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Bu ¢alismada, Kat1 Substrat Fermentasyonu (KSF) kiiltiir kosullarinda piring kabugunun
substrat olarak kullanilmasiyla Trichothecium roseum’dan elde edilen -glukosidaz enzimi,
Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK)
yontemleriyle saflastirilmistir.

T. roseum’un KSF ortaminda B-glukosidaz enzimi iiretimi i¢in ihtiyag duydugu optimum
kosullar; nemlendirme sivist Disodyum Monohidrojen Fosfat (Na,HPO,); optimum pH
8,5;0optimum sicaklik 30°C ve optimum inkiibasyon siiresi 6 giin olarak belirlenmistir.

Elde edilen B-glukosidaz enziminin saflastirma oran1 %27,24 verim ile 21,90 kat olarak
hesaplanmistir. Enzimin saflifi ve alt birim varligi/sayisinin kontrolii SDS-PAGE ve
NATIVE-PAGE olmak iizere iki farkli elektroforetik yontemin kullanilmasiyla
saglanmigtir. Saflagtirilan B-glukosidaz enziminin biiyiikliigii SDS-PAGE goriintiisiinde
yaklasik 38 ve 60 kDa bolgesinde iki bant olarak, NATIVE-PAGE goriintiisiinde de
yaklasik 98 kDa bolgesinde tek bant olarak saptanmistir. Bu verilere gore;B-glukosidaz
enziminin 98 kDa biiytikliigiinde ve iki alt iiniteden olustugu saptanmistir. B-glukosidaz
enzim aktivitesinin belirlenmesinde ise p-nitrofenil-p-D-glukopiranosit (ONPG) substrati
kullanilmis ve B-glukosidaz enziminin yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH degeri ve
optimum sicaklik degerleri sirasiyla pH 4,0 ve 55°C olarak tespit edilmistir.

Saflagtirilmis enzimin Ky, ve Vnax degerleri ise sirasiyla 0,25 mM ve 1250 EU olarak
belirlenmistir. Ayrica, B-glukosidaz enzimi iizerinde, D-(+)-glukoz ve &-glukonolakton
inhibitorlerinin, pPNPG substrat1 varliginda iki inhibitoriin de kompetitif (yarigmali) tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. D-(+)-glukoz inhibitoriiniin ICso Ve K; degerleri
sirastyla 6,20 mM ve 2,16)(10'4 + 1,0x10'4, d—glukonolakton inhibitoriiniin ICsp ve K;
degerleri ise sirasiyla 6,22 mM ve 8,71x10° + 1,92x10olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Trichothecium roseum, B-glukosidaz, Kat1 Substrat
Fermantasyonu, Optimizasyon, Saflastirma, Biyokimyasal Ozellikler

Bilim Kod / Kodlar1 : 20605-20606-20610 Sayfa Sayisi: 94



ABSTRACT

B-GLUCOSIDASE PRODUCTION, PURIFICATION AND BIOCHEMICAL
PROPERTIES OF TRICHOTHECIUM ROSEUM BY THE SOLID STATE
FERMENTATION
MSC THESIS
EMRE YANIK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC

(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. SELMA CELEN YUCETURK)
(CO-SUPERVISOR:PROF. DR. AYSE DILEK AZAZ)
BALIKESIR, JANUARY - 2020

In this study, the B-glucosidase enzyme was purified by ammonium sulfate precipitation
and Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC) which was obtained from
Trichothecium roseum by using rice husk as substrate under culture conditions of Solid
Substrate Fermentation (SSF).

Optimum conditions for the production of B-glucosidase enzyme from T. roseum by SSF
medium; the humidifying liquid Disodium Monohydrogen Phosphate (Na;HPO,) was
determined as optimum pH 8.5, optimum temperature 30°C and optimum incubation
period of 6 days.

The purification rate of p-glucosidase enzyme obtained was calculated as 21.90 fold in
27.24% yield. The control of purity and subunit presence/number of enzyme was achieved
by using two different electrophoretic methods, SDS-PAGE and NATIVE-PAGE. Size of
purified B-glucosidase enzyme was detected as two bands in the SDS-PAGE image at
approximately 38 and 60 kDa region, and as a singleband at the 98 kDa region in
NATIVE-PAGE image. According to these data, it was found that the B-glucosidase
enzyme consists of two subunits with a size of 98 kDa. In the determination of (-
glucosidase activity, p-nitrophenyl-p-D-glucopyranoside (pNPG) substrate was used and
the optimum pH value and optimum temperature values of the B-glucosidase enzyme were
determined as pH 4.0 and 55 °C, respectively.

Km and Vmax values of the purified p-glucosidase was determined as 0.25 mM and 1250
EU, respectively. In addition, it has been determined that the inhibitors D-(+)—glucose and
d-gluconolactone have a competitive effect on the B-glucosidase in the presence of the
PNPG substrate. 1Cso and K; values of D-(+)—glucose inhibitor were 6.20 mM and 2.16x10°
*+ 1.0x10™ and ICsp and K; values of §-gluconolactone inhibitor were 6.22 mM and
8.71x10° + 1.92x10”, respectively.

KEYWORDS: Trichothecium roseum, B-glucosidase, Solid State Fermentation,
Optimization, Purification, Biochemical Properties

Science Code / Codes : 20605-20606-20610 Page Number : 94
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1. GIRIS

Enzimler, belirli bir biyokimyasal reaksiyonda katalizor gorevi goren canli bir organizma
tarafindan iretilen makromolekiillerdir. Hiicre igerisinde oldugu kadar hiicre disinda da
biyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlari hizlandirmaya yardimci olan enzimler genellikle
"Biyokatalizor" olarak da bilinirler [1]. Bilinen tiim enzimler, temel olarak peptid baglariyla
baglantili amino asit zincirlerinden meydana gelen yiiksek molekiil agirlikli bilesikler olan

protein yapisindadirlar [2].

Dogada bulunan enzimler antik zamanlardan beri peynir, hamur mayasi, bira, sarap ve sirke
gibi gida irlinlerinin {iretiminde ve deri, keten gibi giyim materyallerin islenmesinde
kullanilmustir [3]. Enzimlerin gesitli kullanim alanlariyla ilgili 6zel bilgiler zanaatkarlar, ev
hanimlar1 ve asgilar tarafindan nesilden nesile aktarilmistir [4]. Ayn1 zamanda ekmegin
mayalanarak pisirilmesi, mayalanmis likorlerin hazirlanmasi, tiziim suyunun sarap yapimi i¢in
fermantasyonu, siitten peynir yapimi ve peynir suyu eldesi, papaya meyvelerinde bulunan
papainle etin yumusatilmasi gibi uygulamalar antik c¢aglardan beri insanlar tarafindan

kullanilmaktadir [5,6,7].

Fransiz kimyager Anselme Payen’nin 1833 yilinda diyastaz enzimini bulmasiyla enzimlerle
ilgili calismalar hiz kazanmistir [8]. Jons Jacob Berzelius tarafindan 1835 yilinda nisastanin
diyastazla hidrolizinin katalitik bir reaksiyon oldugu tanimlandiktan sonra, 1836 yilinda
Alman fizyolog Theodor Schwann, sindirim enzimi pepsini kesfetmistir [9,10]. Louis Pasteur,
Ferdinand Cohn ve Robert Koch ile birlikte 1862’de mayalar tarafindan sekerin alkole
fermantasyonunu arastirirken, fermantasyonun sadece canli maya hiicrelerinde bulunan bir
giic tarafindan katalizledigini belirtmisler ve bu giice “Ferment” demislerdir [1]. Hans ve
Eduard Buchner kardesler ise 1897 yilinda glukozun etanole doniisiimiiniin hiicresiz ortamda
mayalardan elde edilen ekstraktlardaki kimyasal maddeler (enzimler) tarafindan
yapilabilecegini gostermislerdir. Danimarka’li kimyager Christian Hanse’de 1870 yilinda
buzagilarin midesinden elde etmeyi basardigi saf peynir mayasinin peynir yapiminda
kullanimini saglanmasiyla hem iirlin miktar1 hem de kalitesinde dnemli gelismelere yol acti.
Peynir mayasi iiretimini sanayilestirmesiyle de enzimler iiretim endiistrisine hareket ve hiz

kazandird1 [10].



Her ne kadar yiizyillar 6nce bile insanlar enzimlerden ¢esitli alanlarda faydalanmis olsalar da
Yunanca bir kelime olan “enzim” terimi bilimsel terminolojiye 1877°de Wilhelm Friedrich

Kiihne tarafindan kazandirilmistir [1].

Giliniimiizde bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma kaynakli ve belirli bir kimyasal tepkime
tiiri i¢in 6zgiil yaklasik 4000 enzim bilinmekte olup bunlarin yaklasik olarak 200 kadart ticari
olarak kullanilmaktadir [11,12]. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin ise diinya genelinde
yillik kullanimlarina bakildiginda %25 alkalin proteazlarin, %21 diger proteazlarin, %18
amilaz, %10 renin, %3 tripsin, %3 lipaz, %10 oraninda diger karbonhidrat parcalayan
enzimlerin (seliilaz ve ksilanaz gibi) ve %10 oraninda da analitik ve farmasdtik enzimlerin

kullanildiklar1 dikkati gekmektedir [13].

1.1 Enzimlerin Isimlendirilmesi ve Siniflandiriimasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi’nin 1956'da kurulmasindan once ayni enzime ¢esitli isimler
verilebildiginden bazi karigikliklara neden oluyordu. Bu karigiklig1 dnlemek i¢in Uluslararasi
Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ile birlikte Uluslararas1 Enzim Komisyonu'nu
kuruldu. Bu komisyon tarafindan enzimlerin etkiledikleri reaksiyonlara gore isimlendirilip
siniflandirilmalarinin yapilmasi ve enzim listesine kabul edilen her enzime sistematik bir ad

ve Enzim Kodu (EC) numarasi verilmesi onerilmistir [14].

Enzim smiflandirma ve isimlendirmesi ile ilgili ilk kitabin 1961'de yayinlanmasindan sonra
1984°de baz1 kritik gilincellemeler biiltenler halinde duyuruldu. Son (altinci) revizyonun ise
1992'de yaymlanmasinin ardindan, bir bagka gilincelleme elektronik ortamda 2000 yilinda
yayinland1 [15]. Internetin gelismesiyle birlikte enzim smiflandirma ve isimlendirmesi
hakkinda en giincel bilgilere Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birliginin

(https://iubmb.org/) web sitesinden ulasmak miimkiin hale gelmistir [14].

Enzimlerin isimlendirilmesinde ilk prensip az (-ase) takisi ile biten isimlerin sadece tek enzim
i¢in kullanilmasidir. Ikinci prensip enzimler, katalize ettikleri reaksiyona gore smiflandirilir
ve adlandirlir. Ugiincii prensip enzimler, katalize edilen reaksiyonlarin tipine gére gruplara

ayrilir [14].


https://iubmb.org/

Enzim Komisyonunun 1961'deki ilk raporunda, enzimlere EC kodlarinin atamasina temel
olusturan bir sistem gelistirdi. Yaygin olarak kullanimda olan bu kod numaralari (EC) dort
0ge igerir:

1. 1lk say1, enzimin alt1 anasmiftan hangisine ait oldugunu,

2. Ikinci say1, enzimin alt smifina,

3. Ugiincii say1 enzimin ikinci alt sinifin1 gosterir,
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. Dordiincii rakam ise enzimin altsinifindaki seri numarasidir [15].

Bu sistemde enzimler etki ettikleri reaksiyon mekanizmalarina yani ilk rakamlarina gore alt1

sinifa ayrilirlar:

Oksidorediiktazlar (E.C.1): Oksidorediiktazlar, oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen

enzimleri icerir. Oksitlenmis substrat hidrojen veya elektron dondrii olarak kabul edilir.

Transferazlar (E.C.2): Molekiillerin yapilarinda bulunan hidrojen disindaki belirli gruplarin

bir molekiilden digerine aktarilmalarini saglarlar.

Hidrolazlar (E.C.3): Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin bir

H,>0O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

Liyazlar (E.C.4): Liyazlar hidroliz veya oksidasyondan baska yollarla C—C, C-O, C —N ve

diger baglar1 parcalayan enzimlerdir.

Izomerazlar (E.C.5): Bu enzimler, bir molekiil i¢indeki geometrik veya yapisal degisiklikleri
katalize eder. Ilgili izomerizm tiiriine gore, bunlar rasemaz, epimeraz, cis-trans izomeraz,

izomeraz, tautomeraz, mutaz veya sikloizomeraz olarak adlandirilabilir.

Ligazlar (E.C.6): Ligazlar, iki molekiilin ATP veya benzeri bir trifosfat icindeki difosfat
baginin hidrolizi ile birlestirilmesini katalize eden enzimlerdir. Olusan baglar genellikle
yiiksek enerjili baglardir.“Ligaz” ortak ad i¢in yaygin olarak kullanilir, ancak birka¢ durumda
“sentaz” veya ‘“karboksilaz” kullanilir [14, 15, 16].



1.2 Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Seliiloz, bitki biokiitlesinde en ¢ok bulunan bilesendir. Dogada neredeyse sadece bitki hiicre
duvarlarinda bulunur, nadiren bazi hayvanlar tarafindan da {iretilir, 6rnegin, Urochordata,
ayrica seliilloz az sayida bakteri tiiriinde de bulunur [17]. Selillozu Fransiz kimyaci Anselme
Payen, bitki dokularin1 6ncelikle asit ve amonyak ile muamele edip daha sonra su ve alkol ile
ekstre ederek izole edip kesfetmis, ilk kez “seliiloz” terimini kullanmis ve molekiiler

formiiliinii “CgH1005” olarak element analiziyle belirlemistir [18,19].

Seliiloz suda tamamen c¢ozinemez, P 1-4 glikosidik baglarla birlestirilmis glikoz
altbiriminden olusan dogrusal, dallanmamis bir homopolisakkarittir [20]. Bireysel seliiloz
molekiilleri (polimer) uzunluk bakimindan genis 6lglide degisir ve genellikle demetler veya
fibriller halinde diizenlenir [21]. Demetler halindeki selilloz molekiilleri, kristalin veya
parakristalin (amorf) yapilarda olusabilir [22]. Fotosentez islemi yoluyla bitki biokiitlesinin
stirekli olarak yenilenmesi, seliiloz gibi bitkisel molekiillerin tilkenmez bir sekilde tedarik
edilmesini saglar. Seliilotik materyali etkili ve ekonomik olarak glukoza kadar pargalayabilen

herhangi bir islemin endiistride birgok agidan 6nemi biyiiktiir [21].

Giintimiizde bitki biokiitlesi, insanlik i¢in tek siirdiiriilebilir yakit ve malzeme kaynagi olarak
kabul edilmektedir. Ayrica seliilozik malzemeler maliyet agisindan avantajli ve bol miktarda
elde edilebilir olmasi nedeniyle ilgi ¢ekicidir. Seliilozik biyokiitlenin yaygin kullanimu i¢in diisiik
maliyetli teknolojinin yetersizligi bu 6nemli kaynagin daha yaygin kullanimini engellemektedir. Bu
engelin {iistesinden gelmek i¢in gelistirilen umut verici stratejiler; seliilolitik enzimlerin
iiretimi, biyokiitlenin hidrolizi ve elde edilen sekerlerin istenen fiiriinlere fermantasyonunu
seliilolitik mikroorganizmalar veya mikroorganizmalarin is birligi ile tek bir iglem adiminda
gerceklesmektir. Bu tiir birlesik biyoislemlerde gerekli substrat kullanimi ve {iriin olugturma
ozelligine sahip mikroorganizmalar  gelistirilmesi  diisik  maliyetli  teknolojinin

gelistirilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir [17].

1.3 Seliilaz Enziminin Yapis1 ve Ozellikleri

Seliiloz yikimindaki ilk adim, polimerlerin enzimatik hidrolizidir. Hidrolizle ilgili enzim veya
enzim kompleksine seliilazlar ad1 verilmistir [23]. Mikroorganizmalarin ¢éziinmeyen seliillozu
hidrolize etmesi ve metabolize etmesi igin, serbest veya hiicre ile iliskili olan hiicre disi
seliilazlarin iiretilmesi gerekir. Seliilaz sistemlerinin aerobik ve anaerobik bakteri ve

mantarlardan biyokimyasal analizi, son yirmi yilda kapsamli bir sekilde incelenmistir. Seliilaz
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sistemlerinin bilesenleri ilk once katalitik etki tarzlarina gore siiflandirilmis ve daha yakin

zamanda yapisal 6zelliklere gore siniflandirilmistir [24].

Seliilaz sistemi birden fazla farkli enzimden olugmaktadir. Seliilozun glukoza hidrolizi en az
iic farkli enzimin sinerjistik calismasi 1ile ger¢eklesmektedir [17]; Bu enzimler;
endoglukanazlar (E.C. 3.2.1.4), ekzoglukanazlar E.C. 3.2.1.91), ve B-glukosidazlardir(E.C.
3.2.1.21) [17,25].

Endoglukanazlar, seliiloz polisakarit zincirindeki dahili amorf bolgelerde rastgele keserek
cesitli uzunluklarda oligosakaritler ve bunun sonucunda yeni zincir uglar1 olusturur. Bu yeni
zincir uclart daha sonra diger selillaz enzimleri tarafindan kolayca reaksiyona ugrar. Bu
enzimin en yiiksek aktivitesi genellikle ¢oziiniir selilloz formlarina veya asitle muamele

edilmis amorf seliiloza kars1 meydana gelir [17].

Ekzoglukanazlar seliiloz polisakarit zincirlerinin indirgeyici veya indirgeyici olmayan uglari
tizerinde etkilidir ve ana frlinler olarak glukozu veya sellobiyozu agiga ¢ikarirlar.
Ekzoglukanlar ayrica, seliiloz zincirlerini mikrokristal yapidan ayiran mikrokristalli seliiloza

da etkilidir[17,25,26].

B-glukosidazlar ise ekzoglukanazlarin pargalamasi sonucu ana firiin olarak agiga ¢ikan

sellobiyozu glukoz monomerine doniistiiriirler [27].
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Sekil 1.1: Seliilozun seliilaz enzimleriyle katalize edilen reaksiyonlart.

Sellobiyoz

Seliilazlar, endiistriyel uygulamalarda biiyiik bir potansiyele sahiptirler. Seliilozik substrattan
iiretilen glukoz, etanol, biitanol, metan vb. degerli son iiriinlerin iiretilmesinde fermantasyon

veya diger islemler i¢in substrat olarak kullanilabilir [21].

Gida endiistrisinde  seliilazlar, meyve ve sebze sularmin ekstraksiyonunda ve
berraklagsmasinda, meyve nektarlarinin ve piirelerin {retiminde ve zeytinyaginin
ekstraksiyonunda kullanilirlar [28]. Ayrica seliilazlardan, gida renklendirici olarak

kullanilmak {izere karotenoid ekstraksiyonda da yararlanilir [29].

Yem sanayisinde seliilazlar, hemiseliilaz ve pektinaz ile birlikte kullanildiginda yemlerin
besleyici 6zelligini arttig1 anlagilmistir [29]. Bedford ve arkadaslar1 (2003), Trichoderma’dan
elde edilen seliilaz enziminin yeminbesleyici 6zelligini arttirdigini ve tahil bazli yemlerin
sindirimini kolaylastirdigini bunun i¢in yem katki maddesi kullanilabilecegini belirlemislerdir
[30].

