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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum Ganoderma lucidum ile Lakkaz Uretimi ve Boya
Renk Giderimi* baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim tiim kaynaklarin hem metin
icinde hem de kaynakg¢ada yontemine uygun bi¢cimde gosterilenlerden olustugunu belirtir ve
bunu onurla dogrularim.
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Sinem ERCAN

Inonii Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dali

52 + ix sayfa
2014

Danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Biyoteknolojik uygulamalar icin farkli beyaz giiriikgiillerle yiiksek diizeyde
enzim iretimi 6nemlidir. Bu ¢alismada bir beyaz ¢iiriik¢iil fungus olan Ganoderma
lucidum kullanilmistir. Oncelikle yeni izole edilmis olan G. lucidum lakkaz subsrati
olarak 2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-stlfonik asit) (ABTS) iceren Sabouroud
dekstroz agarda tretilmistir. ABTS nin oksidasyon zonu bu fungusta lakkaz (EC
1.10.3.2) varligim1 gostermistir. Daha sonra bu fungusun lakkaz iiretim yetenegi
farkli iiretim ortamlarinda tekrarli kesikli kosullarda arastirilmistir. Melas ortami
lakkaz tiretimi i¢in en etkili ireme ortami olarak saptanmistir. Bu nedenle, melas
ortami1 lakkaz iiretim ortami olarak tercih edilmis ve c¢esitli indiikleyicilerin (bakair,
ABTS ve 2,5-ksilidin) bu fungusun lakkaz dretim verimine etkisi test edilmistir.
Bakir eklenmesi lakkaz {iretimini indiiklemis ve SmM bakir igeren melas ortaminda
9.58 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmistir. Diger iki indiikleyicinin (ABTS ve 2,5-
ksilidin) bu fungusun lakkaz Uretimine etkisi olmamistir. Bakir, ABTS ve ayrica 2,5-
ksilidint+ bakir, G.lucidum’un lakkaz iiretim aktivitesine sinerjistik etki yapmuistir.
Zimogram tek bir bakir aktivite bandi gostermistir. Bu fungusun, ¢esitli boyar
maddelerin renk giderim aktivitesi de aragtirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Boyar madde renk giderimi, enzim (iretimi, Ganoderma
lucidum, lakkaz, melas
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LACCASE PRODUCTION AND DYE DECOLORIZATION BY
Ganoderma lucidum
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52 + ix pages
2014

Supervisor: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

The production of high amount of laccase (EC 1.10.3.2) enzyme by different
white rot fungi are very important for biotechnological applications. In this study,
white rot fungus Ganoderma lucidum was used. First of all, this newly isolated G.
lucidum was incubated on Sabouraud dextrose agar containing 2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzathiozaline-6-sulphonic acid) (ABTS) as a laccase substrate to detect the
possible laccase activity of this strain. The oxidation zone of ABTS showed the
presence of laccase enzyme in this fungus. Then, laccase production ability of this
fungus was investigated at different growth media under repeated bach conditions.
Molasses medium was determined as the most effective growth medium for laccase
production. Therefore, molasses medium was preferred as a laccase production
medium and the effect of various inducers (copper, ABTS and 2,5-xylidine) on
laccase production efficiency of this fungus was tested. Addition of copper induced
the laccase production and 9.58 U/mL laccase activity was detected in molasses
medium containing 5mM copper. The other two inducers (ABTS and 2,5-xylidine)
had no effect on laccase production of this fungus. The possible synergistic effect of
copper and ABTS, and also copper and 2,5-xylidine was also tested. Copper+2,5-
xylidine exhibited a synergistic effect on laccase production activity of G. lucidum.
Zymogram analysis showed only one band of laccase activity. The dye
decolorization activity of this fungus against various reactive dyes was also
investigated.

KEYWORDS: Dye decolorization, enzyme production, Ganoderma lucidum,
laccase, molasses
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SIMGELER VE KISALTMALAR

PAHSs Poliaromatik Hidrokarbonlar
PBCs Polikarbonlu Bifenoller

PSs Polisakkaritler

ATCC Amerikan tip kalttr koleksiyonu
STO Stok temel ortam

mM Milimolar

Cu Bakir

ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-stlfonik asit)
H,0, Hidrojen peroksit

kDa kilodalton

HBT Hidroksil benzo triazol

uM Mikromolar

u Unite

U/mL Unite/mililitre

CuSQO4.5H,0  Bakir siilfat penta hidrat
SDA Sabouraud dekstroz agar
SDB Sabouraud dekstroz broth

rpm Dakikada dénme hiz1



1. GIRIS

1.1. Beyaz Curukgul Funguslar

Agaclardaki odunun kuru agirliginin %35-50 selliloz, % 23-32 hemiseluloz ve %
15-25’i ligninden olusmustur. Ozellikle lignin suyu gegirmeyen bir yapiya sahip ve
mikrobiyal yikima direngli oldugundan odunun yapisindaki bu bilesikler bitkiyi
koruyucu bir bariyerdir (Betts, 1991; http://www.anbg.gov.au/fungi/ecology-
woodrot.html).

Cogu mikroorganizma odundaki lignini yikamaz. Mikroorganizmalarda lignin
yikict enzimlerin bulunmamasi ya da ¢ok diisiik seviyede olmasi lignin yikimi
acisindan bu tip organizmalarin dezavantajlaridir. Bununla birlikte, dogadaki birgok
mikroorganizmanin aksine beyaz ¢iiriik¢iil funguslar seliilloz, hemiseliilloz ve
Ozellikle lignini yikabilme oOzelligine sahiptir (Siripong vd., 2009). Kahverengi
curtikcul funguslar seliloz ve hemiseliloza 6zgl iken, beyaz curuke¢il funguslar,
aerobik kosullarda hiicre dist enzimlerini kullanarak lignin yikabilmektedirler
(http://www.anbg.gov.au/fungi/ecology-woodrot.html).

Beyaz curuk¢il funguslar, Basidiomycetes smifinda yer alan ayr1 bir
ekofizyolojik gruptur (Pointing, 2001). Bunlar lignini yikim 6zelliklerinden dolayi
lignolitik funguslar olarak da adlandirilirlar. Yikimini sagladiklari lignini enerji
kaynag1 olarak kullanabilme Ozelliklerinden dolayi, dogadaki karbon ddngiisiinde
onemli rol oynarlar (http://www.anbg.gov.au/fungi/ecology-woodrot.html). Beyaz
curtikcul funguslar cesitli ekstraseliiler proteinler, organik asitler ve metabolitleri
uretirler bunun yani sira, farkli ¢evre kosullarina adapte olabilirler. Bu funguslar
lignini yikabilme 0Ozelligi gosteren enzimlere bagli olarak, endstriyel
uygulamalardan dogaya ¢ikabilen pek c¢ok atiksu, zararli madde ve ksenobiyotigi
yikabilmektedirler. Bu nedenle atiksularin biyolojik iyilestirmesinde de buUyik
onemleri vardir (Haritash ve Kaushik, 2009). Ayrica lignin benzeri pestisit,
poliaromatik hidrokarbonlar (PAHSs), boyalar, polikarbonlu bifenoller (PCBs) gibi
maddeleri de parcgalayabilme yetenekleri de bilinmektedir. Bu funguslarin subsrat
Ozgiilliighi olmadigindan tizerlerindeki ilgi siirekli artmaktadir (Murugesan vd.,
2009).



Biyolojik acidan c¢ok Onemli olan bu funguslar bir anlamda dogadan elde
edebilecegimiz biyoteknolojik oyunculardir. Yukarida bahsettigimiz gibi yikim
dahil

sentezleyebilmektedirler. Cizelge 1.1’de beyaz c¢iiriik¢iil funguslarla yiiriitiillen bazi

yeteneklerinin  yam1  sira  enzimler pek ¢ok Onemli  metabolit

biyoteknolojik uygulamalar verilmistir.

Cizelge 1.1. Beyaz ciiriik¢iil funguslarla bazi biyoteknolojik yaklagimlar

UYGULAMA ALANLARI

REFERANSLAR

Zeytinyag1 atik suyunun aritiminda ve renk

gideriminde kullanimi1

Alkol fabrikasi atik suyunun aritiminda kullanimi
Hormon Uretiminde kullanimi

Agir metallerin biyolojik adsorbsiyonunda kullanimi
Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde lignin
yikiminda

Boyar madde renk gideriminde kullanimi

Ksenobiyotiklerin biyolojik iylestirmesinde
kullanimi

Poliaromatik hidrokarbonlarin yikiminda kullanimi
Mikrobiyal protein Uretiminde kullanimi

Lakkaz, Mn-peroksidaz; ligninaz ve tirosinaz gibi
enzimleri Gretiminde kullanimi

Agir metal gideriminde kullanimi1

Biyoyakait iiretiminde kullanimi

Yesilada vd., 1998;
Sampedro vd., 2007;
D’Annibale vd., 2006
Yesilada vd, 1995
Ydurekli vd., 1999
Baldiran, 2003
Kuhad vd., 1997

Yesilada vd., 2003;
Chakraborty vd., 2013
Higson, 1991

Bezalel vd., 1996
Cardoso ve Nicoli, 1981
Arora ve Gill, 2000

Baldrian, 2003;
Chen vd., 2013
Yang vd., 2013

1.2. Ganoderma lucidum

Calismada kullandigimiz Ganoderma lucidum beyaz clrikgil funguslardan

Ganodermatacea ailesinin bir tiyesidir ve ad1 sapka yiizeyindeki parlakliktan dolay1

Latincede de

2

‘parlak’ anlamina gelen lucidus kelimesinden kdken almaktadir.



Cinde Lingzi, Japonyada Reishi, Sachitake ve Kore’de Youngzi olarak
adlandirilmaktadir (Yuen ve Gohel, 2009; Wachtel-Galor vd., 2011). Uzak dogu
tilkelerinde 4.000 yildir besin ve tedavi amagli olarak kullanilan bu fungusu
(Ihayere vd., 2010), 6zellikle Cinde yasayan halk ugurlu bir fungus olarak gérmekte
ve sansin, sagligin, mutlulugun ve uzun bir hayatin simgesi olarak kabul etmektedir

(Chang ve Miles, 2004).
G. lucidum’ un giiniimiizde kabul goren sistematigi asagidaki gibidir:

Alem: Fungi
Filum: Basidiomycota
Sinif: Basidiomycetes
Ordo: Aphyllophorales
Familya: Ganodermataceae (Polyporaceae)
Cins: Ganoderma
Tur: Ganoderma lucidum (Yen F., 2008 )

Polisakkaritler ve triterpenler G. lucidum’un fizyolojik olarak aktif olan
bilesenleri arasindadir (Wachtel-Galor vd., 2011; Yuen ve Gohel, 2009). Bu fungus,
yuksek molekiil agirlikli polisakkarit yapilarinin gesitliliginden dolayr dikkatleri
tizerine ¢cekmektedir. Bir polisakkaritin ortalama molekiiler kiitle dagilimi, protein
igerip igermemesi, notral veya yiiklii olmasi1 ¢oziiniirlikk, viskozite gibi fiziksel
ozellikleri ile birlikte biyolojik aktivitesini etkileyen en énemli unsurlardir (Xu vd.,
2011). G. lucidum polisakkaritlerinin (GL-PSs) antienflamatuar, hipoglisemik,
antiiilserik, antitiimorjenik ve bagisiklik artiric1 aktivitesi rapor edilmistir. Igerdigi
triterpenlere mentol ve B- karoten 6rnek verilebilir. Triterpenlerin; antienflamatuar,
antitiimorjenik ve hipolipidemik aktivitesi saptanmistir. G. lucidum’dan izole edilen
ilk triterpen, ganoderik asit A ve B’dir. Ganoderik ve lusidenik asit G. lucidum da en
fazla bulunan triterpenlerdir (Wachtel-Galor vd., 2011). Tibbi uygulamalari 6ne
cikan G.lucidum’un saglik alaninda kullanilabilirligini vurgulayan bazi c¢aligmalar

Cizelge 1.2°de verilmistir.



Cizelge 1.2. G. lucidum’un saglik alaninda kullanilabilirligine yonelik bazi
caligmalar.

