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OZET

Bu calismada, Trabzon'un Hidirnebi Yaylasi’'ndan toplanan Lepista flaccida
makromantanindan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimleri kismen saflastinldi ve
karakterize edildi. Farkli pH’larda tamponlar kullanilarak hazirlanan ham 6zitlerde -
glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri bakilarak en uygun ekstraksiyon pH’lar
belirlendi. Hazirlanan ham 06zltte ve amonyum sllfat ¢oktirmesi sonrasi elde edilen
¢Ozeltide B-glukozidaz varligi dogal poliakrilamid jel elektroforezi ve substrat boyamas ile
ortaya konuldu. Ham 0ztitte G¢ bandin varligi gozlenirken, ¢oktirme sonrasi elde edilen
cozeltide bu bantlardan sadece bir tanesinin oldugu gozlendi. Ayrnica L. flaccida
mantarindan hazirlanan ham Ozitler gradientli amonyum sllfat ¢oktirme yontemi ile
cokturilup her bir enzim icin spesifik aktivitelerin en yiksek oldugu konsantrasyonlar
tespit edildi. B-Glukozidaz igin %20, 30 ve 40 ve endoglukanaz icin %70-80'lik
coktirmeler sonrasi elde edilen ¢ozeltilerde en yuksek spesifik aktivite ve saflastirma
katsayilarina ulasildigi tespit edildi. Kismen saflastirlan enzimler biyokimyasal olarak
karakterize edildi. Her iki enzim i¢in optimum pH degeri 4,0 olarak bulundu. Optimum
scaklik degeri ise B-glukozidaz icin 60 °C, endoglukanaz igin 50 °C olarak bulundu.
Enzimlerin pH kararliliklar: incelendiginde endoglukanazin B-glukozidaza nazaran daha
kararli oldugu goruldid. Enzimlerin 1sil kararlilik profilleri incelendiginde ise f-
glukozidazin 6zellikle disik sicakliklarda 48 saat sonunda kararlihigini endoglukanaza
gbre daha ¢ok korudugu goruldi. Yapilan kinetik calismalar sonucu B-glukozidaz icin
pNPG substrati varliginda Vimes ve Km degerleri sirast ile 5,78 nmol.dak 'mg™* protein ve
1,06 mM olarak, endoglukanaz icin ise CMS varliginda [S]o 5 veya Ko 5 degeri 7,7 mg/mL,
Vimeks degeri 25 pumol.dak'mg’ protein olarak bulundu. Ayrica bazi metal iyonlar ve
kimyasal maddelerin her iki enzim aktivitesini de farkli sekillerde etkiledig tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Lepista flaccida, B-Glukozidaz, Endoglukanaz, Selllaz, Kismi
Saflastirma, Karakterizasyon
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SUMMARY

Partial Purification and Characterization of p-glucosidase and Endoglucanase from
Lepista flaccida (Sowerby : Fr.) Pat.

In this study, B-glucosidase and endoglucanase were partially purified and
characterized from Lepista flaccida mushroom picked up at Hidirnebi Plateau in Trabzon,
Turkey. The activity of B-glucosidase and endoglucanase were determined in the crude
extracts prepared by using buffers having different pH values and the suitable buffers were
chosen for the extraction. The presences of 3-glucosidase in the crude enzyme extract and
in the solution obtained after ammonium sulfate precipitation were put forward by native
polyacrylamid gel electrophoresis. While three bands were observed in the crude extract a
single band was observed after ammonium sulfate precipitation. Besides, the crude extract
from L. flaccida mushroom was gradient precipitated by ammonium sulfate and the
specific activities of the enzymes calculated. The highest 3-glucosidase and endoglucanase
activities were determined at 20, 30, 40% and 70-80% ammonium sulfate concentration,
respectively. Partially purified enzymes were biochemically characterized. The optimum
pH values for the both enzymes were found to be 4.0. Optimum temperatures for -
glucosidase and endoglucanase were found to be 60 °C and 50 °C, respectively. When the
pH stability of each enzyme was examined, it was seen that endoglucanase was more
stabile then B-glucosidase. When the thermal stability profiles of the enzymes were
investigated, it was observed that B-glucosidase conserved its activity more then
endoglucanase at especially low temperatures. Vmax and Km values of p-glucosidase in
presence of pNPG were found to be 5.78 nmol.mi n'lmg'l protein and 1.06 mM,
respectively. For endoglucanase, [S]os Or K5 and Vi in the presence of CMC 7.7 mg/ml
and 25 pumol.mi n'l.mg'1 protein, respectively. Also, some metal ions and chemicals were

effected enzymes activitiesin different ratio.

Key Words: Lepista flaccida, B-glucosidase, Endoglucanase, Cellulase, Partia
Purification, Characterization
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SEMBOLLER DIiZiNi

APS : Amonyum persuilfat

BSA : Bovin serum albumin (Sigir Serum Albumini)
CMS . Karboksimetil seliiloz

CBD : Sellloz baglanma bolges

CBH . Sellobiyohidrolaz

DNS : 3,5-Dinitrosalisilikasit

E.C. : Enzim kod numarasi

EDTA . Etilendiamin tetraasetikasit

mM : Milimolar

MUG . 4- Metilbelliferil-B-D-glukopiranozit
nmol : Nanomol

PAGE : Dogal Poliakrilamit Jel Elektroforezi
pPNPG : 4-Nitrofenil-p-D-glukopranozit

[S] : Substrat konsantrasyonu

[Slos veya Ko s: Bir enzim tarafindan katalizlenen tepkimenin yar: en yuksek hizindaki

substrat derisiminin

SDS : Sodyum dodesi| siilfat

TEMET : N,N,N',N"-Tetrametiletilendiamin
Tris : Tris (hidroksimetil) aminometan
Vinaks : Maksimum Hiz

umol : Mikromol

uM : Mikromolar

Kn : MichaelisMenten sabiti



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Gen ve protein miuhendigligini de icine alan biyoloji ve kimya alanlarinda son
yillarda saglanan onemli ilerlemeler, canliligin temeli hakkinda aydinlatiimay: bekleyen
konulara 151k tutmakta, ayrica elde edilen bilimsel veri ve sonuglarin degerlendirilerek,
sagliktan gidaya kadar birgok alanda pratikte kullamm: saglanmaktadir. Kaydedilen bu
gelisme ve ilerlemelere paralel olarak canli sistemlerde bulunan biyomolekillerin
(proteinler, enzimler, hormonlar vs.) insanligin yararina farkli alanlarda kullamnmu gtinden
gune artmaktadir. Enzimler, doganmn katalizoérleridirler ve dolayisiyla enzimsiz bir hayatin
var olmas dustnulemez. Bu ylUzden enzimlerin Ozelliklerinin ve davrams bigimlerinin
yaklasik 200 yildir inceleniyor olmas strpriz degildir. Endustride enzim kullaniminin giin
gectikce yayginlasmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin  saflsgtinlmas:  ve
karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir (Ertunga, 2006).

Hidrolaz sinifina ait enzimler olan sellilazlar sellilozun glukoza kadar parcalanmasin
sinerjik olarak katalizleyen enzim sistemine verilen isimdir. Selllazlar temelde 3 farkl:
enzimden meydana gelmektedir. Bunlar; selilozun i¢ B-1,4-glikozidik baglarin hidrolizle
keserek yeni zincir uglarimin olusmasini saglayan endoglukanazlar, olusan bu yeni selliloz
zincirlerini uglarindan keserek ¢ozinir sellobiyoz birimlerini olusturan ekzoglukonazlar ve
¢Ozunur sellobiyoz birimlerini glukoz birimlerine hidrolizleyen B-glukozidazlardir (Bhat
ve Bhat, 1997). Selulazlarin biyoteknolojisi 1980’li yillarin basinda baslamis, oncelikle
hayvan yemi ve takiben de gida sanayinde kullanilmaya baslanmistir. Artik bu enzimler
tekstil, deterjan, kagit, kispe gibi bir ¢cok endustri dalinda da kullanilmaktacir. Bugin
sellloz parcalayict enzimler dinya pazarinin %20’ sine sahiptir (Bhat, 2000).

Bu calismamin amaci, yenilebilir bir makromantar tlrl olan Lepista flaccida’ daki
ticari ve endustriyel 6neme sahip endoglukanaz ve B-glukozidaz enzimlerinin kismi

saflagtiriimasi, biyokimyasal olarak karakterizasyonudur.



1.2. Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Seliloz glukozun B-1,4-glikozidik baglarla birlikte bagli oldugu dogrusa bir
polimerdir (Sekil 1). Bu moleklltn fibrilli ve sert bir yapisi vardir ve suda ¢dziinmeyen bir
molekdldir. Bitkilerin ozellikle sap, dal, gévde ve tim odunsu kiasmlarinda bulunur.
Seliloz odunun blydk bir kismini, pamugun da tamamini olusturur. Seltloz molekdlt
dogrusal ve dallanmamis bir yapiya sahiptir. Birkag sellloz zincirinin yan yana uzamasyla
zincirler arast ve zincir icindeki hidrojen baglariyla sabitlenen yapi diizgin, duragan ve
saglam bir supramolekiler lif olusturur (Nelson, 2004; Beguin ve Aubert, 1994).

0H

Sekil 1. Seltiloz molekdl intin yapist (URL-1, 2009).

Kompleks ve yogun olusu seltiozu baglica kimyasal ve mekaniksel yikim ya da
sismelerin harici durumlarda hidrolize oldukca direngli yapar. Dogal seltiloz genellikle
ksilan ya da lignin gibi diger polisakkaritlerle birlikte bulunur ve bitki hicrelerinin
iskeletini olustururlar (URL-2, 2009).

Seliloz dogada en bol bulunan yenilenebilir enerji, gida, yakit ve kimyasal
maddelerin organik kaynagidir. Bu biyomolekil insanlar tarafindan yuUzyillardir farkl
amaglar icin kullamImaktadir. Bu polimerin kullamlisliligi onun glukoza hidroliz olmasina
baghdir. Selilozun yenilenebilen bir enerji kaynagi olarak dnemli bir potansiyele sahip
olmas, selllaz pargalayici enzimler yada selllazlar ortaya ¢iktiktan sonra olmustur. Pahal1
olmayan seltiloz atiklarinin etkili bir sekilde muamelesi veislenmes ileilgili yeni metodliar
gelistirmesi gunimuzde ekonomik agidan oldukca onemlidir. Selllazlar selllozik
biyokutlenin etkili bir sekilde islenmesinde kilit role sahiptirler (Bhat, 2000).



1.3. Seliilazlarin Yapisal Ozellikleri

Cozinmeyen polisakkaritlerin etkili enzimatik yikimu enzim ve substrati arasinda
kuvvetli bir baglanmayr gerektirir. Tipik olarak bakteriyel ve fungal selllazlar en az bir
seliiloz baglanma bolgesi (CBD) ve bir katalitik bolgeden olusur. ki birim bagimsiz olarak
hareket eder. Katalitik birim substratin hidrolizini katalizlerken, CBD’ler ise sellilaz ve
sellloz araandaki baglantiyr saglar (Wang vd., 2009 ). Farkli olarak termit, kerevit ve
midye gibi omurgasizlar tarafindan Uretilen selllazlar ise baglayici ve CBD’lerden
yoksundurlar (Ledger vd., 2006). Selllazlara ilave olarak ksilanazlarda ve o-L-
arabinofuranozid, asetilksilan esteraz ve B-mannaz gibi diger bitki duvarlarin hidroliz
eden enzimlerde de CBD’ler bulunur. CBD’nin baglama gucu orijinine gore farklilik
gosterir (Karitavd., 1997).

Kompleks olmayan mantar sellilazlarindan  farkli  olarak, anaerobik
mikroorganizmalar selilozomlar olarak isimlendirilen kompleks selilaz sistemlerine
sahiptir. Ayrica anaerobik sellloz yikimi toplam seltiloz yikimumin sadece %5-10"unu
olusturmaktachir. Selllaz aktivitesinin en genel durumunda, enzim kompleksi seltilozu -
glukoza parcalar. Bu tip selllazar baslica otcullarin gevis getirme bolgesindeki simbiyotik
bakteriler tarafindan dretilir. Gevis getiren hayvanlar disinda, insan ve bir¢cok hayvan
vicutlarinda selilaz Uretemezler ve bu ylzden bitki materyalindeki enerjinin ¢cogu bu
canlilar icin kullamlamazdir. Hemiselllozu hidrolizleyen enzimler ise genel olarak
selllazlar altinda simflandirilir ve ¢ogunlukla hemisellilaz olarak ifade edilirler. Lignini
kesen enzimler de gogunlukla seltlaz enzim sinifina dahildir, fakat bu durum cogunlukla
dogru degildir (Chapin vd., 2002).

CBH | ve II'nin T. reseei’deki yapist X-isim analizi ile belirlenmistir. Her iki
enzimin de izotropik bir bas ve uzun esnek bir kuyrukla, kurbaga yavrusuna benzer bir
sekle sahip oldugu bulunmustur (Sekil 2). T. reseei’ deki CBH 11 enzimi bir o/ proteinidir.
CBH I1I'nin aktif bolgesi, B-parael tabakanin karboks terminal ucunda lokalize olmustur.
Enzimin tunelims merkezinde bulunan iki aspartik asit birimi buydk ihtimalle katalitik
birimlerdir. CBH I’ de ise aktif bolge tineli CBH |1 B-yapisindan iki kat daha uzundur ve
yedi glikozid birimiyle baglandigi tahmin edilmektedir. Katalitik birimlerin glutamik
asitten olustugu disunulmektedir. Oysaki CBH | enzimi seliloz zincirinin indirgen
uclarindan selllozu keser ve sellobiyoz birimlerini agiga ¢ikarir. CBH 11 ise indirgen

olmayan uclardan ayn substrati hidrolizler. CBH | ve Il sirasiyla Aile 7 ve 6'ya aittir.



Endoglukanaz ve ekzo glukanazlar arasindaki ana farkhlik substratin aktif bolgeye
ulasabilme derecesidir (Bhat ve Bhat, 1997).

