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Ksilanazlar, dogada bitki hiicre duvarinin yapisinda bulunan ksilanin hidrolizini saglayan enzimlerdir. Cok yaygin
kullanim alani bulunan bu enzimler gida ve yem sektdri agisindan da blylk énem tagimaktadirlar. Endustriyel
ksilanaz (retimi mikrobiyal biyoproseslerle gergeklestirimektedir. S6z konusu enzimlerin biyosentez diizeyi,
biyokimyasal ve teknolojik 6zellikleri, Gretimde kullanilan mikroorganizma ve biyoproses kosullarina gére farklilk
gostermektedir. Son zamanlarda ksilanazlarin Gretim dizeylerinin arttiriimasi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu
Uzerinde c¢ok sayida calisma yapilmistir. Ancak gUnimuizde sirdUrilebilir, gevreci ve ekonomik proseslerin
gelistiriimesi adina alisiimisin disinda ve ¢ok yonli kullanilabilen yeni enzim sistemlerine ihtiyag vardir. Bu derlemede,
ksilanin yapisi, ksilanaz grubu enzimlerin siniflandinimasi, mikrobiyal ksilanaz Gretimi, saflastinimasi,
karakterizasyonu ve gida sektériinde uygulamalar Gzerinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: Ksilanaz, Lignoselliloz, Biyoproses, EndUstriyel uygulamalar

Microbial Xylanases and Their Applications in Food Industry
ABSTRACT

Xylanases are the enzymes that are responsible for the hydrolysis of xylans existing in the plant cell wall. These
enzymes, which are having widespread applications, are also very important for food and feed industries. Industrial
production of xylanase is carried out by the microbial bioprocesses. The biosynthesis level and the biochemical and
technological properties of these enzymes are influenced by the microbial strain chosen and the features of the
bioprocess. In recent years, several studies have been conducted on the production, purification and characterization
of these enzymes. However, today there is still a need for novel and versatile enzymes for the development of
sustainable, environmentally friendly and economically feasible processes. This review emphasizes on the bioprocess
routes to obtain high enzyme titer, the purification and characterization of xylanases and the industrial applications of
xylanases with the focus on food industry.

Keywords: Xylanase, Lignocellulose, Bioprocess, Industrial applications

GIRIS olusmaktadirlar:  selilloz, hemiseliloz ve lignin.

Hemiselliloz bir heteropolisakkarit olup seliloz ve bir
Lignoselulozik maddeler dinya (zerindeki toplam polifenol olan lignin polimeriyle birlikte oldukga karmasik
biyokitlenin yaklasik %50’sini olusturmaktadir. Bitkiler bir yapi sergilemektedir [2]. Hemiseliiloz kendi basina
tarafindan fotosentez yolu ile yillik 10-50x10' ton da fazlasiyla karmasik bir polimerdir. Yapisinda temel
lignoselulozik madde olusturuldugu tahmin edilmektedir olarak ksilan, mannan, galaktan ve arabinan
[1]. Lignoselllozik maddeler temel olarak ¢ polimerden heteropolimerlerini icermektedir. Hemisellloz
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fraksiyonlarinin  siniflandiriimasi  icerdikleri  seker
gruplarina goére yapilmaktadir. D-ksiloz, D-mannoz, D-
galaktoz ve L-arabinoz hemiseliiloz yapisini meydana
getiren temel monomerlerdir [3].

Ksilan bitki hicre duvarinda bulunan hemselllozun
temel bilesenidir. Dogada selllozdan sonra ikinci sirada
en yaygin bulunan polisakkarittir ve toplam biyokdtlenin
yaklasik  %20-30'unu  olusturmaktadir  [4].  Bir
heteropolimer olan ksilan temel zinciri, birbirlerine B-1,4-
glikosidik baglariyla bagh bes karbonlu bir seker olan
ksiloz Unitelerinden olusmaktadir. Kara bitkilerinde temel
zinciri  olusturan ksiloz Uniteleri  birbirlerine  3-1,4-
glikosidik baglariyla baghyken alglerde durum farkli olup
ksiloz (niteleri birbirine  B-1,3-glikosidik  baglariyla
baghdir [5]. Temel zincire bagh dallanmis yapida D-
ksiloz Unitelerine ¢ogunlukla 0-3 pozisyonlarinda bagli
L-arabinofuranoz, 0-2 poziyonlarinda bagl D-glukuronik
asit ya da 4-O-metil-D-glukuronik asit Gniteleri yer
alabilmektedir. Yan zincirlerdeki sekerler a-glikosidik
baglariyla baghdir [5]. Sert odunsu bitkilerden elde
edilen ksilan yuksek miktarda asetil gruplan
icermektedir. Asetil gruplari ksilanin suda ¢6zUnUrligu
Uzerinde kismen etkilidir [3]. Yumusak odunsu
bitkilerden elde edilen ksilan asetil grubu icermez, asetil
gruplan yerine a-L-arabinofuronaz Uniteleri icermektedir
[6]. Yumusak odunsu bitkilerdeki ksilan, sert odunsu
bitkilere gbre daha kisa zincirlidir [5].

Karmasik kimyasal yapisi nedeniyle ksilanin tam olarak
yikimi farkli spesifiteye ve mekanizmaya sahip ¢esitli
hidrolitik enzimlerin kullanimini  gerektirmektedir. Bu
enzimlerden endo-B-1,4-ksilanaz (EC.3.2.1.8), ksilan
temel zincirini rastgele olarak parcalayarak ksilo-
oligosakkarit olustururken B-ksilosidaz (EC.3.2.1.37) ise
ksilo-oligosakkaritlerin ve ksilobiyozun indirgen olmayan
uclarina etki ederek ksiloz olusturur. Bu temel iki enzim
disinda, o-L-arabinofuranosidaz (EC.3.2.1.55), a-
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 bagh
yan gruplarin hidrolizinde etkilidir [7].

