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Oz

B-1,4 baglh ksilopiranozil rezidiilerinden olusan ksilanin B-1,4 glikozidik baglarini yikan ksilanaz, basta kagit ve kagit
hamuru endiistrileri olmak iizere tekstil, yem, firin ve biyoyakit endiistrilerinde genis potansiyel uygulamalara sahip
endiistriyel bir enzimdir. Bu calismada, Kilis 7 Aralik Universitesi merkez kampiisii toprak rneginden ksilanaz iiretici
Bacillus spp. suslarinin izolasyonu ve saflastirilan ksilanazin gesitli endiistrilerdeki uygulanabilirligi arastirtlmistir. Ksilan
iceren sivi fermantasyon ortaminda gelistirilen Bacillus spp. susundan elde edilen hiicre icermeyen ham ksilanaz,
amonyum siilfat ve alkol ¢oktiirmesi ile kismi olarak saflastirilmistir. En yiiksek total ve spesifik enzim aktivitesi 723
U/L ve 64.81 U/mg olarak ham enzim soliisyonunda saptanmustir. Ksilanaz, optimum aktivitesini 90°C ve pH 10.6’da
gostermistir. Enzimin 90°C sicaklikta 15 dakika on inkiibasyonu sonrasi aktivitenin %167’e kadar artti1 saptanmustir.
Karakterizasyon calismalarindaki en yiiksek aktivitesi 2935 U/L olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ve zimogram
analizlerinde, kismi saflagtirilmis hiicre dis1 ksilanaza ait yaklagik 38.75 kDa molekiiler agirliginda tek bir protein band1
gbzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus spp., karakterizasyon, kismi saflastirma, ksilan, ksilanaz.

Partial Purification and Characterization of Xylanase Enzyme from Bacillus
spp. Strains

Abstract

Xylanase that cleaves B-1,4-glycosidic linkages of xylan composed of B-1,4-linked xylopyranosyl residues, is a industrial
enzyme, have widespread potential applications in the textile, feed, beverage and biofuel industries, especially the paper
and pulp industry. In this study, isolation of xylanase producer Bacillus spp. strains from soil sample from Kilis 7 Aralik
University central campus and applicability of the purified xylanase in various industries were investigated. The cell-free
crude xylanase obtained from Bacillus spp. strain developed in a liquid fermentation medium including xylan was partially
purified by using ammonium sulfate and alcohol precipitation. The highest total and specific enzyme activities were
detected as 723 U/L and 64.81 U/mg in cell-free crude xylanase solution. The optimum activity of xylanase was emerged
at 90°C and pH 10.6. After the pre-incubation of enzyme at 90°C for 15 min, its activity was detected to increase up to
167%. In characterization studies, the highest enzyme activity was calculated as 2935 U/L. In SDS-PAGE and zymogram
analyses, single protein band in 38.75 kDa molecular weight belonging to the partially purified extracellular xylanase was
observed.

Keywords: Bacillus spp., characterization, partially purification, xylan, xylanase.
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1. Giris

Ksilan, hem sert agaglarda hem de yillik bitkilerde en ¢ok bulunan seliillozik olmayan
polisakkarittir ve tropikal bitki biyokiitlesindeki toplam kuru agirligin %20-35'ini olusturmaktadir.
Ksilanin, bitki duvar yapisinda lignin ve diger polisakkaritler arasinda bir ara yiizey olusturdugu
distintilmektedir. Lignin fenolik rezidiileri ile kovalent olarak bagl ksilan molekiilii pektin ve glukan
gibi polisakkaritler ile etkilesime girmektedir. En basit formunda, ksilanlar, -1,4-glikozit baglarla
bagli D-ksiloz monomerlerini i¢ceren lineer homopolimerlerdir (Motta ve ark., 2013). Kagit iiretiminde
kagit hamurunu agartmak, kagit hamurunun parlakligimi arttirmak, hayvan yemlerinin
sindirilebilirligini arttirmak ve meyve sularinin berraklastirilmasinda ksilanazlar, ksilanin hidrolitik
yikimin katalizleyen enzimlerdir. Cesitli bakteri tiirleri ve funguslar1 iceren mikroorganizmalar
zengin ksilanaz kaynaklaridir. Ksilanazlarin bu mikroorganizmalarca hiicre dis1 salgilanmasi diigiik
veya yliksek miktarda seliilaz ile iligkilendirilmektedir (Chakdar ve ark., 2016). Seliilaz kagit
hamurunun kalitesini olumsuz olarak etkileyebileceginden, kagit hamuruna ksilanaz uygulanmasi
seliiloz icermeyen ksilanazlarin kullanimi ile miimkiindiir. Ksilanazin agartma isleminde géze ¢arpan
sekilde kullanilmasi, yiliksek sicaklik ve alkalin pH'da stabil olmasi ile miimkiindiir (Kamble ve
Jadhav, 2012).

