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Abstract

Fungi are widely used in the production of many enzymes of industrial importance, mainly because they can grow on
low-cost substrates and secrete large amounts of enzymes extracellularly. The most important reason for choosing
thermostable enzymes in industrial applications is their stability, which provides low activity losses against high temperatures
applied during the pretreatment of raw materials. In this study, industrially important lipase, amylase, cellulase, phytase and
protease enzyme activities were investigated on 6 thermophilic and 57 thermotolerant fungi species. Screening of fungi
producing extracellular lipase, amylase, cellulase, phytase, protease was carried out in petri dishes or tubes using special
nutrient media for different enzymes. As a result, 63 cultures consisting of Humicola insolens, Lichtheimia corymbifera,
Rhizomucor pussillus, Melanocarpus albomyces, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus species were
determined to produce 5 different enzymes, and those with positive results from these cultures were determined: 18 for
phytase (28,5%), 63 (100%) for protease, 14 (22%) for amylase, 63 (100%) for lipase, 57 (90%) for cellulase. As a result of
enzyme screening studies, the best phytase producer species R. pusillus and A. terreus, protease producer species A.
fumigatus, amylase producer species A. terreus, L. corymbifera and R. pusillus, lipase producer species A. fumigatus, cellulase
producer species A. fumigatus has been determined. We believe that the determination of the thermophilic and thermotolerant
fungi used in the study that are capable of producing thermostable enzymes such as lipase, amylase, cellulase, protease and
phytase, which have industrial importance, will shed light on the evaluation of these fungi and their enzymes in future studies.
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*

Termofilik ve termotolerant filamentli fungus tiirlerinin endiistriyel 6neme sahip enzim aktivitelerinin incelenmesi

Ozet

Funguslar, temel olarak diisiik maliyetli substratlarda biiyiiyebildikleri ve hiicre dis1 olarak biiyiik miktarda enzim
salgiladiklar1 i¢in endiistriyel dneme sahip birgok enzimin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Termostabil enzimlerin
endiistriyel uygulamalarda seg¢ilmesinin en O6nemli sebebi ham maddelerin 6n islemleri sirasinda uygulanan yiiksek
sicakliklara karsi diisiik aktivite kayiplarmi saglayan stabiliteleridir. Bu ¢aligmada 6 termofilik ve 57 termotolerant fungus tiirii
tizerinde endiistriyel neme sahip olan lipaz, amilaz, seliilaz, fitaz ve proteaz enzim aktiviteleri arastirilmistir. Hiicre dis1 lipaz,
amilaz, seliilaz, fitaz, proteaz iireten funguslarin taranmasi, farkli enzimler i¢in 6zel besin ortamlar1 kullanilarak petri
kaplarinda veya tiiplerinde gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak, Humicola insolens, Lichtheimia corymbifera, Rhizomucor
pussillus, Melanocarpus albomyces, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus tiirlerinden olusan 63 adet
kiiltiirin 5 farkli enzimi iiretme potansiyelleri belirlenmistir ve bu kiiltiirlerden pozitif sonug verenler: fitaz igin 18 (%28,5),
proteaz i¢in 63 (%100), amilaz i¢in 14 (%22), lipaz i¢in 63 (%100), seliilaz i¢in 57 (%90) olarak belirlenmistir. Enzim tarama
caligmalar1 sonucunda en iyi fitaz treticisi tiirler R. pusillus ve A. terreus, proteaz iireticisi tir A. fumigatus, amilaz tireticisi
turler A. terreus, L. corymbifera ve R. pusillus, lipaz ireticisi tiir A. fumigatus, seliilaz treticisi tiir A. fumigatus olarak
belirlenmistir. Calismada kullanilan termofilik ve termotolerant funguslar arasindan lipaz, amilaz, seliilaz, proteaz ve fitaz gibi
endiistriyel 6neme sahip olan termostabil enzimleri iiretme yetenegine sahip olanlarin belirlenmesi bu funguslarin ve
enzimlerinin ileriki ¢aligmalarda degerlendirilmesine 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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1. Giris

Termofilik funguslar minimum 20 °C ya da iizeri ve maksimum 61,5 °C biiyiime sicakligina sahipken,
termotolerant formlarin 20 °C’nin altindan yaklasik 55 °C’ye kadar olan genis bir biiyiime sicaklik araligi vardir [1,2].
Termofilik ve termotolerant funguslar biyolojik doniisim prosesinde gorev alirlar ve enzimlerin de dahil oldugu
endiistriyel olarak 6nemli pek ¢ok metaboliti sentezleme yetenegine sahiptirler [3].

