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OZET

3

Bu ¢aligmada Tdrkiye'nin tarimsal mikoflorasinin baskin i]yelerihaz:z
olan Penicillium spp. kalturlerinin proteaz ve amilaz Uretme yetenekleri
kalitatif olarak belirlenmistir. Bu amagla 41 ayn tiurde toplam 1006 adet
Penicillium spp. kaitdrt taranmugtir. Proteaz aktivitelerini belifemek igin “Derin
Kultirle Opasite Kapasitesi”, amilaz aktivitelerini belirlemek igin ise “Diffuzyon
ile Zon Kontroliy” teknikleri kullaniimigtr.

Aragtirma sonucunda incelenen Penicillium sp. kiltirerinden 773
adedi proteolitik ve 481 adedi ise amilolitik aktivite acisindan pozitif olarak
saptanmigtir. Incelenen kiltiirler arasinda amilolitik aktivitesi tartigilabilir (£)
olanlar 363 adet, negatif olanlar ise 162 adet olarak bulunmustur. Buna goére
taramast yapilan Penicillium kilttrlerinden %77’si proteaz, %48'i amilaz
Uretme yetenegine sahiptir.

incelenen Penicillium turlerinin ilgili enzimatik potansiyellerinin
belirlenmesi hem endistriyel hem de bilimsel alandaki c¢alismalara temel
olusturacak niteliktedir.



SUMMARY

In this research, qualitative screening of protease and amylase
producing- abilities of Penicillium sp. which is a dominant culture in Turkish
agricultural mycoflora were determined. For this reason 1006 Penicillium sp.
was screened. Methods used for enzyme determination cover “Opacity
Capacities in Deep Culture Technique” for protease, “Clear Zone in Diffusion
Technique” for amylase.

Totally 1006 Penicillium sp. were analysed for protease and amylase
activities. It was observed that 773 culture showed proteolytic activity, 481 of
them has positive amylolytic activity. Among all the cultures 363 of them have
moderate amylolytic activity, 162 of them doesn’t have any amylolytic activity.
According to these results 77% protease and 48% amylase producing
abilities were determined in 1006 mould culture. Determination of enzyme
producing potentials of Penicillium spp. will base on industrial and scientific
research areas.
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Glnumizin geligen teknolojisi ile bircok ydnden Onemli y;rar
saglamamizin yanisira, bunun getirdigi birgcok sorun ile dogal kaynakiar giin
gegtikce azalmaktadir. Bunun 6nemini bilen ve ¢ok iyi kavrayan bilim
adamlan alternatif potansiyel kaynaklar bulma g¢abasi icindedirier.

Bilindigi Gzere Turkiye, cografi konumu geredi 6nemli diizeylerdeki
biyolojik cesitlilije sahip bir (ilkedir ve ayni zamanda 6zgiin ekolojik kosullara
bagh olarak, florasi da &zeldirr. Bu kaynaklarimizin ekolojik dengeyi
bozmadan kullanim alanlarint gelistirerek daha da 6nem kazanmasini
saglayabilmek mimkindir. Bylece yapilan caligmalar hem kiitiirel hemde
ekonomik gelismemiz igin dnemli bir sonug olacaktir.

Ozellikle son zamanlarda artan bir hizla 8nem kazanan biyoteknoloji,
tim biyolojik zenginliklerden en Ust diizeyde yararlanabilmemiz icin pekgok
arastirmaya ortam hazirlayan bir bilim dahdir. Ayrica, biyoteknoloji var olan
teknolojilerin daha ucuza maledilmesi, daha kaliteli olmasi ve ayni zamanda
yasadigimiz ¢evreye zarar vermeden uygulanabilmesi icin de incelemeler
yapmaktadir.

q‘
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Biyoteknolojinin konularindan biri de enzim retimidir. Enzimler,
mikrobiyal hicrelerin primer metabolitlerinden olup kimyasal reaksiyonlarda
biyolojik katalizor olarak rol oynarlar. Enzim, kelime anlami ile; biyolojik
aktiviteye sahip ve kimyasal reaksiyonlar katalizleyen 06zel proteinlerdir.
Enzimler  canhi hicreler tarafindan &6zel biyolojik kosullarda sentez
edilmektedir, fakat aktivite géstermeleri icin mutlaka hiicre icinde bulunmalar
gerekmez (Gozikara, 1989). Enzim kullammi ¢ok eski tarihlere
dayanmaktadir. Hatta insanhik tarihinin baglangi¢ dénemlerinden bu yana
islevleri bilinmeden de kullanilmiglardir (Dagasan, 1997).



Bazi alkolli igeceklerin hammaddesi olan sekerin mgastad

Uretiminde kullanitan amilaz, peynir Uretiminde siti plhtllastlra"h.,% i
T T myp

mukozas! ve eti yumusatan papaya suyu, enzimlerin eski dénemlerden Befie=

kullanimlarina sadece birkag 6rnektir. Pankreas, mide mukozasi, malt ve
papaya meyvesi gibi hayvansal veya bitkisel kaynaklardan elde edilen cesitli
enzimatik- Grtinler; tekstil, deri, gida, alkolll icecek ve diger endistrilerde
kullaniimaya baglanmigtir. Biyokatalitk enzimlerin kesfi ve iglevlerinin
saptanmasindan sonra benzer sonuglari veren daha iyi, daha ucuz ve daha
elverigli enzim kaynaklari aranmaya baglanmigtir. Bir yandan enzimlerin
endlstriyel Gretiminde kaydedilen geligmeler ve sirekli olarak iyilestirilen
yontemler, dijer yandan enzimatik yéntem ve uygulamalarin daha iyi kavranip
kontrol edilmesi ¢ok sayida enzimin kullanima sunulmasina ve ticari
aretimlere yol agmistir. Enzimler bitkisel ve hayvansal kaynaklarin yaninda
cesitli mikroorganizmalardan da Uretilebilmektedir. Teknik ve ekonomik
avantajlari nedeniyle mikrobiyal enziﬁlerin énemi gittikce artmaktadir. Yiiksek
yapili bitki ve hayvan hiicreleri ézel fonksiyonlara hizmet eder ve bu 6zel
fonksiyonlari kapsayan reaksiyonlari katalizlemesi igin gerekli.olan enzimleri
tretirler. Mikrobiyal hiucreler ise metabolizmasi igin gerekli olan ¢ok sayida
enzimi Uretebilirler. Mikrobiyal hicrelerin 2500'den fazla farkli enzimi
Uretebilecek kapasiteye sahip olduklart c¢esiti aragtirmalarla ortaya
konulmustur (Underkofler,1976).

Hayvansal ve bitkisel kaynaklar, birgok farkh kullanim alanlari oldugu
icin zamanla sinirh kalmaktadir. Hem hayvansal hemde bitkisel kaynaklar
mevsimsel! (retime sahiptir. Cevresel sartlar kopya edilemediginden sonugta
elde edilen enzimlerin kalitesi birbirinden farkli olmaktadir. Buna karsin
mikrobiyal kaynaklar, sinirsiz kaynaklardir. Mikroorganizmalar c¢ok hizli
gogalirlar ve gelisimleri sirasinda kisith miktardaki kaynaklarla yagamlarini
strdurebilirer; diger bir ifadeyle ekonomiktir. Mikrobiyal yolla enzim Gretimi
kullanilabilir toprak alani, is gich, iklim, mevsim sartlari v.b. birtakim
kisitlayic1 faktorlere bagh degildir. Uygun sus secimi ve kullanilan
mikroorganizmalarin optimum gelisme sartlar saglandi§i siirece standart ve



1976, Topal, 1982; 1988).

Bu mikrobiyal kaynakiar arasinda kifler de énemli bir yere sahiptirler.
Kufler; primer metabolitlerinden olan enzimleri ile endlstriyel agidan énemlii bir
kaynak olabilmektedirler. Birgok mikroorganizma gruplarinda oldugu gibi,
kiflerde de yetenekleri mevcut olanlar igin kontrolli kosullar yaratildiinda
primer metabolitlerinin Uretimi tegvik edilebilmektedir. Filamentli kufler;
saprofit veya patojen tirleriyle dnemli zararlara neden olabilmeleri yaninda
geri kazanimh ekosistemde ¢ok etkin rollere sahiptirler. Primer metabolizma
drinleri hem anabolik hem de katabolik biyokimyasal reaksiyonlan
kapsamaktadir (Topal ve ark., 1998).

Dinya genelinde mevcut endiistriyel enzim pazan 1.4 milyar Amerikan
Dolan dolayindaki tutarla endistride egemen iken, yilda %10’un UGzerinde
paiar agr artist ve %4-5 dolayinda satis artisl ile yaygin tiketim
alanlanndandir. Gida, ve deterjan endustrileri endUstriyel enzim Gretiminin
%75'ini kullanmaktadirlar (Cowan, 1995, Topal ve ark., 1998). Enzim
kullanimi agisindan gida endistrisi tek bagina %50’lik bir paya sahiptir. Gida
endustrisinde ve diger alanlarda yaygin olarak kullanilan enzimlerden proteaz;
uniu Grunler, et, peynir, deterjan, bira, deri endustrileri ve tipta teghis ve
tedavide kullamimaktadir. Amilaz ise biraciik ve damitik icki Uretiminde,
tekstil endistrisinde, unlu Grinlerde (ekmekgilik) ve nisasta endistrisi gibi
alanlarda kullaniimaktadir (Eskin et al, 1971, James and Simpson, 1996,
Topal ve ark., 1998).

