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OZET

KATI SUBSTRAT FERMENTASYONU iLE TRICHODERMA
HARZIANUM DA SELULAZ URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE
BiYOKIMYASAL OZELLIiKLERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
YAPRAK ALPINAR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD.DOC.DR. SELMA CELEN YUCETURK)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2017

B-glukosidaz, ¢esitli temel Dbiyolojik siireclerde o6nemli rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan elde
edilen B-glukosidaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi (Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin) ile saflastirilmistir.

B-glukosidaz enzimi, NaH,PO4 (pH 7), ile nemlendirilmis 6giitiilmis
musir koganinin substrat olarak kullanilmasi ile Trichoderma harzianum NRRL
13019 susundan elde edilmistir. Kat1 hal fermantasyonu ile T. harzianum NRRL
13019’ dan enzimin iretimi i¢in optimum kosullar, 25 °C ve 7 giin olarak
belirlenmistir.

T. harzianum’ dan elde edilen B-glukosidaz enzimi %218,02 verim ile
29,10 kat saflastirnlmistir. B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE/NATIVE-PAGE
olmak tizere iki farkli elektroforez yontemi ile safligi ve alt birim varligi/sayist
kontrol edilmistir. Saflastirilan enzim NATIVE ve SDS-PAGE iizerinde tek bir
bant olarak go¢ etmistir. B-glukosidaz enziminin monomerik yapida ve 110 kDa
agirhginda  oldugu  belirlenmistir.  B-glukosidaz ~ enzim  aktivitesinin
belirlenmesinde  ise  p-nitrofenil-B-D-glukopiranosit ~ (PNPG)  substrati
kullanilmistir. B-glukosidaz enziminin yliksek aktivite gosterdigi optimum pH
degeri ve optimum sicaklik degeri sirasiyla pH4 ve 65°C olarak tespit edilmistir.

B-glukosidaz enziminin Ky ve Vpma degerleri sirasiyla 0,334 mM ve
3333,334 EU olarak belirlenmistir.
Lineweaver-Burk  grafiginden yararlanilarak, &-glukonolakton ve

D(+)glukozun, B-glukosidaz enzimi iizerine, pPNPG substrati varliginda, sirasiyla
yarismali ve yarismasiz tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. -
glukosidaz enziminin D(+)glukoz ile ICsy ve K; degerleri 4,95 mM ve 2,6x10°
341,42x10°3 olarak; 6-glukonolakton inhibitorii ile 8,64 mM ve 3.9x107+2,0x10®
olarak hesaplanmaistir.

ANAHTAR KELIMELER: Trichoderma harzianum, B-glukosidaz, Kat: Hal
Fermantasyonu, Optimizasyon, Saflastirma, Biyokimyasal ve Kinetik Ozellikler



ABSTRACT

CELLULASE PRODUCTION FROM TRICHODERMA HARZIANUM BY
THE SOLID STATE FERMENTATION PURIFICATION AND
DETERMINATION OF BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS

MSC THESIS
YAPRAK ALPINAR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SELMA CELEN YUCETURK )
BALIKESIR, JUNE 2017

The B-glucosidase has been the focus of much research recently because of
their important roles in a variety of fundamental biological processes B-
glucosidase enzyme was purified ammonium sulfate precipitation and
sepharose-4B-L-tyrosine-1-napthylamine hydrophobic interaction
chromatography from Trichoderma harzianum NRRL 13019.

The PB-glucosidase was obtained from the strain of T. harzianum
NRRL 13019 by using moistening with NaH,PO, (pH 7.0), ground corn cob as
medium. The optimum conditions for the production of the enzyme from T.
harzianum NRRL 13019 by solid state fermentation were determined to be
25 ° C and seven days.

The B-glucosidase enzyme obtained from T. harzianum was purified
with 29.10 fold, a yield of 18.02%. The number of subunits and purification
has been checked with two different electrophoresis methods to be SDS-
PAGE/NATIVE-PAGE of B-glucosidase enzyme. The purified enzyme was
migrated as a single band on NATIVE and SDS-PAGE. The enzyme was
determined a monomeric structure of 110 kDa weight. Activity of pB-
glucosidase enzyme was determined by using p-nitrophenyl-B-D-
glucopyranoside (pNPG) substrate. The optimum pH value and optimum
temperature which B-glucosidase has the highest activity was pH 4,0 and
65°C respectively.

The Ky and Vmax values of B-glucosidase enzyme were determined as
0.334 mM and 3333.334 EU, respectively. Inhibition types of d-gluconolactone
and D(+)glucose were determined noncompetively and comeatively type on the
B-glucosidase enzyme, respectively in the presence of p-nitrophenyl substrate by
using Lineweaver-Burk Graphics.

The 1Csp and K| values of é-gluconalactone were determined as 8.64 mM
and 3.9x107+2.0x10® where as for the D(+)glucose 4.95 mM and 2.6x10°
3+1.42x107, respectively.

KEYWORDS: Trichoderma harzianum, p-glycosidase, Solid State
Fermentation, Optimization, Purification, Biochemical and Kinetic
Properties
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1. GIRIS

Enzimler, en basit tanmimi ile canli hiicrelerdeki kimyasal tepkimeleri
katalizleyen, protein yapisindaki molekiillerdir ve hiicre igerisindeki maddelerin

degisimleri, biyosentezleri ve pargalanmalari enzimler ile saglanmaktadir [1].

Enzimler ile ilgili yapilan arastirmalara bakildiginda ¢ok eski tarihlere
dayandig1 goriilmektedir. Bu aragtirmalar 1700 li yillarin baglarinda baglamis ve
yapilan ilk calismada mide salgilarinin etin sindirimi iizerine etkileri incelenmistir.
1800’ lii yillarda yapilan enzim ile ilgili calismalar da ise bitki ekstrakti ve tiikiiriik
salgis1 tarafindan nisastanin sekere donlisimi arastirilmistir. 1850° 1i yillara
gelindiginde ise Louis Pasteur’iin mayalar ile yaptig1 c¢alismalar sonucunda
“fermente” kelimesini kullanmasinin ardindan, 1897’ li yillarda Eduard Butcher, bu
fermentasyon isleminin hiicre disinda da meydana geldigini ifade ederek, bu islemin
ozellesmis molekiiller tarafindan gergeklestirildigini belirtmistir. Yapilan bu
arastirmalar sonucunda Frederic W. Kiihne, bu 6zellesmis molekiilleri “enzim”
olarak tanimlamigtir. Tim bu gelismeler 1518inda enzimler ile ilgili yapilan
calismalarin sayis1 giderek artis géstermis ve bu konudaki bilimsel gelismelerin 6nii

acilmustir [2, 3].

Bilimsel alanda enzimlerle ilgili arastirmalarin artmasina paralel olarak
sanayl alaninda da enzimler c¢ok sayida yeni uygulama alaninda kullanilmaya
baglanmistir. On dokuzuncu yiizyilin ikinci yarisinda kesfedilen enzimler, o
zamandan beri bir¢ok endistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadirlar [4].
Glinlimiizde ise 6zellikle gida , yem, tarim, kagit, deri ve tekstil sanayinde kullanilan
enzimler dnemli bir yere sahiptir [5]. Enzimler, reaksiyonlar1 hizlandirdigi, yalnizca
belirli substratlarda hareket ettigi, zayif kosullar altinda ¢aligsabildigi, kontrol
edilmesi kolay ve giivenli oldugu, sert kimyasallarin yerini alabildigi ve biyolojik
olarak pargalanabildigi i¢in tekstil endiistrisinde tercih edilmektedirler [4, 5].
Yenilenebilir ham maddeler {izerinde calisan enzimler meyve, siit, pamuk, deri ve

ahsap gibi c¢esitli endistrilerde enzimatik doniisim igin kullanilmaktadirlar.



Seliilazlar, pektinazlar, hemiseliilazlar, lipazlar ve katalazlar farkli pamuk 6n isleme
ve bitirme, ksilanazlar da kumasi yumusatma islemlerinde kullanilmaktadirlar [4].
Ayrica enzimler hayvan yemi endiistrisinde de yaygin bir sekilde kendine yer bulmus
olup, genel olarak yemlerin sindirilebilirligini artirmak ve metabolik enerji

degerlerini yiikseltmek amaciyla kullanilmaktadirlar [6].

Ticari enzim kaynagi olarak hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan
elde edilen enzimler tercih edilmektedir [4]. 1966°da Reed, yaptigi ¢alisma ile
mikrobiyal laktazlarin siitii pihtilastirarak peynirin tiretiminde kullanilabilecegini ve
ayrica meyve sularmin berraklastirilmasinda da yine mikrobiyal enzimlerden

faydalanabilecegini gostermistir [7].

Mikrobiyal kaynakli enzimlerin diinya genelindeki yillik kullanim oranlarina
bakildiginda, % 25 alkalin proteazlar, % 21 diger proteazlar, % 18 amilazlar, % 10
renninler, % 3 tripsin, % 3 lipazlar, % 10 diger karbonhidrat parcalayict enzimler, %

10 analitik ve farmasotik enzimler seklinde dagilim gosterdigi tespit edilmistir [8].

1.1 Enzimlerin isimlendirilmesi ve Siniflandirilmasi

Enzimler substratlari igin yiiksek derecede spesifik olmakla birlikte, yalnizca
tek tir kimyasal tepkimeyi Katalizlerler. 1950’ lerin sonlarina dogru bilinen
enzimlerin sayilarinin artmasi, ayni enzime ¢ogunlukla farkli isimlerin verilmesi ve
bu isimlerin enzimin katalizledigi reaksiyon hakkinda higbir bilgi i¢ermiyor olmasi
enzimler arasinda karigikliga sebep olmustur. Bu karisik durumu diizeltmek igin,
1956 yilinda Uluslararasi Biyokimya Birliginin (IUB) gozetiminde enzimler igin
uluslararas1 bir komisyon kurulmus ve 1961 yilinda yayinlanan ilk rapor ile enzim

isimlendirmesinin temeli olusturulmustur [9].

Enzimlerin isimlendirilmesi ve siiflandirilmasinda kabul gormiis sistem ii¢
genel prensibi icermektedir. Birinci prensibe gore enzimler, —az (-ase) son eki ile
sonlandirilarak isimlendirilirken; ikinci genel prensipte, katalizledikleri reaksiyonlara
gore isimlendirilir ve smiflandilirlar ayrica bu isimlendirme kimyasal reaksiyondaki
degisikligi de kapsar. Uciincii genel prensipte ise enzimler, Katalizlenen

reaksiyonlarin tipine gore isimlendirilir ve siniflandirilirlar. Bu son prensip Enzim



Komisyonu (E.C.) tarafindan belirlenen kod numaralarinin kullanilmasiyla,

enzimlerin agik bir sekilde tanimlanmalarina olanak saglar [9].

Bir enzimin genellikle iki ismi vardir. Biri sistematik olan digeri de tavsiye
edilen ve genellikle mevcut kullanimdaki kisa ve daha kolay olan ismidir. Sistematik
isim ve E.C. kod numaralar1 ile isimlendirme sayesinde enzimlerin belirsizligi

ortadan kalkmistir [9].

1.2 Enzimlerin Siniflandirilmasi ve Numaralandirilmasi

Enzim Komisyonunun (E.C.) 1961 yilindaki ilk raporuna gore, enzimler
katalize edilmis reaksiyon tipine gore alti ana simifa ayrilirlar. Bu smflar E.C.
tarafindan nokta ile dort 6geye ayrilmis 6neki igeren kod numaralarina ve asagidaki

anlamlara gore belirlenir;

I.  Birinci rakam enzimin hangi sinifa ait oldugunu gosterir,
II.  ikinci rakam enzimin alt sinifin1 gosterir,
1. Ugiincii rakam enzimin iki alt sinifin1 (sub-subclass) gosterir ve
IV.  Dordiincii rakam ise sub-subclass enziminin seri numarasini gosterir [9,
10].

Ornegin; B-glukosidaz enzimi E.C. 3.2.1.21, Tripsin enzimi ise E.C. 3.4.21.4

seklinde isimlendirilirler.

Bu alt1 ana sinif agagida belirtilen sekilde birbirlerinden ayirt edilirler :

1.2.1 Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar, redoks reasksiyonlar1 ile katalizlenmis tiim enzimleri
kapsar. Genellikle kullanilan ismi dehidrogenaz olup rediiktaz olarak da
kullanilabilirler. Oksidaz ise sadece O,’ nin azaltilmasi gereken durumlarda

kullanilir. Sistematik ad1 vericiye gore: alict oksidoretiiktaz olarak olusturulmustur.



Enzim komisyonunun isimlendirme kurallarina gére Laktat dehidrojenazlar

E.C. 1.1.1.27 ve Glutatyon rediiktazlar E.C. 1.6.4.2 olarak isimlendirilirler.

1.2.2 Transferazlar

Transferazlar glikozil, fosfat, metil, agil, veya amino gibi 6zgiil olan bir
grubun, bir maddeden diger bir maddeye transfer olmasini katalize ederler.
Genellikle kullanilan ismi “alici transferaz grubu” veya “verici transferaz” dir.

Sistematik ad1 vericiye gore: alict grup transferaz olarak olusturulmustur.

Enzim komisyonuna gorede drnegin Hekzokinazlar E.C. 2.7.1.1 ve Aspartat

transaminazlar E.C. 2.6.1.1 olarak isimlendirilirler.

1.2.3 Hidrolazlar

Hidrolazlar C-C, C-O, C-N ve baska baglarin hidrolitik olarak ayrilmasini
katalize ederler. isimlendirilmelerinde genellikle substratin basit ismi ile —ase son

ekinin ismi birlikte kullanilir. Sistematik ismi her zaman hidrolazdir.

Hidrolazlar grubundan a-amilazlar, enzim komisyonu isimlendirme

kurallaria uygun olarak E.C. 3.2.2.1 seklinde isimlendirilirler.

1.2.4 Liyazlar

Liyazlar C-C, C-O, C-N ve bagka baglarin eliminasyonu tarafindan
ayrilmasini katalize ederler. Liyazlarin isimlendirilmesi, dekarboksilaz, aldolaz ve
dehidrataz (sirasiyla CO,, aldehit ve suyun eliminasyonu) seklindedir. Sistematik

ismi ise substrata gore grup-liyaz olarak olusturulmustur.

Ornegin; Arjininosiiksinat liyazlar EC 4.3.2.1 ve Sitrat sentazlar E.C. 4.1.3.7

olarak isimlendirilirler.



1.2.5 izomerazlar

Izomerazlar bir molekiil igerisindeki geometrik yada yapisal diizenlemeleri
katalize ederler. Bu enzimin farkli isimleri, rasemdz, epimeraz, izomeraz, tatomeraz,

mutaz yada sikloizomerazdir.

Ormnegin Triozfosfat izomerazlar enzim komisyonu’'na gore E.C. 5.3.1.1

olarak isimlendirilirler.

1.2.6 Ligazlar

Ligazlar enerji olarak zengin bir bagin hidrolizi ile iki molekiiliin birbirine
baglanmasin1 hidrolize ederler. ATP’ nin pirofosfat bagi yada baska niikleozid

trifosfat hidrolizi ile birlesirler [9, 10, 11].

Enzim komisyonuna gore isimlendirilmelerinde ligazlardan, DNA ligazlar

E.C. 6.5.1.1 olarak isimlendirilirler [12].

1.3 Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Seliiloz, glukoz molekiillerinin B-1,4 glikozit baglar1 ile baglanmasiyla
olusan, polimer yapili bir polisakKarittir [13], olup biyosferde en bol bulunan
yenilenebilir hammaddedir. Bitkiler her yil yaklasik olarak 4,0x10" ton seliiloz
sentezlemekte olup, bitki dokularindaki ortalama seliiloz oran1 % 20 ile 45 arasinda

degisirken, pamuk lifinde ise bu oran neredeyse % 90'dir [14].
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Sekil 1.1 Seliilozun yapisi

Son on yilda farkli bilimler ve sanayi endiistrisi arasindaki bilgi aligverisi
sayesinde seliilozlarin bir¢ok teknolojik alanda kullanimi popiiler hale gelmis ve
giiniimiizde seliilozik materyallerin hidrolizi i¢in yapilan biyoteknolojik calismalar
arttrmustir [15, 16]. Yenilenemeyen enerji kaynaklarin sayilarinin azalmis olmasi
seliilozu enerji, yakit ve gida i¢in temel ham materyal haline doniistirmistiir [16].
Yapilan aragtirmalarda seliilozun etanol iiretiminde kullanilabilecek bir hammadde
olabilecegi bildirilmistir. Baz1 aragtirmalar sonucunda seker bilesenlerine hidrolize
olan seliilozun, fermantasyon teknolojileri sayesinde etanole doniistiiriilebildigi

saptanmistir [17, 18].

Bu metodu kullanan Castro ve ark., (2016) calismalarinda piring samanindaki
seliilozun hidrolizlenmesi sonucu elde edilen pentoz ve heksoz sekerlerinden etanol

tretimini saglamiglardir [19].

Selillozun diger endiistri alanlarinda da kullanilabilecegi yapilan arastirmalar

ile rapor edilmistir.

Bajpai (1999), yaptigi caligma ile kagit endiistrisinde; kagidin agartilmasi
isleminde seliilozun yiiksek oranda bulunmasinin enzimatik hidroliz agisindan

onemli bir yere sahip oldugunu rapor etmistir [20].

Costa ve ark., (2013) arastirmalarinda seliilozik bir substrat olan seker kamisi
samaninin, elyaf liflerine etkilerini incelemisler ve yapilan testler sonucunda elde
edilen liflerin tekstil piyasasinda bulunan liyosel lifler ile uyumlu olmasindan dolay1
tibbi uygulamalarda kullanilan tekstil materyalleri agisindan oldukca avantajl

oldugunu belirtmislerdir [21].



Bakteriyel seliilaz, bitkisel seliiloza gore daha saf olmasi, iliretim esnasinda
olusabilecek degisimlere uyum saglamasi gibi Ozelliklerinden dolayr gida
endustrisinde c¢esitli sekerlemelerin iiretiminde, dondurma ve salata soslarin
bilesiminde, diisiik kaloriye sahip tatlilarin iiretiminde kendisine genis Olgiide yer

bulmustur [22].

1.4  Seliilaz Enziminin Yapis1 ve Ozellikleri

Seliilozik substratlarin hidrolizinden sorumlu olan enzim grubu seliilazlar
olarak isimlendirilir ve seliiloz ii¢ farkli enzimin koordine bir sekilde ¢alismasi ile
glukoz monomerine kadar hidrolize olur [23]. Bu seliilozik enzimler
Endoglukanazlar (EC 3.2.1.4), Ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91) ve B-glukosidazlar
(EC 3.2.1.21)’ dir. Endoglukanazlar; seliiloz molekiiniin rastgele bir bigimde
hidrolizinden sorumludur, Ekzoglukanazlar; seliilloz molekiinii sirali bir bi¢imde
hidrolizleyerek sellobiyoz ve glukoz molekiillerini olusturur ve B-glikosidazlar ise
sellobiyozu iki molekiil glukoz verecek sekilde hidrolizleyerek seliilozun hidrolizini

tamamlarlar [23].
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Sekil 1.2 Seliilozun enzimatik olarak par¢alanmast



Seliilazlar, ¢ogunlukla fungus ve bakterilerden elde edilmekte olup birgok
biyoteknolojik alanda aktif olarak kullanilmaktadirlar [24].

Pettipher ve ark., (1978) gram pozitif anaerobik bir bakteri olan
Ruminococcus flavefaciens’in bitki hiicre duvarini pargalayabilen seliilaz enzimi

iirettigini yaptiklar1 ¢caligsma ile rapor etmislerdir [25].

Koike ve Kobayashi (2001) bakteri tiirlerinin seliilozik ozellikleri ile ilgili
arastirmalarinda  Fibribacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens ve

Ruminococcus albus’ un seliilaz enzimine sahip bakteriler oldugunu belirlemislerdir
[26].

Dias ve ark., (2014) seker ve alkol endiistrisi tarafindan kullanilan tropikal
toprak tizerindeki incelemelerinde, seker kamisi ekili olan topraktan izole ettikleri

Bacillus sp’ nin seliilaz enzimi {ireticisi oldugunu tespit etmislerdir [27].

Sethi ve ark., (2013) topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens, Escherichia coli, ve Serratia marcescens’ in seliilaz tiretebilen bakteriler
olduklarin1 ve bunlar arasinda Pseudomonas fluorescens’ in en iyi seliilaz iiretici
bakteri oldugunu rapor etmislerdir [28].

Valaskova ve ark., (2007) Basidiomycetes tiirleri tizerinde yaptiklar1 arastirma
sonucunda bu funguslarin endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukosidaz aktivitesine

sahip oldugunu rapor etmislerdir [29].

Zheng ve ark., (2017) arastirmalarinda yilda 685 milyon ton kullanilabilirligi
ile diinya c¢apinda 6nemli bir lignoseliilozik kalint1 olan piring samaninin, ticari
olarak yiiksek iiretim kapasitesine sahip Trichoderma reesei tarafindan iiretilen

seliilaz iizerine etkilerini incelemislerdir [30].

Libardi ve ark., (2017) evsel atik suyun substrat olarak kullanilmasiyla
Trichoderma harzianum’ dan seliilaz elde etmisler ve bu ¢aligmalarinda atik suyun
yeniden kullanilmas1 i¢in strdiiriilebilir bir silirecin gelistirilmesine katkida

bulunmuslardir [31].

Ayrica Gupta ve ark., (2015) yaptiklar1 ¢alisma ile Trichoderma, Humicola,

Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin, Narasimha ve ark., (2006) c¢aligmalarinda



Aspergillus niger’ in seliilaz aktivitesine sahip funguslar oldugunu tespit etmislerdir
[32, 33].

Seliilazlar, hem funguslar hem de bakteriler gibi bircok mikroorganizma tiirii
tarafindan sentezlenebildikleri i¢in endiistriyel uygulamalarda sik¢a tercih
edilmektedirler. Bu mikroorganizmalar aerobik, anaerobik, mezofilik veya termofilik
olabilir. Closridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Trichoderma ve Aspergillus
tirleri lizerinde ¢ok sayida bilimsel aragtirma yapilmis Seliilaz iiretici

mikroorganizmalardir [34].

Belirli baz1 mikroorganizmalar tarafindan iiretilen seliilazlar, endiistride ticari
tiretim agisindan kullanilmakta olup [24], en ¢ok Trichderma sp. tiirleri tarafindan

tiretilen seliilaz enzimi tercih edilmektedir [35].

