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OZET

Son yillarda ¢ok diisiik ve yiiksek sicaklik, pH, tuz ve basing gibi ekstrem
ortamlarda yasayan ¢esitli mikroorganizmalara rastlanmistir, bunlara ekstremofil olarak
adlandirilmigtir. Bu mikroorganizmalardan elde edilen ekstremozinlerin (enzimlerin)
ekstrem kosullarda kararli olmalar1 endiistriyel amacgli enzim {iretiminde tercih
edilmelerini saglamistir. Bu calismada tuzlu topraklardan izole edilen 25 farkli taksona
ait 104 mikrofungus izolat1 tarafindan amilaz, lipaz ve proteaz sentezleme yetenekleri
incelenmistir. Ayrica bu calismada, en iyi aktivite gosteren izolatlar tarafindan bu

enzimlerin iiretimi lizerine tuz konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir.

Arastirma sonucunda incelenen izolatlarin biiylik bir kisminin proteaz (%80),
amilaz (%51) ve lipaz (%41) olmak lizere cesitli enzimatik aktivitelere sahip oldugu
belirlenmistir. Amilaz liretimi i¢in P. chryosegenums; lipaz igin A. versicolor ve proteaz

icin A. niger en yiiksek aktivite gosteren tiirlerdir.

Enzim tiretimi yiiksek olan tiirlerin enzim aktivitesi iizerine tuz konsantrasyonun
etkisi incelenmistir. %2,5-10 tuz konsantrasyonunda amilaz P.chrysogenum (2.10.3);
lipaz A. versicolor (4.10.1), P.chrysogenum (2.10.3) ve P. aurantiogriseum (7.5.2);
proteaz A. niger (6.10.6) ve A. flavipes (9.10.8) en 1yi sonug gdsteren tiirlerdir.

Calismamizin sonucunda, tuz konsantrasyonunun artmasiyla izolatlarin enzim

tiretim yeteneklerinin azaldig1 goriilmiistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrofungus, ekstremofil, ekstremozim, enzim, amilaz, lipaz ve

proteaz
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SUMMARY

In the recent years, various microorganisms which live in extreme circumstances
such as pH, salt, pressure, the low and high temperatures have been come across and
they have been named as extremophiles. Deterministic nature of extremozym
(enzymes) which are being extracted from such microorganisms provided them to be
preferred in the industrial orientated enzymes production. In this study amylase, lipase
and protease production by 104 microfungi isolates belonging to 25 different taxa,
isolated from salty soils has been investigated. Furthermore, the effect of salt
concentraction on production of such enzymes by the best activity- shown isolates has
been researched in this study.

Research results indicate that most of the isolates investigated have various
enzymatic activity such as lipase (%41), amylase (%51) and protease (%80). P.
chrysogenum for amylase production, 4. versicolor for lipase and A. niger for protease
production appear to be the highest activity shown types.

The effect of salt concentraction on enzymes activity of the species that have
high enzyme production has also been studied. The species that show the best results in
the %2,5 -10 salt concentraction are as follows: amylase P. chrysogenum (2.10.3);
lipase A. versicolor (4.10.1), P. aurantiogriseum (7.5.2) and P. chrysogenum (2.10.3)
and protease 4. niger (6.10.6) and A. flavipes (9.10.8).

Finally, ability of the enzyme production of the microfungi isolates was

observed to notably decrease, when the salt concentration increase in the medium.

Keywords: Microfungus, extremophiles, extremozym, halotolerant, enzyme, amylase,

lipase and protease.
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1. GIRIS

Hiicrelerde olduk¢a 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler, biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda molekiillerdir ve c¢esitli amaglarla

kullanilmak tizere giindelik ve ekonomik hayata girmistir.

Endiistrinin  hemen  her alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek
olmalari, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla
miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Mikrobiyal yolla enzim {iiretimi
kullanilabilir toprak alani, is giicii, iklim, mevsim sartlar1 v.b. birtakim kisitlayici
faktorlere bagli degildir. Uygun strain se¢imi ve kullanilan mikroorganizmalarin
optimum gelisme sartlar1 saglandig: siirece standart ve ekonomik bir enzim iiretimi igin

en uygun olan kaynaklardir (Underkofler, 1976).

Bu mikrobiyal kaynaklar arasinda funguslar 6nemli bir yere sahiptir. Dogal
cevrede yaygin olarak bulunabilen funguslar, ekosistemde yararlanilir nitelikli iirlinler
iiretebildiklerinden, endiistriyel uygulamalarda kaynak olma ozelligini kazanmistir.
Funguslarin enzim {iiretim yetenekleri 6nemli endiistriyel avantajlar saglamaktadir.
Enzim kullanim agisindan gida endiistrisi, tek basina %50’lik bir paya sahiptir. o-
amilaz, B-amilaz ve glukoamilaz gibi mikrobiyal amilazlar enzimler arasinda en
onemlileri olup giliniimiizde biyoteknolojide oldukca biiylik 6nem kazanmislardir.
Mikrobiyal amilazlar uygun preparasyonlarda hazirlandiktan sonra ila¢ sanayinde,
analitik kimya alaninda, nisastanin sakkarofikasyonu, tekstil ve gida sanayinde, bira
sanayi ve damitma endiistrilerinde, tahil iiriinleri ve ¢ikolata isleme teknolojisinde genis
bir uygulama alanina sahiptir (Eskin et al, 1971; James and Simpson, 1996; Topal vd.,
1998).  Lipazlar bakteri, maya ve kiifleri iceren mikrobiyal flora tarafindan bol
miktarda iretilmektedir. Lipazlar gida endiistrisinde, biyomedikal uygulamalarda,

biyosensorler ve pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayinde, ¢evre yonetiminde,



kozmetik ve parfiim sanayiinde uygulama alanlar1 bulmaktadir. Endiistriyel olarak en
yaygin kullanilan lipaz iireticisi mikroorganizmalar Aspergillus spp., Candida spp.,
Pseudomonas spp. ve Rhizopus spp.’dir. Gida endiistrisinden yaygin olarak kullanilan
enzimlerden proteaz; unlu iiriinlerde (ekmekgilikte), deterjan ve temizleme sanayinde,
biyomedikal uygulamalarda, etlerin olgunlastiriimasinda, balik  proteininin
¢ozlinlirliiglinlin artirllmasinda, tabaklama sanayinde, klinikte (sindirim kolaylastiric

olarak, tanida v.b.), atik aritimi ve kimyasal endiistride kullanilmaktadir (Loffler, 1986).

Biitlin organizmalar hiicresel faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in kiigiik miktarlarda
cok cesitli enzimleri tiretmektedir. Giliniimiize kadar tanimlanmis olan 3000°den fazla
enzimin biiylik ¢cogunlugu mezofilik organizmalardan izole edilmektedir. Son yillarda
ortaya ¢ikan yeni bir terim olan ‘“ekstremozimler” ise ekstrem ¢evrelerde yasayan
mikroorganizmalarda elde edilen enzimler olarak ifade edilmektedir. Ekstremozimler,
ekstrem olarak yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, yiiksek tuz, yiiksek asit veya alkalin
pH’larda yasayan ve ekstremofiller olarak isimlendirilen mikroorganizmalar tarafindan

uretilmektedir.

Ekstremofillerin kesfedilmesi ve bu mikroorganizmalardan elde edilen
ekstremozimlerin (enzimlerin) ekstrem kosullarda kararli olmalari, bir¢ok teknolojik
siirecte ekstremofillerin kullanimina yol agmistir. Ekstremofillerle yapilan ¢alismalarin
biliylik bir kismi 1stya dayanikli (termostabil) enzimler olusturur. Hiperhalofillerin
enzimleri, yiiksek iyonik giiciin bulundugu ortamlarda etkin olmalar1 yaninda
termostabil Ozellikleri nedeniyle endiistriyel amagli enzim iiretiminde tercih

edilmektedir (Margesin and Schinner, 2001).

Halotolerant ve halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojinin bir¢ok alaninda
aktif ve potansiyel uygulamaya sahiptirler. Tuz iceren ve igermeyen ortamlarda
biiyiliyebilen miroorganizmalar halotolerant olarak adlandirilmistir. Biiyliyebilmek igin
tuz gereksinimi olan mikroorganizmalar ise halofilik mikroorganizmalar olarak

adlandirilmaktadir (Margesin and Schinner 2001).



Diinya iizerinde halofilik ve halotolerant organizmalarin yasamlarini stirdiirdiigi
sinirl sayida habitat bulunmaktadir. Ulkemizde bu organizmalara Tuz Gélii, Camalt:
Tuzlas1 gibi yiiksek tuz igeren ortamlarda rastlanmaktadir. Bu tez endiistriyel énemi
olan halofilik mikroorganizma grubunun enzim profillerini belirlemek amaciyla

yapilmuigstir.

Bu c¢alismada tuz golii ¢evresindeki topraklardan izole edilen mikrofunguslar
enzim sentezleme yetenekleri tarafindan taranmistir. Mikrofunguslar 2006 yilinda
Demirel ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitilen “Tiirkiye’de bulunan tuzlalarin
mikrofunguslarinin belirlenmesi” ¢aligmasi sonucunda izole edilmistir. Halotolerant
oldugu bildirilen 104 mikrofungus izolat1 endiistriyel 6neme sahip enzimler (amilaz,
lipaz ve proteaz) acisindan taranmistir ve en iyl sonug¢ goOsteren mikrofungus

izolatlarinin enzim iiretimi iizerine tuz konsantrasyonun (%0-15) etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HALOFILIiK FUNGUSLAR

Funguslarin yeryiiziinde yaygin bir dagilim gdstermesi nedeniyle simdiye kadar
izolasyon calismalarinin yapildigi bolgeler fiziksel ve kimyasal agindan oldukca
farklilik gostermektedir. Bununla birlikte, yliksek oranda tuz igeren ya da termofilik
ortamlar gibi ekstrem kosullarin hakim oldugu yerlerin canli yasami i¢in uygun
olmadig1 diisiincesi, bu tip ortamlarda gelisen ya da canliligini siirdiiren fungus ve diger
canli gruplarina ait tiirlerin ortaya cikarilmasini geciktirmistir. Tuzlalardaki hipersalin
sularin sadece halofilik alg ve bakteri populasyonlarindan olustugu ve halofilik

funguslardan tamamiyle yoksun oldugu diistiniilmekteydi.

Yakin zamana kadar yliksek oranda tuz igeren c¢evrelerdeki mikrobiyal
kommunitenin agirlikli olarak Archaeae ve Bacteria tiirleri ve Okaryotik bir alg tiirii
olan Dunaliella salina oldugu diisiiniilse de, gliniimiizde bu tip ekstrem ¢evrelere uyum
saglamis halotolerant ve halofilik funguslarin da varhigi ortaya ¢ikarilmistir. Israil’deki
Olii Deniz (Dead Sea), Amerika’daki Biiyiik Tuz Golii (Great Salt Lake) gibi yiiksek
tuz konsantrasyonlarina sahip ekstrem cevrelerin halofilik biyotasina yonelik birkac
calismaya rastlanmaktadir. Bu c¢alismalarda hipersalin ¢evrelerdeki funguslarin sinirh
sayida genusa ait oldugu, fakat tahmin edilenden daha yiiksek bir gesitliligine sahip
oldugu goriilmektedir. Koyu renkli mayalar meristematik maya benzeri funguslardir ve
Cladosporium genusuyla iliskilidirler. En yliksek siklikta goriilen koyu renkli olmayan
funguslar ise genellikle telemorfik safthaya sahip Aspergillus ve Penicillium genuslarina

ait tiirlerdir. Digerleri Wallemia, Scopulariopsis ve Alternaria’dir (Ventosa, 2004).

Tuzlalar, mikroorganizmalar i¢in spesifik yasam kosullar1 saglar. Bu alanlar,
yiiksek konsantrasyonda NaCl ve diger tuzlari igermeleri nedeniyle ekstrem ¢evrelerdir
ve nadir de olsa, su aktivitesi, diisilk oksijen konsantrasyonu ve yiikksek UV
radyasyonda ani degisimler goriilebilmektedir. Genellikle en yliksek tuz igeren
konsantre deniz suyunda mikrobiyal yasamin ¢ogunlukla Archaeae, Bacteria tiirleri ve
Okaryotik bir alg tiirii olan Dunaliella salina oldugu diistiniilmekteydi. Diger 6karyotik

mikroorganizmalar genellikle daha disik tuzluluklarda goriilirler ve alg ve



protozoonlarin farkli tiirleriyle temsil edilirler.  Diisilk su aktiviteli ortamlarda
geligebilen kserofilik funguslar siklikla yiiksek tuz ya da seker konsantrasyonuna sahip
gidalardan izole edilmesine ragmen, son zamanlara kadar dogal hipersalin ¢evrelerden
izole edilememis olmasi ilgingtir.  Yiiksek konsantrasyonlarda ¢oziinmiis madde
varliginda, bilinen gida kaynakli kserofilik birka¢ fungus tiirtinde gelismenin oncelikle
ortamin su aktivitesiyle belirlendigi, ¢dzlinmiis maddenin kimyasal yapisiyla baglantil
olmadig1 goriilmektedir. Bu nedenle 1975’in sonlarina kadar halofilik fungus terimi,
sadece birkag kserofilik gida kaynakli tiir i¢cin kullanilmistir (Buchan et al., 2003). Tuz
batakliklari, tuzlu topraklar ve deniz gibi kismen tuzlu dogal c¢evrelerdeki funguslarin
izolasyonunu tanimlayan sadece birkag¢ literatiire rastlanmaktadir.  Ancak, son
zamanlarda sadece ekstrem denebilecek, neredeyse NaCl ile doygunluga ulagmis tuzlu
dogal ¢evrelerde bulunan funguslar iizerine ¢alismalar baslamistir (Gunde-Cimerman, et

al., 2000; Mandeel, 2002; Grishkan, et al., 2004; Butinar, et al., 2005).

Ekstremofillerin kesfedilmesi ve bu mikroorganizmalardan elde edilen
ekstremozimlerin (enzimlerin) ekstrem kosullarda kararli olmalari, bir¢cok teknolojik
siirecte ekstremofillerin kullanimina yol agmistir. Ekstremofillerle yapilan ¢alismalarin
biliyliik bir kismi 1stya dayanikli (termostabil) enzimler olusturur. Hiperhalofillerin
enzimleri, yiiksek iyonik giliciin bulundugu ortamlarda etkin olmalar1 yaninda
termostabil Ozellikleri nedeniyle endiistriyel amagli enzim iiretiminde tercih

edilmektedir (Margesin and Schinner, 2001).

Ekstremofilik mikroorganizmalar; yliksek ve diisiik sicakliklarda, pH
degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-
30) yasamak iizere adapte olmuslardir (Niehaus et al., 1999). Bu sekilde farkli ekolojik
kosullarda yasayan mikroorganizmalar termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik
bakteriler seklinde smiflandirilmistir (Zeikus, 1979).  Bu kosullarda yasayan
bakterilerden elde edilen enzimler ekstrem pH ve sicaklik kosullarina dayanikli
olduklar1 i¢in endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaya baslanmiglardir. Enzim
teknolojisinin giderek gelismesi, {irlinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik
degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili

alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.