Endistriyel enzim pazarinin yarisi Avrupa Toplulugu Ulkelerinin
elindedir. ABD ve Japonya pazardan yaklagik %15'erlik pay almakta, kalan
%20'lik pay da gesitli Glkelerdeki kiglk ureticiler tarafindan paylagilmaktadir
(Batum, 1997a).

Bilinen enzim tirlerinin sayilarinin binlerle ifade edilmesine karsin;
endistriyel  kullanim, dolayisiyla lretim 50’'den az enzim turini



kapsamaktadir.

sellilaz gibi) almaktadir. Endistriyel hidrolazlar icinde en fazla paya séh|p}a +
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olan, %591a proteaz enzimidir. lkinci sirada ise iginde amilaziann da
bulundugu karbohidrazlar %28 paya sahiptir. %13'lik pay ise lipaz ve diger
enzimleri kapsar (Godfrey and Reichelt, 1983, Loffler, 1986). Kullanilan
mikroorganizma tirleri de, yasal otoritelerin halk saghgini koruyucu
diizenlemelerine parale! olarak, 6zellikle gida endistrisi enzimlerinde son
derece kisith kalmaktaydi. Gen mihendislifinin endistriyel enzimolojiye
uygulanmaya baglanmasiyla mikroorganizmalaria gesitli tir enzimlerin retimi
giderek yayginlagsmaktadir. Bdylece daha oOnce fermantasyonu sakincali
gorilen veya ekonomik olmayan bazi tlrlerin ve hatta memelilerin genleri
klonlanarak yeni proseslerin yayginlagmasi saglanmigtir (Batum, 1997a).

Bu caligmada Turkiye'nin mikoflorasinin baskin Uyelerinden biri olan
filamentli kiflerden Penicillium tirlerinden pekgok alanda yararlanma olasihigi
gbzonine alinarak, primer metabolitierinden olan amilaz ve proteaz agisindan
taranmast yapilmig, elde edilecek sonuglarin endistriyel uygulamalar ve diger
bilimsel aragtirmalar igin temel olugturmasi hedeflenmigtir. Caligma kapsamii
bir aragtirma olan Tirkiye mikoflorasinin enzimatik aktivitelerinin belirlenmesi
projesinin (Topal ve ark., 1998), bir kismini kapsamaktadir.
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2. KONU ILE ILGILI YAYINLAR VE GALISMAL

2.1. Genel Bilgiler

Enzimler, canli hicreler tarafindan sentezlenen protein yapisinda olan
ve biyolojik aktiviteye sahip katalizdrlerdir. Enzimler diger katalizérlerden farkh
olarak 3 dnemli 6zellige sahiptir (Kazan, 1997, Gézikara, 1989):

1) Enzimler hizh ¢alismaktadir (Bazi enzimlerin bir dakikada
milyonlarca molekili etkiledigi bilinmektedir).

2) Enzimler 6zgiin reaksiyonlar katalize ederler: Her enzim ancak
belirli bir reaksiyonu segerek katalize etmektedir. Diger katalizdrlerin gogunun
cesitli kimyasal reaksiyonlarda gbrev yapmalarina karsin, enzimler genellikle
bir tek spesifik reaksiyonu katalize etmektedir. lleri derecede substrat
spesifikligi, istenmeyen yan UrUnlerin olusumunu engeliemekte ve cevre
sorunu da en aza indirgenmektedir.

3) Enzimler biyokim.yasal reaksiyonlari az enerji ile ve digik sicaklikia
katalizlemeyi basarirlar: Normal laboratuvar kosullarinda ¢ok yiksek
sicakliklarda ve fazla enerji harcanmasini gerektiren bircok kimyasal
reaksiyon, enzimler sayesinde daha az enerji ile ve hatta viicut isisinda
katalizienebilirler. Enzimler, inorganik kataliz6rlere oranla aktivasyon enerijisini
daha etkin bir sekilde digturmektedirler.

Enzim alaninda yapilan ilk g¢alismalar sindirim enzimleri ile ilgili olup
1760 ile 1825 yillari arasini kapsamaktadir. 19. yOzyihn baglarina kadar
fermantasyonla  alkol  Gretimi gibi bazi  yéntemlerin  yasayan
mikroorganizmalarin faaliyeti sonucu oldugu disinilmekteyken, 1833 yilinda
sekeri pargalayan aktif bir madde kismen izole edilmis ve diastaz (gincel



sirmustir. 1878 yilinda Kuhne ferment kelimesi yerine enzim kelimesinin

kullanilmasini énermis ve kabul gérmistor (Kazan, 1997).

Enzimler hakkindaki bilgiler eskilere dayanmakla birlikte, mikrobiyal
yolla Uretimleri yakin gegmigte 6nem kazanmigtir. Yasayan hicrelerden aktif
enzimin ayrilabilecedi ilk kez 1897'de Buchner tarafindan gésterilmis ve
mayanin alkol fermantasyonunun baslangicinda katiimas: yerine, yasayan
hiicre olmadan maya 6ziitinden yararlaniimigtir. Yine kiif enzimlerinin ilkk kez
tican kullanimiart 20. yizyilin basinda, bakteriyel enzimlerin kullanimi ise
1.Dilinya Savagi’ndan sonra olmustur (Topal, 1288).

2.1.1. Enzimlerin Siniflandinimas:

Enzimler siniflandinlirken temel olarak iki béliimde incelenirler .(Topal,
1985):

Endoenzimler (intraseliler Enzimler): Hicre iginde meydana gelen
enzimlerdir. Canli hﬂc;'ede hicre metabolizmas! igin gerekli gida
absorbsiyonunda ve transformasyonunda énemli roller oynarlar. Bu esnada
biylk &l¢ide hiicrede kullanilan enerji agida cikar.

Eksoenzimler (Ekstraselller Enzimler): Hicre tarafindan uretilip
digariya salgilanirlar. Bunlar hiicre duvarinin etrafindan bulundugu ortama
salgilanirlar ve ortamin protein, yag, karbonhidrat gibi organik maddelerini
pargalayarak hiicreden bagimsiz rol oynariar .
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Islevierine gére enzimler 6 gruba ayriimaktadir (KaZan
Goézitkara, 1989):
o Oksirediiktazlar (Oksidasyon/Rediiksiyonu katalizleyen)

o Transferaziar (Bir atom veya grubunu iki molekll arasinda traﬁ‘;%er
edenler.)

¢ Hidrolazlar (Hidroliz reaksiyonlarini katalizleyen)

o Liyazlar (Substratta bir grubun uzaklastinidigi reaksiyonlar
katalizleyen)

o izomerazlar (Izomerizasyon reaksiyonlar katalizleyen)

e ligazlar (Sentetazlar)

2.1.2. Enzim Kaynaklari

Enzim {retim kaynaklari;

1) Bitkisel ve Hayvansal K&kenli Olanlar: Bitkisel enzimlerden en fazla
bilinenleri proteolitik enzim olarak; bromelain, fisin, papain olup, tahillardan
elde edilen amilolitk enzimler ve &6zel turunggil enzimlerdir. Ticari olarak
uretilen baghca hayvansal enzimler pankreatin, pepsin, rennin, tripsin,
kimotripsin, katalaz ve lipa{azdnr (Reed, 1966, Godfrey and Reichelt, 1983).

-

2) Mikrobiyal Kokenli Olanlar: Uygun mikroorganizma ve suglarin
segimi ve iyi bir planlama ile ¢gok sayida enzim (retimi miimki{in olmaktadur.
Genellikle mikrobiyal enzimlerin atmosferik basingta, 3-9 gibi genig pH
araliginda, birgogunun da agirlikli olmak iizere 45-55 °C lerde (bir grubunda
25-90 °C arasinda) caligabilmesi bir avantajdir. Ayrica etki spesifikiigi
nedeniyle dogru kullanimda istenilen son Griniin hedeflenen dogrultuda elde
edilebilmesi, arzulanan énemli ézelliklerdendir. Yatirim masrafinin da nisbeten
digtk olmasi gibi Gstlnlikleriyle giiniimiizde pekgok mikrobiyal enzim Uretim
ve kullanimi gergekiestiriimektedir. Bu enzimler arasinda; takasidaz, amilaz,
invertaz, pektinaz, glikoz oksidaz, lipaz, klaritinaz, fosfodiesteraz, glikoz
izomeraz, laktaz, penisilinagilaz sayilabilmektedir (Topal, 1982; 1988).




Hayvansal ve bitkisel dokulardan izole edilen enzimierin fy
mikrobiyal kaynakli enzimlere 6mek vermek gerekirse (Kennedy, 18
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e Amilaz ve endo f-glukanaz arpa veya budday maltmdan
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saflagtinlirken, halen Bacillus ve Aspergillus turlerinden Uretilmekte ve bira,
damitik igki, unlu Urinler ve tekstil endistrisinde kullanilmaktadir.

o Bitki ve hayvan proteazi yerine Aspergillus ve Thermoactinomycetes
spp.den d{retilen proteazlar etin yumusatiimasi ve soguga dayanikh bira
yapiminda kullaniimaktadir.

o Pankreatik proteaz. yerine Aspergillus ve Bacillus spp. proteaz
deterjan yapimi ve derinin yumusatiimasinda kullaniimaktadir.

e Buzagidaki chymosin yerine Mucor renneti peynir igin
kullaniimaktadir (Kennedy, 1987, Topal 1982; 1985; 1988).

