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AUREOBASIDIUM PULLULANS İLE KSİLANAZ ÜRETİMİNE 
ETKİ EDEN BİYOPROSES PARAMETRELERİN BELİRLENMESİ

Özet

Ksilanazlar, g›da ve yem sektörlerinde çok yayg›n olarak kullan›lan enzimler aras›ndad›r. Bu çal›flmada,
farkl› Aureobasidium pullulans sufllar› ksilanaz üretimleri aç›s›ndan taranm›fl ve ilgili sufllar aras›nda en
yüksek enzim üretimi A. pullulans Y-2311-1 suflu ile elde edilmifltir.  Söz konusu sufl ile ksilanaz üretimi
üzerine etkisi olan parametreler ve bu parametrelerin optimum de¤erleri belirlenmifltir. Maksimum
enzim üretimi biyoprosesin dördüncü gününde elde edilmifltir. Enzim üretimi için optimum s›cakl›k,
bafllang›ç ortam pHs› ve kar›flt›rma h›z› s›ras›yla 28°C,  pH 3.0 ve 200 rpm olarak belirlenmifltir. Enzim
üretimi için en uygun azot kayna¤› olarak maya ekstrakt› tespit edilmifltir. Optimum koflullarda elde
edilen enzim aktivitesi de¤eri 252.78 ± 23.08 U/ml’dir.
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DETERMINATION OF THE BIOPROCESS PARAMETERS
EFFECTING XYLANASE PRODUCTION BY

AUREOBASIDIUM PULLULANS

Abstract

Xylanases are one of the leading enzymes within the enzymes used in food and feed industries.  In this
work, different Aureobasidium pullulans strains have been screened for their ability to produce xylanase
and A. pullulans Y-2311-1 was found to be the best strain for xylanase production within the strains
tested. Effects of different cultivation parameters on xylanse production by this strain have further been
evaluated. Maximum enzyme production was obtained at the fourth day of the bioprocess. The optimum
levels of incubation temperature, initial medium pH and agitation speed were found as 28°C, pH 3.0
and 200 rpm, respectively. Yeast extract was determined as the most appropriate nitrogen source for
xylanase production. Under optimized conditions the enzyme activity reached to 252.78 ± 23.08 U/ml.
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GİRİŞ
Ksilan bitki hücre duvar›n›n yap›s›nda bulunan
ve bir heteropolisakkarit olan hemselülozun temel
bileflenidir.  Ksilan  temel  zinciri  birbirlerine
β-1,4-glikosidik ba¤lar›yla ba¤l› befl karbonlu bir
fleker olan D-ksiloz ünitelerinden oluflmaktad›r.
Söz  konusu  yap›da  temel  zincire  ba¤l›  çok
say›da yan zincir bulunmaktad›r. Yan zincirde
L-arabinofuranoz, D-glukuronik asit, 4-O-metil-
D-glukuronik asit uniteleri ve asetil gruplar› yer
alabilmektedir (1). Çok karmafl›k bir yap›ya sahip
olmas› nedeniyle ksilan›n tam olarak hidrolizi çok
say›da enzimin birlikte çal›flmas›n› gerektirmektedir.
Bu enzimlerden endo-β-1,4-ksilanaz (EC.3.2.1.8),
ksilan temel zincirini rastgele olarak parçalayarak
ksilooligosakkarit olufltururken β-ksilosidaz
(EC.3.2.1.37)  ise  ksilooligosakkaritlerin  ve
ksilobiyozun indirgen olmayan uçlar›na etki
ederek  ksiloz  oluflturur.  Bu  temel  iki  enzim
d›fl›nda, α-L-arabinofuranosidaz (EC.3.2.1.55),
α-glukoronidaz (EC.3.2.1.139), asetil ksilan esteraz
(EC.3.1.1.72), ferulik asit esteraz (EC.3.1.1.73) ve
p-kumarik asit esteraz (EC.3.1.1.-) ise temel zincire
ba¤l› yan gruplar›n hidrolizinde etkilidir (2). Bu
enzimler  içinde  endo-β-1,4-ksilanazlar  temel
zincire etki eden en önemli enzimlerdir. Genel
olarak ksilanaz enzimi ifadesi kullan›ld›¤›nda
endo-β-1,4-ksilanazlardan söz edilmektedir.

