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Oz: Ksilanazlar [endo-1,4-p-D-ksilanaz (E.C. 3.2.1.8)] ksilann cevre dostu bir yéntemle
islenmesine ihtiya¢ duyulan endiistriyel bircok uygulamada kullanilan son derece Onemli
enzimlerdir. Bu ¢aligmada Anoxybacillus amylolyticus bakterisine ait intraseliiler ksilanaz geni
pPET-28a(+) vektoriine klonlanarak {iretildi. Daha sonra enzim (AnaXYN329) saflastirilarak
enzimin sahip oldugu biyokimyasal ve kinetik 6zellikler agiga ¢ikarildi. Elde edilen sonuglara
gore, AnaXYN329 en yiiksek aktiviteyi pH 6.5°da, 60 ve 65 °C’de, gosterdi. AnaXYN329
enziminin 1s1l kararlilik deneyleri yaklagik 120 dk siirdii ve enzim yarilanma omriinii 40. dk'da
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Cloning, Purification, and Characterization of Intracellular Anoxybacillus amylolyticus Xylanase

Abstract: Xylanases [endo-1,4-B-D-ksilanaz (E.C. 3.2.1.8)] are extremely important enzymes
used in many industrial applications where xylan needs to be processed with an environmentally
friendly method. In this study, the gene of the Anoxybacillus amylolyticus’ intracellular xylanase
was expressed by cloning into the pET-28a(+) vector. Then, the enzyme (AnaXYN329) was
purified, and its biochemical and kinetic properties were revealed. According to the obtained
results, AnaXYN329 exhibited the optimum activity at pH 6.5, and 60 and 65 °C. Thermal
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GIRIS hidrolizi i¢in birgok ksilanolitik enzimin birlikte aktivite
gostermesi ile miimkiindiir (Swain vd., 2017). Ksilanolitik
enzimler igerisinde ksilanin hidrolizi i¢in en gerekli olan
enzimler ksilan omurgasinin (-1,4-glikosidik baglarini
rastgele hidrolize ederek, liriin olarak aciga ksiloz ve
ksilooligosakkaritleri ¢ikaran endo-1,4-B-D-ksilanazlardir
(E.C. 3.2.1.8) (Kumar vd., 2009). Ksilanazlar kagit, meyve
suyu, firincilik, hayvan yemi, biyoetanol iiretimi gibi
ksilanin iglenmesine ihtiya¢ duyulan bir¢ok endiistriyel

Hemiseliiloz biiyiilk oranda bitkilerin hiicre
duvarinda bulunan bir polimerik karbohidrat kompleksidir.
Yeryiiziinde bulunan biyokiitlenin biiyiik kismini olusturan
hemiseliillozun temel bileseni ksilandir (Girio vd., 2010;
Motta vd., 2013). Ksilan temel olarak B-1,4-bagh
ksilopiranoz birimlerinden olussa da yapisinda bulunan
cesitli bilesikler ve yapisinin yapisal karmagikligi nedeniyle
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alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Yadav vd., 2018).
Ksilanazlarin kullanildig1 endiistriyel siireclere sagladigi
birgok avantaj bulunmaktadir. Ornegin, kagit endiistrisinde
ksilanaz kullanimi hemiseliilozdaki ksilanlar1 pargalayarak
agartma maddelerinin (hidrojen peroksit, ozon, klor)
etkinligini artirir, boylece ihtiya¢ duyulan agartma maddesi
miktar1 azalarak maliyet ve ¢evreye verilecek hasar diiser
(Walia vd., 2017). Ksilanazlarin uygulamalar1 ¢ok iyi
calistlmistir ve sonug olarak yaygin ticari kullaniminda bir
takim sinirlamalar oldugu tespit edilmistir. i1k olarak, ksilan
dallarmin  karmagik  yapist kimyasal ¢esitliligi,
polisakkarit substrata erigimi engeller ve hidrolizi sinirlar.

ve

Ayrica enzimin maliyeti, enzimin termal olarak kararl
olmamasi, son iriin inhibisyonuna ugramasi, dar pH ve
sicaklik araliginda aktivite gosterebilmesi ksilanazlarin
ticari kullanimini sinirlayan diger faktorlerdir (E1 Enshasy
vd., 2016).
iiretilmekle beraber, endiistriyel uygulamalarda ¢cogunlukla

