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ÖZET 
 

 

Trametes versicolor (ATCC 200801), Phanerochaete chrysospsorium (ME 446) and 

Pleurotus sajor-caju gibi beyaz çürükçül funguslar, buğday kepeği, arpa kepeği, P.nigra 

kozalağı, talaş, mısır kepeği, yulaf, pirinç kepeği, kanola, kurutulmuş çay, yonca, ayçiçeği 

sapı, soya fasulyesi küspesi, kurutulmuş distile tohum (DDGS) gibi çeşitli substratlar 

kullanılarak katı faz fermentasyon şartlarında lakkaz, mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz 

üretimi açısından değerlendirilmiştir. Katı substratlardan yonca ile en yüksek lakkaz aktivitesi 

(22.36 U/ml), yulaf ile de en yüksek MnP aktivitesi (0.36 U/ml) elde edilmiştir.  Yüksek 

enzim aktivitesinin değerlendirilen holoselüloz, azot ve karbon içeriği açısından substratın 

kimyasal kompozisyonu ile ilişkili olduğu gözlenmiştir. Bunun yanı sıra katı faz kültüründe 

substratın kullanılmadan önce ve sonra kimyasal değişimleri FTIR analizi ile 

gerçekleştirilmiştir.  
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SUMMARY 

 

 

The potentials of thirteen lignocellulosic wastes wheat bran, barley bran, cone of Pinus 

nigra, sawdust, corn bran, oat, rice bran, canola, dried tea, ground clover, sunflower stalk, 

soybean bagasse, dried distillers grains with solubles (DDGS) as solid substrates in respect of 

laccase, manganese dependent peroxidase and lignin peroxidase production by the white-rot 

fungus Trametes versicolor (ATCC 200801), Phanerochaete chrysospsorium (ME 446) and 

Pleurotus sajor-caju (ATCC 22.36 U/l) under solid-state conditions were assessed. While 

ground trifolium gave the highest laccase activity, showing a maximum value of 22.36 U/ml, 

respectively, oat gave the highest MnP activity, showing a maximum value of 0.36 U/ml. The 

high enzyme activity was observed to correspond with chemical composition of substrate 

evaluated in respect of holocellulose, nitrogen and carbon content. In addition, FTIR analysis 

was performed to chemical changes of substrate before and after using in solid state culture.  
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 1 

 
1. GĐRĐŞ 

 

 

Katı faz fermantasyonu (KFF) , nemli katı destekler üzerinde mikroorganizmaların 

üretilmesi olarak tanımlanmaktadır. Bu destekler ya inert taşıyıcılar ya da suda 

çözülemeyen substratlar olmalıdır. Bununla birlikte, substrat olarak kullanılacak katı 

materyal karbon ve enerji kaynağı olarak da mikroorganizmalar tarafından 

tüketilebilmelidir. Fermentasyon süreci serbest suyun varlığından bağımsız olarak 

gerçekleşebilir (Pandey vd, 2000). Bu teknik, eski zamanlardan beri uygulanan bir 

fermentasyon tekniğidir (Mitchell ve Lonsane 1990). KFF, zirai-endüstriyel atıkların 

işlenmesinde birçok olanak sunmaktadır.  Katı faz kullanımı daha az enerji gereksinimi, 

daha az atık su oluşturması, katı atık deşarj problemine de bir çözüm oluşturması 

açısından çevre dostu bir teknik olması nedeni ile tercih edilmektedir (Pandey, 2003). 

 

Katı substratlarda daha çok fungusların büyütülmesi tercih edilmektedir. Askomiset 

ve Basidiyomisetlerin evrimsel sürecinde sadece birkaç türün su ortamına adapte olması 

dışında genelde toprağa adaptasyon söz konusudur (Hölker ve Hölfer, 2004). KFF 

tekniğinin Basidiyomiset üyeleri mikroorganizmaların doğal habitatlarına yakın olması 

nedeni ile aktivetelerinin artığı ve böylece daha verimli ürün elde edildiği bilinmektedir. 

Bu da katı faz fermantasyon süreçlerinde Basidiyomiset grubu fungusların önemini 

artırmıştır.  

 

Basidiyomiset üyesi beyaz çürükçül fungusların iyi birer ligninolitik enzim üreticisi 

olduğu bilinmektedir. Beyaz çürükçül funguslar ile ligninolitik enzim üretiminde 

tarımsal atıklar doğal formunda kullanılabilmektedir.  Bu atıkların çoğu, ligninolitik 

aktiviteyi indükleyici olarak rol oynayan lignin, selüloz ve hemiselüloz içermektedir ve 

ayrıca birçoğunun, yüksek oranda şeker içermesi işlemlerin çok daha ekonomik 

olmasını sağlamaktadır. Endüstriyel süreçlerde büyük miktarlarda enzimlere gereksinim 

duyulmaktadır. Bununla birlikte, ham enzim preparasyonları genellikle yüksek 

maliyetle temin edilebilmektedir.  Bu yüzden ekonomik enzim üretimi biyoteknolojik 

süreçlerde önem kazanmaktadır. Böylece ucuz zirai- endüstriyel atıklardan enzim 
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üretimine son zamanlarda dikkat çekilmiş ve araştırmacılar tarafından çalışılmaya 

başlanmıştır.  

 

Ligninolitik enzimler, toprak ekosistemlerinde ligninoselülozik maddelerin doğal 

parçalanma süreci açısından önemlidir.  Bu, fotosentezle fikse edilen organik karbonun 

dolaylı olarak çevrime girmesine olanak sağlar. Aynı zamanda selülozu kullanırken 

ligninin uzaklaştırılmasını gerektiren kağıt hamuru üretimi, biyoetanol üretimi gibi 

ligninoselülozik biyokütleyi kullanan birçok endüstriyel süreçte de lignin yıkımı ve 

ligninolitik enzimler kullanılmaktadır. Ligninolitik bir enzim olan lakkaz, oksitleyici 

ajan olarak çözünmüş oksijeni kullanırken diğer peroksidaz grubu enzimlerden lignin 

peroksidaz ve mangan peroksidaz bu amaçla H2O2’e gereksinim duyar. 

 

Yapılan bu tez çalışmasında katı faz fermantasyonu ile iyi birer ligninolitik 

enzim üreticisi olan beyaz çürükçül funguslardan Trametes versicolor, Phenorochaeta 

chrysosporium, Pleurotus sajor-caju’nun lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan 

peroksidaz üretim yetenekleri farklı katı substratlar denenerek araştırılmıştır. Katı faz 

olarak talaş, mısır kepeği, yulaf, buğday kepeği, kurutulmuş çay, kanola, pirinç kepeği, 

soya fasulyesi kepeği, ayçiçeği kepeği, yonca, arpa kepeği, DDGS ve Pinus nigra 

kozalağı gibi tarımsal kökenli materyaller kullanılmıştır. Bu substratlar besin içeriği, 

kolay erişilebilirliği ve maliyetinin düşük olması nedeniyle tercih edilmiştir. Yapılan 

tarama çalışmasından sonra seçilen mikroorganizma, substrat ve enzim için günlük 

enzim aktivite tayinleri yapılmıştır.  Katı substrat olarak seçilen yoncanın fermantasyon 

öncesi ve sonrası azot, karbon ve holoselüloz miktar tayinleri yapılmış ve ağırlık 

kaybına bakılmıştır. Ayrıca yoncanın ana bileşenleri olan lignin, selüloz ve 

hemiselülozun kimyasal yapılarında fermantasyon öncesi ve sonrasında herhangi bir 

değişiklik olup olmadığını ve de böylece biyolojik yıkıma uğradığını da oluşan 

değişikliği belirleyebilmek için FT-IR analizileri yapılmıştır. 
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2.GENEL BĐLGĐLER 

2.1. Katı Faz Fermentasyon  

2.1.1. Tanımı ve Tarihsel Gelişimi 

 

Katı faz fermentasyonu (KFF) serbest suyun yokluğunda ya da az miktarda 

suyun varlığında katı ortamda gelişen fermentasyon sürecini tanımlamak için kullanılan 

bir terimdir.  Ancak, mikroorganizmanın büyümesini ve metabolizmasını desteklemek 

amacı ile substrat yeterince neme sahip olmalıdır (Pandey, 1992; Pandey, 1994; Pandey 

et.al., 2000; Pandey et. Al. 2001).  Bu teknik, eski zamanlardan beri uygulanan bir 

fermentasyon tekniğidir (Mitchell ve Lonsane 1990).  Bu nedenle eski zamanlarda 

kullanılan fermentasyon süreçlerinin katı faz fermentasyon ilkelerine dayandığını 

söyleyebiliriz.  Daha az enerji gereksinimi, daha az atık su üretmesi, katı atık deşarj 

problemine de bir çözüm oluşturması açısından çevre dostu bir teknik olması nedeni ile 

zirai-endüstriyel atıkların substrat olarak kullanılmaları tercih edilmektedir (Pandey, 

2003). 

 

Son yıllarda enzim üretiminde katı faz fermentasyonundan yararlanma 

konusunda gittikçe artan bir eğilim söz konusudur.  KFF’nin yaklaşık olarak M.Ö. 

2600’lü yıllarda kullanıldığı bilinmektedir.  Çizelge 2.1, KFF’nin tarihsel gelişimini 

kısaca özetlemektedir (Pandey, 1992). 

 

Fermentasyon teknolojisinin tarihsel gelişimine bakıldığında KFF’nin; batı 

ülkelerinde 1940’lı yıllardan sonra sıvı fermentasyon teknolojisinin giderek bu eski 

tekniğin yerini alması nedeniyle neredeyse tamamen ihmal edildiğini görmekteyiz.  II. 

Dünya savaşı süresince penisiline olan gereksinim giderek artması ve bu ürünün sıvı 

batık fermentasyonda üretilmeye başladığı dönemden bugüne sıvı fermentasyon tekniği 

herhangi bir bileşiğin üretimi için de önemli bir model olmuştur.  1950–1960 yıllarında 

fungal kültürlerle steroid transformasyonu KFF sistemleri üzerinde çalışılmıştır. 1960–

1970 yıllarında ise KFF için bir diğer kilometre taşı olacak gelişmeler meydana 

gelmiştir; mikotoksinlerin üretimi bu teknikle yapılmak istenmiş ve denemeler 

yapılmıştır.  Zirai-endüstriyel atıkları kullanarak katma değer sağlayan bu teknikle 

gerçekleştirilen protein açısından zengin hayvan yemlerinin üretimi de bu konu ile ilgili 
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diğer bir gelişmedir.  Bu gelişmelerden sonra araştırmacılar son yıllarda bu 

fermentasyon tekniği üzerine daha fazla yoğunlaşmıştır.  KFF’nin temel bakış açıları, 

biyoreaktörlerin geliştirilmesi, modellendirilmesi, bu teknikle gıda, yem, çeşitli primer 

ve sekonder metabolitlerin üretilmesi, biyoliçing, biyopulping, biyoremediasyon gibi 

biyosüreçlerin geliştirilmesi üzerine çok sayıda patent ve yayın mevcuttur (Ogbonna et. 

al., 2001; Han et. al., 2001; Haddadin et. al., 2001; Yang et. al., 2001; Pandey et. al., 

1999; Classen et. al., 2000; Medeiros et. al., 2000). 

 

Çizelge 2.1. Katı faz fermentasyonun tarihisel gelişimi (Pandey, 1992’e göre) 

Dönem Gelişme 

M.Ö. 2600  Mısırlılar tarafından ekmek yapımı 

Asya’da Günümüzden 1000 yıl öncesi Penicillium roqueforti ile peynir yapımı 

Günümüzden 2500 yıl öncesi Şeker, nişasta, tuzla balık fermentasyonu/ 

saklanması, koji prosesi 

7. yüzyıl Budist rahiplerle Çin’den Japonya’ya koji 

üretiminin taşınması 

18. yüzyıl Gallik asit üretimi 

1860–1900 Atıksu iyileştirmesi 

1900–1920 Fungal enzimler (özellikle amilaz), kojik asit 

üretimi 

1920–1940 Fungal enzimler, glukonik asit, sitrik asit 

üretimi, döner fermentörde uygulama  

1940–1950 Fermentasyon endüstrisinde önemli 

gelişmeler. KFF ve sıvı fermentasyonla 

penisilin üretimi.  

1950–1960 Fungal kültürlerle steroid transformasyonu 

1960–1980 Miktoksin, proteince zengin yemlerin üretimi 

1980-günümüze değin Alkol, giberellik asit gibi diğer çeşitli ürünler 
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KFF’nin geleneksel anlamda örnekleri Japonya’da koji, Endonezya’da tempeh 

ve Fransa’da mavi peynir üretiminde kullanılması olarak sıralanabilir (Rodriguez Couto 

ve Sanroman, 2005). 

 

2.1.2. KFF’de Katı Desteğin Önemi 

 

Katı faz kültürasyonu gerçekleştirmek için destek materyalin seçimi önemlidir; 

çünkü sürecin başarısı bu seçime bağlıdır. Pastrana ve arkadaşları (1995) ve Murado ve 

arkadaşları (1996) çavdar saplarından ve ıslatılmış poliüretan köpük parçalarından 

oluşan sistemleri kullanarak katı faz kültürü ile giberellik asit ve amilaz üretimini 

çalışmışlardır.  Her iki süreçte de destek materyal seçiminde dikkat edilmesi gereken en 

önemli faktörlerin partikül boyutu, porozite ve kimyasal kompozisyon olduğunu 

belirlemişlerdir.  Buna ilaveten katı substratın kolay bulunabilirliği ve maliyeti de 

önemli kıstaslardandır (Pastrana ve arkadaşları, 1995, Murado ve arkadaşları, 1996). 

 

 KFF’de kullanılan katı materyaller 2 kategoride sınıflandırılabilir: 

mikroorganizmanın sadece entegre olduğu yer olarak işlev gören inert olanlar ve hem 

mikroorganizmanın entegre olduğu yer hem de mikroorganizmanın bazı besin 

gererksinimlarini karşılayabilen inert olmayanlar (Durand vd., 1993; Ralph, 1976).  Bu 

nedenle ikincisi 2 role sahip olduğu için destek-substrat olarak adlandırılmıştır. Bu 

maddeler genelde nişasta- ya da (ligno-) selüloz temelli tarımsal ürünler ya da tohum 

veya tohum yan ürünleri tarımsal-endüstriyel kaynaklardır (Pandey, 1992). Bununla 

birlikte, bu tip destek maddelerini kullanmak hem ekonomik hem de bu tip atıkların 

doğuracağı çevresel problemleri çözmede yardımcı olacaktır. Bu tip desteklerin 

kompozisyonu üretilecek enzim dikkate alınarak seçilmelidir; çünkü bu maddeler söz 

konusu enzimler için indükleyici olarak işlev görebilir.  Örneğin, lignin peroksidaz 

üretimi lignin açısından zengin organik atıkların kullanımı ile artırılabilir (Rodriguez 

Couto vd., 2000).  Lakkaz üretimi ise selülozca zengin organik atıkların kullanımı ile 

artırılabilirken nişasta açısından zengin atıkların kullanılması da amilazın üretimini 

indükleyebilecektir (Lorenzo vd., 2002; Rodriguez Couto, 2002).  
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2.1.3. KFF’nin Üstünlükleri ve Eksiklikleri 

 

KFF’nin amacı, çözülemeyen substratlarla sıkı temasta bulunan bakteri ve 

fungusların büyütülmesini sağlamaktır.  Bu sayede fermentasyon için en yüksek substrat 

konsantrasyonu kullanılmaktadır.  Çizelge 2.2, sıvı fermentasyonla karşılaştırıldığında 

KFF’nin potansiyel ekonomik ve ekolojik önemini belirten üstünlükleri sıralamaktadır.  

Fakat KFF’nin endüstriyel kullanımını sınırlayacak eksiklilkleri vardır.  Ana engel 

inkübasyon süresince sıcaklık, pH, nem, substrat konsantrasyonu veya pO2 

gradientlerinin oluşturulmasıdır. Bu değişkenlerin sınırlı suyun varlığında kontrol 

edilmesi zordur  (Hölker vd., 2004).  Diğer eksiklikleri, ölçek büyütmede sıkıntı, süreç 

hakkında az bilginin olması, yüksek saflıkta ürün elde edilmesinin zorluğu ve ürün 

iyileştirmede malityet artışı olarak sıralanabilir (Robinson vd., 2001). 

 

KFF avantajlarından biri, aynı suş ve aynı fermentasyon sıvısında enzim 

titrelerinin sıvı fermentasyonda üretilenden daha yüksek olmasıdır (Viniegra vd., 1998).  

