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Bu c¢aligmada sicak su kaynaklarindan termofilik filamentli funguslarin
izolasyonu, morfolojik ve molekiiler tekniklerle identifikasyonu ve fitaz enzimi
tiretimi yeteneklerinin arastirilmasit amaglanmistir. Kiitahya ilinde bulunan 12,
Afyon ilinde bulunan 4 kaplicadan 2008 ve 2009 yillarinda birer kere 6rnekleme
yapilmistir. Bu sicak su kaynaklarindan alinan 47 farkli sicak su orneginden
yapilmig olan izolasyon islemleri sonucunda toplam 137 adet fungus izolat: elde
edilmistir. Bu izolatlardan 25 tanesinin termofilik oldugu yapilmis olan sicaklik
testleri ile belirlenmistir. Termofilik fungus izolatlarinin morfolojik ve ITS, 26-
28S rDNA’'min DI/D2  bolgelerine dayali  molekiiler tanilamalari
gerceklestirilmistir. Fitaz enzimi tarama calismalar1 ile segilen Thermomyces
lanuginosus kullanilarak kati faz fermentasyon (KFF) yoluyla fitaz enzimi iiretimi
gerceklestirilmistir. Klasik yontem ve cevap yiizey yOnteminin merkezi bileske
tasarimu fitaz tiretiminin optimizasyonunda kullanilmistir.

Morfolojik ve molekiiler identifikasyonlar sonucunda termofilik fungus
izolatlarmin ~ Myceliophthora  thermophila,  Myceliophthora  hinnulea,
Melanocarpus albomyces, Rhizomucor pusillus, Thermomyces lanuginosus,
Humicola grisea, Humicola insolens, Scytalidium thermophilum, Talaromyces
thermophilus, Thielavia terrestris ve Malbranchea cinnamomea tiirlerinin iiyeleri
oldugu saptanmistir. Bu tanilama ¢aligmalar: ile Kiitahya ve Afyon illerindeki
sicak su kaynaklarindaki termofilik funguslar ilk kez ortaya konmustur.

Fitaz enziminin iretiminde kullanilmis olan optimizasyon stratejisi
geleneksel ve istatistiksel yontemlerin bir kombinasyonunu olusturmustur.
Maksimum fitaz aktivitesi substrat olarak piring kepeginin kullanilmasi ile elde
edilmistir. Maksimum enzim aktivitesi elde edilmesini saglayan parametrelerin
optimum seviyeleri %70 nem, 7 giin fermentasyon siiresi, %40 inokulum
biiyiikliigii, 55 °C inkiibasyon sicakhigi, 7,5 baslangic pH, %30 havalandirma
alani, 5 gilinliik as1 kiltiir, %1 silikroz, 2,5 mM ZnSO4 olarak belirlenmistir.
Uygulanan optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda fitaz aktivitesinde 10,83 kat artis
saglanmustir (0,30 — 3,248 U/ml/dK) ve spesifik fitaz aktivitesi 8,97 U/mg olarak
belirlenmistir. SDS-PAGE ile T. lanuginosus fitaz enziminin molekiil agirliginin
~30 kDa olusturdugu belirlenmistir ve zimogram analizi bu bandin fitaz enzimine
ait oldugunu dogrulamustir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik fungus, Molekiiler identifikasyon, Sicak su
kaynaklari, Fitaz, Cevap ylizey yontemi
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Derya BERIKTEN

Anadolu University Graduate School of Sciences
Biology Programme
Supervisor: Prof.Dr. Merih KIVANC
2013, 198 pages

This study focused on the isolation of thermophilic filamentous fungi from
hot spring waters, characterization of morphologic and molecular tecnique and
researching of their phytase production capabilities. The sampling was performed
one time of year 2008 and 2009 from 12 hot spring in Kiitahya and 4 hot spring in
Afyon. Totally 137 fungus isolates were obtained as the results of the isolation
procedures from 47 different hot water samples taken from hot spring waters. It
was determined by temperature tests that 25 of them from these isolates were
thermophilic. Morphologic and molecular identification based on ITS, D1/D2
region of 26-28S rDNA of thermophilic isolates was carried out. Phytase enzyme
production by using Thermomyces lanuginosus which is selected by phytase
screening studies was carried out by solid state fermentation (SSF). Classical
approach and Central composite design (CCD) of response surface methodology
were applied for the optimization of phytase production.

As a result of the morphologic and molecular identifications it was
determined that thermophilic fungi isolates were the members of Myceliophthora
thermophila, Myceliophthora hinnulea, Melanocarpus albomyces, Rhizomucor
pusillus, Thermomyces lanuginosus, Humicola grisea, Humicola insolens,
Scytalidium thermophilum, Talaromyces thermophilus, Thielavia terrestris ve
Malbranchea cinnamomea species. Thermophilic fungi of hot spring waters of
Kiitahya and Afyon provinces were exhibited with these identification studies for
the first time.

Optimization strategy which was used to production of phytase was
constituted a combination of traditional and statistical methods. Maximum
pyhtase activity was achieved by using rice bran. The optimum levels of variables
that supported maximum enzyme activity were moisture 70%, culture time 7 days,
inoculum size 40%, culture temperature 55 °C, initial pH 7,5, aeration area 30%,
age of seeding culture 5 days, sucrose 1%, ZnSO,4 2,5 mM. An overall 10,83-fold
enhancement in phytase activity (0,30 to 3,248 U) was attained due to the
optimization and spesific phytase activity was determined as 8,97 U/mg.
Molecular weight of T. lanuginosus phytase enzyme was determined as ~30 kDa
by SDS-PAGE and zymogram analysis proved that this band belong to phytase
enzyme.

Key words: Thermophilic fungus, molecular identification, hot spring water,
phytase, response surface methodology.
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek
ilimh kosullarda gergeklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar
(Wiseman, 1987). Endiistriyel agidan 6nemi bulunan pek c¢ok reaksiyon, biyolojik
ortamlarda ¢ok daha kolay iliml kosullarda gergeklesmektedir. Hiicrelerde ¢ok
onemli metabolik gorevleri olan enzimler ¢esitli amaglarla kullanilmak tizere
giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Insanlar gercekte binlerce yi1l dncesinden
enzimlerden yararlana gelmislerdir. Ornegin alkol fermentasyonu, bira ve ekmek
yapimi gibi islemler ilk biyoteknolojik prosesler olarak tanimlanabilirler.
Enzimlerin bulunusu ve enzimolojinin gelismesi paralelinde onlardan bilingli bir
sekilde yararlanma olanagi da ortaya ¢ikmistir (Cetin, 1983).

Canli sistemlerdeki enzim biyosentezi canliligin devami agisindan biiyiik
onem tagimaktadir. Canliligin biitiin evrelerinde sabit ya da degisken diizeylerde
ayarlanan enzimatik aktiviteler sayesinde metabolizmanin diizenli bir sekilde
yuriimesi saglanmaktadir (Jacob and Scudder, 1994).

Enzimlerin bulunusu ve enzimolojinin gelismesi paralelinde onlardan bilingli
bir sekilde yararlanma olanaklari da ortaya c¢ikmistir. Enzimlerin ilgili
reaksiyonlart 1limh kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bir bigimde katalizliyor
olmalari, onlarin ayrintili enzimolojik aragtirmalarin paralelinde, ¢esitli pratik
uygulamalarda da kullanilmalarini da giindeme getirmistir. Enzimlerin ticari
olarak kullanimlarinda, kullanim alanlarina gore 6zellikleri, dolayisiyla miktar ve
maliyetleri 6nemli degisiklikler gostermektedir. Enzimlerden baslica endiistriyel,
tibbi, bilimsel ve analitik amagli olmak {izere ii¢ farkli alanda yararlanilmaktadir.
Enzimler canli materyallerden elde edilmek zorundadir. Ticari konularda daha
ucuz olan onceligi alacagindan dolayr bir kimyasal yontem enzimatik yonteme
gore daha ucuz ise tercih edilecektir. Bu nedenle enzimlerin hangi kaynaktan
olursa olsun yiiksek miktarda iiretilebilmeleri onem tasimaktadir (Palmer, 2001).

Endistrinin  hemen her alaninda kullanilan enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakl
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore Kkatalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha

stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlari
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bulunmaktadir. Bu nedenle enzimlerin endiistride kullanimi kaginilmaz olmustur
(Wiseman, 1987). Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim iiretme Yyeteneklerine
gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de se¢ilmistir.
Bugiin endiistride kullanilan bircok enzim mikrobiyal kdkenli oldugu igin,
endiistriyel enzimlerin  tretiminde, mikroorganizma kullanimi  artmustir.
Endiistriyel enzimlerin iiretiminde kullanilan mikrobiyal gruplardan bir tanesini
de genellikle ekstraseliller enzim salgilama yetenegine sahip funguslar
olusturmaktadir (Demain ve Solomon, 1981).

Giliniimiiz diinyasinda, ¢esitli biyorafinerilerde uygulanan proseslerin bir ¢ogu
yiikksek sicakliklarda stabil olabilen enzimleri igermektedir. Endiistriyel
uygulamalarda termofiller ve termostabil enzimler olduk¢a O6nemlidir. Bu
termostabil enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bir
enzim veya proteinin termostabil olarak tanimlanmasi igin segilen yiiksek
sicaklikta ( > 55 °C) uzun bir yar1 6mre sahip olmasi gerekmektedir. Termofilik
organizmalarin  extraselliiler enzimleri  genellikle yiiksek termosabilite
gdstermektedir (Turner ve ark., 2007). Okaryotik organizmalar igerisinde sadece
funguslarin  ¢ok az bir tiri 50-60 °C’ler arasindaki sicakliklarda
yasayabilmektedir. Termofilik funguslar toprakta, sicak sularda, Olii bitki
parcalarmin yigmlar iizerinde, tarim ve orman {irlinlerinin yigmlarinda ve diger
tim sicak, nemli ve aerobik bir ¢evrede bulunan organik materyaller tizerinde
yasayabilmektedirler. Bu ortamlarda yasayabilmeleri amilazlar, proteazlar,
lipazlar, seliilazlar ve ksilanazlar gibi bir¢ok termostabil enzimi salgilama
yetenegine sahip olmalarina baglidir (Maheshwari ve ark., 2000).

Bu enzimlerden bir tanesi de fitaz dir. Fitik asitin defosforilasyonu fitaz
enzimleri (myo-inositol hexakisfosfat fosfohidrolaz, EC 3.1.3.8, EC 3.1.3.26, EC
3.1.3.72) tarafindan katalizlenmektedir (Asan, 2007; Sariyska ve ark., 2005;
Polaina ve Maccabe, 2007). Tahillar, baklagiller ve yagli tohumlar hayvanlar
alemi i¢in temel besin kaynaklarindandir (Asan, 2007). Fitik asit (myo-inositol
1,2,3,4,5,6 hexakis-dihidrojen fosfat) ve fitat bu bitkilerin tohum, tane, kok ve
yumrularinda fosfat ile inositoliin temel depo formudur (Asan, 2007; Hidvegi ve
Lasztity, 2002; Sariyska ve ark., 2005). Bitkisel beslenmenin énemli bir pargasi
olan Fitatin beslenme karsit1 etkisi ile yapisinda bulunan fosfatin basit mideli

hayvanlar ve insanlar tarafindan ¢ok az metabolize edilebilir olmasi sebebiyle,
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defosforilasyonu hayvan ve insan beslenmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (Asan,
2007; Sariyska ve ark., 2005).

Fitik asidin defosforilasyonunu saglayan fitazlar, son yillarda 6zellikle
beslenme, cevreyi koruma ve insan sagligi acisindan 6n plana ¢ikmistir. Yem
tiretimi, gida isleme, kagit yapimi ve bunlar gibi pek¢ok endiistriyel prosesde
yiiksek sicakliklara dayanikli termostabil fitazlara gereksinim oldugu belirtilmistir
(Lei ve ark., 2006; Turner ve ark., 2007).

Yapilan c¢alismalarda mikrobiyal fitazlar icerisinde de termofilik
funguslarin irettigi fitazlarin endiistriyel agidan olduk¢a 6nemli oldugunu ve
heniiz bu enzimlerle ilgili yapilmis olan ¢alismalarin sinirli sayida kaldigini ortaya
koymaktadir. Ayrica farkli termofilik funguslarin trettigi fitaz enzimlerinin
karakterizasyonu yapilmaya devam edilmekte ve heniiz her agidan ideal
Ozelliklere sahip bir fitaz enzimi iretimi tam olarak ger¢eklestirilememistir.
Tiirkiye’deki duruma bakildiginda bu konu iizerinde fazla durulmadigi
goriilmektedir. Birka¢ tavuk isletmesinde verim arttirmak, tavuk kemik ve
yumurta kabuklarini kalsiyum agisindan zenginlestirmek amaciyla yemlere fitaz
enzimi ilave edilmektedir. Fitaz enzimini Tiirkiye’de iireten firma bulunmamakta
enzim yurt disindan ithal edilmektedir. Fakat son yillarda c¢evre kirliligine verilen
Oonemin artmasiyla fosfor kirliligine karsi yaptinmlarin giderek artacagi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle iilkemizde iiretilecek, daha ucuz maliyetli ve ticari
olarak kullanilabilecek ozelliklere sahip fitaz enzimine gereksinim artacaktir.
Ayrica diinyada sicak sulardan termofilik funguslarin izolasyonuna iliskin ¢alisma
yok denecek kadar azdir. Tiirkiye’de ise bu konuyla ilgili bir g¢alismaya
rastlanamamustir.

Ekonomik agidan bu denli 6nemli olan termostabil fitaz enziminin
termofilik funguslar tarafindan sentezlenebiliyor olmasi; Tirkiye’deki termal
sulardaki bu funguslarin belirlenmesini, fitaz enziminin varhiginin taranarak
ortaya konmasmmi ve sentezledikleri fitaz enzimlerinin  6zelliklerinin
belirlenmesini bilimsel olarak 6n plana ¢ikarmaktadir. Bu ¢aligmada; Kiitahya ve
Afyon il sinirlan igerisinde bulunan kaplicalardan alinan sicak su orneklerinden
membran filtrasyon yontemi ile termofilik funguslarin izolasyonu, bu funguslarin
geleneksel ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi, tanilanan funguslar arasinda
fitaz enzimini sentezleme yetenegine sahip olanlarin kiiltiirel ortamda

belirlenmesi, kiiltiirel ortamda belirlenen fitaz iiretme yeteneginin molekiiler
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biyolojik yolla dogrulanmasi, kati1 substrat fermentasyonu yoluyla fitaz iiretimi,
tiretimin ~ maksimum  seviyede  gerceklestirilmesi i¢in  kati  substrat

fermentasyonunun optimizasyonu amaglanmistir.

1.1. Funguslar

Eukaryotik organizmalardan olan funguslarin rRNA kii¢iik alt {initesine
veya diger molekiiller lizerine dayali soyagaclar1 ile sik1 bir filogenetik demet
olusturduklart goriilmiistiir. Funguslarin {i¢ biliylik grubu goze c¢arpmaktadir:
Filamentli funguslar (Kiifler), Tek hiicreli funguslar (Mayalar), Makroskobik
funguslar (Sapkali mantarlar). Funguslarin habitatlar1 oldukca cesitlidir. Bazi
funguslar aquatik olup tatli sularda yasarken, birkagi ise denizlerde
bulunmaktadir. Ancak funguslarin ¢ogu karasaldir. Karasal olanlar toprak ve 6l
bitki materyalleri ilizerinde yasarlar ve organik karbonun mineralizasyonunda
onemli roller oynarlar. Bunlarin yaninda funguslarin bitki ve hayvan patojeni
olanlar1 da mevcuttur (Madigan and Martinko, 2010).

Funguslar besinlerini diger canlilarin hazirladigi organik bilesiklerden elde
etmektedirler, yani heterotrofturlar. Funguslar besinlerini disaridan absorbsiyonla
almaktadirlar. Bu durum monosakkaritler ve aminoasitler gibi basit bilesikler i¢in
gecerlidir. Polimerler gibi kompleks bilesikler ise once dis ortama salinan
sindirim enzimleri ile basit bilesenlere pargalandiktan sonra ozmoz veya 06zel
tasinim mekanizmalar1 ile hiicre i¢ine almaktadirlar. Bu beslenme seklinin bir
sonucu olarak funguslarin pek ¢ok endiistriyel oneme sahip enzimlerin kaynagi
oldugu ve yiiksek miktarlarda ekstraseliiler (hiicre disi1) enzimleri sentezleme
yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Kasik, 2010).

Mycota i¢inde yer alan organizmalarin yasam dongiilerinde hem eseyli
hem de eseysiz lireme sathalar1 yer almaktadir. Funguslarin siniflandirilmasinda
kullanilan temel Kkriterler, yagsam dongiilerinin eseyli sathasinda olusturduklar1 bu
tireme yapilaridir. Ancak eseyli tireme yapilar 6zel kosullar altinda olusturuldugu
icin bazit funguslarin eseyli sathasi ya heniliz belirlenememis ya da bazi
funguslarda bu safha tamamen ortadan kalkmis olabilir. Bundan dolay1
giniimiizde funguslar iki sekilde smiflandirilmaktadir. Bunlardan, funguslarin
yasam dongiilerinin eseyli sathalarinda olusturduklar fruktifikasyon yapilari,

eseyli sporlar1 ve tallus yapilar1 kriter alinarak gergeklestirilen siiflandirma
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teleomorfik smiflandirma olarak adlandirilir. Eseyli iireme yapilar1 tesbit
edilemedigi icin, baz1 funguslar tallus yapilar1 ve eseysiz sporlart goéz Oniine
alinarak smiflandirilirlar, bu smiflandirma bi¢imi ise anamorfik siniflandirma

olarak adlandirilir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

1.1.1 Mikrofunguslarin Tanilanmasi

1.1.1.1. Morfolojik Tanillama

Funguslarin  tanilanmast ve buna bagli olarak gerceklestirilecek
siiflandirmada kullanilan temel kriterler, yasam dongiilerinin hangi sathasinda
olusturduklarina ve buna bagli olarak olusturduklar1 lireme yapilarina baghdir.
Anamorfik siniflandirmada kullanilan yontemlerin ortak 6zelligi gézlemlere
dayali olmasi, fazla zaman almasi ve hata yapma olasilginin fazla olmasidir. Bazi
funguslarin smiflandirilmasindaki bu belirsizlik cogu zaman ayni taksona iki
farkli isim verilmesine hatta farkli organizmalara ayni isim verilmesine neden
olabilmektedir (Kilicoglu ve Ozkog, 2008). Morfolojik tanilama yapilirken
tanilamada kullanilan besiyerinin cinside olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii morfolojik
tanilama, incelenen fungus 6rneginin her bir cins igin 6zgiin kiiltiir ortamlarinda
gelisme yeteneklerine dayanmaktadir. Bu nedenle ilgili cinsler i¢in kullaniimasi
gereken besi ortamlarinin dogru sekilde hazirlanmasi sonuglar tizerinde birebir
etkilidir. Tanilama yontemlerinde pek c¢ok fungus 25 °C’de 5-10 giin siire ile
karanlikta inkiibe edilirken bazi funguslar 6zel inkiibasyon kosullarina gereksinim
duymaktadirlar. Ornegin; Fusarium sp. tipik spor gelisimini sira ile degistirilen
karanlik/UV 15181 evreleri sonucunda olusturmaktadir (Samson ve ark., 2010). Pek
cok termofilik mikroorganizma dogal ortamlarda bulunabilmelerine karsilik
pekcok laboratuvar besi ortamlarinda kolayca gelisemezler. Ilk zamanlarda
pekcok ortam denenmistir. Ancak bu ortamlardan ¢ogu termofiliklerin gelisimi
icin gerekli olan yiiksek sicakliklarda kurumaktadir. Funguslar i¢in siklikla
kullanilan potato dekstroz agarda ylizeyinin kurumasi ile biiziigmektedir ve
kullanigsiz bir hal almaktadir. Dort standart ortam (Yeast starch agar, yeast-glukoz
agar, oatmeal agar, czapek agar) termofilikler i¢in olduk¢a kullanmighdir ve
bunlardan en ¢ok kullanilanlar1 Yeast starch agar (YpSs) ve yeast-glukoz agar
(YG) dir (Cooney ve Emerson, 1964).
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Kullanilan besi ortaminda gelisen fungus, dogrudan ve mikroskop altinda
incelenerek dogrulanmalidir. Makroskobik olarak; koloni ¢api, rengi, tekstiiri,
arka yiizey rengi, ¢Oziiniir pigment ve eksuda igerip igermedigi gibi o6zellikler
temel olarak degerlendirilen 6zellikler arasindadir. Bu asamada miselleri, iireme
yapilar1 ve sporilasyon tipi konidyofor yapisi, dallanma ve konidyojen karakterleri
ve son olarak tiim yapilarin boyutlar1 ve yiizey tekstiirleri gibi yapisal 6zellikleri
hazirlanan preparatta mikroskobik olarak incelenen ayirt edici 6zelliklerdendir.
Mikroskobik inceleme i¢in hazirlanan preparat pamuk mavisi veya anilin mavisi
gibi boya igeren laktik asit ¢ozeltisi olabilecegi gibi boyasiz laktik asit ¢ozeltisi
kullanim1 da bazi yapilarin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Preparat hazirlig
esnasinda Ozellikle Aspergillus ve Penicillium gibi bol sporlu cinslerin
hazirlanmasinda, alkol kullanimi, konidialarin hidrofobik ozellikte olmalarina
dayal1 olarak temiz bir mikroskobik goriintli saglamaktadir (Samson ve ark., 2010;
Klick, 2002).

Funguslarin tanilanmasinda morfolojik tanilama tek basma yeterli
olmamaktadir. Hem tanilama hem de filogenetik calismalar i¢in molekiiler
tekniklerden faydalanilmaya baglanmistir. Morfolojik ve molekiiler tanilama
yontemlerinin her ikisinde de tek spordan olusmus kiiltiirler daha basarili sonuglar
vermektedir. Ayrica tek spor izolasyonundan sonra elde edilen kiiltiirlerden
yapilan ¢aligmalarda tekrar edilebilirlik daha kolay saglanmaktadir. Bu da hem
molekiiler ¢alismalarda hem de yeni metabolitlerin kesfinde olduk¢a ©Gnem

tasimaktadir (Choi ve ark. 1999).

1.1.1.2. Molekiiler Tanilama

Fungal sistematige geleneksel morfolojik yaklagimlar temel olusturmasinin
yaninda genellikle tiir seviyesinde siklikla yanligliklar yapilmaktadir. Bunun
baslica nedenleri morfolojik karakterlere dayali tanilama sisteminde tanilamay1
saglayan pek c¢ok oOgenin kisiden kisiye degisebilecek goreceli kavramlar
olmasidir. Bu sekilde bir ayrimi genus ve daha iist taksonomik seviyelerde
yapmak miimkiin olsa bile tiir diizeyinde tanilamada biiyiik zorluklar yasanmakta
ve yapilan tanilamanin dogrulugu konusunda siipheler kalmaktadir. Bu nedenle
son yillarda molekiiler araglarin kullanimi kolay, ucuz, kullanigh ve kesin

sonuglar verdigi icin daha ¢ok tercih edilmektedirler (Geiser, 2004).
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Ozgiillik ve duyarlihgindan dolayi, PCR temelli ydntemler funguslarin
teshisi i¢in kullanighi olmakta ve fungal suslarin, tiirlerin ya da daha iist takson
gruplarinin belirlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir. PCR araciligiyla elde
edilen bilgiler sayesinde mevcut taksonlar igin spesifik oligoniikleotid primerlerin
tasarlanmasi miimkiin hale gelmistir. Protein sentezinin oldukg¢a eski ve tim
organizmalarda ortak bir 6zellik olmasindan dolayr organizmalar arasindaki
evrimsel iliskiyi ayirt edebilmek i¢in rRNA’lar tistiin molekiillerdir. rRNA eskKi,
fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis gosteren (yaygin) ve filogenetik
farki, Slctilii bir sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Ayrica rRNA gibi biiyiik bir
molekiildeki olasiliklarin sayis1 oldukga fazladir ve iki dizi arasindaki benzerlikler
filogenetik bir iligkiyi isaret etmektedir. rRNA dizi analizlerinin sonuglar1 ve
molekiiler genetik calismalar organizmalar arasindaki dogru evrimsel iligkileri
yansitacak sekilde filogenetik agaclarin elde edilmesini saglamistir (Bruns ve ark.,
1991; Kilicoglu ve Ozkog, 2008; Samson ve ark., 2010).

Funguslarda c¢ekirdek rDNA (rRNA gen kiimesi) ardisik tekrarlanan rDNA
birimleri olarak organize olmustur rRNA gen kiimesi hem ¢ekirdek hem de
mitokondrilerde bulunur ve olduk¢a korunmus ve degisken bolgelerden meydana
gelir. Fungal ¢ekirdek rRNA genleri her genomda birkag yiiz kopyasi olan, ardisik
tekrarlanan yapilar olarak diizenlenmistir. Her bir birimde li¢ rRNA geni
bulunmaktadir: kii¢iik rRNA geni (18S vb.), 5.8S rRNA geni ve biiylik rRNA geni
(28S vb.). Gen kiimesinin sonunda yer alan 5S rRNA geni ise fungal taksona bagh
olarak tekrarlayan birim iginde olabilir veya olmayabilir. 5.8S rRNA geni ise
funguslarda mitokondriyal genomda bulunmaz. Korunmus diziler biiyiik alt birim
(LSU) ve kiiciik alt birim (SSU) genlerinde bulunur. Kodlanmayan iki degisken
bolgeden meydana gelen ITS bolgesi, oldukga korunmus kiigiik alt birim (SSU)
ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bolgesi) ve de biiylik alt birim (LSU) rRNA
genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer almaktadir. ITS bolgesi 4
temel nedenle funguslarda molekiiler karakterizasyon c¢alismalart i¢in 6zellikle
kullanishidir:

1. ITS bolgesi nispeten kiigiiktiir (500-800 bp) ve evrensel tek bir primer
cifti (fRNA alt birimleri igindeki korunmus bolgelerin komplementeri)
kullanilarak PCR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir.
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2. IDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi nedeniyle, seyreltik ya
da oldukca degrade olmus DNA Orneklerinden bile ITS boélgesi kolaylikla
cogaltilabilir.

3. Morfolojik a¢idan farkli tiirler arasinda ITS bolgesi yeterince degisken
olabilir ve bundan dolay1 ITSRFLP restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin
etmek i¢in kullanilabilir boylece filogenetik ve sistematik analizler i¢in karakterler
saglayabilir.

4. ITS tire 6zgli problari, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek
kalmaksizin hizli bir sekilde PCR ile iiretilebilir.

Birgok arastirici dizilerin tekrarlayan birimler seklinde olmasi ve tiirler
arasinda degisken, tiir i¢inde benzer olma egiliminde olmasindan dolayi, tiire 6zgii
problart gelistirmek icin dizileri ITS bdlgesinden se¢mektedir (Kilicoglu ve
Ozkog, 2008).

Yapilan baz1 c¢aligmalarda termofilik funguslarin ITS niikleotid dizi
analizlerine dayali tanilamalar1 gerceklestirilmistir (Lyons ve ark., 2000, Ifrij ve
Ogel, 2002). Son yillarda yalmzca ITS bolgelerine dayali olarak yapilan
taksonomik ¢aligmalar yetersiz bulunmus ve intronca zengin proteinleri kodlayan
genlerin dizilenmesi tiir diizeyinde tanilamanin gergeklestirilmesinde olduk¢a 6n
plana ¢ikmistir. Ayrica tiir seviyesinde tanilamaya ulagsmada sadece ITS
bolgelerinin yetersiz kaldigi durumlarda polifazik taksonominin olduk¢a basarili
sonuglar verdigi bildirilmistir. Protein kodlayan gen olarak B-tiibiilin (benA) 3-6
ekson araligi ¢ cins igin (Aspergillus, Penicillium, Fusarium) uygun
bulunmaktadir. Aspergillus ve telemorflari i¢in ilaveten kullanilan diger bolgeler
ise kalmodulin ve aktin dir (Houbraken ve ark., 2008, Hong ve ark., 2005). Ayrica
26-28S (LSU) bolgesinin yiliksek degisken kismi sekanslarimi igeren D1/D2
bolgesi termofilik ve termotolerant pek ¢ok tiiriin tanilanmasinda kullanilmaktadir

(Sharma ve ark., 2008).

1.1.2. Funguslarin Yayihis1 ve Sicaklik Gereksinimleri

Kutuplardan ekvatora kadar, okyanuslarin derinliklerinden (4619 m)
atmosferin iist tabakalarina (4950 m) kadar her ortamda funguslar
bulunabilmektedirler. Bununla birlikte funguslarin yayilisina, hangi tip ekolojik

ortamda hangi tiirlerin faaliyet gosterecegi konusunda etkin olan faktorler
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bulunmaktadir. Bu faktorler iklim, bitki Ortiisii, konaklar, toprak ve organik
madde, mineral maddeler, vitaminler, pH, hava ve 1s1k olarak sayilabilmektedir.
Ozellikle iklimin diger faktorleri de etkiledigi diisiiniiliirse funguslarin yayilisinda
en 6nemli faktoriin iklim oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Iklime 6zelligini kazandiran
sicaklik, yagis, bagil nem gibi faktorler funguslar igin oldukg¢a 6nemlidir (Kasik,
2010).

Sicaklik bir organizmanin biiyiime miktar1 ve derecesini tayin eden énemli
bir faktordiir. Sicakligin o6zellikle enzim aktivitesi ve kimyasal reaksiyonlar
acisindan etkisinin biiyiik oldugu, sicakligim her 1 °C artisinda bircok enzim
aktivitesinin 2 kat, kimyasal reaksiyonlarin ise 10 kat arttigi bilinmektedir.
Yiiksek sicakliklar enzimlerin inaktive olmasina ve hayati faaliyetlerin durmasina
yol agmaktadir (Kasik, 2010).

Funguslarin ¢ogunun sicaklik istekleri 20-40 °C arasinda degismektedir.
Bundan dolay1 funguslarin ¢ogu mezofilik karakterdedir. Mezofilik funguslarin
optimum gelisme sicakhigi 25-30 °C arasindadir. 0-20 °C arasinda gelisme
gosteren funguslarin az bir tiirii de psikrofilik olarak bilinmektedir. Buna karsin
bazi funguslar ise termofilik 6zellik gosterirler (Kasik, 2010). Termofilik
funguslar minimum ve maksimum biiyiime sicakliklar1 baz alinarak ayrimi
yapilan termofilik ve termotolerant formlar: kapsamaktadir. Termofilik funguslar
minimum 20 °C ya da iizeri ve maksimum 61,5 °C biiyiime sicakligina sahiptirler.
Termotolerant formlarmn ise 20 °C ‘nin altindan yaklasik 55 °C’ye kadar olan
genis bir biiytime sicaklik araligi vardir (Cooney ve Emerson, 1964; Maheshwari
ve ark., 2000; Mouchacca, 2007).

1.1.3. Termofilik Funguslar

Ekstremofilik mikroorganizmalar; volkanlarin yiiksek sicakliklarinda,
kutuplarin diisiik sicakliklarinda, ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek pH degerlerinde (pH O-
3 veya pH 10-12) veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-30) yasamak
icin adapte olmuslardir (Niehaus ve ark., 1999). Bu sekilde farkli ekolojik
kosullarda yasayan mikroorganizmalar termofilik, asidofilik, alkalifilik ve
halofilik  seklinde siniflandirilmistir  (Zeikus, 1979). Bu eksremofilik
mikroorganizma gruplarindan bir tanesi de termofilik funguslardir. Okaryotik

organizmalar arasinda yaklasik olarak 50.000 den fazla tiir kaydi bulunan
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funguslardan yanlizca az sayidaki fungus tiirii 40-45°C’nin iizerindeki
sicakliklarda yasayabilme oOzelligine sahiptir (Maheshwari ve ark., 2000).
Sicakliga toleransli olan bu funguslardan 30 tane tiir termofilikler olarak
ayrilmaktadirlar (Mouchacca, 2000).

Termofilik funguslarin smiflandirilmast  ve isimlendirilmesi zor ve
karmagiktir. ilk smiflandirmalarda, ingilizce disindaki dillerde yazilislari, tiir
adinda karisikliklara neden olmustur. Bu nedenle funguslarin baz tiirleri birden
fazla adla agiklanmis ve yeni simiflandirma yapildiginda ayni fungus farkli adlar
ile tammlanmustir. Ornegin, Thermomyces lanuginosus, Humicola lanuginosa gibi
bir isimle de adlandirilmaktadir. Funguslarin eseyli ve eseysiz evrelerine gore
farkli isimler almalar1 da karisikliga neden olmaktadir. Ornegin, Sporotrichun
(Chrysoporium) thermophile eseysiz evredeki adi, Myceliophthora thermophile
ise eseyli evredeki ismidir. Termofilik funguslarin tanimlanmasinin zorlugu
termofilik ve termotolerans ayirimi ile daha da karmasiklagmistir. Termofilik
olarak tanimlanmis Achaetomium thermophilium, Sordaria thermophila,
Gilmaniella thermophila tiirleri gliniimiizde termotolerant olarak bilinmektedir
(Maheshwari ve ark., 2000). Termofilik funguslar giincel ve synonym isimleriyle
Tablo 1.1°de verilmistir.

Termofilik funguslar, Phycomycetes, Ascomycetes, Fungi imperfecti ve
Mycellia sterilia’y1 kapsayan ¢esitli genuslardan olusan fizyolojik olarak heterojen
bir grubu olusturmaktadirlar (Maheshwari ve ark., 2000).

Termofilik funguslar toprakta, sicak sularda, 6lii bitki pargalarinin yiginlar
lizerinde, tarim ve orman {riinlerinin yigmlarinda ve diger tim sicak, nemli ve
aerobik bir ¢evrede bulunan organik materyaller ilizerinde yasayabilmektedirler
(Rajasekaran ve Maheshwari, 1993, Maheshwari ve ark., 2000). Yapilan
caligmalarda termofilik funguslar, jeotermal topraklardan (Redman ve ark., 1999),
enfiyeden (Tansey, 1974), organik giibrelerden (Sarma ve ark., 2008; Hashimoto
ve ark., 1972; Anastasi ve ark., 2005), tarim arazilerinden (Haliki, 1992) ve
mantar kompostundan (Straatsma ve ark., 1994; Arifoglu ve Ogel, 2000) izole
edilmistir. Aslinda bu tiir funguslar ¢evremizde ¢ok yaygindir. Isis1 40-50° C olan
sicak sulardan, topraktan, sicak havuzlardan, yagmur ormanlarinin etrafindan,
camurdan, aga¢ yapraklarindan, topraktan hem mezofilik hem de termofilik
funguslar bir arada izole edilmistir. Termofilik funguslar bu ortamlarda

gelisebilmelerini, ¢ogunlukla selilloz ve ksilan igeren ortamin polisakkarit
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bilesenlerini parcalayabilen termostabil polisakkarit-pargalayict enzimleri ile
saglamaktadirlar. (Maheshwari ve ark., 2000).

Arastirmalar termofilik fungus sporlarinin ¢imlenmek igin yiiksek
sicakliga gereksinim duyduklarim1 ancak yiiksek sicaklik gereksiniminin
biiyiimeyi siirdiirmek i¢in kritik olmadigini gostermistir. Termofilik funguslarin
bazi tiirleri mezofilik sicakliklarda gelisme ozelligine sahiptir. Buna karsilik,
yiiksek minimal sicaklikta gelismelerinin asil sebebi alisilmisin diginda membran
akigkanligina sahip olmamalaridir. Crisan (1973) tarafinda termofilik mantarlarin
termofilik Ozelliklerini agiklayan bazi hipotezler one siirlilmiistir. Buna gore,
mikro-organizmadaki yag asitlerinin tipleri, iireme 1silarin1 belirlemektedir.
Yiiksek 1silarda hiicresel yaglarin erimesi gerceklesmekte ve hiicrenin biitlinliigii
kaybolmaktadir.

Cogunlukla doymus yag asitleri iceren bir¢ok hiicrede iireme 1silarinin
yiiksek oldugu goriilmektedir. Termofilik mikroorganizmalar daha ¢ok doymus
yaglari igerdikleri i¢in, yiiksek 1silarda hiicresel biitiinliiklerini mezofiliklere gore
daha iyi korumaktadirlar ve tireyebilmektedirler. Hiicrelerdeki yaglarin en 6nemli
kismu hiicre zarindaki fosfolipitlerdir. Yag asitlerinin satiirasyonundaki degisiklik
hiicre metabolizmasin1 etkilemektedir. Yiiksek 1silarda hiicre zarindaki sivi
miktarinin diismesine bagli olarak ge¢irgenlik degismektedir. Bu yonden
bakildiginda, onerilen lipit ¢oziiniirlik hipotezi kabul edilebilir goriilmektedir
(Crisan, 1973).

Mezofilik ve termofilik mantarlarin hiflerinde ultrastriiktiirel diizeyde
yapisal farkliliklar ortaya konulmustur. Termofiliklerin hepsinde olmasa da,
bazilarinda sitoplazmik zara bagli yag dolu cisimcikler goriilmiistiir. Bu yag
cisimciklerinin heniiz tam anlasilmamakla birlikte, termofili mekanizmasi ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci bir hipotez de, temel metabolitlerin tekrar
tekrar hizli sentezi hipotezi olup termofillerin bilinen metabolik yollar diginda bir
mekanizmaya sahip olmadiklar1 gergegi ile ortiismektedir (Crisan, 1973).

Termofilik bakterilerde de oldugu gibi, ribosomal diizenlemenin ve/veya
konformasyonal degisikliklerin sebep oldugu bir veya iki adet hayati enzimin
katalitik aktivitesini kaybetmesi minimal biiylime sicakliginin Snemli bir
belirleyicisidir. Bunun yanisira Thermoascus aurantiacus iizerinde yapilan bir
calisma 21 °C’de 24 saat bekletilen Kkiiltiiriin tekrar optimum sicakligina

getirildiginde gelisim gostermedigini ortaya koymustur. Bu konu ile ilgili yeterli
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bilgi elde edilene kadar termofilik funguslarin miseliyal kiiltiirlerinin canliligini
kaybetmeden buzdolabinda veya subminimal sicakliklarda saklanabilecegi
diistiniilmemelidir (Maheshwari ve ark., 2000).

Termofilik funguslar biyolojik doniistim prosesinde gorev almaktadirlar ve
endiistriyel olarak onemli pek ¢ok metaboliti sentezleme yetenegine sahiptirler.
Bunlardan bir tanesi de termostabilite 6zelligine sahip enzimleri dir (Mouchacca,
2007).

1.2. Enzimler

Enzimler canli hiicrede meydana gelen kimyasal tepkimeleri katalizleyen
veya diizenleyen biyokatalizorlerdir. Organizmadaki organik molekiillerin yapima,
yikimi, kas hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimler yardimiyla
yiriitiilmektedir. Bu sebeple hayat enzimatik tepkimelerin tiimiidiir denilebilir
(Telefoncu, 1986).

Enzimler dort temel agidan ¢ok giiglii katalizorlerdir:

1. Enzimler son derece etkilidirler. Siradan kimyasal katalizorlere gore
tepkimeleri 108-1011 kez daha hizli gergeklestirebilmektedirler. Enzimler
gosterdikleri bu hiza ulasirken pH, sicaklik, basing agisindan oldukga ilimh
kosullarda caligabilmeyi miimkiin kilarlar. Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar
fazla enerji gerektirmezler. Ayrica en kolay bulunan, en ucuz, en emniyetli ¢oziicii
olan su igerisinde ¢alismak enzimler i¢in miimkiin olmaktadir. Mesela amonyak
elde etmek icin kullanilan haber prosesinde azot baglamak i¢in 200-1000 atm
basing ve 500 °C sicaklik gereklidir. Ama azot baglayan bir bakterinin bu islemi
yaparken yiiksek basing ve sicakliga ihtiyaci yoktur.

2. Enzimler kimyasal katalizorlere gore c¢ok daha degisik kimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyebilirler.

3. Enzimler reaksiyonun tipine ve substrata son derece spesifiktirler.
Boylece yliksek verim ve ¢ok az sayida yan iiriin meydana gelir.

4. Enzimlerin ¢ok ¢esitli dogal kontrol mekanizmalar1 vardir. Enzimlerin
aktivitesi, i¢inde bulunduklari sartlara gore diizenlenebilir. Ayrica kontrol edici
kiiciik molekiiller de enzimatik aktiviteyi azaltabilir ya da arttirabilir. Enzimler
tepkimenin baslamasi i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini diisiiriirler. Bir enzim

daima bir gesit tepkimeyi kontrol eder. Hiicre iginde iiretilmelerine ragmen hiicre
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Tablo 1.1. Termofilik Funguslarmn Taksonomik Ozellikleri ve Sicaklik Gereksinimleri
(Maheshwari ve ark., 2000)

Fungus (Giincel Smiflandirma) Diger isimleri opt C Trax C
Canariomyces thermophila Guarro & 5
Samson
Chaetomium mesopotamicum 5 52
Abdullah & Zora
Chaetomium thermophile La Touche C. thermophilum, C. thermophilium 45-55 58-61
Coonemeria aegyptiaca (Ueda & Thermoascus aegyptiacus, Paecilomyces 40 55
Udagawa) Mouchacca aegyptiaca
Coonemeria crustacea (Apinis & Thermoascus crustaceus, Dactylomyces 40 <60
Chesters) Mouchacca crustaceus,Paecilomyces crustaceus
Coonemeria verrucosa (Yaguchi, Thermoascus crustaceus 30-40 55
Someya et Udagawa) Mouchacca
Corynascus thermophilus (Fergus & Thielavia thermophila, Myceliophthora 50 60
Sinden) van Klopotek fergusii, Chrysosporium fergusii
Dactylomyces thermophilus Sopp Thermoascus thermophilus, Thermoascus 40-45
aurantiacus
Malbranchea cinnamomea (Libert) Trichothecium cinnamomeum, Thermoidium | 45 57
van Oorschot & de Hoog sulfureum, Malbranchea pulchella var.
sulfurea
Melanocarpus albomyces (Cooney & Myriococcum albomyces, Thielavia 45 57
Emerson) von Arx albomyces
Melanocarpus thermophilus (Abdullah | Thielavia minuta var. thermophila 35 50
& Al-Bader) Guarro, Abdullah &
Al-Bader
Myceliophthora hinnulea Awao & 40-45 >50
Udagawa
Myceliophthora thermophila (Apinis) | Sporotrichum thermophilum/thermophile, 45-50 55
van Oorschot Chrysosporium thermophilum,
Myceliophthora indica, Corynascus
heterothallicus
Myriococcum thermophilum (Fergus) 45 53
van der Aa
Paecilomyces varioti Bainier 50 55
Rhizomucor miehei (Cooney & Mucor miehei 35-45 57
Emerson) Schipper
Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper | Mucor pusillus 35-45 55
Scytalidium thermophilum (Cooney Torula thermophila, Humicola grisea var. 40 58
& Emerson) Austwick thermoidea, Humicola insolens
Stilbella thermophila Fergus 35-50 55
Talaromyces byssochlamydioides Stolk | Paecilomyces byssochlamydioides 40-45 >50
& Samson
Talaromyces emersonii Geosmithia emersonii; Talaromyces duponti, | 40-45 55
Penicillium duponti
Talaromyces thermophilus Penicillium duponti 45-50 60
Thermoascus aurantiacus Thermoascus aurantiacus sensu Cooney & | 49-52 61
Emerson
Thermomyces ibadanensis Apinis & 42-47 61
Eggins
Thermomyces lanuginosus Humicola lanuginosa 45-50 60
Tsiklinskaya
Thermomyces stellatus (Bunce) Humicola stellata 40 50
Apinis
Thielavia australiensis Tansey & Jack 35-40 50
Thielavia pingtungia Chen K.-Y. & 40 >50
Chen Z.-C.
Thielavia terrestris (Apinis) Malloch | Allescheria terrestris, Acremonium 40-45 52

& Cain

alabamensis
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disinda da etki gosterebilirler. Enzimlerin kontrol ettigi tepkimelerin ¢ogu cift
yonliidiir. Genellikle protein yapili olmalarindan dolay1 proteinlerin etkilendigi
faktorlerden etkilenirler (Telefoncu, 1986).

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler olarak ortam pHsi, sicaklik, substrat
derisimi, zaman, cesitli iyonlarin derisimleri (aktivatorler), 151k gibi faktorler

sirlanabilir (Goziikara, 1997).

1.2.2. Enzimlerin Yapisi

Enzimlerde proteini olusturan aminoasitlerin sayisi, dizilis sirast ve
molekiillerin yapis1 belirli bir diizen i¢indedir. Bu diizen enzimin substrata
seciciligini saglar. Bazi enzimler yalnizca proteinden olusurken bazilari protein
yaninda protein olmayan bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde enzimin protein
kismina “Apoenzim”, denir. Koenzim ya da kofaktor enzime kovalent bagliysa
“Prostetik grup® adi verilir. Koenzimler genellikle vitamin tiirevleri ve organik
molekiillerden olusur. Apoenzim ve koenzim birlikte “Holoenzim* diye
adlandirtlir. Holoenzimin biiyiik bir kismini apoenzim olusturur. Apoenzim tek
basina katalitik aktivite gdstermez. Enzimin gergek aktivitesi sadece koenzim ve
apoenzim bir arada oldugunda g6zlenir. Enzim molekiiliiniin belirli bir bolgesinde
belirli aminoasitlerin olusturdugu bir kisim bulunur. Protein zincirinin bu bolgesi
enzimin katalitik etkisinden sorumlu olup “Aktif bolge* olarak tanimlanir.
Substrat ve eger varsa koenzim, bu merkeze hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler, iyonik baglar veya kovalent baglar ile baglanir. Substratin
dontisiimiine katilan ve katalitik prosesi yiirliten aminoasit yan zincirleri de aktif

merkezi olustururlar (Telefoncu, 1986).

1.2.3. Enzimlerin Caliyma Mekanizmasi

Enzimin hangi substratla calisilacagini saptayan kismi apoenzim kismidir.
Apoenzim kismiyla substrat arasinda bir iliski bulunmaktadir. Alman kimyaci
Emil Fischer tarafindan bunun kilit anahtar uyumu gibi olacagi savunulmustur.
Koenzim kismi1 daha ¢ok kimyasal baga yakin olarak islev gosterir, 6rnegin ester

baglarin1 par¢alamaktadir. Enzimin apoenzim kismi bir ya da birka¢ yerinden
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(aktif bolgelerden) substrat molekiiliine yapismakta ya da baglanmakta (yani bir
enzim-substrat kompleksi olusturuyor) ve bu arada koenzim kismi substrat
tizerindeki baglarla gergek anlamda birlesmeye veya baglanmaya giderek onu
parcalamaktadir (Yavuz, 2005). Ikinci bir model ise indiiklenmis uyum
hipotezidir. Bu hipotezde ise enzim substrati olmadigi zaman serbest olarak
bulunmaktadir. Ancak substrati ile bulusacak olursa enzim 6zel yapisin1 almakta
ve substrat aktif bolgeye baglanmaktadir (Shuler ve Karsi, 2002). 1913 yilinda
Michaelis-Menten enzim substrat iliskisini incelemis ve bugiin kendi adi ile anilan

esitligi tliretmistir.

1.2.4. Enzimlerin Katalitik Ozellikleri

Enzimler biyolojik reaksiyonlar1 katalize ettikleri i¢in biyokatalizorler
smifina girermektedirler. Dogal enzimler molekiil biiyiikliikleri bakimindan
genellikle kollaidal tanecikler sinifina girermektedirler. Bu nedenle kimyasal
kataliz yoniinden enzimler mikro heterojen katalizorler olarak adlandirilabilirler.
Bir enzim yiizlerce farkli atomlardan yapilmis bir kimyasal bilesigi etkilerken bu
molekiiliin belirli bir bolgesini segerek buradan bir veya iki atomu veya
fonksiyonel bir grubu molekiiliin ana yapisin1 bozmadan koparmakta veya ilave
etmektedir. Baska bir kimyasal bilesik substrat yapisina ¢ok benzese ve bazi
gruplarin yerleri hafifce degisik olsa bile enzim bu iki maddeyi birbirinden ayirt
edebilmektedir (Goziikara, 1997).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri katalize ettikleri reaksiyon hizini tayin
ederek saptanmaktadir. Enzim aktivitesi turnover sayisi ile belirlenmektedir.
Turnover sayist 1 mol aktif enzim tarafindan 1 dakikada iiriine doniistiiriilen
substratin mol sayist olarak tanimlanmaktadir. Enzim Orneklerinin spesifik
aktivitelerini tanimlamak igin turnover sayisi yerine “enzim birimi” veya “{initesi”
de kullanilmaktadir. Enzim birimi (U) dakikada 1 mikromol substrat doniisiimiinii
katalizleyen miligram enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Bailey ve Ollis,
1977).
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1.2.5. Enzim Kaynaklari

Endiistride kullanilan enzimler genellikle mikroorganizma kaynakli
olmalarinin yani sira bitkisel ve hayvansal kaynakli da olabilmektedir. Endiistriyel
alanda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal
kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen
yan iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde
edilebilmeleridir (Wiseman, 1987).

