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OZET

KATI SUBSTRAT FERMENTASYONU (KSF) iLE TRICHODERM A
HARZIANUM VE TRICHODERMA VIRIDE TURU FUNGUSLARDA
KSILANAZ URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE BIYOKIMYASAL
OZELLIKLERIN BELIRLENMESI
DOKTORA TEZi
HUSEYIN ALPER IRTEM
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BiYOLOJIi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. AYSE DIiLEK AZAZ)

BALIKESIR, MAYIS - 2018

Bu calismada, Kat1 Substrat Fermentasyon (KSF) kiiltiir ortaminda
gelistirilen Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den [-ksilosidaz enzimi saflagtirlmis ve biyokimyasal karakterizasyonu
yapilmustir.

Bircok biyoteknolojik uygulamalarda ticari 6neme sahip, B-ksilosidaz enzimi,
KSF ortaminda substrat olarak bugday kepeginin kullanilmasiyla gelistirilen
Trichoderma harzianum (KSF ortaminin nemlendirme sivisi pH 4,0 Sitrik asit
monohidrat (CcHsO7H20), optimum sicaklik 35°C ve inkiibasyon siiresi 7 giin) ve
Trichoderma viride (KSF ortaminin nemlendirme sivis1 pH 8,5 Di-sodyum hidrojen
fosfat dihidrat (Na;HPO42H>0O) tamponu ile nemlendirilerek, optimum sicaklik 25°C
ve inkiibasyon siliresi 7 giin) suslarindan elde edilmistir. B-ksilosidaz enzimi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-Tyrosine-1-Napthylamine
kullanilarak Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile iki basamakta saflastirilmistir.

Saflastirilan B-ksilosidaz enzim aktivitesi, p-nitrofenil-B-D-ksilopiranosit
(PNPX) substrati kullanilarak belirlenmistir. Trichoderma harzianum B-ksilosidaz
enzimi (ThP) %50,48 verimle 215,76 kat; Trichoderma viride B-ksilosidaz (Tvp) ise
%33,43 verimle 92,39 kat saflastirilmistir. SDS-PAGE ve Native-PAGE ile Thp ve
TvpB enzimlerinin molekiil agirliklari sirasiyla 20 kDa ve 25 kDa olarak belirlenmis
olup tek alt {initeden olustuklar1 tespit edilmistir. ThB ve Tvp enzimlerinin optimum
pH degerleri 6,0; optimum sicaklik degerleri ise sirasiyla 75°C ve 65°C olarak
saptanmistir.

ThB enzimin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0,25 mM ve 2500 EU; TvB
enziminin ise 0,5 mM ve 2500 EU olarak belirlenmistir. Ayrica saflastirilan [-
ksilosidaz enzimlerinin aktiviteleri bir B-ksilosidaz inhibitorii olan D-(+)-ksiloza
kars1 belirlenmistir. D-(+)-ksiloz inhibitoriiniin Thp enzimini karisik, Tvp enzimini
ise yarigmal1 olarak inhibe ettigi belirlenmistir. D-(+)-ksilozun ThB enzim aktivitesi
tizerine ICso ve K; degerleri sirasiyla 1,1x10" mM ve 1,10x107%/5,57x107%; TvB
enziminin ICsp ve Ki degerleri ise 7,1x102 mM ve 2,64x10*+1x10° olarak
hesaplanmuistir.

ANAHTAR KELIMELER: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride
B-ksilosidaz, kat1 substrat fermentasyonu, optimizasyon, saflastirma, biyokimyasal,
elektroforetik ve kinetik ozellikler



ABSTRACT

XYLANASE PRODUCTION, PURIFICATION AND IDENTIFICATION OF
BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF TRICHODERMA HARZIANUM
AND TRICHODERMA VIRIDE SPECIES FUNGI THROUGH SOLID STATE
FERMENTATION
PH.D THESIS
HUSEYIN ALPER IRTEM
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. AYSE DILEK AZAZ)

BALIKESIR, MAY 2018

In this study, purification and biochemical characterization of B-xylosidase
enzyme purified from Trichoderma harzianum NRRL 13019 and Trichoderma viride
NRRL 6418 growth in solid state fermentation (SSF) was performed.

B-xylosidase enzyme that has many biotechnological applications, was
primarily obtained from Trichoderma harzianum (SSF conditions moistening citric
acid monohydrate (C¢HsO7H20) pH 4.0, temperature 35°C and incubated 7 days)
and Trichoderma viride (SSF conditions moistening disodium hydrogen phosphate
dihydrate (NaxHPO4.2H>O) pH 8.5, temperature 25°C and 7 days) grown in SSF
using wheat bran as a substrate. B-xylosidase enzyme was purified using two-step
procedures, namely ammonium sulfate precipitation and Sepharose-4B-L-Tyrosine-
1-Napthylamine Hydrophobic Interaction Chromatography.

In our study, purified B-xylosidase enzyme activity was determined by using
para-Nitrophenyl-beta-D-xylopyranoside ()NPX) substrate. The purification rate was
found 215.76 fold with yield of 50.48% for the obtained P-xylosidase from
Trichoderma harzianum (Thp) and 92.39, 33.43% yield for the obtained -xylosidase
from Trichoderma viride (Tvp). Molecular weights of Thp and Tvp enzymes were
determined 20kDa and 25kDa, respectively, using SDS and Native PAGE analysis,
and are formed in sub-unit. Optimum pH values of Th and Tvp enzymes were 6.0;
respectively, optimum temprature values were determined as 75°C and 65°C.

The Km and Vmax values of Th enzyme were determined as 0.25 mM and
2500 EU, respectively; while for the Tvf enzyme 0.5 mM and 2500 EU. In addition,
the activities of purified B-xylosidase enzymes were determined against D-(+)-xylose
which is a P-xylosidase inhibitor. It is determined that D-(+)-xylose inhibitor
inhibited the Thp enzyme mixed and the Tvp enzyme competitively. The IC50 and
K; values for D-(+)-xylose Thf enzyme activity were calculated according to an
order as 1.1x10-1 mM and 1.10x10-3/5.57x10-3; respectively ICso and K; values of
Tvp enzyme as 7.1x10-2 mM and 2.64x10-4+1x10-5.

KEYWORDS: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, B-xylosidase, solid
substrate fermentation, optimization, purification, biochemical, electrophoretic and
kinetic properties
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1. GIRIS

Enzimler, hayvansal ve bitkisel hiicrelerde biyokimyasal tepkimeleri
katalizleyen protein yapisinda organik molekiillerdir. Hiicrede 6nemli metabolik
gorevlere sahip olan enzimler farkli amaglarla kullanilmak tiizere ekonomik ve

giinliik hayata girmistir [1,2,3].

Enzim terimi ilk kez W. Kiihne tarafindan ferment yerine kullanilmistir.
Kelimenin orijini Yunanca olup “maya” anlamini tasimaktadir. Insanlar enzimatik
reaksiyonlardan ¢ok eski tarihlerden itibaren yararlanmislardir. Ornegin sarap,
yogurt, ekmek, boza ve kimiz yapmislardir. Tim bu gida maddelerini {iretirken
enzimlerden, enzimlerin katalitik etkilerinden nasil oldugunu bilmedikleri halde

yararlanmiglardir [3,4].

Ik defa 1783’te Spallanzi atmaca mide 6z suyunun eti erittigini gdstererek
hiicre disinda da enzimlerin bir aktiviteye sahip oldugunu kanitlamigtir. Kirchoff

1811°de bugday nisastasinin sekere doniistiiglinii tespit etmistir [5].

Ilk kez 1833 yilinda Persoz ve Payen, alkol kullanarak malt ekstresinden
nisastayr sindiren enzimi ayirt ederek buna “Diyastaz” ismini vermislerdir [4,6].
1836 yilinda Schwan mide suyundan pepsin enzimini elde etmistir. Kristal haldeki
ilk enzim olan iireaz ancak 1926’da Summer tarafindan izole edilmistir. Tripsin,
pepsin ve kimotripsin enzimlerinin kristal halleri ise 1930-1936 yillar1 arasinda

Northrop tarafindan elde edilmistir [4].

Enzimler hayvansal, bitkisel ve mikroorganizma kaynakli olabilmekle birlikte
endiistriyel uygulamalarda kullanilanlar genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bu durumun baslica sebepleri, mikroorganizmalardan elde edilen
enzimlerin hayvansal veya bitkisel kaynaklardan elde edilen enzimlere oranla ytiksek
katalitik aktivitelerinin olmasi, ucuz ve daha stabil olmalari, istenmeyen yan {iriin

olusturmamalari, yiiksek saflikta ve ¢ok miktarda iiretilebilmeleridir [1,7].

Endiistriyel alanda kullanim i¢in mikroorganizmalar ¢ok uygun canlilardir.
Mikroorganizmalarin ¢esitliliginin korunmasi ve tespit edilmesi, biyoendiistrinin

gelisimine 6nemli katkilarda bulunmaktadir. Genetik olarak degistirilmis, ¢ok yonlii



yapidaki, yiliksek biliylime hizina sahip mikroorganizmalar, yeni endistrileriyel
alanlarin  olusturulmasinda yiliksek kullanim potansiyeli tasimaktadirlar [8,9].
Mikroorganizmalarin genetik ve metabolik potansiyellerine iliskin olarak elde edilen
bilgiler; tibbi ve endiistriyel ag¢idan Onemli enzimlerin iretilmesi, gida ve
biyoinsektisitlerin iiretimi ve saklanmalari, ¢evre kirliliginin engellenmesi, kimyasal
yollarla {iretimi miimkiin olmayan steroid hormonlari ve bazi antibiyotikleri igine
alan farmasotiklerin iiretilmesi gibi pek ¢ok sahada biyoteknolojik proseslerin

kullanimini1 ve gelistirilmesini artirmistir [9].

Ticari amagla kullanilan ve iiretimi yapilan enzimlerin biiyliik kismini,
mikroorganizmalar iiretmekte ve endiistriyel alanda enzimlerin kullanilmasi diinya
capinda hizli bir sekilde artmaktadir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin
biyoteknolojiden yararlanilarak iiretilmesi onlarin c¢esitli matrikslere baglanarak
kararli hale gelmeleri, farkli endistrilerde kullanilmalarindaki artisin  ana

sebeplerindendir [9].

Enzimler, hiicrede biitiin metabolik tepkimeleri idare eden ve son derece 6zel
protein yapidaki katalizorlerdir. Organik kimya alaninda kullanilan yontemler ile ¢ok
sayida kimyasal reaksiyonun dogru enzim varhiginda, Ozgiil ve basitge
gerceklesebilmesi, canli hiicreden enzimin izolasyonu ve canli disinda farkli

hedeflere yonelik kullanimina iligkin ¢aligmalarin 6nemini artirmistir [9].

Enzimatik proseslerin ¢evre kirliligine daha az neden olmasi, kimyasal
proseslerden daha uygun sartlarda ve daha az maliyetle gerceklesmesinden dolayi
deri, tekstil ve deterjan endiistrisi ile atiklarin giderilmesi siirecindeki kullanimlari

biiytik olgtide artmistir [9].

Son yillarda endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin yaklasik 9%90°1
mikroorganizmalardan fermentasyon yontemi kullanilarak tretilmektedir [10].
Diinya geneline bakildiginda endiistriyel enzimlerin ticari pazar pay1 tahmini olarak
7 milyar dolardir. Bu enzimlerin kullanildig1 alanlar %56 genel amagh teknik alanlar,

%29 gida ve %15 hayvan yemi endiistrisidir [11,12].

Enzimler bir¢ok endiistriyel uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Daha kararli, yliksek aktiviteli ve spesifik enzimler igin talep hizla artmaktadir.
Diinya genelinde endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %601 Avrupa'da, %40 ise

Japonya ve ABD'de tiretilmektedir [13].



Ayrica, endiistriyel enzimlerin yaklasik %75'ini hidrolazlar olusturmakta olup
karbonhidrolazlar ikinci en biliylik grup olma Ozelligindedirler. Seliilazlar ve
hemiseliilazlar 1980'lerin basinda ilk olarak hayvan yemlerinde kullanilmaya
baslanmis, ardindan gida, tekstil, kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanilmistir.
Son yirmi yilda seliilazlarin, hemiseliilazlarin ve pektinazlarin kullanimi 6nemli
derecede artmistir. Giiniimiizde bu enzimler diinya enzim pazarinda yaklagik %20'lik
yere sahip olup ¢ogunlukla Trichoderma ve Aspergillus tiirlerinden elde
edilmektedirler [13].

Ozellikle mikroorganizma kokenli enzimlerin  endiistriyel —alanlarda
kullanimlar1 ve 6nemleri giderek artmaktadir. Bu nedenle yeni enzim kaynaklarinin
belirlenmesi  ayrica elde edilen enzimlerin endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilirliklerini belirleyecek olan biyokimyasal ve kinetik 6zelliklerinin

saptanmasi ¢alismamizin hedefini olusturmaktadir.

1.1 Enzimlerin Ozellikleri

Enzimler protein yapidaki biyolojik katalizorlerdir. Hiicre iginde
iretilmelerine karsin c¢ogu hiicre disinda da aktivitesini siirdiirir. Enzimler,
endistriyel alanlarda bu 0Ozellikten dolayr etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
Enzimlerin aktivasyonu, sahip olduklar1 katalitik yapidan kaynaklanir ve reaksiyon

esnasinda aktivasyon enzim tiiketilmeksizin gergeklesir.

Substrat, enzimin spesifik olarak etki ettigi maddedir. Enzimatik bir
tepkimenin sonucunda substrattan meydana gelen maddeye de {iriin adi
verilmektedir. Enzimler, etki ettikleri maddenin adinin sonuna “-az” eki getirililerek
isimlendirilir. Enzimlerin sifresi genler iizerinde yer alir. Bu sebeple her enzimin
amino asit dizilisi spesifiktir. Dogadaki biitiin metabolik reaksiyonlar enzimlerin
kontroliinde gerceklesmektedir. Reaksiyon sirasinda enzimlerin yapisi degisiklige
ugramadigindan farkli bir substrat ile yeniden reaksiyona girebilmektedirler.
Kimyasal katalizorlerin ¢ogu ¢ok sayida reaksiyonu katalizleyebilmektedir. Fakat bu
katalizorler ¢ogunlukla hem secici hem de 6zgiil degildirler. Enzimler ise oldukca
segici oldugundan spesifik reaksiyonlarda katalizor olarak gorev almaktadirlar.

Enzim molekiiliniin seklinden kaynaklanmakta olan bu o&zellik, enzim substrat



iligkisini “anahtar-kilit” uyumu olarak agiklar. Bazi enzimler iki farkli kisimdan
olusmaktadir. Bu yapilar Koenzim (Organik ya da Inorganik kistm) ve Apoenzim
(protein kisim) olarak isimlendirilir. Ne Koenzim ne de apoenzim tek baslarina
islevseldir. Metabolizmadaki eser elementler, bakir, ¢inko, mangan, demir ve diger
elementler bu enzimatik tepkimelerde aktivatdrdiir. Bazi enzimlerin etkinligi
yapisinda yer alan metal iyonlan ile iligkilidir. Dolayisiyla koenzim kisminda,
potasyum, magnezyum, kalsiyum, ¢inko bulunuyor ise kofaktor ismini almaktadir.
Koenzim kismi1 organik ise ve apoenzime kovalent baglarla baglanirsa prostetik grup
olarak isimlendirilir. Apoenzim ve Koenzim (Prostetik grup) birlikteligi Holoenzim

olarak ifade edilmektedir.

Genellikle globiiler yapida bulunan bir enzim molekiiliiniin, molekiil i¢i veya
molekiiller arasi baglarla tersiyer ya da sekonder yapisi korunur. Sicaklik ve pH’daki
degismeler ile proteinlerin bu yapilart bozulabilmektedir. Bu nedenle, bir enzimin
katalitik aktivitesi sicakliga ve pH’a duyarli olmaktadir. Tepkimede yer alacak
molekiiller sicakliktaki artisa bagli olarak kinetik enerji ile yiiklenir ve bdylece
molekiillerin tepkime i¢in karsilasma ihtimali artar. Tim enzimler katalitik
aktivitelerinin en yiiksek oldugu bir sicaklik degerine sahiptir. Bu degere “optimum
sicaklik” degeri denir. Optimum degerin iistiindeki sicaklikta molekiil i¢i veya arasi
baglardaki kopma sonucunda enzimin yapisi denatiire olmaya baglamaktadir. Benzer
sekilde her enzim en iyi is gordiigii bir optimum pH araligina sahiptir. pH’daki
degisim enzimlerde molekiil yapisini etkilemektedir. Enzimin aktif bodlgesine
baglanan bazi maddeler enzimin katalitik aktivitesinin diigmesine neden olabilir hatta

tamamen durdurabilir. Bu tiir maddeler ‘inhibitor’ olarak adlandirilmaktadir [4,14].

1.1.1 Enzimler ve Simiflandirma

1950’1i yillarin sonuna kadar enzimlerin sayisi artis gostermis ve birgok
kisinin ayn1 enzime farkli isimler vermesi nedeniyle isimlendirmelerde karigikliklar
¢tkmasina neden olmustur. Isimlendirilen birgok enzimin katalizledigi tepkime
hakkinda herhangi bir bilginin olmamasi da bu karigiklifin artmasina neden
olmustur. 1956 yilinda bu karisikligin ortadan kaldirilmasi amaciyla Uluslararasi
Enzim Komisyonu (EC) calismalarina baglamistir. Isimlendirme ve smiflandirmada

13 o5

sistem 3 ana prensibe sahiptir. Birinci prensip; “-az” takisiyla biten enzim
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isimlerinin, sadece bir enzim i¢in kullanilmasidir. Cok sayida sisteme sahip enzimler
icin birinci prensip uygulanmamalidir. Ikinci prensipte; enzimler etki ettikleri
tepkimelere gore isimlendirilir ve smiflandirilirlar. Uglincii prensipte; enzimler
katalizlenen tepkimelerin tipine gore simiflandirilir ve isimlendirilir. Sistemde
komisyonunun (EC) belirledigi kodlar kullanilarak enzimler acgik¢a tanimlanir.
Enzimde genel olarak iki ad bulunmaktadir. Birincisi sistematik ya da Onerilen,
ikincisi ise yaygin olarak kullanilan, kolayca uygulanan ve daha kisa olan genel
adidir. Enzimler, sistematik isimleriyle ve EC kodlariyla tanimlandiktan sonra

tavsiye edilen isimleri herhangi bir karisikliga sebep olmadan kullanilmaktadir [14].

Enzim komisyonu tarafindan hazirlanan rapora gore enzimler etki ettikleri
reaksiyona gore 6 ana sinifa ayrilmakta ve kod numaralariyla tanimlanmaktadirlar.
On ek EC ile baslayan numaralar noktalarla birbirinden ayrilan 4 ana &geyi

belirtmektedir.
Birinci rakam, enzimin alt1 ana siniftan hangisinde yer aldigini,
Ikinci rakam, enzimin hangi alt sinifta yer aldigin1 (Subclass),
Ucgiincii rakam, enzimin hangi ikinci alt grupta yer aldigini1 (Sub-Subclass),

Dordiincli  rakam, enzimin sub-subclass igerisindeki seri numarasini

belirtmektedir.
Ornek olarak; EC 3.2.1.1 fungal a-amilazin kod numarasini belirtmektedir.
Sistemde birinci rakam asagidaki siniflar1 gostermektedir.
1. Oksidorediiktazlar (Biyolojik oksidasyonlarla ilgili enzimlerdir),

2. Transferazlar (Belirli gruplarin bir bilesikten digerine transferini katalize

eden enzimlerdir),
3. Hidrolazlar (Substrata su ekleyerek hidrolize neden olan enzimlerdir),

4. Liyazlar (Hidrolizle degil fakat baglar1 kopararak ya da tersine ekleyerek

bir substrattan gruplar1 ayiran enzimlerdir),

5. Izomerazlar (Molekiil icinde yeniden diizenlenmeyi katalize eden

enzimlerdir),

6. Ligazlar (C-S, C-O, C-C veya C-N baglarmi kuran, iki ayr1 molekiiliin

birleserek yeni bir bilesik meydana gelmesini katalize eden enzimlerdir) [4,14].
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1.2 Ksilan ve Ksilanazlarin Genel Ozellikleri

1.2.1 Ksilan

Bitki hiicre duvarlar1 hiicrenin fiziksel biitlinliigiinii korumakta ve
mikroorganizmalarin canli bitki dokusuna girisini engellemek i¢in bir bariyer
olusturmaktadir [15,16]. Ksilan bitki hiicre duvarinda bulunan hemiseliilozun temel
bilesenidir. Dogada seliilozdan sonra ikinci sirada en yaygin olarak bulunan
polisakkarittir. Toplam biyokiitlenin yaklasik %20-30’unu olusturmaktadir [17-20].
Bir heteropolimer olan ksilan temel zinciri, birbirlerine B-1,4-glikosidik baglariyla
bagli bes karbonlu bir seker olan ksiloz tinitelerinden olusmaktadir. Kara bitkilerinde
temel zinciri olusturan ksiloz {initeleri birbirlerine B-1,4-glikosidik baglariyla
bagliyken alglerde durum farkli olup ksiloz iiniteleri birbirine B-1,3-glikosidik
baglariyla baghdir. Temel zincire bagli dallanmis yapida D-ksiloz iinitelerine
cogunlukla 0-3 pozisyonlarinda bagl L-arabinofuranoz, 0-2 poziyonlarinda bagli D-
glukuronik asit ya da 4-O-metil-D-glukuronik asit {initeleri yer alabilmektedir. Yan

zincirlerdeki sekerler a-glikosidik baglartyla baghidir [20,21].

Ksilanin, iskeletini meydana getiren asetil, galaktozil, glukuronozil ve
arabinozil en yaygin gruplardir [21-24]. Diger yandan, homoksilanlar sadece ksilozil
yapilarindan olusur. Bu tip tiitlin sap1, guar tohumu ve esparto ¢imi kabugundan
izoledir [22]. Bunun yaninda, deniz alglerinin bazilarinda B-1,3 bagh ksiloz
iskeletine sahip ksilanlarin oldugu; ¢imenlerde ve yillik bitkilerde bulunan ksilanin,

arabinoksilan yapis1 gosterdigi rapor edilmistir [21].

Sert odunsu bitkilerden elde edilen ksilan yiiksek miktarda asetil gruplar
icermektedir. Asetil gruplart ksilanin suda ¢oziiniirliigii tizerinde kismen etkilidir.
Yumusak odunsu bitkilerden elde edilen ksilan asetil grubu icermez, asetil gruplari
yerine a-L-arabinofuronaz iiniteleri icermektedir. Yumusak odunsu bitkilerdeki

ksilan, sert odunsu bitkilere gore daha kisa zincirlidir [20].



1.2.2 Ksilanazlar

Ksilanin kompleks yapida olmasi sebebiyle molekiiliin tamaminin hidrolizi
icin cesitli enzimlere gereksinim duyulur. Ksilanin hidrolizini gerceklestiren
enzimlerin tiimi ksilanolitik enzim sistemi olarak adlandirilir. Bu sistem igerisinde
Endo-1,4-B-ksilanaz ~ (EC  3.2.1.8), B-ksilosidaz (EC  3.2.1.37), a-L-
arabinofuranozidaz (EC 3.2.1.55), a-Glukuronidaz (EC 3.2.1.139), Asetil Ksilan
Esteraz (EC 3.1.1.72) ve Ferulik asit (Ferulik ve p-Kumarik asit) esteraz (EC
3.1.1.73) yer almaktadir.

Ksilanazlar, dogada yaygin olarak bulunan bir enzim grubudur. Ksilandaki 3-
1,4-glikozidik bagint zincirde i¢ boliimden kiran glikosidazlardir (o-glikozid
hidrolazlar; EC 3.2.1). Hiicreye gerekli karbonu saglar ve bitki hiicrelerinin

patojenler tarafindan enfekte edilmesi durumunda 6nemli rol alir [15].

Endo-1,4-B-ksilanaz  (EC  3.2.1.8); ksilan iskeletini gelisi giizel

hidrolizleyerek kisa oligosakkaritlerin olusumunu saglamaktadir.

B-ksilosidaz (EC 3.2.1.37); (ksilobiaz; B-ksilosidaz; ekzo-1,4-B-ksilosidaz; -
D-ksilopiranosidaz; ekzo-1,4-ksilosidaz; ekzo-1,4-B-D-ksilosidaz; 1,4-B-D-ksilan
ksilohidrolaz) kisa oligosakkaritlerin ve ksilobiyozun indirgen olmayan uglarina etki

ederek ksiloz olusturmaktadir.

a-L-Arabinofuranozidaz (EC 3.2.1.55), a-glukuronidaz (EC 3.2.1.139), asetil
ksilan esterazlar (EC 3.1.1.72), Ferulik asit esteraz (EC 3.1.1.73) ve p-Kumarik asit
esteraz (EC 3.1.1.-) tarafindan temel zincire bagli yan gruplarin hidrolizinde

etkilidirler.

