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ÖZET

KATI SUBSTRAT FERMENTASY
VE TÜRÜ FUNGUSLARDA 

B I
(TEZ AZAZ)

, MAYIS - 2018

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL
-ksilosidaz enz

-ksilosidaz enzimi,

Trichoderma harzianum Sitrik asit 
monohidrat (C6H8O7H2O), oC ve inkübasyon süresi 7 gün) ve
Trichoderma viride Di-sodyum hidrojen 
fosfat dihidrat (Na2HPO4.2H2O) tamponu ile nemlendirilerek, optimum 25oC
ve inkübasyon süresi 7 gün) elde -ksilosidaz enzimi,
amonyum sülfat çöktürmesi ve Sepharose-4B-L-Tyrosine-1-Napthylamine 

Safl -ksilosidaz enzim aktivitesi, p-nitrofenil- -D-ksilopiranosit
(p Trichoderma harzianum -ksilosidaz
enzimi (Th ) %50,48 verimle 215,76 kat; Trichoderma viride -ksilosidaz (Tv ) ise
%33,43 verimle 92,39 -PAGE ve Native-PAGE ile Th ve 
Tv
olup tek Th ve Tv enzimlerinin optimum
pH 6,0; optimum

Th enzimin Km ve Vmax Tv
-

ksilosidaz enzimlerinin aktiviteleri bir -ksilosidaz inhibitörü olan D-(+)-ksiloza
D-(+)-ksiloz inhibitörünün Th enzimini Tv enzimini 

-(+)-ksilozun Th enzim aktivitesi
üzerine IC50 ve Ki 1,1x10-1 mM ve 1,10x10-3/5,57x10-3; Tv
enziminin IC50 ve Ki 7,1x10-2 mM ve 2,64x10-4±1x10-5 olarak

Trichoderma harzianum, Trichoderma viride
-ksilosidaz,

elektroforetik ve kinetik özellikler
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ABSTRACT

XYLANASE PRODUCTION, PURIFICATION AND IDENTIFICATION OF 
BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF M

AND SPECIES FUNGI THROUGH SOLID STATE 
FERMENTATION

PH.D THESIS

BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

(SUPERVISOR: AZAZ )

, MAY 2018

-xylosidase
enzyme purified from Trichoderma harzianum NRRL 13019 and Trichoderma viride
NRRL 6418 growth in solid state fermentation (SSF) was performed.

-xylosidase enzyme that has many biotechnological applications, was
primarily obtained from Trichoderma harzianum (SSF conditions moistening citric 
acid monohydrate (C6H8O7H2O) pH 4.0, temperature 35°C and incubated 7 days) 
and Trichoderma viride (SSF conditions moistening disodium hydrogen phosphate 
dihydrate (Na2HPO4.2H2O) pH 8.5, temperature 25°C and 7 days) grown in SSF
using wheat bran -xylosidase enzyme was purified using two-step
procedures, namely ammonium sulfate precipitation and Sepharose-4B-L-Tyrosine-
1-Napthylamine Hydrophobic Interaction Chromatography.

-xylosidase enzyme activity was determined by using 
para-Nitrophenyl-beta-D-xylopyranoside (pNPX) substrate. The purification rate was 

-xylosidase from 
Trichoderma harzianum -xylosidase
from Trichoderma viride
determined 20kDa and 25kDa, respectively, using SDS and Native PAGE analysis,
and are formed in sub-
respectively, optimum temprature values were determined as 75°C and 65°C.

The Km and Vmax

-xylosidase enzymes were determined against D-(+)-xylose
-xylosidase inhibitor. It is determined that D-(+)-xylose inhibitor 

Ki values for D-(+)- ording to an 
order as 1.1x10-1 mM and 1.10x10-3/5.57x10-3; respectively IC50 and Ki values of 

-2 mM and 2.64x10-4±1x10-5.

KEYWORDS: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, -xylosidase, solid
substrate fermentation, optimization, purification, biochemical, electrophoretic and 
kinetic properties
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ÖNSÖZ

bana yol gösteren, engin bilgi ve tecrübelerini benden esirgemeyen, yönlendirme ve 

lerimi bir borç bilirim.

ikimi ve 

ederim.

ederim.
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1.

Enzimler, hayvansal ve bitkisel hücrelerde biyokimyasal tepkimeleri 

ekonomik ve 

Kirchoff 

5].

6]. 

p

pepsin ve kimotripsin enzimlerinin kristal halleri ise 1930-

endüstriyel genellikle mikroorganizmalardan elde 

enzimlerin hayvansal veya bitkisel kaynaklardan elde edilen enzimlere oranla yüksek 

7].

in



2

8,9].

edilen 

tibiyotikleri içine 

alan farmasötiklerin üretilmesi gibi pek çok sahada biyoteknolojik proseslerin 

9].

mikroorganizmalar üretmekte ve endüstr

endüstrilerde kull ana 

sebeplerindendir [9].

Enzimler, hücrede bütün metabolik tepkimeleri idare eden ve son derece özel 

p

ül ve basitçe 

].

Enzimatik proseslerin

prosesl

].

10]. 

a ve %15 hayvan yemi endüstrisidir [11,12].

E

Japonya ve ABD'de üretilmektedir [13].
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k .

bu enzimler dünya enzim pazar lik 

yere sahip Trichoderma ve Aspergillus türlerinden elde 

edilmektedirler [13].

Özellikle mikroorganizma kökenli enzimlerin endüstriyel alanlarda 

1.1 Enzimlerin Özellikleri

Enzimler protein 

üretilmelerine ni sürdürür. Enzimler, 

aktivasyon enzim

verilmektedir. Enzimler, etki -az” eki getirililerek 



4

-

lar

olarak ifade edilmektedir.

molekü

ilemektedir. Enzimin aktif bölgesine 

4].

1.1.1 Enzimler ve 

Enzim Komisyonu (EC) 

sistem 3 ana prensibe sahiptir. Birinci prensip; “- yla biten enzim 



5

enzimler 

ikincis

ve EC kodla

14].

Enzim komisyonu t

belirtmektedir.

Birinci rakam, enzimin alt

-Subclass),

Dördüncü rakam, enzimin sub-

belirtmektedir.

-

1. Oksidoredüktazlar (Biyolojik oksidasyonlarla ilgili enzimlerdir),

2.

eden enzimlerdir),

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

4.

5. merazlar (Molekül içinde yeniden düzenlenmeyi katalize eden 

enzimlerdir),

6. Ligazlar (C-S, C-O, C-C veya C-

4].
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1.2 Ksilan ve K Özellikleri

1.2.1 Ksilan

15,16

- 17-20]. 

Bir heteropolimer olan ksilan temel zinciri, birbirlerine -1,4-

iteleri birbirlerine -1,4-

-1,3-glikosidik 

-ksiloz ünitelerine 

- -arabinofuranoz, 0- -

glukuronik asit ya da 4-O-metil-D-glukuronik asit üniteleri yer alabilmektedir. Yan 

- 20,21].

21-24

undan 

izoledir [22 -

21].

Sert odunsu bitkilerden elde e

-L-arabinofuronaz üniteleri içermekt

20].
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1.2.2 Ksilanazlar

Endo-1,4- - -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 

-

1,4-glik -glikozid 

h bitki hücrelerinin

15].

Endo-1,4- -ksilanaz (

-ksilosidaz (EC 3.2.1.37); (ksilobi -ksilosidaz; ekzo-1,4- - -

D-ksilopiranosidaz; ekzo-1,4-ksilosidaz; ekzo-1,4- -D-ksilosidaz; 1,4- -D-ksilan 

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.-

etkilidirler.

-ksilosidaz - - -

D-

-

edilen ksilobioz aktivitesi -Arabinofuranozidazlar (EC 3.2.1.55), 

-L-

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

-1,2-
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-

Feruloyl, Asetil, ve p-

[25-27].

 

1.1: ve Etki Bölgeleri [21].

-

-D- az ve 

sonuc -ksilosidazlar, 

-

endoksilanazlara ilavesi, ara
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1.2.3

fungus

enzimlerin meyvelerde olgunl

ksilooligosakkaritler, L-sorboz, lignoselüloz ve ksiloz biri

dikleri; bakteriler, mayalar, protozoalar, funguslar, algler, 

21,28].

1.2.4

ait mikroorganizmalarda da

Örnek olarak; Aspergillus niger’de Trichoderma 

viride’de

[15].

Ksilanazlar h

-240 amino asit birimi olan ksilanazlar ve yüksek 

> 30kDa ), 270-

[22].

e

-1,4- -ksilanaz aktivitesine sahip 

ülmektedir. 5, 7, 8, 10, 11 ve 43 
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[15,28].

1.2.5

Ksilanazlarda, hidrolitik aktiviteden sorumlu katalitik bölümlerle, substrat 

-

ise pH 5-

- l

ksilanazlardan daha

sahiptir.

-

-

naklardan elde 

-ksilosidaz ve ksilanaz aktiviteleri, ksilooligosakkaritlerin 

-

21,22,28].
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1.2.6 Ksi

1.2.6.1 deki

Bakteri ve mayalardan daha güçlü üreticiler olarak kabul edildiklerinden 

ö

lar [21,29

biyote 13,21,30]. 

o

ksilanazlar Fin manya, Danimarka, Kanada 

ve ABD’de endüstriyel olarak üretilmektedir. Bu enzimlerin elde edilmesinde 

Aspergillus niger, Trichoderma sp. ve 

Humicola insolens ari ksilanazlar bakterilerden de elde 

31

el enzim olma yolunda 

[21,30].

