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Oz

Diinya tizerindeki bitki kaynakl lignoseliilozik biyokiitle miktar: 10 ton kadar olup, sadece yenilenebilir degil cok miktarda bulunan
da bir kaynaktir. Ksilan, dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci polisakkarittir ve pargalanmasindan ksilanaz sorumludur.
Ksilanazin endistriyel kullanim alani gida endistrisinden tekstil endistrisine, kagit endistrisinden biyoyakit iretimine kadar genis bir
yelpazeye yayilmigtir. Her gegen giin farkli 6zelliklere sahip ksilanazlarin bulunmasiyla ticari kapasitesi de artmaktadir. Bu sebepten
dolay: bu ¢aligmada topraktan ksilanaz pozitif mikroorganizmalarin taranmasi, lignoseliilozik materyaller Uzerinde denenmesi ve
secilen mikroorganizmaya ait ksilanazin kismi karakterizasyonu amaglanmigtir. Tarama islemi kongo kirmizist boyama metoduyla
gerceklestirilmigtir. Tarama sonrasi 11 mikroorganizma ksilan igeren swv1 kiiltir ortamina ekilmis ve en yiiksek ksilanaz aktivitesine
(73 IU/mL) sahip mikroorganizma Bacillus spp. olarak tanimlanmugtir. Lignoseliilozik materyaller olarak ot, musir kogani, aygicek sap:
ve bugday samani arasinda en yiiksek aktiviteyi bugday samani tizerinde 37 IU/mL olarak géstermistir. Biyokimyasal karakterizasyon
sonrasi, ksilanazin yiiksek derecede alkali kosullara dayanikli oldugu bulunmugtur. Dolayisiyla, 6zellikle kagit endistrisi igin aranan bir
ozellige sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Alkali dayanikli, Bacillus, Biyokimyasal karakterizasyon, Ksilanaz, Lignoseliiloz, Metal etkilesimi

Abstract

Plant related lignocellulosic biomass amount is about 10 ton in all over the world, which is a not only renewable but also abundant
resource. Xylan is the second most plentiful polysaccharide after cellulose and xylanase is responsible for its degradation. Industrial
application of xylanase is widely distributed from food industry to textile industry, from paper and pulp industry to biofuel production.
Nowadays, its commercial potential is increasing by finding new xylanases having different features. Therefore, this study was aimed
screening of xylanase positive microorganisms from soil, testing on lignocellulosic materials and partial characterization of xylanase
from chosen microorganism. Screening process was performed by congo red staining methods. After screening, 11 microorganisms
were incubated in the liquid culture medium including xylan and the microorganism having highest xylanase activity (73 IU/mL) was
identified as Bacillus spp.. The highest activity was determined as 37 IU/mL on wheat straw among grass, corn cob, sunflower stalk
as lignocellulosic materials. After biochemical characterization, the xylanase is found as highly alkali stable. Thus, it has the feature
especially qualifiable for pulp and paper industry.

Keywords: Alkali stable, Bacillus, Biochemical characterization, Xylanase, Lignocellulose, Metal interaction

1. Girig

Hemiseliiloz diisiik molekiler agirhiga sahip diinyada seli-
lozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci heteropolisakkarit olarak
lignoseliilozik biyokitlenin %30 — 35’ini olusturmaktadir
(Sargin ve Ongen 2003, Sutay Kocabas vd. 2015). Hemi-
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seliiloz bitkilerde bulunan yapisal bir materyal olup ligninle
birlikte bitkilerin sert yapisini olusturur (Kallel vd. 2015,
Zhang ve Viikari 2014). Hemiseliilozun en temel bilegenini
ksilan meydana getirir. Ksilan, 100- 200 adet bes karbonlu
ksiloz monosakkaritinin birbirine p-1,4 glikozidik bagla
baglanmasiyla olusmusg bir polisakkarittir (Alves-Prado vd.
2010, Neves vd. 2011). Bu polisakkaritin dogada parcalan-
masindan sorumlu ana enzim ksilanazdir (1,4-p-D-ksilan
hidrolaz, E.C.3.2.1.8). Ksilanaz dogada bakterilerden basil-
luslar bagta olmak tizere ve kiifler arasinda hemen hemen
tim safrofitler tarafindan tretilmektedir (Robl vd. 2013,
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Sutay Kocabas ve Ozben 2014). Ksilanazlar genel olarak
iki glikozidik hidroliz aile grubunda toplanmugtir, Grup 10
( Grup F) ve Grup 11 (Grup G). Bunlar haricinde 5, 8 ve
43 gruplarinda da ksilanazlar bulunmaktadir. Grup 10’a ait
olanlarin genel 6zellikleri 30kDadan daha buyiik molekiler
agirliga ve disiik izoelektrik noktaya (IN) sahip olmalaridir.
Grup 11 ksilanazlarinin 6zellikleri ise yiiksek INve 19ila 25
kDa molekiiler agirhiga sahip olmalaridir (Kallel vd. 2015,
Sutay Kocabas vd. 2015, Wu vd. 2013).

