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OZET

DENIZEL TUREVLI FILAMENTOZ FUNGUS SUSLARININ KSIiLANAZ

URETIM KAPASITELERININ BELIRLENMESI

KORKMAZ, Melih Niyazi

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danmismani: Atag UZEL
Ocak, 2016, 88 sayfa

Genel olarak, birgok endiistriyel enzim karasal organizmalardan elde
edilmektedir. Bununla birlikte, diinya yiizeyinin %70’ini kaplayan okyanuslarin
icerdigi tuzluluk, yliksek basing, diisiik sicaklik ve 6zel 151k kosullari, denizel
mikroorganizmalar ve karasal tiirlerinden tretilen enzimler arasinda onemli
farkliliklar olusturmaktadir. Karasal ¢evre ile karsilastirildiginda, denizel ¢evre
denizel mikroorganizmalara essiz genetik yap1 ve yasama alani saglamaktadir. Bu
yiizden, denizel kosullara adapte olmus fungus Orneklerinden biyoteknolojide

kullanilabilecek enzimlerin elde edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu c¢aligmada, Ege ve Akdeniz Bolgesi’nden toplanan farkli siinger ve
sediment Orneklerinden izole edilmis denizel tiirevli fungus izolatlar1 ksilanaz
enzimi lretme agisindan taranmistir. Toplamda 108 denizel tiirevli fungus
izolattan 81 tanesinin (%75) tarama besiyerinde ksilanaz tirettigi belirlenmistir.
Tarama sonucunda en yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip oldugu belirlenen 4
izolatin (06SKO019, 08SKO014, 08CKO001 ve 08SKO016) ksilanaz iiretimleri
aragtirtlarak izolatlarin fermentasyon sonucu Trettikleri protein miktari, enzim
aktivitesi ve spesifik aktiviteleri hesaplanmis ve en iyi aktivite gosteren izolat
Trichoderma pleuroticola 08CKO001 olarak tespit edilmistir. 08CKO001 izolat1 ile
toplam hacim 1250 ml olacak sekilde fermentasyon yapilmis ve enzim amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile kismi enzim saflastirilmasi gerceklestirilmistir.
Diyaliz isleminden sonra ksilanaz enzimi 1195.5 U/mg spesifik aktivite ve %40.3
verim ile 2.3 kat saflastirlmistir. Enzimin optimum sicakligit 50°C, optimum
pH’s1t da 5.0 olarak belirlenmistir. Enzim pH 5.0’de +4°C’de 1 saat boyunca
aktivitesinin  %53’tinii  korurken, 50°°de 15 dakikalik inkiibasyondan sonra
aktivitesinin %18.1’ini koruyabilmistir. K*, Ba*? , Na*, B-merkaptoetanol, Triton
X-100 ve toluen enzim aktivitesini arttirdig, Fe+2, Ca+2, C0+2, Mn+2, PMFS,
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hekzan, etanol ve izoamilalkoliin enzim aktivitesini azalttig1 gézlemlenmistir. Bu
calisma ile denizel tiirevli Trichoderma pleuroticola 08CKO0O01 izolatindan
ksilanaz enzimi ksimen saflastirilarak karakterize edilmis olup, optimum pH ve
sicaklik degerleri ile inhibitér ve metal iyonlarma karsi gosterdigi direng
nedeniyle enzimin gida ve hayvan yem endiistrisinde kullanim potansiyeline sahip

oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Denizel tirevli fungus, ksilanaz, Trichoderma
pleuroticola.



ABSTRACT
DETERMINATION OF XYLANASE PRODUCTION CAPACITIES OF

MARINE-DERIVED FILAMENTOUS FUNGAL STRAINS

KORKMAZ, Melih Niyazi

MSc. in Biology
Supervisor: Prof.Dr. Atag UZEL

January, 2016, 88 pages

In general, several industrial enzymes are derived from terrestrial
organisms. However, Oceans, covering 70% of the earth surface, include salinity,
high pressure, low temperature and special lighting conditions contribute to the
differences between enzymes produced by marine microorganisms and
homologous enzymes from terrestrial microorganisms. When compared with the
terrestrial environment, marine environment gives marine microorganisms unique
genetic structure and life habitats. Therefore, obtaining enzymes that can be used
in biotechnology from fungal samples adapted to marine conditions is of a great
importance.

In this study, marine-derived fungal isolates from different sponges and
sediments samples from the Aeagean and the Mediterranean Region were
screened in terms of xylanase production. In total, it was determined that 81
(75%) out of 108 isolates exhibited xylanase activity in an agar plate assay. As a
result of screening, protein concentrations, enzyme activities and specific
activities of four isolates showed the highest xylanase activity (06SKO019,
08SKO014, 08CKO001 and 08SKO016) were calculated and isolate with the highest
xylanase activity was identified as Trichoderma pleuroticola 08CKO0O01.
Fermentation of 08CKO001 was completed, with a working volume of 1250 ml,
and partial purification of enzyme by ammonium sulphate precipitation was
realized. Afer dialyses, xyalanse was purified 2.3-fold with a recovery of %40.3
and its specific activity was up to 1195.5 U/mg. Optimum temperature and pH
values of enzyme were determined as 50°C and 5.0, respectively. Enzyme showed
stability at pH 5.0 and 4°C temperature by retaining %53 of initial activity after an
hour incubation, and it was retained its activity %18.1 at the end of 15 minutes. It
was found that the activity of enzyme was stimulated by K*, Ba®*, Na', B-



mercaptoethanol, Triton X-100 and toluene, but was inhibited Fe**, Ca®*, Co*,
Mn**, PMFS, hexane, ethanol and isoamyl alcohol. In this study, xylanase from
marine-derived fungus isolate Trichoderma pleuroticola 08CK001 was partially
purified and characterized, because of its optimal pH and temperature values as
well as its resistance to inhibitors and metal ions tested, it is thought that enzyme
has a potantial for being used in food and animal feed indusrty.

Key Words: Marine-derived fungi, xylanase, Trichoderma pleuroticola
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1. GIRIS

Ksilanazlar enzimleri (E.C. 3.2.1.x), bir bitki hiicre duvar1 polisakkariti olan
ksilan molekiiliinii hidrolize ederek farkli uzunlukta ksilooligomerleri olusturan
enzimlerdir. Ksilanazlarin potansiyel biyoteknolojik uygulamalarindan dolay1 son
yillarda bu enzimlere olan ilgi olduk¢a artmaktadir. Ksilanazlar lignoseliilozik
materyallerin fermantatif iriinlere doniigiimii, hayvan yem katkisi, meyve
sularimin berraklastirilmasi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi gibi bir¢ok
endiistriyel alanlarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Son yillarda ksilanaz
enzimi, seliilaz ve pektinaz ile birlikte diinya enzim piyasasinin %20’sini
olusturmaktadir (Polizeli et al., 2005).

Gilinlimiizde enzimlerin endiistriyel alanindaki kullanimlar1 oldukga
artmaktadir ve bu enzimlerin elde edildikleri kaynaklar ele alindiginda bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu kaynaklar arasinda en ¢ok
mikroorganizmalar gbze carpmaktadir. Endiistriyel alanda enzim kaynag: olarak
mikroorganizmalarin se¢ilmesinde az miktarda yan iiriin olusturmalari, enzim
aktivitelerinin yiiksek olmasi, kiiltiire edilebilmelerinin az maliyetli olmalari ile
birlikte daha ekonomik olmalari, yiiksek kararlilik gostermeleri ve biiyiik 6lgiide
ve saflikta ¢ogaltilabilmeleri gibi sebepler yer almaktadir (Wiseman, 1987).

Enzimlerin ayn1 zamanda canli organizmalar diginda da islev gostermeleri
endiistriyel agidan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu agidan bakildiginda enzimler
deterjan, gida, tekstil, hayvan yemi, deri, kagit ve kagit hamuru ve tarim
endiistrilerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Kirk et al., 2002).

Enzimlerin endiistriyel alandaki kullanimlari incelendiginde ortalama olarak
%75°1 hidrolitik enzim grubundan olugmaktadir. Bu alanda siralamada ilk olarak
proteaz grubundaki enzimler yer alirken, ikinci sirada ise karbonhidrat pargalayan
enzimler bulunmaktadir (Hamilton et al., 1999; Bhat, 2000). Son yillarda ise kagit
hamurunun beyazlatilmas: isleminde ajan olarak etkin bir sekilde ksilanaz

enziminin kullanilmasinda biiyiik bir artis gdzlemlenmektedir.

Funguslar biyoteknolojik alanda biiyilk oOnem tasiyan c¢ok sayida
ekstraseliiler enzim iireten canlilardir. Karasal ve denizel habitatlara adapte olmus
funguslar, varliklarini siirdiirdiikleri ortamlara karsi olusturduklari adaptasyon
sayesinde, igerdikleri metabolit profili farkli olmaktadir (Abe et al., 2001, 2006;
Damare, 2007).



Enzimler ile ilgili uzun zamandan beri yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma tatli su
ve karasal habitatlarda yasayan mikroorganizmalara odaklanmis bulunmaktadir.
Bununla birlikte, taksonomik ve biyokimyasal olarak karakterize edilmemis
denizel tirevli mikroorganizmalar iizerine yapilan calismalar, biyoteknolojik
olarak potansiyel 6nem tasiyan enzimleri hedef almaktadir (Damare et al., 2012).
Tuzluluk, yiiksek basing, diisiik sicaklik, oligotrofik kosullar, ekstrem pH
kosullari, genis bir oranda degisen deniz suyundaki mineral icerik ve spesifik 151k
kosullar1  denizel mikroorganizmalardan iiretilen enzimler ve Kkarasal
mikroorganizmalardan  iiretilen benzer enzimler arasindaki farklilig:
olusturmaktadir (Booth and Kenkel, 1986; Jones, 2000; Gomes et al., 2008;
Madhu et al., 2009; Pang et al., 2011; Intriago, 2012; Passarini et al., 2013; Rama
etal., 2014).

Denizel ¢evredeki mikroorganizmalarin ¢ok sayida farkli aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir. Antibakteriyal, antifungal, antidiyabetik, anti-enflamatuar,
anti-tiiberkiiloz, antiviral, antitimor ve sitotoksik aktivite denizel ¢evrede
canliligmi siirdiiren organizmalarin trettigi spesifik enzimler sayesinde sahip
oldugu aktiviteler arasinda yer almaktadir (Mayer et al., 2013). Dolayisiyla
karasal tiirevli fungus suslari ile yapilan enzim ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen
enzimlerin yeniden kesfi gibi dezavantajindan dolay1 farkli nisleri igeren denizel
cevreye adapte olmus spesifik mikroorganizmalar enzim ¢alismalar: i¢in kaynak
teskil etmektedir.

Bu bilgiler 1siginda yapilan bu c¢alismanin amaci, Ege ve Akdeniz
Bolgesi’nden toplanan farkli siinger ve sediment Orneklerinden izole edilmis
denizel tiirevli fungus suslarmin ksilanaz enzimi acisindan taranarak potansiyel
reticilerin belirlenmesidir. Ayrica potent suslarin {rettigi enzimlerin kismi

karakterizasyonu da hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Taksonomi

2.1.1 Kingom fungi

Heterotrofik organizmalar olarak ¢evrede bulunan funguslar birkag istisna
disinda hiicre duvar tarafindan c¢evrilmis bir filamentli yapiya sahiptir ve
haraketsiz olup ve sporlar ile hem eseyli hem de eseysiz olarak iireyebilmektedir.
Funguslar ekosistemdeki hayati 6nem tasiyan etkilerinden ve ayni zamanda
insanlar ve insanlar ile iliskili faaliyetler lizerindeki etkilerinden dolay1 diinyadaki
en 6nemli organizmalar arasinda yer almaktadir. Funguslarin ekosistemdeki dnem
tagiyan aktiviteleri arasinda ayrigtirma, besin dongiisii ve besin taginimi yer
almaktadir ve bu aktiviteler siirdiiriilebilir gelisimi elde etmede hayati bir rol
istlenmektedir (Palm and Chapela, 1997).

Funguslarin dogru bir sekilde tanimlanmasi ve smiflandirilmast ¢ok
onemlidir ve fungus suslarinin karakterizasyonu i¢in yapilan kimyasal ¢aligsmalar
funguslarin  siniflandirilmasinda  6nemli bir rol oynamaktadir. Mikologlar
tarafindan fungus tiirlerini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda farkli yaklagimlar
izlenmektedir. Mikologlarin siniflandirmada kullanmis olduklari eski ve klasik bir
yontem olan morfolojik yaklagim, karakterlerin kombinasyonuna bagli olan
politetik yaklasim, bitki patojeni funguslarin tanimlanmasini ele alan ve ayni
zamanda belirli bir habitata adaptasyona dayandirilan ekolojik yaklasim ve
modern filogenetik analizlerin dogusundan 6nce kullanilmakta olan ve tiirler
arasindaki genetik aligverisin {izerinde duran biyolojik yaklasim ve son
zamanlarda yaygin bir sekilde kullanilan molekiiler ve filogenetik yaklagim

funguslarin siniflandirilmasina uzun bir siiredir yardimer olmaktadir (Guarro et
al., 1999).

Mikoloji ile ¢alisan aragtirmacilar organizmalar1 Protozoa, Straminipila ve
Funguslar (ger¢ek funguslar) olarak 3 kingdoma ayirmaktadir. Kingdom Fungi 4
ayr1 biytik sinif icermektedir; Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota ve
Ascomycota (Barr, 1992). Deutoromycetes de bu kingdom igerisinde ayri bir
gruptur  fakat bir smif olarak smiflandirilmamaktadir.  Funguslarin
siiflandirilmas: ve belirlenmesinde morfolojik 6zellikler uzun bir siiredir katki

saglamaktadir. Bununla birlikte, bir fungus susunun morfolojik 6zelliklerinin ayirt



edilmesi fungus suslarinin iyi bir sekilde tanimlanasina izin vermemesi ve hem
zaman alict hem de zahmetli biyokimyasal testlerin taksonomi g¢alismalarinda
yeterli ayirt etme giicli saglamamasi gibi sebeplerden dolay1 taksonomi ve filogeni
calismalarinda molekiiler yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Guarro, 1999).
Gegmis yillarda mikologlar funguslarin siniflandirilmasinda DNA analizine bagl
olarak olusturulan iskelet bir filogeni olusturmuslardir (Bruns et al., 1991). Klasik
DNA tabanli metotlar arasinda niikleer DNA GC igerigi yer almaktadir. GC
iceriginin %2’lik farklilig1 iki izolatin birbirinden farkli tiir olacagimi isaret
etmektedir fakat, ekolojik olarak tanmimlanmis taksonlarda yapilan son
calismalarda bu oran %1 olarak belirlenmistir (Kurtzman, 1994). DNA-DNA
hibridizasyon yontemleri de molekiiler teknikler arasinda yer almaktadir. Bunlara
ilaveten elektroforetik yontemler de taksonomik calismalara basarili bir sekilde
katki saglamaktadir. Baglica elektroforetik yontemler arasinda yer alan RAPD
(random amplified polymorpic DNA) fingerprints ve RFLP (restriction fragment
length polymorphism) identifikasyon g¢alismalar1 ile ilgilenen arastiricilar igin
daha hizli ve etkili veriler saglamaktadir. rDNA’nin ¢oklu kopya olarak
bulunmasi, art arda dizilmis tekrarlanan kopyalar1 ortak evrimin bir sonucu olarak
homojen olarak dagilmasi gibi 6zelliklerinden dolayr bu g¢alismalarda oldukga
yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Guarro, 1999). Taksonomi ve filogenetik
caligmalarda en cok kullanilan genlerden biri de rRNA kodlayan genlerdir. rRNA
genleri tiim canlilarda islevsel olarak homoloji gdstermesi ve bu genlerin
bulundugu bolgelerdeki farkliliklardan dolay1r uzun bir siiredir molekiiler marker
olarak kullanilmaktadir. Fungal rRNA genlerinin ¢oklu bdlgeleri SSU (small-
subunit), LSU (large-subunit) rRNA genlerini ve ITS (internal transcribed spacer)
bolgelerini igermektedir. ITS bolgeleri olduk¢a degisken bolgelerdir ve taksonomi
caligmalarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bunula birlikte Gra“ser ve
arkadaslar1 (1999), bu bolgelerin genellikle tiir farkliliklarini belirlemek igin
kullanildigin1 ayn1 zamanda da mikroevrimin sekillerini de gosterdigini
belirtmektedir. Taksonomik caligmalarda ITS bolgeleri belirli primerler
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltildiktan sonra
sekanslanir ve elde edilen bilgiler GenBank ile karsilastirilip suslar hakkinda
taksonomik bilgi elde edilmektedir. Bunlara ek olarak, taksonomi ¢alismalarinda
sekonder metabolitler de kullanilmaktadir. Sekonder metabolitler organizmanin
biiyiimesinde ya da temel metabolizmasinda araci rol almayan funguslarin yasam
dongiilerinin belirli evrelerinde ve spesifik kosullarda onemli rol oynayan
bilesenlerdir. Steroidler, terpenler, alkoloidler, siklopeptinler, kumarinler ve
mikotoksinler taksonomik ¢alismalarda en yaygin kullanilan sekonder

metabolitlerdir. Sekonder metabolitler organizmanin bulundugu ¢evre sartlarindan



dolayi iiretimi etkilenebilecegi i¢in taksonomik caligmalarda bir soru olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bununla birlikte, bu bilesenlerin Ascomycete taksonomisindeki
potansiyeli Eurotiales ordosunda yapilan kemotaksonomik c¢alismalarla iyi bir
sekilde gosterilmistir (Frisvad, 1994; Frisvad and Filtenborg, 1990).

2.2 Denizel Tiirevli Funguslar ve Tanim

Karasal ¢evrelerde yasayan funguslar ayristirici, parazit ve simbiyont olarak
onemli iglevler gostermekle birlikte ayni zamanda organik ve inorganik
cevrelerdeki besinlerin besin dongiistine de katki saglamaktadirlar (Webster and
Weber, 2007). Funguslarin diinya iizerinde gostermis olduklar1 gesitlilik uzun
zamandan beri arastirilmaktadir ve toplam fungus tiir sayis1 yaklasik olarak 1,5-
1,6 milyon arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Hawksworth, 2001).
Funguslarin ekolojisi ve evrimsel karmasikligini anlamak i¢in elde edinilen
bilgiler cogunlukla karasal ¢evrelerden izole edilen kiiltiire edilebilir organizmalar
ile yapilan calismalar ile ortaya ¢cikmistir. Fungsularin gesitliligini ve evrimsel
iligkisini anlayabilmek i¢in yapilan morfolojik ve biyokimyasal analizler kimi
zaman kisith kalmaktadir. Bununla birlikte bazi1 organizmalarin kiiltiire
edilememesi fungus ¢esitliligine yonelik yapilan ¢alismalarda giiglii molekiiler
tekniklere ihtiyaci dogurmaktadir. Topraktan izole edilen DNA &rneklerindeki
ITS bolgelerinin sekanslanarak yapilan bir ¢alismanin sonucunda kiiresel fungal
cesitliligin yaklasik olarak 3.5-5.1 milyon arasinda tiir igerdigi belirtilmistir
(O’Brien et al., 2005). Bununla birlikte funguslarin giincel kiiltiir koleksiyonunda
yaklagik olarak 75.000 izolat bulundugu bilinmektedir (Hawksworth, 2001; Kis-
Papo, 2005). Bu bilgiler 1s1ginda bakildigi zaman yeni fungus tiirlerinin
kesfedilme olasiliginin yliksek oldugu anlasilmaktadir ve bu c¢aligmalarin
sonucunda elde edilen bilgilerin hem fungal ¢esitliligin belirlenmesi igin yapilan
caligmalara hem de farmosotik ve biyoteknolojik ¢aligmalara yarar saglayacagina

inanilmaktadir.