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek iliml kosullarda gergeklesmesini
saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar [4]. Enzim bazli endiistriyel teknolojiler, minimum atik iiretimi ile veya
hi¢ atik iiretimi olmadan hammaddelerin verimli kullanilmasini vaat ederken, toksik kimyasallarin kullanilmasimi da
onlemektedir. Endiistrilerdeki geleneksel kimyasal temelli {iretim siiregleri ¢ok fazla hammadde, enerji gerektirmekte ve
cevre iizerinde oldukca fazla baski yaratmaktadir. Geleneksel yontemlerin daha temiz ve daha giivenli enzim bazl
yontemlerle degistirilmesi, yalnizca islem siiresi, isletim maliyeti ve enerji tiiketiminden tasarruf saglamakla kalmayip,
ayn1 zamanda cevre iizerinde de en az tehlikeli etkiyi olusturmaktadir [5]. Giinlimiizde, cesitli biyolojik tiretim
stireclerinin pek c¢ogu yiiksek sicakliklarda stabil kalabilen termostabil enzimleri igermektedir [6]. Termostabil
enzimlerin biyoproseslerde sagladigi avantajlar; yiiksek sicakliklara tolerans, genis pH stabilitesi, yiiksek spesifik
aktivite, organik c¢oziiciiler, deterjanlar, katyonlar gibi cesitli potansiyel enzim inhibitdrlerine dayanma yetenegi, oda
kosullarinda uzun siire saklanma, diisiik kontaminasyon riski, kolay karisma, yiiksek substrat ¢oziiniirliigii olarak
sayilabilir [5,6].

Funguslarin pek ¢ok endiistriyel 6neme sahip enzimlerin kaynagi oldugu ve yiiksek miktarlarda ekstraseliiler
(hiicre dis1) enzimleri sentezleme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Cok ¢esitli endiistri dallarinda mikrobiyal
proteaz, amilaz, seliilaz ve lipazlar kullanilmaktadir [7]. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen amilaz, seliilaz, proteaz ve
lipazlar tekstil, kagit ve deterjan endiistrilerinde yaygin sekilde kullanildiklari ortaya konulmustur [8,9]. Son
zamanlarda, ¢amasir deterjani lirlinlerindeki proteazlar, amilazlar, seliilazlar ve lipazlarin dahil oldugu enzim kokteylleri
6zel bir ivme kazanmigstir [5].

Termofilik kaynaklardan elde edilen amilazlar, proteaz ve lipaz ile baglantili olarak tekstil, bira, deterjan
endiistrisinde kullanimmin yani sira biyoyakit iretimi, fermantasyon endiistrilerinde nisastanin fermente edilebilir
sekerlere doniistiiriilmesi, gida endiistrisinde tathi suruplarin hazirlanmasi, unun diastaz igeriginin arttirilmasi, jole
iiretiminde nisastanin uzaklastirilmas1 ve bebekler i¢in yiyeceklerin modifikasyonu gibi ¢esitli endiistriyel islemlerde
¢ok yonlii uygulama potansiyeli bulmaktadir [10]. Aspergillus cinsinin ¢ok farkli tiirleri endiistriyel amilazlar igin
kaynak teskil ettigi ve nisasta endiistrisinde kullanilan en yaygin termostabil enzimin amilazlar oldugu vurgulanmistir
[7]. Proteazlar ise toplam enzim pazarmin yaklasik %60'mn1 olusturan ve fizyolojik ve endiistriyel alanlarda bir dizi
farkli uygulamaya sahip olan en yaygin hidrolitik enzimlerden biridir [8]. Fitik asidin defosforilasyonunu saglayan
fitazlar, 6zellikle beslenme, cevresel siirdiiriilebilirlik ve insan sagligi agisindan 6nem kazanmiglardir. Termostabil
fitazlar, yem tiretimi, gida isleme, kagit yapimu ve bunlar gibi bir ¢ok endiistriyel proseste gereksinim duyulan enzimler
haline gelmistir [11]. Seliilazlarin yenilenebilir enerji kaynaklari i¢in biiyiik potansiyele sahip olduklar1 bilinmektedir.
Seliilazlar, proteazlardan sonra diinyanin endiistriyel enzim pazarinda ikinci sirada yer almaktadir. Bununla birlikte,
termostabil seliilazlar, yiiksek sicakliklardaki aktiviteleri ile deterjan endiistrisinde renk parlatma ve yumusatmada,
biyoetanol iiretimi i¢in lignoseliilozik biyokiitlenin kullanimi ve kagit endiistrisinde kagit geri doniisiimiine yardimei
olarak kullanilmaktadirlar [12]. Termostabil lipazlar, gida, deterjan, kozmetik, kagit, ilag, deri, biyodizel iiretimi vb.
gibi ¢esitli endistrilerin 6n kosuludur [13]. Fungal lipazlar siit endiistrisi, yag imalati, siirfektanlarin iiretimi ve saf
farmasotiklerin hazirlanmasindaki biyoteknolojik uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir [7].