Cekirdek pa— B ne— A
|
CBHI N =S csss RS

CBH I N

Sekil 2. T. reseei’ deki CBH | ve I’ nin yamsal gosterimi (Bhat ve Bhat, 1997).

1.4. Seliilazlarin Organizasyonu ve Simflandiriimasi

TUm seltlazlarin katalitik birimleri toplam proteinlerinin % 70'inden daha fazlasin
olusturur. Sira anaizine dayanarak yapilan bolge andizleri selllazlar arasinda 6nemli
farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Buna ragmen, katalitik bolgelerin hidrofobik
Cluster analizlerini kullanarak, selllazlar ve hemiselllazlar yamsal olarak iliskili on bir
aileye aynlmistir (Henrissat vd., 1989).

Ik sniflandirmaya gore Aile A, B, F, H ve K bakteriyel ve funga enzimleri
icermekte, Aile E bakteriyel ve bitki enzimlerini, Aile C ise sadece fungal enzimleri, D, G,
| ve J de sadece bakteriyel enzimleri icermektedir. Her bir ailenin Gyeleri aym protein
katlanmasina sahiptir ve ayrmi genel hidroliz mekanizmasni paylasan bir stereosecimlilik
gosterir. Oysaki, 301 glikozil hidrolazin amino asit siralar karsilastirildiginda bu enzimler
35 ailede gruplandiriimistir. Son zamanlarda ise 482 glikozil hidrolazin amino asit sirasn
kullanarak bu enzimler 45 ailede siniflandirilmistir. Son gruplamaya gére on bir sellilaz
ailes (A-K) 5-12, 26, 44 ve 45. glikozil hidrolaz ailelerine sirayla uymaktadir. Bu yiizden

selllazlarin farkli aileler altinda siniflandiriimasi eger bir aile Gyesinin yapisi biliniyorsa,



ayn ailedeki enzimlerin U¢ boyutlu yapilarinin tahmin edilmesine yardima olabilir (Bhat
ve Bhat, 1997).
Katalizledigi reaksiyonun tipine gore ise bes genel tip selllaz enzimi vardir;

1.

Endo-Selllaz (EC 3.2.1.4, Endoglukanaz, Karboksimetil Seltlaz, Endo-1,4-3-D-
Glukanaz); Seltlozun kristal yapisim bozarak icteki baglar: pargalar ve ayri ayri
seltloz polisakkarit zincirlerini agiga cikarir.

Ekzo-sdlllaz (EC 3.2.1.91, Ekzoglukanaz, Sellobiyohidrolaz, ekzo-1,4-B-D-
glukanaz); Endo-seltilaz tarafindan Uretilen zincirlerin uglarindan 2—4 birim keser
ve sellobiyoz gibi disakkaritler ya da tetrasakkaritleri olusturur. Baglica iki tur
ekzo-selllaz vardir; birinci tOrd seltlozun indirgen uclannda, digeri ise selilozun
indirgen olmayan uclarinda etkindir.

B-Glukozidaz (EC 3.2.1.21, Sellobiyaz, B-Glukozid Glukohidrolaz); Ekzo-
selUlazin Urdnlerini ayrt ayri monosakkaritlere hidroliz eder.

Oksidatif selllazlar; Selllozu radikal reaksiyonlarla depolimerize ederler,
ornegin sellobiyoz dehidrojenaz gibi.

Sellloz fosforilazlar; Su yerine fosfat1 kullanarak seltilozu depolimerize ederler
(Chapin vd., 2002).

Bu enzim siniflari icinde asamali ve asamali olmayan tipler vardir. Asamali

seltlazlar sirekli tek bir polisakkarit zinciri ile etkilesimini strdurdr, asamal1 olmayan

selllazlar ise bir polisakkarite dnce baglamp sonra ayrilirlar ve daha sonra baska bir

polisakkarite baglamirlar (Chapin vd., 2002). Bu enzimlerden ilk ¢ tanesininin genel

Ozellikleri Tablo 1'de verilmistir.



Tablo 1. Fungal seltilaz bilesenleri ve sellloz zinciri Uzerindeki etkileri (Ryu ve Mandel,
1980; Bhat ve Bhat, 1997).

Enzim Tipi EC Kodu Diger Adh Etki Sekli

—G-G-G-G-

A A
Baglar: rastgel e keser

Endo-(1,4)-- EC Endoglukanaz
D-glukanaz 3214 veya endosel llaz

-G-G-G-G-

Ekzo-(1,4)-p- EC Sellobiyohidrolaz A

D-glukanaz 3.21.91 veyaekzoselilaz Indirgen yadaindirgen olmayan
uclardan sellobiyoz agiga cikarir

Ekzoglukanaz —G-G-GG-
Ekzo-(1,4)-p- EC A

D-glukanaz 32174 \éiyl?o hidrolaz indirgen olmayan uglardan sellobiyozu
aciga cikarnr

-G-GG-G- G-G-
. EC . A A
B-glukozidaz 32121 Sellobiyaz Sellobiyoz ve kisa zincirli
T sellooligosakkaridlerden glukozu agiga
cikarir

1.5. Seliilazlarin Genel Reaksiyon Mekanizmasi

Tam bir selllaz sisteminin U¢ simf enzimden olustugu bilinmektedir; endoglukanaz
i¢ glikozidik baglari, ekzoglukanaz seltiloz zincirlerinin uglanndaki sellobiyozil birimlerini
ve B-glukozidaz ise sellooligosakkaritleritlerdeki glukoz birimlerini keser (Sekil 3).
Selllozik materyallerin hidolizi bu enzimlerin kompleks reaksiyonuyla olur (Bhat ve Bhat,
1997; Yi vd., 1999; Yevd., 2001; Sun ve Cheng., 2002; Fernando vd., 2006; Thongekkaew
vd., 2008). Bu enzimlerin biyodtniusim teknolojisinde iki 6nemli noktasi; reaksiyon
sartlart ve bu enzim sistemiyle Uretim maliyetidir. Bu yizden birgok c¢alisma yuksek
spesifik aktivitede ve yiksek etkinlikte seltilotik enzimler Ureten yeni organizmalarin
kesfini amaglamaktadir (Lee vd., 2007).



1.6. Seliilaz Uretiminin Indiiklenmesi ve inhibisyonu

Selilozun dogrudan enzimin indiklenmesini sagladigi dustUnilmemektedir, ¢linkd
sellloz ¢ozindr bir substrat degildir. Bunun yerine sellloz, bazal seviyede Uretilen
seltlazlarla sellooligosakkaritler gibi  ¢ozinir seliloz moleklllerine parcalanabilir.
Boylece olusan sakkarit molekilleri hticre igine girebilir ve indukleyiciye donusturtlebilir
(Gong ve Tsao, 1979).

Cssitli  sellooligosakkaritler ve onlarin turevleri selilaz indukleme ozellikleri
agisndan incelenmis ve sellobiyozun -1,4 baglaryla bagli en kiguk sellooligosakkarit
olarak selllazi indUkledigi bircok calisma tarafindan ortaya konulmustur (Eberhart vd.,
1977; Canevascini vd., 1979; Rho vd., 1982). Selllazlar cogu mantarda sadece selliloz
veya bir indukleyici mevcudiyetinde indiklenir.

Selllazin transkripsiyonel seviyesinde ¢ basamakli bir regilasyon mekanizmas:
vardir; bazal seviyede ekspresyon, indikleyiciler tarafindan indiklenmes ile enzimin
sentezi ve glukoz veya katabolit baskilanma. Bazal seviyede ekspresyon selllozun kiguk
miktarlardaki sellilaz tarafindan ¢ozunir oligosakkaritlere hidrolizini icerirken, indukleyici
ile hidrolizinde ise enzimin indukleyici molekdlleri hiicre icine girdiginde aktivator protein
ve aktivator elementlerin araciligiyla seltilaz geninin tam olarak ve bolca sentezini tesvik
eder. Sellloz blyik oranda glukoza parcalandiktan sonra ise glukoz, katabolit baskilayici
olarak gen sentezini baskilar (Suto ve Tomita, 2001).

1.7. Seliilaz Aktivite Tayin Yontemleri

Farkli enzimleri belirlemek icin en cok kullamlan metodlar enzimatik aktiviteleri
Olcmektir. Toplam seltilaz aktivitesini 6lgmenin en yaygin yolu filtre kagidinda olusan
indirgen sekerlerin olusumunu 6lcen filtre kagidi deneyidir (Mandels vd., 1976). Enzimatik
deneyleri uygularken karsilasilan problem endo ve ekzoglukanazlar arasinda nasil bir fark
oldugudur. Endoglukanaz aktivitesini 6lcmek icin spesifik deneyler modifiye selliloz
(CMS gibi) kullammini icermektedir. Diger bir yontem de daha hizl1 sonug veren renkli
sellloz tlrevlerinin kullamlmasidir. Bu durumda, sonuclar sellobiyohidrolaz aktivitesi
mevcudiyetinden etkilenir ve farkh tip boyalar farkli sonuclar verirler. Bu da sonuglar
hakkinda yorum yapmay1 guclestirir (Baraznenok, 1997).



1.7.1. Endoglukonaz Aktivitesi

Bu enzimin aktivitesi ¢cogunlukla yiksek polimerizasyon derecesine sahip ¢Ozunur
bir seltloz turevi ile, drnegin karboksi metil selliloz (CMS) gibi, 6lcllur. Endoglukanaz
aktivites substrat vizkozitesindeki azalmayla ya da indirgen seker testiyle belirlenen

indirgen uglarn artisinin 6lglimine dayanir (Percival vd., 2006).

1.7.2. Ekzoglukanaz Aktivitesi

Ekzoglukanazlar seliloz molekillerinin ulasilabilir uclarim keserek glukoz ve
sellobiyoz agiga cikarir. p-nitrofenil-p-D-sellobiyozidin hidrolizi ile agiga cikan p-
nitrofenoltin olusum hiz1 tayin edilerek ekzoglukanaz aktivites tespit edilebilir (Percival
vd., 2006). Ayrica Avicel kullanilarak agiga cikan indirgen sekerlerin belirlenmesiyle de
tespit edilebilir (Bhat ve Bhat, 1997).
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Sekil 3. Selllaz enzim sisteminin seltlozu hidrolizlemesinin sematik olarak gosterimi
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1.7.3. B-Glukozidaz Aktivitesi

4-metilumbelliferil-3-D-glukopiranozid  ve  B-naftil-B-D-glukopiranozid  gibi
ubstratlarin - hidrolizienmesiyle agiga ¢ikan floresan ya da p-nitrofenil-p-D-1,4-
glukopiranozid substratimin hidrolizi ile agiga ¢ikan renkli Grintn (p-nitrofenol) 6lciimiine
dayanir (Perciva vd., 2006). Ayrica substrat olarak sellobiyozun kullaniimas ve agiga
cikan glukozun tayini ile tespit edilebilir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.8. Seliilazlarin Bulundugu Organizmalar

Genis bir grup mikroorganizmanin seliloz parcalama yetenegine sahip oldugu
yapilan calismalar sonucu ortaya konulmustur. Bircok seltilolitik bakteri ve mantar buyik
miktarlarda selllaz Uretmektedir (Mawadza vd., 2000). Biyoteknolojik potansiyelinden
dolay1 6zellikle mantarlarda seltilolitik enzimler calisilmistir (Gilbert vd., 1992; Xue vd.,
1992). Biyoteknolojide kullanilan seltlazlarin gogu mezofilik bakteri ve mantarlardan
Uretilmektedir. Seltlazlann termofilik ve akalofilik bakteriler tarafindan Uretimi de
gerceklestirilmistir (Bischoff vd., 2006; Endo vd., 2001; Sanchez-Torres vd., 1996).

Gend olarak seltlolitik mantarlar oldukca fazla selilaz enzimi Uretirler (Wallace,
1994; Trinci vd., 1994). Mantarlar baglica bu enzimleri polisakkarit bitki hucrelerinin
duvarlanim parcalamak icin kullanirlar (Ye vd., 2001). Bircok ipliksi mantar iyi birer
selllaz ve hemiseltlaz Ureticisidir, 6zellikle hafif bir kif mantar: olan Trichoderma reesei
cok miktarda enzim yayma yetenesinden dolay: oldukc¢a detayl: ¢alisilmistir (Wood, 1985;
Durand vd., 1988). Ayrica Aspergillus ve Rhizopus gibi mantar turlerindeki selllazlar da
bircok arastrmaci tarafindan calisilmistir (Murashima vd., 2002; Saito vd., 2003).
Yenilebilir bir mantardan selllaz aktivitesinin belirlenmesi ve incelenmes ile ilgili
caismalar Agaricus bisporus ile simrhidir (Ding vd., 2001). Ayrica Tablo 2'de selilaz
aktivitesine sahip bazi mikroorganizmalar, Tablo 3 ve 4'te de literatirde karakterize edilen

bazi 3-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin 6zellikleri verilmistir.
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Tablo 2. Seltlaz Ureten mikroorganizmaar (URL-3, 2009).

Mikroorganizma Mikroorganizma
Mantarlar  Acremonium cellulolyticus Bakteriler  Clostridium thermocellum
Aspergillus acculeatus Ruminococcus albus
Aspergillus fumigatus Streptomyces sp.
Aspergillus niger Bacillus sp.