Ksilanaz hiicre dis1 salgilanan ve indiiklenebilen bir enzimdir
ve bir ¢ok canli grubu tarafindan sentezlenmektedir (Robl
vd. 2013). Bu canlilarin bagini bakteriler ve kiifler cekmekle
birlikte protozoolar, boécekler, omurgasizlar ve hatta
bitkilerin tohumlar: tarafindan da ¢imlenme agamasinda
sentezlenmektedir (Gowdhaman vd. 2014). Ksilanazlar
gliinimiizde biyoteknolojik uygulama alanlarinin ¢ok genis
olmasi sebebiyle 6zellikle biyo-yakt tiretimi tizerine yapilan
caligmalarda odak noktas: haline gelmis bir enzimdir.
Ksilanazlar diinya ¢apinda yaklasik 200 milyon dolarlik bir
ticari kapasiteye sahiptirler (Kallel vd. 2015).

Ksilanazlar sahip olduklari 6zelliklere gére yem endistrisin-
den tekstil endistrisine, gida endsttrisinden kagit endustri-
sine kadar genis bir alanda uygulama kapasitesine sahiptir
(Alves-Prado vd. 2010, Abdullah vd. 2015, Gowdhaman vd.
2014, Kocabas vd. 2011, Wu vd. 2013). Kagit endistrisinde
biyo-beyazlatmada gorev alarak ¢evresel kirliligi azaltmakta
bunun yaninda kimyasal madde kullanimina gére daha ucuz
bir maliyet gerektirmektedir. Yem sanayiinde, hayvanlarin
sindirimini kolaylastirarak yemleme verimini artirmaktadur.
Ksilanazin kullanildig: bir diger endistriyel alan firinciliktar.
Bu alanda ksilanaz, hamurun su tutma kapasitesini ve glu-
tenin elastikiyeti ve yapisini gelistirerek ekmegin kalitesini
artirmaktadir. Meyve suyu sanayiinde ise pektinaz ile bir-
likte berraklagtirma stirecinde gorev almaktadir. Dolayisiyla
farkl alanlarda farkli amaglar icin kullanilmakta ve her bir
alan icin farkh 6zellikler aranmaktadir. Bu sebepten dolays,
farkli endistriyel alanlarda farkli 6zelliklere sahip ksilanaz
arayiglari sirmektedir (Wu vd. 2013). Kagit endiistrisi i¢in
dusiik molekiiler agirliga sahip ve alkali ksilanazlar aranirken
biyo-yakit tiretimi icin asidik ve yliksek sicakliga dayanikli
ksilanazlar aranmaktadir (Jiang vd. 2011).

Farkl 6zelliklere sahip ksilanazlarin arayis1 yaninda, Gretim
asamasinda maliyeti digiirmek amaciyla ¢aligmalarda
surmektedir. Endistriyel enzim tretimlerinde en 6nemli
faktor kullanilan substrat olmaktadir (Alves-Prado vd.
2010). Bu sebeple ucuz, bol, surdirilebilir ve yenilenebilir
bir kaynak olan tarimsal atiklarin kullanimi alternatif bir
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¢oziim olmugtur (Okeke 2014, Sutay Kocabas ve Ozben
2014). Tarimsal atiklarin kullanilmasi ayrica hem tarim
ekonomisine ek gelir getirecek hem de tarimsal atiklarin
imhasi stirecinde olusan ¢evre kirliligininde ortadan
kaldirilmasinda etkili bir yontem olacaktir (Chapla vd. 2012,
Zhang ve Viikari 2014).