Kagit endiistrisinde de seliilazlarin kullanilmasi son yillarda 6nemli Glgiide artmastir [31].
Odunsu hammaddelerin rafine edilmesi ve Ogiitiilmesi gibi mekanik kagit hamur isleme
islemleri, biliylik oranda enerji gerektirir ve kirlilige yol agar. Buna karsin, seliilazlar
kullanilarak kagit hamuru yapimindaki biyomekanik islemlerde, rafine edilme sirasinda

onemli miktarda enerji tasarrufu (%20-40) saglanmis ve ayrica, mukavemet Ozelliklerinde



tyilestirmeler saglanmistir [32,33,34,35]. Giiniimiizde seliilazlar, tek baglarina veya
ksilanazlar ile kombine olarakfarkli kagit atiklarinin miirekkepten arindirilmasi islemlerinde

de kullanilmaktadir [36].

Bazi mikroorganizmalar seliilolitik enzimler sentezleyebilir. Ozellikle bazi funguslar ve
bakteriler, selilloz pargalanmasindaki dogal ajanlardir [20]. Selilloz parcalayabilen
organizmalar1 aerobik ve anaerobik mezofilik bakteriler, filamentli funguslar, termofilik ve
alkaliptik bakteriler, aktinomisetler ve bazi tek hiicreler olusturur [23]. Fakat funguslar genel
olarak organik maddenin ve Ozellikle seliilozik substratin parcalanmasi i¢in bilinen en iyi

ajanlardir [17].

Cesitli  galismalarda, ozellikle Trichoderma reesei'den elde edilen endoglukanaz
varyantlarinin deterjanlarda kullanim i¢in uygun oldugunu gosterilmistir [37]. Trichoderma
viride, Trichoderma harzianum ve Aspregillus niger seliilazlarin endiistriyel olarak
kullanilmasindaki diger dogal kaynaklaridir. Seliilazlar, 6zellikle endoglukanaz ve
selobiohidrolaz, tekstil temizligi icin deterjanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cogunlukla Humicola tiirlerine (H. insolens ve H. grisea var. thermoidea) ait alkalifilik ve

termofilik seliilazlar, yikama tozlarinda ve deterjanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [38].

Tekstil endiistrisinde de seliilaz enziminden yararlanilmaktadir. Geleneksel olarak kullanilan
slinger taglarinin yerine kot kiyafetlerinin yumusakligini ve soluk goriinlimiinii vermek i¢in
“Biyotaslama” kullanilir [35]. H. insolens’den elde edilen seliilazlar, biyotaglama isleminde
yaygin sekilde kullanilmaktadir, bununla birlikte Trichoderma'dan elde edilen asidik
seliilazlarda proteazlarla birlikte kullanildiginda aymi etkiyi yaratmaktadir. Seliilazlar,
kumastaki kiiciik elyaf uglarini sindirmek i¢in kullanilir ve daha iyi bir yiizey elde edilir.
Seliilazlar ayn1 zamanda kumaslarin sertligini gidermede, defibrilasyon ve liflerin renk

yogunlugunda lokalize degisiklikler saglayan islemlerde de kullanilmaktadir [39,40].

Biyogaz (metan), mevcut diger herhangi bir biyoyakit tiirlinden (6rn., biyodizel, biyoetanol)
daha fazla enerji liretme potansiyeline sahiptir. Biyogaz, bir¢ok lignoseliilozik biokiitleden
iretilebilir [41,42]. Yapilan caligmalarda misir, bugday, cavdar, aycicegi ve diger
lignoseliilozik biokiitle ¢esitlerinin biyogaz iiretimi igin verimli bir sekilde kullanilabilecegi

anlagilmistir [43]. Seliilozik enzimlerin ya da mikroorganizmalarin lignoseliilozik biokiitleye



uygulanmasi, ayrisma siirecini hizlandirabilir ve bu da biyogaz iiretimini miimkiin

kilabilmektedir [44].

1.4 p-glukosidazlar

B-glukosidazlar (EC 3.2.1.21), B 1,4-glikozidik bagin hidrolizini katalize eder ve sellobiyoz ve
oligosakkaritlerin indirgenmeyen uglarindan D-glukoz salgilar [45,46]. Seliilaz sisteminin bir
pargast olarak gorev yapan [-glukosidaz, sellobiyozun endo ve ekso-B-glukanazlarin
inhibisyonunu etkileyerek seliiloz hidrolizinin hizin1 ve derecesini diizenler [45,47,48]. B-
glukosidaz enzimi, kozmetik, tekstil, deterjan, hayvan yemi, tiitiin ve gida endiistrileri, dogal
polimer modifikasyonlari, organik kimyasal sentez ve atik kagittan baski miirekkebinin
cikarilmas: gibi yaygin uygulamalarindan otiirii 6nemli endiistriyel degerler tagimaktadir

[49,50].

B-glukosidaz'n farkli glikosidik substratlar1 kullanabilme kabiliyeti, fermente edilebilir
sekerlerin elde edilmesi igin seliillozun enzimatik hidrolizi saglayarak c¢esitli endiistriyel
prosesler i¢in uygun hale getirir. Enzim, soya tiirevli fonksiyonel gidalarin {iretimi ve ayrica
sarap ve diger liziim tiirevlerinin aromatik kalitesini artiracak meyve suyu ve icecek

endiistrisinde de kullanilir [49].

1.4.1 B-glukosidazlarin Endiistriyel Uygulamalari

Selillaz  enzim kompleksinin bir pargast olarak B-glukosidazlar sellobiyozu ve
sellooligosakkaritleri glikoza hidrolize ederler [51]. B-glukosidaz enzimi hem hidrolitik
aktivite hemde sentez aktivitesinde rol oynamaktadir [52]. Bundan dolay1 B-glukosidaz
enzimi bir¢cok biyolojik yolaklarda gorev alir. Bu biyolojik olaylarin bazilar1 hiicre
sinyalizasyonu, yapisal ve depo polisakaritlerinin biyosentez ve yikimi, konukgu-patojen
etkilesimidir [53]. B-glukosidazlar, disakaritlerin B (1-4) glikosidik baglarinin, 6rnegin,
sellobiyoz, oligosakaritler ve yapisinda glikoz bulunan molekiillerin hidrolizinde bulundugu
gibi bazi yeni B-glukozidaz B (1-3), B (1-6), B (1-2) baglar1 gibi baglar1 da hidrolize

edebilirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 biyoteknolojik islemlerde de dnemli bir enzimdir [52].

Artan enerji tiiketimi talebi ve fosil kaynaklarin tiilkenmesi, stirdiiriilebilir biyoyakit {iretimine
yonelmeyi saglamistir [54]. Biyoyakit i¢in bol ve ucuz bir malzeme olarak 6zel enerji bitkileri
veya seliilozik tarimsal atik seklinde bitki biyokiitle kullanimi, endiistrinin yeni arge

caligmalarindandir. Li ve ark., (2014) Miscanthus sinensis (Cin kiligotu) ile beslenen sigirlarin
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iskembelerinde bulunan mikroorganizmalardan B-glukosidaz enzimini saflagtirarak
karakterize etmisler ve bu bitkinin ideal bir biyoyakit kaynag: olarak kullanilabilecegini tespit
etmislerdir [55]. Seliilozdan etanol {iretimi, seliilozun sellooligosakaritlere ve glikoza
parcalanmasi, ardindan glikozun mikroorganizmalar tarafindan etanole doniistiiriilmesi
yoluyla gergeklestirilir [51]. B-glukosidazin polimer nanofiberlere kaplanmasi da seliilozik

etanol tiretimi i¢in daha verimli bulunmustur [56].

B-glukosidazlar, lezzet ve aroma iyilestirmek icin igecek endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Bitkilerde bulunan yiizlerce farkli B-glukosidik lezzet Onciilerinden
aromatik bilesiklerin salinmasinda B-glukosidazlarin katalizledikleri hidroliz reaksiyonlariyla
anahtar rol stlandikleri kaydedilmistir [57]. B-glukosidazlar, meyve sulari, gay, sira ve sarap
gibi fermente iiriinlerin yapimi sirasinda aromatik bilesiklerin enzimatik salinmasinda énemli
rol oynarlar. Liu ve ark. (2012), lignoseliilolitik bir fungus olan Aspergillus fumigatus Z5'ten
termostabil dogal bir B-glukosidaz izole etmislerdir. izole edilen bu enzimi lignoseliilozik
malzemelerle reaksiyona soktuklarinda fenolik bilesiklerin saliniminda bir artisin oldugunu
belirleyerek seliiloz pargalayici enzimlerin polifenolik bilesiklerin par¢alanmasinda da etkili
olduklarin1 gostermislerdir [58]. Uziimlerdeki monoterpenoller (6rnegin, linalol, geraniol,
nerol, sitronclol, a-terpineol ve linalol oksit), sarabin tadina katkida bulunan diglukozidlere
baghdir. Bu bilesiklerin enzimatik hidrolizi, monoglukosidlerin parcalanmasi sirali bir
reaksiyon gerektirir. Monoglukozitler p-glukosidazlarin etkisiyle hidrolize edilir ve sarabin
aromasi artar. Funguslardan (6rnegin, A.oryzae) izole edilen glukoza toleransli eksojen B-
glukosidaz ilavesinin, glukokonjiie edilmis aromatik bilesiklerin hidrolizini arttirdig1 ve sarap
kalitesini arttirdigr gosterilmistir [59]. Gonzalez-Pombo ve ark. (2011), beyaz Maskat
sarabinin aroma lezzetini arttirmada immobilize edilmis enzimin verimliligini incelemek i¢in
Issatchenkia terricola'dan ekstraseliiler bir B-glukosidaz izole etmis ve karakterize etmiglerdir
[60]. Krisch ve ark. (2010), ¢ay endiistrisinde B-glukosidaz kullaniminin ugucu yaglarin
icerigini arttirdigini tespit etmislerdir [61]. B-glukosidazlar, narenciye meyve sularinin
organoleptik 6zelliklerini gelistirmek i¢in de kullanilmaktadirlar. Bir glukosidik bilesik olan
naringinden (4,5,7 trihidroksiflavanon-7-ramnanokosid) kaynaklanan aciligi azalttiklar
birgok arastirmaci tarafindan kaydedilmistir [62,63,64]. Meyve sularmin B-glukosidaz ile
muamelesinden sonra meyve aciliginin veya gellan hidrolizinin azalmasiin meyve suyunun
viskozitesinde de bir azalmaya yol actig1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan kaydedilmistir [57].

Keerti ve ark. (2014), Bacillus subtilis'ten termostabil bir B-glukosidaz enzimi izole ve



karakterize ederek, aljinat taneciklerine immobilize ettikten sonra seker kamisi suyunun

kalitesini arttirmak i¢in uygulamalar yaptiklarini kaydetmislerdir [63].

B-glukosidaz enzimi gidalarda aroma ve lezzet arttirmanin yani sira, vitaminler, antioksidanlar
ve diger faydali bilesiklerin glikozitlerinden salinmasini saglamak suretiyle gidalarin besinsel
olarak iyilestirilmesine katki saglamaktadir. Opassiri ve ark. (2004), piringte bulunan B6
vitamininin (piridoksin)  B-glukosidaz enzimiyle piridoksinglukositten salinabilecegini
gostermislerdir [65]. Hayvan yemlerinde de B-glukosidaz enziminin yemin besin kalitesini
artirdig1 belirlenmis ve 6zellikle domuzlar ve tavuklar gibi tek mideli hayvanlar i¢in faydal

oldugu kaydedilmistir [66].

Soya fasulyesi birgok yiyecek ve igecek tirliniiniin bir pargasidir ve soya daidzin, genistin ve
glisitin gibi bir¢ok glukosidikizoflavon igerir. B-glukosidaz enzimi soya bazli gidalarda
izoflavonlart esas olarak aglikonlara (daidzein, genistein ve glisitine) doniistirmek igin
uygulanir [67]. Soyanin aglikonizoflavon formlari, glikosidik formlarindan daha ytiksek
biyolojik aktivite sergilerler ve ayrica sindirim sirasinda daha yiiksek miktarlarda hizli
emilirler [68]. Soya fasulyesinde bulunan izoflavonlar fitoostrojenik ozellikler sergiler,
kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz, prostat ve meme kanseri gibi c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ve onlenmesinde kullanilirlar [69,70]. Bir aragtirmada soya siitiindeki aglikan
icerigi B-glukosidaz ile muamele edilerek ya da B-glukosidaz iireten bir Lactobacillus susu ile

fermentasyonu sonucunda 6nemli dl¢iide arttirildigr kaydedilmistir [71].

Terapotik ve biiylimeyi tesvik edici ajan olarak kullanilmalarinin yaninda giibreleme,
embriyogenez ve hiicre gogalmasi gibi biyolojik sistemlerde 6nemli fonksiyonlara sahip olan
oligosakkaritlerin ve alkil-glikozitlerin B-glukosidazlar ile sentezlerinin de miimkiin oldugu
gosterilmistir [72]. Alkil-glikozitler, biyolojik olarak pargalanabilirligi yiiksek iyonik olmayan
ylizey aktif maddelerdir ve ayrica antimikrobiyal 6zelliklere sahiptirler. B-glukosidazlar, alkil-
glikozitleri hidroliz edilebildiklerinden dolay1 onlarin farmasotik, kimyasal, kozmetik, gida ve

deterjan endiistrilerinde kullanilmasini da saglarlar [72].

1.5 Trichothecium Cinsi Funguslarin Genel Ozellikleri

Trichothecium Link ex Fr. kii¢iik ve heterojen bir fungus cinsidir. Mycobank'ta bu cins altinda
73 farkli tiir kaydedilmistir. Cinsin onde gelen tyelerinden bazilar1 T. cystosporium, T.
luteum, T. parvum, T. polybrochum, , T. pravicovi,ve T.roseum’dur. Tip tiirlerindeki konidiyal
gelisimleri yogun olarak incelenmistir. 1809'dan Trichothecium 'u ilk olarak Link bildirilmistir
[73].
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1.5.1 Trichothecium'un Simflandirilmasi

Trichothecium'un giiniimiizde gecerli olan smiflandirilmast birgok uluslararasi bilimsel
komitelerin igbirligiyle yapilmistir. Uluslararast Mikoloji Birligi, Uluslararasi Mantar
Taksonomisi Komisyonu, Sistematik Mikoloji ve Mikrobiyoloji Laboratuvart (Mantar
Veritabanlari, ABD Tarimsal Arastirma Servisi (USDA ARS)), Uluslararas1 Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi (NCBI) ve Index Fungorum bu cinsi su sekilde siniflandirmaktadir:,

Alem, Fungi;

Alt alem, Dikarya;
Sube,Ascomycota;

Altsube, Pezizomycotina;
Sinif, Sordariomycetes;
Altsinif, Hypocreomycetidae;
Takim, Hypocreales

Cins, Trichothecium [73].

1.5.2 Trichothecium’un Karakteristik Ozellikleri

Koloniler diiz, tanecikli ve tozludur. Anteriorda renk baslangicta beyazdir ve seftali renginde
soluk pembe renk alir. Fungus, kadifemsi veya tozlu, beyazimsi gri, sarimsi veya pembe
koloniler olusturur. Gelisen Trichothecium konidileri, siiriinen hifleri olustururlar. Hif; septat,
dallanmis, piiriizsiiz duvarli, hiyalin veya subhiyalin olabilir. Konidioforlar tek baslarina veya
gevsek gruplar olusturabilirler. Dik, diiz, biraz esnek; cogunlukla basit ama bazen dall
olabilirler. Hifler; bolmeli ve karakteristik zincirler olusturmak i¢in temel dizilimde konidi
tiretme kabiliyetine sahip olup meristematik uglari neredeyse tamamen sigsmis durumdadir.
Konidioforlar, birinci konidium {iretilinceye kadar vejetatif hif'ten ayirt edilemezler ve her bir
konidiumun olusumu ile asamali olarak kisalirlar. Karakteristik bazipetal halkasal konidi
kiimesi ve konidilerin asimetrik bazal hiicresi, Trichothecium cinsinin tiir teshisinde biiyiik

tanisal degeri olan karakterlerdir [73].

Konidiler, konidiofor ucunun bir tarafindan ortaya ¢ikar ve ilk konidium tam olarak

olgunlagmadan 6nce bir sonraki konidium karsi taraftan ortaya ¢ikar. Boylece konidiler birbiri
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ardina sikistiritlir ve karakteristik zikzak zincirleri olusturmak ig¢in birbirine tutturulur. Bu
zikzak stitununun dibinden yeni konidiler iiretilir ve eklenir. Konidiofora baglanma noktalar1
belirgin bir sekilde kesilir. Konidiler (12—-18x8—-10 mm) piiriizsiiz, hafif kalin duvarli oval
veya armut bi¢gimlidir ve iki hiicrelidir; apikal hiicre egri ve konik olan bazal hiicreden daha
biiyiiktiir. Konidiler mikroskop altinda acik pembe veya soluk renklidir ve hiyalin goriiniir,
ancak kiiltiirde veya konakgida kitlelerde pembedir. Konidiler, konidiofora, bazal hiicrelerinin

sivri ucunda tutturulmustur [73].

1.6 Kat1 Substrat Fermantasyonu

Kat1 Substrat Fermantasyonu (KSF) terim olarak, serbest formda sivi olmadan kati substrat
varliginda mikroorganizmalarin ~ gelisimiyle meydana gelen fermantasyon olarak
tanimlanmaktadir. Ipliksi funguslar, lifsel gelisimlerinden otiirii KSF konusunda en ¢ok
calisgilan funguslardir. Funguslarin yiizeyde ve substrat tanecikleri igerisinde gelisme
ozellikleri vardir. Mikroorganizmanin gelismesi i¢in serbest su esastir, bu su kati destek
iizerinde adsorblanmakta ya da kati matriks icinde kompleks hale getirilmektedir. Bu
yontemin, gida endiistrisi, yakit endiistrisi, ila¢ endiistrisi gibi mikrobiyal {irlinlerin tiretildigi

sektorler i¢in ¢cok potansiyelli oldugunu kanitlamistir [74].

Kati substrat fermantasyonu, diger fermantasyon cesitlerine gore daha dogal olarak kabul
edilmektedir. Ciinkii bu siirecin kosullari, dogadaki ¢ogu mikroorganizmanin yetisme
kosullarina benzemektedir [75]. Az miktarda atik suyun ortaya ¢iktig1, diisiik miktarda enerji
gerektiren gevre dostu bir yontemdir. Diisiik su miktar1 gerektirdiginden kontaminasyon riski
daha azdir [76]. Bu fermantasyonun kiiltiir ortam1 daha kolaydir ve ¢ogu kat1 ortam uygun
besinlerle birlikte direkt gelistirilme ortami olarak kullanilabilmektedir. Gelisim igin
siirlayict faktor besinlerin diflizyonudur. Ayrica KSF ile, saflastirma daha kolay, maliyet
daha diisiik ve {irtin daha yiiksek konsantrasyonlarda elde edilebilmektedir. Bu yontem diisiik
sermaye yatirimi, diisiik isletim giderleri, kolay ekipman ve reaktdr hacmi basina yiiksek
tiretiminden dolay1 da ekonomik bir yontemdir. Bu islem sirasinda kii¢iik boyutlu reaktdrler

kullanilabilmektedir [77].

Kat1 substratlar; bakterler, ipliksi funguslar ve mayalar i¢ceren mikrobiyal ortama iyi bir
destekleyici ve besleyici bir ¢evre saglamaktadirlar [74]. Kat1 substrat fermantasyonunun en
onemli avantaj1 ise lignoseliilozik atigin substrat olarak kullanilabilmesidir. EK olarak, KSF

gelisim kosullart ipliksi funguslarin dogal c¢evrelerine benzerlik gostermesidir. Kat1 substrat
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fermantasyonunun kullanilmasiyla mikroorganizma ve substrat arasinda daha iyi bir etkilesim

gerceklesmekte, boylece daha yiiksek enzim konsantrasyonlar1 elde edilebilmektedir [78].