Ilmen ve ark., (1997) B-1,4 glikozidik baglarim1 parcalayabilen seliilaz
enzimini fazla miktarda salgilamasindan dolayi, Trichoderma reesei’ nin seliilaz
tiretimi agisindan en yaygin kullanilan fungus tiirii oldugunu ¢aligmalart sonucunda

tespit etmislerdir [36].

Kovacs ve ark., (2008) Trichoderma atroviride’ nin, yiiksek oranda
ekstraselliiler seliilaz enzimini tretebilmelerinin yani sira B-glukosidaz enzimi de

tirettiklerini yaptiklar1 incelemeler ile rapor etmislerdir [37].

Liu ve Yang (2007) g¢alismalarinda Trichoderma koningii’ nin, seliilaz

aktivitesine sahip bir fungus tiiri oldugunu belirtmislerdir [38].

Delabona ve ark., (2012) vyaptiklar1 c¢alisma ile amazon yagmur
ormanlarindan izole ettikleri Trichoderma harzianum’ dan enzimatik aktivitesi

yiiksek seliilazi tiretmislerdir [39].

Seliilazlar ticari olarak 30 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir. Enzim
sisteminin karmagikli§i ve endiistriyel alanlardaki kullanimlarmin avantajl
olmasindan dolay: seliilazlar, hem akademik hem de endiistriyel aragtirmalarda
olduk¢a oOnemli bir kaynaktir. Karmasik yapilari ve endiistriyel uygulamalardaki
yaygin kullanimlar ile biyokatalizorlerin odak noktasi haline gelen mikrobiyal

seliilazlar, kagit hamuru ve kagit, tekstil, deterjan, ¢amasir, kozmetik, ilag, biyoyakit



iretimi, gida, yem sanayi, mayalanma ve tarim gibi endiistriyel alanlardaki cesitli

uygulamalarda kullanilmaktadirlar [34, 40, 41].

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde seliilazlarin kullanimi son 10 yilda
onemli Ol¢lide artmistir. Odunsu hammaddelerin inceltilmesi ve 6giitiilmesi ile kagit
hamurunun mekanik olarak islenmesinde, kagit suyunun c¢ikarilmasinda, elyaf
tizerinden miirekkebin uzaklastirllmasinda, kagit hamurunun olumsuz c¢evresel
etkilerinin azaltilmasinda, biyolojik olarak pargalanan kartonlarin, kagit havlu ve

yumusak kagitlarin imalatinda seliilazlar kullanilmaktadir [34, 20, 41].

Tekstil endiistrisinde ise seliilazlar en basarili sekilde kullanilan enzimlerdir.
Pantolon ve diger seliilozik kumaslarin biyolojik olarak cilalanmasi ve jean
pantolonlarin kullanima hazir hale getirilmesi seliilazlar ile saglanmakta olup,
pamuklu kumas {iizerindeki etkileri, iplik yiizeyindeki kiiciik fibrilli uglar
parcalamalar1 ve fazla boyayr seyreltmeleri seliillazlarin tercih  edilme
sebeplerindendir. Ayrica seliilazlar, liflerin yumusakligini ve su emme 06zelligini
gelistirmelerinin yaninda, liflerin herhangi bir kimyasal kaplamaya ihtiyag duymadan
kumas gorlintigiinii, dokusunu ve rengini arttiran biyolojik parlatmada kullanilan en
uygun enzim grubudurlar. Bunlarin disinda seliilazlar kisa lifleri, yiizey bulanikligini
gidererek piiriizsiiz ve parlak bir goriinim olustururken, giysilerin yumusatilmasina
ve mikrofibril ag1 i¢inde sikisan kir partikiillerinin giderilmesine yardimci olurlar
[34, 41].

Fermentasyon siireclerine bakildiginda seliilazlar, bira ve sarap gibi alkollii
iceceklerin tretilmesinde Onemli rol oynamaktadirlar. Ayrica bu enzimlerin
fermentasyon {irlinlerinin kalitesini ve verimini arttirdigi yapilan c¢alismalar ile
belirlenmis olup seliilazlarin gelecekte bira tiretim siireglerinin  verimliligini

arttirmasi beklenmektedir [34, 42].

Gida enddistrisinde ise seliilazlarin genis gapta potansiyel uygulamalari vardir.
Yesil ¢ay, soya proteini, ugucu yaglar, aromatik {iriinler ve tath patates nisastasindan
elde edilen bilesenlerin ¢ikarilmasinda seliilazlardan yararlanilir. Ayrica meyve ve
sebze sularimin iiretimi, ekstraksiyonu ve berraklastirilmasi esnasinda bu enzimlerden
genis Olclide faydalanilmakta ve narenciye meyvelerinin iyilestirilmesi ile meyve ve

sebzelerin aromalarinin arttirtlmasinda da seliilazlar kullanilmaktadir [34, 40].
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Hayvan yemlerinin besin degerlerinin arttirilmasinda biiyiik ilgi goren
seliilazlar, yemlerin igerisindeki besleyici olmayan maddeleri, seliilozu kolayca

emebilen bilesene hidroliz ederek hayvan sagligma olumlu yonde katki saglarlar [34,
43, 42].

Tarim endiistrisinde ise seliilazlar, bitkilerin biiyiimesinde, bitkisel
hastaliklarin kontrol altina alinmasinda, bitkilerden melez soylarin iiretilmesinde ve
toprak kalitesinin iyilestirilmesinde kullanilmaktadirlar. Ayrica Trichoderma sp.,
Chaetomium sp., Penicillium sp. ve Geocladium sp., gibi birgok seliilozik fungus
tohum ¢imlenmesi, hizli bitki bliylimesi, ¢icek agma, kok sistemi ve artan mahsul

verimini kolaylagtirarak tarima 6nemli katki saglamistir [34].

Deterjan  endiistrisinde  seliilazlar, kumaslardaki renk parlakliginin
saglanmasinda ve pamuklu giysilerdeki kirin giderilmesinde kullanilmalarinin yani
sira, sivt  camagir deterjanlarinin  igerigine katilarak lekelerin  kolayca

uzaklastirilmasinda da etkili olurlar [34, 41, 42].

1.5  B-glukosidazlar

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolazlar (EC 3.2.1.21) olan, bitkiler,
funguslar ve memelilerde bulunan B-glukosidaz enzimi [44], son yillarda bir¢ok

aragtirmanin konusu olmus ve bilyiik ilgi gormistiir [45].

B-glukosidaz enzimi genel olarak substrat spesifikligi ve niikleotid
dizilimlerinin farkli olmast ile aywrt edilir [46]. Yapilan c¢alismalar ile (-
glukosidazlarin genellikle kullanilan substratinin para-nitrofenil-f-D-glukopiranosit
oldugu goriilmektedir. Yapilan farkli ¢aligmalar ile Monascus purpureus,
Melocarpus sp, Periplaneta americana, Humicola sp., C. peltata, T. harzianum,
Neurospora crassa, P. purpurogenum, Alternaria alternata’ dan elde edilen f-
glukosidaz enziminin varligi para-nitrofenil-B-D-glukopiranosit  substrat ile
belirlenmistir [47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55].

Diinyada genis 6l¢iide yayilima sahip olan B-glukosidazlar, potansiyel olarak
biyolojik ve biyoteknolojik siireglerde biiyiik 6neme sahiplerdir. B-glukosidaz

enzimi, seliilozik mikroorganizmalarda seliilaz indiiksiyonu ve seliiloz hidrolizinde
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[56, 57]; bitkilerde hiicre duvar1 gelisimi, pigment metabolizmasi, meyve
olgunlagsmasi ve savunma mekanizmalari sirasinda 3-glukan sentezini etkilerken [58,

59], memelilerde ise glukosidik molekiillerin hidrolizini sagmaktadir [60].

Mikroorganizmalardan  B-glukosidaz enziminin {retiminde kati hal
fermantasyonu ve sivi hal fermantasyonu olmak {tizere iki farkli yontem
kullanilmaktadir. Bu iki yontemden Sivi hal fermentasyonun da su miktar1 ve pH’
nin kontroliiniin kolay olmasi, kat1 hal fermantasyonun da ise daha ucuz ve farkl

substrat kaynaklarinin kullanilabilir olmasi avantaj saglamaktadir [23].

Kat1 hal fermentasyonu ile ipliksi funguslarin dogal habitatlarna benzer
kosullar elde edilebilir ve dolayisiyla enzim tiretiminde daha yiiksek verim alinir
[61, 62]. Yapilan c¢alismalar ile Penicillium brasilianum, Aspergillus niger,
Phanerochaete chrysosporium, Penicillium decumbens, Paecilomyces sp.,
Trichoderma harzianum ve Fusuarium oxysporum gibi ipliksi funguslar ile genellikle
Candida sp. tiiri mayalar ve birkag bakteriden B-glukozidaz enziminin elde
edilebildigi tespit edilmistir [63, 64, 65, 66, 67, 68].

1.6  Kati Substrat Fermentasyon Teknigi (KSF)

Kat1 substrat fermentasyonu (KSF), kati substrat iceren ve serbest su akiginin
olmadig1 bir ortamda mikroorganizmalarin gelistirilmesini saglayan bir tekniktir
[69]. Serbest su akisinin kullanildigi fermentasyon teknikleri mikroorganizmalarin
gelisimini metabolik acidan olumsuz yonde etkiledigi icin, genellikle KSF tekniginin
kullanimi tercih edilmektedir [70]. Bunun yani sira antik ¢aglardan beri kullanilan
fermentasyon yontemlerinin ilkeleri incelendiginde, KSF yontemininde bu ilkelere
dayandigr belirlenmigtir. Ortam kosullarinin mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve
metabolizmalarinin desteklenmesi icin yeterli oranda neme ve besin degerine sahip

olmasi bu yontemlerin ana prensipleridir [69].

KSF tekniginde gelistirilecek olan mikroorganizma, kullanilan substrat ile
sik1 bir temas halindedir ve bu ortam mikroorganizmalarin dogal yasam alanlarina
cok benzer. Bu da mikrooranizmalarin gelistirilmesi ve faydali iiriinlerin elde

edilmesinde KSF tekniginin tercih edilmesinin en 6nemli sebebidir [69].
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KSF teknigi, diisiik maliyetli tarimsal iirlinleri kullanarak ekonomik agidan
avantaj saglanmakta ve boylece ¢evre kirliligine sebep olan atik iirlin sorununu da

ortadan kaldirilmis olmaktadir [69].

KSF teknigi ¢ok eski tarihlerden beri tercih edilmis bir teknik olup, bu teknik
5000 yil once funguslardan gida tretmek igin kullanilmistir [70, 71, 72, 73].
Aspergillus oryzae’ nin pirinci fermente etmesi ile koji {iretimi, bilinen en eski
fermentasyondur. Ayrica Penicillium roquefortii kullanilarak peynir tiretimi 4000 y1l

Oncesine ve soya sosunda kullanilmasi da 3000 y1l 6ncesine dayanmaktadir [74].

Giliniimiizde ise KSF teknigi yem, yakit, gida, endiistriyel kimyasallar ve
eczacilik gibi alanlarda mikrobiyal {irlinlerin tiretimi igin kullanilan potansiyel bir
uygulamadir. Ayrica biyokimyasal miihendislik ve biyoreaktorlerin tasariminda
yararlanilan KSF teknigi, bir¢ok tarimsal iyilestirme calismalarinda genis Olciide

kullanilan bir tekniktir [73].

Mikroorganizmalardan gesitli primer ve sekonder metabolitler gibi iiriinlerin
tiretilmesi, KSF tekniginden yararlanarak saglanmistir [73]. Giiniimiizde pek g¢ok
arastirmact KSF teknigi ile ¢esitli tarimsal yan iriinlerden yararlanarak birgok
enzimin Uretimini saglamislardir. Germano ve ark., (2003) yaptiklar1 ¢alisma ile
yagsiz soya kekini KSF ortaminda karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullanarak,
Penicillium sp. LPB-5" deki proteaz enziminin aktivitesini arastirmislardir [75]. KSF
ortaminda Babassu yagiyla hazirlanan keki kullanan Gombert ve ark., (1999), P.
restrictum® dan lipaz enziminin elde edilebilecegini belirtmislerdir [76]. Hurma
cekirdeginin KSF ortaminda kullanilmasi ile gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise
A. niger’ den ksilanaz enzimi tiretimi saglanmistir [77]. Ucuz bir substrat olan yesil
gram kabugunun KSF ortaminda substrat olarak kullanildigi bir baska c¢alismada,
Bacillus sp.” den alkalin proteaz elde edilebildigi tespit edilmistir [78]. Bahrin ve
ark., (2011) yaptiklar1 ¢alisma ile palmiye meyvesi ile olusturduklart KSF ortaminda,
Botryopsphaeria sp.* nin seliilaz aktivitesine sahip oldugunu belirlemislerdir [79].
Deschamps ve ark., (1985) bugday samani ve bugday kepegini karigim seklinde
kullanarak hazirladiklar1 KSF ortaminda, T. harzianum’ dan seliillaz enzimini elde

etmislerdir [80].
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1.7  Trichoderma Cinsi Genel Ozellikleri

Trichoderma cinsini genel bir ifadeyle tanimlarsak; morfolojik olarak hizli
gelisen, pudramsi ve yesil kolonilere sahip ipliksi bir fungustur [81]. Genis bir
yayilima sahip olan Trichoderma tiirleri toprak mikroflorasinin baskin bilesenleri
olup [82], genellikle tarim ve bahge topraklari dahil, humuslu orman topraklarinda
sikca karsimiza c¢ikmaktadirlar [81]. Trichoderma ‘nin morfolojik tiirlerini ayirt
etmek icin ilk siniflandirma Rifai (1969) tarafindan yapilmis [83, 82], ve
Trichoderma ilk olarak 1794 yilinda Almanya’ da, Persoon tarafindan bir genus

olarak onerilmistir [84].

Trichoderma tiirleri Diinya’nin her tarafina yayilmis olup, neredeyse tiim
topraklar ve diger dogal habitatlarda, 6zellikle organik madde olusturan veya igeren
topraklarda bulunmaktadirlar. Ayrica Trichoderma tiirleri ¢esitli bitkilerin kok
yiizeylerinde, ¢liriiyen kabuk iizerinde, 6zellikle de diger funguslar tarafindan hasar
gérmiis kisimlarda, sklerotlarda veya diger funguslarin lireme organlarinin iizerinde

bulunmaktadirlar [85].

Yeryiiziiniin hemen her yerine yayilmis olan Trichoderma tiirii funguslar
birgok arastirmanin konusu olmustur. Yapilan c¢alismalarda Trichoderma tiiri
funguslarin kullanilmasi ile farkli enzimlerin tiretildigi tespit edilmistir. Kashmiri ve
ark., (2006), lipaz enzimini; Gottschalk ve ark., (2010), B-glukosidaz enzimini;
Liming ve Xueliang (2004), seliillaz enzimini; Mohamed ve ark., (2011), a-amilaz
enzimini; Silva ve ark., (2015), ksilanaz enzimini; Marco ve Felix (2002), proteaz
enzimini Trichoderma tiiri funguslardan yararlanarak elde etmislerdir [86, 87, 88,
89, 90, 91]. Trichoderma tiirlerinin, enzim {iretiminin yani sira birgok farkli
calismada da kullanildig1 goriilmektedir. Elad ve ark., (1982), yaptiklar1 ¢alismada
bitki patojenlerinin parg¢alanmasi icin; Yedidia ve ark., (2001), salatalik bitkilerinin
bliylimesi lizerine etkisinde; Wood ve McCRAE (1972), seliilazlarin
saflagtirlmasinda; Chen ve ark., (2005), biyolojik kontrolde ve Bondkly (2006),
yaptig1 ¢alisma ile gen transferinde Trichoderma tiirii funguslari kullanmislardir [92,
93, 94, 95, 96].
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1.8  Saflastirma ve Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Teknigi

Kromatografi, bir karigimdaki bilesiklerin belirlenmesi ve tanimlanmasinda
kullanilan bir saflastirma teknigidir. Saflastirma teknigindeki genel amag istenmeyen
rtinlerin uzaklastirtlmasidir [97]. Rus botanik¢i Mikhail Tsvet, 1903 yilinda
kromatografi metodunu tanimlanig ve 1906 yilinda da agiklamasini yaparak bilim

tarihine yeni bir bakis agis1 getirmistir [98, 99].

Kromatografi, ayn1 molekiil agirligina sahip olan karisimdaki bilesiklerin,
birbirini takip ederek molekiillerinin ayrilmasin1 ifade eder. Kromotografik
tekniklerin disinda farkli ayirma teknikleri de mevcuttur ancak bu teknikler daha
genel ve zor sartlarda gergeklestirildigi igin genellikle kromatografik teknikler tercih
edilmektedir [100].

Saflagtirilmak istenen materyal ve kullanilacak olan teknige gore zaman
icerisinde farkli kromatgrafik yontemler gelistirilmistir. 1930’ lu yillarin sonunda
ince tabaka kromatografisinin gelistirilmesi ile dogal yaglarin birbirinden ayrilmasi
saglanmis ve bu gelisme beraberinde filtre kagidi kromaografisinin bulunmasina yol
acmustir.  Ardindan  karotenoidlerin  ve  steroidlerin  saflastirilmasi  kolon

kromatografisi tekniginin temellerini olusturmustur [100].

Proteinlerin saflastirilmasinda kromatografik tekniklerin kullanimina ise
1960’ I1 yillarda baslanmistir. Giiniimiizde de enzimler ve diger proteinlerin yani sira
inorganik molekiiller gibi biyolojik maddelerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda da
kromatografik teknikler vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir. Ariffin ve ark., (2006)
seliilaz enzimini iyon degisim kromatografisini kullanarak; Saha (2002) ksilanaz
enzimini kolon ve jel filtrasyon kromotografisini kullanarak; Tan ve ark., (2015)
lipaz enzimini iyon degisim, gel filtrasyon ve afinite kromatografisini kullanarak;
Giraud ve ark., (1993) amilaz enzimini anyon degisim kromatografisini kullanarak;
Yang ve ark., (2000) ise proteaz enzimini iyon degisim kromatografisini kullanarak

saflagtirmislardir [101, 102, 103, 104, 105, 100].

Proteinler temelde amino asit birimlerinden olusmus polimer yapidaki
molekiillerdir ve amino asitlerdeki fenilalanin, tirozin, triptofan, izoldsin, metiyonin
ve valin gibi yan zincirler, hidrofobik 6zellikte olabilir. Proteinler {i¢ boyutlu bir

yapiya sahiptir ve bu yap1 dimer veya tetramer olabilir [100].
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Proteinler kararsiz molekiillerdir ve yiiksek sicaklik, asir1 pH ve organik
coziiciilerde kolaylikla denatiire olurlar. Bu nedenle, herhangi bir kromatografik
calisma sirasinda bu faktorlerin dikkate alinmasi biiyiik énem tasir. Iyon degisim
kromatografisi, proteinler iizerindeki iyonize olabilen gruplardan yararlanirken,
afinite kromatografisi, amino asit zincirlerinin spesifik dizilimini ve proteinin
konformasyonunu kullanir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ise proteinin

hidrofobik yan zincirlerini kullanir [100].

Son yillarda Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi birgok arastirmaci
tarafindan  gelistirilmis ve gilinlimiizde endiistriyel anlamda proteinlerin
saflastirilmasinda genellikle kullanilan bir teknik haline gelmistir. Hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile serum proteinleri, niikleer proteinler, hormonlar,
rekombinant poteinler ve enzimler gibi birgok biyomolekiiliin saflastirilmasi saglanir
[97].

Hidrofobik etkilesim kromatografisi; yliksek tuz konsantrasyonuna sahip bir
¢ozelti ile kolonun dengelenmesinin ardindan, bu tuzlu tamponda hizalanan numune
¢oOzeltisinin  kolona  yiikklenmesi esasina  dayanir.  Hidrofobik  etkilesim
kromatografisinde kolona yiiklenen numunenin eliminasyonu, daha disiik tuz
konsantrasyonuna sahip bir c¢ozelti ile saglanir ve tuz Kkonsantrasyonunun

ayarlanmasinda genellikle amonyum siilfat tuzu kullanilir.

Organik ¢oziiciiler ve iyonik olmayan deterjanlar ile pH, sicaklik ve katki
maddeleri hidrofobik etkilesim kromotografisini olumsuz yonde etkileyebilir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisinin genellikle hafif kosullarda ger¢eklesmesi,
safagtirilan bilesiklerin yapilarin1 korumalarina olanak saglamakla birlikte [106],
baglanma kapasitesi ve geri kazanimlar1 oldukg¢a yiiksek olan bir tekniktir. Ayrica,
hidrofobik  etkilesim  kromatografisi ~ proteinlerin ~ ve  biyopolimerlerin

saflastirilmasinda da en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir [107, 106].

Hidrofobik etkilesim kromatgrafisi farkli arastirmacilar tarafindan birgok
enzimin saflastirilmasinda kullanilan bir tekniktir. Toida ve ark., (1995) A. oryzae’
dan elde ettikleri lipaz enzimini; Nazir ve ark., (2009) A. terreus’ dan elde ettikleri
endoglukanaz enzimi; Kiss ve Kiss (2000) A.carnonarius, A.nidulans, A.niger ve A.
oryzae’ dan elde ettikleri ekstraseliiler B-D-ksilosidaz enzimini; Tomaz ve ark.,

(2002) T. reesei’den elde ettikleri seliilaz enzimini; Wiater ve ark., (2001) T.
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harzianum’ dan elde ettikleri mutanaz enzimini; Wiater ve ark., (2013) .T.
harzianum’ dan elde ettikleri a-(1—3)-glukanaz (EC 3.2.1.84) enzimini; Cunha ve
ark., (2009) P. simplicissimum’ dan elde ettikleri lipaz enzmini; Furniss ve ark.,
(2005) P. funiculosum’ dan elde ettikleri ksilanaz enzimini; Riaz ve ark., (2007)
Humicola sp.” den elde ettikleri glukoamilaz enzimini; Sugihara ve ark., (1992)
Pseudomonas cepacia’ dan elde ettikleri lipaz enzimini; Hsiao ve ark., (2014)
Rhizopus oryzae’ dan elde ettkleri endopeptidaz enzimini Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisini kullanarak saflastirmiglardir [108, 109, 110, 111, 112, 113, 114,
115, 116, 117, 118].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun p-glukosidaz

Aktivitesinin Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 susunun p-glukosidaz enzim
aktivitesine sahip olup olmadiginin belirlenmesi i¢in, %5 Karboksimetil Seliiloz
(CMC) iceren Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri plaklarmin merkezine
Trichoderma harzianum NRRL 13019 susu igne 6ze yardimiyla tek nokta ekim
yapilmis ve 25°C’ de 7 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda
yapilan hidroliz zon tayini ile B-glukosidaz pozitif olarak degerlendirilip ¢alismada

kullanilmasina karar verilmistir.