Yeni ve oOzgiin enzim olusturmada mikrobiyal taramalarla rasyonel protein miihendisliginin birlikte
kullanilmas1 gerekmektedir. Diinyada cesitli endiistriyel alanlarda enzimlerin kullanimmnin giin gegtikce artmasi
nedeniyle enzimler bilim ve teknolojinin oldukga ilgilendigi bir alan olmustur. Bu baglamda iyi enzim {ireticisi
funguslarin belirlenmesini ve enzimlerinin taranarak ortaya konmasini igeren ¢aligmalar olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Kullanislt enzimleri iiretme yetenegine sahip pek cok patojenik olmayan mikroorganizma arasinda filamentli
funguslar, kolay kiiltiire edilebilmeleri, endiistriyel ©neme sahip ekstraseliiler enzimleri yiiksek miktarlarda
iiretebilmeleri nedenleri ile 6n plana ¢ikmaktadirlar. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iiriinlerin kullanim
alanlarmin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, endiistriyel enzimlere yonelik biyoteknolojik
aragtirmalar daha da onem kazanmaktadir. Bu nedenle endiistriyel enzimleri iiretme agisindan elverisli olan bu
funguslarm belirlenmesi ve enzimlerinin taranarak ortaya konmasini bilimsel olarak 6n plana ¢ikarmustir. Yaptigimiz
caligmada, ¢esitli sicak su kaynaklarindan izole edilmis olan termotolerant ve termofilik funguslarn endiistriyel agidan
olduk¢a 6nemli olan termostabil lipaz, amilaz, seliilaz, proteaz ve fitaz enzimlerini iiretme yeteneklerinin belirlenmesi
amaglanmigtir.
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2. Materyal ve yontem
2.1. Mikroorganizmlar

Cesitli sicak su kaynaklarindan izolasyonlar1 yapilarak termofilik ve termotolerant olduklar1 daha 6nceden
belirlenmis ve laboratuvarimizda stoklanmis halde bulunan 51 straini A. fumigatus, 5 straini A. terreus, 1 straini A.
flavus, 2 straini R. pussillus, 1 straini L. corymbifera, 1 straini M. albomyces ve 2 tanesi de H. insolens dan olusan 63
mikrofungus ¢alismada kullanilmustir.

Enzim tarama caligmalarinda kullanilmak tizere mikrofunguslarin aktiflestirilmesi +4°C’de stoklanmig olan
kiltiirlerinin Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (ME063, Himedia) ve Yeast Potato Soluble Starch Agar’a (YPSSA)
(Maya ekstrakt1 4g/L, MgSO4-7H.0 0,5 g/L, KoHPO4 1 g/L, Coziinebilir nigasta 15 g/L, Agar 20 g/L, Ampisilin 0,2
g/L, Rose bengal 0,06 g/L) [14] ekilerek 37°C’de inkiibe edilmeleri ile ger¢eklestirilmistir.