Fusarium solani

Irpex lacteus Aktinomisitler  Streptomyces sp.
Penicillium funmiculosum Thermoactinomyces sp.
Phanerochaete chrysosporium Thermomonospora curvata

Schizophyllum commune
Sclerotium rolfsii
Sporotrichum cellulophilum
Talaromyces emersonii

Thielavia terrestris
Trichoderma koningii
Trichoderma reesei

Trichoderma viride
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Tablo 3. Bazi organizmaardan saflastirilan B-glukozidaz enzimlerinin biyokimyasal ve
kinetik ozellikleri*

. T Opt.
. Organizma Mr Dorduncil Km  Opt. Vinaks
Organizma Adh Turh  (kDa)  Yam  (mM) pH (Slé) (U/mg) Kaynak
Lepista flaccida Mantar - - 1,06 4,0 60 5,78x10°
Apis mellifera Badanis 72 Monomer 11,3 7,6x10" Pontozho‘(’);LOW’
Metschnikowia Maya - : 15 45 50 08  Pombovd., 2008
pulcherrima
L Han ve Chen,
Misir sapt Bitki 62,4 - 1,03 37 3,76 2008
Jade snall Salyangoz 230 Dimer 033 56 70 25x10" Luanvd., 2006
Papaya meyves Bitki 27 Dimer 011 50 50 30x102 Scﬁggerl‘gges
) Amouri ve
Stachybortrys sp. Mantar 85 Dimer 0,27 50 50 78 Gargouri, 2006
Aspergillus niger Mantar 105 Dimer 21,7 50 55 199 YanvelLin, 1996
Melamocarpus . Mantar 92 Monomer 33 60 60 44 Kaur vd., 2007
Daldinia eschscholzi ~ Mantar 64 Monomer 15 50 50 32 ‘oanchendavd,
Ceriporiopsis Magal haes
subvermispora Mantar 110 B 33 35 €0 013 vd.2006
Piptoporus betulinus ~ Mantar 36 Monomer 18 40 60 19 g’ala'd?is;?"go‘gz
Phanerochacte Mantar 114 _ 10 * 33 Lymar vd., 1995
chrysosporium 52
Xylaria regalis Mantar 85 - 1,7 50 50 326 Wei vd., 1996
. . 4,6- Rashid ve
Aspergillus niger Mantar 330 Tetramer 1,1 53 70 - Sddiqui, 1997
Fomitopsis pinicola Mantar 105 Monmomer 1,8 45 50 1,710 Joo vd., 2008
Acremonium Mantar 128 Monomer 03 55 40 - Pitson vd., 1996
persicinum
Fomis palustris Mantar 138 Monomer 0,117 45 70 - Y oon vd., 2008
Aspergillus phoenics Mantar - - - 50 60 - Zhang vd., 2007
fgfée’g’”“ oryzae - Mantar - - 092 50 60 - Zhang vd., 2007
Volvariella volvacea Mantar 380 Tetramer 02 64 50 - Li vd., 2005
. . Peshin ve
Aspergillus niger 322 Mantar 64 - 01 55 50 - Mathur, 1999
Metschnikowia
) Maya 49 Monomer 15 45 50 0,8 Pombo vd., 2008
pulchherrima
Picha pastoris Maya 275 Tetramer 012 7,3 40 10 T”ranz‘gzgheng'
F lavobacterium Bakteri 72 Monomer 70 45 B Okamoto vd.,
Jjohnsonae 2000
VanillaBean Bitki 201 Tetramer 11 65 40 4,5 Odoux vd., 2003
Tricholoma matsutake Mantar 160 0,22 50 60 2,89 Kusudavd., 2006

*Kinetik parametreler pNPG substrat1 varl iginda elde edilmistir.
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Tablo 4. Bazi organizmalardan saflastirilan endoglukanaz enzimlerinin biyokimyasal ve

kinetik ozellikleri*

. e Opt.
. Organizma  Mr  Dorduncdl Opt. Vinaks
Organizma Adi Tiirii (kDa) Y api Km pH (8015) (U/mg) Kaynak
Lepista flaccid Mantar 7 4,0 50 25
epista flaccida mg/mi ,
Bacillus . Bischoff vd.,
licheniformis Bakteri 37 ) ) 45 65 ) 2006
Fusarium 0,57 Shuyan vd.,
oxysporum Mantar 47,2 mg/mi 54 75 94,1 2006
Aspergillus Naikavd.,
aculeatus Mantar 45 Monomer - 50 40 - 2007
Bacillus sp.AC-1 Bakteri 67 - - 45-65 70 - Li vd., 2006
Volvariella Ding vd.,
volvacea Mantar 42 ) i 75 55 i 2002
Bipolaris Geimbavd.,
sorokiniana Mantar ) ) ) 50 5560 ) 1999
Trichoderma reesei Mantar 105 Dimer - 4,6-5,0 - Qinvd., 2008
25 - - 45 50 -
Aspergillus 38 - - 4,0 65 - Murao vd.,
aculeatus Mantar 66 - - 5,0 70 - 1988
68 - - 25 60 -
Aspergillus niger Mantar 31 - - - 4,0 - Okada, 1988
Idogaki ve
Coriolus versicolor Mantar 29,5 - - 5,0 55 - Kitamoto,
1992
Rhizopus oryzae
I Mantar 41 - - 50-60 55 - Murashima
1 61 - - 5060 55 - vd., 2002
13 ) ) ) ) ) Wood
0ood ve
1 31 - - - - -
Tr;;%ffegm Mantar 48 ) i ) ) i McCrac,
& 1977
48 - - - - -
235 - - 55 - -
Trichod irid o ) ) 40 ) Y, d
richoderma viride oragen vd.,
Mantar 50 - - 51 - -
M 9414 ’ 1
QM 9 52 i ) 45 i ) 988
57 - - 45 - -
) 14,2 4 Nazir vd,,
Aspergillus terreus Mantar 80 mM 40 60 0,2.10 2009
. 0,44
Catharanthus Bitki 9%  Tetramer 52 3035 Sanwal, 1999
roseus mg/ml

*Kinetik parametreler CM S substrat: varliginda el de edilmistir.
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1.9. Seliilazlarin Uygulama Alanlan

Fotosentezin baslica Urtint ve biyosferde en bol bulunan yenilenebilir enerji kaynagi
olan seltlozun (yaklasik 100 milyar kuru ton/yil) yakin gelecekte enerji, kimyasal ve gida
problemlerine ¢bziim olabilecegi dusunilmektedir. Selllozlarin kimyasal (asit) ve
enzimatik muamelesi sonucu heksozlar ve pentozlar gibi distk molekuler agirlikl ¢ozinir
drinler olusur. Selilozun enzimatik olarak hidrolizi, atik seltloz kitlelerinin kullanisli
urunlere dontstiraldugt oldukca 6nemli islemlerdir. Ozellikle yenilenebilir lignoseltilozik
materyallerden biyobazl Urlinlerin ve biyoenerjinin Uretimi insanoglunun strdurdlebilir
gelisimi igin oldukca 6nemlidir (Percival vd.,, 2006). Fosil yakitlarinin azalmasi, sera gazi
emisyonu ve fosil yakitlarimin tam olmayan yanmasi ile olusan havakirliligi biyoetanol in
lignoselUlozik materyalden Uretimi Uzerine ilginin artmasina ve lignoseltlozik materyalin
enzimatik hidrolizini gerceklestirmek icin selilazlarin ve hemiselllazlarin kullaniima
olasliginin artmasina sebep olmustur (Sheehan ve Himmel., 1999; Zaldivar vd., 2001,
Jorgensen vd., 2003). Fakat enzim Uretimi seliloz hidrolizinin en pahal1 faktorl oldugu
icin ekonomik olarak cazip yontemler gelistirmek adina yeni ve daha etkin enzimlerin kesfi
ya da kullamlan enzimlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Sheehan ve Himmel., 1999).
Ayrnica farkli uygulamalar icin daha spesifik ve kararl1 enzimlere ihtiyac vardir. Sonuc
olarak yeni selilaz ve hemiselilaz enzimlerinin kesfedilmesine daimi bir ilgi vardir
(Jorgensenvd., 2003).

Olusan ziral, endustriyel ve sehirsel seltlozik atiklarin islenme proseslerinin oldukca
pahal1 olmasindan dolay: da bu atiklar ya birikmekte ya da etkili olmayan bir bicimde
kullamlmaktadirlar (Kim vd., 2003).

Sdilolitik enzimlerin Uretim ve kullanim maliyetlerinin oldukca yiksek olmasina
ragmen, bu enzimler 6nemli bir ticari ve endistriyel kullanim potansiyellerine sahiptirler.
Ozellikle son yillarda selilaz enzimlerine duyulan ilgi bu enzimlerin biyoenerji ve
biyoyakit Uretimi, tekstil ve kagit endustrisi gibi bircok alanda kullammlarindan dolay:
oldukga artmustir (Zhou vd., 2008; Sun ve Cheng., 2002).

Selllazlarin genis bir uygulama alanlar vardir. Baslica potansiyel uygulama alanlarn
ada, hayvan yemi, tekstil, yakit ve kimyasal endistrisidir. Diger uygulama aanlarn ise
kagit ve klspe endustrisi, atik giderilmesi, medikal/ilag endlstris, protoplast Uretimi,
genetik muhendigligi ve kirliligin giderilmesini icermektedir (Bhat ve Bhat, 1997).
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Gida endustrisinde selllazlar;

Tohumlardan yagin ve meyve sularinin ekstraksiyonunda,

Meyve sularnin berraklastirilmasinda,

Hububatlarin  homojen su absorbsiyonunun ve su emme etkinliginin
artirilmasinda,

Soya sosu ve miso gibi fermante edilmis soya faslilyes gidalarimin Gretiminde
soya fastilyesinin disinin uzaklastirilmasnda,

Hindistan cevizi ve soya fasiilyesindeki proteinlerin izolayonunda,

Miar vetath patatesten nisastanin etkili bir sekilde izolasyonunda,

Sindirimini artirmak icin deniz yosununun artirilmasnda,

Deniz yosunundan agar ekstraksiyonunda,

Gida katki maddesi olarak kullanilan ezilmis lignosel tilozun parcalanmasinda
Fermente gidalarin besin degerinin gelistirilmesinde,

Corbakarisimlan ve kuru yiyeceklerin rehidrasyonunun artirilmasinda,

Selulozik atiklardan sellooligosakkaritlerin, glukozun ve diger ¢ozinir sekerlerin
Uretiminde,

Cesnilerin, enzimlerin, polisakkarit ve proteinlerin agiga gcikmasim saglamak icin
hiicre duvarinin uzaklastirlmasinda kullaniimaktadir (Beguin ve Aubert, 1993;
Coughlan, 1985; Coughlan, 1985; Mandels, 1985).

Birave sarap endistrisinde selUlazlar;

Dusuk kalitedeki arpada mevcut olan 3-1,3 ve $-1,4 glukanlarin hidrolizinde
Biranin filtrasyonunda,

Saraplarin aromalarinin artirilmasnda kullanlir.

B-1,3 ve B-1,4 glukanazlan Ureten rekombinant mayalar uzun zamandir bira
endustrisinde kullamimaktadirlar (Beguin ve Aubert, 1993).

Hayvan yemi endistrisnde sellilazlar;

Gevis getiren ve tek mideli hayvanlarin yiyeceklerinin zenginlestirilmesinde,
Hububat tanelerinin kabuklarinin ¢ikarilmada lignoseltilozik materyalin 6n
muamelesinde kullanilir. BOylece gevis getiren ve tek mideli hayvanlar bu
yiyecekleri kolaylikla sindirebilirler (Mandels, 1985).

Baska bir ilgin¢ uygulama da hayvanlarin sindirim bolgelerine gerekli selllaz
yayabilen transgenik hayvanlarin Uretimi ve lifli gidalarin etkili bir bigimde
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sindirimine yardim etmek icin seltlaz genlerinin klonlanmasinda kullanilir
(Beguin ve Aubert, 1993).

Tekstil endistrisinde seltlazlar;

o Kot fabrikalanindaki kotlarin renklerinin 6n soldurma islemlerinde boyanin

fazlasinin uzaklastirilmas nda (biyotaslama),

e Pamuklu Urinlerde bircok ykama dongusinden sonra agiga ¢cikan

mikrofibrillerin uzaklastirilmas nda,

e Pamuklu Urdnlerin renk parlakhgimin ve yumusakliginin geri kazamilmasnda

kullanilir (Beguin ve Aubert, 1993; Mandels, 1985).

Ilave olarak ya seliilazlar ya da glukanaz karisimlar: bitki ve mantar protoplastiarimn
uretiminde de kullanlir (hibrit sus Gretimi) (Bhat vd., 1990). Aynca seltlazlar bitkideki
karbohidrat polimerlerinin enzimatik hidroliz mekanizmasini aydinlatiimas: icin de
oldukca onemlidir (Baht ve Bhat, 1997). Kisacasi selUlazlarin genis bir kullamm
potansiyeli vardir. Ancak gelecek calismalar seltilazin ticari potansiyelinin ve 6zelliklerinin

gelistirilmes yoniunde ol acaktir.

1.10. Lepista flaccida Makromantarinin Ozellikleri

Yenilebilir bir mantar olan Lepista flaccida (Sowerby : Fr.) Pat. (Clitocybe flaccida
(Sowerby : Fr.) P. Kumm.), orta boyda, etli ve sarimtirak kahverenginde ve huni seklinde
bir sapkaya sahiptir. Tek veya kicik takimlar halinde kozalakli agac diplerinde ya da daha
nadiren genis yaprakl agac diplerinde yetisir. Genellikle yaz ile sonbahar aylarinda yetisir.
Mantarin sapkast 5-9 cm capindadir ve gencken gri renkte, purizsiz ve yassilasmis
haldedir. Olgunlastiginda ise sarimtirak kahverengine doner ve konveks bir sekil alir.
Sapkanin i¢ kisminda bulunan lameller ise soluk sar1 renkte, genis ve sik bir sekilde
bulunmaktadir.

Sap kismi 2-5 cm boyunda ve 0,5-1 cm genisligindedir. Sapka ile aym renkte olan
sap kismu ince ve lifli iken yukariya dogru purizstizlesmektedir. Sap etli soluk sar1 renkte

veici bostur (Kranzlin, 2005).
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Sekil 4. Lepista flaccida mantarinin friktifikasyon organlan

1.11. Callsmanin Amaci

Enzim teknolojisinin gunimizde giderek gelismesi, Urinlerin kullanim aanlarimn
cesitliligi ve ekonomik degerlerinin gok yuksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endustriyel enzimlerle ilgili aamnda yapilan cesitli arastirmalar daha da ©6nem
kazanmaktadir. Endistriyel enzimler cok c¢esitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay:
Ozellikle mikrobiyal kokenli olanlar icin gelen talep strekli artmaktadir. Enzim katalizli
reaksiyonlar, aternatifleri olan yorucu ve pahali kimyasal reaksiyonlardan daha caziptir.
Enzimler, gida, sit drdnleri, ilag sanayisi, deterjan, tekstil ve kozmetik endustrileri gibi
bircok alanda kullarnilmaktadir.

