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Adsorbe olabilir Organik ksenobiyotik bilesikler

Elementary Chlorine Free, Cl, kullanmadan kagit hamuru beyazlatma
yontemleri.

Totally Chlorine Free, Hi¢ bir klorlu bilesik kullanmayan kagit hamuru
beyazlatma yontemleri.

Selllaz ve Ksilanaz pozitif

CMC ortaminda seluloz hidroliz zonu

DNS testinde selliloz aktivitesi

Glikozit Hidrolaz “enzim ailesi”

Karboksimetil Selliloz ( Carboxy Methyl Cellulose )

Defined Xylan ortami, Besiyeri 4

Nutrient Agar

Mililitrede “ international Unit "enzim birimi cinsinden enzim miktari.

Firin kurusu hamur

“ International Unit ” enzim birimi. Bir dakikada bir mikro mol (1/1000 mol)
uriin agiga ¢ikaran enzim miktari.( 0,0599 IU = 1 nkat )

Birch Wood Xylan

Taramali elektron mikroskobu ‘ Scanning Electron Microscopy ’

Seliiloz harici polisakkaritler. ‘ non-seliiloz polisakkarid ’

ingilizce * Colony forming unit’ kisaltmasidir.
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TURKGE OZET
DENIZLi ACI-GOL CEVRESINDEN iZOLE EDILEN AEROBIK BAKTERILERIN
KAGIT SANAYIINDE KULLANILABILIR KSILANAZ ENZiMi URETIMLERI
ACISINDAN iINCELENMESI

Cem AZERI

Doktora Tezi, Genel Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Abdurrahman U. TAMER
Haziran, 2009

Ksilanazlarin kagit endistrisindeki etkinligi endustriyel uygulamalarla gdésterilmistir.
Kagit endustrisinde 6zellikle, termoalkolofilik ve sellilaz aktivitesi icermeyen ksilanazlar tercih
edilmektedir. Alkali ve tuzlu bir gél olan Aci Go&l izolatlari, G&l Orneklerinden ksilan agar
plaklarinda ksilan hidrolizi ve daha sonra selllaz agar plaklarinda selilaz hidrolizi agisindan
tarama ile izole edilmiglerdir. Sekiz ksilan hidroliz edici, selllaz hidroliz zonu olusturmayan izolat
denemeler igin secilmistir. Morfolojik ve biyokimyasal karakterlere bagl olarak; Ag1, Ag2, Ag8,
Ag12, Ag13, Ag20 Ag32 ve Ag35 izolatlarinin Bacillus genusu lyesi olduklari belirlenmistir.

Optimum ksilanaz tretim sicakli§i Ag1 izolati igin 40, diger izolatlar igin 35°C olarak
belirlenmistir. izolatlarin ucuz tarimsal substratlarla ksilanaz (iretimi de incelenmistir. Tim
izolatlar icin maksimum ksilanaz uretimi ticari birch wood ksilan ile elde edilmistir. Ancak bu
oran tarimsal substratlarla ksilanaz Uretimleriyle karsilastinldiginda aradaki farkin
onemsenmeyecek derecede az oldugu gortlmustar.

Sekiz izolatin ham kiiltiir filtratlarinda optimum ksilanaz aktiviteleri pH 9.0 ve 60°C
olarak belirlenmistir. izolat Ag1 hari¢ diger izolatlarin ham Kkultir filtratlarinda ksilanaz
aktivitesinin pH 9.0 ve 60°C’'de bir saat siirede kayba ugramadigi gorilmustir. DNS testi ile
Ag2, Ag8 ve Ag35 izolatlarinin ham kaltar filtratlarinda diasuk miktarda selllaz aktivitesi
belirlenirken; Ag12, Ag13, Ag20 ve Ag32 izolatlarinin ham kultur filtratlarinda belirlenebilir
dlzeyde selulaz aktivitesi goralmemistir. Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlari, k&dit hamuru
beyazlatmadaki etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla kraft hamuru denemeleri igin segilmislerdir.
Kagit hamurlarinin ksilanaz 6n islemleri pH 9.0, 60°C ve 10 IU ksilanaz /g fk-hamur sartlarinda
gerceklestiriimistir. Ksilanaz 6n islemlerinde Ag12 ve Ag13 izolatlarinin ham kiltir filtratlan ile
1.8 mg / g fk-hamur indirgen seker salimi, Ag32 ve Ag20 izolatlar igin ise, sirasi ile 2.7 ve 3.6
mg / g fk-hamur indirgen seker salimi elde edilmistir. Ksilanaz ile islem gérmuas kagit hamurlari
ve enzimatik igslem gormemis kontrol hamuru EDTA-peroksit kimyasal beyazlatma islemine tabi
tutulmustur. %1’lik EDTA isleminden sonra, k&git hamurlari %1 NaOH, % 2.5 H,0,, %5 hamur
kesafetinde 70°C’de 80 dakika sureyle kimyasal beyazlatmaya tabi tutulmuslardir. Kimyasal
beyazlatma sonrasinda Ag32, Ag20 ve Ag12 izolatlar igin kontrole kiyasla, sirasi ile 7.32, 5.99,
2.67 kappa sayisi dusisU, yine sirasi ile kontrole gére beyazlik artiglari 3.0, 1.5 ve % 1 1SO
daha ylUksek elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Ksilanaz, Seliilaz, Kagit Hamuru, Bacillus, izolasyon, Aci-Gél, Alkalifilik,
Termofilik, Bitkisel Substrat.



ABSTRACT
INVESTIGATION OF AEROBIC BACTERIA THAT ISOLATED FROM DENiZLi
ACIGOL LAKE IN TERMS OF THEIR PRODUCTIONS OF XYLANASES USEABLE
IN PAPER INDUSTRY

Cem AZERI

Ph.D. Thesis in General Biology
Supervisor: Prof. Dr. Abdurrahman U. TAMER
June, 2009

The effectiveness of xylanases as a prebleaching agent in pulp and paper industry has
been established on a commercial scale. Especially, thermoalkalophilic and cellulase-free
microbial xylanases are preferred in the pulp and paper industry. The strains from samples of
alkaline and salty Aci Gol lake, were isolated by screening for xylanolysis on xylan agar media
and then screened for cellulase hydrolysis on solid media containing carboxy methyl cellulose.
Eight xylan hydrolyzing and not cellulose hydrolysis zone producing isolates were selected.
The selected bacterial strains Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20 Ag32 and Ag35 were
characterized and identified based on morphological, biochemical and physiological characters
as belonging to the genus Bacillus.

Optimum xylanase production temperatures evaluated as 40°C for Ag1 and 35°C for
other seven isolates. Xylanase production of isolates in low-cost agriculture substrates, were
also investigated. Maximum xylanase production of all isolates obtained by commercial birch
wood xylan. Nevertheless, the xylanase productions by agriculture substrates were only
negligible degree low, comparing the commercial xylan.

Optimum xylanase activities determined as 60°C and pH 9,0 for all eight isolates.
Except isolate Ag1, crude culture filtrates of isolates were fully stable for one hour at 60°C and
pH 9.0. By the DNS method, low amounts of cellulase activity determined in the crude culture
filtrates of Ag2, Ag8 and Ag35, the crude culture filtrates of isolates Ag12, Ag13, Ag20 and
Ag32 did not show any detectable cellulase activity by the DNS method. Isolates Ag12, Ag20
and Ag32 were selected for kraft pulp experiments to evaluate their efficiency in pulp bleaching.
Xylanase pretreatment was carried out at pH 9.0, 60°C and 10 IU xylanase / g od-pulp
conditions. In the Xylanase pretreatments, with crude culture filtrates of Ag12 and Ag13, equally
1,8 mg / od-pulp reducing sugar release obtained. And for Ag32 and Ag20, 2,7 and 3,6 mg / od-
pulp educing sugar release obtained, resvectively. Xylanase-treated samples and un-enzyme
treated control pulp were bleached with EDTA-peroxide bleaching sequence. After EDTA ( %1 )
treatment, pulps were chemically bleached at %1 NaOH, %2,5 H,O,, %5 pulp consistency and
70°C for 80 minutes. After chemical bleaching, comparing the control, 7.32, 5.98, 2.67 kappa
number reduction obtained for isolates Ag32, Ag20 and Ag12 respectively. The brightness of
bleached pulps for isolates Ag32, Ag20 and Ag12 were 3.0, 15 and 1.0 % ISO higher than
control pulp, respectively.

Keywords: Xylanases, Cellulase, Paper Pulp, Bacillus, Isolation, Salty Lake, Alkalophilic,
Termophilic, Waste Agricultural Substrates.



1. GIRIS

Farkh kullanim alanlari igin farkh tiplerde Uretilen kagit gelismis toplumlar igin
vazgecilmez bir Grindir. Kagit endustrisi 6nde gelen buyulk sanayi kollarindan birisidir ve kagit
Uretimi toplumun kdltirel gelisimi ile stirekli artis gostermektedir.

Kagit yapiminda dnemli miktarda ¢evreye zararli atiklar olusmaktadir. Atik miktari, kagit
uretimindeki artis ile paralel olarak surekli artmaktadir. Geleneksel ka&git Uretiminde, 6zellikle
k&gt hamuru beyazlatma asamasinda klorlu beyazlatici kimyasallarin kullanilmasi sonucu
aciga cikan atiklarin bir kismi toksik, kanserojen, dogal ortamda kolay bozulmaya ugramayan
ve canl dokularda birikebilen maddelerdir. Son zamanlarda surdurilebilir gelismenin
saglanmasi ve gevrenin korunarak gelecek nesillere aktariimasi konusunun énem kazanmasi
sonucu olusan toplumsal ve yasal baskilar nedeni ile kagit endustrisi atiklarinin azaltilmasi igin
degisik, yeni alternatif yontemlerin gelistirimesi konusunda yogun c¢alismalar yapilmaktadir.
Onerilen alternatif ydntemlerden biri de kaJit beyazlatma asamasi 6ncesinde ksilanaz
enzimlerinin kullaniimasidir. Bu konuda son zamanlarda bakteriyal ksilanazlarin kullanimi
giderek 6nem kazanmaktadir.

Kagit yapiminda ozellikle yiuksek sicaklik ve alkali sartlarda etkinligini koruyan ve
selilaz aktivitesi icermeyen ksilanazlar aranmaktadir. Denizli Aci Gdl gibi alkali goller, istenen
bu o6zelliklere sahip ksilanaz Uretici mikroorganizmalarin izole edilebilecegi Dinya'da az
rastlanan 6zel habitatlardir. Bu nedenle cgalismamizda Denizli Aci Goél'den alkali sartlarda
Ureyebilen ve etkin ksilanaz enzimi Uretici bakteri izolatlarinin eldesi ve son olarak bunlara ait
ksilanaz enzimlerinin o6zellikleri ile k&gt hamuru UGzerindeki etkinliklerinin arastiriimasi
amagclanmistir. Tarkiye’de yer alan alkali goéllerde benzer bir galismanin yapilmamis oldugu
gorulmastar. Calismamiz ile bu konudaki bilgi a¢idi gideriimeye ve ilgili konuda daha sonra

yapilacak ¢aligmalar icin 6n bilgiler elde edilmesi amaclanmistir.



2. KAYNAKLARIN OZETi

2.1. Diinya'da ve Tiirkiye’de Kagit Uretiminin Durumu

Kagit, kultirel ve sanayi alanindaki kullanimi ile ginimizin en 6nemli ihtiyag
maddelerinden birinidir. Bu ydniyle kagit bir uygarlik 6lgisi ve kisi basina tiketilen kagit miktari
refah ve egitim dizeyinin bir gdstergesi olarak kabul edilmektedir. Elektronik kayit sistemlerinin
hizla yayginlasmig olmasina ragmen k&gidin dneminde bir azalma olmamistir. Kagit endustrisi
en eski endustrilerden biri olup halen dinyanin en buyuk 5 endustrisi olan demir-celik, tekstil,
kagit, organik kimyasallar ve petrokimya endustrileri icinde Uglinci sirayi almaktadir ( Gavcar ve
digerleri 1999, Rousu et al. 2002 ). Turkiye’de kisi basina yillik kagit tiketimi 1936’da 1.8 kg
iken 1995’de 21 kg'a ¢cikmistir. 1994'de Diinya kagit Uretimi yilda 269 milyon tona ulasmistir.
Kisi basina yillik k&gt Avrupa’da 96.5 kg., Diinya ortalamasi ise 47.7 kg’dir ( Arit 1997 ). 1980
Yilinda ABD’de kisi basina yillik kagit ve karton tiiketimi 272 kg, ingiltere’de ise122 kg olmustur
( Bostanci 1987 ).

Kagit dretimi baylk miktarda dogdal kaynak tiuketimine neden olmaktadir ( Rousu et al.
2002 ). Bu nedenle Zengin orman kaynagina sahip olan iskandinav Ulkeleri gibi kuzey iilkeleri,
Dunya kagit uranleri pazarinda egemen durumdadir.

1999 yilinda, Tirkiye'de 7’si kamu sektoriine, 33'U 6zel sektdre ait olmak lzere toplam
40 kagit ve karton isletmesinin Uretim faaliyetlerini sitrdirmekte oldugu bildirilmistir. 2005
yazinda SEKA fabrikalarinin 6zellestiriimesinin tamamlanmasi, Turkiye'de k&git uretimi igin bir
doénim noktasi olmustur. Bu ve gelismeden sonra Turkiye’de kadgit hamuru ve k&gdit neredeyse
tamamen mamul olarak ithal edilir duruma gelmistir. Tlrkiye k&git hammaddesi olan ada¢
bakimindan ¢ok zengin degildir. Ancak k&gt Uretimi konusunda bazi gelismeler olmaktadir.
SEKA Dalaman fabrikasini alan ve yilda 12—-13 milyon dolarlik okaliptiis odunu ithal etmekte
olan Mopak A.S. Mugla’da yerli hammadde kaynaklari gelistirme plani yapmaktadir. Bu amagla
her yil 500 bin dolarlik kaynak ayrilmasi planlanmistir ve 240 hektar alana okaliptis fidani dikimi
icin basvurulmustur. Okaliptlis agaci Gretmenin Turkiye'de Uretilen zeytin, pamuk gibi Griinlerine
gore, dekar basina daha ¢ok kazandirdigi belirtiimistir ( Altundag 2004 ).

Daha ileriki kisimlarda uzerinde durulacagi gibi, k&dit endustrisi atiklarinin yol actigi
gevre ve insan sagligini tehdit edici kirlilik karsisinda kamunun tepkileri ve yeni kanuni
zorlamalar nedeni ile ksilanaz enzimlerinin kullanimini da igeren yeni alternatif beyazlatma
teknolojileri gelistiriimektedir. Turkiye’de yerli hammaddeye dayali kagit Uretimine ddénme
planlari yapilmaktadir. Turkiye, g¢evre ile ilgili bazi uluslararasi anlasmalara taraf olmustur.
Ayrica Avrupa Birligi cevre kriterlerine uyum calismalari yapilmaktadir. Bu nedenle kagit
endustrisinin  yol actigi ¢evre sorunlarini azaltici yeni teknolojilere Onem verilmesi

gerekmektedir.



2.2, Kagit Hammaddesi Olarak Lignoseliiloz ve Odun

Gunimuizde kagit ve karton Uretiminde ¢gam gibi igne yaprakli, uzun elyafli agaglar ve
kayin, kavak, okaliptls gibi genis yaprakli ve daha kisa elyafli agaclar ile keten, bugday samani,
misir sapl, kamislar gibi kisa elyafli yilhik bitkilerden hammadde olarak faydalaniimaktadir (
Tamerler 2001 ). Ancak, k&gt endustrisinde temel hammadde aga¢ odunlaridir ( Greil 2001 ).
Dunya’daki k&git hamurunun % 5 — 11 kadari aga¢ olmayan bitkisel kaynaklardan elde
edilmektedir. Bu tip hamur dretimi genellikle orman kaynaklari sinirli olan gelismekte olan
ulkeler igin 6nemlidir. Cin % 90, Hindistan % 48 k&dit hamurunu aga¢ olmayan bitkisel
kaynaklardan elde etmektedir ( Stanley 1996 ). Odun; selliloz, hemiseliiloz, lignin ve pektince
olusturulan lignoselilozik yapidadir. Kagit endustrisinde kullanilan odunlar, sert odun olarak
adlandirilan genis yaprakli Angiosperm odunlari ve yumusak odun olarak adlandirilan, genelde
recgineli olan ¢cam gibi igne yaprakli Gymnosperm aga¢ odunlari olarak iki guruba ayrilmaktadir.
Her iki gurup odunda bazi farkliliklara karsin seliloz % 40-50, lignin % 20-35, hemisellloz %
25-35, pektin % 1-2 oraninda bulunur ( Bostanci 1987 ). Dinya’daki biyomasin ve karbonun
cogunlugunu bu g polimer olusturmaktadir ( Greil 2001 ).

Bitki hdcre duvarinin, odunun ve kagidin temel bileseni olarak selllozu dugsunmek
gerekir. Sellloz, ¢ok sayida D-glikoz birimlerinin 180 derecelik donis ve komsu sellloz
molekullerinin 1.ve 4. karbonlari arasindaki 8 baglanimi ile olusan bir polimerdir. Bu sekildeki
baglanim spiral sekilde olan amilozdaki o. baglaniminin tersine selllozun dogrusal bir sekle
sahip olmasina neden olur. Paralel seliloz molekilleri hidrojen baglari ile demet seklinde
birleserek sellloz mikrofibrillerini olustururlar. Selliloz mikrofibrilleri birleserek seltiloz fibrillerini
olusturur. Seliloz fibrillerinin olusturdugu ag, bitki hiicre duvarinin en temel elemanidir (
Bostanci 1987 ).

Odunlasmis bitki dokularinda hiicre duvari temel hemiseliiloz tipi olan ksilan, hem aga¢
odunlarinda hem de otsu bitkilerde sellloz harici polisakkaritlerin en 6énemli ve en yuksek
oranda bulunanidir ( Bostanci 1987, Greil 2001 ). Ksilani daha az oranda bulunan pektin izler (
Beg et al. 2001 ). Ksilanin Temel monomeri D-ksilozdur. (-1,4-glikozidik baglantili D -
ksilopiranozil Unitelerden olusan Ksilan ana omurgasi degisik yan dallarin baglanmasi ile
cesitlenir. Degisik bitkisel kaynaklarda yan dallarin farkhihgina bagl olarak farkh ksilan tipleri
olusmaktadir ( Shallom and Shoham 2003 ).

