T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANA BiLiM DALI

Jiangella alba TARAFINDAN URETILEN BETA-GLUKOZIDAZ,
BETA-KSILOZIDAZ VE ALFA-L-ARABINOFURANOZIDAZ
ENZIMLERININ KISMi KARAKTERIZASYONU

Yiiksek Lisans Tezi

Zeynep Giil AYTAS

Danisman
Dr. Ogr. Uyesi ALI OSMAN ADIGUZEL

SAMSUN
2022



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJIi VE GENETIiK ANA BIiLIiM DALI

B ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
I- LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

Jiangella alba TARAFINDAN URETILEN BETA-GLUKOZIDAZ,
BETA-KSILOZIDAZ VE ALFA-L-ARABINOFURANOZIDAZ
ENZIMLERININ KISMI KARAKTERIZASYONU

Yiksek Lisans Tezi

Zeynep Giill AYTAS

Danisman

Dr. Ogr. Uyesi ALI OSMAN ADIGUZEL

SAMSUN
2022



TEZ KABUL VE ONAYI

Zeynep Giil AYTAS tarafindan, Dr. Ogr. Uyesi Ali Osman ADIGUZEL
danigmanliginda hazirlanan “Jiangella alba tarafidan iiretilen beta-glukozidaz,
beta-ksilozidaz ve alfa-L-arabinofuranozidaz enzimlerinin Kismi
karakterizasyonu” baslikli bu c¢alisma, jlrimiz tarafindan 14.2.2022 tarihinde
yapilan smav sonucunda oy birligi ile basarili bulunarak Yiiksek Lisans Tezi olarak
kabul edilmistir.

Unvam Adi Soyadi
Universitesi
Ana Bilim/Ana Sanat Dah Iimza Sonu¢
Prof. Dr. Mehmet Ali MAZMANCI

Baskan Mersin Universitesi Kabul
Cevre Miihendisligi Anabilim Dal1 [1 Ret

Prof. Dr. Miinir TUNCER

Uye Ondokuz Mayis Universitesi Kabul
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim O Ret
Dali
Dr. Ogr. Uyesi Ali Osman ADIGUZEL

Uye Ondokuz May1s Universitesi Kabul

(Damisman) Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim [J Ret
Dali

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlari yazili jiiri
iiyeleri tarafindan uygun goriilmiistiir.

ONAY
v o]
Prof. Dr. Ali BOLAT
Enstitii Mudiiri



BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI

Hazirladigim Yiiksek Lisans tezinin biitiin asamalarinda bilimsel etige ve
akademik kurallara riayet ettigimi, c¢aligmada dogrudan veya dolayli olarak
kullandigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin
Kaynaklar’da gosterilenlerden olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna
uygun yazildigin1 ve TUBITAK Arastirma ve Yaym Etigi Kurulu Yonetmeligi’nin 3.
boliim 9. maddesinde belirtilen durumlara aykirt davranilmadigini taahhiit ve beyan
ederim.

Etik Kurul Gerekli mi ?
Evet [J (Gerekli ise ekler kismina ekleyiniz)

Hayir

cdod
Zeynep Gill AYTAS

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI

Tez Bashg : Jiangella alba tarafindan iiretilen beta-glukozidaz, beta-ksilozidaz ve
alfa-L-arabinofuranozidaz enzimlerinin kismi karakterizasyonu
Yukarida baslig1 belirtilen tez ¢aligmasi i¢in sahsim tarafindan 14.01.2022
tarithinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik orani %10

Tek kaynak orani . %2 ¢ikmustir.

oo/ 120
Dr. Ogr. Uyesi Ali Osman ADIGUZEL



OZET

Jiangella alba TARAFINDAN URETILEN BETA-GLUKOZIDAZ, BETA-
KSILOZIDAZ VE ALFA-L-ARABINOFURANOZIDAZ ENZIMLERININKISMI
KARAKTERIZASYONU

Zeynep Giil AYTAS
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Subat/2022
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ali Osman ADIGUZEL

Calismada Jiangella alba’ya ait p-glukozidaz, p-ksilozidaz ve o-L-
arabinofuranozidaz enzimlerinin kismi saflastirilmalart ve karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir.  Literatiir arastirmasinda J. alba ektraseliiler selillaz ve
hemiseliilaz enzimlerine ait bir ¢galigma bulunmamaktadir.

Amonyum siilfat ¢oktiirme ile kismi saflagtirilmis olan enzimlerin optimum
sicakliklar1 40 °C, optimum pH degerleri 8 olarak tespit edilmistir. B-glukozidaz’in
%2, a-L-arabinofuranozidaz’in %1 NaCl oranlarinda %100 gorece aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica, enzimlerin %10 oraninda NaCl varliginda dahi enzim
aktivitesinin %50’den fazlasin1 korudugu ve NaCl varliginda (< %12) 1 saat
stiresince oldukga kararli kalabildigi gézlemlenmistir. f-glukozidaz enzimi igin elde
edilen 6l¢iim sonuglarma gore Ca?*, Co?*, Mg?*, Mn?*, Zn?* ve Fe?"’in enzim
aktivitesini onemli Ol¢lide arttirdigi gozlemlenmistir. Tween 20, triton X-100, -
merkaptoetanol ve EDTA’nin enzim aktivitesinde artisa neden olduklari tespit
edilmistir. Reaksiyon karisiminda aseton ve kloroformun bulunmasi B-glukozidaz
aktivitesi lizerinde 6nemli bir etkiye sebep olmamistir. Ancak deney sonuglarina gore
biitanol varliginda enzimin kismen inhibe oldugu goriilmiistiir. Lignoseliiloz tiirevli
inhibitorlerden vanilik asitin enzim aktivitesini %9.5 arttirdigi belirlenmistir. p-
ksilozidaz gorece aktivitesinin Zn?* ve Fe?" ile 6nemli 6lciide arttig1 gdzlemlenmistir.
Kimyasallarin ise B-ksilozidaz aktivitesi tizerinde anlamli bir etkisi goriilmemistir.
Ancak organik ¢oOziiciilerin enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu
kaydedilmistir. Lignoselilloz tiirevli inhibitorler ise p-ksilozidaz’in gorece
aktivitesini %30’a kadar arttirmistir. o-L-arabinofuranozidaz’in karakterizasyonu
sonucunda ise Ca?*, Mn?" ve Fe?" iyonlarinin enzimin gorece aktivitesini énemli
Olgiide arttirdigr gézlemlenmistir. Kimyasallar agisindan tween 20, triton X-100, B-
merkaptoetanol ve EDTA’nin; ¢oziiciilerden ise DMSO, kloroform, izopropanol ve
biitanoliin a-L-arabinofuranozidaz’in gorece aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Son
olarak, J. alba ekstraseliiler enzim karigimi (20 mg) kullanilarak 6n-muamele
edeilmis bugday samaninin hidrolizi gergeklestirilmis ve 1 g kuru substrat icin
yaklagik 160 mg indirgenmis seker agiga c¢ikarilmistir. Hidroliz sonrasinda kalan
saman pargalar1 steryo ve elektron mikroskoplar1 altinda goriintiilenmistir. Elde
edilen hidroliz tiriinleri ise ince tabaka kromatografisi ile belirlenmistir.

Sonugta, J. alba ile iretilen p-glukozidaz, [-ksilozidaz ve a-L-
arabinofuranozidaz enzimlerinin ve ekstraseliller enzim karigiminin biyoetanol
tiretiminde kullanim potansiyeli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Biyoetanol, Jiangella alba, Karakterizasyon, p-ksilozidaz, a-L-
arabinofuranozidaz, B-glukozidaz.



ABSTRACT

PARTIAL CHARACTERIZATION OF BETA-GLUCOSIDASE, BETA-
XYLOSIDASE AND ALPHA-L-ARABINOFURANOSIDASE ENZYMES
PRODUCED BY Jiangella alba
Zeynep Giil AYTAS
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Molecular Biology and Genetic
Master, February/2022
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ali Osman ADIGUZEL

In the study, the isolation and characterization of the B-glucoidase, B-
xysilosidase and a-L-arabinofuranosidase enzymes belonging to Jiangella alba were
performed. The activity has been tested of enzymes in the presence of metal ions,
chemicals, solvents and lignoselulous derivative inhibitors. In the pretreatment stage
of bioethanol production, phenolic and acidic compounds are released that can have
an inhibitory effect on the enzymes involved in the hydrolysis step. In the study
performed, lignoselulose derivative inhibitors have been tested for effects on enzyme
activity. There is no study of J. alba extracellular cellulase and hemicellulase
enzymes. The optimum temperature of the enzymes was found to be 40 °C, and the
optimum pH were 8. According to the measurement results obtained for the -
glucosidase enzyme, it was observed that Ca®*, Co?*, Mg?*, Mn?*, Zn?* and Fe?*
significantly increased the enzyme activity. The presence of acetone and chloroform
in the reaction mixture did not have a significant effect on the relative activity of -
glucosidase. However, according to the test results, it was observed that the enzyme
was partially inhibited in the presence of butanol. It was determined that vanillic
acid, one of the lignocellulose-derived inhibitors, increased the enzyme activity by
9.5%. However, it was observed that Zn** and Fe?" significantly increased the B-
xylosidase activity. It has been seen in the experimental results that chemicals and
solvents do not have an enhancing effect on the enzyme activity and lignocellulose-
derived inhibitors increase the activity up to approximately 30%. Ca%*, Mn?* and
Fe?" metal ions significantly increase the activity of a-L-arabinofurannosidase.
Tween 20 causes a relative increase on the enzyme activity of triton X-100, pB-
mercaptoethanol and EDTA. DMSO, chloroform, isopropanol and butanol increase
the relative activity of the enzyme. In the presence of DMSO, chloroform,
isopropanol and butanol, it was determined that the relative activity of the enzyme
increased at a high rate. Finally, hydrolysis of pretreated wheat straw was performed
using J. alba extracellular enzyme mixture (20 mg). About 160 mg of reduced sugar
is released per 1 g of dry substrate. Straw pieces remaining after hydrolysis were
visualized under stereo and electron microscopes. The obtained hydrolysis products
were determined by thin layer chromatography.

According to the results obtained in the study, it was seen that 3-glucosidase,
B-xylosidase and a-L-arabinofuranosidase enzymes have potential to be used in the
bioethanol production industry.

Keywords: Bioethanol, Characterization, Jiangella alba, a-L-arabinofuranosidase,
B-glukosidase, B-xylosidase
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SIMGELER VE KISALTMALAR

% Yiizde

°C : Santigrat derece

pm : Mikrometre

APS : Amonyum persiilfat

BSA : Bovin serum albumini

cm : Santimetre

CMC : Karboksimetilseliilaz

dk :Dakika

DMSO :Dimetil siilfoksit

DNS - Dinitrosalisilik asit

E : Enzim

EDTA : Etilen diamino tetra asetik asit
ES : Enzim substrat kompleksi
EtOH : Etanol

FDA :Amerikan gida ve ilag dairesi (Food and drug administration)
FTIR - Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
g :Gram

g :Dakikada devir sayis1 (gravite)
kcal : Kilokalori

kDa : Kilodalton

kg : Kilogram

Kw > Kilowatt

L . Litre

LM - lignoseliilozik materyal

m : Metre

M : Molarite

m?3 : Metrekiip

mL : Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

MWCO : Molekiiler agirlik sinir1 (Molecular weight cut off)
N : Normalite

nm : Nanometre

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

iX



pH
PMSF
p-NP
p-NPAF
p-NPGP
p-NPXP
psi

RZ

rpm

sa

SDS

sp.

TLC
wiv

wiw

. Aktiiel asitlik (Power of Hydrogen)

: Fenilmetil siilfonil florid

: p-nitrofenol

: p-nitrofenil-a-L-arabinopiranozoid

: p-nitrofenol-D-glukopiranozoid

: p-nitrofenil-p-D-ksilopiranozoid

:Basing 6l¢ii birimi (Pounds per square inch)

: Determinasyon katsayis1

:Dakikada devir sayis1 (revolutions per minute)

: Saat

: Sodyum dodesil siilfat
: Tur

: Thin layer chromatogtaphy
: Birim hacimdeki kiitle
: Agirlikga oran

. Alfa

: Beta
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1. GIRIS

Gerek bilimsel gerekse de teknolojik birikim topluluklarin tiikketim
aligkanliklarini degistirmistir. Bu duruma niifusun hizla artisi da eklendiginde
enerjiye olan bagimlilik giderek artmaktadir. Giiniimiizde siklikla kullanilan enerji
kaynaklar fosil yakit kokenlidir. Ancak, fosil yakitlarin kullanimi kiiresel 1sinma,
sera gazi emisyonu, hava kirliligi, asit yagmurlarinin olusmasi gibi ekolojik dengenin
bozulmas1 sonucu ortaya ¢ikmis olan sorunlari beraberinde getirmektedir. Ayrica,
mevcut fosil yakit rezervlerinin azalmakta oldugu da bilinen bir gercek olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Bu sebeple, bilim insanlar1 tarafindan yenilenebilir enerji

kaynaklarina olan ilgi her gegen giin artmaktadir.

Son yillarda fosil yakitlara alternatif olarak riizgar, jeotermal, giines (solar),
hidrolik gibi yenilenebilir enerji kaynaklarmin kullanimi artmaktadir. Ancak, bu
kaynaklardan elde edilen enerji depolama ve tagima gibi sorunlardan dolay1 sanayi ve
ulasimda kullanilan fosil yakitlarin yerini alamamaktadir. Biyokiitle temelli
biyoetanol gibi yakitlar ise sirdiriilebilir ve ¢evre dostu olmasinin yanisira
depolanma ve tasinma kolaylig1 da sunmaktadir. Bundan dolayi, gelecekteki 20 yilin
en c¢ok tercih edilecek yenilenebilir enerji kaynagmin biyoetanol olacagi

diistiniilmektedir.

Biyoetanol; C:HsOH ve EtOH formiilleriyle bilinen tahil alkolii olarak
adlandirilan ve 1894’ten bu yana petrol alternatifi olarak kullanilan bir yakit tiirtidiir.
Fosil yakitlarla kiyaslandiginda daha ¢evreci, diisiik maliyetli ve kolay muhafaza

edilebilen biyoetanol biyokiitle temelli bir yakit tiirtidiir.

Karbonhidrat ve karbonhidrat tiirevli bilesikleri igeren bitkisel ve/veya
hayvansal kaynakli hammaddelerin geneli biyokiitle seklinde ifade edilmektedir.
Biyokiitle temelli yakitlarin baslicalar1 biyogaz, biyodizel, biyometanol, biyokémiir
ve hidrojendir. Bunlar arasindan giiniimiizde en ¢ok talep goéreni ise biyoetanoldiir.
Biyoetanol iiretiminde siikroz igeren, nisasta igeren, lignoseliilozik ve mikroalgal
hammadde kaynaklar1 olmak tizere dort gesit biyokiitle kullanilabilmektedir. Siikroz
Ve nisasta iceren seker kamisi, seker pancari, sorgum, misir, bugday, manyok gibi
hayvan ve insan beslenmesinde 6nemli yere sahip olan hammaddeler, gida ve yem
endstrisindeki fiyatlarin dengesizligine yol agma potansiyeline sahip oldugu i¢in

marangozluk ve Kkerestecilik atiklar1 basta olmak iizere ¢imen, ot, saman gibi



lignoseliilozik hammadde kaynaklariin biyoetanol tiretiminde kullanimina yonelik

ilgi giderek artmaktadir.

Lignoseliiloz; seliiliiloz, hemiseliiloz ve lignin olarak adlandirilan karbon bazli
lic ana bilesen iceren, bitkilere yapisal olarak sertlik saglayan bir polimerdir.
Lignoseliilozik yapmin pargalanmasiyla biyoyakit yapmak i¢in kullanilabilecek
sekerler elde edilebilmektedir. Ligoselilozun pargalanmasi iki asamada
gergeklestirilmektedir. Birinci asama olan 6n-muamele ile lignoselillozun ana
bilesenleri arasindaki bag gevsetilmekte ve ligninin bir kismi bilesenden
uzaklastirilmaktadir. fkinci asamada ise kalan selilloz ve hemiseliiloz enzimatik
olarak parcalanarak sello/ksilo-oligosakkaritler ve/veya glukoz, ksiloz ve arabinoz

gibi monosakkaritler agiga ¢ikarilmaktadir.

Hidroliz asamasinda basta endoglukanazlar ve endoksilanazlar olmak iizere [3-
glukozidaz, pB-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz enzimleri kullanilmaktadir.
Endoglukanaz ve endoksilanazlar sirasiyla seliiloz ve ksilan zincirlerinde rastgele
kiriklar meydana getirirlerlerken B-glukozidaz ve f-ksilozidazlar ise sirasiyla
sellobiyoz ve  ksilobiyozun  glukoza hidrolizini  gergeklestirirler.  a-L-
arabinofuranozidazlar ise farkli arabinoz igeren polisakaritler ve oligosakkaritlerin
indirgeyici olmayan uglarindan arabinozun hidrolizini katalize ederler. Bu enzimler
bir indiikleyici varliginda dogal yollarla ya da rekombinant olarak

mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilmektedirler.
1.1. Tezin Amaci

Giiniimiizde lignoseliilozik materyallerin 6n-muameleleri genellikle NaOH ve
H2SO4 gibi alkali ya da asidik kimyasallarla gergeklestirilmektedir. Kimyasal 6n-
muamele sonrasinda nétralizasyon i¢in lignoseliilozik materyal hacminin 20-30 kati
kadar su ile birgok defa yikanmaktadir. Pratikte ise ndtralizasyon igin karsit
kimyasallar kullanilmakta ve uygulama sonucunda hidroliz basamaginda rol alan
enzimlerin inhibisyonuna neden olan Na ve Ca basta olmak {izere mineral tuzlar
olusmaktadir. Hidroliz asamasinda kullanilan enzimlerin inhibisyonuna neden olan
diger etmen ise on-muamele sonrasinda agiga ¢ikan seker tiirevli aldehitler, aromatik
bilesikler, kisa zincirli organik asitler ve metallerdir. Bundan dolayi, hidroliz i¢in
kullanilacak enzimlerin inhibit6rlerin varliginda aktivite gosterebilmeleri arzu

edilmektedir.



Aktinobakteriler yiiksek G+C DNA igerigine sahip, hem sucul hem de karasal
ekosistemlerde genis yayilim gosteren en biiyiilk bakteri filumlarindan birini
olusturan Gram pozitif bakterilerdir. Karmasik morfolojik farkliliklarima ragmen
cogunlukla miselli yapiya sahip olan aktinobakteriler salgilayabildikleri enzimler
sayesinde birgok inhibitoriin bulundugu habitatlar da dahil olmak {izere
ekosistemlerde polimerlerin pargalanmasinda rol oynamaktadirlar. Bu nedenle,
aktinobakterilerden iiretilen B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz
gibi hiicre dis1 enzimlerin sert kosullar altinda aktivitelerini koruyabilme potansiyeli
bulunmaktadir. Simdiye kadar basta Streptomyces genusunda siniflandirilanlar olmak
lizere c¢ok sayida aktinobakteri tlirii ile bir c¢ok endiistriyel enzimin {iretimi
gerceklestirilmis ve bu enzimler karakterize edilmistir. Ancak, literatiirde bilgimiz
dahilinde J. alba tarafindan iretilen p-glukozidaz, p-ksilozidaz ve a-L-
arabinofuranozidaz enzimlerinin biyokimyasal 6zelliklerinin sunuldugu bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda, tezin temel amaglarindan biri B-glukozidaz, B-ksilozidaz
ve a-L-arabinofuranozidaz enzimlerinin indiikleyici varliginda J. alba arafindan
batik kiiltiirde {iretilmesi, Ttretilen enzimlerin amonyum siilfat ile kismi
saflagtirilmalar1  ve kismi safliktaki enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesidir. Sunulan tezin diger bir amact ise J. alba kiiltiir sivisinin NaOH ile

on-muamele edilmis bugday samani tizerindeki hidrolitik etkisinin belirlenmesidir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Biyokiitle Enerjisi

Fosil yakit ve diger enerji tlirleri Diinya’nin her yerinde iiretim kapasitesine
sahip degildir ancak tarim ve sanayi tiretimi her iilkede belirli miktarda mevcuttur.
Organik materyallerin ve atigin bir¢ok On-muamele asamasindan gegirilerek ve
mikroorganizmalar yardimiyla doniistiiriilerek fermente edildigi yenilenebilir enerji
cesidine biyokiitle enerjisi denilir. Giliniimiizde diger yenilenebilir enerji tiirlerinin
aksine ulasimda kullanilabilir olmasi ile dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen enerjinin
daha dayanikli olmasi ve daha verimli, diisiik maliyetli bir tiretim olmasi igin

calismalar yapilmaktadir.

Biyokiitleden doniisiim ile elde edilen; biyometanol, biyoetanol, biyobiitanol,
biyodimetileter, biyometan, biyohidrojen ve sivi yakit teknolojisi iiriinleri gelecegin
yakitlar1 olarak tanimlanmaktadir. Biyokiitleden iiretilen yakitlar; sera gazi
emisyonunu azaltir, geleneksel enerji kaynaklarinin yerine geger ve kirsal kesime
ekonomik katki saglar. Cevreci olmas1 ve iiretimde atik materyallerin kullanilmas1

acisindan ¢ok biiyiik potansiyeller tagimaktadir.
2.2. Biyoetanol

Biyoetanol, seliilloz bazli tarim iiriinlerinden {iiretilen bir yakit tiiriidiir. Etanol;
temiz, renksiz, zehirli olmayan ve 1s1l degeri benzinden daha diisiik olan bir sividir.
Etanol; petrol veya biyokiitle ile lretilebilmektedir. Etanol iiretimi biyokiitle ile
yapildig1 zaman biyoetanol olarak isimlendirilir. Biyoetanol yiiksek oktan sayisina
sahip oldugu halde diisiik setan sayisina sahip olmasi ve kendi kendine tutusmaya
direngli olmas1 sebebiyle dizel motorlarinda kullanimi sorun olusturabilmektedir.
Sahip oldugu kendi kendine tutusma direnci, benzinli motorlarda sikistirma oraninin
artmasina sebep oldugu icin etanoliin benzinli araglarda kullanimi daha avantajh

olmaktadir (Copiir vd., 2011).



Biyokiitle Muamele \::> Hidroliz

Biyoetanol <::! Distilasyon <::| Fermentasyon

Sekil 2.1. Biyoetanol iiretim basamaklari.

Biyoetanol iiretimi 6n-muamele, hidroliz, fermantasyon ve distilasyon olmak
lizere 4 ana siregte gerceklesmektedir (Sekil 2.1). Uygulanan 6n-muamele
biyokiitlenin kristal yapisini bozar ve mikroorganizma ve enzim tarafindan substrat
tiikketiminin arttirilmast amaciyla yiizey alanini arttirir. Bu islem ile hiicre duvariin
yapisint bozar ve hidroliz isleminin etkisini arttirir (Yavuz, 2018). Biyokiitleden
karbonhidrat kaybinin en diisiik seviyede tutulmasi, hidroliz asamasi i¢in inhibitor
etki olusturacak yan-iiriin olusmamasi ve maliyetin diisik olmasi 6n-muamele

yontemi segilirken dikkat edilmesi gereken baslica hususlardir (Adigiizel, 2013).

