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Topraktan izole Edilen Streptomyces sp.’den Ksilanaz Uretimi ve
Karakterizasyonu

Baris ENEZ!, Sema AGULOGLU FINCAN?2

OZET: Bu calismada topraktan izole edilen Streptomyces sp.’nin izolasyonu, tanimlanmasi ve optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Streptomyces sp.’nin optimum sartlart belirlenerek optimum 35 °C, pH 7.0 ve 52. saat olarak
maksimum itireme gerceklestirdigi tespit edilmistir. Ksilanaz {iretiminin en iyi oldugu kosullar ise 35 °C, pH 7.0
ve 72. saat olarak belirlenmis ve en iyi enzim aktivitesine 40°C ve pH 7.0’de ulagilmistir. Enzim aktivitesi iizerine
metallerin etkisi arastirildiginda Zn 2", Hg ** ve Fe ** elementlerinin gii¢lii bir sekilde enzim aktivitesini inhibe
ettigi gézlemlenmistir. Kullanilan deterjanlardan Triton X-100 aktiviteyi arttirirken SDS ise giiclii sekilde inhibe
ettigi tespit edilmis ve enzim aktivitesinin; 35°C-45°C araliklarinda da 1 saat boyunca stabil kaldigi, pH 6.0, ve 7.0
de 1 saat sonunda %100 korundugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces sp., ksilanaz, izolasyon, karakterizasyon, iiretim
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Production and Characterization of Xylanase from Streptomyces
sp. which is Isolated from Soil

ABSTRACT: In this work, Streptomyces sp., was isolated from soil, identified and optimized. Optimum conditions
of Streptomyces sp. were determined and it is observed that maximum reproduction is achieved at 35 °C, pH 7.0
and 52 hours. It was also revealed that the best conditions for producing xylanase was 35 °C, pH 7.0 and 72 hours
and the best enzyme activity was achieved at 40 °C and pH 7.0. The effect of metals on enzyme activity was
investigated, and it was observed that enzyme activity was strongly inhibited by Zn **, Hg ** and Fe *. It was found
that Triton X-100, one of the detergents was used, boosts activity, while other one, SDS, inhibits strongly and it is
revealed that, enzyme activity remains stable for 1 hour at 35°C, 40°C and 45°C and also it is preserved 100% after
1 hour at pH 6.0 and pH 7.0.
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GIRIS

Tarihsel gelisim ac¢isindan bakildiginda enzimlerin
cok farkli kaynaklardan elde edildigi goriilmektedir.
Bunlar bitkisel, hayvansal ya da endiistriyel anlamda
ihtiyact kargilayabilen mikrobiyal kaynakli enzimlerdir
(Gupta et al., 2003). Bugiine kadar yaklasik 2500 farkli
enzim tanimlanmis ve bunlarin ancak %10’u ticari
alanda kullanim i¢in kendilerine yer bulmusglardir.
Bu %10 icinde 25 tanesi nisasta sanayi ile deterjan
katki maddesi olarak kullanilmis olup, ticari alanda
yararlanilanbiitiinenzimlerin %80 ini olusturmaktadirlar
(Woodley, 2000). Bitkisel ve hayvansal enzimlerin
endiistriyel ihtiyact karsilayamamasi, bu alandaki
sekilde
enzimlere yonelmesini saglamistir. Mikroorganizmalar,

ilginin  giderek artan bir mikrobiyal
biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik manipiilasyonlara
uygunlugu gibi sebeplerden dolayr ideal bir enzim
kaynagi olarak degerlendirilmektedir (Rao et al., 1998).
Giinlimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik
%90’1 mikroorganizmalarin faaliyetleri

iretilmektedir (Godfrey and West, 1996).

sonucunda

Ksilanaz, ksilandaki [-1,4-D-ksilozidik baglarini
zincirini¢ kisimlarindan hidrolizle kiran glikosidazlardir
(o-glikozid hidrolazlar; E.C. 3.2.1 ). Bunlar, hiicre
metabolizmasi icin karbon kaynaginin saglanmasinda
ve bitki patojenlerince bitki hiicresinin enfeksiyonunda
gerekli olan ve dogada yaygin bir enzim grubudur
(Collins et al., 2005).

belli
tarafindan  yiirtitiilmektedirler.

