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Yüksek Lisans Tezi olarak sunduğum ‘Ganoderma lucidum ile Lakkaz Üretimi ve Boya 
Renk Giderimi' başlıklı bu çalışmanın bilimsel ahlak ve geleneklere aykırı düşecek bir 
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içinde hem de kaynakçada yöntemine uygun biçimde gösterilenlerden oluştuğunu belirtir ve 
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Danışman: Prof. Dr. Özfer YEŞİLADA 

 

      Biyoteknolojik uygulamalar için farklı beyaz çürükçüllerle yüksek düzeyde 
enzim üretimi önemlidir. Bu çalışmada bir beyaz çürükçül fungus olan Ganoderma 
lucidum kullanılmıştır. Öncelikle yeni izole edilmiş olan G. lucidum lakkaz subsratı 
olarak 2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sülfonik asit) (ABTS) içeren Sabouroud 
dekstroz agarda üretilmiştir. ABTS’nin oksidasyon zonu bu fungusta lakkaz (EC 
1.10.3.2) varlığını göstermiştir. Daha sonra bu fungusun lakkaz üretim yeteneği 
farklı üretim ortamlarında tekrarlı kesikli koşullarda araştırılmıştır. Melas ortamı 
lakkaz üretimi için en etkili üreme ortamı olarak saptanmıştır. Bu nedenle, melas 
ortamı lakkaz üretim ortamı olarak tercih edilmiş ve çeşitli indükleyicilerin (bakır, 
ABTS ve 2,5-ksilidin) bu fungusun lakkaz üretim verimine etkisi test edilmiştir. 
Bakır eklenmesi lakkaz üretimini indüklemiş ve 5mM bakır içeren melas ortamında 
9.58 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmiştir. Diğer iki indükleyicinin (ABTS ve 2,5-
ksilidin) bu fungusun lakkaz üretimine etkisi olmamıştır. Bakır, ABTS ve ayrıca 2,5-
ksilidin+ bakır, G.lucidum’un lakkaz üretim aktivitesine sinerjistik etki yapmıştır. 
Zimogram tek bir bakır aktivite bandı göstermiştir. Bu fungusun, çeşitli boyar 
maddelerin renk giderim aktivitesi de araştırılmıştır.  

 
 
 

ANAHTAR KELİMELER: Boyar madde renk giderimi, enzim üretimi, Ganoderma 
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      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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1. GİRİŞ  
 
1.1. Beyaz Çürükçül Funguslar 

      Ağaçlardaki odunun kuru ağırlığının %35-50 selüloz, % 23-32 hemiselüloz ve % 

15-25’i ligninden oluşmuştur. Özellikle lignin suyu geçirmeyen bir yapıya sahip ve 

mikrobiyal yıkıma dirençli olduğundan odunun yapısındaki bu bileşikler bitkiyi 

koruyucu bir bariyerdir (Betts, 1991; http://www.anbg.gov.au/fungi/ecology-

woodrot.html). 

      Çoğu mikroorganizma odundaki lignini yıkamaz. Mikroorganizmalarda lignin 

yıkıcı enzimlerin bulunmaması ya da çok düşük seviyede olması lignin yıkımı 

açısından bu tip organizmaların dezavantajlarıdır. Bununla birlikte, doğadaki birçok 

mikroorganizmanın aksine beyaz çürükçül funguslar selüloz, hemiselüloz ve 

özellikle lignini yıkabilme özelliğine sahiptir (Siripong vd., 2009). Kahverengi 

çürükçül funguslar selüloz ve hemiselüloza özgü iken, beyaz çürükçül funguslar, 

aerobik koşullarda hücre dışı enzimlerini kullanarak lignin yıkabilmektedirler 

(http://www.anbg.gov.au/fungi/ecology-woodrot.html). 

      Beyaz çürükçül funguslar, Basidiomycetes sınıfında yer alan ayrı bir 

ekofizyolojik gruptur (Pointing, 2001). Bunlar lignini yıkım özelliklerinden dolayı 

lignolitik funguslar olarak da adlandırılırlar. Yıkımını sağladıkları lignini enerji 

kaynağı olarak kullanabilme özelliklerinden dolayı, doğadaki karbon döngüsünde 

önemli rol oynarlar (http://www.anbg.gov.au/fungi/ecology-woodrot.html). Beyaz 

çürükçül funguslar çeşitli ekstraselüler proteinler, organik asitler ve metabolitleri 

üretirler bunun yanı sıra, farklı çevre koşullarına adapte olabilirler. Bu funguslar 

lignini yıkabilme özelliği gösteren enzimlere bağlı olarak, endüstriyel 

uygulamalardan doğaya çıkabilen pek çok atıksu, zararlı madde ve ksenobiyotiği 

yıkabilmektedirler. Bu nedenle atıksuların biyolojik iyileştirmesinde de büyük 

önemleri vardır  (Haritash ve Kaushik, 2009). Ayrıca lignin benzeri pestisit, 

poliaromatik hidrokarbonlar (PAHs), boyalar, polikarbonlu bifenoller (PCBs) gibi 

maddeleri de parçalayabilme yetenekleri de bilinmektedir. Bu fungusların subsrat 

özgüllüğü olmadığından üzerlerindeki ilgi sürekli artmaktadır (Murugesan vd., 

2009). 
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      Biyolojik açıdan çok önemli olan bu funguslar bir anlamda doğadan elde 

edebileceğimiz biyoteknolojik oyunculardır. Yukarıda bahsettiğimiz gibi yıkım 

yeteneklerinin yanı sıra enzimler dahil pek çok önemli metabolit 

sentezleyebilmektedirler. Çizelge 1.1’de beyaz çürükçül funguslarla yürütülen bazı 

biyoteknolojik uygulamalar verilmiştir. 

 

Çizelge 1.1. Beyaz çürükçül funguslarla bazı biyoteknolojik yaklaşımlar 

UYGULAMA ALANLARI  REFERANSLAR  

Zeytinyağı atık suyunun arıtımında ve renk 

gideriminde kullanımı  

Yeşilada vd., 1998; 

Sampedro vd., 2007; 

D’Annibale vd., 2006 

Alkol fabrikası atık suyunun arıtımında kullanımı Yeşilada vd, 1995 

Hormon üretiminde kullanımı Yürekli vd., 1999 

Ağır metallerin biyolojik adsorbsiyonunda kullanımı  Baldiran, 2003 

Kağıt ve kağıt hamuru endüstrisinde lignin 

yıkımında 

Kuhad vd., 1997 

Boyar madde renk gideriminde kullanımı Yeşilada vd., 2003; 

Chakraborty vd., 2013 

Ksenobiyotiklerin biyolojik iyleştirmesinde 

kullanımı 

Higson, 1991 

Poliaromatik hidrokarbonların yıkımında kullanımı Bezalel vd., 1996 

Mikrobiyal protein üretiminde kullanımı Cardoso ve Nicoli, 1981 

Lakkaz, Mn-peroksidaz; ligninaz ve tirosinaz gibi 

enzimleri üretiminde kullanımı  

Arora ve Gill, 2000 

Ağır metal gideriminde kullanımı  Baldrian, 2003;  

Chen vd., 2013 

Biyoyakıt üretiminde kullanımı Yang vd., 2013 

 

1.2. Ganoderma lucidum  

      Çalışmada kullandığımız Ganoderma lucidum beyaz çürükçül funguslardan 

Ganodermatacea ailesinin bir üyesidir ve adı şapka yüzeyindeki parlaklıktan dolayı 

Latincede de  ‘parlak’ anlamına gelen lucidus kelimesinden köken almaktadır.  
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Çinde Lingzi, Japonyada Reishi, Sachitake ve Kore’de Youngzi olarak 

adlandırılmaktadır (Yuen ve Gohel, 2009; Wachtel-Galor vd., 2011). Uzak doğu 

ülkelerinde 4.000 yıldır besin ve  tedavi amaçlı olarak kullanılan bu fungusu 

(Ihayere vd., 2010), özellikle Çinde yaşayan halk uğurlu bir fungus olarak görmekte 

ve şansın, sağlığın, mutluluğun ve uzun bir hayatın simgesi olarak kabul etmektedir 

(Chang ve Miles, 2004). 

G. lucidum’ un günümüzde kabul gören sistematiği aşağıdaki gibidir:  

                Alem: Fungi 

                Filum: Basidiomycota  

                Sınıf: Basidiomycetes 

                Ordo: Aphyllophorales 

                Familya: Ganodermataceae (Polyporaceae) 

                Cins: Ganoderma 

                Tür: Ganoderma lucidum (Yen F., 2008 ) 

      Polisakkaritler ve triterpenler G. lucidum’un fizyolojik olarak aktif olan 

bileşenleri arasındadır (Wachtel-Galor vd., 2011; Yuen ve Gohel, 2009). Bu fungus, 

yüksek molekül ağırlıklı polisakkarit yapılarının çeşitliliğinden dolayı dikkatleri 

üzerine çekmektedir. Bir polisakkaritin ortalama moleküler kütle dağılımı, protein 

içerip içermemesi, nötral veya yüklü olması çözünürlük, viskozite gibi fiziksel 

özellikleri ile birlikte biyolojik aktivitesini etkileyen en önemli unsurlardır (Xu vd., 

2011). G. lucidum polisakkaritlerinin (GL-PSs) antienflamatuar, hipoglisemik, 

antiülserik, antitümörjenik ve bağışıklık artırıcı aktivitesi rapor edilmiştir. İçerdiği 

triterpenlere mentol ve  β- karoten örnek verilebilir. Triterpenlerin; antienflamatuar, 

antitümörjenik ve hipolipidemik aktivitesi saptanmıştır. 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). Tıbbi uygulamaları öne 

çıkan G.lucidum’un sağlık alanında kullanılabilirliğini vurgulayan bazı çalışmalar 

Çizelge 1.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 1.2. G. lucidum’un sağlık alanında kullanılabilirliğine yönelik bazı 
çalışmalar.  

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 

İmmün sistemin düzenlenmesi 

üzerine etkisi  

Thakur  vd., 2007;  Xu vd., 2011;  Lai vd., 2010 

Kan şekeri düzenleyici etkisi Meng vd., 2011;  Pan vd., 2014 

Karaciğeri koruması etkisi Liu vd., 2012;  Jin vd., 2013,  

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

vd., 2013 

Kanser hücreleri üzerine etkisi  Zhang vd., 2010;  Liu vd., 2012;  Ruan vd., 

2012;   Gao vd., 2012 

Hipertansiyon düzenleyici etkisi Wheng ve Yen, 2010 

 

      G. lucidum sağlık alanında kullanımına yönelik uygulamaların yanı sıra pek çok 

biyoteknolojik uygulaması için de test edilmektedir. Su ve toprak kirliliğine sebep 

olan poliaromatik hidrokarbonların (PAHs), trikloroetilen ve farmasötikal 

maddelerin yıkımında, pestisitlerin ve fenolik bileşiklerin yıkımında  G. lucidum 

kullanılabilmektedir (Coelho vd., 2010; Ting vd. 2011). Bu fungus çeşitli  boyaların 

renginin giderimin için test edilmektedir (Wachtel-Galor vd., 2011; Simonic vd., 

2010). Diğer beyaz çürükçül funguslar gibi salgıladığı lignoselülozik enzimler 

sayesinde ligninin yıkımı ve modifikasyonunda da görev alırlar. Yürütülen çeşitli 

çalışmalarda da fungusun biyoteknolojik önemi olan lakkaz (EC.1.10.3.2) enzimini 

üretebildiği gösterilmiştir. Fungusların lakkaz üretim yetenekleri, üretim koşullarına, 

üretim sistemlerine, ortamda bulunan indükleyicilere, fungusun türüne ve hatta 

kullanılan fungusun suşuna bağlı olarak değişmektedir. Bu nedenle farklı 

bölgelerden elde edilen G. lucidum suşlarının lakkaz üretim ve biyoteknolojik 
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iyileştirme yetenekleri farklı olabilmektedir. Araştırıcılar günümüzde de lakkaz 

üretim ve biyolojik iyileştirme yeteneğine sahip mikroorganizma çeşitliliğini 

arttırmaya yönelik çalışmalarını yürütmektedir.   

 

1.3. Lakkaz  

      Lakkaz (E.C 1.10.3.2) çoklu bakır bölgesine sahip oksidoredüktazlara dahil 

edilen ve glikoprotein yapısında bir enzimdir (Jaszeck vd., 2006 ; Kumar vd., 2012). 

Lakkaz; radikal katalizleme reaksiyonu ile, eş zamanlı olarak moleküler oksijenin 

suya indirgeyerek fenolik ya da fenolik olmayan bileşikleri oksitleyebilmektedir. 

