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OZET

Bu galigmada, Ttirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilmis ve izole edildikleri
habitatlar dogrultusunda muhtemel lignoseliiloz degrede edicileri olabilecekleri
diistiniilen, alti Streptomyces susunun ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimleri
(endoksilanaz, endoglukanaz ve peroksidaz), farkli karbon kaynaklari igeren bazal

maya ckstrakt1 besi yeri lizerinde biiylimeleri sirasinda ¢alisiimigtir,

Ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin iiretimi i¢in gerekli optimal ¢evresel
kosullar, besiyeri igerigi ve inkiibasyon kosullar1 degistirilerek belirlenmigtir,
Inkiibasyon zamam ile birlikte farkli pH (5-9), sicaklik (25-50°C) ve karbon
kaynaklarmin [%0,0’dan 1,2°ye (w/v) defisen konsantrasyonlarda yulaf ksilani ve
ogiitiilmiis bugday samani] bu enzimlerin iiretimine olan etkisi de belirlenmistir.
Biitiin suslarda en yliksek enzim aktiviteleri 72-96 saat inkiibasyon sonrasinda, 30-
35°C’de ve pH 8-9’da gozlemlenirken, farkl karbon kaynakiari ve konsantrasyonlari
her bir enzimin iretiminde farkli etki ortaya koymustur. Caligmalar swrasinda
gozlemlenen en yiiksek endoksilanaz aktivitesi Streptomyces sp. F4880 (43,345
U/ml) tarafindan, en yiiksek endoglukanaz aktivitesi ise Streptomyces sp. F6318
(5.975 U/ml) tarafindan yulaf ksilam tizerinde [sirasi ile; 0,8 ve 1,0 (w/v)] biiylime
srasinda  dretilirken; g¢aligmalar sirasindaki en yiikksek peroksidaz aktivitesi
Streptomyces sp. F6616 (0,631 U/ml) tarafindan bugday samani tizerinde bilyliime

sirasinda tretilmigtir [1,2 (w/v)].

Anahtar kelimeler: Degredasyon, endoksilanaz, lignoselitloz, peroksidaz,

Streptomyces.



ABSTRACT

In this study, the production of extracellular lignocellulolytic enzymes
(endoxylanase, endoglucanase and peroxidase) from six Streptomyces strains, which
are isolated from different places in Turkey and according to their isolation habitats
thought as possible lignocellulose degraders, were studied during the growth in basal

salts-yeast extract medium containing different carbon sources.

Optimal environmental conditions for the production of extracellular
lignocelluloytic enzymes were determined by changing the medium contents and
incubation conditions. Effects of different pH (5-9), temperature (25-50°C) and
carbon sources [oat spelt xylan and chopped wheat straw with differing
concentrations from %0,0 to 1,2 (w/v)] on the production of these enzymes were also
investigated with the effect of incubation time. In all strains used the highest enzyme
activities were observed after 72-96 hours of incubation, at 30-35°C, and pH 8-9,
while different carbon sources and concentrations performed different effect on each
enzyme. During the studies the highest endoxylanase activity was produced by
Streptomyces sp. F4880 (43,345 U/ml), and the highest endoglucanase activity was
produced by Streptomyces sp. F6318 (5,975 U/ml) when growing on oat spelt xylan
[0,8 (w/v) and 1,0 (w/v) respectively], while the highest peroxidase activity was
produced by Streptomyces sp. F6616 (0,631 U/ml) when growing on wheat straw
(1,2 (w/v)].

Keywords: Degredation, endoxylanase, lignocellulose, peroxidase, Streptomyces.
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1. GIRiS

Lignoselillozun yikim prosesi, toprakta ve kompostlarda ¢ok genis bir
cesitlilige sahip olan fauna ve mikro-flora tarafindan yiriitiilmektedir. Invertebratlar
ve toprak solucanlari, lignoseliilozu isirarak ve kiiglik pargalara ayirarak, dolayisi ile
de aktinomisetler gibi toprak mikroorganizmalariin enzimatik faaliyetleri igin
yiizey/hacim oranm yiikselterek, lignoselilozun topraga fiziksel olarak
karismasindan sorumludurlar. Bu mikroorganizmalar, lignoselillozu kullanabilmek
icin iyi adapte olmuslardir. Hifli bilyiime formlari, lignoseliilozik materyal icerisine
niifuz ederek organizmanin materyal i¢inde daha kolay yayimasini miimkiin kilar.
Lignoseliilozik materyal i¢inde hiflerin yayilmasi ise, yapiyi agarak gaz diffiizyonuna
ve diger mikroorganizmalarin da siibstrata saldirabilmelerine olanak saglar. Bununla
birlikte odunun kokeni, odun hiicrelerinin tipi, kimyasal kompozisyonu ve hiicre

duvar1 morfolojisinin tamami, yikimin hem oranini hem de enzimolojisini etkiler.

Dogada fikse edilmis karbonun ana deposu olan bitki hiicre duvarlari ii¢ temel
polimerik bilesene sahiptir: seliiloz (B-1,4-glukan’in suda ¢odziinmeyen homo-
polimer fibrilleri), hemiselitloz (glukanlar:, mannanlart ve ksilanlari igeren, seliilozik

olmayan hetero-polisakkaritler) ve lignin (kompleks bir poli-fenolik yapa).

Lignoseliiloz, dogada bol olarak bulunan ve yenilenebilen bir enerji kaynagini
teskil eder. Giinlimlzde, mikroorganizmalarin Iignoselﬁ/lom kullanarak ise yarar
son-iiriinler olusturabilme yeteneklerinden kazang saglanmaya c¢alistimaktadir.
Ornegin, lignoseliillozun endiistriyel hidrolizinde kimyasal metotlar yerine
mikrobiyal enzimlerin kullanimi, enzim reaksiyonlarmm yiiksek spesifitesi,
reaksiyon kosullarmun daha ilumli olmas: ve kimyasal modifikasyonlar sonucu
siibstrat kaybinimn olmayisi gibi nedenlerle daha avantajhdir. Bu gibi biyolojik
déniigtiirme prosesleri, 6zellikle ormancilik ve tarumsal faaliyetler sonucu liretilen
kalintilarin ve atiklarin eliminasyonu igin ¢ekicidirler. Hemiseliilozun ana bileseni
olan ksilanin bollugu, ksilanolitik enzimlerin bu bilesenlerin biyolojik déniigiimiinde
Oonemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bunun da 6tesinde ksilan yikici

enzimlerin kullanim alanlar1 kagit ve kagit endiistrisini [1-4] igerisine aldigi kadar,



lignoseliiloz kékenli sekerlerin yakita dontstiiriilmesini 5], firinciligi, meyve sulari
ve biranin bulanikhilifinin giderilmesini igerisine alan gida islemesini [6] ve tek
hiicre proteini tiretimini [7] de igerisine alir. Bunlara benzer diger potansiyel
uygulamalarm geligebilmesi ise lignoselillozu enerji kaynagi olarak kullanan
organizmalarin  tammlanarak, bu organizmalarm geliserek gerekli enzim
sistemlerinin indikksiyonu igin optimum ¢evresel kosullarin belirlenmesini ve
lignoseliilozun enzimatik olarak yikim mekanizmasint ortaya koyan arastirmalarin

yogunlastirilmasina baghdir.

Lignoseliilozun yapisinda yer alan ligninin, seliilolitik ve hemiseliilolitik
enzimlerin aktivitelerini sinirladigt ve dolayist ile lignoseliilloz yikimunin etkinligini
indirgedigi distiniilmektedir. Bununla birlikte, yikim mekanizmasi net olarak
bilinmekte olan seliilozla kiyaslandiginda, hemiseliiloz yikiminin enzimolojisi hentiz
tam olarak anlasilamamustir. Bunun nedeni ise kismen hemiseliilozlarin, seliiloza
oranla kompleks yapida olmas: ve buna dayali olarak da aktinomisetler gibi
mikroorganizmalar tarafindan bir ¢ok ksilanaz enzimlerinin iretilmesidir. Aym
zamanda, ekstraseliiler peroksidazlarm da funguslarin lignoseliiloz yikim
mekanizmalarinin 6nemli bir pargasi oldugu iyi bir bi¢imde tespit edilmistir.
Ekstraseliiler peroksidazlarmn tiretiminin lignoseliilolitik aktinomisetler i¢in de genel
ayirt edici bir 6zellik olmasindan dolayi, bu enzimlerin aktinomisetlerde, seliiloz ve
ksilan yikici enzimler ile birlikte, lignoselilozun yikiminda ise karigiyor olarak

gorilmeleri arastirilmasi gereken agik ve de ¢aligtimaya deger bir konudur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. LIGNOSELULOZIK MATERYALLERIN YAPISI ve BIYOKIMYASI

Dogada lignoseliiloz, biyomasin ¢ok biiyiik bir kismmi olusturmaktadir ve
bunun sonucunda global karbon dénglisiinlin gerceklesebilmesi igin lignoseliilozun
degredasyonu gereklidir. Her yil, lignoseliilozu diinya {izerinde en bol bulunan
bilesik yapacak sekilde, 2-5x10° ton lignoseliiloz fotosentezle sentezlenmektedir [8].
Lignoseliilloz ii¢ ana bilesenin: seliiloz, hemiseliiloz ve lignin, bilesiminden
olugsmaktadir ve yapisal destek sistemini olugturdugu vaskiiler bitkiler igerisinde
yaygin dagilis gostermektedir [9]. Bitki hiicre duvarlari da aym1 zamanda biiyiik
Olgtide bu ilic ana polimerin degisik oranlarda bir araya gelmesi sonucu
olusmuglardwr, bundan dolay: da dogadaki fikse edilmig karbon kaynaklarmin ana
deposu olarak goriilmektedirler (bkz. Cizelge 2.1.). Bitkisel materyallerde ayni
zamanda terpenleri, resinleri ve fenolleri iceren diger mindr bilesenler de
bulunmaktadir. Degisik bilesenlerin oranlari, bitki dokusunun tipine ve yasina
oldugu kadar, tiirlere ve tek bir tiir igerisindeki farkli dokulara da baglilik
gostermektedir. Genellikle sert odunlardaki (angiospermler) seliiloz ve hemiseliiloz
konsantrasyonlari, yumusak odunlardakinden (gymnospermler) daha yiiksek olmakla
birlikte, yumusak odunlardaki lignin igerigi sert odunlardakinden daha yiiksektir [9].
Otlar (Gramineae) ve saman, odunsu bitkilere oranla hemiseliiloz bakimindan zengin
(% 25-30 w/w), lignin (%10-30 w/w) ve seliiloz (%25-40 w/w) bakimindan ise daha
fakirdirler [9,10] (bkz. Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Farkh lignoseliiloz kaynaklarmin tipik kuru agirliklar: kompozisyonlar:
(w/v). Betts ve ark. {9] ve Coombs [10]’dan yeniden diizenlenmistir.

Kil* Lignin Seliiloz Hemiseliiloz
Yumugak-Odun 1,7 25-35 o 4;5-50 25-35
Sert-Odun 2,0 18-25 45-55 24-40
Otlar 7,8 10-30 25-40 25-50
Atik gazete kagid Eser 16 61 20

* Degerler kuru hammaddenin yiizdesi olarak ifade edilmigtir.




2.1.1. Seliiloz

Seliiloz, bitkiler tarafindan sentezlenen temel karbonhidrattir. Yilda, 1x108
tonu kagit sanayisinde kullanilmak iizere yaklasik 1,5x10® ton seliiloz, ham fibriler
materyal formunda tiiketilmektedir [9]. Bundan dolayidir ki seliilozik biyomasin
yikimi, biyosfer igerisindeki karbon dongiistiniin énemli bir bdliimiinii olusturur.
Aynt nedenden dolayi, etanole fermente edilebilecek geker siibstratlarimn tiretimi
gibi endiistriyel prosesler igin seliilolitik enzimlerin kullanimi, biyoteknologlarin
ilgisini ¢gekmektedir. Seliiloz, bitki hiicre duvarlarinin temel bilesenidir ve orani
bitkiye bagli olarak %35-40 (w/w) arasinda degigmektedir [10]. Seliiloz ayni
zamanda funguslarin, bakterilerin [9,11], alglerin [12] ve bazi deniz hayvanlarmin
yapisinda da [13] bulunmaktadir. Seliloz, birbirlerine B-1,4-glukozidik baglar ile
baglanmis, glukoz alt tinitelerinden olusan lineer bir polimerdir (Sekil 2.1). Dogal
sartlar altinda glukoz birimlerinin %98 (w/w)’den daha fazlasi, molekiiler enerji
gereksinmelerini indirgeme bi¢imi olarak, cis konfigiirasyonu gosterirler (detayh
bilgi i¢cin bkz. [13]). Bunun sonucunda f-1,4-glukozidik baglar, sellobiyozu
selilozun tekrarlamali birimleri haline getirecek bi¢imde, seker birimlerini
molekdiliin vertikal ekseni etrafinda 180° dondiirtrler (bkz. Sekil 2.1). Seliilozun
bileske polimeri, glukozun 3. karbonundaki hidroksil grubu ile komsu piranozid
halkasmin oksijen atomu arasindaki zincir-igi hidrojen baglarinin siki bir bigimde
tutulmas: seklindedir.  Aymi zamanda piranoz halkasinin 2. ve 6. karbon
pozisyonlarindaki hidroksil gruplari arasinda da hidrojen bagi olugumu meydana
gelebilmektedir. Seliiloz molekiilleri, 10-15 molekiiliin bir araya gelmesi ile proto-
fibriller (4 nm eninde) seklinde gruplar olustururlar. Bunlar mikrofibrilleri (25 nm
eninde) olusturmak i¢in yaklagik 40 proto-fibrilden olugan gruplar halinde bir araya
gelirler. Mikrofibriller 3. karbondaki hidroksil grubu ve bitisik zincirlerdeki piranoz
halkasindaki oksijen atomu ile birbirlerine tutunurlar. Bunlar daha sonra Van der

Waals baglar ile gii¢lenirler [14].

Glukozun depo polimeri olan nisastanin aksine, selillozun rolii sadece
yapisaldir.  Selilozun gerilmeye kargt yiiksek dayanikliligi, bitki hiicrelerinin

ozmotik basinca karsi dayanabilmelerini saglar ve bitkilerin mekanik baskilara karsi



direncinden sorumludur. Seliillozun mekanik dayanikliligy, 6zellikle tekstil

fibrillerinde (pamuk ve keten gibi) agik¢a goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Seliilzoun yapisi ve seliilzoun tekrarlamali birimi sellobiyoz. [15]e gore
yeniden ¢izilmigtir.

Seliiloz, kékenine bagl olarak 5x10* ile 2,5x10° Da arasinda degisebilen [16],
yiiksek molekiiler agirliga sahip dogal bir polimerden olusur. Seliilozun molekiiler
agirhigr (M,) glukopiranozidin M, na bdliindligiinde, polimerizasyon derecesi (PD)
elde edilir. Genelde vaskiiler bitkilerin birincil hiicre duvarlarindan koken alan
selilozun polimerizasyon derecesi 1000-4000 araligmdayken, ikincil hiicre
duvarindan elde edilen seliilozun PD’si 8000-10000 arasindadir [ 16,17].

2.1.2. Hemiseliiloz

Baslangicta hemiseliiloz, seliilozun 6nciisti olarak ditgtiniilmiistiir, bu nedenle
de hemiseliiloz adi verilmistir. Aslinda hemiseliloz ve seliiloz, birbirinden yapisal
ve kimyasal kompozisyon bakimindan ayrilmaktadirlar. Hemiseliilozlar bitki hiicre
duvarlart iginde selilloz ve lignin ile birlesmis olarak bulunan disiik molekiiler
aguliga sahip hetero-polisakkaritlerdir (bkz. Sekil 2.2). Odunsu bitkilerden koken
alan hemiseliilozlar, genellikle D-arabinoz, D-galaktoz, D-galaktronikasit, D-glukoz,
D-glukuronikasit, D-ksiloz, D-mannoz ve 4-O-metilglukuronikasit gibi birka¢ seker
yapisindan meydana gelmektedir [18]. Ot ve tahil kaynakli hemiseliilozlarin seker
yapilarinin gesitliligi ise odunsu olanlara oranla daha azdir ve yaygin olarak D-
ksiloz, D-glukoz, L-arabinoz ve D-galaktoz’dan meydana gelmektedir. Bununla
birlikte odun hemiseliilozunun aksine Gramineae kokenli hemiselitlozlarda, dokunun
yasina bagh oldugu kadar tiire ve tek bir tiir igerisindeki farkli dokulara bagli olarak,
baglarda ve dallanma tiplerinde biiyiik bir ¢esitlilik gostermektedirler. Sert-odunun,



yumusak-odunun, bugday samaninin ve seker kamist kiispesinin seker kompozisyonu
i¢in analitik bir veriden ve ¢esitli polisakkaritlerin kompozisyonlarina ait bilgilerden
yararlanilarak, bu dort farkli lignoseliilozik materyalin kimyasal bilesimleri Cizelge

2.2’de 6zetlenmektedir.

OCH,

Sekil 2.2. Tipik tahil arabino-4-O-metilglukuronoksilan’inn yapisi. [19)’a gére
yeniden ¢izilmistir.

Baskin hemiseliiloz olan ksilan, biyosferde sentezlenen biyo-polimerlerin
selillozdan sonra, en bol bulunanlarindan birisidir. Ksilanin miktari, kaymn odununda
kuru agirligin %35°ini olustururken, bazi gymnospermlerde bu oran %7’ye kadar
dismekte [20], dolayisi ile farkli bitkilerde farkli oranlarda bulunmaktadir.
Ksilanlar, karasal bitkilerde $-1,4-bagh D-ksilozil iskeletinden meydana geldikleri
halde, deniz alglerinde $3-1,3-bagh D-ksilozil iskeletlerinden meydana gelen farkl
kimyasal yaptya sahip ksilanlar da bulunmaktadir [21]. Rhodymenia palmeta gibi
bazi deniz yosunlarinda ise 3-1,3 ve 3-1,4 baglarinin bir karigimun igeren ksilanlarin
varhift da bilinmektedir {22,23].  Karasal bitkilerden kéken alan ksilanlar,
yapilarinda biiylik degisiklikler gosteren ve birbirleri ile iligkili olan genis bir
hemiseliilozlar grubunu olusturan hetero-polisakkaritlerdir.  “Hetero-” 6n eki,
polimerin yapisinda D-ksiloz haricinde diger sekerlerin de bulunduguna isaret
etmektedir. Ksilanlarin kimyasal yapilan ile botanik kékenleri arasinda oldugu gibi,
sitolojik yerlesimleri arasinda da bir iliski bulunmaktadir. Dolayisi ile ksilan igeren
materyaller igerisinde, birbirlerine yakin yapilara sahip fakat, bir kag dzellikleri ile
aynlan bir ka¢ farkl ksilan polimerine sahip, kesin bir komplekslilik derecesi
bulunmaktadir.



Cizelge 2.2. Dort farkli lignoselitlozik materyaldeki polisakkaritler. Cizelgedeki
degerler iligkili materyallerin asit hidrolizatlarinin analizleri sonucu elde edilmigtir.
[24]’e gore yeniden diizenlenmigtir.

Pamuk* Cam Saman Kiispe
Glukan 42,38 42,37 31,93 38,84
Ksilan 13,03 5,94 18,95 21,43
Mannan 2,05 11,02 0,15 0,20
Arabinan 0,25 1,28 2,08 1,40
Galaktan 0,33 2,29 0,56 0,34
Toplam 58,2 62,90 53,80 62,46

* Degerler kuru hammaddenin viizdesi olarak ifade edilmigtir,

Karasal bitkilerin ksilanlar,, ligninlenmis dokularin tamaminin  hiicre
duvarlarinda ¢esitli oranlarda bulunduklar: gibi, yosunlar ve eprelti otlarina kadar
cesitlenebilen bitki tiirlerinde de bulunabilmektedirler [25]. Ksilanlar, genellikle
yapisal fonksiyonlara sahip dokularin sekonder duvarlarinin bilesenidirler, fakat ayni
zamanda depolama fonksiyonlarmin oldugu bazi bitki tiirlerinde ve tohumlarin
primer duvarlarinda oldugu kadar, biiylimekte olan hiicrelerin birincil duvarlarinda

da bir dereceve kadar bulunabilmektedirler.

Ksilanlar, hiicre duvarlarinda yer aldiklari ¢esitli yapisal yerlesimlerin
tamamunda, diger yapisal bilesenlerle, Gzellikle seliiloz mikrofibrilleri ve diger
seliilozik olmayan polisakkaritlerle ve birgok durumda da ligninle iliskiye girerler.
Kovalent baglar, ksilanlart lignin ve bazi fenolik asitlere baglarken, ksilanlarin diger

polisakkaritlerle olan kovalent olmayan baglanmalar1 ise hidrojen baglarinin

olugmasi ile saglanir.
2.1.3. Lignin

“Lignin” terimi Latince’de odun anlamma gelen “Lignum” kelimesinden
tiiretilmistir ve seliilozdan sonra, dogada dogal olarak ortaya ¢ikan ve en bol bulunan

polimerdir. Tipik bir odun fibrilinde lignin, orta lamelde, primer ve sekonder hiicre



duvarlarinda bulunur. Proteinler, niikleik asitler ve polisakkaritler gibi dogal olarak
ortaya ¢ikan diger polimerlerden farkli olarak lignin, dlizenli ve kesin bir kimyasal
bilesime sahip degildir (Sekil 2.3). Lignin, bitkilerde p-hidroksinnamil alkollerden
bitki peroksidazlarn aracihig: ile gergeklesen radikal eslestirme ile sentezlenir. Bu
rast gele eslestirme aril gliserol-P-aril eter, bifenil, difenileter, fenilkumaran ve 1,2-
diarilpropan gibi ¢esitli kimyasal baglar ile kompleks, ti¢ boyutlu, fenolik bir

polimerin olusumu ile sonuglanir [9].
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Sekil 2.3. Yumusak odun lignininin sematik ¢izimi. {26} ya gore yeniden ¢izilmistir.