Heterojen ve karmasik kimyasal yapisindan dolay1 bitki ksilani, farkli 6zellikte ve aktivitede
cesitli hidrolitik enzimlerin birlikte aktivite gdstermesi ile tamamen yikima ugratilabilmektedir (Sekil
1).

Ksilanolitik enzim sistemi, endoksilanaz (endo-1,4 B-ksilanaz, E.C.3.2.1.8), B-ksilozidaz
(ksilan-1,4 B-ksilozidaz, E.C.3.2.1.37), a-glukuronidaz (E.C.3.2.1.139), a-arabinofuranozidaz (o-L-
arabinofuranozidaz, E.C.3.2.1.55) ve asetilksilan esteraz (E.C.3.1.1.72) enzimlerinden olugmaktadir.
Bu enzimler, ksilani monomerlerine parcalamak i¢in birlikte aktivite gdsterirler (Motta ve ark., 2013).
Ksilanazlar tek zincirli glikoproteinler olup, genel olarak molekiiler agirliklar1 6-80 kDa arasinda
degismekte ve 40 ila 60°C sicakliklarda ve pH 4.5-6.5 arasinda aktivite gosterirler (Butt ve ark.,
2008).
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Sekil 1. Ksilanin hidrolizini katalizleyen ksilanolitik enzimler (Sar1, 2016).
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Ekmek iiretiminde enzimler, hamur esnekligini, islenebilirligini, stabilitesini ve kalitesini
arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. Proteaz, ksilanaz ve seliilaz gibi enzimler dogrudan veya dolayh
olarak gluten aginin saglamhigini gelistirerek ekmegin kalitesini iyilestirir. Ksilanlar, su emme
kabiliyeti ve gluten ile etkilesimlerinden 6tiirii ekmek kalitesinde dnemli bir role sahiptir. Ksilanazlar
hamurlarin, farkli kalitede unlara ve isleme parametrelerindeki degisimlere karsi daha toleransh
olmasini saglar. Ayrica hamurlar1 yumusatirlar, diger bir deyisle kaplama is gereksinimini azaltirlar
ve pismis ekmegin hacmini 6nemli derecede arttirirlar (Butt ve ark., 2008).

Ksilanazlar ve iiretici mikroorganizmalar, atik yonetiminde, ksilan1 yenilenebilir yakitlara ve
kimyasallara indirgemede ve gida, tarimsal lif ve kagit ile kagit hamuru endiistrilerinde kullanim alani
bulmaktadir. Ksilanazlarin katalitik aktiviteleri sonucu iiretilen oligosakkaritler, fonksiyonel gida
katk1 maddeleri veya faydali alternatif tatlandiricilar olarak degerlendirilmektedir (Motta ve ark.,
2013).

Ksilanolitik enzimler ayn1 zamanda kahve, bitki yaglari ve nisasta oziitii elde etmek i¢in meyve
sular1 ve saraplar1 berraklagtirmak, tarimsal silajin ve tahil yeminin besleyici 6zelliklerini gelistirmek
icin kullanilmaktadir. Ksiloz, ksilobioz, ve ksilooligomerler gibi sekerler ksilanin enzimatik hidrolize
ile hazirlanabilmektedir. Lignoseliilozlarin fermente sekerlere biyolojik doniisiimii biiyiik bir
ekonomik 6neme sahiptir (Butt ve ark., 2008).

Calismamizda, ksilanaz iiretici yabani tip Bacillus spp. suslarinin izolasyonu, s1vi fermantasyon

ortamindan hiicre dis1 enzim saflastirilmasi ve karakterizasyonu amaglanmastir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Bacillus spp. izolasyonu