1.2.6.2

ki un

[32,33

4

[35 olarak
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36

7].

ilasyonu ve suyu 

biobeyazl

[21,35-38].

lu

9]. 

40,41]. Ksilanazlar ekonomik olarak önemli birçok 

21].

a endüstrisi:

39,42,43

eldesi 

44 strisi de 

31].

-L-Arabinofuranosi -D-

20,21,45
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20].

Hayvan yemi endüstrisi:

arak piliçlerin

a etkili olur [20,41]. Ksilanazlar hayvan beslenmesi süresince 

glukonaz, pektinaz, selülaz, proteaz, amilaz, fitaz, galaktosidaz ve lipaz ile birlikte 

6].

47

açilasyonu ve glikozilasyonu indüklenmektedir [48].

Tekstil endüstrisi: Ksilanazlar kendir ya da keten gibi bitkisel liflerin 

31].

Ksilooligosakkaritlerin üretimi: ritlerin 

sayesinde önemleri

yokütleden üretilmektedirler 

[49]. Ksilooligosakk

-II diyabet üzerinde olumlu etkiye sahip 

50,51]. 

ksilooligosakkaritler üretiminde önemli role sahiptirler [49].

-

itler prebiyotik özellik 

l

20].
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Pektinolitik enzim sistemlerinin ksilanolitik enzim sistemleri ile birlikte 

-

15,21].

Biyo-etanol ve Biyo- Ksilanazlar, ligninaz, mannaz, glukanaz, 

ksilosidaz, gliko

21,33,51,52]. Sonuç olarak; etanol üretiminde 

Lignoselülozik materyaller ikinci nesil biyo-yak

[33].

[31].

1.3 Ksilanaz Üretimi

tür fermentasyon yönteminin 

[53].
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(KSF) hem de (SKF) ile üretilebilmektedirler [20].

1.3.1 Yöntemi

54-60]. Bu yöntemde 

56,61

oldukça önem

62,63]. Funguslar, bakteriler ve 

uyum gösterebilmeleri ve

hale getirmektedir [54,64

ekonomik hale getirmektedir [62].

65,66].

58,60]. 
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Kültür Fermentasyonu (SKF)

56,60,67]. 

KSF’nin en tipik örnekleri geleneksel fermentasyon yöntemleridir. Ö

Penicillum roquefortii veya 

Penicillum camemberti ile küflü peynir üretilmesi uygulanan KSF’lere örnektir. Küf 

vrupa’da 

54,58,60].

-endüstriyel substrat olarak 

68-70]. 

SKF

SKF KF

bir ortamda 

5]. KSF’de en yüksek 

materyall

üretimde yüksek verimlilik ve proteinlerin daha az bozulmas

71,72].
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edilmesi 

5,60].

1.3.1.1 da Avantajlar ve Dezavantajlar

KSF, SKF

. Bunlar;

olarak daha yüksek oranda verim ve daha karar uyun 

ve

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

SKF yöntemi ile 

iptir. Bunlar; Nadir de olsa fungal ve 

üreyebilen mikroorganizma türlerinin

esi, sporla üretime 

biyokütle konsantrasyonu) kontrolü ve belirlenmesinde güçlüklerin orta

gibi), el 
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konsantrasyonu 

edilmektedir [74,75].

1.4 Trichoderma Cinsinin Genel Özellikleri

Trichoderma 

[79-82

3]. 1991’de Bissett Trichoderma cinsine 

Pachybasium, Trichoderma, Hypocreanum ve

Longibrachiatum -86].

r.

elipsoidal veya terminal, düz ve renksiz çeperli konidiler bol dallanma 

göstermektedir

durum birkaç 
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dar konik/sub-silindirik bir boyun 

li

lir. Konidil

- l-

-silindirik, hemen tamamen oblong, bazen 

[80,81,87].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Ksilanaz Aktivitesine Sahip Mikrofung

Trichoderma harzianum NRRL 13019, Trichoderma viride NRRL 6418,

Trichoderma atroviride NRRL 25150, Trichoderma koningii NRRL 54330 ve

Trichoderma virens 

ile %5 ksilan [( - -D- içeren 

besiyerine inokule edilerek Trichoderma 

harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418,

2.1.2 Deneyler Trichoderma Türleri ve Genel Özellikleri

2.1.2.1 Trichoderma harzianum Rifai 1969

bol miktarda 

çeperli, renksiz, 1,5-

-3’lü gruplar 

halinde, bunlardan da daha 

-7 x 3-



21

e daha ince, 18 x 2,5 μm, konidiler fiyalidlerin 

[87].

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

olgunlukta koni

-12

görünümü düzensiz bir konifer benzeri, bütü

(a) (b)



22

-14 x 2,4-3 μm, terminal olanlar daha uzun 20 μm, 

- -4,8 x 3,5-4 μm, fiy

.

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

2.1.3

2.1.3.1 Besiyerleri

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri (Oxoid)

Dektroz…………………………….………. 5,0 g

Agar………………………………….…….. 3,75 g

Saf Su………………………………………. 250 ml

88-91].

(a) (b)
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Patates Dekstroz Broth (PDB) (Difco)

Dekstroz……………………………………. 5,0 g

Saf Su……………..………………………... 250 ml

121°C’de 20 dakika 88,91-93].

Patates Dekstroz Agar Besiyeri

Patates Dekstroz Agara 12,5 g ksilan ilave 

edilerek 90 mm’lik steril petri 

94-96].

2.1.3.2 Hidroliz Zonu Belirlenirken Çözeltiler 

Distile su ……………………………....... 100 mL

[97,98].

1 M Sodyum Klorür (NaCl) Çözeltisi

Sodyum Klorür ….......…………………..14,625 g

Distile su ………………………………….250 mL

99].

2.1.3.3 Elde Edilirken 

Kull Çözelti

% 0,1’lik Tween 80 Çözeltisi

Tween 80 …………………………………….1 mL

Distile su ……………………………………..1000 mL

1 mL Tween 80, 1000 mL distile suda çözüldükten sonra 121°C’de 20 dk

89,100].
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2.1.3.4 KSF 

0,2 M pH'

Sitrik Asit Monohidrat (C6H8O7) ………………1,0507 g

Distile su ………………………………………..25 mL

hacim 25 mL 1, 102].

Sodyum Di-hidrojen Fosfat (NaH2PO4.H2O) …....0,68995 g

Distile su ………………………………..………..25 mL

0,6899 g Sodyum Di- 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 

2].

Di-sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na2HPO4.2H2O) .……1,7796 g

Distile su ……………………………………………………...50 mL

1,7796 g Di-

2].

2.1.3.5

Sodyum fosfat tamponu (50 mM pH 6,0)

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.H2O) ……………………0,1724 g

Distile su ……………………………………………………....25 ml

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

3, 104].
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Substrat Çözeltisi

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

Sodyum dihidrojen fosfat (50 mM pH 6,0)…….....................5 mL

0,006780 g p-NPX (p-Nitrofenil -D-ksilopiranosit)’e Sodyum dihidrojen 

fosfat (NaH2PO4.H2 jenize hale

].

Reaksiyon Durdurma Tamponu

Sodyum Karbonat (Na2CO3) ………………………….....…..26,498 g

Distile su ……………………………………………………..500 mL

26,498 g Sodyum Karbonat (Na2CO3) 500 mL distile suda çözülerek 

5,106].

2.1.3.6 Hidrofobik 

Sentezlenmesi

2.1.3.6.1 Sefaroz (Sepharose) 4B Jelini A

akta olan jel süspansiyona 4 g 

-15

r. 

3 

[107].

2.1.3.6.2 L-

in 

3 

saat süreyle 4°C’de 
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saat 

3 (100 mL, 0,2 M, pH 8,8 ) 

[107].

2.1.3.6.3 1-

-

NaNO2 -naftilamin çözeltisi (çözeltinin 

eklinde ilave 

reaksiyonun -naftilamin, sefaroz-4B-L-

-naftilamin çözeltisi NaNO2

-4B-L-

-

. 3 saat süreyle an 1 L 

2HPO4

[107].

2.1.3.7

Çözeltiler

A Çözeltisi: 0,4001 g Sodyum Hidroksit (NaOH) 100 mL distile suda

4

+4°C’

B Çözeltisi: 1,0 g Potasyum Sodyum Tartarat Tetrahidrat (NaK Tartarat; 

C4H4KNaO6.4H2O) 100 mL distile sud de 

C Çözeltisi: 4) 100 mL distile suda çözülüp
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D Çözeltisi: 

üzerine 1 mL B Çözeltisi ve 1 mL A Çözeltisinin ilave edilmesiyle taze olarak 

E Çözeltisi; 

(BSA) (Sigma Aldrich):

109].

2.1.3.8

1 M (NH4)2SO4 içeren, 50 mM Na2HPO4.2H2O tamponu (pH 6,8) ve 50 mM 

Na2HPO4.2H2

Tuzlu Tampon Çözelti: 198,210 g amonyum sülfat tuzu (1,5M NH4SO2), 

7,095 g Na2HPO4 

e ayarlanarak sa 110-112].

Tuzsuz Tampon Çözelti: Saf suda çözülen 7,095 g Na2HPO4 (50 mM)’ün

mL’ye [110-112].

2.1.3.9 SDS- özeltiler

Tank Tamponu: 3 g Tris Base (C4H11NO3) ve 14,4 g Glisin (C2H5NO2), 1 g 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS;C12H25NaO4S) distile suda çözülerek son hacim 1 L’ye 

113-115].