Ksilanazlar; kif, bakteri, maya, alg, protozoa, salyangoz,
kabuklular, bécekler ve tohumlar gibi pek ¢ok canli
grubu tarafindan Uretilmektedirler. Ticari olarak ksilanaz
Uretimi cesitli mikroorganizmalar ile
gergeklestiriimektedir. Ancak kifler endustriyel ksilanaz
Uretimi igin temel kaynaktir [5]. Ticari olarak Uretilen
ksilanazlar, kagit endustrisi basta olmak Uzere, son
zamanlarda gida ve yem sektdrlerinde cok yaygin
kullanim alani bulmaktadirlar. Ayrica atik aritim ve
degerlendirme proseslerinde ksilana ybnelik
uygulamalar bulunmaktadir. Ksilanin baska
biyoprosesler icin substrat olarak kullanilabiliyor olmasi
ksilanin enzimatik hidrolizini én plana ¢ikarmaktadir. Bu
derlemede, ksilanaz grubu enzimlerin siniflandiriimasi,
ksilanaz Ureten mikroorganizmalar, ksilanaz Uretimi,
saflastirlmasi  ve gida sektériinde uygulamalar
Uzerinde durulmustur.
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KSILANAZLARIN SINIFLANDIRILMASI

Ksilanazlarin siniflandiriimasi pek c¢ok farkli sekilde
yapilmistir. Wong ve ark. [8] ksilanazlan fizyokimyasal
Ozeliklerine gore iki farkli sinifa ayirmiglardir: 1) Bazik
izoelektirk pH’ya sahip olup molekidl agirliklari 30
kDa’'dan kiguk olanlar, 2) Asidik izoelektrik pH’ya sahip
olup molekil agirhdr 30 kDa'dan blylk olanlar. Ancak
bu siniflandirma ksilanazlarin % 70'i i¢in dogru olmakla
beraber séz konusu sifirlandirmaya uymayan istisnai
ksilanazlar da mevcuttur. Bunlar genellikle kif kaynakli
enzimlerdir [7]. Bagka bir siniflandirma sistemine gére
ise ksilanazlar; aile 10’a ait olanlar (énceki adiyla aile F)
ve aile 11’e ait olanlar (6nceki adiyla aile G) olmak
Uzere temel iki gruba ayrilmaktadirlar. Aile 10’a ait olan
endo-ksilanazlar  biytk molekdl agirhkh, disiuk
izoelektrik pH’ya sahip proteinlerdir [9, 10]. Bu enzimler
Ozellikle kisa zincirli ksilo-oligosakkaritler Gzerinde
yUksek aktiviteye sahiptirler [9]. Ayrica aile 10 ait olan
ksilanazlar tamamen ksilana spesifik olmayip dusik
molekdl agirlikh selllozik substratlar Gzerinde de aktivite
gbsterebilmektedirler. Aile 11’e ait olan endo-ksilanazlar
ise klgik molekdl agirhkl, yiksek izoelektrik pH'ya
sahip proteinlerdir. Bu aileye ait enzimler “gercek
ksilanazlar” olarak bilinirler ve bu enzimler uzun zincirli
ksilo-oligosakkaritler Uzerinde etkilidirler [7]. Diger
taraftan enzim siniflandirma numarasi EC.3.2.1.8
kullanilarak CAZY gibi bazi bilgi bankalarinda yapilan
taramalarda ksilanaz aktivitesi, aile 5, 7, 8, 16, 26, 43,
52 ve 62'de de gorulebilmektedir. Ancak s6z konusu
enzim gruplart ile yapillan c¢ahsmalar dikkatlice
incelendiginde sadece aile 5, 7, 8, 10, 11 ve 43’e ait
dizilimlerin tam olarak endo-B-1,4-ksilanaz aktivitesi
gosterdikleri gérilmektedir [7]. Aile 16, 52 ve 62’ye ait
olan enzimlerin iki farkl katalitik bdlgeye sahip olduklari,
bunlardan birinin aile 10 ya da aile 11’e ait olup digerinin
ise glikosidaz katalitik bdlgesi oldugu belirtiimektedir.
Ruminococcus flavefaciens enzimi bu duruma d&rnek
olarak gosterilebilir. S6z konusu mikroorganizmaya ait
enzim amino-terminal dizilimi aile 11, karboksi-terminal
dizilimi ise aile 16’ya aittir [11]. Aile 26’ya ait olan
enzimler ise endo-B-1,4-ksilanaz aktivitesi gdstermeyip
endo-B-1,3-ksilanaz aktivitesi gdstermektedirler. Sonug
olarak ksilanazlar temelde aile 10 ve 11 olarak
siniflandirilsalar bile aile 5, 7, 8 ve 43’'Un gdz 6nilne
alinmasi gerekmektedir [7].

KSILANAZ URETEN MIKROORGANIZMALAR

Dogada bitki hlicre duvarinin yapisinda bulunan ksilanin
tamamen yikimi oldukga zordur. Bu islem g¢ogunlukla
genis bir enzim sentezleme yelpazesine sahip kif ve
bakteriler tarafindan gergeklestiriimektedir. Buradan yola
ctkarak s6z konusu lignoseliilozik  maddelerin
pargalanmasi, pek ¢ok pahalli, tehlikeli veya insan
saghgina ve c¢evreye =zararll olabilecek kimyasal
proseslerin yerine, belirtilen mikroorganizmalardan elde
edilen enzimler ile gergeklestirilebilecegdi diistiniimis ve
bu konuda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. S6z konusu

enzimlerin ticari olarak Uretimi mikroorganizmalar
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ksilanin
mikroorganizmalar tarafindan hidrolizi 19. ylzyilda

