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ONSOZ
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artirabilmek i¢in bisimidoesterler grubundan ii¢ degigik boya sahip ¢apraz baglayici
kullanilarak ¢apraz baglanmistir. Capraz baglama islemi seliillaz kompleksindeki enzimlerin
aktivitelerini 6nemli 6lgiide azaltmamigtir. Bu iimit verici ilk verinin ardindan yapilan
detayl 1s1] inaktivasyon ¢aligmalan ¢apraz baglamanin enzimin 1s1l dayanikliligini pek

degistirmedigi gozlenmigtir.
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SIMGELEME
CMC  Karboksimetil seliiloz
DEAE Dietilenaminoetil
DMA  Dimetil adipimidat
DMS  Dimetil suberimidat
DTBP Dimetil-3,3'-dithiobispropionimidat
EU Enzim {initesi
SDS  Sodyum dodesil siilfat

AGy,, Kararlilik serbest enerjisi
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Bu aragtirmanin amact seliilaz reaktorlerinde siire¢ verimini artirmak amaci ile
seliilaz enzim kompleksini bisimidoesterler grubundan ¢apraz baglayicilar kullanarak ¢apraz
baglayarak 1s1l dayamklih@ini artrmak ve ¢apraz baglanmig enzim sisteminin 1s1l
inaktivasyonunu dogal enzimin 1s1l inaktivasyonu ile kargilagtirarak incelemekti.

Seliilaz, selillozu 6nce oligosakkaritlere ve en sonunda da glikoza pargalayan, iig
farkli bilegene sahip kompleks bir enzim sistemidir. Bu bilegenler endoglukanaz (EC
3.2.1.4), sellobiohidrolaz (EC 3.2.1.91) ve B-glukosidaz (EC 3.2.1.21) olarak adlandinlir.
Seliilaz enzimleri Aspergillus, Fusarium ve Trichoderma gibi mikroorganizmalar tarafindan
tiretilirler.

Aragtirmada Trichoderma reseei seliilaz1 ve gapraz baglayici olarakta bisimidoester
grubundan degisik ¢apraz baglama boylarina sahip ii¢ degisik ¢apraz baglayici (dimetil
suberimidat (DMS), dimetil adipimidat (DMA) ve dimetil-3,3’-dithiobispropionimidat
(DTBP)) kullanildi. Serbest amino gruplarini birbirine baglayan bisimidoesterlerin ¢apraz
baglayici olarak segilmesinin nedeni, seliilazlarin aktif bolgelerinde katalitik fonksiyonu
olan ve amino grubu igeren bazik amino asitlerden bulunmamasidir.

DMS ile gapraz baglama hem seliilaz kompleksi hem de bilesenlerinin aktivitelerini
hemen hemen hig diigiirmedi. Ote yanda DMA ve DTBP enzimlerin aktivitelerinde % 10-15
civarinda diigiiglere yol agti. Bu sonuglar da DMS'in boyunun (1 1A) molekiilleri ¢apraz
baglamaya daha uygun oldugunu gosterdi.

Seliilaz kompleksinin 1s1l dayaniklilifim DMA azaltirken, en olumlu etki DMS ile

alindi. DMS ile ¢apraz baglama sonucu olan bu olumlu etki en ¢ok B-glukosidaz enziminde
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% 1-5 arasinda goriildii. Ancak 1s1l dayanikliliktaki artig miktan endistriyel kullanimda

verimi artirabilecek Slgiide bilyiik degildi.

Anahtar kelimeler: Seliilaz , Sellobiohidrolaz, endoglukonaz, B-glukosidaz, ¢apraz

baglama, 1s1l dayaniklilik ve bisimidoester.
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ABSTRACT

The aim of this study was to increase the process efficiency of cellulase reactors by
increasing the heat stability with the help of crosslinking the cellulase complex and to study
the thermal inactivation of crosslinked cellulase by comparison with the native one.

Cellulase is an enzyme complex containing at least three different components,
endoglucanase (EC 3.2.1.4), cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) and B-glucosidase (EC
3.2.1.21) that hydrolyze cellulose to oligosaccharides and finally glucose and produced by
many microorganisms like Aspergillus, Fusarium and Trichoderma species.

In this study Trichoderma reseei cellulase and three different crosslinkers having
different crosslinking distances (dimethyl suberimidate (DMS), dimethyl adipimidate
(DMA) ve dimethyl-3,3’-dithiobispropionimidate (DTBP)) were used. Bisimidoesters
which link free amino groups to each other, were selected since no basic amino acid residue
was reported in the active site of cellulases.

Crosslinking with DMS did not decrease the activities of both total cellulase complex
and its components significantly. On the other hand, DMA and DTBP crosslinking
decreased the activities around 10-15%. The results suggested the suitability of the length of
DMS for crosslinking cellulases.

While thermal stability of cellulases decreased by DMA, increases were obtained with
DMS. Although most significant changes were observed with B-glucosidase, the increases
are in the range of 1-5% which is not sufficient to increase the efficiency of cellulases in

industry.
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Keywords: Cellulase, cellobiohydrolase, endoglucanase, B-glucosidase, crosslinking,

thermostability and bisimidoesters.
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1. GIRiS
Seliiloz diinya iizerinde en ¢ok bulunan ve yaklagik 8,000-12,000 glukoz molekiiliiniin

B-1->4 glukosidik baglarla lineer bir sekilde baglanmasi ile olugan bir homo-polimerdir.
Genel olarak bitkilerin hiicre duvarlarinda ve denizlerde yasiyan aljilerde bulunmasina
kargilik bakteriler, baz: deniz canhlan gibi degisik birgok organizma tarafindan da
iiretilmektedir. Yillik iiretim miktar1 7.5 x 10 '° ton olarak tahmin edilmektedir (Kubicek ve
ark., 1993).  Yillik iiretim miktan diiginiildigiinde anlagilabilecegi gibi gelecekte enerji,
kimyasal ve gida iiretimi igin kaynak olarak kullanilmaya ¢ok uygun bir hammaddedir.

Birgok bitkisel atik iginde ¢ok miktarda bulunan bu polimer, degisik amaglarla
kullanilmak tizere, seker surubu haline doniigtiiriilebilir. Bu amagla kullamlabilecek iki yol
vardir: kimyasal ya da enzimatik. Kimyasal yontemde asitleme yolu ile seliiloz hidroliz
edilmektedir. Bu yontemin dezavantajlan arasinda ¢ok miktarda asit kullanilmasi, bu
islemin toksik ve korosif etkileri, istenmeden olusan yan iiriinler ve dolayisiyla saf bir
glukoz surubu elde edilemeyigi sayilabilir. Enzimatik yéntemde ise seliilozun tam olarak
hidroliz edilebilmesi igin birden fazla enzime ihtiya¢ duyulmaktadir. Seliilaz enzim
kompleksi en az ii¢ degisik enzimden olugsmakta - endoglukanaz, sellobiyohidrolaz ve B-
glukosidaz - ve seliiloz bu ii¢ enzimin birlikte galigmas: ile enzim reaktérlerinde dnce suda
¢Oziinen oligosakkaritlere daha sonra da glukoz surubu haline ¢evrilmektedir. Enzimatik
hidroliz siire¢ kogullannin rahathg: (yiiksek sicaklik, eksterm pH vs.'ye ihtiyag
duyulmamas), reaksiyonlarn yiiksek segiciligi nedeni ile istenmeyen yan {iriin tiretiminin
olmamasi ve lirliniin tam saflikta olmasi, siireglerin daha kolay kontol edilmesi, enerji

gereksinmesinin az olmasi gibi nedenlerden dolayi kimyasal hidrolize tercih edilmektedir.
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Bu yontemin dezavantajlan yiiksek enzim fiatlart ve enzimlerin dayaniksiz molekiiller
olusudur, ancak gelistirilen yeni teknolojilerle daha dayanikli enzimlerin daha ucuza tiretilip
satiga ¢ikarilmas: bu dezavantajlan en aza indirgemektedir. Bu agamadan sonra, gida ve
yem sanayilerinde, biyoteknoloji sanayi kollarinda (fermentasyon ortami olarak degisik
mikroorganizmalarn iiretilmesinde, sekerin ethanole gevrilerek enerji iiretiminde)
kullanilabilmektedir. Seliillaz ayrica seliillozu seker surubuna ¢evirme amacindan ayn olarak,
tekstil sanayiinde kot kumaglarmin beyazlatilmasinda, pamuklu kumaslarn yiizeylerinin
daha diizgiin hale getirilmesinde, lignin tiretiminde, bitkisel kaynaklardan gesitli tat
maddeleri, enzimler, polisakkaritler vs iiretmek amaci ile hiicre duvarlarinin kirilmasinda da
kullamlmaktadir (Mandels, 1985).

Seliiloz-seliilaz reaktérlerine gelince, seliilozun suda ¢dziinmemesinden ayrica dogal
olarak genellikle hemiseliiloz ve ligninle beraber gok kompleks bir yap: olugturdugundan
dolay1, substrati rahat¢a pargalayabilmek igin hammaddeye bir 6n islem ( 1sitma, buharlama,
fiziksel pargalama vs) uygulanmakta buna ek olarak ta enzim molekiillerinin suda ¢oziiniir
durumda olmalar hidroliz islemini kolaylagtirmaktadir. Kullanilan reaktér tipleri de bu
uygulamaya uygun olarak kullanilabilecek kangtirmali tank reaktdrlerdir. Bu reaktorlerde
¢oziinmilg seliilazin geri kazamlmasindaki giigliikklerden &tiirii genellikle kesikli bigimde
kullanilmakla beraber siirekli olarak da kullanilabilirler. Ayrica hidroliz islemi ve
hammadde 6n isleminin (cam bilyelerle yapilan par¢alama iglemi) birlikte yapilabildigi
‘agindirmal reaktérler' de kangtirmah tank reaktorlerdir (Ryu ve Lee, 1983).

Enzimatik siireglerde, enzim reaksiyonlarinin ekonomik olabilmesi biiyiik 6lgiide
enzimin reaksiyon sartlarinda etkili olarak kullanildig: siireye, bir bagka degisle de
yarilanma Smriine baghdir. Reaksiyonlarin yiiksek sicakhklarda yapilabilmesi reaksiyon
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hizim artirip siireg siiresini diigiirerek verimini artirmak, reaksiyon ortaminin viskositesini
diiglirerek enerji tasarrufu saglamak, reaksiyon ortaminda istenmeyen mikroorganizmalarin
¢ogalmasi riskini diigiirmek gibi cok 6nemli avantajlar saglamaktadir. Enzimler biyolojik
molekiilleri olduklarindan -termofilik organizmalardan elde edilenlen harig- yiiksek
sicakliklarda kullanmaya pek elverisli degildirler ve ¢ok ¢abuk aktivitelerini kaybederler.
Dolayisiyla endiistriyel uygulamalarda daha verimli sonuglar elde edebilmek i¢in, yiiksek
sicakliklarda kullanilmaya dayanikh, (1s1tya dayanikli) enzim ya da enzim komplekslerine
ihtiyag vardir.