Ksilanazlar bircok organizma tarafindan

bakteriler, mantarlar ve mayalardan olmak iizere mikrobiyal
kaynaklar tercih edilir. Giinlimiize kadar bir¢gok mikrobiyal
ksilanaz  kesfedilmistir = ve  endiistriyel kullanima
kazandirilmistir (El Enshasy vd., 2016). Ancak ticari
uygulamalar i¢in daha {stiin &zelliklere sahip yeni
ksilanazlar  kesfetmek ig¢in hala yeni ¢aligsmalar
yapilmaktadir (Chakdar vd., 2016). Bu baglamda termofilik
bakteriler termal ve pH kararlilig1 daha yiiksek, endiistriyel
uygulamalarin uygun olmayan ortamina daha dayanikli,
yiiksek sicakliklarda optimum aktivite gosteren enzimler
bakteriler kesfedilmesi igin olduk¢a degerli kaynaklardir
(Turner vd., 2007). Endiistriyel olarak degerli bir¢ok degerli
enzime sahip olan Anoxybacillus cinsine sahip olan
bakterilerin daha 6nce yapilmis aktivite testleriyle ksilanaz
aktivitesine de sahip oldugu gosterilmis ve bu cinse ait bazi
tirlerin ~ ksilanaz biyokimyasal ve Kinetik
parametreler agisindan test edilmistir. Ancak, literatiir
incelendiginde Anoxybacillus amylolyticus bakterisine ait
herhangi bir ksilanaz enziminin daha once c¢aligilmadigi
goriilmektedir (Colak vd., 2018; inan vd., 2011; Jaf vd.,
2022).

enzimi

Bu ¢aligma kapsaminda Anoxybacillus amylolyticus
bakterisine ait intraseliiler ksilanaz enzimine (329 aa) ait gen
bolgesi agiga ¢ikarildi ve PCR ile gogaltilarak pET-28a(+)
ekspresyon vektoriine klonlandi. Daha sonra ekspres edilen
enzim 1s1 soku ve kolon kromatografisi uygulamalar ile
saflagtirilarak biyokimyasal ve kinetik olarak karakterize
edildi.

MATERYAL VE METOT

Kati  Besiyerinde  Ksilanaz  aktivitesinin
Gosterilmesi: Anoxybacillus amylolyticus bakterisi % 1
ksilan (Xylan-Serva) igeren Luria Bertani-Agar (pH 7.00)
iizerine ¢izgi ekim yapilarak 55 °C’de 2-3 giin inkiibe edildi.
Daha sonra besiyerinin iizerine Kongo kirmizisi (% 0.1 w/v)
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boyas1 dokiilerek oda sicakliginda 15 dk eklendi. Siire
sonunda plaktan boya uzaklastirilarak tizerine NaCl (1 M)
dokiilerek 15 dk daha beklendi. Bakterinin gelisim
gosterdigi hattin etrafinda gozlenen seffaf zon bakterinin
ksilanaz aktivitesini gosterdi.

Ksilanaz Geninin (329 aa) PCR ile Cogaltilmasi:
Anoxybacillus amylolyticus bakterisine ait genomik DNA,
genomik DNA izolasyon kiti PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (K182002, ThermoFisher Scientific) kullanilarak,
firmanin 6nerdigi protokole gore gerceklestirildi. Genomik
DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA’nin saflig1 ve
SPECTROstar Nano (BMG Labtech) cihazi
kullanilarak o&lgiildii. Calisma kapsaminda klonlanarak
rekombinant protein olarak iretilecek ksilanaz geninin
cesitli Anoxybacillus tiirlerinin genomunda belirlenmesi,
belirlenen aday genin diger organizmalardaki genler ile
benzerliklerinin ortaya konmasi, E. coli’de protein
ekspresyonunun  gergeklestirilmesi amaciyla yapilan
klonlama caligmalarinda kullanilacak primer ve DNA
dizilerinin belirlenebilmesi i¢in NCBI GenBank, BRENDA,
CAZY, PDB, ve Uniprot gibi ¢esitli temel veri tabanlarindan
yararlanildi. CAZY veri tabani karbonhidratlar ile iliski
enzim verilerin toplandigr evrensel kapsamli bir veri
tabanidir. Bu veri tabani ve diger veri tabanlari
incelendiginde Anoxybacillus tiiriine ait sadece bir adet 329
amino asit uzunlugunda