Kilis 7 Aralik Universitesi kampiis ¢evresi topraginin iist yiizeyi temizlendikten sonra steril bir
spatula ile yaklasik 5 cm derinlikten 10 gram olacak sekilde toprak ornekleri alinmistir. Alinan
ornekler kullanilincaya kadar +4°C’de cam steril siselerde muhafaza edilmis ve Bacillus spp.
izolasyonu i¢in materyal olarak degerlendirilmistir. 1’er gr toprak ornegi tartilarak, 9 mL steril
fizyolojik tuzlu suda ¢oziinmesi saglanmistir. Siispansiyon 65°C’lik su banyosunda 30 dk. inkiibe
edilmistir. Seri diliisyonlar hazirlanmis ve 102, 10 ve 107 seyreltmelerden 100 uL alinip nutrient
agar besiyerine yayma preparasyon seklinde inokiile edilmistir. 24-48 saat 37°C’de inkiibe edilen
petri plaklarindan segilen izolatlar Gr boyanma karakterleri yoniinden test edilmistir. Gr boyama ve
spor boyama karakteri a¢isindan Bacillus spp. oldugu belirlenen suslar enzim {iretim ¢aligmalarinda
kullanilmak amaciyla muhafaza edilmistir. Luria Bertani (LB) brothda 37°C’de gelistirilmis 1 gecelik

taze kiiltiirlerden 6rnek alinarak, toplam hacmin %30’u steril gliserol olan steril eppendorf tiiplerine
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eklenip -20°C’de saklanmistir. Ayrica, suslar Nutrient Agar (NA) iceren yatik agar tiiplerine her 6

ayda bir pasajlama yapilarak stoklanmustir.

2.2 Ksilanaz iiretici Bacillus spp.’lerin belirlenmesi

Suslar 28 g NA ve 20 g ksilan iceren besiyerine nokta ekim seklinde inokiile edilmistir
(Mahilrajan ve ark., 2012). 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben plaklar kongo kirmizisi ayraci
eklenerek 30 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kongo kirmizisi ayract dokiilmiis ve 1 M’lik
NaCl ¢ozeltisi ile 5 dk. yikanan petri plaklarinda ksilanaz {iretici bakterilerin izolasyonu igin
kolonilerin etrafinda seffaf zonlarin varligi incelenmistir. Seffaf zon gosteren suslar NA iceren
tiiplerde stoklanarak, ksilanaz aktivite taramasi i¢in 5 g NaCl, 5 g maya 0ziitii, 5 g tripton, 5 g ksilan
ve 0.125-0.150 kongo kirmizisi igeren besi ortamina inokiile edilmistir. 37°C’de 24-48 saatlik

inkiibasyon siiresince kiiltiirlerde kirmizidan sariya renk degisimleri test edilmistir (Ince, 2006).

2.3 Sivi fermantasyon ortaminda ksilanaz iiretimi

Ksilanaz iiretici izolatlarin taranmas sirasinda etraflarinda seffaf zon ve sivi besiyerinde renk
degisimi gozlenen suslar, enzim iiretim i¢in 5 mL si1vi fermantasyon ortami (2 g (NH4)2SO4, 2.5 g
K2HPO4, 1 g KH2PO4, 0.1 g NaCl, 0.005 g MgCl2.6H20, 0.005 g CaCl2.2H20, 0.005 g FeCls, 2.5 g
maya 0ziitii, 2 g pepton ve 20 g ksilan) bulunan tiiplere inokiile edilerek 37°C’de 24 saat 180 rpm’de
calkalamali kosullarda 6n inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonu takiben, 95 mL aym besiyeri
iceren 500 mL’lik burgulu kapakli siselere 5 mL’lik kiiltiir aktarilarak 37°C’de 180 rpm calkalama
hizinda 24-48 saat inkiibe edilmistir (Mahilrajan ve ark., 2012).

Inkiibasyonu takiben kiiltiir, steril falkon tiiplere alinarak 5500 rpm’de +4°C’de 20 dk. santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme sonrasinda hiicre igermeyen siipernatant steril falkon tiiplerine aktarilarak
ham enzim soliisyonu olarak degerlendirilmistir.

Alkol presipitasyonu icin, siipernatant %96’lik soguk etanol ile toplam hacim 50 mL olacak
sekilde 1:9 oraninda karistirilarak 1 gece -20°C’de bekletilmistir. Alkol siispansiyonu 5500°rpm de
+4°C’de 30 dak santrifiij edildikten sonra pellet halinde konsantre edilmis enzim 0.2 M Na-fosfat
tamponunda (pH 7.0) ¢oziilerek aktivite analizlerinde kullanilmak tizere +4°C’de saklanmuistir.

Tuz ¢oktiiriilmesi i¢in susuz son hacim %70-80 olacak sekilde amonyum siilfat kullanilmistir.
Ham enzim soliisyonuna yavas yavas eklenen amonyum siilfat tamamen ¢6ziindiikten sonra 4°C’de
24 saat manyetik karistiricida karistirilarak, proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Karisim 4°C’de, 5500
rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek elde edilen pellet, 0,2 M Na-fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde

¢Ozdiiriilmiistiir. Ortamdaki amonyum siilfat tuzunun uzaklastirmak i¢in aktiflestirilmis diyaz
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tiiplerine alinan silispansiyon, diyaliz tamponu birer saat araliklarla degistirilerek +4°C’de ayni
tampon ¢ozeltiye kars1 24 saat diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi tiip i¢erisindeki siispansiyon aktivite

tayininde kullanilmak tizere +4°C’de saklanmustir.

