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OZET

YEM KATKISI KSILANAZ ENZIiMI URETEN BAKTERI IZOLASYONU VE
ENZIMIN KISMI KARAKTERIZASYONU

Ziibeyde BASARAN
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Bahri Devrim OZCAN

May1s 2017, 46 Sayfa

Bu ¢aligmada Osmaniye Korkut Ata Universitesi kampiis alan1 igerisinden alman toprak érneklerinden
ksilanolitik Bacillus sp. XbO bakterisi izole edilmistir. XbO ksilanaz1 optimum aktivitesini 60 °C ve
6.0-7.0 pH araliginda gostermistir. Ksilanaz enzimi 30 dk 6n inkiibasyon sonrasinda 60 °C’de %92
kalan aktivite gosterirken, 90 °C’de %62 kalan aktivite gostermistir. 40-80 °C arasindaki ortalama
kalan aktivite ise %92 olarak gergeklesmistir. Yine enzim 7.0-10.0 pH degerlerinde 30 dk 6n
inklibasyon sonucunda ortalama %96, 7.0-11.0 pH araliginda ise ortalama %92.4 kalan aktivite
gostermistir. En yiksek ksilanaz tretimi izolatin inokiilasyonundan itibaren 24. saatte gergeklesmistir.
SDS-PAGE ve zimogram analizleri ile enzimin molekuler agirligi ~81 kDa olarak belirlenmistir.
MnCl,, CoCl,, ZnCl,, MgCl;, CaCl,, EDTA ve FeCl; enzim aktivitesini stimule ederken, HgCl, ve
CuCl; inhibe etmislerdir. Ham ve saflastirilmis enzime ait spesifik aktivite degerleri sirasiyla 27.6 ve
113.8 U/mg protein olarak belirlenmistir. BLAST analizi sonucunda Bacillus sp. XbO bakterisinin
rDNA sekansi ile Bacillus pumilus ve Bacillus safensis bakterilerinin rDNA sekanslar1 arasinda %98
oraninda benzerlik bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Bacillus, ksilanaz, izolasyon, karakterizasyon, BLAST analizi, enzim katkis1



ABSTRACT

ISOLATION OF FEED ADDITIVE XYLANASE PRODUCING BACTERIA AND
PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE ENZYME

Zibeyde BASARAN
M.Sc., Department of Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Bahri Devrim OZCAN

May 2017, 46 Pages

In the study, the xylanolytic bacterium Bacillus sp. XbO was isolated from the soil samples collected
from campus area of Osmaniye Korkut Ata University. XbO xylanase showed its optimum activity at
60 °C and 6.0-7.0 pH values. Xylanase enzyme were showed 92 and 62% residual activity after pre-
incubation at 60 and 90 °C for 30 min, respectively. The relative residual activity between 40-80 °C
was occured as 92%. On the other hand, the enzyme was showed 96 and 92.4% residual activities
after pre-incubation between 7.0-10.0 and 7.0-11.0 pH values for 30 min, respectively. Maximum
xylanase production of isolate was observed after 24 hours later from inoculation. The moecular
weight of the enzyme was determined as ~81 kDa by SDS-PAGE and zymogram analysis. The
enzyme activity was stimulated by MnCl,, CoCl,, ZnCl;, MgCl,, CaCl,, EDTA and FeCls,whereas
inhibited by HgCl, and CuCl,. The specific activities of crude and purified enzymes were 27.6 and
113.8 U/mg proteins, respectively. According to BLAST analysis, Bacillus sp. XbO rDNA sequence
was similar to Bacillus pumilus and Bacillus safensis rDNA sequences at the rate of 98%.

Key words: Bacillus, xylanase, isolation, characterization, BLAST analysis, enzyme supplement
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1. GIRIS

Enzimler, kimyasal reaksiyonu katalizleyen 6zel proteinlerdir. Enzimler sadece canli
hicrelerde Uretilmekle  birlikte dogal ortamlarinin  disinda da  faaliyet
goOsterebilmektedirler (Temiz vd., 1999). Endiistriyel anlamda iiretimi ve kullanimi
giderek artan enzimler, ginimizde hayvansal ve bitkisel kaynaklardan ve genel
olarak mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalarin daha hizl
cogalmalari, gelisme kosullarimin kontrol edilebilmesi ve her zaman iiretimlerinin
kolayca yapilabilmesi ticari enzimlerin iiretiminde tercih edilme nedenlerindendir
(Temiz vd., 1999).

1.1. Mikrobiyal Enzimler

Genellikle mikroorganizmalardan elde edilen enzimler endustrinin hemen her
alaninda kullanilmaktadir. Mikroorganizma kaynakli enzimler bitki ve hayvanlardan
elde edilen enzimlere gore fazla miktarda elde edilebilmeleri, katalitik aktivitelerinin
yiiksek olmalari, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1
tercih edilme nedenlerinin basinda yer almaktadir (Wiseman, 1987). Endustriyel
enzimlerin Uretiminde mikroorganizma kullanimi artmistir. GUnumizde endUstriyel
alanda kullanilan ¢ogu enzim mikroorganizma kaynakli oldugu igin, endustride
kullanilan mikroorganizmalar sadece enzim lretme kabiliyetlerine gore degil, toksik

ve patojen olmamalarina gére de segilmislerdir (Demain ve Solomon, 1981).

Giliniimiize kadar 2000’in {izerinde enzim tanimlanmig olup bunlarin da yaklasik 100

tanesi ticari kullanim i¢in uygun bulunmustur (Zeman ve McCrea, 1985).

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tiim diinya genelinde yillik kullanim
oranlaria bakildiginda %25 alkalin proteaz, %21 diger proteazlar, %18 amilaz, %10
rennin, %3 tripsin, %3 lipaz, %10 kadar analitik ve farmasoétik enzimler ve %10 ise
karbonhidrat parcalayan diger enzimlerdir (Rao vd., 1998). Mikrobiyal kokenli
enzimlerin genel olarak %29’u gida, %15’ hayvan yemi, %56°s1 ise genel teknik
alanlarda kullanilmaktadir (Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004). Ticari neme sahip



baz1 enzimler elde edildikleri kaynaklara gore asagidaki ¢izelgede siniflandirilmistir

(Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Elde edildikleri kaynaklara gore mikrobiyal enzimler (Topal, 1985)

Organizma

Enzim

Aspergillus oryzae

Amilaz, Proteaz

Aspergillus niger

Amiloglukosidaz, Katalaz, Amilaz,
Selulaz, Pektinaz

Kaf Rhizopus spp. Amilaz, Amiloglukosidaz, Lipaz
Penicillum spp. Pektinaz, Lipaz
Mucor spp. Proteaz, Lipaz
Trichoderma viride Selilaz
Bacillus subtilis Proteaz, Seliilaz, Amilaz
Bacillus mesentericus Proteaz
Bakteri Micrococcus lysodeikticus Katalaz
Streptococcus hemolyticus Streptokinaz, Streptodomaz
Maya Saccharomyces cerevisiae Invertaz
Saccharomyces fragilis Laktaz

1.2. Bacillus Cinsi

Bacillus cinsi bakteriler comak sekilli, diiz veya hemen hemen diize yakin, birgok

olumsuz ortam kosullarina karsi direngli, endospor olusturabilen, gram pozitif,

peritrik kamgili, acrobik veya fakiiltatif anaerob bakterilerdir (Ayhan, 2000).

Bacillus’lar genel olarak giivenli olmalari, sentezledikleri proteinleri hiicre digina

salgilamalar1 ve diger bir¢ok nedenden dolay1 endiistriyel alanda a-amilaz, proteaz,

glukanaz, glukoz izomeraz ve endonikleaz gibi enzimlerin Gretiminde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Uhlig, 1998).




1.3. Ksilan ve Yapisi

Bitki hiicre duvarinin yapisinda kovalent ve/veya kovalent olmayan baglarla
birbirlerini etkilemekte olan seluloz, lignin ve hemiseliiloz bulunur (Koksal, 1998,
Collins vd., 2005).

Baz1 6zellikleri ile seliilozdan ayrilan hemiseliilozlar, odunun diger elemanlarindan
ayristirildiktan sonra kaynayan suda ve seyreltik alkali c¢ozeltide ¢ozunebilirler.
Hemiseliilozlarin kimyasal yapist hakkinda bugiin ¢ok az sey bilinmesine ragmen
hemiseltlozlarin seliilozdan daha heterojen oldugu hakkinda verilere ulasilmistir.
(Yoon vd., 2005).

Hemiseliiloz yapisinda ksilan, mannan, galaktan ve arabinan bulunduran bir
heteropolimerdir. Hemiseliilozlarin bir¢ogunda temel monomer olarak D-mannoz, D-

galaktoz, D-ksiloz ve L-arabinoz bulunmaktadir (Bestawde, 1992).

