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Bu ¢aligmada, arpa samani kullanilarak hazirlanmis KSF ortaminda gelistirilen Aspergillus
aculeatus NRRL 358’dan ASC ve HEK yontemleri kullanilarak B-glukozidaz enzimi
saflagtirnilmistir. 4. aculeatus’un KSF ortaminda en yiiksek B-glukozidaz aktivitesine sahip
oldugu optimum kosullar belirlenmistir. Nemlendirme sivisi Sodyum Dihidrojen Fosfat
(NaH2PO4); pH’1n 7,0; sicakligin 25°C ve inkiibasyon siiresinin ise 10 giin oldugu
saptanmigtir.

Elde edilen B-glukozidaz enzimi HEK uygulamasi sonucunda %43,08 verim ile 23,85 kat
saflagtirnlmistir. B-glukozidazin safliginin ve alt birim sayisinin kontrolii SDS-PAGE ve
NATIVE-PAGE yontemleri kullanilarak yapilmistir. NATIVE-PAGE elektroforezi
sonucunda 170 kDa molekiil agirligina sahip oldugu, SDS-PAGE islemi sonucunda ise
enzimin 70 kDa ve 100 kDa olmak {izere iki alt birimden olustugu tespit edilmistir. Enzimin
aktivitesinin tespit edilmesinde pNPG substrati kullanilmis, pH 4,0’de ve 55°C’de en yiiksek
aktiviteye ulastig1 belirlenmistir. Saflastirilmis B-glukozidaz enziminin 45, 55, 65 ve 75°C
sicakliklarda 120 dk inkiibasyona birakilmasiyla yapilan aktivite olglimleri sonucunda
strastyla %99,6; %99,8; %98,6 ve %31,87 oraninda aktivite gosterdigi, 85°C sicaklikta ise
36 dk boyunca aktivitesini kaybetmedigi tespit edilmistir.

Saflagtirilan B-glukozidaz enzimi kinetik parametreleri yoniinden de incelenmis, Kim ve Vinax
degerleri sirasiyla 2,8571 mM ve 14285,71 mM olarak hesaplanmistir. Bunlara ek olarak,
D(+)-glukoz ve o-glukonolakton inhibitorlerinin saflastirilan B-glukozidaz enzimine kars:
inhibisyon mekanizmalarinin yarigmali tipte oldugu belirlenmistir. D(+)-glukozun I1Csg
degeri 11,49 mM ve K; degeri 1,7857x107 olarak, §-glukonolakton inhibitoriiniin ICso degeri
13,64 mM ve K; degerleri ise 7,143x10 ve 1,07145x10* mM olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Amonyum Siilfat Coktiirmesi, Aspergillus aculeatus, Enzim
kinetigi, Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi, Kat1 Substrat Fermentasyonu (KSF), B-
Glukozidaz
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ABSTRACT

PRODUCTION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
EXTRASELLULAR B-GLUCOSIDASE FROM ASPERGILLUS ACULEATUS
NRRL358 UNDER SOLID-STATE FERMENTATION CONDITIONS
MSC THESIS
MERT COKER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. AYSE DILEK AZAZ )
(CO-SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SELMA CELEN YUCETURK )

BALIKESIR, June - 2026
In this study, the B-glucosidase enzyme was purified from Aspergillus aculeatus NRRL 358,
which was grown on a KSF medium prepared using barley straw, using ASC and HEK
methods. The optimal conditions under which A. aculeatus exhibited the highest f-
glucosidase activity in the KSF medium were determined. The buffer solution was Sodium
Dihydrogen Phosphate (NaH2POs); the pH was 7.0; the temperature was 25°C; and the
incubation period was 10 days.

The B-glucosidase enzyme obtained was purified 23.85-fold with a yield of 43.08% using
the HEK method. The purity and subunit number of the B-glucosidase were verified using
the SDS-PAGE and NATIVE-PAGE methods. NATIVE-PAGE electrophoresis revealed a
molecular weight of 170 kDa, while SDS-PAGE analysis indicated that the enzyme consists
of two subunits of 70 kDa and 100 kDa. The enzyme’s activity was determined using the
pNPG substrate, and it was found to reach its highest activity at pH 4.0 and 55°C. Activity
measurements conducted by incubating the purified B-glucosidase enzyme at 45, 55, 65, and
75°C for 120 minutes revealed activity levels of 99.6%, 99.8%, 98.6%, and 31.87%,
respectively, and it was found that the enzyme retained its activity for 36 minutes at 85°C.

The kinetic parameters of the purified B-glucosidase enzyme qwwew examined, and the K
and Vmax values were calculated to be 2.8571 and 14,285.71 mM respectively. In addition, it
was determined that the inhibition mechanisms of D(+)-glucose and 6-gluconolactone
inhibitors against the purified B-glucosidase enzyme were of the competitive type. The 1Cso
value of D(+)-glucose was 11.49 mM and the K; value was 1.7857x1073, while the IC50
value of the d-gluconolactone inhibitor was 13.64 mM and the Ki values were 7.143x1073
and 1.07145x10~* mM.

KEYWORDS: Ammonium Sulfate Precipitation, Aspergillus aculeatus, Enzyme kinetics,
Hydrophobic Interaction Chromatography, Solid-State Fermentation (SSF), B-glucosidase
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ONSOZ ve TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam siiresince bilgi ve deneyimleriyle bana rehberlik
eden, calismamin her agsamasinda desteklerini esirgemeyen ve her tiirlii fedakarlig1 gosteren
degerli hocalarim Saym Prof. Dr. Ayse Dilek AZAZ ve Dr. Ogr. Uyesi Selma CELEN
YUCETURK ’e en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca desteklerini hi¢ esirgemeyen ve bugiinlere gelmemde biiyiik emegi
bulunan, her zaman yanimda olan sevgili annem Nejla COKER’e, babam Yahya COKER’e
ve ablam Ilknur KILIC a; yiiksek lisans egitimim ve tez calismam boyunca destegi, sabr1 ve
anlayistyla bana gilic veren, destegini her kosulda hissettigim degerli esim Miinevver
COKER’e ve hayatima anlam katan, bana hayatimin en giizel duygularin1 yasatan sevgili
oglum Atilla COKER’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Balikesir, 2026 Mert COKER

X



1.GIRIS

Biyokimyasal reaksiyonlarda temel kinetik diizenleyiciler olan enzimler, spesifik
substratlartyla molekiiler diizeyde etkilesime girerek aktivasyon enerjisini diisiiren ve
bdylece iiriin olusumunu miimkiin kilan protein yapili biyokatalizorlerdir (Bhat, 2000;
Egwim, 2025). Kullanim siire¢leri boyunca molekiiler diizeyde cesitlenerek iistiin katalitik
nitelikler kazanan bu biyomolekiiller, reaksiyon hizlarini kataliz6riin bulunmadig: ortamlara
kiyasla {ist seviyelere tasiyarak genis spektrumlu biyolojik ve endiistriyel uygulamalarin

zeminini hazirlamislardir (Ndochinwa et al., 2024).

Tarihsel siire¢ boyunca cesitli alanlarda deneysel veya bilingli bir sekilde insanlarin
yararlandiklar1 biyolojik ara¢lar olan enzimlerin giiniimiizde biyoteknolojik gelismelerin
1s181nda, kullanim alanlar1 geniglemis ve buna paralel olarak endiistriyel 6nemleri kritik bir
seviyeye ulagsmistir. Gliniimiizde temel birer biyokatalizor olan enzimler; gida isleme, ilag,
tarim, enerji, kimya, tekstil, kagit, biyoyakit, deterjan ve kozmetik gibi ¢ok genis bir
endiistriyel yelpazede siirdiiriilebilir liretimin temel taglarini olusturmaktadir. Geleneksel
kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda enzimler, yiiksek segicilik ve katalitik verimlilik
sunmalar1 bakimindan iistiinliige sahiptirler. Ozellikle diisiik sicaklik ve basing gibi kosullar
altinda etkinlik gosterebilmeleri, enerji tiiketimini minimize etmekte ve iiretim
maliyetlerinin diisliriilmesine dogrudan katki saglamaktadir. Bu 06zellikleri sayesinde
enzimler, {iriin kalitesini artirmanin yani sira ¢cevre dostu ve ekonomik agidan uygulanabilir
endistriyel yontemlerin gelistirilmesinde temel biyolojik materyaller olarak kabul
edilmektedir. Endiistriyel reaksiyon ortamlari siklikla yiiksek sicaklik, ekstrem pH degerleri,
organik ¢oziiciilerin varli1 ve ¢esitli reaksiyon inhibitdrleri gibi enzim yapisini dejenere
edebilecek zorlu kosullar1 icermektedir (Luetz et al., 2008). S6z konusu bu cevresel stres
faktorleri ve operasyonel gereklilikler karsisinda, dogal enzimlerin mevcut katalitik
performanslar1 yetersiz kalabilmektedir. Bu sebeple; enzimlerin endiistriyel siireglerin
ithtiya¢c duydugu yiiksek stabilite, aktivite ve segicilik kriterlerini karsilayabilmesi igin
yapisal modifikasyonlara tabi tutulmalar1 gereklilik haline gelmistir (Albayati et al., 2024).
Sonugta enzim teknolojisindeki ilerlemeler; bir yandan mevcut enzimlerin miihendislik
yontemleriyle iyilestirilmesine, diger yandan ekstrem kosullara dayanikli yeni enzim
kaynaklarimin kesfine odaklanarak, modern endiistrinin siirdiiriilebilirlik hedeflerine katki

saglamaktadir.



Mikrobiyal kaynaklarin kullanimi; hizli ¢ogalma kapasiteleri, diisilk maliyetli {iretim
imkanlar1 ve genetik manipiilasyona olan yatkinliklart nedeniyle bu siiregte birincil derecede
tercih edilmektedir. 20. yiizyilin baslarindan itibaren sistematik bir gelisim goOsteren
mikrobiyal enzim {iretimi, 1960’larda Bacillus licheniformis kullanimi ve ardindan
1980’lerde rekombinant DNA teknolojisinin siirece entegrasyonu ile paradigmatik bir
degisim yasamistir. Bu tarihsel birikim, 2020’li yillarda COVID-19 pandemisi esnasindaki
tan1 teknolojilerinde goriildiigii lizere, klinik uygulamalardan endiistriyel biyoproseslere

kadar uzanan stratejik bir etki alanina ulagmistir (Hassan et al., 2024).

1.1 Enzimlerin Yapisi

Enzimler, dogada ¢ogunlukla protein yapisinda bulunan ve baslangicta peptit baglar ile
birbirine baglanmis uzun amino asit zincirlerinden olusan biyomolekiillerdir. Birincil amino
asit zincirinin sentezinden sonra bu dogrusal yapimnin ii¢ boyutlu ve fonksiyonel bir yap1
kazanmasini saglayan, translasyon sonrasi modifikasyon olarak adlandirilan agsamali
biyokimyasal siire¢ler devreye girer. Farkli enzimlerdeki amino asit dizilimi ve
kompozisyonu oldukca cesitlilik gostermekte olup, bu yapisal farkliliklar enzim aktivitesi

ve stabilitesi ile dogrudan iligkilidir.

Enzim molekiiliiniin tamami katalitik reaksiyona katilmaz; yalnizca 2-4 amino asitten olusan
ve "aktif bolge" olarak tanimlanan sinirlt bir kisim katalitik islevi yerine getirir. Geri kalan
kisim ise apoenzim olarak adlandirilir ve dogrudan katalitik reaksiyona dahil olmaz.
Enzimlerin biiyiikk cogunlugu inaktif formda sentezlenmekte ve ¢esitli organik ve/veya
inorganik  faktorlerin etkisiyle holoenzim (enzimin fonksiyonel formu) haline
doniistiiriilmektedir. Organik enzim aktivatorleri genellikle vitaminler gibi proteinsiz
molekiillerden olusan koenzimler olarak bilinirken, ¢inko, demir, kalsiyum ve bakir gibi

inorganik molekiiller kofaktor olarak tanimlanmaktadir (Gurung et al., 2013).

Enzimler genel olarak yiiksek derecede spesifik olan katalizorlerdir; ancak bazi enzimler
genis substrat ozgiilliigii gostererek birden fazla substrat iizerinde de etki gosterebilirler.
Enzim-substrat etkilesimini ve taninma mekanizmasini agiklamak tiizere ¢esitli teoriler 6ne
stirilmiis olup, bunlar arasinda en yaygin kabul géren Emil Fischer tarafindan gelistirilen
"Anahtar-Kilit teorisi"dir (Lemieux and Spohr, 1994). Bu teori, enzim-substrat iligkisini
anahtar-kilit uyumuna dayali spesifik bir biitiinliik iizerinden kurgulasa da kataliz sirasinda

gerceklesen dinamik yapisal degisimleri ve enzimin gecis durumunu nasil stabilize ettigini
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aciklamakta yetersiz kalmistir (Gurung et al., 2013; El-Gendi et al., 2021). Enzimin aktif
bolgesindeki bu yapisal degisiklikleri agiklamak amaciyla Koshland tarafindan
"Indiiklenmis Uyum Modeli" &nerilmistir. Bu model, aktif bdlgenin esnek bir yapiya sahip
oldugunu ve substratin baglanmasiyla optimal uyumu saglamak iizere yapisini
degistirebildigini ileri siirmektedir. Michaelis-Menten kinetik teorisinde ise katalitik
reaksiyonun iki asamali bir mekanizma izledigi &nerilmistir: Ilk asamada enzim-substrat
kompleksi olugmakta, ikinci asamada ise enzim ve tirlinler serbest birakilmaktadir (E1-Gendi

etal., 2021).

1.2 Enzimlerin Adlandirilmasi

Enzimler uzun bir silire boyunca standart bir kurala baglh kalinmaksizin isimlendirilmistir.
Bu diizensiz isimlendirme sistemi, enzimin spesifik 6zelliklerinin yalnizca o enzim iizerinde
calisan arastirmacilar tarafindan bilinmesi ve ayni enzime birden fazla isim verilmesi gibi
sorunlara yol agmistir. Bu durum bilimsel iletisimde ¢esitli karmagalara neden olmasi
gerekcesiyle yeni bir diizenleme ihtiyacin1 dogurmustur. Her ne kadar bu yeni diizenleme
enzimlere geleneksel isimler vermis bazi bilim insanlarinin tepkisini ¢ekmis olsa da,
Uluslararas1 Enzim Komisyonlar1 (IUPAC ve Uluslararast Enzim Komisyonu) tarafindan
hayata gecirilmistir. Bu kurallara gore enzimler, Enzim Kodu (EC) 6n ekinin ardindan gelen
benzersiz dort parcali sayisal kodlama sistemi ile adlandirilmaktadir (McDonald and Tipton,

2023).

Enzimler 2018 yilina kadar 1-Oksidorediiktazlar, 2-Transferazlar, 3-Hidrolazlar, 4-Liyazlar,
5-1zomerazlar, 6-Ligazlar olarak smiflandirilmistir. Buna 2018 yilinda Translokazlar da
dahil edilerek yedinci ana sinif olarak degerlendirilmeye baglanmistir (McDonald and

Tipton, 2023).

EC kodundan sonra gelen ilk rakam, enzimin bu yedi siniftan hangisine ait oldugunu
belirtmektedir. Her bir sinif daha spesifik alt boliimlere ayrilmaktadir. EC numarasinin ikinci
rakami, genellikle ilgili bilesik veya grup tiiri hakkinda bilgi i¢eren alt sin1fi; ti¢lincii rakam
alt-alt sinifi; son rakam ise ilgili alt-alt sinif i¢erisindeki seri numarasini ifade etmektedir

(McDonald and Tipton, 2023).



1.2.1 Oksidorediiktazlar
Yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarmi gerceklestiren enzimlerin tamami bu sinifa
dahildir. Oksitlenen substrat, hidrojen veya elektron vericisi olarak kabul edilmektedir.

Siiflandirma, verici-alic1 prensibi esasina dayanmaktadir (IUBMB, 2026).

1.2.2 Transferazlar
Bunlar, metil grubu gibi fonksiyonel bir grubu bir bilesikten baska bir bilesige aktaran

enzimlerdir. Siniflandirma, verici-alict grup prensibine dayanmaktadir (IUBMB, 2026).

1.2.3 Hidrolazlar

Bu enzimler cesitli kimyasal baglarin hidrolitik pargalanmasini katalize ederler. Bu
enzimlerin bazilar1 genis substrat 6zgiilliigline sahip olduklarindan, farkli arastirmacilar
tarafindan tanimlanan iki preparatin ayni enzim olup olmadigina veya farkli kategoriler
altinda listelenmesi gerekip gerekmedigine karar vermek giigliikk olusturur. Sistematik isim
her zaman 'hidrolaz' terimini icerirken, kabul edilen yaygin isim ¢ogu durumda substratin
adma '-az' soneki eklenerek olusturulmaktadir. Bu son ek ile substratin adinin hidrolitik bir

enzimi ifade ettigi anlasilir IUBMB, 2026).

1.2.4 Liyazlar
Liyazlar, hidrolizden daha farkli bir yol ile gruplarin substratlardan uzaklastirilarak, cift

baglarin olusumuna neden olan reaksiyonlar: katalizleyen enzimlerdir. (IUBMB, 2026).

1.2.5 izomerazlar
Bir molekiil icindeki atom ya da gruplarin yeniden diizenlenmelerini saglayip ayn1 molekiiler

formiile ship izomerlerin birbirine doniisiimiinii saglayan enzimlerdir. ((UBMB, 2026).

1.2.6 Ligazlar
Ligazlar, iki biiyiik molekiilii yeni baglarla birlestiren enzim grubudur. 'Ligaz' terimi
genellikle yaygin ad olarak kullanilmakta, ancak bazi durumlarda 'sentetaz' veya

'karboksilaz' terimleri de tercih edilmektedir IUBMB, 2026).

1.2.7 Translokazlar
Bu enzimler, iyonlarin veya molekiillerin biyolojik membranlar boyunca hareketini veya

membranlar i¢cindeki ayrilmasini katalize ederler (IUBMB, 2026).
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1.3 Enzimlerin Kullanim Alanlar

Enzimler, dogal kokenli, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilir, yliksek substrat
Ozgiilliigiine sahip ve diisiik reaksiyon kosullarinda katalitik aktivite gosteren biyokatalizor
olmalar1 ve geleneksel kimyasal sentez yontemlerine kiyasla ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir
alternatifler sunmalarindan dolay1 giiniimiizde bir¢ok alanda kullanilmaktadirlar (Porter et

al., 2016).