ortaya konmustur. Ancak ksilanaz enziminin ilk olarak
Uretimi ve saflastiriimasi sadece yarim yizyil dncesinde
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Aspergillus foetidus kullanilarak gerceklestirilebilmistir
[12]. Sonrasinda pek ¢ok farkl kif, bakteri ve maya ile
ksilanaz Uretilmis ve saflastiriimistir. Aspergillus sp. [13],
Penicillium sp. [14], Bacillus sp. [15], Trichoderma sp.
[16] ve Streptomyces sp. [17, 18] bu mikroorganizma
gruplarinin Gzerinde en ¢ok calisilanlaridir. Endustriyel
boyutta ksilanaz Uretimi temel olarak Aspergillus sp. ve
Trichoderma sp. kullanilarak gerceklestiriimistir [19].
Molekiiler tekniklerin de gelismesi ile séz konusu
mikroorganizmalarda ksilanaz enziminin Uretiminden

sorumlu genler tanimlanmig ve farkh
mikroorganizmalarda ekspresyonu gergeklestirilmistir.
Ksilanazlarin Escherichia colide  ekspresyonu
sonrasinda fonksiyonel olarak calismadiklar

belirlenmistir. Bu durumun ksilanazlarin seyrek bulunan
kodon kodlarina sahip olmalari, di-slfit bag olusumu
[20] ve N-glikozilasyon [21] gibi bir takim post-
translasyonel modifikasyonlara olan ihtiyaglarindan
kaynaklandigi ortaya konulmustur. Sira disi olarak
sadece Phytophthora thermophila ksilanazina ait genin
fonksiyonel olarak E. colide ekspresyonu
gerceklestiriimis olup 98.0 U/ml dolaylarina bir aktivite
elde edilmistir [22]. Ksilanazlarin Lactobacillus sp. ve
Bacillus sp.’'ta ekspresyonu E. coliye gére daha yiiksek
oranda verim sagdlamistir. Lactobacillus sp. turlerinin
GRAS (Generally Regarded As Safe) statilerinden
dolayr bu mikroorganizmaya ait tirlerde ekspresyonu
gercgeklestirilen proteinlerin gidalarda kullanimi mimkin
olabilmektedir. Mayalar; post-translasyonel
modifikasyonlar saglayabilmeleri, glvenli olmalari ve
toksin  lretmemeleri gibi avantajlari  nedeniyle
ksilanazlarin ekspresyonunda kullaniimiglardir.
Trichoderma reesei, Aspergillus kawachii, Aspergillus
nidulans ve Aspergillus niger ’e ait ksilanaz genlerinin
Saccharomyces cerevisiae'de fonksiyonel ekspresyonu
gergeklestirilmistir.  Ancak ksilanazlarin  mayalarda
ekspresyonunda da pek ¢ok problemle karsilasiimistir.
Bunlar stabil olmayan ekspresyon diizeyleri, fermantatif
blyime, hiper-glikolizasyon ve proteinlerin periplasmik
bélgede kalmasi gibi problemlerdir [23]. Ksilanazlarin,
Okaryotik proteinlerin ekspresyonunda ¢ok basarih
sonuglar veren Picha pastoriste de ekspresyonu
gergeklestirilmistir. Ancak ksilanazlarin P. pastoriste
ekspresyonu sirasinda da séz konusu 6karyotik ksilanaz
genlerinin maya hicrelerinin fizyolojisi ve strese tepkileri
Uzerinde negatif etkilerinin bulundugu ve bundan dolayi
ekspresyon diizeylerinin disik oldugu belirtilmistir [23].
Diger taraftan, son yillarda P. pastoris ile yapilan bazi
c¢alismalarda ylUksek diizeyde ksilanaz ekspresyonu
elde edildigi belirtilmistir. Bu calismalarda ekspresyonu
gerceklestirilen genler ya mutasyona ugratilmistir ya da
kodon optimizasyonu teknidine basvurularak genin
yapisinda bir takim degisiklikler yapildiktan sonra P.
pastoris'te ekspresyonu gergeklestiriimistir. Ornegin, Jia
ve ark. [24] Thermotoga maritima ksilanaz geninin
kodon optimizasyonunu gerceklestirdikten sonra séz
konusu genin P. pastoriste ylksek dlzeyde
ekspresyonunu basariyla gerceklestirdiklerini
belirtmislerdir. Benzer sekilde Li ve ark. [25] ise mutant
T. reesei ksilanaz genini P. pastoris'e klonlayarak
yiksek ekspresyon duzeylerine eristiklerini ifade
etmislerdir. Ancak bu calismalarda rekombinant
mikroorganizma ve ksilanaz geninin alindigi kaynak
mikroorganizma, ekspresyon dizeyleri agisindan

319

karsilastinimamistir. Bu nedenle gen klonlanmasi ve
ekpresyonu nedeniyle ortaya c¢ikan avantaj ve
dezavantajlarin ortaya konmasi mimkdin degildir. Diger
taraftan s6z konusu rekombinant mikroorganizmalar ile
sentetik ortam kullanilarak enzim dretimi
gergeklestirilmigstir. Bu mikroorganizmalar ile
gerceklestirilen, ucuz ve bol bulunan tarimsal atiklar ve
yan  Urlnlerin  kullanildigi  ortam  formUlasyonu
calismalarina rastlanmamistir. Ksilanazlarin kiflerde de
ekspresyonu saglanmistir.  Ornegin Penicillium
griseofulvum ksilanaz geninin Aspergillus oryzae'de
ekspresyonu gergeklestiriimistir  [26]. Ancak daha
yiksek verimlilikte, disik maliyette ve farkh
karakteristikte enzim Ureten mikroorganizma arayiglari
slrekli devam etmigstir. Ksilanazlar Gzerinde pek c¢ok
c¢alisma yapilmis olmakla beraber bu konudaki bilimsel
calismalar surekli artan bir egilim gdstermistir. Bu
calismalarda, ksilanaz yaninda farkh yan enzim
aktivitelerini minimum dlzeyde iceren ylUksek Uretim
sistemleri gelistirmek hedeflenmisgtir.

