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Bu ¢aligmada, Trichoderma atroviride NRRL 25150°den elde edilen B-glukosidaz enzimi,
ogiitiilmiis fasulye kabugu kullanilarak Kat1 Substrat Fermentasyonu (KSF) yontemiyle
tiretilmistir. Ardindan elde edilen enzim, iki farkli yontem kullanilarak saflastirilmistir.

[lk asamada Trichoderma atroviride’den KSF ortaminda p-glukosidaz enzimi elde
edilmesi i¢in gereken optimum sartlar belirlenmistir. Optimum ortam sartlari; nemlendirme
stvist olarak Sitrik asit monohidrat tamponu (CsHgO7), pH 5, sicaklik 25°C ve inkiibasyon
stiresi 4 gilindiir.

Saflagtirdigimiz B-glukosidaz’in saflagtirma verimi ve kat sayisi sirasiyla %17,1434 ve
6,7117 kat olarak belirlenmistir. pB-glukosidazin safligi ve alt birim varligi/sayisinin
belirlenmesi i¢cin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel elektroforez metodu
uygulanmis ve enzimin yaklasik olarak 70 kDa ve 60 kDa molekiiler agirliginda iki alt
birime sahip oldugu saptanmistir. Saflastirilan enzimin aktivitesinin tespit edilmesinde p-
nitrofenil-g-D-glukopiranosit (pNPG) kullanilarak enzimin yiiksek aktivite gosterdigi
sicaklik degeri ve pH degerleri sirasiyla 65°C ve pH 3 olarak belirlenmistir. B-glukosidaz
enziminin kinetik parametreleri de calisilmistir. Km ve Vmax degerleri 0,0869 mM ve
434,782 EU olarak hesaplanmigtir. Buna ek olarak, B-glukosidaz enzimine &-
glukonolakton ve D(+)-glukoz inhibitorlerinin pNPG substrati bulunan ortamda karigik
tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. d—glukonolakton inhibitoriiniin Ki ve
ICso degerleri ise sirastyla Ki(1): 0,0712x10° , Ki(2): 0,068x10° ve 8,4214 mM; D(+)-
glukoz inhibitériiniin Kj ve ICso degerleri sirastyla Ki(1): 4,31x1073, Ki(2): 29,45x10° ve
9,7395 mM olarak hesaplanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Trichoderma atroviride, B-glukosidaz, kati substrat
fermentasyonu, saflagtirma, biyokimyasal karakterizasyon
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ABSTRACT

PURIFICATION, DETERMINATION OF BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF B-GLUCOSIDASE FROM Trichoderma atroviride
MSC THESIS
HATICE AYDIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SELMA CELEN YUCETURK )
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. AYSE DILEK AZAZ)
BALIKESIR, JUNE - 2024

In this research, the Beta-glucosidase enzyme from Trichoderma atroviride NRRL 25150
was produced by the Solid State Fermentation (SSF) method utilizing ground bean pods.
Subsequently, the enzyme obtained in this way was then purified using two different
methods.

The first step was the determination of the optimal conditions for the production of (-
glucosidase from Trichoderma atroviride in SSF medium. Citric acid monohydrate buffer
(CsHgO7) as humidifying liquid, pH 5, temperature 25°C and incubation time 4 days were
considered as optimal conditions.

The purification yield and the fold number of the purified B-glucosidase were determined
to be 17.1434 % and 6.7117 fold, respectively. Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide
Gel electrophoresis was used to determine the purity and the presence/number of subunits
of B-glucosidase and it was found that the enzyme has two subunits with molecular weights
of approximately 70 kDa and 60 kDa. The activity of the purified enzyme was evaluated
with the use of p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (pNPG). The temperature and pH at
which the enzyme exhibited high activity were determined to be 65°C and pH 3
respectively. The kinetic properties of B-glucosidase were also investigated. Km and Vmax
were calculated as 0.0869 mM and 434.782 EU, respectively. Furthermore, o-
gluconolactone and D(+)-glucose inhibitors were found to exert mixed inhibition on -
glucosidase enzyme in the absence of pNPG substrate. K;i and ICso of &-gluconolactone
inhibitor were calculated as Ki(1): 0.0712x1073, Ki(2): 0.068x10 and 8.4214 mM; K and
ICso values of D(+)-glucose inhibitor were calculated as Ki(1): 4.31x10°3, Ki(2): 29.45x10°3
and 9.7395 mM, respectively.

KEYWORDS: Trichoderma atroviride, [B-glucosidase, solid state fermentation,
purification, biochemical characterization
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1. Giris
Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve aktivasyon enerjilerinde degisiklige neden
olabilen, etki ettikleri reaksiyondan tiiketilmeden ¢ikabilen, yasamsal faaliyetlerin

gerceklestirilmesinde rol oynayan molekiillerdir [1, 2, 3, 4].

Enzim, Yunanca bir kelime olan “in yeast” (maya icinde) kelimesinden koken alarak 1878
yilinda ilk olarak Wilhelm Kiihne tarafindan kullanilmistir [2, 5, 6]. Cesit kaynaklarda MO
7000’lerde insanlarin farkinda olmadan enzimleri sekerleri alkole fermente etmek igin
kullandiklar1 [6], ayrica MO 2100°de eski Babil Hammurabi Kodeksinde sarap yapiminda
enzimlerin kullanildig1 da rapor edilmistir [7]. Amilaz karisim1 olan diastaz 1833'te Anselme
Payen tarafindan ilk bulunan enzim olup, daha sonra pepsin ve invertaz gibi hidrolitik
enzimler kesfedilmistir [6, 8]. Insanlar; yiyeceklerin bozulmasi, alkol fermentasyonu, peynir
yapimi, yogurt yapimi, siitiin eksimesi ve organik maddelerde meydana gelen degisiklikleri
bilselerde bu degisimlerin kaynagini bilmiyorlardi [5, 7]. Pasteur gergeklestirdigi arastirmalar
sayesinde fermentasyon ve {rlinlerin bozulmasinda canlilarin rol oynadigini yaptigi
aragtirmalar1 ile saptamis ve bunlara “ferment” ismini vererek, bakteriler ve mayalara
‘organize ferment’, tiikiirlik ve mide sivisina ise ‘organize olmayan ferment’ demistir. 1894
yilinda Fischer enzim ve substrat iligskisini anahtar-kilit modeline benzeterek enzimlerin
sadece bir madde ile etkilesime girecek Ozgiilliige sahip olduklarini belirtmistir. Christian
Hanse tarafindan 1870’de buzagi midesinden elde edilen saf peynir mayasi ile peynir
iretiminin gerceklestirilmesi [9], 1897 yilinda Eduard Buchner’in fermentasyon isleminin
hiicre disinda da 6zellesmis bazi molekiiller tarafindan gerceklestirilebildigini rapor etmesinin
ardindan enzimler ile ilgili arastirmalar hiz kazanmis ve yeni enzimler kesfedilmistir [5, 6,
10].

19. yy son yillarinda ve 20. yy baslarinda, enzimlerin ekstraksiyonu, karakterizasyonu ve
ticari kullaniminda 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olsa da enzimlerin kristallestirilmesi ve
katalitik aktivitenin protein molekiilleri ile iliskili oldugu ancak 1920'lerde ortaya konmustur
[2]. James B. Sumner 1926'da iireaz1 kristallestirmis ve protein yapida oldugunu rapor etmistir
[6, 11].



Enzimler, hiicrelerdeki biyokimyasal olaylar1 katalize edebien protein yapida molekiiller
olmakla birlikte hiicre disinda da kullanilabilmektedirler. Enzimlerden bu sekilde
yararlanilmas1 onlarin endiistride ticari olarak kullanilabilmesine olanak saglamigtir.
Gilinimiizde enzimlerden deterjan ve temizlik malzemeleri, antibiyotik iiretimi, yiyecek ve
icecek endiistrisi, biyoyakit iiretimi, ilag sanayi, ekmek ve hamur iiretimi, kagit ve kagit
hamuru iiretimi, tarimsal ilaglarin {iretilmesi ve atik maddelerin dontstiiriilme islemleri basta

olmak iizere 700’1 askin farkl: {iriiniin elde edilmesinde yararlanilmaktadir [2, 12, 13, 14].

2013 yilinda yapilan arastirmalara gore diinya genelinde % 46 karbohidrazlar (seliilazlar), %
28 proteazlar, %7 lipazlar ve %5 ile polimerazlar ve niikleazlar, %14 diger enzimlerin

endiistriyel enzim pazarinda yer aldig1 rapor edilmistir [5].

Enzimlerin endiistriyel olarak kullanilmasi ve maddi getirisindeki artisa bagli olarak tilkeler
arasindaki rekabet de artmaktadir. Kiiresel endiistriyel enzim pazar1 2017 yilinda yaklagik
olarak 6,1 milyar dolar, 2021'de ise 6,4 milyar dolar seviyelerindeyken, 2026'da 8,7 milyar

dolar seviyelerine kadar ulasacagi tahmin edilmektedir [15, 16].

2022 yilindaki arastirma sonuglarina gére enzim pazarinda en fazla gelir elde eden tilkeler
sirastyla ABD, Avrupa, Asya, Giiney Amerika, Orta Dogu ve Afrika olarak rapor edilmistir.
[17].

Enzimler hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli olarak firetilebilsede giiniimiizde %86
oran ile mikrobiyal kaynakli olarak elde edilmektedirler [17]. Yapilan caligmalar ile
giinlimiize kadar yaklasik 200 tanesi mikrobiyal kaynakli olmak iizere 4000 civarinda enzim

kesfedilmis olup bu konudaki ¢alismalar devam etmektedir [12].

1.1 Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

20. yiizyilda ¢ok sayida enzimin kesfedilmesiyle, insanlar ayni enzimleri farkli isimlerle

adlandirmaya baslamis ve bu boylece enzimlerin adlandirilmasinda karigikliklar meydana



gelmistir. Ayrica kesfedilen enzimlerin Katalize ettikleri reaksiyonlarin tam olarak
anlasilmamasi da karisikligi artirmistir. Enzimlerin adlandirilmasindaki karisikligi 6nlemek
icin Uluslaras1 Enzim Komisyonu (EC) 1956 yilinda arastirmalara baslamistir. Buna gore
enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasinda ti¢ kural gegerlidir. Birinci kural; tek
enzimin oldugu reaksiyonlarda enzimin ismine “ase” eki getirilir. ikinci kural; enzimler
spesifik olarak katalizledikleri kimyasal reaksiyona gore adlandirilip smiflandirilir. Ugiincii
kural; enzimler katalizledikleri reaksiyonun ¢esidine goére adlandirilir ve siniflandirilir. Bu
yonteme gore Enzim Komisyonunun olusturdugu kodlar kullanilarak enzimler belirlenir.
Enzimlerin genellikle iki ismi bulunmaktadir. Birinci isim sistematik veya tavsiye edilen,
ikincisi ise genel ismidir. Enzimlerin sistematik ve E.C. kodlarina gore adlandirilmasiyla

birlikte onerilen isimler de karisikliga neden olmadan kullanilmaktadir [18].

Katalizledikleri reaksiyonlara gore enzimler 1961 yilinda Uluslararasi Enzim Komisyonu

tarafindan alt1 sinifa ayrilarak “EC” 6n eki ve dort say1 ile kodlanmislardir.

Birinci say1 enzimin alt1 ana gruptan hangisinin i¢inde yer aldigini,
Ikinci say1 enzimin alt smifini,

Uciincii say1 enzimin alt alt sinifini,

YV V VYV VY

Dordiincii say1 enzimin alt alt sinifindaki seri numarasini belirtmektedir [19].
B-glikosidaz enziminin E.C. kodu 3.2.1.21"dir.

Bu sistemde enzimler katalize ettikleri reaksiyonun mekanizmasina gore alti ana gruba
ayrilmaktadir. Bu alti ana grubu; oksidorediiktaz, transferaz, hidrolaz, liyaz, izomeraz ve

ligazlar olusturmaktadir [18, 20].

Oksidorediiktazlar: Elektronlarin, bir vericiden elektron alicisina transfer edilmesiyle birlikte

oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinin gergeklestirilmesinde gorev alan enzimlerdir [21].
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Sekil 1. 1: Laktat dehidrogenaz enziminin piruvatin L-laktat’a doniistimiinii katalizledigi
reaksiyon [22]

Transferazlar: Fosfat ve amino gibi spesifik grubun bir molekiilden digerine transfer

edilmesinde rol oynayan enzimlerdir [20].

H H
I |
H—0— C—H P—-0— C—H
0 Hekzokinaz 0
OH OH OH OH
Glukoz OH OH

Glukoz-6-fosfat

Sekil 1. 2: Hekzokinaz enziminin glukozun glukoz-6-fosfat’a doniistimiinii katalizledigi
reaksiyon [22]

Hidrolazlar: Su molekiiliiniin kullanilmasi ile ester, eter, peptid ve glikozit baglarinin

hidrolizini gergeklestiren enzimlerdir [20].



Tablo 1. 1: Hidrolaz enzimlerinin etki ettikleri baglar [23]

E.C. Hidrolazlar
3.1 Ester baglarina etki eder.
3.2 Glikozidik baglar1 etki ederler.
E.C.3.2.1.4 seliilazlar bu grup igerisinde yer almaktadir.
3.3 Eter bagin etkiler.
3.4 Peptid baglarini etkileyen enzimlerdir.
3.5 Diger karbon ve nitrojen baglarini hidroliz eder.
3.6 Asit anhidrit baglarina etki eder.
3.7 Karbon-karbon baglarina etki eder.
3.8 Halojeniir baglarina etki eder.
3.9 Fosfor azot baglarini etki eder.
3.10 Kiikiirt azot baglarina etki eder.
3.11 Fosfor karbon baglarina etki eder.
3.12 Kiikiirt kiikiirt baglarina etki eder.
3.13 Karbon kiikiirt baglarina etki eder
CH,0OH CH,OH CH,OH CH,OH
OH
o o o 0
OH OH +H,0 Maltaz OH . OH
o)
OH OH OH OH OH
OH OH OH OH
Maltoz Glukoz Glukoz

Sekil 1. 3: Maltaz enziminin maltozun glikoza doniisiimiinii katalizledigi reaksiyon [22]

Liyazlar: Hidroliz veya oksidasyon reaksiyonlarindan bagka yollarla ¢ift bagin

parcalanmasinda gorev alan enzimlerdir [24].
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| Fumaraz |
H— |@ + H,O M —C—H
COO COO
Fumarat L-malat

Sekil 1. 4: Fumaraz’in Fumaratin L-malat’a doniisiimiinii katalizledigi reaksiyon [22]

Izomerazlar: Molekiildeki yapisal veya geometrik yeniden diizenlemeyi katalizler.
[zomereazlar; rasemaz, epimeraz, izomeraz, tautomeraz, mutaz veya sikloizomeraz gibi farkli

isimler alabilmektedir [18, 21, 24].

tl:oo- C|°°'

H L C L OH Fosfogliseratmutaz . H |c 0 P
| -+
CH,0—P CH,0

2-fosfogliserat

3-fosfogliserat

Sekil 1. 5: Fosfogliseratmutaz enziminin 3-fosfogliseratin 2-fosfogliserata doniisiimiinii
katalizledigi reaksiyon [22]

Ligazlar: Adenozin trifosfat (ATP) molekiiliniin kullanilmasi ile iki molekiiliin birbirine

baglanmasinda gorevli enzimlerdir [18, 24].
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Piruvat |
CO, + C— O+ATP Karboksilaz __ ~__ 0o+ ADpP +P +H*
CH, CH,
Piruvat COO-

Oksaloasetat

Sekil 1. 6: Piruvat karboksilaz enziminin piruvatin oksaloasetata doniigiimiinii katalizledigi
reaksiyon [22]

1.2 Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler; molekiil agirliklar1 10000 ile 1000000 dalton araliginda degisen, tek ya da daha
fazla polipeptitin bir araya gelmesiyle olusan ve ¢ogunlugu protein yapili olan molekiillerdir.
Enzimlerin proteinden olusmayip metal iyonu “kofaktoér” ya da organik bilesik olan kismi
“koenzim”, enzimin proteinden olusan kismi ise “apoenzim” olarak adlandirilir. Apoenzim
reaksiyonun gerceklesmesi igin enzime Ozgillik kazandirirken, kofaktér apoenzimle
etkilesime girerek enzimin katalitik aktivite kazanmasini1 saglamaktadir. Boylece apoenzim ve

koenzim birleserek holoenzim yapisini meydana olusturmaktadir [25].

Kofaktor

Aktif Bolge

Apoenzim

\ v
A G

Holoenzim

Sekil 1. 7: Enzimlerin yapisi [26]



Enzimler, substratlari ile spesifik olarak sahip olduklar1 aktif bolgeler sayesinde etkilesime
girer ve bu etkilesim i¢in enzimde konformasyonel bir degisim meydana gelir. Etkilesim
sonucunda enzim-substrat kompleksi olusur. Reaksiyon gerceklestikten sonra enzim
reaksiyondan tiiketilmeden, reaksiyonun dengesini degistirmeden ¢ikar ve sonugta substrat

enzim araciligiyla {irtine dontstiiriiliir [25].

Substrat 3
: Uriin

Enzim Enzim-Substrat Kompleksi Enzim

Sekil 1. 8: Enzim-substrat kompleksi [27]

1.3 Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Seliiloz, dogada bol miktarda bulunan bir polisakkarittir [28, 29]. Seliiloza tahta, keten,
kenevir, bambu, odun, pamuk, ¢imen ve bitkilerde siklikla rastlamaktayiz. Bundan dolayi
gegmiste insanlar seliilozu 1sinmak, giyinmek ve enerji elde etmek i¢in kullanmislardir [30,

31].

1838’de Anselme Payen bitki biyokiitlesinden elde ettigi materyali seliiloz olarak tanimlamus,
ayni1 zamanda molekiiler formiiliinii (CeOsH10)n olarak belirlemistir [29, 30, 31]. Seliiloz; en
fazla 15000 glikoz molekiiliinden olusan, -1,4-glikozidik baglarla baglanan, dallanmamis ve
dogrusal yapida bir homopolisakkarittir [28, 30, 32]. Seliilloz, bitki hiicre duvarinda
mikrofibriller yapida bulunur [31, 32]. Seliilozun yapisindaki kristal ve amorf bolgelerin
birbirine hidrojen baglar1 ile baglanmasindan dolayr selilloz suda ¢oziinmemektedir.

Seliilozun yapisinda indirgeyici ve indirgeyici olmayan uglar bulunmaktadir [28, 32].
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Sekil 1. 9: Seliilozun yapisi1 [33]

Seliiloz, tek basina bulunabildigi gibi baska polisakkaritler ile birlesik halde karsimiza
cikmaktadir. Lignin ile seliiloz birlikte “hemiseliillozu” olusturmaktir. Sik goriilen seliiloz
tipleri agag, pamuk ve ketende karsimiza g¢ikan seliiloz 1 ve seliiloz I'nin alkali islemle

‘swollen’ sigmis sekli olan seliiloz II’dir [30].

1910 yilinda Ost ve Wilkening tarafindan selillozun glikoza kadar hidrolizinin miimkiin
oldugu rapor edilmistir. Fazla miktarda lignoseliiloz igceren evsel atiklar ¢evre sorunlarina yol
acmaktadir Cevremizde bol miktarda bulunan lignoseliilozik biyokiitlenin seliiloz igerigi %35
ile %50 arasinda farklilik gostemekte olup bu materyallerin geri doniistimlerinin uygun
maliyet ve az enerji gerektiren yontemlerle gergeklestirilmesi son yillarda fazla ilgi
cekmektedir [34, 35, 36, 37].

1.4 Seliilazlarin Yapisi ve Ozellikleri

Seliilazlar seliilloz iceren hammaddeye bir su molekiiliniin eklenmesiyle B-1,4-glikozidik
bagim1 pargalayarak seliilozun oligosakkaritlere (selobiyoz) ve glikoza kadar doniisiimiinii
saglayan hidrolaz enzim grubudur [34, 37, 38, 39]. Seliilazlar biyolojik katalizordiir ve
mikroorganizmalar (bakteri ve matarlar) tarafindan sentezlenebilmektedir. Reaksiyonda
kullanilan substratin ¢esidine ve reaksiyonun sartlarina gore seliilazin katalitik aktivitesi

degiskenlik gosterir [36, 40].

Seliilaz enziminin seliilozun hidrolizini tam anlamiyla gergeklestirilebilmesi igin ii¢ farkl
enzimin sinerjik calismasi gerekmektedir. Bu seliilaz enzim sistemindeki enzimler;
endoglukanaz (endo-1,4-$-glukanaz, EC 3.2.1.4), ekzoglukanaz (ekzo-1,4-f-glukanaz, EC
3.2.1.91) ve B-glukosidazlar (1,4-p-glukosidaz, EC 3.2.1.21) olarak adlandirilmaktadir [34,
39, 40, 41].
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Sekil 1. 10: Seloluzun enzimatik hidrolizi [42]

1.4.1 Endoglukanaz

Endoglukanaz, seliilaz enzim sistemin bir parcasidir. Enzim Komisyonu tarafindan kodu EC
3.2.1.4 olarak bildirilmistir. 1,4-5-D-glukan-4-glukanohidrolaz, endo-$-1,4-glukanaz veya
karboksimetil seliilaz gibi isimler almaktadir [34, 37]. Glikozit hidrolaz familyasina ait olup
[36], seliilozik hammaddenin amorf bolgelerinde bulunan B-1,4 glikosidik baglarindan
gelisigiizel kesimler yaparak farkli uzunlukla oligosakkaritler olusturmaktadir. Buna ek olarak
endoglukanazlar, hem indirgeyici hem de indirgeyici olmayan zincir uglar1 meydana getirirler
[32, 34, 36]. Endoglukanazlar hem kristalli hem de amorf seliiloza kars1 aktivite gosterirler
[34, 35].

1.4.2 Ekzoglukanaz

Ekzoglukanazlar seliilaz enzim sistemin diger bir parcasidir. Enzim komisyonu tarafindan
kodu E.C 3.2.1.91 olarak bildirilmistir [4]. Sellobiohidrolaz veya Ekzo-f-1,4-D-glukan-4-
sellobiyohidrolaz olarak da adlandirilir [34, 36]. Ekzoglukanazlar da [5-7, 48] Glikozit
hidrolaz familyasina aittir [36]. Ekzoglukanazlar, seliilozik biyokiitlenin (oligosakkaritler)
indirgeyici ve indirgeyici olmayan zincir uglarinaki B-1,4 glikosidik baglarindan kesimler
yaparak ¢oziilebilir selobiyoz birimlerini meydana getirirler [4, 32, 34, 36, 37]. Ayn1 zamanda
ekzoglukanazlar seliilozun indirgeyici olmayan uglarindan glikoz monomerini meydana
getirirler [4]. Ekzoglukanazlar amorf ve kristalin seliilloza karsi aktivite gosterirken,

karboksimetil seliiloza kars1 aktivite gostermezler [35] .
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1.4.3 Beta-glukosidaz

B-glukosidaz seloluzun hidrolizinin son asamasinda gorev almaktadir. Enzim komisyonu
tarafindan kodu ( E.C.3.2.1.21) olarak belirlenmistir [32, 34]. B-1,4-glukosidaz veya selobiaz
olarak da isimlendirilirler [34, 36]. Glikozit hidrolaz [5-7, 48] familyasina ait olup
endoglukanazlar tarafindan meydana getirilen disakkaritler, oligosakkaritler, alkil, aril B-D-
glukozitler ve selobiyozun indirgeyici olmayan zincir uglarindan B-1,4 glikosidik bagin
hidrolizi ile B-D-glikozu ag¢iga ¢ikarirlar [32, 34, 36, 37]. B-glukosidaz, selobiyozun inhibe

olmasini engelleyerek diger seliilaz enzimlerinin islevini arttirir [43].

1.5 Seliilazlarin Kullanim Alanlar

Cesitli endiistrilerde enzimlerin kullanilmasi; maaliyeti azaltir, daha elveriglidir, enerji
tasarrufu saglar, olusan tirlin miktar1 fazladir ve daha cevrecidir [34, 37]. Seliilaz enzimi,
tarimsal atik olan lignoseliilozik biyokiitlenin doniisiimiinii saglayabilir ve basit seker,
biyoyakit, etil alkol, tek hiicreli proteinler, organik asitler, biyoaktif bilesikler ve baska
kimyasallar gibi ticari degeri fazla olan son iirinlerin elde edilmesinde kullanilirlar [32, 35,

36, 37, 44].