Hayvansal kaynakli enzimler genellikle tavuk yumurtalarinin beyazi, domuz
midesi, pankreas, gevis getirenlerin karin bolgesi gibi yenilebilen organlardan
izole edilebildigi i¢in insan yiyeceklerinin hazirlanmasinda da uzun zamandan
beri kullanilmaktadir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen biyoteknolojik enzimler,
yenilebilir bitkilerden elde edilebilmektedir. Toksik olmayan bu yiyeceklerin
kaynaklarinin ~ giivenirligi  dogrulanmistir. Mikrobiyal enzimler ise 06zel
mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedirler. Bu mikroorganizmalar yalnizca
enzim iretme yeteneklerine gore degil, ayrica mikroorganizmalarin toksik ve
patojen olmamasina gore de belirlenmislerdir. Mikrobiyal enzimler bakteriler,

mayalar ve mikrofunguslar kullanilarak iiretilmektedirler (John, 1987).

1.2.6. Termostabil Fungal Enzimler

1990’larda molekiiler biyolojik tekniklerin kullanilmasi ve gelismesi ile
genetik analizlerin Oniiniin acilmasi, rekombinant {iretimin baglamasi carpict
sekilde termostabil enzim alanindaki calismalarin artmasina sebep olmustur. Bu
durum ayn1 zamanda termal c¢evrelerden bir¢gok mikroorganizmanin izole
edilmesini tesvik etmistir. Clink{i bu mikroorganizmalar sayesinde elde edilecek
enzimlerle, enzimatik biyoproses islemlerinde belirgin bir artig saglanabilecegi
diistiniilmekteydi. Termostabil enzimlerin basarili sekilde ticarilestirilerek,
analitik olarak kullanimina ilk 6rnekneklerinden birisi DNA amplifikasyonlarinda
kullanilan Taq-polimeraz’dir. Bu endiistriyel enzimlerin kullanimiyla ilgilenen
diger bir alan ise teknik iirlinler veya proseslerin siklikla biiyiik capli iiretimleridir.
Endiistriyel kataliz reaksiyonlarinda enzimlerin kullanimi iglevsellik igin toksik

metal iyonlarinin kullanimini gerektirmemesinden dolay1 daha avantajlidir. Ayrica
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daha c¢evreci bir proses kullanimmi saglamaktadir. Termostabil enzimler
endistriyel proseslerin siklikla kismen siddetli kosullarina karsi koyabilen giiclii
bir katalizor alternatifi sunmaktadirlar (Turner ve ark., 2007).

Glnimiiz diinyasinda, ¢esitli biyorafinerilerde uygulanan proseslerin bir
cogu yliksek sicakliklarda stabil olabilen enzimleri igermektedir. Endiistriyel
uygulamalarda termofiller ve termostabil enzimler olduk¢a o6nemlidir. Bu
termostabil enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalardan eclde edilmektedir. Bir
enzim veya proteinin termostabil olarak tanimlanmasi igin segilen yiiksek
sicaklikta ( > 55 °C) uzun bir yar1 6mre sahip olmasi gerekmektedir. Termofilik
organizmalarin  extraselliler enzimleri genellikle yiksek termosabilite
gostermektedir. Termostabil enzimlerin biyoproseslerde segilmesinin sebepleri
organik solventlere yiiksek tolerans, oda kosullarinda uzun siire saklama, diisiik
kontaminasyon riski ve tabiki ham maddelerin 6n islemleri sirasinda uygulanan
yiiksek sicakliklara karsi diisiik aktivite kayiplarini saglayan termostabilite dir.
Ayrica termostabilite kolay karisma, yiiksek substrat ¢oziiniirligi, yliksek kiitle
transfer oran1 gibi 6zellikleri de yaninda getirmektedir (Turner ve ark., 2007).

Fitik asidin defosforilasyonunu saglayan fitazlar, son yillarda ozellikle
beslenme, ¢evreyi koruma ve insan sagligi agisindan 6n plana ¢ikmistir. Yiiksek
sicakliklara dayanikli termostabil fitazlara yem iiretimi, gida isleme, kagit yapimi
ve bunlar gibi bir ¢ok endiistriyel prosesde gereksinim oldugu belirtilmistir (Lei
ve ark., 2006; Turner ve ark., 2007).

1.3. Fitaz Enzimi

Fosfatazlar, birgok organo-fosfat bilesiklerindeki —monofosfoester
baglarimin par¢alanmasini katalizleyen enzimlerdendir. Ancak bu enzimler fitik
asit igindeki monofosfoester baglarini hidrolize edemez. Fitik asidin (myo-inositol
1,2,3,4,5,6 hexakis-dihidrojen fosfat) hidrolizi olduk¢a 6nemli oldugu igin, fitik
asidi hidrolizleyen enzim sinifina fitazlar denmistir. Son 20 yildir fitazlar,
beslenme, ¢evrenin korunmasi ve insan sagligi agisindan onemli enzimlerden
birisi haline gelmistir. Fitaz (myo-inositol hexakisfosfat fosfohidrolaz) myo-
inositol hexakisfosfat’mn (fitik asit), inorganik mono fosfat ve diisiik myo-inositol

fosfatlar ve baz1 durumlarda serbest myo-inositol’e hidrolizini katalizlemektedir.
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Bu enzim kademeli olarak fitatin inositol merkezindeki ortofosfat gruplarini
pargalamaktadir. (Sariyska ve ark., 2005; Polaina ve Maccabe, 2007).

Fitazlar, genellikle 40-100 kDa molekiiler agirliga sahip olan monomerik
protein olarak degerlendirilmektedir. Genis substrat spesifikligi gostermekle
birlikte, genellikle optimum pH ve sicakhigi 4.5-6.0 ve 45-60 °C’diwr. Fitazin
kristal yapisi, 2.5 A° ¢oziiniirliikte tespit edilmistir. Fitazin immobilizasyonu,

thermostabilitesini arttirmak i¢in bulunmustur (Pandey ve ark, 2001).

1.3.1. Fitik Asit (Myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis dihidrojen fosfat)

Fitazin substratt olan fitik asitin (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakis
dihidrojen fosfat, IP6) onemli bir miktar1 tahil ve baklagil tohumlarinin
olgunlagmas: sirasinda birikmekte olup (Sariyska ve ark., 2005) bu tohumlarin
¢ogunda ve yan driinlerinde %1-2 fitik asit bulunmaktadir ve bu oran
tohumlardaki toplam fosforun %60’dan fazlasin1 olusturmaktadir. Bununla
birlikte bir¢ok bitki tiirliniin koklerinde, yumrularinda, spor ve polenlerinde de
daha diisiik miktarlarda bulunabilmektedir (Feil, 2001). Baz1 baklagil, tahil ve
meyvelerdeki fitik asit miktarlar1 Tablo 1.2’de verilmistir. Fitik asit; myo-inositol
halkas1 ve buna bagli inorganik fosfattan olusan bir ester asidi olup tahil, baklagil
ve yagl tohumlarda fosforun ana depo formudur (Sekil 1.1). Kimyasal formiilii
myo-inositol  1,2,3,4,5,6-hekzadihidrojen  fosfat’tir.  Molekiiler  formiilii,
CeH18024Ps ve molekiiler agirligi 660.04 g mol-’dur (Kumar ve ark., 2010).

Fosfor atoria

Hidrojer: atomu )
Oisyjen

Karbon

Sekil 1.1. Myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hekzafosfat ‘Fitik Asit” (Bohn ve ark, 2008)
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Fitik asit hekzahidrik siklik alkol mezo-inositoliin hekzafosforik esteridir.
Fitik asitin tuzlar fitat olarak tanimlanmaktadir. Fitat tohum ¢imlenmesi i¢in
fosfor ve enerji kaynagi olarak gorev yapmasina ragmen, bagl fosfor; insanlar,
kopekler, domuzlar, kuslar ve agastrik hayvanlarda barsak sindirim enzimi olan
fitazin bulunmayisindan dolay1 ¢ok az miktarda kullanilabilmektedir (Kumar ve
ark., 2010). Kanath, domuz ve balik rasyonlarinda fitat fosforunun
kullanilamayisindan dolay1, bu canlilarin yemlerine pahali bir mineral olan fosfor
ilave edilmektedir (Wodzinski ve Ullah, 1996). Bununla beraber bitkisel yemlerde
bulunan ve kullaniimayan fitat fosforu giibre ile disar1 atilmaktadir. Bunun
sonucunda yogun hayvan yetistiriciligi yapilan alanlarda ¢evresel kirlilik meydana
gelmektedir. Topraktaki fazla fosfor gol ve denizlere taginarak, Gtrifikasyona
sebep olmaktadir (Sariyska ve ark., 2005; Lei ve ark., 2006) ve akuatik
organizmalarin  biiylimesini uyararak insanlar i¢in zararli ndrotoksinler
iretilebilmektedir (Lei ve Porres, 2003).

Fitik asit merkez inositol halka yapisinin etrafinda alt: fosfat grubundan ve
genis bir pH araliginda yiiksek derecede negatif yiiklii bir iyon dur. Oldukca
negatif yiiklii bir molekiil olmasindan dolay: divalent ve trivalent katyonlar (Ca*?,
Mg*?, Fe*?*3, Zn*?, Mn*?) i¢in ¢ok yiiksek afiniteye sahiptir. Ve bu pozitif yiiklii
iyonlarla selat olusturarak insanlar ve diger monogastrik hayvanlarda ince
bagirsakta metallerin  emilimini  azaltip biyoyararhgini  negatif yonde
etkilemektedir (Sekil 1.2) (Grenier ve ark., 2006; Chadha ve ark., 2004).
Gelismekte olan iilkelerde insanlardaki kalsiyum, demir ve ¢inko eksikliginin
yayginlasmasi, insan beslenmesinde kullanilan bitki kokenli temel gidalar yoluyla
alinan fitata dayandirilmaktadir (Manary ve ark, 2002).

Fitat; disik ve yiiksek pH degerlerinde non-spesifik fitat-protein
kompleksleri olusturmaktadir. Bu kompleks olusumlar proteinlerin yapisin
degistirmekte ve sindirim enzimlerinin (a-amilaz, pepsin, tripsin gibi endojen
proteazlar) proteinleri tanimasini engelleyerek proteinleri proteolitik sindirime
karsi direngli hale getirmektedir. Bu nedenle fitat igeren yemlerle beslenen
monogastrik hayvanlarda diisiik biiyime performansi goriilmektedir. Fitat
karbonhidratlarla da  kompleks olusturmaktadir ve bu kompleksler

karbonhidratlar1 daha az parcalanabilir hale getirmektedir (Kumar ve ark, 2010).
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Ayrica amilaz aktivitesi fitatin Ca* iyonu ile kompleks olusturmasindan
dolay1 inhibe olur ve bu da karbonhidrat parcalanmasini disiiriicii etki
yapmaktadir. Diger taraftan diyabet hastalar1 tarafindan tahil ve baklagil icerikli
diyetlerin uygulanmasi1 karbonhidratlarin glukoza doniisiimiiniin azalmasindan
dolay1 diisiik glisemik indekse sebep olmakta ve kan sekerinin kontrol altinda
tutulmasini kolaylagtirmaktadir. Fitat diger besin maddelerinde oldugu gibi
lipidler ile de kompleks olusturmakta ve lipofitini meydana getirmektedir. Bu da
bagirsaklarda metalik bir sabun olusturarak ve lipidlerin yararlanabilirligini
azaltmaktadir (Kumar ve ark, 2010).

Fitik asitin negatif etkilerinin yaninda antikanserojenik (kolon kanseri,
goglis kanseri, prostat kanseri, karaciger kanseri, rabdomiyosarkom, pankreas
kanseri, kan ve kemik iligi kanseri), antimutajenik, antioksidan, hipolipidemik,
hipokolesterolemik, pihtilasmay: onleyici, dis ¢iiriimesini Onleyici, bobrek tasi
olusumunu onleyici, kolestrolii diistiriicii, Parkinson ve Alzheimer hastaliginin
tedavisinde, HIV, obezite, diabet ve kalp rahatsizliklar: gibi hastaliklart 6nleyici
etkileri oldugunun diisiiniilmesi nedeniyle besinlerdeki yiiksek fitik asit igeriginin
g6z Onlinde tutulmasi geregi on plana ¢ikmaktadir (Vats ve Banerjee, 2004;
Kumar ve ark, 2010).

s N
Migasta Cﬂ"/i O—C~— CH,—Protein
Protein O:F—O'
1
t|:H,.
NH,

Sekil 1.2. Fitik Asit Selatimin Kimyasal Yapisi (Kornegay, 2001)
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Tablo 1.2. Baklagil, tahil ve meyvelerdeki fitik asit miktarlari (Afinah ve ark., 2010)

BitKki tiirii Yapisi Fitik asit yiizdesi
Piring Kepek 5,88
Susam Kuru tohum 4,71
Bal kabagi Embriyo 4,08
Ketentohumu | Kuru tohum 3,36
Kanola Kuru tohum 2,50
Aycicegi Embriyo 2,10
Hardal Kuru tohum 2,00
Kaju Embriyo 1,97
Kendir Kuru meyve 1,74
Yerfistig1 Kabuklu tohum 1,70
Domates Tohum 1,66
Soyafasulyesi | Kuru tohum 1,55
Badem Kuru embriyo 1,42
Patlican Tohum 1,42
Fasulyeler Kuru tohum 1,41
Antepfistigt | Embriyo 1,38
Kavun Tohum 1,36
Kivi Taze meyve 1,34
Bakla Kuru tohum 1,11
Salatalik Cimlenmemis tohum | 1,07
Sorgum Kuru tane 1,06
Kakao tanesi | Kuru tohum 1,04
Arpa Kuru tane 1,02
Yulaf Kuru tane 1,02
Bugday Kuru tane 1,02
Bezelye Kuru tohum 1,00

21
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Fitin fosforunun degerlendirilebilmesi i¢in fitik asit molekiiliiniin hidrolize
olmasi gerekmektedir. Fitin fosforunun hidrolizi; islatma, ¢imlendirme, bitkisel
endojen fitaz enzimince zengin gidalart kullanma, depolama, pisirme ve
otoklavlama gibi yontemlerle gerceklesmektedir (Peksen ve Artik, 2005). Ayrica,
taneli gidalarin dig kabugun soyulmas: igin 6glitme islemi yapilmas: ve
fermantasyon islemiyle maya ve laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan fitaz
enzimi de yem ve yiyeceklerdeki fitat miktarin1 disiirmektedir (Midilli ve ark,
2003)
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Sekil 1.3. Fitatin Fitaz Enzimi ile Inositol, Fosfat ve Diger Elementlere Hidrolizi (Lei ve Porres,
2003)

1.3.2. Fitazlarin Kullanim Alanlar:

1.3.2.1. Yem Katkis1 Olarak Kullanimi

Ruminantlar, rumenlerindeki mikrobial flora ile Ttretilen fitazlarla fitati
parcalarlar. Fitazlarin yardimiyla fitattan hidrolize olan inorganik fosfat hem
mikroflora hem de ruminantlar tarafindan kullanilmaktadir. Bu durum monogastrik
hayvanlarda farklidir. Domuz, balik, kiimes hayvanlar1 gibi monogastrikler, fitik asidi
metabolize edemezler. Clinkii gastrointestinal fitazlar1 yoktur. Dolayisiyla bunlarin
fosfat ihtiyacin1 kargilamak igin yemlerine inorganik fosfat eklenmektedir. Bu da
maliyeti ve fosfat Kirlilik problemlerini arttirmaktadir. Hayvan yemlerine fitaz
eklenmesi fosfatin yem malzemesi ig¢ine ge¢mesini saglarmakta ve giibredeki fosfat

miktarini azaltmaktadir (Sariyska ve ark., 2005; Lei ve ark., 2006).
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Fitaz enziminin ¢ok c¢esitli alanlarda kullanimi arastirilmistir. Domuzlarin
misir ve bugday igeren yemlerine eklenen mikrobiyal fitazin P kullanilabilirligini
sirastyla %38, %12 oraninda arttirdigi (Dungelhoef ve ark., 1994) ve giibreye
gecen fosfat miktarini ise %60 oraninda azalttigi bildirilmistir (Nahm, 2002).
Biiyimekte olan domuzlarda yapilan bir ¢alisma misir ve soya fasulyesi igerikli
yemlere mikrobiyal fitaz eklenmesiyle Zn gereksiniminin 1/3 oraninda diistiiglini
gostermistir (Revy ve ark., 2006). Broyler piliglerinin beslenmelerinde de fitaz
kullaniminin aminoasit, Ca, Na, sialik asit ve fitat fosforunun ¢evreye salinimini
belirgin sekilde azalttigi bildirilmistir (Cowteson ve Acamovic, 2004). Su
tirtinlerinin iiretiminde daha ucuz oldugu i¢in bitki kaynakli proteinler tercih
edilmeye baslandigindan beri sucul ortamlarda ¢evresel P kirliligi 6n plana
c¢ikmigtir. Baliklarin basit midelerinden dolayr bu yemlerin defitinizasyonunun
sart oldugu ve fitaz enziminin yetistirilen balik tiirline gore degisen pH ve sicaklik
degerlerine olan hassasiyeti ortaya konmustur (Cao ve ark., 2007). Ticari olarak
kullanilan 4 adet fitaz enzimi karsilastirilmistir ve hayvan yemi iiretiminde
karsilasilabilecek ekstrem sicaklik ve pH gibi kosullarda aktivitelerini biiyiik
oranda kaybettikleri belirlenmistir (Boyce ve Walsh, 2006). Ciftlik hayvanlarinin
yemlerinde Aspergillus niger fitazinin basarili bir seklilde kullanilabildigi rapor
edilmistir (Vats ve ark., 2009)

1.3.2.2. Gidalarda Kullanimi

Fitaz enzimi yem katkisi olarak kullanilmasinin yani sira gida sanayinde
de biyiik potansiyele sahiptir. Tahil, legim ve soya proteinlerince zengin
beslenme, fitat aliniminda artisa neden olmaktadir. Vejeteryanlar, dengesiz ve
yiiksek oranda tahil ile beslenenler, gelismemis iilkelerde mayasiz ekmek tiiketen
insanlar ve soya kaynakli mama tiiketen bebekler fazla oranda fitat almaktadir
(Simell ve ark., 1989). ince bagirsakta pargalanmamus fitat Zn, Ca, Mg ve Fe
absorbsiyonunu negatif olarak etkilemektedir. Ayrica sindirim enzimlerini ve bazi
proteinleri de inhibe eder. Tiim bu sebeplerle, gida alanindaki calismalar, gida
islemede teknik gelistirmenin yam sira bitki kokenli gidalarin besleyici degerinin
arttirtlmast  lizerinde yogunlagsmistir. Ekmek yapim asamalarinda fitaz
kullaniminda basarili sonuclar elde edilmistir (Haros ve ark., 2001a). Haros ve

arkadaslar1 (2001b) tarafindan yapilan calismada, fungal fitazlarin tam bugday
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ekmeginin fermentasyonuna ve olusan ekmegin kalitesine olan etkilerine
bakilmistir. Fitazin ekmek yapiminda olduk¢a olumlu etkileri oldugunu, ekmek
yapim stiresinin kisaldigini, ekmek miktarinin arttigini, fitatin parcalanmasi ile
besinsel bilesimin arttigini, fitazlarin endojen a-amilazi aktif hale getirmesi ile a-
amilazidan faydalanilmasini sagladigini ortaya koymuslardir. Gidalarin islenmesi
sirasinda fitaz ilavesi soya siitii gibi igeceklerin yapiminda, tahil kepeklerini
parcalamada, bitkisel protein izolatlarin ve misir 1slatma  sivisinin

hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Grenier ve Konietzny, 2006).

1.3.2.3. Myo-Inositol Fosfatlarin Hazirlanmasi

Transmembran  sinyalizasyonunda ve intraseliler — kaynaklardan
kalsiyumun hareketini saglamada biiyilk rol oynayan inositol fosfatlara ve
fosfolipidlere olan ilginin artmasi, gesitli inositol fosfatlarin hazirlanmasina yol
acmistir. Ayrica myo-inositol fosfatlarin artritis ve astim gibi solunum
hastaliklarint engelledigi dusiiniilmektedir. Ayrica spesifik inositol-trifosfatlarin
agr1 kesici olarak kullanilmas1 da 6nerilmistir (Siren, 1995). ilging olarak inositol-
trifosfat esterlerinin HIV’1 da i¢ine alan retroviral enfeksiyonlara karsi inhibitor
etkisinin oldugu gosterilmistir (Siren, 1998). Bu tip etkilerinden dolay1 spesifik
myo-inositol fosfatlarin kullanilmasina olan ilgi artmistir. Myo-inositol fosfatlarin
kimyasal sentezi olduk¢a zordur ve oldukg¢a ekstrem basing ve sicakliklarin
uygulanmast  gerekmektedir  (Billington, 1993).  Fitazlar, myo-inositol
hekzafosfatin sirali hidrolizini sagladigi icin, myo-inositol fosfat tlirevleri ve
serbest myo-inositoliin fitaz kullanilarak iiretilmesi kimyasal senteze potansiyel
bir alternatiftir. Saccharomyces cerevisiae fitazinin, fitik asidi hidroliz etmesiyle;
D-myo-inositol 1, 2, 6-trifosfat, D- myo-inositol 1, 2, 5-trifosfat ve myo-inositol

1, 2, 3-trifosfatin elde edilebilecegi gosterilmistir (Siren, 1986).

1.3.2.4. Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisi

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, bitki fitik asitinin uzaklastiriimasi
onemlidir. Termostabil fitaz, kagit hamuru ve kagit yapimi siiresince fitik asiti
par¢alamada kullanilan yeni biyolojik ajandir. Fitik asitin enzimatik par¢calanmasi

ile mutajenik ve ¢ok zehirli yan irliinler meydana gelmez. Bundan dolay1 kagit
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hamuru ve kagit yapiminda fitazlarin kullanimi, temiz teknolojilerin gelismesine
yardimci olmakla beraber ¢evreyi koruma agisindan 6nem tagimaktir (Liu ve ark,
1998).

1.3.2.5. Toprak lyilestirmede Kullanim

Bazi topraklarda, fitik asit ve tiirevleri toplam organik fosforun %50’sini
olusturabilmektedir (Dalal, 1978). Misir bitkisi i¢in topraktaki fitik asitten
fosforun kullanilabilmesinde fitazin etkisi arastirilmistir. Arastirmaci, topraga
fitaz ilave edildiginde fitinin pargalanma oraninin artmasina bagli olarak
biiylimeyi uyardigint bildirmistir. Bu ¢alisma bitkilerin koklerinde fitaz geninin
ekspresyonu ile transgenik bitkilerle topraktaki fosforun kullanilabilecegi

diislincesini ortaya ¢ikarmistir (Day, 1996).

1.3.3. Fitazlarin Siiflandirilmasi

Fitat1 pargalayan enzimler [IUPAC-IUB (International Union of Pure and
Applied Chemistry and the International Union of Biochemistry) tarafindan iki
sinifa ayrilmigtir: Fitatin D3 pozisyonundaki ortofosfati uzaklagtiran 3-fitaz (myo-
inositol-hekzakisfosfat 3-fosfohidrolaz, EC 3.1.3.8) ve myo-inositol halkasindaki
L-6 (D-4) pozisyonundaki defosforilasyonu saglayan 6-fitaz (myo-inositol-
hekzakisfosfat 6-fosfohidrolaz, EC 3.1.3.26). Mikrobiyal fitazlar genellikle 3-fitaz
smifinda yer alirken bitkisel kokenli fitazlar 6-fitaz siifinda yer almaktadir
(Konietzny ve Greiner, 2002; Sariyska ve ark., 2005; Polaina ve Maccabe, 2007).

Fitaz enzimleri; optimum pH’larina gore alkali veya asit fitazlar, katalitik
mekanizmalarina gore histidin asit fosfatazlar (HAF), p-pervane fitazlar (BPFhy),
sistein fosfatazlar (SF) veya mor asit fosfatazlar (MAF) ve fitat hidrolizinin
stereospesifitesine gore 3- veya 6- fitazlar olarak gruplandirilmaktadirlar (Polaina
ve Maccabe, 2007).

1.3.3.1. Histidin Asit Fosfatazlar (HAF)

HAF larn biitiin tiyeleri genel bir katalitik mekanizma ve genel bir aktif bolge

motifi gosterirler. Bu tipteki fitazlarin aktif bolgeleri 3 boyutlu katlanmalar
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sirasinda amino asit dizisinin N ve C- uglarmin bir araya gelmesi ile olusmaktadir.
Bu uzak diziler bir araya gelerek tek bir katalitik merkez olusturmakta ve bu da
fosfomonoesterlerin iki adimda hidrolizlenmesi reaksiyonunu baslatmaktadir.
Hem prokaryotic hemde 0karyotik histidin asit fitazlar (HAFhy) bilinmektedir. En
cok bilinen prokaryotic HAFhy Escherichia coli fitazi, okaryotik HAFhy ise
Aspergillus niger ve A.fumigatus fitazlaridir. Fungal fitazlarin dogru katlanmalari
glikozilasyon ve distlfit baglar ile gerceklesmektedir (Polaina ve Maccabe,

2007).

1.3.3.2. B-Pervane Fitazlar (BPFhy)

Bacillus amyloliquefaciens’in termostabil fitazinin molekiiler yapisi
tanimlanmistir. Bu fitat pargalayan enzim HAFhy sinifindan degildir. Ve hicbir
bilinen fosfataz grubuna girmeyen bir yapi1 gostermesinden dolayi az rastlanan
yeni bir enzim sinifi olusturmaktadir. B-pervane fitaz ismi enzimin molekiiler
yapisinin ¢ogunlukla B-yapragindan (B-sheet) olusmasi ve bes yaprakli pervaneye

benzemesinden gelmektedir (Polaina ve Maccabe, 2007).

Sekil 1.4. Histidin asit fosfataz sinifindan olan Aspergillus niger fitaz A enzimini temsil eden ii¢
boyutlu goriintii
(http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAAXDOAJ/fitase)
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1.3.3.3. Sistein Fosfatazlar (SF)

Anaerobik Rumen bakterisi olan Selenomonas ruminantium’un sahip
oldugu fitaz sistein fitaz grubundandir. Bu tip fitazlarin en 6nemli 6zelligi aktif
bolgelerinin substrat spesifikligi saglayan genis ve derin bir cep halinde olmasidir.
Bu derin ve genis cep fitik asitin tamamen fosforillenmis olan inositol gruplarini
icine alabilmektedir. Bu oldukea yiiksek kapasiteli elektrostatik ¢evre bu gruptaki
diger enzimlerin aksine substrat olarak fitata uyum saglamaktadir (Polaina ve
Maccabe, 2007).

1.3.3.4. Mor Asit Fosfatazlar (MAF)

MAFlarin tim tyeleri 6zel 7 metal-ligand amino asit seti igeren
metallofosfoesteraz sinifindandirlar. Bitkilerde, hayvanlarda, funguslarda ve
bakterilerde bulunan genis bir fosfataz grubudur. HAF ve SF lerde oldugu gibi bu
gruptaki enzimlerin tiimii substrat olarak fitat1 kullanamamaktadirlar. Mor asit
fitazlarin molekiiler yapisi halen tam olarak aydinlatilamamistir (Polaina ve

Maccabe, 2007).

1.3.4. Fitaz Kaynaklar

Genel olarak dort fitaz kaynagi vardir bunlar: bitkisel fitazlar, mikrobiyal
fitazlar (fungal ve bakteriyal fitazlar), insanlar ve hayvanlarda ince barsak
mukozasindan salgilanan fitazlar ve kalin barsak ile iligkili mikroflora tarafindan
endojen olarak firetilen fitazlar’dir (Kumar ve ark, 2010). Bu enzimlerin igerisinde
endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in en uygun olanlarin mikrobiyal
fitazlar oldugu bildirilmistir (Grenier ve Konietzny, 2006; Polaina ve Maccabe,
2007; Bommarius ve Riebel, 2000).

1.3.4.1. Bitkisel Fitazlar
Fitaz enzimi, bir¢ok bitkisel kaynaklardan izole edilip tanimlanmistir. Bu

kaynaklardan bazilari; piring, kolza tohumu, soya fasulyesi, misir, bugday ve

cavdardir. Bu bitkilerin yaninda beyaz hardal, patates, marul, ispanak, turp, ¢cimen
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ve zambak poleninden de fitaz elde edilmistir. Ayrica g¢avdar ve tritikale
(bugdayxg¢avdar melezi) gibi bitkisel kaynaklar asit fosfataz aktivitesine sahiptir.
Istenilen ozelliklere sahip fitaz kodlayan mikrobiyal genler, verimli fitaz
diizeylerini arttirmak i¢in bitkilerin igerisine konulup ¢ogaltilabilmektedir.
(Kumar ve ark, 2010). Genel olarak fitaz kodlayan genler, 6zellikle A. niger,
Bacillus subtilis, A. fumigatus, E. coli ve Schwanniomyces occidentalis 'den elde
edilmistir. Bu genler ¢esitli bitkilere aktarilarak verimli derecede fitaz iiretebilen

transgenik bitkiler elde edilmistir (Grenier ve Konietzny, 2006).

1.3.4.2. Mikrobiyal Fitazlar

Mikrobiyal fitazlar funguslar, bakteriler, mayalar ve protozoonlardan izole
edilmistir (Asan, 2007). Bu organizmalar igerisinde en yiiksek fitaz aktivitesi
funguslarda o6zelliklede, Aspergillus tiirlerinde belirlenmistir (Tablo 1.3) (Polaina
ve Maccabe, 2007). Yapilan bir tarama ¢alismasinda fitaz tiretimi i¢in topraktan
2000’den fazla mikroorganizma izole edilmis ve elde edilen fitazlar icerisinde az
sayida goriilen ekstraseliiler fitaz Treticilerin filament6z funguslar oldugu
gozlenmistir (Shieh ve Ware, 1968). Mikrobiyal fitaz enzimlerin bircogu histidin
asit fosfataz veya alkali fitaz alt ailesine baghdirlar ve kinetik, steriyospesifik ve
biyokimyasal olarak 6nemli varyasyonlar gostermektedirler (Polaina ve Maccabe,

2007).

1.3.4.2.1. Bakteriyel Fitazlar

Bakterilerden izole edilen fitazlar glikozillenmemis histidin asit fosfatazlar
veya [-pervane yapisindaki alkali fitazlardir (Polaina ve Maccabe, 2007).
Bakteriler arasinda E.coli, B. subtilis, Klebsiella terringa, Lactobacillus sp.,
Pseudomonas spp. biiyiime evresinde ekstraseliiler fitaz treterek fitati
indirgeyebilirler (Kumar ve ark, 2010). Ayrica Aerobacter aerogenes (Greaves ve
ark, 1967) Raoultella sp. (Greiner ve ark, 1997), Citrobacter braakii (Kim ve ark,
2003), Enterobacter (Yoon ve ark, 1996) ve anaerobik rumen bakterilerinden
ozellikle Selenomonas ruminantum, Megasphaera elsdenii, Prevotella sp.,
Mitsuokella multiacidus (Yanke ve ark, 1998) ve Mitsuokella jalaludinii (Lan ve

ark, 2002) de fitaz1 irettikleri saptanmustir.
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1.3.4.2.2. Maya Fitazlar

1984°de ilk rapor edilen fitaz mayadan elde edilmistir (Nayini ve
Markakis, 1984). Daha sonra birkag maya susunun fitati hidroliz etme yetenegi
oldugu gozlenmistir. Maya fitazlar1 arasinda Saccharomyces cerevisiae ozellikle
ekmek yapiminda biiyiik 6neme sahiptir. Pichia anomala ve Candida krusei WZ-
001’den hiicreye bagh fitazin iiretimini bildirilmistir (Vohra ve Satyanarayana
2001; Quan ve ark., 2001). Yiiksek sicaklik ve pH‘da bile degismeden aynen
stabil kalmalarindan dolay1 bu gibi fitazlar gida uygulamalarinda biiyiik 6neme
sahiptirler. P. anomala (Vohra ve Satyanarayana, 2002), Schwanniomyces
castellii (Segueilha ve ark., 1992) ve Lactobacillus sanfranciscensis (De Angelis
ve ark., 2003)’den izole edilen fitazlar yiiksek sicakliklara direng
gostermektedirler. Rekombinant teknolojisi araciligiyla E.coli fitazinin termal
stabilitesinin arttirilmasinda, maya olan Pichia pastoris kullanilmistir (Rodriguez
ve ark., 2000). Fitaz iireten denizel mayalarin da oldugu rapor edilmistir. Bu deniz
mayalart heniiz tam olarak karakterize edilmemistir. Ancak filogenetik olarak
Hanseniaspora uvorum, Yarrowia lipolytica, Kadamaea ohmeri, Candida
tropicalis ve C. carpophila ile iliskili olduklari, alkali fitaz iiretebildikleri ve
boylece denizel fosfor kirliligi biyoremidasyonunda uygulanabilecekleri on

gorilmektedir (Hirimuthugoda ve ark., 2006).

1.3.4.2.3. Fungal Fitazlar

Funguslardan izole edilen fitazlar genellikle 3-fitazlardan olup histidin asit
fosfatazlardir. Glikozillenmis olan bu fitazlar, genis bir cesitlilige sahip olan
substrat grubunda aktiftirler. Gliniimiizde ticari olarak fitaz enzimi {liretiminde
toprak fungusu olan Aspergillus cinsi iizerinde durulmaktadir. Yaygin olarak
kullanilan, ticari amach {iretilen fitaz kaynaklart A. niger, A.ficuum,
A.fumigatus’dur (Wyss ve ark, 1999). A. niger PhyA ilk karakterize edilen ve
ticarilestirilen fitaz enzimidir. 1,4 kb’lik DNA fragmentince kodlanan bu enzim
80 kDa molekiiler agirligindadir. Fitik aside kars1 yiiksek bir afiniteye sahip olup
¢ift optimum pH’l1 (2,5 ve 5,0-5,5) ve 55-60 °C optimum sicaklia sahiptir (Han
ve ark.,1999).
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Fitaz geni lizerinde yapilan dizi analizi ve blast caligmalari ile Aspergillus
fumigatus fitazinin, A. niger fitazi ile %66 dizi benzerligi gostermesine karsilik
sicaklik toleransinin daha iyi oldugu belirtilmistir (Pasamontes ve ark., 1997;
Wyss ve ark., 1998b). Bu termotoleransin 1s1 denatiirasyonundan sonra yeniden
katlanma yeteneginin yliksek olmasi ile alakali oldugu bildirilmistir.
Termotoleransin 11 uygulamalarindaki tamponlarin  spesifikligi ile de
ayarlanabilecegi kaydedilmistir. Enzim genis bir pH araligina sahiptir ve az
fosforillenmis inositolfosfatlara karsi oldukca aktiftir. Buna karsin, fitata karsi
spesifik aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir (Polaina ve Maccabe, 2007).
A.fumigatus, Emericella nidulans, Myceliophthora thermophila fitazlarinin birgok
fosfatli bilesikler tizerinde 6nemli Olglide aktivite gosterdikleri belirlenmistir
(Wyss ve ark, 1999). Quan ve arkadaslar1 (2004) hava kaynakli fungus
Cladosporium sp. FP-1’den diisiik molekiiler agirlikli (32.6 kDa) fitaz izole
etmislerdir. Bu enzim glikozillenmis olup, optimum pH’s1 3,5, optimum sicakligi
40 °C olarak belirlenmistir (Quan ve ark., 2004). Neves ve arkadaslar1 (2011)
tarafindan Lichtheimia blakesleeana’nin fitaz {irettigi saptanmistir. Ayrica
endofitik funguslardan olan Fusarium verticillioides ve Rhizoctonia sp.’nin de
fitaz reticisi olduklar1 belirlenmistir. Fusarium verticillioides fitazinin
karakterizasyonu sonucunda; sicaklik optimumunun 50 °C oldugu ve 60 °C kadar
stabil kalabildigi, optimum pH’sinin ise 5.0 oldugu saptanmistir (Marlida ve ark.,

2010).

Basidiomyceteler tizerine yapilan bir ¢alismada bunlarin fitazlarinin 6-fitazlar (EC
3.1.3.26) olarak gruplandirilabilecegini gostermistir. Ayrica Peniophora lycii
fitaz1 disindakilerin optimum sicakliklarimin 40-60 °C, pH larmin ise 5.0-6.0
arasinda oldugu ortaya konmustur (Lassen ve ark., 2001). P. lycii phyA fitazi
ticari olarak kullanilmaktadir ancak ytiksek sicaklik uygulamalarina ve proteazlara
hassas oldugu diisiiniilmektedir (Simon ve Igbasan, 2002). Birgok tiir ekstraseliiler
fitaz aktivitesi igin test edilmis ve Calcarisporiella thermophila, Chaetomium
thermophilum,  Corynascus thermophilus, Myceliophthora thermophila,
Talaromyces thermophilus, Thermomucor indicae-seudaticae, Malbranchea
cinnamomea, Rhizomucor pusillus, Rhizomucor miehei termofilik funguslarinin

fitaz trettikleri saptanmistir (Berka ve ark., 1998; Chadha ve ark., 2004).
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‘ opt ‘ pHopt ‘ Km(mM) ‘ pl

‘ Spesifilik

Kaynak MA(kDa)

Fungi

Aspergillus fumigatus 75 58 5 - - -
A. niger 85 58 2,550 |0,04 4,50 P
A. niger SK-57 60 50 5525 |0,0187 - P
A. niger 353 50 2,5 0,606 - P
A.oryzae 120-140 50 55 0,33 4,15 B
A.nidulans 77,8 55 5,5 - - -
Rhizopus oligosporus - 55 4,5 0,15 - -
A.niger ATCC9142 84 65 5 0,1 - B
Rhizopus oligosporus 124 65 5 0,01 - B
Peniophtora lycii 72 50-55 | 4-4,5 - 3,61 -
Ceriporia sp. 59 55-60 | 5,5-6,0 | - 7,36-8,01 -
Agrocybe pediades 59 50 5,0-6,0 |- 4,15-486 |-
Trametes pubescens 62 50 5,0-55 |- 3,58 -
Thermomyces lanuginosus 60 65 7 0,11 47-5,2 B
Thermoascus aurantiacus - 55 - - - -
Rhizomucor pusillus - 70 54 - - B
Myceliopthora thermophila - 37 6 - - B
Sporotrichum termophile 456 60 55 0,15 49 B
Mayalar

Saccharomyces cerevisiae - 45 4,6 - - -
Schwanomyces castellii 490 77 44 0,038 - B
Arxula adeninivorans - 75 4,5 0,25 - B
Candida krusei Wz001* 330 40 4.6 - - -
Pichia anamola® 64 60 |4 0,2 - B
P. rhoanensis - 70-75[4,0-45 0,25 - -
P. spartnae - 75-80 | 4,5-5,0 | 0,33 - -
Bakteriler

Aerobactor aerogens* - 25 4,0-5,0 10,135 - -
Bacillus sp. DS11 - 70 7 0,55 5,3 P
Bacillus subtilis 37 60 7,5 0,04 - -
B. subtilis(natto) 38 60 6,0-6,5 |- - -
B. subtilis 43 55 7,075 |- 6,5 P
B. subtilis 44 55 6,0-70 |- 5

B. ichem'formis 47 65 6,0-7,0 |- 51 -
B. amyloliquefaciens 44 70 7,0-75 |- - -
Esherichia coli” 42 55 |45 0,3 6,3-6,5 P
Klebsiella oxytoca 40 55 5,0-60 |- - -
K. aerogenes 700 65 45 - 3,7
Pseudomonas syringe” 47 40 5,5 0,38 - P
Lactobacillus sanfranciscensis” 50 45 4 - 5

[Fitaz konumu: (Ointraseliiler, (*)hiicreye bagh, ( )ekstraseliiler; B:genis spektrum, P: fitat spesifik]
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Dejenere primerlerle yapilan PCR, dizi analizi ve blast ¢aligmalar1 sonucunda
Myceliophthora thermophila fitaz geninin A.niger fitaz geni ve diger histidin asit
fosfatazlar ile yiiksek oranda dizi benzerligi gosterdigi ortaya konmustur (Mitchell
ve ark, 1997). Termofilik fungus Thermomyces lanuginosus’tan izole edilen fitaz
geni molekiiler olarak tanimlanmis ve A.niger ile karsilastirildiginda daha yiiksek
termostabilite, katalitik verim ve yiiksek gecis sicakligina sahip oldugu

bildirilmistir (Berka ve ark., 1998; Chadha ve ark., 2004).

1.4. Enzim Uretim Teknikleri

Fermentasyon funguslar ve bakteriler gibi pek c¢ok mikroorganizma
kullanilarak kompleks substratlardan basit maddelerin biyolojik doniistimii teknigi
olarak anilmaktadir. Bu biyolojik doniisiimler esnasinda birgok sekonder
metabolitler de olusturulmaktadir. Bu sekonder metabolitler antibiyotikler,
enzimler, peptidler, biiyiime faktorleri vb. olabilmektedir. Bu maddelerin ¢ogu
endiistriel olarak 6nemlidir ve biiyiik Olgekli olarak iiretilmeye calisilmaktadir.
Endiistriyel 6lgekte liretimde en ¢ok tercih edilen fermentasyon teknikleri kati faz
fermentasyonu ve batik fermentasyondur. Yapilacak olan fermentasyonda bu
tekniklerden hangisinin segilecegi iiretilecek olan maddeye, tiretimde kullanilacak
olan mikroorganizmaya, substrata, ¢evresel kosullara vb. baglidir (Subramaniyam
ve Vimala, 2012).

1.4.1. Kati Faz Fermentasyon

Eski zamanlardan beri uygulanan bir teknik olan kati1 faz fermentasyonu
(KFF), serbest suyun yoklugunda ya da az miktarda suyun varliginda kat1 ortamda
gerceklestirilen fermentasyon siirecini tanimlamak igin kullanilan bir terimdir.
Daha az enerji gereksinimi, daha az atik su iiretmesi, kat1 atik desarj problemine
de bir ¢6ziim olusturmasi agisindan ¢evre dostu bir teknik olmasi ve zirai-
endiistriyel atiklarin substrat olarak kullanilmalarina olanak saglamasindan dolay1
siklikla tercih edilmektedir (Pandey ve ark., 1999; Pandey ve ark., 2001).

Tehlikeli bilesiklerin biyolojik yikimi ve biyolojik iyilestirilmesi, tarimsal
ve endiistriyel atiklarin biyolojik detoksifikasyonu, besinsel zenginlestirme igin

ekin ve ekin kalintilarinin biyolojik transformasyonu, biyolojik pulping,



@ ANADOLU UNIVERSITESI

33

antibiyotik, alkaloid, bitki biiyiime faktorleri, enzim, organik asitler,
biyopestisitler, biyosiirfektanlar, biyoyakit, aroma bilesikleri gibi biyolojik agidan
aktif sekonder metabolitlerin tretilmesi ile ilgili uygulamalar KFF teknigi ile
calisilmis ve bu konu tizerine dikkat ¢ekilmistir. Son 20 yildir KFF sistemleri
diisiik teknoloji sistemleri olarak diisiiniilmiisse de, yakin zamanlarda
biyofarmasotik gibi diisiik hacimde tiretilen ancak maliyeti yiiksek daha degerli
tirlinlerin iiretiminde de kullanimi ¢alisilmaktadir. KFF siiregleri tehlikeli ve
toksik bilesiklerin biyolojik zehirsizlestirilmesi (detoksifikasyonu) ve biyolojik
iyilestirilmesinde potansiyel istiinliikler sunmaktadir (Nigam ve Singh, 1996;
Gautam ve ark., 2002; Brand ve ark., 2000).

1.4.2. Kat1 Faz Fermentasyon ile Endiistriyel Enzim Uretimi

Kat1 faz fermentasyon yontemi endiistriyel enzimlerin tiretiminde oldukga
biiylik bir potansiyele sahiptir. Bu prosesin kullanimina olan 6zel ilginin sebebi,
fermente ham ekstrenin dogrudan enzim kaynagi olarak kullanilabilmesinden
dolayidir. Gida ve fermentasyon endiistrisindeki geleneksel uygulamalarina ek
olarak, mikrobiyal enzimler biyoaktif bilesenlerden olusan organik ¢oziicii
ortamlar1 igeren biyotransformasyonlarda belirgin bir role sahiptirler. Bu sistem
batik fermentasyon (BF) yontemine gore pek c¢ok iistiinliiklere sahiptir bunlardan
bazilari; yiiksek hacimsel verimlilik, nispeten yiiksek iiriin konsantrasyonu, diisiik
stvi atik olusumu, basit fermentasyon ekipmanlarina gereksinim vb. dir (Pandey

ve ark., 1999).

1.4.2.1 KFF ile Enzim Uretiminde Kullamilan Mikroorganizmalar

Bakteri, maya ve funguslar1 iceren pek cok sayidaki mikroorganizmalar,
KFF ile farkli gruplardaki enzimleri iiretme yetenegine sahiptir. Ozel bir strain
secimi, Ozellikle ticari olarak etkin bir enzim miktar1 elde edilmek isteniyorsa
oldukga zor bir siirectir. Ornegin, Aspergillus niger 19 farkli tip enzimi
uretebilmekteyken, o-amilaz 28 den fazla mikrobiyal kiiltiir tarafindan
iiretilmektedir. Istenilen 6zellikleri iceren uygun bir tiir bulmak kullanilacak
substratin yapist ve ¢evresel kosullar basta olmak iizere pek ¢ok faktore baglhdir.

Su aktivitesine dayanan teorik siniflandirma g6z 6niinde bulundurulursa sadece
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funguslarin KFF i¢in uygun oldugu disiiniilebilir. Nispeten yiiksek su aktivitesi
gereksiniminden dolay1 bakteri kiiltiirlerinin dretim igin kullanilmasinin ¢ok
uygun olmadig1 sdylenebilir. Ancak, bakteri kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalar, KFF
stirecleri i¢in fermentasyon kosullarinda degisiklik yapilabilecegini ve bakterilerin
tiretici olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Pandey, 1992; Pandey ve ark.,
2000).

1.4.2.2. KFF’de Kullanilan Kat1 Substratlar

Kati faz Kkiltirasyonu gerceklestirmek igin destek materyalin segimi
onemlidir; ¢linkii siirecin basarist bu se¢ime baglhdir. Bu siiregte destek materyal
seciminde dikkat edilmesi gereken en onemli faktorlerin partikiil boyutu, porozite
ve kimyasal kompozisyon oldugunu belirlemislerdir. Buna ilaveten kat1 substratin
maliyeti ve kolay bulunabilirligi de 6nemli kistaslardandir (Pastrana ve ark., 1995,
Murado ve ark., 1996). KFF’de kullanilan kati materyaller 2 kategoride
smiflandirilabilir: mikroorganizmanin sadece entegre oldugu zemin olarak islev
goren inert olanlar ve hem mikroorganizmanin entegre oldugu yer hem de
mikroorganizmanin bazi besin gereksinimlerini karsilayabilen inert olmayanlar
(Durand ve ark., 1993). Bu nedenle inert olmayanlar destek-substrat olarak
adlandirilmigtir. Bu maddeler genelde tarimsal-endiistriyel kaynakli, nisasta- ya da
(ligno-) seliiloz temelli tarimsal {iriinler ya da tohum veya tohum yan tiriinleridir
(Pandey, 1992). Bununla birlikte, bu tip destek maddelerini kullanmak hem
ekonomik hem de bu tip atiklarin doguracagi cevresel problemleri ortadan
kaldirmaktadir. Bu tip desteklerin kompozisyonu iretilecek enzim dikkate
alinarak segilmelidir; ¢iinkii bu maddeler s6z konusu enzimler i¢in indiikleyici
olarak islev gorebilmektedir. Ornegin, lignin peroksidaz iiretimi lignin agisindan
zengin organik atiklarin kullanimu ile artirilabilir (Rodriguez Couto ve ark., 2000).
Lakkaz iiretimi ise seliilozca zengin organik atiklarin kullanimu ile artirilabilirken
nisasta agisindan zengin atiklarin kullanilmasi da amilazin {retimini
indiikleyebilecektir (Lorenzo ve ark., 2002).

Inert substratlarin da baz1 avantajlar1 bulunmaktadir. Poliiiretan kdpiik gibi
inert bir madde kullanildiginda iiriin izolasyonu; bugday kepegi gibi dogal ham
maddelerin kullanilmasina gore nispeten daha kolay ve daha ucuz olmaktadir.

Ciinkili, dogal hammadde substrat olarak kullanildiginda fermentasyon sonrasi



@ ANADOLU UNIVERSITESI

35

tirtiniin ekstrakte edilmesi ve saflastirilmasi sirasinda karsilasilabilecek giigliikler,
substrattan gelen suda ¢6ziilebilir bilesenlerin de ortamda bulunmasi gibi nedenler
birer engel olarak goriilebilir. Inert maddeler KFF’nin temel ilkelerini ya da
modellendirmeyi calismak i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir (Durand ve ark.,

1993)

1.4.2.3. KFF’da Enzim Uretimini Etkileyen Faktorler

KFF’da herhangi bir siire¢ gelistirmek i¢in dikkat edilmesi gereken 6nemli
hususlar vardir. Bunlar uygun mikroorganizma, uygun substrat se¢imi, substratin
partikiil bliylikliigii (partikiiller aras1 alan ve yiizey alani), substratin su igerigi ve
su aktivitesi, pH, bagil nem, inokulum tipi,yas1 ve biiyiikliigli, fermente maddenin
sicakliginin kontrolii/metabolik sicakligin uzaklagtirilmasi, kiiltlivasyon peryodu,
KFF sistemindeki ortamin diizgiin dagiliminin saglanmasi ve gazli ortamin igerigi
(oksijen ve karbondioksit seviyeleri), azot, fosfor ve iz elementler gibi besinlerle
desteklenmesi, ilave karbon kaynagi ve indiikleyicilerin eklenmesidir (Pandey ve
ark., 1999).

