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Ozet

Ksilanazlar, gida ve yem sektorlerinde cok yaygin olarak kullanilan enzimler arasindadir. Bu ¢alismada,
farkli Aureobasidium pullulans suslari ksilanaz Giretimleri acisindan taranmis ve ilgili suslar arasinda en
ylksek enzim tretimi A. pullulans Y-2311-1 susu ile elde edilmistir. Soz konusu sus ile ksilanaz tretimi
tzerine etkisi olan parametreler ve bu parametrelerin optimum degerleri belirlenmistir. Maksimum
enzim Uretimi biyoprosesin dordinct giniinde elde edilmistir. Enzim tretimi icin optimum sicaklik,
baslangic ortam pHst ve karistirma hizi sirastyla 28°C; pH 3.0 ve 200 rpm olarak belirlenmistir. Enzim
uretimi icin en uygun azot kaynag: olarak maya ekstrakti tespit edilmistir. Optimum kosullarda elde
edilen enzim aktivitesi degeri 252.78 + 23.08 U/ml’dir.

Anahtar kelimeler: Ksilanaz, Aureobasidium pullulans, biyoproses

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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GIRIS

Ksilan bitki hiicre duvarinin yapisinda bulunan
ve bir heteropolisakkarit olan hemseliilozun temel
bilesenidir. Ksilan temel zinciri birbirlerine
B-1,4-glikosidik baglariyla bagli bes karbonlu bir
seker olan D-ksiloz tnitelerinden olusmaktadir.
S6z konusu yapida temel zincire bagli cok
sayida yan zincir bulunmaktadir. Yan zincirde
L-arabinofuranoz, D-glukuronik asit, 4-O-metil-
D-glukuronik asit uniteleri ve asetil gruplart yer
alabilmektedir (1). Cok karmasik bir yaprya sahip
olmast nedeniyle ksilanin tam olarak hidrolizi ¢cok
sayida enzimin birlikte calismasini gerektirmektedir.
Bu enzimlerden endo-B-1,4-ksilanaz (EC.3.2.1.8),
ksilan temel zincirini rastgele olarak parcalayarak
ksilooligosakkarit olustururken B-ksilosidaz
(EC.3.2.1.37) ise ksilooligosakkaritlerin ve
ksilobiyozun indirgen olmayan uclarina etki
ederek ksiloz olusturur. Bu temel iki enzim
disinda, a-L-arabinofuranosidaz (EC.3.2.1.55),
o-glukoronidaz (EC.3.2.1.139), asetil ksilan esteraz
(EC.3.1.1.72), ferulik asit esteraz (EC.3.1.1.73) ve
pkumarik asit esteraz (EC.3.1.1.-) ise temel zincire
bagli yan gruplarin hidrolizinde etkilidir (2). Bu
enzimler icinde endo-B-1,4-ksilanazlar temel
zincire etki eden en 6nemli enzimlerdir. Genel
olarak ksilanaz enzimi ifadesi kullanildiginda
endo-B-1,4-ksilanazlardan s6z edilmektedir.

Ksilanaz enziminin Uretimi, saflastirilmasi ve
uygulamalart konusunda c¢ok fazla calisma
gerceklestirilmistir (3). Bunun temel nedeni
ksilanazlarin ¢cok yaygin kullanim alanlarina sahip
olmasidir. Basta kagit endistrisi olmak tzere,
gida, yem, tekstil ve ila¢ gibi pek cok sektorde
kullanilmaktadirlar  (4). Ksilanazlar, gida
endistrisinde en yaygin olarak firin trtnleri
formtlasyonunda kullanilmaktadirlar. Ksilanazlarin
ozellikle ekmek formiilasyonunda kullanilmastyla
nisasta disinda kalan diger polisakkaritlerin
(arabinoksilan) hidrolizine bagl olarak hamurun
reolojik ozelliklerinde ve ekmek ici yapisinda
iyilesme gozlenirken ekmegin spesifik hacminde
artis saglanabilmektedir. Meyve suyu sektoriinde
de ksilanazlar pektinazlarla birlikte berraklastirma
amacli kullanilmaktadirlar. Meyve suyundaki
cozlinmeyen polisakkaritlerin hidrolizi ile indirgen
seker miktarinda artis saglamaktadirlar. Boylelikle
meyve suyunun filtrasyonu islemi kolaylasmakta
ve verimde artis elde edilmektedir (3). Ksilanazlar,
bira Gretiminde arpanin yapisinda bulunan uzun