Denizel mikrobiyal topluluk oldukga ¢esitlidir. Bakteriler, funguslar, algler,
planktonlar ve wvirlisler bu toplulugun {yeleri olup gerceklestirdikleri
biyokimyasal faaliyetlerinden dolay1 denizel ¢evredeki biiyiik Oneme sahip
ekolojik bilesenler olarak nitelendirilmektedirler (Sowell et al., 2008).
Siniflandirma ile yapilan c¢aligmalara bakildiginda denizel funguslarin
tanimlanmasi i¢in kabul edilen genel bir gortis ile bu grup “obligat” ve “fakiiltatif”
olarak iki kisma ayrilmistir. Obligat olarak tanimlanan denizel funguslar sadece

nehir agzi1 ve denizel ¢evrede gelisip spor olusturabilen organizmalarken,



fakiiltatif denizel funguslar ise karasal cevrede ve tath sularda gelisip spor
olusturabilmektedir ve ayn1 zamanda denizel ortamda da ¢ogalabilme yetenegine
sahiptir (Kohlmeyer and Kohlmeyer, 1997). Bununla birlikte yapilan bazi
caligmalar sonucunda elde edinilen bilgilere goére denizel ortamdan izole edilen
funguslarin ¢ogu ispatlanabilir bir sekilde fakiiltatif ya da obligat olarak
siniflandirilamadigi i¢in genel olarak bu organizmalar denizel tiirevli funguslar
olarak isimlendirilmektedir (Osterhage, 2001).

Denizel ¢evrede bulunan funguslarin bulunduklar1 ortamlarin etkisiyle
dagilimlari, yayilmalar1 ve faaliyetleri degisebilmektedir. Siingerler, algler, odun
parcalari, tunikatlar, sedimentler, yumusakgalar, mercanlar gibi farkli substratlar
iizerinde yasayan funguslarin oldugu bilinmektedir. Funguslarin géstermis oldugu
biiyiik ¢esitliligin mangrov, sahil, kumsal, gol ve nehir agz1 gibi kiy1 seritleri
habitatlarinda olmasi biiyiik olasilikla sel ve riizgar gibi ¢evresel etkilerin karasal
funguslar1 denizel ¢evreye tasimis olmasindan ileri geldigi diisliniilmektedir. Bu
nedenle denizel tiirevli funguslar morfolojik olarak siklikla karasal tiirevli
akrabalarma benzerlik gostermektedirler. Yapilan caligmalar sonucunda kayda
gecirilmis 530 filamentdoz denizel tiirevli fungus igerisinden 424 tiiriin
Ascomycetes, 94 tiirtin Anamorfik ve 12 tiiriin Basidiomycetes igerisinde yer
aldig1 tespit edilmistir ve bu funguslarin ¢ogunun kiyisal bolgelerde yer alan
ciiriyen lignoseliilozik materyaller iizerinde bulundugu gozlemlenmistir (Jones et
al., 2009). Obligatif funguslarin aksine denizel ortamdan izole edilmis fakiiltatif
funguslarin denizel kosulara iyi bir sekilde adapte olduklar1 ve biiyiik olasilikla da
0zel biyokimyasal 6zelliklere sahip olduklari diisiiniilmektedir (Damare et al.,
20064, b).

2.2.1 Denizel tiirevli funguslarin denizel ekosistemdeki rolii

Denizel ortamda bulunan hayvan ve bitkiler {izerinde saprofit, parazit ve
simbiyont olarak yasayan funguslar gii¢lii bir kitin duvarina sahiptirler ve
besinlerini ozmotrofi ile saglamaktadirlar ve bu islem genellikle depolimerizasyon
enzimlerinin salgilanmasi aracilifi ile monomerlerine ayrilan besinlerin hiicre
icine alinmasini igermektedir (Richards et al., 2012).

Funguslarin ekolojik basarisinin temel sebepleri altinda;

- Kitin ve seliiloz’ un fungal hiicreleri destekleyip gliglendirmesi,



- Genellikle hif ya rizoid seklinde kutuplasmis hiicrelerin biiyliime esnasinda
yapisal olarak gerilmesi,

- Fungal filamentlerin biiyiiyiip gelistigi ¢cevrenin farklili§1 ve heterojenitesi,

gibi etmenler yer almaktadir ve funguslarin sahip olduklar1 bu adaptasyonlar
bu organizmalara hizli biiyiime, yliksek metabolik oran ve ekolojik basar
saglamaktadir (Bartnicki and Garcia, 1987). Denizel funguslar denizel g¢evreye
kars1 olusturduklar1 adaptasyon ile sahip olduklar1 yasam sekillerinin sonucunda
beslenmeye ihtiya¢ duyduklar hiicreleri fagositoz yapma yeteneginden yoksun
kalmistir ve bitki ve hayvan konak organizmalari, sedimentler, topraklar ve
detritus gibi besin anlaminda zengin ¢evrelerde gelismektedirler ve bu substratlara
tutunan denizel funguslar enzim salgilayarak karmasik biyolojik polimerlerin
yikilmasi sonucunda agiga ¢ikan besinleri almaktadirlar (Richards et al., 2012).
Bu ekolojik karakteristikler funguslarin bir¢cok {ist ve ylizey deniz suyu
orneklerinde c¢esitliliklerinin ve yogunluklarinin az olarak bulunmasinin sebebi
aciklayabilmektedir. Bir¢ok pelajik ve yiizey deniz c¢evreleri besin agisindan
diisiik yogunluktadir ve planktonik besin zincirinin mikrobiyal dkaryotik bileseni
baskin olarak serbest yiizen ya da ylizen tek hiireli organizmalardir. Bu gibi
cevrelerin genis fiziksel substratlara tutunup osmoz ile beslenen organizmalara
olanak saglamamasinin sebebi s1vi ¢cevredeki besinlerin hizli bir sekilde diflizyon

ile kaybolmasi olarak diistiniilmektedir (Richards et al., 2012).

Denizel funguslar genis ¢apta saprofitler, parazitler, simbiyontlar, endofitler
ve epifitleri kapsamaktadir (Panno et al., 2013) ve planktonik komiiniteler, denizel
bitkiler, denizel invertabratlar, vertabratlar ve inorganik maddeler gibi denizel
habitatlarda bulunabilmektedirler (Jones et al., 2012). Denizel habitatlarda
hastalik yapici ya da hastalikla iliskili olan denizel funguslarin iyi bir sekilde
karakterize edilmis denizel olmayan taksonlarda yakin bir sekilde
iliskilendirilmektedir. Denizel ¢evrelerdeki DNA analizlerinden elde edilen SSU
rDNA sekans calismalar1 sonucunda bazi orneklerin Cardyceps/Paecilomyces,
Geomyces, Taphrina, Candida, Malassezia ve Ustilago gibi karasal parazitik
funguslar ile yakindan iliskili oldugu goézlemlenmistir (Richards et al., 2012).
Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus, Candida, Fusarium,
Histoplasma, Sporothrix gibi karasal funguslar ile yakindan iliskili oldugu bilinen
bazi fungal patojenlerin ise denizel memelilerde belirgin bir sekilde yaygin oldugu
bulunmus ve bu gruplarin ¢ogu eDNA analizi ile belirlenmistir (Bass et al., 2007,
Cathrine and Raghukumar, 2009; Edgcomb et al., 2002).



Funguslarin genel olarak mercanlarla ile iliskili oldugu bilinmektedir ve
aynt zamanda ¢evresel strese maruz kalan zayif mercanlarin firsatgr patojen
olduklar1 ileri siiriilmektedir ve karasal Aspergillus tiirii ile yakindan iligkili olan
Aspergillus sydowii bu duruma ornek gosterilip deniz fan mercanlarinin bir

patojeni oldugu tanimlanmustir (Alker et al., 2001, Shinn et al., 2000).

Denizel cevrelerde bulunan parazitik funguslara ek olarak saprofitik
funguslar da gbze ¢arpmaktadir. Karasal ekoksistemde funguslar biyopolimerleri
ve dongiideki besinleri pargalayarak detrital ¢evrelerde saprofit olarak kritik rol
oynamaktadirlar ve bu islem daha genis ekosistem sagladigi i¢in Onemlidir
(Richards et al., 2012). Detritus igerisindeki yasam ve saprotrofun siklikla anoksik
ya da kismi anoksik kosullar ile iligkilendirildigi bilinmektedir ve funguslarin
anoksik cevrelere karsi olusturduklari hiicresel ve genomik adaptasyona sahip
olduklan belirtilmektedir. Dolayisiyla, denizel fungus cesitliligi karasal ¢evreye
kiyasla kisitlamis goziikse de funguslar denizel ekosistemde detritus siirecinde
kritik rol oynamaktadir (Mann, 1998; Raghukumar, 2004). Bunun sonucunda ise
lizin ve metiyonin gibi aminoasitler, ¢esitli vitaminler, ¢coklu doymamis yag
asitleri ve steroller (denizel hayvanlardaki kolestroliin iiretimi i¢in Onemli bir
prekiirsor) gibi daha genis besin ag1 icin temel besinler saglanmaktadir (Phillips,
1984).

Cevresel denizel fungal sekanslarin filogenetik analizi ¢cok sayida sekansin
Aspergillus, Fusarium, Coprinus ve Exidia gibi bilinen saprofitik funguslar ile
yakin bir sekilde dallandigin1 gostermistir (Richards et al., 2012).

Denizel fungus etkilesimleri ile iliskili olan bir ¢alisma kalkerli substratlarin
funguslar tarafindan degredasyonuna odaklanmaktadir. Denizel funguslar
yumusakea kabuklar1 gibi yapilar1 degrede etmesiyle bilinmektedir (Hyde ve ark.,
1998). Ornek olarak, Arenariomyces, Corollospora ve Lindra gibi Askomycetes
genuslarinin foraminifer kabuklar1 degrede ettikleri bilinmektedir (Spooner and
Roberts, 2005). Bir¢ok mercan ile iligkilendirilen diger endolitik funguslar
(kayalarin igerisinde yasayanlar ve kalkerli substratlar1 delenler i¢in genel bir
terim) ise Basidiomycetes ve ¢ogu Ascomycetes genuslarini kapsamaktadir
(Richards et al., 2012).

Funguslarn tiim denizel ¢evrede bulunan otsu ve odunsu substratlarin temel
ayristiricilart olduklart uzun zamandan beri bilinmektedir. Denizel c¢evrede

yasayan funguslarin 6neminin altinda lignoseliillozu pargalayabilme yetenekleri



yatmaktadir ve bircok denizel fungus lignoseliiloz igeren substratlardan izole
edilmeleri ile tanimlanmistir. Denizel funguslar tarafindan lignoseliiloz
degredasyonunun kanit1 olarak, denizel ¢evrelerden izole edilen filogenetik olarak
farkli, 30’dan fazla fungus susunda bulunmasi gosterilmektedir (Hyde et al.,
1998).

Spartina alterniflora yapraklarindan izole edilen fungus suslarinin seliiloz,
sellobiyoz, pektin, lipit, tannik asit, nigasta ve ksilan degredasyonlarini yapabilme

yetenegine sahip oldugu bulunmustur (Gessner, 1980).

2.3 Ksilanazlar

Diinyada olusan ¢ogu tarimsal ve agro-endiistriyel atiklar hemiseliillozdan
olugmaktadir (Lee et al., 2015). Dogada bulunan lignoseliilozik bitki biyokiitlesi
%20-30 oraninda hemiseliilozik bilesiklerden olugmaktadir ve bu bilesikler yaygin
bir sekilde seliiloz ile birlikte bulunan heterojenik polisakkaritler (Timell, 1967).
Biyokiitle, diinya yakit piyasasindaki talebi karsilamak icin alternatif bir dogal
kaynaktir. Ksilanazlarin substrati olan ksilan hemiseliilozun temel bileseni olup,
dogada en bol bulunan ikinci biiylik polisakkarit ve diinyadaki yenilenebilir
kaynaklarin yaklasik olarak iigte birini olusturan heterojenik polisakkaritlerden
biridir (Prade, 1995). Dogada yaygin olarak bulunan bir heteropolisakkarit olan
ksilan B-1,4 bagh ksilopiranozil rezidiilerinden olusan bitki duvarinin biiyiik bir
bilesendir ve ayn1 zamanda asetil, arabinozil ve glukonozil tagiyan yan baglardan

olugsmustur (Wong et al., 1998).

Ksilanazlar lignoseliilozik  materyalin  6nemli bir bileseni olan
hemiseliillozun biyodoniisiimiinde 6nemli bir yer aldigi i¢in son yillarda artan
sanayilesme ile birlikte bu enzimlerin iiretimine ve uygulamalarina endiistriyel
olarak ilgi artmaktadir. Ksilanaz enziminin kullanim alanlarina 6rnek olarak
baglica kagit endistrisi ile gida ve hayvan yemi endistrileri Ornek

gosterilmektedir.

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ksilanaz enzimleri, ksilandaki (-1,4-
D-ksilozidik baglarin1  hidrolizlini katalizleyen glikosidazlardir (o-glikozid
hidrolazlar; E.C. 3.2.1). Bu enzimler hiicre metabolizmasi i¢in primer karbon
kaynagi olan ksilozu olusturur ve ayni zamanda bitki patojenlerince bitki hiicre
enfeksiyonunda iligkilidir. (Collins et al., 2005). Bircok bakteri, fungus,

aktinomiset ve maya gibi mikrobiyal kaynaklar ksilan1 parcalayabilmek igin
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ksilanaz tretmektedir ve bu enzimler aymi zamanda deniz alglerinde,
protozoonlarda, kabuklu hayvanlarda, bdceklerde, salyangozlarda ve karasal
bitkilerin tohumlarinda bulunabilmektedir (Harris and Ramalingam, 2010).

Ksilanaz {ireticisi olan organizmalar arasinda yer alan filamentoz funguslar
enzimi ortama salgiladig1 icin bakteri ve mayalara kiyasla daha fazla ksilanaz
seviyelerine sahiptir. Filamentdz funguslarin bir gurubu olan Aspergillus genusu,
yiiksek verimde ksilan1 pargalayan enzimleri salgiladigi i¢in son yillarda bu
genusa olan ilgi artmaktadir (Miao et al., 2015). Bununla birlikte, bakterilerdeki
ksilanazlar glikozilasyon gibi post-translasyonel mekanizmalardan yoksun olmasi
ve tlirettikleri enzimlerin periplazmik bosluklarda ya da intraseliiler alanda kalmasi
ile sinirhidir (Polizeli et al., 2005).

Hemiseliillozun temel bileseni olan ksilan, kompleks bir yap1 oldugu i¢in
tamamen hidrolizi i¢in farkli enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Sekil 1.1). Bu
enzimler ksilanolitik enzim kompleks olarak adlandirilmaktadir. Ksilanolitik

enzim sistemi igerisinde yer alan enzimler sunlardir (Subramaniyan and Prema,
2002);

- Ksilan omurgasindaki glikozidik baglar1 rastgele kiran endo-1,4,-B-
ksilanazlar (E.C. 3.2.1.8),

- Ksilobiyozu ksiloza hidrolizini saglayan 3-D-ksilosidazlar (E.C. 3.2.1.37),

- Ksilan igerisindeki L-arabinoz zincirlerini hidrolize eden a-L-
arabinofuranosidazlar (E.C. 3.2.1.55),

- Asetillenmis  ksilan igerisindeki ksiloz rezidiilerinin 2 ve 3
pozisyonlarindaki O-asetil gruplarini hidroliz eden asetil ksilan esterazlar (E.C.

3.1.1.6),

- Glukuronoksilanda bulunan B-D-ksilopiranozil omurgasi ve glukuronik
asit rezidiileri arasindaki a-1 ve 2 baglarini hidroliz eden a-glukuronidazlar (E.C.
3.2.1.131),

- Ferulik asit esterazlar (E.C. 3.1.1.73),

- p-kumarik asit esterazlar (E.C. 3.1.1.-),
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- Ekzo-1,4-B-D-ksilanazlar (E.C. 3.2.1.37)

Endoksilanazlar bu ksilanolitik enzim kompkesi arasinda glikozidik baglar
ile dogrudan iligkili kurup bu baglar1 rastgele kirdigi i¢in en dnemli ksilanazlar
olarak goriilmektedir (Juturu and Wu, 2011).

(@)
a-4-0-Me-GleUA

Endo-1.4-B-ksilanaz OOH  g-D-glukuronisidaz Asetil Ksilan Esteraz

| el i e

Q O [¢) O )-Ae. o 0O-Ac,
{c. O-Ac. 0 Q s O o O

/ Pxyiose
. : O O,
o-L-arabinofuranosidaz a-araf. J/
"H>OH "HyO-peou./fer.

(b)
) o)
AV VAL A A
T O
B-D-ksilosidaz

Sekil 2.1. Ksilanazlarin ksilan omurgasina etki noktalari; (a) Ksilanin yapist ve ksilanin
hidrolizinden sorumlu ksilanolitik enzimlerin etki bdlgeleri; Ac: asetil grup, o-Araf:
arabinofuranoz, a-4-O-Me-GlcA: a-4-O-metilglukuronik asit, pcou: p-kumarik asit, fer: ferulik
asit. (b) B-ksilosidaz enzimi ile ksilooligosakkarit hidrolizi (Collins et al., 2005)

2.3.1 Ksilanaz enziminin kullanim alanlari

Mikroorganizmalardan {iretilen ksilanaz enzimlerine olan ilgi bir¢ok
endiistriyel islemlerdeki uygulamalarindan dolayr oldukg¢a artmaktadir. 1980’1
yillarin baglarinda kullanilmaya baslayan ksilanaz enzimi, ilk olarak hayvan
yemlerinin hazirlanmasinda daha sonra gida, tekstil ve kagit endiistrilerinde
kullanilmaya baglanmistir. Ksilanaz enzimleri gida endiistrisinde keklerin,
pastalarin, krakerlerin ve diger gidalarin hamurda bulunan polisakkaritleri
dontistiirerek  pisirilmelerinin - hizlandirmasinda  kullanilmaktadir.  Hayvan
yemlerinde kullanilan ksilanaz enzimleri domuz ve kiimes hayvanlarinda
intestinal viskoziteyi azaltarak yemden yararlanmayi arttirmaktadir. Cogu ticari
ksilanaz enzimleri baslica Trichoderma, Bacillus, Aspergillus, Penicillium,
Aureobasidium ve Talaromyces tiirleri tarafindan tiretilmektedir.
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Ksilanaz enzimleri son yillarda bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir.
Collins ve arkadaslar1 (2004) bu enzimleri endiistriyel alandaki kullanimlarina

gore 4 gruba ayirmistir ve bu alanlar:

- Kagit ve kagit hamuru endiistrisi

- Gida endustrisi

- Hayvan besleme

- Digerleri olarak belirlenmistir.

Ksilanazlarin temel endiistriyel kullanim alanlarinin basinda kagit ve
hamuru endiistrisi gelmektedir. Cevresel diizenlemeler kagit ve kagit hamuru
endiistrisinde klor kullanimina kisitlama koymaktadir. Kagit hamurundaki lignin
karakteristik olarak kahverengi bir renk olusturmaktadir ve bu lignin kimyasal
olarak klor kullanilarak uzaklastirilmaktadir ve agartma islemi yapilmaktadir.
Klor tabanli beyazlatma islemleri sonucunda ortaya c¢ikan klorlanmis organik
bilesiklerin toksik, karsinojenik ve mutajenik gibi etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Biyolojik olarak yapilan agartma islemlerinde manganaz,
peroksidaz, lakkaz gibi lignolitik enzimler ve ksilanaz gibi hemiseliilotik enzimler
kagitdaki ligninin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilarak klor ve klorlu bilesiklere
gereksinimi biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir (Raghukumar et al., 2004). Seliiloz lifleri
lignin ve hemiseliiloz ile korunmaktadir ve bu bag lignin ve ksilan tarafindan
saglanmaktadir. Ksilanaz enzimi bu a¢idan Onemli hemiseliilaz olarak
goriilmektedir (Raghukumar et al., 2004). Lignin ve karbonhidrat arasindaki
baglarin ksilanaz enzimi kullanilarak kirilmasi ve ligninin lignolitik enzimler ile
parcalanmasi sonucu ile kagit hamurunun beyazlatilmasi ve hamur parlakliginin

arttirilmasi saglanmaktadir.