Prokaryotik ve Skaryotik mikroorganizmalardan segilmis turler énemli
bir enzim kaynad olarak kullaniimaktadir. Fakat mikroorganizmalardan elde
edilen enzimlerin gida endistrisinde kullanilabilmesi icin FDA (Food and Drug
Administriation - Gida ve ilag Yéneticileri) tarafindan belirlenen GRAS (normal
kosullarda glivenli kabut edilen) listesinde olmasi gerekir (Batum, 1997a).

Buraya kadar enzim Uretiminde mikroorganizmalarin kullanimina
yonelik bircok avantaja &eginilmistir. Ancak bir mikroorganizma tarafindan
uretilen farkl enzimlerin karigimi bazen bir dezavantaj da sayiimaktadir. Tek
spesifik enzim gerektiren cogu endustriyel captaki Uretim yontemlerinde
isteniimeyen yan etkilere yol agan disiik miktarda bagka enzimlerinde
mevcut olmasi kesinlikle bir dezavantajdir. Bu durumlarda istenilen enzim, zor
ve masrafli olan ydntemlerle saflastinimaktadir. Differansiyel deaktivasyon,
fraksiyonel ¢oktirme, kolon kromatografisi gibi enzim saflagtirma ySntemleri
biylk 6lclide kullanilir hale gelmigtir. Béylece enzim {reticisi istenilen
performans &zelliklerine sahip ticari amagla kullanmlan enzimleri elde
edebilmektedir (Underkofler, 1976).



Mikroorganizmalar  biyolojik  ¢esitlliJe  sahip oldi;);
konsantrasyonlari deneysel olarak veya genetik manupfésyoplaﬂa
artirilabilmektedir. Buna gére asagidaki érnekler verilebilmektedir (Kéﬁ'hédiéﬂ
1987).

e Buzagidan elde edilen “prokimosin®, E. coli ve Sacch. cerevisiae
tarafindan sentezlenebilmektedir.

e Fibrinolitk enzim olan “Urokinaz” normalde insan idrarinda
bulunurken, genetik manipulasyonlarla E.coli hiicresinden uretilebilmisgtir.

e Amilazlar ve endo p-glukonaziar arpa ve budday maltindan
saflagtinlirken, ginimizde Bacillus tirleri ve bircok farkli kif tarafindan
Uretilebilmektedir.

« Bitki ve hayvan proteazlari yine birgok kif tarafindan Uretilebilmekte
ve cesitli endlstriyel alanda kullaniimaktadir.

2.1.3. Proteazlar

Proteazlar endistriyel enzim pazannin 6nemli bir paymn
olusturmaktadir. Proteaziar; serin proteaz (alkali proteaz) (alkali pH),
metalloproteaz (nétr pH), sistein proteaz (asidik pH), aspartik proteaz (asidik
pH) olmak lizere dérde ayrilirlar (Fogarty, 1983, Priest, 1992).

Alkali Proteazlar (Serin Proteazlar)

Bu tip proteazlar birgcok bakteri tarafindan salgilanmaktadiriar. Bu
kigik enzimler en fazla pH 9-11 arasinda aktiftirler. Hayvansal enzimlerden
tripsin'e benzer. Alkali ortam seven basiller tarafindan salgilanan serin
proteazlar ginimizde yiuksek pH’li deterjan formilllerinde kullaniimaktadir
(Priest, 1992).

Metalloproteaziar
Az miktarda metal atomu icerirler. Notr pH'ya yakin ortamlarda bulunur.
Bunlarin i1stya dayaniklihg: serin proteazlara nazaran daha digiktur. Ca*ile



stabil hale gelir, maksimum aktivite pH 7-8, maksimum stabilitd is8 pH_7-9; &

&y

arasidir (Kennedy, 1987, Priest, 1992). %?

Sistein Proteaziar

Sistein proteaziarin aktif bélgesinde sistein bulunur ve bitki enzimi olan
papain bu grubun 6rnedidir. Bu enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan eldesi
oldukga azdir. Bu enzimlerin en uygun ¢aligma ortami nétr pH dolayindadir
(Priest, 1992, Fogarty, 1983).

Asit Proteazlar

Bu proteazlarin optimal pH’s1 2-5 araligindadir. Hayvansal enzimlerden
pepsin ve renin’e benzer. Asit proteaziarin izolasyonu igin en biyik kaynak
kiflerdir. Pepsin benzeri asit proteaz dogal olarak Aspergillus, Paecylomyces,
Rhizopus, Penicillium ve Trametes gibi kiflerce sentezlenmektedir. Rennin
benzeri asit proteazlar, pepsin benzeri asit proteaziar ile optimum pH’lan,
stabilizasyonu ve inhibitdrlere kargl hassasiyetleri gibi birden fazla ortak
6zelligi paylasirtar. Asit proteazlarin rennin benzeri aktivitesi Endothia
parasitica, Mucor pusillus, Bacillus cereus, Aspergillus candidus ve
Basidiomycetes fulva gibi c¢esitli mikroorganizmalardan elde edilmektedir
(Matsubara and Feder, 1971, Kennedy, 1987).

«

-

2.1.3.1. Proteaziarin Uretiminde Kullanilan Kaynaklar ve
Uygulama Alanlari

Proteaz, gida ve bununla baglantili endustriler igin gittikge artan bir
Oneme sahiptir ve buniarin elde edilebilirli§i rekombinant DNA teknolojisinin
kullaniimastyla gittikge artmigtir.

Ticari olarak proteaz (retiminde kullamlan baslica kiltarler: Bacillus
sp., E.coli, Pseudomonas sp., Mycobacterium sp., Streptomyces sp., Candida
sp., Staphylococus sp., Clostridium sp., Rhizopus sp., Endothia parasitica,




Mucor sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Paecylomyces sp. ve P}asm@dﬂ'?nﬁ’«
sp.dir (Fogarty, 1983). b 5

FDA tarafindan yenilebilen bitki ve hayvan dokularindan ve B.subtilis,
A.oryzae, A.niger, S.cerevisiae ve Kluyveromyces fragilis tarafindan uretilen
proteazlaf kullanima uygun bulunmustur. Bunlarin digindaki kaynaklardan
uretilen proteazlar gida katkisi olarak kullanilmadan énce toksik olup olmadigt
belifrenmelidir. Diger mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimlerin
gidalarda kullanimi igin listenin FDA tarafindan siirekli genigletilmekte oldugu
gbzlenmektedir. Bunlardan bazisi; P.roquoferti, P.caserilium, M.miechi,
M.pusillus, E.parasitica, B.liquiformis ve B.cereus'dur (Loffler, 1986).

Yiksek alkalik toleransl serin proteaziar yeni yeni deri endistrisinde
kullaniimaya baslanmigtir. Sigir derisinden killanin aynimast igin geleneksel
olarak silfit ve sénmis kire¢ kullaniimaktadir. Enzim yardimi ile kil giderme
igléminde alkali proteazlar kiregle beraber kullanilirlar. Bdylece toksik olan
silfit kullanimi énlenmis olur (Priest, 1992). Deriye uygulanan ikinci iglem ise
kiindan arindirildiktan sonra derinin yumusatiimasidir. Bu iglem icin genel
olarak pankreas salgilart kullaniimaktadir. Ancak alkali proteaziar hayvansal
salgilara gore deriyi daha ¢abuk yumusatiriar (Priest, 1992, Batum, 1997b).
Ayrica serin (alkali) proteazlar biracilikta biranin sogutulmasi igleminden
sonra meydana gelen “Protein Sisi’nin ortadan kaldirimasi ve etlerin
yumusatiimasi iglemlerinde de kullanilir. Her iki uygulamada da Grindn
bozulmasini engellemek i¢in enzime Ozellikle gereksinim duyulmaktadir
(Kennedy, 1987). Tipik bir et yumusgatma karigimi %2 ticari papain veya %5
kif kokenli proteaz, %15 dekstroz, %2 monosodyum glutamat ve tuz
icermektedir (Underkofler, 1976).

Bakteriyel alkali proteaziarinin en biyiik uygulama alani son yillarda
blylk deterjan (Greticileri tarafindan etkin madde olarak camagir
deterjaniarina dahil edilmesidir. Proteolitik enzimler yillardir kuru temizlemede,
sit, yumurta, kan gibi proteince zengin lekelere karsi etkin madde olarak



kullaniimiglardir. Enzimatik etki sonucu kirler, kuru temizlemede*-w

solventlerin yapti§i gibi kolayca ¢dzilebilen bilegikiere parg:alanmaktaduj
(Underkofler, 1976).