Numune Tamponu: SDS       

(% 10), Gliserol (2 mL) (C3H8O3 -merkaptoetanol (C2H6OS) (1 mL, % 99,5) ve 

0,01 g 

[113-115].
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Renklendirme Çözeltisi: Coomassie Brillant Blue G-250 (0,66 g), 

Metanolde (CH3OH) (120 mL) çözüldükten sonra üzerine saf asetik asit 

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

Renk Açma Çözeltisi: 75 mL Saf Asetik Asit (CH3COOH), 50 mL Metanol 

(CH3 [113-115].

% 10'luk SDS: 1 g SDS distile suda çözüldükten sonra son hacim 10 mL’ye 

[113-115].

% 10'luk Amonyum Persülfat ((NH4)2S2O8): 1 g Amonyum Persülfat distile 

[113-115].

SDS-PAG 11,82 

g Tris-

[113-115].

SDS- n Üst Tampon: 3,94 g 

Tris-Base (0,5M) distile suda çözüldükten sonra 2M HCl ile pH 6,8’e getirilerek 

[113-115].

 

Tablo 2.1: SDS- .

SDS-PAGE (%10) (%3)

Tampon (Alt) 3,125 mL -----

Tampon (Üst) ----- 1,25 mL

SDS 125 μL 50 μL

Distile Su 5,025 mL 3,05 mL

Akril Amid/Bis (% 30) 4,1625 mL 0,65 mL

TEMED 6,25 μL 5 μL

APS %10’luk (w/v) 187,5 μL 100 μL
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2.1.3.10 NATIVE-PAGE Tekni

Tank Tamponu: 3 g Tris Base ve 14,4 g Glisin, 1 L distile suda çözülerek 

116,117].

Numune Tamponu: 0,5M, pH 6,8 olan 2,5 mL Tris-Base, 2 mL Gliserol,

[116,117].

Renklendirme Çözeltisi: Coomassie Brillant Blue G-250 (0,66 g), 

Metanolde (120 mL) çözüldükten sonra çözelti içerisine Saf Asetik Asit (24 mL) ve

distile su (120 mL) [116,117].

Renk Açma Çözeltisi: Saf Asetik Asit (75 mL) ve Metanol (50 mL), distile

[116,117].

%10'luk Amonyum Persülfat ((NH4)2S2O8): 1 g Amonyum Persülfat distile 

[116,117].

Native-PAGE’d

1,5M 11,82 g Tris-

8,8’e getirilerek distile suyla 50 mL olarak [116,117].

Native-PAGE’de Jeli Tampon: 0,5M 

ve 3,94 g Tris-

[116,117].

 

Tablo 2.2: Native-PAGE’de .

NATIVE-PAGE Jeli
(%10)

Jeli
(%3)

Tampon (Alt) 2,5 mL ------

Tampon (Üst) ------ 1,25 mL

Distile Su 4,89 mL 3,07 mL

Akril Amid/Bis (%30) 2,5 mL 625 μL

TEMED 10 μL 5 μL

APS %10’luk (w/v) 100 μL 50 μL
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2.2 Metot

2.2.1 Ksilanaz Aktivitesine Sahip Olan Mikro

Trichoderma harzianum NRRL 13019, Trichoderma viride NRRL 6418,

Trichoderma atroviride NRRL 25150, Trichoderma koningii NRRL 54330 ve

Trichoderma virens NRRL ksilanaz enzimini sentezleyip

sentezlemediklerini gözlemlemek ile %5 ksilan içeren Patates Dekstroz Agar

besiyerine

k.

sürenin sonunda boya koloniler 1M NaCl çözeltisi ile sonra 

dk. [99,118]. Trichoderma türlerinin inkübasyon süresinin 

1M NaCl çözeltisinin koloni 

ar ksilanaz pozitif olarak 

2.2.2

Trichoderma türü mikrofunguslar Patates Dektroz Agar besiyeri içeren petri 

de 7 gün inkübe 

0,1’lik Tween 80 ile kaplanar

107 Elde edilen 10
7
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inokule edilerek 150 rpm ve 30°C’de 72 saat

[24,119].

2.2.3

24 saat süreyle 80°C’de

kurutularak 250 mL’lik erlenlere 5’er g in 

0,2 M sitrat tamponu (C6H8O7);

6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan 0,2M fosfat tamponu (NaH2PO4.H2O) ve 8,5 ve 9,0 olan 

0,2 M fosfat tamponu (Na2HPO4.2H2O)

121°C’de 20 dakika

[119,121,122].

2.2.4

Ksilanaz Enziminin Eldesi

ile KSF Patates Dektroz Broth

b Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride 

NRRL 6418’nin kültürlerinden 3 ml inokule edilerek 30°C’de 7 gün süreyle 

[89,123-125].

kübasyon süresinin sonunda K

2 saat inkübe 

da Whatman No:1

[89,123-125].
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2.2.5 Üretim Kültür 

-Ksilosidaz Enzim Sentezi 

Üzerine Etkisinin Belirlenmesi

edilmesi

gereken önemli parametrelerdir. Bu parametrelerin herbiri

[89,123-125].

2.2.5.1 Belirlenmesi

Optimum pH ve

6H8O7)

6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 olan fosfat tamponu (NaH2PO4.H2O)ve 8,5; 9,0 olan fosfat 

tamponu (Na2HPO4.2H2O) k nem düzeyi 

20 dakika [89,123-125].

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

7 gün süre ile stati [89,123-125].

süresinin sonunda KSF üzerine 75 mL distile su konarak 

2 saat inkübe

S il) ve Whatman No:1 

Filtratlar 4°C’de 10000 rpm’de 10 dk.

ile süpernatant pellet

ve

[89,123-125].

2.2.5.2 Belirlenmesi

-ksilosidaz enzimi üretimine inkübasyon
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Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma 

viride 30, 35, 40,

45oC’lik 7 gün süre ile test

süresinin sonunda enzimler elde edilerek ksilanaz 

en 89,123-

125].

2.2.5.3 Belirlenmesi

zeyi %55 olarak 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma 

viride kültürlerinden 3 mL inokule edilerek daha önce 

belirlene 4. günden 

itibaren enzim

elde edilerek ksilanaz enzim aktiviteleri ölçülüp, optimum inkübasyon süresi 

89,123-125].

2.2.6 -Ksilosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

-ksilosidaz enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 96 kuyucuklu plakalar 

(Well-plate)

p-nitrofenil- -D-

ksilopiranosit (p ve üzerlerine 7

Sodyum dihidrojen fosfat tamponu (NaH2PO4.H2O)

sa 37°C’de, 30 dk. inkübe

edilmesinin her bir 2CO3 çözeltisi ilave 

edilerek reaksiyon durdurul sonra 410

[126-130].
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-ksilosidaz enzimi, p-nitrofenil- -D- rek 

serbest halde p- -D- -ksilosidaz 

enzim p-

mi p-nitrofenil- -D-

p-

miktarda distile suya 410 nm’de Elde edilen

absorbans p-

Standart p

p-nitrofenolün μmol 

EU=[( E/ 410)x1000]/ t

410= 410 nm’deki p-

[126,128-130].

kil 2.3 p .

A
bs

or
ba

ns
41

0
nm

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

[pNP] 210 μL'deki μmol

Y=0,0246x+0,0015
R2=0,9983
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2.2.7 Protein Tayini

2.2.7.1 Kalitatif Protein Tayini

bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de (UV) maksimum absorbans 

ak .

(HEK) sonra hacimde tüplere elüantlara bu yöntemle kalitatif 

protein tayi EK

Kör olarak ise 210 μL distile su

ve spektrofotometrede 280

2].

2.2.7.2 Lowry Metodu ile Proteinlerin Kantitatif Tayini

Amonyum sülfat çöktürmesi ile elde edilen tüplerin ve HEK

Çözelti A; %2’lik (w/v) CuSO4, NaOH (0,1 M)’da çözülürek,

Çözelti B; %1’ lik (w/v) NaK tartarat distile suyla çözülerek,

Çözelti C; % 0,5’lik (w/v) CuSO4 distile suyla çözülerek,

Çözelti D; A, 1 mL Çözelti B

N

o suyla halinden 100 μl Üzerlerine 2000 μl

inkübe edi süresinin sonunda örnek ve kör tüplerine taze olarak
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0,1

0,09

0,08

0,07

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

0
0 100 200 300 400 500 600

μg/mL protein

süresinin sonunda örnek 

[108,109].

2.2.7.3 B

hacimleri distile suyla 100 μL’ye 

r. 

olarak BSA içermeyen 1. tüp 
gelen, μg protein

daha sonraki
[108].

2.4: .

60
0

nm
A

bs
or

ba
ns Y=0,0002x+0,0113

R2=0,9973
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(μg/ml) bu formül 

=(Örnek Tüp Abs -Kontrol Tüp Abs )-0,0113/0,0002

2.2.8 Enzim

2.2.8.1

proteinl

ki formülle

2

12
424 54.3

77.1
S

SSxVxSONHg

S1 : Am

S2

-ksilosidaz enziminin 

-10, 10-20, 20-30, 30-40,

40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, %’lik (w/v) çöktürme

-ksilosidaz enziminin her bir %’lik (w/v) için

göre hesaplanan miktardaki amonyum sülfat, 30 dk. boyunca buz

sonra 15000 rpm’de 4°C’de 30 dk. ve süpernatant

-ksilosidaz enzim aktivitesi 

tir.