Ksilan ise yiiksek bitkilerin hiicre duvarinda bulunan hemiseliilozik yapinin temel
bilesenlerinden biri olup, kullanilma olasiligi baz alindiginda dogada en fazla
bulunan ikinci kaynaktir (Christov vd., 1996; Gessesse ve Gashe 1997). p-1,4-
baglariyla baglanmis D-xylopyranose yapilarindan olusan bir diiz zincir ve

arabinozil, glukonozil ve asetil tasiyan yan baglardan olusmustur (Heck vd., 2002).

Ksilanlar eser miktarda L-arabinozdan ve monomer yap1 olarak baslica D-ksilozdan
olusan heteropolimerlerdir (Bastawde, 1992). Seliiloz ile non-kovalent etkilesimde
ve lignin ile kovalent bagl ksilan tabakasi, seliiloz biitiinliigiiniin korunmasinda ve

liflerinin seliilaz asindirmasina kars1 korunmasinda 6nemli olabilir (Beg vd., 2001).

Kullanilmayan seliillozik materyalin igerdigi hemiseliiloz yaklasik %40 oraninda
pentoz sekerinden olugmustur. Hemiseliiloz odunsu bitkilerde hiicre ¢eper bileseni
olarak, tohumlarda ise depo polimeri olarak bulunmaktadir (Magge ve Kosaric,
1995).



Gliniimiizde antibiyotikler, alkoller, hayvan yemleri, kimyasal iiriinler ve biyoyakit
tretiminde  kullanilmakta olan hemiseliloz monomerleri g¢esitli  bitkisel

materyallerden elde edilmektedir (Heck vd., 2002).

Ksilan ana iskeletinde [-1,4-glikozidik baglarla baglanmis ksiloz barindiran
kompleks bir polisakkarittir (Sekil 1.1). Ksilan B-ksilopiranoz rezidilerinden

olusmus bir temel zincirdir (Whistler ve Richards, 1970).

H H H

H O H 0. H o
oH HAy O  NoH Hgy O\ \oH HAy ©
H OH H OH H OH

Sekil 1.1. Ksilanin diyagramatik yapisi [1]

Ksilan, karasal bitkilerdeki toplam kuru agirligin %30-35"ni olusturur. Ayrica ksilan
hiicre duvarinda en ¢ok bulunan hemiselllozik polisakkaritlerdendir (Joseleau vd.,
1992).

Ksilan, gimnospermlerin yumusak odunlarinda daha az miktarda bulunur. Bunun
yani sira angiospermlerin sert odunlarinda temel hemiseliillozdur ve toplam kuru
agirhgin sirasiyla yaklasik %7-12’sini ve %15-30’unu olusturur (Whistler ve
Richards, 1970; Wong vd., 1988).

Seliillozdan sonra en bol bulunan hemiseliiloz bilesikleri ksilanlardir (Collins vd.,
2005). Ksilanlar daha ¢ok hiicre duvarinda ve bitki hiicrelerinin orta lamellerinde

bulunur.

Bircok ksilan ana iskeleti olusturan zincir ile buna baglanmis farkli yapilar iceren
yan zincirlerden meydana gelmistir. Ksilan yapisinda ortak olan bilesenler
glukurozil, asetil ve arabinozil birimleridir. Sadece ksilozil birimlerinden meydana
gelmis homoksilozlar dogada hasirotu, tiitiin sap1 ve tohum kabugunda bulunmustur

(Beg vd., 2001).



Ksilitol ve furfural ksilanin hidroliz triinleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Furfural baslica tarimsal atiklardan elde edilirken, ksilitol odun atiklarindan elde
edilmektedir. Gida endiistrisinde yogunlastirici ve dondurulmus gidalarda katki
maddesi olarak ksilanin diger hidroliz triinlerinden ksiloz ve oligosakkaritler

kullanim alan1 bulmustur (Wong ve Saddler, 1992).

Ksilanolitik enzim sistemi, ksilan1 hidroliz eden enzimlerin tamamina verilen bir
isimdir. B-1,4-Endoksilanaz, B-ksilozidaz, a-L-araninofuranozidaz, a-glukuronidaz,
asetilksilanesteraz ve fenolik asit (ferulik ve p-kumarik asit) esteraz ksilanolitik
enzim sisteminde yer almaktadir. Endo-1,4,-p-ksilanaz (1,4-p-D-
xylanxylanohydrolase, EC. 3.2.1.8) endoksilanaz enzimi, ksilan omurgasin: rastgele

hidrolize ederek polimer yapisinin bozulmasini saglar (Sekil 1.2).

Gilintimiizde giderek biiyiik bir 6nem kazanan ksilanazlarin, bitki hiicre duvarinda
bulunan hemiseliiloz yapisim1 pargaladigi; ot yiyen hayvanlarin ve bazi bitki
patojenlerinin bitkileri par¢alamak igin ksilanaz irettikleri saptanmistir. Pek c¢ok
bakteri ve kiif mantarinin, ortamda son {iriin olarak serbest ksiloz olusturan hiicre dig1
ksilanazlar Ureterek hemiseluloz-ksilan igeren ortamlarda heterotrofik olarak

gelistikleri anlagilmistir (Kulkarni vd.,1999).

1.4. Ksilanazlar

Ksilan1 pargalayabilmek i¢in pek ¢ok mantar ve bakteri susu ksilanaz enzimi
tiretmektedirler (Gessesse ve Gashe, 1997). Son yillarda arastiricilar ksilan ve
ksilanaz enzimlerinin endiistriyel uygulamalarina daha fazla ilgi gdstermektedirler.
Kagit hamuru hazirlama ve kagit endistrileri ile gida ve hayvan yemi iiretimi
enzimin kullanim alanlarinin en fazla oldugu alanlara 6rnek olarak verilebilir

(Kulkarni vd., 1999; Goziikara, 2009).

Yirminci yiizyilin son ¢eyreginde enzimlerin endiistriyel uygulama potansiyellerinin
artmasiyla birlikte mikroorganizmalarin metabolik iiriinleri ve mikroorganizmalarin

kullanimi1 hizli bir artis gostermistir. Ksilanaz enzimlerinin ticari alandaki kullanimi



ise ozellikle son 20 yilda kagit hamuru ve kagit endiistrisinde yayginlasmistir (Beg
vd., 2001).

Mikroorganizma ve bunlara ait enzimlerin ksilan1 parcalama mekanizmalar
tamamen anlagilmis olmamasina ragmen mikrobiyal ksilanolitik sistemlerle ilgili

bilgiler giderek artmig ve bu yondeki ¢alismalar hiz kazanmistir.

Yapilan ¢alismalar daha ¢ok enzim iiretiminin indiiklenebilirligi, enzimin degisik
kosullardaki tiretimi, enzim karakterizasyonu, saflastirma, enzim ekspresyonun
arttirllmasi ve klonlama calismalari ile ¢esitli endiistrilerde kullanimi gibi konularda

yogunlagmustir (Beg vd., 2001).

Ksilan
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\HOHH OHH O NoH HAy O fNoH HAy ©
H H OH OH
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H
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H
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Sekil 1.2. Ksilanaz enziminin ksilan yapilari tizerine etkisi (Enzymeindia, Xylanase,
2007)

Ksilanaz enzimlerinin bakteriler (Gilbert ve Hazlewod, 1993), mantarlar (Sunna ve
Antranikian, 1997), aktinomisetler (Ball ve McCarthy, 198) ve maya gibi (Hrmova

vd., 1984) mikroorganizmalarca iiretildikleri rapor edilmistir.

Ksilanaz dreten mikroorganizmalar bazi Gzelliklerine gore Cizelge 1.2°de

gruplandirilmistir (Koksal 1998).



Cizelge 1.2. Ksilanaz iireten mikroorganizma gruplari

Mikroorganizma Grubu Ornek mikroorganizma

Bakteriler Bacillus sp. Cellulumonas fimi, Micrococcus sp. AR-135,
Staphylococcus sp. SG-1, Thermotoga maritima MSB8

Kiif mantarlar Aspergillus niger ve Aspergilius nidulans gibi Aspergilli,
Aureobasidium pullulans

Funguslar Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Thermomyces

Aktinomisetler Streptomyces sp. Thermomonospora curvata

Ksilanazlarin ticari tretiminde en fazla kullanilan suslar1 Bacillus subtilis,
Trichoderma reesei, Thermomyces lanuginosus, Aureobasidium pullulans ve

Streptomyces lividans’dir (Beg vd., 2001).

1.5. Ksilanazlarin Baz1 Uygulama Alanlan

Mikroorganizmalardan elde edilen ksilanolitik enzimlerin buyik bir ilgi odag:
olmasinin sebebi biyoteknolojik potansiyellerinden dolay1 birgok endustriyel islemde
tercih edilmesidir. Bilhassa gida ve hayvan yemi endistrisi basta olmak tzere kagit
ve kagit hamuru gibi alanlarda temel endistriyel enzim olma yolunda ilerleme

kaydetmistir.