Organizmalarda genellikle ekstraselüler olarak bulunan bir enzimdir. Yüksek oranda 

özgül olmayan oksidasyon yeteneğinden dolayı biyoteknolojik uygulamalarda 

dikkatleri üzerine çekmiştir (Claus, H. 2003; Kumar vd., 2012). 

      Lakkaz doğada yaygın olarak bulunan bir enzimdir ve ilk kez Yoshida tarafından 

1883’de Japon vernik ağacı (Rhus vernicifera) özsuyundan elde edilmiştir (Piscitelli 

vd., 2011).  Ancak yapılan araştırmalar bitkilerin yanı sıra, bakteri ve funguslarda 

lakkazın bulunduğunu göstermiştir. Birçok gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerde 

ve aktinomiseteslerde lakkaz varlığı ispatlanmıştır (Claus, H., 2003).  Çayın yeşil 

yapraklarında, tütün bitkisinin ksilem dokularında  (Sharma vd., 2007) ve mango 

bitkisinde  lakkaz varlığına rastlanmıştır. Drosophila melanogaster’in olgun ya da 

larvalarının kütikül tabakasında lakkaza rastlanmıştır. Organizmalarda lakkaz; 

patojenite, immünite, morfogenezde lignin ve kompleks organik bileşiklerin 

metabolize edilmesinde ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda görev alır. 

Bitkilerde ise lakkaz, hücre çeperinin oluşmasında rol almaktadır (Piscitelli vd., 

2011). 

      Lakkaz bitkilerde yaygın olarak bulunmasına rağmen, bitkisel lakkazların 

belirlenmesi ve saflaştırılmasının zorluğu nedeniyle bu enzimlerin kullanımı 

mikrobiyal kaynaklı lakkaza oranla daha sınırlıdır (Ranocha, vd., 1999). Beyaz 

çürükçül funguslar en iyi lakkaz üreten organizmalardır (Fernández-Fernández vd., 

2011). 

 

1.4. Lakkazın Yapısı 

      Çoğu fungusun lakkazı kodlayan birden fazla geni bulunmaktadır. Bu enzimler 

genelde minomer yapıda iken homodimer veya meterodimer enzimler de 
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saptanmıştır (Min vd., 2001; Mayer ve Staples, 2002). Molekül ağırlıkları yaklaşık 

olarak 50-100 kDa arasındadır. Lakkazın önemli bir özelliği ise, protein kısmına 

kovalent olarak bağlanmış olan ve protein toplam kütlesinin % 10-45‘ini oluşturan 

bir karbonhidrat kısmın da bulunmasıdır. Bu kısım, enzimin yüksek kararlılık 

göstermesine yardımcı olmaktadır (Claus, 2003; Claus, 2004). Lakkaz 

izoenzimlerinin metal içeriği farklı olabilmektedir. Bazıları dört bakır atomu 

içerirken bazıları farklı bakır oranlarındadır. Enzimlerin kofaktörü olan metaller 

katalitik özellik için önemlidir. Örneğin dört bakır atomu katalitik güç için gereklidir. 

Bu anlamda üç tip bakır merkezi bulunmaktadır (Şekil 1.1).  

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

 

       Tip 1:   610 nm’de absorbsiyon  

       Tip 2:   mavi olmayan bakır merkezi  

       Tip 3:  330 nm’de absorbsiyon (Enguita, vd., 2003; Claus, 2004). 
 

      Tip 1 bakır bölgesi iki histidin ve bir sistein kısmı ile koordine edilir (Lyashenko 

vd., 2011). Tip 1 bakır, çoklu bakır içeren lakkazın tipik mavi renginden sorumludur. 

Bu mavi rengin nedeni ise, bakır-sistein kovalent bağının neden olduğu yoğun 

elektronik absorbsiyondur. Yüksek redoks potansiyeli nedeniyle bu bölgede substrat 

oksidasyonu gerçekleşir. Tip 2 ve Tip 3 bakır merkezleri bir bütün olarak 

değerlendirilebilir bu nedenle genellikle trinüklear küme olarak adlandırılır (Enguita 

vd., 2003¸ Decker ve Tervilliger, 2000). Tip 2 bakır bölgesi, iki histidin ligantı ve bir 
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su molekülü tarafından üçlü koordine edilir. Tip 3 bakır bölgeleri üç histidin ligantı 

ve bağlanmış hidroksitle dörtlü bir yapıyla yönetilmektedir (Lyashenko vd., 2011). 

Trinüklear küme moleküler oksijenin indirgendiği ve suyun serbest bırakıldığı 

merkezdir  (Enguita vd., 2003; Decker ve Tervilliger, 2000). Lakkaz, Tip1 bakır 

aracılığı ile her defasında 1 elektron transferiyle dört-basamakta substrat 

moleküllerini oksitler. Lakkaz molekülünün yeniden oksidasyonu (yükseltgenmesi) 

ise diamanyetik Tip3 bakır çifti tarafından iki basamaklı olarak dört elektronun, 

moleküler oksijene (O2) transferi ile sağlanır. Monomerlerin oksidasyonu sonucunda 

oluşan reaktif radikaller ise enzimatik-olmayan eşleşme reaksiyonlarına katılırlar. 

Polimerlerin parçalanması düşük moleküler kütleli aracı (redoks aracıları) bileşikler 

tarafından katalizlenir. Bu aracı moleküllerin lakkaz tarafından aktivasyonu 

gerçekleştirildikten sonra, bu aracılar aktif enzim bölgesinden polimerlerin hedef 

bölgelerin diffüzlenirler (Şekil 1.2) (Claus H. 2003).  

 

 

 
Şekil 1.2. Fungal lakkaz enzimlerinin katalitik mekanizması (Claus H. 2003) 

 

1.4.1. Lakkazın Katalizlediği Reaksiyonlar 

      Subsratların oksidasyonu ise reaktif radikallerin oluşmasına yol açmaktadır. 

Oluşan reaktif radikaller, enzimatik olmayan reaksiyonlar ile aşağıdaki reaksiyonlara 

katılır. 
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a) Monomerlerin çapraz-bağlanması: Guaikol, pirogallol, p-kresol, 2,6-

dimetoksifenol gibi fenolik bileşiklerin ve aromatik amilinlerin lakkaz ile enzimatik 

oksidasyonu, radikallerin oluşmasına yol açar. Oluşan radikaller birbiri ile tepkimeye 

girerek C-C, C-O ve C-N bağları aracılığı ile kovalent olarak bağlanarak dimer, 

oligomer veya polimer oluştururlar. Oluşan son ürünün yapısı, ara ürünlerin 

aktivitesi ve reaksiyonun gerçekleştiği pH tarafından belirlenir. 

Mikroorganizmalarda lakkazın, protein kalıntılarının çapraz-bağlanmasında 

fonksiyon gösterdiği düşünülmektedir. Örneğin, sıcaklık ve UV ışınlarına dirençli 

olan Bacillus sp. sporlarının birleşmesinde lakkazın rol oynadığı ileri sürülmektedir 

(Sjoblad ve Bollag, 1981; Filip ve Claus, 1995; Leonowicz vd., 2001) 

b) Polimerin Parçalanması: Lakkaz, bu yolla lignin veya humik asit gibi 

kompleks doğal polimerlerin parçalanmasında rol almaktadır (Claus ve Filip, 1998). 

Üretilen reaktif radikaller, kovalent bağların kırılmasına ve monomerin serbest 

bırakılmasına yol açarlar. Sterik engelleme nedeniyle enzim, doğrudan doğruya 

polimer ile temas etmeyebilir. Bunun yerine, lakkaz tarafından okside ve aktive 

edilen küçük organik moleküller ya da metaller radikal katalizli polimerizasyonu 

saptayabilirler. Biyoteknolojik uygulamalarda ise lakkazın oksidasyon potansiyelini 

artırmak için çeştli aracılar (mediatör) kullanılmaktadır (Claus, vd., 2002). Örneğin, 

özellikle fungal kaynaklı lakkazların ABTS gibi kimyasal aracıların varlığında kraft 

hamurunun ağartılması ve boyar maddelerin renk gideriminde daha etkili oldukları 

rapor edilmiştir (Bourbonnais ve Paice, 1996; Wong vd., 1999, Mendoza vd., 2011). 

c) Aromatik halkaların kırılması: Bazı çalışmalarda aromatik halkaların lakkaz 

aracılığı ile kırıldığı rapor edilmiştir (Kawal vd., 1988; Duran ve Esposito,  2000; 

Claus, vd., 2002). 

 

1.4.2. Lakkazın Önemi ve Uygulama Alanları  

      Lakkaz, fenolik ve fenolik olmayan bileşikler ve ayrıca yıkıma direnci yüksek 

olan çevre kirleticileri okside edebilme yeteneklerinden dolayı araştırıcıların 

dikkatlerini üzerine toplamıştır. Bunun yanı sıra moleküler oksijeni elektron alıcısı 

olarak kullanması ve peroksite ihtiyaç duymaması da bir avantajdır. Lakkaz, bu 

özelliklerinden dolayı birçok biyoteknolojik uygulamada kullanılmaktadır (Jarosz-

Wilkołazka vd., 2004). Bu enzimler kimyasal oksidasyon sistemlerine göre avantajlı 
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olması özellikleri ve biyolojik olarak parçalanabilir özellikleri önemlidir (Call ve 

Mücke 1997). 

      Lignin gezegende en bol ikinci doğal polimerdir (Gamelas vd, 2007; Crestini vd., 

2009). Kağıdın endüstriyel olarak üretiminde kağıt hamurunda bulunan ligninin 

ayrıştırılması ve kağıt hamurundan uzaklaştırılması gereklidir. Geleneksel ağartma 

yöntemlerindeki klorid bazlı reaksiyonlar çevreye zarar verdiklerinden dolayı 

yerlerini gittikçe, oksijen bazlı ağartma yöntemlerine bırakmaktadır. Lakkazlar da 

içinde bulunduğu fenoloksidazların redoks potansiyelleri düşük olduğundan lignin 

polimerleri içindeki fenolik bileşenlerin oksidasyonunu doğrudan gerçekleştirebilir 

(Call ve Mücke 1997; Gamelas vd, 2007). Delignifikasyon işleminin lakkaz 

aracılığıyla yapılması; daha ılımlı koşullarda gerçekleşmesi, çevre dostu olması ve 

kağıdın ana yapısını bozmaması nedeni ile önemlidir. Fenolik bileşiklerin yalnızca 

lakkaz kullanılarak kağıt hamurundan uzaklaştırılması zor olabilir. Bu durumu 

ortadan kaldırmak için ABTS gibi bazı redoks aracıları kullanılabilir (Faure vd., 

1995; Wong vd., 1999). Günümüzde lakkaz kullanılarak kağıt hamurundan lignin 

giderimi uygulamaları yapılmaktadır (Moldes ve Vidal, 2011). 

      Lakkaz yiyecek ve içeceklerin renk giderimi işlemlerine de uygulanabilir. Bu 

yöntemle şarap, bira, meyve suyunun berraklaştırılmasında ve fenolik bileşiklerin 

giderilmesi sağlanabilmektedir. Lakkaz, biyopolimerlerin çapraz bağlanmasını 

sağladığından dolayı gıda endüstrisinde dikkatleri üzerine çekmiştir (Couto ve 

Herrera, 2006; Martinez-Periñan vd., 2011). 

      Boyama endüstrisinde sentetik boyalar yoğun olarak kullanılmaktadır. Piyasada 

10000 kadar farklı boyar madde çeşidi vardır. Yıllık ortalama 7x105 tonun üzerinde 

boya kullanılmakta ve bunun %10’u endüstriyel atık olarak çıkmaktadır (Claus, vd., 

2002).  Bu boyalar kimyasal yapılarına bağlı olarak, farklı kimyasal oksitleyicilere ve 

ışığa bağlı renk solmalarına oldukça dirençlidir. 

      Boyalar; tömür oluşumu, kanser ve alerjik reaksiyonların yanı sıra, bakteri, bitki, 

alg ve protozoa üremesini de inhibe etmektedir (Manavalan vd., 2013). Mikrobiyal 

yıkıma dirençli olduklarından boyar maddelerin geleneksel biyolojik yöntemlerle 

giderimi güçtür. Kullanılan ürüne bağlı olarak oluşan ürünler, çok daha toksik 

olabilmektedir. Boya içeren atıksuların biyolojik iyileştirilmesinde kullanılan 

metotlar düşük etkili olduğundan enzimatik yöntemler öne çıkmaktadır (Couto ve 

Herrera, 2006). 
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      Lakkaz; çeşitli boyar maddelerin renginin gideriminde, çeşitli boyaların 

arıtılmasında tercih edilmektedir. Tekstil atık suyunun yanı sıra zeytinyağı fabrika 

atıklarındaki renkli fenolik bileşiklerin oksidasyonunda da test edilmektedir (Dhillon 

vd., 2012). Ayrıca denim ağartılmasında hatta boya yapımında da lakkaz 

kullanılmaktadır (Claus, vd., 2002). 