Ksilanolitik enzimlerin gida endistrisindeki kullanim1  firmeiliktaki
potansiyel etkilerinden dolaytr son yillarda artis gostermektedir. Diger
hemiseliilazlar gibi ksilanazlar bugday unundaki hemiseliiloza etki ederek
hamurdaki suyun yeniden dagilmasina ve hamurun daha yumusak ve daha kolay
yogrulmasina katki saglamaktadir. Ksilanazlar suda ¢o6ziinmez hemiseliilozu
¢oOziiniir hemiseliiloza doniistiirdiigli; ¢Oziinlir hemiseliillozun daha fazla su
baglayarak hamur saglamligini ve kalitesini arttirdigi bilinmektedir (Butt et al.,
2008). Hemiseliilozlarin baslica iiyesi olan arabioksilanlar ksilanaz enziminin



13

substratidir. Ekmek yapiminda kullanilan ksilanazlar suda ¢oziinmeyen
arabinoksilanlar lizerine etkili olan enzimlerdir ve bu enzimlerin kullanilmasiyla
hamurda %2-3 oraninda bulunan arabinoksilanlarin tuttugu su serbest kalarak
hamur daha yumusak hale gelir ve isleme Ozelligini artar (Harris and
Ramalingam, 2010). Ekmek yapiminda kullanilan ksilanazlarin ekmek igin
yapisint  ve son lriin hacmini arttirarak, un kalitesindeki cesitlilikten
kaynaklanabilecek olan problemlerin azaltilmasina yardimci  olduklari
belirlenmistir (Harris and Ramalingam, 2010). Gida endiistrisinde kullanilacak
ksilanaz enzim se¢iminde temel aranan 6zellikler bu enzimlerin yiiksek sicaklik

kararliligina ve asidik kosullarda optimum aktivite gostermesine bagli olmaktadir.

Gilinlimiizde yem katkisi olarak kullanilan enzimlerden biri olan ksilanazlar
yem bitkilerine uygulanmasiyla gevis getiren hayvanlarin  sindirimini
kolaylagtirmaktadir (Gilbert and Hazlewood, 1993). Ksilanazlar enzimleri hayvan
yemlerinde glukanaz, pektinaz, selillaz, fitaz, amilaz, lipaz ve galaktosidaz
enzimleri ile birlikte kullanilarak yem igerisinde bulunan araboniksilanlar
dontistiirerek sindirim bagirsak viskozitesini azalttigi bunun sonucunda yemden
daha iyi bir sekilde yararlanmay1 sagladigi bilinmektedir (Twomey et al., 2003).
Ksilanaz enzimleri ayni zamanda cavdar kullanilarak hazirlanan yemler ile
beslenen et tavuklarinda intestinal viskoziteyi azalttig1 ve bu sekilde yemden daha
1y1 bir sekilde faydalanilarak kilo artigina katki sagladig: bildirilmistir (Harris and
Ramalingam, 2010).

Ksilanaz enzimleri gida, hayvan yemi ve kagit ve kagit endiistrilerine ek
olarak ayni1 zamanda meyve ve sebzelerin islenmesinde, tekstil endiistrisinde
keten, kendir ve rami islenmesinde ve biyodoniisiim endiistrisinde endiistriyel,
evsel ve tarimsal atiklarin ¢evreye karst etkilerinin  azaltilmasinda
kullanilmaktadir (Collins et al., 2005).

Ksilanazlarin ~ ayn1  zamanda  biyoetanol iretiminde kullanildigi
bilinmektedir. Biyoetanol {iretimi ic¢in baslangic materyali olarak bitki
biyokiitlesini kullanmak birgok doniisiimii iceren karmasik bir islemdir.
Baslangigta, lignoseliilozik materyalin delignifye edilmesi; ksilanin ve seliilozun
sirasiyla  ksilooliogosakkarite ve sellobiyoza hidrolizinin  gergeklesmesi
gerekmektedir. Bu oligosakkaritler ksiloz ve glukoz gibi basit sekerlere
doniistiiriilebilmektedir ve sonug¢ olarak biyoetanol iiretimi igin ilgilenilen
bilesikler saglanmaktadir. Seliilaz aktivitesine sahip endo-1,4-B-ksilanaz gibi ¢ift

fonksiyonlu ksilanazlarin ¢esitli enzimlere olan ihtiyaci azalttigi bilinmektedir
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(Sharma and Kumar, 2013). Bu sekilde lignoseliilozik biyokiitlenin sekerlesme
(sakkarifikasyon) islemi daha verimli ve ucuz bir sekilde yapilmaktadir.

Ksilanaz enzimleri igerisinde yer alan endoksilanazlarin ksilani hidrolize
ederek ksilooligosakkaritleri olusturdugu bilinmektedir. Ksilooligosakkaritlerin
bagirsakta yasayan ve sindirime yardimci bazi bifidobakterilerin biiylimesini
tesvik ederek probiyotik etkilerinin oldugu ve bu sekerlerin ayn1 zamanda bazi
zararl bakterilerin ¢ogalmasii kisitladigi belirtilmistir (Aachary and Prapulla,
2011). Sonug olarak, ksiooligsakkaritler gida katkisi olarak soya siitii, cay, kahve
biskiivi, puding, marmelat, recel gibi gidalarda  kullanilmaktadir.
Ksilooligoksakkariler ayn1 zamanda sarcoma-180 ve diger tiimorlerin biiylimesini
dolayli olarak spesifik olmayan immiinolojik bagisikligi uyararak kisitladigi
belirtilmistir (Ebringerova and Hromadkova, 1999). Bagisiklig1 uyarici etkilerinin
yaninda bu sekerlerin antienflamatuvar etkilerinin oldugu ve bu gibi 6zellikler
ksilooligosakkaritleri farmasdtik endiistrisi icin daha ilgi ¢ekici bir hale getirdigi
bilinmektedir (Aachary and Prapulla, 2011).

Ticari ksilanazlar Japonya, Finlandiya, Almanya, Irlanda, Danimarka,
Kanada ve Amerika’da endiistriyel olarak tretilmektedir. Bu enzimler genel
olarak Aspergillus niger, Trichoderma sp. ve Humicola insolens gibi
mikroorganizmalardan elde edilmistir. Cizelge 2.1, ticari ksilanazlar1 ve

kaynaklarin1 gostermektedir.

Cizelge 2.1. Ticari ksilanaz preparatlari (Harris and Ramalingam, 2010).

Sirket Uriin ismi Organizma Uygulama Alam
“Allzym . .
Altech,Inc, (USA) Aspergillus niger Hayvan katki yemi
PT”

Aspergillus niger,
Altech,Inc, (USA) “Fibrozyme” ) o Hayvan katki yemi
Trichoderma viride

Amano Pharmaceutical Co, . . Farmasoétik, gida ve
“Amano 90” Aspergillus niger
Ltd (Japonya) besi endiistrisi

Biotec “Ecosane” Trichoderma reesei Hayvan yemi




Cizelge 2.1. (devam)

Sirket Uriin ismi Organizma Uygulama Alam

Ciba-Geiby Ltd Trichoderma Kagit ve kagit hamuru
. “Irgazyme40” . .
(Isvicre) longibrachiatum endiistrisi ve hayvan yemi

Danisco “Grindazym PF” ve
. ) ) Kiimes ve domuz
Ingredients “Grindazym GP Aspergillus niger
) hayvanlari katki yemi
(Danimarka) 5000)

Geecor
International Trichoderma
“Multifect XL” ) ] Gida endiistrisi
Europe Ltd longibrachiatum
(Finlandia)

Kagit hamuru agartma,

logen Corp . . .
“Xylanase GS35”  Trichoderma reesei hamur temizleme ve yem
(Japonya)
isleme




Cizelge 2.1. (devam)

Sirket Uriin ismi Organizma Uygulama Alam

Primalco Ltd Agartma igleminin gelistirilmesi,
) “Ecopulp X- . )
Biotech 200” Trichoderma reesei  yumusak ve sert odun ambalaj kagit
(Finlandiya) hamuru

Aspergillus sp.&
“Rohalasa )
Trichoderma sp.
Rohm GmbH 7118” Nisasta iglenmesinde viskozitenin

(Almanya) ) azaltilmasi
Aspergiluus sp.&
“Vernon 191”

Trichoderma sp.

Mantar ve sebze ekstraklarinin

Shin Nihon
“Sumizyme Trichoderma dretimi, misir gevreklerinin
Chemical
X” koningii enzimatik olarak soyulmasi, ekmek
(Japonya)

endiistrisi
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Cizelge 2.1. (devam)

Sirket Uriin ismi Organizma Uygulama Alam
Solvay Enzymes “Solvay Trichoderma
. Nisasta ve ekmek endiistrisi
GmbH&Co. (Almanya) pentosanasa” reesei
“Sternym Trichoderma
) Ekmek endiistrisi
HC46” reesei
Stern-Enzyme GmbH &
Co (Almanya) ) Hayvan yemi, bitki ham
“Sternzym Aspergillus

) materyallerinin hidrolizi
HC40” niger

2.4 Ksilanaz Enzim Kaynagi Olarak Funguslar

Mikroorganizmalarin yararlt bir enzim kaynagi olarak kullanilmalarinin
altinda; yiiksek oranda ¢ogalma kapasitesi ve insanlar tarafindan kontrol
edilebilen biyolojik aktif tirlinleri sentezleyebilmeleri yatmaktadir. Mikrobiyal
ksilanazlar yiiksek spesifite, 1liml1 reaksiyon kosullari, g6z ardi edilebilen substrat
kayb1 ve yan {iriin olusturmalar1 gibi 6zelliklerinden dolay1 ksilan hidrolizi i¢in
tercih edilen katalizorlerdir. Mikroorganizmalardan elde edilen ksilanazlar kagit

ve kagit hamuru, gida ve yem gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir.

1960’lara  kadar mikrobiyal ksilanazlar ile ilgili birgok arastirma
bulunmasina ragmen, oncelikli odak bitki patolojisi ile iliskili arastirmalar iizerine
olmustur (Lebeda et al., 2001). 1982°li yillarda kagit endiistrisinde agartma
islemleri i¢in ksilanaz enzimleri kullanilmaya baglanmistir. 1982 yilindan beri ise
bakteri ve funguslar1 igeren bazi mikroorganizmalarin ksilan1 hidrolize ettigi
bildirilmistir (Motta et al., 2013).

Ksilanaz enzimlerini iireten filament6z funguslar, enzimleri biiylime
ortamina yiiksek oranda salgiladiklar1 i¢in endiistriyel alanda en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalardir. Ksilanazlara ek olarak, funguslar ksilana eklenen bazi yan
gruplar ile olusan heteropolisakkaritlerin degredasyonu i¢in bir¢cok yardimei
enzimi TUrettigi bilinmektedir. Cizelge 2.2, funguslardan elde edilen bazi

ksilanazlarin 6zelliklerini igermektedir.
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Cizelge 2.2. Funguslardan elde edilen bazi ksilanazlar ve 6zellikleri (Harris and Ramalingam,

2010).

. Molekiiler Optimum Optimum
Fungus Ornegi Referans
Agirhik (kDa) pH Sicaklik (°C)

Frederick et al.,

Aspergillus niger 13.5-14.0 55 45
1985

Fernandez-
Aspergillus nidulans 22-34 54 55 Epsinar et al.,

1992

Kimura et al.,

Aspergillus sojae 33, 36 50,55 50, 60
1995

] 4.0, 4.0, Fujimoto et al.,
Aspergillus aculeatus 18, 26, 52 50, 50, 70
5.0 1995

Silva et al.,

Aspergillus fumigatus 19,85 55 55
1999

Bansod et al.,
1993

Cephalosporium sp. 30, 70 8 40
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Cizelge 2.2. (devam)

Fungus Ornegi Molekiiler ~ Optimum  Optimum Referans
Agirlik (kDa) pH Sicaklik (°C)

Christakopo-lous et

Fusarium oxysporum 20.8, 23.5 6 60, 55
al., 1996
Radionova et al.,
Geotrichum candidum 60-67 4 50
2000
Paecilomyces varioti 20 4 50 Kelly et al., 1989
Penicillium
33,23 7,35 60, 50 Belancic et al., 1995
purpurogenum
Thermomyces Cesar and Mrsa,
25.5 7 60-70
lanuginosus DSM5826 1996
Thermomyces )
23.6 6.5 70-75 Linetal., 1999
lanuginosus- SSBP
Trichoderma harzianum 20 5 50 Tan et al., 1985
5-5.5, 4- Tenkanen et al.,
Trichoderma reesei 20,19 45-40
4.5 1992
Paecilomyces varioti 20 4 50 Kelly et al., 1989

Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Pichia ve Chytridomycetes genuslar
ksilanaz enzimini lireten ireticiler arasinda yer almaktadir ve bu genuslara ek
olarak beyaz ciiriik¢iil funguslarin besin kaynagi olarak cok cesitli sayidaki
hemiseliillozik materyallere etki eden ekstraseliiler ksilanazlar1 iirettigi
bilinmektedir (Motta et al., 2013). Beyaz giiriik¢iil basidiomycetes lignoseliilozik
materyalleri pargalayabilen bu enzimleri biiyiik bir miktarda iiretmektedir. Ornek
olarak, Phanerochaete crysosporium tiiriiniin yiiksek miktarda a-glukoronidaz
enzimi irettigi (Castanares et al., 1995) ve Coriolus versicolor tiiriiniin ise bir
ksilanolitik enzim karisimini olusturdugu belirtilmistir (EI-Nasser et al., 1997).
Ayn1 zamanda, Cuninghamella subvermispora tiiriniin bitki hiicre duvari
polisakkaritleri ya da talas lizerinde biiylidiiglinde ksilanaz enzimi tirettigi tespit
edilmistir (De Souza-Cruz et al., 2004).
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Fungal ksilanazlar genel olarak seliiloz ile iliskilendirilmektedir. Bu suslar
seliiloz iizerinde hem ksilanaz hem de seliilaz liretebilmektedir. Bununla birlikte,
ksilanaz enziminin segici bir sekilde liretimi sadece karbon kaynagi olarak ksilan
kullanilmasiyla miimkiin olabilmektedir. Biiyiime ortaminda bulunan karbon
kaynagi ile iliskili olan ekstraseliiler enzimlerin olusumunu kontrol eden
mekanizma, protein sentezi igin gerekli olan Onciill maddenin bulunmasindan
etkilenmektedir. Bu nedenle bazi funguslar icerisinde; seliiloz icermeyen ve daha
diisiik azot/karbon oranindaki ortamda hiicreleri biiyiitmek, seliilaz igermeyen
ksilanolitik enzim sistemini iiretmek i¢in olasi bir strateji olarak goriilmektedir
(Biely, 1991).

Ksilanaz enzimleriyle yapilan ¢aligmalar sonucunda bu enzimlerin mezofil
organizmalar tarafindan Uretildigi bilinmektedir (Smith et al., 1991). Mezofilik
funguslar arasinda Aspergillus ve Trichoderma genusu ksilanaz {iretiminde 6n
plana cikmaktadir. Son yillarda daha yiiksek kararliliga sahip olduklari igin
termofilik ve hatta ekstremofilik mikroogranizmalarin izolasyonu {izerine

calismalar artmistir.

Ksilanaz enzimlerinin kesfi icin uzun yillardan beri karasal kokenli
funguslar ile kapsamli calismalar yapilmaktadir ve bunun sonucunda birgok
ksilanaz enzimi elde edilmistir. Cizelge 2.3, karasal kokenli funguslara ait

ksilanazlara dair bazi arastirmalarin (Kalim et al.,, 2015) listesini icermektedir.

Cizelge 2.3. Karasal kokenli funguslardan elde edilmis baz1 ksilanazlar ve uygulama alanlari.

Fungus Ornegi Enzim Aktivitesi  Potansiyel Uygulamalari Literatiir

Armillaria gemina 1270 U/ml Ksilooligosakkarit tiretimi ~ Dhiman et al., 2012

Aspergillus japonicas

5-7 U/ml Ksiooligosakkarit tiretimi Yang et al., 2012
CY6-1
Aspergillus niger F; 961.29+7.14 U/g Biyoetanol tiretimi Sharma et al., 2012
Aspergillus niger ) o )
74.8 U/ul Biyoetanol iiretimi Tian et al., 2014
IME-216
Aspergillus niger XZ- Kagit ve kagit hamuru
42.33 U/mg Fuetal., 2012

3S endiistirisi




Cizelge 2.3. (devam)

21

. Enzim
Fungus Ornegi . Potansiyel Uygulamalari Literatiir
Aktivitesi
Aspergillus oryzae 45.0 U/ml Endiistriyel prosesler Yinetal., 2013
- 44.05+0.25 Rajagopalan et
Clostridium BOH3 Biitanol ve hidrojen tiretimi
U/mg al., 2014
Colletorichum 378.1£23.3 Zimbardi et al.,
L Biyoetanol iiretimi
graminicola U/mg 2013
. - De almedia et
Fusairum verticilioides 114.6 U/ml Biyoetanol tiretimi
al., 2014
Humicola brevis var. 57914+411.2 o Masui et al.,
. Kagit hamuru agartma endiistrisi
thermoidea U/mg 2012
- 2o Ui Bitki biyokiitlesinin verimli Yangetal.,
Humicola insolens Y1 .
1.7 Uimg hidrolizi 2013
Leptosphaerulina Kagit ve kagit hamuru, tekstil,
17.566 U/ml ) o Wu et al., 2013
chartarum SJTU59 hayvan katki yemi endiistrileri
o Hayvan katki yemi, meyve Knob et al.,
Penicillium glabrum 89.84
sularinin berraklagtiritlmasi 2013
Penicillium occitanis Driss et al.,
58.82 U/ml Yem ve gida endiistirsi
Pol6 2012

Simplicilium obclavatum  236.4 pM min®

MTCC 9604

1mg-1

Biyoyakit, hayvan katki yemi ve

gida endiistrisi

Roy et al., 2013

Ksilanaz enzimlerinin endiistriyel uygulamalari, kontrol edilebilen rutin

kosullar altinda oldukga stabil enzimlerin tanimlanmasina ihtiyag duymaktadir.

Termofillerin  biyoteknolojik islemlerde kullanilmasi sonucunda azalmis

kontaminasyon riski ve daha hizli reaksiyon oranlar1 gibi avantajlar

sunulmaktadir. Genel olarak pH, sicaklik, kimyasal ve enzimatik kararliliga
herhangi bir enzimin endiistriyel uygulamalarda kullanilmasi i¢in biiyiilk dnem

tasimaktadir. Endiistriyel olarak uygun ksilanaz enzimlerini tanimlanmasi,
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ekstremofilik mikroorganizmlardan elde edilen enzimlerin arastirilmasiyla daha

miimkiin hale gelmektedir.

Alkalifilik mikroorganizmalar ile ilgili ¢alismalar ¢ogunluklu kagit ve kagit
hamuru endiistrisinde biiylik 6nem tasimaktadir. Genel olarak alkalin ksilanaz
enzimleri funguslardan ¢ok bakterilerden ve 6zellikle Bacillus sp. suslarindan elde
edilmektedir. Funguslar ile yapilan bir ¢alismada Aspergillus fischeri tiirtinden
elde edilen bir alkalin-tolerant ksilanaz enziminin pH 9.0’ da kararliliga gosterdigi
bilinmektedir (Yoshioka et al., 1981). Buna ek olarak sadece Cephalosporium, pH
6.5-9.0 arasinda aktivite gOsteren bir ksilanaz iireten alkalifilik fungus oldugu
belirtilmistir (Kulkarni, 1999).

Son yillarda daha yiiksek Kkararliliga sahip olduklari igin termofilik
mikroogranizmalarin izolasyonu iizerine ¢calismalar artmistir. Termofilik funguslar
arasinda Chaetomium thermophile, Humicola insolens, Humicola lanuginosa,
Humicula grisea, Melanocarpus albomyces, Paecylomyces variotii, Talaromyces
byssochlamydoides, Talaromyces emersonii, Thermomyceslanuginosus ve
Thermoascus aurantiacus tiirleri yer almaktadir ve bu funguslardan elde edilen
ksilanazlarin optimum sicakliklar1 60 ve 80°C arasinda olup bu sicakliklarda
oldukga stabildir (Polizeli et al., 2005). Bununla birlikte bu enzimler glikoprotein
yapisinda olup asidik pH da aktivite gdstermektedir.