Ksilanazlarin kullanimi sadece hayvan yemlerinin sindiriminin iyilestirilmesi ile
sinirli olmayip, ayn1 zamanda ligno-seltilozik materyallerin donlstimd, kagit ve kagit
hamuru endustrisi, tarimsal atiklarin fermentatif Grlinlere pargalanmasi, biranin
kivaminin gelisimi, meyve sularinin berraklastiriimas: alanlarinda da énemli bir yere
sahiptir. Diger taraftan ksilanaz enzimleri kahvenin ekstraksiyonunda, bitki yaglar
ve nisasta iiretiminde (Wong ve Saddler, 1992), hamur kivami ve hamur iriinlerin
kalitesini arttirmak i¢in (Maat vd, 1992), pektinaz ve selulaz ile birlikte meyve

sularinin berraklastirilmasinda (Biely, 1985) kullanildig: belirtilmistir.



1.6. Tezin Amaci

Bu calismada, endustriyel uygulamalarda kullanilabilecek ksilanaz enzim (reticisi
Bacillus sp. bakterisinin izolasyonu, tanimlanmasi, enzimin izolasyonu ve kismi

karekterizasyonu amaglanmstur.

1.7. Tezin Kapsam

Tezin kapsami1 asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Osmaniye Korkut Ata Universitesi kampiis alanindan toprak numunelerinin
alinmasi,

2. Alman toprak numunelerinin pastorize edildikten sonra, i¢erdigi aerobik bakteri
sporlarinin ¢imlendirilmesi,

3. Ksilanaz aktivitesine sahip izolatlarin belirlenmesi,

4. 1leri analiz igin secilen izolata ait ksilanaz enziminin DNS yontemi ile bazi
enzimatik ozelliklerinin (optimum pH, optimum sicaklik, sicaklik direnci, pH
direnci, zamana gore enzim aktivitesi, bazi kimyasal maddelerin enzim aktivitesi
Uzerine etkisi) belirlenmesi,

5. SDS-PAGE ve zimogram analizleri ile ksilanaz enziminin molekiiler agirligmin
belirlenmesi,

6. Ksilanolitik izolatin rDNA sekansinin belirlenmesi ve BLAST analizi ile

filogenetik agacin olusturulmasi.



2. ONCEKI CALISMALAR

Lowe vd. (1987a), ksilanaz Uretiminin en cok ksilan bulunan besi ortaminda artis
gosterdigini, buna karsilik seliiloz, sellobiyoz, bugday samani, glukoz ve ksiloz
bulunan ortamda gelismis anaerobik funguslar tarafindan da iretildigini

bildirmislerdir.

Lowe vd. (1987b) ksilanin pargalanarak; ksiloz, ksilobioz ve ksilo-oligosakkaritlerin
olugsmasi siiresine dek ksilanaz ve ksilobiaz enzimlerinin her ikisinin de gorev

aldigin bildirmislerdir.

Mountfort ve Asher (1989), calistiklar1 ksilanaz enziminin esasen ekstraseliler ya da
kismen hiicre baglantili olarak salgilandigini, enzimin optimum aktivite gosterdigi

sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 50 °C ve 5.5-6.0 oldugunu bildirmislerdir.

Garcia-Campayo ve Wood (1993), bir fungus olan Neocallimastix frontalis’ten B-D-
ksilosidazi saflagtirmiglardir. Arastiricilar izole ettikleri enzimin optimum pH’nin
6.4, optimum sicakligini1 37 °C oldugunu, enzim ksilobioz ve ksilo-oligosakkaritler
Uzerinde tipik bir ekzo-aktiviteye sahip oldugunu, D-ksiloz varliginda aktivitesinin
ciddi miktarda azaldigin1 bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica enzimin 83 ve 53 kDa
olan 2 polipeptit alt Gniteden meydana geldigini, aktivitesinin Cu®*, Ag®*, Zn%**,
EDTA ve SDS tarafindan yavaslatildigii buna karsiik Ca?*, Mg?" varhginda

aktivitenin uyarildigini da bildirmislerdir.

Blanco vd. (1995), alkali-tolerant Bacillus sp. BP23’den firettikleri ksilanaz
enziminin optimum aktivitesini 50 °C ile 5.5 pH degerinde gosterdigini, molekdiler

agirh@inin ise 32 kDa oldugunu bildirmislerdir.

Yang vd. (1995), kagit hamurundan izole ettikleri alkalifilik Bacillus sp. tarafindan
uretilen alkali ksilanazin optimum aktivite i¢in pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla
8.5 ve 55 °C oldugunu bildirmislerdir.



Archana ve Satyanarayana (1997), kati faz fermentasyon teknigi ile termofilik B.
licheniformis A99 bakterisinden ksilanaz enziminin tretimini gerceklestirmislerdir.
Arastiricilar enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri sicaklik degerlerinin 45 ve 50

°C, pH degerinin ise 6.0-7.0 oldugunu bildirmislerdir.

Lopez vd. (1998), alkali tolerant Bacillus’tan saflastirdiklar1 ksilanaz enziminin 45
°C’de 5 saatlik inkiibasyon sonunda orijinal aktivitesini %72 oraninda korudugunu,
hidroliz sonucunda son uriin olarak ksiloz yerine ana Uriin olarak ksilotrioz ve

ksilotetroz iretildigini bildirmislerdir.

Duarte vd. (1999), 500 adet mikroorganizma izole ettiklerini, bunlardan 22 tanesinin
ksilanaz enzimi tirettigini bildirmislerdir. Arastiricilar ksilanolitik bakteriler icinden
alkali olan ksilanazlar belirlemisler, ayrica enzimlerin iizerine NaCl’iin etkisini de

arastirmiglardr.

Dhillon vd. (2000), Bacillus circulans AB16 susundan selllaz aktivitesi zayif olan
termo-tolerant  ve  alkali-tolerant  ksilanaz ~ enzimlerinin  Gretimini  ve
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Arastiricilar molekuler agirliklart farkl
olan enzimleri, ksilanaz A ve ksilanaz B olarak adlandirmiglardir. Arastiricilar
ksilanaz A ve ksilanaz B’nin molekiler agirliklarini sirasiyla 30 ve 22 kDa, optimum
sicaklik degerlerini 75-80 °C ve 65-70 °C, son olarak optimum pH degerlerini her
ikisi igin de 6.0 olarak bildirmislerdir.

Sa-Pereira vd. (2002a), termostabil ksilanaz enzimi Ureten B. subtilis bakterisini
sicak su kaynaklarindan izole etmislerdir. Arastiricilar enzim iiretimini pH 6.0°da 50
°C’de 18 saat ve 55 °C’de 11 saatlik fermentasyon islemleri uygulayarak

karsilastirmislardir.

Tseng vd. (2002), Alkalifilik Bacillus firmus susundan seltlaz aktivitesi olmayan iki
farkli ksilanazi izole etmislerdir. Molekiiler agirliklar: 45 ve 23 kDa olan enzimlerin
optimum aktivitelerini pH 5.0-11.0°’da ve 37 °C’de gosterdiklerini bildirmislerdir.
Ayrica arastiricilar enzim aktivitesi sonucu olusan son drtinlerin ksiloheksoz, ksiloz

ve ksilotrioz oldugunu da belirtmislerdir.
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Saha (2002), Fusarium proliferatum susundan ksilanaz enzimini saflastirip
oOzelliklerini belirlemistir. Arastirict enzimin molekiler agirligin 22.4 kDa, optimum

sicakligini 55 °C, optimum pH’sin1 ise 5.0-5.5 olarak bildirmistir.

Wejse vd. (2003), halofilik bir bakteri tarafindan iiretilen iki ekstrem halotolerant
ksilanaz enziminin karakterizasyonunu yapmislardir. Arastiricilar molekiler agirlig:
43 ve 62 kDa olan iki alt birimden meydana gelmis ksilanaz-1’in optimum
aktivitesini pH 6.0 ve 60 °C’de, ksilanaz-2’nin ise 65 °C ve 4 M NaCl’de gosterdigini
bildirmiglerdir. Son olarak arastiricilar enzimlerin yarilanma omdarlerini 60 °C’de

sirasiyla 97 ve 192 dakikada olarak belirtmiglerdir.

Cardoso ve Filho (2003), Acrophialophora nainiana’dan ksilanaz izolasyonu ve
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Arastiricilar B-ksilanaz enziminin 55 °C’de
ve pH 6.5 de optimum aktivite gosterdigini, molekiler agirliginin ise 54 kDa

oldugunu bildirmislerdir.

Ryan vd. (2003), Penicillium capsulatum’dan diisik molekil agirligina sahip
endoksilanaz enzimini retmislerdir. Enzimin aktivite gosterdigi pH ve sicaklik

optimumu 3.8 ve 48 °C, yarilanma 6mr( ise 50 °C’de 25 saat olarak bildirilmistir.

