KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

Armillaria mellea’dan B-GLUKOZIDAZ ENZIMININ KISMi OLARAK
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZI

Ayse TURAN

HAZIRAN 2011
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

Armillaria mellea’dan B-GLUKOZIDAZ ENZIMININ KISMi OLARAK
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Kimyager Ayse TURAN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
"YUKSEK LISANS (KIMYA)"
Unvam Verilmesi I¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 18.05.2011

Tezin Savunma Tarihi : 09.06.2011

Tez Danismam : Yrd. Doc. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA

Trabzon 2011



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dalinda
Ayse TURAN tarafindan hazirlanan

Armillaria mellea’dan p-GLUKOZIDAZ ENZIMININ KISMi OLARAK
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

bashkh bu ¢aliyma, Enstitii Yonetim Kurulunun 24 / 05/ 2011 giin ve 1406 sayili
karariyla olusturulan jiiri tarafindan 09 / 06 / 2011 tarihinde yapilan sinavda
YUKSEK LISANS TEZiI

olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan :Prof. Dr. Ahmet COLAK = iiiiiiiieeens
Uye :Doc. Dr. Sabriye CANAKCI L reeeeieenenn,

Uye : Yrd. Doc. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA  .ccovvvevevnnneennnnens

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ

Enstitii Midiirii



ONSOZ

“Armillaria  mellea’dan pB-Glukozidaz Enziminin  Kismi Saflastinlmas  ve
Karakterizasyonu” adl bu galisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltes Kimya
Bolumu Biyokimya Arastirma Laboratuarinda yapilmis olup, Fen Bilimleri Enstitlsi
Kimya Anabilim Dalinda Y Uksek Lisanstezi olarak hazirlanmustir.

Yiksek Lisans tez damismanhigimi  Ustlenerek bu  calismamin  planlanip
degerlendirilmesinde destegini ve bilgisini benden esirgemeyen deserli hocam Yrd. Dog.
Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA'ya ve tez calismalanm srasinda yardimlarim ve
ilgisini esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. Ahmet COLAK'a tesekkrlerimi sunarim.
Tezin hazirlanmaanda ve gelistirmesinde bilyik katkist olan Ogr. Gor. Dr. Yakup
KOLCUOGLU'na, Dr. Melike YILDIRIM AKATIN a ve Biyokimya Laboratuarinda
calisan tim arkadaglarima tesekkir ve minneti borg bilirim. Biyoloji Bolumu Ars. Gor.
Fulya AY’a yardimlarindan dolayr tesekkirlerimi sunarim. Calisma esnasnda
kullanchgimiz mantarin karakterizasyonunda yardimc: olan, Konya Selcuk Universitesi,
Ahmet Kelesoglu Egitim Fakultesi, Tlkogretim Bolumi, Fen Bilgisi Ogretmenligi Ogretim
Uyesi sayin Dog. Dr. Dursun YAGIZ’ atesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismama sagladiklar maddi destekten 6tiirt, Karadeniz Teknik Universitesi
Bilimsal ArastirmaProjeleri Birimi’ne (Proje No: 2009.111.02.7) tesekkrlerimi sunarim.

Maddi ve manevi destegini, ilgisini, sevgisini ve sabrint hicbir zaman eksik etmeyen,

her zaman yanimda olan anneme ve babama en icten tesekkirlerimi sunarim.

Ayse TURAN
Trabzon 2011



TEZ BEYANNAMESI

YUksek Lisans Tezi olarak sundugum “Armillaria mellea’ dan B-Glukozidaz
Enziminin Kismi Olarak Saflastiriimas ve Karakterizasyonu” baslikli bu ¢alismayr bastan
sona kadar damsmanim  Yrd. Dog. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA'nin
sorumlulugunda tamamladigimi, verileri kendim topladigimi, deneyleri/analizleri ilgili
laboratuarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan aldiggm bilgileri metinde ve kaynakcada
eksiksiz olarak gosterdigimi, calisma stirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimu ve aksinin ortaya ¢ikmas: durumunda her tirll yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 12/06/2011

Ayse TURAN



ICINDEKILER

Savfa No
()11 150 Y [l
TEZ BEYANNAMESI.......cooiiiteeeecectee ettt v
ICINDEKILER ...ttt ettt es sttt s st en st s s nnnens \%
(74 = IO TP OO VI
LY 1Y N o SR IX
SEKILLER DIZINT ...ttt X
TABLOLAR DIZINT ..ottt ettt ettt Xl
KISALTMALAR DIZINT ..ottt X1l
1. GENEL BILGILER ..ottt ettt 1
1 1 1 SO OO OO 1
1.2. SelU10ZUN Y 319 VE OZETKIENT ..., 1
1.3. Selillazlarn Genel OZETKIEN ........c.cvveeeeeeeeeeeecee e 3
1.3.1.  Sdulazlarin SINflandirmast ... 3
1.3.2. Selulazlarin Genel Reaksiyon SEKIT .......ooooiiiiiiieiieeeee e 4
1.3.3.  SeUlaz AKEIVITE TESHENT ...coeeeeeesese e 5
1.3.3.1. Toplam SElUaz AKIVITES .......ccceiieieeieeie e 5
1.3.3.2. ENdOQIUKANEZ AKLIVITESE ......ceiiiieiiesiesieeeeeeee e 5
1.3.3.3. EKZOQIUKANAZ AKLIVITESI .....veeiiieiiieciie ettt st 5
1.3.3.4. B-GlIUKOZIAAZ AKLIVITES .....c.ocveeiciicieectecesieeee e 5
1.4. Seltlazlarin Bulundugu OrganiZmalar ............cceoereneienieseneseeee e 6
1.5. Selllazlarin Kullanm AlaNIar.........ccoooeieieeie e 6
151 GidaEndistrisinde SEUIAZIar .........ccooveiiiireieeesee e 6
1.5.2. Igecek ve Sarap EndistriSinde SEIUIEZIAr .........cccveeecueveeeeeeececiee e, 7
1.5.3. Hayvan Yemi Endistrisinde SElUIazIar...........ccvoeveeienieenecie e 7
154, Tekstil ENdUSLIISINAE.......coiiiiieieiiesiee et s 8
1.6. Armillaria mellea Makromantartnin OZE lIKIENi .........ccocovevveeeceeiesseeeeeeeena 8
1.7. (@2 FT 0070 1 17N 1 0= o SO PRSSRN 9
2. YAPILAN CALISMALAR .ottt st 11



2.1
2.1.1.
2.12.
2.1.3.
2.14.
2.14.1.
2.14.2.
2.14.3.
2.14.4.

2.2.

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.24.
2.2.5.

2.3.
2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.33.1
2.3.3.2.
2.3.3.3.
2.3.3.4.
2.3.3.5.
2.3.3.6.
2.3.3.7.
2.3.3.8.

3.1
3.2.
3.2.1.

Kullanilan Malzemeler VE CINGZIAN ........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11

CHNBZIAN ... e 11
Kimyasal Madde ve Malzemeler ... 11
KUllanilan Maeryal ..........ccoveeieeeesecie et 12
COzeltiler ve TampPONIar ........oovee e 12
Protein Tayininde Kullanilan COZEtilr...........cooveiiiiine e 12
Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler...........cooveeieeiiiiicciececsee e 12
TamPON COZEITHEN ... 13
Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanlan Diger

(@007.2= | 1] 1= SRS 15
Deneysal CaliSMalar ........cccveieeeceece et r e nneenes 15
Ham Enzim OzUtinin HaZirlanMas! ...........ccevevcceeveeeeeececeeieeee st sesesesseaesenans 15
Enzim AKEVELISININ TAYINT ..o 16
(01 C= A = Y/ 1 o OSSR 16
SDS Poliakrilamid Jel EleKtroforezi ...........cceveeeeieeieneseee e 17
Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile -Glukozidaz Aktivitesinin
OrtaYa KONUIMESI ..ottt sr e se e b e e e 18
B-Glukozidaz Enzimin Kismi Saflagtirllmasi..........ccocveeeveeiecieevecceceece e 19
ASELON COKLUMIBS ...ttt e e re e e 19
Tyon Degisim KromatografiSi...........coceeueeererereeieieicsee e, 19
Kismi Olarak Saflastirilan Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu ................. 20
B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Cesitli Substratlarn EtKisi ............cccccueveveeneee. 20
B-Glukozidaz Aktivitesi Uzering pH’ 10 EtKiSi .....ccoveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20
B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin EtKiSi .........ccovcveeeeeriecrereeereeeeeennns 21
B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Substrat K onsantrasyonunun Etkisi ................. 21
B- Glukozidazin pH Kararliliginn InCElenmesi ..........cccccuvecueeevevecreeeeeeevee 21
B-Glukozidazin Isil Kararliliginin INCEeNMES ........ccoveveveveeeeeeeeeeeeeee e, 21
B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Tyonlarinin EtKiSi ...........cccceveveeee. 22
B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisinin incelenmesi ....... 22
BULGULAR ...ttt sttt nesaenen 23
Ham Enzim OzUtinin HaZIraNMESI .........c.ceveveveeeeeieeeseseeeeesessesssesesssesessesnesnas 23
Enzimin Kismi Olarak Saflastirtlmast .........cceeveeiieeiiieccee e 23
ASELON COKLUMMES ...ttt 23

VI



3.2.2. B-Glukozidaz Enziminin Iyon Degisim Kromatografisi ile Kismi Olarak

I 1 = N T 7= S TSRS
3.2.3. Sodyum Dodesil Stlfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi ...........ccocevvvvcvveviecieennen,
3.24. Dogd Poliakrilamid Jel EIEKIrOfOrezi .........cceveverierinieriesiseeieeeesee e
3.3. A. mellea’ dan Kismen Saflastirilan p-glukozidaz Enziminin Biyokimyasal

KarakteriZASYONU .........cocuireiiieeieeie ettt a e bt sre et neesneeneas
331 A melled dan Kismen Saflastirilan B-Glukozidaz Enziminin Substrat

(@70 111 0117 RSP PR
3.3.2. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisinin incelenmesi ............cccceveueecneee.
3.3.3. PB-Glukozidaz Aktivites Uzerine Sicakligin Etkisinin incelenmesi ......................
3.34. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisinin

INCEIENMES ...t
3.35. B-Glukozidazin pH Kararlihiginin INCElenmMES ..........ccccuevvicveiceciiicreeeeeeve
3.3.6. B-Glukozidazin Isil Kararlil1gin INCAIENMES ..........ccoeveeeeeeeeeeeee e,
3.3.7. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal iyonlarimn EtKiSi ............cceeeveee.
3.3.8. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisi ...........ccceveerecnnnee.
4. SONUCLAR VE TARTISMALAR......o ottt
5. (0NN (= O
6. KAYNAKLAR ..ottt sttt st esesaeee e s seenen
OZGECMIS

Vil



Y Uksek Lisans Tezi
OZET

Armillaria mellea’ dan B-GLUKOZIDAZ ENZIMININ KISMI OLARAK
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Ayse TURAN

Karadeniz Teknik Universites
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Kimya Anabilim Dal1
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2011, 42 Sayfa

