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OZET

Ksilan, dogada ikinci srada siklikta bulunan bir polisakkarittir. Endoksilanazlar da
ksilan hidrolizinden sorumlu bir enzim grubu olup basta kagit ve kagit hamuru
endistrileri olmak Uzere endustride en ¢ok kullarilan enzimlerden biridir. Termofilik
mikroorganizmalarin  ksilanazlar1 sicaklik ve pH degisikliklerine kars1 direncli
olduklarindan dolay: endustiyel stireclerde dnemli rolleri vardir.

Bu ¢alisma da Geobacillus sp. 71izolat1 olarak isimlendirilen termofilik bir bakterinin
151l kararli ksilanaz gen sirasinin invers PCR yontemi ile bulunmasi, bir E. coli ekspresyon
vektorine klonlanmas,, saflastinlmasa ve  karakterizasyonu — gerceklestirilmistir.
Geobacillus sp. 7, endoksilanazi kodlayan 1224 nt'lik genin baz dizilimi belirlenerek
PET20b+ vektorine klonlandi. Geni iceren vektor, E.coli BL21 hiicresine aktarilarak
ksilanaz ekspres edildi ve MagneHis™ Protein Saflastirma Sistem kiti kullanilarak enzim
saflastirildi. Saflastinlan Geo7, Endoksilanaz enziminin optimum calisma sicakliginin 75
°C ve optimum pH'min ise 7,0 oldugu bulundu. Oat spelt xylan icin olan K,, degerinin
0,425 mM oldugu ve bu degerin diger ksilanaz enzimlerine gére daha dusuk oldugu
belirlendi. V, ., degeri 500 U/mg olarak belirlendi. Meta iyonlarimn ve gssitli
kimyasallarin enzime olan etkileri degisik konsantrasyonlarda gerceklestirilen calismalar
sonucunda belirlendi ve 10 mM konsantrasyonda Hg2+ bivalent metal iyonunun enzim
aktivitesini neredeyse tamamen inhibe ettigi tespit edildi. Enzimin molekil agirhg 47 kDa
olup amino asit benzerligine gore family 10 glikosil hidrolaz sinifi bir enzim oldugu
belirlendi. Geo7, endoksilanaz enziminin oat spelt xylan substratini hidrolizlemesi sonucu
ortaya cikan sekerlerin  baslica ksilobioz, ksilotetroz oldugu ayrica bunlarin yaninda az
miktarda da olsa ksilotrioz ve diger bazi oligosakkaritlerinde olustugu ince tabaka
kromotografisinde (TLC) ile ortaya ¢ikarildh.

Elde edilen veriler 1s1ginda, enzimin biyokimyasal ¢zellikleri, enzimin 6énemli bir
endustriyel enzim olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Geobacillus, endoksilanaz, 1al kararl
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SUMMARY
Cloning, Expression and Characterisation of Endoxylanase From Geobacillus sp. T

Xylan is the second most abundant polisaccaride in nature. Endoxylanases,
responsible for hydrolysis of the xylan, are an enzyme group used commonly in industry
which is used especiadly at paper and pulp industries. In specially, xylanases from
thermophiles are expected to play a significant role in industrial processes, since they are
thermostable and resistant to pH changes.

In this study determining the thermal stable xylanase gene sequence of a
thermophilic bacterium which is called Geobacillus sp. 7, by inverse PCR, cloning of this
gene to an E. coli expression vector, its purification and characterization are realized. A
1224 bp endoxylanese gene coding from Geobacillus sp. 7, sequenced and cloned into
PET20b+ vector. Vector encoding this gene was transformed into E.coli BL21, expressed
and enzyme was purufied by MagneHis™ Protein Purification System and characterized.
The Geo7: Endoxylanase enzyme showed optimal activity at 75 °C in pH 7,0. It was
determined that the enzyme had alower K, 0,425 mM for oat spelt xylan than most of the
xylanases and V... of value 500 U/mg. Effects of metal ions and some chemicals on the
enzyme was determined by the studies that were conducted with different concentrations.
Hg?* (10 mM) amost strongly inhibited the enzyme activity. On the basis of amino acid
sequence similarities, this 47 kDa enzyme could be assigned to family 10 of the glycosyl
hydrolase classification system. Purified enzyme catalyzed the hydrolysis of oat spelt, the
level of xylobiose and xylotetraose was high along with xylotriose and some
oligosaccharides analyzed on TLC.

In the light of all data it has been suggested that the enzyme’s biocatalytic properties

proved to be one of the important industrial enzymes.

Key Words: Geobacillus sp., endoxylanase, thermostable
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Reaksiyonlan katalizleyen biyolojik katalizorlere enzimler denir. Organik kimyada
kullamlan metotlar ile gerceklestirilmesi ¢ok gi¢ olan birgok reaksiyonun uygun ve
spesifik enzimlerle kolaylikla gergeklesmesi, enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerek
¢esitli amaglar icin kullanilmas: fikrini de dogurmustur. Enzimatik islemlerin geleneksel
islemlere oranla daha az miktarda atik olusturarak daha az cevre kirliligine yol agmas,
uygun ve ekonomik sartlarda gerceklestirilebilmesi enzim kullamnun daha cazip hale
getirmektedir (Gumusel, 2002).

Gunumizde tammlannmus ve karakterize edilmis birkag bin enzim bulunmaktadir. Her
gecen yil da sayllarn daha da artmaktadir. GuUnimizde bu enzimler basta
mikroorganizmalar olmak Uzere bitkiler ve hayvanlar tarafindan Uretilmektedir. Bu
enzimlerin Uretiminde en buylk pay mikroorganizmaara ait olup, yaklasik %901 bu
organizmalarin fermentasyonu ile saglanmaktadir (Godfrey ve West, 1996). Enzim
kaynagi olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin nedenleri; mikroorganizma
kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiksek olmasi, istenmeyen yan Urlnleri
olusturmamalar1, daha kararli ve daha ucuz olmalar, biyik boyutlarda ve yiksek saflikta
elde edilmes gibi avantgjlara sahip olmasdir. Ornegin, mikrobiyal enzimler ekstrem
scaklik ve pH degerlerinde ¢ok yuksek diizeyde aktivite gosterebilirler (Wiseman, 1987,
Horikoshi, 1999). Ayrica, mikroorganizma kokenli enzimlerin suda c¢6zinmeyen
matrikslerle immobilize edilerek daha uzun sire kullamlabilmesi, endustriyel alanlarda
mikrobiyal enzimlerin kullamlmasim saglamistir (Guimusel, 2002).

Modern Uretim tekniklerinin devreye girmesiyle enzim endustrisi, son yarnm
yuzyilda blyUk bir gelisim gostermistir. Buna paralel olarak enzim biyoteknolojisinde
Onemli asamalar kaydederek, bazi avantgjlara sahip olmas gerekmektedir. Buna gore, bir
enzimin herhangi bir endustri alaminda kullamilabilmesi icin islem maliyeti bakimindan
ucuz olmas, fiziksel ve kimyasal kosullara bagli olmadan aktivitesini en yiksek dizeyde
korumasi ve mumkiin olan en uzun streyle aktivitesini strdirmesi, ¢cok farkli alanlarda

kullamlabilme 6zelliginde olmasi, aderjik ya da toksik etkiye sahip olmamasi, yani



guvenilir olmas: gerekir (Sarikaya, 1995). Oyle ki, endustriyel enzim Uretiminin dinya
pazarindaki payr 1995 yilinda 1 milyar Dolar iken, bu rakam 2000 yihinda 1,5 milyar
Dolar'a gkmustir (Kirk vd., 2002). 2005 yilinda ise 1,7-2 milyar Dolar arasinda oldugu
bildirilmistir (Godfrey ve West, 1996).

Bu enzimlerin endustriyel kullamm alanlarina gore dagilimlanna bakildiginda,
%29’ unun gida sektoriinde, %15'inin hayvan yemi sektoriinde, %56’ stnin ise genel teknik
alanlarda kullanldigr gorilmektedir (Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004).

1.2. Termofil Mikroorganizmalar

Termofilik bakteriler son yillarda yogun ilgi duyulan arastirma odaklarindan birisi
olmustur. Pek ¢ok canli grubunun yasayabilmesinin imkanaz oldugu sicakliklarda bile
termofilik ~ mikroorganizmalarin  enzimlerini  kullanabilmeleri  ve  yasamlarim
surdirebilmeleri, arastirmacilan bu konuda calismaarin yapilmasina yoneltmistir.
Dunyamizda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, sicak su kaynaklari gibi cesitli
jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonlar1 yapilmaktadir. Yapilan pek gok
calismada sicakligin mikroorganizmalarin fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri Uzerindeki
en onemli faktorlerden biri oldugu, yuksek scakligin farklt mikroorganizmalar tarafindan
farklh dizeyde tolere edildigi tespit edilmis; pek cok Okaryotik canli kisa bir sireligine 50
°C'lik sicakliga bile dayanamazken, bazi mikroorganizmalarin oldukga yiksek
scakliklarda yasayabildigi bildirilmistir (Williams, 1995). Mikroorganizmalarin optimum
buyume sicakliklan dikkate alindiginda sakrofiller (20 °C altinda), mezofiller (20-55 °C)
ve termofiller (55 °C Uzerinde) olmak Uzere U¢ ana gruba aynlirlar (Gomes ve Steiner,
2004). Termofilik mikroorganizmalarin biyokatalitik potansiyelleri ve enzimleri Uzerinde
bircok arastirmaar yapilmistir (Gomes ve Steiner, 2004). 60-110 °C arasinda yuksek
scakliklarda gelisebilen termofilik mikroorganizmalar, volkanik ve jeotermal kaynaklarda
bulunurlar. 50-60 °C arasndaki scakhiklarda optimum olarak cogalabilen
mikroorganizmalar ise, 1limli termofillerdir. 60-80 °C arasindaki sicakliklarda gelisebilen
ekstrem termofiller de; genellikle Bacillus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermus,
Fervidobacterium, Thermotoga ve Aquifex cinderine aittirler (Stetter, 1998).

Sicak su kaynaklar1 Uzerinde gelisen termofiller ile ilgili pek c¢ok caisma
yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin ¢ogu yuksek sicakliga direng gosteren termofil enzimlerin



argtinlmas: Uzerinedir. Son yillarda bakteriyel kaynaklardan 2400'Un  Uzerinde
endonikleaz enzimi tammmlanmus, bu enzimlerin 220'sinin farkli 6zellik gosterdigi ve
cogunlukla Thermus ve Bacillus stearothermophilus turlerinden izole edildig bildirilmistir
(Welch, 1995).

1.2.1. Termofil Mikroorganizmalann Yiiksek Sicakliga Dayanikhihk
(Termostabilite) Mekanizmasi

Termofil mikroorganizmalann diger canlilar gibi aym enzimlere sahip olduklari,
fakat termofilik enzimlerinin daha termostabil oldugu, proteoliz ve denatlirasyona daha
dayanikli  oldugu anlasilmistr  (Kumar ve Nussinov, 2001). Termofilik
mikroorganizmalarin yiksek sicakliklardaki ortamlarda yasayabilmeleri icin, hicre
membranlarindaki doymus yag asidi orammn fazla oldugu, yag asitlerinin hicre icin
hidrofobik bir ortam olusturdugu yapilan arastirmalar ile ortaya konmustur (Herbert ve
Sharp, 1992).

Hipertermofilik ve termofilik enzimler (termozimler) ekstremozimler isimli baska bir
enzim kategorisinin Uyesidirler. Ekstremozim grubu enzimler yiksek tuz seviyelerinde
(halozimler), yuksek alkali kosullarinda (alkalozimler) ve diger ekstrem kosullar atinda
fonksiyon gosterebilirler (Claire ve Gregory, 2001). Y Uksek sicaklik, tuz ve akali ortami
ile diger ekstrem kosullarda da aktivite gostermeleri bu enzimleri endustriyel kullamm igin
uygun hale getirmistir.

Termofiliklerin hiicre membran yapisi: Termofilik mikroorganizmalarin  yuksek
scakliklardaki ortamlarda yasayabilmeleri icin hicreyi dayanikli hale getirdigi ve hiicre
membranlarindaki doymus yag asitlerinin oramnin fazla oldugu, yag asitlerinin hicreigin
hidrofobik bir ortam olusturdugu yapilan arastirmalar ile ortaya konmustur (Herbert ve
Sharp, 1992). Mezofilik organizmalar, isiya kars: direncli olmayan lipid bilayer yapisinda
bir hicre membramina sahiptirler. Hipertermofiller, yiksek sicakliklarda hayatta
kalabilmeleri icin lipid monolayer yapisinda olan yiksek sicakliklarda erimeye karsi direng
gosteren bir membran yapisna sahiptirler (Daniel ve Cowan, 2000).

Termofilik organizmalar daha etkili ve ski bir sekilde katlanabilen aminoasitlere
sahip olmalarindan dolay: termofillige direnc gosterirler. Isiya karsi1 daha yiksek bir direng

gostermesini saglayan aspartik ve glutamik asitler icerdiklerin sahip olduklart amin



gruplanindan dolayr heliks yapisim kuvvetlendirirler (Senes vd., 2000; Zhou vd., 2001,
Adamian ve Liang, 2002; Riniavd., 2002).

Protein yaps: Terma proteinler, mezofilik protenlerin denatire oldugu yuksek
scakliklarda aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar. Querol ve arkadaslar (1996)
yaptiklar1 calismalarda, terma kararliligi artiran en az 13 farkh fiziksel ve kimyasal
faktorin oldugunu gostermistir. Bu faktorlerden bazilan tuz koprdlerinin optimizasyonu,
daha kisa halkalar, halkalarda glisin miktarinin azaltilmasi ve prolin miktarinin artirilmasi,
hidrojen baglan ve proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik paketlemelerdir.

Hidrofobik 0Ozellik ile proteinlerin  katlanmasi arasinda pozitif  bir iligki
bulunmaktadir. Hidrofobik Ozellige sahip proteinler daha etkin bir katlanma yaparak
yiksek sicakliklara karsi daha direngli hale gecmektedirler. Deneysel calismalar,
hidrofobik etkilesimlerin termofilik proteinlerin kararliliginda 6nemli bir rol oynadiginm
gostermistir. Sicakliga direncli proteinler hidrofobik etkilesimlerle dimer olusturarak
termal hidrolize kars1 daha direncli hale gegmektedirler. Battin bunlarin yam sira sicakliga
direncli proteinler distifit baslari, aromatik etkilesimler, hidrojen baglan igermekte ve
elektrostatik  cekim  mekanizmalanyla  ylksek  sicakhklara  karsi  direng
gosterebilmektedirler (Kumar ve Nussinov, 2001).

Haney ve arkadaslan (1999) yaptiklan bir calismada, proteinlerin  termal
kararliligimn olusmasinda, aminoasit degisimlerinin 6énemli bir rol oynadigim ortaya
koymuslarcir. Termofilik proteinlerin yikli aminoasitler (Arg, Lys, His, Asp ve Glu),
valin ve izol6sin iceriginde artis gorilurken, yuklt polar aminoasit ( Ser, Thr, GIn, Asn,
Cys) iceriginde ve denatlirasyona sebep olan asparagin ve glutamin iceriginde azalma
oldugu gorulmustir. Termostabilite kavrami ise, bitin proteinlerde bulunan kanonikal
(koordinatlardan bagimsiz) kuvvetlerin modifikasyonuyla, 6rnek olarak; elektrostatik ve
hidrofobik etkilesimlerle ve bazi aminoasitlerin degisimiyle elde edilen birgok kigcik
yapisal modifikasyonlarin kazandirdigi 6zellikler olarak tammlanmaktadir. Proteinlerde de
termostabilite 6zel bir amino asitinin termofillerin disllfit baglar: ile sicakliga dayanikli
hale gelebildigi belirlenmistir. Ayrica varligina veya sentez sonrast modifikasyonuna
baglanamayan bir 6zellik olarak bilinmektedir (Scandurravd., 1998).

DNA'’larimin pozitif siper sarmallar olusturan ters giraz enzimlerini igerdigi ve bu
yapimin DNA’nin erime noktasini yukselttigi ve bdylece mikroorganizmay: daha yuksek
scakliklara dayanikli hale getirdigi saptanmustir (Lopez, 1999; Kumar ve Nussinov, 2001).



DNA yaps: Lineer ¢ift zincirli DNA 65 °C de terma denatlirasyona ugrarken
stipersarmal plazmitlerin en az 107 °C’'ye kadar termal denatiirasyona direncli oldugu
gorulmektedir. Plazmit DNA’ s topolojik olarak kapal1 oldugu igin termal denattirasyona
kars1 daha direnclidir. Marguet ve Foreterre (1994) yapmis olduklar: bir ¢calismada, yiksek
tuz konsantrasyonunun, cift zincirli DNA’'y1 107 °C de termal degredasyona karsi
korudugu gostermistir. Tuzlar tarafindan nikleik asitlerin termal degredasyona karsi
korunmasi, termofilik bakterilerin yasamu ile ilgilidir. Cunkd termofilik bakteriler, hicre

ici yuksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler.