Substrat se¢imi, esas olarak maliyet ve kullanilabilirlik gibi faktorlere baglidir. Diger faktorler
ise tanecik boyutu ve nem miktaridir. Daha kii¢iik substrat tanecikleri, mikroorganizmalarin
cogalmasi igin daha genis yiizey alani yaratmaktadirlar. Fakat substrat taneciklerinin gok
kiiclik olmasi da, solunum verimini engelleyip gelisimin yavas gerceklesmesiyle az miktarda
enzim iretilmesine neden olacaktir. Genis partikiil ile daha verimli bir havalandirma ve
solunum gergeklesebilmektedir. Bu da yiizey alaninda diisiis meydana getirmektedir. Bu
yontemde substratin nem igerigi optimize edilerek, su miktarinin daha yiiksek veya daha

diisiik olmasinin mikrobiyal aktiviteyi ters yonde etkileyebilmesi dnlenmelidir [79].

1.7 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Kromatografi yontemi, 1906 yilinda Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerinin (klorofil)
ayrilmast  amaciyla  kullanmilmigtir.  Daha  sonralar1  biyokimyasal — molekiillerin
saflagtirilmasinda ve tanimlanmasini saglayan bir teknik olarak kullanilmaya baslanmigstir
[80]. Kromatografi, bir karigimdaki molekiillerin yiizeye veya katiya uygulandiginda
akigkanin sabit fazinin hareketli faz yardimi ile hareket ederken birbirlerinden ayrildigi
prensibine dayanir. Kromatografi isleminde etkili olan faktorler, adsorpsiyon, ayirma ve
afinite ile ilgili molekiilerin karakteristikleri ve molekiiler agirliklari arasindaki farklart igerir

[81].

Spesifik bir proteinin izole edilebilmesinde uygun saflastirma yonteminin seg¢ilebilmesi i¢in
proteine ait fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin biliniyor olmasi gerekmektedir [82].
Proteinlerin yiik, boyut, ¢oziiniirliik ve spesifik baglanma gibi farkliliklar ortamdaki diger
proteinlerden etkili bir sekilde saflastirilmalarini saglamaktadir. Proteinlerin yapilarinda
bulunan glutamik asit, aspartik asit, histidin, arginin ve lizinamino asitleri protein yiiklerinin
ozelliklerini etkilerken; yiizeylerinde bulunan polar ve apolar amino asitler proteinlerin
¢Ozliniirliigini etkilemektedir. Proteinler kararli yapida olmadigindan yiiksek sicaklik ve pH
sartlari, ortamdaki organik ¢oziiciiler varligi gibi durumlarda denatiire olmaktadirlar. Polar ve
apolar proteinler hidrofobik etkilesim kromatografisiyle, farkli yiiklere sahip proteinler iyon
degisim kromatografisiyle, farkli biiyiikliikteki proteinler ise jel filtrasyon kromatografisi ile
etkili bir bigimde saflagtirilabilmektedirler [83,84].
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Hidrofobik proteinler sulu bir ¢ozelti i¢inde coziildiigiinde kendiliginden birlesecek veya
etkilesime girecektir. Bu kendi kendine iligskilenme, protein katlanmasi, protein substrat
etkilesimleri ve proteinlerin hiicresel membranlar boyunca tasinmasi gibi gesitli biyolojik
etkilesimlerin temelini olusturur [85]. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) hem
analitik hem de hazirlik o6lgekli protein saflastirma uygulamalarinda kullanilir. HEK,
kromatografi adsorbanlari {izerindeki hidrofobik ligandlara baglanan makromolekiillerde
bulunan hidrofobik bdlgeleri kullanir. Etkilesim, tuz konsantrasyonu yiiksek bir sulu ¢ozelti

gibi hidrofobik etkilesimleri destekleyen bir ortamda gergeklesir [86].

HEK'de, proteinlerin ayrilmasi temel olarak, proteinin hidrofobik yilizey bdlgelerinin,
hidrokarbon kuyrugu (oktil, butil veya heksil) gibi etkilesimli bir noniyonik gruba veya capraz
bagli agaroz veya sefaroz gibi inert sabit mikro gozenekli matrise immiinize edilmis bir
aromatik halkaya (fenil- gibi) geri doniisiimlii baglanmasiyla olusur. HEK genellikle, bir
afinite etiketine sahip olmayan proteinler i¢in ve iyon degisim kromatografisi ile etkili bir
ayrilma veya saflastirma elde edilmediginde saflastirma yontemi olarak segilir. Destek
matrisinin herhangi bir iyonik yiik tasimamas1 ve indirgenmis sartlar altinda alkalin hidroliz
ile etkisiz hale getirilmesi hayati énem tasimaktadir. Bu muamele, ¢apraz bagli agaroz /
sefaroz matrisinin etkin bir sekilde siilfatlarii1 koparir. Daha sonra, sabit ve hareketsiz
matrislere yiikklenmemis bir "ara kolu" tutturulur ve hidrofobik gruplar, karsilik gelen glisidil
eter ile reaksiyona girerler. Hidrofobik gruplar boylece yiiksiiz, kimyasal olarak stabil eter

baglantilari ile matrise baglanmis olur [87].

Tek basina, su (polar ¢oziicii) polar olmayan molekiiller igin zayif bir ¢oziictidiir. Boyle bir
ortamda, proteinler en diisiik termodinamik enerji durumuna ulasmak icin kendiliginden
birlesecek veya toplanacaktir. Kendiliginden birlesmeden Once, su molekiilleri her bir
makromolekiiliin ¢gevresinde oldukga diizenli yapilar olusturur. Polar ¢oziiciiyle polar olmayan
molekiillerin (proteinler gibi) kendi kendine birlesmesi, ¢evrenin entropisinde net bir artis
gosterir. Birlestirme islemi sirasinda, polar ¢oziicliye maruz kalan proteinin hidrofobik
alanlarinin genel yilizey alani azalir, bu da tercih edilen termodinamik durum olan daha az
yapilandirilmis (daha yiiksek entropi) bir durumla sonuglanir. Bu durum, bir adsorbana
tutturulmus hidrofobik ligandlar ve ilgilenilen proteinler arasindaki etkilesimden de
sorumludur. Protein ya da hidrofobik ligand arasindaki birlik ve hidrofobik etkilesim, temel

olarak genel entropinin artmasiyla sonuglanir [86].
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Coziiclinlin polaritesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi adsorbani ve protein arasindaki
hidrofobik etkilesimleri giliglendirebilen ya da zayiflatabilen tuzlar veya organik ¢oziiciiler
ilave edilerek kontrol edilebilir. Iyonlarin hidrofobik etkilesime etkisi, Hofmeister serisini
takip etmektedir [88]. Hidrofobik etkilesimi arttiran anyonlar, en biiyligi (etkilesimin

kuvvetini azaltmada) soldan saga siralanmistir [89]:

PO;>S03>CH; COO™>CI>Br >NO3;>CLO;>I>SCN"

Hidrofobik etkilesimleri tesvik eden iyonlara liyotroplar, hidrofobik etkilesimleri bozan
(zayiflatanlar) ise kaotroplar denir. Yukaridaki seride fosfat iyonlar1 en gii¢lii hidrofobik

etkilesimi tesvik ederken, tiyosiyanat iyonlar1 hidrofobik etkilesimleri bozar [86].

Katyonlar i¢in, Hofmeister serisi su asagida gosterilmektedir (azalan liyotropik kuvvete gore

siralanmigtir):

NH;>Rb >K">Na">Cs">Li">Mg*">Ca*">Ba*"

Bu tuzlar, protein saflastirmasi i¢in hidrofobik etkilesim kromatografisinde yaygin olarak

kullanilir [86].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun p-glukosidaz Aktivitesinin
Belirlenmesi

Daha dnce laboratuvarimizda topraktan izole edilerek teshisi yapilan ve Balikesir Universitesi

Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde saklanan Trichothecium roseum B-glukosidaz

enzim aktivitesinin saptanmasi amaci ile, %5 Karboksimetil Seliilloz (CMC) igeren Malt

Ekstrakt Agar (MEA) besiyerine inokiile edilerek B-glukosidaz pozitif olarak degerlendirilmis

ve ¢alismalarda kullanilmasina karar verilmistir.

2.1.1.1 Trichothecium roseum (Pers.) Link 1809

Koloniler pembemsi ve tozlu, konidiyoforlar dik veya yar1 dik, tek veya gruplar halinde, basit
veya seyrek dalli, seffaf bolmeli, u¢ kisimlarinda bazipetal imbrikat zig-zag zincirler seklinde
konidiler gelismekte, konidiler musilajli tabaka ile bir arada tutulmakta, biiyiik iki hiicreli,

seffaf, tabanlar1 belirgin sekilde trunkattir [90].

Tip tiir: Trichothecium roseum

Sekil 2.1: (a)Trichothecium roseum (petri 10x10), (b) Trichothecium roseum (10x40)
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2.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
2.1.2.1 Trichothecium roseum’un Gelistirilmesinde Kullanilan Besiyerleri
Malt Extrakt Agar (MEA) Besiyeri

Malt EKSEraKt. ...t e, 15¢
MIKOIOJIK PEPLON ..o 2,5¢
A AT e 7549
DIStIE SU .ottt 500 ml

Bu formiile gére hazirlanan besiyeri 121°C* de 20 dk otoklavda sterilize edildikten sonra

steril petri kaplarina dokiilerek katilasmasi saglanmistir [91].

Malt Ekstrakt Broth (MEB) Besiyeri

Malt EKSIFAKL ....oei e e 30
MaIEOZ ... 099¢
DBXEIOZ et e 30
Maya OZU .....ovie e 069
DIStIIE SU .ot 500 ml

Yukaridaki igerige gore hazirlanan besiyeri vidali kapakl: tiiplere aktarilarak ve 121°C” de 20
dk. siireyle otoklavda sterilize edilmistir [91].

%35 Karboksimetil Seliiloz (CMC) iceren Malt Extrakt Agar (MEA) Besiyeri

Malt EKSEraKt AQar .. .ot e 25¢
Karboksimetil Seliiloz (CagHzoNagO27) ...ouvinriniiiiii e 259
DISHHE SU ..o 500 ml

Formiile gore hazirlanan besiyeri 121°C’ de 20 dk. sterilize edilerek steril petri kaplarina

dokiilerek katilagsmasi saglanmistir [92].
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2.1.2.2 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun Hidroliz Zon Biiyiikliigiiniin
Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Kongo Kirmzisi (% 1) Cozeltisi

KOoNgo KITMIZIST . .voeeii e e e 0549

DHSHIE SU .ttt e e 50 ml

0,5 g Kongo Kirmizist 50 ml distile suda ¢oziinmiistiir [93,94,95].

1M Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi

Sodyum KIorlir (NaCL) ...o.uieiiii e e 29,259
DISHHE SU ..o 500 ml

29,25 g Sodyum Kloriir (NaCl) 500 ml distile suda ¢6zdiiriilmiistiir [95].

2.1.2.3 Spor Siispasiyonunda Kullamlan Coézelti

0,5 ml Tween 80, 500ml distile suda ¢ozdiiriilerek 121°C’ de 20 dk. sterilize edilmistir [95].

2.1.2.4 Kati1 Substrat Fermantasyon Ortamimmin Nemlendirme Sivis1 ve Optimum
pH’sinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

0,2M Sitrik Asit Monohidrat Tamponu (pH 4 ve pH 5 icin)

Sitrik Asit Monohidrat (CeHgO7) ...oonviniii e 2,1014 g

DISHIE SU ... 50 ml

Hazirlanan tampon ¢ozeltinin pH’lar1 4 ve 5° e ayarlanarak son hacimleri 50 ml olacak sekilde

distile su ile tamamlanmistir [96].
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0,2 M Sodyum Dihidrojen Fosfat Tamponu (pH6, pH6,5, pH7, pH 7,5 ve pH 8 i¢in)
Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4) ....vvoviieiiie e 1,3799 g
DISHIIE SU ..o 50 ml

1,3799 g Sodyum Dihidrojen Fosfat tartilarak pH’lar1 (pH6, pH6,5, pH7, pH7,5 ve pH 8)

ayarlanip son hacimleri 50 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmaistir [97].

0,2 M i¢in Disodyum Hidrojen Fosfat Tamponu (pH 8,5 ve pH9)
Disodyum Hidrojen Fosfat (NagHPOs) ......oovineiiii e 1,7796 g
DISHIE SU ..o 50 ml

1,7796 g Disodyum Hidrojen Fosfat tartilarak pH’lar1 8,5 ve 9’a ayarlanip son hacimleri 50
ml olacak sekilde distile su eklenmistir [97].

2.1.2.5 Ezim Aktivitesinin Ol¢iimiinde Kullanmilan Tampon ve Cozeltiler

50 mM Sodyum Asetat Tamponu (pH 7)

Sodyum Asetat Trihidrat (CoH3NaO2) ....vovinieii e 0,1701 g
DISHIE SU ..ot 25 ml

0,1701 g Sodyum Asetat Trihidrat tartilip distile suda ¢ézlinmesi saglandiktan sonra pH 7’ye

ayarlanarak tizerine son hacim 25 ml olacak sekilde distile su eklenmistir [98].
5 mM p-nitrofenil-p-D glukopirenosit Cozeltisi
p-nitrofenil-B-D gluKopIrenosSit. ... .. ..ot 0,0037 g

Sodyum Asetat TAMPONU ......uititit ettt et et e e e ae e, 2,5 ml

0,0037 g p-nitrofenil-p-D glukopirenosit tartilarak, 50 mM Sodyum Asetat Tamponunda (pH

7) ¢oziinmesi saglanip son hacim 2,5 ml’ye tamamlanmigtir [99].
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Reaksiyon Durdurma Tamponu
Sodyum Karbonat (NazCO3) ....ouviriie e e 1,3248 g
DSl SU Lttt 25 ml

1,3248 g Sodyum Karbonat distile su ile ¢oziindiiriiliip son hacim 25 ml’ye tamamlanmistir
[99].
2.1.2.6 Lowry Metoduyla Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

A Cozeltisi

Sodyum Hidroksit (NaOH) ........c.ouiiniiii e e, 0,20005 g
Bakir ST at ..o 10g
DISHIE SU. .. 50 ml

0,20005 g Sodyum Hidroksit (NaOH) 50 ml distie suda ¢oziiniiriilip ardindan olusan

cozeltiye 1 g Bakir Siilfat’in eklenmesiyle A ¢6zeltisinin hazirlanmasi saglanmistir [100].

B Cozeltisi
Potasyum SOAYUM Tartarat............oooeiriii e e 109g
DISHIE SU. ..o 100 ml

1,0 g Potasyum Sodyum Tartarat (CaHsKNaOg.4H20)’1n 100 ml distile suda ¢oziinmesiyle B

¢ozeltisi hazirlanmistir [100].

C Cozeltisi

Bakir STat. . ... e 0549
ISt SUL. ..o 100 ml

0,5 g Bakar Siilfat (CuSOs)’in 100 ml distile suda ¢dziinmesiyle C ¢dzeltisi hazirlanmistir
[100].
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D Cozeltisi

A COZEILIST .ttt e 48 mi
B COZEItIST cvves ittt iml
(O3 /=) 15 1) 1ml

A Cozeltisinden 48 ml alinarak tizerine 1ml B Cozeltisi ve 1 ml C Cozeltisi ilave edilerek taze

olarak 50 mL D ¢ozeltisi hazirlanmistir [100].

E Cozeltisi; 1:1 oranindaki Folin Fenol Reaktifi’nin ile distile su karigtirilmasiyla taze olarak

hazirlanmistir [100].

Sigir Serum Albiimin (BSA):1:1 oraninda BSA ve distile suyun karistirilmasiyla taze olarak
hazirlanmistir [100].

2.1.2.7 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) Yonteminde Kullamlan Cozeltiler

Tuzlu Tampon Cozeltisi

Amonyum Siilfat Tuzu (1,5M) (NH4(SO2))....veieiiiii e 198,210 g
NaZHPOA(50 TM). ..o 7,095 g
DISHIE SU. .., 1000 ml

1,5 M 198,210 g Amonyum Siilfat Tuzu (NH4(SO)), 50 mM 7,095 g Na,HPO, ile
karistirilarak distile suda ¢6ziindiiriildiikten sonra pH's1 6,8’ ¢ ayarlanarak saf su ile 1000

ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir [101].
Tuzsuz Tampon Cozeltisi
NazHPOA(50 MMt 7,095 ¢

DSt U . e 1000 ml

50 mM 7,095 g Na;HPO, distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra pH'1 6,8 olacak sekilde
ayarlanarak son hacim distile suyla 1000 ml’ye tamamlanmuistir [101].
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2.1.2.8 SDS-PAGE Tekniginde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Ayirma Jeli

DSt S . ettt e 20,1 ml
Tris-Base (C4H1tNO3)(PH 8,8) .uviniiiiii e 12,5 ml
SDS (Sodyum Dodesil Stilfat)(C1oH2sNaO4S) .oevviinnii e 500 pl
%30’ Tuk AKTlamid/Bis. . ....o.oueiei i 16,65 ml
Temed (N,N,N,N Tetrametil etilen diamine) .................coooiiiiiiiiiiiiiii, 25 ul
%10’luk APS (Amonyum persiilfat)((NH4)2S208) ..ovovinviriiiiiiiee 750ul

Yukaridaki formiile gore hazirlanan jelin 30 dakika siiresince donmasi saglanmistir [102].

Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon
TrIS-Base (L,5M). .. e 11,82 ¢g
DISHIE SU ..o 50 ml

11,82 g Tris-Base (1,5M) distile su ile ¢oziindiikten sonra pH’1 8,8 olarak ayarlanip distile su

ile son hacim 50 ml’ye tamamlanmistir [102].

Yigma Jeli

DIStIE SU .ot 12,2 ml
Tris-Base (CaH1tNO3)(PH 6,8) ..nonvriiiiiie e 5ml
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)(C1oHzsNaO4S) ...ovvvvviiiniiiiii e 200ul
%30°Tuk AKIIlAmMIA/BIS. ...\ .vet it 2,6 ml
Temed (N,N,N,N Tetrametil etilen diaming) ..............coooiiiiiiiiiiiiiee 20ul
%10’Tuk Amonyum persiilfat (APS) ... 400ul

Yukaridaki formiile gore hazirlanan jelin 30 dakika siireyle donmasi saglanmustir [102].

Yigma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Ust Tampon
TriS-Base (0,5M). ... e 3,949
DISHIE SU ..o 50 ml

3,94 g Tris-Base (0,5M) distile suda ¢oziindiikten sonra pH 6,8’¢ getirilip, distile su ile son
hacim 50 mI’ye tamamlanmigtir [102].
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% 10'luk Amonyum Persiilfat((NH,)2S,053)
APS (Amonyum persiilfat)((NH4)2S208) ....ovvinieiiii e 19
DIStILE SU .ottt 10 ml

1 g APS (Amonyum persiilfat) distile suda ¢oziindiikten sonra son hacim 10 ml’ye

tamamlanmistir [102].

Tank Tamponu

Tris-Base (CaH1tNO3) ..o 30
GHSIN (CoH5NO2) e e e e 144 ¢
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)(C12H25NaO4S) ...vviviniii e 1g
DSt SU Lttt 1000 ml

3 g Tris-Base ve 14,4 g Glisin, 1 g SDS distile suda ¢oziindiikten sonra ve son hacim 1000

ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir [102].