zincirli  arabinoksilanlarin  parcalanmasina
olanak saglayarak arpanin hidrolize olmasin
kolaylastirmaktadirlar. Boylelikle vizkoziteyi
dustirerek bulanikligin azaltilmasina da katkida
bulunmaktadirlar (4). Ksilanazlarin biytk olctide
kullanildig: diger bir alan da yem sektoridur.
Ksilanaz preparatlart kanatli yem katkist olarak
kullanilmaktadr. Etlik pili¢ Gretiminde kullanilan tahil
bazli yemlerin yapisinda bulunan arabinoksilan
antibesinsel faktor olarak kabul edilmektedir.
Cunktl arabinoksilanin su tutma kapasitesi yiiksek
olup bagirsak viskozitesini arttirabilmektedir. Bu
durumda cesitli besinsel maddelerin emilimi
azalmakta ve verilen besine oranla gerceklesen
agirlik artist daha az olmaktadir. Ksilanazlarin
yem formilasyonuna eklenmesiyle birlikte su
tutma kapasitesi yiiksek olan polisakkaritler
hidrolize edilerek bu sorunlarin biytik olctide
ortadan kaldirilmas: miimkiin olabilmektedir (3, 4).
Diger taraftan ksilanazlar; ksiloz, ksilo-oligomerler
ve yapay bir tatlandirict olan ksilitol tiretiminde de
kullanilmaktadir. Ksilooligosakkaritler prebiyotik
ozellik gostermekte olup gida, yem ve ilag gibi
endustrilerde kullanim alant bulamaktadirlar (5).

Ticari olarak ksilanaz tretimi mikrobiyal
biyoprosesler yoluyla gerceklestirilmektedir.
Endustriyel ksilanaz tiretimi cogunlukla Aspergillus
sp. ve Trichoderma sp. suslarina ait kufler ile
gerceklestirilmistir. Ticari bakteri kaynakli
ksilanazlar da mevcut olup cogunlukla Bacillus
sp. suslari tarafindan tretilmislerdir (6). Genellikle
kif kaynakli ksilanazlar asidik karakterde olup
gida enduistrisi icin daha uygundur. Bakteri kaynakli
ksilanazlar ise alkali karakter sergilemektedirler
(7). Kufler yiiksek enzim sentezleme kapasitesine
sahip olmalarina ragmen soz konusu mikroorganizma
grubu ile calisiilmas: morfolojilerinin yarattig:
problemler nedeniyle bakterilere kryasla daha
zordur. Bu calismada polimorfik bir kaf olan
Aureobasidium pullulans ile ksilanaz tretimi
gerceklestirilmistir. SOz konusu mikroorganizmanin
maya benzeri morfoloji sergilemesi buiytk bir
avantajdir. Calisma kapsaminda farkli A. pullulans
suslari ksilanaz tretimi acisindan karsilastirilmis, en
ylksek diizeyde tretim saglayan sus belirlenmistir.
Sonrasinda bu sus ile ksilanaz tretimi tizerine et-
kili olan parametrelerin optimum diizeyleri tespit
edilmistir. Optimum kosullar belirlendikten
sonra bu kosullarda gerceklestirilen tretime ait
biyoproses profili elde edilmistir.



MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Mikrobiyal besin ortamt bilesenlerinden maya-azot
bazi (yeast-nitrogen base) Difco Firmasi'ndan
(BD Detroit, Amerika Birlesik Devletleri), ksilan
(kayin agaci ksilani) BOC Science Firmasi'ndan
(Shirley, Amerika Birlesik Devletleri) temin
edilmistir. Diger tim kimyasal malzemeler analitik
saflikta olup Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) ve
AppliChem (Darmstadt, Almanya) Firmalari'ndan
temin edilmistir.