Seliilaz enziminin endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalari yirminci yiizyilda baslamistir
[32, 34, 37]. 2019°da diinyadaki selillaz enzim pazari 1500 milyon dolar civarindayken,
2024’te 2320 milyon dolara ve daha sonraki yillarda %7-10 arasinda biiylime gostermesi
beklenmektedir. Seliilazlarin ¢esitli endiistrilerdeki kiiresel pazari incelendiginde %30'unu
hayvan yemi endistrisi, %26’sm1 gida endistrisi ve %]14'linii tekstil endiistrisi
olusturmaktadir. Seliilazlarin ila¢ ve biyoteknolojik alanlarda kullaniminin 2024 yilindan

sonra daha da artmasi beklenmektedir [37].

Endiistride kullanilan enzimlerin %85'ini seliilazlarin i¢inde yer aldigi grup olan hidrolazlarn
olusturdugu bilinmektedir [4]. Seliilaz enzimi deterjan endiistrisi, gida endiistrisi, hayvan
yemi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi, atik kagittan miirekkebin uzaklastirilmasi, ilag sanayi,
pamuk isleme, tarim endiistrisi ve biyoyakit {iretimi gibi cesitli endiistrilerde son yillarda en

cok tercih edilen enzimler arasinda iigiincii sirada yer almaktadir [32, 34, 35, 37, 39, 40, 43].
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1.5.1 Sarap Endiistrisi

Seliilaz B-glukanaz, hemiseliilaz ve pektinazlarin birlikte sarap iiretiminde kullanilmasi
ekstrakte edilen sarabin renginin, berrakliginin, kalitesinin, kivaminin dayanikliliginin ve
filtrasyonunun iyilestirilmesini saglamaktadir [44, 45]. Galante ve ark. seliilaz, ksilanaz ve
pektinaz enzimlerinin birlikte kullanilmasiyla sarap tiretimi agsamalarinin kolaylastirildigini ve
bu yontem ile enerji tasarrufu saglanabilecegini bildirmislerdir [46]. B-glukosidaz enzimi de

sarabin aroma Ozelliklerini iyilestirmekte kullanilmaktadir [37].

1.5.2 Gida Endiistrisi

Gida endiistrisinde meyvelerin piire haline getirilmesi ve meyve suyunun bozulmadan uzun
slire depolanmas1 6nemli bir problemdir [47]. Bu endiistride maserasyon enzimleri olarak
pektinaz, ksilanaz, hemiseliilaz ve seliilaz birlikte kullanilanilmaktadir [37, 42, 44]. Bu
enzimlerin kullanilmas1 meyve suyunun berraklastirilmasi, ekstraksiyonun daha iyi olmasi ve
meyve suyu iretim siirecinin gelistirilmesi, viskozitesinin diisliriilmesi, aromasinin
iyilestirilmesi, daha verimli elde edilmesi, meyve suyunun rengindeki degisimin azalmasi,
tadinin bozulmadan kalmasi, filtre edilme siiresinin kolaylasmasi ve uguculugunun
iyilestirilmesini saglamaktadir [34, 37, 44]. Buna ek olarak bazi meyve ve sebzelerin
kokusunun ve uguculugunun iyilestirilmesi, P-glukosidaz ve pektinaz enzimlerinin

kombinasyonu ile saglanabilmektedir [47].

Chandrasekharan (2012), hamur yapiminda kullanilan undaki seliilozik hammaddelerin
ayrigtirtlmasi i¢in A. niger, T. reesi ve H. insolens funguslarinin seliilazlarinin kullanildigini
rapor etmistir [48]. Sajith ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada turunggillerdeki aromanin
iyilestirilmesi ve aciligin azaltilmasinda seliillaz enziminin diger enzimlerle kombinasyonu
kullanmislar [49], Hai ve ark. (2016), ise ¢ay yapraklarinda bulunan polifenollerin ekstrakte

edilmesinde seliilaz enzimi kullanilmasini 6nermislerdir [50].

1.5.3 Zeytinyag Ekstraksiyonu

Zeytinyaginin bilesiminde yag asitleri, E vitamini, antioksidanlar ve cesitli bilesikler
bulundugundan zeytinyag faydali bir gida maddesi olarak kabul gérmektedir. Zeytinyaginin
ekstraksiyonu seliilazlar ile yapilabilmektedir [44]. Sharma ve Yazdani (2016) zeytinyagi
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ekstraksiyonunda pektinaz ve seliilaz enziminin birlikte kullanilmasi ile daha nitelikli ve
verimli bir zeytinyag1 ekstraksiyonu elde edildigini belirtmiglerdir [51]. Ayrica seliilazlarin da
icinde yeraldigi maserasyon enzimlerinin zeytinyaginda aci tat olusumunu azalttigi, nitelikli
zeytinyag1 elde edilmesini sagladigi, zeytinyaginin bozulma riskini azalttigi, zeytin ezmesinin

akiskanligini diistirdiigii ve antioksidan seviyelerini yiikselttigi de belirtilmektedir [42, 52].

1.5.4 Karotenoid Ekstraksiyonu

Karotenoidler, bitkilerin renginin kirmizi-sar1 renkli olmasini saglayan renk maddesidir [52,
53]. Portakal kabugu, tatli patates ve havucun hiicre duvarinin pargalanmasi ile hem
kloroplastlarda hem de hiicre sivilarinda yer alan karotenoidlerin ekstraktsiyonu, pektinaz ve
seliilaz enzimleri ile yapilabilmektedir [52]. Neagu ve arkadaslarmin 2014 yilindaki
arastirmasinda seliilazin domatesten karotenoidlerin elde edilmesine katki sagladigi rapor
edilmistir [54]. Buna ek olarak seliillaz enzimi bitkilerden biyoaktif maddelerin elde
edilmesinde de kullanilabilmektedir [44].

1.5.5 Flavonoid Ekstraksiyonu

Ikincil metabolit olan flavonoidler, hem bitkilerde hemde bazi iceceklerde karsimiza
cikmaktadir. Flavonoidler; antikanser, antioksidan, antimutajenik, yaslanma karsiti ve anti-
inflamatuar ozellikleri bulunmasi sebebiyle ilag sektoriinde ve kozmetik alaninda tercih

edilmektedir. Flavonoidlerin elde edilmesinde seliilaz enziminden yararlanilabilmektedir [53].

1.5.6 Tekstil Endiistrisi

Tekstil endiistrisi kirlilige, asirt su ve enerji tiketimine neden olmaktadir. Tekstil
endiistrisinin neden oldugu bu zararlarin azaltilmasi i¢in enzimlerden yararlanilabilmektedir
[37, 44]. Tekstil endiistrisinde geleneksel yontemlerde kotun soluk renginin ve dokusunun
olusturulmasi i¢in ponza tas1 kullanilmaktayken son yillarda bu islem i¢in seliilazlarin da
kullanildig1 “biyotaslama” adi verilen yontem tercih edilmektedir [39, 44]. Ayrica tekstil
endiistrisinde  pamuklarin  yumusatilmasi, kumaglarin ~ 6zelliklerinin  iyilestirilmesi,
biyoparlatma gibi siireglerde de seliilazlardan yararlanilmaktadir [44, 47]. Belghith ve ark.
(2001), tarafindan yapilan arastirmada Penicillium occitanis Pol6’den elde edilen seliilazlar

kot giysilerin biyotaslama islemi i¢in kullanilirken [55], Galante ve ark. (1998), tarafindan
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Humicola insolens'ten nétr seliilazlar ve asidik Trichoderma reesei'den asidik seliilazlar elde
edilerek kot giysilerinin yipranma ve tekrar lekelenme Ozellikleri incelenmistir [46].
Humicola insolens’den elde edilen seliilazlar; kumasin fibrillerinin giderilmesi, daha piiriizsiiz
kumas yiizeyi elde edilmesi, liflerin renginin ayarlanmasi ve kumasin dokusunun diizeltilmesi
icin kullanilmaktadir [39]. Seliilaz ve endoglukanazlar kumasin goriinimiinii, yapisini,
priizstizliigiinii, rengini ve 1siltistn1 daha iyi bir forma getirmek igin “biyo-parlatma”

islemlerinde de kullanilmaktadir [37].

Liyosel, saf seliilozik bir elyaftir. Liyosel kumaslarin fibrillerinin giderilmesinde asit

seliilazlarin kullanilmas1 tercih edilirken, farkli liyosel giysiler i¢cin nétr seliilazlar tercih

edilmektedir [47].

1.5.7 Deterjan Endiistrisi

Deterjanlarin ucuz olmasi, giysileri iyi yikamasi ve enerji tasarrufu saglamasi deterjan
endiistrisinde 6nemlidir. Bu sebeple son zamanlarda yikama tozlar1 ve sivi deterjanlardaki
zararli fosfat ve silikatlarin yerini enzimler almaktadir. Deterjan endiistrisinde seliilaz, lipaz,
proteaz ve amilaz enzimlerinin kombinasyonlari kirli ¢amasirlarin yikama verimi artirmak

icin kullanilmaktadir [37].

Seliilazlar, mikrofibrillerin yapisini bozarak ¢amasgirlarin sertliginin giderilmesi ve fibriller
arasinda kalan kir-lekelerin rahatlikla yok edilmesini saglamaktadir [37, 47]. Seliilaz
cesitlerinden EG III ve CBH I, ¢amasirlarin yikanmasinda kullanilabilmektedir. Deterjan
endiistrisinde, Trichoderma reesei fungusunun EG Il enziminin kullanilabildigi rapor
edilmistir [39]. Deterjan ve yikama tozlarina ilave edilen Humicola insolens ve Humicola
griseathermoidea’nin seliilazlar1 hafif alkali (pH 8,5-9,0) ve 50°C'nin istiindeki sicaklik
sartlarinda aktive olmaktadir [39, 47]. Sogukta aktive olan seliilazlarin yikama tozlarinda
kullanilmas1 giysilerin daha iyi temizlenmesini, su ve enerji tiiketiminin azalmasini
saglamaktadir. Seliilaz enzimi ihtiva eden yikama tozlari kumaslarin goriiniimiinii korur ve

buna ek olarak yiinlii kumaslarin tiiylenmesini engeller [37].
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1.5.8 Hayvan Yemi

Hayvan yemi endistrisinde kullanilan enzimler seliilaz, hemiseliilaz ve pektinazlardir [37].
Bu enzimler hayvan yemlerinin besin igeriginin zenginlestirilmesi, yemin &zelliginin
iyilestirilmesi, siit {iretiminin artiritlmasi, hayvanlarin agirliginin artirilmasi ve bu yemlerle

beslenen hayvanlarin yemden daha iyi yararlanabilmesini saglamaktadir [37, 39, 47].

1.5.9 Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisi

Seliilazlar, bu endiistriside kagittan miirekkep ve tonerlerin uzaklastirilmast ve kagit
hamurunun biyokimyasal 6zelliklerinin diizenlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Mukavvalarin
olusturulmasinda ve kagit pecete yapiminda seliilaz enzimlerinden yararlanilmaktadir [39].
Bunlara ek olarak kagit hamurunun aritilmasi, meydana getirilmesi, susuzlastirilmasi, daha
parlak bir goriiniim elde edilmesi, agartma ve siiziilme islemlerinde seliilaz enzimlerinden

faydalanilmaktadir [44].

Seliilazlarin hemiseliilazlar ile kombinasyonlar1 elyaftan atik miirekkebin ¢ikarilmasi
islemlerinde, biyomekanik olarak pulp elde edilmesinde, kagidin saglamliginin
ayarlanmasinda, kagit imalathanelerinin drenaj ve dretim verimini artirmak igin
kullanilmaktadir [39, 47]. Yine hemiseliillaz ve seliilaz birlikte elyaflarin yapisinin uygun
sekile getirilmesinde kullanilmaktadir. Trichoderma'dan elde edilen Pergalase A40
hemiseliilaz ve seliilaz enzimleri ahsap igerikli baski kagitlarmin elde edilmesinde

kullanilmaktadir [47].

Seliilaz enzimi kagit hamurunun goriiniimiiniin 1iyilestirilmesi, ksilanaz enzimi ise kagit
hamurununu daha dayanikli forma getirilmesinde kullanilmaktadir [47]. Pathak ve ark.
(2014), yaptiklar1 arastirmada Trichoderma harzianum'dan, Chutani ve Sharma (2016),
tarafindan gergeklestirilen arastirmada ise Trichoderma longibrachiatum MDU’dan elde
edilen seliilaz ve ksilanazlar kullanilarak kagittan miirekkebin uzaklastirilmasi saglanmistir

[56, 57].
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1.5.10 Tarim Endiistrisi

Seliilazlar, hemiseliilaz ve pektinaz tarim endiistrisinde ¢esitli amagclarla kullanilmaktadir [47,
53]. Seliilaz, pektinaz ve seliilazlarin karigimlari bitki patojenlerinin hiicre ¢eperinin yapisini
bozarak bitkilerde olusan hastaliklar1 Onleyebilmesinin bu enzimler araciligiyla bitkinin

yetismesi, gelismesi ve biiylimesine bagli olarak elde edilen iiriin verimi de artirilmaktadir

[37, 47, 53].

Bitki ve funguslarin protoplastlariin elde edilmesinde selillaz ve hemiseliilazlarin
birlesimlerinden yararlanilmaktadir. Trichoderma ve Penicillium funguslarindan elde edilen
seliilazlar, bitki ve mantar protoplastlarinin olusturulmasinda kullanilmaktadir [47]. Brown
ve ark. (1986), tarafindan yapilan ¢aligmada Penicillium'un yabani ve mutant suslarindan

protoplastlarin elde edilmesi igin ticari seliilazlar kullanilmistir [58].

Tarim endiistrisinde seliilaz enziminin topragin zenginlestirilmesi icin giibre olarak

kullanilmasi ile asir1 giibre kullanimi da azaltilmistir [37, 53].

1.5.11 Biyoyakit Endiistrisi

Son zamanlarda insanlar, fosil yakitlarin tilkkenmesi ve zararh etkilerinden dolay: yenilenebilir
ve g¢evreci olan biyoyakit kaynaklarmin kullanilmasina yonelmislerdir [37, 39].
Lignoseliillozik hammaddenin biyoyakit gibi degerli son iiriinlere biyodoniistiiriilmesi i¢in
kademeli bir iglem gerekmektedir [37]. Biyodoniistirme islemi On-aritma, hidroliz
reaksiyonlar1 ve fermentasyondan olusmaktadir [44]. Lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanole

dontstiiriilmesinde hemiseliilaz ve seliilaz enzimleri kullanilmaktadir [39].

1.5.12 Hastahklarin Tedavisi

Sindirim sistemi bozuklugu kaynakli bagirsaklarin tikanmasi ile olusan Fitobezoar hastaligi,
gozlerde meydana gelen Keratit hastaligi ve Acanthamoeba amibinin neden oldugu beyinde
goriilen Graniilomatéz Amipli Ensefalit hastaliginin iyilestirilmesinde seliilaz enzimlerinden
yararlanilmaktadir. Ayrica seliilazlar, patojenlerin hiicre membraninin bozulmasini saglayarak

hastaliklar ile miicadele edilmesinde kullanilmaktadir [53].
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1.5.13 B-glukosidaz Enziminin Kullamldigi Alanlar

B-glukosidaz enzimi tekstil, kagit ve kagit hamuru, petrol iiretimi, geri doniisiim, gida
endiistrisi, biyoyakit iiretimi, saglik, tarim ve hayvan yemi gibi ¢esitli endiistrilerde
kullanilmaktadir [43, 59]. Tekstil endiistrisinde giysilerin liretim siire¢lerinde, petroliin {iretim
asamasinda ve kagit endiistrisinde kagidin {iretimi i¢in rafine edilmesinde B-glukosidaz’dan

yararlanilmaktadir [43].

B-glukosidaz enzimi siralarda, sarap endiistrisinde ve meyve sularinda aromatik bilesiklerin
aciga cikarilmasinda kullanilmaktadir [43, 60]. Sarap endiistrisinde, iiziimiin igerisindeki
aroma veren monoterpenler (geraniol, nerol, terpineol ve linalol oksit ve linaool) agiga
cikarilarak sarap tadmnin iyilestirilmesi i¢in B-glukosidaz enzimi kullanilmaktadir [60, 61, 62].
Gonzalez-Pombo ve ark. (2011), yaptiklart arastirmada beyaz Muskat sarabinin tadinin
iyilestirilmesi  i¢in  Issatchenkia  terricola  P-glukosidaz’in1  immobilize  edilerek
kullanilmiglardir [63]. Oenococcus oeni ATCC BAA-1163'nin B-glukosidazi ise Muskat
sarabindaki aromatik bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmistir [63]. Gonz'alez-Pombo
ve arkadaslar1 2014 yilinda gergeklestirdikleri bir ¢alismada ise Aspergillus nijer’den elde
ettikleri a-arabinosidaz, a-ramnosidaz ve B-glukosidaz gibi enzimlerini immobilize ettikten
sonra Muscat sarabinin lezzetini artirmak i¢in bu enzimleri kullanilarak monoterpenleri elde
etmislerdir [61].

Meyve sularinin aciliginin azaltilmasi igin B-glukosidaz enzimi ilave edilerek naringin (4,5,7-
trihidroksi flavanon-7- ramnoglukozid) bilesigi agiga ¢ikarilmaktadir [60, 61]. Krisch ve ark.
(2010), tarafindan yapilan ¢alismada gay iiretiminde B-glukosidaz enziminin kullanilmasi ile
caydaki ucucu yag oranmin arttii rapor edilmistir [64]. Schroder ve ark. (2014), B-
glukosidazlarin kullanilmasi ile meyve sularmin ve fermentasyon {iriinlerinin aromasinin

artirilmasi ve ayrica meyve sularinin viskositesinin azaltilmasinin sagladigini bildirmislerdir.

[65].

Antiinflamatuar, antikanser, antialerjik ve antioksidan ozelliklere sahip olmasi nedeniyle
izoflavon, flavonlar, flavonoid ve flavonon gibi fenolik bilesiklerin hem ila¢ hem de gida
sektoriinde kullanilmalarina yonelik arastirmalar ilgi gérmektedir [61, 62]. Ancak bu fenolik

bilesikler cogunlukla bagirsaklardan emilimi kisitlayan glikozit formda bulunmaktadirlar. Bu
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sebeple soya iceren gidalardaki glikozit formdaki (daidzein, genistin ve glisitin) inaktif
izoflavonlari, aktif izoflavon olan aglikon formuna doniistiirmek i¢in B-glukosidaz enzimi
kullanilmaktadir [60, 61, 62]. Opassiri ve ark. (2004), B-glukosidaz ile piringte bulunan
piridoksininin (B6 vitamini) elde edilmesine yonelik ¢alisma yapmuslardir [66]. Marazza ve
ark. (2009), tarafindan yapilan arastirmada soya siitiiniin Lactobacillus susunun tirettigi -
glukosidaz enzimi ile muamelesi sonucunda aglikon miktarinin arttig1 rapor edilmistir [67].
Liu ve ark. (2012), lignoseliilozik biyokiitleye Aspergillus fumigatus Z5’tan iretilen (-
glukosidazin ilavesinin fenolik bilesiklerin elde edilmesini artirdigini bildirmislerdir [68].
Hati ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada, Lactobacillus rhamnosus’tan elde edilen f-
glukosidaz enziminin kullanilmasi ile yiiksek miktarda izoflavon igeren soyal iiriinler elde

edilmislerdir [69].

Manyok, siyanojenik glikozitlerden lotaustralin ve linamarini i¢eren ve insan sagligini
etkileyen bitki tiiriidiir [61]. Bu bitkinin insan saghigma etkisine azaltmak igin siyanojenik
glikozitlerin hidrolizinde rol oynayan eckzojen linamaraz ve p-glukosidaz enzimleri
kullanilmaktadir [61, 62].

Laktoz sekerinin pargalanmasinda rol oynayan -D-galaktosidaz enzimini kodlayan gendeki
hasar nedeniyle pek ¢ok insan laktoz intoleransiyla miicadele etmek zorunda kalmaktadir. Bu
durumu 6nlemek amaciyla laktoz igermeyen siit liretiminde p-glukosidaz ya da p-galaktosidaz

enzimlerinin kullanilmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir [61].

B-glukosidaz enzimi kozmetikte cilt tonunun beyazlastirilmasinda kullanilmaktadir. Arbutin,
hidrokinon ve B-glukosidaz enzimi kullanilmasiyla ciltteki pigmentlerin ortadan kaldirilarak
cilt renginin beyazlastirilmas1 saglanmaktadir. Park ve ark. (2001), tarafindan yapilan

caligmada arbutin ve glikozidaz kullanilarak cilt tonunun beyazlastirilmas: saglanmis ve

KR100923141B1 patentli iiriin elde edilmistir [61].

Insanlarda Gaucher hastaligi B-glukosidaz enzimininin glukozil seramidlerin hidrolizini

gergeklestirememesi ya da eksikligi nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir [62]. Bir¢ok endiistride
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kullanilan ve antimikrobiyal ajan olan alkil glikozitlerin biyosentezlemesinde [-glukosidaz

enziminden faydalanilmaktadir [60, 62].

Biyoetanol iretilmesinde B-glukosidaz enziminden yararlanilmaktadir [62]. Liu ve ark.
(2012), Clavispora sp. elde ettikleri B-glukosidazin ksilozla ekstrakte edilmis misir kogani
kalintisin1 kullanilarak etanol tirettigini rapor etmislerdir [70]. Vervoort ve ark. (2016),
yaptiklar1 arastirmada Brettanomyces anomalus'tan elde edilen B-glukosidaz’in orman
meyveli siit ve kiraz biralarinda kullanilmasiyla metil salisilat, linalool, benzil alkol ve 6jenol

tiretiminin arttigini rapor etmislerdir [71].

Atik  kagittan miirekkebin aynistirilmasinda  kullanilan kimyasallar nedeniyle kagit
ozelliklerini kaybetmekte ve aym1 zamanda bu kimyasallar g¢evre sorunlarina da yol
acmaktadir. Bu endistrideki sorunlarin giderilmesi i¢in seliilaz, B-glukosidaz ve hemiseliilaz

enzim preparatlart kullanilmaktadir [62].

Hayvanlarin besinleri sindirimini kolaylastirmak i¢in hayvan yemlerine B-glukosidaz
enziminin ilave edilmesiyle B-glukosidaz enziminden hayvan yemi endistrisinde de
faydalanilmaktadir [60].

1.5.14 Seliilaz Ureten Organizmalar

Seliilotik enzimleri iiretebilen mikroorganizmalar; bakteriler, aktinomisetler, protozoalar ve
funguslardir [4, 32, 34, 39, 41, 42]. Bakterilerin seliilazlar1 yapisal olarak karmasiktir.
Funguslar ise hifleri sayesinde besinlere daha iyi ulagabilmekte ve bdylece fazla miktarda
ekstraseliiler seliilaz tiretimini gergeklestirmektedir. Bu sebeple seliilazlarin elde edilmesinde

genellikle funguslar tercih edilmektedir [41, 42].

Humicola, Trichoderma, Penicillium ve Aspergillus cinlerine ait tiirleri Seliilaz enzimini
tiretmektedirler [39, 42]. Seliillaz enzimi elde edilmesinde genellikle Trichoderma reesei
tercih edilmektedir [42]. Endiistride ise seliilaz enziminin {iretiminde yaygin olarak

Trichoderma reesei ve Trichoderma viride funguslar1 tercih edilmektedir [35]. Seliilotik
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enzimleri en iyi lireten mikroorganizmalarin kesfedilmesine yonelik ¢alismalar artarak devam
etmektedir [34, 39].

1.6 Trichoderma Genel Ozellikleri
Trichoderma ilk kez Persoon tarafindan 1794’de saptanmis ve daha sonra 20.yy basinda
Thakur ve Norris Trichoderma’nin izolasyonunu gerceklestirmislerdir [42, 72]. Waghunde ve

ark. (2016), Trichoderma cinsine ait yaklasik 10000 tiiriin oldugu rapor etmislerdir [42, 73].