1.2.2. Termostabil Enzimler ve Onemi

Termostabil enzimler, protein stabilitesinin  anlasiilmast igin  model  olarak
kullamlmaktadir. Diger 6nemli bir neden ise, bu enzimlerin yiksek sicakliklardaki
biyoteknolojik islemlerdeki avantagjlandir. Bu duruma ornek verilecek olunursa, organik
¢cOzucl icerisindeki kimyasal reaksiyonlarin hizlanindaki artis nedeninin  yUksek
scakliklarda ortam viskozitesindeki azalma ve difizyon katsayisandaki artistan
kaynaklandigi yapilan arastirmalarda gozlenmistir (Becker vd., 1997; Krahe vd., 1996).
COzunurlUgtl dusuk olan hidrofobik bilesiklerin oldugu cesitli islemlerde, sicakligin
yukseltilerek ¢ozunirlUgin arttirlmas: ile reaksiyon hizimn artmasi saglanmaktadir.
Ayrica, yuksek sicaklik, biyolojik hidroliz reaksiyonlarimin hizlarn arttrmakta ve
kontaminasyon riskini de azaltmaktadir. Termofilik enzimlerin, etki mekanizmalarinin
mezofilik olanlarla benzer olduklar belirtilmistir (Adams, 1993; Danson ve Hough, 1998).
Termofilik enzimlerden bazilarimin mezofilik konak hiicrede ekspresyonu ile termal
kararliliklanimn bozulmadigi g6zlenmistir. Bu nedenle, termofilik enzimlerin yiksek
scakliklara adaptasyon igin gelistirdikleri molekller stratejilerin genetik bir 6zellik oldugu
belirtilmistir (Niehaus vd., 1999; Jaenicke ve Béhm, 1998).

Termofilllerden elde edilen termostabil enzimlerin, mikroorganizmalarin gelisme
scakliklarindan daha yiiksek sicakliklarda bile kararli olduklari ve termofil enzimlerinin
daha saglam olduklar1 belirlenmistir (Sabato vd., 1999). Termofilik enzimlerin pH
degisikliklerine ve yuksek sicakliklara karsi gosterdigi kararlilik, bu enzimlerin endustri
adanlarindatercih edilme nedenleridir. Termofilik enzimler, mikroorganizmalarin optimum
buyume sicakligindan daha yiksek bir sicaklikta bile kararli ve aktiftirler. Bu yuksek



scakliklar, reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek kontaminasyon riskini dnemli
derecede azaltir, ¢linkii biyolojik donglde kontaminasyona sebep olan bakterilerin gogu
mezofiliktir (Burg, 2003). Uygulanabilen daha yuksek bir operasyon scakligi aym
zamanda organik bilesiklerin ¢ozinurligl ve elde edilebilirligi Uzerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir ve etkili bioremeditasyonuda (tedavi) saglar (Becker, 1997). Ayrica, bu yuksek
scakliklarda, reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlari ve c¢ozindrlUkleri dnemli
derecede artar ve bu da daha fazla Uriin olusumunu saglar (Mozhaev, 1993; Kumar ve
Swati, 2001). Bu scakliklarda suyun ylzey geriliminin ve vizkositesinin azalmas: da diger

bir avantgjdir (Kristjansson, 1989).

1.3. Geobacillus cinsi

Geobacillus cins, Nazina ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda Bacillus cinsinden
ayrihp bakteri sistematigine kazandirilmis olan yeni  bir cinstir.  Bacillus
stearothermophilus ve Bacillus'larin termofilik tOrleri olan B. kaustophilus ve B.
thermoglucosidasius’un farkli bir filogenetik gruba ait olacagi disinilip Nazina
tarafindan “Grup 5" olarak adlandirildi. Yapilan fizyolojik ve genetik arastirmalar
sonucunda Geobacillus cinsinin gercekligi onaylandi.

Bu cinse ait bakteriler gram pozitif, aerobik veya fakultatif aerobik, hareketli,
endosporlu, termofilik bakterileri igermektedir. Bu cinsin Uyeleri, dinya Uzerinde
termofilik ve mezofilik cografik bolgelerde genis yayilim gosterirler (McMullan vd.,
2004).

Geobacillus cinsini Bacillus cinsinden ayiran en onemli 6zellik 16S rRNA gen
aralandir. 16S rRNA gen dizin andizlerini temel alan calismalara gore, Geobacillus cinsi
ile Bacillus cins Uyeleri araanda %95 den daha az bir benzerlik bulunmaktadir. Fakat
Geobacillus cins kendi Uyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi %96,5 ve %99,2
arasindadir. Bundan dolay: 16S rRNA gen dizi andlizleri Geobacillus cinsine ait tirlerin
ayinminda gegerli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmalarda 6nemli rol oynar
(M.Banat, 2004).

Bu cinsin tyeleri yerytiziinde petrol alanlari, kuru ot karisimi, hidrotermal agiz veya
topraklar gibi cesitli termofilik ve mezofilik cografik alanlara yayilmistir ve 35 °C’den 78

°C'ye kadar buyume sicakligi gosteren Geobacillus stearothermophilus, Geobacillus



thermocatenulatus, Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus kaustophilus, Geobacillus
thermoglucosidasius, Geobacillus  thermodenitrificans, Geobacillus  subterraneus,
Geobacillus uzenensis, Geobacillus caldoxylosilyticus, Geobacillus toebii, Geobacillus
vulcani, Geobacillus lituanicus, Geobacillus tepidamans, Geobacillus gargensis,
Geobacillus  jurassicus, Geobacillus caldoproteolyticus, Geobacillus pallidus ve

Geobacillus debilis tUrlerini icerir (Nazina, 2001).

1.4. Hemiseliiloz

Hemisellloz, tabiatta selilozdan sonra en yaygin bulunan polisakkarit olup
lignoselllozik yapida kuru agirhgin %22'sini olusturur (Biely, 1984; Puls ve Schseil,
1993). HemiselUlozlar aym zamanda akalide ¢oziinen heteropolisakkarit yapisinda olan
polisakkaritlerdir (Wilkie, 1983). Diiz ya da dallannus yapida, D-ksiloz, L-arabinoz ya da
D-galaktoz veya bunlarin kombinasyonundan olusan, farkli cinslerden polisakkarit
gruplann igerirler (Zimmermann, 1992). Bircok hemisellloz, ksilanca zengin bir yapi
teskil eder, f-1,4-ksilopiranosidaz gruplarindan olusan omurgaya, o-D-glukuronik asit ya
da 4-O-metil-a-D-glukuronik asit ve a-L-arabinofuranoz birimleriyle baglanir (Joseleau
vd., 1992).

1.4.1. Ksilan

Bitki hticre duvari birbirleriyle birlesmis olan selliloz, hemisellloz (basta ksilan) ve
lignin materyallerinden olusur (Thomson, 1993). Odunun (¢ temel bilesenleri sunlardir;
%35-50'lik kisim seliloz, %20-30'luk kisimi hemiseliloz ve %20-30'luk kismin ise
lignin olusturur. HemiselUlozun yapisnda mannan, galaktan ve arabinamn yam sira ana
bilesen olarak ksilan yer alir. Seliiloz ve lignin ile beraber hemisellloz yapisna katilan bir
bilesen olarak bitki hicre duvarlarinin ana kompozisyonunu olustururlar. Hicre duvari
yapisinda bu U¢ bilesen kovalent ya da kovalent olmayan baglarla bir iliski halindedirler.
Ksilanin ya da hemiselilozun lignin ve sellloz arasina yerlesmesi seltilozun butdnl Ggunin
devam ve sellilaz degredasyonuna kars: liflerin korunmas: agisindan énemlidir (Beg vd.,
2001). Ksilan, hemiselilozun 6nemli bir yapitasi olup, bilesenlerine ayristirillarak yeniden

kullanilabilirlik potansiyeli dogada en yaygin bulunan en yaygin bulunan ikinci kaynaktir



(Kulkarni vd., 1999). Bitkide ana hemiseltlozik yapi olup dogada yeniden donusturdlebilir
biyokutlenin Ugte birini olusturur. Bitki kuru agirliginin ksilan ytizdes bitki kaynagina
goére degisir. Buna gore, sert agac, kozalakli agac ve cok yillik bitkilerde ksilan ytzdesi
srasiyla 15-10, 7-10 ve 30 araliginda degi smektedir (Bakir, 2005). Ayrica tahil tanelerinin
fiber igeriklerinin buyuk bir kismini da ksilan olusturur (Cowan, 1996).

Ksilan, ksiloz birimlerinin f-1,4 glikozidik baslarla baglanmasi ile olusan bir
omurgayr igeren kompleks bir polisakkarit olup ana zincir S-ksilopiranoz birimlerinden
olusur. Sert odunlu bitkilerdeki ksilan O-asetil-4-O-metilglukuronoksilandir. Bu
polisakkarit 70 s-ksilopiranoz biriminden olusur ve -1,4 glikosidik baglarla baglidir. Her
10 ksiloz biriminde bir ksiloz biriminin 2 numaral1 karbonuna bir 4-O-metilglukuronik asit
baglanmistir. Sert odunlu ksilanlar yilksek oranda asetillesmistir. Ornegin; hus agac
ksilan 2 mol ksiloz basina 1l mol asetik asit icerir. Asetilasyon 2 numarali karbondan (C-2)
daha ¢ok 3 numaral1 karbonda (C-3) gerceklesmektedir. Bu asetil gruplarin varligi ksilamn
su icinde kismi ¢ozinmesinden sorumludur. Eger ksilan akali ekstraksiyona maruz
birakilirsa asetil gruplar kolayca yapidan uzaklastirilabilir (Sunna ve Antranikian, 1997).
Yumusak odunlulardaki ksilan ise, arabino-4-O-metilglukuroksilandan olusur. Sert
odunlulardan daha yikssk oranda 4-O-metilglukuronik asit igerigine sahiptir. Bunlar 2
numarali karbon atomunda (C-2) yerlesmislerdir. Sert odunlulardakinin aksine yumusak

odunlardaki ksilan asetillenmemistir. Bunun yerine a-L-arabinofuranoz tniteleri ksilozun
3 numaral karbon (C-3) atomuna o-1,3 glikozidik baglarla baglanmistir (Puls ve Schuseil,
1993). Bu arabinozil eklentileri ksiloz birimlerinin hemen hemen %12 sinde gorulUr
(Wong vd., 1988). 5-D-ksilopiranoz, 4-O-metil-o-D-glukuronik asit ve L-arabinofuranoz
oram 100:20:13 dur. Ksilanlarin ¢ogu ana ve yan zincirlerinde degisen gruplari igeren bir
heteropolisakkarit olarak bulunur. Ksilamn ana omurgasindaki yaygin yer alan radikal
gruplar asetil, arabinozil ve glukuronozil birimleridir (Sekil 1).

Ksilan, esparto cimeni ve tittin disindaki bitlin bitkilerde heterojen yapidadir. Ksilan
polimeri gogunlukla f-D-1,4-bagiyla birlesmis D-ksiloz iskeletinden olusmustur. Ana
iskelete baglanan asetil, arabinozil ve glukuronozil yan gruplari ksilan molekiluni
dallanmus ve heterojen bir yapiya donustirmektedir (Beg vd., 2001).

Tablo 1'de goruldigt gibi yan zincirlerin kompozisyonu ve frekana ksilan

kaynaginabaglh olarak degisim gostermektedir.



Tablo 1. Bitkisel kaynagina baglh olarak ksilamn kompozisyonundaki cesitlilik (Saha,

2000)
slankompozisyonu | A | P katen | hemisato:

Ksiloz 89.3 46.0 65.8 48.0-54.0
Arabinoz 1.0 44.9 335 33.0-35.0
Glukoz 14 1.9 0.3 0.0
Galaktoz 0.0 6.1 0.1-0.2 5.0-11.0
Mannoz 0.0 0.0 0.1-0.2 0.0
Anhidrouronik asit 8.3 11 0.0 0.0
Glukuronik asit 0.0 0.0 0.0 3.0-6.0

Sert aga¢ ksilammin (asetil-4-O-metil  glukuroksilan) monomer sayisi 200
civanndadir. Ksilan ana iskeletindeki D-ksilopiranosit Uniteleri, C-2 velveya C-3
pozisyonundaki asetik asit ve C-2 pozisyonunda asetil-4-O-metil glukuronik asit ile bag
olusmaktadir (Eriksson vd., 1990; Kormelink ve Voragen, 1993; Coughlan ve Hazlewood,
1993).

Kozalakli aga¢ ksilanimin (arabino-4-O-metilglukuronoksilan) monomer sayisi
120’ den fazladir. Ksilan iskeleti, C-2 pozisyonunda 4-O-metil-a-glukuronik asit ve C-3
pozisyonunda ise L-arabinoz ile dalanmis yapr olusturmaktadir. Bundan baska, bircok
kozaakl agacg ksilanm, D-galakturonik asit ve D-ksiloz gibi gruplara sahiptir. Cimen ksilam
kucuk miktarda, her 70 monomer sayisinda bir 4-O-metil-a-glukuronik asit icermektedir.
Ayrica, ksilanin yapisinda C-2 vel/veya C-3 pozisyonunda yuksek miktarda L-arabinozil ve
az miktarda O-asetil yan gruplar1 da bulunmaktadir.

Arabinoksilan molekilinin kompozisyonu ve ksilan bilesenlerinin nispi oranlari
turden tire, dokudan dokuya degismektedir (Coughlan ve Hazlewood, 1993).

Ksilan, seliloz gibi degildir, yamsa polimer gruplarindan olusur. Ksilanlar, alkali-
¢Ozunir, dogrusal veya dallanmis polisakkaritler seklindedir. izole edilen ksilanlar, tipik
olarak ¢ok yaygin sekilde heteropolisakkaritlerdir ve f-1,4 D-ksilopiranozil rezidilerinden
olusur (Bakir, 2005).
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1.5. Ksilanazlar

Ksilamn kompleks yapisi nedeniyle molekilin tamamen hidrolizi icin farkli
enzimlere gereksinim duyulmaktadir. Ksilam hidroliz eden enzimlerin tamamina
ksilanolitik enzim sistemi ach verilir. Yenilenebilen bu kaynaktan bugiin gida ve yem
sanayi cesitli sekillerde yararlanirken (Biely, 1985; Berovic ve Ostroversnik, 1997), kagit
sanayi (Techapun vd., 2003; Haarhoff vd., 1999) ve ayrica atik aritim ve degerlendirme
proseslerinde de (Biely, 1985; Carmona vd., 1997; Duarte ve Ferreira, 1994) ksilanaza
yonelik uygulamalar bulunmaktadir. Ksilanin tim bu sanayilerdeki isleme ve
degerlendirme basamaklannda enzimatik hidrolizi 6n plana ¢ikmaktadir. Ksilanazlar
fungus ve bakterilerde yaygin sekilde bulunmaktadir (Kulkarni vd., 1999; Sunna ve
Antranikian 1997). Bazilan noétral veya asidik pH’ da aktif ve optimum olarak aktif oldugu
scaklik ise 45 °C'nin atindadir. Endustriyel ihtiyaglari gidermek igin, daha yuksek
scakliklarda ve pH’larda aktif olan ksilanazlara ilgi buytktir (Beg vd., 2001,
Subramaniyan ve Prema, 2002), ¢lnki bu sicaklik ve pH’larda pahal1 degisikliklere gerek
kalmadan kagit endustrisinde kullanilabilir. Son zamanlarda, termofil ve mezofillerden
termal kararli ksilanazlarin endustriyel uygulamalarina ve akali 6zellikte ksilanazlara
buyUk bir ilgi vardir. Termal kararl1 ksilanazlar bazi avantgjlara haiz olmalarina ragmen,
hiicre tarafindan dustk oranlarda Uretilmeleri bir dezavanta) olarak gortlmektedir. Gelisen
protein mihendidigi uygulamalar ile tim bu dezavantgjlar ortadan kaldirilabilecektir.
Ksilanin enzimatik hidrolizinde yer alan baslica enzim ise f-1,4 baglan ile baglanms
ksiloz birimlerinden olusan iskeleti hidrolizleyen endo-1,4-$-ksilanazlar (EC 3.2.1.8) dir
(Singh vd., 1993).

Ksilanlar birbirine skica baglanmis yapida degildir, ksilam hidrolize eden gok
miktarda enzim vardir. Sonu¢ olarak, ksilanazin spesifik aktivites kristallesmis seliiloz
gibi diger polimerlerin hidrolazlarindan daha genistir. Ksilanlarin yikimr igin, endo 1,4-5-
D-ksilanaz, S-ksilobiaz, p-ksilosidaz ve yan gruplann yikilmas: icin gereken enzimlerin
bilesiminin gerektigi belirtiimektedir (Orpin ve Letcher, 1979). Bitln bu enzimler ksilanin
seker bilesenlerine dontisuminde kooperatif sekilde rol oynar.

Hidrolizde en etkin olan enzim endo-$-1,4-ksilanazdir ve ksilan ana iskeletindeki /-
1,4 bagim kirarak ksilooligosakkaritleri Uretir. Bu oligosakkaritler de, daha sonraki hidroliz

surecinde f-1,4-ksilosidaz enzimi ile D-ksiloza dontstardl Or.
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Sekil 1. Miar kabuguna ait heteroksilan yapisi (Saha, 2000)

Ksilanin hidroliz drinleri, kiigik molekuler agirliktaki ksiloz, ksilobiyoz, ksilotrioz
ve diger oligosakkaritlerdir. Bu molekuller kolaylikla mikrobiyal hiicrelere girer, karbon ve
enerji kaynagi olarak rol oynayarak bilyiimeyi devam ettirir. Ornegin, kiclk pentoz
moleklli olan ksiloz, bakteriyel ve funga hicrelere kolaylikla girebilir. Ayrica,
ksilanazlar da yapmis olduklari hidroliziemenin moduna gére endo ve ekzo-ksilanazlar
olmak Uzere ikiye aynlmaktadir. Endoksilanazlar ksilan omurgasm rastgele yerlerden
kirarak ksiloz ve degisik uzunluklardaki ksilooilgosakkaritleri  olustururken,
ekzoksilanazlar ise kirma reaksiyonlart sonucunda sadece tek tip bir (ksiloz veya
ksilooligosakkarit) Urin olustururlar (Kubatavd., 1995).

Kinlacak olan baglar, substratin uzunluguyla, dallanma derecesiyle, asl bilesiminde
bulunan atomun yerini alan baska atomun varligiyla ve hidrolazlarin yapilaryla belirlenir.
Farkli spesifikliklere sahip enzimler, ksilan gibi kimyasal ve yapisal olarak heterojen
sekilde substratlarin bozulmasindarol oynar.