KFF ile elde edilen iiriin ve g¢iktilarin batik fermentasyon iiriinlerinden
daha verimli oldugu genel bir yaklagimidir. Ancak, simdiye kadar bu iki teknigin
tirtinlerini karsilastirmak i¢in herhangi bir yontem ya da insa edilmis biiyiik
Olcekli bir model s6z konusu olamamistir. KFF mikrobiyal kiiltiirlerinin yasam
alanlarma benzerligi ve bu nedenle fizyolojik olarak etkinliklerinin daha fazla
olmast KFF’de daha yiiksek iriin titreleri elde etmenin mantikli bir nedeni olarak
onerilebilir. Uygun mikroorganizma ve bu mikroorganizma ile iiretilecek enzime
en uygun substratin se¢imi bu teknikte en 6nemli noktalardir. (Pandey ve ark.,
2000; Pandey ve ark., 1999). Bu a¢idan bakildiginda gesitli substratlar1 taramak ve
en uygun olanini segmek gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Benzer sekilde uygun
mikroorganizmalar1 taramak ve g¢alisilan alanda en iyi verim elde edileni se¢mek
de o©nem kazanmaktadir. Bu konuda bir diger 6nemli husus ise siireg
parametrelerinin se¢imi ve onlarm optimizasyonu dur. Deneyin tiir, diizey ve
uygulamasina bagli olarak tek ve/veya c¢oklu degisken parametre optimizasyon

yontemi bu fermentasyon teknigi i¢in de kullanilabilir.
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1.4.2.4. KFF’nin Avantaj ve Dezavantajlar

Kat1 faz fermentasyon, enzim iiretiminde siklikla kullanilan diger bir

yontem olan batik fermentasyona gore iiretilecek olan maddeye, iiretimde

kullanilacak olan mikroorganizmaya, substrata, ¢evresel kosullara vb. bagl olarak

ortaya ¢ikan cesitli avantaj ve dezavantajlara sahip oldugu bildirilmistir (Holker

ve ark.

, 2004).

KFF’nin Avantajlari;

10.

BF ve KFF ile yapilmis karsilastirmali ¢aligmalarda, KFF’nun
benzer/yiiksek verim ve pek ¢ok liretim avantajlarina sahip oldugu ortaya
cikmistir.

Diisiik su aktivitesi nedeni ile bakteri ve maya kontaminasyon riski
diismektedir. Bu sayede kismen aseptik kosullarda calisilmasina olanak
vermektedir.

KFF’da kullanilan temel mikroorganizma grubu olan funguslarin dogal
habitatlarina benzer ortamlarda ¢alisma imkani saglamaktadir.

Yiiksek seviyede havalandirma saglamaktadir. Bu sayede yogun oksidatif
metabolizma gerektiren proseslere imkan saglamaktadir.

Funguslar1 iceren proseslerde sporlarla inokulasyon ortamda diizgiin
dagilim1 saglamaktadir.

Kiiltliir ortam1 siklikla oldukca basittir. Substrat genellikle gelisim igin
gerekli tiim besinleri saglamaktadir.

Substratlarin konsantre yapisina bagli olarak az miktardaki mekansal
gereksinimleri ile basit reaktor dizaynlari yeterli olmaktadir.

Diisiik enerji gereksinimine sahiptir (Bazi durumlarda otoklavlama veya
buhar  uygulamasi, mekanik  karnigtrma  ve havalandirma
gerektirmemektedir).

Diistik hacimde kirli atik su olugsmaktadir. Yiiksek konsantrasyona bagl
olarak {riin ekstraksiyonu i¢in az miktarda ¢oziici madde yeterli
olmaktadir.

Diisiik nem orani spesifik {iriinlerin iiretimini destekleyebilmektedir oysa

BF’da ayn1 durumda iirtinler ¢ok diisiik oranda veya hig iiretilemez.
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11. Bazt durumlarda batik tip fermentasyonla karsilastirildiginda olusan
tirtinler kismen farkli 6zelliklere (termotolerans gibi) sahip olabilmektedir.
12. Substratin konsantre dogasindan dolayi, ayni miktardaki substratla
calisamak i¢cin KFF’da BF’a gore daha kiiciik reaktorler
kullanilabilmektedir.
(Holker ve ark., 2004; Robinson ve ark., 2001; Guerra ve ark., 2003)

KFF’nin Dezavantajlari,

1. Sadece disiik nem seviyelerinde gelisebilen mikroorganizmlar
kullanilabilmektedir.

2. Genellikle substratlar 6n islem (parcalama, fiziksel, kimyasal veya
enzimatik hisroliz, homojenizasyon vb.) gerektirmektedir.

3. Biyomasin belirlenmesi olduk¢a zordur.

4. Substratin kat1 yapisi nedeniyle proses parametrelerinin (ph, nem, oksijen,
biyomas miktari vb.) kontrolii problem olmaktadir.

5. Mekanik karigtirma oldukga zor oldugundan statik kosullar tercih edilmek
zorundadir.

6. Siklikla yiiksek inokulum hacimlerine gereksinim duymaktadir.

7. Pekg¢ok temel bilimsel ve miihendislik parametreleri agisindan yeterince
karakterize edilmemistir. Reaktorlerin  biiyllk ¢apli  dizayn ve
uygulamasina yonelik bilgi yetersizdir.

8. Biiylime esnasinda olusan metabolik 1simnin uzaklastirilmast oldukca
zordur.

9. Fermente katilarin siiziilmesiyle elde edilen {iriin ekstraktlari dogal olarak
viskozdur.

10. Dagilim nedeni ile kiitle transferi sinirlidir.

11. Baz1 KFF’larda havalandirma yiiksek kati1 konsantrasyonuna bagli olarak
zor olabilmektedir.

12. Sporlar ¢imlenme ihtiyaglarindan dolay1 uzun lag zamanina sahiptirler.

13. KFF’da kiiltiivasyon zamani BF’dan daha uzundur.

(Holker ve ark., 2004; Robinson ve ark., 2001; Guerra ve ark., 2003)
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1.4.2.5. KFF ile Fitaz Enzimi Uretimi

Bakteri, maya ve funguslarda fitaz iiretimi ile ilgili bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Ancak hayvan beslenmesinde asit toleransi ve yiiksek verim
nedeni ile fungal fitazlar 6n plana c¢ikmaktadir. Varolan ticari fitazlar batik
fermentasyonla iretilmektedir. Fakat diliie triin, rekombinant strainlerin
kullaninmiyla tiretim ve yliksek geri doniisiim maliyeti nedeniyle bu yontem
oldukca pahalidir. KFF fitaz enzimi iiretimi agisindan SF ile karsilastirildiginda
olduk¢a ekonomik bir prosesdir (Bhavsar ve ark., 2010).

Fitaz enzimine olan talebin artmasi ile enzimi diisiik maliyetli ve verimli
sekilde tiretmek 6nem kazanmustir. Ticari olarak gida ve hayvan yemi iiretiminde
fitazin kullanilmas: i¢in baz1 spesifik Ozelliklere (termostabilite, genis pH
araliginda aktivite v.b.) sahip olmasi gerekmektedir. Bazi durumlarda batik tip
fermentasyonla karsilastirildiginda olusan driinler kismen spesifik ozelliklere
(termotolerans gibi) sahip olabilmektedir. Fitaz iretiminde funguslarin
kullanilmasi tercih edildiginde KFF teknigi daha avantajli bir hal almaktadir
(Javed ve ark., 2010).

Kati1 faz fermentasyonla termofilik funguslar araciligi ile fitaz enzimi
iiretimine yonelik bazi ¢alismalar mevcuttur. Giibrelenmis topraktan izole edilen
termofilik fungus Rhizomucor pusillus’dan kat1 faz fermentasyonuyla fitaz enzimi
sentezlenmis ve optimize edilmistir. Saflastirilan fitazin 70 °C’de optimum
aktivite ve 3,0-8,0 gibi genis bir pH araliginda yiiksek aktivite gosterebildigi
ortaya konmustur (Chadha ve ark., 2004). Yedi farkli termofilik fungus
(Aspergillus fumigatus, Humicola insolens, Rhizomucor miehei-l, ve I,
Sporotrichum thermophile, Thermomyces lanuginosus-l ve 1l) Hindistan’da
degisik lokalizasyonlardaki kompostlardan izole edilmistir. Izolatlar arasindan
Sporotrichum thermophile fitaz tdretimi agisimdan en etkin tir olarak
belirlenmistir. Bu fungus aracili ile KFF yoluyla fitaz {iretimi ic¢in alti farkli
substrat denenmis ve maksimum iiretim oranina bugday kepeginde ulasilmistir
(Javed ve ark., 2010). Termotolerant fungus Mucor indicus’tan fitaz enziminin
kat1 faz fermentasyon (KFF) yoluyla iiretimi ve optimizasyonunun iiriin miktarini
arttirdigi bildirilmistir (Gulati ve ark., 2007a). Yine KFF yoluyla Myceliophthora
thermophila’dan fitaz iiretiminde baslangicta gerekli optimum kosullar (pH 6.0;
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nem %75; havalandirma oram1 25 ml/dak/kolon) belirlenmis ve optimizasyon
caligmalariin fitaz aktivitesini 4 kat arttirdigi saptanmistir (Hassouni ve ark.,
2006). Termofilik funguslardan KFF yoluyla iiretilen fitazlarin saflagtirilmasinin
jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografileri yoluyla basarili bir sekilde
gerceklestirildigi bildirilmistir (Gulati ve ark., 2007a; Gulati ve ark., 2007b). Kati
faz fermentasyonla Sporotrichum thermophile’nin fitaz enzimi {iretimi {izerine
yapilan bir ¢calismada; ¢esitli tarimsal atiklar (bugday kepegi, bugday sapi, misir
sap1, seker kamisi posasi, pamuk ¢ekirdegi keki, kolza tohumu, susam)
kullanilmigtir ve en yiiksek verimlilikte iiretim susam tohumu kekinden elde
edilmistir. Glukoz, amonyum siilfat ve inkiibasyon peryodu fitaz iiretimi iizerine
en etkili parametreler olarak belirlenmistir (Singh ve Satyanarayana, 2010).
Lichtheimia blakesleeana ile yapilan KFF’da turunggil kiisbesi kullanilmigtir ve
en iyi fitaz aktivitesi (264,68 U/g), pH 6.0, 34°C, %50 nem ve kiiltiiriin 48 saat
inkiibasyonu ile elde edilmistir (Neves ve ark., 2011).

1.5. Cevap Yiizey Yontemi (CYY) ile Optimizasyon

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda,
bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degis-
kenlerin hedefe (yanita) olan etkileri de goz Ontinde bulundurularak bir araya
getirilip uygulanmasi islemidir. Herhangi bir optimizasyon prosediirii, genellikle
hedef fonksiyonu adi verilen 6nceden tanimlanmis kriterleri maksimize veya
minimize etmek icin (6rnegin; {rlin kalitesi veya kar) karar (bagimsiz)
degiskenleri ad1 verilen belirlenen kosullarin degistirilmesini igerir (Banga ve ark.,
2003).

Cevap yiizey yontemi (Response Surface Methodology, RSM) istatistiksel
ve matematiksel yontemlerin birlesimi ile bir¢ok degiskenden etkilenen bir cevap
yoluyla problemlerin analizi ve modellenmesi yontemidir (Montgomery, 2001).
Amag bu cevabin optimizasyonu dur. Yontem ilk kez G.E.P Box ve K. B. Wilson
tarafindan 1951' de ortaya atilmistir. CYY temelde tasarlanmis deneylerle elde
edilmis verilere uydurulan polinomlar yardimiyla 6ngorii (tasarim) yapabilmeyi
saglamaktadir. Cevap ylizeyi yontemi istatiksel modeller kullanmaktadir

dolayisiyla en iyi istatiksel model bile kullanilsa gergek hayattakine yaklasimda
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bulunulmakta, tam anlamiyla kesin bir dogruluk elde edilmemektedir. Her ne
kadar tam bir kesinlik icermesede cevap yiizeyi yontemi etkili bir ¢oziim
yontemidir. CYY’de, karmagsik sistemlerin modellenmesi ig¢in genelde ikinci
dereceden polinomlar kullanilsa da daha yiiksek dereceden polinomlarin da

kullanilmasi1 miimkiin olmaktadir:
Y = G+ 5 X1+ 5 Xo+ BuaXa Xo + B X7 + B X + ...

Ve ya daha genel bir ifadeyle

k: k k
- Ed Ea P
Y = B0+ D0 Xi+ D B XX, + D BuXi
i=1 i< i=1
Cevap yiizeyi modelinin olusturulmast toplanmis verilerle yukarida
gosterilen B katsayilarinin  tahmin edilmesiyle gergeklestirilmektedir. Bu
katsayilarin tahmin edilmesi en kiiciik kareler regresyonu ile miimkiin olmaktadir

(Montgomery, 2001).

1.5.1. Yiiksek-Dereceli Tasarimlar icin Faktor Seviyeleri

Sekil 1.5a-c kadar cevaplarin olast davramiglarini, faktor dizilerinin
fonksiyonu gibi gostermektedir. Her durumda cevabin degerinin seklin altindan
iiste dogru artt1g1 ve faktor dizilerinin soldan saga dogru arttig1 farz edilmektedir.
Eger bir cevap Sekil 1.5a’daki gibi davranirsa, bu davranisi nitelendiren tasarim
matriksi iki seviyeli (diisiik ve yiiksek) faktorlere ihtiyag duymaktadir. Bu model,
basit iki seviyeli faktoryel ve kesirli faktoryel tasarimlarin temel varsayimidir.
Eger cevap Sekil 1.5b’deki gibi davraniyorsa, bu davranisi nitelendirmek igin
gerekli minimum seviye sayisi iigtiir. Iki-seviyeli tasarimin merkez noktalaria
eklemeler mantikli olarak farz edilebilmekte, fakat bir ¢ok matrikste muamelenin

diizenlenmesi biitiin kuadratik etkilerin birbirini etkilemesine sebep olmaktadir.
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Sekil 1.5. Faktor dizilerinin fonksiyonu olarak cevaplarin olast davranislari

[(a) Dogrusal fonksiyon (b)Kuadratik fonksiyon (c) Kiibik fonksiyon]

Merkez noktali ve iki seviyeli metot, bireysel saf kuadratik etkileri tahmin
ederken, onlar1 etkili bir sekilde bulmaktadir. Tasarim matrisi yaratan bir ¢oziim,
Sekil 1.5c¢’deki basit kivrimin tahminine {ig-seviyeli faktor tasarimi kullanilarak

izin vermektedir (Lindman, 1974).

Cevap yiizey yontemi uygulamasi i¢in tiretilmis ¢ogu paket program ikinci
dereceden polinomiyal modeli kullanmaktadir. ikinci dereceden polinomiyal bir
modelin sadece bir tane bélgesel mini optimizasyon ¢alismasinda ikinci dereceden
polinomiyal bir model kullanim1 kolay bir yaklasimdir. Eger ikinci dereceden bir
modele uygun degilse yanitin veya bagimsiz degiskenlerin transformasyonu
yapilarak veya bagimsiz degiskenlerin araliklar1 uygun bir sekilde degistirilerek

yanitin egiliminin bu model ile agiklanmasi saglanmalidir (Bas ve boyaci, 2007).
1.5.2. Deney Sayisinin ve Model Katsayilarin Hesaplanmasi

Deney tasarimi yapilirken ka¢ deney yapilacagi asagidaki denklemlerle

hesaplanmaktadir,
N=2k+2k+ngk<5 (1.2)
N=2k-1+2k+nyk>5 (1.2)

N = Deney say1s1
k = Bagimsiz degisken sayis1

no = Merkezdeki deney sayisini ifade eder.
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Bagimsiz degisken diizeyleri (o) de Esitlik 1.3 ve 1.4 yardimu ile

hesaplanmaktadir.
a=2k/4 k<5 (1.3)
a=2(k-1)/4k>5 (1.4)

Bagimsiz degiskenler kullanilarak, n tane gbzlenen verinin gosterimi asagidaki

gibi olmaktadir.

Y K X1 Xi2 X || Po gul
Yo _ Xy1 Xgp ¢ X ok B4 4 £,
lynJ' T Xo X o X L-jk kgn[
(1.5)
Y=Xp+e (1.6)

katsay1 vektori, en kiiglik kareler farki yontemi kullanilarak elde edilen esitlik 1.6
ile hesaplanmaktadir.
p=X"X)"Xy (1.7)
Katsay1 vektorii bulunup yerine konulmasiyla, cevap yiizeyi de bulunmus
olmaktadir (Ohata ve ark., 2003). CYY kullanilarak karmasik deney sistemleri
icin en iyl deney kosullari, Doehlert matrix (DM), merkezi bileske tasarimi
(CCD), tii¢ diizeyli hibrit tasarim, bir faktor tasarimi, pentagonal tasarim, D-
optimal tasarim, faktoriyel tasarim ve ii¢ boyutlu dizayn olan Box-Behnken

(BBD) gibi yontemlerle belirlenmekte ve modellenmektedir (Montgomery, 2001).

1.5.3. CYY l¢in Kullamlan Tasarim Modelleri

CYY; tepki (response) degiskenine etki eden ¢ok sayida degiskenin olmasi
durumunda; problemlerin analiz edilmesinde kullanilan istatistiksel tekniklerin ve
matematiksel ifadelerin birlesimi seklinde aciklanmaktadir. Yeni {irliniin
formiilasyonunda, var olan iiriin tasariminin iyilestirilmesinde, siire¢ tasariminda,
stirecin gelistirilmesinde ve iyilestirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
CYY ig¢in en sik kullanilan tasarim modelleri Faktoriyel tasarim, Merkezi bileske
tasarimi (CCD: Central composite design) ve ii¢ boyutlu dizayn modeli olan Box-

Behnken tasarimi1 (BBD)’dir. Ancak ikinci dereceden modeller icermesi ve ii¢
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boyutlu grafikler ¢izilebilmesi nedeniyle CCD ve BBD tasarimlari daha ¢ok
kullanilmaktadir (Montgomery, 2001; Antony, 2003; Lazic, 2004).

S6z konusu tasarim yontemlerinden hangisinin ihtiyaci karsilayacagi
hususu 6nemli olup, arastirmacinin yapacagi ¢alisma konusuna hakim olmasi ile
yakindan ilgilidir. Ornegin, CCD yéntemi kullanictya ana tasarim noktalari
disinda da deneysel calisma imkani1 saglayarak, parametreler arasindaki
etkilesimin yiiksek oldugu arastirmalarda kullanilmasinin daha faydali oldugu
diistiniilmektedir. Diger taraftan faktoriyel tasarim yontemi daha ¢ok parametrenin
ana etkisini belirlemede ve dogrusal bir model denklemi elde edilmesini
saglamaktadir. BBD ise ¢ok kullanilan tasarimlardan biri olup, sadece ana tasarim
noktalarinda deneylerin yapilmasimi saglamaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok
kullanilan tasarim ¢esidi merkez bileske tasarimi olarak bilinen CCD’dir (Turan

ve Altundogan, 2011).

1.5.3.1. Box-Behnken Tasarimi (BBD)

Box-Behnken dizayn (BBD) ikinci dereceden modeller igermektedir.
Bagimsiz degiskenler ile ¢ikti degerleri arasinda dogrusal olmayan baglantilar
bulunabilmektedir. Elde edilen sonuglar cevap yiizeyi iizerinde kontiirler halinde
gosterilmektedir. Ug degisken faktér icin cizilen grafikte orta noktalarin
birlestirilmesi ile kiibik yiizey elde edilmektedir. Box-Behnken tasarimi ile
olusturulan model igin, gergeklesmesi beklenilen grafikler ii¢ boyutlu olarak
cizilebilmektedir. Yontemdeki deneysel hatalar goriilebilmekte ve quadratik
model i¢in parametrelerin se¢imi yapilabilmektedir (Montgomery, 2001; Antony,
2003; Lazic, 2004).

1.5.3.2. Merkezi Bileske Tasarimi (CCD: Central Composite Design)

CCD merkezi bileske tasariminda, yiiksek ve diisiik degerler arasinda
degisen bagimsiz degisken degerleri bulunmaktadir. Yonteme uygunluk
acisindan, bagimsiz degiskenler -1 ve +1 arasinda degismelidir. Bunun i¢in en
kiiglik deger -1 ve en biiyiik deger +1 olarak tanimlanmaktadir. Orta deger olarak
ise 0 degeri alinmaktadir. Bir merkezi bileske tasarimi, -1 ve +1 araliginda

degisen bir kiibiin koselerinde kiip noktalari, kiibiin disinda +a birim ile belirlenen



@ ANADOLU UNIVERSITESI

44

yildiz noktalar1 ve orijinde merkez noktalar1 icermektedir. o degeri, incelenen
faktor sayisi ve tasarim igin arzulanan bazi 6zelliklere bagl oldugu belirtilmistir.
Bu model genellikle bir arastirmada matemetiksel olarak dogrusal modellerin
yetersiz  kaldigit  durumlarda ikinci dereceden model denklemlerinin
agiklanmasinda ve tasarlanmasinda kullanilmakradir. CCD’nin kullanilmasi
halinde matematiksel model ikinci dereceden bir polinom haline doniismektedir

(Montgomery, 2001; Antony, 2003; Lazic, 2004).

1.5.4. Model Uygunlugunun Test Edilmesi

Regresyon modeli tahminlendikten sonra bu denklemin iliskiyi ne derece
acikladiginin ve bu denklemi kullanarak yapilacak tahminlerin ne derece hassas
olacaginin arastirtlmasi gerekmektedir. Yapilan varsayimlardan biri olan, segilen
modelin matematiksel formunun uygun oldugu, dolayisiyla gergek ortalama yaniti
temsil edebildigi de test edilmelidir. Bu amagcla, varyasyon katsayisinin (C.V)
hesaplanmasi, regresyon analizine hipotez testlerinin uygulanmasi, hipotez
testlerinin regresyon Kkatsayilarina bireysel olarak uygulanmasi, regresyon
katsayisinin (R2) ve diizeltilmis regresyon katsayisinin hesaplanmasi (R2adj),
tahminlenmis kalint1 hata kareler toplaminin (PRESS) hesaplanmasi, yeterli
tahminleme (adequite precision) degerinin hesaplanmasi, model uygunsuzlugunun
test edilmesi (lack of fit testi) ve kalinti analizi gibi farkli test yontemleri

uygulanmaktadir (Ikiz ve ark., 2000).

1.5.5. Model Uygunsuzlugu (Lack of Fit) Testi

Yanit yiizey yonteminde, tasarim edilmis denemelerden alinan veriler,
regresyon modeline fit ettirilmektedir. Elde edilen bu model gergek yanit fonk-
siyonuna sadece bir yaklasim oldugu icin, tahminlenen degerler ile deneysel
veriler arasindaki fark (kalint1), sadece saf deneysel hatayr degil modelin
matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan hatayr da igermektedir.
Modelin matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan hataya, model

uygunsuzlugu (Lack of fit) denmektedir. Ideal olarak, istatistiksel agidan modelin
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matematiksel formunun uygunsuzlugunun (lack of fit) 6nemsiz ve regresyon

modeli igin 6nemli olmasi gerekmektedir (Montgomery, 2001; Castillo, 2007).

1.5.6. Optimizasyon

Proseslerin optimizasyonunda genellikle irlintin kalite kriterlerini veya
sistemin performansini1 belirleyen ¢ok sayida cevap es zamanli olarak
calisiimaktadir. Bu cevaplarin bazilarinin maksimum seviyede tutulmasi,
bazilarinin minimum seviyede tutulmasi, bazilarinin da kabul edilebilir degerler
veya hedef deger almasi istenmektedir. Birgok durumda, bir cevabin gelistirilmesi
diger bir cevap lizerinde olumsuz bir etki olusturabilmektedir. Bu ylizden,
optimizasyon ¢alismalarinda sistemi karakterize eden tiim cevaplarin hep birlikte
ele alinmasi gerekmektedir. Ancak bu durumda, optimizasyon oldukg¢a karmasik
bir hal almaktadir. Bu durumu aydmlatmak i¢in farkli yaklagimlar oOne

stiriilmistiir (Castillo, 2007).

Tek cevapli optimizasyon problemlerinin ¢6ziimii duragan noktalarin
hesaplanmasi ile yapilabilmektedir. Cok cevapli optimizasyon problemlerinin
¢ozlimiinde: lineer olmayan programlama yaklasimi, cevaplarin izohips egrileri
cizilerek ist tiste yerlestirilmesi (superimposing) ve desirability (istenilen hedefe

ulagma) fonksiyonu yaklagimi gibi yaklasimlar kullanilmaktadir (Castillo, 2007).

Cok cevapli sistemlerin optimizasyonunda temel amag, tiim cevaplar
arasinda en iyi dengenin saglanmasidir. Ancak lineer olmayan programlama
yaklasimiyla bu karsilanamamaktadir. Cevaplarin izohips egrilerinin ¢izilerek st
iiste yerlestirilmesi (superimposing), ¢ok yanitli optimizasyon problemlerinin
¢coziimiinde kullanilan diger bir yaklasimdir. Her bir izohips egrisi, bir bagimsiz
degisken merkezdeyken, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini
vermektedir. Katsayilara bagli olarak izohips egrilerinin dairesel, eliptik ya da
eger seklinde olmasi; maksimum nokta, minimum nokta, (eyer noktasi (saddle po-
int)) durgun tepe ya da ylikselen/azalan tepe kosularim1 verebilmektedir.
Maksimum nokta, minimum nokta ve eger noktasi i¢in cevap yiizey grafikleri ve
izohips egrileri sirasiyla Sekil 1.6 a,b ve c¢’de gosterilmistir. Cevap yiizeyinin
dairesel olmasi, degiskenler arasindaki etkilesimin ihmal edilebilir oldugunu, elips

ya da eyer seklindeki yiizeyler i¢ etkilesimin 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 1.6. Maksimum nokta (a), minimum nokta (b) ve eger noktasi (c) i¢in cevap yiizey grafikleri

ve izohips egrileri
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En kiigiik elips ya da dairesel sekil ile sinirlandirilmis yiizey 6ngoriilen en yiiksek
veya en disiik cevabi belirtmektedir (Myers ev ark., 2004). Ancak bu yaklasim
cok sayida bagimhi ve bagimsiz degiskenin (dort veya daha fazla) bir arada
incelendigi durumlar ig¢in kullanmigliligini kaybetmektedir. Ayrica, cevaplarin ¢ok
farkli skalaya sahip olmas1 aym grafik {izerinde gosterilmelerini de

zorlagtirmaktadir (Montgomery, 2001; Castillo, 2007).

Desirability (istenilen Hedefe Ulasma) fonksiyonun ilkesi, tiim cevaplarin,
boyutsuz desirability skalasini igeren “desirability fonksiyonu™ olarak tanimlanan
tek bir fonksiyon altinda toplanmasini ve bu fonksiyonun arzu edilen sonuglari
verecek sekilde maksimize edilmesini icermektedir. Farkli skalaya sahip
yanitlarin  birlikte incelenebilmesi, yanitlarin tek bir fonksiyona kolayca
dontstiriilebilmesi  ve kalitatif ve kantitatif yanitlarin  kullanilabilmesi bu

yontemin 6nemli avantajlar1 arasinda bulunmaktadir (Myers ev ark., 2004).

1.5.7. CYY ile Fitaz Uretiminin Optimizasyonu

Bazi1 faktorlerin enzim {iretimi lizerine etkilerini analiz etmek icin
kullanilan klasik yontemler, diger faktorlerin sabit tutuldugu kosullarda bir
seferde bir faktoriin incelenmesi mantigina dayalidir. Fitaz {iretim
parametrelerinin optimizasyonu i¢in bu yaklasim, cok mesakatli, zaman alici,
pahali ve degiskenler arasindaki etkilesimleri aydinlatmamaktadir. Istatistiksel
uygulamalar ekonomiktir. Ayn1 zamanda da faktorler arasindaki iligkileri ortaya
koyan, degiskenlerin optimum degerlerini tahmin edebilen faydali bir alternatif
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cevap ylizey yontemi (CYY), cok sayida dizayn
parametresini kullaniminda faydalidir. Biyoteknolojik proseslerde CYY enzim
iretiminin optimizasyonunda pek ¢ok fayda saglamaktadir (Mittal ve ark., 2011).

Pekg¢ok avantajindan dolayr bu teknik bakteri ve diger mikroorganizmalar
tarafindan fitaz tretimininde kiiltiir kosullarinin, ortam bilesenlerinin vb.
optimizasyonunda basarili bir sekilde kullanilmistir (Vohra ve Satyanarayana,
2002b). Mittal ve arkadaslari (2011), Klebsielle sp.’den portakal kabugu unu
tizerinde gerceklestirdikleri BF’nun optimizasyonunda CCD basarili sekilde
kullanmiglardir. Ve optimizasyon sonucunda fitaz aktivitesinde 5,25 kat artis

saglamiglardir. Gulati ve arkaslar1 (2007), KFF yoluyla Termomyces lanuginosus
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ile gergeklestirdikleri fitaz tiretiminde CY'Y nin BBD’1 kullanmisglardir ve sonugta
fitaz aktivitesi 4.33 units/g dan 13,26 units/g’a yiikseltilmistir. Yine Aspergillus
niger kullanilarak KFF ile gergeklestirlen fitaz iretiminde CYY ile optimizasyon
gergeklestirilmis ve fitaz aktivitesinde 3,08 kat artis saglanmistir (Bhavsar ve ark.,
2010). Rhizomucor pusillus ile gergeklestirilen fitaz tiretiminde kullanilan
KKF’nin optimizasyonunda CYY ile klasik bir zaman/bir degisken yontemi
karsilastirilmistir. Ve CYY’nin klasik yonteme gore %30 daha yiiksek fitaz
seviyesi sagladig1 ortaya konmustur (Chadha ve ark., 2004).

1.6. Enzim Uretim Cahsmalarinda Temel Analizler

Enzimler, biyolojik katalizor olmalari nedeni ile diinyamizdaki yasami
mimkiin kilan etmenlerin basinda gelmektedirler. Enzimlerin varlilarini,
etkilerini, lokalizasyonlarini, kataliz mekanizmalarini, miktarlarini, saflikarini vs.
belirlemenin en 6nemli yolu onlarin aktivitelerini 6lgmektir. Herhangi bir enzim
icin ideal bir aktivite belirleme yolu bulunmamaktadir. Ciinkii bir yontemin
uygunlugu, enzimin safligi, enzimin fizikokimyasal ozellikleri, katalizledigi
reaksiyonun tipi, lokalize oldugu yer gibi pek ¢ok faktdre baghdir (Bergmeyer,
1974).

1.6.1. Enzim Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivitesi, enzimin katalizledigi reaksiyonda kullanilan substratin
kullanim hiz1 ya da iriiniin olusum hiz1 tayin edilerek bulunmaktadir. Enzim
aktivitesi belirlemenin temeli, belirli bir zaman araliginda enzimin kataliz etkinligi
sonucu olusan degisimi saptamaktir. Iste bu degisim ve onun hizinin belirlenmesi
enzim aktivitesi olgusunun temelini olusturmaktadir. Bu a¢idan enzim
aktivitesinin belirlenmesi esas olarak kinetik bir dl¢limdiir. Bu 6l¢iimde degisen
parametre, kataliz sonucu reaksiyon ortamindaki iiriiniin olusum veya substratin
kullanim hizidir. Enzimin aktivitesini saglikli bir sekilde ifade edebilmek i¢in iki
onemli noktadan emin olmak gerekmektedir. Birincisi 6lgiim sirasinda elde edilen
degerin enzimin gercek baslangi¢ hizi oldugundan emin olunmasi, ikincisi ise
enzimin baslangi¢ hiz1 ile derisimi arasinda dogrusal oranti olmasidir. Boylece

aktivite/enzim derisimi arasindaki oran sabit olacak ve bu degerde enzimin
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aktivitesini sayisal olarak ifade etmede kullanilabilecektir. Bir enzimin aktivitesi
cok cesitli yollarla ifade etmek miimkiindiir ancak uluslararas: standantlarda {inite
veya enzim Unitesi olarakda ifade edilmektedir. Buna gore bir {inite enzim bir
dakikada bir pmol iiriiniin olusumu veya 1 umol substratin donilistimiini
katalizleyen enzim miktaridir. Bir enzimin spesifik aktivitesi ise 1 mg proteini

basina diisen enzim iinitesinin sayist olarak tanimlanmaktadir (Bergmeyer, 1974).

1.6.2. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Belli hacimde bir ¢ozeltideki toplam protein miktarmin belirlenmesi,
ayirma ve saflagtirma islemlerinin se¢iminde ve belli asamalarda protein
veriminin ve safliginin kontroliinde nemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle
elektroforetik ve kromatografik ayirmalarda deneylerin optimizasyonu i¢in miktar
tayinine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica galisilan bir enzimin spesifik aktivitesi
ve saflastirma derecesinin belirlenmesinde de toplam protein miktarmin
belirlenmesi gerekmektedir (Temizkan ve Arda, 2004, Scopes, 1994).

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in dogrudan veya dolayli bir¢ok ydtem
geligtirilmistir. Bunlar arasinda, azot miktariin belirlenmesine dayali ve dolayli
bir yontem olan Kjeldahl yontemi, kizilotesi spektrofotometri, tlirbidimetri,
fluorimetri, refraktometri ve polarografi gibi dogrudan yontemler sayilabilir. Son
yillarda yararlanilan teknikler, protein ¢ozeltisinin UV absorbsiyonunun 6l¢iilmesi
veya bir belirteg ile reaksiyonu sonucu olusan renkli bir bilesigin goriinlir alanda
spektral olarak belirlenmesi temeline dayanmaktadir (Temizkan ve Arda, 2004,
Scopes, 1994).

1.6.2.1. Bradford (Boya-Baglama) Yontemi

Bu yontem, Coomassie brilliant blue G-250 boyasmmin farkh
konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya
koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Boyanin 6zellikle arginin gibi bazik
aminoasitlere ve bazi aromatik aminoasitlere baglanma egiliminde oldugu
gosterilmistir. Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapisinin énemi vardir.

Duyarlilik smuirlari, total reaksiyon karigiminda (5,1 ml) 20-140pg olan bu
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yontemde asidik boya proteine baglanmakta ve 495-595 nm arasinda maksimum

absorbsiyon degerleri elde edilmektedir (Temizkan ve Arda, 2004).

1.6.3. Dogal Olmayan (Denatiire) Jel Elektroforezi: SDS-PAGE

Elektroforez teknigi, ylikli molekiillerin elektriksel alanda ayrilmalar
temeline dayanmaktadir ve proteinlerin analizinde ve ayrilmasinda da genis capta
kullanilmaktadir. Temelde proteinin molekiil agirligini, oligomerik mi monomerik
mi oldugunu, miktarini, safligim1 vb. belirlemek yoluyla proteini tanimlamak
amactyla kullanilmaktadir. Proteinlerin elektroforatik ayriminda nisasta, agaroz ve
seliiloz asetat gibi cesitli jeller kullanilmakla birlikte, genelde en iyi ayrimin
saglandig1 poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) teknigi uygulanmaktadir
(Scopes, 1994).

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde, polipeptidlerin
ilerleme hizlari, sadece ic elektriksel yiikleri tarafindan degil, ayn1 zamanda
molekiil agirliklar1 tarafindan da belirlenmektedir. SDS, polipeptidlerin ana
iskeletini gevreleyerek proteinleri denatiire eden anyonik bir deterjandir. Ayrica
molekiillere negatif bir yliik de kazandirmaktadir. SDS-PAGE’nin en onemli
yarari, polipeptidlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesine olanak vermesidir.
Molekiil agirlig1 bilinmeyen bir protein 6rnegi, molekiil agirlig: bilinen standart
proteinlerle birlikte ayni jel ilizerinde yiritiiliir ve boyama sonrasinda jelde
gozlenen bantlarin karsilagtirilmasi ile proteinin molekiil agirligi hakkinda bir

fikir elde edilebilmektedir (Temizkan ve Arda, 2004, Scopes, 1994).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Calismamizda materyali olusturan 47 adet su 6rnegi Kiitahya ve Afyon il
siirlar igerisindeki secilmis olan toplam 13 kaplicadan 20.09.2008 tarihinde
yapilmis olan 1. drnekleme g¢alismasi ve 20.10.2009 tarihinde yapilmis olan 2.
ornekleme calismasi ile alimmustir. Bu kaplicalar: Kiitahya’da Yoncali belediyesi-
Ciftlikkoy kaplicalari, Gediz ilgesi - Ilica kaplicalari, Simav ilgesi — Eynal, Citgol
ve Nasa kaplicalari, Emet ilgesi — Osmanli, Kaynarca ve Dereli kaplicalari,
Tavsanli ilgesi — Gobel kaplicalar1 ve Hisarcik ilgesi — Esire kaplicalari; Afyon’da
Omerli kaplicasi, Gecek kaplicasi, Sandikli ilgesi — Hiidai kaplicalari, Gazligdl
beldesi — Kirkpinar kaplicasi dir. Bu bolgeler, bolgelerden su 6rnegi alinan

kaplicalar ve sularin sicaklik ve pH’lar1 Tablo 2.1-2.4°de belirtilmistir.

Thermomyces lanuginosus’dan enzim {iretiminde en uygun substrati
belirlemek i¢cin KFF’de tarimsal artiklardan bugday kepegi, piring kepegi, yulaf
kepegi, c¢avdar kepegi, arpa kepegi, bonkalit, Ogitilmis aygigegi sap1 ve
ogiitiilmiis findik kabugu substrat olarak kullanilmistir. Bu tarimsal artiklarin

kimyasal kompozisyonlar1 Tablo 2.5’de verilmistir.

2.1.1. Calismada Kullamlan Besiyerleri

2.1.1.1. Potato Dextrose Agar Base (PDA) (1.10130, Merck)

Patatesden iniizyon 200 g
Bacto dekstroz 20 ¢
Bacto agar 159

Besiyeri igerigi, 1000 ml distile suda 39 g olacak sekilde hazirlanmig ve
sonra 121 °C’ de, 1,1 atm basincta 15 dakika tutularak sterilize edilmistir ve

sterilizasyondan sonra 45°C’ye kadar soguyunca petri kaplarina dokiilmiistiir.
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Tablo 2.1. Kiitahya’daki bolgelerden 1. izolasyonda alinan sicak su 6rnekleri ve 6zellikleri

Kod numaralar1 | Bélgeler ve kaplicalar Suyun ¢ikis Suyun pH
sicakhigi degeri

1. bolge Ciftlikkoy Yoncal Kaphcalar

1.1 Tarihi Biiyiik Hamam 45 °C 7,10

1.2 Tiitav Termal Hamalar1 42°C 6,72

1.3 Celik Termal Hamamlari 30°C 6,71

2. bolge Gediz Ihca Kaphcalarn

2.1 Ornek 1 85°C 6,77

2.2 Ornek 2 75- 76 °C 6,60

2.3 Ornek 3 85°C 8,26

2.4 Ornek 4 (sedimentli birikinti suyu) - -

3. bolge Simav Citgol Kaplhicalar:

31 Ornek 1 60-65 °C 8,35

4. bolge Simav Eynal Kaplicalari

4.1 Ornek 1 85°C 8,62

4.2 Ornek 2 (sedimentli birikinti suyu) - -

5. bolge Emet Kaplicalar:

5.1 Osmanli Hamami 45°C 7,85

5.2 Kaynarca hamam 55 °C 8,16

6. bolge Tavsanh Gobel Kaplicalar1

6.1 Ornek 1 32,5-33°C 6,89

7. bolge Hisarcik Esire Kaplicalar:

7.1 Ornek 1 52°C 6,91

52
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Tablo 2.2. Kiitahya’daki bolgelerden 2. izolasyonda alian sicak su 6rnekleri ve 6zellikleri

Kod Baolgeler ve kaphcalar Suyun c¢ikis | Suyun pH

numaralari sicakhigi degeri

11. bolge Gediz Ilca Kaphcalarn

111 Ornek 1 85°C 8,53

11.2 Ornek 2 75- 76 °C 8,28

11.3 Ornek 3 85°C 7,85

114 Ornek 4 85°C 8,04

115 Ornek 5 (sedimentli birikinti suyu) | - -

11.6 Ornek 6 (sedimentli birikinti suyu) | - -

11.7 Ornek 7 (sedimentli birikinti suyu) | - -

12. bolge Simav Kaplicalar

12.1 Nasa kaplicalar1 6rnek 1 90°C 8,44

12.2 Nasa kaplicalar1 6rnek 2 90°C 8,49

12.3 Eynal Kaplicalari 6rnek 1 85°C 8,34

12.4 Citgol kaplicalari 60-65°C 8,48

12.5 Nasa kaplicalar1 6rnek 3 (sedimentli | - -
birikinti suyu)

12.6 Nasa kaplicalar1 6rnek 4 (sedimentli | - -
birikinti suyu)

12.7 Nasa kaplicalar1 6rnek 5 (sedimentli | - -
birikinti suyu)

12.8 Eynal  kaplicalart  6rmmek 2 | - -
(sedimentli birikinti suyu)

13. bolge Hisarcik Kaplhicalar

13.1 Esire kaplicalar1 Ornek 1 52 °C 8,04

13.2 Esire kaplicalar1 Ornek 2 52 °C 8,04

13.3 Esire  kaplicalan  Omek 3 | - -
(sedimentli birikinti suyu)

14. bolge Emet Kaplicalari

14.1 Emet termal resort hotel 45-55°C 7,58
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Tablo 2.2. (Devam) Kiitahya’daki bolgelerden 2. izolasyonda alinan sicak su 6rnekleri ve 6zellikleri

Kod Bolgeler ve kaplhcalar Suyun ¢ikis | Suyun pH
numaralari sicakhig degeri

15. bolge Dereli Kaphcalari

151 Ornek 1 38-40°C 7,47

15.2 Ornek 2 38-40°C 7,77

16. bolge Tavsanh Kaplhcalan

16.1 Gobel Kaplicalar 32,5-33°C 7,71

Tablo 2.3. Afyon’daki bolgelerden 1. izolasyonda alinan sicak su drnekleri ve 6zellikleri

Kod Bolgeler ve kaplicalar Suyun Suyun
numaralari cikig pH
sicakhigr | degeri
8. bolge Sandikh Hiidai Kaplhcalar
8.1 Ornek 1 60 °C 7.2
8.2 Ornek 2 (sedimentli birikinti suyu) - -
9. bolge Gazhgol Kirkpmar Kaplhcalar
9.1 Ornek 1 64 °C 6,8
10. bolge Afyon Kaplicalar:
D 10.1 Omerli Kaplicalari 78 °C 7,2
m .
10.2 Omerli Kaplicalar1 (sedimentli birikinti suyu) | - -
V9]
o 103 Gecek kaphcalars a2°c |67
p
LLl
.Z 104 Gecek Kaplicalari (sedimentli birikinti suyu) - -
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Tablo 2.4. Afyon’daki bolgelerden 2. izolasyonda alinan sicak su 6rnekleri ve 6zellikleri

Kod Bolgeler ve kaplicalar Suyun Suyun
numaralari cikis pH
sicakhigr | degeri

17. bolge Sandikh Hiidai Kaplhcalari

17.1 Ornek 1 60 °C 75

18. bolge Gazhgol Kirkpinar Kaplicalar:

18.1 Ornek 1 64 °C 7,0

19. bolge Afyon Kaplicalar:

19.1 Omerli Kaplicalari 68 °C 7,2

19.2 Gecek kaplicalart 42 °C 6,7

Tablo 2.5. Tarimsal artiklarin kimyasal 6zellikleri
Substrat adi % Kiil % Azot % Protein % % Lipit

icerigi icerigi icerigi Karbonhidratlar  jeerigi

Ogiitiilmiis 3,47 0,4700 2,940 - -
aycicegi sapi
Arpa kepegi 3,48 1,9060 11,920 75 2,0
Cavdar kepegi 1,61 0,0547 0,340 62 14
(")giitiilmiis findik 1,85 0,0770 0,480 - -
kabugu
Yulaf kepegi 1,78 0,0076 0,048 56 4,9
Piring kepegi 8,84 0,0920 0,580 69 2,1
Bonkalit 2,74 0,0460 0,290 = =
Bugday kepegi 4,22 0,4630 2,900 60 2,0
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2.1.1.2. Maya Patates Coziilebilir Nisasta Agar (MPCNA)

Maya ekstrakti 49
MgSO4-7H,0 0,5¢
K,HPO, lg
Coziinebilir nisasta 15¢
Agar 209
Ampisilin 0,29
Rose bengal 0,06 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigine distile su eklenip hazir hale getirildikten sonra, 121°C
sicaklikta, 1,1 atm basingta, 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon
sonrast, 45°C’ye sogutulan besiyerine yeterli miktarda distile suda ¢oziilen
ampisilin eklenip iyice karistirildiktan sonra petri kaplarina 20'ser ml olacak
sekilde dokiilmiistiir (Choi ve ark., 1999).

2.1.1.3. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (ME063, Himedia)

Kazein (pankreatik par¢alanmais) 5¢
Hayvan dokusu (peptik par¢alanmisg) 50
Dekstroz 209
Agar 179
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi, 1000 ml distile suda 65 g olacak sekilde hazirlanmig ve
sonra 121 °C’ de, 1,1 atm basincta 15 dakika tutularak sterilize edilmistir.
Sterilizasyondan sonra 45°C’ye kadar sogutulan besiyeri icerisine 1000 ml de
0,05g olacak sekilde kloramfenikol eklenerek tamamen ¢oziinmesi saglandiktan

sonra petri kaplaria dokiilmistiir (Choi ve ark., 1999).
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2.1.1.4. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Malt ekstrakt 20 ¢
Pepton 19
Glukoz 209
Agar 209
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerikleri distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 121°C” de 1,1
atm. basingta 15 dakika tutularak sterilize edilmistir Sterilizasyon sonrasi,
45°C’ye sogutulan besiyeri petri kaplarina 20'ser ml olacak sekilde dokiilmiistiir
(Klich, 2002).

2.1.1.5. %2 Malt Extrakt Agar (%2 MEA)

Malt ekstrakt 20 ¢
Peptone 19
Glukoz 209
Agar 209
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerikleri distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra 121°C’ de 1,1
atm. basigta 15 dakika tutularak sterilize edilmistir Sterilizasyon sonrasi,
45°C’ye sogutulan besiyeri petri kaplara 20'ser ml olacak sekilde dokiilmiistiir
ve Biolog Microstation Sistemi ile karbonhidrat testlerinin gergeklestirilmesinde

kullanilmastir.

2.1.1.6. Fitaz Enzimi Tarama Besiyeri

D- glukoz 15¢
Kalsiyum fitat 50
(NH4)NO3 59
MgSQO,4- 7H,0 059
KCL 059
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FeSO4- 7H,0O 0,01 g
MnSO4- 4H,0 0,01 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigine distile su eklenip igerik tamamen ¢oziindiiriildiikten sonra
1M HCl ile pH 5.5'e ayarlanmigtir. Tamamlanan besiyeri 121°C sicaklikta 1,1 atm
basingta 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda 45
°C’ye sogutulan besiyeri petrilere 20'ser ml olacak sekilde dokiilmiistiir (Gulati ve
ark., 2007; Chen, 1998).

2.1.1.7. Fitaz Enzimi Uretim Tuz Soliisyonu (PSM tuzu)

Asparagin 0,19
KCI 0,05¢g
MgS04.7H,0 0,05¢
FeSO, 0,001 ¢
MnSQO, 0,001 ¢
Distile su 100 ml

Soliisyonun igerigine distile su eklenip igerik tamamen ¢oziindiiriildiikten
sonra pHsi sterilizasyondan once 1 N HCI ile 5,5’e ayarlanmistir. Hazirlanan
soliisyon 121°C sicaklikta 1,1 atm basingta 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Sollisyon kat1 faz fermentasyonda kati substratin zenginlestirilmesinde

kullanilmistir (Gluati ve ark., 2007).

2.1.1.8. Glukoz Ortamm

Glukoz 159
Maya ekstrakt 0,19
KH,PO4 0,29
K.HPO, 0239
MgS0O,.7H,0 0,1g

Besiyeri igerigi distile suda tamamen ¢oziindiiriildiikten sonra pH’s1 7,0’ye
ayarlanmistir. Tamamlanan besiyeri 121°C sicaklikta 1,1 atm basingta 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Hazirlanan besiyeri kati faz fermentasyon ig¢in

kullanilacak inokulantin hazirlanmasinda kullanilmistir (Gluati ve ark., 2007).
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2.1.1.9. Czapek Dox Agar (CZ)

Czapek konsantresi 10 ml
KoHPO, 1g
Stikroz 3049
Agar 179
Distile su 1000 mi

Besiyeri icerikleri distile su igerisinde ¢dziildiikten sonra 121°C° de 1,1
atm basingta 15 dakika tutularak sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi,
45°C’ye sogutulan besiyeri petri kaplarina 20'ser ml olacak sekilde dokiilmiistiir
(Klich, 2002).