miktar1

gen tanimlanmis ve ksilanaz
aktivitesi gosterdigi bildirildi. 329aa model ksilanaz genini
cogaltmak i¢in kurulan reaksiyonun bilesenleri 25 pL son
hacimde su sekilde olusturuldu; F(5’-
ATGATTCCGTCGTTACGTGAAGTG-3") ve R-(5’
TTAACATGTACAGACTTTCCAAAAAGC-3")
primerleri (1puL), Q5® High-Fidelity DNA Polymerase,
MO0491S, NEB) (0.25 pL), 10 mM dNTPs (0.75 pL), 5X QS5
Reaction Buffer (5 pL), kalip DNA (20 ng/uL) (2 uL),
niikleazsiz su (15 pL). PCR programi: 98 °C’de (30 sn) 1
dongii; 98 °C’de 10 sn, 50 °C’de 30 sn, 72 °C’de 5 dk 1 (34
dongii) olacak sekilde kuruldu. PCR islemi tamamlandiktan
sonra PCR firiinlerine 3uL 6x TriTrack DNA loading dye
(Thermo, R1161) eklenerek % 0.8’lik agaroz jelde Biorad jel
elektroforez cihazinda 45 dk yiiriitildii (Karaoglu vd., 2013).
Ksilanaz geninin Ekspresyonu: PCR ile ¢cogaltilan
ksilanaz  geninin pET-28a(+) vektoriine
klonlanma islemi In-Fusion® Snap Assembly Master Mix
(638948 Takara) kiti kullanilarak yapildi ve ligasyon
kosullar1 firmanin 6nermis oldugu protokol takip edildi.
Olusturulan ligasyon iriinleri 6nce 30 pg/mL kanamisin LB-
Agar kullanilarak sonra E.coli BL21(DE3) susuna 1s1 soku
yontemi ile transforme edildi. Transformasyon islemlerinin
basarisi koloni PCR ydntemi ile test edildi. Daha sonra pET-
28a(+) vektoriine klonlanmis olan ksilanaz enzimi IPTG ile
indiiklenerek yiiksek miktarda tiretilmesi saglandi. IPTG ile
indiikleme islemi Anoxybacillus amylolyticus
ODsoo 0.4-0.6  degerine  geldiginde son

ekspresyon

yapilan
kailtiirii
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konsantrasyonda 1mM IPTG olacak sekilde gerceklestirildi
ve 5 saat boyunca inkiibasyon devam ettirildi. 5 saat sonunda
bakteri kiiltiirii 4 °C‘de, 11.000 g‘de 15 dk ¢oktiiriildi ve
elde edilen pellet 5 mL LEW tamponunda (pH 8.0) [Ure (8
mM), NaH,PO4 (50 mM), NaCl (300 mM)] ¢6ziildii. Daha
sonra ¢ozeltiye 10 uL B-mercaptoetanol ilave edilerek 5 sn
araliklarla 8 kez sonike edildi (%70 amplitude) (Sonics
Vibra Cell). Sonike edilen 6rnekler, 15000 g'de, 4 °C*de, 15
dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant protein
saflastirma iglemleri i¢in kullanildi (Yanmis vd., 2014).

