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OZET

FARKLI ASPERGILLUS TURU FUNGUSLARDA SELULOZ VE
HEMISELULOZ PARCALAYICI ENZIM AKTiVITELERININ
INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
ASLI TANGUNU
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANTI: PROF. DR. AYSE DILEK AZAZ)

BALIKESIR, ARALIK - 2016

Bu ¢aligmada, Kat1 Substrat Fermentasyon (KSF) yontemiyle yetistirilmis,
Aspergillus caelatus NRRL 26107 ve Aspergillus oryzae NRRL 5590’ dan B-
glukosidaz enzimi saflastirilmis ve biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir.

Bir¢ok biyoteknolojik uygulamalarda ticari 6neme sahip, B-glukosidaz
enzimi, Oncelikli olarak bugday samanimmin KSF ortaminda kullanilmasiyla
yetistirilen A.caelatus (KSF ortamimin nemlendirme sivisi pH 7,0 NaH2POgs,
optimum sicaklik 30°C ve inkiibasyon siiresi 7 giin) ve A.oryzae (KSF ortaminin
nemlendirme sivist pH 6,5 NaH:PO4 tamponu ile nemlendirilerek, optimum
sicaklik 25°C ve inkiibasyon siiresi 7 giin) suslarindan elde edilmistir. B-glukosidaz
enzimi, amonuyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-Tyrosine-1-
Napthylamine kullanilarak Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile iki
basamakta saflagtirilmistir.

Calismamizda, B-glukosidaz  enzim  aktivitesi,  p-nitrofenil-p-D-
glukopiranosit (pPNPG) substratt kullanilarak belirlenmistir. A.caelatus -
glukosidaz (AcP) enzimi %6,330 verimle 31,196 kat; A.oryzae B-glukosidaz enzimi
(AopP) ise %4,350 verimle 5,855 kat saflastirilmistir. SDS-PAGE ve Native-PAGE
ile Acp ve Ao enzimlerinin molekiil agirliklar sirasiyla 30 kDa ve 31 kDa olarak
belirlenmis olup monomerik yapida olduklart tespit edilmistir. Acf ve Aop
enzimlerin optimum pH degerleri sirastyla 6,00 ve 5,25; optimum sicaklik degerleri
ise 65°C olarak saptanmustir.

AcP enzimin Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 0,19 mM ve 322,58 EU; Aop
enziminin ise 0,363 mM ve 454,54 EU olarak belirlenmistir. Ayrica B-glukosidaz
inhibitorlerinden olan D(+)glukoz ve 8-glukonolaktonun enzimler iizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Ac enzimi D(+)glukoz ve 6-glukonolakton inhibitdrii sirasiyla
yarigmasiz ve yarismali olarak, Aof} enzimini ise yarigmali olarak inhibe ettikleri
belirlenmistir.  AcB enzimin D(+)glukoz inhibitorii ile ICso ve K degerleri
7,65x102mM ve 1,42x101+7,31x1072;5-glukonolakton inhibitorii ile 7,31x10
mM ve 2,98x10°+1,35x10° olarak; AoB enziminin ICso ve K; degerleri ise
D(+)glukoz inhibitérii ile 8,80x10°mM ve 9,58x10+8,02x10°; §-glukonolakton
inhibitori ile 4,00x10* mM ve 2,99x107°+9,00x108, olarak hesaplanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Aspergillus caelatus, Aspergillus oryzae, B-
glukosidaz, Kati  Substrat Fermentasyonu, Optimizasyon, Saflastirma,
Biyokimyasal, Elektroforetik ve Kinetik Ozellikler



ABSTRACT

SCREENING OF CELLULOSE AND HEMICELLULOSE ENZYME
ACTIVITIES IN DIFFERENT ASPERGILLUS SPECIES
MSC THESIS
ASLI TANGUNU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. AYSE DIiLEK AZAZ)
BALIKESIR, DECEMBER 2016

In this study, purification and biochemical characterization of B-glucosidase
enzyme purified from Aspergillus caelatus NRRL26107 and Aspergillus oryzae
NRRL5590 growth in solid state fermentation (SSF) was performed.

B-glucosidase enzyme that has many biotechnological applications, was
primarily obtained from A.caelatus (SSF conditions moistening NaH2PO4 pH 7.0,
temperature 30°C and incubated 7 days) and A.oryzae (SSF conditions
moistening NaH2PO4 pH 6.5, temperature 25°C and 7 days) grown in SSF using
wheat straw. -glucosidase enzyme was purified using two-step procedures, namely
ammonium sulfate precipitation and Sepharose-4B-L-Tyrosine-1-Napthylamine
Hydrophobic Interaction Chromatography.

In our study, activity of B-glucosidase enzyme was determined by using
para-Nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside (pNPG) substrate. The purification
rate was found 31.196 fold with yield of 6.330% for the obtained B-glucosidase
from A.caelatus (Acp) and 5.5855, 4.350% vyield for the obtained B-glucosidase
from A.oryzae (AoP). Molecular weights of Acp and Aof enzymes were
determined 30kDa and 31kDa, respectively, using SDS and Native PAGE
analysis, and found to be in monomeric structure. Optimum pH values of Acp
and Aof enzymes were 6.00 and 5.25, respectively, optimum temprature values
were determined as 65°C.

The Kmand VmaxVvalues of Acp enzyme were determined as 0.19mM and
322.58EU, respectively; while for the Aof enzyme 0.363mM and 454.545EU.
The effect of the D(+)glucose and 6-glukonolactone which is a B-glukosidaz
inhibitors on enzymes were also investigated by using pNPG. While
D(+)glucose and &-gluconalactone inhibitors were inhibited Acp enzyme
noncompetitively and competatitively, inhibited Aof3 enzyme competitively. The
ICs0 and K values of Acp enzyme for D(+)glucose inhibitor were determined
7.65x10?mM and 1.42x107+7.31x10?, for the d-gluconalactone 7.31x10*mM
and 2.98x10°+1.35x10° respectively. The ICs and Ki values of Aop enzyme for
D(+)glucose were determined as 8,80.10°mM and 9.58x10#+8.02x10°, whereas
for the 3-gluconalactone 4.00x10*mM and 2.99x10°+9.00x10°8, respectively.

KEYWORDS: Aspergillus caelatus, Aspergillus oryzae, B-glukosidase, Solid
Substrate Fermentation, Optimization, Purification, Biochemical, Electrophoretic
and Kinetic Properties
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar1 katalizleyen protein
yapisindaki molekiillerdir. Hiicrelerdeki organik maddelerin yapimi ve yikimi,
sindirim olay1, kas kasilmasi, hiicresel solunum gibi 6nemli fizyolojik olaylar ve
bunlarin yaninda c¢esitli metabolik reaksiyonlar enzimlerin katalitik aktiviteleri ile
gerceklesmektedir. Bu aktiviteler sirasinda enzimin yapisinda herhangi bir degisiklik
olusmaz. Diger kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda da reaksiyonlar1 103-10% kez

daha fazla hizlandirdiklar1 birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir [1, 2, 3].

Enzimlerin protein yapisinda olduklar1 1800’li yillarin basindan beri
bilinmektedir. Ilk olarak enzim terimi 1876 yilinda W. Kiihne tarafindan
kullanilmigtir. Eduard Buchner ise 1897 yilinda sadece maya ekstrakti kullanilarak

sekerlerin alkole doniistiiriilebilecegini gostermistir [1, 4].

Eski Misirlilardan beri enzimlerden 6zellikle ekmek, peynir gibi gidalarla
gesitli  igeceklerin  hazirlanmasinda  varliklar1  ve  gorevleri  bilinmeksizin
yararlanilmistir  [5]. Son yillarda Ozellikle peynir yapiminda enzimlerden
yararlanilabilecegi birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir [6, 7, 8]. Afroz ve
ark., (2015) peynir iiretiminin yaninda yogurt liretiminde de enzimlerin kullaniminin
biiylik 6nem tasidigini rapor etmislerdir [9]. Er ve Sarimehmetoglu (2009) ise yapmis
olduklar1 ¢alismalarinda, siit ve siit lriinlerinin iiretim ve kalitesinin arttirilmasinda
mikrobiyal kaynakli proteaz, lipaz, katalaz, laktaz ve transglutaminaz enzimlerin
kullanilabilecegini belirtmektedirler [10]. Amilazlar, proteazlar, hemiseliilazlar,
lipazlar gibi hidrolitik enzimler ise pasta ve kek gibi unlu mamiillerin iiretim
asamasinda hamurda gaz olusumunu ve hamurun yumusak bir yapiya sahip olmasinm
saglamak gibi amaglarla kullanilmaktadirlar [11]. Enzimler biyokimyasal
reaksiyonlarda ¢ok hizli aktivite gosteririler ve substratlart icin yiiksek oOzgiilliige
sahiptirler. Enzimlerin hiicre disinda da ¢ogunlukla bu aktivitelerini koruduklarinin
anlasilmasmin ardindan enzimler saflagtirilarak endiistriyel alanlarda kullanilmalari
gindeme gelmistir [1, 4]. Sanchez-Porro ve ark., (2003) halofilik bakteriler ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda, bu bakterilerin hiicre dis1 hidrolitik enzimlerden amilaz,

proteaz, lipaz, DNaz, piilulanaz aktivitesine sahip olduklarin tespit etmislerdir [12].

1



Bu gibi hiicre dis1 hidrolitik enzimlerin gida sanayi, yem katki maddesi, biyomedikal
bilimler ve kimya endiistrisi gibi farkli endiistriyel alanlarda yiiksek oranda kullanima

sahip olduklar1 rapor edilmistir [13].

Endiistriyel — amaglara  yonelik  kullamilan  enzimlerin ~ %90° 1
mikroorganizmalardan fermentasyon yontemi ile elde edilmektedir. Mikrobiyal
kaynaklarin diginda endiistriyel amagclar i¢in bitkisel ve hayvansal kaynaklardan da
enzimler elde edilmektedir [14]. Yapilan bir ¢calismada fitaz enziminin ¢avdar (5130
tinite kgt), bugday (1193 iinite kg™?), arpa (582 iinite kg™), bugday kepegi (2957 iinite
kg™), bugday unu (3350 iinite kg™) gibi bitkisel materyallerde aktivitelerinin yiiksek
oldugu saptanmistir [15]. Hu ve ark., (2011) ise yaptiklar1 bir caligmalarinda
Aspergillus niger ve A.oryzae’ nin endiistriyel alanlarda kullanilan enzimlerin

tiretiminde 6nemli funguslar olduklarini rapor etmislerdir [16].

Mikroorganizma kaynakli enzimler yiiksek katalitik aktiviteye sahip
olmalarinin yaninda arzu edilmeyen yan iiriin olusturmamalari, ayrica kararliliklari,
ucuz ve yiiksek miktarlarda elde edilebilmeleri gibi nedenlerle bitkisel ve hayvansal
kaynakli enzimlere gore endiistriyel alanlarda daha ¢ok tercih edilmektedirler. Ayrica
mikroorganizmalarin ¢esitlilikleri ve genetik degisikliklere uygunluklart gibi
nedenlerle de enzim kaynagi olarak tercih edilmektedirler. Bunlarin disinda enzimlerin
endiistriyel alanlarda kullanimlarinin tercih edilebilmesi i¢in ekonomik olarak elde
edilebilmesi, farkli sektorlerde kullanilabilme o6zelliginin bulunmasi ve saglik
acisindan allerjen veya toksik oOzelliklere sahip olmamasi kisaca giivenle
kullanilabilmesi gerekmektedir [17, 18]. Pahoja ve Sethar (2002) bitkisel, hayvansal,
bocek ve mikroorganizma kaynakli lipazlar {izerinde yaptiklar1 g¢aligmalarinda
mikroorganizma kaynakli lipazlarin pH araliklarinin daha genis oldugunu tespit
etmisglerdir [19]. Wodzinski ve Ullah (1996) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 22 iilkede
yem katki maddelerinin temizlenmesinde kullanilan, bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kaynakli fitaz enzimini karsilastirmali olarak incelemigler ve en

yiiksek verime A.niger NRRL 3135 susunun sahip oldugunu rapor etmislerdir [20].

Son yillarda endiistriyel alanlarda kullanilan enzimlerin %75’ ini hirolitik
enzimlerin olusturdugu belirtilmektedir [21]. Hidrolitik enzim grubunda yer alan
seliilazlar, seliillozu glukoza kadar pargalayan enzimler olup [22] funguslar ve

bakteriler =~ basta  olmak  {lizere  birgok  mikroorganizma  tarafindan



sentezlenebilmektedirler [23]. Bununla birlikte, funguslar genel olarak organik
maddelerin ve 6zellikle de seliilozik substratlarin ayrismasinda bilinen en iyi ajanlardir
[24]. Aspergillus cinsine ait funguslardan elde edilen seliilazlarin ise genellikle yiiksek
B-glukosidaz aktivitesine sahip olduklar1 rapor edilmistir [25, 26]. Aspergillus
tirlerinin disinda; Tricoderma, Melenascorpus, Botrytis, Chaetomium, Fusarium,
Humicola cinslerine ait funguslarin da B-glukosidaz aktivitesine sahip olduklari

arastiricilar tarafindan saptanmustir [25, 27, 28].

11 Enzimlerin Calisma Prensipleri

Dogadaki biitiin reaksiyonlar enzimler tarafindan kontrol edilir. Enzimler bu
reaksiyonlar esnasinda degisiklige ugramadan tepkimelerin aktivasyon enerjisini
diisiirerek reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Kimyasal tepkimelerde enzimin {izerinde
aktivite gosterdigi molekiil substrat, ger¢eklesen reaksiyon sonunda agiga ¢cikan madde
ise Urlin olarak adlandirilir. Kimyasal tepkimelerin bir ¢ogu substrat molekiilleri ve
enzimlerin isevsel gruplart (6zgil amino asit yan zincirleri, metal iyonlari, ve
koenzimler) arasinda gerceklesir. Enzim-substrat kompleksi arasindaki bu iliski ilk
olarak 1880 yilinda Adolphe Wurtz tarafindan belirlenmis olup bu kompleks Alman

kimyac1 Emil Fischer tarafindan ‘anahtar-kilit” uyumu seklinde aciklanmistir [1, 4].

1.2 Enzimlerin Adlandirilmasi

Enzimlerin tanimlanmasi ve adlandirmasinda 1950’ lerin sonuna kadar ¢ok
hizl1 bir artis olmustur. Ancak enzimlerin bazilarina iki isim verilmesi veya bir enzime
birden fazla isim verilmesinden dolay: isimlendirmede bir takim karigikliklar ortaya
cikmistir. Giderek artan enzimlerin sayisi ve bu tiir belirsizlikler sebebiyle uluslararasi
bir anlasma ile enzimleri sistemli olarak adlandirmak ve siniflandirmak miimkiin

olmustur [1, 4].

Katalizledikleri reaksiyonlar agisindan enzimler Uluslararast Enzim
Komisyonu (International Comission on Enzyme) raporu ile alt1 ayri sinifa ayrilirlar.
Numaralandirma sisteminde E.C. 6n eki ile basglayan her bir rakam, birbirinden

noktalarla ayrilarak sunlari ifade ederler.



Enzimin ayrilan smiflardan hangisine ait oldugu ilk rakam ile ifade
edilir.

Ikinci rakam ise enzimin hangi alt sini1fa (Subclass) ait oldugunu belirtir
Adlandirmada kullanilan ikinci alt grup ti¢iincii rakam,

Enzimin sub-subclass igindeki seri numarasini ise dordiincii rakam

belirtir [1,4].

Enzimin ilk rakamindaki alt1 ana sinif ve fonksiyonlari kisaca soyledir:

1.

Oksirediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalizeleyen
enzimlerdir.

Transferazlar: Bir molekiilde yer alan hidrojen disindaki gruplarin bir
baska molkiile aktarilmasini saglayan enzimlerdir.

Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarinda gorevli enzimlerdir.

Liyazlar: Molekiiliin yapisinda yer alan gruplarin uzaklagtirilmasiyla cift
baglara grup eklenmesini ya da bu ¢ift baglarin olusumunu saglayan
enzimlerdir.

Izomerazlar: Bir molekiilin izomerik formlarmmn elde edilmesi icin
molekiildeki gruplarin transfer edilmesini saglayan enzimlerdir.

Ligazlar: Karbon-Karbon, Karbon-Kiikiirt, Karbon-Oksijen ve Karbon-
Azot baglarinin enerji kullanilmasi ile birbirlerine baglanmasini saglayan

enzimlerdir [1, 4].

Ornegin; o-amilazlar E.C. 3.2.2.1 olarak, B-amilazlar E.C. 3.2.1.2 olarak ve

pullunazlar E.C. 3.2.1.41 olarak isimlendirilirler [1].

1.3

Seliilazlar

Seliilazlar, dogada en bol bulunan organik polimer olan seliilozu hidrolizleme

yetenegindeki hidrolitik enzim grubudur. Seliillaz enzimi, glukoz monomerleri

arasindaki -1,4-glukosidik baglar hidrolizlemeleri ile diger glikosid hidrolazlardan
ayrilir [24].



Seliilotik enzimler bir¢ok mikroorganizma tarafindan sentezlenmekte olup
funguslar ve bakteriler seliloz bozulmasimin baglica dogal ajanlar1 olarak
bilinmektedir [23]. Ayrica aerobik ve anaerobik mezofilik bakteriler, ipliksi funguslar,
termofilik ve alkalifilik bakteriler, aktinomisetler ve bazi protozoa tiirlerini igeren
populasyonlarda seliilaz enzimi salgilanarak seliilozik substratlar glukoza
hidrolizlenirler [29]. Bununla birlikte, funguslar genel olarak organik maddelerin ve
Ozellikle de seliilozik substratlarin ayrigsmasinda bilinen en iyi ajanlardir [24].
Mahmood ve ark., (2013) bugday samanini seliilozik substrat olarak kullanarak
termofilik bir fungus olan A.fumigatus’ un ekzoglukanaz iireticisi bir fungus oldugunu
belirlemislerdir [30]. Saqib ve ark., (2010) bugday samaninin seliilozik substrat olarak
kullanildigi  galismalarinda  A.fumigatus’un ham endoglukanaz enzimini de
sentezleyebidigini rapor etmislerdir [31]. A.fumigatus ile yapilan bir bagka ¢alismada
ise lignoseliilozik atiklarin substrat olarak kullanilmasiyla bu fungusun B-glukosidaz

enzimini de sentezyebildigi belirlenmistir [32].

Seliiloz en az ii¢ farkli enzimin sinerjik caligmasi ile glukoza hidrolize olabilir
[22]. Bu seliilotik enzimler;

a.) Endoglukanazlar

b.) Ekzoglukanazlar

c.) B-glukozidazlar
olarak gruplandirilmislardir [24].

Endoglukanazlar (EG ya da CX); seliilozun i¢ 3-1,4 glukan zincirini rastgele
hidrolizler ve kristalin seliiloza kars1 diisiik hidrolitik aktivite gosterirler [24]. Dobrev
ve Zhekova (2012)’ nin endoglukanazlar ile yaptiklart bir ¢alismada A.niger’ den elde
edilen endoglukanazin, pH 4,0’ de 95 saatlik fermentesyon siiresinin ardindan 3,7
IU/mL’ lik maksimum enzim aktivitesi verdigi tespit edilmistir [33]. A.niger’den elde
edilen ekstraselliiler endoglukanaz enziminin pH 5 ve 55°C’de maksimum ativiteye
sahip oldugunu belirtmislerdir [34].

Ekzoglukanazlar yani dis etkili sellobiyohidrolazlar (CBH); seliiloz
molekiiliinii indirgenen ve indirgenmeyen ucundan itibaren sirasiyla hidrolizler ve
seliiloz zincirinden glikoz ve sellobiyozu aciga ¢ikarirlar [24]. Auta ve ark., (2012)

misir koganini karbon kaynagi olarak kullanarak A.niger’den elde  edilen



ekzoglukanaz enziminin pH 5,0 ve 65°C’ de maksimum aktiviteye sahip oldugunu
belirlemislerdir [35].

Sellobiyoz ya da B -glukosidaz (BGL); seliillozun depolimerizsayonunu
tamamlar ve sellobiyozu iki molekiil glukoz vermek iizere hidrolizlerler [24]. Dutt ve
Kumar (2012)’ i yaptiklar1 bir ¢calismada CMCase, FPase, 3-glukosidaz, ksilanaz
altiviteleri ve fungal protein konsantrasyonu, A.niger ve A.flavus fungal tiirleri icin
incelenmis, bu iki tiirin B-glukosidaz aktiviteleri sirasyila 0,82 IU/mL ve 0,69 IU/mL
olarak belirlenmistir [36].
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Sekil 1.1: Seliilozun enzimatik olarak pargalanmasi

Seliilaz enziminin, seliilozun yiizeyine yapisarak substrat molekiilii boyunca
hareket edip seklini bozdugu ve daha sonra substrattan ayrilip ayni substrat
molekiiliiniin bagka bir bolgesine yapisarak katalitik aktivite gosterdigi tespit

edilmistir [37].

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, Aspergillus cinsine ait tiirlerden elde edilen
seliilazlar genellikle yiiksek B-glukosidaz aktivitesine sahip iken, daha diisiik diizeyde
endoglukanaz aktivitesi gosterdikleri goriilmektedir. Trichoderma cinsine ait tiirlerde
ise endoglukanaz aktivitesi yiiksek iken B-glukosidaz aktivitesinin daha disiik

diizeyde oldugu rapor edilmistir [24, 25].



1.4  B-glukosidazlar

B-glukosidaz enzimi oligosakkaritler, polisakkaritler ve bunlarin esleniklerinde
bulunan glukosidik baglarinin seg¢ici hidrolizinden sorumlu olan glukosid

hidrolazlardir [38].

B-glukosidaz enzimi; cesitli bitkiler, hayvanlar, funguslar ve bakteriler
tarafindan tretilir [39]. Dharmawardhana ve ark., (1995) bir ¢am tiirii olan Pinus
contorta’ dan elde ettikleri B-glukosidaz enziminin 24 kDa’lik kiigiik alt birim ve 28
kDa’ lik biiyiik alt birimden olustugunu belirlemislerdir [40]. Kengen ve ark., (1993)
bir arkea olan Pyrococcus furiosus’ dan B-glukosidaz enzimini saflastirmis ve 58+2
kDa alt birimden olusan toplam 230+£20 kDa molekiil agirliga sahip oldugunu
belirlemislerdir [41]. Junior ve ark., (2014)’da yaptiklar bir ¢alismada A.niger’den
elde ettikleri B-glukosidaz enziminin molekiiler agirhgmi 60 kDa olarak rapor
etmislerdir [42]. Bagudo ve ark., (2014) bir bakteri olan Bacillus subtilis ile yaptiklar
caligmalarinda elde ettikleri B-glukosidaz enziminin 60°C’ de pH 7.0’ da maksimum
aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir [43]. Ayrica bu enzimin yiiksek
sicakliklarda aktivitesini korumasinin, endiistriyel alanlarda kullanimi i¢in 6nem

tagidig belirtilmistir [43].