2.1.1.1 Trichoderma harzianum Rifai 1969

Patates Dekstroz Agar besiyerinde 7 giin 25°C” de koloniler hizli gelismekte,
koloni yiizeyi donuk yesil renkli, koloni alti1 renksiz, hifler bolmeli, dalli, renksiz,
1,5-12 pm kalinlikta, konidiyoforlar ¢ok dallanmis ve aga¢ seklinde oldukca genis
yumaklar olusturmakta, konidiyoforlarin ana dallar1 4-5 um eninde, ¢ok sayida yan
dal olusturmakta, yan dallar tek veya genellikle 2-3* lii gruplar olusturmakta,
fiyalidler kisa 5-7 X 3-3,5 um, konidiler ortalama 2,97 x 2,69 um, fiyalidlerin
ucunda globoz baslar olusturmakta, globoz veya obovoid [119, 81].
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(@) (b)

Sekil 2.1 (a) T.harzianum NRRL 13019 petri (10x4); (b) T.harzianum NRRL 13019 preparat
(10x40)

2.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

2.1.2.1 Mikrofungusun Gelistirilmesinde Kullanilan Besiyerleri

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri

Patates ekstrakti 209
Dekstroz 10,0g
Agar 759
Saf su 500 mL

19,5 g Patates Dekstroz Agar besiyeri 500 mL saf suda ¢6ziilmiis ve 121°C’
de 20 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra steril petri plaklarina dokiilerek
kullanima hazir hale getirilmistir [120, 121].
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Patates Dekstroz Broth (PDB) Besiyeri

Patates nisastasi 2,09
Dekstroz 10,09
Saf su 500 mL

12 g Patates Dekstroz Broth besiyeri 500 mL saf suda ¢6ziilmiis ve 121°C” de
20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [122].

%5 Karboksimetil Seliiloz (CMC) i¢eren Patates Dekstroz Agar Besiyeri
PDA 1959
Karboksimetil Seliiloz (C,gH3oNagO,7) 25,09
Saf su 500 mL

19,5 g Patates Dekstroz Agar (PDA) ve 25 g Karboksimetil Seliilloz (CMC)
(C28H30NagO27) 500 mL saf suda ¢6ziilmiis ve 121°C* de 20 dakika otoklavlanarak

steril  edildikten sonra steril petri plaklarma dokiilerek kullanima hazir hale
getirilmistir [123].

2.1.2.2 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun Hidroliz Zon

Bityiikligiiniin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Kongo Kirmizisi (%0,1) Cozeltisi

Kongo Kirmizisi 0,059
Saf su 50 mL

0,05 g Kongo Kirmizisi, 50 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir
[124].
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1M Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi
Sodyum Klortir (NaCl) 29,25¢
Saf su 500 mL

29,25 g NaCl, 500 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir [125].

2.1.2.3 Mikrofungus Spor Siispansiyonu Hazirlanmasinda Kullamlan

Cozelti

Tween 80 (%0,1) Cozeltisi
Tween 80 0,5mL
Saf su 500 mL

0,5 mL Tween 80, 500 mL saf suda ¢6ziiliip, 121°C’ de 20 dakika otoklavda

steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir [125].

2.1.2.4 Kati Substrat Fermentasyonu (KSF) Kiiltiir Ortaminin
Nemlendirme Sivisinin Belirlenmesinde Kullamlan Tampon

Cozeltiler

0,2M pH’ 14,0 ve 5,0 Olan Sitrat Tamponu
Sitrik Asit Monohidrat (C¢HgO7) 2,1014 ¢
Saf su 50 mL

Farkli pH’larda her bir sitrat tamponu i¢in 2,1014 g Sitrik Asit Monohidrat
(CeHsOy) tartilarak pH’ lar1 4,0 ve 5,0’ a ayarlayip son hacimleri saf su ile 50 mL’ ye

tamamlanmastir [126].
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0,2M pH’16,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 Olan Fosfat Tamponu
Sodyum di-hidrojen Fosfat (NaH,PO,) 1,3799 g
Saf su 50 mL

Farkli pH’larda her bir fosfat tamponu i¢in 1,3799 g Sodyum di-hidrojen
Fosfat (NaH,PO,) tartilarak pH’ lar1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 e ayr1 ayr1 ayarlanip
son hacimleri saf su ile 50 mL’ ye tamamlanmstir [127].

0,2M pH’ 18,5 ve 9,0 Olan Fosfat Tamponu
Di-sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na;HPO,) 1,7796 ¢
Saf su 50 mL

Farkli pH’larda her bir fosfat tamponu i¢in 1,7796 g Di-sodyum Hidrojen
Fosfat Dihidrat (Na;HPO,) tartilarak pH’ lar1 8,5 ve 9,0’ a ayarlanip son hacimleri

saf su ile 50 mL’ ye tamamlanmustir [127].

2.1.25 PB-glukosidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesinde Kullanilan

Tampon ve Substrat Cozeltiler

50 mM Sodyum Asetat Tamponu (pH 7,0)
Sodyum Asetat Trihidrat (C,H3zNaO,) 3,402 ¢
Saf su 500 mL

3,402 g Sodyum Asetat Trihidrat (C,H3sNaO;) saf suda ¢6ziilerek pH’ 1 7,0’

ye ayarlanmis ve son hacim saf su ile 500 mL’ ye tamamlanmistir [128].
Substrat (p-Nitrofenil p—D-glucopiranosit) Cozeltisi
p-NPG (p-Nitrofenil B—D-glucopiranosit) 0,015¢
Sodyum Asetat Tamponu (50 mM, pH 7,0) 10 mL

0,015 g p-NPG (p-Nitrofenil B—D-glucopiranosit) 50 mM Sodyum Asetat
Tamponunda (pH 7,0) ¢oziilerek son hacim 10 mL’ ye tamamlanmustir [129].
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Reaksiyon Durdurma Tamponu
Sodyum Karbonat (NayCOs3) 5,2996 g
Saf su 100 mL

5,2996 g Sodyum Karbonat (Na,CO3) 100 mL saf suda ¢6ziilmustiir [129].

2.1.2.6 Lowry Metodu ile Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

A Cozeltisi
Sodyum Hidroksit (NaOH) 0,20005 g
Bakir Siilfat (Na,CO3) 1049
Saf su 50 mL

0,20005 g Sodyum Hidroksit (NaOH) 50 mL saf suda ¢6ziilmiis ve ardindan
olusan c¢ozeltiye 1 g Bakir Silfat (Na;COsz)’ 1n eklenmesiyle A ¢oOzeltisi
hazirlanmistir [130].

B Cozeltisi
NaK Tartarat (C4H4sKNaOg.4H,0) 059
Saf su 50 mL

0,5 g Potasyum Sodyum Tartarat Tetrahidrat (NaK Tartarat)
(C4H4KNaOg.4H,0) 50 mL saf suda ¢oziilerek B Cozeltisi hazirlanmistir [130].

C Cozeltisi

Bakir Siilfat (CuSOy) 0,259
Saf su 50 mL
0,25 g Bakir Siilfat (CuSO;) 50 mL saf suda c¢ozillerek C Cozeltisi
hazirlanmistir [130].
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D Cozeltisi

A Cozeltisi 24 mL
B Cozeltisi 0,5mL
C Cozeltisi 0,5mL

50 mL D Cozeltisi; 24 mL A Cozeltisi, 0,5 mL B Cozeltisi ve 0,5 mL C

Cozeltisinin karistirilmasiyla taze olarak hazirlanmistir [130].
E Cozeltisi

1:1 oraninda Folin Fenol ayiraci saf sui le karigtirilarak taze olarak
hazirlanmistir [130].

Sig1ir Serum Albiimin (BSA)
1:1 oraninda Sigir Serum Albiimin (BSA) saf su ile karistirilarak taze olarak
hazirlanmistir [130].

Hazirlanan A, B ve C ¢ozeltileri +4 °C derecede kullanilmak iizere muhafaza

edilmistir [130].

2.1.2.7 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC) Tekniginde

Kullanilan Cozeltiler

Tuzlu Tampon

Amonyum Siilfat Tuzu [1,5 M, NH4(SO,)] 99,105 g
Na,HPO, (50 mM) 3,5475¢g
Saf su 500 mL

99,105 g Amonyum Siilfat Tuzu [1,5 M, NHy4(SO;)] ve 3,5475 g Na;HPO,
(50 mM) saf suda ¢oziindiiriiliip pH’ s1 6,8’ ¢ ayarlanmis ve son hacimi saf su ile 500

mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir [131, 132, 129].
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Tuzsuz Tampon
Na;HPO (50 mM) 3,5475¢
Saf su 500 mL

3,5475 g Na,HPO (50 mM) saf suda ¢oziindiiriiliip pH’ s1 6,8 e ayarlanarak
son hacimi saf su ile 500 mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir [131, 132, 129].

2.1.2.8 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Ayirma Jeli
Saf su 20,1mL
%30’ luk Akrilamid/Bis 16,65 mL
Tris-Base (C4H11NO3) (pH’ 18,8) 12,5 mL
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C1,H25NaO,4S) 500,0 uL
Temed (N,N,N’,N Tetrametil etilen daimine) 25,0 uL
%10’ lTuk APS [(NH,)2S,05] (Amonyum persiilfat) 750,0 uL

Sirasiyla; 20,1mL saf su, %30’ luk 16,65 mL Akrilamid/Bis, pH’ 1 8,8 olan
12,5 mL Tris-Base (C4H11NO3), 500 pL. Sodyum Dodesil Siilfat (C12H2sNa0,4S), 25
uL Temed (N,N,N’,N Tetrametil etilen daimine) ve %10’ luk 750 uL. Amonyum
persiilfat karistirilarak hazirlanmis ve 30 dakika donmaya birakilmigtir [133, 134,

135].
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Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon

Tris-Base (C4H11NO3) (1,5M) 591¢
NaOH 05M
Saf su 25,0 mL

1,5M 5,91 g Tris-Base (C4H11NO3) saf suda ¢oziindiiriiliip, 0,5 M NaOH ile
pH’ 1 8,8’¢ ayarlandiktan sonra saf su ile son hacmi 25 mL’ ye tamamlanmigtir [133,
134, 135].

Yigma Jeli
Saf su 12,2 mL
Tris-Base (C4H11NO3) (pH’ 1 6,8) 50mL
%30’ luk Akrilamid/Bis 2,6 mL
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H25NaO4S) 200,0 uL
Temed (V,N,N’,N Tetrametil etilen daimine) 20,0 uL
%10’ luk Amonyum Persiilfat (APS) [(NH4)2S,0s] 400,0 uL

Sirastyla; 12,2 mL Saf su, pH’ 1 6,8 olan 5,0 mL Tris-Base (C4H11NO3), %30’
luk 2,6 mL Akrilamid/Bis, 200,0 uL. Sodyum Dodesil Siilfat (C;12H2sNa0,4S), 20,0
uL Temed (N,N,N’,N Tetrametil etilen daimine) ve %10’ luk 400,0 pL Amonyum
persiilfat karigtirilarak hazirlanmis ve 30 dakika donmaya birakilmistir [133, 134,
135].
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Yigma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Ust Tampon

0,5M Tris-Base (C4H11NO3) 1979
HCI 1M
Saf su 25,0 mL

0,5M 1,97 g Tris-Base (C4H11NO3) saf suda ¢6ziindiiriiliip, 1 M HCl ile pH’ 1
6,8’¢ ayarlandiktan sonra saf su ile son hacmi 25 mL’ ye tamamlanmistir [133, 134,
135].

Amonyum Persiilfat Cozeltisi (%010)
APS (Amonyum Persiilfat) [(NHy4)2S,0s] 0,59
Saf su 50mL

0,5 g Amonyum Persiilfat saf suda ¢oziilerek son hacmi 5 mL’ ye tamamlanip

hazirlanmustir [133, 134, 135].

Tank Tamponu
Tris-Base (C4H11NO3) 159
Glisin (C,HsNOy) 7,29
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H25Na0O4S) 0,59
Saf su 500 mL

1,5 g Tris-Base (C4H11NO3), 7,2 g Glisin (C,HsNO,) ve 0,5 g Sodyum
Dodesil Siilfat (C1oH2sNaO4S) saf suda ¢oziindiiriilip son hacmi 500 mL’ ye
tamamlanarak hazirlanmigtir [133, 134, 135].
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Yiikleme Tamponu
0,5M pH’ 16,8 Olan Tris-Base (C4H11NO3) 2,5mL

%10’ luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H2sNaO4S) 4,0 mL

Gliserol (C3HgO3) 2,0 mL
%99,5” lik B-merkaptoetanol (C,HgOS) 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Saf su 0,5mL

0,5M pH’ 1 6,8 olan 2,5 mL Tris-Base (C4H11NO3), %10’ luk 4 mL Sodyum
Dodesil Siilfat (C12H2sNa0O4S), 2 mL Gliserol (C3HgOs3), %99,5” lik 1 mL B-
merkaptoetanol (C,H¢OS), ve 0,01 g Bromfenol mavisi 0,5 mL saf suda
karistirtlarak hazirlanmistir [133, 134, 135].

Sodyum Dodesil Siilfat (%10)
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (C12H25NaO4S) 0,59
Saf su 5,0mL

0,5 g Sodyum Dodesil Siilfat saf suda ¢oziindiiriiliip son hacmi 5 mL’ ye
tamamlanmistir [133, 134, 135].

Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue G-250 1,32 ¢
Metanol (CHsOH) (%99-100) 240,0 mL
%96’ lik Asetik Asit (CH3;COOH) 48,0 mL
Saf su 240,0 mL

1,32 g Coomassie Brillant Blue G-250, 240 mL Metanol (CH30H) (%99-100)
igerisinde ¢6ziilmesinin ardindan %96’ lik 48 mL Asetik Asit (CH3COOH) ve 240
mL saf su eklenmesiyle hazirlanmigtir [133, 134, 135].
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Yikama Cozeltisi

%96’ lik Asetik Asit (CH;COOH) 75,0 mL
Metanol (CH30OH) (%99-100) 50,0 mL
Saf su 875,0 mL

%96’ Iik 75 mL Asetik Asit (CH3COOH), 50 mL Metanol (CH3OH) (%99-
100) ve 875 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlanmistir [133, 134, 135].

2.1.2.9 NATIVE-PAGE Elektroforezinde Kullamlan Tampon ve

Cozeltiler
Ayirma Jeli
Saf su 4,89 mL
%30’ luk Akril amid/Bis 2,5mL
1,5M pH’ 18,8 Olan SDS’ siz Tris-Base (C4H11NO3) 2,5mL
Temed (N,N,N’,N Tetrametil etilen daimine) 10,0 uL
%10’ luk APS [(NH4)2S20g] (Amonyum persiilfat) 100,0 uL

Sirasiyla; 4,89 mL Saf su, 1,5M pH’ 1 8,8 olan 2,5 mL SDS’ siz Tris-Base
(C4H11NO3), %30’ luk 2,5 mL Akril amid/Bis, 10,0 uL Temed (N,N,N’,N ‘Tetrametil
etilen daimine) ve %10’ luk 100,0 pL Amonyum persiilfat (APS) [(NHg)2S,0¢]
karistirilarak hazirlanmig ve 30 dakika donmaya birakilmistir [135, 136].

Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon

1,5M Tris-Base (C4H11NO3) 5919
NaOH 0,5M
Saf su 25,0 mL

1,5M 5,91 g Tris-Base (C4H11NO3) saf suda ¢oziindiiriilip 0,5 M NaOH ile
pH’ 1 8,8’¢ ayarlandiktan sonra son hacmi saf su ile 25 mL’ ye tamamlanarak
hazirlanmistir [135, 136].
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Yigma Jeli

Saf su 3,07 mL
%30’ luk Akril amid/Bis 625,0 uL
0,5M pH’ 16,8 Olan SDS’ siz Tris-HCI (C4H11N03) 1,25 mL
Temed (N,N,N’,N Tetrametil etilen daimine) 5,0 uL
%10’ luk Amonyum persiilfat [(NH4)2S20s] (APS) 50,0 uL

Strasiyla; 3,07 mL Saf su, %30’ luk 625,0 uLL Akril amid/Bis, 0,5M pH’ 1 6,8
Olan 1,25 mL SDS’ siz Tris-HCI (C4H1:NO3), 5,0 uL Temed (N,N,N’,N Tetrametil
etilen daimine) ve %10’ luk 50,0 pL Amonyum persiilfat [(NH4),S,0g] karistirilarak
hazirlanmis ve 30 dakika donmaya birakilmistir [135, 136].

Yigma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Ust Tampon

0,5M Tris-Base (C4H11NO3) 197¢
HCI 1M
Saf su 25,0 mL

0,5M 1,97 g Tris-Base (C4H11NO3) saf suda ¢oziindiirtiliip 1M HCl ile pH’ 1
6,8’¢ ayarlandiktan sonra saf su ile son hacmi 25 mL’ ye tamamlanarak
hazirlanmistir [135, 136].

Amonyum Persiilfat Cozeltisi (%010)
APS (Amonyum Persiilfat) [(NH4),S,Os] 0,59
Saf su 50mL

0,5 g Amonyum Persiilfat saf suda c¢ozilip son hacmi 5 mL’ ye

tamamlanarak hazirlanmistir [135, 136].
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Tank Tamponu

Tris-Base (C4H11NO3) 15¢g
Glisin (CszNOz) 7,2 g
Saf su 500 mL

1,5 g Tris-Base (C4H11NO3) ve 7,2 g Glisin (Co;HsNO») saf suda ¢oziiliip son
hacmi 500 mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir [135, 136].

Yiikleme Tamponu

0,5M pH’ 1 6,8 Olan Tris-Base (C4H1;NO3) 2,5mL
Gliserol (C3HgO3) 2,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Saf su 55mL

0,5M pH’ 1 6,8 olan 2,5 mL Tris-Base (C4H1:NO3), 2 mL Gliserol (C3HgO3)
ve 0,01 g Bromfenol mavisi 5,5 mL saf suda karistirilarak hazirlanmigtir [135, 136].

Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue G-250 1,32 ¢
Metanol (CH30OH) (%99-100) 240,0 mL
%96’ lik Asetik Asit (CH;COOH) 48,0 mL
Saf su 240,0 mL

1,32 g Coomassie Brillant Blue G-250, 240 mL Metanol (CH3OH) (%99-100)
igerisinde ¢Oziilmesinin ardindan %96’ lik 48 mL Asetik Asit (CH3COOH) ve 240
mL saf su eklenmesiyle hazirlanmistir [135, 136].
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Yikama Cozeltisi

%96’ lik Asetik Asit (CH;COOH) 75,0 mL
Metanol (CH30OH) (%99-100) 50,0 mL
Saf su 875,0 mL

%96’ Iik 75 mL Asetik Asit (CH3;COOH), 50 mL Metanol (CH3OH) (%99-
100) ve 875 mL saf suyun karistirilmasi ile hazirlanmistir [135, 136].

2.2 Metod

2.2.1 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun p-glukosidaz

Aktivitesinin Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 susunun [B-glukosidaz aktivitesine
sahip olup olmadigmin belirlenmesi igin, %5 Karboksimetil Seliiloz (CMC) igeren
Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri plaklarinin merkezine Trichoderma
harzianum NRRL 13019 susu igne 6ze ile tek nokta ekim yapilmis ve 25°C’ de 7
giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda hidroliz zon tayinini
gerceklestirmek igin, gelisen Trichoderma harzianum NRRL 13019 susunun koloni
yiizeyl kongo kirmizisi ¢ozeltisi (%0,1) ile kaplanip 25°C’ de 15 dakika inkiibe
edilmigtir. Siire sonunda boyanin fazlasi1 1M’ lik NaCl ile yikanmistir. Yikama
isleminin ardindan koloni yiizeyi tekrar 1M’ lik NaCl ile kaplanip 25°C” de 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 1M NaCl petri
kabindan uzaklastirilmis ve koloni ¢evresinde seffaf zon olusturan Trichoderma
harzianum NRRL 13019 susunun, B-glukosidaz pozitif olarak degerlendirilerek

deneylerde kullanilmasina karar verilmistir [137].

2.2.2 Mikrofungus Spor Siispansiyonu Hazirlanmasi

B-glukosidaz enzim aktivitesine sahip, saf kiiltiir olarak segilen T.harzianum

NRRL 13019 susunun iiremesi ve canliligini devam ettirebilmesi amaciyla Patates
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Dekstroz Agar besiyerine tek nokta ekimi yapilarak 25°C” de 7 giinliik inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun sonunda petri plaginda gelisen T.harzianum NRRL
13019 susunun koloni yiizeyi %0,1’ lik Tween 80 ile kaplanarak spor siispansiyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan 10’ CFU/mL spor siispansiyonundan 5 mL alinarak, 150
mL Patates Dekstroz Broth besiyerine inokiile edilmis ve calkalamali inkiibatorde
30°C 150 rpm’ de 72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan kati

substrat olarak belirlenen misir kogani ortamina inokiile edilmistir [138].

2.2.3 Misir Kocanimin Kati Substrat Fermentasyonu (KSF) Kiiltiir

Ortam Olarak Hazirlanmasi

KSF olarak kullanilacak olan musir kogani degirmende kiig¢iikk parcalara
ayrilip sonrasinda elekten gecirilerek toz haline getirilmistir. Ardindan 80°C’ de 24
saat boyunca kurutma firiinda bekletilmis ve 5° er gram olacak sekilde tartilip 250

mL’ lik erlenlere konulmustur [138].

KSF ortami olarak kullanilan 6giitiilmiis misir koganinin nemlendirme sivisi;
pH 4,0 ve pH 5,0 igin 0,2M Sitrat tamponu, pH 6,0, pH 6,5, pH 7,0, pH 7,5, pH 8,0
icin 0,2M Sodyum Dihidrojen Fosfat tamponu, pH 8,5 ve pH 9,0 i¢in 0,2M
Disodyum Hidrojen Fosfat tamponu kullanilarak ortamim nem diizeyi %55 olacak
sekilde ayarlanip 5° er gramlik kat1 substratlara (250 mL’ lik erlenlerdeki) ayr1 ayri
ilave edilmistir. Bu islemlerin sonrasinda kati substratlar otoklavda 121°C’ de 20

dakika steril edilerek KSF kiiltiir ortam1 hazirlanmistir [138].

