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OZET

Bu ¢alismada Afyonkarahisar ilinin fungus faunasini yansitan kiif cinsi
mantarlar tizerinde endiistriyel dneme sahip olan bazi enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmstir. Kiflerin bitki, hayvan ve insanlar tizerinde
zararl1 etkileri olmasma ragmen; primer metabolitlerinden olan bazi
enzimleri endiistriyel agidan 6nemli bir kaynak olabilmektedir. Ozellikle
gida endistrisinde yaygin olarak kullanilan enzimlerden proteaz; unlu
trlinlerden peynir endustrisine kadar pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Aym
sekilde amilaz bira {iretimi, tahil iirtinleri ve ¢ikolata isleme teknolojisi gibi
alanlarda, lipaz ise siit teknolojisinde siklikla- kullanilmaktadir. Bu durum
kiiflerin ~ primer metabolitlerinin  hayatimizdaki  6nemini  agikga
gostermektedir. Caligmamizda Afyonkarahisar ilinden 6 pilot bolgeden
topladigimiz kif koleksiyonlarinda proteaz, amilaz ve lipaz enzimlerinin
aktivitesi arastirllmigtir. Bu ¢ergevede lipaz ve proteaz liretim yeteneginin
incelenmesinde “Derin Kiltirle Opasite Kapasitesi”, amilazda ise
“Diflizyon Teknigi ile Zon Kontroli” yoéntemleri kullanilmistir. Sonug
olarak elde edilen 4 mikrofungus cinsinden 515 adet 6rnek ¢alisilmig ve bu
drneklerden pozitif sonug verenler: amilaz icin 130 (%25), proteaz igin 135
(%26) ve lipaz igin 115 (%22) pozitiftir.

Anahtar Kelimeler: Kiifler, Enzimler, Amilaz, Proteaz, Lipaz,
Afyonkarahisar

INVESTIGATIONS OF SOME INDUSTRIALLY IMPORTANT
ENZYMES FROM DIFFERENT FUNGI

ABSTRACT

In this study it was aimed to determine some enzyme activities having
industrial significance on the fungi types which reflect the microflorance of
Afyonkarahisar provience. Despite the harmful effects of the fungi on
plants, animals and humans, some of their enzymes which are among the
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primary metabolits can be important resources in terms of industry.
Especially the enzyme protease used widely in food industry is also used in
many other industries ranging from flour products to cheese industry.
Likewise, while amilase is used in beer production, grain products and
chocolate industry, etc, lipaz is used frequently in milk technology. Such
situations reveal the significance of the primary metabolits of fungi in our
life. In our study, proteaz, amilase and lipase enzyme activities were
examined on the fungi samples collected from 6 pilot distriction
Afyonkarahisar provience. While “Opacity Capacities in Deep Culture
Technique” was used for examining the production capacity of lipase and
protease, “Clear Zone in Diffusion Technique” was used for the amilase.
As a result, a study was held on 515 samples obtained from 4 microfungus
types and those giving positive results from the samples are as follows: for
amilase 130 (%25), for protease 135 (%26) and for lipase 115 (%22).

Keywords: Fungi, Enzymes, Amilase, Protease, Lipase, Afyonkarahisar
1. GIRIS

Giiniimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar birgok
tiretim alani i¢in potansiyel olarak goriilmekte ve bu konuda yogun
caligmalar yapilmaktadir. Kiifler de, bu mikroorganizma gruplar arasinda
onemli bir yere sahiptir (1)

Funguslar kendi besinlerini iiretemezler ve dolayisiyla saprofit veya parazit
olarak varliklarini devam ettirirler. Funguslar besinlerini, kendi yapilarmin
disina enzimler salgilayarak sindirirler ve ¢0ziinmiis substrat haline
getirerek ceperlerinden ve plazma membranlarindan hiicreleri icine
alabilirler (2).

Dogadaki organik maddeleri pargalamalari, enzim, organik asit,
antibiyotik, protein ve vitamin olusturmalari, insan, hayvan ve bitkilerde
hastaliklara neden olmalari, ¢esitli yiyeceklerin bozulmalarina yol
agmalari, funguslarin ne kadar 6nemli fonksiyonlara sahip olduklarini
ortaya koyar (4). Bunun yam sira funguslar toprak fertilitesinin
saglanmasinda, peynirlerin olgunlasmasinda ve bazi 6nemli endiistriyel
tirtinler elde edilmesinde c¢ok biiylik yararlar saglarlar. Organik asitler,
alkoller, enzimler, pigmentler, steroller, antifungal maddeler, antibiyotikler
ve diger birgok 6nemli maddeler bu iirtinlerin arasinda yer alirlar (3).