Fakat bunun nedenini açıklayan bir araştırma yoktur.  Son zamanlarda Viniegra-

Gonzalez ve arkadaşları (2003) sıvı fermentason ve KFF tekniklerini kullanarak fungal 

kaynaklı invertaz, pektinaz ve tannaz enzimlerini karşılaştırmışlar ve KFF kültürasyonu 

hızlı oksijenlenme ile birlikte sürekli bir kültür olarak çalıştığından KFF’de daha yüksek 

titreler bulmuşlardır.  Ayrıca KFF’de mekanik enerji harcaması olmaksızın durağan bir 

süreç olması avantaj olarak görülmektedir.  Castilho ve arkadaşları (2000) Penicillium 

restrictum ile lipaz üretimi için KFF ve sıvı fermentasyon süreçlerinin karşılaştırmalı 

maliyet analizini yapmış ve yılda 100 m3’lük lipaz üreten bir tesis için sıvı 

fermentasyona dayalı süreçte KFF’ye nazaran %78 daha fazla sermaye gereksinimi 

olduğunu ve ürünün pazar fiyatının %68 daha fazla olduğunu saptamışlardır. Bu 

sonuçlar KFF’nin en büyük avantajlarından birinin düşük maliyet olduğunu 

göstermiştir.  
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Çizelge 2.2. Sıvı fermentasyona karşın KFF’nin biyoteknolojik üstünlükleri ve süreç 

değerlendirilmesi (Hölker vd., 2004) 

Avantajlar Sonuçlar Çözülecek problemler 

Biyolojik avantajlar   

   Düşük su ihtiyacı Daha az atık su Nem gradiyentlerinin 

ayarlanması 

   Yüksek konsantrasyonda  

    son ürün 

Daha düşük aşağı akışlı sistem 

maliyeti 

 

   Katabolit represyon çok az  

   ya da yok 

Glikozun varlığında 

fermentasyon 

 

   Katı substratın kullanılması Yüksek konsantrasyonlu büyüme 

substratları 

Substrat gradiyentlerinin 

ayarlanması 

pH gradiyentlerinin ayarlanması 

   Sterilizasyona daha az  

   gerek duyulması 

Fermentasyon 

mikroorganizmalarının karışık 

kültürleri 

 

   Mikroorganizmalar için  

   katı substrat 

  

   Doğal ortama benzerlik Kültür organizmalarının daha 

yüksek performansı 

 

   Suda çözülemeyen katı  

   substratların fermentasyonu 

  

   Karışık kültürlü  

   mikroorganizmaların  

   kullanılabilirliği 

Metabolik performansın 

sinerjizmi 

 

Süreç avantajları   

  Yüksek hacimli üretim Daha küçük fermentör hacmi  

  Isıtma için düşük enerji  Sıcaklık gradiyentinin 

ayarlanması 

  Kolay havalandırma  Büyük ölçekte oksijen 

gradiyentinin ayarlanması 

  Kullanılmayan karbon  

  Kaynaklarının tüketilmesi 

Ucuz ve bol karbon kaynağı  

  Köpük kırıcı kullanılmaz Fermentasyon süresince 

mikroorganizma kaybı olmaz 
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2.1.4. KFF’de Dikkat Edilecek Hususlar 

 

KFF’de herhangi bir süreç geliştirmek için dikkat edilmesi gereken önemli 

hususlar vardır.  Bunlar uygun mikroorganizma, uygun substrat seçimi, süreç 

parametreleri için uygun koşulların belirlenmesi, ürünün izolasyonu ve saflaştırılmasını 

kapsamaktadır.  Su aktivitesine dayanan teorik sınıflandırma göz önünde 

bulundurulursa sadece fungusların KFF için uygun olduğu düşünülebilir.  Nispeten 

yüksek su aktivitesi gereksiniminden dolayı bakteri kültürlerinin üretim için 

kullanılmasının çok uygun olmadığı söylenebilir.  Ancak, bakteri kültürleri ile yapılan 

çalışmalar, KFF şüreçleri için fermentasyon koşullarında değişiklik yapılabileceğini ve 

bakterilerin üretici olarak kullanılabileceğini göstermektedir (Pandey, 1992; Pandey vd., 

2000; Nampoothiri ve Pandey, 1996; Selvakumar ve Pandey, 1999; Pandey, 1998).  

KFF ile elde edilen ürün ve çıktıların batık fermentasyon ürünlerinden daha verimli 

olduğu genel bir yaklaşımıdır.  Ancak, şimdiye kadar bu iki tekniğin ürünlerini 

karşılaştırmak için herhangi bir yöntem ya da inşa edilmiş büyük ölçekli bir model söz 

konusu olamamıştır.  KFF’de daha yüksek ürün titreleri elde etmenin nedeni tam olarak 

bilinmemektedir.  KFF mikrobiyal kültürlerinin yaşam alanlarına benzerliği ve bu 

nedenle fizyolojik olarak etkinliklerinin daha fazla olması bu konuya mantıklı bir neden 

olarak önerilebilir.  

 

 Uygun bir substratın seçimi bu teknikte bir diğer önemli noktadır.  KFF’de katı 

madde hem fiziksel destek olması hem de besin kaynağı sağlaması açısından çözülebilir 

olmamalıdır.  Katı madde tarımsal ekinler, zirai-endüstriyel kalıntılar ya da inert destek 

gibi doğal olarak meydana gelen katı bir substrat olabilir (Pandey vd., 2000; Peralta-

Perez vd., 2001; Hoogschagen vd., 2001).  Destek ve substratın rolünü birleştirmek 

gerekli değildir.  Ancak besin çözeltisi ile ıslatılan doğal inert bir madde kullanarak da 

üretim yapmak mümkündür.  Substratın seçimi ile ilgili olarak iki önemli ölçüt söz 

konusudur; katma değer sağlayacak ve/veya tamamen atık olan özellikli bir substrat 

olması diğeri ise uygun substrattan elde edilen özel bir ürün üretme hedefidir.  Bu 

açıdan bakıldığında çeşitli substratları taramak ve en uygun olanını seçmek gerekliliği 

ortaya çıkmaktadır.  Benzer şekilde uygun mikroorganizmaları taramak ve denenen 

konuda en iyi verim elde edeni seçmek de önem kazanmaktadır.   Poliüretan köpük gibi 



 9 

inert bir madde kullanıldığında ürün izolasyonu; buğday kepeği gibi doğal ham 

maddelerin kullanılmasına göre nispeten daha kolay ve daha ucuz olacaktır.  Çünkü, 

doğal hammadde substrat olarak kullanıldığında fermentasyon sonrası ürünün ekstrakte 

edilmesi ve saflaştırılması sırasında karşılaşılabilecek güçlükler, substrattan gelen suda 

çözülebilir bileşenlerin de ortamda bulunması gibi nedenler birer engel olarak 

görülebilir.  Đnert maddeler KFF’nin temel ilkelerini ya da modellendirmeyi çalışmak 

için daha çok tercih edilmektedir.  

 

 Bu konuda bir diğer önemli konu ise süreç parametrelerinin seçimi ve onların 

optimizasyonudur.  Bunlar partikül boyutu, başlangıç nem konsantrasyonu, pH, 

substratın ön işleme tabi tutulması, nispi nem, inkübasyon sıcaklığı, karıştırma ve 

havalandırma, inokulumun yaşı ve miktarı, azot, fosfor ve iz elementler gibi besinlerle 

desteklenmesi, ilave karbon kaynağı ve indükleyicilerin eklenmesi, ürünün 

ekstraksiyonu ve saflaştırılması gibi fizikokimyasal ve biyokimyasal parametrelerdir.  

Deneyin tür, düzey ve uygulamasına bağlı olarak tek ve/veya çoklu değişken parametre 

optimizasyon yöntemi bu fermentasyon tekniği için de kullanılabilir.  

 

2.1.5. KFF Uygulamaları 

 

 Tehlikeli bileşiklerin biyolojik yıkımı ve biyolojik iyileştirilmesi, tarımsal ve 

endüstriyel atıkların biyolojik detoksifikasyonu, besinsel zenginleştirme için ekin ve 

ekin kalıntılarının biyolojik transformasyonu, biyolojik pulping, antibiyotik, alkaloid, 

bitki büyüme faktörleri, enzim, organik asitler, biyopestisitler, biyosürfektanlar, 

biyoyakıt, aroma bileşikleri gibi biyolojik açıdan aktif sekonder metabolitlerin 

üretilmesi ile ilgili uygulamalar KFF tekniği ile çalışılmış ve bu konu üzerine dikkat 

çekilmiştir.  Son 20 yıldır KFF sistemleri düşük teknoloji sistemleri olarak 

düşünülmüşse de, yakın zamanlarda biyofarmasötik gibi düşük hacimde üretilen ancak 

maliyeti yüksek daha değerli ürünlerin üretiminde de kullanımı çalışılmaktadır.  KFF 

süreçleri tehlikeli ve toksik bileşiklerin biyolojik zehirsizleştirilmesi (detoksifikasyonu) 

ve biyolojik iyileştirilmesinde potansiyel üstünlükler sunmaktadır  (Nigam ve Singh, 

1996; Gautam vd., 2002; Brand vd., 2000).  

 



 10 

 2.1.5.1. Enzimlerin Üretimi 

 

 Endüstriyel enzimlerin yaklaşık %90’ı son zamanlarda spesifik olarak optimize 

edilmiş, genetiği değiştirilmiş mikroorganizmalar kullanılmak suretiyle sıvı 

fermentasyon tekniği ile üretilmektedir.  Bu açıdan sıvı fermentasyon KFF’ye nazaran 

oldukça önemli bir üstünlük sağlamaktadır.  Diğer yandan, neredeyse tüm enzimler, 

yabani tipteki mikroorganizmalar kullanılarak KFF’de de üretilebilmektedir (Filer, 

2001; Pandey vd., 2001).  Son yıllarda, KFF’de kullanılan fungus, bakteri ve mayaların 

katı substrat ve sıvı fermentasyon şartlarında farklı metabolik strateji sergilemesi dikkat 

çekmektedir.  Büyüme hızı, verimlilik veya hacimsel aktivite gibi çeşitli parametrelerin 

karşılaştırılması KFF’yi ön plana çıkarmaktadır.  Aynı zamanda maliyet faktörü de 

KFF’nin bir üstünlüğü olarak değerlendirilmektedir. Tengerdy (1996) selüloz üretim 

maliyetini in situ KFF’de 0.2 $/kg olarak karıştırmalı tank reaktörde ise 20 $/kg olarak 

hesaplamıştır.  

 

 KFF’nin tahmin edilen düşük maliyeti KFF’nin geleneksel olarak tercih edilmiş 

olmasından da kaynaklanıyor olabilir.  KFF, substrat olarak kompleks, heterojen 

tarımsal atıkları kullanılmasına olanak sağlar.  Sterilizasyon ve regülasyon talepleri ile 

alakalı olarak düşük maliyetli teknoloji olarak da bilinmektedir.  Diğer kültürasyon 

teknolojileri ile mikroorganizmalar ve substratların karşılaştırılmasına olanak 

sağlayacak yöntemler arasında bir ortaklık yoktur.  KFF’de kullanılan substratlar ucuz, 

kolay ve bol bulunabilir olması ve sıvı fermentasyon tekniğine uygulanamaması gibi 

üstünlüklere sahipken sürecin ölçeği büyütülmek istendiğinde bilimsel ve teknolojik 

veriler yetersiz kalabilmektedir (Gautam vd., 2002).  Çizelge 2.3, katı substrat 

fermentasyonda rol oynayan mikroorganizmalar, çeşitli substrat ve ürünleri 

göstermektedir.  Sonuçların karşılaştırılmasını kolaylaştırmak için katı substrat olarak 

inert substratların kullanımı giderek daha fazla kullanılmaktadır (Ooijkaas vd., 2000). 

 

 Ekstrem pH veya yüksek sıcaklıkta üretilen enzimlerin stabilitesi gibi biyolojik 

parametrelerin KFF’de daha iyi sonuç vermesi de ilginçtir (Deschamps ve Huet, 1985; 

Acuna-Arguelles vd., 1995).  Sıvı fermentasyon tekniğinde ciddi bir problem olan 

proteazlarla katabolit represyon ya da protein degradasyonu, KFF’de yoktur ya da 
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indirgenmiş durumdadır (Solis-Pereira vd., 1993; Aguilar vd., 2001).  Buna karşın KFF 

ya da sıvı fermentasyonda mikroorganizmalar inkübe edildiğinde metabolik 

farklılıklarını ön plana çıkaran az sayıda çalışma mevcuttur. 

 

Çizelge 2.3. Katı faz fermentasyonda kullanılan materyaller, rol oynayan 

mikroorganizmalar, çeşitli substrat ve ürünler 

Substratlar Ürün Mikroorganizma Referans 

Badem  Lipaz Rhizopus oligosporus Ul-Haq vd., 2002 

Elma pulpu, mısır püskülü, 

arpa kabuğu   

Boya degradasyonu Beyaz çürükçül fungus Robinson vd., 2002 

Muz kabuğu Ligninolitik 

enzimler 

Pleurotus sp.  Reddy vd., 2003 

Izgara et kalıntıları  Biyokontrol ajanı Bacillus thrungiensis Adams vd., 2002 

Kakao jeli  Endo-

poligalakturonaz 

Peacilomyces 

clavisporus 

Souza vd., 2003 

Kassava, soya fasulyesi, 

horozibiği çiçeği tohumu  

Aroma Rhizopus oryzae Christen vd., 2000 

Hindistan cevizi kabuğu  Lipaz Candida rugosa Benjamin ve Pandey, 

1997 

Kahve rezidüleri Yenebilir mantar Pleurotus ostreatus Fan vd., 2000 

Mısır püskülü  Selülotik enzimler Fusarium oxysporum Panagiotou vd., 2003 

Ökaliptus kraft hamuru Ksilanaz Streptomyces sp. Beg vd., 2000 

Sert odun talaşı Tempeh Aspergillus sp.  Reyes-Moreno vd., 

2000 

Linyit Sıvılaştırılmış kömür Trichoderma atroviride Hölker ve Hölfer, 2002 

Portakal atıkları Pektinaz Thermoascus 

aurantiacus 

Martins vd., 2002 

Ananas, karışık meyve 

atıkları 

Sitrik asit Aspergillus niger Kumar vd., 2003 

Lastik Geri dönüşüm Gordonia sp.  Arenskötter vd., 2003 

Soya fasulyesi kabuğu Proteaz Penicillium sp.  Germano vd., 2003 

Tahiti ağacı talaşları Pektinaz Aspergillus sp. Dartora vd., 2002 

Ahududu tohum tozu ile 

kırık buğday  

Neomisin Streptomyces mariensis Ellaiah vd., 2003 
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KFF, diğer funguslarla enzim üretim etkinliğinde avantajlara sahiptir (Çizelge 2.4). 

Melanocarpus albomyces IIS-68 ile ksilanaz (Jain, 1995); Peacilomyces clavisporus ile 

endopoli-galakturonaz (Souza vd., 2003), Kleyveromyces lactis ile β-galaktozidaz 

(Becerra ve Gonzalez Siso, 1996) için KFF’de sıvı fermentasyona göre daha yüksek 

enzim üretimi sağlanmıştır.  KFF koşullarında katabolit repsresyonun yokluğu ya da 

azlığı model organizma Aspergillus’ta olduğu gibi diğer fungus ve bakterilerde de 

mevcuttur.  KFF’de Penicillium canescence  ile ksilanaz üretimi, sıvı fermentasyonla 

üretildiğinin aksine yüksek glikoz ya da ksiloz konsantrasyonu ile baskılanmamaktadır 

(Bakri vd., 2003).  Ancak, Rhizopus oryzae için tannazın katabolit represyonu 

gözlemlenmiştir. 70 saatlik bir inkübasyondan sonra tannaz aktivitesi hızlıca azalmıştır.  

Yine de bu etki toksik maddenin oluşumu ya da son ürün gallik asidin regülasyonundan 

dolayı olabilir (Kar vd., 1999).    

 

 KFF’nin avantajları bakteriler için de söz konusudur. Kapoor ve Kuhad farklı 

büyüme şartlarında Bacillus sp. MG- cp–2 ile alkalin poligalakturonazın üretimini 

değerlendirmişler ve KFF’de 23,076 U (g katı substrat)-1 ve sıvı fermentasyonda 342 U 

(ml kültür süspansiyonu)-1 maksimum katalitik aktivite bulmuşlardır.  Fakat sıvı 

fermentasyonda birim hacim başına değerler katı substrat fermentasyonda birim ağırlık 

başına değerlerle kıyaslandığı için bu sonuçlar birbirleri ile karşılaştırılamaz.  Dey ve 

Agarwal (1999) bakterileri de KFF tekniği ile Streptomyces megasporus’dan elde edilen 

ısı açısından stabil α-amilazın 3-4 kat daha fazla aktiviteye sahip olduğunu 

bulmuşlardır.  Beg ve arkadaşları (2000) aynı kültür şartlarında büyütülen Streptomyces 

sp. QG–11-3’den elde edilen ksilanazın 2,5 kat daha yüksek olduğunu belirlemişlerdir.  

