T.C
GEBZE YUKSEK TEKNOLOJi ENSTITUSU
MUHENDISLIK VE FEN BILIMLERI ENSTITUSU -

pLott”

TURKIYE’NIN DOMINANT MIKOFLORASINDAN
BAZI DEUTEROMYCETES CINSLERININ
PROTEAZ VE AMILAZ ENZIM AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Ozlem CELTIK
Yiiksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dah

Tez Danismanlari

I.Damisman: Prof.Dr. I.Yavuz SEZEN
[I.Danmisman: Prof.Dr. Seminur TOPAL

L. YOKSEKOGRPTiM KR
DOFIMANIASYON Mnnxgzliu
GEBZE
1999



Bu tez ¢aligmast, G.Y.T E. Mithendislik ve Fen Bilimleri EnstitGsii Yonetim
Kurulu’nun 02.06.1999 tarih ve 99/13-3 sayih karariyla olusturulan juri tarafindan

BIYOLOJI Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS Tezi olarak kabul edilmistir.

] )
{ \/D\/\*’\»"“\ {\J(/z
UYE: \\P ot‘.Dr.i.Q;el))u ({EZEN

(Tez Damsmant)
N,
— \‘% &_K},_‘

UYE: Prof.Dr.Seminur TOPAL

UYE: Yrd.Dog.Dr.Aziz TANRISEVEN

ONAY

G.Y.TE. Mihendislik ve Fen Bilimleri Enstitisi Yonetim Kurulu’nun
e tarih ve L T sayih karar1.

Imza /Muhur v



fi

OZET

Bu caligmada, endistriyel alanda yogun olarak kullamilan ve biiyik 6neme sahip
amilaz ve proteaz enzimlerinin, bazi kiufler tarafindan tretilme yetenekleri arastirildi.
Bu amagla incelenen Dewuferomycetes grubuna ait 208 adet kaf kulttrtnin, 6zgin
besiyerleri kullanilarak her iki enzimi Gretme yetenekleri kalitatif olarak belirlenmistir.
Bu kiif kiltirleri, TUBITAK-MAM GBTAE’de olusturulan “Turkiyve nin Dominant
Mikoflora Kultir Kolleksiyonu™ na ait suglar olup, konuyla ilgili projenin bir alt

caligmasint kapsamaktadir.

Yapilan deneyler sonucunda; incelenen test kiiitirlerinde genel degerlendirme ile
amilaz enzimi uretme yeteneg@i %25, proteaz enzimi Uretme yetenegl %74 olarak
bulunmustur. Ayrica amilaz enzimi lretme yetenegi bakimindan en verimli turlerin;
Paecilomyces variotti, Trichoderma harzianum ve Trichoderma viride, proteaz
enzimi Uretme yetenegi bakimindan en veriml tirlerin ise; Curvularia orechstela,
Scopulariopsis brevicaulis ve Trichoderma viride tirlerine ait suglarin oldugu

gortlmagtar.
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ABSTRACT

In this study, production ability of amylase and protease enzymes which are
highly used in industrial area and have big importance, have been researched by using
some moulds. For this aim, 208 mould cultures which belong to Deoteromycetes
species, have been examined. At the industry by using special culture medium the

production ability of both enzymes have been determined qualitatively.

These mould cultures are the strains of “Culrure Collection Establish by
Dominant Mycoflora of Turkey” which is constituted at TUBITAK-MRC FSTRI, and

it comprises substudy of the subject related project.

As a result of the experiments; at the test cultures that have been researched,
amylase enzyme production ability is 25% and protease enzyme production ability is
evaluated as 74%. Among the species that are the most productive at amylase enzyme
production are Paeciliomyces variotti, Trichoderma harzianum and Trichoderma
viride , the species that are the most productive at protease enzyme production are

Curvularia orechstela, Scopulariopsis brevicaulis and Trichoderma viride strains.
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1.GIRIS

Bilimin ve teknolojinin gelismesiyle, giinlimiizde endustriyel iretimde kullanilan
bir¢cok maddenin, azalan ve tilkenmekte olan dogal kaynakiardan uretilmesinin yerini,
mikroorganizmalar yoluyla uretilenlerin almasi, giderek Onem kazanmug ve
vazgeg¢ilmez bir hal almistir. Bu mikroorganizmalar arasinda kufler de biyik onem
tagimaktadir. Dogal ¢evrede yaygin olarak bulunabilen kufler, ekosistemde yararlanilir
nitelikli Grtinler uretebildiklerinden, endistrivel uygulamalarda kaynak olma 6zelligini
kazanmugtir. Kafler, primer ve sekonder olarak adlandirilan bazi metabolik triinler
uretirler. Primer metabolizma Grtnieri, enzim ve DNA uretimi gibi blyiime ve
gelismeye ait Griinleri kapsar. Bu trGnlerin meydana gelebilmesi igin birbiriyle iliskili
bir seri anabolizma ve katabolizma reaksiyonlar gergeklesir. Kuflerin ozellikle primer
metabolitierinden olan enzimler agisindan endustrivel boyutlu 6nemli bir kaynak

olusturmasi birgok avantaj saglamaktadir.

Cesitli enzimlerin, organik asitlerin, amino asitlerin, antibiyotiklerin tiretiminde
stkga kullanilan kifler, bunlara ilave olarak okaryotik organizmalarda protein
salgilanmasi ve genetik ¢alismalar 1¢in de vararh kaynaklardir. Sekonder metabolizma
uriinlert ise, mikotoksin sentezlerini igerir ve saglhk sorunlart yaratmasi nedeniyle

onem tagtyan Grtinlerdir (Paterson and Bridge, 1994).

Endustriyel gelismeler, enzimlerin bir¢ok alanda ve g¢esitlh sekillerde
kullamlmasint arttirnustir. Gida (bira, peynir, et trtinleri, sarap, meyva suyu, ekmek
vb), tekstil, deterjan, deri, kuru temizieme, farmasotik ve kagit endistrileri gibi
sektorler enzimlerin sikga kullanilabildigi alanlar olarak sayilabilmektedir. Bunlara
ilaveten tipta kimyasal ve Kklimk analizlerde de enzimier kullamlmaktadir

(Beckhorn,1967; Dagasan,1997; Erarslan,1997; Kazan,1997).

Biyolojik kokenli, protein yapisina sahip 6zel katalizorler olarak tamimianan
enzimler, tim canh hicreler tarafindan dretilirler. Enzimlerin protein yapisinda

olmalarimin yaninda, bazilart da protein olmayan prostetik gruplara sahiptirler. Buna



ragmen bir g¢ogunun sentezi ve vapisal tammlamasi oldukga  karmagiktir

(Beckhorn, 1967).

Enzim alaninda yapilan ilk c¢aligmalar 1760-1825 yillart arasinda olup sindirim
enzimleri ile ilgilidir. 1833 yilinda sekeri parcalayan aktif madde kismen izole edilmis
ve bu maddeve “diastaz” adi verilmmstir ki bu enzim su anda amilaz olarak
bilinmektedir. 1878 yilinda Kuhne bu aktif maddelere genel tamimla ferment admi

vermistir (Kazan,1997).

1874 wyilinda, Danimarka’li kimyact Christian Hansen, peynir yapimmnda
kullamlan kurutulmus dana iskembesinden, ilk defa “Chymosin” adi verilen enzimi
izole etmistir. Bu bulus bu ginki modern enzim teknolojisinin baglangicint

olusturmaktadir (Dagasan,1997).

Enzimlerin endistriyel amagla ilk kez kullammi, 1894 yiinda Dr. Jhokichi
Takamine’ nin koji tretimi amaciyla Aspergillius oryzae’den bir enzim preparati elde
etmesiyle baslanmistir (Emek,1997). Aym yil Dr. Takamine tarafindan “Process of
Making Diastatic Enzyme” adlt patent alimmistir (Beckhorn,1967). Takamine 1896
yilinda, bugday kepeginde, Aspergillius oryzae’den hidrolitik bir enzim olan,
‘Takadiastase’’1 tiretmig ve bu iglem, mikrobiyal enzim teknolojisinin basglangict olarak
kabul edilmistir. Ayrica; pankreatik enzim treten Otto Rhom ve proteolitik enzimleri
biracilikta kullanan Leo Walterstein, ilk endistriyel enzim uygulayicilart arasmda

sayilabilir(Beckhorn, 1967, Barbesgaard, 1977, Shear,1981; Topal,1982).

GiinGmiizde endustriyel enzimler; peynir, ekmek, meyve suyu, hayvan yemi gibi
degisik urunlerin Gretiminde;, vizkozitenin dusurilmesi, ekstraksiyon ve verimin
arttirlmasi, irin fonksiyonunun degistirilmesi, lezzet artiginin saglanmasi, tiiketilen
gida maddesinden viicidun daha kolay vararlanabilmesinin saglanmast amaclariyla
yogun bir sekilde kullamimaktadir. Bu gun i¢in bilinen yaklasik 25000 cesit enzim
vardir. Bunlardan yaklagik 2500 tanesi “International Union of Biochemistry”
(Uluslararasi Biyokimya Birligi) tarafindan kabul edilmis durumdadir. Fakat bu sayiya
ragmen, endustriyel olarak tretilen ve kullanilan enzim sayisi yaklagik 30 civarindadir.

(Dagasan,1997)
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Bu tez c¢alismasinda;, onemli endustriyel enzimlerden olan proteaz ve amilazin,
bazi kufler tarafindan uretilebilme yetenekleri aragtirdnmustir. Yapilan bu calisma,
TUBITAK-MAM Gida Bilimi ve Teknolojisi Arastirma Enstitiisi’nce yurutulen
“Tirkiye'nin Tanmsal Mikoflorasim Olusturan Kiiflerin Endiistriyel Oneme Sahip
Metabolik Aktivitelerinin Belirlenmesi ve Kif Kolleksiyonu Merkezi Kurulmasr™ adh
projenin bir parcastn: olusturmaktadwr. llgili genel proje kapsanmunda, Tirkiye’nin
gesitli bolgelerindeki tarimsal Uriinlerinden izole edilerek tammlanmig ve “Kif
Kolleksiyonu” olusturma amaciyla muhafazaya alinnug, dolayisiyla Turkiye nin
dominant mikoflorasini yansitan 2014 saf kuf kilttirinin, endistriyel oneme sahip
olabilecek bazi metabolik aktivitelerinin belirlenmesi de yer almaktadir. Belirlenen bu
ozellikleriyle, mevcut mikofloranin endiistriyel alandaki dretim potansiyellerinin
belirlenip biyoteknolojt alaninda endtstriyel tretim ¢aligmalarina bir katki saglamast
amaglanmistir. Bu amagcla, mevcut saf kof kaltarlerinin tamam: endustriyel agidan
onemlt 6 enzim (proteaz, amilaz, lipaz, seltlaz, ksilanaz ve [-glukanaz) yoniinden
taramaya alinmis  olup(Topal,1998) caligmalar tamamlanmis ve ilgili  tim
degerlendirmeler sonuglandirilarak halen basimda olan bir  “Kif Kolleksiyon

Katologu™ hazirlanmis ve basima verilmigtir.

Bu tez calismasinda ise; mevcut saf killtirlerden Deuteromycetes grubuna ait
208 adet kuf kulturinun, proteaz ve amilaz enzimlerini tiretme yetenekleri 6zglin
besiyerleri kullamlarak kalitatif olarak incelenmis ve endustrivel onemleri agisindan

degerlendirmesine ¢aligilmistir.