2.1.2. Calismada Kullamlan Coézeltiler ve Tamponlar

2.1.2.1. Czapek Konsantresi (CK)

NaNO3 30g
KCI 59
MgSQO,4.7H,0 5¢
FeSO,4.7H,0 0,1g
ZnS0O,4.7H,0 01g
CuS04.5H,0 0,05¢g
Distile su 100 ml

Bu ¢ozelti Czapek Dox Agar besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilmstir.

Cozelti, igerigin 100 ml distile suda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir (Klick, 2002).

2.1.2.2. Lacto-Pamuk Mavisi Destek Cozeltisi (LCB Destek Cozeltisi)

Gliserol 250 ml
%85 laktik asit 100 ml
Pamuk mavisi stok ¢cozeltisi 3ml
Distile su 50 ml

Cozeltinin hazirlamis1 iki asamada gerceklestirilmistir. Ik asamada;

kuvvetli sekilde karistirilan 99 ml %85 laktik asite, 1 g pamuk mavisi (anilin)
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kristalleri ilave edilir. Daha sonra ¢ozelti bir Biichner hunisi yardimiyla # 50
Whatmann 90 mm filtre kagidindan (Fisher Scientific, Los Angeles, California)
vakumla filtre edilerek gecirilmistir. ikinci asamada; distile su, gliserol ve %85
laktik asit yukarida belirtilen oranlarda 1 saat boyunca karistirilir, bu karisima
birinci asamada hazirlanmis olan pamuk mavisi stok ¢ozeltisinden homojen olarak
3 ml ilave edilmistir ve 1 saat daha karigtiritlmistir. Mikrofunguslarin mikroskobik
incelenmeleri i¢in yapilan lam-lamel arasi ve selobant preparatlarda inceleme

ortami olarak kullanilmustir (Sime ve ark., 2002).

2.1.2.3. Tris-acetate-EDTA (TAE) 50X

Tris base 242 g
Asetik asit 57,1 ml
EDTA (0,5 M pH 8.0) 100 ml

Cozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Cozelti 1:49 oraninda distile
su ile karnstirilarak 1X TAE hazirlanmistir ve elektroforez islemlerinde
kullanilmistir (Sambrook ve Russell 2001).

2.1.2.4. Liziz Tamponu

Triton X-100 2ml
Sodyum dodesil siilfat lg
NaCl (100 mM) 0,5844 g
Trisma-base (10mM, pH: 8.0) 0,121 ¢
EDTA: 1ml 0,0292 ¢
Distile su 100 ml

Tamponun igerigi 100 ml distile suda tamamen ¢oziildiikten sonra

genomik DNA izolasyonunda kullanilmistir (Janso ve ark., 2005).
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2.1.2.5. Substratin Hazirlansi

100 ml 0,2 M sodyum asetat tamponuna (pH 5,5) 0,5 g Na-fitat ilavesi ile
hazirlanmistir (Gluati ve ark., 2007).

2.1.2.6. 0,2 M Sodyum asetat tamponu

2,7216 g Sodyum asetat 100 ml distile suda ¢6ziindiikten sonra pH’s1 5,5’¢

ayarlanmigtir.

2.1.2.7. Reaksiyonu Durdurucu Cézeltinin Hazirlams:

Reaksiyonu durdurmak icin %15’luk TCA (Trikloroasetik asit) kullanilmigtir. 15
g TCA 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

2.1.2.8. Renklendirme Cozeltisinin Hazirlanisi

Cozelti 1: 94,48 ml distile su igerisine 5,52 ml siilfirik asit (%97°1lik) ilave
edilerek 1 M siilfirik asit ¢6zeltisi hazirlanmstir.

Cozelti 2: 10 g askorbik asit 100 ml distile suda ¢oziilerek % 10’luk askorbik asit
¢Ozeltisi hazirlanmistir.

Cozelti 3: 2,5 g amonyum molibdat 100 ml distile suda ¢oziilerek % 2,5°lik
amonyum molibdat ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Renklendirme cozeltisi: U¢ hacim ¢ozelti 1, bir hacim ¢ozelti 2, 0,1 hacim
cozelti 3 ile karigtirllarak renklendirme ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zelti deney
oncesinde taze olarak hazirlanmistir ve uzun siire bekletilmeden kullanilmistir

(Gluati ve ark., 2007).

2.1.2.9. Bradford Belirte¢ Soliisyonu 5X

Coomassie Brillant Blue G-250 boyast 0,025 g

%095 ethanol 12,5 ml
% 85 H3PO, 25 ml
Distile su 250 ml
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Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi tartildiktan sonra % 95 ethanolde
¢Oziilmiistir ve H3PO,4’lin eklenmesi ile elde edilen karisim distile su ile 250 ml
ye tamamlanmustir. Hazirlanan derisik boya ¢6zeltisi, kullanilacagi zaman 5 kere
sulandirilip Whatman no.1 filtreden gegirilerek, enzim ekstrelerindeki protein

miktarinin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.2.10. 1,5 M Tris HCI (pH 8.8)

18,15 gr Tris tartilarak, 50 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantre HCI ile pH 8,8’¢

ayarlanip distile suyla 100 mlI’ye tamamlanmustir.

2.1.2.11. 1M Tris-HCI (pH 6,8)

12,1 gr Tris tartilarak, 50 ml distile suda ¢oziilmiistir ve konsantre HCI ile pH’s1

6,8’e ayarlanip distile suyla 100 ml’ye tamamlanmistir.

2.1.2.12. %10 SDS

10 g SDS distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak, oda sicakliginda saklanmgtir.

2.1.2.13. %10 Amonyum Persiilfat (AMPS)

SDS-PAGE jellerinin  hazirlanmasinda  polimerizasyon baglatict  olarak

kullanilmigtir. 0,5 g amonyum persiilfat distile su ile 5 ml’ye tamamlanmistir. Bu

¢Ozelti kullanimdan hemen 6nce hazirlanmalidir.

2.1.2.14. % 12’lik Ayirma Jelinin Hazirlamisi

% 30 Akrilamid/bisakrilamid soliisyonu 4 ml

1.5 M Tris (pH 8.8) 2,5ml
% 10 SDS 0,1 ml
% 10 amonyum persiilfat 0,1 ml
TEMED 0,004ml
Distile su 3,3ml
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Jel hazirlanirken amonyum persiilfat ve TEMED jellesmeyi baglattiklari i¢in diger
bilesenler karistirildiktan sonra jel yiiriitme kasetine enjekte edilmeden hemen
once eklenmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.2.15. % 5’lik Yiikleme Jelinin Hazirlanisi

% 30 Akrilamid/bisakrilamid soliisyonu 0,5 ml

1M Tris (pH 6.8) 0,38 mi
% 10 SDS 0,03 ml
% 10 amonyum persiilfat 0,03 ml
TEMED 0,003 ml
Distile su 2,1 ml

Jel hazirlanirken %12’lik ayirma jelinde oldugu gibi amonyum persiilfat ve
TEMED diger bilesenler karistirildiktan sonra jel yliriitme kasetine enjekte

edilmeden hemen once eklenmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.2.16. Ornek Yiikleme Tamponu (62,5 mM Tris (pH 6,8), %2 SDS, %10
gliserol, 0,72M 2-p-merkaptoetanol, %0,05 bromfenol mavisi)

Tris 0,075¢
SDS 0,29
gliserol 1 ml
2-f-merkaptoetanol 0,0855 ml
bromfenol mavisi 0,005 ¢
distile su 10 ml

Oncelikle tris verilen miktarda tartilip 5 ml distile suda ¢oziindiikten sonra HCl ile
pH 6,8’¢ ayarlanmistir ve sonrasinda diger bilesenler eklenerek hacim distile su
ile 10 ml’ye tamamlanmistir. Kullanilacak hacimlere boliinerek derin
dondurucuda (-20°C) saklanmustir (Temizkan ve Arda, 2004).
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2.1.2.17. Yiiriitme Tamponu 5X (0,025M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH

8,3)
Tris 159
Glisin 729
SDS 59
Distile su 1000 ml

Tampon bilesenleri tartildiktan sonra 1 litre distile suda ¢oziilmiistiir. Tampon
buzdolabinda 4°C’de saklanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.2.18. Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama Cozeltisi (% 50 metanol, %
10 asetik asit, % 0,05 Coomassie Brillant Blue R-250)

Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi 0,25¢
Metanol 250 ml
Asetik asit 50 ml
Distile su 200 ml

Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi metanolde ¢oziindiiriildiikten sonra asetik
asit (glasiyel) eklenmistir ve ¢ozelti distile su ile 500 mlI’ye tamamlanmustir. Bu
¢ozelti oda sicakhiginda (6 ay) saklanabilmektedir. SDS-PAGE jelinin
elektroforez isleminden sonra boyanmasi ve protein bantlariin goriiniir hale

gelmesi amaci ile kullanilmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.1.2.19. Yikama (baglanmams boyayr uzaklastirma ‘destaining’) Cozeltisi
(% 5 metanol, % 12,5 asetik asit, % 82,5 distile su)

Metanol 25 ml
Asetik asit 62,5 ml
Distile su 4125 ml

Cozelti hazirlandiktan sonra oda sicakliginda 1 ay saklanabilmektedir. SDS-
PAGE jelinin Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyandiktan sonra jeldeki boya
fazlaligimin geri alinarak bantlarin netlesmesi amaci ile kullanilmistir (Temizkan

ve Arda, 2004).
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2.2. Metot

2.2.1. Su Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda materyali olusturan 47 adet su 6rnegi Tablo 2.1-2.4’de
belirtilen istasyonlardan 20.09.2008 ve 20.10.2009 tarihinde yapilan iki
ornekleme c¢alismasi ile alinmistir. Yapilan her 6rneklemede en az 1000 ml su
ornegi steril cam siseler igerisine almmustir. Aliman su Ornekleri sicakligi
muhafaza edecek termoslar vasitasiyla en kisa zamanda laboratuara getirilerek

analize alinmistir.

2.2.2. Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Su orneklerinin toplam Cl,, Floriir, amonyak azotu, nitrit azotu, nitrat
azotu, mangan, magnezyum miktarlari Merck Spectroquant hazir kiivet testleri
kullanilarak iireticinin kullanim talimatlart dogrultusunda gergeklestirilmistir. Test

sonuglart Merck Spectroquant NOVA 60 Fotometre ile degerlendirilmistir.

2.2.3. Filamentli Funguslarin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Termofilik funguslar izole etmek igin; her bir su 6rneginin 500 ml sini
0,22 um por ¢apl steril membran filtreler kullanilarak siiziilmiistiir ve izolasyon
ortami olarak kullanilan, Sabouraud dekstroz agar (SDA), Maya patates
¢oziilebilir nisasta agarli (MPCNA) petrilere bu filtreleri yerlestirerek 45 °C’de 14
giin inkiibe edilmistir. Ayn1 zamanda filtrelerle ilgili herhangi bir sorun yasama
olasiligina kars1 her bir su 6rneginden, her petri i¢in birer mililitre alip 5 petri
SDA, 5 petri MPCNA ve 5 petri Patates dekstroz agar (PDA) kullanilarak dokme
plak yontemiyle ekim yapilmistir. Bu petriler de filtre koydugumuz petriler gibi
45 °C’de 14 giin inkiibe edilmistir. Yontemin dogrulugunu kontrol amagli olarak
her bir su 6rneginden yine dokme plak yontemiyle PDA besiyeri kullanilarak
ekim yapilmis ve bu petriler 28 °C’de 14 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda olusan fungus kolonilerini mikroskopta 4x’lik
biiylitmede inceledikten sonra saf olarak elde ettigimiz fungus kolonilerinden

ornekler alinmis, steril yatik PDA, SDA, MPCNA bulunan tiiplere steril igne ile
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transfer edilmis bu tiipler 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Saf koloniler elde
edilemeyen petrilerden funguslar ayni besiyerlerine tekrar tekrar transfer edilerek
saflagtirnlmistir. Bu petrilerde elde edilen saf koloniler de digerleri gibi yatik
PDA, SDA ve MPCNA igeren tiiplere transfer edilmis ve ayni sekilde inkiibe
edilmistir. Bu sekilde stoklama islemi yapilirken her bir izolattan 2 tiipe ekim
yapilmis ve igerilerinde saf kolonilerin bulundugu tiiplerden birisi o0da

sicakliginda digeri ise +4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2.4. Tek Spor Izolasyonu ve Kiiltiirlerin Muhafazasi

Saflastirilmis olan fungus kiiltiirlerinin tanilama ve diger asamalarda
kullanacagimiz yontemlerde daha basarili sonuglar elde etmek agisindan tek spor
izolasyonu gerceklestirilmistir (Choi ve ark. 1999).

Tek spor izolasyonunun yapilmast i¢in elimizde bulunan kiif izolatlari
steril Czapek Dox agar (CZ)’da 45 °C de 10 giin gelistirilmistir. Petride gelisen
kiif izolatlarinin lizerine litresinde 1-2 damla Tween 80 bulunan steril saf sudan 2
ml dokiilmiistiir. Elde edilen spor siispansiyonunun Thoma laminda yogunlugu
saptanmis ve konsantrasyonu 10° spor/ ml olacak sekilde ayarlanmistir. Bu spor
stispansiyonundan mikropipetle 100 pl alinarak igerisinde CZ bulunan petrilere
ilave edilmis ve siispansiyon steril bir baget yardimiyla dagitilarak 45 °C’de 24-48
saat inkiibe edilmistir. Petriler 151k altinda direkt gozle veya mikroskopta en kiiciik
biiyiitmede incelenerek bir tek ¢imlenmis sporun bulundugu bolge isaretlenmis ve
bu bolge steril delici (cork borusu) ile delinerek c¢ikartilan diskler steril igne
yardimiyla alinarak petri kaplarindaki MPCNA ortamma aktarilmis ve
inkiibatorde (45 °C ) gelistirilmistir.

Bu petrilerde gelisen Koloniler daha sonra kullanilmak {izere, o kiif ilk
izolasyonda hangi besiyerinde elde edildiyse o besiyerinin bulundugu yatik agar
(PDA, SDA veya MPCNA) igeren tiiplere transfer edilerek inkiibasyondan sonra
+ 4 °C’de ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Ayrica elde edilen izolatlarm
daha uzun siireli saklanabilmesi i¢in liyofilizasyon yapilmistir. Liyofilizasyon
yaparken MPCNA ortaminda 7 gin gelistirilmis kiltirler kullanilmstir.
Icerisinde distile su ile hazirlanmis %20’lik steril yagsiz siit tozu (skim milk
powder) bulunan cryo tiiplere, gelistirilmis olan kiiltiirlerin 6zellikle sporlarindan

steril kiirdan yardimiyla bol miktarda konulmustur. Daha sonra bu tiipler -86 °C
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bir gece bekletilerek sok dondurma islemi gergeklestirilmis ve devaminda
liyofilizatérde yine diigiik sicakliklarda sublimasyon yoluyla liyofilize olmalar

saglanmustir. Liyofilize edilen stoklarda + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2.5. Sicakhik Testleri

Oncelikli amaglarimiz termofilik mikrofunguslar1 izole etmek oldugu icin,
elimizde bulunan kiif izolatlarin1 her ne kadar 45 °C’ de izole etmis olsak da
termotolerant ve termofilik tiirleri ayirt etmek igin sicaklik testlerini
gerceklestirilmistir. Bunun icin kif izolatlarinin tamami igerisinde steril SDA
besiyeri bulunan petrilere ekilip, 20, 50, 55, 60, 62 °C’deki sicakliklara ayarli
inkiibatorlerde inkiibasyona birakilmistir. Bu denemeler yapilirken kontrol amagli

olarak, ekim yapilmis olan petrilerden bir seri de 45 °C’de inkiibe edilmistir.

2.2.6. Biolog Microstation Sistemi ile Karbonhidrat Testlerinin Belirlenmesi

Termofilik  olduklar1  belirlenen  izolatlarimizin  ¢esitli  karbon
kaynaklarindan hangilerini kullanip kullanmadiklarini belirleyen karbonhidrat
testleri biolog microstation sistemi ile belirlenmistir. Bu testler gerceklestirilirken
funguslar %2’lik malt extract agar (MEA)’da 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra gelisen kolonilerden alman sporlar biolog FF inokiilasyon
stvilarina eklenmis ve bulaniklik biolog absorbans cihazi ile %75’e ayarlanmugtir.
Cok kisa siire igerisinde hazirlanan bu spor siispansiyonlart biolog FF
MicroPlate’lerine her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde asilanmigstir.
Inokiilasyondan sonra mikroplaklar 45 °C’de inkiibasyona birakilmustir. 24, 48,
72, 96 1nc1 saatlerde biolog microstation cihazi ile okumalar1 yapilmistir ve elde
edilen sonuclar degerlendirilmistir.

Biolog microstation sistemi ile elde edilen veriler NTSYSpc 21
programindaki UPGMA yo6ntemi ile analiz edilerek tiirlerin birbirleri ile yakinlik
dereceleri karbon kaynaklarmi kullanimlarinin olusturdugu profiller agisindan
degerlendirilmistir. Sonuglar ayni program tarafindan filogenetik agaca

dontistiiriilerek ortaya konulmustur.
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2.2.7. Termofilik Funguslarin Geleneksel Yontemlerle Tanilanmasi

Izole edilen funguslardan sicaklik testleri sonucunda termofilik olduklar
belirlenen izolatlar gelencksel yontemlerle tanilama ¢alismalarma alinmistir.
Morfolojik karakteristiklerine gore tanilama yapilirken tim izolatlar MEA,
MPCNA ve SDA ortamimna ii¢ nokta seklinde inokule edilmis ve nemli bir
ortamda 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim izolatlarin
makroskobik ve mikroskobik incelemelerle termofilik fungus cins ve tiirlerinden
hangisine girdigi belirlenmistir. Termofilik funguslarin teshisleri ve tanilamalari
oncelikle Cooney ve Emerson (1964)’un takip ettigi yol esas alinarak ve
Mouchacca (1997), Barnett ve Hunter (1999)’dan da yararlanilarak yapilmustir.
Gelisen kolonilerin tanilamasi ve incelemesi yapilirken preparat vasati olarak
Lacto-pamuk mavisi destek ¢ozeltisi kullanilmistir (Sime ve ark., 2002).

Morfolojik tanilamalar igin yapilmis olan degerlendirmelerde gbz Oniine
alinmis olan makroskobik 6zellikler: Kiiltiiriin gelisme derecesi (mm cinsinden),
Koloni rengi ve renkteki degismeler ile rengin kiiltiir ortamina niifuz edip
etmedigi, koloni tersinin rengi ve renkteki degismeler, ¢oziiniir pigmentasyonun
var olup olmadigi, hiflerin karakteri, rengi, kiiltiir ortamina siiriiniip stirinmedigi,
havai olup olmadigi, konidia rengi, eksuda olusup olusmadigi; Mikroskobik
ozellikler (151k mikroskobu ile) ise: konidial gelisim tipleri, konidial sekil ve renk
varyasyonlari, konidia yerlesim tarzlari ve konidial fruktifikasyon tipleri,
konidioforlarin uzunlugu, eni ve yiizey tekstiirli, konidia uzunlugu, sekli ve ylizey
tekstiirli ve eger varsa eseyli tireme yapilarinin 6zellikleri’ dir (Barnett ve Hunter,
1999; Cooney ve Emerson, 1964; Mouchacca, 1997).

2.2.8. Termofilik Funguslarin Molekiiler Tanilanmasi

2.2.8.1. DNA izolasyonu

Termofilik funguslarin DNA’lar1 molekiiler calismalarda kullanilmak
lizere cam boncuk ve vorteksleme yontemi (Van Burik ve ark., 1998, Janso ve
ark., 2005) modifiye edilerek izole edilmistir. Elde edilen DNA 6rneklerinin 3
ul’si, 1 kb marker (Directload 1 kb DNA ladder, Sigma) esliginde, 6X’lik
yiikleme boyasi ile % 5 gelred niikleik asit jel boyasi (Condalab) igeren % 1’lik



@ ANADOLU UNIVERSITESI

69

agaroz jele yiiklenmistir ve 1X TAE tamponunda 95 V’da 50 dk. yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel 50 dk.’min sonunda UV transilluminatérde (Uvitec M02 4611)
incelenerek goriintiilenmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de saklanmistir.
DNA izolasyon protokolii
1. Temiz ependorfa 400 pl Lizis tamponu alinmistir.
2. Yeast potato soluble starch agarda 45 °C’de gelistirilen 7 giinliik kiiltiirden bir
miktar ornek steril kosullarda ependorfa aktarilmistir.
3. 5 dakika pipetlenerek homojenize edilmistir.
4. Uzerine 400 pl fenol-kloroform- izoamil alkol (24:25:1, h:h:h) (PCI)
konulmustur ve cam boncuk ilave edilmistir.
5. 30 dk. Vortekslenerek boncukla parcalama islemi yapilmistir.
6. 13000 rpm’de 5 dk. Santrifiij edilmistir.
7. Siipernatant yeni bir ependorfa alinmstir.
8. Ependorfdaki hacme esit hacimde PCI ilave edilmistir.
9. 5 dk. Ependorf hafif¢e sallanarak karisma saglanmistir. 13000 rpm’de 5 dk.
Santriflij edilmistir.
10. Siipernatant yeni bir ependorfa alinmistir. 8 ve 9. Adimlar siipernatant berrak
hale gelinceye kadar tekrarlanmistir.
11. Ornek hacminin 0,1 hacmi kadar 3M Sodyum asetat, 2 hacim soguk saf
ethanol ilave edilmistir ve yavasca karistirilmistir.
12. -20 °C’de 30 dk. bekletilmistir.
13. 10 dk. 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
14. Siipernatant uzaklastirilmistir.
15. Dipte kalan pellet 200 pl distile suda (DNaz, RNaz igermeyen) yavasga
¢Ozlilmiistiir.
16. Ornek hacminin 0,1 hacmi kadar 0.3M Sodyum asetat, 2 hacim soguk saf
ethanol ilave edilmis ve yavase¢a karistirilmistir.
17. Tekrar -20 °C’de 30 dk. bekletilmistir.
18. 10 dk. 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
19. Siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet kurumaya birakilmigtir. Kuruyan pellet
beklenen DNA konsantrasyonuna bagli olarak 30-50 pl distile suda (DNaz, RNaz
icermeyen) ¢Ozilmiistiir.

Izole edilen DNA’larin  konsantrasyonlar1 NanoDrop ND-1000
Spectrophotometre kullanilarak belirlenmistir.
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2.2.8.2. Molekiiler Tanilamada Kullanilacak Gen Bélgelerinin Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonlari

Termofilik izolatlar, funguslarin tiir diizeyinde tanilanmasi igin en
giivenilir bolge olarak ribozomal genlerin igsel transkribe edilen araliklar
(ITS)’m1 ¢ogaltmak amaci ile ITS1 ve ITS4 primerleri (Tablo 2.5) kullanilarak
PCR amlifikasyonlar1 yapilmistir. Niiklear ribozomal ITS1-5.8S-ITS2 bélgesinin
amlifikasyonu i¢in 1 pl (50 ng) genomik DNA, 1 ul 2,5 uM ITS1, 1 ul 2,5 uM
ITS4, 2,5 ul 10X PCR tamponu +KCI — MgCl, (Fermentas), 2,5 ul 25 mM MgCl,
(Fermentas), 2 pl 2,5 mM deoksiniikleotidtrifosfatlar karigimi (ANTPmix; dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 0,1 ul 5 U/ ul Taqg DNA polymeraz (Fermentas), ve 14,9 ul
steril DNaz/RNaz igermeyen su igeren 25 ul’lik reaksiyon kullanilmustir.
Amplifikasyon 95 °C’de 2 dk. baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 95 °C’de 1 dk.
denatiirasyon, 55 °C’de 45 sn. anneling, 72 °C’de 30 sn. uzamadan olusan toplam
35 siklusu takiben 72 °C’de 5 dk. son uzamanin gergeklestirilmesi ile yapilmistir
(Samson ve ark., 2010).

Ayrica termofilik tiirlerin 1TS1-5.8S-ITS2 bolgesinin amlifikasyonuna ek
olarak, tiir diizeyinde tanilamanin tam olarak gergeklestirilmesi i¢in rDNA (26—
28S)’nin biyiik alt tnitesinin yiiksek degisken D1/D2 bolgesi LROR ve LR3
primerlerinin (Tablo 2.6) kullanilmasi ile ¢ogaltilarak polifazik taksonomiye
bagvurulmustur (Sharma ve ark., 2008). Yiiksek degisken D1/D2 bolgesinin
amlifikasyonu i¢in 1 pl (50 ng) genomik DNA, 1 pul 2,5 uM primerler, 2,5 ul 10X
PCR tamponu +KCI — MgCl, (Fermentas), 2,5 ul 25 mM MgCI; (Fermentas), 2 ul
2,5 mM dNTPmix, 0,25 ul 5 U/ ul Tag DNA polymeraz (Fermentas), 1,25 ul
dimetil siilfoksit (DMSO) ve 13,5 ul steril DNaz/RNaz igermeyen su igeren 25
ul’lik reaksiyon kullanilmistir. Amplifikasyon, 95 °C’de 4 dk. baslangig
denatiirasyonunu takiben 94 °C’de 1 dk. denatiirasyon, 51 °C’de 60 sn. anneling,
72 °C’de 1 dk. uzamadan olusan toplam 30 siklusu takiben 72 °C’de 10 dk. son
uzamanin gergeklestirilmesi ile yapilmistir (Sharma ve ark., 2008).

Tim PCR reaksiyonlar1 Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler,
Techne Thecgene ve Techne TV-5000 Thermal Cycler cihazlart kullanilarak

gerceklestirilmistir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR iiriinleri % 5
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gelred niikleik asit jel boyasi (Condalab) iceren %1 agaroz jel ortamina 6X’lik
yiikkleme boyasi kullanilarak yiiklenmis ve 1kb marker (Directload 1 kb DNA
ladder, Sigma) esliginde, 1X TAE tamponunda 95 V’da 50 dk. yiritilmistiir.
Agaroz jel 50 dk.’min sonunda UV transilluminatérde (Uvitec M02 4611)

incelenerek goriintiilenmistir.

Tablo 2.6. Tiirlerin tanilanmasinda kullanilan primerler

Primer Uriin
Baz dizisi (5°- 3°) Bolge Kaynak
ad boyutu
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS1-5.8S- White ve ark.,
570 bp
ITS2 1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

LROR | ACCCGCTGAACTTAAGC
Sharma ve ark.,

D1/D2 550bp

2008
LR3 CCGTGTTTCAAGACGGG

2.2.8.3. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR firiinlerinin saflastirilmasi Illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification kit (GE Healthcare, formerly Amersham Biosciences, 28-9034-71)
kullanilarak, kit kullanim klavuzuna uygun olarak yapilmistir. Saflastirma
isleminde kullanilmak iizere, PCR reaksiyon {iriinlerinin tamami %1’lik agaroz jel
ortaminda UV transilluminatorde gozlenerek, saflagtirilmas: istenen band bistiiri
yardimt ile kesilerek jel bloklar1 halinde ayrilmigtir. PCR iiriiniinii i¢eren agaroz
jel bloklar1 temiz bir ependorfa aktarilip tartilmis ve her bir 10 mg blok i¢in 10 pl
tip 3 baglanma tamponu ilave edilmistir. Ters diiz edilerek karistirildiktan sonra
60 °C’lik su banyosunda agaroz bloklar1 eriyip, tampon rengi sari veya agik
turuncu oluncaya kadar bekletilmistir. Agaroz bloklar1 eridikten sonra, 600 pl
ornek- tip 3 baglanma tamponu toplama tiipleri iizerine yerlestirilmis olan GFX
mikrospinkolonlara aktarilarak 60 sn. oda sicakliginda bekletilmistir. Siire
sonunda 16.000g’de 30 sn. santriflij edilerek toplama tiipiinde toplanan sivi
atilmistir. Bu islem her 6rnek i¢in 6rnek- tip 3 baglanma tamponu bitinceye kadar

tekrar edilmistir. Baglanma islemi sonrasinda GFX mikrospin kolonlara 500 pl tip
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1 yikama tamponu konulmustur ve 16.000g’de 30 sn. santrifiij edilmistir. Bu
islem sonrasinda toplama tiipii atilarak GFX mikrospin kolonlar 1,5 ul’lik DNaz
icermeyen temiz ependorflar lizerine yerlestirilmistir. Kolonlar tizerine 30 ul tip 6
eliisyon tamponu ilave edilerek 60 sn. oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme
islemi sonrasinda 16.000g’de 60 sn. santrifiij edilerek saf PCR {iriinlerinin
ependorf tiiplerine alinmasi saglanmistir.

Saflastirma trlintin kalitesi % 5 gelred niikleik asit jel boyasi (Condalab)
iceren % 1 agaroz jel ortaminda 6X’lik yiikleme boyasi kullanilarak yiiklenmis ve
lkb marker esliginde, 1X TAE tamponunda 95 V’da 50 dk. yiriitilmiistiir.
Agaroz jel 50 dk.’min sonunda UV transilluminatérde (Uvitec M02 4611)

incelenmistir. Saflastirilmis olan PCR tiriinleri -20 °C’ saklanmustir.

2.2.8.4. Dizi Analizi

Dizi analizi gergeklestirilecek her bir 6rnek igin 10 pl hacimde PCR
reaksiyon karigimi hazirlanmistir.  Bu reaksiyonlar 2 pl (~16 ng) ilgili gen
bolgesinin saflastirilmig PCR iirtind, 0,65 pl 2,5 uM primerler (ITS4, LR3)
(¢izelge 2.5), 6ul GenomelLab DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter) ve 1,35
ul niikleazsiz su kullanilarak hazirlanmigtir. PCR reaksiyonu, 96 °C’de 20 sn., 50
°C’de 20 sn. ve 60 °C’de 4 dk.’dan olusan toplam 40 dongiiden olusan kosullarda
gerceklestirilmistir.  PCR  {irtinleri  dizi  analizinde kullanilmak iizere,
amplifikasyon sonrasinda baglanmamis primerlerden ve isaretli dNTP’lerden
Agencort Clean SEQ (Beckman Coulter) kiti kullanilarak magnetik boncuk
yontemi ile saflastirilmigtir. Bunun i¢in 10 pl’lik reaksiyon hacmine sahip olan
her bir 6rnege 5,5 ul stop soliisyonu [25 ul niikleazsiz su, 10 pl 3M sodyum asetat
pH 5,2, 10 pul 100 mM EDTA ve 5 pl 20 mg/ml glikojen (GenomeLab DTCS
Quick Start Kiti igerisinde mevcuttur)], PCR reaksiyon hacmi kadar (10 pl)
vortekslenmis Agencort Clean SEQ magnetik boncuk ve 55 pl %73’lik
izopropanol (Sigma 19516) ilave edilerek homojen bir sekilde karigmasi
saglanmistir. Ornekler 10 dk. Oda sicakliginda bekletildikten sonra magnet
tizerine yerlestirilmistir. 5 dk. bekletilen orneklerden silipernatant pipetlenerek
atilmistir. Sonrasinda 6rnekler tizerine 200 pl %73’liikk izopropanol ilave edilip 3
dk. bekletilerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Yikama islemi iki kere daha

tekrar edildikten sonra oOrneklerin 10-20 dk. oda sicaklifinda kurumalar
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saglanmisgtir. Tamamen kuruyan oOrneklerin tizerine 40 pl Ornek yiikleme
soliisyonu (SLS, GenomeLab DTCS Quick Start Kiti i¢erisinde mevcuttur) ilave
edilip ¢oziilmis ve 5 dk magnet tizerinde bekletilmistir. Olusan siipernatantin 35
ul’si 96 kuyucuklu platelere aktarilip buharlasmay1 onlemek i¢in iizerlerine 1’er
damla mineral yag (GenomeLab DTCS Quick Start Kiti igerisinde mevcuttur)
damlatilmistir ve ayirma tamponu (GenomeLab Sequencing Separation Buffer,
Beckman Coulter) igeren ikinci bir plate ile birlikte kapiller sisteme verilmistir.
Saf halde elde edilerek kapiler sisteme verilmis olan ITS1-5.8S-1TS2,
rDNA (26-28S)’nin biiyiik alt iinitesinin yiiksek degisken D1/D2 bélgeleri

Beckman Coulter CEQ 8000 Genetic Analysis sistemde dizilenmistir.

2.2.8.5. Dizilenen Gen Bolgelerinin Analizi

Incelenen izolatlara ait ITS1-5.8S-1TS2, yiiksek degisken D1/D2
bolgelerinin elde edilen dizi bilgileri NCBI “National Centre for Biotechnology
Information”, (www.ncbi.nm.nih.gov) gen bankasindaki verilerle BLAST
(Altschul ve ark., 1997) programi ile degerlendirilerek filogenetik benzerlik
gosterdigi tiirler belirlenmistir. Her bir veri MEGA v. 5.0 (Tamura ve ark., 2011)
programindaki ClustalW kullanilarak hizalanmustir. incelenen izolatlar ve NCBI
gen bankasindaki en yakin karsiliklarina ait evrimsel gelisim siireci MEGA v. 5.0
programindaki Tamura-Nei modeline (Tamura ve Nei, 1993) dayali olarak
Neighbor Joining (NJ) (Satiou ve Nei, 1987) yontemi ile incelenmistir. Olusan
dallarin istatistiksel olarak dogrulugu “bootstrap” analizi ile 1000 kez &rnekleme

yapilarak belirlenmistir.

2.2.9. Fitaz Enzimi Ureten Tiirlerin Kiiltiirel Ortamlarda Belirlenmesi

Izolatlar, karbon kaynagi olarak kalsiyum fitat igeren fitaz tarama
ortaminda (PSM) fitaz iiretimi agisindan taranmistir. 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 parcalamalar1 sonucu besiyerindeki beyaz rengin kaybolmasi ile
olusan Kolonileri etrafindaki seffaf zon ile ayirt edilmislerdir (Gulati ve ark., 2007,
Chen, 1998).
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2.2.10. Kat1 Faz Fermentasyonu (KFF) Yoluyla Fitaz Uretimi
2.2.10.1. As1 Kiiltiiriin Hazirlanmasi

50 ml’lik hacimlerde 100 ml’lik duran siselerde hazirlanmis olan steril
glukoz ortami son spor konsantrasyonu 4x10° olacak sekilde, fungusun 10%°
konsantrasyonda hazirlanmis spor siispansiyonundan 2 ml eklenerek inokule

edilmistir. Ortam 45 °C ve 125 rpm’de 48 saat inkiibe edilmistir.
2.2.10.2. Kat1 Faz Fermentasyon

Kat1 faz kiiltiirii, karbon kaynagi olarak 5 g bugday kepegi ve 10 ml PSM
tuzu soliisyonu igeren 250 ml’lik kiigiik cam erlenlerde yapilmistir. Uretim ortamu,
glukoz ortami tizerinde gelistirilmis olan 48 saatlik kiiltiiriin 1 ml si asilanip; su
iceren bir atmosferde 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir (Gluati ve ark.2007).

2.2.10.3. Fitaz Enziminin Ekstraksiyonu

Erlen igerisindeki iiriin, erlene 50 ml sodyum asetat tamponu (0,2 M, pH
5,5) eklenip, sisenin 45 °C ve 85 rpm’de 1 saat hafif galkalanmasiyla ekstrakte
edilmistir. Fermentasyon karisimi ¢ift katli tiil kumastan siiziildiikten sonra
11,000x g’de 10 dakika santrifiijlenmis ve silipernatant fitaz aktivite ¢aligsmalari

icin kullanilmistir (Gluati ve ark.2007).

2.2.10.4. Fitaz Aktivitesinin Belirlenmesi icin Kalibrasyon Egrisinin

Hazirlanmasi

Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 10pg/ml ile 35ug/ml arasinda
degisen KH,PO, cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 1 hacim
almip, 9 hacim 1,0 M H,SO,~% 10 askorbik asit-%2,5 amonyum molibdat
(3:1:0.1) karisimindan iizerine eklenmistir. Bu karisim renk degisimi icin 50 °C’de
20 dakika inkiibe edildikten sonra, absorbans spektrofotometre (SpectraMax M2
Multi-Mode Microplate Reader) araciligiyla 820 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir.
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Fosfor konsantrasyonuna (pg/ml) karsi okunan absorbans degerleri kullanilarak

kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

2.2.10.5. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi, sodyum asetat tamponu (0,2 M, pH 5,5) i¢inde
hazirlanmis sodyum fitat (0,59/100ml) igeren reaksiyon karisimi ve uygun sekilde
seyreltilmis enzimle 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon 50 °C’de 30 dakika inkiibasyondan
sonra esit hacimde %15’lik trikloroasetik asit eklenerek durdurulmustur. Serbest
fosfat iyonlari, deney karistminin 20ul sine 1,0 M H,SO4~% 10 askorbik asit—
%2,5 amonyum molibdat (3:1:0.1) karisimindan 180 pl Kkaristirilarak
belirlenmistir. Bu karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra, absorbans
spektrofotometre (SpectraMax M2 Multi-Mode Microplate Reader) araciligiyla
820 nm dalga boyunda dlgiilmiistiir (Hassouni ve ark. 2006, Gluati ve ark. 2007)

ve agagida verilen formiil yardimi ile fitaz aktivitesi hesaplanmistir.

WxVxD

Enzim aktivitesi (umol/ml/dk) = VoxTxM
E

W: Aciga ¢ikan fosfat miktar1 (OD820/ Standart grafikten elde edilen egim,
pg/ml),

Ve: Enzim hacmi (ul),

V: Reaksiyon ¢ozeltisi hacmi (ul),

T: Reaksiyon siiresi (dk),

M: Fosfor’un atom agirhig: (30,974 pg/umol)

D: Diliisyon faktorii

1 Unit fitaz aktivitesi, 1 dakikada, 50 °C ve pH 5,5’de 1 umol inorganik

fosfat1 agiga ¢ikarmak i¢in gerekli olan enzim miktari olarak tanimlanmustir.
2.2.11. KFF Ortaminda En Iyi Fitaz Aktivitesine Sahip Tiiriin Belirlenmesi
Izolatlar, karbon kaynagi olarak kalsiyum fitat igeren fitaz tarama

ortaminda (PSM) fitaz {iretimi agisindan taranmistir. Taramalar sonucunda

izolatlarm PSM ortaminda olusturduklart zonlar degerlendirilerek yapilan
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secimler dogrultusunda en biiyiik seffaf zonu olusturan bes izolat KFF iiretimine
almmistir. KFF, karbon kaynagi olarak 5 g bugday kepegi ve 10 ml PSM tuzu
soliisyonu igeren 250 ml’lik cam erlende yapilmis ve erlenler nemli bir
atmosferde 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Erlen icerisindeki iiriin, erlene 50 ml
sodyum asetat tamponu (0,2 M, pH 5,5) eklenip, sisenin 45 °C ve 85 rpm’de 1
saat calkalanmasiyla ekstrakte edilmistir. Fermentasyon karisimi c¢ift katl tiil
kumastan siiziildiikten sonra 11,000x g’de 10 dakika santrifiijlenerek elde edilen
stipernatant ham enzim ektrakti olarak izolatlarin fitaz aktivitelerinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Her bir tiirlin fitaz aktivitesi belirlendikten
sonra en iyi aktivite gosteren tiir se¢ilmistir (Hassouni ve ark. 2006, Gluati ve ark.
2007).

2.2.12. Fitaz Geninin Varhgimin Molekiiler Tekniklerle Taranmasi

Bu asamada, kiiltiirel ortamda fitaz irettigi belirlenen tiirler arasindan
katt faz fermentasyon ile fitaz iretimi igin segilen izolatin fitaz enzimini
tiretmekten sorumlu gen bolgesinin bu bdolgeye 6zel primerler ile pozitif
amplifikasyon olusturmalar1 saglanmistir. Ve elde edilen PCR iiriiniiniin dizi
analizi yoluyla fitaz enzimine ait olup olmadig belirlenmistir.

Fitaz genini cogaltmak amact ile UP (5°-
ATGGCATTATTGACGGCCT-3’) ve DP (5’-TCAAAAGCAGCGATCCCA-3’)
primerleri  kullanilarak PCR amlifikasyonu yapilmistir. Fitaz  geninin
amlifikasyonu i¢in 0,5 pl (50 ng) genomik DNA, 0,5 pl 10 uM primerler, 2,5 pul
10X PCR tamponu + KCI — MgCl, (Fermentas), 2,5 ul 25 mM MgCl,
(Fermentas), 1 pl 10 mM dNTPmix, 0,2 ul 5 U/ pul Tag DNA polymeraz
(Fermentas), ve 17,3 ul steril DNaz/RNaz icermeyen su igeren 25 pul’lik reaksiyon
kullanilmistir. Amplifikasyon 94 °C’de 4 dk. baslangi¢ denatiirasyonunu takiben
95 °C’de 30 sn. denatiirasyon, 55 °C’de 30 sn. anneling, 72 °C’de 60 sn.
uzamadan olusan toplam 30 siklusu takiben 72 °C’de 10 dk. son uzamanin
gerceklestirilmesi ile yapilmistir (Balasubramanian ve Palanivelu, 2011).

Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR firiinleri % 5 gelred niikleik
asit jel boyast (Condalab) iceren %1 agaroz jel ortamima 6X’lik yiikleme boyasi
kullanilarak ytiklenmis ve 1kb marker (Directload 1 kb DNA ladder, Sigma)
esliginde, 1X TAE tamponunda 95 V’da 50 dk. yiiriitilmiistir. Agaroz jel 50
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dk.’nin sonunda UV transilluminatérde (Uvitec MO02 4611) incelenerek
goriintliilenmistir.

Bu asamadan sonra gergeklestirilen PCR iiriinlerinin saflastirilmasi, dizi
analizi ve elde edilen dizilerin degerlendirilmesi daha once anlatildigi sekilde

uygulanmistir. Ancak blast c¢aligmalarinda www.genome.fungalgenomics.ca

internet sitesinden faydalanilmistir. Dizi analizi igin gergeklestirilen PCR

reaksiyonunda DP primeri kullanilmistir.

2.2.13. Uretim Kosullarmin KFF’de Uretilen Thermomyces lanuginosus’un

Fitaz Sentezi Uzerine EtKisi

KFF’de fungustan enzim iiretiminde uygun substrat, baglangic nem diizeyi,
inokulum miktari, tiretim siiresi, inkiibasyon sicakligi, baslangi¢ pH, as1 kiiltiiriin
yast ve havalandirma alani optimize edilmesi gereken onemli parametrelerdir.
Uretim kosullarmin optimize edilmesi amaci ile bu parametrelerin etkileri

incelenmistir.

2.2.13.1. Klasik Yontemle Optimizasyon

KFF’de fungustan enzim iiretiminde substrat tiirii, baslangic nem diizeyi,
inokulum miktar1 ve {iretim siiresi; her bir parametrenin birbirinden bagimsiz
olarak test edilmesi ile optimize edilmistir. Optimize edilmis olan parametre bir
sonraki deneyde optimum degerinde sabit tutulmustur. Tiim deneyler ¢ift paralel

olarak gerceklestirilmistir.

2.2.13.1.1. Uygun Substrat Secimi

Thermomyces lanuginosus’dan enzim iiretiminde en uygun substrati
belirlemek i¢in KFF’de bugday kepegi, piring kepegi, yulaf kepegi, cavdar kepegi,
arpa kepegi, bonkalit, Ogiitiilmiis aycigegi sap1 ve oOgitiilmiis findik kabugu
substrat olarak kullanilmigtir. Her bir subtrat 5 g tartilarak 250 ml’lik Erlen
mayer’lere konulmustur ve otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda erlenlere 10 ml steril PSM tuzu soliisyonundan ilave

edilmistir. Uretim ortami, glukoz ortami iizerinde gelistirilmis olan 48 saatlik
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kiiltiiriin 1 ml si asilanip; su iceren bir atmosferde 45 °C’de 7 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde, erlen igerisindeki iiriin, erlene 50 ml sodyum
asetat tamponu (0,2 M, pH 5,5) eklenip, sisenin 45 °C ve 85 rpm’de 1 saat
calkalanmasiyla ekstrakte edilmistir. Fermentasyon karigimi ¢ift kath tiil
kumastan stiziildiikten sonra 11,000x g’de 10 dakika santrifiijlenerek elde edilen
siipernatant ham enzim ektraktt olarak fitaz aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Maksimum enzim aktivitesinin elde edildigi substrat daha sonraki

calismalarda KFF i¢in kullanilmak iizere secilmistir.

2.2.13.1.2. Baslangic Nem Diizeyinin Etkisi

Substrat olarak piring kepegi kullanilmstir. Piring kepegi 80 °C’ de 24 saat
kurutulduktan sonra 5’er gr tartilarak 250 ml’lik Erlen mayerlere konulmustur.
Ortamlarin baslangi¢ nem diizeyleri distile su ile % 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80
(v/w) olarak ayarlanmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda erlenlere 10 ml steril PSM tuzu soliisyonundan ilave
edilmis ve ortam, 48 saatlik Thermomyces lanuginosus kiiltiirtiniin 1ml si
astlanarak; su igeren bir atmosferde 45 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda  ekstraksiyon daha Onceki adimlarda anlatildigi  sekilde
gergeklestirilerek ham enzim elde edilmistir. En yiiksek enzim aktivitesinin elde

edildigi nem diizeyi optimum olarak belirlenmistir.

2.2.13.1.3. inokulum Miktarimin Etkisi

Inokulum miktarin1 optimize etmek icin inokulant; 50 ml’lik hacimlerde
100 mP’lik Duran siselerde hazirlanmis olan steril glukoz ortami son spor
konsantrasyonu 4x10°® olacak sekilde, fungusun 10'° konsantrasyonda hazirlanmis
spor siispansiyonundan 2 ml eklenerek, 45 °C ve 125 rpm’de 48 saat
inkiibasyonuyla hazirlanmistir. Inokulant miktarlart % 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50 (v/w) olarak ayarlanmistir. Substrat olarak pirin¢ kepeginin kullanildig:
KFF’de ortamin baslangic nem diizeyi % 70 olarak ayarlanmistir. Enzim
tiretiminde diger kosullar ve ekstarksiyon daha Once tarif edildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Maksimum enzim aktivitesinin elde edildigi inokulum miktar

optimum olarak saptanmustir.
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2.2.13.1.4. Uretim Siiresinin Optimizasyonu

Thermomyces lanuginosus’un maksimum enzim sentezledigi iiretim
stiresini bulmak i¢in 4. giinden itibaren 5, 6, 7, 8, 9, 12, 20. giinlerde enzim
aktivite olgiimleri yapilmistir. Ve enzim aktivitesinin diisiise gegmesinden onceki
giin optimum {iretim siiresi olarak belirlenmistir. Uretim gerceklestirilirken,
besiyerlerinde piring kepegi kullanilmis ve baslangi nemi % 70 olarak
ayarlanmustir. Uretim ortami, glukoz ortamu iizerinde gelistirilmis olan 48 saatlik
kiiltiirin 2 ml (% 40)’ si asilanip; su igeren bir atmosferde 45 °C’de inkiibe

edilmistir.

2.2.13.2. Cevap Yiizey Yontemi (CYY) ile Optimizasyon

CYY ’nin Merkezi Bileske Tasarimi1 (CCD: Central composite design) fitaz
iiretimini etkileyen dort parametrenin optimum seviyelerinin belirlenmesinde
kullanilmistir. Bu parametreler: inkiibasyon sicakligir (T), baslangic pH (pH),
havalandirma alan1 (H) ve as1 kiiltiiriin yas1 (Y) dir. Bu yontemle dort bagimsiz
degiskenin bes farkli seviyesi (-0, -1, 0, +1, +a)) ¢alisilmistir. Biitiin degiskenlerin
merkezi kodlanmis degeri 0 olarak alinmigtir. Caligilan degiskenlerin minimum ve
maksimum degerleri Tablo 2.7°de, gerceklestirilen 31 deney Tablo 2.8°de
verilmistir. Deney tasariminin gergeklestirilmesinde ve analizinde Minitab 16
istatistiksel yazilimi kullanmilmistir. CYY ile optimizasyon deneylerinde iiretim
gerceklestirilirken, besiyerlerinde piring kepegi kullanilmis ve baslangic nemi %
70 olarak ayarlanmustir. Uretim ortami, glukoz ortam iizerinde gelistirilmis olan
48 saatlik kiiltiiriin 2 ml (% 40)’ si asilanip; su igeren bir atmosferde 7 giin inkiibe
edilmistir. Fitaz enzimi ekstraksiyonu 6nceden belirtilen sekilde gerceklestirilmis
ve ham enzim ekstresi cevabin (fitaz aktivitesi) belirlenmesinde kullanilmistir.