Bu enzimlerin kullanilmasinda ilk olarak, ksiloz ve ksilobioz olusturan ksilanazlar
yer air. Ikincisi ise, kendiliginden ve uzun zincirlerde L-arabinoz Ureten baslangic

dallanma noktasinda bir L-arabinozu pargalayanlar ile pargalamayanlar arasinda yapilir.
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1.5.1. Endo f -1,4-ksilanaz

Endoksilanaz enzimi, ksilan omurgasin: rastgele hidrolize ederek depolimerizasyonu
saglar. Endoksilanazlarin genel olarak bakteri ve mantarlar gibi mikroorganizmalar
tarafindan Uretildikleri bulunmustur. Bununla birlikte, bitkisel kokenli endoksilanazlarin da
bulundugu ve bazi meyvelerin asir1 olgunlasma dénemi sonunda, gekirdeklerin ¢cimlenmesi
srasinda Uretildikleri saptanmistir. Su yumusakcalar1 dahil, bazi gelismis hayvanlarda da
ksilan GUretiminin gerceklestigi  bildirilmistir. Endoksilanaz, ksilooligosakkarit ve
ksilozlarn Uretilmes igin ksilamin f-1,4-glikozidik baglarini rastgele hidrolize edebilir.
Boylelikle, endoksilanazlar dogada enerji ve materyallerin dontsmesinde 6nemli bir rol
oynar.

Ksiloz ve ksilooligosakkaritler icine polimerik maddenin donisimde endoksilanaz
depolimerizasyon etkeni sonucudur.

p-Kslosidaz (EC 3.2.1.37): kisa oligosakkaritleri parcalar. f-ksilosidazlar
endoksilanazlarin inhibisyonuna neden olacak son drdnleri parcalayarak ksilanin
hidrolizleme dizeyini artirir.

Ksilanda bulunan yan gruplar, o-L-Arabinofuranosidaz, o-D-glukuronidaz,
galaktozidaz ve asetil ksilan esterazlar tarafindan molekilden kopartilarak serbest kalirlar
(Sekil 2).

Ekzo 1,4-p-D-Ksilosidaz enzimi (EC 3.2.1.37) indirgen olmayan uctan D-ksiloz
birimlerini basaril1 bir sekilde kopartarak, 1,4--D-ksilooligosakkarit hidrolizini katalizler.
Ksilanmn hidrolizi sirasinda ksilozun koparilmasim saglayan endoksilanazlarin, s-ksilosidaz
tarafindan kolayca hidrolize edilebilen ksilobiyoza kars: aktiviteleri yoktur.

a-Arabinofuranosidazlar (EC 3.2.1.55) arabinanlarin, arabinoksilanlarin ve
arabinogal aktanlarin indirgenmeyen a-L arabinofuranozil ucunu hidrolize ederler.

Ksilan hidrolizinde gorevli enzimler arasinda da sinerjik etkiden soz etmek
mUmkinddr. Hidroliz sirasinda, 1,4-$-D-ksilan omurgasinda etkin olan (endo f-1,4-
ksilanaz) ve yan zincirleri koparan enzimlerin aktif oldugu gozlemlenir. Asetil ksilan
esteraz ve endoksilanaz arasindaki sinerjik etki asetil ksilanlarin degredasyonunda etkindir.

Asetik asitin asetil ksilan esterazla ayrilmasi, ksilan omurgasint endoksilanaz etkisi
icin uygun duruma getirecektir. Boylece daha hizl1 bir hidroliz meydana gelir. Benzer

sekilde, a-arabinofuranosidazlarin  endoksilanazlara eklenmesi  arabinoksilanlarin
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sekerlestirilmesini artirmaktadir. a-D-Glukuronidazlar (EC 3.2.1.1) ksiloz ve D-glukuronik
asit veya 4-O-metileter araandaki a-1,2-glikozidik baglarnmn hidrolizinde gorev yapan
enzimlerdir. Ksilamn enzimatik hidrolizinde o-1,2 baglari, hidrolizi yavaslatan bolgelerdir

ve a-glukuronidazlar ise farkli substrat ile calisirlar.

HO,C 0
Alfa-D-glukuronidaz

CH30
HO Hle—"

0 OHO 0 0 OHO OH
OW %OW \%\0/
AcO OAC 0 0 OH 0

endo-1,4- \
beta-ksilanaz 0

HOCH; Alfa-arabinofuranosidaz

Sekil 2. Ksilanolitik Enzim Sistemi (Anonymous, 2009e)

Ekzo p-1,4-D-ksilosidaz enzimi ise, indirgen olmayan uctan D-ksiloz birimlerini
kopartarak f-1,4-D ksilooligosakkarit hidrolizini katalizler. Ksilamin hidrolizi srasinda
ksilozun kopanlmasint saglayan endoksilanazlarin, p-ksilosidaz tarafindan kolayca
hidrolize edilebilen ksilobiyoza kars1 aktiviteleri yoktur. a-Arabinofuranosidazlar,
arabinanlann, arabinoksilanlarin  ve arabinogaaktanlarin  indirgenmeyen  a-L

arabinofuranosil ucunu hidrolize ederler.

1.5.2. Ksilanazlarin Siiflandirilmasi

Ksilann heterojenitesi, karmasikligi, farkli ksilanazlarin primer dizileri, kivrimlar ve
degisen Ozellikleri ksilanazlarin cesitliligiyle sonuglandi. Dolayisyla yalmzca substrat
Ozgulluguinden yararlanilarak enzimlerin siniflandirilmas ssnirlamalara yol agmustir.

Wong vd., (1988) kslanaz enzimlerini fizikokimyasal 0Ozelliklerine gbre
aniflandirmus; 30 kDa dan dusik molekiler agirliga, bazik pl'a sahip ksilanaz ve 30
kDa dan yuksek molekiler agirliga, asidik p/’a sahip ksilanazlar seklinde iki gruba
ayirmislardir. Ancak, bu model sniflandirma (Sunna ve Antranikian, 1997; Matte ve
Forsberg, 1992) icin ¢ssitli istisnalar saptanmis ve hali hazirda tespit edilen ksilanazlarin
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yaklasik %30'u ile kismi mantar ksilanazlarimin bu sisteme gore siniflandirilmasnin
gerceklestirilemeyecesi aciklamistirlar.

Daha sonra, daha eksiksiz bir siniflandirma sistemi tamitildi, bu siniflandirma sadece
ksilanazlar icin degil, ancak (EC 3.2.1.x) genel olarak glikosidazlarda ve artik standart
haline gelmis bu enzimlerin siniflandiriimas anlamina gelmektedir. Bu sistem, katalitik
etkilerin primer yapiam karsilastirnlmasna ve iliskili dizilerin familyalarinda bulunan grup
enzimlerine dayanir. ilk siniflandirma 6 tane familya icinde (A-F) ksilanazlan ve
selllazlari, 1999 yilinda 77 tane familya (1-77) ile gincellendi (Henrissat ve Coutinho,
2001). Yeni glikosidaz dizileri tammmlanarak bu gruplar bilyimeye devam etmektedir. Daha
sonra, 96 tane glikohidrolaz familyas tespit edilmistir (Coutinho ve Henrissat, 1999). Bu
enzimin yapsi ve molekiler mekanizmasi enzimin birincil yapisi ile iligkilidir, bu
aniflandirma sistemi hem yapisal hem de mekanik 6zellikleri yansitir. Belirli bir familya
icinde, enzimler benzer Uc boyutlu yapilara ve benzer molekiler mekanizmalara ve aym
zamanda da kiguk, ¢cozinebilir, sentetik substratlarda benzer bir 6zgull gl olabilecegi 6ne
surdlmostir (Claeyssens ve Henrissat, 1992). Ksilanazlarin dikkatli karsilastiriimasi
sonucu bu enzimlerin 6zellikle iki ana gruba ayrldiklar: gorilmistir. ilk grup, yiksek
molekller agirlik ve disik p/ noktasina sahip enzimlerden olusurken, ikinci grupta disik
molekiller agirlik ve yuksek p/ noktasina sahip enzimler bulunmaktadir. Asidik ve yuksek
molekller agirliga sahip ksilanazlarin (MA>30 kDa), daha ¢6nce F familyas olarak
tammlanan glikosil hidrolaz familyas 10'a ait olduklar: tespit edilmistir. Bazik ve disuk
molekller agirliga sahip ksilanazlar ise, daha dnce G familyas diye tammlanan glikosil
hidrolaz familyas 11’ e ait olduklar1 bulunmustur (Biely vd., 1997).

Ilging olarak, uygun veritabanlarinin taranmasinda enzim siniflandirma numaras: EC
3.2.1.8 kullanlarak ksilanaz enzim aktiviteleri 5., 7., 8., 16., 26., 43., 52. ve 62.
familyalarda da bulunmustur. Yamzca 5., 7., 8., 10., 11. ve 43. familyalarinda ki sekans
aniflandiriimast endo-1,4-5- ksilanaz aktivitesiyle cesitli katalitik domainleri icerir. 16.,
52. ve 62. familyalan icin diziler de rapor edilmistir, aslinda iki katalitik etki iceren iki
fonksiyonel enzim ikincil glikosidaz domaini gibi 10 veya 11. ksilanaz domainlerini igerir.
Ornegin, Ruminococcus flavefaciens bakterisinde enzim amino-terminal ucunda 11.
familyaya ait ksilanaz ve karboks termina ucunda 16. familyaya at likenazi igerir.
Boylece hem 11. hem de 16. familya icerisinde simiflandirilmistir. Ayrica, 26. familya da

bulunan enzimlerin sniflandiriimas: endo-1,4-5-ksilanaz olarak degildir. Sonucta, mevcut



15

gorunimlu  ksilanaz aktivites ile enzimler sadece 10. ve 11. familya igerisinde
snirlandirilmast dogru degildir ve 5., 7., 8. ve 43. familyadar kapsayacak sekilde
dagilmsglardir (Collins vd., 2005).

En kritik enzimatik komponentler endo-ksilanazlardir (EC 3.2.1.8). Bu enzimler ana
ksilan zincirin i¢ 5-1,4 baglarim hidrolize eder (Saha ve Bothast, 1999). Katalitik domainin
sekans analizlerine bagl1 olarak, endoksilanazlar glikosil hidrolaz (GH) familyalarina gére
kategorize edilmistir (Henrissat ve Bairoch, 1996). GH familyasinin Uyeleri ortak yapisal
motifleri ve katalitik mekanizmalari paylasir. Umumi domainde, ksilanaz gen sekanslarinin
¢cogu GH10 veya GH11 familya Uyelerine gére kategorize edilmistir (Collins vd., 2005).
GH11 ksilanazlar genellikle GH10 enzimlerinden daha disuk molekiler agirlikta ve daha
yiksek spesifik aktiviteye sahiptir. Fakat, GH10 enzimleri yiksek derecede dallanmis olan
substratlar: daha iyi hidrolize eder. iki familyaya ilaveten, az sayidaki ksilanazlar ise GH
5., 7., 8., 43. familyaarda bulunmustur (Collins vd., 2005).

1.5.2.1. Ekstremofilik Ksilanazlar

Ekstremofiller, dinya yuzeyinin 3 km altinda, nikleer reaktorlerde, hidrotermal
ventlerde, asitli kaynaklarda, tuz kristallerinde, yuksek agir metal iceren bolgelerde, kutup
buzlari ve gdllerinde, basincli ortamlarda ve anaerobik kosullarda gelisebilen
mikroorganizma gruplannaverilen isimdir. Bu asir1 sartlar; sicaklik, radyasyon, basing gibi
fiziksel sekilde olabildigi gibi; tuzluluk, kuruluk, pH, oksijen durumu, redoks potansiyeli,
metaller ve gazlar gibi jeokimyasal bicimlerde de olabilmektedir (Subramaniyan, 2002;
Sunna, 1997).

Ksilanaz calismalarinin blydk bir cogunlugu mantar veya bakteriyel orjinlidir, cogu
durumlarda mezofilik scakliklarda ve notral (bakteriyel ksilanazlar) asidik (fungd
ksilanazlar) pH’larda aktiftir. Yine de ksilanazlar, sadece sabit degil, yiksek sicakliklarda
ve pH’larda da aktiftir (Subramaniyan ve Prema, 2000; Sunna ve Antranikian, 1997).
Ksilanaz aktivitesi, 5-105 °C’ye kadar olan sicakliklarda (Kulkarni vd., 1997; Collins vd.,
2002; Collins vd., 2003), pH 2,0-11,0'e kadar (Kulkarni vd., 1999; Fushinobu vd., 1998;
Kimura, vd., 2000) ve %30 gibi NaCl konsantrasyonlar degerlerinde bile oldugu
bildirilmistir (Waino ve Ingvorsen, 2003; Wejse vd., 2003). Bunlar antroposentrik agidan
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a1t oldugu soylenen kolonize ortamlara sahip mikroorganizmaar tarafindan

uretilmektedir ve bu organizmal ar asir habitatlara adapte olmus olan bu enzimleri Gretirler.

1.5.2.2. Soguga Adapte Olmus Ksilanazlar

Ekstremofilik ksilanazlar, termofiller, akalifiller ve asidofiller de en kapsaml:
incelemigken soguga adapte olmus ksilanazlar ise ¢cok daha az arastirilmistir. Calismalarin
cogu, yuksek sicakliga tolerans gosterebilen termofilik enzimleri gelistirmege yonelmistir
enzimlerinde tercih edildigi durumlar da vardir (Gerday vd., 2000; Collins vd., 2005).
Ornek olarak, daha soguk resksiyon sartlarinda 1sil-degisken uriinlerin Ozellikleri
korunabilir. Alternatif olarak, enzimatik parcalamanin miktari soguga karsi aktif
enzimlerin 1s1 denattrasyonu araciligiyla kolaylikla kontrol edilebilirdi. Daha soguk
reaksiyon sartlarinin kullanimi ayni zamanda enerji korunumuna yol acabilir (Collins vd.,
2005).

1.5.3. Ksilanazin Yapis1 ve Ksilanolitik Enzimlerin Aktivitesi Arasindaki Iliski

Ksilanazlar, farkli ksilan yapilarina karsi farkl1 aktiviteler gosterir. Ksilamn hidroliz
orani, ksilan zincirinin uzunlugu ve dallanma derecesine baglidir. Aureobasidium pullulans
bakterisinin Uretmis oldugu 11. familyaya ait ksilanaz, uzun Kksilan zincirlerinin
hidrolizinde (19 ksiloz tnitesinden fazla) daha etkilidir. Enzim aktivitesi, zincirde bulunan
dallanmalardan etkilenmemelidir (Liab vd., 2000). Fakat, bazi ksilanazlarin 4 veya 5 ksiloz
unitesini igine alabilen bir substrat baglanma bolgesine sahip oldugu ve yapida yan grup
olarak bulunan arabinozil Unitelerinin de ksilanazlarin ksilan iskeletine baglanmasin
engelleyebilecesi distnilmektedir. Ornek olarak; Polyporus tulipiferae ait ksilanaz,
etrafinda birkag arabinoz yan grubu bulunduran ksilan bélgelerini hidroliz edememektedir.
Polyporus tulipiferae’in tersine, Butyrovibrio fibrisolvens H17c ksilanaz aktivites,
arabinoz yan Unitelerinden etkilenmemektedir ve enzim, ksilan iskeletini arabinoz

unitesinin oldugu bolgelerden de hidroliz edebilmektedir (Hespell ve Cotta, 1995).
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1.6. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalar

Ksilanaz Ureten birgcok ksilanolitik mantar (7Trichoderma spp., Aspergillus spp.) ve
bakteri tOrleri (Bacillus spp.) tammlanmistir. Bakteriyel kaynakli (Tablo 2) ksilanolitik
enzimlerin kapsamli biyokimyasal analizi yapilmis, bunlardan ¢ok sayida enzim
saflastinlarak karakterize edilmistir.

Thermomyces lanugiosus (DSM 5826) (Schlacher vd., 1996), Clostridium
thermocellum (DSM 1237) (Royer vd., 1989) ve aktinomiset Thermomonaspora alba
ULJB1 (Blanco vd., 1997) tarafindan Uretilen termofilik ksilanazlar da bulunmaktadir.

Endistriyel fermentasyonlarda kullamm yayginligi agisndan en ¢ok calisilan
bakteriyel  ksilanaz  Ureticis  Bacillacea’dir ~ (Pham  vd., 1998).  Bacillus
fermentasyonlarindan yuksek miktarda ksilanaz tretimini saglamak bu mikroorganizmanin
endustriyel uygulamalarda kullamm agisindan dnemlidir. Samain ve arkadaslan (1997)
yar-kesikli Bacillus fermentasyonu sonucunda 1000 U/ml ksilanaz aktivitesi elde etmistir.
Bu da Erikkson ve arkadsglarninin 7. reesei’den buldugu 130 U/ml olan ksilanaz
aktivitesinden oldukca fazladir.

Bacillus tirlerinin  avantgjlarindan biriss de, bunlardan elde edilen ksilanaz
enzimlerinin optimal pH’larimin bazik olmas dolayist ile kagit sanayisinde kagit
hamurunun beyazlatilmas nda kullanilmasidir (Bakir, 2005).