1.3.1 Gida Sektorii

Meyve suyu iiretim proseslerinde B-Glukozidaz enzimi, act bilesenlerin hidrolizi ve iizim
saraplarinda aroma prekiirsorlerinin serbest birakilmasi amaciyla endiistriyel Olgekte
uygulanmaktadir (Harhangi et al., 2002). Laktozsuz siit iiretim teknolojisinde ise B-
glukozidaz ve B-galaktozidaz enzimleri, laktozun glukoz ve galaktoza hidrolizi i¢in
kullanilmaktadir (Li et al., 2013). Ayrica, bu enzimler ¢cay ve meyve suyu endiistrisinde
aroma profili gelistirici ajan olarak da degerlendirilmektedir (Liang et al.,2023). Zeytinyag1
ekstraksiyonunda verim artis1 saglamak tizere ¢alismamizda da enzim kaynagi olarak
kullanilan Aspergillus aculeatus’tan elde edilen ksilanaz, seliilaz ve pektinaz enzimlerinin

sinerjistik kombinasyonunun basariyla kullanildigi rapor edilmistir (Ejaz et al., 2021).

1.3.2 Kozmetik Endiistrisi

Calismamizin konusunu olusturan ve biyoteknolojinin ¢esitli dallarinda genis uygulama
alanina sahip olan B-glukozidaz, kozmetik sektoriinde de 6zellikle cilt beyazlatict 6zellige
sahip glukozidik bir bilesik olan Arbutin’i hidrokinon ve glukoza hidrolize ederek ciltte

aydinlanma ve parlaklik artisina neden olmaktadir (Kannan et al., 2023).

1.3.3 flac Sanayi

Farmasotik endiistride Candida antarctica CalB’den elde edilen immobilize lipaz enzimi,
BASF ve Merck gibi 6nde gelen firmalar tarafindan stereoselektivite saglamak amaciyla,
farmasoétik ara iirlin sentezinde kullanilmaktadir (Basso and Serban, 2019).

Dogu Asya geleneksel tibbinda genis kullanima sahip olan Panax ginseng C.A. Meyer
(Araliaceae) kokii, biyoaktif ginsenosid bilesikleri icermekte olup bunlarin saf formda
izolasyonu, geleneksel yontemlerle yiiksek maliyet gerektirdiginden; [-Glukozidaz
enziminin kullanimi; major ve mindr ginsenosidlerin saf olarak elde edilmesinde etkili ve

ekonomik bir biyokatalitik yaklasim saglamaktadir (Kannan et al., 2023).



1.3.4 Hayvancilik

Hayvancilikta seliilazlar 6zellikle yemlerin sindirilebilirligi izerinde etkili olup bunu yemde
bulunan seliilozun glikoz aci8a ¢ikacak sekilde pargalanmasini saglayarak gergeklestirirler.
Bu amagcla hayvan yemlerine eklenen enzim preparatlar1 sayesinde 6zellikle gevis getiren
hayvanlarin rumenlerinde bulunan mikroorganizmalar1 destekleyerek yemlerden maksimum
sekilde yararlanmalarina olanak saglanir. Bu sayede 6zellikle sigirlarda yemden yararlanma
oranmin artmasi sebebiyle hayvan canli agirhginda artis ve siit veriminin iyilesmesi

saglanabilmektedir (Kung et al., 2000; Beauchemin et al., 2003).

1.3.5 Tekstil Endiistrisi

Tekstil tliretim proseslerinde B-glukozidaz enziminin kullanilmasi, {iretim sonucu olusan
kirlilik ile birlikte su tiikketiminin ve enerji kullaniminin azaltilmasi sayesinde ¢evresel
siirdiiriilebilirlik agisindan énemli avantajlar saglar. Ozellikle kot kumaslarin yapisina zarar
vermeden renginin ac¢ilmasinin saglandigi biyotaslama isleminde seliilaz enzimlerinin
kullanimi, klasik taslama yontemi ile agartmaya gore gevre dostu bir alternatif olusturur

(Rodrigues and Odaneth, 2021).

1.3.6 Kagit Sanayi

Basta endoglukonazlar olmak iizere seliilazlar kagit hamurunun yapisindaki seliiloz
zincirlerinde degisiklikler yaparak lif yapisinda gevsemeye neden oldugundan lifler arasinda
bulunan lignin agarticilar tarafindan daha kolay uzaklastirilabilmektedir (Viikari ve et al.,
1994; Bajpai, 2012). Ayrica agartma asamasinda kullanilan klor dioksit ile birlikte diger
oksidan maddelerin kullanimlarinin da %10-20 oraninda azaltilmasi saglanmaktadir. Bu
sayede de endiistriyel atik sularin toksisite seviyelerinde klorlu bilesiklerin kullanimlarinin
azaltilmasi nedeniyle diisiis olacagindan siirdiiriilebilir iiretim hedeflerine de katki saglanmis

olur (Nagar et al., 2010).

1.4 Seliilozun Yapisi

Seliiloz, yaklagik 200 yil once Anselme Payen tarafindan ilk kez izole edilmis ve
adlandirilmistir (Cosgrove, 2014). Bitkiler basta olmak {izere ¢esitli derecelerde algler,
bakteriler, sosyal amipler ve tunikatlar gibi organizmalar tarafindan iiretilen seliiloz, dogada
en bol bulunan polisakkaritlerden biridir (Saxena et al., 2001). Kagut, tekstil, ahsap tirtinleri,
polimerler, hayvan yemi ve biyokiitle enerjisi gibi alanlarda muazzam ekonomik degere

sahip oldugundan, seliiloz mikrofibrilinin yapisal Ozellikleri ve sentez mekanizmasi

6



giiniimiizde devam eden arastirma ve tartigmalarin konusu olmaya devam etmektedir

(Cosgrove, 2014).

Seliiloz fibrilleri plazma zarinda yer alan protein kompleksleri tarafindan sentezlenen ¢ok
sayida dogrusal B-1,4 glikozidik bagi i¢eren glukan zincirinden olusur. Bu zincirler, degisken
uzunlukta, belirsiz kesit alan1 ve sekle sahip diizenli bir mikrofibril halinde paketlenmistir

(Cosgrove, 2014).

Seliiloz, yenilenebilir bir biyolojik kaynak olup diigiik maliyet, yiiksek biyo-uyumluluk, hizl
bozunma, nispeten diisiik ¢evre kirliligi ve geri donustiiriilebilirlik gibi énemli avantajlar
sergiler. Seliiloz mikrokiireleri, iyi biyo-uyumluluk, biyolojik bozunabilirlik, giivenlik ve
toksik olmama gibi oOzellikleri nedeniyle tip ve biyoloji alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ruan et al., 2022). Mikrobiyal selilloz ise istiin mukavemeti,
biyouyumlulugu ve yiiksek sisme kapasitesi nedeniyle dnemli bir biyomedikal malzeme

olarak ilgi gormektedir (Khopade et al., 2024).

1.5 Seliilazlar

Seliilaz enzimleri, direngli seliiloz yapisini hidroliz yoluyla ¢oziiniir sekerlere doniistiiren
biyokatalizorlerdir. Mikroorganizmalar tarafindan ¢éziinmeyen seliillozun hidrolizi, serbest
veya hiicreye bagli ekstraseliiler seliilazlarin iiretimini gerektirir. Son yirmi yilda aerobik ve
anaerobik bakteriler ile mantarlardan elde edilen seliilaz sistemlerinin biyokimyasal
analizleri, seliillozun mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilebilir ¢oziinlir seker
monomerlerine hidrolizi i¢in birden fazla enzimatik aktivitenin sinerjik olarak ¢alismasi

gerektigini ortaya koymustur (Hasunuma et al., 2013).

Seliilolitik enzimler temel olarak ii¢ ana gruba ayrilmaktadir: endoglukanazlar (EC 3.2.1.4)
(1,4-B-D-glukan-4-glukanohidrolaz ~ veya karboksimetil seliilaz), ekzoglukanazlar
[sellobiohidrolaz (EC 3.2.1.91) ve selodekstrinaz (EC 3.2.1.74)] ve B-glukozidazlar (EC
3.2.1.21) (Bhardwaj et al., 2021).

Endoglukanazlar seliiloz molekiiliiniin i¢ kisimlarindaki -1,4-glikozidik baglarini rastgele
keserek seliiloz zincirini daha kiigiik parcalara (oligomerlere) ayirip diger enzimlerin daha

etkili ¢alismasi i¢in daha fazla u¢ nokta olusturur.



Ekzoglukanazlar, seliilozun indirgen ve indirgen olmayan uclariyla reaksiyona girerek
glikoz veya sellobiyoz birimlerini aciga ¢ikarmaktadir. B-Glukozidazlar ise birbirine B-1,4
glikozidik bagi ile bagh iki glikoz monomerinden olusan sellobiyoz molekiiliindeki B-1,4
glikozidik bagini pargalayarak son iiriin olarak glikoz monomerinin agiga ¢ikmasini saglarlar

(Jayasekara and Ratnayake, 2019).

1.5.1 B-Glukozidazlar

B-Glukozidaz (EC 3.2.1.21), dogada yaygin olarak bulunan ve seliillaz enzim ailesine dahil
olan onemli bir glikosil hidrolaz tiiriidiir. Bu enzim, indirgen olmayan B-D-glikozidik
baglarin hidrolizini katalize ederek glikozitlerden ve oligosakkaritlerden glikoz kalintilarinin
salmmmin1 saglarlar. Substrat ozgiilliigiine gore p-glukozidazlar; alkilglukozidazlar,
selobiyazlar veya alkil-B-glikozitleri ve oligosakkaritleri hidrolize eden enzimler olarak
siniflandirilmaktadir. Onemli bir hidrolaz olarak, genis bir ilgi alanma sahip olup

derinlemesine arastirmalara konu olmaktadir (Lu et al., 2024; Li et al., 2025).

Liebig ve Wohler'in 1837 yilinda ac1 badem suyunda -glukozidazi ilk kez kesfetmelerinden
bu yana, enzimin cesitli organizmalarda bulundugu tespit edilmistir. B-Glukozidaz
bitkilerde, mikroorganizmalarda ve hayvanlarda yaygin olarak bulunmakta olup zengin bir

kaynak cesitliligine sahiptir (Lu et al., 2024; Li et al., 2025).

Bitkisel kaynaklardan ginseng ve soya fasulyesi, hayvansal kaynaklarda ise arilar, domuz
karacigerleri ve domuz ince bagirsaklart bu enzimi igermekte ve hayvanlarda glikoz
metabolizmasi gibi fizyolojik siireclere katilmaktadir. Giiniimiizde ise -glukozidaz kaynagi
olarak daha ¢ok mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Farkli mikroorganizmalardan elde
edilen B-glukozidazlarin 6zellikleri ve islevlerinde 6nemli farkliliklar bulunmakta olup, bu
durum farkli uygulama alanlarinda [-glukozidazin kullanimi i¢in ¢esitli segenekler

sunmaktadir (Li et al., 2025).

1.5.1.1 B-Glukozidazlarin Uygulamalar: Alanlar:

B-Glukozidazlar endiistride cesitli alanlarda kullanilabilmesi sebebiyle biiyiik 6neme sahip
hidrolazlardir. Farkli substratlar {izerinde etki gosterebilmeleri, farkli alanlarda
kullanilabilmeleri avantajin1 saglar. Biyoyakit iiretiminde selillozu fermente edilebilir

sekerlere doniistiirebilmesinden, ila¢ sektoriinde farmasotik bilesenlerin olusumuna katki



saglamasindan, gida ve kozmetik gibi alanlarda da iiriin kalitesi ve kullanilabilirligini

artirmasindan dolay1 B-glukozidazlardan yararlanilmaktadir (Li et al., 2025).

Fosil yakitlarin kullanimina bagli olarak artan ¢evre kirliligi ve mevcut kaynaklarin tilkkenme
egiliminde olmasi nedeniyle siirdiiriilebilir alternatif olarak biyoyakit kullanimina yonelim
artmaktadir. B-glukozidazlar, 06zellikle lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanol gibi
yenilenebilir enerjiye doniistiiriilmesi silirecinde, enerji verimliligini artirmaya ve karbon
emisyonlarini azaltmaya katk1 saglamaktadir. Seliilaz1 olusturan ii¢lii enzim grubundan olan
ve selillozun tam pargalanmasini saglayan [-glukozidaz, seliilozdaki B-1,4-glikozidik
baglar1 hidrolize ederek ¢oziinmeyen seliilozu ¢oziiniir sekerlere ayristirmakta ve bu sekerler
daha sonra biyoyakit liretmek icin fermente edilebilmektedir. B-glukozidazin bu énemli rolii
sebebiyle mevcut taleplerin karsilanmasi i¢in enzim {iretimi ihtiyaci dogmugtur. Seliilaz
tiretimi i¢in en yaygin kullanilan fungus Trichoderma reesei olmasina ragmen fungusun
tirettigi B-glukozidazlarin ¢ogunun gelisim sirasinda hiicre duvarina baglanmasi sebebiyle
fungusun gelistigi ortama direkt olarak salgiladig1 B-glukozidaz aktivitesi diisiiktiir. Bunun
izerine yapilan aragtirmalarda hem bakteriyel hem de fungal suslarin incelenmesi sonucunda
en yiiksek aktivitede B-glukozidaz enziminin Aspergillus cinsi mantarlardan elde edildigi

belirlenmistir (Srivastava et al., 2019).

Sarap yapim siirecinde B-glukozidaz, liziimlerdeki glikozitleri hidrolize ederek aroma
bilesiklerini serbest kalmalarmi saglamakta ve sarabin aromasmi ve tadmi
zenginlestirmektedir (Zhang et al., 2019). B-glukozidazlarin aglikon salinimin1 saglamalari
meyve sularinda aroma ve lezzetin iyilesmesine, renk bozunmalarinin 6niine gecilmesine ve
turunggil meyve sularinin organoleptik 6zelliklerinin iyilestirilmesine fayda saglamaktadir
(Keerti et al., 2014). Li ve arkadaslar1 (2013) laktoz varligindaki B-glukozidazin yiiksek
kararlilig1 ve yiiksek katalitik aktivitesi sebebiyle laktoz disakkaritinin hidrolizinde ve
boylelikle de laktozsuz siit liretiminde kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Bir¢cok gida ve
icecek lirlinliniin bir pargasi olan soya fasulyesi inaktif glikozit formda izoflavonlar (daidzin,
genistin, glisitin) icermektedir. B-glukozidaz enzimi ile bu izoflavonlar aglikon formlara
(daidzein, genistein, glisitein) doniistiiriilebilmekte, bu sayede de daha yiiksek biyolojik

aktivite ve sindirimde daha hizli emilim goriilmektedir (Singh et al., 2016).

Ilag endiistrisinde B-glukozidazlar aktif aglikonlar1 serbest birakarak biyoaktif bilesiklerin,

antibiyotiklerin, flavonoidlerin ve diger terapdtik molekiillerin sentezinde kritik bir rol
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oynarlar. B-glukozidazlar ile serbest form kazanan bu aktif aglikonlar; antioksidan,
antiinflamatuar ve antimikrobiyal molekiillerin farmakolojik 6zelliklerini giiclendirirler
(Nimker et al., 2025). Dogal ilaglarin aktif bir bileseni olan polidatin, B-glukozidazlar
tarafindan daha giicli koruyucu etkileri olan resveratrole doniistiiriilebilmektedir.
Polidatinin resveratrole dogrudan enzimatik donilisiimii zamandan tasarruf saglarken, ayni
zamanda verim artigina da neden olur (Zhou et al., 2022). Benzer sekilde temel yapidaki
ginsenosidlerin (Re ve Rf), glikozdan arindirilmis obeziteyi hafifletmeye ve hafiza
giliclendirmeye yarayan ginsenosidlere (Rg2 ve Rgl) doniistiiriilmesinde B-glukozidaz
enziminin kullanilabilecegi ve bu yontem ile daha diisiik maliyetle daha hizli sonug

alinabilecegi raporlanmigtir (Bi et al., 2019).

B-glukozidaz enzimi ayn1 zamanda miirekkep gidermek amaciyla kagit tiretiminde ve artik
kagitlarin ayristirilmasinda kullanilmaktadir. Meleiro ve arkadaglart (2014) Humicola
insolens’ten saflagtirdiklar B-glukozidaz enziminin islenmemis ofis kagidini, pegeteyi, dergi
kagidin1 ve kartonu %100 glikoz verimi ile hidrolize ettigini ve bu eldenin ayni zamanda
seliilozik etanol iiretiminde hammadde olarak da kullanilabilecegini raporlamislardir.
Mallek-Fakhfakh ve arkadaslart (2016) Talaromyces thermophilus’tan elde ettikleri [-
glukozidaz icerigi yiiksek olan enzim suyunun 7richoderma reseei’den elde edilen
seliilazlara eklendiginde atik kagidin sakkarifikasyonunun %423 oraninda arttigini

gbzlemlemislerdir.

Hayvan yemlerine uygulanmasiyla yem liflerinin B-glukozidaz tarafindan hidrolize edilmesi
sonucu gevis getiren hayvanlarin yemi daha kolay sindirdikleri rapor edilmistir (Kaenying
et al., 2023). Ayrica Qian ve arkadaslar1 (2011) calismalarinda kirmizi ete B-glukozidaz
uygulanmasiin etteki L (koyu-siyah renk), a (kirmizi renk) ve b (sar1 renk) degerlerini
etkiledigi ve bu sebeple etin kalitesini degistirdigini savunmuslardir. Calismalarinin
sonucunda B-glukozidazin L degerini 6nemli Olgiide azalttigini ve a degerini ise onemli
o6l¢iide artirdigini, buna bagl olarak et kalitesini iyilestirdigini raporlamiglardir.

Biyoteknolojide siklikla kullanilan B-glukozidaz enziminin kozmetik sektoriinde de
kullanilmast yayginlasmaktadir. B-glukozidaz glikozidik bir bilesik olan arbutini, hidrolize
ederek cilde daha beyaz ve parlak bir goriiniim veren hidrokinon ve glikoz birimlerini agiga

¢ikarmaktadir (Kannan et al., 2023).
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1.6 Seliilaz Ureticisi Mikroorganizmalar

Seliillaz enzimi, ¢ok sayida bakteri, protozoa, mantar, hayvan ve bitki tarafindan
uiretilebilmektedir. Bunlar arasindan bakteriler ve mantarlar seliilolitik enzimlerin en verimli
iireticileri olarak One c¢ikmakta, ancak mantarlar ekstraseliiler enzim tretim Ozellikleri
nedeniyle seliilaz iiretimi i¢in daha uygun mikroorganizmalar olarak ilgi goérmektedirler.
Seliilaz tiretim siireci olduk¢a maliyetli olup hidroliz toplam maliyetin en az %50'sini
olusturmaktadir. Bu nedenle artan talebin de yarattig1 baski ile farkli ekolojik habitatlar
kesfederek yeni mikrobiyal kaynaklar bulma gerekliligi biiylik 6nem tasimaktadir (Bhardwaj
et al., 2021).

