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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 
 
 
 

KATI SUBSTRAT FERMENTASYONU İLE LAKKAZ ÜRETİMİ 

 

FİLİZ KURU 

 

İnönü Üniversitesi 
Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

 
56 +  ix sayfa 

2007 

Danışman: Prof. Dr. Murat ÖZMEN 

İkinci danışman: Prof. Dr. Özfer YEŞİLADA 

 

 Katı substrat fermentasyonu (KSF), serbest suyun bulunmadığı bir ortam olan 
nemli-katı substrat üzerinde mikroorganizmaların üretilmesidir. KSF, funguslarla enzim 
üretimi için uygundur. Çeşitli lignoselülozik atıklar, lakkaz gibi ligninolitik enzim 
üretimi için katı substrat fermentasyonunda kullanılmaktadırlar. Beyaz çürükçül 
fungusların üretmiş olduğu lakkaz, fenolik ve fenolik olmayan bileşikleri oksitleme 
yeteneklerinden dolayı tercih edilmektedir. 
 Bu çalışmada, katı substrat üzerinde Funalia trogii ve Trametes versicolor ile 
lakkaz üretimi test edilmiştir. Zeytinyağı fabrikası atıksuyu (ZYFA), alkol fabrikası 
atıksuyu (vinas), peyniraltı suyu ve melas, katı substratı nemlendirmek için 
kullanılmıştır. Bakır, pepton, glukoz, maya özütü, ksilidin gibi çeşitli indükleyiciler, 
katı substrat fermentasyonunda lakkaz üretimini arttırmak için denenmiştir. Bu 
indükleyicilerden özellikle bakır ilavesi, lakkaz aktivitesini arttırmıştır ve bazı 
atıksuların kullanımı, lakkaz üretimini pozitif yönde etkilemiştir. 
 Sonuçlar, katı substrat fermentasyonu ile yüksek seviyede lakkaz 
üretilebileceğini göstermektedir. Ucuz ve bol tarımsal artık kullanımı, bu tekniğin 
ekonomik olmasını sağlamaktadır ve atıksu kullanımı, kirlilik problemlerini çözmeye 
yardımcı olabilir. 
 
 
 
ANAHTAR KELİMELER: Katı substrat fermentasyonu, lakkaz, beyaz çürükçül  
              fungus, Funalia trogii, Trametes versicolor 
 
 
 
 
 



 iii
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LACCASE PRODUCTION BY SOLID SUBSTRATE FERMENTATION 

 

FİLİZ KURU 

 

Department of Biology 
Institute of Natural Sciences 

Inonu University 
 

56 +  ix pp. 

2007 

Supervisor: Prof. Dr. Murat ÖZMEN 

Co-supervisor: Prof. Dr. Özfer YEŞİLADA 

 
 Solid substrate fermentation (SSF) is defination for the growth of 
microoorganisms on moist solid substrate in the absence of free water. SSF is suitable 
for the production of enzymes by fungi since SSF processes. Various lignocellulosic 
wastes have been used in SSF for ligninolytic enzyme production such as laccase. 
Laccase which is produced by white rot fungi is preferred due to its ability to oxidize 
both phenolic and non-phenolic compounds. 
 In this study, laccase production by Funalia trogii and Trametes versicolor on 
solid substrate is tested. Olive oil mill wastewater (OMW), molasses wastewater 
(vinasse), whey and molasses are utilized for moisturing solid substrate. Various 
inducers such as copper, peptone, glucose, yeast extract and xylidine have been assayed 
for their ability to enhance laccase production in solid substrate fermentation. In the 
presence of  inducers, especially, addition of copper increased laccase activity and 
utilization of  some wastewaters positively affected the laccase production. 

Results showed that, high level of laccase can be produced  by solid substrate 
fermentation. Utilization of cheap and abundant agricultural wastes makes this 
technique more economical and using wastewater can help solving pollution problems.  
 
 
 
KEYWORDS: Solid substrate fermentation, laccase, white rot fungus, Funalia trogii,  
    Trametes versicolor 
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1. GİRİŞ 

  

1.1. Katı Substrat Fermentasyonu   

 

Lignin, pektin, lignoselüloz gibi bileşenleri içeren doğal materyalleri kullanan ve 

esas olarak kesikli bir işlem olan katı substrat fermentasyonu (KSF) serbest su akışının 

olmadığı ve nemli-katı substrat üzerinde mikroorganizmaların üretildiği bir 

uygulamadır [1-3]. Bu işlemde kullanılan substrat, mikroorganizmaların üreme ve 

metabolizması için ihtiyaç duyduğu yeterli nemi sağlamalıdır [4-5]. Katı substrat, hem 

fiziksel destek hem de besin kaynağı olarak rol oynayacağından uygun substratın seçimi 

önemlidir [3]. Bu nedenle, substratın parça büyüklüğü, por yapısı ve kimyasal bileşimi 

uygulama açısından önemlidir. Substratın bol miktarda olması, kolay elde edilmesi ve 

ayrıca ucuz olması büyük önem taşımaktadır [6]. 

Katı substrat fermentasyonu serbest suyun olmadığı ya da çok az olduğu 

durumda gerçekleştiğinden, mikroorganizmaların doğal çevrelerinde bulunduğu 

koşullara çok benzemektedir [7]. 

Çeşitli mikroorganizmalar (bakteriler, mayalar ve funguslar) katı substratlar 

üzerinde üretilebilirler ve bu amaçla kullanılabilecek en uygun mikroorganizmalar 

funguslardır [1]. Beyaz çürükçül fungusların düşük su aktivitesine karşı iyi tolerans 

göstermeleri ve misel formunda üremeleri bu açıdan kullanılabilme olasılıklarını 

arttırmaktadır. 

Geleneksel sıvı fermentasyona göre ekonomik avantajlarının olması ve substrat 

olarak ucuz ve bol bulunan tarım endüstrisi atıklarının kullanılabilmesinden dolayı 

mikrobiyal ürünlerin üretiminde katı substrat fermentasyonu önem kazanmaktadır [8]. 

Bu atıkların pek çoğunun ligninolitik aktivitenin indükleyicisi olarak rol oynayan lignin, 

selüloz ve hemiselülozları içermesi ve ayrıca pek çoğunun yüksek oranda şeker içermesi 

işlemlerin çok daha ekonomik olmasını sağlamaktadır [6]. 

Katı substrat olarak kullanılacak tarımsal atıklar bu süreçle 

değerlendirileceğinden, tarımsal atıklardan dolayı oluşabilecek çevre problemlerinin 

alternatif bir çözümü olabilecek bir işlemdir. Koşullar birçok mikroorganizma için 

doğadaki şartlarına benzer olduğundan, üreme için yeterli koşullar sağlanabilir [9]. 

Çeşitli tarımsal substratlar, beyaz çürükçül funguslarla enzim üretiminde başarılı şekilde 

kullanılabilmektedir [10].   
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Yürütülen çalışmalarda katı substrat olarak çok farklı substratlar test edilirken, 

aynı zamanda işlemde kullanılabilecek farklı mikroorganizmalarda araştırılmaktadır. 

Mikroorganizmanın üremesini ve aynı zamanda üretilmek istenen metabolitin optimum 

üretimini sağlayacak uygun substrat sağlanması çok önemlidir. Çizelge 1’de katı 

substrat fermentasyonlarında kullanılan çeşitli lignoselülozlu substratlar ve üretici 

mikroorganizmalar verilmiştir. 
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Çizelge 1.1 Çeşitli çalışmalarda kullanılan katı substratlar  

 
           SUBSTRAT ÜRÜN / UYGULAMA MİKROORGANİZMA KAYNAK 

 Badem kabuğu tozu   Lipaz   Rhizopus oligosporus  [11] 

 Elma ezmesi  Etanol üretimi 

Sitrik asit üretimi 

 Trichoderma harzianum 

Aspergillus niger 

[12]  

[13] 

Buğday kepeği Amilaz 

Proteince zenginleştirme 

Pektinaz 

Aroma 

Proteaz 

Gibberellik asit 

Gibberella fujikuroi 

Neurospora sitophila 

Aspergillus niger 

Ceratocystis fimbriata 

Aspergillus niger 

Gibberella fujikuroi 

[14] 

[15]  

[16] 

[17]  

[18] 

[19] 

Buğday samanı Ksilanaz 

Lignoselülozik enzimler 

Paecilomyces themophila 

Lentinus tigrinus 

[20] 

[21] 

Muz atığı Lakkaz 

Proteince zenginleştirme 

Ligninolitik enzim üretimi 

Trametes pubescens 

Aspergillus niger 

Pleurotus sp. 

[22] 

[23] 

[24] 

Kassava posası Aroma, tatlandırıcı ürünler Rhizopus oryzae [25-26] 

Şeker kamışı posası Aroma 

Sitrik asit üretimi 

Rhizopus oryzae 

Aspergillus niger 

[27] 

[28] 

 Kahve atıkları  Yenilebilir mantar  P. osteratus [29] 

 Portakal posası  Pektinaz üretimi  Thermoascus aurantiacus [30] 

 Ananas, karışık   

 meyve 

 Sitrik asit üretimi  Aspergillus niger  [31-33] 

 Soya kabuğu 

 

 Proteaz üretimi 

 

 Penicillum sp. 

 A. oryzae 

[34] 

[35] 

 Hindistan cevizi   

 kabuğu 

 Lipaz üretimi Penicillium restrictum [36] 

Kahve kabuğu Sitrik asit üretimi 

tatlandırıcı   üretimi 

Aspergillus niger 

Ceratocystis fimbriata 

[37] 

[38] 

 Kahve özü  Pektinaz üretimi 

Besince zenginleştirme 

 Aspergillus  niger 

Aspergillus  niger 

[39]  

[40] 

Üzüm çekirdeği Lakkaz Trametes hirsuta [41] 

Pirinç kepeği Proteaz  Rhizopus oligosporus [42] 

Soya fasülyesi Fermente besin üretimi Rhizopus sp. [43] 

Kivi atığı Sitrik asit üretimi Aspergillus niger [44] 
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1.2. Katı Substrat Fermentasyonunun Tarihçesi 

 

Katı  substrat fermentasyonu işlemleri, Asya ülkelerinde eski zamanlardan beri 

uygulanmaktadır. Batı ülkelerinde ise 1940’lardan sonra önem kazanmaya başlamıştır. 

Penisilinin sıvı substrat fermentasyonu sürecinde üretilmesi nedeniyle o dönemde 

araştırıcılar bütün ilgilerini sıvı ortam fermentasyonuna yönlendirmişler ve bu nedenle 

batı ülkelerinde katı substrat fermentasyonu 1940’ lardan daha sonra önem kazanmaya 

başlamıştır [4]. 

Belirttiğimiz gibi katı substrat fermentasyonuna ilgi 1940’lardan sonra artmaya 

başlamış ve 1950-1960 yılları arasında fungal kültürler kullanılarak steroid 

transformasyonu gerçekleştirilmiştir. 1960-1970 yılları arasında katı substrat 

fermentasyonu ile mikotoksinlerin üretimi gerçekleştirilmiştir.  Tarım endüstrisi 

atıklarının besiyeri olarak kullanılmasıyla protein bakımından besin değeri arttırılmış 

sığır yemi üretimi düşük maliyeti nedeniyle oldukça önem taşımaktadır. Katı substrat 

fermentasyonuna olan ilgi gün geçtikçe artmaya devam etmektedir [4]. 

