlerinde faz olusumu
goriilmemistir. %15 PEG-1000 ile %20 MgSOy, sisteminde faz olusmasina ragmen
faz hacim oram1 Vg’nin 1’e ¢ok yakin olmasi ve geri kazanim (%R) degerinin

diistik olmas1 MgSO4’1n uygun bir tuz olmadigin1 gostermistir.

Tuzlarin hidrofobik karakterleri dagilima etki eden en 6nemli faktor olup
proteinin dagilimma tuz iyonlarmin etkisi genelde Hofmeister serisindeki
pozisyonlariyla alakalidir. Katyonlar igin Li* > Na* > K* > NH™ > Mg*? iken
anyonlar i¢in ise SO42 > HPO? > CH3COO seklindedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda Hofmeister serilerinin sol baslarindaki iyonlarin "salting
out" etkisi proteinlerin ¢oziiniirliiklerini diisiirmekte ve hidrofobik etkilesimleri
arttirarak proteinlerin PEG’ce zengin {ist faza gegcmesini saglamaktadirlar (Silva
and Franco, 2000). Calismamaizda PEG-Na,SO, sisteminde lakkaz enziminin
cogunun iist faza yonlendirildigi gorilmiistiir. Enzimin sulu ikili faz sisteminde
dagilimi hidrofobisite ile etkienmektedir. Na;SO4’1n diger siilfat tuzlarina oranla
((NH4),S04, MgS0,) daha kolay faz olusturmasi ve hidrofobik etkilesimi arttirma
ozelligine sahip olmasi, enzimin PEG fazina ilerlemesini saglamistir (Yue et al,
2007). Fazlar arasindaki hidrofobik farkin arttirilmasi PEG ve protein molekiilleri
arasindaki hidrofobik etkilesimlerin daha da arttiracagindan iyi bir saflagtirmaya
neden olacaktir (Su and Chiang, 2006). Bu nedenle sonraki deneysel asamalarda

ikili faz sisteminde uygun tuz olarak Na,SO,4 kullaniimistir.
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se¢imi

Faz Kombinasyonu Vr
% PEG(%50) % Tuz(%30) Vo/Va K, PF R (%)
(%, wiw) (%,wiw)

%12.5 PEG-1000 % 12.5 (NH4),SO,* - - - -
%12.5 PEG-1000 % 15 (NH4)2SO04 0.57 2.48 1.45 61.11
%15 PEG-1000 % 12.5 (NH4),SO,* - - - -
%15 PEG-1000 % 15 (NH4),SO04 0.8 23.7 0.5 20.66
%10 PEG-1000 % 10 Na,SO,* - - - -
%10 PEG-1000 % 12.5 Na,SO4 0.43 6.39 1.21 94.06
%10 PEG-1000 % 15 Na;SO4 0.43 2.39 1.03 85.16
%12.5 PEG-1000 % 10 NapSO, 0.72 3.5 1.58 66.89
%12.5 PEG-1000 % 12.5 Na,SO4 0.68 0.44 5.35 74.96
%12.5 PEG-1000 % 15 Na,SO, 0.56 0.34 4.85 54.54
%15 PEG-1000 % 10 Na;SO4 1.1 1.05 5.57 63.86
%15 PEG-1000 % 12.5 Na,SO,4 0.72 0.14 5.93 59.13
%15 PEG-1000 % 15 Na;SO4 0.68 0.36 1.29 28
%12.5 PEG-1000 % 12.5 (NaH,PO4 + K,HPO4)* . - - =
%12.5 PEG-1000 % 15 (NaH,PO, + K,HPO,)* . - - =
%15 PEG-1000 % 12.5 (NaH,PO,4 + K,HPO4)* - - - -
%15 PEG-1000 % 15 (NaH,PO, + K,HPO,) 12 2.35 0.4 48.89
%12.5 PEG-1000 % 12.5 MgSO.* - - - -
%12.5 PEG-1000 % 15 MgSO,* - - - -
%15 PEG-1000 % 12.5 MgSO.* - - - -
%15 PEG-1000 % 15 MgSO.* - - - -
%15 PEG-1000 % 20 MgSO, 0.91 22 6.65 54.39

*Bu faz kombinasyonlarinda faz olusumu gézlenmemistir.