1.6.1 Aspergillus Genel Ozellikleri
Pier Antonio Micheli 1729 yilinda ilk olarak "Aspergillus" adimi kullanmis, 1768 yilinda
Albrecht von Haller cinsi dogrulamis ve 1832 yilinda Elias Magnus Fries cins adini

onaylamigtir (Samson et al., 2014).

Aspergillus tiirleri, topraktan, havadan ve bitki materyallerinden izole edilen yaygin

saprofitik kiiflerin genis bir grubunu olusturmaktadir (Merad et al., 2021).

Morfoloji, Aspergillus tirlerinin tanimlanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Tiirleri
karakterize etmek i¢in kullanilan koloni 6zellikleri arasinda koloni biiylime hizlari, doku
yapisi, sporlanma derecesi, sklerosyum veya kleistotesyum {iretimi, miselyum renkleri,
sporlanma 6zelligi, ¢6ziiniir pigmentlerin renkleri, ekstidat olusturup olusturmadigi ve rengi,
koloni alt1 rengi ve hiille hiicreleri varlig1 bulunmaktadir. Aspergillus'ta seksiiel ve aseksiiel
iireme yapilarinin mikroskobik 6zellikleri tan1 agisindan 6nem tagimaktadir. Tanimlamada;
konidiyal baslarin sekli, vezikiil ve fialidler arasinda metula varlig1 veya yoklugu (tek siral
veya cift sirall), saplarin rengi ayrica tim bu yapilarin sekil ve biytkliikleri 6nem

tasimaktadir (Samson et al., 2014).

1.6.1.1 Aspergillus aculeatus Tizuka (1953)'un Genel Ozellikleri
Seliilaz iireten mantarlar arasinda Aspergillus aculeatus, ¢cok ¢esitli substratlarda degisken
kosullar altinda gelisebilme kapasitesi nedeniyle seliilolitik enzimlerin optimizasyonu i¢in

en 6nemli model organizmalardan birini temsil etmektedir (Mhuantong et al., 2021).
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A. aculeatus koyu kahverengi-siyah konidiler iiretmekte ve yaklagik olarak 10-40°C
sicakliklarda gelisim gostermektedir (Leong et al., 2004).

1.7 B-Glukozidaz Eldesi

1.7.1 Kat1 Substrat Fermentasyonu (KSF)

Suyun sinirlt miktarda bulundugu, mikroorganizmanin gelisimini saglayacak besin degerine
ve nem oranina sahip olan kati1 substratlar iceren ortamlar olarak tanimlanir. Tarimsal ve
endiistriyel atiklarin giderilmesinde kolay uygulanabilirligi, diisiik enerji gerektirmesi ve

diisiik su tiiketimi sebepleriyle ¢evre dostu bir segenek olusturmaktadir (Pandey, 2003).

Viniegra-Gonzalez ve arkadaslari (2003) KSF ve SmF (submerged fermentation) ile
gelistirilen Aspergillus niger tarafindan iiretilen invertaz, pektinaz ve tannaz enzimlerinin
genel bir karsilagtirmasini yapmis ve KSF yonteminde daha yiiksek verim elde ettiklerini
aciklamislardir. Ayrica bu deneylerinde mekanik bir enerji harcamasi gerektirmeyen bir

stire¢ olmasi gibi KSF yonteminin 6nemli bir avantajin1 da vurgulamiglardir.

KSF ortam1 i¢in substrat se¢cimi olduk¢a onem teskil etmektedir. Maliyet gbz Oniinde
bulundurularak ¢esitli tarimsal ve endiistriyel atiklar tercih edilebilir ancak KSF isleminde
substrat sadece mikrobiyal kaynaga besin saglamakla kalmayip ayni zamanda hiicreler i¢in
bir tutunma gorevi de goreceginden bazi lignoseliilozik kaynaklar tercih edilirken bir 6n
islemden (fiziksel veya kimyasal parcalama) gecirilmesi gerekebilmektedir (Pandey et al.,

2000).

KSF yontemi funguslar ve mayalar i¢in olduk¢a uygun gelisim ortami sunmaktadir
(Singhania et al., 2009). Ozellikle kat1 substratin i¢i hava dolu bosluklar icermesi aerobik
funguslar i¢in oksijen kaynagi olusturmaktadir (Richard et al., 2004; Brijwani and Vadlani,
2011).

Gilintimiizde KSF uygulamasi atiklarin biyolojik ayristirilmasi, mahsul kalintilarin biyolojik
doniisiimii ve enzim iiretimi gibi ¢esitli ihtiyaglarda giderek yayginlasmaktadir (Couto and

Sanroman, 2005; Singhania et al., 2009).

12



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal
2.1.1 Czapek Dox Agar (%5 CMC) besiyerinde gelistirilen mikrofunguslarin p-

glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi

2.1.1.1 A. aculeatus NRRL 358’un B-glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi

Aspergillus aculeatus B-glukozidaz aktivitesini belirlemek amaciyla, karbon kaynagi olarak
Karboksimetil Seliiloz’u (CMC) %S5 oraninda ihtiva eden Czapek Dox Agar’a inokiile edilip
hidroliz zonu olusumu yo6niinden incelenmistir. Besiyeri iizerinde net hidroliz zonlari
olusturdugu saptanan A. aculeatus’un enzimatik aktiviteye sahip oldugu saptanarak

calismada B-glukozidaz kaynagi olarak kullanilmasina karar verilmistir.

2.1.2 A. aculeatus Lizuka (1953)
A. aculeatus, Czapek Dox Agar besiyerinde oda sicakliginda hizli gelismekte, 12 giinde 8-9
cm capinda koloni yapmakta, koloni diiz, yogun ve esit dagilmis konidi yapilar1 ve beyaz-

krem renkli sklerosyumlar olusturmakta, koloni mor-siyah tonlarinda, koloni alti ise

renksizdir (Sekil 2.1) (Hasenekoglu, 1991).

Sekll 2.1: (a) Asperglllus aculeatus NRRL 358 40X mlkroskop goriintiist, (b) Asperglllus
aculeatus Malt Extract Agar petri goriintlisii

2.1.3.10 Hidrofobik etkilesim kromatografisinde (HEK) kullanilacak jelin
sentezlenmesi
Saflagtirmanin son agsamasi olan HEK metodunda kullanilacak olan hidrofobik jel sentezi,

Sepharose 4B matriksinin aktiflestirilmesi, bu aktif matrikse 1-naftilamin bilesiginin
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baglanabilmesi i¢in bir ara kol gorevi gorecek olan L-tirozin ligandinin ve son olarak da 1-

naftilamin bilesiginin baglanmas1 asamalart ile gergeklestirilmistir.

Sepharose 4B matriksinin aktiflestirilmesi

Sentez stirecinin ilk asamasinda, Sepharose 4B matriksi (10 ml) distile su ile yikanip dekante
edilmis ardindan esit hacimde distile su ilavesi yapilmistir. Stirekli karistirilan jele siyanojen
bromiir (CNBr) (4g) ilave edilmis ve reaksiyon ortamimin pH’t NaOH eklenerek 11°e
yiikseltilmigtir. pH stabil hale gelene kadar NaOH ilavesine devam edilmistir. Alkali
eklenmesiyle ortaya ¢ikan ekzotermik reaksiyon sonucu artan sicakligi kontrol altinda
tutmak amaciyla ortama bol miktarda buz ilave edilmis; ardindan karisim Buhner hunisine
aktarilarak stizme islemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda sogutulmus sodyum bikarbonat
tamponu (0,1 M, pH 10.0, 250 ml) ile yikanarak bir sonraki basamaga hazir hale getirilmistir
(Sinan, 2005).

L-tirozin baglama

CNBEr ile aktive edilmis matrikse, bir ara kol gorevi gorecek olan L-tirozin molekiiliiniin
baglanmasi amactyla; 15 mg L-tirozin iceren soguk sodyum bikarbonat tamponu (0,1 M, pH
10, 20 ml) ilave edilmistir. Siispansiyon 90 dakika boyunca karistirildiktan sonra, etkin bir
kovalent baglanmanin gerceklesmesi i¢in 4°C’de 16 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan matriks, oda sicakhigindaki saf su ile yaklasik 2 saat boyunca
yikanmistir. Yikama sularinin 280 nm’deki absorbans degerleri takip edilerek, serbest
haldeki tiim L-tirozin uzaklastirilana kadar yikama islemine devam edilmistir. Son agamada
yikama islemi sodyum bikarbonatla (0,2 M; pH 8,8; 100 ml) tekrarlanmis, L-tirozin ile
modifiye edilerek jel ayni tamponun (40 ml) i¢ine alinmistir (Sinan, 2005).

1-Naftilamin bilesiginin baglanmasi

Diazolama islemi i¢cin 0°C’de 25 mg 1-naftilamin, 10 ml 1 M HCl igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir
(cOziiniirliigii artirmak amaciyla hazirlama asamasinda bir miktar etanol ilave edilerek 1s1
artis1 saglanmistir). Bu ¢ozeltiye damlalar halinde, 5 ml’de 75 mg NaNO; iceren soguk
cozelti (0°C) eklenmistir. 10 dakikalik reaksiyonun sonunda diazolanan I-naftilamin
bilesigi, Sepharose 4B-L-tirozin’e (40 ml) hizlica eklenmistir. Karigim neticesinde yaklasik
6,0-7,0 seviyelerine diisen pH, 4 M NaOH yardimiyla 9,5 degerine yiikseltilerek sabit
tutulmustur. Buz banyosu tizerinde 3 saat boyunca karistirildiktan sonra, sentezlenen matris

once 1 L distile su ardindan 200 ml sodyum fosfat (0.01 M, pH 6.0) ile yikanmistir.
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Sentezlenen hidrofobik jel, ayni sodyum fosfat tamponu igerisinde +4°C'de muhafaza

edilmistir (Sinan, 2005).

2.2 Yontem

2.2.1 A. aculeatus’un B-glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi

Mikrofungusun f-glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak %5
Karboksimetil Seliilloz (CMC) ilave edilmis Czapek Dox Agar besiyeri kullanilmistir.
Hazirlanan besiyerine fungusun tek nokta ekimi yapilarak 7 giin siireyle 25°C’de gelismeye
birakilmigtir. Sonrasinda seliilolitik aktiviteye bagli zonlarin saptanmasi amaci ile koloni
ylizeyine Kongo kirmizisi (%1) uygulanarak 15 dk. 25°C’de beklenilmistir. Boyama
isleminin ardindan fazla boya 1M NaCl ¢ozeltisi ile uzaklastirilmistir. Renk acilmasini
belirginlestirmek amaciyla koloni yeniden NaCl ile 15 dakika daha muamele edilmistir.
Ardindan NaCl ¢6zeltisi uzaklastirilarak koloni incelenmis ve ¢evresinde seffaf zon olusumu
gozlendiginden test mikroorganizmasimnin B-glukozidaz aktivitesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Teather and Wood, 1982).

2.2.2 Mikrofungus iiretimi ve spor siispansiyonu hazirlanmasi

Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerine ekimi yapilan Aspergillus aculeatus 7 giin 25°C’de
gelistirilerek spor eldesi amaciyla, koloni yiizeyi Tween 80 ¢ozeltisi ile kaplanarak sporlarin
cozeltiye gecisi saglanmustir. Elde edilen spor siispansiyonunun konsantrasyonu Thoma lam1
kullanilarak sayildi ve nihai spor yogunlugu 10’ CFU/ml olarak hazirlandi. Hazirlanan bu
siispansiyondan 5 ml alinip, igerisinde 150 ml Czapek Dox Broth bulunan 250 ml’lik
erlenmayere aktarildi ve 30°C sicaklik ve 150 rpm’de 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Siireg
sonunda elde edilen kiiltiir, arpa saman1 kullanilarak hazirlanan KSF ortamina inokiile

edilmistir (Ijaz et al., 2011).

2.2.3 KSF ortaminin hazirlamasi

Kati substrat olarak kullanilacak arpa samanlari, 6ncelikle bir 6giitiicii yardimiyla pargalanip
elekten gecirildi. Ardindan elek altinda kalan kisim, 80°C’ye ayarlanmis olan Pasteur
firninda 24 saat boyunca kurutulduktan sonra her erlenmayelere 5’er gram paylastirildi.
Substratin nem icerigi, farkli pH degerlerini saglamak amaciyla hazirlanan spesifik tampon
cozeltileriyle %55 oraninda ayarlandi. Bu dogrultuda; pH 4,0; 4,5; 5,0 ve 5,5 degerleri i¢in
sitrik asit monohidrat tamponu; pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 i¢in sodyum dihidrojen fosfat

tamponu; pH 8,5 ve 9,0 icin ise disodyum monohidrojen fosfat tamponu kullanilmistir.
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Tampon ¢ozeltiler ile nemlendirilerek hazirlanan kati substrat ortamlarinin, otoklavda

sterilizasyonlar1 saglanmistir (Ijaz et al., 2011).

2.2.4 KSF ortamina inokiilasyon ve kismi saflastirilmis p-glukozidaz eldesi

Substrat olarak arpa samaninin kullanildigz steril KSF ortamina inokiilasyon 4. aculeatus’un
stvi kiiltiiriinden 3 ml yapilarak 7 giin siireyle 30°C’de gelismeye birakildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda, enzimlerin ekstraksiyonunu saglamak amaciyla ortama 75 ml distile su
ilave edildi. Karisim, oda sicakliginda 2 saat siire ile 150 rpm’de inkiibe edildi. Ardindan
partikiillerden arindirilmasi i¢in ham ekstrakt, gazli bezden siiziilerek 10 dakika 10.000 rpm
ve 4°C’de santrifiijlendi. Daha sonra pelletten ayrilan slipernatant, deneysel c¢alismalarda
kullanilmak tizere 'kismi saflagtirilmis enzim (kaba enzim) kaynag1' olarak -20 °C muhafaza

edildi (Ijaz et al., 2011).

2.2.5 KSF Uretim Kosullarinin A. aculeatus’un p-Glukozidaz Sentezine Etkisi

A. aculeatus’un KSF ortamindaki iiretim kosullariin en iyi B-glukozidaz enzim sentezi
izerine etkisinin belirlenmesi i¢in farkli nemlendirme sivilari, pH’lar ve farkli inkiibasyon
sicakliklart ve siirelerinde optimizasyonlar yapildi. En iyi enzim aktivitesi gosterdigi
optimum kosullar belirlendikten sonra mikrofungusun bu optimum kosullar altinda geligim

gostermesi saglandi.

2.2.5.1 Optimum nemlendirme sivis1 ve pH’nin saptanmasi

KSF iiretim kosullarinin optimizasyon siirecinde ilk asama, uygun pH’daki nemlendirme
stvisinin belirlenmesidir. Bunun i¢in, farkli pH araliklarini saglamak tizere farkli tamponlar
kullanildi. pH 4,0; 4,5; 5,0 ve 5,5 i¢in sitrik asit monohidrat, pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 i¢in
sodyum dihidrojen fosfat, pH 8,5 ve 9,0 icin ise disodyum monohidrojen fosfat tamponlar1
kullanildi. KSF ortaminin nem igerigi ilgili tamponlar kullanilarak %55 oranina ayarlandi
ve 121°C'de 20 dakika otoklavlandi. Sterilizasyon isleminin ardindan oda sicakligina
sogutulan KSF ortamlarina 4. aculeatus sivi kiiltiir orneginden 3 ml kullanilarak
inokulasyon yapildi ve kiiltiirler 7 giin siire ile 30°C’de gelismeye birakildi. Gelistirme
stirecinin ardindan, KSF ortamina 75 ml saf su ilave edilerek oda sicakliginda 2 saat siire ile
150 rpm’deki gelistirmenin ardindan alinan ham ekstrakt gazli bezle siiziiliip; ardindan
stiziintii 10 dakika +4°C’de 10.000 rpm hizinda santrifiijlenerek siipernatant (kismi
saflagtirilmis enzim kaynagi) ayrildi ve enzim aktivitesi 6l¢iilerek B-glukozidaz aktivitesinin

maksimum diizeyde gézlendigi pH ve nemlendirme kosullari tespit edildi (Ijaz et al., 2011).
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2.2.5.2 Optimum inkiibasyon sicakliginin saptanmasi

KSF kosullarinin optimizasyonunda ikinci asama, B-glukozidaz {iretimi i¢in optimum
inkiibasyon sicakliginin belirlenmesidir. Bu amagla, ilk asamada belirlenen pH degerinde
nemlendirilmis KSF ortamlar1 hazirlandi. Hazirlanan ortamlara sivi kiiltiirden alinan 3 ml’lik
kisim transfer edilerek, 7 giin siire ile farkli sicaklik derecelerinde (25, 30, 35, 40 ve 45°C)
gelismeye birakilmigtir. Bu siiresinin ardindan her bir sicaklik derecesi i¢in daha once
belirtilen yontemle kismi saflastirilmis enzim kaynaklar1 elde edilerek B-glukozidaz aktivite
Olctimleri gerceklestirilerek en yiiksek enzim aktivitesi igin gerekli sicaklik saptandi (Nkala

et al., 2020; Sugiwati et al., 2020).

2.2.5.3 Optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

KSF iiretim kosullarinin optimizasyonundaki son agsamasi, optimum inkiibasyon siiresinin
belirlenmesidir. Bu amagla, 6nceki deneysel basamaklarda belirlenen optimum pH degeri ve
inkiibasyon sicakligi parametreleri temel alinarak KSF ortamlar1 hazirlandi. Hazirlanan
ortamlara siv1 kiiltiirden alinan 3 mI’lik kisim transfer edilerek kiiltiirler belirlenen en uygun
sicaklikta gelismeye birakildi. Gelistirmenin dordiincii gliniinden itibaren baslanarak, enzim
aktivitesinde diislis gézlemlenene kadar her giin periyodik olarak filtrasyonu yapilip alinan
orneklerden elde edilen kismi saflastirilmis enzimin aktivite Ol¢iimleri gergeklestirildi.
Maksimum enzim aktivitesinin goriildiigii glin 'optimum inkiibasyon siiresi' olarak belirlendi

(Sugiwati et al., 2020).

2.2.6 Kismi saflastirllmis B-glukozidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

B-glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi, 96 kuyucuklu well-plate (mikroplaka) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olgiim, 6rnek ve kontrol kuyucuklarinin kiyasi ile yapilmis olup, drnek
kuyucuklarma 70 pl substrat ¢ozeltisi (pNPG) ve 70 pl enzim ilave edildi. Kontrol
kuyucuklarina substrat yerine 70 pl sodyum asetat tamponu kullanilarak reaksiyon karisimi
tamamlandi. Hazirlanan well-plate, reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 30 dakika 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan, tiim kuyucuklara 70 ul reaksiyon durdurucu
cozelti (0,5 M sodyum karbonat) eklenerek enzim aktivitesi sonlandirildi. Well-plate
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda okutularak absorbans dl¢iimleri gerceklestirildi
(Yun et al., 2001).
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2.2.7 Protein miktarimin belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmesinde, Warburg ve Lowry metodlar1 kullanilmistir. Warburg
yontemi ile 280 nm dalga boyunda direkt olarak spektrofotometrede 6l¢iim yapilip kalitatif
protein miktar1 belirlendi. Protein miktarin kantitatif tayini i¢in ise Lowry yontemi tercih
edildi ve 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede gergeklestirilen Slgiimlerle protein

miktarlar1 belirlendi.