Enzimlerin dayanikhiliklarini artirmak amaci ile tutuklama metodu siklikla kullanilan
bir metoddur ancak metodunun sehiloz-seliilaz sistemi i¢in, seliilozun suda ¢6ziiniir
olmamasindan dolay1 verimli olarak kullaniimasi zor gériillmektedir. Bu durumda seliilaz
molekillerinin dayamikliliklan indirekt olarak reakt6r ortamina koruyucu bir takim
maddelerin (bazi suda ¢6ziiniir polimerler, sekerler, alkoller, tuzlar vs)ilavesi ile artinlabilir.
Ortama konulan bu maddelerin reaksiyonlan yavaglatmamasi, durdurmamasi gerekmektedir,
ayrica son lirinden ayrilmalan da problemli olabilir. Enzimlerin dayanikliliklarini artirmak
i¢in uygulanabilecek bir diger metod da enzimlerin yapilarinin protein miihendisligi veya
degisik kimyasallar yardim ile degistirilmesidir.

Bu ¢aligmada seliilaz molekiillerinin yapilari kimyasal bir metodla (molekiilleri kendi
i¢lerinde gapraz baglayarak) degistirerek 1s1ya daha dayanikli bir hale getirilmeye
¢aligilmigtir. Capraz baglama kurulan kovalent baglar yardimi ile enzimlerin 1s11 iglem
sirasinda agilmalanini engelleyerek 1s1l dayanikliklanni artirabilmektedir. Olusturulacak bu
enzimlerin hidroliz verimini yiiksek tutmak i¢in suda ¢6ziinmiis olarak kesikli reaktorlerde
kullanilmas: diiglinilmiigtiir.
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(Galismada ¢apraz baglamayici olarak bisimidoesterler grubundan ii¢ degisik boyda
kimyasal kullamilmig ve ¢apraz baglamanin seliillazin 1s1] dayanikhilig: izerindeki etkisi dogal
enzimin 1s1l dayamkliligi ile kargilagtirmali olarak incelenmigtir. Literatiirde seliilazin
¢apraz baglanmasi ile ilgili bir bilgi mevcut olmadigr i¢in sonuglar literatiirdek: bu boslugu
doldurmus ve ¢apraz baglama seliilaz kompleksinin 1s1l dayanikliligini artirmasa da, ¢apraz
baglamanin enzimlerin aktivitelerini degistirmedigi i¢in bisimidoesterlerin degisik
amaglarla seliilaz bilegenlerinin ¢apraz baglanmasinda kullanilabilecegini gostermistir.

Bu ¢aligma sirasinda proje 6neri formunda yapilmas: planlanan ¢aligmalarda bazi
degisiklikler yapilmigtir. Proje 6nerisinde tican seliillaz kompleksi ile ¢alisilacag: ve
oncelikle kompleksin bilesenlerine ayrilinacagl, daha sonra da saflagtinlan enzimlerin tek
tek gapraz baglanarak 1si1l inaktivasyonlarina bakilacag: belirtilmisti. Bu yolla tek tek
degisik ¢apraz baglayicilarla baglanan enzimler siirecin amacina uygun oranlarda birbiri ile
kanigtirilip kullanilacakti. Bu yol en uzun ve zahmetlisi olsa da, bilimsel agidan en dogru
sonucu verecegi igin dnerilmigti. Ancak igin ekonomik y6nii diisiiniildiigiinde, ilk olarak
enzimleri birbirinden ayirmadan gapraz baglama igleminin yapilmast, ¢apraz baglamanin
enzimlerin bireysel aktiviteleri ve toplam seliilaz aktivitesi lizerindeki etkilerinin
incelenmesinin daha uygun olduguna karar verildi. Eger enzimleri ayirmadan toplam
seliilaz sisteminin 1s1l dayaniklihgi artinlabilirse, endistri agisindan ¢ok daha ekonomik,
dolays: ile de pratikte uygulanabilme olasiligi daha yiiksek olan bir ¢6ziim bulunmug
olacakti. Aynca bu y6ntem aragtirmanin sarf malzeme giderini de kismen azaltacag igin
daha uygun goriildii. Dolays: ile seliilazin saflagtinilmas ilk siradan alindi ve ilk siraya

seliillazin saflagtinlmadan ¢apraz baglanmasi getirildi. Bir diger degisiklik te scliilaz
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kompleksinde B-glukosidaz enzimi ¢ok az miktarda bulundugu i¢in bu enzimin 7. reseei
fermentasyonu ile lretilip kismi saflagtinlmasi ve ¢apraz baglama igleminin yapilmas: oldu.
Bu ¢aligmaya bir 6n ¢aligma olarak da satin alinan saf (Sigma) B-glukosidaz ile ¢apraz
baglama ve 1s1l inaktivasyon iglemleri yapildi.

1.1. Enzimlerin Isil inaktivasyon Mekanizmasi

Enzimlerin katalitik fonksiyonlan olan birer protein molekiilii oldugunu digtnirsek,

181 inaktivasyon mekanizmasini anlayabilmek i¢in dncelikle proteinlerin 3-boyutiu
yapilarinin nasil olustuguna bakmamiz gerekir. Proteinler yapilarn amino asit dizilimlerine
ve i¢inde bulunduklari ortamin fiziksel parametrelerine bagh olarak degisen dinamik
sistemlerdir. Genel olarak proteinlerin dayanikliligi molekiil i¢i ve molekiiller arasi
etkilesimlerin nazik dengesine baghdir ve kararlilik serbest enerjisi (AGg,, ) proteinin nasil
denature olduguna bakmaksizin 60 kJ/mol civarinda bulunmugtur. Proteinin 3-boyuttu
kompakt yapry1 kazanirken dayanikliligini pozitif veya negatif yonde etkileyen birgok
etkilesimin getirdigi serbest enerjiler digiiniiliirse, AGy,, ‘nin biiyiik sayilar arasindaki kiigiik
bir fark oldugu goriliir (Jaenicke, 1991). Sulu ortamlarda protein yapisini belirleyen
etkilesimlere gelince, bunlart hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, Van der
Waals etkilesimlen, hidrojen baglan olarak siralayabiliriz. Bu etkilesimlerin hi¢ birinde
kovalent bag kurulmadigi i¢in de protein yapilaninin ¢ok dayanikli oldugu sdylenemez.
Proteinlerin inaktivasyonu birgok konformasyonal degigsimden sonra molekiiliin
tamamen agilmasina, bir bagka degisle 3-boyutlu yapinin kaybedildigi bir amino asit zinciri
haline gelmesine neden olur. Genel olarak inaktivasyon, bu siiregteki degigimler tek tek

diigiiniilmeden, iki basamakl bir siire¢ olarak diigtiniilebilir:
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NeI=>D
Bu denklemdeki N, I ve D harfleri sirasiyla proteinin dogal, gegis ve denature olmus
durumlarmi gostermektedir. Inaktivasyon genelde tersinir konformasyon degisiklikleri ile
baglar ve agregasyon, amino asit zincirinde veya konformasyonda olugan déniigii olmayan
degisimlerle sonuglamir (Zentgraf ve Ahern, 1991). Buradan yola ¢ikarak proteinlerin
dayamkliliklanm artirmak i¢in en genel stratejinin inaktivasyonun ilk basamag olan tersinir
¢oziilmeyi engellemek oldugunu séyleyebiliriz (Klibanov ve Mozhaev, 1978).
1.2. Protein Dayanikhhiginin artirilmasi

Genelde proteinlerin dayamkliligini artirmak igin degisik metodlar kullanilmaktadir.
Bunlan tutuklama, dayanikliligi artinc1 katki maddelerinin kullanilmasi, molekiilde
kimyasal degisiklikler yapilmasi, yénlendirilmis mutasyon yoluyla protein mithendisligi ve
ekstrem gartlarda yasayan mikroorganizmalar izole ederek bunlann salgiladigi daynakh
enzimlerin tretilmesi olarak siralayabiliriz.
1.2.1. Tutuklama metodu ile Dayanikhihgin Artirilmasi

Tutuklanmis enzim suda ¢éziinmeyen bir tagiyiciya ya da birbirine baglanmig, veya
yine suda ¢6ziinmeyen bir yapida hapsedilmis boylelikle de suda ¢dziiniir halden ¢oziinmez
hale ge¢mis enzim olarak tanimlanabilir. Tutuklanmis enzim yapmanin en dnemli
amaglarindan biri enzimin suda ¢6ziinmez duruma gegerek daha uzun siire
kullanilabilmesidir. Tutuklama metoduna ve enzimin yapisina bagli olarak enzimin
aktivitesinde ve 6zelliklerinde hig bir degisiklik olmadig gibi pozitif veya negatif yonde

biiyiik degisiklikler olabilmektedir. Pozitif yonde olan degisikliklerden biri de enzimi dis
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etkilerden korudugu, eger varsa tagiyici ile veya molekiiller arasinda kurulan kovalent
baglarla yapimn ag¢ilmasim zorlagtirdigi ve ortamin hiicre igi dogal ortama daha ¢ok
benzedigi i¢in dayanikhhigin artmasidir (Gianfreda ve Scarfi, 1991). Ornek olarak B-
glukosidaz’la yapilan bir ¢alisma gosterilebilir. Bu ¢alismada enzim dextran ile konjugat
edilerek silika lizerine tutuklanmugtir. lk islem olan konjugasyon sonunda enzimin optimal
sicakhigr ve 1s1l dayaniklihig artmig, tutuklama iglemi sonucunda ise 1s1l dayanikhiligindaki
artis daha yiiksek seviyelere varmigtir (Fagain ve O’Kennedy, 1991).
1.2.2. Katki Maddeleri ile Dayanikhihigin Artirilmasi

Sulu ortamlarda kullanilirken, saklanirken, dondurulurken ya da dondurmah kurutma
sirasinda birgok degisik kimyasal proteinlerin dayanikliliimi artirmaktadir. Bu kimyasallar
substratlar, 6zel ligantlar, tuzlar, gliserol, proteinler indirgeme ve metalleri tutucu ajanlar
gibi ¢ok degisik kapsamli maddelerdir (Fagain O’Kennedy, 1991).
1.2.3. Kimyasal Degisiklikler Yolu ile Dayamkhligmn Artirilmasi

Enzimler gok degisik yollarla kimyasal olarak degisiklige ugratilabilir. Bu gibi
reaksiyonlarin kimyalan iyi bilinmektedir ve bu amagla kullanilabilecek gok sayida
kimyasal bulunmaktadir. Kimyasal degisiklik metodu protein mithendisligine bir alternatif
olarak gosterilebilir ve gok daha az yapisal bilgiye ihtiya¢ duyuldugu, deneyler kolay oldugu
ve sonuglara kolay ulasildig igin bir¢ok durumda tercih edilmektedir. Kimyasal
degisiklikler yolu ile dayamkliligin artirlmasi metodlan dort ana baghkta toplanabilir
(Fagain ve O’Kennedy, 1991).

a. iki fonksiyonlu kimyasallar yardimi ile ¢apraz baglama,

b. hidrofobik kimyasallar yardimu ile hidrofobik etkilesimlerin
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giglendirilmesi,
c. Yapiya yeni iyonik ve hidrojen baglar kazandirabilmek i¢in yeni polar ya
da yiiklii gruplar eklemek,
d. protein yiizeyine daha hidrofilik bir yapt kazandirarak dayamkliligi
bozan yiizey hidrofobik etkilesimlerini azaltmak
1.2.4. Protein Miihendisligi Yolu ile Dayamkhhgin Artirilmas:

Protein mithendisligi enzim inaktivasyonuna neden olan degisimleri engellemek
amact ile yapilir. Rekombinant DNA teknikleri ile yapilan yonlendirilmis mutasyon ile
proteinlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini degistirmek ve hatta yeni yapilar olugturmak
miimkiin olmaktadir. Bu is i¢in 6ncelikle proteinin amino asit dizilimi, ve 3-boyutlu
yapilarim bilmek ve protein dayaniklihiginda onemli olan yapisal diizenlemeleri yapmak
gerekmektedir.