Lakkaz enziminin PEG-Na,S0Oy sisteminde tuz konsantrasyonunun dagilima
etkisini incelemek i¢in %10 PEG-1000 ile tuzun % 10, 12.5, 15, 17.5, 20’lik
oranlar1 kullanilarak sistemler hazirlanmistir. Sonuglar Cizelge 4.2. ve Sekil

4.5.°deki gibidir.
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Cizelge 4.2 Tuz konsantrasyonunun enzim dagilimina etkisi.

Geri kazanim
Tuz konsantrasyonu PF R (%)
10 0 0
125 121 94.06
15 1.03 85.16
17,5 0.86 51.53
20 0.5 18.67

Tuz konsantrasyonu, sulu ikili faz sistemlerinde enzimin yiizey 6zelliklerini
degistirmektedir. Konsantrasyonun artmasi proteinlerin daha hidrofobik olmasini
saglayarak dagilimlarin st faza ilerlemesini arttirmaktadir. Bununla birlikte, tuz
konsantrasyonundaki artisin fazlasi proteinlerin faz ayriminin olustugu yerde
cokmesine de sebep olmaktadir. Enzimler, yiiksek tuz konsantrasyonunun
"salting-out" etkisiyle denatiire olmakta ve buna bagh olarak geri kazanimlari ve
aktiviteleri diismektedir (Klomklao et al., 2005; Yue et al., 2007). Bu nedenlerden
dolay1, tuz konsantrasyonunun orani enzimin geri kazanim ve dagilimi i¢in dnemli

olmaktadir.

Sekil 4.6.’da gorildigi gibi NaySO4 konsantrasyonu %12.5 oldugunda
baslangica gore saflastirma 1.21 kat artmakta ve geri kazanim %94.06 olmaktadir.
Tuz konsantrasyonunun 9%12.5’ten %20’ye artmasiyla enzimin saflastirma
katsayist (PF) ve % geri kazaniminin distigii goriilmektedir. Enzimin geri
kazanimi, dagilma katsayis1 ve saflagtirma katsayisi agisindan g¢aligmalarin

devaminda Na,SO,4 konsantrasyonu %12.5 olarak se¢ilmis ve kullanilmistir.
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Sekil 4.5. AMS lakkaz ekstraktindan PEG-1000/Na,SQ, ikili faz sistemi ile lakkaz ayriminda Tuz

konsantrasyonunun, enzim geri kazanimi ve saflagtirma katsayisi iizerine etkisi.
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4.1.2 PEG molekiiliiniin kiitlesi ve oraninin belirlenmesi

Polimer molekiil kiitlesi, sulu ikili faz sistemlerinde 6rneklerin dagiliminda
etkili olup uygun molekiil kiitlesinin se¢imi sistemin optimizasyonunda onem
tagimaktadir. Sistemde polimer-enzim etkilesimlerinin sayisin1 degistirerek ya da

faz diyagramini degistirerek fazlara dagilimi etkilemektedir (Antov et al., 2006).

%10 PEG-%12.5 Na;SO,4 ve %10 PEG-%15 Na,SO;, sistemleri kullanilarak
PEG molekiil kiitlesinin; faz hacim oranina (VR), enzimin dagilma katsayisina
(Ke), proteinlerin dagilma katsayisina (Kp), saflastirma katsayis1 (PF) ve enzim

geri kazanimina (%R) etkisi incelenmis ve sonuclar Cizelge 4.3. *de verilmistir.