-

ir [133].
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2.2.8.2 -ksilosidaz Enziminin 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

6418’den,

-ksilosida

-4B-L-tirozin-1-naftilamin 

[126,134].

Hidrofo

(NH4)2SO4 içeren 50 mM NaH2PO4 

amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen pellet 4 mL, 1,5M (NH4)2SO4 içeren 50 

mM NaH2PO4 tayini ve -

ksilosidaz enzim aktivitesini ölçmek için lik çözelti 

4)2SO4 içeren 50 mM NaH2PO4 (pH 6,8) 

s

-ksilosidaz enzim aktivitesi

edile k

[126,134,135].

2.2.9 NATIVE/SDS- -Ksilosidaz

Belirlenmesi

-

yöntemi ile

ve alt birim kontrol Bunlardan birincisi, proteinlerin 

içinde

kulla NATIVE-PAGE Poliakrilamid Jel
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-

PAGE’dir. SDS-PAGE il

-PAGE 

1970 belirtilen yöntemle 

SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE elektroforezlerinde jeli % 3’lük ve jeli

% 10’luk olacak iki

3,114,136,137].

2.2.9.1 SDS-PAGE Yönte -Ksilosidaz Enziminin 

Kontrolü

SDS-

iki adet cam plaka üst üste konulup 

ve jel 

-

dek hava k dikkatlice 

-2 saat

polimerizasyonun beklendikten sonra üst yüzeydeki distile su jele zarar 

vermeden dikkatlice bo

.

arak distile su ile 

Polimerize edilen jellerin yer 

cam plaka ve alt/üst bölümüne

SDS’li yürütme [113,114,136,137].

Hidrofobik Et
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-merkaptoetanol içeren numune yükleme tam

95°C’ye ayarlanan termoblokda Marker ve numunelerin

80 V olacak 

Yürütme 

Proteine ait jeli,

renklendirme 5-2 saat çalkalama seviyesine 

Jel, renk açma

görüntüleme sisteminin (UVP) 

[113,114,136,137]. 

2.2.9.2 NATIVE-PAGE -Ksilosidaz Enziminin 

Kontrolü

NATIVE-PAGE yönteminde, SDS-PAGE yöntemindeki gibi ön h

Tablo 2.2’de belirtilen NATIVE-PAGE jeli ve

NATIVE-

bölümüne NATIVE-

numune 50 olacak 1:1

NATIVE-PAGE numune yükleme tamp
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-

116,117,138].

2.2.10 -Ksilosidaz Enziminin Biyokimyasal Özelliklerinin 

Belirlenmesi

2.2.10.1 Safla -Ksilosidaz Enzim Aktivitesine pH

Etkisi

HEK ile -

ksilosidaz enzim aktivitesine 

-Ac tamponu (pH 2,0; pH 3,0; pH 4,0; pH 5,0) ve 25 mM 

Sodyum Fosfat (Na2HPO4.2H2O) tamponu (pH 6,0; pH 7,0; pH 8,0; pH 9,0) 

p-

Nitrofenil -D-ksilopiranosit (pNPX) .

(well-

plate) 

-ksilosidaz enziminden 

. Örnek ise 70 pH substrat

çözeltilerinden -ksilosidaz enziminden ilave

ard 2CO3 

zaman kaybetmeden spektrofotometrede 410 nm’de köre absorbans

p- -D-ksilopiranosit (pNPX) 

6,139-143].
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2.2.10.2 -Ksilosidaz Enziminin Maksimum Aktivite 

Belirlenmesi

-ksilosidaz enziminin aktivitesi üzerine etkisini 

belirlemek için 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95°

-

sodyum fosfat tampon çözeltisi v -ksilosidaz 

p- -D-

ksilopiranosit (pNPX) -

-

inkübatörlerde 30 dk. süre ile inkübasyona 

2CO3 ile reaksiyon zaman kaybetmeden 

rinden p- -D-ksilopiranosit (pNPX) 

[136,139-143].

2.2.10.3 -Ksilosidaz Enziminin Termal

Belirlenmesi

-ksilosidaz enziminin 

ile -ksilosidaz enzimi 45, 55, 65, 75, 85°C 

ve enzim

aktivitesi olarak kabul

dk. -ksilosidaz enzimi 45°C’de inkübasyona ve her 10 dakikada

bir -ksilosidaz enzim 65, 75°C’deki termal 

-ksilosidaz enzim 

p- -D-ksilopiranosit (pNPX)

[136,139-143].
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2.2.10.4 -Ksilosidaz Enziminin p- -D-ksilopiranosit (pNPX)

M ve Vmax Belirlenmesi

-ksilosidaz enziminin pNPX M ve Vmax 

pNPX 5-70 μl
konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin ölçümleri Elde edilen aktivite

reaksiyon
ve [S]

1/[S] -Burk 
grafikleri

Çizilen Lineweaver-Burk grafiklerine ait denklemden KM ile Vmax 

max 

Vmax M/Vmax ifadesinde Vmax 

M he 3-147].

2.2.10.5 -(+)-Ksilozun IC50 

Belirlenmesi

D-(+)- -ksilosidaz enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin 

belirlenerek IC50 . D-(+)-Ksilozun IC50

p

1-

-

50 

4,146-151].

2.2.10.6 -(+)-Ksilozun Ki

p -ksilosidaz enzim aktivitesi üzerine D-(+)-

Ksilozun inhibisyon tipi ile Ki i
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öncelikle inhibitörsüz ortamda 5-70 pNPX substrat 

-Burk 

0  

D-(+)- konsantrasyonda, 

p - p

p ve 1/V ile 

1/[S] hesaplanarak Lineweaver- 1 ve I2 

Lineweaver-Bur i

i

Lineweaver- -1/KM (1+[I]/Ki) ifadesi, 

tif) inhibisyonlar için 1/[V] eksenini 

max (1+[I]/Ki

nokta olan 1/Vmax (1+[I]/Ki) ifadesi

Ki KM ve 

Vmax 4,150,152-154].
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3. BULGULAR

3.1 -K Belirlenmesi

-ksilosidaz enzim 

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 inoküle 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride 

deneylerde ).

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

3.2

-Ksilosidaz Enzimi Sentezi Üzerine 

Etkisi

n test 

lerinde etkili olan pH, nemlendirme 

(a) (b)
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Parametreler birbirlerinden test edilerek, optimize edilen her bir 

parametre bir sonraki deneyde sabitlen mikrofungusun yüksek aktiviteli enzim 

3.2.1

Optimizasy test -ksilosidaz 

enzimini yüksek aktivitede ürettikleri

Bu amaç için;

C6H8O7)

0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4)

Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na2HPO4) ile nem düzeyleri %55 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in Bölüm 

k KSF 

7 gün süreyle

edilmeleri bu sürenin sonunda Bölüm

-ksilosidaz enzim aktivitesi ölçümleri

-

Trichoderma harzianum NRRL 13019 sitrat 

tamponu (C6H8O7) Trichoderma viride NRRL 6418 için ise optimum

8,5 olan 0,2 M Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na2HPO4)

).
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Tablo 3.1:
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde 

-ksilosidaz enzim aktivitesi üzerine etkisi.

-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)
Trichoderma harzianum 

NRRL 13019
Trichoderma viride NRRL 

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

3.2:
Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen 

-ksilosidaz enzim aktivitesi üzerine etkisi.
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3.2.2 Optimum Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in 

Trichoderma harzianum NRRL 

sitrat tamponu (C6H8O7) ile, Trichoderma 

viride NRRL 6418’nin KSF 

Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na2HPO4)
oC’de 20

dakika Trichoderma 

harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’nin

mL inokule edilerek 25, 30, 35, 40 ve 45o

Bu sürenin sonunda Bölüm 2.2.4’de

-ksilos -

Trichoderma 

harzianum NRRL 13019 için 35oC; Trichoderma viride NRRL 6418 için ise 25oC

3.3).

Tablo 3.2: Trichoderma harzianum 
NRRL 13019 ve Trichoderma viride -ksilosidaz enzim 
aktivitesi üzerine etkisi.

(oC)

-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)

Trichoderma harzianum 
NRRL 13019

Trichoderma viride NRRL 
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



49

3.3: Trichoderma 
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen                      

-ksilosidaz enzim aktivitesi üzerine etkisi.

3.2.3 Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in -

ksilosidaz enzim aktivite

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’in 

optimum inkübasyon sürelerini belirlemek için önceki basamaklarda tespit edilen 

verilerden yararlanarak Trichoderma harzianum NRRL 13019’un 

sitrat tamponu (C6H8O7) ile nemlendirilerek 

35oC’ de, Trichoderma viride NRRL 6418’in 

-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (Na2HPO4) ile

nemlendirilerek 25o

-

ksilosidaz enzim aktivit

3.4).
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Tablo 3.3: Trichoderma 
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride -ksilosidaz 
enzim aktivitesi üzerine etkisi.

(Gün)

-ksilosidaz Enzim Aktivitesi (EU)
Trichoderma harzianum 

NRRL 13019
Trichoderma viride NRRL 

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

 

3.4: Trichoderma 
harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride -ksilosidaz 
enzim aktivitesi üzerine etkisi.

3.3 -Ksilosidaz Enziminin

Trichoderma harzianum NRRL 13019; önceki bölümde tespit edilen optimum 

sitrat tamponu (C6H8O7) ile %55 nemlendirme,

35oC’de 7 gün) elde edilen süpernatant Bölüm 2.2.4’te 

oC’de, 10 dk.) 