Bircok endiistriyel enzimler karasal kaynaklardan elde edilmektedir ve bu
alanlarda kullanilacak enzimlerin ekstrem sicaklik, pH ve tuz konstrasyonlarinda
kararl1 olmas1 istenmektedir. Dolayisiyla denizel c¢evrenin sahip oldugu essiz
fizikokimyasal 6zellikler sayesinde, bu kosullara adaptasyon saglamis funguslarin
endiistriyel alanda kullanilabilecek enzimleri ile ilgili yapilan g¢alismalar son
yillarda artmaktadir. Denizel tlirevli funguslar tarafindan iretilen enzim
caligmalar1 1980°li yillarda yapilmasina ragmen, bu ¢alismalarin ¢ogu 1999-2000
yillarindan sonra yaymlanmaya baslanmistir (Velmurugan and Lee, 2012).
Tuzluluk, yiiksek basing, 6zel 151k kosullar1 ve degisken mineral igerigi denizel
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimler ve bu organizmalarin karasal
homologlar1 tarafindan iiretilen enzimler arasinda farkliliklar olusturdugu
bilinmektedir.

Ozellikle mangrove ve deniz yosunu gibi denizel ¢evrelerdeki lignoseliilozik
substratlardan izole edilen obligat ve fakiiltatif funguslar (denizel tiirevli)

lignoseliiloz parcalayan enzimlerin 6nemli kaynaklari olarak goriilmektedir ve
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yiiksek tuz igeriginde cogaldiklar1 bilinmektedir (Raghukumar et al., 2004).
Mangrove ortamlardan elde edilen funguslarin ¢ogu deniz suyu igerigi ile
hazirlanan biiylime ortamlarinda seliilaz, ksilanaz ve lakkaz gibi enzimleri
iiretebildigi bilinmektedir (Raghukumar et al., 1994). Son yillarda 6zellikle kagit
ve kagit hamuru gibi bircok endiistride kullanilabilecek olan listiin 6zelliklere
sahip ksilanazlara olan talep arttig1 i¢in denizel ¢evrelerde elde edilen funguslar
ile ilgili yapilan c¢alismalar artmaktadir. Denizel tiirevli funguslar ile yapilan
ksilanaz ¢alismalar1 mevcuttur. Ornegin, denizel tiirevli Cladosporium sp. tiiriiniin
ksilanaz enzimini {rettigi gosterilmistir (Del-Cid et al., 2014). Buna ek olarak
magrove ortamindan elde edilen Aspergillus niger susunun bir ksilanaz enzimini
irettigi belirtilmistir (Raghukumar, 2004).
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1 Materyal

3.1.1 Deney mikroorganizmalari

“Denizel Aktinomisetlerden Yeni
Edilmesi” isimli ve SBAG 109S361 numarali tamamlanmis olan TUBITAK
projesi kapsaminda Ege ve Akdeniz Bolgesi’ndeki cesitli lokasyonlardaki farkli

Antimikrobiyal Molekiillerin Elde

derinliklerden toplanan siinger ve sediment drneklerinden izole edilmis ve genus

seviyesinde tanimlanmis olan 108 adet denizel tiirevli filamentéz fungus izolati

kiiltiir materyali olarak kullanilmistir. Bu izolatlara ait bilgiler Cizelge 3.1 de
gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 Funguslarin izole edildigi 6rnek tipi, 6rnek lokasyonu ve izolatlarin genuslari.

izole edildigi

izolat No Fungus ismi Lokasyon Derinlik (m)
materyal

06CK001 Aspergillus sp. Kas Sediment 12

06SK002 Penicillium sp. Kas Stinger Kaydedilmemistir

01SK001 Penicillium sp. Bodrum Siinger 34

05SK003 Trichoderma sp. Teos Stinger Kaydedilmemistir

06CK003 Aspergillus sp. Kasg Siinger 12
Axinella

06SK003 Geomyces sp. Kag polypoides 12

04SK002 Penicillium sp. Ayvalik Axinella 28
polypoides

06SK004 Beauveria sp. Kas Agelas oroides 24

06SK005 Penicillium sp. Kas Agelas oroides 24

05SK004 Fusarium sp. Teos Chondorsia 4
reniformis

06CK005 Penicillium sp. Kas Sediment 5

06CKO006 Penicillium sp. Kas Sediment 1

07SK001 Penicillium sp. Kekova Ircinia sp. 26

06SK006 Penicillium sp. Kas Axinella 12
polypoides

06SK007 Penicillium sp. Kas Dysidea sp. 26

06SK009 Penicillium sp. Kas Axinella 12

polypoides
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izolat No Fungus ismi Lokasyon Izole edildigi Derinlik (m)
materyal
06SK010 Penicillium sp. Kas Agelas oroides 24
06SK011 Penicillium sp. Kas Agelas oroides 24
07SK002 Sco'ec‘;gas'd'”m Kekova Ircinia sp. 26
07SK003 Penicillium sp. Kekova Surkotragus 24
foctitus
. Axinella
06SK012 Aspergillus sp. Kas polypoides 12
065K013 Penicillium sp. Kas Coeacallida 24
carballoi
07SK004 Penicillium sp. Kekova Ircinia sp. 26
06SK014 Penicillium sp. Kas Coeacallida 24
carballoi
- Coeacallida
06SK015 Penicillium sp. Kas carballoi 24
06SK016 Penicillium sp. Kas Sargot ragus 27
focditus
06SKO017 Penicillium sp. Kas Diridera awa a 24
06SKO018 Penicillium sp. Kas Coco spongia 1
06SK019 Cladosporium Kas Coco spongia 1
sphaerospermum
06SK020 Penicillium sp. Kas Axinella 12
polypoides
06SK021 Penicillium sp. Kas Coeacallida 24
carballoi
06SK022 Penicillium sp. Kas Axinella 12
polypoides
065K023 Penicillium sp. Kas Petrocia 24
ficiformis
065K025 Penicillium sp. Kas Petrocia 24
ficiformis
08SKO001 Penicillium sp. Mersin Axinella sp. 12.3
08SK002 Aspergillus sp. Mersin Axinella sp. 12.3
(novel)
08SK003 Penicillium sp. Mersin (oxinella 19.9
amicornis
085K004 Penicillium sp. Mersin Axinella 19.9
damicornis
08SKO005 Aspergillus sp. Mersin I_De_trosu_i 18.4
ficiformis
08SKO006 Aspergillus sp. Mersin Ircinia sp. 29
08SKO007 Penicillium sp. Mersin Chondrilla 2
nucula
08SKO008 Penicillium sp. Mersin Ircinia sp. 13
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izolat No Fungus ismi Lokasyon Izole edildigi Derinlik (m)
materyal
08SK009 Penicillium sp. Mersin Dysidera sp. 225
08SKO010 Aspergillus sp. Mersin Agelas oroides 21
08SKO011 Penicillium sp. Mersin Ircinia sp. 21
08SKO012 Penicillium sp. Mersin Ircinia sp. 21
08SK013 Penicillium sp. Mersin Ircinia sp. 8
08SK014 Penicillium Mersin Ircinia sp. 8
crustosum
08CKO001 Trlchod_e rma Mersin Sediment 31
pleuroticola
08CK002 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CKO003 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CKO004 Penicillium sp. Mersin Sediment 24
08CKO005 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CK006 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08SK015 Acremonium sp. Mersin Chondrilla 2
nucula
08CKO007 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CKO008 Hypocrea sp. Mersin Sediment 8
08CKO009 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CKO010 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08SK016 Ascomycota sp. Mersin Ircinia sp. 13
08CKO11 Penicillium sp. Mersin Sediment 9.5
08SKO17 Microsphaeropsis Mersin AX|_neIIa_ 123
sp. damicornis
08SK018 Cladosporium sp. Mersin AX|_neIIa_ 12.3
damicornis
08SKO019 Cladosporium sp. Mersin dAX|_neIIa_ 19.9
amicornis
085K020 Penicillium sp. Mersin Axinella 19.9
damicornis
08SK021 Penicillium sp. Mersin I_De_trosw_al 18.4
ficiformis
08SK022 Cladosporium sp. Mersin Axinella sp. 12.3
08SK023 Cladosporium sp. Mersin Oscarella sp. 5
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izolat No Fungus ismi Lokasyon Izole edildigi Derinlik (m)
materyal
085K024 Penicillium sp. Mersin Axinella 123
damicornis
08SK025 Cladosporium sp. Mersin Axinella 19.9
damicornis
08CKO012 Penicillium sp. Mersin Sediment 9.5
08CKO013 Ascomycota sp. Mersin Sediment 8
08CKO014 Penicillium sp. Mersin Sediment 13
08SK026 Penicillium sp. Mersin Phorbas sp. 12.3
08SK027 Cladosporium sp. Mersin Cha_ndros_la 15.7
reniformis
08SK028 Cladosporium sp. Mersin Cha_ndros_la 15.7
reniformis
08SK029 Aureobasidium Mersin Cha_ndros_la 15.7
sp. reniformis
08SK030 Cladosporium sp. Mersin Dysidera sp. 22.5
08CKO015 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CKO016 Aspergillus sp. Mersin Sediment 8
08CKO017 Volutella sp. Mersin Sediment 8
08CKO018 Trichoderma sp. Mersin Sediment 31
08CKO019 Auxarthron sp. Mersin Sediment 13
. . Axinella
08SK031 Aspergillus sp. Mersin damicornis 12.3
08SK032 Aspergillus sp. Mersin Dysidera sp. 22.5
08CK020 Aspergillus sp. Mersin Sediment 8
08SK033 Penicillium sp. Mersin Petrosia 18.4
ficiformis
08SK034 Cladosporium sp. Mersin Splrastre!la 11.3
cunctatrix
08SK035 Davidiella sp. Mersin Phorbas sp. 12.3
08SKO036 Davidiella sp. Mersin Ircinia sp 8
08SKO037 Cladosporium sp. Mersin Axinella sp. 12.3
Tanimlanmayan . -
08SK038 tiir Mersin Ircinia sp. 8
08SK039 Penicillium sp. Mersin oxinella 19.9
amicornis
08SK040 Aureobasidium Mersin Ircinia sp. 29

sp.
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Cizelge 3.1. (devam)

izolat No Fungus ismi Lokasyon iz;’r:gtee(:,ggligi Derinlik (m)
08CK023 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CK024 Penicillium sp. Mersin Sediment 9.5
08CKO025 Penicillium sp. Mersin Sediment 15.7
08CK026 Penicillium sp. Mersin Sediment 15.7
08CK027 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CK028 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CK029 Phoma sp. Mersin Sediment 15.7
08CKO030 Penicillium sp. Mersin Sediment 15.7
08CKO031 Cladossg-orium Mersin Sediment 11
08CK032 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08CKO033 Cladossgorium Mersin Sediment 8
08CKO034 Penicillium sp. Mersin Sediment 8
08SK041 Aspergillus sp. Mersin daAn):iirc]:‘ca)lrlr?is 12.3
08SK042 Tanlmlt?i?mayan Mersin Ircinia sp. 8

3.1.2 Kullanilan besiyerleri

3.1.2.1 Besiveri 1: Modifiye malt ekstrakt agar (mMMEA)

Asagida belirtilen ortam igerigi tartilarak 1 L distile suda tamamen
cozilinlinceye kadar karistirildiktan sonra pH 5.6 olarak ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Bu besiyeri izolatlarin
aktiflestirilmesi ¢aligmalarinda kullanilmistir (Rapp, 1974).

Modifiye Malt Ekstrakt Agar (g/L);

Malt ekstrakt 30

Pepton 3
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Yapay deniz tuzu 25
Agar 15
Distile su 1

3.1.2.2 Besiyeri 2: Patates dekstroz agar (PDA)

Asagida belirtilen ortam igerigi 1 L distile suda tamamen c¢oziinlinceye
kadar karistirildiktan sonra pH 5.6 olarak ayarlanmis ve 121°C’de 1.1 atmosfer
basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Bu besiyeri izolatlarin stok kiiltiir

yapilmasi ¢alismalarinda kullanilmistir (Beever, 1970).

Patates Dekstroz Agar icerigi (g/L):

Patates oziitii 4
Glikoz 20
Agar 15
Distile su 1

3.1.2.3 Besivyeri 3: Modifiye wickerham ortam

Asagida belirtilen ortam icerigi 1 L distile suda tamamen ¢06ziiniinceye
kadar karigtirildiktan sonra pH 7.2—7.4 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer
basing altinda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Bu besiyeri izolatlarin petri
ortaminda ekstraseliiler ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismalarinda
kullanilmistir (Kjer et al., 2010).

Modifiyve Wickerham Ortam icerigi (g/L):

Pepton 5

Malt ekstrakt 3

Glukoz 10
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Yeast ekstrakt 3
Yapay deniz tuzu 24,4
Distile su 1
AZCL xylan 1

3.1.2.4 Besivyeri 4: Fermantasyon ortami

Asagida belirtilen Wickerham ortam igerigi icerisinde %1 ksilan igerecek
sekilde 1L distile suda tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirildiktan sonra pH 7.2—
7.4 olacak sekilde ayarlanmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
steril edilmistir. Bu besiyeri, aktiviteleri belirlenen izolatlarin fermentasyon
caligmalarinda kullanilmistir. Bununla birlikte tuz ve glukoz konsantrasyonlari
ksilanaz aktivitesi tizerine etkisinin arastirilmasi i¢in amaca uygun olarak

degistirilmistir.

Fermantasyon ortami (g/L):

Pepton 5
Malt ekstrakt 3
Glukoz 10
Yeast ekstrakt 3
Yapay deniz tuzu 24,4
Distile su 1

Ksilan (Beechwood xylan) 10
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3.1.3 Kullanilan tamponlar ve c¢ozeltiler

3.1.3.1 NaOH cozeltisi

Besiyerlerinin pH’sin1 ayarlamak i¢in 1 N NaOH ¢o6zeltisi kullanilmistir
(Santos and Martins, 2003).

3.1.3.2 DNS (Dinitro salisilik asit)

Enzim aktivitesini tayin etmek amaciyla kullanilmistir. 1 gr DNS (50 ml de-
iyonize su igerisinde ¢6ziildiikten sonra), 30 gr K-Na-Tartarat ve 20 ml 2 N NaOH

ilave edilerek, son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir (Miller, 1959).

3.1.3.3 %1 Ksilan cozeltisi

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla substrat olarak kullanilmistir.

3.1.3.4 Na-Asetat tamponu ( 0,1M, pH 5.0)

Enzim aktivitelerini saptanmasi, amonyum siilfat ile proteinlerin
coktiiriilmesi isleminde santrifiij isleminden sonra olusan pelletin ¢oziilmesi ve
diyaliz isleminde tuz gibi kiiciik molekiillerin uzaklagtirlmast amaciyla

kullanilmastir.

3.1.3.5 Glisin-HCI tamponu

Kismi saflastirma ile elde edilen enzim ¢ozeltisinin pH 2.0-4.0 araligindaki

aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.6 Na-asetat tamponu

Kismi saflastirma ile elde edilen enzim ¢ozeltisinin pH 5.0-6.0 araligindaki
aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilmstir.
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3.1.3.7 Na-fosfat tamponu

Kismi saflastirma ile elde edilen enzim ¢ozeltisinin pH 7.0-8.0 araligindaki

aktivite diizeylerini saptamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.8 Tris-HCI

Kismi saflagtirma ile elde edilen enzim ¢ozeltisinin pH 9.0-10.0 araligindaki

aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.9 Glisin-NaOH

Kismi saflastirma ile elde edilen enzim ¢d6zeltisinin pH 11.0-12.0

araligindaki aktivite diizeylerini saptamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.10 Kismi saflastirmada kullanilan matervaller

Amonyum siilfat

Hiicrelerinden ayrilmis fermantasyon sivisindaki proteinlerin ¢oktiiriilmesi

icin kullanilmustir.

Diyaliz torbasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pelletten iyonik olan ve
olmayan tiim kiiciik molekiilleri uzaklastirmak i¢in diyaliz torbasi (Seliiloz
membran, Thermo, MWCO-Molecular Weight Cut Off 10 kDa) kullanilmistir.

3.2 Metod

3.2.1 Ksilanaz aktivitesinin kalitatif tayini ve izolat secimi

Ege ve Akdeniz Bolgesi’ndeki farkli istasyonlardan ve farkli derinliklerden
toplanan siinger ve sediment Orneklerinden izole edilmis 108 denizel tiirevli
fungus susunun ksilanaz enzim aktivitelerinin kalitatif olarak belirlenmesi i¢in
%0,1°1ik (w/v) AZCL-ksilan iceren 3 No’lu besiyerine spor siispansiyonlarindan
tek nokta halinde ekim yapilmistir. 27 °C’ de 1 haftalik inkiibasyondan sonra
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ksilanaz enzim aktivitesi, petri tlizerinde organizmalarin olusturduklart zon
(akti.vlte zonu (mm)

PR —C— ) orani dikkate alinarak hesaplanmuistir.

Bu iglem sonucunda koloni etrafinda olusan mavi zon ¢apinin biiyiikliigiine
gore izolatlar degerlendirilmis ve goreceli olarak en yiiksek ksilanaz aktivitesine

sahip izolatlar belirlenmistir.
3.2.2 Ksilanaz aktivitesinin kantitatif tayini

Secilen izolatlarin enzim aktivitelerinin belirlenmesi serbest kalan sekerin
Olciilmesi esasma gore yapilmistir. Ekstraseliiler ksilanaz enzim aktivitesinin
belirlendigi karigim 0,5 ml enzim c¢ozeltisi ve 0,1 M, pH 5.0 sodyum asetat
tamponu igerisinde hazirlanmis 0,5 ml %1’lik (w/v) kaym agact ksilan
(Beechwood xylan) cozeltisi icermektedir. Enzim ilavesi sonucunda 50°C’de 15
dakika inkiibe edilen karisimdaki reaksiyon 1 ml DNS ayiraci eklenerek
durdurulmustur ve renk reaksiyonu igin 5 dakika siire igerisinde kaynatma islemi
yapilmigtir. Tipler sogutulduktan sonra spektrofotometrede 550 nm dalga
boyunda absorbans Sl¢iimii yapilmistir. Ksilanaz aktivitesi, standart olarak farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ksiloz ¢ozeltisi kullanilarak cizilen kalibrasyon
grafiginden hesaplanmistir. 1 U (ilinite) ksilanaz aktivitesi; optimal kosullar
altinda, 1 dakikada 1pumol substrattan (ksilandan) indirgen seker olusturan enzim

miktar1 olarak tanimlanmistir (Miao et al., 2015).

Tarama besiyerinde en yiiksek nispi ksilanaz aktivitesi gosteren suslar ile
tuz iceren (%2,44) (w/v) ve tuz icermeyen 4 numarali besiyeri kullanilarak 250
ml’lik erlenlerde, 50 ml sivi besiyerinde, 150 rpm, 27°C’de 10 giin siire ile
fermantasyonlar1 yapilmistir. Fermantasyonun 7. ve 10. giinlerinde fermantasyon
stvilarindan aseptik sartlarda ornekler alinmis ve enzim aktivitesi, protein miktari
ve spesifik aktivite hesaplanmistir. Hiicreler fermantasyon sivilarindan 6.000
rpm’de 15 dakikada santrifiij yapilarak ayrilmis ve hiicre icermeyen fermantasyon
stvilart +4°C’de  saklanmistir.  Fermantasyon sivilarindaki ksilanaz enzim
aktivitesi belirlenip taranan fungus izolatlarindan en uygun olani ile kismi

saflagtirma ve karakterizasyon ¢alismalarina devam edilmistir.
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3.2.3 Protein miktarinin belirlenmesi

Izolatlarn ekstraseliiler protein miktarlarin belirlenmesi Bradford
yonteminde 595nm’de absorbans veren mavi rengin Olg¢iilmesi esasina dayanilarak
yapilmistir (Bradford, 1976).