Bu calismada, Trabzon'un Hidirnebi Yaylas'ndan toplanan Armillaria mellea
makromantarindan, B-glukozidaz enzimi, iyon degisim kromotografis ile kismi olarak
saflastirilch ve karakterize edildi. Farkli pH degerlerine sahip tamponlar kullanilarak
hazirlanan ham Ozutlerde B-glukozidaz aktivites arastirildi ve ekstraksiyon icin uygun
tampon belirlendi. Hazirlanan ham 6ziitte ve iyon degisim kromotografis sonrasi elde
edilen eluatlardan, pB-glukozidaz varligi, dogal poliakrimalid jel elektroforezi ve substrat
boyamas ile ortaya konuldu. Ham ¢zitte ¢ bandin varligi gozlenirken, iyon degisim
kromotografisi sonrasi elde edilen ¢ozeltide iki bandin varligi gozlendi. Kismi olarak
saflastirilan enzim biyokimyasal olarak karakterize edildi. Enzimin optimum pH’'s 4,0,
optimum sicakligr ise 50 °C olarak belirlendi. 4 °C'de 24 saat inklbasyondan sonra
A. mellea B-glukozidazimn pH 3,0-6,0 araliginda ve pH 8,0'de oldukca kararli oldugu
gozlendi. Enzimin 1sl kararlilik profili incelendiginde, 1 saat inklbasyondan sonra,
20-50 °C araliginda oldukc¢a kararli oldugu gozlendi. B-glukozidaz enzimi i¢in Vmeks Ve Km
degerleri, p-nitrofenil-p-D-glukopiranozid (pNPG) substrati varliginda sirasiyla
3,646 U/mg ve 0,295 mM olarak bulundu. Ayrica bazi metal iyonlan ve kimyasal
maddelerin enzim aktivitesini farkl: sekillerde etkiledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Armillaria mellea, B-Glukozidaz, iyon Degisim Kromotografisi,
Karakterizasyon
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Master Thesis
SUMMARY

PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF B-GLUCOSIDASE
FROM Armillaria mellea

Ayse TURAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Ass. Prof. Nagihan SAGLAM ERTUNGA
2011, 42 Pages

In this study, B-glucosidase from Armillaria mellea mushroom harvested at Hidirnebi
Plateau in Trabzon were partialy purified by using ion-exchange chromatography and
characterized. B-Glucosidase activity was determined in the crude extracts prepared by
using buffers having different pH values and the suitable buffer was chosen for the
extraction. The presence of B-glucosidase in the crude enyzme extract and solution
obtained after ion-exchange choromatography were put forward by native polyacrylamide
gel electrophoresis and substrate staining. While three bands were observed in the crude
extract, two bands was observed after ion-exchange choromatography. Partially purified
enzyme was biochemically characterized. The optimum pH and optimum temperature of
the enzyme were found to be 4.0 and 50 °C, respectively. After 24 h of incubation at 4 °C,
the 4 mellea B-glucosidase extremely stable in the range of pH 3.0-6.0 and 8.0. When the
termal stability profile of the enzyme was analyzed, it was determined that the enzyme was
exremely stable in the range of 20-50 °C after 1 h incubation. Vmax and Km values of
B-glucosidase in peresence of pNPG were found to be 3.646 U/mg and 0.295 mM,
respectively. It was also determined that some metal ions and chemicals were effected the

enzyme activity in different ratio.

Key Words: Armillaria mellea, B-Glucosidase, lon-exchange Chromatography,
Characterization
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APS : Amonyum persulfat

BSA : Bovin Serum abumin (Sigir Serum Albumini)
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mM : Milimolar
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Gen ve protein muhendidligini de icine alan biyoloji ve kimya alanlarinda son
yillarda saglanan 6nemli ilerlemeler, canliligin temeli hakkinda aydinlatiimay: bekleyen
konulara 151k tutmakta, ayrica elde edilen bilimsel veri ve sonuclarin degerlendirilerek,
sagl iktan gidaya kadar birgok alanda pratikte kullanimini saglamaktadir. Kaydedilen bu
gelisme ve ilerlemelere paralel olarak canli sistemlerde bulunan biyomolekillerin
(proteinler, enzimler, hormonlar vs.) insanhigin yararina farkli alanlarda kullamnmu gtinden
gune artmaktadir. Enzimler doganin katalizorleridir ve dolaysiyla enzimsiz bir hayatin var
oldugu dusunidlemez. Bu ylzden enzimlerin 6zeliklerinin ve davrams bicimlerinin
yaklasik 200 yildir inceleniyor olmas stirpriz degildir. Endistride enzim kullamminin giin
gectikce yayginlasmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin  saflastinimast  ve
karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir (Ertunga, 2006)

Selllazlar hidrolaz sinifina ait enzimlerdir (Amouri, vd., 2006). Seltlozdan glukoza
donidsim icin gerekli olan enzim sistemi; endoglukonazlar, ekzoglukanazlar ve
B-glukozidazlar olmak Uzere U¢ farkli enzimden meydana gelmektedir. Endoglukanazlar
selilozun i¢ zincirlerini rastgele keserek yeni zincir uglannin olusmasim saglar.
Ekzoglukanaz da olusan bu yeni seltiloz zincirlerinin uclardan keserek ¢ozinir sellobiyoz
birimleri olustururlar. Son olarak da B-glukozidazlar sellobiyoz birimlerini  glukoz
birimlerine hidrolizler (Y oon, vd., 2008).

Bu calismamn amact yenebilir bir makromantar tird olan Armillaria mellea’ dan
ticari ve endustriyel oneme sahip B-glukozidaz enziminin kismi saflastinnlmas: ve

biyokimyasal karakterizasyonudur.

1.2. Seliilozun Yapis1 ve Ozellikleri

Orman ve tarim UrinU olan selllozlu maddeler yerylzinde en genis yenebilir
karbohidrat kaynaklarim olustururlar. Sellloz, yosunlardan agaclara kadar butin bitki

hicrelerinin ana yapmsal elemanimi olusturan ve yerytzinde en ¢ok bulunan organik



bilesiktir. Yaklasik olarak her yil 100 trilyon kg sellloz olusmaktadir. Seltloz bitkilerde
karbondioksit ve suyun fotosentez yoluyla oksijen ve karbohidratlara dénismesiyle olusur.
Bazi bakteri, mantar, yosunlar, tek hicreli bitkiler ve hayvanlar tarafindan da
sentezlenebilir. Pamuk ve orman Urtnleri seltiloz bakimindan en zengin olan maddelere
Ornek olarak gosterilebilirler. Seltloz bunun yanminda bitki ve agaclarda hiicre duvarlarinn
ve baklagil tohumlarinin, meyvelerin dig kabuklarimn buyik kismint olusturur. En basit
karbohidrat birimlerinden olan glukoz selilozun 6nemli ara Urinlerinden biridir. Selliloz
glukozun B-1,4 glukozidik baglarla birbirine baglanmasi sonucu olusan lineer bir
polimerdir (Sekil 1). Seliloz polimeri 50 ile binlerce anhidroglukoz birimlerinden
olusabilir (Akmaz, 2001). Seliloz selllobiyozun dogal bir polimeridir. Sellobiyoz,
slilozdaki glukoz molekdllerini iceren tekrarlayan yapisal birimdir (Yilmaz, 2007).
Seliloz molekull genisletildiginde disanda hidroksil gruplart bulunan ve bu sayede
molekdl ici ve hire ici hidrojen baglar1 yapabilen diz bir kurdele yapida oldugu gordlr.
Bu kurdelenin ylizeyi karbon atomlarina direkt bagl1 hidrojen atomlar icermektedir ve bu
nedenle hidrofobiktir (Y1lmaz, 2007).

Sekil 1. Seltilozun molekiler yapia (Yilmaz, 2007).

Bu zincirler birbirlerine paralel demetler seklinde dizilirler. Aralarinda hidrojen
baglarinin olusmast ile gok saglam ve esnek olan seltloz lifleri meydana gelir. Yapida o-1,
4 glikozid baglar1 yerine -1,4 glikozid baglarinin bulunmas;; hem zincirlerin heliks
olusturmayip lineer siralar seklinde dizilmesine hem de hayvansal organizmalardaki
sindirim enzimlerinin bu baglar1 par¢alayamamasina sebep olur. Dolayisiyla seltlozun
sindirimi icin seltilaz enzimine ihtiya¢c duyulur. Seltloz bitki hiicre duvarlarimn temel
iskeletidir. Spano ve arkadaslarina gore (1975) seliloz; gida, yakit ve kimyasallarin en
fazla bulunan organik kaynagidir. Bununla beraber selilozun kullanimi glukoza kadar

hidroliz olabilmesine baglidir. Asit ve yiksek sicaklikta bozulma istenen bir durum



degildir. Cunkd bu kosullarda bozulma olugu zaman olusan seker ve atik hale gelen
sel Ulozda safsizliklar olusur (Cakmar, 2005).

Selilozun yenilenebilen bir enerji kaynag olarak onemli bir potansiyele sahip
olmas, sellilaz parcalayici enzimler ya da selllazlar ortaya ¢iktiktan sonra olmustur. Pahal1
olmayan seltiloz atiklarinin etkili bir sekilde muamelesi veislenmes ileilgili yeni metodlar
gelistiriimesi  ginimuizde ekonomik agidan oldukca oOnemlidir. Selllazlar, selUlozik
biyokUtlenin etkili bir sekilde islenmesinde kilit role sahiptirler (Bhat, 2000).

1.3. Seliilazlarin Genel Ozellikleri

1.3.1. Seliilazlarin Smiflandirilmasi

Selllazlar basglica bakteri, mantar ve protozoaar tarafindan Uretilen bir enzim
snifidir ve seltilozun 1,4-B-D glikozidik baglarimin hidrolizini katalizler. Bunun yamnda,
bitki ve hayvan gibi diger tip organizmalar tarafindan da uretilirler (Chapin vd., 2002).
Selilozu enzimatik olarak hidrolizleyen selllazlar ti¢ ana grupta siniflandirilirlar. Endo-
1,4-B-glukanazlar (EC 3.2.1.4), ekzo-1,4-p-glukanazlar ya da sellobiyohidrolazlar
(EC 3.2.1.91) ve 1,4-B-glukozidazlar (EC 3.2.1.21) (Souza vd., 2010). Bu enzimler kisaca
asagida tanimlanmistir.

1. Endo-B-1,4 glukanazlar (endoglukanazlar): Selilazin %15-20'lik bir kismin
olusturur. Seltiloz molekiillerini, molekiil boyunca rastgele hidrolizler. indirgen olmayan
zincir sonlan olusturmak icinic f-1,4 glukozid baglan Gzerinde rol oynar (Akmaz, 2001).

2. Ekzo- B-1,4 glukanazlar (sellobiyohidrolazlar): Selilazin %35-85'lik bir kismin
olusturur. Selllaz bilesenleri arasinda en az kararliliga sahip sellobiyohidrolaz, seliiloz
lifinin sonundaki indirgen olmayan seker zincirinden sellobiyozun ayrilmasim katalizler.
Sellobiyohidrolaz her ne kadar ilk hiicum bileseni olmasa da kristalin seltlozun hidrolizi
icin gerekli oldugu genel olarak kabul edilir (Akmaz, 2001).

3. B-1,4 glukozidazlar (sellobiyazlar): Selllazin %1’ den az kismimi olusturur. B-Baglt
glukoz oligomerleri, sellobiyoz, sellotrioz ve sellotetraoza bdler ve sellobiyozu glukoza
hidrolizler (Akmaz, 2001).

Bu enzimlerle reaksiyon baslamadan dnce endoglukanazlar ve sellobiyohidrolazlar
sellloz yuzeyinde tutunmalidir. B-Glukozidaz cozeltide kalir ve sellobiyozu cozeltide
hidrolizler (Akmaz, 2001).