On-muamele ile ligninden uzaklastirilan hammaddenin fermente edilebilir
glukoz birimlerine doniismesi icin hidroliz agsamasinda enzimlerle muamele olmasi

gerekmektedir.

Uretimde en 6nemli basamak etil alkol fermantasyonudur. Bakteri, kiif veya
mayalarin kiicik yapili bilesikleri kullanarak anaerobik ortamda son fiiriin olarak
etanol ve CO: olusturduklar1 asamadir. Etanol fermantasyonunda en ¢ok kullanilan

maya Saccharomyces cerevisiae ‘dir (Dolgun, 2016).
2.3. Biyokiitle Cesitleri

Biyoyakitlar iiretimde kullanilan biyokiitlenin tiirtine gore birinci nesil, ikinci
nesil ve tiglincii nesil olarak siniflandirilir. Birinci nesil biyoyakit tiretiminde besin
degeri yliksek olan tarim tirtinleri kullanilir. Bugday, arpa, seker kamisi, misir veya
patatesten iiretilen biyoetanol bunlardan biridir (Tablo 2.1). Ikinci nesil biyoyakit
tiretiminde atiklar ve biyoyakit iiretimine 6zel olarak yetistirilen tarim iriinleri
kullanilir. Evsel kat1 atiktan veya lignoseliilozik hammaddeden (odunsu bitkiler, dalli
dar1, miscanthus, arundo vb.) iiretilen yakitlar ikinci nesil yakitlara &rnektir. Ugiincii
nesil biyoyakitlarin ise ana maddesini mikroalgler olusturmaktadir. (Basar, 2018).
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Uretimin ¢ogu gida kaynakli seliilozik ve nisasta bazli hammadde kaynaklari
ile gerceklestirilmektedir. Uretilen biyoyakitin hammadde kaynag:i gida kaynakl
oldugu zaman seker kamisi, misir gibi gida maddelerinin fiyat artisina neden
olabilecegi i¢in tartismalara neden olmaktadir. Buna karsilik diinyada kagit, karton,
kereste, talas, tarimsal {iriin ve tarimsal atik olarak bulunan lignoseliilozik biyokiitle
kullanilmast durumunda gida veya baska bir sektoriin olumsuz etkilenmesi s6z

konusu degildir.

Tablo 2.1. Biyoetanol tiretiminde kullanilan hammadde kaynaklar ve {iretim potansiyelleri.

Hammadde Biyoetanol Uretim
Potansiyeli (Litre/Ton)

Seker kamigt 70

Seker pancari 110

Tatl patates 125

Patates 110

Kassava 180

Misir 360

Piring 430

Arpa 250

Bugday 340

Sorgum 60

2.4. Lignoseliilozik Biyokiitle

Diinya tizerindeki lignoseliilozik biyokiitlenin %80’ini ormanlarda bulunan
lignoseliilozik biyokiitle olusturmaktadir. Tiirden tiire degisiklik gostermesiyle
birlikte lignoseliilozik yapimin kiitlece %80 civar1 karbonhidrat ve ligninden

olusmaktadir.

Bitkiler dis strese karsi korunmayi saglayan, hiicreye yapisal ve mekanik
destek veren bir hiicre duvarma sahiptirler. Hiicre duvar1 yapisi itibariyle
polisakkarit, protein ve fenolik bilesiklerin bir araya geldikleri yapilardan
olugmaktadir. Sahip oldugu bu yap1 hiicre duvarini endiistriyel uygulamalar agisindan

onemli bir kaynak haline getirmektedir (Basar, 2018).



Sekil 2.2. Lignoseliilozik biyokiitlenin yapisi ve icerigi.

Bitki hiicrelerinden elde edilen biyokiitle, bir araya gelmis lignin ve

hemiseliiloz zincirleri tarafindan sarilmis selillozdan meydana gelmektedir (Sekil

2.2). Bu li¢ bilesen dogada farkli oranlarda bir araya gelmektedir (Tablo 2.2). Seliiloz

ve hemiselilloz Once sekere, ardindan etanole doniistiiriilebilir ancak lignin

doniistiiriilemez. Bu nedenle iiretimde ilk 6nce hemiseliiloz-lignin arasindaki bagin

bozulmasi ardindan da enzimin seliiloza erisiminin en iist seviyede olmasi

amaclanmaktadir.

Tablo 2.2. Farkli lignoseliilozik biyokiitlelerin yiizde icerikleri (Basar, 2018).

Lignoseliilozik Biyokiitle Seliiloz (%) Hemiseliiloz (%) Lignin (%)
Maisir Sapi 34.45 27.55 21.81
Misir Bitkisi 36.3 314 17.2
Seker Kamigi Kiispesi 44 27 24
Tatli Sorghum Kiispesi 36.9 17.8 195
Dalli Dar1 32 19.2 18.8
Bugday Samani 38.7 19 17.3
Piring Samani 35.8 215 24.4

2.4.1. Lignin

Lignin, 1838°de Fransiz bilim insan1 Payen tarafindan odundan izole edildi. Su

anda kullanilan lignin terimi 1857°de Schulze tarafindan latincede odun anlamina



gelen lignumdan tiiretilmistir. Ligninin yap1 taslarini p-kumaril alkol, koniferil alkol
ve sinapil alkol olusturmaktadir (Sekil 2.3). Hem bitki dokusuna kuvvet ve sertlik
katan yapisal bir malzemedir hem de hiicre duvarmin gegirgenligini ve 1s1l
kararliligimi  degistirir. Hiicre duvarmin polisakkarit iskeletini giiclendirerek
lignoseliilozik biyokiitlenin diger polisakkarit zengini materyallerden ayirilmasini

saglar (Oral, 2019).

Lignin odunusu bitkilerin kuru agirhigmin = %15-40’1n1  olusturarak
yeryiiziindeki en bol aromatik polimer olmaktadir. Yillik iiretimi 5-36x10% ton
civarinda oldugu i¢in kimya endiistrisi i¢in 6nemli bir aromatik katki kaynagi olma

potansiyeline sahiptir (Borand, 2019).

OH OH OH
OCH, H,CO OCH,
OH OH OH
p-kumaril alkol koniferil alkol sinapil alkol

Sekil 2.3. Ligninin yap1 taslart.

Agirlik bakimindan en yiiksek lignin igerigi %30-40 civarinda gymnosperm ve
angymnospermlerden elde edilen odunsu bitkilerde olmakla birlikte diger lignin
kaynaklarinda yalnizca %3-25 civarindadir (Oral, 2019).

Bugiin yaklagik 50 milyon ton lignin kagit hamuru ve kagit sektorii tarafindan
dretilirken bunun %48’1 yanma ve enerji iretiminde kullanilmaktadir. Lignin

kompozit malzeme tiretiminde kullanilmaktadir.

Lignoseliilozik ~ hammaddeden  lignin  izolasyonu iki  kategoride
incelenmektedir. ilk kategori lignoseliilozik ~hammaddelerdeki seliiloz ve
hemiseliiloz polisakkaritlerini hidrolize ederek veya ¢ozerek geriye kalinti olarak
ligninin kaldig1 yontemdir. Ikinci kategori, kagit ve biyoetanol iiretim ydntemlerinde

kullanilan seliiloz liflerinin ayrilmasi i¢in ligninin ¢6ziilerek uzaklastirilmasi yani

delignifike edilmesidir (Olgun, 2019).



2.4.2. Seliiloz

(CsH1005)n formiillii seliiloz, anhidroglukoz birimlerinin ug¢ uca B-(1,4) bagi ile
baglanmasiyla olusan bir polisakkarittir. Formiildeki n, polimerizasyon derecesini
gosterir. Her iki birimden birisi digerine 180° lik déniisle baglanmistir. Zincirde yan
dallanmalarin olmamasi ve igerdigi van der Waals etkilesimleri sayesinde ¢6ziinmez

kristalin mikrofibriller olusmaktadir (Basar, 2018).

HO
H O 0O \
H
OH H
H
H OH
n

Sekil 2.4. Sellobiyoz molekiiliiniin kimyasal yapisi.

Seliilloz yapisinda birbiri ardina gelen iki glukoz birimi sellobiyoz olarak
adlandirilir (Sekil 2.4). Seliilozun her bir monomer biriminde 3 adet hidroksil grubu,
monomerlerin birbirine baglanmasin1 ve seliilloz molekiiliiniin hidrofilik 6zellik
kazanmasini saglar. Ayni zamanda yapisinda bulunan bu hidrojen baglar1 sayesinde
yilksek bir gerilme mukavemeti vardir (Msakni, 2020). Seliillozun hidroksil
gruplarinin farkli bilesiklerle reaksiyona girmesi sonucu seliiloz tiirevleri olusur. Bu
reaksiyonlar sonucunda ester, eter, alkolat ve oksidayson {irtinleri olusumu gozlenir
(Kirer vd., 2001).

Karasal ortamda fotosentezin birincil iirlinii olarak karsimiza ¢ikan seliiloz;
yesil algler, balcik kalip Dictyostelium ve tunikatlar gibi bazi deniz hayvanlar1 ve az
sayida bakteri tarafindan tiretilmektedir (Msakni, 2020).

Bitki hiicrelerinden seliilozun ilk kesfi 1838 yilinda Anselme Payne taratindan
gerceklesmistir. O giinden bu giine ¢esitli alanlarda kullanilan seliilozun {iretim ve
tiiketimi git gide artmaktadir. Seliiloz, polimerik iirlin olmas1 sebebiyle kagit, karton
gibi temel kullanim alanlar1 disinda tekstil, boya, ilag, LCD ekran gibi sanayi
alanlarinda da kullanima sahiptir. Tarimda topragi giibrelemek icin, hayvancilikta da
sigirlara yem olarak seliiloz kullanimi gergeklesmektedir. Uretilen ahsapin %50 den

fazlasinin, pamugun ise %94’iinden fazlasinin ana bilesenini olusturur. Aym
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zamanda biyosferde yer alan karbon molekiillerinin yarisindan fazlasi seliiloza aittir

(Msakni, 2020).
2.4.3. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz degisik seker monomerlerinden olusan, seliilloz ve lignin ile
birlikte bitki hiicre duvarlarinin yapisin1 olusturan polisakkarittir. Sahip oldugu
amorf yap1 nedeniyle seliiloza gore dayaniklilig: diisiiktiir. Lignin ve seliiloz arasinda
baglanti eleman1 gorevi gorerek bu yapinin bir arada durmasinda ve dayanikliliginin
artmasinda gorevlidir. Birka¢ yiiz ile binler arasinda degisen selilloz monomer
diziliminin aksine 50-200 monomerden olusan bir yapiya sahiptir (Basar, 2018).
Dogada sik olarak karsimiza g¢ikan hemiseliilozlar uronik asit, ksilan ve arabinoz

molekiillerinden olusmaktadir.
2.5. Hidroliz Yontemi

On-muamele sonrast hidroliz asamasinda lignoseliilozik materyalin seker
monomerlerine kadar parcalanabilmesi amaciyla kullanilan enzimlerin baginda

endoglukanazlar ve endoksilanazlar gelmektedir.
(CsH1005)n + NH2O ———» nCeH1206

Bu islem siirecinde polisakkarit yapidaki karbonhidratlarin yapisina 1 molekiil
H2O eklenmesiyle lignoseliilozik malzeme pargalanarak basit sekerlere ayristirilir.
Yaygin olarak asidik ve enzimatik hidroliz metodlar1 kullanilmaktadir (Yavuz,
2018).

Enzimatik hidroliz yonteminde dogal olarak meydana gelen proteinler
(enzimler) kullanilarak selillozun fermente edilebilir sekerlere doniismesi
saglanmaktadir. Reaktorlerde yiiksek seker verimi ile korezyon olusumu
gozlenmedigi gibi hidrolizin etkin gerceklestigi pH ve sicaklik degerleri kullanilacak

enzimin kaynagina gore ¢esitlilik gostermektedir (Yavuz, 2018).
2.6. Hidroliz Enzimleri
2.6.1. Seliilaz

Seliilaz enzimi seliilozdaki -(1,4) glikozidik baglarini hidroliz eder. Seliilozun
glikoz birimlerine tam doniisebilmesi i¢in endo-1,4-B-glukanaz (EC. 3.2.1.4), ekzo-
1,4-B-glukanaz (EC. 3.2.1.91) ve B-glukozidazlarin (EC. 3.2.1.21) bir arada ¢alismasi

gerekmektedir. Endoglukanazlar amorf bdlgeleri rastgele hidrolizleyerek sello-
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oligosakkaritlerin olusumunu saglarken ekzoglukanazlar dis f-(1,4) zincirini rastgele
keser ve [-sellobiyoz olusumunu saglar (Msakni, 2020). B-glukozidaz olusan
sellobiyoz birimlerini glukoza pargalar (Aygan ve Battaloglu, 2015).

Ksilan i¢eriginin tamamen hidrolizi birden ¢ok mikrobiyal enzimin is birligi ile
gerceklesmektedir (Ulugay, 2018). Ksilanolitik enzim sistemi endoksilanaz, f-
ksilozidaz, a-glukoronidaz, o-L-arabinofuranozidaz ve asetilksilan esteraz
enzimlerini kapsamaktadir. Bu enzimler ksilan1 monomerlerine pargalamak igin bir
arada aktivite gosterirler. Ksilanazlar molekiil agirhigi 6-80 kDa arasinda degisen, 40
ile 60 °C sicaklikta ve pH 4.5 ile 6.5 arasinda aktivite gosteren tek polipeptid zincirli
glikoproteinlerdir (Takc1 ve Sertbas, 2019).

Hidroliz veriminin arttirilmasi ic¢in seliilazlarin ve ksilanazlarin bir arada
calismasi gerekmektedir. Bundan dolay1 lignoseliilozik degradasyon icin aksesuar ya
da yardimci enzimler olarak tanimlanan [-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-
arabinofuranozidaz gibi enzimlerinde kullanilmasi o6nerilmektedir. Streptomyces
albogriseolus, Streptomyces nitrosporeus, Streptomyces lividans, Streptomyces
flavogriseus, Streptomyces griseorubens, Streptomyces actuosus seliilaz iireten
aktinomisetlerdendir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Seliilaz tireten aktinomisetler (Saini et al., 2015).

Aktinomiset Seliilolitik Enzim Kaynakca
Streptomyces albogriseolus B-glukozidaz Van Zyl, 1985
Streptomyces nitrosporeus B-glukozidaz Van zZyl, 1985
Streptomyces lividans Seliilaz Kluepfel et al., 1986
Streptomyces flavogriseus Seliilaz McCarthy, 1987
Streptomyces griseorubens Seliilaz Murugan et al., 2007
Streptomyces actuosus Endoglukanaz Prasad et al., 2013

2.6.1.1. p-Glukozidaz

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz (EC.3.2.1.21) olarak gegcmektedir.
Beta glikozidaz gida, atik ve biyoyakit isleme i¢in 6nemli bir endiistriyel enzimdir.
B-glukozidaz ikili glikoz birimlerinden olusan sellobiyozu veya kisa zincirli

oligosakkaritleri pargaladigi i¢in biyokiitle hidrolizinde 6nemli rol oynar (Liew et al.,

2018).
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H
f-D-glukozid |+ tk ]—-[ p-D-glukoz |+ Alkol

Sekil 2.5. B-glukozidaz’in etki mekanizmasi.

B-glukozidazlar etki ettikleri maddenin glikozid bagini hidroliz ederler ve
glikonun anomerik konfigrasyonunu korurlar (Sekil 2.5). Uriin olarak agi1ga ¢ikan B-
D-glukoz ile reaksiyona giren substrattaki B-D-glikozid ayni yapidadir (Dolma,
2013).

2.6.1.1.1. B-Glukozidaz’in Biyoteknolojik Uygulamalari

Son yillarda izoflavon glikozitlerin hidrolizi, lignoseliilozik biyokiitleden yakit
etanol iiretimi, aromatik bilesiklerin salinmasi gibi ¢esitli biyoteknolojik siireglerdeki
potansiyel rolleri sebebiyle B-glukozidazlara biiyiik ilgi duyulmaktadir. Son on yilda
biyokiitleden iiretilen biyoyakit programinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte p-glukozidaz
enzim simirlayict bilesen olarak merkez konumunu kazanmistir. Sellobiyoz ve kisa
selodekstrinlerin glukoza doniisiimiiniin son adimin1 olusturmasi sebebiyle hiz

smirlayici bilesen konumundadir (Liew et al., 2018).

B-glukozidazlar mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde yaygin olarak
bulunmakta ve biyolojik yolaklarda 6nemli gérevleri tistlenmektedir. Bazi bitkilerde
hastalik  esnasinda glukozidaz enzimler, glukozitleri toksik aglikonlara
dontistiirmekte ve hastalik yapict kosullar ortadan kaldirmaktadir. Ayn1 zamanda
bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili birkag yiiz B-glukozidik {irlin oldugu
saptanmistir. Ancak bu rlinlerin ortaya ¢ikmalar i¢in B-glukozidaz enzimleri ile
hidrolizlenmeleri gerekmektedir. Bu enzimler igecek sanayisinde, meyve suyu ve
sarap Uretiminde kullanilarak iirlinlerde tat, lezzet ve aroma degismesine ve kalite
artisina sebep olmaktadir. Bundan dolay1 6zellikle tarim ve ormancilik alanlarinda ,
biyoteknolojik calismalarda beta glikozidaz enzimleri bilimsel arastirmalar agisindan

zenginlik gostermektedir (Ekmekci, 2016).

Glukosinolatlar ve bunlarin pargalanmasiyla agiga ¢ikan fiiriinlerin insanlar
tizerinde antikanserojen etki yaptigt konusunda spekiilasyonlar mevcuttur. Heniiz

tim mekanizmalar1 aciga ¢ikarilmamasina karsilik kemirgenler {izerinde yapilan
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calismalarda, ¢ig ya da pigmis olan turpgillerin (brokoli, karnabahar, lahana gibi) aril
hidrokarbon hidroksilaz aktivitesini arttirdig1 goézlemlenmistir (Ekmekei, 2016).

B-glukozidazlarin katalizledigi bir diger reaksiyon lignifikasyondur. Biyosferde
selillozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci bilesik lignindir. Koniferil alkol lignin
olusumunda en 6nemli Onciil maddedir ve B-glukozidaz tarafindan hidroliz edilen
koniferinden tlireyen bir bilesiktir. Bu duruma bakildigi zaman bazi bitki B-

glukozidazlari lignin biyosentezinde rol almaktadir (Dolma, 2013).

Giliniimiizde kullanilan ticari seliilozik enzimler daha ¢ok Trichoderma ve
Aspergillus mantarlarindan elde edilmektedir. Aspergillus niger mikroorganimalar
iginde bu giine kadar bilinen en etkili B-glukozidaz treticisidir. Trichoderma reseel,
endoglukanazlar (%18), sellobiyohidrolazlar (%72) ve p-glukozidazlar (<%1) i¢eren
seliilazlar tiretmistir. Aspergillus niger kaynakli B-glukozidaz genellikle T. reseei’nin

seliilolitik kokteylini tamamlamak i¢in kullanilir (Liew et al., 2018).

Literatiir aragtirmasi neticesinde B-glukozidaz’larin pH 4 ile 10 arasinda ve
sicaklik 0 ile 40 °C arasinda kararli olarak calistigi tespit edilmistir. Cogu f-
glukozidaz igin enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH’nin yaklasik 7 oldugu
belirlenmistir. B-glukozidaz enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik, enzimin
elde edildigi kaynaga gore degisiklik gostermektedir. Baz1 B-glukozidaz’larin 55-60
°C tzerindeki sicakliklarda geri doniisiimsiiz sekilde inaktive oldugu tespit
edilmigken bazilarinin ise 50-55 °C’de yiiksek derecede aktif ve kararli oldugu rapor
edilmistir (Dolma, 2013).

Aloe vera yapraklariyla yapilan bir ¢alismada optimum pH 4.4 ve optimum
sicaklik degeri 55 °C olarak bulunmustur. Yil igerisinde enzim aktivitesinin kig

aylarinda arttig1 ve yaz aylarinda azaldigi gozlemlenmistir (Dolma, 2013).

Prunus armeniaca L. (kayisi ¢ekirdegi) f-glukozidaz enziminin optimum pH
degeri 5 ve optimum sicaklik degeri 55 °C olarak bulunmustur (Ekmekci, 2016).
Farkli aragtirmacilarin yapmis oldugu calisamalarda, optimum pH ve sicaklik
degerleri ¢ayda 5.5 ve 40 °C (Zhang et al., 2005), zeytinde 5.5 ve 42 °C (Kara vd.,
2011) ve vanilya ¢ekirdeginde ise 6.5 ve 39 °C (Marquez et al., 2008) oldugu

belirlenmistir.

Faiz ve arkadaslarinin (2010) yaptigi calismada Trabzon’un Hidirnebe

Yaylasindan toplanan Lepista flaccida mantar tiiriinden B-glukozidaz enziminin
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optimum pH degeri 4, optimum sicaklik degeri 60 °C olarak bulunmustur. Kismen
saflagtirilan enzimin 30 dakikalik inkiibasyon sonunda 40 °C’ye kadar kararliligini

yiiksek oranda, 50 ve 60 °C’de ise yari yartya koruyabildigi gézlemlenmistir.

Jung ve Lee’nin (2010) yapmis oldugu calismada kanalizasyon aritma
tesisinden izole edilen Acinetobacter kyonggiensis’e ait 3-glukoazidazin optimum pH

degeri 7 ve optimum sicaklik degeri 30 °C olarak belirlenmistir.
2.6.2. p-Ksilozidaz

B-ksilozidaz (EC 3.2.1.37) ksilan hidrolizinin son firiinii olan D-ksiloz
olusumuna kadar merkezi bir rol oynayan hemiseliillazdir. Endoksilozidazlar
tarafindan parcalanan ana seker zincirini beta ksilozidaz enzimleri trimerlere,

dimerlere ve monomerlere pargalar (Sekil 2.6).

B-ksilozidazlar cogunlukla kii¢iik D-ksiloz oligosakkaritleri i¢in oldukca
secicidir. Bu oligosakkaritlerin polimerizasyon derecesi arttikca enzimin aktivitesi
azalir. Seliilaz1 kodlayan genler gibi endoksilanazlari ve B-ksilozidazlar1 kodlayan
genlerin ¢ogu hem Aspergillus, Trichoderma ve Penicillium’da hem de Agaricus

bisporus, Magnaporthe grisea ‘'da tanimlanmistir (Akel vd., 2009).

B-ksilozidaz

'

OH
0 HO OH

Ksilobiyoz
Sekil 2.6. B-Ksilosidazlar tarafindan hemiseliiloz bozunmasinin sematik gosterimi.
2.6.2.1. p-Ksilozidaz’in Biyoteknolojik Uygulamalari

Ksilanolitik enzimlerden olan B-ksilozidaz, odun isleme sektoriindeki ilk

basamak olan kabuktan ayirma isleminde kullanilmaktadir (Aygan, 2018).

Geleneksel yontemde kagit beyazlatmak icin kullanilan klor c¢evreye zarar
vermektedir. Kimyasal kullanimin1 azaltmak ve kagit hamurundan lignini ayristirmak
icin B-ksilozidaz enzimi alternatif bir yontem olarak kullanilmaktadir (Beg et al.,
2001).
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Son birka¢ yilda mikrobiyal ksilozidazlarin {iretimi kimya, ila¢ ve gida

endiistrilerindeki potansiyel uygulamalari nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir.