1.2.5. Dogal Olarak Bulunan Dayaniki Proteinler

Dayanikli proteinler elde etmenin bir bagka yolu da ekstrem sartlarda yagayan
organizmalari bulup, istenilen enzimleri iiretip {iretmedigine bakmaktir. Eger tiretiyorsa
enzimin geni izole edilip daha uygun bagka bir mikroorganizma igine transfer edilip,
iiretilebilir. Bu yontemin dezavantaji dogadan bulunan ¢ok sayida mikroorganizmay1 test
etmek yorucu ve zahmethdir.

1.3. Capraz Baglama

Capraz baglama kimyasal bir metoddur. Bu metod da protein molekiilleri kendi
iclerinde, bagka molekiillere ya da sabit bir tutucuya dagisik kimyasallar yardimi ile
baglanirlar. Genellikle 1s1l islemden dolay1 olan inaktivasyon proteinlerin ikincil ve dilinciil
yapilarinin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yapilarda hidrojen, elektrostatik,
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hidrofobik gibi kuvvetli olmayan baglarla olustugu i¢in molekiile ¢apraz baglayici yardimi
ile kovalent baglar eklenir ve 1s1l iglem sirasinda molekiiliin kolayca agiimas1 6nlenmis olur.
Eger uygun bir ¢apraz baglayici bulunabilirse ve proteinin yapisi ve aktivitesi bozulmaz ise.
proteinin 1s1l dayaniklihg artabilir (Wong ve Wong, 1992).
1.3.1. Capraz Baglayic1 Kimyasallarin Genel Ozellikleri

Gapraz baglayicilar genel olarak iki gruba aynlabilir. Bagladiklan gruplarn arasina
mesafe koyanlar ve koymayanlar. Araya mesafe koymayanlar ¢apraz baglanacak iki grubu
direk olarak birbirine baglarlar. Diger ¢apraz baglayicilarn ise belli uzunluklan vardir ve
bu uzunluklarin ucunda birbirinin aym ya da degisik iki reaktif grup bulundururlar.
1.3.2. imidoesterler

Imidoesterler homo-iki fonksiyonlu ¢apraz baglayici grubuna girerler. Fonksiyonel
gruplan arasinda belli bir mesafe vardir ve fonksiyonel gruplan da bazik ortamda aminlerle
reaksiyona girerek imidoaminleri olugturur. Proteinlerin yapisinda kimyasal degisiklik
yapmak i¢in kullanilan bu kimyasallarin bir¢ok avantaji vardir. Reaksiyonlar oda
sicakhiginda ve pH 7 ile 10 degerleri arasinda olur. Proteinlerde bulunabilen birgok degisik
reaktif grup arasinda sadece amin gruplan ile reaksiyona girer ve gapraz baglama igleminden
sonra fizyolojik pH degerlerinde aminler gibi art1 bir yiik tagirlar (Means ve Ludwig, 1962).
g- ve o- amino gruplarmin ikiside kimyasal tepkimeye girer (Hunter ve Ludwig, 1962).
Reaksiyon hizi pH’a gok baglidir (Hand ve Jenks, 1962). Bu galigmada kullanilan dimetil
suberimidat, dimetil adipimidat ve dimetil-dithiobis propionimidat imidoesterler grubuna

girerler ve ¢apraz baglama boylan birbirinden farklidir. DMA, DMS ve DTBP’nin ¢apraz
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baglama boylan sirastyla 9,11 ve 13 A’dur. DMA, DMS ve DTBP'nin kimyasal formiilleri

agagida sirastyla gosterildigi gibidir (1, 1983):

NH, CI'  NH, CI

CH;- O-C-(CHy)g-C-0-CHy oovooerrreereeererrreesensesssrenaons DMS

NH, CI'  NH, CI

CH;- O-C-(CHy)g- C-0 - CHy oovooeeooereeeeeeeeeeeeeeensonnns DMA
NH, CI
[-S-(CHy)y-C-0-CHyly woooooooereeeeeeieeeeeseeseeeeveesssessnonns DTBP

1.3.3. Capraz Baglama Cahsmalan

Proteinlerin dayamkliklanini artirmak igin degisik ¢apraz baglayicilar kullamlarak
yapilan birgok ¢alisma literatiirde mevcuttur; gluteraldehid kullamilarak laktat
dehidrogenazin 1s1l inaktivasyon baglangi¢ sicakligr 5 °C kadar artinlmstir (Gottschalk ve
Jaenicke, 1987). Gliseraldehid-3-fosfat imidoesterler kullanilarak ¢apraz baglanmig ve
maksimum dayaniklilik artisi dimetilpimelimidat ile saglanmigtir (Torchilin ve Trubetskoy,
1984). Bir bagka ¢alismada tripsin imidoesterler kullamlarak ¢apraz baglanmig ve
dayanikhligs artinlmigtir (Rajput ve Gupta, 1988). Imidoesterler kullamlarak gapraz

baglanan BamHI enziminin 1s1l dayanikhilig: bes defa artinlmigtir (Dubey ve ark., 1989).
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Glukoamilazin 1s1] dayaniklih@: imidoesterler kullanilarak iki kat artirnlirken(Tatsumoto ve
ark., 1989) kymotripsinin 1s1l dayamkliliginin kullanilan ¢apraz baglayicilann boyu ile
baglantili oldugu gosterilmistir (Wong ve Wong, 1992). Penisilin asilaz ile yapilan
caligmalarda ise imidoesterler kullanilarak enzimin yanlanma 6mrii 6zellikle 40 - 50 °C’ler
arasinda 6nemli 6l¢ilide arttnlmigtir (Erarslan ve Koger, 1992).

1.3.4. Seliillaz Kompleksi

Seliilaz igerisinde en az li¢ degisik enzim igeren bir enzim kompleksidir. Bu ii¢ enzim
endoglukanaz, sellobiohidrolaz ve B-glukosidaz olup seliiloz molekiillerini énce
oligosakkaritlere en sonunda ise glukoza pargalarlar.

Endoglukanazlar (EC 3.2.1.4) seliiloz polimerini molekiiliin i¢ bdlgelerinden rastgele
pargalarlar. Sellobiohidrolazlar (EC 3.2.1.91) molekiiliin indirgen ucundan sellobioz
tiniteleri ayinirlar. B-glukosidaz’lar ise (EC 3.2.1.91) sellobiozlan glukoz haline
doniigtiiriirler (Singh ve Hayashi, 1995).

1.3.5. Seliilaz Ureten Mikroorganizmalar

Seliiloz polimerini pargalayan bu enzim kompleksi birgok degisik mikroorganizma
tarafindan tretilmekte ve hiicre digina salinmaktadir. Bu mikroorganizmalar arasinda en
onemlileri degisik ipliksi kiiflerdir. Bu kiifler arasinda en énemlileri de Trichoderma,
Penicillium, Fusarium, Aspergillus olarak siralanabilir. Seliilaz iireten bakteriler arasinda
aktinomisetler 6nemli bir yer tutarlar ki bunlar arasinda en dnemlileri Streptomisetler,
thermoaktinomisetler dir. Anaeroblar arasindada Clostridium thermocellum'dan

bahsedilebilir (Singh ve Hayashi, 1995).
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1.3.6. Seliilaz kompleksi molekiillerinde yapilan kimyasal degisiklikler

Seliilaz enzimlert ile yapilan kimyasal degisiklikler daha gok yapisal aragtirmalarla,
aktif bolge degisiklikleri ile ve seliilazin reaktdr ortamindan aynlabilmesi ile ilgilidir.
Ornegin Singh ve Hayashi (1995) Schizophylum commune 'den elde edilen endoglukanazin
seluloz hidrolizinde asidik bir amino asit yan grubunun gérev aldigi enzim molekiiliinde
yapilan kimyasal degisiklikler yolu ile anlagilmigtir. Evans ve arkadaslan (1993)
sellobiyohidrolaza pentaaminrutenyum baglayarak aktivitesini bir par¢a artinrken, Mata ve
arkadaglan da (1993) B-glukosidazi kimyasal degisikliklere ugratarak aktif bolgesini
incelemislerdir. Tutuklama galigmalan genellikle B-glukosidaz ile yapilmistir (substrat
¢Oziiniir oldugu i¢in) ama sonuglar: gok basarili olmasa da endoglukanaz ve sellobiohidrolaz
ile yapilanlan da vardir (Simionescu ve Popa, 1987,1990). Yeni olan bir ¢aligmada da
seliilaz S. cerevisiae'nin hiicre duvarina genetik yolla aktif olarak immobilize edilmistir
(Murai ve arkadaglari, 1997).

Park ve Kajiuchi (1995) selliilaz molekiillerine aktivitesini ve reaktdr ortamindan
kolay aynimasimi saglamak amaci ile amfilik polimer molekiilleri ekleyerek molekiillerde
degigiklikler yapmistir. Olugan bu molekiillerin 1s1ya, pH ve organik ¢oziiciilere karg: daha
dayanikli oldugu bildirilmistir. Detayl 1s1l deaktivasyon ¢alismalan yapilmamakla beraber
seliilaz igin kullamlan biyodéniigiim sicakligi olan 50 °C'de 90 saatlik bir kullanim
sonucunda kimyasal olarak degistirilmis enzimin % 90'min deaktive olmadig: belirtilirken

bu oran dogal enzimde % 80 olarak verilmistir.
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2. DENEYSEL
2.1. Malzeme

Seliilaz enzim kompleksi NOVO’nun Istanbul temsilciligi tarafindan temin edilmigtir.
Avisel (mikro kristal seliiloz) ve p-nitrofenol Merck AG’den, B-glukosidaz, karboksimetil
seliiloz, p-nitrofenol-B-glukopiranosid, bisimidoesterler (DMS, DMA ve DTBP) Sigma’ dan
alinmgtir. Aragtirmada kullanilan diger biitiin kimyasallar Sigma, Merck veya Bio-Rad’
dan temin edilmig olup analitik safliktadir.

2.2. Metodlar
2.2.1. Seliilaz aktivite tayini:

Literatiirde incelenen her galigmada toplam seliilaz, endoglukanaz, sellobiyohidrolaz
ve B-glukosidaz aktivitelerini 6l¢gmek i¢in birbirinden az ya da ¢ok farkli metodlann
kullanildig: goriilmiigtiir. Kullanilan metodunun dogru sonug verebilmesi ve sonuglann
tekrarlanabilir olmasi agisindan deneylerde kullanilacak aktivite 6lgiim metodlarinin
reaksiyon hiz1 ve zaman iligkileri incelenmig, en hassas ve uygun degerler (substrat cinsi,
konsantrasyonu, sicaklik, pH ve zaman) kullanilmistir. Asagida belirtilen metodlarda
6nceden belirlendikten sonra kullanilan bu uygun degerler verilmistir.

- Toplam seliilaz aktivitesi:

B Toplam seliilaz aktivitesini belirlemek igin 1 numarali Whatman filtre kagidi substrat
olarak kullanildi.

B Toz halinde bulunan tican enzim pH 4.8, 0.1 M asetat tamponu iginde ¢oziilir.

Coziinmeyen ¢okeltiler sogutmali santrifuj ile aynlir.
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1.5 ml 50 °C” ye getirilmig enzim soliisyonuna 50 mg agirhigindaki (1cm x 6 cm)
kesilerek rulo haline getirilmis filtre kagidi yerlestirilir.

50 °C’ de 20 dakika beklenir. Enzim-substrat reaksiyonu tiipiin kaynayan su banyosunda
5 dakika bekletilmesiyle durdurulur.