Selllazlar Uzerine yapilan calismalar son yUz yilda blyUk bir hiz kazanmustir.
Onemli ilerlemeler seliilazin Uretiminin, seliiloz yikiminin biyokimyasimn anlasilmas,
selilaz geninin ekspresyonu ve klonlanmas ve bazi selilazlarin ¢ boyutlu yapisnin
belirlenmes  yonindedir. Aynca selllazlarin potansiyel endustriyel uygulamalar da
belirlenmistir. Selllazlann ticari potansiyelinin gelistiriimes Oniindeki 6nemli  engel
selilaz Uretiminin verimliligi, kararlilig, 6zgunligl ve maliyetidir. Bu ylzden gelecek
calismalar bu sorunlari giderebilecek calismalara odaklanmalidir. Calismalar ayrica
mevcut ve yeni selllazlarin ticari potansiyellerinden yararlanmay1 amaclamalidir (Bhat ve
Bhat, 1997).
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Bu calismanin amaci, Trabzon'un Hidirnebi Yaylasindan toplanan Lepista flaccida
mantar tiriinden seltilaz sistemi enzimleri olan B-glukozidaz ve endoglukanazin amonyum
sulfat goktirmesi ile kismi saflastiriimas: ve kismen saflastirilan enzimlerin biyokimyasal
olarak karakterizasyonudur. Enzimler gradiyentli amonyum sllfat ¢oktirmes ile kismen
saflastinlmistir. Enzimlerin karekterizasyon calismas: kapsaminda optimum pH, optimum
scaklik, 1al ve pH kararliligi, metal iyonlarin ve ¢esitli kimyasal maddelerin etkisi,
substrat  konsantrasyonun aktivite Uzerine etkisi incelenerek bazi kinetik sonuglara

ulasilmistir. BoOylece kismen saflastirilan enzimlerin biyokimyasal 6zellikleri ortaya
konulmustur.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Caismada kullanilan cihazlar Tablo 5 de verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adh Firma Model

Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25

Protein Elektroforezi Owl Separation Systems ~ P8DS

SantrifUj Hettich Zentrifugen Rotina35 R

Mikrosantrifdj Sigma 1-14

Jel Goruntileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Kuru Hava Banyolu inktbator Nive EN400

Mikrottpler igin Termal Sallayic  Boeco TS-100 Thermo Shaker

Saf Su Cihazt Sartorius Arium 611UV

Ligasyon Firtnm Nive ES110

Hava Banyolu Calkalayici
pH Metre

Buz Makines

Vorteks

Buzdolabi

Terazi

Mikrodalga Firin

Derin Dondurucu

Barnstead/L ab-Line
InoLab

Hoshizaki
Thermolyne

Profilo

Ohaus

Regal

Regal

MaxQ Mini 4450 Shaker
WTW pH 720
FM-80EE

Type 37600 Mixer
BD4303ANFE

Pioneer

RMD-17

RDD-1280
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2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 6’ de verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme Firma
4-Nitrofenil -B-D-glukopranozit Sigma

4-Metilbelliferilum-p-D-glukopiranozit  Sigma
Diger kimyasal maddeler ve ¢oziciler  Fluka, Sigma, Merck

2.1.3. Cozeltiler ve Tamponlar

Deneysdl calismalar esnasinda kullanilan bitin ¢ozeltiler saf su ile hazirlanmigtir.

2.1.3.1. Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH icinde %2 (a/h) Na>COs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,CO; saf suile ¢ozulUp hacmi 100 mL’ ye tamamland: ve 4 °C’ de sakland:.
Lowry B Cozdltisi (%1 CuS04.5H20 c¢ozdltis): 1,0 g CuSO4.5H20 saf su ile
¢OzUlUp hacmi 100 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de sakland1.

Lowry C Cozeltis (%2 NaK tartarat ¢ozeltis): 2,0 g NaK tartarat saf su ile
¢OzUlUp hacmi 100 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de sakland.

Lowry D Cozeltisi: 1 kissm Lowry B ve 1 kisim Lowry C Kkaristinlarak
hazirland:.

Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A kanstinlarak hazirland.
Sigir Serum Albtimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile ¢oziltp
hacmi 5 mL’ye tamamland ve 4 °C’ de sakland:.

0,1 N NaOH icinde %0,1 (a/h) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf suile
¢OzUlGp hacmi 100 mL’ye tamamlandh ve 4 °C’ de sakland.



21

2.1.3.2. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e AyirmaJeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris 200 mL saf suda ¢ozuldd,
pH’ s 8,8 e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de saklandi.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris 200 mL saf suda ¢ozuldu,
pH’ s 6,8’ e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de sakland:.

e SDSCozdtis (%10): 10 g SDS saf suda ¢ozultp hacmi 100 mL’ ye tamamland.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢ozultp hacmi 10
mL’ye tamamland: ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’ de sakland:.

e N,N,N',N-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.

o Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢zl Up hacmi 100 mL’ye tamamland: ve 4 °C’ de saklandi.

e Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliserolin hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmas ile hazirland:.

e Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢ozuldu ve hacmi
10 mL’ ye tamamlandi.

e SDSPAGE Yukleme Cozdtisi: 150 uL 1 M TrissHCI (pH 6,8), 400 pL %10
SDS, 100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL
B-merkaptoetanol’ tin kanstirilmas ile hazirlandi ve kiguk kisimlara ayrilarak -20
°C’ de sakland.

e SDS-PAGE Yuritme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklagik 480 mL saf
suda ¢ozuldukten sonra Gizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3'e
ayarland: ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ ye tamamland.

e Dogad PAGE Yikleme Cézeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 uL %0,1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmas ile
hazirlandh ve kugik kiamlaraayrlarak -20 °C’ de saklandh.

e Doga PAGE Yuritme Tamponu: 7,2 g Trisve 1,5 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda ¢oOzuldukten sonra pH 8,3'e ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamlandh.

e Jel Boyama Cozeltis: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250'nin 62,5 mL glasiyal

asetik asit ve 93,5 mL metanol icinde ¢ozilmesi ile hazirland.
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Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600

mL saf suyun karistirilmastyla hazirlandi.

2.1.3.3. Tampon Cozeltiler

A Cozdtisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su
ile ¢ozUlUp hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirland:.

B Cozdtis (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 890 g
NaeHPO4.2H,O' nun saf su ile ¢ozllip hacminin 250 mL’ye tamamlanmast ile
hazirlanch.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A c¢ozeltisi ile 19,7 mL B
cozeltis kansimindan 20,8 mL aimp saf su ile hacminin 50 mL’ye
tamamlanmas ile hazirlandh.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A c¢ozeltis ile 38 mL B ¢ozdtis
karisimindan 18,1 mL almip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirlanch.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A ¢0Ozdltisi ile 51 mL B ¢ozeltis
karisimindan 16,6 mL aliip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirlandi.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A cozdtis ile 62,6 mL B
gozeltis kansimindan 153 mL awmmp saf su ile hacminin 50 mL’ye
tamamlanmas ile hazirlandh.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A ¢0Ozdltisi ile 81 mL B ¢ozdltis
karisimindan 13,8 mL almip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirlandi.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 8,0): 2,8 mL A cozeltisi ile 97,2 mL B ¢ozeltis
karisimindan 12,69 mL alinmip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlanch.

TrisHCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
cozuldikten sonra pH's 1 N HCI ile 8,0'e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye

tamamland.
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e TrisHCl Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
cozuldikten sonra pH's 1 N HCI ile 9,0'a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandh.

e Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7,0): 0,1670 g KH,PO, ve 0,1346 g K,HPO,
yaklasik 90 mL saf suda c¢ozildikten sonra pH'st 7,0'a ayarland: ve hacmi 100
mL’ye tamamlandh.

e Glisin-HCI tamponu (50 mM, pH 2,0): 0,375 g glisin saf suda ¢ozuldukten sonra
pH’ s 2,0’ aayarlandiktan sonra hacmi 100 mL’ye tamamlandi

e Glisin-HCI tamponu (50 mM, pH 3,0): 0,375 g glisin saf suda ¢ozuldikten sonra

pH’ s 3,0’ a ayarlandiktan sonra hacmi 100 mL’ye tamamland.

2.1.3.4. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullamlan Diger
Cozeltiler

e p-nitrofenil-3-D-glukopiranozit (4 mM stok): 0,060 g p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit 50 mM, pH 5,0 Mcilvaine tamponunda ¢ozilip hacmi 50 mL’ye
tamamlandh.

e p-nitrofenil-B-D-glukopiranozit (10 mM stok): 0,075 g p-nitrofenil--D-
glukopiranozit saf suda ¢ozilerek hacmi 25 mL’ ye tamamland.

o 4-Metilbeliferilum-p-D-glukopiranozit (%0,1): 0,1 g 4-Metilbelliferilum-B-D-
glukopiranozit 50 mM, pH 5,0 Mcilvaine tamponunda ¢6zul ip hacmi 100 mL’ye
tamamlandh.

e Sodyum karbonat ¢ozeltisi (0,1 M): 2,65 g sodyum karbonat saf suda ¢ozulerek
hacmi 250 mL’ye tamamlandh.

e Karboksi metil seliloz (CMS) c¢ozdtis (%1): 1 g CMC 50 mM, pH 5,0
Mcilvaine tamponunda ¢ozul ip hacmi 100 mL’ ye tamamland.

o Karboks metil seltloz (CMS) ¢ozeltisi (25 mg/mL): 2,5 g CMC saf suda ¢ozulp
hacmi 100 mL’ye tamamlandh.

o CoOzelti A: 22 mL, %10'luk NaOH c¢ozeltisi Uzerine, az miktarda saf suda
¢Ozinmus olan 10 g fenol ilave edildi ve ¢cozeltinin hacmi saf suyla 100 mL’ye
tamamland.

o Cozdti B: 6,9 g sodyumbistilfit 69 mL Cozelti A’ da ¢ozulda.
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e CoOzelti C: 300 mL %4,5 NaOH, 225 g Na-K tartarat ve 880 mL %!1'lik
3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) kanstirildi.

e DNS Cozeltisi: Cozelti B ve Cozelti C kanistirilarak DNS ¢Ozeltisi hazir hade
getirildi.

2.2. Deneysel Calismalar

2.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Lepista flaccida mantarindan 3 farkli pH’ da ekstraksiyon tamponu kullanilarak (5,0,
7,0 ve 9,0) ham enzim Ozitleri hazirlandi1 (Cakmak., 2008). Bunun icin asagidaki islemler
yapildi.
e Mantar numunesnden 50'ser g drnekler alinarak sivi azot icerisinde 15 dakika
bekletildi.
e Her 6rnek ayn ayrt havanda dovildu ve her birine 2 mM EDTA, 2 mM MgClo,
1 mM PMSF iceren asetat (pH 5,0), fosfat (pH 7,0) ve Tris-HCI (pH 9,0)
tamponlarindan 50’'ser mL ilave edildi.
e Her bir karisim 4 kath tlbentten stizildi ve elde edilen stizintller, 4 °C’de,
20.000 rpm’'de 30 dakika santrif(j edildi. Elde edilen slipernatan ham enzim

ozutl olarak kullanild.

2.2.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

L. flaccida ©6zUtindeki B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri, sirasiyla
p-nitrofenil-p-D-glukopiranozit (pNPG) ve karboksimetil seliloz (CMS) kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

B-glukozidaz aktivitesinin tayini igin, 200 pL substrat ¢ozeltis (4 mM stok) Uzerine
200 pL enzim gozeltis ilave edildi ve elde edilen karisim 37 °C'de 20 dakika inkibe
edildi. Inkibasyon sonunda, 1,2 mL NaCO; (0,1 M) cozeltisi eklenerek reaksiyon
durduruldu ve 410 nm’'de absorbans olculdi (Gunata ve Valier., 1999). 1 U enzim
aktivites, 1 dakikada 1 nmol p-nitrofenol olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg

protein basina enzim Unitesi olarak tarumlandh.
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Endoglukanaz aktivitesinin tayini icgin, 400 pL substrat ¢cozeltisi (%1 stok) tzerine
400 pL enzim cozeltisi ilave edilerek elde edilen karisim 37 °C’ de 30 dakika inkilbe edildi.
400 pL DNS c¢ozeltis eklendikten sonra elde edilen karisim, kaynar su banyosunda
5 dakika ve buz icinde 10 dakika bekletildi ve 540 nm’de absorbanslar olculdu (Miller,
1959). 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 pmol Ortin olusturan enzim miktari, spesifik

aktivite ise mg protein basina enzim tnitesi olarak tammlandh.

2.2.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

L. flaccida mantarindan B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri icin belirlenen
uygun pH degerlerinde hazirlanan ham enzim 6zitlerine, %10-80 (a/h) arasinda gradientli
amonyum silfat ¢oktirmes uygulandi ve her bir enzim icin belirlenen konsantrasyon
araliklarinda spesifik aktiviteleri hesaplandi (Rashid ve Siddiqui, 1997). Bunun i¢in ham
enzim Ozitleri oncelikle nihai konsantrasyonu %10 (a/h) olacak sekilde kati amonyum
silfatla 4 °C’de yavasca karistirilarak muamele edildi ve karistirma islemine 2 saat daha
devam edildi. Karisimlar, 4 °C’de 20.000 rpm’ de 30 dakika santiflj edildikten sonra dde
edilen cokelekler, B-glukozidaz icin fosfat (50 mM, pH 7,0) ve endoglukanaz icin asetat
(50 mM, pH 5,0) tamponlarinda ¢ozuldl. Sipernatanaise, %20’ lik (a/h) ¢coktirme yapmak
icin uygun miktarda kat1 amonyum siilfat eklendi ve magnetik karistiricida yaklasik 2 saat
karistinldi. Kansim 4 °C’de 20.000 rpm’de 30 dakika santifij edildi ve ede edilen
cokdekler uygun tamponlarda ¢ozuldi. Sonraki basamaklarda, %80’ lik ¢oktirmeye kadar
aynm islemler tekrarlandi ve her seferinde elde edilen ¢okelekler uygun tamponlarda
¢Ozulerek gerekti ginde aktivite tayinlerinde kullanilmak tizere -20 °C’ de saklandh.