Ksilanaz  enziminin  üretimi,  saflaflt›r›lmas›  ve
uygulamalar›  konusunda  çok  fazla  çal›flma
gerçeklefltirilmifltir  (3).  Bunun  temel  nedeni
ksilanazlar›n çok yayg›n kullan›m alanlar›na sahip
olmas›d›r.  Baflta kâ¤›t endüstrisi olmak üzere,
g›da, yem, tekstil ve ilaç gibi pek çok sektörde
kullan›lmaktad›rlar   (4).   Ksilanazlar,   g›da
endüstrisinde en yayg›n olarak f›r›n ürünleri
formülasyonunda kullan›lmaktad›rlar. Ksilanazlar›n
özellikle ekmek formülasyonunda kullan›lmas›yla
niflasta  d›fl›nda  kalan  di¤er  polisakkaritlerin
(arabinoksilan) hidrolizine ba¤l› olarak hamurun
reolojik özelliklerinde ve ekmek içi yap›s›nda
iyileflme gözlenirken ekme¤in spesifik hacminde
art›fl sa¤lanabilmektedir. Meyve suyu sektöründe
de ksilanazlar pektinazlarla birlikte berraklaflt›rma
amaçl› kullan›lmaktad›rlar. Meyve suyundaki
çözünmeyen polisakkaritlerin hidrolizi ile indirgen
fleker miktar›nda art›fl sa¤lamaktad›rlar. Böylelikle
meyve suyunun filtrasyonu ifllemi kolaylaflmakta
ve verimde art›fl elde edilmektedir (3). Ksilanazlar,
bira üretiminde arpan›n yap›s›nda bulunan uzun

zincirli   arabinoksilanlar›n   parçalanmas›na
olanak  sa¤layarak  arpan›n  hidrolize  olmas›n›
kolaylaflt›rmaktad›rlar. Böylelikle vizkoziteyi
düflürerek bulan›kl›¤›n azalt›lmas›na da katk›da
bulunmaktad›rlar (4). Ksilanazlar›n büyük ölçüde
kullan›ld›¤› di¤er bir alan da yem sektörüdür.
Ksilanaz preparatlar› kanatl› yem katk›s› olarak
kullan›lmaktad›r. Etlik piliç üretiminde kullan›lan tah›l
bazl› yemlerin yap›s›nda bulunan arabinoksilan
antibesinsel faktör olarak kabul edilmektedir.
Çünkü arabinoksilan›n su tutma kapasitesi yüksek
olup ba¤›rsak viskozitesini artt›rabilmektedir. Bu
durumda çeflitli besinsel maddelerin emilimi
azalmakta ve verilen besine oranla gerçekleflen
a¤›rl›k art›fl› daha az olmaktad›r. Ksilanazlar›n
yem formülasyonuna eklenmesiyle birlikte su
tutma  kapasitesi  yüksek  olan  polisakkaritler
hidrolize edilerek bu sorunlar›n büyük ölçüde
ortadan kald›r›lmas› mümkün olabilmektedir (3, 4).
Di¤er taraftan ksilanazlar; ksiloz, ksilo-oligomerler
ve yapay bir tatland›r›c› olan ksilitol üretiminde de
kullan›lmaktad›r. Ksilooligosakkaritler prebiyotik
özellik göstermekte olup g›da, yem ve ilaç gibi
endüstrilerde kullan›m alan› bulamaktad›rlar (5).  

Ticari   olarak   ksilanaz   üretimi   mikrobiyal
biyoprosesler yoluyla gerçeklefltirilmektedir.
Endüstriyel ksilanaz üretimi ço¤unlukla Aspergillus
sp. ve Trichoderma sp. sufllar›na ait küfler ile
gerçeklefltirilmifltir.  Ticari  bakteri  kaynakl›
ksilanazlar da mevcut olup ço¤unlukla Bacillus
sp. sufllar› taraf›ndan üretilmifllerdir (6). Genellikle
küf kaynakl› ksilanazlar asidik karakterde olup
g›da endüstrisi için daha uygundur. Bakteri kaynakl›
ksilanazlar ise alkali karakter sergilemektedirler
(7). Küfler yüksek enzim sentezleme kapasitesine
sahip olmalar›na ra¤men söz konusu mikroorganizma
grubu ile çal›fl›lmas› morfolojilerinin yaratt›¤›
problemler nedeniyle bakterilere k›yasla daha
zordur.  Bu  çal›flmada  polimorfik  bir  küf  olan
Aureobasidium pullulans ile ksilanaz üretimi
gerçeklefltirilmifltir. Söz konusu mikroorganizman›n
maya benzeri morfoloji sergilemesi büyük bir
avantajd›r. Çal›flma kapsam›nda farkl› A. pullulans
sufllar› ksilanaz üretimi aç›s›ndan karfl›laflt›r›lm›fl, en
yüksek düzeyde üretim sa¤layan sufl belirlenmifltir.
Sonras›nda bu sufl ile ksilanaz üretimi üzerine et-
kili olan parametrelerin optimum düzeyleri tespit
edilmifltir.  Optimum  koflullar  belirlendikten
sonra bu koflullarda gerçeklefltirilen üretime ait
biyoproses profili elde edilmifltir.
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MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

Mikrobiyal besin ortam› bileflenlerinden maya-azot
baz› (yeast-nitrogen base) Difco Firmas›'ndan
(BD Detroit, Amerika Birleflik Devletleri), ksilan
(kay›n a¤ac› ksilan›) BOC Science Firmas›'ndan
(Shirley,  Amerika  Birleflik  Devletleri)  temin
edilmifltir. Di¤er tüm kimyasal malzemeler analitik
safl›kta olup Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) ve
AppliChem (Darmstadt, Almanya) Firmalar›'ndan
temin edilmifltir. 