CH,OH CHOH
0. OH; O, OH
OH H + OH
oH H OH H
H o OH H o OH
Sellobioz Glukoz Glukoz

Sekil 1.2: Sellobiyozun B-glukosidaz enzimi tarafindan hidrolizi

B-glukosidazlarin substrat g¢esitliligi, B-glukosidazin substratlarinda bulunan
sabit monosakkarite bagli kimyasal gruplarin cesitliligine dayanir. Bu enzimin
bitkilerdeki mono ve disakkaritlerde bulunan L-picein, salisin, arbutin, amigdalin,
prunasin, visin ve linamarin gibi dogal substratlari vardir [44]. B-glukosidaz
enzimleriyle ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde substrat olarak genellikle pNPG
(p-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside) (Ci2H1sNO)’nin kullanildigi gériilmektedir.
Kim ve ark., (2007) calismalarinda pNPG substratin1 kullanarak B-glukosidaz

enziminin maksimum aktivitedeki kosullarini; pH 6,5 ve 55°C olarak tespit etmislerdir

7



[45]. Yeoh ve ark., (1988) yaptiklar1 bir ¢alismada A.niger’den elde ettikleri f-
glukosidaz enzimini saflastirmis ve ¢alismalari esnasinda pNPG ve sellobiyoz
substratini kullanmislardir [46]. Benzer olarak Workman ve Day (1982) B-glukosidaz
enziminin saflastirilmasi ve Ozelliklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda pNPG ve
sellobiyoz substratlarini kullanmislardir [47]. Kaur ve ark., (2007)’ da B-glukosidaz
enzimi ile yaptiklart ¢aligmalarinda pNPG substratin1 kullanirken Chang ve ark.,
(2012) A.niger’ den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin karakterizasyonu ve

saflagtirilmasi ¢aligmalarinda substrat olarak pNPG’ yi kullanmiglardir [27, 48].

B-glukosidaz enzimi biiyime-gelisme, kimyasal savunma, parazit-konak
etkilesimi, lignifikasyon, vitamin Bg metabolizmasi, sinyelizasyon gibi temel biyolojik
stireglerde ayrica biyokiitle doniisiimii, gida detoksifikasyonu ve igecek kalitesinin
gelistirilmesi gibi biyoteknolojik siireclerdeki 6nemli islevleri ile son zamanlarda
birgok arastirmanin  odagi haline gelmistir. Ornegin bitkisel B-glukosidazlar;
haserelere karsi savunmada, fitohormon aktivasyonu, lignifikasyon ve ¢imlenme

sirasinda endosperm hiicre duvarinin bozulmasi gibi islevlere sahip enzimlerdir [38].

1.5 Kati Substrat Fermentasyonu (KSF)

Kati substrat fermentasyonu serbest su akisinin olmadig1 ve nemli-kati substrat
tizerinde mikroorganizmalarin {retildigi bir tekniktir [49]. Chahal D.S. (1985)
Trichoderma reesei ile bugday samaninin KSF ortaminda seliilozik substrat olarak
kullanimi1 sonucu 250-430 [U/gr’ lik bir seliilaz verimi elde etmis ve bu verimi s1vi hal

fermentasyon teknigi ile kiyasladiginda %72’ lik bir artis oldugunu rapor etmistir [50].

Cesitli mikroorganizmalar1 (bakteriler, mayalar, funguslar) kati substrat
fermentasyonu ile {iretmek miimkiin olmasina karsin bu teknige en uygun
mikroorganizmalarin funguslar oldugu bir¢ok arastirmada rapor edilmistir. KSF ile
funguslarin dogal yasam ortamlarina benzer cevresel kosullar elde edildiginden bu
kosullar filamentli funguslara kati substratin i¢ine girme olanagi vermekte bu nedenle
de bu funguslar besinlerin kullanim1 agisindan diger mikroorganizmalara oranla daha
avantajl olmaktadirlar [49, 13]. Bansal ve ark., (2012) yaptiklar bir ¢alismada c¢esitli

tarimsal ve mutfak atiklari tizerinde gelistirdikleri A.niger NS-2’nin KSF ortaminda



genis sicaklik (20-50°C) ve pH (3,0- 8,0) aralig1 ile 1:1,5 dan 1:75’e varan substrat

nemi kosullarinda seliilaz enziminin {iretilebildigini rapor etmislerdir [51].

Substrat olarak tarimsal yan iiriinler kullanilarak mikroorganizmalardan enzim
eldesi icin KSF metodu olduk¢a uygun bir metottur. Bu amagla kullanilan
substratlardan bazilari; bugday, piring, misir unu, kepegi ve kabugu ile talas, muz ve
cay atiklari, nisasta ve hindistan cevizi atiklar1 gibi tirtinlerdir [13]. Adeleke ve ark.,
(2012) yaptiklar1 bir ¢alismada portakal kabugunu KSF ortaminda substrat olarak
kullanarak Penicillium atrovenetum, A. flavus ve A.oryzae’nin seliillaz iiretim
kapasitelerini incelemis ve en fazla verime A.oryzae’nin sahip oldugunu rapor

etmislerdir [52].

KSF ortaminda genel olarak funguslardan seliilazlar, ksilanazlar, pektinazlar
gibi hidrolitik enzimler siklikla {iretilebilmektedir. Bu enzimlerin iiretimi icin ise
yaygin olarak Aspergillus ve Trichoderma tiirlerinin kullanildigi Pandey ve ark.,
(1999) tarafindan belirtilmektedir [13].

KSF islemi; ¢evresel kontrol uygulamalarinda, kat1 haldeki atiklardan kompost
ve hayvan yemi iiretiminde, tehlikeli bilesiklerin biyolojik olarak geri doniisiimiinde,
endiistriyel atiklarin biyolojik arindirilmasinda ve atik iirlinlerin besin degerinin
arttirllmasinda biiytik 6l¢iide kullanima sahiptir. Bu biyolojik yontem; cesitli fermente
gidalarin, aroma bilesiklerinin ve enzimlerin iiretiminde ayrica birgok antibiyotik ve

biyopestisitin liretiminde kullanilmaktadir [53].

1.6 Seliiloz ve Hemiseliiloz

Seliilozik materyaller yeryiliziinde en c¢ok bulunan ve en basit yapili geri
doniistimii miimkiin biyokiitle olup kimyasal veya enzimatik hidroliz ile endiistriyel
amaglara doniik olarak kullanilabilmektedir [54]. Shokri ve Adibkia (2013) seliilozun
hayvansal gidalar, ahsap, kagit, elyaf, tekstil gibi bir¢ok sanayi alaninin yaninda ilag¢
ve kozmetik endiistrisinde de ¢ok yonlii olarak kullanilabildigini belirtmektedirler

[55].

Seliiloz bitkilerin yapisal polisakkariti olup lignoseliilozik biyokiitlede %35-50

ile en ¢cok bulanan materyaldir [56]. Seliiloz yapisini olusturan $-D-glukoz birimleri,



birbirlerine B-1,4-glikosidik baglarla baglanirken, seliiloz zincirleri birbirlerine
hidrojen baglariyla baglanirlar. Selilloz molekiilleri suda tamamen ¢6ziinmeyen
dogrusal yapis1 ile nisastadan, kristalin yapiya sahip olmalar1 ile de diger

polisakkaritlerden ayrilirlar [57, 21].

Bitki hiicre duvarindaki seliilloz molekiillerinin biiyiikliigii (polimerizasyon
derecesi) farklilik gostermekte olup genellikle demetler veya fibriller seklinde
diizenlenirler [57]. Demetler halindeki seliilloz molekiilleri genellikle kristalin ya da
parakristalin yapida bulunurlar [58].

Bitki biyokiitlesinin siirekli yenilenmesini sagladigindan fotosentez siireci,
seliilozik malzemeler i¢in tilkenmez bir kaynak yaratir [57]. Bitkiler, giines 1s1gindan
sagladiklar1 enerjiyi kullanarak her yil yaklasik olarak 10! ton seliiloz
sentezlemektedirler [59]. Seliiloz bitki hiicre duvarinin yapisinda bulunmasinin

yaninda birkag bakteri ve tunikatlar gibi bazi canlilar tarafindan da tiretilmektedir [24].

Enerji kaynaklarinin giderek azalmasi, sera gazlarinin etkisi ve kiiresel 1sitnma
gibi sebepler enerji kaynaklarinin tiikenecegi endisesini beraberinde getirmis ve bu
durum alternatif enerji kaynaklarinin arastirilmasini saglamistir. Bu arastirmalar
sonucu seliiloz, hemiseliiloz ve lignin i¢eren lignoseliilozik materyaller kullanilmaya
baslanmis ve seliilozun lignoselozik biyokiitlenin ana bileseni olarak 6nem tasidigi

belirlenmistir [56, 59].
T\

e

Sekil 1.3: Seliilozun yapisi

1.7 Aspergillus Tiirii Funguslarin Genel Ozellikleri

Aspergillus tiirii funguslar yeryiiziinde hemen her yerde yaygin olarak bulunan
hifli mantarlardir. Dogadaki temel islevleri karbon ve nitrojen ¢evrimi ile ilgili olup

iirettikleri enzimler sayesinde organik maddeleri ayristirarak kullanirlar. Ureme hiz ve
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kapasiteleri yiiksek olup saprofit olarak yasarlar. Havaya karisan konidiyumlari
havada asili kalarak tasinabilirler. Bu nedenle de Aspergillus tiirii funguslarin
konidiyumlar1 havada en yiiksek yogunlukta bulunan fungus konidiyumlarindan biri
olarak kabul edilir [60].

Aspergillus’ lar Deuteromycota’daki Moniliaceae familyasinda siiflandirilan
bir cinstir [ 1]. Genellikle 1liman iklimdeki toprakta ¢ok yaygin olarak bulunurlar ayrica
kompostolarda, ¢iiriiyen bitki atiklarinda, depolanmig tahillarda vs. siklikla
goriilmektedir [61]. Ayrica diger mikroorganizmalarin gelisemeyecegi ¢ok diisiik nem

ve sicaklik degerlerinde de gelisebildikleri belirlenmistir [60].

Aspergillus tirii funguslar hemen hemen biitiin organik maddeleri sahip
olduklar1 enzim sistemi yardimiyla pargalarlar [60]. Ornegin, 2009 yilinda diinya
genelinde Aspergillus tiirleri kullanilarak ticari agidan 5 milyar dolarlik bir enzim
tretimi  gergeklestirildigi rapor edilmistir [62]. Bunun yaninda evrensel olarak
kullanilan fungal orjinli 80 rekombinant enzimin ve 55 farkli proteinin de Aspergillus

tiirleri tarafindan tiretildigi Yoder ve Lehmberck (2004) belirtilmektedir [63].

Raper ve Fennel Aspergillus cinsinin 132 tiiriinii tanimlamislardir. Giiniimiizde
ise Aspergillus cinsinin 180 den fazla tirii ve 70 teleomorfu bulundugu kabul

edilmekte olup yeni tiirlerin tanimlanmasina devam edilmektedir [64].

Aspergillus tiirlerinin dogada yaygin olarak bulunmalari ve ekstrem kosullarda
gelisebilmeleri nedeniyle seliilaz, lakkaz, pektinaz, proteaz, rennin, lipaz, glukoz
oksidaz gibi enzimlerin tiretiminde bu funguslardan yararlanilmaktadir. Aspergillus
tiirii funguslardan elde edilen bu enzimlerden de baglica gida endiistrisi olmak tizere
cesitli endiistriyel alanlarda degisik amaclarla genis Olclide yararlanilmaktadir [65].
Ornegin; tiimor gelisiminin baskilanmasinda kullanilan L-glutaminaz, L-asparaginaz
ve L-methioninaz gibi enzimlerin  {iretiminde  Aspergillus tiirlerinden

yararlanilmaktadir [66, 67].

Son yillarda seliilaz iiretimi agisindan Aspergillus cinsi liyelerini de kapsayan
birgok mikroorganizma dikkati ¢ekmektedir. A.niger’ in seliilaz enzim sisteminin tiim
komponentlerini iretebildigi saptanmustir [25]. Seliilazlar Aspergillus tiirlerinin
yaninda Penicillium, Basidiomycetes iiyeleri, Humicola ve Bacillus cinsi

mikroorganizmalardan da elde edilebilmektedir [68, 69, 70, 71]. A.sydowii’ nin
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endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukosidaz iiretebildigi Matkar ve ark., (2013),
A.fumigatus’un ise endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukosidaza ilaveten ksilanaz

enzimilerini de iiretebildigi Ang ve ark., (2013) tarafindan rapor edilmistir [72, 73].

1.8  Saflastirma

Proteinlerin  saflastirilmast i¢in glinlimiizde birgok kromatografik ve
elektroforetik yontem gelitirilmistir. Proteinler ¢cok hassas molekiiller olduklarindan
kullanilacak yontem ve teknigin iyi segilmesi gerckmektedir. Saflastirmada
kullanilacak yontemler segilirken proteinin; boyu ve sekil gibi fiziksel 6zelliklerine,
kovalent baglanma gibi kimyasal 6zelliklerine ve biyosipesifik yakinlik gibi biyolojik
ozelliklerine dikkat edilmelidir. Jel filtrasyon kromatografisi ile konsantre haldeki
proteinler birbirinden ayrilarak; iyon degisim kromatografisi ile proteinler tagidiklari
net yiike gore siralanarak; hidrofobik etkilesim kromatografisi ile matriks tizerindeki
hidrofobik gruplarin ve proteinlerin hidrofobik alanlarinin etkilesimi ile saflagtirma
yapilmaktadir. Ayrica afinite kromatografisi, membran kromatografisi ve izoelektrik
fokuslama yontemi proteinlerin saflagtirilmasinda kullanilan diger yontemlerdir [74,
75, 1]. Koffi ve ark., (2012) iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi
ve hidrofobik etkilesim kromatografisini kullanarak Periplaneta americana’ dan elde
ettikleri B-glukosidaz enzimini 9,93 kat saflastirmislardir [76]. Saha ve Bothans
(1996)’ da siv1 kiiltiir ortaminda gelistirilen Candida peltata’ dan elde ettikleri -
glukosidaz enzimini farkli kromatografik tekniklerden yararlanarak % 36 verimle

1,800 kat saflagtirdiklarini rapor etmislerdir [77].

B-glukosidaz enziminin; bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarin hiicre ve
dokularinda bulunduklar1 bilinmektedir. Canlilar arasinda olduk¢a genis dagilim
gosteren B-glikosidaz enzimlerinin birgok atik {irtin kullanilarak saflastirilabildigi
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Farkli arastiricilar B-glukosidaz enzimini muisir
[39], bugday samani, piring samani, bugday kepegi, kiispe, seliilozik atiklar, tarimsal
atiklar [13], hindisatan cevizi [78], nohut atiklar1 [79] gibi maddeleri substrat olarak

kullanarak saflastirmis ve 6zelliklerini incelemislerdir.

Yapilan ¢alismalarda saflastirma islemlerine genellikle amonyum siilfat tuz

cOktiirmesiyle baglandigi ve ardindan farkli kromotografik yontemler ile ¢ok
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basamakli saflastirma igleminin yapildigi goriilmektedir [80, 48, 26]. Riou ve ark.
(1998) yapmis olduklar bir galismalarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisini sirasiyla kullanarak A. oryzae’ dan 3-
glukosidaz enzimini saflastirmiglardir [81]. Daldinia eschscholsii ile yapilan bir bagka
B-glukosidaz enziminin saflagtirmasi ¢alismasinda ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
iyon degisim kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon

kromatografisi yotemleri kullanildig1 rapor edilmistir [82].

19 Seliilazlarin Kullanim Alanlari

Seliilazlar endiistriyel uygulamalarda biiyiik role sahiptirler [21]. Seliilazlarla
ilgili ilk arastirmalar II. Diinya savasinda Amerikan Ordusunun ¢adirlarindaki ¢abuk
yipranmanin Onlenmesi amaciyla baslamistir [83, 84]. 1970’ lerin baslarinda
Trichoderma tiirleri ile yapilan ¢alismalar ile de seliilaz enziminin ticari olarak
tiretilmesi baslamistir. 1980’ lerin ortasinda da seliilaz enzimi kotlarin taglanmasi ve
hayvan yemlerinde katki maddesi olarak kullanilmak {izere iiretilmeye baslanmistir.
Bu dénemlerde endiistriyel uygulamalar i¢in daha ¢ok Aspergillus, Penicillium ve
Humicola tiirlerinden yararlanilmigtir. 1990” 11 yillarda ise seliillaz enzimi; tekstil
uygulamalarinda, arpa ve bugday yemlerinin sindirilebilirliginin arttirilmasinda,
meyve sularinin iyilestirilmesinde ve ev tipi deterjan yapimi gibi uygulamalarda genis

Olciide kullanilmaya baslamistir [85].

Fosil yakitlarin azalmasi insanlar1 yenilenebilir enerji kaynaklarini bulma
calismalarina yonlendirmistir. Bu amacla yapilan ¢aligmalarda lignoseliilozik
biyokiitlenin hidrolizi amaci ile seliilazlar ile diger enzimler beraber kullanilmaya

baglanmistir [86].

Seliilazlar gida, kagit, tekstil, deterjan, hayvan yemi, tibbi ve farmasotik
endiistri alanlarinin yaninda, sferoplast iiretimi, genetik miihendislik uygulamalar1 ve
cevre mithendisligi alanlarinda kullanilmaktadir [87]. Bu alanlarin disinda seliilazlar
bircok biyoteknolojik alanda; yag eksraksiyonunda, meyve suyu iiretimi, tarim
sanayinde, firincilik, karotenoid ekstraksiyonu, bira, tekstil gibi ¢esitli alanlarda ve
biyo-taglama, miirekkep ayirma, deterjan sanayi, renk giderilmesi, atiklarin

degerlendirilmesi gibi diger alanlarda biiylik 6neme sahiptir [88]. Seliilazlar ayrica ilag
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sanayinde ve atik sularin degerlendirilmesinde, metabolik ve genetik modifikasyon
calismalarinda, bazi viriislerin incelenmesinde ve bitki protoplast izolasyonunun

yapilmasi ¢alismalarinda da kullanilmaktadir [89, 21, 90].

Icecek endiistrisinde ise meyve piiresinin viskozitesini azaltarak meyve
suyunun geri kazanilmasinda ve meyve suyunun berraklastirilmasinda seliilaz
enzimlerinden yararlanilmaktadir [91]. Bira imalatinda arpa maltinin fermentasyonu
sirasinda  P.emersonii, A.niger, B.subtilis ve T.reesei tiirlerinden elde edilen
enzimlerinden yararlanilmaktadir [92]. Sarap endiistrisinde ise sarabin renginin
berraklastirilmasinda, filtrasyonunda ve sarabin kalitesinin arttrilmasi islemleri
sirasinda  seliilazlar kullanilmaktadir [92]. Sarap endiistrisinde kullanilan ilk
mikrobiyal enzim Aspergillus tiiri funguslardan elde edilen pektinazlardir.
Pektinazlar; sarap iiretiminde kullanilan {iziimiin ezilmesinde, meyve suyunun
ekstraksiyonunun arttirilmasinda, aritma siiresinin kisaltilmasinda, sarabin aromasinin
arttirllmasinda  kullanilir  [92]. B-glukosidazlar ise sarabin dogal aromasini

degistirmelerinden dolay1 dikkat ¢eken enzimler arasinda yer almistir [93, 94].

Hidrolazlar, monogastrik yemlerde kulanilan baglica enzimler olup, bunlardan
seliilazlar ve hemiseliilazlar olduk¢a fazla kullanima sahiptir [21]. Bu enzimler
yemlerdeki anti-besinsel faktorlerin ortadan kaldirilmasinda, yemlerdeki bazi tahil
bilesenlerinin besin degerinin arttirilmasinda ve bazi hayvan yavrularinin siitten
kesilme donemi sonrasinda sindirim enzimlerine ilave olarak yemlere katilir. Ayrica
gevis getiren hayvanlarda siit veriminin arttirilmasi ve viicut agriliklariin geri

kazandirilmasi agsamalarinda da seliilaz enziminden yararlanilmaktadir [92].

Tekstil sanayinde son 10 yilda seliilozik enzimler kumasg kalitesinin arttirilmasi
ve seliilozik fibrillere sekil verilmesi gibi alanlardaki kullanimlari ile en ¢ok kullanilan
iclincli enzim grubu olmustur. Seliilazlarin tekstil endiistrisindeki diger kullanim

alanlar1 ise biyo-taglama ve biyo-parlatmadir [95].

Deterjan sanayinde ise seliilazlar; kumaslarin renk parlakliginin arttirilmast,
yumusakliginin geri kazandirilmasi ve yiizey tiiyii olarak goriinen liflerin ortadan
kaldirilmas1 gibi amagclarla c¢amasir deterjanlarinda kullanilmaya baslamistir.
Deterjanlarin temizleme kapasitesinin artirilmasinda, yaglarin kumas fibrillerinden

uzaklastirilmasinda ise alkalin seliilazlar kullanilmaktadir [96].
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Kot kumaginin taglanmasinda Humicola insolens ve T.reesei’ den elde edilen
seliilazlarin kullanilmasiyla renk giderim siiresi azalir ve kumaslardaki yipranmanin
kontrolii saglanir. Ayrica seliilazlar yikama esnasinda; ¢amasir makinalarinin
bozulmalarinin azaltilmasi, biiylik makinalarin verimliliginin arttirilmasi, ikinci kalite
giysi oraninin azalmasini ve pomza tasi kullanilmadig i¢in giivenli ¢calisma ortaminin

olugmasini saglar [95].

Seliilaz enzimi kagit ve kagit hamuru endiistrisinde biiyiik kullanim
potansiyeline sahiptir. Kagit endiistrisindeki islemler; hammadde olan odunun ve atik
kagidin islenmesi, agartilmasi, kagidin yapimi ve atik suyun aritilmasidir. Seliilaz
enzimi ise bu basamaklarda kagit ve kagit hamurunun tiretiminde kullanilmakta olup
ozellikle agartma ve miirekkep giderimi islemlerindeki kullanimlart genis Olgekli

olarak arastirilan bir konudur [21, 97].

Dogal kosullarda bitkilerin biiyiimesi ve bitki hastaliklarinin kontrol edilmesi
amactyla cesitli seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlar gilinlimiizde tarim
endistrisinde kullanilmaktadir. Genellikle ormanlar ve tarim alanlari, tarim
endistrisinde yararlanilabilen veya yararlanilamayan seliilloz kaynaklaridir. Bu
alanlarda ortaya ¢ikan ve endiistriyel alanlarda kullanilamayan seliilozlar da g¢evre
kirliligine neden olmaktadirlar. Bu nedenle giliniimiizde bu atik {irlinler seker,
biyoyakit, fermentasyon i¢in ucuz enerji kaynagi, insan besini ve hayvan yemlerinin
zenginlestirilmesi gibi amagclarla kullanilarak degerlendirilmekte boylece cevrede

birikimleri de 6nlenmektedir [88].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 p-glukosidaz Aktivitesine Sahip Mikrofunguslarin Belirlenmesi

Aspergillus oryzae NRRL 5590, Aspergillus caelatus NRRL 26107,
Aspergillus bisporus NRRL 3692 ve Aspergillus sydowii NRRL 4768 suslar1 f-
glukosidaz enzim aktivitelerinin saptanmasi amaci ile CMC (Karboksimetil Seliiloz,
CagH3oNagO27) iceren besiyerine inokule edilerek burada olusturduklari hidroliz
zonlar1 biiyiikligiine gore karsilagtirilmistir. Yapilan incelemelerin sonunda A.oryzae
NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107 suslarinin deneylerde kullanilmasina karar

verilmistir.