Enzimlerden endiistriyel alanda da yararlamlmaktadir. Ornegin iyi kalite
hamur elde etmek igin amilaz, proteaz ve fermentasyon enzimleri
kullanilmaktadir. Boylece ekmegin daha lezzetli ve kabarik bir hal almasi
saglanmaktadir (6).
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Gida, deterjan ve nisasta endiistrileri, endiistriyel enzim tiretiminin %75’ini
kullanmaktadirlar ve proteaz, amilaz, lipaz, seliillaz, pektinaz gibi
hidrolazlar, en yaygin kullanilan enzim gruplarindandirlar (5).

Funguslarin = gida  maddesi  olarak  kullanmilmasindan  sekonder
metabolitlerine kadar bir¢cok yararli 6zellikleri * insanlar tarafindan
kullanilmaktadir (7). Kiiflerin enzim iiretim yetenekleri 6nemli enddistriyel
avantajlar saglamaktadir. Enzim kullanimi agisindan gida endiistrisi, tek
basina %350’lik bir paya sahiptir. Gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan enzimlerden proteaz; unlu firinlerde, geleneksel fermente
iriinlerde, biranin sogukta olgunlastirilmasinda, peynir endistrisinde
koagulasyon  amaciyla, et olgunlastirmada, balik  proteininin
¢Oziniirliigiiniin  arttirilmasinda, klinikte ve biyokimyada (8), amilaz;
biracilikta ve damutik igki {iretiminde, tahil iirtinleri ve ¢ikolata isleme
teknolojisinde, lipaz; siit teknolojisinde olmak tizere yaygin olarak
kullanimda olup 6zellikle mikrobiyal kékenli tiretimleri de artmstir (9).

Mikrobiyal kaynakli enzim tretimi hayvansal kaynaklara gore ¢ok daha
ekonomik oldugundan tercih edilmektedir (12).

Calismamizda Afyonkarahisar ili merkez ilgesi alti pilot bolgesinden
topladigimiz kiif koleksiyonlarinda endiistriyel agidan 6neme sahip olan,
proteaz, amilaz ve lipaz enzimlerinin aktivitesinin belirlenmesi
amaclanmigtir.

2. MATERYAL METOD

Calismamizda Afyonkarahisar ilinde belirlenmis olan 6 pilot bolgeden
(Ahmet Necdet Sezer Kampusii, Esentepe, Giimiiskent, Mecidiye, Sahipata
ve Yukart Pazar) alinan kiif koleksiyonlarindan 515 adet kuf kiilttirti
taramaya alinmigtir. Bu kiif koleksiyonu Aspergillus (20), Alternaria (40),
Cladosporium (65), Penicillium (390) olmak tiizere dort genustan
olusmaktadir. Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde lipaz ve proteaz iiretim
yetenegi ig¢in “Derin Kiiltiirle Opasite Kapasitesi”, amilaz i¢in ise
“Diflizyon Teknigi ile Zon Kontrolii” kullanilmistir (1).

Proteaz iiretme yeteneklerinin incelenmesi:

%0.1 KoHPO4, %0.05 MgS0,.7H,0, %0.05 KCI, %1.6 agar musluk suyu
icinde iyice ¢oziildiikten sonra 121°C de 15 dakika otoklavda steril
edilmistir. Bu karisim 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra lizerine son
konsantrasyon %4.8 olacak sekilde distile su ile hazirlanmis ve ayni
sartlarda sterilize edilmis yagsiz siittozu ¢ozeltisi aseptik olarak ilave
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edilmistir. Bu karigim steril test tiiplerine 15’er ml olarak dagitilip, dik
olarak dondurulmustur (10).

Kiiltiirtin  proteaz enzimi Uretim yetenegini belirleyebilmek igin bu
besiyerinin {izerine spor stispansiyonu hazirlanarak eklenmistir. Spor
stiispansiyonu; Patates Dekstroz Agar besiyerine 3 nokta ekimi yapilarak
gelistirilen saf kiiltiirlerden 1 cm ¢apindaki agar delici ile 2 adet agarli blok
kesilip, Sml’lik steril distile su i¢ine atilmis ve aseptik kosullarda
homojenize edilerek hazirlanmistir (11).

Elde edilen spor siispansiyonundan her bir kiiltiir igin 0.1 ml alinarak
hazirlanan besiyerinin {izerine ekim yapilmistir. 25+2 °C’de bir hafta
inkiibe edilmistir. Testin pozitifligi, besiyerinde bulunan ve bulaniklik
olusturan siit kazeininin parcalanarak tiipiin st kisminda berraklik
meydana gelmesine bakilarak degerlendirilmistir (1).