Diger hidrolaz grubu enzimlerle birlikte firincilik sektoriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hemiseliilaz enzimlerinin (endo-1,4-B-D-glukanaz; 1,4-B-ksilanaz;
B-glukozidaz; B-ksilozidaz vb.) ticari iretimi igin Clostridium, Cellulomonas,
Thermomonospora, Trichoderma ve Aspergillus ‘a ait suslar siklikla kullanilmaktadir.
Bu enzimlerin ana islevi hamurun islenebilirligini, kalitesini ve kararliligim
tyilestirmektir. Suda ¢oziinmeyen hemiseliilozun ¢6ziinmesini ve hamur ile arasinda

bag olugmasini saglar.

B-ksilozidaz enzimi termofilik aerobik Bacillus stearothermophilus, anaerobik
Clostridium acetobutylicum ve termofilik aktinomiset olan Thermomonospora

fusca’dan izole edilmis ve karakterize edilmistir.

Jin ve arkadaslar1 (2020) yapmis olduklari bir ¢alismada Aspergillus fumigatus
XC6 tarafindan {iretilen 1sil-kararli B-ksilozidaz enzimini izole etmislerdir. Substrat
olarak p-NPX kullanarak pH 4.5 ve 75 °C’de calistig1 tespit edilmistir. Saflastirmis
olduklar1 B-ksilozidaz enzimi 1sil kararlilik agisindan bakildiginda karsilastirililan
mantar suslarindan daha yiiksektir. Calisma sonuglart A. fumigatus XC6 B-ksilozidaz
enziminin maliyet etkin lignoseliilozik biyoetanol {iretimi i¢in umut verici

endiistriyel uygulamaya sahip olabilecegi gozlenmistir (Jin et al., 2020).
2.6.3. a-L-Arabinofuranozidaz

a-L-arabinofuranozidazlar (EC 3.2.1.55), L-arabinoz salinimina sebep olan
enzimlerdir. Oligosakkaritlerdeki o-L-(1,2), a-L-(1,3) ve o-L-(1,5) arabinosil
baglarinin hidrolizinde yer alirlar. Hemiselillozun tam bozunmasini saglamak icin o-
L-arabinofuranozidaz diger hemiseliilolitik enzimlerle sinerji i¢cinde ¢aligir (Squillaci
et al., 2017). Arabinofuranozidazlar bakteri, mantar ve bitkilerde yaygin olarak
bulunurlar. Son zamanlarda endiistriyel prosesler yiiksek sicakliklarda calistigindan
ekstremofilik mikroorganizmalardan a-L-arabinofuranozidaz’larin tanimlanmasi igin
cok c¢aba sarf edilmistir. Ornegin fermantasyon kosullart minimum 60 °C’ye
ayarlanarak kontaminasyon problemini ortadan kaldirmak ve akigkan ortam

saglamak amaglanmaktadir (Ilgii vd., 2018).
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2.6.3.1. a-L-Arabinofuranozidaz’in Biyoteknolojik Uygulamalari

a-L-arabinofuranozidazlar lignoseliilozik materyalin fermentatif tirinlere daha
verimli doniistiirilmesi, hayvan besleme yeminin sindirilebilirliginin arttirilmasi,
kiispenin delignifikasyonu, sarap tretimi sirasinda monoterpenil glikozitlerin
hidrolizi ve meyve sularinin berraklastirilmas: gibi ¢esitli tarimsal endiistriyel
proseslerdeki pratik uygulamalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir (Squillaci et al.,
2017).

Orman ve tarimsal atiklar gibi biyokiitlenin etanol, metan ve hidrojene verimli
sekilde donilismesi, ¢evre dostu, yenilenebilir enerji iiretimi igin ¢ok 6nemlidir. Bunu
basarilabilmesi i¢in a-L-arabinofuranozidaz’in i¢inde bulundugu ksilanolitik enzim

sisteminin sinerjik ¢aligmas1 dnemlidir (Savran, 2018).

Hayvan yemlerinde siklikla o-L-arbinofuranozidaz kullanimi goriilmektedir.
Yemdeki anti-besinsel faktoriin par¢alanmasi, lifle ¢evrili ve sindirilemeyen hiicre
duvarinin pargalanmasi, hayvanlar tarafindan pargalanamayan 6zgiil kimyasal
baglarin parcalanmasi ksilanolitik enzimlerin hayvan yemi endiistrisinde

kullanilmasinin nedenleridir (Savran, 2018).

a-L-arabinofuranozidaz hidroliz {iriinii (L-arabinoz), gida maddesi olarak
kullanim i¢in ABD (FDA) ve Japonya tarafindan onaylanmis diisiik kalorili bir

tatlandiricidir.

Ilgii ve arkadaslar1 (2018) daha &nceden rapor edilmemis Geobacillus vulcani
a-L-arabinofuranozidazin heterolog ifadesini ve biyokimyasal karakterizasyonunu
16S rRNA’da bildirmislerdir. Optimum pH degerinin 5 ve optimum sicaklik

degerinin 70 °C oldugu belirlenmistir.

Tablo 2.4. a-L-arabinofuranozidaz enziminin sicaklik karakterizasyon degerleri (Ilgii vd., 2018).

Opt. pH  Opt. Sicakhk Kaynakg¢a
Geobacillus vulcani 5 70 Tlgii vd.
Ruminiclostridium thermocellum - 82 Taylor et al.
Caldicellulosiruptor saccharolyticus 55 80 Limetal.
Geobacillus caldoxy lolyticus Tk4 6 75-80 Canaker vd.
Bacillus stearothermophilus T-6 - 70 Gilead and Shoham
Thermotoga maritima 7 90 Miyazaki
Thermotoga petrophilia 6 73 Squina et al.
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Tablo 2.4’¢ bakildiginda Gram-pozitif bakterilerden elde edilen o-L-
arabinofuranozidazlarin diisik pH degerlerinde daha aktif oldugu, Gram-
negatiflerden elde edilenlerin ise gorece daha yiiksek pH’larda daha aktif oldugu

sonucuna varilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Geregler

Bu tez calismasi sirasinda Ondukuz Mayis Universitesi KITAM’da mevcut

bulunan cihazlardan ¢alismanin amacina uygun olanlar kullanilmis olup, Tablo

3.1’de verilmektedir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz

Marka/Model

Buz Makinesi

-80 °C’lik derin dondurucu
-20 °C’lik derin dondurucu
+4 °C’lik soguk do lap
Calkalamali inkiibator
Etiiv

Diyaliz Kiti

FTIR

Hassas terazi

Is1 blogu

Jel goriintiileme cihazi
Liyofilizator

Manyetik karigtirici
Mikrosantrifiij

Otoklav

pH metre

SEM

SDS-PAGE jel elektroforez cihazi
SDS-PAGE jel gii¢ kaynagi
Santrifiigal Filtre
Sogutmali santrifiij
Sonikator

Stereo mikroskop

Steril kabin

TLC plaka

Ultrafiltrasyon cihazi

UV spektrofotometresi

Vortex

Scotsman AF 206

Platilab 500 V 4-STD

Vestel BZP-XL3402 XE

Vestel BZP-XL3402 XE
Miprolab MCI 120

Ecocell

Sigma Pur-A-Lyzer™ Maxi 12000
Thermo scientific NICOLET iS10
Radwag AS 220.R2

DryBath

ChemiDoc

Labconco

WiseStir®

Sprout

Taunauer

Mettler Toledo Seven Compact
JEOL JSM-7001F

Biorad

Biorad

Amicon® Ultra-0.5 mL 10K
NUVE NF 800R

Kudos

LEICA EZ4D

Miprolab Msafe 1200

MERCK, 1.05730

Amicon 8003

Thermo Scientific Multiskan Go

Velpo
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3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez caligmas sirasinda ¢aligmanin amacina uygun olanlar kullanilmis olan

kimyasallar Tablo 3.2’de verilmektedir.

Tablo 3.2. Caligmada kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka/Model

Agar Biolife

Amonyum per siilfat Merck

Amonyum siilfat Merck

APS PanReac AppliChem
Asetik asit Sigma

Bradford ¢ozeltisi Sigma

Brillant blue R250 Sigma

2-biitanon Sigma

Biitanol Sigma

BSA Sigma

Comassie blue Merck

D+Glukoz PanReac AppliChem
D+Ksiloz Sigma

Diyaliz kiti Pur-A-LyzerTM midi
EDTA PanReac AppliChem
Etanol Chem Lab

Fenol Tekkim

Formik asit Merck

Glasiyel asetik asit Merck

Gliserin Sigma

Glisin PanReac AppliChem
Guaiakol Sigma

[zoamil alkol Tekkim

Malt 6ziitii Merck
2-B-merkaptoetanol Sigma

Metanol Chem Lab

Na;HPO, Merck

NaH2PO, Tekkim

3.1.3. Jiangella alba’nmin Uretilmesinde Kullanilan Besiyerleri

ISP2 Agar: Jiangella alba’nin iiretilmesi ve egik kati agarda saklanmasi i¢in

Tablo 3.3’e gore hazirlanmis olan besiyeri, 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize
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edilmistir. Ardindan laminar kabinde petrilere 5 mL dokiilerek, kullanilincaya kadar

+4°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.3. ISP2 agarin hazirlanmasi.

Bilesimi g/L
Maya 6ziitii 4

Malt 6ziiti 10
D-Glikoz 4

Agar 14
CaCOs 2

Saf su 1000 mL

ISP2 Siv1 Besiyeri: Jiangella alba’nin sivi besiyerinde iiretilmesi i¢in Tablo
3.4’e gore hazirlanmis olan besiyeri, 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize

edilmistir.

Tablo 3.4. ISP2 sivi besiyerinin hazirlanmast.

Bilesimi g/L
Maya oziitii 4

Malt 6ziitii 10
D-Glikoz 4

Saf su 1000 mL

3.1.4. Kullamlan Cozeltiler, Tamponlar ve Standartlar
3.1.4.1. Cozeltiler

Gliserol stok c¢ozeltisi: Jiangella alba kiiltiirlerinin stoklanmasi ig¢in
hazirlanmustir. %30°luk gliserol i¢erecek sekilde hazirlanan stok tiipleri 121 °C’de 15

dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

PMSF c¢ozeltisi: Enzim ¢ozeltisi igerisindeki proteaz aktivitesinin inhibe

edilmesi amaciyla 0.1 M PMSF ¢ozeltisi izopropanol ile hazirlanmistir.

NaOH cozeltisi: Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n-muamelesinde kullanilmak

amaciyla %1°lik NaOH ¢ozeltisi hazirlanmastir.
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DNS cozeltisi: Enzimatik hidroliz sonucunda agiga ¢ikan indirgen sekerin
analiz edilmesi igin hazirlanmistir. 1 g DNS 50 mL suda ¢o6ziildiikten sonra iizerine
30 g Potasyum Sodyum Tartarat ilave edilmistir. Karigtma 20 mL 2N NaOH

eklendikten sonra son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Miller, 1951).

Substrat c¢ozeltileri: Enzim numuneleri igerisindeki B-glukozidaz’in enzim
aktivitesinin Ol¢iilmesi i¢in p-nitrofenol-D-glukopiranozoid; B-ksilozidaz’in enzim
aktivitesinin  Olglilmesi  igin  p-nitrofenil-B-D-ksilopiranozoid  ve  a-L-
arabinofuranozidaz’in enzim aktivitesinin  Olgiilmesi ig¢in  p-nitrofenil-a-L-

arabinopiranozoid 10 mM olacak sekilde 10 mL dH20’da ¢6ziilerek hazirlanmustir.

Bradford cozeltisi: Numunelerdeki protein miktarlarinin Bradford yontemiyle

belirlenmesi i¢in Tablo 3.5’teki ¢6zelti hazirlanmustr.

Tablo 3.5. Bradford ¢6zeltisinin hazirlanmasi.

Bilesimi g/L
Comasie Blue G250 0.350 g
Etanol 100 mL
Fosforik Asit 200 mL
dH,0 1000 mL

TLC yiiriitme ¢ozeltisi: Seker standartlarinin ve hidrolizatlarin TLC plaka
tizerinde yliriitiilmesi i¢in formik asit, 2-biitanon, tert-biitanol, distile su’dan (3:1:1

VIV/v) olusan ¢oziicti hazirlanmustir.

TLC gorsellestirme cozeltisi: TLC de yiirtitiilen bilesiklerin gorsellestirilmesi
icin 3.25 g fitalik asit, 2 mL anilin ve 100 mL biitanol ile hazirlanan ¢ozelti

hazirlanmistir.

Akrilamid:bisakrilmid cozeltisi: 29.2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid bir
miktar suda ¢Oziilmiis ve son hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. Koyu

renkli bir sisede buz dolabinda saklanmistir (Bollag et al., 1996).

%010 APS c¢ozeltisi: SDS-PAGE jellerini hazirlamak amaciyla 0.1 g APS 1 mL

distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

%10 SDS ¢ozeltisi: Proteinlerin denatiirasyonu ve SDS-PAGE jelinde
ayristirilmasinda kullanilmak tizere 0.1 g SDS 1 mL distile suda c¢oziilerek

hazirlanmustir.
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SDS-PAGE jeli boyama c¢ozeltisi. SDS-PAGE jelindeki protein bantlarinin

goriiniir hale gelmesi i¢in Tablo 3.6’daki gibi hazirlanmstir.

Tablo 3.6. Boyama soliisyonunun hazirlanmast.

Bilesimi g/L
Comassie Blue R250 1lg
Metanol 500 mL
Glacial asetik asit 100 mL
dH.0 400 mL

SDS-PAGE jelinden boya giderme ¢ozeltisi: SDS-PAGE jelinin boyamasi
islemi sonrasinda jelden boyanin giderilmesi ve bantlarin net bir sekilde

gorsellestirilmesi i¢in Tablo 3.7’deki gibi hazirlanmustir.

Tablo 3.7. Boya giderme soliisyonunun hazirlanmasi.

Bilesim L
Etanol 50 mL
Glacial Asetik Asit 100 mL
dH20 850 mL

3.1.4.2. Tamponlar

Sitrat tamponu: Enzimin pH 4 ile 6 araligindaki aktivitesini belirlemek igin
100mM sitrat tamponu kullanilmigtir. 20 mL 100 mM CgHgO2.H2O ve 20 mL 100
mM CeHsO7Naz 2H20 hazirlandiktan sonra istenilen pH’ya ayarlamak igin Tablo
3.8’de belirtilen hacimlerde karistirilmis ve distile su ile belirlenen miktarlara

tamamlanmuistir.

Tablo 3.8. Sitrat tamponu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

pH  CeHsO2.H.0 CesHsO7Naz2H20  Distile Su Toplam Hacim
4 5.9 mL 4.1 mL 10 mL 20 mL

5 3.5mL 6.5mL 10 mL 20 mL

6 1.15mL 8.85 mL 10L 20L

Fosfat tamponu: Enzimin pH 6 ile 8 araligindaki aktivitesini belirlemek i¢in
100 mM fosfat tamponu kullanilmistir. 20 mL 100 mM NaH2PO4 ve 20 mL 100 mM
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NaHPO4 hazirlandiktan sonra istenilen pH’ya ayarlamak i¢in Tablo 3.9°da belirtilen

hacimlerde karistirilmis ve distile su ile belirlenen miktarlara tamamlanmaistir.

Tablo 3.9. Fosfat tamponu ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

pH NaH2PO4 Na:HPO4 Distile Su Toplam Hacim
6 8.77 mL 1.23 mL 10 mL 20 mL
7 1.6 mL 8.4 mL 10 mL 20 mL
8 0.5mL 9.5mL 10 mL 20 mL

Tris-HCI tamponu: Enzimlerin pH 8 ile 10 araligindaki aktivitesini ve
kararliligini belirlemek igin 100 mM Tris-HCI tamponu kullanilmistir. 0.24 g Trisma
base 20 mL’de ¢oziilerek 100 mM hazirlanmistir. 8 M NaOH ve 1M HCI

soliisyonlar ile tamponun pH degeri 8, 9 ve 10’a ayarlanmustir.

2X Ornek yiikleme tamponu: SDS-PAGE jelde yiiriitiilecek olan &rneklerin

giin 15181 altinda goriinebilmeleri i¢in Tablo 3.10°daki degerlere gore hazirlanmustir.

Tablo 3.10. 2X 6rnek yitkkeme tampnunun hazirlanmasi.

Kullanilacak Cozelti Miktar
0,5 M Tris- HCI pH 6.8 3.75mL
%50 Gliserol 15 mL
%1 Bromfenol Blue 0.3 mL
%10 SDS 6 mL
dH,0 30 mL

30 mL dH20 ile ¢oziilerek hazirlanmistir. Boya iceren bu soliisyondan 95 pL
alimmis ve lzerine 5 pL P-merkaptoetanol eklenerek oOrnek yilikleme tamponu

hazirlanmistir.

1X Yiiriitme tamponu: Protein numunelerinin  SDS-PAGE jelinde
yiriitiilmesi amaciyla hazirlanmigtir. Tablo 3.11°de belirtilen sekilde hazirlanmig
olan 10X yiiriitme tamponundan 100 mL alinmis, 900 mL dH2>O’ya eklenerek 1X

yiiriitme tamponu hazirlanmastir.
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Tablo 3.11. SDS-PAGE Jel yiiriitme tamponunun hazirlanmasi.

Bilesimi g/L
Trisma Base 303
Glisin 144

SDS 10

dH.0 1000 mL

SDS-PAGE yiikleme jeli tamponu: 6.8 g Trisma Base tartilarak 80 mL
dH20’da ¢o6ziilmiis, pH 6.8’¢ ayarlanmistir. dH2O ile toplam hacim 100 mL’ye

tamamlanmaistir.

SDS-PAGE ayirma jeli tamponu: 18.16 g Trisma Base tartilarak 80 mL
dH20’da ¢o6ziilmiis, pH 8.8’e¢ ayarlanmistir. dH2O ile toplam hacim 100 mL’ye

tamamlanmustir.

3.1.4.3. Standartlar

p-NP standarti: Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde substrat olarak
kullanilan p-nitrofenol-D-glukopiranozoid (p-NPGP), p-nitrofenil-p-D-
ksilopiranozoid (p-NPXP), ve p-nitrofenil-a-L-arabinopiranozoid (p-NPAF)’den
serbest birakilan p-nitrofenol (p-NP) miktarinin Olgiilmesi amaciyla standar

olusturmak i¢in dH20 igerisinde 10 mM’lik p-nitrofenol stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Protein standarti: Numunelerdeki protein miktarlarinin belirlenmesi igin 1

mg/mL BSA stok ¢6zeltisi hazirlanmistir.

TLC icin seker standartlari: Hidrolizat son iiriinlerin tanimlanmasi amaciyla
TLC’de kullanilmak {izere standart olarak glukoz, ksiloz, mannoz, arabinoz,

sellobiyoz ve laktozun %?2’lik standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
3.1.5. SDS-PAGE Jelleri

SDS-PAGE yiikleme jeli: SDS-PAGE jelde 6rnek yiikleme kuyucuklarinin
olusturuldugu ve 6rneklerin ayirma jeli baslangicinda ayni hizaya gelene kadar goc

ettikleri jel olup, Tablo 3.12’ye gore hazirlanmistir.
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Tablo 3.12. SDS-PAGE yiikleme jelinin hazirlanmasi.

Kullanilacak Cozelti Miktar

Akrilamid:bisakrilamid 0.666 mL

Yiikleme jeli tamponu 1.28 mL
dH20 3.11mL
%10 SDS 50 uL
%10 APS 60 pL
TEMED 15 pL

SDS-PAGE ayirma jeli: SDS-PAGE jelde proteinlerin agirliklarina gore farkl
bantlar olusturduklari jel olup, Tablo 3.13’e gore hazirlanmistir.

Tablo 3.13. SDS-PAGE ayirma jelinin hazirlanmast.

Kullanilacak Cozelti Alinmasi Gereken Miktar
Akrilamid:bisakrilamid 3.3mL

Ayirma jeli tamponu 2.5mL

dH20 4.1 mL

%10 SDS 100 pL

%10 APS 25 uL

TEMED 15 uL

3.1.6. Metal Iyonlari, Inhibitorler ve Coziiciiler

CuCly, NiSO4.7H20, AgNO3z, CaCly, CoCl2.6H20, MgCIl26H20, MnCl,.4H>0,
ZnCly, KCI ve FeSO4.7H20 metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi igin 400 mM stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerinden ise
toplam reaksiyon karistminda 1 mM olacak sekilde, 4 mM’lik kimyasal soliisyonlari

hazirlanmstir.

SDS, PMSF, DTT, Tween 80, Triton-X-100, B-merkaptoetanol, EDTA, etanol,
aseton, metanol, DMSO, kloroform, izopropanol ve biitanol gibi ¢oziiclilerin ve
fenol, asetik asit ve guaiakol gibi inhibit6rlerin gorece enzim aktivitesine olan
etkisinin belirlenmesi igin reaksiyon karigimindaki oranlari %1 olacak sekilde

¢ozeltileri hazirlanmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Bakteri Kiiltiiriiniin Uretilmesi

3.2.1.1. Karbon Kaynag Olarak Kullamlan Samammn On-muamele ile

Hazirlanmasi

Bakteri gelisimi sirasinda lignoseliilozik degradasyonda rol alan enzimlerin
indiiklenebilmesi i¢in karbon kaynagi olarak NaOH ile 6n-muamele edilmis bugday
samani kullanilmistir. Calismada kullanilan bugday samani Mersin’in Tarsus
ilcesinde yerel hayvancilik yapanlardan temin edilmistir. Bugday samani on-
muamele oncesinde 60 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kuru bugday samani
ogiitiilerek 6n-muameleye hazir hale getirilmistir. On-muamele i¢in 10 g bugday
samani 100 mL %1°lik NaOH ¢ozeltisi i¢inde 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavlama
sonrasinda saman santrifiij ile ¢oktiiriilerek sivi kisimdan ayrigtirilmigtir. Yiiksek
miktarda ¢oziinebilir lignin igerigine sahip oldugu disiiniilen koyu kahverengi
renkteki sivi uzaklagtirildiktan sonra 6n-muamele goérmiis saman hacminin 2 kati
kadar su ile 10 defa yikanmistir. Daha sonra 70 °C’de 12 saat bekletilerek

kurutulmustur.
3.2.1.2. J. alba’min Kati Kiiltiirde Cogaltilmasi

OMU Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarinda
bulunan J. alba’nin %20°lik gliserol stogundan alinan 100 pL siispansiyon ISP2 agar
besiyeri tizerine yayilmustir. Besiyeri, bakterileri kolonilerinin sporlanabilmesi igin
10 giin 30 °C’de inkiibe edilmistir.