      Lakkaz, klinik ve çevresel analizlerde kullanılabilecek biyosensörlerin yapımında 

da test edilmektedir. Lakkazlar ek kofaktörlere ihitiyaç duymadan elektron transfer 

reaksiyonlarını katalizleme yeteneğine sahip olduklarından, oksijen, fenolik bileşik 

ya da azidlerin belirlenmesinde bu enzimin biyosensör ürün kullanımına yönelik 

çalışmalar bulunmaktadır (Haghighi vd.,  2003). Ayrıca morfin, kodein, kateşolamin 

ve bitki flavonoidlerinin saptanması için de biyosensörler geliştirilmiştir (Lisdat vd., 

1997; Bauer vd., 1999; Gupta vd., 2003).  

      Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAHs) diğer ksenobiyotiklerle birlikte 

toprakta büyük ölçüde kontaminasyon yaratmaktadır. Çevreyi korumak için bu 

maddelerin yıkımı önemlidir. Fosil yakıtların kullanılmasından ve petrole bağlı açığa 

çıkan PAH’lar da lakkaz tarafından parçalanır (Collins vd.,  1996; Wu vd., 2014 ). 

      Saç boyalarında H2O2 yerine oksitleyici ajan olarak lakkaz kullanılabilmektedir. 

Ayrıca, cilt beyazlatıcı olarak kullanılan ve çeşitli proteinleri içeren kozmetik ve 

dermatolojik uygulamalarda da yer alabilmektedir (Roure vd., 1992; Xu 1999; 

Shogren ve Biswas, 2013). 

      Lakkazın  bunların yanı sıra çeşitli uygulamalarda kullanılan kullanımına yönelik 

çalışmalar bulunmaktadır.  
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2. LİTERATÜR ÖZETİ  

      Galhaup vd. (2002) yapmış oldukları çalışmada Basidiomycetes sınıfına dahil 

olan Trametes pubescens MB 89’in lakkaz üretim yeteneğini araştırmıştır. Fungusun 

lakkaz üretim yeteneğinin, bakır içeren glikoz ortamında arttığını, karbon ve azot 

kaynağının da lakkaz üretimi üzerinde etkili olduğunu rapor etmiştir. Çalışmalar 

sonucunda glikoz, pepton ve Cu içeren ortamda 330 U/L lakkaz aktivitesine 

ulaşılmış ve biyoreaktör ölçeğinde de 123. saatlik inkübasyon sonucunda 740 U/L 

lakkaz aktivitesi elde edilmiştir. Ayrıca, lakkaz indükleyicisi olan 2,5-ksilidin, 

vanillik asit, guaikol, gallik asit, furelik asit, kateşol ve p-anisidin’in kullanıldığı 

çalışmalarda da bakırın benzer indükleyici etkisi rapor edilmiştir. 

      Jang vd. (2002) Kore’den izole ettikleri Trametes sp. misellerini tekrarlı kesikli 

uygulamada kullanmış ve çalkalamalı yürütülen tekrarlı kesikli koşullarda 

tutuklanmış miseller için 7800 U/L, serbest miseller için de 14600 U/L lakkaz 

aktivitesi saptanmıştır. Ayrıca, sıvı ortamda tekrarlı kesikli kültür 40 gün boyunca 

devam ettirilmiş ve lakkaz aktivitesi 12000 U/L’den 20000 U/L’ye ulaşmıştır. 

Yapılan çalışmalar tekrarlı kesikli yöntemin avantajını ortaya koymuştur.  

      Birhanlı ve Yeşilada (2006) Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor 

ATCC 200801 peletleriyle tekrarlı kesikli süreçte çalışmıştır ve fungal peletlerle 

yüksek lakkaz değerlerine ulaşılabileceğini dolayısıyla tekrarlı kesikli sürecin lakkaz 

üretiminde verimli olduğunu rapor etmiştir. Elde edilen kültür filtratlarının çeşitli 

boyar maddelerin rengini etkili bir şekilde giderdiğini bildirmiştir.  

      Birhanlı ve Yeşilada (2010) aynı fungusların tekrarlı kesikli süreçte lakkaz 

üretimini optimize etmiştir ve alıkonma süresi, sıcaklık, çalkalama hızı, pH ve pelet 

miktarının lakkaz üretimi üzerine etkili olduğunu bildirmiştir. Tekrarlı kesikli 

koşullarda optimum şartlar altında T. versicolor ve F. trogii serbest peletleriyle 

maksimum aktivite için sırasıyla 12.08 U/mL ve 40.29 U/mL olarak saptanmıştır.   

      Hou vd. (2004),  Pleurotus ostreatus soy 32’nin lakkaz üretimi üzerine statik ve 

çalkalamalı koşullar ve zenginleştirilmiş besiyerinin etkisini çalışmıştır. Besiyeri 

optimizasyonu çalışmalarında karbon ve azot kaynağı olarak kullanılan maddelerden 

en verimli sonucu sellobiyoz ve pepton ile elde etmiştir. Test edilen indükleyiciler 

içinde ABTS en iyi indüklemeyi yapmış ve ABTS’nin eklenmesi ile 400 U/mL 

lakkaz aktivitesine ulaşılmıştır. Bakırın da lakkaz üretimine önemli oranda pozitif bir 

etki yaptığı rapor edilmiştir (360 U/mL).  Saf lakkaz, SV4R boyasının rengini %66 
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oranında giderirken mediatör olarak ABTS ilavesi sonunda renk giderimi  % 90’a 

kadar ulaşmıştır. 

      Yeşilada vd. (2014) Funalia trogii ATCC 200800 peletleriyle tekrarlı kesikli 

süreçte ürettikleri lakkazı sıcaklık, pH ihtiyacı ve kararlılığını çalışmıştır.  Çalışmalar 

sonucu, ham lakkazın 55-90 °C arasında yüksek aktivite gösterdiği ve maksimum 

lakkaz aktivitesinin de 80-85 °C’ler 160 U/mL olduğu gözlenmiştir. Lakkaz 

aktivitesi için optimum pH 2,5 olarak kaydedilmiştir. Ham lakkazın çeşitli metal 

iyonları, inorganik tuzlar, propanol gibi organik çözücülere karşı dirençli olduğu da 

gösterilmiştir. F.trogii’den elde edilen saf lakkazın yüksek kararlılık gösterdiği ve bu 

özelliklerinden dolayı biyoteknolojide birçok alanda kullanılabileceği rapor 

edilmiştir.  

      Rosales vd. (2007) katı faz fermentasyonu sürecinde lakkaz üretimini 

indüklemek için CuSO4 ve şiringaldazin kullanmış ve en yüksek lakkaz aktivitesi 2,5 

g portakal kabuğu + 5 mM CuSO4 kullanılan besiyerinde 31.75 U/L olarak rapor 

etmiştir. Sabit yataklı ve tava tipi reaktörde ise maksimum aktivite sırası ile 3000 

U/L ve 12000 U/L olarak belirlenmiştir. 

      Revankar ve Lele (2006a) Coriolus versicolor MTCC 138’ in farklı 

besiyerlerinde lakkaz üretim yeteneğini araştırmış ve uygun azot ve karbon kaynağı 

ile yüksek lakkaz değerlerine ulaşmıştır. Glikoz içeren SBM ortamında 7. günde 155 

U/mL lakkaz aktivitesi elde edilirken, azot kaynağı olarak maya özütü, karbon 

kaynağı olarak nişasta ve glikoz kullanıldığında lakkaz aktivitesi yaklaşık 2 kat (305 

U/mL) artmıştır. Optimize edilmiş besiyerine 1 mM Cu ilavesi sonucu 400 U/mL 

aktiviteye ulaşılmıştır.  Optimizasyon çalışmaları en iyi karbon kaynağının glikoz, 

azot kaynağının maya özütü ve en uygun bakır konsantrasyonunun 1 mM olduğunu 

göstermiştir. Bu ortamda yapılan çalışmada ise 460 U/mL lakkaz aktivitesine 

ulaşılmıştır. Farklı indükleyiciler eklendiğinde p-anisilin için 397 U/mL, gallik asit 

için 480 U/mL ve 2,5-ksilidin için de 511 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmiştir. 1 

mM 2,5-ksilidin eklenmesi sonucunda 6. günde 820 U/mL lakkaz aktivitesine 

ulaşılmıştır. 

      Enayatzamir vd. (2009) paslanmış çelik süngere tutuklanmış Trametes 

pubescens’ in lakkaz üretim ve Reaktif Siyah 5 renk giderim yeteneğini sabit yataklı 

biyoreaktörde test etmiştir. Boyar madde bulunan ortamda lakkaz aktivitesi 10 kat 

artmış ve 1025 U/L’ye ulaşılmıştır. 24 saatlik ardarda 4 kez kesikli inkübasyon 
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sonucunda yüksek renk giderimleri olduğu rapor edilmiştir ve boyar madde renk 

gideriminde etkinin fungus misellerine boyar madde adsorbsiyonu ve lakkaz 

aracılığıyla yıkımı şeklinde olduğu yorumlanmıştır.  

      Ma vd. (2014) Ganoderma sp. En3’ün Reaktif Turuncu 16 boyasının renk 

giderim yeteneği derin kültürde test etmiştir.  Glikoz, sakkaroz, fruktoz, nişasta ve 

gliserolün kullanıldığı besiyerlerinde en iyi renk gideriminin gliserol bulunan 

ortamda 96. saate % 97 olduğu saptanmıştır. Azot kaynağı olarak malt özütü, L-

asparjin, amonyum sülfat, amonyum tartarat, üre ve pepton karşılaştırılmış ve pepton 

bulunan besiyerinde 96. saate % 96 renk giderimine ulaşılmıştır. Renk gideriminin 

artışıyla birlikte lakkaz aktivitesinde de artış görülmüştür. Simule ve gerçek atık 

suların renkleri de etkili şekilde giderilmiştir.   

      Trametes versicolor’dan lakkaz enzimini saflaştırılmış ve bu enzim Remazol 

Brilant Mavi R (RBBR) ve Reaktif Siyah 5 renk giderim yeteneği araştırılmıştır. Bu 

enzim RBBR’in rengini Reaktif Siyah 5’e göre beş kat daha hızlı bir şekilde 

gidermiştir. Saflaştırılmış lakkaz RBBR boyasında 0.60 µm/min renk giderimine 

sebep olurken, Reaktif Siyah 5 boyasında 0.20 µM/min renk giderimi saptanmıştır.  

Ortama bir aracı eklenmesi durumunda renk giderim oranında herhangi bir değişim 

gözlenmemiştir (Champagne ve Ramsay, 2005). 

      Murugesan vd. (2007) Ganoderma lucidum KMK2’den elde ettikleri kararlı saf 

lakkazın boyar madde renk giderim yeteneğini araştırmıştır. Bu amaçla,  buğday 

kepeği içeren besiyerinde katı faz fermentasyonu ile lakkaz üretilmiştir. Elde edilen 

saf enzim RBBR’nin aracısız ve RB-5’i de aracılı olarak renk giderimini 

gerçekleştirmiştir. Enzim RB-5 boyasının rengini iki saatte %77 oranında giderirken, 

RBBR boyasının rengini 20 saatte %90 oranında gidermiştir. Jel elektroforezi 

çalışmaları renk gideriminden lakkazın sorumlu olduğunu ortaya koymuştur. 

Lakkazın moleküler ağırlığı 43 kDa olarak belirlenmiştir. En yüksek lakkaz aktivitesi 

ise 7. günde 25 U olarak kaydedilmiştir. 

      Revenkar ve Lele (2006b) ağaç kabuğundan izole ettikleri ve WR-1 olarak 

adlandırdıkları beyaz çürükçül fungusun lakkaz üretim yeteneğini incelemiş ve 

glikoz içeren stok temel ortamda 7. günde 124 U/mL lakkaz aktivitesine ulaşmıştır. 