Mikroorganizmlar ve kiiltiir kosullar1

A. pullulans DSM 2404 Alman  Kultir
Koleksiyonu'ndan (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), A.
pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans NRRL
Y12,974 Amerikan Zirai Arastirma Servisi'nden
(US Department of Agricultural Service) temin
edilmistir. A. pullulans P56 ise Prof. Dr.
Triantafyllos Roukas (Aristotle Universitesi/Selanik-
Yunanistan) tarafindan saglanmustir.

A. pullulans DSM 2404 ve A. pullulans P56 PDA
(Potato Dextrose Agar) ortami Uzerinde, A.
pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans NRRL
Y12,974 ise YM (Yeast Mold Media) ortami
tzerinde 4°C 'de saklanmustir. Kiltiirler 3 haftada
bir taze besi ortamina ekim yapilarak 25°C' de 3
gln gelistirilmistir. YM ortamut bilesimi (g/L): maya
ekstrakti 3, malt ekstrakt 3, pepton 5, glikoz 10
ve agar 20 seklindedir.

Ksilanaz uiretimi acisindan farkli A. pullulans
suslarinin degerlendirilmesi

Calismada 4 farkli A. pullulans susu kisilanaz
uretimleri acisindan test edilmistir. S6z konusu
suslar hem ksiloz hem de kslian iceren sentetik
uretim ortamlarinda pH 5.0'da test edilmistir.
Calismada kullanilan besin ortamlarinin bilesimi
asagida verilmistir (8).

Ast kultturt bilesimi (g/L): Ksiloz 10, maya-azot
bazi (yeast nitrogen base) 6.7, asparajin 2.0,
KH,PO, 5.0 (pH 5.0)

Uretim ortami bilesimi (g/L): Ksiloz veya ksilan
(kayin agaci ksilant) 10, maya ekstrakt: 1.0,
(NH),SO, 2.5, KH,PO, 5.0 (pH 5.0)
Ortamlarinin pH'st HCl ve NaOH kullanilarak
ayarlanmistir.

S6z konusu mikroorganizmalar her Uretim
oncesinde uygun besin ortaminda (PDA veya

YM) 25°C' de 3 guin suireyle gelistirildikten sonra,
kulttrlerden yukarida bilesimi belirtilen 50 ml'lik
ast ortamina (250 ml'lik erlenlerde) 2 6ze dolusu
ekim yapidmustir. Ast kilttird 28°C' de, 150 rpm
calkalama hizinda 24 h stireyle inkiibe edilmistir.
24 h sonrasinda asi kiilttirii'nden Uretim ortamina
% 2 oraninda ekim yapimustir. Uretim ortamlart
da 250 ml'lik erlenler icerinde 50 ml ortam olacak
sekilde hazirlanmistir. Enzim tretimi 28°C'de,
150 rpm c¢alkalama hizinda 7 gin streyle
gerceklestirilmis ve tretim ortamlarindan her
giin ornek (600 pl) alinmustir. Fermantasyon
ortamindan alinan 6rnekler, 21500g degerinde
4°C' de ve 15 dakika streyle santriflj islemine tabi
tutulmus, st faz alinarak enzim aktivitesi tayini
yapilmustir.

Ksilanaz turetimine etki eden biyoproses
parametrelerinin belirlenmesi

Biyoproses parametrelerinden; baslangic ortam
pH’s1, ortam sicakligi, karistirma hizt ve farklh
azot kaynaklarinin enzim Uretimi tizerine etkileri
incelenmistir. Uretim ortamu olarak ksilan iceren
besin ortami kullanilmustir.