B-ksilosidaz indirgen olmayan u¢ kisimdan D-ksilozlar1 uzaklastirarak 1,4-p-
D-ksilooligosakkaritlerin hidrolizini katalizlemektedir. Ksilan hidrolizi esnasinda
ksilozu koparan endoksilanazlarin, B-ksilosidaz tarafindan kolay bir sekilde hidrolize
edilen ksilobioz aktivitesi bulunmamaktadir. a-Arabinofuranozidazlar (EC 3.2.1.55),
arabinogalaktanlarin, arabinanlarin ve arabinoksilanlarin indirgenmeyen a-L-

arabinofuranosil u¢ kismini hidrolize etmektedirler.

a-D-glukuronidazlar (EC 3.2.1.1) ksiloz ve D-glukuronik asit ya da 4-0-

metileter arasinda yer alan o-1,2-glikozidik baglarin hidrolize edilmesinde rol



oynarlar. Ksilanin enzimlerle hidrolize edilmesinde a-1,2 baglar1 hidroliz hizini

diistiren kisimlardir.

Dogal glukuronidazlarin hidrolizasyon iglemi sirasinda etkili olabilmeleri i¢in
esterazlar gereklidir. Bunlar, ksilandaki fenolik asit ve asetik asitleri koparirlar.
Feruloyl, Asetil, ve p-kumoryllerin ksilan iskeletinden uzaklastirilmasi, lignin
koparilmasinda énemli bir basamagi olusturarak lignin ve hemiseliiloz arasinda yer
alan ester baglarinin koparilmasiyla ligninin degredasyonuna katkida bulunmaktadir

[25-27].
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Sekil 1.1: Ksilanin Tam Hidrolizinde Gerekli Enzimler ve Etki Bolgeleri [21].

Ksilan hidrolizasyonunda gorev alan enzimlerde sinerjik etkilesimden
bahsedilebilir. Hidrolizasyon esnasinda aktif oldugu gézlenmekte olan enzimler 1,4-
B-D-ksilan iskeletinde etkili olurlar ve yan zincirleri kopartirlar. Endoksilanaz ve

asetil ksilan esteraz arasindaki sinerji asetil ksilanlarin degredasyonunda etkilidir.

Asetik asitin, asetil ksilan esteraz enzimi tarafindan uzaklastirilmasi, ksilanin
iskeletini endoksilanazin etki edebilmesine hazir hale getirmektedir. Bunun
sonucunda hidroliz olduk¢a hizli bir sekilde gerceklesmektedir. B-ksilosidazlar,
endoksilanaz inhibisyonunu saglayacak son irilinleri parcalar ve ksilanin
hidrolizasyonunun seviyesini artirir. Benzer olarak, a-arabinofuranozidazlarin

endoksilanazlara ilavesi, arabinoksilanlarda sekerlestirilme durumunu artirir.



1.2.3 Ksilanaz Kaynaklar:

Endoksilanazlarin genellikle fungus ve bakteriler tarafindan iiretildikleri
saptanmustir. Ayrica, bitkilerden elde edilen endoksilanazlar da bulunmaktadir. Bu

enzimlerin meyvelerde olgunlasma doneminin bitiminde iiretildigi belirlenmistir.

Ksilanazlar, ¢cogunlukla ksilan ya da ksilanin bolca bulundugu ortamlarda
gelisebilen  mikroorganizmalarda  bulunan  enzimlerdir. Ksilanazlar; bazi
ksilooligosakkaritler, L-sorboz, lignoseliilloz ve ksiloz birimleri gibi bilesikler
tarafindan indiiklendikleri; bakteriler, mayalar, protozoalar, funguslar, algler,
artropodlar ve karindanbacaklilarin da i¢inde bulundugu organizma grubu tarafindan

tiretilebildikleri rapor edilmistir [21,28].

1.2.4 Ksilanazlarin Cesitliligi ve Simiflandirmasi

Ksilanazlar bir organizmadan digerine farklilik gosterebildigi gibi, ayni tiire
ait mikroorganizmalarda da birden ¢ok ksilanaz enziminin oldugu da saptanmustir.
Ormek olarak; Aspergillus niger’de 15 gesit ekstraseliiler ksilanaz ve Trichoderma
viride’de 13 tip ksilanaz izoenzimi tespit edilmistir. Ksilanazlarin gesitliligi;
yapilarinda bulunan seliiloz baglama, termal stabilite, ksilan baglama ve fonksiyonu

heniiz belirlenememis farkli bolgelerin varligiyla agiklanmaktadir [15].

Ksilanazlar hakkinda yapilan ilk siniflandirma c¢alismalarinda, fizikokimyasal
Ozellikleri esas aliarak iki farkli grup onerilmistir. Bu gruplar; diisiik molekiil
agirligina sahip ( < 30kDa ), 180-240 amino asit birimi olan ksilanazlar ve yiiksek
molekiil agirligina sahip (> 30kDa ), 270-800 amino asit birimini olan ksilanazlardir

[22].

Yapilan siniflandirma calismasinda fungal ksilanazlarin %30’u bu iki grup
igerisinde simiflandirilamamis, enzim aileleri olusturulurken enzimde bulunan
katalitik alanlarin primer yapilari karsilastirilmistir. Olusturulan sistemde, ksilanazlar
familya 10 (familya F) ve 11 (familya G) de smirlanmigtir. Fakat, literatiirler
incelendiginde familya 5, 7, 8 ve 43’te de endo-1,4-B-ksilanaz aktivitesine sahip
cesitli katalitik alanlarin bulundugu gorilmektedir. 5, 7, 8, 10, 11 ve 43

familyalarinda bulunan ksilanaz yapilarinin, fizikokimyasal 6zelliklerinin, etki etme



tarzlariin ve substrat spesifikliklerinin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir

[15,28].

1.2.5 Ksilanazlarin Genel Ozellikleri

Ksilanazlarda, hidrolitik aktiviteden sorumlu katalitik boliimlerle, substrat
baglama ve termal stabiliteden sorumlu katalitik etkisi bulunmayan bdoliimler
mevcuttur. Genellikle, fungal kaynakli olanlarin pH 4-6, bakteri kaynakli olanlarin
ise pH 5-9 araliginda etkili olduklari, kaynaklar1 fakli olan endoksilanazlarin
izoelektrik noktalarinin pI 3-10 araliginda degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Fungal
ksilanazlar genellike bakteri kaynakli ksilanazlardan daha diisiik 1s1l direncine

sahiptir.

Ksilanazlarin optimum sicaklik araligr 35-60°C gibi oldukca genis aralikta
degisir. Optimum sicaklik degeri 70-90°C araliginda bazi ksilanazlar da
bulunmaktadir.  Ksilanazlarin  diisik amonyum  siilfat konsantrasyonunda
coziinlirliikleri sicaklikla birlikte artis gostermektedir. Farkli kaynaklardan elde
edilen ksilanaz bilesimlerinde agirlikli olarak glutamik ve aspartik asit, serin, glisin
ve treonin bulunmaktadir. B-ksilosidaz ve ksilanaz aktiviteleri, ksilooligosakkaritlerin
zincir uzunluguna baghdir. Ksilanaz aktivitesi, zincir uzunluklarinin azalmasiyla
genellikle azalmakta iken B-ksilosidaz aktivitesinin artig gosterdigi, yiiksek dallanma
derecesine sahip ksilozun, polisakkaritlerin de ksilanazin aktivitesini genellikle
engelledigi ve ksilanazlarin gesitliliginin incelendigi arastirmalarda, pH degerleri ve
molekiillerin agirliklart arasinda, belirli bir iligkinin olmasi dikkate deger bir durum
olmus; molekiil agirliklar1 kiiciik ksilanazlarin bazik, molekiil agirliklilar1 biiyiik

olanlarin ise asidik oldugu belirlenmistir [21,22,28].
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1.2.6 Ksilanazlarin Biyoteknoloji ve Endiistriyel Uygulama Alanlar

1.2.6.1 Ksilanazlarin Biyoteknolojideki Uygulama Alanlar

Mikroorganizma kaynakli ksilanolitik enzimler, cok sayida endiistriyel
islemde biyoteknolojik potansiyele sahip olmalarindan dolay1 ilgi odagi haline
gelmistir. Bakteri ve mayalardan daha giiglii lireticiler olarak kabul edildiklerinden
ozellikle filamentli funguslar elli yildan daha uzun bir siireden beri endiistriyel enzim
iretiminde kullanilmaktadirlar [21,29]. Son yillarda ksilan ve ksilanazlarin
biyoteknolojide kullanimi dikkate deger bir oranda artis gostermistir [13,21,30].
Endiistriyel sirketler hemiseliiloz igeren maddelere yapilan islemlerde asit hidrolizi
yerine etkili enzimatik siireglerin gelistirilmesine 6nem vermektedirler. Ticari
ksilanazlar Finlandiya, Japonya, Irlanda Cumhuriyeti, Almanya, Danimarka, Kanada
ve ABD’de endiistriyel olarak {iretilmektedir. Bu enzimlerin elde edilmesinde
kullanilan baslica mikroorganizmalar Aspergillus niger, Trichoderma sp. ve
Humicola insolens’dir. Ayni zamanda ticari ksilanazlar bakterilerden de elde
edilmektedir. Ksilanazlar, seliilaz ve pektinazlarla birlikte diinya enzim pazarinin
%20’sini olusturmaktadirlar [31]. Ozellikle kagit hamuru ve kagit olmak iizere
hayvan yemi ve gida gibi farkli endiistriyel alanlarda temel enzim olma yolunda

ksilanazlarin 6nemi artmistir [21,30].

1.2.6.2 Ksilanazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlan

Kagit hamuru ve kagit endiistrisi: Cevresel diizenlemeler kagit hamuru ve
kagit endiistrisindeki agartma islemi sirasinda klorun kullanimint sinirlandirmistir
[32,33]. Giiniimiizde dogay1 endiistriyel atiklarin zararli etkilerinden korumak
amaciyla kagit hamuru ve kagit endiistrisinde mikrobiyal enzimlerin kullanilmasi
bliyiik onem kazanmistir [34]. Bundan dolay1 ¢evre kirliliginin azaltilmasi
yollarindan birisi de, kagit hamurunun ksilanaz enzimi kullanilarak 6n islemden
gecirilmesidir. Bu islem, agartmada kullanilan kimyasallarin 6zellikle de klor
bilesiklerinin biiyiik oranda indirgenmesine ve kirliligin azaltilmasini saglamaktadir

[35]. 1lk olarak 1986 yilinda kagit hamurunu agartma isleminde endoksilanazlarin
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kullanilmasimin kimyasallar1 indirgedigi bildirilmistir [36]. Cok sayidaki arastirma

bunu dogrulamis ve bu teknolojiyi ticari konuma getirmistir [37].

Enzimle yapilan uygulamalar sonucunda, kagit hamuru fibrilasyonu ve suyu
tutma kapasitesi artar, islem gormemis kagit hamurunun ¢irpma/dévme sayisi azalir,
attk kagit hamurunun baglart onarilir, ¢6zlinen kagit hamurundan ksilanin
uzaklastirilmas:  saglanir. Ayrica ksilanazlarin  varliginda odun hamurunda
biobeyazlatma, sentetik ipek liretimi, hamurdan seliiloz eldesi gerceklestitilmektedir

[21,35-38].

Kagit hamurunun agartilmasinda kullanilan biyolojik yontemlerde, kullanilan
ksilanaz, ksilanin %20’sini secici olarak uzaklastirarak klorlu agartma

kimyasallarinin kullanimin1 %25 oraninda azaltmaktadir [39].

Ksilanazlar kagit hamuru ve kagit endiistrisinde yogun olarak kullanilmakla
beraber lignoselillozik materyallerin donilisiimiinde, tarimsal atik iriinlerin
fermantatif {riinlere parcalanmasinda, meyve suyunun Dberraklastirilmasinda,
biradaki kivamin olgunlagsmasinda, hayvan besinlerinin sindiriminin artirilmasinda
da biiyiik 6nem tasimaktadir [40,41]. Ksilanazlar ekonomik olarak 6nemli bir¢ok

yararli lirliniin istenilen seviyede iiretiminde 6nemli bir potansiyele sahiptir [21].

Gida endiistrisi: Ksilanazlarin gida endiistrisinde de olduk¢a genis bir
kullanim alan1 bulunmaktadir. Firincilikta 1970’lerden itibaren kullanilmaya
baslanan ksilanazlarin ekmek ve hamur kalitesinin artirilmasinda, hamurun
yapiskanliginin azalmasinda, raf Omriiniin uzamasinda oldukc¢a etkili oldugu
bilinmektedir. Ozellikle hamurun islenebilirligini ve iiriin hacmini gelistirerek nihai
irlin kalitesini etkilemektedir. Bugday unundaki ksilanaz igin substrat olan
arabinoksilan hakkinda c¢ok sayida calismaya yapilmistir [39,42,43]. Ksilanazin
ekmek kalitesini artirmadaki rolii ekmek hacminin artis1 ve daha yumusak ekmek
eldesi ile kendini acgik¢a gostermektedir. Bu islem ksilanazla birlikte amilazinda
kullanim1 sayesinde daha da artirilmaktadir [44]. Meyve suyu ve sarap endiistrisi de

enzim pazarmin olduk¢a 6nemli bir béliimiinii olusturmaktadir [31].

Ksilanazlar gida endiistrisinde, sebze ve meyvelerin sivilastirilmasinda ve
meyve sularinin berraklastirilmasinda seliilaz ve pektinazla beraber kullanilmaktadir.
a-L-Arabinofuranosidaz ve [-D-glukopiranozidazlar, sarap, meyve sulari, ve

aromatik Oziitlerin islenmesinde kullanilmaktadir [20,21,45]. Bira iiretiminde arpanin
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yapisinda bulunan uzun zincirli arabinoksilanlarin par¢alanmasina olanak saglayarak

arpanin hidrolize olmasini kolaylastirirlar [20].

Hayvan yemi endiistrisi: Ksilanazlarin diger bir kullanim alan1 yem
endiistrisidir. Ozellikle piliglerin ¢avdar igeren yemlerine ksilanazin ilave edilmesiyle
intestinal viskosite indirgenir ve bu sayede yemlerin etkinligini artirarak piliclerin
agirlik kazancina etkili olur [20,41]. Ksilanazlar hayvan beslenmesi siiresince
glukonaz, pektinaz, seliilaz, proteaz, amilaz, fitaz, galaktosidaz ve lipaz ile birlikte

kullanilmaktadir [46].

Ksilan, tarim ve gida endiistrisine ait atiklarda ¢ok fazla miktarda bulunmasi
sebebiyle, ksilanaz atik sudaki ksilanin ksiloza dOniistiiriilmesi icin de
kullanilmaktadir [47]. Bitki hiicrelerinde ksilanaz uygulamalariyla fitosterollerin yag

acilasyonu ve glikozilasyonu indiiklenmektedir [48].

Tekstil endiistrisi: Ksilanazlar kendir ya da keten gibi bitkisel liflerin
islenmesi prosesinde tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. Bunun i¢in ksilanazin

seliilolitik enzimlerden arindirilmis olmasi gerekmektedir [31].

Ksilooligosakkaritlerin iiretimi: Ksilanazlarin  ksilooligosakkaritlerin
tiretiminde  sahip olduklar1 potansiyel sayesinde Onemleri artmaktadir.
Ksilooligosakkaritler ~ ksiloz  iinitelerinden olusan seker oligomerlerinden
olusmaktadirlar ve endiistriyel olarak lignoseliilozik biyokiitleden iiretilmektedirler
[49]. Ksilooligosakkaritler, kolesterol ve kolon kanseri riskini azaltmasi,
gastrointestinal sistemi korumasi ve tip-II diyabet {lizerinde olumlu etkiye sahip
olmasi nedeniyle saglik iizerinde olumlu etkilere sahip yararl: tiriinlerdendir [50,51].
Ksilanazlar ksilan1 hidroliz etme yeteneklerinden dolayi, lignoseliilozik atiklardan

ksilooligosakkaritler tiretiminde 6nemli role sahiptirler [49].

Diger taraftan ksilanazlar; ksiloz, ksilo-oligomerler ve yapay bir tatlandirici
olan ksilitol iiretiminde de kullanilmaktadir. Ksilooligosakkaritler prebiyotik 6zellik
gostermekte olup gida, yem, ilag¢ gibi endiistrilerde kullanim alan1 bulmaktadirlar.
Son yillarda fonksiyonel ksilooligomerlerin iiretimine ilgi biiyliktiir. Baska bir bakis
acisiyla da ksilanazlar, lignoseliilozik atiklarin degerlendirilip katma degeri yiiksek
{iriinlere doniistiiriilmesi acisindan da biiyiik énem tasimaktadirlar. Ornegin; bugday
kepegi, piring kepegi, misir kogani, seker pancari kiispesi gibi endiistriyel atiklar ve

yan triinler ksilanaz tiretiminde kullanilmaktadir [20].
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Pektinolitik enzim sistemlerinin ksilanolitik enzim sistemleri ile birlikte
uygulandigr baslica alanlar arasinda, kenevir ve jiit bitkilerinin regineden
arindirilmasi bulunmaktadir. Pektinaz-ksilanaz enzim sistem birlikteligi odunun
islenmesinde ilk asama olan kabuktan arindirmada da kullanilmaktadir. Ksilanazlarin
bazilar bitki hiicrelerinden protoplast iiretiminde hiicre duvarinin yumusatilmasinda

da kullanilmaktadir [15,21].

Biyo-etanol ve Biyo-yakit iiretimi: Ksilanazlar, ligninaz, mannaz, glukanaz,
ksilosidaz, glikosidaz gibi diger farkli enzimlerle beraber lignoseliilozik
materyallerden etanol iiretiminde kullanilmaktadir. Etanoliin iiretilmesinde
kullanilacak serbest sekerlerin elde edilmesi i¢in, karbonhidrat polimer zincirlerinin
depolimerizasyonunun ardindan hemiseliiloz, seliiloz ve ligninin ayristirilmasiyla
delignifikasyon gerceklestirilmektedir [21,33,51,52]. Sonug olarak; etanol iiretiminde
heksoz ve pentozdan meydana gelen karigim fermentasyon i¢in kullanilmaktadir.
Lignoseliilozik materyaller ikinci nesil biyo-yakit tiretimde ilk kez kullanilmiglardir

[33].

Ila¢ ve kimyasal uygulamalar: Ksilanaz ve ksilanm kiiciik bir kismi ilag
endiistrisinde kullanilmaktadir. Ksilanazlar bazen bir besin takviyesi olarak sindirimi
diizenlemek amaciyla hemiseliilaz, proteaz ve digerleriyle beraber kullanilmaktadir

[31].

1.3  Ksilanaz Uretimi

Biyoteknolojideki gelismelere paralel olarak endiistriyel enzim kullanimi da
giderek artmaktadir. Enzim {iretimlerinin biiyiik kismi sivi kiiltiir fermentasyon
yontemiyle gerceklestirilirken, gilinlimiizde kati kiiltiir fermentasyon yoOnteminin
kullannminda da kayda deger bir artis s6z konusudur. Bunun baslica nedenleri
arasinda yiiksek verim, diisiik maliyet, basit alet ve ekipman kullanimi, saflastirmada

kolaylik yer almaktadir.

Ayrica tarimsal materyallerin ve endiistriyel atiklarin kati ortam olarak
kullanilmasima olanak saglanmasiyla organik asitler, proteinler ve enzimler gibi

yiiksek ticari degere sahip tUriinlerin iiretilmesi gerceklesmektedir [53].
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Ksilanazlar, hem Kati Kiiltiir Fermantasyon/Kati Substrat Fermentasyon

(KSF) hem de Siv1 Kiiltiir Fermantasyon (SKF) ile iiretilebilmektedirler [20].

1.3.1 Kati Substrat Fermentasyon (KSF) Yontemi

KSF genel olarak suyun serbest bulunmadigi nemli olan kati substratin
iistinde mikroorganizmalarin iretilebildigi yontemdir [54-60]. Bu yontemde
kullanilan substrat, mikroorganizmalarin {iremesi ve metabolik faaliyetlerini
stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan nemi saglamalidir [56,61]. Kullanilacak substrat,
fiziki destek ve besin kaynagi olarak gorev alacagindan uygun substrat se¢imi
oldukca onem gosterir. Bu sebeple, substratin kimyasal bilesimi, por yapisi ve parga
biiytlikliigii de 6nem tasimaktadir. Kullanilacak substratin ortamda bolca bulunmasi,
kolayca elde edilmesi ve pahali olmamasi 6nemlidir [62,63]. Funguslar, bakteriler ve
mayalar kat1 olan substratlar {izerinde gelisebilirler 6zellikle funguslar kullanima ¢ok
uygun olduklarindan tercih edilmektedirler. Su aktivesinin diisiik oldugu ortamlara
uyum gosterebilmeleri ve misel yapida ¢ogalmalari beyaz cliriik¢iil funguslarin
kullanilma olasiligin1 artirmaktadir. Ekonomik yonden daha avantajli olmasi,
kullanilan substaratin ucuz ve bolca temin edilebilen tarim atiklarindan secilmesi
sebebiyle kati substrat fermentasyonunu, geleneksel sivi fermentasyonundan énemli
hale getirmektedir [54,64]. Kullanilan tarim atiklarinin ¢ogunda ligninolitik aktivite
indiikleyici olarak gorev alan hemiseliiloz, selilloz ve lignin bulunmaktadir.
Hemiseliiloz, selilloz ve ligninin yiiksek miktarda seker bulundurmasi islemleri

ekonomik hale getirmektedir [62].

KSF yonteminde, tarimsal atiklarin substrat olarak degerlendirilmesi tarimsal
atiklardan ortaya ¢ikabilecek ¢evresel sorunlarin ¢oziimiinde alternatif bir yontemdir.
KSF kosullart mikroorganizmalarin ¢ogu i¢in dogadaki ile benzerlik gosterdiginden
iiremeleri i¢in uygun ortam olusturulabilir. Farkli tarimsal substratlar kullanilarak

beyaz cliriik¢iil funguslardan basarili sekilde enzim iiretilebilmektedir [65,66].

Denizlerdeki yasamin %98’inden fazlasinin su alti kati substratlarinin
iizerinden izole edilmesi, denizde yasayan mikroorganizmalarin bile suda serbest

halde yagamayi istemedigini gostermektedir [58,60].
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KSF, Asya’da kullanilan ¢ok eski bir yontemdir. Batida 1940’1 yillardan
itibaren kullanilmistir. Sivi fermentasyon yontemi ile penisilin {iretimi donemin
arastirmacilarii Sivi Kiiltiir Fermentasyonu (SKF)’na yonlendirmis bu nedenle bati
iilkelerinde KSF 1940’1 yillardan sonra 6nem kazanmaya baslamistir [56,60,67].
KSF’nin en tipik &rnekleri geleneksel fermentasyon yodntemleridir. Ornegin
Japonya’da buharla islem goérmiis pirincin kullanildig1 “koji”, Endonezya’da kiiftin
mikrobiyal kaynak ve buhar uygulanmis bezelye tohumlarinin ise kati substrat olarak
kullanildigr  “tempeh”, Hindistan’a 06zgii “ragi”. Penicillum roquefortii veya
Penicillum camemberti ile kiiflii peynir iiretilmesi uygulanan KSF’lere drnektir. Kif
sporlarinin {iretimi, ¢evresel faktorlerin kontrolii ve peynirin mekanik durumunun
gelistirilmesi sayesinde Fransa’da kiifli peynir {iretimi modernize edilmistir.
Funguslarin az sayida iiretilmesini sagalayan kompost islemi de ABD ve Avrupa’da

modernize edilmistir [54,58,60].

KSF yonteminde; misir kiispesi, seker kamisi, portakal, piring, muz ve
mercimek kabugu, bugday kepegi, piring sap1, piring, bugday, misir, nohut ve soya
unu, manyok kokii gibi genelde kati atiklar, zirai-endiistriyel substrat olarak

kullanilabilmektedir [68-70].