2.2.4. Amonyum Siilfat ile Kismi Saflastirma ve Diyaliz

Uygun konsantrasyonlardaki amonyum siilfat ile ¢oktirme araliklar: belirlendikten
sonra bu araliklarda elde edilen ¢okelekler uygun tamponlarda ¢ozildi. Hazirlanan enzim
cOzeltileri bir gece boyunca aym tampona karsi diyaliz edilerek c¢oOzeltilerden tuzun

uzaklasmasi saglandi (Zhang vd., 2007).
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2.2.5. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna goére gerceklestirildi (Lowry vd., 1951). Protein

standardi olarak sgir serum abtimin (BSA) kullamldi.

Kalibrasyon grafigi ¢cizmek icin hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney
tuplerine sirasyla 10, 20, 30, 40 ve 50 uL ilave edildi. Bu sekilde BSA'nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmaktadhr.

Baska bir deney tuptine enzim ¢ozeltisinden 10 pL ilave edildi.

Standartlara ve 6rnege hacimlerini 500 pL’ye tamamlayacak sekilde 0,1 N NaOH
icindeki %00,1 (a’h) SDS c¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.

Her bir tipe 1 mL Lowry E c¢ozeltis ilave edilip vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oramnda seyreltiimis olan Folin
Reaktifi’ nden 100 L ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.
650 nm'de absorbanslar okundu ve kalibrasyon grafig cizilerek enzim

cozeltisinin proteinin konsantrasyonu hesapland.

2.2.6. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile B-Glukozidaz

Aktivitesinin Ortaya Konulmasi

Dogad PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5'lik yigma jeli ve %8'lik
ayrmajeli kullanilarak gerceklestirildi. Aywrmajeli %0,1 MUG icerecek sekilde hazirland:
(Tablo 7).

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal PAGE yuritme tamponu ile

dolduruldu. Yaklasik 35 pg protein dogal PAGE yukleme ¢ozeltisi ile karigtinlip Hamilton

siringas: yardim ile kuyucuklara yuklendi. Elektroforez tnitesi buz dolu bir kabin igine

yerlestirilerek, boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 20 dakika 20 mA’de,

daha sonra da ayirmajelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’ de yaritaldi.
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Tablo 7. Doga PAGE bhilesenleri

%5’ lik Yigma Jeli %8’ lik Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 2,7
%30’ luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 2,7
% 0,1 MUG 2,0
1,0 M Tris(pH 6,8) 0,5
1,5M Tris(pH 8,8) 2,5
%10'luk APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,006

Elektroforez islemi gerceklestirildikten sonra jel, 15 mL, 100 mM pH 5,0 Mcilvaine
tamponu ile U¢ kez yikandi. Yikanan jel, %0,1'lik MUG cozeltisi icinde 37 °C'de
30 dakika inkube edildi ve Kodak Gel Logic 200 Imaging System kullanilarak UV 151k
altindaincelendi (Hu vd., 2006).

2.2.7. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

L. flaccida B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri Uzerine pH'in etkisini
incelemek amaciyla 50 mM’l1k Glisin-HCI (pH 2,0, 3,0), Mcilvaine (pH 3,0-8,0) ve Tris-
HCI (pH 8,0, 9,0) tampon sistemleri kullamlarak ayri ayr1 aktivite tayinleri yapildi.

Sonuglarnn degerlendirilmesi ile optimum pH degerleri belirlendi (Hu vd., 2006; Lee vd.,
2007).

2.2.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

L. flaccida B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri Uzerine sicakligin etkisini
incelemek amaciyla 10-80 °C sicaklik araliginda 10 derecelik artiglarla aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Hazirlanan reaksiyon karisimlari su banyosunda belirlenen sicakhk
degerlerinde B-glukozidaz icin 20 dakika, endoglukanaz icin 30 dakika inkiibe edilerek
aktivite tayinleri yapildi. Sicakliga kars1t %Bagil aktiviteler grafige gegirilerek optimum
scaklik degerleri belirlendi (Hu vd., 2006; Lee vd., 2007).
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2.2.9. pH Kararhhgimn incelenmesi

B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin pH kararliligini incelemek amaciyla,
enzim cozeltileri ayri ayrn 50 mM glisin-HCI (pH 2,0), Mcilvaine (pH 3,0-8,0) ve Tris-HCI
(9,0) tamponlar ile 1:1 oraninda karistirilch. Enzim-tampon karisimlar: 4 °C’de 24 saat
inkube edildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Aym
sekilde hazirlanmis fakat inkibe edilmemis enzim-tampon karisimlarimin optimum sartlar
altinda aktiviteleri %100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanarak inklbe edilen
enzimlerin %okalan aktiviteleri hesapland: (Hu vd., 2006; Nazir vd., 2009).

2.2.10. Is1l Kararhhgin incelenmesi

Enzimlerin isil kararliligim incelemek amaayla, enzim c¢ozeltileri 10 °C’lik artiglarla
birlikte 10-70 °C araliginda su banyolarinda ayr1 ayri 30 dakika, 6, 12, 24 ve 48 saat
sireyle inktbe edildi. Bu slrenin sonunda enzim ¢ozeltisi buz icine ainarak 5 dakika
bekletildi ve buzdan c¢ikartilip oda sicakligina kadar 1anmasi beklendi. Daha sonra

optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ist ile hic muamele edilmemis
enzimin aktivites %100 olarak kabul edilerek, inkibe edilen enzimlerin %kalan

aktiviteleri hesaplandi (Hu vd. 2006; Nazir vd.2009).

2.2.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

L. flaccida B-glukozidaz aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisini
incelemek amaaiyla degisen pNPG konsantrasyonlarinda (0,1-2,5 mM) ve optimum sartlar
altinda enzim aktiviteleri tayin edildi (Turan ve Zheng, 2005). Elde edilen sonuclara gére
hiz degerleri hesaplandi ve Lineweaver-Burk grafigi cizilerek Km ve Vimas degerleri
belirlendi.

Endoglukanaz aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek
amaciyla ise degisen CM S konsantrasyonlarinda (5-15 mg/mL) ve optimum sartlar atinda
enzim aktiviteleri tayin edildi (Oyekolavd., 2006). Elde edilen sonuclara gore hiz degerleri
hesapland: ve Lineweaver-Burk grafig cizilerek K., ve Vias degerleri belirlendi.
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2.2.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlanmn Etkisi

L. flaccida B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri Uzerine bazi metal iyonlarinin
etkisini incelemek amactyla Hg*, Co*", Cu®, Mn?*, Zn*", Na" ve Li* iyonlarinin klorir
tuzlamn 100 mM’hik stok coOzdtileri hazirlandi. Metal iyonlarimin  reaksiyon
karisimindaki son konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde ve optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen karistmin aktivites %100 olarak kabul
edilip metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesapland: (Kim vd., 2006; Li vd.,
2005).

2.2.13. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarn Etkisinin Incelenmesi

L. flaccida B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri Uzerine bazi kimyasallann
etkisini incelemek amaciyla, 100 mM’lik etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
fenilmetanstlfonil florir (PMSF) ve B-merkapto etanol; 50 mM’lik DL-ditiyotreitol (DTT)
ve %30’ luk sodyum dodesi| siilfat (SDS) ¢ozeltileri hazirlandi. Kimyasallarin reaksiyon
karisimindaki son konsantrasyonlari 1 mM ve 10 mM veya %1 ve %10 olacak sekilde
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kimyasal icermeyen karigimin
aktivites %100 olarak kabul edilip, kimyasallarin ilaves durumunda %kalan aktiviteler
hesapland: (Hayashi vd., 1999; Ding vd., 2002).



3. BULGULAR

3.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

B-glukozidaz ve endoglukanaz aktivitelerinin  belirlenmesi  icin, Lepista
flaccida' dan uygun miktarda ainarak 3 farkli pH'da (5,0, 7,0 ve 9,0) ham enzim 6zitu
hazirlandi. Hazirlanan her enzim 6zitinde B-glukozidaz aktivites hem spektrofotometrik
hem de elektroforetik olarak, endoglukanaz aktivitesi ise spektrofotometrik olarak
belirlendi. Buna gore, B-glukozidaz igin ham enzim 6zitinun hazirlanma pH's 7,0 ve
endoglukanaz icin 5,0 olarak belirlendi (Sekil 5 ve Tablo 10). Doga jel elektroforez
gorunttst incelendiginde pH 5,0 ve pH 7,0'de 3 bandin ve pH 9,0'da ise 2 bandin varlhig
gbzlenmistir. Bu bantlarin varligi, 4-Metilbelliferilum-p-D-glukopiranozit hidrolizinden
sorumlu bir enzimin izomerleri halinde bulundugunu veya benzer aktiviteye sahip

enzimlerin varligim géstermektedir.

1 2 3

Sekil 5. Farkli pH’larda hazirlanmis Lepista
flaccida ham 6zUtlerindeki B-glukozidaz
enziminin dogal jel elektroforezi 1) pH
5,0, 2) pH 7,0, 3) pH 9,0.



31

Tablo 8. Lepista flaccida dan hazirlanan ham enzim o6zitlerinde B-glukozidaz ve
endoglukanaz enzimlerinin farkli pH’lardaki ekstraksiyonlarimin % bagil
aktivite sonuclar

B-glukozidaz Endoglukanaz
PH Bail Aktivite (%) Bagl Aktivite (%)
5.0 42 100
7.0 100 60
9,0 98 27

3.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

B-glukozidaz ve endoglukanaz icin belirlenen uygun pH’larda hazirlanan ham enzim
Ozutlerine %10-80 arasinda gradientli amonyum sllfat ¢oktirmes yapildi. Her
¢coktirmeden sonra elde edilen cokelekler uygun tamponlarda ¢ézildi ve bu 6rneklerde
aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen sonuglardan spesifik aktivite degerleri hesaplandi.
Bulunan degerler Tablo 9'de verilmektedir. Buna gore; B-glukozidaz icin %20, 30 ve
40’k (alv) amonyum sllfat coktirmeleri ve endoglukanaz icin %70 ve %80'lik (a/v)
amonyum sllfat coktirmeleri uygun coktirme miktarlari olarak belirlendi. Bu
coktirmelerden elde edilen cokelekler her bir enzim icin uygun tamponlarda ¢ozilerek

enzim 6zutl olarak kullanild.

Tablo 9. Lepista flaccida B-glukozidazi ve endoglukanazi icin amonyum silfat

¢coktirmeleri
Amonyum sillfat  B-glukozidaz Spesifik  Saflastirma Endoglukanaz Spesifik Saflastirma
miktari (%,alv)  aktivite (U/mg protein)  Katsayis  aktivite (U/mg protein) Katsayisi
Ham ozt 34 1,0 155,7 1,0
%10 21 0,6 31,8 0,2
%20 10,1 3,0 130,4 0,8
%30 16,4 5,0 74,2 04
%40 10,4 3,0 90,9 1,2
%50 — — 72,1 05
%60 6,4 1,9 86,4 0,6
%70 55 1,6 2202,1 14,2
%80 8,9 2,6 1035,3 6,6

%90 — — 506,2 3,2
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3.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Amonyum sllfat ¢oktirmesi sonrasi elde edilen enzim 6zitundeki B-glukozidaz
varh@ aynca doga poliakrilamid jel elektroforezi ve substrat boyama ile ortaya konuldu.
Elektroforez sonrasinda je&l %0,1'lik MUG ile boyandi ve UV 1s1k atinda goértntilenen
jelde ham enzim Ozitinde Ug bant ve ¢oktirmeden sonraki enzim 6zdtiinde ise tek bandin

varlig gozlendi (Sekil 6).

1 2

Sekil 6. Amonyum siilfat coktirmes sonras elde
edilen enzim Ozutindeki B-glukozidaz
aktivitesinin  dogal jel  elektroforez
gorintisii. 1) Ham enzim 06zith, 2)
Amonyum siilfat ¢oktirmes sonraa elde
edilen enzim ¢ozeltisi

3.4. Kismi Olarak Saflastirilan B-Glukozidaz ve Endoglukanaz Enzimlerinin
Biyokimyasal Olarak Karakterizasyonu

L. flacida ham enzim 6zUtinden amonyum sllfat ¢oktlirmes sonucu kismi olarak
saflastirilan  B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin  biyokimyasal  olarak
karakterizasyonu asagida basliklar halinde verilen parametrelerin  incelenmesiyle
gerceklestirilmistir.
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3.4.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisinin Incelenmesi

Kismen saflastirllan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin optimum pH
degerlerini belirlemek icin, farkli pH degerlerinde (2,0-9,0) tamponlarin kullamimasiyla
ayn ayn aktivite tayinleri yapildi ve spesifik aktivite-pH grafikleri cizildi.

Sekil 7'de verilen grafikten yararlanarak kismen saflastirilan p-glukozidazin Glisin-
HCI tamponunun kullanildign pH 3,0 ve Mcilvaine tamponunun kullanildigi pH 4,0
degerlerinde en yiksek aktiviteleri gosterdigi ve degerlerinin birbirine oldukga yakin
oldugu tespit edildi. Bu sonuclardan yda ¢ikarak enzim icin pH 3,0 ve 4,0 degerlerinin
optimum pH degerleri oldugu sOylenebilir. Degerlerin birbirine oldukga yakin oldugu goz
Onlne alindh ve gergeklestirilen karakterizasyon calismalarinda pH'st 4,0 olan Mcilvaine

tamponunu kullanildh.