Selllazlarin 3 boyutlu ve primer yapi ¢calismalari, bu enzimlerin genellikle asit baz
katalizini takip ettigi ve aktif bolgelerinde ya iki ya da bir Asp ve bir Glu oldugunu ve
katalize katilch gin gostermektedir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.2. Seliilazlarin Genel Reaksiyon Sekli

Tam bir selilaz sisteminin @ GU¢ siif enzimden olustugu  bilinmektedir;
endoglukanazlar uzun seltiloz zincirlerini rastgele keserek sellloz pargalart olustururlar,
ekzoglukanazlar temel Urin olarak sellobiyozu Uretirler ve B-glukozidazlar sellobiyozu
glikoza gevirirler (Sekil 2) (Joo vd., 2009). Selulozik materyallerin hidrolizi bu enzimlerin
kompleks reaksiyonuyla olur. Bu enzimlerin biyodontsiim teknolojisinde iki énemli nokta,
reaksiyon sartlart ve bu enzim sistemiyle Uretim maliyetidir. Bu yutzden birgok calisma
yuksek spesifik aktivitede ve yiksek etkinlikte selllotik enzimler dreten yeni
organizmalarin kesfini amaglamaktadir (Lee vd., 2008).

| Dogal Kristalin Seliloz |

<4+——| Endo-B-1,4-glukanaz

| Coziilmiig Yapih Selilloz |

Endo--B-1,4 - glukanaz—» | 4—— Ekzo-B-1,4- glukanaz

(sellobiyohidrolaz)
| Sellobiyoz |
B-1,4 - Glukozidaz
¢ | (sellobiyaz)
| Glukoz |

Sekil 2. Seltlozun enzimli hidrolizi (Akmaz, 2001).



1.3.3. Seliilaz Aktivite Testleri

Selllaz aktivitesini 6lgmek icin iki temel yaklasim mevcuttur; 1) ayr1 ayn selilaz
aktiviteleri (endoglukonaz, ekzoglukanaz ve B-glukozidaz) 6lgmek ve 2) toplam selllaz
aktivites 6lgmek (Zhang vd., 2006).

1.3.3.1. Toplam Seliilaz Aktivitesi

Toplam selilaz aktivites tayininde genel olarak filtre kagidi gibi seltiloz igeren
materyaller kullanilir ve enzim aktivitesi indirgen sekerlerin agiga ¢ikmas ile belirlenir
(Jorgensen vd., 2003).

1.3.3.2. Endoglukanaz Aktivitesi

Bu enzimin aktivitess karboksi metil seliloz (CMS) ile olcllur. Endoglukanaz
aktivites substrat vizkozitesindeki azalmayla ya da indirgen seker testiyle belirlenen

indirgen uclann artisimin 6l¢cimine dayanir (Kumaran vd., 1997).

1.3.3.3. Ekzoglukanaz Aktivitesi

Ekzoglukanazlar seliloz molekillerinin ulasilabilir uclarim keserek glukoz ve
sellobiyoz agiga cikanr. p-nitrofenil-p-D-sellobiyozidin  hidrolizi ile agiga c¢ikan
p-nitrofenoliin olusum hiz1 tayin edilerek ekzoglukanaz aktivitesi tespit edilebilir (Zhang
vd., 2006). Ayrica Avice kullanilarak agiga cikan indirgen sekerlerin belirlenmesiyle de
tespit edilebilir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.3.4. B-Glukozidaz Aktivitesi

4-metillumbelliferil-B-D-glukopiranozid  ve  B-naftil-p-D-glukopiranozid  gibi
substratlarin - hidrolizienmesiyle aciga cikan floresan ya da p-nitrofenil-p-D-1,4-
glukopiranozid substratimin hidrolizi ile agiga ¢ikan renkli Grinun (p-nitrofenol) 6l¢gimine
dayanir (Zhangvd., 2006).



1.4. Seliilazlarin Bulundugu Organizmalar

Selllazlar biyokitleden faydalanmada 6nemli rol oynarlar. Birgok mantar ve bakteri
tarafindan Uretilmektedirler. Aspergillus ve Rhizopus gibi mantar tlrlerindeki selllazlar
bircok arastirmaci tarafindan calisilmustir (Lee vd., 2008).

Bircok ipliksi mantar iyi birer selilaz ve hemiselllaz Ureticisidir, 6zellikle hafif bir
kUf mantan olan Trichoderma reesei ok miktarda enzim salgilama yeteneginden dolay:
detayli calisilmistir. Ayrica Penicillium spp., selUlaz ve hemiselUlaz Ureticisidir (Jorgensen
vd., 2003). Acremonium cellulolytius, Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium,
Schizophyllum commune, Sclerotium rolfsii, Sporotrichum cellulophilum, Talaromyces
emersonii, Thielavia terrestris, Trichoderma koningii ve Trichoderma viride mantarlari
selllaz calisilan turlerden bazilarndir (URL-3). Bunlara ek olarak, Agaricus arvensis etkili
bir selllaz salgilayicisidir (Jeyavd., 2010).

Baz1 bakterilerde selilaz sistemlerinin bircok bileseni klonlanmistir. Bunlardan
bazilart Bacillus, Clostridium, Cellomonas, Rumminooccus, Alteromonas ve Acetivibrio
gibi bakteri tarleridir (Trivedi vd., 2011).

Selllaz aktivitesinin bulundugu bazi maya turleri Cryptoccus (Thongekkaew vd.,
2008) ve Pichia pastoris (Turan ve Zheng, 2005)’ dir.

1.5. Seliilazlarin Kullanim Alanlan

Sdlllazlarin ana uygulama alanlart gida, hayvan yemi Uretimi, tekstil, biyoyakit,
kimya, kagit ve kagit hamuru endustrisi, atiklarin giderimi, tibbr ve farmasotik endustris,
protoplast Uretimi, genetik muhendigligi ve kirlilik giderimidir (Bhat ve Bhat, 1997). Baz1
uygulamaaanlar sunlardir;

1.5.1. Gida Endiistrisinde Seliillazlar

e Tohumlardan yag ve meyve suyu ekstraksiyonunda,
e Meyve sularinin berraklastirilmasnda,

e Tahillarin homojen olarak su ¢ekmesin saglamak ve yeterince 1Slanmasnin
artirilmasnda,



e Soya sosu gibi fermente soya gidalarimn Uretiminde soyamin dis zarimin
uzaklastirilmasinda,

e Kokonat ve soya fasulyesinden protein izolasyonunda,

o Misir ve tatl patatesten nisasta Uretiminde,

e Suyosunlarindan agar ekstraksiyonunda,

e (Gida katkisi maddesi olarak kullamlan 6gitilmis lignoseltilozik materyalin
parcal anmasinda,

e Sdilozik atiklann ¢ozinur seker, glikoz ve sellooligosakkarit Uretiminde,

e Biyoetanol Uretimi icin substrat eldesinde,

e Kurutulmus sebze ve gorba karisimlarinin geri sulandirimimin artirilmasinda,

e Polisakkarit, protein enzim ve tat verici maddelerin agiga ¢ikisim kolaylastirmak
amaciyla bitki hicre duvarlarimn uzaklastirilmalarinda kullamimaktadir (Bhat
ve Bhat, 1997).

1.5.2. icecek ve Sarap Endiistrisinde Seliilazlar

Rekombinant mayalardan elde edilen $-1,3 ve B-1,4 glukanazlar saraplarda aroma
arisimin saglanmasi, biramn filtrasyonunun kolaylastirilmas ve dustk kalite arpada
bulunan -1, 3 ve B-1, 4 glukan hidrolizinde kullarImaktadirlar (Aygan, 2008).

1.5.3. Hayvan Yemi Endiistrisinde Seliilazlar

e Gevis getiren ve tek mideli hayvanlarin yiyeceklerinin zenginlestirilmesinde

e Hububat tanelerinin kabuklarimin cikarilmadan lignoselilozik materyalin 6n
muamelesinde kullamilir. Bdylece gevis getiren ve tek mideli hayvanlar bu
yiyecekleri kolaylikla sindirebilirler (Mandels, 1985).

e Baka bir uygulama da hayvanlarin sindirim bolgelerine gerekli selllazi
yayabilen transgenik hayvanlarin dretimi ve lifli gidalarin etkili bir bigimde
sindirimine yardim etmek icin sellilaz genlerinin klonlanmasinda kullanilir
(Beguin ve Aubert, 1993).



1.5.4. Tekstil Endiistrisinde

e Kumaglardaboyanin fazlasim almada,

e Bircok yikama sonunda pamuk kumaslardan cikan  mikrofibrillerin
giderilmesinde,

e Pamuk ya da pamuklu kumaslarin yitkanmas, renk parlakligimin artirilmasi ve
yumusakliginin geri kazandirilmasinda kullanilir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.6. Armillaria mellea Makromantarmm Ozellikleri

Armillaria mellea mantarimn sapkasi 3-15 cm ¢apindadir. Mantarin sapkasi, biyime
esnasinda once disbikey, sonra yassi ve son olarak da merkezi basik ve kenarlar1 dalgal1
sekilde olmaktadir. Sapkanmin rengi kirli sari, saman rengi veya koyu kahverengi olmakla
beraber, nihai olarak kirmizi renge donismektedir. Sapka Uzerinde gecici balik pullarina
benzer pullar vardir. Sap, 6-15 x 1-1,5 cm olup dip kisma dogru daralmaktadir ya da dip
kismu siskindir. Once beyazimsi, sonra kirmizims: kahverengi, sapin ist kismina dogru
halkas olup bu halka Onceleri beyaz, sonra sarimsi ya da pembems kahverengi ve
genellikle yaslandikca halka Uzerinde koyu lekeli benekler olusur. Sporlart soluk krem
renginde, eiptik 89 x 5-6 m. Yaprakli ve igne yaprakli agaclarin Uzerinde ve bunlarin
devrik kutukleri Gzerinde salkim gibi birgogu bir arada bulunur yada orman toprag:
Uzerinde yogun bir sekilde bulunmaktadir. Yaz mevsiminden erken kisa degin goéruldr.
Cok yogun kitle halinde populasyonlan vardir. Pisirildiginde yenen degerli bir mantardir
(Ansinvd., 2000).



Sekil 3. Armillaria mellea mantarinin fariktifikasyon organlar

1.7. Cahismanin Amaci

Gelisen teknoloji ile birlikte birgcok alanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadir.
Gida, tekstil, temizlik ve saglik gibi alanlarda artan talebi karsilamak igin daha hizh, az
enerji maliyetli ve gevreye daha az zarar verebilecek yontemler tercih edilmektedir. Klasik
kimyasal yontemlerin, spesifik olmamasi, verimin disUk olmasi, yan Uriinlerin fazla olmasi
ve gevreye daha ¢ok zararh atik verilmesinden dolay: tercih sebebi olmaktan cikmaktadir.
Bu yilzden endistriyel uygulamalar ve tip alamnda kimyasal katalizli yontemlerin yerini
artik enzim katalizli reaksiyonlar almaktadir. Canl1 sistemler taraf indan Uretilen biyolojik
katalizorler dan enzimler, oldukca spesifik reaksiyonlarr 10%-10%° kat daha hizli
katalizleyerek spesifik trtinleri olustururlar. Bu sekilde elde edilen trlinler hem oldukga saf
olur, hem de klasik yontemlere nazaran ¢ok daha kisa slirede sentezlenir. Ayrica enzim
katalizli yontemlerde reaksiyonlar 1liml1 sartlarda (oda sicakligi ve basnci, fizyolojik pH
vb.) gerceklestirilir, bdylece blyik oranda enerji tasarrufu saglanmis olur. Yani ekonomik
acidan da degerlendirildiginde enzim kullaniminin 6nemli avantajlar oldugu agiktir. Bu
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sebeple, bazi 6zel kimyasal maddelerin Uretiminde enzimlere gittikge daha fazla ihtiyag
duyulmaktadhr.

Selllazlar Uzerine yapilan calismalar son yUz yilda blyUk bir hiz kazanmustir.
Onemli ilerlemeler selilazin Gretiminin, seliloz yikiminin biyokimyasimn anlasilmas,
seltlaz geninin ekspresyonu ve klonlanmas ve bazi selllazlarin ¢ boyutlu yapisnin
belirlenmes  yonundedir. Aynca selllazlarin potansiyel endustriyel uygulamalarn da
belirlenmistir. Selllazlarin ticari potansiyelinin gelistirilmesi 6ntndeki dnemli engel
selllaz dretiminin verimliligi, kararlilig, 6zgunlugl ve maliyetidir. Bu ylzden gelecek
calismaar bu sorunlarn giderebilecek calismalara odaklanmalidir. Calismalar ayrica
mevcut ve yeni seltlazlarin ticari potansiyellerinden yararlanmay: amaglamalidir (Bhat ve
Bhat, 1997).