2.2.7.1 Warburg metodu ile kalitatif protein tayini
HEK yontemi sonucunda ependorflara alinan eliiatlarin her birinden 210ul alinip 96’Iik
kuartz plakanin kuyucuklarina aktarildi. Kor i¢in ise farkli kuyucuklara 210ul distile su

konularak 280 nm’de 6l¢timleri yapildi (Warburg und Christian, 1941).

2.2.7.2 Lowry metodu ile kantitatif protein tayini

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi (ASC) ve HEK yontemleri sonucunda alinan eliiatlarin protein
miktarlariin kantitatif olarak belirlenmesinde Lowry Metodu kullanilmistir. Bu metotta
kullanilmak tizere A, B, C, D ve E ¢o6zeltileri (Bkz. Ek A.6) hazirlands;

Olgiimii yapilacak olan &rnekten (%10 seyreltme isleminden sonra) 100 pl bir tiipe alind.
Kontrol tiiptine de 100 pl distile su konularak 6rnek ve kontrol tiiplerinin her birine taze
hazirlanan 2 ml D ¢o6zeltisi ilave edilmis ve vortex ile karistirilan tiipler karanlikta 10 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan tiiplere taze hazirlanmis E ¢ozeltisinden 200
ul ilave edilerek yine ayni sartlarda 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin 30.
dakikasinda tiiplerinden 210 pl alinip 96 kuyucuklu plate’e aktarilarak spektrofotometrede
600 nm dalga boyunda 6lgiildii. Olgiilen sonuglar BSA grafiginden yararlanilarak protein
miktar1 belirlendi ve grafigi olusturuldu (Lowry et al., 1951).

2.2.7.3 BSA grafiginin hazirlanmasi

Protein miktarinin tayininde kullanilacak standart egrinin olusturulmasi amaciyla, 1:1
oraninda hazirlanan Bovin Serum Albiimin (BSA) ¢6zeltisinden sirasiyla 0-100 ul aliarak
deney tiiplerine aktarildi. Tiim tiiplerin hacimleri distile su ilavesi ile 100 pl’ye tamamlandi.
Hazirlanan standartlara 2'ser ml D ¢6zeltisi ilave edildi ve tiipler oda sicakliginda 10 dakika
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinin ardindan, tiiplere E ¢ozeltisinden 200 pl eklendi;
ornekler vortexlenerek 30 dakika daha 25°C’de karanlikta inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda, her bir standarttan 210 pl alinarak 96’11 well-plate kuyucuklarina aktarildi. BSA
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icermeyen tiip kor olarak kullanildi ardindan 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede

yapilan dl¢iimler sonucunda standart grafik olusturuldu (Sekil 2.2) (Lowry et al., 1951).
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Sekil 2.2: Standart BSA grafigi

Grafikten alinan verilerle;

. . Ornek Tiip Absorbansi— Kontrol Tiip Absorbans1)—0,0113
Protein miktar1 (pg/ml) = ( z 50002 : )

formiilii kullanilarak Lowry Metodu ile protein miktar1 hesaplamalari yapildi.

2.2.8 B- Glukozidaz enziminin saflastirilmasi
Arpa samaninin kat1 substrat olarak kullanildigi KSF ortaminda gelistirilen 4. aculeatus’tan
saflagtirilan kaba enzim, ilk olarak ASC, sonrasinda ise HEK yontemleri kullanilarak

saflagtirilmistir.

2.2.8.1 Amonyum siilfat coktiirmesi

Kaba enzimin ilk saflastirma basamagini olusturan ASC, farkli doygunluk derecelerine sahip
olan farkli proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in amonyum siilfat tuzu ((NH4)>SO4) kullanimi
esasmna dayanmaktadir. Kullanilacak olan tuz miktar1 asagidaki formiile gore

hesaplanmaktadir;

1,77xVx(S2-S1)
3,54—S2

(NH4)2S04(g) =
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Formiilde;

V: Olgiilen siipernatantin hacmini

S1: Amonyum siilfatin ilk doygunlugunu

S2: Amonyum siilfatin istenilen doygunlugunu ifade etmektedir (Wingfield, 2001).

ASC’nin ilk agamasi olan ¢oktiirme araliginin belirlenmesi islemi i¢in %0-10, 10-20, 20- 30,
30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 oranlarinda ¢oktiirme islemi yapildi. Her
coktiirme araligi i¢in gerekli olan tuz miktar1 belirtilen formiile gore hesaplanarak buz
tizerinde manyetik karistiricida 15 dk ¢ozdiirtildii. Teflon tiiplere alinan 6rnek 4°C’de 15000
rpm’de 30 dk sanrifiij yapildi. Teflon tiipte kalan pellet 4 ml tuzlu tamponda (pH 6,8)
¢ozdiiriilip muhafaza edilmek iizere 4°C’ye kaldirildi. Biitiin ¢oktiirme araliklar1 i¢in bu
islem tekrar edildi ve sonrasinda elde edilen 6rneklerin B-glukozidaz enzim aktiviteleri (410

nm’de) ve kantitatif protein miktarlar1 (600 nm’de) 6l¢iimleri yapildi (Macris, 1984).

Coktiirme araliginin belirlenmesinin ardindan, buz dolu kap igerisine yerlestirilen bir behere
10 ml hacminde kismi saflastirilan B-glukozidaz enzim ¢6zeltisi aktarildi. Aktivite ve toplam
protein (Lowry) analizlerinde kullanilmak {izere kismi saflastirilan enzim ¢ozeltisinden 500
ul ayrildi. Belirlenen ilk doygunluk araligi icin gerekli amonyum siilfat tuzu, enzim
cozeltisine yavasca eklenerek 15 dakika boyunca manyetik karistiricida tamamen ¢éziinmesi
saglandi. Ardindan 2 saat siireyle 15000 rpm ve 4°C’de santrifiijleme ile ¢oktlirme yapilarak
siipernatant kismi1 meziire alinip yeni hacim kontrolii yapildiktan sonra temiz bir behere
aktarild1. Tkinci doygunluk asamasi i¢in hesaplanan tuz miktar1 siipernatanta eklendi ve 30
dakika daha karistirilarak tam bir ¢oziinme saglandigindan emin olundu. Sonrasinda yeniden
temiz bir teflon tiipe aktarildi ve ayni kosullarda (2 saat, 15.000 rpm, 4°C) tekrar
santrifiijlendi. Islem sonunda B-glukozidaz enzimi igeren pellet 4 ml tuzlu tampon igerisinde
¢ozdiiriildii. Elde edilen enzim c¢ozeltisinin 3,5 ml’lik kismi Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (HEK) kolonuna ytiklenirken, kalan 500 pl’lik kisim aktivite ve protein

tayini analizleri i¢in muhafaza edildi (Macris, 1984).

2.2.8.2 Hidrofobik etkilesim kromatografisi

HEK asamasinda hidrofobik jel olarak laboratuvarimizda kendi sentezledigimiz Sepharose-
4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanildi. ASC sonras1 elde edilen 6rnek kolona yiiklenmeden
once pH’st 6,8 olan tuzlu tampon ile kolon dengelemesi yapildi. Bu islemin ardindan,

amonyum silfat ¢oktiirmesinden elde edilen 3,5 ml’lik enzim 6rnegi kolona yiiklendi.
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Proteinlerin kolondan eliisyonu i¢in, yiiksek yogunluklu pH’s1 6,8 olan 0,05 M tuzlu
tampondan baglayarak, diisiik yogunluklu pH’s1 6,8 olan 50 mM NaxHPO4 tamponuna dogru
azalan bir tuz gradiyenti (linear gradient) olusturuldu. Gradiyent boyunca eliiat, 2 ml’lik
ependorf tiiplere alindi. Dolumu yapilan her bir ependorfta B-glukozidaz enzim aktivitesi
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda Olciildii. Enzim aktivitesi tespit edilen
ependorflarin kalitatif protein igerikleri 280 nm’de (Warburg yontemi), kantitatif protein
Olctimleri ise 600 nm’de (Lowry yontemi) saptandi. Elde edilen veriler dogrultusunda,
aktivite ve protein miktar1 grafigi olusturuldu. Saflastirma silirecinin verimliligini
degerlendirmek amaciyla; baslangigtaki kaba enzimi, ASC ve HEK basamaklarindan elde
edilen Lowry protein tayini ve aktivite sonuclar1 kullanilarak kapsamli bir 'Saflagtirma

Tablosu' olusturuldu (Kara et al., 2011; Asic et al., 2015).

2.2.9 NATIVE-PAGE/SDS-PAGE yontemleri kullanilarak B-glukozidaz enziminin
saflig1 ve alt birimlerinin belirlenmesi

A. aculeatus'tan saflastirilarak elde edilen enziminin saflik diizeyi ve alt birim varliginin
belirlenmesi i¢in Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel (SDS-PAGE) ve Dogal
Poliakrilamid Jel (NATIVE-PAGE) elektroforez teknikleri kullanildi. Elektroforez, protein
karisimlarinin - fraksiyonlara ayrilmasi, alt birim varliklarinin arastirilmasi, protein
homojenliginin dogrulanmas1 ve immobilizasyon gibi ileri uygulamalar i¢in saflastirma

stireclerinde yaygin olarak tercih edilen bir yontemdir.

Bu elekroforez yonteminde protein molekiilleri, poliakrilamid jel icersindeki gozeneklerden
elektriksel kuvvet etkisiyle migrasyon gosterirler. Akrilamid konsantrasyonunun artmasi
gozenek boyutunun azalmasina neden olur; bdylece proteinin gd¢ hizi, yiik, boyut ve
konformasyonun bir bileskesi olarak belirlenir. SDS-PAGE uygulamasi i¢in Laemmli (1970)
tarafindan tanimlanan protokolde proteinler, tigiinciil yapilarinin bozulmasi sonucu yalnizca
molekiiler agirliklarima gore ayrilabilmektedir. Bu ¢alismada SDS-PAGE, saflastirilan (-
glukozidazin alt birim varlig1 ve molekiiler agirliginin belirlenmesi amaciyla kullanildi.
NATIVE-PAGE ise proteinlerin dogal konformasyonlarinin korunarak analiz edildigi ve
saflik diizeyinin belirlenmesine olanak taniyan bir tekniktir. Bu yontemde, enzimin toplam
molekiiler agirligt ve safliginin degerlendirilmesinde kullanildi (Laemmli, 1970; Jian et al.,

2016; Roychowdhury et al., 2023).
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2.2.9.1 Saflastirilan B-glukozidazin SDS-PAGE yontemi ile safliginin ve alt
birimlerinin kontrolii

Elektroforez sisteminde kullanilacak cam plakalar saf suyla yikanip alkol ile silinmistir.
Temizlenen cam plakalar, jel yliriitme aparatina yerlestirildi. Hazirlanan ayirma jeli (%10
SDS) cam plakalarin arasina, iistte bosluk (2-3 cm) kalacak sekilde dikkatle (hava
kabarciklar1 olusturmamak amaci ile) dokiildii ve polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in 60
dakika bekletildi. Ayirma jelinin polimerizasyonunu tamamlandiktan sonra {ist kismina
hazirlanan yiikleme jeli eklendi ve kuyucuk taragi yerlestirildi. Yiikleme jelinin
polimerizasyonunun tamamlanmasi i¢in de 60 dakika daha beklendi sonrasinda tarak
kuyucuklar zarar gormeden dikkatlice ¢ikarildi. Jel yiirlitme aparati elektroforez tankina
yerlestirilerek SDS-PAGE tank tamponu ile dolduruldu ve kuyucuklar tampon ile yikandi.
HEK ile saflastirilmis ve en yiiksek aktivite gosteren B-glukozidaz enzim Orneklerinden
olusturulmus havuzdan 10 pl alinarak 40 pl SDS-PAGE yiikleme tamponu ile karistirildi ve
ornekler 100°C'de 5 dakika boyunca kaynar suda bekletilerek denatiirasyonlar1 saglandi.
Denatiirasyon sonrasinda ornekler oda sicakligina sogutuldu. Yiikleme jelindeki ilk ve son
kuyucuklara 5’er pl protein molekiiler agirlik standardi (marker) ve aradaki diger
kuyucuklara 15’er ul hazirlanan enzim ornekleri yiiklendi. Elektroforez tankinin elektrotlari
giic kaynagina baglanmis ve ilk asamada 80 V sabit gerilim uygulanarak proteinlerin
yiikleme jelinden gecisi saglandi. Proteinler ayirma jeline ulastiklarinda gerilim 100 V
seviyesine yiikseltildi ve yliriitme islemine, orneklerin jelin alt kenarindan yaklasik 1 cm
yukarisina gelene kadar devam edildi. Belirtilen seviyeye kadar yiiriitme gerceklestikten
sonra giic kaynagi kapatildi ve jel, cam plakalar arasindan O6zenle c¢ikarildi. Protein
bantlarinin boyanmasi amaciyla jel, Ek A.8’de belirtilen boyama ¢ozeltisi i¢inde 2 saat
stiresince ¢alkalamali inkiibatorde diislik seviyede ¢alkalanarak boyanin niifuzu saglandi.
Boyama islemi sonunda jel, Boliim 2.1.3.8'de tanimlanan yikama ¢ozeltisi ile yikanarak
fazla boya uzaklastirildi ve protein bantlar1 goriiniir hale getirildi (Alu’dat et al., 2019; Wang
etal., 2021).

2.2.9.2 Saflastirilan B-glukozidazin NATIVE-PAGE yontemi ile safliginin ve alt
birimlerinin kontrolii

NATIVE-PAGE yontemiyle saflastirilan enzimin safligi ve alt birim kontrolii yapildi.
Ayirma ve y1gma jelleri Ek A.9°da belirtilen oranlarda hazirlanmis ve sirasiyla cam plakalar
arasina aktarilmistir. Cam plakalarin bulundugu aparat elektroforez tankina konulup

NATIVE-PAGE tank tampon c¢ozeltisi ile dolumu yapildi. Yiiksek aktivitelere sahip B-
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glukozidaz enzim 6rneklerinden olusturulan enzim havuzundan 10 pl alindi ve iizerine 40
ul yikleme tamponundan (NATIVE-PAGE) ilave edilerek elektroforez kuyucuklarina
yuklenecek numuneler hazirlandi ve markerla birlikte kuyucuklara yiiklemesi yapildi.
Elektroforez asamasi SDS-PAGE yontemindeki asamalar ile aynmi prosediirde
gerceklestirildi. Elektroforez sonrast dikkatlice cam plakalardan ¢ikarilan jel, SDS-PAGE
yonteminde oldugu gibi boyandi. Boyama igslemi sonunda jel, Ek A.9’da tanimlanan yikama
coOzeltisi ile yikanarak fazla boya uzaklastirildi ve protein bandi goriiniir hale getirildi

(Chevallet et al., 2006; Niepmann and Zheng, 2006; Roychowdhury et al., 2023).

2.2.10 Saflastirilan pB-glukozidaz’in biyokimyasal ézelliklerinin belirlenmesi

2.2.10.1 Saflastirilan B-glukozidaz aktivitesine farkhh pH’larin etkisi

Saflagtirilan enzim aktivitesi tizerine pH etkisini gozlemlemek icin hazirlanan substrat
(pNPG) ¢ozeltileri ile aktivite 6l¢timleri gergeklestirildi. Bu amagla, farkli pH degerlerine
uygunlugu sebebiyle 25 mM sodyum asetat (pH 2,0; 3,0; 4,0; 5,0), 25 mM sodyum
dihidrojen fosfat (pH 6,0; 7,0) ve 25mM disodyum hidrojen fosfat (8,0; 9,0) tamponlar1
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak, her bir pH degeri icin 5 mM pNPG substratlari
hazirlandiktan sonra farkli pH degerlerindeki enzim aktiviteleri analizi i¢in boliim 2.2.6 da
anlatildig1 sekilde hazirlandi. Ardindan well-plate, statik inkiibatorde 30 dakika siireyle
37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda her bir kuyucuga 70 pl 0,5 M sodyum karbonat (NaCOs)
cozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu ve 410 nm dalga boyunda dl¢limleri yapildi. Elde
edilen absorbans degerleri ve daha once hazirlanmis standart egrisi kullanilarak enzim
tinitesi (EU) cinsinden B-glukozidaz aktivitesi hesaplandi. Her bir pH degeri i¢in enzim
aktivitesi, li¢ tekrarli deneyin ortalamasi alinarak yapildi ve en yiiksek aktivitenin gorildiigi

pH optimum pH degeri olarak saptandi (Sulyman et al., 2020; Singh et al., 2023).

2.2.10.2 Saflastirilan B-glukozidaz aktivitesine farkh sicakliklarin etkisi

Saflastirilan enzimin optimum ¢alisma sicakliginin saptanmasi amaciyla farkl sicakliklarda
inkiibe edildikten sonra aktivite ol¢limleri gergeklestirildi. Bunun icin 96 well-platelerde
kontrol gruplari i¢in kuyucuklara70 pl saflastirilmis B-glukozidaz ve 70 pl 50 mM sodyum
asetat trihidrat tamponu (pH 7,0) konuldu. Ornek gruplar i¢in kuyucuklarina ise 70 pl
saflagtirllmis B-glukozidaz ile 70 pl pNPG substrat ¢ozeltisi eklendi Hazirlanan well-
plateler, farkli sicaklik derecelerinde (25, 35, 45, 55, 65, 75 ve 85°C) 30 dakika siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, reaksiyonu sonlandirmak amaciyla tiim

kuyucuklarin her birine 70 ul 0,5 M sodyum karbonat (Na.COs) ¢6zeltisi eklendi. Reaksiyon

23



durdurulduktan sonra drneklerin 410 nm dalga boyunda absorbans degerleri dlciildii. Elde
edilen verilere dayanarak, her bir sicaklik derecesi i¢in B-glukozidaz aktiviteleri enzim
tinitesi (EU) cinsinden hesaplanarak optimum sicaklik degeri belirlendi (Sulyman et al.,

2020; Singh et al., 2023).