Giintimizde lignoselilozik materyallerin yararli kimyasal-
lara dénustirilmest, 6zellikle biyo-yakat tretimi noktasinda
dikkatleri tizerine ¢ekmistir (Jiang vd. 2011). Ilk zamanlar-
da biyo-yakat tiretiminde tamamen nigasta bazli materyaller
kullanilmigtir. Bu materyallerin ayni zamanda gida maddesi
olmast sebebiyle aragtirmalarda, 6zellikle selilozdan glikoz
ve biyo-yakit tretimi Uzerine yogunlagilmis ve desteklen-
migtir (Kocabas vd. 2014, Okeke 2014). Ancak direkt olarak
seliilozun eldesi ya da lignoselilozik materyallerden verimli
bir sekilde pargalanmas: istenilen verimi saglayamamugtir
ctnki lignoseliilozik materyallerin tam olarak parcalanabil-
mesi i¢in bitki hiicre duvar: yapisinda bulunan ve koruyu-
cu bir tabaka olan lignin-hemiseliiloz bariyerinin asilmasi
gerekmektedir. Lignoselilozlardan biyo-yakit tretiminde
seliilozun tamamen par¢alanmasi ksilanin varligi sebebiyle
sinurli olmaktadir. Bu sinirlama ortama ksilanaz eklenmesi
ile agilabilmektedir (Kim vd. 2014, Tarayre vd. 2015, Zhang
ve Viikari 2014). Ayrica olusan ksilozlarin kullanimiyla da
verim ve uretim artmaktadir (Kim vd. 2014, Tarayre vd.
2015). Bu sebepten otiiri, yeni ve farkli ksilanaz enzimle-
ri ve bu enzim grubunu ireten mikroorganizmalar bilimsel
aragtirmalarin odak noktasi olmustur.

Bu caligma lignoselilozik materyaller tzerinde ksilanaz
dretimi i¢in topraktan mikroorganizma izolasyonunu
amaglamaktadir. Turkiye bir tarim tlkesi olarak tarimsal
atiklaragisindandabiiytikbir potansiyelesahiptirvebutirinler
stirdirilebilir ve yenilenebilir kaynaklar olarak endistriyel
alanda  kullanilarak yararli driinlere dontstirilebilir.
Tirkiyede tarimsal atiklarin ¢ogu degerlendirilemeden
gelisigtizel yok edilmeye ¢aligtimaktadir. Tarimsal atiklarin
degerlendirilmesi hem cevresel katki saglayacaktir hem de

giftciler i¢in yeni bir ekonomik kap1 agacaktir.

2. Gereg ve Yontem
2.1. izolasyon ve Tarama

Yerleske alaninda ozellikle bitki atiklarinin toplandig:

yerlerden rastgele alinan toprak ornekleri izotonik

solisyonda topraktan ve kirlerden arindirildiktan sonra %1
kayin ksilani, %1 pepton, %1 maya 6zitd, %1.5 agar, %0.5
K,HPO, ve %0.05 MgSO, igeren besi ortaminda inkiibe
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edilmistir. Ornekler 30, 35 ve 40 °C’lik inkiibatorlerde 2-3
giin siireyle inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonrasi izerine
9%0.1 (a/h) kongo kirmuzist solisyonu dokiilmiis ve 5 dakika
beklenmistir. Daha sonra 1M NaCl solisyonu ile yikama
yapilarak temiz alan olusturan mikroorganizmalar ksilanaz
pozitif olarak belirlenmis ve secilen mikroorganizma
morfolojik olarak incelenmis ve sonrasinda gram ve
endospor boyamalar gerceklestirilerek tanimlanmugtir.