Bu ¢alismanin amaci, Trabzonun Hidirnebi Y aylasindan toplanan Armillaria mellea
mantar tirinden sellilaz sistemi enzimi olan B-glukozidazin iyon degisimi kromatografisi
ile kismi saflastirilmast ve kismi olarak saflastirilan enzimin biyokimyasal olarak
karakterizasyonudur. Enzim, aseton c¢okturmes ve iyon degisim kromatografis ile
Q-Sepharose fast flow kullanillarak kismi olarak saflastirilmistir. Kismi olarak saflastirilan
enzimin karakterizasyon calismas kapsaminda B-glukozidaz aktivitesi Uzerine cesitli
substratlarin etkisi, optimum pH, optimum scaklik, substrat konsantrasyonun aktivite
uzerine etkisi, pH ve 1sil kararliligi, meta iyonlar: ve ¢esitli kimyasal maddelerin etkisi
incelenerek bazi kinetik sonucglara ulasiimistir. Boylece kismen saflastirilan enzimin
biyokimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamilan Malzemeler ve Cihazlar

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adh Firma Model
UV -Vis Spektrofotometre Perkin EImer Lambda 25
Protein Elektroforezi Owl Separation Systems P8DS
Sogutmal1 Santrif(jj Hettich Zentrifugen Rotina35R
Mikrosantrifij Sigma 1-14
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Jel Goruntlleme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Mikrottpler igin Termal Sallayici Boeco TS 100 Thermo Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720
Buz Makinesi Hoshi zaki FM-80EE
Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolab: Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Derin Dondurucu Regal RDD-1280
Otoklav Tomy SX-700E
Gii¢c Kaynagi Heathkit IP-17
Degaz pompast Vacuubrand 2C

2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bu calismada substrat olarak kullanilan p-nitrofenil-p-D-glukopiranozid (pNPG) ve
4-metilyumbelliferi-p-D-glukopiranozid (MUG) ile kolon dolgu maddesi olarak kullamlan
Q-Sepharose fast flow, Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)'dan, diger kimyasal

maddeler ve ¢ozticller Fluko, Sigma, Merck firmalarindan temin edilmistir.
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2.1.3. Kullanmilan Materyal

Armillaria mellea EylUl ayinda Hidirnebi Yayla sindan toplandi ve laboratuara
getirilinceye kadar buz icinde saklandi. Laboratuara getirilen mantar 6rnegi kullanilana
kadar -80 °C’ de saklandh.

2.1.4. Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.4.1. Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

o Lowry A Cozeltis (0,2 N NaOH icinde % 2 (w/v) Na,CO,): 0,4 g NaOH ve 2,0
g NaxCOz saf su ile ¢oziltp hacmi 100 mL’ye tamamlandh ve 4°C’ de saklandi.

e Lowry B Cozdtis (%1 CuS0O,.5H,0 ¢ozelts): 1,0 g CuSO,4.5H,0 saf su ile
¢Ozultp hacmi 100 mL’ ye tamamland: ve 4°C’ de saklandi.

e Lowry C Cozdtis (%2 NaK tartarat ¢ozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile
¢Ozulup hacmi 100 mL’ ye tamamland: ve 4°C’ de sakland.

e Lowry D Cozdtis: 1 kiam Lowry B ve 1 kism Lowry C karistinlarak
hazirlandh.

e Lowry E Cozetisi: 05 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A Kkarstinlarak
hazirlandh.

e Sigir Serum Albumin (BSA) Cozeltiss (1 mg/mL): 50 mg BSA saf su ile
¢Ozultp hacmi 5 mL’ ye tamamland: ve 4°C’ de saklandh.

e 0,1 N NaOH iginde %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su
ile ¢zl Up hacmi 100 mL’ ye tamamland: ve 4°C’ de saklandi.

2.1.4.2. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e AyirmaJeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris 200 mL saf suda ¢tzulda,
pH’ s1 8,8 e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland: ve 4°C’ de saklandh.

e Yigma Jdi Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris 200 mL saf suda ¢ozuldd,
pH’ s1 6,8 e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’ de sakland.

e SDSCozdltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢ozilip hacmi 100 mL’ye tamamlandh.
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Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢ozultp hacmi 10
mL’ye tamamland: ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’ de saklandh.
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanld.
Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N'-metilen
bisakrilamid saf suda ¢Ozulip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’'de
sakland.

Gliserol Cozeltis (%80): 80 mL gliserolin hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmast ile hazirland:.

Bromofenol Mavis (%0,1): 10 mg bromofenol mavis saf suda ¢ozildu ve
hacmi 10 mL’ye tamamland:.

SDS-PAGE Y ikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M TrissHCI (pH 6,8), 400 uL %10
SDS, 100 puL %0,1 bromofenol mavisi, 250 puL %80 gliserol ve 60 pL
B-merkaptoetanol’ Gin karistirilmas ile hazirland: ve kiglk kisimlara ayrilarak -
20 °C’ de sakland:.

SDS-PAGE Y Uritme Tamponu: 7,2 g Glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 480 mL saf
su ile ¢ozuldikten sonra tizerine 5 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3'e
ayarland: ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

Dogal PAGE Y Ukleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI ( pH 6,8), 100 pL %0,1
bromofenol mavisi, 250 puL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmas ile
hazirland: ve kiiglk kisimlara ayrilarak -20 °C’ de sakland.

Dogal PAGE Y uriitme Tamponu: 7,2 g Glisin ve 1,5 g Tris yaklasik 490 mL saf
suda c¢ozuldikten sonra pH 8,3 ayarlandi ve c¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye
tamamland:.

Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250"nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol iginde ¢ozilmesi ile hazirlandi.

Boya Uzaklastirma CoOzeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve

600 mL saf suyun karistiriimastyla hazirland:.

2.1.4.3. Tampon Cozeltiler

A Cozdtisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su
ile ¢ozUltp hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanch.
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B Cozeltis (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,90 g Na,HPO,.2H,O’
nun saf su ile ¢ozulUp hacminin 250 mL’ ye tamamlanmasi ile hazirland.
Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A c¢ozeltis ile 51 mL B ¢ozeltis
karisimindan 16,6 mL alimip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmas ile
hazirland.

Glisin-HCI Tamponu (50 mM, pH 2,0): 0,375 g glisin saf suda ¢ozuldikten
sonrapH’ st 2,0’ a ayarlandiktan sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanch.

Glisin-HCI Tamponu (50 mM, pH 3,0): 0,375 g glisin saf suda ¢ozuldikten
sonrapH’ st 3,0’ a ayarlandiktan sonra hacmi 100 mL’ye tamamlandh.
Sodyum-Asetat Tamponu (Na-Ac) (50 mM, pH 4,0): 0,6804 g sodyum asetat saf
suda ¢ozuldikten sonra asetik asit ¢cozeltisi ile pH’ si 4,0 ayarlandiktan sonra 100
mL’ye tamamlandh.

Sodyum-Asetat Tamponu (Na-Ac) (50 mM, pH 5,0): 0,6804 g sodyum asetat saf
suda ¢ozildikten sonra asetik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 5,0 ayarlandiktan sonra 100
mL’ye tamamlandh.

Sodyum-Asetat Tamponu (Na-Ac) (50 mM, pH 5,5): 0,6804 g sodyum asetat saf
suda ¢ozuldikten sonra asetik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 5,5 ayarlandiktan sonra 100
mL’ye tamamlandh.

Fosfat Tamponu (50 Mm, pH 6,0): 0,4164 g KH2PO4 ve 0,3379 g KoHPO4 saf
suda ¢ozuldikten sonra sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH’st 6,0 ayarlandiktan
sonra 100 mL’ye tamamland:.

Fosfat Tamponu (50 Mm, pH 7,0): 0,4164 g KH2PO4 ve 0,3379 g KoHPO4 saf
suda ¢ozuldikten sonra sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH’s1 7,0 ayarlandiktan
sonra 100 mL’ye tamamland:.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢Ozuldikten sonra pH’'st 1 N HCI ile 8,0'e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye
tamamland:.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢ozuldukten sonra pH'st 1 N HCI ile 9,0'a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye

tamamlandh.
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2.1.4.4. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullamlan Diger

Cozeltiler

p-nitrofenil-p-D-glukopiranozit (4 mM stok): 0,060 g p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit 50 mM pH 5,5 sodyum asetat tamponunda ¢ozilup hacmi 50
mL’ye tamamlandh.

p-nitrofenil-B-D-glukopiranozid (25 mM stok): 0,1883 g p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit saf suda ¢ozilerek hacmi 25 mL’ ye tamamland..
p-nitrofenil-p-D-glukopiranozid (4 mM): 0,060 g p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit saf suda ¢ozulUp hacmi 50 mL’ ye tamamland:.
p-nitrofenil-p-D-gaaktopiranozid (4 mM): 0,060 g p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit saf suda ¢ozultp hacmi 50 mL’ ye tamamlandi.
p-nitrofenil-p-D-mannopiranozid (4 mM): 0,060 g p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozit saf suda ¢ozUltp hacmi 50 mL’ ye tamamlandh.
p-nitrofenil-p-D-sellobiozid (4 mM): 0,11 g p-nitrofenil-p-D-glukopiranozit saf
suda ¢ozlltp hacmi 50 mL’ ye tamamlandh.

0,1 M NaxCOs Cozeltisi: 1,06 g NaeCOs saf suda ¢ozulerek hacim 100 mL’ye

tamamland:.

2.2. Deneysel Cahsmalar

2.2.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Armillaria mellea mantarindan 3 farkli pH’da ekstraksiyon tamponu kullanilarak

(5,0, 7,0 ve 9,00 ham enzim ozutleri hazirland1 (Elvan, 2009). Bunun icin asagidaki

islemler yapildi.

Mantar numunesinden 25'er g ornekler alinarak sivi azot icinde 15 dakika
bekletildi.

Her bir 6rnek havanda dévildi ve her birine 2 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 1 mM
PMSF iceren 50 mM asetat (pH 5,0), fosfat (pH 7,0) ve Tris-HCI (9,0)

tamponlarindan ayri ayr1 50'ser mL ilave edildi.
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e Her bir karisim 4 kath ttlbentten stiztldi ve elde edilen stiziintt 4 °C’ de, 20.000
rpm’'de 30 dakika santrifllj edildi. Elde edilen slipernatan ham enzim 6z0td

olarak kullant!d.

2.2.2. Enzim Aktivetisinin Tayini

A. mellea 6zutindeki B-glukozidaz aktivites hem spektrofotometrik yontemle hem
de elektroforetik yontemle tayin edildi. Spektrofotometrik aktivite tayini p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozid substrati varliginda 410 nm’de gerceklestirildi. Elektroforetik aktivite ise
MUG substrati varliginda dogal elektroforez yapilarak gerceklestirildi.

B-glukozidaz aktivitesinin tayini igin, 200 uL substrat ¢cozeltis (4 mM stok) Uzerine
200 pL enzim c¢ozeltis ilave edildi ve elde edilen karisim 37 °C'de 15 dakika inkibe
edildi. Inkilbasyon sonunda 1,2 mL NaCOs (0,1 M) cozeltisi eklenerek reaksiyon
durduruldu ve 410 nm’de absorbans dl¢culdi (Turan vd., 2005). 1 U enzim aktivitesi, 1
dakikada 1 umol p-nitrofenol olusturan enzim miktar:, spesifik aktivite ise 1 mg
proteindeki enzim Unitesi olarak tammlandi.