2.2.10.3 Saflastirilan B-glukozidazin termal kararhih@inin belirlenmesi

B-glukozidazin termal kararliligi i¢in enzim 45, 55, 65, 75 ve 85°C sicakliklarda
inkiibasyona birakildi. Herhangi bir 1s1l isleme tabi tutulmadan Once enzimin aktivitesi
Olciilerek, bu deger baslangi¢ aktivitesi olarak kabul edildi. Enzimin 45, 55, 65 ve 75°C
sicakliklardaki termal kararlilik profilini ¢ikarmak igin 120 dakika siiren inkiibasyon
boyunca her 10 dakikada bir 6rnek alinarak aktivite ol¢limii yapildi. 85°C sicaklikta ise
enzimin sergiledigi kararlilig1 incelemek amaciyla 2 dakikalik araliklarla aktivite dlglimleri
yapildi ve aktivite diisiisii tespit edilene kadar isleme devam edildi. Ol¢iimler sonucunda
elde edilen absorbans degerleri iizerinden enzim iiniteleri (EU) hesaplandi; zaman ve
sicakliga bagli olarak degisen aktivite degerleri ilizerinden enzimin termal kararlilik

Ozellikleri analiz edildi (Liu et al., 2012).

2.2.10.4 Saflastirilan B-glukozidazin pNPG substratina karsi Km ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi

Saflagtirilan B-glukozidazin K,, ve V,a degerlerini belirlemek igin, sabit enzim
konsantrasyonu karsisinda farkli derisimlerden (5-70 pl hacim araliklarindan olusan
cozeltiler hazirlanarak) olusan pNPG substratlart 96 kuyucuklu well-plate kullanilarak
hazirlanmis enzim aktiviteleri 6lciildii. Ol¢iim sonuglarindan reaksiyon hizlar1 (V) EU/ml
olarak hesaplandi. Enzim kinetigi verilerinin analizi i¢in Michaelis-Menten denkleminin
lineer formu olan Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu. Bu amagla, substrat
konsantrasyonlariin (S) ve reaksiyon hizlariin 1/S degerlerine kars1 1/V degerleri grafige
gecirildi  Grafikten elde edilen denklemden yararlanilarak kinetik sabitler saptandi.
Regresyon dogrusunun y-eksenini kestigi noktadan (1/Vyua) maksimum reaksiyon hizi
(Vimax) degeri bulundu, dogrunun egimi (Kiu/Vmax) ve saptanan Vae degeri kullanilarak da
Michaelis-Menten sabiti (K.») hesaplandi (Pontoh and Low, 2002; Dikshit and Tallapragada,
2014; Sulyman et al., 2020 Singh et al., 2023).
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2.2.10.5 Saflastirilan B-glukozidazin inhibitorleri olan D(+)glukoz ve 6-
glukonolakton’un ICso degerlerinin belirlenmesi

B-glukozidaz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkilerini degerlendirmek amaciyla
D(+)glukoz ve d6-glukonolakton inhibitorleri i¢in ‘yiizde elli inhibisyon konsantrasyonu’
anlamina gelen ICso degerleri saptanmistir. Deneylerde, 1,25 mM sabit pNPG substrat
konsantrasyonu kullanildi. Inhibitér igermeyen reaksiyon ortamindaki enzim aktivitesi
baslangi¢ degeri (%100) olarak kabul edildi ve tiim hesaplamalar bu deger referans alinarak
gergeklestirildi. 0,1 M D(+)glukoz ve 0,0001 M d-glukonolakton stok ¢ozeltilerinden
reaksiyon ortamina 1-60 pl araliginda degisen hacimlerde ilave edilerek farkli inhibitor
konsantrasyonlar1 olusturuldu ve enzim aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen absorbans
verilerinden hesaplanan yiizde (%) aktivite degerlerinin inhibitér konsantrasyonlarina karsi
grafikleri olusturuldu. Olusturulan grafiklerinden yararlanilarak, enzim aktivitesini yariya
diistiren inhibitor konsantrasyonu (ICso) degerleri her bir inhibitor i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi

(Asic et al., 2015).

2.2.10.6 Saflastirilan B-glukozidazin inhibitorleri olan D(+)glukoz ve 6-

glukonolakton’un inhibisyon tiplerinin ve Kidegerlerinin belirlenmesi

K degerlerinin hesaplanmasi1 amaciyla ilk olarak, inhibitor icermeyen ortamda farkli pNPG
substrat konsantrasyonlarinda (5-70 pl) B-glukozidaz aktivite dlciimleri yapildi. Olgiimler
sonucunda elde edilen hiz (V) degerlerinden 1/V, substrat konsantrasyonlarindan (S) ise 1/S
degerleri hesaplandi. Bu veriler dogrultusunda Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve
inhibitorsiiz sisteme ait o dogrusu elde edildi. Sonrasinda ise; 0,1 M D(+)glukoz ve 0,0005
M &-glukonolaktonun sabit konsantrasyonlarmin varliginda, yine farkli substrat
derisimlerinde (5-70 pl pNPG) enzim aktiviteleri o6l¢iildii. Elde edilen verilerden
yararlanilarak 1/V ve 1/S degerleri bulundu ve Lineweaver-Burk grafigi {izerinde her bir
inhibitor icin I; ve I dogrular ¢izildi. K; degerleri ve inhibisyon tiplerinin tespiti, hazirlanan
Lineweaver-Burk grafiklerindeki dogrularin konumlar1 {izerinden gerceklestirildi.
Inhibisyon tiplerinin belirlenmesinde; 1/S eksenini kestigi nokta baz almarak -
1/Km(1+[1])/K;) denklemi ile 'yarigsmali inhibisyon', 1/V eksenini kestigi nokta baz alinarak
1/Vmax(1+[1]/K;) denklemi ile 'yarigmasiz inhibisyon' ve yine 1/V eksenindeki degisimler
tizerinden 'yari-yarigsmall' (uncompetitive) inhibisyon tipleri degerlendirildi. K; degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan Ky, ve Viax verileri, inhibitor icermeyen ortamdan elde edilen

degerlerdir (Parry et al., 2001; Asic et al., 2015).
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3. BULGULAR

3.1 A. aculeatus’un B-Glukozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak ve B-glukozidaz enzimi aktivitesine sahip oldugu diisiiniilen
Aspergillus aculeatus NRRL 358 susu, % CMC (karboksimetil seliiloz) igeren czapek dox
agar besiyerine inokiile edilip 7 giin 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siireci
sonunda 1ilgili susun hidroliz zonu olusturdugu gozlenmistir. Aspergillus aculeatus
mikrofungusunun B-glukozidaz aktivitesine sahip oldugu kesinlestirilerek ve g¢alismada

kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 3.1).

%5 CHMC lcpen ME “‘o
A ocdestus ‘-‘”‘ i 2021,

Sekil 3.1: 4. aculeatus un olusturdugu hidroliz zonu

3.2 KSF Uretim Kosullarinin A. aculeatus’un p-Glukozidaz Sentezine Etkisi
KSF kosullarinda sicaklik, pH-nemlendirme s1vis1 ve inkiibasyon siiresi gibi mikrofungusun
enzim Uretimini etkileyebilecek parametrelerin test edilip en yiiksek aktivitenin gorildiigi

optimum degerleri belirlenmistir.

3.2.1 KSF ortaminda gelistirilen A. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine pH ve
nemlendirme sivisinin etkisi

Mikrofungusun f-glukozidaz enzimini en yiiksek verimle {iretebilmesi icin gerekli
kosullarin belirlenmesine nemlendirme sivist ve pH’in belirlenmesi ile baslanmistir. Bu
amagla KSF ortamlar1 boliim 2.2.5.1 de anlatildig1 gibi pH 4 ile pH 9 arasindaki tamponlarin
kullanimiyla %355 oraninda nemlendirilip otoklavlanmistir. Ardindan KSF ortamlarina

czapek dox broth besiyerinde iiretilen 4. aculeatus’un 3 ml kiiltlirtiniin transferi yapilarak 7
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giin 25°C’de gelismeye birakilmistir. Gelisme siiresinin sonrasinda en yiiksek B-glukozidaz
aktivitesi pH’s1 7,0 olan 0,2 M sodyum dihidrojen fosfat tamponu ile nemlendirilmis KSF
ortaminda saptanmistir (Tablo 3.1, Sekil 3.2).

Tablo 3.1: Farkli pH’larin 4. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine etkisi

pH Degerleri p-Glukozidaz Enzim Aktivitesi (EU)
4 3439,024
4,5 3453,93
5 3451,22
5,5 3451,22
6 3452,575
6,5 3537,94
7 3714,092
7,5 3494,58
8 3472,9
8,5 3444444
9 3401,084

3750 -
S 3700
=
= 3650 -
£ 3600 -
2
£ 3550
; 3500 -
T 3450 | o * *
S 3400
<
& 3350 -
Z 3300 -
30 3250 -
_u

3200 T T T T T T T T T 1

4 5 55 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9
pH Aralhg:

Sekil 3.2: Farkli pH’larin 4. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine etkisi
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3.2.2 KSF ortaminda gelistirilen A. aculeatus’un p-glukozidaz iiretimine sicakligin
etkisi

Optimizasyon c¢alismalarina inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi ile devam edilmis ve bu
amagla KSF ortamlar1t pH’s1 7 olan sodyum dihidrojen fosfat tamponu (0,2 M) ile %55
oraninda nemlendirilip sterilize edildikten sonra 3 ml A. aculeatus kiiltiiriinden alinan
kisimla asilanmistir. Ardindan farkli sicakliklara ayarlanan inkiibatorlerde (25°C, 30°C,
35°C, 40°C ve 45°C) 7 giin inkiibe edilmistir. Bu silire sonunda elde edilen kismi
saflagtirilmis enzim kaynaklarinda yapilan aktivite 6l¢limlerine gore en yiiksek aktivitenin

goriildiigii inkiibasyon sicakligl 25°C olarak saptanmistir (Tablo 3.2, Sekil 3.3).

Tablo 3.2: A. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine sicakligin etkisi

Inkiibasyon Sicakhg (°C) B-Glukozidaz Enzim Aktivitesi (EU)
25 3547,425
30 3441,734
35 3361,788
40 174,796
45 17,615
4000
S 3500 -~ ——
m
g7 3000
L
2 2500
i
3 2000
=
N
S 1500
2
Q1000
[«
500
0
25 30 35 40 45
Inkiibasyon Sicakligi (°C)

Sekil 3.3: 4. aculeatus’un B-glukozidaz tiretimine sicakligin etkisi
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3.2.3 KSF ortaminda gelistirilen A. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine inkiibasyon
siiresinin etkisi

Optimizasyon c¢alismalarinin son asamasinda A. aculeatus’un en yiiksek B-glukozidaz
aktivitesi gosterdigi inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Bu asamada optimum pH 7 olan
sodyum dihidrojen fosfat tamponu ile %55 oraninda nemlendirilerek sterilize edilmis KSF
ortamina s1v1 kiiltiirden 3 ml inokiile edilerek 25°C sicakliga ayarlanmis inkiibatdrde farkli
siirelerde (4-10 giin) inkiibe edilmistir. Aktivite dlgiimleri 4. glinden baslayarak her giin
yapilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde en yiiksek aktivitenin 10. giinde oldugu tespit
edildiginden calismanin diger basamaklarinda optimum inkiibasyon siiresi olarak 10. giine

karar verilmistir (Tablo 3.3, Sekil 3.4).

Tablo 3.3: Farkli inkiibasyon siirelerinin 4. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine etkisi

Inkiibasyon Siiresi (giin) B-Glukozidaz Enzim Aktivitesi (EU)
4 3352,303
5 3476,964
6 3536,585
7 3594,851
8 3738,482
9 3754,742
10 3898,374
11 3747,967
12 3632,791
13 3608,401
4000
3900

5 3800

=

< 3700

£ 3600

& 3500

=

N 3400

3

< 3300

N

E 3200

5 3100

< 3000

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Inkiibasyon Siiresi (Giin)

Sekil 3.4: inkiibasyon siirelerinin 4. aculeatus’un B-glukozidaz iiretimine etkisi
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3.3 KSF Ortaminda Gelistirilen A. aculeatus’tan Kismi Saflastirilmis Enzim Eldesi
Boliim 2.2.3’te belirtildigi sekilde hazirlanan KSF ortamma 3 ml A. aculeatus spor
stispansiyonu inokiile edilerek daha o6nce belirlenen optimum kosullar altinda (pH 7, 25°C,
10 giin) inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra KSF ortam icerigine 75 ml distile su ilave
edilerek oda sicakliginda 120 dk boyunca 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
gazli bez yardimiyla siiziilen ortam igeriginden alinan siiziintii 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek alinan slipernatant amonyum siilfat ¢oktiirmesi isleminde kullanilmak tizere
kismi saflastirilmis (kaba) enzim kaynagi olarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.4 B-Glukozidaz Enziminin Saflastirilmasi

3.4.1 Amonyum siilfat coktiirmesi

Kismi saflastirilmis enzim kaynagindan B-glukozidaz enzimini ASC islemine tabii tutmadan
once ¢oktlirme araliginin belirlenmesi ¢alismasi yapilmistir. Farkli ¢oktiirme araliklarinda
tuz miktarlart hesaplanip eklenerek aktivite 6l¢iimleri yapilmis ve alinan sonuglar ile ‘Tablo

3.4’ olusturulmustur.

Tablo 3.4: Farkli araliklarda yapilan ¢oktlirme islemlerinde kullanilan amonyum siilfat tuzu
miktarlart ile ¢oktiirme sonucu elde edilen enzim aktivitesi ve protein miktar1 verileri

Coktiirme Arahg Hacim B-Glukozidaz Protein Miktari

(%) (ml) Aktivitesi (ng/ml)

(EU)

0-10 10 701,897 18,5
10-20 10 700,542 33,5
20-30 10 344,1734 58,5
30-40 10 276,4228 48,5
40-50 10 552,8455 48,5
50-60 10,5 1390,244 68,5
60-70 10,5 4227,642 88,5
70-80 10,5 4502,71 63,5
80-90 10,5 1556,911 88,5

90-100 10,5 304,878 33,5

Elde edilen veriler kullanilarak Sekil 3.5’teki grafik olugturulmustur. Olusturulan grafige gore [3-

glukozidaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi coktiirme araliginin %50-90 oldugu
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belirlenmistir. Bu aralikta elde edilen enzim hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilmak

iizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

1600 - Lo - 5000
e==de== Protein Miktar1 (ng/mL)
1400 - [ 4500
==@==-glukosidaz Enzim Aktivitesi(EU)
- 4000
1200 A
- 3500 ~
2 =
- 1000 A L 3000 =
= ‘7
- o)
= 800 1 F 2500 =
= z
N -
g 600 - + 2000 fﬂ
= - 1500 E
‘S 400 1 S
‘é L 1000 =
=7 J
200 L 500
0 T T T T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Coktiirme Arahg:
Sekil 3.5: Farkli ¢oktlirme araliklarinda yapilan aktivite ve protein miktar1 dl¢timleri
3.4.2 Hidrofobik etkilesim kromatografisi
KSF ortaminda gelistirilen A. aculeatus’tan elde edilen ve amonyum siilfat ¢oktliirmesinde %50-
90 araligindaki enzim Ornegi Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin jelinin bulundugu kolona
yiiklenmistir. Kolondan ependorf tiiplere alinan eluatlarin enzim aktivitesi ile kalitatif (Warburg
metodu) ve kantitatif (Lowry metodu) protein analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar

kullanilarak Sekil 3.6’teki grafik cizilerek Tablo 3.5’teki saflastirma tablosu olusturulmustur.
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Saflastirma tablosunda belirtildigi lizere B-glukozidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucunda %44,52 verim ile 1,87 kat, hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda ise

%44,52 verim ile 23,85 kat saflastirilarak elde edilmistir.

3.5 Saflastirilan B-Glukozidazin SDS PAGE ve NATIVE PAGE Elektroforez
Yontemleriyle Alt Birim Sayisimin Kontrolii

Saflastirdigimiz B-glukozidaz enziminin SDS PAGE ve Native PAGE yontemleriyle alt
birim varligi/sayis1 kontrolii yapilmistir (Sekil 3.7).

A) (B)

B-glukozidaz (kDa) B-glukozidaz (kDa)

180

180
130

130

100

70

Sekil 3.7: B-glukozidaz enziminin (A) NATIVE-PAGE ve (B) SDS-PAGE jel goriintiileri

B-glukozidazin NATIVE-PAGE jel goriintiisiinde yaklagik 170 kDa’da tek, SDS-PAGE jel
goriintiisiinde ise yaklasik 100 kDa ve 70 kDa seviyelerinde iki bant verdigi belirlenmistir.

3.6 Saflastirilan p-Glukozidazin Biyokimyasal Ozelliklerinin ve Kinetik
Parametrelerinin Belirlenmesi

A. aculeatus’tan saflagtirilan B-glukozidazin biyokimyasal o6zelliklerinin ve kinetik
parametrelerinin belirlenmesi amaciyla farkli pH ve sicakliklardaki aktiviteleri 6lgiildii ve
ayrica termal kararlilig1 incelendi. Daha sonra K ve Vimax degerleri hesaplandi ve son olarak

ICso ve K degerleri hesaplanarak inhibisyon tipleri belirlendi.
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3.6.1 Farkh pH degerlerinin saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesine etkisi

Farkli pH degerlerine sahip ¢ozeltiler (pH 2-9) ile hazirlanmig pNPG substratlar1 kullanilarak
aktivite dlgiimleri yapilmis ve sonuglar dogrultusunda Sekil 3.8’deki grafik olusturulmustur.
Elde edilen 6l¢iim sonuglar1 ve grafik incelendiginde en yiiksek aktivitenin goriildiigii pH

degeri 4 olarak belirlenmistir.

6000
2
= 5000 4902,439024
= e R
.g ‘.\.\._—_.
.E 4000
=
<
£ 3000
‘N
=
< 2000
G
=
_5 1000
=
S

2 3 4 5 6 7 8 9
pH Degeri

Sekil 3.8: Farkli pH degerlerinin B-glukozidaz aktivitesine etkisi

3.6.2 Farkh sicakliklarin saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesine etkisi

Farkli sicakliklarda (25°C-85°C) inkiibasyona birakilan B-glukozidaz enziminin aktivite
dlgiimleri yapilarak sonuclar dogrultusunda Sekil 3.9°daki grafik olusturulmustur. Olgiim
sonuglar1 ve olusturulan grafik incelendiginde en yiiksek aktivitenin goriildiigii sicaklik 55°C

olarak belirlenmistir.

6000
4795,392954

5000
- '/."/“\ﬁ ——————— o
=)
=2 4000
2 3000
Z
-
he’
< 2000
3
< 1000
S
2 0
(-? 25 35 45 55 65 75 85 95
@ Sicaklik Degerleri (°C)

Sekil 3.9: Farkli sicakliklarin B-glukozidaz aktivitesine etkisi
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3.6.3 Saflastirilan B-glukozidaz enziminin termal kararhhiginin belirlenmesi

Farkli sicakliklarda (45°C, 55°C, 65°C, 75°C) ve 120 dk siireyle inkiibasyona birakilan -
glukozidaz enziminin her 10 dakikada bir, 85°C’de ise 2 dakikada bir aktivite ol¢timleri
yapilmis ve Sekil 3.10°daki termal kararlilik grafigi olusturulmustur. Elde edilen sonuglara
gore saflastirilan B-glukozidaz enziminin 45°C’de %99,6; 55°C’de %99,8; 65°C’de %98,6
ve 75°C’de %31,87 oraninda aktivite gosterdigi, 85°C’de ise 36 dk boyunca aktivitesini

korudugu saptanmustir.