UYGULAMA ALANLARI REFERANSLAR

Anti-HIV aktivitesi Russell ve Paterson, 2006

Antimikrobiyal aktivitesi Keypour vd.,2010; Yoshida vd., 2012; Heleno
vd., 2013

Antiviral aktivitesi Oh vd., 2000; Liu vd., 2004

Immiin sistemin diizenlenmesi Thakur vd., 2007; Xuvd., 2011; Lai vd., 2010

Uzerine etkisi

Kan sekeri diizenleyici etkisi Meng vd., 2011; Pan vd., 2014

Karacigeri korumas: etkisi Liu vd., 2012; Jinvd., 2013,

Antioksidan etkisi Deepalakshmi vd., 2013; Ma vd. 2013; Chen
vd., 2013

Kanser hiicreleri tzerine etkisi Zhang vd., 2010; Liu vd., 2012; Ruan vd.,
2012; Gaovd., 2012
Hipertansiyon diizenleyici etkisi ~ Wheng ve Yen, 2010

G. lucidum saglik alaninda kullanimina yonelik uygulamalarin yan1 sira pek gok
biyoteknolojik uygulamasi igin de test edilmektedir. Su ve toprak kirliligine sebep
olan poliaromatik hidrokarbonlarin (PAHs), trikloroetilen ve farmasotikal
maddelerin yikiminda, pestisitlerin ve fenolik bilesiklerin yikiminda G. lucidum
kullanilabilmektedir (Coelho vd., 2010; Ting vd. 2011). Bu fungus ¢esitli boyalarin
renginin giderimin igin test edilmektedir (Wachtel-Galor vd., 2011; Simonic vd.,
2010). Diger beyaz ciiriik¢iil funguslar gibi salgiladigi lignoseliilozik enzimler
sayesinde ligninin yikimi1 ve modifikasyonunda da gorev alirlar. Yiiriitilen cesitli
caligmalarda da fungusun biyoteknolojik énemi olan lakkaz (EC.1.10.3.2) enzimini
tiretebildigi gosterilmistir. Funguslarin lakkaz tiretim yetenekleri, iiretim kosullarina,
uretim sistemlerine, ortamda bulunan indukleyicilere, fungusun tiriine ve hatta
kullanilan fungusun susuna bagh olarak degismektedir. Bu nedenle farkl

bolgelerden elde edilen G. lucidum suslarmin lakkaz iiretim ve biyoteknolojik
4



lyilestirme yetenekleri farkli olabilmektedir. Arastiricilar giiniimiizde de lakkaz
tiretim ve biyolojik iyilestirme yetenegine sahip mikroorganizma cesitliligini

arttirmaya yonelik ¢alismalarini yirutmektedir.

1.3. Lakkaz

Lakkaz (E.C 1.10.3.2) coklu bakir bolgesine sahip oksidorediiktazlara dahil
edilen ve glikoprotein yapisinda bir enzimdir (Jaszeck vd., 2006 ; Kumar vd., 2012).
Lakkaz; radikal katalizleme reaksiyonu ile, es zamanli olarak molekiiler oksijenin
suya indirgeyerek fenolik ya da fenolik olmayan bilesikleri oksitleyebilmektedir.
Organizmalarda genellikle ekstraseluler olarak bulunan bir enzimdir. Yiksek oranda
0zgul olmayan oksidasyon yeteneginden dolay1 biyoteknolojik uygulamalarda
dikkatleri tizerine ¢ekmistir (Claus, H. 2003; Kumar vd., 2012).

Lakkaz dogada yaygin olarak bulunan bir enzimdir ve ilk kez Yoshida tarafindan
1883’de Japon vernik agact (Rhus vernicifera) 6zsuyundan elde edilmistir (Piscitelli
vd., 2011). Ancak yapilan arastirmalar bitkilerin yani1 sira, bakteri ve funguslarda
lakkazin bulundugunu gostermistir. Birgok gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerde
ve aktinomiseteslerde lakkaz varligi ispatlanmistir (Claus, H., 2003). Caym yesil
yapraklarinda, tiitiin bitkisinin ksilem dokularinda (Sharma vd., 2007) ve mango
bitkisinde lakkaz varligina rastlanmistir. Drosophila melanogaster’in olgun ya da
larvalarinin  kiitikiil tabakasinda lakkaza rastlanmistir. Organizmalarda lakkaz;
patojenite, immiunite, morfogenezde lignin ve kompleks organik bilesiklerin
metabolize edilmesinde ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev alir.
Bitkilerde ise lakkaz, hiicre ¢eperinin olugsmasinda rol almaktadir (Piscitelli vd.,
2011).

Lakkaz bitkilerde yaygin olarak bulunmasina ragmen, bitkisel lakkazlarin
belirlenmesi ve saflastirilmasinin  zorlugu nedeniyle bu enzimlerin kullanimi
mikrobiyal kaynakli lakkaza oranla daha smirlidir (Ranocha, vd., 1999). Beyaz
ciiriik¢iil funguslar en iyi lakkaz tireten organizmalardir (Fernandez-Fernandez vd.,
2011).

1.4. Lakkazin Yapisi
Cogu fungusun lakkazi kodlayan birden fazla geni bulunmaktadir. Bu enzimler
genelde minomer yapida iken homodimer veya meterodimer enzimler de
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saptanmistir (Min vd., 2001; Mayer ve Staples, 2002). Molekul agirliklart yaklasik
olarak 50-100 kDa arasindadir. Lakkazin 6nemli bir 6zelligi ise, protein kismina
kovalent olarak baglanmis olan ve protein toplam kitlesinin % 10-45‘ini olusturan
bir karbonhidrat kismin da bulunmasidir. Bu kisim, enzimin yliksek kararlilik
gostermesine  yardimci  olmaktadir (Claus, 2003; Claus, 2004). Lakkaz
izoenzimlerinin metal igerigi farkli olabilmektedir. Bazilar1 dort bakir atomu
icerirken bazilar1 farkli bakir oranlarindadir. Enzimlerin kofaktérii olan metaller
katalitik 6zellik icin onemlidir. Ornegin dort bakir atomu katalitik gii¢ i¢in gereklidir.
Bu anlamda ii¢ tip bakir merkezi bulunmaktadir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Lakkaz enziminin yapis1 (http://armstrong.chem.ox.ac.uk/laccase.html)

Tip 1: 610 nm’de absorbsiyon

Tip 2: mavi olmayan bakir merkezi
Tip 3: 330 nm’de absorbsiyon (Enguita, vd., 2003; Claus, 2004).

Tip 1 bakir bolgesi iki histidin ve bir sistein kismi ile koordine edilir (Lyashenko
vd., 2011). Tip 1 bakir, ¢oklu bakir igeren lakkazin tipik mavi renginden sorumludur.
Bu mavi rengin nedeni ise, bakir-sistein kovalent bagimin neden oldugu yogun
elektronik absorbsiyondur. Yiksek redoks potansiyeli nedeniyle bu bdlgede substrat
oksidasyonu gergeklesir. Tip 2 ve Tip 3 bakir merkezleri bir biitiin olarak
degerlendirilebilir bu nedenle genellikle triniiklear kiime olarak adlandirilir (Enguita
vd., 2003, Decker ve Tervilliger, 2000). Tip 2 bakir bolgesi, iki histidin ligant1 ve bir
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su molekiilii tarafindan ti¢lii koordine edilir. Tip 3 bakir bolgeleri {i¢ histidin liganti
ve baglanmis hidroksitle dortlii bir yapiyla yonetilmektedir (Lyashenko vd., 2011).
Trintklear kiime molekuler oksijenin indirgendigi ve suyun serbest birakildigi
merkezdir (Enguita vd., 2003; Decker ve Tervilliger, 2000). Lakkaz, Tipl bakir
araciligt ile her defasinda 1 elektron transferiyle dort-basamakta substrat
molekdllerini oksitler. Lakkaz molekulinin yeniden oksidasyonu (ylkseltgenmesi)
ise diamanyetik Tip3 bakir ¢ifti tarafindan iki basamakli olarak dort elektronun,
molekdler oksijene (O) transferi ile saglanir. Monomerlerin oksidasyonu sonucunda
olusan reaktif radikaller ise enzimatik-olmayan eslesme reaksiyonlarina katilirlar.
Polimerlerin par¢alanmasi diisiik molekiiler kiitleli araci (redoks aracilari) bilesikler
tarafindan katalizlenir. Bu araci molekiillerin lakkaz tarafindan aktivasyonu
gergeklestirildikten sonra, bu aracilar aktif enzim bolgesinden polimerlerin hedef

bolgelerin difftzlenirler (Sekil 1.2) (Claus H. 2003).
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Sekil 1.2. Fungal lakkaz enzimlerinin katalitik mekanizmasi (Claus H. 2003)

1.4.1. Lakkazin Katalizledigi Reaksiyonlar
Subsratlarin oksidasyonu ise reaktif radikallerin olusmasina yol agmaktadir.
Olusan reaktif radikaller, enzimatik olmayan reaksiyonlar ile agagidaki reaksiyonlara

katilir.



a) Monomerlerin c¢apraz-baglanmasi: Guaikol, pirogallol, p-kresol, 2,6-
dimetoksifenol gibi fenolik bilesiklerin ve aromatik amilinlerin lakkaz ile enzimatik
oksidasyonu, radikallerin olusmasina yol acar. Olusan radikaller birbiri ile tepkimeye
girerek C-C, C-O ve C-N baglar1 araciligi ile kovalent olarak baglanarak dimer,
oligomer veya polimer olustururlar. Olusan son iriiniin yapisi, ara triinlerin
aktivitesi ~ ve  reaksiyonun  gergeklestigi  pH  tarafindan  belirlenir.
Mikroorganizmalarda lakkazin, protein kalintilarinin  ¢apraz-baglanmasinda
fonksiyon gosterdigi diisiiniilmektedir. Ornegin, sicaklik ve UV 1sinlara direngli
olan Bacillus sp. sporlarinin birlesmesinde lakkazin rol oynadigi ileri siiriilmektedir
(Sjoblad ve Bollag, 1981; Filip ve Claus, 1995; Leonowicz vd., 2001)

b) Polimerin Par¢alanmasi: Lakkaz, bu yolla lignin veya humik asit gibi
kompleks dogal polimerlerin pargcalanmasinda rol almaktadir (Claus ve Filip, 1998).
Uretilen reaktif radikaller, kovalent baglarin kirilmasina ve monomerin serbest
birakilmasina yol acarlar. Sterik engelleme nedeniyle enzim, dogrudan dogruya
polimer ile temas etmeyebilir. Bunun yerine, lakkaz tarafindan okside ve aktive
edilen kicuk organik molekuller ya da metaller radikal katalizli polimerizasyonu
saptayabilirler. Biyoteknolojik uygulamalarda ise lakkazin oksidasyon potansiyelini
artirmak icin gestli aracilar (mediatdr) kullanilmaktadir (Claus, vd., 2002). Ornegin,
Ozellikle fungal kaynakli lakkazlarin ABTS gibi kimyasal aracilarin varliginda kraft
hamurunun agartilmasi ve boyar maddelerin renk gideriminde daha etkili olduklari
rapor edilmistir (Bourbonnais ve Paice, 1996; Wong vd., 1999, Mendoza vd., 2011).

C) Aromatik halkalarin kirilmasi: Bazi ¢alismalarda aromatik halkalarin lakkaz
araciligi ile kirildigr rapor edilmistir (Kawal vd., 1988; Duran ve Esposito, 2000;
Claus, vd., 2002).

1.4.2. Lakkazin Onemi ve Uygulama Alanlar1

Lakkaz, fenolik ve fenolik olmayan bilesikler ve ayrica yikima direnci yliksek
olan cevre Kirleticileri okside edebilme yeteneklerinden dolay1 arastiricilarin
dikkatlerini iizerine toplamistir. Bunun yani sira molekiiler oksijeni elektron alicisi
olarak kullanmasi ve peroksite ihtiya¢c duymamas: da bir avantajdir. Lakkaz, bu
ozelliklerinden dolay1 bir¢ok biyoteknolojik uygulamada kullanilmaktadir (Jarosz-

Wilkotazka vd., 2004). Bu enzimler kimyasal oksidasyon sistemlerine gére avantajli



olmasi oOzellikleri ve biyolojik olarak parcalanabilir 6zellikleri 6nemlidir (Call ve
Micke 1997).

Lignin gezegende en bol ikinci dogal polimerdir (Gamelas vd, 2007; Crestini vd.,
2009). Kagidin endiistriyel olarak iiretiminde kagit hamurunda bulunan ligninin
ayristirtlmasi ve kagit hamurundan uzaklastirilmas: gereklidir. Geleneksel agartma
yontemlerindeki klorid bazli reaksiyonlar cevreye zarar verdiklerinden dolay1
yerlerini gittik¢e, oksijen bazli agartma yontemlerine birakmaktadir. Lakkazlar da
icinde bulundugu fenoloksidazlarin redoks potansiyelleri diisiik oldugundan lignin
polimerleri igindeki fenolik bilesenlerin oksidasyonunu dogrudan gerceklestirebilir
(Call ve Micke 1997, Gamelas vd, 2007). Delignifikasyon igleminin lakkaz
araciligiyla yapilmasi; daha ilimli kosullarda gergeklesmesi, ¢evre dostu olmasi ve
kagidin ana yapisin1 bozmamasi nedeni ile 6nemlidir. Fenolik bilesiklerin yalnizca
lakkaz kullanilarak kagit hamurundan uzaklastirilmasi zor olabilir. Bu durumu
ortadan kaldirmak i¢in ABTS gibi bazi redoks aracilar1 kullanilabilir (Faure vd.,
1995; Wong vd., 1999). Ginlmizde lakkaz kullanilarak kagit hamurundan lignin
giderimi uygulamalar1 yapilmaktadir (Moldes ve Vidal, 2011).