Elektroforetik aktivite tayini icin kullamlan dogal PAGE icin %5'lik yigma ve
%10’ luk ayirma jeli kullanmldi. Ayirma jelinde %0,1 (w/v) oraninda olacak sekilde MUG
cozeltisi kullanildi. Elektroforez bitince jel 3 kez 50 mM pH 5,0 sitrat fosfat tamponuyla
yikand:. Y ikamaislemi bittikten sonra jel %0,1 (w/v) sitrat fosfat tamponunda hazirlanmis
MUG c¢ozeltisinde 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda B-glukozidaz
enziminin aktivitesinden sorumlu bantlann varligr UV 1s1k altinda tespit edildi (Turan vd.,
2005).

2.2.3. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore gergeklestirildi (Lowry vd., 1951). Protein

standardh olarak sgir serum albumini (BSA) kullan|dh.

o Kalibrasyon grafigi ¢cizmek igin hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney
tuplerine sirastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi. Bu sekilde BSA’nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 ug/mL olmaktadir.

e Baskabir deney tlplne enzim ¢ozeltisinden 10 uL ilave edildi.
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e Standartlara ve ornege, hacimlerini 500 ulL’ye tamamlayacak sekilde 0,1 N
NaOH icindeki %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vorteksiendi.

e Her bir tipe, 1 mL Lowry E cozeltis ilave edilip vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

e Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oramnda seyreltilmis olan Folin
Reaktifi’nden 100 pL ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.

e 650 nm'de absorbanslar okundu ve kalibrasyon grafigi cizilerek enzim

¢Ozeltisinin protein konsantrasyonu hesapland.

2.2.4. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli
%12'lik ve yukleme jeli %5'lik olacak sekilde Maniatis ve arkadaslarina gore (1989)
yapildi.

Tablo 2'de belirtildigi sekilde hazirlanan jeller, cam plakalar arasina dokuldu.
Standart proteinler ve ornekler, icerisinde 30 pg protein olacak sekilde SDS yuritme
boyasyla karistirildh ve 95 °C'de 5 dakika bekletilip, Hamilton siringas: yardimiyla
kuyucuklara yuklendi. Jelde olusan boya, yikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak
15 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin at kismina gelene kadar 1-1.5 saat 25
mA’de yuratildi. Elektroforez islemi sona erdikten sonra, jel sisteminden dikkatlice
ainarak, yaklasik 15 dakika boyunca boyama cozeltis icerisinde bekletildi. Protein
bantlarinin gorundr hale getirilmesi icin jel, boya uzaklagtirma ¢ozeltisiyle (destaining) 1-
15 saat calkaandi. UV 1stk  kullanlarak bantlar gorintr hale getirildi  ve
elektroforogramlar bilgisayara kaydedildi.
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Tablo 2. SDS-PAGE hilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (%8) Y Ukleme Jeli (%5)

Y Ukleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) 1,25
Ayirma Jeli Tamponu (1.5 M Tris-HCI) 2,5

%10 SDS 0,1 0,1
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 2,7 1,7
Saf Su 4,6 6,8
%10 APS 0,1 0,1
TEMED 0,006 0,01

2.2.5. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile p-Glukozidaz
Aktivitesinin Ortaya Konulmasi

Doga PAGE, SDS icermeyecek sekilde hazirlanan %5'lik yigma jeli ve %10’ luk
ayrmajeli kullanmlarak gerceklestirildi. Ayirmajeli %0,1 MUG icerecek sekilde hazirlandi
(Tablo 3).

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank, dogal PAGE yuriitme tamponu ile
dolduruldu. Yaklastk 35 ug protein, doga PAGE vyukleme cozeltis ile karstirilip
Hamilton sinngasi yardimi ile kuyucuklara yUklendi. Elektroforoz tnitesi buz dolu bir
kabin igerisine yerlestirilerek, boya, yigmajelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 20 dakika
20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’de

yurGtulda.

Tablo 3. Dogal Poliakrilamid Jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri

%5'lik Y1gma Jeli %10’ luk Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

Saf su 2,7 3,0

%30’ luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3

%0,1 MUG 1,0

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 0,004
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Elektroforez islemi gerceklestirildikten sonra jel, 15 mL, 100 mM pH 5,0 Mcilvaine
tamponu ile Uc¢ kez yikandi. Yikanan jel, %0,1'lik MUG ¢oOzeltisi icinde 37 °C’de 30
dakika inklbe edildi ve Kodak Gel Logic 200 Imaging System kullamlarak UV 151k altinda
incelendi (Turan, vd., 2005).

2.3. B-Glukozidaz Enzimin Kismi Saflastirnlmasi

2.3.1. Aseton Coktiirmesi

Hazirlanan ham enzim 06zitl asetonla ¢oktirdldi. Bunun igin, proteinler, 1 hacim
Ozut ve 1 hacim soguk aseton karisiminda (1:1) coktirilerek, 4 °C'de 5 dakika 9.000
rpm’ de santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelek 4 °C'de 24 saat bekletilerek kalan asetonun
uzaklastirnlmas saglandi. Asetonu ucurulan ¢okelek hacminin 2-3 kati kadar 50 mM
sodyum asetat (pH 5,5) tamponunda ¢ozuldi ve ¢ozilmeyen kismin uzaklasmast icin 4
°C'de 5 dakika 8.000 rpm’'de santrifijlendi. Elde edilen slpernatan iyon degisim
kromatografi kolonuna yklenene kadar -20 °C’ de saklandi (Demirkan, 2009).

2.3.2. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi icin 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon ve
kolon malzemesi olarak Q-Sepharose fast flow kullanildi (Turan vd.,2005). Kolon dolgu
maddesi ve kullamlan tim cozeltilerin gazlan vakum pompas: kullamlarak alindi. Gazi
alinmis olan kolon dolgu malzemesi oda sicakligina getirildikten sonra bir pastor pipeti
yardimiyla yavas yavas kolona dolduruldu. Kolon 50 mM Na-Ac tamponunun (pH 5,5)
350 ml’si ile bir gece boyunca dengeye getirildi. Enzimi iceren 6rnek, kolona akis hizi 1
mL/dak olacak sekilde emdirildi. Ornegin kolona yiklenmesinden sonra tutunmayan
proteinlerin uzaklastinlmas: igin kolondan yaklastk 80 mL tampon UV dedektorl
kullamlarak kontrollG bir sekilde gecirildi. Kolondan cikan ¢rnekler tipler icerisinde
biriktirilerek bu tupler igerisinde B-glukozidaz aktivites arandi. Yapilan aktivite testleri
sonucunda kolondan gkan cozeltide B-glukozidaz aktivitess bulunamadi. Bu durum
enzimin kolon matriksine baglandigim gostermektedir. Daha sonra kolonun NaCl

konsantrasyonu sifirdan baslayarak 0,6 M’a kadar yuksdltildi. Bunun igin 0-0,6 M NaCl
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gradiyent kopriust kullarldi. Bu kopra iki beher icerisine ayr1 ayrn 100 mL tampon
konulmas ve beherlerden birine konsantrasyonu 0,6 M olacak sekilde NaCl ilave edilmesi
ile hazrlandi. Beherler arasi tampon gecisi ise ince bir U cam boru ile saglandi. Peristaltik
pompa 0 M tuz iceren tampondan svi cektikce 0,6 M tuz iceren beher icerisindeki
tamponun O M tuz igeren behere gecisi saglandi. Boylelikle tuz konsantrasyonu dereceli
olarak artirildi. Kolondan c¢ikan fraksiyonlar yaklasik 2,0 mL olacak sekilde cam tlpler
icerisinde biriktirildi. Fraksiyonlardaki protein miktarlarn 280 nm dalga boyunda yapilan
Olcimler sonucu belirlendi. Ayrica tum fraksiyonlarda p-glukozidaz aktivites bakildh.
B-glukozidaz aktivitesi bulunan tlpler birlestirildi. Toplanan enzim 6ziti Amicon Ultracel
Membrane 10.000 MWCO Milipore kullamlarak 4.000 rpm’de 4 dakika sire ile surekli
santifj edilerek yogunlastirilch (Turan vd., 2005).

2.3.3. Kismi Olarak Saflastirilan Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.3.3.1. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Cesitli Substratlann EtKkisi

B-Glukozidaz aktivitesi Uzerine c¢esitli substratlarin etkisini incelemek amaci ile
p-nitrofenil-p-D-mannopiranozid,  4-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid,  4-nitrofenil-p-D-
sellobiozid, p-nitrofenil-3-D-glukopiranozid subsatratlar: kullamlarak aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Boylece enzimin en etkin calistig substrat belirlendi (Turan vd., 2005).

2.3.3.2. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine pH’mn Etkisi

B-Glukozidaz aktivitesi Uzerine pH'1n etkisini incelemek amaciyla, glisin-HCI (pH
2,0-3,0), sodyum asetat tamponu (pH 4,0-5,0), fosfat tamponu (6,0-7,0) ve TrissHCI (pH
8,0-9,0) tampon sistemleri kullamlarak ayrn ayri aktivite tayinleri yapildi. B-Glukozidaz
icin bulunan aktivite degerleri kullanilarak %bagil aktivite-pH grafigi ¢izildi. Aktivitenin
en yuksek oldugu pH degeri, optimum pH olarak tespit edildi ve bundan sonraki
caligmalarda aktivite tayinleri optimum pH degerlerinde gercgeklestirildi (Y oon vd., 2008).
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2.3.3.3. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgm Etkisi

B-Glukozidaz aktivites Uzerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla ile 10-90 °C
scaklik araliginda, sicaklik 10 °C artirilarak aktivite tayinleri gerceklestirildi. Hazirlanan
reaksiyon karigimlari su banyosunda belirlenen scaklik degerlerinde 15 dakika, inkube
edilerek aktivite tayinleri yapildi. Sicakliga karsi %bagil aktiviteler grafige gecirilerek
optimum sicaklik degeri belirlendi (Y oon vd., 2008).

2.3.3.4. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

B-Glukozidaz aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaci
ile optimum sartlarda (pH ve sicaklik) substratin degisen konsantrasyonlarina (0,001- 0,1
mM pNPG) kars1 dlcllen hiz degerleri grafige gecirildi. BOylece hazirlanan substrat
doygunluk egrisinden enzim aktivites i¢in optimum substrat konsantrasyonu tayin edildi.
Ayrica, Lineweaver-Burk grafigi de cizilerek enzimin Viyxs Ve Ky, degerleri belirlendi
(Yoon vd., 2008).

2.3.3.5. p- Glukozidazin pH Kararhliginin Incelenmesi

B-Glukozidaz enziminin pH kararliligimin incelenmes amact ile enzimi igeren eluat
50 mM glisin-HCI tamponu (pH 2,0-3,0), 50 mM sodyum asetat tamponu (pH 4,0-5,0), 50
mM fosfat tamponu (6,0-7,0) ve 50 mM Tris-HCI (pH 8,0-9,0) tamponlar: ile 1:1 oramnda
karistirildi. Enzim-tampon karisimlar: 4 °C 24 saat inkibe edildikten sonra optimum sartlar
altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Aym sekilde hazirlanmis fakat inkibe edilmemis
enzim-tampon karisimlarimin optimum sartlar altinda aktivitelerine bakilarak bu degerler
%100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanarak inktibe edilen enzimlerin %okalan
aktiviteleri hesaplandi (Turan vd., 2005).

2.3.3.6. p-Glukozidazin Isil Kararlihigmmn Incelenmesi

Enzimin 1sil kararliligimn incelenmes amaci ile enzim ¢ozdtileri 10 °C artiglarla
birlikte 20-90 °C araliginda su banyolarinda ayri ayr1 15, 30, 45, 60 dakika inklbe edildi.
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Bu strenin sonunda enzim ¢ozeltis buz icine alinarak 5 dakika bekletildi ve buzdan
cikartilip oda sicakligina kadar i1snmasi beklendi. Daha sonra optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri gergeklestirildi. Ist ile hi¢ muamele edilmemis enzimin aktivitesi %100
olarak kabul edilerek, inkiibe edilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandi (Turan vd.,
2005).