Nişasta içeren besiyerinde 145 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmiştir. Azot 

kaynakları arasında ise en yüksek lakkaz aktivitesi 8. günde malt özütü içeren 

ortamda 130 U/mL olarak saptanmıştır. Karbon ve azot kaynağı optimize edilmiş 
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besiyerinde yaklaşık 300 U/mL aktivite belirlenirken, ortama 1 mM Cu eklendiğinde 

lakkaz aktivitesinin 410 U/mL’ye ulaştığı rapor edilmiştir. Kullanılan aromatik 

indükleyicilerin tümü Cp-anisidin, gallik asit, fumarik asit, kateşol, guaikol, HBT ve 

2,5-ksilidin lakkaz üretimini indüklemiştir ve 2,5-ksilidin’in en etkili indükleyici 

olduğu bildirilmiştir. 0.8 mM 2,5-ksilidin’in 692 U/mL lakkaz aktivitesine 

ulaşmasını sağladığı rapor edilmiştir ve bu aromatik indükleyicinin bakırla birlikte 

eklenmesinin herhangi bir sinerjistik etki yapmadığı bildirilmiştir.  

      Hailei vd. (2013) çalışmalarında Ganoderma lucidum’un lakkaz üretimini derin 

kültür, biyomembran yüzey sıvı kültür ve biyomembran yüzey sıvı birlikte kültür 

yöntemiyle test etmiş ve birlikte kültür yöntemiyle lakkaz aktivitesi 23000 U/L’ye 

ulaşmıştır. 100 litrelik biyoreaktörde 8. günde 38000 U/L lakkaz aktivitesi elde 

edilebileceği de rapor edilmiştir.  

      Freixo vd. (2008) Coriolus versicolor’un lakkaz üretimi üzerine karbon kaynağı 

olarak patates posasının etkisini test etmiş ve en yüksek lakkaz aktivitesini 3. günde 

362 U/L olarak belirlemiştir. En iyi lakkaz aktivite değeri pH 3-4 aralığında 

saptanırken, en uygun sıcaklığın 80 °C olduğu belirlenmiştir. 

      Manavalan vd. (2013) G. lucidum’un lakkaz üretimi üzerine çeşitli 

indükleyicilerin etkisini test etmiş ve gallik asiti iyi bir indükleyici olarak rapor 

etmiştir. Araştırıcılar, sinerjistik etkinin de önemli olduğunu bildirmiştir. Gallik asit, 

etanol ve bakır içeren ortamda başlangıca oranla aktivitenin 400 kat arttığı rapor 

edilmiştir. Elde edilen lakkaz enziminin boyar madde renk giderim yeteneğinin 

olduğu da vurgulanmıştır.   

      Murugesan vd. (2009) G. lucidum lakkaz enziminin aktivitesinin düşük 

konsantrasyonda (1 mM) Ca2+, Co2+, Cu2+ ve Zn2+ metal iyonu içeren ortamlarda 

arttığını bildirmiştir. Fe2+’nin lakkaz aktivitesi üzerine inhibe edici etkisi 

gözlenmiştir. Lakkazın bu metal iyonlarının karışımını tolere edebildiği tespit 

edilmiştir. Remazol Siyah 5 (RB5) ve Remazol Brilant Mavi 5 (RBBR5)’in renk 

giderimine metallerin etkisi de test edilmiştir. Fe2+’nin renk gideriminde herhangi bir 

etkisinin bulunmadığını fakat, Cu2+ ve Cr6+ metallerinin her iki boyanın renk 

giderimini de arttırdığı rapor edilmiştir Ayrıca lakkazın reaktif boyalarla kontamine 

olmuş atıksu ile muamelesinde, etkili bir boya giderimi için aracıya ihtiyaç duyduğu 

gözlenmiştir. Yapılan çalışmalarda doğal bir redoks aracısı olan şiringaldazinin, 

sentetik bir mediatör olan 1-hydroxybenzatriazole (HBT) den etkili bir aracı olduğu 
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kaydedilmiştir.  Karışık metal iyonlarının atık su ile muamelesi sonucu önemli 

ölçüde renk giderimi görülmesine rağmen şiringaldazin bulunduğu atıksu ortamında 

daha etkili bir boya giderimi görüldü. 

      Jadhav vd. (2008) Galactomycetes geotrichum MTCC 1360 fungusunun boyar 

madde renk giderim yeteneklerini araştırmıştır. Toksik bir azo boya olan Metil 

Kırmızı fungus miselleriyle muamele edilmiştir. Çalkalamalı koşullarda, 30 °C’ de, 1 

saat muamele sonucu %100 renk giderimine ulaşılmıştır. Ortama 1 g/L melas 

eklendiğinde %100 renk gideriminin yalnızca 10 dakika içinde gerçekleştiği rapor 

edilmiştir. pH, misel konsantrasyonu, sıcaklık, glikoz konsantrasyonu ve melas 

konsatrasyonu gibi çeşitli parametreler çalışmıştır. Metil Kırmızı boyasının pH 3-12 

arasında ve 5-50 °C sıcaklık arasında renk gideriminin gerçekleştiği gözlenmiştir.  

      Boran ve Yeşilada (2011) katı subsrat çalışmalarında buğday kepeğinin 

kullanıldığı besiyerlerini peyniraltı suyu, melas, vinas ve zeytinyağı atık suyu ile 

nemlendirmiştir. Funalia trogii ve Trametes versicolor ‘un lakkaz üretim yetenekleri 

izlenmiştir. Katı subsrat kültürde vinas ve zeytinyağı atık suyunda yüksek lakkaz 

seviyesi elde edilmiştir. Lakkaz indükleyicisi olarak bakır ve ksilidin kullanılmış ve 

bakırın ksilidinden daha fazla indükleyici etki gösterdiği rapor edilmiştir. Maksimum 

lakkaz aktivitesi F. trogii’ den 5 mM CuSO4.5H2O, %25 oranında vinas ve buğday 

kepeği bulunan ortamda 14.18 U/mL olarak saptanmıştır. Azo boyaların renk 

gideriminin çalışıldığı aşamada ise 0,063 U/mL aktiviteye sahip F. trogii için 

dakikada renk giderimi % 66 iken, T. versicolor için bu değer % 14 olarak rapor 

edilmiştir. Bu çalışma ile endüstriyel atık suların katı subsrat fermentasyonunda 

kullanılabileceği ve yüksek enzim aktivitsine ulaşılabileceği kanıtlanmıştır.  

      Khlifi vd. (2010) Trametes trogii’den elde ettikleri lakkaz enziminin aracılı ve 

aracısız tekstil atık suyu renk giderimi ve detoksifikasyon aktivitesini araştırmıştır. 

Lakkaz, aracı eklemeden  renk gideriminde etkili olmamış ve 9 U/L’lik enzim 

aktivitesi ile atık sularda %10’dan daha az renk giderimini gerçekleştirmiştir. 

Kullanılan aracılar arasında en etkili olan 1-hidroksibenzatnazol (HBT) olmuştur. 

Fizyokimyasal faktörlerin lakkaz aktivitesini etkilediği saptanmıştır. Lakkazın 

asedosiringon varlığında atıksuyun toksikliğini azalttığı bildirilmiştir. 

      Fonseca vd. (2010) beyaz çürükçül funguslar ile yaptıkları çalışmada bakırın 

lakkaz aktivitesi üzerine etkisini araştırmışlardır. Besiyeri olarak malt özütü ve mısır 

şurubu kullanılmıştır. Statik koşullarda gerçekleştirilen çalışmada ortama düşük 
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konsantrasyonlarda (0.5 mM) bakır eklenmesi sonucu lakkaz aktivitesinin arttığı 

tespit edilmiştir. Ganoderma applanatum, Peniophora sp., Pycnoporus sanguineus 

ve Coriolus versicolor funguslarından elde edilen lakkazın aktiviteleri kontrole 

oranla sırasıyla 42, 51, 25, 4 kat yüksek saptanmıştır. Her dört fungus türü için de 

bakırın lakkaz aktivitesi üzerine olumlu etkisi ispat edilmiştir.  

      Songulashvili vd. (2007) yiyecek endüstrisi atıklarının lakkaz aktivitesi üzerine 

etkisini araştırmıştır. Ganoderma lucidum 447 ile yapılan çalışmada karbon kaynağı 

olarak glukoz yerine mısır kepeği, buğday kepeği, soya kepeği, tavuk tüyü, kivi, muz 

kabuğu gibi atık maddeler kullanılmıştır. Çalışma batık kültür fermentasyonu ile 

çalkalamalı koşullarda gerçekleştirilmiştir.  Maksimum lakkaz aktivitesi buğday 

kepeği ve soya kepeğinde gözlenmiş ve sırasıyla 93000 U/L ve 97000 U/L olarak 

kaydedilmiştir. 

      Ting vd. (2011) dört G. lucidum suşunun poliaromatik hidrokarbonların (PAH) 

yıkım yeteneği test etmiş ve tümününde penantren ve piren yıkım yeteneğini rapor 

etmiştir. Yıkım yeteneğinin çeşitli faktörlerden etkilendiği bildirilmiştir. 

      Sadhasivam vd.(2008) Trichoderma harzianum WL1 derin kültürde çalkalamalı 

koşullarda üretilmiş ve lakkaz aktivitesi üretim yeteneğine bakılmıştır. En yüksek 

lakkaz aktivitesi bakır içeren besiyerinde 4 günlük inkübasyon sonucu 4.36 U/mL 

olarak kaydedilmiştir. Optimum pH ve sıcaklık sırası ile 4.5 ve 35°C olarak 

belirlenmiştir. Üretilen lakkaz enziminin sıcaklık stabilitesi de araştırılmıştır. 35 °C’ 

de 24 saat stabil kalmış ve 65 °C’de 60 dakika bekletildiğinde aktivitesinin yarısını 

koruduğu rapor edilmiştir.  

      Zhou vd. (2010) Odontotermes formasous’dan elde edip saflaştırdıkları lakkazı 

amonyum sülfatda çöktürmüştür. Elde edilen sonuçlara göre lakkaz aktivitesi 211.11 

U/mg, lakkazın moleküler ağırlığı ise 65 kDa olarak belirlenmiştir. Optimizasyon 

çalışmaları sonucu bu enzim için en uygun pH 4, sıcaklık ise 10 °C olarak 

belirlenmiştir. Lakkazın stabil kaldığı sıcaklık aralığı 10-30 0C’dir. 30°C’nin üzerinde 

enzimin kararlılığını yitirdiği kaydedildi. Ayrıca %70 oranında etanol bulunan 

ortamda lakkaz aktivitesi %60 oranında kaybolmuştur. Metal iyonlarından Mg+2, 

Ba+2 ve Fe+2’nın ortamda bulunması lakkaz aktivitesini negatif yönde etkilemiş ve 

sırasıyla %17.2,  %5.3 ve %9.4 inhibisyon gözlenmiştir. Özellikle, ortama yüksek 

konsatrasyonlarda Fe+2 iyonunun eklenmesiyle lakkaz aktivitesinde  %89 oranında 

inhibisyon gözlenmiştir. 
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      Manavalan vd. (2012) bu çalışmada kompost hazırlanmış ve subsrat olarak şeker 

kamışı küspesi kullanılmıştır. Hazırlanan komposta Ganoderma lucidum miselleri 

ekilmiş ve 50 gün boyunca oda sıcaklığında ve karanlık ortamda inkübasyona 

bırakılmıştır. Her beş günde bir gelişmekte olan G. lucidum meyvelerinden hasat 

edilip toz haline getirilmiştir. Elde edilen bu tozdan enzim aktiviteleri kaydedilmiştir. 

Yapılan çalışma sonucu en yüksek enzim aktivitesi 40. günde 90 U/g olarak rapor 

edilmiştir. 

      Litthauer vd. (2007) çalkalamalı koşullarda Pycnoporous sanguineus’la lakkaz 

üretimi yapmayı amaçlamıştır. Üretim için besiyeri olarak seyreltilmiş melas (% 4) 

tercih edilmiştir. Üretilen lakkaz, amonyum sülfatta çöktürülmüştür. Lakkaz 

aktivitesi 32.9 U/mg olarak saptanırken, moleküler ağırlığı 58 kDa olarak 

belirlenmiştir. Konsantre edilmiş lakkaz için optimum pH 3-5 aralığında ve optimum 

sıcaklık 55 °C olarak belirlenmiştir. Sıcaklığa karşı kararlılığı yüksek olan bu enzim, 

75 °C’de 170 dakika bekletildiğinde hala aktivitesinin yarısını koruduğu 

kaydedilmiştir.  

      Ashrafi vd (2013) saf lakkaz ile 13 farklı azo ve antron tabanlı boyanın renk 

giderimini HBT varlığında araştırmıştır. HBT eklenmesi Asit Sarı 36, Dispers 

Kırmızı 177, Direkt Mavi 71, Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Turuncu 16 renk giderimi 

aktivitesini arttırırken bazı boyar maddeler üzerinde artırıcı bir etki göstermemiştir. 

Bunula birlikte lakkazla muamele edilmiş boya çözeltisinin toksititesi de azalmıştır.  