Giintimiizdeki
basl
Bu sik kullanilan organizma tiirlerinden bir tanesi de

biyoteknolojik  prosesler
organizmalar

Streptomyces’ lardir. Streptomyces tiirleri funguslar gibi
substrat miseli havasal misel ve spor olusumunu igeren
kompleks bir hayat dongiileri vardir. Streptomyces’ lar
bircok hiicre dig1 metabolit sentezleyebilmektedirler.

Bu metabolitler arasinda antibiyotikler, pigmentler
gibi ikincil metabolitler, hiicre dis1 enzimler ve
proteinler gelmektedir. Hiicre dis1
salgilanmast  ile

enzimlerin
Streptomyces’lar, = morfolojik
farklilasma, antibiyotik sentezinin, tamamlanmasi,
pigmentasyon, hiicre disindaki rekalsitrant polimerik
materyalin sindirimi gibi bircok metabolik fonksiyonu

yerine getirebilmektedir (Duran, 2011).

116

MATERYAL VE YONTEM
Streptomyces sp.’in Biyokimyasal Testleri

Izole edilen mikroorganizma %0.5’lik ksilan
iceren nutrient agarda {iretilerek biyokimyasal testleri
yapilmustir.

Mikrorganizma ve Kiiltiir Kosullari

Streptomyces sp. makam dagindan alinan toprak
orneklerinden izole edilerek Ref-Gen tarafindan
kismi olarak 16S rRNA analizi yapilmigtir (METU
Teknokent/Ankara). Mikroorganizma pH 7.0, sicaklik
35°C ve % 0.5 ksilan iceren Nutrient Broth ortaminda
72 saat iiretilmistir.

Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry metoduna gore
yapilmustir. (Lowry et al., 1951)

Ksilanaz Aktivite Tayini

Ksilanaz aktivite tayini Miller (1959) DNS
metodunun modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir.
Aktivite tayini i¢in enzim ¢ozeltisi ile %0.5lik ksilan
cozeltisi 40 °C de 45 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 3,5 DNS ilave edilmig
ve 5 dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir. 535
nm’de spektrofotometrik Sl¢ciim yapilmistir.

Streptomyces sp. ve Ksilanaz Uretimi Uzerine
Sicaklik, pH ve inkiibasyon

Siiresinin Etkisinin Belirlenmesi

100 ml’lik erlenlerde 25 ml sivi besi yerleri
hazirlanarak her birine 2 ml bakteri ekimi yapilmuistir.
25-55
tiretiminin optimum degerlerin belirlemek icin 120
rpm’de c¢alkalamali su banyosunda bekletilmis ve

°C sicaklik araliklarinda bakteri ve enzim

spektrofotometrede absorbans dl¢iimleri yapilmistir.

Hazirlanan %0.5 ksilan iceren NB ortaminda pH
4.0’ten baglayarak 0.5°lik artiglarla pH 10.0’a kadar
farkli pH’larda enzim iretimi ve bakteri {iretimi
gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi
ve enzim iliretimine etkisiicin; bakteri NB besi yerinde

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdur Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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(pH 7.0) ve 35 °C’de iiretilerek 4-96 saatleri arasinda
her 4 saatte bir ornek alinarak spektrofotometrede
absorbans Olctimleri yapilmistir.

Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Sicakhk ve

pH’nin Etkisi

Sicaklik ve pH’ nin ksilanaz aktivitesine etkisini
arastirirken enzim olarak, NB besi ortaminda iiretilen
bakteri kiiltiiriiniin santrifiij edilmesiyle elde edilen
st s1vi kullanilmagtir.