3.2.4 Glukoz ve NaCl’iin ksilanaz enzim iiretimine etkisinin
belirlenmesi

Glukoz ve NaCl’lin ksilanaz enzim iiretimi lizerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla izolatlar arasinda ksilanaz enzimini iireten en uygun susun 4 No’lu
besiyeri kullanilarak 4 farkli fermantasyon ortamina ekimi yapilmistir. Bu amacla

4 No’lu besi yeri kullanilarak hazirlanan fermantasyon ortamlar1 asagida

verilmistir.

Ortam 1 igerigi (g/L); Ortam 2 igerigi (g/L);
Pepton 5 Pepton 5
Malt ekstrakt 3 Malt ekstrakt 3
Glukoz 10 Glukoz 10
Yeast Ekstrakt 3 Yeast ekstrakt 3
Yapay deniz tuzu 2,44 Distile su 1
Distile su 1 Ksilan (beechwood) 10

Ksilan (beechwood) 10

Ortam 3 icerigi (g/L): Ortam 4 icerigi (g/L):

Pepton 5 Pepton 5

Malt ekstrakt 3 Malt ekstrakt 3
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Glukoz 1 Glukoz 1
Yeast ekstrakt 3 Yeast ekstrakt 3
Yapay deniz tuzu 2,44 Distile su 1
Distile su 1 Ksilan (beechwood) 10

Ksilan (beechwood) 10
3.2.5 Ksilanaz iiretimi ve kismi saflastirma

Taranan izolatlar arasinda en aktif sus olarak sec¢ilen 08CKO001 susu, 1
No’lu besiyerinde aktiflestirilmis ve alinan sporlar enzim {iiretimi i¢in 500ml’lik
erlenlere 125ml°’de hazirlanan ve %1’lik (w/v) ksilan igceren 4 No’lu besiyeri
ortamina inokiile edilerek 27°C’ de 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde 7 giin
boyunca toplam 1250 ml hacim olacak sekilde fermantasyonlar1 yapilmistir.
Fermantasyon isleminin sonunda, fermantasyon sivilarindan hiicreler 6.000
rpm’de 15 dakikada santrifiij ile ayrilmis ve hiicre igermeyen fermantasyon

stvilar1 +4°C’de saklamustir.

Hiicrelerinden ayrilmis fermantasyon sivisindan proteinlerin ayrilmasi ve
deristirilmesi i¢in doygun amonyum siilfat tuzu kullanilmistir. Fermantasyon
stvisindan belirli miktarda 6rnek alinip %0-40, %40-60, %60-80, %80-90 (w/v)
araliklarinda +4°C’de gradient yapilarak ¢oktiirme islemi yapilmgtir. ilk 6nce
ham ekstrakta %40 (w/v) konsantrasyonda yavas yavas doygun amonyum siilfat
eklenerek manyetik karistiricida ¢oziinlinceye kadar karistirilmistir. Amonyum
stilfat ¢coziindiikten sonra ¢ozelti 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Bu
stire sonunda siipernatant ve pelletler birbirinden ayrilarak enzim sivi fazdan geri
kazanilmigtir. Pellet, 0,1M sodyum asetat (pH 5.0) tamponunda ¢o6ziilmiistiir.
Siipernatanta sirasiyla diger konsantrasyonlarda doygun amonyum siilfat
eklenerek ¢oktiirme islemine devam edilmistir. Biitiin fraksiyonlar sodyum asetat
tamponuna kars1 (0,1M, pH 5.0) 10kDA’luk diyaliz torbasi kullanilarak 24 saat
diyaliz edilmistir. Diyaliz torbas1 bu siire zarfinda tampon her iki saatte bir 4 kere
degistirilmistir. Diyaliz isleminden sonra spesifik aktivite, saflastirma katsayist ve
saflagtirma verimi hesaplanmistir. Segilen susun fermantasyon ortaminda {irettigi
proteinlerin ¢dkmesi i¢in en uygun amonyum siilfat konsantrasyonu belirlenerek,
belirlenen uygun amonyum siilfat konsantrasyonu ile geriye kalan fermantasyon
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stvisinin tamami +4°C’de amonyum siilfat eklenip manyetik karistiricida yavas
yavas karistirlarak inkiibe edilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile izole edilen
proteinlerden tuz diyaliz ile uzaklaltirnllmis ve ardindan enzimatik aktivite ve
protein tayini yapilmistir.

3.2.6 Enzimin optimum pH’ sinin belirlenmesi

Kismi saflastirma islemi ile elde edilen enzim c¢ozeltisinin maksimum
aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi ig¢in Glisin-HCI (pH 2.0-3.0-4.0),
Na-asetat (pH 5.0-6.0), Na-fosfat (pH 7.0-8.0) Tris-HCI (pH 9.0-10.0), Glisin-
NaOH (pH 11.0-12.0) tamponlar1 kullanilarak %1°lik (w/v) kayin agaci ksilan
substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir (Lee et al., 2009; Nair et al., 2008).

Aktivite tayini i¢in 0,5 ml enzim c¢ozeltisi ve her pH’daki substrat
cozeltilerinden 0,5 ml 6rnek, tiiplere koyularak 50°C ‘de sicaklikta 15 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda her bir rnek tiipiine esit miktarda DNS
ayiract konularak (I ml enzim+substrat, 1 ml DNS) 5 dakika kaynatma islemi
uygulanmistir. Tiipler soguduktan sonra spektrofotometrede 550 nm dalga boyu
kullanilarak, kore kars1 okuma yapilmistir. Kor 0,5 ml %1°lik substrat tamponu ve
0,5 ml Na-asetat tamponu (0,1M, pH 5.0) icermektedir.

En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri temel alinarak %
bagil enzim aktivitesi hesaplanmustir. Her test 2 seri tlipiin ortalamasi alinarak, iki

kez tekrarlanmustir.
3.2.7 Enzimin optimum sicakhi@inin belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin saptanmasi i¢in 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve 100°C’lik sicakliklar secilmistir (Li et al.,
2006). Aktivite tayini i¢in 0,5 ml enzim ve 0,5 ml subsrat ¢ozeltisi karistirilarak
(optimum pH degerinde hazirlanmis) belirtilen sicakliklarda 15 dakika inkiibe
edildikten sonra esit hacimde DNS eklenerek 5 dakika kaynatma islemi
uygulanmistir. Sogutulan o6rneklerin absorbanslart 550nm dalga boyunda UV
visible spektrofotometrede belirlenmistir. En yiiksek aktivitenin elde edildigi

sicaklik degeri baz alinarak % bagil aktivite hesaplanmigtir.
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3.2.8 Enzimin pH kararhh@inin saptanmasi

+4°C’de saklanan enzim preparasyonundan Glisin-HCI (pH 2.0-3.0-4.0),
Na-asetat (pH 5.0-6.0), Na-fosfat (pH 7.0-8.0) Tris-HCI (pH 9.0-10.0), Glisin-
NaOH (pH 11.0-12.0) pH tamponlar ile hazirlanan seyreltmeler 1 saat boyunca
+4°C’de on inkiibasyona birakilmistir (Huang et al., 2015). On inkiibasyon
sonunda 0,5 ml enzim (farkli pH ¢6zeltilerinde inkiibe edilmis) ve 0,5 ml substrat
(optimum pH daki tamponda hazirlanmis substrat ¢ozeltisi) ¢ozeltisinden alinarak
optimum sicakligin gerceklestigi sicaklik degerinde 15 dakika inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Ornegin iizerine esit hacimde DNS ayiraci eklendikten sonra
sogutma islemi uygulanmis ve spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda okuma

yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.
3.2.9 Enzimin 1s1l kararhhginin saptanmasi

Isil kararliliginin saptanmasi i¢in enzim preparasyonu 50°C, 60°C, 70°C ve
80°C sicakliklarda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir (Deesukon et al.,
2011). Inkiibasyonun 15. ve 60. dakikalarinda &rnekler alarak standart enzim

aktivitesi tayini yapilmstir.

3.2.10 Enzim aktivitesine inhibitor, selator, denatiirant, organik
cozgen ve cesitli metal iyonlarinin etkisi

Inhibe edici ajanlar, selatér ve denatiirantlarm enzim aktivitesi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla; serin spesifik inhibitorii olan fenil metil siilfonil
florit (PMSF); SH- grubu (stilfidril grubu) inhibit6rii olan B-merkaptoetanol;
kuvvetli bir metal tutucu olan etilendiamin tetraasetik asit (EDTA); denatiirantlar
olarak SDS, iire, Triton X-100 ve Tween 80 kullanilmistir. Enzim ¢6zeltisine son
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde PMSF, EDTA, SDS, pB-merkaptoetanol ve
iire ve son konsantrasyonlar1 %0,05 (v/v) Triton X-100 ve Tween 80 iceren
cozeltiler eklenmis ve 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan

sonra standart enzim aktivite tayini gerceklestirilmistir (Chanwicha et al., 2015).

Ksilanaz enzimine organik c¢odzgenlerin etkisinin belirlenmesi i¢in enzim
¢ozeltisine son konsantrasyonu %5 (v/v) olacak sekilde aseton, toluen, hekzan,
etanol ve izoamilalkol eklenerek 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyon

yapilmistir ve daha sonra standart enzim aktivite tayini gergeklestirilmistir.
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Farkli metal iyonlarmmin ksilanaz aktivitesi {izerine etkisini belirlemek
amaciyla FeCl,, CaCl,, CoCl,, ZnCl,, MnCl,, CuCl,, MgCl,, KCI, BaCl, ve NaCl
cozeltileri kullanilmistir. Enzim ¢6zeltisi son i¢ konsantrasyonu 5 mM olan bu
cozeltiler ile oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edildikten sonra standart
enzim aktivite tayini gergeklestirilmistir (Chanwicha et al., 2015). Metal ¢6zeltisi
icermeyen enzim ¢ozeltisine ayni islemler uygulanmis ve saptanan aktivite kontrol

olarak alinmustir.
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4. BULGULAR
4.1 Ksilanaz Aktivitesinin Kalitatif Tayini ve Izolat Se¢cimi

Tamamlanmis olan TUBITAK SBAG 109S361 numarali proje kapsaminda
Ege ve Akdeniz Bolgesi’ndeki farkli istasyonlardan ve farkli derinliklerden elde
edilen siinger ve sediment orneklerinden izole edilmis 108 denizel tiirevli fungus
susu ksilanaz aktivitesi agisindan taranmustir. Bu izolatlar aktive edilerek spor
slispansiyonlarindan %0,1°lik (w/v) AZCL-ksilan i¢eren 3 No’lu besiyerine tek
nokta halinde ekimi yapilmis ve petriler 27°C’de bir hafta boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Besiyerinde bulunan AZCL-ksilan ksilanaz enzimi i¢in spesifiktir ve
organizmalarin Urettigi ekstraseliiler ksilanaz petri ortaminda boya ile konjuge
olan bu substrati pargalayarak koloni etrafinda mavi zon olusturmaktadir.
[zolatlarin inkiibasyon sonucunda olusturduklari mavi zon pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.1). 108 adet izolatin tarama besiyerindeki ksilanaz
aktiviteleri Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Sekil 4.1 08SK008 ve 08CKO002 izolatlarinda ksilanaz taramasi pozitif sonucu.
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Cizelge 4.1. Funguslarin kalitatif ksilanaz aktivitesi tarama sonuglari.

Izolat No Fungus Ornegi*  Koloni Capi Zon Cap1 ZC/KC
(mm) (mm)
06CKO001 Aspergillus sp. 20 45 2.2
06SK002 Penicillium sp. 24 50 2
01SK001 Penicillium sp. 45 63 14
05SK003 Trichoderma sp. - - -
06CK003 Aspergillus sp. 22 35 15
06SK003 Geomyces sp. Ureme yok - -
04SK002 Penicillium sp. 10 - -
06SK004 Beauveria sp. Ureme yok - -
06SKO005 Penicillium sp. 20 46 25
05SK004 Fusarium sp. 26 46 1.7
06CKO005 Penicillium sp. 30 44 1.4
06CK006 Penicillium sp. 25 25 1
07SK001 Penicillium sp. Ureme yok - -
06SK006 Penicillium sp. 23 35 15
06SKO007 Penicillium sp. 35 56 1.6
06SK009 Penicillium sp. 21 45 2.1
06SK010 Penicillium sp. 24 40 1.6
06SK011 Penicillium sp. 30 53 1.7
07SK002 Sco'ec‘;t;asmi“m 22 42 1.9
07SK003 Penicillium sp. 20 40 2
06SK012 Aspergillus sp. 65 - -
06SK013 Penicillium sp. 37 57 15
07SK004 Penicillium sp. 50 62 1.2
06SKO014 Penicillium sp. 45 65 14
06SKO015 Penicillium sp. 35 55 1.5
06SK016 Penicillium sp. 42 50 1.2
06SK017 Penicillium sp. 45 64 1.4
06SK018 Penicillium sp. 24 56 2.3
06SK019 RO 20 75 3.7
sphaerospermum
06SK020 Penicillium sp. 34 58 1.7
06SK021 Penicillium sp. 52 60 1.1
06SK022 Penicillium sp. 51 61 1.2
06SK023 Penicillium sp. 40 64 1.6
06SK025 Penicillium sp. 31 50 1.6
08SK001 Penicillium sp. 27 46 1.7
ogskooz ~ Aspergillussp. M 52 1.2
(novel)

08SK003 Penicillium sp. Ureme yok - -
08SK004 Penicillium sp. 28 41 14
08SKO005 Aspergillus sp. 28 - -
08SK006 Aspergillus sp. Ureme yok - -
08SKO007 Penicillium sp. 25 - -
08SK008 Penicillium sp. 45 59 1.3
08SK009 Penicillium sp. Ureme yok - -
08SK010 Aspergillus sp. 27 44 1.6




Cizelge 4.1. (devam)
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Izolat No Fungus Ornegi*  Koloni Capi Zon Capi ZC/KC
(mm) (mm)
08SKO011 Penicillium sp. 30 60 2
08SK012 Penicillium sp. 37 72 2
08SK013 Penicillium sp. 26 57 2.2
Penicillium
08SK014 crustosur 25 65 2.6
Trichoderma

08CKO001 pleuroticola 34 70 2
08CK002 Penicillium sp. 36 50 1.4
08CKO003 Penicillium sp. 37 52 14
08CKO004 Penicillium sp. 15 25 1.6
08CKO005 Penicillium sp. 34 65 2
08CKO006 Penicillium sp. 36 65 1.8
08SK015 Acremonium sp. 35 51 14
08CKO007 Penicillium sp. 45 59 1.3
08CKO008 Hypocrea sp. Ureme yok - -
08CK009 Penicillium sp. 30 50 1.6
08CKO010 Penicillium sp. 42 62 15
08SKO016 Ascomycota sp. 12 40 3.3
08CKO011 Penicillium sp. 33 55 1.6
08SK017 MicroszgaerOpSis 25 55 2.2
08SKO018 Cladosporium sp. 20 40 2
08SK019 Cladosporium sp. Ureme yok - -
08SK020 Penicillium sp. 21 50 24
08SK021 Penicillium sp. 35 66 1.9
08SK022 Cladosporium sp. 30 47 1.5
08SK023 Cladosporium sp. 17 30 1.7
08SKO024 Penicillium sp. Ureme yok - -
08SK025 Cladosporium sp. Ureme yok - -
08CKO012 Penicillium sp. 22 50 2.3
08CKO013 Ascomycota sp. 30 60 2
08CKO014 Penicillium sp. 37 67 1.8
08SK026 Penicillium sp. 34 53 1.5
08SK027 Cladosporium sp. Ureme yok - -
08SK028 Cladosporium sp. 18 35 1.9
08SKO029 Aureobasidium sp. 30 48 1.6
08SK030 Cladosporium sp. Ureme yok - -
08CKO015 Penicillium sp. 30 50 1.6
08CKO016 Aspergillus sp. 25 49 1.9
08CKO017 Volutella sp. Ureme yok - -
08CKO018 Trichoderma sp. 17 35 2
08CKO019 Auxarthron sp. 20 36 1.8
08SK031 Aspergillus sp. 25 46 1.8
08SK032 Aspergillus sp. 26 46 1.8
08CKO020 Aspergillus sp. 25 45 1.8
08SKO033 Penicillium sp. 25 37 15
08SK034 Cladosporium sp. 20 - -
08SKO035 Davidiella sp. Ureme yok - -
08SK036 Davidiella sp. Ureme yok - -
08SK037 Cladosporium sp. 20 40 2




Cizelge 4.1. (devam)
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Izolat No Fungus Ornegi*  Koloni Capi Zon Cap1 ZC/KC
(mm) (mm)
08SKO038 Tanimlanmayan Ureme yok - -
tiir
08SK039 Penicillium sp. 30 - -
08SKO040 Aureobasidium 27 - -
sp.
08CK023 Penicillium sp. 35 50 14
08CKO024 Penicillium sp. 34 45 1.3
08CKO025 Penicillium sp. 26 45 1.7
08CK026 Penicillium sp. 30 50 1.6
08CKO027 Penicillium sp. 32 46 14
08CK028 Penicillium sp. 25 45 1.8
08CK029 Phoma sp. Ureme yok - -
08CKO030 Penicillium sp. 32 50 15
08CKO031 Cladosporium sp. 27 45 1.6
08CKO032 Penicillium sp. Ureme yok - -
08CK033 Cladosporium sp. 30 50 1.6
08CK034 Penicillium sp. 34 51 15
08SK041 Aspergillus sp. 32 52 1.6
08SK042 Tanimlanmayan Ureme yok - -
tlir

*: ITS (internal transcribed spacer) dizi analizi sonuglari ile elde edilen fungus 6rnekleri.

4.2 Ksilanaz Aktivitesinin Kantitafif Tayini

Kat1 besiyerinde olusturduklar1 zon c¢apina gore belirlenen 06SKO019,
08SKO014, 08CKO001 ve 08SKO016 suslart %1 (w/v) oraninda beechwood ksilan
iceren, %2,44 (w/v) tuz iceren ve tuzsuz fermantasyon ortamlarinda 27°C’de 150
rpm’de 10 giin siire boyunca inkiibe edilip 7. ve 10. gilinlerde 6rnek alinmustir.
Inkiibasyon sonunda alinan &rnekler +4°C’de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen iist s1ivi enzim kaynagi olarak kullanilmigtir. Secilen 4
susun 7. ve 10. giinlerdeki %2,44 (w/v) tuz iceren ve tuzsuz fermantasyon

ortamlarindaki protein miktarlari, enzim aktiviteleri ve spesifik aktiviteleri

(Cizelge 4.2) belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 Segilen izolatlarin sivi besiyerinde tuzlu ve tuzsuz ortamdaki enzim aktiviteleri.

Tuzlu Ortam (%2,44, wiv)
7.giin 10. giin

izolat No

Enzim Protein Spesifik Enzim Protein Spesifik

aktivitesi miktar: aktivite aktivitesi miktari aktivite

(U/ml) (mg) (U/mg) (U/ml) (mg) (U/mg)
06SK019 2,61 0,06 435 1,66 0.3 5,5
085K014 9,53 03 31,7 5.8 01 58
08CK001 716 0,09 795 7.47 0,08 93,3
085K016 4,23 03 14.1 28 0,7 4

Tuzsuz Ortam
7.giin 10. giin

izolat No

Enzim Protein Spesifik Enzim Protein Spesifik

aktivitesi miktar aktivite aktivitesi miktari aktivite

(U/ml) (mg) (U/mg) (U/ml) (mg) (U/mg)
065K013 6,45 0,05 129 23 0,8 2.8
085K014 8,93 0,08 111,6 2 0,2 10
08CK001 12,4 0.2 62 4,42 0.3 14
085K016 1,04 01 10,4 0,61 0,4 15
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Sekil 4.2. Sirasiyla 06SK019, 08SK014, 08CKO001 ve 08SKO16 izolatlarinin tuzlu

ortamdaki fermantasyon goriintiileri.