Cladosporium, Aspergillus, Penicillium ve Wallemia cinsleri hipersalin
cevrelerde gelisme yeteneginde olan funguslardir (Ventosa, 2004). Bu grubun
temsilcileri tarafindan biyomolekiillerin iiretimi endiistriyel, tibbi ve biyoteknolojik
uygulamalarda olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Halofilik mikroorganizmalar

biyoteknolojik olarak bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir. Bunlar;

1. Besinlerde ve besin endiistrinde (Protein kaynagi olarak Spirulina spp.
yetistirilmesi, Duneliella spp. gibi griserol, beta karoten ve proteince yiiksek
organizmalar kullanimi),

2. Enzimlerin iiretiminde (Yiksek tuz konsantrasyonularinda caligsabilen amilaz, lipaz,
beta laktamaz ve proteaz enzimlerin eldesinde),

3. llag endiistrisinde (Cesitli antimikrobiyallerin eldesinde),

4. Petrol kazaniminda (Halofillerin yiizey aktiviteleri ve {rettikleri bir takim
maddelerin 6zellikleri petrol kazanimda),

5. Cevre biyoteknolojisinde (Tuzlu ya da alkali endiistriyel sularda fosfat
giderilmesinde, kirletilmis hipersalin ortamlarda kontaminant indikator olarak)

( Da Costa et al., 1989).



2.2. ENZIMLER

Enzimler; karbon, oksijen, hidrojen ve azottan olusan, kimyasal tepkimelerde
katalizor olarak rol alan, yasayan mikroorganizmalar (bakteriler, funguslar) tarafindan
salgilanan protein yapisinda molekiillerdir. Hiicre igerisinde meydana gelen binlerce
tepkimenin hizin1 ve 6zgiilliiglinii kendisi degisiklige ugramadan diizenlerler. Hemen
hemen her metabolik reaksiyon enzimler yardimiyla kontrol edilip hizlandirilir.
Reaksiyonun baglangic asamasinda enzimin etki etti§i madde substrat olarak
adlandirilirken, reaksiyon sonucu miktarinda artis goriilen ve agiga c¢ikan madde ise

iiriin olarak adlandirilir (Bhat, 2000).

Enzimler diger katalizorlerden farkli olarak ii¢ 6nemli 6zellige sahiptir:

1. Enzimler hizli ¢aligir.

2. Enzimler 6zgiin reaksiyonlar1 katalize ederler: Her enzim ancak belirli bir
reaksiyonu secerek katalize etmektedir. Diger katalizorlerin ¢ogunun cesitli kimyasal
reaksiyonlarda gorev yapmalarina karsin, enzimler genellikle bir tek spesifik reaksiyonu
katalize etmektedir. ileri derecede substrat spesifikligi, istenmeyen yan fiiriinlerin
olusumunu engellemekte ve ¢evre sorunu da en aza indirgenmektedir.

3. Enzimler biyokimyasal reaksiyonlari az enerji ile ve diisiik sicaklikta

katalizlemeyi basarirlar.

Enzimlerle ilk olarak gecen yiizyillda yogun sekilde ¢alisiimaya baslandiginda,
kimyasal yapilari net olarak bilinmediginden ve katalizledikleri reaksiyonlar
tanimlanamadigindan  enzimler;  sistematik  olmayan  bicimde  gelisigiizel
isimlendirilmistir. O donemde az sayida enzim bilindiginden, bu tiir isimlendirme pek
karisiklik yaratmazken, 1950°1li yillara gelindiginde, birka¢ yliz degisik enzim
bulundugundan terminoloji karmakarigik bir hal almistir. Bunun {iizerine 1953’te
Hoffman-Ostenhoff ve 1958’de Dixon-Webb bu karmasaya bir son vermek icin
girisimde bulunmuglar, Uluslar arast Biyokimya Birligi’nin himayesinde bugiin de

gecerli olan terminolojinin temelini olusturmuslardir (Borris, 1987).



Enzimler, kullandiklar1 substrat ve katalizledikleri reaksiyon tipine gore
adlandirilirlar. Genellikle etkiledigi substratin sonuna —az eki ilave edilerek adlandirma
enzimler icin bir kural haline gelmistir. Ancak cesitli kaynaklardan pek ¢ok enzim izole
edilince bunlarin siiflandirilmasinda da sorunlar ¢ikmaya baslayinca, konu ile ilgili
kuruluslar enzimleri 6 grup altinda toplayarak, daha sistematik bir siniflama yoluna

gitmislerdir.

Buna gore enzimler;

1.0ksidorediiktazlar: Redoks (oksidasyon ve rediiksiyon) tepkimelerini katalizleyerek
canlilara bir¢cok 6zellik kazandirirlar. Enzimlerinin substratlar1 genellikle elektron ve
hidrojen dondrleridir.

a) Dehidrogenazlar: Elektron kazandirici tepkimeleri etkilerler.

b) Oksidazlar: Elektron kaybeden tepkimeleri etkilerler.

¢) Rediiktazlar: Substrati bir rediiktér araciligiyla indirgeyen enzimlere denir. Ornegin;
asetaldehit rediiktaz, asetaldehiti alkole rediikler.

d) Transhidrogenazlar: Bir molekiilden digerine hidrojen tasiyarak onu rediiklerler.

e) Hidroksilazlar: Substratlarina bir hidroksil ya da su molekiilii katan enzimlere denir.
Ornegin; fenilalanin hidroksilaz bir hidroksil grubunu fenilalanine ekleyerek onu
tirozine doniistiiriir.

2.Transferazlar: Hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil, karboksil,
glikozil, amino, fosfat gruplar1) bir molekiilden digerine aktarilmasini saglarlar.
Dekarboksilazlar: Karboksilik asitlerden CO, ¢ikmasini saglarlar.
3.Hidrolazlar: Bir molekiil su sokmak suretiyle ya da su molekiilii araciligiyla
molekiillerin yikilmasii saglayan enzimlerdir. Ester, peptit, asitanhidrit, C-O, C-C,
C-N ve P-N baglarina etki ederler. Sistematik isimlendirmede daima hidrolaz getirilir,
pratik kullanimda ise sadece —az eki getirilir.

a) Esterazlar: Ester bagin1 yikan enzimlerdir (lipaz, riboniikleaz, fosfataz, pirofosfataz,
glikozidaz).

b) Proteazlar: Peptit bagin1 yikan enzimlerdir (proteinaz).



4.Liazlar: C-C, C-O ve C-N arasindaki baglar1 hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir
yolla kirarlar ve bu atomlar arasinda cift bag ilave ederek substratlardan bu gruplar
ayirirlar. Ornegin; C-C bagy, aldolaz ve dekarboksilazla yikilir.
5.izomerazlar: Molekiil iginde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren
enzimlerdir. Ornegin; razemaz, epimeraz.
6.Ligazlar (Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine
baglanmasin1 saglar.  Ornedin; amino asitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesini
saglarlar.

Bunlar da kendi i¢lerinde daha alt gruplara ayrilarak EC (EuroCode) harfleri ve
4 rakamla kodlanir. Ornegin; E.C. 3.6.1.3. "ATP fosfohidrolaz" da birinci numara
sinifini, ikinci numara alt sinifini, tgilincii numara grubunu, dordiincii numara da

kendine 6zgii sira numarasini verir.

2.2.1. Salgilanma Sekillerine Gore Enzimler
2.2.1.1. intraseliiler Enzimler

Intraseliiler enzimler, sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan ribozomlarda
sentezlenirler. Genelde bu enzimlerin substratlar1 sekerler, aminoasitler, karboksilik asit
gibi kiigiik molekiil agirligina sahip, hiicre zarindan gecebilme yetenegi olan

molekiillerdir (John, 1987). Hiicre metabolizmasi i¢in 6nemli rollere sahiptirler.

2.2.1.2. Ekstraseliiler Enzimler

Ekstraseliiler enzimler, hiicre tarafindan tiretilip disariya salgilanir. Ortamda
bulunan protein, yag, karbonhidrat gibi organik maddeleri parcalayarak hiicreden

bagimsiz olarak gorev alirlar.
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2.2.2. Enzim Kaynaklar:

Endiistriyel enzimler; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak iizere 3 6nemli

kaynaktan elde edilirler (Beckhorn, 1967).

2.2.2.1. Bitkisel kokenli endiistriyel enzimler; Toksik olmayan incir, enginar v.b.
bitkilerden iiretilebilirler. En 6nemli enzimlerin 6rnegi arpa maltindan elde edilen ve
biracilikta kullanilan amilaz’dir. Bitkisel enzimlerden en fazla bilinenleri proteolitik
enzim olarak bromelain, fisin, papain olup, tahillardan elde edilen amilolitik enzimler
ve 0zel turunggil enzimlerdir. Bitkisel kaynaklarin mevsimlere ve bolgelere gore kisith

olusu en 6nemli dezavantajidir (Reed, 1966; Godfrey and Reichelt, 1983).

2.2.2.2. Hayvansal kokenli endiistriyel enzimler; Kullanimi ¢ok eskilere dayanmakta
olup, peynir yapiminda kullanilan ve buzagi iskembesinden elde edilen rennet bu alanda
verilebilecek baslica orneklerdir. Gevis getiren hayvanlarin iskembesi, pankreas, tiroit
bezi, domuz midesi ve tavuk yumurtasinin aki 6nemli hayvansal enzim kaynaklaridir.
Ticari olarak {iretilen baglica hayvansal enzimler pankreatin, pepsin, rennin, tripsin,
kimotripsin, katalaz ve lipazdir. Hayvansal kokenli enzimlerin varligi insanlarin
etinden yararlandig1 bu hayvanlara olan talepleriyle sinirlidir (Topal, 1982; Noorderliet
and Toet, 1987).

2.2.2.3. Mikrobiyal kokenli endiistriyel enzimler; Kaynak mikroorganizmalarin
kontrollii fermantasyonlar1 sonucu iiretilirler. Mikroorganizmalar, enzimlerin kisith
olmayan en 6nemli kaynaklaridir. Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler
genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma
kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil
ve ucuz olmalar, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Bu
mikroorganizmalar ~ yalnmizca  enzim  lretme  yeteneklerine  gore  degil
mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de secilmistir. Bu sebeple,

endiistride mikrobiyal kdkenli enzim kullanimi artmistir (Demain and Solomon, 1981).
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Enzim tiretiminde mikroorganizmalarin kullanimina yonelik bir¢ok avantaja
deginilmistir. Ancak bir mikroorganizma tarafindan tiretilen farkli enzimlerin karigimi
bazen bir dezavantaj da sayilmaktadir. Tek spesifik enzim gerektiren ¢ogu endiistriyel
captaki iiretim yontemlerinde istenilmeyen yan etkilere yol agan diisiik miktarda baska
enzimlerin de mevcut olmasi kesinlikle bir dezavantajdir. Bu durumlarda istenilen
enzim, zor ve masrafli olan yontemlerle saflastirilmaktadir. Diferansiyel deaktivasyon,
fraksiyonel ¢oktiirme, kolon kromatografisi gibi enzim saflastirma yontemleri biiyiik
Olciide kullanilir hale gelmistir.  Bdylece enzim {ireticisi istenilen performans
Ozelliklerine sahip ticari amagla kullanilan enzimleri elde edebilmektedir (Underkofler,

1976).

> Mikrobiyal enzimler;
— siit tirlinlerinin tiretiminde,
— Dbiracilikta,
— etlerin islenmesinde,
— meyve sulariin berraklastirilmasinda,
— fruktoz surubu iiretiminde kullanilmalariyla gida sektoriinde,
— protein ve yag artiklarin1 par¢alamak iizere deterjan endiistrisinde,
— deri ve dokuma ipliklerinin islenmesini kolaylastirarak tekstilde,

— teshis ve tedavi amaciyla tipta kullanilmaktadirlar.

Hiicrelerde ¢cok onemli metabolik gorevleri olan enzimler, hayatimiza bizim asla
fark edemeyecegimiz derecede girmis olup ¢esitli amaglarla kullanilmak {izere giinliik,
ekonomik ve endiistriyel alanlarda yerlerini almislardir. Bugiin enzimler ekmek, bira,
peynir gibi gidalarin yapiminda, cesitli deterjan ve temizlik maddelerinin liretiminde,
kagit ve kumas endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanildig1 gibi tipta teshis ve tedavide

de 6nemli rol oynamaktadir (Daniels, 1992).
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2.2.3. Aktivitesi Incelenecek Enzimler

2.2.3.1. Amilaz

Amilazlar ¢cok 6nemli ve en eski endiistriyel enzimlerdir. Bu enzimler nisasta

molekiillerini dekstrin gibi ¢esitli kiiclik tirlinlere hidroliz edebilirler.

Amilaz enziminin bugday nisastasi lizerinde parcalayici bir etkisi oldugu 1811
yilinda Kirchoff tarafindan belirlenmistir. Ancak parcalama etkeni amilaz
tanimlanamamistir. Benzer etkinin insan tiikiirtigii ile elde edilebilecegi 1831 yilinda
Leuch tarafindan bulunmustur. Bernflend ise 1951°de tiikriigiin bu 6zelligine Berzelius
tarafindan pityalin adinin verildiginin, 1833°de Payen ve Persoz’un ise malttan nisastay1
parcalayan bir maddenin varligmi ortaya ¢ikardiklarini ve buna da diastaz adini
verdiklerini belirtmektedir. ~ Ancak gilinlimiizde tiim nisasta pargalayan enzimler

amilazlar olarak bilinmektedir.

Ohlsson’un 1930 yilinda malttan elde ettigi parcalayici enzimler, anomerik
tiplerine gore alfa (o) ya da beta (B) amilazlar olarak adlandirilmiglardir. Mybrach ve
Neamuler ise amilazlar i¢in endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak iizere baska bir
adlandirma sistemi 6nermislerdir. Endoamilazlar nisasta molekiiliinii i¢inden rasgele
hidroliz ederek g¢esitli uzunluklarda dallanmis ya da dallanmamis oligosakkaritlere
pargalarlar. Ekzoamilazlar ise molekiiliin u¢ kisimlarindan kisa zincirler seklinde
hidroliz yapan enzimlerdir. Bugiin amilazlar, nisastaya etki mekanizmalar1 ve
olusturduklart {irtinlere baglh olarak a-amilaz (EC 3.2.1.1. 1,4-a-D-glukan-
glukanhidrolase), B-amilaz (EC 3.2.1.2, 1,4-a-D-glukan maltohidrolaz, sakkoragenik
amilaz) ve amiloglikosidaz (EC 3.2.1.3) olmak iizere 3 gruba ayrilmistir (Gupta et al.,
2003).

o—Amilazlar  (1,4-0-D-glukan-glukanhidrolase)  o-1,4-glikozit  baglarini
hidrolizleyen enzimlerdir (EC 3.2.1.1). o—Amilaz enziminin endiistriyel iiretimine ilk

kez Japonya’ da 1939 yilinda Bacillus subtilis kullanilarak baslanmistir. 1970 lerde ise
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B. subtilis ve B. licheniformis o—amilaz enzimi liretimi i¢in genis ¢apta kullanilmaya

baslanmistir (Sarikaya, 1995).