Mikroorganizmlar ve kültür koşulları

A.  pullulans DSM    2404    Alman    Kültür
Koleksiyonu'ndan (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), A.
pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans NRRL
Y12,974 Amerikan Zirai Araflt›rma Servisi'nden
(US Department of Agricultural Service) temin
edilmifltir.   A.   pullulans P56   ise   Prof.   Dr.
Triantafyllos Roukas (Aristotle Üniversitesi/Selanik-
Yunanistan) taraf›ndan sa¤lanm›flt›r.

A. pullulans DSM 2404 ve A. pullulans P56 PDA
(Potato  Dextrose  Agar)  ortam›  üzerinde, A.
pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans NRRL
Y12,974  ise  YM  (Yeast  Mold  Media)  ortam›
üzerinde 4°C 'de saklanm›flt›r. Kültürler 3 haftada
bir taze besi ortam›na ekim yap›larak 25°C' de 3
gün gelifltirilmifltir. YM ortam› bileflimi (g/L):  maya
ekstrakt› 3, malt ekstrakt› 3, pepton 5, glikoz 10
ve agar 20 fleklindedir. 

Ksilanaz üretimi açısından farklı A. pullulans
suşlarının değerlendirilmesi

Çal›flmada 4 farkl› A. pullulans suflu kisilanaz
üretimleri aç›s›ndan test edilmifltir. Söz konusu
sufllar hem ksiloz hem de kslian içeren sentetik
üretim  ortamlar›nda  pH 5.0'da  test  edilmifltir.
Çal›flmada kullan›lan besin ortamlar›n›n bileflimi
afla¤›da verilmifltir (8).

Afl› kültürü bileflimi (g/L): Ksiloz 10, maya-azot
baz› (yeast nitrogen base) 6.7, asparajin 2.0,
KH2PO4 5.0 (pH 5.0)

Üretim ortam› bileflimi (g/L): Ksiloz veya ksilan
(kay›n a¤ac› ksilan›) 10, maya ekstrakt› 1.0,
(NH4)2SO4 2.5, KH2PO4 5.0 (pH 5.0)

Ortamlar›n›n pH's› HCl ve NaOH kullan›larak
ayarlanm›flt›r.

Söz  konusu  mikroorganizmalar  her  üretim
öncesinde uygun besin ortam›nda  (PDA veya

YM) 25°C' de 3 gün süreyle gelifltirildikten sonra,
kültürlerden yukar›da bileflimi belirtilen 50 ml'lik
afl› ortam›na (250 ml'lik erlenlerde) 2 öze dolusu
ekim yap›lm›flt›r. Afl› kültürü 28°C' de, 150 rpm
çalkalama h›z›nda 24 h süreyle inkübe edilmifltir.
24 h sonras›nda afl› kültürü'nden üretim ortam›na
% 2 oran›nda ekim yap›lm›flt›r. Üretim ortamlar›
da 250 ml'lik erlenler içerinde 50 ml ortam olacak
flekilde haz›rlanm›flt›r. Enzim üretimi 28°C'de,
150  rpm  çalkalama  h›z›nda  7  gün  süreyle
gerçeklefltirilmifl ve üretim ortamlar›ndan her
gün  örnek  (600 µl)  al›nm›flt›r.  Fermantasyon
ortam›ndan al›nan örnekler, 21500g de¤erinde
4°C' de ve 15 dakika süreyle santrifüj ifllemine tabi
tutulmufl, üst faz al›narak enzim aktivitesi tayini
yap›lm›flt›r.

Ksilanaz  üretimine  etki  eden  biyoproses
parametrelerinin belirlenmesi

Biyoproses parametrelerinden; bafllang›ç ortam
pH’s›, ortam s›cakl›¤›,  kar›flt›rma h›z› ve farkl›
azot kaynaklar›n›n enzim üretimi üzerine etkileri
incelenmifltir. Üretim ortam› olarak ksilan içeren
besin ortam› kullan›lm›flt›r.

Farkl› azot kaynaklar›n›n ksilanaz üretimi üzerine
etkisinin belirlenmesi amac›yla gerçeklefltirilen
çal›flmalarda maya ekstrakt›, m›s›r ›slatma suyu,
pepton, tripton ve üre kullan›lm›flt›r. Gerçeklefltirilen
denemelerde maya ekstrakt›n›n yerine alternatif
olarak denenen azot kaynaklar› temel formülasyonda
bulunan 1 g/L maya ekstrakt› ile eflit azot temelinde
kullan›lm›flt›r. Bu amaçla azot oranlar› bilinen söz
konusu  maddelerin  1 g/L  maya  ekstrakt›n›n
içeri¤indeki azot miktar›na denk oranda azot içeren
miktarlar› ortam formülasyonunda kullan›lm›flt›r
(Çizelge 1).