Trichoderma viride NRRL 6418; önceki bölümde tespit edilen optimum 

-sodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu 
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(Na2HPO4) oC’de 7 gün) yla 

ultrasantrifüjleme (10000 rpm, 4o

Elde edilen süpernatantlar

3.4

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen -ksilosidaz enziminin 

3.4’ de belirtilen miktarda amonyum sülfat tuzu [1,5 M, NH4(SO2)] eklenerek, her bir 

-ksilosidaz 

Tablo 3.4: Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen -ksilosidaz
enziminin amonyum sülfat çöktürme yöntemi sonundaki -ksilosidaz Enzim Aktivitesi ve 

.

Çöktürme Hacim
(ml)

Amonyum 
Sülfat 

(g)

-ksilosidaz
Enzim

Aktivitesi
(U/ml)

Protein 

(mg/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

Çöktürme -Enzim Aktivitesi-Protein Çöktürme 

. Çizilen grafikten enzimin aktivitesinin 

-90 olarak be Trichoderma harzianum NRRL 

13019’un Hidrofobik Kromatografisi ile

 

3.5: Trichoderma harzianum NRRL 13019 -Enzim Aktivite-
.

Trichoderma viride -ksilosidaz enziminin 

3.5’te belirtilen miktarda amonyum sülfat tuzu [1,5 M, NH4(SO2)] eklenerek her bir 

(mg/mL) ve -ksilosidaz aktivite

(EU) ölçümleri (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5: Trichoderma viride -ksilosidaz
enziminin amonyum sülfat çöktürme yöntemi -ksilosidaz Enzim Aktivitesi 

.

Çöktürme Hacim
(ml)

Amonyum 

(g)

-ksilosidaz
Enzim

Aktivitesi
(U/ml)

Protein 

(mg/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

-Enzim Aktivite-

aktivitesinin yüksek 

. Çizilen grafikten enzimin aktivitesinin 

%50-100 Trichoderma viride NRRL 

6418’nin Hidrofobik Kromatografisi ile a

kul

 

3.6: Trichoderma viride NRRL 6418 -Enzim Aktivite-
.
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3.5 -Ksilosidaz Enziminin 

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan 

enzime %40-

arose-4B-L-tirozin-

1-

nu -

-

kil 3.7).

tespit edilen numuneleri içeren ependorf tüpleri belirlenerek bu tüplerde yer alan 

Trichoderma 

harzianum NRRL 13019’dan elde edilen -

3.6).
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Trichoderma harzianum NRR -ksilosidaz enziminin 

1,1740 olup %75,0413 verimle 3,3462 kat

9105,6911 3 -

ksilosidaz enzimi %50,4884 verimle 215,7604 kat

Ça Trichoderma viride 

-

-4B-L-tirozin-1-

naftlamin Hidfofobik Jelini içeren kolona yüklendikten sonra kolondan geçen 

-

-ksilosidaz enzim elüs

Trichoderma 

viride NRRL 6418’den elde edilen -
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Trichoderma viride -ksilosidaz enziminin 

olup %40,0123 verimle 1,1737 kat

3 m -

ksilosidaz enzimi %33,4361 verimle 92,3927 kat safl

3.6 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz

ve Alt Birimlerinin Kontrolü

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

6418’den -

Trichoderma harzianum

SDS-PAGE/NATIVE-

-ksilosidaz enziminin SDS PAGE’de 

-(b)]

-ksilosidaz enziminin 20 kDa büy
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3.9: Trichoderma harzianum -ksilosidaz enziminin 
Poliakrilamid Jel Elektroforez görüntüleri (a): SDS-Poliakrilamid Jel Elektoroforezi, 
(b): Native-Poliakrilamid Jel Elektroforezi.

Trichoderma viride -

PAGE/NATIVE-

-ksilosidaz 

10 (a)-(b)] -ksilosidaz enziminin 

25 k

3.10 : Trichoderma viride -ksilosidaz enziminin Poliakrilamid Jel 
Elektroforez görüntüleri (a): SDS-Poliakrilamid Jel Elektoroforezi, (b): Native-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi.

 

(b) (a) 

M (kDa) 

M (kDa) 

(a) (b) 

M (kDa)
M (kDa) 
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3.7 -Ksilosidaz Enziminin Biyokimyasal Özelliklerinin 

Belirlenmesi

Trichoderma

harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-

ksilosidaz 

M, Vmax, IC50,

ve Ki

3.7.1 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz Enzim

Aktivitesine 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

HEK -ksilosidaz 

enziminin optimum pH belirlenmesi için; pH tamponlar ve 

p -ksilosidaz 

enziminin aktivite ölçümleri Elde edilen verilerden yararlanarak 

Trichoderma harzianum NRRL 

13019 -ksilosidaz enziminin en yüksek aktivite

3.11); Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen -ksilosidaz 

enziminin de en



63

3.11: Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den 
-ksilosidaz enzim aktivitesine ’ .

3.7.2 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

s

HEK sonucunda elde edilen -ksilosidaz 

enziminin maksimum aktivite

far -

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan 

-

3.12); Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen -

ksilosidaz enziminin de en

3.12) olarak
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3.12: Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den 
- .

3.7.3 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz

Enziminin 

-

-ksilosidaz enzim aktivite 

Trichoderma harzianum

NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den eld -

14).
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3.13: Trichoderma harzianum NRRL 13019 -ksilosidaz 
.

Trichoderma harzianum -ksilosidaz 

enziminin; 120 dak inkübasyon sonunda 45°

%24 ve 75°C’de %10 aktivitesini

3.13).

3.14: Trichoderma viride NRRL 6418 -ksilosidaz enziminin 
.
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Trichoderma viride -ksilosidaz enziminin;      

120 dk. in

65°C’de %57 ve 75°C’de %9 aktivitesini

3.14).

3.7.4 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz

Enziminin p M ve Vmax 

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

6418’den belirlenen optimum da elde edilen ve HEK ile 

-ksilosidaz enziminin pNPX M ve Vmax 

pNPX

5-

s [S]

da 1/[S] Bulunan bu

3.15 ve 3.16’daki Lineweaver-

Trichoderma harzianum NRRL 13019’ -ksilosidaz enzimi

için çizilen Lineweaver-

-ksilosidaz enziminin p M max 

Trichoderma viride NRRL 6418’den -ksilosidaz enzimi için 

çizilen Lineweaver-

-ksilosidaz enziminin pNPX için KM 0,5 mM ve Vmax

2500 3.11).
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3.15: Trichoderma harzianum NRRL 13019 -ksilosidaz enziminin KM ve Vmax 

- .

Tablo 3.10: Trichoderma harzianum -ksilosidaz enziminin KM, Vmax 
ve Vmax/KM .

Substrat
KM

(mM) Vmax (EU) Vmax/KM

pNPX 0,25 2500 10.000
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3.16: Trichoderma viride NRRL 6418 -ksilosidaz enziminin KM ve Vmax 

- .

Tablo 3.11: Trichoderma viride -ksilosidaz enziminin KM, Vmax ve 
Vmax  /KM .

Substrat
KM

(mM)
Vmax 
(EU) Vmax/KM

pNPX 0,5 2500 5.000

3.7.5 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz

Olan D-(+)-Ksilozun IC50 Belirlenmesi

-

D-(+)-ksilozunun -ksilosidaz enzimi 

üzerine etkisi pNPX

Tablo 3.13).

D-(+)-ksilozun IC50 p
D-(+)-ksilozun 

D-(+)-ksilozun IC50 

belirlenirken; 1-60 μl ar enzim aktivite 
-

3.18).



71

T
ab

lo
 3

.1
2:

Tr
ic

ho
de

rm
a 

ha
rz

ia
nu

m
N

R
R

L 
13

01
9’

 d
an

 
-k

si
lo

si
da

z 
en

zi
m

i 
üz

er
in

de
 i

nh
ib

is
yo

n 
et

ki
si

 g
ös

te
re

n 
D

-(
+)

-k
si

lo
zu

n,
 I

C
50

.

50
m

M
So

dy
um

 F
os

fa
t 

T
am

po
nu

 (μ
l)

E
nz

im
 

Ç
öz

el
tis

in
in

 
H

ac
m

i (
μl

)

Su
bs

tr
at

 
Ç

öz
el

tis
in

in
 

H
ac

im
 (μ

l)

In
hi

bi
to

r 
Ç

öz
el

tis
in

in
H

ac
m

i (
μl

)
K

on
sa

nt
ra

sy
on

u 
(m

M
) (

*1
00

00
)

(4
10

nm
)

A
kt

iv
ite

(U
/m

L
 d

k.
)

%
A

kt
iv

ite

60

D
-(

+)
-k

si
lo

z
70

70

-
-

1,
57

20
2.

13
0,

08
13

10
0

59
1

0,
44

64
1,

49
50

2.
02

5,
74

53
95

,1
01

8
59

1
0,

89
29

1,
31

20
1.

77
7,

77
78

83
,4

60
6

59
1

1,
78

57
1,

16
40

1.
57

7,
23

58
74

,0
45

8
59

1
3,

57
14

1,
03

90
1.