Katı substrat fermentasyonunun tipik örnekleri geleneksel fermentasyonlardır 

[1]. Bunlara örnek olarak Japonya’da buharla muamele edilmiş pirinç kullanılan  “koji”, 

Endonezya’da mikrobiyal kaynak olarak küf ve katı substrat olarak buhar uygulanmış 

bezelye tohumlarının kullanıldığı “tempeh” veya Hindistan’a ait “ragi” verilebilir. Yine 

Penicillum roquefortii veya P. camemberti ile küflü peynir üretimi uzun yıllardan beri 

uygulanan katı substrat fermentasyonlarına örnek verilebilir [1]. 

Katı substrat fermentasyonu, özellikle Japonya’da büyük ölçekli endüstriyel 

işlemlerde uygulanmaktadır. Japonya dışında, Hindistan’da orta ölçekte enzim 

üretiminin yapıldığı rapor edilmiştir. Koji tipi işlemler Uzak Doğu’da küçük 

fabrikalarda geniş ölçüde uygulanmaktadır. Fransa’da küflü peynir üretimi, çevresel 

şartların kontrolü, küf sporlarının üretimi ve peynirin mekanik durumunun 

geliştirilmesiyle modernize edilmiştir.  Benzer olarak fungusların küçük ölçekli üretimi 

için kullanılan kompost işlemi, modernize edilmiş ve Avrupa ve ABD’de geliştirilmiştir 

[1]. 

 Son yıllarda katı substrat fermentasyonu bazı avantajlarından dolayı daha da 

önem kazanmaya başlamıştır. 
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1.3. Katı Substrat Fermentasyonunun Bazı Olası Uygulamaları 

 

Yukarıda da belirttiğimiz gibi tarihsel bir öneme sahip olan  katı substrat 

fermentasyonu temelde “koji”, “tempeh” ve “ragi” gibi geleneksel olarak fermente 

edilmiş yiyeceklerin üretimiyle ilgilidir [2]. 

Bununla birlikte; 

a) antibiyotik [3, 45, 46] 

b) alkaloid [4] 

c) bitki büyüme faktörü [4] 

d) enzim [2, 4, 24, 45, 47 ]   

e) organik asit [1, 2, 4, 48]  

f) biyopestisit, [1,2, 49]  

g) mikopestisit [50] 

h) biyoherbisit, [4] 

i) biyosürfektan, [51] 

j) biyoyakıt [2] 

k) aroma veren bileşikler [1, 2, 25, 26, 47] gibi önemli  ürünlerin üretiminde 

kullanım potansiyeli olduğundan artan sayıda araştırma yapılmaktadır. 

     

Son yıllarda çevre koruması amacıyla katı substrat fermentasyonu;  

 tehlikeli bileşiklerin biyolojik yıkımı (biyodegradasyonu) [52], 

 tehlikeli bileşiklerin biyolojik iyileştirilmesinde  (biyoremediasyon)  [53],  

 tarım ve diğer endüstri atıklarının biyolojik detoksifikasyonunda [54],  

 besinsel zenginleştirme için atıklarının biyolojik dönüşümünde 

(biyotransformasyonu) [55], 

 biyolojik kağıt hamuru üretiminde [56], 

 ve  kağıt hamurunun ağartılmasında [57-58] test edilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 



 6

1.4. Katı Substrat  Fermentasyonunun Avantajları ve Dezavantajları 

 

 Katı substrat fermentasyonunun çeşitli avantajlarının yanı sıra işlemin 

doğasından gelen dezavantajları da vardır. 

 Aşağıda katı substrat fermentasyonunun bazı önemli avantajları sıralanmıştır: 

 

1. Suyun az olmasından dolayı bakteri ve mayalarla kontaminasyon riski azdır. Bu  

aseptik koşullarda çalışmaya olanak sağlar [2]. 

2. Uygulamaya bağlı olarak KSF’de derin sıvı fermentasyona (DSF) göre daha 

yüksek oranda ürün elde edilebilir [2]. 

3. Substrat genellikle üreme için gerekli bütün besinleri sağladığından kültür 

ortamı oldukça basittir [2]. 

4. Enerji gereksinimi düşüktür [2, 10, 31, 59]. Bazı durumlarda otoklavize etme ya 

da buhar uygulama, mekanik çalkalama ve havalandırmaya gereksinim yoktur. 

5. Çok az su kullanıldığından atık su çıkışı oldukça azdır [2]. 

6. Düşük nem içeriği sayesinde DSF ile üretilemeyen ya da çok az üretilebilen 

özgül bileşiklerin üretimi sağlanabilir [2]. 

7. Substratın konsantre özelliğinden dolayı DSF ile karşılaştırıldığında  aynı 

miktarda substrat için KSF’de daha küçük reaktörler kullanılabilir [2]. 

8. KSF, fungusların yetiştiği, adapte olduğu doğal çevrelerine benzer. [7]. 

9. Daha yüksek havalandırma kapasitesine sahiptir [2]. 

10. Oksijen sirkülasyonu daha iyidir [2]. 

11. Katabolik baskılama genellikle daha düşüktür [2]. 

12. Ürün kararlılığı daha yüksektir [2]. 

13. Kullanılan substratlar, bol ve ucuzdur. Ayrıca bu substratlar, DSF’de 

uygulanamaz [6]. 

14. Sporlarla inokulasyon, ortamda düzenli dağılımı kolaylaştırır [2]. 

 

Bu avantajlarının yanı sıra katı substrat fermentasyonunun büyük ölçekli 

uygulamasını zorlaştıran bazı dezavantajlar bulunmaktadır. Bu dezavantajlar da aşağıda 

verilmiştir: 

 

1. KSF’de yalnızca düşük nem seviyesinde üreyebilen mikroorganizmalar 

(filamentli funguslar) kullanılabilir [2]. 
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2. Substratlar genellikle ön uygulamaya ihtiyaç duyar (öğütme, parçalama, 

homojenizasyon, fiziksel, kimyasal ve enzimatik hidroliz, buhar uygulama gibi) 

[2]. 

3. Sıvı substrat fermentasyonuna göre biyokütle (üreme) miktarının saptanması 

zordur [2]. Çünkü, misel ve katı substrat arasındaki sıkı penetrasyon 

biyokütlenin tamamen elde edilmesini engeller [60]. 

4. Substratın katı olması, işlem parametrelerinde problem oluşturabilir (pH, nem 

içeriği ve substrat, oksijen ve kütle konsantrasyonu) [2]. 

5. Çalkalama, oldukça zor olduğundan statik koşullar veya modifiye sistemler 

tercih edilir [2]. 

6. Üreme esnasında oluşan metabolik sıcaklığın uzaklaştırılması oldukça zordur 

[2]. 

7. Temel, bilimsel ve mühendislik bilgileri açısından belirsizlikler vardır. Büyük 

ölçekli reaktörlerin dizaynı ve işlenmesi hakkındaki bilgiler çok azdır [2]. 

8. Bazı işlemlerde yüksek miktarda katı substrat konsantrasyonu nedeniyle ve 

oksijen sirkülasyonu zor olabilir [2]. 

9. Sporla üretime başlanacaksa, çimlenme ihtiyacı nedeniyle uzun lag süresine 

ihtiyaç duyulabilir [2]. 

10. Üretim süreci, DSF’ye göre daha uzundur [2]. 

11. İstenmeyen funguslarla kontaminasyon olasıdır [2]. 

 

1.5. Katı Substrat Fermentasyonunda Kulanılabilecek Bazı Biyoreaktörler  

       (Fermentörler) 

 

 KSF uygulamalarında çeşitli tipte fermentörler kullanılabilir. Bu fermentörler 

bazı temel farklılıklar içermektedir.  

 

a) İmmersiyon (daldırma) biyoreaktörü: Yuvarlak tabanlı silindirik cam bir 

kaptan oluşur. Birkaç tane tel ağ kabı, üzerinde fungus üremiş katı substratla 

doldurulur ve biyoreaktör küvetinin içine yerleştirilir. Sıkıştırılmış hava ile 

çalışan bu sistem aşağı yukarı doğru hareket ederken üretim yapılır [3]. 

b) Sabit-yataklı biyoreaktör: Üzerinde fungus üretilmiş katı substratla 

doldurulmuş kapalı cam bir kolondan oluşur. Nemli hava sürekli olarak verilir. 
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Karıştırma işlemi yoktur ve ucuzdur. En önemli dezavantajı, ısı 

uzaklaştırılmasının zayıf olmasıdır [3].  

c) Dönen silindir biyoreaktör: Dönen bir silindir şeklindedir. Merkezi bir eksen 

etrafında dönen bir sistemle veya kap içerisindeki  karıştıcılarla karıştırma 

yapılır. En önemli dezavantajı ısı uzaklaştırılmasının zayıf olmasıdır. Katı 

substrat fermentasyonunda en çok kullanılan biyoreaktördür. Daha fazla 

materyalin işlenmesi sağlanır. Çeşitli boyutlarda ( 25-4000 L) modelleri vardır 

[3]. 

d) Tava tipi biyoreaktör: Tava tipi bir biyoreaktörde çok ince ( 1,2-2cm ) katı 

substrat ortamında üretim yapılır. Biyoreaktörler, pasif havalandırma yapılan ve 

sıcaklığı kontrol edilen odalarda tutulur [3]. Bu tip biyoreaktörlerde, fermente 

olacak substrat miktarı sınırlıdır. Tava tipi biyoreaktörlerde zamanla pek fazla 

değişiklik olmamış yalnızca plastik ve alüminyum gibi daha modern materyaller 

kullanılmaya başlanmıştır. Tahta tablalar yerine plastik veya alüminyum 

tablaların kullanılması, sterilizasyon ve temizleme işlemlerini kolaylaştırmış bu 

da kontaminasyon riskini azaltmıştır [61]. 

e) Akışkan yataklı biyoreaktör: Sürekli hava akışının olduğu, üzerinde fungus 

tutunmuş katı partiküllerin hava ile sürekli hareket ettiği bir biyoreaktördür. 

Havalandırmanın iyi olması ve metabolik ısının etkin bir şekilde 

uzaklaştırılabilmesi bu reaktörün avantajları arasındadır. Fakat, maliyet 

yüksektir [3]. 

.  

1.6. Katı Substrat Fermentasyonu ile Enzim Üretimi 

 

Biyolojik katalizör olan enzimlerin hücre dışında veya içinde çalışabilmesi 

endüstri, çevre ve tıp alanlarında kullanılabilmelerini sağlamıştır. Bu nedenle enzim 

üretimi, biyoteknolojinin önemli bir uygulama alanıdır [45,62]. Pekçok ticari enzim, 

sıvı fermentasyon yöntemi ile üretilmektedir. Bununla birlikte son on yılda katı substrat 

fermentasyonu ile enzim üretimi üzerine ilgi artmıştır [45]. Az sayıda da olsa bazı 

enzimlerin KSF ile ticari üretimi yapılmaktadır. 

 Enzim üretiminde, üreteceğimiz enzime göre seçeceğimiz substrat çok 

önemlidir. Örneğin; lignince zengin organik atıkların kullanımı, lignin peroksidaz 

üretimini arttırırken yüksek oranda nişasta içeren pirinç kullanımı, amilaz üretimini 

arttırabilecektir [45]. Lakkaz enzimi, biyoteknolojik uygulama potansiyelinden dolayı 
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üzerinde yoğun ilgi olan bir enzimdir. En iyi lakkaz üreticileri beyaz çürükçül funguslar 

olduğundan sıvı veya katı substrat fermentasyonu sürecinde lakkaz üreticisi olarak 

üzerlerinde araştırma yapılmaktadır.  