Monomerleri arasinda  baglanimi bulunan ksilan molekiilleri de seliiloz gibi dogrusal
bir yapidadir. Ksilan, sellloz mikrofibrillerine, genelde onlarla paralel dogrultuda olacak sekilde
hidrojen baglari ile baglanmaktadir. Ksilanlar bitki hiicre duvarinin morfogenezinde énemli role
sahiptirler. Bitki hticre duvari olusumu sirasinda, glukronik asit yan dallari iceren glukranoksilan
tipindeki ksilanin, lignin olusumu &6ncesinde seliloz mikrofibrillerinin Gzerini sikica saracak
sekilde olustugu, negatif yUkli olan glukronik asitlerin karboksilik asit guruplar arasindaki
itmenin paralel seltloz mikrofibrillerinin birbiri Gzerinde yigiimalarini engelleyerek, arada yeterli

aclkligin kalmasina ve daha sonra olusan lignin sekillenmesinde de rol oynadidi belirlenmistir.



Degisik odunsu ve otsu bitkilerdeki arabinoksilanlar ile glukomannanlar gibi degisik
dominant hemiseliloz tipleri de muhtemelen ayni modele uygun iglevierde rol oynamaktadirlar
(Sirinivasan and Rele 1999, Reis and Vian 2004 ). Ksilan bitki hiicre duvarinin gerilmelere karsi
esnek bir yapi gostermesinde de rol oynar ( Morris et al. 2004 ).

Lignin genel olarak fenolik yapidaki temel birimlerden olusan karigik bir yapiya sahiptir (
Greil 2001 ). Lignin orani, bitki hiicre duvarinin i¢ kismindan en digta yer alan orta lamele dogru
artar ve orta lamelde en ylksek seviyeye erisir. Orta lamel bitki hiicrelerinin birbiri ile temasta
oldugu ve birbirine yapistigl tabakadir ( Bostanci 1987 ). Lignin oduna sertlik ve direng
kazandirir. Karasal bitkilerin dik durabilmesini saglar.

Ksilan ve diger hemiselllozlar bitki hiicre duvarinda lignin ve sellloz Mikrofibrilleri
arasindaki kisimlarda yer alirlar ( Beg et al. 2001 ). Ksilan molekiilleri, yan dalari Gzerinden
lignin ile kovalent baglar araciligi ile baglantilidir. Ksilan ayni zamanda sellloz mikrofibrilleri ile
daha ¢ok kovalent olmaya baglantilar yapabilmesi nedeni ile bitki hiicre duvarinin bitinligindn
korunmasinda 6nemlidir ( Srinivasan and Rele 1999, Greil 2001 ). Altinda kalan seliloz
demetlerinin Ustinde bir orti olusturan Ksilan, sellloz demetlerinin birbirleri ve lignin ile
baglantisini saglamaktadir. Bu temel bilesenlerinin organizasyonu odunun 6&zelliklerinin
olusmasina neden olur. Sekil 2.1’de kilem hiicrelerinin hiicre duvarindaki temel biyo-polimerlerin
dizenlenisi gosterilmistir. Ksilem dokusunda yer alan lifsel hiicrelerin diizenlenisi ise Sekil

2.2’'da gOsterilmistir.

selluloz

gelluloz  mikrofibrilleri
fibrilleri

Sekil 2.1. Ksilem hicrelerinin geper ince yapisi. Ksilem hiicresi geperinin temel elemani demet
halinde selliloz polimerlerinin olusturdugu seliloz mikrofibrilleridir. Her c¢eper tabakasinin
mikrofibrilleri birbirlerine paralel olup diger komsu tabakalarin mikrofibrilleri ile a¢i yapacak
dogrultudadir. Ara kisimlar lignin ile doludur. Mikrofibrillerin Gzerinde yogun olarak ksilan
bulunur. Ksilanlar mikrofibrilleri ve lignini birbirlerine baglar. Pektin gibi az miktarda bulunan

maddeler sekilde g6z ardi edilmistir ( orijinal )
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SEKIL 2.2. Ksilem dokusundaki lifsel hiicrelerinin diizenlenisi. Orta lamel ( a ), ksilem
hicrelerinin limeni ( b ) ve geperleri ( ¢ ). Ksilem hicresinin ¢eper tabakalari ( d ). Farkh
dogrultudaki seltloz fibrillerinden olusan geper tabakalarinin st tste gelmesi ile olusan érgisel
yapi ( e ). ( Atik ve digerleri 2002’den ).

Yapisinda yer alan temel biyo-polimerlerden farkli olarak odunlar, su iginde biyolojik
yikima ugramadigi strece bozulmadan uzun silreler yapisini korumaktadir. Bu durum odun
yapisindaki temel biyo-polimerlerin mikro diizeydeki 6zel diizenlenisinin bir sonucudur. Ayrica,

bu yapilanma biyolojik pargalanmaya kargi direng kazandirir ( Beg et al. 2001 ).
2.3. Kagit Yapimi

Kagit dretiminde enzimlerin kullanimi konusuna girmeden 6nce kagit tretim tekniklerinin
taninmasinda fayda bulunmaktadir. Kagit, sulu ¢ozelti halindeki kagit hamuru liflerinin kuruma
sirasinda kimyasal olmayan baglarla birbirine baglanmasi ile olusan levha seklinde bir Griindir.
Kagit yapmak icin ilk 6nce hammaddenin k&git hamuru haline getirilmesi gerekir. Kagit hamuru
bitkilerin odunsu kisimlarina ait htcresel liflerin sulu ortamda birbirinden bagisiz halde
bulundugu ve yodun iken hamur kivaminda olan bir yapidir. Kaliteli bir Kagit, temel olarak
ligninden arindirimis seltlozdan olusur. Ancak buradaki sellloz, selliloz molekdlleri veya
seliloz mikrofibrilleri olmayip tiip seklindeki lifsel ksilem hiicreleridir. Kagit hamurunu olusturan
lifsel ksilem hicrelerinin hiicre ¢eperinde yer alan seliloz fibrillerinin olusturdugu 6rgisel yapi
bozulmamis durumdadir. Kagit hamuru eldesi igin énce hiicresel liflerin serbest hale gegmesi
gerekmektedir ( Bostanci 1987 ).

Kagit hamuru eldesi i¢in degdisik yontemler uygulanmaktadir. Odun, rafindér denen
aletlerde mekanik kuvvet uygulamasi ile liflere ayrilabilir. Bu tip k&dit hamuru elde iglemleri
mekanik yontemler olarak adlandirihr. Odunun 150 — 180°C sicaklik ve kimyasal maddeler ile
yumusatiimasindan sonra mekanik kuvvet uygulamasi ile lifdirmenin yapildigi yéntemler yari
kimyasal veya termomekanik kagit hamuru yapimi olarak adlandirilir. Sicaklik ve alkali, hidrojen
baglarinin zayiflamasina ve ligninin daha yumusak bir hale gelmesine sebep olmaktadir. Bu tip

yontemlerde kagit hamurlarinin lignin icerigi ¢ok yiksek oldugundan liflerin birbirine yapisma



Ozellikleri zayif olup ylksek derecede beyazlatiimalari da mimkin olmadidindan bu tip
hamurlar genelde karton ve mukavva gibi kaba urdnlerin yapiminda kullanilabilir, belli oranda
gazete kagitlarina katilabilirler. Gegmiste Balikesir SEKA kagit fabrikasi bu tip Uretimde
bulunmustur. Ancak, bu tip Urlnlerin yapiminda beyazlatiimamis kraft hamuru kullanimi da
yaygindir.

Kagit hamuru eldesinde en ¢ok kullanilan yoéntemler kimyasal kagdit hamuru elde
yontemleridir. Bu yontemler daha ¢ok ligninin gideriimesine yoneliktir. Odunu olusturan hiicresel
lifler baylk oranda ligninden olusan orta lamel ile birbirlerine sikica baglidir. Lignin hem odunun
hamur haline gelmesinde hem de k&gdit yaparken liflerinin birbirine baglanmasinda en biyik
engeldir. Lignin ayrica k&dida sert ve kaba, kirilgan 6zellik kazandirir. Kimyasal kagit hamuru
elde yontemlerinde temel islem, yongalar haline getirilmis odunun kimyasal ¢ozelti icerisinde
basing ve sicaklik uygulanarak pisiriimesidir. Kimyasal yontemlerle ka&git yapiminin énemli
asamas! olan pisirme veya hamur elde etme “pulping” isleminde temel amag¢ ligninin
hedeflenen belli bir derecede uzaklastiriimasi oldugundan pisirme islemine delignifikasyon da
denmektedir. Ligninin uzaklastiriimasi ile odun lifleri kendiliginden serbest hale gegerek kagit
hamuru ( ingilizce ‘ pulp’ ) olugur ( Bostanci 1987 ).

Kimyasal yontemlerle k&gdit yapimi beg temel asama olarak gururlandirilabilir Her
asama cok degisik sekillerde gerceklestirilebilir.

1. Kabuklarin soyulmasi ve odunun ufak yongalar haline getiriimesi

2. Pisirme veya hamur eldesi ( pulping ) asamasinda, yongalar haline getirilmis odun
degisik kimyasallarla beraber sitiir. Bu asamada asil amag ligninin ¢ogu kismini
uzaklastirmaktir.

3. Beyazlatma, Pisirme ve sonrasinda yapilan alkali yikamadan sonra hala hamurda
kalmig olan bir kisim ligninin giderilip istenilen bir beyazlatmanin elde edilmesi icin yapilan
islemlerdir.

4. Yikama ile hamur igindeki artik beyazlatici maddeler uzaklastirilir. Yikamada
kullanilan sivi genelde kostik ile alkalilestirilmistir. Yikama sollisyonu hamurdaki renkli
maddeleri de giderir. Beyazlatma genelde asamalar halinde yapildigindan her asamadan sonra
alkali bir yikama yapilir ve bu yikama asamalarina alkali ekstraksiyon ( veya E asamasi ) denir.

5. K&git hamurunun k&gt haline dénisturilme asamasi

Kimyasal k&gt hamuru yapimi iki temel yontem ile gergeklestirilir. Bu yontemler sulfit ve
sulfat ( genelde kraft yontemi olarak gegmektedir ) kimyasal yontemleridir ( Muna and
Sreekrishnan 2001 ).

Sulfit kimyasal yontemi ile kagit hamuru eldesinde odun yongalari SO, iceren ¢ozeltide,
yuksek sicaklik ve basing altinda pisiriimeye tabi tutulur. Genelde SO, yaninda Na,CO; iceren
pisirme ¢dzeltisi kullanilir. Ozellikle recineli odunlar kullaniliyorsa islem ilerledikge dnemli
miktarda asitlesme gergeklesir. Asit ¢cok yiksek dederlere ulasirsa hem seliloza hem de
kazanlara zarar verir. Yontem 1866’da bulunmustur ancak halen ylksek beyazlikta kagitlarin
eldesinde ¢ok kullanilan yontemdir. Elde edilen hamur beyazlatiimaya tabi tutulmadan dnce bile

oldukga acik renklidir. Sulfit kimyasal yontemi ile genis yaprakli agaglardan kagit hamuru elde



edilebilir iken, yiksek asit olusumu nedeni ile c¢am gibi regineli agdaclardan
faydalanilamamaktadir. Selliloz kaybinin ve pisirme slresinin yiksek olmasi, hamurun
yapiskan olup zor islenmesi, asit olugsmasi sonucu olusan korozyon, tesislerin kurulmasinin
pahallya mal olmasi, kimyasallarin geri kazanilamamasi, yontemin O6nemli bazi
dezavantajlaridir. Sulfit kimyasal yontemi Diinya ¢apinda ikinci olarak en ¢ok kullanilan kagit
hamuru elde yontemidir ( Bostanci 1987 ).

Sulfat yéntemi veya yaygin olan diger adi ile kraft yontemi, silfit ydnteminden daha
sonra 1884 yilinda bulunmustur. Silfat kimyasal yéntemi ile k&dit hamuru eldesinde odun
yongalari yiksek alkali ortamda sodyum siilfiir ( Na,S ) , sodyum hidroksit ( NaOH ) ve Na,CO;
iceren g¢ozeltide yaklasik 170 °C’de 2 saat pigirmeye tabi tutulur. Yontemin adi, pisirme gozeltisi
icin gerekli kimyasallarin elde edildigi yakma firinlarina eklenen sodyum silfattan gelmektedir.
Dinya’da en yaygin olarak kullanilan kimyasal kagit hamuru elde etme yontemidir. Silfat
yoénteminin sulfit ydntemine bir Ustinlugl, pisirme iglemi sonuca agida ¢ikan ve siyah likor (
black liquor ) denen c¢dzeltinin firinlarinda yakilmasi ile kullaniimis kimyasallarin tekrar geri
kazanilabilmesidir. Bu sekilde geri donlisimu saglanmis kimyasallarin ¢ézuldugu siviya beyaz
likdr denilir ve pisirme sirasinda tekrar kullanilir. Ayrica kraft hamurlarinda sellloz kaybi sdlfit
yontemine gore daha dusuk olup mamulin direng Ozellikleri de ¢ok daha yuksektir. Lignin
kalintis1 % 3,6 kalacak sekilde pisirilmis sulfat hamurunda % 9,8 sellloz kaybedilmis iken, ayni
miktar lignin kalintisi kalacak sekilde pisirilmis sulfit hamurunda % 16,1 seliloz kaybedilmis
olmaktadir. Kraft yonteminin gelistiriimesi ile ilk defa ¢gam gibi regineli aga¢ odunlarindan kagit
elde edilebilme olanagi dogmustur. Ancak, kraft yontemi ile elde edilen hamurlarin rengi sulfit
hamuruna kiyas ile daha koyudur, buna karsin, kraft hamurlari, sulfit ydntemine goére biraz daha
fazla beyazlatma islemi ile yiksek beyazlik derecelerine kadar beyazlatilabilmektedir ( Bostanci
1987 ).

Kraft hamuru edesinde hiicresel lifleri bir arada tutan orta lamel ve primer ¢eper lignini,
suda ¢ozunen tiolignin gibi bilesiklere, silfit hamuru pisirme islemlerinde ise lignosulfanatlara
donlsur. Pisirme asamasi sonucunda olusan suda ¢6ziinen bu gibi lignin kékenli maddeler ve
polimerize taninler nedeniyle kagit fabrikasi atiklari koyu renklidir ( Subramaniyan and Prema
2000 ). Normal bir kraft pisirime islemi ile ligninin tamami uzaklastirilamaz ( Bostanci 1987 ).
Yaklagik toplam ligninin %90-95’l yikima ugrayip ¢ozuldikten sonra geri kalan ligninin
¢bzulmesi azalmakta ve kalinti lignin denilen bir kisim lignin k&gt hamurunda kalmaktadir (
Archibald et al. 1997, Uner 2003 ). Degisik yontemlerle ve en iyi sartlarda elde edilen hamurlar
bile, her zaman bir miktar renklidir. Lignin kalintilari ve pigirme sirasinda degisime ugramis
lignin yapilari, pisirme isleminden ¢ikan kagit hamurundaki koyu kahverengin temel sorumlusu
olarak kabul edilmektedir ( Bostanci 1987, Tamerler 2001 ). Kimyasal hamur elde etme
yontemlerimdeki pisirme islemi sonunda elde edilen hamurun rengi genelde, lignini
uzaklastirmadan gergeklestirilen mekanik hamur elde etme yontemlerinden daha koyudur.
Bunun nedeni kimyasal hamur elde ydntemlerinde lignin gogunun uzaklastiriimasina karsin bir
kisim kalinti ligninin pisirme kimyasallari ile reaksiyona girip okside olarak 15131 siddetle absorbe

eden koyu renkli bilesikler olusturmasidir. Daha agik renkli olmalarina kargin, mekanik



yontemlerle elde edilen hamurlarin beyazlatiimasi ekonomik dedildir ve yuksek derecede
beyazliklara kadar adartilamazlar. Bu nedenlerle beyaz k&gt elde edebilmek icin beyazlatma

veya agartma “ bleaching ” denilen islemlere gerek duyulur. Ksilanazlarin kagit sanayinde
kullanimi genelde agartma islemi ile iligkili oldugundan agartma konusu bu agidan 6nem
kazanmaktadir ( Bostanci 1987 ).

Beyazlatma veya agartma, Pisirme sonrasinda hala hamurda kalmis olan bir kisim
ligninin ve renk olusturucu maddelerin giderilip istenilen bir beyazlatmanin elde edilmesi igin
yapilan ve hamur eldesi islemine gore ¢ok daha pahali iglemlerdir ( Bostanci 1987 ). Kagit
hamurunun beyazhdi, kalinti ligninin miktar ve kimyasal yapisi ile iligkilidir iyi kaliteli beyaz
kagidin yapiimasi lignin ve lignin pargalanma drinlerinin gideriimesi ile saglanabilir (
Subramaniyan and Prema 2002 ).Kagit hamuru agartma islemlerinin selliloza zarar vermeden
gerceklestiriimesi gerekmektedir ( Uner 2003 ).

Beyazlatma, agartici denilen kimyasallar kullanilarak yapilr. Agartici  kimyasallarin
baslicalarini olusturan klor temelli beyazlaticilar, klor gazi (Cl, ) , hipoklorit (Na CIO ), klorit (
NaClO, ), klor dioksit (CIO; ) ile Oksijen temelli beyazlaticilar olan sodyum peroksit (Na,O, ),
hidrojen peroksit ( H,O, ) ve ozon ( O3 ) gibi maddelerdir. ( Bostanci 1987, Tezel ve digerleri.
2001 ). Beyazlatma asamalari genelde kullanilan kimyasal maddeye goére adlandirilr.
Beyazlatma asamalari ile ilgili olarak kullanilan ve agsamalari simgeleyen baglica kisaltmalar C,
klor gazi ( Cl, ); D, klor dioksit ( CIO, ); E, alkali ekstraksiyon ( NaOH ); H, hipoklorit ( NaOCI );
CD, klor gazi ve klor dioksit; Eo, alkali ekstraksiyon ve oksijen kullanimi; O, oksijen gazi olarak;
A, asit; P, hidrojen peroksit; X, ksilanaz uygulamasi olarak verilebilir ( Bostanci 1987 ).
Beyazlatma genelde asamalar halinde yapildigindan her asamadan sonra alkali bir yikama (
alkali ekstraksiyon, E asamasi ) yapllir. Yikama sivilari genelde kostik ile alkalilestirilistir.
Yikama ile hamurdaki renkli maddeler ve artik kimyasal maddeler uzaklagtirilir. Beyazlatmadan
onceki pisirme islemi sonunda da bir yikama islemi yapilir. ( Muna and Sreekrishnan 2001 ).