120
—&— Glisin-HCI tamponu
100 - o
—&— Mcilvaine tamponu
~ & —&— Tris-HCI tamponu
X
e
N’
2
z ¥
R
]
= 40"
=]
<
=]
20 .
0 T T T T T T T T
10 20 30 40 50 6,0 7,0 80 9,0 100

pH

Sekil 7. Lepista flaccida’ dan kismen saflastinlan B-glukozidaz enzimine ait %bagl
aktivite-pH iliskisi

Sekil 8den yararlanarak kismen saflastirilan endoglukanaz enziminin Mcilvaine
tamponunun kullanmldigi pH 4,0 degerinde en yuksek aktiviteyi gosterdigi tespit edildi. Bu
sonugtan yola gkarak enzimin optimum pH degerinin 4,0 oldugu sGylenebilir.
Gerceklestirilen karakterizasyon calismaarinda pH'st 4,0 olan Mcilvaine tamponunu

kullanildh.
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Sekil 8. Lepista flaccida’ dan kismen saflastinlan endoglukanaz enzimine ait %bagl
aktivite- pH iliskisi

3.4.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisinin Incelenmesi

Kismen saflastinlan ve endoglukanaz enzimlerinin optimum sicaklik degerlerini
belirlemek icin 1080 °C sicaklik araliginda 10'ar derece araliklarla aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Elde edilen sonuclara gore % bagil aktiviteye karsi scaklik degerleri
grafige gecirildi.

Sekil 9te kismen saflastirlan B-glukozidaz enziminin 40 ve 60 °C'de yuksek
aktivite gosterdigi tespit edildi ve aktivitenin en yiksek oldugu sicaklik degeri olan 60 °C
B-glukozidaz enzimi icin optimum sicaklik olarak belirlendi.

Sekil 10da kismen saflagtirilan endoglukanaz enziminin 50 ve 60 °C’'de yuksek
aktivite gosterdigi tespit edildi ve aktivitenin en yiksek oldugu sicaklik degeri olan 50 °C

endoglukanaz enzimi icin optimum sicaklik olarak belirlendi.
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Sekil 9. Lepista flaccida’ dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait %bagil
aktivite-scaklik grafigi

Bagil aktivite (%)
3

40 |
20 -
o T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 10. Lepista flaccida’dan kismen saflastirilan endoglukanaz enzimine ait
%bagil aktivite-acakhk grafigi

3.4.3. pH Kararhhgimn incelenmesi

Kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzim ¢ozeltileri 1:1 oranlarinda
farkl pH’lardaki tamponlarla karistirildi. Elde edilen 6zit-tampon karisimlarindan uygun

miktarlarda ainarak reaksiyon karisimlar: hazirland: ve aktivite tayinler gergeklestirildi. 4
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°C'de 24 saat inklbe edilen dzut-tampon karisimlarindan da uygun miktarlarda alinarak
resksiyon karisimlari hazirlandh ve aktivite tayinleri gerceklestirildi. Baslangi¢ ve 24 saat
inkiibasyon sonucu elde edilen aktiviteler karsilastinlarak %kalan aktivite-pH grafikleri
cizildi.

Sekil 11'de kismen saflastirnnlan p-glukozidaz enziminin denenen tim pH
degerlerinde aktivitesini hemen hemen hi¢ kaybetmedigi yani oldukga kararli bir profil
sergiledigi gorulmektedir.

Sekil 12'de kismen saflastirilan endoglukanaz enziminin denenen pH degerlerinde
aktivitesinin onemli dlglide degismedig, Ozellikle optimum pH degeri olan pH 4,0 ve
pH 5,0 degerlerinde aktivitenin %90 oraninda, diger pH degerlerinde ise yaklasik %70-80
oraminda korundugu gorilmektedir.

H 0. saat
100+
O 24. saat
-
S
)
z 0
~—
=
= 407
=
g 20+
0,

2,0 3,0 4,0 50 6,0 70 8,0 9,0
pH

Sekil 11. Lepista flaccida’ dan kismen saflastirilan endoglukanaz enzimine ait %kalan
aktivite-pH iliskisi
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Sekil 12. Lepista flaccida’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait
%kalan aktivite-pH iliskis

3.4.4. Is1l Kararhhk

Kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerine ait 1sil kararlilik
profillerini belirlemek amaayla 6zitler 30 dakika, 6, 12, 24, 48 saat zaman dilimleri ve
10-70 °C'lik (10 derecelik artislarla) sicaklik araliklarinda su banyosunda ayr: ayr: inkiibe
edildi. Bu oOzitler oda sicakhigina kadar sogutulduktan sonra aktivite tayinleri
gerceklestirildi. % Kalan aktiviteler herhangi bir 6n islem uygulanmamis enzim 6zdtinin
optimum sartlarda belirlenen aktivite degerleriyle karsilastirilarak hesaplandi ve grafikler
cizildi.

Sekil 13 den B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin 30 dakika sonunda farkl1
scakliklardaki kalan aktiviteleri verilmistir. B-Glukozidaz enzimi igin aktivite 40 °C'ye
kadar yaklasik %80 korunurken, enzimin optimum scakligi olan 60 °C’'de ise %50
oraminda korunmustur. Endoglukanaz icin ise aktivite 50 °C’ye kadar %85-90 oraninda
korunurken, enzimin optimum sicakligi olan 50 °C’ de ise %95 oramnda korunmustur.

Sekil 14'den B-glukozidaz enziminin 48 saat sonunda aktivitesini 10 °C’de yaklasik
%80 oraninda, 20 ve 30 °C'de ise yaklasik %50 oraminda korudugu gorilmustir. 48 saat
sonunda 40 °C’de B-glukozidaz aktivitesi %20’ ye duserken, 50 °C’ de neredeyse tamamen
kaybolmaktadir. B-glukozidaz enziminin optimum sicakligi olan 60 °C’'de ise 48 saat

sonundaki aktivitenin %40 oraninda korundugu gérilmektedir.
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Sekil 13. Lepista flaccida’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz
enzimlerine ait 30 dakika sonunda elde edilen %kalan aktivite-sicakhik

grafigi
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Sekil 14. Lepista flaccida’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait
%kalan aktivite-sicakl ik grafigi

Sekil 15 den endoglukanaz enziminin aktivitesini 48 saat sonunda 1040 ve 60 °C
araiklarinda %90 oraninda, 70 °C’'de ise neredeyse tamamen kaybettigi gorilmektedir.
Ayrica enzim aktivitesinin 70 °C'de 6 saat sonunda hizl1 bir sekilde dustigl, 48 saat
sonunda ise neredeyse tamamen kayboldugu gorilmektedir. Endoglukanazin optimum

scakligi olan 50 °C’de ise enzim aktivitesi 48 saatin sonunda %90 oraninda azal maktadhr.



39

Aynica 1060 °C araiginda enzim aktivitesinin 6 saat sonunda %80 oraninda, 12 saat

sonunda ise %50 oraninda korundugu gorilmektedir.
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Sekil 15. Lepista flaccida’ dan kismen saflastirilan endoglukanaz enzimine ait
%kalan aktivite-sicakl ik grafig

3.4.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisinin
Incelenmesi

Kismen saflastinlan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzim aktiviteleri Uzerine
substrat  konsantrasyonlarinin  etkisini incelemek amaciyla daha ©nceden belirlenen
optimum sartlarda, fakli substrat konsantrasyonlari kullamlarak aktivite tayinleri
gerceklestirildi. B-glukozidaz icin 0,1-2,5 mM araiginda pNPG ve endoglukanaz icin
5-16 mg/mL araliginda CM S substratlar: kullanld.

Elde edilen aktivite sonuclart kullamlarak substrat doygunluk egrileri cizilmistir.
B-glukozidaz aktivites icin optimum substrat konsantrasyonu 2 mM (Sekil 16),
endoglukanaz igin ise 12 mg/ml (Sekil 17 ) olarak belirlenmistir.
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Sekil 16. pNPG varliginda B-glukozidazin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 17. CMS varliginda endoglukanazin substrat doygunluk egrisi

Kinetik verilerin  belirlenmesi icin ise Lineweaver-Burk grafikleri cizildi.
B-glukozidaz aktivitesi icin pNPG substrati1 varliginda Vs ve K., degerleri srasi ile
5,78 nmol .dak'l.mg'1 protein ve 1,06 mM olarak hesaplandi (Sekil 18). Endoglukanaz
aktivites icin ise CMS substrati varliginda MichaelisMenten grafiginin (Sekil 17)
sigmoidal bir egri ¢tkmasindan dolay:1 Lineweaver-Burk grafigi cizilemedi. Her ne kadar

sigmoidal doygunluk egrisinden 7o'1n yart maksimum oldugu bir substrat degeri bulunsa
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da, enzim hiperbolik MichaglisMenten iliskisini izlemedigi icin bu egri, Ky nin
belirlenmesinde kullanilmamaktadir. Bunun yerine gogunlukla [S]os veya Kqs sembold,
dlosterik bir enzim tarafindan katalizlenen tepkimenin yar1 en yiuksek hizindaki substrat
derisiminin gosteriminde kullamlmaktadir (Nelson ve Cox, 2004). Bu bilgiler 1s1ginda,
substrat doygunluk egrileri (Sekil 17) CMS substrati varliginda, endoglukanaz enzimi igin

[Slos veya Kos degeri 7,7 mg/ml, Vinas degeri ise 25 pmol.dak™.mg™ protein olarak

bulundu.

2,5
2,0 1

1,5 1

1V

1,0 + *

0,5 1

11[S]

Sekil 18. pNPG varliginda 3-glukozidaz aktivitesi igin Lineweaver-Burk egris

3.4.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal iyonlarimn Etkisinin Incelenmesi

Kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzim aktiviteleri Uizerine metal
iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Hg™, Co™, Cu**, Mn**, zn*, Na" ve Li*
iyonlarimin klordr tuzlarimn 100 mM’ ik stok cozeltileri kullamildi. Her iki enzim igin
optimum sartlarda ve reaksiyon karisiminda metal iyonlarinin son kosantrasyonlart 1 mM
olacak sekilde, metal iyonlarinin aktiviteler Uzerine etkileri incelendi (Tablo 8).
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Tablo 10. Lepista flacida’ dan kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz
enzim aktiviteleri Uzerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Metal Iyonu B-glukozidaz Endoglukanaz
(AmM) (% Kaan Aktivite) (% Kalan Aktivite)

Li* 97 92

Na" 98 138
M 103 234
Co™* 8 131
Cu” 103 44
zZn*? 95 33
Hg* 100 93

Kontrol olarak metal iyonu icermeyen reaksiyon karisimlari kullanildi ve bu
karsimlar icin gbzlenen aktivite degerleri % 100 olarak kabul edildi. B-glukozidaz
varlhiginda genel olarak metal iyonlanimin aktiviteyi Onemli derecede etkilemedigi
gorulmustar.

Endoglukanaz varliginda ise; Li* ve Hg?* zayif inhibisyona neden olurken, Zn** ve
Cu® enzimi giiclt bir sekilde inhibe etmektedirler. Co®*, Na' ve 6zellikle Mn** ise degisik
oranlarda enzim aktivitesini artirmaktadrlar.

3.4.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisinin incelenmesi

Enzim ©6zitindeki B-glukozidaz ve endoglukanaz aktiviteleri Uzerine bazi
kimyasallarin etkisini incelemek amaciyla 100 mM EDTA, PMSF, B-merkapto etanol,
50 mM DTT ve %30'luk SDS stok ¢ozeltileri kullarldi. B-glukozidaz ve endoglukanaz
enzimlerinin optimum sartlarinda son kosantrasyonlarn 1 mM ve 10 mM olacak sekilde
yukaridaki kimyasallarin etkisi incelendi (Tablo 11).

Kontrol olarak yukaridaki kimyasallari icermeyen reaksiyon karisimlart kullamld: ve
bu kanisitmlar icin gozlenen aktivite degerleri % 100 olarak kabul edildi. p-glukozidaz
aktivites 1 mM ve 10 mM’lik kimyasallar mevcudiyetinde 6nemli derecede degismemis

fakat SDS mevcudiyetinde hemen hemen tamamen inhibe ol mustur.
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Tablo 11. Lepista flacida’ dan kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzim
aktiviteleri Uzerine bazi kimyasallarin etkisi

B-glukozidaz Endoglukanaz
% Kaan Aktivite % Kaan Aktivite

Kimyasallar (1 mMm) (10 mM) (2 mMm) (10 mM)
DTT 96 97 91 69
PMSF 96 96 97 45
EDTA 102 98 55 40
B-Merkaptoetanol 96 96 52 24

SDS 3 1 Belirlenemedi  Belirlenemedi

Endoglukanaz aktivitesi ise Im M DTT ve PMSF varliginda pek degismezken,
EDTA ve p-Merkaptoetanol varliginda vyari vyarnya azamstir. 10 mM’lik
konsantrasyonlarda ise denenen kimyasallarin farkli oranlarda enzim aktivitesini
dustrdugt gorulmustur. Reaksiyon karisimina SDS eklendi ginde ¢okme gerceklestigi icin

SDs varliginda aktivite belirlenememistir.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Seliloz, bitki hicre duvarinin temel bilesenidir ve dogada en bol bulunan
yenilenebilir enerji kaynagidir. Ayrnica bitki hicrelerine sekil ve yapsal dayaniklilik
kazandirmasinin yamnda, 6zellikle bakteri ve mantar olmak Uzere birgok organizmaicin de
enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Seltloz biyopolimerinin  uygun sekilde
kullamlabilmesi icin bircok bakteri, mantar, maya, bitki ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunan B-glukozidaz ve endoglukanaz gibi selllaz enzimleri tarafindan uygun urtnlere
hidrolizlenmes gerekir (Watchalee vd., 2008). Bu enzim sisteminin dretim maliyeti ve
reaksiyon sartlari kullanildigr enzim bazli biyoddnisiim teknolojilerine uygulanmasin
Onemli olclude etkilemektedir. Bu ylzden yiksek spesifik aktiviteye ve yuksek etkinlige
sahip olan yeni selllolitik enzimlerin kesfedilmesi ve Uretilmesi icin gerceklestirilecek olan
caligmalar oldukca dnemlidir (Sun ve Cheng, 2002).

Bu caismada Lepista flaccida mantarindan hazirlanan ¢zitlerden amonyum slfat
coturmes ile kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimleri karakterize
edilmis ve kinetik verileri elde edilmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 3 ve 4'te verilen organizmalardan elde edilen sonuclarla
karsilastirilmistir. Seltlazlar uzun yillardan beri birgok farkli organizmada calisilmis ve
karakterize edilmistir. Fakat bu calismada bir mantar tiri enzim kaynagi olarak
kullamlci g1 icin daha cok 6nemli bazi mantarlar bu tabloda yer almaktadir.