Metalloproteazlar ekmekcilikte kullaniimaktadiriar. Y{ksek miktarda
bugday pfoteini (gluten) iceren hamuriarin mekanik olarak iglenmesi ve arzu
edilen kabarmanin (hacim artisinin) eldesi olduk¢a zordur. Bu nedenle
proteazlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle biskiivi ve kraker yapiminda
distk gluten iceren unlar tercih edilmeye galigilmakta, ancak bunun yeterli
olmadi§! durumlarda proteaz tipi enzimlerle bu ihtiya¢ giderilebilmektedir. Bu
enzimler ekmegin besin degerini etkilemeden, unun yapisinda bulunan gluteni
hidroliz etmekte ve hamurun kolay iglenebilirligini saglamaktadirlar (Godfrey
and Reichelt, 1983, Dagasan, 1997).. Ayrica biracilikta fermantasyon islemi
sirasinda azot miktarint artirmada da kullaniimaktadiriar. Yine balik yemi
islemede de yararlaniimaktadir.

Asit proteazlar en ¢ok peynir endistrisinde kullamimaktadir. Peynir
Gretiminde genellikle kullaniimakta olan asit proteazlardan rennin heniiz sit
emme caginda bulunan gevig getiren hayvanlarin dérdincii midesi olan
sirdenden 6z(tleme yolu ile elde edilen bir maddedir. 1960’ yillarda ABD'de
yaganan dana renninin "kithgi, yerine kullanilabilecek enzimatik madde
arayigina yol acgmistir., Bu nedenlerle renninin mikrobiyal yolla eldesi
aragtinlmig, sonucunda da Mucor miechei, Mucor pusillus ve Endothia
parasitica’dan elde edilmesi gergeklestiriimistir (Fogarty, 1983, Topal, 1982;
1985, Priest, 1992).

2.1.4. Amilazlar

Amilolitik enzimler kif ve bakterilerce dogal olarak sentezlenebilir.
Amilaza, amiloz ve amilopektindeki a-(1.4) glukosidik baglari hidroliz ettigi igin
bu isim verilmistir (Kennedy, 1987, Gdzikara, 1989).

;
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baglarini hidrolize eder (Smlth and Berry, 1975, Dubois, 1980, Cczukara; ‘
1989).

Do§ada ¢ok yaygin olan a-amilazlar hayvan, bitki, kiif ve bakteri gibi
kaynaklardan elde edilmektedir. Optimum pH'st 5-7 arasindadir. Farkh
kaynaklardan elde edilen a-amilaz tirlerinin sicakliga karsi dayantkliliklan
farkh olup, hidroliz derecesinde de ¢ok farkli sonuglari vermektedirier.
Ornegin bakteri kaynakli a-amilaz, 80°C’den daha yiiksek sicakliklarda bile
aktivitesini kaybetmezken, kif kokenli a-amilaz 60°C’'de ¢ok hizla inaktive
olmaktadir (Cowan, 1995). Fungal enzimler genelde diigik pH optimumuna
sahiptirler. Bakterilerinkinden farkh ‘olarak, fungal enzimler glikoprotein
yapisindadirlar (Priest, 1992). Fungal a-amilaziar dusik sl stabiliteye
sahiptir. 20 °C civarinda denatire olurlar. lik ticari mikrobiyal a-amilaz Gretimi
A. oryzae ile olmustur (Kennedy, 1987).

Glukoamilaz (Amiloglukosidaz): Bu enzim amilopektin, amiloz ve
glikojendeki a-(1.4) baglarini hidroliziemekte, sonucunda da $-glukoz serbest
kalmaktadir. Glukoamilaz; o-(1.6), a-(1.3) ve daha yavas da olsa a-(1.4)
baglarini hidrolize edip, nisastayr tamamen glikoza ddnistirebilmektedir
(Cowan, 1995).

Bazi bakterilerinde glukoamilaz sentezlemelerine ragmen, endistriyel
enzimlerin yaygin Uretimi Aspergillus ve Rhizopus tirlerinden yapilmaktadir.
Diger fungal amilazlar gibi termostabildir (Optimum sicaklik 60°C), disik
pH'da (4.5-5 aras) aktiftir ve yaklagik %5-20 karbonhidrat iceren glikoprotein
yapidadir (Kennedy, 1987, Priest, 1992).

B-amilaz: B-amilaz daha ¢ok yilksek bitkiler tarafindan Uretilen bir
sekerlegtirici enzim olup, nigasta molekil zincirlerinin indirgeyici olmayan



(Priest, 1992, Smith and Berry, 1975, Cowan, 1995). ;;:;?;;,;;

2.1.4.1. Kullanim Alanlar:

a-amilaz ve glukoamilaz enzimleri endistriyel baglamda nigastadan
seker veya oligosakkarit eldesinde kullanilir. En énemli uygulama alantar
arasinda fermantasyon, ekmék {iretimi olmak iizere cesitli gida endustrisinde,
kagit ve tekstil kaplamasinda kullanilan modifiye nigasta Uretimi, tekstil
Griinlerinin nigasta atiklarindan arindinimasi ve sindirim sistemini destekleyen
ilaglarin Uretimi sayilabilir. Endistriyel kullanim alanlart incelendiginde
asadidaki bilgilere ulagiimaktadir (Smith and Berry, 1975, Kristiansen and
Bu'Lock, 1980, Priest, 1992): '

¢ Ekmek Yapimi Alaninda: Undaki pargalanmis nigasta grandllerinin
enzimatik hidroliziyle, maya fermantasyonu igin gerekli sekerin olusumu
ekmek yapiminda énem tasimaktadir. Bugday unu ve malta eklenen a-amilaz
nisastanin dekstrine ¢evirilmesini saglar. Un yetersiz miktarda endojen amilaz
icerdiginde dogrudan un ile birlikte ffmgal a-amilazin da eklenmesi gerekir. a-
amilaz dogrudan una ilave edilmekte ve unun yapisinda bulunan nisastadan
maltozun Gretimini saglamaktadir. Uretilen maltoz, fermantasyon sirasinda
maya hiicrelerinin ihtiyaci olan karbon gereksinimlerini kargilamakta, ayrica
nigastanin yapisal degisiminden kaynaklanan ekmegin bayatlamasi
gecikmektedir (Smith and Berry, 1975, Dubois, 1980, West, 1988, Dagasan,
1997).

Nitekim, ekmegin kabarmasida yeterli a ve B-amilaz aktivitesine
badlidir. Bugday ununun a-amilazi hasat zamanindaki iklim degisikliklerine
gobre degisim gosterir. Hasat bazi bugday tohumlarinin filizienmesinden ve a-
amilaz aktivitesinin énemli bir diclide ylkselmesinden itibaren yapilir. Fungal



aktivitelerini surdarirler (Smith and Berry, 1975).

« Bira ve Alkollii icki Uretimi Alaninda: Geleneksel yéntemlerle maya
ile sekerin alkole dbnisimi tahil nigastasindan bagimsizdir. Bu arpa
maltindaki a-amilaz ve p-amilazin hareketi ile olusur. Pratikte fungal enzimler
cok fazla kullaniimamaktadir. Glukoamilaz bira yapiminda ve damitmada
hammaddelerin fermantasyonunun saglanmasinda kullanilir. Bdylece tonlarca
ariin elde edilir (Kennedy, 1987).

o Surup Uretimi Alaninda: Sekerlestirici o-amilaz ve glukoamilaz
nigastadan surup (glikoz, maltoz, maitotrioz, fruktoz v.b. suruplarin)
Uretiminde kullanihirlar (Kristiansen and Bu’Lock, 1980).

» Tekstil Endistrisinde; Ozellikle bakteriyel amilaz, ¢iriglenmis
nisastay! kisa sire iginde suda eriyebilen dekstrinlere gevirebilme 6zelliginden
dolayi, yaklasik 70-80 yildir pamukiu dokuma endistrisinde kullaniimaktadir.
Pamuklu iplikierin dokuma sirasinda kopmalarini énlemek igin nisasta igerikli
bir banyodan gegirilip, kurutularak saglamlastiriir. Dokuma isleminden sonra
ham bezi hidrofile etmek, boya ve apre gibi islemlere hazirlamak igin bu
nisasta kolasinin alinmasi gereklidir. “Hasil sékme” denen bu iglem, beze
zarar vermeden en kolay sekilde amilaz enzimi kullanilarak yapiimaktadir
(Batum, 1997b, Priest, 1992).

o Deterjan Sektériinde; Amilaz enzimlerinin lekeli camasir veya
kaplarin temizlenmesinde deterjan katkisi olarak kullanimi son vyillarda
giderek artmigtir (Priest, 1992).
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saf test kiltirleri secilmektedir. Bu segimde, potansiyel su§1a?_
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alinmakta ve Uretime yonelik temel basamaklar izlenmektedir. I%ﬁtréﬂ%‘i"“ﬂ
ortamlarda, aseptik ve hijyenik calisma esastir. Amaca gére saflagtirma
ybntemleri uygulanabilir bdylece mikrobiyal enzim Uretimi gergeklestiriimis olur
(Underkofler, 1976).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda TUBITAK MAM Gida Bilimi ve Teknolojisi
Arastirma Enstitisti (GBTAE)'ndeki Tirkiye'nin tarimsal mikoflorasindan,

Dog¢. Dr. Seminur TOPAL tarafindan olusturuimug kif kolleksiyonundaki
(Topal 1984; 1989; 1998) 11006 adet Penicillium cinsi saf kUf koltlrieri
kullanilmistir. Bu kiiltiirler 1980Q’li yillarda TOBITAK MAM Gida Béliminde
gerceklestirilmis olan, NATO destekii “Gidalarda Kufler ve Mikotoksinler’
projesi kapsaminda Tarkiye’'nin 9 tarimsal bélgesinden tahil, tahil Ortnleri ve

diger cesitli gidalardan izole edilmis ve koruma altina alinmig olan 41 farkli
trdeki Penicillium kiltarleridir (Topal 1989; 1996; 1997). Kullanilan kilturiere
ait tiirler ve sug numaralan agagida verilmistir.