2.4 Hiicre dis1 ksilanaz aktivite tayini

Ham enzim preparatinin 0.5 mL’si 0.5 mL substrat ile karistirildiktan sonra 60°C’de 4 dk.
bekletilmistir. Karistma 1 mL 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon
durdurulmus ve kaynar su banyosunda 5 dk. bekletilmistir. Daha sonra tiipler soguk su banyosunda
sogutulmus ve 5 mL saf su ilavesini takiben orneklerin absorbanst 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede kdre karsi dl¢iilmiistiir (Ince, 2006). Bu yéntem siipernatant, alkol presipitasyonu
ve tuz ¢oktiirme ile elde edilen tim enzim preparatlart i¢in uygulanmustir. 1 {inite (U) ksilanaz
aktivitesi; optimal kosullar altinda, 1 dakikada substratin (ksilan) hidrolizi ile umol cinsinden indirgen
sekerin agiga ¢ikmasi icin gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmustir (Silva ve ark., 2005).
Asagidaki formiile gore aktivite hesabi yapilmistir. Enzim preparatlarindaki protein miktarlart Lowry

ve arkadaslar1 (1951) tarafindan bildirilen metoda gore yapilmistir.

Aktivite hesab1: W*V*Seyreltme faktori/VE*T

W: Agiga cikan ksiloz miktar1 (OD540/ Standart grafikten elde edilen egim)
VE: Enzim hacmi

V: Reaksiyon ¢ozeltisi hacmi

t: Reaksiyon siiresi

2.5 Enzim karakterizasyonu

Kismi saflagtirma yontemi ile elde edilen enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin
saptanmasi i¢in hazirlamis oldugumuz Sitrat (pH 3.0-5.8), Glisin (pH 2.4- 2.8), Tris-HCI (pH 7.4-
9.0), Sitrat fosfat (pH 6.2-6.6), Fosfat (pH 7.0) ve Karbonat bikarbonat (pH 9.4-10.6) tamponlar1
kullanilmistir. Farkli pH degerlerindeki tampon igerisinde %1°lik (w/v) ksilan substrat ¢ozeltisi
hazirlanarak aktivite analizlerinde belirtilen tayin metoduyla aktivite belirlenmistir. En yiiksek
aktivitenin hesaplandig1 pH degerindeki tamponda hazirlanmis substrat ¢dzeltisi ile enzim, 20-120°C
arasindaki sicakliklarda inkiibe edilmistir. Optimum sicakligin saptanmasi i¢in 20-80°C araligindaki
sicakliklarin inkiibasyonu i¢in su banyosu, 90°C-120°C araligindaki sicakliklar i¢in de yag banyosu
kullanilmigtir. Termal stabilitesinin saptanmasi i¢in optimum sicakligin belirlendigi sicaklikta 0-30

dk. arasinda enzim 6n inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyonu takiben optimum aktivitenin
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gerceklestigi pH degerinde hazirlanmis substrat ve enzim karistirilarak optimum aktivitenin
belirlendigi sicaklik degerinde aktivite analizi uygulanmistir. Laemmli (1970) tarafindan bildirilen
yontem esas alinarak Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizleri
ile ksilanazin molekiiler agirlig1 belirlenmistir.

SDS-PAGE jelinde enzim aktivasyonunun belirlenmesi i¢in uygulanan zimogram analizi,
elektroforez sonlandirilmasini takiben protein bantlarinin boyanmasi prosesi yerine, jelde molekiiler
agirliklarin gore ayrilmis ve denatiire edilmis proteinlerin renatiirasyonu temeline gore belirlenmistir.
Renatiirasyon ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilen SDS’nin uzaklastirilmasi igin; jel oncelikle
soliisyon 1°de (10 mM Tris, 5 mM B-Merkaptoetanol ve %20 izopropanol, pH 7.5) 1 saat (50 rpm),
soltisyon 2’de (50 mM Tris, 5 mM B-Merkaptoetanol ve 1 mM EDTA, pH 7.5) bir gece +4°C’de
bekletilir ve soliisyon 3’te (50 mM sodyum fosfat tamponu, pH 6.8) inkiibasyona birakilir.
Renatiirasyon isleminden sonra, jel enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklikta ksilan iceren
cozeltide 6 saat inkiibe edilir. Ksilanazin aktivasyon zonlarinin belirlenmesi i¢in %1’lik kongo
kirmizist igerisinde jel, 30 dk. boyanir. 1 M NaCl ¢ozeltisi kullanarak 15 dk. fazla boyanin geri
alinmas1 gerceklestirilir ve sar1 zonlar, enzimin aktivite gdsterdigi bolgeler olarak karakterize edilir