Yiikleme Tamponu

Tris-Base (6,8)(CaH11NO3) ..oviri 2,5 ml
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)(C1oH2sNaO4S) ....ovvviviniiiiiiiin 4 ml
GHSEIOI(CaHEOE) v, 2 ml
B-merkaptoetanol (CoHEOS) ...vinie e e 1 ml
BromIeno] MAVIST .. e u e e e e e e e, 0,01g
ST SU oottt 0,5 ml

0,5M pH’s1 6,8 olan 2,5 ml Tris Base, %10’luk 4 ml SDS, 2 ml Gliserol, % 99,5’luk 1 ml B-
merkaptoetanol ve 0,01 g Bromfenol mavisinin 0,5 ml distile suda karistirilarak hazirlanmistir
[102].

%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H25NaO4S) ....vovviviiiiiiiieieeee e, 0549
DiStLE SU .ottt 5ml

0,5 g SDS distile suda ¢6ziindiirtiliip son hacmi 5 ml’ye tamamlanmistir [102].
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2.1.2.9 NATIVE-PAGE Tekniginde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Ayirma Jeli

DISHIIE SU ..o 4,89 ml
Tris-Base (C4H1tNO3)(PH 8,8) .ovviniiiii i e 2,5ml
%30’ Tuk AKIIlAMIA/BIS. .. ..\ttt 2,5ml
Temed (N,N,N,N Tetrametil etilen diamine) ... 10ul
%10’luk APS (Amonyum persiilfat)((NH4)2S208)  ..oovinviniiiiii e 100pl

Sirastyla; 4,89 ml Distile Su, 2,5 ml Tris-Base (pH 8,8), 2,5 ml %30’luk Akrilamid/Bis,10ul
Temed ve 100ul %10°luk APS karistirilarak hazirlanmis ve 30 dakika boyunca donmaya
birakilmistir [102,103].

Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon
TrIS-Base (L,5M). .. e e 11,82 ¢
DISHLE SU .ttt e e 50 ml

11,82 g Tris-Base (1,5M) distile su ile ¢6ziindiikten sonra pH’1 8,8’e getirilerek distile suyla
son hacim 50 ml olacak sekilde ayarlanmigtir [102,103].

Yigma Jeli

DSHILE SU .ttt 12,2 ml
Tris-Base (C4H11NO3)(PH 6,8) ...viniiiii i 5mil
%30’ Tuk AKIIlamMId/BiS. .. .viniee e 2,6 ml
Temed (N,N,N,N Tetrametil etilen diaming) ..............coooiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 20ul
%10’luk Amonyum persiilfat (APS) ... 400ul

Sirastyla; 12,2 ml Distile Su, 5ml Tris-Base (pH 6.8), 2,6 ml %30’luk Akrilamid/Bis, 20ul
Temed ve 400ul %10’luk APS kanstiriip 30 dakika boyunca donmaya birakilmigtir
[102,103].
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Yigma Jeli Hazirlamirken Kullanilan Ust Tampon
TriS-Base (0,5M).. ..o e 3,949
DStILE SU .ttt e 50 ml

3,94 g Tris-Base (0,5M) distile suda ¢6ziindiikten sonra pH 6,8’e getirilerek distile suyla son
hacim 50 ml olacak sekilde ayarlanmigtir [102,103].

% 10'luk Amonyum Persiilfat((NH,),S,0s)
APS (Amonyum persiilfat)((NH4)2S208) .. ..onvnvinii e 1lg
DISHLE SU .ottt 10 ml

1 g APS distile suda ¢oziindiikten sonra son hacim 10 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir
[102,103].

Tank Tamponu

TriS-Base (CaH1INO3) ooveii i 30
GliSIN (CaH5NO2) .ot 14,4 g
DIStILE SU .ot 1000 ml

3 g Tris-Base ve 14,4 g Glisin distile suda ¢oziiniiriiliip son hacim 1000 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmistir [102,103].

Yiikleme Tamponu

Tris-Base (6,8)(CaH1INO3) o ovviri i, 2,5ml
GlHSErOI(CaHgO3) .t 2 ml
Bromfenol MaViST .....oeeee e 0,01¢g
ST SU oottt e, 0,5 ml

0,5M pH’s1 6,8 olan 2,5 ml Tris Base, 2 ml Gliserol ve 0,01 g Bromfenol mavisinin 0,5 ml
distile suda karistirilmasiyla hazirlanmistir [102,103].

25



2.1.2.10 SDS\NATIVE-PAGE’de Kullanilan Boyama Cozeltileri

Giimiis Boyama Cozeltileri

%0,02°lik Sodyum Tiyosiilfat Cozeltisi

Sodyum TiyoSTITAL ...t e e 0,049
DISHHE SU. .. 200 ml

0,04 g Sodyum Tiyosiilfat, 200 ml distile suda ¢6zilinerek hazirlanmistir [104].

%0,1’lik AgNO; Cozeltisi

GUMTS Nitrat (AGNO3) . ... e 0,29
%35°lik Formaldehit. ... .. ..o 40ul
DISHHE SU. .. 200 ml

0,2 g Giimiis Nitrat, 200 ml distile suda ¢oziinerek +4°C’ de kullanilmak tlizere saklanmaistir.

Glimiis Nitrat Cozeltisi kullanilmadan hemen once 40ul %35°lik Formaldehit ¢ozeltiye
eklenmistir [104].

%3’liikk Sodyum Karbonat Cozeltisi

Sodyum Karbonat (NazCO3) .......oiniiriii e e, 7549
%35°1lik Formaldehit....... ..o 125 pl
ISl SU. ..t e 250 ml

7,5 g Sodyum Karbonat 250 ml distile suda ¢oziindiriiliip 125 ul %35°lik Formaldehit
cozeltiye eklenmistir [104].

Yikama Cozeltileri
%75’lik Asetik Asit Cozetilisi
ASBTIK AT .. Sml

DSt U . e 95 ml

5 ml Asetik Asit, 95 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmigtir [104].
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%71’lik Asetik Asit Cozetilisi
A ST A ST oo 1mi
DSt U . e 99 ml

1 ml Asetik Asit, 99 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir [104].

2.2 Metod
2.2.1 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun p-glukosidaz  Aktivitesinin
Belirlenmesi

Trichothecium roseum’un p-glukosidaz enzim aktivitesine sahip olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in, %5 Karboksimetil Selilloz (CMC) igeren Malt Ekstrakt Agar (MEA)
besiyerine tek nokta ekimi yapilarak ve 25°C* de 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyonun sonunda hidroliz zon tayinini gergeklestirmek icin, gelisen Trichothecium
roseum’un koloni yiizeyi kongo kirmizist ¢ozeltisi (%1) ile kaplanip 25°C’ de 15 dakika
inkiibe edilmistir. Siire sonunda boyanin fazlasi 1M’ lik NaCl ile yikanmistir. Yikama
isleminin ardindan koloni yiizeyi tekrar 1M’ lik NaCl ile kaplanip 25°C’ de 15 dakika
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 1M NaCl petri kabindan
uzaklastirilmigtir ve koloni ¢evresinde seffaf zon olusturan T. roseum, B-glukosidaz pozitif

olarak degerlendirilmistir.

2.2.2 Mikrofungusun Uretimi ve Spor Eldesi

Trichothecium roseum’dan spor elde etmek i¢in Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerine tek
nokta ekimi yapildi ve 25°C 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra
kiiltiirtin tizeri %1°lik Tween 80 ile kapland1 ve steril plastik 6ze ile sporlarin Tween 80’e
gecmesi saglanmistir. Elde edilen spor siispansiyonu Thoma laminda sayilarak spor
yogunlugu 10’ CFU/mI olarak ayarlanmistir. Daha sonra 250 ml'lik erlende hazirlanmis 150
ml’lik Malt Ekstrakt Broth (MEB) besiyerine 5’er ml 10’ CFU/mI spor siispansiyonu inokiile
edilmistir. Uremenin homojen bir sekilde olmasi igin calkalamali inkiibatérde 30°C, 150
rpm’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kati substrat olarak

kullanilacak piring kabugu ortamina inokulasyon gergeklestirilmistir [105].

2.2.3 Kat1 Substrat Fermantasyon Ortaminin Hazirlamasi
Kat1 substrat olarak kullanilacak olan piring kabugu oncelikle pargalayiciyla kiiclik parcalara
ayrilip elekten gecirilerek toz haline getirilmistir. Ardindan 80°C’ de 24 saat pastor firininda
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bekletilereck kurumasi saglandiktan sonra 500 ml’lik erlenlere 5’er gram olacak sekilde

yerlestirilmigtir [105].

Kat1 substrat olarak kullanilan piring kabugunun nemlendirme sivis1 pH4 ve pH 5 i¢in Sitrik
Asit Monohidrat tamponu, pH6, pH6,5, pH7, pH7,5 ve pH8 i¢in Sodyum Dihidrojen Fosfat
tamponu, pH8,5 ve pH 9 i¢in Disodyum Monohidrojen Fosfat tamponu kullanilarak nem %355
olacak sekilde ayarlanip, 121°C'de 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyonlar

gergeklestirilmistir [105].

2.2.4 Kati Substrat Fermentasyonu Kiiltiir Ortamina Ekim ve Kismi Saflagtirilmis f-
glukosidaz Enziminin Eldesi

Substrat olarak piring kabugunun kullanilmasiyla hazirlanan steril KSF ortamina T.
roseum’un sivi kiiltiirinden 3 ml inokiile edilerek mikrofungusun gelisimi i¢in 30°C’de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan KSF kiiltiir ortamina 75 ml distile
su konularak 150 rpm’e ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatorde 2 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmis ve siirenin sonunda elde edilen ekstrakt steril gazli bezden siiziilerek filtrati
alinmistir. Alman filtrat 4°C’de 10000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Santrifiijleme islemi
ile filtratin siipernatant kismi pellet kismindan ayrilmis ve elde edilen siipernatant, kismi

saflastirilmis enzim kaynagi olarak kullanilmistir [105].

225 Kati Substrat Fermentasyonu Kiiltir Ortaminda Uretim Kosullarinin
Mikrofungustan p-glukosidaz Enzim Eldesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

2.2.5.1 Nemlendirme Sivisi ve Optimum pH’nin Belirlenmesi

Kat1 Substrat Fermentasyon ortaminin {iretim kosullarinin etkisinin belirlenmesinde ilk
basamak nemlendirme sivisi ve optimum pH’nin belirlenmesidir. Nemlendirme sivisi ve
optimum pH’nin belirlenmesi i¢in farkli pH’larda (pH4 ve pH 5 igin Sitrik Asit Monohidrat;
pH6, pH6,5, pH7, pH7,5 ve pH 8 igin Sodyum Dihidrojen Fosfat; pH8,5 ve pH 9 i¢in
Disodyum Monohidrojen Fosfat tamponu) tamponlar kullanilarak nem yiizeyi %55(2,75 ml)
olacak sekilde ayarlanip, 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyonlari
gerceklestirilmistir [106,107].

Sterilizasyonlar1 gerceklesen kat1 substrat ortamlar1 sogutulduktan sonra T. roseum sivi
kiiltiirinden 3 ml inokiile edilmis ve fungus gelisimi i¢in 30°C’ de 7 giin inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kati1 substrat ortamlaria 75 ml distile su konularak
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calkalamali inkiibatérde 150 rpm’ de 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis
ve elde edilen ekstrakt steril gazli bezle siiziilerek filtrati alinmistir. Daha sonra filtrat teflon
tiiplere aktarilarak ultrasantrifiijde +4°C, 10000 rpm’de 10 dKk. santrifiijlenerek siipernatant
kisminin pellet kismindan ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan bu siipernatant kismi saflastirilmig
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Optimum kosullarda mikrofungusun p-glukosidaz
iiretimi i¢in nemlendirme sivist ve optimum pH’t belirlemek i¢in kismi saflastirilmig
enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilmiis ve mikrofungusun en yiiksek B-glukosidaz enzim aktivitesi

gosterdigi pH ve nemlendirme sivist KSF ortami hazirlamak i¢in seg¢ilmistir [106,107].

2.2.5.2 Optimum Inkiibasyon Sicakhgmin Belirlemesi

Kat1 Substrat Fermentasyonu kiiltiir ortaminin mikrofungustan -glukosidaz enzim firetimine
etkisinin belirlenmesinde ikinci basamak optimum sicakligin belirlenmesidir. Optimum
sicakligr belirlemek i¢in Oncellikle ilk basamakta belirlenen nemlendirme sivist ve pH’1
kullanilarak KSF ortamlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan kati substrat ortamlaria sivi kiiltiirden
3’er ml inokiile edilerek 25, 30, 35, 40 ve 45°C’ye ayarlamis inkiibatorlere konularak 7 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilan kati substrat
kiiltiirlerinden kismi saflastirilmis enzimler elde edilip enzim aktivitelerinin dl¢limii yapilarak

optimum inkiibasyon sicakligi belirlenmistir [106,107].

2.2.5.3 Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Kati Substrat Fermentasyonu kiiltlir ortaminda iiretim kosullarinin mikrofungustan (-
glukosidaz Enzimi iiretimine etkisinin belirlenmesinde son basamak optimum inkiibasyon
stiresinin  belirlenmesidir. Optimum inkiibasyon siiresini belirlemek icin daha onceki
basamaklarda belirlenen nemlendirme sivisi ve optimum pH’da ayarlanan KSF ortamlarina T.
roseum sivi kiiltiiriinden 3’er ml inokiile edilerek belirlenen optimum sicaklikta inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra 4. giinden baslayarak enzim aktivitesinin diisiise gectigi giine kadar
kismi saflastirilmis enzimler elde edilerek her giin 6lgiimleri yapilmis ve optimum inkiibasyon

sliresi belirlenmistir [106,107].

2.2.6 B-glukosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enzim aktivitesi belirlenirken; 96°lik Well-plate’de 6rnek ve kontrol kuyucuklari
olusturulmus ve aktivite dl¢iimii gergeklestirilmistir. Ornek kuyucuklarma 70 ul 5 mM p-
nitrofenil-B-D-glukopiranosit (pNPG) ile hazirlanan substrat ¢ozeltisi ve 70 ul kismi

saflagtirtlmis enzim, kontrol kuyucuklarina ise; 70 ul 50 mM pH 7,0 olan Sodyum Asetat
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tamponu ve 70 pl kismi saflastirilmis enzim eklenmistir. Hazirlanan Well-plate 37°C’de, 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda &rnek ve kontrol
kuyucuklarmin tiimiine 70 pl 0,5 M Sodyum Karbonat reaksiyon durdurucu tampon ilave

edilerek reaksiyon durdurularak spektrofotometrede 410nm’de 6l¢tim yapilmistir [108].

2.2.7 Protein Miktarinin Belirlenmesi
Protein miktar1 belirlenirken Warburg ve Lowry Metodu olmak iizere iki farklt metod
kullanildi. Warburg Metodu kullanilarak 280 nm’de kalitatif yolla, Lowry Metodunda ise 600

nm’de kantitatif yolla protein miktar1 belirlenmistir.

2.2.7.1 Warburg Metodu

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile B-glukosidaz enzimi saflastirma isleminden sonra esit
hacimde tiiplere alinmis Orneklere Warburg Metodu kullanilarak kalitatif protein tayini
yapilmistir. Ornek kuyucuklar1 olarak Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonucu ¢ikan
tiiplerin her birinden 210 ul alinarak 96’lik kuartz Wellplate’lere her bir kuyusuna ayri ayri
konuldu. Kontrol kuyucuklart olarak ise 210 pl distile su ilave edilip ve spektrofotometrede

280 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir [109].

2.2.7.2 Lowry Metodu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen numunelerin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
ile saflagtirma islemlerinin ardindan en yiiksek aktivite gosteren numunelerin B-glukosidaz
enziminin protein miktar1 Lowry Metodu kullanilarak belirlenmistir [100, 110]. Bu yontemin

uygulanmasi i¢in asagidaki ¢ozeltiler hazirlanmistir;

A Cozeltisi; %2’lik (w/v) Na,COgs, 0,1 M NaOH’da ¢6ziindiiriilerek,

B Cozeltisi; %1’ lik (w/v) KNaC4H4Og distile suyla ¢oziindiirtilerek,

C Cozeltisi; % 0,5’lik (w/v) CuSOy distile suyla ¢oziindiiriilerek,

D Cozeltisi; 48 ml A ¢ozeltisi, 1 ml B ¢ozeltisi, 1 ml C ¢ozeltisinden alinarak,

E Cozeltisi; 1:1 oraninda Folin fenol ve distile suyla hazirlanmigtir.

Protein miktarinin belirlenmesi amaglanan numunelerin 6rnek tiiplerine 1/10 oraninda distile
suyla seyreltilmis halinden 100 pl alinarak iizerlerine 2000 ul D ¢ozeltisinden eklenmistir.
Kontrol tiiplerine ise 100 pl distile su ve iizerine 2000 pl D ¢ozeltisinden eklenerek 6rnek ve

kontrol tiipleri oda sicakhiginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
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sonunda 6rnek ve kontrol tiiplerine taze olarak hazirlanan E ¢6zeltisinden 200 pl eklenip vakit
kaybetmeden vorteks ile homojen hale getirilip ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda érnek ve kontrol tiiplerinden 210 pl alinarak 96
Well-plate’lere konulup ve 600 nm spektrofotometrede absorbans Olglimleri yapilmistir.
Alman absorbans degerleri, BSA grafiginden elde edilen formiil ile hesaplanarak protein

miktart grafigi ¢izilmistir [100, 110].

2.2.7.3 Bovin Serum Albumin (BSA) Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Bovin Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisinden 1:1 oraninda hazirlanan tiiplere sirasiyla 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ul olacak sekilde konulup ve son hacimleri distile suyla 100
ul’ye tamamlanmistir. Sirastyla tiiplere 2 ml D Cozeltisinden eklendi ve oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda sirasiyla tiiplere 1:1 oraninda
hazirlanan E Cozeltisinden 200 pl eklenip ve hemen ardindan vorteks ile homojenize edilerek
30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 96
Wellplate’in 6rnek kuyucuklarina 210 pl 6rneklerden konulmustur. Kontrol kuyucuklarina ise
olarak BSA icermeyen 1 numarali tiip kullanildi ve 600 nm’deki spektrofotometrik dl¢timleri

alinarak standart grafik ¢izilmistir [100].
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Sekil 2.2: Lowry metoduyla protein miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan BSA standart
grafigi.
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Cizilen grafikten asagidaki formiil elde edilmistir ve diger 6rneklerin Lowry Metodu ile

protein miktar1 bu formiil kullanilarak hesaplanmistir.

(Ornek Tiipiin Absorbansi-Kontrol Tiipiin Absorbans1)-0,0113
0,002

Protein Miktari(pug/ml)=

2.2.8 p-glukosidaz Enziminin Saflagtirma Basamaklari
T. roseum 'dan kat1 substrat olarak piring kabugu kullanilarak elde edilen kismi saflastirilmig
B-glukosidaz enzimine Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi

kullanilarak saflagtirma islemleri uygulanmustir.