3.2.1.3. J. alba’min Pasajlanmasi
J. alba caligma boyunca haftalik diizenli araliklarla pasajlanmistir. Pasajlama

icin ISP2 agar besiyeri kullanilmis olup pasajlama sirasinda hiicreler 30 °C’de

tretilmislerdir.
3.2.1.4. J. alba Stoklarinin Hazirlanmasi

J. alba stoklarinin hazirlanmasi i¢in bakteri ISP2 siv1 besiyerinde iiretilmistir.
Bunun i¢in agar yiizeyinden steril 6ze ile siyirilan sporlar sivi kiiltiire inokiile
edilmistir ve siv1 kiiltiir 180 rpm ¢alkalamali kosullar altinda 30 °C’de, 7 giin
siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, siv1 kiiltiirden alman 1 mL’lik

hiicre siispansiyonu %20 gliserol iceren steril ependorflara eklenmistir. Daha sonra,
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tizerine 60 pL dimetil siilfoksit (DMSQ) ilave edilerek karisim vakit kaybetmeksizin
vortekslenmistir. DMSO, siringa yardimiyla 0.22 um gbzenek g¢apina sahip GVS
marka filtreden gegirilerek sterilize edilmistir. Hazirlanan J. alba stoklar1 -80 °C’de

muhafaza edilmistir.
3.2.1.5. J. alba As1 Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Taze hazirlanmig J. alba kati kiiltiiriinden alinan bir 6ze dolusu spor 250
mL’lik Erlenmeyer’ler igerisindeki 50 mL ISP2 siv1 besiyerlerine aktarilarak 30 °C
ve 180 rpm calkalamali kosullarda logaritmik fazin ortalarina gelecek sekilde 3 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen bakteri siispansiyonu as1 kiiltiir

olarak kullanilmistir.

3.2.1.6. J. alba ile p-Glukozidaz, B-Ksilozidaz ve a-L Arabinofuranozidaz

Enzimlerinin Uretimi

Enzim tretimi 250 mL’lik erlenlerde 50 mL’lik modifiye edilmis ISP2 sivi
besiyeri kullanilarak gergeklestirilmistir. Modifiye ISP2 s1v1 besiyeri besiyerine %1.5
oraninda NaOH ile 6n-muamele gormiis samanin eklenmesiyle hazirlanmigtir. Enzim
iiretimi son konsantrasyon %2 (v/v) olacak sekilde as1 kiiltiiriin besiyerine ilave
edilmesiyle baglatilmigtir. Enzimlerin tiretimi, J. alba’nin belirtilen besiyerinde 5 giin

stiresince 30 °C ve 180 rpm’de inkiibe edilmesi ile gerceklestirilmistir.
3.2.2. J. alba Kiiltiiriinden Enzimlerin Geri Kazanim

Enzim {iretimi gerceklestirildikten sonra kiiltir 50 mL’lik falkon tiiplere
aktartlmis ve +4 °C’de 10.000 x g kuvvetinde 15 dk siiresince santrifiijlenmistir.
Falkon tiiplerdeki siipernatantlar birlestirilmis ve enzim tiizerinde pargalayici etki
gostermesi muhtemel proteazlarin aktivitesinin sinirlanmasi i¢in son konsantrasyonu
100 uM (w/v) olacak sekilde fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) ilave edilmistir. Elde

edilen enzim ¢dzeltisi ham enzim numunesi olarak kullanilmastir.

3.2.2.1. Ham Enzim Cézeltisinin Yogunlastirilmasi

Ham enzim ¢ozeltisinin yogunlastirilmast  Sekil 3.1°de gosterildigi  gibi
ultrafiltrasyonla gergeklestirilmistir. Ultrafiltrasyon islemi +4 °C’de Amicon 8200
ultrafiltrasyon haznesine doldurulan ham enzim ¢ozeltisinin 10 kDa molekiiler
agirhik simirma (MWCO: molecular weight cut off) sahip membrandan azot gazi

basinci (2.5 psi) kullanilarak gegirilmesiyle gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).
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Ultrafiltrasyon
haznesi

Yogunlastirikmig

/enzim ¢Ozeltisi

buz

10 kDa MWCO
memran

Manyetik karstine

Ultrafiltrat

Sekil 3.1. Ultrafiltrasyonun uygulamas.
3.2.2.2. Amonyum Siilfat Coktiirme

Ultrafiltrasyon sistemiyle yogulastirilarak elde edilen enzim soliisyonu iki esit
pargaya bolinmiis ve bunlardan birisi Sekil 3.2°de gosterilen akis diyagramindaki
gibi %80 amonyum siilfat doygunluguna ulasacak sekilde tek basamakli olarak,
digeri ise %50, %65 ve %80 amonyum siilfat doygunluguna ulasacak sekilde 3
basamakli olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesine tabi tutulmustur. Coktiirme islemi
sirasinda  kullanilacak olan amonyum siilfat miktar1 asagidaki formil ile
hesaplanmuistir.

1,77 x V(S, — ;)
3,54 — S,

g (NH)4),50, =

V= Siipernatantin hacmi
S;= Ilk amonyum siilfat doygunlugu
S,= Istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Belirtilen formiile gore %50 doygunlukta olmasi igin gerekli olan miktarda
amonyum siilfat tartilarak + 4-8 °C’deki enzim soliisyonuna yavas yavas eklenmis ve
manyetik karigtirici yardimiyla ¢éziinmesi saglanmistir. Karisim bir gece boyunca +4
°C’de manyetik karistirici ile karistirilmigtir. Proteinlerin ¢okeltilmesi igin %50

amonyum siilfat doygunlugundaki ham enzim ¢6zeltisi +4 °C’de 10.000 x ¢
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kuvvetinde 10 dk santrifiijlenmistir. Cokeltilen proteinler iki kati miktarda fosfat

tamponu ile ¢oziilmiistiir.

%50 amonyum siilfat ¢Oktiirmesinden sonra uygulanan santrifiijleme
sonrasinda kalan siipernatant tizerine toplamda %65 doygunluga sahip olacak sekilde
amonyum siilfat eklenmistir. Boylece %50-65 amonyum siilfat doygunlugunda
cokelen proteinlerin geri kazanilmasi amaclanmistir. Gergeklestirilen tiim islemler
(amonyum siilfatla doyurma, santrifiijleme) islemler bir onceki basamaktaki gibi
uygulanmistir. Bir sonraki basamakta, benzer islemler gerceklestirilerek %65-80

amonyum siilfat doygunlugunda ¢okelen proteinler geri kazanilmistir (Sekil 3.2).

1580
dovgunluk

,@\_/”I]

sipernatant

—
pelat
—
1550
Ham oyvgunluk
Enzim 1465 B0
L doveunlulk doygunluk
\ B slipernatant
— — —
pelet pelat pelat

Sekil 3.2. Amonyum siilfatla ¢oktiirme deneylerinin yapilis1.
3.2.2.3. Diyaliz

Amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi ile elde edilen protein ¢ozeltileri Pur-A-
Lyzer™ midi marka kit kullanilarak diyaliz edilmistir. Kit diyaliz membrani igerisine
3 mL enzim ¢ozeltisi ilave edildikten sonra diyaliz kiti beher icerisindeki 100 mM
fosfat tampona daldirilmistir. Beher +4 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Beher
igerisindeki tampon c¢ozelti inkiibasyon siiresince manyetik karistirict yardimiyla
karistirtlmis ve tampon 6 saatlik ararliklarla diizenli olarak tazelenmistir. Boylelikle
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda ortamda bulunan ve enzimin g¢alismasini
engelleyen amonyum tuzlarnn kismi saflastirilmis  enzim  ¢ozeltilerinden

uzaklastiriimistir.

29



3.2.2.4. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Enzim numunelerindeki protein miktarinin Slgiilmesi Bradford yontemi ile
gergeklestirilmistir. Bunun igin ilk olrak Bovin Serum Albumini (BSA) standart
grafigi ¢izilmistir. BSA standartlarinin hazirlanmasi i¢in dH.O’da ¢oziilmiis 1
mg/mL’lik BSA stogundan tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL
aktarilmis ve her tipiin toplam hacmi 100 pL olacak sekilde dH20 ile
tamamlanmustir. Cozeltilerin tizerine 1000 pL bradford ¢ozeltisi eklenmis ve karisim
5 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra, karisimin 595 nm dalga boyundaki
absorbansi spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler kullanilarak Excell

programinda protein standart grafigi olusturulmustur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Protein standart grafigi.

Enzim numunelerindeki protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in uygun oranda
seyreltilmis numunenin 100 uL’si tizerine 1 mL Bradford ¢6zeltisi eklenmistir.
Karisim oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikten sonra 595 nm dalga boyundaki
absorbans1 belirlenmistir. Elde edilen absorbansa karsilik gelen protein miktari

cizilen standart grafige ait formiil yardimiyla hesaplanmstir.
3.2.2.5. SDS-PAGE Yontemi

Enzim numunelerindeki proteinlerin ayristirilarak profillenmesi igin SDS-
PAGE yontemi kullanilmistir. Bu ydntemde proteinler, akrilamid jel boyunca
elektrik akim1 yardimiyla yliriitiilerek denatiire edici kosullar altinda ayrigtirilmastir.
Akrilamid jel yiikleme jeli ve ayirici jel olmak lizere iki kisimdan olusturulmstur.

Ayirma jelinin (%10’luk) hazirlanmasi i¢in ilk olarak 2.5 mL ayirict jel tamponu,
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3.33 mL akrilamid-bis akrilamid ve 100 uL SDS (%10) igeren ¢ozeltiye 4.1 mL
distile su ilave edilmistir. Daha sonra, akrilamidin polimerlesmesi i¢in karigima 25
uL %10°Tuk APS ve 15 uLL TEMED ilave edilmistir. Karisim polimerlesmeden 6nce
5/4’Unii dolduracak sekilde jel kasetine yiliklenmistir. Jel kasetine yiiklenen karigimin
tizerine 1 mL izopropanol ilave edilerek jelin yiizeyinin diizlesmesi saglanmistir.
Polimerizasyon gergeklestiginde izopropanol bosaltilmis, dH20 ile jel yilizeyi
yikanmis ve 666 pL akrilamid-bis akrilamid, 1.28 mL yiikleme jel tamponu, 3.11 mL
distile su, 50 puL %10’luk SDS, 60 puL %10’luk APS ve 15 pL. TEMED ile ayirma
jelinin yapiminda belirtildigi gibi hazirlanan %5’lik yiikleme jeli kasete dokiilmiistiir.

Ardindan 6rnek yiikleme kuyularinin olugmasi igin kasete tarak yerlestirilmistir.

Polimerizasyon gergeklesince kaset tanka yerlestirilerek tank yiiriitme tamponu
ile doldurulmustur. Protein drnekleri (30 pL) ise boya igeren 6rnek yiikleme tamponu
(20 uL) ile karistirilarak 95 °C’de 5 dKk inkiibe edilmistir. Denatiire edilen ornekler
jelde olusturulan kuyulara yiiklendikten sonra jel ilk olarak 30 V akima maruz
birakilmigtir.  Ornekler yiikleme jelini gecip, aymrma jelinin iist kisminda
yogunlastiklarinda ise akim 80 V’a yiikseltilerek yiiriitme islemine devam edilmistir.
Yiritme, Ornek yiikkleme tamponundaki boyanin jelin en altina ulasmasiyla
sonlandirilmistir. Yiiritme islemi bittiginde kaset agilarak jel alinmistir. Yiikleme jeli
uzaklastirilarak jelin tist kismi Kesikle isaretlenmistir. Jeller proteinlerin boyanmasi
ve fikse edilmesi i¢in boyama ¢ozeltisinde 45 dk 30 rpm’de oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ardindan, jel taze boya ¢0zeltisi i¢inde aymi kosullarda 45 dk
bekletilmistir . Jeller boya giderme ¢ozeltisi igerisinde 30 rpm’de, oda sicakliginda, 1
gece boyunca inkiibe edilerek proteinlere baglanmayan boyalarin uzaklastiriimasi

saglanmistir.
3.2.3. Enzim Aktivitesinin Belirlemesi
3.2.3.1. p-NP Standartinin Hazirlanmasi

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilacak substratlarin pargalanma
irtinii olan p-NP’e ait standart grafigin c¢izilmesi igin 100 mM’lik pH 7 fosfat
tamponu ile hazirlanan 0-10 umol’likk p-NP ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki
absorbanslari 6l¢tilmiistiir. Absorbans degerlerine karsi derisim grafigi ise Microsoft

Excel programi yardimu ile Sekil 3.4’de gosterildigi gibi ¢izilmistir.
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Sekil 3.4. p-NP standart grafigi.
3.2.3.2. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

B-Glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesi icin sirasiyla, p-nitrofenil-p-D-glukopiranozid (p-NPGP), p-Nitrofenil-
B-D-ksilopiranozid  (p-NPXP)ve p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranozid  (p-NPAF)
substratlart kullanilmistir. Reaksiyon karigimi 100 mM pH 7 fosfat tampon ve 5 mM
substrat icerecek sekilde hazirlandiktan sonra 37 °C’de 20 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, enzim aktivitesinin durdurulmasi igin tiiplere reaksiyon
karistmimin 2 kati hacminde 0.5 M Na;COs eklenmis ve karistmin 410 nm
dalgaboyundaki absorbansi kaydedilmistir. Enzim aktivitesi sonucu salinan p-NP
miktar1 p-NP standart grafigi (Sekil 3.4) yardimiyla hesaplanmistir. Reaksiyon
siiresince substrattan kendiliginden salinan p-NP’lin miktarinin tespit edilmesi icin
enzim ¢ozelti eklenmemis reaksiyon karigiminin ayni kosullarda inkiibasyonu sonucu
410 nm dalgaboyundaki absorbansi Dbelirlenmistir. Ayrica, enzim ¢dzeltisinin
reaksiyon karigimin 410 nm dalgaboyundaki absorbansina etkisinin belirlenmesi i¢in
substratsiz reaksiyon karisimi kullanilmistir. Bir iinite (U) enzim aktivitesi 1 mL
enzim ¢ozeltisinin belirlenen sartlar altinda 1 dakikada substrattan salinimina sebep

oldugu umol cinsinden p-NP miktar1 olarak ifade edilmistir.
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3.2.4. Enzim Karakterizasyonu
3.24.1. Sicakhgin  Enzimlerin  Aktiviteleri ~ Uzerindeki  Etkisinin

Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin Ol¢iimii, ilgili enzim i¢in hazirlanan reaksiyon
karigimlarmin 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C sicakliklarda inkiibe edilmesi ile
gerceklestirilmistir. Her bir enzim i¢in ayr1 ayri tespit edilen en yiiksek aktivitenin
Olgiildiigii sicaklik degerleri ilgili enzimin “optimum sicaklik” degeri olarak
kaydedilmistir. Optimum sicaklikta olglilen enzim aktivitesi %100 olarak kabul
edilmis ve bu deger temel alinarak diger sicakliklar i¢in dlciilen aktiviteler “%gorece

aktivite” olarak sunulmustur.

3.2.4.2. Sicakhigin  Enzimlerin Kararhihklar1 Uzerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

Sicakligin enzim kararlilig1 iizerine etkisi belirlenirken kismi saflastirilmig
enzim ¢ozeltileri 40, 50, 60 ve 70 °C’de ayr1 ayr1 1, 2, 3 ve 4 saat On-inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra, enzimlerin aktiviteleri optimum sicaklikta kisim 3.2.3.2°de
belirtildigi gibi belirlenmistir. On-inkiibasyona birakilmamis kismi safliktaki enzim
¢ozeltilerinin aymi kosullardaki aktiviteleri %100 olarak kabul edilmis ve sonuglar

“Ookalan aktivite” seklinde sunulmustur.
3.2.4.3. pH’nin Enzimlerin Aktiviteleri Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

pH’nin kismi safliktaki B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz
enzimlerinin aktiviteleri lizerindeki etkisinin degerlendirilmesi her bir enzim i¢in
tanimlanan reaksiyon karigimindaki tamponun ve pH degerlerinin degistirilmesi ile
gerceklestirilmistir. Bu amacla; pH 4-6, pH 6-8 ve pH 8-10 araliginin test edilmesi
icin sirastyla sitrat, fosfat ve Tris-HCI tamponlar1 kullanilmistir. Enzimatik aktivite
analizleri her enzim i¢in daha oOnce tespit edilen optimum sicaklikta
gerceklestirilmistir. Enzimlerin en ¢ok aktivite gosterdigi pH degerleri “optimum pH
degerleri” olarak belirlenmistir. Optimum pH degerinde dl¢iilen enzim aktiviteleri ise
%100°lik aktivite olarak kabul edilmis, diger pH’larda Olgiilen aktiviteler ise

“Yogorece aktivite” olarak sunulmugtur.
3.2.4.4. pH’nin Enzimlerin Kararhihklar1 Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

pH’nin kismi safliktaki B-glukozidaz, p-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz

enzimlerinin kararliliklar1 tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in enzimler farkli
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pH’lardaki tampon sistemleri igerisinde 1 saat siiresince oda sicakliginda On-
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra, enzim aktiviteleri Onceki deneylerle
belirlenmis optimal kosullar altinda standart olarak belirlenmistir. On-inkiibasyona
birakilmamis enzim ¢ozeltisinin optimal kosullar altindaki aktivitesi %100 olarak

kabul edilmis ve sonuglar “%gorece aktivite” seklinde sunulmustur.
3.2.4.5. NaCl’iin Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

NaCl’iin B-glukozidaz, p-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz’in enzim
aktiviteleri tlizerindeki etkisinin belirlenmesi icin reaksiyon karigimlar1 farkh
oranlarda NaCl (%0, 1, 2, 4, 8 ve 12) igerecek sekilde hazirlanmistir. Daha sonra,
enzim aktiviteleri her enzim i¢in tanimlanan optimal kosullar altinda belirlenmistir.
Enzim aktivitesi 6l¢iimleri ilgili enzime ait optimum sicaklik ve optimum pH’da
gerceklestirilecektir. Olgiilen en yiiksek enzim aktivite degeri %100 olarak kabul

edilmistir.

3.2.4.6. NaCP’iin Enzimlerin Kararhliklar1 Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Aktivitelerinin belirlenmesi dncesinde enzimler farkli konsantrasyonlarda NaCl
iceren tampon sistemlerinde oda sicaklifinda 1 saat siiresince On-inkiibasyona
birakilmistir. On-inkiibasyon sonrasinda enzim aktiviteleri tespit edilmistir. NaCl’siiz
tampon sistemlerinde 1 saat On-inkiibasyona birakilan enzimin aktivitesi %2100

olarak kabul edilmistir.
3.2.4.7. Metal Iyonlarimin Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Enzim aktiviteleri, 1 mM Cu?*, Ni?*, Ag®", Ca?*, Co?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*, KCI*
ve Fe?* iceren reaksiyon karisimlar1 kullanilarak optimum kosullar altinda tespit
edilmistir. Metal iyonu icermeyen reaksiyon karisimlarindaki enzimlerin aktiviteleri
%100 olarak degerlendirilmis olup, sonuglar buna gore “%gorece aktivite” seklinde

verilmistir.
3.2.4.8. Kimyasallarin Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisi

B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz’in enzim aktiviteleri %1
oraninda PMSF, DTT, tween 20, triton X-100, SDS, B-merkaptoetanol ve EDTA
iceren reaksiyon karigimlari kullanilarak optimum kosullar altinda tespit edilmistir.
Herhangi bir kimyasal igermeyen reaksiyon karisimlarindadaki enzimlerin
aktiviteleri %100 olarak degerlendirilmis olup, sonuglar buna gore “%gorece

aktivite” seklinde verilmistir.

34



3.2.4.9. Coziiciilerin Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Enzimlerin aktiviteleri reaksiyon karigiminda %1 oraninda ayri ayri etanol,
metanol, aseton, DMSO, izopropanol ve biitanolin bulundugu kosullarda
Olclilmiistiir. Her bir enzim i¢in, ¢oziicli bulundurmayan reaksiyon karigimindaki
enzim aktivitesi %100 olarak degerlendirilmis olup, sonuclar buna gore “%gorece

aktivite” seklinde verilmistir.

3.2.4.10. Lignoseliiloz Tiirevli Inhibitorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz’in enzim aktiviteleri %1
guaiakol, asetik asit, fenol, siringik asit, ferulik asit, vanilik asit ve sinapik asit igeren
reaksiyon karigimlart kullanilarak optimum kosullar altinda tespit edilmistir.
Lignoseliilozik inhibitor icermeyen reaksiyon karisimlarindaki enzimlerin aktiviteleri
%100 olarak kabul edilmis olup, diger aktiviteler “%gorece aktivite” bi¢iminde

verilmigtir.
3.2.5. Hidroliz

Model lignoseliilozik materyal olarak kullanilan NaOH ile 6n-muamele edilmis
kuru substratin 0.2 gram1 50 mL’lik Falkon tiip igerisine yerlestirilerek
otoklavlanmigtir. Uzerine, sterilize edilmis 8 mL 100 mM fosfat tamponu (pH 8)
ilave eklenmistir. Daha sonra son konsantrasyon 0-20 mg/g kuru substrat olacak
sekilde 20-kat yogunlastirilmig enzim ilave edilmis ve tiipteki toplam hacim 15

mL’ye tamamlanmistir.

Negatif kontrol olarak; 0.2 g kuru substrat iizerine son hacim 15 mL olacak
sekilde steril tampon ilave edilmistir. Pozitif kontrol; kullanilan enzimlerle ayni
yogunlukta Aspergillus niger’den elde edilmis ticari seliilolitik enzim karigimi ilave

edilerek hazirlanmuastir.

Hidroliz islemi, Falkon tiipler igerisinde hazirlanan karigimin enzimlerin
optimum calisma sicakliginda, 150 rpm calkalamali kosullarda, 4 saat siiresince
inkiibasyonuyla gerceklestirilmistir. inkiibasyon sirasinda baslangi¢ an1 da olmak
lizere her 1 saatte tiip nazik¢e karistirildiktan sonra (birkag kez alt {ist edilerek) 300
pL 6rnek alinmstir. Ornek 12.000 x g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra -20 °C’de

saklanmustir.
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3.2.5.1. DNS Metodu ile Indirgenmis Seker Miktar1 Analizi

Hidrolizin tamamlanmasini takiben tiim 6rneklerdeki indirgenmis seker miktari
DNS yontemi ile analiz edilmistir. Santrifiije edilerek -20 °C’de saklanmis olan
ornekten 200 uL alinarak tizerine 400 uL DNS ¢ozeltisi eklenmistir. 99 °C’de 5 dk
kaynatma islemi yapilmistir. Cozeltinin iizerine 1 mL dH2O eklenmistir.

Spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbans 6lgiimii yapilmistir.

Ayrica, tiiplerdeki hidroliz sivis1 12.000 x g’de 10 dk santrifigasyon ile geri
kazanilarak liyofilize edilmistir. Tiiplerde kalan saman parcalar1 ise yikandiktan

sonra hizla elektron mikroskopisi ve FTIR analizi i¢in hazirlanmistir.
3.2.6. ince Tabaka Kromatografisi

Liyofilize edilmis olan hidrolizatlar tizerine 250 puL udH2O ilave edilmis ve
protein yogunlugu 2 mg/g kuru substrat olacak sekilde TLC plaka iizerine yiiklemesi
yapilmistir. %2’lik hazirlanmis stok standart ¢ozeltilerinden 100 pL. alinmig ve bir
araya getirilmistir. Standart ¢ozeltinin ve hidrolizatlarin plaka tizerinde yiirtitiilmesi
formik asit, 2-biitanon, tert-biitanol, distile sudan (3:1:1 v/v/v) olusan ¢oziicii sistemi
araciligiyla gergeklestirilmistir. Yiiriitiilen bilesiklerin gorsellestirilmesi i¢in 3.25 g
fitalik asit, 2 mL anilin ve 100 mL biitanol ile hazirlanan ¢6zelti plaka tizerine
puskiirtilldiikten sonra plaka 95 °C’de leke olusumu go6zlemleninceye kadar

bekletilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. J. alba Kiiltiiriiniin Uretilmesi

Gliserol stogundan ISP2 agar besiyerine yayilan J. alba basarili bir sekilde
tretilerek (Tablo 3.1) pasajlanmistir. Pasajlamalar sirasinda kontaminasyon durumu
hem kiiltirel hem de mikroskobik olarak kontrol edilmistir. Daha sonra, B-
glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz enzimleri modifiye ISP2 sivi
besiyerinde (Tablo 3.2) J. alba tarafindan iiretilmis ve ilk asamada enzim aktivite

analizlerinde kullanilacak reaksiyon siireleri belirlenmistir.