Ksilanaz aktivitesi tayini

Ksilanaz  aktivitesi  dintirosalisilik  asit  (DNS)
metodu ile belirlenmifltir (9).  Substrat olarak
kay›n a¤ac›ndan (beechwood) elde edilen ksilan
kullan›larak  sitrat  tamponu  (50 mM, pH 5.2)
içerisinde % 0.5’ lik (w/v) çözeltisi haz›rlanm›flt›r.
900 µl substrat ve 100 µl enzim örne¤i bir test
tüpü içerisinde kar›flt›r›lm›fl ve su banyosunda
50°C’ de, 5 dakika inkübe edilmifltir. ‹nkübasyon
sonras›nda kar›fl›m üzerine 1.5 ml DNS çözeltisi
ilave edilerek kar›flt›r›l›p kaynamakta olan su
banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra 1 dakika
so¤uk suda bekletilerek h›zla so¤utulmufltur.
Sonras›nda örneklerin 540 nm’deki absorbans
de¤erleri   spektorofotometre   kullan›larak
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kaydedilmifltir. Söz konusu her bir örne¤e spesifik
bir de kör deneme yap›lm›flt›r. Kör deneme için
enzim örne¤i, DNS çözeltisinin ilavesinden sonra
eklenmifl olup bunun d›fl›nda örnek için uygulanan
prosedür ayn› flekilde izlenmifltir. Söz konusu enzim
örnekleri 540 nm'de yaklafl›k 0.6-0.7 aras›nda bir
absorbans verecek flekilde sitrat tamponu (50
mM, pH 5.2) kullan›larak seyreltilmifllerdir.

Standart  grafi¤in  haz›rlanmas›  için  2 mg/mL
konsantrasyonunda stok ksiloz çözeltisi sitrat
tamponu içerisinde (50 mM, pH 5.2) haz›rlanm›flt›r.
Söz konusu stok çözeltiden 0-75 µg ksiloz içeren
çözeltiler seyreltme yoluyla elde edilerek örnek
için yukar›da ifade edilen prosedür izlenmifl ve
elde edilen absorbans de¤erleri ile standart grafik
oluflturulmufltur. Standart grafik kullan›larak
enzim etkisi sonucu ortaya ç›kan indirgen fleker
miktar› serbest ksiloz cinsinden bulunmufltur.
Enzim aktivite birimi (U/ml); belirtilen koflullarda
(50°C ve pH 5.2) bir dakikada 1 µmol ksiloza
eflde¤er gelen indirgen flekerleri serbest hale
geçiren enzim miktar› olarak tan›mlanm›flt›r.
Örneklere ait enzim aktivitesi afla¤›da belirtilen
denklem ile hesaplanm›flt›r.

Aktivite (U/ml)=  (X/150.13)*(1/5)*(1/0.1)*SF
(Denklem 1)

X: µg ksiloz (Standartlar ile haz›rlanan grafikten
elde edilmifltir)

SF: Seyreltme faktörü

Protein tayini

Protein tayini Bradford metodu ile "Coomassie
Plus™ Protein Assay Kit" (Pierce, Fischer Scientific,
Schwerte, Almanya) kullan›larak gerçeklefltirilmifltir.
Standart olarak BSA (Bovine serum albumin)
kullan›lm›flt›r. 

Biyokütle tayini

Fermantasyon ortam›ndan al›nan örnekler,
21500g de¤erinde 4°C' de ve 15 dakika süreyle
santrifüj ifllemine tabi tutulmufl ve biyokütle
fermantasyon s›v›s›ndan ayr›larak 80°C'de sabit
tart›ma gelene kadar kurutulmufltur.  

BULGULAR VE TARTIŞMA

Farklı A. pullulans suşlarının ksilanaz üretimi
açısından taranması

Çal›flmada 4 farkl› A. pullulans suflu kisilanaz
üretimleri aç›s›ndan test edilmifltir. Söz konusu
sufllardan, A. pullulans DSM 2404 siyah pigment
üreten, A. pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans
NRRL Y12,974 ise renkli pigment üreten sufllard›r.
A. pullulans P56 ise ultraviyole (UV) mutasyon ile
elde edilmifl pigment üretimi zay›flat›lm›fl bir sufltur.
fiekil 1a ve fiekil 1b 'de görüldü¤ü gibi, tüm flufllar
için en yüksek enzim aktivitesi ksilan içeren üretim
ortamlar›nda  elde  edilmifltir.  ‹ncelenen  sufllar
içerisinde  en  yüksek  aktiviteyi  A. pullulans
NRRL Y-2311-1 sa¤lam›flt›r. A. pullulans P56 ile
gerçeklefltirilen üretimlerde ise ksilanaz aktivitesi
tespit edilmemifltir. Bu nedenle çal›flman›n bundan
sonraki  k›sm›nda  A. pullulans NRRL Y-2311-1
suflunun kullan›lmas›na karar verilmifltir.