2.1.2 Deneylerde Kullanilan Aspergillus Tiirleri ve Genel Ozellikleri

2.1.2.1 Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn 1884

Czapek Dox Agar besiyerinde 7 giinde 25°C’ de 6 cm capinda koloni
olusturmakta, koloni yiizeyi unumsu goriinlimde, sarimsi-acik yesil, koloni alti
renksiz, konidi baslar1 divergent konidi zincilerinden olusmakta, konidiyofor renksiz,
7,5-12,5 um eninde, sterigma biitiin yiizeyinde fertil, genellikle iki seri, birinci seri
7,5-15 um, ikinci seri 5,0-7,5 um olgiilerinde, konidiler globoz 5,0-6,25 um ¢apinda,
spinuloz, kiiltiirde sklerosyum gelisimi gozlenmekte [98, 99, 100].
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(a) ®

Sekil 2.1: (a) A.oryzae NRRL 5590 petri (10x10); (b) A. oryzae NRRL 5590 preparat (10x40)

2.1.2.2 Aspergillus caelatus Horn B.W. (1997)

Czapek Dox Agar besiyerinde 7 giinde 25°C’ de 6,5 cm capinda koloni
olusturmakta, koloni yiizeyi lanat yesilimsi-sar1 goriiniimde, koloni alt1 renksiz, konidi
baslar1 100-200 pm capinda, radiyat, konidiyofor 5,0-7,5 um eninde, vezikiil 12,5-
17,5 pm ¢apinda, globoz, sterigma iki seri; birinci seri 5,0-7,5 pm ikinci seri 3,5 — 5,0
um Olgiilerinde, konidiler 3,5-7,5 um ¢apinda, globoz, spinuloz [101, 102].

@) ®

Sekil 2.2: (a) A.caelatus NRRL26107 petri (10x10); (b) A. caelatus NRRL26107 preparat (10x40)
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2.1.3 Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

2.1.3.1 Mikrofungus Kiiltiirlerini Gelistirmede Kullanilan Besiyeri

Czapek Dox Agar :

Sakkaroz ...........coviiiiiiiiiii 300 ¢g
NaNO3. ..o 30g
MOSO4. i 05¢g
KCL 0,5¢g
FESO4 oo 0,01¢g
KoHPOgs .o 1.,0g
Agaragar .......ooiiiiiiii e 13,0g
Distile SU ..ooviveiiiiii 1000 mL

121°C’ de 20 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmis ve steril petri
plaklaria dokiilmistiir [103, 104].

Czapek Dox Broth:

Sakkaroz ................oooi 30,0g
NaNO3 ....oviiiiiii, 30g
KoHPO4 .o 1.0g
MOSOs ..o 0,5¢g
KCl .o 0,5¢g
FeSO4 v 0,01g
Distile st ..ooovviiiiiiin, 1000 mL

121°C’ de 20 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir [103, 104, 78].
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%S5 Seliiloz Iceren Czapek Dox Agar Besiyeri:

Yukarida formulii verilen Czapek Dox Agara 50 g Karboksimetil Seliiloz
(C2ogH3oNagO27) ilave edilmesi ile hazirlanip 121°C” de 20 dakika otoklavda steril
edilerek 9 cm’ lik petri plaklarina dokiilmiistiir [105].

2.1.3.2 Hidroliz Zonu Belirlenirken  Kullanilan  Céozeltilerin

Hazirlanmasi

%0,1’ lik Kongo Kirmzis1 Cozeltisi:
Konga Kirmizist ..., 0,lg
Distile Su ....ooviiiiiiii 100 mL

0,1 g Konga Kirmizisi, 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir [106, 107,
108].

1 M Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi:
Sodyum Klortir (NaCl) ........cooiiiiiiiiiie, 14,625 g
Distile SU ..o . 250 ML

14,625 g NaCl, 250 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir [78, 108].

2.1.3.3 Kati1 Besiyerinde Gelistirilen Mikrofunguslarin Sivi Besiyerine

Aktarilmasinda Kullanilan Cozeltinin Hazirlanmasi

%00,1’ lik Tween 80 Cozeltisi:
Tween 80 ... 1mL
Distile Su ... 1L

1 mL Tween 80, 1 L distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’ de 20 dakika
otoklavda steril edilmistir [109].
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2.1.3.4 KSF Ortaminda Nemlendirme Sivis1 Olarak Kullanilacak

Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,2M pH' 14,0 ve 5,0 Olan Sitrat Tamponu:
Sitrik Asit Monohidrat (CeHgO7) ...vvvvviiiiiiinet, 1,0507 g
Distile SU ..ovviii i 25 mL

1,0507 g Sitrik Asit Monohidrat (CeHsO7) tartilip pH 4,0 ve pH 5,0’ e
ayarlanarak son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir [110, 111].

0,2M pH’ 1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 Olan Fosfat Tamponu:
Sodyum Di-hidrojen Fosfat (NaH2PO4) .......oooviviiiiiini, 0,68995 g
DiStile SU ..t 25 mL

0,68995 g Sodyum Di-hidrojen Fosfat (NaH2POg) tartilip pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5

ve 8,0 ayarlanarak son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir [111].
0,2M pH’ 18,5 ve 9,0 Olan Fosfat Tamponu;
Di-sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na2HPOa4) .................... ... 1,7796 g
DISHIE SU .o 50 mL

1,7796 g Di-sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (NazHPOs) tartilip pH 8,5 ve pH

9,0’ a ayarlanarak son hacim 50 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir [112].

2.1.3.5 B-glukosidaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Substrat

Cozeltisi ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sodyum Asetat Tamponu Hazirlanmasi (50 mM pH 7,0):
Sodyum Asetat Trihidrat (CoHzNaO2) .............ocooeeinin. 1,701 g

DISTILE SU .« 250 mL
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1,701 g Sodyum Asetat Trihidrat (C2HsNaO2) distile suda ¢oziilerek pH 7,0° a

ayarlandiktan sonra distile su ile 250 mL’ye tamamlanmistir [113, 114].
Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi:
p-NPG (p-Nitrofenil B-D-glucopiranosit) .................ccceeevenn.e. 0,0075 g
Sodyum Asetat Tampunu (50 mM, pH 7,0) .........ccoeiininnnn.n. 5mL

0,0075 g p-NPG (p-Nitrofenil p-D-glucopiranosit)’de 5 mL 50 mM pH 7,0 olan
Sodyum Asetat Tamponu eklenip vortekste homojen hale getirilmesiyle hazirlanmistir

[82].
Reaksiyon Durdurma Tamponunun Hazirlanmasi:
Sodyum Karbonat (Na2CO3) ....o.ovvviiiiiiiiiiine, 26,498 g
Distile suda .........coooiiiiiiiii 500 mL

26,498 g Sodyum Karbonat (Na;COs3) 500 mL distile suda ¢oziilerek
hazirlanmstir [82].

2.1.3.6 Lowry Yontemiyle Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullamlan

Cozeltiler

A Cozeltisi: 0,4001 g Sodyum Hidroksit (NaOH) 100 mL distile suda
¢oziildiikten sonra 2 g Bakir Siilfat (Na2COz3) hazirlanan NaOH ¢ozeltisinde ¢oziiliip

+4°C’ de buzdolabinda saklanmistir.

B Cozeltisi: 1,0 g Potasyum Sodyum Tartarat Tetrahidrat (NaK Tartarat;
C4HsKNaOs.4H20) 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanip buzdolabinda +4°C’ de

saklanmustir.

C Cozeltisi: 0,5 g Bakir Siilfat (CuSO4) 100 mL distile suda ¢oziiliip

buzdolabinda +4°C’ de saklanmistir.

D Cozeltisi: 50 mL D ¢o6zeltisinden hazirlamak igin, A Cozeltisinden 48 mL
alinarak tizerine 1 mL B Cozeltisi ve 1 mL A Cozeltisinin ilave edilmesiyle taze olarak

hazirlanmustir.
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E Cozeltisi; 1:1 oranindaki distile su ile Folin Fenol Reaktifi’nin

karistirilmasiyla taze olarak hazirlanmigtir.

Sigir Serum Albiimin (BSA): 1:1 oraninda BSA ve distile suyun

karistirilmasiyla taze olarak hazirlanmigtir [115].

2.1.3.7 Hidrofobik Jele Baglanmis p-glukosidaz Enziminin Eliisyonu i¢in

Kullanilan Cozeltiler

Gradiyent mikser kullanilarak tuzlu ve tuzsuz g¢ozeltiler yardimiyla tuz
gradiyenti olusturulmus ve hidrofobik jele baglanmis B-glukosidaz enziminin

saflastirilmasi saglanmistir [82, 116].

Tuzlu Tampon Cozelti: 198,210 g Amonyum siilfat tuzu (1,5M) (NH4(S0O>)),
7,095 g NaHPO4 (50 mM) ile karistirilarak saf suda ¢6ziildiikten sonra 2M HCI ile
pH's1 6,8’ e ayarlanarak saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir [82, 116].

Tuzsuz Tampon Cozelti: Saf suda ¢oziilen 7,095 g NaHPO4 (50 mM)’iin pH's1
2M HCl ile pH 6,8’ e ayarlanarak son hacim saf su ile 1 L’ ye tamamlanmistir [82,
116].

2.1.3.8 SDS-PAGE Tekniginde Kullamlan Cozeltiler

Tank Tamponu: 3 g Tris Base (C4H11NO3z) ve 14,4 g Glisin (C2HsNO2), 1 g
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS;C12H25Na04S) distile suda ¢oziilerek son hacim 1 L’ ye
tamamlanmastir [117, 118, 119].

Numune Tamponu: 0,5M pH’ s1 6,8 olan 2,5 mL Tris Base, 4 mL %10’ luk
SDS, 2 mL Gliserol (C3HgOs3), 1 mL B-merkaptoetanol (C2HsOS) (% 99,5) ve 0,01 g
Bromfenol mavisinin 0,5 mL distile suda karistirilmasi ile hazirlanmistir [117, 118,

119].

Renklendirme Cozeltisi: 0,66 g Coomassie Brillant Blue G-250 120 mL
Metanolde (CH3OH) ¢6ziildiikten sonra iizerine 24 mL saf asetik asit (CH3COOH) ve
120 mL distile suyun eklenmesiyle hazirlanmistir [117, 118, 119].
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Renk A¢ma Cozeltisi: 75 mL Saf Asetik Asit (CH3COOH), 50 mL Metanol
(CH30H) ve 875 mL distile su karistirilarak hazirlanmistir [117, 118, 119].

%10 'luk SDS: 1 g SDS distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ ye
tamamlanmustir [117, 118, 119].

%10'luk Amonyum Persiilfat (NH4)2S20s): 1 ¢ Amonyum Persiilfat distile

suda ¢6ziildiikten sonra son hacim 10 mL’ ye tamamlanmistir [117, 118, 119].

SDS-PAGE’ de Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon: 11,82
g Tris-Base (1,5M) distile suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH 8,8 getirilerek
distile su ile son hacim 50 mL olacak sekilde ayarlanmigtir [117, 118, 119].

SDS-PAGE’ de Kullanilan Yigma Jeli Hazirlanirken Ust Tampon: 3,94 g
Tris-Base (0,5M) distile suda ¢oziildiikten sonra 2M HCl ile pH 6,8’¢ getririlerek son

hacim 50 mL' olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir [117, 118, 119].

Tablo 2.1: SDS-PAGE' de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanist

SDS-PAGE Ayirma Jeli (%10) Yigma Jeli (%3)
Alt Tampon 3,125mL | -

Ust Tampon | - 1,25 mL
SDS 125 uL 50 uL
Distile Su 5,025 mL 3,05 mL
Akril amid/Bis (%30) 4,1625 mL 0,65 mL
TEMED(N,N,N’,N'Tetrametil 6,25 uL SuL
etilen diamine)

%10’ luk (w/v) APS 187,5 uL 100 puL

2.1.3.9 Native-PAGE Tekniginde Kullamlan Cozeltiler

Tank Tamponu: 3 g Tris Base ve 14,4 g Glisin, 1 L distile suda ¢oziilerek
hazirlanmistir [117, 120, 121].
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Numune Tamponu: 0,5M, pH 6,8 olan 2,5 mL Tris-Base, 2 mL Gliserol, 0,01
g Bromfenol Mavisi ve 5,5 mL distile su ile karistirilarak hazirlanmistir [117, 120,
121].

Renklendirme Cozeltisi: 0,66 g Coomassie Brillant Blue G-250, 120 mL
Metanolde ¢oziildiikten sonra bu ¢ozeltiye 24 mL Saf Asetik Asit ve 120 mL distile su
ilave edilerek hazirlanmistir [117, 120, 121].

Renk A¢ma Cozeltisi: 75 mL Saf Asetik Asit ve 50 mL Metanol 875 mL
distile su ile karistirilarak hazirlanmistir [117, 120, 121].

%10'luk Amonyum Persiilfat (NH4)2520s): 1 g Amonyum Persiilfat distile

suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ ye tamamlanmigtir [117, 120, 121].

Native-PAGE’ de Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon:
1,5M 11,82 g Tris-Base 30 mL distile suda ¢oziildiikten sonra 1N NaOH ile pH 8,8’e
getirilerek distile su ile 50 ml' ye tamamlanmigtir [117, 120, 121].

Native-PAGE’ de Kullamlan Yigma Jeli Hazirlanirken Ust Tampon: 0,5M
ve 3,94 g Tris-Base 30 mL distile suda ¢oziildiikten sonra 2M HCI ile pH 6,8’ ¢

ayarlanarak 50 mL'ye tamamlanmustir [117, 120, 121].

Tablo 2.2: Native-PAGE’ de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamsi

Native-PAGE Ayirma Jeli (%10) Yigma Jeli (%3)
Alt Tampon 25mL | e

Ust Tampon | e 1,25 mL
Distile Su 4,89 mL 3,07 mL
Akril amid/Bis (%30) 2,5mL 625 uL
TEMED(N,N,N’,N'Tetrametil 10 uL 5uL
etilen diamine)

%10’ luk (W/v) APS 100 uL 50 uL
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2.2 Metot

2.2.1 p-glukosidaz  Aktivitesine Sahip Olan Mikrofunguslarin

Belirlenmesi

A.oryzae NRRL 5590, A.caelatus NRRL 26107, A.sydowii NRRL 4768 ve
A.bisporus NRRL 3692 suslar1 B-glukosidaz enzimini sentezleyip sentezlemediklerini
gozlemlemek amaci ile % 5 CMC (C2sH30NagO27) igeren Czapek Dox Agar besiyerine
tek nokta ekim teknigi ile inokule edilerek 30°C’ de 7 giin inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresi sonunda mikrofungus kolonilerinin iizeri %0,1 lik Kongo
Kirmizis1 ¢ozeltisi ile kaplanip 30°C’ de 15 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda boya uzaklastirilarak koloniler 1M NaCl ¢ozeltisi ile yikadiktan sonra
koloni yiizeyini kaplayacak sekilde tekrar 1M NaCl ¢ozeltisi uygulanip 30°C’de 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 1M NaCl c¢ozeltisi
uzaklagtirilarak koloni etrafinda seffaf hidroliz zonu olusuturan fungal suslar (-

glukosidaz pozitif olarak degerlendirilmistir [122, 108].

Enzim eldesinde kullanilacak mikrofunguslarin belirlenmesinden sonra;
mikrofungus gelisimi iizerine etkili olan parametrelerden pH, nemlendirme sivisi,
inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon siiresinin optimizasyonlar1 yapilmistir. Optimize
edilen bu parametreler birbirlerinden bagimsiz olarak test edilerek daha sonraki

basamakta sabitlenmistir [78, 72].

2.2.2 Mikrofunguslarin Uretimi ve Spor Eldesi

B-glukosidaz enzim aktivitesi agisindan pozitif olarak degerlendirilen
Aspergillus tiirii mikrofunguslar Czapek Dox Agar besiyeri igeren petri kaplarina tek
nokta ekim teknigi ile inokule edilerek 25°C” de 7 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra
petri kaplarinda gelisen mikrofungus kolonilerinin tizeri %0,1° lik Tween 80 ile

kaplanarak spor siispansiyonlari elde edilmistir [109].
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Elde edilen 10" CFU/ml spor siispansiyonundan 5 mL almip 150 mL Czapek
Dox Broth besiyerine inokule edilerek 150 rpm ve 30°C’ de 72 saat siire ile

inkiibasyonlar1 saglanmaistir.

2.2.3 Kati1 Substrat Fermentasyon (KSF) Ortaminin Hazirlanmasi

Substrat olarak kullanilacak bugday samani dograyicida 3-5 cm’ ye kadar
kiigtiltiildiikten sonra 24 saat 80°C” de kurutularak 250 mL’ lik erlenlere 5” er g olacak
sekilde yerlestirilmistir. Bu islemin ardindan bugday samaninin pH’ 1 4,0 ve 5,0 olan
0,2M CeHsO7; pH’ 16,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan 0,2M NaH2PO4 ve pH’ 18,5 ve 9,0 olan
0,2M NaxHPO4 tamponlart ile nem diizeyleri %55 olarak ayarlanip, 121°C’ de 20

dakika siireyle otoklavlanarak sterilizasyonlari saglanmistir [78, 72].

2.2.4 Kat1 Substrat Fermentasyonu (KSF) Kiiltiir Ortamina Ekim ve

Kismi Saflastirilms p-glukosidaz Enziminin Eldesi

Bugday samani ile hazirlanan KSF ortamlarina, Czapek Dox Broth besiyerinde
gelistirilen A.oryzae NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107’ un sivi kiiltiirlerinden 3
ml inokule edilerek 30°C” de 7 giin siireyle statik inkiibatorde fungus gelisimi i¢in
bekletilmistir [109].

Inokiilasyon siiresinin sonunda KSF ortamima 75 mL distile su ilave edilerek
150 rpm’ e ayarlanmis ¢alkalamali inkiibatorde 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
isleminin ardindan ekstrakt 6nce steril gazli bezden, ardindan da Whatman No:1 filtre
kagidindan siiziilerek filtrat alinmistir. Filtrat 4°C° de 10000rpm’ de 10 dk.
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme islemi ile filtratin siipernatant kismi pellet kismindan
ayrilmistir ve elde edilen siipernatant kismi saflagtirllmis enzim kaynagi olarak

kullanilmustir [109].
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2.2.5 Mikrofunguslarin Kati Substrat Fermentasyon Ortaminda

Gelistirilme Kosullarinin Uretilen p-glukosidaz Sentezi Uzerine Etkisi

Kati Substrat Fermentasyonunda mikrofungustan p-glukosidaz enzimi
iretiminde; pH, nemlendirme sivisi, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresi
optimize edilmesi gereken onemli parametrelerdir. Bu parametrelerin herbiri bagimsiz

olarak test edilerek bir sonraki basamakta sabitlenmistir [78, 72].

2.2.5.1 Optimum pH ve Nemlendirme Sivilarinin Belirlenmesi

Optimum pH ve nemlendirme sivisini belirlemek i¢in bugday samani ile
hazirlanan KSF ortami, pH’ 1 4,0 ve 5,0 olan 0,2M Ce¢HgO7; pH’ 1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
8,0 olan NaH2PO4 ve pH’ 1 8,5; 9,0 olan Na2HPO4 tamponlari kullanilarak nem diizeyi
%355 olarak ayarlanip 121°C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir [72, 78, 109].

A.oryzae NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107’ un sivi1 kiiltlirlinden 3 mL
alinarak, KSF ortamina inokule edilmis ve 30°C’ de 7 giin siire ile statik inkiibatorde

inkiibe edilmistir [72, 78, 109].

Inkiibasyon siiresinin sonunda KSF ortaminin iizerine 75 mL distile su konarak
150 rpm’ lik ¢alkalamali inkiibatorde 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda ekstraktlar sirasi ile steril gazli bezden ve Whatman No:1 kagidindan
stiziilerek filtratlar1 alimmugtir. Filtratlar 4°C” de 10000rpm de 10 dk. santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme islemi ile filtratlarin siipernatant kismi pellet kismindan ayrilmis ve elde
edilen siipernatantlar kismi saflagtirilmis enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Kismi
saflastirilmis enzimlerin B-glukosidaz enzim aktivitesi Olgiiliip, optimum pH’ daki

nemlendirme sivisi belirlenmistir [109].

2.2.5.2 Optimum Inkiibasyon Sicakligimin Belirlenmesi

KSF ortamina inkiibasyon sicakliginin etkisinin belirlenmesi icin; bugday
samant ile hazirlanan KSF ortamlari bir 6nceki basamakta optimize edilen pH’ daki
nemlendirme sivisi ile nem diizeyi %55 olarak ayarlandiktan sonra iizerine A.oryzae

NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107’ nin sivi kiiltiirlerinden 3 mL inokule edilip
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25, 30, 35, 40, 45°C”’ lik sicakliklarda 7 giin siire ile test mikrofunguslarinin gelisimleri
saglanmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kismi saflastirilmis enzimler elde edilerek
B-glukosidaz enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve optimum inkiibasyon sicaklig
belirlenmistir [72, 78, 109].

2.2.5.3 Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon siiresini belirlemek icin; KSF ortamlart 6nceki
basamakta optimize edilen pH’ daki nemlendirme sivisi ile nem diizeyi %55 olarak
ayarlandiktan sonra lizerine A.oryzae NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107’ nin
stvi kiiltiirlerinden 3 mL inokule edilerek daha Once belirlenen inkiibasyon
sicakliginda test mikrofunguslarinin gelistirilmesi saglanmistir. Ardindan 4.giinden
itibaren enzim aktivitesinin diigiis gosterdigi gline kadar kismi saflagtirilmis enzimler
elde edilerek B-glukosidaz enzim aktiviteleri Sl¢iiliip, optimum inkiibasyon siiresi

belirlenmistir [72, 78, 109].

2.2.6 B-glukosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 96 kuyucuklu
plakalarda (Well-plate) tayin edilmistir. Bu amagla 96’ lik plakada 6rnek ve kontrol
kuyucuklar1 olusturulmustur. Ornek kuyucuklarina; 70 pl, 5 mM p-nitrofenil-p-D-
glukopiranosit (PNPG) ile hazirlanan substrat ¢ozeltisi ve iizerlerine 70 pl kismi
saflagtirllmig enzimden, her bir kontrol kuyucuguna ise; 70 pl, 50 mM ve pH’ s1 7,0
olan Sodyum Asetat tamponu ve lizerine 70 pl kismi saflastirilmig enzim eklenmistir.
Hazirlanan plakanin 37°C’ de, 30 dakika inkiibe edilmesinin ardindan plakanin her bir
kuyucuguna 70 pul, 0,5M Na>COs ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyonun durdurulmasi

saglandiktan sonra 410 nm’ de absorbanslart alinmstir [116, 82].