Sekil 4.1. (a) J. alba’nmn kati kiiltiirdeki goriintiisii, (b) J. alba’nin Gram boyama sonrast mikroskop
goriintiisi, (c) enzim liretimi sonrasi J. alba sivi kiiltiiriiniin gérintiisii.

Uretim sonrasinda elde edilen ham enzim kullamlarak enzim aktivitesi
analizlerinde kullanilmak t{izere en uygun reaksiyon siiresi, enzim-substrat
karisiminin  farkli siirelerde (1-20 dk) inkiibe edilmesiyle tespit edilmistir.
Gergeklestirilen enzim analizi deneyleri neticesinde farkli reaksiyon siirelerinde -
glukozidaz, pB-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz’in sirasiyla, p-nitrofenol-D-
glukopiranozid, p-nitrofenil-p-D-ksilopiranozid ve p-nitrofenil-p-D-
arabinopiranozid’den her bir dakika serbest biraktigi p-NP miktar1 Sekil 4.2°de
gosterilmistir. B-glukozidaz enziminin dakikada serbest biraktigi p-NP miktarinin
reaksiyon siiresinin 5’den 10 dakikaya yiikseltilmesiyle azaldig1 gézlemlenmistir.
Benzer sekilde, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz tarafindan siireye karsi
substrattan salinan p-NP grafiklerinde lineer ¢izgi olusturduklar alanin 0-5 dk araligt
oldugu belirlenmistir. Sonuglar neticesinde enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in

inkiibasyon siiresinin 5 dk olmasi1 gerektigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Enzim aktivitesi Olcim deneylerinde reaksiyon karigimlarinin farkli siirelerde inkiibe
edilmelerine bagli olarak B-glukozidaz (a), B-ksilozidaz (b) ve a-L-arabinofuranozidaz (c)
enzimlerinin her bir dakikada substrattan salinimina neden oldugu p-NP miktart.

4.2. Enzimlerin Kismi Saflastirilmalar:

Farli yontemler kullanilarak ham enzimden (H) kismen saflastirilmig
fraksiyonlardaki protein igerikleri ve enzim aktivitelerinden faydalanilarak 6zgiil
aktiviteleri hesaplanmistir. Ik fraksiyon ham enzim c¢ozeltisinin 20 Kkat
yogunlastirilmasiyla elde edilmistir (U). Diger fraksiyonlar ise %50 (F1), %50-65
(F2), %65-80 (F3) ve %80 (F4) amunyum siilfat doygunlugunda geri kazanilmig

enzim preperatlart seklinde hazirlanmistir.

B-Glukozidazin H, U, F1, F2, F3 ve F4’deki 6zgiil aktivitesi sirasiyla, 0.67 +
0.12, 0.75 + 0.06, 1.23 + 0.04, 0.42 + 0.1, 0.25 + 0.02, 0.79 + 0.07 U/mg protein
olarak hesaplanmigtir. B-Ksilozidaz enziminin 6zgiil aktivitesi H, U, F1, F2, F3 ve
F4’de sirasiyla, 10.59 + 2.19, 10.00 + 1.24, 2.42 + 0.64, 5.70 = 0.26, 12.84 + 0.83 ve
10.60 + 1.31 U/mg protein olarak bulunmustur. H, U, F1, F2, F3 ve F4’ki 6zgiil
aktivite degerleri ise a-L-arabinofuranozidaz i¢in sirasiyla 4.69 + 0.11, 4.68 + 0.09,
6.06 £ 0.22, 0.71 £ 0.09, 1.15 + 0.21 ve 4.87 + 0.93 U/mg protein olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3). Ozetle; B-glukozidaz ve B-ksilozidaz enzimlerinin &zgiil
aktivitelerinin en yiiksek oldugu fraksiyonun F1 oldugu, a-L-arabinofuranozidaz igin
ise F3 oldugu belirlenmistir. Ayrica ham enzim ve her bir fraksiyondaki proteinler

SDS-PAGE ile poliakrilamid jel lizerinde ayristirilarak goriintiilenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Farkli fraksiyonlardaki B-glukozidaz (a), B-ksilozidaz (b) ve a-L-arabinofuranozidaz (c)
enzimlerinin 6zgiil aktivitelerinin ham enzime gére %degisimlerini gosterir grafik. U
Ultrafiltrasyonla 20-kat yogunlastirilmis enzim preperatini ifade etmektedri. F1, F2, F3 ve
F4 ise sirasiyla %50, %50-65, %65-80 ve %80 amunyum siilfat doygunlugunda geri
kazanilmis enzim preperatlarini ifade etmektedir.
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Sekil 4.4. Farkli fraksiyonlardaki protein profillerinin SDS-PAGE ile gosterilmesi. M, H ve U
sirastyla  sahit proteinlerin, ham enzim preperatiiin  ve ultrafiltrasyonla 20-kat
yogunlastirilmis enzim preperatinin poliakrilamid jelde yiritiildiigli hatlar1 ifade
etmektedir. F1, F2, F3 ve F4 ise sirasiyla %50, %50-65, %65-80 ve %80 amunyum siilfat
doygunlugunda geri kazanilmig enzim preperatlarinin yiiriitiildigii hatlar1 ifade etmektedir.

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’e bakildiginda B-glukozidaz i¢in en iyi fraksiyon degeri
%65 , B-ksilozidaz igin en iyi fraksiyon degeri %80 ve a-L-arabinofuranozidaz igin
en iyi fraksiyon degeri %50 olarak goriilmektedir.

4.3. Kismi Saflastirilmis p-Glukozidaz’in Biyokimyasal Ozellikleri

4.3.1. Sicakh@in p-Glukozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Farkli sicakliklarin (20-90 °C) B-glukozidaz’in enzim aktivitesi tizerindeki

katalitik etkileri 100 mM’lik pH 7 fosfat tamponu ile hazirlanan reaksiyon ortaminda
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test edilmistir. Deney sonuglarina bakildiginda B-glukozidaz’in enzim aktivitesinin
en yiiksek oldugu sicakligin 40 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5). Enzimin gorece
aktivitesinin 30 °C’de %52’ye, 20 °C’de ise %50’ye diistiigii gériilmiistiir. Sicaklik
artisina bagh olarak 50 °C’de %58 aktivite goriilirtken 60 °C’de %37 aktivite
gorilmiigtir. Enzim aktivitesi 70 °C’den sonra gorece aktifligini oldukga
yitirmektedir.
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Sekil 4.5. Sicakligin B-glukozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.

B-glukozidaz enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik degerleri genellikle
enzimin elde edildigi kaynaga gore degisiklik gostermektedir. Ancak, mezofilik
sicakliklarda gelisim gosteren aktinomisetlerden elde edilen B-glukozidaz, genellikle
bu sicakliklarda yiiksek aktivite sergilemektedirler. J. alba tarafindan fiiretilen (-
glukozidaz enziminin mezofilik sicaklik araliklarinda yiiksek aktivite sergiledigi
goriilmiistiir. J. alba’nin mezofilik karakterli olmasi agisindan elde edilen sonuglar

sasirtict olmamustir.

Literatiirde Jiangella taksonunda siniflandirilan herhangi bir bakteri tiiriinden
elde edilmis B-glukozidaz enzimine yonelik bir caligma bulunmamaktadir. Bundan
dolay1 sonucglar bagka aktinobakteri tiirlerinden elde edilen sonuclarla
kiyaslanabilmektedir. Ancak endiistriyel alanda mezofilik karaktere sahip
aktinomisetler endoglukanaz ve endoksilanaz clde edilmesi amaciyla daha yogun
olarak kullanildiklari igin literatiirde cogunlukla termofilik &zellige sahip tiirler

bulunmaktadir. Buna gore; Micromonaspora chalcae nin indiikleyici olarak seliiloz
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bulunan sivi besiyerinde ekstraseliiler olarak irettigi p-glukozidaz’in optimum
sicaklik degerinin 52 °C oldugunu belirlenmisdir (Gallagher et al., 1996). Seliilolitik
bir aktinomiset olan Thermobifida fusca’nin firettigi B-glukozidaz enziminin
optimum sicaklik degerinin 50 °C oldugu rapor edilmistir (Spiridonov and Wilson,
2001). Lee and Lee (2010) yapmis olduklart ¢alismada kanalizasyon aritma
tesisinden izole edilen Acinetobacter kyonggiensis ile iretilen p-glukozidaz
enziminin optimum sicaklik degerinin 30 °C oldugunu bildirmislerdir. Bir baska
calismada ise Streptomyces albaduncus ile ekstraseliiler olarak tiretilen B-glukozidaz
enziminin optimum sicaklik degerinin 30 °C oldugu tespit edilmistir (Harchand ve
Singh, 1996). Cellulomonas biazotea NIAB442’den intraseliiler olarak elde edilen [-
glukozidaz enziminin optimum sicaklik degeri 38 °C olarak belirlenmistir (Siddiqui
etal., 1997).

4.3.2. Sicakh@in B-Glukozidaz’in Karhhg Uzerindeki Etkisi

Farkli sicakliklarin (40 °C, 50 °C, 60 °C ve 70 °C) ve farkli siirelerin (30, 60,
120, 180 ve 240 dk) pB-glukozidaz’in enzim aktivitesi tizerindeki katalitik etkileri 100
mM’lik pH 8 fosfat tamponu ile hazirlanan reaksiyon ortaminda test edilmistir. -
glukozidaz, optimum sicakligi olan 40 °C’de 1. ve 2. saatte gorece aktivitesinin
%100’e yakmin1 korurken 3. saatten sonra gorece aktivitesinin %73’e distigi
gozlemlenmistir. Enzim 4 saat 40 °C’de inkiibe edildiginde gorece aktivitesini %50
oraninda kaybettigi goriilmistiir. Bununla beraber, 50 °C’de 3. saatten, 60 °C’de 2.
saatten, 70 °C’de ise 1. saatten itibaren enzimin goérece aktivitesinin %50 nin altina
diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.6). Elde edilen sonuglara goére, enzim 40 °C ve 50
°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra gorece aktivite azalmasi agisindan biiyiik bir
fark olmamasina karsilik 60 °C ve 70 °C’lerde gorece enzim aktivitesinde oldukga
Oonemli bir diislis gozlemlenmistir. Ancak yine de bu sicakliklarda gergeklestirilecek
1-2 saatlik endiistriyel uygumalarda kullanim potansiyeline sahip oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.6. Sicakligin B-glukozidaz’in kararlilig: iizerindeki etkisi.

Gallagher et al. (1996), aktinomiset olan Micromonaspora chalcae’e ait p-
glukozidaz enziminin 30 °C’de 1 saat dayanabildigini ancak 50 °C’den sonra en fazla
10 dakika dayanabildigini goézlemlemistir. Moldoveanu and Kiluepfel (1983),
Streptomyces sp. CB-12 susuna ait B-glukozidaz enziminin 40 °C’de 1 saatlik
inkiibasyon sonunda goérece enzim aktivitesinin %70’ini korudugunu bulmuslardir.
Harchand and Singh (1996), Streptomyces albaduncus’a ait B-glukozidaz enzim
aktivitesinin optimum oldugu 30 °C’de enzim aktivitesini 15 dakika siireyle %90’a
kadar korurken 30 dakika sonra %75’e distiiglinii gozlemlemislerdir. Ayrica, 40
°C’de 15 dakika igerisinde gorece enzim aktivitesinin %40’a kadar diistiigiinii
belirtmislerdir. Spiridonov and Wilson (2001), termofilik bir aktinobakteri olan
Thermobifida fusca’ile tiretilen B-glukozidaz enziminin 60 °C’de kararl kalabildigini
ancak 65 °C’de hizlica inaktive oldugunu bulmuslardir. Gong et al. (2014),
Aspergillus niger Au0847 susuna ait 3-glukozidaz’in enzim aktivitesinin en yiiksek
gozlendigi sicaklik degerini 65 °C bulmuslardir. Ancak enzim bu sicaklikta 40 dk
bekletildiginde gorece aktivitesinin %20’ye yakinim kaybettigini, 70 °C’de 20 dk
bekletildiginde ise gorece aktivitesinin  %50’sinden fazlasini  kaybettigini

belirlemislerdir.

Calismamizda J. alba B-glukozidaz enziminin literatiirdeki diger mezofilik

aktinomisetlere gore kararliligin1 korumada daha basarili oldugu goériilmektedir.
4.3.3. pH’nin B-Glukozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki EtKisi

Elde edilmis olan enzimlerin optimum aktivite gosterdigi pH degerlerinin
saptanmasi i¢in 100 mM sitrat tamponu (pH 4-6), 100 mM fosfat tamponu (pH 6-8)
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ve 100 mM Tris-HCI (pH 8-10) tamponu kullanilmistir. Enzim analizleri neticesinde
B-glukozidaz’in pH 8 fosfat tamponunda en yiiksek aktiviteyi gosterdigi
belirlenmistir (%100). Bununla birlikte pH’s1 7’ye ayarlanmis fosfat tamponunda
%64 olarak belirlenmistir. pH degeri 4, 5 ve 6 olan sitrat tamponunda p-
glukozidaz’in gorece aktivite dgerleri sirasiyla %0.10, %16 ve %71 olarak
belirlenmistir. pH degeri 8, 9 ve 10 olan Tris-HCI tamponunda ise p-glukozidaz’in

gorece aktivite dgerleri sirastyla %21, %14 ve %15 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. pH’nin B-glukozidaz’in aktivitesi iizerindeki etkisi.

Gallagher et al. (1996), Micromonospora chalcae e ait B-glukozidaz enziminin
optimal pH degerini 7.25 olarak bulmuslardir. Spiridonov and Wilson (2001),
Thermobifida fusca’dan elde ettikleri B-glukozidaz i¢in pH 6.5 ile 8.5 araligim
denemislerdir ve enzimin optimum pH’smin 7 oldugunu tespit etmislerdir. Harchand
and Singh (1996), Streptomyces albaduncus’a ait f-glukozidaz enziminin 6.5 ile 9
pH araliginda enzimin kararli oldugunu ve pH 9 ile 11 arasinda enzim aktivitesin
%80’e diistiiginii bulmuslardir. Cellulomonas biazotea NIAB442’den intraseliiler
olarak elde edilen pB-glukozidaz enziminin optimum pH degeri 6.6 olarak

belirtilmistir.

Jiangella alba B-glukozidaz enziminin optimum pH degeri, literatiir
verilerinden elde edilen aktinomisetlere ait olan pH degerinden daha yiiksek
seyretmektedir. J. alba’ya ait en yakin pH degerini Streptomyces albaduncus
vermektedir.
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4.3.4. pH’min B-Glukozidaz’in Kararhhg Uzerindeki Etkisi

B-Glukozidaz 100 mM pH 6, 7 ve 8 fosfat tamponunda 1 saat 40 °C’de inkiibe
edildi. Analiz edilen pH degerleri ayr1 ayr1 incelendiginde orijinal enzim aktivitesinin
optimum pH degeri olan fosfat 8’de %100’e pH 6 ve 7’ye oranla daha yakin

seyrettigi gdzlenmistir.

Enzimin 1 saat siire ile pH 7’de kalmasi inkiibasyon siiresi goz Oniine
alindiginda gorece enzim aktivitesini arttirmistir. Optimum deger olan pH 8’de

inkiibasyon siiresi gorece enzim aktivitesini %3 oraninda diigiirmiistiir.
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Sekil 4.8. pH’nin B-glukozidaz’in kararlilig: iizerindeki etkisi.

Yapilan literatiir arastirmasma gore biyoetanol iiretiminde yaygin olarak
kullanilan bir fungus olan Aspergillus niger Au0847 susuna ait -glukozidazin pH 2
ile 6 arasindaki degerlerde enzimin kararliligini 6nemli 6l¢iide korudugu, ancak pH
6’dan sonraki degerlerde gorece aktivitede %20 oraninda kayip yasandigi
bulunmustur (Gong et al., 2014). Saha and Bothast (1996), bir askomikota olan
Candida peltata’dan elde edilen B-glukozidaz enziminin optimum pH degerini 5
olarak bulmuslardir. Gorece enzim aktivitesinin pH 4 ile 6 arasinda 30 dakika
boyunca kararli oldugunu ve aktivitenin pH 3’de %62’ye distiigiini tespit

etmislerdir.

J. alba’ya ait B-glukozidaz enziminden elde edilen sonuglar biyoetanol

tiretiminde kullanilan bakterilere ait literatiir aragtirmalarindan elde edilen bulgular
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ile farklilik gostermektedir. Inkiibasyon siiresinin kisalig1 da goz oniine alindiginda

cok daha kararl bir sekilde enzimin korundugu goriilmektedir.
4.3.5. NaCl’iin B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Farkli NaCl oranlarinda inkiibe olan [B-glukozidaz’in en yiiksek aktivite
gosterdigi NaCl oran1 %2’dir. enzim aktivitesi, %1’lik NaCl oraninda korunmakla
birlikte %63’tiir. B-glukozidaz’in gorece enzim aktivitesi reaksiyon karisimindaki tuz
konsantrasyonu %4 iken %58, %8 iken %54, %12 iken %50 olarak kaydedildi. Bu
degerlere bakildiginda NaCl konsantrasyonunun J. alba B-glukozidaz’1 iizerindeki

etkisinin diigiik oldugu ve enzim verimliligini diistirmedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. NaCl konsantrasyonunun B-glukozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.

Qu et al. (2020), halofilik Pseudoalteromonas sp. GXQ-1’den elde edilen -
glukozidaz enziminin 0 ile 4.5 M konsantrasyonlarinda NaCl varliginda gorece
enzim aktivitesini dl¢miislerdir. NaCl (3 M) varliginda gorece enzim aktivitesinin en
iist seviyede oldugunu ve normal enzim aktivitesinin 8.74-kati oldugunu
bulmuglardir. NaCl konsantrasyonu arttikca aktivasyonun azaldigini ve 4.5 M
oldugunda 4.13-kat1 aktivite oldugu gozlemlenmistir. Harchand and Singh (1996),
Streptomyces albaduncus ’a ait f-glukozidaz enziminin 5 mM NaCl varliginda gorece
enzim aktivitesini %100 olarak go6zlemlemislerdir. Siddiqui et al. (1997),
Cellulomonas biazotea NIAB442’den intraseliiler olarak elde edilen B-glukozidaz
enziminin gorece aktivitesinin ise 0.5 M NaCl varliginda %50’sinin inhibe oldugu

gorilmiistir.
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Literatiir arastirmalarinda elde edilen bulgularda J. alba p-glukozidaz
enziminin halofilik olmadig1 ancak %12 NaCl varliginda gorece enzim aktivitesine

yar1 dmirlii devam ettigi i¢in tuza hassasiyetinin diisiik oldugu goriilmektedir.

4.3.6. NaCl’iin B-Glukozidaz’m Kararhhg Uzerindeki Etkisi

Gergeklestirilen deneyler B-glukozidazin NaCl varliginda kararliligini 6nemli
o6l¢iide koruyabildigini gostermektedir. B-Glukozidaz %1, %2 ve %4 NaCl varliginda
1 saat oda sicakliginda On-inkiibasyona birakildiginda gorece enzim aktivitesinde
NaCl’den kaynakli 6nemli bir azalma meydana gelmemistir. Ancak, enzimin %12
oraninda NaCl ile dn-inkiibasyonu gorece enzim aktivitesinde %25’lik bir azalmaya
neden olmustur. Farkli konsantrasyonlarda NaCl ile on-inkiibasyonu sonucunda

enzimin kontrole gore kalan gorece aktivitesi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. NaCl konsantrasyonunun B-glukozidaz’in kararliligi tizerindeki etkisi.

Elde edilen sonuglara gore J. alba’ya ait B-glukozidaz enziminin biyoetanol
tiretim siirecinde, hidroliz prosesi siiresince kararliligini koruyarak enzim aktivitesini

en ¢ok verimle siirdiirdiigli a¢iga ¢ikmistir.

4.3.7. Metal Iyonlarimin B-Glukozidaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Metal iyonlarmin (1 mM) gorece enzim aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil
4.11°de gosterilmistir. Buna gore; Cu®" (gorece aktivite: %18.2), ve Ag®* (gorece
aktivite: %0) gorece enzim aktivitesini 6nemli dlglide azaltmistir. Bununla birlikte,

K™ ise gorece enzim aktivitesi tizerinde %7.8’lik bir azalmaya neden olmustur. Buna
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karsin, Ca®*, Co?*, Mg?¥, Mn?", Zn?* ve Fe?"’in B-glukozidaz’in gorece enzim

aktivitesini onemli Ol¢iide arttirdig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.11. Metal iyonlarinin (1 mM) B-glukozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.

Nakano et al. (1998), Clavibacter michiganense ’den izole edilen B-glukozidaz
enziminin Ca%*, Co%", Mg?*, Zn%*, Fe** ve Ni?" varliginda gérece enzim aktivitesinde
artig veya azalma olmadigini rapor etmislerdir. Kim et al. (2012), Weissella cibaria
37°den klonlanarak elde edilen B-glukozidaz enziminin Ca?* (5 mM) varhginda
gorece enzim aktivitesinin %108.2’ye ¢iktigint bulmuslardir. Buna karsilik 5 mM
Cu** (%46,1) ve Zn** (%56.7)’nin gorece enzim aktivitesini diisiirdiigii
gozlemlenmistir. Siddiqui et al. (1997), aktinomiset olan Cellulomonas biazotea
NIAB442’den intraseliiler olarak elde edilen B-glukozidaz enziminin 0.5 mM Mn#

varliginda gorece aktivitesinin %50 inhibe oldugunu gormiislerdir.

J. alba B-glukozidaz’min Cu?* varhiginda inhibe olmas1 ve Ca?* varliginda
aktive olmast literatiirle uygunluk gdstermektedir. Buna karsin enzimin Co?*, Mg?*,
Mn2*, Zn?* ve Fe?"’in varhiginda gorece aktivitenin artmasi metal iyonlara
hassasiyetinin diger aktinomisetlere oranla daha az oldugunu ve endistriyel

uygulamalarda kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

4.3.8. Kimyasallarin p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Son orant %1 olacak sekilde reaksiyon karisimina ilave edilen kimyasallarin 8-
glukozidaz’in gorece enzim aktivitesi tzerindeki etkileri Sekil 4.12°de
gosterilmektedir. Buna gore, PMSF (gorece aktivite: %91.9) ve SDS’in (goérece

aktivite: %96.5) gorece aktivitesi lizerinde dnemli bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir.
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Reaksiyon karigiminda DTT nin bulundugu kosullarda ise enzim aktivitesinin gorece
%77.3’c distigii belirlenmistir. Buna karsilik, tween 20, triton X-100, pB-
merkaptoetanol ve EDTA’nin gorece enzim aktivitesinde sirasiyla gorece %22.4,
%10.4, %33.6 ve %22.9’luk artisa neden olduklar tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. Kimyasallarin (%1) B-glukozidaz’in aktivitesi lizerindeki etkisi. K: kontrol, PMSF:
enilmetilstilfonil floriir, DTT: ditiyotreitol, T 20: tween 20, TX-100: Triton X-100,
SDS: sodyum dedosil siilfat, BME: B-merkaptoetanol, EDTA: etilendiamin tetraasetik
asit.