5000 —o—15°C
4500 —a—55°C
4000 - o 65°C
3500 - s 75°C

@ 3000 - —4—85°C

2 2500 -

2

N

= 2000
1500 -

1000 -
500 -
0 T ‘LAA T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Siire (Dk)

Sekil 3.10: Saflastirilan B-glukozidaz enziminin termal kararlilik grafigi

3.6.4 Saflastirilan B-glukozidaz enziminin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Enzim miktar1 sabit tutularak degisken konsantrasyonlardaki (5-70ul) pNPG substrati ile
aktivite ol¢timleri yapilmis ve saflastirilan B-glukozidaz enziminin pNPG substratina karsi
ilgisini gosteren Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir (Tablo 3.7). Elde edilen sonuglardan
reaksiyon hizi (V) kullanilarak 1/V, substrat konsantrasyonu (S) kullanilarak da 1/S degeri
hesaplanmis ve veriler kullanialrak Lineweaver-Burk grafigi olusturulmustur (Tablo 3.6,

Sekil 3.11).
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y = 0,0002x + 7E-05
R = 0,9995

-0,0005 - 1/S (mM’l)

Sekil 3.11: Saflastirilan B-glukozidaz enziminin Ky ve Vinax degerlerinin hesaplanmasina
yonelik Lineweaver—Burk dogrusu

Tablo 3.7: Saflastirilan B-glukozidaz enziminin Ky, Vimax V€ Vimax / Km degerleri

Substrat Km (mM) Vmax (EU) Vmax / Km
PNPG 2,8571 14285,71 5000,0735

3.6.5 Saflastirilan B-glukozidaz enzim inhibitorlerinin ICso degerlerinin hesaplanmasi
Yapilan genel literatiir aragtirmalari sonucu D(+)glukoz ve §-glukonolakton’un B-glukozidaz
enziminin inhibitodrleri oldugu tespit edildiginden bu iki inhibitdriin B-glukozidaz enzimine

etkileri arastirilmis ve sonuglar rapor edilmistir.

3.6.5.1 D(+)glukoz inhibitoriiniin ICso degerinin belirlenmesi

Inhibitériin ICso degeri belirlenirken; 1,25 mM pNPG varhiginda, 1-60 ul arasinda degisen
inhibitér konsantrasyonlarinda aktivite degerleri dlgiilmiistiir. Inhibitér igermeyen enzim
aktivitesi %100 kabul edilmis ve buna oranla farkli konsantrasyonlardaki aktivite ylizdeleri
hesaplanmistir (Tablo 3.8). Elde edilen sonuc¢lar dogrultusunda Sekil 3.12°deki [I] - %
Aktivite Grafigi olusturularak ICso degeri hesaplanmaistir.

38



6v0912°0T 6£€S°L88 0S$9°0 LS8TYIT 09 -
91LT881T 9%0L 096 060L°0 9871961 SS S
S091LT€T 2089°120'1 0¥SL°0 PILS'8LI 0S 01
6L9SHE LT 0TS00T'1 0988°0 €PIL°091 St ST
TEPSILRT 97L8°T9T' 07€6°0 1LS8°THI or 07
6¥091L°T€E AT A 0090°T 0000°5T1 S¢ 54
6607€6°LE LT1E699'T 062C'1 6TH1°LOT 0¢ 0¢
YLOYLO VY €656 76T 08Tt LS8T 68 ST S¢
6L9SY8°6Y 697€°881°C 0S19°1 98TH'IL 0T 4
861%98°09 L980°TLIT 0TL6'T PILS'ES 0L 0L ST St
€96796°CL 0T5T°€0T°€ 0v9¢€°C EPIL'SE 01 0S
$T08S€°9L $€0€°TSE'E 0vLY'T LS8L9T 8 zs
¥8TLI 98 8LOT'E8L'E 0T6L°T 1LS8°LT S sS
9€169%°76 9079°650'% 0966°C 9876'8 € LS
6L95S6°S6 ILEL'TITY 0601°¢ PILS'E I 65
LOVLOY L6 8TTYILTY 09S1°¢ LS8L'T I 65
1€SL61°66 9€10°SSEY 0v1Te 67680 I 6S
LOYL06 66 68L1°98¢ 0LET'E PorY 0 I 65
001 PrT06€ Y 0re'e - - 09
) (wug ) (00001:) () (11 (M) _:Mﬁvm _.HMMM: ) (M) (I 05)
AIANY % (VV) Dlaegq (87) NUOASeIuBSUOY | nonmpan( nuodwie ],
APADNY SuEqIosqy Jonquu uoisyeoy UIUISYIZQ)) | UMIS[IZO)) | IQNqIYuU] yesosy umApog
T ) yeqysqng unzuy

Ie[SNUOS 9A LIBR[IEPIW ULID[[oZz0S ue[rue[[ny epulsewue[desoy ururragop 0s)[ ununioyqryur zoyn[S-(+)q N 1°0 8°€ OlqeL

39



y=-0,481x2 + 1,1517x + 100,27
R?=0,9904

120 -

100 -

80 -

60 -

% Aktivite

40 -

20 -

0 T T T T T T 1
0,00000 2,00000 4,00000 6,00000 8,00000 10,00000 12,00000 14,00000

D(#)Glukoz (mM)

Sekil 3.12: D(+)glukoz inhibitoriiniin ICso grafigi

Olusturulan grafik sonucunda saflastirilan -glukozidaz enzim aktivitesi tizerine D(+)glukoz

inhibitdriiniin ICso degeri 11,49 mM olarak hesaplanmustir.

3.6.5.2 3-Glukonolakton inhibitoriiniin ICso degerinin belirlenmesi

Inhibitériin ICso degeri belirlenirken; 1,25 mM pNPG varhiginda, 1-60 ul arasinda degisen
inhibitér konsantrasyonlarinda aktivite 6lgiimleri yapilmustir. Inhibitér igermeyen enzim
aktivitesi %100 kabul edilmis ve buna oranla farkli konsantrasyonlardaki aktivite ylizdeleri
hesaplanmistir (Tablo 3.9). Elde edilen sonuclar dogrultusunda Sekil 3.13’teki [I] - %

Aktivite Grafigi olusturularak ICso degeri hesaplanmaistir.
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y =-0,2353x2 - 0,2779x + 97,622
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Sekil 3.13: 8-Glukonolakton inhibitdriiniin ICso grafigi

Olusturulan grafik sonucunda saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesi tizerine

d-Glukonolakton inhibitdriiniin ICso degeri 13,64 mM olarak hesaplanmastir.

3.6.6 Inhibitorlerin inhibisyon tiplerinin belirlenmesi ve K; degerlerinin hesaplanmasi
3.6.6.1 D(+)glukoz inhibitoriiniin inhibisyon tipinin ve Ki degerinin belirlenmesi

Inhibitériin inhibisyon sabiti (Ki) belirlenirken farkli pNPG konsantrasyonlarinda
D(+)glukoz icermeyen enzimin aktivite 6l¢iimleri yapilmistir. Sonrasinda ise sabit 3,57 mM
ve 10,7 mM inhibitér konsantrasyonlar1 ve degisen pNPG konsantrasyonlarinda [3-
glukozidaz enziminin aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Sonuglar kullanilarak 1/V ve 1/S degerleri
hesaplanmis (Tablo 3.10) ve Lineweaver-Burk grafiginde I; ve I» dogrularn cizilerek
D(+)glukoz inhibitoriiniin inhibisyon tipi belirlenmis ve K; degeri hesaplanmistir (Sekil

3.14).
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Sekil 3.14: D(+)glukoz inhibitdriiniin farkli konsantrasyonlarinin saflastirilan B-glukozidaz
enzimi lizerine etkisinin Lineweaver-Burk grafigi lizerinde gdsterimi

Cizilen Lineweaver-Burk grafiginden, pNPG varliginda D(+)glukoz inhibitoriintiin -
glukozidaz enzimine kars1 inhibisyon mekanizmasinin yarismali tipte oldugu belirlenmistir.
D(+)glukozun I1= 3,57 mM ve = 10,7 mM olmak iizere iki farkli konsantrasyondaki
aktiviteleri 6l¢iilmiis ve olusturulan grafikten K; degerlerinin her ikisi de 1,7857x107 olarak

hesaplanmustir.

3.6.6.2 3-Glukonolakton inhibitoriiniin inhibisyon tipinin ve Kidegerinin belirlenmesi
Inhibitériin inhibisyon sabiti (K;) belirlenirken farkli pNPG konsantrasyonlarinda §-
glukonolakton icermeyen enzimin aktivite 6l¢limleri yapilmistir. Sonrasinda ise sabit 0,143
mM ve 0,214 mM inhibitdr konsantrasyonlart ve degisen pNPG konsantrasyonlarinda f3-
glukozidaz enziminin aktivite degerleri Sl¢lilmiistiir. Bu sonuglar yardimiyla 1/V ve 1/S
degerleri hesaplanmis (Tablo 3.11) ve Lineweaver-Burk grafiginde I ve I» dogrular
cizilerek o-glukonolakton inhibitoriiniin inhibisyon tipi belirlenmis ve K; degeri

hesaplanmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15: 8-glukonolakton inhibitoriiniin farkli konsantrasyonlarinin saflastirilan -
glukozidaz enzimi tlizerine etkisinin Lineweaver-Burk grafigi tizerinde gosterimi

Cizilen Lineweaver-Burk grafiginden, pNPG varliginda d-glukonolaktonun saflastirilan -
glukozidaz enzimine kars1 inhibisyon mekanizmasinin yarigmali tipte oldugu belirlenmistir.
d-glukonolaktonun I1= 0,143 mM ve b= 0,214 mM olmak iizere iki farkli konsantrasyondaki
aktiviteleri dl¢iilmiis ve olusturulan grafikten 7,143x107 ve 1,07145x10* olmak {izere iki

farkli K; degeri hesaplanmastir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Enzimlerin kullanim alanlarinin giderek artmasi enzim eldesine yonelik ¢alismalar1 da ilgi
odag1 haline getirmistir. Bu ¢alismada da oldukga genis bir uygulama alanina sahip olan
Aspergillus cinsinin Aspergillus aculeatus NRRL 358 susu, arpa samani kullanilarak
hazirlanan KSF ortaminda gelistirildi. Saflastirma basamaklarinin ardindan B-glukozidaz

enzimi elde edilerek kinetik parametreleri ile biyokimyasal 6zellikleri belirlendi.

Saflagtirmanin ilk asamasini olusturan Amonyum Siilfat Cokeltilmesinden alinan pellet,
daha sonra B-glukozidazi saflagtirmak icin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisine tabi
tutuldu.

Saflastirilan B-glukozidaz enziminin alt birim bilesiminin gosterilmesi, SDS-PAGE ve
NATIVE-PAGE celektroforez tekniklerinin uygulanmasiyla gerceklestirildi; ayrica, termal
stabilitesinin degerlendirilmesinin yani sira maksimum enzimatik aktiviteyi ortaya ¢ikaran
optimal sicaklik ve pH kosullari tespit edildi, Km ve Vmax parametrelerinin belirlenmesi
gerceklestirildi. Ayrica, her ikisi de B-glukozidaz enziminin genel inhibitérleri olarak kabul
edilen D-(+)-glikoz ve 6-glukonolaktonun, pNPG substratinin varliginda enzimatik aktivite

tizerindeki etkisi degerlendirildi ve spesifik inhibisyon tiirleri tanimlandi.

Arastirmaya A. aculeatus'un B-glukozidaz sentezleme yeteneginin degerlendirilmesi ile
baslandi. Bu degerlendirmede, %5 CMC ile takviye edilmis Czapek Dox Agar ortamina
asilanan A. aculeatus'un inkiibasyondan sonra bir hidroliz bdlgesi olusumu sergiledigi
gozlendigi i¢in A. aculeatus’un deneylerde enzim kaynagi olarak kullanilmasina karar

verildi.

Islam ve Roy (2018) caligmalarinda mikroorganizmalarinin CMC agar ortaminda hidroliz
zonu olusturdugunu belirtmis ve seliilaz aktivitesinin varligint dogrulamiglardir. Shruthi ve
arkadaglar1 (2019) deneylerinde kullanmak istedikleri fungusu belirlemek i¢in 9 farkli izolat1
%0,5 CMC igeren Czapek Dox Agar besiyerinde 7 giin inkiibasyona birakmiglar ve
i¢clerinden birinin 5 cm ¢apinda hidroliz zonu olusturdugunu rapor etmislerdir. Zhang ve
Dong (2022) calismalarinda 43 farkli izolattan 15 tanesinin CMC igeren besiyerinde 3

giinliik gelisimlerinin ardindan hidroliz zonu olusturdugunu gézlemlemislerdir. Taha ve
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arkadaslar1 (2015) deneylerinde topraktan (19), kompostlardan (35) ve saman 6rneklerinden
(6) izole ettikleri bakteri suslarini, dort farkli saman tiiriinii (bugday, piring, seker kamisi ve
bezelye samani) esit oranda karistirarak hazirladiklar1 besiyerlerinde gelistirerek CMC
deneyi gerceklestirmisler ve 60 izolatin tamaminda hidroliz zonu olusumunu

gozlemlediklerini raporlamislardir.

A. aculeatus’un ¢alismada kullanilmasina karar verilmesinin ardindan kati substrat olarak
kullanilacak arpa samani 6giitlilerek 24 saat stireyle 80°C’de kurutuldu. Ardindan fungusun
KSF ortaminda gelistirilmesiyle pB-glukozidaz iiretimine etki eden nemlendirme sivisi ve
optimum pH, optimum inkiibasyon sicakligi ve optimum inkiibasyon stiresi belirlendi.

Gecmisten bugiine farkli kat1 substratlar kullanilarak cesitli KSF ortamlarinda enzim eldesi
calismalar1 yapilmistir. Ali ve arkadaslar1 (2024) 10 g bugday kepegini substrat olarak
kullandiklar1 KSF ortaminda Aspergillus niger ISL-9 susunu gelistirmiglerdir. Steril saf su
kullanarak (10 ml) nemlendirdikleri KSF ortamini otoklavda steril ettikten sonra (121°C’de
15 dk) tizerlerine 100 ml steril saf su ilave ederek Whatman 1 nolu filtre kagidindan
stizmiislerdir. Yaptiklar1 optimizasyon ¢aligsmalarinda nemlendirme sivisinin pH degerini 6,2
optimum inkiibasyon siiresinin 72 saat (3 giin) ve sicakligin 30°C oldugu sonucuna
varmiglardir. Pensupa ve arkadaglari (2013) bugday samani kullanarak farkli nem igerigine
sahip KSF ortamlar1 (%85, %87, %88, %89, %90, %91) hazirlamislardir. Her bir KSF
ortamina ayni mikrofungusu (4. niger) inokiile ederek ortam igeriklerinden elde ettikleri
kaba enzim kaynaklarima aktivite Ol¢limleri yapmislar ve nem oranm yiikseldikce

mikrofungusun biiyiime hizinin da arttig1 sonucuna varmislardir.

Ng ve ark. (2010) Penicillium citrinum'dan B-glukozidazin eldesi i¢in piring kepeginin
kullanildig1 bir KSF ortam1 hazirlayarak optimizasyon c¢alismalar1 yapmislar, maksimum
enzimatik aktivitenin (156.5 U/g) kaydedildigi sicaklik parametresini 30°C, optimal pH
degerini 6 olarak bildirmislerdir. Shruthi ve ark. (2019) arastirmalarinda, Aspergillus
unguis'in maksimum B-glukozidaz aktivitesini (7.6 FPU/g) 4. giinde sergiledigini ve KSF

ortaminin ¢ay kalintisindan tiiretildigini rapor etmislerdir.

Calismamizda A4. aculeatus'tan tiiretilen B-glukozidazin maksimum enzimatik aktivitesi i¢in
gereken optimal pH degeri 7, nemlendirme sivist sodyum dihidrojen fosfat, nem igerigi %55,
ideal inkiibasyon sicakligi 25°C, inkiibasyon siiresi 10 giin olarak belirlenmistir. (Bkz. Sekil

3.2, 3.3 ve 3.4). Daha once yapilmis inceledigimiz literatiirlerle kiyaslandiginda, A.
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aculeatus’un, incelenen diger mikroorganizmalara gore diigiik nem seviyesinde daha iistiin
enzimatik aktivite sergiledigi, uzun bir inkiibasyon periyoduyla birlikte daha yiiksek bir pH
degerine gereksinim duydugu ve ortalamaya yakin veya altinda olan inkiibasyon

sicakliklarinda en yiiksek enzim aktivitesi gostedigi belirlenmistir.

A. aculeatus’tan KSF yontemi ile elde edilen kismi saflastirilmis enzim dnce 6n saflastirma
yontemi olan Amonyum Siilfat Coktiirmesine tabii tutulmus ardindan ise Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi’nden gecirilmistir. ASC %350-90 araliginda yapilmis olup %44,52
verim ile 1,87 kat saflagtirma saglanmistir (Bkz. Tablo 3.5). Da Costa ve arkadaslar1 (2018)
Penicillium citrinum UVF1’den saflastirmak istedikleri B-glukozidazlara %50 oraninda
ASC uygulamiglardir. Bai ve arkadalsar1 (2013) Penicillium simplicissimum H-11E’den B-
glukozidaz eldesi i¢in %80 araliginda ASC islemi uygulamislar ve %49,8 verim ile 1,12 kat
saflastirma saglamislardir. Wei ve arkadaglari (1996) Xylaria regalis’ten saflastirdiklar: -
glukozidaz enziminin ¢oktiirme araligint %70 olarak belirtmisler ve 1,9 kat saflagtirma ile
%35,1 verim elde etmislerdir. He ve arkadaslar1 (2022) Cladosporium cladosporioides
Lcxs9'dan elde ettikleri iki B-glukozidaz enzimine (BG CC1 ve BG CC2) %70
doygunlugunda ASC uygulayarak 6 kat saflagtirmis ve %31,3 verim elde etmislerdir. Asic
ve arkadaglar1 (2015) Agaricus bisporus’tan saflastirdiklar1 B-glukozidaz enzimine %40-80
araliginda ASC uyguladiktan sonra %41,22 verim ve 1,42 kat saflastirma derecesi elde
ettiklerini raporlamislardir. Chang ve arkadaslar1 (2012) B-glukozidaz enzimini Aspergillus
niger KCCM 11239’dan Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile saflagtirmislar, %30-90 araliginda
yaptiklar1 ¢oktiirmenin sonucunda 9,2 kat saflagtirma gerceklestirerek %21,5 verim elde

etmislerdir.