Benzer şekilde sıvı fermentasyonla karşılaştırmak suretiyle KFF’de büyütülen Bacillus 

subtilis yaklaşık 12 kat daha fazla selülaz (Krishna, 1999) ve daha fazla pektinaz 

(Kashyap vd., 2003) üretmiştir.  KFF’de Bacillus thrungiensis’den enzim üretimi 70 

m3’lük biyoreaktöre aktarılıp başarılı bir şekilde ölçek büyütmesi gerçekleştirilmiştir 

(Hongzhang vd., 2002).  
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Çizelge 2.4. KFF ve sıvı fermentasyonda mikroorganizmalarla enzim üretme etkinliğinin karşılaştırılması 

Ürün Mikroorganizma Parametre KFF Sıvı fermentasyon Referans 

α-amilaz Streptococcus megasporus Verimlilik (U min
-1
 mg protein

-1
) 206 643-804 Dey ve Agarwal, 1999 

Selülaz Bacillus subtilis Toplam enzim üretimi 12 1 Krishna, 1999 

Selülaz Trichoderma sp.  Maliyet (US $/kg) 0.2 20 Tengerdy, 1996 

Lakkaz Pleurotus ostreatus Aktivite değişkenliği Düşük Yüksek Baldrian ve Gabriel, 2002 

Lakkaz Panus tigrinus Toplam enzim aktivitesi 2.5 1 Fenice vd., 2003 

Ligninaz Phanerochaete 

chrysosporium 

Aktivite 6 1 Fujian vd., 2001 

MnP Phanerochaete 

chrysosporium 

Aktivite 10 1 Fujian vd., 2001 

MnP Panus tigrinus Toplam enzim aktivitesi 7 1 Fenice vd., 2003 

Poligalakturonaz Bacillus sp. MG-cp-2 Üretim U/g vs U/ml 23.706 360 Kapoor ve Kuhad, 2002 

Tannaz Rhizopus oryzae Aktivite (U/l) 32.76 23.86 Kar ve Banerjee, 2000 

Ksilanaz Streptomyces sp. QG-11-3 Üretim (U/ml) 203 81 Beg vd., 2000 

Ksilanaz Penicillium canescens 10-

10c 

Katabolit represyon Yok Var Bakri vd., 2003 
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2.1.5.2. KFF Tekniği Kullanılarak Sekonder Metabolitlerin Üretimi 

 

Sekonder metabolitlerin üretimi son yıllarda önem kazanan KFF uygulamasının 

diğer bir alanını oluşturmaktadır.  Biyolojik açıdan aktif çeşitli sekonder metabolitlerin 

üretimi kullanılan mikroorganizmanın stasyoner büyüme fazı ile ilişkilendirilir ve fazla 

karbon ve enerji kaynağı ile birlikte azot veya fosfor sınırlamasına bağlıdır.  KFF’de 

sekonder metabolit üretimi su ve besin içeriğinin azaltılması ile de tetiklenmektedir.  

Bununla birlikte katı substrat ya da inert bir destek ile mikrobiyal misellerin ilişkisine 

bağlıdır.  Bir çok fungus optimum büyüme ve verimlik için dayanak olarak katı 

substrata gereksinim duymaktadır.  Bu nedenle sıvı kültür şartlarında optimize edilmiş 

genetiği değiştirilmiş organizmalar genelde sıvı kültürlerde kullanılırken doğal izolatlar 

katı substrat fermentasyonunda büyütülmesi tercih edilebilmektedir.  

 

 Geleneksel bir Asya yiyeceği olan kırmızı pirinç binlerce yıldır KFF’de 

Monascus purpureus ile hazırlanmaktadır.  Fungus hem gıda katkı maddesi hem de 

farmasötik olarak uygulama alanı bulunan açık sarıdan koyu kırmızıya kadar renk 

skalasında olan altı farklı poliketid pigmenti üretir (Johns ve Stuart, 1991; Juzlova vd. 

1996).  Bu fungus sıvı kültürde büyütüldüğü zaman daha az pigment üretimi 

gözlenmiştir (Hsu vd., 2002).  Đşletmelerde daha çok steril olmayan koşullar kullanıldığı 

için KFF; Asya gıdalarının üretiminde anahtar rol oynamaktadır (Han vd., 2001; Su vd., 

2003).  Fungus ve mayaların karışık kültürü sıvı fermentasyonda gerçekleştirilemezken 

KFF ortamında sinerjik yolla çeşitli aroma-aktif bileşikleri üretebilmektedir (Nout ve 

Aidoo, 2002).  

 

 Sıvı fermentasyon tekniğinde çözülemeyen bir diğer problem de fermentasyon 

süresince büyüme ortamındaki değişikliklerden dolayı oksijen takviyesindeki 

değişimlerdir.  Birçok durumda funguslar istenilen metabolitlerin sentezi için yüksek 

viskoz ortama gereksinim duymaktadır.  Bu viskosite, fungal büyüme süresince 

polimerik maddelerin sentezi ile gerçekleştirilir.  Böyle zamanlarda karıştırma hızı ve 

oksijen desteği süreçte önemli olmadığı için KFF daha iyi bir alternatif olabilmektedir 

(Elibol ve Muvituna, 1997). 
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 Antibiyotik, mikotoksin (Barrios-Gonzalez ve Tomasini, 1996), bakteriyel 

endotoksinler, alkaloidler veya bitki büyüme faktörleri gibi biyolojik açıdan aktif çeşitli 

sekonder metabolitler sıvı fermentasyon tekniği ile de karşılaştırılarak KFF koşullarında 

elde edilmiş ve Çizelge 2.5’te gösterilmiştir.  

 

Çizelge 2.5. Sıvı fermentasyonla karşılaştırıldığında KFF’de çeşitli 

mikroorganizmalarla sekonder metabolitlerin üretimi 

 

Ürün  Mikroorganizma Parametre KFF Sıvı 

fermentasyon 

Referans 

6-pentil-α-

piron 

Trichoderma 

harzianum 

Verimlilik 17 1 Sarhy-Bagnon 

vd., 2000 

Bafilomisin 

B1+C1 

Streptomyces 

halstedii K122 

Üretim Var (Đnce 

tabakada 

kültürasyon) 

Yok Frandberg vd., 

2000 

Benzoik asit Bjerkandera 

adusta 

Üretim 3.5 1 Lapadatescu ve 

Bonnarme, 

1999 

Benzil alkol Bjerkandera 

adusta 

Üretim 10 1 Lapadatescu ve 

Bonnarme, 

1999 

Sefamisin C Streptomyces 

clavuligerus 

Stabilite Daha 

yüksek 

Daha düşük Kota ve 

Sridhar, 1998 

Hindistan 

cevizi 

aroması 

Trichoderma sp. Üretim Daha 

yüksek 

Daha düşük Alberto vd., 

2002 

Ergot 

alkoloidi 

Claviceps 

fusiformis 

Üretim 3.9 1 Hernandez vd., 

1993 

Giberellik 

asit GA3 

Giberella fujikuroi Üretim (mg/kg 

vs mg/l) 

492 80 Machado vd., 

2002 

Giberellik 

asit GA3 

Giberella fujikuroi Üretim (mg/kg 

vs mg/l) 

240 23 Tomasini vd., 

1997 

Giberellik 

asit GA3 

G.fujikuroi Verimlilik 

(akümülatif) 

3.5 1 Balakrishnan ve 

Pandey, 1996 
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Çizelge 2.5. Sıvı fermentasyonla karşılaştırıldığında KFF’de çeşitli 

mikroorganizmalarla sekonder metabolitlerin üretimi (devamı) 

 

Ürün  Mikroorganizma Parametre KFF Sıvı 

fermentasyon 

Referans 

Iturin Bacillus subtilis Verimlilik (mg 

g yaş kültür-
1/gün) 

0.55-0.8 0.032-0.044 Ohno vd., 1993 

Okratoksin Aspergillus 

ochraceus 

Ürün Daha 

yüksek 

Daha düşük Harris ve 

Mantle, 2001 

Oksitetrasiklin Streptomyces 

rimossus 

Depolama 

stabilitesi (>6 

ay ) 

Aktivite 

kaybı yok 

Aktivite kaybı 

var 

Yang ve Wang, 

1996 

Penisilin Penicillium 

chrysogenum 

Üretim (mg/l) 13 9.8 Barrios-

Gonzalez vd., 

1993 

Rifamisin-B Amycolatopsis 

mediterranei 

Üretim 16 1 Venkateswarlu 

vd., 2000 

Tetrasiklin Streptomyces 

viridifaciens 

Üretim 

stabilitesi 

Daha 

yüksek 

Daha düşük Yang ve Ling, 

1989 

 

 

Bakterilerin havasal miselleri ile meydana gelen sporların oluşumu sayesinde 

sekonder metabolitlerin üretimi gerçekleştiğinden özellikle Streptomyces 

kültürasyonunda KFF doğru bir seçim olarak karşımıza çıkmaktadır.  Bu nedenle 

penisilin (Barrios-Gonzalez vd., 1993), sefalosporin (Jermini ve Demain, 1989), 

siklosporin A (Balakrishnan ve Pandey, 1996; Ramana Murthy vd., 1999), tetrasiklin 

(Yang ve Wang, 1996), rifampicin (Krishna vd., 2003) ve iturin (Ohno vd., 1993) gibi 

antibiyotikler sıvı fermentasyonla karşılaştırıldığında KFF ortamında daha yüksek 

verimlilikte üretilmişlerdir.  

 

Liserjik asit dietilamid gibi ergot alkaloidleri farmasötik ilaç olarak 

kullanılmaktadır.  Hernandez ve arkadaşları (1993) Claviceps fusiformis’ten alkaloid 

üretilmesinde sıvı fermentasyon tekniği ile karşılaştırdığında KFF’de 3,9 kat daha 
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yüksek ürün elde edebilmiştir. Claviceps purpurea’nın sıvı fermentasyon ve katı faz 

fermentasyon koşullarında farklı kültürasyonları üretilen ergot alkaloid miktarında bir 

farklılık oluşturmamıştır.  Fakat sekonder metabolit spektrumu farklılık göstermiştir.  

Bu büyük olasılıkla köpük kırıcı maddelere fungusun duyarlılığı, yüksek oksijen talebi 

ve/veya ergot alkaloidlerini sentezleyen enzimlerin son ürün inhibisyonundan 

kaynaklanabilir (Balakrishnan ve Pandey, 1996).  

 

Bazı funguslar sıvı fermentasyon koşullarında oldukça iyi gelişim 

göstermelerine rağmen sekonder metabolitlerini sadece katı yüzeylerde büyütüldüğü 

zaman geç stasyoner fazda üretirler.  Koprofilik fungus Conichaeta ellipsoida sadece 

KFF’de büyütüldüğünde tetramik asit antibiyotiğini üretebilir (Segeth vd., 2003).  

Kültür kompozisyonun optimizasyonu, benzer şartlar altında eş zamanlı sürdürülen 

deneylerin takibi için yapılan yeni bir KFF biyoreaktör tipi 1 kg katı substrat ölçeğinde 

çalıştırılmıştır (Hölker, 2002). Sonuçlar, KFF’de C.ellipsoida’nın kültürasyonunda en 

iyi substratların çavdar ve yulaf kepeği olduğunu göstermiştir. Bu süreç damlatmalı 

film/akışkan yatak biyoreaktör kombinasyonu ile 5 kg katı substrat hacmine büyütülmüş 

ve 1 gram kurutulmuş substrat başına 1.4 mg konisetin konsantrasyonu elde edilmiştir.  

 

2.1.5.3. KFF’de Sporların Üretimi 

 

KFF, havasal hiflerle fungal sporlar elde etmede günümüzdeki en iyi yöntemdir.  

KFF’de üretilen sporların özellikleri sıvı fermentasyonda üretilen sporlardan farklıdır.  

Botrytis cinera, Sclerotinia sclerotiorum veya beyaz çürükçül funguslar gibi fungal bitki 

patojenlerine karşı biyokontrol ajanı olarak kullanılan fungal sporlar daha yüksek 

kalitede üretilebildiği için tercihen katı substrat fermentasyonda elde edilmektedir.  Bu 

şekilde geliştirilen sporlar kuru fazda daha stabil ve kurumaya da daha fazla dirençlidir.  

Fazla sayıda spor elde etmek için sıvı fermentasyon (ilk aşamada biyokütle üretimi için) 

ile KFF’nin (ikinci aşama olan spor üretimi için) kombinasyonunun oldukça başarılı 

olduğu kanıtlanmıştır (Deshpande, 1999; Tengerdy ve Szakacs, 2003).  KFF ile elde 

edilen Penicillium oxalicum sporlarının daha fazla yüzey hidrofobluğuna sahip olduğu 

gösterilmiştir.  Böylece 27 haftalık depolamadan sonra aktifleşme oranı daha fazla 

olmuştur ve liyofilizasyondan daha az zarar görmüştür.  Bununla birlikte KFF’de 
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üretilen sporlar Fusarium oxysporum’a karşı daha iyi bir biyokontrol ajanı olmuştur 

(Pascual vd., 2000).  KFF’ de geliştirilen sporlar batık fermentasyon ile üretilen 

sporlarla karşılaştırıldığında doğal çevresel şartlarda daha uzun süreli kalabildiği gibi 

morfolojik, fonksiyonel ve biyokimyasal açıdan da farklılıklar göstermiştir.  

 

B.cinera gibi çeşitli bitki patojenlerine karşı potansiyel olarak kullanılan 

Trichoderma harzianum daha yoğun hücre duvarına sahip ve UV radyasyonuna dirençli 

daha küçük sporlar oluşturur.  Munoz ve arkadaşları (1995) havasal sporların 

yüzeylerine salgıladıkları büyük (14 kDa) bir hidrofobin benzeri proteinden dolayı 

KFF’ de üretilen sporların yüksek ölçüde hidrofobisiteye sahip olduğunu 

gözlemlemişlerdir.  Sıvı fermentasyon kültürlerinin ölçek büyütmesi, müdahele ve 

kontrol edilmesi daha kolay olması nedeni ile B.cinera’ya karşı aktif olan Ulocladium 

atrum sporlarını üretme üzerine çalışmış ve iyi sonuçlar elde etmişlerdir.  Fakat KFF’de 

üretilen sporların aksine sıvı fermentasyonda üretilen sporların germinasyon yetenekleri 

6 ay sonra azalmıştır (Frey ve Magan, 2001).  

 

Gıda endüstrisindeki uygulamalarda kullanılan sporlar daha çok katı substrat 

fermentasyonunda üretilmektedir.  Küflü peynir ve salam üretiminde kullanılan 

başlangıç kültür olarak kullanılan Penicillium roquefortii, P.camembertii ve 

P.nalgoviensis daha fazla verimli homojen ve saf sporlar elde edildiği için KFF’de 

üretilmesi tercih edilmektedir (Larroche ve Gros, 1989).  Sıvı fermentasyonda 

geliştirilen P.camembertii sporları üretmek için kesikli sıvı fermentasyon tekniği 

kullanılıp 1 ml kültür sıvısında 1.6x108 spor elde edilmiştir.  Fakat bu sporların kalitesi 

değerlendirilmemiş ve sporulasyonları ancak kalsiyum eklenmesi ile glukoz represyonu 

baskılandığında olabilmiştir.  Ayrıca kalsiyumla muamele test edilen tüm suşlarda 

başarılı olamamıştır (Bockelmann vd., 1999).  P.nalgiovensis’in endüstriyel spor 

üretimi, 18 günlük kültürasyondan sonra 1-2x109 g-1 miktarda sporla sonuçlanan katı 

substrat olarak 100 g’ında gerçekleştirilmiştir. Gıda uygulamaları yüksek sterilite 

gerektirdiği için ve oluşan metabolik ısıdan dolayı geçerli bir uygulama olamamıştır.  
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2.1.6. KFF’nin Biyokimya Mühendisliği Açısından Değerlendirilmesi 

 

 Son yıllarda KFF’nin temel prensiplerini anlama konusunda büyük bir uğraş 

verilmiş ve bu konuda birçok çalışma yapılmıştır.  Bugün artık KFF süreçlerinde ana 

zorluklar olarak bilinen ısı ve kütle transfer etkileri hakkında daha fazla bilgi mevcuttur.  

Fakat hala cevaplanması gereken birçok soru vardır.  KFF süresince büyük miktarda ısı 

üretilmektedir.  Bu da mikroorganizmanın metabolik aktivitesi ile doğrudan ilgilidir.  