Agartmada kullanilan kimyasallarin genelde sellloz Uzerine de konsantrasyon, pH ve
sicakhk gibi uygulama sartlarina da bagli olarak az veya ¢ok yikici etkisi bulunmaktadir. Bu
nedenle Tek bir asama halinde agartma yapilmasi selliloz Uzerinde oldukga fazla yikima sebep
oldugundan agartma islemleri genelde ¢ok fazla alternatifi olan ve ard arda gelen bircok asama
halinde yapilir. Ornegin gok iyi bir beyazlatici olan klor gazi belli miktarlardan ve yogunluktan
fazla kullanildiginda sellloza da zarar verir. Ayrica tek bir beyazlatici kullanilarak ylUksek
derecede beyazliklar elde edilemez ( Bostanci 1987 ). Cogu kagit fabrikalarinda beyazlatma
islemlerinde, kurulum maliyeti biraz daha yuksek olan ¢cok asamal iglemlerin tercih edilmesinin
en onemli diger sebepleri, dusik kimyasal tlketimi ve bariz bir esnekligin olugsmasidir.
Beyazlatma asamalarinin sayisi azaldikca islemin kontroli zorlagsmakta ve riskler de
artmaktadir ( Anonim 5 2003 ). Beyazlatma asamalarindaki farkhliklar nerdeyse isletmeye bagli
olarak degisecek kadar goktur. Benzer asama siralarini izleyen isletmelerde bile en azindan
uygulama sartlarinda farkhhklar gérilebilmektedir ( Bostanci 1987 ).

Elementer klor ( Cl, ) k&git hamuru igin en etkili beyazlatici maddedir. Klor, Lignin ile

degisik sekillerde reaksiyona girer.  Klorun aromatik halkaya substitusyonu halkalarin



aclimasina neden olur. Oksidasyon reaksiyonu lignindeki eter baglarini koparir, ayrica, ligninin
alkali ortamda daha kolay ¢ozilmesini saglayan karboksilik asit guruplarinin olugsmasina neden
olur. Klor ile kalinti lignin blyik miktarda degrade edilir ( Uner 2003 ). Klorun, lignin ile
reaksiyona girmesi ile olusan ve suda ¢oziinebilen klor lignin, lignine kiyasla daha koyu renkli
olup alkali ekstraksiyon ile kagit hamurundan kolayca ayrilir. Bu nedenle beyazlatmadaki bir klor
asamasini genelde bir alkali ekstraksiyon asamasi izler. Klor ile beyazlatmada yuksek sicaklik
ve alkali sartlara gerek yoktur. NaCIlO ( hipoklorit ), NaCIO2 ( klorit ), CIO2 ( klor dioksit ),
agartmada kullanilan diger énemli klorlu bilesikleridir. Klor dioksitin selliloza zarari hipokloritten
daha azdir. Klordioksit Lignin yaninda regineleri de iyi okside eder. Hipoklorit ise klor dioksitten
daha iyi beyazlik saglar. Kraft hamurlarinin beyazlatmasinda hamurun tonu icin yaklasik 40 Kg
kadar klor tiiketilebilir ( Bostanci 1987 ).

Hipoklorit ve hidrojen peroksit kuvvetli oksitleyici maddeler olup birgok renkli bilesigin
pargalanma ve renginin giderilmesine neden olan, evlerde de beyazlatici olarak kullanilan ve iyi
taninan maddelerdir. Oksijen gazi da kagdit hamurlarina beyazlatici etkilidir, ancak bu amacla
kullaniminda daha sonra bahsedilecegi sekilde bazi sorunlar mevcuttur ( Bostanci 1987 ).

Bazi beyazlatma asamasi dizileri oldukga yayginlasmislardir. Ozellikle kraft
hamurlarinin beyazlatiimasinda uygulanan CEDED asamalar tipindeki beyazlatma, klasik
olarak ¢ok kullanilan beyazlatma tiplerinden biri olmustur ( Bostanci 1987 ).

CEDED asamalari tipinde bir beyazlatma islemindeki uygulama sartlari Cizelge 2,1’de,

CHED asamalarinin igleyis semasi ise Sekil 2.3' de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. CEDED agamalari tipinde bir beyazlatma 6rneginde uygulanan sartlar (Bostanci
1987).

Hamur
Asamalar yogunlugu Kimyasal Sicakhik Siire pH
1.C % 3,5 % 0,17-0,25 Cl, 20 40 dk. -
2E % 12 NaOH 70 2 saat 11
3.D % 12 % 0,6 -1,2 CIO, 70 3 saat 35-4
4.E % 12 % 0,5 NaOH 70 2 saat Alkali

5D % 12 %0,36-0,6 CIO, 70 3 saat 5-6
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Sekil 2.3. CHEHD asamalari tipinde bir beyazlatma isleminde, islemlerin yiritilmesi ( Bostanci
1987 ).

Agartma isleminde oksijen kullaniimasi duslincesi ¢ok eskiye dayanmasina karsin,
oksijenin selliloza da yuksek oranda yikici etki géstermesi sebebi ile oksijenli beyazlatma islemi
ancak 1960 yilinda SSCB’de uygulanmistir. Ancak bu uygulamada da sellloz kaybi ¢ok yiksek
seviyede olmustur. Daha sonra ilk olarak Fransa’da Mg tuzlari ve silikatlar kullanildiginda
oksijenin sellloza verdigi zarar azaltilabilmigtir. Oksijen kullanimi son zamanlarda ¢evreye ¢ok
zararli olan klorlu beyazlatma islemlerine bir alternatif olarak dnem kazanmaktadir. Birgok
degisik segenege bir 6rnek olarak, kraft hamurlarina iyi sonu¢ verdigi icin ¢ok sik olarak
uygulanmakta olan CEDED tipindeki bir beyazlatma serisi OCDED olarak geligtirilmistir.
Genelde siilfit hamurlarina veya isvigre’de kraft hamurundan gazete kagdidi yaparken uygulanan
CEH tipindeki beyazlatma, 6n bir asit ‘A* asamasi eklenerek, AOH seklinde degistirilebilmistir.
Oksijen ile agartma basingli ve alkali sartlarda 90 — 120 C° de yapilmaktadir. Oksijen de tek
beyazlatici olarak kullanilamamaktadir ( Bostanci 1987 ).

Agartma sonucunda elde edilen k&git beyazhdi gozle dlgulebilir olmayip, MgO beyazhgi
standart ve %100 kabul edilerek aletsel olarak o&lculir. Genelde, Beyazliin % G.E. degeri
olarak belirlenmesi yaygindir. G.E. kisaltmasi beyazlik 6lger aletlerin Ureticisi General Electiric
firmasinin adindan gelmektedir. Cizelge 2,2’de Degisik tip kagit drinlerine ait % G.E. degerleri
gOsterilmistir.

Cizelge 2.2. Degisik kagit rtnlerine ait % G.E. degerleri ( Bostanci 1987 ).

Beyazlik derecesi ( % G.E.) Uriin
95-99 Super agartilmis para kagitlari vb.
87 -93 Beyaz ince kagitlar, Beyaz defter kagitlari vb.
70 -85 Kuselenmis beyaz karton vb
55 -65 Gazete vb.
40-50 Ambalaj, oluklu mukavva vb.

15-30 Kaba ambalaj.
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Kagit yapiminin en son agamasi olan kagit olusturma asamasinda, liflerin yassilagarak
baglanma ylzeyinin arttinimasi icin k&gt hamuru ezilir ve bazi dolgu maddeleri ile
karistirildiktan sonra hareketli elekler Gzerine puskurtulerek istenilen kalinlikta yayilarak suyu
giderilir. Daha sonra liflerin birbirine siki baglanmasi igin yapilan sikistirma ve kurutulma

islemleri ile levha haline getirilir ( Muna and Sreekrishnan 2001 )

2.4. Kagit Endiistrisi ile ilgili Gevre Sorunlari ve Yeni Teknoloji Arayislan

Kagit endustrisinin ksilanaz kullanimi gibi yeni beyazlatma teknolojilerine yonelmesinin
temel sebebi klasik k&dit beyazlatma islemlerinde c¢evreye cok zararl atiklarin olugsmasidir.
Ozellikle kimya ve kagit endustrileri gibi birgok modern endustri islemlerinden ¢ikan atiklarda
daha oOnce tabiatta bulunmayan ve ksenobiyotik olarak adlandirilan bilesikler bulunur. Bu
bilesiklerin birgodu canlilarda toksik etki olusturan ve dogal olarak pargalanma sureleri ¢ok uzun
olan bilesiklerdir. K&git endstrisi atiklarinda gok degisik tipte toksik maddeler olmasina karsin
bunlardan 6zellikle beyazlatma islemlerinde agida ¢ikan ve énemli toksinler gurubunda yer alan
klorlu fenolik bilesikler, k&gdit endustrisi atiklarindaki en toksik maddelerdir ( Andretta et al. 2004
). Cevreyi en ¢ok kirletici sanayi kuruluslari siralamasinda Petrol, gimento, deri, tekstil ve gelik
endustrisinden sonra Kagit sanayi altinci siraylr almaktadir. Kagit Uretimi yapan sanayi
kuruluglarinin degisik Uretim asamalarina ait atiklarindan 250°'den fazla kimyasal madde
tanimlanmistir. Ozellikle klorlu lignin bilesiklerinin bir kismi oldukga kanserojendir ( Raghukumar
2004, Pérez-Alzola and Santos 1997 ).

Kagit endustrisi atiklarinda bulunan klorlu fenolik bilesikler serbest ( hegzan ile
ekstrakte edilebilen ) ve bagh ( kuvvetli, alkaliler ile ekstrakte edilebilen ) olarak iki guruba
ayrilmaktadirlar. Kanada ¢evre koruma yasalari ( Environment Canada and Health and Welfare
Canada, 1991) bu gibi Kagit enduistrisi atiklarini ve ilgili kimyasallari toksik olarak belirtmektedir.
Kagit endustrisi atiklarindaki klorlu toksik maddeler ve 6zellikle poli-klorlu fenolikler akut ve
kronik toksik etkiler olusturma, canlilar ve besin zincirinde birikme 6zelligindedir. Ligninin klorlu
kimyasallarla pargalanmasi ile olusan klorofenoller, klorokatekoller ve bazi kloroalifatikler gibi
birgcok klorlu lignin pargalanma Urini bilesikler sedimentlerde ve besin zincirinde degisik
seviyelerde birikim gostermektedir. Bu bilesiklerin detoksifikasyonu klasik bir biyolojik aritim
tesisi ile gerceklesememektedir ( Andretta et al. 2004 ). Dusuk molekul agirlikli klorlu hidrofobik
noétral bilesikler hiicre zarlarina nifus etme yetenegindedir ( Muna ve Sreekrishnan 2001 ).
Elementer klor geleneksel kadgit hamuru beyazlatma islemlerinde, beyazlatmanin dzellikle ilk
asamasinda olmak Uzere temel beyazlatici maddedir ( Reinstaller 2005 ). Klor beyazlatiimasi
sirasinda olusan temel atik Grlnler olan kloroligninler, Uretilen her ton hamur bagina 1 — 4
kilogram gibi yiksek miktarda olugur ( Muna and Sreekrishnan 2001). klorofenoller, canlilardaki
oksidatif fotofosforilasyon, protein sentezi ve lipit biyo sentezi gibi faaliyetler Gzerine toksik
etkiler gosteren ylksek toksisiteye sahip bilesiklerdir. Klorofenollerle yapilan akut toksisite
¢alismalari sonucunda, bu bilesiklerin ppm konsantrasyonlarinda sudaki organizmalara yuksek
oranda toksik oldugu gérilmustir ( Unal 2005 ). Klorlu fenolik atiklar kagit fabrikasi atik klorlu
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bilesiklerinin %2’sini olusturmalarina karsin toksisite ve kanserojenite de en dnemli kismi
olustururlar. Kagit fabrikasi atiklarinda bulunan dioksinler de bilinen en toksik kimyasal
bilesiklerdendir. WHO, 1997 yilinda kagit enddstrisi atiklarinin DNA hasari, genetik bozukluklar
ve kansereneden sorumlu oldugunu aciklamistir ( Muna and Sreekrishnan 2001 ). Kagit
fabrikasi atiklarina karsi olusan ‘klorofobi’ zararli atiklarin azaltiimasi konusundaki baskilarin
olusmasinda temel roli oynamistir ( Dhillon et al. 2000b ). Bu gibi sorunlar sebebi ile gevreci
orgutlerin yodun bilgilendirme kampanyalari, ciddi toplumsal tepkiler ve yasal yaptirimlar
sonucunda kagit sektdrlu alternatif beyazlatma teknolojileri arastirmalarina yoéneltilmistir (
Anonim 4, 1996 ). 1980’lerin sonlarinda Kuzey Amerika’dan ¢ok dnce, bazi akademik galismalar
ve bilingli tiiketici etkinlikleri ile dzellikle isveg’te TCF tipi beyazlatma uygulanmaya baglamistir.
1990'dan sonra kagit sektéri 6nemli degisiklere gitmek zorunda kalmaya baslamistir (
Reinstaller 2005 ). Ksilanazlarin k&git beyazlatmada kullaniimasi bu arayislar sonucu 6énem
kazanmistir ( Altonen et al. 2000 ). Kraft hamurlarinin klorlu beyazlatiimasi sonucu agiga ¢ikan
dioksin miktarinin azaltilmasi konusunda alternatif bir metot olarak, ksilanaz enzimlerinin
kullanimi ile beyazlik artisi sadlanabileceginin ilk olarak 1986’da bildirilmesinden sonra, kraft
hamurlar igin endustriyel Olcekte ksilanaz 6n beyazlatma c¢alismalari 1989'dan itibaren
bildiriimeye baslanmistir ( Yang et al. 1995 ). Bugin igin kuzey ve bati Avrupa Ulkelerinde
kanuni zorunluluklarin getirdigi dizenlemeler sonucu uygulanmaya baglanan yeni beyazlatma
metotlari yolu ile kagit fabrikalarindan dogaya salinan organik klorlu bilesiklerin ( AOX,
absorbed organic chlorine ) atihmi 6nemli o6lglide azalmistir. Cogu bati Avrupa kagit
fabrikalarinda beyazlatma islemleri elementer klor uygulamadan yapilmaktadir. Kuzey
Avrupa’da ise oksijenli 6n beyazlatma islemleri yayginlagsmistir. Yeni, klorsuz veya elementer
klorsuz beyazlatma iglemlerin en énemli ve baslica iki tipinin ingilizce kisaltmalari ECF ve TCF
tipi beyazlatma iglemleridir. ECF ( elemental chlorine-free ) tipi beyazlatma islemlerinde
elementer klor kullaniimamaktadir. ECF tipi beyazlatmada kullanilan kimyasallar klor dioksit,
¢bzlinmus lignin ekstraksiyonu igin alkali maddeler, peroksit ve oksijendir ( Altonen et al. 2000
). Klor dioksit uygulamasi ile atiklarda bulunan toksik klorlu bilesikler azalir, bulunanlarin buiyuk
Kismi da dogal ortamda bozulabilen yapidadir. Yeni bir uygulama olan Ksilanazlar ile kagit
hamuru 6n beyazlatma iglemleri, klasik beyazlatma islemlerinin yani sira ECF ve TCF gibi yeni
tip beyazlatma islemleri ile beraber de uygulanabilmektedir. TCF ve ksilanazin beraber
uygulandidi bir uygulamada, elde edilebilen beyazlikta énemli bir artis olmamasina karsin,
ozonun selliloza zarar verici etkisinin azaldidi, hedeflenen beyazliga daha az ozon kullanilarak
ulagilabildigi gérdlmistir ( Roncero et al. 2005, Beg et al. 2001 ). Lignin gideriminin arttiriimasi
icin klor yerine alternatif olarak sunulan arttiriimis pisirme islemi, klor dioksit agirlikh agartma,
hidrojen peroksit, ozon ve oksijen kullanimi gibi alternatifler daha yiksek maliyetli olup
gelistirilmeleri calismalari devam etmektedir ( Beg at al. 2001 ).

Daha ¢evreci uygulamalar olarak O,, O3, H,O, kullanilan oksijen temelli beyazlatma
islemleri ve ksilanazlar ile 6n beyazlatma islemlerinin kombine uygulamalari konusundaki
c¢alismalar devam etmektedir ( Bajpai and Bajpai 1992 ). Beyazlatmada yeni teknikler olan

oksijen, ozon ve peroksit kullanimi, klora gére ¢ok daha pahalidir ( Tamerler 2001 ). Kagit
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Uretim igletmelerinin yatirnm maliyetlerin ylksek, kar oranlarinin ise diusuk ( Kenealy and Jeffries
2003, Tulus 2004 ) ve klor ve bilesiklerinin ucuz ve beyazlatmada en etkili kimyasallar olmasi
nedeniyle, isletmeler icin olusturdugu cevresel sorunlara karsin klorlu beyazlatma islemlerinin
terk edilmesi ¢ok zor olmaktadir ( Bostanci 1987 ).

Kagit endustrisinde 6ne ¢ikan biyolojik yontem ksilanazlarla 6n beyazlatma islemleridir (
Sevastyanova 2005 ).Enzimler beyazlatma islemlerinde ve tesislerde blyuk degisiklikler
gerektirmeden ve maliyetlerde fazla bir artisa neden olmadan uygulanabilirler ( Tamerler 2001 ).

Kagit endustri icin diger bir alternatif biyolojik yontem de Biyolojik hamur Gretimidir (
Akhtar et al.1999 ). Ancak, Ksilanazlar kullanilarak yapilan 6én beyazlatma islemleri, Biyolojik
hamur Uretimi iglemlerinden daha ¢ok kabul gérmektedir ( Subramaniyan and Prema 2000 ).
Biyolojik hamur Gretimi ( * Biopulping ’ ) hamur elde islemi 6ncesinde odun yongalarinin lignin
pargalayici funguslarla isleme tabi tutulmasi islemidir. Ancak bu tip uygulamalarda degisik
funguslarin odun tipine goére farkh etkinlik gdstermesi ve odun yongalarinin sik fungal
kontaminasyona ugramasi gibi sorunlar belirtiimistir ( Akhtar et al.1998 ).  Seliloz
degredasyonu temel bir problem olarak gérilen ve uzun sire gerektiren biyolojik hamur elde
etme islemlerinde genellikle beyaz ¢irtklik funguslari kullaniimaktadir ( Bajpai ve Bajpai 1999 )
Bu islemlerde temel bir sorun da strenin iki hafta gibi uzun olmasi ve bu arada kontaminasyon
risklerinin bulunmasi gibi gériinmektedir. Ayrica bu islemlerde kullanilacak fungal izolatlarin da
sellloza zarar verici etki gostermemesi gerekmektedir. Biyo-hamur eldesi, 6zellikle mekanik
kagit hamuru eldesinde enerji sarfiyatini énemli dlglide disulrebilmektedir ( Akhtar et al 1996,
Breen and Singleton 1999 ).