Amilaz iiretme yeteneklerinin incelenmesi:

Kiiltiirlerin amilolitik aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in Ozgiin amilaz
besiyeri kullanilmustir [%2 agar, %0.15 bile salt (safra tuzu), %l
¢oziinebilir nisasta, %0.67°lik yeast nitrogen base (YNB)]. % 1’lik nisasta
cozeltisi {izerine agar ve safra tuzu eklenerek steril edilmigtir. 60 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra, filtre sterilizasyonu yapilmig 10 ml YNB’den
son konsantrasyon %0.67 olacak sekilde eklenip karistirilmistir. Hazirlanan
besiyeri petrilere 30 ml olacak sekilde dagitilmistir. Katilasan besiyeri
tizerine steril bistiiri veya 6ze yardimi ile birbirine paralel iki yatay ve iki
dikey ¢izgi ¢izilmistir. Bu ¢izgilerin birbirini kestikleri noktalara 10 pl spor
stispansiyonu inokiile edilmis ve 25+2 °C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi alinan petrilerin {izerine %0.3’liik iyot
damlatilmistir (10, 11).

Test sonucunun pozitifligi, tiremenin oldugu alanin yakin g¢evresinde iyot
ile muamelede mavi rengin olusmamasi ile belirlenmistir (Sekil 1).
Lipaz iiretme yeteneklerinin incelenmesi:

Lipolitik aktiviteyi test edebilmek i¢in 6zgiin lipaz besiyeri otoklavda
sterilizasyon ile hazirlanmis (%1 agar, %0.5 pepton, %0.3 maya ekstrakti)
ve icine filtre ile sterilizasyonu yapilmig % 0.1 tributirin eklenmistir. Daha
sonra bu karisim homojenize edilerek tiiplere aseptik olarak 7 ml dagitilip
dik olarak katilagtirilmistir.

Malt Ekstrakt Agarli petride 30+2 °C’de 7 gin gelistirilmis test
kiiltirlerinden steril mantar delici ile agarli pargalar kesilip, hazirlanan
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besiyerinin tizerine birakilmigtir. Tekrar 3042 °C’de bir hafta inkiibe
edilerek, berraklik durumuna gére sonuglar degerlendirilmistir.

4. BULGULAR

(Caligmada proteaz, amilaz ve lipaz aktivitesi agisindan 515 adet kiiltiir ayr
ayrt taranmistir. Bu taramalar sonucunda, elde edilen sonuglar
degerlendirilerek tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kif kiilttirlerinde saptanan proteolitik, amilolitik ve lipolitik aktivite
sonuglari.

Genus Amilaz Proteaz Lipaz

) ) ) ) () ©)
Aspergillus 15 5 - 20 - 20
Alternaria 10 30 - 40 - 40
Cladosporium 10 55 - 65 5 60
Penicillium 95 295 135 255 110 280
Toplam 130 385 135 380 115 400

(%25) | (%75) | (%26) | (%74) | (%22) | (%78)

4 mikrofungus cinsinden 515 adet érnek c¢alisilmistir. Bu izolatlardan 130
(%25)’unda amilaz, 135 (%26)’inde proteaz ve 115 (%22)inde lipaz
aktivitelerinin pozitif oldugu saptanmigtir.

Sekil 1. Penicillium genusunda amilaz pozitifligi.

Yaptigimiz ¢alismada 20 Aspergillus cinsi ¢alisilmis ve bunun sonucunda;
amilaz testi i¢in bu cinslerden 15 (%75) tanesi pozitif, 5 (%25) tanesi

negatif, proteaz ve lipaz testi icin ise 20 (%100) tanesi de negatif sonuc
vermistir.
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Calisilan 65 Cladosporium cinsindén amilaz testi i¢in 10 (%]15) tanesi
pozitif, 55 (%85) tanesi negatif, proteaz testi icin tiimii negatif, lipaz testi
icin 5 (%8) tanesi pozitif, 60 (%92) tanesi negatif sonug elde edilmistir.

40 Alternaria cinsi ile yapilan ¢aligmada ise proteaz ve lipazin timii
negatif sonug verirken amilaz testinde 10 (%25) tane pozitif, 30 (%75) tane
negatif sonug saptanmistir.