 

1.7. Beyaz Çürükçül Funguslar ve Biyoteknolojik Önemleri 

 

 Basidiomycetes sınıfına dahil olan beyaz çürükçül funguslar [63], doğadaki en 

etkin ligninolitik mikroorganizmalardır [64] ve odunda bıraktığı beyaz renkten dolayı 

beyaz çürükçül fungus olarak tanımlanmaktadırlar [65]. 

Odunun selüloz ve hemiselüloz bileşenlerinin yanı sıra, lignini de yıkabilirler. 

Yıkım yetenekleri sentezledikleri ligninolitik enzimler sayesindedir [66]. Bu enzimler 

arasında en önemlileri lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkazdır [67]. 

Beyaz çürükçül funguslar biyoteknolojik özelliklerine bağlı olarak çeşitli 

uygulamalarda kullanılmaktadır. Bunlar arasında; 

a) Ksenobiyotiklerin yıkımı [68] 

b) Atık suların biyolojik iyileştirilmesi [69] 

c) Boyaların renginin giderimi [6, 66, 69-73] 

d) Poliklorlu bifeniller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, pestisitler ve 

sentetik polimerler gibi kirleticilerin yıkımı [52, 74-76]  

e) Biyolojik ağartma [69] 

f) Biyolojik kağıt hamuru üretimi [56, 57]  

g) Biyolojik iyileştirme (biyoremediasyon) [78-80] 

h) Mikrobiyal protein üretimi [81]  

i) Enzim üretimi (lakkaz, ligninaz gibi) [6, 10, 41] sayılabilir. 

 

1.8. Lakkaz Enzimi ve Önemi 
 
 

Fenolik ve fenolik olmayan bileşikleri oksitleme yeteneklerinden dolayı 

lakkazlar (benzendiol: oksidoredüktaz, E.C. 1.10.3.2) üzerine yoğun ilgi vardır. 

 Bu enzimler çeşitli organizmalarda geniş olarak yayılmış çoklu bakır oksidazlara 

dahil olan glikoproteinlerdir [82] ve fungal ligninolitik sistemde rol oynayan 

enzimlerden birisidir  [83]. Yüksek derecede, spesifik olmayan oksidasyon kapasiteleri 

nedeniyle önemli biyokatalizörlerdir [84] ve çeşitli çevresel uygulamalarda 

kullanılabildiği için biyoteknolojik açıdan ayrıca önemlidir [41]. Lakkazlar ilk olarak 
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1883’ de Japon lake ağacı Rhus venicifera dan izole edilmiş olup [85] moleküler 

ağırlıkları 45 ile 110 kD arasında değişmektedir [86]. Lakkaz tipi fenol oksidazlar 

bakteriler ve böceklerden de izole edilmesine rağmen lakkazlar, bitki ve fungal 

lakkazlar olmak üzere 2 ana kategoriye ayrılabilir [87]. Bu enzimler beyaz çürükçül 

funguslar tarafından yüksek miktarda sentezlenebilmektedir [86].  

Düşük substrat özgüllüğü sayesinde bu enzimler birçok biyoteknolojik 

uygulamada kullanılmaktadır. Bunlar arasında; 

a) Odun hamurundan lignin giderimi [88]  

b) Benzopiren, dioksin ve çeşitli ksenobiyotikler gibi toksik çevresel 

kirleticilerin yıkımı [89] 

c) Çevresel kirleticilerin biyolojik yıkımı [75] 

d) Polisiklik aromatik hidrokarbonların yıkımı [52] 

e) Fenolik kirleticilerin uzaklaştırılması [90] 

f) Pestisit transformasyonu [91] 

g) Boya ve tekstil atık suyunun renginin giderimi [6, 92] 

h) Biyolojik iyileştirme [80, 93] 

i) Besin endüstrisi [94] 

j) Biyosensör gibi uygulamalar sayılabilir [95]. 

 

 

1.9. Katı Substrat Fermentasyonu Sürecinde Beyaz Çürükçül Funguslarla Lakkaz      

       Enzimi Üretimi 

 

 Beyaz çürükçül funguslarla lakkaz üretimine yönelik yapılan pek çok çalışma 

ligninolitik fungusların doğal yaşam şartlarını yansıtmayan sıvı ortamlarda 

gerçekleştirilmektedir [69]. Biyoteknolojik açıdan oldukça önemli olan bu enzimin 

üretiminde katı substrat fermentasyonu yöntemi de test edilmektedir. Beyaz çürükçül 

fungusların doğal çevrelerine benzeyen katı substrat fermentasyonu ortamlarında lakkaz 

dahil birçok enzim üretilebilir [67]. 

Çizelge 1.2’ de katı substrat fermentasyonu ile lakkaz üretiminde kullanılan bazı 

funguslar ve katı substratlar verilmiştir. 
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Çizelge 1.2 Katı substrat fermentasyonuyla lakkaz üretiminde kullanılan bazı tarımsal  
                   atıklar ve mikroorganizmalar 
 

 

SUBSTRAT MİKROORGANİZMA KAYNAK 

Buğday kepeği Pleurotus pulmonarius 

Fomes sclerodermeus 

Lentinus tigrinus 

Ganoderma lucidum 

[96] 

[97] 

[21] 

[98] 

Hindistan cevizi kabuğu Trametes hirsuta [69] 

Kivi atığı Trametes hirsuta [99] 

Kestane kabuğu, arpa kepeği Coriolopsis rigida [10] 

Muz atığı Trametes pubescens [6] 

Üzüm çekirdeği Trametes hirsuta [41] 

Arpa kepeği 

 

Trametes versicolor 

Coriolopsis rigida 

[100] 

[52] 

Şeker kamışı Pycnoporus cinnabarinus [89] 

Portakal kabuğu Trametes hirsuta [101] 

Mısır koçanı Pleurotus pulmonarius 

Lentinus edodes 

[102] 

[103] 

 

 

Bu çalışmada amacımız, laboratuarımızda stok kültür olarak muhafaza ettiğimiz 

ve yüksek düzeyde lakkaz üreticisi olduklarını bildiğimiz 2 beyaz çürükçül fungusun 

(Funalia trogii ve trametes versicolor) katı substrat fermentasyonuyla lakkaz üretim 

yeteneklerini araştırmak ve çeşitli ek kaynaklarla lakkaz üretim yeteneklerini 

indüklemektir. 
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2. ÇALIŞMA İLE İLGİLİ KAYNAK ÖZETLERİ 

 

Johann vd. [6] yaptıkları bir çalışmada, Trametes pubescens CBS696.94 ile 

ekstraselüler lakkaz üretimi için destek substrat olarak muz kabuğu kullanmışlardır. 

Muz kabuğu, yüksek karbohidrat içermesi, organik yapısının mikroorganizmalar ile 

kolay metabolize edilmesi ve destek materyali olarak fiziksel uyuma sahip olması 

nedeni ile seçilmiştir. Muz işleme endüstrileri, tarlalar, nehirler, okyanuslar ve boşaltım 

alanlarına dökülen yüksek miktarda katı atık üretir ve bu nedenle yeniden kullanımları, 

boşaltımları sonucunda meydana gelen kirlilik problemlerini çözmeye yardımcı olabilir. 

Yapılan çalışmada lakkaz üretimi 3.gün başlamış (63 U/L) ve kültür üretimin sonlarına 

doğru 1570 U/L aktivite saptanmıştır.  

Rosales vd [104] Trametes hirsuta’ nın katı ortam şartlarında lakkaz üretimini 

araştırmışlar ve arpa kepeği, çeşitli yiyecek atıkları, elma, portakal ve patates kabuğunu 

katı substrat olarak kullanılmışlardır. Katı substratlar ekonomik olmaları ve kolay elde 

edilebildikleri için seçilmişlerdir. Çalışmada ayrıca katı destek olarak  naylon sünger 

kullanılmıştır. T.hirsuta, naylon süngerde üretildiğinde lakkaz aktivitesi 2. günde 217 

U/L olarak saptanmışken 8.günde lakkaz aktivitesi 779 U/L’ ye yükselmiştir. Arpa 

kepeği kültürlerinde ise  lakkaz üretimi 4. günde başlamış (230 U/L) ve  8.günde en 

yüksek değerine ulaşmıştır (2247 U/L). Bu değer, destek olarak naylon süngerin 

kullanıldığı çalışmadan yaklaşık 3 kat daha yüksektir. Elma kabuğu kültürlerinde lakkaz 

üretimi en yüksek değerine üretimin 5. gününde 3148 U/L olarak ulaşmıştır.  Bu değer, 

naylon sünger kültürleri ile elde edilen değerden 4 kat daha yüksektir. Destek olarak 

portakal kabuğu kullanıldığında ise lakkaz aktivitesi 6.günde, destek olarak naylon 

süngerin kullanıldığı kültürlerin lakkaz aktivitesinden 5 kat daha yüksek bulunmuştur 

(3437 U/L). T. hirsuta patates kabuğunda üretildiğinde ise 8.günde naylon sünger 

ortamındaki kültürlerden yaklaşık 7 kat daha yüksek olan lakkaz aktivite değeri 

göstermiştir (5372 U/L). Sonuçlar, besin atıklarının katı ortam şartlarında lakkaz 

aktivitesini arttırdığını göstermektedir. Bu destekler, atık olmaları nedeniyle işlemi daha 

ekonomik yapmakta ve aynı zamanda mikroorganizmalar için bazı besinleri 

sağlamaktadır.  

 Papinutti vd. [105] bir çalışmada temel substrat olarak buğday kepeğine dayalı 

doğal bir ortam kullanılarak, Fomes sclerodermeus ile ligninolitik enzim üretimini 
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amaçlamışlar ve en yüksek lakkaz aktivitesini 28.günde 9.9 U/mL olarak rapor 

etmişlerdir. Bu çalışmada, maliyetinin düşük olması nedeniyle doğal kültür ortamı 

kullanılmış ve ek kaynak olmadan yüksek enzim değerleri elde edilmiştir.  

Yapılan bir çalışmada, beyaz çürükçül fungus Trametes hirsuta’ nın lakkaz 

üretim yeteneği hindistancevizi kabuğu ortamında araştırılmıştır. Yapılmış olan 

çalışmada lakkaz üretimi 10.gün başlamış (19.075 nkat/L) ve 24. günde 333.280 nkat/L’ 

ye yükselmiştir. 2mM bakır sülfat eklenmiş kültürlerde de  lakkaz üretimi aynı şekilde 

10.günde başlamış (13.015 nkat/L), fakat 22.günde lakkaz aktivitesi 920.895 nkat/L gibi 

yüksek bir aktiviteye ulaşmıştır. Bakır ile desteklenmiş olan kültürdeki değerin, kontrol 

kültüründe elde edilen değerden yaklaşık 3 kat daha yüksek olduğu saptanmıştır. Elde 

edilen kültür sıvısının endüstriyel boya olan Lissamine Yeşil B’ nin rengini giderim 

yeteneği araştırılmış ve 12 saatte %42 ile %66 arasında renk giderim değerleri elde 

edilmiştir. Fermentasyon ortamına direkt yeşil B eklendiğinde  boyanın desteğe ve 

fungal misellere bağlanması nedeni ile absorbansın aniden düştüğü gözlenmiştir. 