2.3.3.7. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Bazz Metal Iyonlarmm Etkisi

A. mellea B-glukozidaz aktivitesi Uzerine bazi metal iyonlarimin etkisini incelemek
amactyla Na*, Li*, Mg™, Mn*, zn*, Co®*, Ca™*, CU** iyonlarinin klorir tuzlarinin 100
mM’lik stok c¢ozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarimn reaksiyon karisimindaki  son
konsantrasyonlan 1 mM ve 5 mM olacak sekilde ve optimum sartlar atinda aktivite
tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen karisimun aktivitess %100 olarak kabul edilip
metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesapland: (Y u vd., 2007).

2.3.3.8. PB-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisinin
Incelenmesi

A. mellea B-glukozidaz aktivites Uzerine bazi kimyasallarin etkisini incelemek
amaciyla, fenilmetansilfonil florir (PMSF), 100 mM’lik ditiyotreitol (DTT) ve %30’ luk
sodyum dodesil stilfat (SDS) ¢ozeltileri hazirlandi. Kimyasallarin reaksiyon karistmindaki
son konsantrasyonlarn 10 mM ve 25 mM olacak sekilde optimum sartlar altinda ayr1 ayr
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kimyasal icermeyen karisim aktivitesi %100 olarak kabul
edilip kimyasallarin ilaves: durumunda %kalan aktiviteler hesapland: (Oyekole vd., 2007).



3. BULGULAR

3.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmast

B-Glukozidaz aktivitesinin belirlenmesi icin, A. mellea’ dan uygun miktarda alinarak
3 farklh pH'da (5,0, 7,0 ve 9,0) ham enzim 0Ozt hazirlandi. Hazirlanan ham enzim
Ozutlerinde aktivite tayini gerceklestirildi. En yiksek enzim aktivites degerine 50 mM’ 1k
sodyum asetat (pH 5,0) tamponunda hazirlanan ham o6ziitte ulasilch. fleri calismalarda

kullamlacak olan ham 6zitler 50 mM’ lik sodyum asetat (pH 5,0) tamponunda hazirlanarak
kullanmlana kadar -20 °C’ de sakland.

3.2. Enzimin Kismi Olarak Saflastirilmasi

3.2.1. Aseton Coktiirmesi

Hazirlanan ham enzim 06ziti soguk aseton ile coktirdlmis ve cokelek uygun
tamponda ¢ozulmusttr. Cozeltinin, ¢ozinmeyen maddelerin uzaklastirilmast icin yapilan
santriflljlenmesinden sonra berrak oldugu gézlenmistir. Daha sonra enzim ¢ozeltisindeki
protein miktan ve aktivite tayini spektrofotometrik yontemlerle gergeklestirilmis ve enzim
¢cozeltisi iyon degisim kromatografisinde kullaniimak tizere 4 °C’ de saklanmustir.

3.2.2. B-Glukozidaz Enziminin Iyon Degisim Kromatografisi ile Kismi Olarak
Saflastirilmasi

Aseton c¢oktirmesi sonras elde edilen ornekler optimum saflastirma sartlarin
(elisyon tamponu pH’s, akis zamani, enzim aktivitesinin gortldigu tiplerin sirasi gibi)
belirlemek icin degisik sartlarda Q-sepharose fast flow iceren kolona yuklenmis, tuz
koprust calistirilmus ve fraksiyonlarin geldigi tiplerde enzim aktivites aranmustir. Yapilan
bu calismalar sonucu, optimum saflastirma sartlari belirlenmistir ve saflastirma islemi
belirlenen bu optimum sartlarda gergeklestirilmistir. B-glukozidaz aktivitesinin goruldigu
37-40. tuplerdeki eluatlar toplanmis ve saflastirma grafigi hazirlanmistir (Tablo 4). Bu
saflastirma isleminin sonucunda enzim yaklasik olarak 40 kat saflastinldigr gorulmustdr.
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Iyon degisimine kromatografisi ile enzim saflasgtinimasna ait grafik Sekil 4'te

gosterilmistir.

Tablo 4. A. mellea' dan kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait saflagtirma

tablosu
Saflagirma | Hacim | Protein TopIQm Aktivite | Toplam Spe;af}k . Saflagtirma
Basamaz | (mL) | (mgmL) | T8N | Midak) | Akdivite | AKEVIEE | Verim [ s
% (mg) | ™ (U/mg) Y
HamEnzim |, 3.4 1360 | 0,0960 384 | 00283 | 100 1,0
Ozitu
Aseton
Coktirmes 60 1,5 90 0,0955 573 | 00636 | 14,92 2,2
Iyon
Degisimi 30 0,1 3 0,1159 3,48 1,15 9,05 40,6
(Q@-seph.)
16 - 1
ERol |
=12 + 08 _|—=— Absorbans
2 =
& 1 106 T
208 - b= —e— Aktivite
206 7042
o <«
204 02 Tz
< 0,2 7 konsantrasyonu
0 %0

Tiip sayis1

Sekil 4. B-Glukozidaz enziminin saflastirilmasina ait iyon degisim kromotagrafisi grafigi
3.2.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Iyon degisim kromotografisi ile kismi olarak saflastinlan B-glukozidaz enziminin
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez profili Sekil 5'te verilmistir. Sekilde
de goruldigu gibi iyon degisim kromatografis sonrasi elde edilen elektroforez profilinde
yaklasik 6 bandin varligi ortaya konulmustur.
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Sekil 5. A. mellea makromantarindan kismi olarak
saflastirilan B-glukozidaz enziminin A) Ham
enzim Ozutd, B) Aseton Coktlrmes sonrasi
enzim ¢ozeltisi, C) Kolon sonrasi elde edilen
enzim ¢ozeltisi

3.2.4. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Iyon degisim kromotografisi ile kismi olarak saflastirlan B-glukozidaz enziminin
aktivite boyamasi sonrasi elde edilen dogal jel elektroforez profili Sekil 6'da verilmistir.
Sekilde de goruldigl Uzere ham 0Ozt ve aseton c¢oktirmes sonucu elde edilen
elektroforetik profilde iki baskin ve bir silik bandin, Q-sepharose fast flow kolonu sonrasi
elde edilen elektroforetik profilde ise bir baskin ve bir silik bandin varligi ortaya
konulmustur. Bu profil 4. mellea makro mantarinda enzimin izomerleri halinde bulundugu
veya benzer aktiviteye sahip enzimlerin varhgim gostermektedir. Iyon degisim
kromotografisi sonraanda SDS PAGE’ de alti, dogal PAGE’'de ise iki farkli bandin varligi

enzim saflastirmasinin kismi oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 6. 4. mellea makromantarindan saflastirilan
B-glukozidaz enziminin A) Ham enzim Substrat
Boyamasi, B) Aseton Cokturmes Substrat
Boyamasi, C) Kolon sonrasi Substrat Boyamasi

3.3. A. mellea’dan Kismen Saflastirllan B-glukozidaz Enziminin Biyokimyasal
Karakterizasyonu

3.3.1. A. mellewdan Kismen Saflastirilan B-Glukozidaz Enziminin Substrat
Ozgiinlii gii

A. mellea’dan kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin aktivitesi Uzerine
¢esitli - substratlanin  etkisini  incelemek amacaiyla p-nitrofenil-p-D-mannopiranozid,
p-nitrofenil-p-D-gal aktopiranozid, p-nitrofenil-p-D-sellobiozid, p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozid substratlart ile aktivite tayinleri gerceklestirildi ve %bagil aktiviteleri
hesapland.

Tablo 5'te kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin aktivites Uzerine gesitli
substratlarin etkis incelendiginde; aktivitenin p-nitrofenil-B-D-glukopiranozid varliginda
en yiksek oldugu, p-nitrofenil-p-D-sellobiozid varhiginda ise p-nitrofenil-p-D-
glukopiranozide gore daha dustk bir aktivitenin oldugu tespit edilmistir. Diger substratlar
varliginda ise B-glukozidaz aktivites tespit edilememistir. Bu sonuclar dogrultusunda
gerceklestirilen karakterizasyon calismalarinda p-nitrofenil-B-D-glukopiranozid substrat

olarak kullarulmustir.
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Tablo 5. A. mellea’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enziminin aktivites Uzerine
cesitli substratlarin %bagil aktivite sonuclar

Substrat Adt %Bag1l Aktivite
p-hitrofenil-B-D-glukopiranozid 100
p-nitrofenil-B-D-sellobiozid 31,4
p-hitrofenil-B-D-galaktopiranozid 0
p-hitrofenil-B-D-mannopiranozid 0

3.3.2. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisinin Incelenmesi

pH nin B-glukozidaz aktivites Uzerine etkisini belirlemek amaa ile farkli pH
degerlerinde (2,0-9,0) tamponlarin kullanilmasyla ayri ayr1 aktivite tayinleri yapilch ve
%bagil aktivite-pH grafigi cizildi.

Sekil 7'de verilen grafikten yararlanarak kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz
enziminin sodyum asetat tamponunun kullanldigi pH 4,0 degerinde en yiksek aktivite
gosterdigi tespit edildi ve gercgeklestirilen karakterizasyon calismalarinda pH’st 4,0 olan

sodyum asetat tamponu kullanil d1.

120
100 ~
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60 -

% Bagil aktivite

20 A

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
pH

Sekil 7. A.mellea’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait
%Bag1| aktivite-pH grafigi



28

3.3.3. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgm Etkisinin Incelenmesi

Kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesine ait optimum sicaklik
degerini belirlemek amaciyla 10-90 °C sicaklik araiginda 10'ar °C aralikla aktivite
tayinleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuclara gore %bagil aktiviteye-sicaklik grafigi
cizildi. Bu grafige gore B-glukozidaz aktivitesine ait optimum sicaklik 50 °C olarak

belirlendi (Sekil 8).

120 ~
100 -

80

% Bagll aktivite

O I I I I 1
0 20 40 60 80 100

Sicaklik (° C)

Sekil 8. A. mellea’dan kismen saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait
% Bagil aktivite-sicaklik grafigi

3.3.4. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisinin
incelenmesi

Kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu
ile degisimini incelemek amaciyla daha Onceden belirlenen optimum sartlarda, farkl
substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak reaksiyon gerceklestirildi. B-Glukozidaz aktivites
icin 0,01-10 mM araiginda pNPG substrat kullamldi. Elde edilen aktivite sonuclari
kullamlarak substrat doygunluk egrisi grafigi cizildi (Sekil 9) ve B-glukozidaz aktivites
icin optimum substrat konsantrasyonu 4 mM olarak belirlendi.

Kinetik verilerin belirlenmes amaciyla Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 10).
Bu grafikten, B-glukozidaz aktivites icin pNPG substrati varliginda Vs ve Ky, degerleri
srasiyla 3,646 U/mg protein ve 0,295 mM olarak bulundu.
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Sekil 9. pNPG substrat1 varliginda -glukozidazin substrat doygunluk egrisi

/v

60

1/]S]

Sekil 10. pNPG substrat: varliginda f-glukozidaz aktivites icin Lineweaver-Burk
egris

3.3.5. p-Glukozidazin pH Kararhhigmm Incelenmesi

Kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzim c¢ozeltis ile 1:1 oramnda farkl:
pH’ lardaki tamponlar karistinldi. Elde edilen 6zit-tampon karistmlarindan uygun miktar
alinarak reaksiyon kansimlart hazirland:t ve aktivite tayinleri gergeklestirildi. 4 °C'de 24
saat inklbe edilen 6zit-tampon karsimlarindan da uygun miktarlarda ainarak reaksiyon
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karisimlart hazirlanch ve aktivite tayinleri gergeklestirildi. Baslangi¢ ve 24 saat inkUbasyon
sonucu elde edilen aktiviteler karistirilarak %kalan aktivite-pH grafikleri ¢izildi.