Ksilanazi Ureten mikroorganizmalar; Bacillus polymyxa, Bacillus pumilus, Bacillus
subtilis, Cellulomonas fimi, Clostridium acetobutylicum, Streptomyces lividans,
flavogriseus, Aspergillus fumigatus, Neurospora crassa, Trichidorma viridae, Pichia
stipitis bakterileri mezofilik biyume ortaminda ksilanaz Uretmektedir (Gosalbes vd., 1991,
Wong vd., 1988). Ayrica, elde edilen yuksek ksilanaz verimi, Bacillus tGrinin endustriyel
uygulamalarda secilmesinde Onemli rol oynamaktadir (Pham vd., 1998). Yapilan
calismaarda, Bacillus ksilanazlarimin pH stabilitesinin bazik ortamlarda yiksek oldugu
gorilmistir (Beg vd., 2001).
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Tablo 2. Bacillus suslarina ait ksilanazlarin fizikokimyasal 6zellikleri

Mikroorganizma (S'\gggf;)E) Optimum Sicaklik | Optimum pH
Geobacillus sp. 71 (Bu ¢alisma) 47 kDa 75°C 7,0
Bacillus sp. JB99 (Shrinivas vd., 2010 20 kDa 70°C 8,0
Bacillus sp. YJ6 (Yin vd., 2010) 19 kDa 50°C 5,0
Anoxybacillus . E, (Wang vd., 2009) 38.8 kDa 65 °C 7,8
Geobacillus sp. MT-1 (Wu vd., 2006) 62 kDa 70°C 7,0
Geobacillus thermoleovorans (Sharmavd., 2006) ) 80°C 8,5
Bacillus sp. C-14 (Aygan, 2008) 61 kDa 50°C 11,0
Bacillus circulans BL53 (Heck vd., 2006) 22-45 kDa 40-80°C 5,0-8,0
Bacillus subtilis B10 (Huang vd., 2005) ) 50°C 6,0
Bacillus sphaericus JS1 (Singh vd., 2004) 42 kDa 60 °C 8,0
Bacillus sp. BP-7 (Gallardo vd., 2003) 24 kDa 60 °C 6,0
Bacillus sp. KSM-N252 (Endo vd., 2001) 50 kDa 55°C 10,0
Bacillus spp. 41IM-1 (Nakamura vd., 1993) 36 kDa 50°C 9,0

1.7. Ksilanaz Enziminin Molekiiler Biyolojisi

Bacillus suslanna ait birgok ksilanaz geni izolasyonu ve ekspresyonuna ait birgok

¢alisma bulunmaktadir. Ksilanazin Ozellikle kagit endistrisinde kullanimt (Wong vd.,

1988) ksilanaz aktivites yiksek, selllaz Uretimi olmayan dreticilerin bulunmasin

gerektirir. Bunu saglamak icgin en iyi stratgji, izole edilen ksilanaz geninin selllaz

uretmeyen bir baska tasiyici icine yerlestirilmesi ve ekspres edilmesidir. Bacillus'e ait

ksilanaz geninin bu amacla izole edilip E. coli’ye aktariip ekspres edilmesine ait ilk

calisma Bernier (1983) tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra ksilan hidroliz enzimlerinin

klonlama ve ekspres etme calismalart devam etmistir (Pechan vd., 1990; La Grange vd.,

1996).

1.8. Ksilanazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlan

Biyolojik katalizor olan enzimler hiicre icerisinde Uretilmelerine ragmen birgogu

hiicre disina salinarak aktivitelerine devam ederler. Enzimlerin bu ozellikleri endistriyel
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uygulamalarda kullanilmalarimn yolunu agmustir. Enzimin aktivasyonu, sahip oldugu
katalitik yamandan kaynaklanmakta olup reaksiyon esnasinda enzim tiketilmeksizin
gerceklesir.

Mikrobiya ksilanazlar, biyoteknolojik potansiyellerinden dolay: bir¢ok endustriyel
alanda buyuk bir ilgi odag1 olmustur. Mikrobiya enzimlerin dinya genelinde yillik
kullanim degerlerine bakildigi zaman, alkalin proteaz %25, diger proteazlar %21, amilaz
%18, Renin %10, Tripsin %3, Lipaz %3, diger karbonhidrat enzimler (seltlaz ve ksilanaz
gibi) %10, anditik ve farmasotik enzimler %10 seklinde bir dagilimla karsilasilmaktachr
(Rao vd., 1998).

Tanmsal bitki atiklari dogada kirlilige sebep olmaktadir. Ksilanin dogada yayginligi,
ksilanazlarin biyo-dontstirme isleminde kullammim ve bu atiklarin yakit, tek hicre
proteini, ksiloz ve ksitol gibi yararli Urinlere donustirdlmesini gerektirir. Ksilanazlarin
ekonomik 6nemi, yiksek birgok faydali Grindn istenilen dizeyde Uretimi icin 6nemli bir
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Beg vd., 2001). Bilindigi gibi ksilanazlar
endustrinin ¢esitli alanlarinda kullamm alam olan enzimler olup aym zamanda termofilik
karakterli olanlarinailgi ise giin gectikce artmaktadir.

Bakteriyel ksilanazlarin optimum pH’1i, fungal enzimlere gore daha yiksek
oldugundan, bakteriyel ksilanazlarin bu endistriyel islemlerde kullamlmas daha uygundur
(Subramaniyan ve Prema, 2000).

Ksilan molekilinin hidrolizinde, ksilanaz, ksilosidaz ve yan gruplarimn
kirlmasinda etkili yardimci enzimler sinerjik olarak calisirlar. Yardimcr enzimler
dallanmalan ortadan kaldirarak, ana iskelette ksilanaz enzimi igin yeni etki aanlar:
olustururlar (Slrensen vd., 2005). Ksilan hidrolizinde etkili enzimlerin, hemiseliilozik
biyokutlenin yakit ve kimyasal turlere donUstUrdlmes, kagit hamurunda ligninin
uzaklastirilmas, meyve sularimn berraklastiriimasi, hayvan yemi sindiriminin ve besin
degerinin arttinlmasi, meyve suyu ve sarap aromasinin arttirilmas, pentoz iceren
disakkaritlerin sentezlenmesi gibi islemlerde kullanilmas, bu enzimleri endistriyel olarak
degerli kilmaktadir (Rahman vd., 2001; Makkonen vd., 2005; Wong vd., 1988; Gunata vd.,
1990; Spagnavd., 1998; Remond vd., 2004).

Digerlerinden farkli olarak, endoksilanazlar kraft hamurun agartilmas, besinlerin

pisirilmesi, hayvan besinlerin hazirlanmas: ve digerlerinde mimkin olan yararlara sahiptir.
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1. Kagit ve kagit hamuru isleniminde ksilanazlarin kullanimi; Ksilan moleklleri
birbirine skica baglanmis yapida degildir ve hidrolize edilmesinde ¢cok miktarda hidrolitik
enzimler elde edilebilir. Sonug olarak, ksilanazin spesifik aktivites kristallesmis seltiloz
gibi diger polimerlerin hidrolazlarindan daha genistir. Kagit hamurunun tretim yonteminde
urdin, artan lignin ve lignin bilesenleri karsisinda kendi karakteristik kahverengi rengine
sahiptir. Hamur renginin yogunlugunu artan ligninin miktari ve kimyasal durumu belirler.
Imal edilen iyi kalitedeki kagitlarin beyaz ve daha parlak renkte kagit hamuruna sahip
olabilmes igin lignin veya bilesenlerini meydana getiren Urinleri uzaklastirarak kagit
hamurunu beyaz elde etmek mimkindir. Kagit hamurunun biyolojik islevsel acidan
beyazlatma yonteminde, lignini azaltan enzimlerden ziyade ksilanazin ¢ok daha etkili
oldugu rapor edilmistir. Bunun sebebi ise, lignin cogunlukla hemiseliloza gapraz baglanir
ve hemisellloz ligninden daha kolay ve hizl1 sekilde depolimerize edilir. Hemiselllozun
kicuk miktardaki parcasimin uzaklastiriimas: bile polimerlesmesine yeterlidir ve muhtedil
oksidantlar araciligiyla artan ligninin uzaklastiriimas: kolaylasir (Subramaniyan vd., 2002).

Biyoteknolojik metodun prensibi, seltlozu uzaklastirmaksizin segilen hemiseltilozun
tasinmasim saglamaktir. Selllozun azaltilmas, Oylesine selliloz liflerine sabitce tesir eden
ve bundan dolayr kagit kalitesine tesir eden hamur yontemi ile birlestiriimes asl
problemdir. Hiicre duvarlarindan ksilanazin uzaklastirilmas, beyazlatma slirecinde enerji
talebinin azaltiimasina yol acar. Bu nedenle, ksilanazi kullanan hamurun enzimatik isleyisi
hem lif kalitesinin artirlmasim hemde fiyatim disirmesini saglayacagindan daha iyi bir
umuttur. Fakat, enzimatik agartmanin basarist kullanilan enzimin 6zelliklerine baglidir.
Ksilanazlan ekstra pH dizenleme basamagindan kaginmak icgin yiksek pH'da aktif
olmalidir, ksilanazin kagit hamuruna yayilmas icgin selilozun salinabilmesi gerekir. Bu
yuzden, kagit ve hamur endustrisinde saflastirmaya gerek kamadan kullanilabilen, hi¢
selllaz Uretimi olmadan distk molekuler agirlikta, alkalin sartlarda aktif ksilanazlan Ust
seviyelerde Ureten yeni mikroorganizmalarin bulunmasi 6nemlidir (Bakir, 2007).

Ksilanazlarin en Umit verici uygulamalanindan biri olan kagit hamurunun
hazirlamasinda beyazlastirma gam olarak klor kullammimmn azatimas: ve kagit
hamurundan lignini ayirma 6zelligidir. Enzim uygulamas: kagit hamurunun fibrilasyonunu
ve suyun tutusunu artirir, islenmemis kagit hamurunda ¢irpma ya da dovme sayismn

dusurdr, hurda kagit hamurunda baglari onarir, ¢ozinen hamurdan ksilanin selektif
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giderimini saglar. Ksilanazlardan ayrica odun hamurunda biobeyazlatma, sentetik ipek
uretiminde ise hamurdan selliloz eldesinde faydalanlir (Viikari vd., 1986; Beg vd., 2001).

Biyolojik olarak beyazlatmada biyoteknolojik amacin hedefi, klor gibi ganlarin
azalilmasdir. Fikirlere gore, ksilanaz ligninaz yerine tercih edilebilir. Bununla birlikte
rapor edildigine gore, funguslarin gogunda seltiloz kontaminasyonun olusabilirligi biyo-
beyazlatmada ksilanazin uygulanmasindaki asil tehlikeyi gosterir. Yiksek miktarda
ksilanazi Ureten organizmaardan enzimlerin hazirlanmas:t veya kagit endustrisinde
minimum oranda yogunluk kaybina yol agtigindan sellilaz olmayan aktivite uygulanabilir
(Bakir, 2005).

2. Finncihkta; Finnciikta enzimler yaygin olarak  kullaniimaktadir.  Ekmek
yapiminda kullamlan ve son yillarda Uzerinde 6nemle durulan enzimlerden birisi de
ksilanazdir. Ksilanaz enzimi, hemiseltloz molekiliine etki ederek hamur reolojisini olumlu
yonde etkiler. Hamurun islenebilme 6zelliklerini gelistirerek daha iyi bir firin Orindnd ve
dolayisi ile tekstirel oOzellikler bakimnundan daha iyi bir ekmek eldesine yarcdim eder.
Ekmek yapiminda hamurun islenebilirligini ve Grin hacmini gelistirerek, nihai Grdndn
kalitesini olumlu yonde etkilemektedir (Baillet vd., 2003; Guy vd., 2003; Maat vd., 1992;
Qi vd., 2002). Ekmekgilikte ksilanazlar hamurun yogrulma ozelliklerini, ekmek ici yapisin
ve son urin hacmini arttirarak, un kalitesindeki ¢esitlilikten dogabilecek olan sorunlarin
azalilmasna yardima olurlar (Aehle, 2004). Martinez-Anaya ve Jimenez 1997 yilinda
ksilanaz iceren gesitli ticari enzim preparatlariyla yaptiklarn ekmeklerin bayatlamalarinda
bir yavaslama oldugunu belirlemislerdir. Ancak Courtin (2001), ksilanaz kullamminin
ekmek ici sertligini azalttigini fakat ekmegin bayatlamas Uzerine bir etkisinin
bulunmadigim belirtmistir.

Biyoteknoloji alaninda yasanan hizl1 gelismeler ve ekmek yapiminda enzimlere olan
ilginin artmas, spesifik yeni enzimlerin bu aanda kullailmasm mimkin hale
getirmektedir. Bu cercevede, ksilanaz enzimlerinin de diger enzimlerle birlikte
kombinasyon halinde kullanilmalarinin, 6zellikle hemiseliloz oram yiksek tam tahul
ekmeklerinin yapminda gerek hamur gerekse ekmek Ozelliklerini olumlu yodnde
etkiledikleri kamtlanmistir. Ksilanazlarin etkinligi ekmek kalites artisinda da ekmek
hacmini artirarak gozlenmistir. Bu durum ksilanazlarla birlikte amilazlarin kullanimasiyla
dahadaartmistir (Maat vd., 1992).



22

3. Cavdardan elde edilen yemler ile beslenen et tavuklarinda yemden geri donisim
oran ve kilo kaybr intestinal viskozite ile iliskilendirilmistir. Et tavukgulugunda cavdar
temelli yemlere ksilanaz uygulamalan intestinal viskoziteyi disirmts ve boylece yemden
etkin yararlanma, dolayisiylakilo artis1 saglanmustar.

4. Ksilan tannm ve gida endustrisi atiklarinda bol miktarda bulunmaktadir. Ksilanaz
uygulamalan ile bunlar ksiloza donusturaltr (Rani ve Nand, 1996). Bitki hicrelerinde ise,
ksilanaz uygulamalart firosterollerin yag agilasyonu ve glikozilasyonunu indiklerler.
Tatun stspansiyon hicrelerinin endoksilanazlarla muamele edilmesi, agillenmis sterol
glikozidlerinin seviyesinin 13 kat artmasna ve fitoaleksinlerin sentezini saglamaktacdr
(Moreau ve ark, 1994).

5. Meyve ve sebzelerin sivilastinlmast ve meyve sularinin berraklastirilmas:
amaciyla pektinaz ve selllaz ile birlikte aym anda kullanilir. Ayrica kompostlamay: ve
ruminantlarin beslenmesinde sindirimi artirmak amaciyla yem bitkilerinin 6n isleminde
kullanilmaktadir (Gilbert ve Hazlewood, 1993).

6. Alkil glikozitler yeni surfaktanlar igin gelecegi en parlak adaylardan biridir. D-
glikoz ve yag akolt gibi monomerik sekerlerden uretilirler. Fakat polisakkarit kullanimi
ile dogrudan glikozilasyonu endustriyel 0Oretim icin daha uygundur. Cunki
polisakkaritlerin hidrolizine ve daha sonraki asamalara gerek kamaz. Bu yizden bu
islemlerde ksilanaz kullarimi kolaylik arzeden bir firsat saglar.

7. Bazi ksilanazlar bitki hicrelerinden protoplast dretimi igin hicre duvarinin
yumusatilmasnda da kullanlir. Mannanaz, ligninaz, ksilosidaz, glukanaz, glukozidaz gibi
diger enzimlerle birlikte ksilanazlar, lignoselllozik materyallerden etanol ve ksilitol gibi
biyolojik yakit Uretimi icin kullanilabilir. Etanol Gretiminde kullanilacak serbest sekerlerin
uretimi  amacyla, karbonhidrat polimerlerinin depolimerizasyonunu takiben lignin,
hemisellloz ve seltlozun ayristirilmas ile delignifikasyon gerceklestirilir. Sonucta etanol
uretimi icin pentoz ve heksoz sekerlerinden olusan karigim fermentasyon icin kullanilir.
Ksilanalitik enzim sistemlerinin  pektinolitik enzim sistemleri ile birlikte 6nemli
uygulamalarindan biri de, jut ve kenevir gibi lif bitkilerinin regine benzeri maddelerden
anndinimasidir (Beg vd., 2001).

8. Ksilanin yemlerde kismi olarak hidrolizi rumen sindirimi esnasinda selilaz

enzimlerinin yemdeki seliloza ulasimim kolaylastirir. Ksilanin  yemden tamamen
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uzaklastirilmas bagirsak rahatsizliklarina neden olacagindan arzu edilmez (Wong vd.,

1988).