Farkli azot kaynaklarinin ksilanaz tiretimi tizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
calismalarda maya ekstraktr, misir 1slatma suyu,
pepton, tripton ve Ure kullamlmustir. Gergeklestirilen
denemelerde maya ekstraktinin yerine alternatif
olarak denenen azot kaynaklar temel formtilasyonda
bulunan 1 g/L maya ekstrakti ile esit azot temelinde
kullanilmistir. Bu amacla azot oranlart bilinen soz
konusu maddelerin 1 g/l maya ekstraktinin
icerigindeki azot miktarma denk oranda azot iceren
miktarlart ortam formiilasyonunda kullanilmistir
(Cizelge D.

Ksilanaz aktivitesi tayini

Ksilanaz aktivitesi dintirosalisilik asit (DNS)
metodu ile belirlenmistir (9). Substrat olarak
kayin agacindan (beechwood) elde edilen ksilan
kullanilarak sitrat tamponu (50 mM, pH 5.2)
icerisinde % 0.5’ lik (w/v) ¢ozeltisi hazirlanmuistir.
900 pl substrat ve 100 pl enzim Ornegi bir test
tipl icerisinde karistirilmis ve su banyosunda
50°C’ de, 5 dakika inkibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda karisim tzerine 1.5 ml DNS c¢ozeltisi
ilave edilerek karistirilip kaynamakta olan su
banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra 1 dakika
soguk suda bekletilerek hizla sogutulmustur.
Sonrasinda Orneklerin 540 nm’deki absorbans
degerleri spektorofotometre kullanilarak
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Cizelge 1. Enzim Uretiminde kullanilan azot kaynaklari
Table 1. The nitrogen source utilized in enzyme production

Azot kaynagi Azot Ortama ilave edilen miktar
Nitrogen source Nitrogen (%) The amount added into the medium formulation (g/L)
Maya ekstrakti 11.0 1.0

Yeast extract

Misir 1slatma suyu 6.44 1.71

Corn steep liquor

Pepton 9.0 1.22

Peptone

Tripton 13.0 0.85

Tryptone

Ure 46.67 0.24

Urea

kaydedilmistir. S6z konusu her bir 6rnege spesifik
bir de kor deneme yapilmistir. Kor deneme icin
enzim Ornedi, DNS ¢ozeltisinin ilavesinden sonra
eklenmis olup bunun disinda 6rnek icin uygulanan
prosediir aynt sekilde izlenmistir. S6z konusu enzim
ornekleri 540 nm'de yaklasik 0.6-0.7 arasinda bir
absorbans verecek sekilde sitrat tamponu (50
mM, pH 5.2) kullanilarak seyreltilmislerdir.
Standart grafigin hazirlanmasi icin 2 mg/mL
konsantrasyonunda stok ksiloz ¢ozeltisi sitrat
tamponu igerisinde (50 mM, pH 5.2) hazirlanmustir.
Soz konusu stok ¢ozeltiden 0-75 pg ksiloz iceren
cozeltiler seyreltme yoluyla elde edilerek 6rnek
icin yukarida ifade edilen prosediir izlenmis ve
elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik
olusturulmustur. Standart grafik kullanilarak
enzim etkisi sonucu ortaya cikan indirgen seker
miktar1 serbest ksiloz cinsinden bulunmustur.
Enzim aktivite birimi (U/mbD); belirtilen kosullarda
(50°C ve pH 5.2) bir dakikada 1 pmol ksiloza
esdeger gelen indirgen sekerleri serbest hale
geciren enzim miktart olarak tanimlanmistir.
Orneklere ait enzim aktivitesi asagida belirtilen
denklem ile hesaplanmustir.

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

X: pg ksiloz (Standartlar ile hazirlanan grafikten
elde edilmistir)

SF: Seyreltme faktori

Protein tayini

Protein tayini Bradford metodu ile "Coomassie
Plus™ Protein Assay Kit" (Pierce, Fischer Scientific,
Schwerte, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Standart olarak BSA (Bovine serum albumin)
kullanilmistur.