Sicaklik etkisi icin; 25°C’den 5°C artan sicaklik
araliklariyla 55°C’ye kadar
Olciildii ve rolatif enzim aktivitesi saptanmistir.
pH etkisi i¢in; substrat olarak kullandigimiz ksilan
%0,5’lik olacak sekilde sirasiyla sitrik asit, Tris-
HCIl ve karbonat/bikarbonat tamponlari icerisinde

ksilanaz aktivitesi

ayr1 ayri hazirlanmistir. Daha sonra ksilanaz aktivite
tayini yapilarak rolatif enzim aktivitesi saptanmuigtir.

Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal

Maddelerin ve Deterjanlarin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine baz1 metallerin etkisini
saptamak icin CaClz, CuC12, ZnClz, MgC12, HgClz,
MnCl,, ve FeCl, dan 50 mM’lik stok ¢ozeltilerinden
toplam hacimde (150 pl) 1.5 mM konsantrasyonu
olacak sekilde 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponunda
hazirlandi. Enzim  aktivitesi  lizerine  bazi
deterjanlarin etkisini arastirmak i¢in % 0.5 oraninda
SDS, Tween-40, Tween-80, TritonX-100 kullanildi.
Bu deterjanlar 0.1 M pH 7.0 Tris-HCI tamponunda

hazirlanmigtir

Sicaklik ve pH’min Ksilanaz Stabilitesine
etkisi

sicaklik
saptanmasi i¢in 35°C, 40 °C ve 45°C de sadece enzim

Ksilanaz ~ enziminin stabilitesi
kullanilarak 15-120 dakika arasinda inkiibasyon

islemi gerceklestirilmigtir.

On inkiibasyon sonrasi enzim substrat karigimi
ile kalan enzim aktivitesini saptamak icin enzimin
aktivite gosterdigi optimum sicaklikta inkiibasyona
birakilmigtir.

pH stabilitesinin saptanmasi icin 0.1 M Sitrik
Asit, 0.1 M. Tris- HCI, 0.1 M karbonat / bikarbonat

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 3, 2017

hazirlandi. Enzim, farkli tamponlarla 180 dakika 6n
inkiibasyon birakilmistir. On inkiibasyon sonrasinda
subsrat eklenerek kalan aktivite tayini deney kosullar1
altinda ol¢tilmiistiir.

BULGULAR VE TARTISMA

Biyokimyasal Testler ve Mikroorganizmanin
Tanimlanmasi

Yapilan ~ biyokimyasal  testler = sonucunda
mikroorganizmanin ¢izelge 1 de gosterildigi gibi gram
pozitif, basil (cubuk) seklinde ve ksilan ortaminda

ksilanaz enzimi tirettigi belirlenmistir.

Ref-Gen tarafindan kismi olarak 16S rRNA analizi
yapilan bakterinin Streptomyces sp. oldugu tespit
edilmistir (METU Teknokent/Ankara).

CCCTCACTCGCAGTCCACATTCGACAGCTCCC
TCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGT
GTCACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCA
ATGCTGATCTGCGATTACTAGCAACTCCGACTT
CATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAAC
TGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCGCCTC
ACGGCATCGCAGCTCTTTGTACCGGCCATTGTA
GCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATG
ATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAG
TTGACCCCGGCGGTCTCCTGTGAGTCCCCATCA
CCCCGAAGGGCATGCTGGCAACACAGGACAA
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACA
TCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAC
CACCTGTATACCGACCACAAGGGGGGCACTAT
CTCTAATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGG
TAAGGTTCTTCGCGTT...,

Bakteri ve Ksilanaz Uretimi Uzerine inkiibasyon
Siiresinin, Sicaklik ve pH’nin Etkisi

Farkl:

Streptomyces sp.’nin liremesinin etkisini belirlemek

inkiibasyon siirelerinin enzim {retimi ve

i¢cin 4-96. saatleri arasindaki analiz sonucunda sekil 1

de goriildiigii gibi maksimum enzim {iretiminin 72.saat
ve liremenin ise 52 saatte oldugu tespit edilmistir.
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Sekil. 1. Inkiibasyon siiresinin Bakteri ve Ksilanaz Uretimine Etkisi