KSILANAZ URETIiMI

Endustriyel enzim dOretiminde ilk basamak yuksek
dizeyde enzim Ureten bir mikroorganizmanin tespit
edilmesi ve/veya molekiller teknikler kullanilarak
geligtiriimesidir. Uygun 0retici mikroorganizmanin elde
edilmesinden sonraki asama, Uretim ortami bilesimi ve
biyoproses kosullarinin  optimize edilerek enzim
Uretiminin maksimize edilmesidir. Ksilanazlar, hem kati
kiltdr fermantasyon hem de sivi kiltir fermantasyon ile
Uretilebilmektedirler.  Endlstriyel  ksilanaz ~ Gretimi
cogunlukla SIvI kaltar fermantasyon ile
gergeklestiriimektedir. Ticari olarak Uretilen ksilanazlarin
yaklasik olarak %90'I sivi kiltir fermantasyon ile
Uretilmektedir [27]. Ancak kati kiltir fermantasyon ile
ksilanazlar da dahil olmak Gzere pek ¢ok fungal enzimin
Uretimi konusunda énemli ¢calismalar gerceklestirilmistir.

Kati kdltir fermantasyon ile ksilanaz Uretimi ¢esitli
tarimsal ve endistriyel atiklarin  Gretim  ortami
formilasyonunda karbon kaynagi olarak kullanilimasi ile
gergeklestiriimektedir. Kiflerin blyime ve gelismeleri
icin bakteri ve mayalara g6ére daha disik su
aktivitelerine ihtiya¢ duymalari kati kiltir fermantasyonu
s6z konusu mikroorganizmalar i¢in daha uygun
kilmaktadir. Kati kultr fermantasyon ile gergeklestirilen
Uretimlerde sivi kiltir fermantasyona gére daha yiksek
enzim  aktiviteleri elde edilmesi kati  kdltdr
fermantasyonun en 6nemli avantajidir. Basit olmasi,
Uretim maliyetlerinin diisik olmasi, biyoproses sonucu
uretilen atik sivi miktarinin az olmasi ve daha konsantre
formda enzim preparatlarinin elde edilebilmesi bu
teknigin diger 6nemli avantajlanidir [28]. Kati kaltir
fermantasyon sirasinda nem, pH, serbest oksijen ve
karbondioksit duzeylerinin kontrol edilmesi icin ¢ok
gelismis sistemlerin bulunmamasi ve bu nedenle 6lgek
blyitmenin daha zor olmasi s6z konusu fermantasyon
tekniginin dezavantajlaridir [29]. Sivi kaltar
fermantasyon teknigi igin belirtilen parametrelerin kontrol
edilmesine olanak saglayan gelismis sistemlerin
bulunmasi bu teknikte 6lgek blyltme islemini daha
kolay kilmaktadir. Ayrica sivi kiltdr fermantasyon teknigi
ile Gretilen metabolitlerin saflastiriimasi ¢cogunlukla daha
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kolaydir. Genellikle sivi kiltir fermantasyon yiksek
saflikta enzim elde edilmesi gerektiginde tercih
edilmektedir [5].

Uygun substrat secimi, ylksek verimlilikte ksilanaz
Uretimi igin oldukga &nemlidir. Kati kiltir fermantasyon
ile ksilanaz dretiminin gerceklestirildigi calismalarda
ekonomik degeri disik ¢ok sayida tarimsal yan 0riin
mikrobiyal substrat olarak degerlendiriimistir. Kati kalttr
ve sivi kiltdr fermantasyonlarda ksilanaz Gretimi icin en
tipik substrat bugday kepegdi olup pek ¢ok calismada
oldukga yiksek verimlilik saglanmistir [30, 31]. Bu
durumun bugday kepeginin ylksek ksilan iceriginden
(%40) kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir [30].
Lignoselillozik materyal iceren Uretim ortamlarina diisik
dlzeylerde saf ksilan [32] veya 06n islemle kismen
saflastirlmis lignoseliilozik materyal ilave edildiginde
ksilanaz Uretiminde artiglar tespit edilmistir. Ncube ve
ark. [33] tarafindan yapilan bir ¢calismada A. niger
FGSCA733 ile ksilanaz Uretimi igin endistriyel bir atik
olan hint fistigi (Jatropha curcas ) tohumu keki
kullaniimigtir. S6z konusu Uretim ortamina siilfirik asit
muamelesi ile 6n islem gdrmis ¢imen (% 0.1) ilave
edildiginde ksilanaz (retiminde bes kat artis tespit

edilmistir. Bu durumun hemiselllozun yapisinda
bulunan ksilanin uygulanan ©6n islem nedeniyle
mikroorganizma tarafindan erigilebilirliginin

kolaylasmasindan kaynaklandigi ifade edilmistir. A.
foetidus ile gergeklestirilen bir calismada ise bugdday
samani ve misir kogani, alkali muamelesinin ardindan
enzim Uretiminde kullaniimigtir. S6z konusu calismada
ksilanaz (retiminde ©6nemli o&lcide azalma tespit
edilmistir  [34]. Alkali muamelesinin lignoselllozik
materyallerden lignini uzaklastirarak selllozik ve
hemeselllozik substratlarin erisilebilirligini  arttirdigi
bilinmektedir. Ancak bu calismada enzim (retiminde
meydana gelen disls karbon kaynaklarinin hizlica
tiketilmesine ve agiga g¢ikan basit sekerlerin sebep
oldugu katabolik represyona baglanmistir. Ozetle,
lignosellilozik materyallere uygulanan 6n islemler bazi
durumlarda avantaj teskil ederken bazi durumlarda
dezavantaja ddnusebilmektedir. Uygulanan 6n islemin