40
7,

85
91

66
,0

94
1

58
3

8,
92

86
0,

84
10

1.
13

9,
56

64
53

,4
98

7
55

5
17

,8
57

1
0,

94
10

1.
27

5,
06

78
59

,8
60

1
53

8
26

,7
85

7
0,

87
10

1.
18

0,
21

68
55

,4
07

1
50

10
35

,7
14

3
0,

82
10

1.
11

2,
46

61
52

,2
26

5
45

15
53

,5
71

4
0,

75
20

1.
01

8,
97

02
47

,8
37

2
40

20
71

,4
28

6
0,

70
70

95
7,

99
46

44
,9

74
6

35
25

89
,2

85
7

0,
66

90
90

6,
50

41
42

,5
57

3
30

30
10

7,
14

29
0,

63
90

86
5,

85
37

40
,6

48
9

25
35

12
5,

00
00

0,
52

50
71

1,
38

21
33

,3
96

9
20

40
14

2,
85

71
0,

47
20

63
9,

56
64

30
,0

25
4

15
45

16
0,

71
43

0,
45

70
61

9,
24

12
29

,0
71

2
10

50
17

8,
57

14
0,

53
60

72
6,

28
73

34
,0

96
7

5
55

19
6,

42
86

0,
45

30
61

3,
82

11
28

,8
16

8
-

60
21

4,
28

57
0,

42
60

57
7,

23
58

27
,0

99
2

 



72

T
ab

lo
 

3.
13

:
Tr

ic
ho

de
rm

a 
vi

ri
de

-k
si

lo
si

da
z

en
zi

m
i 

üz
er

in
de

 
in

hi
bi

sy
on

 
et

ki
si

 
gö

st
er

en
 

D
-(

+)
-k

si
lo

zu
n,

 
IC

50

ve
ril

er
.

50
m

M
So

dy
um

 F
os

fa
t 

T
am

po
nu

 (μ
l)

E
nz

im
 

Ç
öz

el
tis

in
in

 
H

ac
m

i (
μl

)

Su
bs

tr
at

 
Ç

öz
el

tis
in

in
 

H
ac

im
 (μ

l)

In
hi

bi
to

r 
Ç

öz
el

tis
in

in
H

ac
m

i (
μl

)
K

on
sa

nt
ra

sy
on

u 
(m

M
) (

*1
00

00
)

(4
10

nm
)

A
kt

iv
ite

(U
/m

L
 d

k.
)

%
A

kt
iv

ite

60

D
-(

+)
-k

si
lo

z
70

70

-
-

0,
93

20
1.

26
2,

87
26

10
0

59
1

0,
44

64
0,

89
30

1.
21

0,
02

71
95

,8
15

5
59

1
0,

89
29

0,
86

60
1.

17
3,

44
17

92
,9

18
5

59
1

1,
78

57
0,

84
70

1.
14

7,
69

65
90

,8
79

8
59

1
3,

57
14

0,
82

70
1.

12
0,

59
62

88
,7

33
9

58
3

8,
92

86
0,

76
00

1.
02

9,
81

03
81

,5
45

1
55

5
17

,8
57

1
0,

62
70

84
9,

59
35

67
,2

74
7

53
8

26
,7

85
7

0,
60

60
82

1,
13

82
65

,0
21

5
50

10
35

,7
14

3
0,

52
00

70
4,

60
70

55
,7

94
0

45
15

53
,5

71
4

0,
42

60
57

7,
23

58
45

,7
08

2
40

20
71

,4
28

6
0,

37
60

50
9,

48
51

40
,3

43
3

35
25

89
,2

85
7

0,
31

10
42

1,
40

92
33

,3
69

1
30

30
10

7,
14

29
0,

24
40

33
0,

62
33

26
,1

80
3

25
35

12
5,

00
00

0,
22

70
30

7,
58

81
24

,3
56

2
20

40
14

2,
85

71
0,

18
50

25
0,

67
75

19
,8

49
8

15
45

16
0,

71
43

0,
13

00
17

6,
15

18
13

,9
48

5
10

50
17

8,
57

14
0,

11
90

16
1,

24
66

12
,7

68
2

5
55

19
6,

42
86

0,
09

60
13

0,
08

13
10

,3
00

4
-

60
21

4,
28

57
0,

08
90

12
0,

59
62

9,
54

94
 



73

 

3.17: Trichoderma harzianum NRRL 13019 -ksilosidaz enzim inhibitörü olan 
D-(+)-ksiloza ait IC50 .

n inhibitör konsantrasyonu 

[I]-Akti Trichoderma 

harzianum -ksilosidaz enzim aktivitesi 

üzerine D-(+)-ksilozun IC50

 

kil 3.18: Trichoderma viride NRRL 6418 -ksilosidaz enzim inhibitörü olan
D-(+)-ksiloza ait IC50 .
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n inhibitör konsantrasyonu 

[I]- Trichoderma 

viride -ksilosidaz enzim aktivitesi 

üzerine D-(+)-ksilozun IC50

3.7.6 Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-Ksilosidaz

Olan D-(+)-K i

Belirlenmesi

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

lan -ksilosidaz enziminin D-(+)-ksiloz inhibitörüne 

i

p

e 0,0053 mM sabit D-(+)-ksiloz 

(Tablo 3.14; Tablo 3.15). Ölçülen bu 

– I0, I1

ve I2 i
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3.19: Lineweaver- üzerinde Trichoderma harzianum NRRL 13019 -ksilosidaz 
enzimine D-(+)- .

19’daki Lineweaver- -(+)-ksilozun Trichoderma 

harzianum -ksilosidaz enziminin, 

p

D-(+)-ksilozun [I1]=0,0017 mM ve [I2

i

.
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3.20: Lineweaver- üzerinde Trichoderma viride NRRL 6418 -ksilosidaz enzimine
D-(+)- .

0’deki Lineweaver- -(+)-ksilozun Trichoderma 

viride -ksilosidaz enziminin, pNPX 

D-(+)-ksilozun [I1]=0,0017 mM ve [I2

Ki 001
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4.

, ,

üyeleri olma

Trichoderma cinsine ait Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve 

Trichoderma viride

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den KSF 

-ksilosidaz 

t biyokimyasal, elektroforetik ve kinetik özellikler 

-

-4B-L-Tirozin-1-

-ksilosidaz enziminin NATIVE/SDS PAGE 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma 

viride -ksilosidaz enziminin 

M ve 

VMAX d -ksilosidaz enziminin genel 

inhibitörü olan D-(+)-

p-nitrofenil- -D-ksilopiranosit (p

, Trichoderma harzianum NRRL 13019,

Trichoderma viride NRRL 6418, Trichoderma atroviride NRRL 25150,

Trichoderma koningii NRRL 54330 ve Trichoderma virens NRRL 2314

- -D- es 



84

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’nin en 

büyük hidroliz zon ça -ksilosidaz 

-

lignoselülolitik enzim üreticileri [155]. Ja’afaru (2013) 

ungusu 

Trichoderma ve Aspergillus türlerinin yüksek performans gösterdiklerini ve özellikle 

Trichoderma viride

rapor e 6

Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Drechslera, Fusarium, Penicillium, 

Rhizopus, Trichoderma

Trichoderma

maksimum ksilanaz üretiminin ise Trichoderma CDC-

8]. Sater ve ark., (2001

Aspergillus avus, Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger, 

Penicillium funiculosum, Penicillium corylophilum, Penicillium oxalicum ve 

Trichoderma harzianum’un her üç substrat üzerinde de g

aktivitenin Aspergillus avus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Trichoderma 

harzianum ve Trichoderma viride

[157].

uygun 
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inkübasyon süresidir.

ve 

ini ve -ksilosidaz enzimi üretiminde etkili olacak 

parametrelerin (u

-ksilosidaz enzimi, KSF

-

edilen Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418

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 -

ksilosidaz enzimleri elde edilerek elektroforetik ve biyokimyasal özelliklerinin rapor 

[118,155-161]. KSF

ve 

- 162,163]. Lembo ve ark., (2002)

SF

kullanarak portakal suyundan izole edilen Aureobasidium sp.’den optimum 

-ksilosida da

Aureobasidium sp.’nin -ksilosidaz enzimi üretimi için 

28°C, inkübasyon süresi 7 gün

ve inokulu 6 CFU/ml spor olarak rapor [164]. El-Gindy ve 

ark., (2015 saat kurutulan yulaf KSF
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Aspergillus 

tamarii -ksilosidaz enzimi elde ettiklerini .

da Aspergillus tamarii -ksilosidaz 

enzim üretimi için optimum 30°C, optimum pH 5.5, inkübasyon 

sü ise 1x106 CFU/ml spor olarak rapor r

[165]. Lembo ve ark., (2006 oat spelt xylan KSF

substrat olarak kullanarak Brezilya’da topraktan izole edilen Humicola grisea var. 

thermoidea -ksilosidaz enzimi elde ettiklerini rapor 

Humicola grisea var. thermoidea

ve -ksilosidaz enzim üretimi

7.0, inkübasyon süresi 12 saat 1x107 CFU/ml spor olarak rapor 

edilm [105 KSF kültür 

Trichoderma harzianum’dan optimum 

-

Trichoderma harzianum’un -ksilosidaz enzim üretimi için ;

opti 0, inkübasyon süresi 7 gün, inokulüm 
7 CFU sodyum asetat olarak 

[146 nda 

-

Pichia stipitis -

Pichia stipitis 

NP54376’in -ksilosidaz enzimi üretimi için 

optimum 5, inkübasyon süresi 4 gün, 

[142]. Inoue ve ark., (2016) ise 

ortama %4 or substrat olarak 

kullanarak Trichoderma asperellum -ksilosidaz 

enzimi elde ettiklerini . da Trichoderma asperellum

KIF125’un -ksilosidaz enzimi üretimi için opti

28°C, optimum pH 4,8, inkübasyon süresi 4 gün olarak [166]. Horta 

ni substrat olarak kullanarak KSF 

kültür Trichoderma harzianum IOC-3844’den -ksilosidaz enzimi elde 

ada Trichoderma harzianum IOC-3844’un

-ksilosidaz enzimi üretimi k

29°C, optimum pH 5,2, inkübasyon süresi 129 saat 5 CFU/ml
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spor olarak [167 saat

ni KSF

Trichoderma viride -ksilosidaz enzimi elde ettiklerini 

r Trichoderma viride IR05’in

-ksilosidaz enzimi üretimi

4.5-

k

[168].