Sekil 4.3. Sirasiyla 06SK019, 08SK014, 08CKO001 ve 08SKO16 izolatlarinin tuzsuz

ortamdaki fermantasyon goriintiileri.
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4.3 Glukoz ve NaCliin Ksilanaz Enzim Uretimine EtKisinin
Belirlenmesi

Dort izolat (06SK019, 08SK014, 08CKO001 ve 08SK016) arasinda yapilan
kantitatif analizler sonucunda ksilanaz iireticisi en aktif sus 08CKO001 olarak
belirlenmistir. Bazi Aspergillus ve Trichoderma tiirlerinde glukozun katabolik
represyonda rol aldigi belirtilmistir (Prade, 1995). Fermantasyon besiyerinin
iceriginde yer alan 10g/L glukozun katabolit represyonda rol oynayip
oynamadigini arastirmak icin besiyerindeki glukoz miktar1 1g/L olacak sekilde
modifiye edilerek hazirlanan besiyerinde fermantasyon gerceklestirilmistir. ileriki
calismalar i¢in se¢ilmis olan 08CKO0O01 susu denizel kdkenli bir sustur. Bu nedenle
susun fermantasyon ortaminda deniz tuzunun bulunmasinin enzim iiretimi iizerine
etkisinin belirlenebilmesi i¢in besiyerine deniz tuzu ilave edilmistir. Besiyerinin
hazirlanmasinda standardizasyonun saglanmasi i¢in dogal deniz suyu yerine,
%100 dogal deniz suyunun kullanilmasina karsilik gelen 24,4 g/L derisimde
yapay deniz tuzu kullanilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda 4 farkli fermantasyon
ortam1 hazirlanarak deniz tuzu ve glukozun 08CKO0001 susunun ksilanaz iiretimi
lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 200 ml’lik 13 giinliik fermantasyon
yapilmistir. Fermantasyon sonunda enzim aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik
aktivite belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.4. Glukoz ve NaCl’iin ksilanaz enzimi {izerine etkisinin arastirilmast i¢in hazirlanan

dort farkli fermantasyon ortaminin gériintiisi.
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Cizelge 4.3 08CKO001 ksilanaz aktivitesi tizerine dort farkli ortamda farkli konsantrasyonda bulunan glukoz ve NaCl’iin etkisi.

Fermantasyon 7. Giin 10. Giin 11. Giin 12. Giin 13. Giin
Ortamlan Enzim Protein Spesifik Enzim Protein Spesifik Enzim Protein Spesifik Enzim Protein Spesifik Enzim Protein Spesifik
Aktivitesi Miktar1 Aktivite Aktivitesi Miktar: Aktivite Aktivitesi Miktar: Aktivite Aktivitesi Miktar: Aktivite Aktivitesi Miktar: Aktivite
(U/ml) (mg) (U/mg) (U/ml) (mg) (U/mg) (U/ml) (mg) (U/mg) (U/ml) (mg) (U/mg) (U/ml) (mg) (U/mg)
Ortam 1 55 0,34 161,7 18 0,5 36 26 0,15 173,3 21 0,22 95,4 26 0,34 76,4
Ortam 2 27 0,67 40,2 17 0,76 22,3 25 0,28 89,2 22 0,58 37,9 18 0,1 180
Ortam 3 11 0,33 33,3 5 0,18 27,7 10 0,37 27 7 0,28 25 8 0,37 21,6
Ortam 4 45 0,56 80,3 14 0,39 35,8 29 0,6 48,3 24 0,45 53,3 31 0,61 50,8
Not: Ortam igerikleri;
Ortam 1 icerigi (g/L); Ortam 2 icerigi (g/L); Ortam 3 icerigi (g)L); Ortam 4 icerigi (g/L);
Pepton 5 Pepton 5 Pepton 5 Pepton 5
Malt ekstrakt 3 Malt ekstrakt 3 Mal ekstrakt 3 Malt ekstrakt 3
Glukoz 10 Glukoz 10 Glukoz 1 Glukoz 1
Yeast ekstrakt 3 Yeast ekstrakt 3 Yeast ekstrakt 3 Yeast ekstrakt 3
Yapay deniz tuzu 24,4 Distile su 1 Yapay deniz tuzu 24,4 Distile su 1
Distile su 1 Ksilan 10 Distile su 1 Ksilan 10
Ksilan 10 Ksilan 10
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4.4 Ksilanaz Uretimi ve Kismi Saflastirma

En aktif ksilanaz iireticisi olarak secilen 08CKOO1 izolatinin ileriki
caligmalar i¢in fermantasyonu yapilmistir. Fermantasyon sonunda iiretilen enzim
ekstraseliiler oldugu icin, fermantasyon sivisi hiicrelerinden santrifiij yoluyla

ayrilmis ve hiicre igermeyen sivi “Ham ekstrakt” olarak adlandirilmistir.

Ham ekstrakt icerisindeki proteinlerin ayrilmasi ve deristirilmesi ic¢in kiigiik
Olgekte kademeli olarak % 0-40, % 40-60, % 60-80, % 80-90 (w/v) +4°C
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Elde edilen pellet sodyum asetat
tamponunda (0,1M pH 5.0) ¢6ziilmiis ve aym1 tampona karsi 24 saat diyaliz
edilmistir. Diyaliz isleminden sonra aktivite, protein miktar1 ve % verim
hesaplanmistir (Cizelge 4.4). 08CKO001 numarali izolatin fermantasyon ortaminda
tirettigi proteinlerin ¢okmesi i¢in en uygun konsantrasyon %0-80 (w/v) olarak

belirlenmis ve biiyiik 6l¢ekteki 500 ml fermantasyon sivisina uygulanmastir.

9000 rpm 30 dakika 4°C ’de santrifiijlenen amonyum siilfatli enzim
cozeltisinden proteinler ayrilmistir. Ardindan diyaliz islemi yapilarak tuzlarin
uzaklastirllmasi saglanmistir. Diyaliz isleminden sonra aktivite, protein miktar

ve % verim hesab1 yapilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4 Gradient amonyum siilfat ¢6ktiirme basamaklari.

Toplam Hacim (ml)
Protein (mg/ml)
Toplam Protein (mg)
Toplam Aktivite (U)

E
S)
g
s
S
<
£
N
c
L

Spesifik Aktivite (U/mg)
Verim (%)
Saflastirma Katsayisi

%0-40 4 0.025 0.1 2.69 10.7 107 0.67 0.21

%060-80 3 0.20 0.6 317 95.1 158.5 5.9 0.31

NOT: Saflagtirma basamaklar1 asagidaki formiillere gore hesaplanmustir.
Toplam protein (mg)= Protein (mg/ml) X Hacim (ml)

Toplam aktivite (U) = Enzim aktivitesi (U/ml/min) X Hacim (ml)
Spesifik aktivite (U/mg) = Toplam aktivite/Toplam protein

Verim (%) = Toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi
Saflastirma katsayis1 = Spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
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Cizelge 4.5 Direkt amonyum siilfat (%80, w/v) ¢coktiirmesi.

s T 2 :
p— = (@)] = = -
g E £ > S ) &
< £ '3 z S 2 S >
= S 5 £ £ S < X
E I T £ < g E g
N o
& c_Ecs £ < £ X S 2
s = = S = b= S
o ™~ o [%2)
i = = c = g &
L )
Ham
500 52.5 53.4 26717 508.9 100 1
Ekstrakt
9%00-80
(Diyaliz 45 9 239.1 10759.5 11955 40.3 2.3
sonrasi)

NOT: Saflagtirma basamaklari asagidaki formiillere gore hesaplanmustir.
Toplam protein (mg)= Protein (mg/ml) X Hacim (ml)

Toplam aktivite (U) = Enzim aktivitesi (U/ml/min) X Hacim (ml)
Spesifik aktivite (U/mg) = Toplam aktivite/Toplam protein

Verim (%) = Toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi
Saflastirma katsayist = Spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi

4.5 Enzimin Optimum pH’ sinin Belirlenmesi

Trichoderma pleuroticola 08CKO001 izolatina ait ksilanaz enziminin en
yiiksek aktiviteyr gosterdigi pH degerini belirlemek i¢in, beechwood ksilan
substrat1 varliginda farkli pH degerlerindeki (pH 2.0-12.0) tamponlar kullanilarak
enzim aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen aktivite degerleri kullanilarak pH-%
bagil aktivite egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH grafigi.
4.6 Enzimin Optimum Aktivite Sicakhiginin Belirlenmesi

Kismi saflagtirilmig ksilanazin optimum calisma sicaklifin saptanmasi i¢in
30-100°C araligindaki sicakliklarda aktivite analizleri yapilmistir. Analizler i¢in
kullanilan substrat optimum aktivitenin gerceklestigi pH 5.0 degerinde
hazirlanmigtir.  Aktivite tayininde inkiibasyon siiresi 15 dakika olarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6’ da gosterilmistir.

100
80
60

40

Bagil Aktivite (%)

20

30 40 50 60 70 80 90 100
Sicakhk (°C)

Sekil 4.6 Ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik grafigi.
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4.7 Enzimin pH Kararhli@inin Saptanmasi

Kismi saflastirilan ksilanaz enziminin her bir pH tamponu (pH 2.0-12.0) ile
hazirlanan seyreltmeleri, 1 saat boyunca +4°C’de On inkiibasyona birakilarak
enzimin farkli pH degerlerindeki kararliligi arastirilmistir. Enzimin optimum
sicaklik ve pH (pH:5.0-50°C) degerlerindeki aktivitesi Olgiilerek kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir.

100
~ 80
é
3
S 60
£
<
&y 40
=
-]
20 5
0 LU iiﬁ
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
pH

Sekil 4.7 Ksilanaz enziminin pH kararlilig1.
4.8 Enzimin Isil Kararhhginin Saptanmasi

Isil kararliliginin belirlenmesinde, enzim 1 saat boyunca farkli sicakliklarda
(50, 60, 70 ve 80°C) inkiibe edildikten sonra optimum aktivite 6l¢iim kosullarinda
aktivite tayini yapilmistir. Sonuglar Sekil 4.8’de gosterilmistir.



52

30
25
& 20
&
=
3 15 150k
,‘; i w60 K

v S

50 60 70 80
On Inkiibasyon Gerceklestirilen Sicakhk Degerl (°C)

Sekil 4.8 Ksilanaz enziminin 1s1l kararlilig.

4.9 Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selator, Denatiirant, Organik
Cozgen ve Cesitli Metal Iyonlarinin Etkisi

Trichoderma pleuroticola 08CKO001 izolatindan kismi saflastirilan ksilanaz
enziminin aktivitesi tiizerine inhibitor, selator ve denatiirantlarin etkisini
belirlemek amaciyla; son konsantrasyonlar1 5 mM olacak sekilde PMSF, f-
merkaptoetanol, EDTA, denatiirantlar olarak son konsantrasyonlar1 SmM olacak
sekilde SDS ve iire ve son konsantrasyonlar1 %0,05 (v/v) olacak sekilde Triton X-
100 ve Tween 80 kullanilmastir.

Ksilanaz enzimine organik ¢6zgenlerin etkisini arastirmak igin enzim
cozeltisine son konsantrasyonu %35 (v/v) olacak sekilde aseton, toluen, hekzan,
etanol ve izoamilalkol eklenerek 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyon
yapilmistir.

Cesitli metal iyonlarmin enzim aktivitesi {izerine etkisini belirlemek igin
FeCl,, CaCl,, CoCl,, ZnCl,, MnCl,, CuCl,, MgCl,, KCI, BaCl, ve NaCl
cozeltileri kullanilmistir. Son konsantrasyonlart 5 mM olacak sekilde hazirlanan
bu c¢ozeltilerin enzim ile oda sicakliginda 60 dakika ©n inkiibasyonu
gergeklestirildikten sonra standart enzim aktivite tayini uygulanmis ve bagil
aktivite hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.9°da verilmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Endiistride kullanilan enzimler mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerden
izole edilip saflastirllmaktadir. Bunlar arasinda mikroorganizmalar genis
biyokimyasal cesitlilik, kiiltir kolaylig1 ve kolay manipiile edilebilir genetik
yapiya sahip olma gibi ozelliklerinden dolay1r en yaygin enzim kaynaklaridir
(Niehaus et al., 1999). Denizlerin diinya yiizeyinin %70’inden fazlasini kapsiyor
olmasi, sayisiz denizel mikroorganizmalarin yeni enzimlerin kesfedilmelerini
saglayabilecek biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Zhang
and Kim, 2010). Mikrobiyal enzimler bitki ve hayvanlardan elde edilen
enzimlerden daha kararli ve aktif oldugu icin, yeni enzimlerin kesfedilmesinde bir

kaynak olan denizel mikroorganizmalar gittikce ilgi cekici hale gelmektedir (Lam,
2006).

Biyoteknolojide gelinen nokta ile yeni 6zelliklere sahip enzimlere olan talep
ve ilgi oldukca artmaktadir. Karasal cevreler ile karsilastirildiginda, denizel
cevreler mikroorganizmalara essiz genetik yapr ve yasam habitatt vermektedir
(Stach et al., 2003). Denizel ¢evreler besinsel olarak zengin bolgelerden sadece
birka¢ organizmanin yasayabilecegi ekstrem c¢evrelere kadar ¢esitlilik
gostermektedir. Denizel c¢evrelerin sahip oldugu yiiksek tuzluluk, yiiksek basing,
diistik sicaklik ve 6zel 151k kosullar1 ile denizel ve karasal mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen enzimler arasinda farkliliklar olusabilmektedir (Zhang and
Kim, 2010). Bu calismada daha once gerceklestirilmis olan TUBITAK SBAG
109S361 numarali proje kapsaminda Ege ve Akdeniz Bolgesi’ndeki 8 ayri
istasyonun farkli derinliklerinden (35 metreye kadar), SCUBA dalis1 yapilarak
toplanan farkli siinger ve sediment Orneklerinden izole edilmis denizel tiirevli
funguslarin ksilanaz aktiviteleri taranmis ve gorece yiiksek aktiviteli Trichoderma
pleuroticola 08CKO001 izolatinin hiicre dis1 ksilanaz enzimi bazi 6zellikleri

bakimindan karakterize edilmeye ¢alisilmistir.

Tez calisgmamizda 108 adet denizel tiirevli fungus izolatinin ksilanaz
aktivitesi petri ortaminda taranmasit i¢in 3 No’lu besiyerine spor
siispansiyonlarindan tek nokta ekim yapilip 27 °C’ de 1 haftalik inkiibasyona
birakilmistir. Taramalar sonucunda 108 izolattan 81 tanesinin (%75) ksilanaz
ireticisi oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar arasinda goreceli olarak daha iyi
iiretici olanlar zon ¢api/koloni ¢ap1 oranlar1 dikkate alinarak arastirilmig (Cizelge
4.1), petri ortaminda en yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip izolatlar Cladosporium
sphaerospermum 06SKO019, Penicillium crustosum 08SKO014, Trichoderma
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pleuroticola 08CKO001 ve Ascomycota sp. 08SKO016 olarak belirlenmistir ve bu

izolatlar ile kiigiik 6lgekli fermantasyon ¢alismalaria gegilmistir.

Torres ve arkadaslar1 (2013) tarafindan ksilanaz iireten denizel funguslarin
tarama c¢alismalar1 yapilmis ve 44 mangrove fungus izolatindan 41 tanesinin
ksilanaz trettiginin belirlenmesi ¢alismamizda elde edilen bulgularla uyum
gostermektedir. Raghukumar ve arkadaslar1 (1994) tarafindan yapilan bir
calismada ise Hindistan Okyanusunda Bengal Korfezinden izole edilen 17 denizel
fungus igerisinden 9’unun ksilanaz {ireticisi oldugu belirlenmistir. Yapilan bir
baska ¢alismada, Chorao Adasindaki ¢iliriiyen mangrove bitki yapraklarindan ve
Bengal Korfezinin 850 metre derinlerindeki kalkerli materyallerden izole edilen 6
fungus susu ksilanaz enzimi agisindan taramigs ve bunlardan 5’inin ksilanaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. (Raghukumar et al., 2004).
Thirunavukkarasu ve arkadaglar1 (2012) yaptiklar1 bir ¢calismada deniz yosunu ve
alglerden izole ettikleri 16 denizel endofitik fungusu petri ortaminda ksilanaz
aktivitesi bakimindan taramis ve bunun sonucunda 8’inin ksilanaz iireticisi oldugu
sonucuna varmistir. Bu konuda literatiirde ¢ok fazla ¢alisma olmamakla birlikte,
mevcut calismalar denizel kaynaklardan izole edilen fungus suslarinin ¢cogunlukla
ksilanaz {iretim kapasitesine sahip olduklarini gostermektedir. Calismamizda elde
ettigimiz bulgular da literatiir ile uyum igerisindedir. Funguslarin tiim denizel
cevrede bulunan otsu ve odunsu substratlarin temel ayristiricilart olduklar
bilinmektedir. Funguslarin denizel ¢evredeki Oneminin altinda lignoseliillozu
parcalayabilme yetenekleri de bulunmaktadir ve bir¢ok denizel fungus
lignoseliiloz igeren substratlardan izole edilerek tanimlanmistir (Hyde et al.,
1998). Funguslar icin bir substrat olan lignoselilloz ii¢ temel bilesenden
olugmaktadir; seliiloz, lignin ve hemiseliiloz. Ksilan ise hemiseliilozun temel
bileseni olup dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci polisakkarittir
(Collins et al., 2005). Dolayisiyla bu bilgiler, denizel funguslarin lignoseliilozu

parcalayabilen enzimlerden biri olan ksilanazi {iretebildigini desteklemektedir.

Caligmamizda petri ortaminda en yiiksek aktiviteye sahip izolatlar
belirlendikten sonra aktif izolatlarin kiiclik dlgekte fermantasyonu yapilmustir.
Fermantasyon siirecinin 7. giinlinde tuz iceren ortamda C. sphaerospermum
06SKO019 izolat1 43,5 U/mg spesifik aktivite, P.crustosum 08SK014 31,7 U/mg, T.
pleuroticola 08CKO001 79,5 U/mg ve Ascomycota sp. 08SKO016 izolati ise 14,1
U/mg spesifik aktivite gostermistir (Cizelge 4.2). Fermantasyonun 7. giinlinde ve
tuzlu ortamda en yiiksek spesifik aktiviteyi T. pleuroticola 08CKO001 susu
gostermistir. 10. giin sonunda C. sphaerospermum 06SKO019 ve Ascomycota sp.
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08SKO016 izolatlarinin spesifik aktivitelerinin diistiigii, P.crustosum 08SK014 ve
T. pleuroticola 08CKO0O01 izolatlarinin ise spesifik aktivitelerinin arttig

belirlenmistir.

Izolatlar ile tuz icermeyen ortamda fermantasyon gerceklestirildiginde 7.
giin sonunda C. sphaerospermum 06SKO019 izolat1 129 U/mg spesifik aktivite,
P.crustosum 08SKO014 111,6 U/mg, T. pleuroticola 08CK001 62 U/mg ve
Ascomycota sp. 08SKO016 izolat1 ise 10,4 U/mg spesifik aktivite gdstermistir (Bkz.
Cizelge 4.2). Tuzlu ortam ile karsilastirildiginda C. sphaerospermum 06SK019 ve
P.crustosum 08SKO014 izolatlarinin spesifik aktivitelerinde artis gozlemlenirken,
T. pleuroticola 08CKO001 ve Ascomycota sp. 08SKO16 izolatlarinin spesifik
aktivitelerinde azalma gézlemlenmistir. Her ne kadar da tuz icermeyen ortamda C.
sphaerospermum 06SKO019 ve P.crustosum 08SKO014 fungus izolatlar1 yiiksek
spesifik aktivite gostermis olsa da literatiir incelendiginde bu tiirlerin patojenik
ozellikte olmalarindan dolay1 bundan sonraki ¢alismalarimizda patojenik olmayan
T. pleuroticola 08CKO001 izolat1 ile devam edilmistir. Denizel organizmalardan
elde edilen enzimlerin taranmasi ve liretimi sirasinda tuzun varligi biiylik 6nem
tasimaktadir. Denizel tiirevli fungal metabolizmanin deniz tuz icerigine adapte
oldugu kabul edilmektedir (Bonugli-Santos et al., 2015).