Incelenen literatiir verileri ile calismamizda yapmis oldugumuz ASC sonugclart
karsilastirildiginda, ¢oktiirme arali§inin bazi ¢alismalar ile benzerlik gosterdigini, cogundan
ise daha genis aralikta oldugunu sdyleyebiliriz. Saflagtirma katsayisi ve veriminin ise
benzerlik gostermedigi, ¢ogundan daha yiiksek saflagtirma veriminin elde edildigi

goriilmektedir.

A. aculeatus’tan elde edilen B-glukozidaz enzimi 6n saflastirma yontemi olan ASC’nin
ardindan HEK metodu uygulanarak ikinci saflastirma asamasindan gecirilmistir. Sepharose-
4B-L-tirozin-1-Naftilamin jeli kullanilarak gergeklestirilen HEK metoduyla 4. aculeatus’tan
B-glukozidaz enzimi %43,08 verim ile 23,85 kat saflastirilmistir (Bkz. Tablo 3.5). Asic ve
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arkadaglar1 (2015) Agaricus bisporus’tan saflagtirmak istedikleri B-glukozidaz enzimini
HEK (Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamine jel) metodunu kullanarak %4,05 verim ile
10,12 kat saflagtirma saglamiglardir. Da Costa ve arkadaglar1 (2018) Penicillium citrinum
UVF1’den saflastirmak istedikleri PcfGlul ve PcPGlu2 enzimlerini HEK y&ntemini
kullanarak (Phenyl Sepharose Jel ile) sirasiyla %9,9 verimle 3,9 kat ve %15,8 verimle 3,3
kat saflagtirmiglardir. PcBGlu2 enzimini ayrica jel filtrasyon yontemiyle (Superdex 200 jeli)
%3,2 verim ile 3,4 kat saflastirmislardir. He ve arkadaslar1 (2022) Cladosporium
cladosporioides Lcxs9'dan saflastirmak istedikleri BG CC1 ve BG CC2 enzimlerini Anyon
Degisim Kromatografisi (MonoQ10/100Gl) kullanarak sirastyla %11,4 verimle 10,8 kat ve
%17,7 verimle 15,3 kat saflastirmislardir. Chang ve arkadaslar1 (2012) B-glukozidaz
enzimini Aspergillus niger KCCM 11239°dan Jel Filtrasyon yontemini (Sephadex G-100)
kullanarak %11 verim ile 22,9 kat; Iyon Degisim Kromatografisi (DEAE sephadex)

yontemini kullanarak ise %1,5 verim ile 46,5 kat saflastirma saglamislardir.

Incelenen literatiir sonuglar1 ile calismamizda yapmis oldugumuz HEK sonuglari
karsilastirildiginda enzim verimi ve saflastirma katsayilar1 arasinda benzerlik bulunmadigi
goriilmektedir. Bu farkliligin KSF ortam igerigi, mikroorganizma se¢imi veya farkli
coktiirme  araliklarinda  gergeklestirilen = ASC  isleminden  kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Calismamiza KSF ortaminda optimum kosullarda gelistirilen A. aculeatus’tan elde edilen (-
glukozidaz enziminin ASC ve HEK yontemleri ile saflastirildiktan sonra alt birim varlig
ve/veya sayisinin kontrolii amaciyla NATIVE ve SDS PAGE elektroforezi uygulamalari ile
devam edilmistir. Uyguladigimiz elektroforez yontemleri sonucunda SDS PAGE
elektroforezi sonucu yaklasik 70 ve 100 kDa olmak iizere iki bant, NATIVE PAGE
elektroforezi sonucunda ise yaklasik olarak 170 kDa seviyesinde tek bant olusumu
gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 3.7). Lin ve arkadaslart (2010) Trichoderma koningii
AS3.2774'ten saflastirdiklar1 B-glukozidazin SDS PAGE’te 69,1 kDa molekiil agirliginda
oldugunu ve tek bant olusturdugunu, Qin ve arkadaslar1 (2020) Fusarium chlamydosporum
HML278’den saflastirdiklari iki B-glukozidaz enziminin SDS PAGE’te yaklasik 93kDa (BG
FH1) ve 52kDa (BG FH2) molekiil agirliklarinda oldugunu ve tek bant olusturduklarini, Asic
ve arkadaglar1 (2015) Agaricus bisporus’tan saflastirdiklar1 B-glukozidaz enzimininin SDS-
PAGE’te 46 ve 62 kDa molekiil agirliginda oldugunu ve iki bant, NATIVE PAGEte yaklasik
110 kDa molekiil agirliginda oldugunu ve tek bant olusturdugunu, Chang ve arkadaslari
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(2012) Aspergillus niger KCCM 11239°dan saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin 123 kDa
molekiil agirliginda oldugunu ve tek bant olusturdugunu, Celen Yiicetiirk ve Azaz (2025)
Trichoderma koningii’den saflastirdiklar1 f-glukozidaz enziminin SDS ve NATIVE PAGE
teknikleri ile yaptiklar elektroforezde yaklasik 110 kDa molekiil agirliginda oldugunu ve
tek bant olusturdugunu, He ve arkadaglari (2022) SDS PAGE yontemini uyguladiklar
calismalarinda Cladosporium cladosporioides Lcxs9'dan saflagtirdiklar: iki B-glukozidaz
enziminden BGCC1l’in 41 kDa molekiill agirligina sahip oldugunu ve tek bant
olusturdugunu, BGCC2’nin de 53 kDa molekiil agirligina sahip oldugu ve tek bant
olusturdugunu, Ng ve arkadaglari (2010) Penicillium citrinum’dan saflastirdiklar1 -
glukozidaz enzimini ve ellerinde hazir bulunan Novo-188 (B-glukozidaz) enzimini SDS
PAGE yontemi ile karsilastirmiglar ve saflastirdiklar1 B-glukozidazin yaklasik 72 kDa
molekiil agirliginda oldugunu ve tek bant olusturdugunu, Novo-188’in ise 130 kDa molekiil

agirliginda oldugunu ve tek bant olusturdugunu rapor etmislerdir.

Calismamizda saflagtirdigimiz -glukozidaz enziminin en yiiksek aktivite gdsterdigi pH
degeri 4,0 ve sicaklik degeri 55°C olarak tespit edilmistir (Bkz. Sekil 3.8, Sekil 3.9). Elyas
ve arkadaglart (2010) Aspergillus-SA 58’den saflastirdiklart iki farkli B-glukozidaz
enziminin de en yiiksek aktivite gosterdikleri optimum sicakligin 60°C oldugunu, BGL A’nin
optimum pH degerinin 4,0; BGL B’nin optimum pH degerinin ise 3,0 oldugunu
raporlamiglardir. Baraldo Junior ve arkadaslari (2014) Aspergillus niger 12’den
saflagtirdiklar B-glukozidaz enziminin en yiiksek aktivite i¢cin optimum sicakligin 40-65°C
arasinda, optimum pH degerinin ise 4-5,5 arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Qin ve
arkadaglar1 (2020) Fusarium chlamydosporum HML278den saflastirdiklart iki -
glukozidaz enziminin (BG FH1 ve BG FH2) en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik ve pH
degerlerinin de ayni olup optimum pH degerlerinin 6,0; optimum sicaklik degerlerinin ise
60°C oldugunu belirtmisglerdir. So ve arkadaslar1 (2010) Aspergillus usamii DS5’ten
saflagtirdiklar1 B-glukozidaz enziminin en yliksek aktivite gosterdigi optimum sicakligin
55°C ve optimum pH degerinin 4,5 oldugunu rapor etmislerdir. Bai ve arkadalsar1 (2013)
Penicillium simplicissimum H-11E’den saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin en yiiksek
aktivite i¢cin optimum pH degerinin 4,4-5,0 araliginda, optimum sicaklik degerinin ise 60°C
oldugunu tespit etmislerdir. Yan ve arkadaslar1 (2016) topraktan izole ettikleri Aspergillus
terreus’tan saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin en yliksek aktivite gdsterdigi optimum

sicakligin 65°C, optimum pH degerinin ise 5,0 oldugunu raporlamislardir.
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Incelenen literatiirler sonucunda ¢esitli organizmalardan saflastirilan B-glukozidaz
enzimlerinin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH degerleri 3,0-6,0; optimum sicaklik
degerlerinin ise 40°C-65°C araliginda oldugu goriilmiistiir. Bu literatiir verilerine dayanarak
B-glukozidaz enziminin kaynagi, saflastirma yontemleri ve c¢alisma sartlarindaki
farkliliklarin; enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin {izerinde etkili oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda A. aculeatus’tan saflagtirilan B-glukozidaz enziminin termal kararliligi da
Olclilmiis olup 120 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda 45°C’de %99,6; 55°C’de %99,8;
65°C’de %98,6 ve 75°C’de %31,87 oraninda aktivite gosterdigi, 85°C’de ise 36 dk boyunca
aktivitesini kaybetmedigi belirlenmistir (Bkz Sekil: 3.10). Xu ve arkadaslar1 (2015)
Hypocrea orientalis’ten elde ettikleri B-glukozidaz enziminin aktivitesinin 50°C’nin altinda
30 dk boyunca sabit kaldigini, 67°C’nin lizerinde 30. dakikadan sonra hidroliz hizinin
diistiiglinii ve {irlin artisinin olmadigii, 80°C’de ise tamamen aktivitesini kaybettigini
raporlamiglardir. Souza ve arkadaslari (2010) Humicola insolens’ten saflastirdiklart -
glukozidaz enziminin 50°C 60 dk; 55°C’de 43,8+3,7 dk; 60°C’de 20 dk aktivite gdsterdigini,
sonrasinda aktivitesini kaybettigini tespit etmislerdir. Qin ve arkadaslar1 (2020) Fusarium
chlamydosporum HML278’den saflastirdiklar1 iki B-glukozidaz enziminin de (BG FH1 ve
BG FH2) 70°C’de 1 saat inkiibe edildiginde aktivitesinin %75’ini korudugunu rapor
etmislerdir. Bai ve arkadalsar1 (2013) Penicillium simplicissimum H-11E’den saflastirdiklari
B-glukozidazin 50°C’de 4 saat boyunca aktivitesini korudugunu, sicakligin 60°C’den
80°C’ye yiikseltilmesi ile birlikte aktivitede ¢ok keskin bir diisiis (1523 EU’dan 106,1
EU’ya) gozlemlediklerini raporlamiglardir. Asic ve arkadaslar1 (2015) Agaricus bisporus’tan
saflagtirdiklar1 B-glukozidaz enziminin 65°C’nin altindaki sicakliklarda 2 saat boyunca
gerceklestirdikleri inkiibasyonlarda kayda deger bir aktivite diislisii gozlemlemediklerini,
65°C’de yaklagik 20 dakika aktivitesini korudugunu, 75°C’de ise aninda inaktif hale
geldigini rapor etmiglerdir. Celen Ylicetirk ve Azaz (2025) Trichoderma koningii’den
saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin 45°C’de 120 dk inkiibasyon sonucunda aktivitesinin

%384,73’tinli korudugunu tespit etmislerdir.

Caligmamizda saflagtirilan B-glukozidaz enziminin kinetik parametreleri incelenmistir.
Enzimin pNPG substratina kars1 ilgisini gosteren Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Ki,
degeri 2,8571 mM; Vmax degeri 14285,71 EU ve enzimin katalitik etkinliginin 6l¢iisii olan
Viax/Km orant 5000,0735 olarak hesaplanmistir (Bkz. Tablo 3.7). Belirlenen Kim ve Viax
degerleri, farkli konsantrasyonlardaki pNPG varliginda yapilan aktivite 6l¢limlerinin

sonucunda elde edilmistir. Ol¢iim sonuglar ile ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden elde
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edilen denklem kullanilarak Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir. Vimax degeri, sabit
konsantrasyondaki bir enzimin degisken substrat konsantrasyonlarina bagli olarak ulastigi
en yiiksek reaksiyon hizini ifade ederken K. degeri ise en yliksek reaksiyon hizinin
gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonunu ifade etmektedir. Yan ve arkadaslar1 (2016)
topraktan izole ettikleri Aspergillus terreus’tan saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin Ky
degerinin 1,73 mmol/L; Vmax degerinin 42,37 U/mg oldugunu belirtmisleridir. Qin ve
arkadaslar1 (2020) Fusarium chlamydosporum HML278’den saflastirdiklar1 B-glukozidaz
enziminin Ky, degerinin 2,76 mg/ml; Vimax degerinin 20,6 U/mg oldugunu bildirmislerdir. Liu
ve arkadaglart (2012) Aspergillus fumigatus 7.5’ten saflastirdiklar1 nBgl3 enziminin Ky,
degerini 1,73 mM; Vmax degerini 141,60 U/mg ve rBgl3 enziminin Ky, degerini 1,76 mM
olarak hesaplamislardir. Joo ve arkadaslar1 (2009) Fomitopsis pinicola’dan saflastirdiklar
B-glukozidaz enziminin Ky degerini 1,8 mM olarak raporlamislardir. Kimura ve arkadaslar
(1999) Aspergillus sojae’den saflastirdiklar B-glukozidaz enziminin K, degerinin 0,14 mM
ve Vimax degerinin 16,7 pmolmin-'mg protein™! oldugunu belirtmislerdir. Kaur ve arkadaslar
(2007) Melanocarpus sp. MTCC 3922°den saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin Ky,
degerini 3,3 mM ve Vmax degerini 43,68 pmolmin 'mg protein™! olarak hesaplamiglardir.

Incelenen literatiirler ile ¢alismamizda elde ettigimiz Km ve Vmax degerleri
karsilagtirildiginda; saflastirdigimiz B-glukozidaz enziminin K, degerinin literatiir verilerine
benzer veya yiiksek oldugu, Vmax degerinin ise olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Km
degerinin yliksek olmasi substrata olan ilginin diigiik olmas1 anlamina gelmesine karsin Vmax
degerinin yiiksek olmasi substrati daha hizli hidrolize ettigini gostermektedir. Bunun
sonuglara dayanarak calismamizda saflastirdigimiz B-glukozidaz enziminin endiistride

kullaniminin avantajli oldugunu sdyleyebiliriz.

Caligmamizda B-glukozidaz enziminin genel inhibitorii olan D(+)glukozun ve pNPG’nin
bulundugu ortamda enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor konsantrasyonunu ifade eden
ICso degeri ile enzim aktivitesine etki eden inhibisyon tipi belirlenerek K; degerleri
hesaplanmistir. A. aculeatus’tan saflastirdigimiz B-glukozidaz enziminin D(+)glukoz
inhibitorii icin 1Cso degeri 11,49 mM (Bkz. Tablo 3.8, Sekil 3.12), K degeri 1,7857x107
(Bkz. Tablo 3.10, Sekil 3.14) olarak hesaplanarak yarigmali tipte inhibisyon etkisine sahip
oldugu belirlenmistir. Singh ve arkadaslar1 (2023) Neofusicoccum parvum F7 susundan ii¢
B-glukozidaz izoformu saflastirmis ve ICso degerlerini Bgll icin 2,6; Bgl2 i¢in 22,6; Bgl3
icin 319,5 mM olarak hesapladiklarini raporlamislardir. Asic ve arkadaslar1 (2015) Agaricus

bisporus’tan saflastirdiklar1 B-glukozidaz enzimininin D(+)glukoz inhibitérii i¢in 1Cso
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degerini 19,185 mM; K; degerini ise 9,402 mM olarak hesaplamiglar ve yarigmali tipte
inhibisyon etkisi gosterdigini belirtmislerdir. Liu ve arkadaslar1 (2019) saflastirdiklar1 -
glukozidazin D(+)glukoz inhibitorii i¢in ICso degerinin 0,8 M oldugunu belirtmislerdir. Job
ve arkadaslar1 (2023) Paecilomyces variotii MG3 ten saflastirdiklar1 -glukozidaz izoenzim
I’in K; degerinin 901,6 M oldugunu raporlamislardir. Krogh ve arkadaslar1 (2010)
Penicilium brasilianum’dan saflagtirdiklar1 B-glukozidaz enziminin (rBGL) D(+)glukoz
inhibitorii icin K; degerinin 2,3 mM; Aspergillus niger’den saflagtirdiklar1 B-glukozidaz
enziminin ise ayni inhibitor i¢in K; degerinin 1,1 mM oldugunu rapor etmislerdir. Elshafei
ve ark. (2011), Aspergillus terreus NRRL 265°ten saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin
D(+)glukoz inhibitorii icin K; degerini 13,6 mM olarak hesaplamis ve D(+)glukoz
inhibitoriiniin B-glukozidaz enzimine kars1 kompetitif tipte inhibisyon etkisi gosterdigini
tespit etmislerdir. Decker ve arkadaslar1 (2001) Aspergillus turbingensis CBS 643.92’den
saflastirdiklart dort ayr1 B-glukozidaz enziminin K; degerlerinin 5,8; 1,3; 470 ve 600 mM

olduklarini belirtmislerdir.

Calismamizda B-glukozidaz enziminin genel inhibitorii olan J-glukonolaktonun ve
pNPG’nin bulundugu ortamda enzim aktivitesini yariya diisliren inhibitor konsantrasyonunu
ifade eden ICso degeri ile enzim aktivitesine etki eden inhibisyon tipi belirlenerek K;
degerleri hesaplanmistir. A. aculeatus’tan saflastirdigimiz B-glukozidaz enziminin J-
glukonolakton inhibitdrii i¢in ICso degeri 13,64 mM (Bkz. Tablo 3.9, Sekil 3.13), K; degerleri
7,143x107 ve 1,07145x10°* (Bkz. Tablo 3.11, Sekil 3.15) olarak hesaplanarak yarismali tipte
inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir. Asic ve arkadaslar1 (2015) Agaricus
bisporus’tan saflagtirdiklar1 B-glukozidaz enzimininin d-glukonolakton inhibitdrii i¢in ICso
degerini 0,39 mM; K degerini ise 7,2 mM olarak hesaplamislar ve yarigmali tipte inhibisyon
oldugunu belirtmiglerdir. Elshafei ve ark. (2011), Aspergillus terreus NRRL 265’ten
saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin &-glukonolakton inhibitorii i¢in K; degerini 1,9 mM
olarak hesaplamis ve d-glukonolakton inhibitdriiniin B-glukozidaz enzimine karst kompetitif
tipte inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmislerdir. Krogh ve arkadaglar1 (2010) Penicilium
brasilianum’dan saflagtirdiklar B-glukozidaz enziminin (rBGL) 8-glukonolakton inhibitorii
icin Kjdegerinin 0,1 mM; Aspergillus niger’den saflastirdiklar1 B-glukozidaz enziminin ise

ayn1 inhibitor i¢in K; degerinin 0,12 mM oldugunu rapor etmislerdir.