Sicakligin etkisini belirlemek icin; 5 °C’lik
artigla 25 °C *den 55 °C ’ye kadar % 0,5 ksilanlit NB
besi yerinde (pH 7.0) inkiibasyona birakilmigtir.

iretimi ve tremenin 35 °C’de oldugu belirlendi.
Sekil 2’ye bakildiginda artan sicakliklarda hem
bakteri iiremesinin hem de enzim iiretiminin giderek

Inkiibasyon siiresi sonunda maksimum enzim  azaldigr goriilmiistiir.

3000 4 T18
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Sekil. 2. Bakteri ve Enzim Uretimi Uzerine Sicakligin Etkisi

Farkli pH’larda hazirlanan besi yerlerine ekimi
yapilan bakterinin maksimum enzim {retimi ve
optimum {iremesinin pH 7.0 da oldugu goriilmiistiir.
Sekil 3’te belirtildigi lizere artan pH’larin bakteri ve
enzim {iretimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.
Streptomyces suglarindan iiretilen ksilanaz’in optimum
aktivite gosterdigi degerler literatiirlerde degisik
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sekillerde (72 saat, pH:7.0 ve 30 °C; 120 saat, pH:7.0 ve
37°C; 120 saat, pH:6.5 ve 28 °C; 96 saat, pH:6.5 ve 50
°C; 68 saat, pH:7.0,36°C; 96 saat, pH:7.0 ve 40°C) yer
almigstir. Sanjivkumar ve arkadaglari, 2017; Maheswari
ve Chandra, 2000; Pradeep ve arkadaslari, 2013;
Boonchuay ve arkadaglari, 2016; Lv ve arkadaslari,
2008; Chi ve arkadaglari, 2013).
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Sekil. 3. Bakteri ve Enzim Uretimi Uzerine pH’nin Etkisi

Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Sicaklik ve
pH’nin Etkisi

Optimum kosullarda {iretilen mikroorganizma
maksimum ksilanaz salgilandig135°C,pH 7.0 ve 72. saat

sonrasinda elde edilen enzim iist sivisindan 25-55 °C
sicaklik

aktivitesinin 40

araliginda  yapilan enzimin
maksimum sicaklik

belirlenmistir (Sekil 4).

tespitinde
°C oldugu

=

=

0 -

B0 -

40 -

RAlatir Aktivite (%)

20 1

25 30 35

Sicakhk (oC)

40 45 S0 55

Sekil. 4. Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Ayni ortam kosullarinda pH 2-11.00 araliginda
yapilan incelemede ksilanaz aktivitesinin en fazla

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 3, 2017

pH 7.0 da oldugu tespit edilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Ksilanaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Yapilan arastirmada en yiiksek enzim aktivitesi
pH 7.0 ve 40 °C’de tespit edilmistir. Daha ©nceki
calismalarda, Sanjivkumar et al., (2017) Streptomyces
olivaceus’ten elde ettikleri ksilanazin en yiiksek
aktivite gosterdigi sicakligin 40 °C de; Chi et al., (2013)
Streptomyces thermocarboxydus’tan iiretilen ksilanazin
ise 65 °C oldugunu belirlemiglerdir. Streptomyces
tirlerinden elde edilen ksilanazlarin optimum pH
araliklar1 5.0-7.0 arasinda degismektedir (Chi et al.,
2013; Bajaj ve Singh, 2010; Ninawe et al., 2008;
Georis et al., 2000).

Enzim Aktivitesi Uzerine Deterjan ve Metallerin
Etkisi

Uygun sartlarda iiretilen mikroorganizma’dan
elde edilen ksilanaz aktivitesi lizerine deterjan etkisi
incelendiginde deterjanlardan kontrole gore kalan enzim
miktarlarr; SDS %22, Tween—40 % 98, Tween-80 %
96 ve TritonX-100 %103 olarak belirlenmigtir. Triton
X-100 aktiviteyi artirirken SDS ise giiclii sekilde inhibe
ettigi tespit edilmisgtir (Sekil 6).