2.2.8.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Kismi saflastirilmis B-glukosidaz enziminin 6n saflastirmast Amonyum Siilfat Coktiirme
yontemiyle yapilmistir. Farkli tuzlarda ¢oktiiriici olarak kullanilabiliyor olmasina ragmen;
Amonyum Siilfat, protein yapisina zarar vermeyen, hizli ¢dziinen, nispeten ucuz, kolay temin
edilebilir olmasindan dolay1 olduk¢a fazla tercih edilen bir ¢oktiiriiciidiir [111]. Coktiirme
araliginin belirlenmesinde Oncelikle kismi saflagtirilmis B-glukosidaz enzim kaynagi igin

uygun Amonyum Siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir;

1,77.V.(S,-S)

H =
g(NH4)SO4 3.54-5,

V : Olgiilen siipernatantin hacmi
S;: Amonyum Siilfatin ilk doygunlugu
Sz : Amonyum Siilfatin istenilen doygunlugu

Amonyum Siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in kismi saflastirilmis B-glukosidaz
enzim kaynagma 0-10, 10-20, 20-30, 30-40,40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, %’lik
(w/v) oranlarinda ¢oktiirme yapilmistir. Her bir aralik igin, kismi saflastirilmis -glukosidaz
enzim kaynagi buz lizerinde manyetik karistiriciyla diisiik devirde karistirilarak amonyum

stilfat tuzu yavas yavas ilave edilip ve homojen bir sekilde karismasi saglanmistir [112, 113].

Homojen hale gelen enzim c¢ozeltisi 15000 rpm, +4°C’de 30 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifiij isleminin ardindan siipernatant kistimdan ayrilan pellet kisim 4 ml tuzlu tampon

cozeltisi igerisinde c¢oziilmiistiir. Her bir araliktan elde edilen ¢oktiirme Orneklerinin -
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glukosidaz enzim aktiviteleri ve Lowry Metodu kullanilarak protein miktarlar1 belirlenmistir
[112, 113].

2.2.8.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile B-glukosidaz Enziminin Saflastirilmasi
T. roseum’dan, piring kabugunun kati substrat fermantasyon ortaminda substrat olarak
kullanilmast sonucu optimum kosullarda elde edilen B-glukosidaz enziminin saflagtiriimasi
icin Amonyum Siilfat Coktiirmesinin ardindan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile
saflagtirma islemi gergeklestirilmistir [114, 115].

Hidrobik Etkilesim Kromatografisinde, kolonunun saflagtirma islemine hazirlanmasi igin 1,5
M (NH,),SO, iceren 50 mM NaH,PO, (pH 6,8) ile dengelenmistir. Kolon dengelendikten
sonra tampon ¢ozeltinin jel seviyesinin 2 c¢m iizerine kadar inmesi beklenip ve Amonyum
Siilfat Coktlirmesi sonucu elde edilen pellet 4ml, 1,5 M (NH,),SO, iceren 50 mM NaH,PO,
(pH 6,8) ile ¢oziinmiistir. Cozeltinin 500 pl’si protein tayini ve B-glukosidaz enzim
aktivitesini belirlemek i¢in ayrildiktan sonra kalan 3,5 ml’lik ¢6zelti kolona yiiklenmistir. 1,5
M (NH,),SO, igeren 50 mM NaH,PO, (pH 6,8) kullanilarak yiiksek tuz konsantrasyonundan
diistik tuz konsantrasyonuna dogru tuz grandiyenti olusturulmustur. Olusan tuz gradiyenti ile
kolondan elde edilen ornekler 2 ml’lik ependorf tiiplere alinmustir. Ependorf tiiplerdeki
orneklerin 280 nm’de Warburg yontemi ile kalitatif yolla protein miktarlar1 tespit edilmistir
Ardindan her bir ependorf tiipteki orneklerin 410 nm’de B-glukosidaz enzim aktiviteleri
belirlenmistir. Tiip numaralarina kars1 elde edilen degerler ile aktivite ve protein miktarlarini
iceren grafik cizildi. Cizilen grafik ile en yiiksek aktiviteye sahip ependorf tiipiin 600 nm’de
Lowry Metodu kullanilarak kantitatif yolla toplam protein miktar1 belirlenmis ve alinan bu

sonugclar ile saflastima tablosu olusturulmustur [114, 115].

2.2.9 Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin SDS -PAGE ve NATIVE-PAGE Yontemi
Kullamilarak Safliginin ve Alt Birim Varhgi/Sayisinin Belirlenmesi

T. roseum’dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin safliginin, alt birim varlig1 ve sayisinin

kontroliinii belirlemek amaciyla SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE olmak iizere iki farkli

elektroforez yontemi kullanilmistir. Elektroforez, karmagik protein karigimlarini ayirmak, alt

birim bilesimlerini arastirmak, protein Orneklerinin homojenligini dogrulamak ve bagka

uygulamalarda kullanim igin proteinleri saflagtirmak igin kullanilir. Poliakrilamid jel

elektroforezinde proteinler, bir poliakrilamid jel matrisindeki gdzeneklerden elektriksel alana
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yanit olarak go¢ eder; akrilamid konsantrasyonunun artmasiyla gozenek biiyiikliigii azalir.
Gozenek biiyiikligii, protein yiikiiniin, boyutunun ve seklinin kombinasyonu, proteinin go¢
oranint belirler [116]. SDS-PAGE i¢in en yaygm kullanilan yontem, Laemmli (1970)
tarafindan belirlenen ve negatif yiiklii bir deterjan olan Sodyum Dodesil Siilfatin (SDS),
proteinleri denatiire etmek ve sabit bir negatif yiik-kiitle oran1 vermek tizere kullanildig1 bir
sistemdir. SDS-PAGE ile proteinler dogal yapilarmmin bozulmasiyla sadece molekiil
agirliklarina gore ayrilirlar. SDS-PAGE proteinlerin alt birim sayisinin kontrolii ve molekiil
agirliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir. NATIVE-PAGE proteinlerin dogal hallerinin
korundugu ve safliginin tespiti igin kullanilan bir yontemdir. NATIVE-PAGE proteinlerin,

toplam molekiil agiliginin ve safliginin belirlenmesinde kullanilmigtir [102, 117].

2.2.9.1 Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) Yontemi Kullamlarak Safhiginin ve Alt Birim
Varhgy/Sayisinin Belirlenmesi
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilarak
saflagtirilan  B-glukosidaz enziminin safliginin ve alt birim varligi/sayisinin  kontrolii
saglanmistir. SDS-PAGE yonteminde ayirma ve yigma jelleri hazirlanmadan Once
elektroforeze ait cam plakalar ilk olarak distile suyla yikandi ve etil alkolle temizligi
saglanmistir. Ardindan elektroforez jel yiiriitme aparatina iki adet cam plaka tist iiste konulup
yerlestirilerek sabitlenmitir. Boliim (2.1.2.8)’de belirtildigi gibi %10’luk SDS kullanilarak
ayirma jeli hazirlanip plakalarin arasindaki bolgeye iist kisimdan 2-3 cm bosluk kalana kadar
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dikkatlice dokiilmiis ve jel yiizeyinin diiz olabilmesi i¢in
distile su konulmustur. Ayirma jeli polimerizasyonun saglanmasi i¢in 30 dakika beklenmis ve
bu siire sonunda st yiizeydeki distile su jele zarar vermeden uzaklastirilmistir. Daha sonra
polimerizasyonu saglanan ayirma jelinin tizerine Bolim (2.1.2.8)’de belirtildigi gibi
hazirlanan y1gma jeli dokiilmiis ve sonrasinda hemen tarak aparati yerlestirilmistir. Yigma jeli
polimerizasyonun saglanmasi i¢in 30 dakika beklenmis ve bu siire sonunda tarak aparati
y1gma jelinde olusan kuyucuklara zarar vermeden ¢ikarilmistir. Sonrasinda jellerin bulundugu
elektroforez jel yiiriitme aparati elektroforez tankina yerlestirilmis ve {iizerine Boliim

(2.1.2.8)’de belirtildigi gibi hazirlanan tank tamponu konulmustur [117].

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilen 6rnekler
birlestirilerek numune ¢o6zeltisi elde edilmistir. Elde edilen bu numune ¢ozeltisi Boliim

(2.1.2.8)’ de belirtildigi gibi hazirlanmig olan numune SDS-PAGE yiikleme tamponu ile
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toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1:1 oraninda hazirlanmistir. Hazirlanan numuneler 5 dakika
boyunca 100 °C sicakliga maruz birakilmistir. Ardindan numunelerin sogumasi beklenmis ve
sogutulduktan sonra marker ile birlikte kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme isleminin
ardindan elektroforez tankinin elektrotlar baglanarak gii¢ kaynagi 80 V’a ayarlanarak yiiriitme
islemi baglatilmistir. Yiiriitme islemi, numunelerin ayrima jelinin bitimine 1cm kalana kadar
devam edilmis ve numuneler bu noktaya ulastiginda elektrik akimi kesilerek yiiriitme
durdurulmustur [117,118].

Yiiriitme isleminin ardindan cam plakalar dikkatlice elektroforez tankindan alinmistir. Cam
plakalar arasinda bulunan jel zarar vermeden cam plakalardan ayrilmistir. Jeldeki protein
bantlarinin gdzlemlenebilmesi i¢in Glimiis boyama yapimustir. Jel, Bolim (2.1.2.10)’de
belirtildigi gibi hazirlanan boyama c¢ozeltileri igerisinde bekletilmistir. Boyama islemi
tamamlandiginda yikama ¢ozeltileri kullanilarak jele yikama islemi uygulanmig ve protein

bantlarinin net bir sekilde gozlemlenebilmesi saglanmistir [104, 117, 118].

2.2.9.2 Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(NATIVE-PAGE) Yontemi Kullanilarak Safliginin ve AltBirim Varhgi/Sayisinin
Belirlenmesi
Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (NATIVE-PAGE) yontemi SDS-PAGE yonteminde
oldugu gibi saflagtirilan B-glukosidaz enziminin safliginin ve alt birim varhigi/sayisinin
kontrolii saglanmigtir. Boliim (2.1.2.9)° de belirtildigi gibi sirasiyla ayirma jeli ve yigma jeli
hazirlanarak cam plakalar arasina dokiilmiistiir. Cam plakalar elektroforez tankina yerlestirilip
elektroforez tankina yiiriitme tamponu konulmustur. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile
yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilen ornekler birlestirilerek numune ¢ozeltisi elde
edilmistir. Hazirlanan numune NATIVE-PAGE yiikleme tamponu ile toplam hacim 50 ul
olacak sekilde 1:1 oraninda hazirlanmistir. Ardindan hazirlanan numuneler marker ile birlikte
kuyucuklara yiiklenmistir. Sonraki asamalar yontemi SDS-PAGE yonteminde oldugu gibi
yapilmistir. Sonrasinda jel Gilimiis boyama yapilmak i¢in Boliim (2.1.2.10)’de belirtildigi gibi
hazirlanan boyama ¢ozeltileriyle boyanmasinin ardindan yikama ¢ozeltileri kullanilarak jele
yikama islemi uygulanmig ve protein bantlarinin net bir sekilde gdzlemlenebilmesi

saglanmistir [102,103,104].
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2.2.10 Saflastirllan B-glukosidaz Enziminin Biyokimyasal ve Kinetik Parametrelerin
Belirlenmesi

2.2.10.1Saflastirilan B-glukosidaz Enzimine Farkh pH’larm Etkisinin Belirlemesi

T. roseum’dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan B-glukosidaz enzimine
farkli pH’larin etkisini belirlemek amaciyla aktivite olgtimleri yapilmistir. Farkli pH
degerindeki 25 mM Sodyum Asetat tamponu (pH 2,0; pH 3,0; pH 4,0; pH 5,0) ve 25 mM
Sodyum Fosfat tamponu (pH 6,0; pH 7,0; pH 8,0; pH 9,0) hazirlanmistir. Hazirlanan tampon
cozeltiler ile farkli pH degerinde 5 mM p-nitrofenil-B-D glukopirenosit (pNPG) substrat
cozeltileri hazirlanmistir [108,119].

Farkli pH degerlerindeki B-glukosidaz enzim aktivitelerini belirlemek amaciyla 96 well-
plate’de kontrol ve 6rnek kuyucuklart hazirlanmistir. Kontrol kuyucuklarina; 70 pl farkli pH
degerinde tampon ¢oOzeltileri ve tizerlerine 70 pl saflagtirnlmis B-glukosidaz enzimi
konulmustur. Omek kuyucuklarma ise 70 pl farkli pH degerlerinde hazirlanan substrat
cozeltileri ve tizerlerine 70 pl saflastirilan B-glukosidaz enziminden konulmustur. Ardindan
96 well-plate statik inkiibatérde 37°C’de, 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresinin ardindan 70 ul 0,5 M Na,COj3 ile reaksiyon durdurulmus ve spektrofotometrede 410
nm’de absorbans degerleri dlglilmiistiir. Absorbans degerleri p-nitrofenil-B-D glukopirenosit
(pNPG) standart grafigi kullanilarak farkli pH degerlerindeki B-glukosidaz enzim aktiviteleri
enzim tinitesi (EU) olarak hesaplanmistir [108,119].

2.2.10.2Saflastirilan p-glukosidaz Enziminine Farkh Sicakhklarin Etkisinin Belirlemesi
T. roseum’dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflagtirilan B-glukosidaz enzimine
farkli sicakliklarin etkisini belirlemek amaciyla 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85°C’lerde aktivite
Olctimleri yapildi. Her bir sicaklik degeri icin ayr1 ayr1 96 Well-plate’lerde 6rnek ve kontol
kuyular1 hazirlandi. Kontrol kuyularma 70 pul Sodyum Fosfat tampon ¢ozeltisi ve lizerlerine
saflastirilan B-glukosidaz enziminden 70 pl konuldu. Ornek kuyularma ise 70 pl p-nitrofenil-
B-D glukopirenosit (PNPG) ¢ozeltisi ve tizerlerine 70 ul saflastirilan f-glukosidaz enziminden
konuldu. Ardindan hazirlanan Well-plate’ler belirlenen sicakliklardaki inkiibatorlerde 30 dk.
siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan 70 pl 0,5M Na,COj ile
reaksiyon durduruldu ve spektrofotometrede 410 nm’deabsorbans degerleri 6lgiildii.
Absorbans degerleri p-nitrofenil-p-D glukopirenosit (pNPG) standart grafigi kullanilarak
farkli sicaklik degerlerindeki B-glukosidaz enzim aktiviteleri enzim iinitesi (EU) olarak
hesaplanmistir [108,119].
36



2.2.10.3Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin Termal Kararhgmmn Belirlemesi

T. roseum’dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan B-glukosidaz enziminin
termal kararliligini belirlemek amaciyla 45, 55, 65, 75, 85°C sicakliklarda ayr1 ayri
inkiibasyona birakilmistir. Baslangic enzim aktivite noktasi olarak sicaklik ile etkilesime

ugratilmamis B-glukosidaz enzimi ¢ozeltisinden alinan ve aktivitesi dlgiilen 6rnege ait aktivite

degeri kabul edilmistir [120, 121].

45,55, 65, 75°C’ lerdeki termal kararliligin belirlenmesi i¢in B-glukosidaz enzimi 120 dakika
stiresince 45, 55, 65, 75°C’lerde inkiibasyona birakildi ve her 10 dakikada bir B-glukosidaz
enzim aktiviteleri 6l¢iildii. 85°C’deki termal kararliligin belirlenmesi igin ise her 2 dakikada
bir B-glukosidaz enzim aktivitesi 6l¢iildii bu islem aktivite sifirlanana kadar siirdiirilmiistir.
Absorbans degerlerinden p-nitrofenil--D glukopirenosit (pNPG) standart grafigi kullanilarak
B-glukosidaz enzim aktiviteleri enzim tinitesi (EU) olarak hesaplanmis ve enzimin termal
kararlig belirlenmistir [120, 121].

2.2.10.4Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin p-nitrofenil-p-D glukopirenosit (pNPG)
Substratina Karsi1 Ky ve Vo Degerlerinin Belirlemesi

B-glukosidaz enziminin pNPG substratina olan ilgisini gésteren Ky Ve Vpax degerlerinin
belirlenmesi amaciyla enzim miktar1 sabit tutularak pNPG substratinin 5-70 ul arasinda
degisen konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin Ol¢limleri yapilarak aktivite degerleri
hesaplandi. Elde edilen aktivite degerleri, reaksiyonhizi [V] EU/ml cinsinden hesaplandi.
Reaksiyon hizindan [V] vyararlanilarak 1/[V] degeri ve kullanilan substrat
konsantrasyonlarindan [S] yararlanilarak 1/[S] degeri elde edilmistir. Elde edilen bu
degerlerden Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir [122, 123].

Cizilen Lineweaver-Burk grafigine ait denklemden Kwm ile Vmax degerleri bulunmustur.
Grafigin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax degerinden Vmax degeri, denklemin egimi olan

Km/Vmax ifadesinde Vimax degeri yerine yazilarak Km hesaplanmistir [122, 123].

2.2.10.58aflastirllan B-glukosidaz Enziminin Inhibitorii Olarak Kullanilan D-(+)-glukoz
ve 6-glukonolaktonun 1Cso Degerlerinin Belirlenmesi

Saflagtirilan  B-glukosidaz enziminin, enzim aktivitesi Uzerine D-(+)-glukoz ve 8-

glukonolaktonun inhibisyon etkileri belirlenerek 1Cso degerleri hesaplandi. D-(+)-glukoz ve &-

glukonolaktonun ICsq degerlerini bulunmasinda, pNPG substratinin 1,25 mM konsantrasyonu
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calisildr. Inhibitér uygulanmanms ortamdaki enzim aktivitesi tespit edilerek bu deger % 100
aktivite olarak alindi. 1-60 pl arasinda degisen inhibitdr konsantrasyonlarinda enzim aktivite
degerleri bulundu. Bulunan bu degerlerden % aktiviteler hesaplanarak, % Aktivite-[l]
(Inhibitdr konsantrasyonu) grafikleri cizildi. Cizilen bu grafikler kullanilarak enzim
aktivitesini %50 oraninda azaltan inhibitér konsantrasyonlar1 olan 1Cso degerleri hesapland:

[114].

2.2.10.6Saflastirllan B-glukosidaz Enziminin Inhibitorii Olarak Kullanilan D-(+)-glukoz
ve 6-glukonolaktonun K; Degerlerinin Belirlenmesi

Saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibitorii olarak kullanilan D-(+)-glukoz ve 6-
glukonolaktonun K; degerleri belirlenerek inhibisyon tipleri tespit edildi. Ki degerinin tespiti
icin; inhibitér uygulanmayan ortamda 5-70 pul arasinda degisen pPNPG substrat
konsantrasyonlarinda aktivite degerleri tespit edildi. Tespit edilen bu aktivite degerleri [V]
olarak almarak 1/[V] degerleri hesaplandi. Degisen substratkonsantrasyonlari [S] olarak
alinarak, 1/[S] degerleri hesaplandi. Hesaplanan bu degerler kullanilarak Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi ve lo dogrusu elde edildi [48, 114].

Kullanilan her iki inhibitér maddenin 2 farkli sabit konsantrasyonunda, 5-70 pl arasinda
degisen pNPG substrat konsantrasyonlarinda aktivite degerleri belirlendi. Farkli iki inhibitor
konsantrasyonu varliginda farkli substrat konsantrasyonlarina karsilik gelen enzim aktiviteleri
kullanilarak 1/[V] ve 1/[S] degerleri hesaplandi. Hesaplanan bu degerler kullanilarak

Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek I ve I, dogrulari olusturuldu[48, 114].

Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak K;degerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. K degerleri;
yarismali (kompetitif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta
olan -1/Ky (1+[I}/K;) denklemi, yarigmasiz (nonkompetetif) inhibisyon i¢in 1/[V] eksenini
kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[1]/Ki) denklemi, yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon tipi
icin 1/[V] eksenini kestigi nokta olan 1/Vyax (1+[1]/K;) denklemi kullanilarak hesaplandi. K;
degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan denklemlerdeki Ky ve Vmax degerleri inhibitorsiiz

ortamdaki degerlerdi [48, 114].
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3. BULGULAR

3.1 Mikrofungusun Kat1 Besiyerinde B-glukosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Trichothecium roseum fungusunun B-glukosidazaktivitesine sahip olup olmadigini belirlemek
icin %5’ lik Karboksimetil Selilloz (CMC) igeren Malt Ekstrakt Agar besiyerine igne 6ze
inokiilasyonu yapildi ve 25°C’de 7 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hidroliz zonu tayini i¢in yapilan boyama sonunda T. roseum Kkolonisi etrafinda zon
gozlendiginden T.roseum’un p-glukosidaz enzim iretimi pozitif olarak degerlendirilip

deneylerde kullanilmasina karar verildi.