KUF TURU

SU$ NUMARASI

Penicillium aurantiogriseum
(P.ver.var. cyclopium)

3141, 88b33, 3123, 6122, 282, 23c, 3571,
1884a24, 1060d1, 957a22, 1751a24,
1913a12, 114a11, 1744a12, 1763a2,
1285d6, 129¢4, 923, 148c11, 5145, 260d1,
1924d7, 233, 1154, 1924d2, 1883d3,
1909d3, 17556d2, 1469d1, 141b13, 114e8,
1133d2, 132c24, 1906d2, 3961, 1918d2,
1754a4, 6125, 1884a1, 4282, 2341, 483,
1017d5, 1781a31, 567c2, 3174, 274b3,
1771a42, 145e5, 144c11, 140b41, 2581,
1910a11, 1915d1, 89a32, 1890d2, 88f1,
1758a1, 1773a22, 1923d2, 88a35, 381c15,
182, 1641d4, 1971, 2461, 83c21, 1160d2,
1806a11, 1045d2, 115d4, 1872, 6153,
7154, 1671, 1563, 283, 1764a12, 519d5,



KOF TURU

Penicillium aurantiogriseumn
(P.ver.var. cyclopium) (devam)

P. bilalii
P. brevicompactum

P. camembertii
P. chrysogenum

4721, 2251, 178746, 261b42ﬂf3 aih
192506, 152d3, 1750823, 481! 1§fc32=
2093, 1435a14, 1922a24, 4089, 182¢31,
153c17, 114b12, 1131, 1373d2, 298c15,
2502, 2094, 136c42, 1112, 1023, 1168d3,
1021, 1912a12, 1911a2, 31b13=ef,
1305a21, 84b31, 1743a24, 1431, 3751,
1972, 6127, 14762, 1775d6, 1912a12,
1790a1, 4452, 242b21, 7156, 4161, 4641,
6141, 38e4, 130c4, 1384d3, 16516, 38a13,
4156, 9132, 4392, 1241, 799, 8134,
1041d4, 1776d6, 1251, 1166d2, 2261,
1874, 4184, 4995, 1894a14, 2883, 967a,
4391

915a12

718b43, 147c31, 1285d7, 1059a24,
1751a21, 33c12, 1009a41, 1753242, 4291,
4361, 1766a32, 130c24, 1758a32, 141c43,
298c22, 1244a2, 1664223, 927a11, 89b33,
1791212, 1759224, 131a31, 1061d1,
918a11, 144a21, 1796a21, 7509, 1793a11,
1799a3, 1767a12, 1435a21, 1750a22,
217a13, 569d3, 1373a11, 129c3, 916a12,
1757a11, 143c42, 1753a3, 146a31

5661, 116b25 ,

1812a32, 1649d3, 268b11, 1215a41,
1345d1, 1676a13, 32b11=el, 274d2,
1445d1, 92c23, 280a13, 1891a31, 1541,
4451, 894, 8132, 2344, 1434a11, 1911a12,
4362, 1914a11, 916a11, 1909d1, 178024,
1004d7, 484, 137b47, 1715d8, 131b22,
1925d2, 182b22, 3173, 3832, 1013d2,




KOF TURD SUS NUMARASI

P. chrysogenum (devam) 1741a15, 31201, 98103, 1231d2217p43, -
94c21, 81a34, 33d4, 1061d3, 568127
9133, 1785235, 4993, 1672d1, B88b31,
89c3, 280a14, 82d1, 191543, 191642,
145¢6, 1001d6, 1900a22, 198033, 191942,
179124, 82a2, 82c1, 1621222, 140b43,
1751a31, 88a33, 89221, 145c12, 1226a12,
218f7, 1244a1, 927d4, 1057d3, 272b13,
83a25, 104541, 1435a13, 1910a13, 3394,
88034, 1895a16, 38c4=b41, 1668a41,
1583, 148543, 1807a32, 31b12, 268c1,
1770832, 1805a32, 1060d5, 1413, 15543,
140c3, 1886a4, 918a12, 92a23, 194c2,
1305222, 93633, 1185a11, 1545, 2682,
3971, 944d2, 1922a22, 299b31, 1166d1,
1762a31, 1218a12, 92e1, 1188a12,
155b11, 40d2, 1922a21, 83b31, 5682,
143002, 1159d1, 568032, 912d2, 93a21,
1672d4, 1798a31, 1224241, 1785a34,
1207241, 934221, 918d1, 33d3, 134546,

: 322, 88a44, 1641d1, 1341, 1542, 4426,
3842, 147d1, 1160d3, 1895a13, 1646d1,
1914212, 1168d4, 1443, 274f4, 1008d3,
134543, 47b23, 1779a25, 8131, 1652a13,
2101, 1678d1, 294a12, 1801a14, 1797a22,
181083, 93c22, 1049d1, 32b11, 145404,
1912a11, 1331d4, 115942, 2606, 1014a14,
145a15, 3073, 1373d1, 6123, 1341d2,
1135, 141a23=c42, 307a12, 129b15,
1648221, 1924d1, 3693, 14713, 242031,
1741214, 94d1, 101303, 1217d3, 4994,
1775d12, 142a3, 56610, 1166a13, 81a32,



KUF TORU

¢

SUS NUMARAsi%% ]

P. chrysogenum (devam)

P. citrinum

P. commune
(P.ver.var. melanoculorum)

547a1, 162003, 1655814, 1667413, 391825
1897a11, 1786234, 84b22, 107147,
114a12, 1216d5, 486, 1168d1, 1808a4,
116at, 1786a31, 1794a42, 33a1, 1786a22,
129443, 43b26, 134642, 294d3, 1777b34,
3121, 1543, 139c14, 1350d4, 1562, 1664,
1546, 191604, 242e2, 145e4, 42c31,
917a1, 3075, 3392, 3743, 1600d1, 171546,
4153, 1790d1, 1694d2, 132a11, 313b33,
177123, 56641, 1782a23, 209c42, 1787d1,
927a15, 1898a22, 2262, 3473, 160044,
1252d2, 1778a12, 1113, 968d3, 70b31,
4991, 4692, 569f4, 1772a3, 130b41,
1889224, 1694d7, 1285013, 317c11,
56703, 5141, 184a1, 138404, 148b13,
12041, 1797a22, 88c21, 88b24, 1917d1,
1773821, 23e4, 366b22, 1303d3, 1918d1,
381a32, 313b31, 1391, 1154d1, 1789221,
1621d2, 133703, 1649d2, 4972, 1881a12,
1285410
1780a11, 31b22, 519d2, 1003a11, 32842,
2792, 299b33, 1166a11, 71b4, 294c41,
218f1, 147f1, 1331d3, 1891at1, 1902841
134505, 4282, 40e2=e1=d3, 4363, 5143,
143b41, 2462, 219c42, 4185, 142b2,
116023, 2121, 1330822, 1756a4, 131c22,
5142, 1330221, 1881a3, 94c11, 9123, 971,
209c3, 129b11, 1655a12, 1747a33,
1751332, 1771a41, 174283, 1430d5,
1887a11, 81a22, 6126, 141b21, 142a21,
662, 1885231, 3113, 116a4, 1761a3,
335, 924d3, 796, 1813a32, 3122, 205c41,




KUF TURD

%

SUS NUMARASI

o

P. commune (devam)
(P.ver.var. melanoculorum)

P. concentricum
P. corylophilum

P. cyaneum
P. decumbens
P. digitatum
P. echinulatum

P. expansum

1142223, 38a3, 517a22, 3192, 164347,
130e1, 1760a14, 1758a34, 136b32,
1794243, 88a41, 718b44, 1768a21,
135a33, 968d2, 1373a12, 1918d3, 1434d1,
173, 4081, 1664a21, 280b24, 1893a12,
1773a1, 4101, 916a13, 1903a21, 1645,
145b24, 1742242, 1919d4, 1750a12,
1797a21, 3742, 3281, 1814a31, 268d2,
88d, 82a11, 32f4, 33a2, 1017d4, 1924d5,
277¢21, 1762a33, 1272a3, 272¢12,
1811a14, 944d4, 139b32, 1135a31,
1664222, 1230d1, 56662, 110ed4, 128a4,
1294d2, 31714, 1745242, 1818242, 140822,
2252, 116b21

1013, 4366, 4085

1143241, 1883d2, 1623al, 94c13,
1574212, 130b1, 570c3, 93136, 547b3,
136c36, 56742, 481a21, 1305d1, 1003a21,
1178a1, 94b44, 129e4, 1783231, 130c210,
1617d2, 177834, 126542, 1170a3, 137b41,
1492a12, 1204a2, 182b11, 985ais5,
1920a1, 1800a17, 92d2, 1207a31, 1784d2,
94c12, 116b24, 1218at5, 1801a12
085a11, 1252d3, 1794a25, 1783a41, 93034
1009a1