Biyokiitle tayini

Fermantasyon ortamindan alinan 6rnekler,
21500g degerinde 4°C' de ve 15 dakika stireyle
santriftj islemine tabi tutulmus ve biyokiitle
fermantasyon sivisindan ayrilarak 80°C'de sabit
tartima gelene kadar kurutulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

Farkli A. pullulans suslarinin ksilanaz uiretimi
acisindan taranmasi

Calismada 4 farkli A. pullulans susu kisilanaz
tretimleri acisindan test edilmistir. S6z konusu
suslardan, A. pullulans DSM 2404 siyah pigment
ureten, A. pullulans NRRL Y-2311-1 ve A. pullulans
NRRL Y12,974 ise renkli pigment treten suslardir.
A. pullulans P56 ise ultraviyole (UV) mutasyon ile
elde edilmis pigment tiretimi zayiflatilmis bir sustur.
Sekil 1a ve Sekil 1b 'de goruldigt gibi, tim suslar
icin en yiiksek enzim aktivitesi ksilan iceren Giretim
ortamlarinda elde edilmistir. Incelenen suslar
icerisinde en vyuksek aktiviteyi A. pullulans
NRRL Y-2311-1 saglanustir. A. pullulans P56 ile
gerceklestirilen tretimlerde ise ksilanaz aktivitesi
tespit edilmemistir. Bu nedenle calismanin bundan
sonraki kisminda A. pullulans NRRL Y-2311-1
susunun kullanilmasina karar verilmistir.

A. pullulans NRRL Y-2311-1 icin en yiiksek aktivite
her iki substrat icin de biyoprosesin doérdincti
gliniinde gozlenirken, A. pullulans NRRL
Y12,974 icin ise biyoprosesin lglincli gintinden
itibaren enzim aktivite degerlerinde cok fazla bir
degisikligin olmadigt gorilmektedir. A. pullulans
DSM 2404 ksiloz kullanildiginda en ytiksek enzim
aktivitesi degerine biyoprosesin dordinct
guninde ulasilirken ksilan kullanildiginda ise
biyoprosesin ikinci gintinde ulasmistir. Biyoproses
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Sekil 1. Farkli A. pullulans suglar ile gerceklestirilen ksilanaz
Uretimlerinin kinetigi: 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 rom and
pH 5.0; b) Substrate: xylan, 28 °C, 150 rom and pH 5.0

stiresi arttikca enzim sentezinde gbzlenen diisiisiin,
ortamda bulunan ve mikrobiyel fizyoloji tizerinde
etkisi bulunan makro ve mikro besin elementlerinin
azalmasina bagli olabilecegi belirtilmistir. S6z konusu
besin elementlerinin miktarlarindaki azalmanin,
enzimin sentezlenme metabolizmasinda
inaktivasyona sebep olmast miimkiindiir (10).

Leathers (11) tarafindan yapilan bir sus tarama
calismasinda da taranan suslar icerisinde en
yuksek ksilanaz aktivitesini A. pullulans NRRL
Y-2311-1 susunun gosterdigi belirtilmistir. Mevcut
calismada bu calismadan farkli olan A. pullulans
suslari da incelenmistir ancak taranan suslar icinde
en yuksek aktiviteyi yine A. pullulans NRRL
Y-2311-1 saglamistir. Baska bir ¢alismada farkli
karbon kaynaklarinin siyah pigment Ureten A.
pullulans ATCC 20524 ile ksilanaz Uretimi tGzerine
etkisi arastirilmistir. SOz konusu calismada karbon
kaynagi olarak ksiloz kullanildiginda ksilanaz
uretimi gerceklesmezken ksilan kullanildiginda
biyoprosesin besinci gliniinde maksimum ksilanaz
aktivitesi elde edilmistir (12).

Baslangic ortam pHsinin ksilanaz iretimi
uzerine etkisi

Ksilanaz tretimini Onemli olctude etkileyen
biyoproses parametrelerinden biri ortam pH'sidir.
Baslangic ortam pH’sinin enzim uretimi Uzerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
calismalarda en yiksek enzim aktivitesi ortam
pHst 3.0 (219.01 £ 7.91 U/mD oldugunda gézlenmistir
(Sekil 2a). pH degeri arttikca enzim aktivitesinde
distis gozlenmistir.