A. pullulans NRRL Y-2311-1 için en yüksek aktivite
her iki substrat için de biyoprosesin dördüncü
gününde gözlenirken, A. pullulans NRRL
Y12,974 için ise biyoprosesin üçüncü gününden
itibaren enzim aktivite de¤erlerinde çok fazla bir
de¤iflikli¤in olmad›¤› görülmektedir. A. pullulans
DSM 2404 ksiloz kullan›ld›¤›nda en yüksek enzim
aktivitesi  de¤erine  biyoprosesin  dördüncü
gününde  ulafl›l›rken  ksilan  kullan›ld›¤›nda  ise
biyoprosesin ikinci gününde ulaflm›flt›r. Biyoproses

S. Yeğin 

Çizelge 1. Enzim üretiminde kullan›lan azot kaynaklar›
Table 1. The nitrogen source utilized in enzyme production

Azot kayna¤› Azot Ortama ilave edilen miktar
Nitrogen source Nitrogen (%) The amount added into the medium formulation (g/L)

Maya ekstrakt› 11.0 1.0
Yeast extract
M›s›r ›slatma suyu 6.44 1.71
Corn steep liquor
Pepton 9.0 1.22
Peptone
Tripton 13.0 0.85
Tryptone
Üre 46.67 0.24
Urea



süresi artt›kça enzim sentezinde gözlenen düflüflün,
ortamda bulunan ve mikrobiyel fizyoloji üzerinde
etkisi bulunan makro ve mikro besin elementlerinin
azalmas›na ba¤l› olabilece¤i belirtilmifltir. Söz konusu
besin elementlerinin miktarlar›ndaki azalman›n,
enzimin   sentezlenme   metabolizmas›nda
inaktivasyona sebep olmas› mümkündür  (10).

Leathers (11) taraf›ndan yap›lan bir sufl tarama
çal›flmas›nda da taranan sufllar içerisinde en
yüksek ksilanaz aktivitesini A. pullulans NRRL
Y-2311-1 suflunun gösterdi¤i belirtilmifltir. Mevcut
çal›flmada bu çal›flmadan farkl› olan A. pullulans
sufllar› da incelenmifltir ancak taranan flufllar içinde
en  yüksek  aktiviteyi  yine  A. pullulans NRRL
Y-2311-1 sa¤lam›flt›r. Baflka bir çal›flmada farkl›
karbon kaynaklar›n›n siyah pigment üreten A.
pullulans ATCC 20524 ile ksilanaz üretimi üzerine
etkisi araflt›r›lm›flt›r. Söz konusu çal›flmada karbon
kayna¤› olarak ksiloz kullan›ld›¤›nda ksilanaz
üretimi gerçekleflmezken ksilan kullan›ld›¤›nda
biyoprosesin beflinci gününde maksimum ksilanaz
aktivitesi elde edilmifltir (12).

Başlangıç ortam pHsının ksilanaz üretimi
üzerine etkisi

Ksilanaz  üretimini  önemli  ölçüde  etkileyen
biyoproses parametrelerinden biri ortam pH's›d›r.
Bafllang›ç ortam pH’s›n›n enzim üretimi üzerine
etkisinin belirlenmesi amac›yla gerçeklefltirilen
çal›flmalarda en yüksek enzim aktivitesi ortam
pHs› 3.0 (219.01 ± 7.91 U/ml) oldu¤unda gözlenmifltir
(fiekil 2a). pH de¤eri artt›kça enzim aktivitesinde
düflüfl gözlenmifltir.

Pek çok küf ve bakteri ile ksilanaz üretiminin
gerçeklefltirildi¤i önceki çal›flmalar incelendi¤inde
ksilanaz üretiminin ortam pH's›na ba¤l› olarak
önemli de¤ifliklikler gösterdi¤i görülebilmektedir
(13). Penicillium sclerotiorum ile saf yulaf ksilan›
kullan›larak gerçeklefltirilen bir çal›flmada en
yüksek ksilanaz aktivitesi bafllang›ç ortam pH's›
6.5 oldu¤unda elde edilmifltir (14). Aspergillus
foetidus ile saf hufl a¤ac› ksilan› kullan›larak
gerçeklefltirilen çal›flmada ise pH 5.0 ile biyoprosese
baflland›¤›nda ksilanaz üretiminde önemli ölçüde
art›fl oldu¤u ifade edilmifltir (15). Bacillus altitudinis
DHN8 ile gerçeklefltirilen baflka bir çal›flmada
bafllang›ç ortam pH's› 7.0 oldu¤unda en yüksek
ksilanaz aktivitesi elde edilmifltir (16). Sonuç olarak;
ksilanaz üretimi için optimum pH de¤eri kullan›lan
mikroorganizmaya ve kullan›lan üretim ortam›
kompozisyonuna   ba¤l›   olarak   de¤ifliklik
göstermektedir.  Üzerinde  önemle  durulmas›
gereken bir di¤er konu da ortam pH's›n›n çal›fl›lan
mikroorganizman›n lignoselülozik yap›da bulunan
ksilan›n eriflebilirli¤ini ve kullan›labilirli¤ini
önemli ölçüde etkiledi¤idir. Bu durum özellikle
üretim  ortam›  formülasyonlar›nda  kompleks
lignosellülozik substratlar kulland›¤›nda geçerlidir.