Bugiin o—amilaz enzimi iiretiminde kullanilan diger mikroorganizmalar
icerisinde Aspergillus niger, A. oryzae, A. candidus gibi baz1 funguslar ile
Pseudomonas, Saccharophila bazi Clostridium ve Bacillus tirleri ve alt tiirleri
sayilabilir. Fungal a-amilazlar sicakliga bakteriyel a-amilazlara gore daha duyarli
oldugundan iizerinde calisilan asil enzim kaynagini daha c¢ok bakteriyel a-amilazlar

olusturmaktadir.

B-amilazlar (alfa-1,4 glukan maltohidrolaz, EC 3.2.1.2) nisasta molekiiliiniin
indirgen olmayan ucundan ardarda gelen maltoz birimlerini uzaklastiran bir
ekzoenzimdir. B-amilazlar bitkisel orijinli olup arpa malti, bugday, tath patates ve soya
fasiilyesinde ¢ok miktarda bulunurken, ilk kez 1974’ de bakterilerden de izole edilmistir
(Telefoncu, 1993).

Amiloglukozidazlar (glukoamilaz, o-1,4-glukan glukanohidrolaz EC 3.2.1.3)
substrat zincirinin ucundaki indirgen olmayan kisimdan ardigik sekilde bulunan glukoz
birimlerini uzaklastiran bir ekzoenzimdir. Uriin olarak yalnizca glukoz olusturmasi
amiloglukozidazi o ve P amilazlardan ayirir. Yani a-1,6 baglarina ne a ne de B-
amilazlar etki edemez iken bu enzim hem a-1,4 baglarini etkilemekte hem de yavas bir

hizla olsa da a-1,6 baglarini da hidrolize etmektedir (Hamilton et al., 1999).

Amiloglukozidazlar glukoamilaz, maltaz, sakkarojenik amilaz veya y-amilaz
olarak da bilinmektedir. Aymi zamanda glikoproteindir. Bu enzim bakterilerde ve
kiiflerde mevcuttur.  Aspergillus veya Rhizopus tiirleri tarafindan ekstraselliiler olarak
tiretilir ve endiistriyel olarak glukoz ve misir suruplarinin tiretiminde kullanilir (Mittal,

1992; Telefoncu, 1993).
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2.2.3.2. Lipaz

Lipazlar (triagilgliserol acilhidrolaz EC 3.1.1.3), trigliseritleri di- ve
monogliseritlere, gliserin ve yag asitlerine hidrolizini; ayrica belirli sartlar altinda ters
reaksiyonu yani gliserin ve yag asitlerinden gliserid olusumunu gergeklestiren biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik potansiyelleri ¢ok yiiksektir. Yiiksek sicakliklarda ve organik
ortamlarda yiiksek stabilitelerinden dolayr 6nem kazanmislardir. Lipazlar bakteri, maya
ve kiifleri iceren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda tiretilmektedir. Giinlimiizde
biyoteknolojinin siirekli yeni arayiglar ig¢inde olmasi mikrobiyal kaynakli lipaz
tretimine hiz kazandirmigtir.  Arastirmalar bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarin

bilhassa bakteriyel ve fungal lipazlarin iizerinde uygulanmaktadir.

Bakteriyel lipazlar glikoprotein yapisindadirlar, fakat bazi hiicre dig1 bakteriyel
lipazlarsa lipoprotein yapisindadirlar. Winkler et al. (1979) c¢ogu bakteride enzim
tretiminin bazi polisakkaritler tarafindan etkilenir. Simdiye kadar cogu bakteriyel
lipazlarin yapic1 ve substratlarina karsi 6zgiil olmadigi ve az bir kisim bakteriyel
lipazlarin da 1stya karst dayaniklidir.  Bakteriler arasindan Achromobacter sp.,
Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. ve Chromobacterium sp.’den
lipaz iiretiminde faydalanilmaktadir.  Stafilolokokkal lipazlar dogada lipoprotein
yapisinda bulunurlar. En ¢ok Aspergillus niger, Mucor ve Candida tiirlerinden elde
edilirler.  Fungal lipazlar {izerinde 1950’lerden beri ¢alisilmaktadir ve Lawrence,
Brockerhoff ve Jensen kapsamli goriisler sunmuslardir. Bu lipazlar, diisiik maliyetli soy
verme Ozelliklerinin olmasi, 1s1ya ve pH’ya karsi dayanikli olmalari, substrat 6zgiilliigi
ve organik coziiciilerde aktif olmalarindan dolay:r kullanilmaktadirlar. Ticari lipazlarin
baslica iireticileri Aspergillus niger, Candida cylindracea, Humicola lanuginosa, Mucor

miehei, Rhizopus arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus ve R. oryzae tiirleridir.
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2.2.3.3. Proteaz

Ticari olarak mikroorganizmalardan {iretilen proteolitik enzimler genellikle
endopeptidaz (proteinaz) ve egzopeptidaz karisimlaridir. Proteinler proteinazlar
sayesinde polipeptitlere, peptonlara, proteozlara bunlarda egzopeptidazlar sayesinde
aminoasitlere parcalanabilirler. Mikrobiyal proteazlarin yaninda bromelin, papain ve
fisin gibi bitkisel proteazlar, pepsin ve tripsin gibi hayvansal proteazlarda endiistride
genis Olgekte kullanilir. Parcalanmasi zor kompleks yapili proteinlerin yikiminda

uygulamaya 6zel farkli proteazlar iceren enzim kombinasyonlar1 kullanilir.

Mikrobiyal proteolitik enzimler farkli bakteri ve funguslardan elde edilebilir.
Bircok fungal proteaz genis pH araligina (4-8) toleranslidir ve bu araliklarda oldukca
etkili calisirlar. Bir kismi hari¢ bakteriyal proteazlar genellikle pH 7-8 araliginda etkin
calisirlar.  Genellikle Aspergillus, Mucor, Penicillium, Rhizopus ve Sporotrichum

tirlerinden elde edilirler.

Proteazlar (EC 3.4.21.24 ve 99); serin proteaz (alkali proteaz) (alkali pH),
metalloproteaz (nétr pH), sistein proteaz (asidik pH) ve aspartik proteaz (asidik pH)
olmak tizere dorde ayrilirlar (Fogarty, 1983; Priest, 1992).

1. Alkali (Serin) Proteazlar

Alkali proteaz (EC 3.4.21.14) enzimi ticari 6nemi olan bir gruptur. Dogal alkali
ortamda aktivite gdstermektedirler (pH 8-11) (Whitaker, 1972b; Frost and Moss, 1987).
Alkali proteazlar ¢esitli mikroorganizmalardan izole edilmekte olup; Aspergillus oryzae,
A.  flavus, A. fumigatus, Penicillium cyaneofulvum, Alternaria tenuissima,
Saccharomyces cerevisiae bunlardan bazilaridir (Reed, 1966; Matsubara and Feder,
1971). 1994 yilinda mevcut olan toplam endiistriyel enzimlerin yaklagik 400 milyon
dolarin1 karsilamaktadirlar. Bu enzimlerin 112 milyon dolar1 deterjan iiretimi igin
kullanilmaktadir. Alkali proteazlar giinden giine yiikselen bir degere sahiptir (Hodgson
1994).
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2. Metalloproteazlar

Notral pH’de yiiksek aktivite gosterirler ve kiifler bakterilerden yaygin olarak
uiretilebilmektedirler (Whitaker, 1972b). Mikroorganizmalardan; Bacillus subtilis,
Streptomyces griseus, Aspergillus oryzae, A. flavus, A. parasiticus, Pseudomanas
aeruginosa’dan metalloproteazlar iiretilmektedir (Reed, 1966; Matsubara and Feder,

1971).

3. Asit Proteazlar

Bu gruptaki enzimler, diisik pH’larda (pH 2.0-5.0) yiiksek aktivite
gostermektedirler. Gevis getiren hayvanlarin mide enzimleri bu gruba dahil olmakla
birlikte, kiiflerden de yaygin olarak tiretilebilmektedirler. Bu grupta en fazla dikkat
ceken ve calisilan enzim pepsindir. Rennin de ticari uygulamalarda siklikla
kullanilmaktadir (Whitaker, 1972b; Frost and Moss, 1987).  Pepsinin; Aspergillus
niger, A. awamori, A. fumigatus, Penicillium notatum, Rhizopus chinensis, R.
oligosporus, Paecilomyces variotii, Mucor pusillus ve Alternaria tenuissima’dan, rennin
ise; Mucor pusillus ve FEndothia parasitica’dan izole edildigi bildirilmektedir
(Matsubara and Feder, 1971). Ayrica, Rhizopus tiirleri de asit proteaz kaynagi olarak
gosterilmistir (Blain, 1975).

4. Sistein Proteazlar

Aktif bolgesinde sistein bulunur ve bitki enzimi olan papain bu grubun
ornegidir. Bu enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan eldesi olduk¢a azdir. Bu enzimlerin

en uygun c¢alisma ortami notr pH dolayindadir (Fogarty, 1983; Priest, 1992).
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2.3. Fungal Enzimlerin Endiistride Kullanim Alanlar

2.3.1. Amilaz Enziminin Kullanim Alanlar1

a-amilaz ticari olarak kullanilan ilk enzimdir. 1905 yilinda Japonya’da tekstil
endiistrisinde hasilalma islemi igin ticari amagla iiretilmistir. Tekstil endiistrisinde
dokuma sirasinda ipliklerin saglam olmas1 ve kopmamasi i¢in iplikler nisasta iceren bir
¢ozelti ile muamele edilir. Bu isleme hasillama denmektedir (Sarikaya, 1995). Kumas
dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin uzaklastirilmasi gerekir. Bu isleme de
hasil alma ad1 verilmektedir. Hasil alma ajan1 olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi

kullanilmaktadir (Tarak¢ioglu, 1979).

a-amilazlarin diger bir kullanim alani ise deterjan liretimidir. Enzimler deterjan

katkisi olarak ilk kez 1913 yilinda Alman kimyac1 Otto R6hm tarafindan kullanilmastir.

Meyve suyu endiistrisinde de kullanim alani1 bulan amilaz enzimi, 6zellikle elma
ve armut sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadan
toplandiginda meyvede halen nisasta bulundugu i¢in meyve sularinda bulanikliga yol
acmaktadir. Bu sorun ortama a-amilaz ilave edilerek giderilebilmektedir (Eksi, 1988;

Sarikaya, 1995).

a-Amilazlar nisasta endiistrisinin yani sira ¢esitli endiistrilerde de kullanilir.
Ekmek yapiminda, maya tarafindan kullanilmak iizere nisastanin glukoza
dontstiirilmesinde kullanilir, ekmegin bayatlamasini geciktirmesinden ve raf omriinii
uzatmasindan dolayr da yaygin olarak kullanilmaktadir. Biracilikta arpa tanelerinden
elde edilen maltin 6giitiiliip su ile karistirllmasindan sonra ilave edilen o -amilazlarla
alkolik fermantasyon i¢in mayanin kullanacagi sekerler olusur. Kagit endiistrisinde ise
iyi kalite kagit (piiriizsiiz ylizeyli) eldesi i¢in nisasta banyosuna sokulan kagit tizerindeki

fazla nisastanin uzaklastirilmasinda a-amilazlar kullanilir.

B-amilaz, ekmekg¢ilik, biracilik ve nisastanin fermente olabilir bir seker olan

maltoza dontistliriildiigii islemlerde kullanilir (Telefoncu, 1993).
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Bira, damitma, firincilik ve tekstil endiistrisinde kullanilan, Bacillus ve
Aspergillus tarafindan iiretilen, ayrica arpa ve bugday maltinda da bulunabilen enzimler,

amilaz ve endo B-glukanazlardir (Demain and Solomon, 1981).

2.3.2. Lipaz Enziminin Kullanim Alanlar

Lipazlar bakteri, maya ve kiifleri igeren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda
uretilmektedir. Lipazlarin kullanim alani ¢ok genistir. Lipazlar gida endiistrisinde,
biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler ve pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri
sanayiinde, ¢evre yoOnetiminde, kozmetik ve parfiim sanayiinde uygulama alanlari
bulmaktadir. Endiistriyel olarak en yaygin kullanilan lipaz iireticisi mikroorganizmalar;
Candida sp., Pseudomonas sp., Rhizopus sp.’dir. Son yillarda biyoteknoloji alaninda
lipazlarin kullaniminda hizli bir artis gézlenmektedir. Bu nedenle lipazlarin asirt
tiretimini saglamak amaciyla yonlii mutasyonlar yardimiyla sus gelistirme ¢aligmalarina

agirlik verilmistir.

Eczacilikta sindirimi kolaylastirict ilaglarin yapiminda, gida sanayinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Lipazlar son yillarda kimyasal madde sentez sektoriine de
girmistir. Esterlerin sentezide, ekmek yapiminda, yag emiilsifiyerlerini sentezinde ve
yag modifikasyonlar1 i¢in kullanilmaktadir. Peynir iiretimi ya da olgunlastirilmasi
sirasinda ortama eklenmektedir.  Lipazlar Ozellikle siit ve siit {irlinlerinin elde
edilmesinde lezzet, koku ve tatlariin gelistirilmesinde kullanilir. Siittozu, siit kaymag,

mayonez yapiminda, kat1 ve yumusak peynir iiretiminde kullanilir.

Lipazlarin kullanimi bagka alanlarda da onem kazanmstir. Ozellikle
mutfaklardaki yag filtrelerindeki yaglarin uzaklastirilmasi, borularin yiizeyindeki
yaglarin  temizlenmesinde kullanilmaktadir. Atik sularin  arntilmasinda da

kullanilmaktadir.

Rhizopus oligosporus lipaz aktivitesi nedeniyle Uzakdogu’da ozellikle
Endonezya’da yaygin olan “tempeh” isimli yoresel yemegin hazirlanisinda

kullanilmaktadir. Hindistan cevizi, soya fasulyesi gibi bitkisel materyal, bu fungusun
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sporlart ile inokiile edilerek fermentasyona birakilmakta ve fungusun lipolitik ve

proteolitik aktivitesi nedeniyle degisik bir tat elde edilmektedir (Nahas, 1988).

Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin basinda proteinler, yaglar ve nisasta gelir.
Bu lekeleri yiiksek sicaklikta kimyasal deterjanlar yoluyla gidermek miimkiinse de,
enzimlerin kullanilmasi diisiik sicaklikta ve daha az mekanik enerji ile istenen temizligi
saglar. Ayrica ¢imen, kan, siit ve ter lekelerini c¢ikarmakta biyolojik olmayan

deterjanlara gore ¢ok daha etkilidir.