Yarigmal1 tip inhibisyonda inhibitor, substrat ile yapisal olarak benzerlik gostermektedir. Bu

benzerlik sayesinde substrat ile bir yaris igerisinde enzimin aktif bolgesine baglanmaya

58



caligir. Inhibitdr ve substrat ayn1 anda enzime baglanamaz ve bu sebeple ortamdaki substrat
konsantrasyonunun yeterince ylikseltilmesiyle inhibisyonun iistesinden gelinebilmektedir.

Seliilazlarin endiistride kullaniminin yayginlasmasi ve oOzellikle c¢alisma konumuzu
olusturan B-glukozidaz enziminin gida sanayi, ila¢ sanayi, kozmetik endiistrisi, tekstil
endstrisi, hayvancilik ve kagit endiistrisinde uygulamalarinin giderek yayginlagsmasi,
enzime olan ilgiyi de biiyiik oranda artirmaktadir. Ayrica siirdiiriilebilirlik ve yenilenebilirlik
acgisindan tarim atiklarinin degerlendirilmesiyle ¢evreye karsi olusturdugumuz pozitif etki
de calismamizin 6nemli bir amacidir. Bunlarin yaninda endiistride ticari 6éneme sahip f-
glukozidaz enziminin elde edilmesinde mikroorganizma kokenli enzim kaynaklarma bir
yenisinin daha eklenmesi, diisiik maliyetle saflastirma teknikleri ile enzimin biyokimyasal

ozelliklerinin belirlenmesi de bilime 6nemli katk: saglamaktadir.
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EKLER

EK A: Kullanilan Besiyerleri, Tamponlar ve Cozeltiler
A.1: A. aculeatus’un gelistirilmesinde kullanilan besiyerleri

Czapek Dox Agar Besiyeri (Merck)

%S5 CMC iceren Czapek Dox Agar Besiyeri

CMC (C28H30Na8027) (SIZMA)....c.uuiiiiiiiiieiieeiieriieeiieeeteeieeeveeitesreebeeseaeesaessseeseessseesaens S5¢g
Czapek dox agar (Merck).......oouiiiii e 48 ¢g
S S et 100 ml

Malt Extract Agar Besiyeri (Merck)
Malt eKStrakt Q@ar. ... ..ottt 9,6 g

Belirtilen miktarlarda hazirlanan besiyerleri 121°C 20dk otoklavlandiktan sonra petri

kaplarina paylastirtlmistir (Pereira et al., 2010; VanderMolen et al., 2013; Johnsen and

Krause, 2014).

Czapek Dox Broth Besiyeri (Difco)

Hazirlanan dehidre besiyeri 121°C’de 20dk erlen igerisinde otoklavlandiktan sonra

sogumaya birakilmigtir

A.2: Hidroliz zonu varh@inin saptanmasinda kullamilan ¢ozeltiler

Kongo Kirmzisi ¢ozeltisi (%1)
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1M Sodyum Kkloriir ¢ozeltisi (NaCl)
Sodyum KIortir (NaACL).....oouiiii e 8,77¢g

Cozeltiler belirtilen miktarlardaki bilesenlerin saf su igerisinde ¢dzdiriilmesiyle

hazirlanmistir (Kristianto et al., 2019; Payne, 2019).

A.3: Spor siispansiyonu eldesinde kullanilan Tween 80 cozeltisi

TWEEI 8. ...t 1 ml
S UL . e 1000 ml
Hazirlanan ¢ozelti 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. (Limaye and

Patil, 2016).

A.4: KSF ortamu icin hazirlanan c¢ozeltiler

0,2 M Sitrik asit monohidrat (1,2,3-Propantrikarboksilikasit asit) tamponu
1,2,3-propantrikarboksilikasit asit (CsHgO7) (Sigma-Aldrich) ..., 3,1521 g
S SU L e, 1S M
3,1521 g 1,2,3-propantrikarboksilikasit saf su igerisinde tamamen ¢oziilerek balon jojeye
aliip saf su ile son hacim 75 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen ¢ozeltinin pH degeri uygun
asit/baz ¢ozeltileri kullanilarak ayr1 ayr1 pH 4,0; pH 5,0 ve pH 5,5 olacak sekilde
ayarlanmistir (Chaudhari, 2022).

0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat tamponu
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH>PO4) (Carlo-Erba)...............ccccceiiiiiiinnnnn . 11,0384 g

11,0384 g sodyum dihidrojen fosfat saf su igerisinde ¢oziilerek 500 ml’lik balon jojeye
aktarilmis ve saf su ilavesiyle son hacim 400 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen ¢6zeltinin
pH degeri uygun asit/baz ¢ozeltileri kullanilarak ayr1 ayr1 pH 6,0; pH 6,5; pH 7,0; pH 7,5 ve
pH 8,0 olacak sekilde ayarlanmistir (Baibarac et al., 2019; Chaudhari, 2022).

0,2 M Disodyum hidrojen fosfat tamponu

2,6694 g disodyum hidrojen fosfatin saf su igerisinde ¢oziilmesi saglandiktan sonra 100

ml’lik balon jojeye transfer edilerek saf su ile son hacim 75 ml’ye tamamlanmistir. Elde
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edilen ¢ozeltinin pH degeri uygun asit/baz ¢ozeltileri kullanilarak ayr1 ayri pH 8,5 ve pH 9,0
olacak sekilde ayarlanmistir (Baibarac et al., 2019; Chaudhari, 2022).

A.5: Enzim aktivitesi ol¢iimlerinde kullanilan ¢ozeltiler
50 mM Sodyum asetat trihidrat tamponu
Sodyum asetat trihidrat (C2H3NaO2.3H2O) ....oovviiiiiiiiiiiiiiec e 1,0206 g

1,0206 g sodyum asetat trihidrat (Sigma-Aldrich) bir miktar saf su icerisinde ¢oziilerek
¢ozeltinin pH degeri 7,0 olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra saf su ilavesiyle son hacim

150 ml’ye tamamlanmistir (Nazir et al., 2009; Chaudhari, 2022; Jeilu et al., 2024).

5 mM p-nitrofenil-B-D-glukopirenosit (pNPG) soliisyonu

50 mM (pH 7) sodyum asetat trihidrat tamponu..................coooviiiiiiiiiiii e, 3 ml
Taze olarak hazirlanacak olan p-nitrofenil-f-D-glukopiranozit (pNPG) substrat1 i¢in 0,0045
g pNPG sodyum asetat tamponu igerisinde ¢oziilerek ¢ozelti hacmi tampon ilavesiyle 3

ml’ye tamamlanmigtir (Nazir et al., 2009; Jeilu et al., 2024).

Reaksiyon durdurucu tampon (sodyum karbonat)

Sodyum karbonat (Na>xCO3) (Sigma-Aldrich).......ccceeeeeiiiiiiiiiiii....3,9704 g

3,9704 g sodyum karbonat (Na2CO:s) saf su icerisinde ¢oziilerek saf su ilavesiyle son hacim

75 ml’ye tamamlanmigstir (Nazir et al., 2009; Jeilu et al., 2024).

A.6: Kantitatif protein miktar 6l¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler (Lowry metodu)

A cozeltisi

Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich)....................coiiiiiiiieennt.....0,80020 g
Sodyum Karbonat (NaCO3) (Sigma-Aldrich)............cooiiiiiiiiiiive 4 g
S UL e 200 ml

0,80020 g Sodyum hidroksit (NaOH) 200 ml saf su i¢erisinde ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiye 4
g sodyum karbonat (Na2COs) ilavesi ile A ¢ozeltisi hazirlanmistir (Lowry et al., 1951).

80



B cozeltisi

0,25 g potasyum sodyum tartarat saf su i¢erisinde ¢oziliip balon joje i¢ine alinarak saf su ile
son hacimin 25 ml’ye tamamlanmasi ile B ¢ozeltisi hazirlanmistir (Lowry et al., 1951).

C cozeltisi

0,5 g bakir siilfat saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra son hacim saf su ile 25 ml’ye

tamamlanarak C ¢ozeltisi hazirlanmistir (Lowry et al., 1951).

D ¢ozeltisi

A GOZEILISI. ..ottt e 9,6 ml
B GOZOItISI ... ottt 0,2 ml
(G0 /(<] 15 13 D 0,2 ml

D ¢ozeltisi, taze olarak 9,6 ml A ¢ozeltisi, 0,2 ml B ¢ozeltisi ve 0,2 ml C ¢ozeltisinin

karigtirilmasiyla hazirlanmigtir (Lowry et al., 1951).

E cozeltisi (Folin ayraci)
Folin—Ciocalteu fenol reaktifi (Merck) saf su ile 1:1 (v/v) oraninda seyreltilerek taze E

¢ozeltisi hazirlanmistir (Lowry et al., 1951).

Sigir serum albiimin (BSA)
Bovin serum albiimini (BSA) saf su ile 1:1 (v/v) oraninda seyreltilerek standart ¢ozelti

hazirlanmistir (Lowry et al., 1951).

A.7: HEK (Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi) metodunda kullanilan tampon
cozeltiler

Tuzlu tampon ¢ozeltisi (pH 6,8)

1,5 M Amonyum siilfat tuzu (NH4(SO2)) (Merck).......cccoovvivieiiniiiniiiiiinnn99,105 g
0,05 M Disodyum monohidrojen fosfat (NaxHPO42H>O) (Carlo-Erba)...................4,449 g
S UL . e 500 ml
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Yukarida adi ve miktarlart belirtilen biesenler saf su i¢inde ¢oziilerek ¢ozeltinin pH degeri
6,8’¢ ayarlanmistir. Daha sonra ¢ozelti balon jojeye aktarilmis ve saf su ile son hacim 500

ml’ye tamamlanmistir (Queiroz et al., 2001).

Tuzsuz tampon cozeltisi (pH 6,8)
0,05 M Disodyum monohidrojen fosfat (Na,HPO42H>0) (Carlo-Erba)................. 4,449 ¢

Yukarida belirtilen molarite ve miktardaki Disodyum monohidrojen fosfat saf su igerisinde
coziilerek, pH 6,8’e ayarlanmis ve saf su ilavesiyle son hacim 250 ml’ye tamamlanmigtir

(Queiroz et al., 2001).

A.8: SDS-PAGE tekniginde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Ayirma jeli

S UL .t 3 ml
Tris-Base (CaH11NO3) (PH 8,8) onviiiiii e e 1,875 ml
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)(Ci2H2sNaO4S) ..o 75 pul
%30’ Tuk AKIIIamid/Bis. .....ouei e 2,5 ml
TEMED (N,N,N,N Tetrametil etilen diamine) ................ceviiiiiiiiiniiiinininennen, 3,75 ul
%10’luk APS (Amonyum persiilfat)(NH4)2S208) ...oovviiiiiiiiiiii 112,5 ul

Jel c¢ozeltisi; yukarida belirtilen miktardaki bilesenlerin karistirilmasi ile hazirlanarak
donmanin gergeklesmesi i¢in yaklasik 45 dakika bekletilmistir (Laemmli, 1970; Sambrook
and Russell, 2006).

Ayirma jeli hazirlanirken kullanilan alt tampon

TriS-Base (1,5M). .. 17,73 g

Belirtilen miktardaki Tris-Base (1,5M) saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra pH’1 8,8 olarak
ayarlanip saf su ile son hacim 75 ml’ye tamamlanmistir (Laemmli, 1970; Sambrook and

Russell, 2006).

Yigma jeli

Y B 1) E 4,575 ml
Tris-Base (C4aH11NO3) (PH 6,8) . onneniiii et e 1,875 ml
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H25NaO4S)......cocooiiiiiiiiiie 75l
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%30’ Tuk AKIIIamId/BIS. . ..ottt 937,5 ml

TEMED (N,N,N,N Tetrametil etilen diamine) .................ccoieiiiiiiiiiiniieeiineenn... 7,5 ul
%10’luk Amonyum persiilfat (APS) ..o, 150ul

Jel cozeltisi; yukarida belirtilen miktardaki bilesenlerin karistirilmasi ile hazirlanarak
donmanin gerceklesmesi icin yaklasik 45 dakika bekletilmistir (Laemmli, 1970; Sambrook
and Russell, 2006).

Yigma jeli hazirlanirken kullanilan iist tampon

Ust tampon ¢ozeltisi icin Tris-Base saf suda ¢oziildiikten sonra pH degeri 6,8’e ayarlanarak

son hacim saf su ilavesiyle 75 ml’ye tamamlanmistir (Laemmli, 1970; Sambrook and

Russell, 2006).

%10'luk Amonyum persiilfat ((NH4)2S20s)
APS (Amonyum perstilfat)(NH4)2S208)......ovoieiiii i, 04¢g

Bu amagcla 0,4 g APS saf suda ¢oziilerek son hacim 4 ml’ye tamamlanmistir (Laemmli, 1970;

Sambrook and Russell, 2006).

Tank tamponu

Tris-Base (CaHIINO3) ooniii i e e I,5¢g
GlSIN (C2H5NO2) « ot 122 ¢g
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Ci12H25NaO4S) ..o.ooniieiii e 0,5¢g
N T2 N ] 500 ml

SDS-PAGE tank tamponu hazirlamak amaciyla yukarida belirtilen bilesenler saf suda
coziildiikten sonra son hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir (Laemmli, 1970;

Sambrook and Russell, 2006).

Ornek Yiikleme tamponu

Tris-Base (6,8) (CaH1INO3) . .n e e e, 5ml
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H2sNaO4S) ....ooooiiiiiiiii, 8 ml
GlSETOI(C3HSO3R) ottt e e e e e 4 ml
B-merkaptoetanol (C2HeOS) ....eenii i, 2 ml



Ornek yiikleme tamponu; yukarida listelenen bilesenlerin karistirilmasi ile hazirlanmistir

(Laemmli, 1970; Sambrook and Russell, 2006).

%10’luk SDS (sodyum dodesil siilfat)
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H2sNaO4S)......oooooiiiiiiiiiiiiiiine .03 g

SDS stok ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla 0,3 g SDS saf suda ¢6ziilmiis ve son hacim 3 ml’ye

tamamlanmistir (Laemmli, 1970; Sambrook and Russell, 2006).

Jel boyama cozeltisi

Coomassie brilliant BIUE...........coovieiiiiiiiiiiiiieceee e ees 0,33 g
%96 Asetik asit (CH3COOH).......cc.iiiiiiieieieiieseeeee et 12 ml
%99 Metanol (CH3OH)......oouiiiiieiieeeee et et et 60 ml
ST ST 1ottt e et e e b e e e be e e tbee e abeeeeaaeeenreeennes 60 ml

Coomassie brilliant blue 0,33 g tartilip 60 ml saf suda ¢oziilerek {izerine 60 ml metanol ve

12 ml asetik asit eklenmistir (Manns, 2011).

Jel yikama cozeltisi

Asetik asit (CH3ICOOH)........oiuiiiieiteeeeseee ettt 60 ml
Metanol (CHIOH)......cooiiiieieeceeee et ettt aee e e e snveeesaneeenns 40 ml
SO ST et ettt et e ettt eeate e aeeenbeenaeeenteens 700 ml

40 ml metanol ve 60 ml asetik asit karistirildiktan sonra 700 ml saf su ile seyreltilmistir

(Manns 2011).

A.9: NATIVE-PAGE tekniginde kullanilan tampon ve c¢ozeltiler

Ayirma jeli

Tris-Base (CaH11NO3) (PH 8,8) e v 5ml
%30’ Tuk AKIIIamid/Bis. .....oeii e 5 ml
Temed (N,N,N,N Tetrametil etilen diamine).................coooiiiiiiiiiiiin i 20 pl
%10’luk Amonyum persiilfat (APS) ((NH4)2S208) ....vouviniiiiiiiiiiiiiie e 200 pl
N § 1) RO 9,78 ml
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Jel c¢ozeltisi; yukarida belirtilen miktardaki bilesenlerin karistirilmasi ile hazirlanarak
donmanin gergeklesmesi igin yaklasik 45 dakika bekletilmistir (Kiigler et al., 1997;
Niepmann and Zheng, 2006; Shukolyukov, 2011).

Ayirma jeli hazirlamirken kullanilan alt tampon

TrIS-Base (1,5M). ..ttt e 23,64 g

Belirtilen miktar ve molaritedeki Tris-Base saf suda c¢oziildiikten sonra pH’1 8,8’e
ayarlanarak son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir (Kiigler et al., 1997; Niepmann

and Zheng, 2006; Shukolyukov, 2011).

Yigma jeli

Tris-Base (CaH11NO3) (PH 6,8) . onvviniiiii e 2,5 ml
%30’ Tuk AKTIIamid/Bis. ......ouveiii e 1,25 ml
Temed (N,N,N,N Tetrametil etilen diamine).................cooiiiiiiiiiiiii i, 10ul

%10’luk Amonyum persiilfat (APS)........ooii 100ul

S U L 6,14 ml

Yukaridaki bilesime gore hazirlanan jel cam plaklara dokiilerek donmasi saglanmigtir

(Kiigler et al., 1997; Niepmann and Zheng, 2006; Shukolyukov, 2011).

Yigma jeli hazirlanirken kullanilan iist tampon

3,152 g Tris-Base (0,5M) bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH 6,8’e ayarlanarak son

hacim saf su ile 40 ml’ye tamamlanmistir (Kiigler et al., 1997; Niepmann and Zheng, 2006;

Shukolyukov, 2011).

%10'luk Amonyum persiilfat (NH4)2S208)
APS (Amonyum persiilfat) (NH4)2S208) .. .oviieiiiiiiii e e 0,2¢g

0,2 g APS 2 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir (Kiigler et al., 1997; Niepmann and Zheng,
2006; Shukolyukov, 2011).
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Tank tamponu

Tris-Base (CaHIINOS) . oninniei e e 6g
GLSIN (C2H5NO2) oottt e 288 ¢g
T 5 1) 2000 ml

6,0 g Tris-Base ve 28,8 g glisin bir miktar saf suda ¢oziiliip son hacim 2000 ml’ye
tamamlanmistir (Kiigler et al., 1997; Niepmann and Zheng, 2006; Shukolyukov, 2011).

Yiikleme tamponu

Tris-Base (6,8) (C4HIINO3) .niinii e 5ml
GlSErol (C3HSOR) .. e 4 ml
Bromfenol MaviST ......o.eeuuieii e 0,02 g
S ST e, 1 ml

0,02 g Bromfenol mavisi, 5 ml Tris Base (0,5M, pH: 6,8) icerisinde ¢oziilerek iizerine 4 ml
Gliserol ve 1 ml saf su eklenerek hazirlanmistir (Kiigler et al., 1997; Niepmann and Zheng,

2006; Shukolyukov, 2011).

Yikama cozeltisi

ASCHK ASIE (2096). .o e et 75,0 ml
Metanol (2099) ... e 50,0 ml
2 D 875 ml

50 ml metanol ve 75 ml asetik asit karistirildiktan sonra 875 ml saf su ile seyreltilmistir

(Manns 2011).
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