1.6.1 Trichoderma atroviride’nin Smiflandirilmasi
Index Fungoroum veritabanina gére Hypocrea i¢in 471 adet Trichoderma tiirii bildirilmistir
[72]. Index Fungorum ve Uluslararasi Biyoteknoloji Bilgi Merkezine (NCBI) gore

Trichoderma atroviride 'nin siniflandirmast:

Alem: Fungqi
Sube: Ascomycota

Alt Sube: Pezizomycotina

Simif; Sordariomycetes

Alt Simif: Hypocreomycetidae

Takim: Hypocreales

Aile: Hypocreaceae

Cins: Trichoderma

Tiir: Trichoderma atroviride [74, 75].
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/5125
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/5129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/5543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/taxonomy/63577

1.6.2 Trichoderma’min Karakteristik Ozellikleri

Trichoderma, 3-5 giinde hizla gelisen fungus cinsidir [41, 42, 72]. Trichoderma spp. toprak,
caywr, orman, su ve nemli ortamlarda bulunur [41, 42, 73]. Trichoderma; anomorfik ve
filamentlidir [73]. Sahip olduklar1 ugucu 6-pentil-a-piron’dan dolay1 hindistancevizi kokusu
aci1ga ¢ikmaktadir [42]. Trichoderma nin kolonileri sismis durumda seffaf renkli, daha sonra
yesil, kirmizi ve sar1 renkli olabilmektedir [41, 42, 72]. Koloninin tersi beyazimsi sari, agik
ten rengi sar1 ya da soluk turuncu renklidir [42]. Besiyerindeki ayn1 merkeze sahip koyu yesil
halkalar1 ayirt edici 6zelligidir [42, 73]. Konidioforlari; diiz ya da dalgali, tekrar dallanip
kivrilarak diizensiz yapilar olusturabilir ve ¢cogunlukla simetrik olmayan silindir ya da sise
seklinde yar1 kiiremsi fiyalidleri kiimeler olusturur [42, 72, 73]. Konidiyumlar1 genellikle

yesil renkli olup fiyalidlerin terminalinde yar1 saydam (hiyalin) kiimeler olustururlar [42, 73].

Trichoderma cinsi tiirleri seliilaz, ksilanaz ve glukanazlar gibi seliilolitik ve hemiseliilolitik
enzimler iiretebildiklerinden seliiloz gibi farkli substratlari kullanabilme 6zelligine sahiptirler.
Ayrica antibiyotik lretebilmesi, tarimda biyolojik kontrol ajani olarak rol oynamasi ve
genetik calismalarda kullanilabilmesi sebebiyle ilgi ¢ekici funguslar arasinda yer almaktadir.

[41, 42, 72, 73].

1.7 Kat1 Substrat Fermentasyonu

Seliilazlarin elde edilmesinde, S1vi Substrat Fermentasyonu ve Kati1 Substrat Fermentasyonu
olmak tizere iki yontem kullanilmaktadir. Sivi  Substrat Fermentasyonu (SMF),
mikroorganizmalarin  sivi  besiyerinde gelistirildigi fermentasyondur. Kat1  Substrat
Fermentasyonunda (KSF) ise ortamda serbest halde su molekiili bulunmaz,
mikroorganizmalar nemlendirilmis kat1 substratlar {izerinde gelistirilir [32, 42, 53, 76]. Kat1
Substrat Fermentasyonunda substrat olarak bugday samani, piring samani, seker kamisi

kiispesi, atik karton ve kagit hamuru tercih edilebilmektedir [76].

Kati substratlar; bakteriler, filamentli funguslar ve mayalarin gelismesi icin uygun bir
saglasada bu gibi ortamlarda funguslarin gelisimi daha iyi oldugundan KSF’de genellikle
funguslar tercih edilmektedir [42, 77].
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2018 yilinda AB’de tarim, ormancilik ve balik endiistrisinden yaklasik olarak 21 milyon ton
atik meydana gelmis ve gida ihtiyacinin artmasina paralel olarak bu atiklarin daha da artmasi
beklenmektedir. KSF yonteminden bu tarimsal atiklardaki lignoseliilozik biyokiitleyi hidroliz
edebilen seliilazlarin elde edilmesinde yararlanilmaktadir [78]. Ayrica Kati Substrat
Fermentasyonu; organik asit, alkol, antibiyotik, biyoyakit, hayvan yemi, metabolit ve farkli
tirtinlerin elde edilmesinde de siklikla kullanilmaktadir [42, 79].

Uretim maliyetinin diisiikliigii, enzim iiretim veriminin fazla olmasi, reaksiyondaki substratin
inhibe olma riskinin azligi, elde edilen enzimin ¢esitli kosullara (pH, sicaklik gibi) daha
dayanikli olusu, mikroorganizmanin yasam alanina benzer bir ortam sunmasi, ortamda su az
bulundugu i¢in kontaminasyon riskinin diisiikliigii KSF yonteminin baslica avantajlar
arasindadir [32, 42, 53, 78, 79]. Bunlara ek olarak uygun fiyatl bir teknoloji gerektirir, daha

kolay bir yontemdir, enerji tasarrufu saglar ve olusan atik miktar1 daha azdir [32, 42, 53, 79].

KSF’de substratin se¢ilmesinde; substratin ucuz olmasi, islevselligi, par¢acik boyutu ve nem
miktar1 oldukca dnemlidir. Substratin ufak tanecikli olarak kullanilmasi mikroorganizmalarin
daha iyi gelismesi i¢in yiizey alani saglar ancak mikroorganizmalarin solunumuna engel
oldugu i¢in mikroorganizmalarin biiylimesi azalir ve bunun sonucunda enzim eldesi de
azalabilmektedir.  Biiyilk  parcacikli  substratlarin  tercih  edilmesi  sonucunda
mikroorganizmalarin gelismesi i¢in ylizey alani azalirken solunum verimi artacagindan enzim
eldesinde artis beklenebilmektedir. KSF’de enzim eldesinde KSF ortamininin nemlendirme
oraninin, nemlendirme sivisinin pH’mnin, inkiibasyon siiresinin ve inkiibasyon sicakliginin

optimizasyonunun yapilmasi gerekmektedir [80].

1.8 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Kromatografi ¢oziintirliige, bilesiklerin polar ya da nonpolar oluslarina ve sabit fazdaki
adsorpsiyonu temel alan bir saflastirma metodur [81]. Kromatografi yontemi hareketli bir faz
ile sabit bir fazin bulundugu sistemde, inorganik ve organik bilesikler ayirt edilirken
kullanilabilmektedir. Sabit faz kati, hareketli faz ise siv1 ya da gaz halde olabilir. Incelenecek
numune, hareketli faz sayesinde sabit fazda ilerler. Numunedeki bilesenler sabit fazdan

gecerken adsorbe edilerek ayristirilma gergeklestirilir. Ayrilma islemi, numunenin sabit faza
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tutunmasina ve ¢oziiclideki ¢oziiniirliigiine baglidir. Numuenenin ¢éziinme hizi az ve sabit

faza daha fazla tutunursa, numune sabit fazda yavas olarak ilerler [82].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK), iyon degisim, jel filtrasyon ve afinite
kromatografileri proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan baslica yontemlerdir [83]. HEK,
proteinlerde mevcut olan hidrofobik bdlgeler ile sabit bir faza bagli hidrofobik ligandlar
(biitil, oktil ve fenil) arasindaki zayif hidrofobik etkilesimlerden yararlanarak proteinlerin
saflastirilmasini saglar [83, 84]. Van Oss ve ark. (1986), hidrofilik etkilesimlerin olusmasinda
Van der Waals etkilesimlerinin 6nemli rol oynadigimi bildirmislerdir [85]. Polar olmayan
molekiil ile polar bir c¢oziiclinliin karsilikli olarak meydana getirdigi itme kuvvetine
“hidrofobiklik” denir [83, 84]. Proteinler sahip olduklari hidrofobik amino asitleri, g¢esitli
konumlarda yer almalar1 ve hidrofobik ozellikleri ile tamimlanirlar. Bu 6zelliklerinden
yararlanarak proteinlerin spesifik hidrofobik matriks ya da yiizeyler ile saflastirilmalari
gergeklestirilebilmektedir [83]. Hidrofobik etkilesimler; proteinlerin kararliligini, proteinlerin
katlanmasini, antikor-antijen reaksiyonlarini, hiicre lipit ¢ift katmanli yapisinin korunmasi ve
enzim-substrat etkilesmesini saglayan kovalent olmayan baglardir [84]. Proteinlerin
katlanmasinda hidrofobik etkilesimlerin rolii oldugunu ilk olarak Kauzmann (1959)

aciklamistir [86].

Proteinlerin adsoprsiyonu tuz konsantrasyonun artirilmasi ile saglanirken, eliietin tuz
konsantrasyonunun diisiiriilmesi ile eliisyon gerceklestirilmektedir [83]. Proteinlerin
hidrofobik olarak tutunmasi termodinamik kanunlarini esas alarak gerceklesen entropi
degisimlerinden meydana gelen bir siirectir [87]. Sulu ¢6zeltilerde hidrobik gruplarin etrafini
cevreleyen su molekiilleri daha diizenli yapilar meydana getirmektedir ve bunun sonucunda
sistemin entropisinde AS<O diisiis meydana gelmektedir [83, 87]. Hidrofobik gruplar su
molekiilleri ile olan baglantilarini minumum diizeyde tutmak i¢in bir araya gelirler. Su
molekiilleri de etkisimi gerceklestiremedigi i¢in daha diizensiz yapilar olustururlar. Bunun
sonucunda sistemin entropisinde artig gozlenirken (AS>0), sistemdeki serbest enerjide (AG<0)
diistis gozlenir [87]. Sebest enerjide meydana gelen azalma pozitif olarak degerlendirilir ve

reaksiyon kendiliginden gergeklesir [83].
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(AG= AH-TAS)

AG: Serbest Enerjideki Degisim
AH: Entalpideki Degisim

AS: Entropideki Degisim

T: Mutlak Sicaklik

HEK c¢alisma prensibinin anlasilmasi i¢in Tiselius (1948) ve Shepard tarafindan <’Tuzlama
kromatografisi’’ terimi ilk kez kullanmistir [83, 88]. Hjerte'n (1973) zayif hidrofobik
karbonhidrat jel matrisler aracilifiyla proteinlerin tuz varlifinda ayirma isleminde
kullanilabilecegini ifade etmis ve bu metodu ‘’hidrofobik etkilesim kromatografisi’’ olarak
isimlendirmistir [83, 84]. Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinlerdeki hidrofobik
kisimlar ile hidrokarbon kuyrugu ihtiva eden noniyonik grup ile ¢apraz baglana sefaroz ya da
agoraz gibi sabit mikro gozenekli matrikse tutturulmus aromatik halkanin arasindaki
hidrofobik etkilesime dayanmaktadir. Destek matrisinin iyonik yiik bulundurmamasi
gerekmektedir. Indirgenmis kosullarda alkalin hidrolizi ile capraz baglh agaroz / sefaroz
matrisinin stilfatlar1 koparilmaktadir. Sabit faza yiik bulundurmayan ’ara kol’’ baglanir ve
daha sonra hidrofobik gruplar, glisidil eter ile etkilesime girer. Bu sayede hidrofobik gruplar
yiik icermezler ve kimyasal olarak sabit eter baglariyla sabit faza tutturulurlar [89].
Proteinlerin soliisyonlarda ¢oktiiriilebilmesi i¢in Hofmeister serisi-Liyotropik (su g¢ekme

giicii) dikkate alinarak gesitli tuzlar kullanilmaktadir [83].

Tuz ile ¢oktiirme etkisini artiran anyonlar ok isaretine gore artmaktadir. ( Hidrofobik

etkilesim artar.)

Salting-out Etkisi Artar

Anyonlar: PO4*,S04*,CHsCOO",CI,,Br,NOs’,ClO4,I,SCN-
Katyonlar: NH4*, Rb*, K*, Na*, Li*, Mg?*, Ca®*, Ba?*

»

Salting-in Etkisi Azalir

Tuz ile ¢oktlirme etkisini azaltan katyonlar ok isaretine gore artmaktadir. ( Hidrofobik

etkilesim azalir.)
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Kozmotropik tuzlar daha fazla polariteye sahip olduklarindan su ile kuvvetli bir bag
olustururlar [88]. Bu tuzlar protein ve ligand arasina suyun girmesini engellerler. Hidrofobik
etkilesim kuvvetinde gbzlenen artig ise proteinlerin ¢oktiiriilmesine neden olur ve‘’Salting-
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out’’ olarak adlandirilir [84]. Kozmotropik tuzlar immobilize ligandlarin hidrofik
gruplarinlarinin ortaya c¢ikarilmasini saglayarak hidrofobik etkilesim kromatografisinin
gergeklestirilmesinde rol oynarlar ve proteinlerin yapisinin korunmasinda gorev alirlar.
Kaotropik tuzlarin polaritesinin daha diisiik olmasindan dolay1 su ile zayif bir etkilesim
gerceklestirirler, protein ve ligand ylizeyine suyun girmesine neden olduklarindan hidrofobik
etkilesim kuvvetinde azalma meydana gelir. Bu da “’salting-in’’ olarak ifade edilir [84, 88].
Kaotropik tuzlar hidrojen baglarini ortadan kaldirirlar. Ayrica bu tuzlar proteinlerin yapisinin
dengesizlestirilmesine sebep olmaktadir [88]. Hidrofobik etkilesim kromatogrofisi, biyolojik
molekiillerin denatiire olmasini engelleyerek aktivitesinin korunmasini saglar. Bundan dolay1
serum proteinleri, niikleer proteinler, hormonlar, rekombinant proteinler biyolojik

makromolekiil, terap6tik proteinlerin DNA asilariin ve enzimlerin saflastirilmasinda tercih

edilmektedir [83, 84].

Giiniimiizde HEK, hem laboratuvar ortaminda hem de endistriyel alanda proteinlerin
saflastirilmast i¢in kullanilmaktadir. Proteinlerin saf olarak elde edilmesi yapisal ve islevsel
aragtirmalarin gerceklestirilmesi i¢in temel olusturur. Proteinin kullanilacagi endiistriye gore
fazla ya da az olacak sekilde saflik derecesi belirlenmelidir. Gida ve deterjan endiistrisinde
kullanilacak proteinin saflik derecesi diisiik olarak tercih edilirken, ila¢ endiistrisinde saflik
derecesi fazla olacak sekilde tercih edilir. Proteinin saf olarak elde edilmesi, proteinin stabil
olmasi, proteinin konsantrasyonun istenen seviyede olmasi ve uygun bir ortama transfer
edilmesi proteinlerin saflagtirma siirecinde etkili olan parametrelerdir. Proteinlerin

saflastirilmasi igin biyolojik ve fizikokimyasal yapilarinin iyi bilinmesi gerekmektedir [83].

Bu ¢alismamizda KSF ortami olarak tarimsal yan {iriin olan fasulye kabugunun substrat olarak
degerlendirilmesi sonucunda endiistriyel kullanima uygun olan B-glukosidaz i¢in yeni bir
mikrobiyal enzim kaynagi belirleyerek, enzimin saflagtirilmasinin ardindan endiistriyel
alanlarda kullanilmasina yonelik biyokimyasal ve kinetik parametrelerinin belirlenmesi

hedeflenmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Materyal
2.2 Patates Dekstroz Agar (%5 CMC) Besiyerinde Yetistirilen Mikrofunguslarin f3-
glukosidaz Aktivitesi Yoniinden Incelenmesi

Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji béliimiinde muhafaza edilen
Trichoderma atroviride NRRL 25150, Trichoderma viride NRRL 6418 ve Cladosporium
oxysporum fungus suslarindan en yiiksek [B-glukosidaz aktivitesine sahip olanin tespit
edilmesi amacglanmistir. Bunun i¢in mikrofunguslar, %5 Karboksimetil Seliilloz (CMC)
bulunduran Patates Dekstroz Agar besiyerine ekildikten sonra hidroliz zon biiyiikliiklerine
gore karsilastirllmistir. En fazla B-glukosidaz aktivitesinin Trichoderma atroviride NRRL
25150’ye ait oldugu saptandiktan sonra yapilacak olan aragtirmalarda bu fungus susu tercih

edilmisgtir.

2.2.1.1 Trichoderma atroviride Bissett (1984)

Trichoderma atroviride spor iiretimi 12—13 saat araliginda degismektedir. Patetes Dekstroz
Agar besiyerinde Trichoderma atroviride ’nin miselyumlar1 beyaz ya da yar1 saydam flokoz
(tliylii yumak) yapidadir. Kolonileri 5-8 cm’lik petriyi kaplayacak sekilde hizla biiylimektedir.
Kolonilerin rengi ikinci giinden sonra sari-yesilden artemisia yesili olurken, koloni alt1 sar1-
yesil renkli olmaktadir. Yagh kiiltiirlerde graniirli ya da kabuksu konidasyon olusumu
gozlenmektedir. Kolonileri hindistan cevizi kokusuna benzer bir koku salmaktadir.
Konidioforlar1 dallanmis ve karmagik yapidadir. Fiyalidleri tek veya 2-4-vertisilat, az ya da
cok lageniform, kavisli yapida ve 6-12X2,4-3,0 um boyutundadir. Terminal fiyalidleri tekli,
orta kisimlart sismis ve u¢ kisimlari daralmistir sekildedir. Konidileri koyu yesil renkli, diiz
yapida, sub-globoz 2,6-3,8(-4,2)X2,2-3,4(-3,8) um boyutundadir [42, 90]. Ayrica

Trichoderma atroviride 349 gen bulundurmaktadir [73].

Tip Tiir: Trichoderma atroviride
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Sekil 2.1: (a) Trichoderma atroviride NRRL 25150 petri (10x10); (b) Trichoderma atroviride
NRRL 25150 preparat (10x40)

2.2.2 Kullamlan Tampon ve Soliisyonlar
2.2.2.1 Trichoderma atroviride’nin Gelistirilmesinde Kullanilan Besiyerleri

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri (Oxoid CM0139)

o L EE SR =] ) - SO 209
(€ 7] 20 72 PSSR 10,0 ¢
N L ST PR TR 7549
ST ULt bbbttt bt 500 mL

Belirtilen formiile gore besiyeri hazirlandiktan sonra sterilizasyon islemi ic¢in otoklavlanmig

(121°C - 20 dK) ve petri kaplarina dokilmiistiir [91, 92].

Patates Dekstroz Broth (PDB) Besiyeri (Difco™)

Patates MISASTASI. . .ciuveeieiiiieiie et 2,049
D2 ] (02 USSP 1009
SAE SU.. .t 500 mL
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Ifade edilen formiile gore besiyeri hazirlandiktan sonra besiyerinin sterilizasyonu igin

121°C’de 20 dakika otoklav yapilmistir [93].

Iceriginde %5 CMC bulunduran PDA Besiyeri

CMC (C28H30NagO27) (Sigma Life SCIENCE)......cvveiviiieiiiiiie et 59
Patates DeKSIroz Agar (PDA) ...ttt ra e 3990
1] £ LR SRRSO 100 mL

Gosterilen formiile gore besiyeri hazirlandiktan sonra sterilizasyon islemi i¢in otoklavlanmis

(121°C - 20 dKk) ve petri kaplaria dokiilmistiir [94].

2.2.2.2 PDA (%5 CMC) Gelistirilen Mikrofunguslarin - glukosidaz Aktivitesi
Yoniinden incelenmesinde Kullamilan Soliisyonlar

0,1’lik Kongo Kirmizisi Soliisyonu

KONQO KITIMIZISL.....cviiiiiiiieie ettt ettt et e te s e e seeste et e ste e teeneesneennas 0,29

0,2 g kongo kirmizis1 200 mL saf suda ¢oziindiiriilerek kullanilmistir [95, 96, 97].

1 M Sodyum Kloriir (NaCl) Soliisyonu

SOAYUM KIOTTE (NACT).....eciiieieiiieiieteieee ettt ettt ettt sreesre e nnes 5,844 g

5,844 g sodyum kloriir (NaCl) 100 mL saf suda ¢6ziindiiriilerek 1M sodyum Kloriir ¢ozeltisi
hazirlanmistir [97].
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2.2.2.3 Spor Siispansiyonu Hazirlamada Kullamilan Cozelti

% 0,1’lik Polisorbat 80 Cozeltisinin Hazirlanmasi

POliSOrbat 80 (IMEICK).......ccuieiieie ettt re e 0,25 mL

250 mL saf suda 0,25 mL polisorbat 80 ¢oziildiikten sonra sterilizasyon islemi i¢in 121°C’de
20 dakika otoklav yapilarak 0,1’lik Tween 80 ¢ozeltisi hazirlanmistir [97].

2.2.2.4 KSF Ortamm Hazirlanmasinda Kullamlan Cozeltiler
0,2 M Sitrik Asit Hidrat (1,2,3-Propantrikarboksilikasit asit) Tamponu

2,1014 g 1,2,3-propantrikarboksilikasit asit tartilip saf suda ¢ozdiiriilmiis ve sonra pH 4, pH 5
ve pH 5,5’¢ olacak sekilde pH’1 ayarlanmis ve balon jojeye aktarilip son hacmi 50 mL’ye

tamamlanmistir [98].
0,2 M Sodyum Dihidrojen Fosfat Tamponu

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2POas) (Carlo-Erba Reagenti.....................ccccce..... 6,899 g

6,899 g sodyum dihidrojen fosfat saf suda ¢6zdiiriilmiis ve ardindan pH 6, pH 6,5, pH 7, pH
7,5 ve pH 8 olarak pH’1 ayarlanip sonrasinda 250 mL’lik balon jojeyede son hacmi 250 mL
olacak sekilde saf su eklenmistir [99].

0,2 M Disodyum Fosfat Tamponu
Disodyum Fosfat (Na2HPO4) ......einiii e 0,8898 g

29



1,7796 g disodyum fosfat tartilip saf suda ¢6zdiiriilmiis ve sonra pH 8,5 ve pH 9 olacak
sekilde pH’lar1 ayarlanip sonrasinda 25 mL’lik balon jojeyede son hacmi 25 mL’ye

tamamlanmistir [99].

2.2.2.5 Enzim Aktivitesini Belirlemede Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar
50 mM Sodyum Asetat Trihidrat Tamponu
Sodyum Asetat Trihidrat (C2HaNaO23H20) .....ooovviriiiii e, 0,3402 g

Sodyum asetat trihidrat (Sigma-Aldrich) 0,3402 g tartilip saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra pH
metrede pH 7 ayarlanip ardindan saf su ile 50 mL’ye tamamlanmistir [100].

5 mM pNPG Soliisyonu
50 mM (pH 7) Sodyum Asetat Trihidrat Tamponu.............o.eveiiiiniiiiiiiiiiniinanenn, 1,0 mL

Taze olarak hazirlanacak olan pNPG 0,0015 g tartilip sodyum asetat trihidrat tamponu ile

¢ozlindiiriildiikten sonra hacim 1,0 mL olacak sekilde tampon ilave edilmistir [101].

Reaksiyon Durdurucu Tampon

Naz2CO3 (Sigma-AldriCh)......cccooiee 52938 g

Sodyum karbonat (Na2COs3) 5,2938 g tartildiktan sonra saf suda ¢ozdiiriiliip hacmi 100 mL

olacak sekilde ayarlanmistir [101].

2.2.2.6 Lowry Yontemiyle Protein Miktarinin Belirlenmesinde Hazirlanan Soliisyonlar

A Soliisyonu

Sodyum Hidroksit (Sigma-Aldrich)................ooo ... 040010 g
Sodyum Karbonat (Na2COz) (Sigma-Aldrich).........cccooiiiiiiii e, 20g
S St e 100 mL
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Tartilan 0,40010 g sodyum hidroksit (NaOH) tizerine 100 mL saf su ilave edilip
¢ozdiiriildiikten sonra 2 g sodyum Kkarbonat’in da ¢ozetliye ilave edilmesiyle A soliisyonu

hazirlanmigtir [102].

B Soliisyonu

Potasyum Sodyum Tartarat (C4HsKNaOe.4H20) (MercK)........ooovviviniiiiiiiiniinnn, 0,59

Tartilan 0,5 g potasyum sodyum tartarat bir miktar saf suda ¢ozdiiriilmiis daha sonra balon

jojede son hacim 50 mL’ye tamamlanarak B soliisyonu hazirlanmistir [102].

C Soliisyonu

Bakir Siilfat (CuSOa) (Sigma-Aldrich)...........ccooiiiiii e lg

Tartilan 1 g bakir siilfat saf suda ¢ozdiiriiliip ardindan son hacim 50 mL olacak sekilde C

soliisyonu hazirlanmigtir [102].