Bununla birlikte, kültür ortamında renk gideriminin meydana geldiği ve 2.5 saat içinde 

koyu maviden açık yeşile dönüşüp rengin %96’ dan daha yüksek oranda giderildiği 

saptanmıştır. Mikroorganizma varlığındaki renk giderimi yüzdesinin ekstraselüler sıvı 

ile elde edilen renk giderimi yüzdesinden daha yüksek olduğu ve renk gideriminin daha 

kısa zamanda gerçekleştiği rapor edilmiştir [69]. 

Yürütülen diğer bir çalışmada, Coriolopsis rigida’ nın  lakkaz üretim yeteneği 

üzerine kolay erişlebilirlikleri ve düşük maliyetleri nedeniyle seçilen kestane kabuğu ve 

arpa kepeğinin etkisi araştırılmıştır. Arpa kepeğinin katı substrat olarak kullanıldığı 

çalışmada en yüksek lakkaz aktivitesi 3.105 nkat/L olarak saptanmıştır. Bu değer 

kestane kabuğunun substrat olarak kullanıldığında elde edilenden yaklaşık olarak 25 kat 

daha yüksek bir değerdir. 1mM bakır eklenmiş arpa kepeği ortamında üretilen 

kültürlerden elde edilen ham enzim içeren sıvılar ile üç farklı boyanın (indigo karmin, 

metil oranj ve metil yeşil) yıkımı araştırılmıştır. Yapısal olarak farklı olan bu üç 

boyanın lakkaz ile renginin farklı oranda giderildiği gözlenmiştir. İndigo karmin’ in, 4 

saat uygulamadan sonra renginin yaklaşık %100  giderildiği buna karşın metil yeşil 

(%90) ve metil oranjın (%80) lakkaz enzimi ile renk giderimine karşı daha dirençli 

olduğu saptanmıştır [10]. 

Souza vd. [67] buğday kepeği kullandıkları çalışmada Pleurotus pulmonarius’ in 

lakkaz üretim yeteneğini araştırmışlar ve maksimum lakkaz üretimini %75 nem içeriği 

olan koşullarda 5 günlük kültür filtratında 8600 U/g olarak bulmuşlardır. 
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Couto vd. [41] yaptıkları diğer bir çalışmada Trametes hirsuta’ da lakkaz 

üretiminde  substrat olarak üzüm çekirdeklerinin etkisini araştırmışlardır. Şarap 

endüstrisi atığı olan üzüm çekirdekleri, destek materyali olarak uygun olmaları, karbon 

kaynağı olmaları, kolay elde edilebilmeleri ve maliyetlerinin düşük olması nedeni ile 

seçilmiştir. Bu çalışmada laboratuar ölçekli biyoreaktörler kullanılmıştır (Tava tipi 

biyorektör ve İmmersiyon biyoreaktör). Tava tipi biyoreaktörlerde üzüm çekirdekleri, 

naylon sünger ve ortam konulup statik olarak 30ºC de inkübasyona kaldırılmıştır. 

İnkübasyonun 4. gününde yaklaşık 3,3.104 nkat/L lakkaz aktivitesi saptanmış, kültür 

oluşumunun son günlerinde 2,5.105-3.105 gibi yüksek lakkaz aktiviteleri elde edilmiştir. 

İmmersiyon biyoreaktörü ise, silindir cam küvetten oluşmaktadır. Tel ağ kabı, üzerinde 

fungus üremiş üzüm çekirdekleri ile doldurulmuş ve biyorektör tankının içine 

yerleştirilmiştir. Sistem 90 saniye dışarıda 10 saniye ortam içinde olacak şekilde aşağı 

yukarı hareket ettirilmiş ve tava tipi biyoreaktörde elde edilen verilerin immersiyon 

biyoreaktöründe elde edilen değerlerden daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Bunun 

sebebi, immersiyon biyoreaktöründe karıştırmanın fungus üzerinde mekanik strese 

neden olması ve bununda lakkaz üretimini baskılaması olabilir. Bu nedenle, bu çalışma 

için en uygun konfigürasyonun tava biyoreaktörü olduğu rapor edilmiştir.  

Rodriguez vd. [90] katı ve sıvı ortamlarda Pleurotus türleri ile fenolik ve fenolik 

olmayan aromatik kirleticilerin yıkımını araştırmışlar ve Pleurotus türlerinin katı 

substrat olarak buğday kepeği içeren ortamlarda aromatik kirleticilerin yıkımında 

kullanılabileceğini rapor etmişlerdir.  

Yapılan bir diğer çalışmada ise beyaz çürükçül fungus Pleurotus pulmonarius ile 

in vivo şartlar altında katı ortam sistemlerinde endüstriyel boyaların renginin giderimi 

amaçlanmıştır. Glukoz/amonyum tartarat eklenmiş mısır koçanı üzerinde P. 

pulmonarius kültüre edilmiş ve yapısal olarak farklı olan boyaların  renginin giderimi 

gözlenmiştir. 6 günlük inkübasyon sonucunda, amido siyah, Kongo kırmızısı, Tripan 

mavi, Metil yeşil, Remazol brilliant mavi R (RBB), Metil menekşe, Etil menekşe ve 

Brilliant kresil mavi boyalarının rengi tümüyle giderilirken, Metilen mavi ve Poly R-

478 boyalarının rengi kısmen giderilebilmiştir. Fungus kültürlerinin renk giderim 

kapasitesinin yüksek lakkaz aktiviteleri sonucu olduğu bildirilmiş ve bu çalışmada  6 

gün inkübasyon sonucu 480 U/ml lakkaz aktivitesi rapor edilmiştir. P. pulmonarius’ un 

katı ortam kültürleri boya içeren endüstriyel atık sularının arıtımında etkin bir uygulama 

olabilir [71]. 
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 Trametes hirsuta’ nın lakkaz üretimi için destek-substrat olarak kivi atığının 

etkisinin araştırıldığı diğer bir çalışmada amonyum konsantrasyonu, kullanılan 

substratın miktarı, substrata ön-uygulama ve kullanılan kivi atığının farklı kısımlarının 

kullanılmasının lakkaz üretimine etkisi araştırılmıştır. Yapılan çalışma sonucunda en 

yüksek lakkaz aktivitesi, 2.5 g kivi atığı ile 0.150 g/l amonyum konsantrasyonunda 

yaklaşık 90,000 nkat/L olarak saptanmıştır [99]. 

 Fomes sclerodermeus’ un enzim üretim yeteneği, soya ve buğday kepeği 

kullanılarak test edilmiştir. Çalışmada, soya kepeği ortamında selülaz, ksilanaz ve 

pektinaz için en yüksek aktivite, fermentasyonun 12. gününde saptanırken, mangan 

peroksidaz (MnP) aktivitesi 15.günde 14.5 U/g değerine ulaşmış ve lakkaz aktivitesi de 

uygulamanın 28. gününde 520 U/g olmuştur. Buğday ve soya kepeği 1:1 oranında 

karıştırıldığında ise soya kepeğinin yalnızca substrat olarak kullanımına göre pektinaz 

için 3 kat daha yüksek bir değer elde edilmiştir. Bununla beraber, ligninazların değerleri 

düşmüş ve MnP ve lakkaz aktiviteleri de sırasıyla 4.64 ve 66.7 U/g olarak saptanmıştır. 

F. sclerodermeus’ un enzim üretiminin, kullanılan substrata göre farklılık gösterdiği 

rapor edilmiştir [97]. 

 Lentinus edodes ve farklı Pleurotus türlerinin enzim üretim yeteneklerinin test 

edildiği diğer bir çalışmada, substrat olarak mandalina, elma ve muz kabukları 

kullanılmıştır. En yüksek lakkaz aktivitesi Pleurotus türleri ile katı fermentasyon 

sürecinde 4103 U/L olarak saptanmıştır [106]. 

 Rosales vd. [101] yaptıkları bir çalışmada lakkaz indükleyici bileşiklerin  

(syringaldazine ve bakır) etkisini test etmişler ve yapılan çalışmada, Trametes hirsuta’ 

nın lakkaz üretimi için destek-substrat olarak portakal kabuğu seçilmiştir. En yüksek 

lakkaz aktivitesi, 2.5 g portakal kabuğu ve 5 mM bakır sülfat kullanıldığında  31,786 

U/L  olarak elde edilmiştir. Katı ortam şartları altında T.hirsuta ile lakkaz üretimi için 

yüksek miktarda şeker, selüloz ve pektin içermeleri nedeniyle portakal kabuklarının 

uygun destek-substrat olduğu bildirilmiştir. 

 Benzer olarak Souza vd. [107] Pleurotus pulmonarius’in buğday kepeği 

ortamında enzim üretim yeteneğini araştırmışlardır. Buğday kepeğinde etkin lakkaz 

indükleyicileri olan fenolik bileşiklerden ferulik, vanilik, ve p-kumarik asiti gibi bazı 

maddeler bulunmaktadır. Yani buğday kepeğinin lakkaz indükleme kapasitesi fenolik 

içeriği ile de ilgili olabilir. Bu çalışmada maksimum lakkaz üretimi, en yüksek nem 

içeren (%91)  kültürlerde elde edilmiştir. Çalışmada, 20 günlük kültür filtratında lakkaz 

aktivitesi 24,000 U/g substrat olarak saptanmıştır. 
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 Souza vd. [96] yaptıkları bir diğer çalışmada ise, buğday kepeği katı ortamında  

Pleurotus pulmonarius ile üretilen lakkazı saflaştırmışlar ve karakterizasyonunu 

yapmışlardır. Bu arada, lakkazın iki izoformu tespit edilmiştir. Substrat olarak 

syringaldazine kullanıldığında spesifik aktivite 19,750 U/mg protein olarak belirlenmiş 

ve lakkazın moleküler ağırlığı da 46 kDa olarak tespit edilmiştir.  

 Pleurotus pulmonarius’ un lakkaz üretimine bakırın etkisinin araştırıldığı diğer 

bir çalışmada katı substrat olarak mısır koçanı kullanılmıştır. Çeşitli metallerin lakkaz 

üretimine etkisini belirlemek için temel ortam (glukoz-amonyum tartarat-mısır koçanı 

tozu) Cu2+, Ag+, Cd2+, Hg2+, Mn2+, Mg2+ ve Zn2+ ile desteklenmiştir. Ag+, Cd2+, Hg2+  

organizmalar üzerine yüksek oranda toksik olduğundan kültürlerde oldukça düşük 

oranda üreme gözlenmiştir. Kültür ortamına 15 mM bakır ve mangan eklendiğinde 

lakkaz aktivitesi gözlenmiştir. Magnezyum ise ne üremede ne de lakkaz aktivitesi 

üzerine etki yapmamıştır. 25mM CuSO4 eklenen kültür ortamında 1,420 U/L ve kontrol 

kültürlerinde 270 U/L  lakkaz aktivite değerleri elde edilmiştir. Bakır eklenmesi enzim 

aktivitesini 8 kat arttırmıştır.  Bu çalışmada, 10 mM dan daha yüksek bakır ilavesinin 

dahi herhangi bir inhibisyona neden olmadığı ve fungusun bakıra karşı yüksek ölçüde 

direnç gösterdiği bildirilmiştir [102]. 