9. Antimikrobiyal ajan veya antioksidant gibi farmakolojisel aktif polisakkaritlerin

uretilmesi amaciyla Uretilmektedir.
Ksilanazlarin potansiyel uygulama aanlari Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 3. Ksilanazlarin Potansiyel Uygulama Alanlan (Collins vd., 2005)

ENDUSTRISI

UYGULAMA ALANI

FONKSIYONU

Meyvave sebze isleme

sirecleri, demleme, sarap
imal at1

Meyve ve sebze suyu, nektar
ve pirele eldes ile bitkisel
yag, sarap imalat

Meyve sular1 viskozitesini azaltict
etkisi yaninda yumusatma 6zelligi ile
kaliteyi artirr

Firinalik

Hamur ve pastacilik Grinleri

Hamur elastikiyetini ve dayanikhligin
artinr

Hayvan besleme

Monogastrik (domuz ve kimes
hayvanlari) ve gevis
getirenlerin yemleri

Nisastaihtiva etmeyen polisakkaritlerin
icerigini azaltir, intestinal vizkoziteyi
azaltarak hayvanin protein ve nisastadan
maksimum ol ¢ilide faydalanmasint saglar

Kagit ve kagit hamuru
Uretimi

Kagit hamurunun
agartimasi

Kagit imalati esnasinda klorin ve toksik
disakkaritlerin kullammlarinin azaltilmasi

Biyoleke yok edilmesi

Alkali kullaniminin azaltilmast ve biyoleke
cikarilmasi stireclerinin kolaylastirllmasi

Nisasta

Nisasta gluten ayirim

Pasta hamuru viskozitesinin azaltilmasi ve
gluten topaklanmasinin artirllmasi

Tekstil

Keten, kendir, jut ve rami
islenmesi

Enzimatik yuzey dizlegtirimi

Biyodonisim

Tarnmsal, evsel ve endustriyel

atiklarin cevreye
zararsizlagtirnlmas:

COp aritimi, fermente edilebilen Urinlerin
Uretimi, yenilenebilir bioetanol ve zararsiz
kimyasallarin Uretimi




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar

Bcll (NEB), Hindlll (Promega), EcoRl (Promega), Notl (TaKaRa), Smal (GmbH),
T4 DNA Ligaz (Promega), Tag DNA polimeraz (Fermentas), Magnel—liswI Protein
Saflastirma Kiti (Promega), Genomik DNA izolasyon Kiti (Promega A1125), pGEM-T
Easy Klonlama Vektérii (Promega A1360), Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt
(Merck VM175053), NaCl (Merck K34243404), Etil akol, IPTG (Applichem A1008),
Amfisilin (Applichem A0839), Jelden Cikarma Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck
84211000), dNTP seti (Promega), pET20b(+) Ekspresyon Vektoru (Invitrogen), CaCl,
(Aktar Kimya), X-Ga (Applichem A10070005), Commassie Brillant Blue G-250,
Commeassie Brillant Blue R-250 (Merck 2C2133453), Fosforik Asit (Merck 563.2500),
BSA (NEB), Sodyum Asetat (Merck TA867065), KoHPOs (Merck A678671), KH2PO4
(Merck 567300), Trizma Baz (Sigma T1503), Oat Spelt Xylan (Sigma), Nutrient Agar
(MerckVL646350), SDS, Glisin (GERBU), Akrilamid (Sigma A8887), Bis-akrilamid
(Promega), Bromo fenol mavisi (Gerbu 080702), (NH4),S,0g (Merck), Karboksimetil
Seliloz CM52 (Whatman), Laminarin (BioChemika), Lichenan (Sigma), Avicel (Fluka),
Nisasta (Fluka), D (+) Ksiloz (Merck), D+Glukoz (Sigma), Etidyum Bromur (Sigma), 3'5
Dinitrosalisilik asit (Acros), Agaroz (Sigma), Potasyum Sodyum Tartarat Tetrahidrat
(Merck), TEMED (Janssen Chimica), p-merkaptoetanol (Merck 805740), Lizozim
(Merck), Protein markir (Promega), CH3CH(OH)CHz (Merck), Metanol, Fenol (Sigma),
NaOH (JTBaker), Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), 1,4-5-D-ksilobioz (Megazyme),
1,4-p-D-ksilotrioz (Megazyme), 1,4-5-D-ksilotetroz (Megazyme), 1,4-f-D-ksilopentoz
(Megazyme), Gliserol (Merck K40789992008), pNP-a-ksilopiranoz (Sigma), pNP-B-
ksilopiranoz (MPxBIOMEDICALS), pNP-a-glukopiranoz (MPcBIOMEDICALS), pNP-
[-galaktopiranoz (Sigma).
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2.2. Geobacillus sp. 71 Susunda Ksilanaz Aktivitesinin Tespiti

Geobacillus sp. 7, susu 60 °C'de LB besiyerinde bir gece biyutuldikten sonra
%1’lik ksilan iceren LB besiyerine inokllasyon yapilarak indikleme gerceklestirildi.
Blyime 48 saat boyunca devam etti. Daha sonra, kultir santrifjlenerek hicre disi
proteinleri elde edildi. Elde edilen kaba enzim ekstrati, ksilanaz aktivitesini belirlemek
Uzere kullarildi. Calismada enzim aktivitesini tayin eden yontem; ksilanazin substrat
(ksilan) ile girdig tepkime sonucu agiga gikan indirgeyici sekerleri 6lgen bir metoddur.
500 pL’lik reaksiyon hacminde, %5’ lik ksilan substratindan (Oat Spelt Xylan) 200 uL, 200
mM’lik pH 6,5 fosfat tamponundan 125 pl, 175 pub enzim (sUpernatant) konularak 20
dakika 70 °C’'de bekletildi. Bir ksilanaz aktivitesi birimi (U), dakikada 1 pmol ksiloz ve
esdegeri olan sekerleri 70 °C'lik reaksiyon sicakliginda Ureten enzim miktar1 olarak
tarumlanmaktachr. indirgen seker tayini ise, Dinitrosalisilik asit metotu (Miller, 1957) ile
gerceklestirildi. Inkilbasyondan sonra 6rnekler, 0,5 mL Dinitrosalisilik asit (DNS) resktifi
ile kanstirlarak, 5 dakika kaynatildi. Ornekler, spektrofotometrede 540 nm’de okunarak,
Ornekteki indirgen seker miktari, ksiloz standart1 kullanilarak belirlendi.

2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Agar ortamindan alinan tek koloni, 3 mL hacimli LB ortamuna aktarilarak
Geobacillus sp. 71 hucreleri bir gece boyunca 60 °C’'de inklbe edildi ve ardindan bu
hicrelerden genomik DNA’lar Sambrook ve arkadaslarimn (1989) gelistirmis olduklar
yonteme gore izole edildi. Hucreler cogaldiktan sonra sivi kdltdrler 1,5 ml’lik
mikrosantrifij tlplerine aktarildi ve 13.000 rpm’ de 3 dakika santrifij edilerek ¢okttrtldd.
Slpernatant kisimlari dokulerek pellet kisimlart aindi. Pelletlerin Uzerine, 500 uL TE
tamponu (10 mM TrisHCI 1 mM EDTA, pH 8,0) ilave edildi ve vortekslenerek ¢ozldu.
Uzerine 10 pg lizozim ilave edilerek karistinlch ve 1 saat 37 °C'de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra lizerine 50 pL %10’ luk SDS eklendi ve 30 dakika 37 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra her bir tipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (pH 5,2) eklendi ve 65
°C’de 30 dakika bekletildi. Her 10 dakikada bir, tlpler alt tst edildi. Hemen sonrasanda
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uzerine 500 pL fenol: kloroform: izoamilalkol (25: 24: 1) ilave edildi, alt Ust edilerek
karistirildh ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifllj edildi. Santrifijden sonra, Ust kissmdaki
svi pipet yardimiyla yeni bir mikrosantrifllj tipine aindi ve pellet kiamlart atildi. Bu
tuplere 500 uL kloroform ilave edildi ve alt Ust edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika santrif(j
edildi. Bu kloroform asamas 2 kez tekrarlandiktan sonra yeni bir mikrosantrif(jj tlpiine
aktarilan sivinin Gzerine 1/10 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’ lik soguk etil
alkol ilave edildi ve -20 °C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dakika
santrifdj edildi ve Ust kiamdaki sivi atilci. Kalan pellet Gzerine 500 pul %70'lik soguk
etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifijj edildi. Santrifijden sonra, Ust faz
dokuldu ve kalan pellet 37 °C’ de 10 dakika kurutuldu. Elde edilen DNA pelletleri, 100 pL
TE tamponunda ¢6zildi. DNA miktar: spektrofotometrede 260 nm’ de yapilan dlgumler ile
hesaplandi. DNA’lar %0,7 lik 0,5 pg/mL etidyum bromUr igeren agaroz jelde yuratuldi ve

BioDocAnalyze sistemi kullarilarak gorintilendi.

2.3.2. Ksilanaz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve Klonlanmasi

Geobacillus sp. 71 susunun ksilanl besiyeri icerisinde ksilanaz aktivitesine sahip
oldugu tespit edildikten sonra ksilanaz genini ortaya ¢ikarmak igcin Wu ve arkadaslarinin
(2006) dizayn ettikleri XynF1 ve XynR1 degenerat primer setlerinden yararlanmlarak
yapilan PCR yardimu ile genin bir bolumiu elde edildi (Tablo 12). Primer setleri ve
Geobacillus sp. 71 susunun genomik DNA’s1 kalip olarak kullamlarak PCR reaksiyonlari
gerceklestirildi (Tablo 4-5).

Tablo 4. Dgjenerat primerler kullamlarak gerceklestirilen PCR sartlar

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) icin tepkime bilegeni (50 pL)

10X PCR tamponu 5L
MgCl (25 mM) 4L
dNTP (1 mM) 16 pL
XynF1 (10 uM) 1L
XynR1 (10 pM) luL
dH-0 21,75 uL
Taq polimeraz 0,25 pL
Kalip DNA lyuL
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PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromuir ihtiva eden %

0,7'lik agaroz jelde yuritulerek BioDocAnayze jel gorinttleme sistemi ile goranttlendi.

Tablo 5. Dgjenerat primerlerle PCR’ in ¢alisma programi

Sicaklik Siire (dakika) Dongl sayist
95°C 1 1
94 °C 1 36
43°C 1.30 36
72°C 2 36
72°C 5 1
4°C 15 1

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan parcalar, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak
pGEM-T Easy klonlama vektorine, firmamn 6ngordigt konsantrasyonlar ve sartlarda
gerceklestirilerek klonland: (Tablo 6). 16 °C’'de bir gece boyunca bekletildi. Ertesi gin

kompotent hiicre hazirland: ve transformasyonlaE. coli IM101 hiicresine aktarildi.

Tablo 6. pPGEM-T Easy klonlama vektorine ligasyon igin gereken sartlar

pPGEM-T Easy klonlama vektoriine ligasyon igin tepkime bilesenleri (10 L)

10X T4 DNA ligaz tamponu 5uL
Kalip DNA 3uL
pPpGEM-T T Easy klonlama vektori 1L (1:D)*
T4 DNA ligaz (1 U) lpL

* 1:1 sulandinlms vektor

Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon
kiti (promega) ile firmamn Ongordigi sartlara gore izole edildi ve agaroz jelde yurutilerek
rekombinant genler secildi.

Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi analizatorleri
arachig ile (Macrogen, Glney Kore) belirlendi. Sekans sonuclan GenBank’taki (NCBI,
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NIH, Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekansin endo $-1,4-ksilanaz geninin
bir parcasi (669 bp) oldugu tespit edildi.

2.3.3. Ters (Inverse) PCR ile Genin Kalan Kisimlarmmn Bulunmasi ve
Klonlanmasi

GenBank’ daki karsilastirmalar sonucunda tespit edilen 669 baz ¢iftlik gen pargasinn
diger kiamlarinin da yakalanmast icin ters PCR (inverse PCR) calismas gerceklestirildi.
Bu nedenle, elde edilen bu gen parcasina ait baz dizilimi kullanilarak ug¢ kisimlarindan dis
taraflara dogru olacak sekilde, 2 adet primer (GeoXylanF2 ve GeoXylanR2) dizayn edildi
(Tablo 12). Daha sonra Geobacillus sp. 7,’e ait genomik DNA Hindlll restriksiyon
endonikleaziyla bir gece boyunca kesildi (Tablo 7). Her bir kesimin kendi Uzerine
yapismasi igin DNA ligaz enzimi ile (self-ligasyon) ligasyon reaksiyonlar: gerceklestirildi
ve DNA fragmentleri halkal astirildi.

Tablo 7. Genomik DNA’ nin kesim sartlar1

Genomik DNA’ nin kesim sartlart (50 pL)

10X Hindlll tamponu 5uL
Kalip DNA 42 L
Hind\ 3puL

Self ligasyon reaksiyonu, 2,5 pg kesilmis DNA, 40 puL 10X tampon, 1 U T4 DNA
ligaz enzimi icerecek sekilde 400 puL son hacimde 16 °C’'de bir gece boyunca
gerceklestirildi. Ligasyon sonrast DNA'’lar etanol ¢oktirmesi ile cokturilerek 20 uL TE
tamponu igerisinde ¢ozuldukten sonra PCR reaksiyonlarinda kullamldi.

Dizayn edilen GeoXylanF2 ve GeoXylanR2 (Tablo 12) primerleri kullanilarak
yapilan PCR reaksiyonu 200 uL’lik PCR tdpleri icerisinde, 50 plL’lik son hacimde
gerceklestirildi (Tablo 8-9).
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Tablo 8. PCR icin reaksiyon sartlar

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) icin tepkime bilegeni (50 pL)

10X PCR tamponu 5uL
MgCl, (25 mM) 4L
dNTP (1 mM) 16 pL
GeoXylanF2 (10 pM) 1L
GeoXylanR2 (10 uM) 1L
dH,0O 21,75 uL
Taq polimeraz 0,25 pL
Kalip DNA 1L

Tablo 9. PCR cihazi ¢alisma program

Sicaklik Slre (dakika) Dongll say1st
95°C 1 1
94°C 0.5 36
55°C 1 36
72°C 2 36
72°C 4 1
4°C 15 1

Sonuclar % 0,7'lik agaroz jel elektroforezinde yurttilerek sonuclar gorintilendi.
Elde edilen parcalar, baz dizilimini belirlenmek Uizere, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine
daha once belirtilen sartlarda klonlandi ve sekans ettirildi. Sekans sonucuna gore yapilan
analiz sonucu sadece bag kisminin tamamlandig tespit edildi. Bunun Gzerine tekrar ters
PCR icin GeoXylanF2 ve GeoXylanR2 primerleri kullamlimas: maksadiyla 6nce genomik
DNA ayn sartlar altinda Bcll enzimi ile kesilerek tekrar ayni yontem uyguland: ve ayn
sartlar atinda PCR atildi (Tablo 8-9). Olusan PCR Urini pGEM-T Easy klonlama
vektorine klonlanarak sekans ettirildi. Sonu¢ analiz edilerek Geobacillus sp. 7, e ait endo

-1,4-ksilanaz enzim geninin tamam elde edilmis oldu.
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2.3.4. Endo pf-14-ksilanaz Geninin pET20b(+) Vektoriine Klonlanmasi,
Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

Y apilan ters PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen endo f-1,4-ksilanaz geninin
bir E. coli ekspresyon vektorine (pET20b(+)) klonlanmast i¢in Geobacillus sp. 71’ e ait
endo p-1,4-ksilanaz enzim geninin igerisinde kesm bolgesi olmayan ve pET20b(+)
ekspresyon vektorunin coklu klonlama bolgesinde kesim bdlges bulunan restriksiyon
enzimlerinin calisabildigi 6zel ekspresyon primerleri (EndoXyzF ve EndoXyzR) dizayn
edildi (Tablo 12), PCR islemi gerceklestirildi (Tablo 10-11).

Tablo 10. Ekspresyon primerleriyle PCR igin reaksiyon sartlart

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR)'nin bilesenleri (50 L)

10X PCR tamponu 5uL
MgCl, (2,5 mM) 4 uL
dNTP (1 mM) 16 uL
EndoXyzF (10 pM) lpL
EndoXyzR (10 uM) 1L
dH,0 21,75 uL
Taq polimeraz 0,25 pL
Kalip DNA 1L

Tablo 11. Ekspresyon primerleriyle PCR cihazi i¢in ¢alisma program

Sicaklik Sire (dakika) Dongu say1s
95°C 2 1
94 °C 1 36
59°C 1 36
72°C 1.30 36
72°C 5 1
4°C 15 1

Geobacillus sp. 7, e ait genomik DNA ve dizayn edilen primerler kullanilarak PCR
gerceklestirildi. PCR sonucu elde edilen DNA fragmeti Notl ve Smal restriksiyon
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ezimleriyle kesildi. pET20b(+) vektori de Notl ve EcoRV restriksiyon enzimleriyle kesildi.
Kesim drlnleri 90,7’ lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak fotografland.

Y apilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektor ve PCR Urini DNA
ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon Urtini E. coli IM 101 susuna
aktanldi ve bu sus icindeki plazmitlerin incelenmesiyle ilgilenilen geni igeren klon
bulundu. Elde edilen dogru klonlu plazmit E. coli BL21 DE3 Lys hucresine transforme
edilerek enzimin ekspresyonu gergeklestirildi. Proteinin ekspresyonu igin endoksilanaz
geni klonlanmis E. coli BL21 hicreleri, 1 mg/mL ampsilin iceren LB besiyerinde 37 °C’de
bir gece blyutuldu ve gece kiltiriinden optik dansitesi 0,1 (600 nm) olacak sekilde yeni
ampsilinli (1 mg/mL) besiyerine hiicreler asilandi. Kultdr, yaklasik olarak, O.D. 0,6'ya
ulsstiginda 1 mM IPTG ile indiklenerek 20 saat boyunca indiklenmis kaltrin 37 °C’de
blytmes gerceklestirildi. Hicreler, 13.000 rpm’ de ¢oktirilerek His Tag takilan hiicre disi
endoksilanaz proteini izole edildi. Proteine takilan His Tag dan yararlamlarak protein
MagneHis™ Protein Saflastirma Sistem (Promega) kiti kullanilarak Uretici firmanin
Ongordigl sekilde saflastirilch ve biyokimyasal deneylerde kullamimak Uzere muhafaza
edildi.