Filtre kagidi ¢ikartilir ve indirgen geker miktarina Nelson-Somogyi metodu (Nelson,
1944) kullanilarak bakalir.

Verilen reaksiyon siiresi iginde olugan seker miktan enzim aktivitesi iinitesine
doniigtiriliir. Bir inite toplam seliilaz aktivitesi kullanilan reaksiyon kosullan altinda bir
dakikada 1 pmol indirgen sekeri ortama ¢tkaran enzim miktan olarak tamimlanmugtir.
Sellobiyohidrolaz aktivitesi:

Seliilazin bu bilegeni igin 6zel bir substrat olmamasina ragmen, Avicel ile
sellobiyohidrolazin aktivitesi diger iki bilegsene gore ¢ok yiiksek oldugu igin genellikle
diger substratlara gore tercih edilmektedir (Ghose, 1987).

% 1(a/h) Avisel pH 4.8, 0.1 M asetat tamponu i¢inde hazirlanmaktadir. 1 ml substrat
soliisyonu bir ml enzim soliisyonu ile karigtirlir.

50 °C’deki su banyosunda 15 dakika bekletilir.

Reaksiyon kaynayan su banyosunda 2 dakika tutularak durdurulduktan ve kullanilmayan
Aviselin santrifuj ile ayrilmasindan sonra indirgen seker miktarina Nelson-Somogyi
metodu yardimu ile bakilir (Nelson, 1944).

Enzim aktivitesi hesaplanir. Bir iinite sellobiyohidrolaz aktivitesi kullamlan reaksiyon
kosgullan altinda bir dakikada 1 umol indirgen sekeri ortama ¢ikaran enzim miktan olarak

tanimlanmigtir.
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Endo-1,4-f-glukanaz aktivitesi:

Substrat olarak karboksimetil seliloz (CMC) kullanilmistr.

pH 4.8, 0.1 M asetat tamponu igerisinde %1 (a/h) CMC soliisyonu hazirlanir.

Esit hacimdeki enzim ve substrat soliisyonlan kangtinlir ve 50 °C’deki su banyosunda
15 dakika bekletilir.

Reaksiyon Nelson soliisyonu ilave edilerek durdurulur ve ortamdaki indirgen seker
miktarina Nelson-Somogyi metodu ile bakilir.

Enzim aktivitesi hesaplanir. Bir iinite endo-1,4-B-glukanaz aktivitesi kullanilan reaksiyon
kogullan altinda bir dakikada 1 p-mol indirgen sekeri ortama ¢ikaran enzim miktar
olarak tanimlanmistir.

B-glukosidaz aktivitesi

Substrat olarak 2.5 mM p-nitrofenil-B-D-glukopiranosid kullamilmstir.

Deneyden hemen 6nce hazirlanan 0.1 ml substrat soliisyonu 0.8 ml pH 4.8'de hazirlanms
0.1 M asetat tamponuna ilave edilip 37 °C'deki su banyosunda bir siire bekletilmis ve 0.1
ml enzim solusyonu ilave edilerek reaksiyon baglatilmigtur.

Zamana Karg1 numuneler alimp reaksiyon 2 ml 1M sodyum karbonat soliisyonunun
ilavesi ile durdurulmustur.

Sollisyonlarin absorbanslar1 405 nm'de lgiilmiistiir.

Standart olarak p-nitrofenol soliisyonlan kullanilmistir.

Bir tnite B-glukosidaz 37 °C'de 1 dakika iginde 1 pmol p-nitrofenol iireten enzim

miktar olarak tanimlanmagtir.
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Biitiin enzimler i¢in spesifik aktivite ise 1 mg proteindeki enzim iinite miktan olarak
tanimlanmgtir.
2.2.2. Capraz baglama

Enzim soliisyonu 0.1 M glisin-NaOH, pH 9 tamponu igerisinde hazirlanir. Aym
tampon igerisinde gapraz baglayici soliisyonu da hazirlanir. Iki soliisyon kangtinildiktan
sonra bir saat oda sicakhiginda bekletilir. Bisimidoesterler oda sicakliginda hidrolize

oldugundan reaksiyonu durdurmak igin 6zel bir isleme gerek yoktur (Rajput and Gupta,

1987). pH degeri pH 4, 0.1 M asetat tampon ¢ozeltisi eklenerek (1:1.75 oraninda) 4.8’
ayarlanir. Bu arada kontrol olarak dogal enzimin de pH’1 9°a ¢ikanlip aym kosullarda -
¢apraz baglayici eklenmeden- bekletilmistir.
2.2.3. Protein miktar1 (konsantrasyonu) tayini

Protein konsantrasyonu Lowry metodunun biraz degigtirilmis yeni bir yontemi ile
Ol¢iilmiigtiir (Hartree, 1972). Standart olarak Bovine serum albumin (BSA) kullamlmigtir.
2.2.4. Isil inaktivasyon deneyleri

Capraz baglama igleminden sonra dogal ve gapraz baglanmig enzimlerin pH degerleri
pH 4.8’¢ diigiirildii. Daha sonra sicak su banyosu kullanilarak enzim soliisyonlarinin
sicakliklan 55 ile 75 °C arasinda belirli sicakliklara getirildi ve bu sicakliklarda planlanan
streler tutuldu. Soliisyonlarin sicakliklarinin aniden yiikseltilmesine ve islem bittikten sonra
digtirilmesine dikkat edildi. Daha sonra soliisyonlardaki enzim aktiviteleri belirlendi.

Biitiin deneyler en az iki defa yapildi ve ortalamalan alind:.
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2.2.5. Kalan aktivite hesabi

Isil iglemden sonra enzim soliisyonlarinda kalan enzim aktiviteleri agagida gosterilen
formiil yardimu ile bulundu:

% Kalan Aktivite = (spesifik aktivite / baglangigtaki spesifik aktivite) x 100

2.2.6. Dogal enzime gore kalan aktivite hesabi

(apraz baglanmig enzimin 1s1l iglemden sonraki kalan aktivitesini dogal enzimin 1sil
islemden sonra kalan aktivitesi ile kargilagtirmak i¢in relatif kalan aktivite agagida verilen
formiil araciligy ile hesaplannugtur:

Relatif kalan aktivite = ( gapraz bagh enzimin 1s1l iglemden sonraki kalan aktivitesi /

dogal enzimin 1s1] iglemden sonraki kalan aktivitesi) x 100

2.2.7. Kinetik ¢alismalar

Dogal ya da gapraz baglanmis enzimlerin 1s1l inaktivasyonu iki basamakli bir siireg
olarak distiniilebilir.

Eq e E —»E (d; dogal, t; gecis, 1;inaktif)

[k basamak 1stya gok hassas bir siire¢ olup enzim dogal durumdan ge¢is durumuna geger,

ikinci basamakta ise birinci dereceden bir inaktivasyona asagida gosterilddigi sekilde ugrar;

o £)-
E.) ¢

k4: inaktivasyon katsayisi
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Enzim deaktivasyonunun birinci dereceden kinetik inaktivasyonla agiklanabilecegi
durumlarda In (Ei/Et) zamana gére ¢izildiginde dogrusal bir bagnti elde edilmesi gerekir ve
bu dogrunun egimi de inaktivasyon katsayisim (k4 ) verir. Deneysel inaktivasyonun
aktivasyon enerj isi de agagida gosterilen Arhenius denklemi kullamlarak (In k4 degerlerinin

/T degerlerine kars: ¢izilip egiminin hesaplanmas: ile) belirlenir.

E
ky= Aexp- (ﬁ)

E: Inaktivasyonun aktivasyon enerjisi, cal/mol

R: Gaz sabiti, 1.987cal/mol-K
T: Sicaklik (K)
A: Frekans faktori
2.2.8. Trichoderma reesei kullanarak B-glukosidaz iiretimi

Trichoderma reesei ATCC 26921 sugu patates-dekstroz agari (Difco) iizerinde 4
°C’de saklandi. Fermentasyondan once yine patates-dekstroz siv1 ortarm iginde gogaltilan
sug, % 5-10 oraninda enzim tiretim ortamina aktarildi. Enzim tiretiminde kullanilan
ortamin kompozisyonu asagida verildigi gibidir (Mendel ortami) (Taj-Aldeen, 1993):
-Amonyum siilfat, 1.4 g/ L,
-potasyumdihidrofosfat, 2.0 g/L,
-magnezyum siilfat, 0.3 g/L,
-kalsiyum kloriir, 0.4 g/L,
-ire, 0.3g/L
-peptone, 1g/L

-Tween 80, 0.2 ml/L
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-demir silfat, 5 mg/L
-mangan siilfat, 1.6 mg/L
-¢inko siilfat, 1.4 mg/L
-kobalt kloriir, 3.7 mg/L
-% 1 filtre kagid

Ortama enzim tretimini artirmasi igin %1 nisasta ilave edildikten sonra pHsi 4.8’¢

ayarland1 ve otoklavda 15 dakika steril edildi. Daha sonra inokulasyon yapihip 28 °C’deki
calkalayici inkiibatiirde fermentasyona baslandi. Calkalama hizi 200 d/d olarak tutuldu.
Fermentasyon siiresince giinagir veya her giin numune alinip ortama salinan B-glukosidaz
aktivitesine ve protein konsantrasyonuna bakildi.
2.2.8. B-glukosidaz enziminin saflagtiriimasi

Fermentasyon durdurulduktan sonra hiicreler siv1 ortamdan Sorval sogutmali santrifuj
kullanilarak 4 °C’ de 10,000 x g’de 10 dakikahk islemle aynildi. Daha sonra kismi
saflagtirma saglamak ve sivi hacmi azaltmak amaci ile amonyum siilfat (% 80 doygunluk)
ile ¢oktiriildi. Bu islem i¢in amonyum siilfat ilave edildikten sonra 4 °C’de bir gece
magnetik kangtirici ile karistinlarak beklendi. Ertesi sabah olugan gokelti sogutmali
santrifuj ile (12,000 x g, 30 dakika) aynildi. Cdkelti 25 ml 10 mM, pH 4.8 asetat tamponu
igerisinde ¢oziildiikten sonra 50 ml'lik kiigiikk boy Amicon ultrafiltrasyon cihaz: ve basing
yaratmak igin de azot gazi kullanilarak PM 10 (Amicon, MWCO 10,000 Da) membrami ile
amonyum siilfat tuzlarindan aynldi. Ultrafiltrasyon sirasinda soliisyonun hacmi 5 ml’ye
digtiikten sonra ii¢ defa ayni tampon kullanilarak 30 m1’ye ¢ikanildi. Daha sonra enzim

kanigimindaki selilloza baglanabilen enzimleri -sellobiyohidrolaz ve endoglukanaz-
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ortamdan uzaklagtirabilmek i¢in ortama Avisel (mikro kristal seliiloz) ilave edildi ve oda
sicakliginda bir saat beklendi. Daha sonra Avicel ve ona baglanan enzimler sivi fazdan
santrifuj (5000 x g’de 10 dakika) ile aynldi. Bu islemden sonra ortamm pHsi 7’ye getirildi
ve DEAE-sephadeks kolonuna ( 1.5 cm x 20 cm) verildi. Kolon daha 6nce 5 hacimlik ayni
tampon kullanilarak pH ayar yapilmigti. Protein kolona 0.4 ml/dak hizi ile verildi ve 1.5
ml’lik numuneler kolondan toplandi. B-glukosidaz kolona tutunmadan kolondan akti. Bu
sartlarda diger seliilaz komponentlerinin kolona baglanacagi biliniyordu (Gong ve ark.,
1977). Kolondan B-glukosidaz aktivitesi olan fraksiyonlar topland1 ve ultrafiltrasyon
sistemi kullanilarak pH ayarlamasi yapildi ve hacmi azaltildi. Enzimin ne kadar
saflagtirildigimi belirlemek amaci ile her agamadan sonra saflik derecest hesaplandt.