Ligninin bu molekiiler kompleksliligi onu, lignoseliiloz ile birlikte, bitkisel
materyallerin kimyasal ve biyolojik yikimuni sinirlayan inat¢i bir dogal siibstrat
yapar. Sekil 2.3’de ligninin sematik yapisal bir formiilii gosterilmektedir. Bununla
birlikte lignin, bitki dokularinda ¢ok 6nemli mekanik bir role sahip olmanin yani sira
(6rnegin; mekanik baskilara kars: direng kazandirarak ve hiicreler arasinda baglayict

bir ajan rolii iistlenerek) [27], bitki patojeni mikroplar tarafindan gergeklesecek



mikrobiyal saldirtya kars direnglilik ve su gecirmez ksilem dokusunun olusumunu

da saglamaktadir [28,29].

2.2. ODUN HUCRE DUVARININ KIMYASAL YAPISI

Kerr ve Goring [30], seliiloz, hemiseliiloz ve ligninin hiicre duvar i¢indeki
diizenini tanimlayan bir model dne siirmiiglerdir. Her odun hiicresi orta lamel ve
birbirine yapisik hiicrelerin sekonder duvarlarinda selitloz mikrofibrillerinin birbirine
paralel senkronize oldugu, her bir tabakanm farkh yonelime sahip oldugu ve SDy,
SD, ve SDj olarak dizayn edilen birkag tabaka olusturur (bkz. Sekil 2.4). SD;
tabakasi, sekonder duvarin en digindaki tabakadwr. SD, tabakasi ise en genis
tabakady ve SD; ile SDs arasinda bulunur. SD; tabakasi, hiicre limenine en yakin
olan tabakadir. Lignin temelde, orta lamelde en yogun konsantrasyona sahiptir fakat,
sekonder duvarin tamaminda da bulunabilir. Seliiloz ve hemiseliiloz da temelde SD;,
SD; ve SDj tabakalarinda, farkhi fibril yonelimleri ile dagilmis olarak bulunabilir.
Hemiseliilozlar, ana-bilesenleri ksilanlar ve glukomannanlar olmakla birlikte,
kompleks karbonhidrat polimerlerinin bilesimidirler. Cogu ksilanlarda, ksilan
iskeleti degisik oranlarda asetil, metilglukuronil ve arabinofuranozil yan zincirleri
tagirlar [31]. Arabinofuranozil gruplari daha sonra, lignin-hemiseliilloz baglarina
neden olan eter baglarma ortak olduklar: disiintilen [32], ferulik ve p-kumarik asit
gibi aromatik asitler tarafindan esterlestirilebilirler [33]. Lignin yiiksek derecede
dallanma gosteren, aromatik alkollerin serbest radikal kondansasyonu ile
olusturulmug rasgele bir polimerdir [34]. Hemiseliiloz ve seliiloz, sekonder hiicre
duvarinda lignine fiziksel ve kimyasal olarak baghdir. Lignin ve polisakkaritler
arsindaki kimyasal baglardan bazilar1 ester, eter, ketal ve hidrojen baglarimi icerir
[35,36]. Bunun da 6tesinde Obst [37], ligninin her 36 fenilpropan birimine bir
karbonhidrat bag1 diistiigii seklinde bir korelasyon dnermistir.
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Sekil 2.4. Odun fibrillerinde hiicre duvar: tabakalarinin organizasyonu (a), sekonder
hiicre duvarlarinda lignin ve hemiseliilozun seliiloz mikrofibrilleri ile olan muhtemel
iligkisi (b). Her bir hiicrenin ¢ap: yaklagik 25 pm’dir. {15} e gore yeniden ¢izilmistir.

2.3. LIGNOSELULOZ YIKIMINDA ROL ALAN ENZIMLER

Teknolojik amaghi kullanimlar igin gelistirilebilir aktiviteye sahip farkh
enzimlere olan ihtiyacin artmasi, aragtirmalari, bu gibi enzimlerin kaynagin yiiksek
organizasyonlu hayvan ve bitkilerde [6rnegin; bayirturpu ve salgam koklerinden
HRP (Horseradish Peroxidase)] aramaktansa, mikroorganizmalarda, 6zellikle de
ekolojileri ve sekonder metabolit tiretimleri hakkindaki ¢ok iyi dokiimantasyona
sahip olunmasi nedeni ile aktinomisetlerde ve funguslarda, aramaya daha gok
yonlendirmistir.  Mikroorganizmalardan izole edilen enzimler giniimiizde, ilag
endiistrileri ve molekiiler biyolojide oldugu kadar, gida islemesini ve deterjan
iiretimini de igerisine alan gesitli proseslerde kullanilmaktadir. Uretilen bu enzimler
igerisinde seliilazlar, ksilanazlar ve kitinazlar gibi bir takim hidrolitik enzimler
vardr.  Lignoseliilozun degredasyonunda ise seliilazlar [15], ksilanazlar [24],

peroksidazlar ve lakkazlar [28] rol almaktadir.
2.3.1. Seliilazlar
Lignoselillozik materyalleri degrede edebilen tiim organizmalar, birbirleriyle

ortak islev goren, farkli 6zelliklere sahip gesitli enzimler tiretirler (detalyh biligi i¢in

bkz. [15]). Seliilazlar ve ksilanazlar aeroblari, anaeroblari, mezofilleri, termofilleri
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ve ekstremofilleri igine alan ¢ok ¢esitli bakteriler ve funguslar tarafindan
dretilmektedirler. Aerobik bakteriler ve funguslar, genellikle ekstraseliiler seliilazlar
ve hemiseliilazlar f{iretirler [38]. Temel olarak seliilaz sistemleri asagidaki

enzimlerden olugmaktadir:

i. Endo-1,4-f-endoglukanazlar (1,4-p-D-glukan  4-glukanohidrolaz; EC
3.2.1.4); Endoglukanazlar, sello-oligosakkaritlerin oldugu kadar amorf, sisirilmis ve
yan-gruplu seliilozlarin zincir i¢i 1,4-B-glukozidik baglarimi spesifik olarak krrarlar
[38,39]. Bazi endoglukanazlar B-1,4 ve B-1,3 baglarin karisimindan olugan arpa
glukanina da saldirabilirler [40].

ii. FEkzo-14-glukanazlar (1,4-f-D-glukan sellobiyohidrolaz; EC 3.2.1.91):
Endoglukanazlar gibi bu enzimler de amorf ve sisirilmig seliiloz lizerinde yiiksek
aktivite gosteririler fakat, kristalli formdaki seliilozu veya sello-oligosakkaritleri daha
zayif 8lgiide degrede edebilirler [41]. Genel olarak, seliiloz zincirinin indirgenmemis

ucundan sellobiyoz veya glukozun herhangi birini serbest birakan enzimler olarak
ifade edilebilirler [42,43].

iii. 1,4-p-glukozidazlar (1,4-(-D-glukozid glukohidrolaz;, EC 3.2.1.21): -
glukozidazlar, 6zel olarak aril-B-D-glukozidleri hidrolize eden B-D-glukozidazlar,
diglukozidleri ve sello-oligosakkaritleri hidrolize eden sellobiyazlar ve genis siibstrat
spesifitesine sahip B-glukozidazlar olarak smniflandirilabilirler [38]. Genel olarak
sellobiyozu, glukoza hidrolize eden enzimler olarak tammlanabilirler [44].

Selitlazlar genellikle, hidroliz iiriinlerinin yliksek konsantrasyonlarinda,
muhtemelen katabolik represyonla, inhibisyona ugrarlar [43, 45-48]. Aspergillus
terreus’dan elde edilen ekzo-1,4-glukanaz ve sellobiyazn, Hg”* varhiginda inhibe
oldugu da bildirilmistir [49]. Bununla birlikte, Sclerotium rolfsii’nin endo-1,4-3-
endoglukanazi ile yapilan bir ¢aligmada sellobiyozun indikleyici etkisi de rapor
edilmigtir [50].
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Sellobiyoz oksidaz ve sellobiyoz dehidrogenaz gibi seliilozun degredasyonunda
oksidatif role sahip diger enzimler, bir ¢ok fungusta tanumlanmigtir [51]. Sonugta,
gectigimiz on yil icerisinde, selitlozun degerli {iriinlere doniistiiriilebilmesi i¢in
enzimlerin gelecekteki endiistriyel uygulamalarini gelistirme dogrultusunda, seliiloz

degredasyonu lizerine hatir1 sayilir miktarda aragtirmalar yapilmustir.

2.3.2. Hemiseliilazlar

Hemiselitlozun yapisi, seliilozun tekrarlamalt glukoz blogu tipi yapisindan daha
komplekstir. Ksilan, hemiseliilozda bulunan en yaygin iskelet yapisidir. Bununla
birlikte, hemiseliiloz yapist aym zamanda, hidrolizi gerceklestirebilmek i¢in daha
kompleks bir enzimler takimi gerektiren, dallanmig hetero-polisakkaritlere sahiptir.
Monomerler arasi baglar1 rast gele aywran enzimlerin (endo- enzimler), zincirin
sonundan monomerleri uzaklastiran enzimlerin (ekzo- enzimler) ve dimerleri
hidrolize eden enzimlerin birlikte ¢calismasina ihtiya¢ vardir. Bu enzimler, endo-1,4-
B-ksilanaz (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz; EC 3.2.1.8), B-ksilozidaz (1,4-B-D-ksilan
ksilohidrolaz; EC 3.2.1.37), a-glukuronidaz (EC 3.2.1.139), a-L-arabinofuranozidaz
(EC 3.2.1.55) ve asetil ksilan esterazi (EC 3.1.1.72) igerir. Dallanmug asetil ksilanin
karbonhidrat monomerlerine tamamen degredasyonunun elde edilebilmesi
dogrultusunda hemiseliilolitik enzimlerin birlikte ¢aligmasi gerekmektedir [19,52-
54].

Ksilanazlarin 6zellikleri hakkindaki mevcut bilginin ¢ok biiyiikk bir kismu,
bakteriyel ve fungal enzimler {izerine yapilan c¢aligmalardan kéken almaktadir.
Mikrobiyal ksilanazlar 8-145 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklar: ile tek alt-
initeli proteinlerdirler [55]. Bakteriyel ve fungal kaynaklardan elde edilen
endoksilanazlarin optimum aktivite sicakliklar1 40°C ile 60°C arasindadir. Fungal
ksilanazlar, genellikle bakteriyel ksilanazlara kiyasla daha az termostabildirler.
Bakteriler, yliksek molekiiler agirlikli asidik ksilanazlar ve diisik molekiiler agurlikli
bazik ksilanazlar olmak {izere iki tip ksilanaz iretirler. Bununla birlikte bu tarz bir
iligki funguslarda gozlenmez, fakat diisiik molekiiler agirlikli bazik ksilanazlar

yaygindir [56].
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Ksilanazlar tarafindan gerceklestirilen hidroliz, genellikle karbonhidratlarin
indirgenmis seker monomerlerinin anomerik merkezinde tutuklanma veya inversiyon
ile sonuglanir. Bu durum, bir veya iki gecis basamaginmn ise karistigini gosterir
[56,57]. Glukozil transferi, genellikle anomerik merkezdeki doymus karbonda
niikleofilik yer degistirme ile sonuglanir ve anomerik konfigiirasyonun tutuklanmasi
veya inversiyonu ile meydana gelir [57].  Seliilazlar ve ksilanazlar gibi
polisakkaritleri hidrolize eden enzimlerin ¢ogunun siibstratlarim, C; anomerik
konfigiirasyonunda tutuklama ile hidrolize ettikleri bilinmektedir. Ksilanazlar
temelde, okso-karbonyum benzeri doniistiirme basamag: tarafindan olusturulan ve
hidrolizlenen glukozil enzim ara-basamag igeren, ¢ifte yer degistirme mekanizmasi

sergilerler [56,57].

Leggio ve ark [58] Pseudomanas fluorescens’in ksilanaz A enzimine,
ksilopentoz baglanmasinin kristallografik ¢aligmasina dayanarak, klasik goriisleri ve
kendi c¢aligmalarindan ortaya ¢ikan sonuglari birlestirerek, uygun bir enzim
mekanizmast One slrmiislerdir.  Bu aragtirmacilara gore ksilanazlarin etki

mekanizmasi su sekilde gergeklesmektedir:

i. Ksilan, ksilanaz tarafindan tespit edilir ve ti¢ kath solak bir heliks seklinde

baglanr,

ii. Birinci yan-grup bélgesindeki ksilozil yapisi egilir ve asafiya, katalitik
yapilara dogru c¢ekilir, daha sonra glukozidik bag enzim-siibstrat kovalentini

olusturmak icin gerilir ve kirihir.

iii. Ara iriin, aktive edilmis su molekiili tarafindan saldirtya ugrar ve bunu

tutuklay:ci glukozil mekanizmas: takip eder ve iiriin olugturulur {58].

Ksilanazlarm, ksilobiyoz ve laktoz ile indiiklendikleri bilinse de [50], arabinoz
ve onun katabolik driinii olan arabitolle indiiklendikleri de rapor edilmigstir [48].
Seliilazlar gibi endoksilanazlar da, hidroliz iiriinlerinin yiiksek konsantrasyonlarinda

inhibe olurlar, fakat ksilanazlar s6z konusu oldugunda inhibisyon, ksilobiyozun
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yiiksek konsantrasyonlar: ile meydana gelirken, ksilozun yiiksek konsantrasyonlari
igin bu durum gegerli degildir [38]. Ksilanazlarin Hg*, Fe**, Fe** ve Pb™* gibi
inhibitorlerin bulundugunda da inhibe olduklar: rapor edilmistir [59].

Her ne kadar ksilanaz izo-formlar1 arasinda sinerji sergilense de, seliilazlar ve
ksilanazlar arasindaki sinerjistik etki heniiz a¢ik degildir. Seliilazlar igerisinde
bulunan endo-ekzo- tipi sinerjistik etki i¢in ¢ok fazla kamt yoktur. Ciinkii, ¢ogu B-
ksilozidazlar ksilan {izerinde aktivite gosteremezler [53]. Sinerjistik faaliyet, ekzo-
ksilanazlarin ksilan hidrolaz oranini, endo-ksilanazlar tarafindan serbest birakilan
fakat, P-ksilozidazlara daha dayanikli olan biyiik oligosakkaritlere saldwrarak
artrdiginda ortaya ¢ikmaktadir [60]. Bununla birlikte ksilanazlar icerisinde gercek
bir sinerji, ksilan iskeleti asetil, arabinozil, glukuronozil gibi yapilardan olusan yan-

gruplara sahip oldugunda ortaya ¢ikabilir [53].
2.3.3. Peroksidazlar

Lakkazlar, peroksidazlar (lignin peroksidazlari, mangan peroksidaziari ve
mangan-bagimsiz peroksidazlar: igerisine alir), ve H 0O, olusturan oksidazlar, lignin
degredasyonunu gerceklestiren enzim sistemlerinin  bilesenleridirler [61-67].
Peroksidazlarin  ekstraseliiler lokasyonlari ve endiistriyel uygulamalardaki
potansiyeli, bu potansiyelin ¢ogunun P. chrysosporium gibi bazidiomiset grubu
funguslara ait peroksidazlarin lignine saldirabilmesinden ileri gelmesi nedeniyle,
yakin zamanda fungal peroksidazlar lizerine ¢aligmalari harekete gec¢irmistir. En
yogun bigimde ¢alisilmis olan iki P. chrysosporium peroksidazi lignin peroksidaz
(LiP) ve mangan-bagimlt peroksidaz (MnP)’dir {68]. P. chrysosporium, yine lignin
degredasyonunda rolii olan, 15’i lignin peroksidaz ve geriye kalan 6 tanesi de
mangan-bagimli peroksidaz olmak lizere en az 21 peroksidaz izo-formu tiretmektedir
[69].

P. chrysosporium tarafindan {iretilen ve genellikle ligninazlar olarak bilinen

lignin peroksidaz izo-formlari, 38-43 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklar: ile

birlikte, glukolizasyon dereceleri ile de birbirlerinden ayrilirlar [70]. Bunun yani sira
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Thermomonospora fusca BD25S [66] ve Streptbmyces avermitilis UAH30 [67] gibi
aktinomisetlerden elde edilen peroksidaz izo-formlarinin molekiiler agirliklari ise 40-
50 kDa arasinda degismektedir. P. chrysosporium tarafindan iiretilen lignin
peroksidazlarin her izo-formu, tek bir ferriprotoporfirin IX (hem) molekiild
icermekte ve birbirleri ile Ortiisen siibstrat spesifiteleri sergilemekte iken {71], T
Jusca ve S. avermitilis tarafindan iretilen lignin peroksidazlarda hem grubu
belirlenememistir [66,67). P. chrysosporium’un lignin peroksidaz izo-formlar,
nutrient aghg: ile olugturulan sekonder metabolizma sirasinda iretilirlerken [70],
aktinomisetlerin peroksiadazlari primer metabolizma lirtintdiirler {65-67]. LiP izo-
formlari, lignin ve iligkili bilesiklerin depolimerizasyonunun baslangicinda merkezi
bir rol oynarlar [71,72] ve azo-boyalar ile diger aromatik kirleticilere de
saldirabilirler [67,73]. Lignin peroksidazlarin aym zamanda, veratril alkoli
veratraldehite okside ettikleri de bilinmektedir [74]. Veratril alkol, bazidiomisetler
tarafindan fenilalaninden retilir ve lUretimi LiP’in  Uretimi ve lignin
degredasyonunun baslangic ile ayni zamana denk gelmektedir [68]. Veratril alkoliin
kiiltiir ortamina eklenmesinin LiP diretimini artirdigi [75] ve LiP’in, asirt hidrojen
peroksid bulundugunda inaktivasyonunu Onledigi bilinmektedir [76]. Veratril
alkoliin Uretiminin diizenlenmesi, mangan diizeyleri ile ger¢eklesmektedir ve bundan
dolayi, mangan diizeylerinin MnP iiretiminin diizenlenmesindeki roliiniin yani sira

LiP iiretiminin diizenlenmesinde de dolayl: bir role sahip oldugu 6ne siiriilmektedir
[68].

Mangan-bagimli peroksidaz, aym: zamanda lignin ve bir grup fenolik lignin
model bilesiklerinin oksidasyon ve depolimerizasyonunu da hidrojen peroksid
aracilif ile katalizlemektedir [77]. MnP, fenolik organo-kirletici stibstratlara [73] ve
azo-boyalara kars1 da katalitik aktivite gostermektedir [78]. MnP’in aktivitesinin
sekli, adindan da anlagilacagi tizere, mangan iyonlarinin bulunuguna baghidir. MnP,
mangan iyonlan ile indiiklenir ve Mn(Il)’yi Mn(Ill)’e okside eder. Mn(lII), P.
chrysosporium tarafindan {iretilen oksalat gibi, bir organik asitle birlestiginde,
tiyollerin varhginda fenolik olmayan yapilari okside edebildigi kadar, bazi basit
fenolik yapilari ve fenolik lignin siibstratlarini okside edebilme yetenegindedir [79].
Kisacasi, fenolik bilesikle reaksiyon, bir takim metabolik yollar boyunca kararh bir
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irtine degrede edilecek olan, fenoksi radikali olusturmak igin tek elektron

oksidasyonudur.

Bunlarin arasinda LiP ve MnP, funguslarin en iyi biiyiimeyi gosterdigi ve
enzimlerin optimum pH’larinin yakmnda ¢aligtiklari, en diisik pH degerlerinde ve
mezofilik ortamlarda lignin depolimerizasyonunda énemli bir rol oynamakla birlikte,

ekolojik yonden en 6nemli peroksidaz gruplarindan birisini olustururlar.
2.3.4. Lakkazlar

Tamim olarak lakkazlar, her ne kadar gercek siibstrat spesifiteleri ¢ogu kez
olduk¢a genis ve enzim kaynagma gore degiskenlik gosterse de [80,81] p-
difenollerin oksidasyonunu (p-difenol:oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) ve aym
zamanda, meydana gelen dioksijenin suya indirgenmesini katalizlerler. Lakkazlar
(benzenediol:oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2), ¢ok biiyiik bir ¢cogunlukla, 60-80
kDa arasinda degisen molekiiler agwliklari ile bakir igeren ekstraseliiler
glukoproteinlerdir [82].

Kimyasal ve katalitik ¢zelliklerinden dolay: [83,84] teknolojik prosesler igin
fungal lakkazlar ve peroksidazlarm kullanum izerine ¢ok buyiik ilgi olusmustur.
Odun ¢iirtik¢tilii funguslarin ve bunlarin ligninolitik enzimler ile biyolojik kagit
hamuru proseslerinde kullaniminin kesfedilmesi, kagit iiretim endiistrilerinde daha az
enerji kullaniminin ve bu proseslerin kimyasal gereksinimlerinin azaltilmasinin
yolunu agabilir. Bir biyolojik beyazlatma prosesi, alkali pH ve yiiksek sicaklikta gok

yliksek enzim aktiviteleri gerektirir.

Lakkazlar ve peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar olduk¢a
benzerdir [85-88]. Her iki tip enzim de fenolik bilesikler ve aromatik aminleri,
sonugta radikalleri olusturan, tek elektron oksidasyonu ile okside ederler. Prostetik
gruplarindaki farklibklarin Otesinde lakkazlar, peroksidazlardan aym zamanda
genellikle daha diisiik oksidasyon potansiyellerine sahip olmalari ile de ayrdirlar
[89,90]. Lakkazmn, lakkaz-bagimli oksidasyon reaksiyonlari sirasinda oksijeni
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elektron alicist olarak kullandigi bilinmektedir [91,92]. Aym zamanda, veratril

alkoliin lakkaz tiretimini stimiile ettigi de bulunmusgtur [93].