L. flaccida’ dan farkli pH’larda ham enzim 6zitleri hazirlanmis ve enzim aktiviteleri
incelenmistir. B-glukozidaz ve endoglukanaz icin gerceklestirilen aktivite testleri sonucu
elde edilen sonuclar %bagil aktivite dnsinden hesaplanmistir (Tablo 8). Bu degerler
incelendiginde B-glukozidaz enzimi icin pH 7,0'nin, endoglukanaz enzimi icin pH 5,0'in
uygun ekstraksiyon tamponlari oldugu tespit edilmistir.

L. flaccida’ dan hazirlanan ham enzim 6zitiinde ve amonyum stilfat ¢oktiirmesinden
sonra elde edilen enzim ¢ozeltisinde B-glukozidaz aktivitesini ortaya koymak amac ile
dogal poliakrilamit jel elektroforezi yapilmistir (Sekil 5 ve Sekil 6). Elektroforez
sonucunda ham enzim 6zitlinde t¢ bandin gordlmesi L. flaccida’ da B-glukozidaz enzimin
izoenzimlerinin oldugu sonucunu ortaya koymaktadir. Amonyum silfat ¢oktiirmesinden
sonra ise tek bandin olmasi buylk bir olasilikla izoenzimlerden sadece birinin

cokturildugl ve dolayisi ile elde edilen verilerin sadece bir B-glukozidaz enzimine ait
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oldugu sonucunu gostermektedir. Ayrica enzimin kismen saflastirildigi sonucuna da
ulagilabilir.

Hazirlanan ham enzim 6zt %1090 (a/h) araliginda gradiyentli olarak amonyum
sulfat ile cokturtlmus ve aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerden enzim
saflagtirmanin bir gosterges olan spesifik aktivite ve saflastirma katsayilar1 hesaplanmustir
(Tablo 9). Bu tablodaki spesifik aktivite ve saflastirma katsayilan incelendiginde -
glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin kismen saflastinldig gorilmektedir.

B-Glukozidaz enzimi durumunda ham ekstraktaki spesifik aktivite 3,4 U/mg protein
iken %20, 30 ve 40'lik amonyum siilfat ¢coktirmelerinden sonra bu deger sirasi ile 10,1,
16,4 ve 10,4 U/mg proteine yukselmistir. Diger ¢oktirme yuzdelerinde ise elde edilen
spesifik aktivite degerleri ve saflastirma katsayilari daha dustk oldugu icin enzim %2040
konsantrasyon araligindaki amonyum sllfatla ¢cokturtlerek denemeler gerceklestirilmistir.

Endoglukanaz enzimi durumunda ham ekstraktaki spesifik aktivite 155,7 U/mg
protein iken %70 ve 80'lik amonyum stilfat ¢oktlrmelerinden sonra bu deger sirast ile
2202,1 ve 1035,3 U/mg proteine yukselmistir. Diger ¢oktirme yiizdelerinde ise elde edilen
spesifik aktivite degerleri ve saflastirma katsayilan daha disik oldugu igin endoglukanaz
enzimi %70-80 konsantrasyon araligindaki amonyum silfatla ¢oktirilerek denemeler
gerceklestirilmistir.

Enzimlerin optimum pH degerleri, ekstraksiyon metodu, sicaklik, substratin yapist,
kullanilan tampon sistemi gibi bircok deneysel degisiklikten etkilenir (Whitaker vd., 1994).
B-glukozidaz aktivitesinin pNPG substrati kullanilarak pH’ya bagimliligi incelendiginde
optimum pH degerinin 4,0 oldugu tespit edildi (Sekil 7). pH 4,0-5,0 arasindaki pH
degerleri bircok B-glukozidaz icin benzerdir (Tablo 3). Ornegin, miardan saflastirilan p-
glukozidazin, substrati varliginda 4,8 de optimum aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(Han ve Chen, 2008). Kan portakalindan saflastirilan B-glukozidazin pNPG subtarti
varliginda optimum pH degeri 4,5 olarak belirlenmistir (Balbagallo vd., 2007). Ayrica
beyaz toprak solucamindan (Achatina fulica) saflastirilan B-glukozidazin pNPG subtrati
varligindaki optimum pH degeri 5,0 olarak belirlenmistir (Hu vd., 2006). Bunun yaninda
Pleurotus ostreatus mantarindan karakterize edilen enzimin optimum pH degeri 4,0 olarak
tespit edilmistir (Morais vd., 2002).

Endoglukanaz aktivitesinin  CMS substrati  kullamilarak  pH’ya bagimlilig:
incelendiginde optimum pH degerinin 4,0 oldugu tespit edildi (Sekil 8). Genellikle seltiloz
parcalayict enzimler asidik pH degerlerinde daha aktiftirler. Farkli kaynaklardan
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saflastirilan endoglukanaz enzimleri igin optimum pH 4,0-7,5 arasinda degismektedir
(Tablo 4).

Enzimlerin pH kararliligini incelemek amaciyla enzim oziitleri farkhh pH’larda 4
°C’de 24 saat inklbe edildi. Gergeklestirilen aktivite denemeleri sonrasinda her iki enzim
icin %kalan aktivite-pH profilleri olusturuldu. B-glukozidaz enzimi pNPG substrati
varliginda aktivitesini hemen hemen hi¢ kaybetmemektedir (Sekil 11). Enzimin pH 2,0-9,0
araliginda aktivitesini hi¢ kaybetmedig yani oldukca yuksek pH kararliligina sahip oldugu
gorilmektedir. Benzer bir durum Aureobasidium sp ATCC 20524'ten saflastirilan -
glukozidaz enziminde de elde edilmistir. Saf enzim pH 2,2-9,8 araliginda kararlilik
gostermistir (Hayashi vd., 1999). Metschnikowia pulchherrima’dan saflastirilan enzimin
ise pH 4,00n altinda kararsiz oldugu tespit edilmistir (Pombo vd., 2008). Aspergillus
phoenicis, Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae mantarlarindan saflastinlan -
glukozidaz enzimlerinin pH kararliliklari incelenmis ve sirasi ile pH 4,0-8,0, 4,0-8,0 ve
4,0-5,0 araliginda enzimlerin kararlt oldugu tespit edilmistir (Zhang vd., 2007). Lepista
flaccida dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enziminin 6nemli 6lglide degismeyen pH
kararlilik profili ve bu literatir bilgileri ve gbz 6nune alindiginda enzimin 6nemli bir pH
kararlilik profiline sahip oldugu ortaya gikmaktadir.

Endoglukanaz enziminin pH kararlilhik profili incelendiginde, pH 4,0 ve 5,0
degerlerinde aktivitesini hemen hemen hig¢ kaybetmedig, bunun disindaki pH degerlerinde
ise %20-30 oramnda kaybettigi gorilmektedir. Genel olarak bakildiginda endoglukanazin
pH 2,0-9,0 araliginda aktivitesini buyuk oranda korudugu ve dolayisyla enzim 6zGttntn,
icerdigi endoglukanaz aktivitess agisindan yiksek pH kararlihgina sahip oldugu
gbzlenmistir. Enzimin bu ozelligi 6zellikle endustriyel uygulamalar agisindan 6nemlidir.
Farkli kaynaklardan izole edilen endoglukanaz enzimlerinin pH kararlihk profilleri
incelendiginde bu kadar yiksek bir pH kararliligina rastlanmamustir. Patojenik bir mantar
olan Mucor circinelloides’ den saflastirilan enzimin pH 4,0-7,0 araanda kararl1 oldugu
(Saha, 2004), Volvariella volvacea mantarindan klonlanan ve saflastirilan rekombinant
endoglukanaz enziminin 24 saat sonunda pH 9,0 ve 10 degerlerinde aktivitesini 6nemli
Olcide korurken diger pH degerlerinde ise aktivitesini %40'a kadar kaybettigi
gorulmektedir (Ding vd., 2002), Bacillus sp.AC-1 bakterisinden karakterize edilen enzimin
ise 2 saat sonunda pH 7,5 ve 10,5 degerleri arasinda kararli oldugu (Li vd., 2006) tespit
edilmistir.
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Enzimlerin optimum sicakliklarimin belirlenmesi amaciyla enzim Ozitleri farkl:
scaklik degerlerinde aktivite testleri gerceklestirilmistir. Gerceklestirilen aktivite
denemeleri sonrasinda her iki enzim igin %bag| aktivite-sicaklik profilleri olusturuldu. B-
Glukozidaz enzimi durumunda aktivitenin 60 °C’ de en yiksek oldugu tespit edildi (Sekil
9). Ilging olarak aktivite 40 °C’ de de oldukgca yilksekken 50 °C’de ise bu degerlerden daha
dustktir. Bu sonuglar en az Uc kere gergeklestirilen denemeler sonunda elde edilmistir.
Aynca B-glukozidaz enzimi icin 30 dakikalik ©n inkubasyon siress sonunda
gerceklestirilen 1sil kararlilik sonuglarina bakildiginda, enzimin aktivitesini 40 °C’ ye kadar
%20, 50 ve 60 °C'de ise arasi ile %40 ve 50 oranlarinda kaybettigi belirlenmistir (Sekil
13). Kisacasi B-glukozidaz enzimi 60 °C’ de 1sil kararliligim 30 dakika sonunda yar yariya
kaybetse de bu sicaklik degerinin enzimin optimum sicakligi oldugu gérulmektedir. Farkl1
organizmalar 0zellikle mantar tirlerinin optimum sicakliklart incelendiginde 40 °C ile 70
°C araanda farkl sicaklik degerlerinde optimum sicakliga sahip olduklari gorilmektedir
(Tablo 3). Lepista flaccida’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enziminin optimum
scaklig bu verilerle karsilastinldiginda yuksek bir degere sahip oldugu sdylenebilir.

Literattrde verilen bazi organizmalardan safl astirilan B-glukozidaz enzimlerinin kisa
sireli 6n inkubasyon sartlarindaki 1sil kararhilik profilleri belirlenmistir. Buna gore bir
mantar tird olan Aureobasidium sp ATCC 20524'teki enzimin 15 dakika ©n
inkilbasyondan sonra 70 °C'ye kadar kararli oldugu (Hayashi vd., 1999), vanilya
fastlyesindeki enzimin 30 dakika 6n inkibasyondan sonra 40 °C’'ye kadar kararliligin
surdirdigi (Odoux vd., 2003), bir manatr turt olan Aspergillus niger 322’ deki enzimin 30
dakikalik 6n inkibasyon sonucunda 50 °C’'ye kadar kararli oldugu (Peshin ve Mathur,
1999), yenilebilen bir mantar olan Volvariella volvacea’ daki enzimin ise 30 dakikalik 6n
inkubasyon sonrasinda 45 °C’ye kadar kararli oldugu ( Li vd., 2005), bir mantar tir olan
Aspergillus oryzae’deki enzimin ise 1 saatlik 6n inkiibasyon siiresinin sonunda 60 °C'ye
kadar kararli oldugu ( Zhang vd., 2007), bir maya tirt olan Pichia pastoris’teki enzimin 30
dakikalik 6n inkibasyon sonucunda 40 °C'ye kadar kararliigini korudugu (Turan ve
Zheng, 2005), bir bakteri tirt olan Flavobacterium johnsonae’ deki enzimin ise 35 °C'ye
kadar kararhiligim korudugu (Okamoto vd., 1999) tespit edilmistir. Bu veriler 1s1ginda
Lepista flaccida’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enziminin de 40 °C'ye kadar
kararliligim onemli dlclde kaybetmedigi, 50 ve 60 °C’'de ise kararliligim yar yariya
korudugu g6z oniine alindiginda enzimin 30 dakika pekte kotl olmayan bir 1al kararlilik

profili sergiledigi sdylenebilir.
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Endoglukanaz enzimi durumunda aktivitenin 50 °C’ de en yuksek oldugu tespit edildi
(Sekil 10). Ayrica enzim aktivitesinin 60 °C’'de de yuksek oldugu, fakat diger sicaklik
degerlerinde ise %50 nin atina indig gorilmektedir. Bununla paralel olarak enzimin 1sl
kararlilik profiline bakildiginda aktivitenin 60 °C'de 30 dak ©6n inkubasyondan sonra
hemen hemen hi¢ azalmadigi, optimum sicaklik degeri olan 50 °C’de ise ¢ok az azaldigi
tespit edilmistir. Aktivite 40 °C ve asagisandaki sicaklik degerlerinde ise yaklasik %10
oraminda kaybolurken, 70 °C’de ise yar yariya azalmistir (Sekil 13). Farkli kaynaklardan
izole edilen endoglukanaz enzimlerinin 1sil kararlilik profilleri incelendiginde, Aspergillus
terreus mantarindaki enzimin 4 saatlik 6n inkibasyon siresi sonunda 40 ve 50 °C’lik
scakliklarda aktivitesini hemen hemen korurken 60 °C'de ise yaklasitk %80 oraninda
kaybettigi rapor edilmistir (Nazir vd., 2009), Bipolaris sorokiniana mantarindan
karakterize edilen enzimin 2 saatlik 6n inkibasyon siresi sonunda 28 ve 37 °C'de
aktivitesini  korudugu, fakat 55 °C'de ise aktivitesini %55 oraminda kaybettigi
goralmektedir (Geimba vd., 1999), Bacillus sp.AC-1 bakterisinden karakterize edilen
enzimin ise 1 saatlik 6n inkibasyon sonunda sadece 30 °C’de aktivitesini korudugu (Li
vd., 2006), Aspergillus aculeatus mantanndan saflastirilan enzimin 30 dakikalik ©6n
inklibasyon siiresi sonunda sadece 40 °C’ de aktivitesini korudugu (Naika vd., 2007) olarak
tespit edilmistir. Ayrica Fusarium oxysporum mantarindan karakterize edilen
endoglukanaz enziminin optimum sicaklik degeri 75 °C olarak bulunmus fakat enzimin 1l
kararlilik profili incelendiginde ise 20 dakika sonra 70 °C’de aktivitesini %50 oramnda
kaybettigi de tespit edilmistir (Shuyan vd., 2006).