 Couto vd. [108] Trametes versicolor ile yapmış oldukları çalışmada farklı 

biyoreaktörler kullanarak lakkaz üretimini araştırmışlardır. Bunun için immersiyon, 

genişletilmiş yatak ve tava tipi olmak üzere 3 laboratuar ölçekli biyoreaktör 

seçmişlerdir. Destek olarak ise naylon sünger ve arpa samanı kullanılmıştır. Arpa 

samanı kullanılan biyoreaktörlerde naylon sünger kulanılanlara göre daha yüksek lakkaz 

aktiviteleri elde edilmiştir. Kullanılan biyoreaktörler arasında en yüksek lakkaz 

aktivitesi tava tipi biyoreaktörde elde edilmiştir. Tava tipi biyoreaktörde naylon sünger 

kullanıldığında kültür oluşumunun 18. gününde 343 U/L lakkaz aktivitesi elde 

edilirken, arpa samanı substrat olarak kullanıldığında 18. günde 3500 U/L lakkaz 

aktivitesine ulaşılmıştır. Bu da yaklaşık 10 kat daha yüksek enzim aktivitesi demektir.  

Lignoselülozik substrat kullanılarak Trametes versicolor  ile lakkaz üretiminde tava tipi 

biyoreaktörün uygun olduğu rapor edilmiştir.   

 Couto vd. [109] yapmış oldukları diğer bir çalışmada ise Trametes hirsuta ile 

katı ortam şartlarında lakkaz üretimini ve renk giderim kapasitelerini araştırmışlardır. 

Katı substrat olarak yerfıstığı kabuklarını ve yerfıstığı tohum atıklarını kullanılmıştır. 

Yerfıstığı kabuğunun kullanıldığı kültürlerde lakkaz üretimi 6. günde başlamış (41.2 

nkat/L) 12. günde en yüksek değerine ulaşmıştır (177.8 nkat/L). Buna karşın substrat 
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olarak yerfıstığı tohumları kullanıldığında ise lakkaz üretimi 7. günde başlamış (3.7 nkat 

/L) 14.günde 700 nkat/L değerine ulaşmıştır. Yerfıstığı kabuklarına göre yaklaşık 10 kat 

daha yüksek lakkaz aktivite değeri elde edilmiştir. Bunun yanı sıra bu kültürlerden elde 

edilen süpernatanlar ile 3 farklı boyanın (Nickel (II) fitalosiyanin, Lissamin yeşil B ve 

Asit siyah 48) renginin giderimi araştırılmıştır. Yerfıstığı kabuklarından elde edilen 

süpernatanlar sadece Asit siyah 48’in rengini giderirken, yerfıstığı tohumlarından elde 

edilen süpernatanların her 3 boyanında rengini giderebildiği rapor edilmiştir.  

 Phlosticta spp. ve Aspergillus spp. ile yapılan diğer bir çalışmada muz atığının 

mikrobiyal yıkımı test edilmiş ve çeşitli lignolitik enzimlerin üretim yetenekleri 

araştırılmıştır. Test edilen enzimlerden biri olan lakkaz enziminin aktivitesi Aspergillus 

spp. ile 20. günde yüksek değerine ulaşmıştır(2.8309 U/mg).  Phlosticta spp.’ de ise en 

yüksek lakkaz aktivitesi 20. gün 2.726 U/mg olarak rapor edilmiştir [110]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Çalışmada Kullanılan Funguslar 
 

 Çalışmada Basidiomycetes sınıfına dahil olan beyaz çürükçül funguslardan 

Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 kullanıldı. Bu 

funguslar İnönü Üniversitesi Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji/Biyoteknoloji 

laboratuarında saf kültür olarak muhafaza edilmektedir. 

 

3.2. Çalışmada Kullanılan Fungusların Üretimi ve Saklanması 

  

Çalışmada kullanılan fungusların devamlılığını sağlamak için, funguslar 

Sabouraud dextrose agar (SDA) plaklarında 30 0C’de 4-6 gün inkübe edildi ve her 4-5 

haftada bir taze besiyerine pasajlama yapıldı. Fungus kültürleri 4 0C’de buzdolabında 

saklandı. 

 

3.3. Çalışmada Kullanılacak Stok Fungus Kültürlerinin Hazırlanması 

 

 SDA plaklarında üremiş olan fungus kültürlerinden yatık agara pasajlama 

yapıldı ve 30 0C’de 4-6 gün inkübe edildi. Yatık agarda üretilen fungus kültürlerine 10 

ml steril distile su eklenerek misel süspansiyonu hazırlandı. Misel süspansiyonundan 5 

ml alınarak 100 ml Sabouraud dextrose broth (SDB) içeren 250 ml’lik erlenlere ekim 

yapıldı ve 300C’de 150 rpm’de çalkalamalı etüvde 5 gün inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrası kültür, düşük devirde homojenize edilerek çalışmanın amacına uygun olarak 

ekim yapıldı.   

 

3.4. Çalışmada Kullanılan Nemlendirme Sıvılarının Hazırlanması 

 

 Çalışmada nemlendirme sıvısı olarak alkol fabrikası atık suyu (vinas),  

zeytinyağı fabrikası atık suyu (ZYFA), şeker fabrikası atık suyu olan melas ve  

peyniraltı suyu gibi doğal besiyerleri %25, %50 ve %100 konsantrasyonlarda kullanıldı. 

Doğal besiyerlerinin dışında sentetik besiyeri olarak stok temel ortam (STO) kullanıldı. 

STO, 1000 ml distile suda; 0.2 g KH2PO4, 0.1 g CaCl2.2H2O, 0.05 g MgSO4.7H2O, 0.5 

g NH4H2PO4, 0.035 g FeSO4.7H2O, 2 g glukoz, 1 g  maya özütü olacak şekilde 
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hazırlandı. Bu besiyerleri 1210C’de 1 atm. basınç altında 20 dakikada otoklavda steril 

edildi. 

 

3.5. Çalışmada kullanılan katı substrat 

 

 Çalışmada katı substrat olarak buğday kepeği kullanıldı.  Buğday kepeği besin 

içeriği, kolay erişilebilirliği ve maliyetinin düşük olması nedeniyle tercih edildi.  

 

3.6. Katı substrat ortamının hazırlanması, ekim ve üretim 

 

 Öncelikle 5g buğday kepeği/250 mL erlenlerde olacak şekilde hazırlandı ve 15 

ml nemlendirme sıvıları her bir erlene eklendi. Daha sonra  1210C’de 1 atm. basınç 

altında 45 dakika süresince otoklavda steril edildi. Her bir erlene 2 ml olacak şekilde 

fungus ekilmiş ve örnekler 300C’de statik olarak 5 ve 10 gün süresince inkübasyona 

bırakıldı. Çalışma en az 3 tekrarlı olacak şekilde yürütüldü. 

 İnkübasyonun 5. ve 10. gününde steril her bir erlene 40 ml distile su eklendi ve 

buğday kepeği içine tamamen penetre olmuş olan fungus öze ile karıştırılarak 

parçalandı. Erlenler 300C ve 200 rpm’ de 1 saat süre ile çalkalamalı etüvde çalkalandı 

ve 1 saat sonunda örnekler etüvden çıkarılıp süzüldü. Süzüntü, 4000 rpm’ de 15 dakika 

santrifüj edildi ve süpernatan, lakkaz aktivitesi ve protein miktarlarının ölçümünde 

kullanıldı.  

 

3.7. İndükleyicilerin lakkaz üretimine etkisinin belirlenmesi 

 

 Katı substrat fermentasyonunda, indükleyicilerin etkisini test etmek amacıyla 

farklı konsantrasyonlarda CuSO4.5H2O (1, 2, 5 ve 10 mM), 2,5-ksilidin (0.1, 1 ve 2 

mM), maya özütü (1g/L, 5g/L ve 10 g/L), glukoz (%1, %5, %10 ve %20) ve pepton 

(%1, %5 ve %10) kullanıldı. Bu indükleyiciler, bahsettiğimiz konsantrasyonlarda 

olacak şekilde nemlendirme sıvılarına ekenerek 1210C’de 1 atm. basınç altında steril 

edildikten sonra kullanıldı. 
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3.8. Lakkaz Aktivitesinin saptanması 
 
 

Lakkaz aktivitesi 2,2’-azino-bis (3- etilbenz-tiazolin-6-sülfonik asit) (ABTS)’  in 

oksidasyonuna bağlı olarak izlendi.  

 Enzim aktivitesi ölçümünde reaksiyon karışımı 833  µL sodyum asetat tamponu 

(100 mM, pH 5.0), 100 µL ABTS (5mM) ve uygun miktarda süpernatan olacak şekilde 

hazırlandı ve enzim aktivitesi 420 nm de 1 dakikada okunan absorbans değişimi 

(Shimadzu-UV-1601, UV/Visible) olarak belirlendi. 1 µmol  substratı 1 dakikada  ürüne 

dönüştüren enzim miktarı 1 ünite olarak ifade edildi.  

 

3.9. Toplam Protein Tayini 

 Toplam protein miktarı, mikroplaka okuyucu sistemi (Molecular Devices Corp., 

Versamax) kullanılarak Bradford yöntemine göre [111] saptandı. Bunun için 5 µL örnek 

ve 250 µL Bradford ayıracı eklenen mikroplakalar sistemde 15 saniye çalkalandıktan 

sonra 15 dakika oda sıcaklığında karanlıkta bekletildi ve renk değişimine bağlı olarak 

oluşan absorbans değişimi 595 nm dalga boyunda ölçüldü. Elde edilen değerler, sığır 

serumu albumini (BSA) kullanılarak çizilmiş standart grafik değerleri ile karşılaştılarak, 

örneklerdeki toplam protein değerleri  paket program (Slide) kullanılarak hesaplandı. 

Ölçümler en az üç tekrarlı olarak yürütüldü.  

 

3.10. pH ölçümü 

 pH ölçümü, pH metre ile yapılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 
 
 
4.1. Beyaz Çürükçül Funguslarla Katı Substrat Ortamında Lakkaz Üretimi  
 
 Çalışmada öncelikle beyaz çürükçül fungusların distile su ile nemlendirilmiş katı 

ortamlarda lakkaz üretim yetenekleri araştırıldı ve en yüksek lakkaz üretim yeteneği 

olan fungusların F. trogii ve T. versicolor olduğu gözlendi. Üretimin 5. gününde 

F.trogii kültür ortamında 2.78 ± 0.33 U/ml ve T.versicolor kültür ortamında 4.03 ± 0.43 

U/ml lakkaz aktivitesi saptanırken, 10. günde sırasıyla 3.16 ± 0,65 U/ml ve 3.05 ± 0.74 

U/ml aktiviteler gözlendi.  

 Bu nedenle katı substrat ortamında yüksek oranda lakkaz ürettikleri gözlenen F. 

trogii ve T. versicolor, çalışmamızın bundan sonraki tüm aşaşmalarında kullanıldı. 

 
4.2. F. trogii ile Yürütülen Katı Substrat Fermentasyonu Çalışmaları  
 
 
4.2.1. F. trogii ile distile su ile nemlendirilmiş katı substrat ortamında lakkaz  
          üretimi  
 
 Distile su ile nemlendirilmiş katı substrat ortamlarında, bakırın F. trogii’ nin 

lakkaz üretim yeteneğine etkisi test edildi ve özellikle 10.gün için kullanılan tüm bakır 

konsantrasyonlarının fungusun lakkaz üretim yeteneğini indüklediği gözlendi (Şekil 

4.1).  