Lakkaz yiyecek ve igeceklerin renk giderimi iglemlerine de uygulanabilir. Bu
yontemle sarap, bira, meyve suyunun berraklastirilmasinda ve fenolik bilesiklerin
giderilmesi saglanabilmektedir. Lakkaz, biyopolimerlerin c¢apraz baglanmasini
sagladigindan dolayr gida endiistrisinde dikkatleri tizerine ¢ekmistir (Couto ve
Herrera, 2006; Martinez-Perifian vd., 2011).

Boyama endustrisinde sentetik boyalar yogun olarak kullanilmaktadir. Piyasada
10000 kadar farkli boyar madde ¢esidi vardir. Yillik ortalama 7x10° tonun tzerinde
boya kullanilmakta ve bunun %210’u endiistriyel atik olarak ¢ikmaktadir (Claus, vd.,
2002). Bu boyalar kimyasal yapilarina bagli olarak, farkli kimyasal oksitleyicilere ve
1518a bagli renk solmalarina oldukga direnclidir.

Boyalar; tomiir olusumu, kanser ve alerjik reaksiyonlarin yani sira, bakteri, bitki,
alg ve protozoa Uremesini de inhibe etmektedir (Manavalan vd., 2013). Mikrobiyal
yikima direngli olduklarindan boyar maddelerin geleneksel biyolojik yontemlerle
giderimi giictiir. Kullanilan iiriine bagli olarak olusan iriinler, ¢cok daha toksik
olabilmektedir. Boya igeren atiksularin biyolojik iyilestirilmesinde kullanilan
metotlar diisiik etkili oldugundan enzimatik yontemler 6ne ¢ikmaktadir (Couto ve

Herrera, 2006).



Lakkaz; ¢esitli boyar maddelerin renginin gideriminde, gesitli boyalarin
aritilmasinda tercih edilmektedir. Tekstil atik suyunun yani sira zeytinyagi fabrika
atiklarindaki renkli fenolik bilesiklerin oksidasyonunda da test edilmektedir (Dhillon
vd.,, 2012). Ayrica denim agartilmasinda hatta boya yapiminda da lakkaz
kullanilmaktadir (Claus, vd., 2002).

Lakkaz, klinik ve cevresel analizlerde kullanilabilecek biyosensorlerin yapiminda
da test edilmektedir. Lakkazlar ek kofaktorlere ihitiyagc duymadan elektron transfer
reaksiyonlarimi katalizleme yetenegine sahip olduklarindan, oksijen, fenolik bilesik
ya da azidlerin belirlenmesinde bu enzimin biyosensor iiriin kullanimina yonelik
caligmalar bulunmaktadir (Haghighi vd., 2003). Ayrica morfin, kodein, katesolamin
ve bitki flavonoidlerinin saptanmasi i¢in de biyosensorler gelistirilmistir (Lisdat vd.,
1997; Bauer vd., 1999; Gupta vd., 2003).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAHs) diger ksenobiyotiklerle birlikte
toprakta buyuk olclide kontaminasyon yaratmaktadir. Cevreyi korumak igin bu
maddelerin yikimi 6nemlidir. Fosil yakitlarin kullanilmasindan ve petrole bagl agiga
¢ikan PAH’lar da lakkaz tarafindan pargalanir (Collins vd., 1996; Wu vd., 2014 ).

Sa¢ boyalarinda H,O; yerine oksitleyici ajan olarak lakkaz kullanilabilmektedir.
Ayrica, cilt beyazlatici olarak kullanilan ve cgesitli proteinleri igeren kozmetik ve
dermatolojik uygulamalarda da yer alabilmektedir (Roure vd., 1992; Xu 1999;
Shogren ve Biswas, 2013).

Lakkazin bunlarin yani sira ¢esitli uygulamalarda kullanilan kullanimina yonelik

calismalar bulunmaktadir.
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2. LITERATUR OZETI

Galhaup vd. (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada Basidiomycetes sinifina dahil
olan Trametes pubescens MB 89’in lakkaz iiretim yetenegini arastirmistir. Fungusun
lakkaz iiretim yeteneginin, bakir iceren glikoz ortaminda arttigini, karbon ve azot
kaynaginin da lakkaz iiretimi lizerinde etkili oldugunu rapor etmistir. Caligmalar
sonucunda glikoz, pepton ve Cu iceren ortamda 330 U/L lakkaz aktivitesine
ulagilmis ve biyoreaktor olgeginde de 123. saatlik inklibasyon sonucunda 740 U/L
lakkaz aktivitesi elde edilmistir. Ayrica, lakkaz indiikleyicisi olan 2,5-ksilidin,
vanillik asit, guaikol, gallik asit, furelik asit, katesol ve p-anisidin’in kullanildig1
calismalarda da bakirin benzer indiikleyici etkisi rapor edilmistir.

Jang vd. (2002) Kore’den izole ettikleri Trametes sp. misellerini tekrarli kesikli
uygulamada kullanmis ve ¢alkalamali yiiriitiilen tekrarli kesikli kosullarda
tutuklanmis miseller i¢in 7800 U/L, serbest miseller i¢cin de 14600 U/L lakkaz
aktivitesi saptanmistir. Ayrica, sivi ortamda tekrarli kesikli kiiltiir 40 giin boyunca
devam ettirilmis ve lakkaz aktivitesi 12000 U/L’den 20000 U/L’ye ulagmustir.
Yapilan caligmalar tekrarl kesikli yontemin avantajini ortaya koymustur.

Birhanl ve Yesilada (2006) Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor
ATCC 200801 peletleriyle tekrarli kesikli siirecte calismistir ve fungal peletlerle
yiiksek lakkaz degerlerine ulasilabilecegini dolayisiyla tekrarli kesikli siirecin lakkaz
tiretiminde verimli oldugunu rapor etmistir. Elde edilen kiiltiir filtratlarinin ¢esitli
boyar maddelerin rengini etkili bir sekilde giderdigini bildirmistir.

Birhanli ve Yesilada (2010) ayn1 funguslarin tekrarli kesikli siirecte lakkaz
liretimini optimize etmistir ve alikonma siiresi, sicaklik, ¢alkalama hizi, pH ve pelet
miktarinin lakkaz tiretimi {izerine etkili oldugunu bildirmistir. Tekrarli kesikli
kosullarda optimum sartlar altinda T. versicolor ve F. trogii serbest peletleriyle
maksimum aktivite i¢in sirastyla 12.08 U/mL ve 40.29 U/mL olarak saptanmuistir.

Hou vd. (2004), Pleurotus ostreatus soy 32’nin lakkaz uretimi (izerine statik ve
calkalamali kosullar ve zenginlestirilmis besiyerinin etkisini caligmistir. Besiyeri
optimizasyonu g¢alismalarinda karbon ve azot kaynagi olarak kullanilan maddelerden
en verimli sonucu sellobiyoz ve pepton ile elde etmistir. Test edilen indiikleyiciler
icinde ABTS en iyi indiiklemeyi yapmis ve ABTS’nin eklenmesi ile 400 U/mL
lakkaz aktivitesine ulasilmistir. Bakirin da lakkaz tretimine 6nemli oranda pozitif bir
etki yaptig1 rapor edilmistir (360 U/mL). Saf lakkaz, SV4R boyasinin rengini %66
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oraninda giderirken mediator olarak ABTS ilavesi sonunda renk giderimi % 90’a
kadar ulagmustir.

Yesilada vd. (2014) Funalia trogii ATCC 200800 peletleriyle tekrarli kesikli
surecte trettikleri lakkazi sicaklik, pH ihtiyaci ve kararliligini calismistir. Caligmalar
sonucu, ham lakkazin 55-90 °C arasinda yiliksek aktivite gosterdigi ve maksimum
lakkaz aktivitesinin de 80-85 °C’ler 160 U/mL oldugu gozlenmistir. Lakkaz
aktivitesi icin optimum pH 2,5 olarak kaydedilmistir. Ham lakkazin ¢esitli metal
iyonlari, inorganik tuzlar, propanol gibi organik ¢oziiciilere karsi1 direngli oldugu da
gosterilmistir. F.trogii’den elde edilen saf lakkazin yiiksek kararlilik gosterdigi ve bu
ozelliklerinden dolay1 biyoteknolojide birgok alanda kullanilabilecegi rapor
edilmistir.

Rosales vd. (2007) kati faz fermentasyonu siirecinde lakkaz iiretimini
indiklemek icin CuSQO,4 ve siringaldazin kullanmis ve en yiiksek lakkaz aktivitesi 2,5
g portakal kabugu + 5 mM CuSO,4 kullanilan besiyerinde 31.75 U/L olarak rapor
etmistir. Sabit yatakli ve tava tipi reaktorde ise maksimum aktivite sirasi ile 3000
U/L ve 12000 U/L olarak belirlenmistir.

Revankar ve Lele (2006a) Coriolus versicolor MTCC 138’ in farkli
besiyerlerinde lakkaz iiretim yetenegini arastirmis ve uygun azot ve karbon kaynagi
ile yuksek lakkaz degerlerine ulasmistir. Glikoz iceren SBM ortaminda 7. glinde 155
U/mL lakkaz aktivitesi elde edilirken, azot kaynagi olarak maya oOziitii, karbon
kaynagi olarak nisasta ve glikoz kullanildiginda lakkaz aktivitesi yaklasik 2 kat (305
U/mL) artmistir. Optimize edilmis besiyerine 1 mM Cu ilavesi sonucu 400 U/mL
aktiviteye ulagilmistir. Optimizasyon caligmalar1 en iyi karbon kaynaginin glikoz,
azot kaynagimin maya 6ziitii ve en uygun bakir konsantrasyonunun 1 mM oldugunu
gostermistir. Bu ortamda yapilan calismada ise 460 U/mL lakkaz aktivitesine
ulagilmistir. Farkli indiikleyiciler eklendiginde p-anisilin igin 397 U/mL, gallik asit
icin 480 U/mL ve 2,5-ksilidin icin de 511 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmistir. 1
mM 2,5-ksilidin eklenmesi sonucunda 6. ginde 820 U/mL lakkaz aktivitesine
ulasilmstir.

Enayatzamir vd. (2009) paslanmis celik silingere tutuklanmis Trametes
pubescens’ in lakkaz tiretim ve Reaktif Siyah 5 renk giderim yetenegini sabit yatakli
biyoreaktorde test etmistir. Boyar madde bulunan ortamda lakkaz aktivitesi 10 kat
artmis ve 1025 U/L’ye ulagilmistir. 24 saatlik ardarda 4 kez kesikli inkiibasyon
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sonucunda yuksek renk giderimleri oldugu rapor edilmistir ve boyar madde renk
gideriminde etkinin fungus misellerine boyar madde adsorbsiyonu ve lakkaz
araciligiyla yikimi seklinde oldugu yorumlanmustir.

Ma vd. (2014) Ganoderma sp. En3’iin Reaktif Turuncu 16 boyasmin renk
giderim yetenegi derin kiiltiirde test etmistir. Glikoz, sakkaroz, fruktoz, nisasta ve
gliseroliin kullanildig1 besiyerlerinde en iyi renk gideriminin gliserol bulunan
ortamda 96. saate % 97 oldugu saptanmistir. Azot kaynagi olarak malt oziiti, L-
asparjin, amonyum siilfat, amonyum tartarat, iire ve pepton karsilastirilmis ve pepton
bulunan besiyerinde 96. saate % 96 renk giderimine ulasilmistir. Renk gideriminin
artistyla birlikte lakkaz aktivitesinde de artis goriilmiistiir. Simule ve gercek atik
sularin renkleri de etkili sekilde giderilmistir.

Trametes versicolor’dan lakkaz enzimini saflastirilmis ve bu enzim Remazol
Brilant Mavi R (RBBR) ve Reaktif Siyah 5 renk giderim yetenegi arastirilmigtir. Bu
enzim RBBR’in rengini Reaktif Siyah 5’e gore bes kat daha hizli bir sekilde
gidermistir. Saflagtirilmis lakkaz RBBR boyasinda 0.60 pm/min renk giderimine
sebep olurken, Reaktif Siyah 5 boyasinda 0.20 uM/min renk giderimi saptanmustir.
Ortama bir arac1 eklenmesi durumunda renk giderim oraninda herhangi bir degisim
gozlenmemistir (Champagne ve Ramsay, 2005).