Karıştırma hızının ksilanaz üretimi üzerine
etkisi

Kar›flt›rma h›z›n›n enzim üretimi üzerine etkisinin
belirlenmesi için farkl› kar›flt›rma h›zlar› kullan›larak
gerçeklefltirilen çal›flmalarda, en yüksek enzim
aktivitesi de¤eri çalkalama h›z› 200 rpm oldu¤unda
gözlenmifltir (233.40 ± 19.22 U/ml). 200 rpm' in
üzerindeki  çalkalama  h›z›  de¤erlerinde  enzim
aktivitesi de¤erinde düflüfl gözlenmifltir (fiekil
2b). Farkl› mikroorganizmalarla gerçeklefltirilen
pek çok çal›flmada maksimum ksilanaz aktivitesi
kar›flt›rma h›z›n›n 200 ila 250 rpm aras›nda oldu¤u
de¤erlerde elde edilmifltir (13, 16,17).  
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fiekil 1. Farkl› A. pullulans sufllar› ile gerçeklefltirilen ksilanaz
üretimlerinin kineti¤i: a) Substrat: ksiloz, 28 °C, 150 rpm ve
pH 5.0;  b) Substrat: ksilan, 28 °C, 150 rpm ve pH 5.0
Figure 1. Kinetics of xylanase production with different A.
pullulans strains a) Substrate: xylose, 28 °C, 150 rpm and
pH 5.0; b) Substrate: xylan, 28 °C, 150 rpm and pH 5.0

a)

b)



72

S. Yeğin 

Ortam sıcaklığının ksilanaz üretimi üzerine
etkisi

Ortam  s›cakl›¤›  çal›fl›lan  mikroorganizman›n
büyüme ve geliflimi için önemli oldu¤u kadar
metabolit üretimi için de kritik bir parametredir.
Bu  do¤rultuda,  maksimum  düzeyde  enzim
üretiminin   gerçekleflti¤i   ortam   s›cakl›¤›n›n
belirlenmesi için 24°C, 26°C, 28°C ve 30°C olmak
üzere dört farkl› s›cakl›k de¤erinde üretimler
gerçeklefltirilmifltir. fiekil 2c'de görüldü¤ü gibi
24°C ve 26°C' de benzer aktivite de¤erleri elde
edilirken, maksimum aktivite 28°C' de (233.4 0 ±
19.22 U/ml)  elde edilmifltir. 30°C'de ise enzim
aktivitesinde (203.42 ± 8.48 U/ml)  k›smi bir düflüfl
söz konusu olmufltur. Enzim üretimi s›ras›nda yüksek
biyoproses s›cakl›klar›yla indüklenen fizyolojik
de¤ifliklikler tam olarak anlafl›lmamas›na ra¤men
yüksek s›cakl›k de¤erlerinde mikroorganizmalar›n
daha az say›da, büyüme-geliflme ve di¤er fizyolojik

prosesler için gerekli olan proteinleri öncelikli
olarak sentezledikleri belirtilmifltir (18). Yüksek
s›cakl›klarda,  mikroorganizmalar›n  fizyolojik
prosesler  için  ihtiyaç  duyduklar›  proteinlerin
sentezlenmesine öncelik vermeleri nedeniyle
s›cakl›k  artt›kça  ksilanaz  üretiminde  düflüfl
meydana gelmesi mümkündür.