D Soliisyonu

o] LTS 0] 11 B 96 mL
B SOIUSYONU.... .ot e e 2mL
L0 U110 4L O 2mL

Taze olarak hazirlanan 100 mL D soliisyonu; 96 mL A Soliisyonunun, 2mL B Soliisyonunun

ve 2 mL C Soliisyonunun karistirilmasi ile hazirlanmistir [102].
E Soliisyonu
Folin fenol reaktifi (Merck) ve saf su 1:1 oraninda olacak sekilde taze E soliisyonu

hazirlanmistir [102].

Sigir Serum Albiimin (BSA)
BSA ve saf su 1:1 oraninda olacak sekilde taze BSA hazirlanmistir [102].
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2.2.2.7 HEK Metodundaki Hazirlanan Soliisyonlar
Tuzlu Tampon Soliisyonu (pH 6,8)

1,5 M Amonyum siilfat tuzu (NH4(SOz2)) (Merck).......c..o.ovieieiiiniiiiiiiiiiiienn. 198,21 g
0,05 M Disodyum monohidrojen fosfat (Na2HPO42H20) (Carlo-Erba)...................... 8,898 g
S UL . e 1L

198,21 g NH4(S03); 8,898 g disodyum monohidrojen fosfat ve saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra

pH 6,8 olarak ayarlanip ardindan balon jojede son hacim 1 L olarak hazirlanmistir [103].

Tuzsuz Tampon Cozeltisi (pH 6,8)

0,05 M Disodyum monohidrojen fosfat (Na2HPO42H20) (Carlo-Erba).................. 2,2245 g

0,05 M disodyum monohidrojen fosfat bir miktar saf suda ¢6zdiiriildiikten sonra pH 6,8 olarak

ayarlanip ardindan son hacim 250 mL olarak hazirlanmistir [103].

2.2.2.8 SDS-PAGE Yontemindeki Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yiiriitme Jeli

S UL e 2mL
1.5 M Trizma-Base (CaH11NO3) (PH 8,8) ...vvviniiriiiiiie e 1,25 mL
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (C12H25NaO4S) ....ovvvviiiiiiiiiiiiiee e 50 UL
TEMED (N,N,N,N Tetrametil etilen diamin) ..........c..coooiiiiiiiiiiiiii e, 2,5ulL
%30’Tuk N,N’-metilen-bis(Akrilamid)..............ooviiiiiiiiiiie e 1,665 mL
%10’luk Amonyum persiilfat (APS) (NH4)2S208) .....vuviviniiiiiiiiiiiiieeieee e, 75 uL

Yukarida belirtilen formiile gore yliriitme jeli hazirlandiktan sonra 60 dk. boyunca jel donmast

icin beklenilmistir [104].

Yiiriitme Jelinde Kullanilan Alt Tampon
1,5 M Trizma-Base (PH 8.8).....cuviiiiiiiiiieiiee e D9,1 0

1,5 M Trizma-Base 59,1 g tartilip saf su ile karistirilip pH 8,8 ayarlanmistir. Tampon 250 mL
olacak sekilde saf su eklenmistir [104].
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Yiikleme Jeli

0,5 M Trizma-Base (PH 6,8) .....ouiviniiiiiiiieiie e 1,25 ML
Sodyum Dodesil Stilfat (SDS).......cceviieieiiieeee e e eeee e eee e D0 UL

TEMED (N,N,N,N Tetrametil etilen diamin) .............ccoevriiiiiiriiiiiiiiineeeeieenene, 5ulL
%30’ luk N,N’-metilen-bis(Akrilamid) .............oooiiiiiii e 625 uL
%10’Tuk Amonyum persiilfat (APS) ....ooeeieei e 100pL

Yukarida belirtilen formiilden yiikleme jeli hazirlandiktan sonra 60 dk. boyunca jel donmasi

icin beklenilmistir [104].

Yiikleme Jelinde Kullanilan Ust Tampon

0,5 M Trizma-Base (PH 6,8).........ouiiritiiiiie e e, 7,88 g
0,5 M Trizma-Base 7,88 g tartilip saf su ile ¢ozdiiriiliip sonra pH 6,8 ayarlanip ardindan
tampon 100 mL olarak hazirlanmistir [104].

% 10'luk Amonyum Persiilfat ((NH4)2S20s)

Amonyum perstilfat (APS) ...oc.ooiiiiii . 0020

0,2 g APS saf suda ¢oziindiiriiliip ardindan son hacim 2 mL olacak sekilde taze hazirlanmigtir
[104].

Tank Tamponu

Trizma-Base (CaH1INO3) ....niniiee e e s 0,309
Sodyum Dodesil Stilfat (SDS).....cccooiiiiiiiiiiiii e l0,10
GlISIN (C2HENO?) ...t e e e 1,44 g
S Sl ettt e 100 mL

0,1 g sodyum dodesil siilfat; 0,30 g C4H11NOs; 1,44 g CzHsNO. ve 100 mL saf su
karistirllarak hazirlanmistir [104,105].
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Yiikleme Tamponu
0,5 M Trizma-Base (pH 6,8)(CaH11NO3) cv.evvveiiiiee e 10 ML
%10’Tuk SDS (C12H25Na04S) ....neiiieieeeeeeeeeeeeetese e e e e ee e 1O ML

(€] [ (o] [(OF] o 110 ) T PRSI 8 mL
B-merkaptoetanol (CoHEOS) .. vineriiiei e e 4 mL
Bromfenol mavisi ..........ooiiiiiii e 0,04 ¢
S U L e 2mL

10 mL 0,5 M Trizma-Base (pH 6,8), 16 mL %10 SDS’den, 8 mL gliserol, % 99,5 4 mL $-
merkaptoetanol’den, bromfenol mavisi 0,04 g ve 2 mL saf su karistirtlmigtir [104, 105].

%10’luk SDS (C12H2sNa04S)

%10’luk Sodyum Dodesil Stilfat (SDS) .......cooomviniiiiiiniiiceiiiiiieeee 01 g

0,1 g C12H25Na0sS saf suda ¢oziildiiriiliip son hacmi 1 mL olarak hazirlanmistir [104, 105].

2.2.2.9 SDS-PAGE’deki Boya Soliisyonlari

Jel Boyama Cozeltisi

Cosmassie Brillant BIUE..........ccooiviiiiice et 0,66 g
D096 ASELIK ASIT.....eeeeieeieeie et 24 mL
a1 Y =1 g T SRR 50 mL
RS U OSSR 120 mL

0,66g Cosmassie Brillant Blue, %99 metanol 50 mL, %96 asetik asit 24 mL ve 120 mL saf su
karistirilarak hazirlanmistir [106, 107, 108]

Jel Yikama Cozeltisi

AR AL, e 75 mL
IVLBEANON . ..ttt nnnnn 50 mL
Y- L U RN 875 mL

Metanol 50 mL, asetik asit 75 mL ve saf su 875 mL olacak sekilde hazirlanmistir [106, 107,
109].

34



2.3 Yontem
2.3.1 Patates Dekstroz Agar (%5 CMC) Besiyerinde Yetistirilen Trichoderma
atroviride’nin p-glukesidaz Aktivitesi Yoniinden Incelenmesi
%5 CMC (CasH30NagO»7) bulunduran Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerine, T. atroviride
NRRL 25150’nin B-glukosidaz aktivitesinin varliginin belirlenmesi i¢in tek nokta yontemiyle
inokiilasyonu gerceklestirildikten sonra 7 giin 25°C’de inkiibe edilmistir [110]. Ardindan
hidroliz zonunun varligmin incelenmesi ic¢in Trichoderma atroviride NRRL 25150
kiiltiirlerinin tist kism1 (%0,1) kongo kirmizisi ¢ozeltisi ile kaplanarak 15 dakika 25°C’de
inkiibe edilmistir. 15 dakika sonunda kongo kirmizinin fazlast 1M’lik NaCl ile yikanmuistir.
Yikama uygulamasindan sonra kiiltiirlerin iist kism1 yeniden 1M’lik NaCl ile kaplanmis ve 15
dakika 25°C’de inkiibe edilmistir. 15 dakika sonunda 1M’lik NaCl petriden uzaklastirilmistir.
Trichoderma atroviride NRRL 25150°’nin %5 CMC igeren PDA besiyerinde hidroliz zonu
meydana getirip getirmedigi incelenmistir [110, 111, 112].

2.3.2 Mikrofungusun Gelistirilmesi ve Sporlarimin Elde Edilmesi

Trichoderma atroviride’nin Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerine tek nokta yontemiyle
inokiilasyonu gerceklestirildikten sonra 168 saat (25°C) inkiibasyonu yapilmustir [113, 114].
Ardindan petri kabina 9%0,1’lik Tween 80 eklenmis ve Thoma laminda sayim islemi
gerceklestirilerek 10" CFU/mL olacak sekilde spor siispansiyonu hazirlanmistir [115, 116,
117, 118, 119]. Hazirlanan spor siispansiyonundan 5 mL alinarak 250 mL’lik erlende
hazirlanmis 150 mL PDB medyumuna inokiilasyon gergeklestirilerek kiiltiiriin ¢alkalayici
inkiibatorde (30°C’de 150 rpm) 3 giin inkiibasyonu saglanmistir [119, 120, 121, 122].

2.3.3 Kati Substrat Fermentasyonu Ortaminin Hazirlanmasi

Balikesir’deki tarladan elde edilen fasulye kabuklart giines altinda kurutulmustur [123, 124].
Daha sonra kurutulan fasulye kabugu kiigiik parcalar haline getirilerek elek yardimiyla
elenmistir [122, 124]. Eleme isleminden sonra 80°C’de 24 saat Pastor firininda kurutma
islemi yapilmistir [125]. 250 mL’lik erlene kurutulmus fasulye kabugundan 5 gram tartilmistir
[119, 122, 126]. Ogiitiilmiis fasulye kabugu ile hazirlanan KSF ortamma (pH 4; pH 5; pH 5,5)
0,2 M 1,2,3-propantrikarboksilikasit tamponundan, (pH 6; pH 6,5; pH 7; pH 7,5; pH 8) 0,2
M NaH2PO4, (pH 8,5; pH 9,0) NaHPO4 tamponlarindan 2,75 mL ilave edilerek nemliligi
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%55’e ayarlanip 121°C’de 20 dakika otoklavda sterilizasyonu yapilmistir ve ardirdan
sogumaya birakilmistir [122, 123, 126].

2.3.4 Trichoderma atroviride Sivi Kiiltiiriiniin KSF Ortamina Ekilmesi

Ug giin siiresince Patates Dekstroz Broth besiyerinde yetistirilen Trichoderma atroviride
NRRL 25150 nin siv1 kiiltliriinden steril cam pipet ve pipetor vasitasiyla 3 mL sogutulan
fasulye kabuguna ekim yapilmistir. Ekimden sonra 30°C’de 7 giin icin inkiibasyonu

saglanmustir [127].

2.3.4.1 Kismi Saflastirilmis B-glukosidaz Enziminin Elde Edilmesi

Fasulye kabugunda 168 saat boyunca gelistirilen Trichoderma atroviride’nin B-glukosidaz
enziminin aktivitesinin tespit edilmesi i¢in 75 mL steril distile su eklenmistir. 25°C’de 150
rpm’de 2 saat i¢in calkalamali inkiibasyon yapilmistir [125]. 2 saat sonunda hazirlanan temiz
erlen, huni ve steril gazli bez ile siizme islemi yapilmistir. Elde edilen siiziintii teflon tiiplere
konulmustur. (4°C-10000 rpm) 10 dk. santrifiij yapilmistir. Santrifiijlemeden sonra elde
edilen kismi saflastirilmis  B-glukosidazi igeren siipernatanttan  aktivite Olglimii

gergeklestirilmistir [128].

2.3.5 KSF kosullarinda Trichoderma atroviride’nin p-glukosidaz Enzim Uretimine
Ortam Kosullarimin Etkisi

Trichoderma atroviride’den B-glukosidaz enziminin elde edilmesine Kati Substrat

Fermentasyonunda gelistirme sartlarinin etkisinin belirlenmesi amaciyla optimum gelistirme

sicakligi, nemLilik sivisi, optimum pH ve optimum gelistirme siiresi belirlendikten sonra kati

substrat fermentasyonun kosullarinda mikrofungusun gelistirilmesi saglanmustir.

2.3.5.1 KSF Ortamimn Optimum pH ve Nemlendirme Sivisinin Saptanmasi

KSF kosullarinda ilk belirlenen parametreler optimum pH ve nemlendirme sivisidir. Bu
amagla 5 gram tartilan fasulye kabuklar1 250 mL’lik erlene alinip, farkli pH ve nemlendirme
stvilart kullanilarak kati substrat fermentasyon ortami hazirlanmistir. Ogiitiilmiis fasulye
kabugu ile hazirlanan KSF ortamina 0,2 M 1,2,3-propantrikarboksilikasit tamponundan (pH 4;
pH 5; pH 5,5); 0,2 M NaH2PO4 (pH 6; pH 6,5; pH 7; pH 7,5; pH 8) ve 0,2 M Na,HPO4 (pH
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8,5; pH 9,0) tamponlarindan 2,75 mL ilave edilerek nemliligi %55’e ayarlanip 121°C’de 20
dakika otoklavda sterilizasyonu yapilmistir [129, 130, 131]. Soguduktan sonra 150 mL’lik
Patates Dekstroz Broth’da gelistirilen Trichoderma atroviride kolonilerinden 3 mL fasulye

kabuguna asilanip 30°C’de 7 giin inkiibasyonu saglanmistir [127].

Yedi giiniin sonunda 75 mL distile su eklendikten sonra 25°C’de 150 rpm’de 2 saat icin
calkalamali inkiibasyonu yapilmistir [125, 132]. Siirenin sonunda, kati substrat fermentasyonu
icerigi steril gazli bez ve huni yardimiyla temiz bir erlene filtre edilmistir [133]. Elde edilen
stizlintii teflon tiiplere koyulduktan (10000 rpm-4°C) 10 dakika soguk santrifiij uygulamasi
yapilmistir. Daha sonra farkli pH’larin kati substrat fermentasyonu vasatlarindan kismen
saflastirilmis  B-glukosidaz enzimi iiretimine etkisini saptamak icin enzim aktivitesi

spektrofotometre kullanilarak incelenmistir [128, 134].

2.3.5.2 KSF Ortaminin Optimum Inkiibasyon Sicakhginin Saptanmasi

Optimum gelistirme Sicaklifinin tespit edilmesi amaciyla kat1 substrat fermentasyonu vasati
tespit edilen optimum pH ve nemlendirme sivisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Fasulye
kabuguna 3 mL Patates Dekstroz Broth besiyerinde biiyiitiilen Trichoderma atroviride NRRL
25150 sivt kiltiirtinden 3 mL ilave edildikten sonra kolonilerin gelismesi i¢in hazirlanan
erlenler farkli sicakliklara 25°C, 30°C, 35°C, 40°C ve 45°C ayarlanmis inkiibatorlere 7 giin
boyunca inkiibe edilmistir. 7 giiniin sonunda farkli sicakliklardaki kat1 substrat fermentasyonu
vasatlarindan kismen saflastirilmis B-glukosidaz enzimi tiretimine sicakligin etkisini saptamak

i¢in spektrofotometrede enzim aktivitesi dlglilmiistiir [131, 135, 136, 137].

2.3.5.3 KSF Ortaminin Optimum Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Tespit edilen nemlendirme sivisi, optimum pH ve optimum inkiibasyon sicakligina gore kati
substrat fermentasyonu vasatinda yetistirilmek i¢in Trichoderma atroviride kiiltiirii optimum
inkiibasyon siiresinin tespit edilmesi i¢in 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 giin siire ile inkiibasyona
birakilmis ve kismi saflastirilmis B-glukosidaz enzimi {iretimine inkiibasyon siiresinin etkisini

saptamak i¢in enzim aktivitesi 6lgtimleri yapilmistir [130, 131, 135, 136, 138].
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2.3.6 Kismi Saflastirilmus B-glukosidaz Enzimi Aktivitesinin Saptanmasi

Kismi saflagtirllmis B-glukosidaz enzimi aktivitesini saptamak i¢in 96 kuyulu plaka
kullanilmistir. Ornek kuyularina 70 pL kismen saflastirilan B-glukosidaz, 70 uL 0,005 M
PNPG soliisyonu ve 70 puL 0,05M sodyum asetat tamponundan (pH 7,0) ve 70 uL kismen
saflastirilan B-glukosidaz enziminden kontrol kuyularina koyulmustur. Daha sonra 96 kuyulu
plakada 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. 30 dakika sonunda hazirlanan 6rnek ve kontrol
kuyularina ger¢eklesen reaksiyonu bitirmek i¢in 70 uL 0,5 M sodyum karbonat tamponundan
eklenmistir. p-nitrofenil-B-D-glukopiranosit (ONPG) substratinin konsantrasyonun 410 nm’de

spektrofotometrede 6l¢iilmesiyle enzimin aktivitesi (EU) tespit edilmistir [129, 138, 139].

2.3.7 Protein Miktarinin Tespit Edilmesi
Calismamizda Warburg ve Lowry Yontemleri tercih edilerek protein miktar: tespit edilmistir.
Protein miktarinin saptanmasi i¢in 280 nm’de kalitatif (nitel) 6l¢iim icin Warburg Y 6ntemi

uygulanirken, 600 nm’de kantitatif (nicel) 6lgiim i¢in Lowry yontemi tercih edilmistir.

2.3.7.1 Warburg Yontemi

Proteinlerin kalitatif olarak belirlenmesinde Warburg yontemi kullanilmistir. Bu yontem de (-
glukosidaz enzimi son saflastirma asamasi HEK sirasinda alinan her eliiatin 6rnek ve kontrol
hazirlanarak 280 nm’de absorbans olgiimleri yapilmistir. Bu 6l¢imde kuartz 96 kuyulu
plakada 6rnek kuyucuklari i¢in eliiatlardan 210 puL alinarak, kontrol kuyucuklar: ise distile
sudan 210 pL alinarak hazirlanmigtir [140].

2.3.7.2 Lowry Yontemi
ASC ve HEK yontemlerinden elde edilen protein miktarinin saptanmasi i¢in Lowry yontemi

tercih edilmistir. Asagidaki formiillere gore bes farkli ¢ozelti hazirlanmagtir.

A Soliisyonu %2’lik (w/v) Na2COs; 0,1 M NaOH ile karistirilarak,

B Soliisyonu; %1°lik (w/v) CsH4sKNaOs.H2O ile saf su karistirilarak,

C Soliisyonu; % 0,5’lik (w/v) CuSOs saf su ile karistirilarak,

D Soliisyonu; 2 mL C soliisyonu, 2 mL B soliisyonu ve 96 mL A soliisyonu karistirilarak,

E Soliisyon; Saf su ve Folin fenol (1/1) ile hazirlanmugtir.

Hazirlanan 6rnek 1/10 oraninda distile su ile diliie edildikten sonra bu 6rnek tiiplerinden 100

puL olacak sekilde yeni tiiplere ilave edilmistir. 100 puL saf su eklenerek kontrol tiipleri
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hazirlanmistir. Hem kontrol tiiplerine hem de ornek tiiplerine 2 mL yeni hazirlanmis D
soliisyonundan ilave edildikten sonra kontrol ve ornek tiipleri vortekslenip karanlikta 10 dk.
boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan kontrol ve 6rnek tiiplerine yeni hazirlanmig E
soliisyonundan 200 pL ilave edilip vortekslenmistir ve daha sonra karanlikta 30 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. 30 dakika tamamlandiginda 6rnek ve kontrol tiiplerinden 210 pL
alinip 96 kuyulu plakaya eklendikten sonra spektrofotometrede 600 nm’de absorbans
degerleri Olclilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri géz oOniinde bulundurularak BSA

grafiginden ¢ikarilan formiil kullanilarak protein miktar1 grafigi ¢izilmistir [141, 142].

2.3.7.3 Standart BSA Grafiginin Olusturulmasi

Distile su ve BSA (1/1) ile hazirlanan soliisyondan sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100 pL tiiplere alindiktan sonra son hacimleri 100 pL olacak sekilde distile su ilave
edilmistir. Hazirlanan tiiplere 2000 uL. D soliisyonundan ilave edildikten sonra sonra biitiin
tiipler vortekslenip 10 dakika boyunca 25°C’de karanlik ortamda inkiibe edilmistir. 10 dakika
ardindan kontrol ve 6rnek tiiplerine yeni hazirlanmis E soliisyonundan 200 pL ilave edilip
vortekslenmistir ve daha sonra karanlikta 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan 210
uL kontrol ve ornek tliplerinden alinarak 96 kuyulu-plakaya eklenmistir. Daha sonra 600
nm’de spektrofotometrede absorbans deger dlgtimleri yapilmistir. Absorbans degerlerinden

yararlanilarak Standart Bovin Serum Albumin (BSA) grafigi olusturulmustur [142].
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Sekil 2.2: Lowry yontemiyle protein miktarinin tespit edilmesinde yararlanilan BSA standart

grafigi
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Olusturulan standart BSA grafiginden ¢ikarilan formiil agsagida belirtilmistir ve bu formiilden

yararlanilarak 6teki drneklerin protein miktarlar1 belirlenmistir.

Protein Miktari(pug/mL)= (Ornek Tiipiin Absorbansi-Kontrol Tiipiin Absorbans1)-0,0113
0,002

2.3.8 p-glukosidaz Enziminin Saflastirma Asamalar:
Trichoderma atroviride 'den fasulye kabugunun substrat olarak kullanilmasiyla kati substrat
fermentasyonu sonucunda olusan kismi saflastirilan B-glukosidaz’in ASC ve Hidrofobik

Etkilesim Kromotografisi yontemleriyle saflagtirmasi yapilmistir.

2.3.8.1 Amonyum Siilfat Coktiirme (ASC) Arahginin Tespit Edilmesi

ASC ile kismen saflagtirilan B-glukosidaz’in ilk saflastirma asamasi gergeklestirilmistir.
Coktiirme gerceklestirilirken amonyum siilfat tuzunun tercih edilmesinin pek ¢ok nedeni
vardir. Amonyum siilfat tuzu (NH4)2SO4 kolay bulunabilir, proteinin yapisini bozmadan
proteini stabil eder, ¢6ziinme hizi yiiksektir, diger tuzlara gore daha uygun fiyathdir, iyonik

siddeti yiiksek olan soliisyonlarda etkilidir ve iyi bir ¢oktiiriiciidiir [143, 144].

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin saptanmasi i¢in ¢oktiirmede kullanilacak olan amonyum

stilfat tuzu miktar1 agagidaki grafikten yararlanilarak belirlenmistir:

g (NH4)2SO4=1,77.V.(S2-S1)
3,54-S2

V: Olgiilen siipernatantin hacmi

S1: (NH4)2S0s4 ilk doygunlugu

S2: (NH4)2SOq istenilen doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi % 0-10, 10-20, 20-30, 30-40,40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90,
90-100 (w/v) oranlarda kismen saflagtirilan B-glukosidaz kaynagina uygulanarak ¢oktiirme
aralig1 belirlenmistir. Kismi saflastirilmis B-glukosidaz enzim kaynagi buz dolu kap igeresine
koyulan beher igerisine aktarilmistir. Amonyum siilfat tuzu kademeli olarak beher igerisine
eklenmistir ve manyetik karigtirict ve manyetik balik kullanilarak 15 dakika homojen hale
gelmesi saglanmigtir. Daha sonra teflon tiiplere konularak (+4°C-15000 rpm) 30 dk. boyunca

soguk santrifiij uygulanmustir. Santrifiij sonrasinda pellet ve siipernatant birbirinden
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ayrilmistir ve daha sonra silipernatant meziire bosaltilmistir. Pellet 0,05 M Tuzlu tamponu (pH
6,8) igerisinde ¢oziildiikten sonra 2 mL’lik ependorfa aktarilmigtir. Son hacim 2 mL olacak
sekilde tuzlu tampon eklenmistir ve daha sonra drnekler +4°C’ye kaldirilmistir [145, 146]. Bu
yontem biitiin ¢oktliirme araliklari i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir. Biitiin ¢oktiirme araliklarindan
alman oOrneklerin B-glukosidaz enzim aktiviteleri 410 nm’de ve Lowry Yontemi ile protein

miktarlar1 600 nm’de Sl¢iilmistiir [147, 148].