PEG zincirleri ile materyalin hidrofobik alani arasindaki etkilesimler
sistemde bulunan PEG molekiil kiitlesiyle baglantilidir. PEG molekiil kiitlesinin
artmast ekstraksiyon verimini azaltmaktadir. Yiiksek molekiil kiitleli PEG ve
protein arasindaki etkilesim diismekte ve bunun sonucunda da Ke diigmektedir.
Bunun nedeni, polimer molekiil agirligindaki artis polimerin dislama etkisini
yiikseltmekte ve bunun sonucunda da polimerin kendi molekiilleri ig¢inde
olusturdugu hidrofobik etkilesimler ile materyalin st fazda dagilim

engellenmektedir (Su and Chiang, 2006; Benavides and Rito-Palomares, 2004).

Cizelge 4.3. ’de goriildiigii gibi faz hacim oranlar1 0.37-0.47 arasinda olup
birbirine yakin degerlerdir. PEG molekiil kiitlesi arttikca enzimin dagilma
katsayisin1 ve geri kazanimin diistiigi goriilmektedir. Buradan, PEG molekiil
kiitlesinin enzim dagilma katsayisina, PEG 1000 ile en yiiksek geri kazanim elde

edilmistir.
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Cizelge 4.3. PEG molekiil kiitlesinin belirlenmesi.

Faz Kombinasyonu V&

% PEG(%50) % Tuz(%30) Vel V Ke Kp PF R (%)
(%, wiw) (%, w/w) Ur A

%10 PEG-1000 % 12.5 Na,SO, 0.43 14.32 6.39 1.21 94.06
%10 PEG-1000 % 15 Na,SO, 0.43 - 2.39 1.03 85.16
%10 PEG-1450 % 12.5 Na,SO, 0.47 8.5 1.35 1.13 57.14
%10 PEG-1450 % 15 Na,SO4 0.37 - 3.26 0.25 37.58
%10 PEG-3350 % 12,.5 Na,SO, 0.42 0.21 2.22 0.2 7.03
%10 PEG-3350 % 15 Na,SO4 0.38 - 7.54 0.1 3.97
%10 PEG-8000 % 12.5 Na,SO, 0.42 - 0.32 0
%10 PEG-8000 % 15 Na,SO, 0.38 - 0.13 0

PEG-1000 molekiil kiitlesinin farkli konsantrasyonlariyla %10-20 yapilan

denemeler sonucunda en yiiksek geri kazanim % 10 PEG-1000 molekiil yiizdesi
ile elde edilmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. AMS lakkaz ekstraktindan PEG-1000/Na,SQO; ikili faz sistemi ile lakkaz ayriminda PEG

konsantrasyonunun geri kazanima etkisi.
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4.1.3 Ham enzim ekstrakt konsantrasyonunun belirlenmesi

Sulu ikili faz sistemlerinde, biiyiik Olcekli ¢alismalar i¢in ortama verilen
protein miktar1 olduk¢a Onem tasimaktadir (Antov et al., 2006). Protein
konsantrasyonunun sistemde doygunluk sinirina ulasmast ve daha yiiksege
¢ikmasi proteinlerin ¢okmesine ve buna bagli olarak da geri kazanimin diisiik
olmasina sebep olmaktadir. Bunun i¢in protein konsantrasyonlarinin sulu ikili faz
sistemlerinde doygunluk sinirinin altindaki degerlerde olmasi verim agisindan ¢ok
onemlidir (Engel et al., 2000). Sisteme verilen enzim miktar1, faz bilesimi ve faz
hacim oraninda degisiklige sebep olmakta ve boylece enzimin dagilimi

etkilemektedir (Antov et al., 2006).

En iyi geri kazanimin alindig1 %10 PEG-1000 / %12.5 Na,SO, sulu ikili faz
sisteminde ham enzim ekstraktinin %1-7 oranlarinda sisteme ilavesiyle en yiiksek
geri kazanim %1 ham enzim ekstraktinda %94.06 olarak alinmistir. %2, 3, 4
oranlarinda birbirine yakin degerler olmasina ragmen %! kadar yiliksek
olmamistir. %7 ham ekstrakt ilavesinde ise en diisiik deger olan %21.34’liik bir

geri kazanim olmustur (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Ham enzim ekstraktinin %10 PEG-1000 / %12.5 Na,SO, sulu ikili faz sisteminde enzim

geri kazanimina etkisi.
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4.1.4 Lakkaz enziminin ultrafiltrasyonu