Bu ortamlarda ayrıca protein miktarı da saptandı ve bakır eklenmesinin protein 

miktarı üzerinde negatif etki yaptığı gözlendi (Çizelge 4.1). 
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Şekil 4.1. F. trogii’ nin bakır içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda üretimi  
             sürecinde lakkaz aktivitesi 
 

Çizelge 4.1. F. trogii’ nin bakır içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda   
                    üretimi sürecinde ortam protein miktarı değişimi 
 

Ortam Protein miktarı (mg/ml) 
 5.gün      10.gün 

Distile su 0.460 ± 0.038 0.427 ± 0.036 
D.su + 1mM Cu 0.386 ± 0.052 0.419 ± 0.010 
D.su + 2mM Cu 0.403 ± 0.015 0.417 ± 0.043 
D.su + 5mM Cu 0.310 ± 0.040 0.344 ± 0.051 
D.su + 10mM Cu 0.249 ± 0.015 0.348 ± 0.047 
  

 

Bakır uygulanmamış kontrolün lakkaz aktivitesi 10. günde 3.16 ± 0,65 U/ml 

iken 10 mM bakır uygulandığı durumda 8.97 ± 2.34 U/ml’ ye ulaştı. 

Katı substrat ortamına maya özütü ilave edildiğinde herhangi bir pozitif etki 

olmadığı gözlendi (Şekil 4.2). En yüksek lakkaz aktivitesi, kontrol grubu olan distile su 

ortamında üretimin 10. gününde 3.16 ± 0.333 U/ml olarak saptanırken maya özütü ilave 

edilen örneklerde en yüksek lakkaz aktivitesi 10.günde 3.02 ± 0.238 U/ml olarak 

saptandı. 
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Şekil 4.2. F. trogii’ nin maya özütü içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
             üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 

  

 Azot kaynağı olarak eklenen pepton özellikle % 5 ve %10 olarak 

eklendiği yüksek konsantrasyonlarda, fungusun lakkaz üretim yeteneği üzerine pozitif 

etki yaptı ve 5. günde %5 pepton içeren ortamda 7.20 ± 0.32 U/ml enzim aktivitesine 

ulaştı (Şekil 4.3). 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

5.gün 10.gün

Gün

L
ak

ka
z 

A
kt

iv
ite

si 
(U

/m
l)

Distile su
D.su + %1 Pepton
D.su + %5 Pepton
D.su + %10 Pepton

 
Şekil 4.3. F. trogii’ nin pepton içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
             üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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Ksilidin, fungusların lakkaz üretim yeteneğini indüklemek için yoğun olarak 

kullanılan bir bileşiktir. Çalışmada, F. trogii üretim ortamına ksilidin eklenmesi 5. gün 

için az da olsa pozitif etki yaparken, 10.günde pozitif bir etkisinin olmadığı gözlendi 

(Şekil 4.4). 

 
 

0

1

2

3

4

5

6

5.gün 10.gün

Gün

L
ak

ka
z 

A
kt

iv
ite

si 
(U

/m
l)

Distile su
D.su + 0.1mM Ksilidin
D.su + 1mM Ksilidin
D.su + 2mM Ksilidin

 
 

Şekil 4.4. F. trogii’ nin ksilidin içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
             üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 

Düşük konsantrasyonlarda glukozun lakkaz üretimini indüklediği gözlenirken 

özellikle %10 ve %20 konsantrasyonlarda glukoz varlığı lakkaz üretimine negatif bir 

etki yaptı. Bu da glukozun katabolit baskılama yapabilme olasılığını akla getirmektedir 

(Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. F. trogii’ nin glukoz içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
             üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
4.2.2. F. trogii ile stok temel ortam ile nemlendirilmiş katı substrat ortamında  
          lakkaz üretimi 
 

Stok temel ortam (STO) ile nemlendirilmiş katı substrat ortamlarında bakırın F. 

trogii’nin lakkaz üretim yeteneğine etkisi araştırıldığında, kullanılan tüm bakır 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre  artış gözlendi (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6. F. trogii’ nin bakır içeren stok temel ortam (STO) ile nemlendirilmiş katı  
             ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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4.2.3. F. trogii’ nin peyniraltı suyu (PAS) ile nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz  
          üretimi 
 
 Peynir sütün pıhtılaşmasıyla yapılır. Pıhtılaşmadan sonra oluşan katı 

kısımdan (lor) ayrılan sıvı peynir altı suyudur [112]. Peynir için işlenen 100 kg sütün 

yaklaşık 90 kg’ ının peynir altı suyu olarak oluştuğu ve ülkemizde yılda 40,000 ton 

peynir üretildiği ve bu durumda 360,000 ton peynir altı suyu oluştuğu Çevre ve Orman 

Bakanlığı tarafından bildirilmiştir. Yani peyniraltı sularının doğaya verilmesi hem 

önemli ölçüde besin kaybına hem de arıtılmadan alıcı ortamlara verildiğinde çevre 

kirliliğine neden olmaktadır [113]. Aynı zamanda bu atıksu, protein, vitamin ve 

minerallerin yanısıra yaklaşık olarak süt laktozunun %50 sini de içermektedir [112]. Bu 

nedenle çalışmamızda zengin içeriğinden dolayı önemli ölçüde çevre kirliliğine neden 

olan peynir altı suyunun lakkaz üretimine etkisi test edildi (Şekil 4.7).  
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Şekil 4.7. F. trogii’ nin farklı konsantrasyonlarda PAS ile nemlendirilmiş katı   
                ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 

Peyniraltı suyu düşük konsantrasyonlarda uygulandığı zaman lakkaz üretimini 

pozitif olarak etkilerken, yüksek konsantrasyonlarda uygulandığında lakkaz üretimini 

negatif yönde etkilediği gözlendi (Şekil 4.7).  
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 Peyniraltı suyu ile nemlendirilmiş katı ortamda bakırın etkisini test ettiğimizde 

ise hem üretimin 5. gününde hemde 10. gününde bakırın tüm konsantrasyonlarda lakkaz 

üretimini önemli ölçüde arttırdığı görüldü (Şekil 4.8). 
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Şekil 4.8. F. trogii’ nin bakır içeren PAS ile nemlendirilmiş katı ortamlarda üretimi 
                sürecinde lakkaz aktivitesi 

 
Özellikle üretimin 10.gününde bakır uygulanmamış kontrolde lakkaz aktivitesi 

2.70 ± 0.62 U/ml iken, 10mM bakır uygulandığında 13.23 ± 0.58 U/ml’ ye ulaştı. Bu da 

yaklaşık 5 kat daha yüksek lakkaz aktivitesine karşılık gelmektedir. 

 
4.2.4. F. trogii’ nin melasla nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz üretimi 

 

Melas, şeker elde etmek için şeker pancarının işlenmesi sırasında ortaya çıkan 

koyu kahve renkli kolloidal atık bir maddedir. Şeker fabrikasında işlenen her 100 kg 

şeker pancarında 4 kg kadar melas oluşmaktadır. İçeriğinde kompleks polisakkaritler, 

invert şekerler, karbonhidrat olmayan bileşikler, koyu kahve renkli azot içeren 

polimerik bileşikler, inorganik iyonlar, malik asit, laktik asit, formik asit, asetik asit ve  

propiyonik asit gibi organik asitler bulunmaktadır [114]. Zengin içeriğinden dolayı katı 

ortamda lakkaz aktivitesini indüklemek amacıyla nemlendirici olarak test edildi (Şekil 

4.9). 

Şekil 4.9’dan da  görüldüğü gibi melas kullanımı, lakkaz üretimine herhangi bir 

pozitif etki yapmadı. 
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Şekil 4.9. F. trogii’ nin farklı konsantrasyonlarda melas ile nemlendirilmiş katı         
                ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 Melas ortamına eklenen ksilidinin lakkaz üretimine etkisini test etmek amacıyla 

ortama farklı konsantrasyonlarda ksilidin ilave edildi. Üretimin 5. gününde tüm ksilidin 

konsantrasyonları lakkaz üretimini indüklerken, 10. günde ise ksilidin konsantrasyonları 

lakkaz üretimini negatif etkiledi (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10. F. trogii’ nin ksilidin içeren melas ile nemlendirilmiş katı ortamlarda üretimi   
                  sürecinde lakkaz aktivitesi 
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Melas ile nemlendirilmiş katı ortamda bakırın etkisinin araştırıldığı çalışmalarda, 

5. günde en yüksek lakkaz aktivitesi 5mM bakır konsantrasyonunda 3.41 ± 0.76 U/ml 

iken, 10.günde 1mM bakır ilavesinde 3.35 ± 1.42 U/ml olarak saptandı (Şekil 4.11). 
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Şekil 4.11. F. trogii’ nin bakır içeren %1’ lik melas ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
                  üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
 
 
4.2.5. F. trogii’ nin zeytinyağı fabrikası atık suyu (ZYFA) ile nemlendirilmiş   
          ortamlarda lakkaz üretimi 
 

Zeytinyağı üretimi sırasında yüksek miktarda zeytinyağı fabrikası atığı 

oluşmaktadır. Bu atıksular önemli kirleticilerdir ve zeytinyağı üretilen ülkelerde önemli 

çevre sorunları yaratmaktadır. Türkiye’ de kara su diye de adlandırılmakta ve ülkemizde 

yılda 400,000 tondan daha fazla zeytin kara suyu oluşmaktadır [115]. Zeytinyağı 

fabrikası atığı polifenoller gibi toksik maddeler içerdiği gibi, sekerler, azotlu bileşikler, 

organik asitler ve atık yağ gibi ticari öneme sahip organik maddeler de içerir [116]. Bu 

atıksuyun arıtılmadan alıcı ortama verilmesi durumunda organik içeriğinden dolayı 

ötrofikasyon olabilir, renginin koyu olmasından dolayı alıcı ortamda fotosentez yeteneği 

azalabilir ve fenolik madde ve yağlardan dolayı canlılar üzerine toksik etkiler oluşabilir 

[115]. ZYFA’nın zengin içeriği bu atıksuyun değerlendirilebileceğini göstermektedir. 

Yapmış olduğumuz çalışmada ZYFA’ nın lakkaz üretimi üzerine etkileri de test edildi 

(Şekil 4.12-15). 
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 Farklı konsantrasyonlarda ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamlarda yapılan 

çalışmalarda hem 5. gün hem de 10. gün için en uygun konsantrasyonun %25’ lik 

konsantrasyon olduğu saptandı (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.12. F. trogii’ nin farklı konsantrasyonlarda ZYFA ile nemlendirilmiş katı         
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
 Bu nedenle, çalışmanın devam eden aşamalarında günlere bağlı olarak lakkaz 

aktivitesindeki değişim ve indükleyicilerin etkilerini saptamak için %25’ lik ZYFA 

konsantrasyonu kullanıldı.  