2.5. Kagit Endistrisinde Ksilanazlar

Yeni kagit hamuru beyazlatici alternatifleri olan hidrojen peroksit, oksijen ve ozon
yaninda biyolojik beyazlatma iglemleri de énem kazanmaktadir. Ozellikle selllaz aktivitesi
icermeyen ( ‘cellulase-free’ ) ksilanazlar ( 1,4-B-D-xylan xylanohydrolase, EC 3.2.1.8 ) baska
biyo teknolojik kullanimlar yaninda kagit hamuru beyazlatma iglemleri igin de blylk 6neme
sahiptirler. Enzimlerin k&gdit endustrisinde kullaniimasi konusundaki arastirmalar esasen 1980
sonrasinda baslamistir. Ksilanazlarin k&git endistrisinde kullaniimaya baslamasi ise 1990’dan
sonraki yillarda olmustur. Kagit hamuru ve kagit sektért Dunya ¢apinda enzim uygulamalarinin
yayginlasabilecegi blyuk sektorlerden biri olarak ortaya ¢ikmaktadir ( Tamerler 2001 ). Kagit
endustrisinde enzimlerin kullaniimasina dair ilk arastirmalar liflerin birbirine baglanma gicinin
arttinimasi igin selllazlarin  kullaniimasi konusunda olmustur. Selllazlarin bu amagla
kullanilmasinda viskozitede disme ve lif dayaniklihiinda azalma olustugu gorilmistir. Bu
sorun baska faydalarinin yani sira ka&git direncinde artisa da neden olan ksilanazlarin
kullaniimasi ile asilmistir. SelUlaz enzimleri su drenaj hizlan dustuk olan kullanilmis geri
doénlistim kagit hamurlarinin, su drenaj hizinin artirlmasi amaci ile Kanada, Japonya, Fransa

gibi bazi Ulkelerde kullaniimaktadir ( Tamerler 2001 ). Enzimler, k&git endustrisinde yikama,
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tikanmalara yol agan yapigskan maddelerin giderimi, atik sulari aritimi gibi bircok islem
asamasinda faydali olabilmektedir ( Kenealy and Jeffries 2003 ).

Kagit hamurundaki kromofor denen koyu renk verici maddeler ( kromofor ) esas olarak
kalinti ligninden olusur. Kalinti ligninin kagit hamurundan uzaklastiriimasi ve uzaklastirilamayan
az bir kisminda oldugu yerde renginin gideriimesi kagit hamuru beyazlatma islemlerinin
temelidir. Bir kisim kromoforun ekstrakte edilerek hamurdan ayrilmasi zordur. Ayrica, Kalinti
lignin hamur metriksinde yer alan ksilan ve diger polisakkarit molekullerine kovalent baglarla
baglidir ( Tamerler 2001 ). Lignin ve karbonhidratlar arasindaki bu gibi baglar, pisirme (
‘pulping’ ) isleminden dnce odun yongalarinda ve pisirme sonrasinda olusan kagit hamurunda
bulunmaktadir. Bu tip baglarin bir kismi da pisirme sirasinda olusmaktadir ( Archibald et

al.1997). Sekil 2,4’de Lignin ve polisakkaritler arasindaki degisik baglar gosterilmistir.

LIGNIN

Sekil 2.4. Lignin ve polisakkaritler arasindaki degdisik baglar ( Archibald et al.1997, Krause et al.
2003 ).

Ksilanin ilging bir 6zelligi seltloz fibrillerine kovalent olmayan baglarla baglanabilmesidir.
Ksilanda, selllozdaki gibi -CH,OH guruplarinin olmamasi, seliiloz gibi ksilan zincirleri arasi
hidrojen baglarinin olusmasina neden olmaz. Ancak, ksilan sellloz Uzerine baglanarak ‘ ko-
kristalize ’ olabilir. Bu baglanma seliilozdaki —CH,OH guruplari ile ksilandaki glikozidik oksijenler
arasinda gergeklesir. Bu sekilde, sellloz lzerine sikica ancak kovalent olmayan sekilde bagh
bir ksilan tabakasi olusur ( Smith 1977 ). Sekil 2,5de selliloz ve ksilan arasindaki bu baglanim
gOsterilmigtir.

?:; %ilﬂz “o.. Seliloz

Seliloz

Arabino ksilan Glikozidik Ksilan
oksijen

Arabinoz OH

Sekil 2.5. Ksilan'in selliloz’a baglanimi
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Kagit hamurunun elde edildigi pisirme islemlerinde ¢ézinen bir kisim ksilan sonradan
tekrar seliiloz lifleri Gzerine ¢okelmektedir. Reabsorbe olan bu ksilanin olusturdugu tabaka
kimyasal beyazlaticilarin liflere nifuzunu engelleyerek beyazlatma islemini zorlalastirmaktadir.
Ayrica lignin ve diger istenmeyen renkli bilesik liflerden salinimi da engellemektedir ( Tamerler
2001, Rifaat et al. 2005 ).

Kagit endustrisinde basta ksilanaz olmak Uzere hemiselllazlarin kullanilabilecegi
distincesi ilk olarak 1986 ve 1987 yillarinda Viikari ve arkadaslarinin ¢alismalari ile giindeme
gelmigtir. ( Bhat 2000 ).

Kagit hamurlarinin beyazlatma 6ncesinde ksilanaz kullanarak 6n igslemine tabi tutulmasi
sonucunda kagit hamuru lif gegirgenliginin artmasi ile ligninin serbestlesmesi ve sonraki
asamalarda daha az okside edici kimyasal ile ligninin uzaklastirilabilmesi igin yeterli
olabilmektedir. Ayrica bir kisim lignin de ksilanla olan kovalent baglarinin serbest kalmasi
nedeni ile kolayca uzaklastirilabilmektedir ( Tamerler 2001, Rifaat et al. 2005 ). K&git hamuru
lifleri Gzerine absorbe olmus ksilanin ¢gok az bir kisminin pargalanmaya ugramasi bu etki igin
yeterli olabilmektedir. Ksilanazlar hem lif ylizeylerindeki hem de porlarin i¢ ylzindeki ulasilabilir
lif ksilan1 Uzerinde ¢bzicu etki gosterebilmektedir ( Schénberg et al. 2001 ). Bu islemlerde en
etkili olan enzimler 6zellikle endo-ksilanaz tipinde olan ksilanazlardir ( Techapun et al. 2003 ).
Georis et al. ( 1999a ), Streptomyces sp. B-12-2 izolati kdkenli iki ksilanazin farkl beyazlik
arttirici etki gosterdigini belirtmislerdir. Kraft hamuru beyazlatma ve delignifikasyonunda ¢ok az
veya hi¢ bir etki géstermeyen arabinofuranozidaz glukronidaz gibi yan dal kesici enzimlerle
kiyaslandiginda endo-$3-1,4-ksilanazlar, kraft hamuru beyazlatma ve delignifikasyonunda temel
rol oynayan enzimlerdir. Ayrica, degisik k&gt hamuru beyazlatma islemlerinde GH11 ailesinden
ksilanazlar da GH10 ailesi ksilanazlarla kiyaslandiklarinda ¢ok daha etkindirler ( Georis et al.
1999a ). Clarke at al. ( 2000 ), Peroksit beyazlatmasi 6ncesinde enzim uygulamasi yaptiklar
denemede, ayni k&git hamuru yogunlugu ve enzim dozlari ile, tek basina a—galaktozidaz
kullanimina kiyas ile, a—galaktozidaz ve mannanaz beraber kullanildidinda 4.5 kat, bu iki enzim
yaninda ksilanaz kullanildiginda ise kadit hamurundan 15.7 kat daha fazla indirgen seker salimi
oldugunu ve ksilanaz enzimi ile en etkin delignifikasyon elde ettiklerini belirtmislerdir. Ksilanazlar
ile kraft hamurundaki ksilanin %20 kadar selektif olarak giderilebilmektedir ( Sevastyanova
2005).

Ksilanazlar k&git endistrisinde, k&dit hamuru beyazlatma asamasinda kullaniimak
amaclyla endustriyel ¢apta Uretilmeye baslanmistir. Kagidin asil maddesi olan selllaza zarar
vermeyen bu igslemler oldukga basit olup kimyasal beyazlaticilarla yapilan beyazlatma iglemleri
gibi zararsiz atiklar olusumuna neden olmamaktadir ( Anonim 3 2001 ).

Yapilan SEM (taramal elektron mikroskobu ) incelemelerinde ksilanaz ile 6n islem
gérmis kagit hamuru lifleri ylzeyinde birikmis ksilan tabakasinin uzaklastiriimasi ile porlar
olustugu gorulmektedir. Bu porlar hem beyazlatici kimyasallarin life nifusunun artmasini, hem
de ligninin liflerden daha kolay uzaklastirilabilmesini agiklamaktadir ( Rifaat et al. 2005 ). Ayni

durum baska arastiricilar tarafindan da gézlenmistir ( Tamerler 2001, Techapun et al. 2003 ).
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Sekil 2,6 ve 2,7de, SEM incelemelerinde ksilanaz ile 6n islem gérmis kagit hamuru lifleri

yuzeyinde meydana gelen degisiklikler gosterilmistir.

ve

&

Sekil 2.6. SEM mikroskobu gorintilerinde k&gt hamuru lif yizeylerinde ksilanaz uygulamasinin
etkileri, (a), Oksijen beyazlatma yapilmis Eucalyptus kraft hmuru (O-Pulp); (b), ksilanaz ve
Oksijen beyazlatmasi uygulanmis Eucalyptus kraft hamuru (XO-Pulp ) ( Roncero et al. 2000 ).
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Sekil 2.7. SEM mikroskobu ile daha yuksek buyitmede k&gt hamuru lif yizeylerinde ksilanaz
uygulamasinin etkileri, (a), sadece oksijen beyazlatmasi uygulanmis Eucalyptus kraft hamuru
(O-Pulp); (b), ksilanaz ve oksijen beyazlatmasi uygulanmis Eucalyptus kraft hamuru (XO-Pulp )
( Roncero et al. 2000 ).

Ksilanaz uygulamasi, gesitli baglar ile liflerle siki iligki igcinde olan ligninin gideriminde de
faydali olmaktadir ( Tamerler 2001 ). Lignin ve polisakkaritler arasindaki kovalent baglarla
olugsan vyapilar lignin—karbonhidrat kompleksleri ( LKK ) olarak bilinir. Kagit hamuru
beyazlatmada karsilasilan zorluklardan genelde LKK yapilari sorumlu tutulmaktadir. Enzimatik
hidrolizler yolu ile elde edilen ligninin % 5—10’luk kismi LKK tipindedir. LKK’lerin benzil ester ve
fenil glikozidik baglanimlarla olustugu belirtiimektedir. Benzil ester baglar alkali sartlarda
direncli degildir. Fenil glikozidik baglar ise bu sartlarda olduk¢a dayanikli olup k&gdit hamuru
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pisirme isleminde giderilemezler. Ayrica, pisirme isleminde degisik ve yeni bazi LKK yapilari
olusmaktadir. Kraft kadgit hamurlarindaki kalinti ligninin en az % 90'inin karbonhidratlarla
baglantili oldugu ileri surdlmuistir. Bunun % 92’lik kismi ksilan ve glukomannan ( diger bir
hemiseluloz tipi) ile % 8’lik kismin ise seliloz ile baglantili oldugu belirtiimektedir ( Lawoko et al.
2003 ).

Kimyasal beyazlatma iglemleri 6ncesi Ksilanaz ile enzimatik 6n islemi yapilmasi enzim
uygulamasi igin en uygun yerdir ( Srinivasan and rele 1999 ). Ozellikle sonraki beyazlatma
islemlerinin etkinligini arttirdig1 icin, pisirmeden ¢ikmis ve heniz beyazlatimamis hamura
ksilanaz uygulamasi ¢ok uygun goérinmektedir ( Tamerler 2001 ). Peroksit beyazlatmasi 6ncesi
ksilanaz uygulamasi ile beyazlik artisina elde edilebilmektedir. Peroksit beyazlatmasi sonrasi
ksilanaz uygulamasi ise daha az delignifikasyon ve kromofor salinima neden olmaktadir (

Wong et al. 1997 ). Sekil 2.8'de ksilanaz ile enzimatik 6n islem sematize edilmigtir.

Eslanaz daves:

Ki;?-lyasal

Beyazlatmaya

Bevazlatimarmsg Reaksyon ¥ —* giden

kagit harmuru tank Vicarna tankt Kagt hamuru
Kariztimnic

4T Atdi 5U

Sekil 2.8. Ksilanaz ile enzimatik 6n iglemin uygulanigi ( Srinivasan and rele,1999 ).

Ksilanazlar, beyazlatma icin gereken okside edici beyazlatici kimyasal ihtiyacini %20-
40 azaltabilmektedir ( Beg et al. 2001 ). Ozellikle bly(k proteinlerin bitki sekonder hiicre duvari
arasina giriste bazi engellerin olmasi enzimlerin etkinligini sinirlandirici bir etki olugturmaktadir.
Bu engelleme 0Ozellikle lignin yikici enzimler igin daha belirgindir ( Archibald et al. 1997 ).
Ksilanaz ile % 4-5’lik beyazlik artigi, beyazlatici klor gereksinimini %20-30 azaltabilmektedir (
Zhao et al. 2006 ). Beg et al. (2001 ), bu orani %20—40 olarak belirtmistir. Enzimler beyazlatma
islemlerinde ve tesislerde buylk dedisiklikler gerektirmeden ve maliyetlerde fazla bir artisa
neden olmadan uygulanabilirler ( Tamerler 2001 ).

Ksilanazin k&gt tretim kurulugu bunyesinde Uretilmesi ekonomik ve pratik agidan ¢ok
faydali olmaktadir. Kagit fabrikasi binyesinde kendi ksilanazini tGretme islemi ( homemade
xylanase ) ilk olarak, Japon Oji kagdit, Yonago fabrikasinda gergeklesmistir. Burada, ksilanaz
enzimi, gunlik 1300 tonluk oksijen islemi gérmis sert aga¢ kraft hamuruna uygulanmakta ve
%85,5 ISO beyazlik derecelerine ulagiimaktadir. Enzimin elde edildigi bakteri Bacillus sp. olup
Japonya’da topraktan izole edilmigtir. Enzim uygulama sartlari %10 k&dit hamuru yogunlugu,
1,5 Unit/g kuru hamur, 50-70°C ve iki saattir. Burada enzimatik islem ile klor bilesikleri kullanimi
%35, toksik organik klorlu bilesik ¢ikisi % 40 azalmistir ( Anonim 3, 2001 ).

2.6. Ksilan ve Ksilanazlar
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Ksilan, seyreltik alkaliler ile bitkisel materyalden ekstrakte edilebilen, sellloz benzeri,
renksiz dallanmis veya dogrusal, oldukca fazla gesitlilige sahip bitki hiicre duvari polimerleri
olan hemiselluloz gurubu polisakkaritlerdendir. Hemiselllozlar icerdikleri ksiloz, mannoz,
galaktoz ve arabinoz gibi degisik monomerlere goére ksilan, mannan, galaktan ve arabinan gibi
degisik tiplere ayrilirlar ( Beg et al. 2001, Shallom and Shoham 2003 ). Ksilanlar ve
galaktoglukomannanlar sert ve yumusak aga¢ odunu hemiselllozlarinin temel elemanlarndir (
Gomes et al. 2000 ). Ksilan, karasal bitki hemiselulozik materyalin en yaygin tipidir ve genel
olarak 30%—35% kuru agirhdi olusturur. Ksilan ¢gam gibi yumusak odunlu agaglarda, genis
yaprakl aga¢ dunlarina kiyasla daha fazla oranda bulunur ( Beg et al. 2001 )

Ksilanlar alkali ¢ozeltide ¢6ziinir, dogrusal veya dallanmis yapidadir. Sulu ¢Ozeltilerinde
alkol ile ¢Okertilebilirler. Mineral asitlerle selliloza gére ¢ok daha kolay hidrolize olurlar. Dogrusal
halde polimerlesmis olan ksiloz sekerlerinden olusan ksilan omurgasi, ksilanlarin temel kismidir
( Uffen 1997 ). Ksilan ana omurgasi B-1,4 glikozidik baglari ile bagh ortalama 70 -130 (3-
ksilopiranoz D-ksilopiranozil Unitelerinden olusur ve yumusak odunlu agaclarda sert odunlu
agac odunlarina kiyasla daha kisadir ( Gomes et al. 2000 ). Ksilanin yapisi daha ¢ok dallanmis
heteropolisakkarit yapisindadir. Dogrusal yapida olan ksilan omurgasi C-2, C-3 ve C-5
pozisyonlarindan bitki tiri ve bitki gelisme asamasina bagli olarak cesitli derecelerde
dallanmalar gosterirler ( Uffen 1997 ). Homopolimerik Ksilan ana omurganin degisik derecede
glukranopiranozil, 4-O-metil-D- glukranopiranozil, a-L-arabinofuranozil, asetil, feruloil ve/veya p-
kummaroil yan zincirler almasi ile karmasik ve ¢ok dallanmis heteropolisakkarit yapilari olusur.
Yan dal almamig ve Sadece ksiloz birimlerinden olugsan liner ksilan, titin ve g¢ok yaygin
olmayan “esparto grass”gibi bazi bitkiler ile bazi algler gibi nadir drneklerde gorilebilir ( Collins
et al. 2005 ). Ksilan, sert odunlu agaglarda genel olarak 0-asetil-4—0-metilglukuronoksilan
tipindedir ( Gomes et al. 2000 ). Sert odunlu agaglarda ksilan ¢ok sayida asetil gurubu igerir.
Normalde her on ksiloz Unitesi ara ile, ksilozun C-2 veya C-3 pozisyona 4-0-metilglukuronik asit
baglanmistir. Hus agacinda ksilanin iki ksiloz Gnitesine bir asetik asit dismektedir. Asetillenme
molekuliin suda ¢éziinme 6zelligi ile iligkilidir. ( Gomes et al. 2000 ). Monokotil bitkilerde, C—2
pozisyonlarinda 1—2-baglantili  a-D-glukuronik asit veya 4-0-metil-a-D-glukuronik asit
dallanislari, C-3 pozisyonunda ise ksilopiranoz bulunabilir. Ozellikle sert agaglarda olmak (izere
bazi bitkilerde C-2 pozisyonu, daha c¢oklukla da C-3 pozisyonunda bagh olan ksilopiranoz
uniteleri 0-asetillesmis durumdadir. ilave olarak az ama énemli oranda, ferulik asit ve p-kumarik
asit gibi fenolik guruplar bulunur. Bu gibi fenolik Uniteler genelde lignin ile de baglantil olup
karboksil guruplari Gzerinden esterlesme ile ksilanin arabinoz dallarinin C-5 pozisyona
baglanmiglardir ( Uffen 1997a ).

Cok nadir bir ksilan tipi Palmeria palmata’da oldugu gibi bazi alglerde belirlenmis olan §-
1,3 baglanimli Ksilan tipidir ( Beg et al. 2001 ).