Islemden sonraki spesifik aktivite

Saflik derecesi = — .

Fermentasyon ortamindaki spesifik aktivite

2.2.9. SDS-elektroforez uygulamasi

Saflastinlan B-glukosidaz’in safligi SDS-elektroforez teknigi ile bakildi. Yerlestirme
ve ayirma jel konsantrasyonlan % 2.5 ve 10 olarak yapildi ve Laemni (1970) nin anlattigx
sekilde elektroforez iglemi yapildi. Jel boyutlann 8cmx7.3cm idi.Elektroforez 100 Voltluk
sabit elektrik kaynag ile 60 dakika yapildi. Elektroforez isleminden sonra % 0.1 Komasi
mavi % 40 metanol ve % 10 asetik asit igeren boya soliisyonunda bir gece boyandi. Ertesi
glin % 40 metanol ve % 10 asetik asit igeren soliisyon igerisinde fazla boyas: alindi ve

protein bandlan incelendi.

37




3. VERILER VE TARTISMA

Projenin ilk boliimiinde elimizde bulunan seliilaz kompleksi bilesenlerine
aynigtinilmadan kullamldi. Saflagtirma yapilmadan seliilaz kompleksi degisik ¢apraz
baglayicilarla ¢apraz baglandi ve ¢apraz baglamanin enzimin bilegenlerinin 1sil
dayaniklihgina olan etkisi incelendi. Bu amagla toplam seliilaz, sellobiohidrolaz,
endoglukanaz ve f3-glukosidaz aktivite Slglimleri igin sirasiyla filtre kagidi, Avisel,
karboksimetilseliiloz ve p- nitrofenol-B-D-glukopiranosid kullanarak, reaksiyonlarin
baslangi¢ hizlanim 6lgmek igin reaksiyon kosullari optimize edildi. Enzim kompleksinde -
glukosidazin konsantrasyonunun ¢ok diigiik olmasindan dolay:1 bu enzim T. reseei
kullanilarak tiretildi ve kismi saflagtirmadan sonra ¢apraz baglama ¢aligmalarinin yapildi.
Ayrica Sigmadan satin alinan saf B-glukosidaz kullanilarak ayni iglemler yapildi.
3.1. Seliilaz aktivite tayin metodlarinin belirlenmesi

Ik olarak toplam seliilaz aktivitesini 6l¢mek igin literatiirde kullanilan metodlar
taranarak filtre kagidi segildi ve enzim konsantrasyonu, substrat (filtre kagidi) sekli, agirlig:
ve alaninin aktivite Sl¢limiine olan etkileri incelendi. Sekil 1 ve 2°de gosterildigi gibi
indirgen seker konsantrasyonu reaksiyon siiresi ile lineer olarak artt1 ve filtre kagidi agirhig
ya da seklinin reaksiyon hizim ¢ok az etkiledigi bulundu. Yiiksek enzim
konsantrasyonlarinda, mesela 333 pg protein / ml, ise lineer iligki 20-30 dakikalik bir
reaksiyon siiresinden sonra bozulmaktayd: (Sekil 3). Enzim aktivite testlerinde gergek
enzim aktivitesi ancak reaksiyonun baglangi¢ hiz1 belirlenerek hesaplanabilir. Buradan yola

¢ikarak yapilan bu bir dizi deneyin sonucunda 80 pg protein / ml enzim ve 50 mg filtre
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kagid1 kullanarak 50 °C’de 20 dakikalik reaksiyon ile toplam seliilaz aktivitesinin

Olgiilmesine karar verildi.

(ng/ml)

0 t t
0 20 40
Zaman (dak.)

|
|
200 ¥ J

Indirgen Seker Konsantrasyonu

Sekil 1: Filtre kagid1 seklinin toplam seliilaz aktivitesine olan etkisi. Filtre kagidi agirliklan

50+1 mg olarak sabit tutuldu. (q: 1 cmx6cm, §: 0.8cmx7.5cm, X: ikiye katlanmg, &

0.4cmx7.5cm.)
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Sekil 2: Filtre kagidi ylizey alam ya da agirhgimin toplam seliilaz aktivitesine olan etkisi. (&

1 cmx6cm; 50 mg, B: lcmxScm; 42 mg, A: lcmx4cm; 33 mg, $: 1 cmx3cm; 25 mg.)
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Sekil 3: Enzim konsantrasyonunun toplam seliilaz aktivitesine olan etkisi. (4:0.333mg
protein/ ml, 8: 0.166 mg protein/ml, &: 0.083 mg protein/ml.)
Aym sekilde sellobiohidrolaz aktivitesini Slgmek igin gerekli sartlar belirlendi.

Degisik enzim konsantrasyonlan kullanilarak yapilan deneylerin sonuglan Sekil 4°de

verilmigtir.
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Sekil 4: Enzim konsantrasyonunun sellobiyohidrolaz aktivitesine olan etkisi. (¢:0.5mg
protein/ ml, B: 0.1250 mg protein/ml, A: 0.0625 mg protein/ml.) Avicel konsantrasyonu

%1; Reaksiyon sicaklhiga 50 °C.)
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Yapilan ¢ok sayida deneyler sonucunda reaksiyon siiresinin arttirilmasinin sonuglann
birbirine olan yakinligini (tekrarlanabilirligini) diiglirdiigii gdzlenmistir. Sonug olarak
deneylerde 40 pg protein / ml enzim, 1% avicel konsantrasyonu kullaniimasina ve
reaksiyonun 50 °C ‘de 20 dakika siirdiiriilmesine karar verildi.

Endoglukanaz enziminin iki degisik enzim konsantrasyonundaki reaksiyon hiz
grafikleri Sekil 5°te gbsterilmigtir. Seliilazin bu bilegeni igin de aktivite testi % 1°1ik

karboksimetil selitloz kullanarak 50 °C’de 15 dakikalik reaksiyon siiresi olarak

belirlenmigtir.
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Sekil 5: Enzim konsantrasyonunun endoglukanaz aktivitesine olan etkisi. ( 4: 0.25 mg
protein/ ml, B: 0.0625 mg protein/ml.) Karboksimetil seliiloz konsantrasyonu %1;

Reaksiyon sicakhigi 50 °C.)
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3.2. Capraz baglamanin endoglukanaz, sellobiyohidrolaz ve toplam seliilaz aktiviteleri
ve 181l inaktivasyonlar iizerindeki etkisi
Capraz baglama deneylerine baglamadan 6nce dogal seliilaz kompleksinin ¢apraz
baglama reaksiyonu kosullarinda dayanikli olup olmadig incelendi. Bisimidoesterlerle
yapilan ¢apraz baglama oda sicakliginda ve bazik pH degerlerinde 1 saat siire ile
yapilmaktadir. pH degeri 7 ile 10 arasinda degisebilir ancak deger yiikseldik¢e reaksiyonun
hiz1 da artmaktadir. 0.1 M pH 9 glisin tamponu i¢inde yapilan pH stabilite deneyleri 3 saat
boyunca kompleksin bilegenleri iizerinde yiiksek pH degerinin olumsuz bir etkisinin
olmadigin1 gosterdi.

Seliilaz kompleksinin ve bilesenlerinin 1511 dayanikliliklan enzim kompleksinin 55 ile 75
°C arasinda degisik sicakliklarda 15’er dakika tutulup daha sonrada kalan enzim
aktivitelerinin incelenmesi ile bulundu. Sekil 6,7 ve 8’den de goriilebilecegi gibi seliilaz
kompleksinin inaktivasyonu 55 °C civarinda baslamaktadir. Sicaklik arttik¢a enzimlerin

inaktivasyonu da azalmakta 70 °C den sonra aktivitenin % 50’den fazlasi kaybedilmektedir.
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Sekil 6: Dogal seliilaz kompleksinin 1s11 dayaniklilik egrisi. 15 dakikalik 1s1] islem sonrasi

kalan enzim aktivitesine bakilarak ¢izilmistir.
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Sekil 7: Dogal sellobiyohidrolazin 1s1l dayamikliik egrisi. 15 dakikalik 1s1] islem sonras:

kalan enzim aktivitesine bakilarak ¢izilmistir.
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Sekil 8: Dogal endoglukanazin 1s1l dayanikhlik egrisi. 15 dakikalik 1sil islem sonrasi kalan

enzim aktivitesine bakilarak gizilmigtir.

Bu ¢alismada imidoester grubundan DMA, DMS ve DTBP ¢apraz baglayici
kimyasallar olarak kullanilmigtir. Bu ¢apraz baglayicilar amin gruplanim zellikle de lisin
yan gruplanni birbirine baglarlar (Means ve Feeney, 197 1). Seliilazlann aktif merkezleri
ile ilgili galigmalarda biitiin bilesenleri i¢in aktif amino asitlerin asidik amino asitler
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(aspartik ya da glutamik asitler) oldugu gosteniimistir ( Kraulis ve ark., 1989; Rouvinen ve
ark., 1990). Dolayisi ile ¢apraz baglama iglemi igin katalitik amino asitlerle reaksiyona
girmeyecegi i¢in bisimidoesterler segildi.
3.2.1. DMS kullanilarak ¢apraz baglama
(apraz baglama islemlerinde kullanilacak optimum ¢apraz baglayici konsantrasyonunu
belirleyebilmek i¢in % 0.05 ile % 0.25 (a/h) arasinda degisik ¢apraz baglayici
konsantrasyonlan denendi. Hemen ¢apraz baglama igleminden sonra ve 65 °C’de 15
dakikalik bir 1s1l iglemden sonra toplam seliilaz ve bilesenlerinin aktivitelerine bakildi. itk
gapraz baglayici olarak 114 ¢apraz baglama boyuna sahip DMS kullanildi. Toplam seliilaz
ve bilesenlerin kalan aktiviteleri $ekil 9, 10 ve 11°de gosterilmigtir. Sekillerden de
goriildiigi gibi DMS konsantrasyonlarinda kalan aktiviteler arasinda kayda deger bir
degisiklik yoktur. Ancak sellobiyohidrolazin aktivitesi % 0.15 civarinda, endoglukanaz ve

toplam seliilaz aktiviteleride % 0.25 civaninda % 10-20 gibi bir artig gostermektedirler.
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Sekil 9: DMS konsantrasyonunun toplam seliilaz aktivitesine olan etkisi. (65 °C ‘de 15

dakikalik 1s1] iglemden sonra)




Daha detayh 1511 dayaniklilik ¢aligmalan bu iki degerin ortalamasi olan % 0.20 DMS

konsantrasyonu kullanilmisgtir.
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Sekil 10: DMS konsantrasyonunun sellobiyohidrolaz aktivitesine olan etkisi. (65 °C ‘de 15

dakikalik 1s1l iglemden sonra)
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Sekil 11: DMS konsantrasyonunun endoglukanaz aktivitesine olan etkisi. (65 °C ‘de 15

dakikalik 1s1] iglemden sonra.)
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Daha sonra % 0.20 DMS kullanilarak hazirlanan gapraz baglanmus seliilazlann 1sil
dayanikliliklan 65-75 °C arasi degisik siirelerle tutularak belirlenmege ¢alisilmstir. Isil
islemden sonra dogal ve ¢apraz baglanmig enzimlerin kalan aktiviteleri zamanin fonksiyonu

olarak gésterilmigtir ($ekil 12-26).
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Sekil 12: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilaz kompleksinin toplam seliilaz

aktivitesinin 65 °C de 1s1l inaktivasyony (#: dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanms
seliilaz.)
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Sekil 13: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin sellobiohidrolaz aktivitesinin 65 °C

de 151l inaktivasyony -(#: dogal seliilaz, W: gapraz baglanmig selilaz.)
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Sekil 14: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin endoglukanaz aktivitesinin 65 °C de