B-glukosidaz enzimi, pNPG substratini hidrolizleyerek serbest halde p-
nitrofenol ve B-D-glukopiranosid iiriinlerini ortaya ¢ikarir. B-glukosidaz enzim
aktivitesi, enzim iinite hesaplamasinda elde edilen absorbansa karsilik gelen p-
nitrofenol iirlin konsantrasyonunun pM cinsinden degeridir. Calismamizda iiriin

miktarinin belirlenmesinde daha onceden hazirlanmis olan standart pNPG grafigi
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kullanilmistir.  Standart grafik hazirlanirken son hacim 210 pL olacak sekilde p-
nitrofenoliin bir seri konsantrasyosonu hazirlanmig ve kor olarak ayn1 miktarda distile
suya kars1 410 nm’ de absrobanslar1 okunmustur. Elde edilen absorbans degerlerinden
p-nitrofenol standart egrisi olusturulmustur. Standart pNPG grafiginden elde edilen
denklem ile bir Enzim Unitesi (EU), bir dakikada olusan p-nitrofenoliin pumol

cinsinden degeri olarak hesaplanmistir [82, 116].
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Sekil 2.3: Enzim aktivite tayininde kullanilan 210 pL hacimli pNPG standart grafigi

2.2.7 Protein Tayini

2.2.7.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, Warburg Metodu olarak bilinen proteinlerin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm” de (UV) maksimum absorbans
gostermesi  esasina dayanan yontemle yapilmistir. Hidrofobik  Etkilesim
Kromatografisi isleminden sonra esit hacimde alinmis olan biitiin tiiplere bu yontemle
kalitatif protein tayini yapilmistir. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonucu ¢ikan
tiiplerin her birinden 210 uL alinarak 96’ lik kuvarz plakanin her bir kuyusuna
konulmustur. Kor olarak ise 210 pL distile su konuldu ve spektrofotometrede 280 nm’

de kore karsi absorbans degerleri okunmustur [116, 123].
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2.2.7.2 Lowry Metodu Ile Proteinlerin Kantitatif Tayini

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen tiiplerin ve Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi ile saflastirma islemi ardindan en yiiksek aktivite gosteren tiiplerin [3-
glukosidaz enziminin protein miktar1 Lowry Metodu ile belirlenmistir. Bu metodun

uygulanmasi i¢in su ¢ozeltiler hazirlanmistir;
A Cozeltisi; (w/v) %2 Na,COs, 0,1M NaOH’ da ¢oziilerek hazirlanmistir.
B Cozeltisi; (w/v) %1 NaK Tartaratin distile suyla ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.
C Cozeltisi; (w/v) %0,5 CuSO4’ un distile suyla ¢oziilmesi ile hazirlanmastir.

D Cozeltisi; 48 mL A ¢ozeltisinden alinarak tlizerine 1 mL B ¢ozeltisinin ve 1

mL C ¢ozeltisinin ilave edilmesiyle hazirlanmigtir.

E Cozeltisi; 1:1 oraninda Folin ve distile suyun karistirilmasiyla hazirlanmistir

[115].

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen tiiplere ve saflagtirma islemleri
sonrasinda elde edilen numunelerin protein miktarlari belirlenirken su yol izlenmistir:
Ornek tiiplerine protein miktar1 belirlenmesi amaglanan numunenin 1/10 oraninda
distile suyla seyreltilmis halinden 100 pl alinmstir. Uzerlerine 2000 pl (2 mL) Cozelti
D’ den eklenmistir. Kor tiiplerine ise 100 pl distile su konulmus ve lizerine 2000 pl
Cozelti D’ den eklenmistir. Ornek ve kor tiipleri 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda érnek ve kr tiiplerine taze olarak hazirlanan
Cozelti E’ den 200 pl (0,2 mL) eklenip zaman kaybetmeden vorteks ile homojen hale
getirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siiresinin sonunda ornek ve kontrol tiiplerinden 210 pl alinak 96 lik plakalara
konulmus ve 600 nm spektrofotometrede absorbanslar1 koére karst okunmustur. Bu
absorbans degerler, BSA grafiginden elde edilen formiil ile hesaplanarak protein

miktart grafigi olusturulmustur [115].
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2.2.7.3 BSA Standart Grafiginin Hazirlanmasi

1:1 oraninda hazirlanan standart sigir serum albiimin ¢dzeltisinden tiiplere
sirastyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL olacak sekilde konulmus ve son
hacimleri distile suyla 100 uL’ ye tamamlanmistir. Ardindan sirasiyla her tiipe 2 mL
D Cozeltisinden eklenmis ve oda 1sisindal0 dakika inkiibasyonlar1 saglanmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda sirasiyla her tiipe 1:1 oraninda hazirlanan E
Cozeltisinden 200 uL (0,2 mL) eklenmis ve hemen ardindan vortex ile homojenize
edilmistir. Daha sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnekler 96’ lik plakanin kuyucuklarma 210 pL
konularak 600 nm” de kore karsilik gelen absorbans degerleri okunmustur. Kor olarak
BSA icermeyen 1. tiip kullanilmistir. 600 nm” de elde edilen absorbans degerlerine
karsilik gelen, pg protein degerleri kullanilarak daha sonraki ¢calismalarda kullanilacak

olan standart grafik ¢izilmistir [115].
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Sekil 2.4: Lowry yontemi ile protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

Elde edilen grafikten asagidaki formiil elde edilmis ve diger 6rneklerin Lowry

Metodu ile protein miktar1 hesaplamasi bu formiil iizerinden yapilmstir.

Protein Miktar: (ug/mL) = (Omek Tapiin Absorbans: - Kontrol tiipiin Absorbansi) - 0,0113
0,0002
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2.2.8 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.8.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat araliginin belirlenmesi i¢in optimum kosullarda elde edilen
kismi saflastirilmis B-glukosidaz enzimine uygun konsantrasyondaki amonyum siilfat

miktar1 agsagidaki formiille tespit edilmistir:

_L77xVx(S, -S,)

NH, ), SO
g(NH,),SO, 354-5,

V : Ekstrakt hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S2 1 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu

Optimum kosullarda elde edilen kismi saflastiritlmis B-glukosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in 0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-
50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, %’ lik (w/v) oranlarinda ¢oktiirme yapilmastir.
Kismi saflastirilmis B-glukosidaz enziminin her bir %’ lik (w/v) aralik i¢in yukaridaki
formiile gore hesaplanan miktardaki amonyum siilfat, 30 dakika boyunca buz iizerinde
manyetik karistiricida yavas yavas eklenerek ¢ozlinmesi saglanmistir. Daha sonra
15000 rpm’ de 4°C’de 30 dakika santrifijlenmis ve siipernatant kisim pellet kismindan
ayrilip, pellet kisim 4 mL, tuzlu tampon ile ¢oziilmiistiir [124].

Her bir aralik igin ¢6ziilen orneklerin B-glukosidaz enzim aktivitesi tespit
edilmistir. Enzim aktivitesi belirlenirken 10 farkli tuz konsantrasyonu i¢in 10 ayr1 kor
ve 0rnek kuyucuklar1 hazirlanarak B-glukosidaz enzim aktivitesi ol¢lilmiistiir. Ayrica
her bir aralik i¢in Orneklerin Lowry metrodu ile kantitatif protein miktarlar

belirlenmistir [124].
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2.2.8.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile p-glukosidaz Enziminin

Saflastirilmasi

A.oryzae NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107’ dan, bugday samaninin KSF
ortami olarak kullanilmasi sonucu optimum kosullarda elde edilen B-glukosidaz
enziminin saflastirilmast icin amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi metodu kullanilmistir. Bu saflagtirma basamaginda jel

olarak Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanilmistir [116].

Hidrobik etkilesim kolonunun, saflastirma islemine hazirlanmasi i¢in 1,5M
(NH4)2S034 igeren 50 mM NaH2POjs (pH 6,8) ile dengelenmistir. Tampon ¢dzeltinin,
kolon dengelendikten sonra jel seviyesinin 2 c¢m lizerine kadar inmesi beklenmis ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢okelegi 4 mL, 1,5M (NH4)2SO04
iceren 50 mM NaH2POs (pH 6,8) ile ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin 500 pl” si protein
tayini ve pB-glukosidaz enzim aktivitesini 6l¢mek igin ayrildiktan sonra kalan 3,5 mL’
lik ¢ozelti kolona yiiklenmistir. 1,5M (NH4)2SOj4 igeren 50 mM NaH2PO4 (pH 6,8)
kullanililarak yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz
grandiyenti olusturulmustur. Olusan tuz gradiyenti ile kolondan eliie edilen eliiantlar
2 mL’ lik ependorf tiiplere alinmistir. Eliisyon islemine 280 nm’ deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edilmistir. Eliisyon islemi sonunda ependorf tiiplerdeki
eliiantlarin 280 nm’ de kalitatif yolla protein miktarlar: tespit edilmistir. Ardindan her
bir ependorf tiipteki eliiantin B-glukosidaz enzim aktivitesi belirlenmistir. Tiip
numaralarina kars1 elde edilen degerler ile aktivite ve protein miktarlarini igeren

grafigi ¢izilmistir [82, 116].

2.2.9 Dogal/Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(Native/SDS-PAGE) ile p-glukosidaz Enziminin Safligi ve Alt

Birimlerinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enzimleri amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi ile saflastirildiktan sonra SDS/Native olmak tizere iki farkli
elektroforez yontemi ile saflig1 ve alt birim varligi/sayisi kontrol edilmistir. Bunlardan
birincisi, proteinlerin dogal yapilarini bozucu ajanlarin kullanilmadigi ve safliginin

tayini i¢cinde kullanilabilen Native-PAGE (Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi)’ dir.
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Ikincisi ise proteinlerin dogal yapilarin1 degistiren ve onlarin esit yiik yogunluguna
sahip olmasini saglayan bozucu ajanlarin (Merkaptoetanol ve SDS) kullanildigi SDS-
PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel elektroforezi)’ dir. SDS-PAGE ile
yapilan elektroforezde proteinlerin dogal yapilar1 bozuldugu i¢in proteinler sadece
molekiil agirligina gore ayrilmistir. SDS-PAGE’ de proteinlerin, birden fazla alt
birime sahip olup olmadigi ve molekiil agirliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
Laemmli (1970) tarafindan belirtilen yontemle SDS-PAGE ve Native-PAGE
elektroforezlerinde yigma jeli %3’ liik ve ayirma jeli %10’ luk olacak sekilde iki farkli

akrilamid konsantrasyonuna sahip kesikli jeller hazirlanmistir [117, 118, 119].

2.29.1 SDS-PAGE ile p-glukosidaz Enziminin Safliginin ve Alt

Birimlerinin Kontrolii

SDS-PAGE tekniginde jel hazirlamak i¢in elektroforez cam plakalari 6nce
distile su ile yikanmistir sonra etil alkol ile iyice temizlenmistir. Ardindan plakalar
arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka birbiri {izerine
konulmus ve elektroforezin dokme aparatina sabitlenmistir. Tablo 2.1’ de belirtildigi
gibi SDS kullanilarak ayirma jeli hazirlanmigtir ve plakalar arasina iistten 2-3 cm
kalana kadar hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yavas¢a dokiilmiistiir. Jel yilizeyinin
diizgiin olmasi i¢in distile su ile ince bir tabaka olusturulmustur. 1-2 saat
polimerizasyonun tamamlanmasi beklendikten sonra {ist yiizeydeki distile su jele zarar
vermeden dikkatlice bosaltilmistir. Daha sonra cam plakalarin arasindaki
polimerlesmis ayirma jelinin {izerine tamamen doluncaya kadar Tablo 2.1° de
belirtildigi gibi SDS kullanilarak hazirlanan yigma jeli dokiilmiistiir. Cam plakalar
arasindaki ytlikleme jelinin iizerine tarak aparati dikkatlice yerlestirilerek 30 dk yigma
jelinin polimerlesmesi beklenmistir. Yigma jeli polimerlestikten sonra tarak
kuyucuklarmin arasinin  bozulmamasina dikkat edilecek sekilde dikkatlice
cikarilmistir. Taraklar tarafindan olusan kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank
tamponuyla yikanmistir. Polimerize jellerin bulundugu cam plaka elektroforez tankina

yerlestirilmis ve tankin alt ve tist kismina SDS’li yiiriitme tamponu konulmustur [117,
118, 119].

Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi sonucunda elde edilen eliiantlardan

yiiksek aktivite gosterenler birlestirilerek bir numune ¢ozeltisi olusturulmustur. Elde
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edilen bu ¢ozelti toplam hacmi 50 pL olacak sekilde 1:1 oraninda SDS ve B-
merkaptoetanol iceren numune yiikleme tamponu ile karistirilmistir. Standart protein
¢ozeltisinden yani markerdan 5 pL alinmistir. Marker ve numuneler 5 dakika 95°C’
ye ayarlanan termoblok da bekletilmistir. Marker ve numunelerin sogumasi beklenmis
ve soguduktan sonra kuyucuklara yiiklenmistir. Gii¢ kaynagi 80 volt’ a ayarlanarak
elektroforez tankina baglanmistir. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune yiikkleme tamponu i¢indeki boyaya ait bant, ayirma jeline geldiginde voltaj
150 volt’ a yiikseltilmistir. Yiirlitme islemine, proteinler ayrima jelinin bitisine 1 cm
kalana kadar devam edilmistir. Bantlar belirtilen noktaya ulastiginda akim kesilerek
yiirlitme durdurulmustur. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilarak yigma jeli
kesilip ayrilmistir. Protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme ¢dzeltisinin igine
konulmus ve 1,5-2 saat diisiik calkalama seviyesine ayarlanmis ¢alkalayici iizerine
birakilmistir. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilmis ve renk agma
cozeltisine konulmustur. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi
acilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar renk a¢cma c¢ozeltisi igerisinde
calkalanmistir. Jel renk agma c¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi

(UVP) kullanilarak jel goriintiisii bilgisayara aktarilmistir [117, 118, 119].

2.2.9.2 Native-PAGE ile pB-glukosidaz Enziminin Safhginin ve Alt

Birimlerinin Kontrolii

Native-PAGE tekniginde, SDS-PAGE teknigindeki gibi 6n hazirliklar yapilmig
ve sirastyla Tablo 2.2’ de belirtilen sekilde Native-PAGE ayirma jeli ve Native-PAGE
yigma jeli hazirlanmistir. Hazirlanan jeller cam plaklar arasina dokiilmistiir. Jel
elektroforez tankina yerlestirilmis ardindan tankin alt ve {ist kismina Native-PAGE
yiirlitme tamponu konulmustur. Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi sonucunda elde
edilen eliiantlardan yiiksek aktivite gosterenler birlestirilerek bir numune ¢ozeltisi
olusturulmustur. Hazirlanan numune 50 plL olacak sekilde 1:1 oraninda Native-PAGE
numune yikleme tamponuyla karistirilmistir. Sadece molekiil agirlik standartlarini
iceren standart protein ¢ozeltisinden yani markerdan 5 pL alinmistir. Daha sonra
hazirlanan bu numuneler kuyucuklara yiliklenmistir. Diger asamalar SDS-PAGE

tekniginde belirtildigi gibi yapilmistir. Son olarak jel, renk agma ¢ozeltisinin i¢inden
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cikartildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) kullanilarak jel goriintiisi

bilgisayara aktarilmistir [117, 120, 121].

2.2.10 Saflastirilan B-glukosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

2.2.10.1 Saflastirllmus  Olan B-glukosidaz Enziminin Optimum pH

Degerinin Belirlenmesi

KSF ortaminda elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH
degerini belirlemek ig¢in pH’ 1 pH 2,0; pH 3,0; pH 4,0; pH 5,0 olan 25 mM Sodyum
Asetat Tamponu ve pH’ 16,0; pH 7,0; pH 8,0; pH 9,0 olan 25 mM Na;HPO4 tamponu
hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltiler ile farkli pH degerindeki 5 mM pNPG

substrat ¢6zeltisi hazirlanmistir [82].

Farkli pH degerlerindeki aktiviteleri belirlemek i¢in 96’ lik plakada kor ve
ornek kuyucuklari hazirlanmistir. Kor kuyucuklarina; 70 pL farkli pH degerindeki
tampon ¢ozeltilerden ve 70 uL saflastirilmis B-glukosidaz enziminden konulmustur.
Ornek kuyucuklarina; 70 pL farkli pH degerinde hazirlanan substrat ¢ozeltilerinden ve
70 uL saflastirilan B-glukosidaz enziminden konulmustur. Ardindan plaka statik
inkiibatorde 37°C” de, 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
ardindan 70 pL 0,5M Na2COs ile reaksiyon durdurulmus ve zaman kaybetmeden
spektrofotometrede 410 nm’ de kore karsilik absorbans degeri okunmustur. Absorbans
degerlerinden pNPG standart grafigi kullanilarak enzim iinitesi (EU) hesaplanmistir
[82].

2.2.10.2 Saflastirilmis Olan B-glukosidaz Enziminin Optimum Sicakhk

Degerinin Belirlenmesi

Sicakligin, saflastirilmis B-glukosidaz enziminin aktivitesi iizerine etkisini
belirlemek i¢in 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95°C” lerde aktivite dlglimleri yapilmistir.

Enzimin farkli sicakliklardaki aktivitelerinin belirlenmesinde her sicaklik degeri i¢in
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ayr1 96’ lik plakada (well-plate) kor ve Ornek kuyucuklari hazirlanmistir. Kor
kuyucuklarma 70 pL Sodyum Asetat tampon ¢ozeltisi ve 70 uL saflastirilmis f-
glukosidaz enziminden konulmustur. Ornek kuyucuklarina ise 70 pL pNPG substrat
cozeltisi ve 70 pL saflagtirilmis B-glukosidaz enziminden konulmustur. Ardindan
plakalar (Well-plate) belirlenen sicakliklardaki inkiibatorlerde 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan 70 pL 0,5M Na,COs ile reaksiyon
durdurulmus ve spektrofotometrede 410 nm’ de kore karsilik absorbans degeri
okunmustur. Absorbans degerlerinden pNPG standart grafigi kullanilarak enzim

tinitesi (EU) hesaplanmustir [82, 48].

2.2.10.3 Saflastirilmus Olan pB-glukosidaz Enziminin Termal Kararhhginin

Belirlenmesi

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan B-glukosidaz enziminin
termal kararliliginin incelenmesi amaci ile B-glukosidaz enzimi 45, 55, 65, 75,
85°C’lerde ayr1 ayri inkiibe edilmistir. Is1 ile muamele etmemis enzim ¢ozeltisinden
alian ve aktivitesine bakilan 6rnek, baslangi¢c enzim aktivitesi olarak kabul edilmistir.
45°C” deki termal kararliligin arastirilmasi i¢in 120 dk boyunca B-glukosidaz enzimi
45°C’ de inkiibasyona birakilmis ve her 10 dakikada bir B-glukosidaz enzim aktivitesi
Olctlmiistiir. Ayni islemler 55, 65, 75°C’ deki termal kararliligin arastirilmasi igin de
yapilmustir. 85°C’° deki termal kararliligin arastirilmasi i¢in; 2 dakika aralikla B-
glukosidaz enzim aktivite Ol¢iimii, aktivite sifirlanana kadar siirdirilmistiir.
Absorbans degerlerinden pNPG standart grafigi kullanilarak enzim {initesi (EU)
hesaplanmugtir [80].

2.2.10.4 g-glukosidaz Enziminin pNPG Substratina Karst Km ve Vmax

Degerlerinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enziminin pNPG substratina olan ilgisi Km Ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi amaci ile pPNPG substratinin 5-70 pl arasinda degisen konsantrasyonlarda
enzim aktivitesinin 6lgtimleri yapilmistir. Elde edilen aktivite degerleri, reaksiyon hizi

[V] (EU/mL) olarak hesaplanmistir. Reaksiyon hizindan (V) yararlanilarak 1/[V]
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degeri ve kullanilan substratlarin konsantrasyonlarindan (S) yararlanilarak 1/[S] degeri

elde edilmistir. Bulunan bu degerlerden Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.

Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen denklem ile Ky ve Vmax degerleri
bulunmustur. Bunun i¢in grafigin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax degerinden
Vmax degeri belirlenmistir. Denklemin egimi olan Km/Vmax degerinden Vmax yerine

yazilarak Km degeri hesaplanmistir [82, 125].

2.2.10.5 Inhibitdrlerin ICso Degerlerinin Belirlenmesi

D(+)glukoz ve &-glukonolakton maddelerinin B-glukozidaz enzim aktivitesi
lizerine etkisinin tayini yapilarak 1Cso degerleri belirlenmistir. Bunun i¢in reaksiyon
hacminde 0,01M konsantrasyondaki pNPG substrati ile calisilmistir. Inhibitor
eklenmemis ortamdaki enzim aktivitesi tespit edilip bu deger %100 aktivite olarak
alinmigtir. 1-60 pl arasinda degisen inhibitér konsantrasyonlarda enzim aktivite
degerleri bulunmustur. Bu degerlerden % aktiviteler hesaplanarak %Aktivite-[I]
(Inhibitdr konsantrasyonu) grafikleri cizilmistir. Bu grafiklerden yararlanilarak enzim
aktivitesini %50 oraninda azaltan inhibitdr konsantrasyonu yani ICso degerleri

hesaplanmistir [125, 126].

2.2.10.6 inhibitdrlerin Ki Degerlerinin Bulunmasi

PNPG substratt kullanilarak B-glukozidaz enzim aktivitesi tlizerine o-
glukonolakton ve D(+)glukozun inhibisyon tipleri ile Ki degerleri belirlenmistir. Ki;
degerlerinin tespiti igin; Oncelikle inhibitorsiiz ortamda farkli pNPG substrat
konsantrasyonunda aktivite degerleri bulunmustur. Bulunan bu aktiviteler [\V] olarak
alinarak 1/[V] degerleri hesaplanmigtir. Degisen substrat konsantrasyonlar1 [S] olarak
alinarak, 1/[S] degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplanan degerlerden Lineweaver-Burk

grafigi ¢izildiginde lo dogrusu elde edilmistir.

d-glukonolakton ve D(+)glukoz inhibitér maddelerinin iki farkli sabit
konsantrayonda pNPG substratinin 5-70 pl arasinda farkli konsantrasyonda pNPG

substrati ile aktivite degerleri tespit edilmistir. iki farkli inhibitdr konsantrasyonu
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varliginda, farkli pNPG substrat konsantrasyonuna denk gelen aktiviteler ile 1/V ve
1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izilip 11, ve l2 dogrular

olusturulmustur.