2.2. Enzim iireten tiirlerin kiiltiirel ortamlarda belirlenmesi

2.2.1. Fitaz iiretiminin belirlenmesi

Mikrofunguslar, karbon kaynagi olarak kalsiyum fitat igeren fitaz tarama ortamu (PSM) (D-glikoz 15¢/L,
Kalsiyum fitat 5g/L, (NH4)NOs 5¢/L, MgSO4-7H,0O 0,5¢/L, KCL 0,5 g/L, FeSO4-7H,O 0,01 g/L, MnSOs-4H,0
0,01g/L, pH 5,5) fitaz iiretimi agisindan taranmustir. Bu taramalar yapilirken funguslar PSM ortamina steril kosullarda
tek nokta seklinde ekilmis ve 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonrasinda fitaz enzimi iireten funguslar,
kalsiyum fitat1 pargalamalari sonucu besiyerindeki beyaz rengin kaybolmasi ile olugan kolonileri etrafindaki seffaf zon
ile aywrt edilmislerdir [15,16].

2.2.2. a-Amilaz tiretiminin belirlenmesi

Mikrofunguslar, amilaz tarama ortamna [Coziinebilir misir nisastast %2, Czapek Dox Agar (105460, Merck)
48.0 g/L] tek nokta seklinde ekimi yapilip 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonucunda gelisen fungus
kolonisi uzaklastirilarak, ligol ¢ozeltisi ile kiiltiir ortamlar1 boyanmistir. Amilaz enzimine sahip tiirler besiyerindeki
nisastay1 par¢alamaktadir. Liigol ¢6zeltisi nigasta ile birlestiginde mavi-mor bir renk olusmaktadir. Bu nedenle, boyama
sonras1 enzim {retimini gergeklestiren koloniler renksiz diger yerlerin mavi-mor renkte boyanmasi ile amilaz tiretimi
ayirt edilmistir [17,7].

2.2.3. Lipaz iiretiminin belirlenmesi

Lipaz tiretiminin belirlenmesi i¢in, tiiplerde hazirlanmis olan lipaz tarama ortami [Maya ekstrakti 3g/L, Pepton
5g/L, Tribiitirin %1, Agar 10g/L [18]] lizerinde, YpSSA ortaminda gelistirilen 7 giinliik kiif kolonilerinden 6 mm
capinda kesilerek ¢ikartilmig agar diskleri yerlestirilmistir. Tiipler 37 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. Lipaz tiretimi,
gelistirilen fungus kolonilerinin lipaz iiretim diizeylerine bagl olarak besiyerindeki tribiitirini parcalamasi ile tiip
igerisinde olusturduklar: seffaf zonlar ile ayirt edilmistir [19].

2.2.4. Proteaz iiretiminin belirlenmesi

izole edilen funguslarin proteaz aktiviteleri, proteaz tarama besiyerinde (K,HPO,4 0,5¢/L, MgSQ4-7H,0 0,25
g/L, KCL 0,25 g/L, Yagsiz siit tozu %15, Agar 1,5 g/L) belirlenmistir. Tiiplerde hazirlanmis olan proteaz tarama ortami
iizerinde, YpSSA ortaminda gelistirilen 7 giinliik kiif kolonilerinden 6 mm ¢apinda kesilerek ¢ikartilmis agar diskleri
yerlestirilerek 37 °C’de bir hafta inkiibe edilmistir. Gelisen funguslardan tiip icerisinde seffaf zon olusturanlar proteaz
iireticisi olarak belirlenmistir ve zon ¢aplar1 proteaz iiretimi agisinda funguslar1 kargilagtirmak amaci ile kaydedilmistir

[20].

2.2.5. Seliilaz tiretiminin belirlenmesi

Izolatlar, karbon kaynagi olarak iist tabaka halinde seliiloz-azur iceren seliilaz tarama ortaminda (Seliiloz-azur
0,59/L, (NH4)2S04 0,1g/L, KH2PO4 0,1g/L, MgSO.-7H,0 0,02g/L, Agar 1,5 g/L) seliilaz liretimi agisindan taranmistir.
Bu taramalar yapilirken, YpSSA ortaminda gelistirilen 7 giinliik kiif kolonilerinden 6 mm ¢apinda kesilerek g¢ikartilmig
agar diskleri seliiloz-azur igeren tiipler lizerine yerlestirilmistir. Tipler 37 °C’de bir hafta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra seliilaz iiretme 6zelligine sahip tiirler seliilozu pargalayarak ona bagh olan azur boyasmni serbest
birakmaktadirlar. Funguslarin seliilaz enzimini iiretme yetenegine bagli olarak olugan mavi rengin siddeti 1’den 10’a
kadar derecelendirilerek seliilaz tiretimi degerlendirilmistir [21].