Harchand and Singh (1996), Streptomyces albaduncus’a ait B-glukozidaz
enziminin 5 mM EDTA varliginda gorece enzim aktivitesini %95 olarak
gozlemlemislerdir. Kim et al. (2012), Weissella cibaria 37°den klonlanarak elde
edilen B-glukozidaz enziminin SDS varliginda gorece enzim aktivitesinin %16.9’a
diistiigiinii gozlemlemislerdir. EDTA (%95.34) ve PMSF (%94.01)’nin gorece enzim

aktivitesinde hafif azalmaya sebep oldugu goriilmistiir.

Aktinomisetlere ait pB-glukozidaz enziminin, literatiir degerlerine gore ¢ogu
kimyasalin varliginda inhibe oldugu ya da etkilenmedigi goriilmektedir. Buna
karsilik J. alba’ya ait B-glukozidaz enziminin bazi kimyasallar varliginda goérece
aktivitesinin yiikseldigi tespit edilmistir. Ozellikle siilfidril baglarina etki eden p-
merkaptoetanol’iin gérece enzim aktivitesini yiikseltmesi enzimin yapisinda siilfidril

baglarinin bir veya birden fazla oldugunu bize gostermektedir.
4.3.9. Céziiciilerin p-Glukozidaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Sekil 4.13’de sunulan grafige goére ectanol ve metanoliin gbrece enzim

aktivitesinin  %13.1 ve %14.7 oraninda arttirdigi belirlenmistir. Reaksiyon
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karisiminda aseton (gorece aktivite: %101.2) ve kloroformun (gorece aktivite:
%97.2) bulunmasi B-glukozidaz’in gorece enzim aktivitesi iizerinde dnemli bir etkiye
sebep olmamistir. Bununla birlikte; izopropanol, DMSO ve biitanol varliginda

enzimin gorece aktivitesi sirasiyla, %87.8, %74.1 ve %56.4 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Coziciilerin (%]1) B-glukozidaz aktivitesi iizerindeki etkisi. K: kontrol, ETN: etanol,
MTN: metanol, AST: aseton, DMSO: dimetilsiilfoksit, KLR: kloroform, 1ZOP:
izopropanol, BUT: biitanol.

Hwang et al. (2018), flavobakter olan Olleya aquimaris DAU311’den izole
edilen organik ¢oziicii toleranti olan B-glukozidaz enziminin %10 konsantrasyondaki

DMSO, metanol, etanol, aseton ve izopropanol gorece aktivitesi sirasiyla, %106,

%89, %91, %102 ve %72 olarak belirlenmistir.

Literatiirde goriilen degerler ile kiyaslandiginda farkli ¢oziiciilerin farklh
etkilere sebep oldugu gorilmektedir. J. alba p-glukozidaz enziminin %1
konsantrasyona kadar tiim ¢ozeltilerde en az yar1 6miirle ¢alistigi ve tamamen inhibe
olmadig1 tespit edilmistir. Etanol, metanol ve izopropanoliin goérece enzim

aktivitesini arttirmasi biyoetanol {iretiminde olumlu etkiye sahip olabilmektedir.

4.3.10. Lignoseliiloz  Tiirevli Inhibitérlerin B-Glukozidaz ~Aktivitesi
Uzerindeki Etkisi

Lignoseliiloz, hidroliz 6ncesinde genellikle ligninin uzaklastirilmasi ve yapinin

gevsetilebilmesi icin alkali ya da asidik kimyasallarla 6n-muamele edilmektedir. On-
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muamele neticesinde ise hidroliz basamaginda gorev alan enzimler {izerinde inhibitor
etki gosterebilecek bir takim fenolik ve asidik bilesikler agiga c¢ikmaktadir.
Gergeklestirilen ¢alismada lignoseliiloz tiirevli bazi inhibitorlerin B-glukozidaz’in
gorece aktivitesi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. (Sekil 4.14). Buna gore;
guaiakol (gorece aktivite: %48.1), fenol (gorece aktivite: %62), siringik asit (gorece
aktivite: %77.3) ve sinapik asitin (gorece aktivite: %81.9) gorece enzim aktivitesini
onemli Ol¢lide azalttigi saptanmustir. Asetik asit ve ferulik asitin gorece enzim
aktivitesi iizerindeki etkisinin ise Oonemsiz oldugu tespit edilmistir. Buna karsin;

vanilik asitin gorece enzim aktivitesini %9.5 arttirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Lignoseliiloz tiirevli inhibitorlerin (%1) B-glukozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi. K:
kontrol, GKL: guaiakol, ASTA: asetik asit, FNL: fenol, SRGA: siringik asit, FRLA:
ferulik asit, SNPA: Sinapik asit.

Inhibitdrler biyokiitlenin én-muamelesi sirasinda olusur. Yapisal polimerden
(selilloz, hemiselilloz ve lignin) tiirerler. Lignoseliilozik hidrolizatlarin hem

enzimatik hidrolizi hem de fermantasyonu tizerinde olumsuz bir etkiye sahip olurlar.

Tramontina et al. (2015), Aspergillus niger’de lignoseliilozik biyokiitle
tiretiminde ve fermantasyonunda agiga ¢ikan inhibitorlerin B-glukozidaz enzimi
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Elde edilen sonuclara gére 40 mM asetik asit ve

furfuralda gorece enzim aktiviteleri sirasiyla %90 ve %86’dur.

J. alba’ya ait p-glukozidaz enziminin biyoetanol iiretiminde yeri olan

Aspergillus niger’e ait B-glukozidaz enzimiyle benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir.
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Literatiire uyumlu sonuclarin elde edilmesi ve lignoseliiloz tiirevli inhibitorlerden
vanilik asitin aktivator gorevi goérmesi J. alba’ya ait B-glukozidaz enziminin

biyoetanol iiretiminde kullanilma potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

4.4. Kismi Saflastirilmis p-Ksilozidaz’in Biyokimyasal Ozellikleri
4.4.1. Sicakh@in p-Ksilozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Farkli sicakliklarin (20-90 °C) B-ksilozidaz iizerindeki katalitik etkileri 100
mM’lik pH 7 fosfat tamponu ile hazirlanan reaksiyon ortaminda test edilmistir.
Deney sonuglarmma bakildiginda p-ksilozidaz’m en yiiksek aktivite gosterdigi
sicakligin 40 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15). Gorece enzimin aktivitesinin 30
°C’de %73’e, 20 °C’de ise %35’e diistiigii goriilmustiir. Sicaklik artisina bagli olarak
50 °C’de %55 gorece aktivite goriiliirken 60 °C’de %23 gorece aktivite gorillmiistiir.

Enzim aktivitesi 60 °C’den sonra goérece aktifligini oldukga yitirmektedir.
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Sekil 4.15. Sicakligin B-ksilozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.

Endiistriyel alanda mezofilik karaktere sahip aktinomisetler endoglukanaz ve
endoksilanaz elde edilmesi amaciyla daha yogun olarak kullanildiklar1 igin
literatiirde ¢ogunlukla termofilik 6zellige sahip tiirler bulunmaktadir. Tunger (1999),
Thermomonospora fusca BD25’e ait PB-ksilozidaz enziminin optimum sicaklik
degerini 65 °C olarak bulmustur. Almeida et al. (1995), Humicola grisea var.
thermoidea min B-ksilozidaz enziminin optimum sicaklik degerini 50 °C olarak rapor

etmiglerdir. Flores et al. (1996), Streptomyces sp. CH-M-1035’1n optimal sicaklik
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degerini 50 °C olarak bulmuslardir. Kluepfel et al. (1986), Streptomyces lividans
1326’ya ait P-ksilozidaz enziminin optimum sicaklik degerini 60 °C olarak
bulmuslardir. Bu deger S. flavogriseus ’a ait B-ksilozidaz enziminin optimum sicaklik
degerinden 10 °C daha fazladir. Belfaquih and Penninckx (2000), Streptomyces sp.
EX 10 susundan izole edilen bifonksiyonel B-ksilozidaz’in optimal sicaklik degeri
potasyum fosfat pH 7 tamponda 45 °C olarak tespit edilmistir.

Aktinomiset olan Streptomyces sp. EX 10, S. Flavogriseus, Streptomyces sp.
CH-M-1035’¢ ait olan B-ksilozidaz enzimlerinin optimum sicaklik degerleri birbirine
yakinlik gostermektedir. Calismada izole edilen J. alba’dan {iretilen B-ksilozidaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik literatiir verileriyle tam bir uyum

icerisinde olup, mezofilik karaktere sahip oldugu goriilmiistiir.
4.4.2. Sicakh@in p-Ksilozidaz’in Kararlih@ Uzerindeki Etkisi

Farkli sicakliklarin ( 40 °C, 50 °C, 60 °C ve 70 °C’de) ve farkl: siirelerin (30,
60, 120, 180 ve 240 dk) B-ksilozidaz’in gorece aktivitesi tizerindeki etkileri 100
mM’lik pH 8 fosfat tamponu ile hazirlanan reaksiyon ortaminda test edilmistir. -
ksilozidaz, optimum sicakligi olan 40 °C’de 1. ve 2. saatte gorece aktivitesinin
%100’e yakimini1 korurken 3. saatten sonra %67’ye diistigii gézlemlenmistir. Enzim
4 saat 40 °C’de inkiibe edildiginde gorece aktivitesini %50 oraninda kaybettigi
gorlilmiigtir. Bununla beraber, 50 °C’de 2. saatten, 60 °C’de 1. saatten itibaren
enzimin gorece aktivitesinin %50 nin altina diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.16). Elde
edilen sonuglara gore, enzim 40 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra aktivite
azalmasi agisindan biiyilik bir fark olmamasina karsilik 50 °C, 60 °C ve 70 °C’lerde
enzim gorece aktivitesinde oldukg¢a dnemli bir diisiis g6zlemlenmistir. Ancak yine de
50°C ve 60 °C’lerde gergeklestirilecek 1-2 saatlik endiistriyel uygumalarda kullanim

potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Sicakligin B-ksilozidaz’in kararliligi izerindeki etkisi.

Almeida et al. (1995), Humicola grisea var. thermoidea’ya ait B-ksilozidaz
enziminin 50 °C’de 60 dk’ya kadar inkiibe edildiginde gorece aktivitesinde belirgin
bir degisiklik olmadigint gézlemlemislerdir. Buna karsilik 60 °C’de 26 dk inkiibe
edildiginde enzimin yar1 Omiirle inhibe oldugunu bulmuslardir. Kluepfel et al.
(1986), Streptomyces lividans 1326’ya ait B-ksilozidaz enziminin 37 °C’de enzim
gorece aktivitesinin 24 saat boyunca kararli olarak korundugunu bulmuslardir. 40
°C’de 24 saat, 50 °C’de 3 saat gerceklesen inkiibasyonun ardindan gérece enzim
aktivitesinin %50°nin altina distiigii gozlemlenmistir. Belfaquih and Penninckx
(2000), Streptomyces sp. EX 10 susundan izole edilen bifonksiyonel B-ksilozidaz’in
25, 30 ve 40 °C’de 1 saat siireyle kararli kalabildigini ve gorece enzim aktivitesinin

korundugunu bulmuslardir.

Jiangella alba B-ksilozidaz enziminin sicakliga olan hassasiyetine dair elde

edilen sonuglar, literatiirdeki diger aktinomisetlerle biiyiik benzerlik gostermektedir.
4.4.3. pH’nin p-Ksilozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Elde edilmis olan enzimlerin optimum aktivite gosterdigi pH degerlerinin
saptanmasi i¢in 100 mM pH 4-6 sitrat tamponu, 100 mM pH 6-8 fosfat tamponu ve
100 mM pH 8-10 Tris-HCI tamponu kullanilmistir. Enzim analizleri neticesinde f-
ksilozidaz’m pH 8 fosfat tamponunda en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir
(%100). Bununla birlikte pH 7 fosfat tamponunda %64, pH 8 Tris-HCI tamponunda

ise %20’lik gorece enzim aktivitesi tespit edilmistir.
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pH degeri 4, 5 ve 6 olan sitrat tamponunda ise B-ksilozidaz’in gérece aktivite

dgerleri sirasiyla %1, %17 ve %74 olarak belirlenmistir.

100 - e Bitrat tamponu ,*
L
= i@ = Fosfat tampanu F]
U
80 - —k Tris-HCl tamponu .rll
Ed ;
@ --@
—
S 60 -
E
-]
o
o 40 -
=]
L) ]
20 - A
o +* r
3 4 5 ] Fi B g9 10
pH

Sekil 4.17. pH’nin B-ksilozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.

Kluepfel et al. (1986), Streptomyces lividans 1326’ya ait P-ksilozidaz
enziminin optimum pH degerini 6 olarak bulmuslardir. Flores et al. (1996),
Streptomyces sp. CH-M-1035"1n optimal pH degerini bulmak i¢in pH 3.5 ile 7.5
arasindaki asetat tamponunu deneyerek optimum pH degerini 6 olarak bulmuglardir.
pH 7°de %60 gorece enzim aktivitesi goriilmistiir. Almeida et al. (1995), Humicola
grisea var. thermoidea’ya ait B-ksilozidaz’in 6zgiil aktivitesinin en yiiksek oldugu
pH degerini 6 olarak bulmuslardir. Belfaquih ve Penninckx (2000), Streptomyces sp.
EX 10 susundan izole edilen bifonksiyonel B-ksilozidaz’in optimal pH degerini 7.5

olarak bulmuslardir.

Literatiir verileri degerlendirilerek yapilan ¢alismadan elde edilen J. alba -

ksilozidaz enziminin alkali 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
4.4.4. pH’nin B-Ksilozidaz’in Kararlihg Uzerindeki Etkisi

B-Ksilozidaz 100 mM pH 6, 7 ve 8 fosfat tamponunda 1 saat 40 °C’de inkiibe
edilmistir. Analiz edilen pH degerleri ayri ayri incelendiginde gorece enzim
aktivitesinin fosfat tamponunda pH 6 ve 7’ye oranla pH 8’de %100’¢ daha yakin
seyrettigi gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Enzimin 1 saat siire ile pH 7’de kalmasi, inkiibasyon siiresi goz Oniine
alindiginda gorece aktivitesini azaltmistir. Optimum deger olan pH 8’de inkiibasyon
stiresi gorece enzim aktivitesini %4 oraninda diisiirmistiir. Enzimin pH 6’da 1 saat

inkiibe edilmesi gorece enzim aktivitesinin %50’sini kaybetmesine neden olmustur.
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Sekil 4.18. pH’nin B-ksilozidaz’in kararlilig1 tizerindeki etkisi.

Almeida et al. (1995), Humicola grisea var. thermoidea’dan ekstraseliiler
olarak elde edilen B-ksilozidaz enziminin pH 4 ile 9 degerleri arasinda 60 dakikaya
kadar kararli kalabildigini bulmuslardir. Belfaquih and Penninckx (2000),
Streptomyces sp. EX 10 susundan izole edilen bifonksiyonel B-ksilozidaz enziminin
2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmesi sonucu pH 7°’de gorece enzim aktivitesini
%100’e kadar koruyabildigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda pH 5 ile 8 arasinda

%75 gorece aktivite ile ¢alistigr tespit edilmistir.

Calismamizda karakterizasyonu gerceklestirilen [B-ksilozidaz enziminin
optimum pH degerine gore literatiirdeki diger aktinomisetler ile karsilastirildiginda

kararliliginin diisiik oldugu gézlenmistir.

4.4.5. NaCl’iin p-Ksilozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi
Farkli NaCl oranlarinda inkiibasyonu gerceklestirilen B-ksilozidaz’in NaCl
varliginda inaktive oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.19). Gorece enzim aktivitesi,

%21’lik tuz oraninda gorece korunmakla birlikte %76’dir. Gorece B-ksilozidaz

aktivitesi reaksiyon karisimindaki tuz konsantrasyonu %4 iken %55, %8 iken %53,
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%12 iken %52 olarak gozlemlenmistir. Bu degerlere bakildiginda NaCl
konsantrasyonunun Jiangella alba B-ksilozidaz’: tizerindeki etkisinin oldugu ancak

enzim verimliligini yiiksek oranda diistirmedigi gérilmiistiir.
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Sekil 4.19. NaCl konsantrasyonunun B-ksilozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.
4.4.6. NaCl’iin p-Ksilozidaz’in Kararhlig Uzerindeki Etkisi

Yapilan deney sonucunda, - ksilozidaz’in NaCl varliginda kararliligin1 6nemli
Olglide koruyabildigini gostermektedir. B-ksilozidaz %1 ve %2 NaCl varliginda 1
saat oda sicakliginda On-inkiibasyona birakildiginda goérece enzim aktivitesinde
NaCl’den kaynakli 6nemli bir azalma meydana gelmemistir. Ancak, enzimin %4, %8
ve %12’lik tuz konsantrasyonunda gorece enzim aktivitesinde sirasiyla %15, %28 ve

%40 oraninda azalma gdzlenmistir.
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Sekil 4.20. NaCl konsantrasyonunun B-ksilozidaz’in kararlilig1 tizerindeki etkisi.
4.4.7. Metal Iyonlarr’min p-Ksilozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Metal iyonlarinin (1 mM) gorece enzim aktivitesi lizerindeki etkileri Sekil

2+

4.21°de gosterilmistir. Buna gore; Ca®* (gorece aktivite: %96) ve Mg?*’un (gorece
aktivite: %93) gorece enzim aktivitesi {izerinde Onemli bir etkisini olmadig
goriilmiistiir. Ol¢iim sonuglarina gore Co?" (gdrece aktivite: %40) gérece enzim
aktivitesini 6nemli dl¢iide azaltmistir. Bununla birlikte, Cu?* (gorece aktivite: %70),
Ni%* (gorece aktivite: %70) ve Ag®* (gorece aktivite: %76) gorece enzim aktivitesi
lizerinde azalmaya neden olmustur. Buna karsm, Zn?* ve Fe*’in B-ksilozidaz’in

gorece enzim aktivitesini dnemli 6l¢iide arttirdig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.21. Metal iyonlarinin (1 mM) B-ksilozidaz’in aktivitesi iizerindeki etkisi.

Pinphanichakarn et al. (2004), yaptiklar1 ¢alismada Streptomyces sp. CH7’den
izole edilen B-ksilozidaz enziminin, reaksiyon karisiminda 1 mM olacak sekilde
metal iyonlarina maruz birakarak gorece aktivitesini 6l¢miislerdir. Ca?* ve Mn?"1n
gbérece enzim aktivitesi lizerinde higbir etkisinin olmadigini bulmuslardir. Buna
karsilik, Cu?*, Fe*" ve Zn*’nun gdrece enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi
goriilmiistiir. Calismaya gore, Co?" gorece enzim aktivitesini kismen inhibe ederken
(gorece aktivite: %19), Mg?" gorece enzim aktivitesini bir miktar arttirmistir (gdrece

aktivite: %112).

Streptomyces sp. CH7’den izole edilen B-ksilozidaz enzimi iizerinde Ca®" ve
Mn?* etkide bullunmamakta ve Cu?*, Fe?* ve Zn®*" tamamen inhibe etmektedir. Buna
karsilik J. alba’dan elde edilen B-ksilozidaz enzimi Fe** ve Zn?* varliginda gorece
yiiksek aktivite gostermektedir. Co**'m J. alba B-ksilozidaz’min gorece enzim

aktivitesi lizerindeki etkisi literatiir ile tam uyum gostermektedir.

4.4.8. Kimyasallarin B-Ksilozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Son oranlar1 %1 olacak sekilde reaksiyon karigimina ilave edilen kimyasallarin
B-ksilozidaz’in gorece enzim aktivitesi {izerindeki etkileri Sekil 4.22°de
gosterilmektedir. Buna gore, PMSF (gorece aktivite: %93), DTT (gorece aktivite:
%91) ve Tween 20’nin (gorece aktivite: %92) gorece enzim aktivitesi lizerinde

onemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Reaksiyon karigiminda SDS ve -
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merkaptoetanol oldugunda gorece enzim aktivitesinin sirasiyla %89 ve %75’e
diistiigi belirlenmistir. Buna karsilik triton X-100 ve EDTA’nin gorece enzim

aktivitesinde artis veya azalisa neden olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.22. Kimyasallarin (%1) B-ksilozidaz’in aktivitesi iizerindeki etkisi. K: kontrol, PMSF:
enilmetilsiilfonil floriir, DTT: ditiyotreitol, T 20: tween 20, TX-100: Triton X-100, SDS:
sodyum dedosil siilfat, BME: B-merkaptoetanol, EDTA: etilendiamin tetraasetik asit.

Pinphanichakarn et al. (2004), yaptiklar1 ¢alismada Streptomyces sp. CH7’den
izole edilen B-ksilozidaz enzimi, reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu 10 mM
olacak sekilde B-merkaptoetanol’e maruz birakilmistir. B-merkaptoetanol’iin gorece

enzim aktivitesini %20 arttirdig1 goriilmiistir.

Izolasyon ve karakterizasyonu gerceklestirilen J. alba’dan p-ksilozidaz
enzimine B-merkaptoetanol’lin etkisi literatiiriin aksine inhibitor etki gostermektedir.
Buna bakarak enzimin yapisinda siilfidril baglarinin az oldugu veya hi¢ olmadig
sOylenmektedir. Kimyasallarin gorece enzim aktivitesi tizerinde inhibitor etkisinin az
olmasindan dolay1 enzimin endiistriyel kullanimda potansiyeli ytliksektir.

4.4.9. Céziiciilerin B-Ksilozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Son oranlar1 %1 olacak sekilde reaksiyon karigimina ilave edilen ¢oziiciilerin

B-ksilozidaz’in  gorece enzim aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil 4.23’te

gosterilmektedir. Buna gore  kloroform goérece enzim aktivitesini %39.8%e

59



diistirmistiir. Reaksiyon karisiminda DMSO (gorece aktivite: %96) ve izopropanoliin
(gorece aktivite: %92.6) bulunmasi B-ksilozidaz’in gorece aktivitesi lizerinde 6nemli

bir etkiye sebep olmamaktadir.
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Sekil 4.23. Coziiciilerin (%]1) B-ksilozidaz’in aktivitesi iizerindeki etkisi. K: kontrol, ETN: etanol,
MTN: metanol, AST: aseton, DMSO: dimetilsiilfoksit, KLR: kloroform, 1ZOP:
izopropanol, BUT: biitanol.