Arastirmacilar ¢alismalarinda KSF’nin, SKF’ye istiinligiini belirtmislerdir.
SKF sentetik ortamda ger¢eklesen yontemdir. SKF’nda sivi  ortamlar
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar KSF’de dogal ortamlarina benzer bir ortamda
bulunduklarindan daha etkin aktivite gostermektedirler [55]. KSF’de en yiiksek
verimi elde edebilmek icin, kullanilan mikroorganizmanin c¢evresel kosullarmin iyi
bilinmesi O6nemlidir. Yapilan aragtirmalar, substrat olarak kullanilan ham
materyallerin kolay bulunabilmesinin ve ucuz olmasinin KSF’nin O6nemli
avantajlarindan oldugunu gostermektedir. Tarimsal ve gida atiklar1 bolca firetilir.
Tarimsal ve gida atiklari karbohidratlar ile gesitli besinler bakimindan oldukca
zengin olduklarindan KSF yontemi ile enzimlerin ve Onemli kimyasallarin
iretiminde substrat olarak kullanilmaktadirlar. Aym1 zamanda c¢evre kirliliginin
azalmasinda Onemli role sahiptirler. Biyokiitlenin fazla miktarda bulunmasi,
tiretimde yiiksek verimlilik ve proteinlerin daha az bozulmasi, KSF’de daha kaliteli
tiretimin gergeklesmesini saglamaktadir. KSF’den elde edilen enzimin yiiksek

kararlilik gostermesi bu teknigin 6nemli avantajlarindan birisidir [71,72].
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Optimum kosullarin ve parametrelerin se¢imi, KSF uygulamalarinda dikkat
edilmesi gereken onemli Ozelliklerin basinda gelmektedir. Bu ozellikler; uygun
substratin secilmesi, pH, mutlak nem, ¢alkalama hizi, inkiibasyon zamani, inokiiliim

hacmi, iireme sicakligi, ilave edilen karbon ve azot kaynagidir [55,60].

1.3.1.1 Kat1 Substrat Fermentasyonunda Avantajlar ve Dezavantajlar

KSF, SKF’ye gore iirin konsantrasyonu, verimlilik ve atik olusumu gibi
haller bakimindan belirgin avantajlara sahiptir. Bunlar; KSF’de uygulamaya baglh
olarak daha yiiksek oranda verim ve daha kararl {iriinlerin elde edilebilmesi, suyun
az olmasindan dolay1 bakteri ve maya kontaminasyon riskinin daha az olmasi, atik su
miktariin ¢ok az olusundan dolay1 ¢evre kirliligine daha az yol agmasi, sporla
inokulasyonun ortamda diizenli dagilimi kolaylastirmasi, kullanilan substratlarin bol
ve ucuz olmasi, diisiik maliyet ve tekrarlanabilir harcamalar, kopiiklenmenin
olmamasi, kolay ve yiiksek bir oranda havalandirmaya imkan saglamasi, kiigiik
Olceklerde bile ekonomik kullanim saglamasi, substrat lireme icin gerekli besinleri
sagladigindan basit bir fermantasyon ortaminin olusmasi, mikroorganizmalarin dogal
habitatlarina benzer ¢evresel kosullarda gelisimine izin vermesi, enerji
gereksiniminin diisiik olmasi, bazen buhar uygulamasina, otoklavlamaya, mekanik
calkalamaya ve havalandirma islemine gereksinimin olmamasi, oksijenin
sirkiilasyonunun iyi olmasi, katabolik baskilamanin genelde diisiik olmasi seklinde

ifade edilebilmektedir [62,65,73-78].

Yukarida agiklanan avantajlara ragmen KSF yontemi, SKF yontemi ile
karsilastirildiginda bazi dezavantajlara da sahiptir. Bunlar; Nadir de olsa fungal ve
bakteriyel kontaminasyonlarin meydana gelmesi, sadece diisiik nem seviyesinde
iireyebilen mikroorganizma tiirlerinin (Flamentli fungus) kullanilabilmesi, ¢alkalama
islemi giic olabileceginden statik kosullarin tercih edilmesi, sporla iiretime
baslanacaksa ¢imlenme ihtiyaci nedeniyle uzun lag siiresine ihtiya¢ duyulmasi, kati
dogal substratin islemsel parametrelerinin (nem miktari, pH, substratin oksijen ve
biyokiitle konsantrasyonu) kontrolii ve belirlenmesinde gii¢liiklerin ortaya ¢ikmasi,
kat1 substratlarin genelde on islemden gecirilmeye ihtiya¢ duymasi (parcalama,
oglitme, kimyasal, fiziksel ve enzimatik hidroliz, homojenizasyon, buhar uygulamasi

gibi), biyokiitle (lireme) miktarinin saptanmasinin zor olmasi (Kat1 substrat ve misel
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arasindaki siki penetrasyonun biyokiitlenin tamamen elde edilmesini engellemesi),
tireme esnasinda olusan metabolik sicakligin uzaklastirilmasinin zor olmasi, iiretim
zamaninin daha uzun olmasi, bazi islemlerde yiiksek miktarda kati substrat
konsantrasyonu nedeniyle oksijen sirkiilasyonunun zorlasmasi seklinde ifade

edilmektedir [74,75].

1.4 Trichoderma Cinsinin Genel Ozellikleri

Trichoderma cinsi hizli gelisen filamentli bir fungustur. Tiim diinyada genis
bir yayilisa sahiptir. Toprakta siklikla bulunan toprak mikroflorasinin baskin bir
elemanidir. 1969 yilina kadar siiflandirilmasinda ¢esitli zorluklarla karsilagilmistir
[79-82]. ilk kez Rifai tam olarak bir siiflandirma galigmasi yapmus, tiir morfolojisini
arastirmistir [83]. 1991°de Bissett Trichoderma cinsine ait siniflandirmay1 yeniden
incemis, morfolojik olarak Pachybasium, Trichoderma, Hypocreanum ve

Longibrachiatum olmak tizere 4 grup olusturmustur [84-86].

Koloniler kiiltiirde ¢ok hizli gelisim gosterir. Baslangicta koloni yiizeyi diiz,
neredeyse tiimii seffaf ve su beyazidir. Devaminda kompakt/flukkoz yumakeiklar
gelisir. Yesil/beyazin c¢esitli tonlar1 gézlenir. Olusan pigment, agar lizerinde yayilir
ya da koloninin alt kism1 degismez. izole edilen baz tiirlerde karekteristik olarak

Hindistan cevizi kokusu algilanir.

Hifler morfolojik olarak; cok dalli, bolmeli, ¢eperli/diiz, seffaftir. Genellikle
tiirlerde klamidospor olusmaktadir. interkalar/hiflerin yan dallarinin iistiinde globoz,
elipsoidal veya terminal, diiz ve renksiz g¢eperli konidiler bol dallanma
gostermektedir. Gevsek/kompakt halde yumaklar, genelde konsantrik halka seklinde

gbze carpan konidi zonlar1 olusmaktadir.

Konidiyofor yapilar1 havai hifler iizerinde tek/diizensiz sekilde olusur. Ana
eksenden yan dallar gelisir, bu yapidan da daha kiiclik dallar olusur. Bu durum birkag
basamak daha devam eder. Tiim yan dallar kendilerini olusturan dallar iizerinde
genis agtyla gelisir. Ayn1 zamanda ug kisim uzamay siirdiiriir ve igne yaprakli agaca

benzeyen bir dallanma yapis1 gézlemlenir.
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Tiirlerin bazilar1 disinda her dalin u¢ kisminda bir fiyalid bulunur. Fiyalid
bulunmayan tiirlerin konidiyoforlarinin uglarinda uzun, basit/dalli, diz/kivrik,
kancali/dalgali kamg1 yapisinda hif uzantilar1 bulunur. Fiyalidler armut/sise/tamamen
ovoid, orta kisim sigkin, taban daralmis ve aniden dar konik/sub-silindirik bir boyun
seklinde incelir. Fiyalidler de konidiyofor dallar1 gibi dallardan genis aciyla gelisir ve
sikica/diizensiz sekilde bir arada bulunabilir veya seyrek olarak yayilabilir hatta tek,
diizensiz araliklarla yerlesebilir. Konidiler siimiiksii ve yapiskan fiyalokonidi
seklindedir. Fiyalidlerin uc¢larinda subgloboz/globoz baslar olustururlar. Bas yapisi
genelde 15 um’den kiigiik captadir. Nadiren kisa zincirlere rastlanir. Konidiler hafif
plriizlii veya diiz ¢eperli, seffaf veya sarimsi-yesil-koyu yesil, subgloboz, obovoid,
kisa ovoid veya elipsoidal veya eliptik-silindirik, hemen tamamen oblong, bazen

acili, tabanlar1 bazen belirgin olarak trunkattir [80,81,87].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Ksilanaz Aktivitesine Sahip Mikrofunguslarin Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019, Trichoderma viride NRRL 6418,
Trichoderma atroviride NRRL 25150, Trichoderma koningii NRRL 54330 ve
Trichoderma virens NRRL 2314 suslar1 ksilanaz enzim aktivitelerinin saptanmasi
amaci ile %35 ksilan [(Sigma; Hus agaci ksilan; Poli-B-D-ksilopiranoz 1—4)] iceren
besiyerine inokule edilerek ksilanaz pozitif olduklar1 belirlenen Trichoderma
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418, suslarinin deneylerde

kullanilmasina karar verilmistir.

2.1.2 Deneylerde Kullanilan Trichoderma Tiirleri ve Genel Ozellikleri

2.1.2.1 Trichoderma harzianum Rifai 1969

Koloniler 25°C’de hizli gelismekte, Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerinde
Once yiizey diiz, su beyazi veya beyaz, havai misel seyrek, daha sonra havai hifler
bol miktarda gelismekte, konidilerin gelistigi yerler beyazimsi yesil, daha sonra
parlak yesil fakat hemen sonra olduk¢a donuk yesil; Patates Dekstroz Agar (PDA)’da
ise yogun sar1 yesil renkli olmakta, koloni alti renksiz, hifler boélmeli, dalli, diiz
ceperli, renksiz, 1,5-12 um kalinlikta, konidiyoforlar ¢ok dallanmis ve agag seklinde,
oldukca gevsek yumaklar olusturmakta, konidiyoforlarin ana dallar1 4,5 pm eninde,
cok sayida yan dal olusturmakta, yan dallar tek veya genellikle 2-3’1ii gruplar
halinde, bunlardan da daha kii¢iik yan dallar gelismekte, genel goriiniisii konik veya
piramidal fiyalidler kisa, taban kisminda ortaya nazaran daha dar, ucta birden bire

daralmakta ve konik keskin u¢lu bir boyun olusturmakta 5-7 x 3-3,5 pum, dallarin
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uclarinda olan fiyalidler daha uzun ve daha ince, 18 x 2,5 um, konidiler fiyalidlerin
ucunda globoz baslar olusturmakta, globoz veya kisa ovoid, tabanlari genellikle
genis trunkat, diiz ¢eperli, tek olarak soluk yesil, kitle halinde daha koyu goriinmekte
[87].

(a) | (b)

Sekil 2.1: (a) Trichoderma harzianum NRRL 13019 petri (10x10); (b) Trichoderma
harzianum NRRL 13019 preparat (10x40)

2.1.2.2 Trichoderma viride Pers. Ex Gray 1821

Syn:  Trichoderma lignorum Tode ex Harz 1871
Trichoderma glaucum Abbott 1926

Koloniler MEA ve PDA’da hizli gelismekte, 25°C’de dort giinde petri kabini
tamamen doldurmakta, dnce diiz yiizeyli, havai hifler ¢cok seyrek, daha sonra gevsek
ve seyrek havai hiflerin gelismesinden dolay: tiiylii goriinlimde ve beyazimsi,
olgunlukta konidilerin gelistigi alanlar karekteristik olarak koyu yesil koloni alti
renksiz, yash kiiltiirlerde tipik Hindistan cevizi kokusu duyulmakta, hifler diiz
ceperli, cok dalli, 1,5-12 pm eninde, konidiyoforlar ¢ok dalli, kompakt veya
yumaklar olusturmakta, koloni yiizeyinde halka benzeri zonlar halinde, bunlarin
disinda daha az komplike konidiyoforlar olusabilmekte, konidiyofor ana dallar1 4,5
um eninde, bir ¢ok yan dal olusturmakta, bunlar tek veya gruplar halinde, genel
goriinimii diizensiz bir konifer benzeri, biitlin dallar genis acilarla gelismekte,
fiyalidler terminal fiyalidlerin altinda az veya ¢ok halkalar seklinde gelismekte, her
grupta 2,3 fiyalid bulunmakta, fiyalidler ayn1 zamanda tek olarak veya karsilikli
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ciftler halinde de gelismekte, 8-14 x 2,4-3 um, terminal olanlar daha uzun 20 um,
tabanda daralmakta, ortada hafif genis ve uca dogru olduk¢a uzun bir boyun
olusmakta, konidiler globoz veya kisa obovoid veya nadiren genis elipsoidal, hafif
piirtizlii yesil renkli, 3,6-4,5 pm ¢apinda veya 4-4,8 x 3,5-4 pum, fiyalid uc¢larinda
globoz baslar olusturmakta [87].

(@ (b)
Sekil 2.2: (a) Trichoderma viride NRRL 6418 petri (10x10); (b) Trichoderma viride NRRL
6418 preparat (10x40)

2.1.3 Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

2.1.3.1 Mikrofungus Kiiltiirlerini Gelistirmek i¢in Hazirlanan Besiyerleri

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri (Oxoid)

Patates ekstrakti.................. 10g
DeKtroz. ....ooviviiiii 50¢g
AT .o 375¢
Saf SU....ii 250 ml

121°C sicaklikta 20 dakika siireyle otoklavda steril edilerek hazirlanmis ve
steril petri plaklarina dokiilmiistiir [88-91].
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Patates Dekstroz Broth (PDB) (Difco)

Patates nisastast.............ceeviiiiiniinnnnn.. 10g
DeKStroz. .....ovveiii i 50¢g
Saf Su...ooi 250 ml

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilerek hazirlanmistir [88,91-93].

%S5 Ksilan I¢ceren Patates Dekstroz Agar Besiyeri

Yukarida formulii agiklanan Patates Dekstroz Agara 12,5 g ksilan ilave
edilerek hazirlanip 121°C’de 20 dk. otoklavda steril edilerek 90 mm’lik steril petri
plaklarma dokiilmiistiir [94-96].

2.1.3.2 Hidroliz Zonu Belirlenirken Kullanilan Cozeltiler

% 0,1’lik Kongo Kirmizis1 Cozeltisi

Kongo Kirmizist ..., 0,1g

Distile SU ..oviieiiiii 100 mL

100 mL saf su igerisinde 0,1 g kongo kirmizisinin ¢oziilmesiyle hazirlanmistir

[97,98].

1 M Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi

Sodyum KIorlr .....cccooevviiiiiiiiiiiin, 14,625 g

Distile SU ....ovviiiiii 250 mL

14,625 g NaCl, 250 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir [99].

2.1.3.3 Mikrofunguslarin  Spor  Siispansiyonlar1 Elde Edilirken

Kullanilan Cozelti

% 0,1’lik Tween 80 Cozeltisi

Tween 80 ....ovviiiiiii I mL

Distile SU .oonvieiiiii 1000 mL

I mL Tween 80, 1000 mL distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 20 dk
otoklavda steril edilmistir [89,100].
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2.1.3.4 KSF Ortaminda Nemlendirme Sivis1 Olarak Kullanilacak

Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,2 M pH"1 4,0 ve 5,0 Olan Sitrat Tamponu

Sitrik Asit Monohidrat (CcHgO7) ...o.evnnen.... 1,0507 g

Distile SU ..o.oveiii 25 mL

1,0507 g Sitrik Asit Monohidrat tartilip pH 4,0 ve pH 5,0’e ayarlanarak son
hacim 25 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir [101, 102].

0,2 M pH’1 6,0; 6,5; 7,05 7,5; 8,0 Olan Fosfat Tamponu

Sodyum Di-hidrojen Fosfat (NaH2PO4.H20) .......0,68995 g

Distile SU .onvieiii 25 mL

0,6899 g Sodyum Di-hidrojen Fosfat tartilip pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0

ayarlanarak son hacim 25 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir [102].

0,2 M pH’1 8,5 ve 9,0 Olan Fosfat Tamponu

Di-sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (NaxHPO4.2H,0) ....... 1,7796 g

DIStIle SU . oovieiei e, 50 mL

1,7796 g Di-sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat tartilip pH 8,5 ve pH 9,0’a

ayarlanarak 50 mL saf su ilave edilmistir [102].

2.1.3.5 Ksilanaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Substrat

Cozeltisi ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sodyum fosfat tamponu (50 mM pH 6,0)

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.H2O) ...l 0,1724 g
DISHIE SU .ot 25 ml

0,1724 g Sodyum dihidrojen fosfat distile suda ¢oziilerek pH 6,0 olarak

ayarlanmig ve saf suyla 25 ml’ye tamamlanmistir [103, 104].
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Substrat Cozeltisi

p-NPX (p-Nitrofenil B-D-ksilopiranosit).......................... 0,006780 g

Sodyum dihidrojen fosfat (50 mM pH 6,0)........ccccccvveeeneenns SmL

0,006780 g p-NPX (p-Nitrofenil B-D-ksilopiranosit)’e Sodyum dihidrojen
fosfat (NaH2PO4.H20) (50 mM, 5 mL, pH’1 6,0) eklenip vortekste homojenize hale
getirilerek hazirlanmigtir [105,106].

Reaksiyon Durdurma Tamponu

Sodyum Karbonat (NazCO3) ....ooviniiiiiiiiiiiiiiiiiieaeae 26,498 g

DiIStIle SU ..uueeii e 500 mL

26,498 g Sodyum Karbonat (Na;CO3) 500 mL distile suda ¢ozilerek
hazirlanmigtir [105,106].

2.1.3.6 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Kolonunda Kullamlan Jelin

Sentezlenmesi

2.1.3.6.1 Sefaroz (Sepharose) 4B Jelini Aktiflestirme

Sefaroz 4B jeli (10 mL), distile su yardimiyla yikanmis dekante edilmistir.
Esit hacimdeki saf suyla birlestirilmistir. Karistirllmakta olan jel siispansiyona 4 g
siyanojen bromiiriin (CNBr) tamami ilave edilmis, siispansiyon pH’1 4 M NaOH
kullanilarak hizlica 11°e ¢ikarilmis ve reaksiyonun bu pH degeri korunmustur. 10-15
dk. boyunca reaksiyon pH’1 degismeyene kadar isleme devam edilmistir.
Stispansiyona ¢ok miktarda buz ilave edilerek karigim buhner huniye nakledilmistir.
Ardindan sogutulmus NaHCOs3 (250 mL, 0,1 M) tamponu (pH 10) ile yitkanmistir
[107].

2.1.3.6.2 L-Tirozin Baglama

Siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis matrikse, 20 mL’de 15 mg tirozinin
bulundugu NaHCO; (0,1 M, pH 10) soguk tampon ¢dzeltisi ilave edilmis ve 90 dk

siireyle karistirllmistir. Ardindan hazirlanan siispansiyon 16 saat siireyle 4°C’de

25



bekletilmistir. Siispansiyon oda sicakligindaki saf suda yaklasik olarak 2 saat
boyunca yikanmis, siiziilen yikanma suyu absorbans (280 nm) vermeyinceye kadar
isleme devam edilmistir. Bu sayede reaksiyonda kullanilmayan tirozinin tiimiiniin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama islemi NaHCOs; (100 mL, 0,2 M, pH 8,8 )
tamponuyla tekrarlanmig, tirozin ile modifiye edilmis sefaroz 4B ayni tampon

(40 mL) i¢ine alinmustir [107].

2.1.3.6.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

0°C civarinda 25 mg I-naftilamin, HCI (10mL, 1M)’de ¢oziilmiistiir. 75 mg
NaNO; iceren 0°C sicakliktaki 5 mL ¢ozelti, 1-naftilamin ¢ozeltisi (¢ozeltinin
hazirlanmasi sirasinda etanol eklenerek isitilmistir) icerisine damlalar seklinde ilave
edilmistir. 10 dakikalik reaksiyonun ardindan diazolanan 1-naftilamin, sefaroz-4B-L-
tirozin siispansiyonuna (40 mL) ilave edilmistir. [1-naftilamin ¢o6zeltisi NaNO-
cozeltisi icine hizlica aktarilip karistirilarak hemen sepharose-4B-L-tirozin (yaklasik
pH 8,5) icine ilave edilmistir] Yaklasik olarak 6-7’ye diisen pH, 4 M NaOH ile 9,5’¢
cikarilarak sabit tutulmustur. 3 saat siireyle buz iizerinde karistirilmis ardindan 1 L
saf su ve devaminda 200 mL Na,HPO4 (0,01M, pH 6,0) tamponuyla yikanarak bu

tamponun i¢inde saklanmistir [107].

2.1.3.7 Lowry Yontemiyle Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanilan

Cozeltiler

A Cozeltisi: 0,4001 g Sodyum Hidroksit (NaOH) 100 mL distile suda
¢oziildiikten sonra 2 g Bakir Siilfat (CuSOs4), hazirlanan NaOH ¢ozeltisinde ¢oziiliip

+4°C’de buzdolabinda saklanmuistir.

B Cozeltisi: 1,0 g Potasyum Sodyum Tartarat Tetrahidrat (NaK Tartarat;
C4H4KNaOs.4H,0O) 100 mL distile suda hazirlanip buzdolabinda +4°C’de

saklanmistir.

C Cozeltisi: 0,5 g Bakir Siilfat (CuSO4) 100 mL distile suda ¢oziiliip
buzdolabinda +4°C’de saklanmistir.
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D Céozeltisi: 50 mL D ¢ozeltisinden hazirlamak igin, A Cozeltisinden 48 mL
alinarak lizerine 1 mL B Cozeltisi ve 1 mL A Cozeltisinin ilave edilmesiyle taze olarak

hazirlanmstir.

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

karistirilmasiyla taze olarak hazirlanmistir.

Sigir Serum Albiimin (BSA) (Sigma Aldrich): 1:1 oraninda BSA ve distile

suyun karigtirilmasiyla taze olarak hazirlanmistir [108,109].

2.1.3.8 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) Yonteminde

Kullanilan Cozeltiler

1 M (NH4)2S04 igeren, 50 mM Na;HPO4.2H>0 tamponu (pH 6,8) ve 50 mM
NaoHPO4.2H>O tamponu (pH 6,8) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti
olusturularak hidrofobik jele baglanmis ksilanaz enziminin saflastirilmasi

saglanmistir.

Tuzlu Tampon Cozelti: 198,210 g amonyum siilfat tuzu (1,5M NH4SO,),
7,095 g NaaHPO4 (50 mM) ile karistirilarak saf suda ¢oziildiikten sonra 2M HCI ile
pH's1 6,8’¢ ayarlanarak saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir [110-112].

Tuzsuz Tampon Cozelti: Saf suda ¢oziilen 7,095 g NaHPO4 (50 mM)’lin
pH'1 2M HCI ile pH 6,8 olacak sekilde ayarlanarak son hacim distile suyla 1000
mL’ye tamamlanmistir [110-112].

2.1.3.9 SDS-PAGE Tekniginde Kullamilan Cozeltiler

Tank Tamponu: 3 g Tris Base (CsH11NOs) ve 14,4 g Glisin (C2HsNO2), 1 g
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS;Ci2H25NaO4S) distile suda ¢oziilerek son hacim 1 L’ye
tamamlanmigtir [113-115].

Numune Tamponu: 0,5M pH’s1 6,8 olan 2,5 mL Tris Base, 4 mL SDS
(% 10), Gliserol (2 mL) (C3HsOs), B-merkaptoetanol (C2HsOS) (1 mL, % 99,5) ve
0,01 g Bromfenol mavisinin 0,5 mL distile suda karistirilmasi ile hazirlanmistir

[113-115].
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Renklendirme Cdozeltisi: Coomassie Brillant Blue G-250 (0,66 g),
Metanolde (CH3;OH) (120 mL) ¢oziildiikten sonra {lizerine saf asetik asit

(CH3COOH) (24 mL) ile saf suyun (120 mL) eklenmesiyle hazirlanmistir [113-115].

Renk A¢ma Cozeltisi: 75 mL Saf Asetik Asit (CH3COOH), 50 mL Metanol
(CH30H) ve 875 mL distile su karistirilarak hazirlanmistir [113-115].

% 10'luk SDS: 1 g SDS distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ye
tamamlanmistir [113-115].

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

suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ye tamamlanmigtir [113-115].

SDS-PAGE’de Ayirma Jeli Hazirlamirken Kullanilan Alt Tampon: 11,82
g Tris-Base (1,5M) distile suda ¢o6ziildiikten sonra 1M NaOH’le pH’1 8,8’c
getirilerek saf suyla son hacim 50 mL olacak sekilde ayarlanmistir [113-115].

SDS-PAGE’de Yigma Jeli Hazirlamirken Kullanilan Ust Tampon: 3,94 g
Tris-Base (0,5M) distile suda ¢oziildiikten sonra 2M HCI ile pH 6,8’e getirilerek
hacim saf suyla 50 mL’ye tamamlanmistir [113-115].