SF

Trichoderma harzianum -ksilosidaz enzimi 

sitrat 

Trichoderma viride NRRL 6418 su undan ise -

ksilosidaz enzimi eldesi için; nemlendirme Na2HPO4

-ksilosidaz 

enzim aktiviteleri i

Trichoderma -

Trichoderma harzianum

(Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. 28°C (El-Gindy ve ark., 2015), 

Aspergillus tamarii 30°C (Ximenes ve ark., 1996), Trichoderma harzianum 28°C 

Pichia stipitis NP54376 30°C (Inoue ve ark., 2016), 

Trichoderma asperellum KIF125 28°C (Horta ve ark., 2014), Trichoderma 

harzianum IOC-3844 29°C (Irfan ve ark., 2014), Trichoderma viride IR05 30°C’den 

yüksek, Humicola grisea var. thermoidea 6).

Trichoderma harzianum NRRL 130 0 (El-Gindy 

ve ark., 2015) Aspergillus tamarii için 5,5 (Ximenes ve ark.,1996), Trichoderma 

harzianum Pichia stipitis NP54376 için 5,5 

(Inoue ve ark.,2016), Trichoderma asperellum KIF125 için 4,8 (Horta ve ark.,2014), 

Trichoderma harzianum IOC-3844 için 5,2 (Irfan ve ark., 2014), Trichoderma viride 
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IR05 için 4,5 ve Humicola grisea var. thermoidea için 7,0 (Lembo ve ark., 2006)’dan 

Optimum inkübasyon süreleri ise Trichoderma harzianum NRRL 13019 için 

7 gün (Horta ve ark., 2014), Trichoderma harzianum IOC-3844 için 129 saat (Lembo 

ve ark.,2006), Humicola grisea var. thermoidea için 12 saat (El-Gindy ve ark., 2015), 

Aspergillus tamarii için Pichia stipitis NP54376 için

4 gün (Inoue ve ark.,2016), Trichoderma asperellum KIF125 için 4 günden yüksek 

(Lembo ve ark., (2002), Aureobasidium sp.için 7 gün (Ximenes ve ark., 1996) 

Trichoderma harzianum için 7 gün (Irfan ve ark., 2014) Trichoderma viride IR05 

için 7 gün olarak ra

Trichoderma harzianum

nem düzeyi %55 (Lembo ve ark., (2002), Aureobasidium

Trichoderma viride 

Literatürlerde Trichoderma viride 

25°C (Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. için 28°C (El-Gindy ve ark., 2015)

Aspergillus tamarii için 30°C (Ximenes ve ark., 1996), Trichoderma harzianum için 

Pichia stipitis NP54376 için 30°C (Inoue ve ark., 

2016), Trichoderma asperellum KIF125 için 28°C (Horta ve ark., 2014) 

Trichoderma harzianum IOC-3844 için 29°C (Irfan ve ark., 2014), Trichoderma 

viride IR05 için 30°C ve Humicola grisea var. thermoidea 

olarak rapor ). 

-ksilosidaz enzim aktiviteleri için 

Trichoderma viride NRRL

6418 için 8,5 (El-Gindy ve ark., 2015), Aspergillus tamarii için 5,5 (Ximenes ve ark., 

1996), Trichoderma harzianum Pichia stipitis 

NP54376 için 5,5 (Inoue ve ark., 2016), Trichoderma asperellum KIF125 için 4,8 

(Horta ve ark., 2014), Trichoderma harzianum IOC-3844 için 5,2 (Irfan ve ark., 

2014), Trichoderma viride IR05 için 4,5 ve Humicola grisea var. thermoidea için 

6).

Trichoderma viride NRRL 6418’e için optimum inkübasyon süresi 7 gün 

(Horta ve ark., 2014), Trichoderma harzianum IOC-3844 için 129 saat (Lembo ve 
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ark., 2006), Humicola grisea var. thermoidea için 12 saat (El-Gindy ve ark., 2015), 

Aspergillus tamarii için Pichia stipitis NP54376 

için 4 gün (Inoue ve ark., 2016), Trichoderma asperellum KIF125 için 4 günden 

yüksek (Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium sp. için 7 gün (Ximenes ve ark., 

1996), Trichoderma harzianum için 7 gün ve Trichoderma viride IR05 için 7 gün 

olarak rapor 

Trichoderma viride

düzeyi %55 (Lembo ve ark., 2002), Aureobasidium

Trichoderma viride ir 

(Irfan ve ark., 2014).

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

maksimum -

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-ksilosidaz enziminin 

amonyum sülfat çöktürme aral -90 ve %50-

Trichoderma 

harzianum NRRL 13019 için %40-70 ve Trichoderma viride NRRL 6418 için ise 50-

-

edilen - Penicillium 

sclerotiorum Carmona, (2012) %0-60;

Duenas ve Estrada (1998) Trichoderma reesei QM 9414 

%20-60, Pinphanichakarn ve ark., (2004) Streptomyces sp. CH7 ile 

%40- 5,169,170]. Ximenes 

ve ark., (1996) s Trichoderma harzianum

strain C’den optimum

(1996) Thermoanaerobacterium saccharolyticum strain B6A-RI’dan optimum 

-Gindy ve Ark., (2015) Aspergillus 

tamarii

(1976) Malbranchea pulchella var. sulfurea No. 48’den opti
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ettikleri ham enzimi %80 ve Matsuo ve ark., (1984) Trichoderma viride’den 

ham enzime

[146,147,165,171,172

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-ksilosidaz enziminin belirlenen amonyum 

40-90 ve %50-

ve daha nu söylemek 

mümkündür.

Trichoderma 

harzianum NRRL 13019’dan elde edilen -ksilosidaz enzimi %75,0413 verimle 

3,3462 kat (Tablo 3.6), Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen -ksilosidaz 

Y amonyum sülfat çöktürmesi sonunda; Aspergillus 

versicolor’dan elde edilen -ksilosidaz enziminin %25 verimle 12,3 kat; Penicillium 

sclerotiorum’dan elde edilen -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 -ksilosidaz enziminin %50,1 

verimle 1,5 kat; Trichoderma viride’den elde edilen -ksilosidaz enziminin %56,1 

verimle 2,8 kat; Pichia stipitis’den elde edilen -ksilosidaz enziminin %72,28 

146,147,161,165,169,170,172].

Amonyum sülfat çöktürmesi sonunda enzim verimi

an k .

Hidrofobik 

EK

Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Naftilamin 

Trichoderma harzianum -ksilosidaz enzimi 

%50,4884 verimle 215,7604 kat (Tablo 3.6) ve Trichoderma viride NRRL 6418 
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n -ksilosidaz enzimi %33,4361 verimle 92,3927 kat 

-ksilosidaz enziminin 

Ximenes ve ark., (1996) Trichoderma harzianum strain C’den elde ettikleri -

ksilosidaz enzimini amonyum sülfat çöktürmesi, Sephacryl S-100 Jel Filtrasyon, 

146]; 

M Trichoderma viride’den elde ettikleri -ksilosidaz enzimini 

enzimini amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-Sephadex kromatografi, jel filtrasyon 

tekniklerini kullanarak %26,7 verimle 2,81 kat [147]; Andrade ve ark., (2004) 

Aspergillus versicolor’dan elde ettikleri -ksilosidaz enzimini amonyum sülfat 

çöktürmesi, DEAE-selüloz kromatografi, jel filtrasyon tekniklerini kullanarak %66 

verimle 3 kat [161]; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus tamarii’den elde etikleri -

ksilosidaz enzimini amony

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 -ksilosidaz enzimini amonyum sülfat çökt

moleküler exculusion Kromatografisi tekniklerini kullanarak %46,07 verimle 2,42 

kat [169]; Pinphanichakarn ve ark., (2004) Streptomyces sp. CH7’den elde ettikleri 

- isi 

ve jel filtrasyon tekniklerini kullanarak %30 verimle 9,3 kat [170]; Matsuo ve ark., 

(1976) Malbranchea pulchella’dan elde ettikleri -ksilosidaz enzimini amonyum 

sülfat çöktürmesi, DEAE-selüloz kolon kromatagrafisi, ultrafiltrasyon ve Sephadex 

G-200 jel filtrasyon  tekniklerini kullanarak %28,43 verimle 7,50 kat 

2].

Trichoderma harzianum -

organizma elde ettikleri -

nin

görülmektedir.

Trichoderma viride NRRL 6418 

-
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-

tografi teknikleri

söyleyebiliriz.