      Chakraborty vd. (2013) Alternaria alternata CMERI F6 ile 25 °C, pH 5,  150 

rpm ve 48 saatte Kongo Kırmızısının (600 mg/L) rengini %100 civarında gidermiştir. 

Araştırıcılar Kongo Kırmızısının renk gideriminde bu fungusun kullanılabileceğini 

vurgulamıştır.  

      Yeşilada vd. (2003) ve Yeşilada vd. (2010) fungal peletlerin tekrarlı kesikli 

süreçte boyar madde renk gideriminde kullanılabileceğini ve bu süreçte etkili renk 

giderimine ulaşabileceğini rapor etmiştir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM  

 

3.1. Çalışmada Kullanılan Fungus 

      Çalışmada Basidiomycetes sınıfına ait beyaz çürükçül funguslardan Ganoderma 

lucidum kullanıldı. Bu fungus doğadan izole edilmiş olup (Dr. Hakan Allı), İnönü 

Üniversitesi Biyoteknoloji Laboratuarında saf kültür olarak muhafaza edilmektedir 

(Şekil 3.1).  

 

 
Şekil 3.1. Doğadan fotoğraflanan Ganoderma lucidum 

 

3.2. Çalışmada Kullanılan Fungusun Katı Besiyerinde Üretimi ve Saklanması   

      Çalışmada kullanılan fungusun devamlılığını sağlamak için, fungus her 28-30 

günde bir taze Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) plaklarında 30 °C’de statik 

inkübatörde 8 gün inkübe edildi ve daha sonra +4 °C’de buzdolabında muhafaza 

edildi.  

 

3.3. Çalışmada Kullanılan Fungal Peletlerin Üretilmesi  

      Yatık agarda üretilen fungus kültürlerine distile su eklenerek öze yardımıyla 

kazındıktan sonra 100/250 mL Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) sıvı besiyerlerine 

10’ar mililitre transfer edildi. Kültürler 30 °C ve 150 rpm’de 8 gün üretildikten sonra 

kültürler homojenizatörde düşük devirde homojenize edildi. Homojenize fungus 

kültürlerinden 5’er mL 600 SDB/1000 mL erlen ortamlarına ekilerek 30 °C ve 150 
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rpm’de 8 gün inkübe edildi. Elde edilen peletler çalışmalarda amaca yönelik olarak 

kullanıldı (Şekil 3.2).  

 

 
 

Şekil.3.2. G. lucidum peletlerinin etüvde üretim aşaması 

 

3.4. Fungusda Lakkaz Varlığının Agar Plaklarında Gösterilmesi  

      ABTS içeren SDA plaklarına fungus ekildi ve 30 °C’de inkübe edildi. Lakkaz 

enziminin ABTS oksidasyonuna bağlı olarak oluşan renk değişimi lakkaz enziminin 

varlığı olarak değerlendirildi.  

 

3.5. Çalışmada Kullanılan Besiyerlerinin Hazırlanması  

      Çalışmada stok temel ortam, Sabouraud Dekstroz Broth ve melas besiyeri lakkaz 

üretim amacıyla besiyeri olarak kullanıldı. Bu besiyerlerinden SDB besiyeri hazır 

olarak alındı ve üzerindeki talimatlara bağlı olarak hazırlandı. Diğer iki besiyerinin 

içeriği ise tarafımızca hazırlandı. 

      Stok temel ortam (g/L): KH2PO4 0.2, CaCl2.2H2O 0.1, MgSO4.7H2O 0.05, 

NH4H2PO4 0.5, FeSO4.7H2O 0.035, Glikoz 2 g ve malt özütü 1g olacak şekilde 

hazırlandı ve otoklavda steril edildikten sonra kullanıldı.  

      Şeker fabrikası yan ürünü olan melas,  Malatya Şeker Fabrikasın’dan temin 

edildi. Çalışma planına bağlı olarak istenilen konsantrasyonlarda hazırlanan melas 

besiyerleri otoklavda steril edildikten sonra kullanıldı.  
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3.6. Lakkaz Üretimi İçin Kullanılan Üretim Yöntemleri 

      Çalışmada kesikli ve tekrarlı kesikli üretim yöntemleri kullanıldı. Kesikli üretim 

yönteminde, 30 mL hazırlanan besiyerlerine homojenize edilmiş fungustan 2 mL 

ekim yapıldı. Hazırlanan kültür ortamı, 30 °C’de statik koşullarda inkübe edildi. Her 

24 saatte bir besiyerinden 500 µl örnek alınıp lakkaz aktivitesi spektrofotometrik 

olarak  ölçüldü.   Lakkaz üretimi için daha verimli olan tekrarlı kesikli yöntemde ise 

Şekil 3.2.’daki gibi üretilen peletler steril koşullarda süzülüp 250 mL’lik erlenlere 30 

g transfer edildi. Üzerine 50 mL besiyeri eklendi. Hazırlanan erlenler, 30 °C ve 150 

rpm’de inkübe edildi. Her 24 saatte bir steril koşullarda erlenlerdeki sıvı süzülüp 

yerine taze besiyeri eklendi. 24 saatte bir alınan süzüntülerden lakkaz aktivitesi 

spektrofotometre ile ölçüldü.  

 

3.7. Lakkaz Aktivitesini İndüklemek İçin İndükleyici Maddelerin Kullanılması 

      İstenilen konsantrasyonda olacak şekilde hazırlanan melas besiyerlerine lakkaz 

aktivitesini indüklemek amacıyla ayrı ayrı olmak koşuluyla 0, 0.5, 2, 3, 4, 5 ve 6 mM 

CuSO4,  0.05 ve 0.1 mM ABTS ayrıca 0.01 ve 0.05 mM 2,5-ksilidin eklendi. 

Çalışmada ayrıca indükleyicilerin eş zamanlı kullanılmasının lakkaz üretimi üzerine 

sinerjistik etkisinin izlenmesi amacıyla ABTS+bakır ve 2,5-ksilidin+bakır kullanıldı. 

 

3.8. Elektroforez Çalışması  

      Kültür sıvısında lakkaz varlığını göstermek için doğal jel elektroforezi 

çalışmaları yapılmıştır. Bu amaçla kültür sıvısı doğal jele yüklenmiş ve 40 mA’de 

yürütülmüştür. Yürütme işlemi sonrasında, jel ABTS içeren tampon (pH 4.8) 

içerisinde inkübe edilmiş ve ABTS oksidasyonuna bağlı olarak gerçekleşen renk 

değişikliğine bağlı olarak lakkaz varlığı belirlenmiştir (Birhanli ve Yesilada 2010). 

 

3.9. Analiz 

      Lakkaz aktivitesi 420 nm’de enzimin ABTS oksidasyonuna bağlı olarak 1 

dakikadaki oluşan absorbans değişimi olarak izlendi ve 1 µmol substratın 1 dakikada 

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktarı 1 Ünite U/mL olarak ifade edildi. Enzim 

aktiviteleri U/mL olarak tanımlandı (Birhanlı ve Yeşilada, 2010). 

Fungusun üremesi gravimetrik olarak ölçüldü. Bunun için daha önceden 

hazırlanmış, 50 °C’de 24 saat bekletildikten sonra 2 saat desikatörde muhafaza edilip 
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tarası alınmış filtre kağıtları kullanıldı. Funguslar bu filtre kağıtlarından süzüldükten 

sonra postör fırınında 50 °C’de 24 saat bekletildikten sonra 2 saat desikatörde 

muhafaza edildi.  Daha sonra, hassas terazide tartılarak biyokütle miktarı g/30 mL 

olarak ifade edildi.   

 

3.10. Ganoderma lucidum’un Renk Giderim Yeteneğinin Agar Plaklarında 

Gösterilmesi  

      Otoklavda steril edilen SDA ortamına boyalar toz halinde eklendi. Boyalı agar 

plakları hazırlandıktan sonra fungus ekimi yapıldı. 15 gün 30 °C’de inkübe edilip 

renk giderimi makroskobik olarak incelendi.  

 

3.11. Ganoderma lucidum Renk Giderim Yeteneğinin Sıvı Ortamda Gösterilmesi  

      Hazırlanıp otoklavda steril edilen STO besiyerlerine Remazol Brilant Mavi R, 

Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Mavi 171 boyaları toz halinde eklendi. Tekrarlı kesikli 

yöntemin kullanıldığı bu çalışmada G.lucidum’un renk giderim yeteneği 

spektrofotometrik olarak kaydedildi.  
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4. BULGULAR 
 

4.1. Ganoderma lucidum’un Lakkaz Üretimi 
 

4.1.1. Ganoderma lucidum’un Agar Ortamında Lakkaz Üretim Yeteneği 
 

      Çalışmada beyaz çürükçül bir fungus olan Ganoderma lucidum kullanılmıştır. Bu 

fungus doğadan izole edilip Dr. Hakan Allı tarafından tanımlanmış ve sonrasında da, 

Dr. Ozfer Yesilada tarafından saf kültür olarak izole edilmiştir. Çalışmada öncelikle 

fungusun lakkaz üretim yeteneği ABTS içeren ve içermeyen SDA ortamında 

izlenmiştir. Bu amaçla G. lucidum, ABTS içeren ve içermeyen SDA ortamlarında 

üretilmiş ve ayrıca lakkaz üretmediği bilinen Phanerocahaete chrysosporium’da 

ABTS içeren SDA ortamında inkübe edilmiştir (Şekil 4.1).        
 

    
                           A                                              B                                            C 

Şekil 4.1.  ABTS içeren ve içermeyen SDA ortamlarında üretilen G. lucidum’da 
lakkaz varlığı (A) ABTS içermeyen SDA ortamında üretilmiş G. lucidum ,  (B) 
ABTS içeren SDA ortamında üretilmiş G. lucidum  (C) ABTS içeren SDA ortamında 
üretilmiş P. chrysosporium 

 

      Lakkaz enziminin ABTS oksidasyonuna bağlı olarak renkli bir ürün (ABTS+) 

oluşmaktadır. Şekil 4.1B’den görülebileceği gibi G. lucidum ABTS içeren ortamda 

30 °C’de statik olarak 4 gün üretimi sürecinde ABTS’yi oksitlemiş ve bu 

oksidasyona bağlı renk değişimi oluşmuştur. Diğer yandan, P. chrysosporium 

ABTS’yi oksitlemediğinden herhangi bir değişim gözlenmemiştir. Bu ön çalışma 

bize, lakkaz üretim yeteneği ve ayrıca boyar madde renk giderim aktivitesini 

araştıracağımız G. lucidum’un lakkaz üretebildiğini göstermiştir.  

      Bu aşamadan sonra fungusun lakkaz üretim yeteneği çeşitli ortamlar ve farklı 

kültür koşullarında araştırılmıştır.  
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4.1.2. G. lucidum’un Tekrarlı Kesikli Koşullarda Farklı Besiyerlerinde Lakkaz 

Üretim Yeteneği 

      Ön çalışmalarla lakkaz üretim yeteneği agar ortamında gösterilen fungusun, 

lakkaz aktivitesi tekrarlı kesikli koşullarda da araştırılmıştır. Bu amaçla öncelikli 

olarak; Stok temel ortam (STO),  Sabouraud dekstroz broth (SDB) ve şeker fabrikası 

yan ürünü melasın besiyeri olarak kullanılabilirliği test edilmiştir. 

 

4.1.2.1. G. lucidum’un STO besiyerinde lakkaz üretimi  

      Çalışmanın bu kısmında G. lucidum’un lakkaz üretimi 5 mM bakır içeren ve 

bakır içermeyen STO besiyerinde 30 °C ve 150 rpm’de 7 gün sürecinde 

araştırılmıştır. Bakır içermeyen ortamda en yüksek lakkaz aktivitesi 3. günde 0.30 

U/mL olarak kaydedilirken, bakır içeren ortamda 4. günde 2.09 U/mL olarak 

saptanmıştır (Şekil 4.2). Bu en yüksek aktivite açısından yaklaşık 7 katlık bir artış 

göstermektedir. 