Lakkaz benzeri enzimler fenolik merkezleri, spontan polimerizasyona neden
olacak fenoksi serbest radikali olusturarak, bir elektronla okside ederler [82,92].
Polifenollerin sentezi fenollerden, kinonlardan, karbonhidratlardan ve N’lu

sekerlerden humik yaptlarin olugumu swrasindaki gerekli bir basamaktir,

Lakkaz, baz1 bazidiomiset ve askomiset bireylerinde tesbit edilmistir [82,92].
Cogu beyaz clirlikgtil fungus, P. chrysosporium hari¢ olmakla birlikte, ekstraseliiler
lakkazlar {iretirler. Bu enzimin, lignin degredasyonuna {94, 95], fenolik bilesiklerin
detoksifikasyonuna [96] ve bazi klorofenolik bilesiklerin deklorize edilmesine [97]
karigtigina  inanmlmaktadir. Farkli beyaz-ciiriikkgtil funguslar, farkli enzim
kombinasyonlarm tretirler: LiP ve MnP ireten; MnP ve lakkaz iireten; LiP ve
lakkaz iireten ve LiP veya MnP’in her ikisini de iiretmeyip lakkaz ve aril alkol
oksidaz (AAO) veya bazi bagka enzimleri iireten funguslar vardir [61]. LiP-lakkaz
grubuna dahil olan funguslarin lignin degredasyon yetenegi cok daha diisiikken, LiP-
MnP ve MnP-lakkaz gruplarina dahil bir kisim funguslar etkin lignin degrede
edicileridir [61]. Bu, MnP’in lignin degredasyonundaki 6nemli rolii nedeniyle
olabilir.  Bununla beraber, lignin degredasyonu kompleks bir prosestir ve

muhtemelen enzimlerin birbirleri {izerine sinerjistik etkileri vardir.

2.4. LIGNOSELULOZ YIKIMINDA ROL ALAN ORGANIZMALAR

2.4.1. Lignoseliiloz Degrede Eden Bakteriler

Genellikle lignoseliilozik materyallerin degredasyonunun temelde funguslar
tarafindan yiirtitiildiigii kabul edilmektedir. Bunun sebebi, kismen bu organizmalara
lignoseliiloz igerisine niifuz edebilme yetenegi kazandiran, fungal biiylimenin hifli
yapisidir. Normalde bakterilerin, ligninlesmis odun hiicrelerinin duvarinin yikiminda
sinurly bir kapasiteleri bulunmaktadir. Bununla birlikte bakteriler, genellikle karigik
mikrobiyal populasyonlarda ortaya ¢ikarlar ve birbirleriyle sinerjistik etki
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gosterebilen bir dizi enzim iretmektedirler. Bu ara iliskiler, en sonunda aerobik
kogullar altinda CO,’e, anaerobik kosullar altinda ise CO,, metan ve H,O’ya

donistirilecek olan lignoseliilozun tamamen yikimina 6nciiliik etmektedir.

2.4.1.1. Aerobik yikim

Lignoseliilolitik artiklarm biriktigi toprak ylizeyi, en O6nemli mikrobiyal
habitatlardan birini olugturmaktadir. Yiiksek lignin igerigine bagh olarak odun,
lignoseliilolitik yapilarin en direnglisini temsil eder. Ligninin tamamen
degredasyonu, sadece P. chrysosporium ve bir kisim Streptomyces gibi birkag
mikroorganizma tarafindan yiiriitiilen oksidatif bir stiregtir. Bununla birlikte, daha
genis cesitlilige sahip bir grup mikroorganizma, dzellikle de aktinomisetler, selitlozik
ve hemiseliilozik siibstratlara ulasabilme dogrultusunda lignoseliilozun kismi
delignifikasyonunu gergeklestirebilme yetenegindedirler [S]. Alkali pH ve yiiksek
sicakliklarda, yiiksek diizeylerde lignoseliilolitik aktivite iireten organizmalar
icerisinde Bacillus lyeleri de Streptomyces iyeleri ile birlikte dikkate deger
mikroorganizmalari olusturmaktadir [57]. Ote yandan bu mikroorganizmalarin bazi
tiyelerinin ya hi¢ ya da ¢ok diigiik seliilaz aktivitelerine sahip olmalari, buniarin kagit
ve kagit hamuru endiistrisinde kullanilabilme potansiyellerini  artwrmaktadir,
Aerobik, lignoseliilolitik toprak bakterileri arasinda Cellulomonoas, Pseudomonas
(Cellvibrio), Thermomonospora [65,66,98] ve Mikrobispora, genusuna ait bazi tiirler

detayl bir bigimde ¢aligtlmugtir.

2.4.1.2. Anaerobik yikim

Lignoseliilozun anaerobik degredasyonu giibre, kompost, atik su isleme
tesislerinin ¢amurlart ve deniz veya tath su sedimentleri gibi ¢esitli anaerobik
habitatlarda meydana gelmektedir. Bunlara ek olarak, lignoseliilozun rumen ve
gastro-intestinal boslukta bulunan anaerobik mikroorganizmalar tarafindan hidrolizi,
ot-obur hayvanlarin beslenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadw. Hayvan
yeminin rumende degredasyonu, ¢esitli bir takim enzimler lireten bakteriler,

funguslar ve protozoonlarm  kompleks bir kombinasyonu tarafindan
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gergeklestirilmektedir.  Rumende lignoseliiloz degredasyonunun kompleks bir
mikro-flora tarafindan gergeklestirilmesinin nedeni, bitki hiicre duvarindaki
selilozun glukuronoarabinoksilanlarin  dolayli ortakhg: ile korunmasindan
kaynaklanmaktadir [99]. Buna ilaveten, ksilanlar yiiksek derecede asetillenmislerdir.
Ksiloz yapilarinin %70°1 ksilopiranoz halkasindaki C, veya C; pozisyonundaki
hidroksil grubundan esterlenmistir [24]. Bunun da &tesinde, dallanmug ksilan
polimerleri esterlenmis ferulik asit ve p-kumarik asitlerle birbirlerine, bitki hiicre
duvarmm yapisal birlikteligini de saglayan, ¢apraz baglarla baglanmuglardir [100].
Bu kompleks siibstratla yiizlestikten sonra, rumen mikroorganizmalarinm farkl
dzelliklere sahip gok gesitli lignoselitlolitik enzimleri liretiyor olmalar ise siirpriz

olmamaktadir.

Detayli bir sekilde calisilmis olan seliilolitik ve ksilanolitik bazi rumen
bakterilerinden gram-negatif tirler Fibrobacter (eski isimlendirmeye gore
Bacteriodes) succinogenes ve Butyrivibrio fibrisolvens ve gram-pozitif tiirler
Ruminococcus albus ve Ruminococcus flavefaciens’tiv [101]. Seliilolitik rumen
funguslari, anaerobik Chytridiomyces tyelerini, 6zellikle de Neocallimastix frontalis,
Neocallimastix  patriciarum,  Neocallimastix ~ R1, Neocallimastix  jayoni,
Sphaeromonas communis, Piromyces communis, Orpinomyces bovis ve
Anaeromyces mucronatus’u igerisine almaktadw {101]. Rumende seliilozik bitki
parcalarmi kullanan bazi anaerobik siliatlar da tanimlanmigtir, 6megin; Diplodinium
ve Eudiplodinium genusuna ait olanlar [101,102]. Protozoa’nin seliilozu fagositozla
iceri almasindan dolayi, hidrolitik enzimlerin protozoonlar tarafindan mu tiretildigi
yoksa seliilolitik bakteriler tarafindan {tretilip siibstratla birlikte mi igeri alindig:
sorusu ortaya ¢ikmaktadw. En azindan Eudiplodinium maggii’de seliilolitik enzimler

siliat tarafindan tretiliyormusg gibi goriinmektedir [103].
2.4.2. Lignoseliilozu Degrede Eden Funguslar
Funguslar  lignoseliilolitik  materyali degrede edebilme yetenekleri

dogrultusunda ii¢ kategoride smuflandiriimaktadirlar: beyaz-giirtikglil funguslar,

kahverengi-¢iiriikgiil funguslar ve yumusak-giirikgiil funguslar [104]. Beyaz-
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¢iiriikgtil funguslar, odun polisakkaritler ve ligninin her ikisine birden veya tercihen
lignine saldirip degrede ederek, lignoseliilozu etkin bir bigimde degrede edebilir [52].
Tipik olarak beyaz-giiriimede, etkilenmis odundan her ne kadar tercihen sadece
lignin uzaklagtirilsa da, saglam odunda bulunan lignin ve polisakkaritlerin esit
bigimde uzaklastirildig1 siingerimsi, ipliksi ya da yaprakst yap: olarak tanimlanan
gliriiklitkkler ortaya ¢ikmaktadir [105]. Lignoseliiloz degrede eden beyaz-gliriikgiil
funguslarin ¢ogu Basidiomycetes’e (6rnegin Agaricaceae, Corticaceae, Hydnaceae,
Polyporaceae ve Telesporaceae) veya Ascomycetes’in Sphaeriales ordosuna

(6rnegin; Ustilago vulgaris, Xylana polimorfin) aittirler [104].

Kahverengi-giiriikk¢til funguslar, 6zellikle konifer odunlarindan seliiloz ve
hemiseliilozu segici bigimde uzaklastiran, hem patojenik hem de saprofitik tiirleri
icermektedir. Enfekte odun, ¢ok hizli bi¢imde dogal dayamklihifm kaybeder. Ani
ayrilmalar ve ¢iiriiyen odun fibrilleri boyunca kirilmalar meydana gelir. [lerleyen
asamalarda odun, temelde ligninin modifiye yapilarindan olusan, kiibik, koyu-
kahverengi, ¢abucak dagilabilen pargalar halini almaktadir. Kahverengi-¢iiriikgiil
funguslar bazidiyomisetlerdir ve tiim odun g¢iirlik¢iili bazidiyomisetler igerisinde
azmhigr olustururlar (%10-26) [105].  Kahverengi-¢iiriikglil funguslar, lignin
degredasyonu i¢in gerekli olan oksidatif fenol oksidaz veya peroksidaz aktivitelerine
sahip degildirler. Bununla birlikte seliiloz hidrolizi i¢in, muhtemelen Fenton
reaksiyonu ile iretilen diigitk molekiiler agirhkh gelatorleri, oksalatlar: ve hidroksil

radikallerini igeren, etkin bir mekanizma gelistirmiglerdir {106].

Yumusak-¢iirimeye neden olan funguslar ise, yitksek nem igeren ve suya
doymus oduna saldwrabilirler. Bu funguslar Ascomycetes (veya Deuteromycetes)
tiyeleri olan Penicillium, Thielavia ve Dactylomyces’i igerisine almaktadirlar [105].
Bunlar, odun hiicrelerinin duvarlarindan ¢ok &nemli miktarlarda seliiloz ve
hemiseliilozu uzaklagtirabilirler. Bazi yumusgak-¢iiriime meydana getiren Aspergillus
tiyeleri, Onemli ksilanaz dreticileridir ve lignin model bilesiklerini degrede
edebilirler, fakat yiiksek molekiiler agirliga sahip lignini veya '*C-isaretli sentetik
dehidrogenasyon polimerlerini (DHP) ¢ok zayif dlglide degrede edebilmektedirler
[107].
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Lignoselillozu degrede etme yetenefi gdsteren organizmalar igerisinde en
detaylt ¢alisilmig olanmi, beyaz-¢iiriikglil bir fungus olan P. chrysosporium’dur
(detayli bilgi i¢in bkz. [52,91]. Arora ve ark. [108] T. versicolor, Daedalea flavida,
Dichomitus squalens, Phlebia fascicularia, Phlebia floridensis ve Phlebia
radiata’nin  lignoselillolitik  enzimleri {izerine yaptiklari ¢alismada, bu
organizmalardan hig¢ birisinin P. chrysosporium’un toplam organik madde miktarinda
meydana getirdigi kayip miktarina (%52,5) erisemediklerini rapor etmislerdir. Adi
gegen organizmalar igerisinde en yiiksek aktivite gdsteren D. squalens, ancak %36,8
oraninda organik madde kaybi meydana getirebilmistir [108]. Aktinomisetler ile
lignoseliiloz degredasyonunun c¢alhgilmasinda aragtirmaya bir baglangig noktasi
olarak, P. chrysosporium icin hali hazirda gelistirilmis olan metodoloji ve bilgi
uyarlanarak kullanilabilir. Bundan dolayi, aktinomisetler tarafindan lignoseliiloz
degredasyonunun tespit edilmesi dogrultusunda, P. chrysosporium’un lignoselilloz
degredasyon sisteminin ve metodolojilerinin tiim ayrintilar: ile gézden gegirilmesi

6nemlidir.

P. chrysosporium’un, Chrysosporium lignorum P-127-1 ve Sporotrichum
pulverulentum olarak adlandirilmis olan sinonimleri sirasi ile Isvigre ve Rusya’da
izole edilmiglerdir. Buna ragmen P. chrysosporium adi glniimiizde genel olarak

benimsenmigtir [109].

P. chrysosporium lizerine yapilan ¢aligmalar, iki ana laboratuvarda 1970’ lerin
baglarina kadar uzanmaktadir. Bu laboratuvarlar, Kirk (Forest Products Laboratory,
Wisconsin, U.S.A.) ve Eriksson’un (Swedish Forest Product Research Laboratory,
Stockholm, Sweden) laboratuvarlaridir.  ['*C]-lignin isaretleme teknolojilerinin
gelisimi [110] ile desteklenen bu ilk ¢ahgmalar, bu fungus ile gergeklesen lignin

degredasyonunun fizyolojisi fizerine yogunlagmigtir.
2.4.3. Lignoseliilozu Degrede Eden Aktinomisetler
Aktinomisetlerin  ¢evresel olarak en Onemli yeteneklerinden birisi,

lignoseliilozu degrede edebilmeleridir. Her ne kadar son yillarada, lignoselilolitik
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aktinomisetler iizerine yapilan c¢aligmalarn ¢ogu afwlikli olarak Crawford’un
(Department of Bacteriology and Biochemistry, University of Idaho, U.S.A.) ve
McCarthy’nin laboratuarlarinda (Department of Genetics and Microbiology,
University of Liverpool, U.K.) yiiriitiilmiis olsa da, uzun zamandir aktinomisetler
gibi bakterilerin dogal habitatlarda lignoseliiloz degredasyonuna karistigindan
stiphelenilmigtir [111].

1954’lere kadar gidildiginde, Hintli balik¢ilarin pamuk aglarindaki bozulmadan
Streptomyces ve Nocardia tiirlerinin sorumlu oldugu gériilmektedir [112]. 1968’de
Sorensen, ligninin in vivo kogullarda toprak bakterileri tarafindan degredasyonunu
rapor etmigtir [113]. 1974’de  Thermomonospora fusca’nin  lignoseliiloza
saldirabildigi rapor edilmigtir [114]. Bununla birlikte, 1977’de Trojanowski’nin
bulgularindan 6ncesine kadar, aktinomisetler tarafindan lignoseliiloz degredasyonuna

iligkin kesin bir kanit bulunamanugtir [115].

1978’de Crawford, ["C]-lignin-isaretli-lignoseliilozu ["“CJ’a okside etme
yetenegine sahip bir grup Streptomyces susu elde etmisti. Bu suslar ile
gergeklestirilen  ['*C]-lignin-isaretli-lignoselillozun  oksidasyonu sonucunda,
kullanilan toplam siibstratin %17,7’sine varan ['*C] geri kazamm diizeyleri elde
edilmistir [7]. Crawford’un grubu tarafindan topraktan izole edilen diger iki
aktinomiset susu olan Streptomyces viridosporus TTA ve Streptomyces setonii
75V1i2°nin ise ot lignoselillozunun lignin igeriginin, sirasi ile %44 ve %39unu
uzaklagtirabildigi gosterilmigtir [116]. 1980’lerde Crawford’un grubu tarafindan
yuriitilen ¢ahgmalarin gogu S. viridosporus T7A’min lignoseliiloz degredasyonu
¢aligmasi lizerine yogunlagmugtir. Bu arada, dncelikle Paul Broda ile Manchester’da
baglatilan ve daha sonra Liverpool’da devam eden McCarthy’nin grubu iyi derecede
lignoseliiloz degredasyonu gésteren aktinomisetlerin belirlenmesi {izerine aktif bir
arastirma  programu  baslatmuglardir. Micromonospora,  Streptomyces  ve
Thermomonospora genuslarma ait organizmalarda, lignin-['*C]-lignoseliilloz igin
gelistirilmis en yliksek lignoseliiloz degredasyon aktivitesini; sirasiyla %8 ve 7,5
[“C] ile Streptomyces sp. MT813 ve Thermomonospora mesophila gbstermistir
[117].
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Tuncer ve Ball {118], Thermomonospora fusca BD25 tarafindan iretilen
ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerle, siibstrat olarak kullanilan yulaf ksilaninin
%28,9’unun hidroliz edildigini rapor etmislerdir. Ayni aragtirmacilar, siibstrat olarak
6giitlilmiis bugday samami ve solubilize karaft hamurunu kullandiklarinda ise bu
materyallerin hidroliz oranlarinin yulaf ksilanina oranla, sirasiyla 4- ve 6-defa daha
az oldugunu, fakat bu iki stbstratin igerdikleri hemiseliiloz miktarlar1 dikkate
alindiginda ise hemiseliillozun hidroliz oranlarmin yine swasiyla %22,2 ve %25,9

olarak gergeklestigini rapor etmiglerdir.
2.4.3.1. Aktinomisetlerin genel dzellikleri

Aktinomisetler, hem dogal hem de insan yapimi, ¢ok genis ¢esitlilige sahip
cevrelerde yagayan bagsarili bir bakteri grubu olarak distiniilmektedir [119]. Difteri
(Corynebacterium diphtheria), clizzam (Mycobacterium leprae) ve ayni zamanda
tiberkiiloz (Mycobacterium tuberculosis) etmeni olan tlirler gibi, bazilari insan ve
hayvan patojenleri olarak tamimlanmiglardir.  Ayni zamanda, aktinomisetler
tarafindan meydana getirilen bir takim bitki hastaliklar: da vardir, 6zellikle misirda
kiilllemeye  (Corynebacterium  nebraskense)  ve  domateste  ¢lirlimeye
(Corynebacterium michigananse) neden olan Corynebacterium genusuna ait olanlar,
bunlara 6rnek verilebilir.  Streptomycetes iiyeleri ise bitkilerde sadece tek bir
hastaliga neden olurlar, o da patates ve seker pancarinda goriilen scab’dir. Scab
hastaliginda, her ne kadar diger tiirler de ige karigsa da, hastaliga neden olan ajanin

Streptomyces scabies oldugu dustintilmektedir [120].

Aktinomisetler toprak, kompostlar, kiiflii yemler, tath: su, aktif camur ve
hayvan giibresi gibi habitatlardan izole edilebilirler. Toprak, 4x10° kob gr'”
gegebilen mikroorganizma populasyonunu veren bazi verimli toprak ornekleriyle
birlikte, aerobik aktinomisetlerin en 6nemli ve en detayli ¢alisilmis kaynaklarindan
birisidir. 1900’lere kadar geriye gidilecek olursa, ilk kegsfedilen aktinomiset liyesi
Streptothrix chromogena’dir. Bu organizmalar, topragin organik materyali izerinde

kolonize olmalari ve yikimmnda aktif olarak ise karigmalar1 nedeni ile Snemlidirler
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[121,122]. Toprakta bulunan aktinomiset izolatlarinin %95’ini meydana getiren

Streptomyces en 6nemli genustur [123].

Topraktaki organik materyalin ¢ogu, bitkilerden kaynaklanan lignoseliiloz ve
hayvanlar ve funguslardan koéken alan kitin gibi, suda ¢oziinmeyen polimerler
halinde bulunur. Aktinomisetlerin bu ¢dziinmeyen bilesiklerin igerisine nufliz
edebilmeleri ve degrede edebilmeleri, onlari toprak sistemleri igerisinde dnemli
yapmaktadir. Aktinomisetler, metabolik cesitlilik ve fragmentli miselleri veya
sporlarinin hava ve su kaynakh etkili dagilimlarma bagh olarak, hemen her yerde
bulunabilmektedirler [119].  Sporlar, uzun periyodlar boyunca canliliklarini
koruyabilirler ve daha sonra kok pargalari ve benzeri partikiiler organik niitrient
kaynaklarinin bulunmasi gibi, uygun kosullar altinda ¢imlenirler. Bunun neticesinde
organizma, yasam dongiisiiniin devam edebilmesi i¢in, niitrient kaynag: lizerinde
gelisecek ve sonunda sporulasyon veya fragmentasyon ile yeni yasam birimlerini
meydana getirmektedir. Her ne kadar topraklarda biiylimeyi kontrol eden ana
cevresel faktor niitrient kaynaklarimin bulunabilirligi olsa da sicaklik ve pH gibi diger
degisikenlerin de etkisi olabilmektedir.

Cogu toprak bakterileri mezofiliktir ve aktinomisetler de, laboratuvar kosullar:
altinda 25-30°C civarinda en iyi biiylimeyi gostermeleriyle, istisnai degildirler.
Notralden alkaliye kadar degisebilen toprak pH’si, genellikle aktinomisetler
tarafindan tercih edilmektedir. Organizmalar pH degerleri 5,0’den 9,0°a kadar olan
cevresel kogullarda biiyiiyebilirler.  Bunun yam sira asidofilik topraklardan
streptomisetler izole edilebilirse de [124,125], bu organizmalarin optimum pH’lart
7,0’ye yakindir. Topraklar, topragin kesin tipine bagli olarak, genellikle mezofilik,
nétrofilik ve asidofilik aktinomisetlerin bir karigimimm igeririler. Bunun aksine
kompostlar, kiiflii yemler ve diger kendiliginden isinabilen sistemler daha yiiksek

diizeylerde alkalifilik ve termofilik aktinomiset suglarin: bulundururlar.
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2.4.3.2. Lignoseliilozun aktinomisetler tarafindan yikimi ve modifikasyonu

Aktinomisetler s6z konusu oldugunda lignoseliilozun biyodegredasyonu,
hidrolitik ve ayn1 zamanda oksidatif bir prosestir. Termofilik aktinomisetler,
Ornegin, ¢6l kumu ve kompostlar gibi ¢ok degisik dogal siibstratlardan izole
edilmiglerdir [126]. Ekstrakte edilmis lignini ve DHP’lerini (Dehidrogenasyon
Polimeri) degrede edebilen birgok aktinomiset ve 6bakteri genusu bulunmaktadir
[104] ve bu bakteriler, funguslara nazaran daha yiiksek sicakliklara ve pH’a tolerans
gosterebilirler. Bakteriyel suslar arasinda 6zellikle aktinomisetler, lignin yapisini
¢ok iyi modifiye ve solubilize edebilirler, fakat lignini mineralize etme yetenekleri
suurldir [52,104,127-129].  Biiyiik ¢oguniugu, lignini sekonder metabolizmalari
yoluyla degrede eden beyaz-gliritk¢iil funguslara kiyasla aktinomisetler lignini
primer metabolik aktiviteleriyle ve yiiksek azot diizeylerinde degrede ederler.
Streptomyces ve Nocardia’min bazi tlirlerinin topraktaki bazi ligninleri degrede
ettikleri gosterilmistir [130]. Ot ligninlerinin, odunsu ligninlere nazaran,
aktinomisetler tarafindan daha etkin olarak saldiriya ugradiklarina dair baz bulgular
da mevcuttur [104]. Olumsuz kosullar aitinda aktinomisetler sporlar1 sayesinde
hayatta kalirlar [126]. Bu 6zelliklerinden dolay: aktinomisetler, her ne kadar
seliilozu ve lignini degrede edebilme yetenekleri funguslarinki kadar yiiksek olmasa
da, kompostlama swrasindaki sicaklik tepe degeri gibi ug kosullar sirasinda

lignoseliiloz degredasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar [128,131].