Waing ve Ingvorsen (2003), ekstrem halofilik arkeon Halorhabdus utahensis’den p-
ksilosidaz ve B-ksilanaz Uretimini gergeklestirmislerdir. Her iki enzimin de %0-30
NaCl konsantrasyonu araliginda aktivite gosterdigini ve kismen de olsa termofilik bir
karaktere sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar f-ksilanaz enziminin 55 °C ve
70 °C olarak iki optimum aktivite sicakligina sahip oldugunu, p-ksilosidazin ise 65

°C optimum aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Lama vd. (2004), termofilik Bacillus thermantarcticus’dan termostabil ksilanaz ve 3-
ksilosidaz enzimlerini izole etmislerdir. Arastiricilar ksilanaz i¢in optimum pH ve
sicaklik degerlerinin sirasiyla 5.6 ve 80 °C, B-ksilozidaz igin ise optimum pH ve

sicaklik degerlerinin sirastyla 6.0 ve 70 °C oldugunu bildirmislerdir.
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Kumar vd. (2004), alkalifilik Bacillus sp. NCL’den iirettikleri alkali ksilanaz1 ticari
ksilanazlar ile karsilagtirmiglardir. Arastiricilar degerlendirdikleri 4 ksilanaz arasinda
alkalifilik Bacillus sp.’den izole edilen enzimin, ticari deterjanlar icin en uygun

enzim olabilecegini bildirmislerdir.

Gallordo vd.(2004), Bacillus sp. BP7°den ksilanaz1 kodlayan genin izolasyonunu
yaparak E.coli’de klonlamiglardir. Arastiricilar genin ekspresyonu sonucunda elde
edilen enzimin molekdler agirliginin 24 kDa oldugunu ve maksimum aktivitesini pH

6.0 ve 60 °C’de gostedigini bidirmislerdir.

Avcioglu vd. (2005), topraktan izole ettikleri Bacillus sp. suslarinca tretilen ksilanaz
enzimlerinin karakterizasyonunu yapmislardir. Tarimsal atik Grtnler (zerinde
Bacillus sp. izolatlarin: Ureterek ksilanaz sentezini gerceklestirmiglerdir. Arastricilar
molekdiler agirliklari 22, 23 ve 40 kDa olan t¢ endoksilanazin optimum aktivitesini

70 °C ve pH 6.5’de gosterdigini bildirmislerdir.

12



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri ve Besiyerleri

Calismada kullanilan Bacillus sp. XbO bakterisi bu ¢alisma kapsaminda Osmaniye
Korkut Ata Universitesi kampls smirlar1 icerisinden alinan toprak numunesinden
izole edilmistir. Izolatin iiretimi, LB Broth (%10 wi/v tripton, %5 w/v maya 0ziiti,
%10 w/v NaCl, pH 7.5) ve LB-Agar (LB Brotha pH ayarlandiktan sonra %]1.5 w/v
agar ilave edilmistir, Sekil 3.1) besiyerleri kullanilarak 37 °C’de gerceklestirilmistir.
Ksilanaz aktivitesinin belirlenmesinde LB-Agar besiyerine son konsantrasyonu

%0.1 w/v olacak sekilde ksilan ilave edilmistir.

Sekil 3.1. LB-Agar besiyerlerinin petri kaplarinda hazirlanmasi
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3.1.2. Aletler

Calisma Osmaniye Korkut Ata Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir (Sekil 3.2). Calismada kullanilan aletlerden
santriftj (Hettich), inkibatorler (Nive ve Memmert), su banyosu (Memmert),
otoklav (Hirayama), spektrofotometre (Pharmacia), vorteks ve manyetik karistirici
(Ika), steril kabin (Nuaire), hassas terazi (Denver), pH metre (Hanna), otomatik
pipetler (Brand ve Axygen), ¢alkalayici (Ika), protein jel elektroforez takimi ve giic
kaynagi (Atto), no-frost buzdolabr (Argelik) ¢aligmanin yiiriitiildiigii Osmaniye
Korkut Ata Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B6limii Molekiler Biyoloji

ve Genetik Laboratuari’nda mevcut bulunmaktadir.

Sekil 3.2. Calismanin vyiiriitiildiigii OKU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari
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3.2. Metot

3.2.1. Bacillus sp. XbO Bakterisinin izolasyonu

Osmaniye Korkut Ata Universitesi kampiisii sinirlar igerisindeki farkli alanlardan
toprak ornekleri alinmistir. Herbir 6rnekten 1’er g tartilarak alinmig ve 5’er ml steril
distile su ilave edilerek karistirtlmistir. Numuneler 85 °C’de 10 dakika inkibe
edilerek (Sekil 3.3) vejetatif bakterilerin 6lmesi saglanmistir (Lennete vd., 1985).
Sicaklik uygulamasindan sonra numunelerden 500°er pl alinarak 25 ml hacimli LB
besiyerlerine ilave edilmis, sonrasinda ise sporlarin ¢cimlenmesi amaciyla 37 °C’de 12

saat siireyle orta ¢alkalama hizinda inkiibasyona birakilmiglardir.

Ertesi giin, iiremis olan bakteri kiiltiirlerinden seri sulandirmalar yapilmis ve 103-10°
arasindaki orneklerden 100°er ul alinarak LB agar besiyerlerine steril cam cubukla
yayma yontemiyle ekimleri yapilmistir. Plaklar ters ¢evrilerek 37 °C’ye ayarlanmig
inklibatorde ertesi glne kadar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra,
plaklardan farkli morfolojik gériiniime sahip 37 adet koloni secilmis ve
numaralandirilmistir. Bu koloniler, ksilanaz aktiviteleri belirlenmek (zere steril
kirdanlarla LB-Ksilan-Agar besiyerine tasinmis ve koloni olusturmak iizere tekrar

ertesi gline kadar inkiibasyona birakilmiglardir.

Sekil 3.3. Toprak numunelerinin 85 °C’ye ayarlanmis su banyosunda pastdrizasyonu
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3.2.2. Ksilanaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Koloni gelisimleri tamamlanmis olan LB-Ksilan-Agar plaklarinin iizerine Kongo
kirmizis1 (%0.1 w/v) boyasi dokiilmiis ve oda sicakliginda 15 dk siireyle
beklenmistir. Siire sonunda plaktan boya uzaklastirilmig, bu sefer iizerine NaCl (1 M)
dokilerek 15 dk daha beklenmistir (Sekil 3.4). Siire sonunda, kirmiziya boyanmis
zeminde etrafinda sarimtirak zon bulunan bakteriler kasilanaz pozitif bakteriler
olarak belirlenmistir. Ksilanaz pozitif bakterilerden zon c¢aplar1 dikkate alinarak 24
numarali koloni (Bacillus sp. XbO) ileri ¢alismalar i¢in belirlenmis ve bu bakterinin
master ve gliserol (%15 v/v) stoklart hazirlanmistir. Master stoklar +4 °C’de

muhafaza edilirken, gliserol stoklar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. LB-Ksilan-Agar besiyerinde gelisen izolatlarda Kongo kirmizis1 boyamasi

sonucu ksilanaz aktivite tayini
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3.2.3. Filogenetik Analizler

Izolata ait 16S rDNA sekans analizi hizmet alim1 yoluyla RefGen Biyoteknoloji Ltd.
Sti’ne (Golbasi-Ankara) yaptirilmistir. BLAST analizi “ncbi.nlm.nih.gov’ veritabani
kullanilarak yapilmastir.

3.2.4. Ksilanaza Ait Bazi1 Enzimatik Ozelliklerin Belirlenmesi

Bacillus sp. XbO bakterisi 100 mL hacimli LB sivi besiyerinde 24 saat siireyle
uretildikten sonra 4950 devir/dk hizinda 10 dakika streyle santrifiij edilmistir. Elde
edilen hucresiz fakat ekstraseliler enzimleri iceren stipernatant kisim temiz bir kaba
konduktan sonra buz iizerine alinmis ve kullanim boyunca bu sekilde muhafaza

edilmistir.

3.2.4.1. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum pH degerinin belirlenmesinde 6ncelikle 100 mM Na-acetat (pH
5.0-6.0),100 mM Na-fosfat (pH 6.0-7.0) ve 100 mM tris (pH 7.0-12.0) tamponlar1
hazirlanmistir. Sonrasinda ise herbir pH degeri i¢in ayr1 olacak sekilde asagida

verilen deney diizenekleri kurulmustur:

Kontrol : 1 ml tampon (1tlp)

Enzim kontrol : 0.5 ml bakteri stipernatant: + 0.5 ml tampon (4 tip)

Substrat kontrol : 1.0 ml tampon + 0.01 gr ksilan (4 tip)

Enzim + Substrat : 0.5 ml bakteri stipernatant: + 0.5 ml tampon + 0.01 gr ksilan
(5 tup)

Son olarak, hazirlanan deney tlpleri 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dakika
stireyle inkiibe edilmisler (Sekil 3.5), sure sonunda herbir tipe 1.5 ml DNS
solisyonu (10 g dinitro salisilik asit, 2 g fenol, 0.5 g NaSOs, 200 g sodyum-
potasyum tartarat, 500 ml %2’lik NAOH c¢6zeltisi i¢inde ¢oziilerek saf su ile 1000

ml’ye tamamlanir) eklendikten sonra 5 dk siireyle kaynar suda bekletilmistir. Tupler
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soguduktan sonra spektrofotometre ile 540nm daga boyunda kdore karsi (kontrol

grubu) absorbans degerleri kaydedilmistir.