Deterjanlarda kullanilan enzimlerden proteazlar yumurta, kan gibi lekelerdeki
proteinleri parcalar; lipaz yag lekelerini, amilaz ise nisasta bazli lekeleri c¢ikartmakta
etkilidir. Camasirlarin yipranmasiyla olusan seliiloz fibriller ise, selillaz enzimi ile

pargalanarak camasirlarin daha yumusak olmasi ve renklerini korumasi saglanir (Hiol et

al., 2000).

Lipaz enzimi de dericilikte kullanilan enzimlerden biridir. Bu enzim, yalnizca
derinin ylizeyindeki degil, i¢indeki yaglar1 da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama
gibi islemler i¢in daha uygun hale getirir. Deriler islenirken bu amacla baz1 proteinler
parcalanip, deriden uzaklastiriliyor. Deriye ne derecede esneklik kazandirilacagr ise,

derinin kullanilacag: alana baglhdir.

Lipaz enzimi, unda bulunan %1-2 civarindaki lipid igerigine etki etmektedir. Bu
enzim i¢inde kullanim miktar1 ve tipi olduk¢a dnemlidir. Ornegin, yiiksek miktarlarda
kullanimda hamur &zellikleri agisindan sorunlar yasanmasina neden olmaktadir. Ote
yandan uygun lipaz tipinin seg¢ilmesi de 6nemlidir. Tiirk ekmek iiretim bi¢gimine uygun
olmayan lipaz tipinin ekmek 6zelliklerine olumlu bir katkis1 bulunmamaktadir. Unlara
uygun lipaz tipinin ilavesi; hamurun islenebilirliginde kolaylik, hamur stabilitesinde

artis, ekmek i¢i yumusaklik, ekmek hacminde artis saglar.
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2.3.3. Proteaz Enziminin Kullanim Alanlan

Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin yaklasitk  %60°n1
olusturmaktadir. Proteazlar, camasir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf,
organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde kullanilmaktadir. Proteazlar arasinda
bakteriyel proteazlar, hayvan ve fungal proteazlar ile karistirildigi zaman daha etkin
oldugu goriilmektedir (Banerjee et al., 1999). Bu nedenle ticari ilgiden dolay1
endiistriyel olarak uygun proteazlari iireten mikroorganizmalar arastiricalar tarafindan
calisilmistir (Jasvir et al., 1998). Alkali proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi ¢esitli
kaynaklardan elde edilse de alkalifilik Bacillus biyoteknolojide en fazla kullanilan
mikroorganizmadir (Johnvesly and Naik, 2001).

Proteazlar, deterjan sanayisi gibi genis uygulama alanlarinda kullanildiklarindan
cok onemli endiistriyel enzimlerdir (Matyar, 2002). Giiniimiizde deterjan endiistrisi,
yikama sicakligimin diisiiriilmesi ve deterjan kompozisyonunun degismesi yoniinde
caligmalar yapilmakta, fosfat tabanli deterjanlar1 uzaklastirarak, deterjan uygulamalari
icin daha uygun yeni proteazlar lizerinde durmaktadir (Mehrotra et al., 1999). Bu enzim
protein lekelerini ¢ikartir. Ornegin; ¢im, kan, yumurta ve eter lekeleri bu enzim
tarafindan temizlenebiliyor. Bu organik, leke yapict maddeler, giysinin lifleri arasina
sikica yapisma egilimindedir. Proteinler, bir ¢esit tutkal gibi is goriip, normal

deterjanlarin diger kir ve lekeleri de ¢ikarmasini engelliyorlar (Telefoncu, 1997).

Fungal proteazlarin en fazla kullanildigi alan unlu mamullerin ve ekmek
yapiminda, hamurun kabarmasi ve yogrulma siiresini azaltmaya yardimci olur. Fungal

proteazlar ayn1 zamanda klinik ve farmasotik uygulamalarda sindirim amacl kullanilir.

Siit endiistrisinde peynir yapiminda genellikle asit proteazlardan olan rennin
kullanilmaktadir. Rennin o6zellikle Mucor miechei, Mucor pusillus ve FEndothia

parasitica’dan elde edilmektedir (Bothast and Smiley, 1978; Topal, 1982; 1985).
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2.3. Enzim Arastirmalar

Enzimlerin insanoglu tarafindan kullanimi tarith Oncesi devirlere kadar
uzanmaktadir. ilk caglardan beri iiretildigi bilinen ekmek, sarap, yogurt, peynir gibi
gida maddelerinin iiretiminde enzimler 6nemli rol oynamislardir. Ve daha sonra
bildirilen bu sivida fisin adi verilen bir enzimin bulundugu saptanmistir. Enzimler
tizerindeki ilk bilgiler ise 1570’li yillarda elde edilmistir. Daha sonralar1 bu konuda
yapilan ¢aligsmalar artmis hatta Pasteur ve Liebing gibi bir¢ok iinlii arastiricinin katkilar

ile enzimler hakkinda pek ¢ok temel bilgi saglanmstir.

Enzim alaninda 1760-1829 yillar1 arasinda aragtirmalar yapilmaya baglanmastir.
1833 yilinda sekeri pargalayan aktif madde kismen izole edilmis ve bu maddeye
‘diastaz’ ad1 verilmistir ki bu enzim su anda amilaz olarak bilinmektedir. 1835 yilinda
Barzellius patatesten elde edilen enzimler karigtminin, nisastayr siilfiirik asitten daha
hizl1 pargaladigini gbézlemlemis ve gozlemlerine dayali olarak canli organizmadaki
biitiin maddelerin katalizor maddelerin etkisinde yapildigin1 iddia etmistir. Bu
maddeleri kimyasal katalizorler olarak degerlendirmis, ancak bunlarin protein oldugunu

tespit edilememistir.

1838 yilinda Alman kimyact Berjelius, reaksiyon hizi iizerine etki yapan
maddelere “katalizor” ya da “katalizatér” adim1 vermistir. 1838’de Gagnrard ve Schaw
adli iki bilgin, birbirlerinden habersiz olarak fermantasyon olayini incelemisler ve bu
olaym maya adi verilen bazi mikroorganizmalar aracilifiyla meydana geldigini

saptamislardir.

1860 yilinda Pasteur’iin, biyolojik reaksiyonlarda goriilen katalizoriin kimyasal
reaksiyondakilerden farkli oldugu dikkatini ¢gekmistir. Bunun iizerine fermentasyonun
enzimler tarafindan baslatildigini, maya hiicrelerinin yap1 ve canliligina bagli oldugunu
savunmustur. Ayrica enzimler i¢in organize olmus ferment deyimini kullanip aktivite
gostermesi ic¢in hiicrede bulunmasi gerektigini sdylemistir. Bunun yani sira diger
katalizor maddeler iginse, anorganize ferment deyimini kullanarak bunlarin aktif

olmalart i¢in hiicre i¢inde olmalarina gerek olmadigini belirtmistir.
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1878 yilinda Kiinhe bu aktif maddelere genel tanimla “ferment” adin1 vermistir
(Kazan, 1997). 1879’da Kiinhe, biyolojik reaksiyon hizlarina etki eden maddeleri oteki
katalizorlerden ayirt etmek i¢in Yunanca, mayada bulunan anlamia gelen enzim

kelimesini 6neriyor.

1883 yilinda Payen ve Person nisastanin ¢oziiniirlestirilmesinde, malt 6ziitliniin

i¢inde bulunan diastaz enziminin etken oldugunu saptamislardir.

1884 yilinda Chittedon tarafindan ileri siirlilen li¢ kavram enzimoloji tarihinde

doniim noktas1 olmustur. Hala gegerliligini koruyan bu ii¢ kavram sdyle 6zetlenebilir;

» Enzimler proteinlerden olugmaktadir.
» Katalitik aktivite, enzim yapisina 6zel ve enzime bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir.
» Enzimler pasif katalizorler olmayip substratlari ile ara kompleks olusturarak goérev

yapan aktif bilesiklerdir.

1885 yilinda Blumenthal, peynir yapiminda kullanilmak iizere ilk kez rennin

enziminin dziitiinii teknolojik boyutlarda iiretmeyi bagarmustir.

Enzimlerin endiistriyel amacla ilk kez kullanimi 1894 yilinda Dr. Jhokichi
Takamine’nin koji liretimi amaciyla Aspergillus oryzae’den bir enzim preparati elde

etmesiyle baglamistir.

1897 yilinda Alman Buchner kardeslerin, maya hiicrelerinden alkolik
fermentasyonu katalize eden enzimleri saflastirmasiyla enzimlerin hiicre disinda da
aktivite gosterebilecekleri kanitlanmigtir. Enzimlerin saf ve kristal halde elde edilmeleri

ise uzun zaman almistir.

1897°de Biichner, maya hiicrelerinden bazi enzimleri ayirmay1 basararak, yeni

bir arastirma alan1 agmustir.
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1904 yilinda Harden ve Young, diisikk molekiil agirligina sahip, 1s1ya dayanikli
bir molekiill olan Koenzim A ya da diger adiyla Nikotinamidadenin (NAD),

fermentasyon enzimlerinin aktivite gostermeleri i¢in gerekli oldugunu bulmustur.

1915°te Rohm, lipaz ve proteaz enzimlerinin ¢amasir yikama sularina katilarak

cok etken bir temizleyici olarak kullanilacagini saptamstir.

1926 yilinda A.B.D’nin Cornell Universitesi profesorlerinden James B. Summer,
ilk kez tireaz enzimlerinin kristallerini elde ederek, molekiiliiniin biiylik bir kisminin

protein yapisinda oldugunu gdstermistir.

1930°da ise Rockefeller Enstitiisiinde Northrop, Kunitz, Herriott ve Amson gibi
bilginlerden olusan arastirma grubu, sirasi ile pepsin, tripsin, kimotripsin ve

karboksipeptidaz enzimlerini kristalize etmeye bagarmislardir.

1930 yilinda Nurthrop, pepsini saf ve kristal halde elde etmis, yapisinin protein

oldugunu kanitlamistir.

1934 yilinda Herriot ve Nurthrop, bazi fonksiyonel gruplar1 bloke ettikleri

zaman enzim aktivitesinin kayboldugunu tespit etmislerdir.

1940 yilindan sonra enzim arastirmalari, inanilmaz bir hizla ilerleyerek bir¢ok
yeni enzimin bulunmasina neden olmustur (Palmer, 1981). 1930 yilinda 80 adet enzim
tanimlanirken, 1968’lerde bu rakam 1300’e, 1982°de ise 2000’e yiikselmistir. Buglin
icin bilinen yaklasik 25000 cesit enzim vardir. Bunlardan yaklasik 2500 tanesi
“International Union of Biochemistry” (Uluslararasi Biyokimya Birligi) tarafindan
kabul edilmis durumdadir. Fakat bu sayiya ragmen, endiistriyel olarak iiretilen ve
kullanilan enzim sayis1 yaklasik 30 civarindadir. Enzimlerle ilgili ¢alismalar hizla

devam etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Fungus izolatlar

Enzim aktiviteleri incelenmek iizere, Demirel ve arkadaslar1 (2006) tarafindan
yapilan “Tirkiye’de bulunan tuzlalarin mikrofunguslarinin belirlenmesi” baslikli
calismadan izole edilen fungus izolatlar1 kullanilmigtir. Fungus izolatlar1 Cizelge 3.1°de
gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Test edilen fungus izolatlari

izolat Sayisi Fungus izolatlan

—
O

Penicillium chrysogenum
Aspergillus versicolor
Aspergillus flavipes
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium griseofulvum
Penicillium implicatum
Aspergillus sclerotiorum
Penicillium corylophylum
Mycelia sterilia
Alternaria alternata
Aspergillus sydowii
Beauveria alba

Eurotium amstelodami
Penicillium puberulum
Ulocladium atrum
Aspergillus sparsus
Penicillium citreonigrum
Penicillium waksmanii
Stachybotrys chartarum
Aspergillus niger
Aspergillus parasiticus
Aspergillus wentii
Cladosporium cladosporioides
Eurotium herbarium
Penicillium decumbens
Penicillium viridicatum

— e e e e = R RD BRI DD WD LD LD W) W W N L U O\ ] 00 00 \O
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Fungus izolatlar1 Malt Ekstrakt Agarli (MEA) yatik tiiplerde 25 °C‘de 7 giin

inkiibasyondan sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir. Gerektigi zamanda aktive edilerek

kullanilmustir.

3.1.2. Besiyerler

3.1.2.1. Malt Ekstrat Agar (MEA) (Fluka)

Malt Extract
Mycological Pepton
Agar

Distile Su

30g
58
I5¢g
1000 ml

Ticari besiyerinden 50 g/l oraninda tartilarak distile suda ¢oziindiiriilmiistiir,

121°C<de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.2.2. Potato Dextrose Agar (PDA) (Fluka)

Potato Extract
Dextrose
Agar

Distile Su

4g
20g
I5¢g
1000 ml

Ticari besiyerinden 39 g/l oraninda tartilarak distile suda ¢oziindiiriilmiistiir,

121°C “de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.2.3. Amilaz Besiyeri

Coziinebilir Nisasta

Yeast Nitrogen Base (YNB)
Bile Salt (Safra Tuzu)

Agar

Distile Su

10g
6,7¢g
I5¢
20g
1000 ml
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Nisasta distile su i¢inde kaynatilarak ¢ozilindiiriilmiis, {izerine agar ve safra tuzu
eklenerek, 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. 50-60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra, 10 ml filtre sterilizasyonu yapilmis, 10 kat konsantre YNB’den
son konsantrasyon %0,67 olacak sekilde eklenip karistirllmistir. Petrilere aseptik

kosullarda dokiiliip katilagmaya birakilmistir.

Amilaz besiyerine NaCl ilavesi ile istenen oranlarda tuz igeren besiyerleri

hazirlanmistir (%2,5; % 5; %10; %15).

3.1.2.4. Lipaz Besiyeri

Pepton S5¢g
Maya Ekstrakti 3g
Agar 10g
Distile Su 1000 ml

Besiyeri bilesenleri distile su iginde ¢oziindiiriilmiis, 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilerek 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra, daha onceden filtre
sterilizasyonu yapilmis tributirinden (Sigma) %0,1 oraninda eklenmistir. 8 dakika
vorteksde homojenize edilmis, tiiplere aseptik olarak 7 ml dagitip dik durumda

katilagmasi saglanmustir.

Lipaz besiyerine NaCl ilavesi ile istenen oranlarda tuz igeren besiyerleri

hazirlanmistir (%2,5; % 5; %10; %15).

3.1.2.5. Proteaz Besiyeri

K>;HPO4 lg

MgS04.7H,0 0,5¢g
KCI 0,5¢g
Agar l6g

Musluk Suyu 1000 ml
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Siit tozu ¢ozeltisi harig, diger tiim bilesenler musluk suyu i¢inde ¢dziindiiriiliip,
121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika otoklavda sterilize edilir. 60°C’ye kadar
soguduktan sonra {iizerine son konsantrasyonu %4,8 olacak sekilde distile su ile
hazirlanmis ve ayni sartlarda sterilize edilmis yagsiz siittozu ¢ozeltisi aseptik olarak
ilave edilir. Bu karisim steril test tiiplerine 15’er ml olarak dagitilip, dik olarak

katilagsmasina izin verilir.