Ksilanin genelde dallanmis karmasik ve heterojen yapida olmasi, hidrolizinde farkh
hidrolitik enzimleri gerektirmektedir ( Beg et al. 2001 ). Bu enzimlerin beraber etkisi olmadan
belli bir enzimin bitki hiicre duvarinda yer alan substratlarina ulagsmasi ¢ok zordur ( Shallom and

Shoham 2003 ). Bu nedenle ksilan kullanan mikroorganizmalarin farkli ksilan hidrolize edici
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enzimleri sentezlemesi supriz degildir. Bu enzimlerin baglicalari p-1,4-endoksilanaz, -
ksilozidaz, a-L-arabinofuranozidaz, a-glukuronidaz, asetil ksilan esteraz ve fenolik asit ( ferulik
ve p-koumarik asit ) esterazlardir ( Beg et al. 2001 ). Bu gibi ¢ok fonksiyonlu enzimatik
sistemler bircok fungus, aktinomiset ve bakteride bulunmaktadir. Bu enzimler polisakkaritlerdeki
glikozidik baglari kesen enzimleri igceren gilikozid hidralaz enzim ailelerinde ( GH ) yer alirlar.
ksilanaz olarak adlandirilan enzimler aslen B-1,4-endoksilanazlar ve B-ksilozidazlardir. Yan
dallarin pargalanmasi igin gereken diger ksilanolitik enzimler ise hemiselulolitik enzimlerden
Kabul edilir ( Puchart and Biely 2008 ). Codu bitki patojeni fungus konukgu bitkinin dokularina
nifuz edebilmek ve bitki hiicre duvarlarini eritebilmek i¢in diger hidrolitik enzimler yaninda bu
gibi ksilanolitik enzimleri de igermektedir. ( Subramaniyan and Prema 2002 ):

Ksilanaz olarak adlandirilan enzimler, ksilan ana omurgasindaki ksilan monomerleri
arasindaki B-1,4 glikozidik baglarin hidrolizini gerceklestiren p-1,4-endoksilanazlardir. (
Srinivasan and Rele 1999, Beg et al. 2001 ). polisakkarit ana omurgalarindaki glikozidik

baglarini hidrolize eden enzimlerin bagina ‘ endo ’ 6n eki getirilmektedir. * exo ’ 6n eki ise,
disakkarit gibi kisa polimerleri hidrolize eden enzimlerin basina da getiriimektedir. Bu sekilde
Endo-glikozit hidrolazlar ve Exo-glikozit hidrolazlardan bahsedilmektedir ( Shallom and Shoham,
2003 ).

1961°'de International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)
komitesince ksilanazlar i¢in enzim kodu EC 3.2.1.8. resmi isim olarak da endo-1,4-B-xylanase
kabul edilmistir ( O-glycoside hydrolases; EC 3.2.1.8 ), Ancak bu enzimler igin endo ksilanaz,
1,4-B-D-ksilan-ksilanohidrolaz, endo-1,4-B-D-ksilanaz, -1,4- ksilanaz and B- ksilanaz gibi
isimler de kullaniimaktadir ( Collins et al. 2005 ).

Glikozit hidrolaz enzim ailesi 11 ( GH-11 ) ve GH-10’da yer alan endo-3-1,4-ksilanazlar
gercek ksilanazlar olarak ifade edilmektedirler. Bu enzim aileleri G/11 ve F/10 gibi degisik
sekillerde de belirtilirler ( Liu et al. 2004 ). Ksilanaz dendiginde bu iki aileden enzimler akla
gelmelidir. Mikroorganizmalarca olusturulan ksilanazlar, blyik oranda GH10 ve GH11
ailelerinde yer alan enzimlerdir. Ancak, az sayida GH 5, 8 ve 43 ailesinden ksilanazlar da
belirlenmistir. GH10 ve11 ailesi ksilanazlardan 300 kadar enzimin, Buna karsin, GH 5, 8 ve 43
ailesi ksilanazlardan sadece 20 kadar ksilanaz enziminin yapisi incelenmistir ( Shallom and
Shoham 2003 ). B-ksilozidazlar ( EC 3.2.1.37 ) ise ksilan ana omurgasinin parcalanmasi ile
olusan kisa ksilooligomerleri ksiloz Unitelerine kadar hidrolize eden exo-tip glikozidazlar olup bu
nedenle ksilanazlardan kabul edilirler ve GH 3, 39, 43, 52 VE 54 enzim ailelerinde bulunurlar (
Rohman et al. 2007 ).

Ksilanin, asetil yan baglantilarini hidrolize eden enzimlerden asetil ksilan esterazlar (
EC 3.1.1.72 ) ve lignin ile ksilan arasi baglantida rol oynayan yan dallardan olan arabinoz ve
ferulik asit arasi ester baglarini hidrolize eden feruloyl esterazlar ( EC 3.1.1.73 ) ise
Hemiselulolitik esterazlar olarak adlandirilir ( Shallom and Shoham, 2003 ). Asetilasyon gevis
getiren hayvanlarin ksilani sindirmesinde O6nemli bir engel olup ksilanin % 22-50 ksiloz
rezudeleri bu sekilde 0-2 ve 0-3 pozisyonunda asetillenmiglerdir ( Krause et al. 2003 ).

Arabinoksilanlar da, Arabinoz yan dallarinin ester baglari ile bagh p-kumarik ve ferulik asitlere,
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ayrica ferulik asitler Uzerinden lignine baglandigi gérulmustir ( Krause et al. 2003 ). Sekil
2.9.’de Ksilan yapisi, cesitli yan dallari ve degisik mikrobiyal enzimlerin etki bolgeleri

gOsterilmigtir.

¢« FKsilan—
O

T kumarik veya

H ferulik asit

Sekil 2.9. Ksilan yapisi, gesitli yan dallari ve degdisik mikrobiyal enzimlerin etki bdlgeleri. 1:
endoksilanazlar; 2: B-ksilozidazlar 3: o-L-arabinofuranozidazlar; 4: glukronidazlar; 5: asetill
ksilan esterazlar; 6: feruloil ve kumaroil esterazlar. Birlestirerek yeniden gizilmistir. ( Srinivasan
and Rele 1999, Beg et al. 2001, Chavez et al. 2006 ).

Sekil 2.9'de gosterilen ksilan ve yan dallarina etkili baslica enzimler asagidaki gibi siralanabilir.
1. Endoksilanazlar ( E.C. 3.2.1.8 ); ana ksilan zincirini ksilooligosakkaritler olusturarak rasgele
parcalarlar.

B-ksilozidazlar ( E.C. 3.2.1.37 ); kisa ksilooligosakkaritlerden ksiloz salinimna yol acarlar.
a-L-Arabinofuranozidazlar ( E.C. 3.2.1.55 ), yan dallardaki L-arabinozlari ayirirlar..
a-D-glukronidazlar ( E.C. 3.2.1.139 ), metil glukronat birimlerini hidroliz ederler.

Asetill ksilan esterazlar ( E.C. 3.1.1.72 ), asetat guruplarini ayirirlar.

o gk~ Db

Feruloil ( E.C. 3.1.1.73 ) ve kumaroil esterazlar ( E.C. 3.1.1.-), arabinofuranozid birimlerine
bagl aromatik asitleri ayirirlar.

Ksilan yan dalarinda yer alan ester baglarini hidroliz eden Asetil ksilan esterazlar ile
Feruloil ve kumaroil esterazlar, GH enzimlerinden farkli olarak karbon hidrat esterazlar ( CE )
enzim ailelerinde yer alir ( Shallom and Shoham 2003 ).

GH-11 ve GH10 ksilanazi ailesi haricindeki bazi ksilanazlar da incelenmiglerdir. Az
sayida 6rnegi bildirilmis olan GH 5 enzim ailesinden ksilanazlara érnek olarak B. subtilis 168
izolatinin GH 5 enzim ailesinden XynC endoksilanaz enzimi verilebilir. B. subtilis XynC ksilanazi
ksilan ana omurgasini belli yan dallarin oldugu kisimlardan kesmektedir. B. subtilis XynC
enziminin yine ayni izolatin GH 11 enzim ailesinden XynA enzimi ile beraber ksilan hidrolizinde
rol aldigi goértlmektedir ( Franz et al. 2006 ). Ksilan ana omurgasini az yan dal almis ( subsitute
olmus ) kisimlardan kesen temel ksilanazlar olan endo-B-1,4-ksilanazlardan farkli olarak (
Puchart and Biely 2007 ), XynC enzimi, XynA enziminden farkli substrat segiciligine sahip olup

R -1,4-xylan omurgasina metilglukranozil ( a-1,2-bagl 4-O-methyl-D-glucuronopyranosyl; MeGA
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) yan dallarinin bulundugu kisimlar Gzerinden etki etmektedir. Bu yan dal tipinin, hemiselilozun
biyolojik dontiisimuini sinilamada en énemli engellerden oldugu bildirilmistir. B. subtilis XynC
enzimi daha dnce yapisi belirlenmis olan Erwinia chrysanthemi D1'in, GH 5 ailesi ksilanazina da
yiuksek yapisal homoloji gostermektedir ( Franz et al. 2006 ). Sekil 2.10’da. B. subtilis 168
izolatinin  XynC ve XynA enzimlerinin metilglukorano ksilan (zerine ortaklasa etkileri
gOsterilmigtir.

B-D-metilglukrano ksilan CIriin
ana ormurgas

%
I ; I
HyniC AYNA . .2

GH 5 Ksilanaz ZH 11 ksilanaz rnetilglukrano piranozil

Sekil 2.10. B. subtilis 168 izolatinin XynC ve XynA enzimlerinin -D—1,4 metilglukorano ksilan

Uzerine ortaklasa etkileri ( Franz et al. 2006 ).

Collinse et al. ( 2002 ), Antarktika’dan izole edilen Pseudoalteromonas haloplanktis'den,
disUk sicakliklarda aktif, psikrofilik bir GH8 ksilanaz izole etmislerdir. Antarktika’da substrat
olarak ksilanin ¢ok eser miktarda bulunmasi ve bu enzimin bakterinin seker metabolizmasinda
rol almamasi nedeni ile s6z konusu enzimin bakteri tarafindan alglerin hiicre duvarini gevsetme
ve enzimlerin alg ¢eper sellilozluna ulasmasini kolaylastirdigi distinmustir ( Collins et al. 2002
). GH 43 enzim ailesinden ksilanazlara 06rnek olarak, termofilik Geobacillus
thermoleovorans’dan elde edilmis glikozid hidrolaz ailesi 43'da yer alan IT-08 [(-ksilozidazi
verilebilir. Bu enzim endo—1,4-B-ksilanazlar tarafindan Ksilan ana omurgasinin hidrolizi sonucu
olusan kisa ksilo-oligosakkaritleri ksiloz monomerlerine kadar pargalarlar ( Rohman et al. 2007
). S6z konusu enzim bu bakimdan B-ksilozidazlara benzemektedir.

Gergek ksilanazlar olan ve ksilanazlarin gogunlugunu igeren GH 10 ve GH11 ailesinden
ksilanazlar, uzun ksilan zincirleri Gizerinde aktiftir ( Collins et al. 2002 ). Ksilan ana omurgasini
pargalayarak kisa ksilooligomerleri olustururlar ( Puchart and Biely 2008 ). Ksilan ana omurgasi
bu enzimler tarafindan genelde yan dallarin az oldugu kisimlardan ‘endo’ tarzda rasgele
hidrolize edilerek kesilir ( Puchart and Biely 2007, Collins et al. 2005 ). Glikozit hidrolaz aile
GH11 ksilanazlar G10 ksilanazlara kiyasla daha ufak boyutlara sahiptir. ( Collins et al. 2005 ).
Bu nedenle hemiselulozik materyalin daha ince araliklarina girebilirler. GH 11 ksilanazlar D-
ksiloz iceren uzun polimer substratlara etkilidirler. GH 11 ksilanazlar olusturdugu hidroliz
urtinleri daha sonra GH 10 ksilanaz enzimlerince daha ufak birimlere pargalanmaktadir ( Collins
et al. 2005 ). B-ksilozidazlar da, olusan c¢ok kisa ksilooligomerleri ksiloz Unitelerine kadar
hidrolizinde rol alirlar ( Rohman et al. 2007 ).

Kural olarak GH-11 ksilanazlar ksilan ana omurgasinin indirgen ucunda, dallanmamis
ardisik 3 ksiloz monomere gereksinim duymaktadir. Hidroliz sonunda da bir indirgen ug
olusmaktadir. Ksilanin en ¢ok rastlanan tipi olan arabinoksilanlarin hidrolizinde, GH-11

ksilanazlarin olusturdugu bilinen en kisa hidroliz UGrind, internal ksiloz rezidUslne arabinoz bagh
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olan arabinoksilotriozlardir. ( GH-10 ) ksilanazlar ise en kisa hidroliz Grind olarak
arabinoksilobioz olusturmaktadirlar ( Puchart and Biely 2008 ).

Ksilanazlar ile ksilanin hidrolizi sonucu ksiloz, ksilobioz, ksilotrioz gibi dusuk agirhkli
molekiiller ile diger oligosakkaritleri agiga ¢ikar. Bu molekiiller karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanildiklari bakteri hiicresine kolayca girebilirler. Ksiloz, ksilanaz sentezini uyarabilmektedir.
Ksilooligomerler gibi daha bulylk ksilan hidroliz Grinu molekdillerin degisik tasiyici molekiller
aracihigi ile hiacre igcine alindiktan sonra pargalandigi veya Hucre igine tasinim sirasinda
hidrolitik tasiyict molekiller tarafindan tasinim esnasinda parcalandidi distnulmektedir.
Bacillus thermoalkalophilus’da ve diger ¢ogu Bacillus sp. izolatinda goéruldigu gibi ksiloz ayni
zamanda ksilanaz salgilanisini katabolik baskilama yolu ile azaltabilmektedir ( Subramaniyan
and Prema 2002 ). Birgok arastirici, kiltir ortamina ksiloz veya glukoz gibi sekerler ilave
edildiginde, ksilanaz Uretiminin 6nemli élglide distigund bildirmistir ( Pham et al. 1998 ).

Yan dallara sahip, par¢alanma Urtnu ksilooligomerlerin hidrolizinde rol alan enzimler de
mikroorganizmalarin gelisimi agisindan 6nemlidir. Baslica ksilanolitik enzim olarak GH-11
ksilanaz Uretip, belirlenebilecek dizeyde extracellular B-ksilozidaz, a-glukronidaz ve a-I-
arabinofuranozidaz uretmeyen Thermomyces lanuginosus ( Humicola lanuginosa ) izolatlari,
Substrat olarak bugday arabinoksilani igeren ortamda gelistirildiklerinde, olusan liner B-1,4-
ksilooligosakkaritler hizlica hicre icine alinip metabolize edilmiglerdir. Buna karsin karbon
kaynag olabilecek diger yan dal almis hidroliz Grinlerinin kiltlr ortaminda biriktigi gortlmustar.
Bu gibi son Urinlerin pargalanmasinda baska enzimlere gereksinim bulunmaktadir ( Singh et al.
2003).

Benzer aminoasit dizilimi, G¢ boyutlu yapi ve katalitik kisimlara sahip glikozit hidrolaz
enzimleri bir aile icinde gruplandiriimaktadir ( Collins et al. 2002 ). GH10 ve GH11 ailesinden
ksilanazlarda, aile i¢i benzerlik ylksek derecededir. $ekil 2.11'de GH10 ve GH11 ailesinden

ksilanazlarin genel yapisi gosterilmigtir.

Sekil 2.11. GH10 ve GH11 ailesinden ksilanazlarin genel yapisi. Ksilanaz ailesi 10’a ait bir
enzimin Ustten ( A ) ve yandan ( B ) gérinumdu. Bacillus subtilis strain 168 6rneginde ksilanaz
ailesi 11 enzimlerinin genel gérinimu ( C ) ( Liu et al. 2004 ). Bu aileden enzimlerde tipik olan
bagsparmak (Bp) , avu¢ ( Av ) ve parmaklar ( Pr ) olarak adlandiriimakta olan domainler ile
substrat baglanimi ve katalitik aktivitenin gerceklestigi bir yarik (Y ) gortulmektedir ( Murakami et

al. 2005 ). Sekillerde enzimlerin a-heliks ve B-tabaka yapilari kurdela tarzinda goésterilmistir.
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Ksilanaz ailesi 11 enzimlerinin avug ( Av ) domainlerinde tipik olarak bir adet a-heliks yapisi

gorilmektedir. Ksilanaz ailesi 10’da ise ¢ok sayida a-heliks yapisi gorilmektedir.

GH 11 ailesinden ksilanazlar enzimleri sadece ksilanaz aktivitesi gdsteren enzimlerdir (
Puchart and Biely 2008 ). Fungal ve bakteriyel GH 11 enzimlerinin genel lg¢ boyutlu yapilari
sasirtici derecede benzer olup ¢ok sayida B-pileli yapi ve bir a-heliks yapisi igerirler ( Collins et
al. 2005 ). GH10 ksilanazlar ise aile 11 ksilanazlardan daha bliylk yapida olup yapilarinin genel
formali (B/a)g seklindedir ( Liu et al. 2002 ).

Bircok fungal ksilanaz ile Cellulomonas fimi bakterisinin GH11 ksilanazinda amino asit
dizilimi agisindan %30 oraninda benzerlik gérulmuistir ( Sato et al. 1999 ). Liu et al. (2002),
GH11 ksilanazlarda % 40 — 90 arasinda degdisen sekans 6zdesligi bulunabilecegini belirtmigstir.
Degisik bakterilerde ksilanaz benzerligi bazen ¢ok ylksektir. Bacillus firmus izolatindan elde
edilen GH11 aile ksilanazi olan Xyn11A, Bacillus halodurans GH11 ksilanazina oldukga benzer
olup sadece bir amino asit farkl oldugu belirlenmistir ( Chang et al. 2004 ).

Benzerlik enzim G¢ boyutlu yapisinda da ¢ok carpicidir ( Sato et al. 1999 ). Sekil 2.12'de
Bakteriyel ve fungal GH11 ksilanazlarda tgboyutlu yapidaki benzerlik gésterilmistir. Sekil 2.13

‘de ise Bacillus circulans bakterisi ve okaryotik Trichoderma harzianum izolatlarinin GH11

ksilanazlarda G¢ boyutlu ve bazi amino asitler agisindan benzerlik gésterilmigtir.