KFF için kullanılan katı maddeler/matrisler düşük termal iletkenliğe sahiptir.  Bu 

nedenle bu süreçten ısının uzaklaştırılması çok yavaş olabilmektedir. Zaman zaman ısı 

birikimi yüksek olmaktadır bu da oluşan ürünün denatüre olmasına neden 

olabilmektedir.  Yatak reaktörün bazı bölgelerindeki sıcaklık inkübasyon sıcaklığından 

20 °C daha yüksek olabilmektedir.  KFF’nin ilk fazında; substrat da çok fazla 

değişikliğe uğramadığı için oksijen konsantrasyonu ve sıcaklık değişmeden 

kalabilmekte, ancak fermentasyonun ilerleyen dönemlerinde ısının üretilmesi ile 

sonuçlanan oksijen transferi oluşur.  KFF sistemi içine ya da dışına ısı transferi 

fermentasyon sisteminin havalandırılması ile yakından ilgilidir.  Substratın sıcaklığı da 

KFF’de çok önemlidir.  Çünkü, bu durum nihayetinde mikroorganizmaların 

büyümesini, spor oluşumunu, sporun çimlenmesini, ve ürün oluşumunu etkilemektedir.  

Yüksek nem substrat porozitesinin azalmasına neden olmakta ve dolasıyla oksijen 

penetrasyonunu önlemektedir.  Böyle bir durum da bakteriyel kontaminasyonun 

oluşması için uygun bir ortam oluşturacaktır.  Diğer yandan düşük nem; besinlerin zayıf 

alınabilirliği ile sonuçlanmaktadır.  Yine bu da fermantasyon için yapılan aşı kültürü 

büyümesini zayıflatabilir (Pandey, 2003).  

 

 KFF ile ortamdaki suyun ilişkisi çok iyi değerlendirilmelidir.  Substratın su 

aktivitesi (aw), mikrobiyal aktivite üzerine belirleyici etkiye sahiptir.  Genellikle KFF 

sistemlerinde büyüyebilen mikroorganizmaların tipi aw ile belirlenmektedir.  Su 

aktivitesinin önemi çeşitli araştırmacılar tarafından kapsamlı bir şekilde çalışılmıştır.  

Mikroorganizmanın büyüdüğü ortamın aw değeri mikrobiyal hücrelerin bir tarafından 

öbür taraflarına doğru su ve solütlerin kütle transferleri açısından önemli bir parametre 

olarak bilinmektedir.  Bu parametrenin kontrolü mikroorganizmanın metabolik 

üretimini ve ürünü salgılamasını modifiye etmede kullanılabilir (Pandey, 2003).  
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2.1.7. KFF’de Modelleme 

 

KFF sisteminde modelleme, detaylı olarak çalışılması gereken bir diğer önemli 

konudur.  KFF sistemlerinde reaksiyonların kinetikleri üzerine yeterli bilgi mevcut 

değildir.  Bu, büyüme parametrelerinin ölçülmesi, hücresel büyümenin analiz edilmesi, 

substrat tüketiminin belirlenmesinde karşılaşılan zorluklardan dolayıdır.  Çünkü genelde 

kullanılan substratlar yapısal ve doğal olarak heterojen bir yapıya sahip kompleks 

bileşiklerdir.  Bu problemin üstesinden gelmek için ileri sürülen yaklaşımların arasında 

sentetik model substrat kullanmak vardır.  Fermentasyon kinetiklerinin ortamın 

değişikliğine ve internal gaz kompozisyonuna duyarlı olduğu iyi bilinmektedir.  

Mikroorganizmaların hücresel büyümesi biyoreaktör içinde meydana gelen gaz 

kompozisyonlarının değişimi ölçülerek belirlenebilir.  Mikrobiyal büyüme aynı 

zamanda substratın ne kadar kullanıldığı, ne kadar ısı üretildiği, substratın ne kadar 

santrifüj edildiği, ne kadar ışık reflektansı kullanıldığı yöntemleri ile, glukozamin 

seviyelerine bakıp DNA ölçümleri ile protein içeriği ile, oksijen tüketim oranı ve 

karbondioksit değişim oranı ile de ölçülebilir (Pandey, 2003). 

 

2.1.8. KFF’de Biyoreaktör Tasarımı 

 

Her fermentasyon sürecinde biyoreaktör (fermentör) biyolojik reaksiyonların 

gerçekleştiği mikroorganizmaların büyümesi ve aktivitesi için ortam sağlamaktadır.  

Her fermentasyon süreci için uygun biyoreaktör seçiminde; havalandırma, pH, 

karıştırma, sıcaklık gibi değişkenler vardır.  Fermentasyon endüstrisinin gelişmesi ile 

birlikte sıvı kültür sürecinde bilgisayarla kontrol edilen sofistike otomasyon örneğinde 

olduğu gibi fermentör dizaynında da önemli adımlar atılmıştır.  Fakat KFF için çok 

daha sınırlı fermentör tasarımları ve kontrol sistemleri geliştirilmiştir (Rodriguez Couto 

vd., 2004).  KFF biyoreaktörlerinin nasıl tasarlandığını, nasıl işlediğini ve ölçek 

büyütüldüğünü anlama konusunda son yıllarda önemli gelişmeler olmuştur.  Bu 

gelişmelerde kilit nokta; sistemle çeşitli fizikokimyasal ve biyokimyasal fenomenleri 

belirlemek için matematiksel modelleme tekniklerinin uygulanmasıdır (Mitchell vd., 

2000; Pandey, 1991; Smits vd., 1999; Smits vd., 1998). 
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 Sıvı kültürle karşılaştırıldığında KFF’de kullanılan katı ortam daha az su 

içermektedir.  Ancak partiküller arasında önemli bir gaz fazı oluşmaktadır.  Bu özellik 

önemlidir; çünkü havanın termal iletkenliği su ile karşılaştırıldığında çok zayıftır.  

Bununla birlikte KFF, kompozisyonu, mekanik direnci, porozitesi ve su tutma 

kapasitesi değişebilen çeşitli matrislerde işletilmektedir.  Tüm bu faktörler parametreler 

açısından kontrol stratejisini ve reaktör tasarımını etkilemektedir.  Sıvı kültür 

fermentasyonunda önemli bir zorluk olarak karşımıza çıkmaktadır:  mikroorganizmalara 

oksijen transferi.  Buna karşın KFF’de bu faktör bazı tasarımlar için sınırlayıcı bir 

faktör olabilirken ortaya çıkan problemler daha komplekstir.  Đki önemli parametrenin 

kontrolünü etkilemektedir: sıcaklık ve katı ortamın su içeriği (Durand, 2003).  

Biyoreaktör tasarımını etkileyen diğer faktörler fungusun morfolojisi ve fungusun 

mekanik karıştırmaya direnci ve steril işlem gerekip gerekmediğidir (Durand, 2003).  

Genellikle labarotuar ölçeğinde çalışabilen çeşitli reaktör tipleri az miktarda besiortamı 

gerektirir, fakat ölçek büyütme daha komplikedir; ısının artması ve sistemin 

heterojenliği söz konusudur (Durand, 2003; Lonsane vd., 1992).  

 

 Büyük bir ölçekte endüstriyel atık suların biyolojik ağartımı ve renk giderimi 

gibi endüstriyel biyolojik süreçlere ligninolitik enzimlerin uygulanması etkili bir üretim 

sistemi gerektirir.  Ticari açıdan değerli ürünlerin üretilmesi için KFF’nin potansiyeli 

olmasına rağmen bu teknik günümüzde az kullanılmaktadır (Robinson vd., 2001).  

Ticari KFF uygulamalarında başlıca engellerden biri büyük ölçekli reaktörlerin tasarımı 

ve işletilmesi ile ilgili bilgilerin azlığıdır (Ashley vd., 1999).  Kütle transferi, ısının 

düşürülmesi gibi önemli kültür parametrelerini kontrol etmede karşılaşılan zorlukların 

tamamen üstesinden gelinebilmiş değildir (Cohen vd., 2002).  KFF sürecinde paket 

yatak döner reaktör, gaz-katı akışkan yatak ve diğer karıştırmalı biyoreaktörler gibi 

çeşitli biyoreaktör tipleri kullanılmıştır (Mitchell vd., 2000).  Ancak mevcut bilgi KFF 

süreci için ideal bir biyoreaktör oluşturacak düzeyde değildir.  Günümüze dek KFF ile 

ilgili birkaç matematiksel model önerilmiştir.  Bunlar iki kategoride incelenebilir: büyük 

ve küçük ölçekli modeller. Biyolojik fenomen ile kütle ve ısı transferini belirleyen 

doğru modeller, KFF biyoreaktör sürecini optimize etmeyi gerektirir (Gemli vd., 2002).  

Fakat biyoreaktör davranışın kompleksliği ve sürecin ölçümünün güçlüğü nedeni ile 

reaktör boyutunda üretim zordur (Pena-Lillo vd., 2000).  
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 KFF için biyoreaktör tasarımı ile ilgili bir derleme Durand tarafından 

yayınlanmıştır (Durand, 2003).  Durand, son 10 yılda işletilen başlıca tasarımlar ve her 

kategorideki reaktör için ölçek büyütme potansiyeli üzerinde yoğunlaşmıştır.  Kütle ve 

ısı transferi, tasarım, ölçek büyütme, ölçme ve kontrol gibi mühendislik konularını da 

değerlendirmiştir (Bellon-Maurel vd., 2003, Mitchell vd., 2003, Raghavarao vd. 2003).  

Bununla birlikte, Banarjee ve Bhattacharyya (Banarjee ve Bhattacharyya, 2003). 

 

 Diğer yandan Mitchell ve arkadaşları (2004) mikrobiyal büyüme kinetiklerinin 

modellenmesinde son gelişmeleri ve gelecekte gereksinim duyulabilecek modellere bu 

tarz çalışmaların ve gelişmelerin modellenmesi ile gerçekleştirilen yaklaşımları 

tartışarak KFF fenomenini derlemiştir (Mitchell ve arkadaşları, 2004).  

 

 Avantajlarla birlikte KFF sürecini gerçekleştirmede biyoreaktör tasarımının 

zorluğu, daha önce önerilen tasamları modifiye etme veya yeni biyoreaktör 

konfigürasyonlarını geliştirmenin gerekliliğini artırır.  Bu biyoreaktör tasarımları, uzun 

süreli yüksek miktarda enzim üretimi olan sürekli işletilebilir olmalıdır.  Katı substrat 

yatak, nemli katı ve fazsız partiküller arasından oluşmaktadır.  KFF geleneksel olarak, 

partikülün yüzeyinde büyüyebilen ve partiküller arası boşluk boyunca yatağın dibine 

kadar penetre olabilen filamentli funguslar için daha uygundur ve süreç aerobik olarak 

gerçekleştirilmektedir.  Isı ve kütle transfer etkilerinin üstesinden gelmek için ve kolay 

difüze edilebilir ve ekstrakte edilebilir metabolitlerin üretimi için tasarlanacak uygun bir 

biyoreaktörde ısı takibi yapabiliyor olmalıdır.  Tepsi ya da davul tipi fermentörler 

çalışılmış ve uzun yıllar kullanılmış olmasına rağmen son birkaç yıldır dikkatler paket 

yatak fermentörler üzerine çekilmiş durumdadır.  Bu tip reaktörler daha ekonomiktir ve 

kontrol edilmesi, müdahele edilmesi daha kolaydır (Hardin vd., 2001; Lu vd., 1998; 

Carrasco vd., 1999; Lillo vd., 2001; Mitchell vd., 2000).  Tepsi reaktör, havalandırması 

güçlendirilmeksizin ya da istenildiğinde manuel olarak dışardan hava verilmeksizin 

tasarlanmış karışmamış yataklardır.  Ancak tepsi tasarımında çok da önemli gelişmeler 

mevcut değildir.  Paket yataklar; havalandırılması güçlendirilmiş karıştırması olmayan 

yataklardır.  Döner davul tipi reaktörler ise aralıklı karıştırmaları olan dışardan güçlü 

havalandırması olmayan sürekli ya da yarı-sürekli modda çalışan reaktörlerdir.  Bu 
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reaktörlerin değişik kombinasyonları kullanılmak sureti ile yatak güçlü bir 

havalandırma varlığında sürekli ya da kesikli biçimde karıştırılabilir (Mitchell vd., 

2000).  Kullanılan biyoreaktörler havalandırma tipine ya da işletilen karışık sisteme 

göre ayrılabilirler. 

 

2.1.8.1. Đmmersion biyoreaktörü 

 

 Yuvarlak kalıplı ceketli silindirik camdan oluşur. Telden yapılmış sepetler 

fungusun kolonize olduğu destek materyalle doldurulmuş ve biyoreaktöre 

yerleştirilmiştir.  Reaktör pnömatik sistemle aşağı ve yukarı akmaktadır (Şekil 2.1-A) 

(Rodriguez Couto S., Sanroman, M.A.2005). 

  

2.1.8.2. Paket yatak reaktör 

 

 Biyolojik partikül sistemi (destek materyali-fungus) ile doldurulan ceketli cam 

bir kolondan oluşur.  Nemli hava sürekli  sağlanır (Şekil 2.1-B) (Rodriguez Couto S., 

Sanroman, M.A.2005). 

 

 2.1.8.3. Döner silindir biyoreaktör 

 

 Kültür ortamı içeren silindirik camın içinde yavaşça dönen (3 rpm’den daha az) 

tel bağlantılı silindirden oluşur.  Tel bağlantılı silindir fungusla birlikte destek materyali 

içerir.  Bu silindir dönünce hem taşıyıcı hem de fungus kültür ortamı ile doldurulur.  

Aynı zamanda bunlar, yeterli oksijen transferine olanak sağlayan reaktörün üst 

kısmından hava ile temastadır (Şekil 2.1-C) (Rodriguez Couto S., Sanroman, 

M.A.2005). 

 

 2.1.8.4. Tepsi biyoreaktör 

 

 Yaklaşık 1.5 veya 2 cm kalınlığında bir tabakaya biyopartikül sisteminin 

yerleştirildiği düz tepsilerden oluşur.  Biyoreaktör pasif havalandırmalı sabit 

sıcaklıktaki bir odada tutulur (Şekil 2.1-D) (Rodriguez Couto S., Sanroman, M.A.2005). 
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Şekil 2. 1. KFF şartlarında işletilen ligninolitik enzimlerin üretiminde kullanılan 4 farklı 
biyoreaktör tipi: (A) immersion (nemli hava, mekanik karıştırma); (B) paket yatak 
(nemli hava, statik); (C) döner davul reaktör (nemli hava, mekanik karıştırma); (D) tepsi 
(pasif havalandırma, statik) (Rodriguez Couto S., Sanroman, M.A.2005). 
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2.2. Beyaz Çürükçül Funguslar 
 

Beyaz çürükçül funguslar hem lignini hem de selülozu parçalamaktadır.  Bu 

funguslar, kahverengi çürükçüllerin bıraktığı toz gibi kahverengi lekelerden tamamen 

farklı olarak beyaz ve daha çok lifli kalıntılar bırakır. (Michael vd., 2001)  Hücre 

duvarını oluşturan selüloz ve hemiselüloz gibi polisakkaritler ligninle birlikte 

parçalanırlar ve odun ligninin uzaklaştırılmasından dolayı çok daha açık bir renk alır 

(Hasenekoğlu ve Yeşilyurt, 2001).  Fakat bazıları önce lignini uzaklaştırır sonra 

selüloza atak yapar bu da seçici delignifikasyon olarak tanımlanır (Michael vd., 2001). 

 

Beyaz çürükçül funguslar ortama bırakılan enzimlerle selülozu ayrıştırabilir.  

Bununla birlikte neredeyse tamamı polifenolleri okside eden enzimler üretmektedir.  

Bunların çoğu aktif bölgesinde bakır atomları içeren ve lakkaz denilen polifenol oksidaz 

grubuna aittir.  Lignini parçalayan funguslar ekstraselüler enzimlerini kullanarak lignini 

depolimerize ve mineralize edebilme yeteneklerine göre karakterize edilir.  

Ekstraselüler enzimler olan lignin peroksidaz, mangan peroksidaz, H2O2 üreten 

enzimler ve lakkaz, ligninin parçalanması ile ilişkilidir. Beyaz çürükçül funguslarla 

yapılan çeşitli çalışmalar peroksidaz ve fenoloksidaz grubu enzimlerin türden türe 

farklılık göstermesine rağmen tüm ligninolitik funguslar tarafından salgılandığını 

göstermiştir. Lignini parçalayan funguslardan Phanerochaete crysosporium ve 

Trametes versicolor en çok çalışılmış olan funguslardır. Ligninolitik basidiomycete 

Phanerochaete crysosporium’ un lignini oldukça iyi yıkabildiği bulunmuştur ve ligninin 

biyolojik olarak parçalanmasının fizyolojik gereksinimlerinin çalışılması için model 

organizma olarak kullanılmaktadır. Phanerochaete crysosporium’ un ligninolitik 

enzimleri sadece karbon, azot veya kükürt sınırlamasıyla tetiklenen sıvı kültürlerde 

sekonder metabolizma sırasında ürettiği bulunmuştur.  Trametes versicolor oldukça 

fazla çalışılmış ve önemli miktarda lakkaz salgılayan bir diğer beyaz çürükçül 

fungustur. Coriolus versicolor ve Polyporus versicolor olarakta bilinmektedir. 