2.3.8.2 Amonyum Siilfat Coktiirme Arahg Belirlendikten Sonraki HEK Oncesi p-
glukosidaz Enzim Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ¢coktiirme aralig1 belirlendikten sonra araliga gore formiilde yerine konularak
amonyum silfat tuzu tartilip buz dolu kap igerisine konulan beher igerisine kismen
saflastirilmis 10 mL B-glukosidaz enzim eklenmistir. 10 mL B-glukosidaz enziminden 500 pL
alinarak hem B-glukosidaz enzim aktivitesi 6l¢iimii hem de Lowry yontemi uygulanmak iizere
ayrilmigtir. Daha sonra tartilan amonyum siilfat tuzu yavas yavas behere eklenmistir. 15
dakika homojen hale gelinceye kadar manyetik karistirict ve balik ile karistirilmigtir. 15
dakika sonunda 2 saat (+4°C-15000 rpm) soguk santrifiij uygulanmigtir. 2 saat sonunda
slipernatant behere aktarilirken pellet atilmistir ve formiilden tartilmasi gereken amonyum
stilfat tuzu belirlenmistir. Buz dolu kap igerisinde bulunan beher igerisine tartilan amonyum
stilfat tuzu yavas yavas eklenmis ve 30 dakika homojen hale gelinceye kadar karigtirilmistir.
30 dakika sonunda 2 saat 15000 rpm’de +4°C’de soguk santriftij uygulanmistir [145, 146]. 2
saat sonunda siipernatant dokiilmiis ve pellet kism1 4 mL Tuzlu Tampon pH 6,8 igerisinde
cOziilmiistiir. 3,5 mL’si Hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in kolona yiiklenmistir.500
uL’si B-glukosidaz enzim aktivitesi ve Lowry yontemi ile protein tayini i¢in ayrilmistir [147,
148].

2.3.8.3 B-glukosidaz Enziminin Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra B-glukosidaz enzim saflastirilmasi i¢in hidrofobik
etkilesim kromatografisi yapilmistir. HEK’ten 6nce tuzlu tampon pH 6,8 ile kolon dengeleme
yapilmistir. Kolon dengelemesinden sonra tuzlu tampon jele yaklasinca kolona 3,5 mL
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan 6rnek yiiklenmistir. 0,05 M tuzlu tamponundan (pH 6,8)
(yiiksek tuz konsantrasyonundan) 50 mM Na>HPOs (pH 6,8) Tuzsuz tamponuna dogru (diisiik
tuz konsantrasyonuna) tuz gradiyenti meydana getirilmistir. Tuz gradiyenti ile 2 mL’lik
ependorflere 6rnekler alinmistir. Elde edilen her ependorften B-glukosidaz enzim aktivitesi

410 nm’de Olciilmiistiir. Elde edilen orneklerden B-glukosidaz enzim aktivitesi en yliksek
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¢ikan ependorflerin kantitatif protein miktarlar1 Lowry yontemi ile 600 nm’de absorbanslari
Olciilmiistiir. Elde edilen ependorflerden kalitatif protein miktarlarinin belirlenmesi igin
Warburg yontemi ile 280 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Warburg yontemi ve B-glukosidaz
enzim aktiviteleri sonuclarindan aktivite ve protein miktar1 grafikleri ¢izilmistir. Lowry

yontemi ve B-glukosidaz enzim aktiviteleri sonuglarindan saflastirma tablosu yapilmistir [149,

150].

2.3.9 Trichoderma atroviride’den Saflastirilan B-glukosidaz’in Alt Birim Sayisi/Varhg ve
Homojenliginin SDS -PAGE Yontemiyle Saptanmasi

Poteinlerin molekiiler agirhiginin saptanmasi, alt birim sayisinin/varliginin belirlenmesi,
proteinlerin homojenliginin tespit edilmesi ve proteinlerin saflagtirllmasinda elektroforez
yontemi kullanilmaktadir. PAGE metodunda proteinler; poliakrilamid jeller lizerinde elektrik
akimi uygulanmasi ile yiritilerek ayrigtirlmaktadir. Akrilamid konsantrasyonu, jelin
gozenek boyutu, protein ylikii, proteinin yapisi ve biiyiikliigii proteinlerin jelde yiirime hizini
etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir. 1970 yilinda Laemmli tarafindan olusturulan
SDS-PAGE metodunda proteinlerin yapisini bozarak negatif ytik ile yliklenmelerini saglayan
Sodyum Dodesil Siilfatin (SDS) deterjan1 kullanilmaktadir. Bu yontemde proteinler denatiire
olduklarindan dolay1 molekiil agirliklarina gore ayristirilmaktadir [104, 108, 109].

2.3.9.1 Trichoderma atroviride’den Saflastirilan p-glukosidaz’in Alt Birim Sayisi/Varhg
ve Homojenliginin SDS -PAGE Yoéntemiyle Saptanmasi
SDS-PAGE elektroforez cihazina ait olan iki adet cam plaka saf su ile yikandiktan sonra etil
alkol ile temizlenmistir. Daha sonra elektroforez cihazina ait olan jel yiirlitme aparatina temiz
camlar st iiste konularak yerlestirilmistir. %10 SDS igeren yiriitme jeli hazirlanarak cam
plakalarin iist kismindan 2-3 cm bosluk kalana kadar yiiriitme jeli dokiilmiistiir. Yiirtitme
jelinin polimerizasyonun gergeklesmesi i¢in 60 dk. boyunca jelin donmasi saglanmstir.
Hazirlanan yiiritme jelinin iizerine yikleme jeli hazirlanarak cam plakalarin arasindan
yavas¢a ilave edilmistir ve yiikleme jelindeki kuyucuklarin olusturulmasi ig¢in taraklar
koyulmustur. Yiikleme jelinin polimerizasyonun ger¢eklesmesi i¢cin 60 dk. siiresince jelin
donmasi1 saglandiktan sonra taraklar jeldeki kuyucuklardan yavasga ayirilmistir. Daha sonra
jel yiirtitme aparati tanka konularak SDS-PAGE tank tamponu eklenmis ve kuyucuklarin tank
tamponu ile yikanmasi saglanmistir. HEK ile saflastirilmis maksimum aktivite gosteren [3-
glukosidaz enzimlerinden 10 pL ve SDS-PAGE yiikleme tamponundan 40 pL karistirilarak

ornek cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnek ¢ozeltileri 100°C sicaklikta 5 dk. boyunca
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bekletilmis ve daha sonra sogumaya birakilmistir. Yiikleme jelindeki kuyucuklara 5 pL
marker ve 15 pL hazirlanan 6rnek ¢ozeltileri olacak sekilde yiiklenmistir.  Ardindan
elektroforez tankinin elektrotlar1 giic kaynagma baglanmig ve 80 V’da yiikkleme jelinin
bitimine kadar yiiriitme yapilmistir. Daha sonra giic kaynagi 100 V’a ayarlanarak yiiriitme
jelinin sonundan 1 cm kalana kadar jelde 6rnekler yiitiilmiistiir. Yiiriitme islemi sonunda gii¢
kaynag1 kapatilarak yiirlitme aparatindaki cam plakalar arasindan jel dikkatlice ¢ikarilmistir.
Protein bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in Boliim (2.1.2.9)’deki formiile gore hazirlanmas jel
boyama ¢dzeltisinin igerisinde 2 saat boyunca yavas bir hizda ¢alkalanmistir. Bu siirenin
sonuda Bolim (2.1.2.10)’deki formiile gore hazirlanmis jel yikama ¢ozeltisi ile jele zarar
vermeden yikanmasi saglanmistir. Bu islem sonunda SDS-PAGE jelinde protein bantlari

gozlenmistir [106, 108, 109].

2.3.10 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan p-glukosidaz’in Kinetik ve
Biyokimyasal Karakterizasyonunun Saptanmsi
2.3.10.1 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilmus B-glukosidaz’in Optimum pH
Degerinin Saptanmasi

Cesitli pH’larin etkisini saptamak igin saflagtirilan p-glukosidaz’in aktivite olgiimleri
gerceklestirilmistir. Cesitli pH’larda 25 mM C2H3NaO2.3H>0 tamponu (pH 2,0; pH 3,0; pH
4,0; pH 5,0), 25 mM NaH,PO, tamponu (pH 6,0; pH 7,0) ve 25 mM Na,HPO, tamponu (pH
8,0; pH 9,0) hazirlanmistir. Bu tamponlar ile 0,005 M pNPG soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Aktivite Olgiimlerini yapmak i¢in 6rnek ve Kkontrol kuyucuklari 96 kuyulu plakada
hazirlanmigtir. Kontrol kuyularina, 70 puL saflastirilan f-glukosidaz enzimi ve 70 pL gesitli
pH’larda hazirlanmis tamponlardan eklenmistir. Ornek kuyularina, 70 pL saflastirilmis p-
glukosidaz enzimi ve 70 uL ¢esitli pH’larda hazirlanmis pNPG ¢ozeltileri ilave edilmistir.
Hazirlanan 96 kuyulu plaka 30 dk. siiresince (37°C) inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda
tizerine reaksiyon durdurucu olan 0,5 M Sodyum Karbonat (Na2COz) 70 uL ilave edilmistir
ve daha sonra 410 nm’de absorbans degerlerinin dlgiimleri yapilmistir. Elde edilen absorbans

degerlerinden B-glukosidaz aktiviteleri enzim iinitesi (EU) olarak belirlenmistir [151, 152,
153].

2.3.10.2 T. atroviride’den Saflastirilmis p-glukosidaz’in Optimum Sicaklik Degerinin
Saptanmasi
B-glukosidaz’in aktivite 6l¢imleri 96 kuyulu-plakada kontrol ve 6rnek kuyulart hazirlanarak

gergeklestirilmistir. Kontrol kuyularina, 70 puL saflastirilan B-glukosidaz ve 70 pL 50 mM
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sodyum asetat trihidrat tamponu (pH 7) ilave edilmistir. Ornek kuyularma ise, 70 pL
saflagtiritlmis B-glukosidaz ve 70 uL pNPG ¢ozeltileri ilave edilmistir. Aktivite dlgtimlerini
gerceklestirmek i¢in 96 kuyulu plakalar cesitli sicakliklardaki (25°C, 35°C, 45°C, 55°C,
65°C, 75°C 85°C) inkiibatdrlerde 30 dakika inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda
tizerine reaksiyon durdurucu olan 0,5 M sodyum karbonat (Na;CO3) 70 uL ilave edilmistir ve
daha sonra 410 nm’de absorbans degerlerinin 6l¢iilmesi saglanmistir. Elde edilen absorbans
degerlerinden B-glukosidaz aktiviteleri enzim iinitesi (EU) olarak belirlenmistir [151, 152,
153].

2.3.10.3 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilms p-glukosidaz’in Termal Kararhgmin
Saptanmasi
B-glukosidaz enzimi 45°C, 55°C, 65°C, 75°C ve 85°C sicakliklarda inkiibe edilmistir. Enzim
sicakliga maruz kalmadan once B-glukosidaz enzimi ¢ozeltisinden 6rnek alinip aktivitesi
Ol¢iilmiigtiir ve bu aktivite degeri enzimin ilk aktivitesi olarak kabul edilmistir. Enzimin
termal kararliliginin tespit edilmesi i¢in enzim 45°C, 55°C, 65°C ve 75°C sicakliklarda 120
dk. inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresince 10 dakikada bir aktivite olgiimleri yapilmistir.
Enzimin 85°C’de sahip oldugu termal kararliliginin tespit edilmesi amaciyla 2 dk. araliklar ile
aktivitesi Olciilmils ve enzim aktivitesini tamamen kaybedinceye kadar aktivite Slgimleri
yapilmaya devam edilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden B-glukosidaz aktiviteleri

enzim tinitesi (EU) olarak belirlenmis ve termal kararlilig: tespit edilmistir [152, 153, 154].

2.3.10.4 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan B-glukosidaz’in Kmve Vmax
Degerlerinin Saptanmasi

Esit miktarda p-glukosidaz enzimi ve 5-70 pL degisen pNPG substratinin gesitli
konsantrasyonlarinda 96 kuyulu plakada hazirlanmis ve aktivite Olgiimleri yapilmustir.
Aktivite sonuglarindan, reaksiyon hizi [V] EU/mL olarak bulunmustur. Reaksiyon hizindan
[V] faydalanilarak 1/[V] degeri ve reaksiyondaki substrat konsantrasyonlarindan [S]
faydalanilarak 1/[S] degerine ulasilmistir. Bu sonuglardan Lineweaver-Burk grafigi
olusturulmustur. Olusturulan Lineweaver-Burk grafiginin denkleminden yararlanilarak K ile
Vmax degerleri tespit edilmistir. Bu grafigin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax degerinden
Vmax degeri, denklemin egimi ise Km/Vmax degerine esit oldugundan Vmax degeri yazilarak Km

degeri bulunmustur [151, 152, 153].
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2.3.10.5 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan p-glukosidaz’in Inhibitérlerinin ICso

Degerlerinin Saptanmasi

B-glukosidaz’in aktivitesine inhibitorlerin etkisini belirlemek ig¢in D(+)-glukoz ve 6-
glukonolaktonun 1Cso degerleri belirlendi. 0,1 M D(+)-glukoz ve 0,001 M &-glukonolaktonun
ICs0 degerlerini tespit etmek i¢cin pPNPG substratinin 1,25 mM konsantrasyonu kullanildi. 0,1
M D(+)-glukoz ve 0,001 M g&-glukonolaktonun bulunmadigi ortamdaki B-glukosidaz’in
aktivitesi % 100 olarak kabul edildi. 0,1 M D(+)-glukoz ve 0,001 M &-glukonolaktonun 1-60
uL degisen inhibitériin ¢esitli konsantrasyonlarinda enzim aktivite olg¢timleri yapildi.
Absorbans degerlerinden % aktivite degerleri bulunduktan sonra % aktivite-inhibitor
konsantrasyonu grafikleri olusturuldu. Olusturulan grafiklerden yararlanarak B-glukosidaz’in

%50 oraninda aktivitesini diigiiren inhibit6r konsantrasyonlar1 (ICso) degerleri bulundu [149].

2.3.10.6 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan p-glukosidaz’in inhibitérleri 8-

glukonolakton ve D(+)-glukozun Ki Degerlerinin Saptanmasi

B-glukosidaz’in inhibitorleri 0,1 M D(+)-glukoz ve 0,000 5 M &-glukonolaktonun K; degerleri
ve inhibisyon tipleri belirlendi. Ki degeri; genel inhibitorlerin bulunmadigi ortamda cesitli (5-
70 uL) pNPG konsantrasyonlarinda B-glukosidaz’in aktivite olgiimleri yapildi. Elde edilen
degerler [V] olarak kabul edildikten sonra 1/[V] degerleri belirlendi. 5-70 uL pNPG substrat
konsantrasyonlar1 [S] olarak alindiktan sonra 1/[S] degerleri tespit edildi. Elde edilen degerler
Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve daha sonra 10 dogrusu gizildi. Iki farkli sabit
konsantrasyonda 0,1 M D(+)-glukoz ve 0,0005 M &-glukonolakton inhibitorlerinin bulundugu
cesitli  (5-70 pL) pNPG konsantrasyonlarinda f-glukosidaz’in  aktivite olgiimleri
gergeklestirildi. Elde edilen degerlerden 1/[V] ve farkli substrat konsantrasyonlarindan 1/[S]
degerleri bulundu. Bulunan degerlerden yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu

ve daha sonra I1 ve 12 dogrular ¢izildi.

Kidegerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk grafiginden tespit edildi. Lineweaver-Burk
egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta olan -1/Kn(1+[1]/Ki) denklemi yarismali inhibisyonu,
1/[V] eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[1]/Ki) denklemi yarigmasiz inhibisyonu ve 1/[V]
eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[I]/Ki) denkleminden yar1 yarismali inhibisyon tipi
belirlendi. Ki degerlerinin belirlenmesinde denklemlerdeki Km ve Vmax degerleri inhibitérlerin
bulunmadig1 ortamdaki degerlerdi [149, 155].
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3. BULGULAR
3.1 Patates Dekstroz Agar (%S CMC) Besiyerinde Yetistirilen Mikrofunguslarin -

glukosidaz Aktivitesi Yoniinden Incelenmesi
Trichoderma atroviride NRRL 25150’nin B-glukosidaz aktivite varliginin belirlenmesi i¢in
tek nokta yontemiyle Karboksimetil Seliiloz (%5 CMC) igeren PDA besiyerine inokiilasyonu
gergeklestirildikten sonra 7 giin 25°C’de inkiibasyonu saglanmistir. Bu siirenin sonunda
Trichoderma atroviride kiiltiiriiniin boyanma islemi yapilarak seffaf hidroliz zon olusumunun

belirlenmesi ile pozitif olarak degerlendirilerek ¢alismalarda kullanilmasi kararlastirilmistir.

3.2 Kat1 Substrat Fermentasyon Kosullarinin Trichoderma atroviride’nin p-glukosidaz
Enzim Uretimine Etkisi

Trichoderma atroviride’nin ogiitiilmiis fasulye kabugu ile KSF kiiltir kosullarinda f-

glukosidaz enzim elde edilmesi i¢in optimum pH, nemlendirme sivisi, optimum inkiibasyon

sicakligimin ve siiresi gibi degiskenler belirlenmistir. Optimize edilen bu kosullarin her biri

sonraki agamada sabit tutularak test mikrofungus yiiksek aktivitede enzim irettigi kosullarda

gelistirilmistir.

3.2.1 KSF Ortaminin Optimum pH ve Nemlendirme Sivisinin Saptanmasi

Kat1 substrat fermentasyonunda mikrofungusun gelistirilmesinde gerekli olan sartlarin
etkisinin belirlenmesinde ilk olarak arastirilan parametreler nemlendirme sivisi ve optimum
pH’dir. Bu amagcla 6giitiilmiis fasulye kabugu ile hazirlanan KSF ortamina 0,2 M 1,2,3-
propantrikarboksilikasit tamponundan (pH 4; pH 5; pH 5,5); 0,2 M NaH2PO4 (pH 6; pH 6,5;
pH 7; pH 7,5; pH 8) ve 0,2 M NaxHPOs (pH 8,5; pH 9,0) tamponlarindan 2,75 mL ilave
edilerek nemliligi %55’e ayarlanip tamponlarindan 2,75 mL ilave edilerek nemLiligi %55’e
ayarlanip 121°C’de 20 dakika otoklavda sterilizasyonu yapilmistir. Ardindan Patates Dekstroz
Broth besiyerinde gelistirilmis olan Trichoderma atroviride kiiltiiriinden hazirlanan KSF
ortamina 3 mL inokiile edilerek 7 giin (30°C) inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin sonunda
en yiksek B-glukosidaz enzim aktivitesi pH=5 olan 0,2 M 1,2,3-propantrikarboksilikasit

tamponu ile nemlendirilmis KSF kosullarda 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 3. 1: Cesitli pH’larda hazirlanan nemlendirme sivilarinin KSF ortam kosullarinda

Trichoderma atroviride ‘den B-glukosidaz eldesine etkisi

Nemlendirme Sivis1 (pH ) B-glukosidaz enzim aktivitesi (EU)
pH 4 1672,0867
pH5 2191,0569
pH 5,5 1769,6476
pH 6 1447,1544
pH 6,5 1444,4444
pH 7 1367,2086
pH 7,5 1357,7235
pH 8 1243,9024
pH 8,5 1224,9322
pH 9 1153,1165

N

al

o

o
)

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

p-glukosidaz Enzimi Aktivitesi (EU)

pH4,0 pH50pH55 pH6,0 pH6,5 pH 7,0 pH7,5 pH 8,0 pH 8,5 pH 9,0
pH

Sekil 3. 1: Cesitli pH’larda hazirlanan nemlendirme sivilarinin KSF kiiltiir kosullarinda
Trichoderma atroviride’den B-glukosidaz eldesine etkisi
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3.2.2 KSF Ortaminin Optimum Inkiibasyon Sicakhiginin Saptanmasi

Optimum inkiibasyon sicakliginin saptanmasi i¢in KSF kiiltiir ortam1 daha Once optimize
edilen pH ve nemlendirme sivisi kullanilarak hazirlandi. Ardindan Patates Dekstroz Broth
besiyerinde gelistirilen Trichoderma atroviride siv1 kiiltiiriinden 3 mL ilave edilerek 25°C, 30
°C, 35°C, 40°C ve 45°C’deki inkiibatorlerde 168 saat inkiibe edildi. Siire sonlandiginda f-
glukosidaz enzimi iretimine sicakligin etkisini saptamak i¢in enzim aktivitesi Ol¢timleri

yapilarak Trichoderma atroviride i¢in optimum inkiibasyon sicakligi 25°C olarak saptandi.

Tablo 3. 2: Cesitli inkiibasyon sicakliklarin KSF kiiltiir ortaminda Trichoderma
atroviride 'den B-glukosidaz enzim eldesine etkisi

Inkiibasyon Sicakhklar (°C ) B-glukosidaz enzim aktivitesi (EU)
25°C 3029,81
30 °C 586,7209
35°C 338,7534
40 °C 36,5853
45°C 16,2601

3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

B-glukosidaz Enzim Aktivitesi (EU)

25 30 35 40 45
Inkiibasyon Sicakhig

Sekil 3. 2: Cesitli inkiibasyon sicakliklarin KSF kiiltiir ortaminda Trichoderma atroviride 'den
B-glukosidaz eldesine etkisi
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3.2.3 KSF Ortaminin Optimum Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Daha o6nceki basamaklarda saptanan pH’1 5 olan 0,2 M sitrik asit monohidrat tamponu ile
nemlendirilen KSF kiiltiir ortamlari otoklavda sterilize edildikten sonra Patates Dekstroz
Broth besiyerinde gelistirilen Trichoderma atroviride sivi kiiltiiriinden alinan 3 mL inokulum
ile asilanarak 25°C’de 3-9 giin siire ile gelistirilmistir. Uciincii giiniin sonundan itibaren
saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktiviteleri Ol¢lismiis ve en yiiksek aktivite 4. giinde

saptanmistir.

Tablo 3. 3: Cesitli inkiibasyon siirelerinin KSF ortam sartlarinda Trichoderma atroviride 'den
B-glukosidaz eldesine etkisi

Inkiibasyon Siireleri (Giin) B- glukosidaz enzim aktivitesi(EU)
3.giin 3238,4823
4.giin 3723,5772
5.giin 3417,3441
6.glin 2716,8021
7.giin 2493,2249
8.glin 2124,6612
9.giin 2012,1951
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b= 3000 -

e 2500 -

£ 2000 -

c s

SO 1500 -

N N—r'

._E 1000 -

8 500 -

=3

> 0

- 3 4 5' 6 7 8 9

Inkiibasyon Siiresi

Sekil 3. 3: Cesitli inkiibasyon siirelerinin KSF ortam sartlarinda Trichoderma atroviride ’den
B-glukosidaz enzim eldesine etkisi

49



3.3 KSF Yontemiyle Mikrofungusun Optimum Sartlarda Gelistirilmesi ve Kismen
Saflastirilmus B-glukosidaz Enzim Eldesi

Ogiitiilmiis fasulye kabuklariyla hazirlanan pH’1 5 olan 0,2 M sitrik asit monohidrat
tamponuyla %55 nem orani ayarlananan KSF ortami otoklavlanip sterilize edilerek 3 mL
Trichoderma atroviride NRRL 25150 sivi kiiltiirii ile inokiile edilerek 4 giin (25°C)
inkiibasyonu saglanmistir. Dordiincii giiniin sonunda, gelisen fungus kiiltiirlerine 75 mL saf
su eklenerek 150 rpm’de 120 dakika oda sicakliginda ¢alkalamali inkiibatordeki inkiibasyonu
yapilmistir. Ardindan gazli bez ile siiziildiikten sonra siiziintii 10 dakika 4°C’de ve 10000
rpm’de santrifiijlenip siipernatant kismi saflastirilan B-glukosidaz kaynagi olarak amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemleriyle saflagtirmaya tabi

tutulmustur.