3.2 Kati Substrat Fermantasyon Ortamm Kosullarimin Mikrofungusdan B-glukosidaz
Enzimi Uretimine Etkisi

Ogiitiilmiis piring kabugu kullanilarak kati substrat fermentasyon ortaminda gelistirilen

fungusun enzim tiiretiminde etkili olan nemlendirme sivis1 ve pH’s1, inkiibasyon sicakligi ve

inkiibasyon siiresi parametreleri optimize edildi. Her bir parametrenin optimizasyonu

sonucunda elde edilen bulgular bir sonraki optimizasyon basamagi i¢in sabitlendi ve fungusun

enzim tretimi i¢in yiiksek aktivite gosterdigi optimum gelisim kosullart belirlendi.

3.2.1 Nemlendirme Sivis1 ve Optimum pH’nin Belirlenmesi

Optimizasyon ¢aligmalarinin ilk basamaginda T. roseum’un kat1 substrat fermantasyon kiiltiir
ortaminda en yiiksek aktivitede B-glukosidaz enzimi iirettigi optimum pH’nin belirlenmesi
amaciyla 9 farkli pH’da nemlendirme sivilari kullanilmistir. Ogiitiilmiis piring kabugu
kullanilarak hazirlanan kiiltiir ortami; pH4 ve pH 5 i¢in 0,2 M Sitrik Asit Monohidrat, pH 6 ve
pH8 aras1 pH’lar i¢in 0,2 M Sodyum Dihidrojen Fosfat, pH 8,5 ve pH 9 i¢in Disodyum
Monohidrojen Fosfat tamponlar1 kullanilarak nem yiizeyi %55 olarak ayarlanip, 121°C'de 20
dakika otoklavlanarak hazirlandi. Hazirlanan kati substrat fermantasyon ortamlarmna T.
roseum sivi kiiltiiriinden 3 ml inokiile edildi ve fungus gelisimi i¢in 30°C’ de 7 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda Boliim (2.2.6)’da anlatildig1 iizere elde

edilen kismi saflagtirilmig enzimlerin B-glukosidaz enzim aktivite dl¢iimleri yapildi.

Olgiim sonuglarina gore T. roseum’um en yiiksek B-glukosidaz enzimi aktivitesi gdsterdigi
kat1 substrat fermantasyon ortaminin pH degeri 8,5, nemlendirme sivisinin ise Disodyum

Monohidrojen Fosfat tamponu oldugu belirlendi (Sekil 3.1; Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Kat1 substrat fermentasyonu kiiltiir ortaminda farkli pH’lardaki nemlendirme
stvilarinin T.roseum’dan B-glukosidaz enzimi {liretimi iizerine etkisi.

Trichothecium roseum’dan elde edilen f3-

Nemlendirme sivilarinin pH Degerleri glukosidaz enzimlerinin aktivitesi(EU)

1910,569

pH 4
pH 5 2638,211
pH 6 2804,878
pH 6,5 2714,092
pH 7 2567,751
pH 7,5 3815,718
pH 8 3897,019
pH 8,5 4168,022
pH 9 3981,030

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

0 T T T T T T T T 1
pH 4 pHS5 pH 6 pH 6,5 pH7 pH 7,5 pH 8 pH 8,5 pH9

B-glukosidaz Ezim Aktivitesi (EU)

pH Arahg:

Sekil 3.1: Kati1 substrat fermentasyonu kiiltiir ortaminda farkli pH’lardaki nemlendirme
stvilarinin Trichothecium roseum’dan B-glukosidaz enzimi iiretimi {izerine etkisi.

3.2.2 Optimum Inkiibasyon Sicakh@inin Belirlenmesi

Optimizasyon islemlerinin bir diger basamagi olan optimum inkiibasyon sicakliginin
belirlenmesi amaciyla Kat1 Substrat Fermantasyonu ortamlari bir 6nceki basamakta belirlenen
pH’1 8,5 olan 0,2 M Disodyum Monohidrojen Fosfat tamponu ile nemlendirilip 121°C'de 20
dakika otoklavlanarak sterilizasyonlar1 gerceklestirildi. Hazirlanan KSF ortamlarina T.
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roseum’un sivi kiiltiiriinden 3 ml inokule edilerek 25, 30, 35, 40 ve 45°C sicakliklarda 7 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda Béliim (2.2.6)’da anlatildig
sekilde elde edilen kismi saflastirilmis enzimlerin B-glukosidaz enzim aktivite Ol¢timleri
yapildi.

Yapilan Slgtimlerin sonuglarina gére KSF ortaminda T. roseum’un en yiiksek aktivitede [3-
glukosidaz enzimi iirettigi optimum inkiibasyon sicakligimin 30°C oldugu belirlendi (Sekil
3.2; Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Kat1 substrat fermentasyonu kiiltiir ortamda farkli inkiibasyon sicakliklarinin
Trichothecium roseum’dan B-glukosidaz enzimi iiretimi {izerine etkisi.

Trichothecium roseum’dan elde edilen f-

¥ .o - o
Inkiibasyon sicakhgi(°C) glukosidaz enzimlerinin aktivitesi (EU)

25 2783,198
30 3094,851
35 342,8184
40 56,91057
45 4471545
3500 -

5 3000

=

£ 2500 -

<

£ 2000 -

N D

I 4500 |

©

S

8 1000 -

& 500 1

Q.

O T T T
25°C 30°C 35°C 40°C 45°C

Inkiibasyon Sicakhg1

Sekil 3.2: Kati substrat fermentasyonu kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon sicakliklarinin
Trichothecium roseum’dan B-glukosidaz enzimi iiretimi {izerine etkisi.

3.2.3 Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Optimizasyon islemlerinin son basamagi olan optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla Trichothecium roseum’un kati substrat fermantasyon ortami iizerinde enzim
aktivitesinin en yiiksek oldugu inkiibasyon siiresi belirlendi.  T.roseum’un optimum

inkiibasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla KSF ortamlar1 6nceki basamakta belirlenen pH’1
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8,5 olan 0,2 M Disodyum Monohidrojen Fosfat tamponu ile nemlendirilip 121°C'de 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Hazirlanan fermantasyon ortamlarma T. roseum’un sivi
kiiltiiriinden 3 ml inokule edilerek bir 6nceki basamakta belirlenen inkiibasyon sicakliginda
(30°C) gelisimleri saglandi. 4. giinden baslayarak T. roseum’dan elde edilen kismi
saflagtirtlmis B-glukosidaz enzimlerinin Boliim (2.2.6)’da anlatildig1 gibi aktivite 6l¢timleri

yapild.

Yapilan dlgtimlerin sonuglarina gére KSF ortaminda T. roseum’un en yiiksek aktivitede -
glukosidaz enzim aktivitesi gosterdigi optimum inkiibasyon siiresinin 6. giin oldugu belirlendi

(Tablo3.3, Sekil 3,3).

Tablo 3.3: Kat1 substrat fermentasyonu kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinin
Trichothecium roseum 'dan B-glukosidaz enzimi {iretimi tizerine etkisi.

Trichothecium roseum’dan elde edilen f3-

Inkibasyon siiresi(giin) glukosidaz enzimlerinin aktivitesi (EU)

4 1128,726
5 2985,095
6 3340,108
7 3281,843
8 2642,276
9 2470,190
4000 -
@ 3500 -
2 3000 -
=
€ 2500 -
<
E 2000 -
N
3 1500 -
Z 1000 -
v
>
S 500 -
Q.
0 T T T T T 1
4 5 6 7 8 9

Inkiibasyon Siiresi

Sekil 3.3: Kat1 substrat fermentasyonu kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinin
Trichothecium roseum 'dan B-glukosidaz enzimi iiretimi {izerine etkisi.
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3.3 Kat1 Substrat Fermentasyonu Kiiltiir Ortamina Ekim ve Kismi Saflastirilmus f-
glukosidaz Enziminin Eldesi
B-glukosidaz tiretimi i¢in 6giitilmiis piring kabuguylaile hazirlanan pH’1 8,5 olan Disodyum
Monohidrojenle %55 nemlendirilen steril KSF ortamina T. roseum’un sivi kiiltiirinden 3 ml
inokiile edildi ve belirlenen optimum kosullarda (30°C’de 6 giin) gelistirildi. Gelistirilen Kat:
Substrat Fermantasyonu kiiltiir ortami tizerine 75 ml distile su konularak 150 rpm’de 2 saat
calkalamali inkiibatérde inkiibe edildikten sonra steril gazli bezle siiziilerek filtrat1 alindu.
Ardindan ultrasantirfiijle 4C’de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijleme islemi yapilarak
filtratin stipernatant kismi pellet kismindan ayrildi. Elde edilen siipernatant kisim, kismi
saflastirilmis enzim kaynagi olarak saflastirma islemlerinde (Amonyum Siilfat Coktlirmesi ve

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi) kullanildi.

3.4 B-glukosidaz Enziminin Saflastirilmasi

3.4.1 Amonyiim Siilfat Coktiirmesi

T. roseum’dan elde edilen B-glukosidaz enziminin Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligini
belirlemek igin; kismi saflagtirilmig enzime 10 farkli aralik degeri igin Tablo 3.4’ de belirtilen
miktarlarda amonyum siilfat tuzu [1,5 M, NH4(SO,)] eklenerek ¢oktiirme islemi yapildi.
Coktiirme igleminin ardindan her bir aralik degerinin B-glukosidaz aktivitesi (EU) ve Lowry

metodu ile protein miktar1 (mg/ml) 6l¢timleri yapildi.
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Tablo 3.4: Trichothecium roseum’dan elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢coktiirme araliklarinda enzim aktiviteleri ve protein miktarlari.

Arabk - Giktirme - Hadm o G Ak Mikaan

Miktari (g) (EV) (ng/ml)
1 0-10 10 0,5145 707,3171 28,5
2 10-20 10 0,5299 178,8618 3,5
3 20-30 10 0,5462 92,14092 133,5
4 30-40 10 0,5636 102,981 88,5
5 40-50 10 0,5822 246,6125 378,5
6 50-60 10,5 0,6321 989,1599 168,5
7 60-70 10,5 0,6544 1498,645 203,5
8 70-80 10,5 0,6782 1139,566 73,5
9 80-90 10,5 0,7039 250,6775 13,5
10 90-100 10,5 0,7316 70,4607 93,5

Olgiim sonuglarindan elde edilen veriler kullanilarak Sekil 3.4’deki amonyum siilfat ¢oktiirme
araligi-B-glukosidaz enzim aktivitesi-protein miktari grafigi ¢izildi. Cizilen bu grafige gore -
glukosidaz enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligir %50-90
olarak belirlendi ve Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi’'nde kullanilmak {iizere kismi
saflastirilmis enzim kaynagina %50-90 tuz konsantrasyonunda Amonyum Siilfat Coktiirmesi

yapildi.
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Sekil 3.4: Trichothecium roseum’dan elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinda enzim aktiviteleri ve protein miktarlari.

3.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi

T.roseum’dan elde edilen kismi saflastirilmis enzim kaynagina %50-90 araliinda Amonyum
Siilfat Coktlirmesi yapilarak, ¢oktiirme sonucunda elde edilen enzim numuneleri Sepharose-
4B-L-tirozin-1-naftlamin jeli igeren kolona yiiklendi. Kolondan gegen numuneler sirasiyla
numaralandirilan 2 ml’lik ependorf tiipler igerisinde toplandi. Kromatografinin
tamamlanmasinin  ardindan ependorf tiipler igerisinde toplanan numunelerin = f-
glukosidazenzim aktiviteleri ve Warburg Yontemi ile 280 nm’de kalitatif protein degerlerinin
Olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglar kullanilarak B-glukosidaz enzim eliisyon grafigi ¢izildi
(Sekil 3.5). Grafikte yer alan verilerden yararlanarak yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilen
numuneleri igeren ependorf tiipleri belirlendi ve bunlara Lowry Yontemi kullanilarak
kantitatif protein Olgiimleri yapildi.  Yapilan bu o6lgiim sonuglarindan yararlanilarak T.

roseum’dan elde edilen B-glukosidaz enziminin saflastirilma tablosu olusturuldu (Tablo 3.5).
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T. roseum’dan elde edilen B-glukosidaz enziminin saflastirma tablosunda (Tablo 3.5)
gosterildigi gibi Amonyum Siilfat Coktlirmesi sonucunda total aktivitesi 15902,44 EU/ml ve
total protein miktart 0,054 mg olarak belirlenerek %40,65 verimle 7,41 kat saflastirildigi
hesaplandi. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonucunda ise B-glukosidaz enziminin total
aktivitesi 10656,5025 EU/mI ve total protein miktar1 0,01225 mg olarak belirlendi %27,24
verimle 21,90 kat saflastirildigi hesaplandi.

3.5 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin
Elektroforez Yontemleri ile Safligimin ve Alt Birimlerinin Varhgmm/Sayisinin
Kontrolii

T. roseum’dan elde edilerek saflagtirilan B-glukosidaz enziminin Sodyum Dodesil Siilfat

Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi olmak iizere iki farkli

elektroforez metoduyla ile safliginin ve alt birimlerinin varliginin/sayisinin kontrolii saglandi

(Sekil 3.6).

p-glucosidase M (kDa) M (kDa) B-glucosidasc

—— 100
'— 70
60 ——e o ——*
o 40
38—
a8y —— 35
;5
(@) (b)

Sekil 3.6: Trichothecium roseum’dan Hidrofobik Etkilesim kromatografisi ile saflastirilan B-
glukosidaz enziminin (a) SDS-PAGE, (b) NATIVE-PAGE goriintiileri.
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T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE jel goriintiisiinde yaklasik 38
ve 60 kDa bolgesinde iki bant verdigi, NATIVE-PAGE jel goriintiisiinde de yaklasik 98 kDa
bolgesinde tek bant verdigi belirlendi. Saflastirilan B-glukosidaz enziminin 98 kDa

biiyiikliigiinde, iki alt {initeden olustugu tespit edildi.

3.6 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin
Biyokimyasal Ozelliklerinin ve Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

T. roseum’dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi yontemi ile saflastirilan B-glukosidaz

enziminin biyokimyasal 6zelliklerinin ve kinetik parametrelerin belirlenmesi amaciyla farkli

pH degerleri, farkli sicaklik degerleri ve termal kararlhiliklart arastirildi, Ky, Vmax, 1Cso Ve K;

degerleri ile inhibisyon tipleri tespit edildi.

3.6.1 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan B-glukosidaz Enzimine
Farkh pH’larin Etkisi

Saflastirilan B-glukosidaz enzimine farkli pH’larin etkisinin belirlenmesi amaciyla; farkli pH

(pH2 ile pHY aras1) degerlerindeki tampon ¢ozeltilere ve bu tampon ¢ozeltiler ile hazirlanan

PNPG substratlari kullanilarak B-glukosidaz aktivite dl¢iimleri yapildi. Olgiimler sonunda elde

edilen verilerden yararlanilarak Sekil 3.7°deki B-glukosidaz enziminin farkli pH’lardaki

aktivite grafigi ¢izildi ve en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 4 olarak belirlendi.
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1200 -
1000 -
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o
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Sekil 3.7: Saflastirilan B-glukosidaz enzimine farkli pH’larm etKisi.
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3.6.2 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz Enzimine
Farkh Sicakhiklarin Etkisi

Saflastirilan B-glukosidaz enzimine farkli sicakliklarin etkisinin belirlenmesi amaciyla; farkli
sicakliklarda (25°C ile 85°C arasi) B-glukosidaz aktivite lciimleri yapildi. Olgiimler sonunda
elde edilen verilerden yararlanilarak Sekil 3.8’deki [B-glukosidaz enziminin farkli
sicakliklardaki aktivite grafigi ¢izildi ve en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degeri 55°C

olarak belirlendi.

3000 -

2500 -

2000 -

1500

1000

B-glukosidaz Aktivitesi (EU)

500

O T T T T T T 1
25°C 35°C 45°C 55°C 65°C 75°C 85°C
Sicaklik Degerleri (°C)

Sekil 3.8: Saflastirilan B-glukosidaz enzimine farkli sicakliklarin etkisi.

3.6.3 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin
Termal Kararhiliginin Belirlenmesi

Saflagtirilan B-glukosidaz enziminin termal kararliliginin belirlenmesi amaciyla; 5 farkli

sicaklik degerlerinde B-glukosidaz aktivite 6l¢iimii yapildi ve B-glukosidaz enziminin termal

kararlilik grafigi ¢izildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Saflastirilan B-glukosidaz enziminin termal kararlilik grafigi.

T. roseum’dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin farkli sicakliklardaki 120 dakikalik
inkiibasyonunun ardindan yapilan 6l¢iim sonuglarina gore; 45°C’de % 71,94, 55°C’de %
68,27, 65°C’de % 3,39, 75°C’de % 0,188 oranlarinda, 85°C” de ise 40 dakika boyunca hizla

azalan enzim aktivitesi gosterdigi tespit edildi.

3.6.4 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin Ky
Ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

T. roseum’dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substratina olan ilgisi Ky Ve Vmax
degerleri ile belirlendi. Oncelikle pNPG substratinin  5-70 pl arasinda degisen
konsantrasyonlarina kargin enzim miktari sabit tutularak enzim aktivitesinin 6l¢timleri yapildi
ve aktivite degerleri hesaplandi (Tablo 3.6). Olgiim sonuglarindan elde edilen aktivite
degerleri reaksiyon hizi [V] EU/ml cinsinden hesaplandi. Reaksiyon hizi [V] ile 1/[V] degeri
ve kullanilan substratin konsantrasyonlari [S] ile de 1/[S] degeri elde edildi. Elde edilen bu
degerler kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 3.10).
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y =0,0002x + 0,0008
R?=0,9924

1/[S]mM-1

Sekil 3.10: Trichothecium roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax
degerlerinin tespitinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 3.7: Trichothecium roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin Ky, Vmax Ve
Vmax! Km degerleri.

Substrat Km(mM) Vmax (EU) Vmax/ Km

3.6.5 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin
Genel inhibitorlerinin ICs Degerlerinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enzimiyle ilgili olarak yapilan literatiir arastirmalarinda karsimiza c¢ikan

inhibitorler arasinda D-(+)-glukoz ve d-glukonolakton yer almaktadir. Bu nedenden dolay1 8-

glukosidaz enzimi tizerine bu inhibitér maddelerin etkileri incelendi.
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3.6.5.1 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin
Inhibitorii Olan D-(+)-glukozun I1Csy Degerlerinin Belirlenmesi

D-(+)-glukozun T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi iizerine etkisi

incelenirken; pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1,25 mM olarak

kullanilmistir. D-(+)-glukoz bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak

alindi. 1Csp degeri belirlenirken 1-60 pl arasinda degisen inhibitdr konsantrasyonlarinda

enzim aktivite degerleri bulundu ve bu degerlerin % aktiviteleri hesaplanarak % Aktivite- [I]

grafigi ¢izildi.
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Sekil 3.11: Trichothecium roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibitorii olan D-
(+)-glukozun ICsq degeri grafigi.