224 Kati Substrat Fermentasyonu (KSF) Kiiltir Ortamina

Inokiilasyon ve Kismi Saflastirilmus B-glukosidaz Enziminin Eldesi

Ogiitiilmiis misir koganinin substrat olarak kullanilmasiyla hazirlanan KSF
kiiltiir ortamina, T.harzianum NRRL 13019’ un siv1 kiiltiirinden 3 mL asilanmis ve

fungusun gelisimi i¢in 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir

Inkiibasyonun ardindan KSF Kiiltiir ortamma 75 mL saf su konularak

calkalamali inkiibatérde 150 rpm’ de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve elde
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edilen 6ziit steril gazli bezden siiziilerek filtrat alinmistir. Daha sonra 4°C’de 10000
rpm’ de 10 dakika santrifiijlenmis ve siire sonunda filtratin siipernatant kismi1 pellet

kismindan ayrilmistir. Elde edilen siipernatant, kismi saflagtirilmis enzim kaynagi

olarak kullanilmistir [138].

2.2.5 Mikrofungustan p-glukesidaz Enzim Uretimine Kati Substrat
Fermentasyon (KSF) Ortam Kosullarimin Etkisi

2.2.5.1 Nemlendirme Sivilari ve Optimum pH’ nin Belirlenmesi

Optimizasyon isleminin ilk basamagi olan nemlendirme sivist ve optimum
pH’ nin belirlenmesi amaciyla misir kocani ile hazirlanan KSF kiiltiir ortamlari, pH
4,0 ve pH 5,0 i¢in 0,2M Sitrat tamponu, pH 6,0, pH 6,5, pH 7,0, pH 7,5, pH 8,0 i¢in
0,2M Sodyum Dihidrojen Fosfat tamponu, pH 8,5 ve pH 9,0 i¢in 0,2M Disodyum
Hidrojen Fosfat tamponu kullanilarak ortamin nem diizeyi %55 olacak sekilde
ayarlanip, 121°C” de 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyonlar1 saglanmistir [139,
38].

Misir koganinin substrat olarak kullanilmasiyla hazirlanan bu KSF kiiltiir
ortamlarina, T.harzianum NRRL 13019’ un sivi kiiltiirinden 3 mL asilanmis ve

fungusun gelisimi i¢in 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir [139, 38].

Inkiibasyonun ardindan KSF Kkiiltiir ortamma 75 mL saf su konularak
calkalamali inkiibatorde 150 rpm’ de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve elde
edilen oziit steril gazli bezden siiziilerek filtrat alinmistir. Daha sonra 4°C’de 10000
rpm’ de 10 dakika santrifiijlenmis ve siire sonunda filtratin siipernatant kismi1 pellet
kismindan ayrilmistir. Elde edilen siipernatant, kismi saflagtirilmis enzim kaynagi
olarak kullanilmigtir. Optimum kosullarda mikrofungustan B-glukosidaz iiretimi igin
kismi saflastirilmis enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilerek nemlendirme sivisi ve optimum

pH belirlenmistir [139, 38].
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2.2.5.2 Inkiibasyon Sicakhginin Belirlenmesi

Optimum ortam kosullarinda mikrofungustan B-glukosidaz enzim {iretiminin
saglanmasi i¢in ikinci asama olan optimum sicakligin belirlenmesi amaglanmistir.
Bunun icin musir kogami kullanilarak hazirlanan KSF kiiltiir ortami bir 6nceki
basamakta belirlenmis olan nemlendirme sivisi ve optimum pH ile nem diizeyi %55
olacak sekilde ayarlanip 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan
KSF kiiltiir ortamlarina T.harzianum NRRL 13019’ un siv1 kiiltiiriinden 3 mL
inokiile edilerek 25, 30, 35, 40 ve 45°C’ lik sicakliklara ayarl statik inkiibatorlerde 7
giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan farkli sicakliklarda
inkiibasyona birakilan kismi saflagtirilmis B-glukosidaz enzimleri elde edilmistir.
Kismi saflastirilmis enzimlerin aktivite dl¢limleri ile KSF ortaminda mikrofungusun

gelistigi optimum sicaklik degeri belirlenmistir [139, 38].

2.2.5.3 Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Optimum ortam kosullarinda mikrofungustan B-glukosidaz enzim iiretiminin
saglanmasinda son asama olan optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi i¢in,
misir kocanmi kullanilarak hazirlanan KSF kiiltiir ortami onceki basamaklarda
belirlenmis olan nemlendirme sivist ve optimum pH ile nem diizeyi %55 olarak
ayarlanmigtir. Hazirlanan KSF kiiltiir ortamlarina T.harzianum NRRL 13019’ un
stv1 kiiltiirtinden 3 mL inokiile edilerek tespit edilen optimum sicaklikta inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra 4.giinden itibaren enzim aktivitesinin diislise gectigi giine
kadar kismi saflastirilmis olan enzimler elde edilmistir. Kismi saflastirilmig
enzimlerin B-glukosidaz aktivite olgtimlerinden elde edilen sonuglara gére optimum

inkiibasyon siiresi tespit edilmistir [139, 140].

2.2.6 B-glukosidaz Enzim Aktivitesinin Tespit Edilmesi

B-glukosidaz enzim aktivitesi belirlenirken; 96’ lik Well-plate’ de 6rnek ve
kontrol kuyucuklar1 olusturularak aktivite oOl¢iimii gerceklestirilmistir. Ornek
kuyucuklarina; 70 ul 5 mM p-nitrofenil-p-D-glukopiranosit (PNPG) ile hazirlanan

substrat ¢ozeltisi ve 70 pl kismi saflagtirilmis enzim, kontrol kuyucuklarina ise; 70 pl
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50 mM pH 7,0 olan sodyum asetat tamponu ve 70 pl kismi saflagtirilmis enzim
eklenmistir. Hazirlanan Well-plate 37°C’de, 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda drnek ve kontrol kuyucuklarmin tiimiine 70 pl 0,5M
Sodyum Karbonat (Na,COs3) reaksiyon durdurucu tamponun ilave edilmesiyle

reaksiyon durdurulmus ve spektrofotometrede 410 nm’ de okunmustur [52].

2.2.7 PB-glukosidaz Enzimi Protein Miktarinin Belirlenmesi

B-glukosidaz enziminin protein miktari belirlenirken iki farkli yol izlenmistir.
Bunlardan ilki Warburg Metodu ile 280 nm’ de kalitatif yolla, ikincisi ise Lowry

Metodu ile 600 nm’ de kantitatif yolla protein miktarinin belirlenmesidir.

2.2.7.1 Warburg Metodu ile Kalitatif Protein Tayini

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinden sonra protein olmayan maddelerin
uzaklastirilmasi, elde edilen saflastirilmis proteinlerin yapisinda bulunan tirozin ve
triptofan amino asitlerinin dogrudan 6l¢iilmesi esasina dayanir. Birgok proteinin bu
aminoasitler sayesinde 280 nm’ de maksimum absorbsiyon gosterme 6zelliginden
yararlanilarak protein miktarinin yaklasik olarak bulunmasinda kullanilan hizli bir

yontemdir [141].

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflagtirma basamagindan elde
edilen ependorf tiiplerin her birinin, kalitatif yolla protein miktarlari yaklagik olarak
belirlenmistir. Bunun i¢in ependorf tiiplerin her birinden 210 pL alinarak 96’lik
kuvarz well-platenin her bir kuyucuguna konulmus, kor olarak ise 210 pL saf su
kullanilarak 280 nm’de kore karsi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak

okunmustur [141].
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2.2.7.2 Lowry Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini

Lowry yontemi ile protein tayini, proteini olusturan amino asitler arasindaki
peptit baglarinin pargalanmasi prensibine dayanir. Lowry yontemi ile daha az
numune ve kimyasal malzeme kullanilarak daha ¢ok ve hizli analiz yapilmasi
miimkiin hale gelmistir. Bu nedenle Lowry yontemi ile proteinlerin dlciilmesi ideal

bir yontemdir [142].

Calismamizda saflastirmanin ilk basamagi olan amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ile elde edilen Orneklerin ve ikinci basamagi olan Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi sonucunda en yiiksek aktiviteye sahip olan dérnegin kantitatif protein
tayini Lowry yontemi kullanilarak ile tespit edilmistir. Bu yontemin uygulanmasinda

A, B, C, D ve E ¢ozeltileri kullanilmigtir ve bu ¢ozeltilerin hazirlanislar;
A Cozeltisi; (W/v) %2 Na,COgs, 0,1M NaOH’ da ¢oziilerek,
B Cozeltisi; (w/v) %1 NaK Tartaratin saf suyla ¢oziilmesi ile,
C Cozeltisi; (W/v) %0,5 CuSO4’ un saf suyla ¢oziilmesi ile,

D Cozeltisi; 48 mL A ¢ozeltisi, 1| mL B ¢ozeltisi ve 1 mL C ¢ozeltisinin

birlesimi ile,
E Cozeltisi; 1:1 oraninda Folin ve saf suyun karistirilmasiyla hazirlanmistir.

Sigir Serum Albiimin (BSA) ; 1:1 oraninda Sigir Serum Albiimin (BSA) saf

su ile karistirilarak taze olarak hazirlanmistir.

Saflagtirmanin ilk basamagi olan amonyum siilfat ¢coktiirmesi ile elde edilen
orneklerin ve ikinci basamagi olan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonucunda
en yliksek aktiviteye sahip olan 6rnegin kantitatif yolla protein miktar1 belirlenirken

asagidaki yol izlenir:

e Ornek tiipleri hazirlanirken, protein miktar1 belirlenecek olan
numunenin saf su ile 1/10 oraninda seyreltilmis halinden 100 pL
alimmis ve tizerine 2000 pL. D Cozeltisinden ilave edilmistir.

e Kor tiiplerinin hazirlanmasinda ise, 100 pL saf su konulmus ve

iizerine 2000 pL D Cozeltisinden ilave edilmistir.
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2.2.71.3

Hazirlanan 6rnek ve kor tiiplerinin her biri oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda 6rnek ve kor tiiplerinin her birine 200 pL
E Cozeltisinden ilave edilmis ve hemen ardindan bekletilmeksizin
vorteks yardimiyla homojen hale getirilerek oda sicakliginda 30
dakikalik inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanmis olan 6rnek ve kor tiiplerinden
210 pL almmarak 96’ lik well-plate ye konulmus ve 600 nm’ de
sperktrofotometrik l¢itimleri kore kars1 okunmustur.

Bu 6l¢lim sonuglarindan ortaya ¢ikan degerler, BSA grafiginden elde
edilen formiil ile hesaplanarak protein miktar1 grafigi olusturulmustur

[142, 130].

BSA Standart Egrisinin Belirlenmesi

Standart egrinin belirlenmesi i¢in;

Oncelikle sigir serum albumin ¢dzeltisinden 1:1 oraninda
hazirlanmstir.
Daha sonra hazirlanan ¢o6zelti sirastyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100 uL olarak tiiplere konulmus ve saf suyla son hacimleri 100
L’ ye tamamlanmistir.
Sonra her bir tiipe sirasiyla 2000 uL D Cozeltisinden eklenmis ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan yine sirastyla her bir tiipe 1:1 oraninda E
Cozeltisinden 200 pL eklenmis ve vorteks yardimiyla homojenize
edilerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 96’ lik Well plate’ nin kuyucuklarina
orneklerden 210 uL konulmus, kor olarak ise BSA igermeyen 1.tiip
kullanilarak 600 nm’ de kore kars1 spektrofotometrik 6l¢tim

yapilmistir.
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= Spektrofotometrik 6l¢iim, 600 nm’ de absorbans degerlerine karsilik
gelen, pg protein degerleri ile 6l¢iilmiis ve standart grafik

¢izilmistir.
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Sekil 2.2 Lowry yontemi ile protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

Cizilen grafikten elde edilen formiil ile diger orneklerin de Lowry

Yontemiyle kantitatif olarak protein miktarlar1 hesaplanmistir.

Protein Miktari (ug'mL) = (Ornek Tiipiin Absorbans - Kontrol tiipiin Absorbansi) - 0,0113
0,0002

2.2.8 pB-glukosidaz Enziminin Saflastirma Basamaklari

2.2.8.1 Amonyum Siilfat Tuzu ile Coktiirme

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi, ¢Ozeltinin tuz konsantrasyonunu artirarak
proteinin ¢Ozlnlrliigiinii degistirmesi ve bunun sonucunda denatiire olmadan
¢Okmesi esasmma dayanan bir metottur. Amonyum siilfat, genellikle ucuz olmasi,
¢ozlinlirliiglinlin yiiksek olmasi ve enzim yapilarina zarar vermemesinden dolay1 ¢cok
tercih edilen bir ¢oktiiriicii ajandir.
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Bu basamakta ilk olarak ham ekstrakta uygulanacak olan uygun

konsantrasyondaki amonyum siilfat miktar1 asagidaki formiille belirlenmistir:

- 1.77xVx €, —S,
H,.SO, = 2Ol
gQiH. SO, 3.54-5,

Vp : Olgiilen siipernatantin hacmi
S; : Amonyum stilfatin ilk doygunlugu

S, : Amonyum siilfatin istenilen doygunlugu

Coktiirme araliginin belirlenmesi igin ham ekstrakta 0-10, 10-20, 20-30, 30-40,
40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, %’lik (w/v) oranlarinda amonyum siilfat
coktlirmesi yapilmistir. Enzim ¢ozeltisinin bulundugu beher, protein yapilarinin zarar
gérmemesi i¢in buz dolu bir plastik kabin icerisine konulmustur. Bu plastik kap
manyetik karistirict lizerine yerlestirilerek enzim ¢dzeltisinin igerisine amonyum
stilfat tuzu yavasca ilave edilip diisiik devirde karistirilarak homojen hale gelmesi
saglanmistir. Ardindan homojen hale gelen ¢ozelti 15000 rpm’ de 4°C’de 30 dakika
santrifiijlenmigtir. Santrifiijleme islemi sonunda siipernatant kisim pellet kisimdan
ayrilarak pellet kisim 4 mL 50mM pH 6,8 sodyum fosfat tamponunda ¢dziilmiistiir
[143, 55].

Her bir aralik i¢in elde edilen numunelerin enzim aktivitesi ve Lowry yontemi ile
kantitatif protein miktarlari 6l¢tilmistiir. 0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-
70, 70-80, 80-90, 90-100 araliklarinin tuz konsantrasyonu i¢in ayri kor ve ornek
kuyucuklar1 hazirlanarak -glukosidaz aktivitesi belirlenmistir [143, 55].

2.2.8.2 B-glukosidaz Enziminin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
(HIC) Kullanmilarak Saflastirilmasi

Misir koganinin KSF kiiltiir ortaminda substrat kaynagi olarak kullanilmasi
ile T.harzianum NRRL 13019 susundan optimum kosullarda elde edilen (-
glukosidaz enziminin, amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan Sepharose-4B-L-
tirozin-1-naftilamin’ in jel olarak kullanilmasi sonucu Hidrofobik Etkilesim

Kromatografisi ile saflastirma islemi gergeklestirilmistir [131, 132].
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Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinde kolonun saflagtirma islemine hazir
hale gelmesi ve jelin igerisinde daginik halde bulunan hidrofobik o6zellikteki
naftilamin gruplarinin ag¢iga ¢ikmasi i¢in, 1,5M (NH4)2SO, igeren 50 mM sodyum
fosfat tamponunun (pH 6,8) kolondaki jel igerisinden gegisi saglanmis ve bdylece
naftilamin uglar agiga ¢ikarak jel dengelenmistir. Bu islem jelin iizerindeki tampon
¢ozeltiden 2 cm kalana kadar devam etmistir. Belirlenen amonyum siilfat ¢oktiirme
araliginda gerceklestirilen ¢oktiirme isleminin sonunda, elde edilen ¢ozeltinin pellet
kism1 4 mL 1,5M (NH,),SO, igeren 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6,8) ile
coziilerek enzim c¢ozeltisi olusturulmustur. Bu ¢ozeltinin 3,5 mL’ si dengelenen
kolona yiiklenmis, 500 ul’ si ise Lowry yontemi ile protein tayini ve pB-glukosidaz

aktivitesinin belirlenmesi amaci ile ayrilmistir [131, 132].

Jele yiiklenen ¢ozeltideki enzimler ve naftilamin gruplari1 hidrofobik 6zellige
sahip olduklar1 i¢in birbirlerine tutunurlar. Jel i¢indeki enzim molekiilleri naftilamin
gruplarma 1,5M (NH,4),SO,4 iceren 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6,8)
sayesinde daha siki tutunurken, 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6,8) ile jelden
kopmalar1 saglanir. Bu amagla Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinde 1,5M
(NH,)2S0O4 igeren 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6,8) ve 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 6,8)  kullanilarak yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz grandiyenti olusturulmustur. Olusan bu tuz gradiyenti
ile kolondan elde edilen siiziintiiler 2 mL’ lik ependorf tiiplere alinmis ve yapilan
kromatografi sonucunda elde edilen ependorf tiiplerin her birinin 280 nm’ de kalitatif
protein miktarlari ve 410 nm’ de B-glukosidaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Tiip
numaralaria karsilik gelen degerler ile aktivite ve protein miktarlarini gdsteren
eliisyon grafigi cizilmistir. Bu grafik ile en yliksek aktiviteye sahip ependorf tiipler
belirlenmis ve bu ependorf tiiplerin Lowry metodu ile kantitatif protein miktarlar
belirlenmistir. Bu yiiksek aktiviteye sahip olan orneklerin 6l¢lim sonuglarindan

faydalanilarak da saflastirma tablosu olusturulmustur [131, 132].
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2.2.9 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastinlan p-glukosidaz
Enziminin NATIVE/SDS-PAGE Teknigi ile Safhgimin ve Alt

Birimlerinin Varhgmin/Sayisimin Kontrolii

T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirillan p-glukosidaz enziminin
safliginin, alt birim varliginin ve sayismin kontrolii, NATIVE ve SDS-PAGE
poliakrilamid jel elektroforezi ile saglanmistir. Elektroforez terimi, molekiillerin
elektrik yiiklerine gore ayrilmasi olarak tanimlanir. Cok ¢esitli elektroforez tiirii
olmasina karsin amag¢ hepsinde aynidir. Poliakrilamid jel elektroforez teknigi, jelin
bilesimine goére SDS (sodyum dodesil siilfat) ve Native (dogal) jel elektroforezi
olmak tiizere ikiye ayrilir. Elektroforez uygulamalarindan basit, hizli ve en yaygin
olarak kullanilan teknik, SDS-PAGE olup proteinlerin akrilamid jelde elektrik akimi
etkisiyle hareket ettirilmesi ve sonunda jelde bu proteinlerin tespit edilmesini
saglayan tekniktir. SDS-PAGE’ de proteinlerin dogal yapilarini degistiren ve onlarin
esit yiik yogunluguna sahip olmasini saglayan Merkaptoetanol ve SDS gibi denatiire
edici ajanlar kullanilir. SDS-PAGE’ de proteinlerin dogal yapilart bozuldugu i¢in
proteinler sadece molekiil agirligina gére ayrilir ve molekiillerin alt birime sahip olup
olmadig1 belirlenir.Native-PAGE’ teknigi ise proteinlerin dogal yapilarini bozucu ajanlar
kullanilmadan yapilan yontem olup proteinlerin saflik derecesinin tayini icin kullanilir.
Laemmli (1970) tarafindan belirtilen yontemle SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE
elektroforezlerinde yigma jeli % 3’liikk ve ayirma jeli % 10’luk olacak sekilde iki

farkli akrilamid konsantrasyonuna sahip kesikli jeller hazirlanmigtir [133].

2.2.9.1 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile p-glukosidaz Enziminin Safiginin Kontrolii

SDS-PAGE teknigi Laemmli (1970)’ nin belirttigi sekilde uygulanarak
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) varliginda B-glukosidaz enziminin safliginin ve alt
birimlerinin kontrolii saglanmistir. SDS-PAGE tekniginde ayirma ve yigma jellerini
hazirlamadan 6nce, kullanilacak olan cam plakalar elektroforez sonunda jelin kolay
bir sekilde ayrilmasi igin saf su ve etil alkol ile iyice temizlenmistir. Temizlenen cam
plakalar arasina, plastik aralik olusturucu yerlestirilerek birbiri lizerine konulmus ve

elektroforez dokme aparatina sabitlenmistir. Bolim 2.1.2.8> deki gibi %10’ Iuk
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olacak sekilde hazirlanmis olan ayrima jeli, cam plakalar arasina tstten 2-3 cm
bosluk kalacak sekilde dokiilmiis ve jelin {ist yiizeyine saf su eklenmesiyle diiz bir
ylizey olusturulmustur. Ardindan ayirma jelinin igerisinde bulunan kimyasallarin
polimerlesmesi i¢in 1-2 saat kadar beklenmis ve siire sonunda saf su jele zarar
vermeden cam plakalar arasindan uzaklastirilmistir. Sonrasinda Bolim 2.1.2.8” de
belirtildigi sekilde %3’ liik olacak sekilde hazirlanan yigma jeli, polimerlesmesi
tamamlanmis olan ayirma jelinin {lizerine eklenmis ve taraklar zaman kaybetmeden
yigma jelinin zarar gormemesine dikkat edilerek cam plakalar arasina
yerlestirilmistir. 30 dk kadar yigma jelinin de polimerlesmesi beklendikten sonra
taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve olusan kuyucuklar saf su ile temizlenmistir.
Elektroforez tankina jellerin bulundugu cam plakalar yerlestirilmis ve ardindan bu
cam plakalarin tizeri Boliim 2.1.2.8° de belirtildigi sekilde hazirlanmis olan SDS’ 1i
tank tamponu ile kaplanmistir [133].

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenen 6rnekler birlestirilerek bir numune ¢6zeltisi elde edilmistir. Elde edilen bu
numune ¢ozeltisi, Bolim 2.1.2.8° de belirtildigi sekilde hazirlanmig olan numune
yiikleme tamponu ile toplam hacmi 50 pL olacak sekilde 1:1 oraninda birlestirilerek,
jele yiiklenmek {izere hazir hale getirilmistir. Ardindan standart protein ¢ozeltisinden
yani markerdan 5 pL alinarak, hazirlanan numuneler ile birlikte 95°C” de 5 dk
boyunca istya maruz birakilmistir. Sogumalar1 beklendikten sonra cam plakalar
arasinda olustrulan kuyucuklara yiliklenmistir. Yiikleme isleminin ardindan
elektroforez tankinin iist kapaginda bulunan ve elektrik akimini iletecek olan uglar
uygun sekilde baglanarak giic kaynagi 80 volta ayarlanmis ve yiiriitme islemi
baglatilmistir. Yigma jelindeki kuyucuklara yiiklenen marker ve orneklerin protein
bantlari, ayirma jeline ulasincaya kadar 80 voltluk elektrik akimi verilmeye devam
etmis, protein bantlarinin ayirma jeline ulagsmasiyla birlikte elektrik akimi 150 volta
yiikseltilmistir. Protein bantlari, ayirma jelinin bitimine yaklasik 1 cm kala elektrik

akimi kesilerek, yiiriitme islemi durdurulmustur [133, 134].