Deneylerin  tamamlanmasindan sonra, ortalama maksimum fitaz
biyosentez verimi cevap (y) olarak kullanilmistir. Verilerin ¢oklu regresyon (iligki
yoklamasi) analizi, bagimsiz degiskenler ile Olgiilen cevap iligkisinin empirik
(deneysel) modelini elde etmek i¢in yapilmistir. Dort faktorlii sistemin ikinci

dereceden polinom esitligi:
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y=BotBiT+ BapH+ PsH+ BaY+ Bra T+ PoopH+ BasH?+ BasY?+ PraTpH+ PospHH+
BasHY+ BraTH+ BraTY+ PBospHY

Bu esitlikte, y ongoriilen cevap (fitaz aktivitesi), Bo sabit, B1 B2 B3 Pa
dogrusal katsayilar, P11 P22, Pss, Pas kare katsayilar, P12 Pos Paa, P13, B1a, PBoa
etkilesim katsayilar1 ve T, pH, H, Y, TZ, pHZ, H2, Y2, TpH, pHH, HY, TH, TY,
pHY bagimsiz degiskenlerin seviyeleri dir. Maksimum fitaz {retimi igin
degiskenlerin optimum seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan cevap ylizey

grafikleri Statistica 8 istatistiksel yazilimiyla ¢izilmistir.

Tablo 2.7. Dort Bagimsiz Degiskenin CYY’de Kullanilan Farkli Degerleri

Kod Bagimsiz degiskenler Seviyeler
-o -1 0 +1 +a
inkiibasyon sicaklig1 (c) 35,28 40,00 47,50 55,00 59,73
pH baslangi¢c pH 2,24 3,50 5,50 7,50 8,76
H havalandirma alan1 (%) 3,70 10,00 20,00 30,00 36,30
Y as1 kiiltiirlin yas1 (giin) 1,37 2,00 3,00 4,00 4,63

2.2.13.2.1. Deneysel Modelin Dogrulanmasi

Istatistiksel model, fitaz iiretiminin model tarafindan tahmin edilen
optimum kosullar dogrultusunda gergeklestirilmesi ile dogrulanmistir.
Gergeklestirilen fermentasyonda baslangic pH 7,5, havalandirma alam1 % 30
olarak ayarlanmis ve 5 gilinliikk as1 kiltiir kullanilmistir. KFF’da diger kosullar
daha énce optimize edildikleri sekilde uygulanmis ve 55 °C’de 7 giin inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Fitaz enzimi ekstraksiyonu Onceden belirtilen sekilde

gerceklestirilmis ve ham enzim ekstresi aktivite tayininde kullanilmistir.
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Tablo 2.8. CYY ile Fitaz Uretiminin Optimizasyonunda Kullanilan Deney Plam

Deney akist T pH H Y

1 47,50 5,50 20,0 3,00
2 47,50 5,50 20,0 3,00
3 47,50 5,50 20,0 3,00
4 47,50 5,50 20,0 3,00
5 47,50 5,50 20,0 4,63
6 55,00 7,50 30,0 4,00
7 55,00 7,50 10,0 4,00
8 55,00 7,50 10,0 2,00
9 55,00 7,50 30,0 2,00
10 55,00 3,50 10,0 4,00
11 59,73 5,50 20,0 3,00
12 47,50 5,50 20,0 3,00
13 40,00 7,50 10,0 2,00
14 35,28 5,50 20,0 3,00
15 40,00 3,50 30,0 4,00
16 40,00 7,50 30,0 4,00
17 40,00 7,50 30,0 2,00
18 40,00 3,50 10,0 4,00
19 40,00 7,50 10,0 4,00
20 47,50 8,76 20,0 3,00
21 47,50 5,50 20,0 3,00
22 47,50 2,24 20,0 3,00
23 55,00 3,50 30,0 4,00
24 55,00 3,50 30,0 2,00
25 47,50 5,50 36,3 3,00
26 47,50 5,50 20,0 3,00
27 40,00 3,50 30,0 2,00
28 47,50 5,50 20,0 1,37
29 47,50 5,50 3,7 3,00
30 55,00 3,50 10,0 2,00
31 40,00 3,50 10,0 2,00

2.2.13.3. Katki Maddelerinin Etkisi

KFF ile pirin¢ kepeginde gergeklestirilen fitaz liretim ortamina ¢esitli katki
maddelerinin ilavesinin etkileri belirlenmistir. Fermentasyon gergeklestirilirken her
denemede ortama yalnizca bir katki maddesi belirlenen oranda ilave edilmis ve
diger parametreler optimum kosullarda sabit tutulmustur. Gergeklestirilen
fermentasyonlarda, 50 ml’lik erlen mayerlere 6 g piring kepegi konmus ve
baslangi¢ nem diizeyi 4,2 ml distile su ilave edilerek %70’e ayarlanmstir.
Erlenler 121 °C ve 1,5 atm basingta 15 dakika steril edilmistir. Steril ortam daha
sonra pHs1 7,5’a ayarlanmis steril PSM tuzu soliisyonundan 12 ml ilave edilerek

inokulasyona hazir hale getirilmistir. Uretim ortami, glukoz ortami iizerinde
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gelistirilmis olan 5 giinliikk as1 kiiltirden 2,4 ml asilanarak; su igeren bir
atmosferde 55 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen
fitaz aktivitelerinin Kkarsilastirilabilmesi i¢in higbir katki maddesinin ilave
edilmedigi bir kontrol fermentasyonu da gergeklestirilmistir. Tiim deneyler iki
paralel olacak sekilde yapilmistir. Uretim sonrasinda fitaz enzimi ekstraksiyonu
onceden belirtilen sekilde gergeklestirilmis ve ham enzim ekstresi aktivite

tayininde kullanilmistir.

incelenen katki maddeleri:

» Karbon kaynaklari
Karbon kaynagi olarak glukoz, maltoz, siikkroz, misir unu kullanilmistir. Her

bir karbon kaynagindan ortama %1 oraninda ilave edilmistir.

» Azot kaynaklar
Azot kaynagi olarak iire, maya ekstrakti, tripton, triptik soy, pepton, nutrient

broth, yagsiz siit tozu, kasaminoasit, soya unu, malt ekstrakt, NH4NOj3
kullanilmistir. Her bir azot kaynagindan ortama %1 oraninda ilave edilmistir.

> Metal tuzlari
Kullanilan metal tuzlar1 CaCl,, MgCl,, MnCl,, CuSO,4, Co(NO3),, ZnSOy,

NaNOj diir. Her bir metal tuzunun ortamdaki son konsantrasyonu 2,5 mM olacak
sekilde ilave edilmistir.

» Yiizey aktif maddeler
Tween 20, Tween 80, Triton X-100 deneyde kullanilan yiizey aktif

maddelerdir. Bu maddelerin her birinin ortamdaki konsantrasyonu % 0,5 olacak
sekilde ayarlanmistir.

Ayrica fermentasyon ortamindaki konsantrasyonlart 0,4 mM olacak sekilde
sodyum dodesil siilfat (SDS) ve etilendiamintetraasetik asit’in (EDTA) de katki

maddesi olarak KFF’ye etkileri denenmistir.

2.2.14. Optimum Aktiviteden Spesifik Aktivite Hesabi

Bir miligram proteinde bulunan enzim f{inite sayisi spesifik aktivite olarak
kabul edilmektedir ve spesifik aktivite {inite/mg protein olarak kabul
belirtilmektedir (Bailey ve Ollis, 1977). Buna gore optimum kosullarda elde
edilmis olan fitaz aktivitesinden spesifik fitaz aktivitesi asagidaki formiille

hesaplanmastir;
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aktivite (U/ml/dk)

ifik aktivit =
Spesifik aktivite (U/mg) protein miktari(mg/ml)

Spesifik aktivitenin hesaplanmasinda kullanilan ham ekstredeki protein

miktar1 ise bradford yontemi ile asagidaki sekilde hesaplanmaistir.

2.2.14.1. Protein Konsantrasyonlarinin Bradford Yontemi ile Belirlenmesi

Protein derisimi bilinmeyen enzim ekstaktlar1 Bradford reaktifi ile
muamele edilerek, kore karsit hazirlanan ¢ozeltinin absorbansi oda sicakliginda
spektrofotometre (SpectraMax M2 Multi-Mode Microplate Reader) araciligiyla
okunmustur. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis standart protein ¢ozeltileri
(BSA) de reaktif ile muamele edilerek absorbans degerleri Ol¢lilmiis ve Ol¢ciim
sonuclart kullanilarak absorbansa karst derisimden olusan standart grafigi
cizilmistir. Elde edilen grafikten olusturulan denklem yoluyla derisimi bilinmeyen
¢ozeltinin protein miktar1 hesaplanmistir.

Protein  Standartlarnin =~ olusturulmasi  i¢in ~ 1000-250  pg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis Bovin Serum Albiimin (BSA, Sigma) kullanilmistir.
Coziicii olarak ise sodyum asetat tamponu (0,2 M, pH 5,5) kullanilmistir. Coziict
ile belli oranlarda karistirilarak hazirlanan standartlar +4 °C’ de saklanmustir.

BSA standart Orneklerinin ve enzim ekstraktlarinin absorbans degerleri
spektrofotometre kullanilarak asagida belirtildigi sekilde ol¢tilmiistiir:

200 pl Bradford boya ¢ozeltisine, Standart ve protein miktari bilinmeyen
orneklerden 4 pl ilave edilmis ve pipetlenerek karistirildiktan sonra rengin
stabilize olmasi i¢in yaklasik 20 dakika oda sicakliginda, karanlikta bekletilmistir.

Daha sonra 595 nm’de kore kars1 absorbans degerleri dlgtilmiistiir.
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2.2.15. SDS-PAGE Yontemi ile Enzimin Molekiiler Agirh@inin Belirlenmesi

Fitaz enziminin molekiiler agirliginin saptanmasi amaciyla %10’luk SDS-
PAGE ve boyanmamis protein molekiiler agirlik markir1 (14,4- 18,4- 25,0- 35,0-
45,0- 66,0- 116,0 kDa; Thermo scientific) kullanilmistir. %12 konsantrasyonda
ayirma jeli ve %35 konsantrasyonda yiikleme jeli hazirlanmistir (Temizkan ve

Arda, 2004).

2.2.15.1. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi

Yiizde 12’1lik ayirma jeli hazirlanirken tiim bilesenler hava kabarcigi
kalmayacak sekilde birlestirildikten sonra amonyum persiilfat ve TEMED
jellesmeyi baglattiklar1 i¢in en son eklenmistir. Jel vakit kaybetmeden jel yiirlitme
kasetine enjektor yardimi ile yeterli miktarda doldurulmustur. Jelin ist yiizeyi
atmosferik oksijenin difiizyonunu 6nlemek ve diizgiin bir tabaka elde etmek amact
ile ince bir su tabakasi veya 0,3 ml su ile doyurulmus n-butanol ile kapatilarak oda
sicakliginda 30-60 dakika siireyle polimerizasyon gergeklestirilmistir. Ayirma
jelinin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra jelin iist yiizeyindeki distile su
temizlenmistir ve hazirlanan yiikleme jeli ayirma jelinin {izerine enjektor
yardimiyla yeterli miktarda dokiiliip 6rnek kuyucuklarinin olugmasi igin tarak
yerlestirilmistir. Oda sicakliginda 30-60 dakika siireyle polimerizasyon
gerceklestirilmistir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak bir taraftan

baslayarak ve kuyucuklarin bozulmamasina dikkat edilerek yavasca kaldirilmastir.

2.2.15.2. Ornegin Hazirlanmasi, Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Enzim ve oOrnek yilikleme tamponu esit hacimde eppendorf tiipiinde
karistirilmistir ve ticari olarak ornek yiikleme tamponunda alinmis olan
standart protein karisimi (Unstained protein molecular weight marker, 26611,
Thermo Scientific) ile birlikte 5 dakika kaynar su banyosunda bekletilerek
proteinlerin denatiirasyonu saglanmigstir. Siire sonunda tlipler buz igerisine

konulmustur.
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Protein 6rnekleri 10 pl, marker protein ise 5 ul hacimde jele yiliklenmistir.
Ornekler jele yiiklendikten sonra kuyucuklarin iist yiizeyi &rneklerin icinde
bulundugu tampon ile doldurulmustur. Yiriitme tamponu elektroforez sisteminin
alt bolmesindeki elektrodun temas edebilecegi bir yiikseklige kadar
doldurulduktan sonra jellerin bulundugu kaset, jelin alt kisminda hava kabarcig
olusmayacak sekilde elektroforez aygitina yerlestirilmis ve elektroforez sisteminin
ist bolmesi de yiirlitme tamponu ile doldurulmustur. Sistem gii¢ kaynagina
baglanarak alet 16 mA akim gececek sekilde ayarlanmistir. Proteinin jeldeki
hareketini izlemeyi saglayan boyaya ait bant ylikleme jelinden ¢ikip ayirma jeline
girdiginde, akim 20 mA’ya arttirilmigtir ve islem sonuna kadar bu sekilde yaklasik

4 saat yiiriitme islemi devam ettirilmistir.

2.2.15.3. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

Elektroforez isleminden sonra jel dikkatlice cam plakalar arasindan
cikarilmig ve Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama Cozeltisi ile 2 saat oda
sicakliginda (calkalayict iistiinde) boyanmistir. Boyama isleminden sonra jele
baglanmis fazla boyanin uzaklagtirilmas: igin yikama (boyayr geri alma)
cozeltisinde hafif ¢alkalamada, oda sicakliginda 1 gece boyunca yikanmistir. Bu
esnada boyay1 geri alma ¢ozeltisi birkag kez degistirilmistir. Boyama ve yikama
sonrasinda protein orneklerine baglanan boya jelden ¢ikamadigi halde jelin diger

bolgelerindeki boya ortamdan uzaklasir ve drnekler goriiniir hale gelirler.

2.2.16. SDS-PAGE Jelinde Zimogram Analizi

Zimogram analizi amaciyla %10’luk SDS-PAGE kullanilmistir. %12
konsantrasyonda ayirma jeline son konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde bovin
serum albumin eklenmistir ve %5 konsantrasyonda yiikleme jeli hazirlanmistir.
Ornek yiikleme tamponu 2-p-merkaptoetanolsiiz hazirlanmistir ve drnekler ile 1:1
araninda birlestirilmistir. Ornekler ve tampon kaynatilmamis 37 °C’de 20 dakika
bekletilmistir. Analizin boyama isleminden 6nceki tiim basamaklari SDS-PAGE
protokoliinde anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir. Elektroforez isleminden
sonra jel dikkatlice cam plakalar arasindan ¢ikarilmis ve boyama islemi

yapilmadan 0,1 M Na-asetat tamponunda (pH 5,0) hazirlanmis %1 Triton X-
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100’de oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Daha sonra % 1 Na-fitat i¢eren 0,1
M Na-asetat tamponunda (pH 5,0) 16 saat 60 °C ve 35 rpm’de inkiibe edilmistir.
Jel distile su ile yikanmustir ve % 10’luk CaCl, ¢ozeltisine konularak fitaz
aktivitesinin oldugu bolgelerde seffaf zon olusumu gozlenmistir. Zimogram
analizi gergeklestirilirken Singh ve Satyanarayana (2009) ve Chen ve ark. (2004)
kullandiklar1 yontemlerin bazi basamaklar1 birlestirilip lizerinde degisiklikler

gergeklestirilerek elde edilmis olan modifiye yontem uygulanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiitahya ve Afyon’dan belirlenmis olan istasyonlardan almman su
orneklerinin ortalama pH degerleri, toplam klor, floriir, amonyak azotu, nitrit
azotu, nitrat azotu, mangan, magnezyum miktarlar1 Tablo 3.1 ile 3.2°de
verilmistir.

Tablo 3.1’de goriildiigii gibi, Kiitahya’daki sicak su orneklerinin klor
miktar1 0,04-0,18 mg/l arasinda, amonyak azotu 0,1-0,5 mg/1 arasinda, nitrit azotu
0,010-0,500 mg/1 arasinda, nitrat azotu 0,5 mg/I’ den az, mangan 0,03-0,72 mg/I
arasinda, floriir 0,01-4,24 mg/l arasinda, magnezyum 30,3-59,9 mg/l arasinda
degismistir.

Tablo 3.2°de goriildiigii gibi, Afyon’daki sicak su drneklerinin klor miktari
0,07-0,22 mg/1 arasinda, amonyak azotu 0,5 mg/I’ den az, nitrit azotu 0,018-0,480
mg/l arasinda, nitrat azotu 0,5 ve 0,5 mg/l’ den az, mangan 0,10-2,17 mg/I
arasinda, floriir 1,68-1,85 mg/l arasinda, magnezyum 16,9-30,0 mg/l arasinda

degismistir.

Tablo 3.1. Kiitahya’daki bolgelerden alinan sicak su 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri

Ornek 1.1 1.2 1.3 |21 2.2 23 |31 [41 51 5.2 6.1 |7.1
kodlar:

NO3 <0,5 [ <05 | <0,5 [ <0,5 [ <05 | <0,5 | <0,5 [ <05 | <0,5 | <05 | <05 | <05
(mg/l)

NH,* <0,5|<05|<05|01 |<05]|<05]|<05]|<05]|<05 |<05 |<0,5]|<0,5

(mg/1)

NO, 0,023 | 0,013 [ 0,023 | 0,010 | 0012 | 0011 | 0,016 | 0,027 | 0,010 | 0,009 | 0015 | 0,011
(mg/l)
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Tablo 3.1. (Devam) Kiitahya’daki bolgelerden alinan sicak su 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri

Ornek 111 | 11.2 | 113 | 114 | 121 | 122 | 123 | 124 | 131 | 132 141 | 151 | 152 | 16.1

kodlar1

(mg/l)

(mg/l)

Tablo 3.2. Afyon’daki bolgelerden alinan sicak su drneklerinin kimyasal 6zellikleri

[ Ornek 8.1 9.1 10.1 10.3 17.1 18.1 19.1 19.2

kodlar1

Mo, (ngh) 05 |05 |05 [0s 05 |<0s |05 |05
| 217
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3.2. Sicak Su Kaynaklarindan izole Edilip Saflastirilan Filamentli Funguslar

Kiitahya’da Yoncal1 belediyesi- Ciftlikkdy kaplicalari, Gediz ilgesi - Ilica
kaplicalari, Simav ilgesi — Eynal, Citg6l ve Nasa kaplicalari, Emet ilgesi —
Osmanli, Kaynarca ve Dereli kaplicalari, Tavsanli ilgesi — Gobel kaplicalart ve
Hisarcik ilgesi — Esire kaplicalar; Afyon’da Omerli kaplicasi, Gecek kaplicasi,
Sandikl1 ilgesi — Hiidai kaplicalar1, Gazligol beldesi — Kirkpinar kaplicalarindan
alimmis olan 47 farkli sicak su Orneginden yapilmis olan izolasyon islemleri
sonucunda toplam 137 adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlardan 55 tanesi
belirtilen istasyonlardan 20.09.2008 tarihinde yapilmis olan 1. Ornekleme
caligmasindan, 82 tanesi ise 20.10.2009 tarihinde yapilmis olan 6rneklemelerden
elde edilmistir. Toplam 132 adet izolat Kiitahya’daki sicak su kaynaklarindan ve 5
tane izolat ise Afyondaki sicak su kaynaklarindan izole edilmistir. (Tablo 3.3. ve
Tablo 3.4.). Izolatlarm, saflastirma ve tek spor izolasyonu islemleri sonrasinda
daha uzun siireli saklanabilmesi i¢in liyofilizasyon yapilmistir ve liyofilize edilen

stoklar + 4 °C’de muhafaza edilmektedir.
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Tablo 3.3 Birinci izolasyon ¢aligmasinda mikrofungus elde edilen bolgeler ve sicak su 6rnekleri

Kod numaralarr*

7. giin

14. giin

2211 3 tane farkli kiif kolonisi
2.1.1.2 40 tane ayn kiif kolonisi
2.1.3.2 2 tane ayni kiif kolonisi
g 2.23.2 1 adet kiif kolonisi
i 2.3a.2.2 2 farkli kiif kolonisi
S _ 2.3b.3.2 4 tane aym kiif kolonisi
©3 2.3b2.2 1 tane kiif kolonisi
=28 2.3c.3.2 1 tane kiif kolonisi
R g 2422 1 tane kiif kolonisi
o X 2.4.2.2 1 tane kiif kolonisi
— 4.1.3.2 4 adet ayni kiif kolonisi
g, 2 adet aym kif
= 41.3.2 kolonisi
= 4212 ¢ok sayida kiif kolonisi
g 4212 ¢ok sayida kiif kolonisi
o 4222 20 adet kiif kolonisi
= 3 4222 cok sayida kiif kolonisi
o 4.2.3.2 3 adet ayni kiif kolonisi
< X 4.2.3.2 16 adet ayni kiif kolonisi
= 5.1.3.2 1 adet kif kolonisi
<
[ IR TR
L E 8
1o W X 5232 | adet kiif kolonisi
c
- =
L = =
2332
e F
© =0 6.1.2.1 | adet kiif kolonisi
= 8.2.1.2 12 adet kiif kolonisi
g = T‘: 8.2.1.2 1 adet kif kolonisi
— =l - @D
Qg 8 =
meEz s
o o T M 8.2.2.2 1 adet kiif kolonisi
. E
&0 L; 10.4b.2.2 1 adet kiif kolonisi
252
S5
< ¥ ) .
A 10.4A.1.2 1 adet kiif kolonisi

90

[* kod numaralarinda 1. rakam bolgeyi, 2. rakam kaplica veya 6rnek numarasini, 3. rakam

kullanilan besiyerini (1- MPCNA, 2-SDA, 3-PDA), 4. rakam kullanilan izolasyon y6ntemini (1-

memran filtrasyonu, 2-dokme plak yontemi) belirtmektedir.]
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Tablo 3.4 ikinci izolasyon ¢alismasinda mikrofungus elde edilen bdlgeler ve sicak su érnekleri

Kod numaralan* | 7. giin 14. giin
11.1.1.1 1 tane kif kolonisi
11.1.2.2 1 tane kiif kolonisi
g 11.2.1.2 1 tane kiif kolonisi
E 11.2.2.2 2 adet farkl1 kiif kolonisi
ﬁ_ 11.3.1.1 2 tane farkli kiif kolonisi
2 11.3.2.1 4 tane ayni kiif kolonisi
g 11.4.33 1 tane kiif kolonisi
;' 115.1.2 1 tane kiif kolonisi
51 11.6.1.2 1 tane kiif kolonisi
© 11.6.2.2 1 tane kiif kolonisi
%ﬂ 11.7.1.2 10 adet farkl kiif kolonisi | 3 adet farkli kiif kolonisi
i 11.7.2.2 3 adet farkl: kiif kolonisi | 2 adet farkli kiif kolonisi
— 11.7.3.2 2 tane farkli kiif kolonisi
- 12.1.2.1 1 adet kiif kolonisi
s 12.2.2.2 8 adet farkli kiif kolonisi
E 12.2.2.1 3 adet farkl: kif kolonisi
E’ 12.2.3.2 1 adet kiif kolonisi
> 12.4.2.2 1 adet kiif kolonisi
E 12.5.2.2 1 adet kiif kolonisi
% 12.6.1.2 5 adet farkl kiif kolonisi
%ﬂ 12.6.2.2 2 adet farkli kiif kolonisi
i 12.6.3.2 2 adet farkli kiif kolonisi
— 12.7.2.2 1 adet kiif kolonisi
2 13.1.2.1 1 adet kiif kolonisi
%' 13.2.2.1 3 adet farkl: kif kolonisi
= 13.2.2.2 1 adet kiif kolonisi
'?": § 13.3.1.2 3 adet farkli kiif kolonisi
o 2 E- 13.3.2.2 6 adet farkli kiif kolonisi | 3 adet farkli kiif kolonisi
— &= 13.3.3.2 2 tane farkli kif kolonisi
D
S0 o
H=) <
= _8
5 =
<E%
— ~4 14.2.3.2 3 adet farkl: kiif kolonisi
g‘) p—
] = 15.2.2.1 1 adet kif kolonisi
=R
= 2
‘55
— 0 X 15.2.2.2 1 adet kiif kolonisi
D
= £
2 _= 16.1.2.1 1 adet kiif kolonisi
==
s 9
&5
R
— s X 16.2.2.2 1 adet kiif kolonisi
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[* kod numaralarinda 1. rakam bdlgeyi, 2. rakam kaplica veya &rnek numarasini, 3. rakam

kullanilan besiyerini (1- MPCNA, 2-SDA, 3-PDA), 4. rakam kullanilan izolasyon y6ntemini (1-

memran filtrasyonu, 2-dokme plak yontemi) belirtmektedir.]
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3.3. Sicaklik Testleri

Termofilik mikrofunguslart ayirt etmek amaciyla, Elde edilen kif
izolatlarinin sicaklik testleri gerceklestirilmistir. Bu testler sonucunda; 20 °C’de
gelismeyen ancak 20 °C’nin iizerindeki sicakliklarda gelisebilen izolatlar
termofilik, 20 °C ‘nin altindan yaklasik 55 °C’ye kadar olan genis bir biiyiime
sicakligina sahip olanlar ise termotolerant formlar olarak ayrilmistir. Elde edilen
izolatlardan pek cogunun 20 °C’den yaklasik 50-55 °C’ye kadar olan genis bir
biiyiime sicaklik araligina sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 3.5). Bu durumda
izole edip saflastirilmis olan funguslardan 25 adedinin termofilik geriye kalan 112
adedinin ise termotolerant oldugu saptanmuistir.

Tim termofilik izolatlar 2. izolasyon c¢aligmasinda Kiitahya ilindeki
kaplicalardan elde edilmistir. Termofilik oldugu belirlenen 25 adet izolatin su
kaynaklar1 arasindaki dagilimi; % 60’1 11. Bolge Gediz Ilica kaplicalarindan, %
20’si 12. Bolge Simav kaplicalarindan, % 16’s1 13. Bolge Hisarcik
kaplicalarindan ve % 4’ ise 15. Bolge Dereli kaplicalarindan seklinde

gerceklesmistir.

3.4. Biolog Microstation Sistemi ile Karbonhidrat Testleri

Termofilik olduklar1 belirlenen izolatlarin ¢esitli karbon kaynaklarindan
hangilerini kullanip kullanmadiklarini ortaya koyan karbonhidrat testleri biolog
microstation sistemi ile belirlenmistir. Biolog microstation sistemi ile 95 farkli
karbon kaynagini kullanimlarinin degerlendirilmesi sonucunda farkli genus ve
tiirlere ait izolatlar ¢esitli karbon kaynaklarin1 kullanma agisindan farkli profiller
gostermistir. Bu sonuglara gore a-D-glukoz, glikojen, D-trehaloz, L-alanin, L-
alanil-glisin ve L-asparaginin tiim termofilik organizmalar tarafindan kullanilan
karbon kaynaklari oldugu belirlenmistir. Buna karsilik D-galakturonik asit,
Bromosiiksinik asit, p-hidroksifenil asetik asit ve sebasik asit ise test edilen ¢ogu

termofilik organizma tarafindan kullanilamadig: saptanmustir.
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Tablo 3.5. Sicaklik Testi Sonuglart (#: 1 cm’den kiigiik mikrokoloni; termofilik tiirler gri

vurgulama ile belirtilmistir)

izolat kodu

45°C
(kontrol)

20°C

n
S
a

22111

+

22112

22113

21121

21321

21322

2.1.3.2.3

22321

2.2.3.2.2

2.3a.2.2.1

2.3a.2.2.2

2.3b.3.2.1

2.3b.3.2.2

2.3c.3.2.1

24221

24222

2.3b.2.2.1

41321

[+ |+ |+ ||+ || F ||+ |+ + |+ ]+ ]+]+

41322

4132

42121

421272

42123

42124

42125

4.2.1.2.6A

4.2.1.2.6B

42127

421238

42129

4.2.1.2.10

421211

421212

4.2.1.2.13

42221

422272

42223

[+ [+ ||| |||+ |||+ ||| F ||+ [+ |||+ |+ |+ |+]+

[+ [+ || |||+ ]+ ]+ ]+ |+

o I I - R e e = N e e I I o I [ - o [ e e e R o R o o o e e R R A AR AL IR R
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Tablo 3.5. (Devam) Sicaklik Testi Sonuglari (#: 1 cm’den kiigiik mikrokoloni; termofilik tiirler gri

vurgulama ile belirtilmistir)

izolat kodu

45°C
(kontrol)

20°C

n
S
a

4.2.2.24A

+

4.2.2.2.4B

42227

42229

4.2.2.2.10

42321

42322

4.2.3.23

5.13.21

5.2.3.2.1A

5.2.3.2.1B

5.2.3.2.2

6.1.2.1.1

8.2221

8.2.2.2.2

8.2.12.1

10.4b.2.2.1

10.4A.1.2

[+ |+ |||+ |||+ |+ |+

111111

N o o o e e o e e e e e e S

111221

=+

112121

11.2.2.2.1

11.2.2.2.2

11.3.1.1.2

11.3.2.1.2

+ |+ |+ [+ |+

11433.1

115122

116.1.2.1

11.6.1.2.2

11.6.1.2.3

11.6.2.2.1

11.6.2.2.2

+ |+ |+ |+ |+ |+

11.6.2.2.3

11.7.1.2.1

11.7.1.2.2

11.7.1.23

11.7.1.24

11.7.1.25

11.7.1.2.6

11.7.1.2.8

11.7.1.2.9

11.7.1.2.10

11.7.1.2.11

11.7.1.2.12

11.7.1.2.13

11.7.1.2.14

3+ 1

117221

11.7.2.2.2

[+ [+ |+ |||+ ||| ||| |||+ [+ |||+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+

|+ [+ |+ ||+ ||+ ||+ ]+ |+

FH*+
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Tablo 3.5. (Devam) Sicaklik Testi Sonuglar1 (#: 1 cm’den kiigiik mikrokoloni; termofilik tiirler gri

vurgulama ile belirtilmistir)

izolat Kodu

45°C
(kontrol)

20°C

50 °C

55°C

60 °C

62 °C

11.7.2.23

+

11.7.2.24

+

11.7.2.25

+

11.73.21

11.7.3.2.2

121211

122211

12.2.2.1.2

122213

1222.2.1

12.2.2.2.2

+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

12.2.2.2.3

122224

12.2.2.2.5

+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+

12.2.2.2.6

12.2.2.2.7

12.2.2.2.8

12.23.2.1

125222

+

126.1.2.1

+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

12.6.1.2.2

12.6.1.2.3

12.6.1.24

12.6.1.2.5

12.6.2.2.1

12.6.2.2.2

12.6.3.2.1

+ |+ |+ [+ |+ |+ |+

12.6.3.2.2

12.7.2.2.1

13.1.2.1.1

13.2.2.1.1

e I e e e O S S

13.2.2.2.1

13.3.1.2.1

+

13.3.1.2.2

IR I I I I I I I S S SR S RSO I ISR I [T I I I I S I S I S S S S SO I o o T S S

+

13.3.1.2.3

13.3.2.2.1

13.3.2.2.2

13.3.2.2.3

13.3.2.24

+ [+ |+ |+ [+
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Tablo 3.5. (Devam) Sicaklik Testi Sonuglari (#: 1 cm’den kiigiik mikrokoloni; termofilik tiirler gri

vurgulama ile belirtilmistir)

45°C
izolat kodu | (kontrol) |20 °C |50 °C |55°C |60°C |62°C

133225 |+

13.3.2.2.6

13.3.2.2.7

13.3.2.2.8

13.3.2.2.9

13.33.21

142321

14.23.2.2

+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ ||+

14.2.3.2.3

152111

15.2.2.2.1

+

16.1.2.1.1

o T o B RS (S R R [V S O S S
I e e e e R e e N s

16.2.2.2.1 +

Degerlendirilen karbon kaynaklar1 ve izolatlarin bu karbon kaynaklarini kullanim
acgisindan sonuglar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Biolog microstation sistemi ile elde edilen veriler NTSYSpc 21 programi
ile analiz edilerek tiirlerin birbirleri ile yakinlik dereceleri karbon kaynaklarini
kullanimlarinin olusturdugu profiller agisindan degerlendirilmis ve bu verilerle
olusturulan agag¢ Sekil 3.1°de verilmistir. Aga¢ olusturulurken dis grup olarak
Candida sp. kullanilmistir. Olusan dallarin istatistiksel olarak dogrulugu
“UPGMA” analizi ile belirlenmistir.

Sekil 3.1°de goriildigii gibi elde edilen termofilik izolatlarin 95 farkli
karbon kaynagini kullanimlarin1 gosteren profillerin tabaninda birbirleri ile olan
evrimsel iliski ele almmmistir. Agacin istatistiksel giivenilirligi incelendiginde
“UPGMA” ile elde edilen katsayilarin genel olarak %50’nin {izerinde oldugu ve
bu nedenle giivenilir bir aga¢ topolojisi elde edildigi anlasilmigtir. 11.7.1.2.2,
11.7.1.2.3, 11.7.2.2.3 ve 13.2.2.1.1 izolatlarinin %100 ayn1 kiime igerisinde
toplandig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde 11.6.2.2.1 ile 11.7.1.2.6 izolatlarinin ve
11.7.1.2.13 ile 11.7.1.2.12 izolatlarinin da %100 ayn1 kiime igerisinde toplandig1

ortaya konmustur.



Candida_sp.

111111
117122

152.1.1.1
[11.6.2.2.

117128

1173522
135122

131211

117221

112121

1263522
126121

(11.7.1.2.13

111.7.1.2.12

13322,

Katsay1

Sekil 3.1. Biolog sonuglari ile olusturulan agag
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1
100

L6



Tablo 3.6. Karbonhidrat testi sonuglar
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3.5. Termofilik Funguslarin Geleneksel Yontemlerle Tanilanmasi

Termofilik fungus izolatlarinin tiir seviyesinde tayinlerini gergeklestirmek
tizere makroskobik ve mikroskobik oOzelliklerini belirleyip tanilama anahtarlar
vasitasiyla tayinlerini gerceklestirdigimizde 11.7.3.2.2 kod numarali izolatin
Myceliophthora  thermophila  (sinonim:  Chrysosporium  thermophilum,
Sporotrichum thermophilum) (Sekil 3.8), 11.6.1.2.1 kod numarali izolatin
Myceliophthora hinnulea (Sekil 3.3), 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12,
11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 kod numarali 5 izolatin Myriococcum albomyces (sinonim:
Melanocarpus albomyces) (Sekil 3.6), 11.2.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod
numarali 3 izolatin Rhizomucor pusillus (sinonim: Mucor pusillus) (Sekil 3.2),
12.7.2.2.1 kod numarali izolatin Thermomyces lanuginosus (sinonim: Humicola
brevis var. thermoidea, Humicola brevispora, Humicola grisea var. indica,
Humicola lanuginosa, Monotospora lanuginosa, Sepedonium lanuginosum) (Sekil
3.9), 11.6.1.2.2 kod numarali izolatin Humicola grisea var. thermoidea (Sekil
3.5), 13.3.2.2.3 kod numarali izolatin Humicola insolens (Sekil 3.4), 13.3.1.2.2,
15.2.1.1.1 kod numarali 2 izolatin Scytalidium thermophilum (sinonim: Torula
thermophila) (Sekil 3.11), 11.1.1.1.1, 12.6.1.2.1 kod numarali 2 izolatin
Talaromyces thermophilus (Sekil 3.1), 12.2.2.2.8 kod numarali izolatin Thielavia
terrestris (sinonim: Allescheria terrestris) (Sekil 3.10), 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3,
11.7.2.2.2,11.7.2.2.3,11.7.3.2.1, 12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod numaral 7 izolatin ise
Malbranchea pulchella var. sulfurea (sinonim: Malbranchea cinnamomea) (Sekil
3.7) tiiriiniin iyeleri oldugu anlagilmistir (Tablo 3.7). Tanilamalar sonucunda

belirlenen tiirlerin 6zellikleri her bir tiirlin kendi baslig1 altinda asagida verilmistir.


http://www.indexfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=326005
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Tablo 3.7. Termofilik fungus izolatlarinin morfolojik tanilama sonuglari

Kaphcalar izolat Kodu Identifikasyon sonucu
11.1.1.1.1 Talaromyces thermophilus
11.2.1.2.1 Rhizomucor pusillus
11.6.1.2.1 Myceliophthora hinnulea

Humicola grisea var.
11.6.1.2.2 thermoidea
= 11.6.2.2.1 Myriococcum albomyces
= Malbranchea pulchella var.
S 11.7.1.2.2 sulfurea
i Malbranchea pulchella var.
< 11.7.1.2.3 sulfurea
M& 11.7.1.2.6 Myriococcum albomyces
<9 11.7.1.2.12 Myriococcum albomyces
i 11.7.1.2.13 Myriococcum albomyces
= 11.7.2.2.1 Myriococcum albomyces
8 Malbranchea pulchella var.
11.7.2.2.2 sulfurea
Malbranchea pulchella var.
11.7.2.2.3 sulfurea
Malbranchea pulchella var.
11.7.3.2.1 sulfurea
11.7.3.2.2 Myceliophthora thermophila
- Malbranchea pulchella var.
<y g 12.2.2.2.6 sulfurea
AR5 122228 Thielavia terrestris
= _g'- 126.1.2.1 Talaromyces thermophilus
§ N 12.6.3.2.2 Rhizomucor pusillus
A 12.7.2.2.1 Thermomyces lanuginosus
» = 13.1.21.1 Rhizomucor pusillus
5o § Malbranchea pulchella var.
g 'z = 13.2.2.1.1 sulfurea
= w v 133.1.2.2 Scytalidium thermophilum
13.3.2.2.3 Humicola insolens
7
T S
g i 15.2.1.1.1 | Scytalidium thermophilum
<
N
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3.5.1. Talaromyces thermophilus Stolk (1965)

(Fungi, Ascomycota, Eurotiomycetes, Eurotiales, Trichocomaceae)

11.1.1.1.1, 12.6.1.2.1 kod numarali izolatlar Talaromyces thermophilus
olarak tanimlanmugtir. 11.1.1.1.1 kod numarali izolat Gediz Ilica kaplicasindan,
12.6.1.2.1 kod numarali izolat ise Simav ilgesi Nasa kaplicasindan izole
edilmistir. Maya Patates Coziilebilir Nisasta Agar (MPCNA) ortaminda 45 °C’de
biiylime oldukga hizli gergeklesmistir. Yedi giinliik koloni biiytikligii tiim petriyi
(9 cm ¢apl) kaplamistir. Miselyum pamuksu goériiniimde olup 1mm veya daha az
kalinlikta bir kege olusturmustur. Koloni merkezine yakin boélgelerde koyu
kahverengi goriiniimde eksudalar goriilmistiir. Biiylime ilk basta beyaz renkli
olarak gobzlenmis daha sonra olgunlasan koloni pembemsi somon rengine
doniismistiir. Koloni ters yiizii ise kirmizimsi kahve- pembemsi somon
renklerinde gozlenmistir. Isik mikroskobunda, hifler 2-3 pm ¢apinda, dallanmis ve
septumlu olarak belirlenmistir. Konidyoforlar kisa, lateral, septumlarla boliinmiis,
basit veya dallanmis, 5-30 um uzunlugunda ve 2-3 um c¢apinda oldugu
belirlenmistir. Penicillus genellikle diizensiz monoverticillattan tipte goriilmiistir.
Konidyumlar 4-2x1,5-2 pum boyutlarinda, soluk sari1 renkli, piiriizsiiz ylizeyli,
eliptik- oval sekillerde oldugu gozlenmistir. Cleistothecia agar kiiltiirlerinde
genellikle gozlenmediginden dolayr inceleme yapilmis olan MPCNA ortaminda

da gozlenmemistir.


http://eol.org/pages/5559/overview
http://eol.org/pages/5577/overview
http://eol.org/pages/2861026/overview
http://eol.org/pages/5625/overview
http://eol.org/pages/5627/overview
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Sekil 3.2. Talaromyces thermophilus’un (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden
goriiniigii, (C-D). mikroskobik goriniisii (1s1tk mikroskobu 100x; penicillus yapisi,
konidyumlarr)
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3.5.2. Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper (1978)

(Fungi, Zygomycota, Mucorales,Mucoraceae, Rhizomucor)

Tanilama i¢in kullandigimiz Cooney ve Emerson (1964)’un kitabinda
Mucor cinsi olarak gegmesine karsilik daha sonra rizoidlerinin varligindan dolay1
Mucor’lardan ayrildigi belirlenerek Rhizomucor olarak adlandirilmistir. Bu tiir
giiniimiizde halen bazi yayinlarda Mucor pusillus bazilarinda ise Rhizomucor
pusillus olarak isimlendirilen termofilik bir fungustur.

11.2.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod numarali izolatlarin Rhizomucor
pusillus tiirniin tyeleri olduklari makrodkobik ve mikroskobik incelemeler ile
belirlenmigtir. 11.2.1.2.1 kod numarali izolat Gediz Ilica kaplicasindan, 12.6.3.2.2
numarali izolat Simav ilgesi Nasa kaplicasindan ve 13.1.2.1.1 numarali izolat ise
Hisarcik ilgesi Esire kaplicasindan izole edilmistir. Funguslarin MPCNA
ortamindaki biiyiimeleri incelendiginde izl gelisim gostererek 45 °C’de, 7 giinde
petri kabin1 tamamen kapladiklar1 belirlenmistir. Misel kegesi 2-3 mm
yiiksekliginde, ilk basta beyaz, daha sonra nétr gri- sa¢ kahverengisi rengine
doniismiistiir. Isik mikroskobunda; Sporongiophorlar 10um capinda, simpodial
olarak dallanmakta, baslangigta renksiz daha sonra sarimsi kahverengi olmakta;
Sporangiumlar dairesel sekilli, 45-65 pum ¢apinda, duvari kiigiik ¢ikintilarla
sarilmis durumda oldugu belirlenmistir. Columellae dairemsi veya daha yanlardan
¢ekilmis sekilde, 15-30 um c¢apinda Ol¢iilmiistiir. Sporongiosporlar, renksiz,
dairesel veya subglobose, 3-5 um c¢apinda oldugu saptanmistir. Heterotallik
oldugu i¢in uyumlu mating tip ile karsilasmadan zigospor olusturmadigindan

zigosporlar gézlenmemistir.


http://eol.org/pages/5559/overview
http://eol.org/pages/5560/overview
http://eol.org/pages/6335/overview
http://eol.org/pages/6338/overview
http://eol.org/pages/18342/overview
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Sekil 3.3. Rhizomucor pusillus’un (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden goriinisi, (C-D-
E). Mikroskobik goriintisii  (1stk mikroskobu; sporongium ve rhizoid yapisi,

sporangiosporlar)
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3.5.3. Myceliophthora hinnulea Awao & Udagawa (1983)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae,

Onygenales, Incertae sedis)

Yapilmis olan makroskobik ve mikroskobik incelemeler ile 11.6.1.2.1 kod
numarali izolat Myceliophthora hinnulea olarak tanimlanmistir. Bu izolat Gediz
Ilica kaplicasindan izole edilmistir. MPCNA ortaminda fungus, 45 °C’ de hizli bir
sekilde geliserek 6 giinde 80 mm ¢apa ulasmistir. Kolonileri olduk¢a yogun ve
yiinlimsii goriiniimde olup koloni merkezde daha kabarik olarak goriilmiistiir.
Havasal ve bazal miseller tizerinde konidyumlar bulundugu saptanmistir. Koloniler
baslangigta beyaz renkli sonradan yavas yavas soluk pembe, sarimsi kahve ve en
sonunda da sporlarin olugmasi ile targinimsi kahverengine doniismiistiir. Koloni ters
yiizii kizil kahverengi- pembemsi devetiiyii rengini almistir. Genellikle merkezde
kiiciik damlaciklar halinde eksudalar olustugu goriilmistiir. Hifleri diiz duvarli,
seffaf veya soluk yesilsi renkte ve 2,5-5 um boyutlarinda oldugu belirlenmistir.
Konidyumlar fertil hiflerde uclardan veya yanlardan kisa veya uzun pedisellerin
(2,0-5 x 2,2-38 um) ucunda dogdugu belirlenmistir. Blastik konidyumlar tekli veya
2-3’li gruplar halinde ampulform siskinliklerin ug¢larindan dogdugu gézlenmistir.
Konidyumlar globoz veya subgloboz, baslangicta seffaf, soluk sari- kahve sonradan
kalin ve diizensiz sekilde piirlizlii duvarli, siyahimsi kahverengine doniistiigii

belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Myceliophthora hinnulea’nin (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden goriiniisii,
(C-D). Mikroskobik goriiniisti (1s1k mikroskobu 100x; Aleurospor olugum tipleri ve hifler)
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3.5.4. Humicola insolens Cooney & R. Emers. (1964)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes,

Sordariomycetidae, Sordariales, Chaetomiaceae)

Yapilmis olan tanilama c¢alismast ile 13.3.2.2.3 kod numarali izolatin
Humicola insolens tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Bu izolat Hisarcik ilgesi Esire
kaplicasindan izole edilmistir. 13.3.2.2.3 numarali izolat MPCNA ortaminda
oldukga hizli gelisim gostererek, 45 °C’de 7 giinde tiim petriyi kaplamistir.
Baslangigta beyaz olan geng¢ koloni aleuriosporlarin gelisip olgunlagmasi ile
grimsi kahve renk almigtir. Isik mikroskobunda incelendiginde; hiflerin renksiz ve
1-3,5 um ¢apinda ve septali olduklari goriilmiistiir. Bu tiirde 3 tip sporlanma
gozlenmistir. Sporlarin interkalar olarak tek veya zincirler halinde, hiflerin
uclarinda veya yan dallarin uglarindan tek tek, bazen de yan dallarin uglarindan
kisa zincirler halinde olustuklari gbzlenmistir. Olgunlasmamig sporlar renksiz
veya sart renkte olgunlasinca agik kahve renk aldiklari Dbelirlenmistir.
Aleurosporlarin genellikle dairemsi sekillerde ve 7-10 pm boyutlarinda oldugu
gbzlenmistir. Sise seklinde olan aleurosporlar ise 9-11 X 6-7 pm boyutlarinda
oldugu belirlenmistir. Buna karsilik ig seklindeki interkalar sporlarin ise

digerlerinden daha biiyiik olup 14-20x8-15 um boyutlarinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Humicola insolens’in (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden goriiniisii, (C-D).
Mikroskobik goriiniisii (151k mikroskobu 100x; Aleurosporlar ve hifler)
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3.5.5. Humicola grisea var. thermoidea Cooney & R. Emers. (1964)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes,

Sordariomycetidae, Sordariales, Chaetomiaceae)

Yapilmis olan incelemeler sonucunda 11.6.1.2.2 kod numarali izolat
Humicola grisea var. thermoidea olarak tamimlanmistir. izolat Simav Nasa
kaplicasindan izole edilmistir. Bu izolat MPCNA ortaminda oldukga hizli gelisim
gostererek, 45 °C’de 7 giinde 60 mm ¢apina ulasmistir. Baslangigta beyaz olan
geng koloni aleuriosporlarin gelisip olgunlagmasi ile soluk siyah renk almistir.
Agarda ¢Oziiniir pigmentasyon nedeniyle herhangi bir renk degisikligi olmamustir.
Isik mikroskobunda incelendiginde; hifler renksiz ve 0,5-4,5 um ¢apinda oldugu
belirlenmistir. Bu tiirde sporlar dik agiyla olusturulan yan dallarin uglarindan tek
tek olustugu gozlenmistir. Bu yan dallarin ¢ok kisa ve aleruorosporlarin ise sogan
seklinde oldugu gorilmiistiir. Olgunlasmamis sporlar sarimsi kahve renkte
olgunlaginca koyu kahve renk aldigi gozlenmistir. Aleurosporlar genellikle
dairemsi sekillerde, piirtizsiiz duvarli ve 8-16 um boyutlarinda oldugu
belirlenmistir. Bazen oval seklinde gozlenen aleurosporlarin ise 12-16x8-12 pm

boyutlarinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.6. Humicola grisea var. thermoidea 'nin (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden

goriintisii, (C-D). Mikroskobik goriniisii (1s1k mikroskobu 100x; Geng ve olgun

aleurosporlar ve hifler)
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3.5.6. Myriococcum albomyces Cooney & R. Emers. (1964)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes,

Sordariomycetidae, Sordariales, Incertae sedis)

Makroskobik ve Mikroskobik incelemeler sonucunda Myriococcum
albomyces tiirii olarak tayin edilen izolatlarm kod numaralarn 11.6.2.2.1,
11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12, 11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 dir ve bu izolatlarin timi Gediz
Ilica kaplicasindan izole edilmistir. Bu izolatlarin 45 °C’de MPCNA ortaminda
gelistirilen kiiltiirleri 7 giinde tiim petriyi kaplamistir. Koloni renkleri beyaz olup
ve ters yiizden renksiz olarak goriinmiistiir. Stereo mikroskopla incelendiginde
agar yiizeyine yakin ve koloni merkezi etrafinda siyah askokarplar goriilmiistiir.
Isik mikroskobuyla incelendiginde; iki tip misel yapist goriilmiistiir. Havai
hiflerin septali, degisik kalinliklarda, ince olanlarin 2 pm ¢apinda, kalin olanlarin
ise 12 um’a kadar kalin olabildikleri belirlenmistir. Siiriiniicii ve batik hiflerin ise
septumlarla ayrilarak zincirler halinde gozlenen; silindirik, oval, dairemsi ve
diizensiz olabilen ¢ok degisik sekillerdeki kalin duvarli hiicrelerden olustugu
gozlenmigstir. Bu hiicrelerin ¢ok kolay sekilde kopup, tek tek sanki bir
konidyummus gibi goriildiigii saptanmistir. Bu tiiriin bazi tiyleri homothallic
bazilar1 ise heterothallic olabilmektedir. M. albomyces olarak tanilanan
izolatlardan 11.7.2.2.1, 11.7.1.2.13, 11.7.1.2.6 homotallik, 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.12
ise heterotallik oldugu belirlenmistir. Homotallik olanlarda gozlenen askokarpin
dairesel sekilli, ostiolsiiz, baslangigta renksiz olgunlasinca koyu kahverengi, 100-
250 um boyutlarinda oldugu goriilmiistiir. Bazi tiirlerinde steril askokarplar
olusturulabilen bu fungusun incelenen askokarplarmin da steril oldugu yani

askospor olusturmadigi belirlenmistir.
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Sekil 3.7. Myriococcum albomyces’in (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden gériniisii,
(C-D-E-F). Mikroskobik goriiniigii (151k mikroskobu 100x; havai, siiriiniicii ve batik
hifler, gen¢ ve olgun askokarplar)
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3.5.7. Malbranchea pulchella var. sulfurea (Miehe) Cooney & R. Emers. 1964
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Incertae sedis,