En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak yiizde (%) olarak

relatif enzim aktiviteleri belirlenmistir.

Sekil 3.5. Enzim analizleri i¢in hazirlanmis karisimlari igeren deney tiiplerinin su

banyosunda inkiibasyonu

3.2.4.2. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin belirlenmesi amaci ile 30-
100 °C sicaklik degerleri arasinda ki her 10 °C’de ayr1 ayr1 olacak sekilde,

numaralandirilmis deney tiiplerinde asagida verilen reaksiyonlar kurulmustur:

Kontrol : 1 ml Na-fosfat tampon (50 mM, pH 6.5) (1 tlip)

Enzim kontrol : 0.5 ml bakteri stpernatant1 + 0.5 ml Na-fosfat tampon (50
mM pH 6.5) (4 tip)

Substrat kontrol : 1 ml Na-fosfat tampon (50 mM, pH 6.5) + 0.01 gr ksilan (4
tip)

Enzim + Substrat : 0.5 ml stpernatant + 0.5 ml Na-fosfat tampon (50 mM, pH
6.5) + 0.01 gr ksilan (5 tlp)
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Her bir sicaklik degeri icin ayr1 hazirlanan deney tiipleri kendi sicaklik degerlerine
ayarlanmig su banyosunda 30 dakika inkilibe edildikten sonra 1.5 ml DNS eklenmis
ve 5 dk siireyle kaynar suda bekletilmistir. Tiipler soguduktan sonra spektrofotometre
ile 540nm daga boyunda kore karsi (kontrol grubu) absorbans degerleri
kaydedilmistir. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik degeri baz

aliarak ytlizde (%) olarak relatif enzim aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.4.3. Enzimin Termal (Sicakhik) Stabilitesinin Belirlenmesi

Enzime ait termal (sicaklik) stabilite degerlerinin belirlenmesi igin dncelikle bakteri
slipernatant1 yeterli hacimlere sahip 8 ayri1 parcaya boliinmiis, sonra herbir parga
kendisi i¢in belirlenmis olan 30-100 °C araligindaki sicaklik degerlerinde 30 dakika
sireyle 6n inkiibasyona birakilmiglardir. On inkiibasyon uygulamasindan sonra

herbir 6rnek icin asagida verilen deney diizenegi hazirlanmistir.

Kontrol : 1 ml Na-fosfat tampon (50 mM, pH 6.5) (1 tip)

Enzim kontrol : 0.5 ml bakteri siipernatant1 + 0.5 ml Na-fosfat tampon (50
mM pH 6.5) (4 tip)

Substrat kontrol : 1 ml Na-fosfat tampon (50 mM, pH 6.5) + 0.01 gr ksilan (4
tip)

Enzim + Substrat : 0.5 ml stpernatant + 0.5 ml Na-fosfat tampon (50 mM, pH
6.5) + 0.01 gr ksilan (5 tlp)

Hazirlanan reaksiyonlar optimum sicaklik degerine ayarlanmis su banyosunda 30
dakika sureyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 1.5 ml DNS ¢ozeltisi
eklenmis, 5 dakikalik kaynatmanin ardindan sogumaya birakilmistir. Son olarak
numunelerin 540nm dalga boyunda spektrofotometre ile dl¢cimleri yapilarak kalan
enzim aktiviteleri belirlenmistir. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi 6n
inkiibasyon sicaklik degeri baz alinarak yiizde (%) olarak relatif enzim aktiviteleri

belirlenmistir.
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3.2.4.4. Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Enzime ait pH stabilite degerlerinin belirlenmesinde bakteri siipernatanti yeterli
hacimlere sahip 7 ayr1 par¢aya boliinmiis, sonra her bir parca kendisi i¢in belirlenmis
olan pH degerinde tampon cozeltilerle birlikte 15 dk slreyle 6n inkibasyona
birakilmislardir. Tampon ¢ozelti olarak pH 7.0-8.0 i¢in 100 mM Na fosfat tamponu,
pH 9.0-13.0 i¢in 100 mM Tris tamponu kullanilmustir.

Hazirlanan reaksiyonlar optimum sicaklik degerine ayarlanmig su banyosunda 30
dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 1.5 ml DNS ¢ozeltisi
eklenmis, 5 dakikalik kaynatmanin ardindan sogumaya birakilmistir. Son olarak
numunelerin 540nm dalga boyunda spektrofotometre ile Glg¢iimleri yapilarak kalan
enzim aktiviteleri belirlenmistir. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi 6n
inkiibasyon pH degeri baz alinarak yiizde (%) olarak relatif enzim aktiviteleri

belirlenmistir.

3.2.4.5. Enzimin Zamana Goére Aktivite Duzeylerinin Belirlenmesi

Bacillus sp. XbO izolat1 50 ml hacimli LB siv1 besiyerinde 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Bakteri kilturinden her 12 saatte bir (12, 24, 36, 48, 60, 72) steril
kosullarda 4 ml cekilerek alinmis ve 4950 devir/dk’da 10 dakika santrifij edilerek
hiicresiz siipernatant elde edilmistir. Herbir siipernatant daha dnce belirtildigi sekilde
ksilan ile reaksiyona sokularak en yiiksek enzim aktivitesine sahip zaman aralig

relatif (%) olarak belirlenmistir.
3.2.4.6. Baz1 Kimyasal Maddelerin Enzim Aktiviteleri Uzerine EtKisi

24 saat sireyle LB sivi besiyerinde iiremis olan bakteri Kkiltlrl santrifijle
¢oktiiriilmiis ve hiicre dist sivi kisim elde edilmistir. Siipernatant kisim 10 pargaya
ayrilmig ve 1 tanesi hari¢ digerlerine son konsantrasyonlart 5’er mM olacak sekilde

CaCl,, MgCl,, ZnClz, CoClz, FeCl,, CuCl,, MnCl,, HgCl, ve EDTA ayr1 ayn ilave

edilmistir (her bir 6rnege sadece bir kimyasal eklenmistir). Diger 1 6rnege ise higbir
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kimyasal madde ilave edilmemistir (kontrol). Enzim ve kimyasal karisimlari
optimum sicaklik degerine ayarlanmis su banyosunda 30 dakika sureyle ©n
inkiibasyona birakilmislardir. On inkiibasyon sonras1 enzim ve kimyasal madde
karisimlar1 kullanilarak ksilan ile optimum sicaklik kosullarinda 30 dk sireyle
reaksiyona sokulmuslardir. Karigimlarin DNS ilavesi ve kaynatma isleminden sonra
spektrofotometrede 540,m dalga boyunda ol¢iimleri yapilmistir. Higbir Kimyasal
madde ilave edilmeyen 6rnek kontrol olarak kullanilmis ve kimyasal maddelerin

enzim Uzerine etkisi relatif (%) olarak belirlenmistir.

3.2.5. Enzimin Molekiiler Agirhginin Belirlenmesi

Enzimin molekiiler agirligit SDS-PAGE Laemmli (1970) ve zimogram analizi Saul
vd. (1990)’a gore yapilmistir. Zimogram analizi i¢in SDS-PAGE’ye 3 ml ksilan

soliisyonu (%2 w/v) ilave edilmistir.

3.2.5.1. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Bacillus sp. XbO izolat1 50 ml hacimli LB besiyerine ekilmis ve 37 °C’de 48 saat
siireyle orta c¢alkalama hizinda iiretilmistir. Siire sonunda bakteriler 4950 devir/dk
hizinda ¢oktiiriilerek siipernatant kisim elde edilmistir. Bakteri siipernatant1 1:1
oraninda TCA (%20 w/v) ile kanstirilmis ve oda sicaklifinda ertesi giine kadar
bekletilmistir. Ertesi glin 6rnekler 4950 devir/dk hizinda santrifiij edilerek denatiire
proteinler pelet haline getirilmistir. S1v1 kisim dokiildiikten sonra protein peleti 30 dk
stireyle kurutulmus ve sonrasinda 100 ul hacimde tris soliisyonu (1 M, pH 8.0) ile

¢oziilmiistiir. Ornekler kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5.2. Protein Orneklerinin Jele Yuklenmesi ve Yurutilmesi

Protein ylkleme tamponu ile 2:1 oraninda (2 birim protein 6rnegi, 1 birim tampon)
karistirtlmis olan protein ornekleri yiiklemeden once 3 dakika kaynatilarak tam bir
denatiirasyon saglanmistir. Polimerize olmus jeldeki (% 12’lik jel) tarak, olusan
ornek yiikleme gozleri yirtilmadan ¢ikarilmis ve elektroforez tankina yerlestirilmistir.