2.LITERATUR OZETI

2.1.Genel Bilgiler

2.1.1. Enzimier

“Canli hucreler tarafindan sentezienen protein yapisindaki biyolojik aktiviteye
sahip katalizorler” olarak tammlanan enzimier (Kazan,1997), hiicre i¢inde madde
degisimi, pargalanmalart ve biyosentezlerinden sorumludur (Topal,1982). Diger bir
deyisle enzimler, yasam sisteminin biyolojik islevilerinde, milyonlarca kimyasal
reaksiyonun ger¢eklesmesini saglarlar. Boylece canli sistemlerinin var olusuna temel
olusturan tiim biyokimyasal yollarin reaksiyonlarinda duizenleyicisi ve katalizori:
olarak rol alirlar (Borriss,1987). Enzimler, degisik reaksiyonlarda gorev alan diger
katalizorlere gore, reaksiyonlart ¢ok daha hizli, 6zgiin, daha az enerji harcayarak ve
disuk 1sida gerceklestirebilmektedir . Tam bu olaylanin olusumunda meydana gelen
reaksiyonlar sirasinda, reaksiyona istirak eden maddeler “substrat” olarak

adlandirilirlar ve herbir enzim kendine 6zgu belirli bir substrati seger (Kazan,1997).
2.1.2.Enzimlerin Isimlendirilmesi ve Siiflandirilmas:

Enzimlerle ilk olarak gegen yiizyilda yogun sekilde ¢aligiimaya baglandiginda,
kimyasal yapiari net olarak bilinmediginden ve Kkatalizledikleri  reaksiyoniar
tammlanamadigindan  enzimler;  sistematik  olmayan  bigimde  gelisigiizel
isimlendirilmistir. O donemde az sayida enzim bilindiginden, bu tir isimlendirme pek
kangiklik yaratmazken, 1950’1 yillara gelindiginde, birkagyiiz degisik enzim bulunmus
oldugundan terminoloji karmakarigik bir hal almusti. Bunun iizerine 1953°te
Hoffmann-Ostenhoff ve 1958’de Dixon-Webb bu karmasaya bir son vermek igin

gegerli olan terminolojinin temelini olusturmuglardir (Borriss, 1987).
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Enzimler, kullandiklari substrat ve katalizledikleri reaksivon tipine gore
adlandiriirlar. Genellikle etkiledigi substratin sonuna -az eki ilave edilereki"adlandﬁma
enzimler igin bir kural haline gelmistir, ancak proteolitik enzimler bu adléﬁdlgmamn
disindadir ve sonuna -in eki ilave edilerek adlandimiiiriar. Papain ve tripsin bunun

ornekleridir (Dingkaya,1997).

Uluslararast Biyokimya Birligi tarafindan 1964 yilinda bir Enzim Komisyonu
olusturulmus ve bu komisyon tarafindan 1978 yilinda yeniden gozden gegirilerek bu
giinkli durumunu alan bir enzim simflandirma sistemi kabul ediimigtir. Bu sisteme gore

enzimler 6 sinifa ayrilmislardir:

1.Oksidorediiktazlar: Bu gruptaki enzimler redoks reaksiyonlarim katalizieyen
enzimler olarak bilinirler. Diger bir deyisle; bir substrattan digerine H,O molekiuli
veya bir elektron transferini gerceklestirirler. Glukozoksidaz ve katalaz enzimieri bu

gruba ornek olarak gosterilebilir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun bir vericiden bir aliciya transferini

gerceklestiren enzimler bu grubun tyeleridirler.

3.Hidrolazlar: C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit gibi bazi baglarin hidrolizini
katalizleyen enzimler hidrolazlar olarak isimlendirilirler. o-amilaz, glukoamilaz,
sellulaz, dekstranaz, pullulanaz, invertaz, laktaz, proteaz ve pektinaz hidrolazlar

sinifina ait enzimierden bazilaridir.

4.Liyazlar: Bu gruba dahil olan enzimler, C-C, C-O, ve C-N arasindaki baglari
hidroliz ve oksidasyondan daha farkh bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift

bag ilave ederler.

5.izomerazlar: Bir molekiil icerisinde meydana gelen yapisal degisiklikleri
katalizleyen enzimler izomerazlar olarak adlandinlirlar. Glukozizomeraz enzimi bu

gruba ornek olarak verilebilir.
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6.Ligazlar: Bu gruptaki enzimler C-O, C-§, C-N ve C-C atomlari arasinda bir

bag olusumu saglayarak, iki molekiliin sentetik olarak baglanmasin kataliz flef._ Bu

gruptaki enzimler “sentetazlar” olarak da isimlendirilirler (Berriss,"i@g;’&%

Dingkaya,1997; Kazan,1997; Pamir,1985)

Bu enzimler icerisinde endistriyel alanda en fazia kullamlaniar 3. Grup olan
hidrolaziar ve ozelitkle de mikrobival kokenlileridir. Bu enzimler karmasik ko-
faktorler olmaksizin da etkindirler. Bu enzimlerin ¢ogu ekstrasellular yapida olup
diger bir deyisle mikroorganizmalar tarafindan hiicre digina salgilamirlar ve suda

¢cozinebildiginden kolay saflastirilabilirler (Blain, 1975, Borriss, 1987).

Ekstrasellular enzimler, ortamda bulunan organik maddeleri parcalayarak
hiicreden bagimsiz olarak gorev yaparlar. Intrasellular enzimler ise, sitoplazmada
daginik halde bulunan ribozomlarda sentezlenirler Biitiin intrasellular enzimler; disiik
molekiiler agulikli substratlar tGzerinde etkilidirler. Intrasellular enzimler, diger bir

deyisle, hiicre metabolizmasi i¢in 6nemli rollere sahiptirler (Topal,1985).

Eksoenzimler, polimerleri, molekaliin bir ucundan saldirarak bir ve vya iki
monomerik uniteyi ard arda yok etmek sekliyle etkilerler. Endoenzimler ise,
polimerlerin i¢ kisimlarina saldirarak  eksoenzimlere gore daha biyik molekiil

pargaciklarini serbest birakirlar (Kruger ve ark [ 1991).

2.2, Endiistriyel Enzimler ve Kaynakiar

Endustriyel enzimler; bitkisel { malt diastaz, papain, bromelin, fisin), hayvansal
(pankreatik enzimler, pepsin, katalaz, rennin) ve mikrobiyal (amilaz, proteaz, lipaz,
pektinaz, invertaz, glukoz oksidaz, sellulaz, amiloglukozidaz) olmak iizere bashca ii¢

onemli kaynaktan elde edilirler (Beckhorn,1967).

Bitkilesel kokenii endustrivel enzimler, toksik olmayan incir, enginar vb.
yenilebilir bitkilerden tretilirler. Bu kategorideki en 6nemli enzimlerin érnekleri; arpa

maltindan elde edilen ve biracilikta kullanilan amilaz, et tenderlendirmesi ile biranin



stabilizasyonunda kullanilan papaya meyvasindan elde edilen papaindir. Bitkisel
kaynaklarin mevsimlere ve bolgelere gore gore kisith olusu en énemli dezavantajdir,

(Beckhorn, 1967, Noordervliet and Toet,1987; Telefoncu, 1997a).

Hayvansal kaynakh enzimlerin kullantm, ¢ok eskilere dayanmakta olup, peynir
yapiminda kullamlan ve buza@ iskembesinden elde edilen rennet bu alanda
verilebilecek bashica ornektir. Gevig getiren hayvanlarin igkembesi, pankreas, tiroid
bezi, domuz midesi ve tavuk yumurtasinin aki 6nemli hayvansal enzim kaynaklaridir.
Hayvansal kokenli enzimlerin potansiyal kaynagi, insanlarin, etinden yararlandigi bu

hayvanlara olan talepleriyle simrlidir. (Topal,1982; Noordervliet and Toet,1987)

Mikroorganizmalar ise, enzimlerin kisith olmayan en oOnemli kaynaklardir.
Mikrobiyal enzimler, kaynak mikroorganizmalarin kontrolli fermantasyonlar: sonucu
uretilirler. Bacillus tirlerinden amilaz, proteaz, pullulanaz, katalaz, ksilenaz enzimleri,
Aspergillus niger’den sellulaz, amilaz, pektinaz, proteaz, ve g¢esitli mayalardan
invertaz, laktaz, o-galaktosidaz enzimlerinin Gretimi, 6nemli 6rneklerdendir. Kaynak
mikroorganizmalar patojen ve toksijenik olmamalidir, biyolojik stabilite gostermelidir

ve mutasyona dayamkl olmalidir (Noordervliet and Toet,1987).

Bu enzimier, elde edildikleri kaynaga gore “fungal” ya da “bakteriyel” enzimler
olarak  isimlendirilmektedirler.  Bakteriyel  enzimier, bakterilerin  kontrolii
fermentasyonlar ile uretilen enzimlerdir. Bu iretimde de ozellikle Bacillus tirleni
kaynak mikroorganizma olarak kullanilmaktadir. Bacillus amyloliquefaciens ve B.
licheniformis ticari a-amilazin kaynagr olarak kullamimaktadir. Bunun diginda; yine
aym mikroorganizmalardan ticari olarak proteaz enzimleri de Uretilmektedir
(Ketchum,1988). Fungal enzimler, ozellikle Mucor, Rhizopus, Penicillium ve
Aspergillus turlerinden (retilen ve endustriyel uygulamalarda sikga kullanidan

enzimlerdir (Blain, 1975).
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2.2.1. Endiistriyvel Enzim Uretiminde Mikrobiyal Kaynaklarln

Avantajlan

Mikroorganizmalarin  enzim dretiminde kullamimasi, basta kaynak kisiti
olamamasi gibi ozeliikler bakimindan hayvansal ve bitkisel kaynaklarimn kullanimina
oranla daha avantajidir. Enzim kaynag olarak hayvan ve bitkilerin kullandmas:
durumunda bu kaynaklarin yetigsmesi igin uzun sireler gerekirken, kaynak olarak
mikroorganizma kullaniididinda bu sire 1,5 ila 10 gine kadar kisalmaktadir. Yuksek
organizmalar igin bu déngii iki hafta ile yillar arasinda degisebilir. Mikrobiyal tretimde
verimlilik ve iriin kalitesinin gelistirme ¢aligmalari i¢in kisa zaman ve kiiciik alanlar
yeterli olabiimektedir (Frost and Moss,1987). Mikroorganizmalar kiltiir ortaminda
nispeten kolay kontrol edilebilirler, uygun sus secimi ile de istenilen enzimi standart

kalitede ve bol olarak elde etmek mimkundir.
2.2.2. Aktiviteleri Arastirtlacak Enzimler

Tezin konusunu olusturan baglica iki enzim genel bilgi agisindan incelenmistir.

2.2.2. 1. Amilaziar

Amilazlar, nisasta ve glikojen molekillerini hidrolizleyen ekstrasellular
enzimlerdir (Emek,1997). Yuksek bitkilerce Uretilen nisasta, ki farklh fraksiyondan
meydana gelir; amiloz ve amilopektin. Amiloz genellikie a-1,4 baglarindan olusan
linear bir polisakkarittir ve bazi o-1,6 baglanma noktalarina sahiptir. Amilopektin ise
yuksek baglanma noktalarina sahip, aga¢ benzeri bir yapidadir. Glikojen hayvansal
orjinli a-glukanlardir ve vapisi amilopektinden ¢ok daha fazla dallanma gosteren bir
formdadir. Amilazlar, nisasta endistrisinde dekstrin, glukoz ve maltoz surubu
tretiminde kullamlir. Ekmekgilikte ise mayanin yaninda yardimer enzim vazifesi

gorurler (Telefoncu, 1997a).