Incertae sedis, Myxotrichaceae)

11.7.1.2.2, 117123, 11.7.2.2.2, 11.7.2.23, 11.7.3.2.1, 122226,
13.2.2.1.1 kod numarali izolatlar Malbranchea pulchella var. sulfurea olarak
tammlanmistir. Kod numaralarnn 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.2, 11.7.2.2.3 ve
11.7.3.2.1 olan izolatlar Gediz Ilca kaplicasindan, 12.2.2.2.6 numarali izolat
Simav ilgesi Nasa kaplicasindan ve 13.2.2.1.1 numarali izolat ise Hisarcik ilgesi
Esire kaplicasindan izole edilmistir. izolatlarmn MPCNA ortaminda 45 °C’de 7
giinde gelisen kolonileri yaklasik 3cm ¢apina ulastigi 6l¢iilmistiir. Koloniler koyu
saridan kiikiirt sarisina kadar degisen renklerde goriilmiistiir. Sar1 renkli eksudalar
genellikle koloni merkezine yakin bolgelerde goriilmistiir. Myceliumun genellikle
kegemsi goriiniiste oldugu ve yiiksekliginin 1 mm’den az oldugu belirlenmistir.
Miselyum koloni kenarlarinda beyaz renkli olgunlasan hiflerin bulundugu
bolgelerde ise sar1 renge doniistiigi gozlemistir. Koloniler arkadan merkezde koyu
kahverengi kenarlarda ise sarap kirmizisi renk almistir. Kirmizimsi pigmentin
agara da diifiize oldugu gorilmiistiir. Isik mikroskobunda incelendiginde; geng
hiflerin renksiz olgunlaganlar ise sari renkte, ¢aplarmm ise 1,5-4,5 pm
boyutlarinda oldugu gériilmiistiir. Uretken hif diizensiz olarak septumlarla
ayrilmistir ve septumlara yakin bolgelerde siskinlikler bulundugu gériilmiistiir. Bu
siskinliklerin 10 pum’den daha biiyiikk ¢apta olabildigi belirlenmistir. Blok
seklindeki sporlarn hiflerin uglarindan tabanina dogru septumlanip sonrada
kopmast ile olustugu belirlenmistir. Bazen bu kalin g¢eperli sporlar ince ¢eperli
steril hiicrelerle birbirine bagli zincirler halinde goriilmistiir. Sporlarin soluk sar1
veya renksiz, silindirige yakin sekilde, 3-7x3-4,5 um boyutlarinda oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.8. Malbranchea pulchella var. sulfurea’nin (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters
yiizden goriiniisii, (C-D-E). Mikroskobik goriintsii (1sitk mikroskobu 100x; tretken hif

ve sigkinlikler, zincir ve tek tek blok benzeri sporlar)
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3.5.8. Myceliophthora thermophila (Apinis) Oorschot (1977)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae,

Onygenales, Incertae sedis)

Makroskobil ve mikrokobik incelemeler sonucunda 11.7.3.2.2 kod
numarali izolat Myceliophthora thermophila olarak tanimlanmistir. Bu izolat
Gediz Ilica kaplicasindan izole edilmistir. MPCNA ortaminda ekildikten sonra 45
°C’de 7 giinde gelisen koloniler yaklasik 3 ¢cm capmna ulasmistir. Koloniler 6n
yiizden soluk bej renginde ve hare hare goriilen kecemsi bir yapida oldugu
goriilmistiir.  Koloniler ters vyiizden ise kirmizimst koyu kahverenginde
goriilmiistiir. Eksuda olusumu goriilmemistir. Coziiniir pigmentasyon olusturarak
agart portakal- kirmizimsit kahve renge doniistiirmiistiir. Isik mikroskobunda
incelendiginde; hifleri renksiz ve 2 um ¢apinda, hiflerin yan dallarindan olusan
konidyoforlarin  uzunluklar1 bazen 35 pm’1t bulabildigi  goriilmiistiir.
Konidyoforlarin uglarinda olusturulan konidyumlarin renksiz, oval veya armut

seklinde, 4-8x2-4 um boyutlarinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.9. Myceliophthora thermophila’nin (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden
gortniigi, (C). Mikroskobik goériiniisii (151k mikroskobu 100x; konidyofor ve zincir
seklindeki konidyumlar)
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3.5.9. Thermomyces lanuginosus Tsiklinkskaya (1899)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae,

Eurotiales, Incertae sedis)

Termofilik fungus izolatlarindan 12.7.2.2.1 kod numarali izolat
Thermomyces lanuginosus olarak tanimlanmistir. Bu izolat Simav ilgesi Nasa
kaplicasinda izole edilmistir. izolat MPCNA ortaminda 45 °C’de 7 giinliik koloni
petri kabin1 tamamen kaplamustir. Koloni baslangigta beyaz ve kege seklinde olup,
Imm’den az yiikseklikte oldugu belirlenmistir. Daha sonra koloni merkezinden
baslayarak gri-yesilimsi gri renge donmiistiir. Olgunlasan koloni eflatunumsu
kahverengi bir hal almistir. Koloni ¢oziiniir pigmentler salgilayarak agari koyu
pembe- sarap rengine boyamistir. Isik mikroskobunda incelendiginde; hiflerden
dik aciyla olusan kisa aleuriophorelarin 10-15 pm uzunlugunda olduklar
belirlenmistir. Aleurosporlar aleurophorelarin uglarindan tek tek olustugu
goriilmiistiir. Olgunlasmamis sporlar renksiz ve diiz duvarli goriiliirken,
olgunlasinca koyu kahverengi olup, kalin duvarli bir hale geldigi belirlenmistir.
Olgun sporlardaki kalinlagsmis duvarin burusuk bir hal almasi ayirt edici bir
Ozellik olarak go6zlenmistir. Olgun sporlarin daire seklinde ve 6-10 pum
boyutlarinda oldugu belirlenmistir. Hem gen¢ hem de olgun aleurosporlarin
aleurophorlardan kolayca ayrilabildigi goriilmiistir. Genellikle aleurosporlar
aleurophorlardan ayrilirken baglanti noktasinin biraz altindan koptugu i¢in
sporlarin kiigiik bir aleurophor pargasini bir ¢ikinti halinde tizerinde tasidiklari

belirlenmistir.
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Sekil 3.10. Thermomyces lanuginosus'un (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden
goriiniisii, (C-D). Mikroskobik goriiniisii (1s1tk mikroskobu 100x; Geng¢ ve olgun

aleurosporlar ve aleurphorlar)
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3.5.10. Thielavia terrestris (Apinis) Malloch & Cain (1972)

(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes,

Sordariomycetidae, Sordariales, Chaetomiaceae)

Morfolojik tanilama g¢aligmasi i¢in yapilan incelemelerle 12.2.2.2.8 kod
numarali isolat Thielavia terrestris olarak tanimlanmustir. Bu izolat Simav ilgesi
Nasa kaplicasindan izole edilmistir. MPCNA ortaminda 45 °C’de 7 giinde gelisen
koloniler petri kabini tamamen kaplamistir. Kolonilerin 6n yiizden soluk
pembemsi-beyaz renkte ve yiiniimsii bir yapida oldugu goriilmiistiir. Kolonilerin
ters yiizden ise pembemsi soluk bej renkte oldugu belirlenmistir. Eksuda ve
¢Oziinlir pigmentasyon gozlenmemistir. Isik mikroskobunda incelendiginde;
havasal misellerin seffaf veya agik kahverengi, diizenli olarak septali, 2-4 pum
capinda ve genellikle kismen siskin hiicrelerden olustugu belirlenmistir. Hiflerin
yan dallarinda olusan konidyogenik hiicrelerin baslangigta kisa ancak
konidyumlarin olusumu esnasinda uzadiklar1 goriilmiistiir. Konidyoforlarin
uclarinda tek tek olusturulan konidyumlar clavate, obovate veya pyriform sekilde,
taban1 turunkat, tek hiicreli, renksiz, 3-6 X 2-4 um boyutlarinda oldugu

belirlenmistir. Incelenen izolatta askomata gézlenmemistir.
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Sekil 3.11. Thielavia terrestris’in (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden goriiniisii, (C-
D). Mikroskobik goriiniisii (151k mikroskobu 100x; konidyumlar ve hifler tizerindeki
konidyoforlar)
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3.5.11. Scytalidium thermophilum (Cooney & R. Emers.) Austwick (1976)
(Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Leotiomycetes, Leotiomycetidae,

Helotiales, Incertae sedis)

Morfolojik tanilama igin yapilmis olan incelemeler sonucuda Scytalidium
thermophilum olarak tanimlanan izolatlarin kod numaralar1 13.3.1.2.2 ve
15.2.1.1.1 dir. 13.3.1.2.2 numarali izolat Hisarcik ilgesi Esire kaplicasindan ve
15.2.1.1.1 numaral izolat ise Dereli kaplicasindan izole edilmistir. Izolatlar
MPCNA ortaminda oldukga hizli gelisim gostererek, 45 °C’de 7 giinde tiim petriyi
kaplamiglardir. Baglangigta beyaz olan geng koloniler aleuriosporlarin gelisip
olgunlagmasi ile grimsi siyah renk almistir ve 1sinsal yariklar olusmustur. Isik
mikroskobunda incelendiginde; hiflerin renksiz ve 2-3,5 um capinda ve septali
olduklar1 goriilmiistiir. Aleuriosporlarin yan dallarin uglarindan tek tek ve ya kisa
zincirler halinde olustugu gozlenmistir. Olgunlagsmamis sporlarin renksiz veya sar1
renkte olgunlasinca acik kahve renk aldigi belirlenmistir. Aleurosporlarin
genellikle dairemsi sekillerde ve 9-12 um boyutlarinda, sise seklinde olan

aleurosporlarin ise 10-11 X 6-7 um boyutlarinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.12. Scytalidium thermophilum’un (A-B). MPCNA besiyerlerinde 6n ve ters yiizden
goriiniisii, (C-D). Mikroskobik goriintisii (1s1tk mikroskobu 100x; Geng ve olgun

aleurosporlar ile hifler)
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3.6. Termofilik Funguslarmm Molekiiler Tanilanmasi

3.6.1. DNA izolasyonu

Morfolojik tanilamalari tamamlanmis olan termofilik mikrofungus
izolatlariin molekiiler tanilamalarinin ilk adimi olan genomik DNA ekstraksiyon
sonucu Sekil 3.13’de verilmistir. Termofilik funguslarin molekiiler ¢aligmalarda
kullanilmak {izere DNA ekstraksiyonlarinin cam boncuk ve vorteksleme yontemi
(Van Burik ve ark., 1998, Janso ve ark., 2005) modifiye edilerek kullanilmasinin
uygun oldugu sonucuna varilmistir. 12.216 bp daha biiyiik oldugu belirlenen DNA
bantlarinin  altlarinda  kalan  bantlagmalarin ~ yontem igerisinde RNAz

uygulanmamasindan dolay1 gézlenen RNAlar oldugu diisiiniilmiistiir.

11.7.1.2.13, 11.7.3.2.2, 122228, 12.6.1.2.1, 12.6.3.22, 13.1.2.1.1, 12.2.2.2.6,
12.72.21,11.73.2.1,11.7.2.2.2,11.7.1.2.2,11.7.1.2.12,11.7.2.2.1, 11.7.1.2.6)

3.6.2. Incelenen Gen Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Amplifikasyonu ve Saflastirllmasi

ITS1-ITS4 primer ¢ifti kullanilarak ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi 570 bp
boyutunda (Sekil 3.14), LROR and LR3 primer gifti kullanilarak rDNA (26—
28S)’nin biiyiik alt tinitesinin yiiksek degisken D1/D2 bolgesi 550 bp boyutunda
(Sekil 3.15) amplifiye edilmistir. Ve elde edilen PCR {iriinleri, lllustra GFX PCR
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500bp

500bp

Sekil 3.14. Kismi ITS1-5.8S-1TS2 bolgesine ait PCR sonucu (M: 1 kb marker, izolat numaralari
soldan saga: 11.1.1.1.1, 11.6.1.2.1, 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.3, 11.2.1.2.1,
117322, 122228, 126.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1, 12.22.2.6, 12.7.2.2.1,
117321, 117222, 116.1.2.2, 11.7.1.2.2, 11.71.2.12, 11.7.22.1, 11.7.1.2.6,
11.7.1.2.13)

500bp

IVERSITESI

Sekil 3.15. DI/D2 bélgesine ait PCR sonucu (M: 1 kb marker, izolat numaralar1 soldan saga:
11.6.1.21, 11.7.1.23, 11.7.22.3, 112121, 117322, 122228, 12.6.1.2.1,
12.6.3.2.2, 13.1.21.1, 122226, 12.7.2.2.1, 117321, 11.72.22, 116.1.2.2,
11.71.2.2,11.6.2.21,11.71.2.12,11.72.2.1,11.1.1.1.1,11.7.1.2.6, 11.7.1.2.13)
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DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, formerly Amersham
Biosciences, 28-9034-71) kullanilarak saf halde elde edilmistir.

3.6.3. Saflastirilmis PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Termofilik fungus izolatlarinin kismi ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi ve rDNA
(26-28S)’nin biiyiik alt {initesinin yiiksek degisken D1/D2 bdlgelerinin dizi
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen dizi bilgileri Blast programi ile
degerlendirilerek her bir izolatin NCBI gen bankasinda benzerlik gdsterdigi tiirler
belirlenmistir (Tablo 3.8). NCBI gen bankasindaki karsilastirmalar sonucunda:
11.1.1.1.1 numaral1 izolat ITS bolgesine gore %91, DI/D2 bolgesine gore ise %90
oraninda Talaromyces thermophilus ile benzestigi; 11.2.1.2.1 numarali izolat ITS
bolgesine gore %98, D1/D2 bolgesine gore ise %99 oraninda Rhizomucor pusillus
ile benzestigi; 11.6.1.2.1 numarali izolat ITS bdlgesine gore %98, DI/D2
bolgesine gore ise %95 oraninda Myceliophthora hinnulea ile benzestigi;
11.6.1.2.2 numarali izolat ITS ve D1/D2 bolgelerine gore ise %99 oraninda
Humicola grisea ile benzestigi; 11.6.2.2.1 numarali izolat ITS bolgesine gore
%100, DI/D2 bolgesine gore ise %99 oraninda Melanocarpus albomyces ile
benzestigi; 11.7.1.2.2 numarali izolat ITS boélgesine gore %96, D1/D2 bdlgesine
gore ise %99 oraninda Malbranchea cinnamomea ile benzestigi; 11.7.1.2.3
numarali izolat ITS bolgesine gore %98, D1/D2 bolgesine gore ise %100 oraninda
Malbranchea cinnamomea ile benzestigi; 11.7.1.2.6 numarali izolat ITS bolgesine
gore %99, D1/D2 bolgesine gore ise %97 oraninda Melanocarpus albomyces ile
benzestigi; 11.7.1.2.12 numaral1 izolat ITS bolgesine gore %99, DI/D2 bolgesine
gore ise %97 oraninda Melanocarpus albomyces ile benzestigi; 11.7.1.2.13
numarali izolat ITS bdlgesine gore %99, D1/D2 bolgesine gore ise %100 oraninda
Melanocarpus albomyces ile benzestigi; 11.7.2.2.1 numarali izolat ITS bolgesine
gore %99, D1/D2 bolgesine gore ise %90 oraninda Melanocarpus albomyces ile
benzestigi; 11.7.2.2.2 numarali izolat ITS ve DI/D2 bdlgesine gore ise %99
oraninda Malbranchea cinnamomea ile benzestigi; 11.7.2.2.3 numarali izolat ITS
bolgesine gore %95, D1/D2 bolgesine gore ise %99 oraninda Malbranchea
cinnamomea ile benzestigi; 11.7.3.2.1 numarali izolat ITS bolgesine gore %94,
D1/D2 bolgesine gore ise %95 oraninda Malbranchea cinnamomea ile benzestigi;
11.7.3.2.2 numarali izolat ITS bolgesine gore %99, D1/D2 bolgesine gore ise %97
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oraninda Myceliophthora thermophila ile benzestigi; 12.2.2.2.6 numarali izolat
ITS bolgesine gore %96, D1/D2 bolgesine gore ise %98 oraninda Malbranchea
cinnamomea ile benzestigi; 12.2.2.2.8 numarali izolat ITS bdlgesine gore %99,
D1/D2 bolgesine gore ise %95 oraninda Thielavia terrestris ile benzestigi;
12.6.1.2.1 numarali izolat ITS bolgesine gore %98, D1/D2 bolgesine gore ise %91
oraninda Talaromyces thermophilus ile benzestigi; 12.6.3.2.2 numarali izolat ITS
bolgesine gore %97, D1/D2 bolgesine gore ise %99 oraninda Rhizomucor pusillus
ile benzestigi; 12.7.2.2.1 numarali izolat ITS bdlgesine gore %98, D1/D2
bolgesine gore ise %95 oraninda Thermomyces lanuginosus ile benzestigi;
13.1.2.1.1 numarali izolat ITS bolgesine gore %99, D1/D2 bolgesine gore ise %91
oraninda Rhizomucor pusillus ile benzestigi; 13.2.2.1.1 numarali izolat ITS
bolgesine gore %98, D1I/D2 bolgesine gore ise %100 Malbranchea cinnamomea
ile benzestigi; 13.3.1.2.2 numarali izolat ITS bdlgesine gore %97, D1/D2
bolgesine gore ise %99 oraninda Scytalidium thermophilum ile benzestigi;
13.3.2.2.3 numarali izolat ITS bdlgesine gore %99, D1/D2 bolgesine gore ise %96
oraninda Humicola insolens ile benzestigi; 15.2.1.1.1 numarali izolat ITS
bolgesine gore %94, D1/D2 bolgesine gore ise %99 oraninda Scytalidium

thermophilum ile benzestigi belirlenmistir.

3.6.4. Dizilenen Gen Bolgelerinin Analizi

Filogenetik agac “MEGA v. 5.0” programi kullanilarak, Neighbour-
Joining metoduna gore elde edilmistir. Olusan dallarin istatistiksel olarak
dogrulugu “bootstrap” analizi ile 1000 kez 6rnekleme yapilarak belirlenmistir. 2
filogenetik aga¢ elde edilmistir. Birincisi ITS1-5.8S-ITS2 bolgesine ait dizi
bilgileri, ikincisi ise D1/D2 bolgesine ait dizi bilgileri ve NCBI gen bankasindaki
en yakin iliskili olduklari tiirlerin dizi bilgileri kullanilarak ¢izilmistir. Incelenen
izolatlara ait 1TS1-5.8S-ITS2 bolgesi ve rDNA (26-28S)’nin biiyiik alt iinitesinin
yiiksek degisken D1/D2 bolgesi genlerine ait dizi analizi bilgileri kullanilarak
elde edilen soy agaglar1 ve evrimsel gelisim siiregleri Sekil 3.16-3.17°de
verilmistir.

Sekil 3.16’de goriildiigii gibi elde edilen izolatlarin 1TS1-5.8S-1TS2 gen

tabaninda birbirleri ile olan evrimsel iligki ele alinmistir. Agacin istatistiksel
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giivenilirligi incelendiginde “bootstrap” degerlerinin %50°nin {izerinde oldugu
noktalarda dallanma topolojisinin giivenilir oldugu anlasilmistir. Rhizomucor
pusillus olarak tamimlanan 11.2.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod numarali 3
izolatin gen bankasindan alinan diger Rhizomucor pusilluslar ile %99 yakin
akraba olduklarint ve aynm kiime igerisinde yer aldiklarini goéstermistir.
Melanocarpus albomyces olarak tamimlanan 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12,
11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 kod numaral1 5 izolat ayni kiime igerisinde ¢ikmuistir.
Humicola grisea olarak tamimlanan 11.6.1.2.2 kod numarali izolat, Humicola
insolens olarak tamimlanan 13.3.2.2.3 kod numarali izolat ve Scytalidium
thermophilum olarak tanimlanan 13.3.1.2.2, 15.2.1.1.1 kod numarali 2 izolat ile
yakin akraba tiirler “bootstrap” tekrarlarinin %67sinde birbirleri ile akraba
olduklar1 bir grup igerisinde toplanmislardir. Fakat Humicola insolens tiirleri bu
grup igerisinde bazal bir grup olusturmuslardir. Malbranchea cinnamomea olarak
tammlanan 11.7.1.2.2 hari¢ 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.2, 11.7.2.2.3, 11.7.3.2.1,
12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod numarali 6 izolat %99 ayni kiime igerisinde toplandigi
goriilmektedir. 11.7.1.2.2 ise bu grup ile bazal konumda bir dalda bulunmaktadir.
ITS1-5.8S-ITS2 bolgesinin dizi bilgilerine dayanarak Talaromyces thermophilus
tirlerinin Thermomyces lanuginosus tiirleri ile yakin akraba olduklari

goriilmistiir. BLAST ile elde edilen sonuglar agacin topolojisini desteklemektedir.

Sekil 3.17°de goriildiigii gibi elde edilen izolatlarin rDNA (26-28S)’nin
bliyiik alt tinitesinin yiiksek degisken D1/D2 bolgesi gen tabaninda birbirleri ile
olan evrimsel iligki ele alinmistir. Agacin istatistiksel giivenilirligi incelendiginde
%39 degeri hari¢ “bootstrap” degerlerinin oldukc¢a yiiksek oldugu ve bu nedenle
aga¢ topolojisinin giivenilirliginin ¢ok iyi oldugu anlasilmistir. Rhizomucor
pusillus olarak tamimlanan 11.2.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod numarali 3
izolatin gen bankasindan aliman diger Rhizomucor pusilluslar ile %100 yakin
akraba olduklarim1 ve ayni kiime igerisinde yer aldiklarim1i gostermistir.
Melanocarpus albomyces olarak tamimlanan 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12,
11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 kod numarali 5 izolat %98 giivenilirlikle ayni kiime
igerisinde ¢ikmistir. Humicola grisea olarak tanimlanan 11.6.1.2.2 kod numarali
izolat, Humicola insolens olarak tamimlanan 13.3.2.2.3 kod numarali izolat ve

Scytalidium thermophilum olarak tanimlanan 13.3.1.2.2, 15.2.1.1.1 kod numarali
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Tablo 3.8. Dizi analizi ger¢eklestirilen izolatlarin belirlenen en yakin NCBI gen bankasi temsilcileri

Izolat no. Dizi Ulasim NCBI Gen Bankasindaki En Elde edilen dizi | Benzesme
analizinde numarasi Yakin Karsih@ uzunlugu, Yiizdesi
kullanmlan Eslesen Baz | (%)
primer Sayisi

111111 ITS4 FJ548825.1 Talaromyces thermophilus strain YM14 617 91

537/588
LR3 JF412001.1 Talaromyces thermophilus strain NRRL 2155 478 90
407/452
11.21.2.1 ITS4 HQ404246.1 Rhizomucor pusillus strain SC-Al 591 98
502/510
LR3 JX088738.1 Rhizomucor pusillus strain GSMBKU-09 586 99
559/562
11.6.1.2.1 ITS4 JF412015.1 Myceliophthora hinnulea strain ATCC 52474 761 98
434/444
LR3 JQ067900.1 Myceliophthora hinnulea 502 95
439/460
116.1.2.2 ITS4 AJ131856.1 Humicola grisea isolate IMI 126329 530 99
464/468
LR3 AB625578.1 Humicola grisea isolate 532 99
465/468
11.6.2.2.1 ITS4 JF412014.1 Melanocarpus albomyces strain ATCC 16460 445 100
445/445
LR3 JQ067902.1 Melanocarpus albomyces 556 99
537/538
11.7.1.2.2 ITS4 JF412018.2 Malbranchea cinnamomea strain CBS 343.55 510 96
480/500
LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamomea 511 99
499/509
11.7.1.2.3 ITS4 JF922020.1 Malbranchea cinnamomea strain CBS960.72 591 98
502/510
LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamonea 569 100
531/531

0€T


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/393716498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N0YADK9Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329132834?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WJ2Y235M016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6634106?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=01ZUAC99012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329132833?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0207KVUJ015
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Tablo 3.8. (Devam) Dizi analizi gergeklestirilen izolatlarin belirlenen en yakin NCBI gen bankasi temsilcileri

izolat no. Dizi Ulasim NCBI Gen Bankasindaki En Elde edilen dizi | Benzesme
analizinde numarasi Yakin Karsihg uzunlugu, Yiizdesi
kullanilan Eslesen Baz | (%)
primer Sayisi
11.7.1.2.6 ITS4 JF412014.1 Melanocarpus albomyces strain ATCC 16460 726 99
398/400
LR3 JQ067902.1 Melanocarpus albomyces 449 97
435/448
11.7.1.2.12 ITS4 JF412014.1 Melanocarpus albomyces strain ATCC 16460 500 99
443/445
LR3 JQ067902.1 Melanocarpus albomyces 593 97
552/568
11.7.1.2.13 ITS4 JF412014.1 Melanocarpus albomyces strain ATCC 16460 752 99
414/417
LR3 JQ067902.1 Melanocarpus albomyces 562 100
562/562
11.7.2.2.1 ITS4 JF412014 Melanocarpus albomyces strain ATCC 16460 606 99
586/592
LR3 JQ067902.1 Melanocarpus albomyces 410 90
386/427
11.7.2.2.2 ITS4 JF412018.2 Malbranchea cinnamomea strain CBS 343.55 565 99
509/513
LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamonea 584 99
580/584
11.7.2.2.3 ITS4 JF922020.1 Malbranchea cinnamomea CBS960.72 889 95
547/575
LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamomea 583 99
579/583
11.7.3.2.1 ITS4 JF922020.1 Malbranchea cinnamomea strain CBS960.72 342 94
300/320
LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamomea 502 95
467/491

T€T


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329132833?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WJ4S51UJ011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329132833?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=01YE1XBF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329132833?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WJ3N6J7Z011

@) ANADOLU UNIVERSITES]

Tablo 3.8. (Devam) Dizi analizi gergeklestirilen izolatlarin belirlenen en yakin NCBI gen bankasi temsilcileri

Izolat no. Dizi Ulasim NCBI Gen Bankasindaki En Elde edilen dizi | Benzesme
analizinde numarasi Yakin Karsih@ uzunlugu, Yiizdesi
kullanilan Eslesen Baz | (%)
primer Sayisi
11.7.3.2.2 ITS4 HQ724321.1 Myceliophthora thermophila strain UAMH 506 99
460/467

LR3 KC146378.1 Myceliophthora thermophila strain ATCC 48104 499 97
458/471

12.2.2.2.6 ITS4 JF922020.1 Malbranchea cinnamomea strain CBS960.72 469 96
283/296

LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamonea 595 98
512/523

12.2.2.2.8 ITS4 AJ271589.1 Thielavia terrestris NRRL 8126 506 99
460/467

LR3 HQ231972.1 Thielavia terrestris strain CBS 456.75 592 95
554/582

126.1.2.1 ITS1 FJ548825.1 Talaromyces thermophilus strain YM14 1037 98
581/590

LR3 JF412001.1 Talaromyces thermophilus strain NRRL 2155 517 91
457/403

12.6.3.2.2 ITS4 HM999962.1 Rhizomucor pusillus strain CBS 425.78 874 97
510/525

LR3 HM849716.1 Rhizomucor pusillus strain CBS 354.68 579 99
554/557

12.7.2.2.1 ITS4 FJ548827.1 Thermomyces lanuginosus strain T12 808 98
458/467

LR3 AY323232.1 Thermomyces lanuginosus YNUCC4154 465 95
424/446
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220682989?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GTE5PF29013
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Tablo 3.8. (Devam) Dizi analizi gergeklestirilen izolatlarin belirlenen en yakin NCBI gen bankasi1 temsilcileri

izolat no. Dizi Ulasim NCBI Gen Bankasindaki En Elde edilen dizi | Benzesme
analizinde numarasi Yakin Karsihg uzunlugu, Yiizdesi
kullanilan Eslesen Baz | (%)
primer Sayisi
13.1.2.1.1 ITS4 HQ404243.1 Rhizomucor pusillus strain HS-A5 600 99
588/590
LR3 JX088738.1 Rhizomucor pusillus strain GSMBKU-09 617 91
537/588
132211 ITS4 JF922020.1 Malbranchea cinnamomea strain CBS960.72 485 98
473/482
LR3 JQ067903.1 Malbranchea cinnamomea 523 100
523/523
13.3.1.2.2 ITS4 FJ548831.1 Scytalidium thermophilum strain B1 508 97
458/471
LR3 JQ067898.1 Scytalidium thermophilum 573 99
567/570
13.3.2.2.3 ITS4 AJ131857.1 Humicola insolens isolate IM1 126330 528 99
514/520
LR3 EU257375.1 Humicola insolens 585 96
497/517
152111 ITS4 AJ131862.1 Scytalidium thermophilum strain IMI 243118 466 94
428/457
LR3 JQ067898.1 Scytalidium thermophilum 580 99
556/564

€eT


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329458530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G6XX0GDW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/393716498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N0YADK9Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220682993?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=N0Z8PA2Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6634107?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G6W9V33401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380709207?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Y7366MD801S
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Thermomyces lanuginosus 12.7.2.2.1

T. lanuginosus (AB085929.1)

T. lanuginosus (JF412006.1)

T. lanuginosus (GQ469970.1)

— | T. lanuginosus (GU441538.1)
Talaromyces thermophilus (KC342037.1)
Talaromyces thermophilus 12.6.1.2.1

T. thermophilus 11.1.1.1.1

M. cinnamomea 11.7.1.2.2

3p Malbranchea flava (EF550978.1)

!
=2y

o

50

R. pusillus 11.2.1.2.1
R.pusillus (HQ285622.1)
R. pusillus (HQ285702.1)
. pusillus (HQ285701.1)
. pusillus (HQ404247.1)
. pusillus 13.1.2.1.1
pusillus (HQ285716.1)
pusillus (HQ404246.1)
pusillus (JN315022.1)
pusillus (JX661046.1)
Rhizomucor pusillus 12.6.3.2.2

Clade 2

134

Clade 1

99

D

E{ H. insolens (AJ131857.1)

H. insolens 13.3.2.2.3

S. thermophilum 15.2.1.1.1

6f] Humicola grisea 11.6.1.2.2

Scytalidium thermophilum (FJ548831.1)

S. thermophilum (AJ131863.1)

S. thermophilum (AJ131859.1)

H. grisea (AJ131856.1)

S. thermophilum 13.3.1.2.2

S. thermophilum (FJ548828.1)

S. thermophilum (FJ548829.1)

S. thermophilum (FJ548830.1)

M. thermophila 11.7.3.2.2

6@ | M. thermophila (HM149535.1)

M. thermophila (JX124712.1)

63|l Myceliophthora thermophila (KC146362.1)

32|| Myceliophthora verrucosa ( JQ246353.1)

Myceliophthora hinnulea 11.6.1.2.1
Thielavia terrestris 12.2.2.2.8

42|y Melanocarpus albomyces 11.7.1.2.13

Sordariales sp. (JN659503.1)

Sordariales sp. (JN659501.1)

63] Chaetomium sp.(FJ646601.1)

M. albomyces 11.7.1.2.6

M. albomyces 11.7.1.2.12

M. albomyces 11.6.2.2.1

M. albomyces 11.7.2.2.1

- "Kok Strain'' Thielavia australiensis (JF412017.1)

W
o1

—
0.1

Clade 4A

Clade 4B

Clade 4C

Malbranchea cinnamomea 13.2.2.1.1
M. cinnamomea 11.7.2.2.3

M. cinnamomea 12.2.2.2.6

M. cinnamomea 11.7.1.2.3

M. cinnamomea 11.7.2.2.2

M. cinnamomea (JF922020.1)

M. cinnamomea 11.7.3.2.1

Sekil 3.16. Incelenen izolatlarn ITS dizilerine dayali filogenetik iliskilerinin incelenmesi:

Tamura-Nei modeline dayali olarak Neighbor Joining yontemi, 1000 tekrarli
(Bootstrap 1000). D1g grup: Thielavia australiensis (JF412017.1)

Clade 3
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R. pusillus (AF113475.1)

R. pusillus 11.2.1.2.1

R. pusillus (HM849716.1)

6| R. pusillus 13.1.2.1.1

R. pusillus (JN315054.1)

R. pusillus (JN315053.1)

R. pusillus (JX088738.1)
Rhizomucor pusillus 12.6.3.2.2
R. pusillus (AF113474.1)

100

135

Clade 1

Humicola sp. (HQ850154.1)

T. lanuginosus (DQ010012.1)
T. lanuginosus (EF468715.1)
Thermomyces lanuginosus 12.7.2.2.1
M. flocciformis (AB359420.1)
Malbranchea cinnamomea 13.2.2.1.1
M. cinnamomea 11.7.2.2.3
M. cinnamomea 12.2.2.2.6
M. cinnamomea 11.7.1.2.3

M. cinnamomea 11.7.2.2.2

39 M. cinnamomea 11.7.3.2.1

80

(=2}

7

98

1 Myceliophthora fergusii (JQ067896.1)

o] M. hinnulea (3Q067900.1)

|— M. cinnamomea 11.7.1.2.2

Thielavia terrestris 12.2.2.2.8
Remersonia thermophila (JQ067901.1)
Humicola grisea 11.6.1.2.2

H. insolens 13.3.2.2.3

S. thermophilum (JQ067898.1)

H. grisea (AB625578.1)

S. thermophilum 13.3.1.2.2

H. insolens (EU257375.1)

- Humicola fuscoatra (EU257376.1)

S. thermophilum 15.2.1.1.1

Chaetomium sp. (AB744229.1)
Myceliophthora hinnulea 11.6.1.2.1

Myceliophthora thermophila 11.7.3.2.2
M. thermophila (HQ724320.1)
Melanocarpus albomyces 11.7.1.2.13
M. albomyces 11.7.1.2.6
M. albomyces 11.7.1.2.12
M.albomyces 11.6.2.2.1
M. albomyces 11.7.2.2.1

- "Kok Strain" Thielavia australiensis (JQ067899.1)

—
01

Clade 3

Clade 4A

Clade 4B

Clade 4C

99 T- thermophilus (FJ548825.1)
75|I Talaromyces thermophilus 12.6.1.2.1
T. thermophilus 11.1.1.1.1

Sekil 3.17. incelenen izolatlarin D1/D2 dizilerine dayali filogenetik iliskilerinin incelenmesi:

Tamura-Nei modeline dayali olarak Neighbor Joining yo6ntemi,

1000 tekrarli

(Bootstrap 1000). D1g grup: Thielavia australiensis (JQ067899.1)

Clade 2
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2 izolat ile yakin akraba tiirler “bootstrap” tekrarlarinin %99’unda birbirleri ile
akraba olduklart bir grup igerisinde toplanmiglardir. Malbranchea cinnamomea
olarak tamimlanan 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.2, 11.7.2.2.3, 11.7.3.2.1,
12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod numaral1 7 izolat %100 ayni kiime igerisinde toplandigi
goriilmektedir. BLAST ile elde edilen sonuglar agacin topolojisini
desteklemektedir.

3.7. Fitaz Enzimi Ureten Tiirlerin Kiiltiirel Ortamlarda Belirlenmesi

Fitaz tarama besiyerinde gerceklestirilmis olan tarama sonucunda
izolatlarimizin %44’ iniin az veya ¢ok seviyede olmak {lizere fitaz lrettigi
belirlenmistir. Fitaz enzimi On tarama c¢alismalar1 sonucunda termofilik kiiflerden
3 tanesinin (11.7.1.2.3- Malbranchea cinnamomea, 11.7.3.2.2- Myceliophthora
thermophila, 12.7.2.2.1- Thermomyces lanuginosus) ekildikleri petrilerde 0,3
cm’den daha biiyiik seffaf zon olusumu gozlenmistir. 12.7.2.2.1 kodlu izolat ise
petriyi tamamen dolduracak sekilde yaygin gelisim gostermis ve PSM
besiyerindeki opakligi tamamen gidermistir (Sekil 3.18). Tarama c¢alismalari
sonucunda izolatlarin  fitaz tarama ortaminda  olusturduklar1  zonlar
degerlendirilerek en biiyiikk seffaf zonu olusturan bes izolat KFF {iretiminde
degerlendirilmek  {izere seg¢ilmistir. Bu izolatlar 11.7.3.2.2 numarali
Myceliophthora thermophila, 11.7.1.2.12 numarali Melanocarpus albomyces,
11.2.1.2.1 numarali Rhizomucor pusillus, 11.7.1.2.6 numarali Melanocarpus
albomyces ve 12.7.2.2.1 numarali Thermomyces lanuginosus dur. Bu tarama

calismasinin detayli sonuglar1 Tablo 3.9°da verilmistir.
3.8. Kati Faz Fermentasyonu (KFF) Yoluyla Fitaz Uretimi
3.8.1. Kalibrasyon Grafiginden Egim Degerinin Belirlenmesi
Fitaz aktivitesinin yorumlanmasi igin, 10pg/ml ile 35upg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlarda hazirlanan KH,PO, ¢ozeltilerinin 820 nm’deki

absorbans degerleri saptanmistir. Sekil 3.19°da KH,PO, konsantrasyonlar1 ve

absorbans degerleri arasindaki dogrusal iligki verilmistir.
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Tablo 3.9. Termofilik funguslarin fitaz tarama sonuglar1 *[(-) : gelisim var, seffaf zon yok, (+):

seffaf zon<0,3 cm, (++): 0,3 cm<seffaf zon<0,5 cm, (+++): 0,5 cm<seffaf zon]

.
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Izolat no. Zon olusum derecesi*
11.1.1.11 +
11.2.1.21 +
11.6.1.2.1 -
11.6.1.2.2 -
11.6.2.2.1 gelismedi
11.7.1.2.2 +
11.7.1.2.3 -
11.7.1.2.6 ++
11.7.1.2.12 +
11.7.1.2.13 -
11.7.2.2.1 -
11.7.2.2.2 +
11.7.2.2.3 gelismedi
11.7.3.2.1 +
11.7.3.2.2 +++
12.2.2.2.6 +
12.2.2.2.8 -
12.6.1.2.1

12.6.3.2.2

12.7.2.2.1 +++
13.1.2.1.1 gelismedi
13.2.2.1.1 +
13.3.1.2.2 -
13.3.2.2.3 -
15.2.1.1.1 -
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Sekil 3.18. Fitaz tarama ortaminda gerc¢eklestirilmis olan tarama sonucu goriiniisii (A: 11.7.3.2.2;

B:12.7.2.2.1)
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Sekil 3.19. Fitaz aktivitesi igin kalibrasyon grafigi
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3.8.2. KFF Ortaminda En lIyi Fitaz Aktivitesine Sahip Tiiriin Secilmesi

Fitaz enzimi iireten tiirlerin kiiltiirel ortamlarda belirlenmesi igin yapilan
taramalar sonucunda segilen bes izolat KFF iiretimine alinmistir. Enzim tretimi
ve optimizasyonu i¢in kullanilmak iizere, segilen 11.7.3.2.2 (Myceliophthora
thermophila), 11.7.1.2.12 (Melanocarpus albomyces), 11.2.1.2.1 (Rhizomucor
pusillus), 11.7.1.2.6 (Melanocarpus albomyces) ve 12.7.2.2.1 (Thermomyces
lanuginosus) kod numarali bes termofilik fungus KFF iiretim ortaminda 45 °C’de
7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen ham enzim ekstraktlar1
ile yapilan fitaz aktivite analizleri sonucunda 12.7.2.2.1 izolat numarali
Thermomyces lanuginosus’un en yiiksek aktivite (0,286 U/ml/dk) gosteren tiir
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.10). Yapilmis olan optimizasyon ve diger

analizlerde bu susun iirettigi ekstraseliiler fitaz enzimi kullanilmastir.

Tablo 3.10. Kiiltiirel ortamda se¢ilmis izolatlardan KFF ile elde edilen fitaz aktiviteleri

Izolat No.  Fitaz Aktivitesi (U/ml/dk)

11.2.1.2.1 0,011130
11.7.1.26 0,006138
11.7.1.2.12 0,009575
11.7.3.2.2 0,006138
12.7.2.2.1 0,286433

3.9. Fitaz Geninin Varhginin Molekiiler Tekniklerle Taranmasi

Bu asamada, kiiltiirel ortamda yapilan taramalar ve KFF c¢alismasi ile
diger suslara kiyasla yiiksek oranda fitaz iirettigi belirlenen ve kat1 faz
fermentasyon ile fitaz tiretimi igin secilen 12.7.2.2.1 izolat numarali Thermomyces
lanuginosus’un fitaz geninin varli@i belirlenmistir. Bu fungusun fitaz enzimini
tiretmekten sorumlu gen bolgesinin bu bolgeye 6zel UP ve DP primerleri ile
pozitif amplifikasyon olusturmalar1 saglanmistir. Fitaz enzimini Uretmekten
sorumlu gen bdlgesi 1488 bp boyutunda (Sekil 3.20) amplifiye edilmistir. Ve elde
edilen PCR friint, lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE
Healthcare, formerly Amersham Biosciences, 28-9034-71) kullanilarak saf halde

elde edilmistir.
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1500 bp
1000 bp

Sekil 3.20. Kismi 3-phytaseA bdlgesine ait PCR sonucu (M: 1 kb marker)

Thermomyces lanuginosus izolatlarinin kismi fitaz gen bodlgesinin DP
primeri ile dizi analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen dizi bilgisi asagida fasta
formunda verilmistir. Bu dizi bilgisinin blast programi ile degerlendirilerek
“Genozymes Project Public Genomes” gen bankasinda “3-phytaseA,
Thermomyces lanuginosus” geni ile %98 benzerlik gosterdigi belirlenmistir
(Tablo 3.11).

>Thermomyces lanuginosus’un dizi analizi ile belirlenen fitaz enzimini

tiretmekten sorumlu kismi gen dizisi

ATGGCGGGGATAGGTTTGGGGTCCTTTCTGGTCCTGCTGCTGCAATTGTACGCA
TTCTTCTAGACCCTAATTATAGAGGTCTGTTGCTGATATTCTGACTAGTTCGGC
ATTATTGACGGCCTCGCCGGCCATTCCTCCTTTCTGGAGGAAGAAGCATCCCAA
CGTGGACATTGCCCGCCACTGGGGCCAGTACTCGCCCTTCTTCTCGCTGGCCGA
GGTCTCTGAAATCTCGCCTGCGGTGCCCAAGGGCTGTCGTGTCGAGTTTGTGCA
GGTGCTGTCCCGGCACGGAGCTCGGTATCCTACTGCTCACAAGAGTGAAGTCTA
CGCCGAGTTGCTTCAAAGGATCCAGGACACTGCGACCGAGTTCAAGGGCGATTT
TGCCTTTCTCCGAGACTATGCCTATCATCTCGGTGCCGATAATTTGACGCGCTT
TGGCGAGGAGCAGATGATGGAATCGGGCCGCCAGTTCTACCACCGGTATCGTGA
GCAGGCCCGAGAGATTGTGCCATTTGTGCGTGCGGCAGGCTCCGCGCGAGTCAT
TGCGTCGGCAGAGTTCTTCAACCGCGGATTCCAGGATGCCAAAGACCGGGATCC
CAGGTCGAACAAGGACCAGGCAGAGCCTGTGATCAACGT
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Tablo 3.11. Dizi analizi gergeklestirilen fitaz gen bolgesinin belirlenen en yakin Genozymes

Project Public Genomes gen bankasi temsilcisi

Dizi Gen Bankasindaki En Benzesme
analizi Yakin Karsilig Yiizdesi (%)
primeri

3-phytaseA 98

Thermomyces

lanuginosus

3.10. KFF’deki Uretim Kosullarinmn Thermomyces lanuginosus’un Fitaz

Sentezi Uzerine EtKisi

3.10.1. Klasik Yontemle Optimizasyon

KFF’de fungustan enzim iiretiminde substrat tiirii, baslangi¢c nem diizeyi,
inokulum miktar1 ve tiretim siiresi; her bir parametrenin birbirinden bagimsiz

olarak test edilmesi ile optimize edilmistir.

3.10.1.1. Uygun Substrat Se¢imi

Thermomyces lanuginosus’dan enzim iretiminde en uygun substrati
belirlemek i¢in KFF’de bugday kepegi, piring kepegi, yulaf kepegi, cavdar kepegi,
arpa kepegi, bonkalit, ogitiilmiis aycicegi sap1 ve Ogiitilmiis findik kabugu
substrat olarak kullanilmistir. En yiiksek enzim sentezinin piring kepegi igeren
KFF ortaminda gergeklestigi yapilan aktivite olgiimleri sonucu belirlenmistir.
Substrat olarak ¢avdar kepegi igeren KFF ortaminda fitaz enzim aktivitesinin en
diisiik miktar1 elde edilmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Fitaz sentezine bazi substratlarin etkisi (1, piring kepegi; 2, yulaf kepegi; 3, bugday
kepegi; 4, bonkalit; 5, cavdar kepegi; 6, arpa kepegi; 7, aycicegi sapt; 8, findik
kabugu)

3.10.1.2. Baslangic Nem Diizeyinin EtKisi

Farkli oranlarda baslangic nem diizeylerine sahip, substrat olarak piring
kepeginin kullanildigi KFF ¢aligmalarinin sonucunda en yiiksek enzim aktivitesi
nem orani %70 olan ortamda elde edilmistir. Ortamlardan elde edilen aktivitelerin
kiigiikten biiyiige baslangi¢c nem diizeyine gore siralanisi; % 20, 30, 40, 50, 60, 80,
70 seklindedir (Sekil 3.22).

3.10.1.3. inokulum Miktarmin EtKisi

Inokulum miktarin1 optimize etmek icin as1 kiiltiir miktarlar1 % 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50 (v/w) olarak ayarlanmigtir. Maksimum enzim aktivitesinin
0,966 U/ml/dk olarak elde edildigi inokulum miktart % 40 olarak saptanmustir.
%10’luk inokulant miktarinda ise en dusiik aktivite olan 0,559 U/ml/dk elde
edilmistir (Sekil 3.23).
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Sekil 3.22. KFF’da baglangi¢c nem diizeyinin fitaz aktivitesi iizerine etkisi (1-7 sirasiyla % 20, %
30, % 40, % 50, % 60, % 70, % 80)
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Sekil 3.23. KFF’da inokulum miktarinin fitaz aktivitesi iizerine etkisi

3.10.1.4. Uretim Siiresinin Optimizasyonu

Thermomyces lanuginosus’un maksimum enzim sentezledigi iiretim
stiresini bulmak igin 4. giinden itibaren 5, 6, 7, 8, 9, 12 ve 20. giinlerde enzim
aktivite olgtimleri yapilmigtir. Enzim aktivitesi 4. giinden 7. giine kadar yiikselis

gostermistir ancak 8. giinde hizli bir diisiis meydana gelmistir. Bu durum Sekil
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3.24°de gosterilmistir. Uretim siirecinin 7. giiniinde maksimum diizeye ulasan
enzim aktivitesi 1,011 U/ml/dk olarak hesaplanmistir. Bu sonug¢lar dogrultusunda

7. glin optimum tiretim siiresi olarak belirlenmistir.

1,04
1,01 =3
0,98
0,95
0,92
0,89 —¢
0,86 [— v —
0,83 [
0,8 ©

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Giinler

Fitaz aktivitesi (U/ml/dk)

Sekil 3.24. KFF kiiltiirlerinde tiretim siiresinin fitaz aktivitesine etkisi

3.10.2. Cevap Yiizey Yontemi (CYY) ile Optimizasyon

CYY’nin Merkezi Bilegske Tasarimi (CCD: Central composite design) fitaz
tiretimini etkileyen dort parametrenin [inkiibasyon sicakligi (T), baslangi¢ pH
(pH), havalandirma alan1 (H) ve as1 kiltiirtin yas1 (Y)] optimum seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilmigtir ve ortalama tahmin edilen ve gbzlenen cevaplar
Tablo 3.12’de verilmistir.