Tablo 12. Klonlama sirsinda kullanilan primerlerin listess (W=A/T, Y=C/T, R=A/C)

Primerlerin ismi Kullarilan primerler
XynF1 5-CAY ACRYTGGITTGG CA -3
XynR1 5-WCC CCA RAA YGT RAC-3
GeoXylanF2 5'- CAA GCG GCT CGC TAT GAT CG -3
GeoXylanR2 5'- ATT GCG GTA CTT GGC TAT GCC -3
EndoXyzF 5'- CCC GGG AAAACGGAACCATCAT-3
EndoXyzR 5'- GCG GCCGCCTTATGA TCGATAATGG-3

2.4. Biyokimyasal Cahsmalar

2.4.1. Protein Konsantrasyon Tayini

Enzim orneklerinin protein konsantrasyonu Bradford' un (1976) gelistirmis oldugu
metoda gore gerceklestirildi. Bu metotda orjinali kirmizi olan Brillant Blue G-250
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boyas nin proteinlerine baglandiginda maviye dontismesi esas alinmaktadir. Alinan 0,5 mL
enzim orneginin Uzerine 1,0 mL Bradford soltisyonu eklenip karistirildiktan sonra, 6rnegin
optik yogunlugu (OD) 595 nm’de okunur ve protein standart grafigi kullanilarak protein
konsantrasyonu hesaplandi. Protein standardi hazirlanmasinda 0,04 mg protein/ml ihtiva
eden Bovine Serum Albumin (BSA) solusyonu kullanimistir. 100 mL boya ¢ozeltis
hazirlamak icin 10 mg Commasie Brillant Blue G-250, 5 mL %95’lik etanol icerisinde
iyice ¢Ozulerek tzerine 10 mL %85'lik fosforik asit ilave edildi ve 100 mL’ye saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile slizllerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak bovin serum abumin (BSA)
kullamlch. Kalibrasyon egrisi icin; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA igeren ¢ozeltiler
0,15 M’lik NaCl ile 100 pL’'ye tamamlandi. Ardindan Uzerine 5 ml yukarida anlatildig
gibi hazirlanan boya cozeltisnden ilave edildi ve vortekslenerek 15 dakika oda
scakliginda beklemeye birakilci. Ornekler icin BSA yerine 10 pL enzim solusyonu
kullanllarak aym islemler gerceklestirildi. Sire sonunda Agilent 8453E UV-visible
Spectroscopy System cihazi kullamilarak 595 nm'de Olgimler yapildi ve protein miktart

Hg/ul cinsinden hesaplandh.

2.4.2. Reaksiyonlarda Kullanmilacak Enzim Miktarmnin Belirlenmesi

Reaksiyonlarda kullanilacak enzim miktar1, yapilan 6n ¢alismalar sonucunda, 1, 2, 3,
5, 7,5, 10, 12,5 ve 15 ug protein iceren bir dizi reaksiyon seris sonucunda belirlendi.
Reaksiyonlar yukarida belirtilen sartlarda gerceklestirildi. Olusturulan protein miktari-
aktivite grafigi yardimi ile daha sonraki ¢alismalarda (optimum pH, optimum sicakhk v.s)

kullanmlacak olan enzim miktar1 belirlendi.

2.4.3. Optimum Sicakhk

Geo7,; Endoksilanaz enziminin en iyi calisig optimum scaklik degeri, %5'lik
substrat konsantrasyonunda (pH 6,5) 3,0 ug saf protein, 40, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85
ve 90 °C'ye kadar ayarlanmis su banyolarinda gerceklestirilen bir seri reaksiyonlar ile
belirlendi. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi calistigi sicaklik degeri daha sonraki

calismalarda kullanilacak olan reaksiyon sicaklig olarak belirlendi.



33

2.4.4. Optimum pH

Geo7; Endoksilanaz aktivitesine pH’ nin etkisi, 200 mM’ ik sodyum-asetat tamponu
pH 4,0-5,5, 200 mM’lik fosfat tamponu pH 6,0-7,5, 200 mM’ ik Tris-HCI tamponu pH
8,0-8,5, 200 mM’lik glisin tamponunda pH 9,0-12,5 kullanilarak 75 °C’'de 20 dakikada
gerceklestirilen reaksiyonlarla belirlendi. Gézlenen optimum pH aktivite degeri daha sonra
yapilacak olan pH ve 1sil kararlilig, inhibitor ve aktivator maddelerin etkisi ve kinetik

parametrelerin belirlenmesi gibi calismalarda reaksiyon pH’ si olarak kullanilmastir.

2.4.5. Enzim Kinetigi

Oat spelt xylan hidrolizi baslangic reaksiyon hizi 0,25-4 mg ksilan/mL
konsantrasyonu araliginda belirlenmistir. Baslangic reaksiyon hizina karsi substrat
konsantrasyonu egris  cizilerek enzimin Michaglis-Menten kinetigine uygunlugu
arastinlmistir. Ayricaenzimin kinetik parametreleri de dogrusal -olmayan regresyon anadizi
ile belirlenmistir.

Geo7, Endoksilanaz enziminin kinetik verileri, yapilan 6n calismalar sonucunda
belirlenen, 0,1 ve 100 mM arasindaki substrat konsantrasyonlar: ile gerceklestirilen seri
reaksiyonlar ile belirlendi. Endo £-1,4-ksilanaz aktivitesi, 2,5 ug saf protein igeren enzim
solusyonu ile 75 °C’'de, pH'st 7,0 olan 200 mM fosfat tamponu igerisinde 20 dakikalik
reaksiyon siresi sonunda reaksiyon soguk 0,5 mL DNS ile 5 dakika kaynar suda
kaynatildiktan sonra 540 nm’ de spektrofotometrik 6lciimlerle belirlendi. MichaelisMenten
sabiti (K) ve maksimum hiz (V,.aks) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve
y eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi. Michaelis-
Menten grafigi cizilerek, elde edilen 125 mM substrat konsantrasyonu daha sonra
yapilacak olan ¢aligmalarda kullanilacak substrat konsantrasyonu olarak belirlendi.

2.4.6. Is1l Kararhhg

Geo71 Endoksilanaz enziminin 60-90 °C arasinda gostermis oldugu 1al kararliligim
belirlemek amaayla enzim 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 °C sicakliklarinda inkiibe edildi.

Inkilbasyon sirasinda belli zaman araliklarinda her bir sicakliktaki tiipten 6rnekler alinch ve



34

bu turlerdeki aktivite standart metoda gore belirlendi. Ayrica reaksiyon basinda sfirinci
dakikada tuplerden alinan orneklerin aktivites ile istenilen dakikada alinan 6rneklerdeki
aktiviteler kiyaslarak bir sicaklik stabilitesi grafigi cizildi.

2.4.7. pH Kararhhg

Geo7: Endoksilanaz enziminin pH kararliligim belirlemek igin enzim, pH’1 5,0 olan
50 mM sodyum-asetat tamponunda; pH’'s 6,0 ve 7,0 olan 50 mM fosfat tamponlarinda;
pH’1 8,0 olan Tris-HCI tamponunda ve pH’1 9,0, 10,0 ve 11,0 olan glisin tamponlarinda
55°C de inkilbe edildi. inkilbasyon siirdlerinin bitiminde tiplerden Ornekler alinarak
standart aktivite testine gore olcimler gerceklestirildi. Aym zamanda sfirinc dakikada
alinan orneklerin aktiviteleri ile daha sonra belli sirelerde alinan Orneklerin aktiviteleri

karsilastirilarak pH kararlilig: ortaya ¢cikarildh.

2.4.8. Metal Iyonlar1 ve Kimyasallarmn Etkisi

Geo7; Endoksilanaz enzminin aktivites tizerine metal iyonlarinin etkisi; Ca?*, Hg?",
Zn*, Cu?, Co*, Mr?*, AI®, Li**, K¥*, Mg® metal iyonlannin Kloriir tuzlar ile 10 mM
EDTA, 10 mM B-merkaptoetanol, % 2 (v/v) Tween 20, % 2 (v/v) Triton ve % 2 (v/v) DTT
kimyasallar ile gerceklestirildi. Enzim, ilave edilen 10 mM metal iyonlariyla 20 dakikalik
reaksiyon sartlarinda, pH 7,0’ de ve 75 °C’ de inklbe edildi. Bekletilen enzimlerle Oat spelt
xylan substrat olarak kullamlarak aktivite bakildi. Enzimin metalsiz hali 100 kabul edilerek

metal iceren enzimlerin % kalan aktivitesi hesaplandh.

2.4.9. Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi

Geo7: Endoksilanaz enziminin substrat spesifikliginin belirlenmesi amaciyla oat
spelt xylan ve ksilooligosakkaritler olan ksilobioz, ksilotrioz, ksilotetroz ve ksilopentoz
substratlar kullanildi. Reaksiyonlar olusturulduktan sonra, reaksiyon tipleri 13.000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek her tipten 3'er uL kontrol ve numuneler TLC silicajele

(silicagel 60 Fys4 Merck) emdirilerek kurutuldu. Daha sonra yiritme solusyonu olarak etil



35

asetat, asetik asit ve su (2:1:1) olacak sekilde ayarlanarak yuritme gergeklestirildi.
Yuratme solusyonu, silika jelin en Gst kismina geldiginde, silika jel  yoritme
solusyonundan cikarilarak kurutuldu ve etanol igerisinde %5 sllfirik asit olacak sekilde
hazirlanan solusyon silika jel Uzerine puskurtilerek tekrar kurutuldu ve 121 °C de 10
dakika 1sitilirak spotlarin gérinir hale gelmesi saglanci. Bu deneyler sirasinda enzim
icermeyen sadece Oat Spelt Xylan ve ksilooligosakkaritleri iceren tlpler kontrol olarak
kullamlch ve TLC sonucu olusan gorinti butin bunlar géz 6ntine alinarak incelendi.

Geo7, Endoksilanaz enzimin bazi polisakkaritleri hidrolizleme 6zelliginin ortaya
cikarilmasi amaciyla Karboksimetilseltloz (CMC), Nisasta, Avicel, Lichenan, Laminarin p
NP-a-ksilopiranoz, p NP-B-ksilopiranoz, p NP-a-glukopiranoz, p NP-B-galaktopiranoz
substratlarimin hidrolizi dinitrosalisilik asit methoduyla gosterildi. %1'lik substratlardan
hazirlanan maddelerden 650 pL, 15 pL saf enzim (4,0 pg) 50 mM fosfat tamponu pH 7,0
iceren reaksiyon tUplnin son hacmi saf su ile 1 mL’ye tamamlandi. Olusturulan reaksiyon
tipleri 16 saat sireyle 70 °C'de inkibe edildi. Her bir maddenin enzimsiz olarak
hazirlanan kontrol tlpleri de reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonucunda tipler 13.000
rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

ik olarak numunelerden 500 pL ainch ve lzerine esit hacimde dinitrosalisilik asit
sollisyonu ilave edildi. Kanisimlar kaynar su banyosunda 5 dakika bekletildi, sogutuldu ve
tuplerdeki indirgen sekerler her tip kendi kortne karst olarak 540 nm dalda boyunda
spektrofotometrede yapilan 6lcimler sonucunda belirlendi. Ayrica herbir tipten 3'er pL
ainarak TLC silica jele (silica gel 60 Foss Merck) emdirildi ve hemen kurutuldu. Daha
sonra yUritme solusyonu etil asetat, asetik asit ve su (2:1:1) olacak sekilde ayarlandh.
Kurutulan silica jel yiritme solusyonuna dik bir sekilde yerlestirildi ve solusyonun TLC
silika jelin sonuna kadar ¢itkmasi beklendi. Y triitme solusyonu silika jelin en Ust kismina
geldiginde silika jel yuritme solusyonundan ¢ikarild: ve kurutuldu. Etanol icerisinde %5
sulfirik asit olacak sekilde hazirlanan puskirtme solusyonu silika jel Gizerine puskirtilerek

tekrar kurutuldu ve 121 °C de 10 dakika isitilarak sekerlerin olusturdugu spotlar gozlendi.

2.4.10. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde %12’'lik SDS-
PAGE kullanilarak 15 mA’lik akim atinda gerceklestirildi. Geo7, Endoksilanazin
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molekuler agirligi, molekuler agirlig: belli olan bir protein markir: ile proteinimizin SDS
poliakrilamid jel eektroforezinde birlikte yirttilmesi ile belirlendi. islem sirasinda her bir
kuyucuga 35 pg protein yiiklendi. Orneklerin Uizerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M
TrissHCI pH 6,8; %4 SDS; %20 Gliserol; % 6 p-merkaptoetanol) tamponu ilave edildi ve
sonrasanda 99 °C'de 2 dakika bekletilerek denattirasyonlan gergeklestirildi. Daha sonra
Maniatis ve arkadaslar1 (1982) tarafindan tanimlanan %12'lik sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiuklendi ve 15 mA akim altinda, yuritme boyas: jelden
cikana kadar ydratuldo. Ydratme islemi sonrasinda jel Coomassie Brilliant Mavisi
(%0,125 Coomassie Brilliant Mavisi R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2-4
saat boyandi ve Yikamal (%50 metanol, %10 asetik asit) solUsyonunda 1 saat
bekletildikten sonra Yikama-ll (%7 asetik asit, %5 metanol) soltsyonuna aktarildi ve bir

bilgisayar tarayicia ile fotografland.



3. BULGULAR

3.1. Geobacillus sp. 71 Susunda Ksilanaz Aktivitesinin Tespiti

Geobacillus sp. 71 susu 60 °C’de LB besiyerinde bir gece buyttuldikten sonra elde
edilen kiltorden asilanan taze kultir ksilan ile indiklendikten sonra, besiyerinde 2 gin
Uremes sonucu olusan kaltdr ¢okturdlip, hucre disi protein elde edildi. Kaba enzim
ekstrakt ksilanaz aktivitesini belirlemekte kullanildi. Kaba enzim ekstrakti %5’ lik substrat
ile 50 mM fosfat tamponu atinda 70 °C'de 20 dakika bekletildi. Calismada enzim
aktivitesini tayin eden yontem; ksilanazin substrat (ksilan) ile girdigi tepkime sonucu agiga
cikan indirgeyici sekerleri Olcen, Dinitrosalisilik asit metotu (Miller, 1957) ile gosterildi.
Inkilbasyondan sonra numune, 0,5 mL Dinitrosalisilik asit (DNS) reaktifi ile karistirilarak,
5 dakika kaynatildi. Ornek igindeki indirgen seker miktar1 540 nm’ de spektrofotometrik
olarak dlculdi. Yaplan bu calismalar sonucunda Geobacillus sp. 71 bakterisinin ksilanaz

aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

3.2. Molekiiler Calismalar

3.2.1. Ksilanaz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve Klonlanmasi

3.2.1.1. Dejenerat Primer Sentezi

Geobacillus sp. 71 bakterisinin ksilanaz aktivites oldugu tespit edildikten sonra
ksilanaz enzim genini ortaya gikarmak igin Wu vd., (2006) tarafindan dizayn edilen XynF1
ve XynR1 degenerat primerleri sentezlettirilerek reaksiyonlarda kullanildi (Tablo 12).

3.2.1.2. PCR Reaksiyonu ile Ksilanaz Gen Parcasimn Cogaltilmas: ve
Klonlanmasi

Geobacillus sp. 71 bakterisine ait ksilanaz genini elde etmek amaciyla, bu bakterinin
genomik DNA’st kalip olarak kullanildi, XynFl ve XynR1 primerleri ile PCR
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reaksiyonlar: gergeklestirildi. PCR sonucu 0,5 mg/mL etidyum bromur igeren %1,0’' Uk
agaroz jelde ydratuldd ve sonuclar BioDocAnalyze jel gorintileme sistemi ile
gorunttlendi. Dejenerat primerler kullanilarak elde edilen DNA pargast pPGEM-T Easy
klonlama vektorine klonlandi. Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant
plazmitleri icerebilen olanlar1 secildi ve plazmit izolasyon yontemine gore icerdig
plazmidler izole edildi. Gen parcasinin klonlandigi dogru klon segildi ve bir Macrogen
firmasna gonderilerek (Giliney Kore) sekans analizi gergeklestirildi. Sekans sonuglarn
GenBank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle karsilastirilch ve bu sekansin endo
S-1,4-ksilanaz geninin bir parcasi (669 bp) oldugu tespit edildi.

3.2.1.3. Ters PCR (Invers PCR) ile Genin Tamamlanmasi

Gen bankasindaki karsilastirmalar sonucunda 669 baz ciftlik bir bélgesi elde edilen
genin diger bolgelerinin yakalanmasi icin ters PCR (Invers PCR) calismast gerceklestirildi.
Bu nedenle, elde edilen bu gen parcasina ait baz dizilimi kullanilarak ug¢ kissmlarindan dis
taraflara dogru olacak sekilde GeoXylanF2 ve GeoXylanR2 primerleri dizayn edildi (Tablo
12). Daha sonra Geobacillus sp. 71 bakterisine ait genomik DNA Hindlll restriksiyon
endonikleaziyla bir gece boyunca kesildi ve dizayn edilen primerlerle ters (invers) PCR
calismast gerceklestirildi. Ardindan, kendi Uzerine yapismasi icin DNA ligaz enzimi ile
(self-ligasyon) ligasyon reaksiyonlarn gergeklestirilerek DNA fragmenti halka haline
getirildi. Yapllan ters PCR reaksiyonlari sonucu elde edilen parca, baz dizilimini
belirlenmek Uzere, pGEM-T Easy klonlama vektdrine daha ©nce belirtilen sekilde
klonlandi ve sekans ettirildi. Yapilan analiz sonucu, endo f-1,4-ksilanaz geninin 3’
bolgesinin tamamen elde edildigi ancak 5’ bolgesinin ise bir béliminin elde edilemedi gi
belirlendi.

Sekans sonucuna gore endo f-1,4-ksilanaz geninin tamaminmin belirlenmesi icin,
Geobacillus sp. 71 susunun genomik DNA’st Bcll enzimi ile kesilerek kendi Uzerine
yapistinlmas: igcin  DNA ligaz enzimi ile (self-ligasyon) ligasyon reaksiyonlari
gerceklestirildi ve DNA fragmentleri halka haline getirildi. Ayni invers PCR GeoXylanF2
ve GeoXylanR2 (Tablo 12) primerleri ile DNA fragmentleri kullamlarak PCR
gerceklestirildi. Olusan PCR Uriini pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlanarak sekans
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ettirildi. Sekans sonucu yapilan analiz sonucu, Geobacillus sp. 71’ e ait endo S-1,4-ksilanaz
enzim geninin tamaminn elde edildi g goruldi (Sekil 3-4) ve anaiz edildi (Tablo 13-14).