1815a11, 1899242

1574a11

242b44, 7101, 116b22, 4281, 7152, 1432,
1644, 21801, 9134, 5144

317a22, 92023, 1785a31, 3474, 6145,
32b3, 1781a41, 895, 1430d3, 1911a13,
2191, 1321a3=a2, 145442, 1014a13, 40e3,




KUF TURO

SU$ NUMARASIL

P. expansum (devam)

P. frequentans

P.funiculosum
P. granulatum

P. griseofulvum

P. griseoroseum
P. hirsutum
(P.ver.var. corymbiferum)

9432, 15483, 1321a3, 300¢11> 284 7155,
14841, 1749213, 38d, 917a4, 1896215,
381c13, 1353a4, 1330a24, 1366a4, 23b1,
1287a31, 547f, 1620d1, 915a22, 178843,
718022, 1741a12, 38ai1, 1260a12, 143e,
2192, 1648226, 314

92¢36, 1001a13, 92a32, 141b11, 1207d5,
139a21, 1224342, 166d1, 92a22, 1789a3
999d3, 294¢21, 31262, 718d2, 141a17
2881, 1014a11, 130b32, 1337d5, 1676a11,
3112, 4722, 1885a2, 1345, 594, 1888232
150e4, 1789a13, 129¢c13, 1777a21,
1811a16, 1897a12, 1922a25, 1798a23,
135b22, 30062, 1893a22, 1757a33,
106002, 1781a23, 75b2, 944d3, 129b41,
1774d8, 166022, 1920d2, 132d, 40fS,
1054d1, 1207d3, 1621d1, 294d2, 1921a11,
1916d1, 1791822, 1910a12, 1783a32,
974a4, 136c35, 1768222, 1912a13

3592, 3752, 2991

1896a14, 1906d1, 1797a3, 1485d4,
1133d1, 3691, 3282, 141a22, 1900423,
1895a14, 1435211, 1894a13, 268b15,
152d2, 1804a14, 1017d3, 165f5, 298¢,
2463, 1664a11, 1747a34, 1925d5, 3172,
328c21, 261b33, 1787d4, 6124, 1655a15,
1344, 1342, 3375, 1648a24, 1774d7, 3193,
4293, 1873, 1133, 88c23, 1891a16, 1012,
1346d1, 1795223, 1185ad, 4183, 23ef,
1766831, 1751233, 1673, 1913ald,
272a32, 1788d2, 1881a13, 1384ald,
1904a1, 8133, 491, 7105, 4162, 139a22,




KUF TORO

SUS NUMARASI

P. hirsutum (devam)
(P.ver.var. corymbiferum)

P. implicatum

P. janthinellum
P. jensenii
P. lividum

P. megasporum
P. miczynskii
P. nalgiovense

P. ochraceum
P. olsonii

P. paraherquei
P. puberulum
P. roqueforti

P. rubidurum
P. rugulosum

P. spinulosum

7176, 3744, 191603, 963d] . 2A288, ¢
23041, 117a31, 4883, 202, 4263, 172
4263, 132c14, 4082, 1330a23, 1001d2,
1919d3, 792, 482, 1759a13, 1341d1,
1318a12, 1746a13, 134c32, 1750a32,
1154d4, 145022, 5147, 7106, 4671,
1890d1, 2791, 280b31, 144242, 9131, 291,
2256, 1344, 4365, 1898a1, 4154, 2102,
1469214

1758a23, 143047, 1765a11, 1807a11,
317¢3, 1788d4, 1017d2, 960a11, 1808a24
164946

1882242

1143a3, 1009a42, 117832, 1265a31,
1218a14, 1030a3, 1215243, 931a12,
124433, 1003a22, 1492a21, 1373a21,
1457221, 158922

1204d1, 794
1469211, 1166d3, 1384d1, 1204d2
164904, 1621, 1922a35, 1648428, 298¢,
1544, 97004, 144f2, 1060d3, 117b33,
918d3, 1676a23, 1142, 132a22, 970d3
4391, 1791, 924d5

1715d1, 1168d2, 137d6

136c43, 132c22, 130e2, 131b33, 110b22
43b42

1757d1, 1795a4, 515c22, 982a3, 268a13,
1792225, 50a3

110d2

912d3, 1754232, 159b4, 1811a12, 140a12,
298¢14, 1755334

1159d8, 1746222
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KOF TORO SUS NUMARASI'
P. sublateritium 1030a1
P. thomii 1652a12, 1141d4, 1895a11
P. variabile 1744a35, 260f7, 1755a32, 185e3

P. verrucosum
(P.ver.var. verrucosum)

P. viridicatum
P. waksmanii

3.2. Metod

2002, 1895a12, 1435a16, 7508, 927a13,
1676222, 891, 293, 171, 1254, 5146,
13442, 129225, 153a11, 6151, 4292,
1739, 1732, 973, 916a2, 1318a13, 1011,
3111, 1252, 795, 4151, 4083, 2681, 92021,
1760a11, 4725, 7153, 2582, 317c14, 2253,
1759233, 1750a, 136b22, 1134, 1662,
92442, 134542, 7123

1623, 1469215, 181, 1014212, 661, 924d1
194c31, 1648227

Agirikll olarak Turkiye'nin tarimsal mikoflorasini olusturan Penicillium

cinsine ait kufler, primer metabolizma Griinlerinden olan iki enzim (proteaz,

amilaz) agisindan kalitatif olarak taranmig ve deneysel galigmalarin timi

TUBITAK MAM, Gida - Bilimi

ve Teknolojisi Arastirma Enstitisiinin

Mikrobiyoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.2.1. Enzimatik Aktivitesi Belirlenecek Kiif Kiiltiirlerinin

Transfer Islemleri

Saf olarak TUBITAK MAM GBTAE laboratuvarlarinda korunan
Penicillium sp. kiltirleri yatk malt agarli (MA) ortamda saklanan

formlarindan, patates dekstroz agar (PDA) ortamina 3 nokta ekimiyle inokile

edilmis ve 26°C de 7 giin inkilbasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi
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#

kiltirlerin  safi§t  kontrol edilerek -18°C’deki derin dondurucularda
saklanmigtir (Smith and Onions, 1994).

3.2.2. Proteaz Uretme Yeteneklerinin Arastiriimasi

Kdltarlerin proteolitik aktivitelerinin belilenebilmesi i¢cin 6zgiin bir
besiyeri kullaniimistir. Bunun igin %0.1 K2HPOy4, %0.05 MgS0,.7H,0, %0.05
KCI, %1.6 agar, musluk suyu iginde ¢éziindurilip, 121°C'de 1.5 atm basing
altinda 15 dakika otoklavda steril edilmigtir. 60°C’ye kadar souduktan sonra
Uzerine final konsantrasyonu %4.8 olacak sekilde yagsiz sittozu gozeltisi
distile su (d H20) ile hazirlanmig ve ayni sartlarda sterilize edilmis, aseptik
olarak ilave edilmigtir. Bu karigim steril test tiplerine 15'er ml olacak sekilde
aseptik olarak dagitihp, dik olarak dondurulmustur. Hazirlanan besiyerinin
Gzerine her bir kiiltir igin 0.1 ml spor siispansiyonu inokiile edilerek, 26 °C’de
7 gine kadar gelismeye birakilmigtir (Paterson and Bridge, 1994,
Campenhaut, 1995, Batum, 1996).

Spor siispansiyonu PDA ortaminda 3.2.1’de verildigi sekilde
geligtirilen kultirlerden agar delici ile 1 cm ¢apinda iki adet agarli blok kesilip,
5 mllik steril distile su icine atilarak ve aseptik kosullarda homojenize edilerek
hazirlanmistir (Campenhc;ut, 1995).

Degerlendirme icin asagidaki yol izlenmigtir:

Test kultlrt proteaz enzimi Gretebiliyorsa, diger bir ifadeyle test pozitif
ise; besiyerinde bulunan ve bulanikh@ saglayan sit kazeinini pargalayarak
berraklik meydana getirmektedir. Test negatif ise kiltir, kazeini
parcalayamadidt igin besiyeri bulanikliigini korumaktadir (Sekil 3.1.).
Degerlendirme, olusan berrakhdin derinligi cetvel yardimi ile &lgllerek
yaplimigtir. Bu olgimler 3. glinden itibaren basglanarak 7. glne kadar
strdGrilmigtar (Batum, 1996).