3. Bulgular
Caligmada fitaz, proteaz, amilaz, lipaz ve seliilaz aktivitesi agisindan 57’°si termotolerant, 6’s1 termofilik olmak

lizere 63 adet kiiltiir ayr1 ayr1 taranmustir. Bu taramalar sonucunda, elde edilen sonuglar degerlendirilerek Tablo 1°de
verilmistir.
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Tablo 1. Enzim tarama ¢aligmasi sonuglari

Tiir Fitaz * | Proteaz (cm) Amilaz* | Lipaz (cm) Seliilaz#
Rhizomucor pusillus 1 +++ 0,4 +++ 15 0
Aspergillus terreus 1 ++ 2 ++ 1,9 4
Aspergillus terreus 2 +++ 2 ++ 18 3
Aspergillus fumigatus 1 + 17 - 2,6 3
Aspergillus fumigatus 2 - 23 - 1,6 3
Aspergillus fumigatus 3 - 2,1 - 2,6 4
Aspergillus fumigatus 4 - 2 - 3 4
Aspergillus terreus 3 +++ 2,3 +++ 25 3
Aspergillus fumigatus 5 + 2,3 - 2 2
Aspergillus fumigatus 6 - 2,3 + 1,3 0
Aspergillus fumigatus 7 + 23 - 3,2 2
Aspergillus fumigatus 8 ++ 3 - 15 0
Aspergillus fumigatus 9 + 2,2 - 2,1 7
Aspergillus fumigatus 10 - 2,1 - 3.2 5
Aspergillus fumigatus 11 - 2 - 1,3 3
Aspergillus fumigatus 12 + 2 + 33 3
Aspergillus fumigatus 13 + 19 - 2,7 2
Aspergillus fumigatus 14 - 2 - 1,7 4
Aspergillus fumigatus 15 - 2,9 - 2,7 5
Aspergillus terreus 4 ++ 2,2 ++ 2,2 4
Aspergillus fumigatus 16 - 24 - 14 0
Melanocarpus albomyces - 0,8 ++ 1,6 0
Humicola insolens 1 - 1 - 2 4
Aspergillus fumigatus 17 ++ 1,8 - 2,8 2
Aspergillus fumigatus 18 - 24 - 2,5 1
Aspergillus fumigatus 19 - 15 - 2,4 3
Aspergillus fumigatus 20 - 2 - 17 2
Aspergillus fumigatus 21 - 1,8 - 2 6
Aspergillus fumigatus 22 - 1,7 - 18 2
Humicola insolens 2 - 0,8 - 18 5
Aspergillus fumigatus 23 - 1,7 - 3,5 4
Aspergillus fumigatus 24 - 2 - 2,7 4
Aspergillus fumigatus 25 - 1,2 - 1,8 4
Aspergillus fumigatus 26 - 2,3 - 2 3
Aspergillus fumigatus 27 - 2,1 - 15 7
Aspergillus fumigatus 28 - 1,7 - 2 2
Aspergillus fumigatus 29 - 18 - 2,5 2
Aspergillus fumigatus 30 - 2,2 - 2,3 6
Aspergillus fumigatus 31 - 1,7 - 2 4
Aspergillus fumigatus 32 - 19 - 25 2
Aspergillus fumigatus 33 - 1,7 - 18 2
Aspergillus fumigatus 34 - 18 - 25 6
Aspergillus fumigatus 35 + 1,8 - 2,7 2
Aspergillus fumigatus 36 - 1,9 - 1 2
Aspergillus fumigatus 37 - 2 - 1,7 5
Aspergillus fumigatus 38 - 2,1 - 1,6 7
Aspergillus fumigatus 39 - 18 - 3,8 4
Aspergillus fumigatus 40 - 1,9 - 15 2
Aspergillus fumigatus 41 - 2 - 15 5
Aspergillus fumigatus 42 - 2 - 17 2
Aspergillus fumigatus 43 - 1,9 - 1,7 3
Aspergillus fumigatus 44 - 2,2 - 17 2
Aspergillus fumigatus 45 - 2,1 - 2,5 6
Aspergillus fumigatus 46 + 2,2 - 2,4 3
Aspergillus flavus - 25 + 2 0
Aspergillus fumigatus 47 - 2,2 - 16 2
Aspergillus terreus 5 ++ 2,2 ++ 2 3
Lichtheimia corymbifera - 0,2 +++ 2 4
Rhizomucor pusillus 2 +++ 0,3 +++ 1,6 2
Aspergillus fumigatus 48 - 1,7 + 1,8 3
Aspergillus fumigatus 49 - 2,2 + 3 2
Aspergillus fumigatus 50 + 1,9 - 15 3
Aspergillus fumigatus 51 - 19 - 2,8 7