kullanilan mikroorganizma tarafindan ksilanin
erisilebilirligini  arttirmas) avantaj iken  kolayca
metabolize edilebilen substratlara (basit sekerlere)

dénisturilmesi dezavantaj olabilmektedir. Farani de
Souza ve ark. [35] tarafindan Aspergillus tamarii ile
gergeklestirilen bir calismada gesitli tarimsal yan Grlnler
ve atiklar ksilanaz Uretimi agisindan taranmistir. Bugday
kepegi, misir kogani ve seker pancari kispesi taranan
atik ve yan urilnler arasinda yiksek diizeyde ksilanaz
Uretiimesine olanak saglamistir. Ayni ¢alismada cesitli

basit sekerlerin  Uretim  ortamina ilavesi ile
gergeklestirilen Uretimlerde misir kogani ve seker
pancari  kiuspesinin  kullanildigi  ortamlarda  basit

sekerlerin ilavesi ile dnemli diizeyde katabolik represyon
g06zlenirken bugday kepedi iceren ortamda katabolik
represyonun 6nemsiz dizeyde oldugu gdézlenmistir.
Bugday kepegi ve glikoz igeren (retim ortami
formilasyonunda glikoz miktari artttkga enzim
aktivitesinde dnemli diizeyde artis gérilmastir. %15 ve
Uzeri glikoz konsantrasyonlarinda ksilanaz aktivitesinde
dists goralmustar. Kati kiltdr fermantasyonun
katabolik represyonu minimize ettigine dair gok sayida
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galisma mevcuttur ancak bu calismalar da bugday
kepegi ile gergeklestirilmistir [36, 37]. Bu durumun basta
basit sekerlerin diisik su aktivitesine bagl olarak yavas
ve az miktarlarda difiize olmasi gibi ¢ok fazla faktére
bagli olarak degisebildigi ifade edilmistir [35].

Lignoseliilozik materyallere uygulanan fiziksel 6n
islemlerin s6z konusu materyallerin yapilarinda bulunan
ksilanin mikroorganizma tarafindan kullanilabilirligini
etkiledigine dair galismalar da mevcuttur. Ozellikle boyut
kigilltme ve ylksek sicaklikta buhar uygulamasinin
ksilanaz Uretimi Uzerinde 6nemli etkileri oldugu ortaya
konmustur. Yapilan bir g¢alismada, bugday samani
190°C'de 10 dakikalik bir buhar uygulamasinin ardindan
boyut kiglltme iglemine (0.25mm) tabi tutularak
Thermoascus aurantiacus ile ksilanaz Uretiminde
kullaniimis ve 6n islem uygulanmamis substrata gére
enzim Uretiminde 6nemli dizeyde artislar gézlenmistir.
Uygulanan fiziksel 6n islemlerle substrat yapisinda
meydana gelen  degisikliklerin  (ligninin  fiziksel
modifikasyonu, ylzey alaninda ve gbzenek ¢apinda
artis, seltlozun kismi dekristalizayonu, hemiselllozdan
asetil gruplarinin  ayrilmasi veya hemiselllozun
depolimerizasyonu) substrati mikroorganizma ic¢in daha
elverigli hale getirdigi belirtiimistir [38]. Diger taraftan,
ortam  formilasyonunda kullanilan  lignoseliilozik
materyallere uygulanan boyut kiglltme isleminin
ksilanaz Uretimi (zerinde negatif etkisinin oldugunu
gbsteren galismalar da mevcuttur. Yapilan bir galismada
bugday ve arpa samanina uygulanan boyut kigultme
isleminin ksilanaz Uretimi lzerine etkisi incelendiginde,
partikl boyutunun 2-3 mm'den 0.20-0.25 mm'ye
dUslrtlmesi durumunda, Sporotrichum thermophile ile
ksilanaz Uretiminde disls meydana gelirken biyokiitle
Uretiminde %50 oraninda artis meydana gelmistir [39].
Sonu¢ olarak, optimum partikil boyutunun tespit
edilmesinin ksilanaz Uretimi agisindan 6nem tasidigi
sOylenebilmektedir.