V

— .
Agarhi
Kesitler .
{5 ml Steril d.1,0 L
"/ Spor Siispansiyonu

0.1 ml
Spor
Siispansiyonu

y

}Berrakhk
Olusumu

Proteaz Proteaz
{-) {+)

Sekil 3.1. Proteaz aktivitesinin analiz basamaklar



3.2.3. Amilaz Uretme Yeteneklerinin Aragtinimasy:

'1,. £ Y

Rl

Kdiiltirlerin amilolitik aktivitelerinin belirlenebilmesi igin kullanilan 6zgi
amilaz besiyeri; %2 agar, %0.15 bile salt (safra tuzu), %1 ¢dzinebilir nisasta,
%0.67'lik yeast nitrogen base (YNB)den olugmaktadir. Besi ortami
haz:rlama'k icin nisasta d.H;O i¢inde kaynatilarak ¢bzindiurulmig, Uzerine -
agar ve safra tuzu eklenerek, 121 °C’'de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
50-60 °C'ye kadar sogutulduktan sonra, 10 ml filtre sterilizasyonu yapilmig, 10
katt konsantre YNB'den son konsantrasyon %0.67 olacak gekilde eklenip
kanigtinlmigtir. Petrilere aseptik kosullarda dékiiliip katilagmaya birakimigtir.
Petride katitagsan besiyerleri yine aseptik kosullarda steril bistiri veya 6ze
yardimi ile birbirine paralel iki ¢izgi olacak sgekilde dikey ve yatay olarak
cizilmigtir. Bu cizgilerin birbirini kestikleri noktalara 10 ul spor sispansiyonu
(3.2.2.’e gére hazirlanan) inokiile edilmig ve 26-28 °C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmigtir (Paterson and Bridge, 1994, Campenhaut, 1995).

72 saat sonra inkubasyondan alinan petrilerdeki kiltlriin (zerine
%0.3'lk iyot plskirtiimustir. Bunun sonucunda besiyeri iceriginde bulunan
nigasta ile iyot reaksiyona girerek mavi renk olusumu gézlenmigtir. Sonugta
eder enzim Uretme yetenegi pozitif ise; ortamdaki nigasta, enzim varliginda
par¢alanmis oldugundan «[((lltﬁri'm Uredigi alanin etrafi beyaz renk olmakta,
diger alan ise mavi renkte kalmaktadir. E§er amilaz enzimi sentezlenmemisse
petrinin tamaminda mavi renk gézlemlenmektedir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Amilaz aktivitesinin analiz basamaklan



4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada Penicillium cinsinden 1006 adet 41 farkh tirde kaltlr
proteolitik ve amilolitik aktiviteleri agisindan kalitatif taramaya alinmigtir.
Proteaz enzimi Gretme yeteneklerinin arastiriimasiyla elde edilen bulgular
Cizelge 4.1.'de verilmigtir.

Taramalarin dederlendiriimesi agamasinda Cizelge 4.1.’de goruldiga
tizere 3 agama kullaniimigtir. Bu degerlendirmeler formile edildidinde;
Kalttrtun 3. gin berraklik derinligi

olglimlerinin toplami
3. gliniin élgumleri ortalamasi =

Toplam Kuitir adedi

Kaltariin 7. giin berraklik derinligi
Slctmlerinin toplami

7. gundn dlgimieri ortalamasi =
Toplam Kiltiar adedi

Kalttrin 3. gun ve 7. gin berrakhk

. derinligi 6lgimleri ortalamasinin toplami
3. ve 7. ginlerin dlgtmileri ort.lan =

Toplam Kiiltir adedi

Proteaz aktivitesi icin bircok kaynaktan elde edilen bilgilerden yola
cikarak referans olarak alinan Penicillium roquefortinin sonuglar ile Cizelge
4.1.’deki sonuglar kargilastirmali olarak degerlendirilmistir (Loffler, 1986,
Charazanowska, 1993, Durand-Poussereau and Fevre, 1996). Bu
degerlendirmede 3. ve 7. glnlik berraklik derinligi oSlgclimlerinin ortalama
degeri 4 mm ve (zerinde olanlar, enzim Uretme yetenedi bakimindan pozitif
sayilmigtir.
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Denemelerde turler arasindaki farkiihklarin yamisira, herbir tiriin kendi
aralarinda da farklik gosterdigi gézlenmistir. Buna gére, kendi aralarinda bile
en yiksek ve en disik degere sahip tirier saptanmigtir (Fotograf 4.1.).

Fotograf 4.1. Proteolitik aktivite taramalar sonucunda denenen farkli

kultarlerin kontrole kargilik goriintuleri.

Soldan saga dogru;

Tip 1: Kontrol titpi.

Tip 2: Proteolitik aktivite gostermeyen kuitirin bulundugu tap
(berrakhk goézlenmiyor).

Tip 3,4,5,6,7,8: Birbirlerinden farkh proteolitik aktiviteye sahip
olan kiltirlerin bulundugdu tpler.



deger 127 susta “0 mm” olup, en yilksek deger 18 susta “23 ve 22 mm”

olarak gézlenmistir. Uglincli ve yedinci giinliik olglimlerin ortalamasinda ise
en duguk deger 127 susta “0 mm” olup, en yilksek deger 9 susta “16 ve 15
mm” olarak elde edilmistir. Sonuglar incelendiginde kiiltirlerden 773 adedinin
(%77'si) proteaz pozitif sonug verdigi gézlenmistir.

Yapilan degerlendirme sonuglar Sekil 4.1.’de grafiklenmistir. Bu
kultarlerin aralarinda da en yiksek aktiviteye sahip olani ise grafikte
goéruldugu Gzere P.corylophilum'dur. Yiksek aktivite dederleri bakimindan
bunun ardindan sirasiyla: P.griseofulvum, P.olsonii, P.citrinum, P.thomi,
P.decumbens, P.brevicompactum, P.chrysogenum ve P.nalgivense kiilturleri
saptanmigtir.

P.commune, P.concentricum, P.digitatum, P.funiculosum,
P.granulatum,  P.implicatum, P jensenii, P.miczynski, P.variable ve

P.verrucosum ise proteolitik aktivite acisindan negatif sonug vermistir.

Gizelge 4.1.in soﬁuglarma gbre yapilan degerlendirmede 3. ve 7.
gunlerin ortalamalari Sekil 4.2.'de grafiklenmistir. Grafigi inceledigimizde 3.
guniin berraklik derinligi ortalamasi en yiiksek olanlar: P.corylophilum,
P.decumbens, P.griseofulvum ve P.olsoniidir. 7. guinin élgimlerinde ise en
ylksek olani P.corylophilum'dur.

Benzer bir ¢aligmada Chrazanowska ve arkadaslari (1993); kiflerde
proteazlarin  belirlenebilmesi icin Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve
Mucoru igeren genuslardan olugan 100 tir (zerinde galismislardir. Bunun
sonucunda &zellikle Penicillium turlerinin asit proteaz agisindan oldukga
zengin, alkali ve nétral proteazlar agisindan fakir oldugu bildirilmistir. Cesitli
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ortamlarda gelistirilen 10 farkli  Penicillium  turiyle (P.d_ecumbens,
P.chrysogenum, P.piscaricum, P.lilacinum, P.spinulosum, P.cy(:/obium, <
P.camamberti (2 adet), P.roqueforti, P.candidum) yapilan bu g:al@hwédé’“:
proteaz biyosentezi 5 farkli besiyeri kullanilarak incelenmistir. Proteolitik
aktivite durumu hemoglobinin pH 3.2'deki ve kazeinin pH 7.0'daki
denatiirasyonu ile 6lgtlmustir. Glukozu karbon kaynagi, kazeini azot kaynagi
olarak kullanan ve ekstraselliler proteaz Ureticisi olan bu tirlerin aktivite
durumlari Gg grupta degerlendiriimistir. Buna gére proteaz aktivitesi 35 U/ml
(Unite/ml) ve tzerinde olanlar distk, 50 U/ml ile 60 U/ml arasinda olanlar
orta, 80 U/ml yakinindakiler ise yiiksek olarak kabul edilmektedir. Penicillium
turlerinin yiksek verimlilikte eksoselliler proteolitik enzimleri asidik veya
nétral pHda sentezleyebildigi bulunmustur. Sonugta, P.piscaricum,
P.cyclopium, P.candidum, P.camamberti en aktif tirler olarak belirlenmistir
(Chrazanowska et al, 1993). '

Mikrobiyal enzimlerin peptid baglarini hidrolizieme durumuna goére
siniflandinimasinda; P.janthinellum’'un karboksil proteaz, P.roqueforti ‘nin
noétral proteaz, P.notatum'un ise ekstrasellller proteaz dreticisi oldugu
belirlenmistir. Serin karboksipeptidazlar Penicillium sp.‘den ve mayalardan
izole edilmistir (Fogarty, 1983).

.

Yapilan gesitli galismalarla P. janthinellum’'da pepsin benzeri enzimin
(penicilliopepsin) dogal olarak bulundugu belirlenmis ve saflagtinimistir
(Matsubara and Feder, 1971, Fogarty, 1983, Rainbow and Rose, 1963).
Endustriyel olarak peynircilik sektoriine yonelik konuyla ilgili birgok aragtirma
yapilmis olup, laktik asit bakterileri ve diger mikroorganizma kokenli
proteazlarin, peynir mayasinda farkl etkilerinin olup olmadigi incelenmistir.
Bu kapsamda steril telemeye ilave edilen degisik kokenli enzim cozeltilerinin
etkileri de arastinlmistir. Penicillium caseicolum kékenli nétr proteazin ve
P.roqueforti kokenli asit proteazin disik miktarda aminoasit Gretim
yetenekleri yaninda 6zellikle ¢dzinur azot miktarini artirarak peynircilikte etkili
olduklars belirlenmistir (Fogarty, 1983).




arasinda yer aldiklari bildirilmistir (Rainbow and Rose,1963, Matsubara ‘&fid™"
Feder, 1971, Smith and Berry, 1975, Fogarty, 1983, Godfrey and Reichelt,
1983, Kennedy, 1987, Malathi and Chakraborty, 1991, Batum, 1997a).