Calismamizda yagsiz siittozu yerine yagsiz siit kullanilmistir. Piyasada satilan
UHT yagsiz siitiin kuru madde agirligr dikkate alinarak yagsiz siittozuna karsilik gelen

miktar1 hesaplanarak besiyerine ilave edilmistir.

Proteaz besiyerine NaCl ilavesi ile istenen oranlarda tuz igeren besiyerleri

hazirlanmistir (%2,5; % 5; %10; %15).

3.1.3. Cozeltiler

3.1.3.1. iyot Cozeltisi

300 ml distile suya 1 g I, ve 2 g Kl ilave edilerek iyot ¢ozeltisi elde edilmistir.

3.1.3.2. Triton-X 100

1000 ml distile su igerisine 1 ml triton-X 100 ilave edilerek olusan karigim
homojenize edilir. 5 ml tiiplere aktarilarak 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika

otoklavda sterilize edilmistir.



28

3.2. Metot
3.2.1. Spor Siispansiyonun Hazirlanmasi

Enzim aktivitesi belirlenecek kiif izolatlarina ait bir spor silispansiyonunun
hazirlanmasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in petri igerisinde PDA (Potato Dextrose Agar)
besiyerinde gelistirilmis ve sporlanmasi i¢in 7 giin 26-28°C’de inkiibe edilmis kiif
kiltlirlerinden; bir agar delici vasitasiyla steril sartlarda 2 agar dilimi kesilmis ve yine
steril kosullarda, igerisinde Sml triton-X 100’1l distile su bulunan steril deney tiipleri
igerisine aseptik olarak aktarilip bir vorteks yardimiyla hazirlanan spor silispansiyonu

homojenize edilmistir (Campenhout, 1995).

3.2.2. izolatlarin Enzim Aktiviteleri Acisindan Taranmasi
3.2.2.1. Amilaz Aktivitesi A¢isindan Tarama

Petride katilasan amilaz besiyerleri aseptik kosullarda steril bistiiri veya 6ze
yardimi ile birbirine paralel iki ¢izgi seklinde dikey ve yatay olarak c¢izilmistir. Bu
cizgilerin birbirini kestikleri noktalara 10 pl spor siispansiyonu (yukarida aciklandigi
gibi hazirlanan) inokiile edilmis ve 26-28°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi alman petrilerin iizerine %0,3’liik iyot piiskiirtiilmiistiir.

Degerlendirmede besiyeri iceriginde bulunan nisasta ile iyodun reaksiyona
girerek mavi renk olusturmasi baz alinmigtir. Eger enzim iliretme yetenegi pozitif ise
ortamdaki nisasta, enzim varliginda par¢alanmis oldugundan kiiltlirin {iredigi alanin
etrafi bulanik beyaz renkte, diger alan mavi renkte kalmaktadir. Eger amilaz

sentezlenmemisse petrinin tamami mavi renkte goriilmektedir (Sekil 3.1.).

Amilaz aktivitesi yiiksek, diisiik ve aktivite yok olmak tizere 3 sekilde
degerlendirilmistir. Cizgi boyunca belirgin zon olusturanlar yiiksek aktiviteli, sadece

tireme olan alanda zon olusturan diisiik aktiviteli olarak degerlendirilmistir.
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(Diflizyon teknigi ile zon kontrolii yontemi)
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3.2.2.2. Lipaz Aktivitesi Acisindan Tarama

Malt Agar (MA)’l1 petride 30°C’de 7 giin iiretilmis test kiiltlirlerinden steril
mantar delici ile agarli pargalar kesilip, hazirlanan tributirinli besiyerinin {izerine
birakilmistir. Tekrar 30°C’de 10 giine kadar inkiibe edilerek, berraklik durumuna gore
degerlendirilmistir. Sonugta lipaz (+) ise, besiyerinde bir berraklik meydana gelmekte,
lipaz (-) ise besiyerinde higbir degisiklik olmamaktadir (Sekil 3.2.).  Lipolitik
aktivitenin degerlendirilmesi icin berrakligin derinligi 3. gilinden itibaren kumpas ile
Olclilmiis ve bu islem 10. giine kadar siirdiiriilmiistiir (Sztajer et al., 1988). Herbir 6rnek
icin li¢ paralel olarak hazirlanmistir ve bu {i¢ tlipiin ortalamasi alinarak sonuglari

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Lipaz aktivitesinin analiz basamaklar1

(Derin kiiltiir ile opasite kapasitesi yontemi)
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3.2.2.3. Proteaz Aktivitesi A¢isindan Tarama

Kiiltiirin enzim iiretim yetenegini test edebilmek i¢in bu besiyerinin iizerine
spor siispansiyonu hazirlanarak eklenmistir. Spor siispansiyonu; PDA besiyerinde 3
nokta ekimiyle inokule edilip, gelistirilen saf kiiltiirlerden 1 cm ¢apindaki agar delici ile
2 izolat agarli blok kesilip, Sml’lik steril triton-x 100 destile su igine atilmis ve aseptik

kosullarda homojenize edilerek hazirlanmistir.

Hazirlanan besiyerinin iizerine her bir kiiltiir i¢cin 0,1 ml spor siispansiyonu
inokiile edilerek, 26°C*de 7 giine kadar gelismeye birakilmistir. Test kiiltiirii proteaz
enzimi iiretebiliyorsa (test pozitif ise), besiyerinde bulunan ve bulanikligr saglanan siit
kazeinini pargalayarak berraklik meydana getirmektedir. Test negatif ise, kiiltiir kazeini
parcalayamadiglr i¢in besiyeri bulanikligini  korumaktadir (Sekil 3.3.). Testin
degerlendirilmesi; olusan seffafligin derinligini cetvel yardimi ile 6lgmek suretiyle
yapilmistir. Bu Ol¢limler 3. giinden itibaren bagslanarak 7. giine kadar siirdiiriilmiis,

degerlendirmede bu iki bulgunun ortalamalar1 esas alinmustir.
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3.2.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Tuz Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi taranmasinda kullanilan besiyerlerine tuz icermeyen; %2,5; %S5;
%10 ve %15 oraninda tuz ilavesiyle hazirlanan tuzlu besiyerleri kullanilarak ayni
yontemler uygulanmistir. Aktivite derecesinin belirlenmesinde kullanilan 6l¢timler esas

alinarak tuz konsantrasyonlarinin aktivite tizerine etkisi degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. izolatlarin Enzim Aktivitesi Acisindan Taranmasi

4.1.1. Amilaz AKtivitesi

104 mikrofungus izolatinin amilaz aktivitesi acisindan taranmasina iligskin
sonuclar Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Amilaz aktivitesinin tarama sonugclari

Yiiksek Diisiik Aktivite Yok
izolat Kodu Mikrofungus Aktivite Aktivite
(++) (+) (-)

3.10.3 Alternaria alternata (Fr.) Keissl N
4.5.6 A. alternata V
4.20.6 A. alternata V
6.5.6 Aspergillus flavipes \

(Bainier&R.Sartory) Thom&Church
6.5.9 A. flavipes \
6.10.8 A. flavipes \
6.20.4 A. flavipes \
6.25.4 A. flavipes \
8.5.1 A. flavipes \
8.15.1 A. flavipes v
9.10.8 A. flavipes \
6.10.6 A. niger Tieghem v
6.10.1 A. parasiticus Speare \
6.15.5 A. sclerotiorum G.A.Huber \
6.20.1 A. sclerotiorum v
8.20.3 A. sclerotiorum V
9.15.4 A. sclerotiorum \
10.5.3 A. sclerotiorum V
6.15.6 A. sparsus Raper&Thom \
6.15.7 A. sparsus \
1.51 A. sydowii (Bainier&R.Sartory) v

Thom&Church
3.25.1 A. sydowii \
5.2.2 A. sydowii \
2.5.11 A. versicolor Vuillemin (Tiraboschi) \
2.20.5 A. versicolor \
2.25.6 A. versicolor \
3.55 A. versicolor V
454 A. versicolor \
4.10.1 A. versicolor \
4.15.2 A. versicolor \
4.20.1 A. versicolor \
6.10.5 A. versicolor Y




Cizelge 4.1. (Devam)
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Yiiksek Diisiik Aktivite Yok
izolat Kodu Mikrofungus Aktivite Aktivite

(++) (+) -
255 A. wentii Wehmer N
455 Beuvaria alba (Limber) Saccas \/
10.15.3 B. alba v
10.20.1 B. alba v
4.5.8 Cladosporium cladosporides V

(Fresen) C.A de Uries
1.10.1 Eurotium amstelodami L. Mangin \
5.10.1 E. amstelodami \
5.10.2 E. amstelodami \
3.10.2 E. herbarium FH Wigg v
452 Mycelia sterilia \
4.10.3 M.S ol
10.5.2 M.S v
10.10.4 MS v
3.5.3 Penicillum aurantiogriseum \
Dierckx

3.10.1 P. aurantiogriseum \
3.10.2 P. aurantiogriseum \
3.10.8 P. aurantiogriseum V
3.15.1 P. aurantiogriseum \
3.20.1 P. aurantiogriseum \
4.20.2 P. aurantiogriseum \
7.5.2 P. aurantiogriseum \
253 P. chrysogenum Thom \
2.10.3 P. chrysogenum \
2.15.3 P. chrysogenum \
2.20.2 P. chrysogenum \
2.254 P. chrysogenum V
2.25.5 P. chrysogenum \
3.104 P. chrysogenum \
552 P. chrysogenum \
6.15.4 P. chrysogenum \
7.5.5 P. chrysogenum \
8.10.1 P. chrysogenum \
8.15.2 P. chrysogenum \
8.20.1 P. chrysogenum \
8.20.5 P. chrysogenum \
8.20.6 P. chrysogenum \
9.10.1 P. chrysogenum \
9.15.1 P. chrysogenum \
9.15.2 P. chrysogenum \
9.20.4 P. chrysogenum \
3.10.2 P. citreonigrum Dierckx \
6.5.5 P. citreonigrum \
6.5.4 P. corylophylum Dierckx \
6.10.2 P. corylophylum \
6.20.6 P. corylophylum \
9.10.6 P. corylophylum \
9.15.6 P. corylophylum \
9.10.2 P. decumbens Thom \
2.5.7 P. implicatum Biourge V
2.5.8 P. implicatum \
354 P. implicatum \




Cizelge 4.1. (Devam)
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Yiiksek Diisiik Aktivite Yok
izolat Kodu Mikrofungus Aktivite Aktivite

(++) (+) (-)
4.10.2 P. implicatum N
6.5.2 P. implicatum \
10.5.5 P. implicatum \
2.25.2 P. griseofulvum Dierckx \
3.5.5 P. griseofulvum \
3.20.1 P. griseofulvum \
453 P. griseofulvum \
4.20.3 P. griseofulvum V
6.15.2 P. griseofulvum \
6.25.3 P. griseofulvum \
8.20.2 P. puberulum Bainier \
9.20.1 P. puberulum \
10.10.1 P. puberulum \
9.25.1 P. viridicatum Westling \
9.15.1 P. waksmanii  K.M. Zalessky \
9.15.8 P. waksmanii \
2.5.12 Stachybotrys chartarum \

(Ehrenberg) S. Hughes

3.5.7 S. chartarum \
3.5.1 Ulocladium atrum Preuss \
4.10.4 U. atrum v
10.10.2 U. atrum v
Toplam 104 53 20 31

Inkiibasyonu takiben iyotla muamele sonucu seffaf zon verenler zon alanina gore (++)(Sekil 4.1)
yada (+) (Sekil 4.2), mavi rengi koruyanlar (-) (Sekil 4.3) olarak degerlendirilmistir.

Tim izolatlarin %51°1 (n=53) yliksek aktivite, %19’u (n=20) diisiik aktivite

gosterirken, %30’u (n=31) ise aktivite gostermemistir (Sekil 4.4; n=104).

Genus

diizeyinde degerlendirildiginde; Aspergillus genusuna ait izolatlarin %67’si yliksek

aktivite, %15°1 diisiik aktivite gosterirken, %18’1 aktivite gostermemistir (Sekil 4.5).

Penicillium genusuna ait izolatlarin %52’si yiiksek aktivite, %22’si diisiik aktivite

gosterirken, %26’s1 aktivite gostermemistir (Sekil 4.6).

C. cladosporioides ve S.

chartarum tiirlerinin izolatlarinda ytliksek aktivite gézlenmistir. Diger 4. alternata, B.

alba ve U. atrum izolatlarinda ise aktivite gdzlenmemistir.