Murugesan vd. (2007) Ganoderma lucidum KMKZ2’den elde ettikleri kararli saf
lakkazin boyar madde renk giderim yetenegini arastirmistir. Bu amacgla, bugday
kepegi iceren besiyerinde kat1 faz fermentasyonu ile lakkaz iiretilmistir. Elde edilen
saf enzim RBBR’nin aracisiz ve RB-5’1 de aracili olarak renk giderimini
gergeklestirmistir. Enzim RB-5 boyasinin rengini iki saatte %77 oraninda giderirken,
RBBR boyasinin rengini 20 saatte %90 oraninda gidermistir. Jel elektroforezi
caligmalar1 renk gideriminden lakkazin sorumlu oldugunu ortaya koymustur.
Lakkazin molekiiler agirligi 43 kDa olarak belirlenmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi
ise 7. guinde 25 U olarak kaydedilmistir.

Revenkar ve Lele (2006b) aga¢ kabugundan izole ettikleri ve WR-1 olarak
adlandirdiklar1 beyaz ¢iiriik¢iil fungusun lakkaz iiretim yetenegini incelemis ve
glikoz igeren stok temel ortamda 7. giinde 124 U/mL lakkaz aktivitesine ulagmistir.
Nisasta iceren besiyerinde 145 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmistir. Azot
kaynaklar1 arasinda ise en yliksek lakkaz aktivitesi 8. glinde malt 6ziitli iceren
ortamda 130 U/mL olarak saptanmistir. Karbon ve azot kaynagi optimize edilmis
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besiyerinde yaklasik 300 U/mL aktivite belirlenirken, ortama 1 mM Cu eklendiginde
lakkaz aktivitesinin 410 U/mL’ye ulagtigi rapor edilmistir. Kullanilan aromatik
indikleyicilerin timiu Cp-anisidin, gallik asit, fumarik asit, katesol, guaikol, HBT ve
2,5-ksilidin lakkaz tiretimini indiiklemistir ve 2,5-ksilidin’in en etkili indikleyici
oldugu bildirilmigtir. 0.8 mM 2,5-ksilidin’in 692 U/mL lakkaz aktivitesine
ulagmasini sagladigi rapor edilmistir ve bu aromatik indiikleyicinin bakirla birlikte
eklenmesinin herhangi bir sinerjistik etki yapmadig: bildirilmistir.

Hailei vd. (2013) galismalarinda Ganoderma lucidum’un lakkaz Gretimini derin
kiiltiir, biyomembran yiizey sivi kiiltiir ve biyomembran yiizey sivi birlikte kaltur
yontemiyle test etmis ve birlikte kiiltiir yontemiyle lakkaz aktivitesi 23000 U/L’ye
ulagmustir. 100 litrelik biyoreaktorde 8. giinde 38000 U/L lakkaz aktivitesi elde
edilebilecegi de rapor edilmistir.

Freixo vd. (2008) Coriolus versicolor’un lakkaz iiretimi iizerine karbon kaynagi
olarak patates posasinin etkisini test etmis ve en yiiksek lakkaz aktivitesini 3. giinde
362 U/L olarak belirlemistir. En iyi lakkaz aktivite degeri pH 3-4 araliginda
saptanirken, en uygun sicakligin 80 °C oldugu belirlenmistir.

Manavalan vd. (2013) G. lucidum’un lakkaz {iretimi iizerine g¢esitli
indiikleyicilerin etkisini test etmis ve gallik asiti iyi bir indiikleyici olarak rapor
etmistir. Arastiricilar, sinerjistik etkinin de 6nemli oldugunu bildirmistir. Gallik asit,
etanol ve bakir iceren ortamda baslangica oranla aktivitenin 400 kat arttigi rapor
edilmigstir. Elde edilen lakkaz enziminin boyar madde renk giderim yeteneginin
oldugu da vurgulanmistir.

Murugesan vd. (2009) G. lucidum lakkaz enziminin aktivitesinin diisiik
konsantrasyonda (1 mM) Ca?*, Co®*, Cu** ve Zn®* metal iyonu iceren ortamlarda
arttigini  bildirmistir.  Fe?*’nin lakkaz aktivitesi Uzerine inhibe edici etkisi
gozlenmistir. Lakkazin bu metal iyonlarmin karisimini tolere edebildigi tespit
edilmistir. Remazol Siyah 5 (RB5) ve Remazol Brilant Mavi 5 (RBBR5)’in renk
giderimine metallerin etkisi de test edilmistir. Fe*’nin renk gideriminde herhangi bir

* ve Cr° metallerinin her iki boyanin renk

etkisinin bulunmadigini fakat, Cu
giderimini de arttirdig1 rapor edilmistir Ayrica lakkazin reaktif boyalarla kontamine
olmus atiksu ile muamelesinde, etkili bir boya giderimi i¢in araciya ihtiyag duydugu
g6zlenmistir. Yapilan g¢alismalarda dogal bir redoks aracisi olan siringaldazinin,
sentetik bir mediator olan 1-hydroxybenzatriazole (HBT) den etkili bir araci oldugu

14



kaydedilmistir. Karisik metal iyonlarinin atik su ile muamelesi sonucu Onemli
oOl¢iide renk giderimi goriilmesine ragmen siringaldazin bulundugu atiksu ortaminda
daha etkili bir boya giderimi goraldu.

Jadhav vd. (2008) Galactomycetes geotrichum MTCC 1360 fungusunun boyar
madde renk giderim yeteneklerini arastirmistir. Toksik bir azo boya olan Metil
Kirmizi fungus miselleriyle muamele edilmistir. Calkalamali kosullarda, 30 'C’ de, 1
saat muamele sonucu %100 renk giderimine ulasilmistir. Ortama 1 g/L melas
eklendiginde %100 renk gideriminin yalnizca 10 dakika i¢inde gerceklestigi rapor
edilmistir. pH, misel konsantrasyonu, sicaklik, glikoz konsantrasyonu ve melas
konsatrasyonu gibi ¢esitli parametreler ¢aligmistir. Metil Kirmizi boyasinin pH 3-12
arasinda ve 5-50 °C sicaklik arasinda renk gideriminin gergeklestigi gézlenmistir.

Boran ve Yesilada (2011) kati subsrat g¢alismalarinda bugday kepeginin
kullanildig1 besiyerlerini peyniralti suyu, melas, vinas ve zeytinyagi atik suyu ile
nemlendirmistir. Funalia trogii ve Trametes versicolor ‘un lakkaz tretim yetenekleri
izlenmistir. Kat1 subsrat kiltirde vinas ve zeytinyagi atik suyunda yiiksek lakkaz
seviyesi elde edilmistir. Lakkaz indiikleyicisi olarak bakir ve ksilidin kullanilmis ve
bakirin ksilidinden daha fazla indiikleyici etki gosterdigi rapor edilmistir. Maksimum
lakkaz aktivitesi F. trogii’ den 5 mM CuS0O4.5H,0, %25 oraninda vinas ve bugday
kepegi bulunan ortamda 14.18 U/mL olarak saptanmistir. Azo boyalarin renk
gideriminin ¢alisildigi asamada ise 0,063 U/mL aktiviteye sahip F. trogii icin
dakikada renk giderimi % 66 iken, T. versicolor igin bu deger % 14 olarak rapor
edilmistir. Bu ¢alisma ile endiistriyel atik sularin kati subsrat fermentasyonunda
kullanilabilecegi ve yiiksek enzim aktivitsine ulasilabilecegi kanitlanmistir.

Khlifi vd. (2010) Trametes trogii’den elde ettikleri lakkaz enziminin aracili ve
aracisiz tekstil atik suyu renk giderimi ve detoksifikasyon aktivitesini arastirmistir.
Lakkaz, araci eklemeden renk gideriminde etkili olmamis ve 9 U/L’lik enzim
aktivitesi ile atik sularda %10’°dan daha az renk giderimini gergeklestirmistir.
Kullanilan aracilar arasinda en etkili olan 1-hidroksibenzatnazol (HBT) olmustur.
Fizyokimyasal faktorlerin lakkaz aktivitesini etkiledigi saptanmistir. Lakkazin
asedosiringon varliginda atiksuyun toksikligini azalttig1 bildirilmistir.

Fonseca vd. (2010) beyaz ciiriik¢iil funguslar ile yaptiklari ¢alismada bakirin
lakkaz aktivitesi Uzerine etkisini arastirmiglardir. Besiyeri olarak malt 6ziitii ve misir
surubu kullanilmigtir. Statik kosullarda gerceklestirilen calismada ortama diisiik
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konsantrasyonlarda (0.5 mM) bakir eklenmesi sonucu lakkaz aktivitesinin arttigi
tespit edilmistir. Ganoderma applanatum, Peniophora sp., Pycnoporus sanguineus
ve Coriolus versicolor funguslarindan elde edilen lakkazin aktiviteleri kontrole
oranla sirastyla 42, 51, 25, 4 kat yiiksek saptanmistir. Her dort fungus tiirii i¢in de
bakirin lakkaz aktivitesi tizerine olumlu etkisi ispat edilmistir.

Songulashvili vd. (2007) yiyecek endiistrisi atiklarinin lakkaz aktivitesi izerine
etkisini arastirmigtir. Ganoderma lucidum 447 ile yapilan ¢alismada karbon kaynagi
olarak glukoz yerine misir kepegi, bugday kepegi, soya kepegi, tavuk tiyd, Kivi, muz
kabugu gibi atik maddeler kullanilmistir. Calisma batik kiiltiir fermentasyonu ile
calkalamali kosullarda gerceklestirilmistir. Maksimum lakkaz aktivitesi bugday
kepegi ve soya kepeginde gbzlenmis ve sirasiyla 93000 U/L ve 97000 U/L olarak
kaydedilmistir.

Ting vd. (2011) dort G. lucidum susunun poliaromatik hidrokarbonlarin (PAH)
yikim yetenegi test etmis ve tiimiiniinde penantren ve piren yikim yetenegini rapor
etmistir. Yikim yeteneginin ¢esitli faktorlerden etkilendigi bildirilmistir.

Sadhasivam vd.(2008) Trichoderma harzianum WL1 derin kiiltiirde ¢alkalamali
kosullarda iiretilmis ve lakkaz aktivitesi liretim yetenegine bakilmistir. En yiliksek
lakkaz aktivitesi bakir igeren besiyerinde 4 giinliik inkiibasyon sonucu 4.36 U/mL
olarak kaydedilmistir. Optimum pH ve sicaklik sirast ile 4.5 ve 35C olarak
belirlenmistir. Uretilen lakkaz enziminin sicaklik stabilitesi de arastirilmistir. 35 c
de 24 saat stabil kalmis ve 65 C’de 60 dakika bekletildiginde aktivitesinin yarisini
korudugu rapor edilmistir.

Zhou vd. (2010) Odontotermes formasous’dan elde edip saflastirdiklar1 lakkazi
amonyum siilfatda ¢coktiirmiistiir. Elde edilen sonuglara gore lakkaz aktivitesi 211.11
U/mg, lakkazin molekiiler agirligr ise 65 kDa olarak belirlenmistir. Optimizasyon
calismalari sonucu bu enzim i¢in en uygun pH 4, sicaklik ise 10 ‘C olarak
belirlenmistir. Lakkazin stabil kaldig sicaklik arahgi 10-30 °C’dir. 30°C’nin iizerinde
enzimin kararliligini yitirdigi kaydedildi. Ayrica %70 oraninda etanol bulunan
ortamda lakkaz aktivitesi %60 oraninda kaybolmustur. Metal iyonlarindan Mg*?,
Ba"® ve Fe”’nin ortamda bulunmas: lakkaz aktivitesini negatif yonde etkilemis ve
sirastyla %17.2, %5.3 ve %9.4 inhibisyon gdzlenmistir. Ozellikle, ortama yiiksek
konsatrasyonlarda Fe*? iyonunun eklenmesiyle lakkaz aktivitesinde %89 oraninda
inhibisyon gozlenmistir.
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Manavalan vd. (2012) bu ¢alismada kompost hazirlanmis ve subsrat olarak seker
kamis1 kiispesi kullanilmistir. Hazirlanan komposta Ganoderma lucidum miselleri
ekilmis ve 50 giin boyunca oda sicaklifinda ve karanlik ortamda inkiibasyona
birakilmistir. Her bes giinde bir gelismekte olan G. lucidum meyvelerinden hasat
edilip toz haline getirilmistir. Elde edilen bu tozdan enzim aktiviteleri kaydedilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucu en yiksek enzim aktivitesi 40. gunde 90 U/g olarak rapor
edilmistir.