Yapilan ¢alismalar sonucunda, enzimi bulundugu PEG fazindan ayirarak
enzimi deristirmek i¢in preperatin 10 000 kDA’luk membranda ultrafiltrasyonu
yapilmistir. Konsantre edilen enzimin; protein miktart 1.1 mg/ml, spesifik
aktivitesi 24.171 U/mg olarak bulunmustur. Ultrafiltrasyon sonrasinda enzim

baslangi¢ ham enzim ekstratina oranla 1.76 kat saflastirilmistir.
4.2 Lakkaz Enziminin Karakterizasyonu

4.2.1 pH etkisi

Protein yapidaki molekiiller olan enzimler cevre kosullarindan oldukga
etkilenmektedirler. Ortam pH’sida bu g¢evresel kosullarindan  birini
olusturmaktadir. pH degisiminin enzim aktivitesi lizerine etkisi, bagil aktivitenin

optimum pH egri grafikleri olusturularak gerceklestirilmektedir.

Agaricus bisporus atik mantar sapindan elde ettigimiz lakkaz enzimine ait

optimum pH degeri 4.6 olarak bulunmustur (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Agaricus bisporus AMS’dan elde edilen lakkaz aktivitesinin pH degisimi.
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Ulrick ve arkadaslariin (2005) yaptiklari ¢alismada, Agaricus blazei lakkaz

enziminin optimum pH’in1 7.0 olarak tespit etmislerdir.

Murugesan ve arkadaslarinin (2006), Pleurotus sajor-caju ile yaptiklar

calismada, lakkaz enzimine ait optimum pH’yr 5.0, optimum sicakligi 40°C

olarak bulmuglardir.

More ve arkadaslart (2011) Pleurotus ostreatus ile yaptiklar1 ¢aligmada

lakkaz enziminin optimum pH’sin1 4.5 olarak saptamislardir.

4.2.2 Sicaklik etKisi

Sicaklik degerlerinin artmasi, enzimde protein yapinin denatiire olmasi
sebebiyle aktivitenin diigmesine sebep olmaktadir. Sicakligin enzim aktivitesi
lizerine etkisi genelde optimum sicaklik egrisi olusturularak izlenmektedir. Bu
grafik sicaklikla bagil aktivitenin degisimini gostermektedir. Sekil 4.9. ’da

Agaricus bisporus lakkazina ait optimum sicaklik 50°C olarak saptanmustir.
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Sekil 4.9. Agaricus bisporus AMS’dan elde edilen lakkaz aktivitesinin sicaklik degisimi.

Han ve arkadaslar1 (2005), Trametes versicolor lakkazinin optimum pH’mn1

3.0 ve optimum sicakligini 50°C olarak saptamiglardir.
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Bora P.’nin (2003), Rhizoctonia soloni ile yapmis oldugu caligmada, lakkaz
enziminin optimum sicakliginin 25°C ve 4.5-6.0 pH araliginda en iyi aktiviteyi

verdigini tespit etmistir.

Zou ve arkadaslar1 (2012), Hericium coralloides lakkazinin, optimum

pH’ 11 2.20, optimum sicakligini1 40-50°C olarak bulmuslardir.

4.2.3 Kararhlik testleri sonug¢lari

Enzim kararliligi, zamana bagli olarak belli ¢alisma kosullarinda enzim
aktivitesinin korunmasi olarak ifade edilmektedir. Ozellikle endiistriyel alanda
kullanilan enzimler i¢in en Onemli kriteri olusturmaktadir. Enzimde olusan

aktivite kaybina farkli nedenler sebep olabilir.