1s1l inaktivasyonu (#: dogal seliilaz, M: gapraz baglanmus seliilaz.)
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Sekil 15: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin toplam seliilaz aktivitesinin 67.5 °C

de 151l inaktivasyond ~(#: dogal seliilaz, M: ¢apraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 16: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin sellobiohidrolaz aktivitesinin 67.5

°C de 1s1l inaktivasyonu (#: dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanms seliilaz.)
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Sekil 17: Dogal ve DMS ile gapraz baglanmis seliilazin endoglukanaz aktivitesinin 67.5 °C

de 1s1] inaktivasyon (#: dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanmig seliilaz.)
—~ 100 &
S w]
) :
z 07 .
Z 404 = §
= 40 n P N
_g 20 1
o 0- ; ; —
0 5 10 15
Zaman (dak)

Sekil 18: Dogal ve DMS ile gapraz baglanmis seliilazin toplam seliilaz aktivitesinin 70 °C de

1s1] inaktivasyon (#: dogal seliilaz, M: ¢apraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 19: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin sellobiohidrolaz aktivitesinin 70 °C

de 151l inaktivasyon (#: dogal seliilaz, W: ¢apraz baglanmig seliilaz.)
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Sekil 20: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin endoglukanaz aktivitesinin 70 °C de

1s1l inaktivasyonu (#: dogal seliilaz, W: ¢apraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 21: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmus seliilazin toplam seliilaz aktivitesinin 72.5 °C

de 1s1l inaktivasyond (#: dogal seliilaz, W: gapraz baglanmig seliilaz.)
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Sekil 22: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin sellobiohidrolaz aktivitesinin 72.5

°C de 1s1l inaktivasyonu (#: dogal seliilaz, M: gapraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 23: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmisg seliilazin endoglukanaz aktivitesinin 72.5 °C

de 151 inaktivasyonv - (#: dogal seliilaz, W: ¢apraz baglanmig seliilaz.)
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Sekil 24: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin toplam seliilaz aktivitesinin 75 °C de

1511 inaktivasyonv _(#: dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanms seliilaz.)
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Sekil 25: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin sellobiohidrolaz aktivitesinin 75 °C

de 1s1l inaktivasyonv (#: dogal seliilaz, W: ¢apraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 26: Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis seliilazin endoglukanaz aktivitesinin 75 °C de

151l inaktivasyonu. (¢ : dogal seliilaz, M: ¢apraz baglanmis seliilaz.)

3.2.2. DMA Kkullanilarak ¢apraz baglama

Capraz baglama boyunun etkisini incelemek amaci ile ¢apraz baglama islémi ikinci
capraz baglayici olarak kullanilan ve ¢apraz baglama boyu 9 A olan DMA ile tekrarlanmis
ve 1s1l inaktivasyon galigmalan gapraz baglanmig ve dogal enzimlerle kargilagtinlmali olarak
yapilmigtir. Sekil 27, 28 ve 29°da DMA konsantrasyonunun 67.5 °C’de 15 dakikalik bir 1si1l
islemden sonra enzim aktivitesi iizerindeki etkisi verilmistir. Sekillerden de gériildiigii gibi
hi¢bir DMA konsantrasyonunda 1s1l iglemden sonraki kalan aktivite dogal enzimden fazla
degildir. Bu ilk bilgii;iginda detayl: inaktivasyon ¢aligmalarina devam etmenin gereksizligi
gorildigii icin DMA ile ilgili galigmalar bu noktadan ileri gotiiriilmemistir. Bu sonuglar
DMS ile gapraz baglamadan sonra alinan sonuglarla kargilagtirilirsa gapraz baglama boyunun
kisaltilmasinin enzimin 1s1l dayamkliligim artirmak igin uygun olmadig1 sonucunu verdigi

sOylenebilir.

51




élm‘ I

Q . * L 3
ERR

X i

< 60, ¢

foed

E 4

o

< 207

= ‘ . _ i
""0 0! T T T T !
~ 0 005 01 015 02 025

% DMA Konsantrasyonu

Sekil 27: DMA konsantrasyonunun toplam seliilaz aktivitesi tizerindeki etkisi.

(67.5 °C “de 15 dakikalik 1s1l islemden sonra.)
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Sekil 28: DMA konsantrasyonunun endoglukanaz aktivitesi iizerindeki etkisi.

Relatif Kalan Aktivite (%)
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(67.5 °C “de 15 dakikalik 1s1l islemden sonra.)
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Sekil 29: DMA konsantrasyonunun sellobiohidrolaz aktivitesi tizerindeki etkisi.

(67.5 °C “de 15 dakikalik 1s1] islemden sonra.)
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3.2.3. DTBP kullamilarak ¢apraz baglama

Bu ¢aligmada iigiincii olarak 13 A gapraz baglama boyuna sahip DTBP ¢apraz
baglayici olarak denenmigtir. Optimal ¢apraz baglayici konsantrasyonunu belirlemek igin
¢apraz baglama iglemi % 0.05 ile % 0.25 konsantrasyonlan arasinda yapilmis ve 67.5 °C’de

15 dakika uygulanan 1s1l iglemden sonraki kalan aktiviteleni $ekil 30, 31 ve 32’de

gosterilmigtir.
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Sekil 30. DTBP konsantrasyonunun toplam seliilaz aktivitesi tizerindeki etkisi.

(67.5 °C ‘de 15 dakikalik 1s1] islemden sonra.)
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Sekil 31. DTBP konsantrasyonunun sellobiohidrolaz aktivitesi lizerindeki etkisi.

(67.5 °C ‘de 15 dakikalik 1s1] iglemden sonra.)

53




S

5 100 "

’E ol * *
v -+ *
»- 60 .

5 2]

= 207

M0 ; ; + ;

e

= 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
~ % DTBP Konsantrasyonu

Sekil 32. DTBP konsantrasyonunun endoglukanaz aktivitesi tizerindeki etkisi.

(67.5 °C *‘de 15 dakikalik 1s1] iglemden sonra.)

Capraz baglama isleminden sonra ortalama % 10’luk aktivite kayiplan goriilmiistiir.
Isil islemden sonra ise gapraz baglanmis toplam seliilaz aktivitesi artarken ¢apraz baglanmg
sellobiolazlarda pek biiyiik bir fark olmamsg ve endoglukanazlarda ise bir diigiis
gorilmigtiir. Optimum gapraz baglayici konsantrasyonu olarak toplam seliilaz
aktivitesindeki artigin maksimum oldugu, endoglukanazdaki diisiigiiniin de nispeten az
oldugu % 0.10 DTBP konsantrasyonu se¢ilmis ve 65 ile 75 °C’ler arasinda detayli

inaktivasyon galismalan yapilmistir (Sekil 33 - 37).
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Sekil 33. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanmis seliilazlarin toplam seliilaz aktivitesinin 65

°C de 1s1] inaktivasyon egrileri. (& dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 34. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanms seliilazlann toplam seliilaz aktivitesinin 67.5

°C de 1s1l inaktivasyon egrileri. (A: dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanmsg seliilaz.)
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Sekil 35. Dogal ve DTBP ile gapraz baglanmus seliilazlarin toplam seliilaz aktivitesinin 70

°C de 1s1l inaktivasyon egrileri. (A: dogal seliilaz, I ¢apraz baglanms seliilaz.)
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Sekil 36. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanmis seliilazlarn toplam seliilaz aktivitesinin 72.5

°C de 1s1l inaktivasyon egrileri. (A: dogal seliilaz, K: ¢apraz baglanmig seliilaz.)

55




100 # —
S ol |
2|
+ ‘x ‘
< 49+ R
. _fc_g l u | ]
< 20 ;
R4 J !
0+ : . : |
0 2 4 6 8
Zaman (dak)

Sekil 37. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanmus seliilazlarn toplam seliilaz aktivitesinin 75

°C de 1s1] inaktivasyon egrileri. (&: dogal seliilaz, B: ¢apraz baglanmis seliilaz.)

DTBP ¢apraz baglanmis enzim kullanilarak degisik sicakliklarda yapilan inaktivasyon
¢alismalannin toplam seliilaz aktiviteleri iizerindeki etkileri Sekil 33-37 arasinda
gosterilmigtir. Bu sekillerden de gériildiigi gibi sadece 67.5 °C’ de ve 15 dakikadan daha
fazla siirdiiriilen 1s1l iglemlerde ¢apraz baglamanin ¢ok hafif pozitif bir etkisi goriilmiigtiir.
Pozitif etki ¢ok olmadigindan DTBP ile ¢apraz baglamanin pratikte bir yarar olamayacag;
igin, seliilazin bilesenleri ile bu islemler tekrar edilmemistir.

3.3.. Capraz baglamanin B-glukosidaz aktivitesi ve 1s1l inaktivasyonu iizerindeki
etkisi
3.3.1. Ticari B-glukosidaz kullanilmas

Saflagtirmaksizin yapilan ¢apraz baglama iglemlerinde pB-glukosidaz aktivitesine
seliilaz kompleksindeki konsantrasyonu gok diigiik oldugu igin bakilmamsti. Enzimi daha
1yi takip edebilmek igin sellobiyoz kullanarak aktivite tayini yapmak yerine p-nitrofenil- p-
D glukopiranosid kullamlmaya baslanmasi, enzimin daha konsantre olabilmesi i¢in

laboratuarda tiretilmesi ve kismen saflagtiriimasina karar verilmigti. Bu arada enzimin
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liretme ve saflagtirma gahigmalan yapilirken satin alinan saf B-glucosidaz (bademden
saflagtinlmis) ile ¢apraz baglama ¢aligmalan yapildi. DMS ile ¢apraz baglama enzimin
aktivitesinde bir degisiklige yol agmadi. Degisik DMS konsantrasyonlaninda 60 °C 'de 15
dakikalik bir 1s1] islemden sonra gapraz baglanmig enzimin 1s11 dayamkhliginda % 5-10
civarinda bir artis gézlendi (Sekil 38). Daha sonra 55 ile 65 °C'ler arasinda 1sil inaktivasyon

¢aligmalan yapildi.  Sekil 39-43 den gériildiigii gibi ¢apraz baglama enzimin 1si1l

dayamklihigini % 1-5 oraninda artird:.
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Sekil 38. DMS konsantrasyonunun B-glukosidaz aktivitesine olan etkisi. (60 °C ‘de 15

dakikalik 151l iglemden sonra.)

120
w ¥
20 +
60 +
40 4
20 +
0

ae
o
on

%6 XALAN AKTIVITE

i
: —
10 15 20
ZAMAN (DAKIKA)

-

0

Sekil 39. Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmig B-glukosidaz aktivitesinin 55 °C de 1s1l

inaktivasyonu. (¢: dogal selillaz, W: ¢apraz baglanmis seliilaz.)
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Sekil 40. Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmig B-glukosidaz aktivitesinin 57.5 °C de 1s1l

inaktivasyonu.
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Sekil 41. Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis f-glukosidaz aktivitesinin 60 °C de 1s1l

inaktivasyonu.
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Sekil 42. Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmig -glukosidaz aktivitesinin 62.5 °C de 1si1l

inaktivasyonu.
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Sekil 43. Dogal ve DMS ile ¢apraz baglanmis B-glukosidaz aktivitesinin 65 °C de isil

inaktivasyonu.