3.4 Trichoderma atroviride’den Elde Edilen p-glukosidaz’in Saflastirma Basamaklari
3.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Trichoderma atroviride’den elde edilen B-glukosidaz’in saflastirmasi i¢in 10 farkli aralikta
amonyum siilfat ¢coktiirmesi Tablo 3.4.1’de belirtilen degerlere gére yapilmistir. Her bir aralik
icin B-glukosidaz aktivitesi (EU) 410 nm’de, protein miktarlarinin (mg/mL) belirlenmesi i¢in

de Lowry yontemi ile 600 nm’de dlgiimler yapilmistir.
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Tablo 3. 4: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinda Trichoderma atroviride’den kismen
saflastirilan B-glukosidaz enziminin protein miktarlar1 ve aktiviteleri

Aralik Degeri Coktiirme Hacim (mL) Kullanilan B-glukosidaz Protein Miktari

Arahgi (%) Amonyum Aktivitesi (ng/mL)
Siilfat Miktar: (EV)
(9)
1 0-10 10 0,514 g 89,4308 3,5
2 10-20 10 0,529 g 109,7561 6,5
3 20-30 10 0,546 108,4011 33,5
4 30-40 10 0,563 75,8807 135
5 40-50 10 0,582 96,2059 8,5
6 50-60 10 0,602 252,0325 435
7 60-70 10 0,623 447,1545 178,5
8 70-80 10 0,645 218,1572 143,5
9 80-90 10 0,670 69,1056 435
10 90-100 10 0,696 54,2005 28,5

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin saptanmasi igin elde edilen sonuglardan B-glukosidaz
enzimi protein miktar1 ve aktivite grafigi olusturulmustur. Olusturulan grafige (Sekil 3.4) gére
ASC aralig1 %50-90 olarak belirlenmis ve HEK’te kullanilmak iizere %50-90 araliginda ASC
yapilmistir.
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Sekil 3. 4: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinda Trichoderma atroviride’den kismen
saflastirilan B-glukosidaz enziminin protein miktarlari ve aktiviteleri

3.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi %50-90 aralifinda yapilan 7. atroviride’den elde edilen kismi
saflagtirtlmis  B-glukosidaz enziminin 3,5 mililitresi Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin
jelini ihtiva eden kolona yiiklenerek kolonda ilerleyen ornekler 2 mL’lik ependorflar
icerisinde toplanmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinin sonlanmasindan sonra
ependorflardaki B-glukosidaz enzim aktiviteleri 410 nm’de ve Warburg Metodu ile protein
analizleri 280 nm’de kalitatif olarak belirlenerek p-glukosidaz’in eliisyon grafigi
olusturulmustur (Sekil 3.5). Absorbans verilerinden aktivitenin en fazla oldugu ependorflar
tespit edildikten sonra bu ependorflardan Lowry Metodu ile kantitatif olarak protein miktari
belirlenmis ve bu verilerden faydalanilarak T. atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz

enziminin saflastirma tablosu yapilmistir (Tablo 3.5).
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Sekil 3. 5: HEK ile saflastirilan T. atroviride’den saflastirlan B-glukosidaz’in eliisyon grafigi
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Tablo 3. 5: T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in saflagtirma tablosu

Saflagtirma Hacim (mL) Aktivite Protein Toplam Aktivite Toplam Spesifik Aktivite %Verim Saflagtirma
Basamaklari (EU/mL) Miktar: (EU/mL) Protein (EU/mg) Derecesi
(mg/mL) (mg/mL)

Kismi Saflastirma 10 1596,205 0,02535 15962,05 0,2535 62966,66 100 1

Amonyum Siilfat 4 1165,311 0,00385 4661,246 0,0154 302678,312 29,202 4,806
Coktiirmesi

(%50-90)
Hidrofobik Etkilesim 35 781,8428 0,00185 2736,4498 0,006475 422617,73 17,1434 6,7117

Kromatografisi
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Trichoderma atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz enziminin saflastirma tablosu (Tablo
3.5) verilerine gore Amonyum Siilfat Coktiirmesinin toplam aktivitesinin 4661,246 EU/mL ve
toplam protein miktarinin 0,0154 mg oldugu saptanmis ve %29,202 verim ile saflagtirilma
derecesi 4,806 olarak hesaplanmistir. HEK sonunda pB-glukosidaz’in toplam aktivitesi
2736,4498 EU/mL ve toplam protein miktarinin 0,006475 mg oldugu belirlenerek %17,1434

verim ile saflagtirma derecesi 6,7117 olarak hesaplanmustir.

3.5 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilmus p-glukosidaz’in SDS-PAGE Elektroforez
Yontemi ile Homojenliginin ve Alt Birimlerinin Sayisi/ Varhigmin Incelenmesi
SDS-PAGE elektroforez metodu ile saflastirilmis B-glukosidaz’in homojenliginin ve alt

birimlerinin varligi/sayisi incelenmistir (Sekil 3.6).

B-zhukoudaz M (kDa)

Sekil 3. 6: T. atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE goriintiisii

T. atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz’in SDS-PAGE jel goriintiisii incelendiginde 70
kDa ve 60 kDa molekiiler agirliginda iki bant gézlenmistir.
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3.6 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan p-glukosidazin Kinetik ve Biyokimyasal
Karakterizasyonunun Saptanmasi

T. atroviride’den elde edilip amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve HEK ile saflastirilmig f-

glukosidaz enziminin kinetik ve biyokimyasal karakterizasyonun saptanmasi i¢in optimum

pH, optimum sicaklik ve termal kararliligi arastirilarak Km ve Vmax, 1Cso ve K; degerleri

saptanarak inhibisyon tipi belirlenmistir.

3.6.1 T. atroviride’den Saflastirilmus B-glukosidaz’in Optimum pH Degerinin
Saptanmasi

T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in pH 2 ile

pH 9 araliginda hazirlanan tampon ¢ozeltiler ve bunlarla hazirlanan pNPG substrat ¢ozeltileri

ile B-glukosidaz enzim aktivitelerinin 410 nm’de odlgiimleri yapilmustir. Olgiilen aktivite

degerlerine gore aktivite grafigi (Sekil 3.7) olusturularak enzimin en yiiksek aktivite

gosterdigi pH degeri 3 olarak saptanmuistir.
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Sekil 3. 7: Trichoderma atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in optimum aktivite
gosterdigi pH grafigi

3.6.2 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan g-glukosidaz’in Optimum Sicakhik
Degerinin Saptanmasi

T. atroviride’den saflastirilmig B-glukosidaz enziminin sodyum asetat tamponu ve bu tampon

ile hazirlanan pNPG substrat c¢ozeltileri ile hazirlanan 96 kuyucuklu plakada 25°C-85°C

inkiilbe edildikten sonra [-glukosidaz enzim aktivitelerinin 410 nm’de o&lgiimleri
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gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere gore aktivite grafigi (Sekil 3.8) olusturularak enzimin

optimum sicaklik degeri 65°C olarak saptanmustir.
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Sekil 3. 8: Trichoderma atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in optimum aktivite
gosterdigi sicaklik grafigi

3.6.3 T. atroviride’den Elde Edilip Saflastirilan B-glukosidaz’in Termal Kararhhginin
Saptanmasi

Bes farkli (45°C, 55°C, 65°C, 75°C, 85°C) sicaklik degerinde B-glukosidaz enzim bekletilip

belirli araliklarla B-glukosidaz aktivitesi Ol¢iilmiis ve daha sonra elde edilen degerlerden f-

glukosidaz’in termal kararlilik grafigi olusturulmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9: Trichoderma atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in termal kararlilik grafigi
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B-glukosidaz enziminin bes farkli sicakliga ayarlanmis inkiibatorlerde 120 dakika
inkiibasyonu neticesinde aktivite dlgiimleri yapilmistir. Elde edilen aktivite 6l¢iim degerlerine
gore 45°C’de %86.119, 55°C’de %67.507, 65°C’de %66.56, 75°C’de 90 dakikaya kadar

aktivitesini korudugu, 85°C’de ise 38 dakikaya kadar aktivitesini kaybetmedigi belirlenmistir.

3.6.4 Trichoderma atroviride’den Saflastirilmus B-glukosidaz’in Km ve Vmax Degerlerinin
Saptanmasi

Saflastirilmis B-glukosidaz’in p-nitrofenil-f-D-glukopirenosit’e ilgisini gosteren Km ve Vmax
degerleri hesaplanmistir. Enzim miktar1 sabit tutularak p-nitrofenil-f-D-glukopirenosit’in 5-
70 uL degisen konsantrasyonlarinda B-glukosidaz aktiviteleri dl¢iilmiistiir (Tablo 3.6). Elde
edilen B-glukosidaz aktivitesi degerlerinden reaksiyon hizi [V] EU/mL olarak hesaplanmuistir.
1/[V] degeri reaksiyonun hizindan [V], 1/[S] degeri ise reaksiyondaki substrat
konsantrasyonlarindan [S] elde edilmistir. Elde edilen degerlerden faydalanilarak Lineweaver-

Burk grafigi olusturulmustur (Sekil 3.10).
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Tablo 3. 6: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in Km ve Vmax degerlerinin saptanmasin kullanilan veriler.

50 mM Saflastiriims pNPG Toplam Substrat Absorbans Farki  p-glukosidaz 1/[V] 1/[S]
Sodyum asetat Enzim Hacmi  Cozeltisinin Hacim (nL) Konsantrasyonu AA Enzim
tamponu (uL) (uL) Hacmi (nL) [S] mM Aktivitesi

(U/mL/dk.)
65 5 0,119 0,189 256,0975 0,0039 8,403
60 10 0,238 0,246 333,3333 0,003 4,201
55 15 0,357 0,257 348,2384 0,0028 2,801
50 20 0,476 0,274 371,2737 0,0026 2,1
45 25 0,595 0,282 382,1138 0,0026 1,68
40 70 30 210 0,714 0,287 388,8888 0,0025 1,40
35 35 0,833 0,289 391,5989 0,0025 1,20
30 40 0,952 0,271 367,2086 0,0027 1,050
25 45 1,071 0,289 391,5989 0,0025 0,933
20 50 1,190 0,296 401,0840 0,0024 0,840
15 55 1,309 0,312 422,7642 0,0023 0,763
10 60 1,428 0,327 443,0894 0,0022 0,700
5 65 1,547 0,349 472,8997 0,0021 0,646
- 70 1,666 0,358 485,0948 0,0020 0,600
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Sekil 3. 10: T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in Km ve Vmax Grafigi

Tablo 3. 7: T. atroviride 'den saflastiriimis B-glukosidaz’mn Km, Vimax V& Vmax/ Km degerleri

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

pPNPG 0,0869 434,782 5003,245

3.6.5 T. atroviride’den Saflastirilmis B-glukosidaz Enziminin Genel Inhibitorlerinin ICso
Degerlerinin Saptanmasi

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde [-glukosidaz’in genel inhibitorleri olarak 6-

glukonolakton ve D(+)-glukoz ve karsimiza g¢ikmaktadir. Bundan dolay1 enzimin genel

inhibitorleri olarak d-glukonolakton ve D(+)-glukoz deneylerde kullanilmis ve bu

inhibitorlerin B-glukosidaz enzimine olan etkileri aragtirtlmistir.

3.6.5.1 T. atroviride’den Saflastirilmus p-glukosidaz Enziminin Inhibitérii D(+)-glukozun
I1Cs0 Degerinin Saptanmasi

B-glukosidaz  enziminin  aktivitesine  D(+)-glukozun etkisi arastirilirken, pNPG

konsantrasyonu reaksiyon hacminde 1,25 mM’dir. D(+)-glukoz olmadigi ortamdaki enzim

aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir. 1-60 pL arasinda degisen D(+)-glukoz

konsantrasyonlarinda aktivite degerleri elde edilmis ve bu verilerden faydalanilarak %

aktiviteleri hesaplanmistir. Daha sonra % aktivite- [I] grafigi olusturularak ICso degeri tespit

edilmistir.
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Tablo 3. 8: T. atroviride 'den saflastirilan B-glukosidaz inhibitorii 0,1 M D(+)-glukozun ICso degerinin tespit edilmesinde kullanilan soliisyon

miktarlar1 ve ulasilan degerler

50 mM Saflastinlmis  pNPG Inhibitér  Reaksiyon durdurucu Inhibitér Inhibitor Absorbans B-glukosidaz %Aktivite
Sodyum asetat Enzim Hacmi Cozeltisinin Hacmi (uL) Hacmi Konsantrasyonu Farki AA Aktivitesi

tamponu (pL) (uL) Hacmi (nL) (uL) (mM)*10000 (U/mL/dk.)

60 - 0,311 421,409 100

59 1 0,4464 0,300 406,504 96,4630
59 1 0,8929 0,298 403,794 95,8199
59 1 1,7857 0,252 341,463 81,0289
59 1 3,5714 0,178 307,588 72,9166
57 70 70 D-(+)-glukoz 70 3 8,9286 0,280 302,168 71,7041
55 5 17,8571 0,308 288,618 68,4887
52 8 26,7857 0,184 249,322 59,1639
50 10 35,7143 0,155 210,027 49,8392
45 15 53,5714 0,236 319,783 75,8842
40 20 71,4286 0,231 313,008 74,2765
35 25 89,2857 0,236 319,783 75,8842
30 30 107,1429 0,197 266,938 63,3440
25 35 125,0000 0,165 223,577 53,0546
20 40 142,8571 0,200 271,003 64,3086
15 45 160,7143 0,124 168,022 39,8713
10 50 178,5714 0,024 32,520 7,71704
5 55 196,4286 0,126 170,732 40,5144
- 60 214,2857 0,159 215,447 51,1254
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Sekil 3. 11: T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in inhibitorii D(+)-glukozun 1Cso
degerinin grafigi

p-nitrofenil-4-D-glukopirenosit ve D(+)-glukozun bulundugu ortamdaki % aktivite-[I] grafigi
Sekil 3.11°de gosterilmistir. Elde edilen grafikten faydalanilarak saflastirilmis B-glukosidaz’in
inhibitorii D(+)-glukoz i¢in ICso degeri 9,7395 mM olarak belirlenmistir.

3.6.5.2 T. atroviride’den Saflastirilmis p-glukosidaz’in Inhibitérii 5-glukonalaktonunu
I1Cs0 Degerlerinin Saptanmasi

d-glukonalaktonunu Trichoderma atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz aktivitesine etkisi

arastirilirken; p-nitrofenil-p-D-glukopirenosit’in reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1,25

mM’dir. Inhibitér olmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100 kabul edilmistir. 1-60 pL

arasinda degisen o-glukonalakton konsantrasyonlarinda aktivite olgtimleri yapilmigtir. Bu

verilerden faydalanilarak % aktiviteleri hesaplanmistir. Daha sonra % aktivite- [I] grafigi

olusturularak ICso degeri belirlenmistir.
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Tablo 3. 9: T. atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibit6rii 0,001 M &-glukonalaktonun ICsp degerinin belirlenmesinde

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulagilan degerler

50 mM Saflastirilmis pNPG Reaksiyon Inhibitér Inhibitér Hacmi  Inhibitor Absorbans B-glukosidaz %Aktivite
Sodyum asetat Enzim Hacmi Cozeltisinin durdurucu (nL) (ui) Konsantrasyon  Farki AA Enzim
tamponu (pL) (uL) Hacmi (nL) u (mM)*10000 Aktivitesi
(U/mL/dk.)

60 - - 0,348 471,545 100
59 1 0,4464 0,220 298,103 63,2183
59 1 0,8929 0,219 296,748 62,9310
59 1 1,7857 0,217 294,038 62,3563
59 1 3,5714 0,216 292,683 62,0689
57 70 70 80 5- 3 8,9286 0,215 291,328 61,7816

glukonalaktonun
55 5 17,8571 0,196 265,583 56,3218
52 8 26,7857 0,194 262,873 55,7471
50 10 35,7143 0,172 233,062 49,4252
45 15 53,5714 0,148 200,542 42,5287
40 20 71,4286 0,128 173,442 36,7816
35 25 89,2857 0,009 12,195 2,58620
30 30 107,1429 0,004 5,420 1,14942
25 35 125,0000 0,035 47,425 10,0574
20 40 142,8571 0,007 9,485 2,01149
15 45 160,7143 0,113 153,117 32,4712
10 50 178,5714 0,113 153,117 32,4712
5 55 196,4286 0,121 163,957 34,7701
- 60 214,2857 0,118 159,892 33,9080
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Sekil 3. 12: T. atroviride’den saflagtirilmig B-glukosidaz’mn inhibitorii 6-glukonalaktonunu
ICso degerinin grafigi
d-glukonalakton ve pNPG substratinun bulundugu ortamdaki %aktivite-[I] grafigi Sekil
3.12°de gosterilmistir. Elde edilen grafikten faydalanilarak T. atroviride’den saflastirilan [3-
glukosidaz’in inhibitorii 6-glukonalaktonun 1Cso degeri 8,4214 mM olarak hesaplanmustir.

3.6.6 T. atroviride’den Saflastirilmis B-glukosidaz’in  Genel Inhibitorlerinin  Ki
Degerlerinin ve Inhibisyon Tiplerinin Saptanmasi

T. atroviride 'den saflagtirilan B-glukosidaz’in genel inhibitérleri 0,0005 M &-glukonolakton

ve 0,1IM D(+)-glukozun kullanilmasiyla enzimin K; degerleri ve inhibisyon tipleri

belirlenmistir.

3.6.6.1 T. atroviride’den Saflastirilmis p-glukosidaz Enziminin inhibitérii D(+)-glukozun
Inhibisyon Tipinin ve Ki Degerinin Saptanmasi
Trichoderma atroviride’den saflagtirllmis  B-glukosidaz’in  inhibitorii  D(+)-glukozun
inhibisyon sabiti (K;) tespit edilirken, D(+)-glukozun igermeyen ve farkli pNPG
konsantrasyonlarinda enzimin aktivite dlgiimleri yapilmistir. Bu dlgiimlere ek olarak D(+)-
glukoz’un 1,7 mM ve 3,57 mM sabit konsantrasyonlarinda ve gesitli p-nitrofenil-g-D -
glukopirenosit konsantrasyonlarinda B-glukosidaz enziminin aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Elde
edilen verilerden 1/[V] ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiginde I1 ve 12
dogrular ¢izilmistir. Daha sonra elde edilen grafikten faydalanilarak D(+)-glukozun Kj degeri

ve inhibisyon tipi  belirlenmistir.
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Tablo 3. 10: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in inhibit6rii D(+)-glukozun K degerinin ve inhibisyon tipinin saptanmasi i¢in

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulasilan degerler

50 mM Saflastirlmis  pNPG Reaksiyon  Toplam Inhibitér  Substrat Inhibitér Absorbans B-glukosidaz  1/[S] 1/[V]
Sodyum Enzim Cozeltisinin durdurucu  Hacmi (uL) Konsantrasyonu  Konsantrasyonu  Farki AA Enzim

asetat Hacmi (nL) Hacmi (nL) (uL) (uL) [S](mM) [1](mM) Aktivitesi

tamponu (U/mL/dk.)

(nL)

125 5 0,125 0,054 73,1707 8 0,0136
120 10 0,25 0,06 81,3008 4 0,0123
115 15 0,375 0,105 142,2764 2,6666 0,0070
110 20 0,5 0,117 158,5365 2 0,0063
105 25 0,625 0,124 168,0216 1,6 0,0059
100 30 0,75 0,127 172,0867 1,3333 0,0058
95 70 35 80 280 0 0,875 0 0,133 180,2168 1,1428 0,0055
90 40 1 0,138 186,9918 1 0,0053
85 45 1,125 0,157 212,7371 0,8888 0,0047
80 50 1,25 0,097 131,4363 0,8 0,0076
75 55 1,375 0,178 241,1924 0,7272 0,0041
70 60 15 0,164 222,2222 0,6666 0,0045
65 65 1,625 0,193 261,5176 0,6153 0,0038
60 70 1,75 0,205 277,7777 0,5714 0,0036
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Tablo 3.10: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in inhibitorii D(+)-glukozun Kj degerinin ve inhibisyon tipinin saptanmasi igin

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulasilan degerler

50 mM Saflastirlmis  pNPG Reaksiyon ~ Toplam Substrat Inhibitor Absorbans B-glukosidaz  1/[S] 1[V]

Sodyum Enzim Hacmi  Cozeltisinin durdurucu  Hacmi Konsantrasyonu  Konsantrasyonu Farki AA Enzim

asetat (uL) Hacmi (nL) (uL) (uL) [S](mM) [11(mM) Aktivitesi

tamponu (U/mL/dk.)

(uL)

120 0,125 0,065 88,0758 8 0,0113
5

115 10 0,25 0,13 176,1517 4 0,0056

110 15 0,375 0,145 196,4769 2,6666 0,0050

105 20 0,5 0,152 205,9620 2 0,0048

100 25 0,625 0,098 132,7913 1,6 0,0075

95 70 30 80 280 0,75 1,7 0,167 226,2872 1,3333 0,0044

90 35 0,875 0,191 258,8075 1,1428 0,0038

85 40 1 0,117 158,5365 1 0,0063

80 45 1,125 0,134 181,5718 0,8888 0,0055

75 50 1,25 0,137 185,6368 0,8 0,0053

70 55 1,375 0,19 257,4525 0,7272 0,0038

65 60 1,5 0,182 246,6124 0,6666 0,0040

60 65 1,625 0,198 268,2926 0,6153 0,0037

55 70 1,75 0,139 188,3468 0,57142 0,0053
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Tablo 3.10: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in inhibitorii D(+)-glukozun K; degerinin ve inhibisyon tipinin saptanmasi i¢in

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulasilan degerler

50 mM Saflasgtirlmis  pNPG Reaksiyon Toplam Inhibitor  Substrat Inhibitor Absorbans B-glukosidaz  1/[S] 1/[V]
Sodyum Enzim Cozeltisinin durdurucu Hacmi (uL) Konsantrasyonu  Konsantrasyonu Farki AA Enzim

asetat Hacmi (nL) Hacmi (nL) (uL) (uL) [S](mM) [1(mM) Aktivitesi

tamponu (U/mL/dk.)

(nL)

115 5 0,125 0,065 88,0758 8 0,0113
110 10 0,25 0,13 176,1517 4 0,0056
105 15 0,375 0,145 196,476 2,6666 0,0050
100 20 0,5 0,152 205,9620 2 0,0048
95 25 0,625 0,098 132,7913 1,6 0,0075
90 70 30 80 280 10 0,75 3,57 0,167 226,2872 1,3333 0,0044
85 35 0,875 0,191 258,8075 1,1428 0,0038
80 40 1 0,117 158,536 1 0,0063
75 45 1,125 0,134 181,5718 0,8888 0,0055
70 50 1,25 0,137 185,6368 0,8 0,0053
65 55 1,375 0,19 257,4525 0,7272 0,0038
60 60 15 0,182 246,6124 0,6666 0,0040
55 65 1,625 0,198 268,2926 0,6153 0,0037
50 70 1,75 0,139 188,34688 0,5714 0,0053
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0,016

0,014
11 y = 0,0013x + 0,0033

12 0,012 R?=0,9953
0,01 y =0,001x + 0,0029
0008 2=0,998

0,006

1/[V] (EV)

y = 0,0004x+ 0,002
R?=10,9991

-6 -4 -2 -0,002 0 2 4 6 8 10

-0,006

Sekil 3. 13: T.atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’a farkli konsantrasyonlardaki D(+)-
glukoz inhibisyon etkisi

Sekil 3.13°de gosterilen Lineweaver-Burk grafiginden, Trichoderma atroviride’den
saflastirilmis B-glukosidaz’in D(+)-glukoz inhibitorii ve pNPG substrati bulunan ortamda,
karisik inhibisyon tipi etki sergiledigi saptanmistir. D-(+)-glukozun [I1]= 1,7 mM ve [I2]=
3,57 mM konsantrasyonundaki aktivite degerlerinden faydalanilarak olusturulan grafikten
(Sekil 3.13) Ki)4,31x103 ve Ki(): 29,45x107 olarak tespit edilmistir.