Litthauer vd. (2007) calkalamali kosullarda Pycnoporous sanguineus’la lakkaz
iretimi yapmay1 amaglamistir. Uretim igin besiyeri olarak seyreltilmis melas (% 4)
tercih edilmistir. Uretilen lakkaz, amonyum siilfatta ¢oktiiriilmiistiir. Lakkaz
aktivitesi 32.9 U/mg olarak saptanirken, molekiiler agirhgi 58 kDa olarak
belirlenmistir. Konsantre edilmis lakkaz i¢in optimum pH 3-5 araliginda ve optimum
sicaklik 55 'C olarak belirlenmistir. Sicakliga kars1 kararlilig: yiiksek olan bu enzim,
75 'C’de 170 dakika bekletildiginde hala aktivitesinin yarisii korudugu
kaydedilmistir.

Ashrafi vd (2013) saf lakkaz ile 13 farkli azo ve antron tabanli boyanin renk
giderimini HBT varhi@inda arastirmistir. HBT eklenmesi Asit Sar1 36, Dispers
Kirmiz1 177, Direkt Mavi 71, Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Turuncu 16 renk giderimi
aktivitesini arttirirken bazi boyar maddeler {izerinde artirici bir etki gostermemistir.
Bunula birlikte lakkazla muamele edilmis boya ¢ozeltisinin toksititesi de azalmistir.

Chakraborty vd. (2013) Alternaria alternata CMERI F6 ile 25 °C, pH 5, 150
rpm ve 48 saatte Kongo Kirmizisinin (600 mg/L) rengini %100 civarinda gidermistir.
Aragtiricilar Kongo Kirmizisinin renk gideriminde bu fungusun kullanilabilecegini
vurgulamistir.

Yesilada vd. (2003) ve Yesilada vd. (2010) fungal peletlerin tekrarli kesikli
surecte boyar madde renk gideriminde kullanilabilecegini ve bu siirecte etkili renk

giderimine ulasabilecegini rapor etmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullamilan Fungus
Calismada Basidiomycetes sinifina ait beyaz ¢liriik¢iil funguslardan Ganoderma
lucidum kullanildi. Bu fungus dogadan izole edilmis olup (Dr. Hakan All1), indnii

Universitesi Biyoteknoloji Laboratuarinda saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Dogadan fotograflanan Ganoderma lucidum

3.2. Cahsmada Kullanilan Fungusun Kat1 Besiyerinde Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan fungusun devamliligini saglamak igin, fungus her 28-30
ginde bir taze Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) plaklarinda 30 °C’de statik
inkiibatérde 8 guin inkiibe edildi ve daha sonra +4 ‘C’de buzdolabinda muhafaza
edildi.

3.3. Cahsmada Kullanilan Fungal Peletlerin Uretilmesi
Yatik agarda Oretilen fungus kaltirlerine distile su eklenerek 6ze yardimiyla
kazindiktan sonra 100/250 mL Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) sivi besiyerlerine
10’ar mililitre transfer edildi. Kalttrler 30 °C ve 150 rpm’de 8 gun uretildikten sonra
kalturler homojenizatorde diisiik devirde homojenize edildi. Homojenize fungus
kuilturlerinden 5’er mL 600 SDB/1000 mL erlen ortamlarina ekilerek 30 'C ve 150
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rpm’de 8 guin inkube edildi. Elde edilen peletler ¢calismalarda amaca yonelik olarak
kullanild1 (Sekil 3.2).

Sekil.3.2. G. lucidum peletlerinin etiivde tiretim asamasi

3.4. Fungusda Lakkaz Varhgmin Agar Plaklarinda Gosterilmesi
ABTS igeren SDA plaklarina fungus ekildi ve 30 'C’de inkiibe edildi. Lakkaz
enziminin ABTS oksidasyonuna bagli olarak olusan renk degisimi lakkaz enziminin

varligi olarak degerlendirildi.

3.5. Calismada Kullanmilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Calismada stok temel ortam, Sabouraud Dekstroz Broth ve melas besiyeri lakkaz
Uretim amaciyla besiyeri olarak kullanildi. Bu besiyerlerinden SDB besiyeri hazir
olarak alind1 ve tizerindeki talimatlara bagli olarak hazirlandi. Diger iki besiyerinin
icerigi ise tarafimizca hazirlandi.

Stok temel ortam (g/L): KH,PO, 0.2, CaCl,.2H,0 0.1, MgSO,4.7H,0 0.05,
NH4H,PO,4 0.5, FeSO,4.7H,0 0.035, Glikoz 2 g ve malt 0ziiti 1g olacak sekilde
hazirland: ve otoklavda steril edildikten sonra kullanildi.

Seker fabrikasi yan iriinii olan melas, Malatya Seker Fabrikasin’dan temin
edildi. Calisma planina baglh olarak istenilen konsantrasyonlarda hazirlanan melas

besiyerleri otoklavda steril edildikten sonra kullanildi.
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3.6. Lakkaz Uretimi icin Kullanilan Uretim Yéntemleri

Calismada kesikli ve tekrarli kesikli tiretim yontemleri kullanildi. Kesikli Gretim
yonteminde, 30 mL hazirlanan besiyerlerine homojenize edilmis fungustan 2 mL
ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiir ortami, 30 °C’de statik kosullarda inkiibe edildi. Her
24 saatte bir besiyerinden 500 ul 6rnek alinip lakkaz aktivitesi spektrofotometrik
olarak olglldu. Lakkaz uretimi icin daha verimli olan tekrarl kesikli yontemde ise
Sekil 3.2.°daki gibi iiretilen peletler steril kosullarda stiziiliip 250 mL’lik erlenlere 30
g transfer edildi. Uzerine 50 mL besiyeri eklendi. Hazirlanan erlenler, 30 °C ve 150
rpm’de inkube edildi. Her 24 saatte bir steril kosullarda erlenlerdeki sivi suzulip
yerine taze besiyeri eklendi. 24 saatte bir alinan siiziintiilerden lakkaz aktivitesi

spektrofotometre ile élgulda.

3.7. Lakkaz Aktivitesini Indiiklemek I¢in Indiikleyici Maddelerin Kullanilmasi
Istenilen konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan melas besiyerlerine lakkaz
aktivitesini indiiklemek amaciyla ayr1 ayr1 olmak kosuluyla 0, 0.5, 2, 3, 4, 5 ve 6 mM
CuSQy4, 0.05ve 0.1 mM ABTS ayrica 0.01 ve 0.05 mM 2,5-ksilidin eklendi.
Calismada ayrica indiikleyicilerin es zamanli kullanilmasinin lakkaz tretimi Gzerine

sinerjistik etkisinin izlenmesi amaciyla ABTS+bakir ve 2,5-ksilidin+bakir kullanildi.

3.8. Elektroforez Calismasi

Kiltiir sivisinda lakkaz varhigimi gostermek igin dogal jel elektroforezi
calismalar1 yapilmistir. Bu amagcla kiiltiir sivis1 dogal jele yiiklenmis ve 40 mA’de
yiriitilmistir. Yiritme islemi sonrasinda, jel ABTS iceren tampon (pH 4.8)
icerisinde inkiibe edilmis ve ABTS oksidasyonuna bagli olarak gergeklesen renk

degisikligine bagl olarak lakkaz varligi belirlenmistir (Birhanli ve Yesilada 2010).

3.9. Analiz

Lakkaz aktivitesi 420 nm’de enzimin ABTS oksidasyonuna bagli olarak 1
dakikadaki olusan absorbans degisimi olarak izlendi ve 1 umol substratin 1 dakikada
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 1 Unite U/mL olarak ifade edildi. Enzim
aktiviteleri U/mL olarak tanimlandi (Birhanli ve Yesilada, 2010).

Fungusun Gremesi gravimetrik olarak o6l¢ildi. Bunun ic¢in daha ©nceden
hazirlanmis, 50 °C’de 24 saat bekletildikten sonra 2 saat desikatérde muhafaza edilip
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taras1 alinmis filtre kagitlar1 kullanildi. Funguslar bu filtre kagitlarindan siiziildiikten
sonra postor firininda 50 °C’de 24 saat bekletildikten sonra 2 saat desikatorde
muhafaza edildi. Daha sonra, hassas terazide tartilarak biyokiitle miktar1 g/30 mL

olarak ifade edildi.

3.10. Ganoderma lucidum’un Renk Giderim Yeteneginin Agar Plaklarinda
Gosterilmesi

Otoklavda steril edilen SDA ortamina boyalar toz halinde eklendi. Boyal1 agar
plaklart hazirlandiktan sonra fungus ekimi yapildi. 15 giin 30 °C’de inkiibe edilip
renk giderimi makroskobik olarak incelendi.

3.11. Ganoderma lucidum Renk Giderim Yeteneginin S1ivi Ortamda Gosterilmesi

Hazirlanip otoklavda steril edilen STO besiyerlerine Remazol Brilant Mavi R,
Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Mavi 171 boyalar1 toz halinde eklendi. Tekrarli kesikli
yontemin kullanildigi bu ¢alismada G.lucidum’un renk giderim yetenegi

spektrofotometrik olarak kaydedildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ganoderma lucidum’un Lakkaz Uretimi
4.1.1. Ganoderma lucidum’un Agar Ortaminda Lakkaz Uretim Yetenegi

Calismada beyaz ciiriikgiil bir fungus olan Ganoderma lucidum kullanilmistir. Bu
fungus dogadan izole edilip Dr. Hakan All1 tarafindan tanimlanmig ve sonrasinda da,
Dr. Ozfer Yesilada tarafindan saf kiiltiir olarak izole edilmistir. Calismada oncelikle
fungusun lakkaz iiretim yetenegi ABTS igeren ve icermeyen SDA ortaminda
izlenmistir. Bu amagla G. lucidum, ABTS igeren ve icermeyen SDA ortamlarinda
tiretilmis ve ayrica lakkaz tiretmedigi bilinen Phanerocahaete chrysosporium’da
ABTS igeren SDA ortaminda inkiibe edilmistir (Sekil 4.1).

A B C

Sekil 4.1. ABTS igeren ve igermeyen SDA ortamlarinda iiretilen G. lucidum’da
lakkaz varligi (A) ABTS igcermeyen SDA ortaminda iretilmis G. lucidum , (B)
ABTS igeren SDA ortaminda tiretilmis G. lucidum (C) ABTS ig¢eren SDA ortaminda
tiretilmis P. chrysosporium

Lakkaz enziminin ABTS oksidasyonuna bagli olarak renkli bir triin (ABTS+)
olusmaktadir. Sekil 4.1B’den goriilebilecegi gibi G. lucidum ABTS igeren ortamda
30 °C’de statik olarak 4 giin iiretimi siirecinde ABTS’yi oksitlemis ve bu
oksidasyona bagli renk degisimi olusmustur. Diger yandan, P. chrysosporium
ABTS’yi oksitlemediginden herhangi bir degisim gbzlenmemistir. Bu 6n ¢alisma
bize, lakkaz iiretim yetene§i ve ayrica boyar madde renk giderim aktivitesini
arastiracagimiz G. lucidum’un lakkaz tiretebildigini gostermistir.

Bu asamadan sonra fungusun lakkaz iiretim yetenegi cesitli ortamlar ve farkl

kiiltiir kosullarinda arastirilmistir.
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4.1.2. G. lucidum’un Tekrarh Kesikli Kosullarda Farkh Besiyerlerinde Lakkaz
Uretim Yetenegi

On calismalarla lakkaz iiretim yetenegi agar ortaminda gosterilen fungusun,
lakkaz aktivitesi tekrarli kesikli kosullarda da arastirilmistir. Bu amagla oncelikli
olarak; Stok temel ortam (STO), Sabouraud dekstroz broth (SDB) ve seker fabrikasi

yan iirlinii melasin besiyeri olarak kullanilabilirligi test edilmistir.