2

8

Halatil Aktivite (")

Kool

80 -
60 -
40 -
20 -
Q

TWEEN-40

Deterjanlar (%:0.5)

TWEEN-80 TRITONX-100

Sekil. 6. Enzim Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin Etkisi
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Metal etkisi aragtirildifinda ise Zn #* (% 61) ,
Hg * (% 79)ve Fe ** (% 58) gii¢lii bir sekilde enzim

aktivitesini inhibe ettigi, Ca ** ise kontrole yakin bir
deger gosterdigi belirlenmistir (Sekil 7).

120 4

100 4

Rdilatil AKtivite (%)
()]
o

E-«.c-mml MuCI2 FeCi2

ZnCl2
Metal Ivonlan (1.5 m\I)

MgCl2 HgCl2 li 12 (1{_[‘

Sekil 7. Enzim Aktivitesi Uzerine Metallerin Etkisi

Adigiizel ve Tunger, (2016) yaptiklart arastirmada
SDS, Mg*, Hg*, Zn** ksilanaz aktivitesini inhibe
(2016) ksilanaz aktivite
metal iyonlart ve kimyasal
reaktiflerden SDS ve Hg*m
aktivitesini tamamen inhibe ettigini, Fe**,Zn**, Mg**’un
ise orta diizeyde enzim inhibisyonuna neden oldugunu
(2013) Fe*, Zn*?,

ettigini;
iizerine denedikleri

Boonchuay et al.,

ozellikle enzim

belirlemiglerdir. Paradeep et al.,

Cu*?> ve SDS’nin ksilanaz aktivitesi iizerine inhibe
etkisi gosterdigini tespit etmislerdir.

Sicaklik ve pH’nin Ksilanaz Stabilitesine etkisi

Enzimin sicaklik  stabilitesi incelendiginde
ksilanaz enzimi 35°C, 40 °C ve 45°C sicakliklarinda 1
saat boyunca stabil kaldig1 ancak giderek stabilitelerini
kaybettigi goriilmiistiir (Sekil 8).

120 1

8

80 -

B0 4

40

Redlatif Aktivite (%)

20 4

W

[——asC
—a—40°C
| ~a—s5°C

0 15 30

Zaman (dakika)

45 60 120

Sekil 8. Sicakligin Ksilanaz Stabilitesine Etkisi

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 3, 2017
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Yapilan aragtirmada enzimin pH stabilitesi
incelenmigtir. pH 6.0 ile 7.0 degerlerinde 1 saat boyunca

enzim aktivitesinin %100 korundugu tespit edilmistir
(Sekil 9).

120 -

100 - ™
S 80 o '
= ——B
E B0 4 —a—7
’; —a—5
£ 40

20 4

ﬂ T T 1

30 &0

Laman (dakika)

120 180

Sekil. 9. pH’nin Ksilanaz Stabilitesine Uzerine Etkisi

Chi et al., (2013) Streptomyces thermocarboxydus’
tan iiretilen ksilanazin 45°C ve 55°C de stabilitesinin
korudugunu, pH stabilitesinin ise pH 5.0 ve 6.0
oldugunu belirlemislerdir. Nascimento et al., (2002)
Streptomyces sp. strain AMT-"ten iiretilen enzimin 55°C
ve 65°C sicakliklarinda stabil kaldigini buna ek olarak
ksilanazin pH stabilitesinin ise pH 6.0 da stabil kaldigini
bulmuslardir. Calismamizda elde etti§imiz sonuglar
diger arasgtirmacilarin bulgulariyla uyum ic¢indedir.

SONUC

Streptomyces sp.’den ksilanaz {iretimi SmF

(Submerged Fermentation=Derin Kiiltiir Teknigi) islemi
ile gerceklestirilmistir. pH, sicaklik ve inkiibasyon
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