Sekil 2.12. Bakteriyel ve fungal GH11 ksilanazlarda sekilsel benzerlik. Aspergillus niger (a ), (
Asano et al. 2006 ); Trichoderma reseei (b ), ( Torronen et al. 1994 ) ve Bacillus subtilis ( C ), (
Murakami et al. 2005 ) tlurlerinden bazi izolatlara ait G/11 ksilanazlarin Ug¢ boyutlu yapidaki

benzerlikleri
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Sekil 2.13. Bacillus circulans 1XNB ( A ) ve Trichoderma harzianum 1XND ( B ) ksilanaz ailesi
11 enzimlerinin organizmalarin uzak genetik mesafelerine karsin ¢ok benzer olan U¢ boyutlu
goranumleri. Ayrica, dizilim siralari farkh olmasina karsin ¢ boyutlu yapida benzer

pozisyonlarda yer alan bazi amino asitler gérilmektedir ( Jeffries 1996 ).

GH11 ailesi ksilanazlardaki buylk benzerlige karsin, basta optimum sicaklik ve pH
Ozelliklerinde olmak Uzere, enzim IP degerleri, substrat seciciligi gibi 6zelliklerde farkliliklar
gorulmektedir. GH11 aile ksilanazlarda IP degerleri, optimum pH ve sicakliklari fakli gok sayida
enzim bildirilmigtir ( Sapag et al. 2002 ). GH11 ksilanazlarda basparmak, alfa heliksin
karboksil ucu ve katalitik boélgenin bulundugu substrat baglanma yariginda 6énemli derecede
benzerliklere rastlaniimaktadir. Enzim primer yapisinin iki ucunda oldugu gibi bazi bdlgelerde
ise blylk farkllklar bulunabilmektedir. Genelde 100. Amino asit civari optimum pH acisindan
Onemli goériulmektedir. Bircok alkalifilik GH11 ksilanazda pH agisindan énemli goérilen 100.
aminoasit civarinda gdrulen asparajinin yerini, asidik sartlarda etkin ksilanazlarda aspartik asit
almaktadir. A. Kawachii'de bu pozisyondaki Asp nin yerini Asn aldiginda optimum pH degerinin
2 den 5’e kaydigi gorilmastir. 167. Amino asit civarinda ise katalitik aktiviteden sorumlu amino
asitler bulunur. Ksilanazlarin ézelliklerinin gelistiriimesi i¢in rasgele ve yonlendiriimis mutagenez
calismalari gibi yontemlerle ¢alismalar yapiimaktadir ( Sapag et al. 2002 ). GH11 Ksilanazlarda
benzerlik orani ¢ok yuksek ( korunmus ) bazi pozisyonlardaki amino asit residilerinin t¢ boyutlu
yapinin korunmasi, optimum pH gibi enzim fonksiyonu i¢in énemli olduklari géralmdstir. Bu
enzim ailesinden alkali aktif enzimlerde Bacillus pumilis A-30 izolati GH11 ksilanazi érneginde
oldugu gibi optimum Ph ag¢isindan ¢ok dnemli olan Asn—71 gérllirken asidik olanlarda burada
aspartat bulunur ( Liu et al. 2004 ).

Damaso et al. ( 2002 ), degisik enzim ailelerinden ¢gogu termofilik proteinde, hidrojen
baglari ve tuz koprilerinin yliksek oranda bulundugunu tespit etmis olduklarini belirtmistir.
Hidrojen baglari ve tuz koprulerinin yliksek oranda bulunmasinin, enzimi ve aktivitesini deforme
edici sartlardan korudugunu belirtmistir. Ksilanazlarda termostabilitede birgok yapisal faktortin
rol aldigi belirtiimigtir ( Connerton et al. 1999 ). Nokta mutasyonlari ile ksilanazlarin degdisik
Ozelliklerin mekanizmalari arastirlmaktadir. B. circulans GH10 ksilanazinda disulfit képrisu
ilavesi ile yapisal degisiklik ile termal stabilite artigi belirlenmistir ( Davoodi et al. 2006 ). Disiilfit

koprust sokulmasi ile B. stearothermophilus No. 236 XynA ksilanaz aile 11 enziminde
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termostabilitede 5°Clik artis belirlenmistir ( Paés and O’Donohue 2006 ). Ancak, Birgok
termofilik ksilanazda disilfit baglarinin termal stabilite de yeterli bulunmamistir.  Genelde
termofiliklik gok farkl yollarla gergeklesebilmektedir. Ornegin, bircok termofilik ksilanazda disiilfit
bagi olusumunda rol alan sistein bulunmadigi gérilmustir ( Sapag at al. 2002 ). G11
ksilanazlarinda karsilastirmall yapisal analizlerde genel olarak hidrofobik paketlenme ve internal
hidrojen baglarinda artis ile termostabilite artisi arasinda genel bir dogru oranti gézlenmistir.
Termofilik ve mezofilik G11 ksilanaz enzimleri Uzerinde yapilan karsilastirmali ¢alismalarda,
Ozellikle katalitik merkezin civarinda bulunanlar basta olmak Uzere, termostabilitede 6nemli
olabilecegi disiinilen bazi amino asitler ve ylizey aromatik rezidilerdeki ufak farkliliklarin
termostabilitede 6nemli rol oynadigi gortlmustir ( Collins et al. 2005 ).

Degisik G11 ksilanazlarda pH 2-11 arasinda aktivite goérilebilir. Ksilanazlar tzerinde
yapilan calismalarin sonucunda alkali ve ylksek sicakliklara dayanma 6zelliginin benzer
molekiler yapi ve mekanizmalara baglh oldugu 6éne sudrtlmustir. Ayrica, enzimdeki ufak
degisiklikler optimum degerler ve direng Ozelliklerinin degismesine sebep olabilmektedir.
Mutagenesiz ¢alismalari ile asidik sartlarda aktif ksilanazlarda asidik amino asitlerin dnemli rol
oynadigi , alkali sartlarda etkin ksilanazlarda ise asidik reztudelerin azligi ve artan arginin orani
gibi baz farkliliklar gézlenmistir ( Collins et al. 2005 ).

Ksilanazlarin substrat tercihi ve pargalanma Urinlerinde de farkhiliklar goriimektedir.
Sunna et al. ( 1997 ), izole ettikleri iki Bacillus sp. izolatin ksilanazlari ile BW-ksilan hidrolizinde
farkli degredasyon Urunleri olusturduklarini belirlemislerdir. K-3d izolatinin ksilanazi ile temel
ksilan parcalanma drUnleri ksilotrioz, ksilotetroz ksilopentaoz ve daha biylk ksilooligomerler
olurken LB3A izolati ksilanazi ile temel ksian pargalanma Urinu ksilotetroz olmustur. Dhillon et
al. (2000a ), B. circulans AB 16 izolatindan saflastirdiklari Xyl A ve Xyl B ksilanaz enzimlerinin
ksilani hidrolizi ile agida ¢ikan hidroliz Grlnlerini, Xyl A i¢in baslica ksilobioz, az oranda da
ksilooligosakkaritler ve ksiloz oldugunu, Xyl B enzimi icin ksilan hidroliz Urtnlerinin ise baslica
ksilooligosakkaritler ve az oranda ksilobioz ile ¢ok az oranda ksilozdan olustugunu
belirlemislerdir.

Ksilan yan dallarinin 6zellikleri ve substrat polimer uzunlugu gibi 6zelliklere bagli olarak
farkh ksilanazlar farkh ksilanlara farkli afinite géstermektedir. Trichoderma longibrachiatunr’a ait
bir ksilanaz da substrat polimer uzunlugundan ziyade yan dal yogunluguna bagl olarak
aktivitede belirgin dusis gbzlenmistir ( Liab et al. 2000 ). Farkl ksilanazlarin beraber ¢alismalari
ile lignoselulozdaki ksilanin hidrolizinin arttigi bildirilmistir. Bu durumun bir mikroorganizmada
farkl ksilanaz izoformlarinin bulunmasini agikladigi disinilmektedir ( Badhan et al. 2004 ).
Bacillus subtilis izolatina ait endoksilanaz daha c¢ok bugday kepeginin su ile ekstrakte
edilemeyen arabino ksilanlara etkili olurken, Aspergillus aculetus endoksilanazi daha ¢ok su ile
ekstrakte edilebilen arabinoksilanlara etkili gérilmustur ( Maes et al. 2004 ).

Bircok fungusta kiltir ortami bilesenlerine bagh olarak bir mikroorganizmaca kultir
ortamina salgilanan farkh ksilanazlarin ve ksilanaz izoformlarinin salgilanma miktarinin
degisebildigi gorulmastir. Farkli ksilanaz izoformlarinin substrat segiciliinde de farkhliklar

olmaktadir. Ksilan hidrolizinde temel rol oynayan ve mikroorganizma tarafindan daha ylksek
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miktarda salgilanan ksilanazlar, Major ksilanazlar olarak tanimlanmaktadir. Cok daha dusuk
miktarda salgilanan ve ksilan hidrolizinde yardimci rol oynayan ksilanazlar ise minor ksilanazlar
olarak tanimlanmaktadir. Degisik ksilanaz izoformlarinin substrat tercihi ksilanlarin yan dallarin
varligina ve yan dal gesidine goére farkllik géstermektedir ( Badhan et al. 2004 ).

Ksilanazlarin kagit hamurunda etkinligini sinirlandiran bir etken de enzimlerin ksilana
ulasabilmesinde gérulen sinirlamalardir ( Schénberg et al. 2001 ). Hemiselulozik materyalin
lignin, seliloz ve ksilandan olugan mikro yapisi lignin pargalayici enzimler ve dider birgok enzim
igin girilmesi zor ve 10nm’den dar araliklara sahiptir ( Archibald et al. 1997 ). K&git endustrisinde
kullanilacak ksilanazlarin kagit hamuruna daha iyi diffiize olabilmesi i¢in diigiik molekuler agirlik
sahip olmasi istenilen diger bir 6zelliktir ( Yavuz 2003 ). Bu 06zellige sahip ksilanazlar ise
genelde GH enzim ailesi 11 ksilanazlardir. Ksilanazlarin yapisi genel olarak siki paket seklinde
olmadidi i¢in substrata ulagsma kabiliyetleri de birgok hidrolitik enzimden yuksektir. Ksilanazlarin
spesifik aktiviteleri, kristalin selliloz gibi substratlari hidrolize eden enzimlerden 2 — 4 kat daha
yuksektir ( Subramaniyan and Prema 2002 ). Bacillus firmus izolati kdkenli GH10 ve GH11
aile ksilanazlar olan Xyn11A ve_Xyn10A enzimleri érneginde oldudu gibi GH10 ksilanazlar
yaklasik 396 amino asitlik ve 45 kDa’luk, GH11 ksilanazlar ise yaklasik 210 amino asitik ve
23 kDa'luktur ( Chang 2004 ). Trichoderma reesei GH11 enzim ailesi xylanase |l proteini 190
amino asit icermektedir ( Torronen et al. 1994 ). Yapi olarak GH10 ksilanazlardan daha ufak
olan GH11ksilanazlar, bu nedenle hemiselulozik materyaldeki ksilanin hidrolizinde daha
etkindir.

Genom iginde bir¢ok ksilanaz izoenzim genleri bulunabilir ( Collins et al. 2005 ). S.
halstedii’den klonlanan ksilanaz geninin iki farkli ksilanaza transkribe oldugu goérilmustur. Bir
kisim multiple enzimlerin, gen Urlnlerinin proteoliz ve glikozilasyonu ile post-translasyonal
modifikasyonlar ile olustugu, bu durum karsilasilabilecek degisik tipte ksilanlarin hidrolizinde
faydali olabilecegi disuUnulmektedir. T. reesei’de. pl degerleri 5,2 ve 9,0 olan iki farkh ksilanaz
belirlenmistir ( Uffen 1997 ). Streptomyces sp. B—12-2'nin substrat olarak oat-spelt-xylan’da
gelisirken 5, Aspergillus nigerin 15, and Trichoderma viridenin ise 13 farkh ksilanaz Urettikleri
belirlenmistir. Avicel substrat olarak kullanildiginda Phanerochaete chrysosporium’un 30 farkl
ksilanaz Urettigi belirlenmistir. Benzer sekilde gok sayida farkli ksilanaz tretimlerine dair ¢ok
drnek bulundugu bildiriimistir. Bu durum ksilan hidrolizinin bir biri ile uyumlu ancak farkli 6zellikte
ksilanazlar gerektirmesi olarak yorumlanmaktadir ( Subramaniyan and Prema 2002 ). Okaryotik
organizmalar olan Funguslarin ksilanaz genlerinde ve 06zellikle katalizden sorumlu kisimlarin
cevresinde degisik modul organizasyonlarinda goérev alan bir ¢ok intron kismi bulunmaktadir.
Bir tirde neden bu kadar ¢ok intron kismi bulundugu anlasilamamistir. ( Sato et al. 1999 ).
Degisik fungal ve bakteriyel mikroorganizmalarin molekiler agirliklari, optimum sicaklik ve
pH’lari farkh ksilanazlar Grettikleri gérilmektedir. Gessesse ( 1998 ), alkalifilik Bacillus sp. strain
AR-009’den, 23 kDa'luk (XylA) ve 48 kDa’luk (XylB); Raghukumar ( 2004 ), ise fakultatif
denizel Aspergillus niger izolatindan optimum sicaklik ve pH’larn farkli iki ksilanaz izole
etmiglerdir. Elegir et al. ( 1995 ), Streptomyces B- 12-2 izolatinda bazik pH degerine sahip 2
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ksilanaz, asidik pH degderine sahip 3 ksilanaz olmak Uzere iki sinifa ayrilan farkh grup ksilanaz
enzimleri izole etmislerdir.

Organizmalarin  sahip oldugu farkh ksilanazlar, ksilan hidrolizinde birbirini
desteklemektedir. Bacillus firmus izolatindan elde edilen saflastiriimis 45 kDa’luk ve 23 kDa'luk
ksilanaz enzimleri beraber ksilan hidrolizinde kullanildiginda agiga ¢ikan hidroliz Grtinlerinin, s6z
konusu ksilanazlarin ayri ayri kullanildiginda agiga ¢ikanlardan farkh oldugu belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar iki enzimin birlikte etkisi ile ksilan hidrolizinin daha ufak drlinler verdigi
gOrualmastar. Bu iki enzimin optimum pH degerlerinin 45 kDa ksilanaz i¢in pH pH 6-8, 23 kDa’luk
ksilanaz i¢in pH 6-7 olarak birbirinden az farkh oldugu goérilmdstir ( Tseng et al. 2002 ).

Bazi GH10 ve GH11 enzimlerinde ilave seliloz baglanma alt birimleri ( CBD )
belirlenmistir ( Sapag et al. 2002 ). Subramaniyan and Preme ( 2000 ) , Black et al. ( 1997 )a
dayanarak ksilanazlarda CBD birimlerinin bulunmasinin muhtemel sebebini, bitki hiicre duvari
hidrolize edici enzimler icin selilozun genel bir reseptor islevi gérmesi olarak belirtmigtir.
Ksilanaz CBD’leri Cellulomonas fimi, Clostridium stercorarium, Pseudomonas fluorescens,
Streptomyces halstedii JM8, Fusarium oxysporum F3’'da belirlenmistir ( Subramaniyan et al.
2000 ).

Ksilanazlar bagta kagit endustri olmak Uzere birgcok endustri alaninda kullanim
olanagina sahiptir. Selllazlar ve polisakkaridazlarla ilgili ¢alismalar lignoselilozun besin ve
enerji kaynaklarina donuastiridlme duslncesi ile 1950’lerde baslamistir. Yogun c¢alismalarin
sonucunda enzim yoluyla yapilacak bu dénitsumlerin ¢ok zor ve pahali oldugu dusincesi
olusmustur. Selllazlar ve hemiselllazlar ile ilgili galismalar 1980’lerin basinda basta hayvan
yemi ve gida endustrisinde kullaniima konulari Gzerinde olmak Uzere tekrar yogunlagsmistir (
Bhat 2000 ). Ksilanazlar, tekstil sanayinde ( Dhiman et al. 2008 ), Kagit, firncilik, hayvan yemi,
meyve ve sebze igleme, Sarap ve bira yapimi, nisasta gibi degisik endlstriyel alanlarda (
Shrivastava et al. 2007 ), viskoz rayon ve dider sellloz tirevlerinin yapiminda hammadde
olarak kullanilan ve Yiksek saflik ve beyazlik gerektiren ‘Sulfite dissolving pulp’ eldesinde
rezidual ligninin giderilmesi i¢in ( Christov et al. 2000 ), yapay ipek ( rayon ) yapiminda
kullanilmak Uzere selllozun saflastirimasinda ( Srinivasan ve rele 1999 ), Kagit, firincilik,
hayvan yemi, meyve ve sebze isleme, Sarap ve bira yapimi, nisasta, tekstil gibi degisik
endustriyel alanlarda ( Shrivastava et al. 2007 ) kullanim alani bulmuslardir. Lignoselilozik
materyaller seker, biyo yakit, alkol gibi Urlnlerin eldesinde ucuz hammadde kaynaklaridir (
Oliveira et al. 2006 ). YerylUzindeki biyolojik maddenin biyik bir kismini olusturan
Hemiselllozun 6nemli kismini ksilan fraksiyonundan olusmaktadir. Ksilanin pargalanmasi ile
olusan ve temel monomeri olan ksiloz gelistirilecek yeni teknolojilerle asetat, laktat, suksinat,
propionat ayrica metan, biyogaz ve biyoyakit olusumu gibi birgok degerli maddenin olugsumu igin
de blylk miktarda hammadde olma potansiyeline sahiptir ( Uffen 1997 ). Baz
Bifidobacteriumlarda endoksilanaz tespit edilememis olmasina karsin, kisa ksilan pargalanma
drtnleri ve ksilan yan dallarinin pargalanmasinda rol alan ksilozidaz, arabinozidaz varligini
tespit edilmistir. Bifidobacteriumlarin sindirim sisteminde diger bakterilerin ksilan parcalanma

urtinlerinden faydalandigi disinidlmektedir. Ksilanin ksilanazlarca pargalanmasi Griind olarak



28

olugsan ve Bifidobacteria gelisimini destekleyen ksilooligosakkaritler son zamanlarda etkili

prebiyotik gida katkisi olarak 6Gnem kazanmistir ( Zeng et al. 2006 ).

2.7. Kagit Endiistrisinde Kullanilacak Ksilanazlarda Aranan Ozellikler

Enzimatik k&gdit hamuru beyazlatmada temel degiskenler enzim ve hamur yogunluklari,
pH sicaklik ve uygulama suresidir. Hamur yogunlugu, genel olarak, g / hacim ve % g kuru
hamur ( veya % g firin kurusu hamur, fk hamur ) olarak belirtiimektedir. Uygulanan enzim
yogunlugu ise 1U/g fk-hamur olarak belirtiimektedir. Degisik arastiricilarin enzimlerin, degisik
koken ve islemlerle elde edilmis hamur tipleri izerindeki etkilerini 1 — 15 1U/g kuru hamur Enzim
yogunlugu, 40 — 70°C sicaklik, 0.5 — 24 saat sire ve pH 3.5 — 9 degerleri arasinda
denemiglerdir (Jiménez et al. 1999, Srinivasan and Rele 1999, Beg et al. 200,1Tamerler 2001 ).
Kraft pisirme islemi ile elde edilen kadit hamuru sicak ve alkalidir. Pisirme islemini takip eden
alkali ekstraksiyon ve beyazlatma asamalari da sicak, alkali islemlerdir. Ksilanazlarin kullanimi
icin en uygun yer bu asamalarin arasinda oldugundan endistriyel olarak k&git hamuru
beyazlatmada kullanilacak ksilanazlarin ylUksek sicakliklarda ( yaklasik 60°C ) etkinligini
kaybetmemesi 6nemlidir.