Penicillium cyaneafulvum’un pH 8.2-8.5 arasinda en iyi alkalin proteaz
Urettigi fakat kazein Uzerindeki optimal aktivitesinin pH 9.5-11.0 arasinda
oldugu bulunmustur (Rainbow and Rose, 1963).

Amilolitik aktivite acisindan yine 1006 adet Penicillium sp. kiltiri
denemeye alinmis sonuglar Cizelge 4.2.’de verilmistir. Cizelge 4.2." ye gére;
481 sus (+) pozitif, 363 sus (&) tartigilabilir, 162 sus (-) negatif sonug
vermistir. Deneme sonucunda amilaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilen
kulturlerin gérinumleri Fotograf 4.2.de verilmistir.

Cizelge 4.2'ye gbre amilaz enzim potansiyeli agisindan kendi
aralarinda en yliksek orana sahip olanlar (>%60): P.aurantiogriseumn, 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 'dir. Hi¢ amilolitik aktivite gostermeyenler
P.griseoroseum, P.puberulum ve negatifik oram vyiksek olanlar ise

P.griseofulvum, P.lividum'dur.

Amilolitik aktivitesi tartigilabilir durumda olanlar diger bir ifade ile gok az
bir aktivite gdsterenler ise; P.citinum, P.corylophilum, P.digitatum,
P janthinellumn, P.rubidurum ve P.thomii turleri olarak saptanmistir.
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Fotograf 4.2. Amilolitik aktiviteye sahip birkag kiiltiriin aktivite testi

sonucundaki goérintileri.
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Cizelge 4.2. Opasite durumuna gére amilolitik aktivite anallzgsgg 1
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AMILAZ (+) AMILAZ (+1-) AMITAZ ()
INCELENEN PENICILLIUM |TOPLAM| ADET | ORAN (%) | ADET | ORAN (%) ADET | ORAN (%)
TURLERI sus
SAYISI
(adet)

Penicillium aurontiogriseum 149 115 77 34 23 0 0
Penicillium bilali 1 1 100 0 0 0 0
Penicillium brevicompactum 41 20 49 21 51 0 0
Penicillium camamberti 2 1 50 1 50 0 0
Penicillium chrysogenum 287 46 16 148 51 93 33
Penicillium citrinum 12 1 8 1 92 0 0
Penicillium commune 108 7 66 30 28 4 6
Penicillium concentricum 3 3 100 0 0 0 0
Penicillium corylophylum 42 9 21 29 69 4 10
Penicillium cyaneum 1 1 100 0 0 0 ]
Penicillium decumbens 2 1 50 1 50 0 0
Penicillium digitatum 1 0 0 1 100 0 0
Penicillium echinulatum 10 10 100 0 0 0 0
Penicillium expansum 44 26 60 18 40 0 0
Penicillium frequentans 10 7 70 3 30 0 0
Penicillium funiculosum 5 5 100 0 0 0 o
Penicillium granulatum 11 9 82 1 9 16 9
Penicillium griseofulvum 35 4 11 3 9 28 80

Penicillium griseoroseum 3 0 0 0 0 3 100
Penicillium hirsitum 102 76 7% 23 23 3 2
Penicillium implicatum 9 7 78 1 1 1 1"
Penicillium janthinellum 1 0 0 i 100 0 0
Penicillium jensenii 1 1 100 0 0 0 0
Penicillium lividum 14 1 T 2 14 11 79
Penicillium megasporum 2 2 100 0 0 0 0
Penicillium miczynski 4 3 75 ] 25 ) 0
Penicillium nalgiovense 15 3 20 /4 47 5 33
Penicillium ochraceum 3 2 67 0 0 1 33
Penicillium olsonii 3 2 67 1 33 0 0
Penicillium paraherquei 5 1 20 2 40 2 40

Penicillium puberulum 1 0 0 0 0 1 100
Penicillium roqueforti 7 3 43 4 57 0 0
Penicillium rubidurum 1 0 0 1 100 0 0
Penicillium rugulosum f 6 86 1 14 0 0
Penicillium spinulosum 2 2 100 0 (1] 0 0
Penicillium steckii 3 2 67 1 33 0 0
Penicillium sublateritium 1 1 100 0 ] 0 0
Penicillium thomii 3 1 33 2 67 0 0
Penicillium variable 4 2 50 2 50 0 0
Penicillium verrucosum 43 29 67 12 28 2 0
Penicillium viridicatum 6 5 83 1 17 0 0
Penicillium waksmani 2 2 100 0 0 0 0

TOPLAM 1006 481 %48 363 %38 162 %16
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Amilolitik aktivite agisindan da pekgok calisma yapiimaktadir. Konuyla
ilgili bir grup ¢alismasinda, Aspergillus ve Penicillium spp.’lerden olusé!n 360

susta aktivite taramasi yapilmis ve Aspergillus niger NRRL 337’nin amilaz =~

treticisi oldugu saptanmistir (Kennedy, 1987). P.funiculosum’un ise a-amilaz
ve endodekstranaz Ureticisi olarak kullanildigi bildirilmigtir. P.funiculosum’un
haricinde "~ P.lilacinum, P.purpurogenum ve P.verrucosum'da dekstranaz
Uretebilmektedir (Rainbow and Rose, 1963).

Doyle ve ark. (1987) tarafindan vyapilan bir calismada
P.amagasakiense'nin  amilolitk  sistemi  incelenmistir.  Buna  gbre
P.amagasakiense misiri karbon kaynadi olarak kullandiginda 25 °C'deki
femantasyonun 90. saatinde gelismesinin durgun faz déneminde ¢ok miktarda
ekstraselliler a-amilaz Grettigi belirlenmigtir. Ayni zamanda amiloglukosidaz
Urettigi de gdézlenmistir. Yine ayni arastiricilar nisastadan yiksek miktarda
maltoz Oretimi igin diger Penicillium tlrlerinden o-amilaz eldesi igin

caligmalarini strdirmisgierdir.

o-Amilaz Ureten suslar arasinda Aspergillus sp., Mucor sp. ve
Penicillium sp. kuflerinin baghca kaynaklar oldugu bildirilmistir. Yine bir patent
calismasinda da P.expansum'dan o-amilazin elde edilebildigi belirlenmistir.
P.oxalicum'un ise iyi birlamilogzukosidaz Ureticisi oldugu ve amilozu hizla
maltotrioz ve maltoza cevirdigi saptanmistir. Buradaki bulgular tez caligma

sonuglaryla ¢cakismaktadir (Fogarty, 1983).

Bir patent calismasina gére P.expansum’'un Urettigi a-amilaz, unlu
mamdlierde oldukga iyi sonug vermistir ve son yillarda una fungal enzimlerin
katilmasini takiben ekmek kalitesi ve kabarma o6zelligindeki dizelme bu
sonucu dogrulamaktadir (Dubois, 1980).

Hankin ve Anagnostakis (1975)‘in birlikte yaptiklari bir calismada, sivi
besi ortami kullanarak kiiflerin amilaz, proteaz, lipaz, DNAaz, RNAaz, lreaz,
kitnaz ve pektinaz gibi ekstraselliler enzimleri Gretme potansiyelleri



caligmalar, tez aragtirma bulgularinda da saptandigi uzere, bu gdrusun
disindaki sonugclarla karsilasildigini géstermistir.



42

5. SONUC

Son zamanlarda biyoteknolojideki gelismeler yeni enzim teknolojilerini
tesvik etmektedir. Gunimizde enzimlerin en 6nemli kullanim alanlari,
makromolekullerin hidrolizini kapsamaktadir. Fakat enzimlerin endustriyel
kullanimi biyosentetik amaglar agisindan da biyik éngérimler icermektedir.
Ayni zamanda gevre korumaya ydnelik 6nlemlerde anahtar rol oynamaktadir.
Gen teknolojisi ve protein mihendisligi, bu yeni olusumlardaki gelismelerin
¢ok buyik bir pargasini ustlenmektedir. Bu y6ndeki aragtirma programlari,
yeni kaynak mikroorganizmalarin bulunmasini hedeflemektedir.

Turkiye'nin cesitli tanimsal Grlin ve gidalarindan izole ve identifiye
edilmis Penicillium kultirleri proteolitik ve amilolitik yetenekleri bakimindan
incelenmig, elde edilen bulgular éncelikle kendi aralarinda karsilastiriimis ve
potansiyel kaynak olan suslar belirlenmistir. Bu veriler diger arastirmalarla
kargilagtinldiginda sonuglar arasinda 6nemli dlgiide paralellik oldugu
gézlenmistir. Boylece kendi kif kalturlerimizin proteolitik ve amilolitik enzim
tretme potansiyelleri hakkinda bilgi edinilmis ve ileriye yonelik galismalar igin
de blylk o6neme sahip bir 6n calisma gergeklestiriimistir. Yine ileride
yapilacak kantitatif boyutlu arastirmalari yonlendirmek (zere bir veri tabani
hazirlanmasi faaliyetinin bir boélimu gerceklestiriimistir. Bulgular, ilgili kaltar
kolleksiyonunun bu enzimler agisindan 6nemli bir potansiyel oldugunu da
ortaya koymustur.
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