4.1.2.1. G. lucidum’un STO besiyerinde lakkaz tretimi

Calismanin bu kisminda G. lucidum’un lakkaz dretimi 5 mM bakir igeren ve
bakir igcermeyen STO besiyerinde 30 °C ve 150 rpm’de 7 gln surecinde
aragtirtlmistir. Bakir igermeyen ortamda en yiiksek lakkaz aktivitesi 3. glinde 0.30
U/mL olarak kaydedilirken, bakir igeren ortamda 4. giinde 2.09 U/mL olarak
saptanmustir (Sekil 4.2). Bu en yiiksek aktivite acisindan yaklasik 7 katlik bir artis

gOstermektedir.
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Sekil 4.2. Tekrarli kesikli G. lucidum Kkilturiyle STO ve STO+bakir (5mM)
ortamlarinda lakkaz tiretimi

4.1.2.2. G. lucidum’un SDB besiyerinde lakkaz tretimi

SDB, fungus iiretiminde yaygin olarak kullanilan zengin bir besiyeridir. Bu
nedenle ¢alismamizda lakkaz {iretimi i¢in besiyeri olarak kullanilabilirligi agisindan
test edilmistir. Calisma bakir iceren ve igermeyen SDB besiyerlerinde 30 °C ve 150
rpm’de 7 giin siireyle yiirtitiilmiistiir. Calismada bakir igermeyen ortamda en yiiksek
aktivite 6. ginde 0.58 U/mL olarak saptanirken, bakir igeren ortamda en yiksek
aktivite 6. giin i¢in 2.02 U/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.3). Bakir ilavesi yaklasik

3.5 katlik bir enzim aktivitesi artisina neden olmustur.
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Sekil 4.3. Tekrarli kesikli G. lucidum kilturiyle SDB ve SDB+bakir (5mM)
ortamlarinda lakkaz tiretimi
4.1.2.3. G. lucidum’un melas besiyerinde lakkaz tretimi

Melas ¢esitli uygulamalarda besiyeri olarak kullanilan zengin igerikli bir
hammaddedir. Caligmamizda da zengin igeriginden dolay1 lakkaz iiretimi agisindan
besiyeri olarak kullanilabilirligi test edilmistir. Calismada oncelikle en ylksek lakkaz
tiretimi agisindan elde edilebilecek melas konsantrasyonu aragtirilmistir. Bu amacla
calismalar, farkli konsantrasyonlarda melas igerecek sekilde hazirlanmis
besiyerlerinde yiiriitilmistiir (Cizelge 4.1). Fungus 15¢/L melas iceren ortamda 1g/L
ve 5 g/L melas igeren ortamlara gore daha yiiksek diizeyde lakkaz iiretmis ve en
yiiksek lakkaz aktivitesi 15 g/L’lik melas ortaminda 7. glinde 0.55 U/mL olarak
saptanmistir. Bu nedenle c¢alismanin bundan sonraki asamalar1 15g/L melas igeren

besiyerinde stirdiirilmistiir.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda melas iceren besiyerlerinde elde edilen lakkaz
aktivite degerleri (U/mL).

Melas Miktar (g/L)

Pelet Kullanim Sayisi 1 5 15

1. Kullanim 0.48+0.16 0.50+0.15 0.48+0.16
2. Kullanim 0.37+0.09 0.41+0.05 0.35+£0.01
3. Kullamm 0.20+0.02 0.27+0.02 0.38+0.02
4. Kullanim 0.11+0.02 0.10+0.06 0.16+0.01
5. Kullanim 0.11+0.01 0.10+0.00 0.37+£0.04
6. Kullamim 0.04+0.01 0.10+0.01 0.51+0.03
7. Kullamim 0.02+0.00 0.05+0.00 0.55+0.08
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4.2. G. lucidum’un Melas Besiyerinde Tekrarh Kesikli Siirecte Lakkaz

Uretimine Indiikleyicilerin Etkisi

4.2.1. G. lucidum’un Lakkaz Uretimine Bakirin EtKisi

Bakirin lakkaz iiretimi lizerine pozitif etkisi bilinmektedir. Bu nedenle, yeni izole
edilmis bu fungusun lakkaz iiretim verimi {lizerine etkisi test edilmistir. Bu amagla,
fungal peletler farkli konsantrasyonlarda bakir icerecek sekilde hazirlanmig 15g/L’lik
besiyerlerinde tekrarli kesikli siirecte 30 °C ve 150 rpm’de iiretilmis ve lakkaz
aktivitesi saptanmistir. Besiyerleri 0.5-6.0 mM bakir igerecek sekilde hazirlanmis ve
calisma 7 giin siirdiiriilmistiir. Calisma sonucunda fungusun lakkaz iiretiminin,
kullanim sayist ve ortamdaki bakir konsantrasyonuna bagli olarak degistigi
saptanmistir (Cizelge 4.2). Ozellikle 2 mM f{izerindeki konsantrasyonlarda bakir
lakkaz {iretimi {lizerine ¢ok etkili olmustur. Sekil 4.4’de goriilebilecegi gibi, 5 mM
bakir i¢eren ortamda en yuksek lakkaz aktivitesi 9.58 U/mL olarak saptanmustir.
Bakir icermeyen ortamda en yiiksek aktivitenin 0.55 U/mL oldugu diisiiniildiigiinde
bakir eklenmesinin yaklagik 18 katlik bir artisa neden oldugu goriilecektir. Yani
uygun bakir konsantrasyonu ile bu ortamda yiiksek lakkaz degerlerine
ulasilabilmektedir. Calismanin bu kismi, yeni izole edilen bu fungal susun lakkaz
tiretimi agisindan degerlendirme siirecinde bakirin etkili bir indukleyici olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Bakirin melas (15g/L) besiyerinde uretilen G. lucidum’un lakkaz
uretimine etkisi.

Bakir Konsantrasyonu (mM)

Pelet

Kullanim 0 0.5 2 3 4 5 6
Sayist

1. Kullamm 0.48=0.16 0.78£0.13 1.00+0.62 0.96=0.10 1.09+0.03 1.04=0.09 1.01=0.06
2. Kullamm 0.35=0.01 0.62£0.12  1.07£092  138:004  152+007  1.7620.21 1.65£0.11
3. Kullannm 0.3820.02 0.93=0.26 1.29=0.03 1.9520.04 1.89=1.61 2.49+0.18  2.18x0.16
4. Kullamm 0.16=0.01 0.40£0.04  164x035  3.88=0.12 487074 0582084  7.92=0.86
5. Kullamm 037£0.04  (g9+040  126£005  2.842002 5172102 7132100 8552075
6. Kullamm 051003  pgex005 1112004 3442035 5802001 5882030  3.69:045
7.Kullamm 055008 p37:004 1122002  3.7920.11 2942026 3512009  1.50=0.30
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Sekil. 4.4. Optimum (5mM) bakir konsatrasyonunda G. lucidum kdilttrtinden tekrarli
kesikli yontemle lakkaz Gretimi

Lakkaz iiretimi i¢in en uygun bakir konsantrasyonu SmM olarak saptandigindan,

bundan sonraki bakir kullanilan ¢alismalarda SmM bakir kullanilmistir.

4.2.2. G. lucidum’un Lakkaz Uretimine ABTS ve ABTS+Bakirin Birlikte Etkisi

ABTS’de lakkaz iiretiminde indiikleyici olarak test edilen bir bilesiktir. Bu
nedenle ¢alismanin bu kisminda ABTS nin etkisi test edilmistir. Caligmada ayrica,
bir 6nceki kisimda iyi bir indiikleyici oldugu saptanan bakirin ABTS ile birlikte
etkisi de arastirilmistir.

0.05mM ve 0.1mM ABTS iceren ortamlarda en yuksek lakkaz aktiviteleri
sirastyla 0.55 U/mL ve 0.73 U/mL olarak 2. giinde saptanmistir. ABTS
(0.05mM)+bakir (5mM) bulunan ortamda ise en yiksek lakkaz aktivitesi 4. glinde
8.35 U/mL olarak kaydedilmistir (Sekil 4.5). Indiikleyici olarak yalmzca bakir
bulunan ortamda en yuksek lakkaz aktivitesi 4. ginde 9.58 U/mL olarak elde

edildiginden burada ABTS nin iyi bir indiikleyici gérevi gormedigi vurgulanabilir.
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Sekil 4.5. Melas besiyerinde Uretilen G. lucidum’un lakkaz Gretimine ABTS ve
ABTS+bakirin birlikte etkisi

4.2.3. G. lucidum’un Lakkaz Uretimine Ksilidin ve Ksilidin+Bakirim Birlikte
Etkisi

Ksilidin pek ¢ok calismada lakkaz ifadesini indiikleyici olarak kullanilmistir. Bu
nedenle, bu fungusun lakkaz iiretimini indiiklemek amaciyla bizim ¢alismamizin bu
kisimda kullanilmastir.

0.01mM ve 0.05mM ksilidin iceren ortamlarda en yiksek lakkaz aktiviteleri
sirastyla 0.15 U/mL ve 0.25 U/mL olarak 4. giinde elde edilmistir. Bu degerler
indlkleyici icermeyen ortamlarda elde edilen lakkaz aktivite degerlerinden daha
diisiik degerlerdir. Yani, yalmzca ksilidin iceren ortamlarda ksilidinin lakkaz Gretimi
Uzerine herhangi bir pozitif etkisi gozlenmemistir. Bununla birlikte, 0.01 mM
ksilidin+5 mM bakir i¢eren ortamda en yiiksek lakkaz aktivite degeri 4. giinde 11.07
U/mL olarak saptanmistir (Sekil 4.6). Bu deger indiikleyici olarak yalnizca bakir
(5mM) igeren ortamda elde edilen lakkaz aktivite degerinden daha yiksektir.
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Sekil 4.6. Melas besiyerinde Gretilen G. lucidum’un lakkaz Uretimine ksidilin ve
ksidilint+bakirin birlikte etkisi

4.3. Statik Olarak Uretilen G. lucidum’un Lakkaz Uretim Yeteneginin Melas
Ortaminda Kesikli Kosulda Arastirilmasi

Calismanin bu kisminda melas ortaminda bakirin statik kosullarda etkisi test
edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda bakirin negatif etkisinden dolayr statik
kosullarda kesikli yiiriitiilen caligmalarda 1 ve 2 mM bakir konsantrasyonlar1 test
edilmistir. Bakir icermeyen melas ortaminda statik olarak yiiriitiilen ¢alismada en
yuksek lakkaz aktivitesi 2. giinde 0.08 U/mL olarak saptanmistir. Lakkaz tiretimi
primer fazda yuksek iken tretimin ilerleyen streclerinde (ge¢ primer faz ve sekonder
faz) hizla azalmistir (Sekil 4.7). 1 mM bakir igeren melas ortami lakkaz aktivitesini
indiiklerken (Sekil 4.8), 2 mM bakir konsantrasyonu lakkaz aktivitesini kismen
baskilamistir (Sekil 4.9). Melas ortaminda 1 mM bakir bulundugu durumda en
yiiksek aktivite 0.12 U/mL civarinda saptanmistir. Bu deger tekrarli kesikli yontemle

elde edilen lakkaz aktivitesinden ¢ok diisiiktiir.
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Sekil 4.7. Statik kosullarda tiretilen G. lucidum’un 15 g/L melas besiyerinde glinlere
bagli lakkaz aktivite (U/mL) ve lireme degisimi (g/30mL)
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Sekil 4.8. Statik kosullarda iiretilen G. lucidum’un 15 g/L melas+bakir (1 mM)
iceren besiyerinde gilinlere bagl lakkaz aktivite (U/mL) ve lireme degisimi (g/30mL)
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Sekil 4.9. Statik kosullarda tiretilen G. lucidum’un 15 g/L melas+bakir (2 mM) bakir
iceren besiyerinde glnlere bagl lakkaz aktivite (U/mL) ve tireme degisimi (g/30mL)

Yuruttlen galismalar tekrarli kesikli siirecte uygun ortam ve uygun indiikleyici

kullanilarak bu susla yiiksek diizeyde lakkaz {iretimi saglanabilecegini gostermistir.

4.4. G. lucidum’un Lakkaz Enziminin Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Sonucu

Kiiltiir sivisindaki lakkaz enzimi varligr dogal jel elektroforezi sonrasi yapilan
aktivite boyama calismasiyla da ortaya konmustur. Calisma sonucunda, jelde
yalnizca tek bir aktivite bandi gozlenmistir (Sekil 4.10). Bu sonug kiiltlir sivisinda
spektrofotometrik olarak varlig1 gosterilen lakkaz enziminin elektroforetik olarak da
varliginin ortaya konmasini saglamig ve tek bir izozimi desteklemistir. Bu sonug,

Boran 2013’iin kat1 faz fermentasyonu ile elde ettigi sonucu desteklemektedir (Boran
2013).

Sekil 4.10. G. lucidum kiiltiir sivisindaki lakkaz enziminin aktivite band:
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4.5. G. lucidum’un Boyar Madde Renk Giderim Yeteneginin Arastirilmasi
4.5.1. G.lucidum’un Boyar Madde Renk Giderim Yeteneginin Agar Ortaminda
Arastirilmasi

G. lucidum’un boyar madde renk giderim yetenegi boyar madde iceren SDA
ortamlarinda incelenmistir. Bu amagla, SDA besiyerleri 200mg/L. boyar madde
(Reaktif Siyah 5, Remazol Brillant Mavi R, Reaktif Mavi 171) igerecek sekilde
hazirlanmis ve plagin tam ortasina fungus ekildikten sonra 30 °C’de 15 gun inkube

edilmistir. Calisma sonuclar1 Sekil 4.11°de verilmistir.