Tanka, 6rnek ylkleme kuyular1 da i¢inde kalacak sekilde elektrod soliisyonu (0.05 M
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Glisin, 0.05 M Tris-baz, %0.1 w/v SDS) konmustur. Ilk kuyuya protein markiri
olmak Uzere drnekler markirin yanindan baslayarak diger kuyulara 50’ser pul olacak
sekilde konulmustur. Tim &rneklerden jele her iki yandan baslayarak (palindrom)
biri SDS-PAGE’de karsilastirmak, digeri ise zimogram analizinde kullanilmak iizere
ikiser adet yiiklenmistir. Ornekte bulunan izleme boyasi ayirma jeline geginceye
kadar 60 V ve 25 mA, ayirma jeli siiresince ise 80 V ve 40 mA akim uygulanmistir.

Izleme boyasi jelin sonuna ulastig1 zaman elektroforez islemi sonlandirilmustr.

3.2.5.3. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Zimogram Analizleri

Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, cam plakalar arasindan dikkatli bir sekilde
cikarilmis ve herbir 6rnekten her iki parcada da kalacak sekilde bir bistiiri yardimiyla
ortadan ikiye boliinmiistiir. Birinci par¢a jel boyama solusyonunda (Coomassie
mavisi R 250 boyasi igeren metanol-asetik asit-su (4:1:5, hacmen)) 1 saat slreyle
boyanmig, daha sonra jel bu sefer boya igermeyen ayni soliisyona (destain
soliisyonu) alinarak ertesi giine kadar fazla boyanin uzaklagsmasi saglanmigtir. Bu

siire i¢erisinde yikama soliisyonu birkag¢ kez degistirilmistir.

Diger jel pargasi, denatiire edilmis olan proteinleri renatiire etmek i¢in, renatlirasyon
uygulamasi yapilmistir. Bunun icin jel dnce Soliisyon A (%20 izopranol +%80 Na-
fosfat bafir (50 mM, pH 7.5) igeren bir kaba alinmis ve bu soliisyonda 1 saat
bekletilmistir. Daha sonra kabtan Soliisyon A uzaklastirilmis ve yerine Soliisyon B.
(Na-fosfat (50 mM, pH 7.5) + 5mM [ markaptoetanol + 1mM EDTA) ilave
edilmistir. Jel bu soliisyonda ertesi gune kadar +4 °C’de bekletilmistir. Ertesi gin
Soliisyon B kabtan uzaklastirilarak yerine Soliisyon C (Na-fosfat bafir (50 mM, pH
7.5) eklenmis ve jel bu soliisyonda +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Renatlrasyon
isleminden sonra jel soliisyondan alinarak stre¢ film ile birkag¢ kat sarilmis ve 37
°C’de 6 saat slUreyle inkubasyona birakilmistir. Stre sonunda jel stre¢ filmden
dikkatli bir sekilde ayrilmis ve Kongo kirmizili solusyona (%0.2 w/v Congo
kirmizist + %0.02 w/v NaOH) alinarak 1 saat siireyle boyanmistir. Son olarak jel 1
M NaCl cozeltisine aktarilmis ve 1 saat siire ile fazla boyanin jelden uzaklagmasi
saglanmistir. Sar1 zonlar, ksilanaz enziminden sorumlu protein bantlarinin bulundugu

bolgeler olarak belirlenmistir.
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3.2.6. Enzimin Spesifik Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzime ait spesifik aktivite degerleri asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir

(Lowry 1951). Standart olarak stok bovin serum albiimin (BSA, 10 mg/ml) degisik

konsantrasyonlarda (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg) kullanilmistir. Protein analizinde

kullanilan ¢ozeltiler;

¥ ¥ ¥y ¥y 7y Y7

Cozelti A: 1.5 g CuSO4 5H20/100 ml

Cozelti B: 3.37 g Na veya K tartarat/100 ml

Cozelti C: 2 g NaOH, 10 g Na2CO3/500 mi

Cozelti D: 1 ml Cozelti A + 1 ml Cozelti B + 100 ml Cozelti C
Folin cozeltisi: 1 ml Folin + 1 ml H20

BSA ¢ozeltisi: 10 mg/ml

Bakteri kiltird LB sivi besiyerinde 24 saat siireyle tiretilmis ve 4950 rpm’de
10 dk siireyle santrifiij edildikten sonra slipernatant kisim (iist faz) temiz bir
erlene alinarak buz tizerinde muhafaza edilmistir.

Standart egrisi i¢in, numaralandirilmis olan birinci grup mikrosantrifij
tiplerine daha 6nce belirlenen konsantrasyonlarda (0, 20, 40, 60, 80 ve 100
ML) BSA c¢ozeltisi (standart egrisini olusturmak icin) eklenmistir. Ayni
sekilde, numaralandirilmis olan diger grup mikrosantrifiij tiiplerine ise 0, 20,
40, 60, 80 ve 100 pl olacak sekilde bakteri slipernatant1 eklenmistir.

Her iki grup mikrosantrifij tdplerine son hacmimleri 100 upl’ye
tamamlanacak sekilde steril saf su ilave edilmistir.

Herbir mikrosantrifj tuptne 1’er ml D ¢ozeltisinden ilave edilmis ve tiipler
seri bir sekilde homojenize edilerek oda sicakliginda 10 dk beklenmistir.
Mikrosantrifuj tuplerine bu sefer 100’er pl Folin ¢ozeltisi eklenmis tekrar
homojenize edilerek karanlik bir ortamda 30 dk siireyle bekletilmistir.

Siire sonunda, BSA ve bakteri siipernatanti igermeyen baslangi¢ tiipleri
standart (kor) olarak kullanilmis ve 6rneklerin spektrofotometrede ODgeo NM

dalga boyunda 6l¢timleri yapilmaistir.
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7. BSA o6rneklerinin konsantrasyon degerleri absise (x ekseni), bu degerlere ait
absorbans degerlerinin ise ordinata (y ekseni) yerlestirilmesi ile standart egri
hazirlanmustir.

8. Konsantrasyonu bilinmeyen 0Orneklerin absorbans degerlerinin bu egriyi
kestikleri noktadan x eksenine indirilen bir dik yardimiyla Orneklerin

konsantrasyon degerleri bulunmustur.

Protein analizinde her ornek 3 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve ortalama

degerleri kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Bakterinin Izolasyonu ve Ksilanaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Osmaniye Korkut Ata Universitesi kampiis alan1 igerisinden alman toprak
orneklerinden Basillus sp. XbO bakterisi izole edilmistir. Bakteri, LB-Agar-Ksilan
besiyerinde Kongo kirmizisi boyamasi sonucu ksilanaz aktivitesi gostermistir (Sekil
4.1). Ksilanaz basta funguslar ve bakteriler olmak iizere dogada birgok organizma
tarafindan tretilmektedir. Bacillus cereus (Roy ve Rowshanul, 2009), Bacilus sp.
(Hiremath ve Patil, 2011), B. subtilis (Guo vd., 2012), B. licheniformis (Seo vd.,
2013) su ana kadar ¢alisilmis ve rapor edilmis ksilanolitik Bacillus’lardan sadece bir

kagidir.

Sekil 4.1. LB-Ksilan-Agar besiyerinde izolatlarin ksilanaz aktiviteleri
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4.1.2. Filogenetik ve BLAST Analizleri

Bacillus sp. XbO bakterisinin 16S rDNA sekansi Cizelge 4.1°de verilmistir.
Filogenetik ve BLAST analizleri Bacillus sp. XbO bakterisinin 16S rDNA sekansi ile

Bacillus pumilus ve Bacillus safensis bakterilerinin rDNA sekanslarmin %98

oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Bacillus sp. XbO bakterisine ait rDNA sekansi

41

121
1le1l
201
241
281
321
36l
401
441
431
521
Eel
601
641
631
721
761
801
241
881
921

TCAARCACTTG
AGTCTTGCGA
TTAGCTGCAG
AGCACTCATA
TCCTGTTCGC
ACAGAGCAGA
CATCTCTACG
CTCCTCTTCT
TCOCCGEETTG
ACCGCCTGCG
GCTTGOCACC
TAGCCETGGEC
AGTTACTCTC
ACCATOCGAR
TCAGACTTTC
TCOCGTAGGA
CGATCACCCT
GAGCCATTAC
ATCTGTAAGT
CATGCGETTC
COGGAGTTAT
TACTCACCCG
TTCTGTCCGC
TACG

TCGGECCCT
CCETACTCGC
CACTAAGLGH
GTTTACGGCG
TCTCCACGET
GAGTCGCATT
CAGCATCACC
GCACTCAAGT
AGCCGEEEEC
AGCCCTTTAC
TACGTATTAC
TTTCTSEETTA
GCACTTGTTC
AAMCCTTCATC
GTCCATTGCG
GTCTGEECCE
CTCAGETCGEG
CCCACCAACT
GACAGOCGAM
AAGGLAACTAT
CCCAGTCTTA
TCCGCCGCTA
TCGACTTGCA