Ksilanaz Uretimini indUkleyen substratlar disinda bir
takim mineral tuzlarin (KH.PO4, MgSQO4, CaCl,, NH,*-
tuzlari, NOs-tuzlari vb. ), bazi metal iyonlarinin (Fe?,
CO?, Zn?* vb.), ve kompleks azot kaynaklarinin (maya
ekstraktl, et ekstrakti, misir i1slatma suyu vb.) ortam
formdlasyonunda kullaniminin  da ksilanaz (retimi
Uzerinde 6nemli etkilere sahip oldugu gdsterilmistir [32].
17.5 g/L maya ekstraktinin kati kdltdr Gretim ortami
formalasyonunda kullaniimasinin Thermomyces
lanuginonus ile ksilanaz Uretimi igin optimum oldugu
belirtiimistir [40]. Coprinellus disseminatus kullanilarak
kati kiltdr fermantasyon teknigi ile ksilanaz Uretiminin
gerceklestirildigi  bir calismada kompleks azot
kaynaklarinin (pepton, et ekstrakti, soya kispesi, malt
ekstrakti ve maya ekstrakt) ksilanaz Uretimi Uzerine
etkisi incelendiginde benzer sekilde en yiksek enzim
aktivitesi maya ekstrakti kullanildiginda elde edilmistir
[41]. Kumar ve ark. [42] tarafindan T. lanuginosus MC
134 ile gerceklestirilen bir calismada misir kogani i¢ceren
Uretim ortamina %1'lik (w/v) maya ekstrakti ilavesinin
maksimum  dizeyde enzim aktivitesi sagladigi
belirtiimistir. Pek ¢ok galismada maya ekstraktinin daha
iyi sonuglar vermesi maya ekstraktinin icerigindeki
serbest aminoasitlerin ve diger maddelerin pek ¢ok
mikroorganizma tarafindan daha kolay kullaniimasindan
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kaynaklandigi ifade edilmigtir. Farkli kompleks azot
kaynaklari i¢in degisik dlzeylerde enzim aktivitesi elde
edilmesi s6z konusu azot kaynaklarin aminoasit, peptid,
vitamin, iz element ve mineral tuz iceriklerinin
farkliligindan kaynaklandigi vurgulanmistir.
Lignoselulozik materyallere ek olarak kullanilan azot
kaynaklarinin daha yiksek enzim aktiviteleri saglamasi,
lignosellilozik madde icerigindeki azot ve/veya diger
esansiyel besin kaynaklarinin miktarlarinin
mikroorganizmanin biyldme, gelisme ve enzim Uretmesi
icin yeterli olamayabilecegini géstermektedir [32]. Pek
¢ok kif icin kompleks azot kaynaklarinin inorganik azot
kaynaklarina kiyasla daha ylksek ksilanaz aktivitelerinin
elde edilmesine olanak sagladigi gdsterilmistir [32].
Ancak Penicillium citrinum xym2 ile ksilanaz retiminin
gergeklestirildigi bir ¢alismada enzim Uretimi Uzerine
etkisi arastinlan organik ve inorganik azot kaynaklari
icerisinde maksimum enzim Uretimi (NH4).HPOQ, ile elde
edilmistir [43]. Adhyaru ve ark. [44] tarafindan
gergeklestirilen bir galismada ise denenen inorganik
azot kaynaklari arasinda KNOs Bacillus altitudinis DHN8
ile ksilanaz Uretiminde maksimum aktivite saglamistir.
Nagar ve ark. [30] tarafindan yapilan bir ¢calismada da
KNOs;, pepton ve maya ekstrakti kombinasyonun
maksimum  dizeyde enzim  UOretimi  sagladig
belirlenmistir. Ortam formilasyonunda kullanilan azot
kaynaginin biyoproses siresince ortam pH'sindaki
degisim lzerinde de dnemli etkisi oldugu ifade edilmistir
[45]. Ortam pH'sinin T. reesei ile ksilanaz Gretimi
Uzerinde dnemli bir etkisi oldugu belirlenmistir [32].

Mikrobiyal ksilanaz Uretimi (izerine ortam formilasyonu
yaninda pH, sicaklik, ¢6zlinmuis oksijen
konsantrasyonu, karistirma gibi gevresel faktérler de
etkilidir. Ancak s6z konusu bu faktérlerin ksilanaz
Uretiminde kullanilacak olan mikroorganizmaya spesifik
olarak belirlenmesi gerekmektedir.

KSILANAZLARIN SAFLASTIRILMASI

Enzim saflagtirimasi, enzimin yapi ve fonksiyonlar
hakkinda bilgi sahibi olunarak kullanim alanlarinin
belirlenmesi acisindan oldukga Onemlidir. Enzim
saflastirlmasinda izlenecek strateji enzimin kullanim
alaniyla iligkilidir. Saflastirimada amag en az iglemle
mUmkin olan en ylUksek verimlilik ve katalitik aktiviteye
sahip arzu edilen saflikta enzim elde etmektir. Enzim
saflastirlmasinda kullanilan temel teknikler; filtrasyon,
santrifugasyon, ultrafiltrasyon, diafiltrasyon, c¢oktirme,
diyaliz ve kromatografik teknikler (iyon degisim
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, hidrofobik
interaksiyon kromatografisi, afinite kromatografisi, vb.)
seklinde 6zetlenebilir.

Ksilanazlar cogunlukla hiicre digi olarak Uretilirler, ancak
bazi mikroorganizmalarin hiicre i¢i ksilanaz Urettikleri de
belirlenmistir. Ruminicoccus flavefaciens [46], Bacillus
stearothermophilus T-6 [47], Penicillium janthinellum
[48] hicre i¢i ksilanaz Ureten mikroorganizmalara érnek
verilebilir  [5]. Hlcre digi dretilen  enzimlerin
saflastinlmasi, hiicre pargalama islemine gerek
duyulmamasi nedeniyle hiicre ici Uretilen enzimlere gére
daha basittir.
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Ksilanazlarin saflastirlmasinda kullanilan islemler arzu
edilen saflik derecesine ve kullanim alanina gére ¢ok
blyuk farkhliklar gosterir. Tek asamali bir saflastirma
teknigi kullanilabilecegdi gibi birden fazla basamakli bir
saflastirma stratejisi de uygulanabilmektedir. Ksilanaz
saflastirmasinda iyon degisim kromatografisi ve jel
filtrasyon kromatografisi agirlikh olarak kullaniimaktadir
[5].

Ham enzim preparatlari genellikle sekonder metabolitler
ve bazi organik tuzlar igermektedir. Endistriyel dlcekte,
bu kontaminantlar baz membran teknikler
(ultrafiltrasyon ve ardi sira uygulanan diafiltrasyon
islemi) kullanilarak uzaklastirilirlar. Bahsedilen membran
tekniklerine esdeger diger bir teknik ise dializdir. Dializ
genellikle amonyum silfat ile c¢oktirme sonrasi
laboratuar O6lgeginde uygulanan bir tekniktir. Organik
molekdllerin ve tuzlarin uzaklastiriimasinda kullanilan
diger bir teknik ise jel filtrasyon kromatografisidir [28].
Ancak jel filtrasyon kromatografisi genellikle enzim
saflastirilmasinda ilk asama olarak uygulanmamaktadir.