Lignin polimerini kismen depolimerize etme prosesinde, ligninin B-arileter
baglar1 aynlir ve fenilpropan yan-zincirleri ya uzaklastiriir ya da modifiye edilir
[132]. Bu proses modifiye edilmis, suda ¢oziinebilen, asitlestirilmis bir soliisyon
icerisinde ¢okelecek bir lignin polimerinin @iretimi ile sonuglanir. Bu polimer asitle
¢oktiirtilebilen polimerik lignin (APPL, Acid Parcipitable Polymeric Lignin) olarak
adlandirilir [133] ve bazi durumlarda APPL’nin daha diisiik molekiiler agirhklara
degrede edebildigi ortaya konmus olsa da [129,134] kiiltir ortamindaki yavas
metabolizmasindan dolay: bir ara-basamagin aksine, lignin degredasyonunun bir
tiriind gibi goriilmektedir {117,134]. McCarthy ve ¢alisma arkadaslarin [135] daha
sonraki ¢alismalari, APPL’nin lignin orijinli oldugunu dogrulamustir.  Diger
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analizler, inokiile edilmis ve edilmemis 6rneklerin APPL’leri arasindaki kimyasal
farkhliklart gostermistir [133]. Bu farkliiklar S. viridosporus T7A [133] ve
Streptomyces sp. EC1’in [136] APPL’lerindeki fenolik, hidroksil ve karboksil
gruplarmin sayisindaki bir artis1 icermektedir. Bunun da otesinde 7. mesophila
tarafinda tretilen APPL’de, humik asitlere bazi benzerliklerle birlikte,
karbonhidratlar ve proteinler de tespit edilmigtir.

Lignoseliiloz degredasyon prosesi, aromatik asit esterazlart [137], H,0;-
bagimsiz fenol oksidazlari [138] ve katalazlar1 [128] oldugu kadar, ekstraseliiler
peroksidazlar1 [118], seliilazlar1 ve hemiseliilazlar: [S4] da igerisine alan olduk¢a

kompleks bir enzim sistemini igeriyor gibi gdriinmektedir.

Ramachandra ve calisma arkadaslar1 [139] tarafindan yaymlanan énemli bir
makale, ekstraseliller, lignin-indiiklenebilen bir peroksidazin bir izo-formunun
saflagtirimasint  ve karakterizasyonunu igermektedir. Bu g¢aligmada, S
viridosporus’un ekstraseliiler peroksidazinin, bu organizmanin lignin degredasyon
sisteminin ana bileseni oldugu ileri stiriilmistiir [139]. S badius 252 [140],
Streptomyces sp. EC1 [141]. Streptomyces avermitilis UAH30 [67] ve T. fusca
BD25 [65] gibi diger aktinomisetlerde de bunu takiben ekstraseliiler perokasidazlar
tammlanmgtir.  Ashinda ekstraseliiler peroksidaz aktivitesi, tiim aktinomisetler
igerisinde, hatta lignoseliiloz degrede etme yetenegi gostermiyor gibi gdriinen tiirler
de bile [136,142], yaygin bir 6zelliktir [128]. Termofilik bir aktinomiset olan S.
termoviolaceus {143} ve T. fusca BD25 [67]den ekstraseliiler peroksidaz

enzimlerinin saflagtirtlarak biyo-fiziksel zellikleri tammlanmigtir.
2.5.LIGNOSELULOZUN KOMPOST BIR CEVREDEKI DEGREDASYONU

Kompostlama sirasinda mikroorganizmalar organik maddeyi CO,, biyokiitle,
termal enerji (151) ve humus benzeri bir son-iiriine doniistlirtirler. Organik maddenin
ana bilesenleri karbonhidratlar (6rnegin seliiloz), proteinler, lipidler ve lignindir.
Mikroorganizmalarin  organik maddeyi asimile etme kapasitesi, siibstratin

degredasyonu igin ihtiyag duyulan enzimleri Uretebilme yeteneklerine baghdir.
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Siibstrat komplekslestikce daha genis ve ayrmtili enzim sistemine ihtiyag
duyulacaktir.  Mikroorganizmalarin bu sinerjistik aktiviteleri dogrultusunda
kompleks organik bilesikler, mikrobiyal hiicreler tarafindan daha sonradan
kullamlabilecek daha kiiglik molekiillere yikilirlar [144,145].

Optimal kosullar altinda kompostlama, li¢ faz boyunca isleyis gosterir: (i)
mezofilik faz, (7)) birka¢ giinden birka¢ aya kadar siirebilen termofilik faz ve (iii)
birka¢ ay siiren soguma ve olgunlasma faz1 (Sekil 2.5). Kompostlama fazlarinin
uzunlugu, kompostlanan organik maddenin yapisi, havalandirma ve karigtirmanin
derecesi ile belirlenen, prosesin etkinligine baglidir. Kompostlamanin baglangicinda
kiitle, ¢evrenin (oda) sicakligindadir ve genellikle hafif asidiktir. Monosakkaritler,
nisasta ve lipidler gibi ¢o6zilebilir ve kolay yikidabilir karbon kaynaklari,
mikroorganizmalar tarafindan kompostlamamn ilk evrelerinde kullamibirlar. Bu
bilegiklerin yikimi sirasinda organik asitlerin olugsmasindan dolay: ortam pH’1 diiser.
Bir sonraki basamakta mikroorganizmalar, amonyumun serbest kalmasi ve pH’in
artmasi ile sonuglanacak olan proteinlerin yikimina baslarlar. Kolay yikilabilen
karbon kaynaklari tiiketildikten sonra, seliloz, hemiseliiloz ve lignin gibi daha

dayanikli bilesikler yikilir ve kismen humusa donigtiirtiliir [131].

Kompostlama, karigik mikrobiyal populasyonlarin hizli degisimleri ile
yiriitilen dinamik bir prosestir. Kompostlamada rol alan mikroorganizmalarin ana
gruplar1 aktinomisetleri de igine alan Bacteria ve Fungi’dir {145]. Her ne kadar
kompostlama sirasinda toplam mikroorganizma sayist belirgin bir sekilde degigmese
de, mikrobiyal ¢esitlilik kompostlamanin degigik fazlarinda degisiklik gosterebilir
[146]. Degisimin kesin yapisi ve her bir kompostlama fazindaki mikroorganizma

say1sl, siibstrata ve degisim sirasindaki bir 6nceki mikroorganizmaya baghdir [131].

Kompost yiginlari ve benzer g¢evreler, ¢ok ¢esitli ve yogun aktinomiset
populasyonlar: igerirler. Kompostlama prosesinin erken safhasinda aktinomisetler
onciil-dominant mezofilik tirler olarak bulunurlar.  Bununla birlikte, yigin
icerisindeki organik maddelerin (genellikle hayvan digkisi ve saman gibi

lignoseliilozik materyal) dekompozisyonu devam ettikge, kendiliginden i1sinma
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meydana gelir.  Sicakhik yiikseldikge ortam kosullart mezofilikten termofilik
populasyonlar i¢in daha uygun hal almaya baglar. Sicaklik 60°C’1 astiginda
mikrobiyal aktivite dramatik bir sekilde diiger, ama kompost soguduktan sonra diger
bakteri gruplar ile birlikte aktinomisetler yeniden dominant duruma gegerler [148,
149]. Nemli ve amonifikasyon sebebi ile nétralden alkaliye dogru degisen cevre de
aktinomisetlerin biiylimesini tesvik eder. Kontrollii kompost yigmnlarinin diizenli
olarak karigtirilmasi, biliylimeyi tesvik etmek i¢in Onemlidir ve kompostlama
prosesini inhibe edebilecek anaerobik ve dolayist ile de asidik mikro-gevrelerin
olusumunu Onleyerek, aerobik bir ¢evrenin olusmast garanti altina alinmis
olmaktadir [119]. Bu kogullar, aktinomisetlerin yogun ve hizh bir sekilde iiremeleri
i¢in idealdir, 6yle ¢ok trerler ki kompost yiginlarinin yiizeyinde “yanma” olarak da
bilinen sekilde, ¢iplak gézle bile goriilebilirler.

SICAKUK ¢C) pH
70

[e ]
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40 4
30 4

20 -

10
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0 4
ZAMAN
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Sekil 2.5, Optimal kogullar altinda kompostlama stireci. {147])’den diizenlenmistir,

Her ne kadar kii¢iik miktarlarda Saccharopolyspora ve Pseudonocardia iiyeleri
de bulunsa da, olgun kompost yiginlarinda bulunan aktinomisetlerin geneli
Streptomyces  ve  Thermomonospora’nm  termofilik  suslandir  [150].
Thermoactinomyces ve Bacillus gibi aktinomiset olmayanlar da aymi zamanda
yiiksek miktarlarda bulunurlar. Odun ¢iiriik¢iilic Sreptomyces tiirleri, oduna saldiran
diger mikroorganizmalara karst antogonistik ozellikleri ile Onemli bir grup

olustururlar. Diger bir taraftan, bir ¢ok bakterininin beyaz-giiriik¢iil funguslar ile
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iligki icinde oldugu belirlenmigtir. Bu bakteriler, hifsel biylimeyi tesvik edecek
yapilart sagliyor olabilirler ve ayn1 zamanda seliiloz degredasyonunun sellobiyoz ve
glukoz nedeniyle meydana gelen katabolik inhibisyonunu da, bu sekerleri kullanarak
azaltiyor olabilirler [52].

Termofilik aktinomisetlerin kompost yigm ¢evresindeki etkisi, topraklardaki
etkilerinden daha biiyiik olabilir. Bu nedenle aktinomisetler bu ¢evrede, termofilik
faz sirasinda 60°C’nin tizerindeki sicakliklarda funguslar da dahil olmak {izere tiim
Okaryotik faaliyetin sekteye ugramas: nedeni ile aktinomisetlerin kompost
yigmnindaki lignoselitlozik materyali ve diger direngli maddeleri kolonize etmesi ve

yikmasi, kompostlamanin basaris: agisindan daha 6nemli bir hal almaktadwr [147].

2.6. AKTINOMISET ENZIMLERININ ve DIGER URUNLERININ
ENDUSTRIYEL ONEMI

Gegtigimiz kwk yil igerisinde mikrobiyal endiistri, teknolojik ilerlemeyi
destekleyen 6nemli bir alan haline gelmistir ve ¢esitli enzimler ve diger mikrobiyal
tirtinler, bu proseste dnemli bir rol oynamustir [151]. Aynit zamanda, su anki enzim
pazarmin 1,4 milyar Amerikan Dolar’’na ulasan degeri ve yilhk %5 oraninda
biiyiimesi beklenen pazari ile birlikte, diinya ¢apinda pazar meydana getiren bir
endistridir [152].

Seliilaz, hemiselililaz ve pektinaz enzimleri, gida biyoteknolojisinde, meyve ve
sebze sularmin ekstraksiyonu ve berraklastiriimasinda, meyve nektarlarinin ve
piirelerin iiretiminde, zeytinyaginin ekstraksiyonunda, firincilik Grtinlerinin (unlu
mamiillerin)  kalitesini  gelistirmede ve bira ve sarap endiistrisinde
kullamlmaktadirlar,  Selillaz ve hemiseliilaz enzimleri, ayrica hayvan yemi
biyoteknolojisinde de kullanilmaktadir. Tekstil ve deterjan biyoteknolojisinde,
¢amagirhanelerde de seliilaz enzimleri kullanilmaktadir, Kagit ve kagit hamuru
biyoteknolojisinde lakkazlar ve peroksidazlar gibi ligninolitik enzimlerin kullanimi
izerine yogun aragtirmalar mevcuttur. Bu aragtirmalarin sonucu olarak ¢evre dostu

teknolojiler gelistirilmekte, Finlandiya ve Kanada gibi ormancilik endiistrisinin
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gelismis oldugu tilkelerde kullanilmaktadir (detayl: bilgi i¢in bkz. [153]). Deterjan
ve gida endiistrileri, kullanilan endiistriyel enzimlerin %75’ini kullanmaktadirlar:
bunlar, diger biitiin ticari enzimlerin miktarlarina oranla kullamlan hacimler
anlaminda, temelde proteazlar ve amilazlar gibi hidrolitik enzimlerdir. Pazarm daha
sonraki %10’luk kismuni, ¢ogu kez &zel bir siibstrata kargt yiiksek bir spesifite
gosteren, hidrolitik olmayan “6zel” enzimler olusturur ve diagnostik, analitik ve

farmasotik endiistrilerde uygulama alanlari bulurlar.

Her ne kadar enzimler ve antibiyotikler, mikroorganizmalarin en 6nemli iki
{irlinti olsalar da mikrobiyal endiistri, vitaminleri ve biyolojik insektisidleri de
igerisine alan, ¢ok cesitli ve kullanigh diger tiriinleri de tiretmektedir. Endiistriyel ve
ticari agidan onemli {ir{inlerin Gretiminde rol alan organizmalarin ¢ogunlugunu ise

aktinomisetler olugturmaktadir [152].

2.7. CALISMANIN AMACI

Turkiye’de, Tirkiye’ye 6zgli genelde aktinomiset 6zelde ise Strepromyces
suslart ile lignoseliilolitik enzim aktiviteleri lizerine yapilmig mevcut bir ¢alisma
heniiz yoktur. Tirkiye’de yapilan g¢alismalarda kullanilan aktinomiset suglarinin
genellikle Avrupa kokenli Kiiltiir Koleksiyonlarindan temin edilen suslar olmasi
nedeni ile, bu alanda Tiirkiye’ye ait suslarin enzimatik potansiyellerinin tespit
edilmesi, mevcut  verilerle  kiyaslanarak  endistriyel  uygulamalardaki

kullanilabilirliginin belirlenmesi 6nemli goriiimektedir.

Bu c¢aligmada, tamamu Tirkiye’den izole edilmis ve tamimlanmig olan
Streptomyces susglarinin (bkz. Cizelge 3.1) lignoselulolitik enzimlerinin tretilmesi ve
sekresyonlarmin  saglanmasi igin gerekli olan optimal c¢evresel kosullarin
belirlenmesi temel hedef olarak diistiniilmistir. Caligmadan elde edilecek verilerin
daha ileri diizeydeki enzimatik ve biyoteknolojik ¢aligmalar i¢in bir veri tabam
olarak kullanilabilmesi hedeflenmisgtir.
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Bu ¢ergevede:

i. Bu ¢aliymada kullamilmak lizere segilmis olan alti Streptomyces susunun
lignoseliiloz degredasyonunda gérev alan ekstraseliiler endoksilanaz, endoglukanaz
ve peroksidaz enzimlerinin biiylime kinetigine bagh olarak aktivite diizeylerinin

belirlenmesi,

ii. Lignoseliiloz degredasyonunda rol alan ekstraseliiler enzimlerin, farkls
karbon kaynaklari1 ve bu karbon kaynaklarinin degisik konsantrasyonlarindaki

aktivite diizeylerinin belirlenmesi,

iii. Calismada kullanilan Strepfomyces suglart tarafindan ekstraseliiler
endoksilanaz, endoglukanaz ve peroksidaz enzimlerinin farklii pH kosullarindaki

sekresyon diizeylerinin belirlenmesi,

iv. Farkli c¢evresel sicakliklarda inkiibe edilen Streptomyces suglarinin
ekstraseliiler endoksilanaz, endoglukanaz ve peroksidaz enzimlerinin sekresyon

dizeylerinin belirlenmesi,
v. Ve bu sonuglar 1513inda her bir Streptomyces susu ve ekstraseliiler

lignoseliilolitik enzimler i¢in optimum ¢evresel kogullarin tesbit edilmesi

amaglanmugtir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kimyasallar ve Proteinler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar, aksi belirtilmedigi siirece, Sigma (Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA) ve Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

firmalarindan ve mevcut olan en yliksek saflik derecesinde temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Streptomyces Suslari

Calismada kullanilan Streptomyces suslarinm tamami, Dr. Nevzat Sahin ve
calisma arkadaslari tarafindan (Ondokuz Mayis Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Samsun) topraktan izole edilerek tanimlanmis ve lignoselitlolitik
aktivitelerinin ¢aligilmasi i¢in Boliimiimiize bagislanmistir. Bu ¢alismada kullanilan

Streptomyces suslar ve izole edildikleri ortamlar ise Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Strepromyces suslari ve izole edildikleri ortamlar.
Celenk’den [154] dizenlenmistir.

Sus Kodu Tiir [zole Edildigi Yer
F2621 Streptomyces sp. Eskigehir; Bahge toprag:
F3118 Streptomyces sp. Hatay; Bahge iopragl
F3120 Streptomyces sp. Hatay; Bahge topragi
F4880 Streptomyces sp. Mugla; Orman toprag:
F6318 Streptomyces sp. Santwrfa; Bahge topragi
F6616 treptomyces Sp. Van; Bahge topragi
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3.1.3. Cam Malzemeler

Kullamlan biitlin cam malzemeler deterjania yikandiktan sonra, dnce sehir
sebeke suyu ile birkag kez durulanmig ve ardindan son bir defa da distile su ile
durulanarak kullamima hazir hale getirilmistir. Besiyeri igeren erlenler otoklavda
121°C’de 0,124 MPa basing altinda 15 dk siire ile steril edilerek kullanilmgtr, Kati
besiyerleri igin kullanilan petri kaplari ise besiyeri ddkiilmeden Once Pasteur

firininda 200°C’de 2 saat siire ile steril edilmiglerdir.

3.1.4. Inkiibatorler

Streptomyces suslarinin  kiiltlirtiniin - yapulmas: amaciyla kullanilan kat:
ortamlarin inkiibasyonu, Niive marka EN400 model (Niive Sanayi Malzemeleri
Imalat ve Ticaret A.S., Ankara, Tirkiye) bir inkiibatér kullanilarak
gerceklestirilmigtir.  Caligmada kullanilan Streptomyces suglariin ekstraseliiler
enzim tretimleri i¢in kullamlan stvi kiiltlir ortamlarimin inkiitbasyonunda ise J.P.
Selecta marka Rotabit model (J.P. Selecta, Barcelona, Spain) orbital ¢alkalamali

inktibator kullaniimigtir.

3.1.5. Santrifiijler

Streptomyces suslarimin  kiiltlir sivisindan biyomasin ayrilarak siipernatant
stvisinin  elde edilmesinde ve enzim asseyleri swrasindaki santrifiijleme islemlerinde
Eppendorf marka 5804 model (Eppendorf, Hamburg, Germany) bir santrifiij

kullanilmigtir.

3.1.6. UV/Visible Spektrofotometre

Enzimatik aktivitelerin belirlenmesi sirasinda, dalga boyu taramalari ve
absorbans degerlerinin elde edilmesi i¢in Perkin Elmer marka Lambda EZ 210 serisi
bir UV/Visible spektrofotometre (Perkin Elmer Instruments, Norwalk, USA)

kullanilmugtyr.,
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3.2. METOD

3.2.1. Streptomyces Suslarinin Kiilt{iri ve Muhafazasi

Streptomyces suglari, %20 gliserol igerisinde -50°C’de, sporlar ve hif
fragmentlerinden olusan bir siispansiyon halinde muhafaza edilmiglerdir. Suglarin
belirli araliklarla, temel karbon ve enerji kaynag: olarak yulaf ksilani (oat spelt
xylan) igeren kat1 besiyerine [155], Bennet’s Agar besiyerine ([156]’dan modifiye
edilmigtir) veya ISP4 [157] besiyerine ekimleri yapilmus ve en az 72 saat ve

sporulasyon meydana gelinceye kadar 28°C’de inkiibe edilmislerdir.

A. Kati Besiyerleri

i. Yulaf ksilani iceren kat1 besiyerinin bilesimi:

Maya ekstrakts ..........oooiii 1gr
Yulaf ksilani (Sigma) ............cccooiinn. 10 gr
(NHu)2804 coviiiiiiiicic e, 2er
MgCh 6HyO .o 0,2 gr
CaCly ... R AN SN . 11 mg
ABAL e 20 gr
Fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,6) ............... 100 mL..
Distile su...oooiiiiiii 900 ml..

Otoklaviamadan 6nce ortamin pH’1 NaOH ve HCl (1 M) kullarularak 7,5%e

ayarlanmugtir.

ii. Bennet's agar besiyerinin bilegimi:

Maya ekstraktt .......coooviiiiiiiiii 1 gr.
Etekstrakti ........coovviiiiiiiiieinnen, 0,8 gr.
Gliserol ... 10 gr.
Tripton ..o 2 gr
ABAT L 15 gr
Distile S0 ..ooviviiiiiiii e 1L
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Otoklavlamadan once ortamimn pH’1 NaOH ve HCI (1 M) kullanilarak 7,0’ye

ayarlanmistir.

iii. ISP4 (Inorganic salts-starch agar) besiyerinin bilegimi:

KoHPOy oo, 1gr
MgSOs THO oo 1gr
NaCl oo, 1gr
(NH4)2SO4 v, 2 egr
CaCO3 it 2 gr
Iz element sollisyonu .............c...coevvennn. 1 mL
Distile SU ..ovivii 1L
Nigasta soliisyonu (%2 W/V)..........c.oeenee 500 mL
ABAT Lo 20 gr
Distile SU coovvviniii 500 mL
Iz element soliisyonu:
FeSO47HO ool 0,1 gr.
MnChL4H,O ...l 0,1 gr.
ZnSO4 THO ool 0,1 gr.
Distile su ...ocovvvvinnininnnn. 100 mL.