CGTCAATTCC
ChACGCEGEAST
CGGAAACAC
TGGEAGTGGCA
TTCGCTCCTC
CGTCCACTGG
GCTACACGTG
TTCCCAGTTT
TTTCACATCA
GCCCAATAAT
CGCGGCTGET
GGTACCGTCA
TTCCCTAACA
ACTCACGCEE
GAAGATTCCC
TGTCTCAGTC
CTACGCATCG
AGCTAATGCG
ACCGTCTTTC
CCGGTATTAG
CAGGCAGGTT
ACATCCGGEA
GTATASTCTG

TTTGASTTTC
GCTTAATGCG
CCTAACACTT
CGETATCTAR
AGCGTCAGTT
TGTTCCTCCA
GAGTTGCACT
CCAATGACCC
GACTTAAGAR
TCOGGACAAC
GGCACGTAGT
AGETGCGAGC
ACAGAGCTTT
CGTTGCTCCG
TACTGCTGCC
CCAGTETGEC
TCECCTTGET
COGCGEGETCC
ATCCTTGAAC
CTCCGETTTC
ACCCACGTGET
GCAAGCTCCC
CTTACCCTTT
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Bakterilerde 5S, 16S ve 23S rDNA gen bolgeleri genomun degismeyen bdlgeleri
olup, oOzellikle 16S bolgesi basta olmak iizere mikroorganizmalar arasindaki
filogenetik iligkilerin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadirlar (Woese, 1987;
Bottger, 1989; Tortoli, 2003).

Bakterilerde 16S rDNA genindeki varyasyon tam olarak bilinmemekle birlikte,
organizmalar arasindaki baglantiy1 ve evrimsel mesafeyi gostermektedir (Harmsen
ve Karch, 2004; Cetinkaya ve Ayhan, 2012). 16S rDNA geninin bakteriler arasindaki
filogenetik iliskilerin belirlenmesinde 6nemli rol oynamasinin bir diger nedeni, bu
genlerde meydana gelen mutasyonlarin siklikla tolere edilebilmeleridir. Bir diger
sebebi ise, tlim bakterilerde ortak olarak bulunmasi ve bdylece tiim bakterileri
birbirleriye karsilagtirabilme imkani tanimasidir (Woese 1987). Bu sebeplerden
dolayi, Bacillus sp. XbO bakterisinin filogenetik yerinin belirlenmesinde 16S rDNA

sekansinin kullanilmasi tercih edilmistir.

Bacillus sp. XbO bakterisinin 16S rDNA sekanst NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabaninda Blast analizine tabi tutularak diger yakin
mikroorganizmalarla sekans benzerlik diizeyi ortaya ¢ikarilmis ve buna baglh olarak

da filogenetik dendrogrami olusturulmustur (Sekil 4.2).

Blast analizi Bacillus sp. XbO bakterisinin 16S rDNA sekans1 B. pumilus ve Bacillus
safensis bakterilerinin bir¢ok susuna ait 16S rDNA sekanslar1 ile %98’lik bir
benzerlik gostermis olup, dendrogramda bu iki bakteri ile birbirlerine yakin

pozisyonda yer almiglardir (Sekil 4.2).

4.1.3. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Belirlenmesi

Bacillus sp. XbO bakterisine ait ksilanaz enziminin optimum pH degeri 6.0 olarak
belirlenmekle birlikte, enzim 7.0 pH degerinde de %98 oraninda relatif aktivite
gostermistir. Enzimin 5.0-10.0 pH aralifinda gosterdigi ortalama oransal aktivite
%89 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3). Enzim 9.0 ve 10.0 pH degerlerinde sirasiyla
%76 ve %74 oranlarinda relatif aktivite gostermistir. Bu veriler enzimin oldukca

genis bir pH araliginda etkin bir aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.3. Ksilanaz enzimine ait pH optimum grafigi

pH, enzimi karakterize eden en 6nemli faktorlerden birisidir. Daha 6nce farkli pH
karakteristigi gosteren ksilanaz enzimleri rapor edilmistir. Termofilik Bacillus sp.
tarafindan iretilen ksilanaz enziminin optimum pH araligi 6.5-7.0 olarak rapor
edilirken, enzimin pH 7.0’dan sonra aktivitesini hizla kaybettigi bildirilmistir
(Cordeiro vd., 2002). Oysa bir baska termo alkalofilik Bacillus tarafindan {iretilen
ksilanaz enziminin Bacillus sp. XbO ksilanaz1 ile benzer sekilde, 6.0-10.0 pH
araliginda oldukga yiiksek bir aktivite sergiledigi bildirilmistir (Kamble ve Jadhav,
2012). Enzimin genis bir pH araliginda yiiksek aktivite gostermesi, farkli endiistriyel

alanlarda ve proseslerde kullanilmas1 agisindan bir avantaj teskil etmektedir.

4.1.4. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakhik Degerlerinin Belirlenmesi
XbO ksilanazi en yiksek oransal aktivitesini 60 °C’de %100 olarak gostermistir.
Enzim 50 °C’de %88 oransal aktivite gosterirken, 70 °C’de %53 oransal aktivite

gostermistir. Bu sicaklik degerleri disinda ise enzim aktivitesinde onemli diisiisler

gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Ksilanaz enzimine ait sicaklik optimum grafigi

Mikrobiyal enzimlerin yiiksek sicaklik degerlerinde aktivite gostermeleri, enzimlerin
1s1l islem uygulanmasi esnasinda kararli kalacaklarindan arzu edilen bir durumdur ve
bu sebeple termo-stabil enzimler genellikle mezofil enzimlere gore daima daha cazip
olmuslardir. Mikrobiyal ksilanazlar arasinda yiiksek sicakliklarda aktivite gosterenler
daha 6nce tanimlanmis ve karakterize edilmislerdir. Bunlardan 90 °C’de optimum
aktivite gosteren termofilik Bacillus sp. ksilanazi (Cordeiro vd., 2002), 55-60
°C’lerde optimum aktivite gosteren SY30A, SY190E ve SY185C ksilanazlar
(Ammoneh vd., 2014), 50 °C’de optimum aktivite gosteren Bacillus ksilanazi
(Kamble ve Jadhav, 2012) ile Bacillus subtilis ksilanazi1 (Bernier vd., 1983), 60 °C’de

optimum aktivite gosteren B. subtilis ksilanazi (Guo vd., 2012) bunlardan bazilaridir.
4.1.5. Enzimin Termal Stabilitesi

XbO ksilanazt 40 ve 50 °C’lerde 30 dk ©6n inklibasyon sonucunda aktivitesini
tamamen korumustur. 60, 70 ve 80 °C’de 0n inkiibasyon sonrasinda ise aktivitesini

sirastyla %92, 86 ve 82 oranlarinda korurken, 90 °C’de %62, 100 °C’de %36
diizeyinde korumustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Ksilanaz enzimine ait sicaklik stabilite grafigi

Endustriyel uygulamalarda enzim stabilitesi en 6nemli faktordur. XbO ksilanaz1 80
°C’ye kadar stabilitesini Onemli Ol¢iide Korurken, daha yiiksek sicakliklarda
aktivitede onemli disiisler gozlenmistir. Fakat 100 °C’de 30 dk On inkiibasyon
sonucunda bile %36 duzeyinde aktivite gostermesi, XbO ksilanazinin endiistriyel ve

biyoteknolojik uygulamalarda bir potansiyel tasidigini géstermektedir.

4.1.6. Enzimin pH Stabilitesi

XbO ksilanazi 7.0-11.0 pH degerleri arasinda 6nemli bir stabilite gostermis olup, bu
araliktaki relatif aktivitesi %92.4 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Ksilanaz enzimine ait pH stabilite grafigi

Ekstrem pH degerlerinde enzimin Kkararlihig yiikli aminoasit rezidilerinden
kaynaklaniyor olabilir. Alkali pH kosullarinda kararli enzimlerde asidik aminoasit
rezidilerinde azalma, arjinin aminoasit sayisinda ise bir artis meydana geldigi
bildirilmistir (Ammoneh vd., 2014). Diger taraftan asidik ve nétral pH kosullarinda
kararli kalan bir¢ok ksilanaz enzimi rapor edilmistir (Bhakyaraj, 2014). Bu bildiris,
bakteriyel ksilanazlarin farkli pH degerlerinde stabilite gosterebilecegini agikca

ortaya koymaktadir.