Protein Olciimii ve Ksilanaz Enziminin Aktivite
Tayini: Protein konsantrasyonu Bradford (1976) yontemine
gore 595 nm’de gerceklestirilen spektrofotometrik Sl¢timler
ile belirlendi. Standart grafik Bovin Serum Albiimin (BSA)
kullanilarak yapildi. Ksilanaz aktivitesi; substrat olarak %
I’lik ksilan (beech wood xylan, Serva), 10 pL enzim
kullanilarak 40 mM fosfat tamponu (pH 7.00) icinde, 65
°C’de 30 dk inkiibasyon ile olgiildi. 30 dk sonunda
reaksiyon buz iizerine alinarak reaksiyon sonlandirildi.
Enzimsiz reaksiyon karisimi kontrol olarak kullanildi (Miao
vd., 2015). Ac¢iga cikan ksiloz miktar1 hazirlanmis olan
standart ksiloz grafigine gore hesaplandi. Ksilanaz aktivitesi
3,5-dinitro salisilik asit (DNS) metodu kullanilarak, aciga
¢ikan ksilozun 550 nm’de spektrofotometrik olglimii ile
belirlendi (Miller, 1959). Bir {inite ksilanaz aktivitesi
yukarida tamimlanmis sartlar altinda 1 dk’da agiga ¢ikan
ksiloza esdeger indirgenmis seker (umoL) olarak tanimlandi.
Ekspresyon Uriiniiniin Saflastirdmasi:
Ekspresyon sonucu elde edilen siipernatant 70 °C’de 15 dk
siire bekletilerek 1s1 sokuna maruz birakildi. Siire sonunda
elde edilen kaba ekstrakt 15000 g'de, 4 °C*de, 20 dk santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatant, DEAE-Sepharose
kullanilarak BioLogic LP cihazinda iyon degisimi
kromatografisine tabi tutuldu (Karaoglu vd., 2013). Elde
edilen kismi saflagtirilmig enzim Phenyl Sepharose 6 Fast
Flow (Sigma) kullanilarak BioLogic LP cihazinda
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisine tabi tutuldu
(Karaoglu vd., 2013).

Ksilanaz Enziminin Biyokimyasal ve Kinetik
Karakterizasyonu: Ilk olarak Anoxybacillus amylolyticus
bakterisine ait intraseliiler ksilanaz enziminin aktivitesi
iizerine sicaklik ve pH etkisi aragtirildi. Bunun igin 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ve 100 °C’ de
gerceklestirilen enzim aktivite deneyleri ile enzimin
optimum aktivite sicakligi tespit edildi. Termal stabilite
deneyi enzimin, optimum sicakligi olarak belirlenen 65
°C’de inkiibe edilerek test edildi. Inkiibasyon sonunda,
inkiibe edilmis enzimin inkiibe edilmemis enzime kiyasla
residiiel ksilanaz aktivitesinin yiizdesi (%) belirlendi.
Enzimin optimum ¢alisma pH’s1 sitrat tamponu (pH 3.00-
5.50), potasyum fosfat tamponu (pH 6.00-7.50), Tris-HCI
(pH 7.50-8.50), ve glisin-NaOH tamponu (pH 8.50-10.00)
kullanilarak belirlendi.
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Kinetik parametreler [Vmax (pmoL/dk/mg), K
(Michaelis-Menten sabiti, mM), kcat (1/s) OriginLab Data
Analysis and Graphing Software programi kullanilarak
hesaplandi. Bu amagla, % 2’lik ksilandan, 0.5-16 mg/mL
konsantrasyon araliginda ksilan, substrat olarak alimarak
optimum sartlarda enzim aktivitesi oOlgiildii. Ksilanaz
aktivitesi serbest kalan ksiloz miktar1 (pmoL/dk)
hesaplanarak belirlendi.

Enzim iizerine inhibitor veya aktivator etki gosteren
metal iyonlarmin etkisini O6lgmek icin bir dizi deney
gerceklestirildi. Bu amagla, farkli metal iyonlarinin (AlCls,
MgSOs, AgSOs, SnCl,, SrCl;, MnCl,, FeCls) farkh
konsantrasyonlar1 (1 mM, 5 mM, 10 mM) kullanilarak
ksilanaz aktivite deneyi (65 °C, 30 dk) gerceklestirildi. Daha
sonra kalan aktivite 6l¢iildii. Kontrol numunesinin aktivitesi
(herhangi bir metal iyonu igermeyen reaksiyon karigimi) %
100 kabul edildi. Her bir deney ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Anoxybacillus ~ amylolyticus,  Antarktika'daki
Rittmann Dagi'nda bulunan jeotermal topraktan izole
edilmis, bakterisi Gram-pozitif, ¢ubuk seklinde, genellikle
flamentli bir bakteridir. Biiylime sicaklig1 45-65 °C olmakla
birlikte optimum biiyiime sicakligi 60 °C’dir (Kalemci,
2020). Bu galisgmada Anoxybacillus amylolyticus bakterisine
sahip intraseliiler ksilanaz geni (AnaXYN329) PCR ile
cogaltildi, ekspresyon vektoriine klonlanarak {iretildi.
Uretilen enzim saflastirilarak biyokimyasal ve kinetik olarak
karakterize edildi. Bu ¢alisma Anoxybacillus amylolyticus
ksilanazina ait ilk ¢alismadir. AnaXYN329 geni 987 bp
uzunluktadir ve PFAM ile yapilan DNA sekans analizi
sonuglarina gore Glikozid Hidrolaz 10 sinifina aittir (Verma
& Satyanarayana 2012). Ayrica, SignalP 5.0 programi ile
yapilan analiz sonuglarina gére N-Terminus ucunda sinyal
peptide olmadig1 tespit edildi, bu sonuca gore enzim
intraseliiler bir enzimdir. AnaXYN329 enzimi pET-28a(+)
ekspresyon vektoriine klonlandi ve E.coli BL21(DE3)
bakterisinde basariyla ekspres edildi.