Sekil 4.1. Yiiksek aktivite gdsteren 4. parasiticus’a ait goriintii

Sekil 4.2. Diisiik aktivite gosteren A. versicolor’a ait goriintii

Sekil 4.3. Aktivite gostermeyen P. implicatum’a ait goriintii
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Sekil 4.4. Tiim izolatlarin amilaz aktivitesi agisindan dagilimi

Aspergilits sp.
= Yaksek Aktivite
15%, ® Duguk Aktvite
mAkhvite Yol
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Sekil 4.5. Aspergillus genusuna ait izolatlarin amilaz aktivitesi agisindan dagilimi

m Y uksek Aktivite

Penicillittm sp.
mDisik Aktivite
mAktivite Yok

26%
- . B
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Sekil 4.6. Penicillium genusuna ait izolatlarin amilaz aktivitesi agisindan dagilimi
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4.1.2. Lipaz Aktivitesi
104 mikrofungus izolatinin lipaz aktivitesi agisindan taramasina iligkin sonuglar
Cizelge 4.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Lipaz aktivitesinin tarama sonuglari

izolat Kodu Mikrofungus Derinlik(mm) Degerlendirme
3.10.3 Alternaria alternata 13 -
456 A. alternata 11 -
4.20.6 A. alternata 13 -
6.5.6 Aspergillus flavipes 12 -
6.5.9 A. flavipes 15 -
6.10.8 A. flavipes 22 +
6.20.4 A. flavipes 14 -
6.25.4 A. flavipes 10

8.5.2 A. flavipes 13 -
8.15.1 A. flavipes 14 -
9.10.8 A. flavipes 22 +
6.10.6 A. niger 10 -
6.10.1 A. parasiticus 25 +
6.15.5 A. sclerotiorum 22 +
6.20.1 A. sclerotiorum 23 +
8.20.3 A. sclerotiorum 9 -
9.15.4 A. sclerotiorum 22 +
10.5.3 A. sclerotiorum 20 +
6.15.6 A. sparsus 14 -
6.15.7 A. sparsus 13 -
1.5.1 A. sydowii 23 +
3.25.1 A. sydowii 23 +
5.2.2 A. sydowii 25 +
2.5.11 A. versicolor 24 +
2.20.5 A. versicolor 22 +
2.25.6 A. versicolor 25 +
3.5.5 A. versicolor 26 +
454 A. versicolor 19 -
4.10.1 A. versicolor 21 +
4.15.2 A. versicolor 27 +
4.20.1 A. versicolor 27 +
6.10.5 A. versicolor 23 +
255 A. wentii 12 -
4.5.5 Beauveria alba 0 -
10.15.3 B. alba 5 -
10.20.1 B. alba 3 -
458 C. cladosporioides 12 -
1.10.1 Eurotium amstelodami 17 -
5.10.1 E. amstelodami 16 -
5.10.2 E. amstelodami 17 -
3.10.2 E. herbarium 26 +
452 Moycelia sterilia 15 -
4.10.3 MS 12 -

10.5.2 M.S 13 -




Cizelge 4.2. (Devam)

izolat Kodu Mikrofungus Derinlik(mm) Degerlendirme
10.10.4 M.S 15 -
353 Penicillium aurantiogriseum 24 +
3.10.1 P. aurantiogriseum 24 +
3.10.2 P. aurantiogriseum 26 +
3.10.8 P. aurantiogriseum 26 +
3.15.1 P. aurantiogriseum 25 +
3.20.1 P. aurantiogriseum 24 +
4.20.2 P. aurantiogriseum 23 +
7.5.2 P. aurantiogriseum 26 +
2.5.3 P. chrysogenum 24 +
2.10.3 P. chrysogenum 28 +
2.15.3 P. chrysogenum 22 +
2.20.2 P. chrysogenum 17 -
2254 P. chrysogenum 19 -
2.255 P. chrysogenum 16

3.104 P. chrysogenum 22 +
552 P. chrysogenum 12 -
6.15.4 P. chrysogenum 15 -
7.5.5 P. chrysogenum 13 -
8.10.1 P. chrysogenum 9 -
8.15.2 P. chrysogenum 11 -
8.20.1 P. chrysogenum 12 -
8.20.5 P. chrysogenum 12 -
8.20.6 P. chrysogenum 12 -
9.10.1 P. chrysogenum 21 +
9.15.1 P. chrysogenum 13 -
9.15.2 P. chrysogenum 14 -
9.20.4 P. chrysogenum 13 -
3.10.2 P. citreonigrum 16 -
6.5.5 P. citreonigrum 9 -
6.5.4 P. corylophylum 14 -
6.10.2 P. corylophylum 16 -
6.20.6 P. corylophylum 17 -
9.10.6 P. corylophylum 21 +
9.15.6 P. corylophylum 25 +
9.10.2 P. decumbens 20 +
2.5.7 P. implicatum 21 +
2.5.8 P. implicatum 21 +
3.54 P. implicatum 21 +
4.10.2 P. implicatum 21 +
6.5.2 P. implicatum 16 -
10.5.5 P. implicatum 8 -
2252 P. griseofulvum 16 -
3.5.5 P. griseofulvum 17 -
3.20.1 P. griseofulvum 16 -
453 P. griseofulvum 17 -
4.20.3 P. griseofulvum 15 -
6.15.2 P. griseofulvum 14 -
6.25.3 P. griseofulvum 17 -
8.20.2 P. puberulum 11 -
9.20.1 P. puberulum 14 -
10.10.1 P. puberulum 15 -
9.25.1 P. viridicatum 23 +
9.15.1 P. waksmanii 21 +
9.15.8 P. waksmanii 21 +
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Cizelge 4.2. (Devam)

izolat Kodu Mikrofungus Derinlik(mm) Degerlendirme
2.5.12 Stachybotyrs chartarum 12 -

3.5.7 S. chartarum 10 -

3.5.1 Ulocladium atrum 7 -
4.10.3 U. atrum 10 -
10.10.2 U. atrum 10 -
Toplam 104

7 glnliik seffaf zonu derinlik degerleri 20 mm ve {iizeri olanlar1 lipaz pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir.

B Asperaillis genisi
B Peyicilluan geinsi

45%

35%

Sekil 4.7. Genus diizeyinde lipaz aktivite gosteren izolatlarin dagilimi

104 mikrofungus izolatindan 43’1 (%41) lipaz aktivitesi gosterirken, 61°1 (%59)
aktivite gostermemistir (Cizelge 4.2). Genus diizeyinde degerlendirildiginde ise en
fazla Penicillium genusuna ait izolatlarin aktivite gosterdigi (%55), bunu Aspergillius
genusuna ait izolatlarin (%45) takip ettigi goriilmiistiir (Sekil 4.7). A. alternata, B.
alba, C. cladosporioides, M.S, S. chartarum, E. herbarium ve U. Atrum tlrlerin

izolatlarinda ise lipaz aktivitesi gozlenmemistir.

A. sydowii (Sekil 4.10), P. aurantiogriseum (Sekil 4.12) ve P. waksmanii

(Sekil 4.16) izolatlarinin tamamu lipaz aktivitesi gostermistir.

8 A. versicolor (Sekil 4.11), 5 P. chrysogenum (Sekil 4.13), 4 A. sclerotiorum
(Sekil 4.9), 4 P. implicatum (Sekil 4.15), 2 A. flavipes (Sekil 4.8), 2 P. corylophylum

(Sekil 4.14) tiirlerine ait izolatlarinda lipaz aktivitesi gézlenmistir.
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Sekil 4.8. Lipaz aktivitesi gosteren 4. flavipes izolatlar
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Sekil 4.9. Lipaz aktivitesi gosteren 4. scleotiorum izolatlar
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Sekil 4.10. Lipaz aktivitesi gosteren A. sydowii izolatlar

Asperaillis versicolor

Drermlils (nun)

Sekil 4.11. Lipaz aktivitesi gosteren A. versicolor izolatlari
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Sekil 4.12. Lipaz aktivitesi gosteren P. aurantiogriseum izolatlari
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Sekil 4.13. Lipaz aktivitesi gosteren P. chrysogenum izolatlari
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Sekil 4.14. Lipaz aktivitesi gosteren P. corylophylum izolatlar1
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Sekil 4.15. Lipaz aktivitesi gosteren P. implicatum izolatlar
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Sekil 4.16. Lipaz aktivitesi gosteren P. waksmanii izolatlar
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4.1.3. Proteaz Aktivitesi Sonuclari

104 mikrofungus izolatinin proteaz aktivitesi agisindan taranmasina iliskin
sonuclar Cizelge 4.5.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Proteaz aktivitesinin tarama sonuglari

izolat Mikrofungus 3.Giin 7.Giin Ortalama  Degerlendirme
Kodu

3.10.3 Alternaria alternata 0 6 3 -
4.5.6 A. alternata 0 6 3 -
4.20.6 A. alternata 3 9 6 +
6.5.6 Aspergillus flavipes 3 11 7 +
6.5.9 A. flavipes 0 6 3 -
6.10.8 A. flavipes 2 4 3 -
6.20.4 A. flavipes 4 10 7 +
6.25.4 A. flavipes 4 10 7 +
8.5.1 A. flavipes 2 8 5 +
8.15.1 A. flavipes 3 5 4 +
9.10.8 A. flavipes 6 14 10 +
6.10.6 A. niger 4 22 13 +
6.10.1 A. parasiticus 4 14 9 +
6.15.5 A. sclerotiorum 4 12 8 +
6.20.1 A. sclerotiorum 5 13 9 +
8.20.3 A. sclerotiorum 2 8 5 +
9.15.4 A. sclerotiorum 3 9 6 +
10.5.3 A. sclerotiorum 4 12 8 +
6.15.6 A. sparsus 0 8 4 +
6.15.7 A. sparsus 2 12 7 +
1.51 A. sydowii 0 8 4 +
3.25.1 A. sydowii 0 6 3 -
5.2.2 A. sydowii 1 7 4 +
2.5.11 A. versicolor 5 13 9 +
2.20.5 A. versicolor 0 0 0 -
2.25.6 A. versicolor 0 4 2 -
3.5.5 A. versicolor 0 10 5 +
4.5.4 A. versicolor 0 12 6 +
4.10.1 A. versicolor 2 12 7 +
4.15.2 A. versicolor 2 12 7 +
4.20.1 A. versicolor 0 8 4 +
6.10.5 A. versicolor 0 4 2 -
2.55 A. wentii 0 0 0 -
4.5.5 Beauveria alba 0 0 0

10.15.3 B. alba 0 4 2 -
10.20.1 B. alba 0 6 3 -
4.5.8 Cladasporium cladosporioides 3 5 4 +
1.10.1 Eurotium amstelodami 0 4 2 -
5.10.1 E. amstelodami 0 6 3 -
5.10.2 E. amstelodami 0 6 3 -
3.10.2 E. herbarium 0 6 3 -
4.5.2 Mycelia sterilia 3 9 6 +
4.10.3 M.S 3 7 5 +
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Cizelge 4.3. (Devam)

izolat Mikrofungus 3.Giin 7.Giin Ortalama  Degerlendirme
Kodu

10.5.2 M.S 5 13 9 +
10.10.4 M.S 0 0 0 -
353 Penicillium aurantiogriseum 4 14 9 +
3.10.1 P. aurantiogriseum 2 8 5 +
3.10.2 P. aurantiogriseum 4 12 8 +
3.10.8 P. aurantiogriseum 3 11 7 +
3.15.1 P. aurantiogriseum 3 9 6 +
3.20.1 P. aurantiogriseum 4 16 10 +
4.20.2 P. aurantiogriseum 1 11 6 +
7.5.2 P. aurantiogriseum 3 11 7 +
253 P. chrysogenum 2 12 7 +
2.10.3 P. chrysogenum 1 9 5 +
2.15.3 P. chrysogenum 1 9 5 +
2.20.2 P. chrysogenum 2 12 7 +
2.254 P. chrysogenum 3 13 8 +
2.25.5 P. chrysogenum 1 11 6 +
3.104 P. chrysogenum 0 8 4 +
5.5.2 P. chrysogenum 1 11 6 +
6.154 P. chrysogenum 2 14 8 +
7.5.5 P. chrysogenum 0 2 1 -
8.10.1 P. chrysogenum 2 16 9 +
8.15.2 P. chrysogenum 2 16 9 +
8.20.1 P. chrysogenum 0 10 5 +
8.20.5 P. chrysogenum 1 9 5 +
8.20.6 P. chrysogenum 0 8 4 +
9.10.1 P. chrysogenum 0 8 4 +
9.15.1 P. chrysogenum 0 12 6 +
9.15.2 P. chrysogenum 2 8 5 +
9.20.4 P. chrysogenum 3 13 8 +
3.10.2 P. citreonigrum 0 4 2 -
6.5.5 P. citreonigrum 0 12 6 +
6.5.4 P. corylophylum 4 16 10 +
6.10.2 P. corylopyhlum 2 14 8 +
6.20.6 P. corylophylum 4 12 8 +
9.10.6 P. corylophylum 2 12 7 +
9.15.6 P. corylophylum 6 14 10 +
9.10.2 P. decumbens 0 10 5 +
2.5.7 P. implicatum 0 6 3 -
2.5.8 P. implicatum 3 11 7 +
3.54 P. implicatum 1 9 5 +
4.10.2 P. implicatum 2 12 6 +
6.5.2 P. implicatum 0 12 6 +
10.5.5 P. implicatum 5 15 10 +
2.25.2 P. griseofulvum 3 13 8 +
3.5.5 P. griseofulvum 5 15 10 +
3.20.1 P. griseofulvum 6 14 10 +
4.5.3 P. griseofulvum 3 15 9 +
4.20.3 P. griseofulvum 6 16 11 +
6.15.2 P. griseofulvum 5 15 10 +
6.25.3 P. griseofulvum 6 16 11 +
8.20.2 P. puberulum 0 14 7 +
9.20.1 P. puberulum 2 14 8 +
10.10.1 P. puberulum 2 18 10 +
9.25.1 P. viridicatum 0 12 6 +
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Cizelge 4.3. (Devam)

izolat Mikrofungus 3.Giin 7.Giin Ortalama  Degerlendirme
Kodu

9.15.1 P. waksmanii 1 11 6 +
9.15.8 P. waksmanii 1 13 7 +
2.5.12 Stachybotrys chartarum 3 9 6 +

3.5.7 S. chartarum 2 10 6 +

3.5.1 Ulocladium atrum 0 4 2 -
4.104 U. atrum 2 12 7 +
10.10.2 U. atrum 1 15 8 +
Toplam 104

3. ve 7. giinilin seffaf zonu derinlik degerleri ortalamalar1 4 mm ve iizerinde olanlar proteaz (+)
(Sekil 4.17), 4 mm’den kiigiik olanlar ise proteaz (-) (Sekil 4.18) olarak degerlendirilmistir.

Toplam 104 mikrofungus izolatindan 83’1 (%80) proteaz aktivitesi gdsterirken,
21’in (%20) aktivite gostermemistir (Cizelge 4.3). Genus diizeyinde proteaz aktivitesi
degerlendirildiginde ise; en fazla Penicillium genusu proteaz aktivitesine sahip oldugu
(%62), bunu Aspergillius genusuna ait izolatlarin (%28) takip ettigi gérilmistiir (Sekil
4.19). Sirasiyla M.S (%4), S. chartarum (%3), U. atrum (%2) ve C. cladosporioides
izolatlar1 (%1) proteaz aktivitesi gostermistir. Alternaria alternata, E. amstelodami, E.

herbarium ve B. alba izolatlarinda proteaz aktivitesi gdzlenmemistir.

A. sclerotiorum (Sekil 4.22), A. sparsus (Sekil 4.23), P. aurantiogriseum (Sekil
4.27), P. corylophylum (Sekil 4.29), P. griseofulvum (Sekil 4.30), P. puberulum (Sekil
4.32), P. waksmanii (Sekil 4.33) ve S. chartarum (Sekil 4.34) izolatlarinin tamami

proteaz aktivitesi gostermistir.