*[(-): zon yok, (+): seffaf zon<0,3 cm, (++): 0,3<seffaf zon<0,5, (+++): 0,5<seffaf zon] # [10. giinde diflize olan azure renk siddeti]
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Taramas1 gerceklestirilen her enzime 6zel besiyeri ortamlarinda yapilan incelemeler sonucunda, kiiltiirlerin
%28,5’inin fitaz (Sekil 1), az veya ¢ok seviyede olmak iizere biitiin kiiltiirlerin proteaz (Sekil 3), %22’sinin amilaz
(Sekil 2), yine az veya ¢ok seviyede olmak {izere biitiin kiiltiirlerin lipaz (Sekil 3) ve 6 izolat hari¢ diger tiim kiiltiirlerin
ise seliilaz (Sekil 4) tirettigi belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada agirlikli olarak Aspergillus fumigatus’tan olusan 57 termotolerant tiir kullanilmig ve
bunun sonucunda fitaz testi i¢in 16 (%28) tanesi, amilaz testi icin 10 (%]17,5) tanesi, seliilaz testi i¢in 53 (%93) tanesi ve
proteaz ile lipaz testleri iginse tiim 6rnekler pozitif sonug vermistir. Calisilan 6 termofilik tiirden fitaz testi i¢in 2 ([]
%33) tanesi, amilaz testi i¢in 4 ([ %66) tanesi, seliilaz i¢in 4 ([1 %66) tanesi ve proteaz ve lipaz testleri iginse tim
ornekler pozitif sonug vermistir.

Sekil 1. PSM’de fitaz enzimi tarama sonucu goriiniisii Sekil 3. Proteaz ve lipaz tarama besiyerinde proteaz
(sagda) ve lipaz (solda) enzimi tarama sonucu

goruniisi

o Sekil 4. Seliilaz tarama besiyerinde seliilaz enzimi

Sekil 2. Amilaz tarama besiyerinde amilaz enzimi tarama sonucu (sagdan sola renk siddetleri: kontrol, 1,
tarama sonucu gorunisu 2,3,4,5,6,7)

4. Sonuclar ve tartisma

Funguslar GRAS (Generally Regarded As Safe) yani ¢ogunlukla giivenli kabul edildiginden dolayi, enzim
iireticisi olarak kullanilmalar1 olduk¢a giivenlidir [22]. Ayrica iirettikleri enzimlerin genellikle ekstraseliiler olmasi ve
bdylece fermantasyon ortamimdan daha kolay bir sekilde geri kazanilmasi géz oniinde bulunduruldugunda funguslar
enzim {iretiminde pek ¢ok avantaja sahiptirler. Endistriyel uygulamalarda termofiller, termotolerantlar ve bu
funguslarin irettigi termostabil enzimler yiiksek termostabilite gosterdikleri i¢in olduk¢a dnemlidirler [6].