Lineweaver-Burk grafiklerden yararlanarak Ki degerleri hesaplanmis ve
inhibisyon tipleri belirlenmistir. Ki degerleri; yarismali (kompetetif) inhibisyon igin
Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta olan -1/Kv (1+[1]/K;) ifadesi,
yarigmasiz (nonkompetetif) inhibisyon i¢in 1/[V] eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax
(1+[1)/Ki) ifadesi, yariyarismali (unkompetitif) inhibisyon tipi i¢in 1/[V] eksenini
kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[1]/K;) ifadesi kullanilarak hesaplanmistir. Kj degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan denklemlerdeki Km Ve Vmax degerleri inhibitdrsiiz

ortamdaki degerlerdir [125, 127].

2.2.11 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada asagi belirtilen alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmal Santrifij Sigma 3K15
Sogutmali Ultrasantrifij Hettich EBA 12R
pH metre Hanna HI 2210
UV-Spektrofotometre Thermo Type 1510

(Plaka okuyuculu)
Manyetik Karistirici Ikamag RH

Gradient Mikser Atta C-10 Magnetik Karistirici ve
Gradient Tup

Dograyici Arcelik

Terazi Denver Instrument

Otomatik Pipetler Thermo Scientific

Elektroforez Sistemi Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad
Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm ¢ap ve 15 cm uzunluk)
Buzdolabi (-20°C) Bosch
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Vorteks BioCote Stuart

Otoklav Hirayama

Buz Makinesi Fiocchetti AF 10

Sonikator Emla E 30H

inkibator Memmert

Jel Goriintileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System (UVP)
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3. BULGULAR

3.1  B-glukosidaz Aktivitesine Sahip Mikrofunguslarin Belirlenmesi

B-glukosidaz enzim aktivitesine sahip mikrofungus susunu belirlemek amact
ile %5 CMC igeren Czapek Dox Agar besiyerine A.oryzae NRRL 5590, A.caelatus
NRRL26107, A.sydowii NRRL 4768 ve A.bisporus NRRL3692 suslar1 inokiile
edilerek 30°C* de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
A.oryzae NRRL 5590 ve A.caelatus NRRL 26107 suslarinin en genis hidroliz zonuna
sahip oldugu belirlendiginden deneylerde bu suslarin kullanilmasina karar verilmistir

(Sekil 3.1 ave b).

(b)

Sekil 3.1: (a) Aspergillus oryzae NRRL 5590; (b) Aspergillus caelatus NRRL 26107

3.2  Mikrofunguslarin Kati Substrat Fermentasyon Ortaminda

Gelistirilme Kosullarinin Uretilen p-glukosidaz Sentezi Uzerine Etkisi

3.2.1 Optimum pH ve Nemlendirme Sivilarinin Belirlenmesi

Bugday samani ile hazirlanan KSF ortamlart pH’ 1 4,0 ve 5,0 olan 0,2M
CsHgO7; pH’ 1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan 0,2M NaH2PO4 tamponu ve pH’ 1 8,5 ve 9,0
olan 0,2M NaHPO4 tamponu ile nem diizeyi %55 olacak sekilde nemlendirilerek
121°C’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. A.caelatus NRRL 26107 un ve
A.oryzae NRRL 5590’ nin Bolim 2.2.2° de anlatildigi gibi hazirlanan sivi
kiiltiirlerinden 3 mL alinarak KSF ortamlaria ayr1 ayr1 inokulasyonlar1 yapilarak 7
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giin boyunca 30°C’ de inkiibe edilmeleri saglanarak bu siirenin sonunda Boliim 2.2.4°
de anlatildigi gibi elde edilen kismi saflagtirilmis enzimlerin, B-glukosidaz enzim
aktivitesi olgtimleri yapilmuistir.

B-glukosidaz enzim aktivitelerinin en yiiksek oldugu {tretim kosullar
A.caelatus NRRL 26107 i¢in; optimum pH’ 1 7,0 olan 0,2M NaH2PO4 tamponu
oldugu; A.oryzae NRRL 5590 i¢in ise optimum pH’1 6,5 olan 0,2M NaH2PO4 tamponu
oldugu tespit edilmistir (Tablo3.1, Sekil 3.2 ).

Tablo 3.1: Farkli pH ve nemlendirme sivilarinin KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen A.caelatus NRRL
26107 ve A. oryzae NRRL 5590’ nin B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

B-glukosidaz enzim aktivitesi (EU)

Nemlendirme Srvilarmin pHy L otus NRRL 26107 |A. oryzae NRRL 5590
pH 4,0 382,1138 605,6911
pH 5,0 391,5989 646,3415
pH 6,0 531,1653 1302,1680
pH 6,5 779,1328 2368,5640
pH 7,0 939,0244 1891,5990
pH 7,5 644,9864 1716,8021
pH 8,0 542,0054 1585,3660
pH 8,5 535,2304 1380,7590
pH 9,0 437,6694 1071,8160

—&— A.caelatus NRRL 26107

a 2500 —&— A.oryzae NRRL 5590
8 2000

=

2

i~ 1500

<

£

N 1000

w

S

I 500

‘D

£

= 0

> PH 4,0PH 5,0PH 6,0PH 6,5PH 7,0PH 7,5PH 8,0PH 8,5PH 9,0
)

pH arah@

Sekil 3.2: Farkli pH ve nemlendirme sivilarinin KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen A.caelatus NRRL
26107 ve A. oryzae NRRL 5590’ nin B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi
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3.2.2 Optimum Inkiibasyon Sicakliginin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107’ nin optimum inkiibasyon sicakliginin tespiti igin
KSF ortam1 bir 6nceki basamakta belirlenen pH’ 1 7,0 olan 0,2M NaH.PO4 tamponu
ile, A.oryzae NRRL 5590’ nin optimum inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi i¢in ise
KSF ortami pH’t 6,5 olan 0,2M NaH;PO4 tamponu ile nemlendirilmistir.
Nemlendirme isleminin ardindan KSF ortamlar1 121°C” de 20 dk. otoklavlanarak
sterilizasyonlar1 saglandiktan sonra A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’
nin sivi kiiltiirlerinden 3 mL inokule edilerek 25, 30, 35, 40 ve 45°C’ lerde 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda B6liim 2.2.4” de anlatildig1 sekilde elde
edilen kismi saflastirilmis enzimlerin f-glukosidaz enzim aktivite 6lgtimleri yapilmis
ve [-glukosidaz enzim aktivitesinin optimum oldugu inkiibasyon sicakliklari

A.caelatus NRRL 26107 i¢in 30°C; A.oryzae NRRL 5590 i¢in ise 25°C olarak tespit

edilmistir (Tablo 3.2; Sekil 3.3).

Tablo 3.2: Farkli inkiibasyon sicakliklarinin KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen A.caelatus NRRL

26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ nin B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

inkiibasyon Sicakhig

B-glukosidaz enzim aktivitesi (EU)

A. caelatus NRRL 26107 A. oryzae NRRL 5590
25°C 188,3469 2582,6560
30°C 466,1247 2382,1140
35°C 243,9024 2048,7800
40°C 108,4011 1948,5090
45°C 94,8509 62,3306
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—&— A.caelatus NRRL 26107
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Sekil 3.3: Farkli inkiibasyon sicakliklarinin KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen A.caelatus NRRL 26107
ve A.oryzae NRRL 5590 B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

3.2.3 Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ nin optimum inkiibasyon
stirelerini belirlemek i¢in dnceki basamaklarda tespit edilen verilerden yararlanarak
A.caelatus NRRL 26107’ un KSF ortami pH’ 1 7,0 olan 0,2M NaH2PO4 tamponu ile
nemlendirilerek 30°C” de, A.oryzae NRRL 5590 nin KSF ortami1 ise pH’ 1 6,5 olan
0,2M NaH2PO4 tamponu ile nemlendirilerek 25°C* de inkiibasyonlari saglanmustir.
Inkiibasyonun 4. giiniinden itibaren enzim aktivitesinin diisiis gosterdigi giine kadar
giinliik enzim aktivite Ol¢limleri yapilmis ve bu Olglimler sonucunda her iki
mikroorganizma igin de p-glukosidaz enzim aktivitelerinin en yiiksek oldugu

inkiibasyon siiresi 7. giin olarak belirlenmistir (Tablo 3.3; Sekil 3.4).

Tablo 3.3: Farkli inkiibasyon siirelerinin KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen A.caelatus NRRL26107 ve
A.oryzae NRRL 5590’ nin B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

. B-glukosidaz enzim aktivitesi (EU)
Inkiibasyon Siiresi

/A. caelatus NRRL 26107  |A. oryzae NRRL 5590
4. Giin 376,6938 1696,4770
5. Giin 712,7371 2124,6610
6. Giin 899,7290 2425,4740
7. Giin 2401,0840 2516,2600
8. Giin 149,0515 287,2629
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Sekil 3.4: Farkli inkiibasyon siirelerinin KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen A.caelatus NRRL26107 ve
A. oryzae NRRL 5590’ nin B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

3.3  B-glukosidaz Enziminin Saflastiriimasi

A.caelatus NRRL 26107; dnceki boliimde belirlenen kosullarda (pH’ 17,0 olan
0,2M NaH2PO4 tamponu ile %55 oraninda nemlendirme, 30°C” de 7 giin) gelistirilerek
elde edilen siipernatant Boliim 2.2.4° te anlatildig1 gibi ultrasantrifiijleme (10000rpm,

4°C’ de, 10 dk.) isleminden sonra kismi saflastirilmis enzim olarak kullanilmstir.

A.oryzae NRRL 5590’ de daha 6nce belirlenen kosullarda (pH’ 1 6,5 olan 0,2M
NaH2PO4 tamponu ile %55 oraninda nemlendirme, 25°C’de 7 giin) gelistirilerek elde
edilen siipernatant Bolim 2.2.4° te anlatildig1 seklilde yapilan ultrasantrifiijleme
(10000rpm, 4°C’de, 10 dk.) isleminden sonra kismi saflastirilmis enzim olarak

kullanilmistir.

3.3.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Arali@inin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 B-glukosidaz enziminin amonyum siilfat araliginin
belirlenmesi i¢in; kismi saflastirilmis enzime Tablo 3.4’ de belirtilen miktarda
amonyum siilfat tuzu eklenerek her bir aralik degerinin Lowry metodu ile protein

miktarlart (mg/mL) ve B-glukosidaz aktivite (EU) dl¢timleri yapilmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen kismi saflagtirilmig f-glukosidaz enziminin

amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi sonucu elde edilen degerleri

Kismi B-glykgsidaz Protein
Aralik Coktiirme Saflastirilmis | Kullanillan Amonyum | Enzimi Miktart
Degeri Arahgi Enzim Hacmi | Siilfat Miktari (g) Aktivitesi (mg/mL)

(mL) (EV)
1 0-10 10,0 0,5140 134,1463 933,3330
2 10-20 10,0 0,5290 132,7913 500,0000
3 20-30 10,0 0,5460 159,8916 1133,3330
4 30-40 10,5 0,5910 280,4878 5000,0000
5 40-50 10,0 0,5820 579,9458 3366,6670
6 50-60 10,0 0,6020 742,5474 3066,6670
7 60-70 10,5 0,6540 613,8211 1966,6670
8 70-80 10,5 0,6780 1280,4880 2300,0000
9 80-90 10,5 0,7030 185,6369 2200,0000
10 90-100 10,5 0,7310 158,5366 1833,3330

Tablo 3.4° deki degerler kullanilarak Sekil 3.5 de verilen Amonyum Siilfat

Coktiirme Araligi-Enzim Aktivitesi-Protein Miktari grafigi ¢izilmistir. Cizilen grafikte

enzim aktivtesinin yiiksek oldugu aralik %50-90 olarak belirlenmis ve A.caelatus

NRRL 26107’ un Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflagtirilmasi basamaginda

bu amonyum siilfat ¢oktiirme araligi kullanilmistir.

6000 -

a1

o

o

o
I

4000 -

3000 -

2000 -

B-glukosidaz Aktivitesi (EU)

1000 -

—e— (-glukosidaz Aktivitesi (EU) [

—=&— Protein Miktar1 (ug/mL)

20 40

60
Amonyum Siilfat Coktiirme Arahg:

80

100

120

- 5000

6000

4000

3000

2000

Protein miktar1 pg/mL

1000

Sekil 3.5: A.caelatus NRRL 26107 amonyum siilfat araliginin tespiti i¢in kullanilan grafik
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A.oryzae NRRL 5590 B-glukosidaz enziminin amonyum siilfat araliginin
belirlenmesi i¢in ise kismi safalastirilmis enzime Tablo 3.5° de belirtilen miktarda
amonyum siilfat tuzu eklenerek her bir aralik degerinin Lowry metodu ile protein
miktarlar (ug/mL) ve B-glukosidaz aktivite (EU) 6l¢timleri gergeklestirilmistir (Tablo
3.5).

Tablo 3.5: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz enziminin

amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi sonucu elde edilen degerleri

Kismi B-glukosidaz )
Kullanilan o Protein
Arahk Coktiirme Saflastirilnms Enzimi
) | Amonyum Siilfat o Miktari
Degeri Arahgi Enzim Hacmi Aktivitesi
Miktar (g) (mg/mL)
(mL) (EV)
1 0-10 10,0 0,5140 33,87534 79,3500
2 10-20 10,0 0,5290 124,6612 94,3500
3 20-30 10,0 0,5460 189,7019 89,3500
4 30-40 10,0 0,5636 79,9458 119,3500
5 40-50 10.5 0,6110 149,0515 124,3500
6 50-60 10,5 0,6320 418,6992 134,3500
7 60-70 10,5 0,6540 970,1897 349,3500
8 70-80 10,5 0,6780 378,0488 199,3500
9 80-90 10,5 0,7030 20,2352 104,3500
10 90-100 10,5 0,7310 6,7750 99,3500

Tablo 3.5° deki degerler kullanilarak Sekil 3.6’ da verilen Amonyum Siilfat
Coktiirme Araligi-Enzim Aktivite-Protein Miktar1 grafigi ¢izilmistir. Cizilen grafikte
enzim aktivtesinin yiiksek oldugu aralik %50-90 olarak belirlendiginden A.oryzae
NRRL 5590’ nin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilmasi basamaginda

bu konsantrasyonda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir.
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Sekil 3.6: A.oryzae NRRL 5590 amonyum siilfat araliginin tespiti i¢in kullanilan grafik

3.3.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile p-glukosidaz Enziminin

Saflastirilmasi

A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen kismi saflastirilmis enzime %50-90
(w/v) oraninda amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmis, ¢oktiirme sonucunda elde
edilen enzim Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftlamin Hidfofobik Jelini igeren kolona
yiiklenmistir. Kolondan eliie edilen eliiantlar 2 mL’ lik ependorf tiiplere alindiktan
sonra 280 nm’ de Warburg Metodu ile kalitatif protein tayinleri yapilmis, ayrica bu
tiiplerdeki eliiantlarin B-glukosidaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen bu
6l¢iim sonuglarindan yararlanilarak B-glukosidaz enzim eliisyon grafigi ¢izilmistir
(Sekil 3.7). Grafikten elde edilen sonuglar ile yiiksek aktivite gosteren eluantlari igeren
ependorf tiipleri belirlenerek bu tiiplerin, Lowry metodu ile protein miktarlari
saptanmistir. Tiim belirlenen 6lglim sonuglarindan yararlanilarak A.caelatus NRRL

26107’ dan elde edilen - glukosidaz enziminin saflastirilma tablosu olusturulmustur
(Tablo 3.6).
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Sekil 3.7: Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi kullanilarak saflastirilan A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen B-glukosidaz enziminin eliisyon grafigi
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Tablo 3.6: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen B-glukosidaz enziminin saflastirma tablosu

, . PROTEIN TOTAL TOTAL SPESIFiK % VERIM

HACIM | AKTIVITE . L . . ° SAFLASTIRMA
Basamak MIKTARI AKTIVITE PROTEIN AKTIVITE

(mL) (EU/mL) KATSAYISI

(mg/mL) (EU/mL) (mg) (EU/mQ)

HAM EKSTRAKT 30 349,5935 0,4435 10487,7900 13,3050 788,2590 100 1
AMONYUM SULFAT
L . 4 1864,499 0,6785 7457,9960 2,7140 2747,9720 71,1110 3,4860
COKTURMESI
HIDROFOBIK
ETKILESIM 2 331,9783 0,0135 663,9560 0,0270 24590,9620 6,3300 31,1960
KROMATOGRAFISI

50




A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen -glukosidaz enziminin saflastirma
tablosunda (Tablo 3.6) gosterildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda total
aktivitesi ve total protein miktar1 sirasiyla 7457,9960 EU/mL ve 2,7140 mg olarak
belirlenmis olup %71,1110 verimle 3,4860 kat saflastirilmas1 saglanmistir. Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi sonunda ise total aktivite 663,9560 EU/mL ve total protein
miktart 0,0270 mg olarak tespit edilmis olup B-glukosidaz enzimi %6,3300 verimle
31,1960 kat saflastirilmistir.

Calismalarimizda kullanilan ikinci mikrofungus olan A.oryzae NRRL 5590°
dan elde edilen kismi saflastirilmis enzime daha 6nce belirlenen oranda (%50-90
(w/v)) amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmistir. Coktiirme sonucunda elde edilen
kismi saflagtirillmis enzim Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftlamin Hidfofobik Jelini
iceren kolona yiiklendikten sonra kolondan eliie edilen eliiantlar 2 mL’ lik ependorf
tiiplere alinmistir. Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi sonucu elde edilen eluantlari
iceren ependorf tiiplerine 280 nm’ de Warburg Metodu ile kalitatif protein tayini
yapilmis ayrica bu tiiplerin B-glukosidaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen
bu verilerden yararlanilarak B-glukosidaz enzim eliisyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.8).
Grafikten elde edilen sonugclar ile yiiksek aktivite gosteren eluantlari iceren ependorf
tiipleri belirlenerek bu tiiplerdeki eluantlarin Lowry metodu ile protein miktarlar
saptanmistir. Belirlenen tiim 6l¢im sonuglarindan da yararlanilarak A.oryzae NRRL
5590’ dan elde edilen B- glukosidaz enzimi i¢in saflastirma tablosu olusturulmustur
(Tablo3.7).
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Sekil 3.8: Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi kullanilarak saflagtirilan A.oryzae NRRL 5590” dan elde edilen B-glukosidaz enziminin eliisyon grafigi
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Tablo 3.7: A.oryzae NRRL 5590° dan elde edilen B-glukosidaz enziminin saflagtirma tablosu

%

_ o PROTEIN TOTAL TOTAL SPESIFIK . SAFLASTIRMA
Basamak HACIM | AKTMITE | Rl AKTIVITE PROTEIN | AkTivitE | YERIM
(mL) (EU/mL) KATSAYISI
(mg/mL) (EU/mL) (mg) (EU/mg)
HAM EKSTRAKT 50 957,9940 0,1265 47899,7000 6,3250 7573,0750 100 1
AMONYUM SULFAT
o . 4 1917,3440 0,1485 7669,3760 0,5940 12911,4070 16,0110 1,7040
COKTURMESI
HIDROFOBIK
ETKILESIiM 2 1042,0050 0,0235 2084,0100 0,0470 44340,6380 4,3500 5,8550
KROMATOGRAFISi

53




Bu tabloda (Tablo 3.7) gosterildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu,
pellet kismin total aktivitesi ve total protein miktar1 sirasiyla 7669,376 EU/mL ve
0,594 mg olarak tespit edilmis olup %16,011 verimle 1,704 kat saflastirilmistir.
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonucu ise total aktivite 2084,01 EU/mL ve total
protein miktar1 0,047 mg olarak belirlenmis ve B-glukosidaz enzimi %4,350 verimle
5,855 kat saflagtirilmistir.

3.4  B-glukosidaz  Enziminin  Native/SDS  Poliakrilamid  Jel

Elektroforezi ile Safliginin ve Alt Birimlerinin Kontrolii

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilen ve
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan [-glukosidaz enziminin
safliginin ve alt birimlerinin varliginin/sayisinin belirlenmesi igin SDS ve Native
Poliakrilamid Jel Elektroforezi yapilmis ve elde edilen protein bantlarinin bulundugu

jel goriintiileri jel gorlintileme sistemi (UVP) kullanilarak kaydedilmistir (Sekil 3.9
(@)-(b)).

B- Glukosidaz M (kDa)

M&Da) B-Glukosidaz —_—250
250 —n -y 150
150
100 . —100
70 —— —
50 - 50
40—

30 —— —_30
30—
20
15 §
10—
@ (b)

Sekil 3.9: Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan A.caelatus NRRL 26107’ dan elde
edilen B-glukosidaz enziminin Poliakrilamid Jel Elektroforez gérintiileri (a): SDS-Poliakrilamid Jel

Elektoroforezi, (b): Native-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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A.caelatus NRRL 26107 dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin molekiil
agirh@g SDS-PAGE ve Native-PAGE’in her ikisinde de yaklasik 30 kDa olarak

belirlenmis olup (Sekil 3.9 a ve b) enzimin tek alt iiniteden olustugu saptanmustir.

M (kDa) B-Glukosidaz B-Glukosidaz M (kDa)

5(0

150

70
p—

() (b)

Sekil 3.10: Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan A.oryzae NRRL 5590” dan elde
edilen B-glukosidaz enziminin Poliakrilamid Jel Elektroforez goriintiileri (a) SDS-Poliakrilamid Jel

Elektoroforezi, (b) Native-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

A.oryzae NRRL 5590’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin molekiil
agirh@ SDS-PAGE ve Native-PAGE ile yaklasik 31 kDa olarak belirlenmis olup
(Sekil 3.10 a ve b) enzimin tek alt iiniteden olustugu saptanmustir.

3.5  Saflagtirilan B-glukosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

3.5.1 Saflastirilan p-glukosidaz Enziminin Optimum pH Degerinin
Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilen ve
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi kullanilarak saflagtirilan B-glukosidaz
enzimlerinin optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in; farkli pH degerindeki tamponlar

ve bu tampon c¢ozeltilerle hazirlanmis olan pNPG substratlar1 ile saf B-glukosidaz
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enzimlerinin aktivite dl¢imleri yapilmistir. Elde edilen sonuglarla da optimum pH
grafiklerinin (Sekil 3.11; Sekil 3.12) ¢izilmesi saglanmistir. A.caelatus NRRL 26107’
dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 6,0
(Sekil 3.11); A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilen B-glukosidaz enziminin en yliksek
aktivite gosterdigi pH degeri ise 5,25 (Sekil 3.12) olarak belirlenmistir.