Al A2 Bl B2
Cl C2

Sekil 4.11. G. lucidum’un boyar madde i¢eren SDA ortaminda 15 giin inkiibasyonu
sonrasi besiyeri renk degisimi. Al: Kontrol Reaktif Siyah 5, A2: Uygulama Reaktif
Siyah 5; B1: Kontrol Remazol Brilliant Mavi R, B2: Uygulama Remazol Brilliant
Mavi R; C1: Kontrol Reaktif Mavi 171, C2: Uygulama Reaktif Mavi 171

Sekil.4.11°den de goriildiigii gibi fungusla 15 giin muamele sonrasinda boyar
madde renk giderimine bagli olarak besiyeri rengi agilmaktadir. Bu 6n ¢alisma bize
fungusun renk giderim aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Fungusun boyar
madde renk giderim aktivitesi sivi besiyerinde de test edilmistir. Bu amagla fungal
peletler hazirlanmis ve peletlerin renk giderim aktivitesi tekrarli kesikli siirecte
1zlenmistir.
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4.5.2. Siv1 Besiyerinde Tekrarh Kesikli Siirecte G. lucidum’un Boyar Madde
Renk Giderim Aktivitesi

Kati ortamda yapilan 0On ¢alismalarda renk giderim aktivitesi izlenen
G.lucidum’un bu aktivitesi sivi ortamda da arastirtlmistir. Calisma, SBM+ (5SmM)
bakir ortaminda yiiriitiilmiis ve besiyerleri 150 g/mL boyar madde igerecek sekilde
hazirlanmistir. Fungal peletler eklendikten sonra kiiltiir tekrarli kesikli stiregte 30 °C
ve 150 rpm’de 5 gun tekrarli olarak inkiibe edilmistir.

Fungus peletlerinin ilk kullanimda renk giderim aktivitesi her {i¢ boya i¢in de
%80°nin tizerindedir (Sekil 4.12). Sonraki kullanimlarda da fungus peletlerinin renk
giderim aktiviteleri yiiksek kalmistir. Besinci kullanimda Reaktif Siyah 5, Remazol
Brilliant Mavi R ve Reaktif Mavi 171 boyar maddelerinin rengi sirasiyla % 87.3 %
88.2 ve %87.4 azalmistir. Sonuglar, bu peletlerin hem ylksek renk giderim
aktivitesine sahip oldugunu hem de tekrarli kullanimda avantajli olduklarini

gOstermektedir.

100 - H Reaktif Siyah 5
F] Reaktif Mavi 171
] Remazol Brilant Mavi R
30
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Sekil 4.12. G. lucidum’un tekrarli kesikli siirecte boyar madde renk giderim yetenegi
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5. TARTISMA

Lakkaz fenolik bilesikleri oksitleme yetenegine sahip bir enzimdir. Normalde
fenolik olmayan bilesiklere etkili olmadiklar1 halde bir araci (mediator) yardimiyla
bu bilesikleri de oksitleyebilirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 endiistriyel anlamda
biiyiilk 6nem tagimaktadir. Yapilan literatiir taramalarina gore, kagit hamurundan
lignin giderimi lakkazin oncelikli kullanim alanidir. Gida endiistrisinde igeceklerdeki
fenolik bilesiklerin giderimi ile rengin berraklastirilmasi, tekstil endiistrisinde tekstil
fabrikas1 atik suyundan renk giderimi, kozmetik ve dermatolojik uygulamalarda
kullanimi, poliaromatik hidrokarbonlarin yikimi (PAHs), nanoteknolojik alanda
biyosensor yapimi ve kimyasal iiretiminde kullanilmaktadir.

Dogada bircok organizma lakkaz iiretmektedir. Ancak, enzimin ekstraseliiler
olarak Uretilmesi, ylksek konsantrasyondaki Kirleticilere bile direngli olmasi ve
tiretim i¢in gerekli olan subsratlarin olduk¢a ucuz olmasi beyaz c¢liriik¢iil funguslarin
tercih edilmesini saglamistir (Yesilada vd, 1995; Kapdan vd., 2000; Shah ve Nerud,
2002; Rojek vd., 2004). Beyaz ciiriik¢iil funguslar farkli miktarlarda lakkaz
tiretebilmektedir (Boran ve Yesilada, 2011; Baldiran, 2006). Son zamanlarda
dogadan yeni izole edilen suslardan iiretilen lakkaz, hem diisiik maliyet
gerektirdiginden hem de ¢evre dostu oldugundan 6nemli hale gelmistir (Yesilada vd.,
2014).

Lakkazin endiistride kullanim ¢esitliligi enzim iiretimi ¢aligmalarinin artmasini
saglamigtir. Verim, iyi lakkaz fireticisi funguslarin secilmesi, besiyeri iceriginin
zengin olmasi, farkli {iretim yoOntemleri ya da lakkaz iiretimini indiikleyici
maddelerin kullanilmasiyla arttirilmaktadir. Lakkaz dretimi igin en Onemli
mikroorganizmalardan biri de Basidiomycetes smifina ait bir fungus olan
Ganoderma lucidum’dur. G. lucidum ytiizyillardir tibbi bir fungus olarak taninmis ve
tedavi amaciyla kullanilmistir. Ancak son yillarda, G. lucidum’dan lakkaz Gretim
caligmalar1 yogunluk kazanmistir. G. lucidum’un lakkaz drettigi bilinmektedir
(Murugesan vd., 2007) ve bu tez ¢alismasinda yeni izole edilmis bir sus kullanilarak,
lakkaz Uretimini indilklemeye yonelik ¢alismalar yapilmistir. Oncelikle dogadan
izole edilmis fungusun lakkaz tiretim yetenegi ABTS igeren sabouraud dekstroz kati
ortamda kanitland1 (Sekil 4.1).

Endiistriyel alanda biiyiilk 6neme sahip lakkazin iiretimi yapilirken maliyetin
diistiriilmesi ve ¢evre dostu uygulamalarda kullanimina yonelik {iretimin artirilmasi
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Oonemlidir. Bu ylizden, liretim icin daha ¢ok dogal hammaddelerin besiyeri olarak
kullanilmas1 hedeflenmistir. Bunlara 6rnek, bazi gida endiistrisi atiklari, zeytinyagi
fabrikas1 atik suyu (karasu), alkol fabrikasi atik suyu (vinas), peynir alti suyu ve
seker fabrikasi yan {iriinii (melas) verilebilir (Apohan ve Yesilada, 2011; Boran ve
Yesilada, 2011; Sitarz vd., 2013). Ozellikle atik ¢evre kirliligi riski
olusturduklarindan oldukga zararlidir (Gonza’lez vd., 2008). Bu atik sular ya da yan
tirlinler, mikroorganizmalarin iiretimi i¢in gerekli besin faktorlerini igerirler. Bu
nedenle mikroorganizmalarin iiretimi i¢in alternatif besiyeri olarak kullanilmaktadir
(Boran ve Yesilada, 2011). Melas, iyi bir karbon ve enerji kaynagidir. Bu nedenle,
hem endiistriyel islemlerde besiyeri olarak kullanilmakta hem de ¢esitli
arastirmalarda karbon ve enerji kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Birhanl vd.,
2013). Atik sular lakkaz iiremi amaciyla cesitli ¢alismalarda kullanilmaktadir
(Kahraman ve Yesilada, 2001). Birhanli vd. (2013) yaptiklar1 calismada lakkaz
iretimi i¢in melas besiyerinin kullanilabilecegini rapor etmistir. Funalia trogii
peletlerinden 0.39 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmistir. Belirtilen nedenlerle
calismada oncelikle lakkaz {iretimi i¢in sentetik ve dogal besiyerleri karsilastirildi.
STO, SDB ve farkli konsantrasyonlarda melas besiyeri (5-15 g/L) kullanildi. Elde
edilen sonuglara gore melasl (15g/L) besiyerinde lakkaz {iretiminin yiksek oldugu
ve SDB’ye gore pelet kullanim siiresinin uzadigi tespit edildi. En yiiksek lakkaz
aktivitesi 15g/L melas ortaminda 7. giinde elde edildi (Cizelge 4.1). Sonuclar, melas
besiyerinin bu sus i¢in uygun karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilecegini
gOstermektedir. Bu nedenle melas besiyeri daha sonraki lakkaz Gretimi
calismalarinda kullanilmustir.

Cesitli indiikleyiciler varliginda lakkaz iiretiminin arttig1 bilinmektedir (Claus,
2004). Bu bilesiklerin basinda bakir gelir. Lakkaz, c¢oklu bakir oksidaz grubuna bagh
bir enzim oldugu i¢in bazi metal iyonlarinin, 6zellikle bakir eklenmesinin lakkaz
aktivitesini indiikledigi goriilmiistiir. Lakkaz enzimlerinin katalitik aktivitelerini
gosterebilmeleri icin aktif olan her bir lakkaz proteini igin en az 4 bakir atomu
gerekmektedir (Claus, 2004). Bu nedenle farkli calismalarda iyi bir lakkaz
indiikleyicisi oldugu bilinen bakir kullanilmig ve farkli konsatrasyonlardaki bakirin
lakkaz {iretimine etkisi izlenmistir. Yine de, indiikleyicilerin farkli funguslardan
lakkaz Uretimini farkli etkiledigi ve bazilarinda etkili olurken bazilarinda sinirli
oldugu unutulmamalidir.
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Rosales vd., (2007) Trametes hirsuta ile yaptiklart ¢alismada bakirin lakkaz
iretimi iizerine etkisini arastirmistir. Calisma SBM besiyerinde, statik kosullarda ve
1- 5 mM bakir konsatrasyonlarinda yiirtitiilmiistiir. 5. giinde yaklasik olarak 19000
U/L lakkaz aktivitesine ulasilmistir. Calismanin sonraki giinlerinde lakkaz aktivitesi
maksimum degere ulagmis ve 20. giinde 30000 U/L lakkaz aktivitesi kaydedilmistir.

Birhanli ve Yesilada, (2006) da Funalia trogii ve Trametes versicolor’un lakkaz
tiretimine bakirin pozitif etkisini bildirmistir. Funalia trogii i¢in ¢alkalamali
kosullarda 0.5 mM bakir igeren ortamda lakkaz aktivitesi kontrole oranla 60 kat
artarak 4.61 U/mL’ye ulasilirken, 1 mM Cu i¢in 3.26 U/mL olara saptanmuistir.
Yiiksek konsatrasyonlarda (2 mM) bakir baskilama yapmis ve enzim aktivitesi
kontrolden daha diisiik ¢ikmustir. Trametes versicolor i¢in ise 1 mM bakir i¢eren
calkalamali kosulda 2.96 U/mL lakkaz aktivitesi kaydedilirken, statik kosullarda 0.5
mM bakir igeren ortamda 2.34 U/mL lakkaz aktivitesi saptanmistir. Murugesan vd.,
(2009) G. lucidum’da lakkaz aktivitesi iizerine metal iyonlariin etkisini arastirdig
bir calismada, 0.5, 1, 5 ve 10 mM Cu konsantrasyonlariyla calismis ve bakir
konsantrasyonlarina gore lakkaz aktivitesi sirasiyla; 105.5, 116.5, 136.1 ve 172.3
U/mL olarak belirlemistir. Bu ¢alismada yiiksek konsantrasyonda bakir ortaminda
bile lakkaz aktivitesinin indiiklendigi goriilmiistiir.

Manavalan vd., (2013)’de bir Ganoderma lucidum susu ile ¢alisma yapmis ve
lakkaz aktivitesini izlemistir. Lakkaz aktivitesi 0.4 mM bakir konsantrasyonuna
kadar artmis ve 0.4 mM bakir bulunan ortamda 1.5 U/mL olarak saptanmigstir. Daha
yuksek konsantrasyonlarda ise lakkaz iiretiminin baskilandigi gézlemlenmistir.

Bizim yaptigimiz calismada da 15g/L melas ortaminda 0.5-10 mM bakir
konsantrasyonlar1 kullanildi. Calisma tekrarli kesikli kosullarda yiiritildi ve
peletler 7 defa kullanildi. Bakir icermeyen ortamda lakkaz aktivitesi 0.55 U/mL iken
5 mM bakir bulunan ortamda 4. kullanimda 9.58 U/mL lakkaz aktivitesine ulasildi.
Calisma sonucunda en yiiksek lakkaz aktivitesi kontrole oranla 17 kat artig gdsterdi.
6 mM bakir kullanilan ¢alismada ise lakkaz aktivitesinin baskilandigr goézlendi
(Cizelge 4.2). Bakir konsantrasyonunun 10 mM oldugu c¢alismada ise peletler
pargalanip biitiinliigiinii yitirdiginden dolay1 ¢aligma stirdiiriilememistir.

2,5-ksilidin, ABTS, guaikol, gallik asit, ferulik asit, katesol, p-anisidin gibi
maddeler indiikleyici olarak kullanilabilmektedir (Galhaup vd., 2002; Revankar ve
Lele, 2006b). Fenolik bilesiklerin kullanimiyla lakkaz {retiminin arttigi rapor
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edilmistir (Pazarlioglu vd., 2005). Sadhasivam vd., (2008) dogadan izole ettikleri
Trichoderma harzianum WL ile yaptiklari ¢alismada ABTS’nin lakkaz aktivitesi
tizerinde olumlu etkisini bildirmistir.