Sekil 11'de kismen saflastirilan B-glukozidaz enziminin incelenen pH degerlerinde
farkli aktivite profilleri sergiledigi gorulmektedir. pH 2,0'de aktivitenin yaklasik yan
yariya azaldigi, pH 3,0, 4,0, 50, 6,0 ve 8,0 degerlerinde aktivitenin buylk oranda
korundugu ve pH 5,0 ve 9,0 degerlerinde ise aktivitede bir artis oldugu gozlenmistir.

200 ~
150

100

% Kalan aktivite

50

pH

Sekil 11. 4. mellea’ dan kismen saflagtirilan B-glukozidaz enzimine ait %kalan aktivite-
pH grafi g

3.3.6. p-Glukozidazin Isil Kararlihgin incelenmesi

Kismen saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait 1sil kararlilik profilini belirlemek
amaciyla 6zitler, 15, 30, 45, 60 dakika zaman dilimleri ve 20-90 °C’lik (10 °C'lik artislar)
scaklik araliklarinda su banyosunda ayr1 ayr inkibe edildi. Bu Ozitler oda sicakligina
kadar sogutulduktan sonra aktivite tayinleri gerceklestirildi. %Kalan aktiviteler herhangi
bir 6n islem uygulanmamis enzim 6zitinin optimum sartlarda belirlenen aktivite
degerleriyle karsilastirilarak hesapland: ve grafikler cizildi.

Sekil 12'de pB-glukozidaz enziminin 15, 30, 45, 60 dakika sonunda farkli
scakliklardaki kalan aktiviteleri gosterilmistir. Belirtilen inkiibasyon sirelerinde aktivite
40 °C'ye kadar yaklasik olarak %95 oraninda korunurken, enzimin optimum sicaklig olan
50 °C’de yaklasik olarak %80 oraninda korunmus, 60 °C’de ise ilk otuz dakikalik zaman
dilimi icerisinde %45 oramnda korunmustur. 70-90 °C’lik sicaklik araliginda ise aktivite

buyUk oranda azal mistir.
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Sekil 12. 4. mellea’ dan kismen saflastinlan B-glukozidaz enzimine ait 1sil kararlilik
grafigi
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3.3.7. p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Bazz Metal iyonlanmn Etkisi

Kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesi Uzerine metal iyonlarinin
etkisini incdlemek amacyla Na', Li*, Mg®, Mn®*, zn*, Co®*, Ca®* ve Cu* iyonlarinin
klortr tuzlarinin 100 mM’lik stok cozeltileri kullanildi. Optimum sartlarda ve reaksiyon
karisimindaki metal iyonlarimin nihai konsantrasyonlart 1 mM ve 5 mM olacak sekilde
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kontrol olarak, optimum sartlarda metal iyonu icermeyen
ornekle aktivite tayini yapildi ve elde edilen aktivite degeri %100 olarak kabul edildi.
%K alan aktivite degeri, kontrol olarak yapilan deneme ve metal iyonu iceren denemeler ile
kiyaslanarak hesapland: ve sonuclar Tablo 6'da verildi. Bu sonuclara goére, B-glukozidaz
aktivitesinin 1 mM meta iyonu varliginda degisik oranlarda azaldigi gozlenmistir. 5
mM’lik konsantrasyon degerlerinde ise sadece Mr?* iyonu mevcudiyetinde aktivitenin

arttigi, diger metal iyonlan mevcudiyetinde ise azaldig tespit edilmistir.
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Tablo 6. A. mellea’dan kismen saflastinlan B-glukozidaz enzim aktivites Uzerine bazi
metal iyonlarimin etkisi

Metal iyonu (1 mM) %K alan Aktivite Metal iyonu (5 mM) %K alan Aktivite
NaCl 73 NaCl 75
LiCl 86 LiCl 70
MgCl, 93 MgCl, 79
MnCl, 94 MnCl, 128
ZnCl, 80 ZnCl, 88
CoCl, 88 CoCl, 93
CaCl, 80 CaCl, 83
cucl, 76 cucl, 43

3.3.8. B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisi

B-Glukozidaz aktivites Uzerine bazi kimyasalarin etkisini incelemek amaciyla,
Fenilmetilstlfonilflorir (PMSF), Ditiyotreitol (DTT) ve Sodyum Dodesil Silfat (SDS)
kimyasallarimin 100 mM’ ik stok ¢ozeltileri hazirlandi. B-Glukozidaz enziminin optimum
sartlarda son konsantrasyonunu 10 mM ve 25 mM olacak sekilde yukaridaki kimyasallarin
etkisi incelendi (Tablo 7).

Kontrol olarak yukaridaki kimyasallar1 icermeyen reaksiyon karisimlar: kullanild: ve
bu karisimlar igin gozlenen aktivite degerleri %100 olarak kabul edildi. B-Glukozidaz
aktivites 10 mM ve 25 mM’lik PMSF mevcudiyetinde konsantrasyon degerlerinde farkl:
oranlarda inhibisyon oldugu, DTT varhiginda ise aktivite 6nemli derecede degismenin

olmadhigi ve SDS mevcudiyetinde ise aktivite hemen hemen tamamen yok oldugu gorlda.

Tablo 7. A. mellea’ dan kismen saflastinlan B-glukozidaz enzim aktivites Uzerine
bazi kimyasallarin etkisi

% Kalan Aktivite
Kimyasallar 10 mM 25mM
DTT 102 103
PMSF 95 61
SDS 6 2




4. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu calismada Armillaria mellea mantarindan hazirlanan ham 6zitte B-glukozidaz
enziminin varlig tespit edilmistir. Aseton ¢oktlirmesi ve iyon degisim kromotografis ile
kismi olarak saflastirilmis ve kismi olarak saflagtirilan enzim biyokimyasal olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen veriler diger calismalardaki B-glukozidazlar ile
karsilastiril migtir.

A. mellea’ dan hazirlanan ham enzim 6z(tu ve iyon degisim kromatografis sonrasi
kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin SDS jel elektroforezi yapilmustir (Sekil
5). Ham enzim 6zittundeki yogun bant profili iyon degisim kromotografisi sonrasi yaklasik
6 banda dismuUstir. Ham enzim 6zUtinde ve iyon degisimi kromatografisi sonrasinda elde
edilen enzim c¢ozeltisindeki B-glukozidaz aktivitesini ortaya koymak amaci ile dogal
poliakrilamit jel elektroforezi yapilmistir (Sekil 6). Elektroforez sonucunda ham enzim
Ozutinde iki baskin ve bir silik bandin, iyon degisim kromatografis sonrasi elde edilen
elektroforetik profilde ise bir baskin ve bir silik bandin varlig: ortaya konulmustur. Bu
profil, A. mellea makromantarinda enzimin, izomerleri halinde bulundugunu veya benzer
aktiviteye sahip enzimlerin oldugunu gostermektedir. fyon degisim kromatografisi sonrasi
SDS elektroforez sonrasi yaklasik ati bandin, dogal jel elektroforezinde ise iki farkl
bandin varlig1 enzim saflastirmasinin kismi oldugu sonucunu ortaya koymaktadr.

A. mellea’ dan hazirlanan ham enzim 6zitin sahip oldugu B-glukozidaz aktivitesini
ortaya koymak icin farkli substratlar denenmis ve en yiksek aktiviteye pNPG varliginda
ulasilmistir. Bundan sonraki kararkterizasyon calismasinda substrat olarak pNPG
kullamlmustir. Penicillium pinophilum’dan saflastinlan B-glukozidaz aktivitesini tespit
etmek icin pNPG substrati kullanilmistir (Joo vd., 2010). Yine aym sekilde Lepista
flaccida dan kismi olarak saflastirilan p-glukozidaz aktivites tespiti icin (Elvan, 2009) ve
Climacocysis borealisten’ den saflastirilan B-glukozidaz aktivitesi ign (Demirkan, 2009)
substrat olarak pNPG kullamldigi gorilmektedir.

A. mellea’ dan iyon degisim kromatografisi ile kismi olarak saflastirilan f-glukozidaz
enziminin pH’ya bagimlilig: incelendiginde, optimum pH degerinin 4,0 oldugu tespit
edilmistir (Sekil 7). L. flaccida’ dan kismi olarak saflastirilan p-glukozidaz enziminde de
aym optimum pH degeri gozlenmistir (Elvan, 2009). pH 3,0-6,5 arasindaki pH degerleri



34

bircok B-glukozidaz icin benzerdir (Tablo 8). Farkli ¢alismalarda p-glukozidaz enziminin
sahip oldugu optimum pH degerleri, C. borealis icin 3,0 (Demirkan, 2009), Fomitopsis
palustris icin 4,5 (Yoon vd., 2008), Aspergillus oryzae sp. 100 i¢in 5,0 (Zhang vd., 2007),
Volvariella volvazea icin 6,4 (Li vd., 2005) olarak tespit edilmistir. Enzimin pH
kararliligim incelemek amaciyla enzim Ozitleri farkli pH'larda 4 °C'de 24 saat inkibe
edildi. Gergeklestirilen aktivite denemeleri sonraanda enzim icin %kalan aktivite-pH
grafigi cizildi (Sekil 11). Kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin incelenen pH
degerlerinde farkli aktivite profilleri sergiledigi gorilmektedir. pH 2,0'de aktivitenin
yaklasik yan yariya azaldigi, pH 3,0 - 6,0 ve 8,0 degerlerinde aktivitenin blyuk oranda
korundugu ve pH 7,0 ve 9,0 degerlerinde ise aktivitede Onemli bir artis oldugu
gbzlenmistir. Genel olarak bakildiginda B-glukozidaz enziminin pH 3,0-9,0 araliginda
aktivitesini blytk oranda korudugu veya arttigi, dolayisyla enzim 6zutinun igerdigi
B-glukozidaz aktivitesi acisindan yiksek sayilabilecek pH kararliligina sahip oldugu
gozlenmistir. Benzer bir durum L. flaccida mantarindan kismi olarak saflastirilan
B-glukozidaz enziminde de e de edilmistir. Kismi olarak saflastirilan enzim 4 °C’ de 24 saat
inkUbe edildikten sonra optimum sartlar atinda aktivite tayinleri gerceklestirilmis ve enzim
pH 2,0-9,0 araliginda kararlilik gosterdigi gozlenmistir (Elvan, 2009). Pichia pastoris’ den
saflastinlan enzim 5,5-9,5 araliginda aktivitesini %95 oramnda korudugu tespit edilmistir
(Turan ve Zheng, 2005). C. borealis mantarindan saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait
pH kararlilig1 incelendiginde pH 3,0-7,0 araliginda kararlilik gosterdigi tespit edilmistir.
Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae mantarlarindan saflastirilan p-glukozidaz
enzimlerinin pH kararliliklar1i incelenmis ve sirasi ile 4,0-8,0 ve 4,05,0 araiginda
enzimlerin kararli oldugu tespit edilmistir (Zhang vd., 2007).

A. mellea’ dan kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin optimum sicakligim
belirlemek amaciyla yapilan denemelerde optimum sicakligin 50 °C oldugu tespit
edilmistir (Sekil 8). Aym sekilde Volvariella volvacea mantarindan saflastirilan
B-glukozidaz enziminin optimum scakliigt 50 °C olarak gozlenmistir (Li vd., 2005).
Farkl: organizmalarda yalpan calismalarda; Penicillium pinophilum i¢in optimum sicaklik
32 °C (Joo vd., 2010), Pichia pastoris icin optimum sicaklik 40 °C (Turan ve Zheng, 205),
L. flaccida icin optimum sicaklik 60 °C (Elvan,2009) olarak bulunmustur. Ayrica farkl
organizma turlerinin optimum sicakliklar1 incelendiginde 50-70 °C arasinda farkli sicaklik

degerlerinde optimum sicakliga sahip olduklart gorilmektedir (Tablo 8). 4. mellea’ dan
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kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin optimum sicakliginin bu verilerle
karsilastirildiginda uygun bir degere sahip oldugu soylenebilir.