Farkli mikroorganizmalarin lipaz, amilaz, seliilaz, proteaz ve fitaz enzimlerinin taramalarmnin gergeklestirildigi
birgok c¢alisma mevcuttur ancak hem termofilik hem de termotolerant funguslari iceren smnirli sayida g¢alismaya
rastlanmigtir. Calismamiza benzer olarak Afyonkarahisar topraklarindan izole edilen Aspergillus, Alternaria,
Cladosporium ve Penicillium cinsinden 4 mikrofungusa ait 515 6rnek test edilmistir. Bu izolatlardan %25’inde amilaz,
%26’smda proteaz ve %22’sinde lipaz aktiviteleri pozitif olarak bildirilmistir. Arastiricilar Aspergillus cinsinin %75’
inin amilaz aktivitesi i¢in pozitif sonug verirken higbirinin proteaz ve lipaz aktiviteleri i¢in olumlu sonu¢ vermemistir
[23]. Calisma sonuglarimizda Aspergillus izolatlarinin tamami az veya ¢ok proteaz ve lipaz i¢in pozitif sonug verirken
amilaz i¢in negatif sonu¢ vermistir. Caligmamizin aksine Aspergillus izolatlarmimn lipaz igin negatif sonu¢ verdigini
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bildirmiglerdir. Bu farkligin tiir farklihgindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Arastiricilar tiir diizeyinde
tanimlama bildirmemislerdir.

Zirai topraklardan izole edilen 1558 funginin amilaz, proteaz ve lipaz aktivitesinin incelendigi bir ¢aligmada,
amilaz i¢in izolatlarmm %41 ’nin, proteaz i¢cin %69’nun ve lipaz icin %46’smin pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir.
Caligmada kullanilan Aspergillus tiirlerinin amilaz, proteaz ve lipaz aktivitesine sahip oldugu ortaya konulmustur [20].
Caligmamiza benzer sekilde A. fumigatus tiirlerinin amilaz aktivitesine sahip olmadigini bildirmiglerdir. Proteaz
aktivitesi agisindan baktigimizda ise bulgularimiza benzer sonuglar bildirilmistir.

Sanayi atiklarindan izole edilen funguslarin enzimlerinin taranmasi iizerine yapilan ¢aligmada, incelenen
genuslar icerisinden Aspergillus flavus’un amilaz, lipaz, proteaz ve selillaz enzimlerinin tamamini iyi derecede
sentezledigini bildirmislerdir [24]. Bizim ¢alismamizda ise bu ¢alismanin aksine izole ettigimiz A. flavus tiri seliilaz
iretmemekte ve amilaz enzimini ise minimum diizeyde iiretmektedir. Bu farklilik izolasyon ortamlarmimn degisik
olmasindan dolay1 ortaya ¢ikan sus farkliligindan kaynaklanabilmektedir. Yine ayni ¢alismada Aspergillus genusu
iiyelerinin amilaz iiretme yetenegine sahip oldugu bulunmusken bizim ¢aligmamizda tam tersi bir sonug elde edilmistir.

Cesitli kaynaklardan izole edilen termotolerant ve mezofilik funguslarin endiistriyel olarak énemli enzimlerinin
taranmas1 tizerine yapilmig olan bir ¢aligmada, basta Aspergillus caespitosus ve A. niger olmak tiizere Aspergillus
genusu iyelerinin fitaz iiretimi agisindan olumlu sonuglar verdikleri ortaya koymustur [25]. Bizim ¢aligmamizda ise
Aspergillus tiirlerinden Aspergillus terreus 2 ve A. terreus 3’iin fitaz enzimi taramalarmda belirgin bir iiretim sergiledigi
saptanmigtir. Bu durum bir genus igerisindeki tlirlerin enzim {retimi agisindan farkli profiller sergilediklerini
dogrulamaktadir. Yine ayni ¢alismada Rhizomucor cinsinin farkli tiirleri fitaz {iretimi agisindan basarili sonuglar
vermigtir. Rhizomucor pusillus 1 ve R. pusillus 2’ nin ¢alismamizda en yiiksek fitaz aktivitesi gosteren tiirlerden olmasi
Guimaraes ve ark. [25] calismasini1 destekler niteliktedir. Myceliopthora thermophila [26], Sporotrichum thermophile
[27], Thermomyces lanuginosus [28] and Thermoascus aurantiacus [29] gibi ¢esitli termofilik funguslarla yapilmis olan
calismalarda fitaz enzimi varligi gosterilmistir ancak R. pusillus igin smirli sayida veri bulunmasindan dolay:
¢alismamiz ileriki ¢aligmalara yol gosterici niteliktedir.