Deneyler tamamlandiktan sonra modelin istatistiksel testi Fisher’in
varyans analizleri (ANOVA) ile gergeklestirilmistir. Elde edilen regresyon
esitlikleri, inkiibasyon sicakligi, baslangi¢c pH, havalandirma alan1 ve as1 kiiltiiriin
yasi’nin degerlerinin fonksiyonuyla iiretilen fitaz seviyelerini ifade etmektedir.
Tahmini regresyon katsayilart Tablo 3.13’de verilmistir. Fitaz aktivite miktar
model tarafindan asagidaki regresyon esitligi ile tahmin edilebilmektedir.
Modelde kullanilan dort faktoriin optimizasyonu i¢in hesaplanan regresyon esitligi

bu degiskenlerin bir fonksiyonu olarak fitaz aktivitesini (y) gostermektedir.
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Tablo 3.12. CYY ile optimizasyon deneyleri, tahmin edilen aktiviteler ve deneyler sonucunda

gozlenen aktiviteler

. .

IVERSITESI

Deney T pH H Y Ekstraseliiler fitaz

AKkist aktivitesi (U/ml/dk)

Gozlenen Tahmin
edilen
1 47,500 5,50 20,0 3,00 0,312 0,282
2 47,500 5,50 20,0 3,00 0,188 0,282
3 47,500 5,50 20,0 3,00 0,367 0,282
4 47,500 5,50 20,0 3,00 0,210 0,282
5 47,500 5,50 20,0 4,63 0,520 0,535
6 55,000 7,50 30,0 4,00 0,725 0,713
7 55,000 7,50 10,0 4,00 0,184 0,160
8 55,000 7,50 10,0 2,00 0,000 0,037
9 55,000 7,50 30,0 2,00 0,459 0,418
10 55,000 3,50 10,0 4,00 0,040 0,032
11 59,725 5,50 20,0 3,00 0,192 0,217
12 47,500 5,50 20,0 3,00 0,319 0,282
13 40,000 7,50 10,0 2,00 0,431 0,383
14 35,275 5,50 20,0 3,00 0,217 0,236
15 40,000 3,50 30,0 4,00 0,066 0,031
16 40,000 7,50 30,0 4,00 0,071 0,109
17 40,000 7,50 30,0 2,00 0,069 0,078
18 40,000 3,50 10,0 4,00 0,384 0,396
19 40,000 7,50 10,0 4,00 0,278 0,243
20 47,500 8,76 20,0 3,00 0,164 0,197
21 47,500 5,50 20,0 3,00 0,288 0,282
22 47,500 2,24 20,0 3,00 0,055 0,064
23 55,000 3,50 30,0 4,00 0,334 0,353
24 55,000 3,50 30,0 2,00 0,068 0,103
25 47,500 5,50 36,3 3,00 0,159 0,142
26 47,500 5,50 20,0 3,00 0,347 0,282
27 40,000 3,50 30,0 2,00 0,049 0,044
28 47,500 5,50 20,0 1,37 0,418 0,446
29 47,500 5,50 3,7 3,00 0,069 0,128
30 55,000 3,50 10,0 2,00 0,019 -0,048
31 40,000 3,50 10,0 2,00 0,566 0,579
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@) ANADOLU UNIVERSITESI

146

y= 0,282- 0,00595*T+ 0,0407*pH+ 0,0041*H+ 0,0275*Y- 0,0210%T2-
0,0572*pH2-  0,0555%H2+  0,0783*Y2+  0,0703*TpH+  0,0577*pHH+
0,0426*HY+ 0,1716*TH+ 0,0659*TY+ 0,011*pHY

Esitlikte: vy, fitaz aktivitesi (U/ml/dk); T, inkiibasyon sicakligi (°C); pH,
baslangi¢c pH; H, havalandirma alani (%) ve Y, as1 kiiltiiriin yas1 (giin) dir.

Tablo 3.13. Aktivite i¢in tahmini regresyon katsayilari, ANOVA sonuglari

Terim katsayilar SE kats. T P

Sabit 0,282326 0,02034 13,878 0,000
T -0,005956 0,01226 -0,486 0,634
pH 0,040736 0,01226 3,323 0,004
H 0,004090 0,01226 0,334 0,743
Y 0,027529 0,01226 2,246 0,039
T™*T -0,021043 0,01453 -1,448 0,167
pH*pH -0,057168 0,01453 -3,934 0,001
H*H -0,055464 0,01453 -3,817 0,002
Y*Y 0,078309 0,01453 5,389 0,000
T*pH 0,070330 0,01415 4,971 0,000
T*H 0,171645 0,01415 12,132 0,000
T*Y 0,065887 0,01415 4,657 0,000
pH*H 0,057655 0,01415 4,075 0,001
pH*Y 0,011008 0,01415 0,778 0,448
H*Y 0,042631 0,01415 3,013 0,008

S =0,0565926 PRESS =0,179692
R’= 9% 94,85 R*(pred)= % 81,93 R*(adj)= % 90,34

Modelin kalitesi pek c¢ok kriter kullanilarak kontrol edilmektedir.
Bunlardan bir tanesi belirlilik katsayisi (RZ) dir. Fitaz tretimi i¢in belirlilik
katsayis1 (RZ) 0,95 olarak hesaplanmistir. R? belirlilik katsayis1 ¢oklu modellerde
genellikle yeterli degildir. Ciinkii ¢oklu regresyon modelleri i¢in denkleme yeni
degisken ilave edilmesi durumunda R? degeri genellikle artmaktadir. Bu yiizden
anlamli bir test yapabilmek i¢in ¢oklu modellerde diizeltiimis R® (adj. R?)
hesaplanmalidir. Fitaz iiretimi i¢in diizeltilmis R? % 90,34 olarak hesaplanmustir.
Fitaz iiretimi i¢in korelasyon (iliski) katsayismim (pred R?) degeri ise 0,82 dir
(Tablo 3.13).

F ve P degerleri modelin ve model parametrelerinin anlamliliklarini
gostermek icin kullanilmaktadir. Calistigimiz modelin F degeri 21,04 ve P degeri

0,000 dir. Fitaz tiretimi i¢in kullanilan faktorlerin, etkilesimlerin ve karelerin F ve
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P degerleri ANOVA c¢alismasinin sonuclar1 halinde Tablo 3.14°de verilmistir.
Uyguladigimiz modelde uyum eksikligi F-degeri 0,52 dir.

Tablo 3.14. CYY i¢in merkezi bileske modeli sonuglarmin ANOVA tablosu

Kaynak DF  SeqSS Adj SS MS F P
(Prob>F)

Model 14 0,943356 0,943356 0,067383 21,04 0,000

Dogrusal 4 0,052635 0,052635 0,013159 411 0,018
T 1 0,000756 0,000756 0,000756 0,24 0,634
pH 1 0,035369 0,035369 0,035369 11,04 0,004
H 1 0,000357 0,000357 0,000357 0,11 0,743
Y 1 0,016153 0,016153 0,016153 5,04 0,039
Kare 4 0,186529 0,186529 0,046632 14,56 0,000
T 1 0,008930 0,006715 0,006715 2,10 0,167
pH*pH 1 0,046999 0,049562 0,049562 15,48 0,001
H*H 1 0,037604 0,046651 0,046651 14,57 0,002
Y*Y 1 0,092996 0,092996 0,092996 29,04 0,000

Etkilesim 6 0,704193 0,704193 0,117366 36,65 0,000

T*pH 1 0,079140 0,079140 0,079140 24,71 0,000
T*H 1 0,471393 0,471393 0,471393 147,19 0,000
T*Y 1 0,069457 0,069457 0,069457 21,69 0,000
pH*H 1 0,053186 0,053186 0,053186 16,61 0,001

pH*Y 1 0,001939 0,001939 0,001939 0,61 0,448

H*Y 1 0,029078 0,029078 0,029078 9,08 0,008

Kalntt 16 0,051244 0,051244 0,003203

(Residual Error)

Uyum 10 0,023872 0,023872 0,002387 0,52 0,826
Eksikligi

(Lack-of-Fit)

SafHata 6 0,027371 0,027371 0,004562

(Pure Error)

Toplam 30 0,994600

(DF, serbestlik derecesi; Seq SS, karaler toplami; Adj SS, diizeltilmis karaler toplami; MS,

ortalama karaler toplami)

Degiskenler arasindaki etkilesimleri anlamak ve maksimum cevap i¢in her
bir degiskenin optimum seviyelerini belirlemek amaciyla cevap ylizey grafikleri
cizilmigtir (Sekil 3.25-3.27). Fitaz aktivitesine as1 kiltiiriin yas1 ve sicakligin
etkilerini gdsteren ii¢ boyutlu cevap ylizey grafiginde pH 7,5 ve havalandirma
alan1 ise % 30°da sabit tutulmustur (Sekil 3.25). Bu grafikte fitaz aktivitesi
grafigin en koyu kirmizi renkle gosterilmis olan tepe noktasinda maksimum
seviye olan > 1,2 U/ml/dk.’ya ulastigi gosterilmistir. Fitaz aktivitesine as1
kiiltiirtin yas1 ve havalandirma alaninin etkilerini gdsteren cevap yiizey grafiginde
ise pH 7,5 ve inkiibasyon sicakligi 55 OC’de sabit tutulmustur (Sekil 3.26). Bu
grafikte de bir onceki grafikle benzer sekilde fitaz aktivitesi grafigin en koyu
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kirmiz1 renkle gosterilmis olan tepe noktasinda maksimum seviye olan > 1,2
U/ml/dk.’ya ulastig1r gosterilmistir. Fitaz aktivitesine inkiibasyon sicakligi ve
havalandirma alaninin etkilerini gdsteren {iciincii cevap ylizey grafiginde ise yine
pH 7,5 sabit iken as1 kiiltiiriin yasida 4 giin’de sabit tutulmustur ve fitaz
aktivitesinin >1,2 U/ml/dk’ya ulastig1 seviye koyu kirmizi renkte gosterilmistir
(Sekil 3.27). Istatistiksel model, maksimum fitaz iiretiminin (>1,4 U/ml/dk)
baslangic pH 7,5, havalandirma alan1 % 30, 5 giinlik as1 kiiltiir ve 55 °C de

inkiibasyon kosullarinda elde edilecegini 6ngormiistiir.

Sekil 3.25-3.27°da goriilen iic boyutlu cevap ylizey grafikleri fitaz
liretiminin optimizasyonunda kullanilan degiskenlerin aralarindaki dogrusal

olmayan etkilesimleri gostermektedir.

16+:

S5
Fitaz aktivitesi O | ’:‘:‘2 % ﬁ‘%é“
(U/ml/dk) %"g’

041
Y: a1 kiiltiiriin yag: {giin) , : :fl o 2 5 <0.8
A <04
B <0

b5 g inkiibasyon sicakhig (0C)

Sekil 3.25. Fitaz aktivitesine ag1 kiiltiiriin yas1 ve sicakligin etkilerini gosteren cevap ylizey grafigi
(pH 7,5; havalandirma alan1 % 30°da sabittir)
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Sekil 3.26. Fitaz aktivitesine as1 kiiltlirlin yas1 ve havalandirma alanmin etkilerini gdsteren cevap

yiizey grafigi (pH 7,5; inkiibasyon sicakligi 55 °C’de sabittir)
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Sekil 3.27. Fitaz aktivitesine inkiibasyon sicakligi ve havalandirma alaninin etkilerini gosteren

cevap ylizey grafigi (pH 7,5; as1 kiiltiiriin yas1 4 giin’de sabittir)
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3.10.2.1. Deneysel Modelin Dogrulanmasi

Fitaz iiretiminin model tarafindan tahmin edilen optimum kosullar
dogrultusunda gerceklestirilmesi ile istatistiksel model dogrulanmistir. Bu amagla
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fitaz aktivitesi 3,156 U/ml/dk olarak
belirlenmistir. istatistiksel model, belirlenen optimum kosullar altinda, maksimum
fitaz tretimini >1,4 U/ml/dk olarak tahmin etmistir. Optimum kosullarda
belirlenmis olan aktivitenin 1,4 ‘lin lizerinde ¢ikmasi modeli dogrulamaktadir.
CYY ile optimizasyon oncesinde klasik yontemle optimize edilmis kosullarda
elde edilen fitaz aktivitesi ise 1,011 U/ml/dk dir. Thermomyces lanuginosus’dan
kat1 faz fermentasyonla iiretilen fitaz aktivitesi Cevap ylizey yontemi ile

optimizasyon yoluyla 3,122 kat arttirilmigtir.

3.11. Katki Maddelerinin Etkisi

Bu amagla cesitli karbon kaynaklari, azot kaynaklari, metal tuzlari ve ylizey
aktif maddeler belirtilen oranlarda fitaz tiretim ortamina eklenmistir (Tablo 3.15).
Incelenen dort karbon kaynagi arasindan 3,248 U/ml/dk’lik fitaz aktivitesi ile
siikroz katkili ortam, kontrol ortaminda elde edilen 2,512 U/ml/dk fitaz
aktivitesinin iizerine ¢ikmistir, liretim siirecinde pozitif etkili oldugu gosterilmistir.
Glukoz’un ortama eklenmesi ile olusan fermentasyonda ise kontrole ¢ok yakin
degerde bir aktivite elde edilmis ve etkisiz bir madde oldugu belirlenmistir. Ancak
maltoz ve dzellikle de musir unu fitaz liretimine negatif yonde etki etmistir. Onbir
farkli azot kaynaginin KFF ile fitaz enzimi iliretimi iizerine etkileri incelenmistir.
Bu azot kaynaklarindan higbirinin kontrol ortamindaki iiretimde elde edilen fitaz
aktivitesinin Ulzerine ¢ikamadiklar1 i¢in fermentasyonu indiikleyici etkileri

olmadigina karar verilmistir.
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Tablo 3.15. Cesitli katki maddelerinin KFF ile fitaz tiretimi tizerine etkileri

Fitaz Fitaz
aktivitesi aktivitesi

Madde (U/ml/dk) Madde (U/ml/dk)

Karbon kaynaklar Metal tuzlarn
glukoz 2,371 CaCl, 0,069
maltoz 0,235 MgCl, 0,195
stikroz 3,248 MnCl, 0,064
misIr unu 0,058 Cuso, 0,066

Azot kaynaklari Co(NO3), 2,263
tire 0,032 ZnS0, 2,659
maya ekstrakti 0,053 NaNO3; 0,935
tripton 0,429 Yiizey aktif maddeler
triptik soy 1,112 tween 20 0,049
pepton 0,055 tween 80 1,219
nutrient broth 0,206 triton X-100 0,056
yagsiz siit tozu 2 SDS 1,447
kazaminoasit 2,01 EDTA 2,096
soya unu 0,969 kontrol 2,512
malt ekstrakt 1,783
NH4NO; 0,241

Diger yandan iire, maya ekstrakti, pepton, nutrient broth ve NH4NO3
fermentasyon iizerinde oldukga negatif bir etki gostermislerdir. KFF’ye etkileri
incelenen 7 farkli metal tuzundan yalnizca ZnSO, 2,659 U/ml/dk aktivite ile
kontrol ortamindan elde edilen fitaz aktivitesinin iizerinde bir aktivite elde
edilmesini saglamigtir ve KFF {izerine pozitif bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Buna karsin CaCl,, MgCl,, MnCl, ve CuSQ, fitaz {iretimi tizerinde
oldukca inhibe edici bir etki gostermislerdir. KFF’ye etkileri belirlenmeye
calisilan yiizey aktif maddeler ve SDS, EDTA’nin indiikleyici bir etkiye sahip
olmadiklari, tween 20 ve triton x-100 fermentasyonu oldukg¢a negatif etkiledikleri
belirlenmistir. Kullanilan katki maddelerinin etkileri Sekil 3.28’de verilmistir.
Uygulanan optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda fitaz aktivitesinde 10.83 kat artig

saglanmustir (0.30 U - 3.248 U).
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Sekil 3.28. Fitaz enzimi iretimine ¢esitli katki maddelerinin etkisi (karbon kaynaklart: 1- glukoz,
2- maltoz, 3- siikroz, 4- musir unu; azot kaynaklari: 5- iire, 6- maya ekstrakti, 7-
tripton, 8- triptik soy, 9- pepton, 10- nutrient broth, 11- yagsiz siit tozu, 12- kazamino
asit, 13- soya unu, 14- malt ekstrakt, 15- NH4NOj3; metal tuzlari: 16- CaCl,, 17-
MgCl,, 18- MnCl,, 19- CuSQ,, 20- Co(NOs), 21- ZnSO,, 22- NaNOs; yiizey aktif
maddeler: 23- tween20, 24- tween80, 25- triton x-100; 26- SDS; 27- EDTA, 28-
kontrol)

3.12. Spesifik Fitaz Aktivitesi

3.12.1. Kalibrasyon Grafigi

Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin, 1000- 250 ug/ml arasinda
degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart protein ¢ozeltilerinin (BSA)
bradford reaktifi ile muamelesinden sonra 595 nm’deki absorbans degerleri
saptanmistir. Sekil 3.29°de BSA konsantrasyonlar1 ve absorbans degerleri

arasindaki dogrusal iligki verilmistir.
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Sekil 3.29. Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi

3.12.2. Protein Konsantrasyonu ve Spesifik Aktivite

Optimum kosullarda elde edilen ham enzim ekstresinden Bradford
yontemi ile Ol¢iilmiis olan absorbans 0,253 diir. Yukarida elde edilmis olan
grafikte olusturulan y= 0,0007x denklemi yoluyla derisimi bilinmeyen maksimum
fitaz aktivitesine sahip ¢ozeltinin  protein  miktar1 0,362 mg/ml olarak

hesaplanmustir. Spesifik aktivite ise 8,97 U/mg olarak hesaplanmustir.

3.13.Enzimin SDS-PAGE ve Zimogram Analizine Ait Bulgular

Thermomyces lanuginosus’dan kati faz fermentasyonla tretilen fitaz
enziminin %10’luk homojen SDS-PAGE sistemi kullanilarak yapilan analiz
sonucu elde edilen protein bandlari Sekil 3.30 (solda)’da gosterilmistir. Elde
edilen protein bandlarinin molekiiler agirliklarinin saptanmasinda 14,4- 18,4-
25,0- 35,0- 45,0- 66,0- 116,0 kDa boyutlarinda protein karigimini igeren
boyanmamis protein molekiiler agirlik markir1 (Thermo Scientific) kullanilmistir.
SDS-PAGE jelinde 1, 2, 3 ve 4. kuyucuklara optimizasyon dncesinde elde edilmis
olan enzim ekstreleri, 5. kuyucuga ise optimizasyondan sonra elde edilmis olan
enzim ekstresi yiiklenmistir. Jelde protein bantlarinin  goériiniir  hale

getirilmesinden sonra 1, 2, 3 ve 4. siitunlarda 25,0-35,0 kDa biiytikliigiindeki
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markir bantlar1 arasimna denk gelen alanda belirgin protein bandi (~30 kDa)
gozlenmemistir. Ancak optimizasyon sonrasinda elde edilen ekstrenin yiiklendigi
5. siitunda 25,0-35,0 kDa biiyiikliigiindeki markir bantlar1 arasina denk gelen
alanda belirgin bir protein bandi oldugu saptanmustir.

Zimogram analizinde 1 ve 2. siitunlara optimizasyon oncesinde elde
edilmis enzim ekstreleri, 3. Siituna ise optimizasyon sonrasinda elde edilmis
enzim ekstresi yiiklenmistir. Elektroforez isleminden sonra jel boyama islemi
yapilmadan 0,1 M Na-asetat tamponunda (pH 5,0) hazirlanmis %1 Triton X-
100°de bekletilerek fitaz enziminin renaturasyonu saglanmistir. Jelin fitaz
enziminin substrati (Na-fitat) ile muamelesi sonucu enzim-substrat reaksiyonu
gerceklestirilmis ve fitaz aktivitesinin oldugu bolgeler jelin CaCl, ¢6zeltisine
konulmasi ile seffaf zonlar halinde goriiniir hale getirilmistir. Zimogram analizi
sonucunda, T. lanuginosus fitaz enziminin molekiil agirhigmin yaklasik 30 kDa
olan tek protein bandi olusturdugu ve bu bandin fitaz enzimine ait oldugu
dogrulanmistir (Sekil 3.30; sagda). Protein bantlarinin molekiiler agirliklarinin
saptanmasinda boyanmamis protein molekiiler agirlik markir1 (14,4- 18,4- 25,0-
35,0- 45,0- 66,0- 116,0 kDa; Thermo Scientific) kullanilmistir. Zimogram jeline
toplan protein miktarlar1 yaklagik olarak ayni miktarda (0,250 mg/ml) olan
ornekler yiliklenmesine karsilik 1 ve 2. siitunlara optimizasyon oncesinde elde
edilmis enzim ekstreleri yiliklendiginden daha kiigiik bantlar, 3. siituna ise
optimizasyon sonrasinda elde edilmis enzim ekstresi yiiklendiginden digerlerine

gore daha belirgin ve biiyiik bir bant elde edilmistir.
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Sekil 3.30. Fitaz enziminin SDS-PAGE (solda; M: protein molekiiler agirlik markirt; 1, 2, 3, 4.
siitunlar optimizasyon Oncesi, 5. siitun optimizasyon sonrasi enzim ekstresi) ve
Zimogram Sonucu (Sagda; M: protein molekiiler agirlik markir;; 1 ve 2. siitunlar

optimizasyon oncesi, 3. siitun optimizasyon sonrasi enzim ekstresi)
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Ekstrem ekolojik kosullarda yasayan mikroorganizmalar yasadiklari
ortamlarin 6zelliklerine gore termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik seklinde
simiflandirilmistir. Bu eksremofilik mikroorganizma gruplarindan bir tanesi de
termofilik funguslardir. Termofilik funguslar, ekstrem kosullara uyum gostermis
0zel yapilar1 nedeniyle biyoteknoloji alaninda calisan bir ¢ok arastiricinin ilgisini
¢eken mikroorganizmalardir. Yiiksek sicakliklara dayanikli enzimleri, ortam
sicakligini tolere ederek hiicre biitiinliigiiniin korunmasini saglayan lipidleri, 1s1
sok proteinleri ve bunlar gibi kendilerine has olan o6zellikleri, onlarin
biyoteknoloji alaninda son derece degerli araglar olarak goriilmelerine yol
acmaktadir. Termofilik funguslar pek cok agidan 6neme sahip organizmalardir.
Ancak enzimlerinin sahip oldugu termostabilite onlarin yiiksek 1silarin
uygulandig1 endiistriyel proseslerde kullanimi agisindan 6n plana g¢ikmasini
saglamistir. Yapilan calismalarda termofilik funguslar, jeotermal topraklardan
(Redman ve ark., 1999), enfiyeden (Tansey, 1974), organik giibrelerden (Sarma
ve ark., 2008; Hashimoto ve ark., 1972; Anastasi ve ark., 2005), tarim
arazilerinden (Haliki, 1992) ve mantar kompostundan (Straatsma ve ark., 1994;
Arifoglu ve Ogel, 2000) izole edilmistir. Termofilik funguslarm toprakta, sicak
sularda, oli bitki parcalarinin yiginlari iizerinde, tarirm ve orman {irlinlerinin
yigmlarinda ve diger tiim sicak, nemli ve aerobik bir ¢evrede bulunan organik
materyaller lizerinde yasayabildikleri bilinmesine karsilik sicak su kaynaklarindan
izolasyonuna iliskin calismaya rastlanamamustir. Ulkemiz sicak su kaynaklari
acisindan oldukca zengindir. ilgelerinde 8 adet kaplica ve hamam olarak tesis
halinde ayrica birgok tesislesmemis termal sulara sahip olan Kiitahya ili,
etraflarinda pek cok termal tesisi barindiran 5 adet kaplicasi ile Afyon ili
tilkemizdeki termal su zenginliginin 6nemli temsilcilerdir. Kiitahya ve Afyon
illerindeki sicak su kaynaklarimin mikrobiyolojik olarak incelenerek sahip oldugu
termofilik mikrofunguslarin tanimlanarak ortaya konmasi hem termofilik
funguslarin sicak sulardan izolasyonunda ilk olmasi nedeniyle, hem de iilkemiz
termofilik fungal florasinin belirlenmesi agisindan ¢ok énemlidir.

Calismamizda 20.09.2008 ve 20.10.2009 tarihlerinde yapilmis olan
ornekleme calismalarinda Kiitahya ilindeki kaplicadan alinmis olan sicak su

orneklerinin pH degerlerine bakildiginda, ¢ogu kaplicadan alinan su pH’larinin



@ ANADOLU UNIVERSITESI

157

7’nin tzerindeki bazik degerlerde oldugu goriilmiistiir. Alinan su orneklerinin
sicakliklart ise kaplicalara gore degisiklik gostermektedir. En yiiksek su sicaklig
olan 90 °C Simav ilgesindeki Nasa kaplicasindan alinan drneklerden, en diisiik su
sicakligi olan ise 33 °C ise Tavsanl ilcesindeki Gobel kaplicasindan alinan
orneklerden Olgiilmiistiir. Birinci ve ikinci Ornekleme ¢alismalarinda ayni
kaplicalardan alinan su Orneklerinin pH ve sicaklik degerlerinde belirgin bir
degisim gozlenmemistir. Kiitahya’daki sicak su Orneklerinin  kimyasal
analizlerinde klor, amonyak azotu, nitrit azotu, nitrat azotu, mangan, floriir ve
magnezyum miktarlar1 belirlenmistir. Amonyak azotu ve nitrat azotu miktarlarinin
tiim sicak su orneklerinde 0,5 mg/l’ den az oldugu, diger kimyasal parametrelerin
ise sular arasinda farklilik gdsterdigi belirlenmistir.

Afyon ilindeki kaplicadan alinmis olan sicak su oOrneklerinin pH
degerlerine bakildiginda Kiitahya’dan alinan sicak su drneklerinde goriildiigi gibi
tim su oOrneklerinin bazik oOzellikte oldugu dikkati ¢ekmektedir. Alinan su
orneklerinin sicakliklari ise kaplicalara gore degisiklik gostermektedir. En yiiksek
su sicakligi olan 78 °C Omerli kaplicasindan alinan orneklerden, en diisiik su
sicaklif1 olan ise 42 °C ise Gecek kaplicasindan alinan &rneklerden dlgiilmiistiir.
Her iki 6rnekleme calismasinda da ayni kaplicalardan alinan su 6rneklerinin pH
ve sicaklik degerlerinde belirgin bir degisim gézlenmemistir. Afyon ilinden alinan
sicak su Orneklerinin kimyasal analizlerinde de Kiitahya’dakilerde oldugu gibi
amonyak azotu ve nitrat azotu miktarlarinin tiim sicak su drneklerinde 0,5 mg/I’
den az oldugu, diger kimyasal parametrelerin ise sular arasinda farklilik gosterdigi
belirlenmistir.

Calismamizda termofilik funguslarin belirlenmesi i¢in 47 farkli sicak su
orneginden yapilmis olan izolasyon islemleri sonucunda toplam 137 adet izolat
elde edilmistir. Bu izolatlardan 55 tanesi belirtilen istasyonlardan 20.09.2008
tarthinde yapilmis olan 1. 6rnekleme caligmasindan, 82 tanesi ise 20.10.2009
tarihinde yapilmis olan 6rneklemelerden elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin 3
tanesi Sandikli Hiidai kaplicalar1 ve 2 tanesi ise Afyon kaplicalarindan olmak
lizere yalnizca 5 tanesi Afyon’daki kaplicalardan izole edilmistir. Toplam 132
adet izolat Kiitahya’daki sicak su kaynaklarindan izole edilmistir. Kiitahya ilinden
elde edilen izolatlarin 52 tanesi Gediz Ilica kaplicalarindan, 52 tanesi Simav
kaplicalarindan, 7 tanesi Emet kaplicasindan, 3 tanesi Tavsanli Gobel

kaplicasindan, 16 tanesi Hisarcik kaplicasindan, 2 tanesi Dereli kaplicasindan
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izole edilmistir. Kiitahya ve Afyon illerindeki sicak su kaynaklarinin pH, sicaklik
ve kimyasal oOzelliklerinde c¢ok biiyilk farkliliklar olmamasina karsilik
mikrofungus izolat sayilar1 arasindaki biiyiikk farkin tarimsal faaliyetler, bitki
ortiisti, iklim sartlar1 gibi ¢evresel faktorlere bagh olabilecegi diisiintilmektedir.

Elde ettigimiz 137 izolat igerisinden termofilik mikrofunguslar1 ayirt
etmek amaciyla, sicaklik testleri gerceklestirilmistir. Bu testler sonucunda; 20
°C’de gelismeyen ancak 20 °C’nin iizerindeki sicakliklarda gelisebilen izolatlar
termofilik, 20 °C ‘nin altindan yaklasik 55 °C’ye kadar olan genis bir biiyiime
sicakligina sahip olanlar ise termotolerant formlar olarak ayrilmistir. Elde edilen
izolatlardan 112 adedinin 20 °C’den yaklasik 50-55 °C’ye kadar olan genis bir
bliylime sicaklik araligina sahip termotolerant funguslar oldugu saptanmuistir.
Bunlarin disinda kalan ve 20 °C gelisemeyen 25 izolatin ise termofilik oldugu
belirlenmistir.

Tiim termofilik izolatlar 2. izolasyon ¢aligmasinda, Kiitahya ilindeki sicak
su kaynaklarindan elde edilmistir. Termofilik oldugu belirlenen 25 adet izolatin su
kaynaklar1 arasindaki dagilimi; % 60’1 11. Bolge Gediz Ilica kaplicalarindan, %
20’si 12. Bolge Simav kaplicalarindan, % 16’s1 13. Bolge Hisarcik
kaplicalarindan ve % 4’ ise 15. Bolge Dereli kaplicalarindan seklinde
gerceklesmistir. Ayrica elde edilen 25 termofilik izolatin %72’sinin degisik
kaplicalardan alinmis olan sedimentli birikinti suyu Orneklerinden elde edildigi
belirlenmistir. Bu durumun birikinti sularinda diger su Orneklerine kiyasla
clirimiis bitki artiklar1 ve toprak partikiilleri gibi kalintilardan kaynaklanan
organik madde miktarinin daha fazla olmasi ve birikintilerin su sicakliginin diger
kaynaklara gore daha diisiik olmasindan dolay1 ortaya ¢iktig1 disiiniilmiistiir.
Termofilik funguslarin sicaklik gereksinimlerinin bakteriler kadar ekstrem
olmamas1 ve habitatlarinin genellikle ¢iliriimiis bitki artiklar1 gibi ¢evreler olmasi
saydigimiz sebeplerden dolay1 sedimentli birikinti sularinin diger kapali sicak su
kaynaklarina kiyasla bu mikroorganizmlarin gelisimine daha uygun oldugunu
ortaya koymustur.

Termofilik izolatlardan 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.2, 11.7.3.2.2,
12.2.2.2.6, 12.6.1.2.1, 12.7.2.2.1, 13.2.2.1.1 kod numaralarina sahip olan 8
tanesinin 55 °C’de gelisim gosterebildigi belirlenmistir. 55 °C’de gelisim
gosterebilen bu 8 izolattan 12.6.1.2.1 kod numaral izolatin 60 °C’de, 12.7.2.2.1

kod numaral1 izolatin ise 62 °C’de gelisebildigi saptanmustir.
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Maheshwari ve ark. (2000) termofilik funguslarin fizyolojileri ve
enzimlerini konu alan derleme c¢alismalarinda bir¢ok termofilik fungusun
maksimum gelisim sicakliklar1 verilmistir ve bunlar arasindaki en yiiksek sicaklik
61 °C olarak bildirilmistir. Bu durum goz Oniine alindiginda 12.7.2.2.1 kod
numarali izolatin literatiirde funguslarin maksimum gelisim sicakligi olarak
belirtilmis olan 61 °C’nin iizerinde gelistiginin belirlenmesi oldukga énemlidir. Bu
bilginin termofilik funguslarin maksimum gelisim sicakligin1 degistirebilecek
nitelikte oldugu diisiiniilmektedir.

Biolog sistemi 95 farkli karbon kaynagini mikroorganizmalarin kullanip
kullanamamalarina gore indikatdr boyanin renk degisimine ve olusan bulanikliga

bagli olarak tanilama yapan bir sistemdir (www.biolog.com). Ancak funguslar

icin cihaz veritabaninda bulunan tiirler tanilama yapmak i¢in yeterli degildir. Bu
nedenle yontem tanilama amagli degil karbonhidrat testlerinin gerceklestirilmesi
ve bu test sonuglari ile termofilik tiirler aras1 benzerlik iligkilerinin ortaya konmasi
amaci ile kullamilmistir. Ayrica kit plaklarinda mevcut olan ve kullanimi test
edilen glukoz, laktoz, siikroz, asparagin gibi bazi maddeler fitaz enzimi
tiretiminde ortama indiikleyici olarak ilave edilen maddelerden oldugu
bilinmektedir (Hassouni ve ark., 2006; Bhavsar ve ark., 2010). Bu karbon
kaynaklarini termofilik izolatlarin kullaniminin enzim ¢alismalarina baslamadan
once belirlenmis olmasi enzim iretiminde kullanilacak substrat ve indiikleyici
maddelerin se¢iminde kolaylik saglamistir.

Biolog sistemi ile 95 farkli karbon kaynagini kullanimlariin
degerlendirilmesi sonucunda izolatlar ¢esitli karbon kaynaklarini kullanma
agisindan farkli profiller gostermistir. Bu sonuglara gore a-D-glukoz, glikojen, D-
trehaloz, L-alanin, L-alanil-glisin ve L-asparagin tiim termofilik organizmalar
tarafindan kullanilan karbon kaynaklar1 oldugu belirlenmistir. Buna karsilik D-
galakturonik asit, Bromosiiksinik asit, p-hidroksifenil asetik asit ve sebasik asit ise
test edilen ¢ogu termofilik organizma tarafindan kullanilamadigi saptanmustir.
Fitaz enziminin tarama ¢aligmalarinda ¢ogunlukla kullanilan a-D-glukoz’un biitiin
termofilik izolatlar tarafindan metabolize ediliyor olmas1 Gargova ve ark. (1997)
kullandiklar1 yontemin segilmesini saglamistir. Ayrica L-asparaginin fitaz
enziminin kat1 faz fermentasyonu ile iiretiminde ortamdaki temel indiikleyici
maddelerden olmasinin uygun olacagina karar verilmistir. Buna bagli olarak

Gulati ve ark. (2007a) kullandiklar1 besin ortami KFF igin segilmistir.
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Biolog sistemi ile termofilik izolatlarin karbon kaynagini kullanimlarina
bagl profillerin karsilastirilmasi yoluyla birbirleri ile olan evrimsel iliski ele
alimmistir. Edilen veriler NTSYSpc 21 programi ile analiz edilerek agag
olusturulmustur. Olusturulan agacin istatistiksel giivenilirliginin belirlenmesi i¢in
yine ayn1 program araciligiyla “UPGMA” analizi gerceklestirildiginde elde edilen
katsayilarin genel olarak %50’nin {izerinde oldugu ve bu nedenle giivenilir bir
agac topolojisi elde edildigi anlasilmistir. 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.3 ve
13.2.2.1.1 izolatlarinin %100 ayn1 kiime icerisinde toplandig1 goriilmiistiir. Benzer
sekilde 11.6.2.2.1 ile 11.7.1.2.6 izolatlarimin ve 11.7.1.2.13 ile 11.7.1.2.12
izolatlarmin da %100 ayni kiime igerisinde toplandigi ortaya konmustur. Bir
sonraki adimda gergeklestirilen morfolojik tanimlama ¢aligmalari ile bu kiimelerin
ayni tilirlin bireyleri olduklari ortaya konmustur.

Termofilik fungus izolatlarinin tiir seviyesinde tayinlerini ger¢eklestirmek
tizere makroskobik ve mikroskobik ozelliklerini belirleyip tanilama anahtarlar
vasitastyla tanilamalar1 gerceklestirilmistir. Termofilik fungus izolatlarindan bir
tanesinin Myceliophthora thermophila, bir tanesinin Myceliophthora hinnulea, 5
tanesinin Myriococcum albomyces, 3 tanesinin Rhizomucor pusillus, 1 tanesinin
Thermomyces lanuginosus, 1 tanesinin Humicola grisea var. thermoidea, 1
tanesinin Humicola insolens, 2 tanesinin Scytalidium thermophilum, 2 tanesinin
Talaromyces thermophilus, 1 tanesinin Thielavia terrestris, 7 tanesinin ise
Malbranchea pulchella var. sulfurea tiiriiniin tiyeleri oldugu belirlenmistir.

Sicak su kaynaklarindan termofilik funguslarin izolasyonu ve
tanilanmasina yonelik Tiirkiye’den ve Diinya’dan herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Buna karsin toprak, mantar kompostu, giibre vb. kaynaklardan
termofilik funguslarin izole edildigi benzer ¢aligmalar mevcuttur.

Calismamiza benzer bir c¢alisma olarak mezofilik, termofilik ve
termotolerant funguslarin izolasyonu ve tanimlanmas ile ilgili Tiirkiye’de yapilan
bir doktora tez ¢alismasinda, Izmir iline bagl Bergama ilgesi ¢evresindeki degisik
tarim tdriinleri yetistirilen ekili alanlardan iki y1l boyunca (1989-1991) alinan 40
toprak Orneginden fungus izolasyonu ve bu izolatlarin morfolojik yontemlerle
tanilanmas1 gerceklestirilmistir. Termofilik ve termotolerant mikrofungus tiirleri
ayurt edilmistir. Morfolojik analiz ve sicaklik testlerine gore Aspergillus fumigatus
Fres., A. nidulans (Eid.) Windt., A.terreus Thom, Aspergillus sp. AH I,

Talaromyces emersonii Stolk, Humicola insolens Cooney et Emerson, Mucor sp. |
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Mich ex St. ve Mucor sp. Il Mich ex St., Rhizomucor miehei (Cooney et Emerson)
Schipper, R. pusillus (Lindt) Schipper, Rhizopus arrihizus Fischer, Stilbella
thermophila Fergus'mn, Aspergillus flavus Link ve A.niger Van Tieghem
termotolerant ve termofilik tiirler olarak belirlenmistir (Haliki, 1992).

Calismamizda izolasyonunu ve tanilamasini  gerceklestirdigimiz
Scytalidium thermophilum tiirii Ogel ve ark. (2001) tarafindan kompleks
lignoseliilozik ortamda endoglukanaz iiretimi amaciyla mantar kompostundan
izole edilmistir.

Calismamiza benzer olarak termofilik funguslarin cesitli kaynaklardan
izolasyonu ve tanilanmasina yonelik olarak yapilan c¢alismalarda, jeotermal
topraklardan Dactylaria constrictum ve Acremonium alabamense (Redman ve
ark., 1999), enfiyeden Humicola lanuginosa, Malbranchae pulchella var.
sulfurea, Thermoascus aurantiacus, Thielavia albomyces ve Talaromyces
thermophilus (Tansey, 1974), organik giibrelerden Chaetomium thermophilum, T.
aurantiacus, R. pusillus, M. flava, H. insolens, H. fuscoatra, Myceliophthora sp.,
Melanocarpus albomyces, Mucor indicus, Thermomyces lanuginosus, Corynascus
sepedonium, Acrophialophora nainiana, Emericella nidulans var.nidulans, E.
nidulans var. Lata, Aspergillus caespitosus, Penicillium janthinellum (Sharma ve
ark., 2008), Chaetomium thermophile, Chaetomium thermophile var. dissitum, H.
lanuginosa, M. pulchella var. sulfurea, M. pusillus, M. albomyces, P. duponti
(Hashimoto ve ark., 1972; Anastasi ve ark., 2005) tiirlerine ait termofilik
funguslar izole edilmis ve morfolojik yontemlerle tanilanmistir.

Termofilik funguslarin smiflandirilmast ve isimlendirilmesi zor ve
karmagiktir bu nedenle de genellikle tanmimlayamama ve karisikliklarla
sonuclanmaktadir. ilk simiflandirmalarda, ingilizce disindaki dillerde yazilislari,
tir adinda karisikliklara neden olmustur. Bu nedenle funguslarin bazi tiirleri
birden fazla adla agiklanmis ve yeni siniflandirma yapildiginda aym fungus farkh
adlar ile tanimlanmistir. Ayrica funguslarin eseyli ve eseysiz evrelerine gore farkli
isimler almalar1 da kanisikliga neden olmaktadir. Termofilik funguslarin
tanimlanmasiin zorlugu termofilik ve termotolerans ayirimi ile daha da
karmagiklasmistir. Termofilik olarak tanimlanmis bazi tiirler gliniimiizde
termotolerant olarak bilinmektedir (Maheshwari ve ark., 2000). Ayrica geleneksel
yontemlerle tanilamada morfolojik kriterlerin esas alinmasi ve bu kavramlarinda

genellikle kisiden kisiye goreceli olarak degisebiliyor olmasi tanilamay1
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zorlastirmakta ve yakin akraba tiirlerin ayriminda sikinti yasanmaktadir. Yeni
uygulamalarda molekiiler markirlarin kullanimi ile dogal bir siniflandirma sistemi
olusturulmaya ¢alisilmas1 fungal sistematigin hissedilir sekilde gelismesini
saglamaktadir. Giderek artan sayidaki ulasilabilir dizilenmis genomlar filogenetik
analizlerin yoniinli degistirmistir. Tek bir molekiiler markir kullanilarak yapilan
analizler yerini birden fazla markirin kullanildigi analizlere birakmakta ve
filogenetik g¢alismalar iyi ¢oziimlenmis agaglarla ortaya konmaktadir
(Morgenstern ve ark., 2012).

Sharma ve ark. (2008) ksilanaz iireten termofilik ve termotolerant
funguslarin molekiiler karakterizasyonunu ITS bolgesini (ITS1-5.8S-1TS2) ve 26S
rRNA’nin yiiksek degisken D1D2 bolgesini kullanarak polifazik taksonomi
yoluyla gerceklestirmislerdir. ITS ve D1D2 bdlgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve
dizilenmesi yoluyla ortaya ¢ikan sonuglar ve olusturulan filogenetik agaclarin
birbirlerini tamamlar nitelikte oldugunu bildirmislerdir.

Pan ve ark. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada Cin’in Tengchong Rehai
Ulusal Park’indaki jeotermal bdlgelerden aldiklari toprak oOrneklerinden 102
termofilik fungusu izole etmisler ve morfolojik ve ITS bolgesini kullandiklar
molekiiler yontemlerle tanilamalarini gergeklestirmislerdir. Yaptiklari tanilama
caligmalar1 sonucunda Rhizomucor miehei, Chaetomium sp., Talaromyces
thermophilus, Talaromyces byssochlamydoides, Thermoascus aurantiacus Miehe
var. levisporus, Thermomyces lanuginosus, Scytalidium thermophilum,
Malbranchea flava, Myceliophthora sp. 1, Myceliophthora sp. 2, Myceliophthora
sp. 3, Coprinopsis sp., T. lanuginosus ve S. thermophilum bu topraklarda bulunan
dominant tiirler olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda; termofilik fungus izolatlarinin Karakterizasyonu, ITS
(ITS1-5.85-1TS2) ve 26-28S rRNA’nin yiiksek degisken D1D2 bolgelerinin
uygun primerler vasitasiyla ¢ogaltip elde edilmis olan PCR iirlinlerinin dizi
analizleri ve Blast calismalar1 sonucunda tanilamalar1 gerceklestirilmistir.
Yukarida bahsedilen caligmalarla benzer sekilde her iki bolgeye ait tanilama
sonuglart birbirleri ile tamamen uyusmustur ve birbirlerini dogrulamistir.
Molekiiler tanilama sonucunda 11.7.3.2.2 kod numarali izolatin Myceliophthora
thermophila, 11.6.1.2.1 kod numarali izolatin Myceliophthora hinnulea,
11.6.2.2.1, 11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12, 11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 kod numaral1 5 izolatin
Melanocarpus albomyces, 11.2.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod numarali 3
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izolatin Rhizomucor pusillus, 12.7.2.2.1 kod numarali izolatin Thermomyces
lanuginosus, 11.6.1.2.2 kod numarali izolatin Humicola grisea, 13.3.2.2.3 kod
numarali izolatin Humicola insolens, 13.3.1.2.2, 15.2.1.1.1 kod numarali 2
izolatin Scytalidium thermophilum, 11.1.1.1.1, 12.6.1.2.1 kod numarali 2 izolatin
Talaromyces thermophilus, 12.2.2.2.8 kod numarali izolatin Thielavia terrestris,
11.7.1.2.2,11.7.1.2.3,11.7.2.2.2,11.7.2.2.3, 11.7.3.2.1, 12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod
numarali 7 izolatin ise Malbranchea cinnamomea tiirliniin tyeleri oldugu
saptanmistir.

Bu caligma ile izole edilen 25 termofilik fungusun morfolojik ve molekiiler
tanilama c¢aligsmalar1 ile elde edilmis sonuglarinin %2100 birbirleri ile uyumlu
olduklar1 belirlenmistir. Ancak Biolog sistemi ile elde edilen verilerden yola
cikarak olusturulmus olan agagta morfolojik ve molekiiler ¢alismalar ile ayni tiir
igerisinde yer alan izotlarin ¢ogu benzer kiimeler igerisinde yer almamistir. Bu
agagta 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.3 ve 13.2.2.1.1 izolatlarinin %100 ayn1
kiime igerisinde toplandigi goriilmiistiir. Tanilama g¢aligmalar1 ile elde edilen
verilerde bu izolatlarin Malbranchea cinnamomea tiiriiniin {iyeleri oldugu
saptanmistir ve agacgta elde edilen topoloji dogrulanmistir. Ancak ayni tiire dahil
oldugu belirlenen 11.7.2.2.2, 11.7.2.2.3, 12.2.2.2.6 numaral1 izolatlar bu kiimeye
farkli dallar ile bagli bazal konumda yerlesmislerdir. Benzer sekilde 11.6.2.2.1 ile
11.7.1.2.6 ve 11.7.1.2.13 ile 11.7.1.2.12 izolatlarnin izolatlarinin da %100 ayni
kiime icerisinde toplandigi ortaya konmustur ve tanilama c¢aligmalart ile bu
izolatlarin Melanocarpus albomyces tiirtinden oldugu saptanmistir. Elde edilen bu
iki ayr1 kiime agag iizerinde birbiri ile ¢ok uzak mesafede konumlanmstir. Ayrica
yine bu tiire dahil olan 11.7.2.2.1 izolat1 da ayr1 bir konumda yerlesmistir.
Tanilamalar ile ayni tiir icerisine giren diger izolatlar i¢inde aga¢ dallanmalari bu
durumla ortiismemektedir. Biolog sistemi ile gergeklestirilen karbonhidrat
testlerinin sonugclari ile olusturulmus olan aga¢ giivenilir bir topoloji gdstermesine
karsilik birkag izolat harig tiirler arasi ve tiir ici iligkileri dogrulayamamistir. Bu
durum karbon kaynaklarini kullanimlarinin test edilmesi ile olusturulan profillerin
tek basina termofilik funguslarda akrabalik iligkilerini ortaya koymakta yetersiz
kaldigin1 gostermistir.

Dizi analizi sonucunda elde edilen dizi bilgileri ile izolatlarin tiir
diizeyinde tanilamalarinin yani sira birbirleri ile olan yakinliklarinin incelenmesi

amaciyla filogenetik agaglar1 ¢izilmistir. Neighbour-Joining analizleri 2
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filogenetik agac¢ elde edilmistir. Birincisi ITS1-5.8S-ITS2 bolgesine ait dizi
bilgileri, ikincisi ise D1/D2 bélgesine ait dizi bilgileri ve NCBI gen bankasindaki
en yakin iligkili olduklar tiirlerin dizi bilgileri kullanilarak ¢izilmistir.

Sekil 3.15°de goriildigii gibi elde edilen izolatlarin 1TS1-5.8S-1TS2 gen
tabaninda birbirleri ile ve gen bankasindaki en yakin tiirler ile olan evrimsel iliski
ele almmustir. Agacin istatistiksel gilivenilirligi incelendiginde “bootstrap”
degerlerinin %50°nin iizerinde oldugu noktalarda dallanma topolojisinin glivenilir
oldugu anlagilmistir. “Bootstrap” degerlerinin %50°nin altinda oldugu 5 dallanma
noktas1t gorlilmistiir. Rhizomucor pusillus olarak tanimlanan 11.2.1.2.1,
12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod numarali 3 izolatin gen bankasindan alinan diger
Rhizomucor pusillus lar ile %99 yakin akraba olduklarini ve ayni kiime igerisinde
yer aldiklarini gdstermistir. ITS filogenetik agaci ilizerinde bir kiime olusturan
Thermomyces lanuginosus tiirlerine Talaromyces thermophilus tiirlerinin yakin
akraba olduklar1 ve Talaromyces thermophilus tiirlerinin de ayn1 kiimede yer
aldig1 belirlenmistir. Malbranchea cinnamomea olarak tanimlanan 11.7.1.2.2
hari¢ 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.2, 11.7.2.2.3, 11.7.3.2.1, 12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod
numarali 6 izolat %99 ayni kiime igerisinde toplandig1 goriilmistiir. 11.7.1.2.2 ise
bu grup igerisinde bazal konumda bir dalda bulunmaktadir ve bu durumu ITS
bolgesindeki mutasyon gibi faktorlerin  olusturabilecegi diisliniilmiistiir.
Melanocarpus albomyces olarak tamimlanan 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12,
11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 kod numaral1 5 izolat Sordariales sp. ve Chaetomium sp.
tiirleri ile ayni kiime igerisinde c¢ikmistir. Bu kiime 11.6.1.2.1 numarah
Myceliophthora hinnulea ve 11.7.3.2.2 kod numarali M. thermophila’nin
icerisinde yer aldigi Myceliophthora tiirlerinin bulundugu kiime ile kardes kiime
olarak  konumlanmistir.  12.2.2.2.8 numarali  Thielavia terrestris ise
Myceliophthora kiimesine bazal konumda bir dal iizerinde bulunmaktadir.