ATGGAGAAACCATCACGCGAAAGCGATGATCGT TGGATTCTCGT TTATGCTGCT
GCTTCCTTTGEGEGATGACGAAT GTAT TGGCAAAAACGGAACCATCATACGCTA
AAAAGCCGCGAAT CAGCGCATTGCACGCCCCT CAAT TGGATCAGCGCTACAAA
GATTCCTTCACTATTGEEECGEECCGT TGAACCT TATCAGI TGCAAAACGAAAA
AGACGTCCAAATGCTGAAACGCCATTTTAACAGCAT TGTCCCTGAGAACGT TA
TGAAACCGATCAACAT CCAACCCGAAGAAGGAAAATTCAATTTTGCTGAGECG
GATCAAATCGT CCGATTTGCTAAAAAACAT CATATGGATATCCGCTTCCACAC
CCTCGI TTGGCATAGCCAAGTACCGCCAATGGTTCTTTCT TGACAAGGAAGGECA
AGCCGATGGT CAAT GAAACGGAT CCGGECAAAGCGCGAACAAAATAAACACCT G
TTACTGAAACGGECTCGAAACCCATATTAAAACGAT TGTCGAACGGTATAAAGA
TGACATCAAATAT TGGGACGT TGTAAATGAAGT AGT CGGGGATGATGGAAAAT
TGCGCAATTCCCCATGGTATCAAAT CGCCGGECATCGATTATATCAAGGCAGCA
TTCCAAACGGECGAGAACATAT GGCGGECAACAAGAT TAAACTGTACATCAACGA
TTACAATACCGAAGT GGAACCGAAGCGAAGCCGCTCTTTATAACTTAGTGAAAC
AATTAAAAGAAGAGGEECGT TCCCAT TGACGGTAT TGECCCTCAGI CTCACATC
CAAATTGECTGGECCT TCTGAAGAGGAAATCGAAAAAACGATTACCATGTITTGC
CGATCTAGGGT TAGACAAT CAAAT TACGGAGCT GGATGTGAGCATGTACGECT
GGCCECCECECECCTACCCGT CGTATGACGCCATTCCGGAACAAAAGTTTTTG
GACCAAGCGGECTCCCTATGATCGATTGT TTAAGCTGTATGAAAAACT TGECGA
TAAAATCAGCAACGT CACCT TCTGGEGEG ATCGCCGACAACCATACGT GECTCG
ACAGTCGAGCAGATGT TTACTAT GACGCT GACGGGAAT GTGGT GGTAGACCCG
AAAGCCCCGT ACACGAGCGT GGAAAAAGGGAAAGGAAAAGACGCACCGT TTGT
GI TCGACCCCGAATACAACGTAAAACCT GCGTATTGEECCATTATCGATCATA
AGTGA

Sekil 3. Geobacillus sp. 71 Susuna ait endo f-1,4-ksilanaz genin tamam

Tablo 13. Geobacillus sp. 7; endo p-1,4-ksilanaz geninin  tamaminin  diger
mikroorganizmalara ait ksilanazlara olan nikleotit % benzerligi

Mikroorganizma % Nukleotit Benzerligi
Geobacillus termodenitrificans 92
Geobacillus sp. TC-W7 92
Geobacillus sp. WBI 85
Geobacillus stearothermophilus 84
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VEKPSRKAM VG-SFM_LLPLGVITNVLAKTEPSYAKKPRI SALHAPQL DORYKD
SFTI GAAVEPYQL QNEKDVQVLKRHFNSI VAENVIVKPI NI QPEEGKFNFAEADQ
| VRFAKKHHVDI RFHTL VWHSQVPQWFFL DKEGKPMWNETDPAKREQNKQLLLK
RLETHI KTI VERYKDDI KYWDVVNEVWGDDGKLRNSPWYQ AG DYI KAAFQTA
RTYGGN\KI KLYI NDYNTEVEPKRSAL YNLVKQLKEEGVPI DA GPQSHI Q4 GWP
SEEEI EKTI TMFADLGLDNQ TELDVSMYGAPPRAYPSYDAI PEQKFL DQAARY
DRLFKLYEKLGDKI SNVTFWE ADNHTW.DSRADVYYDADGNVVVDPKAPYTSV
EKGKGKDAPFVFDPEYNVKPAYWAI | DHK

Sekil 4. Geobacillus sp. 71 Susuna ait endo f-1,4-ksilanaz genin amino asit sirasi

Tablo 14. Geobacillus sp. 7; endo p-1,4-ksilanaz geninin  tamaminin  diger
mikroorganizmalara ait ksilanazlara olan amino asit % benzerligi

Mikroorganizma % Amino asit benzerligi
Geobacillus sp. C56-T3 93
Geobacillus sp. TC-W7 93
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 93
Geobacillus sp. WBI 87
Geobacillus stearothermophilus T-6 89
Geobacillus stearothermophilus 86
Geobacillus sp. Y412MC61 85
Geobacillus thermoglucosidasius C56-Y S93 76

3.2.14. Endo f-1,4-ksilanaz Geninin pET20b(+) Vektoriine Klonlanmas1 ve
Ekspresyonu

Endo $-1,4-ksilanaz geninin pET20b(+) vektorine klonlanmasi igin Geobacillus sp.
7, bakterisine ait genomik DNA kullanldi ve ekspresyon primerleri olarak dizayn edilen
primerler (Tablo 12) ile PCR gergeklestirildi. PCR sonucu elde edilen DNA fragmeti Smal
ve Notl restriksiyon ezimleriyle kesildi. EcoRV ve Notl enzimleri kullanilarak pET20b(+)
vektorl kesildi. Kesm drunleri %21'lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak
fotograflandi (Sekil 5).
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Sekil 5. pET20b(+)’'ye klonlanan 7: ksilanaz
geninin kesim goéruntust, 1: klonun
Ncoll Notl kesimi 2: PCR Urinu

Y apilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektor ve PCR Urini DNA
ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon urini E. coli IM 101 susuna
aktanldi ve bu sus icindeki plazmitlerin incelenmesiyle ilgilenilen geni iceren klon
bulundu ve boylece klonlama gercgeklestirildi. Ancak klonlamamn gerceklestirildigi
PET20b(+) vektori glclU bir promotora sahip bir ekspresyon vektorudir ve ekspresyonun
iyi bir bicimde olabilmes icin elde edilen klonun T7 promotor sistemini daha iyi bir
sekilde tamyacak olan bir hiicreye aktarilmasi: gereklidir. Bu amagla elde edilen klon E.
coli BL21 DE3 hiicresine transforme edildi.

3.3. Geo71 Endoksilanaz Enziminin Karakterizasyonu

Endo p-1,4-ksilanaz geninin sekans srasi belirlendikten sonra ve bu gen bir
ekspresyon vektort olan pET20b(+) vektorine klonlandi, £. coli BL21 DE3 hiicresinde
ekspresyonu gerceklestirildi. Klonlama sirasinda ekspresyon vektorinde var olan enzime
takilan His Tagf dan yararlanilarak saflastirma gercekletirildi. Saflastirma MagneHis™
Protein Saflastirma Sistem (Promega) kiti kullamilarak gerceklestirildi. Ardindan enzimin
biyokimyasal 6zellikleri (optimum pH ve stabilitesi, optimum sicaklik ve stabilites,
inhibitor aktivator etkisi, kinetik parametreleri v.s) incelendi. Incelemeler sirasinda biitiin

deneyler en az ¢ kez tekrarli olarak yapilmistir.
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3.3.1. Reaksiyonlarda Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Y apilan ¢alismalarda kullamlacak olan protein miktar: 1, 2, 3, 5, 7,5 ve 10 ug gibi
degisken miktarlarda enzim ve belirli miktarda substratin (%5) kullarldigi reaksiyonlar
sonucu belirlendi. Yapilan reaksiyonlar sonucu 3 png/pL saf enzim kullanmldiginda protein
miktar1 aktivite grafiginde artisin duragana gectigi gortldi. Bu sonug dikkate alinarak
endoksilanaz aktivite deneylerinde kullamlabilecek olan enzim miktarimin 3 pg saf protein

oldugunakarar verildi.

3.3.2. Optimum Sicakhk

Geo7,; Endoksilanaz enziminin en yuksek gosterdigi sicaklik degerinin saptanmas
icin 40-90 °C arasindaki sicakliklarda aktiviteleri incelendi. Sonuclar Sekil 6'da gosterildi.
Y apilan optimum sicaklik ¢alismalar sonucunda Geo7: Endoksilanaz enziminin optimum

scakligimn 75 °C oldugu belirlendi. Sonraki deneylerde reaksiyonlar bu sicaklikta
gerceklestirildi (Sekil 6).

optimum sicakhk
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% Aktivite
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Sicakhk °C

Sekil 6. Geo7,; Endoksilanaz enziminin optimum sicaklik grafi g
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3.3.3. Optimum pH

Geo7,; Endoksilanaz enziminin optimum pH’imin saptanmasi igin Na-Asetat (pH
4,0-5,5); Nafosfat (pH 6,0-7,5); TrissHCI (pH 8,0-8,5) ve Glisin-NaOH (pH 9,0-12,5) 4
farkli tampon sistemi kullaruldi. Ksilanaz enziminin pH 7,0 (n6tral)’ de optimum aktiviteye
sahip oldugu belirlendi. Ksilanaz enziminin optimum pH’sina ait veri Sekil 7' de gosterildi.

Enzim optimum pH’1 7,0 oldugu belirlendi.

optimum pH
100 -
80 -
60 -

40 -

% Alktivite

20 -

45 b G55 6 65 7 725 & 85 &8 195 10 105 11 115

pH

Sekil 7. Geo71 Endoksilanaz enziminin optimum pH grafigi

3.3.4. Kinetik incelemeler

Enzimin baglangi¢ tepkime hizi 75 °C’de 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda 0,25-4
mg/mL oat spelt xylan substrat konsantrasyonu araliginda 6lcilmastir. Enzimin Michaelis-
Menten kinetigine uydugu belirlendi (Sekil 8). Substrat olarak oat spelt xylan kullanilarak
cizilen Lineweaver-Burk egrisinin olusturdugu dogrunun x-eksenini kestigi nokta -1/
K, 'ye esitlenerek K,, degeri 0,425 mg/mL, y-eksenini kestigi nokta ise 1/ V. &
esitlenerek V..., degeri 500 U/mg olarak hesapland: (Sekil 9).
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Sekil 8. Geo71 Endoksilanaz enzimine ait Michaelis- Menten grafi gi
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Sekil 9. Oat spelt xylan substrati icin Lineweaver-Burk egrisi

3.3.5. pH Kararhhg:

Geo7, Endoksilanaz enziminin pH stabilite analizleri icin, pH 5,0-11,0 arasindaki
tampon c¢ozeltilerde 6 saat ve 24 saat slreyle, 55 °C de 6n inkibasyon gerceklestirildi. Elde
edilen sonuglar Sekil 10° da gosterildi.

Enzim 6 saatlik 6n inkibasyondan sonra ¢6zellikle pH 7,0-11,0 araliginda aktivitesini
%100 korudugu goruldil. Inkilbasyon pH’simin 5,0 araligindaki degerde kalan aktivite
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yaklasik %65 diizeyinde korumustur. Inkiibasyon pH’sinin 6,0 araigindaki degerde ise,
kalan aktivite yaklagik %97 dizeyinde korudu.

ph Kararhhg:
120 -
——50
100 +
w —4—G.0
£ 801 =70
<
S 60 +8,U
———G 0
40 -
—a—10.0
20 + 11,0
U T T - 1

0 10 20 30

Zaman (saat)

Sekil 10. Geo7, Endoksilanaz enziminin pH kararlil1g1

3.3.6. Is1l Kararhhg:

Geo7; Endoksilanaz enziminin 1al kararliligim saptamak igin 60-90 °C scaklik
araliginda 30, 120 ve 180 dakika slireyle 6n inkiibasyon gerceklestirildi. Her bir sicakliktan
ainan enzim drneklerindeki kalan aktivite standart metoda gére 75 °C’ de belirlendi. Elde
edilen sonuclar Sekil 11’ de verilmistir.

Enzim 30 dakikalik 6n inktibasyon sonunda 85-90 °C’ de orijinal aktivitesini yaklasik
%10-8 oramina kadar dismistir. inkibasyon sicakligi 80 °C secildiginde, orijinal
aktivitenin %72 diizeyine dustigil saptanmistir. Inkilbasyon sicakhg 60-75 °C'lik
araliklarda %100 aktivitesini korumustur.

On inkiibasyon sires 120 dakika olarak uygulandigi zaman, 85-90 °C’'de %4-3
aktivite gozlenirken, 80 °C’lik sicaklik araliginda ortalama aktivite %7 dizeyinde
gerceklesti. On inkilbasyon sicaklig: 75 °C'’ye bakildiginda kalan enzim aktivitesinin %92
diizeyine distiigli saptanmusti. inkibasyon sicakligi 60-70 °C’lik araliklarda %100
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aktivitesini korudu. On inkiibasyon siiresi 180 dakika olarak uygulandigi zaman, 85-90
°C’de %1 aktivite gbzlenirken, 80 °C’lik sicaklik araligindaise hicbir aktivite gozlenmedi.
On inkiibasyon sicakligi 75 °C'ye bakildiginda kalan enzim aktivitesini %23 diizeyine
disttigi saptanmus, 70 °C’de %33 aktivite gozlendi. inkiibasyon sicakligi 60-65 °C'lik
araliklarda %99 aktivitesini korudu.

Isil kararhihg:

120
100 F ——60°C
—m—65°C
2 & —70°C
E 60 —\-75°C
;é - —B—80°C
—85°C
20 90°C
0 *
0 50 100 150 200

Zaman (Dakika)

Sekil 11. Geo7: Endoksilanaz enzimininial kararlil1gi

3.3.7. Metal Iyonlarmin ve Kimyasallarin EtKkisi

Geo71 Endoksilanaz enzim aktivitesi Gzerine metal iyonlarinin etkisi; MgClz, MnClo,
LiCl, AICl3, CaCl,, KCI, ZnCl,, HgCl,, CuCl, ve CoCl, metal tuzlari ile gerceklestirildi.

Geo7,; Endoksilanaz enzim aktivitesi Uzerine kimyasallarin etkisi; EDTA, B-
merkaptoetanol, DTT, Triton %2, Tween 20 maddeleri ile gerceklestirildi.

Reaksiyon icin, %5'lik Oat Spelt Xylan substrat1 ve 10 mM’ l1k konsantrasyonlarda
hazirlanan metal iyonlar, p-merkaptoetanol (Sekil 12) ve % 2 (v/v) konsantrasyonlarda
hazirlanan kimyasallann (Sekil 13) varliginda gerceklestirilen bir dizi reaksiyonlar ile

belirlendi.
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Metal iyonlar:

Sekil 12. Geo7, Endoksilanaz enzimine metal iyonlarimin etkisi

Endo p-1,4-ksilanaz aktivitesi Uzerine metal iyonlarinin klor veya sllfat tuzlan ve
cssitli kimyasallarla yapilan deneyler sonucunda; Hg?*, CU?* iyonlarimin ve EDTA’nin
Geo7; Endoksilanaz aktivitesi tzerine etkili bir inhibitor 6zelliginin oldugu goruldi. En
yiksek inhibitor etkiyi; Hg™" metal iyonu sagladi. Metal iyonlarindan Mn*, Li'* ve
Mg™"in her hangi bir etkilerinin olmacig saptandi. Cesitli kimyasal maddelerle yapilan
deneyler sonucunda ise, Tween %20, DTT ve Triton %2’ mn Geo7, Endoksilanaz enzimi

Uzerine etkileri olmadig: saptanch.
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Sekil 13. Geo71 Endoksilanaz enzimine bazi kimyasallarin etkisi
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3.3.8. Enzimin Substrat Spesifikligi

Geo71 Endoksilanaz enzimiyle gerceklestirilen coklu reaksiyonlar sonucunda 1
mM’lik konsantrasyonlarda hazirlanan pNP-a-ksilopiranoz, pNP-B-ksilopiranoz, pNP-o-
glukopiranoz ve pNP-B-galaktopiranoz substratlar ile reaksiyona sokuldu. Enzimin bu
substratlar1 hidrolize etmedigi ortaya ¢cikarildi (Tablo 15).

Geo71 Endoksilanaz enzimi %1'lik hazirlanan Oat Spelt Xylan, insoluble xylan,
Karboksimetilseliloz (CMC), nisasta, Avicel, Laminarin ve Lichenan substratlan ile
parcalama Ozellikleri Dinitrosalisilik asit (Miller, 1957) metotuyla incelendi ve
Lichenan’'in az oranda da olsa par¢alandig belirlendi (Tablo 15).

Tablo 15. Geo7: Endoksilanaz enziminin substrat spesifikligi

Substratlar % Aktivite
Oat spelt xylan 100
insoluble xylan 0
Avicel 0
Karboksimetil seltiloz 0
Laminarin 0
Lichenan 10

p NP-o-ksilopiranoz

p NP-p-ksilopiranoz

p NP-a-glukopiranoz

oO|lo|oOo| o

p NP-B-galaktopiranoz

Geo7: Endoksilanaz enziminin oat spelt xylan ve ksilooligosakkaritleri pargalama
Ozellikleri Dinitrosalisilik asit (Miller, 1957) oncelikle belirlendi. Ancak parcalamanin
hangi seviyede oldugunun ortaya gikarimasi igin reaksiyon sonucunda olusturulan
urdnlerin TLC ile gosterilmesi gerekmektedir. Bu amagla gerceklestirilen reaksiyonlar
sonucunda olusan Urtnler silica gel 60 Fs4’e tatbik edildi ve bu plakalar Gizerinde uygun
cozeltiler hazirlanarak hareket etmeleri saglandiktan sonra TLC plakaari Uzerinde
sekerlerin varligi belirlendi. Yapilan calismaar sonucunda elde edilen sonug Sekil 14'de
gorilmektedir.
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Sekil 14. ince Tabaka Kromatografisi ile oat spelt
xylan’ in parcalanmasi 1. Geo7: Endoksilanaz
enzimi ile muamele edilmis oat spelt xylan
hidroliz GrUnleri, 2. ksiloz, 3. ksilobioz, 4.
ksilotrioz, 5. ksilotetroz.