(Aygan, 2008).
3. Bulgular ve Tartisma
Kilis 7 Aralik Universitesi merkez kampiisiinden alian toprak érneklerinden 42 adet Bacillus

spp. izole edilmistir. Kolonilerin etrafindaki seffaf zon gosteren 29 susun ksilanaz tireticisi oldugu

belirlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Ksilan igeren kat1 besiyerinde suslarin ksilanaz aktivitesi
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Agar ortaminda secilen bu suslar, ksilanaz kiiltiir taramasi i¢in kongo kirmizisi igeren sivi
besiyerine inokiile edilmistir. Inkiibasyonu takiben sivi besi ortamindaki kirmizidan sariya renk
degisimi takip edilmistir. Buna gore 29 adet susdan s1vi fermantasyon ortaminda sadece 3 adet susun
ksilanaz aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Bu suglarin B28, B34 ve B35 kodlu suslar oldugu
saptanmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Suslarin s1v1 besiyerinde renk degisimine dayali ksilanaz aktivitesi

B28, B34 ve B35 kodlu suslarin hiicre dis1 enzim aktivitesi belirlenmis ve sirastyla 552 U/L,
723 U/L ve 479 U/L seklinde aktivite gosterdikleri saptanmustir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde enzim g¢aligmalar1 icin B34 susu ile devam edilmistir. B34 susuna ait ksilanaz
aktivite sonuglart Tablo 1’de verilmistir. Tamariz-Angeles ve arkadaglar1 (2014), Peru’dan izole
ettikleri 8 adet termofilik bakteri tliriinden ksilanaz enzimini saflagtirmis ve en yliksek enzim
aktivitesinin B. licheniformis IHB2 517 susunda (517 U/L) oldugunu saptamislardir.

Kalim ve Nazish (2016), optimize ettikleri kiiltiir kosullarinda gelistirdikleri B.pumilus ve B.
safensis’den saflastirdiklart ksilanazlarin spesifik aktivitelerini sirasiyla, 388.82 U/mg ve 385.26
U/mg olarak saptamiglardir. Zambare ve arkadaslar1 (2011) ise ksilan ile zenginlestirdikleri bahce
atiklarindan izole ettikleri bakteriyel suglardan saflastirdiklar: ksilanaz igin spesifik aktiviteyi 2.09
U/mg olarak saptamustir.

Optimize edilmeyen kiiltiir kosullarinda ¢aligmamizda elde edilen en yiiksek spesifik aktivite

64.81 U/mg olmustur.
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Tablo 1. B34 susundan elde edilen ksilanaz enzim preparatlarinin total ve spesifik aktivitesi

- Total aktivite Total. protein Spe.s1.ﬁk 0 . Saflagtirma
Ornek (U) miktari aktivite % Verim Katsay1st
(mg/mL) (U/mg)
Ham enzim 70 1.08 64.81 100 1
Alkol 10.5 0.44 23.86 15 0.37
presipitasyonu
Amonyum siilfat 0.6 0.35 1.714 0.86 0.026
presipitasyonu

Bu aktivite sonuclarina gore hiicre kiiltiirlerinin santrifiijlenmesi ile elde edilen hiicre serbest
ham enzim preparatinin total aktivitesinin (70 U), alkol ve amonyum siilfat presipitasyonu ile elde
edilen preparata oranla (10.5 ve 0.6 U) daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Preparatlardaki total
protein miktarlar1 incelendiginde, ham enzim preparatindaki protein miktarinin (1.08 mg/mL) diger
preparatlara karsin, daha yiiksek oldugu saptanmistir. Saflagtirma basamaklarinda enzimin saflig
arttikca spesifik aktivitenin de artmasi gerekmektedir. Ancak uygulanan saflagtirma yontemleri
sonucunda spesifik aktivitenin azaldigi gézlenmektedir. Alkol presipitasyonu ve amonyum stilfat
coktiirmesi sonucu elde edilen enzimin yeterince saf olmadigi gozlenmis ve karakterizasyon
calismalarina ham enzim preparati ile devam edilmistir.