4.1.7. Zamana Gore Enzim Aktivitesi

XbO ksilanazi inokiilasyonun baslangicindan itibaren 12. saatte %78 oraninda relatif
aktivite gosterirken, maksimum enzim Uretimi 24. saatte ger¢eklesmistir. 72. saatte
enzim dretimi %74 diizeyinde olmustur (Sekil 4.7). Irfan vd. (2016) Bacillus subtilis
ve B. megaterium ksilanazlarinin iireme periyodunun sirasiyla 48. ve 72. saatte
gergeklestigini bildirmislerdir. Porsuk vd. (2013) Streptomyces sp. CA24 bakterisine
ait ksilanazin karbon kaynagi olarak ksilanin kullanilmasi durumunda en yiiksek
enzim {iretim seviyesine 48 ve 72. saatlerde ulastigini bildirmislerdir. Annamalai vd.
(2009) ise nehir agzindan izole ettikleri B. subtilis bakterisine ait ksilanazin 7.0-10.0

pH araliginda en yiiksek enzim {retim seviyesine 36-48. saattlerde ulastigini
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bildirmislerdir. Genellikle Bacillus’larda enzim Uretim seviyesinin, bakteri
inokiilasyonundan itibaren 24. ile 48. saatler arasinda yogunlastigi gorilmekte olup,

bu ¢alismadan elde edilen bulgu bu goriisii desteklemektedir.
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Sekil 4.7. Zamana gore enzim aktivite grafigi
4.1.8. Baz1 Kimyasal Maddelerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

XbO ksilanaz1 bazi kimyasal maddeler (CaCl,, MgCl,, ZnClz, CoClz, FeCl,, CuCl,,
MnCl,, HgCl,, EDTA (her biri 5 mM)) ile 55 °C’de 30 dakika siireyle On

inkiibasyona birakilmislar ve sonrasinda bu kimyasal maddelerin enzim aktivitesi
tizerine olan etkileri belirlenmistir. Enzim aktivitesi Gzerinde en blylk inhibisyon

HgCl, varliginda gergeklesmis ve bu kimyasal madde varliginda enzim %82, CuCl,

varliginda ise sadece %?27 oraninda aktivite kaybina ugramistir. Diger kimyasal
maddeler varliginda enzim aktivitesinde yiikselme gozlenirken, kontrol grubuna gore
%173’lik aktivite ile MnCl enzim Uzerinde en yiiksek diizeyde aktivatoér madde
olmustur. EDTA, CaCIz, MgCIZ, ZnCly ve CoCly varliginda ise enzim aktiviteleri
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kontrol grubuna gore sirasiyla %26, 33, 41, 44 ve 67 diizeylerinde artmistir (Sekil
4.8).
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Sekil 4.8. Baz1 kimyasal maddelerin ksilanaz aktivitesine etkileri

Bacillus ksilanazlari iizerine yapilan onceki calismalar incelendiginde, HgCl> nin
genel inhibitér madde oldugu gériilmektedir. Ksilanaz enziminin Hg*? iyonlari
tarafindan inhibisyonu, Hg*"? iyonlarinin sistinin siilfidril gruplari ile interaksiyonu
sonucu meydana gelmis olabilecegi bildirilmistir (Khandeparkar ve Bhosle, 2006).
CaCl, (Gessesse, 1998; Annamalai vd., 2009; Gaur vd., 2015), MgCl2/MgSO4
(Khasin vd., 1993; Gessesse, 1998; Gaur vd., 2015; Annamalai vd., 2009), ZnSO4 ve
CoCl, (Gaur vd., 2015) ve Mn*? (Sharma vd., 2013) tarafindan stimiilasyonu daha
once de rapor edilmistir. Bununla birlikte ksilanazlarm Ca?* (Faulet vd., 2006) ve
MgCl, (Gessesse, 1998) tarafindan inhibisyonu da daha 6nce rapor edilmistir. Daha
once yapilan c¢alismalar incelendiginde ksilanaz enzimlerinin EDTA tarafindan
degisik oranlarda inhibe edildigi goriilmektedir (Ratanakhanokchai vd., 1999; Yang
vd., 2010; Sanghvi vd., 2014). Bu ¢alismada ise XbO ksilanaz1 aktivitesi EDTA
tarafindan stimiile edilmistir. Ksilanaz enzimlerinin ayni1 metal iyonlar1 varliginda

farkli tepkiler verdigi goriilmektedir. Bu farkli tepkilerin metal iyonlarinin sadece
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ksilanazin aktif ksilan baglanma bdlgesini degil, ayn1 zamanda substratin etkin
hidrolizi ile ilgili olan non-katalitik ksilan baglanma bdlgesini de etkilemis

olabileceginden kaynaklanabilecegi 6nerilmistir (Ratanakhanokchai vd., 1999).

4.1.9. Enzimin Molekiiler Agirhgi

SDS-PAGE ve zimogram analizinde XbO ksilanazinin yaklasik 81 kDa agirliginda
tek bir bant tirettigi belirlenmistir (Sekil 4.9). Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda
ksilanaz enzimlerinin molekiiler agirliklar1 8 ile 145 kDa arasinda varyasyon
gosterdigi belirlenmistir (Sunna ve Antranikian, 1997; Kulkarni vd., 1999). Bununla

birlikte Bacillus subtilis tarafindan iiretilen ve 340 kDa molekiiler agirligina sahip

ksilanaz enzimi de bildirilmistir (Sa-Pereira vd., 2002b).

M (kDa)

~130

~100

—~81 kDa

Sekil 4.9. Bacillus sp. XbO ksilanazinin SDS-PAGE ve zimogram analizi ile

molekiiler agirlik analizi
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4.1.10. Enzimin Spesifik Aktivitesi

Ham ve saflastirilmig ksilanaz enzimine ait spesifik aktivite degerleri sirasiyla 27.6

ve 113.8 U/mg protein olarak belirlenmistir.

Kapilan (2015), B. subtilis BS166 ksilanazinin ham ve saflastirilmig spesifik aktivite
degerlerini sirasiyla 32.14 ve 212.5 U/mg? protein olarak bildirmistir. Menon vd.
(2010), B. pumilus GESF1 ksilanazimi saflastirarak spesifik aktivitesini 21.21 kat
artirmiglar ve 112.42 U/mg proteine ¢ikarmislardir. Heck vd. (2002), B. subtilis
BL53 susunun saflagtirllmamis ksilanaz enziminin spesifik aktivitesinin 72 saatlik
kiiltiir sonrasinda 5.19 Ul/mg protein olarak gerceklestigini bildirmistir. Benzer
sekilde Blanco vd. (1995) ile Chaudhray vd. (2015) saflastirdiklar1 ksilanaz
enzimlerinin spesifik aktivitelerini sirasiyla 40.2 ve 12.33 U/mg’ olarak
bildirmiglerdir. XbO ksilanazinin spesifik aktivite degerleri Kapilan (2015) ve
Menon vd. (2010) tarafindan verilen spesifik aktivite degerleri ile benzerlik
gostermistir. Bununla birlikte yine XbO ksilanazinin spesifik aktivite degerleri diger
ksilanazlara ait spesifik aktivite degerlerinden oldukg¢a yiiksek bir spesifik aktivite
degeri gostermistir. Bu degerler, XbO ksilanazini endiistriyel kullanim igin uygun bir
aday haline getirmektedir.

36



5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonug

Bu ¢alisma ile Osmaniye Korkut Ata Universitesi kampiisii igerisinden alinan toprak
orneklerinden ksilanaz enzimi dreten Bacillus sp. XbO bakterisi izole edilmistir.
Enzimin optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60 °C ve 6.0 olarak
belirlenmistir. Enzim 50 °C’de 30 dk On inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin
tamamin1 korumustur. Yine enzim 7.0-10.0 pH degerlerinde 30 dk 6n inkiibasyon
sonucunda yuksek derecede kalan aktivite gostermistir. En ylksek ksilanaz Gretimi
izolatin inokiilasyonundan itibaren 24. saatte gerceklesmistir. SDS-PAGE ve
zimogram analizleri ile enzimin molekiiler agirligi ~81 kDa olarak belirlenmistir.
MnCl,, enzim aktivitesini en yuksek duzeyde stimule eden metal iyonu olurken,
HQgCl, en yiiksek diizeyde inhibe eden metal iyonu olmustur. Ham ve saflagtirilmig
enzime ait spesifik aktivite degerleri sirasiyla 27.6 ve 113.8 U/mg protein olarak
belirlenmistir. BLAST analizi ile Bacillus sp. XbO bakterisinin 16S rDNA
sekansinin Bacillus pumilus ve Bacillus safensis bakterilerinin 16S rDNA sekanslari

ile %98 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Bu veriler, XbO ksilanazinin endiistriyel kullanim i¢in uygun bir enzim olabilecegini

gOstermektedir.

5.2. Oneriler

XbO enziminin molekiiler genetik uygulamalar1 (klonlama ve in-vitro mutagenesis)
ile daha saf, bol ve ucuz iiretimi gergeklestirilebilir. Ozellikle enzimden sorumlu

genin XbO genomundan izole edilerek uygun bir klonlama vektori ile endustriyel bir

susta klonlanmasi ile rekombinant bir endiistriyel sus olusturulabilir.
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