Phanerochaete crysosporium’a benzer şekilde Trametes versicolor’da lignin peroksidaz 

ve mangan peroksidaz enzimlerini salgılar. Birçok lakkaz mantarın ağaç üzerindeki 

büyümesi sırasında konstitutif (indükleyici bir maddeye ihtiyaç duymadan enzim 

salgılayan) olarak düşük konsantrasyondaki üretimi xylidine ve ferulik asit gibi 
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aromatik bileşiklerin ilave edilmesiyle yüksek konsantrasyonlara indüklenir. Trametes 

versicolor en çok çalışılmış lakkaz üreten fungustur ve lakkaz hakkındaki birçok bilgi 

bu çalışmalardan elde edilmiştir.  (Dizge, 2007). 

 

2.2.1. Beyaz Çürükçül Fungusların Kullanım Alanları 

 

Beyaz çürükçül fungus olan Trametes versicolor ve Phanerochaete 

chrysosporium'un çeşitli biyoteknolojik uygulamalar için kullanımı, özellikle çevresel 

açıdan yaygındır.  Beyaz çürükçül funguslar, organik moleküller üzerinde rol oynayan 

çeşitli enzimler üretirler.  Özgül olmayan bu enzimler parçalanmaya karşı dirençli olan 

kirleticilerin yıkımında etkin olarak kullanılabilmektedirler.  Lignin kağıt endüstrisinde  

istenmeyen bir bileşiktir.  Lignin bu endüstride pahalı ve çevreye zarar veren kimyasal 

bir işlemle uzaklaştırılmaktadır.  Bu nedenle beyaz çürükçül funguslar kağıt 

endüstrisinde kullanım alanı bulmaktadırlar.  Beyaz çürükçük funguslar, 

biyoteknolojide pestisit, trinitrotoluen (TNT) içeren atık su boşaltımları ve kağıt 

endüstrisi tarafından üretien klorlanmış lignin artıkları gibi çeşitli karışık fenol içeren 

bileşikleri parçalamakta da kullanılabilir.  Bu fungusların lakkaz, lignin peroksidaz ve 

mangan peroksidaz gibi sekonder metabolitleri, polisiklik aromatikleri, poliklorlanmış 

bifenil ve diotoksinleri, DDT'yi ve birçok klorlu fenolik bileşikleri parçalayabilir, tekstil 

boyalarının renk gideriminde kullanılabilir (Kirk ve arkadaşları, 1992).  Beyaz çürükçül 

funguslar, fenol oksidazlar ve peroksidazlar dışında enzimlerde salgılarlar.  

 

Bu fungusların sahip oldukları enzimleri üçe ayırmak mümkündür; 

1) Đlki oduna atak yapan enzimlerdir. Bunlar karbonhidrat bileşenleri (selüloz, 

hemiselüloz) üzerinde hem de lignin üzerinde rol oynarlar.  

2) Đkinci grup, süperoksit dismutaz ve glioksidaz içerir. Bunlar birinci gruptaki 

enzimlerle birlikte çalışır ancak tek başına odunu etkilemezler.  

3) Üçüncü grup ise glukoz 1-oksidaz, piranoz 2-oksidaz, sellobioz 

dehidrogenazı kapsar.  Bu enzimlerin hepsi lignin yıkımında rol oynar. 
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2.3. Fenoloksidaz ve Peroksidaz Grubu Enzimler 

2.3.1. Fenol Oksidaz Grubu Enzimler 

 

Fenol oksidazlar oksidoredüktaz sınıfında yer alan enzimlerin oluşturduğu bir 

grup olup, fenolik bileşiklerin oksidasyon tepkimelerini katalizlerler.  Tirozinaz ve 

lakkaz gibi iki temel enzim de bu grupta bulunmaktadır (Karam and Nicell, 1997).  Her 

iki enzim de aktivite göstermek için moleküler oksijenin varlığına gereksinim duyar.  

Genel olarak polifenol oksidaz, fenolaz ya da kateşolaz olarak da adlandırılan tirozinaz 

(EC 1.14.18.1) ardışık iki tepkimeyi katalizler (Atlow vd., 1984).  Bu tepkimeler 

sırasıyla; (1) monofenollerin moleküler oksijen varlığında orto difenollere 

hidroksilasyonları (kresolaz aktivite), (2) oluşan o-difenollerin o-kinonlar oluşturmak 

üzere dehidrojenasyonları (kateşolaz aktivite) şeklinde gerçekleşir.  Ardışık 

tepkimelerin son ürünü olan kinonlar kendiliğinden basit filtrasyon yöntemleriyle 

atıksulardan kolayca uzaklaştırılabilecek suda çözünmeyen polimerik yapılara 

dönüşürler.  Böylece en önemli çevre kirleticileri arasında bulunan fenolik bileşikler 

atıksulardan kolayca uzaklaştırılabilir duruma gelirler (Atlow vd., 1984; Sun vd., 1992; 

Wada vd., 1995). 

 

Tirozinaz tipik olarak tirosin üzerine etkide bulunur ve reaksiyon sonucunda 3,4 

dihidroksifenilalanin oluşur. Oluşan 3,4 dihidroksifenilalanin enzimin aktivitesi sonucu 

kinonlara oksitlenir.  Kinonlardan oluşan heteroksiklik kırmızı bileşikler daha sonra 

melanine polimerize olurlar (Atlow vd., 1984). Atlow ve arkadaşları (1984), yaptıkları 

çalışmalarda, tirozinaz enzimi ile fenolleri başarılı bir şekilde pressipite ettiklerini ve 

atık sudan uzaklaştırdıklarını bildirmişlerdir (Atlow vd., 1984).  Buna karşılık Wada ve 

arkadaşları (1995), yaptıkları çalışmalarda elde ettikleri sonuçların Atlow ve 

arkadaşlarının çalışmaları ile çeliştiğini ve kendi çalışmalarında, tirozinaz ile fenollerin 

polimerizasyonu sonucunda çökelek oluşmadığını, ancak renksiz olan solüsyonun koyu 

kahverengi bir renge dönüştüğünü gözlediklerini bildirmişlerdir (Wada vdl., 1995).  Bu 

araştırıcılar çökelek oluşumu gözlemediklerinden, reaksiyon sonucu oluşan ürünleri 

adsorblamak amacıyla kitin ve kitosandan yararlanmışlardır.  Tirozinaz tarafından 

fenollerin oksidasyonu ile oluşan kinonların ve diğer ara ürünlerin kitozan üzerine 

başarılı olarak adsorbe oldukları Sun ve Payne (1996) tarafından da bildirilmiştir. 



 28 

 

 2.3.1.1. Lakkaz (EC 1.10.3.2) 

 

Lakkaz (EC 1.10.3.2) çok bakırlı mavi bir oksidazdır. Orto ve para-fenolleri 

oksitleme yeteneğindedir (Arcand and Archibald, 1991).  Aromatik bileşiklerin hidroksil 

gruplarından bir proton ve elektronun ayrılması ile serbest radikal formlar oluşturur (Mason 

vd., 1955).  Lakkazlar doğada geniş çaplı bir dağılım gösterirler ve pek çok bitki ve fungus 

türlerinde bulunurlar. 

 

Yoshida ilk olarak 1883'te bir gözlem sonucunda lakkazları keşfetmiştir. 

Lakkazlar oksidaz olarak bilinen enzim ailesine üye olan çok çekirdekli bakır içeren 

proteinlerdir.  En çok özellikle "mavi" oksidazlar ve polifenol oksidazlarda görülürler. 

Lakkaz, bir polimerizasyon reaksiyonunu başlatabilecek döngüde bir fenolik substratı 

okside edebilen polifenol oksidazdır.  Çeşitli kaynaklardan elde edilen lakkaz kinetik 

özellikler, moleküler ağırlık ve glikolizilasyon derecelerine göre değişmektedirler 

(Jordan, 2005). 

 

Lakkaz tipi fenol oksidazlar beyaz çürükçül Basidiomycete Trametes versicolor 

tarafından oluşturulan temel oksidatif enzimlerdir.  Trametes versicolor’dan elde edilen 

lakkaz enzimi ile klorofenolik bileşiklerin direkt deklorinasyonu gerçekleştirilmiştir 

(Arcand and Archibald, 1991).  Basidiomycetes grubu içerisinde yer alan beyaz 

çürükçül funguslardan olan Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi 

tetraguaiacol gibi çeşitli klorlu aromatiklerin klor gideriminde (deklorinasyon) 

kullanılmıştır.  Klorlu organik maddede yaklaşık %85 oranında bir yıkım gözlenmiştir 

(Limura vd., 1996).  Literatürde yer alan bir diğer çalışma ise fenolik bileşiklerin lakkaz 

enzimi aracılığıyla detoksifikasyonudur (Bollag vd., 1988). 

  

Aktif haloenzim formu olarak lakkaz molekülü dimer veya tetradimer bir 

glikoproteindir.  Çoğunlukla monomer başına üç redoks bölgesine bağlı dört bakır 

atomu içerir.  Monomer sınıflarının molekül ağırlığı 50-100 kDa arasındadır.  Önemli 

bir özelliği de yapısında bulunan % 10-45 oranındaki karbonhidrat kısmının enzime 

yüksek stabilite sağlamasıdır (Dizge, 2007). 
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Lakkazlar monomerik veya multimerik bakır içeren enzimlerdir ve bu 

enzimlerde bakır atomu önemli bir prostetik gruptur.  Monomerik lakkaz moleküllerinin 

çoğu yapılarında 4 tane bakır atomu içerir ve yapıları UV/visible ile elektron 

paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopi teknikleri kullanılarak üç gruba ayrılmıştır: 

 

Tip I bakır (T1); enzimin 600 nm’ de gözlenebilen yoğun mavi renginden 

sorumludur ve EPR ile belirlenebilir.  T1 bakırı çoğunlukla iki histidin aminoasitinin iki 

azotu ve sistein amino asitinin de kükürt grubu ile bağ yapmış durumdadır.  Lakkaz 

enziminin karakteristik mavi renginden TipI bakırın, sistein (Cys) aminoasidinin kükürt 

(S) grubu ile yaptığı bağ sorumludur. 

 

Tip II bakır (T2); renksizdir.  Görünür bölgede çok zayıf absorbans vermesine 

karşın EPR ile belirlenebilir,  

 

Tip III bakır (T3); iki çekirdekli konformasyonda bir çift bakır atomu içerir.  

T3 bölgesinin iki bakırı yakın (near) UV’de 330 nm de verdiği zayıf absorbans bandıyla 

karakterize edilirken EPR’ta sinyal vermeyen bir çift bakır atomu içerir (Dizge, 2007). 

 

2.3.2. Peroksidaz Grubu Enzimler  

 

Bazı basidiyomiset funguslar tarafından yüksek redoks potansiyeline sahip 

peroksidazlar ligninin parçalanmasında merkezi rol oynayan enzimlerdir (Kirk ve 

Cullen, 1998).  Bryofitler hariç bitki biyokütlesi iki polisakkaritten (selüloz ve 

hemiselüloz) ve kompleks aromatik bir polimer olan ligninden oluşmaktadır (Fengel ve 

Wegener, 1984).  Bitki hücre duvarında ligninin ana rolü hidrolitik enzimlerin 

faaliyetine karşı polisakkaritleri korumaktır.  Bu aynı zamanda kök rijitliğine ve su 

taşınımına katkıda bulunur.  Bu özellikler, üç farklı p-hidroksisinnamil alkolden 

türevlenen üç alt birim içeren ligninin rekalsitrant olmasından ve yapısal 

kompleksliğinden ileri gelmektedir (Higuchi, 1997; Boerjan vd., 2003).  Bu 

fenilpropanoid birimler çeşitli eter ve C-C bağları ile birbirine bağlıdır. Böylelikle 

lignin degradasyona dirençli bir hal alır. 
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 Lignin polimerinin biyolojik parçalanması; bazı organizmaların enzimleri olan 

yüksek redoks potansiyelli peroksidazlar tarafından katalizlenen bir reaksiyonda 

ligninolitik basidiyomisetlerin sentezlediği hidrojen peroksitle aromatik birimlerin 

oksitlendiği “enzimatik yıkım” olarak gerçekleşmektedir (Kirk ve Farrell, 1987).  

Ligninolitik basidiyomisetler tarafından bozunan odunun açık renginden dolayı bu 

organizmalar beyaz çürükçül funguslar olarak bilinmektedir (Martinez vd., 2005).  Buna 

karşın kahverengi çürükçül funguslar ligninolitik enzim üretmez.  Ancak bunun yerine 

odunu lignince zengin kahverengi materyale dönüştürür.  Peroksidazlara ilaveten lakkaz 

ve hidrojen peroksit üreten oksidazlar gibi diğer fungal enzimler de ligninin biyolojik 

parçalanmasında rol oynar.  Ligninolitik enzimler, toprak ekosistemlerinde 

ligninoselülozik maddelerin doğal parçalanma süreci açısından önemlidir, bu, 

fotosentezle fikse edilen organik karbonun tekrardan çevrime girmesine olanak sağlar.  

Aynı zamanda selülozu kullanırken ligninin uzaklaştırılmasını gerektiren kağıt hamuru 

üretimi, biyoetanol üretimi gibi ligninoselülozik biyokütleyi kullanan birçok endüstriyel 

süreçte de lignin yıkımı kullanılmaktadır.  

 

 Đki ligninolitik peroksidaz olan lignin peroksidaz (LiP) ve mangan peroksidaz 

(MnP), 1983-84’te beyaz çürükçül fungus olan Phanerochaete chrysosporium’da 

bulunmuş ve dimerik lignin model bileşiklerini oksidasyona uğratan yüksek redoks 

potansiyellerinden dolayı “ligninaz” olarak tanımlanmıştır (Tien ve Kirk, 1983; Glenn 

vd., 1983; Kuwahara vd., 1984).  LiP, fenolik olmayan lignin birimlerini (polimerin % 

90’ı) veya basit bileşik olan 3,4-dimetoksibenzil (veratril) alkolü parçalayabilir (Tien ve 

Kirk, 1983).  Buna karşın fenolik lignin birimlerinin difüzlenebilir bir okside edici ajanı 

olarak rol oynayan oksalik asitle ve diğer organik asitlerle şelatlandığında MnP; Mn+3 

üretmektedir (Glenn vd., 1986).  Ligninolitik peroksidazların üçüncü tipi olan versatil 

peroksidaz (VP) yakın zamanda Pleurotus ve Bjerkandera türlerinde tanımlanmıştır 

(Martinez vd., 1996; Mester ve Field,1998; Ruiz-Duenes vd., 1999).  

 

Lignin parçalanmasında rol oynayan diğer hücre dışı enzimler hidrojen peroksit 

üreten enzimler ve misel ilişkili dehidrogenazlardır.  Hidrojen peroksit üreten 

enzimlerden ilki aril alkol oksidaz olup (AAO) ilk kez Pleurotus ve jerkandera 
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türlerinde (Bourbonnais ve Paice, 1988; Muheim vd., 1990; Gullien vd., 1992) diğeri 

glioksal oksidaz olup P.chrysosporium ve diğer basidiyomisetlerde bulunmuştur 

(Kertsen, 1990).  Aril alkol dehidrogenazın (AAD) içinde bulunduğu fungal 

dehidrogenazlar lignin parçalanmasında da rol oynamaktadır (Gutierrez vd., 1994; 

Brock vd., 1995). 