Calismamizda B34 susundan elde edilen hiicre dis1 ksilanazin saptanabilen en yiiksek aktivitesi
pH 10.6’da belirlenmistir (Sekil 4). Bu pH araligindaki enzim aktivitesi ise 1001 U/L olarak
hesaplanmistir. Literatiir kaynaklarinda da belirtildigi gibi, bakteriyel ksilanazlarin mantarlara gére
en onemli avantajlari, bakteri ksilanazlarinin optimum pH degerlerinin notral veya alkali aralikta
olmasidir (Chakdar ve ark., 2016). Sekil 4’te goriildiigli gibi B34 susundan elde edilen ksilanazin
noétral ve alkali pH’larda yiiksek aktiviteye sahip oldugu, ancak asidik pH’larda da aktivasyonunu
stirdiirdiigii gézlenmektedir. nétral pH’ya kadar en yiiksek asidik aktivite pH 6.6’da 465 U/L olarak
hesaplanmistir. Ksilanazin pH 2.4-2.8 araliginda ortalama %40.83 aktiviteden; pH 3.0-5.8 araliginda
ortalamanin %52.1’e kadar yiikseldigi saptanmistir. Analizlerinin stirdiiriildiigii pH degerinin notrale
yaklagmasiyla (6.2-6.6), enzimin ortalama aktivitesinin %64.2’ye kadar arttig1 ve pH 7°den 10.6’ya
kadar ki ortalama aktivite ise %74.23 olarak belirlenmistir. B34 susundan elde edilen hiicre dis1
enzimin en yliksek aktivitesini pH 10.6’da gdosterdigi ve bununla birlikte, pH 9.8 ve 10.2°de de
aktivitesini %84 ve 85 korudugu saptanmistir. Bu sonuglara dayanarak analiz edilen pH degerlerinde,
ksilanazin alkali ¢oziiciilerde hazirlanmis substrat c¢ozeltilerinde maksimum aktivite gosterdigi
soylenebilmektedir. Alkali kosullardaki enzim stabilitesi amino asit rezidiilerinin yiiklenmesi ile

karakterize edilmektedir.
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Sekil 4. Hiicre dis1 ksilanazin optimum aktivite gosterdigi pH araliklar

Duarte ve arkadaslar1 (2000), B. pumilus’un dort farkli susu ile calismis olup, sus 13a’nin
optimum aktivitesini pH 9.0’da; 52, 514, ve 4a suslarinin ise pH 8.0’de gosterdigini saptamislardir.
Hiremath ve Patil, (2013) Bidarin farkli bolgelerinden izole edilen B. suslarindan ksilanaz iiretimi ve
karakterizasyonu g¢aligmalarinda, saflasgtirilan enzimin en yiiksek aktivitesini pH>10’nun iizerinde
belirlemislerdir. Irfan ve arkadaslar1 (2016), optimize kiiltiir kosullarinda en yiiksek enzim iiretimini
B. subtilis BS04 ve B.megaterium BMO7 suslarinin her ikisi i¢in de pH 8.0’da belirlerken, saflastirilan
ksilanaz enziminin en yliksek aktivitesi sirasiyla, pH 5.0 ve 5.5’te belirlenmistir. Giincel
kaynaklardan elde edilen bu veriler dogrultusunda pek ¢ok fakli Bacillus spp.’den, hatta tiirlere ait
farkli suslardan saflastirilan ksilanazlarin en yiiksek aktivitelerini pH 5.0’dan pH 10.0’1n {izerindeki
aralikta gosterdikleri gbzlenmektedir.

Bacillus spp.’den hiicre dis1 ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
90°C olarak belirlenmistir (Sekil 5). Bu sicaklikta hesaplanan enzim aktivitesi ise 1758 U/L olarak
hesaplanmistir. Calismamizin sonuclarim1 destekler nitelikte, bakteriyel ksilanaza ait literatiir
incelemelerinde 65-90°C sicaklik araliginda en yiiksek aktivitenin gdzlendigi rapor edilmistir
(Chakdar ve ark., 2016). En diisiik aktivite 20°C’de gozlenmis olup, 249 U/L olarak belirlenmistir.
30-60°C sicaklik araliginda aktivitenin dereceli olarak arttig1 gézlenmis olup, ortalama aktivite
%62.14 olarak belirlenmistir. 80°C’de tekrar aktivitenin arttig1 (%77) ve en yliksek aktivite gosterdigi
90°C’yi takiben uygulanan sicakliklarda aktivitenin ortalama %66’ya kadar azaldig: tespit edilmistir.
Enzimin aktivitesini genis bir sicaklik araliginda (40-110°C) kayda deger sekilde siirdiirdiigii tespit
edilmigtir. Tiim sicaklik degerleri incelendiginde ise, ortalama %63.68 aktivite elde edilmistir.