Tablo 2.1: SDS-PAGE'deki jellerin hazirlanmast.

SDS-PAGE Ay;f;/l;l;:) )J eli Ylg(f)r/f; )J eli
Tampon (Alt) 3,125mL -
Tampon (Ust) 1,25 mL
SDS 125 uL 50 uL
Distile Su 5,025 mL 3,05 mL
Akril Amid/Bis (% 30) 4,1625 mL 0,65 mL
TEMED 6,25 nL 5uL
APS %10’luk (w/v) 187,5 uL 100 uL
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2.1.3.10 NATIVE-PAGE Tekniginde Kullanilan Cozeltiler

Tank Tamponu: 3 g Tris Base ve 14,4 g Glisin, 1 L distile suda ¢oziilerek
hazirlanmistir [116,117].

Numune Tamponu: 0,5M, pH 6,8 olan 2,5 mL Tris-Base, 2 mL Gliserol,
0,01 g Bromfenol Mavisi ve 5,5 mL distile su ile kanstirilarak hazirlanmistir

[116,117].

Renklendirme Cozeltisi: Coomassie Brillant Blue G-250 (0,66 g),
Metanolde (120 mL) ¢oziildiikten sonra ¢ozelti igerisine Saf Asetik Asit (24 mL) ve
distile su (120 mL) ilavesiyle hazirlanmistir [116,117].

Renk A¢ma Cozeltisi: Saf Asetik Asit (75 mL) ve Metanol (50 mL), distile
suyla (875 mL) karistirilarak hazirlanmistir [116,117].

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

suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ye tamamlanmistir [116,117].

Native-PAGE’de Ayirma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Alt Tampon:
1,5M 11,82 g Tris-Base 30 mL distile suda ¢oziildiikten sonra 1IN NaOH’la pH’1
8,8’¢ getirilerek distile suyla 50 mL olarak hazirlanmistir [116,117].

Native-PAGE’de Yigma Jeli Hazirlanirken Kullanilan Ust Tampon: 0,5M
ve 3,94 g Tris-Base 30 mL distile suda ¢oziildiikten sonra 2M HCI’le pH’1 6,8 olacak
sekilde ayarlanarak 50 mL'ye tamamlanmistir [116,117].

Tablo 2.2: Native-PAGE’deki jellerin hazirlanmasi.

Ayirma Yigma
NATIVE-PAGE Jeli Jeli

(%10) (%3)
Tampon (Alt) 25mL e
Tampon Osy 1,25 mL
Distile Su 4,89 mL 3,07 mL
AKkril Amid/Bis (%30) 2,5mL 625 uL
TEMED 10 uLL 5uL
APS %10’luk (w/v) 100 L 50 uL



2.2 Metot

2.2.1 Ksilanaz Aktivitesine Sahip Olan Mikrofunguslarin Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019, Trichoderma viride NRRL 6418,
Trichoderma atroviride NRRL 25150, Trichoderma koningii NRRL 54330 ve
Trichoderma virens NRRL 2314 suslarinin  ksilanaz enzimini sentezleyip

sentezlemediklerini gozlemlemek amaci ile %5 ksilan iceren Patates Dekstroz Agar

besiyerine tek nokta ekim teknigi ile inokule edilerek 30°C sicaklikta 7 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan mikrofungus kolonilerinin iizeri % 0,1’lik
Kongo Kirmizisi ¢ozeltisi ile kaplanip 30°C’de 15 dk. inkiibatorde bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda boya uzaklastirilarak koloniler 1M NaCl ¢6zeltisi ile yikadiktan sonra
koloni yiizeyini kaplayacak sekilde tekrar 1M NaCl ¢ozeltisi uygulanip 30°C’de 15
dk. inkiibasyona birakilmistir [99,118]. Trichoderma tiirlerinin inkiibasyon siiresinin
4. giinlinden itibaren tiim petriyi kaplayacak sekilde gelisme gostermeleri nedeniyle
IM NaCl ¢ozeltisinin uzaklastirilmasiyla koloni tizerindeki Kongo Kirmizisindan
kaynaklanan kirmizi rengin acildigi fungal suslar ksilanaz pozitif olarak

degerlendirilmistir

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

basamakta sabitlenmistir [119,120].

2.2.2 Mikrofunguslarin Uretimi ve Spor Eldesi

Ksilanaz enzim aktivitesi agisindan pozitif olarak degerlendirilen
Trichoderma tiiri mikrofunguslar Patates Dektroz Agar besiyeri igeren petri
kaplarina tek nokta ekim teknigi ile inokule edilerek 30°C’de 7 giin inkiibe
edilmistir. Daha sonra petri kaplarinda gelisen mikrofungus kolonilerinin iizeri %

0,1°1ik Tween 80 ile kaplanarak spor siispansiyonlari elde edilmistir. Thoma laminda

7
sayim yapilarak spor yogunlugu 10’ ml olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen 10
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ml spor silispansiyonundan 3 mL almip 150 mL Patates Dektroz Broth besiyerine
inokule edilerek 150 rpm ve 30°C’de 72 saat siire ile inkiibasyonlar1 saglanmigtir

[24,119].

2.2.3 Kat1 Substrat Fermentasyon (KSF) Ortaminin Hazirlanmasi

Substrat olarak kullanilacak bugday kepegi 24 saat silireyle 80°C’de
kurutularak 250 mL’lik erlenlere 5’er g olacak sekilde yerlestirilmistir. Bu islemin
ardindan bugday kepeginin pH’1 4,0 ve 5,0 olan 0,2 M sitrat tamponu (CcHsO7); pH’1
6,0;6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan 0,2M fosfat tamponu (NaH2PO4.H,0) ve pH’1 8,5 ve 9,0 olan
0,2 M fosfat tamponu (Na2HPO42H,0) ile nem diizeyleri %55 olarak ayarlanip,
121°C’de 20 dakika siireyle otoklavlanarak sterilizasyonlar1 saglanmistir

[119,121,122].

2.2.4 Kat1 Substrat Fermentasyonu (KSF) Kiiltiir Ortammna Ekim ve

Kismi Saflastirilmis Ksilanaz Enziminin Eldesi

Bugday kepegi ile hazirlanan KSF ortamlarina, Patates Dektroz Broth
besiyerinde gelistirilen Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’nin siv1 kiiltlirlerinden 3 ml inokule edilerek 30°C’de 7 giin siireyle
statik inkiibatorde fungus gelisimi i¢in bekletilmistir [89,123-125].

Inkiibasyon siiresinin sonunda KSF ortamima 75 mL distile su ilave edilerek
150 rpm’e ayarlanmig ¢alkalamali inkiibatorde oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan ekstrakt dnce steril gazli bezden, ardindan
da Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek filtrat alinmistir. Filtrat 4°C’de 10000
rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Santrifiijleme islemi ile filtratin slipernatant kismi
pellet kismindan ayrilmig ve elde edilen siipernatant, kismi saflagtirilmis enzim

kaynagi olarak kullanilmigtir [89,123-125].
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2.2.5 Uretim Kosullarimn Kati Substrat Fermentasyon (KSF) Kiiltiir
Kosullarinda Gelistirilen Mikrofungus p-Ksilosidaz Enzim Sentezi

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Kat1 Substrat Fermentasyonunda mikrofungustan ksilanaz enzimi iiretiminde;
pH, nemlendirme sivisi, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresi optimize edilmesi
gereken Onemli parametrelerdir. Bu parametrelerin herbiri bagimsiz olarak test

edilerek bir sonraki basamakta sabitlenmistir [89,123-125].

2.2.5.1 Optimum pH ve Nemlendirme Sivilarinin Belirlenmesi

Optimum pH ve nemlendirme sivisini belirlemek icin bugday kepegi ile
hazirlanan KSF ortami, pH’1 4,0 ve 5,0 olan 0,2 M sitrat tamponu (CsHsO7); pH’1
6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan fosfat tamponu (NaH>PO4.H,O)ve pH’1 8,5; 9,0 olan fosfat
tamponu (Na2HPO4.2H,0) kullanilarak nem diizeyi %55 olarak ayarlanip 121°C’de
20 dakika otoklavda steril edilmistir [89,123-125].

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’nin s1vi1 kiiltiirinden 3 mL alinarak, KSF ortamina inokule edilmis ve 30°C’de

7 giin siire ile statik inkiibatorde inkiibe edilmistir [89,123-125].

Inkiibasyon siiresinin sonunda KSF ortaminin {izerine 75 mL distile su konarak
150 rpm’lik calkalamali inkiibatérde oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.
Siiresinin  sonunda ekstraktlar sirasiyla gazli bez (steril) ve Whatman No:l
kagidindan siiziilerek filtratlar1 alinmistir. Filtratlar 4°C’de 10000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenmistir. Santrifiijleme islemi ile filtratlarin slipernatant kismi pellet
kismindan ayrilmis ve elde edilen siipernatantlar kismi saflastirilmis enzim kaynagi
olarak kullanilmistir. Kismi saflastirilmis enzimlerin ksilanaz enzim aktivitesi

Ol¢iiliip, optimum pH’daki nemlendirme sivisi belirlenmistir [89,123-125].

2.2.5.2 Optimum Inkiibasyon Sicakhiginin Belirlenmesi

Mikrofungusun [-ksilosidaz enzimi {iretimine inkiibasyon sicakliginin

etkisinin belirlenmesi i¢in; bugday kepegi ile hazirlanan KSF ortamlar1 bir dnceki
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basamakta optimize edilen pH’daki nemlendirme sivisi ile nem diizeyi %55 olarak
ayarlandiktan sonra tizerine Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma
viride NRRL 6418’nin siv1 kiiltiirlerinden 3 mL inokule edilip 25, 30, 35, 40,
45°C’lik sicakliklarda 7 giin siire ile test mikrofunguslarinin gelisimleri saglanmastir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kismi saflastirilmis enzimler elde edilerek ksilanaz
enzim aktivitesi Ol¢lilmiis ve optimum inkiibasyon sicaklig1 belirlenmistir [89,123-

125].

2.2.5.3 Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in; KSF ortamlar1 6nceki
basamakta optimize edilen pH’daki nemlendirme sivist ile nem diizeyi %55 olarak
ayarlandiktan sonra tizerine Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma
viride NRRL 6418’nin sivi kiiltirlerinden 3 mL inokule edilerek daha Once
belirlenen inkiibasyon sicakhiginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 4. giinden
itibaren enzim aktivitesinin diisiis gosterdigi giine kadar kismi saflastirilmis enzimler
elde edilerek ksilanaz enzim aktiviteleri Olgiiliip, optimum inkiibasyon siiresi

belirlenmistir [89,123-125].

2.2.6 P-Ksilosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-ksilosidaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 96 kuyucuklu plakalar
(Well-plate) kullanarak belirlenmistir. Bu amagla 96’lik plakada 6rnek ve kontrol
kuyucuklar1 olusturulmustur. Ornek kuyucuklarma; 70 pl, 5 mM p-nitrofenil-B-D-
ksilopiranosit (pNPX) ile hazirlanan substrat ¢ozeltisi ve tizerlerine 70 pl kismi
saflastirilmis enzim, her bir kontrol kuyucuguna ise; 70 pl, 50 mM ve pH’s1 6,0 olan
Sodyum dihidrojen fosfat tamponu (NaH,PO4H»0O) ve iizerine 70 upl kismi
saflastirllmis enzim eklenmistir. Hazirlanan plakanin 37°C’de, 30 dk. inkiibe
edilmesinin ardindan plakanin her bir kuyucuguna 70 pl, 0,5M Na,COj; ¢ozeltisi ilave
edilerek reaksiyon durdurulmus daha sonra 410 nm’de absorbanslari alinmistir

[126-130].
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B-ksilosidaz enzimi, p-nitrofenil-B-D-ksilopiranosit substratini hidrolizleyerek
serbest halde p-nitrofenol ve B-D-ksilopiranosit iiriinlerini ortaya ¢ikarir. B-ksilosidaz
enzim aktivitesi, enzim iinite hesaplamasinda elde edilen absorbansa karsilik gelen p-
nitrofenol iirlin konsantrasyonunun puM cinsinden degeridir. Calismamizda {iriin
miktarinin belirlenmesinde daha dnceden hazirlanmis olan standart p-nitrofenil-B-D-
ksilopiranosit grafigi kullanilmistir. Standart grafik hazirlanirken son hacim 210 pL
olacak sekilde p-nitrofenoliin bir seri konsantrasyonu hazirlanmis ve kor olarak ayni
miktarda distile suya karst 410 nm’de absrobanslari okunmustur. Elde edilen

absorbans degerlerinden p-nitrofenol standart egrisi olugturulmustur.

Standart pPNPX grafiginden elde edilen denklem ile bir Enzim Unitesi (EU),
bir dakikada olusan p-nitrofenoliin pmol cinsinden degeri olarak hesaplanmistir

EU=[(AE/ 2410)x1000]/ At

AE= 410 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans farki,

At = Inkiibasyon siiresi (30 dk.),

>410= 410 nm’deki p-Nitrofenilin’e ait ekstriksiyon katsayisi, (0,0246)
[126,128-130].
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Sekil 2.3 Enzim aktivite tayininde kullanilan 210 uL. hacimli pNPX standart grafigi.
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2.2.7 Protein Tayini

2.2.7.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, Warburg Metodu olarak bilinen proteinlerin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de (UV) maksimum absorbans
gostermesi esasina dayananak belirlenmistir. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
(HEK) isleminden sonra esit hacimde tiiplere alinmis eliiantlara bu yontemle kalitatif
protein tayini yapilmistir. HEK sonucu ¢ikan tiiplerin her birinden 210 pL alinarak
96’lik kuartz plakanin her bir kuyusuna konulmustur. Kor olarak ise 210 uL distile su
ilave edilmis ve spektrofotometrede 280 nm’de kore karsi absorbans degerleri

okunmustur [126,131,132].

2.2.7.2 Lowry Metodu ile Proteinlerin Kantitatif Tayini

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen tiiplerin ve HEK ile saflagtirma
islemi ardindan en yiiksek aktivite gosteren tiiplerin ksilanaz enziminin protein
miktart Lowry Metodu ile belirlenmistir. Bu metodun uygulanmasi i¢in su ¢ozeltiler

hazirlanmistir;
Cozelti A; %2’1ik (w/v) CuSO4, NaOH (0,1 M)’da ¢oziiliirek,
Cozelti B; %1 lik (w/v) NaK tartarat distile suyla ¢oziilerek,
Cozelti C; % 0,5’lik (w/v) CuSOsdistile suyla ¢oziilerek,
Cozelti D; A, 1 mL Cozelti B, 1 mL Cozelti C’den alinarak,

Cozelti E; 1:1 oraninda Folin fenol ve distile suyla hazirlanmistir.

Numunelerin protein miktarlari belirlenirken asagida agiklanan yol takip edilmistir.

Ormnek tiiplerine protein miktar1 belirlenmesi amaglanan numunenin 1/10
oraninda distile suyla seyreltilmis halinden 100 pl alinmistir. Uzerlerine 2000 ul
Cozelti D’den eklenmistir. Kor tiiplerine ise 100 pl distile su konulmus ve iizerine
2000 pl Cozelti D’den eklenmistir. Ornek ve kér tiipleri 10 dk. oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnek ve kor tiiplerine taze olarak

hazirlanan Cozelti E’den 200 pl eklenip zaman kaybetmeden vorteks ile homojen
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hale getirilmis ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda Ornek ve kontrol tliplerinden 210 pl almak 96’lik plakalara
konulmus ve 600 nm spektrofotometrede absorbanslar1 kore karsi okunmustur. Bu
absorbans degerler, BSA grafiginden elde edilen formiil ile hesaplanarak protein

miktart grafigi olusturulmustur [108,109].

2.2.7.3 BSA Standart Grafiginin Hazirlanmasi

1:1 oraninda hazirlanan standart sigir serum albiimin ¢ozeltisinden tiiplere
sirastyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL olacak sekilde konulmus ve son
hacimleri distile suyla 100 pL’ye tamamlanmistir. Ardindan sirasiyla her tiipe 2 mL
D Cozeltisinden eklenmis ve oda 1sisinda 10 dk. inkiibasyonlar1 saglanmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda sirasiyla her tiipe 1:1 oranminda hazirlanan E
Cozeltisinden 200 pL eklenmis ve hemen ardindan vorteks ile homojenize edilmistir.
Daha sonra 30 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda 6rnekler 96’lik plakanin kuyucuklarma 210 pL konularak 600 nm’de kore
karsilik gelen absorbans degerleri okunmustur. Kor olarak BSA igermeyen 1. tiip
kullanilmistir. 600 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen, pug protein degerleri
kullanilarak daha sonraki ¢aligmalarda kullanilacak olan standart grafik c¢izilmistir

[108].
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Sekil 2.4: Lowry yontemi ile protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik.
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Elde edilen grafikten asagidaki formiil elde edilmis ve diger 6rneklerin
Lowry Metodu ile protein miktar1 (ug/ml) hesaplamasi bu formiil kullanilarak

yapilmustir.

Protein Miktari=(Ornek Tiip Absorbansi-Kontrol Tiip Absorbans1)-0,0113/0,0002

2.2.8 Enzim Saflastirma

2.2.8.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat tuzu, siklikla doygunluk dereceleri farkli olan farkli
proteinlerin ¢dkmesini gergeklestiren +2 degerlikte kullanilmaktadir. Oncelikle,
kismi saflastirma i¢in ham ekstrakta kullanilacak uygun amonyum siilfat

konsantrasyonu asagidaki formiille hesaplanmistir.

_L77xvx(8, -§,)
3.54-8,

g(NH, ), SO,

V : Olgiilen siipernatantin hacmi
Si: Amonyum siilfatin ilk doygunlugu
S> : Amonyum siilfatin istenilen doygunlugu

Optimum kosullarda elde edilen kismi saflastirilmis B-ksilosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in 0-10, 10-20, 20-30, 30-40,
40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, %’lik (w/v) oranlarinda ¢oOktiirme
yapilmistir. Kismi saflastirilmis B-ksilosidaz enziminin her bir %’lik (w/v) aralik i¢in
yukaridaki formiile gore hesaplanan miktardaki amonyum siilfat, 30 dk. boyunca buz
iizerinde manyetik karistiricida yavas yavas eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. Daha
sonra 15000 rpm’de 4°C’de 30 dk. santrifijlenmis ve siipernatant pelletten ayrilarak,

pellet 4 mL tuzlu tampon ile ¢oziilmiistir.

Her bir aralik i¢in ¢06ziilen Orneklerin [-ksilosidaz enzim aktivitesi
belirlenmistir. Enzim aktivitesi belirlenirken 10 farkli tuz konsantrasyonu i¢in 10 ayr1
kor ve ornek kuyucuklari hazirlanarak B-ksilosidaz enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir.
Ayrica her bir aralik i¢in 6rneklerin Lowry metodu ile kantitatif protein miktarlar
belirlenmistir [133].
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2.2.8.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile p-ksilosidaz Enziminin

Saflagtirilmasi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den, bugday kepegnin KSF ortami olarak kullanilmasi sonucu optimum
kosullarda elde edilen B-ksilosidaz enziminin saflagtirilmasi igin amonyum siilfat
coktiirmesinin ardindan HEK metodu kullanilmistir. Bu saflastirma basamaginda jel

olarak  laboratuvarimizda  sentezlenen  Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin

kullanilmistir [126,134].

Hidrofobik etkilesim kolonunun, saflagtirma islemine hazirlanmasi i¢in 1,5 M
(NH4)2SO4 iceren 50 mM NaH>POs (pH 6,8) ile dengelenmistir. Tampon ¢ozeltinin,
kolon dengelendikten sonra jel seviyesinin 2 cm {izerine kadar inmesi beklenmis ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pellet 4 mL, 1,5M (NH4)2SO4 igeren 50
mM NaH>POs (pH 6,8) ile ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zeltinin 500 pl’si protein tayini ve B-
ksilosidaz enzim aktivitesini 6lgmek i¢in ayrildiktan sonra kalan 3,5 mL’lik ¢ozelti
kolona yliklenmistir. 1,5 M (NH4)2SO4 igeren 50 mM NaH>POs4 (pH 6,8) kullanilarak
yiiksek tuz konsantrasyonundan diigiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz grandiyenti
olusturulmustur. Olusan tuz gradiyenti ile kolondan alinan eliiantlar 2 mL’lik
ependorf tiiplere alinmistir. Eliisyon islemine devam edilerek absorbans
stfirlanmistir. Eliisyon islemi sonunda ependorf tiiplerdeki eliiantlarin 280 nm’de
kalitatif yolla protein miktarlari tespit edilmistir. Ardindan her bir ependorf tiipteki
eliantin B-ksilosidaz enzim aktivitesi belirlenmistir. Tlip numaralarina kars1 elde
edilen degerler ile aktivite ve protein miktarlarin1 igeren grafik cizilmistir

[126,134,135].

2.2.9 NATIVE/SDS-PAGE Yontemi Kullanilarak  p-Ksilosidaz

Enziminin Safligi ve Alt Birimlerinin Belirlenmesi

B-ksilosidaz enzimleri amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan HEK ile
saflastirildiktan sonra NATIVE/SDS olmak {izere iki farkli elektroforez yontemi ile
saflig1 ve alt birim varligi/sayisit kontrol edilmistir. Bunlardan birincisi, proteinlerin
dogal yapilarimi bozucu ajanlarin kullanilmadigi ve safliinin tayini iginde

kullanilabilen NATIVE-PAGE (Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi)’dir. Ikincisi
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ise proteinlerin dogal yapilarini degistiren ve onlarin esit yliik yogunluguna sahip
olmasint saglayan bozucu ajanlarin (Merkaptoetanol ve SDS) kullanildigi SDS-
PAGE’dir. SDS-PAGE ile yapilan elektroforezde proteinlerin dogal yapilar
bozuldugu icin proteinler sadece molekiil agirligina gore ayrilmistir. SDS-PAGE
proteinlerin, birden fazla alt birime sahip olup olmadiginin ve molekiil agirliklarinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Laemmli tarafindan 1970 yilinda belirtilen yontemle
SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE elektroforezlerinde yigma jeli % 3’liik ve ayirma jeli
% 10’luk olacak sekilde iki farkli akrilamid konsantrasyonuna sahip kesikli jeller
hazirlanmastir [113,114,136,137].

2.2.9.1 SDS-PAGE Yontemi Kullamlarak p-Ksilosidaz Enziminin

Safliginin ve Alt Birimlerinin Kontrolii

SDS-PAGE yonteminde jel hazirlamak i¢in elektroforeze ait cam plakalar ilk
olarak distile suyla yitkanmis ve etil alkolle detaylica temizlenmistir. Ardindan plastik
aralik olusturucusu plakalar arasina iki adet cam plaka {ist {liste konulup yerlestirilmis
ve jel dokme aparatiyla sabitlenmistir. Tablo 2.1°deki gibi SDS kullanilarak ayirma
jeli hazirlanmis ve plakalarin arasindaki bolgeye iist taraftan 2-3 cm bosluk kalincaya
dek hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dikkatlice dokiilmiistiir. Jelin yiizey kisminin
diiz olabilmesi icin distile suyla ince bir katman olusturulmustur. 1-2 saat
polimerizasyonun tamamlanmasi beklendikten sonra {ist yiizeydeki distile su jele zarar
vermeden dikkatlice bosaltilmistir. Daha sonra cam plakalarin arasindaki
polimerlesmis ayirma jelinin iizerine tamamen doluncaya kadar Tablo 2.1°de
belirtildigi gibi SDS kullanilarak hazirlanan yigma jeli dokiilmiistiir. Cam plakalar
arasindaki yiikleme jelinin ilizerine tarak aparati dikkatlice yerlestirilerek 30 dk.
yigma jelinin polimerlesmesi beklenmistir. Yigma jeli polimerlestikten sonra tarak
kuyucuklarimin arasinin  bozulmamasma dikkat edilecek sekilde dikkatlice
cikartlmistir. Taraklar tarafindan olusturulan kuyucuklara ilk olarak distile su ile
ardindan tank tamponu ile yikama islemi uygulanmigtir. Polimerize edilen jellerin yer
aldign cam plaka elektroforeze ait tanka yerlestirilmis ve tankin alt/list boliimiine

SDS’li yiiriitme tamponu konulmustur [113,114,136,137].

Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi sonucunda elde edilen eliiantlardan

yiilksek aktivite gosterenler birlestirilerek bir numune ¢ozeltisi (Havuz)
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olusturulmustur. Bu ¢ozeltiye toplam hacim 50 pL olacak sekilde 1:1 oraninda SDS
ve B-merkaptoetanol iceren numune yiikleme tamponu karistirilmistir. Standart
protein ¢ozeltisinden yani markerdan 5 uL alinmustir. Marker ve numuneler 5 dk.
95°C’ye ayarlanan termoblokda bekletilmistir. Marker ve numunelerin sogumasi
beklenmis ve soguduktan sonra kuyucuklara yliklenmistir. Gii¢ kaynagi 80 V olacak
sekilde ayarlanarak elektroforez tankina baglanmistir. Proteinlerin jel iizerindeki
hareketlerinin incelenmesini saglayan numune yilikleme tamponunda bulunan
boyadaki bant, ayirma jeline geldiginde gerilim 150 V degerine yiikseltilmistir.
Yiriitme islemine, proteinler ayrima jelinin bitisine 1 cm kalana kadar devam
edilmigtir. Bantlar belirtilen noktaya ulastiginda akimin kesilmesiyle yliriitme
durdurulmustur. Cam plakalarin arasinda yer alan jel ¢ok dikkatli bir sekilde
cikarilmis yigma jeli kesilerek ayrilmistir. Proteine ait bantlarin yer aldigi ayirma jeli,
renklendirme ¢ozeltisine konulmus ve 1,5-2 saat diisiik c¢alkalama seviyesine
ayarlanmis ¢alkalayici iizerine birakilmistir. Daha sonra jel renklendirme
¢Ozeltisinden ¢ikartilmis ve renk agma ¢ozeltisine konulmustur. Renk agma ¢ozeltisi
belli araliklarda degistirilerek jelin zemin rengi ag¢ilmis, protein bantlar
belirginlesinceye dek renk agma ¢ozeltisi igerisinde ¢alkalanmistir. Jel, renk agma
cozeltisi igerisinden ¢ikarilmig ardindan jel gorlintileme sisteminin (UVP)

kullanilmasi ile jelin goriintiisii bilgisayar iizerine aktarilmistir [113,114,136,137].

2.2.9.2 NATIVE-PAGE Yontemi Kullamlarak p-Ksilosidaz Enziminin

Safliginin ve Alt Birimlerinin Kontrolii

NATIVE-PAGE yonteminde, SDS-PAGE yontemindeki gibi 6n hazirliklar
yapilmis ve sirasiyla Tablo 2.2°de belirtilen sekilde NATIVE-PAGE ayirma jeli ve
NATIVE-PAGE yigma jeli hazirlanmistir. Hazirlanan jeller cam plaklar arasina
dokilmistiir. Jel, elektroforez tankina yerlestirilmis, ardindan tankin alt/iist
boliimiine NATIVE-PAGE yiiriitme tamponu konulmustur. HEK isleminin sonunda
alman eliiantlardan, aktivitesi yiliksek olanlar birlestirilerek bir numune ¢ozeltisi
(Havuz) olusturulmustur. Hazirlanan numune 50 pL olacak sekilde 1:1 oraninda
NATIVE-PAGE numune yiikleme tamponuyla karistirilmistir. Sadece molekiil
agirhik standartlarini iceren standart protein c¢ozeltisinden yani markerdan 5 pL

alinmigtir. Daha sonra hazirlanan bu numuneler kuyucuklara yiiklenmistir. Diger
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asamalar SDS-PAGE tekniginde belirtildigi gibi yapilmistir. Son olarak jel, renk
acma ¢Ozeltisinin iginden c¢ikartildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP)

kullanilarak jelin goriintiisii bilgisayara aktarilmistir [116,117,138].

2.2.10 Saflastirlan p-Ksilosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

2.2.10.1 Saflastirilan p-Ksilosidaz Enzim Aktivitesine Farkhh pH’larin
Etkisi

Kat1 substrat fermentasyon ortaminda elde edilip HEK ile saflastirilan B-
ksilosidaz enzim aktivitesine farkli pH’larin etkisini belirlemek igin 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 (NaHPO4.2H,0) tamponu (pH 6,0; pH 7,0; pH 8,0; pH 9,0)
hazirlanmistir. Hazirlanan tampon c¢ozeltiler ile farkli pH degerindeki 5 mM p-

Nitrofenil B-D-ksilopiranosit ()NPX) substrat ¢dzeltisi hazirlanmistir.

Farkli pH degerlerindeki aktiviteleri belirlemek icin 96’lik plakada (well-
plate) kor ve 6rnek kuyucuklart hazirlanmistir. Kor kuyucuklarma; 70 pL farkli pH
degerindeki tampon c¢ozeltilerden ve 70 pL saflastirilmis B-ksilosidaz enziminden
konulmustur. Ornek kuyucuklarina ise 70 pL farkli pH degerinde hazirlanan substrat
cozeltilerinden ve 70 pL saflastirilan B-ksilosidaz enziminden ilave edilmistir.
Ardindan 96’lik plaka statik inkiibatdrde 37°C’de, 30 dk. inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan 70 pL 0,5 M Na,CO; ile reaksiyon durdurulmus ve
zaman kaybetmeden spektrofotometrede 410 nm’de kore karsilik absorbans degeri
okunmustur. Absorbans degerlerinden p-Nitrofenil B-D-ksilopiranosit (PNPX)
standart grafigi kullanilarak enzim tinitesi (EU) hesaplanmistir [136,139-143].
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2.2.10.2 Saflastirlan B-Ksilosidaz Enziminin Maksimum Aktivite

Gosterdigi Sicakhik Degerinin Belirlenmesi

Sicakligin, saflastirilan PB-ksilosidaz enziminin aktivitesi lizerine etkisini
belirlemek i¢in 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95°C sicakliklarda aktivite Olgiimleri
yapilmistir. Enzimin farkli sicakliklardaki aktivitelerinin belirlenmesinde her sicaklik
degeri icin ayrt 96’lik well-plate kor ve ornek kuyucuklart hazirlanmistir. Kor
kuyucuklarma 70 pL sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi ve saflastirilan B-ksilosidaz
enziminden 70 pL ilave edilmistir. Ornek kuyucuklarma ise 70 pL p-Nitrofenil p-D-
ksilopiranosit (pNPX) ¢ozeltisi ve saflastirilan B-ksilosidaz enziminden 70 pL ilave
edilmistir.  Ardindan  hazirlanan ~ Well-plate’ler  belirlenen  sicakliklardaki
inkiibatorlerde 30 dk. siire ile inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin
ardindan 70 pL 0,5M NaxCOs ile reaksiyon durdurulmus ve zaman kaybetmeden
spektrofotometrede 410 nm’de kore karsilik absorbans degeri okunmustur.
Absorbans degerlerinden p-Nitrofenil B-D-ksilopiranosit (PNPX) standart grafigi
kullanilarak enzim tinitesi (EU) hesaplanmustir [136,139-143].

2.2.10.3 Saflastirilan p-Ksilosidaz Enziminin Termal Kararhhgimn

Belirlenmesi

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilan B-ksilosidaz enziminin
termal kararliliginin belirlenmesi amaci ile B-ksilosidaz enzimi 45, 55, 65, 75, 85°C
sicakliklarda ayr1 ayri inkiibasyona birakilmistir. Is1 ile muamele edilmemis enzim
cozeltisinden alinan ve aktivitesi dl¢lilen drnege ait aktivite degeri baslangic enzim
aktivitesi olarak kabul edilmistir. 45°C’deki termal kararliligin aragtirilmasi igin 120
dk. siire ile B-ksilosidaz enzimi 45°C’de inkiibasyona birakilmis ve her 10 dakikada
bir B-ksilosidaz enzim aktivitesi dl¢lilmiistiir. Ayni iglemler 55, 65, 75°C’deki termal
kararliligin aragtirilmast i¢in de yapilmistir. 85°C’deki termal kararliligin
arastirtlmasinda her 2 dakikada bir zaman kaybetmeksizin B-ksilosidaz enzim
aktivitesi Olclilmiis bu islem aktivite sifirlanana kadar siirdiiriilmiistiir. Absorbans
degerlerinden p-Nitrofenil B-D-ksilopiranosit (pNPX) standart grafigi kullanilarak
enzim {initesi (EU) hesaplanmistir [136,139-143].
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2.2.10.4 p-Ksilosidaz Enziminin p-Nitrofenil p-D-ksilopiranosit ()NPX)

Substratina Kars1 Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

B-ksilosidaz enziminin pNPX substratina olan ilgisini gosteren Ky ve Vimax

degerlerinin tespit edilmesi amaciyla pNPX substratinin 5-70 pl arasinda degisen
konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin Olgiimleri yapilmistir. Elde edilen aktivite
degerleri, reaksiyon hiz1 [V] EU/mL cinsinden hesaplanmistir. Reaksiyon hizindan
[V] yararlanilarak 1/[V] degeri ve kullanilan substratlarin konsantrasyonlarindan [S]
yararlanilarak 1/[S] degeri elde edilmistir. Bulunan bu degerlerden Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilmistir.

Cizilen Lineweaver-Burk grafiklerine ait denklemden Ku ile Vimax degerleri
bulunmustur. Bu sekilde grafigin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vmax degerinden
Vmax degeri belirlenmistir. Denklemin egimi olan Km/Vmax ifadesinde Vmax degeri

yerine yazilarak Ky hesaplanmistir [143-147].

2.2.10.5 Inhibitor Olarak Kullanilan D-(+)-Ksilozun ICso Degerinin

Belirlenmesi

D-(+)-Ksilozun, B-ksilosidaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisinin
belirlenerek 1Cso degerleri hesaplanmistir. D-(+)-Ksilozun ICso degerini bulmak igin,
PNPX substratinin 1,25 mM konsantrasyonu calisilmistir. Inhibitér eklenmemis
ortamdaki enzim aktivitesi tespit edilerek bu deger % 100 aktivite olarak alinmistir.
1-60 pul arasinda degisen inhibitdor konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri
bulunmustur. Bu degerlerden % aktiviteler hesaplanarak, % Aktivite-[I] (Inhibitor
konsantrasyonu) grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden yararlanilarak enzim
aktivitesini %50 oraninda azaltan inhibitér konsantrasyonu olan ICso degerleri

hesaplanmistir [144,146-151].

2.2.10.6 Inhibitor Olarak Kullamlan D-(+)-Ksilozun Ki Degerinin

Bulunmasi

PNPX substrati kullanilarak, B-ksilosidaz enzim aktivitesi {lizerine D-(+)-

Ksilozun inhibisyon tipi ile Ki degeri belirlenmistir. Ki degerinin tespiti igin;
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oncelikle inhibitorsiiz ortamda 5-70 pl arasinda farkli pNPX substrat
konsantrasyonunda aktivite degerleri bulunmustur. Bulunan bu aktiviteler [ V] olarak
almarak 1/[V] degerleri hesaplanmistir. Degisen substrat konsantrasyonlari [S] olarak
almarak, 1/[S] degerleri hesaplanmistir. Bu hesaplanan degerlerden Lineweaver-Burk

grafigi cizildiginde Ip dogrusu elde edilmistir.

D-(+)-Ksilozun inhibitor olarak kullanildig: iki farkli sabit konsantrasyonda,
PNPX substratinin 5-70 pl arasinda farkli konsantrasyonda, pNPX substrati ile
aktivite degerleri tespit edilmistir. iki farkli inhibitér konsantrasyonu varliginda,
farkli pNPX substrat konsantrasyonuna karsilik gelen aktivite degerleri ve 1/V ile

1/[S] hesaplanarak Lineweaver-Burk grafigi cizilip 1) ve I> dogrular1 olusturulmustur.

Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlanilarak K; degerleri hesaplanmis ve
inhibisyon tipleri belirlenmistir. K; degerleri; yarismali (kompetetif) inhibisyon igin
Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta olan -1/Kwm (1+[1]/K}) ifadesi,
yarismasiz (nonkompetetif) ve karisik (mix type) inhibisyonlar i¢in 1/[V] eksenini
kestigi nokta olan 1/Vmax (1+[I]/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 kullanilan denklemlerdeki Kwm ve

Vmax degerleri inhibitorsiiz ortamdaki degerlerdir [144,150,152-154].
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3. BULGULAR

3.1 pB-Ksilosidaz Aktivitesine Sahip Mikrofunguslarin Belirlenmesi

Arastirmada test mikroorganizmasi olarak kullanilacak B-ksilosidaz enzim
aktivitesine sahip mikrofungus suslarin1 belirlemek amact ile %35 ksilan iceren
Patates Dekstroz Agar besiyerine Trichoderma harzianum NRRL 13019,
Trichoderma viride NRRL 6418, Trichoderma atroviride NRRL 25150,
Trichoderma koningii NRRL 54330 ve Trichoderma virens NRRL 2314 inokiile
edilerek 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418 suslarinin

deneylerde kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 3.1 a ve b).

(@) (b)

Sekil 3.1: (a) Trichoderma harzianum NRRL 13019; (b) Trichoderma viride NRRL 6418.

3.2 Uretim Kosullarmm Kati Substrat Fermentasyon (KSF)
Ortaminda Uretilen Fungus B-Ksilosidaz Enzimi Sentezi Uzerine

Etkisi

Kat1 substrat fermentasyonu kiiltiir ~kosularinda  gelistirilen  test
mikrofunguslarinin enzim iiretimlerinde etkili olan pH, nemlendirme sivilari,

inkiibasyon sicaklifi ve inkiibasyon siireleri optimize edilen parametrelerdir.
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Parametreler birbirlerinden bagimsiz olarak test edilerek, optimize edilen her bir
parametre bir sonraki deneyde sabitlenmis ve mikrofungusun ytiksek aktiviteli enzim

iirettigi optimum gelisim kosullar1 belirlenmistir.

3.2.1 Optimum pH ve Nemlendirme Sivilarinin Belirlenmesi

Optimizasyon igleminin ilk basamaginda test mikrofunguslarinin p-ksilosidaz
enzimini yiiksek aktivitede irettikleri nemlendirme sivist ve optimum pH’in
belirlenmesi amaciyla 9 farkli pH’da hazirlanan nemlendirme sivilar1 kullanilmistir.
Bu amag icin; Bugday kepegi ile hazirlanan kati substrat fermentasyon ortamlari
pH’14,0 ve 5,0 olan 0,2 M sitrat tamponu (CsHsO7); pH’1 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) tamponu ve pH’1 8,5 ve 9,0 olan 0,2 M
Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na;HPOs) ile nem diizeyleri %55
olacak sekilde nemlendirilerek 121°C’de 20 dk. otoklavda steril edilmistir.
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in Boliim
2.2.2°de aciklandig1r sekilde hazirlanan sivi kiiltiirlerinden 3 mL alinarak KSF
ortamlarina ayri ayr1 inokulasyonlari yapilarak 7 giin siireyle 30°C sicaklikta inkiibe
edilmeleri saglanmis, bu siirenin sonunda Boliim 2.2.4°de anlatildigi gibi elde edilen

kismi saflastirilmis enzimlerin, B-ksilosidaz enzim aktivitesi 6l¢timleri yapilmistir.

B-ksilosidaz enzim aktivitelerinin en yliksek oldugu iiretim kosullar
Trichoderma harzianum NRRL 13019 i¢in; optimum pH’1 4,0 olan 0,2 M sitrat
tamponu (CsHsO7) oldugu; Trichoderma viride NRRL 6418 i¢in ise optimum pH’1
8,5 olan 0,2 M Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na2HPO4) oldugu tespit
edilmistir (Tablo 3.1, Sekil 3.2).
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Tablo 3.1: Kati1 substrat fermentasyon kiiltiir ortaminda farkli pH’lardaki nemlendirme sivilarinin
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde
edilen B-ksilosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi.

B-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)
Nemlendirme Stvisi (pH) Trichoderma harzianum Trichoderma viride NRRL
NRRL 13019 6418
4,0 1.909,214 3.009,485
5,0 922,764 3.536,585
6,0 987,805 3.017,615
6,5 1.020,325 3.494,580
7,0 930,894 3.692,412
7,5 1.052,846 3.631,436
8,0 1.674,797 3.695,122
8,5 626,016 3.897,019
9,0 1.073,171 3.676,152

—-T.harzianum NRRL 13019
—&k— T .viride NRRL 6418
S 4500 -
=
= 3.897.019
£ 3750 -
=
2
5 3000 -
-«
g
g 2250 4
= 1.909,214
N 1500 -
=
wh
= 750 A
7
=
u 0 L L L L L L L L 1
4,0 5,0 6,0 6,5 7,0 7.5 8,0 8,5 9,0
pH Arahg

Sekil 3.2: Kati substrat fermentasyon kiiltiir ortaminda farkli pH’lardaki nemlendirme sivilarinin
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen
B-ksilosidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi.
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3.2.2 Optimum Inkiibasyon Sicakh@inin Belirlenmesi

Optimum inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi amaci ile KSF kiiltlir ortaminda
gelistirilen Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in
5 farkli sicaklikta inkiibasyonlar1 saglanmistir. Trichoderma harzianum NRRL
13019’un optimum inkiibasyon sicakliginin tespiti i¢in KSF ortamn bir Onceki
basamakta saptanan pH’1 4,0 olan 0,2 M sitrat tamponu (CsHsO7) ile, Trichoderma
viride NRRL 6418 nin optimum inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi i¢in ise KSF
ortami pH’1 8,5 olan 0,2 M Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na>HPO4)
ile nemlendirilmistir. Nemlendirme isleminin ardindan KSF ortamlar1 121°C’de 20
dakika otoklavlanarak sterilizasyonlar1 saglanmis ve sonrasinda Trichoderma
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’nin s1v1 kiiltiirlerinden 3
mL inokule edilerek 25, 30, 35, 40 ve 45°C sicaklik degerlerinde 7 giin inkiibasyona
birakilmistir. Bu siirenin sonunda Boliim 2.2.4’de anlatildig: sekilde elde edilen kismi
saflagtirilmis enzimlerin P-ksilosidaz enzim aktivite Ol¢iimleri yapilmis ve B-
ksilosidaz enzim aktivitesinin optimum oldugu inkiibasyon sicakliklar1 Trichoderma
harzianum NRRL 13019 i¢in 35°C; Trichoderma viride NRRL 6418 i¢in ise 25°C
olarak tespit edilmistir (Tablo 3.2; Sekil 3.3).

Tablo 3.2: Kat1 substrat fermentasyon kiiltiir ortaminda farkli sicakliklarim Trichoderma harzianum
NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz enzim
aktivitesi lizerine etkisi.

inkiibasyon Stcaklig: B-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)
(°C) Trichoderma harzianum Trichoderma viride NRRL
NRRL 13019 6418

25 2.048,780 4,238,482

30 1.806,233 3.821,138

35 2.296,748 3.418,699

40 388,889 2.025,745

45 325,203 865,854
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Sekil 3.3: Kat1 substrat fermentasyon kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon sicakliklarinin Trichoderma
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen
B-ksilosidaz enzim aktivitesi lizerine etkisi.

3.2.3 Optimum inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Optimizasyon islemlerinin son asamasinda KSF kiiltiir ortaminda gelistirilen
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in f-
ksilosidaz enzim aktivitesinin maksimum oldugu inkiibasyon siiresi belirlenmistir.
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in
optimum inkiibasyon siirelerini belirlemek icin 6nceki basamaklarda tespit edilen
verilerden yararlanarak Trichoderma harzianum NRRL 13019’un Kati Substrat

Fermentasyon ortami pH’1 4,0 olan sitrat tamponu (C¢HsO-) ile nemlendirilerek

359C’ de, Trichoderma viride NRRL 6418’in Kat1 Substrat Fermentasyon ortami

ise pH’1 8,5 olan 0,2 M Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na,HPO4) ile

nemlendirilerek 25°C’de inkiibasyonlar1 saglanmistir. Inkiibasyonun 4. giiniinden
itibaren enzim aktivitesinin diislis gosterdigi giine kadar giinlilk enzim aktivite
Olctimleri yapilmis ve bu Olgiimler sonucunda her iki mikrofungus icin de -
ksilosidaz enzim aktivitelerinin en yiiksek oldugu inkiibasyon siiresi 7. giin olarak

belirlenmistir (Tablo 3.3; Sekil 3.4).
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Tablo 3.3: Kati substrat fermentasyon kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinin Trichoderma
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz
enzim aktivitesi lizerine etkisi.

N L B-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)
Inkiibasyon Siiresi
(Giin) Trichoderma harzianum Trichoderma viride NRRL
NRRL 13019 6418
4 1.733,062 3.640,921
5 1.766,938 3.915,989
6 2.039,295 3.929,539
7 2.924,119 4,143,631
8 2.508,130 4.090,786
——-T.harzianum NRRL 13019
—&—T.viride NRRL 6418
~—~ 4500 -
—
=
g 370 /‘_‘/4:43,:—‘
=
= 3000 A
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Sekil 3.4: Kat1 substrat fermentasyon kiiltiir ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinin Trichoderma
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz
enzim aktivitesi lizerine etkisi.

33 B-Ksilosidaz Enziminin Saflastirmasi

Trichoderma harzianum NRRL 13019; 6nceki boliimde tespit edilen optimum

kosullarin (pH’1 4,0 olan sitrat tamponu (CsHgO7) ile %55 oraninda nemlendirme,
359C’de 7 giin) kullanilmastyla gelistirilerek elde edilen siipernatant Bslim 2.2.4°te

aciklandigi sekilde yapilan ultrasantrifiijleme (10000 rpm, 4°C’de, 10 dk.)
isleminden sonra filtratin slipernatant kismi pellet kismindan ayrilmistir. Aym
sekilde; Trichoderma viride NRRL 6418; 6nceki boliimde tespit edilen optimum
kosullarin (pH’1 8,5 olan 0,2 M Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu
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(NaHPO,) ile %55 oraninda nemlendirme, 25°C’de 7 giin) kullanilmastyla

gelistirilerek elde edilen siipernatant, Bolim 2.2.4°te agiklandig1 sekilde yapilan

ultrasantrifiijleme (10000 rpm, 4°C°de, 10 dk.) isleminden sonra filtratin siipernatant
kismi pellet kismindan ayrilmistir. Elde edilen siipernatantlar, kismi saflastirilmig
enzim kaynagi olarak amonyum siilfat tuzu ile ¢oktiirme ve hidrofobik etkilesim

kromatografisi ile saflagtirma islemlerinde kullanilmigtir.

34 Amonyum Siilfat Tuzu Kullanllarak Coktiirme Arahgimin

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen B-ksilosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in; belirlenen optimum kosullar
kullanilarak elde edilen kismi saflastirilmis enzime 10 farkli aralik degeri i¢in Tablo
3.4’ de belirtilen miktarda amonyum siilfat tuzu [1,5 M, NH4(SO2)] eklenerek, her bir
aralik degerinin Lowry metodu ile protein miktarlar1 (mg/mL) ve B-ksilosidaz
aktivite (EU) ol¢timleri yapilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan elde edilen kismi saflagtirilmis f-ksilosidaz
enziminin amonyum stilfat ¢oktiirme yontemi sonundaki B-ksilosidaz Enzim Aktivitesi ve

Protein Miktar1.
l::ﬂlz;lmlan B-ksilosidaz Protei
Arahk Coktiirme Hacim onyum Enzim rovemn
T - Siilfat o e . Miktari
Degeri Arahg (ml) . Aktivitesi
Miktari (mg/ml)
(U/ml)
®
1 0-10 10 0,5140 279,1328 68,5000
2 10-20 10 0,5290 59,6206 18,5000
3 20-30 10 0,5460 75,8808 8,5000
4 30-40 10,5 0,5910 291,3279 68,5000
5 40-50 10,5 0,6110 1601,6260 88,5000
6 50-60 10,5 0,6320 2722,2222 163,5000
7 60-70 10,5 0,6540 2947,1545 138,5000
8 70-80 10,5 0,6780 4096,2060 118,5000
9 80-90 10,5 0,7030 3686,9919 93,5000
10 90-100 10,5 0,7310 326,5583 48,5000
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Tablo 3.4’te yer alan degerler kullanilarak Sekil 3.5’teki Amonyum Siilfat
Coktiirme Araligi-Enzim Aktivitesi-Protein Miktar1 grafigi cizilmistir. Coktiirme
araliginin belirlenmesinde protein miktarinin diisiik ancak enzim aktivitesinin yiiksek
oldugu aralik tespit edilmeye calisilmistir. Cizilen grafikten enzimin aktivitesinin
yiiksek oldugu aralik %40-90 olarak belirlenmis ve Trichoderma harzianum NRRL
13019°’un Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilmasi basamaginda

belirlenen bu amonyum siilfat ¢oktiirme araligi kullanilmistir.

—- B-ksilosidaz Aktivitesi (EU)
—&— Protein Miktar: (mg/ml)

5000 - r 5000
4000 4000
3000 3000
2000 2000

1000 1000

p-Ksilosidaz Aktivitesi (EU)
Protein Miktann (mg/ml)

0 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100
Amonyum Siilfat Coktiirme Arahg:

Sekil 3.5: Trichoderma harzianum NRRL 13019 Amonyum Siilfat Coktiirme Araligi-Enzim Aktivite-
Protein Miktar grafigi.