 

 Ligninolitik enzimler (LiP, MnP ve VP) katyon radikal oluşumuyla (fenolik 

birimlerden fenoksi radikallerin oluşumu) sonuçlanan tek elektron reaksiyonu 

aracılığıyla lignin polimerini oksidasyona uğratmaktadır (Kertsen vd., 1985).  Oluşan 

aromatik katyon radikalleri; eter ve C-C birimler arası bağlantıların ayrılması, 

demetoksilasyon ve aromatik halkanın ayrılması ile sonuçlanan enzimatik olmayan 

reaksiyonlarla değişir (Schoemaker, 1990; Martinez vd., 2005).  Lignin birimlerinin yan 

zincirlerinin oksidatif parçalanmasından sonra açığa çıkan aromatik aldehitler, 

Pleurotus türlerinde peroksidazlar tarafından lignin parçalanması için gereksinim 

duyulan hidrojen peroksidin üretimi için substrat oluşturur.  Bu ve diğer beyaz çürükçül 

funguslarda, hem AAO hem de miselial AAD’yi kapsayan siklik redoks 

reaksiyonlarında sürekli olarak H2O2 oluşturulur (Gullien vd., 1994).  Bazı oksidaz ve 

lakkazlar da odunun biyolojik parçalanmasında rol oynayan çok güçlü bir okside edici 

ajan olan hidroksil serbest radikal ürününü veren H2O2 ile reaksiyona giren ferrik 

demirin ferro demire indirgenmesine doğrudan ya da dolaylı katılmaktadır (Evans vd., 

1994; Gullien vd., 2000; Hammel vd., 2002).  Son olarak, lignin parçalanmasından 

gelen basit ayrılma ürünleri fungal hiflere girer ve hücreler arası katabolik yola entegre 

olur.  Buna karşın ligninolitik peroksidazlar yüksek redoks potansiyelli bileşikleri 

parçalayabilen mediatörlere gereksinim duymazlar.  Bu da lakkazlarla 

karşılaştırıldığında önemli bir avantaj sağlar.  Bu nedenden dolayı farklı endüstriyel 

uygulamalarda lignini uzaklaştırmada veya yüksek redoks potansiyelli aromatik 

bileşikleri transforme etmede peroksidazların kullanımı tercih edilebilir.  Bu enzimlerin 

yapısı ve fonksiyonu ile ilgili bilgiler son yıllarda açığa kavuşturulmuştur.  Günümüzde 

mevcut bilgi, yönlendirilmiş mutagenez kullanarak işletimsel özellikleri (enzim 

stabilitesi gibi) ve katalitik özellikleri (substrat spesifitesi) değiştirmek için 

kullanılmaktadır (Yeung vd., 1997; Wilcox vd., 1998; Timofeevski vd., 1999; Reading 

ve Aust, 2000; Celik vd., 2001; Mester ve Tien, 2001; Feng vd., 2003).  Bununla 



 32 

birlikte gen füzyonu peroksidaz etkinliğini artırmak için selüloz bağlayan domainlerin 

açılmasına olanak sağlar (Levy vd., 2003) ya da işlevsel çok enzimli sistemlerin 

geliştirilmesine olanak tanır.  Gen mühendisliği tekniklerinin ligninolitik enzimlerin 

endüstriyel olarak kullanılması yolunda karşılaşılan engellerin üstesinden gelmede de 

katkıda bulunması beklenmektedir.  Hedef genin ekspresyon seviyesini arttırmaya 

(promoter ya da sinyal peptidi değiştirerek, gen ko-ekspresyonu ya da füzyonu) ilaveten 

protein mühendisliği ile yüksek redoks potansiyelli bileşikleri okside edebilmeyi 

sağlayarak ticari bir peroksidaz üretme üzerine alternatif yaklaşımlar araştırılmaktadır.  

Yönlendirilmiş mutagenez, yönlendirilmiş evrim ve kimyasal stabilizasyon, modifiye 

biyokatalistler gibi diğer tekniklerin kombinasyonu kullanılarak lignin parçalayan 

funguslar tarafından üretilen yüksek redoks potansiyelli peroksidazların özelliklerinin 

endüstriyel boyuta taşınması gerçekleştirilebilecektir.  

 

  

2.3.2.1. Mangan Peroksidaz (EC 1.11.13) 

 

Đlk kez 1983 yılında, P. chrysosporim beyaz çürükçül fungusunun ekstraselüler 

kültür sıvısında tespit edilmiştir (Kuwahara vd., 1983).  MnP enzimi, moleküler ağırlığı 

46.000 olan, bir prototrombin-IX prostetik grup taşıyan, glikoprotein yapısında bir 

moleküldür (Perez and Jeffries, 1993; Wariishi vd., 1989).  Enzim, Mn2+’yi Mn3+’e 

oksitlemek yoluyla hareket etmektedir. Enzimin peroksidatif etkisi, H2O2 ve Mn2+’ye 

bağımlılık göstermektedir (Paszczynski vd., 1985).  Bununla beraber, H2O2 yokluğunda 

enzim, NADPH, GSH, dithiothreitol (DTT) ve dihidroksimaleik asidi (oksijeni oksidant 

olarak kullanarak) oksitlemek yoluyla H2O2 üretir ve bu aktivite de Mn+2’ye bağımlılık 

göstermektedir.  Enzim aktivitesi, α- hidroksi asitler (laktat, malat, tartarat ve sitrat) ve 

proteinlerce stimüle edilebilmektedir (Glenn vd. 1986).  Ayrıca, kinetik ve 

spektroskopik çalışmalar, laktat gibi organik asitlerin Mn+3’ü şelatlama yoluyla, 

Mn+3’ün enzim-manganez kompleksinden daha kolay ayrılmasını ve bu şekilde 

çözünmesi çok zor olan lignin polimerine difüze olarak, ligninin çözünmesini 

kolaylaştırdığını göstermiştir.  Buna ek olarak organik asitler, oldukça yüksek bir redoks 

potansiyeline (0.9-1.2 V) sahip olan Mn+3’ün, stabilizasyonunu da sağlamaktadırlar.  
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MnP, pek çok beyaz çürükçül fungusun, lignin yıkan enzim sisteminin bir parçası 

olarak, sekonder metabolizma sırasında sentezlenir (Wariishi vd., 1989). 

 

Bütün organik substratların MnP tarafından oksidasyonunda, MnP tamamen 

Mn+2’ye bağımlıdır.  Bir diğer metal iyonu Mn+2’nin yerine geçemez.  MnP, Mn+2’yi 

Mn+3’e oksitler ve oluşan bu Mn+3 de, çeşitli organik bileşikleri oksitleyen nonspesifik 

bir oksidanttır.  Daha önce yapılmış olan geçici-konum kinetik analizleri, Mn+2/Mn+3’ün 

enzim bağlayıcı bir aktivatör olmaktan ziyade, bir redoks çifti gibi hareket ettiğini 

ortaya koymuştur (Gold and Gllenn, 1988). 

 

Mangan peroksidaz enziminin aktivitesi, üretim koşullarının ve özellikle üretim 

ortamındaki eser elementlerin varlığı ve miktarı ile sınırlandırılır.  Bu eser 

elementlerden Mn+2/ NH4
+ iyonlarının oransal miktarı sadece MnP enzimi için değil, 

diğer lignolitik enzimlerin sentezleri için de en önemli bir kriter teşkil eder. NH4+ 

iyonunun MnP enziminin sentezi için sınırlayıcı özellik göstermesine karşılık, Mn+2 

iyonu enzim sentezini stimüle edici etki gösterir.  Bonnarme ve Jeffries (1989) adlı 

araştırıcılar, Mn+2 iyonu içermeyen kültür ortamında, Lignin peroksidaz aktivesini hem 

inkübasyonun ilk günlerinde tespit ettiklerini hem de 2,5 kez daha fazla aktivite 

ölçtüklerini ancak MnP üretiminin çok düşük oranda kaldığını kaydetmişlerdir.  Aynı 

çalışmada, 11–15 ppm (temel ortamda bulunan miktar) Mn+2 iyonu bulunan kültür 

ortamında, MnP aktivitesi 24 kez daha fazla ölçülmüştür (Bonnarme and Jeffries, 1989). 

 

Inkübasyon ortamına veratril alkolün eklenmesinin, ligninaz kadar mangan 

peroksidazın da sentezini stimüle ettiği Chrysosporium pruinosum, C. versicolor ve P. 

ostreatus ile yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Rajarathnam vd., 1998).  

 

Oksijenin, beyaz çürükçüllerin lignolitik sistemleri üzerine olan etkisi, oldukça 

geniş bir biçimde çalışılmıştır.  Bu konuda bazı araştırmacıların düşünceleri, oksijenin 

lignolitik sistemin üzerindeki stimüle edici etkisinin, oksijenin öncelikle veratril alkol 

sentezini artırmasından kaynaklandığı yönündedir.  P. chrysosporium beyaz çürükçül 

kültürasyonu yapılmış statik ve çalkalamalı kültür ortamlarına, periyodik veya devamlı 
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olarak oksijen baloncuklarının verilmesinin, MnP ve ligninaz sentezini stimüle edici 

etki sağladığı gösterilmiştir (Rajarathnam vd., 1998). 

 

2.3.2.2. Lignin peroksidaz (EC 1.11.1.14) 

 

Lignin peroksidaz veya diarilpropan oksigenaz, iki grup araştırıcı tarafından ilk 

kez 1983 yılında Phanerochaete chrysosporium’un kültür sıvısında keşfedilmiştir 

(Karam ve Nicell, 1997).  Enzim, moleküler ağırlığı 42 kDa olan bir hemiproteindir. 

Ligninaz (LiP), genel olarak beyaz çürükçül funguslar tarafından, ekstrasellüler olarak 

mikroorganizmaların sekonder metabolizmaları sırasında sentezlenir. Lignin 

peroksidaz, oksidasyon, hidroksilasyon ve aromatik halkadaki bağların koparılması gibi 

reaksiyonları katalizler.  Enzim ayrıca, doğal ve sentetik ligninin depolimerizasyonunu 

başarmasının yanı sıra, çeşitli rekalsitrant aromatik bileşikler ile pek çok polisiklik 

aromatik ve fenolik bileşiklerin minerilizasyonunu da yapabilmektedir (Elisashvili, 

1993).  Bütün bu reaksiyonlar, lignin bileşeninin enzim tarafından H2O2 aracılığı ile tek 

elektron oksidasyonu yoluyla oksitlenmesi ile gerçekleşmektedir (Karam ve Nicell, 

1997).  Ligninazın aktivite tayinlerinde, model bileşik olarak veratril alkol kullanılır.  

Veratril alkol bir sekonder metabolittir ve ligninaz tarafından veratril aldehite 

dönüştürülür (Leisola vd., 1987). 

 

P. chrysosporium beyaz çürükçül fungusu ile yapılan çalışmalarda, lignolitik 

aktivitenin gözlenebilmesi için üreme ortamındaki besinsel faktörlerin çok önemli 

olduğu saptanmıştır (Leisola, 1987).  14C işaretli CO2’in ayrılmasını temel alan 

yöntemlerin kullanıldığı çalışmalarda, azot miktarının çok az olduğu ortamlarda, P. 

chrysosporium’un lignolitik enzimlerinin aktivitelerini yüksek miktarlarda tespit 

edebilmişlerdir.  Ayrıca karbon kaynağı miktarının ve çeşidinin de lignolitik enzimlerin 

üretiminde önemli rol oynadığı, farklı beyaz çürükçüllerle yapılan çalışmalarla da 

saptanmıştır (Michell vd., 1991).  Jager ve arkadaşlarının yaptığı bir dizi deneyde, 

karıştırmalı ve çeşitli deterjanların (Tween 80 gibi) eklendiği kültürlerde lignolitik 

aktivitenin arttığını tespit etmişlerdir (Higuchi, 1987).  Leisola ve arkadaşları (1987) 

veratril alkolün inkübasyon ortamına eklenmesi ile lignolitik aktivitenin indüklendiğini 

göstermişlerdir (Higuchi, 1987). 
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2.4. Katı Substrat Olarak Kullanılan Bitkisel Materyallerin Ana Bileşenleri 

2.4.1. Selüloz 

 

  Selüloz bitkiler tarafından sentezlenen temel karbonhidrattır.  Yılda 1x108 tonu 

kağıt endüstrisinde kullanılmak üzere yaklaşık 1,5x108 ton selüloz, ham fibriler 

materyal formunda tüketilmektedir.  Bundan dolayıdır ki selülozik biyokütlelerin 

yıkımı, biyosfer içerisindeki karbon döngüsünün önemli bir bölümünü oluşturur.  Aynı 

nedenden dolayı, etanola fermente edilebilecek şeker substratlarının üretimi gibi 

endüstriyel süreçler için selülolitik enzimlerin kullanımı biyoteknologların ilgisini 

çekmektedir.  Selüloz, bitki hücre duvarlarının temel bileşenidir ve oranı bitkiye bağlı 

olarak %35-40 (w/w) arasında değişmektedir.  Selüloz aynı zamanda fungusların, 

bakterilerin alglerin ve bazı deniz hayvanlarının yapısında da bulunmaktadır.  Selüloz, 

birbirlerine β-1,4 glukozidik bağlarla bağlanmış glukoz alt ünitelerinden oluşan lineer 

bir polimerdir. 

Doğal şartlar altında glukoz birimlerinin %98 (w/w) ‘den daha fazlası, moleküler enerji 

gereksinimlerini indirgeme biçimi olarak, cis konfigürasyonu gösterirler.  Bunun 

sonucunda β-1,4 glukozidik bağlar, sellobiyozu selülulozun tekrarlamalı birimleri haline 

getirecek biçimde, şeker birimlerini molekülün vertikal ekseni etrafında 180° 

döndürüler.  Selülozun bileşke polimeri glukozun 3. karbonundaki hidroksit grubu ile 

komşu piranozid halkasının oksijen atomu arasındaki zincir içi hidrojen bağlarının sıkı 

bir biçimde tutulması şeklindedir.  Aynı zamanda piranoz halkasının 2. ve 6. karbon 

pozisyonlarındaki hidroksil grupları arasında da hidrojen bağı oluşumu meydana 

gelebilmektedir.  Selüloz molekülleri 10–15 molekülün bir araya gelmesi ile 

protofibriler (4nm eninde) şeklinde gruplar oluştururlar.  Bunlar mikrofibrilleri (25 nm 

eninde ) oluşturmak için yaklaşık 40 protofibrilden oluşan gruplar halinde bir araya 

gelirler.  Mikrofibriller 3. karbondaki hidroksil grubu ve bitişik zincirlerdeki piranoz 

halkasındaki oksijen atomu ile birbirlerine tutunurlar.  Bunlar daha sonra Van der Walls 

bağları ile güçlenirler. 

 

Glukozun depo polimeri olan nişastanın aksine selülozun rolü sadece yapısaldır.  

Selülozun gerilmeye karşı yüksek dayanıklılığı, bitki hücrelerinin osmotik basınca karşı 
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dayanabilmelerini sağlar ve bitkilerin mekanik baskılara karşı direncinden sorumludur.  

Selülozun mekanik dayanıklılığı, özellikle tekstil fibrinlerinde açıkça görülmektedir 

(Kuru, 2003) . 

 

2.4.2. Hemiselüloz 

 

Hemiselülozların bileşenleri yapısal olarak selüloza benzer kompleks 

polisakkaritlerdir çünkü 1,4-bağlı β-D-piranosil (pyranosyl) birimlerinden oluşan bir 

ana hatta sahiptirler.  Selüloz bir türden bir diğerine yapıda çok küçük değişiklik 

gösteren doğrusal bir homopolimerken, hemiselülozlar yüksek derecede dallı genellikle 

kristal olmayan heteropolisakkaritlerdir.  Hemiselülozlarda bulunan şeker kalıntıları 

pentozları (D-xylose, L-arabinoz), heksozları (D-galaktoz, L-galaktoz, D-mannoz, L-

rhamnoz, L-fukoz) ve üronik asitleri (D-glukuronik asit) içerir.  Bu kalıntılar değişik 

şekilde asetilasyon veya metilasyon tarafından değişime uğratılabilir.  Hemiselülozlar 

selülozdan daha bir düşük polimerizasyon derecesi (<200 şeker kalıntısı) gösterir 

(Glazer ve Nikaido, 2007). 

 

2.4.2.1. Yumuşak Odun Hemiselülozları 

 

Üç ana yumuşak odun selülozu vardır: glukomannan, galaktoglukomannan ve 

arabinaglukuronoksilan (arabinoglucuronoxylan). Đki mannoz-içerikli polimer, içerilen 

galaktoz açısından büyük ölçüde farklılık gösterir.  Yaklaşık şeker bileşimleri 

galaktoz:glukoz:mannoz) sırasıyla 0.1:1:4 ve1:1:3 ‘dir.  Ana hatları 1,4-bağlı β-D-

glukopiranoz ve β-D-mannopiranoz birimlerinden oluşur.  Burada, α-D-Galaktopurenaz 

birimleri, ana hatta 1,6 bağlarıyla bağlanmıştır.  Ana hat şekerleri, 3-4 birime bir asetil 

grubu gelecek şekilde C-2 veya C-3’te asetile edilir ( Glazer ve Nikaido, 2007). 

 

2.4.2.2. Sert Odun Hemiselülozları 

 

Sert odun hemiselülozu, çoğunluğu C-2 veya C-3’te asetile edilen 1,4-bağlı β-D-

eksilopiranoz birimlerinden oluşan ana hatta sahip glukuroksilandır.  Aşağı yukarı bir 4-
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O-metil-α- β-glukuronik asidi C-2’de ana hatta bağlanmıştır, her bir 10 eksiloz 

biriminde mevcuttur ( Glazer ve Nikaido, 2007). 