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418 

KSF

-

SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE’de Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde 

-

, Trichoderma viride -

ksilosidaz enziminin ise yine tek bant

Humicola grisea var 

thermoidea -ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 50 kDa; Inoue 

ve ark., (2016) Trichoderma asperellum -ksilosidaz 

enziminin SDS-PAGE ile 80,2 kDa; Lama ve ark., (2004) Bacillus 

thermantarcticu -ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 75 kDa 

ve NATIVE-PAGE ile 150 kDa; Ximenes ve ark., (1996) Trichoderma harzianum

-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 60 kDa; Matsuo 

ve Yasui (1984) Trichoderma viride -ksilosidaz enziminin SDS-

PAGE ile 101 kDa; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus tamarii

-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 91 kDa; Pinphanichakarn ve ark., (2004) 

Streptomyces -ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 87 

kDa ve NATIVE-PAGE ile 173 kDa; Lee ve ark., (2007) Paenibacillus sp. DG-

-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 80 kDa; Shao ve 

Wiegel, (1992) Thermoanaerobacter ethanolicus -ksilosidaz 

enziminin SDS-PAGE ile 85 kDa; Poutanen ve Puls, (1988) Trichoderma reesei’den 

-ksilosidaz enziminin SDS-PAGE ile 100 kDa; Kumar ve Ramon, 

(1996) Aspergillus nidulans -ksilosidaz enziminin SDS-PAGE 
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ile 85 kDa; Nanmori ve ark., (1990) Bacillus stearothermophilus

-ksilosidaz enziminin SDS-

105,106,134,146,147,159,165,166,170,173-175].

Trichoderma harzianum -ksilosidaz 

Trichoderma viride -ksilosidaz

ise 65°C 

1984) Malbranchea pulchella

var. sulfurea -ksilosidaz

Aspergillus versicolor’dan 

-

2) Penicillium sclerotiorum’dan 

-

8) Pichia stipitis’den -

Tuncer, (2000) Thermomonospora fusca -ksilosidaz 

ark., (2008) Aspergillus ficuum AF- -ksilosidaz enziminin 

(1998) Trichoderma reesei QM 9414’den -ksilosidaz enziminin 

Bacillus thermantarcticus’dan -ksilosidaz enziminin optimum pH 

6)

Trichoderma harzianum strain C’den -ksilosidaz enziminin optimum 

-

Trichoderma viride’den -

-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus 

tamarii’den -

opt Streptomyces sp. 

CH7’den -

Paenibacillus sp. DG-22’den

-ksil
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Trichoderma reesei’den -

Lembo ve ark., (2006) Humicola grisea var. thermoidea’dan -

Kumar ve Ramon, (1996) Aspergillus nidulans’dan -ksilosidaz 

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

-ksilosidaz enzim 

aktivitesin

-

-ksilosidaz elde etmek üzere 

Trichoderma harzianum’dan, Ximenes ve ark., (1996

-

Trichoderma viride

b KSF kültür 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

-

Trichoderma harzianum NRRL 13019’dan elde edilen -ksilosidaz 

Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilen -ksilosidaz enziminin; 120 dk.
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ve 85°C’de enzimin 

Knob ve Carmona, (2012) Penicillium sclerotiorum’dan elde edilerek 

-

,

Matsuo ve Yasui, (1984) Trichoderma viride -

ar

Paenibacillus sp. DG- -ksilosidaz enziminin 

60°C’de oldukça

ve 25dk. sonra 

enzim Lembo ve ark., (2005) Humicola grisea var. 

theremoides -ksilosidaz enziminin 50°C’de 6h 

inkübasyonu sonunda aktivitesinin % )

Aspergillus nidulans -ksilosidaz enziminin 45°C’nin 

-

-

Rasmussen ve ark., (2006) Talaromyces emersonii ve Trichoderma reesei’den elde 

XTE ve 

XTE enziminin 80°C’de 30 

dakikada ta XTR enziminin ise 

Streptomyces -ksilosidaz enziminin substrat 

nu, Matsuo ve ark., 

(1976) Malbranchea pulchella var sulfurea -

105,147,153,169,170,172-174]. Bu 
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Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride

-ksilosidaz enziminin kinetik 

- p-

nitrofenil- -D-ksilopiranosite (p M ve Vmax

Trichoderma harzianum

-ksilosidaz enziminin p M

2500 EU, katalitik etki M

Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek 

-ksilosidaz enziminin p M

olan Vmax/KM

M

ve Vmax -ksilosidaz enziminin p

olan ilgisini gösteren KM ve Vmax pNPX 

-

Lineweaver- M ve Vmax

max

tutularak, substrat konsantrasyonuna [S] m

ca Vmax / KM

küçülmesi ise enzimin substrata 

lde edilen -ksilosidaz 

enziminin , p KM ve 

Vmax nin hesaplan Andrade ve ark., (2003) Aspergillus 

versicolor -ksilosidaz enziminin KM ve Vmax 

Aspergillus 

carbonarius -ksilosidaz enziminin KM ve Vmax 
-1; El-Gindy ve ark., (2015) Aspergillus 

tamarii -ksilosidaz enziminin KM ve Vmax 

Paenibacillus sp. DG-

22’den -ksilosidaz enziminin KM

0,53 mM ve 3,18 U/mg; Ximenes ve ark., (1996) Trichoderma harzianum’dan elde 
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-ksilosidaz enziminin KM

0,0065 IU ml1; Lembo ve ark., (2006) Humicola grisea var. thermoidea’dan elde 

-ksilosidaz enziminin KM

1; Kumar ve Ramon, (1996) Aspergillus nidulans’dan elde 

-ksilosidaz enziminin KM

25,6 μmol/min/mg; Gomez ve ark., (2001) Trichoderma reesei QM 9414’den elde 

-ksilosidaz enziminin KM

105,146,154,161,165,173,174,177].

-

ksilosidaz enziminin KM

2000) Thermonospora fusca BD25’den elde edilerek 

-ksilosidaz enziminin KM pNPX ve

Paranitrofenil alfa-arabinofuranosid (pNPA) kullanarak KM ve Vmax 

pNPX için 0,5 mM ve 0,83 μmol ml-1 dk-1, pNPA için 0,18 mM 

ve 0,04 μmol ml-1 dk-1, Pinphanichakarn ve ark,. (2004) Streptomyces sp. CH7’den 

-ksilosidaz enziminin KM , pNPX ve 

-D ksilopiranosid (oNPX) KM ve Vmax 

pNPX için 0,56 mM ve 26,3 U/mg protein, oNPX için 0,94 mM 

0,176]. 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 

-ksilosidaz enziminin p-nitrofenil- -D-

ksilopiranosit (p M

M

genellikle

.

-ksilosidaz enziminin endüstriyel uygulamalarda kull

-ksilosidaz enzimlerine 

-(+)-ksilozun p

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma viride NRRL 6418’den elde 

-

konsantrasyonu olarak ifade edilen IC50

inhibisyon tipleri belirlenerek Ki Trichoderma harzianum
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-ksilosidaz enziminin D-(+)ksiloz 

inhibitörü için IC50 i

i 19) ve 

Trichoderma 

viride -ksilosidaz enziminin D-(+)ksiloz

inhibitörü için IC50 i

2,64x10-4±1x10-5 15 20

20). 

rlerin genellikle enzimler 

sonucudur. Bu durum enzimin

rlanarak substrat 

olarak pNPX ve inhibitör olarak D-(+)- Trichoderma 

harzianum -ksilosidaz enzimine pNPX 

ve D-(+)

inhibis

için 

substrata benzemektedirler. Trichoderma viride NRRL 6418’den elde edilerek 

-ksilosidaz enziminin akti pNPX ve D-

(+)-

Poutanen ve ark., (1988) Trichoderma reesei

-ksilosidaz enziminin p i

m -

inhibisyon ni [106]. Gomez ve ark., (2001) 

Trichoderma reesei -ksilosidaz enziminin 

substrat olarak pNPX, inhibitör olarak D- i 3,11 mM 
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- -ksilozun kompetatif tipte 

4]. Chakrabarti ve Ranu, (1995) 

Aspergillus terreus (IJIRA6.2)’den e -ksilosidaz enziminin 

p -(+)- i

- -(+)-ksilozun kompetatif tipte 

8]. Tuncer, (2000) Thermomonospora 

fusca -ksilosidaz enziminin p

ve D- i ni -ksilozun 

-

[176]. Hudson ve ark., (1991) Escherichia coli -

ksilosidaz enziminin p i ni 40

- tatif tipte 

ni rapor [179]. Pinphanichakarn ve ark., 

(2004) Streptomyces -ksilosidaz enziminin 

p i

ve -

0]. Hwa ve ark., (1998) Bacillus sp. KK-1’den elde ederek 

-ksilosidaz enziminin p

Ki -

0]. Saha, (2003) Fusarium 

proliferatum -ksilosidaz enziminin p

ve ksiloz inhibitörü varl i -ksilosidaz 

[181]. Rasmussen ve ark., (2006) Talaromyces emersonii ve Trichoderma reesei’den 

-ksilosidaz enziminin p D-ksiloz 

i

- D-ksilozun kompetatif tipte

3]. Knob ve Carmona, (2012) Penicillium sclerotorum’dan elde 

-ksilosidaz enziminin p -ksiloz inhibitörü 

i -ksilosidaz enziminin ksiloz 

69]. Kumar ve Ramon, (1996) Aspergillus 

nidulans -ksilosidaz enziminin p

D- i -ksilosidaz 

73]. 
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Andrade ve ark., (2004) Aspergillus versicolor -

ksilosidaz enziminin p i

- tif tipte 

1].

-ksilosidaz enziminin D-(+)-ksiloz/ksiloz inhibitörünün 

Trichoderma viride NRRL 

Trichoderma harzianum

-ksilosidaz enzimi D-(+)-ksiloz inhibitörünün 

Mikroorganizmalardan elde edilen ksilanolitik enzimler, birçok endüstriyel 

l endüstrileri, 

Trichoderma harzianum NRRL 13019 ve Trichoderma 

viride NRRL 6418’den 
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