 

 
Şekil 4.2. Tekrarlı kesikli G. lucidum kültürüyle STO ve STO+bakır (5mM)  
ortamlarında lakkaz üretimi  
 

4.1.2.2. G. lucidum’un SDB besiyerinde lakkaz üretimi 

      SDB, fungus üretiminde yaygın olarak kullanılan zengin bir besiyeridir. Bu 

nedenle çalışmamızda lakkaz üretimi için besiyeri olarak kullanılabilirliği açısından 

test edilmiştir.   Çalışma bakır içeren ve içermeyen SDB besiyerlerinde 30 °C ve 150 

rpm’de 7 gün süreyle yürütülmüştür. Çalışmada bakır içermeyen ortamda en yüksek 

aktivite 6. günde 0.58 U/mL olarak saptanırken, bakır içeren ortamda en yüksek 

aktivite 6. gün için 2.02 U/mL olarak bulunmuştur (Şekil 4.3).  Bakır ilavesi yaklaşık 

3.5 katlık bir enzim aktivitesi artışına neden olmuştur. 
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Şekil 4.3. Tekrarlı kesikli G. lucidum kültürüyle SDB ve SDB+bakır (5mM) 
ortamlarında lakkaz üretimi  

 
4.1.2.3.   G. lucidum’un melas besiyerinde lakkaz üretimi 

      Melas çeşitli uygulamalarda besiyeri olarak kullanılan zengin içerikli bir 

hammaddedir. Çalışmamızda da zengin içeriğinden dolayı lakkaz üretimi açısından 

besiyeri olarak kullanılabilirliği test edilmiştir. Çalışmada öncelikle en yüksek lakkaz 

üretimi açısından elde edilebilecek melas konsantrasyonu araştırılmıştır. Bu amaçla 

çalışmalar, farklı konsantrasyonlarda melas içerecek şekilde hazırlanmış 

besiyerlerinde yürütülmüştür (Çizelge 4.1). Fungus 15g/L melas içeren ortamda 1g/L 

ve 5 g/L melas içeren ortamlara göre daha yüksek düzeyde lakkaz üretmiş ve en 

yüksek lakkaz aktivitesi 15 g/L’lik melas ortamında 7. günde 0.55 U/mL olarak 

saptanmıştır. Bu nedenle çalışmanın bundan sonraki aşamaları 15g/L melas içeren 

besiyerinde sürdürülmüştür. 

 

Çizelge 4.1. Farklı konsantrasyonlarda melas içeren besiyerlerinde elde edilen lakkaz  
aktivite değerleri (U/mL).  
 
 Melas Miktarı (g/L) 

Pelet Kullanım Sayısı 1 5 15 

1. Kullanım 0.48±0.16 0.50±0.15 0.48±0.16 

2. Kullanım 0.37±0.09 0.41±0.05 0.35±0.01 

3. Kullanım   0.20±0.02 0.27±0.02 0.38±0.02 

4. Kullanım 0.11±0.02 0.10±0.06 0.16±0.01 

5. Kullanım 0.11±0.01 0.10±0.00 0.37±0.04 

6. Kullanım 0.04±0.01 0.10±0.01 0.51±0.03 

7. Kullanım 0.02±0.00 0.05±0.00 0.55±0.08 
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4.2. G. lucidum’un Melas Besiyerinde Tekrarlı Kesikli Süreçte Lakkaz 

Üretimine İndükleyicilerin Etkisi  

 

4.2.1. G. lucidum’un Lakkaz Üretimine Bakırın Etkisi 

      Bakırın lakkaz üretimi üzerine pozitif etkisi bilinmektedir. Bu nedenle, yeni izole 

edilmiş bu fungusun lakkaz üretim verimi üzerine etkisi test edilmiştir. Bu amaçla, 

fungal peletler farklı konsantrasyonlarda bakır içerecek şekilde hazırlanmış 15g/L’lik 

besiyerlerinde tekrarlı kesikli süreçte 30 °C ve 150 rpm’de üretilmiş ve lakkaz 

aktivitesi saptanmıştır. Besiyerleri 0.5-6.0 mM bakır içerecek şekilde hazırlanmış ve 

çalışma 7 gün sürdürülmüştür. Çalışma sonucunda fungusun lakkaz üretiminin, 

kullanım sayısı ve ortamdaki bakır konsantrasyonuna bağlı olarak değiştiği 

saptanmıştır (Çizelge 4.2). Özellikle 2 mM üzerindeki konsantrasyonlarda bakır 

lakkaz üretimi üzerine çok etkili olmuştur. Şekil 4.4’de görülebileceği gibi, 5 mM 

bakır içeren ortamda en yüksek lakkaz aktivitesi 9.58 U/mL olarak saptanmıştır. 

Bakır içermeyen ortamda en yüksek aktivitenin 0.55 U/mL olduğu düşünüldüğünde 

bakır eklenmesinin yaklaşık 18 katlık bir artışa neden olduğu görülecektir. Yani 

uygun bakır konsantrasyonu ile bu ortamda yüksek lakkaz değerlerine 

ulaşılabilmektedir. Çalışmanın bu kısmı, yeni izole edilen bu fungal suşun lakkaz 

üretimi açısından değerlendirme sürecinde bakırın etkili bir indükleyici olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

 
Çizelge 4.2. Bakırın melas (15g/L) besiyerinde üretilen G. lucidum’un lakkaz 
üretimine etkisi. 
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Şekil. 4.4. Optimum (5mM)  bakır konsatrasyonunda G. lucidum kültüründen tekrarlı 
kesikli yöntemle lakkaz üretimi  
 

 Lakkaz üretimi için en uygun bakır konsantrasyonu 5mM olarak saptandığından, 

bundan sonraki bakır kullanılan çalışmalarda 5mM bakır kullanılmıştır.  

 

4.2.2. G. lucidum’un Lakkaz Üretimine ABTS ve ABTS+Bakırın Birlikte Etkisi 

      ABTS’de lakkaz üretiminde indükleyici olarak test edilen bir bileşiktir. Bu 

nedenle çalışmanın bu kısmında ABTS’nin etkisi test edilmiştir. Çalışmada ayrıca, 

bir önceki kısımda iyi bir indükleyici olduğu saptanan bakırın ABTS ile birlikte 

etkisi de araştırılmıştır.  

      0.05mM ve 0.1mM ABTS içeren ortamlarda en yüksek lakkaz aktiviteleri 

sırasıyla 0.55 U/mL ve 0.73 U/mL olarak 2. günde saptanmıştır. ABTS 

(0.05mM)+bakır (5mM) bulunan ortamda ise en yüksek lakkaz aktivitesi 4. günde 

8.35 U/mL olarak kaydedilmiştir (Şekil 4.5). İndükleyici olarak yalnızca bakır 

bulunan ortamda en yüksek lakkaz aktivitesi 4. günde 9.58 U/mL olarak elde 

edildiğinden burada ABTS’nin iyi bir indükleyici görevi görmediği vurgulanabilir.  
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Şekil 4.5. Melas besiyerinde üretilen G. lucidum’un lakkaz üretimine ABTS ve 
ABTS+bakırın birlikte etkisi 
 
 
 
4.2.3. G. lucidum’un Lakkaz Üretimine Ksilidin ve Ksilidin+Bakırın Birlikte 

Etkisi  

      Ksilidin pek çok çalışmada lakkaz ifadesini indükleyici olarak kullanılmıştır. Bu 

nedenle, bu fungusun lakkaz üretimini indüklemek amacıyla bizim çalışmamızın bu 

kısımda  kullanılmıştır.  

      0.01mM ve 0.05mM ksilidin içeren ortamlarda en yüksek lakkaz aktiviteleri 

sırasıyla 0.15 U/mL ve 0.25 U/mL olarak 4. günde elde edilmiştir. Bu değerler 

indükleyici içermeyen ortamlarda elde edilen lakkaz aktivite değerlerinden daha 

düşük değerlerdir. Yani, yalnızca ksilidin içeren ortamlarda ksilidinin lakkaz üretimi 

üzerine herhangi bir pozitif etkisi gözlenmemiştir. Bununla birlikte, 0.01 mM 

ksilidin+5 mM bakır içeren ortamda en yüksek lakkaz aktivite değeri 4. günde 11.07 

U/mL olarak saptanmıştır (Şekil 4.6). Bu değer indükleyici olarak yalnızca bakır 

(5mM) içeren ortamda elde edilen lakkaz aktivite değerinden daha yüksektir.  
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Şekil 4.6. Melas besiyerinde üretilen G. lucidum’un lakkaz üretimine ksidilin ve 
ksidilin+bakırın birlikte etkisi 
 

 

4.3. Statik Olarak Üretilen G. lucidum’un Lakkaz Üretim Yeteneğinin Melas 

Ortamında Kesikli Koşulda Araştırılması 

      Çalışmanın bu kısmında melas ortamında bakırın statik koşullarda etkisi test 

edilmiştir. Yüksek konsantrasyonlarda bakırın negatif etkisinden dolayı statik 

koşullarda kesikli yürütülen çalışmalarda 1 ve 2 mM bakır konsantrasyonları test 

edilmiştir. Bakır içermeyen melas ortamında statik olarak yürütülen çalışmada en 

yüksek lakkaz aktivitesi 2. günde 0.08 U/mL olarak saptanmıştır. Lakkaz üretimi 

primer fazda yüksek iken üretimin ilerleyen süreçlerinde (geç primer faz ve sekonder 

faz) hızla azalmıştır (Şekil 4.7). 1 mM bakır içeren melas ortamı lakkaz aktivitesini 

indüklerken (Şekil 4.8), 2 mM bakır konsantrasyonu lakkaz aktivitesini kısmen 

baskılamıştır (Şekil 4.9). Melas ortamında 1 mM bakır bulunduğu durumda en 

yüksek aktivite 0.12 U/mL civarında saptanmıştır. Bu değer tekrarlı kesikli yöntemle 

elde edilen lakkaz aktivitesinden çok düşüktür. 

 

 

28 

 



 
Şekil 4.7. Statik koşullarda üretilen G. lucidum’un 15 g/L melas besiyerinde günlere 
bağlı lakkaz aktivite (U/mL) ve üreme değişimi (g/30mL) 
 
 
 

 
Şekil 4.8. Statik koşullarda üretilen G. lucidum’un 15 g/L melas+bakır (1 mM)  
içeren besiyerinde günlere bağlı lakkaz aktivite (U/mL) ve üreme değişimi (g/30mL) 
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Şekil 4.9. Statik koşullarda üretilen G. lucidum’un 15 g/L melas+bakır (2 mM) bakır 
içeren besiyerinde günlere bağlı lakkaz aktivite (U/mL) ve üreme değişimi (g/30mL) 
 

      Yürütülen çalışmalar tekrarlı kesikli süreçte uygun ortam ve uygun indükleyici 

kullanılarak bu suşla yüksek düzeyde lakkaz üretimi sağlanabileceğini göstermiştir.   

 

4.4. G. lucidum’un Lakkaz Enziminin Doğal Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

Sonucu 

      Kültür sıvısındaki lakkaz enzimi varlığı doğal jel elektroforezi sonrası yapılan 

aktivite boyama çalışmasıyla da ortaya konmuştur. Çalışma sonucunda, jelde 

yalnızca tek bir aktivite bandı gözlenmiştir (Şekil 4.10). Bu sonuç kültür sıvısında 

spektrofotometrik olarak varlığı gösterilen lakkaz enziminin elektroforetik olarak da 

varlığının ortaya konmasını sağlamış ve tek bir izozimi desteklemiştir. Bu sonuç, 

Boran 2013’ün katı faz fermentasyonu ile elde ettiği sonucu desteklemektedir (Boran 

2013). 

 

 
 

Şekil 4.10. G. lucidum kültür sıvısındaki lakkaz enziminin aktivite bandı 
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4.5. G. lucidum’un Boyar Madde Renk Giderim Yeteneğinin Araştırılması  

4.5.1. G.lucidum’un Boyar Madde Renk Giderim Yeteneğinin Agar Ortamında 

Araştırılması 

      G. lucidum’un boyar madde renk giderim yeteneği boyar madde içeren SDA 

ortamlarında incelenmiştir. Bu amaçla, SDA besiyerleri 200mg/L boyar madde 

(Reaktif Siyah 5, Remazol Brillant Mavi R, Reaktif Mavi 171) içerecek şekilde 

hazırlanmış ve  plağın tam ortasına fungus ekildikten sonra 30 °C’de 15 gün inkübe 

edilmiştir. Çalışma sonuçları Şekil 4.11’de verilmiştir. 

             
           A1                            A2                                B1                             B2 

 

 

                                       
                                        C1                                  C2 

Şekil 4.11.  G. lucidum’un boyar madde içeren SDA ortamında 15 gün inkübasyonu 
sonrası besiyeri renk değişimi. A1: 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 
 
      Şekil.4.11‘den de görüldüğü gibi fungusla 15 gün muamele sonrasında boyar 

madde renk giderimine bağlı olarak besiyeri rengi açılmaktadır. Bu ön çalışma bize 

fungusun renk giderim aktivitesine sahip olduğunu göstermektedir. Fungusun boyar 

madde renk giderim aktivitesi sıvı besiyerinde de test edilmiştir. Bu amaçla fungal 

peletler hazırlanmış ve peletlerin renk giderim aktivitesi tekrarlı kesikli süreçte 

izlenmiştir.  
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4.5.2. Sıvı Besiyerinde Tekrarlı Kesikli Süreçte G. lucidum’un Boyar Madde 

Renk Giderim Aktivitesi  

      Katı ortamda yapılan ön çalışmalarda renk giderim aktivitesi izlenen 

G.lucidum’un bu aktivitesi sıvı ortamda da araştırılmıştır. Çalışma, SBM+ (5mM) 

bakır ortamında yürütülmüş ve besiyerleri 150 g/mL boyar madde içerecek şekilde 

hazırlanmıştır. Fungal peletler eklendikten sonra kültür tekrarlı kesikli süreçte 30 °C 

ve 150 rpm’de 5 gün tekrarlı olarak inkübe edilmiştir. 