60
50
40
30
20

10

B-glukosidaz Aktivite (EU)

0
PH 2,30 PH PH PH PH PH PH PH
3,30 4,30 525 6,00 6,25 6,29 6,30

pH Arahg

Sekil 3.11: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen saflastirilmig B-glukosidaz enziminin optimum
pH grafigi

600
500
400
300

200

B-glukosidaz Aktivite (EU)

100

PH PH PH PH PH PH PH PH
2,30 3,30 4,30 5,25 6,00 6,25 6,29 6,30

pH Araligi

Sekil 3.12: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilen saflastirilmig B-glukosidaz enzimi optimum pH
grafigi
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3.5.2 Saflastirllan p-glukosidaz Enziminin  Aktivite Gdosterdigi

Maksimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan saflagtirilan f-
glukosidaz enzimlerinin maksimum aktivite gosterdikleri sicaklik degerinin
saptanmasi amaciyla farkli inkiibasyon sicakliklarinda B-glukosidaz enzimlerinin
aktiviteleri Olgiilerek sicaklik grafikleri ¢izilmis (Sekil 3.13; Sekil 3.14) ve her iki
mikroorganizmadan da elde edilen B-glukosidaz enzimlerinin en yiiksek aktivite

gosterdigi inkiibasyon sicakligr 65°C olarak belirlenmistir (Sekil 3.13; Sekil 3.14).
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Sekil 3.13: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflatirilan B-glukosidaz enziminin sicaklik
Grafigi
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Sekil 3.14: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan f-glukosidaz enziminin sicaklik grafigi
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3.5.3 Saf B-glukosidaz Enziminin Termal Kararhhgi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan saflagtirilan -
glukosidaz enzimlerinin termal kararliliklar1 farkl: sicakliklarda 120 dakika stiresince
onar dakika araliklarla, 85°C de ise ikiser dakika araliklarla enzim aktivitelerinin
6l¢iilmesi sonucu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile her iki mikroorganizmadan

da saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin termal kararlilik grafikleri ¢izilmistir. (Sekil

3.15; Sekil 3.16).

900 —&— 45° C B-glukosidaz Aktivitesi
—&— 55 ° C B-glukosidaz Aktivitesi
—&— 65 ° C B-glukosidaz Aktivitesi
—e— 75° C B-glukosidaz Aktivitesi

—— 85 ° C B-glukosidaz Aktivitesi

800

700 -

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

B-glukosidaz Aktivitesi (EU)

100 -

0 20 40 60 80 100 120 140

Siire (Dk)

Sekil 3.15: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enziminin termal
kararlilik grafigi

A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilen B-glukosidaz enziminin; 120
dakikalik inkiibasyon sonrasinda 45°C’de %30 oraninda, 55°C’ de %46 oraninda,
65°C’ de %17 oraninda ve 75°C’ de %8 oraninda aktivitesini korudugu belirlenmistir.

85°C’ de ise enzimin aktivitesini 32 dakika korudugu tespit edilmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.16: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan -glukosidaz enziminin termal
kararlilik grafigi

A.oryzae NRRL 5590’ nin B-glukosidaz enziminin 120 dakikalik inkiibasyonu
sonunda 45°C %22, 55°C’ de %23, 65°C’ de %36 oraninda enzim aktivitesini
korudugu 75°C’ de enzim aktivitesinin 0 oldugu saptanmis olup 85°C’ de ise 46 dakika

stiresince aktivitesini korudugu saptanmistir (Sekil 3.16).

3.5.4 B-glukosidaz Enziminin pNPG Substratina Karsi Km ve Vmax

Degerlerinin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan saflagtirilan f-
glukosidaz enzimlerinin Kv ve Vmax degerlerinin belirlenmesi amaci ile pNPG
substratinin degisen konsantrasyonlaria kars1 410 nm’ de enzim aktivite dl¢iimleri
yapilmistir (Tablo 3.8; Tablo 3.9). Elde edilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizlari
(EU/mL) olarak hesaplanmistir. Reaksiyon hizindan (V) yararlanmilarak 1/[V] degeri,
kullanilan substratlarin konsantrasyonlarindan ([S]) yararlanilarak da 1/[S] degeri elde
edilmistir. Bulunan bu degerler ile Sekil 3.17 ve Sekil 3.18” de gdsterilen Lineweaver-

Burk grafiklerinin ¢izimi gergeklestirilmistir.

A.caelatus NRRL 26107’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimi igin gizilen
Lineweaver-Burg grafiginden (Sekil 3.17) elde edilen denklemden yararlanilarak; -
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glukosidaz enziminin pNPG substrat1 igin Km degeri 0,193 mM ve Vimax degeri 322,58
EU olarak hesaplanmistir (Tablo3.10).

A.oryzae NRRL 5590’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimi igin ise ¢izilen
Lineweaver-Burg grafiginden (Sekil 3-18) elde edilen denklemden yararlanilarak; p3-
glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Km degeri 0,363 mM ve Vmax degeri 454,545
EU olarak hesaplanmistir (Tablo 3.11).
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Tablo 3.8: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve

1/[S] degerleri

50m2/|c Na- Enzim Substrat Kuyudaki Kuyudaki Aktivite

TamBony Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam Hacim | Subs. Kons. [S] A (410 nm) (UImL dak) v 1/[S]
(;5) Hacmi (ul) Hacmi (ul) Q) (mM)
65 5,0 0,1190 0,2130 123,3060 0,0081 8,4030
55 15 0,3570 0,2780 211,3820 0,0047 2,8010
50 20 0,4760 0,2960 235,7720 0,0042 2,1000
45 25 0,5950 0,3020 243,9020 0,0041 1,6800

70 210

40 30 0,7140 0,3060 249,3220 0,0040 1,4000
30 40 0,9520 0,3140 260,1630 0,0038 1,0500
25 45 1,0710 0,3270 277,7780 0,0036 0,9333
20 50 1,1900 0,3160 262,8730 0,0038 0,8400
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Tablo 3.9: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin Km ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve
1/[S] degerleri

50mM Na- Enzim Cézeltisinin ) S.uF)s.trat . Kuyudaki_ Kuyudaki Aktivite
Ac Tamponu Hacmi (ul) Cozeltisinin Hacmi | Toplam Hacim Substrat Kons. | A (410 nm) (U/ml dak) v 1/[S]

(ul) (ul) (ul) [S] (mM)

125 50 0,1250 0,2480 113,6170 0,0088 8,0000
120 10 0,2500 0,3170 171,2610 0,0058 4,0000
115 15 2,6667 0,3880 230,5760 0,0043 2,6667
110 20 2,0000 0,4240 260,6510 0,0038 2,0000
105 25 1,600 0,4710 299,9160 0,0033 1,6000
100 30 1,3333 0,4980 322,4720 0,0031 1,3333
95 35 1,1428 0,5140 335,8390 0,0029 1,1428
90 70 40 280 1,0000 0,5410 358,3960 0,0027 1,0000
85 45 0,8889 0,5150 336,6750 0,0029 0,8889
80 50 0,8000 0,5300 349,2060 0,0028 0,8000
75 55 0,7272 0,5520 367,5850 0,0027 0,7272
70 60 0,6667 0,5420 359,2310 0,0027 0,6667
65 65 0,6153 0,5330 351,7120 0,0028 0,6158
60 70 0,5914 0,5100 332,4970 0,0030 0,5714
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-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
1/[S] mM-t

Sekil 3.17: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax

degerlerini gosteren Lineweaver-Burg grafigi

Tablo 3.10: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflastirilan -glukosidaz enziminin Km, Vimax Ve
Vinax [ Km degerleri

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

PNPG 0,1930 322,5800 1671,3980

-4 -2 0 2 4 6 8 10
1/[S] mM-L

Sekil 3.18: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan $-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax

degerlerini gosteren Lineweaver-Burg grafigi
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Tablo 3.11: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin Km, Vmax Ve
Vinax [ Km degerleri
SUbStrat KM (m M) Vmax (EU) Vmax/KM

PNPG 0,3630 454,5450 1279,7380

3.5.5 Aspergillus caelatus NRRL 26107 ve Aspergillus oryzae NRRL 5590’
dan Saflagtirilan  p-glukosidaz Enzimlerinin Inhibitérii Olan

D(+)glukozun 1Cso Degerinin Belirlenmesi

D(+)glukozun, A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan elde
edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimleri {izerindeki inhibisyon etkisi pPNPG substrati
varliginda arastirilmistir (Tablo 3.12; Tablo 3.13). Inhibitsr maddenin yani
D(+)glukozun olmadigi ortamdaki enzim aktiviteleri %100 aktivite olarak kabul
edilmis olup D(+)glukozun ICsgo degerleri belirlenirken; 1-60 pl arasinda degisen
inhibitor konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri dl¢iilmiistiir. Elde edilen bu
sonuglardan % aktiviteler hesaplanarak %Aktivite-Inhibitér Konsantrasyonu [I]
grafikleri cizilmistir (Sekil 3.19; Sekil 3.20).
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Tablo 3.12: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)glukozun, ICso degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ile elde edilen sonuglar

50mM Na-Ac Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki inhibitér .

Tamponu | inhibitor | Cozeltisinin Cézeltisinin Cézeltisinin Kons. (MM) AA Aktivite %
(ul) Hacmi (ul) Hacim (ul) Hacmi (ul) (*100000) (410nm) | (U/mLdak) | Aktivite
60 0 0 0,1100 30,0751 100,0000
59 1,0 3,5700 0,1040 25,0626 83,3333
575 25 8,9200 0,0980 20,0501 66,6667
52,5 75 26,7800 0,0940 16,7084 55,5556
50 10 35,7100 0,0930 15,8730 52,7778
45 15 53,5700 0,0930 15,8730 52,7778
35 D(+)glukoz 0 70 25 89,2800 0,0860 10,0250 33,3333
25 35 125,0000 0,0860 10,0250 33,3333
20 40 142,0000 0,0830 7,5187 25,0000
10 50 178,0000 0,0840 8,3542 27,7778

5 55 196,0000 0,0820 6,6833 22,2222
0 60 214,0000 0,0820 6,6833 22,2222
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Tablo 3.13: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan -glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)glukozun ICso degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlart ile elde edilen sonuclar

50mM Na-Ac |, .. .. Enzim Substrat Inhibitor | Kuyudaki AA Aktivite %
Tamponu (ul) Inhibitor Cozelt{smm COZ(.BltlSlIlln Cozelt¥smln Inhibitor Kons. (410nm) (U/mL dak) Aktivite
Hacmi (ul) Hacim (ul) Hacmi (ul) (mM) (*100000)
60 0 0 0,4910 331,6620 100,0000
59 1 3,5700 0,4580 304,0930 91,6870
57,5 2,5 8,9200 0,4410 289,8910 87,4050
55 5 17,8500 0,3800 238,9300 72,0400
52,5 7.5 26,7800 0,3270 194,6530 58,6900
50 D(+)glukoz 70 70 10 35,7100 0,3050 176,2740 53,1480
45 15 53,5700 0,3140 183,7920 55,4150
40 20 71,4200 0,2650 142,8570 43,0730
35 25 89,2800 0,2500 130,3250 39,2940
30 30 107,1000 0,2400 121,9710 36,7750
25 35 125,0000 0,2380 120,3000 36,2720
20 40 142,0000 0,2270 111,1110 33,5010
15 45 160,7000 0,2110 97,7440 29,4710
10 50 178,0000 0,2150 101,0860 30,4780
5 55 196,0000 0,1870 77,6940 23,4250
0 60 214,0000 0,2240 108,6040 32,7450
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Sekil 3.19: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibit6rii D(+)glukoz
I1Cs0 degeri grafigi

Tablo 3.12> deki veriler kullanilarak ¢izilen D(+)glukoz varligindaki
%Aktivite-[I] grafiginden (Sekil 3.19) elde edilen denklem ile A.caelatus
NRRL26107 dan saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine D(+)glukozun

ICs0 degeri 7,65.102 mM olarak hesaplanmustir.

120 -
y = 1237,5x? - 555,49x + 89,53

100 ¢

% Aktivite

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
[D(+)glukoz] mM

Sekil 3.20: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan f-glukosidaz enziminin inhibitorii D(+)glukozun
ICso degeri grafigi

67



Tablo 3.13” deki veriler kullanilarak ¢izilen D(+)glukoz varhigindaki %Aktivite-[1]
grafiginden (Sekil 3.20) elde edilen denklem ile de A.oryzae NRRL 5590 B-glukosidaz

enzim aktivitesi iizerine D(+)glukoz 1Cso degeri; 8,80.102 mM olarak hesaplanmistir.

3.5.6 Aspergillus caelatus NRRL 26107 ve Aspergillus oryzae NRRL 5590’
dan Saflastirilan f-glukosidaz Enzimlerinin Inhibitérii Olan &-

glukonolaktonun 1Cso Degerinin Belirlenmesi

d-glukonolaktonun A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan
saflagtirilan B-glukosidaz enzimleri tizerindeki inhibisyon etkisi pNPG substrati
varhiginda arastirilmistir (Tablo 3.14 Tablo 3.15). &-glukonolakton bulunmayan
ortamdaki enzim aktiviteleri %100 aktivite olarak kabul edilmistir. ICso degeri
belirlenirken 1-60 pl arasinda degisen inhibitér konsantrasyonlarinda enzim aktivite
degerleri Olgiilerek bu degerlerden % aktiviteler hesaplanmis ve %Aktivite-[I] grafigi
cizilmistir (Sekil 3.21 Sekil 3.22).
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Tablo 3.14: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren d-glukonolaktonun ICsy degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM Na-Ac

Enzim

Substrat

Inhibitor

Kuyudaki inhibitér

Tamponu inhibitor Cozeltisinin | Cézeltisinin Cozeltisinin Kons. (mM) AA Aktivite % Aktivite
(u) Hacmi (ul) | Hacim (ul) Hacmi (ul) (+100000) (410nm) | (U/mL dak)

60 0 0 0,1020 20,8855 100,0000
59 1,0 3,5700 0,0970 16,7084 80,0212
57,5 2,5 8,9200 0,0970 16,7084 80,0212
55 5,0 17,8500 0,0940 14,2021 68,0180
52,5 75 26,7800 0,0940 14,2021 68,0180
45 5. Glukonolakton 20 20 15 53,5700 0,0920 12,5313 60,0159
35 25 89,2800 0,0850 6,6833 32,0085
20 40 142,0000 0,0820 41771 20,0053
15 45 160,7000 0,0810 3,3416 16,0042
10 50 178,0000 0,0820 41771 20,0053
55 196,0000 0,0810 3,3416 16,0042
60 214,0000 0,0840 5,8479 28,0074
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Tablo 3.15: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi tizerinde inhibisyon etkisi gosteren 3-glukonolaktonun ICsy degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitdr konsantrasyonlari ile elde edilen sonuglar

50mM Na-Ac . Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki inhibitér AA Aktivite
Tamponu Inhibitor Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Kons. (mM) % Aktivite
) Hacmi ul) | Hacim (ul) Hacmi (ul) (*100000) (410nm) | (U/mL dak)
60 0 0 0,4510 298,2450 100,0000
59 1 3,5700 0,3540 217,2090 72,8290
57,5 25 8,9200 0,3030 174,6030 58,5430
50 10 35,7100 0,2270 111,1110 37,2540
45 5-Glukonolakton 70 70 15 53,5700 0,2100 96,9080 32,4930
40 20 71,4200 0,1790 71,0100 23,8090
25 35 125,0000 0,1720 65,1620 10,0000
10 50 178,0000 0,1550 50,9600 17,08680
5 55 196,0000 0,1460 43,4410 14,5650
0 60 214,0000 0,1600 55,1370 18,4870
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120 4 y = 1E+07x2 - 61376x + 89,666
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Sekil 3.21: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enzimi inhibitori &-
glukonolakton ICsq degeri grafigi

Tablo 3.14° daki veriler kullanilarak ¢izilen &-glukonolakton varligindaki
%AKktivite-[I] grafiginden (Sekil 3.21) elde edilen denklem ile A.caelatus NRRL

26107’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi tizerine 6-glukonolaktonun ICso

degeri, 7,31.10* mM olarak hesaplanmustir.

120 y = 2E+07x2 - 77420x + 80,145

100 &

% Aktivite

0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035
[6-glukonolakton ] mM

0 0,0005

Sekil 3.22: A.oryzae NRRL 5590’dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enziminin inhibitori 8-
glukonolaktonun ICsy degeri grafigi
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Tablo 3.15° deki veriler kullanilarak ¢izilen §-glukonolakton varligindaki %
Aktivite-[I] grafiginden (Sekil 3.22) elde edilen denklem ile de A.oryzae NRRL
5590°den saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine o-glukonolakton 1Cso

degeri; 4,00.10* mM olarak hesaplanmustir.

3.5.7 Aspergillus caelatus NRRL 26107 ve Aspergillus oryzae NRRL 5590’
dan Saflastirlan p-glukosidaz Enzimlerinin inhibitérii Olan

D(+)glukozun Inhibisyon Tipinin ve Ki Degerlerinin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan saflastirilan -
glukosidaz enzimlerinin D(+)glukoz inhibit6riine kars1 K; sabitlerinin belirlenmesi
icin Oncelikle reaksiyon ortaminda inhibitor olmaksizin farkli pNPG substrat
konsantrasyonuna bagli enzim aktiviteleri belirlenmistir. Daha sonra D(+)glukozun
8,90.10° mM ve 7,10.102 mM sabit konsantrasyonlarindaki ve pNPG substratinin
farkli konsantrasyonlarinda enzim aktiviteleri belirlenmistir (Tablo 16; Tablo 17 ). Bu
sonuglardan 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver—Burg grafiginde I1 ve I»
dogrulan ¢izilmis (Sekil 3.23; Sekil 3.24) ve bu grafikten yararlanip Kj degerleri ile

inhibisyon tipleri belirlenmistir.
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Tablo 3.16: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)glukozun K; degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50 mM Na- Enzim Coz. Subs. Coz. inh.Coz. Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki AA Aktivite
Ac Tamponu Hacmi (pl) Hacmi (ul) Hacmi (pl) Toplam Subs. Kons. | inh.Kons. | (410nm) | (U/mL dak) v 1/[S]

(ul) Hacim (ul) [S] (mM) [1] (mM)

110 20 0,5000 0,1130 15,8730 0,0630 | 2,0000
95 35 0,8750 0,1210 22,5564 0,0443 | 1,1428
90 40 1,0000 0,1240 25,0627 0,0399 | 1,0000
85 70 45 0 280 11250 0 0,1260 26,7335 0,0374 | 0,8889
80 50 1,2500 0,1250 25,8981 0,0386 | 0,8000
75 55 1,3750 0,1000 30,0752 0,0332 | 0,7272
65 65 1,6250 0,1333 32,5815 0,0306 | 0,6153
95 30 0,7500 0,1070 22,5564 0,0443 | 1,3333
90 35 0,8750 0,1030 19,2147 0,0520 | 1,1428
85 40 1,0000 0,1050 20,8855 0,0478 | 1,0000
80 70 45 5 280 1,1250 8,90.10° 0,1060 21,7210 0,0460 | 0,8889
75 50 1,2500 0,1060 21,7210 0,0460 | 0,8000
70 55 1,3750 0,1100 25,0627 0,0399 | 0,7272
60 65 1,6250 0,1080 23,3918 0,0427 | 0,6153
65 20 0,5000 0,9000 10,8605 0,0920 | 2,0000
55 35 0,8750 0,0930 13,3668 0,0748 | 1,1428
50 70 40 40 280 1,0000 7,1.10° 0,0940 14,2022 0,0704 | 1,0000
45 45 1,1250 0,0970 16,7084 0,0598 | 0,8889
35 55 1,3750 0,1010 20,0501 0,0498 | 0,7272
20 70 1,7500 0,1010 20,5010 0,0498 | 0,5714
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Tablo 3.17: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)glukozun K; degerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50 mM _ . _
Na-Ac | Enzim Céz. | Subs.Céz. | inh.Coz Kuyudaki | Kuyudaki | Kuyudaki AA Aktivite

Tamponu | Hacmi (ul) | Hacmi(u) | Hacmi(ul) | . oP@m | Subs Hons. | dnh.Kon. ) 0 o b migaky | WY UIS]
() Hacim (ul) [S](mM) [I1(mM)
125 5 0.1250 02480 | 1136170 | 00088 | 8,0000
120 10 0.2500 03170 | 171,2610 | 00058 | 4,0000
115 15 0,3750 03880 | 2305760 | 00043 | 2,6667
110 20 0,5000 04240 | 260,6510 | 00038 | 2,0000
105 25 0,6250 04710 | 299.9160 | 00033 | 1,6000
100 30 0,7500 04980 | 3224720 | 00031 | 1,3333
95 70 35 0 280 0,8750 0 05140 | 3358390 | 00029 | 1,1428
90 40 1,0000 05410 | 3583960 | 00027 | 1,0000
85 45 11250 05150 | 336,6750 | 00029 | 0,8889
80 50 1,2500 05300 | 3492060 | 00028 | 0,8000
75 55 1,3750 05520 | 367,5850 | 00027 | 0,7272
70 60 1,5000 05420 | 3592310 | 00027 | 0,6667
65 65 1,6250 05330 | 35,7120 | 00028 | 0,6153
60 70 1,7500 05100 | 3324970 | 00030 | 0,5714
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Tablo 3.17: (Devam) A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)glukozun K; degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM Subs. . Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki AA Aktivite
Na- Ac Enzim Coz. Coz. Inh. Coz. Subs. . (410 nm) (U/ml 1w 1/[S]
. . ; Toplam Inh. Kons
tamponu Hacmi (ul) Hacmi Hacmi (ul) Hacim (ul) Kons.[S] 1] (mM) dak)

(ul) (ul) (mM)

115 10 0,2500 0,1560 35,9231 0,0278 4,0000
110 15 0,3750 0,1730 50,1253 0,0199 2,6667
105 20 0,5000 0,1950 68,5045 0,0145 2,0000
100 25 0,6250 0,1950 68,5045 0,0145 1,6000
95 30 0,7500 0,2230 91,8964 0,0108 1,3333
90 35 0,8750 0,2150 85,2130 0,0117 1,1428
85 70 40 5 280 1,0000 8,90.10°3 0,2350 101,9215 0,0098 1,0000
80 45 1,1250 0,2550 118,6299 0,0084 0,8889
75 50 1,2500 0,2610 123,6424 0,0080 0,8000
70 55 1,3750 0,2800 139,5155 0,0071 0,7272
65 60 1,5000 0,2980 154,5530 0,0064 0,6667
60 65 1,6250 0,2920 149,5405 0,0668 0,6153
55 70 1,7500 0,2800 139,5155 0,0071 0,5714
65 25 0,6250 0,1410 17,5438 0,0570 1,6000
45 45 1,1250 0,1540 28,4043 0,0352 0,8889
40 50 1,2500 0,1630 35,9231 0,0278 0,8000
35 70 55 40 280 1,3750 7,10.10° 0,1730 44,2773 0,0225 0,7272
30 60 1,5000 0,1760 46,7836 0,0213 0,6667
25 65 1,6250 0,1600 33,4168 0,0299 0,6153
20 70 1,7500 0,1730 44,2773 0,0225 0,5714
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y =0,0228x + 0,0177

-15

2 1/[S] mME2

Sekil 3.23: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enzimine, pNPG
substrat1 varliginda, D(+)glukozun inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burg

grafigi

Sekil 3.23° daki Lineweaver-Burg grafiginden, D(+)glukozun A.caelatus
NRRL 26107’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin, pNPG substrati varliginda,
nonkompetative (yarigmasiz) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir.
D(+)glukozun [11]=8,90.10° mM ve [I;]=7,10.102 mM olarak iki farkh
konsantrasyonundaki aktiviteler kullanilarak cizilen grafikten (Sekil 3.23) K
degerinin 1,42.10+7,31.10 oldugu hesaplanmistir.
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Sekil 3.24: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimine, pNPG substrati

varliginda,D(+)glukozun inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burg Grafigi

Sekil 3.24° daki Lineweaver-Burg grafiginden, D(+)glukozun A.oryzae
NRRL5590° dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin, pNPG substrati varliginda,
kompetative (yarigmali) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. D(+)glukozun
[11]=8,90.10° mM ve [ls]= 7,10.102 mM olarak iki farkli konsantrasyonundaki
aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafikten (Sekil 3.24) Ki degerinin 9,58.10%+8,02.10°
oldugu hesaplanmaistir.