Yiiriitme islemi sona erdiginde Oncelikle cam plakalar dikkatli bir sekilde
elektroforez tankindan g¢ikarilmis ve bu cam plakalarin arasinda bulunan marker ve
orneklere ait protein bantlarmi igeren jeller zarar gormeyecek sekilde cam
plakalardan ayrilmistir. Ardindan jeller, iizerindeki protein bantlarinin net bir

bigimde goriilmesini saglayan ve Bolim 2.1.2.8” de belirtildigi sekilde hazirlanmis
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olan boyama c¢ozeltisi igerisine alinmustir. 1-2 saat siiresince diisiik devire ayarli
calkalamal1 inkiibatdrde ¢alkalanmis ve siire sonunda jelin zemin rengi agilana kadar
yikama c¢ozeltisi ile yikanmistir. Sonra tekrardan diisiik devire ayarli calkalamali
inkiibatorde ¢alkalanarak bantlarin belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasi saglanmistir.
Yikama ¢ozeltisinden ¢ikarilan jellerin goriintiileri, Jel Goriitilleme Sistemi (UVP)

yardimiyla bilgisayara aktarilmistir [133, 134].

2.2.9.2 Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (NATIVE-PAGE) ile B-

glukosidaz Enziminin Safliginin Kontrolii

NATIVE-PAGE teknigi de Laemmli (1970) nin belirttigi sekilde uygulanmis
olup, SDS-PAGE teknigindeki gibi p-glukosidaz enziminin safliginin ve alt
birimlerinin kontrolii saglanmistir. Boliim 2.1.2.9” da belirtildigi gibi 6n hazirliklar
yapilarak sirasiyyla NATIVE-PAGE aymma jeli ve NATIVE-PAGE yigma jeli
hazirlandi. Hazirlanan jeller cam plaklar arasina dokiilerek jel elektroforez tankina
yerlestirildi ve tankin alt ve iist kismma NATIVE-PAGE yiiriitme tamponu konuldu.
Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi sonucunda elde edilen ependorf igerisindeki
numunelerden yiiksek aktivite gosterenler birlestirilerek bir ¢ozelti olusturuldu.
Hazirlanan ¢ozelti 50 uL olacak sekilde 1:1 oraninda NATIVE-PAGE numune
yiikkleme tamponuyla karistirildi. Sadece molekiil agirlik standartlarini igeren standart
protein ¢oOzeltisinden yani markerdan 5 pL alindi ve hazirlanan bu numuneler
kuyucuklara yiiklendi. Diger agamalar SDS-PAGE tekniginde oldugu gibi yapildi ve
son olarak jel, renk agma ¢Ozeltisinin i¢inden ¢ikartildiktan sonra jel goriintiileme

sistemi (UVP) kullanilarak jel goriintiisii bilgisayara aktarildi [135, 136].

44



2.2.10 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastinlan p-glukosidaz

Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon kosullarinda gelistirilmis olan T.harzianum NRRL
13019 susundan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflagtirilan B-glukosidaz
enziminin biyokimyasal ve kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile; optimum pH’
1, optimum sicakligi ve termal kararliligi arastirilmig, Km ve Vmax, IC50, Ki

degerleri ve inhibisyon tipi tespit edilmistir.

2.2.10.1 Saf  p-glukosidaz Enziminin Optimum pH Degerinin

Belirlenmesi

T.harzianum NRRL 13019’ dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile
saflastirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla;
farkli pH degerindeki 25 mM Na-Ac Tamponu (pH 2,0; pH 3,0; pH 4,0; pH 5,0) ve
25 mM Sodyum Fosfat Tamponu (Na;HPO,4.2H,0) (pH 6,0; pH 7,0; pH 8,0; pH 9,0)
hazirlanmistir. Hazirlanan bu farkli pH degerindeki tampon ¢dzeltiler ile her bir pH

degeri i¢in ayr1 olacak sekilde 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi hazirlanmistir [52, 144].

Hazirlanan bu tampon ve substrat ¢ozeltileri kullanilarak B-glukosidaz enzim
aktiviteleri belirlenmistir. Bunun icin Oncelikle 96’ ik Well-platede 6rnek ve kor
kuyucuklart hazirlanmistir. Kor kuyucuklarina 70 pL farkli pH degerindeki tampon
cozeltiler ile 70 pL saf B-glukosidaz enziminden; 6rnek kuyucuklarma ise 70 pL
farkli pH degerindeki tampon ¢ozeltiler ile hazirlanmis olan substrat ¢ozeltileri ile 70
uL saf B-glukosidaz enziminden konulmis ve well-plate 37°C’ye ayarl inkiibatorde
30 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda kor ve 6rnek kuyucuklarinin her birine 70
uL reaksiyon durdurucu tampon (0,5M Na,COs) eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
410 nm’de kore karsi spektrofotometrik dlgiim yapilmistir. Olgiim sonunda elde
edilen degerler ve pPNPG standart grafigi kullanilarak enzim tinitesi (EU)
hesaplanmustir [52, 144].
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2.2.10.2 Saf B-glukosidaz Enziminin Optimum Sicakhk Degerinin

Belirlenmesi

T.harzianum NRRL 13019’ dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile
saflagtirilan  B-glukosidaz enziminin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi
amactyla; 25, 35, 45, 55, 65, 75 ve 85°C’ lerde aktivite dlglimleri yapilmistir. 8
farkli sicaklik degerindeki enzim aktivitelerini tespit etmek amaciyla, her bir sicaklik
degeri i¢in 96° lik well-platede ayr1 ayr1 6rnek ve kor kuyucuklar hazirlanmistir. Kor
kuyucuklarma 70 pL Na-Ac tampon ¢6zeltisi ile 70 pL saf B-glukosidaz enziminden,
ornek kuyucuklarina ise 70 pL pNPG substrat ¢ozeltisi ile 70 pL saf B-glukosidaz
enziminden konulmus ve hazirlanan well-plateler belirlenen sicakliklara ayarlanmis
inkiibatorlerde 30 dakika inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda kor ve ornek
kuyucuklarinin her birine 70 uL reaksiyon durdurucu tampon (0,5M Na,CO3)
eklenerek reaksiyon durdurulmus ve 410 nm’de kore karsi spektrofotometrik 6lgtiim
yapilmistir. Olgiim sonucunda elde edilen degerler ve pNPG standart grafik

kullanilarak enzim tinitesi (EU) hesaplanmustir [52, 144].

2.2.10.3 Saf p-glukosidaz Enziminin Termal Kararhih@inin Belirlenmesi

T.harzianum NRRL 13019’ dan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)
ile saflastirilan B-glukosidaz enziminin termal kararliligini belirlemek i¢in; saf (-
glukosidaz enzimi 45, 55, 65, 75 ve 85°C’ lere ayarli inkiibatorlerde ayri ayri
inkiibasyona birakilmistir. Baglangic enzim aktivitesi [O(s1fir) noktasi] olarak, 1s1 ile
etkilesime ugramamis olan saf B-glukosidaz enzim ¢ozeltisi kabul edilmistir. 45, 55,
65 ve 75°C’ deki termal kararliliklarin tespiti i¢in; saf B-glukosidaz enzimi belirlenen
sicakliklara ayarlanmis olan inkiibatorlerde inkiibasyona birakilarak her 10 dakikada
bir B-glukosidaz enzim aktivitesi Olglilmistiir. 85°C* deki termal kararliligin
tespitinde ise; saf p-glukosidaz enziminin 85°C’ de inkiibasyonu saglanmis ve 2
dakikada bir enzim aktivite Sl¢iimii yapilmistir. Olgiimlerin sonunda elde edilen
absorbans degerleri ile pNPG standart egrisi kullamilarak enzim iinitesi (EU)
hesaplanmistir [145, 146].
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2.2.10.4 Saf B-glukosidaz Enziminin Ky Vve Vpax Degerlerinin

Belirlenmesi

Saflagtirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH, optimum sicaklik ve
termal kararliliginin belirlenmesinin ardindan, enzimin PNPG substratina olan
ilgisini gosteren Ky Ve Vyax degerleri tespit edilmistir. Ky Ve Vmax degerlerinin tespiti
icin; enzim miktar1 sabit tutularak pNPG substratinin 5-70 pl arasinda farkli
konsantrasyon degerindeki aktiviteleri Ol¢lilmiis ve Olgiim sonuglarindan aktivite
degerleri (EU/mL) hesaplanmistir. Bu aktivite degerleri reaksiyon hizi [V] olarak
kabul edilerek Lineweaver-Burk grafiginin ¢iziminde kullanilacak olan 1/[V] degeri
ve substratlarin konsantrasyonlarindan [S] ise 1/[S] degerleri elde edilmistir. Tiim bu

elde edilen degerlerin Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir [33, 147].

Km Ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen denklem ile
bulunmus ve grafigin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vma degerinden Vmax degeri
belirlenmis olup, denklemde Km/Vimax degerinde Vyax yerine yazilarak Ky degeri
hesaplanmustir [33, 147].

2.2.10.5 Saflagtirllan  B-glukosidaz  Enziminin  1Csy  Degerlerinin

Belirlenmesi

Saflastirilan B-glukosidaz enziminin ICsy degerlerini belirlemek igin, enzim
aktivitesi lizerine glukoz ve d-glukonolakton inhibitorlerinin etkileri arastirilmis ve
0,01M konsantrasyondaki reaksiyon hacminde pNPG substratt  kullanilmistir.
Inhibitér bulunmayan ortamdaki B-glukosidaz enziminin aktivitesi %100 aktivite
olarak kabul edilmis olup, 1-60 pl arasinda degisen inhibitdr konsantrasyonlarindaki
B-glukosidaz enziminin aktivite degerleri ¢alisilmistir. Elde edilen bu degerlerden %
aktiviteler hesaplanarak % Aktivite-[] (Inhibitér konsantrasyonu) grafikleri
cizilmistir. Cizilen grafikler yardimiyla da enzim aktivitesini %50 oraninda azaltan

ICsp inhibitor konsantrasyonu degerleri hesaplanmistir [131].
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2.2.10.6 Saflastirllan  B-glukosidaz  Enziminin  K;  Degerlerinin

Belirlenmesi

Ki degerleri, pNPG substrati kullanilarak T.harzianum NRRL 13019 dan
saflagtirillan B-glukozidaz enzim aktivitesi iizerine &-glukonolakton ve glukozun
inhibisyon tipleri ile tespit edilmistir. K; degerlerinin belirlenmesinde ilk olarak,
inhibitér bulunmayan ortamda 5-70 pl arasinda farkli pNPG  substrat
konsantrasyonunda aktivite degerleri bulunmus ve bu sonuglardan 1/[V] degerleri
hesaplanmustir. 1/[V] ve 1/[S] degerleri ile Lineweaver-Burk grafigi cizilerek lg
dogrusu elde edilmistir. Her iki inhibitor maddenin ¢ farkli  sabit
konsantrasyonunda, pNPG substratinin 5-70 pl arasinda pNPG substrati ile farkli
konsantrasyonda aktivite degerleri belirlenmistir. Ug farkli inhibitér konsantrasyonu
varhginda, farkli substrat konsantrasyonuna karsilik gelen enzim aktiviteleri
kullanilarak 1/[V] ve 1/[S] degerleri hesaplanmis ve Lineweaver-Burk grafigi
gizilerek Ij, I, ve I3 dogrulari olusturulmustur. K; degerleri, Lineweaver-Burk
grafikleri ile hesaplanmis ve inhibisyon tipleri tespit edilmistir. K; degerleri yarismali
(kompetetif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta
olan -1/Ky (1+[1}/K;) ifadesi, yarismasiz (nonkompetetif) inhibisyon igin ise 1/[V]
eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[1]/K;) ifadesi, yar1 yarismali (unkompetitif)
inhibisyon tipi i¢in 1/[V] eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[I]/K;) ifadesi
kullanilarak  hesaplanmistir. K; degerlerinin hesaplanmasinda denklemlerde

kullanilan Ky Ve Vax degerleri inhibitorsiiz ortamdaki degerlerdir [131, 148].
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3. BULGULAR

3.1 Kati Besiyerinde Gelistirilen Mikrofungusun p-glukosidaz

Aktivitesinin Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 susunun p-glukosidaz enzim
aktivitesine sahip olup olmadigi belirlenirken; %5 Karboksimetil Seliiloz (CMC)
iceren Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri plaklarinin merkezine Trichoderma
harzianum NRRL 13019 susu inokiile edilmis ve 25°C” de 7 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda yapilan hidroliz zon tayini ile B-glukosidaz pozitif

olarak degerlendirilip deneylerde kullanilmasina karar verilmistir.

3.2  Mikrofungustan B-glukosidaz Enzim Uretimine Kati Substrat
Fermentasyon (KSF) Ortam Kosullarinin Etkisi

Calismamizda T.harzianum NRRL 13019 susundan 6giitiilmiis misir kogani
ile hazirlanmis olan KSF kiiltir ortaminda optimum kosullarda B-glukosidaz
enziminin iretimi i¢in, nemlendirme sivilarmin pH’1, sicaklik ve inkiibasyon siiresi
optimize edilen kosullardir. Optimize edilen her kosul bir sonraki asamada
sabitlenmis ve bdylece mikrofungusun yiiksek aktiviteli enzim direttigi optimum

kosuldaki gelisimi saglanmigtir.

3.2.1 Nemlendirme Sivilari ve Optimum pH’ nin Belirlenmesi

Optimizasyon iglemlerinin ilk asamasinda mikrofungusun B-glukosidaz
enzimini yiiksek aktivitede trettigi nemlendirme sivist ve optimum pH’ 1n
belirlenmesi i¢in 9 farkli pH’ daki nemlendirme sivilart kullanilmistir. Bu amag
dogrultusunda 6giitiilmiis misir kogani ile hazirlanmis olan KSF kiiltlir ortami; pH’ 1
4,0 ve 5,0 olan 0,2 M Sitrat, pH’1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 olan 0,2 M Sodyum Dihidrojen
Fosfat ve pH’ 18,5 ve 9,0 olan 0,2 M Disodyum Hidrojen Fosfat tamponu ile ortamin
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nem diizeyi %55 olacak sekilde ayarlanip 121°C’ de 20 dakika otoklavlanarak
sterilizasyonlar1 saglanmigtir. T.harzianum NRRL 13019’ un siv1 kiiltiiriiniin 3 mL’
si, hazirlanan bu KSF Kkiiltiir ortamlarina inokiile edilerek 30°C’ de 7 giin siiresince
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda Boliim 2.2.4° de anlatildig1 sekilde
kismi saflastirilmis enzimler elde edilmis ve P-glukosidaz aktivite Ol¢iimleri

yapilmustir.

Aktivite 6l¢iim sonuglarina gore, T.harzianum NRRL 13019’ dan KSF kiiltiir
ortaminda elde edilen B-glukosidaz enziminin optimum oldugu iiretim kosulu pH’ 1
7,0 olan 0,2M Sodyum Dihidrojen Fosfat tamponu oldugu tespit edilmistir (Tablo:
3.1, Sekil: 3.1).

Tablo 3.1 KSF kiiltiir ortaminda farkli pH” lardaki nemlendirme sivilarinin T.harzianum

NRRL 13019 B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Nemlendirme sivilarimin pH’ 1 B-glukosidaz enzim aktivitesi (EU)
T.harzianum
pH 4,0 1028,4552
pH 5,0 646,3414
pH 6,0 584,0108
pH 6,5 771,0027
pH 7,0 1391,5989
pH 7,5 1192,4119
pH 8,0 1131,4363
pH 8,5 1158,5365
pH 9,0 979,6747
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Sekil 3.1 KSF Kkiiltiir ortaminda farkli pH’ lardaki nemlendirme sivilarimin T.harzianum

NRRL 13019 B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine etkisini gosteren grafik

3.2.2 Inkiibasyon Sicakliginin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi amaci ile KSF Kkiiltiir
ortaminda gelistirilen T.harzianum NRRL 13019 un 5 farkli sicaklikta
inkiibasyonlar1 saglanmistir. Bu amagla bir 6nceki asamada belirlenen pH’ 1 7,0 olan
0,2M Hidrojen Fosfat tamponu ile KSF kiiltiir ortamlari nemlendirilmis ve 121°C’ de
20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Hazirlanan bu KSF kiiltiir ortamlarina
T.harzianum NRRL 13019’ un s1v1 kiltiirinden 3 mL inokiile edilerek 25, 30, 35, 40
ve 45°C” ye ayarlanmis inkiibatorlerde 7 giin siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sliresinin sonunda P-glikosidaz aktivite Olgimleri yapilarak T.harzianum NRRL
13019 un optimum inkiibasyon sicakligi 25°C olarak belirlenmistir (Tablo: 3.2,
Sekil: 3.2).

51



Tablo 3.2 KSF Kkiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon sicakliklarinin T.harzianum NRRL 13019

B-glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

Inkiibasyon sicakhig1 (°C) | B-glukosidaz aktivitesi (EU)
T.harzianum
25°C 2399,7289
30°C 1940,3794
35°C 1498,6449
40 °C 79,9457
45 °C 70,4607

3000 -
—&—T.harzianum NRRL 13019

-2
Lh
[}
o}

g
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o}

—
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2
L]}
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125 °C 30 °C 35 °C 40 °C 45 °C
Sicakhik Arahg °C

Sekil 3.2 KSF kiiltiir ortaminda farkl inkiibasyon sicakliklarinin T.harzianum NRRL 13019

B-glukosidaz enzim aktivitesine etki grafigi

3.2.3 Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Optimizasyon islemlerinin son asamasinda KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen
T.harzianum NRRL 13019’ un enzim aktivitesinin maksimum oldugu inkiibasyon
siiresi belirlenmistir. Bu amacla KSF kiiltiir ortamlari, 6nceki basamakta belirlenen

pH’ 1 7,0 olan 0,2M Disodyum Hidrojen Fosfat tamponu ile nemlendirilerek
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otoklavda steril edilmistir. Daha sonra hazirlanan KSF ortamlarina T.harzianum
NRRL 13019 susunun sivi kiiltiiriinden 3° er mL inokiile edilerek bir 6nceki asamada
belirlenmis olan inkiibasyon sicakliginda (25°C) gelisimleri saglanmistir. Ardindan
inkiibasyonun 4.giiniinden itibaren elde edilen kismi saflastirilmis B-glukosidaz
enzimlerinin aktivite olglimleri yapilmis ve sonuglara gore T.harzianum NRRL

13019’ un optimum inkiibasyon siiresi 7.giin olarak belirlenmistir.

Tablo 3.3 KSF kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinin T.harzianum NRRL 13019 -

glukosidaz enzim aktivitesine etkisi

Inkiibasyon Siiresi(Giin) T.harzianum NRRL 13019 -
glukosidaz enzim aktivitesi (EU)
4. Giin 1585,3660
5. Giin 1612,4660
6. Giin 1686,9920
7. Giin 1696,4770
8. Glin 1536,5850
9. Giin 1478,3200
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Sekil 3.3 KSF kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinin T.harzianum NRRL 13019 B-

glukosidaz enzim aktivitesine etki grafigi

3.3  B-glukosidaz Enziminin Saflastirma Basamaklari

T.harzianum NRRL 13019 susundan optimum kosullarda B-glukosidaz
tiretimi igin KSF kiiltiir ortami, pH’ 1 7,0 olan 0,2M Disodyum Hidrojen Fosfat
tamponu ile nemlendirilerek 25°C° de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan KSF kiiltiir ortamina 75 mL saf su konularak calkalamali inkiibatorde 150
rpm’ de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve elde edilen 6ziit steril gazli bezden
stizillerek filtrat almmmistir. Daha sonra 4°C’de 10000 rpm’ de 10 dakika
santrifiijlenmis ve siire sonunda filtratin siipernatant kismi pellet kismindan
ayrilmistir. Elde edilen siipernatant, kismi saflastirilmis enzim kaynagi olarak
amonyum silfat tuzu ile ¢oktirme ve hidrofobik etkilesim kromatografisi ile

saflagtirma islemlerinde kullanilmistir.

3.3.1 Amonyum Siilfat Tuzu ile Coktiirme

T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin, amonyum  siilfat
¢cOktiirme araliginin belirlenmesi amaci ile, optimum kosullar altinda elde edilen
kismi saflagtirilmig enzime Bolim 2.2.8.1° de anlatildigt gibi 10 farkli aralik degeri
icin Tablo 3.4° de belirtilen miktarlarda amonyum siilfat tuzu [1,5 M, NH4(SO,)]

eklenmistir. Coktiirme isleminin ardindan elde edilen numunelerin B-glukosidaz
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aktiviteleri (EU) ve lowry yontemi ile protein (mg/mL) miktar1 dl¢timleri yapilmigtir
(Tablo 3.4). Olgiim sonuglar1 ile amonyum siilfat ¢oktiirme araligin1 gosteren grafik

cizilmistir (Sekil 3.4).