Amilazlar nisastaya etki mekanizmalart ve olusturduklan urinler goz 6niinde

bulundurularak ti¢ grup altinda toplanmuglardir; a-, 3- ve glukoamilazlar.
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o~amilaz:

o-amilazlar (o-1,4 glukan 4-glukanhidrolaz, E.C 3.2.1.1); amiloz, amﬂopektm
ve polisakkaridlerin o-1,4 glikosidik baglarm hidrolizleyen enzimlerdir (Zerﬁ’ém» and
McCrea, 1985, Whitaker,1972a). o-Amilazin g¢esitli mikroorganizmalardan izole
edildigi bilinmekte olup, Baciilus subtilis, B.macerans, Aspergillus oryzae,

A.candidus, A.niger, bu mikroorganizmalann baglicalaridir (Tagaki ve ark., 1971).

p-amilaz:

Sadece vyiiksek bitkiler tarafindan uretilen B-amilaziar (a-1,4 D giukan
glukohidrolaz, E.C 3.2.1.2), nisasta molekilinin o-1,4 baglarm hidrolizleyerek
maltoz olusturan bir eksoenzimdir. Dallanma noktalarindaki o-1,6 baglarma etk

etmez (Whitaker,1972a; Underkofler,1976; Vihinen and Mantsala, 1989).

Glukoamilaz:

Glukoamilazlar («-1,4 glukan glukohidrolaz, EC 3.2.1.3); substrat zincirinden
glukoz tunitelerini hidrolize eden eksoenzimlerdir (Whitaker,1972a;Underkofler,1976;
Vihinen and Mantsala, 1989). Bu enzimin ozelligi a-glukanlarin 1,6 1,4 ve bazen de
1,3 glukosidik baglarim hidrolizleyebilmesi, substrattan [B-d-glukoz uretmesidir

(Vihinen and Mantsala, 1989).

2.2.2.2.Proteazlar

Proteazlar, diger adiyla peptid hidrolazlar proteinlerin peptid baglarim
hidrolizleyen enzimler olarak tammianirlar. Proteazlarin, proteinlerin kiigik molekulit
peptidlere ve amino asitlere hidrolizinde ¢ok onemli rol oynadigi bilinmektedir.
Hartley tarafindan 1960°da dort grup altinda toplanan proteaziar, etk
mekanizmalarma gore siniflandirilmiglardir. Buna gore; serin proteazlar, siilfidril
(thiol) proteazlar, metal igeren proteaziar ve asit proteazlar olarak isimlendirilmislerdir
(Whiteker, 1972b; Cohen,1977; Loffler,1986;).

Serin Proteazlar:

Serin proteazlar; kemotripsin ve tripsin, elastaz, thrombin, subtilisin proteazlar

icine alir ve endopeptidazlar grubundandir. Buniar dogal alkali ortamda aktivite
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gostermektedirler (pH 8-11) (Whitaker,1972b; Frost and TNIOSS,]Q??). Serin
proteaziar gesitli mikroorganizmalardan izole edilmekte olup; Aspergilfus?or);éae, A.
flavus,  A.  fumigatus, Penicillium  cyaneofulvum, Alternaria lérﬁ,ﬂ&simcg
Saccharomyces cerevisiae buniardan bazilarnidir (Reed and Underkofler, 1966;

Matsubara and Feder, 1971).

Siilfidril Proteazlar:

Bu gruptaki enzimler, proteinlerin peptid baglarm hidrolizleme ve silfidril
yapilartyla da inhibisyon yapma ozelligine sahiptirler. Bu enzimler arasinda bitkisel
kokenli papain, fisin ve bromelin sayiabilir. Ancak ginimtzde bitki genleriyle
transforme ediimis mikroorganizmalarin fermantasyonuyla, va da doku kilttrleriyle de
uretilebilmektedir. Bu enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda SH gruplarim: kullanirlar

ve notral pH’de aktivite gosterirler. (Whitaker,1972b; Frost and Moss,1987)

Metalloproteazlar:

Bu gruba ait olan proteolitik enzimlerin aktif bolgelerinde metal iyon baglart
bulunur. Karboksipeptidaz A ve B, glisin-glisin dipeptidaz ve 16sin aminopeptidaz
Zn'” ye ihtiyag gosterirken; prolidaz ve iminopeptidaz ise Mn'”ye ihtiyac duyar.
Notral pH’de vyitksek aktivite gosterirler ve kiifler ve bakterilerden yaygin olarak
ueretilebilmektedirler (Whitaker,1972b). Mikroorganizmalardan; Bacillus sublilis,
Streptomyces griseus, Aspergillus oryzae, A. flavus, A. parasiticus, Pseudomanas
aeruginosa’dan metalloproteazlar uretilmektedir (Reed and Underkofler,1966,

Matsubara and Feder,1971).

Asit Proteazlar:

Bu gruptaki enzimler, dusuk pH’larda (pH 2.0-5.0) vyuksek aktivite
gostermektedirler. Gevis getiren hayvanlarin mide enzimleri bu gruba dahil olmakla
birlikte, kiiflerden de yaygin olarak uretilebilmektedirler. Katalitik mekanizmalarinda
Ozellikle aspartik asidin karboksii grubunu kullanirlar. Bu grupta en fazla dikkat ¢eken
ve caligilan enzim pepsindir. Rennin de ticart 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, renninin ise; Mucor pusillus ve



Endothia parasitica’dan izole edildigi bildirilmektedir (Matsubara and dér; 1971).

%

Yine baska bir kaynakta, 7richoderma viride nin sellulaz’a ilave olarak %ﬁtﬁ;teaz‘larm
da bir kaynagr oldugu bildirilmigtir (Shear,1981). Ayrica, Rhizopus tirleri de asit

proteaz kaynagi olarak gosterilmigtir (Blain, 1975).

2.3.Enzimlerin Endiistriyel Kullamimlan

Enzimler uzun zamandir endistriyel amaglaria kullamimaktadir. Bu kapsamda
Underkofler 1954°te, fungal amilolitik enzimlerin tretimi ve uygulamalart hakkinda
bilgi vermistir. Hoogerheide ise, 1954’te amilolitik olmayan bakteriyel ve fungal
enzimlerin kullanimni bildirmistir. Idson 1959 vilinda enzimlerin klinik uygulamalarini
tammlamustir. Ayrica yine Underkofler ve Charles 1960°da ve Whitaker 1961°de
amilolitik enzimlerin endiistride ve medikal alandaki uygulamalarim arastirmuglardir.
Whitaker aym yayininda fungus ve bakterilerin bir kismuyla proteaz enzimlerinden olan

endiistriyel Gretimlerin bir listesini de vermistir (Davies, 1963).

Enzimlerin endiistriyel alanda kullanimlart, giin gegtikge onem kazanmig ve artan
bir bicimde kullantimistir. Endustriyel enzimlerin diinya pazanndaki yeri 1965’1erde
birka¢ milyon dolar iken, 1986 yilinda bu rakam 400 milyon dolara ulagmigtir.
Guniimiizde ise bunun birkag kati daha fazla artigi ifade edilmektedir

(Dingkaya, 1997).

Enzimlerin en 6nemli uygulamalari; yaklasik %30-3571 ile deterjan endustrisinde
proteazlarm, % 20-25 pay ile nigasta endistrisinde amilaz, amiloglukosidaz ve
glukozizomerazlarin kullanimlaridir. Bundan bagka % 20 oranla siit ve siit Griinleri
endiistrisinde, yaklasik % 1-1,5 arasindaki bir payla da bira, meyva suyu ve sarap
tretimi, unlu mamuller, tekstil, kagit, deri ve yem sanayiinde kullamimaktadir
(Dingkaya,1997). Pekgok kaynakta belirtildigi iizere endiistriyel alanda enzimlerin
bircok uygulama alani bulunmaktadir. Bunlari, deterjanlar, gida, tekstil ve deri ve
farmasotik endistrileri olmak Uzere baslica dort grup altinda toplamak miimkiindir

(Loffler,1986; Noorderviiet and Toet,1987)
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Deterjan  endiistrisinde  kullamlan ~ ozellikle  alkali proteazlar, deterjan
tormulasyonundaki diger kimyasal katkilara ihtiyact minimuma indirrﬁektedir. Gida
endistrisinde enzimlerin  kullamimlari, onlarmn  tanimlanmalarindan :W"cok once
baslamustir. Bu enzimlerin kiasik olarak gida endiistrisinde kullanildig: alanlar ekmek,
alkol tretimi, peynir ve sarap vapimudir. Tekstil ve deri endistrisinde enzimler genel
clarak istenilmeyen maddelerin ortamdan uzaklastinlmast igin kullambirlar ancak bu
islemin sonundaki son triin enzim icermez. Medikal alanda kullanimlart son derece
onemii olan enzimler, gidalarin viicuttaki sindirimine yardimci olacak sekiide veya

tedavide kullamimaktadirlar ( Noordervliet and Toet,1987).
2.3.1. Deterjan Endiistrisinde;

Deterjanlarda enzim, ilk defa 1913 yilinda Alman kimyacit Otto Réhm tarafindan
kullanlmistir. Ancak bu amagla kullamlan tripsin, kimotripsin gibi enzimler
etkinliklerini gosterebilmek igin sodyum karbonat varligma ihtiyag duymaktadir.
Gunamiizde ise deterjanlarin yitksek pH araliginda, bu enzimlerin etkinlikleri
tartigtlmaktadir. Bu gine kadar pekg¢ok konuda caligmalar yapilmig ve birtakim
optimal kosullarin belirlenmesinden sonra bu gin kullamimakta olan ve hertip
deterjanlarda kullamimak i¢in formullendirilmis proteaziar tretiimeye baglanmustir.
Bunlara ilave olarak o-amilazlar, sellulazlar ve lipazlar da deterjanlara katilmaktadir

(Telefoncu, 1997a).

Deterjanlarda bulunan proteaz enzimleri, ¢camagiriardaki protein lekelerini daha
kugtk oligopeptidlere pargalayarak diger katki maddelerinin de yardimiyla ¢ozinir
hale gelmesini saglamaktadirlar. Ayrica alkalin proteazlar kan, ¢imen ve diger suda
coztunebilen biyolojik lekelerin temizieme ajanlar olarak etkilidirler (Batum,1997;

Ketchum,1988; Telefoncu, 1997a).



2.3.2. Gida Endiistrisinde;

Enzimlerin gida endustrisinde kullamimlari, katki maddelerinin tGretimi ve yapisal
tyilestirmelert amaghidir. Yuksek fruktoz igeren musir surubu tiretiimesi, bira ve ekmek
Gretimi, ditgiik laktozlu stit dretimi, etin yumusatiimasi gibi islemlerde enzimler sikca

kulianiimaktadir (Topal,1982; 1985, Peppler and Reed, 1987, Telefoncu,1997a).

Siit endiistrisinde genellikle peynir olusumu ve olgunlastiniimast ve atik {iriin
olan peyniralti suyunun degerlendirilmesinde kullanilan, proteaz enzimleridir (Reed
and Underkofler, 1966; Peppler and Reed,1987). Peynir yapimmda kullamilan ve bir
asit proteaz olan mikrobiyal rennin 6zellikle Mucor miehei, M.pusillus ve Endothia
parasitica’dan elde edilmektedir (Bothast and Smiley,1978; Topal,1982; 1985;).
Rennin, kazein misellerinden, koruyucu polipeptidieri hidrolize ederek suti
pihtilastirir, serbest kalan kazein mevcut kalsiyum iyonlariyla etkileserek bir pihti

sekillenir ve bu peynir yapiminda ana olaydir (Blain,1973; Topal,1982).

Sarap ve meyve suyu endistrisinde kullanilan enzimler, verimin arttirdmasi,
filtrasyonun kolaylastirilmasi, stabilite ve berrakhigm saglanmasi, aciigin giderilmesi
gibi farkli uygulama alanlarina sahiptir. Pektinaz, sellulaz ve amilaz enzimleri bu
amacla kullambirlar. Ayrica biralarin soguk saklanabilmesi igin proteaz enzimleri

kullamlmaktadir (Bothast and Smiley,1978; Peppler and Reed,1987).