Humicola grisea olarak tanimlanan 11.6.1.2.2 kod numarali izolat,
Humicola insolens olarak tanimlanan 13.3.2.2.3 kod numarali izolat ve
Scytalidium thermophilum olarak tanimlanan 13.3.1.2.2, 15.2.1.1.1 kod numarali
2 izolat ile yakin akraba tiirler “Bootstrap” tekrarlarinin %67sinde birbirleri ile
akraba olduklar1 bir grup igerisinde toplanmislardir. Fakat Humicola insolens
tiirleri bu grup igerisinde bazal bir grup olusturmuslardir. Bu {i¢ organizmanin
toplandig1 kiimedeki dallar bu grup igerisinde diisiik genetik varyasyon oldugunu

gostermektedir. Bu gruptaki tiirlerin morfolojik tanilamalarinda eseysiz sporlarin
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olusum yeri ve tipi ile ilgili elde ettigimiz farklar disinda biiylik bir makroskobik
ve mikroskobik fark bulunamamistir. Ancak morfolojik tanilamada Cooney ve
Emerson’un (1964) yayinladiklar1 ¢alismalari esas alindigindan farkl tiirler olarak
tamimlanmaslardir.

Bu durumu aydinlatmak i¢in Straarsma ve Samson (1993) yaptiklari
calismada ¢ok fazla sayida Torula thermophila, H. grisea var. thermoidea ve H.
insolens tiiriinii karsilastirmiglardir. Sonugta bu funguslarin bir degisken tiir veya
“morfolojik olarak ayirt edilemez tiirler kompleksi” olarak S. thermophilum
icerisinde toplanabilecegini ve sonraki ¢alismalarda bu hali ile kullanilabilecegini
vurgulamiglardir.

Calismamiza benzer olarak Lyons ve ark., (2000) ITS niikleotid dizilerini
kullanarak S.thermophilum, H. insolens, H. grisea, H.hyalothermophila, H.brevis
ve H. indonesiacum’nin tiirlerinin birbirleri ile iliskilerini belli etmek igin
olusturduklart filogenetik agacta S.thermophilum, H. insolens, H. grisea nin
aralarinda diisiik genetik varyasyon bulunan bir grup olusturduklarini ve diger
tirlerden ayrildiklarin1  belirlemislerdir.  S.thermophilum, H. insolens, H.
grisea’dan olusan grubun “Torula-Humicola komleksi” olarak daha once
belirtildigi sekilde veya tek bir tiir altinda toplanabilecegini ve bu grup ic¢indeki
genetik farklarinin morfolojik ve termogravimetrik farklarla iligkili oldugunu
ortaya koymuslardir.

Sekil 3.16’de goriildiigii gibi elde edilen izolatlarin rDNA (26-28S)’nin
bliyiik alt tinitesinin yiiksek degisken D1/D2 bolgesi gen tabaninda birbirleri ile
olan evrimsel iliski ele alinmistir. Agacin istatistiksel giivenilirligi incelendiginde
%39 degeri hari¢ “Bootstrap” degerlerinin oldukc¢a yiiksek oldugu ve bu nedenle
aga¢ topolojisinin giivenilirliginin ¢ok iyi oldugu anlasilmistir. Rhizomucor
pusillus olarak tamimlanan 11.2.1.2.1, 12.6.3.2.2, 13.1.2.1.1 kod numarali 3
izolatin gen bankasindan aliman diger Rhizomucor pusilluslar ile %100 yakin
akraba olduklarint ve ayni kiime igerisinde yer aldiklarin1 gostermistir.
Malbranchea cinnamomea olarak tanimlanan 11.7.1.2.2, 11.7.1.2.3, 11.7.2.2.2,
11.7.2.2.3, 11.7.3.2.1, 12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod numarali 7 izolatin %100 ayn1
kiime igerisinde toplandigi goriilmektedir. Melanocarpus albomyces olarak
tammlanan 11.6.2.2.1, 11.7.1.2.6, 11.7.1.2.12, 11.7.1.2.13, 11.7.2.2.1 kod
numaralt 5 izolat %98 giivenilirlikle ayn1 kiime igerisinde ¢ikmistir. Humicola

grisea olarak tanimlanan 11.6.1.2.2 kod numarali izolat, Humicola insolens olarak
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tamimlanan 13.3.2.2.3 kod numarali izolat ve Scytalidium thermophilum olarak
tamimlanan 13.3.1.2.2, 15.2.1.1.1 kod numarali 2 izolat ile yakin akraba tiirler
“bootstrap” tekrarlarmin %99’unda aralarinda diisiik genetik varyasyon bulunan
bir grup igerisinde toplanmislardir. Malbranchea cinnamomea olarak tanimlanan
11.7.1.2.2,11.7.1.2.3,11.7.2.2.2, 11.7.2.2.3, 11.7.3.2.1, 12.2.2.2.6, 13.2.2.1.1 kod
numarali 7 izolatin %100 ayni kiime igerisinde toplandig1 goriilmektedir.

Thermomyces lanuginosus ve Talaromyces thermophilus tiirleri ITS
filogenetik agacindaki kadar yakin iliski halinde ¢ikmis olmasa da yine D1/D2
agaci tizerinde de birbirleri ile kardes dallarda konumlanmiglardir. Bu durumdan
yola ¢ikarak Talaromyces genusunun tek termofilik iiyesi olan Talaromyces
thermophilus'un Thermomyces lanuginosus ile ayni grup igerisinde yer almasi
gerektigi sonucuna varilmistir. Ancak bu degisikligin farkli gen bolgelerinin her
iki tiir i¢in analizleri ile desteklenmesi gerektigi diisiiniilmiistiir.

Talaromyces ve Penicillium subgenus Biverticillium igerisindeki
taksonlarin filogenisi ve adlandirilmasi i¢in yapilmis olan benzer bir ¢aligmada
ITS, RNA polimeraz II genleri dizilenmistir. Dizi analizleri sonucunda
olusturulan filogenetik agaglarda Talaromyces thermophilus’un Talaromyces s.
str. disinda yer aldigi ve Thermomyces lanuginosus ile yakin iligki icerisinde
oldugunu ortaya konmustur ve yapilacak ileri ¢aligmalarla Talaromyces
thermophilus’'un Thermomyces igerisine kaydirilmasinin séz konusu olabilecegi
ortaya konmustur (Samson ve ark., 2011).

Termofilik fungus izolatlarmin ITS1-5.8S-ITS2 ve rDNA (26-28S)’nin
biiyiik alt iinitesinin yiiksek degisken D1/D2 bdlgelerinden ve bu bolgelerin blast
analizlerinde elde edilen en yakin iligkili tiirlerin dizileri ile olusturulan
dendogramlarin birbirleri ile benzer topolojiye sahip olduklari ve birbirlerini
dogruladiklar gortilmistiir. Zygomyecetes i¢erisinde mucorales ordosunda yer alan
Rhizomucor pusillus tiirleri her iki agagta da ayr1 bir grup olusturmus ve bu grup
cladel olarak verilmistir. Her iki agactada Rhizomucor pusillus ile ayni diigiim
noktasindan ayrildigi goriilen Thermomyces lanuginosus ile Talaromyces
thermophilus 'dan olusan clade 2 ve Malbranchea cinnamomea larin olusturdugu
clade 3’tin bulunduklar1 dallar olduk¢a farkli uzunluklarda olmalart filogenetik
olarak uzak olduklarini goéstermistir. Thermomyces lanuginosus ve Malbranchea
cinnamomea her ikisi de Ascomycetes’in iiyeleri olmalarina karsilik farkli ordolar

igerisinde bulunmalari bu durumu dogrular niteliktedir
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(www.indexfungorum.org). Elde edilmis olan her iki dendogramda da clade 4 iice

ayrilmigtir. Clade 4 igerisinde yer alan ti¢ kiimeden clade 4A “Torula thermophila
kompleks” (S. thermophilum), clade 4B M. thermophila grubu ve onunla bazal
konumda yerlesmis olan M. hinnulea ve T. terrestris, clade 4C ise M. albomyces
grubundan olugmaktadir. Bu kiimeler filogenetik agaglar iizerinde oldukca yakin
iligkili ¢ikmislardir. Ascomycetes icerisinde yer alan tiirlerden olusan bu {ig
kiimede ordolarin dagiliminda literatiirler arasinda bir karisiklik bulunmaktadir.

Mouchacca (1997) termofilik funguslarin taksonomisi tiizerine yaptigi
caligmasinda H. insolens ve H. grisea’nin Sordariales, S.thermophilum’un
Helotiales, M. albomyces’in Sordariales, T.terrestris’in yine Sordariales,
Myceliophthora tiirlerinin ise Onygonales igerisinde yer aldigin1 ortaya
koymustur.

Ancak calisgmamiza benzer sekilde Morgenstern ve ark. (2011) termofilik
funguslarin filogenisini inceledikleri arastirmalarinda ITS1-5.8S-1TS2 bdlgesini
baz alarak Sordariales ordosunda yer alan Chaetomiaceae, Lasiosphariaceae ve
Sordarieceae familyalarnin iliskilerini belirlemek amaciyla bir filogenetik agag
olusturmuslardir. Elde ettikleri agacta uc¢ dallanma noktalarindaki yiiksek
bootstrap degerleri pek c¢ok tilirlin aralarindaki iligkileri gilivenilir sekilde
degerlendirmelerini saglamistir. Bu agaca gore termofilik tirler 3 temel clade
olusturmuslardir. Birinci clade %99 giivenilirlikle Myceliophthora thermophila,
Myceliophthora hinnulea, Corynascus thermophilus ve Myriococcum
thermophilum tarafindan, ikinci clade Remersonia thermophila nin kardes takson
olarak yer aldigi Scytalidium-Torula-Humicola complex, {gilincii clade ise
Thielavia terrestris, Chaetomium thermophilum ve Melanocarpus albomyces yer
aldig1 bildirilmistir. Bu ii¢ kiimenin olusturdugu aga¢ topolojisinden dolay1 da
tamaminin Chaetomiaceae familyasinda yer aldiklari ortaya konmustur. Bizim
caligmamizda elde ettigimiz agac topolojileri Morgenstern ve ark. (2011)
olusturduklart filogenetik aga¢ topolojisi ile oldukca wuyumlu oldugu
belirlenmistir.

Termofilik funguslar biyolojik doniisiim proseslerinde goérev almaktadirlar.
Bu gorevlerini yerine getirmek icin ¢ok sayida enzimi ve endiistriyel olarak
onemli pek ¢ok metaboliti sentezleme yetenegine sahiptirler (Mouchacca, 2007).
Bu enzimlerden bir tanesi de termostabilite ozelligine sahip fitaz enzimi dir.

Calismamizda sicak su kaynaklarindan termofilik funguslarin izolasyonu ve
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tanilanmasinin devaminda elde edilen termofilik funguslarin fitaz enzimini tiretme
yeteneklerinin arastirilmasi da amaglanmistir.

Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen fitaz enzimleri igerisinde termofilik
funguslarin rettigi fitazlar, genis pH araligi, yiiksek spesifik aktivite ve
termostabilite gibi sebeplerden dolayr 6nem kazanmaktadir. Diinyada fitaz
enziminin kullaniminin artmasi nedeniyle bu enzim bilim ve teknolojinin oldukca
ilgilendigi bir alan olmustur. Fitaz enzimi 6zellikle yem ve gidalara ilavesi ile fitik
asit fosfatindan faydalanmayi saglamasi, buna paralel olarak da hayvansal
atiklardaki fosfatin olusturacagi ¢evre kirliligini Onlemesiyle ©6n plana
cikmaktadir. Spesifik fitik asit veya inositol tlirevi {riinlerdeki gelismeler de
dikkati ¢cekmekte ve fitaz enziminin kullanimi i¢in yeni bir alan olusturmaktadir.
Fungal fitazlar iiretimleri ve uygulanmalarinin kolayligi nedeni ile teknolojik ve
ekonomik anlamda dnerilmektedir (Asan, 2007).

Tiim bu sebeplerden dolay1 farkli bir kaynak olarak sicak sulardan izole
edilmis termofilik bir fungus tarafindan sentezlenen fitaz enziminin sahip
olabilecegi kendisine has 6zellikler bu alanda yeni gelismeler saglayabilecektir.
Ayrica tretilen enzimin KFF gibi ucuz maliyetli bir yontem yoluyla maksimum
miktarda iiretilmesini saglayacak optimizasyon calismalar1 da olduk¢a 6nem
kazanmaktadir.

Termofilik izolatlarin fitaz enzimi iiretim yeteneklerinin taranmasi fitaz
tarama ortaminda gergeklestirilmistir ve sonugta izolatlarimizin %44’ iniin az
veya ¢ok seviyede olmak iizere fitaz lrettigi belirlenmistir. Ancak tarama
ortaminda fitaz enzimi ile birlikte funguslarin iiretiyor olabilecekleri diger asit
fosfatazlardan kaynaklanan zonlarin da olabileceginden dolay1 ikinci bir se¢im
islemi yapilmistir. KFF ile gerceklestirilecek tarama isleminde kullanilmak {izere
izolatlarin fitaz tarama ortaminda olusturduklar1 zonlar degerlendirilerek en biiyiik
seffaf zonu olusturan bes izolat secilmistir. Bu izolatlar 11.7.3.2.2 numarali M.
thermophila, 11.7.1.2.12 numarali M. albomyces, 11.2.1.2.1 numarali R. pusillus,
11.7.1.2.6 numarali M. albomyces ve 12.7.2.2.1 numarali T. lanuginosus dur.
Secilen bes termofilik fungus KFF iiretim ortaminda gelistirilerek enzim iiretimi
saglanmustir. Uretim sonrasinda elde edilen ham enzim ekstraktlari ile yapilan
fitaz aktivite analizleri sonucunda 12.7.2.2.1 izolat numarali T. lanuginosus’un en

yiiksek aktivite (0,286 U/ml/dk) gosteren tiir oldugu belirlenmistir.
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Calismamiza benzer sekilde Gargova ve ark. (1997) Aspergillus,
Penicillium, Mucor, ve Rhizopus genuslarini iceren 203 fungal strain ile
gerceklestirdikleri calismalarinda fitaz liretimini belirlemek icin iki basamakli
tarama islemini kullanmiglardir. Birinci asamada fitaz tarama ortaminda yapilan
taramanin ardindan misir nigasta ortaminda enzim iiretimini gerceklestirip fitaz
aktivitesine bakarak hem asit fosfataz hemde fitaz tiireten fungus olarak
Aspergillus sp. 307’yi belirlemislerdir.

Yine calismamiza benzer sekilde tarama g¢alismalarinda fitaz iirettigini
belirledigimiz funguslardan M. thermophila (Hassouni ve ark., 2006), R. pusillus
(Chadha ve ark., 2004) ve T. lanuginosus (Gulati ve ark., 2007a) KFF ile fitaz
enzimi liretiminde daha 6nce yapilmis ¢aligmalarda kullanilmistir.

Kiiltiirel ortamda yapilan taramalar ve KFF g¢alismasi ile diger suslara
kiyasla yiiksek oranda fitaz iirettigi belirlenen ve kati faz fermentasyon ile fitaz
tretimi igin segilen 12.7.2.2.1 izolat numarali T. lanuginosus’un fitaz geninin
varhigi belirlenmistir. Fitaz enzimini tretmekten sorumlu gen bolgesi 1488 bp
boyutunda amplifiye edilmistir. T. lanuginosus izolatlarinin kismi fitaz gen
bdlgesinin dizi bilgisinin blast programi ile degerlendirilerek “Genozymes Project
Public Genomes” gen bankasinda “3-phytaseA, T. lanuginosus” geni ile %98
benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

T. lanuginosus’un fitaz geninin molekiiler karakterizasyonu ve
ekspresyonu iizerine yapilmis olan bir calismada phyA geni ¢ogaltilmis,
klonlanmis ve ekspresyon sonrasinda rekombinant gen iiriinii biyokimyasal olarak
karakterize edilmistir. Bu analizlerde fitaz geninin 1480 bp boyutunda oldugu
belirlenmistir ve bu sonug elde ettigimiz fitaz geni boyutu ile yaklasik olarak
aynidir (Berka ve ark., 1998).

Yine benzer sekilde Balasubramanian ve Palanivelu (2011) T.
lanuginosus 'un fitaz geninin molekiiler klonlanmasi ve ekspresyonu iizerine
yaptiklar1 caligmada fungal genomik DNA’nin spesifik primerler ile
amplifikasyonu sonucu ~1400 bp boyutundaki fitaz genini ¢ogaltmislardir.

Kat1 faz fermentasyon yiiksek iiriin konsantrasyonu, basit inkiibasyon
ekipmanlari, daha saf ham fermente iiriin gibi pek cok ekonomik ve pratik
avantajlara sahiptir. Tiim bu sebeplerden dolayr son yillarda oldukca ilgi
cekmistir. Mikroorganizmalar i¢in Ozellikle de funguslar i¢in fitaz enziminin

optimum  kosullarda {iretilmesini  saglayacak tamimlanmis bir ortam
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bulunmamaktadir. Ozellikle KFF ile maksimum seviyede enzim iiretiminde her
fungus i¢in spesifik kosullar ve besin ortamlart bulunmaktadir. Bu nedenle tiretim
stirecinin ve kullanilan besin ortaminin optimize edilmesi maksimum seviyede
enzim iiretimi i¢in vazgeg¢ilmezlerdendir.

KFF’de T. lanuginosus’dan fitaz enzimi iiretiminde substrat tiirii, baglangic
nem diizeyi, inokulum miktar1 ve {liretim siiresi; her bir parametrenin birbirinden
bagimsiz olarak test edilmesi ile optimize edilmistir. T. lanuginosus’dan enzim
iiretiminde en uygun substrati belirlemek i¢in KFF’de bugday kepegi, piring
kepegi, yulaf kepegi, cavdar kepegi, arpa kepegi, bonkalit, 6gitiilmiis aycicegi
sap1 ve Ogiitiilmiis findik kabugu substrat olarak kullanilmistir. En yiiksek enzim
sentezinin piring kepegi igeren KFF ortaminda (0,314 U/ml/dk) gergeklestigi
yapilan aktivite dlgimleri sonucu belirlenmistir. Substrat olarak ¢avdar kepegi
igeren KFF ortaminda fitaz enzim aktivitesinin en diisiik miktar1 (0,048 U/ml/dk)
elde edilmistir. KFF’de kullanilan substratlar icerisinde en yiiksek fitik asit
konsantrasyonu piring kepeginde bulunmaktadir (Afinah ve ark., 2010). Ancak
buna karsilik termofilik funguslarla gerceklestirilen pek ¢ok KFF’de substrat
olarak bugday kepegi kullanilmistir (Chadha ve ark., 2004; Javed ve ark., 2010;
Hassouni ve ark., 2006; Gulati ve ark., 2007a; Gulati ve ark., 2007b; Bhavsar ve
ark., 2010). Tiim bu g¢aligmalardan farkli olarak T. lanuginosus’dan KFF yoluyla
fitaz enzimi dretiminde en uygun kati substratin piring kepegi oldugu
saptanmistir.

Farkli oranlarda baslangi¢c nem diizeylerine sahip, substrat olarak piring
kepeginin kullanildig1 KFF ¢aligmalarinin sonucunda en yiiksek enzim aktivitesi
(0,812 U/ml/dk) nem oran1 %70 olan ortamda elde edilmistir. Ortamlardan elde
edilen aktivitelerin kiiglikten biiyiige 0,4, 0,41, 0,499, 0,6, 0,623, 0,653 U/ml/dk
olarak sirastyla % 20, 30, 40, 50, 60, 80, 70 baslangic nem diizeyindeki
ortamlardan elde edilmistir.

KFF’de nem mikroorganizmalarin biiylimesi ve enzimlerin sentezinde
onemli bir role sahiptir. Yiiksek nem oranlart substratin godzeneklerinin
azalmasina sebep olarak oksijenin girisini engellemekte, diger yandan diisiik nem
oranlar1 ise zayif mikrobiyal gelisime sebep olmaktadir (Pandey ve ark., 1999).
Bunlarin yaninda optimum nem orani hem fungal tiire hem de kullanilan substrata
baglidir. Yapilmis olan bir ¢calismada seker kamisi posasi iizerinde M. thermophila
ile gergeklestirilen KFF’de en yiiksek fitaz aktivitesi %75 nemli ortamda elde
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edilirken (Hassouni ve ark., 2006), diger bir ¢aligmada ise bugday kepeginin
kullanildigi KFF’de A. niger’in %200 nemli ortamda en yiiksek fitaz sentezini
gergeklestirdigi bildirilmistir (Bhavsar ve ark., 2010).

Inokulum miktarin1 optimize etmek igin as1 kiiltiir miktarlar1 % 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50 (v/w) olarak ayarlanmistir. Maksimum enzim aktivitesinin
0,966 U/ml/dk olarak elde edildigi inokulum miktar1 %40 olarak saptanmustir.
%10’luk inokulant miktarinda ise en disik aktivite olan 0,559 U/ml/dk elde
edilmistir.

Gulati ve ark., (2007a) bugday kepegi iizerinde KFF yontemi ile
gerceklestirdikleri fermentasyonda mutant T. lanuginosus TL-7 kullanmiglardir.
Yapmis olduklar1 optimizasyon ¢alismasi ile maksimum fitaz aktivitesine %20
inokulum miktar1 ile ulastiklarini rapor etmislerdir. Bizim c¢alismamiz ile bu
calisma arasindaki optimum inokulum miktar farkinin kullanilan fungal strain ve
substrattan kaynaklandig: diistintilmektedir.

T. lanuginosus’un maksimum enzim sentezledigi tiretim siiresini bulmak
icin 4. gilinden itibaren 20. Giine kadar enzim aktivite Ol¢timleri yapilmustir.
Enzim aktivitesi 4. giinden 7. giine kadar yiikselis gostermistir ancak 8. giinde
hizli bir diisiis meydana gelmistir ve 20. gline kadar sabit bir diizeyde devam
etmistir. Uretim siirecinin 7. giiniinde maksimum diizeye ulasan enzim aktivitesi
1,011 U/ml/dk olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar dogrultusunda enzim
aktivitesinin maksimum diizeye ¢iktigi 7. giin optimum iiretim siiresi olarak
belirlenmistir.

Fitaz {retim parametrelerinin tamammin geleneksel yontemlerle
optimizasyonu olduk¢a zaman alici ve pahali ¢alismalardir (Vohra ve
Satyanarayana, 2002b). Diger taraftan istatistiksel uygulamalar olduk¢a kullanisl
bir alternatif olarak goriilmektedir. Cevap yiizey yontemi (CYY) oldukca
ekonomik bir yontemdir ve test edilen faktorler arasindaki etkilesimlerin ortaya
konmasimi ve ayni zamanda degiskenlerin optimum degerlerinin tahminini de
saglamaktadir. CYY enzim fiiretimi gibi biyoproses optimizasyonlarinda en sik
kullanilan yontemlerdendir. Cok sayida parametrenin optimizasyonuna olanak
vermesi ile de olduk¢a kullanigh oldugu disiiniilmektedir (Vohra ve
Satyanarayana, 2002b; Chadha ve ark., 2004).

CYY’nin Merkezi Bileske Tasarimi (CCD: Central composite design) fitaz
tretimini etkileyen dort parametrenin [inkiibasyon sicakligi (T), baslangic pH
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(pH), havalandirma alan1 (H) ve as1 kiiltiiriin yas1 (Y)] optimum seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilmistir ve ortalama tahmin edilen ve gozlenen cevaplar
karsilastirillmistir. Deneyler tamamlandiktan sonra modelin istatistiksel testi
Fisher’in varyans analizleri (ANOVA) ile gerceklestirilmis ve elde edilen
regresyon esitlikleri, inkiibasyon sicakligi, baslangic pH, havalandirma alani ve
as1 kiltiiriin yasi’nin degerlerinin fonksiyonuyla iiretilen fitaz seviyelerini ifade
etmektedir.

Modelin kalitesi pek c¢ok kriter kullanilarak kontrol edilmektedir.
Bunlardan bir tanesi belirlilik katsayis1 (R?) dir. R? degeri her zaman 0-1 arasinda
olmalidir ve degerin >0,75 olmasi modelin uygunlugunu géstermektedir. R
degeri 1’e ne kadar yakinsa mevcut model o kadar uygun demektir. Fitaz iiretimi
icin belirlilik katsayisi (RZ) 0,95 olarak hesaplanmistir. Bu, fitaz {iretimi igin
deneysel sonuglarin %95’inin model tarafindan tahmin edilen verilerle uyumlu
oldugu anlamina gelmektedir. Iyi bir istatistiksel modelde bizim calismamizda
oldugu gibi kullanilan dort parametrenin pozitif ve birbirlerine yakin degerlerde
olmalar1 gerekmektedir. R? belirlilik katsayisi ¢oklu modellerde genellikle yeterli
degildir. Ciinkii ¢oklu regresyon modelleri i¢in denkleme yeni degisken ilave
edilmesi durumunda R? degeri genellikle artmaktadir. Bu yiizden anlamli bir test
yapabilmek i¢in ¢oklu modellerde diizeltilmis R? (adj. R?) hesaplanmalidir. Fitaz
tretimi icin diizeltilmis R? 990,34 olarak hesaplanmistir. Fitaz {iretimi i¢in
korelasyon (iliski) katsayisinin (pred RZ) degeri ise 0,82 dir ve fitaz iiretiminin
deneysel ve tahmin edilmis olan degerleri arasindaki gili¢lii uyumu gostermektedir.

F ve P degerleri modelin ve model parametrelerinin anlamliliklarini
gostermek icin kullanilmaktadir. P degerleri 0,05’den kiigiik ise o model terimi
anlamli demektir. Fakat P degeri 0,1’den biiyiikk ise o model terimi anlamsiz
demektir. Calistigimiz modelin F degeri 21,04 ve P degeri 0,000 dir ve bu bize
modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Fitaz {iretimi i¢in kullanilan
faktorlerinden pH ve Y modelin anlamli terimlerindendir. Ayrica Tablo 3.14’de
goriildigii gibi pH? H? Y2 TpH, TH, TY, pHH, HY etkilesimleri de T.
lanuginosus’un fitaz veriminde oldukga anlamli etkiye sahiptirler.

Elde edilen bu model gercek yanit fonkSiyonuna sadece bir yaklasim
oldugu i¢in, tahminlenen degerler ile deneysel veriler arasindaki fark (kalinti,
residual error), sadece saf deneysel hatay:1 (saf hata, pure error) degil modelin

matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan hatayr (uyum eksikligi,
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lack of fit) da icermektedir. Uyguladigimiz modelde uyum eksikligi F-degeri 0,52
ve uyum eksikligi P-degeri ise 0,826 dir ve bu degerler model uyumsuzlugunun
anlamsiz oldugunu gostermektedir. Anlamsiz model uyumsuzlugu (uyum
eksikligi) kullanilan modelin uyumlu oldugunu gostermektedir ve bu ulasilmak
istenen sonugtur.

Degiskenler arasindaki etkilesimleri anlamak ve maksimum cevap igin her
bir degiskenin optimum seviyelerini belirlemek amaciyla cevap yiizey grafikleri
cizilmistir. Sekil 3.25-3.27°da goriilen ii¢ boyutlu cevap ylizey grafikleri fitaz
iiretiminin optimizasyonunda kullanilan degiskenlerin aralarindaki dogrusal
olmayan etkilesimleri gostermektedir. Istatistiksel model, maksimum fitaz
tiretiminin (>1,4 U/ml/dk) baslangi¢ pH 7,5, havalandirma alan1 % 30, 5 giinliik
as1 kiiltiir ve 55 °C’de inkiibasyon kosullarinda elde edilecegini 6ngérmiistiir.

Fitaz {iretiminin model tarafindan tahmin edilen optimum kosullar
dogrultusunda gerceklestirilmesi ile istatistiksel model dogrulanmistir. Bu amagla
gerceklestirilen fermentasyon sonucunda fitaz aktivitesi 3,156 U/ml/dk olarak
belirlenmistir ve bu degerin istatistiksel model tarafindan optimum kosullar
altinda ulagilmasi tahmin edilen >1,4 U/ml/dk degerinin iizerinde ¢ikmasi modeli
dogrulamaktadir. CYY ile optimizasyon Oncesinde klasik yontemle optimize
edilmis kosullarda elde edilen fitaz aktivitesi ise 1,011 U/ml/dk dir. T.
lanuginosus’dan kat1 faz fermentasyonla firetilen fitaz aktivitesi Cevap yiizey
yontemi ile optimizasyon yoluyla 3,122 kat (%212) arttirilmistir.

Calismamiza benzer sekilde istatistiksel optimizasyon yontemleri
kullanilarak fitaz enzimi {iretim miktarlarinda Aspergillus niger NCIM 563 ile
yapilan fermentasyonda 3,08 kat (Bhavsar ve ark., 2010), Rhizomucor pusillus ile
yapilan fermentasyonda 1,30 kat (Chadha ve ark., 2004), Mucor racemosus ile
yapilan fermentasyonda 1,85 kat (Bogar ve ark., 2003), Sporotrichum thermophile
ile yapilan fermentasyonda 2,07 kat (Singh ve Satyanarayana, 2006) ve Pichia
anomala ile yapilan fermentasyonda ise 1,746 kat (Vohra ve Satyanarayana,
2002) artis saglanmuistir.

Katki maddelerinin etkilerinin belirlenmesi amaciyla cesitli karbon
kaynaklari, azot kaynaklari, metal tuzlar1 ve yiizey aktif maddeler belirtilen
oranlarda fitaz iiretim ortamma eklenmistir. Incelenen dért karbon kaynagi
arasindan (glukoz, maltoz, siikroz, misir unu) 3,248 U/ml/dk’lik fitaz aktivitesi ile

siikroz katkili ortam, kontrol ortaminda elde edilen 2,512 U/ml/dk fitaz
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aktivitesinin iizerine ¢ikmistir, iretim siirecinde pozitif etkili oldugu gosterilmistir.
Glukoz’un ortama eklenmesi ile olusan fermentasyonda ise kontrole ¢ok yakin
degerde bir aktivite elde edilmis ve etkisiz bir madde oldugu belirlenmistir. Ancak
maltoz ve 6zellikle de misir unu fitaz iiretimine negatif yonde etki etmistir.

Elde ettigimiz sonuglarin aksine sentetik besiyeri ortaminda M. thermophila
ile gergeklestirilen fitaz enzim iiretimini glukoz ilavesinin arttirdigi (Hassouni ve
ark., 2006) ve benzer sekilde Aspergillus niger NCIM 563 ile yapilan
fermentasyonda da glukoz ilavesinin fitaz {iretimini arttirici etki yaptigi
bildirilmistir (Bhavsar ve ark., 2010).

Calismamizda, onbir farkli azot kaynagmin (Ure, maya ekstrakti, tripton,
triptik soy, pepton, nutrient broth, yagsiz siit tozu, kazaminoasit, soya unu, malt
ekstrakt, NH;NO3) KFF ile fitaz enzimi iretimi lizerine etkileri incelenmis ve bu
azot kaynaklarindan higbirinin fermentasyonu indiikleyici etkileri olmadigina
karar verilmistir. Diger yandan iire, maya ekstrakti, pepton, nutrient broth ve
NH;NO; fermentasyon iizerinde olduk¢a negatif bir etki gosterdikleri
belirlenmistir.

Calismamiza benzer sekilde Gulati ve ark. (2007b) tarafindan M. indicus
ile KFF yoluyla fitaz enzimi iretimi gerceklestirilmistir. Substrat olarak bugday
kepegi kullanilmis olan fermentasyonun optimizasyonunda azot kaynaklarindan
(NH;)2SO4, NaNO3, NH4H,PO,4, CH3COONHy,, et ekstrakti, misir 1slatma sivisi,
malt ekstrakt, pepton, soyafasulyesi, tripton, iire ve maya ekstraktinin etkileri
incelenmis ve NH4H,PO, disindaki tiim azot kaynaklarmin fermentasyonu
indiiklemedigi belirlenmistir.

Diger taraftan Hassouni ve ark. (2006) sentetik besiyeri ortaminda M.
thermophila ile gergeklestirilen fitaz enzim iretimine coktan aza sirasiyla
(NHz),HSO,;, KNOs3, pepton ve NH4NO; indiikleyici etki yaptiklarim
bildirmislerdir. Benzer sekilde S. thermophile ile seker kamis1 melasi kullanilarak
yapilan fermentasyonda  (NH4),SO,’lin fitaz enzimi iretimini indiikledigi
belirlenmistir (Singh ve Satyanarayana, 2006).

Bu calismada, KFF’ye etkileri incelenen 7 farkli metal tuzundan yalnizca
ZnSO4 2,659 U/ml/dk aktivite ile kontrol ortamindan elde edilen fitaz
aktivitesinin iizerinde bir aktivite elde edilmesini saglamistir ve KFF iizerine
pozitif bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Buna karsin CaCl,, MgCl,, MnCl,

ve CuSQy fitaz iiretimi lizerinde oldukga inhibe edici bir etki gostermislerdir.
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Cesitli calismalarda azot kaynaklarindan bazilarinin fitaz enzim {iretimini
indiikleyici etkilerine ait tespitler bulunmaktadir. S. thermophile ile seker kamisi
melas1 kullanilarak yapilan fermentasyonda ortama MgSQO,4.7H,0 ilavesinin fitaz
enzimi tiretimini indiikledigi belirlenmistir (Singh ve Satyanarayana, 2006). Diger
bir ¢aligmada ise sentetik besiyeri ortamimda M. thermophila ile gergeklestirilen
fitaz enzim tiretiminin MgSO,4.7H,O ve CaCl, ile indiiklendigi bildirilmistir
(Hassouni ve ark., 2006). Aspergillus niger NCIM 563 ile yapilan fermentasyonda
ise ortama NaNOj ilavesinin fitaz iiretimini arttirici etki yaptigi bildirilmistir
(Bhavsar ve ark., 2010).

KFF’ye etkileri belirlenmeye calisilan ylizey aktif maddeler ve SDS,
EDTA’nin indiikleyici bir etkiye sahip olmadiklari, tween 20 ve triton x-100
fermentasyonu oldukc¢a negatif etkiledikleri belirlenmistir. Benzer sekilde
Aspergillus niger NCIM 563 ile yapilan fermentasyona katki maddesi olarak
triton X-100 ilavesinin fitaz tretimini negatif yonde etkiledigini bildirilmistir
(Bhavsar ve ark., 2010). Diger taraftan Singh ve Satyanarayana (2006)
caligmalarinda S. thermophile ile seker kamisi melas1 kullanilarak yapilan
fermentasyonda ortama tween 80 ilavesinin fitaz enzimi tiretimini indiikledigini
bildirmislerdir.

Bu calismada kullanilmis olan optimizasyon stratejisi geleneksel ve
istatistiksel yontemlerin bir kombinasyonunu olusturmustur. Maksimum fitaz
aktivitesi substrat olarak piring kepeginin kullanilmasi ile elde edilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi elde edilmesini saglayan parametrelerin optimum
seviyeleri %70 nem, 7 giin fermentasyon siiresi, %40 inokulum biiyiikliigii, 55 °C
inkiibasyon sicakligi, baslangic pH 7,5, % 30 havalandirma alani, 5 giinliik as1
kiiltiir, %1 siikroz, 2,5 mM ZnSO, olarak belirlenmistir. Uygulanan optimizasyon
calismalar1 sonucunda fitaz aktivitesinde 10,83 kat artig saglanmistir (0,30 — 3,248
U/ml/dk).

Sadece istatistiksel optimizasyon yontemleri kullanilarak fitaz enzimi
tiretim miktarlarinda Aspergillus niger NCIM 563 ile yapilan fermentasyonda
3,08 kat (Bhavsar ve ark., 2010), Rhizomucor pusillus ile yapilan fermentasyonda
1,30 kat (Chadha ve ark., 2004), Mucor racemosus ile yapilan fermentasyonda
1,85 kat (Bogar ve ark., 2003), Sporotrichum thermophile ile yapilan
fermentasyonda 2,07 kat (Singh ve Satyanarayana, 2006) ve Pichia anomala ile

yapilan fermentasyonda ise 1,746 kat (Vohra ve Satyanarayana, 2002) artis
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saglanmigtir. Bu tezde geleneksel ve istatistiksel yontemlerin bir kombinasyonunu
olusturularak kullanilmig olan kapsamli optimizasyon c¢alismalar1 ile T.
lanuginosus kullanilarak KFF yoluyla fitaz enzimi iiretiminde biiyiik bir artis
(10,83 kat) saglanmustir.

Bu arastirmada optimizasyon ¢alismast ile optimum iiretim sicakligi 55 °C
olarak belirlenmistir. Termofilik funguslar kullanilarak KFF yontemi ile
gergeklestirilen fitaz {iretim ¢alismalarinda genellikle liretim sicakligi olarak 45
°C (Gulati ve ark., 2007a; Singh ve Satyanarayana, 2006; Singh ve Satyanarayana,
2009 Hassouni ve ark., 2006) ve 50 °C (Chadha ve ark., 2004; Gulati ve ark.,
2007b) kullanilmistir. Bu durum goz Oniine alindiinda iiretim sicakligina bagh
olarak elde ettigimiz fitaz enziminin diger bahsedilen enzimlere gore termal
stabilitesinin daha yiiksek olmasi beklenmektedir. ileriki caligmalarda
gerceklestirilmesi planlanan saflastirma islemleri sonrasinda bu durumun agiga
cikarilmasi planlanmaktadir.

Uygulanan optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda T. lanuginosus
kullanilarak iretilen fitaz enziminin spesifik aktivitesi 8,97 U/mg olarak
hesaplanmustir.

Gulati ve ark., (2007a) mutant T. lanuginosus TL-7 susunu kullanarak
gerceklestirdikleri KFF ile fitaz enzimi iiretim calismasinda, optimizasyon
sonucunda spesifik fitaz aktivitesini 32,19 U/g olarak belirlemislerdir. Elde etmis
olduklar1 aktivite bizim ¢alismamizdaki sonuca gore oldukga diisiiktiir bu nedenle
calismamizda daha kullanigh bir fitaz enzimi elde edildigi diisliniilmiistiir. Ayn1
fungus tiirli kullanilmasina karsilik aktiviteler arasindaki bu fark fungus sus farki,
kullanilan substrat gibi parametrelerin 6nemini oraya koymustur.

Bagka bir ¢alismada ise R. pusillus ile gerceklestirilen fitaz enzimi tiretimi
Box-Behnken istatistiksel dizayn1 kullanilarak ti¢ degisken parametre (pH, kiiltiir
yaslt ve inkiibasyon peryot) agisindan optimize edilmistir. Optimizasyon
sonrasinda elde edilen maksimum spesifik aktivite 9,18 U/g olarak belirlenmistir.
Bu degerde bizim ¢alismamizla kiyaslandiginda oldukca diisiiktiir.

SDS-PAGE ve zimogram analizleri sonucunda, T. lanuginosus fitaz
enziminin molekiil agirliginin yaklasik 30 kDa olan tek protein bandi olusturdugu
belirlenmistir ve zimogram analizi ile bu bandin fitaz enzimine ait oldugu

dogrulanmistir.
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Termofilik ve termotolerant funguslarin saflagtirilmis fitaz enzimlerinin
molekiil agirliklart A. fumigatus, Emericella nidulans, M. thermophila ve
Talaromyces thermophilus i¢in sirasiyla 60,77, 66,43, 62,89 ve 128,4 kDa oldugu
bildirilmistir (Pandey ve ark., 2001). Ayrica bizim ¢alismamizdan farkli olarak
Gulati ve ark., (2007a) T. lanuginosus TL-7’nin fitaz enziminin molekiil agirligini
SDS-PAGE vyoluyla yaklasik olarak 54 kDa olarak belirlemislerdir. Ancak
zimogram analizi ile SDS-PAGE’de elde ettikleri bu bandin fitaz enzimine ait
olup olmadigini dogrulamamislardir. Bu anlamda T. lanuginosus’un iirettigi fitaz
enziminin ilk kez bizim ¢alismamiz ile zimogram analizi gergeklestirilmistir.

Funguslar pek ¢ok agidan 6neme sahip organizmalardir. Gida sektort, ilag
yapimi, degerli enzimlerin ve organik maddelerin tiretimi gibi birgok alanda
kullanilmaktadirlar. Bunun yaninda 6nemli insan ve bitki patojeni funguslar da
bulunmaktadir.

Diinyada ¢esitli endiistriyel alanlarda enzimlerin kullaniminin giin gectikce
artmasi nedeniyle enzimler bilim ve teknolojinin oldukg¢a ilgilendigi bir alan
olmustur. Endiistriyel proseslerde uygulanan yiiksek sicakliklarda aktivitesini
koruyan termostabil enzimlerin elde edilebildigi funguslar da dolayisiyla biiyiik
onem tasimaktadir. Ayrica termostabilite Ozelliginin yaninda termofilik
funguslarin trettikleri enzimler genis pH araligi, yiiksek spesifik aktivite gibi
ozelliklerinden dolayr da 6n plana ¢ikmaktadir. Bu funguslarin belirlenmesini ve
endiistriyel ve ¢evresel Oneme sahip enzimlerinin ortaya konmasini igeren
caligmalar oldukc¢a 6nem arz etmektedir.

Sonug olarak;

Genellikle tamamen aydinlatilmamis olmasina ragmen, sicak su kaynaklari
muazzam bir biyolojik cesitlilige sahiptir ve bilimsel caligmalar agisindan oldukca
degerlidir. Diinyada sicak sulardan termofilik funguslarin izolasyonuna iliskin
calismaya rastlanamamistir. Bu nedenle bu ¢alisma Kiitahya ve Afyon illerindeki
dolayisiyla da Tirkiye’deki termal sularin termofilik fungus varliginin ortaya
konmasi agisindan bir ilk olmustur ve ileriki c¢alismalarda kullanilmak iizere
literatiire onemli bir katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Bunun yani sira iilkemizde termofilik funguslarin molekiiler tekniklerle
tanilanmasina iliskin ¢alisma bulunmamaktadir. Bu agidan da arastirmamiz bir ilk

olmustur. Arastirma sonucunda termofilik funguslarin tanilanmasi igin kullanilan
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geleneksel yontemlerin olusturdugu karmasik ve zor uygulamalar molekiiler
tekniklerin kullanimi ile ¢6ziimlenmistir.

Morfolojik ve Molekiiler tanilamalar sonucunda 25 termofilik fungus
izolatinin Myceliophthora thermophila, Myceliophthora hinnulea, Melanocarpus
albomyces, Rhizomucor pusillus, Thermomyces lanuginosus, Humicola grisea,
Humicola insolens, Scytalidium thermophilum, Talaromyces thermophilus,
Thielavia terrestris ve Malbranchea cinnamomea tiirlerini kapsayan 11 farkli
tirden olustugu belirlenmistir. Termofilik funguslarin yaklasik 30 farkli tiir ile
temsil edildigi disiiniildiigiinde, bu tez ¢aligmasi incelenen termal sularin
termofilik funguslar agisindan olduk¢a zengin bir kaynak oldugunu ortaya
koymustur.

Termal su tesislerine ve dogal sicak sulardaki yiizme gibi faaliyetlerin
popularitesinin artmasi termofilik/termotolerant mikroorganizmalar ile temasi
kaginilmaz kilmaktadir. Bu nedenle termal kaynaklardaki funguslarin belirlenmesi
insan saglig1 acisindan da bu anlamda 6nem teskil etmektedir.

Termofilik funguslar pek ¢ok acidan dneme sahip organizmalardir. Ancak
enzimlerinin sahip oldugu termostabilite onlarin yiiksek isilarin uygulandigi
endistriyel proseslerde kullanimi agisindan 6n plana ¢ikmasini saglamistir. Bu tez
caligmasi ile elde edilen termofilik funguslardan Thermomyces lanuginosus un
fitaz enzimi Urettigi kiiltiirel ve fitaz geninin belirlenmesi yoluyla molekiiler
yontemlerle saptanmustir.

Termofilik fungal strain T. lanuginosus kullanilarak gergeklestirilen kati
faz fermentasyonu klasik yontem ve cevap ylizey yonteminin bir kombinasyonu
kullanilarak olduk¢a yiiksek verimde optimize edilmistir. Optimizasyon
sonucunda fitaz iiretiminde 10,83 kat artis saglanmistir. Bu sonug bize etkin bir
optimizasyon calismasi ile enzim iiretiminin iist seviyelere tasinabilecegini
gostermistir.

Cevap ylizey yontemi ile optimizasyon sayesinde degiskenler arasi
etkilesimlerin de g6z 6niinde bulunduruldugu oldukg¢a verimli ve zaman tasarrufu
saglayan bir calisma gerceklestirilmistir. Optimizasyon yoluyla fitaz enzim
miktarlar1 arttirilmis ve bu da kati faz fermentasyon ile enzim {iretiminde
maliyetin azaltilmasini saglamistir.

T. lanuginosus ile gerceklestirilen fitaz enzimi iretiminde fitaz enzimi

iretim tuz soliisyonu, slikroz ve ZnSO, ile zenginlestirilmis piring kepegi



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

179

kullanilmistir. Piring kepegi kati faz fermentasyonda kullanilan diger kati
substratlara kiyasla oldukca yiiksek fitik asit icermektedir. Buna karsin fitaz
enzimi tretiminde simdiye kadar termofilik funguslarla yapilmis olan KFF
caligmalarinin hemen hemen tamaminda kati substrat olarak bugday kepegi
kullanilmistir. Bu anlamda c¢alismamizin fitaz enzimi {iretiminde alternatif bir
substrat1 ongérmesinden dolay1 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

Fitaz enzimi iiretiminde kat1 faz fermentasyonun secilmesi ve bu yontemde
de tarimsal sanayi artigi olan piring kepeginin substrat olarak kullanilmasi,
ekonomik besin ortami1 sayesinde diisiik maliyetli bir {retim yapilmasini
saglamistir. Elde ettigimiz fitaz enziminin aktivitesi ve termal stabilitesinden yola
cikarak gelecek vaat ettigi diistiniildiigiinde, daha biiyiik 6l¢ekli tiretimlere katki
saglamak i¢in ekonomik bir iiretim siireci elde edilmeye ¢aligilmistir.

Bu tez ¢alismast ile T. lanuginosus 'un pH 7,5 ve 55 °C’ de gergeklestirilen
tiretim kosullarinda yiiksek seviyede fitaz enzimi sentezledigi belirlenmistir. Bu
iiretim sicakligi literatiirde gecen caligmalar ile kiyaslandiginda oldukca ytiksektir.
Bu durum goz o6niine alindiginda iiretim sicakligina bagli olarak elde ettigimiz
fitaz enziminin termal stabilitesinin daha yiiksek olmasi beklenmektedir. ileriki
calismalarda gergeklestirilmesi planlanan saflastirma islemleri sonrasinda bu
durumun acgiga ¢ikarilmasi planlanmaistir.

Fitaz enzimi hayvanlarin yemlerine ve insan beslenmesinde kullanilan fitat
icerikli gidalara eklenerek, gida ve yemlerdeki fitat fosforundan yaralanilmasini
artirmakta, fitatin beslenme karsiti etkisini ortadan kaldirmakta, hayvanlardaki
fitat kaynakli diisiik mineral emilimi sorununu ¢ézmektedir. Ayn1 zamanda fitaz
enziminin yemlere ilavesi, entansif hayvan yetistiriciligi yapilan alanlarda
hayvansal atiklardaki fosforun toprakta ve sularda birikiminden kaynaklanan
cevre kirliligini 6nlemektedir. Bu sayede kirliligin insanlar ve hayvanlar {izerinde
olusturacag toksik etkiler de ortadan kalkmaktadir. Bu anlamda fitaz enzimi gida
ve yem sanayi icin énemli bir potansiyele sahiptir. Bu tez ile elde edilen fitaz
enzimi sanayide kullanilan yiiksek sicakliklar1 tolare edecek termostabilite
ozelligine sahip olmas1 ve aktivitesinin yiiksek olmasindan dolayr gida ve yem
sanayi i¢in 6nemli bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Diinya’da farkli termofilik funguslarin Trettigi fitaz enzimlerinin
karakterizasyonu yapilmaya devam edilmekte ve henliz her agidan ideal

Ozelliklere sahip bir fitaz enzimi liretimi tam olarak gerceklestirilememistir. Fitaz
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enziminin dneminin giderek artmasindan dolay1 lilkemizde iiretilecek, daha ucuz
maliyetli ve ticari olarak kullanilabilecek 0Ozelliklere sahip fitaz enzimine
gereksinim giin gectikce artmaktadir. Fitaz enziminin daha Once belirttigimiz
Ozellikleri ve Onemi goz Oniine alindiginda c¢alismamizin hayvan ve insan
beslenmesinde, sagliginda, gevre kirliliginin giderilmesinde &nemli yaklasimlar
getirebilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bu enzimin ileriki ¢aligmalarla saflagtirilip
karakterize edilmesi sonucunda iilke ekonomisine de 6nemli bir katki saglayacagi

Ongorilmustiir.
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