Tablo 3.4 T.harzianum NRRL 13019 amonyum siilfat ¢oktlirme araliginin belirlenmesinde

kullanilan degerler

Arallk  Coktiirme Hacim Kullanilan Protein Aktivite (U/ml)
Degeri Arahgi (ml) Amonyum Siilfat Miktari
Miktari (g) (mg/ml)
1 0-10 10,0 0,5140 166,6670 62,3310
2 10-20 10,0 0,5290 300,0000 14,9050
3 20-30 10,0 0,5460 233,3330 33,8750
4 30-40 10,0 0,5630 466,6670 44,7150
5 40-50 10,5 0,6110 266,6670 559,6210
6 50-60 10,5 0,6320 666,6670 313,0080
7 60-70 10,5 0,6540 533,3330 67,7510
8 70-80 10,5 0,6780 1033,3330 32,5200
9 80-90 10,5 0,7030 533,3330 37,9400
10 90-100 10,5 0,7310 133,3330 13,5500

Olgiim sonuglari ile elde edilen verilerden (Tablo 3.4) yararlanarak Sekil 3.4°
deki amonyum siilfat ¢oktiirme araligi-p-glukosidaz aktivitesi-protein miktar: grafigi
cizilmistir. Cizilen bu grafige gore B-glukosidaz enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %40-70 olarak belirlenmis ve
saflastirmanin ikinci asamasi olan Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile
saflagtirma basamaginda kismi saflastirilmis B-glukosidaz enzimine %40-70 tuz

konsantrasyonunda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir.
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Sekil 3.4 T.harzianum NRRL 13019 amonyum siilfat ¢oktiirme araligini gosteren grafik

3.3.2 B-glukosidaz Enziminin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
(HIC) Kullanilarak Saflastirilmasi

KSF ortaminda optimum kosullarda T.harzianum NRRL 13019’ dan elde
edilen kismi saflagtirilmis B-glukosidaz enzimine %40-70 araliginda amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapilmistir. Coktiirme sonucu elde edilen ¢6zelti Sepharose-4B-L-tirozin-
l-naftilamin jelini igeren kolona yiiklenmis ve kolondan gecen numuneler,
numaralandirilarak 2 mL’ lik ependorf tiiplere alinmistir. Kromatografi sonunda
ependorf tiiplerin icerisine alinan numunelerin B-glikosidaz enzim aktivitesi ve
Warburg Metodu ile 280 nm’ deki kalitatif protein analizleri yapilmis ve elde edilen
Ol¢iim sonugclar ile B-glikosidaz enziminin eliisyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.5).
Grafikteki verilere gore yiiksek aktiviteye sahip olan numaralandiriimig ependorf
tiipleri tespit edilerek bu tiiplerin Lowry yontemi ile kantitatif protein miktarlar
belirlenmis ve biitlin bu sonuglardan yararlanarak T.harzianum NRRL 13019 B-

glikosidaz enziminin saflagtirma tablosu olusturulmustur (Tablo 3.5).
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Sekil 3.5 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi kolonunda T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin eliisyon grafigi
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Tablo 3.5 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilen B-glukosidaz enzimi saflagtirma tablosu

HACIM  AKTIVITE PROTEIN TOTAL TOTAL SPESIFIiK % SAFLASTIRMA
Basamak (mL) (EU/mML) MIKTARI  AKTIiVITE PROTEIN AKTIVITE VERIM KATSAYISI
(mg/mL) (EU/mL) (mg) (EU/mg)
HAM 50 945,7990 0,5265 47289,9720 26,3250 1796,3900 100 1
EKSTRAKT
AMONYUM SULFAT 3,5 928,1840 0,3365 3248,6440 1,1777 2758,4640 6,8696 1,5355
COKTURMESI
HiIDROFOBIK 2 4261,5176 0,0815 8523,0350 0,1630 52288,5580 18,0229 29,1075
ETKILESIM
KROMATOGRAFISI
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T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin saflastirma tablosunda
(Tablo 3.5), amonyum siilfat ¢okiirmesinin total aktivitesi 3248,644 (EU/mL) protein
miktart ise 1,1777 (mg) olarak belirlenmis ve %06,8696 verimle 1,5355 Kkat
saflagtirtlmistir. Tablo 3.5’ den elde edilen verilerden yararlanarak Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi ile T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin total
aktivitesi 8523,035 (EU/mL), protein miktar1 0,163 (mg) olarak belirlenmis ve
%18,0229 verimle 29,1075 kat saflastirildig1 hesaplanmustir.

3.4  T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastinlan p-glukosidaz
Enziminin NATIVE/SDS-PAGE Teknigi ile Safhgimn ve Alt

Birimlerinin Varhgimin/Sayisimin Kontrolii

NATIVE ve SDS-PAGE poliakrilamid jel elektroforez teknigi kullanilarak
T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin safligi, alt
birimlerinin varlig1 ve sayisi kontrol edilmistir. Bu teknigin uygulanmasinda Bolim
2.2.9’ daki yol izlenmis ve jel goriintiileri, protein bantlarinin net bir sekilde

goriilebilmesi amaciyla jel goriintiileme sistemi (UVP) ile bilgisayara aktarilmigtir.
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P-glukosidaz M (ikDa)

M (kDa) B-glukosidaz

Sekil 3.6 Hidrofbik Etkilesim Kromatografisi ile T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilen
B-glukosidaz enziminin poliakrilamid jel elektroforezi goriintiileri (a) SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi, (b) Native-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz
enziminin SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE’de yaklasik 110 kDa hizasinda tek bant
gbzlenmistir (Sekil 3.6).

3.5 T.harzianum NRRL 13019 p-glukosidaz Enziminin Biyokimyasal

ve Kinetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon kosullarinda gelistirilen T.harzianum NRRL 13019’
dan Hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilarak saflagtirilan B-glukosidaz
enziminin biyokimyasal ve kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile; optimum pH’
1, optimum sicakligi ve termal kararliligr aragtirllmig, Ky Ve Vmax, 1Cso, Ki degerleri

ve inhibisyon tipi tespit edilmistir.
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3.5.1 T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz Enziminin Optimum pH

Degerinin Belirlenmesi

Saflagtirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi
amaci ile; farkli pH degerindeki tampon c¢ozeltiler ve bu tampon c¢ozeltiler ile
hazirlanan pNPG substratlar1 kullanilarak B-glukosidaz aktivite dl¢timleri yapilmistir.
Olgiim sonucunda elde edilen verilerden yararlanarak Sekil 3.7 daki B-glukosidaz
enziminin optimum pH grafigi ¢izilmis ve B-—glukosidaz enziminin optimum pH
degeri 4 olarak belirlenmistir. (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Saflagtirilan B-glukosidaz enziminin optimum pH grafigi

3.5.2 T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz Enziminin Optimum

Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Saflastirilan B-glukosidaz enziminin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi
amaci ile; farkli sicakliklarda inkiibasyonlari saglanan [-glukosidaz enziminin
aktivite dlciimleri yapilmistir. Olgiim sonucunda elde edilen verilerden yararlanarak
Sekil 3.8 deki B—glukosidaz enziminin optimum sicaklik grafigi ¢izilmis ve -
glukosidaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 65°C
olarak tespit edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Saflastirilan -glukosidaz enziminin optimum sicaklik grafigi

3.5.3 T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz Enziminin Termal

Kararhhginin Belirlenmesi

Saflastirilan B-glukosidaz enziminin termal kararliligini belirlemek igin; 5
farkli sicaklikta B-glukosidaz aktivite Ol¢limii yapilmis ve bu sonuglarma gore
T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan p—glukosidaz enziminin termal

kararlilik grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Saflastirilmig T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enzimi termal kararlilik
grafigi

T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirillan B-glukosidaz enziminin 120
dakikalik inkiibasyonunun ardindan yapilan dl¢iim sonuglarina gore; 45 °C igin %
57, 55 °C i¢in % 30, 65 °C i¢in % 8 ve 75 °C i¢in % 2 oranlarinda, 85 °C’ de ise 43
dakika (2580 saniye) aktivitesini korudugu belirlenmistir.

3.54 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastinlan p-glukosidaz

Enziminin Ky ve Vinax Degerlerinin Belirlenmesi

T.harzianum NRRL 13019’ un B-glukosidaz enziminin Ky ve Vmax degerleri
belirlenirken; pNPG substratinin 5-70 pl arasinda degisen konsantrasyonlarda 410
nm’ deki enzim aktivite dl¢iimleri yapilmistir (Tablo 3.6). Olgiim sonuglarindan elde
edilen aktivite degerleri ile reaksiyon hizlar1 (EU/mL) hesaplanmistir. Reaksiyon hiz1
(V) ile 1/[V] degeri, substrat konsantrasyonu [S] ile de 1/[S] degeri elde edilmistir.
Bu degerler ile Sekil 3.10° daki Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir.
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Tablo 3.6 T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin Ky ve Ve degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve
1/[S] degerleri

50mM Enzim Substrat Kuyudaki Kuyudaki AA (410nm)  Aktivite v 1/[S]
Na- Ac Cozeltisinin  Cozeltisinin Toplam Substrat (U/mi
tamponu Hacmi (pul) Hacmi (ul) Hacim Kons. dak)

(ul) (ul) [S](mM)
125 5 0,1190 0,6570 890,2439 0,0011 8,4030
120 10 0,2380 1,1260 1525,7450 0,0006 4,2010
115 15 0,3570 1,3430 1819,7830 0,0005 2,8010
110 20 0,4760 1,5620 2116,5310 0,0004 2,1000
105 25 0,5950 1,5550 2107,0460 0,0004 1,6800
100 30 0,7140 1,7110 2318,4280 0,0004 1,4000
95 70 35 210 0,8330 1,7940 2430,8940  0,0004  1,2000
90 40 0,9520 1,8810 2548,7800  0,0003 1,0500
85 45 1,0710 1,8970 2570,4610  0,0003 0,9330
80 50 1,1900 1,9530 2646,3410  0,0003 0,8400
75 55 1,3090 2,0000 2710,0270  0,0003 0,7630
70 60 1,4280 2,0950 2838,7530 0,0003 0,7000
65 65 1,5470 2,0260 2745,2570  0,0003 0,6460
60 70 1,6660 1,9920 2699,1870  0,0003 0,6000
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Sekil 3.10 T.harzianum NRRL 13019 p-glukosidaz enziminin Ky, ve V.« degerlerinde

kullanilan Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 3.7 T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin Ky, (mM), V. (EU) ve
V max/ Knm degerleri

Substrat Kwm (mM) Vmax (EU) VmaxKwm

PNPG 0,3340 3333,3340 9980,0410

3.5.5 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastinlan p-glukosidaz

Enziminin Genel inhibitorlerinin ICsg Degerlerinin Belirlenmesi

B-glukosidaz  enzimlerinin literatlirlerde  karsimiza en sik  ¢ikan
inhibitorlerinin D(+)Glukoz ve &-glukonolakton oldugu goriilmektedir. Bundan

dolayi bu iki inhibitor maddenin f-glukosidaz enzimi iizerine etkileri incelenmistir.
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3.5.5.1 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastirilan p-glukosidazin

Inhibitorii Olan -Glukonolaktonun I1Cs Degerinin Belirlenmesi

d-glukonolaktonun T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi incelenirken, pPNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu
1,25 mM kullanildi. 3-glukonolakton bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100
aktivite olarak alinmistir. 1Csy degeri belirlenirken 1-60 pl arasinda degisen inhibitor
konsantrasyonlarda enzim aktivite degerleri bulunmus ve bu degerlerin % aktiviteleri
hesaplanarak % aktivite-[I] grafigi ¢izilmistir.
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Tablo 3.8 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflagtirilan B-glukosidaz enzimi tizerinde inhibisyon etkisi gésteren 3-glukonolaktonun 1Cs, degerlerinin

bulunmasinda kullanilan ¢dzelti miktarlari ve bu miktarlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari, substrat ve elde edilen sonuglar

50mM Na Ac inhibitor Enzim Substrat Inhibitor Kuyudaki Absorbans Aktivite % Aktivite
Tamponu Cozeltisini  Cozeltisinin  Cozeltisini Inhibitor Farki (AA) (U/ml dak)
(ul) n Hacmi (ul) n Hacmi Konsantrasyonu (410 nm)
Hacmi (ul) (nl) (mM) (*100000)

60 0 - 2,0600 1720,9690 100
59 1 0,4464 1,9530 1631,5790 94,8058
59 1 0,8929 1,9580 1635,7560 95,0485
59 1 1,7857 1,8890 1578,1120 91,6990
59 1 3,5714 1,8330 1531,3280 88,9805
58 3 8,9286 1,5890 1327,4850 77,1359
55 5 17,8571 1,4570 1217,2100 70,7281
53 8 26,7857 1,3330 1113,6170 64,7087
50 10 35,7143 1,2310 1028,4040 59,7572
45 15 53,5714 0,9340 780,2840 45,3398
40 dGlukonolakton 70 70 20 71,4286 0,7900 659,9830 38,3495
35 25 89,2857 0,7090 592,3140 34,4174
30 30 107,1429 0,5400 451,1280 26,2135
25 35 125,0000 0,4880 407,6860 23,6893
20 40 142,8571 0,3470 289,8910 16,8446
15 45 160,7143 0,3630 303,2580 17,6213
10 50 178,5714 0,4190 350,0420 20,3398

5 55 196,4286 0,4300 359,2310 20,8737

0 60 214,2857 0,3940 329,1560 19,1262
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Sekil 3.11 T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimi inhibitori 8-
glukonolakton ICsq degeri grafigi

Tablo 3.8 deki veriler kullanilarak &-glukonolaktonun pNPG substrati
varligindaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.11° daki gibi ¢izilmistir. Grafikteki
denklemden yararlanarak T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enzim aktivitesi

tizerine d-glukonolaktonun 1Csy degeri, 8,64 mM olarak hesaplanmustir.

3.55.2 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastirilan p-glukosidazin

Inhibitorii Olan D(+)Glukozun I1Cs Degerinin Belirlenmesi

D(+)-Glukozun T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi incelenirken, pNPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu
1.25 mM kullanilmistir. D(+)Glukoz bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %2100
aktivite olarak alinmustir. 1Cso degeri belirlenirken 1-60 pl arasinda degisen inhibitor
konsantrasyonlarda enzim aktivite degerleri bulunmus ve bu degerlerin % aktiviteleri

hesaplanarak % aktivite-[I] grafigi ¢izilmistir.
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Tablo 3.9 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflagtirilan B-glukosidaz enzimi tizerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)Glukozun ICsy degerlerinin

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

50mM Na Ac  Inhibitér Enzim Substrat inhibitor Kuyudaki inhibitér ~ Absorbans Aktivite % Aktivite
Tamponu (ul) Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Konsantrasyonu Farki (AA) (U/ml dak)
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) (mM) (*100000) (410 nm)

60 - - 0,9320 1262,8730 100
59 1 0,4464 0,8930 1210,0270 95,8154
59 1 0,8929 0,8660 1173,4420 92,9184
59 1 1,7857 0,8470 1147,6960 90,8798
59 1 3,5714 0,8270 1120,5960 88,7339
58 3 8,9286 0,7600 1029,8100 81,5450
55 5 17,8571 0,6270 849,5930 67,2746
53 D(+) Glukoz 70 70 8 26,7857 0,6060 821,1380 65,0214
50 10 35,7143 0,5200 704,6070 55,7939
45 15 53,5714 0,4260 577,2360 45,7081
40 20 71,4286 0,3760 509,4850 40,3433
35 25 89,2857 0,3110 421,4090 33,3691
30 30 107,1429 0,2440 330,6230 26,1802
25 35 125,0000 0,2270 307,5880 24,3562
20 40 142,8571 0,1850 250,6780 19,8497
15 45 160,7143 0,1300 176,1520 13,9485
10 50 178,5714 0,1190 161,2470 12,7682
5 55 196,4286 0,0960 130,0810 10,3004
- 60 214,2857 0,0890 120,5960 9,5493
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Sekil 3.12 T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin inhibitorii
D(+)glukoz ICsq degeri grafigi

Tablo 3.9° daki veriler kullanilarak D(+)-Glukozun pNPG substrati
varligindaki % Aktivite-[I] grafigi Sekil 3.12° deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki
denklemden yararlanarak T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enzim aktivitesi

tizerine D(+)Glukozun ICsp degeri, 4,95 mM olarak hesaplanmistir.

3.5.6 T.harzianum NRRL 13019’ dan Saflastinlan p-glukosidaz
Enziminin Genel Inhibitérlerinin Inhibisyon Tipinin ve K; Degerinin

Belirlenmesi

B-glukosidazlarin genel inhibitorii olan, D(+)-Glukoz ve &-glukonolakton
inhibitorleri kullanilarak T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enzimlerinin

inhibisyon tipleri ve K; degerleri belirlenmistir.
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35.6.1 T.harzianum NRRL 13019 icin p-glukosidazlarin Genel
Inhibitérii Olan §-glukonolaktonun Inhibisyon Tipinin ve K

Degerinin Belirlenmesi

T.harzianum NRRL 13019 p-glukosidaz enziminin &-glukonolakton
inhibitoriine kars1 K; sabiti belirlenirken, 6ncelikle inhibitorsiiz reaksiyon ortaminda
farkli pNPG substrat konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteler bulunmustur.
Ardindan 1,70.10° mM ve 5,3.10° mM sabit d-glukonolakton konsantrasyonlarindaki
ve pNPG substratinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktiviteleri belirlenmistir
(Tablo 3.10;Tablo 3.11;Tablo 3.12). Bu degerlerden 1/V ve 1/[S] degerleri
hesaplanarak Lineweaver—Burk grafiginde I; ve I, dogrulari ¢izilmis (Sekil 3.13) bu

grafikten yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tipleri tespit edilmistir.
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Tablo 3.10 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren §-glukonolaktonun K;degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bu miktarlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari, substrat ve elde edilen sonuglar

50mM Na-
Ac . .. .. . . . Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki .

Tamponu I;Z_lnaz;m ((:;:IZ) Subs'c(;zliHacml I—f ;:r.r?i(z;zl.l) Tgfplam Sub)s/.Kons. inh%/Kons. ( 41%'?‘“) (U'A/‘rﬁ'\é';i ) v 1/[S]
(ml) Hacim (pl) [S](mM) [11(mM) '
120 10 0,2500 1,2190 1651,7620 0,0006 4,0000
115 15 0,3750 1,1430 1548,7800 0,0006 2,6667
110 20 0,5000 1,4370 1947,1540 0,0005 2,0000
105 25 0,6250 1,6410 22235770 0,0004 1,6000
100 30 0,7500 1,6920 2292,6830 0,0004 1,3333
95 35 0,8750 1,7720 2401,0840 0,0004 1,1428
90 70 40 0 280 1,0000 0 1,8660 2528,4550 0,0003 1,0000
85 45 1,1250 1,8390 2491,8700 0,0004 0,8889
80 50 1,2500 1,8560 2514,9050 0,0003 0,8000
75 55 1,3750 1,8450 2500,0000 0,0004 0,7272
70 60 1,5000 2,1850 2960,7050 0,0003 0,6667
65 65 1,6250 1,8350 2486,4500 0,0004 0,6153
60 70 1,7500 1,9080 2585,3660 0,0003 0,5714
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Tablo 3.11 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren §-glukonolaktonun K;degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bu miktarlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari, substrat ve elde edilen sonuglar

50 mM
Na-Ac Enzim Céz.  Subs. Coz. inh. Coz.
Tamponu  Hacmi (ul) Hacmi (pl) Hacmi (ul)

Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki Aktivite
Toplam Subs. Kons.  Inh. Kons.  AA (410 nm) (Uiml dak) 1V 1/[S]
Hacim (ul)  [S] (MM) [1] (mM)

(ul)

115 10 0,2500 0,4310 584,0108 0,0017 4,0000
110 15 0,3750 0,6440 872,6287 0,0011 2,6667
105 20 0,5000 0,7440 1008,1300 0,0009 2,0000
100 25 0,6250 0,8220 1113,8210 0,0008 1,6000
95 30 0,7500 0,9520 1289,9730 0,0007 1,3333
90 35 0,8750 0,9530 1291,3280 0,0007 1,1428
85 70 40 5 280 1,0000 1,70.10° 1,0430 1413,2790 0,0007 1,0000
80 45 1,1250 1,0710 1451,2200 0,0006 0,8889
75 50 1,2500 1,1470 1554,2010 0,0006 0,8000
70 55 1,3750 1,3030 1765,5830 0,0005 0,7272
65 60 1,5000 1,2660 1715,4470 0,0005 0,6667
60 65 1,6250 1,3430 1819,7830 0,000 0,6153
55 70 1,7500 1,4780 2002,7100 0,0004 0,5714
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Tablo 3.12 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflastirilan B-glukosidaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren §-glukonolaktonun K;degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bu miktarlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari, substrat ve elde edilen sonuglar

oMM Na: A Enzim C6z.  Subs.Coz. o KTug:g?:I S om ot [ e W 1[S]
ponu (ul)  Hacmi (ul) (nD) (ul) Hacim(ul) [S] (MM) (MmM) ( ) ( )
80 10 0,2500 02090 2831978 00035  4,0000
70 20 0,5000 03910 5208103 00018  2,0000
65 25 0,6250 04130 5506206 00017 16000
60 30 0,7500 04950 6707317 00014  1,3333
55 35 0,8750 05630 7628726 00013 11428
50 70 40 o 260 1,0000 53.107 05780 7831978 00012 1,000
45 45 1,1250 06370 863143 00011 0,888
40 50 1,2500 07000 9485095 00010 0,800
35 55 1,3750 08200 11233060 00008  0,7272
30 60 1,5000 08330 11287260 00008  0,6667
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Sekil 3.13 T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimine, pNPG
substrat1 varliginda, 3-glukonolakton inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burg

grafigi

Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 3.13), 8-glukonolaktonun T.harzianum
NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin, pNPG substrati varliginda, kompetative
(yarismali) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. 6-glukonolakton [l1]=
1,70.10°mM ve [l;]= 1,07.10 mM olarak iki farkli konsantrasyonundaki aktiviteler
kullanilarak ¢izilen grafikten (Sekil 3.13) K; degerinin 3,9x107+2,0x10°® oldugu

hesaplanmuistir.
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3.5.6.2 T.harzianum NRRL 13019 Iicin p-glukosidazlarin Genel
Inhibitérii Olan D(+)Glukozun Inhibisyon Tipinin ve K

Degerinin Belirlenmesi

T.harzianum NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin D(+)glukoz inhibitoriine
kars1 K; sabiti belirlenirken, dncelikle inhibitorsiiz reaksiyon ortaminda farkli pNPG
substrat konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteler bulunmustur. Ardindan
D(+)glukozun 1,70.10° mM ve 1,07.10* mM sabit konsantrasyonlarindaki ve pNPG
substratinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktiviteleri belirlenmistir (Tablo
3.13;Tablo 3.14). Bu aktivitelerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver—
Burk grafiginde I; ve 1, dogrularn ¢izilmis (Sekil 3.14) bu grafikten yararlanarak K;

degerleri ve inhibisyon tipleri tespit edilmistir.
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Tablo 3.13 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflastirilan B-glukosidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)Glukozun K; degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bu miktarlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari, substrat ve elde edilen sonuglar

50mM

Na-Ac  Enzim Coz Subs.Céz. inh.Coz. KT“y”dak' Kuyudaki — Kuyudaki AA Aktivite
. : . oplam Subs.Kons.  Inh. Kons. 1w 1/[S]
Tar(nplu;)nu Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacim () [S)(mM) [1](mM) (410 nm) (U/ml dak.)

n

125 5 0,1250 0,5820 788,6178 0,0012  8,0000
115 15 0,3750 1,0500 1.422,7642 0,0007  2,6667
110 20 0,5000 1,4560 1.972,8997 0,0005  2,0000
105 25 0,6250 1,6620 2.252,0325 0,0004  1,6000
95 70 35 0 280 0,8750 0 1,7700 2.398,3739 0,0004  1,1428
90 40 1,0000 1,8860 2.555,5555 0,0003  1,0000
80 50 1,2500 1,8650 2.527,1002 0,0004  0,8000
65 65 1,6250 1,8510 2.508,1300 0,0004  0,6153
60 70 1,7500 1,9210 2.602,9810 0,0003  0,5714
120 5 0,1250 0,3930 532,5203 0,0018  8,0000
110 15 0,3750 0,6350 860,4336 0,0011  2,6667
100 25 0,6250 0,8320 1.127,3712 0,0008  1,6000
95 30 0,7500 0,9600 1.300,8130 0,0007  1,3333
85 70 40 5 280 1,0000 1,70.10° 1,0330 1.399,7290 0,0007  1,0000
80 45 1,1250 1,0810 1.464,7696 0,0006  0,8889
70 55 1,3750 1,3120 1.777,7777 0,0005  0,7272
65 60 1,5000 1,2760 1.728,9972 0,0005  0,6667
55 70 1,7500 1,4770 2.001,3550 0,0005 0,5714
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Tablo 3.14 T.harzianum NRRL 13019’ dan elde edilerek saflastirilan B-glukosidaz enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren D(+)Glukozun K; degerinin

bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bu miktarlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari, substrat ve elde edilen sonuglar

50m2/(|) Ne- Enzim Coz.  Subs.Coz.  inh.Coz  uyudaki Kuyudaki — Kuyudaki inh. AA Aktivite

Tamponu  Hacmi(u)  Hacmi(ul)  Hacmi (ul) szglf(?l) S“b?'m*f\jl’;‘ [S] K(orgls\./lgl] @10nm)  (Uiml dak) w UIS]
(uD)
80 10 0,2500 0,2950 399,7290 00025  4,0000
70 20 0,5000 0,3560 482,3848 0,0020  2,0000
65 25 0,6250 0,3950 535,2303 00018 1,600
60 70 30 40 280 0,7500 1,07.10" 0,4210 570,4607 00017 123333
55 35 0,8750 0,4850 657,1815 00015 1,428
45 45 1,1250 0,5330 722,202 00013 08889
35 55 1,3750 0,6840 926,8292 00010 07272
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Sekil 3.14 T.harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzimine, pNPG
substrat1 varliginda, D(+)glukoz inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk

grafigi

Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 3.14), D(+)glukozun T.harzianum
NRRL 13019 B-glukosidaz enziminin, pNPG substrati varliginda, nonkompetatif
(yarigmasiz) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi  belirlenmistir.  D(+)glukoz
[11]=1,70.10° mM ve [I2]=1,07.10* mM olarak iki farkli konsantrasyonundaki
aktiviteler kullamlarak ¢izilen grafikten (Sekil 3.14) Ki degerinin 2,6x10°+1,42x10°

oldugu hesaplanmustir.
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4. TARTISMA SONUC

Arastirmamizda diinyada genis bir yayilima sahip olan ve ¢ogunlukla toprak
mikrofungusu olarak bilinen Trichoderma cinsine ait Trichoderma harzianum tiirii
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Trichoderma harzianum’dan KSF teknigi ile
tarimsal yan iriin olan misir koganinin substrat olarak kullanimiyla B-glukosidaz
enzimi elde edilmis ve bu enzim saflastirilarak biyokimyasal, elektroforetik ve

kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi saglanmuistir.