2.2. Ksilanaz Uretimi ve Aktivite Olgiimii

Ksilanaz pozitif mikroorganizmalarin ksilanaz aktivite
profilleri 6ncelikle %1 kayin ksilani, %1 pepton, %1 maya
oziitl, %0.5 K,HPO, ve %0.05 MgSO, igeren besi yerinde
stvi ortamda 35 °C 160 rpm ¢alkalama hizinda kontrol
grubu olarak elde edilmis ve daha sonra en yiiksek ksilanaz
aktivitesine sahip organizma ot, musir kogani ve aygicek
sapinin ksilan kaynagi olarak kullanildigi besi yerlerinde
kargilagtinlmigtir. Lignoselilozik atiklar, kullanilmadan
once 2mm c¢apinda olacak sekilde par¢alanmis, saf su ile
yikanmis ve sonrasinda firinda 50 “C'de kurutulmustur. Atik
iceren besi yerleri arasindan en yiiksek ksilanaz aktivitesine
sahip mikroorganizmanin ksilanazi kismi olarak karakterize
edilmisgtir.

Besi yerinden 24 saatte bir alinan 6rnek 5000xg de 4°C'de
5 dakika santrifij edilerek hiicreler ve besi yerindeki
¢oziinmeyen pargactklar ayrilmigtir. Elde edilen stipenatant
ham enzim kaynag: olarak kullanimistir. Enzim aktivitesi
i¢in substrat olarak %1’lik kayin agaci ksilaninin 50mM
pH 7.0 fosfat tampon ¢ozeltisi kullanmilmigtir. Ksilanin
¢6zunirliginin az olmasi sebebiyle 1g kayin agaci ksilani
80ml tampon ¢ozeltisinde manyetik karistirict tzerinde
kaynayincaya kadar karigtiridlmig ve 3 dakikalik kaynama
sonrasi 1sitma islemi durdurulup karigtirmaya gece boyunca
oda sicakliginda devam edilmistir. Daha sonra hazirlanan
solisyon ayni tampon ¢ozeltiyle 100ml’ye tamamlanmus,
5000xg’ de 20 dakika santrifij edilerek ¢6ziinmeyen
ksilan pargaciklar1 uzaklagtinnlmigtir. Hazirlanan substrat
cozeltisi gerektiginde en fazla bir hafta stirmek tzere 4-6
°Cde saklanmigtir ve kullanim 6ncesi ol¢im sicakligina

dengelenmistir (Bailey vd. 1992).

Ksilanaz enzim aktivitesi enzimatik reaksiyon sirasinda
serbest kalan indirgen seker miktari 6lctilerek tayin edilmigtir.
Bu reaksiyon bir birim uygun sekilde seyreltilmis enzim
¢ozeltisi ile 10 birim substrat ¢ozeltisinin uygun sicaklikta
karigtirilmasiyla yapilmigtir. Reaksiyon ¢ozeltisinden 15-
20 saniyelik araliklarla alinan 1ml'lik 6rnek tzerine 1.5 ml
dinitrosalisilik asit ¢ozeltisi (DNSA) eklenerek reaksiyon
hemen durdurulmus ve renk olusumu i¢in 6rnek tipleri
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kaynayan suya yerlestirilerek 5 dakika bekletilmistir. Bu
stire sonunda 6rnek tiipleri buz tizerinde hemen sogutularak
540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans
degerleri ol¢ilmistir. Ksilanaz aktivitesi olugturulan
ksiloz standart grafigi ve elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak hesaplanmigtir (Miller 1959). Bir birim ksilanaz
aktivitesi (IU) 40 “C'de reaksiyon sartlarinda 1 dakikada 1

pmole ksiloz tiretebilen enzim miktari olarak tanimlanmugtir.
2.3. Ksilanazin Karakterizasyonu

Ham enzim izerinde sicakhigin ve pH’nin etkisine
bakilmigtir ve bunun i¢in sicaklik degerleri olarak 20-80°C
aralif1 10°C artiglarla; pH icin ise 4-11 araliginda 1 birimlik
artiglar olarak ayarlanmigtir. Ksilanazin sicaklik ve pH
dayanikliliginada ayni aralik ve birim artiglariyla bakilmugtar.