Enzimler, protein yapida olduklarindan farkli pH’lar protein yapilari m
etkileyerek, yiiksek asidik ya da bazik ortamlarda bozunmaya ugramaktadirlar. pH
kararliliginda; tamponun tiirii ve derisimi, inkiibasyon kosullar1 ve siiresi, sicaklik
gibi etkenler yapilan ¢alismaya gore farklilik gosterebilir. Calismamizda pH 4.0 -
9.0 araliginda farkli tampon c¢ozeltilerinde yapilan 10 giinliik aktivite takibi
sonucunda, AMS’dan elde edilen lakkaz enziminin pH 4.6’da en kararl1 oldugunu
ve %30’luk bir aktivite kaybina ugradigi goriilmiistiir. En yiiksek aktivite kayb1 da
pH 9.0’da %80 olarak saptanmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Agaricus bisporus AMS’dan elde edilen lakkaz aktivitesinin pH 4.0-9.0 ’larda 10
giinliik pH degisimi.

Termal kararlilik; protein yapida olan enzimler, 1siya karsi kararl
olmadiklarindan sicaklik yiikseldik¢e ve inkiibasyon siiresine bagli olarak aktivite
kaybina ugramaktadirlar. Sicaklik sabit olsa bile inkiibasyon siiresindeki uzama
proteinlerin denatiire olmasia ve aktivite kaybina sebep olmaktadir. AMS’dan
elde edilen lakkaz enzimine ait sicaklik stabilite sonuglarina baktigimizda; 20°C
%25 ve 30°C’de %35°1ik aktivite kaybiyla en stabil dereceleri olusturmaktadirlar.
En fazla aktivite kaybida 70°C’de olup testin 4. saatinde %70’lik bir aktivite
kaybi1 goriilmiis ve 24. saatte hic aktvite saptanmamustir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Agaricus bisporus AMS’dan elde edilen lakkaz aktivitesin 20-70°C’lerdeki 24 saatlik
(0,1, 2, 4, 8, 16, 24) bagil aktivite degisimi.

Wood (1980), calismasinda Agaricus bisporus lakkazinin 40°C’de 24 saat

stabil kaldigin1 géstermistir.

Ulrick ve arkadaglarinin (2004) yaptiklar1 ¢alismada, Agaricus blazei lakkaz
enziminin optimum sicakligini1 20°C olarak saptamiglardir. Sicaklik stabilitesinde;
20°C’de uzun siire aktivitesini korurken 30°C’de %50’sini, 40-60°C’de 30.

dakikadan sonra %90 nin1 kaybettigini tespit etmislerdir.

Zou ve arkadaslart (2012), Hericium coralloides lakkazinin Sicaklik
stabilitesinde enzim aktivitesinin 20°C’de %65’in1 korudugunu 100°C’de ise

%24 {iniin kaldigin1 saptamislardir.

Halaburgi ve arkadaslarmin  (2011)  ¢alistiklarn  Cladosporium
cladosporioides termal lakkazinin, optimum pH’min 3.50 ve 40-70°C’de yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu, ayrica 70-80°C’de aktivitesinin %52’sini korudugunu

saptamislardir.

AMS’dan elde edilen lakkazin depo kararliligi calismalarinda alinan

sonuglar enzimin 3 aylik takibi siiresinde 2. aydan sonra aktivitede %30’luk bir
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diisiis oldugu, 3. ayda da  aktivitenin %50’sinden fazlasinin korundugu

gorilmustiir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Agaricus bisporus AMS’dan elde edilen lakkaz aktivitesin depo kararliliginin +4 °C’de

3 aylik zamanda haftalik aktivite 6l¢tiimii

More ve arkadaslart (2011) Pleurotus ostreatus ile yaptiklar1 ¢aligmada
lakkaz enziminin optimum pH’mi 4.5, optimum sicakligimi 65°C, sicaklik
stabilitesini 60°C’de 8 saat 70°C’de 30 dakika oldugunu, 90°C’den sonra
aktivitenin %38’inin kaldigin1 saptamislardir. Enzimin oda sicakliginda 20 giin,
+4 °C’de ise 60 giin stabilitesini korudugunu gozlemlemislerdir. Enzimi

amonyum fosfat ¢oktiirmesiyle 2.79 kat saflastirip %62 verimle elde etmislerdir.