 

2.4.3. Lignin 

 

“Lignin” terimi Latincede odun anlamına gelen “Lignum” kelimesinden 

türetilmiştir ve selülozdan sonra doğada doğal olarak ortaya çıkan ve en bol bulunan 

polimerdir.  Tipik bir odun fibrininde lignin orta lamelde, piriler ve sekonder hücre 

duvarlarında bulunur.  Proteinler, nükleik asitler ve polisakkaritler gibi doğal olarak 

ortaya çıkan diğer polimerlerden farklı olarak lignin, düzenli ve kesin bir kimyasal 

bileşime sahip değildir.  Lignin, bitkilerde p-hidroksinnamil akollerden bitki 

peroksidazları aracılığı ile gerçekleşen radikal eşleştirme ile sentezlenir.  Bu rastgele 

eşleştirme aril gliserol-β-aril eter bifenil, difenileter, fenilkumaran ve 1,2-diaril propan 

gibi çeşitli kimyasal bağlar ile kompleks 3 boyutlu, fenolik bir polimerin oluşumu ile 

sonuçlanır. 

 

Ligninin bu moleküler kompleksliliği onu lignoselüloz ile birlikte bitkisel 

materyallerin kimyasal ve biyolojik yıkımını sınırlayan inatçı bir doğal substrat yapar.  

Bununla birlikte lignin bitki dokularında çok önemli mekanik bir role sahip olmanın 

yanı sıra (örneğin; mekanik baskılara karşı direnç kazandırarak ve hücreler arasında 

bağlayıcı bir ajan rolü üstlenerek), bitki patojeni mikroorgaanizmalar tarafından 

gerçekleşecek mikrobiyal saldırıya karşı dirençlilik ve su geçirmez ksilem dokusunun 

oluşumunu da sağlamaktadır (Kuru, 2003). 

 
 

 2.5. KFF’de Ligninolitik Enzim Üretimi  

 

Ligninolitik enzim üretimi sıvı fermentasyon tekniği ile üretildiği gibi katı 

substrat üzerinde büyütülmesi de mümkündür.  Çizelge 2.6’da destek materyal olarak 

özellikleri tarımsal atıkların kullanılması suretiyle üretilen ligninolitik enzimleri 

listelemektedir.  Fakat ürün iyileştirilmesinin substrat olarak kullanılan doğal maddelere 

göre daha az karmaşık olduğu inert destekler üzerinde KFF ile ligninolitik enzimlerin 
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üretimi ile ilgili çok az çalışma bildirilmiştir.  Hücre dışı ürünler inert destekten çok 

daha kolay ekstrakte edilebilir bu ürünün saflığını da olumlu açıdan etkiler (Ooijkaas 

vd., 2000). Ancak ortamın maliyeti daha fazladır.  Bu nedenle doğal destekler 

kullanıldığında ürün iyileştirme ve saflaştırma daha maliyetli olmasına rağmen bu 

desteklerden yararlanmak ürün maliyetini düşürdüğü gibi daha yüksek aktiviteler elde 

etmeyi de sağlamaktadır (Rodriguez vd., 2004).  Spesifik bir hedefe geçerliliğini 

belirlemek amacı ile tüm süreçlerin ekonomik açıdan değerlendirilmesi yapılması 

gerekir.  Bu sistem özellikle enzim gibi yüksek değerlikli ürünlerin üretiminde 

uygundur.  

 
 
Çizelge 2.6. KFF tekniği ile ligninolitik enzimlerin üretimi (Rodriguez Couto ve 
Sanroman, 2005). 
 

Destek Mikroorganizma Ligninolitik 
enzimler 

Üzüm posası Polyporus BH1, Polyporus 
BW1 
T. versicolor 

Pleurotus ostreatus, 
Phanerochaete chrysosporium 

Ligninaz 
MnP, lakkaz 
Lakkaz, MnP, 
LiP 

Ballico tohumu Botryosphaeria sp. Lakkaz 
Muz atığı P. ostreatus, Pleurotus sajor-

caju 
Lakkaz, LiP 

Kanola kökleri Cyathus olla Lakkaz, MnP 
Mısır Lentinus edodes strain CS-495 

Sporotrichum sp. 
 
Pleurotus pulmonaris 

Lakkaz 
Ligninolitik 
enzimler 
Lakkaz 

Pamuk P. ostreatus, Pleurotus 
cystidiosus, P. pulmonarius, 
Pholiota nameko 

P. chrysosporium, Funalia 
trogii 

Lakkaz, HRP, 
MnP, SOD 
Lakkaz, 
peroksidaz, 
sellülaz 

Üzüm Coriolus versicolor, Panus 
tigrinus, P. chrysosporium 

Daedaleopsis confragosa, 
Marasmius allaceus, P. 
Chrysosporium 

Aspergillus niger 

Ligninaz 
 
Lakkaz, MnP 
 
 
Glikozidaz 

Zeytin kara suyu P. tigrinus Lakkaz, MnP 
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Çizelge  2.6. KFF tekniği ile üretilen ligninolitik enzimlerin üretimi (devamı) 
(Rodriguez Couto ve Sanroman, 2005). 
 

Destek Mikroorganizma Ligninolitik 
enzimler 

Talaş Rigidoporus lignosus 

Coriolus hirsutus 
MnP 
Lakkaz, MnP 

Buğday tanesi Pleurotus eryngii, P. 
pulmonarius 

MnP 

Buğday kepeği P. pulmonarius 

P. ostreatus, P. chrysosporium 

Fomes sclerodermeus 

Lakkaz 
Lakkaz, MnP, 
LiP 
Lakkaz, MnP 

Buğday samanı C. versicolor, P. tigrinus, P. 
chrysosporium 

P. radiata 

Pleurotus sp. 
P. chrysosporium 

Pleurotus sp.2, Trametes gallica 

P. chrysosporium 

P. ostreatus 

P. pulmonarius 

Ligninaz 
 
LiP, MnP, lakkaz 
Lakkaz, MnP 
LiP, MnP 
MnP, lakkaz 
LiP, MnP 
Lakkaz 
Lakkaz 

Odun Bjerkandera sp. strain BOS55 
Ceriporiopsis subvermispora 

P. ostreatus, P. chrysosporium 

LiP, MnP 
MnP, lakkaz, 
hemiselüloz, 
selülaz 
Lakkaz,MnP,LiP  
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3. YÖNTEM ve GEREÇLER 

Çalışmanın genel olarak izlenen deneysel akış şeması Şekil 3.1.’de verilmiştir.  

3.1. Çalışmalarda Kullanılan Funguslar 

 

Çalışmalarda Bacidiomycetes sınıfından beyaz çürükçül funguslardan Trametes 

versicolor ATCC200881, Phenorochaeta chrysosporium ATCC34541, Pleurotus sajor-

caju kullanılmıştır.  Mikroorganizmalar Hacettepe Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji 

Bölümü Biyoteknoloji Anabilim Dalı Öğretim Üyesi Prof. Dr. Sn. Nazif Kolankaya’dan 

temin edilmiştir. 

 

Çalışmada kullanılan funguslar, Malt extract agarda (MEA) 30 °C’de 7 gün 

inkübe edilmiştir.  Fungus kültürleri +4 °C’de buzdolabında saklanmaktadır. 

 

3.2. Çalışmada Kullanılacak Fungus Kültürlerinin Hazırlanması 

 

Aktiflenen kültürlere 10 ml steril distile su eklenerek misel süspansiyonları 

hazırlanmıştır.  Süspansiyonundan 4 ml alınarak 100 ml Potato Dekstrose Broth (PDB) 

içeren 250 ml’lik erlenlere ekim yapılmış ve 30°C’de 125 r.p.m.’de çalkalamalı etüvde 

4 gün inkübe edilmiştir.  Đnkübasyon sonrası kültür, düşük devirde homojenize 

(Heidolph) edilmiştir. Homojenizat aşılama amacı ile kullanılmıştır.  

3.3. Çalışmada Kullanılan Katı Substratlar 

 

Çalışmada katı substrat olarak zirai ve doğal atıklar olan talaş, mısır kepeği, 

yulaf, buğday kepeği, kurutulmuş çay, kanola, pirinç kepeği, soya fasulyesi kepeği, 

ayçiçeği kepeği, yonca, arpa kepeği, kurutulmuş damıtma çözünürlü daneleri (DDGS) 

ve Pinus nigra kozalağı kullanılmıştır.  Bu substratlar besin içeriği, kolay erişilebilirliği 

ve maliyetinin düşük olması nedeniyle tercih edilmiştir. 
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3.4. Katı Substrat Ortamının Hazırlanması, Ekimi ve Üretimi 

 

Erlenlerde (250 ml) 5 gram olacak şekilde talaş, mısır kepeği, yulaf, buğday 

kepeği, çay, kanola, pirinç kepeği, soya fasulyesi kepeği, ayçiçeği kepeği, DDGS ve 

Pinus nigra hazırlanmış ve 15 ml nemlendirme sıvıları her bir erlene eklenmiştir.  

Đnkübasyon sürecinde substrat ile fungusun karışımının ve homojen bir büyüme 

olanağının sağlayabilmesi için erlenlerin içerisine cam çubuklar yerleştirilmiştir.  Daha 

sonra 121°C’de 1 atm. basınç altında 20 dakika süresince otoklavda steril edilmiştir.  

Her bir erlen 3.2’de anlatıldığı gibi hazırlanan homojenize edilmiş hücre 

süspansiyonundan 4 ml alınarak ekimler yapılmış ve erlenler 30°C’de statik olarak 12 

gün süresince inkübasyona bırakılmıştır.  Çalışma en az 3 tekrarlı olacak şekilde 

yürütülmüştür.  Her bir subsrat için ekim yapılmaksızın oluşturulan kontrol gruplarında 

eş zamanlı olarak inkübasyona bırakılmıştır. 

 

3.5. Katı Subtsrat Ortamından Enzim Ekstraksiyonu 

 

Đnkübasyonun sonunda her bir erlene 40 ml distile su eklenmiş ve katı substratlar 

içine tamamen penetre olmuş olan fungus cam çubuk ile karıştırılarak parçalanmıştır.  

Erlenler 30°C ve 200 r.p.m.’ de 1 saat süre ile çalkalamalı etüvde çalkalanmış ve 1 saat 

sonunda örnekler süzülmüştür.  Süzüntü, 4000 r.p.m.’ de 15 dakika santrifüj edilmiş ve 

süpernatant kısmı, lakkaz, LiP ve MnP aktivitesi ölçümünde kullanılmıştır. 

 

3.6.  Enzim Aktivitelerinin Ölçülmesi 

 

Lakkaz aktivitesi ölçümü icin tepkime tüplerinde toplam hacim 5 ml olacak 

sekilde substrat olarak 4.9 ml ve 1 mM guaiakol içeren 50 mM Sodyum-Asetat tamponu 

(pH: 4.5) ve enzim kaynağı olarak 0.1 ml kültür süpernatantı kullanıldı.  37°C’de 15 

dakika inkübasyondan sonra 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Sp70 

2102UVP Spectrum UV-Vis spectrophotometer-Shimadzu 2550 UV-VU) absorbans 

ölçülmüştür (Taşpınar ve Kolankaya, 1998). 
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Çalışmada, 37°C, 1 dakika, 465 nm dalga boyunda absorbansı 0.1 birim artıran 

enzim aktivitesi 1 Unit aktivite olarak tanımlanmıştır. 

 

Mangan peroksidaz aktivitesi ölçümü için tepkime tüplerinde toplam hacim 3 ml 

olacak şekilde 0,25 M’lık sodyum tartarat tamponundan (pH4.5) 1.8 ml, substrat olarak 

20 mM 2.6 DMP 0.15ml, 0,15 ml 20 mM MnSO4,  enzim süpernetantından 0.6 ml ve 

reaksiyonun başlatılması için 4 mM H2O2‘den 0.3 ml deney tüpüne ilave edilmiş ve 

sonra spektrofotometrede 469 nm’de 10 sn aralıklarla 3 dk boyunca 25°C’de ölçümler 

alınmıştır. (Erden vd., 2009) 

 

Çalışmada 25°C’de, bir dakikada 1 mmol dimetoksifenolü (2,6-DMP) okside 

eden enzim miktarı 1 Unit aktivite olarak tanımlanmıştır. 

 

Lignin peroksidaz aktivitesi ölçümü için tepkime tüplerinde toplam hacim 3ml 

olacak şekilde 100 mM’lık sodyum tartarat tamponundan (pH 2.5) 2.3 ml substrat 

olarak 200 mM veratril alkolden 0.3 ml, enzim süpernatantından 0.1 ml ve reaksiyonun 

başlatılması için 4 mM H2O2 çözeltisinden 0.3 ml deney tüpüne ilave edilmiş ve sonra 

spektrofotometrede 310 nm de 10 sn aralıklarla 3 dk boyunca 37 °C’de ölçümler 

alınmıştır. (Erden vd., 2009) 

 

Çalışmada 37 °C’de, bir dakikada 1 µmol veratril alkolü veratril aldehite 

dönüştüren enzim miktarı 1 Unit aktivite olarak tanımlanmıştır.  

 

3.7. Günlük Enzim Aktivitesinin Taranması 

 

Çalışmada en iyi katı substrat, fungus ve enzim seçildikten sonra periyodik 

olarak 3, 6, 9, 12, 15 ve 21. günlerde örnekler alınarak 3.5’de anlatıldığı gibi enzim 

ekstraksiyonu yapılıp 3.6’da anlatıldığı üzere enzim aktiviteleri belirlenmiştir. 
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3.8. Seçilen Substratın Karbon, Azot ve Holoselüloz Miktar Tayini ve 

Ağırlık Ölçümü ile Đnkübasyon Sürecindeki Değişimin Belirlenmesi 

 

Denenen substratlar arasında en fazla enzim üretimine olanak sağlaması 

nedeniyle yonca seçilmiştir.  Trametes versicolor fungal kültürü ile substratın yonca 

kullanıldığında en yüksek enzim aktivitesine lakkaz enzimi ile ulaşılmıştır.  Katı 

substrat fermantasyonu öncesi yonca örneklerinin ve yoncayı substrat olarak kullanan T. 

versicolor  15 günlük inkübasyonu sonunda karbon, azot ve holoselüloz miktar tayinleri 

yapılmıştır.  Holoselüloz tayinleri Çevre ve Orman Bakanlığı Çevre Referans  

Laboratuvarı’nda (Ankara) yapılmıştır. Çalışmada yapılan azot ve karbon tayinleri ise 

Çevre ve Orman Bakanlığı, Orman, Toprak ve Ekoloji Araştırmaları Enstitüsü’nde 

(Eskişehir) yapılmıştır.  Katı substrat öncesi ve sonrası yonca örneklerinde ağırlık 

ölçümleri de yapılmıştır.  

  

3.9. Katı Substrat Fermentasyonu Öncesi ve Sonrası Katı Substrat Olarak 

Seçilen Yoncanın FT-IR Analizi 

 

Katı substrat fermantasyonu öncesi ve sonrası yonca örneklerinin FT-IR 

analizleri yapılmıştır.  Yonca örnekleri ve KBr 3 mg/500 mg oranında karıştırılıp 

hazırlanan tabletlerin analizi Perkin Elmer FT-IR 100 sperktrometer da 

gerçekleştirilmiştir. FTIR analizleri Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Fen Edebiyat 

Fakültesi, Fizik Bölümü’nde yapılmıştır.  
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Şekil 3.1. Deneysel akış şeması 
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   4. BULGULAR 

4.1. Beyaz Çürükçül Funguslarla Farklı Katı Substratlar Kullanılarak 

Lakkaz, MnP ve LiP Üretimi 

 

Farklı katı substratlarda üretilen beyaz çürükçül fungusların enzim aktiviteleri 

açısından değerlendirilmesinde Şekil 4.1’de de görüldüğü gibi katı substrat olarak 

yonca, mikroorganizma olarak T.versicolor ve enzim olarak da lakkaz enzimi (22.36 

U/ml) seçilmiştir.  En iyi MnP aktivitesi T.versicolor’da yulafın substrat olarak 

kullanıldığı ortamda elde edilmiştir (0.367 U/ml) (Şekil 4.2).  Çalışmada LiP 

aktivitesine rastlanmamıştır.   
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Şekil 4.1. Farklı substratlar üzerinde büyütülen T.versicolor, P.chrysosporium ve 

P.ostreatus’dan elde edilen lakkaz aktivite değerleri açısından karşılaştırılması (Çalışma 

koşulları: 30 °C, 5 gram katı substrat 4 ml inokulum, statik koşullarda 12 günlük 

inkübasyon) 

 



 46 

 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

E
N
z
im
 A
k
ti
v
it
e
s
i(
U
/m
l)

T.versicolor

P.chrysosporium

P.sajor-coju

 

 

 

Şekil 4.2. Farklı substratlar üzerinde büyütülen T.versicolor, P.chrysosporium ve 

P.ostreatus’dan elde edilen mangan peroksidazın aktivite değerleri açısından 

karşılaştırılması  (Çalışma koşulları: 30 °C, 5 gram katı substrat 4 ml inokulum, statik 

koşullarda 12 günlük inkübasyon) 

 

 

4.2. Günlük Lakkaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 
 

Katı substrat olarak seçilen yonca üzerinde büyütülen Trametes versicolor’dan 

elde edilen lakkaz aktivitesinin inkübasyon sürecinde değişiminin takibi ile en iyi 

aktivitenin 15. günde olduğu Şekil 4.3’de görülmektedir. 
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Şekil 4.3. Yonca üzerinde büyütülen T.versicolor’dan elde edilen lakkazın günlük 

aktivitesinin değişimi. (Çalışma koşulları: 30 °C, 5 gram katı substrat 4 ml inokulum, 

statik koşullarda 21 günlük inkübasyon). 