Bu calismada rekombinant olarak {iiretilmis olan
Anoxybacillus amylolyticus bakterisine ait ksilanaz enzimi
once 1s1 soku uygulamasina daha sonra sirasiyla iyon
degisimi ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografilerine
tabi tutularak saflastirild1 ve saflastirma tablosu olusturuldu
(Tablo 1). Saflagtirma tablosunda goriilecegi lizere tiim
saflagtirma uygulamalar1 basarili oldu. Saflagtirma sonrasi
enzimin spesifik aktivitesi 71.17 (umoL/dk/mg protein’den
243.58 pmolL/dk/mg protein’e yiikseldi ve enzim % 58.63
verim ile 3.42 kat saflastirildi. Hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi ~ uygulamasindan  sonra  birlestirilen
fraksiyonlar saf enzim Oziiti olarak kabul edilerek
karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanildi. Enzimin sonraki
calismalar icin yeterli saflikta olup olmadigi SDS-Page
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uygulamasi ile test edildi (Sekil 1). Yapilan SDS-Page
analizine goére enzimin molekiiler agirligr yaklasik 38
kDa’dur.

Saflastirilan enzimin optimum g¢alisma sicakligim
belirlemek i¢in yapilan deney sonuglarina gore enzim en
yitksek aktiviteyi 60-65 °C’de gostermektedir (Sekil 2).
Yapilan literatiir taramalarina gore, GH10 sinifina ait bircok
ksilanaz enzimin farkli optimum ¢alisma sicakliklarina ve
1s1l kararliliga sahip oldugu gozlenmistir. Bacillus sp.,

Tablo 1. AnaXYN329 enziminin saflagtirilmasi
Table 1. Purification of the AnaXYN329 enzyme
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Bacillus licheniformis, Thermothelomyces thermophilus
bakterilerine ait ksilanazlarin optimum ¢alisma sicakligi 60
°C olarak belirlenmistir (Marques vd., 1998; Liu & Liu,
2008; Basit vd., 2018). Daha oOnce calisilmig
Anoxybacillus cinsine ait ksilanazlarin optimum ¢alisma
sicakligr 65 °C olarak belirlenmistir. AnaXYN329 enzimi
hem 60 hem de 65 °C’de yiiksek aktivite gdstermesi
nedeniyle diger enzimlere gore endiistriyel kullanim
acisindan avantajlidir.

Saflastirma Toplam Hacim  Protein Toplam Protein Aktivite Toplam Aktivite Spesifik Aktivite Verim Saflastirma
Basamaklar1 (mL) (ug/mL) (mg) (umoL/dk/pL) (umoL/dk) (umoL/dk/mg protein) Kat1
KE 12.00 4.60 55.22 0.3275 3930.00 7117 100 1.00
ISU 10.00 3.29 32.86 0.2540 2540.00 77.29 64.63 1.09
IiDKK 25.00 0.54 13.45 0.0980 2450.00 182.16 62.34 2.56
HEKK 30.00 0.32 9.46 0.0768 2304.00 243.58 58.63 3.42

*KE; Kaba Ekstrakt, ISU; Is1 Soku Uygulamasi, IDKK; iyon Degisimi Kolon Kromatografisi, HEKK; Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

250 kD
150 kD

100 kD

75 kD

50 kD

37kD

Sekil 1. SDS-Page analizi.
Figure 1. SDS-Page analysis.