Trichoderma viride NRRL 6418’den clde edilen PB-ksilosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktliirme araliginin belirlenmesi i¢in belirlenen optimum kosullar
kullanilarak elde edilen kismi safalastirilmig enzime 10 farkli aralik degeri i¢in Tablo
3.5’te belirtilen miktarda amonyum stilfat tuzu [1,5 M, NH4(SO,)] eklenerek her bir
aralik degerinin Lowry metodu ile protein miktarlari (mg/mL) ve B-ksilosidaz aktivite

(EU) olgtimleri gergeklestirilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5: Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen kismi saflastirilmig B-ksilosidaz
enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi sonundaki B-ksilosidaz Enzim Aktivitesi

ve Protein Miktari.

Kullamilan B-ksilosidaz Protein
Arahk Coktiirme Hacim Amonyum Enzim Miktar:
Degeri Arahg (ml) Siilfat Miktar: Aktivitesi (mg/ml)
(® (U/ml)
1 0-10 10 0,5140 500,0000 28,5000
2 10-20 10 0,5290 382,1138 3,5000
3 20-30 10 0,5460 262,8726 3,5000
4 30-40 10,5 0,5910 334,6883 8,5000
5 40-50 10,5 0,6110 1350,9485 43,5000
6 50-60 10,5 0,6320 4081,3008 113,5000
7 60-70 10,5 0,6540 3616,5312 93,5000
8 70-80 10,5 0,6780 4523,0352 8,5000
9 80-90 10,5 0,7030 4617,8862 28,5000
10 90-100 10,5 0,7310 4280,4878 3,5000

Tablo 3.5’te yer alan degerler kullanilarak Sekil 3.6’daki Amonyum Siilfat

Coktiirme Araligi-Enzim Aktivite-Protein Miktar1 grafigi c¢izilmistir. Coktlirme

araliginin belirlenmesinde protein miktarinin diisiik ancak enzim aktivitesinin yiiksek

oldugu aralik tespit edilmeye c¢alisilmistir. Cizilen grafikten enzimin aktivitesinin

yiiksek oldugu aralik %50-100 olarak belirlenmis ve Trichoderma viride NRRL

6418’nin Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile saflastirilmas: basamaginda

belirlenen bu amonyum siilfat ¢oktiirme araligi kullanilmistir.

p-Ksilosidaz Aktivitesi (EU)
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1000
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—— p-ksilosidaz Aktivitesi (EU)
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Amonyum Siilfat Coktiirme Arahg:
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=
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2
B
0

Sekil 3.6: Trichoderma viride NRRL 6418 Amonyum Siilfat Coktiirme Araligi-Enzim Aktivite-

Protein Miktar1 grafigi.
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3.5 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile p-Ksilosidaz Enziminin

Saflagtirilmasi

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen kismi saflastirilmis
enzime %40-90 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmis, c¢oktiirme
sonucunda elde edilen enzim laboratuvarimizda sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-
I-naftlamin Hidfofobik Jelini igeren kolona yiiklenmistir. Kolondan gecgen
numuneler her biri numara verilmis 2 mL’lik ependorf tiipler igerisine alinmig ve
kromatografinin tamamlanmasindan sonra ependorf tiipler igerisine alinmis olan bu
numunelerin B-ksilosidaz enzim aktiviteleri ve Warburg Yontemi kullanilarak 280
nm dalga boyunda kalitatif protein degerleri olgiilerek tayinleri yapilmistir. Elde
edilen bu Olgiim sonuglarindan yararlanilarak B-ksilosidaz enzim eliisyon grafigi
cizilmistir (Sekil 3.7). Grafikte yer alan veriler kullanilarak yiiksek aktivite gosterdigi
tespit edilen numuneleri iceren ependorf tilipleri belirlenerek bu tiiplerde yer alan
numunelerin Lowry Yontemi kullanilarak kantitatif protein degerleri Olgiilerek
tayinleri yapilmistir. Tim Olgiim sonuglarindan yararlanilarak Trichoderma
harzianum NRRL 13019°dan elde edilen B-ksilosidaz enziminin saflastirilma tablosu

olusturulmustur (Tablo 3.6).
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Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen -ksilosidaz enziminin
saflastirma tablosunda (Tablo 3.6) gosterildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucunda total aktivitesi ve total protein miktar1 sirasiyla 13533,8753 EU/mL ve
1,1740 mg olarak belirlenmis olup %75,0413 verimle 3,3462 kat saflastirilmasi
saglanmistir. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonunda ise total aktivite
9105,6911 EU/mL ve total protein miktar1 0,0123 mg olarak tespit edilmis olup B-
ksilosidaz enzimi %50,4884 verimle 215,7604 kat saflagtirilmistir.

Calismalarimizda yer verdigimiz ikinci mikrofungus olan Trichoderma viride
NRRL 6418’den elde edilen kismi saflastirilmis enzime % 50-100 araliginda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmis, ¢oktlirme sonucunda elde edilen kismi
saflastirllmis enzim, laboratuvarimizda sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftlamin Hidfofobik Jelini iceren kolona yiiklendikten sonra kolondan gegen
numuneler her biri numara verilmis 2 mL’lik ependorf tiipler icerisine alinmis ve
kromatografinin tamamlanmasindan sonra ependorf tiipler igerisine alinmis olan bu
numunelerin B-ksilosidaz enzim aktiviteleri ve Warburg Yontemi kullanilarak 280
nm dalga boyunda kalitatif protein degerleri Olgiilerek tayinleri yapilmistir. Elde
edilen bu Ol¢lim sonuglarindan yararlanilarak B-ksilosidaz enzim eliisyon grafigi
cizilmistir (Sekil 3.8). Grafikte yer alan veriler kullanilarak yiiksek aktivite
gosterdigi tespit edilen numuneleri igeren ependorf tiipleri belirlenerek bu tiiplerde
yer alan numunelerin, Lowry YoOnetemi kullanilarak kantitatif protein degerleri
Olgiilerek tayinleri yapilmistir. Tiim 6l¢tim sonuglarindan yararlanilarak Trichoderma
viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin saflastiriima tablosu
olusturulmustur (Tablo 3.7).
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Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin
saflastirma tablosunda (Tablo 3.7) gosterildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucunda total aktivitesi ve total protein miktar1 sirasiyla 17593,4959 EU/mL ve
1,154 mg olarak belirlenmis olup %40,0123 verimle 1,1737 kat saflastirilmasi
saglanmistir. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonunda ise total aktivite
14701,8970 EU/mL ve total protein miktar1 0,0123 mg olarak tespit edilmis olup B-
ksilosidaz enzimi %33,4361 verimle 92,3927 kat saflastirilmistir.

3.6  Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den Elde Edilerek Saflastirllan p-Ksilosidaz
Enziminin NATIVE/SDS PAGE Teknigi Kullanilarak Safliginin

ve Alt Birimlerinin Kontrolii

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den elde edilerek HEK ile saflastirilan B-ksilosidaz enziminin safliginin ve alt
birimlerinin varliginin/sayisinin belirlenmesi i¢in SDS ve NATIVE PAGE teknigi
uygulanmis ve elde edilen jel goriintiilerindeki protein bantlarinin net bir sekilde

gbzlenebilmesi amaciyla jel goriintiileme sistemi (UVP) kullanilmustir.

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilerek saflastirilan enzimin
SDS-PAGE/NATIVE-PAGE olmak iizere iki farkli elektroforez yontemi ile saflig
ve alt birim varligi/sayis1 kontrol edilmistir. B-ksilosidaz enziminin SDS PAGE’de
yaklasik 20 kDa bolgesinde tek bant verdigi ve NATIVE PAGE’de de 20 kDa
bolgesinde tek bant verdigi goriintilenmistir [Sekil 3.9 (a)-(b)]. Saflastirilan
B-ksilosidaz enziminin 20 kDa biiyikliigiinde tek bir protein yapisinda oldugu

saptanmistir.
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Sekil 3.9: Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan saflagtirilan f-ksilosidaz enziminin

Poliakrilamid Jel Elektroforez goriintiileri (a): SDS-Poliakrilamid Jel Elektoroforezi,
(b): Native-Poliakrilamid Jel Elektroforezi.

Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek saflastirilan enzimin SDS-
PAGE/NATIVE-PAGE olmak iizere iki farkli elektroforez yontemi ile saflig1 ve alt
birim varligi/sayisi kontrol edilmistir. B-ksilosidaz enziminin SDS PAGE’de yaklasik
25 kDa bolgesinde tek bant verdigi ve NATIVE PAGE’de de 25 kDa bdlgesinde tek
bant verdigi goriintiilenmistir [Sekil 3.10 (a)-(b)]. Saflastirilan B-ksilosidaz enziminin

25 kDa biiytikliigiinde tek bir protein yapisinda oldugu saptanmastir.

M (kDa)
M (kDa) 116.0
116.0 66.2
66.2 -—
150
50 -
35.0 -
350
[ 250 - ]
25.0
16.4 -
14.4 -
(a) (b)

Sekil 3.10 : Trichoderma viride NRRL 6418’den saflastirilan B-ksilosidaz enziminin Poliakrilamid Jel

Elektroforez goriintiileri (a): SDS-Poliakrilamid Jel Elektoroforezi, (b): Native-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi.
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3.7  Saflastirllan B-Ksilosidaz Enziminin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Belirlenen optimum inkiibasyon kosullarinda gelistirilen Trichoderma
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride 6418’den elde edilen kismi
saflagtirlmis enzimin HEK teknigiyle saflastirilmasi neticesinde aciga ¢ikan f-
ksilosidaz enziminin biyokimyasal ve kinetik Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla
optimum pH, optimum sicaklik ve termal kararliliklar1 arastirilmis, Km, Vmax, 1Cso,

ve K degerleri ile inhibisyon tipleri tespit edilmistir.

3.7.1 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den Elde Edilerek Saflastirilan B-Ksilosidaz Enzim
Aktivitesine Farkh pH’larin Etkisi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den belirlenen optimum kosullarda elde edilen kismi saflastirilmis enzimin
HEK teknigi kullanilarak saflastirilmast neticesinde agiga ¢ikan p-ksilosidaz
enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in; farkli pH degerinde tamponlar ve
bu tampon ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanmig pNPX substratiyla, saf B-ksilosidaz
enziminin aktivite Ol¢limleri yapilmigtir. Elde edilen verilerden yararlanarak
olusturulan pH grafigi (Sekil 3.11) cizilmistir. Trichoderma harzianum NRRL
13019°dan saflastirilan B-ksilosidaz enziminin en yiliksek aktivite gosterdigi pH
degeri 6,0 (Sekil 3.11); Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz
enziminin de en yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 6,0 (Sekil 3.11) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.11: Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den
saflastirilan B-ksilosidaz enzim aktivitesine farkli pH’larn etkisi.

3.7.2 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den Elde Edilerek Saflastirllan p-Ksilosidaz
Enziminin Maksimum Aktivite Gosterdigi Sicakhik Degerlerinin

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den belirlenen optimum kosullarda elde edilen kismi saflastirilmis enzimin
HEK teknigi kullanilarak saflastirilmasi sonucunda elde edilen [-ksilosidaz
enziminin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin saptanmasi amaciyla
farkli inkiibasyon sicakliklarinda B-ksilosidaz enzim aktiviteleri olgiilerek sicaklik
grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.12). Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan
saflastirilan B-ksilosidaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi inkiibasyon
sicakligi 75°C (Sekil 3.12); Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen f-
ksilosidaz enziminin de en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degeri 65°C (Sekil
3.12) olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.12: Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den
saflastirilan B-ksilosidaz enzim aktivitesine sicakligin etkisi.

3.7.3 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den Elde Edilerek Saflastirilan p-Ksilosidaz

Enziminin Termal Kararhih@inin Belirlenmesi

Saflastirilan B-ksilosidaz enziminin termal kararliligini belirlemek igin; 5
farkli sicaklikta (45°C, 55°C, 65°C, 75°C ve 85°C) 120 dk. boyunca 10’ar dk.
araliklarla, 85°C sicaklikta ise 2’ser dk. araliklarla B-ksilosidaz enzim aktivite
Olgtimleri yapilmis ve elde edilen sonuglar kullanilarak Trichoderma harzianum
NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek saflastirilan f3-

ksilosidaz enzimlerine ait termal kararlilik grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.13 ve 3.14).
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Sekil 3.13: Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen saflastirilmis B-ksilosidaz
enziminin termal kararlilig1.

Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan elde edilen p-ksilosidaz
enziminin; 120 dakikalik inkiibasyon sonunda 45°C’de %32 oraninda, 55°C’de %28
oraninda, 65°C’de %24 oraninda ve 75°C’de %10 oraninda aktivitesini korudugu,
termal kararlilik sicakliginin ise 45°C oldugu ve 85°C’de enzimin aktivitesini 42 dk.

korudugu belirlenmistir (Sekil 3.13).

—4—45°C P-ksilosidaz Aktivitesi
——55°C B-ksilosidaz Aktivitesi
—&—65 °C P-ksilosidaz Aktivitesi
—8—75°C PB-ksilosidaz Aktivitesi
3000 - —a—385°C B-ksilosidaz Aktivitesi

p-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)

0 20 40 60 80 100 120 140
Siire (Dk.)

Sekil 3.14: Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen saflastirilmis B-ksilosidaz enziminin
termal kararliligi.
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Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin;
120 dk. inkiibasyon sonrasinda 45°C’de %74 oraninda, 55°C’de %067 oraninda,
65°C’de %57 oraninda ve 75°C’de %9 oraninda aktivitesini korudugu, termal
kararlilik sicakliginin ise 45°C oldugu ve 85°C’de enzimin aktivitesini 40 dk.

korudugu belirlenmistir (Sekil 3.14).

3.7.4 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den Elde Edilerek Saflastirllan p-Ksilosidaz
Enziminin pNPX Substratina Karst Km ve Vmax Degerlerinin

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den belirlenen optimum gelisme kosullarinda elde edilen ve HEK ile
saflagtirilan B-ksilosidaz enziminin pNPX substratina olan ilgisi Km ve Vimax degerleri
bulunarak tespit edilmistir. Bu degerlerin belirlenmesi amaci ile pNPX substratinin
5-70 pl arasinda degisen konsantrasyonlarinda 410 nm dalga boyunda enzim aktivite
Olctimleri yapilmistir (Tablo 3.8; Tablo 3.9). Elde edilen aktivite degerleri ile
reaksiyon hizlart (V) EU/mL olarak hesaplanmigtir. Reaksiyon hizindan
yararlanilarak 1/[V] degeri ve kullanilan substratin konsantrasyonlarindan [S]
yararlanilarak da 1/[S] degeri elde edilmistir. Bulunan bu degerler kullamlarak Sekil
3.15 ve Sekil 3.16’daki Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.

Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan saflastirilan B-ksilosidaz enzimi
icin c¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 3.15) elde edilen dogru denklemi

kullanilarak B-ksilosidaz enziminin pPNPX substrati i¢in Km degeri 0,25 mM ve Vimax
degeri 2500 EU olarak hesaplanmistir (Tablo 3.10).

Trichoderma viride NRRL 6418’den saflagtirilan B-ksilosidaz enzimi igin
cizilen Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 3.16) elde edilen dogru denklemi
kullanilarak B-ksilosidaz enziminin pPNPX substrati i¢in Ky degeri 0,5 mM ve Vinax

degeri 2500 EU olarak hesaplanmigtir (Tablo 3.11).
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1/v [EU]

1/[S] mm1

8 10

Sekil 3.15: Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan saflastirilan B-ksilosidaz enziminin Ky ve Viax
degerlerini gosteren Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 3.10: Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan saflastirilan B-ksilosidaz enziminin Ky, Vmax
ve Vmax/Kwu degerleri.

K
Substrat (mf{‘@ Vmax (EU) Vmax/Ku
DNPX 0,25 2500 10.000
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1/V [EU]

0,0016 -
0,0014 -
0,0012 -

0,001 -

1/[S] mM!

3 4

Sekil 3.16: Trichoderma viride NRRL 6418’den saflastirilan B-ksilosidaz enziminin Ky ve Vimax
degerlerini gosteren Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 3.11: Trichoderma viride NRRL 6418’den saflagtirilan B-ksilosidaz enziminin Km, Vmax ve

Vmax /KM degerleri.

K
Substrat M Vmax Vmax/Km
(mM) (EVU)
pNPX 0,5 2500 5.000

3.7.5 Trichoderma harzianum NRRL 13019

ve Trichoderma viride

NRRL 6418’den Saflastirilan p-Ksilosidaz Enziminin Inhibitorii

Olan D-(+)-Ksilozun ICso Degerlerinin Belirlenmesi

B-ksilosidaz enzimiyle

ilgili

olarak yapilan literatiir arastirmalarinda

karsimiza ¢ikan inhibitorler arasinda yer alan D-(+)-ksilozunun B-ksilosidaz enzimi

tizerine etkisi substrat olarak kullanilan pNPX varliginda arastirilmistir (Tablo 3.12;

Tablo 3.13).

D-(+)-ksilozun ICso degerlerini bulmak ic¢in, pPNPX substratinin reaksiyon

hacminde 1,25 mM konsantrasyonu c¢alisilmis D-(+)-ksilozun olmadigi ortamdaki

enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak alinmistir. D-(+)-ksilozun ICso degeri

belirlenirken; 1-60 ul arasinda degisen inhibitdr konsantrasyonlarda enzim aktivite

degerleri ol¢iilmiis elde edilen bu degerlerden % aktiviteler hesaplanarak % aktivite-

inhibitér konsantrasyonu [I] grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.17; Sekil 3.18).
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Sekil 3.17: Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan saflastirilan B-ksilosidaz enzim inhibitérii olan
D-(+)-ksiloza ait ICso grafigi.

Tablo 3.12°de yer alan veriler kullanilarak c¢izilen inhibitér konsantrasyonu
[T]-Aktivite grafiginden (Sekil 3.17) elde edilen denklem kullanilarak Trichoderma
harzianum NRRL 13019’dan elde edilerek saflagtirilan B-ksilosidaz enzim aktivitesi

iizerine D-(+)-ksilozun ICso degeri 0,11 mM olarak hesaplanmaistir.

120

y=94591x?- 522,15x+ 82,613
R*=0,9906
100

80

60

% Aktivite

40

20

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

Sekil 3.18: Trichoderma viride NRRL 6418’den saflastirilan B-ksilosidaz enzim inhibitdrii olan
D-(+)-ksiloza ait ICso grafigi.
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Tablo 3.13’de yer alan veriler kullanilarak c¢izilen inhibitér konsantrasyonu
[T]-Aktivite grafiginden (Sekil 3.18) elde edilen denklem kullanilarak Trichoderma
viride NRRL 6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enzim aktivitesi

iizerine D-(+)-ksilozun ICso degeri 0,071 mM olarak hesaplanmistir.

3.7.6 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den Saflastirilan p-Ksilosidaz Enziminin Inhibitorii
Olan D-(+)-Ksilozun Inhibisyon Tipinin ve Ki Degerlerinin

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin D-(+)-ksiloz inhibitoriine
kars1 K sabitlerinin belirlenebilmesi i¢in, ilk dnce reaksiyon ortaminda inhibitdriin
olmadigi 14 farkli pNPX substrat konsantrasyonuna bagli olarak enzim aktiviteleri
Olclilmiistir. Daha sonra 0,0017 mM ve 0,0053 mM sabit D-(+)-ksiloz
konsantrasyonlarinda aktiviteler Sl¢iilmiistiir (Tablo 3.14; Tablo 3.15). Olgiilen bu
degerlerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver—Burk grafigindeki Iy, I
ve I dogrulan ¢izilmistir (Sekil 3.19; Sekil 3.20). Bu grafikten yararlanilarak K;

degerleri ile inhibisyon tipleri belirlenmistir.
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Sekil 3.19: Lineweaver-Burk grafigi iizerinde Trichoderma harzianum NRRL 13019 pB-ksilosidaz
enzimine D-(+)-ksilozun farkli konsantrasyonlarinin inhibisyon etkisi.

Sekil 3.19°daki Lineweaver-Burk grafiginden, D-(+)-ksilozun Trichoderma
harzianum NRRL 13019’dan elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin,
PNPX substrat1 varliginda, karisik tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
D-(+)-ksilozun [[;]=0,0017 mM ve [[]=0,0053 mM olarak iki farkh
konsantrasyonundaki aktiviteleri Ol¢iilmiis, Olgiilen aktiviteler kullanilarak cizilen
grafikten (Sekil 3.19) 0,00110 ve 0,00557 olmak fizere iki ayr1 K; degeri

hesaplanmustir.
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Sekil 3.20: Lineweaver-Burk grafigi iizerinde Trichoderma viride NRRL 6418 B-ksilosidaz enzimine
D-(+)-ksilozun farkli konsantrasyonlarinin inhibisyon etkisi.

Sekil 3.20’deki Lineweaver-Burk grafiginden, D-(+)-ksilozun Trichoderma
viride NRRL 6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin, pNPX
substrat1 varliginda, yarismali (kompetative) tipte inhibisyon etkisi gdsterdigi tespit
edilmistir. D-(+)-ksilozun [11]=0,0017 mM ve [12]=0,0053 mM olarak iki farkli
konsantrasyonundaki aktiviteleri Ol¢lilmiis, Olglilen aktiviteler kullanilarak cizilen

grafikten (Sekil 3.20) K; degeri 0,000264+0,00001 olarak hesaplanmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Enzim teknolojisindeki gelismeler, olusan {riinlerin kullanim alaninin
cesitliligi ve ekonomik Oneminin yiiksek olusu gibi sebeplerden dolay1 ozellikle

endiistriyel enzimlerle ilgili yapilan arastirmalarin 6nemini artirmaktadir.

Calismamizda, dogada oldukga genis bir yayilisa sahip, hizli sekilde gelisen
filamentli bir fungus olan ve toprak mikroflorasinin baskin {yeleri olma
ozelligindeki Trichoderma cinsine ait Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve
Trichoderma viride NRRL 6418 tiirleri enzim kaynagi olarak kullanilmistir.
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den KSF
teknigi ile bugday kepeginin substrat olarak kullanilmasiyla elde edilen B-ksilosidaz
enzimi saflastirilarak enzime ait biyokimyasal, elektroforetik ve kinetik 6zellikler

belirlenmistir.

B-ksilosidaz enziminin saflastirma islemi sirasiyla, amonyum siilfat
coktiirmesi ve laboratuvarimizda sentezledigimiz Sepharose-4B-L-Tirozin-1-
Naftilamin’in  kullanildigi HEK yontemlerinin kullanilmasiyla iki asamada
gergeklestirilmistir. Saflagtirilan  B-ksilosidaz enziminin NATIVE/SDS PAGE
teknikleri ile saflig1 ve alt birimlerinin varligi/sayis1 kontrol edilerek elektroforetik
ozellikleri tespit edilmistir. Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma
viride NRRL 6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin
biyokimyasal oOzellikleri ise optimum pH, optimum sicaklik ve enzimin termal
kararlilig1 ile belirlenmis, enzimin kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in de Km ve
Vmax degerleri incelenmistir. Buna ilave olarak B-ksilosidaz enziminin genel
inhibitorii olan D-(+)-ksilozun saflastirilan enzim aktivitesine olan inhibisyon etkisi

p-nitrofenil-B-D-ksilopiranosit (PNPX) substrati varliginda belirlenmistir.

Calismamizin ilk asamasinda, Trichoderma harzianum NRRL 13019,
Trichoderma viride NRRL 6418, Trichoderma atroviridle NRRL 25150,
Trichoderma koningii NRRL 54330 ve Trichoderma virens NRRL 2314 suslar1, %5
Ksilan [(Sigma; Hus agaci ksilan; Poli-B-D-ksilopiranoz 1—4)] igceren Patates
Dekstroz Agar (PDA) besiyeri plaklarina inokiile edilerek olusturduklar1 hidroliz

zonlar1 biiyiikliiklerine gore karsilastirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
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Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’nin en
biiylik hidroliz zon ¢apina sahip olduklar1 belirlendiginden bu suslar B-ksilosidaz
pozitif olarak degerlendirilmis ve c¢alismamizin devaminda [B-ksilosidaz kaynagi

mikroorganizmalar olarak kullanilmalarina karar verilmistir.