 Çalışmanın bu kısmında %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamda üretilen 

F. trogii’ nin günlere bağlı enzim aktivite değişimi araştırıldı ve en yüksek lakkaz 

aktivitesi üretimin 15. gününde  4.10 ± 0.34 U/ml  olarak bulundu. 15. günden sonra ise 

lakkaz aktivitesinin azaldığı gözlendi (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13. F. trogii’ nin %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamlarda üretimi  
                  sürecinde lakkaz aktivitesinin günlere bağlı değişimi 
 

%25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamlarda ksilidinin etkisi test edildiği 

çalışmada 5. gün için en yüksek lakkaz aktivitesi 0.1mM kisilidin eklendiğinde 4.62 ± 

0.48 U/ml olarak saptanırken, 10. gün de 1mM ksilidin ilavesi ile 5.59 ± 2.09 U/ml’ ye 

ulaştı (Şekil 15).  
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Şekil 4.14. F. trogii’ nin ksilidin içeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı    
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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Bakırın etkisinin test edildiği çalışmada ise, üretimin 10. gününde lakkaz 

aktivitesinde belirgin bir artış olduğu gözlendi. Kontrol grubunda lakkaz aktivitesi 3.40 

± 0.62 U/ml iken, 10mM bakır ilavesinin lakkaz aktivitesini yaklaşık 4 kat arttırdığı 

saptandı (13.23 ± 0.58 U/ml) (Şekil 4.15). 
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Şekil 4.15. F. trogii’ nin bakır içeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
                  üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
 
4.2.6. F. trogii’ nin vinasla nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz üretimi 
 
 Vinas, alkol fabrikası atık suyudur. Üretilen her 1 litre alkol için yaklaşık 12 litre 

vinas oluşmaktadır. Yoğun organik yükü nedeniyle doğrudan alıcı ortama verilmesi 

önemli çevresel problemler oluşturmaktadır [114]. Çalışmada bu atıksuyun 

nemlendirme sıvısı olarak kullanımı süresince lakkaz aktivitesi üzerine etkisi araştırıldı 

(Şekil 4.16-19). 

 Farklı konsantrasyonlarda vinas kullanıldığında 5. ve 10. günler için %25’ lik 

konsantrasyonun daha uygun olduğunu gözlendi (Şekil 4.16) ve bundan sonraki 

aşamalarda bu konsantrasyon kullanıldı. 
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Şekil 4.16. F. trogii’ nin farklı konsantrasyonlarda vinas ile nemlendirilmiş katı         
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
  

Daha sonra, F. trogii  %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  üretildi  

ve en yüksek aktivite üretimin 10. gününde 4.30 ± 0,90 U/ml olarak saptandı (Şekil 

4.17). 10. günden sonra ise lakkaz aktivitesinin azaldığı gözlendi. 
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Şekil 4.17. %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş katı ortamlarda F. trogii’ nin üretimi   
                  sürecinde lakkaz aktivitesinin günlere bağlı değişimi 
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Günlere bağlı etki saptandıktan sonra vinas ortamına ksilidin ve bakır, 

indükleyici olarak eklendi ve lakkaz üretimine etkisi araştırıldı.  

 Ksilidin, bütün uygulamalarda 5. günde lakkaz üretimini indüklerken 10. günde 

lakkaz üretimine pozitif bir etkisi olmadı (Şekil 4.18). 5. günde kontrol grubu olan %25’ 

lik vinas ortamında lakkaz aktivitesi 3.31 ± 0.39 U/ml iken, 2mM ksilidin ilavesinde 

lakkaz aktivitesi 5.29 ± 0.33 U/ml olarak saptandı.  
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Şekil 4.18. F. trogii’ nin ksilidin içeren %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş katı   
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 

 Bakırın lakkaz üretimine etkisini test etmek için ortama bakır eklendi ve 

özellikle 10. günde tüm bakır konsantrasyonlarının lakkaz üretimini indüklediği 

gözlendi. Bakır eklenmemiş %25’ lik vinas ile nemlendirilen ortamlarda lakkaz 

aktivitesi üretimin 10. gününde 4.30 ± 0.90 U/ml iken, 5mM bakır eklenmesi lakkaz 

aktivitesini 14.18 ± 2.20 U/ml’ ye yükseltti (Şekil 20). Bakır ilavesi lakkaz üretimini 

yaklaşık 3 kat arttırdı. 
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Şekil 4.19. F. trogii’ nin bakır içeren %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş katı ortamlarda  
                  üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 

4.2.7. F. trogii’ nin buğday kepeği + saman ortamında lakkaz üretimi 
 
 Yürütülen diğer bir çalışmada buğday kepeği ortamına, saman eklendi ve bu 

ortamın lakkaz üretimine etkisi saptandı. Distile su ile nemlendirilmiş ortamlarda katı 

substrat olarak yalnızca buğday kepeği kullanıldığında üretimin 5. gününde lakkaz 

aktivitesi 2.94 ± 0.12 U/ml, 10. gününde ise 2.06 ± 0.72 U/ml olarak saptanırken, 

buğday kepeği + saman içeren katı ortamda lakkaz aktivitesi 5.günde 3.36 ± 0.32 U/ml 

ve  10. günde de 1.96 ± 0.22 U/ml olarak bulundu (Şekil 4.20). 

 
 



 36

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

5.gün 10.gün

Gün

L
ak

ka
z 

A
kt

iv
ite

si 
(U

/m
l)

Buğday kepeği

Buğday kepeği + saman

 
 

Şekil 4.20. F. trogii’ nin distile su ile nemlendirilmiş substratlarda (5g buğday kepeği   
                  ve 3g buğday kepeği + 1g saman) üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
 
4.2.8. F. trogii ile substratın tekrarlı kullanımı sürecinde lakkaz üretimi 
 
 Çalışmada ayrıca katı substrat olarak kullanılan katı ortamın 1. kullanımından 

sonra fungus üretimi ve lakkaz verimi açısından tekrar kullanılabilirliği de araştırıldı.  

 Lakkaz aktivitesi 5. günde 2.94 ± 0.12 U/ml olarak bulundu ve katı substrat 

tekrar kullanıldığında 5. günde 2.15 ± 0.72 U/ml lakkaz aktivitesi saptandı. İlk üretimin 

10. gününde lakkaz aktivitesi 2.06 ± 0.17 U/ml olarak belirlenirken katı substrat tekrar 

kullanıldığında 10. günde lakkaz aktivitesi düştü ve 0.75 ± 0.03 U/ml olarak saptandı 

(Şekil 4.21). 
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Şekil 4.21. Substratın tekrarlı kullanımında F. trogii’ nin lakkaz aktivitesi 
 
 

4.3. T. versicolor ile Yürütülen Katı Substrat Fermentasyonu Çalışmaları 
 
 Çalışmamızda fungus olarak F. trogii’ nin yanı sıra T. versicolor da kullanılmış 

ve T. versicolor’ un lakkaz üretim yeteneği katı ortamda araştırıldı. 

 

 
4.3.1. T. versicolor ‘ un distile su ile nemlendirilmiş katı ortamlarda lakkaz   
          üretimi 
 

 Distile su ile nemlendirilmiş katı substrat ortamında bakırın etkisi 

araştırıldığında kullanılan tüm bakır konsantrasyonlarının özellikle üretimin 10. 

gününde lakkaz aktivitesini pozitif yönde etkilediği gözlendi (Şekil 4.22). Bakır 

içermeyen distile su ortamında lakkaz aktivitesi 10. günde 4.10 ± 0.78 U/ml iken, en 

yüksek lakkaz aktivitesi 1mM bakır ilavesiyle 8.84 ± 0.44 U/ml olarak belirlendi. 
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Şekil 4.22. T. versicolor’ un bakır içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamda   
                  üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 

Bu ortama ksilidin eklendiğinde özellikle 5. günde bütün ksilidin 

konsantrasyonlarının lakkaz üretimini pozitif olarak indüklediği gözlendi. 5. günde 

distile su içeren ortamda lakkaz aktivitesi 3.82 ± 0.63 U/ml iken 2mM ksilidin 

eklendiğinde 9.60 ± 1.37 U/ml olarak belirlendi. Üretimin 10. gününde ise en yüksek 

lakkaz aktivitesi 2mM ksilidin eklendiğinde 6.12 ± 2.03 U/ml olarak saptandı (Şekil 

4.23). 
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Şekil 4.23. T. versicolor’ un ksilidin içeren distile su ile nemlendirilmiş katı ortamda   
                  üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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4.3.2. T. versicolor’ un peyniraltı suyu (PAS) ile nemlendirilmiş ortamlarda  
          lakkaz üretimi 
 
 Farklı konsantrasyonlarda PAS kullanımının lakkaz üretimine etkisinin test 

edildiği çalışmalarda pozitif bir etkisi gözlenmedi (Şekil 4.24). 
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Şekil 4.24. T. versicolor’ un farklı konsantrasyonlarda PAS ile nemlendirilmiş katı   
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
4.3.3. T. versicolor’ un melasla nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz üretimi 
 
 Benzer olarak, T. versicolor’ un lakkaz üretim yeteneğine melasla nemlendirmenin 

de pozitif bir etkisi izlenmedi (Şekil 4.25).  
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Şekil 4.25. T. versicolor’ un farklı konsantrasyonlarda melas ile nemlendirilmiş katı   
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
4.3.4. T. versicolor’ un zeytinyağı fabrikası atık suyu (ZYFA) ile nemlendirilmiş  
          ortamlarda lakkaz üretimi 
 
 ZYFA ile nemlendirilmiş ortamlarda %25’ lik konsantrasyonun 10. gün için 

lakkaz üretimini indüklediği gözlendi ve en yüksek lakkaz aktivitesi 10. gününde %25’ 

lik ZYFA içeren ortamda 6.36 ± 1.58 U/ml olarak bulundu (Şekil 4.26). 
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Şekil 4.26. T. versicolor’ un farklı konsantrasyonlarda ZYFA ile nemlendirilmiş katı   
               ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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Bu konsantrasyonda ZYFA ile nemlendirilmiş katı substrat ortamında T. 

versicolor’ un günlere bağlı lakkaz aktivitesi izlendi ve  aktivitenin günlere bağlı arttığı 

gözlendi (Şekil 4.27). 
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Şekil 4.27. T. versicolor’ un %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamlarda üretimi   
                  sürecinde lakkaz aktivitesinin günlere bağlı değişimi 
 
 Bu ortama bakır eklendiğinde özellikle 10. günde lakkaz aktivitesinin 

indüklendiği gözlendi (Şekil 4.28). Üretimin 10.gününde %25’ lik ZYFA ortamında 

6.36 ± 1.58 U/ml lakkaz aktivitesi saptanırken, 1mM bakır eklendiğinde lakkaz 

aktivitesi 11.24 ± 1.32 U/ml olarak belirlendi. 
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Şekil 4.28. T. versicolor’ un bakır içeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı  
                  ortamda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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Ortama ksilidin eklendiğinde ise hem 5. gün hem de 10.gün de ksilidin 

ilavesinin lakkaz aktivitesini az da olsa indüklediği gözlendi (Şekil 4.29). 
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Şekil 4.29. T. versicolor’ un ksilidin içeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı  
                  ortamda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
4.3.5. T. versicolor’ un vinas ile nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz üretimi 
 

 Vinasla nemlendirilmiş katı ortamlarda  T.versicolor’ un lakkaz üretim yeteneği 

araştırıldı ve %25 ve %50’ lik vinas konsantrsyonlarının 10. günde pozitif etkisi 

gözlendi (Şekil 4.30). 
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Şekil 4.30. T. versicolor’ un farklı konsantrasyonlarda vinas ile nemlendirilmiş katı   
                  ortamlarda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
 