Tablo 3.8’deki verilerden yararlanilarak D-(+)-glukozun pNPG substrati varligindaki %

Aktivite- [I] grafigi Sekil 3.11°de gosterilmektedir. Grafikteki denklemden yararlanilarak T.

roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi lizerine D-(+)-glukozun ICsq degeri

6,20 mM olarak hesaplandi.

3.6.5.2 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin
inhibitorii Olan 6-glukonolaktonun 1Csy Degerlerinin Belirlenmesi
d-glukonolaktonun T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi tizerine etkisi
incelenirken; pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1,25 mM olarak
kullanildi. &-glukonolakton bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 aktivite olarak
alindi. 1Csp degeri belirlenirken 1-60 pl arasinda degisen inhibitdr konsantrasyonlarinda
enzim aktivite degerleri bulundu ve bu degerlerin % aktiviteleri hesaplanarak % Aktivite- [I]

grafigi ¢izildi.
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Sekil 3.12: Trichothecium roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibitorii olan

d-glukonolaktonun ICsg degeri grafigi.

Tablo 3.9’daki verilerden yararlanilarak 3-glukonolaktonun pNPG substrat1 varligindaki %

Aktivite-[T] grafigi Sekil 3.12°de gosterilmektedir. Grafikteki denklemden yararlanilarak T.

roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktivitesi tizerine -glukonolaktonun ICsg

degeri 6,22 mM olarak hesaplanda.

3.6.6 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin

Genel Inhibitérlerinin inhibisyon Tiplerinin ve K; Degerlerinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enziminin genel inhibitorleri olan D-(+)-glukoz ve &-glukonolakton

kullanarak T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibisyon tiplere ve K;

degerleri belirlendi.
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3.6.6.1 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz
Enziminin Inhibitéri Olan D-(+)-glukozun Inhibisyon Tipinin ve K
Degerinin Belirlenmesi
T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin D-(+)-glukoz inhibitoriine karsi K;
sabiti belirlenirken, ilk olarak inhibitér bulunmayan reaksiyon ortaminda farkli pNPG
substrati konsantrasyonlarina bagli aktiviteleri Ol¢timleri yapildi. Daha sonra D-(+)-
glukoz’un 1,7 mM ve 5,3 mM sabit konsantrasyonlarinda pNPG substratinin farkli
konsantrasyonlariyla aktivite Ol¢iimleri yapildi. Bu degerler kullanilarak 1/V ve 1/[S]
degerleri hesaplanip Lineweaver-Burk grafiginde I; ve I, dogrular ¢izildi ve bu grafikten

yararlanilarak K;degeri ve inhibisyon tipi belirlendi.
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y = 0,0046x + 0,0004

R2=0,9977
N
= 0,0015x + 0,0009 11
R2 = 0,9895
12

y =0,0002x + 0,0008
R?=0,9946

-0,01 - 1/[S] mM

-0,02 -

-0,038 -

Sekil 3.13: Lineweaver-Burk grafigi iizerinde T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz
enzimine D-(+)-glukoz inhibitériiniin farkli konsantrasyonlarinin inhibisyon etkisi.

Sekil 3.13’deki Lineweaver-Burk grafiginden, D-(+)-glukoz inhibitoriiniin T.roseum’dan
saflastirilan B-glukosidaz enziminin, pNPG substrati varliginda, yarismali tipte inhibisyon
etkisi gosterdigi tespit edilmistir. D-(+)-glukozun [I;]= 1,7 mM ve [l,]= 5,3 mM olarak iki
farkl1 konsantrasyonundaki aktiviteleri 6lglilerek ¢izilen grafikten (Sekil 3.13) Ki degeri
2,16x10™ + 1,0x10™ olarak hesaplanmustir.
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3.6.6.2 Trichothecium roseum’dan Elde Edilerek Saflastirilan p-glukosidaz
Enziminin Inhibitérii Olan &§-glukonolaktonun Inhibisyon Tipinin ve K;
Degerinin Belirlenmesi
T. roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin 6-glukonolakton inhibitoriine kars1 K;
sabiti belirlenirken, ilk olarak inhibitér bulunmayan reaksiyon ortaminda farkli pNPG
substratt konsantrasyonlarma bagli aktiviteleri Olgiimleri yapilmistir. Daha sonra 6-
glukonolakton’un 0,0089 mM ve 0,017 mM sabit konsantrasyonlarinda pPNPG substratinin
farkli konsantrasyonlariyla aktivite l¢iimleri yapilmistir. Bu degerler kullanilarak 1/V ve
1/[S] degerleri hesaplanip Lineweaver-Burk grafiginde I; ve I, dogrular ¢izildi ve bu

grafikten yararlanilarak K; degeri ve inhibisyon tipi belirlenmistir.
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Sekil 3.14: Lineweaver-Burk grafigi tizerinde Trichothecium roseum’dan saflastirilan -
glukosidaz enzimine &-glukonolakton inhibit6riiniin farkli konsantrasyonlarinin inhibisyon
etkisi.

Sekil 3.14°deki Lineweaver-Burk grafiginden, o6-glukonolakton inhibitoriiniin T.
roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin, pNPG substrat1 varliginda, yarigmali tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. 5-glukonolaktonun [1;]=0,0089 mM ve [1,]=0,017
mM olarak iki farkli konsantrasyonundaki aktiviteleri olgiilerek ¢izilen grafikten (Sekil

3.14) K; degeri 8,71x10® + 1,92x10olarak hesaplanmustir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda endiistriyel uygulamalarda genellikle mikroorganizma kaynakli enzimler daha
fazla tercih edilmektedir. Calismamizda diinyada genis bir dagilima sahip olan
Trichothecium cinsine ait Trichothecium roseum pB-glukosidaz enzim kaynagi olarak
kullanildi. T. roseum’dan B-glukosidaz enzimi elde etmek igin tarimsal yan iiriin olan
piring kabugunun substrat olarak kullanildigi KSF teknigi uygulandi. Elde edilen f-
glukosidaz enzimi saflastirilarak biyokimyasal, kinetik ve elektroforetik Ozelliklerinin

belirlenmesi saglandi.

B-glukosidaz enziminin saflastirma islemi sirasiyla, Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) yontemlerinin kullanilmasiyla iki asamada
gerceklestirildi. Saflastirilan B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE
elektroforetik yontemleri ile saflig1 ve alt birimlerinin varligi/sayisinin kontrolii saglandi.
T.roseum’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin biyokimyasal 6zelliklerinden en yiiksek
aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerleri ayrica enzimin termal kararliligi belirlendi.
Enzimin kinetik 6zelliklerinin Ky ve Vmax degerleri hesaplandi ve bununla birlikte -
glukosidaz enziminin genel inhibitérleri olan D-(+)-glukoz ve &-glukonolaktonun p-
nitrofenil-p-D glukopirenosit (pNPG) substrati varliginda saflastirilan enzim aktivitesine

olan inhibisyon etkisi belirlendi.

Calismanin ilk basamaginda kati besiyerinde T. roseum’un B-glukosidaz enzimi iiretip
tiretmedigi incelendi. Bunun i¢in T. roseum’um %5’lik Karboksimetil Seliiloz (CMC)
iceren Malt Ekstrakt Agar besiyerine inokiile edilerek inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sliresinin sonunda yapilan hidroliz zon tayini sonucunda T. roseum B-glukosidaz pozitif
olarak degerlendirilip deneylerde kullanilmasina karar verildi. Saroj ve ark. (2018), 15
farkli fungus tiirii ile yaptiklar1 ¢aligmada %1 CMC igeren Czapek Dox Agar besiyerinde
en biiylik hidroliz zon ¢ap1 olusturan tiirleri A. fumigatus JCM 10253 ve A. terreus olarak
bildirmislerdir [124]. Jamroo ve ark. (2015), kaplica suyu, deniz suyu, odun, piring samani
ve inek giibresi gibi farkli kaynaklardan izole ettikleri 8 farkli Aspergillus fumigatus
izolatlarin1 %2 CMC igeren Mendel Bazal Besiyerine inokiile edip inkiibasyondan sonra
hidroliz zon tayini yapmislar ve bu izolatlar arasinda en fazla seliilaz iireticisinin A.
fumigatus’un H2, SW1 ve C1 suslarinin oldugu rapor etmislerdir [125]. Verma ve Verma

(2016), yaptiklar1 ¢alismada CMC igeren Bazal Salt Agar’da gelistirilen 38 test
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fungusundan 15'inin hidroliz zonu olusturdugunu belirlemisler ve biiyiikk zon capinin
Periconia hispidula ve Mucor hiemalis, en kii¢ciik zon ¢apmin Alternaria alternata ve
Cladosporium oxysporum’un olusturdugunu tespit etmislerdir [126]. Sazci ve ark. (1986),
Trichoderma reesei QM9414, Trichoderma harzianum, Trichothecium roseum,
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Penicillium italicum’u %1
CMC igeren Patates Dekstroz Agar’a inokiile etmisler inkiibasyon siiresinin sonrasinda
tim funguslarin hidroliz zonu olusturdugunu ve en biiyiikk hidroliz zon capinin T.

harzianum ve N. crassa’da meydana geldigini belirtmislerdir [94].

Calismamizda kati substrat olarak kullanilan piring kabugu ogiitiiliip 80°C’de 24 saat
kurutulduktan sonra KSF kiiltiir ortaminda fungusun gelisimi ve B-glukosidaz enzimi
tiretiminde etkili olacak parametrelerin (optimum pH ve nemlendirme sivisi, inkiibasyon

sicakligi ve inkiibasyon siiresi) optimizasyonlar1 saglanmistir.

T. roseum’dan B-glukosidaz enzimi, Kati Substrat Fermentasyon (KSF) yontemiyle
substrat olarak 6giitlilmiis piring kabugu kullanilarak elde edildi. Farkli arastirmalarda
KSF ortam1 olarak cesitli substratlar kullanilip B-glukosidaz enzimi iiretildigi rapor
edilmistir. Garcia ve ark. (2015), yaptiklart ¢aligmada, KSF kiiltiir ortami1 olarak bugday
kepegi, soya kepegi, misir kogani, misir sapi, piring kabugu ve seker kamisi kiispesi
substratlarin1  kullanarak Lichtheimi aramosa’dan p-glukosidaz enzimi iretimlerini
karsilastirmislar ve en yiiksek aktiviteyi bugday kepegi substratinin gosterdigini tespit
etmiglerdir. Ayrica bugday kepeginin substrat olarak kullanilmasi ile L. ramosa’dan B-
glukosidaz enziminin en verimli iretildigi nem oram1 %65, pH degeri 5,0, inkiibasyon
sicakligi 35°C ve inkiibasyon siiresi 96 saat olarak belirlemislerdir [127]. Ng ve ark.
(2010), yaptiklart ¢aligmada piring samani, piring kepegi, seker kamisi kiispesi ve o-
seliilozu substrat olarak kullanarak Penicillium citrinum YS40-5’den B-glukosidaz enzimi
elde etmisler ve en yiiksek aktivitenin piring kepeginde verdigini ve optimum kiiltiir
kosullarinin pH 6, 30°C ve % 90 nem igerigi oldugunu rapor etmislerdir [128]. Elyas ve
ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada bugday kepegini substrat olarak kullanarak Aspergillus
SA 58’ den B-glukosidaz enzim iiretimi i¢in optimum pH degerini 5,0, optimum sicaklik
degerini 30°C, optimum inkiibasyon siiresini 6 giin ve nem igerigini %60 olarak
belirtmislerdir [129]. Bhatti ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada piring kabugunu substrat
olarak kullanarak Fusarium solani’den B-glukosidaz enzim iretimi i¢in optimum pH

degerini 5,0, optimum inkiibasyon sliresini 72 saat ve nem igerigini %60 olarak rapor
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etmiglerdir [130]. Leite ve ark. (2008), bugday kepeginin substrat olarak kullanilmasi ile
termofilik fungus olan Thermoascus aurantiacus CBMAI-756 ve mezofilik fungus
Aureobasidium pullulans ER-16’dan B-glukosidaz enzim eldesinde sirasiyla; nem
iceriklerini %60 ve %70, sicaklik degerlerini 50°C ve 28°C olacak sekilde ayarlayarak
optimum inkiibasyon siiresini 72 ve 120 saat olarak tespit etmislerdir [49]. Qian ve ark.
(2012) bugday kepeginin substrat olarak kullanilmasi ile Aspergillus niger AS 3.4309°dan
B-glukosidaz enzim iiretimi i¢in optimum pH degerini 6,0, optimum sicaklik degerini
28°C, optimum inkiibasyon siiresini 72 saat ve nem igerigini % 70 olarak rapor etmislerdir
[131]. Martins ve ark. (2019), bugday kepeginin substrat olarak kullanilmasi ile
Thermomucor indicaeseudaticae’den B-glukosidaz enzim iiretiminde optimum sartlar1 pH
5,0, sicaklik 45°C ve nem igerigi %70, inkiibasyon siiresini 10 giin olarak belirlediklerini
rapor etmislerdir [132]. Fadel (2000), bugday kepeginin substrat olarak kullanilmasi ile
Aspergillus niger F-119’dan B-glukosidaz enzim iiretiminde optimum pH degerini 4,5,
optimum sicaklik degerini 32°C, optimum inkiibasyon siiresini 72 saat ve nem icerigini %
70 olarak belirlemistir [133]. Raza ve ark. (2011), farkli substratlar kullanilarak (gay atig1,
talag, bugday kepegi, bugday samani ve piring samani) Aspergillus niger, Aspergillus
awamori ve Aspergillus oryzae’nin saf ve karigik kiiltiirlerinden B-glukosidaz enzimi
uretimlerini karsilagtirmislar; en yiiksek aktiviteyi bugday kepegi substratinda ve A. oryzae
ve A. niger karigik kiiltiiriiniin gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica bugday kepeginin
substrat olarak kullanilmasi ile A. oryzae ve A. niger karisik kiiltiirinden B-glukosidaz
enziminin 35°C inkiibasyon sicakliginda en verimli iiretildigi pH degeri 5,5 ve inkiibasyon

sliresi 72 saat olarak belirlemiglerdir [134].

Yaptigimiz c¢aligmada ise Ogiitiilmiis piring kabugunun substrat olarak kullanildigi KSF
yontemiyle T.roseum’un en yiiksek B-glukosidaz enzim aktivitesi i¢in gerek duydugu
optimum gelisme kosullar1 nem oran1 %55, nemlendirme sivist pH degeri 8,5 olan
Disodyum Monohidrojen Fosfat tamponu, inkiibasyon sicakligi 30°C ve inkiibasyon siiresi
6 giin olarak belirlenmistir (Sekil 3.1,Sekil 3,2,Sekil 3.3). Belirledigimiz bu degerler
literatiir verileri ile karsilagtirildiginda; diger mikrofunguslara gére T. roseum’un en
yiiksek B-glukosidaz enzim aktivitesi i¢in gerek duydugu optimum pH degerinin daha
yiiksek, optimum inkiibasyon sicakliginin ayni yada ortalamaya yakin degerlerde, optimum

inkiibasyon siiresinin daha uzun oldugu goriilmektedir.
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Calismamizda T.roseum’dan elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz enzimin
Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligi %50-90 olarak tespit edilmis ve Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisinde kullanilmak {izere kismi saflastirilmis enzim kaynagina %50-90
araliginda Amonyum Siilfat tuzu ¢oktiirmesi uygulanarak on saflastirma islemi yapilmistir.
Yapilan farkli aragtirmalarda Peshin ve Mathur (1999), Aspergillus niger 332’den elde
ettikleri B-glukosidaz enziminin Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligini %60-90 olarak rapor
etmislerdir [135]. Fadel (2000), Aspergillus niger F-119’dan elde ettikleri B-glukosidaz
enziminin Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligini %20-40 olarak belirlemistir [133]. Ramani
ve ark. (2012), Penicillium funiculosum NCL1’den elde ettikleri -glukosidaz enziminin
Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligini %20-50 olarak rapor etmislerdir [136]. Ni ve ark.
(2011), Aspergillus niger’den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin Amonyum Siilfat
¢oktiirme araligini %40-80 olarak tespit etmislerdir [137]. Bhatti ve ark. (2013), Fusarium
soloni’den elde ettikleri PB-glukosidaz’a %95 doygunlukta; Gong ve ark. (2014),
Aspergillus niger Au0847’den elde ettikleri B-glukosidaz’a %80 doygunlukta; Narasimha
ve ark. (2016), Aspergillus niger’den elde ettikleri B-glukosidaz enzimine % 90
doygunlukta; Ma ve ark. (2011), Aspergillus glaucus’dan elde ettikleri enzime % 90
doygunlukta Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi uyguladiklarini bildirmiglerdir [122, 130, 138,
141]. Yapilan arastirmalari ile karsilastirildiginda ¢alismamiz T. roseum’dan elde edilen -
glukosidaz enziminin belirlenen Amonyum Siilfat ¢oktiirme araligimin (%50-90) bu

aragtirmalarla benzerlik gdstermedigi ve daha genis bir araliga sahip oldugu goriilmektedir.

Calismamizda T. roseum’dan elde edilen B-glukosidaz enzimi %50-90 araliginda yapilan
Amonyum Siilfat ¢oktiirme islemi sonunda % 40,65 verimle 7,41 kat saflagtirilmistir
(Tablo3.5). Yapilan diger ¢aligmalarda Amonyum Siilfat ¢oktiirmeleri sonunda Peshin ve
Mathur (1999), Aspergillus niger 332°den B-glukosidaz enzimini %40 verimle 3,2 kat;
Gong ve ark. (2014). Aspergillus niger Au0847°den B-glukosidaz enzimini % 89,1 verimle
1,14 Kkat; Ni ve ark. (2011), Aspergillus niger’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini %
79,5 verimle 2,31 kat; Karnchanatat ve ark. (2007), Daldinia eschscholzii’den B-glukosidaz
enzimini % 31,83 verimle 5,32 kat; Narasimha ve ark. (2016), Aspergillus niger’den f-
glukosidaz enzimini % 63,1 verimle 45,1 kat saflagtirdiklarim1 rapor etmislerdir

[101,122,135,137,138].

Yapilan Amonyum Siilfat Coktiirmesi sonuglar literatiir verileri ile karsilastirildiginda

enzim verimi ve saflastirma katsayilarinin birbirlerinden farkli oldugu, bu farkliliklarin
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caligmalarda kullanilan mikroorganizmanin, uygulanan Amonyum Siilfat ¢oktiirme

araliginin ve KSF ortam sartlarinin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda T. roseum’dan elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz enzimine
Amonyum Siilfat Coktiirmesi yontemiyle on saflagtirma islemi yaptiktan sonra Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi yontemiyle saflastirma islemi yapildi. Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi yonteminde Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin jelinin kullanilmasiyla,
T. roseum’dan elde edilen B-glukosidaz enzimi % 27,24 verimle 21,90 kat saflastirilmigtir
(Tablo 3.5). Yapilan farkli c¢aligmalarda; Karnchanatat ve ark. (2007), Daldinia
eschscholzii’den Phenyl Sepharose Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile f-glukosidaz
enzimini % 31,83 verimle 5,32 kat saflagtirdiklarini rapor etmislerdir [101]. Daroit ve ark.
(2008), Monascus purpureus’'den Aseton ¢oktiirmesi, jel filtrasyon kromatografisi ve
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile B-glukosidaz enzimini % 23 verimle 92,0 kat
saflastirdiklarint bildirmislerdir [139]. Rashid ve Siddiqui (1997), Aspergillus niger’den
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile B-glukosidaz enzimini % 39 verimle 15,62 kat
saflastirdiklarini bildirmislerdir [140].