Yapilan galismada en fazla elde edilen cins Penicillium olup 390 tanesi ile
calistlmistir ve sonug olarak amilaz testi i¢in 95 (%24) tanesi pozitif, 295
(%76) tanesi negatif sonug verirken, proteaz testi i¢in 135 (%35) tanesi
pozitif, 255 (%65) tanesi negatif olarak tespit edilmistir. Lipaz testi igin ise
110 (%28) tanesi pozitif, 280 (%72) tanesi negatif olarak elde edilmisgtir.

5. TARTISMA VE SONUC

Dogadaki organik maddeleri pargalamalari, enzim, organik asit,
antibiyotik, protein ve vitamin olustutmalan, insan, hayvan ve bitkilerde
hastaliklara neden olmalari, ¢esitli yiyeceklerin bozulmalarina yol agmalari
funguslarin ne kadar dnemli fonksiyonlara sahip olduklarini ortaya koyar

(4).

Funguslar hayatta kalabilmek i¢in 6nemli avantajlar saglayan; pektinaz,
ksilinaz, selliilaz, amilaz, proteaz ve lipaz gibi enzimleri tiretebilirler (13).

Yapmis oldugumuz ¢alismada elde edilen sonuglar agisindan amilaz enzimi
515 kiif kiltiiriindeki her genusta pozitiflik gosterirken, proteaz ve lipaz
enzimlerinde bu oran gézlenmemistir. Ozellikle Penicillium cinsi her lig
enzim agisindan pozitiflige sahipken, Aspergillus ve Alternaria proteaz ve
lipaz enzimleri bakimindan negatiftir. Cladosporium cinsinde ise amilaz ve
lipazda pozitif sonuglar gozlenirken, proteazda negatiflik saptanmustir.

Amilaz i¢in 515 kiiltiirde tarama yapilmis ve Aspergillus %3, Alternaria ve
Cladosporium %2, Penicillium ise %15 pozitif sonug vermistir. Proteaz
icin yapilan taramalarda sadece Penicillium cinsinde pozitif sonuglar
saptanmis ve bu oran %2 olarak belirlenmistir. Lipaz i¢in ise Aspergillus
ve Alternaria genuslari negatif sonuglar vermis olup Cladosporium ve
Penicillium’da pozitif sonuglar %19 olarak saptanmigtir.

Bir¢ok aragtirmada; farkli mikroorganizmalarin ekstraselliiler lipaz
iiretimine deginilmistir. Aspergillus niger ile yapilan bir ¢aligmada farkl
suslarda ekstraselliiler lipaz enziminde gesitlilik gozlenmistir. Caligma
sonucunda Aspergillus’un yiiksek lipolitik aktiviteye sahip oldugu tespit
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edilmigtir (14). Calisma sonuglarimizda Aspergillus genusu igin lipaz
aktivitesinin  negatif sonu¢ vermesi, genus icerisinde bu tiire
rastlanmadigin1 gosterebilir.

Topal ve arkadaslarinin (2000) yaptiklari bir ¢alismada da toplam 1558 kiif
kultiird kullanilarak amilaz, proteaz ve lipaz taramasi yapilmistir. Bu
caligmaya gore pozitif sonug verenler; amilaz igin 645 (%41), proteaz icin
1078 (%69) ve lipaz igin 591 (%46)’dir (1). Yaptigimiz g¢alismada,
proteazin yiiksek aktivite gdstermesi agisindan bu ¢alismaya paralellik
gostermistir. Farkli olarak bu ¢alismada enzim aktifligi agisindan proteazi
lipaz takip etmisken, ¢caligmamizda amilaz takip etmistir.

Amilazlar nisasta isleme endiistrisinde ¢ok dnemli rol oynayan enzimlerdir.
Amilazlarin ticari preparasyonlarmin biiyiik bir kismi basta Bacillus tiirleri
olmak iizere bakteriyel kaynaklardan saglanmaktadir (15). Son yillarda
biracilik ve malt surubu iiretiminde fungal amilazlarn kullanimi ciddi bir
bigimde artis gdstermistir (16).

Sonug olarak, elde edilen kiiltiirlerde en fazla amilolitik aktivite gézlenmis
olup diger enzim aktiviteleri tiim genuslar baz alindiginda daha diisiik
bulunmustur. Genuslar i¢inde Penicillium genusunda her 3 enziminde
aktifligi en fazladir.

Endiistriyel a¢idan 6neme sahip olan mantarlarin  diger enzim
aktivitelerinin tespit edilmesi ve bu ¢aligmalarin tiir bazinda da saptanmasi
yapilacak calismalara temel olusturmasi bakimindan 6nemlidir.
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