3.5.8 Aspergillus caelatus NRRL 26107 ve Aspergillus oryzae NRRL 5590’
dan Saflagtirilan B-glukosidaz Enzimlerinin Inhibitérii Olan &-

glukonolaktonun Inhibisyon Tipinin ve Ki Degerlerinin Belirlenmesi

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan saflagtirilan f-
glukosidaz enziminin §-glukonolakton inhibitdriine karsi K sabitinin belirlenmesi
icin, Oncelikle reaksiyon ortaminda inhibitér olmaksizin farkli pNPG substrat
konsantrasyonuna bagli enzim aktiviteleri belirlenmistir. Daha sonra 1,70.10° mM ve

1,07.10* mM sabit §-glukonolakton konsantrasyonlarindaki ve pNPG substratinin
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farkli konsantrasyonlarinda enzim aktiviteleri belirlenmistir (Tablo 3.18; Tablo 3.19).
Bu degerlerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver—Burg grafiginde 11 ve
I> dogrular ¢izilip (Sekil 3.25; Sekil 3.26) bu grafikten yararlanarak da Ki degerleri ve

inhibisyon tiirleri belirlenmistir.
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Tablo 3.18: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflagtirilan f-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren 3-glukonolakton K degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50 mx Na- E(r;slzm Subs.Céz. inh. Kuyudaki Kuyudaki .Kuyudaki Aktivite
. Hacmi Coz. Toplam Hacim | Subs. Kons. Inh. Kons. AA (410nm) 1wV 1/[S]
Tamponu Hacmi . (U/mL dak.)

() () (ul) Hacmi (ul) [SI(mM) [1](mM)

120 10 0,2500 0,0990 15,0375 0,0665 4,0000
115 15 0,3750 0,1040 19,2147 0,0520 2,6667
110 70 20 0 280 0,5000 0 0,1050 20,0501 0,0498 2,0000
105 25 0,6250 0,1090 23,3918 0,0427 1,6000
95 35 0,8750 01130 26,7335 0,0374 1,1428
90 40 1,0000 0,1150 28,4043 0,0352 1,0000
85 45 1,1250 0,1170 30,0751 0,0332 0,8889
110 10 0,2500 0,0920 9,1896 0,1088 4,0000
105 15 0,3750 0,0930 10,0251 0,0997 2,6667
100 70 20 10 280 0,5000 1,70.10° 0,0980 14,2022 0,0704 2,0000
95 25 0,6250 0,1020 17,5439 0,0570 1,6000
90 30 0,7500 0,1020 17,5439 0,0570 1,3333
85 35 0,8750 0,1030 18,3793 0,0544 1,1428
80 10 0,2500 0,0980 16,7084 0,0598 4,0000
75 15 0,3750 0,0900 10,0251 0,0997 2,6667
65 70 25 40 280 0,6250 1,07.10* 0,0960 15,0376 0,0665 1,6000
60 30 0,7500 0,0970 15,8730 0,0630 1,3333
55 35 0,8750 0,0990 17,5439 0,0500 1,1428
50 40 1,0000 0,1010 19,2147 0,0520 1,0000
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Tablo 3.19: A.oryzae NRRL 5590’ dan Elde Edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren d-glukonolakton K degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM
] Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki o
Na-Ac Enzim Coz. | Subs.Coz.Hacmi Inh.Coz. . AA Aktivite
) ) Toplam Subs.Kons. | Inh. Kons. v 1/[S]
Tamponu | Hacmi (pl) (nl) Hacmi (ul) _ (410 nm) | (U/ml dak.)
Hacim (ul) [S](MmM) [11(mM)

(nl)

125 5 0,1250 0,1940 82,7060 0,0120 | 8,0000
120 10 0,2500 0,3700 229,7410 | 0,0043 | 4,0000
115 15 0,3750 0,4270 277,3600 | 0,0036 | 2,6667
110 20 0,5000 0,4600 304,9290 | 0,0032 | 2,0000
105 25 0,6250 0,4950 334,1680 0,0029 | 1,6000
100 30 0,7500 0,5370 369,2560 0,0027 | 1,3333
95 70 35 0 280 0,8750 0 0,5930 416,0400 0,0024 | 1,1428
90 40 1,0000 0,5970 419,3810 | 0,0023 | 1,0000
85 45 1,1250 0,6020 423,5580 | 0,0023 | 0,8889
80 50 1,2500 0,5890 412,6980 | 0,0024 | 0,8000
75 55 1,3750 0,6120 431,9130 | 0,0023 | 0,7272
70 60 1,5000 0,6050 426,0650 0,0023 | 0,6667
65 65 1,6250 0,5790 404,3440 0,0024 | 0,6153
60 70 1,7500 0,5750 401,0020 0,0024 | 0,5714
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Tablo 3.19: (Devam) A.oryzae NRRL 5590’ dan Elde Edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren 5-glukonolakton K degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50 mM . . .
Na-Ac | Enzim Coz. | Subs.Céz. | inh.Coz | Uyudaki | Kuyudaki - Kuyudaki | (0, Aktivite
Tamponu | Hacmi(ul) | Hacmi(ul) | Hacmi(uy | . CP@m | Subs. Kons. - Inh. Kons. nm) (UIml dak) W UIS]

(ul) Hacim (ul) [S] (mM) [1] (mM)
120 5 0,1250 0,1520 434419 | 0,0230 | 8,0000
115 10 0,2500 0,1810 67,4492 | 00147 | 40000
110 15 0,3750 0,2120 935673 | 00106 | 2,6667
105 20 0,5000 0,2370 1144530 | 0,0087 | 2,0000
100 25 0,6250 0,2850 1545530 | 0,0064 | 1,6000
95 30 0,7500 0,2780 148,7050 | 0,0067 | 1,3333
90 35 0,8750 . 0,3120 177,1090 | 0,0056 | 1,1428
85 70 40 > 280 1,0000 1,70.10 0,3330 1946530 | 0,0051 | 1,0000
80 45 1,1250 0,3510 209,690 | 0,0047 | 0,8889
75 50 1,2500 0,3380 198,8300 | 0,0050 | 0,8000
70 55 1,3750 0,3400 2005010 | 0,0049 | 0,7272
65 60 1,5000 0,3870 2397660 | 0,0041 | 0,6667
60 65 1,6250 0,3950 2464490 | 0,0040 | 0,6153
55 70 1,7500 0,3820 2355800 | 0,0042 | 05714
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Tablo 3.19: (Devam) A.oryzae NRRL 5590° dan Elde Edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren 5-glukonolakton K degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM Na- . . . .
Ac Enzim Coz. | Subs.Coz | M-z | Kuyudaki Kuyudaki | Kuyudaks AA (410 Aktivite

Tamponu Hacmi (ul) | Hacmi (ul) Hacmi Toplam Subs. Kon [S] | inh. Kons. [I] nm) (U/ml dak) v 1[S]
) (ul) Hacim(ul) (mM) (mM)
85 5 0,1250 0,1100 12,5313 0,0798 | 8,0000
80 10 0,2500 0,1290 24,4043 0,0352 | 4,0000
75 15 0,3750 0,1510 46,7836 0,0213 | 2,6667
70 20 0,5000 0,1750 66,8338 0,0149 | 2,0000
65 25 0,6250 0,1900 79,3651 0,0126 | 1,6000
60 20 30 40 280 0,7500 107104 0,2050 91,8964 0,0108 | 1,3333
55 35 0,8750 T 0,2170 101,9210 0,0098 | 1,1428
50 40 1,0000 0,2280 111,1110 0,0090 | 1,0000
45 45 1,1250 0,2190 103,5920 0,0096 | 0,8889
40 50 1,2500 0,2570 135,3380 0,0073 | 0,8000
35 55 1,3750 0,2270 110,2760 0,0090 | 0,7272
30 60 1,5000 0,2430 123,6420 0,0080 | 0,6667
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Sekil 3.25: A.caelatus NRRL 26107’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimine, pNPG
substrati varliginda, 8-glukonolaktonun inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-

Burg grafigi

Sekil 3.25” deki Lineweaver-Burg grafiginden, 5-glukonolaktonun A.caelatus
NRRL 26107’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substrati varliginda,
kompetative (yarigmal1) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmistir. 6-
glukonolakton [11]=1,70.10° mM ve [I2]=1,07.10% mM olarak iki farkh
konsantrasyonundaki aktiviteler kullanilarak cizilen grafikten (Sekil 3.25) ise Ki
degerinin 2,98.10°+£1,35.10° oldugu hesaplanmustir.
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aSekil 3.26: A.oryzae NRRL 5590’ dan elde edilip saflagtirilan B-glukosidaz enzimine, pNPG
substratt varliginda, 3-glukonolaktonun inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-

Burg grafigi

Sekil 3.26° daki Lineweaver-Burg grafiginden, &-glukonolaktonun A.oryzae
NRRL5590° dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substrati varliginda,
kompetative (yarigmali) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. 8-
glukonolakton [11]=1,70.10° mM ve [I3]=1,07.10% mM olarak iki farkh
konsantrasyonundaki aktiviteleri kullanilarak ¢izilen grafikten (Sekil 3.26) de Ki
degerinin 2,99.10°+9,00.10® oldugu hesaplanmustr.
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4. TARTISMA SONUC

Calismalarimiza arastirmamiz siiresince enzim kaynagi olarak kullanacagimiz
Aspergillus tiirlerinin belirlenmesiyle baslanmistir. Bu amagla A.caelatus NRRL
26107, A.oryzae NRRL 5590, A.sydowii NRRL 4768 ve A.bisporus NRRL 3692
suslar1 %5 CMC igeren Czapek Dox Agar besiyerine inokule edilerek olusturduklari
hidroliz zonlar1 belirlenmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, A.oryzae NRRL 26107
ve A.caelatus NRRL 5590’ un en biiyiik hidroliz zon ¢apina sahip olduklari
belirlendiginden bu suslar B-glukosidaz pozitif olarak degerlendirilmis ve diger
basamaklarda B-glukosidaz tiretici mikroorganizmalar olarak kullanilmalarina karar
verilmistir. Khokhar ve ark., (2012) Aspergillus, Penicillium ve Trichoderma cinlerine
ait 17 farklh fungus tiirii ile yaptiklar1 ¢alismalarinda test edilen tiirlerden sekizinin
seliilaz pozitif oldugunu rapor etmislerdir [105]. Yapilan benzer bir ¢alismada fungus,
bakteri, maya ve aktinomisetlerden olusan 36 izolatin hidroliz zonu tayini
gerceklestirmis ve bu izolatlardan 25’ inin farkli boyutlarda hidroliz zonu
olusturduklari belirlendiginden seliilaz pozitif olarak degerlendirildikleri belirtilmis ve
seliilaz pozitif olarak degerlendirilen Penicillium chrysogenum’ un en yiiksek hidroliz
zonuna sahip oldugu rapor edilmistir [128]. Calismamizda, KSF ortami olarak tarimsal
yan Uriin olan bugday samani seliilozik substrat kullanilmistir. KSF ortaminda
nemlendirme sivisinin, pH’in, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresinin
optimizasyon ¢aligsmalar1 yapilarak, optimum kosullarda B-glukosidaz enzimi eldesi

saglanmustir.

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590 suslarindan optimum
kosullarda elde edilen B-glukosidaz enzimleri; amonyum siilfat c¢oktlirmesi ve
ardindan  Hidrofobik  Etkilesim Kromatografisi (Sepharose-4B-L-Tirozin-1-
Naftilamin) ile iki basamakta saflastiriimistir. Saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin;
Native ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile safligi ve alt birimlerinin
varligi/sayis1 kontrol edilmistir. A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590
suslarindan saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla; optimum pH araligi, optimum inkiibasyon sicakligi, enzimin
termal kararlilifi, enzimin kinetik Ozelligini gosteren Km ve Vmax degerleri
incelenmistir. Ayrica B-glukosidaz enziminin genel inhibitorleri olan D(+)glukoz ve

d-glukonolaktonun saflastirilan enzim tizerindeki inhibisyon etkisi p-nitrofenil-f-D-
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glukopiranosit (PNPG) substrati varliginda arastirilmigtir. Yapilan literatiir taramasi
sonunda farkli aragtirmacilarin  Penicillium atrovenetum, P.simplicissimum,
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A.sydowii, Paecilomyces thermophile, Trichoderma
harzianum, Daldinia eschscholzii gibi farkli organizmalardan B-glukosidaz enzimi
elde ederek elektroforetik ve biyokimyasal 6zelliklerini arastirdiklari belirlenmistir

[52, 129, 72, 130, 131, 132, 82].

Calismamizda canlilarda 6nemli fonksiyonlari olan [B-glukosidaz enzimi,
bugday samaninin KSF’ da substrat olarak kullanilmasi ile B-glukosidaz pozitif olarak
degerlendirilen A. caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590 suslarindan elde
edilmistir. Isaac ve Tahon (2015) yaptiklar1 ¢aligmalarinda A.terreus AUMCI10138’
dan misir koganini KSF’ da substrat olarak kullanilmasiyla seliilazlari elde ettiklerini
rapor etmislerdir. Calismalarinda bu enzim grubunun FPase, CMCase ve B-glukosidaz
aktivitelerinin optimum oldugu kosullar arastirilmis ve PB-glukosidaz enziminin
optimum sicaklik degeri 45°C; tuzluluk oram1 %5; optimimum pH degeri 10,0;
inkiibasyon siiresi 7 giin olarak kaydedilmistir. Ayrica ¢aligmada farkli inokulum
miktarlarinin enzim {iiretimine etkisi de arastirllmis ve inokulum miktarlari KSF
ortaminin %10-50 si oranlarinda denenmis ve B-glukosidaz enzimi igin inokulum
miktarmi %30 (4,5 mL) olarak belirlemislerdir [133]. Mrudula ve Murugammal
(2011) hindistan cevizinin KSF’ de substrat olarak kullanilmasiyla A. niger’ den elde
ettikleri seliilaz enziminin optimum sicakligin1 30°C, pH’1 6.0 ve inkiibasyon siiresini
72 saat olarak tespit etmislerdir [78]. Adeleke ve ark., (2012) portakal kabugunu KSF’
nunda substrat olarak kullanarak P.atrovenetum, A.flavus ve A.oryzae’ dan optimum
kosullarda endoglukanaz enzimi elde etmeye ¢alismiglardir. P.atrovenetum’ dan elde
ettikleri endoglukanaz enziminin pH:5.0, 40°C ve 7 giinliik inkiibasyonun ardindan;
A.flavus’ dan elde ettikleri endoglukanaz enziminin pH:5.5, 40°C ve 7 giinliik
inkiibasyonun ardindan; A.oryzae’ dan elde ettikleri endoglukanaz enziminin ise
pH:5.5, 35°C ve 7 giinlik inkiibasyonun ardindan maksimum enzim iretimi
gerceklestigini belirtmiglerdir [52]. Omojasola ve Jilani (2009) ii¢ farkli fungus
kiiltiriinii kullanarak yaptiklar ¢alismalarinda seliilaz tiretimi igin; A.niger’ in pH 4,5
45°C ve 7 giinliik inkiibasyon sonucunda maksimum aktiviteye sahip oldugunu rapor
etmislerdir [134]. Bizim ¢alismamizda ise bu kosullar; A. caelatus NRRL 26107 B-
glukosidazi i¢in KSF ortaminin nemlendirme sivist NaH>PO4 tamponu, pH:7,0;

optimum sicaklik 30°C ve inkiibasyon siiresi 7 giin olarak; A.oryzae NRRL 5590 -
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glukosidazi i¢in ise nemlendirme s1vist NaH2PO4 tamponu, pH:6.5, optimum sicaklik
25°C ve inkiibasyon siiresi 7 giin olarak belirlenmistir (Sekil 3.2; Sekil 3.3; Sekil 3.4).
Bu sonuclar dogrultusunda test mikroorganizmalarinin B-glukosidaz iiretimi i¢in gerek
duyduklar1 ve optimize edilen bu kosullarin daha 6nce yapilmis ¢alismalarla benzerlik

gosterdigini soylemek miimkiindiir.

Calismamizda optimum kosullarda gelistirilen A.caelatus NRRL 26107 ve
A.oryzae NRRL 5590 suslarindan elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz
enziminin her iki mikroorganizma i¢inde amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %50-90
olarak belirlenmistir (Sekil 3.5; Sekil 3.6). Daha onceki c¢alismalar incelendiginde
farkli organizmalardan elde edilen B-glukosidaz enzimi i¢in farkli amonyum siilfat
coktiirme araliklari elde edildigi rapor edilmistir. Chang ve ark., (2012) A.niger
KCCM 11239’ den, Bai ve ark., (2013) ise Penicillium simplicissimum H11’ den elde
ettikleri B-glukosidaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araligint %30-90 olarak
belirlediklerini rapor etmislerdir [48, 131]. Riou ve ark., (1998) A.oryzae CBS12559’
dan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini %85°1ik, Karnchanatat ve ark., (2007) ise
Daldinia eschscholzii AB284189° den elde ettikleri ayni enzimi %80’lik amonyum
stilfat ¢ozeltisinde bir gece beklettikten sonra 10000rpm de santrifiijleyerek pellet
kismini1 kullandiklarini rapor etmislerdir [81, 82]. Ahmed ve ark., (2009) T.harzianum’
dan elde ettikleri B-glukosidaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesini %0-80
araliginda calismis ve en yiiksek verimin %25’ lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu
elde edildigini bildirmislerdir [132]. Daha Once yapilan bu ¢aligmalarla
karsilastirildiginda, bizim g¢alismamizda kullanilan her iki mikroorganizma iginde
amonyum silfat ¢oktiirme araliginin (%50-90 ) daha dar oldugunu soylemek

mumkindiir.

Calismamizda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda A.caelatus NRRL26107 -
glukosidaz enzimi %71,111 verimle 3,486 kat; A.oryzae NRRL5590 B-glukosidaz
enzimi ise %16,011 verimle 1,704 kat saflastirilmistir (Tablo 3.6; Tablo 3.7). B-
glukosidaz enzimi saflastirmasi yapilan farkli calismalarda amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonunda; A.niger KCCM 11239’ den %21,5 verimle 9,2 kat; A.oryzae CBS
12559’ dan %91 verimle 2,2 kat; P.simplicissimum H11” den %55,2 verimle 1,22 kat;
T.harzianum’ dan %12,58 verimle 0,29 kat; D.escscholzii AB284189° dan %31,83
verimle 5,32 kat saflastirma gerceklestirildigi rapor edilmistir [48, 81, 131, 132, 82].

Bu sonuglara gore verim ve saflastirma katsayilarindaki farkliliklarin paralellik
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gostermedigi, muhtemelen caligma kosullarina ve mikroorganizma susuna gore
degiskenlik gosterebildigini soyleyebiliriz. Ayni sekilde bizim caligmamizda da
amonyum stlfat ¢oktiirme basamagi sonunda elde edilen saflastirma katsayis1 ve
verimin test edilen iki mikroorganizma i¢in ¢alisma kosullarinin ayni1 olmasina ragmen
farkli oldugu ve literatiirdeki diger tiirlerin verimi ile de yakin sonug¢ gostermedigi

goriilmektedir.

Calismamizda amonyum siilfat ¢Oktiirmesinin ardindan, Sepharose-4B-L-
Tirozin-1-Naftilamin Hidrofobik Jeli ile Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi yontemi
uygulanarak iki asamali saflagtirma islemi uygulanmistir. Arastirmamizda A.caelatus
NRRL26107 B-glukosidaz enzimi Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile %6,330
verimle 31,196 kat; A.oryzae NRRL5590 B-glukosidaz enzimi %4,350 verimle 5,855
kat saflagtinnlmistir (Tablo 3.6; Tablo 3.7). Asic ve ark., (2015) yaptiklar
caligmalarinda Agaricus bisporus’ dan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini ayni
yaptya sahip hidrofobik jelle %4,05 verimle 10,12 kat saflastirmislardir [116]. Farkli
aragtirmacilarin  degisik organizmalardan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini,
amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan ¢ok asamali saflastirma yontemleri ile elde
ettiklerini raporladiklar1 gériilmektedir. Karnchanatat ve ark., (2007) D.escscholzii
AB284189’ den elde ettikleri B-glukosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ardindan Iyon Degisim, Hidrofobik Ekilesim ve Jel Filtrasyon Kromatografik
yontemleri ile %6,28 verimle 50,23 kat saflastirmislardir [82]. Daroit ve ark., (2008)
Monascus puroureus’ dan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini Aseton Coktiirmesi,
Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi ve Jel Filtrasyon yontemlerini kullanarak 92 kat
saflagtirmislardir [80]. Riou ve ark., (1998) A.oryzae’ den elde ettikleri B-glukosidaz
enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan Jel Filtrasyon ve Iyon Degisim
Kromotagrafisini kullanarak %4,5 verimle 176.9 kat; Chang ve ark., (2012) ise A.niger
KCCM 11239’ dan B-glukosidaz enzimini saflagtirmak i¢in énce amonyum siilfat
¢oktiirmesi ardindan Jel Filtrasyon ve Iyon Degisim Kromotografisi yontemlerini
kullanarak %]1,5 verimle 46,5 kat saflastirdiklarini rapor etmislerdir [81, 48]. Ma ve
ark., (2011)’da A.glaucus’ dan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini amonyum siilfat
¢oktiirmesi ardindan Jel Filtrasyon ve Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi
yontemlerini kullanarak %83,3 verimle saflastirarak rapor etmislerdir [26]. Irshad ve
ark., (2013) T.viride’ den elde ettkikleri B-glukosidaz enzimini amonyum siilfat

¢oktiirmesi, diyaliz ve Jel Filtrasyon Kromotografisi ile %8,1 verimle 7,1 kat
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gerceklestirmiglerdir [135]. Yang ve ark., (2008) ise Paecilomyces thermophila J18’
den elde ettikleri pB-glukosidaz enzimini Iyon Degisim ve Jel Filtrasyon
kromotografisisi ile %21,7 verimle 105 kat saflastirdiklarini belirtmislerdir [130].
Odoux ve ark., (2003) vanilya bitkisinden elde ettikleri B-glukosidaz enzimini,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan Iyon Degisim ve Hidrofobik Etkilesim

Kromotografik yontemlerini kullanarak %8,4 verimle 7,2 kat saflagtirmiglardir [136].