Otoklavlamadan 6nce ortamin pH’1 NaOH ve HCI (1 M) kullanilarak 7,0’ye

ayarlanmigtir.
B. Sivi Besiyeri (MS-YEM)

Streptomyces suslarmin  siv1  besiyerlerinde {iretimleri sirasinda erlenler
kullamlmugtir. 250 mL hacime sahip erlenler i¢in 50 ml, 100 mL hacimli erlenler
icin ise 20 mL besiyeri kullanilmistir. Her deney grubu igin tek tip erlen
kullanilmigtir. 10 Giinliik inkiibasyonlar sirasinda 250 mL’lik erlenler kullanilirken,
48-72 saatlik inkiibasyonlar i¢in 100 mL’lik erlenler tercih edilmistir. Sivi kiiltiirler

icin kullanilan besiyerinin bilegimi:
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(NHgSOs cociiiiiiiiiiiciiiciiociea 0,1 gr
NaCl .o, 0,3 gr
MgSO4 THLO eviviviiiiiiiiniiiiiiiiiine 0,1 gr
CaCOs3 v 0,02 gr
Iz element sollisyonu ................... 1 mL.
Distile su.oooovoiiiiiiiii 1L

Karbon ve enerji kaynag olarak, amaca uygun sekilde yulaf ksilam [%60,0-1,2

(w/v)] veya dgiitiilmiis bugday samani [%60,0-1,2 (w/v)] ilave edilmigtir.

Iz element soliisyonu:

FeSO47HO oo, 1 gr.
ZnSOs TH2O oo 0,9 gr.
MnSO, 7H2O ..o 0,2 gr.
Distide s .......ooooiiiin 1L

Otoklavlamadan dnce besiyerinin pH’1 NaOH ve HCl1 (1 M) kullanilarak 8,0°e
ayarlanmustir. Inokulasyondan sonra kiiltiirler 30°C°de amaca uygun olarak 72 saat
veya 10 giin sire ile 150 rpm’de inkiibe edilmislerdir. Cevresel kosullarin
ekstraseliiler enzimlerin tiretimi {izerine olan etkilerinin arastirilmasi swrasinda kiiltiir

stvisinin pH’1 ve inkiibasyon sicakliklart amaglar dogrultusunda degigtirilmigtir.

3,2.2. Siibstratlarin Hazirlanmast

Bugday samani, blender ile iyice pargalanarak toz haline getirildikten sonra 500
pum por ¢apma sahip laboratuar eleginden gegirilerek (Alfa Laboratuar Malzemeleri,
Ankara, Tiirkiye) miimkiin oldugunca kiigiikk partikiil yapisina sahip olan saman
partikiilleri kullanilmustir.
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3.2.3. Inokulum Hazirlanst

Spor meydana getiren Streptomyces suglarmn spor ve/veya hif fragmentlerinin
10 mL steril fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) igerisinde, aseptik kogullar altinda
soliisyonlar1 hazirlanmis ve bu soliisyon inokulum olarak kullanilmistir. Hazirlanan
bu inokulum soliisyonu her bir erlene, erlendeki besiyeri hacminin %2’sine denk
gelen hacim kadar ilave edilmistir. Inokulum sivisindan kati besiyerlerine de ekimler
vapilarak, inokulumdaki kob hesaplanmigtir. Buna gére, kullanilan inokulumlar
ortalama olarak 1,5 x 10° kob/mL olarak hesaplanmugtir.

3.2.4. Siipernatant Sivilarinin Toplanmasi

Kiiltiir stipernatant sivilari, biyomas igeren kiiltlir ortamlarmin 12 000 g’de 5
dk. sitireyle santrifiijlenmesi ile elde edilmigtic. Elde edilen bu siipernatant
sivilarimin  spor ve hif igermedikleri mikroskopik olarak belirlendikten sonra
endoksilanaz, endogluikanaz ve peroksidaz asseyleri i¢in ham enzim preperasyonlari
olarak kullanilmigtir.

3.2.5. Ekstraseliiler Protein Miktarlarinm Tayini

St kiiltirlerden  elde  edilen  slipernatant  sivilarimin  protein
konsantrasyonlarinin  belirlenmesi, Bradford protein assey [158] yontemi ile
gerceklestirilmistic.  Bu islem sirasinda 100 pl siipernatant sivist alinarak 1 mL
Bradford soliisyonu ile vorteks yardmm ile kangtinimis ve 10 dk sonra

spektrofotometre ile ODsys degeri kaydedilmistir.
Protein konsantrasyonlarinin tayini sirasinda kullanilan protein standart egrisi

(bkz. Sekil 3.1.) ise bovin serum albuminin (BSA) 0,0-90,0 pg ml™ arasinda degisen
farkli konsantrasyonlart ile elde edilmigtir.
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BSA Konsantrayonu (pg/mL)

Sekil 3.1. Protein standard: olarak kullanulan BSA’nin degisik konsantrasyonlarinin
Bradford metodu ile analizi sonucu elde edilen standart egri.

3.2.6. Enzim Preperasyonlari

Ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin aktivite diizeylerinin belirlenmesi i¢in
stvi kiltiir 6rneklerinden 24 saat araliklarla, aseptik kosullar altinda 2 mL Smmek
alinmis ve 12 000 g’de 5 dk santrifiijlenmistir. Biyomas ve difer partikiiler
materyallerden arindirilan slipernatant sivisi, ham enzim preperasyonu olarak

kullaniimigtir.
3.2.7. Enzim Asseyleri
3.2.7.1. Endoksilanaz ve endoglukanaz asseyi

Endoksilanaz ve endoglukanaz aktiviteleri, swasiyla, yulaf ksilani ve
karboksimetilseliiloz’dan (CMC) indirgenen sekerlerin miktarmnin tesbit edilmesi ile
belirlenmigrtir. Rutin ¢aligmalar i¢in 100 mM fosfat tamponu (pH 7,0) igerisinde %1
(w/v) yulaf ksilan1 ve CMC soliisyonu kullamlmugtir. Yeterli miktardaki (100 pL)
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kiiltiir stipernatant sivisi, 300 pl. yulaf ksilami veya CMC stispansiyonu ile 30°C’de
(sicakliga bagh caligmalar sirasinda 25-50°C arasmda degigsen sicakliklarda) 10
dakika (enzimatik aktivitenin bu siire boyunca lineer olarak arttifi 6n ¢alismalar ile
belirlenmigtir) siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ortarndaki
katt substart partikiilleri 12 000 g’de 5 dk siire ile santrifiijlenerek ayrilmig ve elde
edilen slipernatant sivisi, indirgenmis seker miktarlarinin tayininde kullanilmugtir.
Inkiibasyon sivisindaki indirgenmis seker miktarlart ise Miller’in  [159]
dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile belirlenmigtir. Reaksiyon karigiminda bulunan
indirgenmis sekerlerin konsantrasyonlarmin belirlenmesi, 0,0-18,0 pumol ml™"
arasinda degisen D-ksiloz (endoksilanaz aktivitesi i¢in) ve D-glukoz (endokglukanaz
aktivitesi i¢in) standartlari kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrileri (Sekil 3.2.)
yardinu ile, spektrofotometrik olarak 550 nm’de gergeklestirilmistir.

0,350
®
Glukoz:
0,300 1 y=0,0159x + 0,0357 °
R?= 0,99
0,250 -
i
- 0200
b4
g
0,150 -
0,100 - Ksiloz:
y = 0,0139x + 0,0368
R? = 0,993
0,050
0,000 T T 1 T T T T T H T m
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Seker Konsantrasyonu (pmol/mlL)

Sekil 3.2. D-glukoz ve D-ksiloz’un farkli konsantrasyonlarnin Miller metodu ile
analizi ile elde edilen indirgenmis seker standart egrileri (¢ — glukoz standart
egrisini, 0 — ksiloz standart egrisini ifade etmektedir). :

Bir tinite (U) endoksilanaz veya endoglukanaz aktivitesi, assey kosullar:

altinda, mililitre basina 1 dakikada 1 pmol indirgenmis seker (ksiloz veya glukoz
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olarak ifade edilen) salinmasina neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

Tiim asseylerde enzim ve siibstrat kontrolleri de gergeklestirilmigtir,

Indirgenmis sekerlerin tayini i¢in dinitrosalisilik asit (DNS) metodu su sekilde
uygulanmistir; 4,5 gr 3,5-dinitrosalisilik asit, 90,9 gr sodyum potasyoum tartarat ve
7,3 gr sodyum hisdroksitin 1 L distile su igerisinde ¢dzilinmesi ile hazirlanan DNS
soliisyonu, enzimatik inkiibasyon sonrasinda elde edilen siipernatant sivilara ve
standartlara (400 pl) ilave edilmistir. Vorteks yardim ile bir siire karistirmadan
sonra karigimlar, 100 °C’de 5§ dk kaynatitmuglardir. Musluk suyu altinda bir siire
sogumaya birakildiktan sonra, karisimlarin 550 nm’deki optik densiteleri
spektrofotometre ile elde edilmigtic.,  Spektrofotometrede okunan optik densite
degerleri ise standart efriler yardimiyla, indirgenmis seker miktarlarina

donfigtiiriiimigtiir.
3.2.7.2. Peroksidaz asseyi

Peroksidaz  aktivitesi, 2,4-diklorofenol’tin  (2,4-DCP) siibstrat olarak
kullaniimas: ile belirlenmistir.  Ramachandra ve ark [139,160] tarafindan
gergeklestirilen bu metod, modifiye edilerek kullanilmistir. Son reaksiyon karigimi
200 pL sodyum fosfat tamponu (100 mM, pH 7,0); 200 uL 16 mM 4-aminoantipirin
(4-AAP); 200 pl. 25 mM 2,4-DCP; 200 pL kiiltiir siipernatant sivis1 ve 200 pl. 50
mM hidrojen peroksit icermektedir. Reaksiyon, hidrojen peroksitin (200 pL ve 50
mM) ilavesi ile baslatilmigtir. Bu nedenden dolay: hidrojen peroksit, karisimm en
son eklenen bilesenidir. Hidrojen peroksitin eklenmesinin ardindan 6rnekler su
banyosu igerisinde 30°C’de (sicaklik ¢aligmalari sirasinda 25-50°C arasinda degisen
sicakliklarda) 1 dk inkiibe edilmislerdir.  4-AAP’nin bksidasyonu sonucu

absorbansta meydana gelen artig 510 nm’de spektrofotometre ile dlglilmiistiir.

Bir iinite (U) peroksidaz aktivitesi, absorbansta 1,0 birim dk™ artis meydana

getirmek i¢in gerekli olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
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3.2.8. Ekstraseliiler Lignoseliilolitik Enzimlerin Uretiminin Optimizasyonu

3.2.8.1. Ekstraseliiler lignoseliilolitik enzim aktivitelerinin biiylime kinetigi ile

olan iligkisi

Bu c¢alismada kullanilan Streptomyces suslari tarafindan sentezlenen
ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin, kiiltiir sivist igerisindeki aktivitelerinin
biiyiime kinetiine bagli olarak nasil degisim g0sterdigini belirlemek igin,
organizmalar karbon ve enerji kaynag: olarak yalnizca yulaf ksilam (% 0,2 w/v)
iceren MS-YEM siv1 besiyerlerinde 30°C’de 10 giin siireyle, 150 rpm’de inkiibe
edilmiglerdir. Calisma sirasinda 24 saat araliklarla sivi kiilttirlerden 6rnekler alinmig
ve alinan bu drnekler, ham enzim preperasyonlart olarak kullamlarak organizmalarin
biiytime kinetigi boyunca endoglukanaz, endoksilanaz ve peroksidaz enzim
aktiviteleri standart assey metodlan ile tesbit edilmigtir. Ayni zamanda, alinan
drneklerdeki ekstraseliiler protein miktarlar: da belirlenerek her bir enzimin spesifik
aktivitelerinin hesaplanmasinda kullamilmistir. Ttim ¢aligmalar Uger tekrarli seriler

halinde gergeklestirilmig ve tekrarlamali sonuglarm aritmetik ortalamalari abnmisgtir.

3.2.8.2. Kiiltiir sicakhiginin ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin aktivite

diizeyleri tizerine etkisi

Bu ¢alismada kullanilan Streptomyces suslari tarafindan sentezlenerek kiiltiir
sivis1 igerisine salgilanan ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin {retilmesine,
kiilttir sicakligmin etkisini belirlemek igin organizmalar 25-50 °C arasinda degisen
sicakliklarda, karbon ve enerji kaynagi olarak sadece yulaf ksilant (% 0.2 w/v) igeren
MS-YEM sm1 besiyerinde 72’ser saat siireyle, 150 rpm’de inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon stiresinin sonunda sivi kiltirlerden alian G&mekler ham enzim
preperasyonlari olarak kullanilarak endoglukanaz, endoksilanaz ve peroksidaz enzim
aktiviteleri standart assey metodlari ile tespit edilmigtir. Tiim ¢aligmalar liger tekrarh
seriler halinde gergeklestirilmis ve tekrarlamali sonuglarin aritmetik ortalamalar:

alimmugtir.
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3.2.8.3. Kiltir pH’mnmn ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin  aktivite

diizeyleri tizerine etkisi

Streptomyces suslar tarafindan sentezlenerek kiiltiir sivist igerisine salgilanan
ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin dretilmesine, kiiltir pH’min etkisini
belirlemek igin organizmalar pH 5,0-9,0 arasinda degisen, karbon ve enrji kaynag:
olarak sadece yulaf ksilant (% 0.2 w/v) igeren MS-YEM sivi besiyerinde, 30 °C’de
72’ser saat siireyle, 150 rpm’de inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
stvi kiiltlirlerden alman Ornekler ham enzim preperasyonlart olarak kullanilarak
endoglukanaz, endoksilanaz ve peroksidaz enzim aktiviteleri standart assey metodlar:
ile tespit edilmigtir. Tum ¢aligmalar {iger tekrarl seriler halinde gergeklestirilmis ve

tekrarlamali sonuglarm aritmetik ortalamalar: ahnmagtir.

3.2.8.4. Farkli karbon kaynaklarinin ve konsantrasyonlarmin ekstraseliiler

lignoseliilolitik enzim aktivitelerinin tiretimi {izerine olan etkisi

Streptomyces suglarmimn, farkli karbon ve enerji kaynaklarmin {izerinde
biiyimeleri  srasindaki  ckstraseliiler lignoseliilolitik enzim  aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in organizmalar, %0,0-1,2 (w/v) arasinda degisen konsantrasyonlarda
yalmizca yulaf ksilani veya ogiitiilmiis bugday samani igeren sivi MS-YEM
besiyerlerinde 30 °C’de, 72’ser saat siireyle, 150 rpm’de inkiibe edilmiglerdir. Bu
caligmalar ile organizmalarin ekstaseliiler lignoseliillolitik enzim akftivitelerinin
maksimuma ulastifi karbon kaynaginmn tipi ve konsantrasyonunun belirlenmesi
amaglanmigtir. Inkiibasyon siiresinin sonunda sivi kiiltiirlerden alinan 6rnekler ham
enzim preperasyonlari olarak kullanilarak endoglukanaz, endoksilanaz ve peroksidaz
enzim aktiviteleri standart assey metodlar: ile tespit edilmigstir. Ayrica, sipernatant
stvisindaki protein konsantrasyonlar1 da belirlenerek her bir enzimin spesifik
aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmigtr. Tiim g¢aligmalar Tger tekrarh seriler

halinde gergeklestirilmig ve tekrarlamali sonuglarin aritmetik ortalamalar: alimmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Ekstraseliiler Lignoseliilolitik Enzimlerin Uretiminin Biiyiime
Kinetigine Bagh Degisimi

Karbon ve enerji kaynagi olarak % 0,2 (w/v) yulaf ksilani iceren MS-YEM
besiverinde kiiltiirleri yapilan Streptomyces suglarmin ekstraseliiler peroksidaz (Sekil
4.1), endoglukanaz (Sekil 4.2) ve endoksilanaz (Sekil 4.3) enzimlerinin tretiminin
zamana bagli degisimi incelenmigtir. Ekstraseliiler peroksidaz ve endoksilanaz
enzimlerinin her ikisinin de sentezlerinin, ¢aligilan tiim organizmalarda,
organizmalarm logaritmik biiyime fazi (1-4. glinler arast) sirasinda belirgin bigimde
artig gosterdigi go6zlenmigtic.  Buna ragmen endoglukanaz aktivitesi, ancak
logaritmik biliylime fazmin sona erdigi, durgun fazi takiben 6lim fazinin bagladigt

inkiibasyonun 6. giiniinden sonra kiiltiir srvisinda belirgin olarak belirlenebilmigtir
(bkz. Sekil 4.2).

Logaritmik fazdaki artistan sonra, ekstraselitler lignoseliilolitik enzimlerin
aktivitelerinde, bazi suglarda tekrar kii¢iik bir miktar artig gézlenmis olmakla birlikte
(6rnegin, Sekil 4.3), genellikle bliylime kinetiginin 6ltim fazina kadar sabit bigimde
seyretmistir.  Streptomyces kiltiirlerinin 6liim fazimin sonunda ise (7-10. giinler
arast) bu enzimlerden endoksilanazin aktivitesinde artig gézlenmis (Sekil 4.3), fakat
endoglukanaz (Sekil 4.2) ve peroksidaz (Sekil 4.1) enzimlerinin aktivitelerinde diislis
meydana gelmigtir,

Inkiibasyonun 10 giin boyunca siirdiiriilerek, ekstraseliiler lignoseliilolitik
enzim aktivitelerinin takip edildigi periyotta, en yiiksek peroksidaz aktivitesi ise
(0,371 U/mL) 4. giinde Streptomyces F2621 tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 4.1,
a). Streptomyces F2621 tarafindan logaritmik biiylime faz1 swrasindaki en yliksek
endoksilanaz aktivitesi (16,187 U/mL) ise inkiibasyonun 3. giinlinde {iretilmistir
(Sekil 4.3, a). Bu iki enzimden farkli olarak bu sug, en yliksek endoglukanaz
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(a) Streptomyces sp. F2621

(b) Streptomyces sp. F3118
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Sekil 4.1: Biiylime kinetigine bagli olarak 10 giinltik inkilibasyon stiresince Strepromyces
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bagli degigimi.
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Sekil 4.2:

Bilytime kinetifine bagli olarak 10 gtinliik inkiibasyon siiresince Streptomyces

suglar! tarafindan liretilen endoglukanaz aktiviteleri (-e-) ve spesifik aktivitelerinin (-0-)

zamana bagh degisimi.
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degisimi.
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aktivitesini (1,730 U/mL) hiicre lizizinin gergeklestigi ve biiyiime kinetiginin 6liim

fazi olan inkiibasyonun 7. giinlinde sergilemistir (Sekil 4.2, a).

Caligmada kullamilan alt1 Strepromyces susu igerisinde en yiiksek endoglukanaz
aktivitesi (1,887 U/mL) hiicre lizizinin ger¢eklestigi ve bliylime kinetiginin 6Him fazi
olan inkiibasyonun 7. giiniinde, Streptomyces F3118 tarafindan sergilenmistir (Sekil
4.2, b). Bu organizmamn logaritmik bilyiime faz1 sirasindaki en yiiksek endoksilanaz
aktivitesi (11,601 U/mL) inkiibasyonun 3. giliniinde (Sekil 4.3, b), en yiiksek
peroksidaz aktivitesi (0,253 U/ml) ise inkiibasyonun 4. gininde (Sekil 4.1, b)
gerceklesmigtir.

Calisdan Streptomyces suslari igerisinde, logaritmik biiyiime fazi sirasindaki en
yiksek endoksilanaz aktivitesi (43,795 U/mL), inkiibasyonun 2. giiniinde
Streptomyces F4880 tarafindan gergeklestirilmigtir (Sekil 4.3, d). Bu organizma ile
en yliksek endoglukanaz aktivitesi (1,258 U/mL) yine diger suslarda oldugu gibi
hiicre lizizinin ger¢eklestigi ve biiylime kinetiginin 6liim fazi olan inkiibasyonun 8.
glintinde (Sekil 4.2, d), en yiiksek peroksidaz aktivitesi ise (0,143 U/mlL)
inki{ibasyonun 4. gilintinde belirlenmigtir (Sekil 4.1, d).

Bu lig organizmanm (Streptomyces F2621, Streptomyces F3118 ve
Streptomyces F4880) diginda kalan Streptomyces F3120, Streptomyces F6318 ve
Streptomyces F6616’nin logaritmik biiyiime fazi sirasindaki en yiiksek endoksilanaz
aktiviteleri, siras ile, 18,435 U/mL (3. giinde), 3,867 U/mL (2. giinde) ve 33,403
U/mL (4. glinde) olarak gerceklesmistir (bkz. Sekil 4.3, ¢, e, ve f; sirasiyla). Bu
organizmalar igerisinde Strepromyces F6616 nmn sergiledigi endoksilanaz aktivitesi
(33,903 U/mL), Streptomyces F4880 tarafindan iiretilen aktiviteden (43,795 U/mL)
sonra en yliksek ikinci degerdir. Streptomyces F6616, logaritmik bilylime fazi
sirasindaki en yiiksek endoksilanaz aktivitesini inkiibasyonun 4. giiniinde
gergeklestirmesine ragmen, en yiiksek peroksidaz aktivitesini (0,186 U/mL) 2. giinde
(Sekil 4.1, 1), en yliksek endoglukanaz aktivitesini (1,730 U/mL) ise diger suslarda
oldugu gibi hiicre lizizinin meydana geldigi, inkiibasyonun 8. giintinde (Sekil 4.2, f),
sergilemigtir. Streptomyces F3120 ve Streptomyces F6318’in peroksidaz aktiviteleri
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ise srasi ile, 2. giinde 0,241 U/mL (Sekil 4.1, ¢) ve 4. giinde 0,136 U/mL (Sekil 4.1,
e); endoglukanaz aktiviteleri, sirasi ile, 2. giinde 0,943 U/mL (Sekil 4.2, ¢) ve 7.
giinde 1,887 U/mL (Sekil 4.2, e) olarak belirlenmistir.