Ekmek sanayiinde, ekmek kalitesinin arttirilmasi, bayatlamanin geciktirilmesi
gibi amaglar i¢in enzimler kullamimaktadir. Bu amagla bakteriyel ve fungal
enzimlerden o- ve P- amilazlar, amiloglukozidazlar ve proteaziar kullamimaktadir
(Valjakka ve ark.,1994). Proteaz enzimleri, unun gluten proteinlerinin &zelliklerinin
degistiriimesinde kullamimaktadirlar. Fungal proteazlar, kraker ve biskiivi yapiminda

ve ekmegin kalitesinin arttiriimasinda kullanilirlar (Blain, 1975; Atlas,1984).

Etin yumusatilmasi ve gevrekiestirilmesinde ¢ok uzun yillardan beri papain, fisin
ve bromelain gibi bitkisel kaynakli proteaziar kullaniimaktadir. Bu enzimler bag doku

ve kas proteinlerini pargalariar. Boylece etin yiizeyinde ve nispeten de i¢ kisimlarinda
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bir gevrekiik meydana gelmektedir. Bu da ctin lezzetini arttirmaya yardimer olur

(Reed and Underkofler,1966; Bothast and Smiley,1978;).
2.3.3. Tekstil ve Deri Endiistrisinde;

Deri endiistrisinde alkali proteaziar,albumin ve globulin gibi  enzimler,

proteinlerin ortamdan uzaklastirilmast i¢in kullanilirlar.

Tekstil fabrikalarinda ise ¢zellikle pamuk ipligi ile ¢alisan firmalarda oncelikle
ipligin “nisasta pastasi” denilen madde ile muamele ediimesi gerekmektedir. Bu islem
sayesinde ipligin yiizeyi duzeltilir ve gerilmelere kargt dayaniklt hale getirilir. Ancak,
dokuma yapildiktan sonrada bu nigastanin yiizeyden uzaklastirtimas: gerekmektedir ki;
bu amagla da amilaz enzimleri kullamimaktadir. Proteazlar ise, buyuk molekulli
protein artiklarim giderici ve ipek liflerinin serbestlestirilmesi isleminde kullamlirlar

(Atlas,1984; Telefoncu,1997a).
2.3.4. Tibbi ve Farmasitik Alanlarda;

Mikrobiyal enzimler, teshis amagli laboratuvar analizlerinde ve tedavi amach
uygulamalarda kullamlmaktadirlar. Sindirimi arttirict olarak kuilamimalar: yaygm olup,
bu amagla kullamian enzimler, sellilaz, laktaz, lipaz, invertaz, o-amilaz ve

proteazlardir.

Bazi enzimler ise, klinikte tedavi i¢in kullaniirlar. Ornegin, Bromelain’in 6dem
ve travmada etkili oldugu, Tripsin’in bazi terepotik etkilert bulundugu ve baz
proteaziann trombotik emilimlere yardimer oldugu rapor edilmistir (Noordervliet and

Toet, 1987, Peppler and Reed, 1987, Telefoncu,1997b).

Yapilan bu tez caligmasinda da, endiistriyel uygulamalarda ¢ok Onemli yeri
bulunan ve sikca kullanilan amilaz ve proteaz enzimlerinin, TUBITAK-MAM
GBTAE’de yiiritillen projemin bir alt ¢aligmast olarak kolleksiyon halinde korunmusg

ve Turkiye Mikoflorasindan olan bazi Deuteromycetes cinsi kuf kulturleri tarafindan
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iiretilme yetenekleri kalitatif olarak belirlenmeye ve endiistriyel énémleri ortaya
konulmaya calisidi. Béylece TUBITAK-MAM’da olusturulmus bir kif kiltir
kolleksiyonunun (Topal, 1998), ileride bir ticari potansiyel olabilmesi olanaklarmimn

arastiriimast ¢aligmasina katkida bulunabilmek amaclanmgtir.

TCYUKSERGCRET
DOKUMANTAS
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1. Kiif Kaltiirier:

Bu arastirmada Deuteromycetes grubuna ait 19 cins ve 30 tire ait toplam 208
adet saf kuf kultort kullandmistir. Bu kifler; TUBITAK-MAM Gida Bilimi ve
Teknoloji Arastirma Enstitisince olusturulan “Tirkiye'nin Dominant Mikoflora
Kollekstyonu”ndan saglanmistir ve yurttiimekte olan bir projenin alt ¢aligmast olarak
incelemeye alinmistir. Bu kiiflerin kolleksiyonda kayith olan sus numaralarint da igeren

sirali listesi Cizelge:3.1.”de gosteriimistir.

Cizelge:3.1 Kullanilan Kiiflerin Alfabetik Siralamasina Gore Sus Numaralar

KUF ADI SUS NO (MAM/(MRC))

Alternaria alternata 1800a15, 1887a4, 1898a4, 1262d2, 1270al13
38cli, 1801al2, 1004a4, 515¢1, 1796a23,
141d1, 1889a24, 1795a21, 1270d, 1434a42,
1813a21, 1800a12, 970al, 366c4, 1741a42

Boirytis cinerea 1779a23

Cladosporium cladosporioides 1758a33, 110a13, 1’

313¢31,1059a12



Cizelge:3.1 (Devam)

Cladosporium herbarum

Cladosporium macrocarpum

Cladosporium resinae

Cladosporium sphaerospermim

Curvularia geniculata
Curvularia lunata
Curvularia orechstela
Doratomyces microsporus

Epicoccum purpurascens

1061d5,1647a4, 1682a1,999a3, 129¢7,
1792223, 1800a16, 1159a3,568¢2,1751a22,
1668232, 1001al1, 1747a2, 569212, 32¢c2,
132124, 1060d4, 141el, 179441,

142223, 116042, 1758442, 1744a33,

932a32

970a2,1798a22, 144c13, 932a31, 1204d3,
1660al, 1272a4, 1907a2

1693al, 83a22, 83a24, 145¢22, 944d1,
131213, 1285d5, 1746a23

33¢11,1009a3, 1796225, 1059a32, 1795222
8832, 1252d4, 982al1, 1757a32, 131all
1143242, 181322, 1896all, 317023,
92¢26,1888a31, 1749433, 4453, 1754a31,
189522, 569d6, 1573232, 84b23, 11545,
298e4,1760a12, 1816a42, 1797224,

1225a2, 1799all, 177%9all, 1668a31

115d6, 1894all, 11512, 115d7

88b22

328¢21

94¢22

1682a4, 154a4, 960ai2



Cizelge:3.1 (Devam)

Monascus ruber

Monilieiia acetoaburens

Mucor hiemalis

Mucor racemosus

Paeciiomyces fillvus

Faecilomyces variotti

Papularia sp.

Phialophora fastigata

Phoma glomerata

Scopulariopsis brevicaulis

Scopulariopsis candida

Sporendonema sp.

Stemphylum lanigunosum

Syncepalastrum racemosum

Trichoderma harzianum

Trichoderma viride

18

38¢l

23d

88e3. 85d, 8812

4381, 2343, 3191, 2884, 231, 382, 861
2684, 4681, 1973, 94al4, 2941, 2464, 1871

1886a2, 1903a35, 1884a22, 1891al4,
1817a34

1775d3, 102643, 1741a13, 1694d6

1341d5

242al2, 1272al

1812a31, 1741a23, 1022all, 298e7, 957a21

143b22, 982a12

110b21, 941d3, 132b21

1641a4

1270al2, 1693a3, 1682a21

1054a1, 140b21

567e5, 567d2, 1620d2, 1373d3, 1041d1

1897a2
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Cizelge:3.1 (Devam)

Ulaclodium chartarum 14411, 1218al1, 1799a22, 33d7}2 1285d3
1141d2, 1743241, 7103, 115947, 1791a11
145a35, 1647a3, 1892a12, 569t6, 1204d4

Verticillum sp. 129613, 130b4:

3.2.Metot
3.2.1.Kiif Kiiltiirlerinde Enzimatik Aktivitenin Belirlenmesi

Kuf izolatlarmin enzimatik aktivitelerinin belirlenebilmesi igin, oncelikie spor

suspanstyonu hazirlanmistir

3.2.2.Spor Siuispansiyonunun Hazirlanmasi

Enzim aktivitesi belirienecek olan kuf kiltiirinin bir spor suspansiyonunun
hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in, petri igerisinde PDA (Potato Dextrose Agar)
besiyerinde gelistirilmis ve sporlanmast igin yaklastk 7-10 giin 26-28°C’de inkiibe
edilmig kuf kulturlerinden; bir agar delici vasitastyla steril sartlarda 4 agar dilimi
kesiimis ve yine steril kosullarda, i¢erisinde 5mi distile su bulunan steril deney tiipleri
icerisine aseptik olarak aktarilip bir vortex yardimiyla hazirianan spor siispansiyonu

homojenize edilmistir (Campenhout,1995).
3.2.3.Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

PDA ortamunda uretilip, stispansiyonu hazirlanan kuf kultiirleri 6zgtn bir besi

ortamina aktanimaktadir (Paterson and Bridge,1994; Campenhout, 1995)
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3.2.3.1.0rtamm Bilesenleri

Kaf kultarlerinin amilaz enzim aktivitelerinin tanimianabilmeleri i¢ih. kullanilan
Ozgin ortanun bilegenleri; %1 ¢ozinebilir nisasta, %2 agar, %0.15 bile salt (safra
tuzu) ve %0.67 Yeast Nitrogen Base (YNB)Y den olugsmaktadir. Bu besi ortamnin
hazirlanabiimesi i¢in; ¢ozunebilir nigasta, distile su igersinde tamamen ¢ozunduralup
seffaflagincaya kadar kaynatildiktan sonra, Gzerine agar ve bile salt ilave edilip,
121°C’de, 1 atm basing altinda otoklavda 15 dakika steril edilmistir. Hazirlanan besi
ortamt yaklagik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, daha onceden 10 kati konsantre
olarak hazirlanmug ve filtre sterilizasyon yontemi ile steril edilmig 10 ml YNB ¢ozeltisi,
tinal konsantrasyonu %0.67 olacak sekilde ortama ilave edilerek, aseptik kosullarda
petri kutularma dokilmusgtar. Petride kullamimaya hazir hale gelen besiyeri, yine
¢izgi olusturacak bigimde ¢iziimistir (Campenhout,1995). Hazirlanan besi ortamimn
yuzeyinde olusturulan ¢izgilerin birbirierini kestikleri noktalarin herbirine 10ul olacak
sekilde spor siispansiyonu aseptik kosullarda inokule edilmis ve 72 saat 26-28°C’de

inktibasyona birakilmigtir.
3.2.3.2.Amilaz Enzim Uretim Aktivitesinin Saptanmasi

Inkiibasyonun sonunda; ortamda bulunan nisasta, kif kiltiiriinin amilaz enzimi
tretmesi durumunda kullanidarak tiiketilecektir. Bu durum nisasta indikatorti olarak
kullamian iyot ile test edilebilir. Bu amagla petri yuzeyinde dilie bir iyot ¢ozeltisi ile

muamelesi yaptimustir,

Inkiibasyonun sonunda petrilerin lizerine asagida formiilasyonu verilen iyot

¢ozeltisi puskirtaimistar.
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Iyot ile muameleden sonra, nisastamn parcalanmadig bolgeler mavi-lacivert
renkte boyanirken, amilaz enzimi ureten kultarlerce, Gremenin o]duéiu bolgeler ve
etrafindaki ortamda, nigasta kulianiimis olacagimmdan boyanmamis béy?az bolgeler
meydana gelecektir. Eger kualtir enzimi Uretmiyorsa, tim bolgeler mavi renkte
boyanacaktir. Boylece kuittiriin amilaz Gretim veteneginde olup olmadigi saptanmgtir

(Campenhout, 1995 Paterson and Bridge, 1994).