Gergeklestirilen analiz sonucunda enzimin hidroliz Urtnleri arasinda ortaya ¢ikan en
Onemli Urdindn, bandin yogunlugundan da goruldugi gibi ksilobioz oldugu saptanmustir.
Bu sonug enzimin yiiksek dizeyde aktif oldugunu ve ksilanaz endistrisinde énemli bir yer
edinebilecesini gostermektedir.

3.3.9. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

PET20b(+) vektorine klonlanan Geo7: Endoksilanaz enzimi Promega His Taq
protein saflastirma kiti kullamlarak saflastirildi. Elde edilen saf protein SDS-PAGE’ de tek
bant olarak gosterildi (Sekil 15). %12'lik SDS-PAGE'de protein markir1 ile birlikte
yurttilerek fotograflandi ve BioDocAnalyze sistemi kullanilarak, enzimin molekiler

agirh g1 47 kDaolarak hesaplandh.



225 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa
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Sekil 15. Saflastirilan endoksilanaz enziminin SDS-PAGE gorintisi
1. Protein markiri, 2: Saf enzim, 3. Kaba enzim ekstrakt

(indiiklenmis), 4: pET20b (indiklenmis)



4. TARTISMA

K.T.U Fen Bilimleri Engtitiisiinde yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan bu calisma
Geobacillus cinsine ait bir bakteriden ksilanaz enzimini kodlayan genin klonlanmasi ve
karakterizasyonun yapilmasim kapsamaktadir.

Ksilanaz Uzerinde son 4 yilda yapilan calismalarin ¢ogu, ksilanaz teknolojisinin
sadece tek bir yonu Uzerinde odaklanmustir. Bu calismalarin amaci, ksilanaz enziminin
biyokimyasini, genin molekiler biyolojisini ve 6zelliklerini tartismaktir.

Geobacillus sp. 7, susuna ait endoksilanaz geninin tim nikleotit ve amino asit sirasi
belirlenerek GenBank’ta mevcut diger ksilanazlar ile karsilastirilmistir. Nukleotit
dizeyinde Geobacillus sp. TC-W7 xylanase (GQ857066.1) geni ile %92, Geobacillus
thermodenitrificans T-2 thermostable xylanase (EU599644.1) geni ile %92, Geobacillus
sp. WBI xylanase (xylA) (EU931582.1) geniyle %85, Geobacillus stearothermophilus
xylanase (D28122.1) geni ile %85 oramnda benzerlik belirlenmistir. Amino asit diizeyinde
Geobacillus sp. C56-T3 endo 1,4-f- xylanase (Y P 003671234.1) geni ile %93, Geobacillus
sp. TC-W7 xylanase (ACX42569.1) geni ile %93, Geobacillus thermodenitrificans NG80-
2 xylanase (YP 001125870.1) geni ile %93, Geobacillus sp. WBI xylanase (xylA)
(ACHA43142.1) geniyle %87, Geobacillus stearothermophilus extracellular xylanase
(ABI49951.1) geni ile % 86, Geobacillus stearothermophilus endo 1,4-f- xylanase
(P40943.1) geni ile %86, Geobacillus sp. Y412MC61 endo 1,4-5- xylanase (YP
003253761.1) geni ile %85, Geobacillus stearothermophilus T-6 extracellular xylanase (1
R86 A) geni ile % 89 ve Geobacillus thermoglucosidasius C56-Y S93 endo 1,4-f- xylanase
(ZP 06810251.1) geni ile %76 oramnda benzer oldugu belirlenmistir. Sekans analiz
sonuclari, Geo7: Endoksilanaz enziminin tek domainli ve GH10 familyasina ait oldugunu
gostermektedir.

Cogu ksilanaz enzimlerin aktivite gosterdi g sicaklik degerleri yaklasik olarak 40-60
°C araandadir (Subramaniyan ve Prema 2002; Collins et al. 2005). Geobacillus sp. MT-1
(Wu vd., 2006), Bacillus sp. JB 99 (Shrinivas vd., 2010), Clostridium acetobutylicum
ATCC824 (M.Ali vd., 2004), Streptomyces thermoviolaceus (Tsujibo vd., 1992) suslarina
ait ksilanaz enzimlerinin optimum sicakliklar: 70 °C’dir. Bu enzimlerin 80 °C de yaklasik

aktiviteleri sirasiyla %50, %70, %25 ve %5'dir. Bu degerlerle karsilastirildiginda, Geo7,
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Endoksilanaz enziminin 80 °C'de %75'in Uzerinde aktiviteye sahip oldugu belirlenmis,
aynt zamanda endistriyel kullammu  dusUndldiginde bunun  bir avantgy oldugu
disinulmektedir.

Termofilik Geobacillus sp. (Wu vd., 2006) susuna ait termal kararli ksilanaz
enziminin optimum sicakligr 70 °C, fakat 65 °C'nin Uzerindeki sicakliklarda enzim 1sl
kararliligint kaybetmekte, 70 °C de 10 dakikalik 6n inkibasyondan sonra yalmzca %5
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Bu enzimle Kkarsilastinldiginda, Geo7,
Endoksilanaz enziminin ancak 80 °C ve Uzeri sicakliklarda 1sil kararliligim kaybetmeye
baslacig gorulmistir. Bu degerlendirmeler dikkate aindiginda Geo7: Endoksilanaz
enzimininiyi bir termal kararliliga sahip oldugu gortlmektedir.

Geo7: Endoksilanaz enziminin aktivitesini ng+ kuvvetli sekilde inhibe etmektedir.
Hg2+ araciligiyla ksilanazlarin inaktivasyonu diger calismalarda da rapor edilmistir (Heck
vd., 2006b; Wu vd., 2006; Dutta vd., 2007; Li vd., 2008). Hg2+ enzimin triptofan
rezidulerine baglanarak, indol halkasim okside eder (Zhang vd., 2007). Y apilan incelemede
Geo7, Endoksilanaz enziminin 9 adet triptofana sahip oldugu ve bunlardan 6 tanesinin
korunmus bolgeler icinde oldugu belirlenmistir. Cu®* metal iyonu da Geobacillus sp. 7h,
Anoxybacillus sp. E2, Geobacillus sp. MT-1, Streptomyces sp. S9 suslarina ait ksilanaz
enzimlerini inhibe ettigi belirlenmistir (Wang vd., 2009; Wu vd., 2006; Li vd., 2008). G.
thermoleovorans Ksilanaz enzimine Mgz+ metal iyonunun ve Tween 80 kimyasalinin,
Geobacillus sp. MT-1 ksilanaz enzimine de Li metal iyonunun etki etmedig belirlenmistir
(Sharma vd., 2006; Wu vd., 2006). Geo71 Endoksilanaz enzimine de bu maddelerin etkis
olmadig: belirlenmistir. Metal selatlayici gjan olan EDTA enzimi disik oranda inhibe
etmesi, bu enzimin kofaktér olarak metallere ihtiyag duydugunu gostermektedir.

Geobacillus thermoleovorans bakterisine ait ksilanaz enziminin optimum pH’1 8,5 ve
genis pH araiginda (6,0-9,5) aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Sharmavd., 2006). Geo7,
Endoksilanaz enziminin en iyi ¢alistigi pH 7,0 olmasina ragmen, ayn sekilde bu enziminde
genis bir pH (6,0-9,5) araigina sahip oldugu beirlenmistir. Calistigit optimum pH
bakimindan Geo7, Endoksilanaz enzimi, alkali ortamda asidik ortamdakinden daha iyi
calismas: agisindan literatirdeki di ger ksilanazlara oranla biyuk bir avantaja sahiptir.

Alkalofilik organizmalardan elde edilen ksilanazlarda korunmus Uclt gruplar (Val-
Va-Asn veyaVa-Val-Asp) tanmmlanmistir (Kulkarni vd., 1999). Geobacillus sp. 71'in dizi
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analizi Uzerinde her iki siramnda bulundugu belirlenmistir. Bu bilgi dogrultusunda,
enzimimizin akalin 6zellik gosterdi g tekrar olarak kanitlanmaktadir.

Geo7: Endoksilanaz enziminin, yiksek spesifik aktiviteye, genis aralikli bir pH
kararliligina ve iyi termalkararhlik 6zelliklerine sahip olmast genis aanlardaki
uygulamalar da potensiyele sahip olabilmes agisindan umut vericidir. Oat spelt xylan,
substrat olarak kullamildiginda 7, ksilanaz enziminin Km degeri 0,425 mg/ml olarak
belirlenmistir. Bu deger substrat olarak oat spelt xylan't kullanan 1,579 mg/ml (Wu vd.,
2006), 4,8 mg/ml (Shrinivas vd., 2010) Km degerlerine sahip Geobacillus sp. MT-1 ve
Bacillus sp. JB 99 ksilanaz enzimleriyle kiyaslandiginda Geo7: Endoksilanaz enziminin
oat spelt xylan substratina cok dahafazlailgi gosterdigini ortaya koymaktadir.

Thermomonospora alba ULJB1 XylA (Blanco vd., 1997), C. acetobutylicum
ATCC824 Xynl10B (Ali vd., 2004), Bacillus sp. JB 99 ksilanaz (Shrinivas vd., 2010),
Streptomyces lividans ksilanaz (Morosoli vd., 1986) enzimleri ksilan substratim ksilobioz
ve distk miktarda ksilotetroza hidrolize etmektedir. Geo71 Endoksilanaz enzimi tarafindan
ksilantn ana hidroliz Grini ksilobioz, ksilotetroz, distik miktarda ksilotriozdur. Bu sonuc,
enzimin endo karakterli bir enzim oldugunu gostermektedir (Shrinivas vd., 2010).

Farkli suslara ait izolatlardan elde edilen enzimlerin molekiler agirliklarinin 24-45
kDa arasinda olmasi, bu enzimlerin kagit endustrisinde kullanabilirligi ve kagit hamuru
lifleri arasinda dagilmasimn gerekliligi icin 6énemlidir (Bim ve Franco 2000). Buna
dayanarak, Geo7, Endoksilanaz enziminin 47 kDa molekiler ggirligina sahip olmas: bu
alanda da kullarlabilecegini gostermektedir.

Kagit ve kagit hamuru endustrisindeki uygulamalar igin, igerisinde selliloz
parcalayan enzim icermeyen ksilanaz enziminin elde edilmesi oldukca dnemlidir (Gessesse
vd.,1999; Bakir, 2005). Geo7: Endoksilanaz enzimi, karboksimetilselliloz substratiyla
reaksiyona tabii tutulmus ve substrati parcalama 6zelliginin olmadi g gézlenmistir. Sonug
olarak enzimin kagit sanayisinde kullanilabilirligini gosterilmistir.

Enzimin 1al kararhhgim artiran bir Ozellikte distlfit koprulerinin var olmasdir
(Heck vd., 2006b). Bacillus sp. NG-27 endoksilanaz genin amino asit sekans
incelendiginde hi¢ sistein amino asiti icermemesine ragmen, yuksek 1sil Kkararlilik
gostermektedir (Gupta vd., 2000). Ayni sekilde, Geobacillus sp. 7:'de amino asit
sekansinda hi¢ sistein amino asiti icermemesine ragmen, iyi bir termal kararlilik
gostermektedir.



Inkiibasyon sirasinda reaksiyon iceriginde DTT’in bulunmas: ksilam degrade eden
enzimlerin isil kararliligini artirmaktadir (Medeiros vd., 2003). Cunki DTT sistein amino
asitine baglanarak distlfit koprulerinin indirgenmesini saglar (Medeiros vd., 2008). DTT,
sistein amino asiti bulunmadigindan dolayi, Geo7: Endoksilanaz enzimi Uzerine aktivator

veyainhibitor olarak rol oynamamustir.



5. SONUCLAR

Bu calismada Geobacillus sp. 71’e ait endo f-1,4 ksilanaz geni klonlanip, ekspres
edildi ve optimum pH, optimum scaklik, pH ve 1al kararliligi, inhibitor ve aktivitorleri ve
kinetik parametreleri gibi 6zellikleri agisindan karakterizasyonlar: yapildi.

Geo7:izolatin oat spelt xylan gibi tarimsal atik tzerinde gogaltilmis ve enzim Uretim
profili belirlenmistir. Geobacillus sp. 71 susunun ksilanaz enziminin Uretimi indikleme
beceris karsilastirilciginda, oat spelt xylan'in iyi bir karbon kaynag: oldugu belirlenmistir.
Fermentasyon c¢alismast sonucunda 7; susunun en yuksek ksilanaz miktarin ~48 saatte
Ozellikle Urettigi bulunmustur.

Bakterinin endo $-1,4 ksilanaz genine ait 669 baz ciftlik DNA pargas: tasarlanan
dgjenerat primerler yardimiyla cogaltildh ve p-GEMT Easy klonlama vektdrine
klonlanarak baz dizilimi belirlendi. Elde edilen bolgeden yararlanlarak invers PCR
primerleri dizayn edildi ve invers PCR reaksiyonlar ile genin geri kalan kiamlarin
nukleotit sirast ortaya ¢ikarildi. Elde edilen bu genin 1224 baz ciftlik DNA uzunluguna
sahip oldugu bulunmus ve gen His Taq icerecek sekilde bir ekspresyon vektorl olan
PET20b(+)’ye N-terminalinde bir histidin kuyruk igerecek sekilde klonland: ve ekspres
edildi. Ekspresenen protein MagneHis™ Protein Saflastirma Sistem (Promega) Kiti
kullanillarak saflagtirldi. SDS-PAGE sonucunda enzimin tek bir at biriminin molekiler
agirlhig 47 kDaolarak belirlendi.

Geo7; Endoksilanaz enzimin optimum pH deserinin 7,0, optimum calisma
scakhigininise 75 °C oldugu tespit edildi.

Enzim optimum aktivitesini pH 7,0 da gosterirken, asidik pH araliginda (4,0-7,0)
ortalama enzim aktivitesi %58,4 olarak bulunmustur. Alkali pH kosullarindaise, (7,0-12,5)
ortalama enzim aktivites %73,5 olarak bulunmustur (Sekil 7). Geo71 Endoksilanaz enzimi
pH 4,0-12,5 araligindaki 24 saat inkube edildiginde orijina aktivitenin ortalama %33
diizeyinde korudugu belirlendi (Sekil 10).

Geo7, Endoksilanaz enzimi optimum aktivite gosterdigi sicaklik 75 °C bulunmustur.
Enzim aktivitess 40 °C de %13, 60 °C de %84, 80 °C de %78 iken, 90 °C de %23
duzeyinde aktivite belirlendi (Sekil 6).
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Enzimin substrati olarak oat spelt xylan kullanilarak yapilan kinetik calismalarinda
substrat iGin K, degeri 0,425 mg/ml ve Vs degeri ise 500 U/mg olarak belirlendi.

Zn'?, Mg, Na, Co™ , Mn*? ve Ca' metal iyonlarinin endo -1,4 ksilanaz enzim
aktivitesi tizerine aktivator etki yaptigi ve Hg'™?, Cu*?, AlI*® metal iyonlarinin ve EDTA’ nin
Geo7; Endoksilanaz enzim aktivitesini inhibe ettigi belirlendi.

Geo7, Endoksilanaz enzimi 16 saatlik inkibasyon uygulamasi sonunda oalt spelt

ksilant ksilobioz, ksilotetroz ve ksilotrioza dontstirdigt bulunmustur.



6. ONERILER

Hemisellloz, seltlozik materyalde en fazla bulunan ikinci yenilenebilir polisakkarit
moleklludir ve her yil yaklasik 10" ton diizeyinde Uretilmektedir. Ksilan, hemiseltlozu
meydana getiren en Onemli yapi olup, heteropolimer Ozelligi tasir. Bu yapt ksilanaz
enzimleri ile ksiloz basta olmak Uizere di ger oligosakkaritlere parcalanir.

Dunyada artan nufusla beraber ihtiyag duyulan gevre koruma 6nlemleri gbz 6niinde
bulundurulursa, ksilanazlarin en yaygin kullarmm alant kagit endistrisidir. Ksilanaz enzimi
toksik organik klorlu bilesiklerin kagit endustrisindeki kullanimi azalmakta, seliiloza zarar
vermedigi ve yan etkisi olmadig: icin uygulamada daha basaril1 sonuclar elde edilmektedir.

Fermentasyon ortaminda Uretilen enzimlerin miktan karbon kaynagina bagli degisim
gostermektedir. Buna bagh olarak, farkli ksilan kaynaklart kullanildiginda ksilanolitik
enzimlerinin Uretim seviyesinde cssitlilik gozlenmektedir. Degisik karbon kaynaklar:
cogaltilarak ksilanaz enzimi ve diger enzimlerin Gretimindeki indikleme guicti saptanabilir.

Bazi kriterler ksilanazlar Uretebilen bir mikroorganizmanmin segimi icin zorunludur.
Herhangi bir selllaz aktivitess hamurun kalitesini degrede etme, uygulamamn maliyetini
arttrma gibi ciddi ekonomik problemler yaratacagindan segilen mikroorganizmada seltilaz
aktivites olmamalidir (Srinivasan ve Rele 1999; Subramanian ve Prema 2000).

Y apilan ¢calismalarda, Geobacillus suslarinin genellikle molekiler agirligr kiicik olan
bir ksilanaza sahip oldugu goruldiginden, ortaya ¢ikarilan gen ve amino asit siralarindan
faydalanlarak cinsin diger sus ve turlerinin ayn: enzime ait genlerinin eldes igin prob ve
primerler dizayn edilebilir. Cesitli mutasyonlarla enzimlerin pH ve sicaklik stabiliteleri
artinlabilir. Kagit endustrisinde kullanim igin daha avantajl1 duruma getirilebilinir.
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