3.6.6.2 T. atroviride’den Saflastirilms p-glukosidaz’in Inhibitorii 8-glukonolaktonun K;
Degerinin ve Inhibisyon Tipinin Saptanmasi

d-glukonolaktonun inhibisyon sabiti (Kj) tespit edilirken, 3-glukonolakton’un bulunmadigi
ortamda degisen pNPG konsantrasyonlarinda enzimin aktivite olgiimleri yapilmistir. Bu
olgtimlere ek olarak &-glukonolakton’un 0,017 mM ve 0,0089 mM sabit konsantrasyonlarinda
ve pNPG cgesitli konsantrasyonlarinda B-glukosidaz aktiviteleri dl¢lilmistiir. 1/[V] ve 1/[S]
degerleri kullanilarak Lineweaver-Burk grafiginde 11 ve 12 dogrular gizilmistir. Cizilen
dogrulardan karisik inhibisyon tipi gosterdigi belirlendikten sonra &-glukonolakton Ki

degerleri tespit edilmistir.
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Tablo 3. 11: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in inhibitori 8-glukonolaktonun Kj degerinin ve inhibisyon tipinin saptanmasi igin

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulagilan degerler

50 mM Saflastirllms  pNPG Reaksiyon  Toplam Substrat Absorbans B-glukosidaz  1/[S] 1[V]
Sodyum Enzim Soliisyonun durdurucu  Hacmi Konsantrasyonu  Konsantrasyonu  Farki AA Enzim

asetat Hacmi (nL) Hacmi (nL) (uL) (uL) [S](mM) Aktivitesi

tamponu (U/mL/dk.)

(nL)

125 5 0,125 0,054 73,1707 8 0,01366
120 10 0,25 0,06 81,3008 4 0,0123
115 15 0,375 0,105 142,2764 2,6666 0,00702
110 20 0,5 0,117 158,5365 2 0,0063
105 25 0,625 0,124 168,02168 1,6 0,0059
100 30 0,75 0,127 172,0867 1,3333 0,0058
95 70 35 80 280 0,875 0,133 180,2168 1,14285 0,0055
90 40 1 0,138 186,9918 1 0,0053
85 45 1,125 0,157 212,7371 0,8888 0,0047
80 50 1,25 0,097 131,4363 0,8 0,0076
75 55 1,375 0,178 241,1924 0,7272 0,0041
70 60 15 0,164 222,222 0,6666 0,0045
65 65 1,625 0,193 261,5176 0,6153 0,0038
60 70 1,75 0,205 277,7777 0,5714 0,0036
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Tablo 3.11: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in inhibitorii 8-glukonolaktonun Kj degerinin ve inhibisyon tipinin saptanmasi igin

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulagilan degerler

50 mM Saflastirlmis  pNPG Reaksiyon Toplam Inhibitor  Substrat Inhibitor Absorbans B-glukosidaz  1/[S] 1/[V]
Sodyum Enzim Soliisyonun durdurucu Hacmi (uL) Konsantrasyonu  Konsantrasyonu  Farki AA Enzim

asetat Hacmi (nL) Hacmi (nL) (uL) (uL) [S](mM) [1(mM) Aktivitesi

tamponu (U/mL/dk.)

(nL)

120 5 0,125 0,019 25,7452 8 0,0388
115 10 0,25 0,02 27,1002 4 0,0369
110 15 0,375 0,091 123,3062 2,6666 0,0081
100 20 0,5 0,094 127,3712 2 0,0078
100 25 0,625 0,133 180,2168 1,6 0,0055
95 70 30 80 280 5 0,75 0,0089 0,15 203,2520 1,3333 0,0049
90 35 0,875 0,116 157,1815 1,1428 0,0063
85 40 1 0,123 166,6666 1 0,006
80 45 1,125 0,126 170,7317 0,8888 0,0058
75 50 1,25 0,128 173,4417 0,8 0,0058
70 55 1,375 0,125 169,3766 0,7272 0,0059
65 60 1,5 0,15 203,2520 0,6666 0,0049
60 65 1,625 0,16 216,8021 0,6153 0,0046
55 70 1,75 0,163 220,8672 0,57142 0,0045
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Tablo 3.11: T. atroviride den saflastirilmis B-glukosidaz inhibitorii 8-glukonolaktonun Kj degerinin ve inhibisyon tipinin saptanmasi igin

kullanilan soliisyon miktarlar1 ve ulagilan degerler

50 mM Saflastinlmis  pNPG Reaksiyon Toplam Inhibitér ~ Konsantrasyonu Inhibitér Absorbans B-glukosidaz  1/[S] 1/[V]
Sodyum Enzim Soliisyonun durdurucu  Hacmi (uL) [SI(mM) Konsantrasyonu Farki AA Enzim

asetat Hacmi (nL) Hacmi (nL) (uL) (uL) [11(mM) Aktivitesi

tamponu (U/mL/dk.)

(uL)

115 5 0,125 0,151 204,6070 8 0,0048
110 10 0,25 0,18 243,9024 4 0,0041
105 15 0,375 0,185 250,6775 2,6666 0,0039
100 20 0,5 0,227 307,5880 2 0,0032
95 25 0,625 0,249 337,3983 1,6 0,0029
90 70 30 80 280 10 0,75 0,017 0,25 338,7533 1,3333 0,0029
85 35 0,875 0,269 364,4986 1,1428 0,0027
80 40 1 0,278 376,6937 1 0,0026
75 45 1,125 0,276 373,9837 0,8888 0,0026
70 50 1,25 0,265 359,0785 0,8 0,0027
65 55 1,375 0,267 361,7886 0,7272 0,0027
60 60 15 0,262 355,0135 0,6666 0,0028
55 65 1,625 0,278 376,6937 0,6153 0,0026
50 70 1,75 0,304 411,9241 0,5714 0,0024
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0,025 y =0,0022x + 0,0036
R?=10,9983

11 y =0,0013x + 0,0032
R?=10,9957

y =0,0003x + 0,0024

R2=10,9972
-10 6 8 10
0oL 1/[S] mM
-0,015
-0,02

Sekil 3. 14: T. atroviride 'den saflastirilmis B-glukosidaz’in farkli konsantrasyonlardaki 6-
glukonolaktonun inhibisyon etkisi

Sekil 3.14’de gosterilen Lineweaver-Burk grafiginden, T. atroviride’den saflagtirilmis -
glukosidaz’inin, 6-glukonolakton inhibitdriiniin ve pPNPG substrati bulunan ortamda karigik
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. d-glukonolaktonun [11]=0,0089 mM ve
[12]=0,017 mM konsantrasyonundaki aktivite degerlerinden faydalanilarak olusturulan

grafikten (Sekil 3.14) Ki):0,0712x107 ve Ki): 0,068x107 olarak tespit edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Mikrobiyal kaynakli enzimler son yillarda endiistride siklikla kullanilmakta ve bu
enzimlerin elde edilmesine yonelik arastirmalar onem kazanmaktadir. Calismamizda
toprak, orman ve su gibi gesitli ortamlarda yaygin olarak bulunan Trichoderma cinsine ait
olarak Trichoderma atroviride NRRL 25150 substrat olarak da fasulye kabugu kullanilarak

KSF yontemi ile B-glukosidaz enzimi elde edilmistir.

Elde edilen B-glukosidaz enzimine amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi (HEK) metodlar1 uygulanarak iki basamakta saflastirma yapilmistir.
Saflastirilmis B-glukosidaz SDS-PAGE elektroforez metodu ile homojenligi ve alt birim
sayist/ varlig1 belirlenmistir. Saflastirilan enzimin maksimum aktivite sergiledigi sicaklik,
pH degeri ve termal kararlilig1 da belirlenmistir. B-glukosidaz’in kinetik 6zellikleri olan Km
ve Vmax degerleri tespit edilmistir. Buna ek olarak enzimin genel inhibitorleri -
glukonolakton ve D(+)glukozun pNPG varliginda B-glukosidaz’a etkisi olan inhibisyon tipi
tespit edilmistir.

Calismada, PDA’da gelistirilen Trichooderma atroviride’nin p-glukosidaz enzimini tiretip
iretmedigi arastirllmistir. CMC (%5) igceren PDA besiyerine ekimi yapilip inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi hidroliz zonunun goriilmiistir ve T. atroviride nin
calismanin diger asamalarinda B-glukosidaz kaynagi olarak kullanilmistir. Shahriarin ve
ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus terreus R4 izolatinin CMC igeren besiyerinde
hidroliz zonu olusturdugunu bildirmislerdir [156]. Mondal ve ark. (2020), yaptiklari
calismada 18 fungus izolatindan Aspergillus fumigatus SKF-2’1n seliiloz ve nisasta i¢eren
besiyerinde 1.1 cm’lik hidroliz zonu olusturdugunu bildirmislerdir [131]. Siva ve ark.
(2022), CMC igeren besiyerinde Aspergillus niger’in hidroliz zonu olusturdugunu rapor
etmislerdir [110]. Nasution ve ark. (2022)’da ¢alismalarinda Oryctes rhinoceros
izolatlarmin %1 CMC igeren besiyerinde en biiyiikk hidroliz zonunu KO-15j izolatinda
gozlemlemislerdir [157]. Bhati ve ark. (2023), Aspergillus uvarum izolatlari ile yaptiklari

calismada CMC igeren besiyerinde hidroliz zonu olusturduklarini rapor etmislerdir [111].
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B-glukosidaz elde edilmesinde KSF yonteminde kullanilacak mikroorganizma oldukga
onem tasimaktadir. Bunun yani sira KSF metodunu etkileyen 6nemli parametreler de
bulunmaktadir. Bu parametreler; kati substratin se¢imi, nemlendirme sivisi, pH ve

inkiibasyonun sicaklig1 ve siiresi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Calismamizda kati1 substrat olarak ogiitiiliip elenen fasulye kabugu 80°C’de 24 saat
boyunca kurutulup kullanilmistir. KSF ortaminda Trichoderma atroviride’nin gelistirilmesi
ve enzimin tretmesindeki kosullarin (nemlendirme sivisi ve pH, inkiibasyon siiresi ve

sicakligl) optimizasyonu saglanmistir.

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde KSF ortaminda farkli substratlar tercih edilerek [-
glukosidaz elde edildigi bildirilmistir. Jeya ve ark. (2009), ¢aligmalarinda kati substrat
olarak piring samani ve musir sapt tozu kullanilarak Penicillium purpurogenum
KJS506’dan B- glukosidaz elde etmisler ve optimum KSF sartlarin1 pH 4 ve inkiibasyon
sicakligr 32°C oldugunu bildirmislerdir [158]. Bagewadi ve ark. (2018), substrat olarak
tathh sorgum kiispesi, bugday kepegi, seker kamisi kiispesi, misir kocani, yer fistigi
kabuklari, piring kepegi ve piring kabugu kullanilmasi ile Trichoderma harzianum
HZN1’dan B-glukosidaz enzimini elde etmislerdir [159]. Bonfa ve ark. (2018), substrat
olarak esit hacimde seker kamisi kiispesi ve bugday kepegi kullanilarak Myceliophthora
thermophila M.7.7°dan B-glukosidaz (BGL50) enzimini elde ettiklerini bildirmislerdir
[160]. Garcia ve ark. (2018), substrat olarak bugday samani kullanarak Lichtheimia
ramosa’dan B-glukosidaz elde etmisler ve KSF optimum kosullart % 65 nemlendirme
orani ve 35°C’de 96 saat oldugunu rapor etmislerdir [161]. Martins ve ark. (2019), substrat
olarak bugday kepegi kullanilarak Thermomucor indicae-seudaticae’dan B-glukosidaz elde
etmisler ve enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi KSF kosullarini nemlendirme oran: %70,
pH 5,5-6,0 ve inkiibasyon sicakligi 40°C oldugunu bildirmislerdir [162]. Ezeilo ve ark.
(2019), hurma agacinin yapraklarini kullanarak Trichoderma asperellum’dan B-glukosidaz
elde etmisler ve optimum KSF sartlarin1 pH 12, nemlendirme orani1 %60, inkiibasyon
sicakligi 30°C ve siiresini 4 giin oldugunu bildirmislerdir [163]. Sugiwati ve ark. (2020),
substrat olarak piring kabugunun kullanilarak Aspergillus niger’den B-glukosidaz elde
etmisler ve optimum KSF sartlarim1 pH 2, inkiibasyon siiresi 5 giin ve sicakligin1 32°C

oldugunu rapor etmislerdir [136]. Kshirsagar ve ark. (2020), misir samanini kullanarak
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Nocardiopsis sp.’dan B-glukosidaz elde etmisler ve optimum inkiibasyon siiresinin yedi
giin oldugunu rapor etmislerdir [164]. Albernaz ve ark. (2020), Penicillium roqueforti
ATCC 10110°den pB-glukosidaz enzimini Nopalea cochenillifera’yr substrat olarak
kullanarak elde ettiklerini bildirmislerdir [129]. Mondal ve ark., (2020), Aspergillus
fumigatus SKF-2’dan B-glukosidaz eldesi i¢in seker kamisi kiispesi, bugday kepegi ve
portakal kabugunu kati substrat olarak kullanmislar ve KSF optimum kosullarini; pH 7,
inkiibasyon sicakligi 30°C ve siiresini bes giin olarak bildirmislerdir [131]. Ezeilo ve ark.
(2020), Rhizopus oryzae’den B-glukosidaz elde edilmesi igin kati substrat olarak ham
palmiye yag1 yapraklar1 kullanmiglar ve KSF kosullarini; inkiibasyon siiresi ve sicakligini
6 giin, 30°C, nemlendirme oran1 %40, pH 12 olarak bildirmislerdir [165]. Legodi ve ark.
(2023), substrat olarak muz yalanci kokiinii kullanarak Trichoderma longibrachiatum, T.
harzianum ve Aspergillus fumigatus, B-glukosidaz elde etmislerdir ve optimum KSF
kosullarin1 Trichoderma longibrachiatum igin %75 nemlendirme orani, 30°C ve 192 saat;
Aspergillus fumigatus i¢in %70 nemlendirme orani, 40°C ve 72 saat; T. harzianum igin
%70 nemlendirme orani, 40°C ve 144 saat olarak bildirmislerdir [138]. Santos ve ark.
(2021), yaptiklar1 ¢aligmada esit hacimde bugday samani ve misir koganini karistirip
kullanarak Penicillium sp.’dan B-glukosidaz elde etmislerdir. Sadece bugday samaninin
substrat olarak kullanildigi KSF %60 nemlendirme oraninda, 30°C‘de 216 saatte -
glukosidaz’in en yiiksek aktivite gosterdigini bildirmislerdir [166].

Calismamizda fasulye kabugu kati subtrat olarak kullanilarak KSF metodu ile Trichoderma
atroviride’nin en iyi B-glukosidaz iiretimi i¢in optimum gelisme sartlar1 arastirilmis ve
nemlendirme oran1 %55, nemlendirme sivist sitrik asit monohidrat tamponu ve pH 5,
inkiibasyon sicakligr 25°C ve siiresi 4 giin olarak tespit edilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2,
Sekil 3.3). Sonuglarimizi literatiirdeki verileri ile karsilastirdigimizda; KSF yontemiyle -
glukosidaz iiretimi kosullarinin mikrofungus ve substrata gore oldukca degisiklik

gosterdigini soyleyebiliriz.

Calismamizda Trichoderma atroviride’den kismi saflastirilan B-glukosidaz’in ASC araligi
%50-90 olarak belirlenmis ve ASC islemi neticesinde verim ve saflastirma katsayisi
sirastyla %29,202 ve 4,806 kat olarak belirlenmistir (Tablo 3.5). Yapilan arastirmalara
bakildiginda; Peshin ve Mathur (1999), %60-90 araliginda ASC Aspergillus niger’den
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tirettikleri B- glukosidaz’a uyguladiklarini bildirmislerdir [167]. Fadel ve ark. (2001), %20-
40 araliginda ASC Aspergillus niger’den frettikleri B-glukosidaz’a uyguladiklarini
bildirmislerdir [168]. Bonfa ve ark. (2018), Myceliophthora thermophila’den, Abdel-Sater
ve ark. (2019), Penicillium brevicompactum’dan, Mondal ve ark. (2020), Aspergillus
fumigatus’dan elde ettikleri B-glukosidaz enzimine %70 doygunlukta ASC yaptiklarini
rapor etmiglerdir [131, 160, 169]. Watanabe ve ark. (2016), Aspergillus oryzae’den
uirettikleri B-glukosidaz’a yapilan ASC sonunda verimi ve saflastirma katsayisini sirasiyla
%83 ve 32,2 kat oldugunu rapor etmislerdir [170]. BeSi¢ ve ark. (2016), Brassica
oleracea’dan elde ettikleri B-glukosidaz ASC sonunda %8,37 verim ve 0,34 kat
saflastirdiklarini rapor etmislerdir [171]. Narasimha ve ark. (2016), Aspergillus niger’den
tirettikleri B-glukosidaz’a yapilan %90 doygunlukta ASC sonunda verimi ve saflastirma
katsayisint sirasiyla %63,1 ve 45,10 kat oldugunu bildirmislerdir [172]. Costa ve ark.
(2018), Penicillium citrinum’den saflastirdiklart B-glukosidaza yapilan %50 ASC
sonucunda verimi ve saflasgtirma katsayisini sirasiyla %77 ve 2 Kkat oldugunu
bildirmislerdir [173]. Karnchanatat ve ark. (2007), Daldinia eschscholzii’den elde ettikleri
B-glukosidaz enziminin % 31,83 verim ile 5,32 kat oldugunu rapor etmislerdir [174].
Huang ve ark. (2021), Aspergillus versicolor’dan elde ettikleri B-glukosidazi ASC sonunda
%54,79 verimle ve 5,41 kat saflastirdiklarini bildirmislerdir [175].

Calismamizda gergeklestirdigimiz ASC bulgular litaratiirdeki verilerle kiyaslandiginda;
enzim saflastirma katsayis1 ve verimi benzerliginin az oldugu gozlenmistir. Bunun sebebi
kullanilan mikrofungusun, gerceklestirilen ASC araliginin ve kati substrat fermentasyonu

kosullarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi ifade edebiliriz.

Calismamizda Trichoderma atroviride’den iretilen B-glukosidaz enziminin ASC metodu
ile on saflastirmasi yapildiktan sonra HEK metodu ile enzim saflagtirilmistir. HEK
metodunda, Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin jeli aracihigiyla T. atroviride’den
saflagtiritlmis B-glukosidaz enziminin verimi ve saflastirma katsayis1 sirasiyla % 17,1434
ve 6,7117 kat olarak belirlenmistir (Tablo 3.5). Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde,
Besi¢ ve ark. (2016), HEK ile Brassica oleracea’dan saflastirdiklari B-glukosidaz
enziminin verimi ve saflagtirma katsayist sirasiyla %4,13 ve 6,9 kat oldugunu rapor

etmiglerdir [171]. Huang ve ark. (2021), HEK ile Aspergillus versicolor’dan saflastirilan -
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glukosidaz verimi ve saflagtirma katsayist sirasiyla %49,77 ve 6,23 kat oldugunu rapor

etmiglerdir [175].

Diger kromatografi yontemleri ile saflastirmanin yapildig1 ¢alismalarda ise; Qin ve ark.
(2020), Fusarium chlamydosporum’dan Sephacryl S-200 h\High Resolution jel filtasyon
kromotografisi ile B-glukosidaz enzimlerini (BG FH1, BG FH2) sirasiyla %4 verim ile 14
kat ve %20 verim ile 28,8 kat saflastirdiklarin1 rapor etmislerdir [176]. Peshin ve Mathur
(1999), Aspergillus niger’den jel filtrasyon kromatogafisi ile saflastirilan B-glukosidaz
enziminin saflastirma katsayist ve verimi sirastyla 6 kat ve %33; Singhvi ve Zinjarde
(2020), Penicillium janthinellum NCIM 1171°dan QAE Sephadex A-50 kromatografisi ile
B-glukosidaz enzimini %58 verim ile 8,16 kat, Sephacryl-200 kolon ile %39,5 verim ile
44,4 kat; Mondal ve ark. (2020), Aspergillus fumigatus’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in
saflastirma katsayis1 ve verimi sirasiyla 3,65 kat ve % 83,35 oldugunu bildirmislerdir.

[131, 139, 167].

Yapilan ¢alismalar incelendiginde T. atroviride’den  B-glukosidaz  enziminin
saflastirilmasini igeren ¢alisma gozlenmemistir. Ayrica T. atroviride’den B-glukosidaz
enziminin saflastirma verileri diger ¢aligmalar ile benzerlik gostermemektedir. Enzim
verimi ve saflastirma katsayilarindaki bu farkliligin; mikroorganizma, kullanilan kati
substrat, KSF ortam sartlari, yapilan ASC aralig1 ve tercih edilen kromatografi metodundan

kaynaklanabilecegi soylenebilir.

Calismamizda T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in 70 kDa ve 60 kDa molekiiler
agirlikta iki alt birime sahip oldugu SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir (Sekil 3.6).
Yapilan literatiir ¢alismalarinda, EI-Ghonemy, (2021) yaptig1 ¢aligmada Aspergillus sp.
DHE7’dan saflagtirdig1 B-glukosidaz enziminin monomerik yapida ve SDS-PAGE yontemi
ile 135 kDa molekiiler agirligina sahip oldugunu bildirmistir [177]. Peshin ve Mathur
(1999), Aspergillus niger 322°den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile
molekiiler agirligint 64 kDa; Parry ve ark. (2001), Thermoascus aurantiacus’dan elde
ettikleri B-glukosidaz’in SDS-PAGE ile molekiiler agirligin1 120 kDa; Jeya ve ark. (2009),
Penicillium purpurogenum KJS506’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in SDS-PAGE ile
molekiiler agirhgini 110 kDa; He ve ark. (2013), Aspergillus oryzae HML366’den elde
ettikleri BGHG1 ve BGHG2 enzimlerinin SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarini sirasiyla
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93 kDa ve 138 kDa; Asha ve ark. (2016), Aspergillus ochraceus MTCC 1810’dan elde
ettikleri B-glukosidaz’in SDS-PAGE ile molekiiler agirligint 43 kDa; Florindo ve ark.
(2018), Trichoderma harzianum’dan saflastirdiklar1 ThBgll and ThBgI2’in enzimlerinin
SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarini sirasiyla 53 kDa ve 55 kDa; Bonfa ve ark. (2018),
Myceliophthora thermophila M.7.7°den elde ettikleri B-glukosidaz’in (BGL50) SDS-
PAGE ile molekiiler agirligini 50 kDa; Santa-Rosa ve ark. (2018), Penicillium sp.
LMIO1’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in SDS-PAGE ile molekiiler agirligini1 70-100 kDa
araliginda; Jong ve ark. (2018), Aspergillus sp. YDJ1’den saflastirdiklar1 BGL-Al, BGL-
A2 ve BGL-A3 enzimlerinin molekiiler agirliklarint SDS-PAGE ile sirasiyla 100, 45 ve 40
kDa; Mondal ve ark. (2020), Aspergillus fumigatus SKF-2’dan elde ettikleri B-glukosidaz
enzimininin molekiiler agirligini SDS-PAGE ile 70 kDa; Qin ve ark. (2020), Fusarium
chlamydosporum’dan HML278 elde ettikleri B-glukosidaz’in SDS-PAGE ile molekiiler
agirliklarmmin BG FHI i¢in 93 kDa, BG FH2 i¢in 52 kDa; Singhvi ve Zinjarde (2020),
Penicillium janthinellum NCIM 1171’dan elde ettikleri B-glukosidaz enziminin molekiiler
agirhigini SDS-PAGE ile monomer yapida ve 100 kDa oldugunu rapor etmislerdir [131,
139, 158, 160, 167, 176, 178, 179, 180, 181, 182, 183]. Cao ve ark. (2015), yaptiklar
calismada Aspergillus fumigatus WLO002’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz’in NATIVE-
PAGE ile molekiiler agirligint 100 kDa; Su ve ark. (2020), yaptiklar1 c¢alismada
Kluyveromyces marxianus’dan saflastirdiklar p-glukosidaz’in NATIVE-PAGE ile
molekiiler agirhigini 66 kDa oldugunu bildirmislerdir [184, 185].