3.2.4, Proteaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kiiflerin proteaz enzim aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in, yine 6zgiin besiyerleri

kulianiimusgtir (Topal, 1998)

3.2.4.1. Proteaz Uretim Aktivitesinin Belirlenmesi lc¢in

Kullanilan Ozgiin Ortamm Hazirlanmasi

Kif kulturlerinin proteaz enzim aktivitelerim belirlemek amaciyla kullanilan
Ozgun besi ortaminin bilesimi; %0.1 KoHPO,, %0.05 MgSO,.7H,0, %0.05 KCI, %1.6

agar ve %13’liik yagsiz sut tozu ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Sut tozu c¢ozeltist harig, diger tim bilesenler musluk suyunda karistirilip,
coziindirildiikten sonra, 121°C ve 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Bu steril kanisim vaklasik 50°C” ye kadar sogutulduktan sonra
lzerine son konsantrasyonu % 4.3 olacak sekilde destiie su ile hazirlanmis ve
121°C’de otoklavda sterilize edilmis %13’luk vyagsiz sit tozu ¢ozeltisi, aseptik
kosuliarda ilave edilmistir. Hazirlanan besi ortamu, steril test tuplerine herbirine 15mi

olacak sekilde aseptik olarak dagitiimus ve dik olarak dondurulmustur (Topal, 1998).
3.2.4.2.Proteaz Enzim Uretim Aktivitesinin Saptanmasi

Kif kilttrlerinin proteaz enzimi tiretim yetene@inin saptanabilmesi i¢in oncelikle
3.2.2 de verilen yontemie spor sispansiyoniari hazirlanmug, daha sonra, homojenize

halde bulunan spor suspansiyonundan 100ul alinarak, hazirlanan 6zel besiyeri igeren
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tiiplere aseptik kosullarda inokule edilmis ve tiiplerin dik olarak 26°C” de 7. giine

kadar inkiibasyonu ile gelismeler izienmigtir.

Eger kiiltir proteaz enzimini iiretebiliyorsa; siit tozunda bulunan kazein, enzim
tarafindan parcalanacak ve tup icerisinde derinlemesine dogru seffal’ bir bolge
olusacaktir. Kiiltiir tarafindan enzim tretimt sézkonusu degilse, herhangi bir degisiklik
meydana gelmeyecektir. Dolayisiyla testin  degerlendirmesi, olusan bu seffaflik
derinliginin, inkiibasyonun 3. ve 7. gunlerinde bir cetvel yardimiyla olgiilmesi sonucu

yapilnustir {Topal, 1998).
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4.1. Amilaz ve Proteaz Enzim Aktivitesi Test Sonuclari

Bolum 3.2°de

P

verilen yontemlere

gore  incelenen

toplam 208

adet

Deuteromycetes cins ve turlerinde, amilaz ve proteaz enzim uretebilme yetenekieri

arastiriimistir.

Her 1ki enzim Uretim yetenegi agisindan incelenen kif kiltiirlerine gore saptanan

sonuglar Cizelge 4.1 ve 4.2°de ayrintili olarak veriimustir.

Cizelge 4.1: Incelenen kuf kiltirlerinin amilaz ve proteaz enzimleri (iretimi agisindan

test sonuglan

Protez enzim aktivitesi
balkamindan berrakhik zonu
deriniigi (mm)

genel degerlendirme

Sus No. | Test Edilen Kiif izolatlars 3.Giin 7.Giin | 3-7.Giin Ort.| proteaz * amilaz *
MAM/
{(MR()
18@0&1* diternaria alternata 0 2 - -
1887a4 (Alrernaria alfernata 2 14 g ; -
1898&4 Alternaria alternata i 7 4 + -
1262d2 iAlternaria ailternata 4 i3 9 + -
1270a13 A lternaria alternata 2 11 7 + -
38cll |Alternaria alternata 2 10 6 + -
1801al124lternaria alternata 2 9 6 + -
1004a4 |Alternaria alternata 1 15 8 + -
515¢l |Alternaria alternata 6 17 12 + -
1796223 A lternaria alternata 2 15 9 + -
141d1 (dlternaria alternaia 3 13 9 + -
188%a24 | Alfernaria alternata 3 14 g + -
1795a21\Alfernaria alternata 1 i3 7 + -
1270d |Aiternaria alternata 1 10 6 + +
1434a42|Alternaria alternata 1 10 6 + -
y813a21|diternaria alternata 3 11 7 + -
1800al2|Alternaria alternata 2 14 8 + -
970al \Alternaria alternata 5 14 10 + -
366¢d 1Alternaria alternata 3 14 i0 + +
174Yad2 A liernaria alternata 3 11 8 + +
1779823 Botryiis cineren 3 3 8 + +
1758a33 {Cladosporium cladosporioides 6 i0 8 + -
110al13 |Cladosporium cladosporioides 3 16 10 + -
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Cizelge: 4.1. (Devam)
1759a22|Cladosporium cladosporivides 5 9 7 _+
1913a42|Cladosporium cladosporioides 6 9 3 S
1059a12|Cladosporium cladosporicides 6 9 8 +
313c31 {Cladosporium cladosporioides 4 9 7 +
106145 (Cladosporivm herbarum 4 9 7 +
164734 [Cladosporium herbarum 2 9 G +
1682al |Cladosporium herbarum 3 9 7 +
999a3 \Cladesporium herbarum U 4 Z -
129 &7 |Cladosporium herbarum 1 11 6 +
1792a23|Cladosporium herbarum 4 8 6 +
1800al6|Cladosporium herbarum 5 9 7 +
1159a3 |Cladosporium herbarum 4 8 6 +
568 e2 1Cladosporium herbarum 7 17 12 +
1751327 2 11 7 +
1668a32 | Cladosporium herbarum 4 10 7 +
1001a1 1 |Cladosporium herbarum 4 9 7 +
1747a2 [Ciadosporium herbarum 5 10 8 +
569a12 |Cladosporium herbarum 5 3 7 +
32¢2 |Cladosporium herbarum 4 8 6 +
1321a4 |Cladosporium herbarum 4 9 7 +
1060d4 |Cladosporium herbarum 6 11 9 +
141 ¢l {Cladosporium herbarum 5 11 8 +
WCladosporivm herharum 4 10 7 +
7 12 10 +
5 8 7 +
17 6 i2 9 +
1744a33|Cladosporium herbarum 2 8 5 +
932a32 [Cladosporium herbarum 6 8 7 +
970a2 {Cladosporium macrocarpum 7 19 13 +
1798a22|Cladosporium macrocarpum 4 10 7 +
144¢13 |Cladosporivum macrocarpum 1 3 2 -
932a31 |Cladosporium macrocarpum 4 7 6 +
120443 |Cladosporium macrocarpum 1 3 2 -
1660al |Cladosporium macrocarpum 0 S 3 -
127204 {Cladosporium macracarpum 3 H 7 +
1907a2 jCladosporium macrocarpum Y Z i -
1693al |Cladosporium resinae 2 7 5 +
83a22 |Cladosporium resinae 1 15 8 +
83a24 |Cladosporium resinae 3 15 9 +
145¢22 {Cladosporium resinge 1 12 7 +
944d1 |Cladosporium resinae 3 18 11 +
131213 {Cladosporium resinae 0 10 3 +
128345 1Cladosporium resinae 3 16 10 +
1746a23 | Cladosporium resinae 3 17 10 +
33ctl [Cladosporium sphaerospermin 5 10 8 +
1009a3 |Cladosporium sphaerospermum 0 0 U -
1796a25{Cladosporium sphaerospermum 4 7 6 +
1059a32|Cladosporium sphaerospermum 5 10 8 +
1795a22 | Cladosporium sphaerospermum 3 3 4 +
88c32 |Cladosporium sphaerospermum 2 5 4 +
1232d4 |Cladosporium sphaerospernium 1 9 5 +
982a1l Cladosporium sphaerospermum 3 7 5 +
1757a32Cladosporium sphaerospermum 4 8 6 +




Cizelge: 4.1. (Devam) .
131all {Cladosporium sphaerospermum 3 5 4 +. -
1143a42|Cladosporium sphaerospermum 2 7 5 + -
1813a221|Cladosporium sphaerospermum 0 2 1 - -
1896al LiCladosporium sphaerospernunm 6 10 ] + -
317623 (Cladosporium sphaerospermum 4 a 7 + -
92¢26 {Cladosporium sphoerosperniim Y 4 2 - -
1888a3 1 1 Cladosporivm sphaerospermunm 3 7 35 + -
1749433 |Cladosporivm sphaerospermuim 5 9 7 + -
4453 (Cladosporium sphaerospermum 2 7 5 + -
1754a31{Cladosporium sphaerospermum 4 6 3 + -
1895a2 |Cladosporium sphaerospermuin 5 10 8 + -
569d6 |Cladosporium sphaeraspermum 4 7 6 + -
1573a321Cladosporium sphaerospermum 3 9 6 + -
84623 Cladosporium sphaerospermum 2 7 5 + -
115d5 |Cladosporium sphaercspermum 3 6 5 + -
258 ¢4 (Cladosporivm sphaerospermum 3 8 G + -
1760a12|Cladosporium sphaerospermum 5 9 7 + -
1816a42|Cladosporinm sphaerospermum 2 5 4 + -
1797a24|Cladosporium sphaerospermum 4 10 7 + -
1010al {Cladosporium sphaerospermum 3 7 5 + -
1770a31|Cladosporium sphaerospermum 0 4 2 - -
1919d1 {Cladosporium sphaerospermum 3 11 7 + -
568d5 |Cladosporium sphaerospermum 3 7 5 + -
32 ed Cladosporium sphaerospermum 2 5 4 + -
1815a4 (Cladosporium sphaerospermiim 3 4 4 + -
1135a32|Cladosporiuin sphaerospermum 0 0 0 - -
328012 |Cladosporium sphaerospermum 4 7 6 + -
932a21 |Cladosporium sphaerospermum 3 10 7 + -
1818a32|Cladosporium sphaerospermuim 4 7 6 + -
1791a3 |Cladosporium sphaerospermum 2 7 5 + -
1287a32|Cladosporium sphaerosperpium 0 1 1 - -
1885a32 | Cladosporium sphaerospermuin 3 14 9 + -
12235212 Cladosporivm sphaerospern 0 6 3 - -
1799al UCladosporium sphaerospermum 4 10 7 + -
1779a1 1 Cladosporium sphaerospermum 2 6 4 + -
1668a311Cladosporium sphaerospermum 4 9 7 + -
113d6 [Curvularia geniculaia 1 18 10 + -
1894al 1| Curvularia geniculata 5 18 12 + -
11502 |Curvidaria geniculata 3 18 11 + -
115d7 (Curvilaria geniculata 2 7 5 + -
88b22 |Curvularia lunata 0 0 0 - -
328c21 |Curvularia orechstela 4 20 12 + -
94¢22 1Doratomyces microsporus 2 15 9 + +
1682a4 | Epicoccum purpurascens 1 6 4 + -
154a4 |Epicoccum purpurascens 0 4 2 - -
960al12 |Epicoccum purpurascens 0 3 2 - -
38cl  |Monascus ruber 0 8 4 + -
23d  [Moniliella acetoabutens 5 17 11 + -
883 |Mucor hiemalis 1 2 2 - -
89d  [Mucor hiemalis 7 14 11 + +
8812  IMucor hiemalis 2 2 2 - +
4381 Mucor rocemosus 0 3 2 - +
2343 Mucor racemosis 0 2 1 - +
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Cizeige: 4.1. (Devam)
3191 |Mucor racemaosus 0 2 1 - +
2884  |Mucor racemosus 0 2 1 s +
231 Mucor racemosus 0 1 1 - -
382  Mucor racemosus 0 2 1 - +
861 | Miucor racemosus 0 3 2 - +
2684 (Miu OS5 0 2 i - ¥
4681 Mucor racemosus U 3 Z - +
1973 iMucor racemosus 0 2 i ~ +
94ald |Mucor racemosus 0 4 2 - +
2941 |Mucor racemosus 0 0 0 - -
2464 |Mucor racemosus 0 2 1 - -
1871 |Mucor racemosuys 0 2 i - +
2095 | Mucor racemosus 0 1 1 - +
2793 Aducor racemosus 0 1 i - +
357 Mucor racemosus 0 3 2 +
3074 Micor racemosiis O 2 i - +
2257 (Mucor racemosus U 3 2 - -
1793 {Mucor racemosus 0 2 1 - -
2583 |Mucor racemosus 0 2 1 - +
2193 |AMucor racemosus 0 2 1 - +
3283 [Mucor racemosus 0 2 | - +
4554 |Mucor racemosus 0 2 1 - +
3844  \Mucor racemosus 0 2 ! - +
3472 Mucor racemosis 0 2 1 - -
7121 |Mucor racemosus 0 i i - -
3395 {Aucor racemosus 0 3 2 - +
1886a2 |Paecilomyces julvus 4 i6 10 + +
1903a35|Paecilomyces fitlvus 2 12 7 + -
1884a22{Paecilomyces fulvus 5 16 11 + -
1891al4|Paecilomyces fulvus 4 3 9 + -
1817a34|Paecilomyces fillvis 3 12 8 + +
1775d3 |Paecilomvees variotii 0 0 0 - +
102643 {|Paecilomyces variotii 0 0 0 - +
1741al3|Paecilomyees variotii 0 0 0 - +
1694d6 [Paecilomyces variotii 0 0 g - +
1341d3 |Papuiaria sp. 0 0 0 - -
242al2 |Phialophora fastigiata 2 7 5 + -
1272al [{Phialophora fastigiata 1 6 4 + -
1812a31{Phoma glomerata Corda 1 2 2 - -
1741223\ Phoma glomerata Corda, 0 2 1 - +
1022al V\Phoma glomerata Corda, 0 7 4 + -
298 &7 |Phoma glomerata Corda, 0 2 1 - -
957a21 Phoma ;;Tiemer{zm Corda, Q 0 0 - -
143022 (Scopulariopsis brevicaulis 6 17 12 + -
982al2 |Scopulariopsis brevicaulis 5 i8 12 + +
110621 |Scopulariopsis candida 4 i0 7 + +
941d3 |Scopulariopsis candida 4 13 10 + -
132b21 |Scopulariapsis candida 4 12 8 + -
1641a4 |Sporendonema sp. 1 8 5 + -
1270al2{Stemphylium lanuginosum 3 8 6 + +
1693a3 (Stemphvlium lanuginosum 3 13 8 + +
168222 1 Stemphylivm lanuginosum 3 14 9 + +
1054al [Syncephalastrum racemosum 2 10 6 + -