18 P. chrysogenum (Sekil 4.28), 6 A. flavipes (Sekil 4.21), 6 A. versicolor
(Sekil 4.25), 5 P. implicatum (Sekil 4.31), 3 M.S (Sekil 4.26) ve 2 U. atrum (Sekil 4.35)

tiirlerine ait izolatlarda proteaz aktivitesi gozlenmistir.
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12/2006

I7/04/2007

Sekil 4.17. Proteaz aktivitesi gosteren izolatlarin goriintiisii

02/12/2006

Sekil 4.18. Proteaz aktivitesi gdstermeyen izolatin goriintiisii
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Sekil 4.19. Tiim izolatlarin proteaz aktivesi agisindan dagilimi
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Sekil 4.20. Genus diizeyinde aktivite gosteren izolatlarin dagilimi
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Sekil 4.21. Proteaz aktivitesi gosteren A. flavipes izolatlari
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Sekil 4.22. Proteaz aktivitesi gosteren A. sclerotiorum izolatlar
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Sekil 4.23. Proteaz aktivitesi gosteren A. sparsus izolatlari
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Sekil 4.24. Proteaz aktivitesi gosteren A. sydowii izolatlar
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Aspergillis versicolor
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Sekil 4.25. Proteaz aktivitesi gosteren A. versicolor izolatlari
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Sekil 4.26. Proteaz aktivitesi gosteren M.S izolatlar
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Sekil 4.27. Proteaz aktivitesi gosteren P. aurantiogriseum izolatlar
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Sekil 4.28. Proteaz aktivitesi gosteren P. chrysogenum izolatlari
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Sekil 4.29. Proteaz aktivitesi gosteren P. corylophylum izolatlar
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Sekil 4.30. Proteaz aktivitesi gosteren P. griseofulvum izolatlari
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Sekil 4.31. Proteaz aktivitesi gosteren P. implicatum izolatlar
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Sekil 4.32. Proteaz aktivitesi gosteren P. puberulum izolatlar

Penicillivnwaksnranii

=]

Dermlil ()
= e =

Sekil 4.33. Proteaz aktivitesi gosteren P. waksmanii izolatlart
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Sekil 4.34. Proteaz aktivitesi gosteren S. chartarum izolatlar
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Sekil 4.35. Proteaz aktivitesi gosteren U. atrum izolatlar
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4.1.4. Amilaz Aktivitesi Uzerine Tuz Konsantrasyonun Etkisine Iliskin Sonuclar

En iyi amilaz aktivitesi gostermis olan 8 mikrofungus izolatinin amilaz aktivitesi
lizerine tuz konsantrasyonun etkisine iligskin sonuglar Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Tuz konsantrasyonun amilaz aktivitesi lizerine etkisi

6.10.1 Yiiksek Aktivite Diisiik Aktivite Aktivite Yok
A. parasiticus ++ + -

% 0 N

% 2.5 N

%5 N

%10 N
%15 N

5.2.2
A. sydowii

%0
% 2.5
%5
%10 N
%15 N

<2 2 2]

4.10.1
A. versicolor

%0
% 2.5
%5
%10 N
%15 N

< 2 2|

9.10.8
A. flavipes

%0
% 2.5
%5
%10 N

%15 N

2 2 2|

2.10.3
P. chrysogenum

% 0
% 2.5
%5
%10 N

%15 N

2L 2 2|

3.25.1
P. viridicatum

% 0 N

% 2.5 \

%5 \
%10

%15

2 2




Cizelge 4.4. (Devam)
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9.10.2
P. decumbens

Yiiksek Aktivite

Diisiik Aktivite
+

Aktivite Yok

%0
% 2.5
%5
%10
%15

\/

< 2 <2

7.5.2
P. aurantiogriseum

%0
% 2.5
%5
%10
%15

<2 2 2]

104 izolat arasindan amilaz aktivitesi yliksek olan 4’er adet Aspergillus ve

Penicillium genusu tiirleri secilerek, amilaz aktivitesi ilizerine tuz konsantrasyonu etkisi

incelenmistir.  Aspergillus genusuna ait 4. sydowii, A. versicolor, A. flavipes ve

Penicillium genusuna ait P. chrysogenum ve P. aurantiogriseum (Sekil 4.7) izolatlar

%2,5-5 aras1 tuz varhiginda yiiksek aktivite gostermistir. A. flavipes ve P. chrysogenum

%10 tuz varh@ginda diisiik aktivite gdstermistir. Incelenen izolatlarin higbiri %15 tuz

varhiginda aktivite géstermemistir (Cizelge 4.4).

%15

%5

}\\ %10

Sekil 4.36. P. aurantiogriseum amilaz aktivitesine tuz konsantrasyonun

etkisinin gorilintiisii
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4.1.5. Lipaz Aktivitesi Uzerine Tuz Konsantrasyonunun Etkisine Iliskin Sonuclar

En iyi lipaz aktivitesi gostermis olan 7 mikrofungus izolatinin lipaz aktivitesi
lizerine tuz konsantrasyonun etkisine iligskin sonuglar Cizelge 4.4.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Tuz konsantrasyonun lipaz aktivitesi tizerine etkisi

7.5.2 Derinlik Degerlendirme 5.5.2 Derinlik Degerlendirme
P. aurantiogriseum (mm) A. sydowii (mm)
%0 26 + %0 25 +
%2,5 24 + %2,5 23 +
%5 23 + %5 21 +
%10 21 + %10 14 -
%15 10 - %15 11 -
3.10.8 4.20.1
P.aurantiogriseum A. versicolor
%0 26 + %0 27 +
%2,5 23 + %2,5 24 +
%5 24 + %5 23 +
%10 16 - %10 22 +
%15 8 - %15 7 -
9.15.6 9.10.8
P. corylophylum A. flavipes
%0 25 + %0 23 +
%2,5 22 + %2,5 21 +
%5 21 + %5 16 -
%10 13 - %10 14 -
%15 4 - %15 11 -
2.10.3
P. chrysogenum
%0 28 +
%2,5 24 +
%5 24 +
%10 22 +
%15 14 -

Taranan 104 izolat arasindan lipaz aktivitesi yiiksek olan 3 adet Aspergillus ve 4
adet Penicillium genusundan segilen izolatlarin lipaz aktivitesi tlizerine tuz
konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Aspergillus genusuna ait A. sydowii ve A.
versicolor; Penicillium genusuna ait P. chrysogenum ve her iki P. aurantiogriseum
izolat1 %2,5-5 arasi tuz varhifinda aktivite gostermistir. Ayrica A. versicolor, P.
chrysogenum ve P. aurantiogriseum (7.5.2) %10 tuz varliginda da aktivite gostermistir.
A.flavipes %2,5 aktivite gdstermistir.  Izolatlar %15°lik tuz varhginda aktivite
gostermemistir (Cizelge 4.5)




4.1.6. Proteaz Aktivitesi Uzerine Tuz Konsantrasyonun Etkisinin Sonuclar
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En iyi proteaz aktivitesi gOstermis olan 8 mikrofungus izolatinin proteaz

aktivitesi lizerine tuz konsantrasyonun etkisine iliskin sonuglar Cizelge 4.6.’da

gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Tuz konsantrasyonun proteaz aktivitesi iizerine etkisi

6.10.6 3.giin 7.giin Ortalama Degerlendirme
A. niger
%0 4 22 13 +
% 2,5 2 12 7 +
%5 1 11 6 +
%10 0 8 4 +
10.5.3
A. sclerotiorum
%0 4 12 8 +
% 2,5 2 8 5 +
% 5 0 6 3 -
%10 0 0 0 -
9.10.8
A. flavipes
%0 6 14 10 +
% 2,5 3 13 8 +
%5 2 10 6 +
%10 0 8 4 +
8.10.1
P. chrysogenum
%0 2 16 9 +
% 2,5 1 11 6 +
% 5 0 8 4 +
%10 0 0 0 -
6.25.3
P. griseofulvum
%0 6 16 11 +
% 2,5 2 14 8 +
%5 0 14 7 +
%10 0 2 1 -
10.10.1
P. puberulum
%0 2 18 10 +
% 2,5 1 13 7 +
%5 0 10 5 +
%10 0 0 0 -
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Cizelge 4.6 (devam)
6.5.4
P. corylophylum 3.giin 7.giin Ortalama Degerlendirme
%0 4 16 10 +
% 2,5 2 14 8 +
%5 0 12 6 +
%10 0 4 2 -
3.20.1
P. aurantiogriseum
% 0 4 16 10 +
% 2,5 1 9 5 +
%5 0 2 1 -
%10 0 0 0 -

104 izolat arasindan proteaz aktivitesi yiiksek olan 3 Aspergillus ve 5
Penicillium genusuna ait tiirler secilerek proteaz aktivitesi lizerine tuz konsantrasyonu
etkisi incelenmistir. A. sclerotiorum ve P. aurantiogriseum %2,5 tuz varliginda; P.
chrysogenum, P. griseofulvum, P. puberulum ve P. corylophylum izolatlar1 %2,5-5 arasi
tuz varhiginda; 4. niger ve A. flavipes %10 tuz varliginda aktivite gostermistir (Cizelge
4.6). Proteaz aktivitesinde ayrica %20 tuz konsantrasyonu etkisi incenlenmistir. Fakat

izolatlar %15-20 tuz varliginda aktivite gdstermemistir

%15 |

%15 |

%0 | %2.5 %S5 %10 %0 | %2.5 %S5 %10

Sekil 4.37. Proteaz aktivitesi lizerine tuz konsantrasyonu etkisine iliskin
izolatlarin goriintiisii
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5. TARTISMA

Simdiye kadar c¢esitli habitatlardan izole edilmis pek cok fungal izolatin
metabolit profilleri 6zellikle enzimleri agisinda taranmistir (Pembeci, 1998; Celtik,
1999; Topal vd., 2000; Alkan, 2003). Gilinlimiizde ekstrem kosullarda yasayan
organizmalarin Uirettigi enzimler iizerine ilgi hizla artmaktadir. Yiksek sicaklik, yiiksek
pH, yiiksek iyonik giice sahip ortamlardan izole edilen organizmalarin enzimlerinin de

bu ekstrem kosullara dayanikli oldugu sdylenebilir.

Calismamizda Tuz Golii cevresindeki topraklardan izole edilen 104 mikrofungus
izolat1 ile c¢alisilmistir. Demirel ve arkadaslar1 tarafindan bu izolatlarin artan tuz
konsantrasyonlarinda gelisimi incelenmis ve bunlarin halofilik degil de halotolerant
oldugu ifade edilmistir (Demirel vd., 2006). Bu nedenle ¢alismamizda uygulanacak tuz
konsantrasyonlar1 %2,5; %5; %10 ve %15 olarak belirlenmistir. Calismamiz siiresince
incelenen izolatlar1 %15 tuz konsantrasyonunda hi¢ tireme gostermedigi goriilmiistiir.
Cantrell et al. (2006) yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus flavipes ve A. niger’i zayif
halotolerant, C. cladosporioides’i 1liml1 halotolerant ve P. chrysogenum’u ise yliksek
halotolerant olarak belirlemislerdir. S6z konusu tiirler ¢calismamizdaki izolat listesinde

de yer almaktadir.

Fungal izolatlarin halotolerant olmasi nedeniyle tarama islemi tuz igermeyen
ortamda gerceklestirilmistir. Enzimlerinin tarama islemlerinde Topal vd.’nin kullandig1
amilaz icin “Diflizyon teknigi ile zon kontrolii”, lipaz ve proteaz i¢in ise “Derin
kiiltiirde opasite kapasitesi” teknikleri kullanilmistir. Bu tekniklerin ¢ok sayida izolatin
On tarama islemleri i¢in uygun olmasi, bu tekniklerin uygulama kolayligi ve ucuz

olmasindan ileri gelmektedir.

Izolatlarn  amilaz sentezleme yeteneklerinin belirlenmesinde  kullanilan
“Difiizyon teknigi ile zon kontrolii” testinin ilkesi genellikle kat1 besiyerinde biiyiiyen
kolonilerin metabolit diflizyonunun olusturdugu zon c¢apinin dlglimiine dayanmaktadir.
Karbon kaynagi olarak sadece ¢oziiniir nisasta i¢eren tarama besiyerleri; liretim sonrasi

iyot ¢ozeltisi ile muamele edilmis pozitif koloniler etrafinda seffaf zonlar yani mavi-
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mor rengin olusmadigr alanlar gozlemlenerek degerlendirilmistir. Nisasta iceren
besiyerinde seffaf kalan zonlarin ¢ap1 ve koloni ¢apinin birbirine olan orani ile enzim
konsantrasyonu arasinda giiclii dogrusal bir iligki vardir. Buna dayanarak sonuglar

yiiksek aktivite (++), diisiik aktivite (+) ve aktivite yok (-) seklinde degerlendirilmistir.

Tarama stiresinde 4’1t Mycelia sterilia olmak lizere 7 cinse ait 25 tiiriin toplam
104 izolat1 taranmistir. izolatlarin yaklasik olarak yarisinin yiiksek amilaz aktivitesi

gosterdigi goriilmiistiir.

Aspergillus (%67), Penicillium (%52) genuslarina ait tiirlerde ve ilaveten S.
chartarum ve C. cladosporioides tirlerinde de yiiksek amilaz aktivite gorilmiistiir.
Incelenen 10 Aspergillus tiiriine ait 34 izolatin 23’ii yiiksek aktivite gdstermistir.
Pandey et al. (1999) ve Pandey et al. (2005)’e gore, amilolitik enzimler ipliksi funguslar
tarafindan da iiretilmekte olup, tercih edilen tiirler Aspergillus ve Rhizopus’tur.
Wainwright (1995) ve Pandey et al. (2005) Aspergillus niger, A. oryzae, A. awamori,
Fusarium oxysporum, Humicola insolens, Mucor pusillus, Trichoderma viride gibi
tirlerin a-amilaz tretici tiirler oldugunu ileri siirmektedirler. Halihazirda endiistriyel
proseslerde kullanilmakta olan Aspergillus, Rhizopus ve Basillus tiirleri dikkati

cekmektedir (Spier et al., 2006).

Incelenen 10 Penicillium tiiriine ait 54 izolatin 31’1 yiiksek aktivite gdstermistir.
Calismamizda 8 P. aurantiogriseum izolati amilaz aktivitesi acisindan incelenmis ve
tim izolatlarin yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. Pembeci (1998), 1006
Penicillium spp. izolatint denemeye alarak amilaz aktiviteleri agisindan taramistir.
%60’1n tlizerinde izolatin amilaz enzim potansiyeline sahip oldugu; en yiiksek aktivite
gosteren tiirlerin P. aurantiogriseum, P. bilalii, P. commune, P. concentricum, P.
cyaneum, P. echinulatum, P. expansum, P. frequentans, P. funiculosum, P. granulatum,
P. hirsitum, P. implicatum, P. jensenii, P. megasporum, P. miczynskii, P. ochraceum, P.
olsonii, P. rugulosum, P. spinulosum, P. steckii, P. sublateritium, P. verrucosum, P.
viridicatum ve P. waksmanii oldugu bildirilmistir (Pembeci, 1998). Kennedy 1987°de,
calismasinda Aspergillus ve Penicillium spp.’den olusan 360 strainde aktivite taramasi

yapmis ve Aspergillus niger NRRL 337 nin amilaz ireticisi oldugunu saptamistir.
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Ayrica, o-amilaz iireten kiifler arasinda Aspergillus, Mucor ve Penicillium tirlerinin

baslica kaynaklar oldugu bildirilmistir (Fogarty, 1983).