Sharma ve arkadaglari (2011), Bacillus sp.’den elde ettikleri ksilanaz enzimin aktivitesi
tizerinde sicaklik etkisini incelemislerdir. 30-80°C araliginda siirdiiriilen ¢alismada en yiiksek aktivite
55°C’de belirlenmis olup, 70°C’de aktivitenin yalnizca %15 kaldig1 ve 80°C’de aktivite goriilmedigi
rapor edilmistir. Enzimin 50-60°C araliginda da yiiksek aktiviteler gosterdigi tespit edilmistir. Diger
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bir calismada ise, Mittal ve arkadaslar1 (2012), Bacillus sp. KS09 susundan elde ettikleri ksilanazin
genis sicaklik araliginda aktivitesini siirdiirdiigiinii ancak en yiiksek aktiviteye 50°C’de sahip
oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda mezofilik 6zellik tasiyan yabani tip Bacillus spp.’den
saflagtirilan ksilanazin, 90°C’de en yliksek aktivitesini gosterdigi gézlenmistir. Calismamizi destekler
nitelikte Cordeiro ve arkadaslar1 (2002), B. caldoxylolyticus ve Bacillus AK1 susu ile iliskili yabani
tip Bacillus sp.’den saflastirilan ksilanaz enziminin aktivite analizleri 30-100°C araliginda

stirdiiriilmiis ve enzimin en yiiksek aktivitesinin 90°C oldugu saptanmustir.
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Sekil 5. Hiicre dis1 ksilanazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri

B34 susundan elde edilen ham enzimin aktivitesini korudugu termal stabilitenin belirlenmesi
icin, enzimin optimum aktivite gosterdigi 90°C sicaklikta 0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika 6n
inkiibasyona tabii tutularak, optimum aktivite gosterdigi pH 10.6’daki karbonat-bikarbonat
tamponunda hazirlanmis substrat ¢ozeltisi ile aktivite analizleri gergeklestirilmistir. Buna gore elde
edilen sonuglar kalan rolatif enzim aktivitesi olarak Sekil 6’da gosterilmistir. Enzimin ilk 5 dakikalik
on inkiibasyonu takiben aktivitesinde %32’lik bir azalma gbzlenirken, inkiibasyon siiresinin artmasini
takiben 0. dakikaya gore sirasiyla 10 ve 15 dakikalik 6n inkiibasyonla aktivitede, sirasiyla %13 ve 67
artis kaydedilmistir. En yiliksek aktivitenin gozlendigi 15 dakikalik 6n inkiibasyonda hesaplanan
enzim aktivitesi 2935 U/L’dir.

Bir enzimin stabilitesi aktif yapisal konformasyonunu korumasi olarak tanimlanir. Ozellikle
sicaklik artig1 gibi kosullarda enzimin aktif konformasyonunu koruyan temel kuvvetler hidrojen
baglar1 ve hidrofobik etkilerdir. Bu stabilize etkilesimleri tipik olarak 5-10 kcal mol™! kadar az
etkileyici kosullardan daha agir basmaktadir. Bu denge bir proteinin serbest enerjisi olarak
bilinmektedir. Serbest enerjideki artislar, tuz veya disulfit kopriileri, iyon eslesme ve 6zellikle aktif
bolgedeki aromatik rezidiiler arasindaki etkilesimlerde artiglar gibi stabilize edici 6zelliklere aracilik

etmektedir (Yeoman ve ark., 2010). Paés ve O’Donohue (2006) tarafindan Thermobacillus
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xylanilyticus’den saflastirilan ksilanazin aktivitesinde termal stabilite ¢alismalari sirasinda enzimin
yarilanma 6mriiniin (180 dak. 70°C) 10 kat arttig1 kaydedilmistir. Bu artis disiilfit kopriilerin yapiya
girmesi ile iligkilendirilmis ve spesifik aktivitenin iki katina ¢iktig1 rapor edilmistir.

Inkiibasyonun 20. dakikasinda ise ilk aktiviteye gdre %28 artma gozlense de 15. dakikada
belirlenen en yiiksek aktiviteye kiyasla %39 azalma belirlenmistir. 25 ve 30 dakikalik 6n inkiibasyon
siirecinde enzimin aktivitesinde dereceli diislis gozlense de, %79 ve 52 oraninda aktivitenin
korundugu saptanmustir. B34 susundan elde edilen hiicre dis1 ksilanaz enziminin en diisiik aktivitesi
30 dakikalik inkiibasyon siireci sonunda kaydedilmis olup, aktivitenin %50’sinden fazlasinin
korundugu gozlenmektedir. Bu sonuglara gore soz konusu enzimin inkiibasyon siirelerinde
termostabilitesini yiiksek oranda korudugu ve ilk aktiviteye gore artisin 10, 15 ve 20. dakikalardaki
On inkiibasyon sonucu belirlendigi ortaya konmustur. Bu sonuclara gére B34 susundan elde edilen
hiicre dis1 ksilanazin termostabil bir enzim oldugu sdylenebilmektedir.