Bazi termofilik funguslarin amilaz aktivitelerinin tarandigi ¢alismada R. pusillus amilaz iireticisi olarak
belirlenmistir ve enzim tiretiminin 6. giiniinde maksimum seviyede liretim yaptigi, enzim iiretiminin inkiibasyon siiresi
ile iliskili oldugu ortaya konulmustur [30]. Gergeklestirdigimiz amilaz tarama ¢aligmasinda da zon ¢apma gore en
yiiksek aktivite gosteren tiirler arasinda R. pusillus 1 ve R. pusillus 2 yer almaktadir. 51 piring tanesi drneginden izole
edilen A. terreus ve Lichtheimia corymbifera’nin da aralarinda bulundugu 62 fungal izolat amilaz aktivitesi agisindan
taranmustir. Caligma sonucunda A. terreus’un ¢ok ve Lichtheimia corymbifera’nin ise smirli miktarda amilaz tiretimine
sahip oldugu belirlenmistir [31]. Bizim ¢alismamizda ise hem A. terreus’un hem de Lichtheimia corymbifera’nin amilaz
iiretiminin diger izolatlara gore yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir.

Caligmamizda yapilan seliillaz taramalar1 sonucunda en yiiksek aktivite gosteren tiirler A. fumigatus 9, A.
fumigatus 27, A. fumigatus 38 ve A. fumigatus 51 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar ile uyumlu olarak termofilik
funguslarm ligninoseliilozik enzimlerinin tarandig1 bir ¢aligmada en yiiksek seliilaz aktivitesi gosteren tiirlerden bir
tanesi A. fumigatus olmustur [32]. Yine baska bir ¢calismada da seliillaz enzim aktivitesi yoniinden en etkin tiirlerin
Aspergillus genusunda oldugu belirlenmistir [33].

Cesitli yagl tohumlardan Aspergillus sp. tiirleri izole edildikten sonra lipaz aktivitelerinin arastirilmasi
sonucunda enzim aktivitesi a¢isindan en etkili tiirlerden bir tanesi A. fumigatus olarak bulunmustur [34]. Bu ¢alisma ile
paralellik gosterecek sekilde bulgularmmizda en yiiksek lipaz aktivitesi gosteren tiir A. fumigatus 39 olarak
belirlenmistir.

Funguslar pek ¢ok agidan oneme sahip organizmalardir. Gida sektdrii, ilag yapimi, degerli enzimlerin ve
organik maddelerin iiretimi gibi bircok alanda kullanilmaktadirlar. Diinyada ¢esitli endiistriyel alanlarda enzimlerin
kullanimmin giin gegtikge artmasi nedeniyle enzimler bilim ve teknolojinin oldukga ilgilendigi bir alan olmustur.
Endiistriyel siireglerde uygulanan yiiksek sicakliklarda aktivitesini koruyan termostabil enzimlerin elde edilebildigi
funguslar da dolayisiyla biiyiilk 6nem tagimaktadir. Ayrica termostabilite 6zelliginin yaninda termofilik ve termotolerant
funguslarin {iirettikleri enzimler genis pH araligi, yiiksek spesifik aktivite gibi 6zelliklerinden dolay1 da 6n plana
¢ikmaktadir. Bu funguslarin belirlenmesini ve enzimlerinin taranarak ortaya konmasini igeren ¢alismalar olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Bu ¢aligma sonucunda, 57’si termotolerant, 6’s1 termofilik olmak {izere 63 adet fungusun fitaz, proteaz,
amilaz, lipaz ve selillaz enzim tiiretme yetenekleri ortaya konmustur. Termofilik ve termotolerant funguslarin lipaz,
amilaz, seliilaz, proteaz ve fitaz enzimlerini liretme yetenegine sahip olanlarmin belirlenmesi, bu funguslarin ve
enzimlerinin ileriki ¢aligmalarda degerlendirilmesi agisindan referans bilgi niteligi tasimaktadwr. Bu anlamda
calismamiz kullanilan funguslar agisindan enzim profillerinin ¢ikartilmasini sagladigi i¢in 6nem tasimaktadir.
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