Metal iyonlarinin etkisini tespit etmek icin metallerin
tuzlarinin (KCl, NaCl, CaCl,, MgSO,, ZnSO,, FeSO,,
CuSO,) 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlar: kullanimigtir.
Metallere ek olarak SDS ve EDTAninda

konsantrasyonlarda etkileri denenmistir.

ayni

3. Bulgular

Toplanan toprak ornekleri karbon kaynag: olarak sadece
ksilan igeren besi yerlerine ekilmis ve 27°C’de inkiibe edil-
mislerdir. Etrafinda seffaf zon olugturan mikroorganizma-
lar seri ¢izme ekim metoduyla saflagtirilmigtir. Bu agamada
toplam 40 bakteri izole edilmistir ve X-1 den X-40’a kadar
kodlanmuglardir. Izole edilen mikroorganizmalar ksilan besi
yerine tekrar ekilmistir. En genis zon alanina sahip 11 bak-
teri kolonisi s kiiltiire alinarak ksilanaz aktiviteleri takip
edilmisgtir.

Bunlar arasindan en yiiksek aktiviteye sahip X-7 ve X-8
ait aktivite profilleri Sekil 1de verilmigtir. X-7 ve X-8 in
maksimum aktivitelerini sirasiyla 73 ve 48 IU/mL olarak
3. gunlerinde gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 1).
Buradan elde edilen veriler sonucunda X-7 ile lignoseliilozik
atiklar Gzerinde denemeler yapilmistir. Secilen X-7, 6ncelikle
morfolojik olarak incelenerek hiicre yapisinin ¢ubuk seklinde
oldugu tespit edilmistir. Daha sonra Gram boyamasi
yapilarak G(+) ve endospor boyamas: yapilarak endospor
trettigi tespit edilmis ve Bacillus spp. oldugu belirlenmistir.
Kontrol olarak ksilan kullanilirken lignoseliilozik atik olarak
ot (Lolium spp.), misir koganyi, aycicek sap1 ve bugday samam
kullanilmigtir (Cizelge 2). X-7, denenen atiklar arasinda 3
gunliik inkiibasyon sonunda en yiksek aktiviteyi (37 IU/
mL) bugday samani tizerinde gostermistir. Bunun yaninda
ot tzerinde 36, aycicek sap1 tzerinde 33 ve musir kogani
tzerinde 25 IU/mL aktivite gostermistir.
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Enzim karakterizasyon c¢aligmalarina X-7 ile devam
edilmistir (Sekil 2 ve 3). Enzim en yiksek aktiviteyi
40 °Cde gostermistir. Sicakligin 50°C’ye yiikseltilmesi
aktivitede %601k bir kayba sebep olmustur. Bunun yaninda
enzim 80°C'de bile aktivitesinin %30unu gostermektedir.
Enzim aktivitesiyle ilgili olarak 4 °C’de 6 saat sonunda hi¢
bir aktivite kaybi olmazken yikselen sicaklik degerleriyle
birlikte dayanikhiligs dismektedir. 20-40 °C araliginda
enzim, aktivitesinin %60’1m1 korumaktadir. Fakat 50 °C
ve Uzerindeki sicaklik degerlerinde 6 saat sonunda sadece
%10’luk bir enzim aktivitesi gozlemlenmistir (Sekil 2).

Enzime pH'in etkisine bakildiginda, pH 8de elde edilen
aktivite baglangic aktivitesine en yakin degeri vermigtir
(%96) (Sekil 3). Bu degerlerin altindaki ve ustiindeki
pH degerlerinde benzer bir egim ile aktivitenin dustigu
gozlemlenmistir. Enzim pH 5 ile 10 araliginda aktivitesinin
%40'indan  fazlasim  korumustur. Ug saatlik durabilite
deneyinin sonucunda, pH 6 ve 7de enzimin yapisini daha
iyi koruyabildigi gozlemlenmistir. Enzim aktivitesi 3 saat
sonunda pH 8 ve izerinde %60’lara kadar diigmiis olmasina
ragmen pH 11de bile bu kararliligini korumustur. Disiik
pH degerlerinde ise aktivitenin %40’larin altina distiga

80 -
70
60
50 A ]
40 A

30
20 4 ‘ h

10 4

Ksilanaz Aktivitesi (1U/mL)
|

Fermentasyon Siiresi (Giin)

Sekil 1. Secilen mikroorganizmalarin ksilanaz aktivite profilleri
(A: X-7 kodlu mikroorganizma M: X-8 kodlu mikroorganizma).