Mikrobiyal ksilanazlar ¢odunlukla 2 ila 5 basamaktan
olusan saflastirma stratejileri kullanilarak
saflagtirimislardir. Elde edilen verim %0.2 ile %78
arasinda degismektedir. Beklendigi gibi kullanilan
basamak sayisi artttkga verim azalmaktadir [5].
Paenibacillus sp. ASCD2 ile Uretilen ksilanaz enziminin
saflastirilmasi igcin amonyum sulfat ile ¢6ktirme ve
diyaliz ydntemlerinin uygulanmasi sonrasinda %77.86
gibi bir verim elde edilirken, bu islemlerin arindan
uygulanan jel filtrasyon kromatografisi sonrasinda verim
%38.33'e dismustlr [49]. T. aurantiacus var. levisporus
KKU-PN-I12-1 tarafindan dretilen ham ksilanaz enzim
preparatt amonyum siilfat ile ¢okturildiginde %28'lik
bir verim elde edilirken jel filirasyon kormatografisi
sonrasinda verim %6.0 ve iyon degisim kromatografisi
sonrasinda ise verim %2.3'e diismUstlr [50]. Tablo 1'de
bazi mikrobiyal  ksilanazlarin  saflastirimasinda
kullanilan stratejiler 6zetlenmistir.

Ksilanazlar mikrobiyal yolla Gretilip saflastiriidiktan sonra
karakterizasyonu gergeklestirimis ve bu enzimlerin
Ozellikleri ortaya konmustur. Enzimlerin 6zelliklerine
gore kullanim alanlari belirlenmistir. S6z konusu
enzimlerin Kkarakteristikleri birbirinden oldukca farkhdir.
Tablo 2'de bazi mikrobiyal ksilanazlarin karakteristikleri
gosterilmistir. Optimum pH degeri 2’den 10’a kadar
genis bir aralikta olabilmektedir. Optimum sicaklik ise
40°C ila 105°C arasinda degismektedir [3]. Sicaklik ve
pH stabilite degerleri, molekil agirhklar da c¢ok blyik
farkliliklar géstermektedir.

Ksilanazlar yem endistrisi agisindan biyik 6neme
sahiptirler, 6zellikle kanath yem katkisi olarak da
kullaniimaktadirlar. Etlik pilic Gretiminde kullanilan tahil
bazli yemler, yapilarinda nisasta tabiatinda olmayan ve
antibesinsel  faktér olarak kabul edilen cesitli
polisakkaritleri icermektedir. Bu karbonhidratlarin su

tutma  kapasitesi  yiksek oldugundan bagirsak
viskozitesini arttirmaktadirlar [67]. Viskozitedeki bu artis
ince bagirsaktaki besin maddelerinin  sindirimini

dislrmekte ve piligclerde agirlk artisinin verilen besine
oranla daha az olmasina neden olmaktadirlar.
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Ksilanazlarin kullanimi ile belirtilen bu polisakkaritlerin
parcalanip su tutma kapasitesi disUrilmekte ve s6z
konusu sorunlar ortadan kaldirilabilmektedir. Yem
endUstrisinde pelet olusturma islemi yaklasik 70-90°C
dolaylarinda gerceklestirildiginden genel olarak ylUksek
termal stabiliteye sahip olan ksilanazlara ihtiyac

duyulmaktadir [7]. Ayrica yem endistrisinde kullanilan
ksilanazlarin sindirim sisteminin sahip oldugu sicaklik
(yaklasik 40°C) ve pH degerlerinde (yaklasik pH 4.8)
yiksek dizeyde aktivite gbstermesi arzu edilmektedir
[68].

Table 1. Mikrobiyal ksilanazlarin saflastiriimasinda kullanilan stratejiler

Saflastirma stratejisi Mikroorganizma Referans
Diyaliz, iyon degisim kromatografisi, diyaliz, jel . -
filtrasyon kromatografisi Aspergillus phoenicis [51]
Ultrafiltrasyon, iyon degisim kromatografisi, jel . -
filtrasyon kromatografisi Acrophialophora nainiana [52]
Amonyum silfat ile ¢oktirme, jel filtrasyon .
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, Thermo(r:nélgezssléargigmosus [53]
diyaliz )
Amonyum _sqlfgt ile Eokturme, jel fllt.rellsyon Paecilomyces themophila [54]
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi
Amonyum sUlfat ile ¢oéktirme, diyaliz, iyon
degisim kromatografisi Streptomyces cyaneus SN32 [55]
Amonyum silfat ile ¢o6ktirme, diyaliz, iyon
degisim kromatografisi, jel filtrasyon Aspergillus ficuum AF-98 [19]
kormatografisi
Amonyum s(lfat ile ¢oktlirme, iyon degisim .
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi Chaetomium sp. [56]
Amonyum silfat ile ¢o6ktirme, diyaliz, iyon .
degisim kromatografisi Bacillus sp. JB 99 (571
II(yon deglsgnj kromatografisi, jel filtrasyon Penicillium sclerotiorum [58]
ormatografisi
Amonyum sUlfat ile ¢oktirme, diyaliz, iyon
degisim kromatografisi, diyaliz, jel filtrasyon Aspergillus niger DFR-5 [59]
kromatografisi
. - o Thermoanaerobacterium
Nikel afinite kromatografisi, diyaliz saccharolyticum NTOU1 [60]
Diyaliz, iyon degisim kromatografisi, diyaliz, jel . .
filtrasyon kromatografisi Trichoderma inhamatum [61]
Table 2. Bazi mikrobiyal ksilanazlarin karakteristikleri
. . Molekadil Optimum Optimum
Mikroorganizma agirigi (kDa) sicaklik (°C) oH pl Referans
Thermotoga maritima MSB8 40, 120 92-105 54,62 5.6 [62]
Thermomyces lanuginosus SSBP 23.6 70-75 6.5 3.8 [63]
Aspergillus niger DFR-5 32 40 5.0 - [59]
Penicillium occitanis Pol6 22 45 3.0 - [64]
Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 26.2 70-75 7.0-75 - [53]
Streptomyces cyaneus SN32 20.5 60-65 6.0 8.5 [55]
Bacillus sp. JB 99 20.0 70 8.0 - [57]
Chaetomium sp. 25.1 65 7.5 - [56]
Micrococcus sp. AR-135 56 55 7.5-9 - [65]
Aureobasidium pullulans Y-12311-1 25 54 4.4 9.4 [66]
KSILANAZLARIN KULLANIM ALANLARI serbest kalmakta ve hamur daha yumusak hale gelerek
makine ile islenebilme 6zelligi artmaktadir. Bdylece,
Ksilanazlarin cok  genis uygulama alanlar ekmek i¢i yapisinin olusumu gecikmekte ve yiksek