4.4.10. Lignoseliilozik Tiirevli Inhibitorlerin p-Ksilozidaz’ i Aktivitesi

Uzerindeki Etkisi

Biyoetanol iiretim siirecinde lignoseliilozun alkali ya da asidik kimyasallarla
on-muamele edilmektedir. On-muamele neticesinde ise hidroliz basamaginda gérev
alan enzimler lizerinde inhibitor etki gosterebilecek bir takim fenolik ve asidik
bilesikler agiga c¢ikmaktadir. Tez calismasi kapsaminda lignoseliiloz tiirevli bazi
inhibitorlerin ~ B-ksilozidaz’in  gérece enzim aktivitesi iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir (Sekil 4.24). Buna gore; fenol (gérece aktivite: %86.6) ve sinapik
asitin (gorece aktivite: %88,1) gbrece enzim aktivitesini azalttigl saptanmuistir.
Guaiakol ve siringik asitin gorece enzim aktivitesi lizerindeki etkisinin ise onemsiz
oldugu tespit edilmistir. Buna karsin; asetik asit, ferulik asit ve vanilik asitin gérece

enzim aktivitesini sirastyla %18.6, %25.7 ve %30.9 oraninda arttirdig: belirlenmistir.
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Sekil 4.24. Lignoseliiloz tiirevli inhibitdrlerin (%1) B-ksilozidaz’in aktivitesi lizerindeki etkisi. K:
kontrol, GKL: guaiakol, ASTA: asetik asit, FNL: fenol, SRGA: siringik asit, FRLA:
ferulik asit, SNPA: Sinapik asit.

Calismamizda lignoseliillozun 6n muamelesi sonucu agiga ¢ikan, hidroliz ve
fermantasyon enzimlerinin ¢alismasini engelleyen kimyasallarin J. alba p-ksilozidaz

enzimi iizerinde inhibitdr etkinin aksine aktivator etki gosterdigi agiga ¢ikmustir.

45. Kismi  Saflastirllmis  o-L-Arabinofuranozidaz’in  Biyokimyasal
Ozellikleri

4.5.1. Sicakh@in a-L-Arabinofuranozidaz’n Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Farkli sicakliklarin (20-90 °C) a-L-arabinofuranozidaz iizerindeki Kkatalitik
etkileri 100 mM’lik pH 7 fosfat tamponu ile hazirlanan reaksiyon ortaminda test
edilmistir. Deney sonuglarina bakildiginda a-L-arabinofuranozidaz’in en yiiksek
aktivite gosterdigi sicakliklarin 40 ve 50 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.25).
Enzimin gorece aktivitesinin 30 °C’de %88’e, 20 °C’de ise %49’a dustigi
goriilmistiir. Sicaklik artisina bagli olarak 60 °C’de %95 gorece enzim aktivitesi
goriiliirken 70 °C’de %71 gorece aktivite gorilmiistiir. Gorece enzim aktivitesi 90

°C’den sonra dahi %39 aktivite gostermeye devam etmektedir.
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Sekil 4.25. Sicaklhigin a-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.

Endiistriyel alanda mezofilik karaktere sahip aktinomisetler endoglukanaz ve
endoksilanaz elde edilmesi amaciyla daha yogun olarak kullanildiklar1 igin

literatiirde ¢cogunlukla termofilik 6zellige sahip tiirler bulunmaktadir.

Tunger (1999), Thermomonospora fusca BD25’e ait a-L-arabinofuranozidaz’in
optimum sicakligini 65 °C olarak bulmustur. Literatiire bakildiginda baz1 bakterilerin
a-L-arabinofuranozidaz enzimlerinin optimum sicaklik degerleri su sekilde
siralanabilir; Bacteroides xylanolyticusun 50 °C (Schyns et al., 1994),
Bifidobacterium adolescents’in 30-40 °C (Schyns et al., 1994) ve Butyrivibrio
fibrisolvens’in 55 °C (Hespell and O’Bryan, 1992). Aktinomisetlerden elde edilen a-
L-arabinofuranozidaz’in optimum sicaklik degerleri su sekilde siralanabilmektedir;
Streptomyces avermitilis NBRC1 4893 i¢in 45 °C (Ichinose et al., 2008), S.
charteusis i¢in 55°C (Matsuo et al., 2000) ve Streptomyces lividans 66 i¢in 60 °C
(Damasio et al., 2012).

Calismada J. alba’dan elde edilen o-L-arabinofuranozidaz enzimine ait
optimum sicaklik degeri literatiir verilerine uyum gostermektedir.

4.5.2. Sicakh@in a-L-Arabinofuranozidaz’in Kararlihg Uzerindeki Etkisi

a-L-arabinofuranozidaz’in farkli sicakliklarda (40 °C, 50 °C, 60 °C ve 70 °C’de)
ve farkli siirelerde (30, 60, 120, 180 ve 240 dk) gosterdigi gbrece enzim aktivitesi
degerleri 100 mM’lik pH 8 Tris-HCl tamponunda test edilmistir. o-L-
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arabinofuranozidaz’in, optimum sicakligi olan 40 °C’de 1. ve 2. saatte gérece enzim
aktivitesinin %100’¢ yakinin1 korurken 3. saatten sonra gérece enzim aktivitesinin
%84’e dustiigii gozlemlenmistir. Enzim 4 saat 40 °C’de inkiibe edildiginde goérece
aktivitesini hala %50’nin iistiinde korudugu goériilmiistiir. 50 °C’de 4. saatten itibaren
gorece enzim aktivitesinin dmriiniin yarilandig1 goériilmektedir. Bununla beraber, 60
°C’de 3. saatten, 70 °C’de ise 2. saatten itibaren enzimin gorece aktivitesinin
%50’nin altina distiigii goriilmektedir (Sekil 4.26).

Elde edilen sonuglara goére, enzim 40 °C, 50 °C ve 60 °C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra gorece aktivitede biiyiik bir azalma olmamaktadir. Buna karsilik 70
°C’de gorece enzim aktivitesinde diisiis gozlemlenmistir. Enzimin bu sicakliklarda
gerceklestirilecek endiistriyel uygumalarda kullanim potansiyeline sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.26. Sicakligin a-L-arabinofuranozidaz’in kararlilig1 tizerindeki etkisi.

Tunger (2000), Thermomonospora fusca BD25e ait a-L-arabinofuranozidaz’in
50 °C’de 1,5 saat inkiibe edilmesinin ardindan gorece enzim aktivitesinin %83’e
diistiigiinii  bulmustur. Ichinose et al. (2008), Streptomyces vermitilis NBRC
14893’ten elde edilen exo-1,5-a-L-arabinofuranozidaz’in gérece enzim aktivitesini
30 °C’de 60 dakika inkiibasyon sonunda %80’ini korudugunu tespit etmislerdir. Bir

baska c¢alismada Streptomyces lividans 66 susundan ekstraseliiler olarak tiretilen o-L-
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arabinofuranozidaz enzimininin pH 6 ve 68 °C’de 12 dakikada gorece enzim

aktivitesini yariladigini tespit etmislerdir (Manin et al., 1994).

Aktinomiset takimina ait olan J. alba’nin a-L-arabinofuranozidaz enzimi 70
°C’de 1 saat inkiibe edildiginde %70’in iizerinde gorece aktivite gosterirken literatiir
aragtirmalarinda elde edilen bulgularda aktinomiset olan Streptomyces livadans’a ait
a-L-arabinofuranozidaz enzimi 12 dakikada %50’ye diismektedir. Jiangella alba o-
L-arabinofuranozidaz enziminin sicaklik karsisinda kararlili@ini  koruyabildigi

sOylenebilir.
4.5.3. pH’nim o-L-Arabinofuranozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Elde edilmis olan enzimlerin optimum aktivite gosterdigi pH degerlerinin
saptanmasi i¢in 100 mM sitrat tamponu (pH 4-6), 100 mM fosfat tamponu (pH 6-8)
ve 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8-10) kullanilmistir. Enzim analizleri neticesinde
a-L-arabinofuranozidaz’in pH 8 Tris-HCI tamponunda en yiiksek aktivite gosterdigi
belirlenmistir (%100). Bununla birlikte pH 9’a ayarlanmis Tris-HCI tamponunda
%58, pH 8’e¢ ayarlanmis fosfat tamponunda ise %64’lik gorece aktivite tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gére, pH 10 Tris-HCI tamponunda ve pH 7 fosfat
tamponunda gorece aktivitede ¢ok yakin degerlerde goriilmektedir. pH degeri 4, 5 ve
6 olan sitrat tamponunda ise B-glukozidaz’in gérece aktivite dgerleri sirasiyla %10,
%11 ve %21 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.27. pH’nin a-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.
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Bacillus subtilis’ten ekstraseliiler olarak elde edilen a-L-arabinofuranozidaz
enziminin optimum pH degeri 8 (Inacio et al., 2008), Bifidobacterium longumm H-1
icin pH 4.7 (Lee et al., 2011), Caldicellulosiruptor saccharolyticus i¢in pH 5.5 (Lim
et al., 2010) oldugu goriilmistiir. Literatirde elde edilen sonuglara gore
aktinomisetlerin optimum pH degerleri su sekilde siralanabilir; Streptomyces
avermitilis NBRC1 4893 i¢in pH 6 (Ichinose et al., 2008) , S. charteusis igin pH 5.5
(Matsuo et al., 2000), S. thermoviolaceus OPC-520 igin pH 5 (Tsujibo et al., 2014),
Streptomyces sp. PC22 i¢in pH 6 (Raweesri et al., 2008), Streptomyces lividans 66
icin pH 6 (Damasio et al., 2012). Kaji et al. (2014) yapmis olduklari bir calismada iyi
bir a-L-arabinofuranozidaz lireticisi olan Streptomyces sp. No. 17-1 susundan elde
ettikleri enzimin optimum pH degerini 30 °C’de 30 dk inkiibe ederek 6 olarak tespit
etmislerdir. Ichinose et al. (2008), Streptomyces avermitilis NBRC 14893’ten exo-
1,5-a-L-arabinofuranozidaz’in optimum pH degeri 6’da gorece enzim aktivitesinin
kararli kaldigin1 ve pH 5 ile 6.5 arasindaki degerlerde gorece enzim aktivitesinin

%80’e kadar muhafaza edildigini bulmuslardir.

Izole edilerek karakterizasyonu yapilan J. alba a-L-arabinofuranozidaz enzimi,
Bacillus subtilis ile ayn1 optimum pH degerine sahiptir. Buna karsilik literatiir

verilerine gore aktinomisatlerden daha alkali 6zellik gostermektedir.
4.5.4. pH’nin a-L-Arabinofuranozidaz’in Kararlih@ Uzerindeki Etkisi

a-L-arabinofuranozidaz 100 mM, pH 6 ve 7 fosfat tamponu ile 100 mM pH 8
ve 9 Tris-HCI tamponunda 1 saat 40 °C’de inkiibe edilmistir. Analiz edilen pH
degerleri ayr1 ayr1 incelendiginde gbrece enzim aktivitesinin optimum pH degeri olan
Tris-HCI tamponu pH 8’de %100°’e¢ pH 6, 7 ve 9’a oranla daha yakin seyrettigi
gozlenmistir. Tris-HCI tamponu pH 9’daki gorece aktivite degeri, fosfat tamponu pH
7’ye oranla %100’e daha yakindir. Optimum deger olan pH 8’de inkiibasyon siiresi

gorece enzim aktivitesini %8 oraninda diisiirmiistiir.
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Sekil 4.28. pH’nin a-L-arabinofuranozidaz’in kararlilig: tizerindeki etkisi.

4.5.5. NaCl’iin a-L-Arabinofuranozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki EtKisi

Farkli NaCl konsantrasyonlarinda inkiibe edilen a-L-arabinofuranozidaz’in en
yiiksek aktivite gosterdigi NaCl konsantrasyonu %1°dir. Gorece enzim aktivitesinin,
%1’lik tuz konsantrasyonunda tuzsuz ortamdakine oranla arttigi ve %112 oldugu
gorilmiistiir. Gorece a-L-arabinofuranozidaz aktivitesi reaksiyon karisimindaki tuz
konsantrasyonu %2 iken %65, %4 iken %56, %8 iken %50, %12 iken %40 olarak
kaydedilmistir.
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Sekil 4.29. NaCl konsantrasyonunun a-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi tizerindeki etkisi.
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Kaji et al. (1981), iyi bir a-L-arabinofuranozidaz iireticisi olan Streptomyces
sp. No. 17-1 susunun gorece enzim aktivitesini 6lgmek icin 1 mM NaCl varliginda,
pH 6 fosfat tamponunda, 30 °C’de 10 dk inkiibe etmistir. 1 mM’lik NaCl
konsantrasyonunun  a-L-arabinofuranozidaz’in  gorece  enzim  aktivitesini

degistirmedigini bulmuslardir.

Calismada izole edilen J. alba’dan iiretilen a-L-arabinofuranozidaz enzimi,
literatiir verilerine bakildiginda diger aktinomisetlere oranla daha yiiksek NaCl

oranlarina dayanikli oldugu tespit edilmistir.
4.5.6. NaCl’iin a-L-Arabinofuranozidaz’in Kararlihg Uzerindeki Etkisi

Gergeklestirilen deneyler enzimin NaCl varliginda kararliligini énemli Slgiide
koruyabildigini gostermektedir. o-L-Arabinofuranozidaz %1, %2 ve %4 NaCl
varhiginda 1 saat oda sicakliginda on-inkiibasyona birakildiginda gérece aktivitesinde
NaCl’den kaynakli 6nemli bir azalma meydana gelmemistir. Ancak, enzimin %12
oraninda NaCl ile 6n-inkiibasyonu gorece aktivitesinde %18’lik bir azalmaya neden
olmustur. Farkli konsantrasyonlarda NaCl ile on-inkiibasyonu sonucunda enzimin

kontrole gore kalan aktivitesi Sekil 4.30°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.30. NaCl konsantrasyonunun o-L-arabinofuranozidaz’in kararlilig: tizerindeki etkisi.

4.5.7. Metal Iyonlarimin o-L-Arabinofuranozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki
Etkisi

Metal iyonlarmin (1 mM) gorece enzim aktivitesi tizerindeki etkileri Sekil

4.31°de gosterilmistir. Buna gore; Ag>* (gorece aktivite: %6) ve Zn?' (gdrece
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aktivite: %22) gorece enzim aktivitesini onemli 6l¢iide azaltmistir. Bununla birlikte,
Ni?* (gorece aktivite: %63) gorece enzim aktivitesi iizerinde azalmaya neden
olmustur. Buna karsin, Ca?* (gorece aktivite: %122), Mn?* (gérece aktivite: %92) ve
Fe*’in (gorece aktivite: %125) a-L-arabinofuranozidaz’in gorece enzim aktivitesini

onemli 6l¢iide arttirdig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.31. Metal iyonlarinin (1 mM) a-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi iizerindeki etkisi.

Kaji et al. (1981), iyi bir a-L-arabinofuranozidaz iireticisi olan Streptomyces
sp. No. 17-1 yabanil susundan ekstraseliiler olarak elde edilen enzimi metal iyonlar1
varhginda 30 °C’de 30 dk inkiibe etmislerdir. 1 mM Hg?* varhiginda gérece enzim
aktivitesi tamamen inhibe olurken Ag* ve Ca* varliginda bir kismi inhibe olmustur.
Schyns et al. (1994), Bacteroides xylanolyticus X5-1 susundan saflastirilan a-L-
arabinofuranozidaz’mm metal iyonlar1 varliginda gorece enzim aktivitesini test
etmislerdir. Yapilan calismada gorece enzim aktivitesini Hg*’min (0.1 mM)
tamamen, Cu®"1n (gorece aktivite: %85) ise kismen inhibe ettigini bulmuslardir.
Buna karsihk Mg?* (1 mM) (gorece aktivite: %98) ve Ca?"’un (I mM) (gbrece
aktivite: %106) gorece enzim aktivitesini degisiklige ugratmadigini bulmuslardir.
Hespell and O’Bryan (1992), Butyrivibrio fibrisolvens GS113’ten saflagtirdiklart a-
L-arabinofuranozidaz enzimini 1 mM metal iyonu iceren 100 mM fosfat tamponu ile
30 dk oda sicakhiginda inkiibe etmislerdir. Ba%*, Ca?*, Mg?* ve Mn*’1n gérece enzim
aktivitesi lizerinde higbir etkisinin olmadigini bulmuslardir. Kosugi et al. (2002),
Clostridium cellulovorans’a ait o-L-arabinofuranozidazi izole etmis ve

saflastirmislardir. 10 mM Ca?*, Mg?" ve Mn?"’1n gorece enzim aktivitesine higbir
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etkisinin olmadig1 ancak 1-5 mM Cu?*, Hg** ve Zn?"’nun gérece enzim aktivitesini

inhibe ettigini bulmuslardir.

Calismadan elde edilen verilere J. alba a-L-arabinofuranozidaz enziminin
gorece aktivitesi Ca®*, Mn?* ve Fe?* varliginda yiikselirken, Ag®", Zn?* ve Ni%
varliginda ise digmektedir. Literatiir verileri dikkate alindiginda o-L-
arabinofuranozidaz enzimi genel olarak Ca®**, Mg?* ve Mn* varliginda aktifligini
korurken; Hg?*, Cu?* ve Ag* varliginda kismen ve ya tamamen inhibe olmaktadir. J.
alba’ya ait a-L-arabinofuranozidaz enzimine ait metal iyonu aktivasyon verileri

literatiir ile uyum gostermektedir.

4.5.8. Kimyasallarin a-L-Arabinofuranozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki
Etkisi

Son konsantrasyonlart %1 olacak sekilde reaksiyon karisimina ilave edilen
kimyasallarin ~ a-L-arabinofuranozidaz’in gorece enzim aktivitesi {izerindeki
etkilerine bakildiginda DTT’nin (gorece aktivite: %90) gorece enzim aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 gortilmiistiir. Reaksiyon karigtminda PMSF ve
SDS’in bulundugu kosullarda ise sirasiyla gérece enzim aktivitesinin %75 ve %80’e
diistiigti belirlenmistir. Buna karsilik; tween 20, triton X-100, B-merkaptoetanol ve
EDTA’nin gorece enzim aktivitesinde sirasiyla %22.2, %68.9, %37.5 ve %33.1°lik

artisa neden olduklari tespit edilmistir.

120 1
90 4

60 -

Gorece aktivite (%)

30 1

K PMSF DTT T20 TX-100 SDS BME EDTA
Kimyasallar

Sekil 4.32. Kimyasallarin (%]1) o-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi lizerindeki etkisi. K: kontrol,
PMSF: enilmetilsiilfonil floriir, DTT: ditiyotreitol, T 20: tween 20, TX-100: Triton X-
100, SDS: sodyum dedosil siilfat, BME: p-merkaptoetanol, EDTA: etilendiamin
tetraasetik asit.
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Schyns et al. (1994), Bacteroides xylanolyticus X5-1 susundan saflastirilan o-
L-arabinofuranozidaz’in kimyasallar varliginda gorece enzim aktivitesini test
etmiglerdir. Yapilan calismada DTT’nin (0.1 mM) (gorece aktivite: %70) gorece
enzim aktivitesini azalttigini, buna karsilik B-merkaptoetanol (1 mM) (goérece
aktivite: %98) ve EDTA’nin (1 mM) (gorece aktivite: %102) gorece enzim
aktivitesini degisiklige ugratmadigimni bulmuslardir. Hespell and O’Bryan (1992),
Butyrivibrio fibrisolvens GS113’ten saflastirdiklar1 a-L-arabinofuranozidaz enzimini
1 mM inhibitér iceren 100 mM fosfat tamponu ile 30 dk oda sicakliginda inkiibe
etmiglerdir. EDTA ve SDS’in gorece enzim aktivitesi iizerinde higbir etkisinin
olmadigini bulmuslardir. Kosugi et al. (2002), Clostridium cellulovorans’a ait a-L-
arabinofuranozidazi izole etmis ve saflagtirmiglardir. 10 mM EDTA’nin gorece

enzim aktivitesi iizerinde etkisinin olmadigin1 bulmuslardir.

Elde edilen verilere gére PMSF ve SDS’in J. alba a-L-arabinofuranozidaz
enzimi iizerinde inhibitdr etkisi olmasia karsilik B-merkaptoetanol ve EDTA’nin
aktivator etkisi bulunmaktadir. Literatiir verileri dikkate alindiginda -
merkaptoetanol ve EDTA’nin diger takimlarda bulunan bakterilere ait o-L-
arabinofuranozidaz enzimlerinde gorece etkisinin az oldugu, buna karsilik DTT nin

inhibitor etki gosterdigi goriilmektedir.
4.5.9. Céziiciilerin a-L-Arabinofuranozidaz’in Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Sekil 4.33’de sunulan grafige gore etanol ve metanoliin goérece enzim aktivitesi
tizerinde etkisinin olmadig1 ve bunlarin varliginda enzimin %100 aktivitede calistig
gorilmiistiir. Reaksiyon karigiminda aseton (gorece aktivite: %71.4) bulunmasi a-L-
arabinofuranozidaz’in gorece aktivitesini azaltmistir. Bununla birlikte; DMSO,
kloroform, izopropanol ve biitanol varlifinda enzimin gorece aktivitesini %27.2,

%58.5, %29.7 ve %10.2 oraninda arttirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.33. Coziiciilerin (%1) a-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi {izerindeki etkisi. K: kontrol,
ETN: etanol, MTN: metanol, AST: aseton, DMSO: dimetilsiilfoksit, KLR: kloroform,
1ZOP: izopropanol, BUT: biitanol.

Hespell and O’Bryan (1992), Butyrivibrio fibrisolvens GS113’ten
saflastirdiklar1 a-L-arabinofuranozidaz enzimini %1 (v/v) etanol iceren 100 mM
fosfat tamponu ile 30 dk oda sicakliginda inkiibe etmislerdir. Etanoliin enzimin

gorece aktivitesine etki etmedigi bulunmustur.

Calismadaki veriler degerlendirildiginde J. alba’ya ait a-L-arabinofuranozidaz
enzimine etanoliin etkisinin literatiirle uyumlu oldugu goriillmektedir. Aseton
haricindeki ¢oziiciilerin gérece enzim aktivitesini yiikseltmesi enzimin endiistriyel

kullanim potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

4.5.10. Lignoseliilozik Tiirevli Inhibitérlerin a-L-Arabinofuranozidaz’in

Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Biyoetanol iiretim prosesinde 6n-muamele neticesinde, hidroliz basamaginda
gorev alan enzimler lizerinde inhibitdr etki gosterebilecek bir takim fenolik ve asidik
bilesikler aciga ¢ikmaktadir. Bu calisma kapsaminda lignoseliiloz tiirevli bazi
inhibitorlerin a-L-arabinofuranozidaz’in gorece enzim aktivitesi lizerindeki etkileri
degerlendirilmistir (Sekil 4.34). Buna gore; asetik asit (gorece aktivite: %84) ve
fenoliin (gorece aktivite: %76.4) gorece enzim aktivitesini azalttigi saptanmuistir.
Guaiakol, siringik asit, ferulik asit, vanilik asit ve sinapik asitin gorece enzim

aktivitesi iizerindeki etkisinin ise 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.34. Lignoseliiloz tiirevli inhibitorlerin (%]1) a-L-arabinofuranozidaz’in aktivitesi lizerindeki
etkisi. K: kontrol, GKL: guaiakol, ASTA: asetik asit, FNL: fenol, SRGA: siringik asit,
FRLA: ferulik asit, SNPA: Sinapik asit.

Kaji et al. (1981), iyi bir a-L-arabinofuranozidaz iireticisi olan Streptomyces
sp. No. 17-1 yabanil susundan ekstraseliiler olarak elde edilen enzimini 0,1 mM p-
CMB (Sodyum p-kloromerkiiribenzoat) varliginda 30 °C’de 30 dk inkiibe

etmislerdir. Gorece enzim aktivitesinin %67 ye diistiigii gorilmiistiir.