Cizelge 1. Ksilanaz pozitif toprak izolatlarinin maksimum ksilanaz
aktiviteleri.

Bakteri Maksimum Ksilanaz Aktivitenin
Aktivitesi (IU/mL) Gézlemlendigi Giin
X-1 1 4
X-2 10 2
X-3 8 D)
X-7 73 3
X-8 48 3
X-12 4 3
X-13 5 3
X-14 7 3
X-15 6 3
X-21 5 5
X-25 6 3

Cizelge 2. X-7'nin tarimsal atiklar tizerinde ksilanaz aktivite degerleri.

Kontrol
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Sekil 2. Sicakligin ksilanaz tzerine etkisi. (@: optimum sicaklik
profili ve bar: sicaklik durabilite (6saat sonra % kalan aktivite)).
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Sekil 3. pH’nin ksilanaz tizerine etkisi (@: optimum pH profili ve
bar: pH durabilite (3 saat sonra % kalan aktivite)).

Lignoseliilozik Atiklar

Ksilan Misir Koganmi Aygicek Sap1 Saman
X-7 Ksilanaz Aktivitesi (IU/mL) 73 25 33 37
506 Karaelmas Fen Miih. Derg., 2017; 7(2):503-508
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Cizelge 3. Metallerin ve diger kimyasallarin ksilanaz aktivitesi tizerine etkisi (%)*.

Konsantrasyon (mM)  Kontrol K Ca Mg Zn Fe Cu SDS EDTA NaCl
1 100 132 134 137 166 168 174 156 93 92
5 100 132 121 136 162 235 144 186 94 95
10 100 141 133 133 145 362 108 217 84 91

“Aktiviteler yiizde olarak belirtilmistir ve kontrol aktivitesi 100 olarak kabul edilmistir.

gozlemlenmistir. Genel olarak, enzim pH 5-11 araliginda 3
saat sonunda bile aktivitesinin %60’1n1 korumustur (Sekil 3).

Ksilanaz aktivitesi Uzerine test edilen metaller ve
kimyasallar arasinda NaCl ve EDTA hari¢ hepsi pozitif
etki gostermigtir (Cizelge 3). Zn ve Cu bilesikleri i¢in,
konsantrasyon arttikca pozitif etki azalmigtir. Bunun
yaninda Fe konsantrasyonu arttikca ksilanaz aktivitesinin
3.5 katina kadar arttif1 g6zlemlenmistir. Benzer bir sekilde
SDS’in artan konsantrasyonuyla ksilanaz aktivitesi 2 katina
kadar artmigtur.

4. Tartisma ve Sonug

Hicre digina salgilanan  enzimler arasinda ksilanaz
endistriyel 6neme sahip enzimlerden birisidir. Bakteriler,
cesitlilikleride goz 6ntine alindiginda farkl 6zelliklere sahip
enzimler icin sayisiz kaynak sunmaktadir (Gowdhaman
vd. 2014). Ksilanaz pozitif mikroorganizma taramasinda
oncelikle katt besi yerinde ksilan karbon kaynag: Gzerinde
koloni etrafinda seffaf zon olugturan mikroorganizmalar
se¢ilmektedir. Hatta, olugan temiz alanin ¢apina gore kismi
optimizasyon c¢aligmalarida kati agar besi yeri tzerinde
yapilabilmektedir (Aygan ve Arikan, 2008). Genellikle
katy

mikroorganizma sivi ortamda gogaltilarak ksilanaz aktivitesi

besiyerinde mikroorganizma se¢iminden sonra
belirlenir. Bu ¢aligmada toplam 47 mikroorganizma 6ncelikli
olarak secilmistir ve kat1 besiyerine tekrar ekimleri sonrasi
11 bakteri sivi kiltiire aktarilmak tzere belirlenmistir.
Genel olarak bu ilk agamada mikroorganizmalardan elde
edilen ksilanazlara ait toplam enzim aktiviteleri digtik
olmaktadir. Haddar vd. (2012) izole ettikleri bir basillustan
optimize ettikleri kogullarda ksilanaz aktivitesini 7.23 ITU/
mL olarak belirtmiglerdir. Bunun yaninda Irbe vd. (2014)
izole ettikleri bir kuften en yiiksek ksilanaz aktivitesini 9.4
TU/mL olarak tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada siv1 kiltirden
elde edilen ksilanaz aktivitesi 73 IU/mL olarak tespit
edilmistir ve optimizasyon 6ncesi i¢in yiksek bir aktivitedir.
On ¢alismalar sonrast besi yeri optimizasyonu ve enzimin
biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak hem enzim tretimi