A. mellea’dan kismi olarak saflastinlan B-glukozidaz enzimini 1sil kararlilig:
incelendiginde kismi olarak saflastirilan enzimin 1 saatlik zaman dilimi icerisinde
aktivitesini 40 °C’ye kadar yaklasik %95 oraninda korurken, enzimin optimum sicakligi
olan 50 °C’'de yaklasik %80 oramnda korumus, 60 °C'de ise ilk otuz dakikalik zaman
dilimi igerisinde %45 oramnda korunmustur. 70-90 °C’lik sicaklik araliginda ise aktivite
buyUk oranda azalmistir (Sekil 12). C.borealis’ den saflastirilan B-glukozidaz enziminin 1sl
kararlilig1 incelendiginde saf enzimin 24 saatlik zaman dilimi igerisinde aktivitesini 40
°Cye kadar yuksek oranda korudugu, 50 °C de ise ilk yarim saatlik zaman dilimi
icerisinde yaklask %70 oraninda kaybettig gorilmektedir (Demirkan, 2009). Volvariella
volvacea' daki B-glukozidaz enzimi 2 saatlik On inkibasyon sonucunda 42 °C’'ye kadar
kararliligim %40-50 oraninda korurken, 45 °C’de ise bu oran neredeyse sifira inmektedir
(Li vd., 2005). Penicillium pinophilum’den saflastinlan B-glukozidaz enziminin 1sl
kararliligimin ise 50 °C’ ye kadar yuksek oranda aktivitesini korudugu, 70 °C’ de aktivitesini
yuksek oranda aktivitesini kaybettigi gorilmektedir (Joo vd., 2010).

B-glukozidaz enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek
amaci ile daha dnceden belirlenen optimum sartlarda, farkl: substrat konsantrasyonlar:
kullamlarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir. B-glukozidaz aktivites igin 0,01-10 mM
arahiginda pNPG substrat  kullanilmistir. pNPG  varliginda gerceklestirilen aktivite
tayinlerinden elde edilen degerler kullanmlarak cizilen Linewear-Burk egrisinden Vs Ve
K., degerleri sraayla 3,646 U/mg protein ve 0,295 mM olarak bulunmustur (Sekil 9 ve
Sekil 10). L. flaccida dan kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzimi igin Vimaks V& Km
degerleri sirasiyla 5,78 nmol.dak'llmg protein ve 1,06 mM olarak bulunmustur (Elvan,
2009). C. borealis’ den saflastirilan B-glukozidaz enzimi igin Vy«sVve K, degerleri sirasiyla
72,46 U/mg ve 8,98 mM olarak bulunmustur (Demirkan, 2009). A. mellea’ dan kismi
olarak saflastirilan B-glukozidaz enziminin Vmas degerinin yapilan diger calismalarla
karsilastirildiginda dustk oldugu tespit edilmistir. Ancak K, degerinin de birgok degerden
daha disik olmast ise enzimin pNPG substratina ilgisinin bircok organizmadaki

enzimlerden daha fazla oldugu sonucunu ortaya koymaktadir (Tablo 8).
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Tablo 8. Bazi organizmaardan saflastirilan B-glukozidaz enzimlerinin biyokimyasal ve
kinetik 6zellikleri (Joo vd., 2010).

Mr (kDa) Dordincul Km (mM) | Opt. pH Opt. Sic. Vmax _
Yam (°C) (U/mg protein)
Armillaria mellea - - 0,295 4 50 3,646
Aspergillus niger 105 Dimer 21,7 50 55 199
Aspergillus niger 330 Tetramer 1,1 4,6-5,3 70 -
Candida peltata 43 Monomer 2,3 50 50 221
Ceriporiopsis 110 - 3,3 3,5 60 0,13
subvermispara
Daldinia eschscholzii 64 Monomer 1,5 5,0 50 3,2
Fomitopsis pinicola 105 Monomer 1,8 45 50 1710
Melamocarpus sp. 92 Monomer 3,3 6,0 60 44
Piptoporus betulinus 36 Monomer 1,8 4.0 60 19
Phanerohaete 114 - 1,0 4,0-5,2 - 33
chrysosporium
Stachybotrys sp. 85 Dimer 0,27 50 50 78
Xylaria regalis 85 - 1,7 5,0 50 326
Penicillium verruculosum 95 Dimer 0,2 5,0 70 0,29
Penicillium funiculosum - - 0,4 4.0 50 174
Penicillium occitanis 98 - 0,37 45 60 173
Penicillium pinophilum 120 Monomer 55 5,0 60 1120
Kismi olarak saflastirilan p-glukozidaz enzim aktivitesi Uzerine bazi metal

iyonlanmn etkisi incelendi. 1 mM ve 5 mM final konsantrasyonlarinda metal iyonlarinin
enzimle inkibe edilerek aktivitesindeki degisimler belirlendi (Tablo 6). Bu sonuglara gore,
B-glukozidaz aktivitesnin 1 mM metal iyonu varliginda degisik oranlarda azaldig
gozlendi. 5 mM’lik konsantrasyon degerlerinde ise sadece Mn?* iyonu mevcudiyetinde
aktivitenin arttigi, diger metal iyonlart mevcudiyetinde ise azaldigi tespit edildi. Daha 6nce
yapilan calismalarda daMn?" nin aktiviteyi artirchig: tespit edilmistir (Riou vd., 1998; Fan
vd., 2011). Metal iyonlar: farkli koordinasyon sayilarina, olusturduklar: bilesiklerde farkli
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu ylzden
proteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri gosterebilirler. Buna ilave olarak aktivasyona
ve inhibisyona sebep olma gibi farkli durumlar, metal iyonlarimin proteinlerin farkl
bolgelerine baglanmalan sonucu enzim yapsni farkli sekilde etkileyebilmelerinden de
kaynaklanabilir (Keskin, 2009).
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Kismi olarak saflastirilan B-glukozidaz enzim aktivitesi Uzerine bazi kimyasallarin
etkis incelenmistir. 10 mM ve 25 mM son konsantrasyonlarinda bazi kimyasallar enzimle
inkiibe edilerek aktivitesindeki degisimler belirlenmistir (Tablo 7). Bu sonuglara gore,
B-glukozidaz aktivitess 10 mM ve 25 mM’'lik PMSF varliginda bu konsantrasyon
degerlerinde farkl1 oranlarda inhibe olmustur, DTT varliginda ise aktivite 6nemli derecede
degismemis ve SDS mevcudiyetinde hemen hemen tamamen inhibe olmustur. Serin
birimlerini sllfolayan ve enzim aktivitesini inhibe eden PMSF varliginda aktivitenin
azaldigi gozlemlenmistir. Bu inhibisyonun serinin katalitik grubun bir Uyes oldugu
sonucunu ortaya koyabilir (Demirkan, 2009). Distlfur koprulerini indirgeyen DTT nin
aktiviteyi etkilememesi, distlfir koprulerinin aktivite icin gerekli olmadigi sonucunu
ortaya koyabilir (Cakmak, 2008). Anyonik bir deterjan olan SDS'in aktiviteyi tamamen
inhibe etmesi ile enzimin kovalent olmayan etkilesimlerle bir arada tutulan alt birimlerden
olustugu sonucuna ulasilabilir (Elvan, 2009).

Sonug olarak, 4. mellea’ dan kismi olarak saflagtirilan B-glukozidaz enziminin pNPG
substrat1 varliginda, optimum pH ve sicaklik, pH ve 1sil kararliligi, metal iyonlan ve bazi
kimyasallarin etkisi ve kinetik bazi parametreler agiandan cesitli organizmalardaki

B-glukozidazlarla oldukca benzer davranislar gosterdi g belirlenmistir.



5. ONERILER

Enzimler doganin katalizérleridir ve dolayisiyla enzimsiz bir hayatin var olmasi
dustintlemez. Enzim terimi bin sekizylzlU yillarin sonlarinda ortaya atilmis ve giinimuize
kadar bircok farkli organizmadan yuzlerce farkli enzim karakterize edilmistir. Gelisen
teknolojiyle birlikte enzimler, tiptan bircok sanayi dalina kadar farkli aanlarda
kullamlmaya baglanmistir.  GUnUmizde enzim katalizli prosesler daha hizli, daha
ekonomik, cevre dostu, Uriin verimi oldukca yiksek ve safszlik olusumu oldukca distk
oldugundan, endistriyel ve klinik uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla
tercih edilmektedir.

Glnumizde haa degisik organizmalarda mevcut olan enzimleri inceleyen
arastirmalar devam etmektedir. Bu tlr yeni enzimlerin ortaya gikarilmasina yonelik
caligmalar, farkh 6zelliklere sahip enzimlerin kesfi icin 6nem arz etmektedir.

Sellloz bitki hiicre duvarlarimin temel iskeletidir. Spano ve arkadaslarina (1975) gore
sellloz; gida, yakit ve kimyasallarin en fazla bulunan organik kaynagidir. Bununla beraber
sl tlozun kullammi glukoza kadar hidroliz olabilmesine baghdir. Asit ve yiksek sicaklikta
bozulma istenen bir durum degildir. Cunkd bu kosullarda bozulma olugu zaman olusan
seker ve atik hale gelen sellilozda safsizliklar olusur.

Selllozun yenilebilen bir enerji kaynag: olarak dnemli bir potansiyele sahip olmasi,
selllaz parcalayict enzimler ya da selllazlar ortaya ciktiktan sonra olusmustur. Pahali
olmayan seltloz atiklarinin etkili bir sekilde muamelesi ve islenmesi ileilgili yeni metotlar
gelistirmesi gunumuzde ekonomik acidan oldukca oOnemlidir. SelUlazlar selllozik
biyokutlenin etkili bir sekilde islenmesinde kilit role sahiptirler.

Bu calismada Armillaria mellea mantarindan hazirlanan ham 6zitte B-glukozidaz
enziminin varlig: tespit edilmistir. Aseton ¢oktlrmesi ve iyon degisim kromotografisi ile
kismi olarak saflastirilmis ve kismi olarak saflastirlan enzim biyokimyasal olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen veriler diger calismalardaki p-glukozidazlar ile
mukayese edilmistir.

Bundan sonra yapilabilecek olan ¢alismalar, iyon degisim kromatografisi ile kismi
olarak saflastirilip karakterize edilmis olan B-glukozidaz enziminin tam saflagtiriimas: ve
ileri derecede karakterize edilmes, ¢esitli kimyasal maddeler mevcudiyetinde davranisinin

ve inhibisyon mekanizmaarimn incedenmes seklinde siralanabilir. Ayrica enzimi
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kodlayan genlerin molekiler biyolojis calisilarak rekombinant enzim  Uretimi
gerceklestirilebilir ve mutasyon calismalari ile enzimin bazi 6zellikleri gelistirilebilir.

Enzimlerin sirekli kullamlabilirlik ve kararliliklarim artirmanin diger bir yolu da
immobilizasyon yontemidir. Bu yontem sayesinde, immobilize enzimin ¢zelliklerinin ve
dolaysiyla kararliliklarinin nasil degistigi arastirilabilir. Boylece enzimler reaksiyonlarda
defalarca kullamlabilecek hale getirileceginden, endistriyel agidan da oldukca cazip hale
geleceklerdir. Bu nedenle, daha ileri calismalarda A. mellea mantarindaki B-glukozidaz
enziminin immobilizasyonu daincelenebilir.
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