Cizelge: 4.1, (Dovam)

140b21 |Svncephalastrum racemosum 2 10 6 +* -
567 ¢5 |Trichoderma harzianum 2 8 5 + e
567 d2 |Trichoderma harzianum 3 3 6 + +
162042 |Trichoderma harzicsum 5 17 11 + +
1373d3 \Trichoderma harzianum 4 19 12 + +
104141 |Trichoderma harzicnum 5 19 12 + +
189742 |Trichoderma viride 5 i9 i2 + +
14411 Ulociadium chariarum 2 id 8 + -
1218alljUlocladium chariarum 4 17 11 + -
1799a22 | Ulocladium chartarum I 19 10 + -
33d1 |Ulociadivum chartarum 3 12 8 + -
1285d3 |Ulociadium chartarum 3 15 9 + -
114142 |Ulocladium chartarum 1 |2 7 + -
V743241 W ocladium chartarum 4 14 9 + -
7103 Ulocladium chartarum i 12 7 + +
115947 (Ulocladium chartariimn 0 i0 5 + -
1791al1{Ulocladium chartarim 1 15 8 + -
145a35 |Ulocladium chartarum 2 12 7 -+ -
1647a3 |Ulocladium chartarum 0 7 4 + -
1892a12|Ulocladium chariarum 0 13 7 + -
56916 |Ulocladium chartarum 3 13 8 + -
1204d4 | Ulocladium chartarum 2 13 8 + -
135442 | Ulocladium chartarum 0 4 2 - -
1001321 Ulocladium chartarun 2 11 7 + -
129613 erticitlivm sp 0 7 4 + +
13042 [Verticillium sp. 0 9 5 + -

* 3. ve 7. Guntin geffaf zonun derinlik degerleri ortalamalan 4mm ve dizerinde olanlar proteaz (+) olarak
degerlendiriiniglerdir.
**: Amilaz icin mkfibasyonu takiben ivetla muamele sonucu berraklik zonu verenler (+). mavi rengi koruyanlar (-} olarak

degerlendirilmigtir.

4.2. Amilaz Enzim Aktivitesi Sonuciarimin Genel

Degerlendirmesi

Kof kultarlerinin amilaz enzim aktivitesi yoninden incelenmesiyle eide edilen
sonuglara ait genel degerlendirme, Cizelge 4.2’de verilmistir. Cizelge 4.2°ye gore;
incelenen kuf kuittrierinden 52 adedi (% 25) amilaz enzimi Uretme yetenegine sahip
oldugundan pozitif (+) olarak degeriendiriimis, 156 kuf 6rneginin (%75) amilaz enzimi
Uretme yetenegine sahip olmadigi gorGimugtir. Ancak amilaz Uretme yetenegi
yoniinden supheli olarak goriilen 48 ornek de (+/-) olarak degerlendirilmis olmakla

birlikte genelde, amilaz tretmeyenler grubuna dahil edilerek (-) olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.2: Incelenen kuf kultiirlerinin amilaz enzim aktivitesi bul gu}aﬁ' acisindan
genel degerlendiriimesi
) Amilaz | Amilaz(-)
Incelenen Kifler Adedi ‘Amilaz degerlendirmesin | (+) sug | sus sayisa
de zon gemsghf: sayist
Alternaria alternata 20 18{(-),8(+/-),3(+) 3 17
Botrytis cinera 1 I+ ] 0
Cladosporium cladosporiodes 6 13(-),3(+/-) 0 6
Cladosporium herbarum 24 |15(-),5(+/+) 0 24
Cladosporium macrocarpum 8 15(-),2(+/-),1(H) 1 7
Cladosporium resinae 8 4, 2(+/-).2(H) 2 6
Cladosporium sphaerospemum 45 142(),3(+4) 0 45
Curvularia geniculata 4 |1(-),3(+/) 0 4
Curvularia lunata e 0 i
Curvularia orechsiela i i{-) O i
Doratomyces microsporus I+ i 0
Epicoccum purpurascens 3 13(-) 0 3
Monascus riber 1 {1 0 1
Moniliclla acetoaburens 1 1(-) 0 1
Mitcor hiemalis 3 H(),2(+ 2 i
Miicor Facemosis 28 13{(-1,4(+-,21{(t) 21 7
Paecilomyces fitlvus 5 1(E)L2(+-).2(0) 2 3
Paccilomyces varioiti 4 4D 4 0
Papuiaria sp. [ C O 1
Phialophora fastigata 2 (), 1(+/9) 0 2
Phoma glomerata 5 AL 1 4
Scopulariopsis brevicalis 2 i2(%) 2 it
Scopulariopsis candida 3 116 1)1 1 2
Sporendonema sp. 11 0 1
Stemphyium lanuginosum 3139 3 0
Syncephalastrum racemosum 2 12(-) 0 2
Trichoderma harzianum 515G+ 5 0
Trichoderma viride i H+D) 1 G
Ulaclodium chartarum 17 18(=),8(+/9),1(+) 1 16
Verticillium sp. 2 L1 1 |
TOPLAM 208 52 i56




Sonuglar turler dizeyinde degerlendirildiginde; en fazla amilaz Greten gruplar
(degerlendirmede zon genisligi dikkate alindiginda), Paecilomycéi;g variotti,
Trichoderma harzianum ve Trichoderma viride olmustur. Ayrica, Pcte&iai@gggﬁg
variotii, Scopulariopsis  brevicaulis, Stemphylium lanuginosum, Trichoderma
harzianum torlerine ait tum suslarda amilaz pozitif ozellik gostermistir. Cladosporium

cinsine ait tum turlerde 1se, amilaz enzim tiretme yetenegi en az olarak saptanimustir.

4.3.Proteaz Enzim Aktivitesi Sonuclarimin Genel

Degerlendiriimesi

Kif kuittrlerinin proteolitik enzim aktivitesi yoniinden test ediimesi yoluyla elde

edilen sonuclar, genel degerlendirme ile Cizelge 4.3.”de bildirilmistir.

(izelge 4.3 e gore; proteaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in inkiibasyonun 3. ve
7. gunlerinde, test tuplerinde meydana gelen berraklik zonu derinliginin, milimetrik
olarak olgimu ve bu iki digim sonuglarimin aritmetik ortalamalart alnarak, seffaflik
derinligt 4 mm ve Uzeri olan kuitiirler (+) olarak, 4 mm’den kuguk olaniar ise, (-)
olarak degeriendirilmigtir. Degerlendirmede kabul edilen 4mm’lik smir deger;

Peniciilium roqueforti 'ye ait sonuglar referans alinarak belirlenmistir (Topal, 1998).

Buna gore, incelenen tim kuf kaitirlerinden 151 tanesi (yakiasik %74°0) pozitif
(+) olarak degerlendirilirken, 57 kaltirtn (yaklasik % 267s1) proteazi hi¢ Uretmedigi
va da ¢ok az urettigi gortlerek negatif (-) olarak degerlendirilmistir. Sonuclar turler
bazinda degerlendiriidiginde, Curvularia orechstela, Scopulariopsis brevicaulis ve
[richoderma viride turlerinin enzimi en yiksek degerde treten kiltiirler olduklar
gorulmistir. Bunun yanminda Moniliella acetoabutens, Trichoderma ve Ulaclodium
cinslerindeki turlerin enzim Uretme yeteneklerinin oldukga 1yt oldugu gozienmuistir.
Ayrica, Cladosporium  cladosporoides,  C.resinae, Curvularia  geniculata,
Paecilomyces fulvus, Phialophora fastigata, Scopulariopsis brevicaulis, S.candida,
Stemphylum lanigunosum, Trichoderma harzianum turlerine ait tim suslarda proteaz

pozitif dzellik gostermistir.



Cizelge 4.3: Incelenen kif kiltirlerinin proteaz enzim aktivitesi bulgulari agisindan

genel degerlendirmesi

Berraklik zonu derinlii (mm) Proteaz
_ () sus ¢ ) sas
ncelenen Kiifler Adedi; Minimum®* Maksimum® Ortalama®™®} sayist | sayst
Alternaria alternaia 20 2 i7 8 i9 1
Botrytis cinera 13 13 8 1 0
Cladosporium cladosporiodes 6 9 16 8 6 0
Cladosporium herbarum 24 4 17 7 23 i
Cladosporium macrocarpum 8 2 19 5 4 4
Cladosporium resinae 8 7 18 8 8 0
Cladosporium sphacrospemum | 45 G 14 5 38 7
Curvularia geniculata 4 7 18 10 4 0
Curvularia lunara | 0 0 0 0 1
Curvularia orechstela i 26 20 12 1 0
Doratomyces microsporus 1 15 15 9 1 0
Epicoccum purpurascens 3 3 5 3 0 3
Monascus ruber i 8 8 4 i O
Moniliella acetoabutens 1 17 17 11 1 0
Mucor hiemalis 3 2 14 5 1 2
Miicor racemosis 28 O 4 1 0 23
Paecilomyces fillvis 5 12 16 g 5 0
Paecilomyces variotti 4 0 0 0 0 4
Papularia sp. i 0 G v 0 1
Phialophora fastigata 2 ) 7 5 2 0
Phoma glomerata 5 0 7 2 i 4
Scopulariopsis brevicalis 2 17 18 iz 2 G
Scopulariopsis candida 3 10 15 8 3 0
Sporendonema sp. 1 8 8 5 l 0
Stemphylum lanuginosum 3 3 14 8 3 0
Syncephalastrum racemosum 2 10 10 6 2 0
Trichoderma harzianum 5 8 19 9 5 0
Trichoderma viride 1 1% i 12 1 0
Ulaclodium chartarum 17 4 19 7 16 1
Verticillium sp. 2 7 9 5 0
TOPLAM 208 i51 37

*: 7. Giinliik degerlendirmeye gore minimum ve maximim berraklik derinlikieridir.