Calismamizda T. atroviride’den saflagtirilmis B-glukosidaz’in en yiiksek aktivite gosterdigi
sicaklik ve pH degeri sirasiyla pH 3,0 ve 65°C olarak belirlenmistir (Sekil 3.7, Sekil 3.8).
Literatiir incelendiginde; Peshin ve Mathur (1999), Aspergillus niger 322’den elde ettikleri
B-glukosidaz’in en yliksek aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 50°C ve
pH 5,5 oldugunu bildirmislerdir [167]. Fadel ve ark. (2001), yaptiklar1 arastirmada
Aspergillus niger’den elde ettikleri B-glukosidaz’in optimum sicaklik ve pH degerlerinin
sirasiyla 65°C ve pH 4,5; Jeya ve ark. (2009), Penicillium purpurogenum KJS506’dan elde
ettikleri B-glukosidaz’in optimum sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 65°C ve pH 5,0; He
ve ark. (2013), Aspergillus oryzae HML366’den saflagtirdiklar1 BGHG1 ve BGHG2
enzimlerinin optimum sicaklik degerlerinin sirasiyla 50°C ve 55°C, optimum pH degeri
her iki enzim igin pH 5,0; Bonfa ve ark. (2018), Myceliophthora thermophila M.7.7’den
saflastirdiklart B-glukosidaz (BGL50) enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik ve
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pH degerlerinin sirasiyla 60°C ve pH 5,0; Jong ve ark. (2018), Aspergillus sp. YDJ1’den
saflastirdiklari1 BGL-A1, BGL-A2 ve BGL-A3 enzimlerinin optimum sicaklik ve pH
degerlerinin BGL-Al, BGL-A2 igin 60°C ve pH 4,0; BGL-A3 igin 50°C ve pH 5,0;
Nanjundaswamy ve Okeke (2020), Trichoderma sp. SG2’den saflastirdiklar1 f-glukosidaz
enziminin optimum sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 70°C ve pH 5,0; Santa-Rosa ve
ark. (2018), Penicillium sp. LMIO1’dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin optimum
sicaklik ve pH degerlerinin sirastyla pH 6,0 ve 60°C; Abdel-Sater ve ark. (2019),
Penicillium brevicompactum AUMC 10987°dan elde ettikleri B-glukosidaz’in en yiiksek
aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerlerinin 50°C ve pH 4,8; Ezeilo ve ark. (2019),
Trichoderma asperellum UC1’dan saflastirdiklart B-glukosidaz enziminin optimum
sicaklik ve pH degerlerinin sirastyla 60°C ve pH 4,0; Infanzon-Rodriguez ve ark. (2020),
Fusarium verticillioides ITV03’den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enzimin optimum sicaklik
ve pH degerlerinin sirasiyla 60°C ve pH 5,0; Sulyman ve ark. (2020), Aspergillus
niger’den elde ettikleri B-glukosidaz’in optimum sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 40°C
ve pH 4,0-5,0; Mondal ve ark. (2020), Aspergillus fumigatus SKF-2’dan elde ettikleri B-
glukosidaz’in en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 30°C ve
pH 7,0; Garbin ve ark. (2021), Thermoascus crustaceus’dan elde ettikleri -glukosidaz’in
en yliksek aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 65°C ve pH 4,5; Alex ve
ark. (2022), Aspergillus niger 3T5B8’den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin en yiiksek
aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 52.8°C ve pH 4,8; Singh ve ark.
(2022), Sporotrichum thermophile’den elde ettikleri B-glukosidaz’in optimum sicaklik ve
pH degerlerinin 60°C ve pH 5,0; Bhati ve ark. (2023), Aspergillus uvarum CBS
121591°den saflagtirdiklart selillaz enziminin optimum sicaklik ve pH degerlerinin
strastyla 60°C ve pH 7,0 oldugunu rapor etmislerdir [111, 131, 137, 153, 158, 160, 163,
168, 169, 174, 179, 182, 183, 186, 187, 188, 189].

Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde c¢esitli mikroorganizmalardan saflagtirilmis -
glukosidaz’in optimum pH degerleri 4,0-7,0 araliginda, sicaklik degerlerinin ise 50-70°C
araliginda oldugu belirlenmistir. Bu verilere bakildiginda enzimin elde edilecegi
mikroorganizma, kullanilan saflastirma metodlarindaki ve ¢alisma sartlarindaki farkliligin

enzimin biyokimyasal parametrelerini etkiledigi diigiiniilmektedir.
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Calismamizda T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz enziminin termal kararliligi
aragtirtlmistir. T. atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in 120 dakika inkiibasyonu
sonucunda; 45°C’de %86,119 oraninda, 55°C’de %67,507 oraninda, 65°C’de %66,56
oraninda, 75°C’de 90 dakikaya kadar aktivitesini kaybetmedigi, 85°C’de ise 38 dakikaya
kadar aktivitesini kaybetmedigi belirlenmistir (Sekil 3.9).

Parry ve ark. (2001), Thermoascus aurantiacus’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in 70°C’de
48 saat aktivitesini kaybetmedigi ve 90°C’de ilk aktivitesinin %70’ini korudugunu
bildirmislerdir [178]. Garcia ve ark. (2018), Lichtheimia ramosa’dan saflastirdiklar1 B-
glukosidaz enziminin 55°C’de 60 dakika inkiibasyon sonunda enzimin ilk aktivitesinin
%95’ini  korudugunu rapor etmislerdir [161]. Jessica ve ark. (2018), Trichoderma
atroviride 102C1°den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin 60°C’de 30 dakika boyunca
inkiibasyonu sonucunda ilk aktivitesinin %50’sini korudugunu, 50°C’de 30 dakika
boyunca inkiibasyonu sonucunda ilk aktivetsinin %65’ini korudugunu rapor etmislerdir
[190]. Martins ve ark. (2019), Thermomucor indicae-seudaticae’dan saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin 50°C’de 60 dakika inkiibasyonu sonunda ilk aktivitesini korudugu,
55°C’de 60 dakika inkiibasyonu sonunda ilk aktivitesinin % 93’{inii ve 60°C’de 60 dakika
inkiibasyonu sonunda ilk aktivitesini %83,7’ini Korudugunu rapor etmislerdir [162].
Mondal ve ark. (2020), Aspergillus fumigatus SKF-2’dan elde ettikleri B-glukosidaz
enzimininin termal kararliligit 30°C, 60°C’de lsaat inkiibasyon sonunda aktivitesinin
%50’sini korudugunu bildirmislerdir [131]. Ezeilo ve ark. (2020), Rhizopus oryzae UC2
(MF767597)’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminininin 70°C’deki inkiibasyonu
sonucunda ilk aktivitesinin %94’nii korurken, 80°C’de inkiibasyonu sonucunda ilk
aktivitesinin %51’ini  korudugunu bildirmislerdir [165]. Albernaz ve ark. (2020),
Penicillium roqueforti ATCC 10110’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini 52°C’de
120 dk. inkiibasyon sonunda ilk aktivitesinin %350’sini korudugunu, 62°C’de 60 dk.
inkiibasyonu sonunda ilk aktivitesinin %50’sini korudugunu bildirmislerdir [129]. Singhvi
ve Zinjarde (2020), Penicillium janthinellum NCIM 1171°dan saflastirdiklart -
glukosidaz’in 50°C’de 7 saat inkiibasyon boyunca aktivitesini korudugu, 60°C’de 7 saatte
inkiibasyon sonunda ilk aktivitesinin %60’11 korudugu, 70°C’de 7 saatte inkiibasyon
sonucunda ilk aktivitesinin %20’ini korudugunu rapor etmislerdir [139]. Ratuchne ve
Knob (2021), Aspergillus fumigatus’dan saflastirdiklari B-glukosidaz enziminin 75°C’de 1

saat inkiibe edilmesi sonucunda ilk aktivitesini korudugu, 80°C 1 saat inkiibe edilmesi
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sonucunda ilk aktivitesinin %30’unu kaybettigini, 85°C’deki inkiibasyon sirasinda

aktivitesinde devamli azalma gozlendigini rapor etmislerdir [191].

Calismamizda T. atroviride’den saflastirilmis PB-glukosidaz’in Kkinetik parametreleri
arastirtlmistir. B-glukosidaz’in p-nitrofenil-p-D-glukopiranosite (pNPG) ilgisini gosteren
Km ve Vmax degerleri belirlenmistir. Saflastirilmis B-glukosidaz’in p-nitrofenil-4-D-
glukopiranosit i¢cin Kmn degeri 0,0869 mM ve Vmax degeri 434,782 EU olarak
hesaplanmistir. Ayrica enzimin Kkatalitik etkinliginin Olglisii olan Vmax/Km orani ise
5003,245 olarak tespit edilmistir (Tablo 3.7). Enzimlerin kinetik parametrelerinin tespit
edilmesinde Km ve Vmax degerleri 6nemli faktorlerdir. Km Ve Vmax degerlerinin tespit
edilmesinde, pNPG farkli konsantrasyonlari ile enzimin aktiviteleri olglilmistiir. Elde
edilen aktivite dlgiimlerinden faydalanilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturulmus ve bu
grafigin denklemi kullanilarak Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir.  Enzimin
konsantrasyonu sabit oldugunda, substrat konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen en
yiiksek hiz noktasint Vimax degeri, elde edilen Vmax degerinin yarisinin bulundugu noktadaki
substrat konsantrasyonu ise Km degerini gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda ise; El-
Ghonemy, (2021) yaptig1 ¢alismada Aspergillus sp. DHE7’dan saflagtirdigi -glukosidaz
enziminin Kn degerini 0,4 mM olarak bildirmistir [177]. Peshin ve Mathur (1999),
Aspergillus niger 322°den elde ettikleri B-glukosidaz’in selobiyoz i¢in Km Ve Vmax
degerleri sirasiyla 0,1 mmol/L ve 83,3 IU/mg; Parry ve ark. (2001), Thermoascus
aurantiacus’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in p-nitrofenil-B-D-glukosid i¢in Km degerini
0,1137 mM; Jeya ve ark. (2009), Penicillium purpurogenum KJS506’dan elde ettikleri -
glukosidaz’in Km ve Vmax degerlerini 5,1 mM ve 934 U/mg; He ve ark.(2013), Aspergillus
oryzae HML366’den saflastirdiklart BGHG1 ve BGHG2 enzimlerinin pNPG igin Km
degerleri sirasiyla 1,52 mM ve 1,25 mM; Vmax degerleri sirastyla 336 pmol/dkmg ve 638
pumol/dkmg: Florindo ve ark. (2018), Trichoderma harzianum’dan saflagtirdiklar1 ThBgl1
ve ThBgl2’in 25 mM pNPG i¢in K degerleri sirasiyla 0,9 mM ve 3,4 mM; Jong ve ark.
(2018), Aspergillus sp. YDJ1’den saflastirdiklari BGL-Al, BGL-A2 ve BGL-A3
enzimlerinin pNPG ig¢in Kmn degerleri sirasiyla 0,25 mM, 0,27 mM ve 1,26 mM; Jong ve
ark. (2018), Aspergillus sp. YDJ1’den saflastirdiklart BGL-Al, BGL-A2 ve BGL-A3
enzimlerinin Vmax degerleri sirasiyla 131,0 U/ mg, 101,1 U/mg ve 213,5 U/mg; Garcia ve
ark. (2018), Lichtheimia ramosa’dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini 25 mM glukoza
karst Km Ve Vmax degerleri sirastyla 1,77 mM ve 35,0 pol/dk; Mondal ve ark. (2020),
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Aspergillus fumigatus SKF-2’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in pNPG i¢in Km Ve Vmax
degerilerini sirasiyla; 16,27 mg/mL ve 371,47 umol/dk/mg; Qin ve ark. (2020), Fusarium
chlamydosporum HML278 elde ettikleri B-glukosidaz’in pNPG i¢in Km Ve Vmax
degerilerini sirasiyla 2,76 mg/mL ve 20,6 U/mg; Singhvi ve Zinjarde (2020), Penicillium
janthinellum NCIM 1171°dan elde ettikleri B-glukosidaz’in p-NPG i¢in Km degeri 0,5 mM
ve Vmax 1001 pmol/dk/mg; Singh ve ark. (2022), Sporotrichum thermophile’den elde
ettikleri B-glukosidaz’in pNPG i¢in Km degeri 0,285 mM ve Vmax degeri 66,67 mmol/dk
oldugunu bildirmislerdir [131, 139, 158, 161, 167, 176, 179, 183, 189].

Calismamizda T. atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz’in pNPG ilgisini belirlemek i¢in
hesaplanan Km Ve Vmax degerleri, diger calismalarla benzerlik gostermemektedir.
Calismamizda hesaplanan K degeri diger calismalarla karsilastirildiginda ¢ogunlukla daha
diisiik, Vmax degerinin ise daha fazla oldugu gézlenmektedir. Enzimin Km degerinin diisiik
olmast pNPG’ye ilgisinin daha yiiksek oldugunu, Vmax degerinin fazla olmasi B-
glukosidaz’in pNPG daha hizli katalize ettigini belirtmektedir. Diger arastirmalarla elde
ettigimiz degerler kiyaslandiginda, c¢alismamizdaki [-glukosidaz enziminin farkl

endiistrilerde kullanilabilmesinin daha avantajli oldugunu ifade edebiliriz.

Calismamizda T. atroviride’den saflagtirilmis B-glukosidaz’in genel inhibitori D(+)-
glukozun ve pNPG substratinin bulundugu ortamda enzimin aktivitesini yariya diisiiren
inhibitor konsantrasyonu olan 1Cso degeri ve enzim aktivitesini etkileyen inhibisyon tipi
tespit edilerek Ki degerleri bulunmustur. T. atroviride’den saflagtirilmig B-glukosidaz’in
genel inhibitdrii D(+)-glukoz icin ICso degeri 9,7395 mM (Tablo 3.8, Sekil 3.11) ve
Ki(1):4,31x10% ve K;(2): 29,45x107 (Tablo 3.10, Sekil 3.13) bulunarak karisik inhibisyon
sergiledigi belirlenmistir. Lin ve ark. (1999), Thermomyces lanuginosus’den elde ettikleri
B- glukosidaz’in p-nitrofenil-p-D-glukopiranosit ve glukoz bulunan ortamdaki Ki degeri
0,55 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun yarigmali inhibisyon tipi
gosterdigini; Parry ve ark. (2001), Thermoascus aurantiacus’dan elde ettikleri f-
glukosidaz enzimininin glukoz i¢in Kj degeri 0,29 mM olarak belirledikten sonra enzime
kars1 glukozun yarismali inhibisyon tipi gosterdigini; Karnchanatat ve ark. (2007),
Daldinia eschscholzii’den saflastirdiklar1 B-glukosidaz’in p-nitrofenil-f-D-glukopiranosit

ve glukoz bulunan ortamdaki K; degeri 0,79 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi
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glukozun yarigmali inhibisyon tipi gosterdigini; Bhiri ve ark. (2008), Penicillium
occitanis’den elde ettikleri B-glukosidaz’in p-nitrofenil-5-D-glukopiranosit ve glukoz
bulunan ortamdaki Ki degeri 1 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun
yarismali inhibisyon tipi gosterdigini; Korotkova ve ark. (2009), Aspergillus japonicus B-
glukosidaz’min p-nitrofenil-f-D-glukopiranosit ve glukoz inhibitérii bulunan ortamdaki Ki
degeri 2,73 mM olarak belirlendikten sonra enzime karsi glukozun yarigmali inhibisyon
tipi sergiledigini; Choi ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Phoma sp. KCTC11825BP’den
elde ettikleri B-glukosidaz’in glukoz ve p-nitrofenil-5-D-glukopiranosit bulunan ortamdaki
Ki degeri 1,7 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun yarigmali inhibisyon
tipi gosterdigini; Park ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Penicillium italicum’dan elde
ettikleri B-glukosidaz’in pNP-Glu ve glukoz inhibitdrii bulunan ortamdaki Ki degeri 8,9
mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun yarismasiz inhibisyon tipi
sergiledigini; Ramani ve ark. (2012), yaptiklart ¢alismada Penicillium funiculosum
NCL1’dan saflagtirdiklart BgI3A’mn p-nitrofenil-$-D-glukopiranosit ve glukoz bulunan
ortamdaki Kj degeri 1,5 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun yarigmali
inhibisyon tipi gosterdigini; ASi¢ ve ark. (2015), Agaricus bisporus’dan saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin pNPG ve glukoz inhibitorii bulunan ortamdaki ICsp ve K degerlerini
sirasiyla 19,185 mM ve 9,402 mM olarak belirleyerek enzimin glukoz inhibitoriine karst
kompetitif inhibisyon sergiledigini; Guo ve ark. (2016), Trichoderma reesei yabani tip
CellA enziminin pNPG ve glukoz inhibit6rii bulunan ortamdaki ICsp ve Kj degerlerini
sirastyla 50 mM ve 50 mM belirleyerek enzimin glukoz inhibitoriine karst kompetitif
inhibisyon gosterdigini; Andrade ve ark. (2017), yaptiklar1 arastirmada Chrysoporthe
cubensis ‘den elde ettikleri B-glukosidaz’in p-nitrofenil-#-D-glukopiranosit ve glukoz
bulunan ortamdaki Ki degeri 8,43 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun
yarigmali inhibisyon tipi gosterdigini; Bonfa ve ark. (2018), Myceliophthora thermophila
M.7.7°den saflastiridiklart B-glukosidaz’in p-nitrofenil-$-D-glukopiranosit ve glukoz
bulunan ortamdaki K; degeri 1,5 mM olarak belirledikten sonra enzime karsi glukozun
yarigmali inhibisyon tipi sergiledigini; Liu ve ark. (2019), saflastirdiklar1 B-glukosidaz
enziminin (Bgl1317) glukoza kars1 ICso degeri 0,8 M oldugunu; Huang ve ark. (2021),
Aspergillus versicolor’dan saflastirdiklar1 serbest ve immobilize edilmis B-glukosidaz p-
nitrofenil-g-D-glukopiranosit ve glukoz inhibitorii bulunan ortamdaki K; degerlerini
sirastyla 200 mM ve 300 mM olarak enzimin glukoz inhibitoriine karst kompetitif
inhibisyon gosterdigini; Job ve ark. (2022), yaptiklar1 arastirmada Paecilomyces variotii

MG3’den elde ettikleri B-glukosidaz izoenzim I’in p-nitrofenil-5-D-glukopiranosit ve
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glukoz bulunan ortamdaki Kj degerini 901,6 mM oldugunu bildirmislerdir [149, 160, 174,
175, 178, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201]. Singh ve ark. (2023),
Neofusicoccum Parvum F7’den elde ettikleri Bgll, Bgl2 ve Bgl3 enzimlerinin pNPG
substrat1 ve glukoz bulunan ortamdaki ICso degerlerini sirarsiyla 119,2 mM, 2,6 mM, 22,6
mM ve 319,5 mM oldugunu bildirmislerdir [202].

Karigik inhibisyonda substrat ve inhibitdr birlikte enzime baglanabilmektedir. Fakat
inhibitoriin veya substratin enzime baglanmasinda iki molekiilde birbirini etkilemektedir.
Bu inhibisyon tipinde, substratin konsantrasyonu artirilarak inhibisyon azaltilabilir ancak
inhibisyon tamamen engellenememektedir. Karigik inhibisyonda inhibitér madde enzimin
aktif bolgesine baglanmasmin yani sira allosterik etkiyle birlikte enzimin farkli bir
bolgesine de baglanabilmektedir. Enzimin allosterik bolgesine baglanan inhibitér enzimin
ic boyutlu yapisini1 bozarak substratin aktif bolge ile etkilesimini engelleyebilmektedir. Bu
aciklamalar dikkate alindiginda D(+)-glukozun ve pNPG substratinin bulundugu ortamda
T. atroviride’den saflastirilan B-glukosidaz enzimine D(+)-glukozun ve pNPG substratinin
birlikte baglanabilecegi soylenebilir. Yarismali inhibisyonda inhibitdr molekiil substrat ile
benzer 6zellik gosterir ve bdylece inhibitdr ve substrat enzimin aktif bolgesine baglanmak
icin yarigsmaktadir. Bunun sonucunda inhibitér ve substrat birlikte enzime
baglanamamaktadir.  Ancak, substratin  konsantrasyonu artirilarak  inhibisyon
azaltilabilmektedir. Buna gore D(+)-glukozun ve pNPG substratinin bulundugu ortamda T.
atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz enzimine D(+)-glukozun ve pNPG substratinin

baglanmak i¢in yaris halinde olduklar1 sylenebilir.

Calismamizda T. atroviride’den saflastirilan [B-glukosidaz’in genel inhibitorii  d-
glukonolakton ve pNPG substratinin bulundugu ortamda enzimin aktivitesini yarilayan
inhibitér konsantrasyonu olan 1Cso degeri ve enzimin aktivitesini etkileyen inhibisyon tipi
saptanarak Kj degerleri bulunmustur. T.atroviride’den saflastirilmis B-glukosidaz’in genel
inhibitori 8- glukonolaktonun 1Cso degeri 8,4214 mM (Sekil 3.12, Tablo 3.9); Ki(1):
0,0712x102 ve Ki(2): 0,068x10 (Tablo 3.11, Sekil 3.14) bulunarak karisik inhibisyon
sergiledigi tespit edilmistir. Bhiri ve ark. (2008), Penicillium occitanis’den elde ettikleri f3-
glukosidaz’in p-nitrofenil-4-D-glukopiranosit ve 6-glukonolakton bulunan ortamdaki Ki

degerini 0,03 mM olarak belirleyerek enzimin D-d-glukonolakton inhibitoriine karsi
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yarismali inhibisyon sergiledigini; Choi ve ark. (2011), yaptiklart ¢alismada Phoma sp.
KCTC11825BP’den elde ettikleri B-glukosidaz’in p-nitrofenil-B-D-glukopiranosit ve -
glukonolakton bulunan ortamdaki K; degerini 0,1 mM olarak belirleyerek enzimin D-3-
glukonolakton inhibitdriine karsi yarigsmali inhibisyon sergiledigini; Park ve ark. (2012),
yaptiklart ¢alismada Penicillium italicum’dan elde ettikleri B-glukosidaz’in pNP-Glu, 8-
glukonolakton bulunan ortamdaki Ki degeri 11,3 mM olarak belirleyerek enzimin D-6-
glukonolakton inhibitoriine karsi yarismasiz inhibisyon sergiledigini; ASi¢ ve ark. (2015),
Agaricus bisporus B-glukosidaz’min p-nitrofenil-B-D-glukopiranosit ve 6- glukonolakton
inhibit6rii bulunan ortamdaki K ve 1Cso degerleri 7,2 uM ve 0,39 mM olarak belirleyerek
enzimin D-4-glukonolakton inhibitdriine karsi yarismali inhibisyon sergiledigini
bildirmislerdir [149, 193, 195, 196].

d-glukonolakton ve pNPG substratinin bulundugu ortamda T. atroviride’den saflastirilan -
glukosidaz enzimine &-glukonolakton ve pNPG substratinin birlikte baglanabilecegi
sOylenebilir. Yarismali inhibisyonda inhibitér molekiil substrat ile benzer 6zellik gosterir
ve bdylece inhibitdr ve substrat enzimin aktif bolgesine baglanmak i¢in yarismaktadir.
Bunun sonucunda inhibitér ve substrat birlikte enzime baglanamamaktadir. Ancak,
substratin  konsantrasyonu artirilarak inhibisyon azaltilabilmektedir. Buna goére 6-
glukonolakton ve pNPG substratinin bulundugu ortamda T. atroviride’den saflagtirilmis -
glukosidaz enzimine d-glukonolakton ve pNPG substratinin baglanmak igin yaris halinde

olduklar1 sdylenebilir.

Seliilaz enzim sistemlerinin bir pargasi ve ayni zamanda ¢alismamizin kaynagi olan f-
glukosidaz enzimi ¢esitli endiistrilerde kullanilabilmesi sebebiyle oldukga ilgi ¢ekmektedir.
B- glukosidaz enziminin elde edilmesinde genellikle mikroorganizmalar tercih
edilmektedir. B- glukosidaz enzimi gida endiistrisi, deterjan endiistrisi, hayvan yemi,
kozmetik, tekstil, ekstraksiyon iglemlerinde, alkol iiretimi, saglik sektorii, biyoyakit tiretimi

ve cesitli aromatik bilesiklerin elde edilmesinde kullanilmaktadir.

Calismamizda, ¢evre kirliliginin ve hava kirliliginin azaltilmasi i¢in mikroorganizmalarin

gelistirilmesinde KSF ortami olarak tarimsal yan {iriinlerin kullanilmasi tercih edilmistir.
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Bunun yani sira ¢alismamizda endiistriyel enzimlerden olan B-glukosidaz enziminin
saflastirilmast ve biyokimyasal oOzelliklerinin tespit edilmesiyle bilim ve endiistride
kullanilabilecek sonuglarin agiga ¢ikarilmasi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Ayrica
B-glukosidaz enziminin mikroorganizmalardan ucuz, kolay elde edilmesi ve enzimin
tiretimi icin farkli mikroorganizmalarin bulunmasiyla gesitli endiistrilerde kullanimina

katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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