Mayola-Deloisa ve arkadaslarinin (2009) ¢alismasinda; Agaricus bisporus
atik mantar kompostundan lakkaz enzimini ATPS (sulu ikili faz sistemi) ile
saflastirarak, en yiiksek verimi pH 7.0 *de %5 enzim ekstrakti kullanarak PEG -
Fosfat (%18 PEG 1000 ve 1450 - %15 Fosfat) sistemlerinde %95 verimle elde

ettiklerini bildirmislerdir.

Calismamizda, lakkaz enzim kaynagi olarak Agaricus bisporus atik mantar
sap1 kullamilmigtir. 1 g kuru atik mantar sapindan elde etti§imiz ham enzim
ekstraktinin protein miktar1 3.9 mg/ml ve spesifik aktivitesi 13.713 U/mg olarak
saptanmistir. Enzim, sulu ikili faz sistemi olarak en yiiksek geri kazanim degerinin

alindigr kombinasyon olan %10 PEG-1000 / %12.5 Na;SO4 / %1 ham enzim
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ekstrakti karigimiyla; protein miktart 0.46 mg/ml, spesifik aktivitesi 16.144
U/mg, saflastirma katsayis1 1.20 , enzim geri kazanimi %94.06 ve %86’lik verim
ile saflagtirllmistir. Ultrafiltrasyon sonucu protein miktar1 1.1 mg/ml ve spesifik
aktivitesinin 24.171 U/mg oldugu gorilmistiir. Enzim baslangic ham enzim
ekstraktina gore 1.76 kat saflagtinlmistir. Ayrica lakkaz enziminin
karakterizasyonu caligmalarinda, enzimin optimum pH’Sinin 4.6 ve optimum
sicakliginin 50 °C oldugu tespit edilmistir. AMS’dan elde edilen lakkaz enziminin
pH stabilitesinin pH 4.6’da en kararli oldugunu ve 10 giin sonunda %30’luk bir
aktivite kaybina ugradigi gorilmiistiir. 20°C, %25 aktivite kaybiyla en stabil
sicakligr olusturmustur. Enzimin depo kararliliginda da 3. ayda %50’den fazla

aktivitesini korudugu saptanmustir.
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Camdibi Ortakulunda ve lise egitimini ise Izmir Mersinli Teknik Lisesi Kimya

Boliminde tamamladi.

1996 yilinda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Biyolog olarak mezun oldu.

2012 yilindan bu yana Ege Universitesi Biyoloji Boliimii Temel ve

Endiistriyel Mikrobiyoloji Ana bilimdalinda Yiiksek Lisans egitimi almaktadir.
Is Tecriibesi:

1996 - 1999 yillarinda,tekstilde kullanilan enzimlerin uygulamaya yonelik
recetelendirilmesi ¢alismalarin yapildigi ve distribiitorliigiinii yaptiklart Novo
Nordisk firmasmimn endiistriyel enzimlerinin aktivite Ol¢iimleri, kullaniminda
uygulama yerine gore olusan problemlerin giderilmesi ve yeni formiilasyonlarin
olusturulmasi i¢in kurulan Menfar Kimya Enzim Laboratuarinda, Laboratuar

gorevlisi olarak ¢alist1. Sirketin kapatilmasi nedeniyle isten ayrildi.

1999 - 2012 yillarinda, tekstil yardimci kimyasallari iiretimi iizerine
kurulmus, seramik mediumu ve polimer yapida dispersanlarin {iretimi, tutkal
liretimi, boya sanayi i¢in boya baglayict polimer reginelerin tretimi, kopiik
kesiciler, endiistriyel ve spesifik temizlik maddelerinin iiretimi yapilmakta olan
Farper Kimya San. Tic. Ltd. Sti.’nde Ar-Ge galisan1 olarak basladig1 gérevine Ar-
Ge sorumlusu olarak devam etti. Bir¢ok iirliniin laboratuar deneylerini yapti ve
laboratuar ¢aligmalarini yaptig1 polimer iiretimlerinde isletmede reaktor takibinde

bulundu. Yiiksek lisansa baglama sebebiyle isten ayrildi.