(A: Kaba ekstrakt, B: Ist Soku uygulamasi sonrasi enzim oziitii, C: Iyon degisim kolon
kromatografisi sonrasi enzim 6ziitii, D: Hidrofobik kolon kromatografisi sonrasi enzim oziiti, E:
Marker.)

Optimum Sicaklk

100 -

80 -
g
P 60 A
2
X 40
<<

20

30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 2. AnaXYN329 enzimine Sicakhigin Etkisi.
Figure 2.The Temperature Effect on AnaXYN329.

Ayrica, AnaXYN329 enziminin 1sil kararlilik
deneyleri yaklasik 120 dk siirdii. Enzim yarilanma 6mriinii
40’1nc1 dk’da tamamlandi (Sekil 3). Literatiirde ¢aligiimis
diger termofilik ksilanaz enzimleri incelendiginde
Geobacillus stearothermophilus ksilanazinin 65 °C’de 20
dk’da yarilanma 6mriinii tamamlarken (Garg vd., 2010);
Anoxybacillus sp.’ye ait ksilanazin aktivitesini 70 °C’de 15
dk’da kaybettigi rapor edilmigtir (Wang vd., 2010).
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AnaXYN329 gosterdigi 1s1l  kararlilik  ozelligi ile
literatlirdeki diger enzimlere benzerlik gostermektedir.
Isil kararhlik
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Sekil 3. AnaX'YN329 enziminin 1s1l kararlilig1.
Figure 3. Thermal stability of AnaXYN329 enzyme.
AnaXYN329 enziminin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH degerini belirlemek i¢in farkli pH

degerlerinde gergeklestirilen deney sonuglarina gore,
enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 6.5’te gosterdigi tespit
edildi. Ancak pH 5.0-7.5 gibi genis bir pH araliginda
optimum aktiviteye son derece yakin aktivite gosterdigi
gozlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. AnaX'YN329 iizerine pH etkisi.
Figure 4. The pH effect on AnaxXYN329.
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Ksilanaz enziminin genis pH araliinda yiiksek
aktivite gdstermesi, ayni enzimin enzimin firincilik, kagit
endiistrisi gibi birbirinden ¢ok farkli endiistri alanlarinda
kullanimina olanak tanir. Bu baglamda AnaXYN329
enziminin pH 5.0-7.5 gibi genis bir pH araliginda yiiksek
aktivite gostermesi enzimi endiistriyel iiretimi agisindan
diger bir¢ok ksilanaz enzimine gdre avantajli kilmaktadir
(Georis vd., 2000). Farkli mikroorganizmalardan elde
edilmis ksilanazlarin farkli pH (pH 4.0-10.0) degerlerinde
optimum aktivite gosterdigine dair bir ¢ok rapor
bulunmaktadir. Anoxybacillus cinsine ait bakteriler genis
bir pH araliginda aktivite gostermektedir (pH 5.3-9.0). A.
pushchinoensis A8 ksilanazi pH 6.5°da (Kacagan vd.,
2008), Anoxybacillus sp. E2 ksilanaz1 pH 7.8’de (Wang
vd., 2010), A. flavithermus TWXYL3 ksilanaz1 pH 6.0’da
(Ellis & Magnuson, 2012), Anoxybacillus sp. ve A.
kamchatkensis ksilanazlar1i pH 9.0’da (Hauli vd., 2013;
Yadav vd., 2018) optimum aktivite gostermektedir.
AnaxXYN329 enzimi literatiirde  bulunan  diger
Anoxybacillus ksilanazlarindan daha asidik bir ortamda
yiksek aktivite gosterme kabiliyetiyle ayrilmaktadir.
Enzimin distik pH'larda yiiksek aktivite gostermesi; diger
bir deyisle enzimin asidik karakterde olmasi enzimin kagit
endiistrisi ve hayvan yemi endiistrilerinde kullanimini
avantajli kilmaktadir (Aygan, 2008; Alokika vd., 2018).
Aktivite gosterdigi asidik pH’ya ragmen daha yiiksek
pH’larda da aktivite gdstermesi enzimin farkli endistriyel
alanlarda kullanimina olanak sunmaktadir.
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0,05 o MichaelisMenten
/ y=Vmax *x/ (Km+
Ksiloz
0,16008 + 0,00292
3,63176 +0,16252
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Sekil 5. AnaXYN329 enzimine ait Michaelis-Menten grafigi.
Figure 5. Michaelis-Menten graphic of AnaXYN329.