Calismamizda A.oryzae NRRL 5590’ dan elde ettigimiz p-glukosidaz
enziminin saflastirma sonuglari, Riou ve ark., (1998)’ nin ayni organizmadan elde
ettikleri B-glukosidaz enziminin saflastirma sonuglar1 ile kiyaslandiginda; yiizde
verimlerinin birbirine oldukca yakin oldugu fakat saflastirma katsayilarinin belirgin
derecede farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Farklili§in sebebi enzim saflastirmada
kullanilan metot ve kosullardaki farkliligin yaninda enzim eldesinde kullanilan
suslarin ~ farkli  olmasindan ortaya c¢ikmis olabilecegini  sdyleyebiliriz.
Calismalarimizda kullandigimiz diger organizma olan A.caelatus NRRL 26107’ dan
elde edilen B-glukosidaz enziminin saflastirilmasi ile ilgili ise literatiir taramalar

sonucunda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamaistir [81].

Calismamizda A.caelatus NRRL26107 ve A.oryzae NRRL5590° dan KSF
ortaminda elde edilip iki basamakta saflastirilan; B-glukosidaz enziminin safligini ve
alt varligini/sayisint belirlemek igcin SDS/Native poliakrilamid jel elektroforezi
uygulanmistir. SDS ve Native poliakrilamid jel elektroforezinin her ikisinde de Sekil
3.9’da goriildigii gibi A.caelatus NRRL26107° dan saflastirilan B-glukosidaz
enziminin molekiil agirhigr yaklagik olarak 30 kDa; A.oryzae NRRL5590’dan
saflagtirilan B-glukosidaz enziminin ise Sekil 3.10° da goriildiigli gibi molekiil
agirliginin yaklasik 31 kDa olarak tek bir alt {initeden olustuklari saptanmistir. Riou
ve ark., (1998) A.oryzae CBS 12559’ den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin SDS-
PAGE ile 43 kDa; Chang ve ark., (2012) A.niger KCCM11239’ den saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 123 kDa; Liu ve ark., (2012) A.fumigatus Z5’
den saflastirdiklari B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 92 kDa; Bai ve ark., (2013)
P.simplicissimum H11’ den saflastirilan f-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 126,0
kDa; Irshad ve ark., (2013) T.viride 'den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-
PAGE ile 62 kDa, Karnchanatat ve ark.,(2007) D.eschscholzii AB284189” den elde
ettikleri B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 64,2 kDa molekiiler agirliga sahip tek
alt tiniteden olustugunu rapor etmislerdir [81, 48, 137, 131, 135, 82]. Ma ve ark.,
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(2011) A.glaucus’ dan elde ettikleri B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 23,5 kDa
ve Native-PAGE ile 92,5 kDa molekiil agirligina sahip tetramer oldugunu rapor
etmislerdir [26]. Bir baska ¢alismada ise A.bisporus’ dan saflastirilan B-glukosidaz
enziminin SDS-PAGE ile 46 ve 62 kDa’ lik iki alt birimden olustugunu; Native-PAGE
ile molekiil agirliginin 110 kDa oldugunu belirtmislerdir [116]. Calismamizda SDS-
PAGE ve Native-PAGE ile molekiil agirligi incelenen A.caelatus NRRL26107 ve
A.oryzae NRRL5590’ dan saflastirdigimiz B-glukosidaz enzimlerinin, literatiirlerde
rapor edilen B-glukosidaz enzimlerinden daha kiigiik molekiil agirligina sahip oldugu

saptanmistir.

A.caelatus NRRL26107 ve A.oryzae NRRL5590° dan KSF ortaminda elde
edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin optimum pH ve sicaklik degerleri
belirlenmistir. A.caelatus NRRL26107 ve A.oryzae NRRL5590° dan KSF ortaminda
elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH degerleri sirasiyla 6,0 ve
5,25; optimum sicaklik degerleri ise her iki organizma igin 65°C olarak saptanmigtir
(Sekil 3.11; Sekil 3.12; Sekil 3.13; Sekil 3.14). Riou ve ark., (1998) A.oryzae CSB
12559’ dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin optmimum pH degerini 5,0 ve
optimum sicaklik degerini 50°C; Chang ve ark., (2012) A.niger KCCM 11239’ dan
saflagtirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH degerini ve sicaklik degerini
sirasiyla 4,0 ve 70°C; Yan ve Lin (1997) A.niger CCRC 31494’ den saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin optimum pH degerini 5,0 ; sicaklik degerini 55°C; Xie ve ark.,
(2004) A.niger No.5.1.” den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin optimum pH
degerini ve sicaklik degerini sirasiyla 6,0 ve 60°C; Ma ve ark., (2011) A.glaucus’ dan
saflastirdiklar B-glukosidaz enziminin optimum pH degerini ve sicaklik degerini 3,6
ve 60°C; Workman ve Day (1982) A.terreus’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin
optimum pH ve sicaklik degerlerini 4,8 ve 50°C; Irshad ve ark., (2015) T.viride’ den
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin optimum pH degerini 6,0, sicaklik degerini ise
60°C; Karnchanatat ve ark., (2007) D.escscholzii AB284189’ den saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin optimum pH degerini 5,0, sicaklik degerini 50°C; Asic ve ark.,
(2015) A.bisporus’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimlerinin optimum pH 4,0,
sicaklik degerlerini 55°C; Mallerman ve ark., (2015) Flammulina velutiper’ den
saflastiriklart B-glukosidaz enziminin optimum pH degerini 5,0 ve sicaklik degerini
50°C; Silva ve ark., (2016) ise Myceliophthora heterothallica F.2.1.4° den

saflastiriklar: B-glukosidaz enziminin optimum pH degerini 5,0 olarak belirlemisler ve
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60°C’ ye kadar aktivitesini korudugunu tespit etmislerdir [81, 48, 138, 139, 26, 47,
135, 82, 116, 140, 141]. Bai ve ark., (2013) P.simplicissimum H-11" den saflastirdiklar
B-glukosidaz enziminin optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 3,2 ve 60°C
oldugunu ayrica enzimin pH:2,8 ve 50°C’ de 12 saat, pH:5,6” da 50°C’ de 4 saat stabil
kaldigin1 belirtmislerdir [131]. Calismamizda A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae
NRRL 5590’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin optimum pH ve sicaklik
degerleri literatiirlerde rapor edilen degerlerle karsilastirildiginda; her iki
mikroorganizmadan da elde edilen enzimin optimum pH degerlerinin literatiirde rapor
edilen degerlere oldukca yakin olmasina ragmen, optimum sicaklik degerinin biraz
daha yiiksek oldugunu ve bu sicaklik degerinde stabilitesini 30 dakika siiresince

korudugunu sodyleyebiliriz.

A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL 5590’ dan KSF ortaminda elde
edilip saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin termal kararliliklar1 da arastirilmastir.
A.caelatus NRRL26107’ den elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin 120
dakikalik inkiibasyon sonrasinda; 45°C’ de %30, 55°C’ de %46, 65°C’ de %17
oraninda ve 75°C’ de %8 oraninda aktivitesini korudugu belirlenmistir. 85 °C’ de ise
saflagtirilan enzimin aktivitesini 32 dakika korudugu belirlenmistir. A.oryzae
NRRL5590’ dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin ise 120 dakikalik inkiibasyonun
sonunda 45°C de %22; 55°C’ de % 23; 65°C” de %36 oraninda aktivitesini korudugu,
75°C’ de ise bu siire sonunda enzimin aktivitesini koruyamadigi belirlenmistir. 85°C°
de ise enzimin aktivitesini 46 dakika korudugu belirlenmistir (Sekil 3.15; Sekil 3.16).
Daroit ve ark., (2008) Monascus purpureus NRRL1992’ dan saflastirilan B-glukosidaz
enziminin 50, 60, 65 ve 70°C sicakliklarda termal kararliligini arastirmislar ve enzimin
50°C’ de 2 saat aktivitesinin stabil kaldigimni belirlemiglerdir. 60°C* de 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan enzimin aktivitesini %83 ve 2 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan ise enzimin aktivitesini %78 oraninda; 65°C’ de ayn1 inkiibasyon siirelerinde
%50 ve %22 oraninda korudugunu belirlemislerdir [80]. Yang ve ark., (2014)
Neosartorya fischeri P1° den elde ettikleri B-glukosidaz enzimine sicakligin etkisini
arastirmig 120 dakikada 50-85°C” de aktivitesinin %50’ den fazla oldugunu tespit
etmislerdir. 80°C” de ise 10 dakikalik siire sonunda %50, 120 dakikalik siire sonunda
ise %11 oraninda enzimin aktivitesini korudugunu belirlemislerdir [142]. Chang ve
ark., (2012) A.niger KCCM11239’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimine

sicakligin etkisini aragtirmig ve enzimin 60°C’ nin iizerindeki sicakliklarda 2 saatlik
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inkiibasyonun ardindan aktivitesini % 98 oraninda kaybettigini belirlemislerdir. 70°C’
de ise enzim aktivitesinin sadece 10 dakika siire ile maksimum oldugunu rapor
etmislerdir [48]. Ma ve ark., (2011) A.glaucus’ dan elde ettikleri B-glukosidaz
enziminin 30-80°C araliginda yaptiklart termal kararlilik g¢alismalarinda enzim
aktivitesinin 60°C’ ye kadar kademeli olarak arttigini, 60°C” de aktivitenin %60, 70°C

ise %15 oraninda korundugunu belirtmislerdir [26].

Yapmis oldugumuz ¢alismada -glukosidaz enziminin pNPG substratina kars1
ilgisini belirten Km ve Vmax degerleri belirlenmistir. A.caelatus NRRL26107’ dan
saflagtirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karst Km degeri 0,193 mM ve
Vmax degerleri 322,58 EU olarak bulunmus ve katalitik etkinliginin Slgiisii olan
Vmax/Km oran1 1671,398 olarak hesaplanmistir. A.oryzae NRRL5590’ dan saflastirilan
B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karst Km degeri 0,363 mM ve Vmax degerleri
454,545 EU olarak bulunmus ve Vmax/Km orami 1279,738 EU olarak belirlenmistir
(Tablo 3.10; Tablo 3.11). Calismamizin bu basamaginda elde etti§imiz Vmax degeri;
enzim konsantrasyonu sabit tutularak substrat konsantrasyonuna bagli maksimum hizi
belirtmekte olup, bu degerin yiliksek olmasi enzimin substrat1 daha hizli parcaladigini
gosterir. Km degeri; enzimin Vmax degerinin 2 oldugu andaki substrat
konsantrasyonunu ifade etmekte olup bu degerin diisiik olmasi endiistriyel alanlarda
biiyiikk 6nem tasir. Vmax/Km degeri ise; enzimin substrata olan ilgisini belirtir ve
endiistriyel uygulamalarda, en etkili enzimlerin se¢iminde kullanilan O6nemli
parametrelerden birisidir [143, 80, 47]. A.caelatus NRRL26107 ve A.oryzae
NRRL5590” dan saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin K degerlerinin oldukga
diisiik olmasi, Vmax degerlerinin ve Vmax/Km degerinin ise yiiksek olmast pNPG
substratina kars1 ilgilerinin fazla oldugunu gostermektedir. Farkli ¢alismalarda farkli
organizmalardan elde edilen B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsi ilgisi
belirlenmistir. Workman ve Day (1982) A.terreus’ dan saflagtirilan B-glukosidaz
enziminin pNPG substratina karst Km Ve Vmax degerlerini sirasiyla 0,78 mM ve 210
U/mg; Yan ve Lin (1997) A.niger CCRC 31494’ den saflastirilan B-glukosidaz
enziminin pNPG substratina karst Km Ve Vmax degerlerini 21,7 mM ve 124,4 U/mg;
Xie ve ark., (2004) A. niger No.5.1’ den saflastiriklart B-glukosidaz enziminin pNPG
substratina karst Km ve Vmax degerlerini 5,34 uM ve 2,57 uM/mL.s; Saha ve ark.,
(1996) Candida pelteta’ dan saflastiriklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substratina

karst Km Ve Vmax degerlerini 2,3mM ve 221pmol.minl.mg; Karnchanatat ve
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ark.,(2007) D.eschscholzii AB294189’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG
substratina karsi Km degerlerini 1,52mM ve Vmax degerlerini 3,21U/dak/mg™; Daroit
ve ark., (2007) M. purpureus NRRL1992’ den saflastirilan B-glukosidaz enziminin
PNPG substratina karsi Km Ve Vmax degerlerini 0,39 mM ve 6,51 U/mg olarak,
Vmax/Km oranin1 ise 16,7; Koffi ve ark.,, (2012) Periplana americana’ dan
saflagtirdiklar B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsit Km ve Vmax degerlerini
3,29 mM ve 41,67 U/mg olarak, Vmax/Km oranini ise 12,47; Guo ve ark., (2016)
T.reesei’den dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substratina kars1 Km ve
Vmax degerlerini 2,48+0,75 mM ve 7,7+1,62 U/mg olarak; Vmax/Km oranini ise 3,06
olarak belirlemislerdir [47, 138, 139, 77, 82, 80, 76, 126]. Belirtilen literatiirlerdeki
sonuclar ile bizim ¢alismamizdaki sonuglar kiyaslandiginda; her iki
mikroorganizmadan da elde edilen B-glukosidaz enzimlerinin Km degerlerinin oldukga
diisiik, Vmax degerlerinin ve Vmax /Km degerinin yiiksek olmasi; diisiik substrat
konsantrasyonlarinda enzimin daha yiiksek hizda calisacagini ifade edeceginden

enzimin endiistriyel alanlarda kullanimi i¢in avantaj saglayacagini géstermektedir.

Calismamizda B-glukosidaz enziminin inhibitorlerinden olan D(+)glukozun
PNPG substrat1 varliginda; A.caelatus NRRL26107 ve A.oryzae NRRL559’ dan elde
edilerek saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin inhibisyon tipleri belirlenerek; 1Cso ve
Ki degerleri hesaplanmustir. A.caelatus NRRL26107’ dan saflastirilan B-glukosidaz
enziminin D(+)glukoz inhibitdrii icin 1Cso degeri 7,65.10% mM; Ki degeri 1,42.10"
1+7.31.10 olarak hesaplanmistir ve nankompetative inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 3.19; Sekil3.23). Buna durum D(+)glukoz inhibitoriiniin
A.caelatus NRRL26107’ dan elde edilip saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktif
bolgesinin disinda bir yere baglandigin1 gostermektedir [4]. A.oryzae NRRL5590’ dan
saflagtirilan B-glukosidaz enziminin aymi inhibitdr icin ICso degeri 8,80.10% mM
olarak, K; degeri 9,58.10%+8,02.10° olarak hesaplanmis ve kompetative tipte
inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.20; Sekil 3.24). Bu da glukoz
inhibitoriiniin A.oryzae NRRL5590° dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktif
bolgesine baglanmak i¢cin pPNPG substrati ile yarigtigini gostermektedir [4]. Asic ve
ark., (2015) A.bisporus’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesine glukoz
inhibitoriiniin etkisini arastirmislar, ICso ve Kj degerlerini sirasiyla 19,185 ve 9,402
uM olarak hesaplamis ve glukoz inhibitdriiniin kompetative tipte inhibisyon etkisi

gosterdigini belirtmiglerdir [116]. Harhangi ve ark., (2002) Piromyces sp. E2° den
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saflastirdiklar1  B-glukosidaz enzim aktivitesine glukoz inhibitoriiniin  etkisini
arastirmislar, ICsg degerlerini 9,5 mM, Ki degerlerini 0,022mM olarak hesaplamis ve
bu inhibitoriin kompetative tipte inhibisyin etkisi gosterdigini belirlemislerdir [144].
Guo ve ark., (2016) T.reesei’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzim aktivitesini %50
oraninda azaltan glukoz inhibitoriiniin konsantrasyonu yani ICso degerini 600 mM;
Lee ve ark., (2012) ayni organizmadan saflastirdiklart bu enzimin ICso degerini
48,5mM olarak tespit etmislerdir [126, 145]. Riou ve ark., (1998) yaptiklar
calismalarinda glukozun, A.oryzae CSB12559° dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz
enzimini kompetative tipte inhibe ettigini ve Ki degerlerinin 1,36; Yang ve ark., (2008)
P. thermophila J18* den saflastirdiklart B-glukosidaz enziminin pNPG substrati
varliginda glukoz inhibitérlerine kars1 kompetative tipte inhibisyon gosterdigini ve K
degerlerinin 72 mM; Workman ve Day (1982) A.terreus’ dan saflastirdiklar1 f-
glukosidaz enzim aktivitesi tizerine glukozun pNPG substrati varliginda kompetative
tipte inhibisyon etkisine sahip oldugu ve Ki degerinin 3,5 mM; Yan ve Lin (1997)
A.niger CCRC 31494’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine
glukozun pNPG substrati varliginda kompetative tipte inhibisyon etkisine sahip
oldugunu ve Ki degerini 543 mM; Yun ve ark.,, (2001) T.harzianum’ dan
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine glukozun PNPG substrati
varliginda kompetative tipte inhibisyon gosterdigini ve Kj degerini 1,8 um; Parry ve
ark., (2001) Thermoascus auranticus’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzim
aktivitesi tizerine glukozun pNPG substrat1 varliginda kompetative tipte inhibisyon
gosterdigini ve Ki degerini 0,29 mM; Saha ve Bothans (1996) C.pelteta’ dan
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enzim aktivitesi iizerine glukozun PNPG substrati
varliginda kompetative tipte inihibisyon gosterdigini ve K degerini 1,4 M; Pitson ve
ark., (1997) Acremonium persicinum’ dan saflastirdiklar1 p-glukosidaz enziminin
PNPG substrat1 varliginda,glukoz inhibitoriine karst kompetative tipte inhibisyon
gosterdigi ve Ki degerinin 0,35 mM; Karnchanatat ve ark., (2007) D.eschscholzii’ den
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substrati varliginda, glukoz inhibitdriine
kars1 kompetative tipte inhibisyon gosterdigi ve Ki degerinin 0,79 mM oldugunu
belirtmislerdir [81, 130, 47, 138, 146, 147, 77, 148, 82].

Calismamizda B-glukosidaz enziminin bir diger inhibitor madde olan o-
glukonolaktonun pNPG substrati varliginda; A.caelatus NRRL26107 ve A.oryzae

NRRLS559’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimlerinin aktivitesi lizerine inhibisyon
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etkisi gosterdigi ICso degeri ve inhibisyon tipleri belirlenerek K; degerleri
hesaplanmistir. A.caelatus saflastirilan B-glukosidaz enziminin &-glukonolakton
inhibitorii igin 1Cso degeri 7,31.104 mM; K; degeri 2,98.10°+1,35.10° olarak
hesaplanmis ve kompetative tipte inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.21; Sekil 3.25). A.oryzae NRRL5590° dan elde edilip saflastirilan f-
glukosidaz enziminin §-glukonolakton inhibitérii igin ICso degeri 4,00.10* mM
olarak, Ki degeri 2,99.10°+9,00.10® olarak hesaplanmis ve kompetative tipte
inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.22; Sekil 3.26). Bu sonuglara
gore d-glukonolakton inhibitoriiniin A.caelatus NRRL 26107 ve A.oryzae NRRL5590°
dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktif bdlgesine baglanmak icin pNPG
substratt ile yaristigin1 gostermektedir. Asic ve ark., (2015) A.bisporus’ dan
saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesine 8-glukonolaktonun etkisini aragtirmislar
ve ICso degerini 0,39 mM olarak belirlemislerdir [116]. Bu inhibitoriin, pPNPG substrati
varliginda kompetative tipte inhibisyon etkisi gosterdigini ve Ki degerini 3,2 uM;
Harhangi ve ark., (2002) Piromyces sp. E2’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzim
aktivitesine d-glukonolaktonun pNPG substrati varhiginda kompetative tipte
inhibisyon etkisi gosterdigini ve K; degerlerini 0,17 mM; Pitson ve ark., (1997)
A.persicinum’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini &-glukonolaktonun pNPG
substrat1 varliginda kompetative tipte inhibisyon etkisi gosterdigini ve K degerini 5,0
uM; Parry ve ark., (2001) T.auranticus’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzim
aktivitesi tizerine pPNPG substrati varliginda &-glukonolaktonun kompetative tipte
inhibisyon etkisine sahip oldugunu ve Ki degerini 8,3 mM; Riou ve ark., (1998)
yaptiklari c¢aligmalarinda A.oryzae CSB12559° dan saflagtirdiklar1 B-glukosidaz
enzimini 6-glukonolaktonun pNPG substrati varliginda kompetative tipte inhibisyon
gosterdigini ve Kj degerlerini 12,5 mM; Yang ve ark., (2008) P.thermophila J18’ den
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substrati varliginda, 6-glukonolakton
inhibitorlerinin kompetative tipte ihibisyon etkisi gosterdigi ve Ki degerlerinin 0,49

mM oldugunu rapor etmislerdir [116, 144, 148, 147, 81, 130].

Endiistriyel enzim uygulamalarinda, inhibitér maddelerin enzim aktivitesine
etkisi 6nemli bir parametredir [138]. Daha once yapilan ve yukarida kisaca 6zetlenen
calismalarda mikrobiyal B-glukosidaz iizerinde D(+)glukoz ve &-glukonolakton
inhibitorlerinin kompetative tipte inhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir [138,

146, 147, 77]. Bizim ¢alismamizda ise; D(+)glukozun A.caelatus NRRL 5590’ dan

95



saflagtirilan B-glukosidaz enzimine nonkompetative ve A.oryzae NRRL 26107’ dan
saflagtirilan B-glukosidaz enzimine ise kompetative tipte inhibisyon etkisi gosterdigi;
d-glukonolakton inhibitoriiniin A.caelatus NRRL 5590 ve A.oryzae NRRL 26107 dan
saflagtirilan B-glukosidaz enzimlerinin her ikisini de kompetative tipte inhibisyon
etkisi gosterdigi saptanmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada; A.caelatus NRRL 5590
ve A.oryzae NRRL 26107 dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin her ikisi i¢in de
D(+)glukoz inhibitoriiniin &-glukonolakton inhibitoriinden daha gii¢lii oldugu

belirlenmistir.

Sonug olarak ¢alismamiz mikroorganizma kokenli yeni enzim kaynaklarinin
belirlenmesi, tarimsal yan {riinler kullanilarak enzimlerin elde edilmesi ve bu
enzimlerin saflastirilmasinin bilime ve ekonomiye yapacagi katkilarin yaninda ¢evre
tizerindeki olumlu etkileriyle de biiyliik 6nem tasidigi diistiniilmektedir. Caligmamiz
dogrultusunda elde edilen veriler ile mikrobiyal kokenli B-glukosidaz enziminin
yiiksek sicaklik ve pH’ larda aktivitesini korumasi basta gida, kagit, tekstil, deterjan

gibi alanlar olmak iizere birgok endiistriyel alanda kullanilmak tizere gelistirilebilir.
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