Calismamizda Alternaria alternata, Aspergillus wentii, B. alba, E. amstelodami,
M.S, P. implicatum, P. waksmanii ve U. atrum izolatlar1 hi¢ amilaz aktivitesi
gostermemistir.  Literatiirde, Aspergillus sydowii, A. flavus, A. ustus, A. wentii, P.
griseoroseum, P. puberulum, C. cladosporioides tiirlerinin amilolitik aktivite
gostermedigi bildirilmektedir (Pembeci, 1998; Celtik, 1999; Topal vd., 2000). A. wentii
ve A. alternata nin aktivite gdstermeyen tiirler arasinda yer almasi Topal vd.’nin (2000)
sonuglariyla uygunluk gostermektedir. Ancak bulgularimizin bir kismi Topal vd. nin
(2000) sonuclariyla uyusmamaktadir. Calismamizda A. sydowii, P. puberulum ve C.
cladosporioides 1zolatlar1 yiliksek amilaz aktivitesi gosterirken Topal vd. (2000),
Pembeci (1998) ve Celtik (1999)’in inceledigi ayni tiirlerin strainleri amilaz aktivitesi
gostermemistir. Ayrica E. amstelodami, P. implicatum ve P. waksmanii izolatlar
calismamizda aktivite gostermezken Topal vd.’nin inceledigi ayni tiirlerin strainleri
yiiksek amilaz aktivitesi gostermistir. Kendi sonug¢larimizda da goriildiigii gibi, ayni
tiire ait strainler arasinda farkli sonuglar bulunmasi nedeniyle bu uyumsuzlugun olagan

oldugu diisiiniilmektedir.

Derin kiiltiirde opasite kapasitesi teknigiyle lipaz aktivitesi; tribiitirin igeren ve
tiplerde dik olarak dondurulan besiyerinin inokulasyonuyla, besiyerinde olusan
berraklik derinligine gore degerlendirilmektedir.  Topal ve arkadaslart 1998‘de
yaptiklar1 bir calismada ayni teknigi kullanarak 1558 izolat1 lipaz sentezleme yetenegi
acisindan incelemiglerdir. 7. giine ait dl¢lim sonuglarinin ortalamasi 20 mm olmast
nedeniyle 20 mm ve lizeri berrak zon olusturanlar pozitif olarak degerlendirmislerdir.
Buna dayanarak ve sonuclarin karsilastirilabilir olmasi i¢in, ¢alisma sonuglari ayni

sekilde degerlendirilmistir.

Lipaz sentezleme yetenegi agisindan 104 izolat incelenmeye alinmis ve 43’i
(%41) pozitif olarak degerlendirilmistir. Aktivite gdsteren cinsler iginde Aspergillus ve
Penicillium tiirlerinde aktivite gozlenmistir. Aspergillus spp.’den A. versicolor ve A.

sydowii; Penicillium spp.’den P. aurantiogriseum izolatlar1 basta olmak {izere P.
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chrysogenum izolatlar1 da iyi aktivite gostermistir. Yiiksek lipaz sentezleme yetenegi
oldugu belirlenen P. aurantiogriseum iizerine ayrintili ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan
bir ¢alismada yabani tip P. aurantiogriseum’dan elde edilen lipolitik preparatin
aktivitesi ve kararlilif1 tizerine cesitli ¢cevresel kosullarin ve kimyasal bilesiklerin etkisi
incelenmistir (Lima et al., 2004). A. candidus, A. flavus, A. oryzae, Chatemium sp.,
Mucor pusillus, P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. cyaneum, P. expansum, P.
hirsutum, P. janthinellum, P. liliaceum, P. notatum, P. puberulum, P. sublateritium,
Phanerocheta chrysosporium ve Trichoderma spp. en fazla lipolitik aktivite gosterenler
oldugu bildirilmistir (Topal vd., 2000). Ayrica Cihangir ve Sarikaya (2003) Tiirkiye
topraklarindan izole edilen Aspergillus sp., Rhizopus sp., Penicillium sp., Cladosporium
sp. ve Neurospora sp.’yi lipaz enzim {iretiminde kullanmiglar ve aktivitelerini
incelenmis en iyi lipaz enzim turetimi Aspergillus sp. elde edildigini bildirmislerdir
(Cihangir ve Sarikaya, 2004). Topal ve arkadaslarinin yaptig1 lipaz taramasinda en iyi
aktivite gosteren tlirler arasinda P. aurantiogriseum’un yer almasi sonuglarimizla
uygunluk gostermektedir. Fakat calismamizda P. puberulum’a ait izolatlarda aktivite

gbzlenmezken Topal vd.’nin en fazla aktivite gdsteren tiirler arasinda yer almaktadir.

Derin kiiltiirde opasite kapasitesi teknigiyle proteaz aktivitesi; siit igeren ve dik
olarak dondurulan besiyerinin inokulasyonuyla, besiyerinde olusan berraklik derinligine
gore degerlendirilmektedir. Degerlendirme bir¢cok kaynaktan elde edilen bilgilerden
referans olarak alinan Penicillium roqueforti’nin sonuglariyla Cizelge 4.3’deki sonuglar
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir (Loffler, 1986; Durand-Poussereau and Fevre,
1996; Topal vd., 2000). Topal ve arkadaglariin yaptig1 gibi 3. ve 7. giiniin berraklik
derinligi 6l¢iimlerinin ortalamasi 4 mm ve {lizerinde olanlar enzim iiretme yetenekleri

bakimindan pozitif sayillmistir.

Cizelge 4.5’e gore 3. giin berraklik derinligi dl¢limlerinden elde edilen en diigiik
deger 36 izolat “0” olup, en yiiksek deger 8 izolatta “5-6 mm” olarak bulunmustur. 7.
giin sonundaki berraklik derinligi ortalamasi en diisiik 4 izolat “0” olup, en yiiksek olan
izolat “22 mm” olarak gozlenmistir. 3. ve 7. giin ortalamalarinda ise 4 izolatta en diisiik

deger “0” olup, en yiiksek deger 7 izolatta “10-13 mm” olarak elde edilmistir.
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Buna gore, proteaz taramalarinda incelenen 104 mikrofungusun 83’ (%80)
proteaz pozitif (+) olarak degerlendirilirken, 21’1 (%20) proteaz negatif (-) olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.5). Sonuglar tiir bazinda degerlendirildiginde; Aspergillus
niger, A. sydowii, A. versicolor, Penicillium chrysogenum, P. corylophylum, P.
griseofulvum, P. puberulum tirleri proteaz iiretimi bakimindan pozitif sonug
vermislerdir. Topal vd. 1998’de yaptiklar1 bir ¢alismada ayn1 teknigi kullanarak 1558
izolat1 proteaz sentezleme yetenegi acisindan incelemislerdir buna calismada proteaz
taramalarinda incelenen kiiflerin %69’ nun pozitif sonug¢ verdigi bulunmustur. Kendi
arasinda en fazla proteolitik aktivite gosteren Kkiiltlirlerin Alternaria alternata,
Aspergillus candidus, A. clavatus, A. oryzae, A. sydowii, A. versicolor, Cladosporium
cladosporodies, C. herbarum, C. resinae, Curvularia geniculata, Fusarium solani,
Geothricum candidum, Monascus ruber, Moniliella acetoabutens, Penicillium
chrysogenum, P. corylophylum, P. griseofulvum, P. lividum, P. nalgiovense, P.
paraherquei, P. roqueforti, Paecilomyces fulvus, Scopulariopsis candida, Trichoderma
spp., Verticillium sp. oldugu bildirilmektedir. Yedinci giiniin berraklik derinligi
ortalamas1 en yliksek olan strain ise A. niger (carbonarius) olarak bildirilmistir (Topal

vd., 2000).

Calismamizda hig¢ proteolitik aktivite gostermeyen tiirler; Alternaria alternata,
Eurotium amstelodami ve E. herbarium’ dir. A. versicolor (2.20.5), A. wentii, B. alba
(4.5.5) ve M.S (10.10.4) izolatlarinda 3. ve 7. giliniin sonuglar1 “0” olup higbir aktivite
gozlenmemistir. Literatlirde, A. glaucus, A. wentii, Chatemium spp., Curvularia
lunata, Epicoccum purpuracens, Penicillium implicatum, Paecilomyces variotti,
Papularia sp., Scopulariopsis fusca tirlerinin proteolitik aktivite gostermedigi

bildirilmistir (Topal vd., 2000).

Yapilan degerlendirme sonuglarindan en yiiksek aktiviteyi gosteren Aspergillus
niger izolatidir. Bunu takiben 4. sydowii, A. versicolor, Penicillium chrysogenum, P.
corylophylum ve P. griseofulvum 1yi proteaz aktivitesi gosteren strainlerdir. Bu
sonuclarla birlikte, 4. wentii’nin aktivite gostermeyen tiirler arasinda yer almasi1 Topal
vd.’nin (2000) sonuglartyla uygunluk gostermektedir. Ancak bulgularimizin bir kismi
Topal vd.’nin (2000) sonuglariyla uyusmamaktadir. Calismamizda 6 P. implicatum
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izolatindan 5’1 oldukga iyi proteaz aktivitesi gosterirken Topal vd.’nin (2000) ayrica
Pembeci’nin (1998) inceledigi aym tiiriin strainleri proteaz aktivitesi gostermemistir.
Kendi sonuglarimizda da goriildiigli gibi ayni tiire ait strainlerin farkli sonuglar

bulunmasi nedeniyle bu uyumsuzluk olagandir.

Bu asamaya kadar yapilan tarama caligmalarinin sonuglarina dayanarak amilaz,
lipaz ve proteaz enzimi sentezleme yeteneklerinin yiiksek oldugu belirlenen izolatlar ile
calismaya devam edilmistir. Amilaz enzimi irettigi belirlenen tirler Aspergillus
versicolor (4.10.1), A. sydowii (5.2.2), A. parasiticus (6.10.1), A. flavipes (9.10.8),
Penicillium chrysogenum (2.10.3), P. aurantiogriseum (7.5.2), P. decumbens (9.10.2)
ve P. viridicatum (3.25.1), lipaz enzimi i¢in A. versicolor (4.10.1), A. sydowii (5.2.2),
A. flavipes (9.10.8), P. chrysogenum (2.10.3), P. aurantiogriseum (3.10.8), P.
aurantiogriseum (7.5.2) ve P. corylophylum (9.15.6), proteaz enzimi i¢in A. niger
(6.10.6), A. flavipes (9.10.8), A. sclerotiorum (10.5.3), P. corylophylum (6.5.4), P.
griseofulvum (6.25.3), P. chrysogenum (8.10.1) ve P. puberulum (10.10.1) tiirler

secilmistir.

Secilen izolatlarin enzim sentezi lizerine tuz konsantrasyonunun etkisini
belirlemek i¢in %2,5; %5; %10 ve %15 tuz iceren besiyerleri hazirlanarak ayni

yontemler uygulanmstir.

Genel olarak incelenen tiim izolat ve tiirler i¢in tuz konsantrasyonu arttik¢a
enzim sentezinin azaldig1 gozlenmistir. Amilaz enzimi i¢in %2,5 oraninda tuz iceren
besiyerinde incelenen izolatlardan sadece P. decumbens (9.10.2) diisiik amilaz aktivitesi
gosterirken digerleri yliksek aktivite gostermistir. %35 tuz konsantrasyonunda ise P.
decumbens (9.10.2) hi¢ amilaz aktivitesi gozlenmezken, P. viridicatum (3.25.1) ve A.
parasiticus (6.10.1) dusik aktivite, A. versicolor (4.10.1), A. sydowii (5.2.2), A.
flavipes (9.10.8), P. chrysogenum (2.10.3) ve P. aurantiogriseum (7.5.2) yiiksek
aktivite gozlenmistir. %10 tuz konsantrasyonunda sadece P. chrysogenum (2.10.3)

tuzsuz besiyeri kadar olmasada oldukca iyi aktivite gozlenmistir (Sekil 4.4).
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%2,5 tuz konsantrasyonunda incelemeye alinan tiim izolatlar, %5’lik tuz
konsantrasyonunda ise 4. flavipes (9.10.8) disindaki tiim izolatlar lipaz enzim aktivitesi
gbzlenmistir. Halotolerant oldugunu ifade ettigimiz bu tiirlerin %10 tuz
konsantrasyonunu tolere ettigi sdylenebilir.  Ozellikle 4. versicolor (4.10.1), P.
aurantiogriseum (7.5.2) ve P. chrysogenum (2.10.3) %10 tuz konsantrasyonun da lipaz
sentezleme yeteneklerini neredeyse tuz igermeyen ortamdaki kadar korumuslardir. Bu
lic izolatin %2,5-5 tuz konsantrasyonlarinda yakin sonuglar vermesi, hatta %5 tuz
konsantrasyonunda enzim sentezinin %?2,5 gibi daha diisiik tuz konsantrasyonundan

daha fazla olmasi oldukga ilgi ¢ekicidir (Cizelge 4.5).

%?2,5 tuz konsantrasyonunda secilen tiim izolatlar tarafindan proteaz enzimi
sentezlenmistir. %5 tuz konsantrasyonun da ise A. sclerotiorum (10.5.3) ve P.
aurantiogriseum (3.20.1) hari¢ digerlerinin enzimi sentezledikleri gézlenmistir. % 10
tuz konsantrasyonun da ise 4. niger (6.10.6) ve A. flavipes (9.10.8) tuz icermeyen
ortamdaki gore diisiikte olsa enzim sentezi gbzlenmistir (Sekil 4.6). %10’a kadar tuz
konsantrasyonlarinda aktivite gosteren izolatlar, ¢evresel kosullarin optime edilmesiyle
daha yiliksek verimde enzim sentezlemesi saglanabilir. fleri c¢alismalarda
organizmalarin enzim sentezleme yetenegi ve enzimin aktivitesini etkileyen kosullar

optimize edilmesi gerekmektedir.

Izolatlar 3 enzim sentezleme yetenegi agisindan degerlendirildiginde Penicillium
aurantiogriseum (hepsi), Aspergillus parasiticus, A. sclerotiorum (6.20.1; 9.15.4), A.
sydowii (1.5.1; 5.2.2), A. versicolor (3.5.5; 4.10.1; 4.20.1), P. chrysogenum (2.5.3;
2.10.3; 2.15.3; 3.10.4; 9.10.1), P. decumbens, P. viridicatum 'un amilaz, lipaz ve proteaz

tireticisi strainler oldugunu sdylenebilir.

Alternaria alternata (3.10.3; 4.5.6), A. wentii, B. alba (hepsi), E. amstelodami
(hepsi), M.S (10.10.4), P. citreonigrum (3.10.2) ve U. atrum (3.5.1) amilaz, lipaz ve

proteaz enzimi sentezleme yetenegi gostermeyenler strainlerdir.



67

Hiperhalofillerin enzimlerinin yiiksek iyonik giiciin bulundugu ortamlarda etkin
olmalar1 yaninda termostabil 6zellikleri nedeniyle endiistriyel amagli enzim iiretiminde
tercih edilmektedirler (Margesin and Schinner, 2001). Buna dayanarak halotolerant
oldugu bilinen izolatlarin iirettigi enzimlerin tuzlu ortamlarda aktif olmasi yaninda daha
yiiksek sicakliklara dayanikli olabilecegi sdylenebilir. Ancak bu 6zelliklerin ortaya
cikarilabilmesi i¢in enzim saflastirilmasi, karakterizasyonu ve ¢evresel kosullarin

optimizasyonu iizerine daha ileri caligmalar yapilmalidir.
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