Enzimlerin uzun sireli 6n inkiibasyon strelerindeki 1sil kararliliklar: daincelendi. B-
glukozidaz enziminin 48 saat sonundaki 1sil kararlilik profiline bakildiginda duistk sicaklik
degerlerinde aktivitenin daha yuksek, yiksek sicaklik degerlerinde ise nispeten daha dis Uk
oldugu tespit edildi. Ayrica bitin sicaklik degerlerinde 24 saatten sonra aktivitede onemli
derecede degisiklikler olmadigi gozlendi. B-Glukozidaz enziminin 1al kararlilik
profilindeki 6nemli bir nokta enzimin 60 °C’'de 6 ve 12 saatlik 6n inkubasyonlar1 sonucu
aktivitesini %50 oraninda korumasidir. Oysaki 40 ve 50 °C'de 6 ve 12 saat sonunda
aktivite degerleri %50 nin atina inmektedir (Sekil 14). Literattr bilgileri incelendiginde
selilaz enzimlerinin 1sil kararlilik profillerinin gogunlukla kisa streli 6n inkubasyon
sartlarinda tespit edildigi gorilmuistir. Yine de yapilan bazi cahismaarda uzun sireli
inkilbasyon sartlart da tercih edilmistir. Yenilebilir bir mantar olan Volvariella

volvacea’ daki B-glukozidaz enzimi 2 saatlik 6n inkibasyon sonucunda 42 °C’ye kadar
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kararliligim %40-50 oraninda korurken, 45 °C’de ise bu oran nerdeyse sifira inmektedir
(Li vd., 2005). Yine bir mantar tirl olan Fomitopsis palustris deki B-glukozidaz enzimi 48
saatlik 6n inkibasyon sonucu 45 °C’'de aktivitesini tamamen korurken, 55 °C’de %20
oraninda ve 65 °C’de ise tamamen kaybetmistir (Yoon vd., 2008). Lepista flaccida’ dan
kismen saflastirilan B-glukozidaz enziminin 6 ve 12 saatlik 6n inklibasyon stireleri sonunda
60 °C de aktivitesini %50 oraninda korumas enzimin 1sil kararliligi agisindan onemli
sayilabilecek bir 6zelliktir.

Fakat endoglukanaz enziminin aktivitesini artan 6n inkubasyon sireleri boyunca
stirekli kaybettigi, 48 saatin sonunda ise tim sicaklik degerlerinde biytk oranda kaybettigi
gorulmektedir (Sekil 15). Endoglukanaz enziminin 1sil kararlilik profilindeki 6énemli bir
nokta enzimin 60 °C’de 6 saatlik 6n inkubasyon sonucu aktivitesinin nerdeyse tamamen
korunmasidir. Ayrica 70 °C haricindeki tim sicaklik degerlerinde 6 saatlik 6n inklbasyon
sonunda enzimin aktivitess pek fazla degismemistir. Hemen hemen tim sicaklik
degerlerinde 12 saatlik 6n inklbasyon sires sonunda ise enzim aktivites %40-50
oraninda korunmustur (Sekil 15). Farklt organizmalarda calisilan endoglukanaz
enzimlerinin 1sil kararliliklari incelendiginde 48 saat gibi uzun bir zaman dilimine
rastlanamamustir. Zaten bu stirenin sonunda enzim aktivitesini oldukga kaybetmistir. Belki
de diger enzimler de ayni profili sergiledi ginden uzun stireli 6n inkiibasyon calismalar: pek
fazla yapilmamustir.

Kismen saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimleri icin kinetik calismalar
da gerceklestirilmistir. Her iki enzim icin belirli substrat konsantrasyonu araliklarinda
gerceklestirilen aktivite tayinleri sonucu substrat doygunluk egrileri (Michaelis-Menten
grafikleri) cizilmistir. Elde edilen aktivite sonuclar: kullanilarak substrat doygunluk egrileri
cizilmistir. B-glukozidaz enzimi hiperbolik bir MichaelisMenten grafigi ortaya ¢ikarirken,
endoglukanaz enzimi sigmoidal bir grafik ortaya ¢ikarmustir. B-glukozidaz aktivites icin
optimum substrat konsantrasyonu 2 mM (Sekil 16), endoglukanaz icin ise 12 mg/ml (Sekil
17) olarak belirlenmistir.

B-Glukozidaz enziminin pNPG substrat1 varliginda cizilen Lineweaver-Burk
grafiginden ise Vs Ve K, degerleri sirasi ile 5,78 nmol.dakt.mg! protein ve 1,06 mM
olarak hesaplandi (Sekil 18). Bu degerler literatlirdeki bazi degerlerle karsilastirildiginda
Vmaks degerinin dustk oldugu tespit edilmistir. Fakat Km degerinin de bircok degerden daha
dustk olmasi ise enzimin pNPG substratina ilgisinin bircok organizmadaki enzimlerden

daha fazla oldugu sonucunu ortaya koymaktadir (Tabl o 3).
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Endoglukanaz aktivites igin ise CMS substrati varliginda Michaelis-Menten
grafiginin sigmodidal bir egri ctkmasindan dolay: Lineweaver-Burk grafigi cizilemedi. Her
ne kadar sigmoida doygunluk egrisinden Vo' in yart maksimum oldugu bir substrat degeri
bulunsa da, enzim hiperbolik MichaglisMenten iliskisini izlemedigi icin bu Km'nin
belirlenmesinde kullantimaz. Bunun yerine gogunlukla [S]os veya K5 sembolt allosterik
bir enzim tarafindan katalizlenen tepkimenin yar: en yiuksek hizindaki substrat derisiminin
gosteriminde kullamlir (Lehninger, 2004). Bu bilgiler siginda Michaglis-Menten
grafiginden (Sekil 17) CMS substrat: varliginda endoglukanaz enzimi icin [S]gs veya Kos
degeri 7,7 mg/ml, Vmeks degeri ise 25 pmol.dak™*.mg™ protein olarak bulundu. Literatiir
bilgileri tarandiginda endoglukanaz enzimi ile ilgili pek fazla kinetik veriye
rastlanamamustir (Tablo 4).

Nihai olarak enzim aktiviteleri Uzerine bazi metal iyonlarinin ve kimyasallarn etkisi
incelendi. 10 mM final konsantrasyonlarinda metal iyonlari enzimlerle inkibe edilerek
aktivitelerindeki degisimler belirlendi (Tablo 10). Buna gore calisilan konsantrasyonda
metal iyonlarimn B-glukozidaz aktivitesini 6nemli oOlcide etkilemedigi gordldd. Aym
konsantrasyondaki metal iyonlarn ise endoglukanaz aktivitesini farkli sekillerde
etkilemektedir. Aktivite Li* ve Hg"? iyonlarindan onemli dlclide etkilenmezken, Cu™ ve
Zn' iyonlarindan etkilenmis ve %60-70 orarinda inhibe olmustur. Bunun yaminda Na',
Co®" iyonlart enzim aktivitesini yaklasitk %30 orarinda artirirken, Mn?* iyonu ise %134
gibi buytk bir oranda aktiviteyi artirmaktadir. Farkli organizmalardaki enzimler metal
iyonlarnna kars1 degisik davranislar sergilemektedir ( Hayashi vd., 1999; Odoux vd., 2003;
Pombo vd., 2008, Li vd. 2006). B-glukozidaz enzim aktivitesinin denenen meta
iyonlarindan ve EDTA’dan etkilenmemes bu enzimin metal bagimli olmadigini ya da
metal aktivator veya inhibitorlere sahip olmadigini ortaya koyabilir. Oysaki daha dnceden

yapilan bazi calismalarda B-glukozidaz enzimlerinin ézellikle Hg*"

dan etkilendigi ve
aktivitelerinin inhibe oldugu rapor edilmistir (Peshin ve Mathur, 1999). Ayrica enzimin
ng+ gibi bir agir metalden etkilenmemes aktiviteden sorumlu bir sistein biriminin
olmadig1 sonucunu ortaya cikarabilir.

B-glukozidaz aktivites 1 mM ve 10 mM’lik kimyasallar mevcudiyetinde 6nemli
Olctude degismedigi, fakat SDS mevcudiyetinde ise neredeyse tamamen inhibe oldugu
gorulmustar. Distlftr koprilerini indirgeyen DTT ve B-merkaptoetanol tin 1 ve 10 mM’ 1k
konsantrasyonlarda enzim aktivitesini degistirmemesi aktiviteyi etkileyen disulfur

koprulerinin olmadig sonucunu ortaya koyabilir. Ayrica bir serin proteaz inhibitor olan
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PMSF nin aktiviteyi onemli Olglide desistirmemes enzim aktivitesini etkileyen serin
biriminin olmadigi sonucunu ortaya cikarabilir. Anyonik bir deterjan olan SDS'in
aktiviteyi tamamen inhibe etmes ile enzimin kovaent olmayan etkilesimlerle bir arada
tutulan alt birimlerden olustugu sonucuna ulasilabilir.

Endoglukanaz aktivites ise Im M DTT ve PMSF varliginda pek degismezken,
EDTA ve [-merkaptoetanol varliginda yann vyanya azalmustir.  10mM’lik
konsantrasyonlarda ise denenen kimyasalarin farkli oranlarda enzim aktivitesini
dustrdig gorulmustar. SDS varliginda ise reaksiyon karisimina SDS eklendiginde ¢okme
gerceklestigi icin aktivite belirlenememistir. Endoglukanaz enzimi metal iyonlar1 ve
EDTA’dan farkli sekillerde etkilenmistir. Bu durumda enzimin metal bagimli bir enzim
oldugu ya da metal aktivator veya inhibitérlere sahip oldugu sonucu ortaya konulabilir.
DTT ve B-merkaptoetanoliin 1 ve 10 mM’ ik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini farkl
oranlarda inhibe etmesi aktiviteyi etkileyen distlftr koprulerinin varlhigint isaret edebilir.
PMSF nin 6zellikle 10 mM’lik konsantrasyonda aktiviteyi dnemli Olctide inhibe etmesi
enzim aktivitesini etkileyen bir serin biriminin oldugu sonucunu ortaya gikarabilir.

Sonug olarak Lepista flaccida mantarindan amonyum stlfat ile kismi olarak
saflastirilan B-glukozidaz ve endoglukanaz enziminin asidik pH’larda ve sirasi ile 50 ve 60
°C’de daha yuksek aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica her iki enzimde pH 2,0
9,0 araliginda oldukca iyi kararlilik gostermislerdir. Her iki enzimin 1sil kararliliklarina
bakildiginda 0Ozellikle 6 saat sonunda 60 °C'de yuksek kararliliklara sahip olduklar:
gorulmustar. Enzimlerin bu ozellikleri literatirdeki farkli endoglukanaz enzimleri ile
karsilastirildiginda cogunlukla dahaiyi sonuclara ulasildigi gozlenmistir.



5. ONERILER

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve yan Urin
olusturmadan yuksek Uriin verimi saglayan biyokatalizorlerdir. Bu nedenle enzimler birgok
arastirmacinin ilgi odagidir. Ayrica endustriyel uygulamalarda kimyasal katalizorlere gore
bircok Gstinligu olan enzimlerin kullaniminin  artmasi, degisik kaynaklardan yeni
enzimlerin kesfine olan ilgiyi de artirmustir.

Seliloz, bitki hicre duvarinin temel bilesenidir ve dogada en bol bulunan
yenilenebilir enerji kaynagidir. Selilozun enerji kaynagi olarak kullanlabilmes icin
hidrolizlenmesi gerekmektedir. Endiustriyel uygulamalarda selilozun parcalanmasi icin asit
hidrolizi kullamImaktacir. Ancak bu uygulama istenmeyen yan Urin olusumu, yuksek
viskoziteli Urin olusmast gibi bircok olumsuz etkiye neden olmaktadir. Bu nedenle
selilozun hidrolizinde selilaz enzimlerinin kullamlmas daha avantglidir. Selliloz
parcalayici enzim sistemi temelde Uc bilesenden olusmaktadir. Bunlar endoglukanaz, B-
glukozidaz ve ekzoglukanaz enzimleridir. Bu enzim sistemi tekstil endustrisi, fabrikalarin
biyokirliliginin giderilmesi, deterjan, gida, farmakoloji ve kozmetik sanayileri gibi bircok
alanda skcakullaniimaktadir.

Gergeklestirilen bu caismada Lepista flaccida mantarindan hazirlanan ham
Ozutlerden amonyum silfat c¢Oktirmes ile kismen saflastirilan B-glukozidaz ve
endoglukanaz enzimleri karakterize edilmis ve kinetik verileri elde edilmistir. Elde edilen
sonuglar literatlirdeki degerlerle benzerlik gostermekle beraber her iki enzimin de pH ve
151l kararliliklar: dikkat gekicidir.

Bundan sonra yapilabilecek olan calismalar, ham 6zitten kismi olarak saflastirilip
karakterize edilmis olan B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin tam saflastirilmas: ve
ileri derecede karakterize edilmesi, cesitli kimyasal maddeler mevcudiyetinde davranisinin
incelenmesi ve inhibisyon mekanizmalarimn ayrintili bir sekilde ortaya konmas: seklinde
sraanabilir. Aynca enzimleri kodlayan genlerin molekuler biyolojis caligilarak
rekombinant enzim Uretimi gerceklestirilebilir ve mutasyon calismalarn ile enzimlerin bazi
ozdlikleri gelistirilebilir.

Enzimlerin strekli kullanilabilirliklerini ve kararliliklarint arttirmarnin diger bir yolu
da immobilizasyon yontemidir. Bu yontem sayesinde, immobilize enzimin 6zelliklerinin

ve dolayiayla kararliliklarimn nasl degistigi  arastirilabilir.  Bdylece enzimler
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reaksiyonlarda defalarca kullanilabilecek hale getirileceginden, endistriyel acidan da
oldukca cazip hale geleceklerdir. Bu nedenle, daha ileri calismalarda L. flaccida
mantarindaki  B-glukozidaz ve endoglukanaz enzimlerinin  immobilizasyonu da

incelenehilir.
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