Pek cok kif ve bakteri ile ksilanaz tiretiminin
gerceklestirildigi 6nceki calismalar incelendiginde
ksilanaz tretiminin ortam pH'sina bagli olarak
onemli degisiklikler gosterdigi gortilebilmektedir
(13). Penicillium sclerotiorum ile saf yulaf ksilani
kullanilarak gerceklestirilen bir ¢calismada en
ylksek ksilanaz aktivitesi baslangic ortam pH'st
6.5 oldugunda elde edilmistir (14). Aspergillus

Soetidus ile saf hus agact ksilani kullanilarak

gerceklestirilen calismada ise pH 5.0 ile biyoprosese
baslandiginda ksilanaz tiretiminde 6nemli ol¢tide
artis oldugu ifade edilmistir (15). Bacillus altitudinis
DHNS ile gerc¢eklestirilen baska bir ¢alismada
baslangi¢c ortam pH'st 7.0 oldugunda en yiiksek
ksilanaz aktivitesi elde edilmistir (16). Sonug olarak;
ksilanaz tiretimi icin optimum pH degeri kullanilan
mikroorganizmaya ve kullanilan tretim ortami
kompozisyonuna bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Uzerinde o6nemle durulmast
gereken bir diger konu da ortam pH'smnin ¢alisilan
mikroorganizmanin lignoseliilozik yapida bulunan
ksilanin erisebilirligini ve kullanilabilirligini
onemli Olclide etkiledigidir. Bu durum 6zellikle
tretim ortami formilasyonlarinda kompleks
lignoselltilozik substratlar kullandiginda gecerlidir.

Karistirma hizinin ksilanaz iiretimi iizerine
etkisi

Karistirma hizinin enzim tretimi izerine etkisinin
belirlenmesi icin farkli karistirma hizlar kullanilarak
gerceklestirilen calismalarda, en yiksek enzim
aktivitesi degeri calkalama hizt 200 rpm oldugunda
gdzlenmistir (233.40 + 19.22 U/mD. 200 rpm' in
tzerindeki calkalama hizi degerlerinde enzim
aktivitesi degerinde dists gozlenmistir (Sekil
2b). Farkli mikroorganizmalarla gerceklestirilen
pek cok calismada maksimum ksilanaz aktivitesi
karistirma hizinin 200 ila 250 rpm arasinda oldugu
degerlerde elde edilmistir (13, 16,17).
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Sekil 2. a) Baslangi¢ ortam pH'sinin enzim Uretimi Uzerine etkisi (28°C, 150 rpm, 96 h); b) Karistirma hizinin enzim dretimi
Gzerine etkisi (28°C, pH 3.0, 96 h); c) Sicakhigin enzim Uretimi Gzerine etkisi (200 rpm, pH 3.0, 96 h); d) Farkh azot
kaynaklarinin enzim Uretimi Gizerine etkisi (pH 3.0, 28°C, 200 rpm, 96 h, 1: Maya ekstrakti, 2: Misir islatma suyu, 3: Pepton,
4: Tripton, 5: Ure)

Figure 2. a) Effect of initial medium pH on enzyme production (28°C, 150 rom, 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 rom, 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)

Ortam sicakliginin ksilanaz iiretimi iizerine
etkisi

Ortam sicakligt calisilan mikroorganizmanin
biyume ve gelisimi icin 6nemli oldugu kadar
metabolit Uretimi icin de kritik bir parametredir.
Bu dogrultuda, maksimum dlzeyde enzim
uretiminin  gerceklestigi ortam  sicakliginin
belirlenmesi i¢in 24°C, 26°C, 28°C ve 30°C olmak
tuzere dort farkli sicaklik degerinde tretimler
gerceklestirilmistir. Sekil 2¢'de goriuldigi gibi
24°C ve 26°C' de benzer aktivite degerleri elde
edilirken, maksimum aktivite 28°C' de (233.4 0 +
19.22 U/ml elde edilmistir. 30°C'de ise enzim
aktivitesinde (203.42 + 8.48 U/ml) kismi bir diisiis
s6z konusu olmustur. Enzim tretimi sirasinda yliksek
biyoproses sicakliklartyla indiiklenen fizyolojik
degisiklikler tam olarak anlasiimamasina ragmen
yuksek sicaklik degerlerinde mikroorganizmalarin
daha az sayida, buyiime-gelisme ve diger fizyolojik