#%: 3. ve 7. Guniin berraklik derinligi ortalamalandar.



MAM Kif Kolleksiyonunda mevecut kiiflerin endastriyel Gretim potanstyelierini

ortaya koymak amaciyla yapilan projenin bir ait proje caligmas gergevesinde;

Deuretomycefes grubunun proteaz ve amilaz {iretim yetenekleri bu tez ¢aligmasiun

kapsaminda ele almmugtir,

Esasen, seiektif ortamlar ve ozgiin yontemler kullanilarak bircok kiifin bazi
enzimler acisindan dretici karakterde olup olmadiginin incelenmesi mimkuin
olabilecektir. Bu olay ayrica kuflerin genetik farkliiklarimin da ortaya konmasim
kolaylastirmaktadir (Hankin and Anognostakis,1975). Ayni arastiricilar, yaptikian
calismada degisik gruplardan bazt kif kiltirlerinin proteaz ve amilaz enzimi dretme
yeteneklerini kalitatif olarak belirlemeye ¢alismuslardir. Yapilan calismada Aspergiiius,
Cladosporium, Mucor, Penicillium ve Trichoderma gruplanyla cahsilmistir. Bu

bakimdan bizim ¢alismamuzia 6nemii olgtide kiyasianabilir 6zelliktedir.

“4 Bulgular ve Tartigma” bolumiinde belirtildigi tizere; proteaz enzim iretme
yetenegi, 3. ve 7. gunlerde saptanan olgiim sonuclar kaydedilerek her iki ol¢iimin
aritmetik ortalamasi alinmak suretiyle bulunmustur. Ancak Cizelge 4.17e gore; Gglncu
gun sonuglart baz alindiginda, enzim tretimi en fazia olan suslar 7mm’lik difuzyon
olusumu ile 568eZ ve 142a23 Cladosporium herbarum, 970a2 C.macrocarpum, 89d
Mucor hiemalis olurken, bazi suslarm 3.giin sonunda hi¢ enzim dretmedikieri

gozlenmistir. Bunlar; 1800al5 Alternaria aiternata, 999a3 Cladosporium herbarum,

1660al ve 1907a2 C.macrocarpum, 131a13 C.resinae, 1009a3, 1813a22, 92¢26,
1770a31, 1135a32, 1287a32 ve 1225al12 C.sphaerospermum, 88022 Curvularia

lunata, 154a4 ve 960al2 Epicoccum purpurascens, 38cl Monascus ruber, Mucor
racemosus grubuna ait tim izolatiar, Paecilomyces variotii grubunun tumi, 1341d5
Papularia sp., 1741a23, 1022a11, 298e7 ve 957a21 Phoma glomerata, 1159d7,
1647a3, 1892al12 ve 135d42 Ulaculodium chartarum, 129b13 ve 130b42 Verticillium

sp. dir.

Aym cizelgeden, yedinci gin sonuglart kendi arasinda degerlendirildiginde,
enzim Uretimi en fazla olan izolat 20 mm diftizyon derinligi ile 328c21 Curvuiaria
orechstela’dir. 7. giniin sonunda hi¢ enzim Gretmeyen suglar ise; 1009a3 ve 1135a32

sug nolu Cladosporium sphaerospermum, 88b22 sus nolu Curvuiaria lunata, 2941



W)
(S

sus nolu Mucor racemosus, Paecilomyces variotii tirlerimn tim suslar,, 1341d5 sus

nolu Papularia sp., 957a21 sus nolu Phoma glomerata’dir.

i d

3 ve 7.gun sonuglarmn ortalamalan gozoninde bulunduruldugunda ise, enzimi
genel olarak en fazla uUreten suslar numaralarina gore; 328c21 Curvularia orechsteia
olmustur. Paecilomyces variotii, Papularia sp., 1009a3 ve 1135a32 Cladosporium
sphaerospermum, 88b22 Curvularia humata, 2941 nolu Mucor racemosus suslarinin
ise proteaz enzimini hi¢ Uretmedikieri saptanmustir. Bu genel degerlendirmeve gore
mevcut kif kultrier: proteaz enzimi tretme kabilivetinde olan izolatlarin oranit % 74
olarak belirlenmigtir. Geriye kalan %26°lik kismimn ise enzimi hi¢ turetmedigi ya da
kaydadeger bir sonu¢ vermedigi belirlenmistir. Meveut kif kiltarierinin proteaz
enzimi Gretme yetenekleri bakimindan toplu olarak genel degerlendirmesi sekil 4.1°de

verilmigtir.

Amilaz enzimi tiretme yeteneklert bakimindan da degeriendirildiginde, mevcut
katlerin % 2571 poztif (+) olarak tesbit edilmistir. Enzimi Uretme bakimindan stipheli

olarak goriilen ve enzimi hi¢ Giretmeyen kultiirier negatif (-) olarak degeriendirilmistir.
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Sekild.1. Mevcut kiiflerin proteaz enzimi iiretme veteneklerinin genel degerlendirmesi



34

Dominant cins ve tiirler kendi aralarinda ve her iki enzimatik aktivite yetenekleri
agisindan degerlendirildiginde ortaya ¢ikan tablo; proteaz enzimi iiretme yetenegi
agisindan  grafikler halinde Sekil 4.2°de gosterilmistir.  Amilaz  enzimi i.ifeﬁﬁé‘“n
yetenekleri ise; bir grafiklendirmeye gidilmeden tiirler diizeyinde degerlendirilip
tartigimigtir.

Alternaria alternata tirinde mevcut 20 sus incelenmistir. Bu tiirde amilaz
enzimi Uretme yetenegi genel olarak negatif bulunmus, ancak 1270d, 366¢4 ve
1741al4 suslan pozitif ozellikte degerlendirilmigtir. Proteaz enzimi tiretme yetenegi
bakimindan ise; tim suslar pozitif olarak degerlendirilmigtir. Yalnizca 1800al5 susu
enzimi ¢ok az urettigi igin negatif olarak kabul edilmigtir.Bu cinse ait proteaz aktivite
sonuglarinin irdelenmesi Sekil 4.2/a’da verilmistir. Sekil 4.2/a’ya gore; A.alternata
suglarimin genel olarak 7.giinde aktif proteaz iireticileri olduklar, ancak 3.giinde bile
pek ¢ogunun referans simir deger olan 4mm’nin Ustiinde berraklik derinligi verdikleri
saptanmigtir. Matsubara and Feder (1971), Alternaria cinsinden A.tenuissuma’mn
kultiir ortaminda en az ii¢ farklh proteazin uretildigini ve bunlardan birinin optimum
pH’s1 2.8 olan bir asit proteaz oldugunu, ancak A.fenuissuma’mn alkali proteazlan da

urettigini bildirmiglerdir.

Cizelge:4.1’e gore; Cladosporium cladosporoides tirinde mevcut higbir sugun
amilaz enzimini Uretmedigi gorilmustir. Proteaz enzimi bakimindan ise; tiim
izolatlarin tretken oldugu gorilmiis ve hepsi pozitif (+) olarak degerlendirilmigtir

(Sekil 4.2/b). 110a13 nolu susun en uretken sus oldugu gozlenmistir.

Cizelge:4.1° den yapilan incelemede; Cladosporium herbarum tirinden 24
farkli susun amilaz enzimi iiretme yetenegi, tiimiinde negatif olarak saptanmigtir.
Proteaz enzimi iiretebilme yeteneklerine bakildiginda ise; tiim izolatlarin pozitif oldugu

yalmzca 999a3 susunun proteazi iiretmedigi gozlenmistir (Sekil 4.2/c).
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Cladosporium macrocarpum turiine ait mevcut 8 izolat amilaz enzmu uretme
yetenekleri bakimindan incelendiginde 1204d3 sus nolu izolatinin po:E i
verdigi; bunun digindaki tiim suglarin negatif oldugu goérilmiigtir (Clzelge:4.ri? 4“2”)“‘i |
Cizelge:4.3’e gore proteaz enzimi Uretme yetenekleri incelendiginde ise; 4 susun
negatif , 4 susun da pozitif oldugu gorilmustir. (Sekil 4.2/d). Aym tiire ait suglarda
enzim dretimi bakimindan bu oranda bir farkhhigin olmasi, farkh genetik

Ozelliklerinden kaynaklanabilecegini diigiindiirmektedir.

Elde edilen sonuglara gore, Cladosporium resinae turinde mevcut 8 kuf
sugunun amilaz enzimi liretme yetenegi; yalmzca 944d1 ve 1746a23 suslaninda pozitif,
diger suglarda negatif olarak tesbit edilmigtir. Proteaz enzimi iiretme yeteneklerinde

ise; mevcut izolatlarin timiinde pozitif degerleri verdigi gorilmigtur (Sekil 4.2/1).

Cizelge:4.1 ve 4.2°deki bulgulara goére; Cladosporium sphaerospermum tiiriine
ait 45 izolatin amilaz enzimi iiretme yetenekleri bakimindan incelendiginde; tim
suslarn negatif oOzellikte oldugu belirlenmigtir. Proteaz enzimi iliretim yetenegi
agisindan bu tirde, 1009a3, 1813a22, 92¢26, 1770a31, 1135a32, 1287a32 ve
1225212 no’lu suslann negatif, digerlerinin pozitif olduklan saptanmustir (Sekil 4.2/¢).

Hankin and Anagnostakis (1975) yaptiklan ¢aliymada, Cladosporium tirlerinde
amilaz Gretimini negatif ve proteaz uretimini pozitif olarak tesbit etmiglerdir. Bizim
caliymamizda ise; Cladosporium grubuna ait kiiltiirlerde kismen degisken durumlar
olmasina ragmen, benzer sonuglar elde edildigi de gérilmigtir. Bu cinse ait mevcut
bes tiirii kendi arasinda degerlendirdigimizde ise; Cladosporium resinae grubu proteaz
enzimi Uretim yetenegi agisindan en verimli tir olarak gosterilebilir. Amilaz enzimi
Uretim yetenegi acisindan ise; mevcut beg tirin de ¢ok verimsiz olduklan

gozlenmigtir.

Curvularia geniculata tirinde mevcut 4 izolatin tiimiinin amilaz enzimi liretme
kabiliyeti agisindan negatif, proteaz enzimi tretme agisindan da pozitif degerler verdigi
ve oOzellikle ii¢ susun da oldukga yiiksek verimlilikte oldugu belirlenmigtir (Sekil
4.2/g).
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Epicoccum purpurascens’te mevecut 3 susun amilaz enzimini retme yetenegi

negatif, proteaz enzimi iretme yetenedi ise, 1682a4 nolu sugunda ppsz, .,digef -

ikisinde ise negatif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2/h).

Voot
Pl
ey

Ug izolat1 bulunan Mucor hiemalis’ te amilaz iiretme yetenedi, 88e3 nolu
susunda negatif, diger iki susta pozitif olarak bulunmugtur. Proteaz liretme yetenegi

ise; 883 nolu susunda pozitif, digerlerinde negatiftir ($ekil 4.2/1).