Haltrich ve ark., (1996) endiistriyel agidan filamentli funguslarin enzimlerinin
ekstraseliiler olmasi sebebiyle maya ve bakterilerden daha yiiksek verimli
lignoseliilolitik enzim Tireticileri olduklarini rapor etmislerdir [155]. Ja’afaru (2013)
caligmasinda ksilanaz ve seliillaz enzimlerini iiretmek i¢in toplam 110 fungusu
topraktan (57), talastan (32) ve clirimekte olan odundan (19) izole etmis,
Trichoderma ve Aspergillus tiirlerinin yiiksek performans gosterdiklerini ve 6zellikle
Trichoderma viride Fd18’in ksilanaz tiretiminde en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu
rapor etmistir [156]. Sridevi ve ark., (2011) c¢liriiyen agag, tarimsal atiklar ve tarim
arazisinden izole ederek tanimladiklari 30 fungus izolatin1 ekstraseliiler ksilanaz
tiretme yetenekleri agisindan taramislar, tek karbon kaynagi olarak ksilan igeren besi
ortaminda 5 giinliik inkiibasyonun ardindan petri plaklarinda olusan hidroliz
zonlarindan Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Drechslera, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus, Trichoderma cinslerinin ksilanolitik enzim {ireten izolatlar oldugunu
belirlemisler, 6zellikle Trichoderma tiirlerinin genis ksilanaz aktivitesi gosterdigini
maksimum ksilanaz {iretiminin ise Trichoderma CDC-140 (495 U/ml) tiirii tarafindan
gergeklestirildigini rapor etmislerdir [118]. Sater ve ark., (2001) piring samani,
bugday samani ve seker kamisi kiispesi kullanilan ortamda gelisen 13 cinse ait 26 tiir
belirlemis, Aspergillus avus, Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger,
Penicillium funiculosum, Penicillium corylophilum, Penicillium oxalicum ve
Trichoderma harzianum’un her ii¢ substrat tizerinde de gelisen tiirler oldugunu
secilen izolatlar ile yapilan ¢aligmada ekstraseliiler ksilanaz {iretiminin ksilanin tek
bir karbon kaynagi olarak kullanildigi bir ortamda biiyiimeleri sirasinda olusan
hidroliz zonlar1 varlifiyla karakterize edildigi sonug¢ olarak, test edilen izolatlarin
%93.3"linlin ksilan1 pargalayabildigi ve ksilana karst1 en yiiksek ksilanolitik
aktivitenin Aspergillus avus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Trichoderma
harzianum ve Trichoderma viride tarafindan gerceklestirildigi rapor etmislerdir
[157].

Kati  Substrat Fermentasyon tekniginin  uygulanmasinda  uygun

mikroorganizma se¢imi olduk¢a énemlidir. Bunun yaninda KSF’nin uygulanmasinda
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stireci etkileyen ¢ok sayida onemli faktdr bulunmaktadir. Sirasiyla bunlar; uygun
substrat secimi, ortamin pH’1t ve nemlendirme sivisi, inkiibasyon sicakligi ve

inkiibasyon siiresidir.

Calismamizin bir sonraki agsamasinda bugday kepegi 24 saat stire ile 80°C’de
kurutulduktan sonra kati substrat olarak kullanilmis ve KSF kiiltiir kosullarinda test
mikrofunguslarin gelisimlerini ve p-ksilosidaz enzimi Ttretiminde etkili olacak
parametrelerin (uygun substrat sec¢imi, ortamimn pH’1 ve nemlendirme sivisi,

inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon siiresi) optimizasyonlari saglanmistir.

Calismamizda B-ksilosidaz enzimi, KSF kiiltiir ortaminda bugday kepeginin
kat1 substrat olarak kullanilmasiyla B-ksilosidaz aktivitesine sahip oldugu tespit
edilen Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418
suslarindan elde edilmistir. Yapilan literatiir c¢alismasi sonunda c¢ok sayida
aragtirmaci tarafindan Aspergillus avus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus sydowii, Aspergillus
versicolor, Aspergillus ficuum, Penicillium chrysogenum, Penicillium funiculosum,
Penicillium corylophilum, Penicillium oxalicum, Penicillium corylophilum,
Penicillium duclauxii, Penicillium purpurogenum, Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride, Trichoderma reseei, Trichoderma lignorum, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma pseudokoningii, Schizophyllum commune, Drechslera
teres, Fusarium oxysporum, Gliocladium virens, Pichia stipitis, Bacillus
thermantarcticus, Streptomyces cyaneus gibi farkli organizmalardan ksilanaz ve f-
ksilosidaz enzimleri elde edilerek elektroforetik ve biyokimyasal 6zelliklerinin rapor
edildigi belirlenmistir [118,155-161]. Ayrica, farkli arastirmacilar tarafindan KSF
ortaminda bugday kepegi, kiispe, piring kabugu, cay atiklari, palm yag1 degirmeni
atiklari, hus agaci, yulaf, misir govdesi gibi farkli substratlar kullanilarak ksilanaz ve
B-ksilosidaz enzimleri elde edildigi belirlenmistir [162,163]. Lembo ve ark., (2002)
caligmalarinda bugday kepegini (5 g) KSF kiiltiir ortaminda substrat olarak
kullanarak portakal suyundan izole edilen Aureobasidium sp.’den optimum
kosullarda B-ksilosidaz enzimi elde ettiklerini rapor etmislerdir. Arastirmada
Aureobasidium sp.’nin B-ksilosidaz enzimi {iretimi i¢in gelisim kosullari arastirilmig
ve optimum gelisme sicakligi 28°C, inkiibasyon siiresi 7 giin, nem miktari ise %67
ve inokulum miktar1 1x10® CFU/ml spor olarak rapor edilmistir [164]. El-Gindy ve
ark., (2015) ¢alismalarinda 55°C’de 24 saat kurutulan yulafi KSF kiiltiir ortaminda
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substrat olarak kullanarak misir yagi Orneklerinden izole edilen Aspergillus
tamarii’den optimum kosullarda B-ksilosidaz enzimi elde ettiklerini belirtmiglerdir.
Arastirmada Aspergillus tamarii’nin gelisim kosullar1 arastirilmis ve B-ksilosidaz
enzim iretimi i¢in optimum gelisim sicakligi 30°C, optimum pH 5.5, inkiibasyon
siiresi 6 giin ve inokuliim miktar1 ise 1x10° CFU/ml spor olarak rapor edilmistir
[165]. Lembo ve ark., (2006) ¢alismalarinda oat spelt xylan1 KSF kiiltlir ortaminda
substrat olarak kullanarak Brezilya’da topraktan izole edilen Humicola grisea var.
thermoidea’dan optimum kosullarda B-ksilosidaz enzimi elde ettiklerini rapor
etmislerdir. Arastirmalarinda Humicola grisea var. thermoidea’nin gelisim kosullar
belirlenmis ve B-ksilosidaz enzim iiretimi i¢in optimum sicaklik 40°C, optimum pH
7.0, inkiibasyon siiresi 12 saat, inokuliim miktar1 1x10” CFU/ml spor olarak rapor
edilmistir [105]. Ximenes ve ark., (1996) calismalarinda bugday kepegini KSF kiiltiir
ortaminda substrat olarak kullanarak Trichoderma harzianum’dan optimum
kosullarda B-ksilosidaz enzimi elde ettiklerini rapor etmislerdir. Calismalarinda
Trichoderma harzianum’un B-ksilosidaz enzim firetimi i¢in gelisim kosullari;
optimum sicaklik 28°C, optimum pH 5,0, inkiibasyon siiresi 7 giin, inokuliim
miktarin1  1x10” CFU/ml spor ve nemlendirme sivist sodyum asetat olarak
belirlemislerdir [146]. Basaran ve Ozcan, (2008) calismalarinda kiyilmis misir
koganin1 biitiin gece 100°C’de kurutarak KSF Kkiiltiir ortamimna %1-3 oraninda
substrat olarak eklemis ve Pichia stipitis NP54376’dan optimum kosullarda f-
ksilosidaz enzimi elde ettiklerini rapor etmislerdir. Calismada Pichia stipitis
NP54376’in gelisim kosullar1 aragtirllmig ve B-ksilosidaz enzimi iiretimi ig¢in
optimum gelisim sicakligt 30°C, optimum pH 5,5, inkiibasyon siiresi 4 giin,
inokuliim miktarimi %3 (v/v) olarak rapor edilmistir [142]. Inoue ve ark., (2016) ise
caligmalarinda ortama %4 oraninda ilave edilen piring samanini substrat olarak
kullanarak Trichoderma asperellum KIF125’den optimum kosullarda B-ksilosidaz
enzimi elde ettiklerini belirtmislerdir. Arastirmada Trichoderma asperellum
KIF125’un B-ksilosidaz enzimi {iretimi igin gelisim kosullari; optimum sicaklik
28°C, optimum pH 4,8, inkiibasyon siiresi 4 giin olarak kaydedilmistir [166]. Horta
ve ark., (2014) ¢alismalarinda seker kamisi kiispesini substrat olarak kullanarak KSF
kiiltiir kosullarinda Trichoderma harzianum I0C-3844’den B-ksilosidaz enzimi elde
ettiklerini rapor etmislerdir. Arastirmada Trichoderma harzianum I0C-3844’un
gelisim kosullar arastirilmis ve B-ksilosidaz enzimi iiretimi i¢in optimum sicaklik

29°C, optimum pH 5,2, inkiibasyon siiresi 129 saat, inokuliim miktar1 9x10° CFU/ml
86



spor olarak kaydetmislerdir [167]. Irfan ve ark., (2014) ¢calismalarinda 50°C’de 1 saat
kurutulan seker kamist kiispesini KSF kiiltiir ortaminda substrat olarak kullanarak
Trichoderma viride IR05’den optimum kosullarda B-ksilosidaz enzimi elde ettiklerini
rapor etmislerdir. Calismada Trichoderma viride IR05’in gelisim kosullar
arastirtlmis ve B-ksilosidaz enzimi tiretimi i¢in optimum sicaklik 30°C, optimum pH
4.5-5.0, inkiibasyon siiresi 7 gilin, nem miktar1 ise %80, distile su ve sitrat

nemlendirme sivis1 olarak ayarlandiginda en iyi aktivitenin elde edildigini rapor

etmislerdir [168].

Calismamizda bugday kepeginin KSF kiiltiir ortaminda substrat olarak
kullanilmas: ile Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan B-ksilosidaz enzimi
eldesi i¢in; nemlendirme sivist sitrat tamponu ve nem orant %55, optimum
inkiibasyon sicaklig1 35°C, optimum pH degeri 4,0 ve optimum inkiibasyon siiresi 7
giin olarak (Sekil 3.2; 3.3; 3.4), Trichoderma viride NRRL 6418 susundan ise [-
ksilosidaz enzimi eldesi i¢in; nemlendirme sivist NaxHPO4 Tamponu ve nem orani
%55, optimum inkiibasyon sicakligi 25°C, optimum pH degeri 8,5 ve optimum

inkiibasyon siiresi 7 giin olarak belirlenmistir (Sekil 3.2; 3.3; 3.4).

Calismamizda kullanilan test mikroorganizmalarinin maksimum B-ksilosidaz
enzim aktiviteleri i¢in gereksinim duyduklari optimum gelisme kosullar literatiirde
karsilasilan Trichoderma ve diger baz1 B-ksilosidaz iireticisi mikrofungus suslarina

ait veriler ile karsilastirildiginda;

Trichoderma harzianum NRRL 13019’a ait inkiibasyon sicakligi 35°C
(Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. 28°C (EI-Gindy ve ark., 2015),
Aspergillus tamarii 30°C (Ximenes ve ark., 1996), Trichoderma harzianum 28°C
(Basaran ve Ozcan, 2008), Pichia stipitis NP54376 30°C (Inoue ve ark., 2016),
Trichoderma asperellum KIF125 28°C (Horta ve ark., 2014), Trichoderma
harzianum I0C-3844 29°C (Irfan ve ark., 2014), Trichoderma viride IR05 30°C’den
yiiksek, Humicola grisea var. thermoidea 40°C’den diistiktiir (Lembo ve ark., 2006).

Trichoderma harzianum NRRL 13019 i¢in optimum pH degeri 4,0 (El-Gindy
ve ark., 2015) Aspergillus tamarii i¢in 5,5 (Ximenes ve ark.,1996), Trichoderma
harzianum igin 5,0 (Basaran ve Ozcan, 2008), Pichia stipitis NP54376 igin 5,5
(Inoue ve ark.,2016), Trichoderma asperellum KIF125 i¢in 4,8 (Horta ve ark.,2014),
Trichoderma harzianum I0C-3844 igin 5,2 (Irfan ve ark., 2014), Trichoderma viride
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IROS i¢in 4,5 ve Humicola grisea var. thermoidea icin 7,0 (Lembo ve ark., 2006)’dan

diistik olarak kaydedilmistir.

Optimum inkiibasyon siireleri ise Trichoderma harzianum NRRL 13019 igin
7 giin (Horta ve ark., 2014), Trichoderma harzianum I0OC-3844 i¢in 129 saat (Lembo
ve ark.,2006), Humicola grisea var. thermoidea igin 12 saat (El-Gindy ve ark., 2015),
Aspergillus tamarii igin 6 giin (Basaran ve Ozcan,2008), Pichia stipitis NP54376 icin
4 giin (Inoue ve ark.,2016), Trichoderma asperellum KIF125 i¢in 4 giinden yiiksek
(Lembo ve ark., (2002), Aureobasidium sp.i¢in 7 giin (Ximenes ve ark., 1996)
Trichoderma harzianum igin 7 giin (Irfan ve ark., 2014) Trichoderma viride IR05

icin 7 giin olarak rapor edilmistir.

Trichoderma harzianum NRRL 13019’un gelisiminde kullanilan substratin
nem diizeyi %55 (Lembo ve ark., (2002), Aureobasidium sp.substrati igin nem
diizeyi %67’den diisiik ve Trichoderma viride IR05 substrati i¢in nem diizeyi
%80’den diisiik olarak kaydedilmistir (Irfan ve ark., (2014).

Literatiirlerde Trichoderma viride NRRL 6418’¢ ait inkiibasyon sicaklig
25°C (Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. i¢in 28°C (EI-Gindy ve ark., 2015)
Aspergillus tamarii i¢in 30°C (Ximenes ve ark., 1996), Trichoderma harzianum igin
28°C (Basaran ve Ozcan, 2008), Pichia stipitis NP54376 i¢in 30°C (Inoue ve ark.,
2016), Trichoderma asperellum KIF125 i¢in 28°C (Horta ve ark., 2014)
Trichoderma harzianum 10C-3844 i¢in 29°C (Irfan ve ark., 2014), Trichoderma
viride IR0S5 i¢in 30°C ve Humicola grisea var. thermoidea igin 40°C’den diisiik

olarak rapor edilmistir (Lembo ve ark., 2006).

Mikroorganizmalarin maksimum [-ksilosidaz enzim aktiviteleri igin
gereksinim duyduklar1 optimum gelisim pH degerleri ise; Trichoderma viride NRRL
6418 i¢in 8,5 (El-Gindy ve ark., 2015), Aspergillus tamarii i¢in 5,5 (Ximenes ve ark.,
1996), Trichoderma harzianum igin 5,0 (Basaran ve Ozcan, 2008), Pichia stipitis
NP54376 igin 5,5 (Inoue ve ark., 2016), Trichoderma asperellum KIF125 igin 4,8
(Horta ve ark., 2014), Trichoderma harzianum I0C-3844 igin 5,2 (Irfan ve ark.,
2014), Trichoderma viride IR05 i¢in 4,5 ve Humicola grisea var. thermoidea i¢in
7,0’dan yiiksek olarak kaydedilmistir (Lembo ve ark., 2006).

Trichoderma viride NRRL 6418’¢ i¢in optimum inkiibasyon siiresi 7 giin
(Horta ve ark., 2014), Trichoderma harzianum I0C-3844 i¢in 129 saat (Lembo ve
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ark., 2006), Humicola grisea var. thermoidea i¢in 12 saat (El-Gindy ve ark., 2015),
Aspergillus tamarii igin 6 giin (Basaran ve Ozcan, 2008), Pichia stipitis NP54376
icin 4 giin (Inoue ve ark., 2016), Trichoderma asperellum KIF125 i¢in 4 giinden
yiiksek (Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. i¢in 7 giin (Ximenes ve ark.,
1996), Trichoderma harzianum icin 7 giin ve Trichoderma viride IR05 i¢in 7 giin

olarak rapor edilmistir (Irfan ve ark., 2014).

Trichoderma viride NRRL 6418’in gelisiminde kullanilan substratin nem
diizeyi %55 (Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. substrati i¢in nem diizeyi
%67’ den diisiik ve Trichoderma viride IR05 %80’den diisiik olarak kaydedilmistir
(Irfan ve ark., 2014).

Elde edilen bu sonuclar dogrultusunda, test organizmalar1 olarak kullanilan
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418 suslarinin,
maksimum B-ksilosidaz enzim aktivitesi i¢in gerek duyduklari gelisme kosullarinin

daha once yapilmis caligmalarla benzerlik gostermedigini sdylemek miimkiindiir.

Calismamizda Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418 suslarindan elde edilen kismi saflastirilmis B-ksilosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 sirasiyla %40-90 ve %50-100 olarak belirlenmistir.
Sonraki saflagtirma islemlerinde kismi saflastirilmis ekstrakta Trichoderma
harzianum NRRL 13019 i¢in %40-70 ve Trichoderma viride NRRL 6418 igin ise 50-
100 doygunlugunda amonyum siilfat ¢oktliirmesi uygulanmistir. Daha 6nce yapilan
aragtirmalardan B-ksilosidaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan amonyum stilfat
coktliirme araliklarinin farklilik gosterdigi goriilmektedir. Optimum kosullarda elde
edilen B-ksilosidaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araligin1 Penicillium
sclerotiorum ile yaptiklart arastirmalarinda Knob ve Carmona, (2012) %0-60;
Duenas ve Estrada (1998) Trichoderma reesei QM 9414 ile yaptiklar
arastirmalarinda %20-60, Pinphanichakarn ve ark., (2004) Streptomyces sp. CH7 ile
yaptiklari arastirmalarinda %40-70 olarak rapor etmislerdir [145,169,170]. Ximenes
ve ark., (1996) substrat olarak bugday kepegi kullanarak Trichoderma harzianum
strain C’den optimum kosullarda elde ettikleri ham enzimi %20, Armand ve ark.,
(1996) Thermoanaerobacterium saccharolyticum strain B6A-RI’dan optimum
kosullarda elde ettikleri ham enzimi %50, EI-Gindy ve Ark., (2015) Aspergillus
tamarii’den optimum kosullarda elde ettikleri ham enzimi %60, Matsuo ve ark.,

(1976) Malbranchea pulchella var. sulfurea No. 48’den optimum kosullarda elde
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ettikleri ham enzimi %80 ve Matsuo ve ark., (1984) Trichoderma viride’den
optimum kosullarda elde ettikleri ham enzime %80 doygunlugunda amonyum siilfat
coktiirmesi  uyguladiklarint  yaptiklar1  c¢alismalar ile rapor etmislerdir
[146,147,165,171,172]. Tim bu arastirmalar ile karsilagtirildiginda, bizim
calismamiz sonucunda Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418 suslarindan elde edilen B-ksilosidaz enziminin belirlenen amonyum
stilfat ¢oktiirme araliklarinin (sirasiyla %40-90 ve %50-100) bu arastirmalarla bir
benzerlik gostermedigi ve daha genis bir araliga sahip oldugunu soylemek

miumkindiir.

Arastirmamizda amonyum siilfat ¢Oktiirme islemi sonunda Trichoderma
harzianum NRRL 13019’dan elde edilen B-ksilosidaz enzimi %75,0413 verimle
3,3462 kat (Tablo 3.6), Trichoderma viride NRRL 6418’den ¢lde edilen B-ksilosidaz
enzimi %40,0123 verimle 1,1737 kat (Tablo 3.7) saflagtirilmigtir.

Yapilan farkli ¢alismalarda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda; Aspergillus
versicolor’dan elde edilen B-ksilosidaz enziminin %25 verimle 12,3 kat; Penicillium
sclerotiorum’dan elde edilen B-ksilosidaz enziminin %94,72 verimle 2,39 Kat;
Streptomyces sp. CH7’den elde edilen -ksilosidaz enziminin %49,3 verimle 2,2 kat;
Trichoderma harzianum strain C’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin %50,1
verimle 1,5 kat; Trichoderma viride’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin %56,1
verimle 2,8 kat; Pichia stipitis’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin %72,28
verimle 3,05 kat saflagtirildig1 rapor edilmistir [146,147,161,165,169,170,172].

Amonyum siilfat c¢oktlirmesi sonunda enzim verimi ve saflagtirma
katsayilarinda belirlenen farkliligin ¢alismalarda kullanilan mikroorganizmadan,
uygulanan amonyum siilfat miktarindan veya arastirmalarin yapildigr ortam

sartlarindan kaynaklanabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Calismamizda amonyum siilfat ¢oktlirmesini takip eden sonraki agamada
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HEK) nin kullanilmasiyla saflagtirma islemi
iki basamakta gergeklestirilmistir. HEK isleminde laboratuvarimizda sentezledigimiz
Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin hidrofobik jelinin kullanilmasuyla,
Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan elde edilen B-ksilosidaz enzimi
%50,4884 verimle 215,7604 kat (Tablo 3.6) ve Trichoderma viride NRRL 6418
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susundan elde edilen P-ksilosidaz enzimi 9%33,4361 verimle 92,3927 kat
saflastirilmistir (Tablo 3.7).

Literatiirde ¢esitli organizmalardan elde edilen [-ksilosidaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda birka¢ asamali kromatografik yontemler

kullanilarak saflastirildiklar: rapor edilmistir.

Ximenes ve ark., (1996) Trichoderma harzianum strain C’den elde ettikleri -
ksilosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Sephacryl S-100 Jel Filtrasyon,
Iyon Degisim Kromatografisi tekniklerini kullanarak %4 verimle 13,15 kat [146];
Matsuo ve Yasui, (1984) Trichoderma viride’den elde ettikleri B-ksilosidaz enzimini
enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex kromatografi, jel filtrasyon
tekniklerini kullanarak %?26,7 verimle 2,81 kat [147]; Andrade ve ark., (2004)
Aspergillus versicolor’dan elde ettikleri B-ksilosidaz enzimini amonyum siilfat
coktiirmesi, DEAE-seliiloz kromatografi, jel filtrasyon tekniklerini kullanarak %66
verimle 3 kat [161]; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus tamarii’den elde etikleri 3-
ksilosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan Iyon Degisim
Kromatografisi ve Sephadex G-100 Jel Filtrasyon tekniklerini kullanarak %40,57
verimle 35,73 kat [165]; Knob ve Carmona, (2012) Penicillium sclerotiorum’dan
elde ettikleri P-ksilosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan
molekiiler exculusion Kromatografisi tekniklerini kullanarak %46,07 verimle 2,42
kat [169]; Pinphanichakarn ve ark., (2004) Streptomyces sp. CH7’den elde ettikleri
B-ksilosidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Anyon Degisim Kromatografisi
ve jel filtrasyon tekniklerini kullanarak %30 verimle 9,3 kat [170]; Matsuo ve ark.,
(1976) Malbranchea pulchella’dan elde ettikleri B-ksilosidaz enzimini amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, DEAE-seliiloz kolon kromatagrafisi, ultrafiltrasyon ve Sephadex
G-200 jel filtrasyon tekniklerini  kullanarak %28,43 verimle 7,50 kat
saflastirdiklarini rapor etmislerdir [172].

Calismamizda Trichoderma harzianum NRRL 13019 susundan elde edilen -
ksilosidaz enziminin saflastirma sonuglarini, Ximenes ve ark., (1996)’nin ayni
organizmanin farkli bir susundan elde ettikleri B-ksilosidaz enziminin saflastirma
sonuclart ile karsilastirdigimizda; hem % verimlerinin hem de saflagtirma
katsayilarinin bizim calismamizda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayn1 sekilde
calismamizda kullanilan ikinci mikrofungus olan Trichoderma viride NRRL 6418

susundan elde edilen B-ksilosidaz enziminin saflagtirma sonuglarini Matsuo ve
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Yasui, (1984)’nin ayn1 organizmadan elde ettikleri B-ksilosidaz enziminin saflagtirma
sonuclari ile karsilastirdigimizda; hem % verimleri hem de saflastirma katsayilarinin
bizim c¢alismamizda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu farkliligin sebebinin
kullanilan suslarin, ¢aligmalarin yapildigr ortam kosullarinin, uygulanan amonyum
silfat doygunlugunun ve kullanilan kromatografi tekniklerinin farkli olmasindan

kaynaklanmis olabilecegini sdyleyebiliriz.

Calismamizda bugday kepeginin kati substrat olarak kullanilmasi ile
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418
suslarindan KSF kiiltlir ortaminda optimum inkiibasyon kosullarinda elde edilen ve
iki asamada saflastirilan B-ksilosidaz enziminin safligin1 ve alt birimlerinin
varligi/sayisin1 kontrol etmek i¢cin NATIVE/SDS PAGE yontemi kullanilmistir.
SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE’de Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan elde
edilerek saflagtirilan B-ksilosidaz enziminin yaklagik 20 kDa hizasinda tek bant
(Sekil 3.9), Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek saflagtirilan f-
ksilosidaz enziminin ise yaklasik 25 kDa hizasinda yine tek bant (Sekil 3.10)

olusturdugu gbézlenmistir.