4.1.2. Farkli Sicakhik Kosullarinda Ekstraseliiler Lignoseliilolitik Enzimlerin

Uretimi

Inkiibasyon sicakhigmin lignoseliiloz degrede eden ekstraseliiler enzimlerin
dretimleri tizerine etkisini belirleyebilmek igin Streptomyces suslari, 25-50 °C
arasindaki sicakliklarda, 150 rpm’de, 72 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonda
karbon ve enerji kaynagi olarak %0,2 (w/v) yulaf ksilani igeren MS-YEM besiyeri
kullanilmugtir.

Inkiibasyon sicakligmmn lignoseliilolitik ekstraselitler enzimlerin iiretimleri
tizerine olan etkilerinin galigildigt bu evrede, en yiiksek peroksidaz aktivitesi (0,493
U/mL) Streptomyces sp. F3120 tarafindan 35 °C’de gerceklestirilmistir (Sekil 4.4, c).
Bu sugun peroksidaz aktivitesi, ¢alisilmakta olan Streptomyces suslarinin tamaminda
da gdzlendigi gibi rélatif olarak, 50 °C’deki inkiibasyonda %3,7 ve 25 °C’deki
inkitbasyonda ise %18,5 olarak belirlenmis olup, belirgin bigimde diigiis gbstermistir.
Streptomyces F2621 (0,285 U/mL), ve Streptomyces F3118 (0,338 U/mL), rolatif
olarak optimum peroksidaz liretimlerini %100 olarak 40 °C’de inkiibe edildiginde
gosterirlerken (Sekil 4.4, a ve b), Streptomyces F4880 (0,164 U/mL), Streptomyces
F6318 (0,178 U/mL) ve Streptomyces F6616 (0,320 U/mL), maksimum peroksidaz
aktivitelerini 35 °C’de inkiibe edildiklerinde géstermiglerdir (Sekil 4.4, d, e ve f).
Her alt1 Streptomyces sus tarafindan peroksidaz enzimlerinin tretimi, 35°C veya
40°C’deki aktivite seviyelerine oranla rolatif olarak, 50 °C’deki ve 25°C’deki
inkiibasyonlarda sirasiyla %3,6 ile %8,1 arasmda belirlenmis olup, biiyiik diisiis
gostermislerdir (Sekil 4.4).

Streptomyces F2621, Streptomyces F6318 ve Streptomyces F6616 nin
endoglukanaz (retimleri optimal degerlerine (%100) 30 °C’deki inkiibasyonlari
sirasinda ulagmistir (Sekil 4.5, a, e ve f). Bu suglarin 25 °C ve 50 °C’deki
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50



inkiibasyonlart sirasinda ise rélatif endoglukanaz aktiviteleri sirasi ile; %16,7 ve
%383,3 arasinda belirlenmistir. Streptomyces sp. F6318’in endoglukanaz aktivitesi 25
°C’deki inkiibasyonda optimal degerine yakin bir degere ulasmigsa da (%83,3), 50
°C’de %16,7’ye gerilemistir (Sekil 4.5, e). Streptomyces F3120’nin rélatif olarak
%100 olan optimum endoglukanaz iretimi (Sekil 4.5, ¢), tipki endoksilanaz {iretimi
gibi (Sekil 4.6, c), 35 °C’de ger¢eklesmisticc.  Bu sug tarafindan iretilen
endoglukanaz {iretrimi de rolatif olarak, 50 °C’de ve 25 °C’de %50’ye diismiistiir
(Sekil 4.5, c). Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880 suslan tarafindan
optimal endoglukanaz {iretimi ise 45 °C’deki inkiibasyonlart sirasinda tiretilmis olup
(Sekil 4.5, b ve d; swrasiyla), 25 °C ve 50°C’deki inkiibasyonlar1 sirasmnda tiretilen
rolatif endoglukanaz aktiviteleri sirasiyla, %60-66,7 ile %40-66,7 arasmda

belirlenmigtir.

Ekstraseliiler endoksilanaz aktivitelerinin belirlenmesinden sonra, endoksilanaz
dretimi i¢in optimum sicakligin ¢aligilan tiim Streptomyces suslari igin 35 °C’de
rolatif olarak %100’e ulastig: tespit edilmigtir (Sekil 4.6). Bu sicaklikta en yiiksek
endoksilanaz tiretimini ortaya koyan sus Streptomyces sp. F2621 (52,338 U/mL)
olurken (Sekil 4.6, a), onu kiigitk bir farkla Streptomyces sp. F6616 (52,158 U/mL)
izlemigtir (Sekil 4.6, fj. Bu iki organizmanin 50 °C’deki inkiibasyonlar: esnasindaki
rolatif endoksilanaz tretimleri birbirine yakin seyrederken (sirasi ile; %20,6 ve
%20,3), 25 °C’deki inkiibasyonda Streptomyces sp. F6616’nin endoksilanaz
tiretiminin (%41,7), Streptomyces sp. ¥2621°in endoksilanaz iretiminden (%16,8)
belirgin bigimde daha yiiksek oldugu belirlenmigstir (Sekil 4.6, a ve f). Bu iki
organizmadan sonraki en yiiksek endoksilanaz aktivitesini Strepfomyces sp. F3120
sergilemistir (35,072 U/mL). Streptomyces sp. F3120’nin 50 °C ve 25°C’de lrettigi
rolatif endoksilanaz aktiviteleri sirast ile %49,3 (9,173 U/mL) ve %32,9 (8,633
U/mL) olarak tespit edilmigtir (Sekil 4.6, ¢).

Yukarida so6z edilen suglarm diginda kalan Streptomyces sp. F3118,
Streptomyces sp. F4880 ve Streptomyces sp. F6318”in, ¢aligmalarda kullanilan tiim
suslarm endoksilanaz aktiviteleri i¢in optimum sicaklik degeri olarak tespit edilen, 35

°C’deki endoksilanaz aktivteleri rolatif olarak swasi ile; 30,216 U/mL, 29,137 U/mL
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sergiledikleri rolatif endoksilanaz aktiviteleri.



ve 26.259 U/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.6, b, d ve ¢). Bu organizmalar
icerisinden ozellikle Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880’in rolatif
endoksilanaz aktivitelerinde 50 °C’de meydana gelen diisiisiin (sirast ile; %29,2 ve
%27,8), 25 °C’de meydana gelen diislisten (sirasi1 ile; %74,4 ve %85,8) ¢ok daha
fazla oldugu goérilmiistiir.  Streptomyces sp. F6318’de ise 50°C ve 25°C’de
gergeklesen rolatif aktivite sirastyla %32,9 ve %26,2 seklinde gergeklesmistir (Sekil
4.6, ¢).

4.1.3. Farkli pH Kosullarinda Ekstraseliiler Lignoseliilolitik Enzimlerin Uretimi

Calismada kullanilan Streptomyces suslarinin  ekstraseliiler lignoseliilolitik
enzimlerinin {iretimi {izerine kiiltiir pH mnm etkisinin belirlenmesi, kiiltiir ortamunin
pH’1 5,0 ile 9,0 arasinda ayarlanarak incelenmigtir. Calismada karbon ve eneriji
kaynagi olarak %0,2 (w/v) yulaf ksilan: igeren MS-YEM besiyeri biiylime ortamt
olarak kullamlnus ve inkiibasyon 30°C sicaklikta, 150 rpm’de, 72 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Ekstraseliiler peroksidaz (Sekil 4.7), endoglukanaz (Sekil 4.8)
ve endoksilanaz (Sekil 4.9) tiretimlerinin maksimal seviyede gerceklestigi kiiltiir

ortamlarinin pH degerinin 7,0 ve 8,0 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Bu galigmalar sirasinda kullamilan biitiin Streptomyces suslari, en yiiksek
peroksidaz aktivitelerini pH 8,0°de géstermelerine ragmen, elde edilen en yiiksek
peroksidaz aktivitesi (0,472 U/ml) ise Streptomyces sp. F3120 tarafindan
tiretilmistir. pH 8,0°de rolatif olarak %100 olan bu sugun peroksidaz aktivitesi pH
9,0°da %385,8’¢ (0,405 U/mL) diiserken, pH 5,0’de ise %4.,4’e (0,033 U/mL) kadar
gerilemistir (Sekil 4.7, ¢). Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3118,
Streptomyces sp. F4880 ve Streptomyces sp. F6318 suslarinin hepsi de rolatif olarak
%100 olan en yliksek peroksidaz tretimlerini (sirast ile; 0,213 U/mL; 0,119 U/mL;
0,190 U/mL ve 0,261 U/mL) pH 8,0’de gergeklestirmiglerdir (Sekil 4.7, a, b, d ve e,
sirasiyla). pH 9,0°daki rélatif peroksidaz aktiviteleri ise %78,1 ile %95,1 arasinda
olup sirasi ile; 0,203 U/mL, 0,114 U/mL, 0,158 U/mL ve 0,204 U/mL seklinde
gergeklesirken pH 5,0°deki aktiviteler gok daha diisiik seviyelerde, %17,1 ile %23,1
arasinda (swas: ile; 0,046 U/mL, 0,028 U/mL, 0,033 U/mL ve 0,058 U/ml)
seyretmigtir. ~ Streptomyces sp. F6616 tarafindan fiiretilen en yiksek rélatif
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peroksidaz aktivitesi de (0,190 U/mL) diger suslarda oldugu gibi pH 8,0’de
belirlenmigtir (Sekil 4.7, f). Bu susun pH 9,0°daki rélatif peroksidaz aktivitesi
%78,1’¢ (0,180 U/mL) gerilerken pH 5,0’de daha biiyiik bir digis gergeklesmis ve
roalrif aktivite %622°ye (0,034 U/mL) gerilemigtir (Sekit 4.7, £).

Calisilan  Strepromyces suslari igerisindeki rolatif olarak en yiiksek
endoglukanaz aktivitesi (2,201 U/mL.) Streptomyces sp. F6616 tarafindan pH 7,0°de
iretilmistir (Sekil 4.8, f). Bu susun endoglukanaz tiretimi pH 9,0’da rélatif olarak
%57,2’ye (1,258 U/mL), pH 5,0’de ise %28,6’ya (0,629 U/mL) gerilemigtir.
Streptomyces sp. F6616°dan sonra en yiliksek endoglukanaz aktivitelerini
Streptomyces sp. F4880 ve Streptomyces sp. F6318 swrast ile pH 7,0’de (1,258 U/mL)
ve pH 8,0°de (0,943 U/mL) iiretmislerdir (Sekil 4.8, d ve e). Bu suslardan
Streptomyces sp. FA880’in endoglukanaz aktivitesi pH 7,0 ve 9,0 arasinda sabit
kalirken (1,258 U/mL) Streptomyces sp. F6318’in pH 9,0’daki endoglukanaz
aktivitesi %66,7 (0,629 U/mL) olarak gergeklegmistir. Her iki susun endoglukanaz
aktiviteleri pH 5,0’de diisiis gostererek sirast ile %50 (0,629 U/mL) ve %33,4°e
(0,314 U/mL) gerilemistir (Sekil 4.8, d ve e, swrasi ile). Cahsilan suglar arasindan
Streptomyces sp. ¥2621 ve Streptomyces sp. F3118 pH 7,0°nin ve Streptomyces sp.
F3120 pH 6,0'min altindaki pH degerlerinde endoglukanaz  aktivitesi
sergilememiglerdir (Sekil 4.8, a, b ve ¢ swrasi ile). Bu {i¢ sus igerisinden pH 7,0’nin
altinda endoglukanaz aktivitesi sergilemeyen Streptomyces sp. F2621 pH 7,0 ve pH
9,0 arasinda 0,629 U/mL ve Streptomyces sp. F3118 pH §,0 ve pH 9,0°da 0,629
U/mL endoglukanaz aktivtesi ile en yiiksek degerlerine ulasmislardir. Bu iki sug
icinden Streptomyces sp. F3118’in endoglukanaz aktivitesi pH 7,0’de %75%¢ (0,472
U/mL) gerilemistir. Streptomyces sp. F3120’nin endoglukanaz aktivitesi ise pH 7,0
ile pH 9,0 arasinda 0,629 U/mL olarak gergeklesirken susun aktivitesi pH 6,0’da
%75’¢ (0,472 U/mL) gerilemigtir.

Rolatif olarak en yitksek endoksilanaz tiretimi (25,360 U/mL) Streptomyces sp.
F3118 tarafindan pH 8,0 ve 9,0’da sergilenmigstir. pH 5,0°de ise ayn: organizmanin
endoksilanaz aktivitesi rolatif olarak %58,2’ye gerilemigtir (Sekil 4.9, b).
Streptomyces sp. ¥3120, pH 8,0 ve 9,0°da rolatif olarak en yiksek endoksilanaz
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aktivitesini {iretmis ve bu aktivite pH 5,0’de %30’a dismistiir (Sekil 4.9, c).
Streptomyces sp. F3120°den sonraki en yliksek endoksilanaz aktivitesi Streptomyces
sp. F6318 (21,942 U/mL) tarafindan pH 8,0’de sergilenmigtir. Streptomyces sp.
F6318 pH 6,0 ile 9,0°da birbirine yakin degerler sergilemekle birlikte (rolatif olarak
%90 ve %88) pH 5,0’de endoksilanaz aktivitesi %50’ye (10,971 U/mL) gerilemigtir
(Sekil 4.9, €). Calisilan suglar arasindan Streptomyces sp. F2621 pH 6,0’nin altindaki
pH degerlerinde endoksilanaz aktivitesi iiretmezken en yiiksek endoksilanaz
aktivitesini pH 8,0 ve 9,0’da (1,439 U/mL) sergilemigtir. Bu organizmanin pH
6,0’daki endoksilanaz aktivitesi %75’e gerileyerek 1,079 U/ml olarak
gergeklesmigstir (Sekil 4.9, a). Yukarida bahsedilen suglarin diginda kalan suglardan
Streptomyces sp. F3120 ve Streptomyces sp. F6616’nin en yiiksek endoksilanaz
aktiviteleri pH 8,0’de (swrast ile; 1,799 U/mL ve 5,036 U/mL) gergeklesirken
Streptomyces sp. FA880’nin en yiiksek endoksilanaz aktivitesi pH 7,0°de (4,137
U/mlL) gergeklesmistir (Sekil 4.9, ¢, fve d, sirast ile). Streptomyces sp. F4880°nin ve
Streptomyces sp. F6616’nin endoksilanaz aktiviteleri pH 9,0°da diisiis gosterirken
(swras1 ile; %91,7 ve %71,4) Streptomyces sp. F3120°nin aktivitesinde degisim
gézlenmemigtir. pH’1 5,0’e ayarlanmis besiyerindeki inkiibasyon sonrasmnda bu ti¢
sug iginden Streptomyces sp. F3120 ve Streptomyces sp. F4880’nin endoksilanaz
aktivitelerinde meydana gelen disiisiin (swrasi ile %30 ve %29,1), Streptomyces sp.
F6616 nin aktivitesinde meydana gelen dasisle kiyaslandiginda (%71,4) ¢ok daha
biiyilik oldugu gorilmiistiir.

4.1.4. Farkli Karbon Kaynaklar1 ve Konsantrasyonlarinin Lignoseliilolitik

Ekstraseliiler Enzimlerin Uretimi Uzerine Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin tiretimi
tizerine etkisini aragtirmak igin, karbon ve enerji kaynagi olarak sadece yulaf ksilam
veya sadece Ogiitiilmiis bugday samani igeren MS-YEM besiyeri kullanmlmugtir.
Karbon kaynaklari besiyerine %0,0-1,2 (w/v) arasinda degisen konsantrasyonlarda
ilave edilmig ve organizmalar 30 °C sicaklikta, 150 rpm’de, 72 saat siireyle inkiibe

edilmiglerdir. Kontrol olarak kullanilan ve yulaf ksilant veya §giitiilmiis bugday
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samant i¢ermeyen besiyerlerine ise ayrica bagka bir karbon kaynagi ilave

edilmemistir.

4.1.4.1. Farkli konsantrasyonlardaki yulaf ksilaninin lignoseliilolitik

ekstraseliiler enzimlerin {iretimi tizerine etkisi

Bu ¢alismalar sirasindaki en yiiksek peroksidaz aktivitesini, Strepromyces sp.
F2621 %0,4 (w/v) ksilan igerigine sahip besiyerinde tretmistir (0,576 U/mL) (Sekil
4.10, a). Bunu, ¢ok kiigiik farkla Strepromyces sp. F6616’nin %1,2 (w/v) ksilan
konsantrasyonuna sahip besiyerinde trettigi peroksidaz aktivitesi (0,548 U/mL)
izlemigtir (Sekil 4.10, f). Streptomyces sp. F2621 ve Streptomyces sp. F6616’nin
peroksidaz aktiviteleri %0,0 (w/v) ksilan igeren besiyerinde sirast ile 0,255 U/mL ve
0,090 U/mlL sgeklinde gerceklesmistir. Streptomyces sp. F6616’nin peroksidaz
aktivitesi artan ksilan konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artis gostermis ve
optimum degerine g¢aligmalardaki en yiiksek konsantrasyon olan %1,2 (w/v)'de
ulasmustir.  Streptomyces sp. F2621’in peroksidaz aktivitesinde ise optimum ksilan
konsantrasyonunun {%0,4 (w/v)] altindaki ve uistiindeki konsantrasyonlarda belirgin
diislis gozlenmistir. Bu diislisiin, en yiiksek konsantrasyon olan %1,2 (w/v) de, en
diisiik konsantrasyondaki [%0,0 (w/v)] degere yakin bir deger olarak, 0,250 U/mL’ye
geriledigi belirlenmigtir (Sekil 4.10, a).

Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F3120 en yiiksek peroksidaz
aktivitelerini (0,214 U/mL ve 0,310 U/mL, swasiyla) %0,4 (w/v) ksilan
konsantrasyonlarinda gdstermisglerdir. Organizmalarin bu aktiviteleri %0,0 (w/v)
ksilan konsantrasyonunda swrast ile; 0,036 U/mL ve 0,133 U/mL’ye; %1,2 (w/v)
ksilan konsantrasyonunda ise 0,169 U/mL ve 0,254 U/mLye gerilemistir (Sekil 4.10,

b ve c).

Streptomyces sp. F4880, endoglukanaz ve endoksilanaz aktivitelerinin
tiretiminden farkli olarak, en yiiksek peroksidaz aktivitesini %0,4 (w/v) yulaf ksilan1
igeren besiyerinde liretmistir (0,231 U/mL). Bu susun peroksidaz aktivitesi, %1,2
(w/v) yulaf ksliam igeren besiyerinde 0,122 U/mL iken %0,0 (w/v) yulaf ksilan
igeren besiyerinde ise 0,061 U/mL olarak belirlenmigstir (Sekil 4.10, d).
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Streptomyces sp. F6318’in peroksidaz aktivitesi ig¢in optimum konsantrasyonun
%1,2 (w/v) oldugu belirlenmis ve sugun bu konsantrasyondaki peroksidaz aktivitesi
0,290 U/mL olarak tespit edilmistir.  Streptomyces sp. F6318’in en diisiik
konsantrasyon olan %0,0 (w/v)’da ise ancak 0,078 U/mL peroksidaz aktivitesi
tiretebildigi goriilmistiir (Sekil 4.10, ¢).

Farklr ksilan konsantrasyonlar: iceren besiyerlerindeki inkiibasyon sirasinda en
yiiksek endoglukanaz aktivitesi (5,975 U/mL) ise Streptomyces sp. F6318 tarafindan
%1,0 (w/v) ksilan iceren besiyerierinde Uretilmistir (Sekil 4.11, e). Bu susun %1,2
(w/v) ksilan igeren besiyerindeki endoglukanaz aktivitesi 2,836 U/mL olarak tesbit
edilirken, %0,0 (w/v) ksilan i¢eren besiyerindeki endoglukanaz aktivitesi ise 0,943
U/mL olarak tespit edilmistir. Bu sugtan sonra, galigilan alti Streptomyces susu
arasinda en yiiksek ikinci endoglukanaz aktivitesini ise Streptomyces sp. F6616
tiretmigtir (Sekil 4.11, ). Streptomyces sp. F6616 en yiksek endoglukanaz
aktivitesini (4,088 U/mL) %0,2 (w/v) ksilan konsantrasyonuna sahip besiyerinde
Gretmigtir. Bu organizmanin ¢aligmalardaki smur konsantrasyonlar olan %0,0 (w/v)
ve %1,2 (w/v) ksilan konsantrasyonlarindaki aktiviteleri ise 1,887 U/mlL’ye

gerilemistir,

Caligmada kullanilan toplam alt1 Streptomyces susundan Streptomyces sp.
F2621, Streptomyces sp. F3118, Streptomyces sp. F3120 ve Streptomyces sp.
F4880 suslarinin hepsi de, kontrol grubu besiyerlerinde tespit edilen endoglukanaz
aktivitelerinden belirgin bir farklilik gosterecek diizeyde endoglukanaz aktivitesi

tiretmemiglerdir (Sekil 4.11, a, b, ¢ ve d).

Karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf ksilaminin kullanildigi ¢alismalarda en
yiiksek endoksilanaz aktivitesi (43,345 U/mL) ise Streptomyces sp. F4880 tarafindan
90,8 (w/v) yulaf ksilan igeren kiiltiir ortaminda tiretilmistir (Sekil 4.12, d). Bu sus,
%0,0 (w/v) yulaf ksilan1 igeren besiyerinde 4,856 U/mL ve %1,2 (w/v) yulaf ksilani
igeren besiyerinde ise 14,748 U/mL endoksilanaz aktivtesi tiretmistir. Streptomyces
sp. F4880°den sonra ikinci en yiksek diizeydeki endoksilanaz aktivitesi (12,410
U/mL) ise Streptomyces sp. F2621 tarafindan %0,4 (w/v) ksilan igeren kiiltir
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ortaminda belirlenmistir (Sekil 4.12, a). Bu suslardan her ikisi de endoksilanaz
aktiviteleri igin optimum ksilan konsantrasyonunun altindaki ve {stlindeki
konsantrasyonlarda enzim aktivitelerinde az da olsa diisiis gostermislerdir. Bu diigiis
Streptomyces sp. F2621 i¢cin %1,2 (w/v)’lik konsantrasyonda 7,374 U/mL ve %0,0
(w/v)’lik konsantrasyonda ise 3,417 U/mL olarak belirlenmistir.

Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F3120 ise kontrol grubundan
belirgin olarak diigiik diizeylerde olsa da, %0,4 (w/v) yulaf ksilani igeren
besiyerlerinde maksimum olarak tiretmis olduklar1 endoksilanaz aktiviteleri (2,698
U/mL ve 2,338 U/mlL, sirasiyla), ¢aligmalarda kullanilan diger Streptomyces suglari
tarafindan iiretilen endoksilanaz aktivitelerinden olduk¢a diigik seviyelerde
belirlenmistir (Sekil 4.12, b ve ¢).

Streptomyces sp. F6318 ise en yliksek endoksilanaz aktivitesini, ayn1 zamanda
endoglukanaz aktivitesi i¢in de optimum konsantrasyon olan, %1,0 (w/v) ksilan
iceren besiyerinde {retmistir (10,432 U/ml).  Streptomyces sp. F6318’in
endoksilanaz aktivitesinin, %1,2 (w/v) konsantrasyona sahip besiyerinde 5,396
U/mL’ye ve %0,0 (w/v) konsantrasyona sahip besiyerinde ise 1,799 U/mL’ye
geriledigi beliclenmigtir ($ekil 4.12, e).

Streptomyces sp. F6616 ise, en yliksek peroksidaz aktivitesini dretmis oldugu
konsantrasyon olan %1,2 (w/v)’den farkh olarak, en yiiksek endoksilanaz aktivitesini
%1,0 (w/v) ksilan konsantrasyonuna sahip besiyerinde sergilemistir (8,633 U/mL).
Bu susun en disiik ve en yiiksek ksilanb konsantrasyonlar1 olan %0,0 (w/v) ve %1,2
(w/vy'lik  Dbesiyerlerindeki endoksilanaz aktiviteleri 2,158 U/mL seklinde
gergeklegmistir (Sekil 4.12, f).

4142, Ogitilmis bugday samaninin  farklh  konsantrasyonlarinin

lignoseliilolitik enzimlerin tiretimi {izerine etkisi

Lignoseliiloz olarak §gtitiilmils bugday samani kullanilarak yapilan indiikleme
caligmalar: sirasindaki en yiiksek peroksidaz aktivitesi, Strepfomyces sp. F6616
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tarafindan, %1,2 (W/v) saman igeren Kkiiltiir ortaminda belirlenmistir (Sekil 4.13, £).
Organizmanin bu konsantrasyonda sergiledigi 0,631 U/mL peroksidaz aktivitesi,
ayni zamanda tim calismalar boyunca peroksidaz aktivitesi i¢in kaydedilen en
yiksek deger olmustur. Bununla beraber, organizmanin %0,0 (w/v) saman

konsantrasyonundaki peroksidaz aktivitesi 0,113 U/mL olarak tespit edilmigtir,

Streptomyces sp. F3118’in en yiiksek peroksidaz aktivitesi sergiledii saman
konsantrasyonu ise %0,6 (w/v) olarak belirlenmis ve susun bu konsantrasyondaki
peroksidaz aktivitesi 0,340 U/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.13, b). Streptomyces
sp. F3118’in peroksidaz aktivitesi %1,2 (w/v) saman konsantrasyonuna sahip
besiyerinde 0,263 U/mL’ye, %0,0 (w/v) saman konsantrasyonu igeren besiyerinde
ise 0,099 U/mL ye gerilemisgtir.

Streptomyces sp. F4880 bu calismalar sirasinda sergiledigi en yiiksek
peroksidaz aktivitesi olan 0,319 U/ml aktiviteyi, endoglukanaz ve endoksilanaz
enzimlerinden farkli olarak %1,0 (w/v) konsantrasyonunda saman igeren kiiltiir
ortaminda goOstermistir (Sekil 4.13, d).  Organizmanin %1,2 (w/v) saman
konsantrasyonundaki  peroksidaz  aktivitesi 0,139  U/ml, %0,0  (w/Vv)

konsantrasyonundaki peroksidaz aktivitesi de 0,045 U/mlL olarak belirlenmistir.

Calismalarda kullanilan Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3120 ve
Streptomyces sp. F6318’in Gigliniin de en yiiksek peroksidaz aktiviteleri, %1,0 (w/v)
saman konsantrasyonuna sahip besiyerinde tespit edilmis ve bu konsantrasyondaki
peroksidaz aktiviteleri her ti¢ sus i¢in de 0,288 U/mlL olarak belirlenmistir (Sekil
4.13, a, ¢ ve €). Bu suslar %1,2 (w/v) saman konsantrasyonunda da ayn1 peroksidaz
aktivitesi degerini sergilerken (0,288 U/mL), %0,0 (w/v) saman konsantrasyonuna
sahip besiyerlerindeki biiylimeleri sirasindaki peroksidaz aktiviteleri ise sirasi ile;
0,151 U/mL, 0,106 U/mL ve 0,149 U/mL seklinde gergeklesmistir.

Bu ¢aligmalar sirasinda kaydedilen 2,201 U/mL’lik en yiiksek endoglukanaz

aktivitesi ise Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880’in sirasi ile, %0,4

(w/v) ve %0,8 (w/v) saman konsantrasyonlari iizerindeki blyilimeleri swrasinda
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belirlenmistic  (Sekil 4.14, b ve d, swaswyla).  Streptomyces sp. F3118’in
endoglukanaz aktivitesi %1,2 (w/v) saman konsantrasyonunda 0,314 U/mL’ye ve
%0,0 (w/v) saman konsantrasyonunda ise 0,934 U/mlL’ye gerilemistir. Streptomyces
sp. F4880’in %1,2 (w/v) saman konsantrasyonundaki endoglukanaz aktiviytesi 1,415
U/mlL iken %0,0 (w/v) saman konsantrasyomunda ise 0,157 U/ml olarak
belirlenmigtir (Sekil 4.14, d).

Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3120 ve Streptomyces sp. F6318’in,
endoglukanaz aktiviteleri s6z konusu oldugunda da peroksidaz aktivitelerine benzer
sekilde, en yiiksek aktivite degerlerine ayni saman konsantrasyonunda [%0,6 (w/v)]
ulagmiglardir ve suslarin bu konsantrasyondaki aktiviteleri sirast ile; 1,101 U/mL,
1,730 U/mL ve 1,730 U/mL olarak tespit edilmigtir (Sekil 4.14, a, ¢ ve e, sirastyla).
Bu organizmalarin %1,2 (w/v) saman igeren besiyerlerindeki endoglukanaz
aktiviteleri Streptomyces sp. ¥2621 ve Streptomyces sp. F6318 igin 0,786 U/mL
olarak, Streptomyces sp. F3120 i¢in ise 0,943 U/mL olarak belirlenmigtir. Saman
konsantrasyonlart %0,0 (w/v) olan kiiltiir ortamlarinda ise  endoglukanaz
aktivitelerinin swast ile; 0,472 U/mL, 1,258 U/mL ve 0,629 U/mL oldugu

belirlenmistir.

Streptomyces sp. F6616 tarafindan salgilanan endoglukanaz aktivitesinin en
yiiksek diizeyi (1,572 U/mL) ise %1,0 (w/v) saman konsantrasyonunda belirlenmigtir
(Sekil 4.14, ). Bu organizmanin endoglukanaz aktivitesi, %1,2 (w/v) saman igeren
kiiltiir ortamunda 0,629 U/ml.’ye, %0,0. (w/v) saman igeren kiiltlir ortaminda ise
0,472 U/mL ye gerilemigtir.

Ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin sentezini indiikleyici olarak sadece
Sgutlilmiis bugday samanmnun farkli konsantrasyonlarinin kullanildigi ¢aligmalarda,
en yiksek endoksilanaz aktivitesi Streptomyces sp. F4880 tarafindan %0,8 (w/v)
saman konsantrasyonuna sahip kiiltiirde {iretilmistir (27,968 U/mL) (Sekil 4.15, d).
Bu susun endoksilanaz aktivitesi ¢aligmalarda kullanilan en yiiksek konsantrasyon

olan %1,2 (w/v) saman konsantrasyonunda 18,076 U/mL’ye ve en disilik
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konsantrasyon olan %0,0 (w/v) saman konsantrasyonunda ise 2,248 U/ml’ye
dugmdastiir (Sekil 4.15, d).

Streptomyces sp. F2621 ve Streptomyces sp. F6318, en yiiksek endoksilanaz
aktivitelerini %1,2 (w/v) saman igeren kiiltiir ortamlarinda 11,691 U/mL olarak
sergilerken, Streptomyces sp. F3120 en yiiksek endoksilanaz aktivitesini %1,0 (w/v)
saman igeren besiyerinde 11,781 U/mL olarak ortaya koymustur (Jekik 4.15, a, ¢ ve
c, swastyla). Fakat, Streptomyces sp. F3120 tarafindan iiretilen endoksilanaz
aktivitesi, %1,2 (w/v) saman konsantrasyonunda diger suglar gibi 11,691 U/mL
olarak gergeklesmistir. Bu ii¢ susun %0,0 (w/v) saman konsantrasyonundaki
endoksilanaz aktiviteleri ise siras: ile; 1,978 U/ml, 2,788 U/mL ve 2,518 U/mL

olarak belirlenmigtir.

Streptomyces sp. F3118’in en yiiksek endoksilanaz aktivitesi olan 8,273 U/mL
aktivite, %0,6 (w/v) saman konsantrasyonu f{izerindeki biliylime swasinda tespit
edilmigtir (Sekil 4.15, b). Organizmanin endoksilanaz aktivitesi %1,2 (w/v) saman
konsantrasyonundaki {iremesi swasmda 1,619 U/ml’ye, %0,0 (w/v) saman
konsantrasyonunda iireme sirasinda ise 3,237 U/mL olarak kaydedilmistir (Sekil
4.15, b).

Streptomyces sp. F6616 en yliksek endoksilanaz aktivitesini de, peroksidaz
aktivitesi ile birlikte 72 saatlik ink{ibasyondan sonra salgilamigtir. Fakat, sergiledigi
en vyiksek endoksilanaz aktivitesi olan 23,291 U/mL aktiviteyi, peroksidaz
aktivitesinden farkli olarak %0,8 (w/v) saman konsantrasyonu {izerinde biiylime
sirasinda sergilemistir (Sekil 4.15, f). Bu susun endoksilanaz aktivitesi %1,2 (w/v)
saman konsantrasyonunda 17,266 U/ml. ve %0,0 (w/v) saman konsantrasyonunda ise
2,698 U/mL olarak belirlenmisgtir.
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(a) Streptomyces sp. F2621

(b) Streptomyces sp. F3118
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Sekil 4.14: Farkli saman konsantrasyonlar1 tizerinde biiylime swrasinda Strepfomyces suslarinin
sergiledikleri endoglukanaz aktiviteleri (m) ve spesifik aktiviteleri (m).
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4.2. TARTISMA

4.2.1. Streptomyces Suslar1 Tarafindan Uretilen Lignoselillolitik Enzimlerin
Biiytime Kinetigine Bagli Degigimi

Yapilan galigmalar sonucunda ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerden olan
peroksidaz ve endoksilanaz aktivitelerinin, ¢aligilan biitiin suglarda, inkiibasyonun
48-72 saatleri arasinda maksimum aktivite diizeylerine ulastiklar1 belirlenmistir (bkz.
Sekil 4.1 ve 4.3). Ekstraseliler endoglukanaz aktivitesi ise peroksidaz ve
endoksilanaz aktivitelerinin aksine Streptomyces sp. F3120 hari¢, inkiibasyon
periyodunun genellikle 6. gliniinden sonra kiltiir sivisinda belirgin olarak tesbit
edilebilmigtir (bkz. Sekil 4.2). Kiiltiir stvist igerisindeki peroksidaz ve endoksilanaz
enzimleri, maksimum seviyesine ulastiktan sonra (genellikle inkiibasyonun 2-4.
glinleri), enzim aktivitelerinin belirgin bir bi¢cimde diisme trendi gosterdigi ve bu
diisiisten sonra 7. giine kadar sabit kaldig1 goriilmiistiir. Inkiibasyonun 7. giininden
sonra ise kiiltiir sivisindaki ekstraseliiler enzimlerin aktivitelerinde yeniden bir artig:
gbzlenmistir. Meydana gelen bu artig, bazi durumlarda 48-72 saat araligindaki
enzimatik aktivitelerden dahi daha yliksek seviyelere ulagmustir (bkz. Sekil 4.1; 4.2
ve 4.3).

Bu sonuglar, ¢alisilan Streptomyces suglarinin lignoseliiloz degredasyonunda
rol alan enzimlerinin tamamu ile biyime ile iligkili oldugunu ve primer metabolizma
sonucu tretildiklerini gostermektedir. Bu durum, aktinomiset kiiltiirlerindeki
ekstraseliiler lignoselilolitik enzimlerin dretim ve sekresyonlarin biiylime ile
iliskili oldugunu gostermis olan Ball ve McCarthy [161], Trigo ve Ball [129], Adhi
ve ark. [162], Rob ve ark. [67] ve Tuncer ve ark. [65] nin daha dnceki ¢aligmalari
ile uyum gostermektedir. Bununla birlikte bazi arastirmacilar, aktinomisetlerin
logaritmik biliylime fazi swasmnda {retilen endoksilanaz ve endoglukanaz
enzimlerinden [67,98,129,136,160,163] farklh olarak peroksidazlarin, lignin
peroksidazin sekonder bir metabolit olarak ortaya ¢iktigi P. chrysosporium’un
[162,165] ligninolitik sistemine benzer sekilde, biyime ile iliskili olmayan
metabolitler oldugunu savunmuslardir {162,164]. Alt1 farkli Strepromyces susunun
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kullanildifi bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar ise, peroksidaz aktivitelerinin
maksimum seviyelerine inkiibasyon siiresinin logaritmik bliylime fazinda ulagmalari

nedeniyle bu gbzlemi desteklememektedir.

Inkiibasyonun 7. giiniinii takiben inkiibasyonun sonlandiriidig: 10. giine kadar
olan siirede, enzim aktivitelerinde (&zellikle endoksilanaz ve endoglukanaz
aktivitelerinde) meydana gelen artig ise kiiltiirlerde hiicre lizisinin baglamas: ile
aciklanabilir. Lignoseliilolitik enzim sistemleri, siibstratin yapisina bagh olarak
oldukga komplekstir ve bu enzimlerin birbirleri tizerine olan sinerjistik ve kooperatif
etkileri bilinmektedir [54,118]. Bu enzim sistemleri igerisinde, ekstraseliiler
enzimler gibi intraseliiler enzimler de gorev almaktadirlar. Hicre liziziyle birlikte o-
L-arabinofuranozidaz, B-ksilozidaz, asetil ksilan esteraz, ferulik asit esteraz (daha
cok fungal kdkenli bu enzimin birkag Streptomyces’te de varligi ortaya konmustur
[166-168]) gibi intraseliiler enzimler de kalttir stvisina karigmaktadirlar. Aksesuar
enzimler olarak da adlandirilan bu enzimler, lignoseliilozik siibstratin yapisinda
bulunan  yan-gruplarmn  ayrilmasint  veya  ¢apraz  baglarmm  krilmasini
katalizlemektedirler [118]. Bu enzimlerin yam swra selillazlarm [169] ve
endoksilanazlarin da [170] intraseliiler izo-formlarmin bulundugu bilinmektedir.
Hiicre lizizinin bir sonucu olarak biitiin bu enzimlerin ekstraseliiler siviya karigmasi
ile birlikte, lignoseliiloz degredasyonunda rol alan biitiin bu enzimlerin sinerjistik ve
kooperatif aktiviteleri sonucu incelenen ekstraseliiler enzimlerin aktivitelerinde bir
artigin meydana geldigi gorilmektedir.  Lignoseliiloz degredasyonunda rol alan
enzimlerin  saflagtirilmas:  sonucunda  saflagtinlan  enzimin, lignoseliiloz
degredasyonundaki diger enzimler ile sinerjistik ve kooperatif aktivite gosterdigi,
bunun sonucu olarak da diger enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi ile saflagtirilan
enzimin aktivitesinde biiylik kayiplarin gozlendigi rapor edilen ¢aligmalar
bulunmaktadir [54,171]. Bu sonuglar ise lignoseliilolitik enzimler s6z konusu
oldugunda, sinerjistik ve kooperatif aktivitenin Onemini ortaya koymaktadir.
Intraseliiler formlarinin olduguna dair herhangi bir bulgu olmayan peroksidaz
aktivitesinde meydana gelen artigm, endoglukanaz ve Ozellikle endoksilanaz
aktivitesinde meydana gelen artisa kiyasla, ¢ok daha diigiik gergeklesmis olmasi da

bu gorisleri desteklemektedir.
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4.2.2. Inkiibasyon Sicakliginin Streptomyces Suslari Tarafindan Uretilen

Ekstraseliiler Lignoseliilolitik Enzimlerin Uretimi Uzerine Etkisi

Calismalarda kullanilan toplam alt1 Strepromyces susu tarafindan iiretilen
ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin tamaminn, Streptomyces sp. F6318’in 30
°C’de gergeklesen maksimum endoglukanaz {iretimi ve sekresyomu harig
tutuldugunda, 35-45°C arasmnda maksimum diizeylerine ulastiklart belirlenmigtir
(bkz. Sekil 4.4; 4.5 ve 4.6). Inkiibasyon sicakliginm 45°C’nin iizerinde oldugu
kosullarda, ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin aktivite seviyelerinde biiyiik
diisligler gozlenmis, hatta bazi suslar tarafindan hi¢ bir enzim aktivitesinin
tiretilmedigi belirlenmistir.  Inkiibasyon sicakligmmin 35°C’nin altinda oldugu
kosullarda ise lignoseliilolitik enzimlerin aktivite diizeyleri, 35-45°C aralifinda
gergeklesen aktivitelere oranla daha disik gergeklesirken, meydana gelen kayip
45°C’nin Ustiindeki sicakliklardaki kayiplara kiyasla daha az gergeklesmigstir. Bu
durum ¢alisilan guslarin mezofilik dogalar (genellikle toprak kékenli olmalary) ile ve

genel aktinomiset ekolojisi ile uyum igindedir {120].

Endiistriyel amaglar dogrultusunda kullanilabilecek lignoseliilolitik enzimlerin
{iceticileri arasinda, ozellikle termofilik organizmalar arastwmactarin ilgisini
cekmektedirler. Her ne kadar en yiiksek lignoseliilolitik enzim aktiviteleri,
termofilik ve mezofilik funguslarda gozlense de (Omegin, Acrophialophora
nainiana’mn 620,50 U/mL endoksilanaz aktivitesi [171] ve P. chrysosporium’un
0,94 U/mlL peroksidaz aktivitesi [108] gibi) 6zellikle kagit ve kagit hamuru sanayi
agisindan Onemli olan ve sellilaz aktivitesi icermeyen lignoseliilolitik enzim
sistemlerine temelde Bacillus sp. ve Cellulomonas sp.’de rastlanmaktadir {172-175].
Streptomyces’ler igerisinde ise seliilaz aktivitesi igermeyen lignoseliilolitik enzim
sistemleri dzellikle karbon ve enerji kaynagi olarak bugday kepegi iceren besiyerinde
37°C’de, pH 8,0°de ve inkiibasyonun 5. giintinde 7,5 U/mL ksilanaz aktivitesi iireten
Streptomyces sp. Q113 [176], karbon ve enerji kaynagi olarak ksilan igeren
besiyerinde 30°C’de, pH 7,5’de ve inkiibasyonun 5. giiniinde 12 U/mL ksilanaz
aktivitesi lireten Streptomyces albus [177] ve karbon ve enerji kaynag: olarak ksilan

igeren besiyerinde 37°C’de, pH 7,5’de ve inkiibasyonun 5. glinlinde 18 U/mL
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ksilanaz aktivitesi Ureten Streptomyces cuspidosporus [178] gibi mezofilik

Streptomyces’lerde goriilmektedir.

Bu c¢abigmalarda kullanilan alti farkli Streptomyces susu arasmdan 6zellikle
Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3120 ve Streptomyces sp. F4880’in
sergiledikleri  endoglukanaz  aktiviteleri, kontrolde goézlenen degerlerle
kiyaslandiginda, rolatif olarak oldukga diigiktiir. Bu ¢ sus igerisinde Streptomyces
sp. F2621 ve Streptomyces sp. F4880’in olduk¢a diisiik endoglukanaz aktivitesi
icermesine ragmen, yliksek endoksilanaz ve peroksidaz aktiviteleri sergilemeleri,
bunlarin seliilaz igermeyen lignoseliilolitik enzim sistemine sahip mezofilik
Streptomyces’ler olabileceklerine igaret etmektedir. Mezofilik Streptomyces’lerle
yvaptlan diger c¢aligmalardan elde edilen sonuglarla kiyaslandiginda, bu
organizmalarin ekstraseliiler lignoseliilolitik aktivite dizeyleri ve bu degerlere
inkiibasyon stiresinin 3-4. giinlerinden sonra ulagmalar: ise kullanilan siibstratlarin
iyt birer indikleyici olmadigina ya da organizmalarm enzim sistemlerini
degistirebilmeleri igin zamana gereksinimleri olduguna isaret etmektedir.
Streptomyces sp. F6318 ve Streptomyces sp. F6616 ise sergiledikleri endoglukanaz
aktiviteleri ile bu grup disinda kalmuslardir fakat, ortaya koyduklar: aktiviteler (sirasi
ile; 3,774 U/mL ve 4,088 U/mlL) dikkate deger orandadir.

4.2.3. Farkh pH Degerlerinin Kullanilan Strepfomyces Suslarinin Ekstraseliiler

Lignoseliilolitik Enzimlerini Uretimi Uzerine Etkisi

Caligmalarda kullamlan alti farkli Streptomyces susunun en iyi biiyime ve
lignoseliilolitik aktivite gosterdikleri pH degerlerinin 7,0-9,0 arasinda oldugu tespit
edilmigstir (bkz. Sekil 4.7; 4.8 ve 4.9). Her ne kadar daha dnce ¢alisilmig olan
Streptomyces suglar1 arasmnda asidik pH’larda optimal lignoseliilolitik aktivite
gosteren organizmalar olsa da [164,179], genellikle termofilik [67,170] ve
termotolerant [180] Streptomyces’ler kismen daha asidik pH’lart tercih ederken,
mezofilik Streptomyces’lerin [134,163,176] nétralden alkaliye dogru degisen pH’lari
tercih ettikleri bilinmektedir (detayh bilgi i¢cin bkz. [5]). Bu galigmada kullanilan
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Streptomyces suslarina ait bulgular ise literatiirde belirtilen diger sonuglar ile uyum

gostermektedir.