DMA kullanilarak yapilan ¢apraz baglama islemlerinde ise ¢apraz baglamadan hemen
sonra % 10-20 arasinda bir diigiis gdzlendi ve 60 °C'de 15 dakikalik bir 1sil islemden sonra
¢apraz baglamamn 1s1l dayamkhlik tizerinde pozitif bir etkisi olmadig igin detayl 1s1l
inaktivasyon ¢aligmalan yapilmadi.

DTBP ile ¢apraz baglama ise % 0.2 lik kullanildig zaman dogal enzime gére 1s1]
dayamklihg artinyor gibi gériindiigii i¢in 55 ile 65 °C'ler arasinda 1s1] inaktivasyon
¢aligmalan yapildi (Sekil 44-48). Sekillerden de goriildiigi gibi ¢apraz baglama enzimin 1sil
dayanikhiligim 6zellikle daha diisiik sicakliklarda bir miktar korudu ancak Snemli bir artig

gozlenmedi.
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$ekil 44. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanmig B-glukosidaz aktivitesinin 55 °C de 1sil

inaktivasyonu. (#: dogal, M: ¢apraz bagh)
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Sekil 45. Dogal ve DTBP ile gapraz baglanmug B-glukosidaz aktivitesinin 57.5 °C de 1sil

inaktivasyonu. (#: dogal, B: ¢apraz bagl)
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Sekil 46. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanmig B-glukosidaz aktivitesinin 60 °C de 1s1l

inaktivasyonu. (#:dogal, M: capraz bagl)
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S$ekil 47. Dogal ve DTBP ile gapraz baglanmig B-glukosidaz aktivitesinin 62.5 °C de 151l

inaktivasyonu.
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Sekil 48. Dogal ve DTBP ile ¢apraz baglanmig B-glukosidaz aktivitesinin 65 °C de 151l

inaktivasyonu.

3.3.2. Trichoderma reseei B-glukosidazinin kullanilmasi

3.3.2.1. B-glukosidaz'mn T. reseei fermentasyonu ile iiretilmesi ve saflastirilmasi
B-glucosidaz enziminin T. reseei kullamilarak iiretilmesi i¢in fermentasyon

¢aligmalan Mandels ortam iginde ve igine B-glucosidaz miktarni artirmak igin % 1 nigasta

konularak 28 °C’de ¢alkalayicih inkiibatérde 12 gin siireyle yapildi (Taj-Aldeen, 1993).

Fermentasyon siiresince numuneler alimip, hiicreler uzaklagtirildiktan sonra kalan sivinin

igerdigi protein konsantrasyonu ve B-glucosidaz aktivitelerine bakilip spesifik aktiviteleri

fermentasyon siiresine gére ¢izildi. Sekil 49°dan da goriildigi gibi enzim iiretimi besinci
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ginden sonra artmaya baglayip altinci, yedinci giinler civarinda maksimim aktiviteye ulast1.
Daha sonra muhtemelen proteinin dayanikhiligim koruyamamasi sebebi ile aktivitesinde
diigiisler gozlendi. Dolayisi ile daha sonra yapilan iiretim fermentasyonlarinda 7 giinlik

fermentasyon siiresi kullanilds.
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Spesifik aktivite, EU/mg protein

Fermentasyon siiresl, giin

Sekil 49. Trichoderma reseei kullanilarak B- glucosidaz iiretim grafigi.

Fermentasyonlardan sonra hiicreler Sorval sogutmali santrifuj kullanilarak (10,000 x
g, 10 dakika) fermentasyon ortamindan aynldi. Daha sonra enzim amonyum siilfat
kullamlarak (%80 doygunluk derecesinde) ¢oktiiriildii ve Tablo 1°den de gorildiigi gibi
enzim iki kat saflagtinlmis oldu. Avisel’e adsorbsiyon yolu ile de % 30’luk bir saflagtirma
daha saglandi. DEAE-sefadex kromatografisi kullamlarak enzimin saflig1 5 kere daha artt.
Saflig1 toplam 13 kez artan enzim kullanilarak SDS-jel kromatografisi yapildi. Komasi
mavi boyasi ile boyandiktan sonra tek bir band goriildi. Daha sonra saflagtirilan enzim

zaman kaybetmeden capraz baglama iglemi i¢in kullamld:.

62




Tablo 1: B-glucosidaz enziminin saflagtirma kademeleri sirasinda saflagtirma
miktarlan.
Spesifik aktivite (EU/mg) | Saflastirma derecesi

fermentasyon ortami 0.05 1
Amonyum siilfat 0.1 2
¢Okeltmesi
Avisel Adsorp. 13 23
DEAE-sephadex 0.65 13
kromatografisi

[lk olarak dogal enzimin 1s1l inaktivasyon egrisi ¢izildi. Sekil 50°de goriildiigii gibi

151l inaktivasyon 55 °C civannda baslamaktadir ve diger seliilaz bilegenleriyle
kargilastinldiginda 1s11 dayaniklihig daha diisiiktiir.
3.3.2.2. Capraz baglamanin etkilerinin incelenmesi

Capraz baglama islemi DMS, DMA ve DTBP ile degisik konsantrasyonlarda yapildi.
Capraz baglama i¢in DMS kullanildigi zaman enzim aktivitesi iizerinde olumsuz bir etkisi
olmadi. DTBP ve 6zellikle DMA enzimin aktivitesini %10-25 oraminda etkilediler.
Sekillerden de (50-52) goriildiigii gibi degisik ¢apraz baglayicilarla baglamak enzimin 1s11

dayanikliligim diger B-glucosidaz ‘da oldugu gibi ancak % 5 civarinda artirmig ve ¢ok

63




onemli bir degigiklige neden olmamigtir. Bu nedenle de daha detayli enzim inaktivasyon

¢alismalar yapilmasina gerek goriilmemustir.
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Sekil 50. Dogal B-glucosidaz'in 1s11 dayaniklilik egrisi.
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Sekil 51. DMS konsantrasyonunun f3-glukosidaz aktivitesi izerindeki etkisi. (60 °C ‘de 15

dakikalik 1s1l islemden sonra.)
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Sekil. 52. DMA konsantrasyonunun -glukosidaz aktivitesi lizerindeki etkisi. (60 °C ‘de 15

dakikalik 1s1l 1slemden sonra.)
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Sekil 53. DTBP konsantrasyonunun B-glukosidaz aktivitesi iizerindeki etkisi. (60 °C ‘de 15

dakikalik 1s1l iglemden sonra.)
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3.4. GCapraz Baglayici Boyunun Seliilaz Sistemi Uzerindeki Etkisi

Giris boliimiinde de bahsedildigi gibi imidoesterler homo-iki fonksiyonlu ¢apraz
baglayiclar olup fonksiyonel gruplan arasinda belli bir mesafe vardir ve fonksiyonel gruplan
da bazik ortamda aminlerle reaksiyona girerek imidoaminleri olugturur. Bu ¢alismada
kullanilan dimetil suberimidat, dimetil adipimidat ve dimetil-dithiobis propionimidat'in

¢apraz baglama boylan sirastyla 9,11 ve 13 A olup kimyasal yapilan asagida gosterilmigtir.

NH, CI'  NH, CI
i

CH;-0-C-(CHy)g~C -0 -CHy woororereeeeeeoeeeereeereeeeee. DMS

NH, CI'  NH, CI

l

CH;- O-C-(CHy)g=C-0-CHj oo, DMA
NH, CI
[-S-(CHy)s-C-0-CHsly ooeomorommeeeoeoeeoeeeeeeeeseeeeeeeeeeseesn DTBP

Kimyasal yapilardan goriildiigii gibi DMS ve DMA'nin kimyasal yapilar birbirine
¢ok yakindir ve aralarindaki tek fark DMA'nin iki -CH, grubu uzun olmasidir. DTBP'nin
yapisinda digerlerinden farkh olarak bir kiikiirt atomu bulunmaktadir.

Capraz baglama kimyasal reaksiyonu basik pH'da agagida gérildigii sekilde

olugmaktadir (Means ve Feeney, 1971):

2 e




HN NH,

H N \ > ”
@-Mg +  Jo—r 222 @NH-C~R + ROH

RO

/

Reaksiyondan da agik gekilde goriildiigii gibi protein lizerindeki amino gruplan ile
bisimidoesterlerin ¢gesidine bagh olmaksizin karbon atomu arasinda reaksiyon olmakta ve
C = N bagi olusmakta, ayrica ortama CH;OH salinmaktadir. Protein iizerindeki ( + ) yiik
kayboldugu halde, ¢apraz baglayic: iizerinde amino grubu bulundugu igin proteinin toplam
ylikiinde bir degisiklilik olmamaktadir. Capraz baglayicilarin iki ucunda da reaktif gruplar
bulundugu i¢in sonug olarak gapraz baglayici protein iizerinde bulunan iki amino grubunu
birbirine baglanmaktadir. Capraz baglayicilar arasindaki fark da proteine baglanan iki ug
arasindaki mesafedir. Bu mesafe en az DMA ve en ¢ok da DTBP ile saglanmgtir.

Capraz baglayicilarin protein iizerinde bag kurabilmesi igin boyuna uygun olarak iki
amino grubu bulmasi sarttir. Genellikle protein konsantrasyonunun gok yiiksek oldugu
durumlarda farkli protein molekiillerini de birbirine baglayabilmektedir. Ancak substrat:
suda ¢dziinemeyen enzimler igin molekiillerin birbirine baglanmasi (bir ¢esit enzim
tutuklanmas olacaktir) substratin enzime ulagmasini engelleyerek, reaksiyon hizim diigiiriip
hatta tamamen engelleyebilecektir.

Seliilaz ile yapilan ¢apraz baglama ¢aligmalarinda kullanilan i¢ gapraz baglayicidan
higbiri sadece ¢apraz baglamadan dolay: enzimlerin aktivitelerini ok degistirmemigtir. Bu

da ¢apraz baglamanin proteinlerde aktiviteyi diisiirecek bir degisiklige (yapisal degisiklik,
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aktif bolge degisiklikleri, aktif bdlgenin giriginin kapanmas: ya da molekiiller arasi ¢apraz
baglamadan dolay1 substrata ulagamamak gibi degisiklikler) neden olmadigimi
gostermektedir. Ancak uygulanan sl iglemlerden sonra en olumlu etkiyi DMS verdigi igin
11 A'luk ¢apraz baglamanin enzimlerin dzellikle de B-glukosidaz'in yapisimi olumlu bigimde
degistirdigi ya da yapiy: saglamlagtirdigr sdylenebilir.

3.5. Isil Deaktivasyon Kinetik Calismalan

En olumlu sonuglar DMS ile alindig i¢in, 1sl inaktivasyon kinetik ¢aligmalan DMS-

capraz bagli enzimlerin toplam seliilaz aktiviteleri, sellobiyohidrolaz aktivitesi,
endoglukanaz aktivitesi ve B-glukosidaz aktivitesi 1¢in yapilmigtir.

Enzimlerin birinci dereceden 1s1] inaktivasyona ugrayip ugramadigim belirlemek i¢in
kalan aktivitelerin dogal logaritmalan (In) alinarak zamana kars: ¢izilmigtir. Birinci
dereceden 1s1] inaktivasyona ugrayan enzimlerin bu grafiklerde zamana kars1 dogrusal
degigimler gostermesi gerekmektedir.