Hou vd., (2004) Pleurotus ostreatus ile yaptiklar1 c¢alismada lakkaz tretimi
iizerine ABTS ve ksilidinin etkisini arastirmistirmis ve 28 C’ de, statik kosullarda
yiiriittiikleri ¢calismada indiikleyici olarak 0.5-1 mM ABTS kullanmistir. 18. giliniin
sonunda lakkaz aktivitesi kontrole kiyasla yaklasik 5 kat (410 U/mL) daha fazla
bulunmustur. 0.05 mM ksilidin eklenen ortamda ise lakkaz aktivitesinde yaklasik 2.5
katlik bir artis gozlenmistir. Ksilidinin Ganoderma lucidum’da lakkaz uretimi
lizerine etkisinin bioreaktorle arastirildigi baska bir caligmada 1 mM ksilidin
kullanilmis ve lakkaz aktivitesi 2.36 U/mL olarak saptanmistir. Bu deger kontrole
kiyasla yaklasik 10 kat daha fazladir (Manavalan vd., 2013).

Jang vd., (2002) Trametes sp. ile derin kiiltiirde yiiriittiikleri calismada 1 mM
ksilidin bulunan besiyerinde lakkaz aktivitesini kontrole gore 8 kat indiiklenmis ve
12500 U/L olarak tespit edilmistir. Bu deger 7. giinde ise 14000 U/L’nin iizerine
c¢ikmistir. Revankar ve Lele (2006a) Coriolus versicolor ile yaptiklari ¢alismada
ksilidinin lakkaz iiretimine pozitif etkisini bildirmistir.

Lakkaz iiretimini artirmaya yonelik olarak yapilan bu tez ¢aligmasinda fenolik
bilesiklerden ABTS ve ksilidin kullanildi. Melas ortamina 0.05 ve 0.1 mM ABTS
eklenerek tekrarl kesikli siirecte yapilan ¢alismada 7. guiniin sonunda ABTS bulunan
kiiltiirlerde belirgin bir indiiksiyona rastlanmadi. Ksilidinin de (0.01 ve 0.05 mM)
kontrole kiyasla lakkaz {iretimine herhangi bir etkisi gézlenmedi.

Schiickel vd., (2011) Marasmius sp. ile yaptiklart ¢alismada bakir bulunan
ortamda en ylksek lakkaz aktivitesini 7 U/mL olarak saptarken, ksilidin bulunan
besiyerinde lakkaz aktivitesinin kontrole kiyasla diistiigiinii bildirmistir. Bu da bize
ksilidinin farkli fungus suslarinda lakkaz {iretimi iizerinde farkli etki yapabilecegini
gostermistir. Nakade vd., (2013) Polyporus brumalis ile yaptiklar1 ¢alismada bakirin
lakkaz Uretimini 6nemli oranda arttirir fakat ksilidinin 6nemli bir etki yapmadigini
ortaya koymustur.

Bu tez c¢alismasinda bakirin pozitif etkisi gozlendiginden ve olasi sinerjistik
etkiden dolay1 ABTS+bakir ve Ksilidint+bakirin etkisi arastirildi. Ksilidin+bakir
bulunan besiyerlerinde lakkaz aktivitesinde artis gozlendi. Ortamda yalnizca bakirin
bulundugu c¢alismalarda lakkaz aktivitesi 4. ginde 9.58 U/mL O6lg¢iiliirken,
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Ksilidint+bakir bulunan melash besiyerinde 4. glinde bu deger 11.1 U/mL olarak
kaydedildi. Bu sonuglara gore Ksilidint+bakirin birlikte kullanimi sonucu sinerjistik
bir etki oldugunu sdyleyebiliriz. Revenka ve Lele (2006b) yalnizca bakir bulunan
besiyerinde lakkaz aktivitesini yaklasik 400 U/mL olarak saptarken, Ksilidin+bakir
bulunan ortamda lakkaz aktivitesini yaklagik 500 U/mL olarak belirlendi. Birhanl
(2008)’da sinerjistik etkiyi rapor etmistir. ABTS ile bakir birlikte eklendiginde ise
lakkaz iiretimi i¢in herhangi bir pozitif etki gézlenmemistir.

Bu susun yiiksek oranda lakkaz {iretim yetenegine sahip oldugu ve tekrarl kesikli
yontemle uygun indukleyiciler eklenerek lakkaz tretiminin arttirildigr goruldu. Statik
kosullarda kesikli yontem kullanilarak lakkaz tiretiminin arastirildigi ¢aligmada
diisiik konsantrasyonlarda bakirdan yararlanildi. 1 ve 2 mM bakir eklenen melas
ortamlarinda iiretilen Ganoderma lucidum’un primer fazda lakkaz tiretim yetenegine
sahip oldugu sekonder fazda ise bu yetenegini kaybettigi gozlendi. Caligmanin diger
bir basamaginda bakir, ortama 8. giinde ilave edildi. Bu kosullarda da fungusun
lakkaz {iretimi ve biyokiitlesi lizerinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi. G.
lucidum’un bu susunun lakkaz tiretimi igin kullanilmasinda tekrarli kesikli yontemin
kesikli yonteme gore daha elverisli oldugu saptandi. Ortamda bulunan bakirin fungus
biyokiitlesi {izerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi goriildii.

Endustriyel alanda kullanilan boyar maddeler potansiyel olarak tretilmektedir.
Endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilan bu boyar maddeler, liretimleri ve tiiketimleri
stresinde cevreye orldukca zarar vermektedir. Cevreye verilen bu boyar maddeler ve
atiklar1 ekolojik dengenin bozulmasina ve bu maddelerin bulundugu ortamda
dogrudan ya da olusturduklar1 yan iiriinlere bagl olarak dolayli yollarla dogal siirecin
ilerlemesine engel olmaktadir. Giinlimiizde yikima oldukg¢a direngli ve farkh
kimyasal yapiya sahip boyar maddeler kullanilmaktadir. Boyar maddelerin renk
giderimi i¢in kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin yanisira biyolojik
yontemler de 6nemli yer tutmaktadir. Ozellikle beyaz ciiriik¢iil funguslar bu anlamda
biylk éneme sahiptir.

Yesilada vd., (2002) ve Yesilada vd., (2003) yaptiklari ¢alismada farkli beyaz
cliriik¢iil funguslarin peletlerini kullanmis ve 24 saat icinde sirasiyla, %75 ve %55
oraninda renk giderimi  gergeklestirmislerdi. Papadopoulou vd., (2013)

calismalarinda Pleurotus, Ganoderma ve Lentinula tiirlerini kullanmistir. En yiiksek
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renk giderim degerini Remazol Brilant Mavi R (RBBR) boyasinda Pleutorus
pulmonarius AMRL 177 ile elde etmistir.

Murugesan vd., (2007) Ganoderma lucidum ile yiiriittigii ¢calismada, Remazol
Brilant Mavi R (50 mg/L) boyasini kullanmistir. Saflastirdigi lakkaz ile (25 U/mL) 1
saat icinde %62, 2 saat sonra da %77.4 renk giderimi elde etmistir. Daha etkili renk
giderimi icin HBT bulunan ortamda lakkaz ile ¢alismis ve 2 saatte %92 renk giderimi
saptamistir. Hou vd., (2004) Pleurotus ostreatus’dan elde ettikleri saf lakkaz (30
U/mL) ile ¢alismistir. Yikima direngli olan antrokinon boyalarda 10. saatte %66.3
renk giderimi gorulirken, mediator olarak ABTS’nin kullanilmasi ile bu deger 5.
saatte %90 olarak saptanmistir. Khlifi vd., (2010) Funalia trogii den elde ettikleri
lakkaz (9 U/mL) ile yiriittiikleri ¢alismada tekstil fabrikasi atik suyundan renk
giderimi yapmis ancak %10‘un altinda bir renk giderimi saglamislardir. Ortama
HBT eklenmesi durumunda bu deger 1. saatin sonunda %70’e ulagmisitir.

Enzaymir vd., (2009) yikima direngli Reaktif Siyah 5 bulunan ortamda lakkaz
tretimi ve renk giderimi ¢aligmistir. Ortamda boya bulunan kiiltiirde Trametes
pubescens 10 kat daha fazla lakkaz tiretmis ve 1025 U/L lakkaz aktivitesi
kaydedilmistir. Renk giderimi ise 24 saatte %74 olarak saptanmustir.

Chakraborty vd., (2013) Alternaria alternata CMERI F6 ile ¢alismasinda Kongo
Kirmizisinda renk giderimini arastirmistir. Icinde 800 mg/L boya bulunan besiyerine
funguslar ekilmis ve 25 °C, pH 5 ve 150 rpm’de renk giderimine bakilmistir.
Maksimum renk giderimi %78 olarak belirlenmistir.

G. lucidum’un lakkaz yardimiyla boya giderim yetenegine metal iyonlariin
etkisinin arastirildig1 ¢alismada ise, RBBR ve RB-5 boyasi kullanilmistir. Ortamda
yalnizca lakkazin bulunmasiyla elde edilen boya giderimleri RBBR ve RB-5 boyalari
i¢in sirast ile, %33.5 ve %67.6’dir. RBBR i¢in kullanilan metal iyonlarindan Cu*
yalnizca yiiksek konsatrasyonda (10 mM) kullanildiginda renk giderimi i¢in olumlu
etki gosterip, %41.4 renk giderimi saglarken, Ca*? (ImM) ve Cr*? (ImM) diisiik
konsantrasyonda renk giderimine pozitif etki gostermistir. Bu degerler Ca* icin
%37.2 ve Cr*? icin %41.4 olarak kaydedilmistir. RB-5 boyasmin kullaniminda ise
kontrolde renk giderimi %67.6 olarak saptanmistir. RB-5in renk gideriminde
kullanilan metallerden yalmzca Cu*®nin etkili oldugu ve 1mM konsantrasyonda

%94.0 renk giderimine ulasildig: belirtilmistir (Muragesan vd., 2009).
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Revankar ve Lele (2007) Ganoderma sp. WR-1 ile ¢alisma yapmis ve 100 ppm
boya bulunan ortamda 8 saatte %96 renk giderimine ulagmistir. Ma vd., (2014)
Ganoderma sp. En3 ile ¢alismalarinda tekstil fabrikasi atik sularinda bulunan reaktif
Turuncul6 boyasmin yikimimi ¢alismistir. Renk giderim degerini 8. giinde %85.1
olarak kaydederken lakkaz aktivitesi de 8. giinde en yiiksek degere ulasmis ve
yaklasik 45 U/L olarak saptanmuistir.

Bu tez calismasinda ise lakkaz iiretim yetenegi kanitlanan G. lucidum susunun
boya giderim yetenegi arastirildi. Remazol Brilant Mavi R, Reaktif Mavi 171 ve
Reaktif Siyaf 5 reaktif 6zellige sahip boyalar kullanildi. Oncelikle boyar madde
igeren agar ortamina G. lucidum miselleri transfer edildi ve 15 gin inkibasyon
sonunda renk giderim yetenegi makroskobik olarak incelendi. Kontrollere kiyasla her
lic boyada da renk giderimi tespit edildi. Agar ortaminda en etkili renk gideriminin
Reaktif Mavi 171’e ait oldugu goriildi (Sekil 4.11). Bu ¢alisma bize G. lucidum’un
renk giderim yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Sivi ortamda renk
giderimini arastirmak igin fungus peletler (Sekil 3.2) halinde tretildi. Uretilen
peletler tekrarli kesikli yontem kullanilarak renk giderim  aktiviteleri
spektorfotometrik yontemlerle saptandi.

Yapilan caligmalar sonucunda peletlerle ilk kullanimda %80’in iizerinde renk
giderimi elde edilmistir. Peletlerin sonraki kullanimlarinda da renk giderim
Ozelliklerini yitirmedikleri, 5. kullanimda dahi %60’1in {izerinde renk giderimi
gerceklestigi kaydedildi. Bu sonuglar 150 mg/L boya konsantrastonunda kaydedildi.
50 mg/L ve 100 mg/L boya konsantrasyonunda yapilan ¢alismalarda ise renk giderim
yilizdesinin 150 mg/L’ye oranla daha diisiik oldugu gozlendi. Bu da bize yiiksek
konsantrasyonda boya igceren ortamda daha etkili renk gideriminin oldugunu
gosterdi. Sonuglar, G. lucidum’un yuksek renk giderim aktivitesine sahip oldugunu
ve peletlerde herhangi bir bozulma olmadan tekrar tekrar kullanilabilecegini

gostermektedir.
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