Denizel funguslar bir gorlise gore fakiiltatif ve obligat olarak ikiye
ayrilmaktadir; fakiiltatif denizel funguslar tath sularda veya karasal bolgelerde ve
ayn1 zamanda bu ortamlarin ikisinde de yasayabilmekteyken, obligat funguslar ise
sadece denizel ortamda yasayabilmektedir (Kohlmeyer and Volkmann-
Kohlmeyer, 2003). Calismamizda inceledigimiz 4 izolatin hem % 100 dogal deniz
suyunun kullanilmasma karsilik gelen 24,4 g/ derisimdeki yapay deniz tuzu
iceren ortamda hem de bu tuz igeriginin olmadig1 ortamda biiyiiyebilmesi bu

izolatlarin fakiiltatif organizmalar oldugunu gostermektedir.

Mersinde 31 m derinlikten alinan bir sediment 6rneginden izole edilen T.
pleuroticola (08CKO001) susunun tuz igermeyen ortamda daha az aktivite
gostermesi sonucunda bu izolatin denizel ¢evreye daha c¢ok adapte oldugu

diistiniilmektedir.

Torres ve arkadaslart (2013) denizel tiirevli funguslar ile yaptiklari bir
calismada Paeciomyces sp. FDCAB-7, Aspergillus sp. PAQ-H, Fusarium sp.
KAWITA ve Aureobasidium sp. 2LIPA-M fungus tiirlerinin deniz tuzu igeren
biiyiime ortaminda inkiibe edildiginde daha yiiksek spesifik aktivite gdsterdigini,
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Colletotrichum sp. WABA-L, Guignardia sp. 2SANQ-F, Phomopsis sp. MACA-
J ve Penicllium sp. LIABA-L fungus tiirlerinin ise deniz tuzu i¢ermeyen ortamda
daha yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Calismamizda fermantasyon ortami olarak kullandigimiz 4 No’lu besi yeri
icerisinde  10g/L  glukoz bulunmaktadir. Literatiir incelendiginde bazi
Trichoderma ve Aspergillus suslarinin glukoz tarafindan ksilanolitik enzimlerinin
tiretiminin baskilandigi belirtilmistir (Prade, 1995). Bu amagla kismi saflagtirma
ve karakterizasyon agamalarindan 6nce uygun fermanyasyon icerigini belirlemek
ve glukozun katabolik represyonda gorev alip almadigmi arastirmak igin, T.
pleuroticola 08CKO001 izolatin1 glukoz miktar1 1g/L olacak sekilde hazirlanmis
olan 4 No’lu besiyerine Bolim 3.2.4.°de anlatilan sekilde 13 giin siire
fermantasyonu yapilmistir. Bu ortamlarin ayni zamanda tuzsuz igerigi de
hazirlanarak fermantasyon islemi ger¢eklestirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuglara (Cizelge 4.3) bakildiginda T. pleuroticola 08CKO001 izolat1 7. giinde %
I’lik (w/v) glukoz ve % 2,44’liikk (w/v) yapay deniz tuzu igeren ortamda 161,7
U/mg spesifik aktivite gosterirken, % 0,1°lik glukoz (w/v) igeren ortamda ise
spesifik aktivite 33,3 U/mg spesifik aktivite gostermistir. 10. giinde ise hazirlanan
tim ortamlarda spesifik aktivitenin diistiigli gozlemlenmistir. Bu ac¢idan
bakildiginda T. pleuroticola 08CKO001 fungus susu igin glukozun katabolik

represyona sebep olmadigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda segilen T. pleuroticola 08CKO001 fungus susunun, kismi
saflastirma ve karakterizasyon islemlerine ge¢ilmeden Once Bolim 4.4’de
anlatildigt gibi  biiylik Olcekte fermantasyonu yapilmistir. Elde edilen
fermantasyon sivisindan 30 ml ornek alinip Bolim 4.4’de anlatildigr gibi
kademeli tuz ¢oktiirmesi uygulanmigtir. Buna gore %80-90°lik ¢oktiirmeden elde
edilen enzimin saflastirma katsayisi 1,1°dir (Cizelge 4.4). Bununla birlikte protein
miktarinin ¢ogunun %60-80’lik konsantrasyonda ¢oktiigli ve bu basamaktaki
verimin daha fazla oldugu anlasildig1 i¢in bundan sonraki asamalarda %80’lik (%
0-80) amonyum siilfat ¢coktlirmesi yapilmistir. Elde edilen pellet sodyum asetat
tamponuna (0.1M pH 5.0) kars1 24 saat diyaliz edilmistir. Diyaliz isleminden
sonra aktivite, protein miktar1 ve verim hesab1 yapilip (Cizelge 4.5), elde edilen
enzim ¢ozeltisi karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilmistir. %80’lik ¢oktiirme
ve diyaliz sonucunda 11955 U/mg spesifik aktivite ve %40,3 verim elde

edilirken, enzim preparat1 2,3 kat saflastirilmigtir.
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Yapilan bir ¢alismada, Aspergillus versicolor’dan elde edilen ksilanaz
saflagtirip karakterize edilmis ve saflastirmanin ilk asamasinda %80°lik amonyum
siilfat kullanilmis, %83 verimle 7 kat ksilanaz enzimi saflagtirilmistir (Salama et
al.,, 2008). Lin ve arkadaslar1 (1999) Thermomyces lanuginosus-SSBP’den
irettikleri ksilanazi, %80’lik amonyum siilfat ile ¢oktiirerek %84 verimle 1 kat
saflagtirdiklarini bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada Maalej ve arkadaglar1 (2009),
Talaromyces thermophilus’dan elde ettikleri ksilanazi, %80 amonyum siilfat
coktiirmesi ile 1,15 kat saflastirdiklarimi ve %48 verim elde ettiklerini
belirtmislerdir. Soroor ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
ksilanaz enziminin saflastirilmasinda ilk asamada %85’lik amonyum siilfat
coktiirmesi uygulanmis ve enzim %78,5 verim ile 1,2 kat saflagtirilmistir. Yapilan
bagka bir ¢alismada ise, bir rumen fungusu Neocallimastix frontal’dan elde edilen
ksilanaz enziminin saflastirilmasinda %85°lik amonyum siilfat ile enzim % 27,5
verimle 0,99 kat saflastirilmistir (de Segura et al., 1993). Bu ¢alismada elde
ettigimiz  sonuglara goére, %g80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile
yogunlastirdigimiz ksilanaz enziminin verimi genel anlamda literatiirde verilen

sonuclarla uyumludur.

T. pleuroticola 08CKO001 izolatindan kismi saflastirilan ksilanaz enziminin
optimum pH degerini saptamak i¢in beechwood ksilan substrat1 varliginda farkli
pH degerlerindeki (pH 2.0-12.0) tamponlar ile enzim aktivite tayini yapilmistir.
Sekil 4.5°de verilen pH degerlerine gore, maksimum enzim aktivitesi 100 olarak
kabul edildiginde, bagil enzim aktivitesi pH 2.0’da en diisiik degerde (0.2) olup,
pH’daki 1 birimlik artigla beraber, aktivite dogrusal bir sekilde artarak pH 5.0’te
maksimum seviyeye ulastigi ve optimum pH degerinin iistiindeki degerlerde ise
aktivitenin hizli bir sekilde diistiigli belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda
ksilanaz enzimi pH 4.0-6.0 araliginda ortalama %70’in {lzerinde aktivite
gostermistir. pH 4.0’{in iizerinde ksilanaz aktivitesi hizli bir sekilde artmis ve pH
5.0’den sonra aktivite diismeye baglamistir. Enzim pH 7.0’den sonra aktivitesinin
%98’den fazlasini kaybetmistir. Sonuglar, kismi saflastirilan ksilanaz enziminin

asidik karakterde oldugunu gostermistir.

Fungal kaynaklardan elde edilen ksilanazlar genellikle asidik pH araliginda
(pH 4.0-6.0) aktivite gosterirken, bakteri ve aktinomisetlerden elde edilen
ksilanazlar ise genis bir pH araliginda (pH 5.0-9.0) aktivite gosterdigi
bilinmektedir (Beg et al., 2001)
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Denizel tlrevli funguslardan elde edilen ksilanaz ile ilgili caligmalar
oldukca kisithdir. Cogunlukla kalitatif diizeyde olan bu g¢alismalarla birlikte az
sayida kantitatif olarak yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Denizel tiirevli funguslardan
ile yapilan c¢alismalar incelendiginde, Del-Cid ve arkadaslar1 (2014), Antarktik
denizel siingerlerden elde edilen Cladosporium sp. tiiriiniin irettigi ksilanaz
enziminin pH 6.0’da maksimum aktivite gosterdigi belirmistir.  Torres ve
arkadaglar1 (2013) tarafindan yapilan diger bir calismada, Paeciomyces sp.
FDCAB-7, Aspergillus sp. PAQ-H, Fusarium sp. KAWITA ve Aureobasidium sp.
2LIPA-M tiirlerinden elde ettikleri ksilanaz enzimlerinin pH 7.0’da maksimum
aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir. Raghukumar ve arkadaslar1 (2004),
Aspergillus niger ve Aspergillus ustus tiirlerinden elde edilen ksilanaz
enzimlerinin maksimum aktivite gosterdigi pH degerleri incelemistir. Aspergillus
niger tarafindan iretilen ksilanaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi deger
pH 3.5 olarak belirlenmis ve ayrica aktivitesinin %40’ pH 8.5°de gdsterdigi
tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada Aspergillus ustus tiiriinden elde edilen ksilanaz

enziminin pH 4.5’de optimum aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Literatiide, karasal kaynaklardan izole edilen fungus suslarinin ksilanaz
enzimleri Tlizerine yapilan ¢ok sayida calisma oldugu goriilmektedir. Bu
caligmalara bakildiginda, Trichoderma viride (Irfan and Syed, 2012)’ den elde
edilen ksilanazin maksimum aktivitesinin pH 5.0’da oldugu saptanmis olup,
calismamizda kullanilan ksilanaz ile benzerlik gostermektedir. Asidik kosullarda
aktivite gosteren pH 5.0 ile Trichoderma harzianum (Tan et al., 1985), pH 5.5 ile
Aspergillus niger (Frederick et al., 1985), pH 5.4 ile Aspergillus nidulans
(Fernandez-Espinar et al., 1992), pH 5.5 ile Aspergillus sydowii MG 49 (Gosh and
Nanda 1994), pH 4.0 ile Geotrichum candidum (Radionova et al., 2000), pH 4.0
ile Paecilomyces varioti (Kelly et al., 1989), pH 3.0 ile Laetiporus sulphureus
(Lee et al., 2009), pH 5.5 ile Trichoderma reesei (Soroor et al., 2013), pH 4.5 ile
Aspergillus terreus (Sorgatto et al., 2012), pH 5.5 ile Penicillium expansum
(Querido et al., 2006), pH 5.0 ile Trichoderma harizanum 1073 D3 (lIsil and
Nilufer, 2005) gibi fungal kaynaklardan elde edilen ksilanaz enzimleri de
mevcuttur. Penicillium capsulatum tiiriinden elde edilen ksilanaz enzimi asidik
pH’da aktivite gostermekle birlikte calismamizda elde edilen verilere paralel
olarak pH 5.0’dan sonra denatiire olarak aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Ryan
et al., 2003).

Denizel tiirevli fungus suslarindan elde edilen ksilanazlar hem asidik hem de
alkali pH’da yiiksek aktivite gosterirken (Raghukumar et al., 2004), literatiir
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incelendiginde karasal kokenli fungal kaynaklardan elde edilen ksilanaz enzimleri
ise genellikle pH 4.0-7.0 arasinda maksimum aktivite gdstermektedir.
Calismamizda T. pleuroticola 08CKO0O1 izolatindan elde ettigimiz ksilanaz
enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum pH degerinin, denizel tlrevli
funguslardan elde edilen ksilanaz c¢aligmalar1 az olsa da literatiire bakildiginda
farklilik gosterdigi anlasilmistir ve bu farkliligin denizel tiirevli fungus

izolatlariin izole edildigi derinlikten kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Hayvan katki yemi olarak kullanilan ksilanazlarin temel kaynaginin
funguslar oldugu bilinmektedir ve bu kaynaklar arasinda en ¢ok Trichoderma ve
Aspergillus tiirleri yer almaktadir (Achle, 2004). Hayvan yem endiistrisinde
kullanilan ksilanaz enziminin pH degerinin 4.8 olmas: ile birlikte ¢alismamizda
kullanilan enzimin optimum pH’sinin 5.0 olmasi, bu enzimin yem endiistrisi ve

gida endiistrisi i¢in uygun olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda T. pleuroticola 08CKO001 susundan kismen saflastirilan
ksilanaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum sicaklifin saptanmasi
icin 30-100°C araligindaki sicaklik degerleri kullanilmistir. Elde ettigimiz
ksilanaz enziminin optimum aktivitesini 50°C’de gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
4.6). Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde enzim 30°C’de
%49,6, 40°C’de %62,2 aktiviteye sahiptir. Optimum aktivite 50°C’de (% 100)
elde edilirken, sicaklik 60°C ve fizeri sicakliklara c¢ikarildiginda enzim
aktivitesinde hizli bir diisiis goriilmektedir. Enzim 30-50°C araliginda ortalama
%70,6 aktivite gostermekle birlikte 60-100°C araliginda ise ortalama %17 aktivite

gostermektedir.

Denizel tiirevli funguslardan elde edilen enzimler c¢evresel adaptasyon ve
taksonomik farkliliklarindan dolayr karasal tiirlerden elde edilen enzimlerden
farklilik gostermektedirler (Damare, 2007). Denizel tiirevli funguslardan elde

edilen ksilanaz calismalar1 cogunlukla kalitatif olarak sinirli kalmastir.

Literatiir incelendiginde denizel tiirevli funguslar ile ilgili yapilan bir
calismada, Torres ve arkadaslar1 (2013), Paeciomyces sp. FDCAB-7, Aspergillus
sp. PAQ-H, Fusarium sp. KAWITA ve Aureobasidium sp. 2LIPA-M tiirlerinden
elde ettikleri ksilanaz enzimlerinin elde ettikleri ksilanaz enzimlerinin 50°C’de

maksimum aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir.
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Antarktik denizel siingerlerden elde edilen Cladosporium sp. tiiriiniin
irettigi ksilanaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 50°C olarak
belirtilmistir (Del-Cid et al., 2014). Raghukumar ve arkadaslar1 (2004) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Aspergillus niger tiiriinden eclde edilen ksilanaz enzimi,
enzim aktivite tayininde kullanilan pH 3.5 oldugunda 50°C’de optimum aktivite
gosterirken, pH 8.5 oldugunda ise 80°C optimum gosterdigi belirtilmistir.
Optimal sicakliga bagh olarak enzimler mezofilik (40-60°C), termofilik (50-80°C)
ve hipertermofilik (>80°C) olarak smiflandirilmaktadir (Polizeli et al., 2005).
Fungal orijinli ksilanazlarin optimum sicakliklar1 genellikle 40-60°C arasinda
degismektedir.

Literatiir incelendiginde, karasal kaynaklardan izole edilen fungus suslar ile
ilgili yapilan ksilanaz ¢alismalar1 olduk¢a fazladir. Aspergillus awamori
(Kormelink et al., 1993), Asperigillus sojae (Kimura et al., 1995),
Cephalosporium sp.strain  RYM-202 (Kang et al., 1996), Penicillium
purpurogenum (Belancic et al., 1995), Trichoderma harzianum (Tan et al., 1985),
Penicillium sclerotiorum (Knob and Carmona, 2010), Aspergillus sydowii SBS 45
(Nair et al., 2008), Penicillium rolfsii ¢3-2(1) IBRL (Lee et al., 2015) ve
Aspergillus giganteus (Fialho and Carmona, 2004)’dan dan elde edilen
ksilanazlarin maksimum aktiviteleri 50°C’de oldugu saptanmis olup,
caligmamizda kullanilan ksilanazla benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte
maksimum aktivitelerini daha yiliksek sicakliklarda gosteren ksilanazlar da
mevcuttur. Talaromyces byssochlamydoides YH-50 (Yoshioka et al.,, 1981),
Aspergillus aculeatus (Fujimoto et al., 1995) ve Trichderma harzianum (Tan et
al., 1985) ksilanazlar1 maksimum aktivitelerini 70°C” de, Gloephyllum trabeum
(Ritschkoff et al., 1994) ksilanazi1 ise 80°C’de gosterdigi bildirilmistir.

Karasal fungus suslari ile yapilan caligmalara bakildiginda, elde edilen
ksilanaz enzimlerinin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 40-60°C arasinda
olmakla birlikte, denizel tiirevli fungus suslarindan elde edilen ksilanaz
enzimlerinin optimum sicaklik degerini belirtmek, bu konuda yapilan ¢alismalarin

kisitlt olmasindan dolay1 zor olmaktadir.

Calismamizda T. pleuroticola 08CKO001 izolatindan elde edilen ksilanaz
enziminin pH kararliliginin belirlenmesi i¢in farkli pH degerlerinde (pH 2.0-12.0)
+4°C’de On inkiibasyona birakilmistir. Analizler sonunda pH 2.0 ve pH 3.0°de
bagil enzim aktivitesi ortalama olarak %28,7 olarak gerceklesirken, pH 4.0’de
%31,5’e cikmustir (Sekil 4.7). Enzim en yiiksek dayanimini pH 5.0 degerinde
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gbstermistir ve 1 saat sonunda aktivitesinin %53’linii korumustur. pH 6.0
degerindeki bagil aktivitesi %33,7 iken, pH 7.0’de aktivitesi oldukc¢a azalarak
%6,3’e diismiis ve pH 8.0-pH 12.0 arasindaki degerlerde aktivitesini neredeyse
kaybetmistir. Kismi saflastirilan ksilanaz enziminin asidik bolgede nispeten daha

dayanikli oldugu sonucuna varilmistir.

Bakteri kaynakli ksilanazlar daha ¢ok pH 5.0-7.5 arasinda aktif iken,
funguslardan elde edilen ksilanazlar ise genellikle pH 3.5-5.5 araliginda daha
aktiftir (Querido et al., 2006). Alkali-tolerant termofillerden tiretilen ksilanazlar
pH 5.5-9.5 arasinda kararlidir (Dimitrov et al., 1997).

Ksilanazlarin pH kararhiliklar ile ilgili literatlirdeki verilere bakildiginda
sonuglar degiskenlik gostermektedir. Aspergillus sojae’den elde edilen
ksilanazlarin (X-1, X-II) pH kararliliklar1 incelenmis ve her iki enzimin pH 5.0-8.0
arasinda 24 saat kararlilik gosterdikleri belirtilmistir (Kimura et a., 1995).
Aspergillus ficuum AF-98 tiiriinden elde edilen ksilanazin asidik kosullarda daha
stabil oldugu belirlenmistir (Lu et al., 2008). Penicillium purpurogenum tiiriinden
elde edilen ksilanaz enziminin pH 6.0-7.5 arasinda 24 saat stabil kaldigi
belirtilmistir (Belancic et al., 1995). Trichoderma harzianum 1073 D3’den elde
edilen ksilanaz enziminin pH 3.0-7.0 arasinda stabil oldugu ve 4 aydan sonra
aktivitesinin % 50’sini koruyabildigi belirtilmistir (Isil ve Nilufer, 2005).