Mucor racemosus grubunda mevcut 28 sus amilaz enzimi iiretme yetenekleri
bakimindan degerlendirildiginde; 7 izolatin negatif sonug verdigi (231, 2941, 2464,
2257, 1793, 3472, 7121 nolu suglar) diger izolatlann ise; pozitif oldugu saptanmugtir.
Proteaz enzimi liretme yetenekleri degerlendirildiginde ise; mevcut tiim M.racemosus

suglarinin negatif (derinlik<4mm) oldugu gérulmustir (Sekil:4.2/).

Hankin and Antagonistakis (1975) yaptiklan benzer ¢alismada Mucor tirlerine
ait kultiirlerin proteaz enzimi tiretme yeteneklerinin pozitif oldugunu bildirmislerdir.
Yine bagka bir kaynakta da Mucor spp’nin proteaz iretimi bakimindan pozitif oldugu
bildirilmigtir (Topal, 1985). Aym zamanda her iki kaynakta oldugu gibi pek ¢ok
calismada da, Mucor proteazlarninin, asit proteazlar grubundan oldugu ve pH 3-3.5
arasinda aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Mucor hiemalis’ten elde edilen bir asit
proteazin optimum pH’st 3-3.5 olarak rapor edilmigtir. Ayrica enzimin miselyuma
gevsek baglarla baglanmis oldugu ve 0.5M NaCl ile bu baglarin ayrilabilecegi de ifade
edilmigtir (Matsubara and Feder, 1971).

Calismamizda Mucor racemosus’a ait susglann timiinde proteaz aktivitesinin
negatif olarak belirlenmesi, kullanilan besi ortammin ve ya inkiibasyon sicakhigimn asit

proteaz iiretimini belirlemeye uygun olmayabilecegini diisindiirmektedir.

Paecilomyces fulvus tiirinden 5 susun amilaz enzimi iiretme yetenekleri, 1886a2
ve 1817a34 izolatlarinda pozitif, digerlerinde negatif olarak bulunmustur. Proteaz
enzimi iretme yetenekleri ise; tiimiinde pozitif olarak belirlenmistir (Sekil:4.2/k).
Ancak Paecilomyces fulvus’ta amilazi negatif olarak bildirilen 3 sugtan 2 tanesinin

durumunun aslinda siipheli degerlendirilebilen ozellikte oldugu dikkat gekicidir.



Vihinen and Mantsala (1989), Paecilomyces sp’e ait o.-amilazin, buyume
30°C, optimum pH’mm 4.0 ve optimum sicakhigmmn da 45°C olduiégw
uiretilebildigini bildirmislerdir.

Cizelge:4.1., 4.2. ve 4.3.”e gore, Paecilomyces variotii cinsine ait 3 farkh sus
amilaz enzimi {iretme yetenedi bakimindan incelendiginde, tiimiiniin pozitif oldugu;
proteaz enzimleri agisindan da hepsinin negatif oldugu belirlenmistir. Paecilomyces
variotii’nin, ¢esitli kaynaklarda asit proteaz urettigi ayrica; bu kiften asit proteazin,
Sawada tarafindan 1964 yiinda kristal formda elde edildigi Vihinen and Mantsala
tarafindan bildirilmigtir. Enzimin pH 3-6 arasinda ve 40°C’de stabil oldugu da
bildirilmigtir. Ayrica yapilan farkh bir ¢aligmada; Paecilomyces sp’nin amilaz enzimi
tiretimi igin bitytime sicakh@i 30°C, optimum pH 4.0, optimum biyiime sicakligh 45°C,
pH stabilitesinin 4.0-9.0 oldugu da aym arastiricilar tarafindan belirtilmigtir.

Phialophora fastigiata tirine ait iki susun, amilaz enzimi Uretimi bakimindan
negatif, proteaz enzimi tiretimi bakimindan ise pozitif oldugu gozlenmigtir (Sekil:

4.2/1).

Phoma glomerata tiiriine ait 5 izolattan 1741a23 nolu sug amilaz enzimi Gretme
yetenegi bakimindan pozitif olarak degerlendirilmig, diSerlerinde negatif sonug
saptanmugtir. Proteaz enzimi agisindan ise, 1022all nolu susun pozitif, digerlerinin

negatif oldugu belirlenmigtir (Sekil: 4.2/m).

Scopulariopsis brevicaulis tirtine ait iki susun amilaz enzimi Uretme yetenegi
982a12 nolu susunda pozitif, 143b22 nolu susunda ise negatif olarak belirlenmigtir.
Proteaz enzimi iretme yetenegi dikkate alindiginda ise; her iki susun da pozitif
karakterde oldugu gézlenmigtir (Sekil 4.2/n).

Scopulariopsis candida tiriine ait 3 susun amilaz enzimi Gretme yetenekleri
incelendiginde; 110b21 nolu sugunun pozitif, digerlerinin negatif oldugu saptanmugtir.
Proteaz enzimi iiretim yetenegi dikkate alindifinda ise; her uglide pozitif degerler
vermigtir (Sekil: 4.2/p). Miyake ve ark., Scopulariopsis brevicaulis’in proteaz enzimi

tirettigini bildirmiglerdir. Ancak bu enzim siiflandinlamamgtir (Davies, 1963).
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Stemphylium lanigunosum tirine ait 3 susun amilaz ve protéé;-‘ enlz‘ivmleﬁ'ﬁ‘ &

uretme yetenekleri tiimiinde pozitif olarak belirlenmigtir (Sekil: 4.2/r).

Syncephalastrum racemosum turinin iki susu amilaz enzimi Uretme
yeteneginin, her ikisinde de negatif, proteaz enzimi iiretme yeteneginin ise; herikisinin

de pozitif karakterde oldugu gorilmugtir (Sekil: 4.2/s).

Trichoderma harzianum’a ait 5 sugun amilaz ve proteaz enzimlerini Uretme

yeteneklerinin pozitif oldugu belirlenmigtir (Sekil: 4.2/t).

Hankin and Anagnostakis (1975) yaptiklan ¢aliymada 7richoderma viride igin
Uretim yeteneginin proteaz negatif, amilaz pozitif olarak belirlemiglerdir. Caligmamiz
ise; Tricoderma harzianum ve T.viride tiirlerinin hem amilaz hem de proteaz liretme
yetenekleri pozitif olarak tesbit edilmigtir. Shaer (1981) ise; 7.viride’yi proteazlar i¢in
bir ticari Uretim kaynag: olarak gostermigtir. Yine aym kaynakta, 7.viride’nin ortama
chloramphenicol, polymyxin veya neomycin antibiyotikleri ilave edilerek proteaz

tiretiminin yikseltilebildigt bildirilmistir.

Trichoderma viride’de amilaz enzimi tretimi igin gelisme sicakh@ 29°C,

optimum pH 5.0-5.5 olarak bildirilmigtir (Vihinen and Mantsala ,1989).

Ulaclodium chartarum turine ait meveut 17 susun amilaz enzimi Uretme
yetenekleri 7103 nolu susunda pozitif, diger tiim suslarda negatif olarak bulunmustur.
Proteaz enzimi liretme yetenegi bakimindan incelendiginde ise; 135d42 nolu susu

diginda tiimiiniin pozitif oldugu belirlenmigtir (Sekil:4.2/u).

Verticillium cinsine ait mevcut iki susun amilaz enzimi Uretme yetenegi
agisindan 129613 nolu susun pozitif, digerinin ise, negatif oldugu tesbit edilmis,
proteaz enzimi liretme yetenegi agisindan her iki sugun da pozitif oldugu goéralmigtiir

(Sekil:4.2/v).

Calsmamizda Verticillium cinsine ait tlrlerin, amilaz Uretiminde negatif

karakterli olan sugun tiretme yetenegi (+/-) durumunda iken; sininin altinda oldugu igin



belirtilmistir.

Yapilan bir ¢ahigmada, Cladosporium resinae, Monascus kaoliang, Mucor
rouxianus, Paecilomyces variotii ve Trichoderma viride’nin amilaz enzimi olarak
glukoamilaz urettiklerine dair bilgi verilmektedir (Vihinen and Mantsala ,1989). Yine
ayn aragtiricilara gore;, pH araliginin enzimin aktifliginde 6nemli oldugu belirtilmistir.
Proteaz enziminin optimal aktivitesi i¢in pH araligi 4-5 olarak bildirilmigtir. Pepsin ya
da Tripsin gibi asit proteazlarn aktivitesi i¢in ise; optimal pH’in 2.5-3 civarinda olmasi
gerektigi de ilave edilmigtir (Davies,1963). Caligmamzda baz tiirlerde, literatiirlerden
elde edilen bilgilerin aksine proteaz enziminin negatif olarak bulunmasi yapilan
galigmamn kaltiirin enzimi tretebilmesi i¢in gerekli pH araliginda degisiklik yapilmasi
geregini dugiindiirmektedir. Ozellikle asit proteazlann birer kayna@ olarak gosterilen
kif tirlerinin ¢aligmamizda proteaz iireticisi olarak negatif olarak degerlendirilmig
olmasi, ilerki ¢aliymalarm bu yonlii devam ettirilmesinin yararli olabilecegini isaret
etmektedir.

Fungal a-amilazlarn 6zellikleri, bakteriyel kokenlilerle benzerlikler tagimaktadir.
Fungal a-amilazlar, bakteriyel olanlardan daha az termostabil olmakla birlikte daha
genis bir pH arahifina sahiptir. Bu nedenle Aspergillus enzimlerinin endiistriyel
uygulamalarda uzun bir siredir kullanilmakta oldugu bildirilmektedir. 4.oryzae nin
Taka-amilaz A enzimi engok galigilan enzimdir (Vihinen and Mantsala ,1989).

Topal (1982)’mm bildirdigi tGzere; mikrobiyal yolla enzim iiretimi, uygun sus
secimi ve mikroorganizmamn optimum gelisjme sartlan saglanabildigi siirece,
ekonomik bir uretim i¢in en uygun yoldur. Hayvansal ve bitkisel enzim iiretiminin
kasith olmasi ve mikrobiyal kaynakh enzimlerin gok gesitli olmasi da ayn bir avantaj
olarak gosterilmektedir. Bunlara ilave olarak, uygun sus ve ortamin dogru segilmesi,
uygun sicakhik ve pH sartlarninin saglanabilmesi gibi temel faktérlerin de bulunmasi
gerektigi bildirilmistir.



olarak ¢ok az miktarlarda tretilmesi halinde ticari olarak Uretimini pek mumkun 3

s

kilmamaktadir. Bunu 6nlemek amaciyla, rekombinant DNA teknolojisi Tq;]l la:

Oneme sahip enzimlerin kolleksiyonda korumaya almmug kifler tarafindan iiretilme
yeteneklerinin belirlenmesi daha sonraki galigmalara bir 1gik tutmasi agisindan son
derece faydali ve avantajli gorilmektedir. Ayrica yapilacak genetik mutasyonlarin, bir
on bilgisi olarak kuf kultiirlerinin amilaz ve proteaz iiretme yeteneklerini, kalitatif de
olsa birbirleriyle kargilagtirmali olarak belirlenebilmesi aragtincilar igin biiyiik

avantajlar getirecegi de esas alinnugtir.

Boylece elde edilen bilimsel verilerle hem zamandan tasarruf saglanmig olacak,
hem de soz konusu kiiflerin hangi enzimleri tretebildiklerine iligkin dokiimanlar
olusturularak ilerki galigmalara ekonomik katkilar saglayacaktir.

Genetik  mutasyonlar  kullamlarak  yapilacak  ilerki  ¢aligmalarda
mikroorganizmamn enzim iiretme yeteneginin arttinilmasina yonelik bulgularla dogal
olarak en verimli mikrobiyal kaynaklarin se¢cimi de birlikte yapildig1 taktirde
teknolojiye 6nemli hizmetler saglanacaktir. Caligmamiz da bu kapsamdaki kazammlar
i¢in bir baglangi¢ niteligindedir.
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