prosesler icin gerekli olan proteinleri dncelikli
olarak sentezledikleri belirtilmistir (18). Yiksek
sicakliklarda, mikroorganizmalarin fizyolojik
prosesler icin ihtiyac duyduklart proteinlerin
sentezlenmesine Oncelik vermeleri nedeniyle
sicaklik arttikca ksilanaz Uretiminde dusus
meydana gelmesi mimkindr.

Farkli azot kaynaklarinin ksilanaz iiretimi
uzerine etkisi

Genel olarak hizli metabolize edilebilir azot
kaynaklart enzim Gretimini baskilamaktadir. Diger
taraftan ¢cok kompleks azot kaynaklarinin ortam
formiilasyonunda kullanimi da yapilarinda bulunan
safsizliklar nedeniyle enzim Uretiminde azalmaya
ve/veya enzim inhibisyonuna sebep olabilmektedir
(19). Calismada farkli azot kaynaklarinin ksilanaz
uretimi UGzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
maya ekstrakti, misir 1slatma suyu, pepton, tripton
ve ure kullanilmistir. Sekil 2d'de gortldigi gibi



en yuksek dizeyde enzim aktivitesi (233.40 +
19.22 U/mbD azot kaynagi olarak maya ekstrakti
kullanildiginda elde edilmistir. Pepton, tripton ve
ure gibi kismen daha kolay hidrolize olabilen azot
kaynaklart kullanildiginda enzim aktivitesinde
diistis gozlenmistir. Calisma sonuglarina paralel
olarak ksilanaz tretimi tizerine etkisi incelenen
azot kaynaklart arasinda en ylksek ksilanaz
aktivitesinin maya ekstrakti kullanildiginda elde
edildigini gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir.
Thermomyces lanuginosus SDYKY-1 (20), mutant
Thermomyces lanuginosus MC 134 (21) ve
Schizophyllum commune (22) suslarnm kullanildigt
calismalar bu duruma 6rnek olarak verilebilir.

Optimum  kosullarda  gerceklestirilen
biyoprosesin profili
Ksilanaz retimine etki eden biyoproses

parametrelerinin belirlenmesinin sonrasinda
optimum kosullarda (baslangic ortam pH'st: 3.0;
karistirma hizt: 200 rpm; sicaklik: 28°C; azot kaynagt:
maya ekstrakt) gerceklestirilen enzim tretiminin
kinetigi belirlenmistir. 24 saat araliklarla alinan
orneklerde ksilanaz aktivitesi ve toplam protein
analizleri yapilmis ve biyokiitle miktari belirlenmistir.
Cizelge 2'de gortldugi tizere, maksimum ksilanaz
aktivitesi (252.78 + 23.08 U/ml) ve spesifik aktivite
(7122.57 U/mg) biyoprosesin dordiinct giintinde
elde edilmistir. Toplam protein miktar1 25.03 #
1.31 pg/ml ila 36.95 + 0.84 pg/ml arasinda degismistir.
Biyoproses stresi boyunca spesifik aktivite
degerlerinin izledigi egilim, ksilanaz aktivitesi
degerinin izledigi egilim ile yaklasik olarak
paralellik gostermektedir. Diger taraftan biyokiitle
miktarinin ilk giinden sonra enzim Uretiminin
maksimum oldugu dordiincti giine kadar azalma
gosterdigi sonrasinda da sabit kaldig: goriilmektedir.
Fungal ksilanaz tretiminin logaritmik biiylime
evresinin sonunda basladigt ve duragan faz evresi
ve sonrasinda maksimuma ulastigt belirtilmistir