Lignoseliilozik materyallerin degredasyonunda baglangi¢c pH’sinin 6énemli rol
oynadig1 [134] ve kiiltiir pH’smin, ligninin degredasyonu sonucu ortaya ¢ikan bir ara
tirlin olan, APPL tUretimi i¢in hem kat1 kiiltiirlerde [134] hem de sivi kiiltiirlerde
{140] 6nemli bir faktdr oldugu bilinmektedir. Ligninin degredasyonunu etkileyen bir
faktoriin, tim lignoseliilolitik sistemi etkileyebiliyor olmasi ka¢inilmazdir. Nath ve
Rao [181], hem alkalifilik hem de termofilik olan Bacillus sp. NCIMS59 ile yaptiklar:
bir ¢alisma ile pH’1in bu organizmanin tirettigi ksilanaz enzimi iizerindeki etkisini
aragtirmiglardir. Bu aragtirmacilar ¢aligmalart sonrasinda, enzimin yapisinda bulunan
lizin, arjinin ve tirozin amino asitlerinin sirasi1 ile; amino, guanidin ve fenol
gruplarinm deprotonasyona ugradigini, bunun sonucunda da dogal yapida tolere
edilemeyecek ve dolayist ile enzim aktivitesinde kayba yol agabilecek bazi

degisimlerin ortaya ¢iktigint 6nermislerdir [181].

Biyoteknolojik uygulamalarda toplam maliyetin artmasinda, sicakligin
ayarlanmasmnin maliyeti kadar pH’in dizenlenmesinin ortaya ¢ikardigi maliyet de
onemli bir faktdrdiir. Bu yitizden son yillarda yapilan ¢alismalar, alakalifilik ve
termofilik organizmalar lizerinde yogunlagmustir. Funguslarmn aksine aktinomisetler,
daha alkali pH degerlerinde yiiksek aktiviteye sahip lignoseliilolitik enzimleri ilé
dikkat ¢ekmektedirler [38,57]. Aktinomisetler igerisinde de ozellikle
Streptomyces’ler yiiksek pH degerlerinde kararhi ve yiiksek aktivite sergileyen
lignoseliilolitik enzimlerin dnemli Ureticileridirler.  Bu agidan bakildigmmda, bu
¢alismada kullanilan Streptomyces suslarinin pH 8,0-9,0 gibi alkali pH degerlerinde
yiiksek lignoselilolitik aktivite gOstermis olmalari, hem genel aktinomiset
karakteristigi ile uyumlu hem de bu organizmalarin muhtemel biyoteknolojik

potansiyelleri kakkinda fikir veren 6nemli bir bulgudur.
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42.4. Farkhi Karbon ve Enerji Kaynaklarmin Kullanilan Strepromyces

Suglarinin Ekstraseliiler Lignoseliilolitik Enzimlerinin Uretimi Uzerine
Etkisi

Bu caligmada kullamulan alt1 Streptomyces susunun tamami, karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanulan yulaf ksilant ve ogiitiilmiis bugday samani lizerinde
biiyiime yetenegi gdstermislerdir. Ayrica, yulaf ksilam ve ogiitilmis bugday
samani, kullanilan Streptomyces suglarmm lignoseliilolitik enzim sistemlerini
inditklemis ve kontrol grubu kiiltlir besiyerine gére belirgin bir sekilde enzim
aktivitelerinde artig belirlenmistir. Deneyler sonucunda en yiiksek endoksilanaz
aktivitesinin % 0,8 (w/v) yulaf ksilam iceren besiyerinde Strepromyces sp. F4880
tarafindan 43,345 U/ml olarak dretildigi tespit edilmistic (bkz. Sekil 4.12, d).
Endoksiltanazlar i¢in ksilobiyoz, laktoz [50], arabinoz ve arabitoliin [48] indiikleyici
ctkisine dair raporlar bulunsa da, temel indikleyicilerinin ksilan oldugu
bilinmektedir [163,166,168]. Bu nedenle, yulaf ksilanmm yani swa bugday
samanmmn da hemiseliiloz igermesi nedeni ile bu ¢aligmadan elde edilen sbnuglar,
daha 6nceki raporlar ile uyumludur. Bununla birlikte suslarin, hi¢ ksilan igermeyen
besiyerinde de, kontrolle kiyaslandiginda g6z ardi edilebilecek kadar az miktarda
endoglukanaz aktivitesi liretirken, belirgin bir miktar endoksilanaz sentezledigi
belirlenmistic.  Bu sonuglar ise g¢alismada kullanilan Streptomyces suslarinm,
lignoseliilolitik enzimleri primer metabolizmalarinin bir pargasi olarak tirettiklerine

isaret eden bagka bir kamit1 olugturmaktadir (bkz. Sekil 4.1; 4.2 ve 4.3).

Karbon ve enerji kayna@ olarak sadece yulaf ksilami igeren besiyerinde
bliylime sirasinda, dzellikle Streptomyces sp. 6318 ve Streptomyces sp. F6616 nin
belirgin bir miktar endoglukanaz aktivitesi sergiledikleri gozlemlenmistir (bkz. Sekil
4.11. e ve f). Endoksilanazlar ve endoglukanazlarin sekresyonlart arasindaki iligkiye
dair raporlar mevcuttur. Baz funguslarda, ksilanolitik ve seliilolitik enzim
sistemlerinin  diizenleyici bir kontrol mekanizmast ile birbirlerinden ayriliyor
olabilecekleri rapor edilmistir [6]. Ksilan lizerinde biiylime swrasinda bu tlirler,
spesifik endoksilanazlar sentezlerken ya ¢ok az miktarda ya da hig¢ selillaz

sentezlememektedirler. Bununla birlikte, seliiloz lizerinde bliylime swasmda ise
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seliilazlarla birlikte endoksilanazlari da sentezlemektedirler. S. lividans [182] ve S.
flavogriseus’da [183] ise bunun tersi bir durum gozlenmigtir; seliiloz igeren
besiyerinde c¢ok diisiik miktarda endoksilanaz sentezlenirken, ksilan iizerinde
biiyiime swasinda endoksilanaz ve endoglukanaz enzim sistemlerinin ikisi de etkin
bi¢cimde inditklenmistir. Bu gozlemlerin dogrulugu, daha sonra S. lividans’in yabani
tip bir sugu ile yapilan mutagenez deneyleri ile opaylanmugtir. Yapilan deneyler
sonucunda, seliilazdan yoksun ve selillaz ve ksilanaz sistemlerinin her ikisinden
birden yoksun suglar clde edilebilirken, sadece ksilanaz sisteminden yoksun suslarin
elde edilemedigi gériilmistiir. Bu sonuglar, endoksilanaz geninin bazi bolimlerinin
endoglukanaz geninin e¢kspresyonu tizerinde kontrol edici etkisinin olduguna isaret
etmektedir [184].

Ksilan igeren besiyerinde Streptomyces sp. F2621 (bkz. Sekil 4.10. a) ve
Streptomyces sp. F6616 (bkz. Sekil 4.10. f) swast ile; % 0,4 (w/v) ksilan
konsantrasyonunda 0,576 U/mL ve % 1,2 (w/v) ksilan konsantrasyonunda 0,548
U/mL peroksidaz aktivitesi sergileyerek, saman igeren besiyerinde tespit edilen ve
yine Streptomyces sp. F6616’ya ait olan 0,631 U/mL aktiviteye (bkz. Sekil 4.13. f)
oldukg¢a yakin aktiviteler {iretmiglerdir. Peroksidaz aktivitesinin konsantre edilmemis
siipernatant sivilarinda, diisiik sekresyon diizeylerinden dolayi, tespit edilmesi
aligilagelmedik bir durumdur ve diger aragtwmacilar tarafindan da rapor edilmigtir
[129]. Bu ¢ahismada konsantre edilmemis kiltiir stipernatant sivilarmm ham enzim
preperasyonlari olarak kullanildigt géz Oniine alinirsa (bkz. Kisim 3.2.4.) elde edilen
degerlerin 6nemi daha iyi anlasilacaktir. Saman, dogal lignoseliilolizik yapisi i¢inde
lignin bulundurdugundan dolayi, peroksidaz aktivitesi igin daha 1yi bir indikleyici
olmas: beklenmektedir, fakat ksilan igeren besiyerinde lignin olmamasina ragmen
yiiksek peroksidaz aktivitesi degerlerinin gdzlenmesi ilgingtir.  Bu durum,
endoksilanazlarin sekresyonu ile peroksidazlarin sekresyonu arasinda da tipk:
endoksilanazlar ve endoglukanazlar arasmdaki gibi bir iliskinin olabilecegini

dugtindiirmektedir.

Saman tizerinde biiyiime sirasinda ¢alismalarda kullanilan Strepromyces suslari,

Streptomyces sp. F4880 hari¢ tutuldugunda (bkz. Sekil 4.15. d), genellikle ksilan
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tizerinde biiylimeleri srrasinda sergiledikleri endoksilanaz degerlerine yakin degerler
ortaya koymuslardir, Diger suglarin endoksilanaz aktiviteleri, ksilan lizerinde
bityiimeleri sonucunda elde edilenlerle kiyaslandiginda ya aym diizeyde kalmis ya da
kiigiik artiglar g6zlenmistir, fakat Strepfomyces sp. F4880°de belirgin miktarda
endoksilanaz aktivitesi kayb1 meydana gelmistir. Bu iki farkli siibstrat {izerinde,
farkli enzim aktivitelerinin ortaya ¢ikmasit stibstratlarin yapisindan kaynaklantyor
olabilir. Ksilanlar su ile ekstrakte edilip edilememelerine gore ikiye ayrilirlar [185].
Suyla ekstrakte edilemeyen ksilanlarin ekstraksiyonu igin alkali ekstraksiyon
yontemi kullamilir ve alkali ile ekstraksiyon sirasinda ksilanin yan-gruplar: ve c;apraz'
baglar: azalir, bunun sonucunda da dogal yapidan farkh bir ksilan yapis1 ortaya ¢ikar
[186]. Dolayssi ile de yapi, endoksilanazlar igin daha kolay bir siibstrat halini alir.
Bu calismada kullamilan yulaf ksilanin suyla ekstrakte edilemeyen bir ksilan oldugu
ve dolayis ile alkali ile ekstrakte edildigi diigiintiliirse, endoksilanaz aktivitesinin bu
stibstratla daha iyi indiikleniyor olmast gasirtict gelmemektedir. Saman ise dogal
lignoseliilolizik bir siibstrattir ve bu siibstratta hemiseliilozlarm ve seliilozlarin

degredasyonu, lignin tarafindan sinirlandiriimaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yiizyilimizda, bilim adamlar1 ve politikacilarin ¢oziim tiretmesi gereken en
biiytik sorunlardan ikisi, gerekli olan enerji kaynaklarimin teminini saglamak ve
cevresel kirlilife ¢6ziim bulmak olacaktir. Petrol, 19. ylizyildaki sanayi devriminden
bu yana temel enerji kaynagmt olusturmugtur, fakat dogal kaynaklarin azalmasi
nedeniyle yeni ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin bulunmasi gerekmektedir.
Dogal biyomas doniliglimd, tarim, ormancilik ve endiistriyel atiklardan kdken alan
lignoselitloz, alternatif bir enerji kaynagi olugturmak ig¢in iyi bir materyaldir.
Lignoseliilolitik atiklarin miktari, biitiin diinyada giderek artmaktadwr.  Ozellikle
saman, bazi iilkelerde tarlalarda yakilmast yasaklandiktan sonra, biiyiikk problem
olugturmaktadir. Bu problemlerin en azindan bir kismina biyoteknolojik yaklagimla

¢Ozlim Uretilebilir.

Biyoteknolojik endiistri, her ne kadar daha ¢ok insan ve hayvanlar i¢in tibbi
materyallerin (8rnegin; antibiyotikler, proteinler, agilar vs.) tiretimi ile ilgilense de
cevresel sorunlari da, lignoseliilozun biyodegredasyon mekanizmasinin anlasiimas:
ile biyoteknolojik olarak ¢ézmek miimkiindiir. Bu olay, yeni ve ekonomik gevresel
teknolojilerin  gelistirilmesine  6nciiliik  edebilir. Bu gibi teknolojilerin
gelistirilebilmesi, uygulanabilic ekonomik proseslere gegilmeden 6nce, potansiyel
biyodegredatif mikroorganizmalarin tanimlanmasmi, genel biiylime kosullarinin
optimizasyonunu, enzimlerin saflagtiriimasint ve karakterizasyonunu, genetik olarak
gelistirilmis suglarin kullammuni ve genellikle in vivo lignoselilloz degredasyon

fenomeni hakkinda iyi bir bilgi birikimini gerektirir.

Gegtigimiz 20 yil igerisinde ve daha oncesinde, lignoseliiloz degredasyonu
hakkinda ¢ok biiylik miktarda ve Onemli bilgiler elde edilmigtir.  Yiiksek
lignoseliilolitik  aktivitesinden dolay:, beyaz-¢iirikgiil bir fungus olan P
chrysosporium, lignoseliloz degredasyon ¢ahgmalari i¢in model bir sistem
olusturmustur. Dogada lignoseliiloz, ayni zamanda aktinomisetler tarafindan da
degrede edilmektedir ve bundan dolayr da Onemleri goz ardt edilmemelidir.

Waksman ve Cordon 1939 yilinda, lignoseliilolizik materyallerin aktinomiset suslari
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ile degredasyonunu rapor etmiglerdir [111]. Nocardia ve Streptomyces’lerin lignini
degrede edebildikleri ise 1977 ve 1978 yillarmda '*[C]-radyo-izotopik tekniklerin
kullanimi ile kesin olarak ortaya konmugstur [7,115,187]. Crawford’'un ve
McCarthy’nin gruplart tarafindan yiirGitiilen c¢aligmalar sonucunda lignoseliiloz
degredasyonunun, lignoselillozun yapisimt  polimerik lignin  fragmentlerine
dontgtiirerck ¢oztinebilir hale gelmesi ile sonuglanacak sckilde bozan, bir takim
oksidatif ve hidrolitik enzimlerin faaliyetleri ile gergeklestigi goriigii ortaya ¢ikmustir.
Bu polimerik ve suda ¢6ziinebilen lignin fragmentleri APPL (Acid Precipitable
Polymeric Lignin) olarak adlandirilmigtir. APPL {iretim mekanizmast ise heniiz tam

olarak anlagilamadig: gibi kimyasal yapist da tam olarak ¢dziilebilmis degildir.

Crawford (University of Idaho, USA), Broda (University of Manchester, UK)
ve McCarthy (University of Liverpool, UK), son zamanlarda yapilan aktinomisetlerle
lignoseliiloz degredasyonu alanindaki ¢alismalara onciiliik etmislerdir. Kullanilan
metodoloji, 1yl bir lignoseliiloz degredasyon yetenegine sahip organizmalarin
belirlenmesi ve tanimlanmasini takiben, protein analizlerinin yapilmasi1 ve daha
sonrasinda ise pilot endistriyel fermentSrlerde {retime geg¢ilmeden Once,

organizmalarin genctik olarak gelistirmesi seklinde olmustur.

Bu tezle ortaya konulan ¢ahgmada, izole edildikleri ortamlar goz Oniine
alindiginda, 1yi derecede lignoseliloz degredasyonu potansiyeline sahip
olabilecekleri diigiiniilen alt1 Streptomyces susu se¢ilmistic.  Bu alti susun
lignoseliiloz degredasyonunda rol alau ekstraseliiler enzimlerinin iretim seviyeleri
ise inkiibasyon ortaminin pH’inin ve sicaklifinin degistirilmesinin yani sira, farkli
karbon kaynaklarmin farkli konsantrasyonlarinin kullanilmasi ile optimize edilmistir.
Ekstraseliiler lignoseliilolitik enzimlerin (endoglukanaz, endoksilanaz ve peroksidaz)
liretimi, primer metabolizma sirasinda gergeklesmis; endoksilanaz ve peroksidaz
aktivitelerinin en yiiksek sekresyon degerlerine ise logaritmik biiyiime fazinin
sonunda ulastiklar1 belirlenmigtir. Bu sonuglar, daba dnceden McCarthy [5], Ball ve
ark., [136], Rob ve ark. [67] ve Tuncer ve ark. [65] tarafindan yapilan ¢ahigmalarda
da belirtilen ekstraseliiler lignoseliiloz degrede edici enzimler arasinda kooperatif bir

etki mekanizmasi oldugu fikrini desteklemektedir.
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Bu ¢alismalar sonrasmda, ¢alisilan suglarm ekstraseliiler lignoseliilolitik enzim
aktivitelerinin en ylksek degerlerine inkiibasyonun 48-72. saatleri arasinda
ulastiklar1 ve bu enzimler i¢in optimal pH’in 7,0-9,0 arasinda, optimal sicakligin ise
35-45 °C arasinda oldugu tespit edilmigtir. Karbon ve enerji kaynagi olarak ksilan
kullanildiginda optimal konsantrasyonun genellikle %0,4 ile %1,2 arasinda,
ogtitilmts bugday samant kullanildiginda ise %0,6 ile %1,2 arasinda degistigi
gorilmistiir.  Fakat bu degerlerin kiiltiir stipernatant sivilarmmin ham enzim
preperasyonlar1 olarak kullanilmasi ile elde edildigi ve bu enzimlerin saf haldeyken
optimal degerlerinin farklt olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Bu organizmalardan
elde edilecek enzimlerin endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilabilirliginin
anlasilabilmesi icin bu enzimlerin saflastirildiktan sonra optimal kosullarmin
belirlenmesi, kinetiklerinin ¢aligilmasi, indiikleyici ve inhibe edici faktorlerinin,

molekiiler karakteristiklerinin belirlenmesi gerckmektedir.,

Streptomyces suslar1 tarafindan gergeklestirilen lignoseliiloz degredasyonunun
mekanizmasmin  tam olarak anlagilabilmesi ise, potansiyel uygulamalarda
alabilecekleri rolleri degerlendirirken 6nemli bir kriter olacaktir. Bu amag
dogrultusunda iki yaklagim miimkiindiir. Bu yaklasimlardan birincisi, saflastiriimisg
enzimlerin tek baslarina veya kombinasyonlar halinde kullanildiklarmnda
lignoscliilolizik materyallerden olugturduklari son driinlerin karakterizasyonudur.
Ikincisi ise oksidatif (peroksidaz) ve hidrolitik (6rnegin endoglukanaz ve
endoksilanaz) enzimlerin ¢aligilmasini ve bunlarin saman, ksilan ve sentetik lignin
gibi farkl: lignoseliilolizik stibstratlar kullanilarak test edilmesidir. Bu iki yaklagimla
gergeklestirilen galigmalardan elde edilen sonuglar birbirlerini  tamamlayarak,
lignoseliilolitik enzimlerin, kiiltir slipernatant sivilarinda ve enzimatik sindirim
¢aligmalart orneklerinde tespit edilen, organik tirtinlerle olan iligkisini anlamamizi
saglayacaklardir. Daha ileri diizeyde g¢aligmalarla, rekombinant DNA teknikleri
kullanilarak degredatif metabolik yollarin ve bu yollarda anahtar rol oynayan
enzimlerin belirlenmesi ve karakterizasyonu saglanabilir. Tim bu ¢aligmalardan
elde edilecek sonuglarla, genetik olarak iyilestirilmis sugslar ve daha genis pH ve
sicaklik toleransimna sahip, kararli ve yiiksek enzim aktiviteleri elde edilebilmesinin
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yolu agilabilir. Giiniimiizde bu tiir ¢ahsmalarin bagarth Orneklerini gérebilmek

miimkiindiir (daha genis bilgi i¢in bkz. [56]).

Saflastirlmis enzimlerin endiistriyel amaglar i¢in kullanimlarinin yam sira,
kismen saflagtirlmig enzimlerin ve mikroorganizmalarin dogrudan endistriyel
kullammlar1 da miimkiindiir. Ayrica, verimli bir teknolojinin geligtirilmesinin temel
kosullarindan birisinin, yan-triinlerin akillica kullanilmasina bagliligi da géz dniinde
bulunduruldugunda, lignoseliilolitik enzimlerin ve organizmalarin kullanilabilecegi
alanlar da iyi aragtirtlmalidir. Bu kullanum alanlart kagit ve kagit endiistrisini [1-4]
igerisine aldigi kadar lignoseliiloz kékenli sekerlerin yakita ddniigtirilmesini [5],
firmeiligt ve meyve sulari ve biranin bulanikliliginm giderilmesini igerisine alan gida

islemesini [6], tek hiicre proteini {iretimini de igerisine alir.

Her yeni teknolojide oldugu gibi, enzim teknolojilerinin de geleneksel
endiistride kabul gérebilmesi i¢in ¢esitli kosullarn saglanmasi gerekmektedir. Bu
kogullar (sistemin hayata gecirilmesi i¢in baslangigta yapilmas: gereken yatirim ve
daha sonrasinda isletim maliyetini igerisine alan) prosesin ekonomik olarak
uygulanabilirligini, daha uygun alternatiflerin olmamasint ve enzimler tarafindan
saglanan avantajlarin diger yontemlerle kiyaslandiginda tercih edilmesini saglayacak

derecede egsiz olmasint igerir.

Glintimizde, Kraft hamurunun ksilanazlar ile 6nciil olarak beyazlatilmasi s6z
konusu oldugunda, yéntem bu kosullart kargilamaktadir, fakat basarinin en dnemli
kriteri siirekliliktir ve kagit ve kagit hamuru sanayinde yakalanan bagar1 gibi diger
sektorlerde de biyoteknolojinin bagari kazanmaya devam etmesi, geleneksel
endiistrilerin enzimatik proseslere bakis agisim degigtirecektir. Bununla birlikte,
ekonomik olarak kullanilabilir enzimatik teknolojilerin elde edilebilmesi i¢in biiyiik
miktarda finansal destegin saglanmasi ve bilim adamlarinca yogun ¢alismalarin

gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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