B-glukosidaz enziminin saflastirma islemi sirasiyla, amonyum siilfat
coktiirmesi ve Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (Sepharose-4B-L-Tirozin-1-
Naftilamin) yontemleri kullanilarak iki basamakta gerceklestirilmistir. Saflastirilan
B-glukosidaz enziminin SDS ve Native Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile saflig1 ve
alt birimlerinin varligi/sayisi kontrol edilerek elektroforetik 6zellikleri belirlenmistir.
Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin
biyokimyasal oOzellikleri ise optimum pH, optimum sicaklik ve enzimin termal
kararliligr ile tespit edilmis olup bu enzimin kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi igin
de K ve Vmax degerleri incelenmistir. Bunun yani sira B-glukosidaz enziminin genel
inhibitorleri olan D(+)glukoz ve 6-glukonolaktonun saflastirilan enzim aktivitesine
olan inhibisyon etkisi p-nitrofenil-p-D-glukopiranosit (pNPG) substrati varliginda
tespit edilmistir.

Tezin ilk basamaginda Trichoderma harzianum NRRL 13019 susu, %5
Karboksimetil Selilloz (CMC) igeren Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri
plaklarina inokiile edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda yapilan hidroliz zon tayini
ile B-glukosidaz pozitif olarak degerlendirilip deneylerde kullanilmasina karar
verilmigtir. Saddler, (1982) ¢alismasinda baz seliilozik funguslara hidroliz zon tayini
uygulamis ve elde ettigi veriler 15181inda bu funguslar arasindan en fazla seliilaz
tireticisi fungusun Trichoderma viride ES8 susu oldugunu ve bunu Trichoderma
viride D43 susunun izledigini belirtmistir [149]. Benzer sekilde Devi ve Kumar
(2012) arastirmalarinda Aspergillus tiirtine ait 6 sus ile yaptiklart hidroliz zon tayini
sonucunda Aspergillus sp. PIW-1 ve Aspergillus sp. TSMW-1 izolatlarinin seliilaz
pozitif oldugunu rapor etmislerdir [150]. Prasad ve ark.,, (2013) ise Hint
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topraklarindan izole ettikleri Streptomyces griseorubens tiiriine ait 15 farkli izolat ile
gerceklestirdikleri hidroliz zon tayini sonucunda bu tiire ait St-1 susunun yiiksek
seliilaz aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir [151]. Shahriarinour ve ark.,
(2011) 7’ si Aspergillus ,3’ i Trichoderma olmak tizere 10 farkli izolat ile
gerceklestirdikleri hidroliz zon tayini sonucunda, en biiyiik hidroliz zonuna sahip
fungusu Aspergillus terreus R4 olarak belirlediklerini ¢aligmalart sonucunda rapor
etmislerdir [152]. Benzer bir calismada Rathore ve ark., (2014) fungus, bakteri, maya
ve aktinomiset olmak iizere 36 farkli mikroorganizma izolatini olusturduklar
hidroliz zonlar1 agisindan degerlendirmis ve Fusarium, Aspergillus, Penicillum,
Alternaria, Rhizopus ve Trichoderma cinslerine ait izolatlarin ¢ogunun seliilaz
pozitif oldugunu, bu cinslere ait Trichoderma koningii, Trichoderma resseii,
Aspergillus sp., Fusarium sp. ve Penicillium sp. tiirlerinin ise en fazla seliilaz

tireticisi funguslar oldugunu belirtmislerdir [153].

Uygun mikroorganizmanin se¢imi KSF icin olduk¢a Onem tasimaktadir.
Bununla birlikte KSF siirecini etkileyen birgok &nemli parametre vardir. Bunlar;
mikroorganizma i¢in uygun substrat se¢imi, ortamin nemlendirme sivisi ve pH’1,
inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresidir. Calismamizin bir sonraki basamaginda
KSF kiiltiir ortaminda tarimsal yan {irlin olan misir kogan1 ogiitiiliip 24 saat siire ile
kurutulduktan sonra kati substrat olarak kullanilmis ve yukarida bahsedilen
parametreler ¢alisilarak, B-glukosidaz enzim iiretimi i¢in mikrofungusun optimum

gelisme kosullart belirlenmistir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada B-glukosidaz enzimi, KSF ortaminda
ogitilmis musir koganinin kat1 substrat olarak kullanilmasi ile B-glukosidaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenen Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan
elde edilmistir. Liu ve Yang (2007) arastirmalarinda sirke liretim posast (100g) ve
bugday kepegini (150g) KSF’ de substrat olarak kullanarak Trichoderma koningii
AS3.4262° den optimum kosullarda seliilaz enzimi elde ettiklerini rapor etmislerdir.
Incelemeleri sonucunda seliilaz aktivitesinin yiiksek oldugu mikrofungusun gelisme
kosullar1 arastirilmis ve seliilaz enzimi i¢in, optimum sirke liretim posasi miktari
%40; optimum pH degeri 5,0; optimum sicaklik degeri 30°C; optimum inkiibasyon
sliresi ise 84 saat olarak kaydedilmistir [38]. Igbal ve ark., (2010) ise ¢aligmalarinda
bugday samanini KSF’ de substrat olarak kullanarak Trichoderma harzianum’ un

seliilaz enzim tiretimi i¢in optimum gelisme sicakligini 35°C, optimum pH degerini
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5,5 ve optimum inkiibasyon siiresini 7 giin olarak saptadiklarini belirlemislerdir.
Ayrica arastirmalarinda farkli nem miktarlarinin enzim {iretimine etkisini de
incelemisler ve KSF ortaminda %10-50 arasinda nem miktarlarin1 ¢alisarak, seliilaz
enzimi Uretimi i¢in nem miktarin1 %40 olarak tespit etmislerdir. Bunun yani sira
seliilaz enziminin tiretimi i¢in farkli inokulum miktarinin etkisini de arastirmislar ve
KSF ortaminin %5-25(v/v) arasinda inokulum miktarini deneyerek maksimum
seliilaz aktivitesi i¢in inokulum miktarint %10 (v/v) olarak saptamislardir [139].
Maurya ve ark., (2012) bugday kepegini KSF’ de substrat olarak kullanarak
Trichoderma reesei NCIM 992° den secliillaz enzimi elde ettikleri ¢alismalarinda
selillaz enzimi eldesi i¢in optimum kosullar1 belirlemisler ve optimum sicakligi
30°C, optimum pH’1 5,0 ve optimum inkiibasyon siiresini 6 giin, nem miktarlarini ise
%70 olarak rapor etmislerdir [154]. Wang ve ark., (2005) calismalarinda misir
samanint KSF’de substrat olarak kullanarak Trichoderma reesei LW1’ den optimum
kosullarda seliilaz elde etmislerdir. Arastirmalarinda FPase ve CMCase aktiviteleri
icin optimum mikrofungus gelisim kosullar1 arastirmislar ve optimum sicaklik
degerini 28°C, pH degerini 5,5 ve maksimum aktivitenin goézlendigi optimum
inkiibasyon siiresini ise 72 saat olarak belirlemiglerdir [155]. Nadagouda ve ark.,
(2016) ise piring kepegini KSF’ de substrat olarak kullanarak Trichoderma viride
GSG12’ den optimum kosullarda seliilaz elde ettiklerini yaptiklar1 ¢aligma ile rapor
etmislerdir. Arastirmalar1 sonucunda seliilaz eldesi i¢in optimum sicaklik degerini
32°C, optimum inkiibasyon siiresini 120 saat, optimum pH degerini 5,5, nem
miktarini %70 ve inokiilum miktarini 2x10® olarak tespit etmiglerdir [156]. Fatma ve
ark., (2010) yaptiklar1 c¢aligmalarinda KSF’ de piring samanint substrat olarak
kullanarak Trichoderma reesei F-418° den optimum kosullarda seliillaz elde
etmislerdir. Bu amagcla Trichoderma reesei F-418’in maksimum enzim {iretimi igin
optimum nem miktarimi %75, sicaklik degerini 284+2°C, nemlendirme sivist olarak
sodyum hidroksit, pH degerini 4,8 ve inkiibasyon siiresini 5 giin olarak
belirlemiglerdir [157]. Ghadi ve ark., (2011) calismalarinda piring kabugunun KSF’
de substrat olarak kullanilmi ile Trichoderma reesei PTCC 5142 susunun maksimum
selillaz enzimi aktivitesini belirlemek i¢in mikrofungus gelisim sicaklik degerini
30°C, optimum inkiibasyon siiresini ise 4 giin olarak rapor etmislerdir [140].
Calismamizda ise Ogiitilmiis misir koganinin KSF’ de substrat olarak
kullanimi ile Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan B-glukosidaz enzimi

eldesi i¢in; nemlendirme sivist Na;HPO,4 tamponu ve nem orani %55, optimum
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inkiibasyon sicaklig1 25°C, optimum pH degeri 7,0 ve optimum inkiibasyon siiresi 7
giin olarak belirlenmistir (Sekil 3.2;Sekil 3.1;Sekil 3.3). Elde edilen bu degerler
literatiir verileri ile karsilastirildiginda ise; maksimum enzim aktivitesi igin
Trichoderma harzianum NRRL 13019 susunun optimum gelisme sicakligi ve nem
isteginin literatiirlerde yer alan diger Trichoderma suslarmma gore daha diisiik,
inkiibasyon siiresinin biraz daha uzun ve pH degerinin ise nétral degerde oldugu
belirlenmistir.

Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan elde edilen kismi
saflastirilmis B-glukosidaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 ¢alismamizda
%40-70 olarak bulunmus ve sonraki saflastirma islemlerinde kismi saflastirilmisg
ekstrakta %40-70 doygunlugunda amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi uygulanmistir.
Onceki aragtirmalar B-glukosidaz enziminin saflastiriimasi igin kullanilan amonyum
stilfat ¢oktiirme araliklarinin farklilik gosterdigi gortilmektedir. Macris (1984)
Alternaria alternata’ dan optimum kosullarda elde ettigi f-glukosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme araligin1 %20-80, Rashid ve Siddiqui (1997) Aspergillus
niger NIAB280’ den ve Ramani ve ark., (2012) ise Penicillium funiculosum NCL1’
den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarini
sirastyla %55-70 ve %25-50 olarak belirlemislerdir [55, 158, 159]. Zhang ve ark.,
(2011) ise pB-glukosidaz enzimini Tolypocladium cylindrosporum Syzx4’ ten
optimum kosullarda elde etmisler ve elde ettikleri ham enzimi %80’ lik amonyum
siilfat ¢ozeltisinde bir gece bekletip sonrasinda santrifiijleyerek 6n saflagtirma

yapmuslardir [160].

Ayrica Amouri ve Gargouri (2006) filamentli bir fungus olan Stachybotrys
suglarindan, Liu ve ark., (2012) ise Aspergillus fumigatus Z5’ ten optimum
kosullarda elde ettikleri B-glukosidaz enzimine %80, Souza ve ark., (2010) ise
termofilik bir fungus olan Humicola insolens’ den elde ettikleri B-glukosidaz
enzimine %75, Madhu ve ark., (2009) da Aspergillus sydowii BTMFS 55’ ten
optimum kosullarda elde ettikleri B-glukosidaz enzimine %60 doygunlugunda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi uyguladiklarin1 yaptiklari ¢caligmalar ile rapor etmislerdir
[161, 162, 163, 164]. Tiim bu arastirmalar ile karsilastirildiginda, bizim ¢alismamiz
sonucunda belirlenen amonyum siilfat ¢Oktiirme araligmmin  (%40-70) bu
arastirmalarla bir benzerlik gostermedigi ve birkacina gore genis olmakla birlikte

geneline bakildiginda daha dar bir aralia sahip oldugu goriilmektedir.
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Arastirmamizda amonyum siilfat ¢oktiirme islemi sonunda Trichoderma
harzianum NRRL 13019 p-glukosidaz enzimi % 6,869 verimle 1,535 Kat
saflagtirtlmistir (Tablo 3.5). Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda belirlenen bu
parametrelerin yapilan farkli arastirmalarda; Alternaria alternata’ dan elde edilen f-
glukosidaz enziminin %72 verimle 1,8 kat; Tolypocladium cylindrosporum Syzx4’
ten elde edilen B-glukosidaz enziminin %70,27 verimle 1,38 Kkat; Aspergillus
fumigatus Z5° ten eclde edilen B-glukosidaz enziminin %92,8 verimle 1,1 Kat;
Humicola insolens’ den elde edilen B-glukosidaz enziminin %95 verimle 1,5 kat
saflastirildig belirlenmistir [55, 160, 162, 163].

Diger caligmalarda ise amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle Aspergillus
sydowii BTMFS 55’ ten, Penicillium simplicissimum H-11° den, Aspergillus
ochraceus MTCC 1810’ dan ve Aspergillus oryzae’ dan elde edilen B-glukosidaz
enziminin sirasiyla %4 verimle 2 kat, %49,8 verimle 1,12 kat; %81,73 verimle 1,94
kat %83 verimle 32,2 kat saflastirildigi belirtilmistir [164, 165, 166].

Bu arastirmalarin amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda enzimin % verim ve
saflastirma katsay1 sonuclarina bakildiginda degerlerin birbirinden fakli oldugu
goriilmekte olup, bu farkliligin ¢alisilan mikroorganizmadan, uygulanan amonyum
silfat miktarindan veya incelemelerin  yapildigt ortam  kosullarindan
kaynaklanabilecegini s6ylemek miimkiindiir.

Yapmis oldugumuz bu g¢aligmada amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi tekniginin kullanilmasiyla birlikte, saflagtirma
islemi iki basamakta gergeklestirilmistir. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
isleminde Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin hidrofobik jelinin kullanilmasiyla,
Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan elde edilen B-glukosidaz enzimi
%18,022 verimle 29,107 kat saflagtirilmistir (Tablo 3.5). Yun ve ark., (2001)
Trichoderma harzianum C-4 susundan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini amonyum
siilfat c¢oktiirmesi, Jel Filtrasyon, Anyon Degisim ve Kolon Kromatografisi
tekniklerini kullanarak %6 verimle 24,7 kat; Asic ve ark., (2015) Agaricus bisporus’
dan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin jelini
kullanarak Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile %4,05 verimle 10,12 kat; Nazir
ve ark., (2009) da Aspergillus terreus AN; susundan elde ettikleri ayni enzimi
Phenyl-Sepharose jelini kullanarak Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi teknigi ile
%9,19 verimle 76,6 kat saflastirdiklarin1 ¢alismalari sonunda rapor etmislerdir [52,

131, 109]. Literatiirlerde farkli organizmalardan elde edilen B-glukosidaz enziminin
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amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonunda birka¢ asamali kromatografik ydntemler
kullanilarak saflastirildiklar1 rapor edilmistir. Zhao ve ark., (2009) Cladosporium
fulvum’ dan elde etikleri B-glukosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan
Iyon Degisim Kromatografisi, Jel Filtrasyon Kromatografisi ve Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi tekniklerini kullanarak %6,8 verimle 540 kat saflagtirmiglardir [132].
Rashid ve Siddiqui (1997) Aspergillus niger NIAB280’ den elde ettikleri f-
glukosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan Hidrofobik Etkilesim,
Anyon Degisim ve Jel Filtrasyon Kromatografisi teknikleri ile %28 verimle 46,12
kat saflastirdiklarin1 ¢alismalarinda belirtmislerdir [158]. Qi ve ark., (2009) da
Aspergillus sp. MT-0204 susundan elde ettikleri B-glukosidaz enzimini amonyum
siilfat ¢oktiirmesi, Iyon Degisim ve Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi tekniklerini
kullanarak %24,5 verimle 23,44 kat saflastirmislardir [167]. Bhatti ve ark., (2006)
Aspergillus niger NFCCP’ den elde ettikleri B-glukosidaz enzimini amonyum siilfat
coktlirmesi sonunda Anyon Degisim ve Jel Filtrasyon Kromatografisi tekniklerini
kullanarak %28,43 verimle 7,50 kat; Bhat ve ark., (1993) Sporotrichum thermophile
IS 220’ den elde ettikleri B-glukosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesinin
ardindan Iyon Degisim ve Jel Filtrasyon Kromatografisi ile %46 verimle 16 kat;
Kitpreechavanich ve ark., (1986) Aspergillus fumigatus’ dan elde ettikleri B-
glukosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesinin sonunda Jel Filtrasyon, Iyon
Degisim ve Hidroksilapatit Kromatografisini kullanarak %22 verimle 131 kat
saflagtirdiklarin1 ¢alismalar1 sonucunda rapor etmislerdir [168, 169, 170]. Ayrica
Christakopoulos ve ark., (1994) Fusarium oxysporum F3’ den elde ettikleri [-
glukosidaz enzimini Jel Filtrasyon ve Iyon Degisim Kromatografisini kullanarak
%65,4 verimle 17,6 kat; Chirico ve Brown (1987) Trichoderma reesei QM9414° den
elde ettikleri B-glukosidaz enzimini Anyon ve Katyon Kromatografisini kullanarak
%31 verimle 250 kat; Workman ve Day (1982) Aspergillus terreus’ dan elde ettikleri
B-glukosidaz enzimini Iyon Degisim ve Afinite Kromatografisi ile %6 verimle 125
kat; Saibi ve Gargouri (2011) Stachybotrys microspora’ dan elde ettikleri f-
glukosidaz enzimini Iyon Degisim ve Jel Filtrasyon Kromatografisi tekniklerini
kullanarak %75 verimle 16 kat saflastirdiklarini yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda
rapor etmislerdir [134, 171, 172, 173]. Li ve ark., (2005) ise ¢alismalarinda Camellia
sinensis’den elde ettikleri B-glukosidaz enzimini aseton ve amonyum  siilfat
¢oktiirmesinin ardindan Iyon Degisim ve Sivi Kromatografisi tekniklerini kullanarak

%1,26 verimle 117 kat saflastirdiklarini rapor etmislerdir [174].
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Calismamizda Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan elde edilen f-
glukosidaz enziminin saflagtirma sonuglarini, Yun ve ark., (2001)’ nin ayni
organizmadan elde ettikleri B-glukosidaz enziminin saflastirma sonuglar1 ile
karsilastirdigimizda; hem % verimleri hem de saflastirma katsayilarinin bizim
calismamizda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu farkliligin sebebinin
kullanilan suslarin, ¢aligmalarin yapildigi ortam kosullarinin, uygulanan amonyum
siilffat doygunlugunun ve kullanilan kromatografi tekniklerinin farkli olmasindan

kaynaklandigini soyleyebiliriz.