 

 

4.3. Katı Substrat Fermentasyonu Öncesi ve Sonrası Katı Substrat Olarak 

Seçilen Yoncanın Karbon, Azot ve Holoselüloz Miktar Değişimi ve Ağırlık Kaybı 

  

Yapılan çalışmalar sonunda katı substrat fermantosyonu öncesi ve sonrası yonca 

örneklerinin karbon, azot ve selüloz miktar tayinleri ve ağırlık kaybı sonuçları Çizelge 

4.1’de verilmiştir. 

 

 

Çizelge 4.1. KFF öncesi ve sonrası yoncanın holoselüloz ve karbon içerikleri ve ağırlık 
kaybı. 

 
 Holoselüloz miktarı 

(%) 

Karbon Đçeriği (%) Ağırlık Kaybı (g) Azot (%) 

KFF öncesi  73,15 44.007 5.00 3,022 

KFF sonrası  57,37 39,821 4.393* 3,046 
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4.4. Katı Substrat Fermentasyonu Öncesi ve Sonrası Katı Substrat Olarak 

Seçilen Yoncanın FT-IR Analiz Değerlendirilmesi 

 

Katı substrat fermantasyonu öncesi ve sonrası yonca örneklerinin FT-IR 

sonuçları Şekil 4.4’de verilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.4. Katı substrat fermentasyonu öncesi ve sonrası katı substrat olarak seçilen 

yoncanın FT-IR analiz değerlendirilmesi (a) KFF öncesi yonca örneği, (b) KFF sonrası 

yonca örneği. 
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5. TARTIŞMA 

 

Beyaz çürükçül fungusların doğal habitatlarına çok benzer yapıda olmaları 

nedeniyle ligninoselülozik maddeler üzerinde gerçekleştirilen katı faz fermentasyonu ile 

elde edilen ürün çeşitliliği her heçen gün artmaktadır. Beyaz çürükçül fungusların 

çevresel uygulamalar açısından önemli üstünlüklere sahip olan fenol oksidaz ve 

peroksidaz grubu enzimlerinin üretimleri için de katı faz fermentasyonları oldukça 

kullanışlıdır. Bu fungusların ürettiği ligninolitik enzimler çevre şartları tarafından 

indüklenebilir ya da baskılanabilir özelliktedir (Fenice vd., 2003).  Katı faz 

fermentasyonları; daha yüksek fermentasyon verimliliği, elde edilen ürünün yüksek 

konsantrasyona sahip olması, yüksek ürün stabilitesi, daha düşük katabolit represyon, 

suda çözünemeyen substratların veya çeşitli fungusların karışık kültürasyonu için 

özelleştirilmiş mikroorganizma kültürasyonu, daha düşük su aktivitesinden dolayı 

sterilizasyona harcanan maliyetin düşmesi, gibi birtakım üstünlüklere sahiptir.    

 

Bu çalışmada, buğday kepeği, arpa kepeği, P.nigra kozalağı, talaş, mısır kepeği, 

yulaf, pirinç kepeği, kanola, kurutulmuş çay, yonca, ayçiçeği sapı, soya fasulyesi 

küspesi, DDGS gibi çeşitli substratlar; T.versicolor,  P.chrysosporium ve P.sajor-caju 

mikroorganizmaları kullanılarak lakkaz, LiP ve MnP gibi ligninolitik enzimlerin 

üretiminde büyüme ortamı olarak değerlendirilmiştir. Substratlardan yonca üzerinde 

büyütülen T.versicolor lakkazının diğer substratlar üzerinde büyütülen mikroorganizma 

enzimlerine nazaran en yüksek aktiviteye (22.36 U/ml) sahip olduğu bulunmuştur. 

Bununla birlikte, buğday kepeği substratında büyütülen T.versicolor lakkaz aktivitesi 

19.77 U/ml olarak belirlenirken aynı fungus arpa kepeği üzerinde büyütüldüğünde 

lakkaz aktivitesi 18.66 U/ml olarak bulunmuştur.  

  

Bu çalışma, MnP aktivitesi açısından değerlendirilecek olursa yulaf üzerinde 

büyütülen T.versicolor en yüksek aktiviteye (0.367 U/l) sahipken kanola üzerinde 

büyütülen P.chrysosporium aktivitesi 0.216 U/l bulunmuştur. Bunun yanı sıra pirinç 

kepeği üzerinde büyütülen P.sajor-caju MnP aktivitesi de 0.1 U/l olarak belirlenmiştir.   
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Katı ortam üzerinde büyütülen fungusların ligninolitik enzim üretimi açısından 

değerlendirilmesi üzerine yapılan bu tez çalışmasında denenen substratlar ile LiP 

aktivitesi belirlenememiştir.  

Lakkaz ve MnP beyaz çürükçül fungusların ligninolitik enzimleri arasında en 

yaygın bulunanlarıdır (Nerud ve Misurcova, 1996).  Farklı beyaz çürükçül fungus 

suşları ile yapılan çalışmalarda lakkaz ve MnP aktivitelerinin diğer enzimlere nazaran 

dominant olduğu belirlenmiştir.  Yapılan çalışmalarda lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri 

belirlenmiş olup lakkaz aktivitesinin genellikle MnP aktivitesine nazaran daha yüksek 

bulunduğu bildirilmiştir (Vyas vd., 1994; Hofrichter vd., 1999; Tekere vd., 2001; Arora 

vd., 2002).   

 

Rosales ve arkadaşları (2002) lakkaz üretimi için Trametes hirsuta’yı elma, 

portakal ve patates kabuğu gibi farklı katı substratlar üzerinde büyütmüş ve bunlar 

arasından en iyi katı substratın patates kabuğu olduğunu bulunmuş ve 8 günde 5 U/l 

aktivite elde etmişlerdir. Rodriquez Couto ve arkadaşları (2003) T. versicolor ile 

yaptıkları bir çalışmada katı substrat olarak arpa samanı kullanılmış ve üretimin 18. 

gününde 3500 U/l lakkaz aktivitesi rapor edilmiştir. Kumar ve arkadaşlarının (2006) 

yaptıkları çalışmaya göre katı faz fermentasyonun kültür sıvısında MnP’nin en yüksek 

aktivitesini pH 5.0’de, 37°C’de ve 1.2 U/l olarak saptanmıştır. Mazumder ve arkadaşları 

da (2009) destek maddesi olarak poliüretan köpüğü ve patates dekstroz maya özütü 

ortamı kullanarak P.ostreatus lakkazını katı faz fermentasyon tekniği ile üretmişler ve 

en yüksek aktivite olarak 30 U/ml elde etmişlerdir. Dinis ve arkadaşları (2009) T. 

versicolor, Bjerkandera adusta, Ganoderma applanatum and Phlebia rufa funguslarını 

buğday kepeği üzerinde büyüterek enzim üretimi amaçlamış, farklı sürelerde 

inkübasyon periyoduna tabi tutmuş ve en yüksek aktiviteleri de 28 gün sonunda P.rufa 

MnP aktivitesi 2.95 U/l, B.adusta MnP aktivitesi 1.95 U/l elde etmişlerdir. Rosales ve 

arkadaşları (2007) katı faz şartlarında lakkaz üretimini etkileyen çeşitli değişkenleri 

optimize etmek suretiyle yüksek lakkaz aktivitesi elde etmeyi hedefledikleri çalışmada 

2.5 g öğütülmüş portakal kabuğu ve 5 mM bakır sülfatı substrat olarak kullanmak 

suretiyle en iyi aktiviteyi (0.0317 U/ml) elde etmişlerdir.  Gomez ve arkadaşları (2005) 

beyaz çürükçül fungus olan Coriolopsis rigida’yı katı fazda büyütmüş ve katı faz olarak 

da lignoselülozik atık olan fındıkkabuğu ve arpa kepeği kullanarak lakkaz enzimi 
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üretmişlerdir.  En yüksek lakkaz aktivitesi (3.105 nkat/L) fungus arpa kepeği üzerinde 

büyütüldüğü zaman elde edilmiştir.  Elde edilen bu aktivite fındıkkabuğundan olan katı 

substratta yetiştirilen fungusun enziminin aktivitesine oranla 25 kat daha yüksek 

bulunmuştur.  Aradaki bu fark, substratların kimyasal kompozisyonuna bağlı olabilir.  

Arpa kepeği holoselüloz (%55.7), lignin (%21.4) içeriğine sahipken fındık kabuğu 

holoselüloz (%48.5) ve lignin (%59.4) miktarına sahiptir.  Bu durum Srinivasan ve 

arkadaşları (1995) ile Lorenzo ve arkadaşlarını (2002) yaptıkları çalışmaların sonuçları 

ile uyumluluk göstermektedir.  Bu çalışmalarda da selüloz açısından zengin 

substratların yüksek lakkaz üretiminde kullanılabileceği sonucu çıkmaktadır.  Ancak 

Moldes ve arkadaşlarının (2003) yaptıkları çalışmada yüksek lignin içeriğine sahip 

destek materyal kullanıldığında katı faz fermentasyonu ile büyütülen Trametes 

hirsuta’dan elde edilen lakkaz aktivitesinin diğer substratlara nazaran daha yüksek 

olduğu bulunmuştur.  Bu da enzim üretiminin üretilen fungusun büyütüldüğü katı 

substrat tipine bağlı olduğu kadar kullanılan mikroorganizmanın cinsine de bağlı 

olduğunu göstermiştir.  

 

Sunulan tez çalışmasında elde edilen lakkaz aktiviteleri incelendiğinde, yukarıda 

sıralanan literatürdeki değerler ile kıyaslanabilir bir aktivite elde edildiği söylenebilir.  

Denenen 13 katı substrat arasında en yüksek lakkaz aktivite değerine, substrat olarak 

yonca kullanıldığında ulaşılmıştır. Yoncanın lakkaz üretimi açısından önemli olabilecek 

selüloz içeriği ile karbon ve azot miktarları fermentasyon öncesi ve sonrası ölçülerek 

değişimler belirlenmiştir. Fermentasyon öncesi yoncada % 73.15 holoselüloz 

bulunurken, fermentasyon sonrasında bu değer % 57.37 seviyesine düşmüştür. Benzer 

olarak karbon ve azot miktarlarında da düşüşler gözlenmiştir (Çizelge 4.1). Katı faz 

fermentasyonlarında takip edilen bir diğer parametre de kullanılan substratın ağırlık 

kaybıdır. Fermentasyondan önce ve sonra yapılan ağırlık ölçümlerinde %12.14’lük bir 

ağırlık kaybının olduğu görülmüştür.  Burada belirtilen özelliklerdeki değişimlerin yanı 

sıra kullanılan substratların ferulik, vanilik, p-kumarik asit gibi etkin lakkaz 

indükleyicilerini de içermesi enzim aktivitesinini artmasında etkili olabileceği 

bildirilmiştir (De Souza ve arkadaşları, 2006). 
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Diğer yandan katı substratın sahip olduğu pürüzsüz olması, porozite ve partikül 

boyutu gibi fiziksel özelliklerin de enzim üretimini etkileyebileceği bildirilmektedir 

(Pandey, 1992).   

 

Beyaz çürükçül fungusların çoğu lignini parçalayan enzim olan LiP enziminden 

yoksundur (Hatakka, 1994).  Bu fungusların ligninolitik sistemlerindeki anahtar enzim 

lakkazdır.  Ayrıca odun ve bitki ekstraktları lakkaz aracı maddeler içerebilir. Ardon ve 

arkadaşlarının (1998) yaptıkları çalışmada pamuk sapları P.ostreatus lakkazı tarafından 

okside edilmiştir.  

 

Stepanova ve arkadaşlarının (2003) yaptıkları bir çalışmada yulaf kepeği içeren 

sıvı ortam ve katı ortam üzerinde büyütülen Trametes versicolor, Coriolus zonatus ve 

Cerrena maxima beyaz çürükçül fungusları ile Mycelia sterilia, Trichoderma reesei 

filamentli fungusları karbon kaynağı olarak yulaf kepeğini kullanmışlardır.  Katı fazda 

yulaf kepeği kullanılarak yapılan fermentasyonda beyaz çürükçül funguslar 83 günde 

selülozun %75’ini ve ligninin %55’ini tüketmiştir.  Yulaf kepeğini tüketen fungus, yulaf 

kepeğinin dekompozisyonunu ve humifikasyonunu hızlandırarak büyüyebilmiştir.  

 

Katı faz fermentasyonda substrat ile fungal miselyum arasında doğrudan bir 

temasın olması önemlidir.  Bu nedenle fungusun substrata kısa sürede difüze olabilmesi 

ve çapraz bağlı ve kompleks lignin yapısına penetre olabilmesi substrat ile miseller 

arasındaki doğrudan temasa bağlıdır.  

   

Bu çalışma ile elde edilen sonuçlara göre en iyi organizma T.versicolor, en iyi 

aktivite gösteren enzim lakkaz ve en iyi substrat da yonca seçilmiş ve bundan sonra 

günlük aktivite deneylerine geçilmiştir.  

 

Katı substrat tarama deneylerinden sonra seçilen organizma olan T.versicolor’u 

en iyi substrat olarak bulunan yonca üzerinde büyüterek lakkaz üretmesi sağlanmış ve 

bu 21 gün devam ettirilmiştir.  Günlük aktivite tarama sonucunda en iyi aktiviteye 15. 

günde ulaşıldığı saptanmıştır.  
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Ligninolitik enzim üreticisi olan fungusun büyütüldüğü katı substrat kültür 

ortamının C/N oranı önemlidir. Bazı organizmalar için yüksek miktarda azot lakkaz 

üretimini arttırırken (Gianfreda ve arkadaşları, 1998) bazı organizmalar için de azotun 

sınırlandığı ortamlarda lakkaz üretimi indüklenmektedir (Herpoel ve arkadaşları, 2000; 

Pointing ve Vrjmoed, 2000). Tychanowicz ve arkadaşlarının (2004) yaptıkları 

çalışmada en yüksek lakkaz aktivitesi C/N oranı 30:1 olan kültür ortamı kullanıldığında 

elde edilmiştir. Yoncanın C/N oranı yaklaşık olarak 15:1 bulunmuştur. Katı substrata 

fermentasyon öncesi ve sonrası yapılan karbon ve azot miktar tayinine göre karbon 

miktarının inkübasyon sonrası azaldığı, azot miktarının ise değişiklik göstermediği 

bulunmuştur. Bu sonuç da mikroorganizmanın katı substrat olan yoncayı karbon 

kaynağı olarak kullandığını kanıtlamaktadır.  

 

Fermentasyon sürecinde katı substrat olarak seçilen yoncanın bileşenlerinde 

meydana gelen değişimleri görebilmek için, fermentasyon öncesi ve sonrasında FTIR 

analizleri yapılmıştır. FTIR analizinde su absorbsiyonunun gözlendiği bölge olan 3000-

3700 cm-1 ve değişimlerin gözlenebileceği farklı fonksiyonel gruplarda –1800 cm-1 ve  

900–1550 cm-1  elde edilen spektrumlardaki değişimler Şekil 4.4.1.’de verilmiştir. 

Ligninin FTIR spekturum bölgesi  1800 cm-1 - 4000 cm-l   aralığındadır. Bu alanda diğer 

hidroksil ya da alifatik CH grupları gözlenmemiştir. Yaklaşık 3400 cm-l  de görülen 

absorbsiyon suyun -OH grubundan ya da alifatik ve aromatik gruplardan da gelebilir.     

1618 cm-1 bölgesinde pek çok band görülmekte ve ayrıca, 1630 cm-1 değer değişimi 

ketonlardaki karbonil grupları ya da karboksil gruplarından gelmektedir. Elde edilen 

veriler lignin yapısında bir değişimin olduğunu göstermektedir.   

 

Bazı ligninoselülozik atıkların kullanıldığı çalışmalarda basidiyomisetlerde 

enzim üretimi uyarılmıştır (Reddy vd., 2003; Elisashvili vd., 2008). Ligninolitik 

funguslarla yapılan bazı çalışmalarda farklı zirai atıklar besinsel destek amacıyla 

kullanılmıştır. Ancak literatürde T.versicolor lakkazı üretiminde yoncanın katı substrat 

olarak kullanıldığı herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Elde edilen sonuçlar da 

literatürde diğer katı substuratların kullanımı ile ulaşılan bulgularla kıyaslanabilir 

düzeydedir.  
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