artirilmakta hem de enzim aktivitesi optimize edilmektedir.
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Besi yerinde lignoselilozik materyaller kullanildiginda,
ksilanaz aktivitesi kontrole (besi yeri ortaminda ksilan
kullanilan besi yeri) gore daha disik bulunmugtur. Bunun
sebebi atiklarin sadece ksilan zincirinden olugmayip
lignoseliilozik olarak tanimlanan seliiloz, hemiseliloz ve
lignin karigimlarindan olugmalaridir (Chapla vd. 2012, Kim
vd. 2014). Dolayisiyla ayni oranda kullanildiklarinda hem
ksilan orani daha disitk olmakta hem de seliiloz ve 6zellikle
lignin gibi diger materyallerden dolay: enzimin ksilana
ulagmast daha zor olmaktadir. Izole edilen mikroorganizma
denenen tarimsal atiklar tizerinde en disik aktiviteyi musir
koganmi tzerinde 25 IU/mL olarak gostermigtir. Bunun
yaninda diger tarimsal atiklarla 33-37 IU/mL araliginda
ksilanaz aktivitesine sahiptir. Misir koganinda dusik
aktivite gostermesinin sebebi, diger atiklarin igeriklerinin
besin degerlerinin daha yiksek olmasidir. Dolayisiyla
sonraki calismalar icin kaynak olabilecek nitelikte bir
sonug elde edilmigtir. Bunun yaninda enzim 50 "C’ye kadar
dayanabilmekte hatta 4 "C'de saklandiginda hi¢ bir kayip
yasanmamaktadir. Bunlara ek olarak en yiiksek aktiviteyi
pH7-8 araliginda géstermistir ve pHS5 ile 11 arasinda %60
durabilite gostermigtir. Dolayisiyla enzim 6zellikle pH
degisimlerinde olmak tzere sicaklik degisimlerinde de genis
bir aralikta dayaniklilik géstermektedir. Bu yoniyle tretilen
ksilanaz ozellikle kagit endustrisine uygun dismektedir
cinkii kagitendistrisinde ksilanazin istenilen 6zelliklerinden
bir tanesi alkali pH’larda dayanikliliginin olmasidir. Bunun
sebebi klorinasyon islevine girerken hammaddelerin pH’1
alkalidir ve hammaddeleri notiirlestirmek ek iglemler ve ek

maliyet gerektirmektedir (Kocabas vd. 2014).

Bu c¢aligmada topraktan ksilanaz pozitif bakterilerin
izolasyonu ve lignoselulozik materyaller tizerinde ksilanaz
Uretimi aragtirilmigtir. Bu ¢alisma ¢ok ve ucuz bulunabilen
ot, misir kogani, saman ve aygicek sap1 gibi tarimsal atiklar
tzerinde yiiksek miktarda ksilanaz fiiretebilen yeni bir
Maksimum

bakterinin izolasyonunu vurgulamaktadir.

ksilanaz aktivitesini ticari ksilan kaynagi Uzerinde
gostermesine ragmen lignoseliilozik atiklar tzerinde de
optimizasyon 6ncesi yiiksek aktivite gostermistir. Kullanilan

ot, saman, mistr kogani ve aygicek sap1 gibi lignosellilozik
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atiklarin hepsinde ksilanaz aktivitesi géstermis olup 50 °C’ye
kadar %60 oraninda aktivitesini korumakta ve genis bir pH
spektrumunda (pH 5 ile pH 11) dayaniklilifa sahiptir. Bu
ozellikleri bakimindan endiistriyel kullanim potansiyeline
sahip bir enzimdir.

5. Tesekkiir

42-M-12  proje
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Bilimsel Aragtirma

kapsaminda ¢aligmamizi  destekleyen

Projeleri birimine tesekkiir ederiz.
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