      Fungus peletlerinin ilk kullanımda renk giderim aktivitesi her üç boya için de 

%80‘nin üzerindedir (Şekil 4.12). Sonraki kullanımlarda da fungus peletlerinin renk 

giderim aktiviteleri yüksek kalmıştır. Beşinci kullanımda Reaktif Siyah 5, Remazol 

Brilliant Mavi R  ve  Reaktif Mavi 171 boyar maddelerinin rengi sırasıyla % 87.3 % 

88.2 ve %87.4 azalmıştır. Sonuçlar, bu peletlerin hem yüksek renk giderim 

aktivitesine sahip olduğunu hem de tekrarlı kullanımda avantajlı olduklarını 

göstermektedir. 

 

 
Şekil 4.12. G. lucidum’un tekrarlı kesikli süreçte boyar madde renk giderim yeteneği 
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5. TARTIŞMA  

      Lakkaz fenolik bileşikleri oksitleme yeteneğine sahip bir enzimdir. Normalde 

fenolik olmayan bileşiklere etkili olmadıkları halde bir aracı (mediatör) yardımıyla 

bu bileşikleri de oksitleyebilirler. Bu özelliklerinden dolayı endüstriyel anlamda 

büyük önem taşımaktadır.  Yapılan literatür taramalarına göre, kağıt hamurundan 

lignin giderimi lakkazın öncelikli kullanım alanıdır. Gıda endüstrisinde içeceklerdeki 

fenolik bileşiklerin giderimi ile rengin berraklaştırılması, tekstil endüstrisinde tekstil 

fabrikası atık suyundan renk giderimi, kozmetik ve dermatolojik uygulamalarda 

kullanımı, poliaromatik hidrokarbonların yıkımı (PAHs), nanoteknolojik alanda 

biyosensör yapımı ve kimyasal üretiminde kullanılmaktadır.  

      Doğada birçok organizma lakkaz üretmektedir. Ancak, enzimin ekstraselüler 

olarak üretilmesi, yüksek konsantrasyondaki kirleticilere bile dirençli olması ve 

üretim için gerekli olan subsratların oldukça ucuz olması beyaz çürükçül fungusların 

tercih edilmesini sağlamıştır (Yeşilada vd, 1995; Kapdan vd., 2000; Shah ve Nerud, 

2002; Rojek vd., 2004). Beyaz çürükçül funguslar farklı miktarlarda lakkaz 

üretebilmektedir (Boran ve Yeşilada, 2011; Baldiran, 2006). Son zamanlarda 

doğadan yeni izole edilen suşlardan üretilen lakkaz, hem düşük maliyet 

gerektirdiğinden hem de çevre dostu olduğundan önemli hale gelmiştir (Yeşilada vd., 

2014).  

      Lakkazın endüstride kullanım çeşitliliği enzim üretimi çalışmalarının artmasını 

sağlamıştır. Verim, iyi lakkaz üreticisi fungusların seçilmesi, besiyeri içeriğinin 

zengin olması, farklı üretim yöntemleri ya da lakkaz üretimini indükleyici 

maddelerin kullanılmasıyla arttırılmaktadır. Lakkaz üretimi için en önemli 

mikroorganizmalardan biri de Basidiomycetes sınıfına ait bir fungus olan 

Ganoderma lucidum’dur. G. lucidum yüzyıllardır tıbbi bir fungus olarak tanınmış ve 

tedavi amacıyla kullanılmıştır. Ancak son yıllarda, G. lucidum’dan lakkaz üretim 

çalışmaları yoğunluk kazanmıştır. G. lucidum’un lakkaz ürettiği bilinmektedir 

(Murugesan vd., 2007) ve bu tez çalışmasında yeni izole edilmiş bir suş kullanılarak, 

lakkaz üretimini indüklemeye yönelik çalışmalar yapılmıştır.  Öncelikle doğadan 

izole edilmiş fungusun lakkaz üretim yeteneği ABTS içeren sabouraud dekstroz katı 

ortamda kanıtlandı (Şekil 4.1).  

      Endüstriyel alanda büyük öneme sahip lakkazın üretimi yapılırken maliyetin 

düşürülmesi ve çevre dostu uygulamalarda kullanımına yönelik üretimin artırılması 
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önemlidir. Bu yüzden, üretim için daha çok doğal hammaddelerin besiyeri olarak 

kullanılması hedeflenmiştir. Bunlara örnek, bazı gıda endüstrisi atıkları, zeytinyağı 

fabrikası atık suyu (karasu), alkol fabrikası atık suyu (vinas), peynir altı suyu ve 

şeker fabrikası yan ürünü (melas) verilebilir (Apohan ve Yeşilada, 2011; Boran ve 

Yeşilada, 2011; Sitarz vd., 2013). Özellikle atık çevre kirliliği riski 

oluşturduklarından  oldukça zararlıdır (Gonza’lez vd., 2008).  Bu atık sular ya da yan 

ürünler, mikroorganizmaların üretimi için gerekli besin faktörlerini içerirler. Bu 

nedenle mikroorganizmaların üretimi için alternatif besiyeri olarak kullanılmaktadır 

(Boran ve Yeşilada, 2011).  Melas, iyi bir karbon ve enerji kaynağıdır. Bu nedenle, 

hem endüstriyel işlemlerde besiyeri olarak kullanılmakta hem de çeşitli 

araştırmalarda karbon ve enerji kaynağı olarak değerlendirilmektedir  (Birhanlı vd., 

2013). Atık sular lakkaz üremi amacıyla çeşitli çalışmalarda kullanılmaktadır 

(Kahraman ve Yeşilada, 2001). Birhanlı vd. (2013) yaptıkları çalışmada lakkaz 

üretimi için melas besiyerinin kullanılabileceğini rapor etmiştir.  Funalia trogii 

peletlerinden 0.39 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmiştir. Belirtilen nedenlerle 

çalışmada öncelikle lakkaz üretimi için sentetik ve doğal besiyerleri karşılaştırıldı. 

STO, SDB ve farklı konsantrasyonlarda melas besiyeri (5-15 g/L) kullanıldı. Elde 

edilen sonuçlara göre melaslı (15g/L) besiyerinde lakkaz üretiminin yüksek olduğu 

ve SDB’ye göre pelet kullanım süresinin uzadığı tespit edildi. En yüksek lakkaz 

aktivitesi 15g/L melas ortamında 7. günde elde edildi (Çizelge 4.1). Sonuçlar, melas 

besiyerinin bu suş için uygun karbon ve enerji kaynağı olarak kullanılabileceğini 

göstermektedir. Bu nedenle melas besiyeri daha sonraki lakkaz üretimi 

çalışmalarında kullanılmıştır.  

      Çeşitli indükleyiciler varlığında lakkaz üretiminin arttığı bilinmektedir (Claus, 

2004). Bu bileşiklerin başında bakır gelir. Lakkaz,  çoklu bakır oksidaz grubuna bağlı 

bir enzim olduğu için bazı metal iyonlarının, özellikle bakır eklenmesinin lakkaz 

aktivitesini indüklediği görülmüştür. Lakkaz enzimlerinin katalitik aktivitelerini 

gösterebilmeleri için aktif olan her bir lakkaz proteini için en az 4 bakır atomu 

gerekmektedir (Claus, 2004). Bu nedenle farklı çalışmalarda iyi bir lakkaz 

indükleyicisi olduğu bilinen bakır kullanılmış ve farklı konsatrasyonlardaki bakırın 

lakkaz üretimine etkisi izlenmiştir. Yine de, indükleyicilerin farklı funguslardan 

lakkaz üretimini farklı etkilediği ve bazılarında etkili olurken bazılarında sınırlı 

olduğu unutulmamalıdır.  
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      Rosales vd., (2007)  Trametes hirsuta ile yaptıkları çalışmada bakırın lakkaz 

üretimi üzerine etkisini araştırmıştır. Çalışma SBM besiyerinde,  statik koşullarda ve 

1- 5 mM bakır konsatrasyonlarında yürütülmüştür. 5. günde yaklaşık olarak 19000 

U/L lakkaz aktivitesine ulaşılmıştır. Çalışmanın sonraki günlerinde lakkaz aktivitesi 

maksimum değere ulaşmış ve 20. günde 30000 U/L lakkaz aktivitesi kaydedilmiştir.  

      Birhanli ve Yeşilada, (2006) da Funalia trogii ve Trametes versicolor’un lakkaz 

üretimine bakırın pozitif etkisini bildirmiştir. Funalia trogii için çalkalamalı 

koşullarda 0.5 mM bakır içeren ortamda lakkaz aktivitesi kontrole oranla 60 kat 

artarak  4.61 U/mL’ye ulaşılırken,  1 mM Cu için 3.26 U/mL olara saptanmıştır. 

Yüksek konsatrasyonlarda (2 mM) bakır baskılama yapmış ve enzim aktivitesi 

kontrolden daha düşük çıkmıştır. Trametes versicolor için ise 1 mM bakır içeren 

çalkalamalı koşulda 2.96 U/mL lakkaz aktivitesi kaydedilirken, statik koşullarda 0.5 

mM bakır içeren ortamda 2.34 U/mL lakkaz aktivitesi saptanmıştır. Murugesan vd., 

(2009) G. lucidum’da lakkaz aktivitesi üzerine metal iyonlarının etkisini araştırdığı 

bir çalışmada, 0.5, 1, 5 ve 10 mM Cu konsantrasyonlarıyla çalışmış ve bakır 

konsantrasyonlarına göre lakkaz aktivitesi sırasıyla; 105.5, 116.5, 136.1 ve 172.3 

U/mL olarak belirlemiştir. Bu çalışmada yüksek konsantrasyonda bakır ortamında 

bile lakkaz aktivitesinin indüklendiği görülmüştür. 

      Manavalan vd., (2013)’de bir Ganoderma lucidum suşu ile çalışma yapmış ve 

lakkaz aktivitesini izlemiştir. Lakkaz aktivitesi 0.4 mM bakır konsantrasyonuna 

kadar artmış ve 0.4 mM bakır bulunan ortamda 1.5 U/mL olarak saptanmıştır. Daha 

yüksek konsantrasyonlarda ise lakkaz üretiminin baskılandığı gözlemlenmiştir.  

      Bizim yaptığımız çalışmada da 15g/L melas ortamında 0.5-10 mM bakır 

konsantrasyonları kullanıldı. Çalışma tekrarlı kesikli koşullarda yürütüldü ve  

peletler 7 defa kullanıldı. Bakır içermeyen ortamda lakkaz aktivitesi 0.55 U/mL iken 

5 mM bakır bulunan ortamda 4. kullanımda 9.58 U/mL lakkaz aktivitesine ulaşıldı. 

Çalışma sonucunda en yüksek lakkaz aktivitesi kontrole oranla 17 kat artış gösterdi. 

6 mM bakır kullanılan çalışmada ise lakkaz aktivitesinin baskılandığı gözlendi 

(Çizelge 4.2).  Bakır konsantrasyonunun 10 mM olduğu çalışmada ise peletler 

parçalanıp bütünlüğünü yitirdiğinden dolayı çalışma sürdürülememiştir. 

      2,5-ksilidin, ABTS, guaikol, gallik asit, ferulik asit, kateşol, p-anisidin gibi 

maddeler indükleyici olarak kullanılabilmektedir (Galhaup vd., 2002; Revankar ve 

Lele, 2006b). Fenolik bileşiklerin kullanımıyla lakkaz üretiminin arttığı rapor 
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edilmiştir (Pazarlıoğlu vd., 2005). Sadhasivam vd., (2008) doğadan izole ettikleri 

Trichoderma harzianum WL ile yaptıkları çalışmada ABTS’nin lakkaz aktivitesi 

üzerinde olumlu etkisini bildirmiştir. 