Ksilanaz enzimleri gida, hayvan yemi ve kagit ve kagit hamuru
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Collins et al., 2005). Kagit ve
kagit hamuru endiistrisinde kullanilan ksilanazlarin yiiksek sicakliklarda ve alkali
pH’da kararl1 olmasi beklenmektedir (Raghukumar et al., 2004). Calismamizda
elde ettigimiz ksilanaz enzimi asidik pH’da kararli oldugu icin kagit ve kagit
hamuru endiistrisinde kullanima uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Bununla
birlikte ksilanazlar gida sektoriinde de kullanilmaktadir ve bu alanda en ¢ok
firmcilikta kullanildig:r bilinmektedir (Harris and Ramalingam, 2010). Gida
endiistrisinde kullanilan ksilanazlarda aranan temel 6zelligin asidik pH’da ytliksek
kararlilik ve yliksek aktivite gostermesi, ¢alismamizda elde edilen ksilanaz

enzimini bu alanda kullanima uygun oldugunu gostermektedir.

Calismamizda T. pleuroticola 08CKO001 izolatindan elde ettigimiz ksilanaz
enziminin 1s1l kararlilig1 incelenmistir (Sekil 4.8). Enzimin 15 dakika 50°C’de 6n
inkiibasyondan sonra yapilan aktivite tayini sonucunda aktivitesinin %18,1 ‘ini

korudugu goriilmiistiir. 50°C’de 60 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda ise enzim
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ancak aktivitesinin %2,1’ini koruyabilmistir. 60°C’de 15 dakika inkiibasyon
sonunda aktivitesinin %14,8’ini korurken, 60°C’de 60 dakika 6n inkiibasyon
sonunda ise aktivitesinin cogunu (%98,5) kaybetmistir. 70°C ve 80°C’ de yapilan
15 ve 60 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda ise enzimin aktivitesinin tamamini
kaybettigi  gozlemlenmistir. Kismi saflastirilan  ksilanaz enziminin 1s1l

kararliliginin olmadig1 sonucuna varilmstir.

Bu calismada eclde edilen sonuglar literatiir sonuglari ile farklilik
gostermektedir. Acrophialophora nainiana tiirtinden elde edilen ksilanaz
enziminin 55°C’de 44 saat stabil kalabildigi belirtilmistir (Salles et al., 2000).
Penicillium purpurogenum tiiriinden elde edilen ksilanaz enzimi 40°C’de 3 saat
boyunca stabil kalip aktvitesini koruyabilmistir (Belancic et al., 1995). Aspergillus
sojae’den elde edilen iki ksilanazin (X-1, X-II) 1s1l kararliligi aragtirtlmig ve X-I
ksilanaz 50°C’de 10 dakika kararliligin1 korurken, X-II ksilanaz ise 35°C’de 10
dakika kararliligini koruyabilmistir (Kimura et al., 1995). Trichoderma reesei
tiriinden elde edilen ksilanazlarin (Xj, Xz Xs) 1sil kararliligi incelenmis ve
50°C’de 15 dakika oninkiibasyon sonucunda enzimlerin stabil oldugu, 55°C’ de
strasiyla %47, %37 ve %41°e distiigii fakat 80°C’de ise aktivitelerinin tamamin
kaybettikleri bildirilmistir (Soroor et al., 2013).

Calismamizda elde edilen ksilanaz enzimi 15 dakikada 50°C’de maksimum
aktivite  gOstermistir.  Bununla  birlikte  enzimin  1s1l  kararliliginin
degerlendirilmesinde, 50°C’de 15 dakika 6n inkiibasyona birakildiginda, enzimin
aktivitesinin ¢ogunu kaybetmesi, yiiksek sicakliklarda kararlilik gerektiren
endiistriyel alanlarda kullanilabilir olmadigimi gostermektedir. Bununla birlikte,
diisiik sicaklik tercih edilen endiistriyel islemlerde, 6zellikle gida endiistrisinde,
ksilanazlarin kullanildig bilinmektedir (Del-Cid et al., 2014)

Fungal kaynaklardan elde edilen ksilanazlar genellikle bakteriyal kaynakli
ksilanazlara gore daha az 1si1l kararliliga sahiptir (Kulkarni et al., 1999). Ksilanaz
enzimlerinin 1s1l kararliliklart enzimlerin farkli 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir
ve 1s1l kararliliga etki eden faktorler her bir enzim i¢in 6zeldir. Hidrojen baglarinin
sayisi, iyonik ciftler, enzim ylizeyinde bulunan yiikli aminoasitlerin orani
(0zellikle Arginin) ksilanazlarin 1s1l kararliliklar ile paralel bir iligkide olup aym
zamanda protein yilizeyindeki aromatik rezidiiler ya da ¢ok sayidaki iyon giftleri
ile yogunlasan ksilanazlar da 1s1l kararliliklar1 arttirabilmektedir (Polizeli et al.,
2005). Ek olarak, karbonhidrat gruplarinin enzimlerin aktiviteleri ile birlikte 1s1l
kararliliklarinda dnemli bir rol aldig1 bilinmektedir (Woodward, 1984).
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Calismamizda elde edilen ksilanaz enzimi 15 dakikada 50°C’de maksimum
aktivite ~ gostermistir.  Bununla  birlikte  enzimin  1s1l  kararliliginin
degerlendirilmesinde, 50°C’de 15 dakika 6n inkiibasyona birakildiginda, enzimin
aktivitesinin c¢ogunu kaybetmesi, yiiksek sicakliklarda kararlilik gerektiren
endiistriyel alanlarda kullanilabilir olmadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte,
diisiik sicaklik tercih edilen endiistriyel islemlerde, 6zellikle gida endiistrisinde,
ksilanazlarin kullanildig1 bilinmektedir (Del-Cid et al., 2014)

Calismamizda, karakterizasyon c¢alismalarinin son kisminda inhibitor,
selator, denatiirant, organik ¢6zgen ve ¢esitli metal iyonlarinin enzim aktivitesi
iizerine olan etkisi arastirllmistir. Enzim 5SmM PMSF ile muamele edildiginde,
aktiviteyi biiylik oranda inhibe ettigi gozlemlenmis ve inhibisyon derecesi %86,8
olarak Olgilmistir (Bkz. Sekil 4.9). Elde edilen sonuglara paralel olarak
Trichoderma reesei susundan elde edilen ksilanazin 5 mM PMSF varliginda
aktivitesini biiyilk oranda azaldigi belirlenmistir (Soroor et al., 2013). Enzim
aktivitesinde meydana gelen bu inhibisyon etkisinin katalitik proseslerde serin
ve/veya sistein rezidiilerinin varligindan kaynaklandigi diistintilmektedir (Soroor
etal., 2013).

B-Merkaptoetanol 5 mM konsantrasyonda enzim aktivitesini indiiklemis ve
%11,8 oraninda artiga neden olmustur (Bkz. Sekil 4.9). Elde edilen sonuca paralel
olarak Paecilomyces themophila susundan elde edilen ksilanaz enziminin (-
Merkaptoetanol varliginda aktivitesini %16,9 oraninda arttirdigr belirtilmistir (Li
et al., 2006).

EDTA’nin 5 mM konsantrasyonda enzimi inhibe ettigi, aktivitede yaklagik
olarak %16,9 oraninda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.9).
Calismamizda elde edilen sonuglar Trichoderma viride ksilanazi ile yapilan
calisma ile paralellik gostermektedir. Trichoderma viride ksilanazinin aktivitesi
tizerine 5 mM EDTA’nin etkisinin oldugu belirtilmistir (Irfan and Syed, 2012). Ek
olarak, Lee ve arkadaslar1 (2009) Laetiporus sulphureus susundan elde ettikleri
ksilanaz enziminin 5 mM EDTA varliginda aktivitesinde yaklasik olarak %9
oraninda azalma oldugunu tespit etmislerdir (Lee et al., 2009). Bir metal baglayici
ajan olan EDTA’nin enzim aktivitesi iizerinde etkisi arastirildiginda elde edilen
sonuclar ile metal iyonlarinin kismi saflastirilan enzimin aktivitesi i¢in gerekli

oldugu diisiliniilmektedir.
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Kuvvetli anyonik siirfaktanlardan olan SDS 5 mM konsantrasyonunda
kullanildiginda, enzim tamamen inhibisyona ugramis ve aktivite gozlenememistir
(Bkz. Sekil 4.9). Elde edilen sonuglara paralel olarak Trichoderma reesei
susundan elde edilen ksilanaz enziminin 5 mM SDS varliginda aktivitesinin
cogunu kaybettigi belirtilmistir (Soroor et al., 2013). Bu durum, kuvvetli bir
denatiirant olan SDS’in  enzimin yapisint tamamen bozmast ile

acgiklanabilmektedir.

Protein denatiirant1 olan iirenin 5 mM konsantrasyonunda enzim aktivitesini
%31,9 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.9).

Iyonik olmayan siirfaktanlardan Triton X-100 ve Tween 80 son
konsantrasyon %0,05 (v/v) oraninda kullanilarak enzimle muamele edildiginde,
Triton X-100 aktiviteyi %35,9 oranda arttirirken, Tween 80 enzim aktivitesini ¢ok
diisiik bir oranda inhibe etmis ve bu oran %2,2 olarak belirlenmistir (Bkz. Sekil
4.9). Elde edile sonuglara paralel olarak Aspergillus fumigatus Z5 susundan elde
edilen ksilanaz enziminin %0,05 (v/v) Triton X-100 konsantrasyonunda
aktivitesinde artis meydana geldigini belirtmistir (Miao et al., 2015). Miao ve
arkadaslar1 (2015) aym1 zamanda %0,05 (v/v) konsantrasyonda Tween 80
varliginda ksilanaz enziminin aktivite degisimi arastirmis ve Tween 80’nin enzim

aktivitesinde fazla etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.

Ksilanaz enzimine organik c¢dzgenlerin etkisinin belirlenmesi i¢in enzim
¢ozeltisine son konsantrasyonu %5 (v/v) olacak sekilde aseton, toluen, hekzan,
etanol ve izoamilalkol eklenmistir Toluen enzim aktivitesini %21,6 oraninda
arttirirken ve asetonun enzim aktivitesini az miktarda azalttig1 ve bu oranin %5,6
oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.9). Hekzan, etanol ve izoamilalkol enzim
aktivitesini inhibe ettigi, inhibisyon oranlarinin sirasiyla %32,3, %31,6 ve %31,9

oldugu belirlenmistir.

Literatiire incelendiginde, organik solventlerin ksilanaz enzimleri {izerine
etkileri ile ilgili ¢alismalar sinirli olmakla birlikte, baz1 ¢aligmalar mevcuttur.
Maalej-Achouri ve arkadaglar1 (2012) Talaromyces thermophilus tiiriinden elde
ettikleri ksilanaz enziminin aktivitesini aseton, etanol ve metanol gibi organik
cozgenlerin %5 (v/v) varliginda incelemistir. Arastirmanin sonunda, ksilanaz
enziminin etanol varliginda aktivitesinde artis gozlemlenirken, aseton ve metanol

varliginda aktivitesinin %90°nin1 korudugu goriilmiistiir.
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Baska bir ¢alismada Faulet ve arkadaglar1 (2006), simbiyotik bir fungus olan
Termitomyces sp. tiriinden elde ettikleri ksilanaz enziminin, %5 (v/v)
konsantrasyonda ectanol ve aseton gibi organik c¢ozgenlerin varhigindaki
aktivitesini incelemis ve asetonun enzim aktivitesinde artisa sebep oldugu,

etanoliin varliginda ise enzim aktivitesinin %80’ini korudugu belirtilmistir.

Organik ¢ozgenlerle ile yapilan ¢alismalara ek olarak, Aspergillus niger
C3386 izolatindan elde edilen ksilanaz enziminin, etanol ve izopropanol gibi
organik ¢dzgenlerin %5 (v/v) konsantrasyonda aktivitesi incelenmistir (Yang et
al., 2010). Arastirmanin sonunda etanol ve izopropanoliin enzim aktivitesini

yaklagik olarak %10 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir.

Organik solventler enzimatik reaksiyonlarda hidrofobik substratlarin
coziindiiriilmesi isleminde kullanilmaktadir. Organik ortamlarda enzimatik
reaksiyonlarin uygulanmasinin esas avantaji suda bulunan hidrofobik substratlarin
¢Oziinme sorunun ortadan kaldirilmasidir (Faulet et al., 2006). Hemiseliiloz, hiicre
duvarinda lignin ve seliilozla birlikte bulunmaktadir ve hemiseliillozun elde
edilmesi icin fiziksel 6n islemler ile birlikte kimyasal 6n islemlerden geg¢mesi
gerekmektedir. Lignoseliilozik materyallerin enzimlerin daha hidroliz edebilecegi
sekilde getirilmesinde organik ¢ozgenler kullanilmaktadir (Saha, 2003). Bu acidan
bakildiginda, endiistriyel alanda kullanilacak enzimlerin organik ¢dzgenlere karsi
kararl1 olmasi aranan Ozelliklerden biridir. Calismamizda kullanilan hekzan,
etanol ve izoamilalkol varliginda enzim aktivitesinin yaklasik olarak %60’
korumasi, toulenin enzim aktivitesini arttirmasi ve aseton varliginda ise
aktivitesinin %90’1n1 korumasi, enzimin gida ve biyodoniisiim endiistrilerinde

kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, ¢esitli metal iyonlarinin ve inhibitér maddelerin enzim
aktivitesi lizerine etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir. T. pleuroticola 08CKO001
fungus susundan elde ettigimiz ksilanaz enzimi, Fe*? iyonunun 5 mM
konsantrasyonunda aktivitesinde azalma goriilmiistiir ve Fe*? iyonunun aktiviteyi
%52,8 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.9). Calismada elde edilen veriler
benzer sekilde Aspergillus terreus AF-98 ksilanazi, 5 mM Fe* varliginda
aktivitesinin %57’sini koruyabilmistir (Sorgatto et al., 2012). Bununla birlikte
Fe*?’nin baz1 ksilanaz enzimlerinde aktiviteyi arttirict etkisi vardir. Trichoderma
viride ksilanazinin Fe"?’nin 5 mM konsantrasyonunda aktiviteyi %34 arttirdigi
belirtilmistir (Irfan and Syed, 2012).
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Calismamizda elde ettigimiz ksilanaz enzimi Ca* iyonunun 5 mM
konsantrasyonu ile inkiibe edildiginde enzim aktivitesinde inhibisyona sebep
oldugu belirlenmistir ve %45,1 oraninda aktiviteyi azalttigir bulunmustur (Bkz.
Sekil 4.9). Literatiire bakildiginda genel olarak Ca*? iyonunun ksilanaz aktivitesini
arttirdigi  bilinmektedir. Yapilan bir c¢alismada Ca* iyonunun 5 mM
konsantrasyonunda ksilanaz aktivitesini %35 oraninda arttirdigi belirlenmistir
(Lee et al., 2009). Benzer bir sekilde Trichoderma viride ksilanazi Ca*? iyonunun
5 mM konsantrasyonunda enzim aktivitesini % 29 oraninda arttirdig1 tespit
edilmistir (Irfan and Syed, 2012). Bu durum Ca*? iyonunun, enzim ve substrat
kompleksinin kararliligina yardimei olmasi ile agiklanabilmektedir (Juturu and
Wu, 2012). Ca* iyonunun ksilanaz aktivitesi {izerindeki farkl etkileri, enzimlerin

izole edildigi kaynaklarin farkli olmasindan ileri geldigi diistiniilmektedir.

Calismamizda T. pleuroticola 08CKO001 izolatindan elde ettigimiz ksilanaz
enzimi Co*?, Zn*? ve Mn*? iyonlarinin 5SmM son konsantrasyonlar1 ile inkiibe
edildiginde enzim aktivitesinde inhibisyona sebep oldugu belirlenmistir (Bkz.
Sekil 4.9). Co*, Zn'? ve Mn*? aktiviteyi sirasiyla %58,6, %38,4 ve %52,8
oranlarinda azalttigi bulunmustur. Bu iyonlarin ksilanaz enzimleri iizerindeki
etkileri degigsmektedir. Laetiporus sulphureus susundan elde edilen ksilanazin
Co* iyonunun 5 mM konsantrasyonunda enzim aktivitesini % 98.4 korudugu,
aynt konsantrasyonda Zn*? iyonunun ksilanaz aktivitesi iizerine Onemli bir
etkisinin olmadig1 ve Mn*? iyonunun ise enzim aktivitesini %22,5 oraninda
azalttig1 bildirilmistir (Lee et al., 2009). Aspergillus ficuum AF-98 susundan elde
edilen ksilanaz enzimi Co*? ve Zn*? iyonlarmm 5 mM konsantrasyonlarinda
aktivitesini korudugu, Mn*? iyonunda ise %26,6 oraninda aktivitesini kaybettigi
belirtilmistir (Lu et al, 2008).

Cu? ve Mg" iyonlarmmm 5 mM son konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinde inhibisyon gozlemlenmistir ve enzim aktivitelerini sirasiyla %31,9
ve %]15,6 oranlarinda azalttigt belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.9). Literatiire
bakildiginda bu iyonlarin ksilanaz enzimleri {iizerine etkileri degiskenlik
gostermektedir. Aspergillus ficuum AF-98 susundan elde edilen ksilanaz
enziminin Cu*? iyonunun 5 mM konsantrasyonunda aktivitesini %15,8 arttirdig
ve ayn1 konsantrasyonda Mg+2 iyonu varliginda aktivitesinde bir degisim olmadig1
belirtilmistir (Lu et al, 2008). Lee ve arkadaslar1 (2009) Laetiporus sulphureus
susundan etmis olduklar1 ksilanazin Cu*? iyonu varliginda (5 mM) aktivitesinin
%387,3’linii ve Mg+2 iyonu varliginda (5 mM) aktivitesinin %91,2’sini korudugunu
belirtmislerdir (Lee et al., 2009).



68

K" iyonunun 5 mM son konsantrasyonunda enzim aktivitesi indiiklenmis,
aktivitede %27,7 oraninda artis gézlemlenmistir (Bkz. Sekil 4.9). Ba™® ve Na*
iyonlarmin 5 mM son konsantrasyonlar1 ise enzim aktivitesinde aktivasyona
neden olmustur ve aktivasyon oranlari sirasiyla %6,9 ve %4,5 olarak dl¢iilmiistiir.
Elde edilen sonuglara paralel olarak Aspergillus terreus AF-98 susundan eclde
edilmis ksilanaz enzimi K* iyonunun 5 mM konsantrasyonunda aktivitesini
yaklasik olarak %34 arttirdig1 bulunmustur (Sorgatto et al., 2012). Bunula birlikte,
Lu ve arkadaslar1 (2008) Na® ve K' iyonlarmm varhginda (5 mM) enzim
aktivitesinde bir degisiklik olmadigini belirtmislerdir.

Sonug olarak tez ¢alismamizda, denizel tiirevli T. pleuroticola 08CKO001
fungus izolatindan elde ettigimiz ksilanaz enzimi amonyum siilfat tuzu
kullanilarak 9%40,3 verimle 2,3 kat saflagtirnllmistir. Yapilan karakterizasyon
caligmalar1 sonucunda enzimin optimum pH ve optimum sicakligi sirasiyla, 5.0 ve
50°C olarak belirlenmistir. Hayvan yem endiistrisinde kullanilan ksilanazlarin
esas kaynaginin Aspergillus ve Trichoderma gibi fungal oldugu ve en ¢ok bu
tiirlerden elde edilen ksilanazlarin kullanildigi bilinmektedir (Aehle, 2004).
Bununla birlikte yem endiistrisinde kullanilan ksilanaz enziminin pH degerinin
4.8 oldugunun bilinmesi tez ¢alismamizda elde ettigimiz ksilanaz enziminin bu
endiistride kullanilabilecegini gostermektedir. Gida endiistrisinde ise ksilanaz
enzimlerinde asidik pH’da stabil ve optimum aktivite gostermesi gibi 6zellikler
aranmaktadir (Polizeli, 2005). Dolayisiyla tez calismamizda elde -ettigimiz
ksilanaz enzimi ayni: zamanda gida endiistrisinde kullanilabilir nitelikte oldugu
goriilmektedir. Bundan sonra ksilanaz iiretimi ucuz ve farkli substratlarin
kullanilabilirliginin arastirilmasi ve farkli substratlarda iiretimin optimizasyonu

caligmalarinin yapilmasi planlanmaktadir.
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