Yapilan farkli ¢alismalarda; Lembo ve ark., (2006) Humicola grisea var
thermoidea’dan saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 50 kDa; Inoue
ve ark., (2016) Trichoderma asperellum KIF125’den saflastirdiklart B-ksilosidaz
enziminin SDS-PAGE ile 80,2 kDa; Lama ve ark., (2004) Bacillus
thermantarcticus’dan saflastirdiklar: B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 75 kDa
ve NATIVE-PAGE ile 150 kDa; Ximenes ve ark., (1996) Trichoderma harzianum
strain C’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 60 kDa; Matsuo
ve Yasui (1984) Trichoderma viride’den saflastirdiklar B-ksilosidaz enziminin SDS-
PAGE ile 101 kDa; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus tamarii’den saflastirdiklar
B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 91 kDa; Pinphanichakarn ve ark., (2004)
Streptomyces sp. CH7’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 87
kDa ve NATIVE-PAGE ile 173 kDa; Lee ve ark., (2007) Paenibacillus sp. DG-
22’den saflagtirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 80 kDa; Shao ve
Wiegel, (1992) Thermoanaerobacter ethanolicus’dan saflastirdiklar1 B-ksilosidaz
enziminin SDS-PAGE ile 85 kDa; Poutanen ve Puls, (1988) Trichoderma reesei’den
saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 100 kDa; Kumar ve Ramon,
(1996) Aspergillus nidulans’dan saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE
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ile 85 kDa; Nanmori ve ark., (1990) Bacillus stearothermophilus’dan saflastirdiklari
B-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 150 kDa molekiil agirligina sahip oldugunu
rapor etmiglerdir [105,106,134,146,147,159,165,166,170,173-175].

Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan saflastirilan B-ksilosidaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 6,0, sicaklik ise degeri 75°C (Sekil
3.11;Sekil 3.12), Trichoderma viride NRRL 6418’den saflastirilan B-ksilosidaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 6,0 ve sicaklik degeri ise 65°C

(Sekil 3.11;Sekil 3.12) olarak belirlenmistir.

Yapilan farkli ¢alismalarda; Matsuo ve ark., (1984) Malbranchea pulchella
var. sulfurea No.48’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini
6,7 ve sicaklik degerini 50°C; Andrade ve ark., (2003) Aspergillus versicolor’dan
saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 6,0 ve optimum sicaklik
degerini 40°C; Knob ve Carmona, (2012) Penicillium sclerotiorum’dan
saflagtirdiklari B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 2,5 ve optimum sicaklik
degerini 60°C; Basaran ve Ozcan, (2008) Pichia stipitis’den saflastirdiklar1 B-
ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 5,0 ve optimum sicaklik degerini 50°C;
Tuncer, (2000) Thermomonospora fusca BD25’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz
enziminin optimum pH degerini 8,0 ve optimum sicaklik degerini 65°C; Fengxia ve
ark., (2008) Aspergillus ficuum AF-98’den saflastirdiklart B-ksilosidaz enziminin
optimum pH degerini 5,0 ve optimum sicaklik degerini 45°C; Duenas ve Estrada,
(1998) Trichoderma reesei QM 9414’den saflagtirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin
optimum pH degerini 4,0 ve optimum sicaklik degerini 55°C; Lama ve ark., (2004)
Bacillus thermantarcticus’dan saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH
degerini 6,0 ve optimum sicaklik degerini 70°C; Ximenes ve ark., (1996)
Trichoderma harzianum strain C’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum
pH degerini 4-4,5 ve optimum sicaklik degerini 70°C; Matsuo ve Yasui, (1984)
Trichoderma viride’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini
4,5 ve optimum sicaklik degerini 55°C; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus
tamarii’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 5,5 ve
optimum sicaklik degerini 55°C; Pinphanichakarn ve ark., (2004) Streptomyces sp.
CH7’den saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 6,5 ve
optimum sicaklik degerini 55°C; Lee ve ark., (2007) Paenibacillus sp. DG-22’den

saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 5,5 ve optimum sicaklik

93



degerini 65°C; Poutanen ve Puls, (1988) Trichoderma reesei’den saflastirdiklar: -
ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 4,0 ve optimum sicaklik degerini 60°C;
Lembo ve ark., (2006) Humicola grisea var. thermoidea’dan saflastirdiklar1 -
ksilosidaz enziminin optimum pH degerini 6,5 ve optimum sicaklik degerini 55°C;
Kumar ve Ramon, (1996) Aspergillus nidulans’dan saflastirdiklar1 B-ksilosidaz
enziminin optimum pH degerini 5,0 ve optimum sicaklik degerini 50°C olarak rapor

etmislerdir [105,106,142,145-147,159-161,165,169,170,172-174,176].

Yapilan literatiir caligmasi sonucunda elde edilen veriler incelendiginde;
farkli organizmalardan elde edilerek saflastirilmis olan [B-ksilosidaz enzim
aktivitesinin maksimum oldugu optimum pH degerleri arasinda en diisiik 2,5, en
yiiksek 8,0 degerlerinin bulundugu tespit edilmistir. Karsilastigimiz bu ug¢ degerler
disinda pH degerinin ortalama 4,0-6,5 araliginda yogunlastigini sdyleyebiliriz. Ayni
sekilde sicaklik degerlerine ait veriler incelendiginde en diisiik 40°C ve en yiiksek
70°C sicaklik degerlerinin bulundugu tespit edilmistir. Ozelikle 50 ve 55°C’lerde
yigilmanin oldugunu da sdyleyebiliriz. Calismamizda B-ksilosidaz elde etmek iizere
kullandigimiz Trichoderma harzianum’dan, Ximenes ve ark., (1996)’nin elde
ettikleri ayn1 enzimin pH degeri 4-4,5, sicaklik degeri ise 70°C olarak rapor
edilirken, biz optimum pH degerini 6,0, sicakligin1 ise 75°C olarak, ¢alismamizda
kullandigimiz ikinci mikrofungus olan Trichoderma viride’den Matsuo ve Yasui,
(1984)’nin elde ettikleri ayn1 enzimin pH degeri 4,5, sicaklig1 ise 55°C olarak rapor
edilirken, biz optimum pH degerini 6,0, sicakligini ise 65°C olarak belirlemis
bulunmaktayiz. Bu sonuglar; enzimin elde edilmesindeki caligma kosullarinin
farkliliginin ve aym tiirtin farkli irklarinin dahi enzimin optimum aktivite gosterdigi

biyokimyasal parametreler lizerinde etkili olabilecegini ifade etmektedir.

Calismamizda bugday kepeginin substrat olarak kullanildigi KSF kiiltiir
ortaminda Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin termal kararliligi da
belirlenmistir. Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen B-ksilosidaz
enziminin; 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda 45°C’de %32 oraninda, 55°C’de
%28 oraninda, 65°C’de %24 oraninda ve 75°C’de %10 oraninda aktivitesini
korudugu ve 85°C’de enzimin aktivitesini 42 dk. korudugu (Sekil 3.13),
Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen B-ksilosidaz enziminin; 120 dk.
inkiibasyon sonrasinda 45°C’de %74 oraninda, 55°C’de %67 oraninda, 65°C’de %57
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oraninda ve 75°C’de %9 oraninda aktivitesini korudugu ve 85°C’de enzimin

aktivitesini 40 dk. korudugu (Sekil 3.14) belirlenmistir.

Knob ve Carmona, (2012) Penicillium sclerotiorum’dan elde edilerek
saflastirilan B-ksilosidaz enziminin termal kararliligini arastirmiglar ve enzimin
65°C’de 90 dakikadan daha az bir siire aktivite gosterdigini, 65°C’de ise yiiksek
termal kararliliga sahip oldugunu, 375 dakikada aktivitesinin yartya diistiigiini,
Matsuo ve Yasui, (1984) Trichoderma viride’den elde edilerek saflastirilan f-
ksilosidaz enziminin termal kararlilifin1 arastirmiglar ve enzimin 55°C’de kararli
oldugunu ve 75°C’de 30 dakikada aktivitesini kaybettigini, Lee ve ark., (2007)
Paenibacillus sp. DG-22’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin
60°C’de oldukca kararli oldugunu ve 60 dk. sonra baslangi¢ aktivitesinin %80
distligiinii, 65°C’de aktivitenin 6nemli bir sekilde kaybedildigini ve 25dk. sonra
enzim aktivitesinin yariya diistiigiinii; Lembo ve ark., (2005) Humicola grisea var.
theremoides’dan elde edilerek saflagtirilan B-ksilosidaz enziminin 50°C’de 6h
inkiibasyonu sonunda aktivitesinin %60 oldugu, Kumar ve Ramon, (1996)
Aspergillus nidulans’dan elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin 45°C’nin
izerinde tam olarak kararli olmadigini, 40-45°C arasinda 8h boyunca kararliligini
korudugunu, optimum sicaklik degeri olan 50°C’de 4-6h aktivitesi kaybettigi,
60°C’de tiim aktivitesini kaybettigi, 55°C’de ise aktivitesinin %50 oldugu,
Rasmussen ve ark., (2006) Talaromyces emersonii ve Trichoderma reesei’den elde
edilerek saflastirilan BXTE ve BXTR enzimlerinin termal kararliligini arastirmiglar
her iki enziminde 60°C’de kararli oldugunu ancak BXTE enziminin 80°C’de 30
dakikada tamamen aktivitesini kaybettigini bunun yaninda BXTR enziminin ise
70°C’de tamamen aktivitesini kaybettigini, Pinphanichakarn ve ark., (2004)
Streptomyces sp. CH7°den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin substrat
yoklugunda 30 dakika siireyle 50°C sicakliga kadar kararli oldugunu, Matsuo ve ark.,
(1976) Malbranchea pulchella var sulfurea’dan elde edilerek saflastirilan J-
ksilosidaz enziminin termal kararliligin1 40°C , 50°C, 60°C ve 70°C i¢in aragtirmislar
ve enzimin substrat yoklugunda 15 dakika siireyle 50°C sicaklikta aktivitesinin
yaklagik %80’ini korudugunu rapor etmislerdir [105,147,153,169,170,172-174]. Bu
sonuglara gdre ayni enzimin farkli sicaklik derecelerinde gosterdigi kararliligin elde

edildigi mikroorganizma kaynagina gore degisiklik gosterdigini soyleyebiliriz.
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Calismamizda Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride
NRRL 6418’den elde ederek saflastirdigimiz B-ksilosidaz enziminin kinetik
parametreleri belirlenmistir. B-ksilosidaz enziminin spesfik substrati olan p-
nitrofenil-B-D-ksilopiranosite (INPX) kars1 ilgisini gosteren Ky ve Vmax degerleri
hesaplanmistir. Trichoderma harzianum NRRL 13019°dan elde edilerek saflastirilan
B-ksilosidaz enziminin PNPX substrati i¢in Ky degeri 0,25 mM ve Vmax degeri
2500 EU, Kkatalitik etkinliginin Olciisii olan Vmax/Km orant ise 10.000 olarak
hesaplanmistir (Tablo 3.10). Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek
saflastirilan B-ksilosidaz enziminin pNPX substrati i¢in Kum degeri 0,5 mM ve Vmax
degeri 2500 EU, katalitik etkinliginin 6l¢iisii olan Vmax/Kwm orani ise 5.000 olarak
hesaplanmistir (Tablo 3.11). Bir enzimin kinetik 6zelliklerinin ifade edilmesinde Km
ve Vmax degerleri onemli parametrelerdir. B-ksilosidaz enziminin pNPX substratina
olan ilgisini gosteren Ky ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla pNPX
substratinin farkli konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢timleri yapilmis elde
edilen aktivite degerlerinden yararlanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.
Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen denklem yardimiyla Km ve Vmax
degerleri hesaplanmistir. Bir enzime ait Vmax degeri enzim konsantrasyonu sabit
tutularak, substrat konsantrasyonuna [S] bagli maksimum hiz1 (V), K degeri ise
maksimum hizin yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonunu ifade etmektedir.
Ayrica Vmax / Km degeri enzimin substrata olan ilgisini gdstermekte olup bu degerin
artmasi enzimin substrata kars1 artan ilgisini, degerin kii¢iilmesi ise enzimin substrata

kars1 azalan ilgisinin bir gostergesidir.

Cok sayida c¢alismada farkli organizmalardan elde edilen PB-ksilosidaz
enziminin degisik metotlar kullanarak saflastirildigi, pPNPX substratina karst Km ve
Vmax degerlerinin hesaplandigi rapor edilmistir. Andrade ve ark., (2003) Aspergillus
versicolor’dan elde ederek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin Kv ve Vmax
degerlerini sirasiyla 0,32 mM ve 922 U/mg protein; Kiss ve Kiss, (2000) Aspergillus
carbonarius’dan elde ederek saflastirdiklari B-ksilosidaz enziminin Km ve Vmax
degerlerini 0,198 mM ve 3,64 U mg'; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus
tamarii’den elde ederek saflastirdiklar1 [-ksilosidaz enziminin Kv ve Vmax
degerlerini 0,075 mg/ml ve 71,42 U/mg; Lee ve ark., (2007) Paenibacillus sp. DG-
22’den elde edilerek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin Km ve Vmax degerlerini

0,53 mM ve 3,18 U/mg; Ximenes ve ark., (1996) Trichoderma harzianum’dan elde
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edilerek saflagtirdiklari B-ksilosidaz enziminin Km ve Vmax degerlerini 0,103 mM ve
0,0065 TU ml'; Lembo ve ark., (2006) Humicola grisea var. thermoidea’dan elde
edilerek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin Km degerini 1,37 mM ve Vmax
degerini 12,98 IU ml'; Kumar ve Ramon, (1996) Aspergillus nidulans’dan elde
edilerek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerini 1,1 mM ve
25,6 umol/min/mg; Gomez ve ark., (2001) Trichoderma reesei QM 9414°den elde
edilerek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerini 3,11 mM ve

3,33 umol olarak rapor etmislerdir [105,146,154,161,165,173,174,177].

Bazi arastiricilar ise farkli organizmalardan elde ederek saflastirdiklart -
ksilosidaz enziminin Km ve Vmax degerlerini birden fazla substrat kullanarak
belirlemislerdir. Tuncer, (2000) Thermonospora fusca BD25’den elde edilerek
saflastirdiklar1  B-ksilosidaz enziminin Km ve Vmax degerlerini, pNPX ve
Paranitrofenil alfa-arabinofuranosid (pNPA) substratlarini kullanarak Km ve Vmax
degerlerini sirastyla pPNPX i¢in 0,5 mM ve 0,83 umol ml! dk™!, pNPA i¢in 0,18 mM
ve 0,04 umol ml!' dk™!, Pinphanichakarn ve ark,. (2004) Streptomyces sp. CH7’den
elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin Ky ve Vmax degerlerini, pNPX ve
2 nitrofenil B-D ksilopiranosid (ONPX) substratlarin1 kullanarak Ky ve Vmax
degerlerini sirasiyla pNPX i¢in 0,56 mM ve 26,3 U/mg protein, ONPX i¢in 0,94 mM
ve 6,6 U/mg protein olarak tespit etmislerdir [170,176].

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin p-nitrofenil-f-D-
ksilopiranosit (PNPX) substratina karst belirledigimiz Ky ve Vmax degerleri ile
literatiirlerdeki degerlerin farklilik gosterdigi, calismamizda elde ettigimiz Kwm
degerlerinin literatiir sonuglarina gore genellikle oldukea diisilk, Vmax degerlerinin
ise oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Dolayist ile bizim calismamizda elde
ettigimiz P-ksilosidaz enziminin endiistriyel uygulamalarda kullanimi1 agisindan
literatiirlerde saflastirilarak kinetik ozellikleri belirtinen B-ksilosidaz enzimlerine

gore daha avantajli oldugunu s6ylemek miimkiindiir.

Yaptigimiz  calismada; D-(+)-ksilozun pNPX  substrati  varliginda
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde
edilerek saflagtirilan [-ksilosidaz enzim aktivitesini yariya diisliren inhibitor
konsantrasyonu olarak ifade edilen ICso degerleri ve enzim aktivitesini azaltan

inhibisyon tipleri belirlenerek K; degerleri hesaplanmistir. Trichoderma harzianum
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NRRL 13019’dan elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin D-(+)ksiloz
inhibitori icin ICso degeri 0,11 mM (Tablo 3.12; Sekil 3.17); K degerleri 0,00110 ve
0,00557 olmak tizere iki ayr1 K; degeri hesaplanmis (Tablo 3.14; Sekil 3.19) ve
karisik tipte inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.19). Trichoderma
viride NRRL 6418’den elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin D-(+)ksiloz
inhibitorii i¢in ICso degeri 0,071 mM (Tablo 3.13; Sekil 3.18); Ki degeri
2,64x10£1x107 olarak hesaplanmis (Tablo 3.15; Sekil 3.20) ve yarismali tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.20).

Karigik inhibisyon tipinde; inhibitorle substratin enzime baglanmasi ayni
anda gergeklesebilir. Ancak, inhibitor ve substrat baglanma esnasinda birbirlerini
etkilemektedir. Substrat konsantrasyonu artirilirsa inhibisyon azaltilir ancak
biitiinliyle engellenemez. Karisik inhibisyonda, inhibitorlerin enzimin aktif bolgesine
baglanmast miimkiindiir. Bu inhibisyon tipi, inhibitorlerin genellikle enzimler
tizerindeki farkli yerlere baglanmalar1 sonucunda meydana gelen allosterik etkinin
sonucudur. Bu durum enzimin konformasyonunu degistirerek substratinda enzimin
aktif bolgesine olan ilgisini azaltir. Yukaridaki agiklamalardan yararlanarak substrat
olarak pPNPX ve inhibitér olarak D-(+)-ksilozun kullanildigi, Trichoderma
harzianum NRRL 13019’dan elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enzimine pNPX
ve D-(+)ksilozun ayni zamanda baglanabilecegi ifade edilebilir. Yarigmali tip
inhibisyonda ise substrat ve inhibitér enzime ayni zamanda baglanamaz c¢iinkii;
enzimin lizerinde aktif bolgeye karst hem substrat hemde inhibitdriin ilgisi
bulunmaktadir. Substratla inhibitdr enzim tizerindeki aktif bolgeye baglanabilmek
icin yarigirlar. Substratin konsantrasyonu yeteri kadar artirildiginda inhibisyonda bu
durumla basa cikilabilir. Bu tipteki inhibitorler, yap1 bakimindan genellikle asil
substrata benzemektedirler. Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek
saflagtirilan B-ksilosidaz enziminin aktif bolgesine baglanabilmek i¢in pNPX ve D-

(+)-ksilozun yaris halinde oldugu ifade edilebilir.

Poutanen ve ark., (1988) Trichoderma reesei’den elde ederek saflastirdiklari
B-ksilosidaz enziminin pPNPX substrati ve ksiloz inhibitérii varliginda K; degeri 2,3
mM olarak hesaplanmis ve B-ksilosidaz enzimine karst ksilozun kompetatif tipte
inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemislerdir [106]. Gomez ve ark., (2001)
Trichoderma reesei QM 9414°den elde ederek saflastirdiklar: B-ksilosidaz enziminin

substrat olarak pNPX, inhibitér olarak D-ksiloz varliginda K; degerini 3,11 mM
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olarak hesaplamis ve P-ksilosidaz enzimine karst D-ksilozun kompetatif tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi rapor etmislerdir [154]. Chakrabarti ve Ranu, (1995)
Aspergillus terreus (IJIRA6.2)’den elde ederek saflastirdiklar B-ksilosidaz enziminin
PNPX substratt ve D-(+)-ksiloz inhibitorii varliginda Ki degeri 10,5 mM olarak
hesaplanmis ve P-ksilosidaz enzimine karsi D-(+)-ksilozun kompetatif tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlemislerdir [178]. Tuncer, (2000) Thermomonospora
fusca BD25’den elde ederek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin pNPX substrati
ve D-ksiloz inhibitorii varliginda K; degerini 10 mM olarak hesaplamis ve D-ksilozun
B-ksilosidaz enzim aktivitesinde %10 oraninda azalmaya neden oldugu rapor etmistir
[176]. Hudson ve ark., (1991) Escherichia coli’den elde ederek saflastirdiklart f3-
ksilosidaz enziminin pNPX substrati ve ksiloz inhibitorii varliginda K; degerini 40
mM olarak hesaplamis ve B-ksilosidaz enzimine karsi ksilozun kompetatif tipte
inhibisyon etkisi gosterdigini rapor etmislerdir [179]. Pinphanichakarn ve ark.,
(2004) Streptomyces sp. CH7’den elde ederek saflagtirdiklar: B-ksilosidaz enziminin
PNPX substrat1 ve ksiloz inhibitorii varliginda K; degeri 40 mM olarak hesaplanmis
ve B-ksilosidaz enzimine karsi ksilozun kompetatif tipte inhibisyon etkisi gosterdigi
rapor edilmistir [170]. Hwa ve ark., (1998) Bacillus sp. KK-1’den elde ederek
saflagtirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin pNPX substrati ve ksiloz inhibitorii varliginda
Ki degeri 10 mM olarak hesaplanmis ve B-ksilosidaz enziminin ksiloz tarafindan
tamamen inhibe edildigi rapor edilmistir [180]. Saha, (2003) Fusarium
proliferatum’dan elde ederek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin pNPX substrati
ve ksiloz inhibitorii varliginda K; degeri 5 mM olarak hesaplanmis ve B-ksilosidaz
enzimine kars1 ksilozun kompetatif tipte inhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir
[181]. Rasmussen ve ark., (2006) Talaromyces emersonii ve Trichoderma reesei’den
elde ederek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin pNPX substrati ve D-ksiloz
inhibitorii varliginda K; degerlerini sirasiyla 1,3 mM ve 2,4 mM olarak hesaplanmis
B-ksilosidaz enzimine karsi D-ksilozun kompetatif tipte inhibisyon etkisi gosterdigi
rapor edilmistir [153]. Knob ve Carmona, (2012) Penicillium sclerotorum’dan elde
ederek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin pNPX substrati ve D-ksiloz inhibitorii
varliginda K; degeri 32,1 mM olarak hesaplanmis ve B-ksilosidaz enziminin ksiloz
tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir [169]. Kumar ve Ramon, (1996) Aspergillus
nidulans’dan elde ederek saflastirdiklar1 B-ksilosidaz enziminin pPNPX substrati ve
D-ksiloz inhibitorii varliginda K; degeri 25 mM olarak hesaplanmis ve B-ksilosidaz

enziminin ksiloz tarafindan %44 oraninda inhibe edildigi bildirilmistir [173].
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Andrade ve ark., (2004) Aspergillus versicolor’dan elde ederek saflastirdiklari -
ksilosidaz enziminin pNPX substrat1 ve ksiloz inhibitorii varliginda K; degeri 5,3 mM
olarak hesaplanmis ve p-ksilosidaz enzimine karst ksilozun kompetatif tipte
inhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir [161]. Literatiirde farkli kaynaklardan
elde edilerek saflastirilan B-ksilosidaz enziminin D-(+)-ksiloz/ksiloz inhibitoriiniin
varliginda genellikle kompetatif (yarigsmali) tipte inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.
Bu durum bizim test mikroorganizmalarimizdan Trichoderma viride NRRL
6418’den elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu halde, Trichoderma harzianum
NRRL 13019’dan saflastirilan B-ksilosidaz enzimi D-(+)-ksiloz inhibitdriiniin

varliginda mix (karisik) tipte inhibisyon gostermistir.

Mikroorganizmalardan elde edilen ksilanolitik enzimler, bir¢ok endiistriyel
islemlerde biyoteknolojik potansiyellerinden dolay biiyiik ilgi gérmektedir. Kagit ve
kagit hamuru basta olmak iizere gida, tarim, hayvan yemi, tekstil endiistrileri,
biyoyakit iiretimi, atik aritim ve degerlendirme prosesleri ile farmakolojik olarak

aktif polisakkarit tiretimi gibi alanlarda temel endiistriyel enzim olma yolundadir.

Bu ¢alismamiz ile; Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma
viride NRRL 6418’den elde edilen fungal ksilanazin saflagtirilmasi ve biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi ile bilime ve endiistriye katki saglayacak sonuclarin elde
edildigini séylemek miimkiindiir. Sonug olarak; bilimsel faydalarinin yaninda yeni ve
farkli enzim kaynaklarinin ortaya c¢ikarilmasi, Ozellikle mikroorganizmalardan
enzimlerin elde edilmesinin oldukca kolay ve diisiikk maliyetli olmasi, ¢calismamiza

endiistriyel agidan da biiyiik bir dnem kazandirmaktadir.
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