Endustriyel acidan sicaklikta yapilacak degisiklikler 6nemli sayilabilecek maliyet
gerektirmektedir. ( Srinivasan and Rele 1999, Beg et al. 2001 ). K&git tretiminde pH ayarlama
Endustriyel agidan nispeten daha kolay ve daha az maliyetlidir ( Srinivasan and rele 1999 ).
Ancak, eger asidik sartlarda etkin bir enzim kullanilacak ise, enzim eklenmeden 6énce asit
kullanarak alkaliligin disUrGlmesi daha sonraki iglemler i¢cin pH'nin tekrar yUkseltiimesi
gerekecektir. ( Tamerler 2001 ). K&git beyazlatma agisindan tercih edilen enzimler, yiksek
alkali ve sicaklikta aktif olan enzimlerdir. Bu tip enzimler, blylk miktarda k&git hamurunun pH
ayarlamasi icin gereken kimyasallardan ve sogutma ve tekrar isitma yolu ile kaybedilen ener;ji
acisindan 6nemli zaman ve para kazancina sebep olmaktadir ( Gessesse 1998 ). Bakteriyel
ksilanazlarin optimum pH degerleri genelde funguslarinkilerden ylksektir. Kagit endustrisinde
ve Ozellikle kraft hamuru Uretiminde disik optimum pH degerlerine sahip enzimlerin
kullanilmasi, ilave islem asamalarinin olusturulmasini gerektirir ( Subramaniyan and Prema
2000 ).

Kagit beyazlatma islemleri igin ilk ticari ksilanaz preparatlari ve ksilanazlar Gzerine
yapilan galismalar fungal kokenli izolatlarla gergeklestiriimistir. 1996 yilinda ksilanaz uretiminde
onde gelen 15 firmanin Urettigi ksilanaz preparatlarinin fungal kaynakhh ve optimum
aktivitelerinin < pH 5.5 oldugunu bildirmistir. Cogu fungal ksilanaz pH 2-9 arasinda stabil
olmalarina karsin optimum aktiviteleri pH 5 civarindadir. istisnalar harig, genel olarak kagit
yapimi islemleri icin fungal ksilanazlarin optimum pH dereceleri, optimum aktiviteleri codu kez
alkali pH derecelerinde olan bakteriyel ksilanazlar kadar uygun dedgildirler ( Subramaniyan and
Prema 2000 ). Bakteriyel kdkenli ksilanazlarin stabil ve etkili olduklari pH degerleri daha ¢ok 6 —

9 arasinda, fungal kdkenli olanlarin ise 4 — 6 arasinda degismektedir. ( Tamerler 2001 ).
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Bakteriyel ksilanazlar icin temel sorun Uretim miktarlarinin genelde disik olmasi gibi
gorinmektedir ( Subramaniyan and Prema 2000 ).

Ksilanaz saflastirma islemlerinin selektif baglayici kolonlar kullanilarak ( affinity
purification ) daha ekonomik olabilecegi gibi bazi ¢dzimler dnerilmis olmasina karsin, enzim
saflastirma islemleri ve saflastinimis ksilanazlar maliyetleri sebebi ile endustriyel olarak
kullanima pek uygun degildir ( Pham et al. 1998, Ito et al. 2004 ).

Ksilanaz preparatlarinin selllaz aktivitesi icermemesi de istenen 6nemli bir 6zelliktir.
Funguslarin ¢odunda, ksilanaz yaninda sellilaz aktivitesinin de bulunmasi funguslarin kagit
endustrisinde kullanilabilmeleri agisindan dezavantajlarin basinda gelmektedir ( Subramaniyan
and Prema 2000 ). Ksilanaz uygulamasi ile kagit hamuru liflerinde belirgin bir bozulmaya
rastlanmamaktadir ( Subramaniyan and Prema 2002 ). Selilazlar ise kagit yapiminda temel
madde olan seliilozun hidrolizine neden olmaktadir. ( Subramaniyan and Prema 2000 ). Ancak
dislk seviyede selilaz iceren enzim preparatlari, Ozellikle ylksek ksilanaz aktivitesi
iceriyorlarsa, disuk seviyede seliiloz kaybina ile k&git endlstrisinde kullanilabilirler. Bu arada,
beyazlatmada kullanilan kimyasallarin da sellloz Uzerinde her zaman bir miktar etkisi oldugunu
belirtmek yerinde olur. Mikroorganizmalarca selllaz aktivitesiz ‘cellulase-free’ ksilanaz Uretimi
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir ( Srinivasan and Rele 1999 ). Kagit hamuru
selulozunun selllazlarca zarar gérmesi viskozite artigi ile belirlenir.

Ayrica bu amagla kullanilacak ksilanazlarin k&gt hamuruna daha iyi diffiize olabilmesi
icin disuk molekdler agirlik ve 6zellige sahip olmasi istenilen diger bir 6zelliktir ( Yavuz 2003 ).
Bu 6zellige sahip ksilanazlar ise genelde GH enzim ailesi 11 ksilanazlardir.

Endustriyel enzim Uretiminde maliyetlerinin énemli bir kismini da mikroorganizmalarin
gelismesinde kullanilan ortamlarin maliyetleri olugturmaktadir ( Dhillon et al. 2000c ). Ekonomik
acidan, saflastiriimis ksilan substratlari ksilanaz Gretimi icin ¢cok pahalidir ( Pham et al. 1998 ).
Bu nedenle dusuk fiyath gelisme substratlarinin kullaniimasi maliyetin distrilmesi agisindan
cok onemli gorilmektedir. Tarimsal faaliyetler sonucu agiga c¢ikan saman, kepek gibi yan
Urtinler ucuz gelisme substratlari tanimi igin en uygun Grtnlerdir ( Dhillon et al. 2000c ). Kagit
uretiminde kullanilabilecek bu tip ham maddeler, 6zellikle tarima dayali bolgelerde yan Griin
olarak yillik 2,5 milyar ton gibi biylk miktarlarda elde edilmektedir. ( Rousu and Anttila 2002 ).
Techapun et al. ( 2003 )'a goére ise, Tarimsal faaliyetler sonucu agiga ¢ikan ve ksilanazlar igin
substrat olarak kullanilabilecek hemiselulozik madde i¢erdiginin, yillik bitki atiklarinin %20-40’ini

olusturmakta ve yillik olarak 500 milyon tonu buldugu tahmin edilmigtir.

2.8. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalar

Ksilanazlar, fungus ve bakteriler gibi mikroorganizma guruplarinda yer alan ¢ok sayida
farkli mikroorganizma tarafindan Uretilmektedir. Ksilan hidroliz edici bakteriler, Gram-negatif,
Gram-pozitif, aerobik veya anaerobik, normal veya ekstrem sartlarda gelisenler gibi biyuk
cesitlilik gosterirler. Birgok bakteri ve fungus selliloz ve hemiselllozu pargalama kabiliyetindedir.

Bunlardan 6nemli kismi saprofitik, serbest, toprak veya su ortamina uyumlu mezofilik,
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termofiliktir, aerobik veya anaerobik organizmalardir. Bazilari ise gevig getiren hayvanlarin, bitki
veya odun vyiyici boceklerin sindirim sisteminde bulunurlar ( Uffen 1997a ). GH 10 ve11
ailesinden ksilanazlar, bakteri, alg, fungus, protozoa, gastropod ve artropodlar gibi birgcok canli
gurubunca olusturulmaktadir. Bu ksilanaz Uretici canlilar termofilikler ve alkalofiliklerden
asidofiliklere kadar degisen 6zelliktedirler ( Shrivastava et al. 2007 ).

Gram pozitif boyanma 06zellikli endosporlu bakteriler bitkisel maddenin déngusinde
Onemli rol alan toprak bakterileridir. Genelde bu bakteriler aerobik veya anaerobik olarak ksilani
parcalayip asit Urlnler ve gaz olustururlar. Bu bakterilerden aerobik veya fakiltatif anaerobik
olarak ksilani pargalayan bakteriler olarak Bacillus subtius, B. pumilus, B. circulans, B.
polymixa, Streptomyces spp. gibi mikroorganizmalar bildiriimistir. Anaerobik olan bakteriler
olarak degisik Clostridium sp. izoatlari bildirilmistir. Pseudomonas florescens subsp cellulose,
ksilanaz Ureten Gram negatif boyanma 06zellikli ve sporsuz bakterilere érnektir. Diger birgok
Gram negatif boyanma 6zellikli ksilan kullanici bakteri rumende yerlesmis goérinmektedir.
Ksilani parcalayabilen anaerobik termofilik bakteriler ve sporlu bakterilerden Clostridium
thermocellum, C. thermohydrosulfiricum, C. thermosaccharlyticum, spor olusturmayan
Thermoanaerobacter  ethanolicus, T. acetigenum, Thermoanaerobacterium  brockii,
Thermbacteroides_turleri gibi bakterileri icermektedir ( Uffen 1997a ).

Cok taninan bazi aile 11 ksilanaz Ureticileri, Thermomyces lanuginosus, Aspergillus
kawachii, Aspergillus niger, Bacillus circulans, Trichoderma reesei ve Trichoderma harzianum
olarak verilebilir. Thermomyces lanuginosus ( 6nceki adiyla Humicola lanuginose ) 6nemli
ksilanaz uretici bir fungustur. Bu tarln bir ¢ok izolati ¢ok farkli ortamlardan izole edilebilmekte
olup, 50°C - 80°C sicakliklar ve pH 3 -12 arasinda degdisen sartlarda stabil ksilanazlarin Gretimi
bildirilmistir. Fungusun birgok sellloz negatif izolati da bildirilmistir ( Shrivastava et al. 2007 ).
Trichoderma, Penicillium, and Aspergillus gibi ¢ok rastlanan funguslar genelde selilaz da
Uretmektedir ( Srinivasan and rele 1999 ). Thermoascus, Cephalosporium, Sclerotium,
antarktika’dan izole edilmis, maya Cryptococcus alcliae gibi birgok baska fungus genusunda
ksilanaz Uretimi gorilmektedir. Aspergillus sp. 2M1, Aspergillus oryzae, Penicillium canescens,
Penicillium janthinellum, gibi bazi fungal izolatlar ile aktinomisetlerden Streptomyces lividans,
Streptomyces albus, Streptomyces sp. Ab106, Thermoactinomyces thalophilus izolatlarinda
k&gt endustrisi icin aranan bir 6zellik olan selilaz negatif ksilanaz Uretimi tespit edilmistir
(Techapun et al. 2003 ). Bacillus tirlerinin sellilaz pozitif ve negatif izolatlarina
rastlanabilmektedir. Ornek olarak, Nakamura et al. ( 1991 ), Bacillus subtilis'in seliillaz pozitif,
Khanongnuch et al. ( 1991 ) ise Bacillus subtilis’in selilaz negatif, ksilanaz Uretici izolatlarini
bildirmislerdir. Lee et al. ( 2008 ) tarafindan B. licheniformis., B. circulans ve Bacillus pumilus’in
Seliilaz pozitif izolatlar bildirilmistir. Dhillon and Khanna ( 2000 ), Bacillus circulans'in ihmal
edilebilir dizeyde selllaz treten AB 16 izolatini; Duarte et al. ( 2000 ), selllaz negatif G¢ B.
Pumilus izolatini; Archana ( 1997 ), selUlaz negatif ksilanaz uretici Bacillus licheniformis A99
izolatini bildirmiglerdir.

Bazi mikroorganizmalar ¢ok sayida farkh ksilanaz ( multiple xylanases ) Uretirken,

bazilarinda ksilanaz cesitliligi azdir. Cok sayida farkh hidroliz enzimi Greten mikroorganizmalarin



31

olusumuna sebep oldugu mono ve disakkaritler genelde ¢evredeki mikroorganizmalarca alinir.
Bazi mikroorganizmalar ise farkli bir strateji uygulayarak az gesitlilikte hidroliz enzimi salgilarlar
ve polisakkaritleri tam olarak pargalamazlar. Polisakkaritlerin monomerlere kadar pargcalanimi
hicre icinde gercgeklesir. Bu durumda cevredeki rekabet¢i non-selilolitik mikroorganizmalar,
mono ve disakkaritleri elde edemez ( Shallom and Shoham, 2003 ). Mikroorganizmalar farkl
Ozellikte ksilanazlar Uretebilir. Georis et al. ( 1999a ), Streptomyces sp. strain S38’den kraft
kagit hamuru beyazlatma yeteneginde farkl G¢ farkli ksilanaz belirlemislerdir. Ayni ¢alismada
izole edilen dért farkh Bacillus pumilus izolati ile yapilan bir ¢galismada, izolatlarin morfolojik,
bazi biyokimyasal testler ve ksilanaz aktiviteleri agisindan bazi farklliklar géstermislerdir (
Duarte et al. 2000 ). iki farkli Bacillus polymyxa izolatinin, ksilanaz (retimlerinin inceledigi diger
bir calismada, ksilanaz optimum sicaklik degerleri ve optimum pH degerlerinin farkh oldugu ( pH
7,0 ve pH 5,5 ) gorilmustir ( Pham et al. 1998 ). ksilanazlarda Kagit endustrisinde kullaniima
acisindan ksilanazlarin optimum pH ve sicaklik Ozellikleri ok énemlidir. Degisik kaynaklara
gbre, bazi Bacillus izolatlarindan elde edilen ksilanazlarin enzimatik 6zellikleri Cizelge 2.3'de
gOsterilmistir. Degisik kaynaklardan, Bazi mikrobiyal izolatlara ait ksilanazlarin enzimatik

Ozellikleri Cizelge 2.4.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Bazi Bacillus’'larda ksilanazlarin optimum pH ve sicaklk 6zellikleri

Optimum Optimum

Mikroorganizma —— ] Mikroorganizma —— ©
T PH Swcakik 5 TPH  Sicakik S

(cc) = (cc) X

Bacillus sp. 42 M1 9 50 b Bacillus pumilis 6.5 45-60 b
Bacillus sp. AR 009 9-10 60-75 a Bacillus sp. W1 6 65 a
Bacillus sp. NG-27 8.5 70 a Bacillus sp. T6 6.5 55 a
Bacillus sp. 41 M1 9.0 50 b Bacillus sp. BP 23 5.5 50 a
Bacillus sp. strain a 8.0 50 c Bacillus sp. D3 6 75 b
Bacillus sp. strain b 9.0 55 c Bacillus firmus 5-11 35 n
Bacillus sp. strain ¢ 9.0 55 c Bacillus polymyxa S 7.0 40-50 e
Bacillus sp. strain d 8.5 55 c Bacillus polymyxa B 5.5 50 e
Bacillus pumilus 9.0 50 d Bacillus polymixa 6.5 50 i
Bacillus sp. Sam3 8.0 60 k Bacillus sp. 91 7.0 60 m
Bacillus sp. strain TAR-1 9.0 70 j B. stearothermophilus T-6 6.5 55 i
Bacillus stearothermophilus 5.5 70 i B. stearothermophilus SDX 6-12 37-85 h
Paenibacillus sp. BP-23 ( s+ ) 5.5 50 g Bacillus sp. (v 1-4) 6.5 70 m
Bacillus circulans AB—16 6.0-7.0 80 k Bacillus polymyxa CECT 153 6.5 50 a
Bacillus circulans 7.0-8.0 45 i Bacillus sp. YC-335 6.0 55 i

( s+ ), selllaz pozitif; a, Beg at al. 2001; b, Sapag at al. 2002; c, Roy ve Belaluddin 2004; d,
Bim and Franco 2000; e, Pham at al.1998; g, Sanchez at al. 2003; h, Dhiman ve ark. 2008; i,
Srinivasanve Rele 1999, degisik arastiricilardan; j, Nakamura ve ark 1995; k, Techapun at al.
2003 degisik arastiricilardan ; m, Srinivasan ve rele,1999 degisik arastiricilardan.; n, Tseng at
al. 2002.
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Cizelge 2.4. Bazi mikroorganizmalarda ksilanazlarin optimum pH ve sicaklk 6zellikleri

Mikroorganizma

Optimum

Sicaklhk
(°c)

Mikroorganizma

Optimum

pH

Bakteriler Funguslar ( devam )

Aeromonas sp. 212, Xyl-3 5.0-7,0 40 -60 a A. sydowii MG49 5.5 60 a
Bifidobacterium adolescentis 5.6 45 a  Cephalosporum sp. 8.0 40
Enterobacter sp. MTCC

5112 9.0 100 b  Cephalosporum sp. RYM-202, Xyl cx1 7.5 50 a
Micrococcus sp.DG10 75 50 ¢  Cephalosporum sp. RYM-202, Xyl cx2 8.0 50 a
Nocardiopsis dossonvillei 7.0 50-60 a  Cephalosporium sp. NCL 87-11-9 6950_ 40 a
Rhodothermus marinus 7.5 50 ¢ Fusarium oxysporum 6.0 55 a
Streptomyces sp. VP-5 4.8-10,0 50 a  Geotrichum candidum 4.0 50 a
S. viridosporus T7A 7.0-8,0 60 a  Penicillium canescens CP10 5.5 55 c
S. olivaceoviridis E86 6.0 60 d  Penicillium janthinellum 5.5 45 c
Staphilococcus sp. SG 13 7.5-9,2 50 a  Thermomyces lanuginosus SSBP 6.5 70-75 a
Funguslar T. lanuginosus DSM 5826 7.0 60-70 a
Aspergillus fischeri Fxn-1 6.5 60 a Trichoderma reesei RUT-C 30 3.4 60 c
A. kawachii IFO 4308 2-5,5 50-60 a Thermoascus aurantiacus 4-45 70-75 ¢
Aspergillus niger 5.5 45 a  Sclerotium rolfsii 5 55 c
A. nidulans 5.4 55 a

Xyl, ksilanaz; a, degisik kaynaklara dayanarak Srinivasanve Rele 1999; b, Khandeparkar and

Boshle 2006c; c, degisik kaynaklara dayanarak Techapun et al. 2003; d, Jiang et al. 2005.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Galisma Alani ve Ornekleme

Calismamizda kullanacagimiz érnekler Denizli ili sinirlari iginde ve ilin dogusunda yer
alan Aci Gél'den alinmigtir. Aci Gol, Acigdl seklinde de yazilabilmektedir.