Diger kromatografi yontemleri kullanilarak saflagtirma yapilan caligmalar: Peshin ve
Mathur (1999), Aspergillus niger 332’den Sephadex G-75 kolonuyla jel filtrasyon
kromatografisi kullanilarak B-glukosidaz enzimini %33 verimle 6 kat saflagtirdiklarini
bildirmislerdir [135]. Gong ve ark. (2014), Aspergillus niger Au0847°den DEAE-
Sepharose Fast Flow anyonik degisim kolonu ile B-glukosidaz enzimini % 88,1 verimle
4,47 kat ve Sephacryl S-200HR jel filtrasyon kolonu ile ise % 77,8 verimle 15,8 kat
saflagtirdiklarini rapor etmislerdir [138]. Kaur ve ark. (2007), Melanocarpus sp. MTCC
3922°den DEAE-Sepharose Iyon Degisim Kromatografisi ile p-glukosidaz enzimini
%30,15 verimle 3,03 kat saflastirdiklarin1 belitmisglerdir [142]. Ni ve ark. (2011),
Aspergillus niger’den DEAE-Sepharose kromatografisi -glukosidaz enzimini % 33,28
verimle 29,89 kat saflagtirdiklarint bildirmislerdir [137]. Yang ve ark. (2008),
Paecilomyces thermophila J18’den iyon degistirme kromatografisi ve jel filtrasyonu
teknikleri kullanilarak saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini % 21,7 verimle 105 kat
saflagtirdiklarini belirtmislerdir [143]. Narasimha ve ark. (2016), Aspergillus niger’den B-
glukosidaz enzimini Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ile % 36,1 verimle 86,5

kat saflastirdiklarini rapor etmislerdir [122].

73



Literatiirdeki arastirmalara bakildiginda T. roseum’dan PB-glukosidaz enzim eldesi ve
saflastirilmastyla ile ilgili bir calismaya rastlanmadi. T. roseum’dan elde edilen [-
glukosidaz enziminin saflastirma sonuglari ile literatiirde gecen farkli funguslarla yapilan
caligmalara bakildiginda enzim verimi ve saflastirma katsayilarinin birbirlerinden farkli
oldugu, bu farkliliklarin kullanilan mikroorganizmanin, g¢alismalarin yapildigi ortam
kosullarinin, uygulanan Amonyum Siilfat miktarinin ve kullanilan kromatografik

yontemlerinden kaynaklanabilecegini séylemek miimkiindiir.

Calismamizda piring kabugunun substrat olarak kullanilmasiyla KSF ortaminda T.
roseum’dan optimum kiiltiir kosullarinda elde edilen, Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi yontemleri kullanilarak saflastirilan B-glukosidaz
enziminin safliginin ve alt birimlerinin varligi/sayisinin kontrolii i¢in SDS/NATIVE-PAGE
teknikleri kullanilmistir. Uyguladigimiz elektroforez tekniklerinden SDS-PAGE’ de
yaklasik 38 ve 60 kDa bolgesinde iki bant varligi, NATIVE-PAGE’de ise yaklasik 98 kDa
bolgesinde tek bant varligi belirlenmistir (Sekil 3.6). Peshin ve Mathur (1999), A. niger
332’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini SDS-PAGE ile 64 kDa; Gong ve ark.
(2014), A. niger Au0847’den saflastirdiklart B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ve
NATIVE-PAGE yontemleriyle 110 ve 120 kDa; Ni ve ark. (2011), A. niger’den
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini SDS-PAGE ile 110 kDa; Ramani ve ark. (2012),
Penicillium funiculosum NCL1’den saflastirdiklar: B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ve
NATIVE-PAGE ile 120 kDa; Watanabe ve ark. (1992), A. niger’den saflagtirdiklar1 -
glukosidaz enzimini SDS-PAGE ile 120 kDa; Chirico ve Brown (1987), Trichoderma
reesei QM9414°den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini SDS-PAGE ile 81,6 kDa
molekiil agirhigina sahip oldugunu; Malaghaes ve ark. (2006), Ceriporiopsis
subvermispora’dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini SDS-PAGE ile 110 ve 53 kDa
molekiil agirliginda iki alt {initeye sahip oldugunu; Zanoelo ve ark. (2004), Scytalidum
thermophilum’dan saflastirdiklart B-glukosidaz enzimini SDS-PAGE ile 42 + 3 kDa
molekiil agirhigma sahip oldugunu tespit etmislerdir. Narasimha ve ark. (2016), A.
niger’den saflagtirdiklart B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 95 kDa molekiil
agirhigina sahip oldugunu rapor etmislerdir [122, 135, 136, 137, 138, 144, 145, 146, 147].

Calismamizda T. roseum’dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enziminin en yiiksek

aktivite gosterdigi pH degeri 4,0; en yiiksek sicaklik degeri ise 55°C olarak tespit edilmistir

(Sekil 3.7, Sekil 3.8). Ng ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada Penicillium citrinum Y S40-
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5’den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH degerini 5,0 ve
sicaklik degerini 70°C; Joo ve ark. (2010), P. pinophilum’dan saflastirdiklar1 -glukosidaz
enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH degerini 5,0 ve sicaklik degerini 60°C; Ma ve ark.
(2011), A. glaucus’dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi
pH degerini 3,6 ve sicaklik degerini 60°C; Elshafei ve ark. (2011), A. terreus NRRL
265’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH degerini 5,0
ve sicaklik degerini 60°C; Peshin ve Mathur (1999), A. niger 332’den saflastirilan B-
glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH degerini 5,0 ve sicaklik degerini 50°C;
Gong ve ark. (2014), A. niger Au0847°den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en
yiiksek aktivite verdigi pH degerini 4,6 ve sicaklik degerini 65°C; Watanabe ve ark.
(1992), A. niger’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH
degerini 4,5 ve sicaklik degerini 55°C; Malaghaes ve ark. (2006), Ceriporiopsis
subvermispora’dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH
degerini 3,5 ve sicaklik degerini 60°C; Hidalgo ve ark. (1992), Penicillium
purpurogenum’dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH
degerini 3,5 ve sicaklik degerini 60°C; Lin ve ark. (1999), Thermomyces lanuginosus—
SSBP’den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite verdigi pH degerini
6,0 ve sicaklik degerini 65°C oldugunu rapor etmislerdir [128, 135, 138, 141, 144, 146,
148, 149,150, 151].

Yapilan literatlir arastirmalar1 sonucunda; farkli organizmalardan elde edilerek
saflastirilmis olan B-glukosidaz enzim aktivitesinin en yiiksek aktivite gosterdigi pH
degerleri 3,5-6,0 araliginda oldugu goriilmektedir. Ayni1 sekilde enzim aktivitesinin en
yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degerlerine ait verilere bakildiginda 50-70°C oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuclardan yola ¢ikarak saflastirilan enzimin kaynaginin ve ¢alisma
kosullarindaki farkliliginin biyokimyasal parametreler {izerinde etkili olabilecegini

sOyleyebiliriz.

Calismamizda T. roseum’dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin termal
kararlilig1 incelenmistir. T. roseum’dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin 120
dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda; 45°C’de %71,94 oraninda, 55°C’de 68,27 oraninda,
65°C’de 3,39 oraninda, 75°C’de 0,19 oraninda, 85°C’de ise 40 dakikaya kadar aktivitesini
korudugu tespit edilmistir (Sekil 3.9). Gong ve ark. (2014), A. niger Au0847’den
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saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin termal kararliligi incelediler ve 60°C’de kararli
oldugunu 70°C’de 15 dakika sonunda %50 oraninda aktivitesini korudugu tespit
etmiglerdir [138]. Lin ve ark. (1999), Thermomyces lanuginosus—SSBP’den saflastirdiklari
B-glukosidaz enzimin aktivitesini, 50°C’de 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan
aktivitesini korudugunu, fakat inkiibasyon sicakligi 55°C 'nin lstline ¢iktiginda Snemli
Olclide aktivitesinin azaldigin1 ve 70°C 'de 30 dakikalik bir inkiibasyondan sonra
aktivitesini kaybettigini bildirmislerdir [151]. Elshafei ve ark. (2011), A. terreus NRRL
265’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin termal kararliliklarini incelediklerinde;
50°C’de 2 saatlik inkiibasyonun sonunda enzimin kararliligini korudugunu, 60°C’de 60
dakikalik inkiibasyonun ardindan aktivitesinin %82’sini korudugunu, 70°C’de 5 dakikalik
inkiibasyonun ardindan aktivitesinin %83’linli, 10 ve 15 dakika sonrasinda ise sirasiyla
%33 ve %20’sini korudugunu tespit etmislerdir [149]. Bu sonuglara gére ayni enzimin
farkli sicaklik degerlerinde gosterdigi kararliligin elde edildigi mikroorganizma kaynagina

gore farklilik gosterdigini sOyleyebiliriz.

Calismamizda T. roseum’dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin kinetik
parametreleri incelenmistir. -glukosidaz enzimine 6zgii substrat olan p-nitrofenil-p-D-
glukopiranosite (pNPG) karsi ilgisini gosteren Ky Ve Vmax degerleri hesaplanmistir.
Saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Ky degeri 0,25 MM ve Viax
degeri 1250 EU Kkatalitik etkinliginin Olgiisii olan Vya/Kym orani ise 5000 olarak
hesaplanmistir (Tablo 3.7). Bir enzimin kinetik 6zelliklerinin belirlenmesinde Ky Ve Viax
degerleri 6nemli parametrelerdir. B-glukosidaz enziminin substralara olan ilgisini gosteren
Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesinde, pNPG substratinin farkli konsantrasyonlar
kullanilarak enzim aktivite Olgtimleri yapilmistir. Yapilan aktivite Olgimlerinden
yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi cizilmis ve bu grafikten elde edilen denklem
yardimiyla Ky ve Vyax degerleri hesaplanmistir. Bir enzimin V. degeri enzim
konsantrasyonu sabit tutularak, substrat konsantrasyonuna bagli olarak ulasilan maksimum
hiz noktasi, Ky degeri ise maksimum hizin yarisinin gozlendigi noktadaki substrat
konsantrasyonu ifade etmektedir. Bhatti ve ark. (2013) Fusarium soloni’den saflastirdiklari
B-glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Ky Ve Vinax degerleri sirasiyla; 1 mM ve 55,6
umol min™; Pereira ve ark. (2015) T. indicae-seudaticae N31’den saflastirdiklari p-
glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Ky ve Vmax degerleri sirasiyla; 0,85 mM ve 0,41
mmol/min; Gong ve ark. (2014), A. niger Au0847’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz
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enziminin pNPG substrat1 igin Ky Ve Ve degerlerini sirasiyla; 2,933 mmol/l ve 0,372
mmol.I"; Ramani ve ark. (2012) Penicillium funiculosum NCL1’den saflastirdiklari B-
glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Ky Ve Vmax degerlerini sirasiyla; 0,057 mM ve
1,920 U/mg; Malaghaes ve ark. (2006), Ceriporiopsis subvermispora’dan saflastirdiklari
B-glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Ky ve Vmax degerlerini sirasiyla 3,29 mmol 17
ve 0,113 pmol min™; Zanoelo ve ark. (2004), Scytalidum thermophilum’dan
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substrati igin Ky Ve Vax degerlerini sirasiyla
0,29 + 0,03 mM ve 13,27 + 1,32 U mg protein™™; Narasimha ve ark. (2016), Aspergillus
niger’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substratt i¢in Ky Ve Viax
degerlerini sirastyla; 8,0 mM ve 166 umol/min/mg protein olarak hesaplamislardir [122,
130, 136, 138, 146, 147, 152].

Calismamizda T. roseum’dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG
substratina karsi tespit ettigimiz Ky ve Vinax degerleri, literatiirlerdeki degerlerle farklilik
gostermektedir. Calismamizda elde edilen Ky degeri literatiir sonuglarina gére genellikle
oldukca diisiik, Vimax degeri ise oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Ky degerinin diisiik
olmast substrata ilginin daha fazla oldugunu V. degerinin yiiksek olmasi enzimin
substratt  daha  hizli  parcaladiim1i = gostermektedir.  Literatiirdeki  verilerle
karsilagtirdigimizda ¢alismamizda elde ettigimiz B-glukosidaz enziminin endiistriyel

alanlarda kullanimi1 agisindan daha avantajli oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Calismamizda T. roseum’dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibitorii
olan D-(+)-glukozun pNPG substrat1 varliginda enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu olarak ifade edilen 1Csy degeri ve enzim aktivitesini azaltan inhibisyon tipi
tespit edilerek K; degeri hesaplanmistir. T. roseum’dan elde edilip saflastirilan -
glukosidaz enziminin D-(+)-glukoz inhibitorii igin 1Cso degeri 6,20 mM (Tablo 3.8, Sekil
3.11) ve K; degeri 2,16x10™ + 1,0x10™* (Tablo 3.10, Sekil 3.13) olarak hesaplanarak
kompetitif (yarigmali) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Ramani ve ark.
(2012), Penicillium funiculosum NCL1’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG
substratt ve glukoz inhibitérii varhiginda K; degeri 1,5 mM olarak hesaplayarak [3-
glukosidaz enzimine kars1 glukozun kompetitif tipte inhibisyon etkisi gosterdigini; Lymar
ve ark. (1995), Phanerochaete chrysosporium’dan saflagtirdiklar1 -glukosidaz enziminin
PNPG substrat1 ve glukoz inhibitérii varliginda K; degeri 0,27 mM olarak hesaplayarak 3-

glukosidaz enzimine kars1 glukozun kompetitif tipte inhibisyon etkisi gosterdigini; Hidalgo
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ve ark. (1992), Penicillium purpurogenum’dan saflastirdiklart B-glukosidaz enziminin
PNPG substrati ve glukoz inhibitorii varliginda K degeri 1,4 mM olarak hesaplayarak B-
glukosidaz enzimine kars1 glukozun kompetatif tipte inhibisyonetkisi gosterdigini; Lin ve
ark. (1999), Thermomyces lanuginosus—SSBP’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimin
aktivitesini pNPG substratt ve glukoz inhibitorii varliginda K; degeri 0,55 mM olarak
hesaplayarak p-glukosidaz enzimine karsi glukozun kompetitif tipte inhibisyon etkisi
gosterdigini; Yang ve ark. (2008), Paecilomyces thermophila J18’den saflastirdiklar1 B-
glukosidaz enziminin pNPG substrati ve glukoz inhibitérii varhiginda K; degeri 73 mM
olarak hesaplayarak B-glukosidaz enzimine karsi glukozun kompetitif tipte inhibisyon
etkisi gosterdigini; Elshafei ve ark. (2011), Aspergillus terreus NRRL 265’den
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substrat1 ve glukoz inhibitorii varliginda K;
degeri 13,6 mM olarak hesaplayarak B-glukosidaz enzimine karsi glukozun kompetitif tipte
inhibisyonetkisi gosterdigini tespit etmislerdir [136,143,149,150,151].

Ayrica ¢aligmamizda T. roseum’dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enziminin bir
diger inhibitorii olan 5-glukonolaktonun pNPG substrati varliginda enzim aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisini gosteren 1Csy degeri ve inhibisyon tipi de tespit edilerek K; degeri
hesaplanmigtir. T. roseum’dan elde edilip saflagtirilan p-glukosidaz enziminin 6-
glukonolakton inhibitorii i¢in 1Cso degeri 6,22 mM (Tablo 3.9, Sekik 3.12) ve K; degeri
8,71x10° + 1,92x107 (Tablo 3.11, Sekil 3.14) olarak hesaplanarak yarismali tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Lymar ve ark. (1995), Phanerochaete
chrysosporium’dan  saflagtirdiklar1  B-glukosidaz ~ enziminin  pNPG  substrati  ve
glukonolakton inhibitorii varliginda K; degeri 0,004 mM olarak hesaplayarak -glukosidaz
enzimine kars1 glukonolaktonun kompetitif tipte inhibisyonetkisi gosterdigini; Hidalgo ve
ark (1992), Penicillium purpurogenum’dan saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG
substrat1 ve d-glukonolakton inhibitorii varliginda K degeri 0,067 mM olarak hesaplayarak
B-glukosidaz enzimine karsi &-glukonolakton mixed (karigik) tipte inhibisyon etkisi
gosterdigini; Yang ve ark. (2008), Paecilomyces thermophila J18’den saflagtirdiklar1 B-
glukosidaz enziminin pNPG substrati1 ve §-glukonolakton inhibitorii varliginda K; degeri
0,49 mM olarak hesaplayarak B-glukosidaz enzimine karsi 6-glukonolaktonun kompetitif
tipte inhibisyon etkisi gosterdigini; Elshafei ve ark. (2011), A. terreus NRRL 265’den
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substrati ve &-glukonolakton inhibitorii

varhiginda K; degeri 1,9 mM olarak hesaplayarak B-glukosidaz enzimine karsi o-
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glukonolaktonun kompetitif tipte inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmislerdir
[143,149,150, 153].

Kompetitif (yarismal1) inhibisyonda, inhibitor, enzimin aktif bolgesi i¢in substrat ile yaris
halindedir. Inhibitér enzimin aktif bolgesine baglandiginda reaksiyon gerceklesmez ve
inhibitor aktif yeri bolgedeyken substratin enzime baglanmasini engeller. Kompetitif
inhibisyonda inhibitér madde, enzimin substrata olan ilgisini azaltmaktadir. Inhibitor,
yapisal olarak substrata benzeyen, enzime doniistimlii baglanma 6zelligi gosteren bir
bilesiktir. Kompetitif inhibisyonda, inhibitdr enzime donilisiimlii olarak baglandigindan
yarigma, ortama daha fazla substrat eklenerek substrattan yana gevrilebilir. Ortamda yeterli
substrat bulundugunda inhibitoriin enzime baglanma olasilig1 azalir. T. roseum’dan elde
edilerek saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktif bolgesine baglanabilmek icin pNPG
substratinin ve D-(+)-glukoz ve &-glukonolakton inhibitérlerinin yarig halinde olduklari
ifade edilebilir. Calismamizda elde edilen sonuglar ile literatiirdeki veriler
karsilastirildiginda, D-(+)-glukoz ve &-glukonolakton inhibitérlerinin onceki g¢alismalarda

oldugu gibi kompetitif (yarigmali) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.

Mikroorganizmalardan elde edilen seliilazlar ve bunlardan ¢alismamizin konusunu da
olusturan [B-glukosidaz enzimi biyoteknolojik ozelliklerinden dolayr biytik ilgi
gormektedirler. Mikroorganizma kaynakli B-glukosidaz etanol ve biyoyakit iiretiminde,
kozmetik ve deterjan endiistrilerinde, meyve sularinin stabilizasyonunda, alkol ve alkol
tiirevlerinin eldesinde, igecek, gida ve yem liriinlerinin kalitelerinin arttirilmasi gibi birgok

alanda temel endiistriyel enzim olma yolundadir.

Sonu¢ olarak; oOzellikle tarimsal sanayi atiklarinin  biiylime substratlar1  olarak
degerlendirilmesi sonucu; basta CO, emisyonunun diisiiriilmesi ile ¢evre ve atmosferik
kirliligin  Onlenmesine saglayacagi katkilardan dolayr c¢alismamiz biiylikk Onem
tagimaktadir. Ayrica ¢alismamiz ticari agidan 6nemli enzimler arasinda yerini almis olan -
glukosidaz i¢in mikroorganizma kdkenli yeni enzim kaynaginin ortaya ¢ikarilmasi, uygun
maliyetle iiretimi, saflagtirilmasi ve biyokimyasal ozelliklerinin belirlenmesiyle bilime
oldugu kadar endiistriyel 6l¢eklerde iiretimi ve kullanilmasinin ortaya konmasi bakimindan

da biiylik 6nem tagimaktadir.
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