Cizelge 2. Optimum kosularda elde edilen biyoproses profili
Table 2. Bioprocess profile at optimum conditions

(23). Benzer durumun bazi bakteriyel ksilanazlar
icin de gecerli oldugu calismalar mevcuttur. Ho
(24) tarafindan Bacillus subtilis ile farkli Gretim
ortami formiilasyonlarinda ksilanaz tretiminin
gerceklestirildigi bir calismada enzim Uuretiminin
duragan fazin sonunda basladig1 gosterilmistir.
Leathers (11) tarafindan A. pullulans Y-2311-1 ile
ksilanaz tretiminin gerceklestirildigi bir calismada
da uretimin ilk 30 saati sonrasinda biyokiitle
dizeyinin azaldigi sonrasinda sabit kaldig:
gosterilmistir. Ayni calismada maksimum ksilanaz
tretimi biyoprosesin 70. saatinde elde edilmistir.
A. pullulans suslar ile pullulan tretimi ile ilgili
olarak mikroorganizmanin azot limitasyonuna
maruz kalmasi durumunda karbon kaynaginin
biyokiitle Gretimi yerine metabolit tiretiminde
kullandigt belirtilmistir (25). Benzer sekilde
A. pullulans suslari ile ksilanaz Gretimi sirasinda
biyoprosesin baslangicinda (ilk 24 saat) azot
kaynagimin hizli bir sekilde biyokiitle olusumunda
kullanilmas: ve azot kaynagmnin azalmasinin
ardindan karbon kaynaginin ksilanaz tretiminde
kullanilmasi olasidir. Bacillus circulans (26) ve
Rhizopus oryzae (27) ile ksilanaz Uretiminin
gerceklestirildigi calismalarda da biyoprosesin
ilerleyen strelerinde ksilanaz tretiminde artis
gozlenirken biyokitle miktarinda azalma tespit
edilmistir. Diger taraftan ortam pH'st da enzim ve
biyokitle Uretimi acisindan kritik bir faktorddr.
Mikrobiyal buytimenin limitasyona ugradig:t pH
degerlerinde ksilanaz tretiminin artis gosterdigi
belirtilmistir (23). Biyoproses profili incelendiginde
pH degerinin ilk 24 h sonunda baslangi¢c pHsinin
(pH 3.0) altina dustigi ve sonrasinda cok az
artiglarla  pH 2.60 degerinde biyoprosesin
tamamlandigi gorilmektedir. Aspergillus fumigatus
ile ksilanaz uretimin gerceklestirildigi bir
calismada pH degerinin biyoprosesin ilerleyen
asamalarinda 3.0'in altina dismesi ile ksilanaz
tretiminde artis gozlendigi ifade edilmistir (28).

Sure (gln) Ksilanaz aktivitesi Protein Spesifik aktivite Biyokutle Ortam pH'si
Time (day) Xylanase activity (pg/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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SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ksilanaz tretimleri acisindan taranan
farkli A. pullulans suslari arasinda en yiksek
enzim Uretimi A. pullulans Y-2311-1 susu ile elde
edilmistir. SOz konusu sus ile ksilanaz tretimini
etkileyen parametrelerin optimum diizeyleri tespit
edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen enzim
aktivitesi degeri 252.78 + 23.08 U/ml olarak
belirlenmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen
enzim uretimi degeri genel olarak yuksektir.
Ancak Uretim ortami formulasyonunda saf
ksilan kullanilmas: tiretim maliyetlerini 6nemli
olctide arttirmaktadir. Bu calisma, s6z konusu
mikroorganizma ile ksilanaz tiretimi icin belirlenen
optimum kosullarda ucuz ve bol bulunan
lignoseltilozik atiklarin taranmast ve dustk
maliyetli farkli ortam formilasyonlarinin
olusturulmast icin bir temel olusturmaktadir.
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