bulunmaktadir. Gida ve yem sektbriine ybnelik bazi
ticari ksilanazlar ve kaynaklari Tablo 3'te 6zetlenmistir.
Ksilanazlar ekmek Uretim teknolojisi acisindan da buyuk
6nem tasimaktadirlar. Ekmekgilikte ksilanazlar hamurun
yogrulma 6zelliklerini iyilestirerek, ekmek i¢i yapisini ve
son Urlin hacmini arttirarak un kalitesindeki cesitlilikten
dogabilecek  sorunlarin azaltimasina  yardimci
olmaktadirlar.  Ksilanaz ~ enziminin  arabinoksilani
parcalamasiyla, hamurda arabinoksilanlarin tuttugu su
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hacimli, yumusak bir Griin elde edilmektedir [69]. Gida
endlstrisinde kullanilan ksilanazlarin disik ve orta
sicaklik degerlerinde ylksek aktivite gostermesi
istenmektedir. Ornegin, firin Griinleri sektdrinde hamur
yogrulmasi ve islenmesi 35°C’'nin altindaki sicakliklarda
gerceklestiriimektedir [7].

Meyve suyu sektérinde de ksilanazlar pektinazlarla
birlikte berraklastirma amach kullaniimaktadirlar. Meyve
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suyundaki indirgen seker miktarini da artirarak islem
gbrmis meyve suyunda yiUksek verim elde edilmesine
yardimci olmaktadirlar [70].

Ksilanazlar, bira Uretiminde arpanin yapisinda bulunan
uzun zincirli arabinoksilanlarin parcalanmasina olanak
saglayarak arpanin hidrolize olmasini kolaylastirirlar.
Boylelikle vizkoziteyi disurerek bulanikhidin
azaltilmasina katkida bulunurlar [5].

Dogada ikinci sirada en yaygin bulunan bir madde olan
ksilanin pargalanip, baska biyoprosesler icin substrat
olarak kullaniminin  mimkin olmasi da (érnegin
biyoetanol (retimi) arastirmalarin bu yénde sirekli

Tablo 3. Ksilanaz ireten firmalar

artmasina neden olmustur. Diger taraftan ksilanazlar;
ksiloz, ksilo-oligomerler ve yapay bir tatlandirici olan
ksilitol Uretiminde de kullaniimaktadir [23].
Ksilooligosakkaritler prebiyotik 6zellik géstermekte olup
gida, yem, ilag gibi endlstrilerde kullanim alani
bulamaktadirlar. Son yillarda fonksiyonel
ksilooligomerlerin Uretimine ilgi buUyUktir. Baska bir
bakis agisiyla da ksilanazlar, lignosellozik atiklarin
degerlendirilip  katma  degeri  yUksek  Urlnlere
dénlstirtlmesi  agisindan da blyuk 6nem
tasimaktadirlar. Ornegin, bugday kepegi, piring kepedi,
misir kogani, seker pancari kispesi gibi endUstriyel
atiklar ve yan Grinler ksilanaz Uretiminde kullaniimigtir.

Firma Ticari adi Mikroorganizma Uygulama alani

Novozyme Panzea® Bacillus licheniformis Firin GrOnleri

AB Enzymes Veron® - Firin Granleri, glutensiz trinler
YoutellBio Xylanase UTC-X50 - Bira endustrisi

DSM Ronozyme ® WX Aspergillus oryzae * Yem endUstrisi

Dupont Phyzyme® XP Trichoderma reesei Yem endUstrisi

Alltech Allzyme PT Aspergillus niger Yem endustrisi

Adisseo™ Rovabio ® Penicillium funiculosum  Yem endUstrisi

Aveve Biochem*™  AveMix® Trichoderma reesei Yem endUstrisi

*: Genetigi degistiriimis, **: Enzim karigimi

SONUC

Ksilanazlarin pek ¢ok endustriyel alana yoénelik
uygulamalarinin  bulunmasi nedeniyle bu konudaki
caligmalar slrekli artan bir egilim gdstermistir.

Ginimuzde endistriyel boyutta enzim Uretimi icin en
6nemli sorun enzim Uretim maliyetlerinin disiriimesidir.
Ar-Ge galismalarinin gogu bu yénde devam etmektedir.
Ksilanazin da aralarinda bulundugu pek cok enzim
grubu i¢in calismalarin ¢ogunlugu uygun bir Gretici
mikroorganizmanin  bulunmasi  ve/veya molekiler
teknikler ile gelistiriimesi, ayni zamanda ucuz ve bol
bulunabilen kaynaklardan olusan bir Uretim ortami
kompozisyonun  olusturulmasi  yéninde  devam
etmektedir. Cok yaygin kullanim alani bulunan ksilanaz
enziminin (retimi ve saflastirilmasi konusunda c¢ok
sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen bulyik
Olcekte, verimli ve disUk maliyetli Oretim sistemleri
gelistirilmesi  konusunda problemler ve dolayisiyla
arayislar devam etmektedir.
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