 
 T. versicolor’ un günlere bağlı lakkaz üretim yeteneği %25’ lik vinasla 

nemlendirilmiş katı ortamlarda izlendiği zaman özellikle üretimin 10. gününden sonra 

lakkaz aktivitesinde belirgin bir artış meydana geldi (Şekil 4.31). En yüksek lakkaz 

aktivitesi 20. günde 12.22 ± 2.14 U/ml olarak bulundu. 
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Şekil 4.31. T. versicolor’ un %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş katı ortamlarda üretimi    
                   sürecinde lakkaz aktivitesinin günlere bağlı değişimi 
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Vinasla nemlendirilmiş ortama bakır eklenmesi lakkaz üretimini pozitif etkiledi  

ve  5. günde lakkaz aktivitesi 4.93 ± 0.74 U/ml iken, 2mM bakır ilavesiyle lakkaz 

aktivitesi 9.51 ± 1.86 U/ml’ ye yükseldi. 10. günde ise %25’ lik bakır eklenmiş ortamda 

6.08 ± 0.70 U/ml olan lakkaz aktivitesi, 2mM bakır içeren ortamda lakkaz aktivitesi 

11.65 ± 0.63 U/m’ ye ulaştı (Şekil 4.32). 
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Şekil 4.32. T. versicolor’ un bakır içeren %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş katı  
                  ortamda üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 

 
 

 Vinas ortamına ksilidin eklendiğinde ise 5. günde %25’ lik vinas ile 

nemlendirilmiş ortamda lakkaz aktivitesi 4.93 ± 0.74 U/ml ve 1mM ksilidin 

eklendiğinde 7.50 ± 1.33 U/ml olarak belirlenirken, 10. günde %25’ lik vinas içeren 

ortamda 6.08 ± 0.70 U/ml ve 1mM ksilidin ilavesiyle 9.35 ± 1.02 U/ml olarak belirlendi 

(Şekil 4.33). 
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Şekil 4.33. T. versicolor’ un ksilidin içeren vinas ile nemlendirilmiş katı ortamda   
                  üretimi sürecinde lakkaz aktivitesi 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
 
 Katı substrat fermentasyonu yıllardır bilinen bir teknik olmasına rağmen son 

yıllarda önem kazanmaya başlamıştır [117]. Bu işlem, tarımsal atıklar doğal formlarında 

kullanılabildiğinden ve atıkların birikimi sonucu oluşan çevresel problemler 

azaldığından dolayı da avantajlıdır. Bu atıkların çoğu, ligninolitik aktiviteyi indükleyici 

olarak rol oynayan lignin, selüloz ve hemiselüloz içerir. Ayrıca birçoğunun, yüksek 

oranda şeker içermesi işlemlerin çok daha ekonomik olmasını sağlamaktadır [6].  

Çalışmamızda bol miktarda oluşan ve besin değeri yüksek olan buğday kepeği katı 

substrat olarak kullanılmış ve çeşitli fungusların lakkaz üretim yetenekleri test 

edilmiştir. F. trogii ve T. versicolor’ un yüksek oranda lakkaz ürettikleri gözlenmiştir.  

Daha önce yürütülen sıvı fermentasyon çalışmalarında da bu fungusların iyi lakkaz 

üreticileri oldukları rapor edilmiştir [118]. 

Bakırın lakkaz üretimine etkisinin test edildiği çalışmalarda hem F.trogii’ nin 

hem de T. versicolor’ un lakkaz üretim yeteneğinin bakırla indüklendiği gözlenmiştir. 

Kontrol grubuna göre 3-4 kat daha yüksek lakkaz aktiviteleri saptanmıştır. Aynı şekilde 

Tychanowicz vd. [102] yapmış oldukları çalışmada, bakır eklenmesinin lakkaz 

üretimine pozitif etki yaptığını bildirmiştir. Yine katı substrat fermentasyonuna bakırın 

etkisinin araştırıldığı bir çalışmada bakır eklenmesinin lakkaz aktivitesini arttırdığı 

rapor edilmiştir [100]. Sıvı substrat ortamında da bakır eklenmesinin lakkaz üretimine 

pozitif etki yaptığı bilinmektedir [118]. 

Phlosticta spp. ve Aspergillus spp. ile katı substrat olarak muz atığının 

kullanıldığı bir çalışmada 20 gün üretimden sonra en yüksek lakkaz aktiviteleri 

Phlosticta spp. için 2.73 U/mg iken Aspergillus spp.için 2.83 U/mg olarak rapor 

edilmiştir [108]. Bizim çalışmamızda ise katı substrat olarak buğday kepeği kullanılmış 

ve yüksek lakkaz aktiviteleri saptanmıştır. Yüksek enzim aktivitesi elde etmemizin 

nedeni fenolik bileşiklerden ferulik, vanilik, p-kumarik asit gibi etkin lakkaz 

indükleyicilerinin buğday kepeğinde bulunması olabilir [107]. 

 Çalışmamızın daha önce yürütülen çalışmalardan en önemli farkı katı substratı 

nemlendirmek için çeşitli atık suların kullanılmasıdır. Çevre kirliliği oluşturan atık 

suların, katı substrat fermentasyonunda kullanılması atık suların değerlendirilmesi 

açısından önemlidir. Ayrıca bu atıksuların içerisindeki bazı önemli bileşenler de lakkaz 

üretimini arttırmaya yardımcı olabilmektedir [115]. 
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  T. versicolor ile yapılan bir çalışmada katı substrat olarak arpa samanı 

kullanılmış ve üretimin 18. gününde 3500 U/L lakkaz aktivitesi rapor edilmiştir  [108]. 

Bizim yapmış olduğumuz çalışmada ise T. versicolor ile daha yüksek enzim aktiviteleri 

gözlenmiştir. Bunun nedeni kullandığımız nemlendirme sıvısının ve katı substratın 

farklı olması olabilir. 

 Lakkaz aktivitesini indükleyen bir diğer bileşik olan ksilidin yoğun olarak 

kullanılmaktadır [119-120]. F. trogii ile distile suyla nemlendirilmiş katı ortamda 

ksilidinin etkisini test ettiğimiz çalışmada, üretimin 5. gününde lakkaz aktivitesi az da 

olsa indüklenirken 10. günde ksilidinin lakkaz üretimine pozitif bir etkisi 

gözlenmemiştir. Aynı çalışmayı T. versicolor ile yaptığımızda ise, 5. günde F. trogii’ ye 

göre lakkaz aktivitesinin daha iyi indüklendiği görülmektedir. 10. günde ise F. trogii’ de 

lakkaz aktivitesinde bir artış olmazken, T. versicolor’ da lakkaz aktivitesinin 

indüklendiği saptanmıştır. 

Yine ksilidinin %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmiş katı ortamda lakkaz üretimine 

etkisi araştırıldığında, hem F. trogii hem de T. versicolor’ da  üretimin 5. ve 10. 

gününde kullanılan tüm ksilidin konsantrasyonlarının lakkaz aktivitesini indüklediği 

belirlenmiştir. Aynı şekilde %25’ lik vinas ile nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz 

aktivitesine bakıldığında hem F. trogii hem de T.versicolor’ da 5. günde ksilidin 

eklenmesinin lakkaz aktivitesi indüklenirken, 10. günde ise ksilidinin lakkaz 

aktivitesine pozitif bir etkisi olmadığı gözlenmiştir. 

Günlere bağlı olarak lakkaz aktivitesine bakıldığında, F. trogii ile %25’ lik 

ZYFA ile nemlendirilmiş ortamda üretimin 15. gününden sonra lakkaz aktivitesinin 

düştüğü gözlenirken, T. versicolor’da 20. günde dahi lakkaz aktivitesinin arttığı 

gözlenmiştir. %25’ lik vinas ile nemlendirilen ortamda ise F. trogii’ de üretimin 10. 

gününden sonra lakkaz aktivitesinde belirgin bir azalma varken, T. versicolor’ da lakkaz 

aktivitesinin 20 günlük üretim süresince sürekli arttığı saptanmıştır. 

Fenice vd. [121] yapmış oldukları bir çalışmada Panus tigrinus’ un  ZYFA ile 

nemlendirilmiş katı ortamda lakkaz üretimini araştırmışlardır. Katı subtrat olarak mısır 

koçanı kullanılmış ve distile su ile nemlendirilmiş ortamlarda lakkaz aktivitesi 630 ± 47 

U/L olarak saptanmıştır. Distile su, sükroz ve maya özütüyle desteklenip kullanıldığında 

lakkaz aktivitesi 771 ± 40 U/L olarak belirlenmiştir. Nemlendirme sıvısı olarak ZYFA 

kullanıldığında ise 1267 ± 57 U/L lakkaz aktivitesi saptanmıştır. Bizim yapmış 

olduğumuz çalışmada ise daha yüksek lakkaz aktivitesi elde etmemize karşın, distile su 

ile karşılaştırıldığında maya özütü ilave edilen örneklerde lakkaz aktivitesinde bir artış 
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gözlenmiştir. ZYFA ile nemlendirdiğimiz ortamda ise lakkaz aktivitesinde aynı şekilde 

artış gözlenmiştir. Yapmış olduğumuz çalışmada çok daha yüksek lakkaz aktivitesi elde 

etmemizin sebebi, kullanmış olduğumuz katı substratın ve fungusun farklı olması 

olabilir. Çünkü fungusların lakkaz üretim yeteneği fungusun tipinden, kültür 

yönteminden, fungusun fizyolojisinden ve substrat tipinden etkilenmektedir. 

Fomes sclerodermeus ile buğday kepeği ortamında yapılan bir çalışmada lakkaz 

üretimine indükleyicilerin etkisi test edilmiş ve kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

ortama glukoz, maya özütü ve bakır eklenmesinin lakkaz aktivitesini pozitif olarak 

etkilemediği bildirilmiştir [105]. Bizim F. trogii ile yapmış olduğumuz çalışmada ise 

maya özütünün ilavesinin lakkaz üretimini indüklemediği, buna karşın bakır ve  düşük 

konsantrasyonlarda glukoz ilavesinin lakkaz üretimini arttırdığı gözlenmiştir. Bu 

farklılığın sebebi funguslarımızın farklı olması olabilir. 

 Nemlendirme sıvısı olarak peyniraltı suyu kullanıldığında T. versicolor’ da 

lakkaz üretimine negatif etki yaparken, F. trogii’ de lakkaz aktivitesini indüklemiştir. F. 

trogii’ nin PAS ile nemlendirilmiş katı substrat ortamında lakkaz üretimine bakırın 

etkisi araştırıldığında ise, tüm bakır konsantrasyonlarının lakkaz aktivitesini arttırdığı 

saptanmıştır. 

Bu çalışmada beyaz çürükçül funguslardan F. trogii ve T. versicolor’ un katı 

substrat ortamında lakkaz üretim yetenekleri araştırılmıştır. Katı substrat ortamında 

yüksek miktarda enzim üretilebileceği gözlenmiştir. Özellikle bakır ilave edilen 

ortamlarda yüksek lakkaz aktiviteleri saptanmıştır. Ucuz ve bol olan katı substrat 

kullanımı işlemin ekonomik olmasını sağlamaktadır. Bununla birlikte önemli çevresel 

problemlere neden olan atıksuların da bu ortamda değerlendirilebileceği görülmektedir. 
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