Abo-State ve arkadaslar1 (2013), tarimsal atiklardan izole ettikleri iki Bacillus sp.’den (MAM-
29 ve MAM-38) saflagtirdiklar1 ksilanaz enziminin 60, 70 ve 80°C’lerde stabilitesini korudugunu
belirlemislerdir. MAM-29 izolatindan elde edilen ksilanazin 80°C’de siirdiiriilen termostabilite
calismalarinda 60 dakikalik inkiibasyon siiresince aktivitesinin %99’unu; MAM-38 ksilanazin ise
%98’ini korudugu rapor edilmistir. Diger bir calismada ise Cordeiro ve arkadaglar1 (2002), yabani tip
Bacillus sp.’in trettigi ksilanazin 30-50°C’lerde 2 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesini %100
korudugunu; 60, 70 ve 100°C’lerde ise orijinal aktivitenin sirastyla %11, 12 ve 29 oraninda azaldigim

bildirmislerdir.
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Sekil 6. Hiicre dis1 ksilanazin termal stabilitesi

B34 susundan kismi olarak saflagtirilan ksilanaz enziminin molekiiler agirlig1 %12’lik homojen

SDS-PAGE sistemi kullanilarak belirlenmis olup enzime iliskin protein bandi Sekil 7°de
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gosterilmistir. Ksilanaz enzimine ait 38.75 kDa molekiiler agirhiginda tek protein bandi elde
edilmistir. B. licheniformis SC’den saflastirilan ksilanazin ortalama molekiiler agirligir 24.6 kDa
olarak ortaya konmustur (Chaturvedi ve Khurana, 2016). Pithadiya ve Thakkar (2016), B.
circulans’dan saflastirilan hiicre dis1 ksilanazin ortalama molekiiler agirligini 20 kDa; Kapilan
(2015), B. subtilis BS166 susundan elde edilen enzimin molekiiler agirligin1 66.42 kDa; Shrinivas ve
arkadaglari. (2010), Bacillus sp. JB 99’dan saflastirilan termostabil alkalin ksilanazin molekiiler
agirligr 20 kDa olarak rapor etmislerdir. Roy ve Rowshanul (2009) ise B. cereus’dan saflastirilan

enzime ait 32 kDa agirliginda tek protein bandi rapor etmislerdir.

18.7% kDa —

Sekil 7. Ksilanaza ait SDS-PAGE bulgular (A: Ksilanazin SDS-PAGE’de zimogrami, B: Ham
ksilanaz preparatinin SDS-PAGE’i ve M: Protein marker)

4. Sonuclar ve Oneriler

Yem endiistrisinde 70-90°C’de gergeklestirilen pellet olusturma (Yegin ve Biiyiikkilleci, 2015)
islemleri sirasinda termostabil NOP yikici enzim ihtiyaci, ¢calismamizda elde ettigimiz termostabil
ksilanazin yem endiistrisinde potansiyel uygulanabilirligini ifade etmektedir. Ekonomisi biiyiik
0l¢iide hayvanciliga bagli lilkemiz i¢in, ¢alismamizda elde ettigimiz ksilanaz diisiik degerli tarimsal
yan firiinlerin hayvan yemi olarak kullanilabilirligine olanak saglayabilecektir. Ileriki
calismalarimizda, B34 susundan elde edilen hiicre dis1 ksilanaz enziminin basta yem endiistrisi olmak
lizere, cesitli endiistriyel biyo-proseslerde kullanilabilirligini arttiracak, diisiik degerli tarimsal yan

iiriinleri substrat olarak kullanip iiretim ortaminin optimizasyon ¢aligmalarina yon verilecektir.

Tesekkiir

Bu yiiksek lisans tezinin kimyasal destegi "Bacillus spp. suslarindan ksilanaz enziminin kismi

saflastirmas1 ve plasmid profillerinin belirlenmesi" konulu proje kapsaminda TUBITAK BIDEB
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2209/A Universite Ogrencileri Yurt i¢i Arastirma Projeleri Destek Programu tarafindan saglannstir.

Bu sebeple TUBITAK a desteklerinden dolay: tesekkiir ederim.
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