      Hou vd., (2004) Pleurotus ostreatus ile yaptıkları çalışmada lakkaz üretimi 

üzerine ABTS ve ksilidinin etkisini araştırmıştırmış ve 28 °C’ de, statik koşullarda 

yürüttükleri çalışmada indükleyici olarak 0.5-1 mM ABTS kullanmıştır. 18. günün 

sonunda lakkaz aktivitesi kontrole kıyasla yaklaşık 5 kat (410 U/mL) daha fazla 

bulunmuştur. 0.05 mM ksilidin eklenen ortamda ise lakkaz aktivitesinde yaklaşık 2.5 

katlık bir artış gözlenmiştir. Ksilidinin Ganoderma lucidum’da lakkaz üretimi 

üzerine etkisinin bioreaktörle araştırıldığı başka bir çalışmada 1 mM ksilidin 

kullanılmış ve lakkaz aktivitesi 2.36 U/mL olarak saptanmıştır. Bu değer kontrole 

kıyasla yaklaşık 10 kat daha fazladır (Manavalan vd., 2013).   

      Jang vd., (2002) Trametes sp. ile derin kültürde yürüttükleri çalışmada 1 mM 

ksilidin bulunan besiyerinde lakkaz aktivitesini kontrole göre 8 kat indüklenmiş ve 

12500 U/L olarak tespit edilmiştir. Bu değer 7. günde ise 14000 U/L’nin üzerine 

çıkmıştır. Revankar ve Lele (2006a) Coriolus versicolor ile yaptıkları çalışmada 

ksilidinin lakkaz üretimine pozitif etkisini bildirmiştir.  

      Lakkaz üretimini artırmaya yönelik olarak yapılan bu tez çalışmasında fenolik 

bileşiklerden ABTS ve ksilidin kullanıldı. Melas ortamına 0.05 ve 0.1 mM ABTS 

eklenerek tekrarlı kesikli süreçte yapılan çalışmada 7. günün sonunda ABTS bulunan 

kültürlerde belirgin bir indüksiyona rastlanmadı. Ksilidinin de (0.01 ve 0.05 mM) 

kontrole kıyasla lakkaz üretimine herhangi bir etkisi gözlenmedi.  

      Schückel vd., (2011) Marasmius sp. ile yaptıkları çalışmada bakır bulunan 

ortamda en yüksek lakkaz aktivitesini 7 U/mL olarak saptarken, ksilidin bulunan 

besiyerinde lakkaz aktivitesinin kontrole kıyasla düştüğünü bildirmiştir. Bu da bize 

ksilidinin farklı fungus suşlarında lakkaz üretimi üzerinde farklı etki yapabileceğini 

göstermiştir. Nakade vd., (2013) Polyporus brumalis ile yaptıkları çalışmada bakırın 

lakkaz üretimini  önemli oranda arttırır fakat ksilidinin önemli bir etki yapmadığını 

ortaya koymuştur.  

      Bu tez çalışmasında bakırın pozitif etkisi gözlendiğinden ve olası sinerjistik 

etkiden dolayı ABTS+bakır ve Ksilidin+bakırın etkisi araştırıldı. Ksilidin+bakır 

bulunan besiyerlerinde lakkaz aktivitesinde artış gözlendi. Ortamda yalnızca bakırın 

bulunduğu çalışmalarda lakkaz aktivitesi 4. günde 9.58 U/mL ölçülürken,  
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Ksilidin+bakır bulunan melaslı besiyerinde 4. günde bu değer 11.1 U/mL olarak 

kaydedildi. Bu sonuçlara göre Ksilidin+bakırın birlikte kullanımı sonucu sinerjistik 

bir etki olduğunu söyleyebiliriz.  Revenka ve Lele (2006b) yalnızca bakır bulunan 

besiyerinde lakkaz aktivitesini yaklaşık 400 U/mL olarak saptarken, Ksilidin+bakır 

bulunan ortamda lakkaz aktivitesini yaklaşık 500 U/mL olarak belirlendi. Birhanlı 

(2008)’da sinerjistik etkiyi rapor etmiştir. ABTS ile bakır birlikte eklendiğinde ise 

lakkaz üretimi için herhangi bir pozitif etki gözlenmemiştir.  

      Bu suşun yüksek oranda lakkaz üretim yeteneğine sahip olduğu ve tekrarlı kesikli 

yöntemle uygun indükleyiciler eklenerek lakkaz üretiminin arttırıldığı görüldü. Statik 

koşullarda kesikli yöntem kullanılarak lakkaz üretiminin araştırıldığı çalışmada 

düşük konsantrasyonlarda bakırdan yararlanıldı. 1 ve 2 mM bakır eklenen melas 

ortamlarında üretilen Ganoderma lucidum’un primer fazda lakkaz üretim yeteneğine 

sahip olduğu sekonder fazda ise bu yeteneğini kaybettiği gözlendi. Çalışmanın diğer 

bir basamağında bakır, ortama 8. günde ilave edildi. Bu koşullarda da fungusun 

lakkaz üretimi ve biyokütlesi üzerinde herhangi bir değişiklik gözlenmedi.  G. 

lucidum’un bu suşunun lakkaz üretimi için kullanılmasında tekrarlı kesikli yöntemin 

kesikli yönteme göre daha elverişli olduğu saptandı. Ortamda bulunan bakırın fungus 

biyokütlesi üzerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadığı görüldü.  

      Endüstriyel alanda kullanılan boyar maddeler potansiyel olarak üretilmektedir. 

Endüstrinin birçok alanında kullanılan bu boyar maddeler, üretimleri ve tüketimleri 

süresinde çevreye orldukça zarar vermektedir. Çevreye verilen bu boyar maddeler ve 

atıkları ekolojik dengenin bozulmasına ve bu maddelerin bulunduğu ortamda 

doğrudan ya da oluşturdukları yan ürünlere bağlı olarak dolaylı yollarla doğal sürecin 

ilerlemesine engel olmaktadır. Günümüzde yıkıma oldukça dirençli ve farklı 

kimyasal yapıya sahip boyar maddeler kullanılmaktadır. Boyar maddelerin renk 

giderimi için kullanılan fiziksel ve kimyasal yöntemlerin yanısıra biyolojik 

yöntemler de önemli yer tutmaktadır. Özellikle beyaz çürükçül funguslar bu anlamda 

büyük öneme sahiptir.  

      Yeşilada vd., (2002) ve Yeşilada vd., (2003) yaptıkları çalışmada farklı beyaz 

çürükçül fungusların peletlerini kullanmış ve 24 saat içinde sırasıyla, %75 ve %55 

oranında renk giderimi gerçekleştirmişlerdi. Papadopoulou vd., (2013) 

çalışmalarında Pleurotus, Ganoderma ve Lentinula türlerini kullanmıştır. En yüksek 
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renk giderim değerini Remazol Brilant Mavi R (RBBR) boyasında Pleutorus 

pulmonarius AMRL 177 ile elde etmiştir.  

      Murugesan vd., (2007) Ganoderma lucidum ile yürüttüğü çalışmada, Remazol 

Brilant Mavi R (50 mg/L) boyasını kullanmıştır. Saflaştırdığı lakkaz  ile (25 U/mL) 1 

saat içinde %62, 2 saat sonra da %77.4 renk giderimi elde etmiştir. Daha etkili renk 

giderimi için HBT bulunan ortamda lakkaz ile çalışmış ve 2 saatte %92 renk giderimi 

saptamıştır. Hou vd., (2004) Pleurotus ostreatus’dan elde ettikleri saf lakkaz (30 

U/mL) ile çalışmıştır. Yıkıma dirençli olan antrokinon boyalarda 10. saatte %66.3 

renk giderimi görülürken, mediatör olarak ABTS’nin kullanılması ile bu değer 5. 

saatte %90 olarak saptanmıştır. Khlifi vd., (2010) Funalia trogii den elde ettikleri 

lakkaz (9 U/mL) ile yürüttükleri çalışmada tekstil fabrikası atık suyundan renk 

giderimi yapmış ancak %10‘un altında bir renk  giderimi sağlamışlardır. Ortama 

HBT eklenmesi durumunda bu değer 1. saatin sonunda %70’e ulaşmışıtır.  

      Enzaymir vd., (2009) yıkıma dirençli Reaktif Siyah 5 bulunan ortamda lakkaz 

üretimi ve  renk giderimi çalışmıştır. Ortamda boya bulunan kültürde Trametes 

pubescens 10 kat daha fazla lakkaz üretmiş ve 1025 U/L lakkaz aktivitesi 

kaydedilmiştir. Renk giderimi ise 24 saatte %74 olarak saptanmıştır.  

      Chakraborty vd., (2013) Alternaria alternata CMERI F6 ile çalışmasında Kongo 

Kırmızısında renk giderimini araştırmıştır. İçinde 800 mg/L boya bulunan besiyerine 

funguslar ekilmiş ve 25 °C, pH 5 ve 150 rpm’de renk giderimine bakılmıştır. 

Maksimum renk giderimi %78 olarak belirlenmiştir.  

      G. lucidum’un lakkaz yardımıyla boya giderim yeteneğine metal iyonlarının 

etkisinin araştırıldığı çalışmada ise, RBBR ve RB-5 boyası kullanılmıştır. Ortamda 

yalnızca lakkazın bulunmasıyla elde edilen boya giderimleri RBBR ve RB-5 boyaları 

için sırası ile, %33.5 ve %67.6’dır. RBBR için kullanılan metal iyonlarından Cu+2 

yalnızca yüksek konsatrasyonda (10 mM) kullanıldığında renk giderimi için olumlu 

etki gösterip, %41.4 renk giderimi sağlarken, Ca+2 (1mM) ve Cr+2 (1mM) düşük 

konsantrasyonda renk giderimine pozitif etki göstermiştir. Bu değerler Ca+2 için 

%37.2 ve Cr+2 için %41.4 olarak kaydedilmiştir. RB-5 boyasının kullanımında ise 

kontrolde renk giderimi %67.6 olarak saptanmıştır. RB-5’in renk gideriminde 

kullanılan metallerden yalnızca Cu+2’nin etkili olduğu ve 1mM konsantrasyonda 

%94.0 renk giderimine ulaşıldığı belirtilmiştir (Muragesan vd., 2009).  
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      Revankar ve Lele (2007) Ganoderma sp. WR-1 ile çalışma yapmış ve 100 ppm 

boya bulunan ortamda 8 saatte %96 renk giderimine ulaşmıştır. Ma vd., (2014) 

Ganoderma sp. En3 ile çalışmalarında tekstil fabrikası atık sularında bulunan reaktif 

Turuncu16 boyasının yıkımını çalışmıştır. Renk giderim değerini 8. günde %85.1 

olarak kaydederken lakkaz aktivitesi de 8. günde en yüksek değere ulaşmış ve 

yaklaşık 45 U/L olarak saptanmıştır.  

      Bu tez çalışmasında ise lakkaz üretim yeteneği kanıtlanan G. lucidum suşunun 

boya giderim yeteneği araştırıldı. Remazol Brilant Mavi R, Reaktif Mavi 171 ve 

Reaktif Siyaf 5 reaktif özelliğe sahip boyalar kullanıldı. Öncelikle boyar madde 

içeren agar ortamına G. lucidum miselleri transfer edildi ve 15 gün inkübasyon 

sonunda renk giderim yeteneği makroskobik olarak incelendi. Kontrollere kıyasla her 

üç boyada da renk giderimi tespit edildi. Agar ortamında en etkili renk gideriminin 

Reaktif Mavi 171’e ait olduğu görüldü (Şekil 4.11). Bu çalışma bize G. lucidum’un 

renk giderim yeteneğine sahip olduğunu göstermektedir. Sıvı ortamda renk 

giderimini araştırmak için fungus peletler (Şekil 3.2) halinde üretildi. Üretilen 

peletler tekrarlı kesikli yöntem kullanılarak renk giderim aktiviteleri 

spektorfotometrik yöntemlerle saptandı.  

      Yapılan çalışmalar sonucunda peletlerle ilk kullanımda %80’in üzerinde renk 

giderimi elde edilmiştir. Peletlerin sonraki kullanımlarında da renk giderim 

özelliklerini yitirmedikleri, 5. kullanımda dahi %60’ın üzerinde renk giderimi 

gerçekleştiği kaydedildi. Bu sonuçlar 150 mg/L boya konsantrastonunda kaydedildi. 

50 mg/L ve 100 mg/L boya konsantrasyonunda yapılan çalışmalarda ise renk giderim 

yüzdesinin 150 mg/L’ye oranla daha düşük olduğu gözlendi. Bu da bize yüksek 

konsantrasyonda boya içeren ortamda daha etkili renk gideriminin olduğunu 

gösterdi.  Sonuçlar, G. lucidum’un yüksek renk giderim aktivitesine sahip olduğunu 

ve peletlerde herhangi bir bozulma olmadan tekrar tekrar kullanılabileceğini 

göstermektedir.   
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