AnaXYN329 enzimine ait kinetik parametreleri
hesaplayabilmek i¢in 16 mg/mL’ye kadar arttirilan ksilan
konsantrasyonlari ile bir seri reaksiyon gergeklestirildi.
Ksilanaz aktivitesi agiga ¢ikan ksiloz
belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler sirasinda ksilandan
kaynaklanan interferans sorunu; ayni derisimde ksilan
iceren korler kullanilarak ortadan kaldirildi. Reaksiyonlar
5 pL saf enzim 6ziitli (1.6 pg protein) ile gerceklestirildi.
Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax)

miktarinin
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degerleri; OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak
cizilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi (r2:
0.99821), (Sekil 5). Programda yapilan analiz sonucunda
enzimin Km degeri 3.631 =+ 0.162 pg/uL. Vmax degeri ise
100.05 + 0.00292 pmoL/dk/mg protein olarak hesaplandi.
Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda ke degeri
ise 128.978 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik etkinlik
degeri olan Kkea/Km degeri ise 35.514 1/mMs?olarak
hesaplandi. Anoxybacillus sp E2 ksilanaz ile yapilan bir
calismada, enzimin ksilan i¢in Km, Vmax Ve Kear degerleri
sirastyla 0.61 mg/mL, 2.478 pmoL/dk/mg ve 1.602 1/sn
bulunmugtur. (Wang vd., 2010). A. pushchinoensis A8
ksilanazi ile yapilan baska bir ¢alismada ise Kn ve Vmax
0.909 mg/mL ve 59.88 U/mg/protein iken Anoxybacillus
kamchatkensis ksilanaz1 i¢in 0.7 mg/mL ve 66.64
umoL/dk/mg olarak rapor edilmistir (Kacagan vd., 2008;
Yadav vd., 2018). Diger Anoxybacillus tirlerine ait
ksilanazlarla karsilastirildiginda AnaXYN329 enziminin
Km degeri vyiiksektir. Kmn degerinin yiiksek olmasi
endiistriyel uygulamalar i¢in dezavantaj oldugundan
gelecekte yapilacak yonlendirilmis mutasyonlarla enzimin
Km degerinin diigiiriilmesi, AnaXYN329 enzimini daha
talep edilen bir enzim haline getirecektir. Birgok metal
iyonunun bir¢ok enzim iizerine kofaktor etkisi gostererek
katalitik aktiviteyi arttirdigi bilinmektedir. Bu ¢aligmada
birgok metal iyonunun farkli konsantrasyonlar1 ile
gerceklestirilen aktivite deneyleri sonuglarina gore,
AnaXYN329 enzimi iizerine Hg*?, Ag*, Cd*?, Cu*?
iyonlar: dikkate deger inhibitor etki gdsterirken, Sn*? ve
Mg*? iyonlar1 aktivatoér etki gdstermistir (Kulkarni vd.,
1999), (Sekil 6).
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Sekil 6. AnaX'YN329 iizerine metal iyonlari (aktivator ve inhibitor) etkisi.
Figure 6. The effect of metal ions (activator and inhibitor) on
AnaXYN329.

SONUC
Sonu¢ olarak, bu c¢aligmada ekspresyon
vektoriinde ifade edilerek ¢ok miktarda iiretilen,

saflastirilarak biyokimyasal ve kinetik olarak karakterize
edilen AnaXYN329 enzimi genis sicaklik ve pH araliginda
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aktivite yiiksek aktivite gosteren farkli endiistriyel
uygulamalarda kullanilabilme potansiyeline sahip degerli
bir enzimdir. Ayrica, enzimin ksilanaz aktivitesi varken
seliilaz aktivitesi gostermemesi endiistriyel kullanim
acisindan enzimi avantajli hale getirmektedir.
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