Farklı azot kaynaklarının ksilanaz üretimi
üzerine etkisi

Genel  olarak  h›zl›  metabolize  edilebilir  azot
kaynaklar› enzim üretimini bask›lamaktad›r. Di¤er
taraftan çok kompleks azot kaynaklar›n›n ortam
formülasyonunda kullan›m› da yap›lar›nda bulunan
safs›zl›klar nedeniyle enzim üretiminde azalmaya
ve/veya enzim inhibisyonuna sebep olabilmektedir
(19). Çal›flmada farkl› azot kaynaklar›n›n ksilanaz
üretimi üzerine etkisinin belirlenmesi amac›yla
maya ekstrakt›, m›s›r ›slatma suyu, pepton, tripton
ve üre kullan›lm›flt›r. fiekil 2d'de görüldü¤ü gibi

fiekil 2. a) Bafllang›ç ortam pH's›n›n enzim üretimi üzerine etkisi (28°C, 150 rpm, 96 h); b) Kar›flt›rma h›z›n›n enzim üretimi
üzerine  etkisi  (28°C, pH 3.0, 96 h);  c) S›cakl›¤›n enzim üretimi üzerine etkisi (200 rpm, pH 3.0, 96 h); d) Farkl› azot
kaynaklar›n›n enzim üretimi üzerine etkisi (pH 3.0, 28°C, 200 rpm, 96 h, 1: Maya ekstrakt›, 2: M›s›r ›slatma suyu, 3: Pepton,
4: Tripton, 5: Üre)
Figure 2. a) Effect of initial medium pH on enzyme production (28°C, 150 rpm, 96 h); b) Effect of agitation speed on enzyme
production (28°C, pH 3.0, 96 h); c) Effect of temperature on enzyme production (200 rpm, pH 3.0, 96 h); d) Effect of different
nitrogen source on enzyme production (pH 3.0, 28°C, 200 rpm, 96 h, 1: Yeast extract, 2: Corn steep liquor, 3: Peptone, 4:
Tryptone, 5: Urea)
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en yüksek düzeyde enzim aktivitesi (233.40 ±
19.22 U/ml) azot kayna¤› olarak maya ekstrakt›
kullan›ld›¤›nda elde edilmifltir. Pepton, tripton ve
üre gibi k›smen daha kolay hidrolize olabilen azot
kaynaklar› kullan›ld›¤›nda enzim aktivitesinde
düflüfl gözlenmifltir. Çal›flma sonuçlar›na paralel
olarak ksilanaz üretimi üzerine etkisi incelenen
azot  kaynaklar›  aras›nda  en  yüksek  ksilanaz
aktivitesinin maya ekstrakt› kullan›ld›¤›nda elde
edildi¤ini gösteren çok say›da çal›flma bulunmaktad›r.
Thermomyces lanuginosus SDYKY-1 (20), mutant
Thermomyces  lanuginosus MC  134  (21)  ve
Schizophyllum commune (22) sufllar›n›n kullan›ld›¤›
çal›flmalar bu duruma örnek olarak verilebilir.

Optimum    koşullarda    gerçekleştirilen
biyoprosesin profili

Ksilanaz   üretimine   etki   eden   biyoproses
parametrelerinin  belirlenmesinin  sonras›nda
optimum koflullarda (bafllang›ç ortam pH's›: 3.0;
kar›flt›rma h›z›: 200 rpm; s›cakl›k: 28°C; azot kayna¤›:
maya ekstrakt›) gerçeklefltirilen enzim üretiminin
kineti¤i belirlenmifltir. 24 saat aral›klarla al›nan
örneklerde ksilanaz aktivitesi ve toplam protein
analizleri yap›lm›fl ve biyokütle miktar› belirlenmifltir.
Çizelge 2'de görüldü¤ü üzere, maksimum ksilanaz
aktivitesi (252.78 ± 23.08 U/ml) ve spesifik aktivite
(7122.57 U/mg) biyoprosesin dördüncü gününde
elde edilmifltir. Toplam protein miktar› 25.03 ±
1.31 µg/ml ila 36.95 ± 0.84 µg/ml aras›nda de¤iflmifltir.
Biyoproses  süresi  boyunca  spesifik  aktivite
de¤erlerinin izledi¤i e¤ilim, ksilanaz aktivitesi
de¤erinin  izledi¤i  e¤ilim  ile  yaklafl›k  olarak
paralellik göstermektedir. Di¤er taraftan biyokütle
miktar›n›n ilk günden sonra enzim üretiminin
maksimum oldu¤u dördüncü güne kadar azalma
gösterdi¤i sonras›nda da sabit kald›¤› görülmektedir.
Fungal ksilanaz üretiminin logaritmik büyüme
evresinin sonunda bafllad›¤› ve dura¤an faz evresi
ve sonras›nda maksimuma ulaflt›¤› belirtilmifltir