Toplam seliilaz aktivitelerinin verildigi grafikler incelenecek olursa ( $ekil 54-58)
hem dogal hem de ¢apraz baglanmis formlannin denenen tiim sicakliklarda 1sil inaktivasyon

kinetiginin birinci dereceden olmadig: gorillmektedir.

5
sast
= a
2 -
= 4T 3 ; 2
£3571  dogal
; 3+ # gapraz baglanmis
25+
2 } 4
0 10 20 30
zaman( dakika)

Sekil 54. Toplam seliilaz aktivitesi i¢in 65 °C'de Is1l inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 55. Toplam seliilaz aktivitesi igin 67.5 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 56. Toplam seliilaz aktivitesi igin 70 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 57. Toplam seliilaz aktivitesi igin 72.5 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 58. Toplam seliilaz aktivitesi i¢in 75 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
p y g

Sellobiyohidrolaz aktiviteleri igin hazirlanms grafikler ($ekil 59-63) dogal enzimin
(75 °C harig) dogrusal bir baginti gosterdigi igin birinci dereceden bir inaktivasyon oldugu
anlasilmaktadir. Capraz bagh enzimde ise dogrusal bagint1 70 °C'den itibaren
bozulmaktadir. Sicaklik yiikseldikce enzimin birinci derece 1sil inaktivasyondan ¢iktif, bu

degisikligin gapraz bagh enzimde daha diisiik sicakliklarda gergeklestigi goriilmektedir.

5.
3 4,5# : . .
'5 4 + # & dogal
5 354 ® capraz baglanmis
T 251
2 , :
0 10 20 30

zaman (dakika)

Sekil 59. Sellobiyohidrolaz igin 65 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 60. Sellobiyohidrolaz i¢in 67.5 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 61. Sellobiyohidrolaz igin 70 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 62. Sellobiyohidrolaz igin 72.5 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 63. Sellobiyohidrolaz igin 75 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.

Endoglukanaz deaktivasyon kinetik ¢aligmalari (Sekil 64-68) ise birinci dereceden
inaktivasyon olmadigim gosterdi. 65 ve 70 °C'de yapilan ¢aligmalarda ilk 5 dakikahik

boliimii diger kismindan ayirirsak iki degisik deaktivasyon sabitine sahip birinci dereceden
inaktivasyon oldugu da sdylenebilir. Tki degisik deaktivasyon hizinin gorillmesi ise

deaktivasyon mekanizmasmin degistigini gosteriyor olabilir.
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0 45
g o4 o 2 .
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Sekil 64. Endoglukanaz igin 65 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 65. Endoglukanaz i¢in 67.5 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 66. Endoglukanaz i¢in 70 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 67. Endoglukanaz igin 72.5 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 68. Endoglukanaz igin 75 °C'de Isil inaktivasyon kinetigi.

B-glukosidaz aktiviteleri igin ¢izilen grafiklerde (Sekil 69-73) ise birinci dereceden

inaktivasyon oldugu gériilmektedir. Genel olarak ¢apraz baglama inaktivasyon hizlarini ¢ok

az yavaglatmig, inaktivasyon kinetiginde nemli bir degigime yol agmamigtir.
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Sekil 69. B-glukosidaz igin 55°C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 70. B-glukosidaz i¢in 57.5°C'de Isil inaktivasyon Kinetigi.
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Sekil 71. B-glukosidaz i¢in 60°C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 72. B-glukosidaz i¢in 62.5°C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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Sekil 73. B-glukosidaz i¢in 65°C'de Isil inaktivasyon kinetigi.
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sellobiyohidrolazin (dogal ve gapraz baglanmig) ve B-glukosidaz'in denenen biitiin
sicakliklarda birinci dereceden inaktivasyona ugradig, endoglukanazin ise sadece ¢apraz
bagh formunun yiiksek sicakliklarda birinci dereceden inaktivasyon gosterdigi bulunmustur.
Genel olarak ¢apraz baglama inaktivasyon hizlarini ¢ok az yavaglatmig, inaktivasyon
kinetiginde 6nemli bir degisime yol agmamustir.

Sellobiyohidrolaz ve B-glukosidazin degisik sicakliklarda inaktivasyon sabitleri

hesaplanmig, inaktivasyon igin aktivasyon enerjilerini hesaplamak amac ile bu degerlerin

dogal logaritmalan 1/T"ye gére ¢izilmistir. Elde edilen dogrularin egimleri -(E/R" ) oldugu

i¢in aktivasyon enerjileri hesaplanabilmigtir (Sekil 74).

0 j . &  b-glukosidaz
085789 025 03 0I5
24 AN ; ~ " idr
N I B seliobiyohidrolaz
23t y &, ;
£ 41 N e
- . .
54 ~. = = = = Linear
64 '~ (seliobiyohidrolaz
7 )
(o | inear (b~
1T,Kx100 glukosidaz)

Sekil 74. Sellobiyohidrolaz ve B-glukosidaz'in Arrhenius grafikleri.

Bulunan aktivasyon enerjileri ¢apraz bagh ve dogal formdaki enzimlerin ortalama
degerleridir. Sellobiyohidrolaz ve B-glukosidaz igin bulunan aktivasyon enerjileri sirast ile
51 ve 45 kcal/mol'dur. Bu sonuglar da sellobiyohidrolazin inaktivasyon igin daha biiyiik bir
enerjiye ihtiyaci oldugunu, bir bagka deyisle B-glukosidaz'dan daha dayanikli oldugunu

gostermektedir.
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4. SONUCLAR

Bu projenin amaci seliilaz biyoreaktorlerinin siireg verimini artirabilmek igin seliilaz
kompleksinin 1s1 dayanikliligin ¢apraz baglama yolu ile artirmak ve gapraz baglanmis ve
dogal enzimlerin 1sil inaktivasyonlarin kargilastirmal olarak galigmakti.

Amag pratikte (endiistride) kullanilan seliilazin 1s1] inaktivasyonunu artirmak oldugu
i¢in baslangig olarak selilazin bilesenleri saflagtirilmadan gapraz baglama iglemi yapildi ve
bilesimdeki enzimlerin aktiviteleri kendilerine uygun substratlar kullamlarak olgildi.
Seliilaz iireten mikroorganizmalar seliilazin biitiin bilesenlerinin hepsini birden iirettikleri
i¢in saflagtirma yapmadan ¢apraz baglama islemi ile 1sil dayamklilik artinlabilirse ekonomik
olarak endiistride kullanilan siireglere katkida bulunulabilecekti.

Dogal enzim kompleksi ile yapilan 1s1] inaktivasyon ¢ahigmalarinda enzim
kompleksindeki 1siya en hassas enzimin B-glukosidaz en dayanikhsimn da sellobiohidrolaz
oldugu ve 1s1l inaktivasyonun 55-60 °C civarinda basladigi bulundu.

Bisimidoesterlerle yapilan ¢apraz baglama reaksiyonu icin basik pH gerekli
oldugundan ¢apraz baglama denemelerinden dnce seliilaz kompleksinin pH dayanikliligina
bakildi ve B-glukosidaz harig diger bilesenlerin pH 9’da oda sicakhiginda 3 saatlik bir
bekleme siiresi sonucunda % 100 aktif olduklan bulundu. B-glukosidaz ise daha hassas
oldugu ve yiiksek pH’da aktivite kaybim 6nlemek igin bu siire icinde % 100 dayamkh
oldugu pH 7.5’da gapraz baglama islemleri yapildi.

Isil inaktivasyondan 6nce sadece gapraz baglamanin enzimlerin aktivitesi iizerindeki
ctkisi incelendi. Dimetil suberimidat (DMS)"n enzimin aktivitesini hi¢ bozmadig, dimetil

dithiobispropionimidat (DTBP) ve dimetil adipimidat (DMA)’1n % 10-15 oraninda
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diisiirdiigii gozlendi. Hig aktivite kaybina sebeb olmamas ii¢ degisik boyda olan bu
imidoesterlerden seliilazlar i¢in en uygununun orta boydaki DMS (11 A) oldugunu gosterdi.

Isil islemlerden sonra DMA 1s1l dayamklihig azaltirken en pozitif etkiyi DMS
ozellikle de B-glukosidaz iizerinde yapti. Bu enzimin 1s1] dayamklihgi % 1-5 civarinda artti.
Ancak artis miktar endistride kullanima uygun olacak bigimde yiiksek degildi.

Capraz baglayicilann enzim aktivitelerini pek degistirmemeleri ilk etapta olumlu bir
sonuctu ancak 1s1l dayanikhliklarinda kayda deger bir degisiklik yapamadi.

Seliilaz kompleksinin 1si1l dayamkliligim artirmak i¢in degisik ¢apraz baglama
boylarinda denenen bisimidoesterlerin bu amaca hizmet etmeyecegi goriildi. Selilaz
kompleksinin 1s1l dayaniklihgimi artirabilmek icin girig boliimiinde bahsedilen diger

metodlar (baska kimyasal degisiklikler, protein miihendisligi vs) denenebilir.
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Jz (Abstract): Bu arastirmanin amaci seliilaz reaktorlerinde siirec verimini artirabilmeld
;in seliilaz enzim kompleksini bisimidoesterler grubunda ¢apraz baglayicilar kulla-
arak ¢apraz baglamak ve ¢apraz baglanmis enzim sisteminin 1sil inaktivasyonunu do-
3l enzimin 1s1l inaktivasyonu ile karsilastirarak incelemekti.
Seliilaz, seliilozu once oligosakkaritlere ve en sonunda da glikoza parcalayan,
;: farkli bilesene sahip kompleks bir enzim sistemidir. Bu bilesenler endoglukanaz
iC 3.2..1.4), sellobiohidrolaz (EC 3.2.1.91) ve B-glukosidaz (EC 3.2.1.21) olarak
ilandirilir. Seliilaz enzimleri Aspergillus, Fusarium ve Trichoderma gibi mikroorga-
tzmalar tarafindan liretilirler.
Arastirmada Trichoderma reseei seliilazi ve c¢apraz baglayici olarakta bisimido-
ster grubunda degisik capraz baglama boylarina sahip ii¢ degisik capraz baglayici
limetil suberimidat (DMS), dimetil adipimidat (DMA) ve dimetil-3,3'-dithiobispropi-
1imidat (DTBP) kullanildi. Serbest amino gruplarini birbirine baglayan bisimidoes-
arlerin capraz baglayici olarak secilmesinin nedeni, seliilazlarin aktif bolgelerin-
> katalitik fonksiyonu olan ve amino grubu igeren bazik amino asitlerden bulunmama-
tdair.
Capraz baglama reaksiyonlarindan hemen sonra yapilan aktivite testleri, aktivi-
:lerde onemli bir degisiklik olmadigi i¢in, bisimidoesterlerin seliilazlari ¢apraz

%%%??ﬁ%ﬁ%%%n uygun ¢apraz baglayicilar oldugunu gosterdi. Ancak yapilan detayli ../}

er:Seliilaz, Sellobichidrolaz, endoglukonaz, B-glukosidaz, capraz baglama, 1s1l dayaniklilijd

roje ile ilgili YaifFTRBEEiSHe ilgili Bilgiler Stability and stabilization of: Biocatalysts adl1
ngrede "The effect of crosslinking on thermal inactivation of cellulases" adly bildiri (19-21 Nisan
18 tarihleri arasinda, Ispanya) sunulacak ve Elsevier tarafindan tam metin basilacaktir. Ikinci maka-

de hazrlammakiadir
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