Calismamizda misir kocaninin kati substrat olarak kullanilmasi ile
Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan KSF ortaminda optimum inkiibasyon
kosullarinda elde edilen ve iki asamada saflastirilan -glukosidaz enziminin safligini
ve alt birimlerinin varligi/sayisin1 kontrol etmek icin NATIVE/SDS poliakrilamid jel
elektroforezi yapilmistir. Sekil 3.6’ da goriildigi tizere Trichoderma harzianum
NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ve NATIVE-
PAGE’de yaklasitk 110 kDa hizasinda tek bant goézlenmistir. Yapilan farkl
calismalarda Pal ve ark., (2010) filamentli bir fungus olan Termitomyces clypeatus
MTCC 5091° den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 110 kDa;
Souza ve ark., (2010) termofilik bir fungus olan Humicola insolens’ den
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 55 kDa; Christakopoulos ve
ark., (1994) Fusarium oxysporum F3’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin
SDS-PAGE ile 110 kDa; Ramani ve ark., (2012) Penicillium funiculosum NCL1’ den
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile yaklagik 120 kDa; Rashid ve
Siddiqui  (1997) Aspergillus niger NIAB280’ den saflastirdiklart B-glukosidaz
enziminin SDS-PAGE ile 100 kDa; Nazir ve ark., (2009) Aspergillus terreus AN;
susundan saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 98 kDa; Zhao ve
ark., (2009) Cladosporium fulvum’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-
PAGE ile 97 kDa; Qi ve ark., (2009) Aspergillus sp. MT-0204" den saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 42 kDa; Bhat ve ark., (1993) Sporotrichum
thermophile IIS 220’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin SDS-PAGE ile 110
kDa molekiil agirligina sahip oldugunu belirtmislerdir [175, 163, 134, 159, 158, 109,
132, 167, 169].

Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan [B-glukosidaz

enziminin optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerleri belirlenmis ve pH
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degeri 4,0 ve sicaklik ise 65°C olarak tespit edilmistir (Sekil 3.7;Sekil 3.8). Farkli
arastiricilarin yaptiklar ¢alismalarda, Narasimha ve ark., (2016) Aspergillus niger’
den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin optimum pH degerini 5,0 , sicaklik
degerini 50°C; Ma ve ark., (2011) Aspergillus glaucus’ dan saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin optimum pH degerini 3,6 ve optimum sicaklik degerini 60°C;
Irshad ve ark., (2013) Trichoderma viride’ den saflastirdiklart B-glukosidaz
enziminin optimum pH ve optimum sicaklik degerlerini sirasiyla 6,0 ve 60°C; Pal ve
ark., (2010)’ nin Termitomyces clypeatus MTCC 5091’ den saflastirdiklar1 B-
glukosidaz enziminin optimum pH ve sicaklik degerlerini sirasiyla 5,0 ve 45°C;
Kitpreechavanich ve ark., (1986) Aspergillus fumigatus’ dan saflastirdiklart -
glukosidaz enziminin optimum pH degerini 4,5 ve optimum sicaklik degerini 65°C;
Yun ve ark., (2001) Trichoderma harzianum C-4’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz
enziminin optimum pH degerini 5,0 ve optimum sicaklik degerini 45°C;
Karnchanatat ve ark., (2007) Daldinia aschscholzii’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz
enziminin optimum pH degerini ve optimum sicaklik degerini sirasiyla 5,0 ve 50°C;
Bhatti ve ark., (2006) Aspergillus niger NFCCP’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz
enziminin optimum pH degerini 5,5 ve optimum sicaklik degerini 40°C; Okamoto ve
ark., (2011) Fomitopsis palustris BC315’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin
optimum pH degerini 2,5 ve optimum sicaklik degerini 55°C; Yan ve Lin (1997)
Aspergillus niger CCRC 31494’ den saflastirdiklar1 -glukosidaz enziminin optimum
pH degerini ve optimum sicaklik degerini sirasiyla 5,0 ve 55°C; Murray ve ark.,
(2004) Talaromyces emersonii CBS 814.70° den saflastirdiklari B-glukosidaz
enziminin optimum pH degerini 4,02 ve optimum sicaklik degerini 71,5°C; Wei ve
ark., (1996) Xylaria regalis’ den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin optimum pH
degerini ve optimum sicaklik degerini sirasiyla 5,0 ve 50°C; Pitson ve ark., (1997)
ise Acremonium persicinum QM107° den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin
optimum pH degerini 5,5 olarak tespit etmisler ve 50°C’ ye kadar aktivitesini
korudugunu rapor etmislerdir [33, 176, 177, 175, 170, 52, 129, 168, 178, 179, 180,
146, 181]. Bu veriler dogrultusunda farkli olganizmalarda B-glukosidaz enzim
aktivitesinin optimum oldugu pH degerinin genellikle 6’nin altinda ve optimum
sicaklik degerlerinin ise 50- 71,5 °C arasinda degistigini sOyleyebiliriz. Ayn1 sekilde
calismamizda kullandigimiz Trichoderma harzianum tiiriinden Yun ve ark., (2001)
nin elde ettikleri ayn1 enzimin optimum pH degeri 5, sicaklik degeri ise 45°C olarak

rapor edilirken, biz optimum pH’1t 4, sicakhigi ise 65°C olarak belirlemis
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bulunmaktayiz. Bu sonuglarda bize enzim eldesindeki calisma kosullarindaki
farkliligin ve aymi tiiriin farkli irklarinin bile enzimin optimum aktivite gosterdigi

biyokimyasal parametreler lizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

Ogiitiilmiis misir koganinin substrat olarak kullanildig1 KSF kiiltiir ortaminda
Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin
termal kararliligi da belirlenmistir. Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan
saflagtirilan B-glukosidaz enziminin 120 dakikalik inkiibasyonun ardindan yapilan
Olclim sonuglarina gore; 45 °C i¢in % 57, 55 °C i¢in % 30, 65 °C i¢in % 8 ve 75 °C
icin % 2 oranlarinda, 85 °C’ de ise 43 dakika aktivitesini korudugu tespit edilmistir
(Sekil 3.9). Souza ve ark., (2010) Humicola insolens’ den saflastirilan B-glukosidaz
enzimine sicakligin etkisini arastirmislar ve enzimin 50°C’ de 1 saate kadar
aktivitesinin stabil kaldigini ve 55°C” de ise yarilanma siiresinin yaklagik 44 dakika
oldugunu tespit etmislerdir [163]. Bai ve ark., (2013) Penicillium simplicissimum H-
11’ den saflastirilan B-glukosidaz enziminin 50°C’ de 4 saat aktivitesini korudugunu
fakat 80°C’ ye kadar olan yiiksek sicakliklarda enzimin denatiire oldugunu rapor
etmiglerdir [165]. Elshafei ve ark., (2011) Aspergillus terreus NRRL 265° den
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enziminin 50°C” de 2 saate kadar aktivitesinin stabil
kaldigini, 60°C’ de 1 saat boyunca aktivitesinin %82’ sini korudugunu, 70°C’ de 5
dakikalik siire sonunda aktivitesinin %83’ iinii korudugunu ve sonrasinda hizla
diistiigiinii, 80°C ve tizeri sicakliklarda ise enzimin aktivitesini tamamen kaybettigini
yaptiklart ¢alismada belirtmiglerdir [182]. Ahmed ve ark., (2015) ise Aspergillus
niger’ den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70°C
sicakliklarda termal kararliligini aragtirmiglar ve enzimin 55°C’ de 120 dakikalik
inkiibasyonun ardindan aktivitesinin %11 azaldigini rapor etmislerdir [145]. Wei ve
ark., (1996) ise 30, 40, 50, 60 ve 70°C sicakliklarda Xylaria regalis’ den
saflagtirdiklar1 ~ B-glukosidaz ~ enziminin termal kararliligimi  arasgtirmiglardir.
Saflagtirllan enzimin 50°C* de 30 dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan
aktivitesini %78 korudugu ancak 60°C ve tlizerindeki sicakliklarda ise aktivitesini
hizla kaybettigini tespit etmislerdir [146]. Bu sonuglara gore ayni enzimin farkl
sicaklik derecelerinde gosterdigi kararliligin elde edildigi mikroorganizma kaynagina

gore degisiklik gosterdigini sdyleyebiliriz.

Calismamizda Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan saflastirdigimiz -

glukosidaz enziminin Kkinetik parametreleride belirlenmistir. B-glukosidaz enziminin
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spesfik substratt pPNPG karsi ilgisini gosteren Ky, ve Vmax degerleri hesaplanmistir.
Saflastirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substrati i¢in Ky, degeri 0,3340 mM ve
Vmax degeri 3333,3340 EU olarak bulunmus, katalitik etkinliginin 6l¢iisii olan Vmax
/Km orani ise 9980,0410 olarak hesaplanmistir (Tablo 3.7). Bir enzimin Kinetik
ozelliklerinin belirlenmesinde 6nemli parametrelerden biri olan Ky, ve Vmax degerleri,
degisik substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilir. Bu degerler Michaelis-
Menten denkleminin ters c¢evrilmesiyle elde edilen Lineweaver-Burk denklemiyle
hesaplanir. Vpax degeri  enzim  konsantrasyonu sabit tutularak, substrat
konsantrasyonuna bagli maksimum hizi, Ky, degeri ise maksimum hizin yarisina
karsilik gelen substrat konsantrasyonunu ifade eder ve enzim ile substratin yapisina
bagli olarak degisir. Ayrica Ky, degeri enzimin substrata olan ilgisini gosterir ve bu
degerin kiiciik olmasi, daha diisiik substrat konsantrasyonunda enzimin maksimum
hiza ulastigin1 belirtir [2, 183, 47]. Birgok ¢aligmada farkli organizmalardan elde
edilen B-glukosidaz enzimini degisik metotlar kullanarak saflastirmis ve kinetik
parametrelerden olan Kp, ve Vmax degerlerini belirlemislerdir. Kalyani ve ark., (2012)
Neosartorya fischeri NRRL181’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG
substratina karst Ky, ve Vmax degerlerini sirastyla 68 mM ve 886 pmol mint mg-
protein™; Wei ve ark., (1996) Xylaria regalis’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz
enziminin pNPG substratina karst Ky, ve Vmax degerlerini sirastyla 1,72 mM ve 326
umol/min/mg; Narasimha ve ark., (2016) Aspergillus niger’ den saflagtirdiklar p-
glukosidaz enziminin pNPG substratina kars1 K, degerini 8,0 mM ve Vpnax degerini
166 umol/min/mg; Gao ve ark., (2010) Cladosporium fulvum’ dan saflastirdiklar1 -
glukosidaz enziminin pNPG substratina karst Ky Ve Vmax degerlerini 0,18mM ve
46,7 umol/min/mg; Ramachandran ve ark., (2012) Neosartorya fischeri NRRL181’
den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substratina kars1 Ky, degerini 2,8
MM Ve Vpax degerini 1693 U mg-protein™; Zahoor ve ark., (2011) Aspergillus niger
NRRL 599’ dan saflastirdiklar1 f-glukosidaz enziminin pNPG substratina kars1 Kn,
degerini 3,11 mM ve Vpa degerini 20,83 U/mg; Zhang ve ark., (2011)
Tolypocladium cylindrosporum Syzx4’ den saflagtirdiklar1 -glukosidaz enziminin
PNPG substratina karst Ky ve Viax degerlerini 0,85 mmol/L ve 85,23 mmol/(Ls);
Freer (1985) Candida wickerhamii NRRL Y-2563" den elde edilen B-glukosidaz
enziminin pNPG substratina kars1 Ky, Ve Vmax degerlerini 4,17 mM ve 794,0 olarak;
Qi ve ark., (2009) Aspergillus sp. MT-0204" den saflastirdiklart B-glukosidaz

enziminin pNPG substratina karsit Ki, Ve Vinax degerlerini 22.47 mM min'lmg'1 ve 5,2
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mM min™mg™ olarak belirlemislerdir [184, 146, 33, 185, 147, 186, 160, 187, 167].
Bazi arastiricilar ise farkli organizmalardan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin
Km Ve Viax degerlerini birden fazla substrat kullanarak belirlemislerdir. Amouri ve
Gargouri (2006) Stachybotrys sp.” den saflastirdiklar: B-glukosidaz enziminin K, ve
Vmax degerlerini, pPNPG basta olmak iizere sellobiyoz, salisin ve CMC substratlarini
kullanarak belirlemisler ve pNPG substratinn Ky, ve Vpax degerlerini sirasiyla 0,3
mM ve 78 U/mg olarak tespit etmislerdir [161]. Yan ve ark., (1998) da Aspergillus
niger CCRC 31494’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin K ve Vmax
degerlerini pNPG ve sellobiyoz olmak ftizere iki farkli substrat kullanarak
belirlemiglerdir. Bu iki substratin Ky, degerlerinin sirastyla 2,2 mM ve 15,4 mM;
Vmax degerlerinin ise 10,2 iinite/mg ve 464 iinite/mg oldugunu ¢alismalarinda rapor
etmislerdir [188]. Saibi ve Gargouri (2011) de ayn1 sekilde pNPG ve sellobiyoz
substratlarin1 kullanarak Stachybotrys microspora’ dan elde ettikleri B-glukosidaz
enziminin Ky, degerlerini 0,9 mM ve 1,9 mM olarak, V.« degerlerini ise 27,77 U/mg
ve 21,14 U/mg olarak belirlemislerdir [173]. Yan ve Lin (1997) ise Aspergillus niger
CCRC 31494’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin Ky ve Vyax degerlerini
PNPG ve pNPX (para-nitrofenil-B-D-ksilosit) substratlarina karsi arastirarak K
degerlerini 21,7 mM ve 14,2 mM; Vpnax degerlerini ise 124,4 U/mg ve 21,6 U/mg
olarak tespit etmislerdir [179]. Guo ve ark., (2016) Trichoderma reesei QM9414’
den saflagtirdiklart B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsi Ky Ve Vpax
degerlerini sirasiyla 2.48 + 0.75 ve 7.7 + 1.62 olarak, Vya/Km oranini ise 3,06;
Madhu ve ark., (2009) ise Aspergillus sydowii BTMFS 55° den saflastirdiklart -
glukosidaz enziminin pNPG substratina karst Ky, ve Vmax degerlerini 0,67 mM ve
83,3 U/mL olarak, Vma/Kny oranini ise 123,37; Patino ve ark., (1990) Penicillium
oxalicum 1331’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin pNPG substratina karsi
Km Ve Vmax degerlerini 0,37 mM ve 55,77 U mg'1 olarak, Vmax/Kn oranini ise 150,72
olarak rapor etmislerdir [189, 164, 190]. Calismamizin bu basamaginda Trichoderma
harzianum NRRL 13019’ dan saflagtirilan B-glukosidaz enziminin pNPG substratina
kars1 belirledigimiz Ky ve Vimax degerleri ile literatiirlerdeki degerlerin farklilik
gosterdigi ve bizim c¢alisgmamizda elde edilen Km degerlerinin literatiirlerdeki
sonuglara gore oldukg¢a diisilk, Vmax degerlerinin ise oldukca yiiksek oldugu
goriilmektedir. Km degerinin diisiik olmasi enzimin pNPG substratina ilgisinin fazla
oldugunu, Vpmax degerlerinin yiiksek olmasi ise enzimin substratt daha hizh

parcaladigin1 gdstermektedir. Literatiirlerde elde edilen enzimler ile kiyaslandiginda
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bu durum, bizim enzimimiz i¢in avantaj saglamakta ve bu avantaj enzimimizin

endiistriyel ¢caligmalar i¢in daha uygun oldugunu gdstermektedir.

Calismamizda &-glukonolaktonun pNPG substrati varliginda Trichoderma
harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesini yariya
diisiiren inhibitér konsantrasyonu olarak ifade edilen ICsp degeri ve enzim aktivitesini
azaltan inhibisyon tipi belirlenerek K; degerleri hesaplanmistir. Trichoderma
harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin §-glukonolakton
inhibitori icin ICsp degeri 8,64 mM; K; degeri 3,9X10'7ﬂ:2,0X10'8 olarak belirlenmis
ve yarismali (kompetatif) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
3.11;Sekil 3.13). Bu durum glukonolakton inhibitoriiniin, Trichoderma harzianum
NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin aktif bdlgesine baglanmak
icin substrat molekiilii ile yaristigr anlamina gelir [2]. Asic ve ark., (2015) Agaricus
bisporus’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukonolakton inhibit6rii
varliginda 1Csg ve K degerlerini sirasiyla 0,39 mM ve 7,2 uM olarak belirlemislerdir
[131]. Deshpande ve ark., (1978) Sporotrichum pulverulentum’ dan elde ettikleri -
glukosidaz enzimini saflagtirma basamaginda A ve B olmak {lizere iki sekilde
saflastirmislardir. Bu iki enzimin glukonolakton inhibitorii varliginda kompetatif
tipte inhibisyon etkisi gosterdigini ve K; degerlerinin sirastyla 3,5x107 ve 15x10”
oldugunu tespit etmislerdir [191]. Li ve ark., (2004) Orpinomyces PC-2’ den
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukonolakton inhibitoriiniin kompetatif tipte
inhibe ettigini ve K; degerinin 0,05 mM oldugunu belirlemislerdir [192]. Masson ve
Pellerin (1998) de Aspergillus niger’ den elde ettikleri B-glukosidaz enzimini
saflagtirma basamaginda B-glukosidaz enzimini A ve B olmak iizere iki sekilde
saflagtirmiglar ve bu iki enzimi glukonolakton inhibit6riiniin kompetatif tipte inhibe
ettigini ve K; degerlerinin sirasiyla 0,15 mM ve 0,005 mM oldugunu tespit
etmiglerdir [193]. Parry ve ark., (2001) Thermoascus aurantiacus IMI 216529 dan
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukonolakton inhibitoriiniin kompetatif tipte
inhibe ettigini ve K; degerinin 8,3 mM oldugunu rapor etmislerdir [148]. Yun ve ark.,
(2001) da Trichoderma harzianum C-4’ den saflastirdiklart B-glukosidaz enzimini
glukonolakton inhibitdrii varliginda kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerinin
1,8 uM oldugunu belirtmislerdir [52]. Lymarr ve ark., (1995) ise Phanerochaete
chrysosporium OGC101° den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukonolakton
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inhibitdriiniin kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerinin 0,004 mM oldugunu

tespit etmislerdir [194].

Ayrica caligmamizda B-glukosidaz enziminin diger bir inhibitdrii olan
D(+)glukozun pNPG substrat1 varliginda Trichoderma harzianum NRRL 13019’ dan
saflastirilan B-glukosidaz enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosterdigi I1Csg
degeri ve inhibisyon tipide belirlenerek K; degeri hesaplanmigtir. Trichoderma
harzianum NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin D(+)glukoz
inhibitori i¢in ICsp degeri 4,95 mM; K; degeri 2,6X10'3ﬂ:1,42X10'3 olarak belirlenmis
ve yarismasiz (nonkompetatif) tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 3.12;Sekil 3.14). Bu durum glukoz inhibitoriiniin Trichoderma harzianum
NRRL 13019’ dan saflastirilan B-glukosidaz enziminin substrat molekiilii ile
olusturdugu komplekse baglandigi anlamina gelir [2]. Lee ve ark., (2012)
Trichoderma reesei’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enziminin glukoz inhibitorii
varliginda ICsg degerini 48,5 mM olarak; Guo ve ark.(2016) ise Trichoderma reesei
QM9414’ den elde ettikleri B-glukosidaz enziminin glukoz inhibitdrii varliginda 1Csg
ve Kjdegerlerini sirasiyla 600 mM ve 50 mM olarak tespit etmislerdir [195, 189].
Bissett ve Sternberg (1978) Aspergillus phoenicis QM 329’ dan saflastirdiklar: f3-
glukosidaz enzimini glukozun kompetatif yonde inhibe ettigini ve K; sabitinin 1,8
mM oldugunu belirlemislerdir; Li ve ark., (2004) Orpinomyces PC-2’ den
saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukoz i¢in kompetatif tipte inhibe ettigini ve
Kj degerinin 3,6 mM oldugunu belirtmislerdir [196, 192]. Masson ve Pellerin (1998)
ise Aspergillus niger’ den elde ettikleri PB-glukosidaz enzimini saflagtirma
basamaginda A ve B olmak iizere iki sekilde saflastirmiglar ve bu iki enzimi glukoz
inhibitoriiniin kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerlerinin sirasiyla 2,5 mM ve
0,40 mM oldugunu belirlemislerdir [193]. Ng ve ark., (2010) Penicillium citrinum
YS40-5" den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukoz inhibitoriiniin kompetatif
tipte inhibe ettigini ve K; degerinin 17,59 mM oldugunu; Parry ve ark., (2001)
Thermoascus aurantiacus IMI 216529’ dan saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini
glukoz inhibitdriiniin kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerinin 0,29 mM
oldugunu; Smith ve Gold (1979) Phanerochaete chrysosporium ME446° dan
saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukoz inhibitoriiniin kompetatif tipte inhibe
ettigini ve K; degerinin 5,0x10* M oldugunu; Yun ve ark., (2001) Trichoderma

harzianum C-4’ den saflastirdiklart B-glukosidaz enzimini glukoz inhibitoriiniin
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kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerinin 1 mM oldugunu; Yan ve Lin (1997)
Aspergillus niger CCRC 31494’ den saflastirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukoz
inhibitoriiniin kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerinin 543 mM oldugunu; Yan
ve ark., (1998) Aspergillus niger CCRC 31494’ den saflastirdiklart B-glukosidaz
enzimini glukoz inhibitdriiniin kompetatif tipte inhibe ettigini ve K; degerinin 5,7
mM oldugunu; Lymarr ve ark., (1995) ise Phanerochaete chrysosporium OGC101’
den saflagtirdiklar1 B-glukosidaz enzimini glukoz inhibit6riiniin kompetatif tipte
inhibe ettigini ve K; degerinin 0,27 mM oldugunu yaptiklar1 ¢alismalar ile rapor

etmislerdir [197, 148, 198, 52, 179, 188, 194].

Calismamizdan elde edilen sonuglar ile literatiirlerdeki sonuglar
karsilagtirildiginda, glukonolakton inhibitoriiniin B-glukosidaz enzimini daha 6nce
yapilan calismalarda rapor edildigi gibi kompetatif (yarigsmali) tipte inhibe ettigi,
glukoz inhibitoriiniin ise literatiirlerden farkli olarak nonkompetatif (yarigsmasiz) tipte
inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile Trichoderma
harzianum NRRL 13019’ dan saflastirillan p-glukosidaz enzimini glukoz
inhibitoriiniin glukonolakton inhibitoriine gore daha giiglii sekilde inhibe ettigi de

belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bilimsel yararlarinin disinda yeni enzim kaynaklarinin
belirlenmesi ve mikroorganizmalardan enzimlerin daha kolay ve ucuz maliyetle elde
edilebilir olmasindan dolay1 ¢alismamiz endiistriyel agidan da 6nem arz etmektedir.
Son yillarda 6zellikle ¢galismamiza konu olan B-glukosidaz enziminin gida, tekstil,
kagit ve kagit hamuru endiistrisi, biyo-yakit, hayvan yemi {liretimi ve deterjan
endiistrisi gibi alanlarda kendine kullanim alani bulmasindan dolay:r yapilan bu
calismanin {ilke ekonomisine katki saglayacagindan bu alanlarda degerlendirilmek

tizere gelistirilebilecegini soylemek miimkiindiir.
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