(23). Benzer durumun baz› bakteriyel ksilanazlar
için de geçerli oldu¤u çal›flmalar mevcuttur. Ho
(24) taraf›ndan Bacillus subtilis ile farkl› üretim
ortam› formülasyonlar›nda ksilanaz üretiminin
gerçeklefltirildi¤i bir çal›flmada enzim üretiminin
dura¤an faz›n sonunda bafllad›¤› gösterilmifltir.
Leathers (11) taraf›ndan A. pullulans Y-2311-1 ile
ksilanaz üretiminin gerçeklefltirildi¤i bir çal›flmada
da üretimin ilk 30 saati sonras›nda biyokütle
düzeyinin  azald›¤›  sonras›nda  sabit  kald›¤›
gösterilmifltir. Ayn› çal›flmada maksimum ksilanaz
üretimi biyoprosesin 70. saatinde elde edilmifltir.
A. pullulans sufllar› ile pullulan üretimi ile ilgili
olarak mikroorganizman›n azot limitasyonuna
maruz kalmas› durumunda karbon kayna¤›n›n
biyokütle üretimi yerine metabolit üretiminde
kulland›¤›  belirtilmifltir  (25).  Benzer  flekilde
A. pullulans sufllar› ile ksilanaz üretimi s›ras›nda
biyoprosesin  bafllang›c›nda  (ilk 24 saat)  azot
kayna¤›n›n h›zl› bir flekilde biyokütle oluflumunda
kullan›lmas›  ve  azot  kayna¤›n›n  azalmas›n›n
ard›ndan karbon kayna¤›n›n ksilanaz üretiminde
kullan›lmas› olas›d›r. Bacillus circulans (26) ve
Rhizopus  oryzae (27)  ile  ksilanaz  üretiminin
gerçeklefltirildi¤i çal›flmalarda da biyoprosesin
ilerleyen sürelerinde ksilanaz üretiminde art›fl
gözlenirken biyokütle miktar›nda azalma tespit
edilmifltir. Di¤er taraftan ortam pH's› da enzim ve
biyokütle üretimi aç›s›ndan kritik bir faktördür.
Mikrobiyal büyümenin limitasyona u¤rad›¤› pH
de¤erlerinde ksilanaz üretiminin art›fl gösterdi¤i
belirtilmifltir (23). Biyoproses profili incelendi¤inde
pH de¤erinin ilk 24 h sonunda bafllang›ç pHs›n›n
(pH 3.0)  alt›na  düfltü¤ü  ve  sonras›nda  çok  az
art›fllarla   pH  2.60   de¤erinde   biyoprosesin
tamamland›¤› görülmektedir. Aspergillus fumigatus
ile   ksilanaz   üretimin   gerçeklefltirildi¤i   bir
çal›flmada pH de¤erinin biyoprosesin ilerleyen
aflamalar›nda 3.0'›n alt›na düflmesi ile ksilanaz
üretiminde art›fl gözlendi¤i ifade edilmifltir (28).

Çizelge 2. Optimum koflularda elde edilen biyoproses profili
Table 2. Bioprocess profile at optimum conditions

Süre (gün) Ksilanaz aktivitesi Protein Spesifik aktivite Biyokütle Ortam pH’s›
Time (day) Xylanase activity (µg/mL) Specific activity Biomass Medium pH

(U/mL) (U/mg) (g/L)

1 123.22 ± 11.77 25.03 ± 1.31 4922.89 5.46 ± 0.06 2.42 ± 0.01
2 198.08 ± 12.36 32.02 ± 0.98 6186.13 4.65 ± 0.30 2.46 ± 0.01
3 233.29 ± 14.84 33.21 ± 2.95 7024.69 3.95 ± 0.07 2.46 ± 0.01
4 252.78 ± 23.08 35.50 ± 3.09 7122.57 3.55 ± 0.13 2.53 ± 0.01
5 243.79 ± 7.54 35.46 ± 2.01 6875.07 3.53 ± 0.21 2.56 ± 0.03
6 178.35 ± 14.13 33.01 ± 1.92 5402.91 3.50 ± 0.25 2.60 ± 0.01
7 163.86 ± 10.59 36.95 ± 0.84 4434.64 3.48 ± 0.17 2.60 ± 0.01
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SONUÇ VE ÖNERİLER

Bu çal›flmada, ksilanaz üretimleri aç›s›ndan taranan
farkl› A. pullulans sufllar› aras›nda en yüksek
enzim üretimi A. pullulans Y-2311-1 suflu ile elde
edilmifltir. Söz konusu sufl ile ksilanaz üretimini
etkileyen parametrelerin optimum düzeyleri tespit
edilmifltir. Optimum koflullarda elde edilen enzim
aktivitesi  de¤eri  252.78 ± 23.08  U/ml  olarak
belirlenmifltir. Bu çal›flma sonucunda elde edilen
enzim üretimi de¤eri genel olarak yüksektir.
Ancak  üretim  ortam›  formulasyonunda  saf
ksilan kullan›lmas› üretim maliyetlerini önemli
ölçüde artt›rmaktad›r. Bu çal›flma, söz konusu
mikroorganizma ile ksilanaz üretimi için belirlenen
optimum  koflullarda  ucuz  ve  bol  bulunan
lignoselülozik  at›klar›n  taranmas›  ve  düflük
maliyetli   farkl›   ortam   formülasyonlar›n›n
oluflturulmas› için bir temel oluflturmaktad›r.
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