Literatiirde lignoseliilozik biyokiitlenin 6n muamelesi sonrasinda agiga ¢ikan
ve inhibitor etkiye sahip olan kimyasallar c¢alisma kapsaminda J. alba a-L-

arabinofuranozidaz enzimi iizerinde aktivator etki sergilemistir.
4.6. Hidroliz

J. alba’dan elde edilen ham enzimin lignoseliilozik materyallerin hidrolizinde
kullanilma potansiyeli ayni amag¢ igin kullanilan A. niger ile {retilmis ticari
seliilolitik enzim karisimininki ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. ilk olarak,
farkli konsantrasyonlarda enzim varliginda %1’lik NaOH ile 6n-muamele gérmiis
bugday samanimin hidroliz sonucunda agiga agikan indirgenmis seker miktarlar
tespit edilmistir (Sekil 4.35). J. alba ile iiretilen ham enzimin én-muameleli bugday
samanin tizerindeki hidrolitik etkisinin en yogun oldugu zamanin ilk 1 saat oldugu
goriilmiistiir. Ayrica hidroliz asamasinda enzim miktarinin 5 mg/g kuru substrat’tan
15 mg/g kuru substrat’a arttirilmasi 4 saatlik proses sonunda agiga ¢ikan indirgenmis

seker miktarinda 6nemli bir artisa sebep olmustur. Prosesin 3. ve 4. saatleri arasinda
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enzimin tiim konsantrasyonlari i¢in hidroliz veriminde diger saatlerdekine oranla
Oonemli bir diisiis gozlemlenmistir. Hidroliz i¢in ticari seliilolitik enzim karigiminin
kullanildig1 kosullarda da benzer bulgular kaydedilmistir. Hidroliz prosesi sonunda J.
alba’dan clde edilen ham enzimin (20 mg/g kuru substrat) ve ticari seliilolitik enzim
karistminin (20 mg/g kuru substrat) agiga ¢ikmasina sebep oldugu indirgenmis seker
miktarlart sirasiyla 160.5 mg/g kuru substrat kuru substrat ve 68.25 mg/g kuru
substrat olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde J. alba ham
enziminin A. niger ile iiretilmis ticari seliilolitik enzim karisimina iyi bir alternatif
oldugu gosterilmistir.

180 -
— 180 -

--#--5mg/ g kuru substrat
- 10 mg/g kure substrat
- A = 15 mg/g kuru substrat - -
140 4 —e -20mg/g kurusubstrat =~ -

¥ Kontrol
160 1 160 - --#--5 mg/g kuru substrat

- 10 mgfg kuru substrat
140 - —&— 15 mg/ g kuru substrat

120 s —@ - 20 mg/g kuru substrat

100 - | & e

120 A
100 -
80 -

60 - e

Indirgenmis seker (mg/g kuru substrat )
~
n )
indirgenmis seker (mg/g kuru substrat)

Hidroliz siiresi (saat) Hidroliz siiresi (saat)

[ 1]
o

Sekil 4.35. Farkli konsantrasyonlarda J. alba ham enziminin (a) ve ticari seliilolitik enzim kargiminin
hidroliz sirasinda salinimina neden oldugu indirgenmis seker miktarlari.

Proses sonunda, hidroliz verimi kalan saman pargalarinin Steryo ve taramali
elektron mikroskobu goriintiileri iizerinden de degerlendirilmistir. Steryo mikroskop
gortintiileri degerlendirildiginde, zamana bagli olarak J. alba ham enziminin bir
biitiin halindeki saman pargasinin ince seliiloz liflere ayrilmasini (sagaklanmasini)
sagladig1 goriilmektedir. Benzer sagaklama etkisine ticari enzimlerle hidroliz
sonrasinda daha az rastlandig1 gozlemlenmistir. Elekron mikroskobu goriintiileri
degerlendirildiginde hidroliz proses Oncesinde seliiloz liflerinin olduk¢a belirgin
oldugu ve saman yiizeyinin piiriizsiiz oldugu goriilmektedir (Sekil 4.36). Enzimatik
hidroliz sonucunda saman yiizeyindeki piiriizsiizliigiin zamana bagli olarak azaldigi
gozlemlenmistrir. Ayrica, her iki enzim i¢in de zamana bagli olarak saman yiizeyinde

centikler, oyuklar ve yariklarin arttigi gorilmistir. J. alba enzimleri ile
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gerceklestiren hidroliz prosesi sonrasinda saman yiizeyindeki dejenarasyonun ticari

enziminkinden daha fazla oldugu agikca goriilmektedir.

-

Sekil 4.36.

Farkli konsantrasyonlarda J. alba’dan elde edilen ham enzim ve ticari seliilolitik enzim
karisimmin kullanildigi hidroliz prosesleri sonrasinda kalan saman pargalarimin steryo
mikroskop goriintiileri. (a) ve (b)’de sirasiyla J. alba ham enzimi ve ticari enzimlerle
yapilan hidroliz deneylerinin baslangicindaki saman pargalar1 gosterilmektedir. (c), (e),
(9), ve (i)’de ise J. alba ham enzimi ile sirasiyla 0, 5, 10 ve 15 mg/g kuru substrat ile
gergeklestirilen hidroliz sonrasi kalan saman pargalart gosterilmektedir. (d), (f), (h), ve
(j)’de ise ticari enzim ile sirasiyla 1, 2, 3 ve 4 saatlik hidroliz sonrasi kalan saman
parcalar1 gosterilmektedir.
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4.7. SEM Goriintiileme

Sekil 4.37. Farkli konsantrasyonlarda J. alba’dan elde edilen ham enzim ile gergeklestirilen hidroliz
prosesleri sonrasinda kalan saman pargalarinin elektron mikroskobu goriintiileri. (a) ve (b)
ve (¢)’de sirastyla hidroliz deneylerinin baglangicindaki saman pargalarinin 100X, 1000X
ve 5000X’lik elektron mikrograflart gosterilmektedir. (d), (e) ve (f)’de 5 mg/g kuru
substrat enzim ile gerceklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalarinin
100X, 1000X ve 5000X’lik elektron mikrograflari; (g), (h) ve (i)’de 10 mg/g kuru substrat
enzim ile gerceklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalarinin 100X,
1000X ve 5000X’lik elektron mikrograflart; (j), (k) ve (1)’de 15 mg/g kuru substrat enzim
ile gergeklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalariin 100X, 1000X ve
5000X’1ik elektron mikrograflari; (m), (n) ve (p)’de 20 mg/g kuru substrat enzim ile
gerceklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalarinin 100X, 1000X ve
5000X’lik elektron mikrograflari gosterilmektedir.
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Sekil 4.38.

Farkli konsantrasyonlarda ticari seliilolitik enzim karigimi ile gergeklestirilen hidroliz
prosesleri sonrasinda kalan saman pargalarinin elektron mikroskobu gérintiileri. (a) ve (b)
ve (c)’de sirastyla hidroliz deneylerinin baslangicindaki saman pargalarinin 100X, 1000X
ve 5000X’lik elektron mikrograflart gosterilmektedir. (d), (e) ve (f)’de 5 mg/g kuru
substrat enzim ile ger¢eklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalarinin
100X, 1000X ve 5000X’lik elektron mikrograflari; (g), (h) ve (i)’de 10 mg/g kuru substrat
L enzim ile gergeklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalarinin 100X,
1000X ve 5000X’lik elektron mikrograflart; (j), (k) ve (1)’de 15 mg/g kuru substrat enzim
ile gerceklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman parcalarinin 100X, 1000X ve
5000X’lik elektron mikrograflari; (m), (n) ve (p)’de 20 mg/g kuru substrat enzim ile
gerceklestirilen hidroliz prosesi sonrasinda kalan saman pargalarinin 100X, 1000X ve
5000X’1ik elektron mikrograflari gosterilmektedir.
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Samanin J. alba ham enzimiyle degradasyon Oncesindeki ve sonrasinda elde
edilen SEM goriintiileri karsilastirildiginda 20 mg/g kuru substrat enzim varliginda
yiizey kismimin tamamen kirildigi goriilmektedir. Dis parankim dokunun 15 mg/g
kuru substrat enzim varliginda 4 saatte kismen kayboldugu ve alttaki parankim
dokusunun agiga ¢iktig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.37). 4 saatlik inkiibasyon
sonucunda 10-15-20 mg/g kuru substrat ham enzim karisimi sayesinde komposttaki

lignin bozulmasi artmis ve i¢ parankim dokusu agiga ¢ikmustir.

J. alba enzim karigiminin saman {izerindeki etkileri, ticari enzimin olusturdugu
etkiler ile karsilastirildiginda etkinliklerinin yakin oldugu ve J. alba enziminin ticari

degradasyonda kullanilabilir oldugu goriilmektedir.

4.8. Hidroliz Uriinlerinin TLC ile Gériintiilenmesi

5C’li sekerler
(ksiloz, arabinoz)

6C’li sekerler
(glukoz, mannoz)

A —

— Ksilobiyoz

Sellobiyoz <— ; v_.}j — Sellolobiyoz
: Seliiloz tiirevli
oligosakkaritler

[

Ksilan tiirevli
oligosakkaritler

- >

e

t;‘_.__; .
M H

Sekil 4.39. Belirlenen optimal kogullarda hidrolize tabi tutulan substrattan elde edilen iiriinlerin ince
tabaka kromotografisinde elde edilen goriintiileri. M hatt1 %2’lik standart ¢ozeltisini; H
hatti liyofilize edilmis hidrolizat1 ifade etmektedir.

Lignoseliilozik materyalin én-muamelesi ve J. alba ham enzimi ile hidrolizi

sonucu elde edilen iiriin ince tabaka kromotografisinde (TLC) gozlemlenmistir.
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Liyofilize edilmis olan hidroliz prosesinin son {riinliniin yiiriitiilmesi sonucu
icerisinde ksiloz, arabinoz, glukoz, mannoz, sellobiyoz ve laktoz bulundugu tespit
edilmistir (Sekil 4.39). J. alba ham enzim karisiminda B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve
a-L-arabinofuranozidazin varligi elde edilmis olan TLC goriintiisii ile kanitlanmistir.
4 saat 40 °C inkiibasyon kosullarinda gergeklesen hidroliz sonucuna gore enzim
karisiminda bulunan a-L-arabinofuranozidazin verimliliginin daha yiiksek oldugu ve
seker indirgeme oraninin; B-glukozidaz ve PB-ksikozidaz’dan daha yiliksek oldugu

tespit edilmistir.

Elde edilen veriler 1s181inda Jiangella alba’ya ait B-glukozidaz’in veya seliilozu
B-glukozidaz tarafindan pargalanabilir sellobiyoz birimlerine  doniistiiren
endoglukanazlarin verimliliginin, endoksilanazlara oranla daha diisiik oldugu

sonucuna varilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son yiizyilda kiiresel sicaklikta artisa sebep olan CO2, metan, azot ve flora
klora karbonlar fosil yakitlar ve endiistriyel siiregler sonucunda agiga ¢ikmaktadir.
Sera gazi emisyonunun daha az olmasi ve artan niifustan dolay1 agiga ¢ikan enerji
ihtiyacinin giderilmesi igin biyoetanol iiretimi her gecen yil daha fazla tesvik

edilmektedir.

Biyoetanol {iretim prosesinde enzim karisimlar1 ve fermantatif mayalar
kullanilmaktadir.  Lignoselillozik materyalin 6n muamele ile ligninden
uzaklagtirllmasinin ardinda enzimler yardimiyla degrede olmasi gerekmektedir.
Enzimler, canli hiicrelerde gergeklesen kimyasal doniisiimlerin ger¢eklesmesinde rol

oynayan kompleks organik molekiillerdir.

Endiistriyel mikrobiyolojide basta Streptomyces genusunda siniflandirilanlar
olmak iizere aktinomiset takimi kendine biiyiik yer bulmaktadir. Aktinomisetler
tarafindan iretilen proteaz, seliilaz, lipaz, ksilanaz, pektinaz vb. enzimleri
giiniimiizde deterjan, firincilik, tekstil basta olmak {izere bir ¢ok alanda

kullanilmaktadir (Prakash et al., 2013).

Hemiseliilaz, seliilaz ve lignin; bitki hiicre duvarinda bulunan, biyoetanol
tiretiminde biyokiitle olarak kullanilan lignoseliilozik materyalin yapisini olusturan
polisakkaritlerdir. Hemiseliiloz ve selillozun biyoetanol iiretim prosesinde hidrolize
edilmesi i¢in ¢ogunlukla kullanilan enzimler sunlardir: endoglukanaz, ekzoglukanaz,
B-glukozidaz, sellobiyaz, ksilozidaz, a-L-arabinofuranozidaz, B-(1,4)-D mannanaz.
Ancak, literatiirde Jiangella alba ile iretilen B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-
arabinofuranozidaz enzimlerinin biyokimyasal o6zelliklerinin sunuldugu bilgimiz

dahilinde bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismada B-glukozidaz, PB-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz enzimleri
indiikleyici varliginda J. alba ile batik kiiltiirde iiretildi. Uretilen enzimler amonyum
stilfat ile kismi saflastirilarak biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda
J. alba kiiltiir sivisinin NaOH ile 6n-muamele edilmis bugday samani iizerindeki
hidrolitik etkisi belirlenerek enzim karisiminin biyoetanol endiistrisinde kullanim

potansiyeli degerlendirilmistir.

Farkli sicakliklarin (20-90 °C) B-glukozidaz tizerindeki katalitik etkileri 100

mM’lik pH 7 fosfat tamponu ile hazirlanan reaksiyon ortaminda test edilmesi
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sonucunda enzimin 30-50 °C araliginda aktifliginin yiiksek oldugu bulunmustur. 20
°C’de ve 50 °C’de gorece enzim aktivitesinin yarilandigi gézlenmistir. 40 °C’de ii¢
saat gorece aktivitesini korudugu, dordiincii saat %50 oraninda kaybettigi
goriilmiistiir. 50-70 °C arasindaki sicakliklarda gergeklestirilecek 1-2 saatlik
endistriyel uygumalarda kullanim potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. B-
glukozidaz’in pH 8 fosfat tamponunda en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir.
Fosfat tamponu pH 6 ile 8 arasinda enzimin aktifliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Gorece enzim aktivitesinin fosfat tamponu pH 6 ile 8 arasinda 1 saat aktifligini
korudugu belirtlenmistir. Enzimin pH 8’de 1 saat siire ile inkiibe olmasi gorece
aktivitesinde degisime sebep olmazken pH 7’de kalmasi inkiibasyon siiresi goz

Oniine alindiginda goérece aktivitesini arttirmistir.

Farkli NaCl oranlarinda inkiibe olan f-glukozidaz’mm %]1-12 arasindaki
oranlarda aktifligini korudugu goézlemlenmistir. Gergeklestirilen deneyler enzimin
NaCl varliginda kararliligin1 énemli dl¢iide koruyabildigini gostermektedir. 1 mM
metal iyonunun goérece enzim aktivitesi tizerindeki etkilerine bakildiginda goérece
enzim aktivitesini Cu?* ve Ag®*"iin tamamen, K*'un kismen inhibe ettigi goriilmiistiir.
Buna karsin, Ca®*, CO?", Mg?, Mn?*, Zn?* ve Fe?"’in B-glukozidaz’un gorece
aktivitesini 6onemli Olclide arttirdigi gozlemlenmistir. Reaksiyon karisimina ilave
edilen %1 oranma sahip kimyasallarin B-glukozidaz’in gorece enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri incelendiginde PMSF, DTT ve SDS’in gorece enzim aktivitesi
tizerinde inhibe edici bir etkisinin olmadigi gorilmiistiir. Buna karsilik, tween 20,
triton X-100, B-merkaptoetanol ve EDTA’nin gorece enzim aktivitesinde artisa
neden olduklar1 tespit edilmistir. Etanol ve metanoliin gorece enzim aktivitesinin
artisina; izopropanol, DMSO ve biitanol enzimin kismen inhibe olmasina neden
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda reaksiyon karisiminda aseton ve kloroformun

bulunmasi gorece enzim aktivitesi lizerinde 6nemli bir etkiye sebep olmamustir.

Lignoseliiloz tiirevli inhibitorlerin B-glukozidaz’in gorece aktivitesi tizerindeki
etkilerine bakildiginda guaiakol, fenol, siringik asit ve sinapik asitin gorece enzim
aktivitesini inhibe ettigi gorilmistiir. Asetik asit ve ferulik asitin enzimin gorece
aktivitesini etkilemedigi ancak vanilik asitin gorece enzim aktivitesini arttirdig

gorilmistir.

Yapilan karakterizasyon denemeleri sonucunda f-ksilozidaz’un 30-50 °C

arasindaaktif sekilde calistigi goriilmiistir. Enzim aktivitesi 60 °C’den sonra
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aktifligini olduk¢a yitirmektedir. Enzim 40 °C’de 3 saat aktifligini korurken
dordiincii aktivitesini %50 oraninda kaybettigi goriilmiistiir. Bununla beraber, 50
°C’de 2. saatten, 60 °C’de 1. saatten itibaren enzimin aktivitesinin %50’nin altina
distigii goriilmektedir. Farkli pH’lara ait farkli tamponlarla yapilan deneyler
neticesinde B-ksilozidaz’in pH 7 ile 8 fosfat tamponunda en yiiksek aktivite
gosterdigi belirlenmistir Ancak pH degeri 8’e ayarlanmis Tris-HCI tamponunda
%20’1lik gorece aktivite tespit edilmistir. B-Ksilozidaz pH 6 ile 8 fosfat tamponu

araliginda 1 saat 40 °C’de inkiibe edildiginde aktifligini kaybetmedigi goriilmistiir.

Enzimin 1 saat siire ile pH 7’de kalmasi inkiibasyon siiresi goz Oniine
alindiginda kalan enzim aktivitesini azaltmigtir. Optimum deger olan pH 8’de
inkiibasyon siiresi kalan enzim aktivitesini %4 oraninda diisiirmistiir. Enzimin pH
6’da 1 saat inkiibe edilmesi kalan aktivitesinin %50’sini kaybetmesine neden
olmustur. Gorece enzim aktivitesi, %1-12°lik tuz konsantrasyonlarinda
korunmaktadir. Yapilan deneyler sonucunda enzimin NaCl varliginda kararliligini

onemli 6l¢iide koruyabildigini gostermektedir.

Metal iyonlarinin (1 mM) gorece enzim aktivitesi {izerindeki etkileri
incelendiginde Ca®" ve Mg?"’un gorece enzim aktivitesi iizerinde énemli bir etkisini
olmadig1 goriilmiistiir. Olgiim sonuglarma gore Cu®*, Ni?* ve Ag*>"iin gdrece enzim
aktivitesini kismen inhibe ettigi, Co*"’1n yar1 yariya inhibe ettigi gériilmiistiir. Buna
karsin, Zn?* ve Fe?"’in B-ksilozidaz’m gorece aktivitesini dnemli Slgiide arttirdig
gozlemlenmistir. %1 oranindaki PMSF , DTT ve Tween 20’nin gorece enzim
aktivitesi lizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Reaksiyon karisiminda
SDS’in ve B-merkaptoetanol’iin bulundugu kosullarda gorece enzim aktivitesinin
diistiigti belirlenmistir. %1 oranindaki kloroform gorece enzim aktivitesini tamamen
inhibe ederken, DMSO ve izopropanol B-ksilozidaz’in gorece aktivitesi iizerinde

onemli bir etkiye sebep olmamuistir.

Lignoseliiloz tiirevli inhibitorlerin enzim {izerindeki etkileri incelendiginde
%!1’lik fenol ve sinapik asitin gorece enzim aktivitesini azalttigi saptanmistir.
Guaiakol ve siringik asitin gorece enzim aktivitesi lizerindeki etkisinin ise 6nemsiz
oldugu tespit edilmistir. Buna karsin; asetik asit, ferulik asit, ve vanilik asitin gérece

enzim aktivitesini yiliksek oranda arttirdigi belirlenmistir.
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a-L-arabinofuranozidaz enzimi orijinal aktivitesini 30-40 °C arasinda
korumustur. 40 °C’de 4 saat inkiibe olmasi ile enzim aktivitesi inhibe olmamustir. 60
°C’de 3. saatten, 70 °C’de ise 2. saatten itibaren enzimin gorece aktivitesinin
%50’nin altina diistiigii gortilmektedir . a-L-arabinofuranozidaz’in pH 8 ile 9 Tris-
HCI tamponunda en yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Tris-HCI pH 8 ile 9°da

1 saat 40 °C inkiibe olmasi gérece enzim aktivitesinde azalmaya neden olmamustir.

Farkli NaCl oranlarinda inkiilbe olan a-L-arabinofuranozidaz’in %1 NaCl
varlifinda gorece aktivitesinin arttigl, %12 NaCl varliginda ise enzimin yar1 yariya
inhibe oldugu gorilmiistiir. Gergeklestirilen deneyler enzimin NaCl varliginda
kararliligin1 6nemli dl¢lide koruyabildigini gostermektedir. a-L-Arabinofuranozidaz
%1-12 NaCl varliginda 1 saat inkiibasyona birakildiginda gorece aktivitesinde

NaCl’den kaynakli 6nemli bir azalma meydana gelmemistir.

1 mM Ag* ve Zn?* gérece enzim aktivitesini inhibe etmistir. Buna karsin,
Ca?*, Mn?* ve Fe*"’in o-L-arabinofuranozidaz’m gorece aktivitesini nemli dlgiide

arttirdigl gézlemlenmistir.

Reaksiyona eklenen %21’lik DTT nin gorece enzim aktivitesi lizerinde onemli
bir etkisinin olmadig gorilmiistiir. Reaksiyon karisiminda PMSF ve SDS’in
bulundugu kosullarda ise sirasiyla enzim aktivitesinin gorece diistiigii belirlenmistir.
Buna karsilik; tween 20, triton X-100, p-merkaptoetanol ve EDTA’nin enzim

aktivitesinde gorece artisa neden olduklar tespit edilmistir.

%?2’lik etanol ve metanoliin gérece enzim aktivitesi iizerinde etkisinin olmadigi
ve aseton bulunmasi gorece enzim aktivitesini azalttigi goriilmistiir. Bununla
birlikte; DMSO, kloroform, izopropanol ve biitanol varliginda enzimin gorece
aktivitesinin arttirdig1 belirlenmistir. Asetik asit ve fenoliin gorece enzim aktivitesini
azalttig1 saptanmistir. Guaiakol, siringik asit, ferulik asit, vanilik asit ve sinapik asitin

gorece enzim aktivitesi lizerindeki etkisinin ise dnemsiz oldugu tespit edilmistir.

Yapilan hidroliz deneyi sonucunda elde edilen TLC ve SEM goriintiileri

1s18inda B-glukozidaz, B-ksilozidaz ve a-L-arabinofuranozidaz enzimlerinin;

1.  Lignoseliiloz tiirevli bilesiklerle inhibe olmamasi; lignoseliilloz temelli
sekerlerin yakita doniistiiriilmesinde,

2. NaCl varhiginda aktifligini korumasi firincilikta,
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3. Bazik pH’da aktif olmasi; meyve suyu ve biranin bulanikliginin
giderilmesinde,

4.  Kagit ve kagit endiistrisinde hamurun beyazlatilmasinda,

kullanilabilecegi goriilmektedir.
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