Ornek aliniminda oézellikle gél suyunun etkisinde kalmis kiyi seridi ve 10 cm. su
derinligine kadar olan kisimlar Uzerinde durulmustur. Gélin bati kismindaki 1 ve 2 nolu
istasyonlar organik madde icerigi bakimindan zengin goérilmustur. Diger istasyonlar ise dik veya
¢ok az egimli oldugundan bu bakimlardan ¢ok daha fakir gériinmistir. Alinan érnekler temelde
gurimekte olan odun ve bitki pargalari igeren topraklar, kiyiya yakin gol taban topragi ve goél su
drneklerini icermektedir. Ornekleme Sekil 3.1‘de gosterilen yedi istasyonda yapiimistir.
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Sekil 3.1. Aci Gol ve gevresinden érneklerin alindigi istasyonlar

Toprak 6rneklerinin alinmasinda bazi ufak degisiklikler yapilarak Parkinson et al. ( 1971
Yin vermis oldugu yéntem takip edilmistir. Toprak ornekleri, alkolle temizlenmis bir ¢apa ile
acllan toprak profillerinden, érnek alinacak ylzey yine alkolle temizlenmis bir spatul ile hafifce
kazindiktan sonra k&gitlara sarilarak steril edilmis kasiklarla 5-15 cm arasindaki derinliklerden
alinmigtir. 1 ve 2 nolu istasyonlardan 10’ar diger istasyonlardan 5'er érnek alinmigtir. Ornekler
otoklavda steril edilmis sicakliJa dayanikli naylon esasl ticari firin torbalarina konularak
etiketlenmig, buz torbalari iceren termosa konularak laboratuara getirildikten sonra kullanilana
kadar 4 °C’deki buz dolabinda saklanmislardir.
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler
3.1.2.1. Besiyerleri

3.1.2.1.1. izolasyon ve Kiiltiirel Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri igerikleri distile suda ¢6zinup, gerektiginde pH
ayarlamasi yapildiktan sonra, otoklavda 1,5 atmosfer basing ve 121°C sicaklikta 15 dakika siire
ile steril edilmiglerdir. kati ortamlar i¢in pH ayarlamasi NaCQ; ile yapildiginda pH ayarlamasinda
kullanilacak %2’lik NaCO3 ayrica steril edilmistir. Besiyerlerine katilan Ksiloz gibi otoklavda
sterilizasyonla bozulabilecek maddeler metinde belirtildigi sekilde 0.4 pm por caph Milipor
filtreler kullanilarak, filtrasyonla steril edilmistir.

Ksilanin erimesindeki diizensizlik ve iyice erimemis olmasi durumunda sonradan
besiyerlerinin pH’sinda dismeye neden olmasindan dolayl besiyerlerine katilacak ksilanin
ayrica eritimesi gerekmektedir. Bunun igin besiyerine ilave edilecek ksilanin % 5’lik
suspansiyonu hazirlanmis, pH'si NaOH ile 8.5’e ayarlandiktan sonra yaklasik 80°C'de manyetik
karistirici ile karistirarak iyice eritilmis daha sonra besiyerleri hazirlamada kullaniimistir. ksilan
iceren besiyerlerinin pH ayarlamasi ve sterilizasyonu bu iglemden sonra yapilmistir. pH

Olcumleri kalibrasyonu yapilmis Hanna pH 211 marka dijital pH metre ile gergeklestiriimigtir.

Besiyeri 1:  izolasyon Besiyeri 1 (iB 1)

Horikoshi ortamlarinin ( Horikoshi 1999 ), %1 Na,COj; icermeyen seklidir, Ayrica,
Karbon kaynagdi olarak Horikoshi ortamlarindaki %1 glukoz ( Horikoshi-l ) veya ¢6ziinUr nisasta
( Horikoshi-Il ) yerine ksilan ( Birchwood xylan ) ilave edilmigtir.

%0.5g, maya ekstrakti; %0,5, pepton; %0,1 g, K:HPO,; %0.025, (NH,4),SO4; %0,025,
MgSO,.7H,0; %1 ml iz elementler solisyonu (Shirling and Géttlied 1966); %0,7, ksilan
(Birchwood xylan ); %2,5, NaCl; %1,8, agar iceren Besiyeridir. 1 M’ ik NaOH ile pH 9a

ayarlanmigtir.

Besiyeri 2: izolasyon Besiyeri 2 (iB 2)

iB 2 ortam, ilk izolasyonlarda soruna yol agan ve ksilanaz lretmeyen proteolitik
mikroorganizmalarin gelismesini azaltmak amaciyla iB 1 ortaminin organik azot kaynagi igerigi
azaltilarak elde edilmistir.

%0.01g, maya ekstrakti;; %0,01g, pepton; %0,1 g, KoHPO4;  %0.025, (NH4),SOy;
%0,025, MgS0,.7H,0; % 1ml iz elementler sollisyonu; %0,5, ksilan ( Birchwood xylan ) %2,5
NaCl, %1,8 agar, iceren besiyeridir. 1 M’ ik NaOH ile pH 9’a ayarlanmistir.

Besiyeri 3: izolasyon Besiyeri 3, DX Besiyeri ( DXo )

Orijinal DX besiyeridir ( Horikoshi 1999, Yang et al. 1995 ). Bu besiyerinde organik azot
kaynagi gereksinimi bulunmayan, ksilan kullanici bakteriler izole edilebilmektedir. igeriginde, %
1, Birch-wood xylan; % 0,1, Ko;HPO,; % 0,1, NaCl; % 0,2, (NH,; ), SOy4; % 0,2, CaCOs; % 1,8

agar bulunmaktadir.
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Besiyeri 4: izolasyon Besiyeri 4, Modifiye DX Besiyeri ( DX )

Orjinal DX besiyerinden ( Yang et al. 1995 ) farkli olarak tuz igerigi, %0,1’den %2,5'a
cikarilmis, ayrica, %1 ml oraninda iz elementler soliisyonu ilave edilmistir. CaCO; ise ilave
edilmemistir. DX besiyeri, inkilbbasyon sonunda, ksilanaz aktivitesi gosteren kolonilerin
cevresinde berraklasma goriniminde olan ksilan hidroliz zonu olugsumu goézlenmesi ile
izolatlarin ksilanaz enzim aktivitesinin ilk belirlenmesinde de kullaniimistir (Yang et al. 1995,
Horikoshi 1999 ).

Besiyeri, litrede K;HPO,, 1g; NaCl, 25¢g; (NH,4 ),SO,, 2g; Birch-wood xylan,10g; agar, 18
g, iz elementler solisyonundan 1ml bulunacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra ortamin pH’si

ayrica steril edilmis %2’lik NaCOs; ile pH 9’a, gerektiginde pH 10’a ayarlanmistir.

Besiyeri 5: Nutrient Agar ( NA,)
Standart, hazir, Nutrient Agardir. Ureticinin tarifine gére hazirlanmistir.

Besiyeri 6: Nutrient Agar; ( NA;)

Standart Nutrient Agar'da ( Sigma S—4681 ) bazi degisiklikler yapilarak hazirlanmigtir.
Nutrient Agara % 2,5 NaCl ve % 0,5, ksilan ( Birchwood xylan ) ilave edilmistir. Ayrica,
izolatlarin tuz-gelisme o6zelliklerinin incelenmesi igin %1, %5, %7,5, %10’luk NaCl'li olarak da
hazirlanmistir. % 2.5 NaCl iceren ve 1 M’ ik NaOH ile pH 8,5’a ayarlanmis NA, stoklarinin
saklanmasi igin kullanilmistir. izolasyon igin kullanildiginda 1 M’ ik NaOH ile pH9 ve 10’a

ayarlanmistir.

Besiyeri 7: CMC Agar

Yang et al. ( 1995 ) tarafindan tarif edilen DX ( Besiyeri 4 ) ortamina, Birch-wood xylan
yerine ayni oranda ( %1 g ) karboksimetil seliloz ( CMC ) ilave edilerek hazirlanmistir.
inkiibasyon sonunda, CMC Agar besiyerinde seliilaz aktivitesi gésteren kolonilerin gevresinde
selilaz hidroliz zonu olusumu goézlenmesi ile izolatlarin selilaz enzim aktivitesinin ilk

belirlenmesi yapilmistir.

Besiyeri 8: Fermentasyon Ortami1 1 ( FO1)
izolasyon besiyeri 1'in ( IB 1) agar igermeyen ‘broth’ seklidir. Ortamin pH’'s1 1 M’ ik
NaOH ile pH 8,5a ayarlanmistir. FO1 ortami, izolatlarin degisik sicakliklarda enzim Uretim

Ozelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 9:Fermentasyon Ortami 2, Karbon Kaynaklari Fermentasyon ortami (FO2)
100 ml. FO2 Fermentasyon ortami, 0.3 g, K;HPOy; 0.05 g, MgSO,4 7H,0; 0.02 g, NaCl;
% 1,5 g islem gérmiis ve kurutulmus bitkisel substratlar veya % 1 ksilan ve % 1 ml iz elementler
solusyonu bulunacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra ortamin pH’si 1 M’ lik NaOH ile pH

8,5’a ayarlanmistir.
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FO2 ortami, DX ( Besiyeri 4 ) ortaminin agarsiz ‘broth’ seklidir. FO2 ortami, izolatlarin
substrat olarak ksilan ( BW- Ksilan ) ve ucuz bitkisel substratlari kullanarak ksilanaz retiminin
incelenmesi icin de kullaniimigtir. Bitkisel substratlar kullanildiginda, FO2 ortamina, ksilan

yerine % 2,0 oraninda, islem gérmus bitkisel substratlar ilave edilmistir.

Besiyeri 10: PCA ( Plate Count Agar)
Ticari, hazir Plate Count Agar ( Difco ) Ureticinin tarifine gére hazirlanmistir. ilave olarak

% 2,5 NaCl ilave edilmig, pH’si 1 M’ ik NaOH ile pH 9’a ayarlanmistir.
3.1.2.1.2. Biyokimyasal Test Ortamlar
Biyokimyasal test ortami igerikleri hazirlandiktan sonra 1,5 atmosfer basing altinda

121°C’de 15 dakika sure ile steril edilmislerdir.

Besiyeri 11: Egg-Yolk Agar

Bakteriyolojik Pepton 19
Glukoz 19

NaCl 159
Yeast Ekstrakt 0,59
Agar 1,29
Egg Yolk Emudlsiyonu % 5 (viv)
Toplam hacim 100 ml

Besiyeri igerikleri homojen bir sekilde ¢oziilerek pH 7.0 'a ayarlanmis, 121 °C' de, 1.5
atmosfer basingta 20 dakika otoklavlanmistir. Daha sonra steril olarak %5 oraninda egg-yolk

ilavesi yapilan ortam lesitinaz testi icin kullaniimistir ( Williams et al. 1983’den modifiye ).

Besiyeri 12 : Simmon Sitrat Agar

Ticari Simmon Sitrat Agar ( Merck ) besiyerinin icerigi Ureticinin tarifine gore distile suda
¢oziuldukten sonra % 2.5 g olacak sekilde NaCl ilave edilmig, 10’ar ml olacak sekilde tiplere
dagitiimis ve otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika sire ile steril
edilmislerdir. Sterilizasyondan sonra besiyeri, tlpler yatik tutularak sogutulmustur.

Besiyeri 13 : Nitrat Broth

Pepton 20g
KNO3 04g
NaCl 409
Agar 0.6 g.
Distile su 200 ml

pH’s1 7.5’e ayarlanip tiplere taksim edilmis, otoklavda steril edilmigtir ( Williams et al.
1983, Yiicel 1993 ).



Besiyeri 14: Nigasta Agar

Meat ekstrakt

Cozundr Nisasta

Agar
Distile su
pH

37

39
10¢
15¢
1000 ml
8.0

Besiyeri icerikleri distile suda ¢6zildikten sonra otoklavda 1,5 atmosfer basing altinda

121°C’de 15 dakika sure ile steril edilmis ve 50°C’ye sogutulduktan sonra steril Petri kaplarina

dagitilmigtir ( Ozdemir 1997 ).

Besiyeri 15: Seker Fermentasyon Brothlari

Seker

Nutrient Broth

NaCl
Fenol Red

Distile su

0.7¢
19
20g
0.018 g
100 ml

Fermentasyon ortamlari tlplere dagitildiktan sonra otoklavda steril edilmistir. Ksiloz

iceren fermentasyon ortami ise filtre edilerek steril edildikten sonra steril pipetlerle daha 6nce

steril edilmis kapakli tiplere aktariimistir.

Glukozdan gaz olusumunun goézlenebilmesi igin, glukoz igeren fermentasyon ortami

tuplerinin igerisine icinde hava kalmayacak sekilde ters olarak durham tipleri konulmustur.

Seker Fermentasyon ortamlari glukoz, laktoz, ksiloz ve mannitoldan asit olusturma

yeteneklerinin gézlenmesi igin kullanilmistir.  Sari renk, asit olusumu olarak degerlendirilmistir.

inokiile edilmemis tiipler negatif kontrol olarak kullaniimistir.

Besiyeri 16: MR-VP Broth ( Metil Red-Voges Proskauer Broth )

Pepton
KH,PO,
Glikoz
NaCl
Distile su
Ph

79

59

59
209
1000 ml
7.0

Besiyeri igerikleri distile suda c¢o6zildikten sonra 10’ar ml olacak sekilde tiplere

dagitiimis ve otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 121°C'de 15 dakika sure ile steril
edilmislerdir. ( Ozdemir 1997 ). MR-VP Broth, MR-VP ( Metil Red, Glukozdan asit olusturma ve

VP, diasetil + asetoin olusturma ) testleri icin kullaniimistir.
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Besiyeri 17: Hareketlilik Belirleme Ortami

Nutrient Broth ( Merck 5443 ) 1349
Bakteriyolojik Agar 0,359
NaCl 25 ¢
Distile su 100 ml
pH 8.0

izolatlarin hareketlilik 6zelliklerinin belilenmesinde kullanilan Hareketlilik Belirleme

ortami, Yiicel ( 1993 Yin kullandigi SIM ortami modifiye edilerek hazirlanmigtir.

Besiyeri 18: Nutrient Jelatin

Nutrient Broth ( Merck 5443 ) . 349
Jelatin ( Fluka 48120 ) 4 g
NaCl 259
Distile su 100 ml
pH 8.0

Besiyeri icerikleri distile suda c¢o6zuldukten sonra 10’ar ml olacak sekilde tiplere
dagitiimis ve otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika sure ile steril
edilmiglerdir. Sterilizasyondan sonra besiyeri tlpleri edik tutularak sogutulmustur ( Tamer ve

digerleri 1989'den modifiye edilmigtir ).

Besiyeri 19: Tripton Broth

Tripton 19
NaCL 259
Distile su 100 ml

Tripton distile suda ¢oziinerek tiplere dagitiimis ve otoklavda 1.5 atmosfer basing
altinda 121°C’de 15 dakika sure ile steril edilmistir ( Tamer ve digerleri 1989 ’'den modifiye

edilmistir ).

3.1.2.2. Gozeltiler ve Diger kimyasal Maddeler
3.1.2.2.1. Shirling and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu

FeS04.7H20 01g
MnCl,.4H,0 (Horasan Kimya) 0,149
ZnS04.7H20 (Horasan Kimya) 01g
Distile su 100ml

iz Tuzlar Solisyonu, gerektiginde besiyerlerine 1ml/L oraninda katilir ( Shirling and
Gottlieb 1966 )
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3.1.2.2.2. DNS Realktifi

20 ml 0.2 N NaOH ( % 8 ) igerisine 1 g 3,5-dinitrosalisilik asit ( DNS ) ilave edilip
manyetik karistiricida ve hafif i1sida iyice erimesi saglandiktan sonra hacim distile su ile 50 ml'ye
tamamlanmistir. 30 g sodyum potasyum tartarat ilave edilmistir. Cozelti hacmi 100 ml'ye
tamamlanmistir. Manyetik karistiricida hafif isida iyice erimesi saglanmistir. Cozelti oksijenden

etkilendigi agzi hava almayacak sekilde sikica kapatilarak saklanmistir ( Dashek 2002 ).

3.1.2.2.3. DNS Substratlari

DNS testi ile ksilanaz aktivitesi 6lglimleri icin substrat olarak ksilan ( birchwood xylan;
BW- xylan ), selllaz aktivitelerinin 6lgimi icin ise CMC ( Carboxy-Methyl Cellulose )
kullaniimigtir. Substratlar uygun tampon c¢dzeltileri igine % 1g olacak sekilde ilave edildikten
sonra i1sitmali manyetik karigtiricida isitilarak, dipte ¢dkelme olmayincaya kadar iyice erimeleri
saglanmistir ( Dashek 2002 ). Substrat tamamen eriyince, 6zellikle glisin / NaOH tamponu igin

ve deneme sicakliginda, pH tekrar kontrol edilmistir.

3.1.2.2.4. Tamponlar

Normal DNS testlerinde substrati igin kullanilan pH 8,5 tamponu olarak, tris ( tris
hidroksimetil amino metan ) tamponu kullanilmistir. Tris tamponu DNS testlerinde 0,1M olarak
hazirlanmistir. Tris tamponu, istenilen molaritede hazirlandiktan sonra derisik HCL ile pH
istenilen degere getirilerek hazirlanmistir, Optimum pH belirlemelerde kullanilan tamponlar, pH
6, 7, 8 icin K;HPO, / KH,PO, ( Taneja et al 2002 ), pH 9, 10 igin ise glisin / NaOH tamponlaridir.
pH dlgumleri ¢bzeltinin kullanilacagdi sicaklikta, 1si1 problu ve kalibrasyonu yapiimig Hanna pH

211 marka dijital pH metre ile gerceklestirilmistir.

3.1.2.2.5. Seker Standartlari

DNS testi ile ksilanaz aktivitesi 6lgimleri igin standart olarak ksiloz, selllaz aktivitelerinin
dlglimii igin ise glukoz kullaniimistir. 1 iU / ml lik bir enzim miktarinin, 5 dakikalik inkiibasyon
suresinde substrattan 5 pmol/ml indirgen seker veya ona denk indirgen u¢ agiga c¢ikaracagi goz
éniine alinarak, 1 iU / ml lik enzim miktarinin dengi olan seker standardi, DNS testindeki inkiibe
suresinin 5 dakika oldugu g6z o6nine alindiginda 0,75 mg/ml ksiloz olacak sekilde
hazirlanmistir. Diger standartlar da bunun katlari olarak hazirlanmistir. % 0,75’lik ksilozdan x ml
alinarak su ile 10 ml'ye tamamlanirsa x IU / ml'lik enzime denk standart hazirlanmis olur. Ayni
yaklasim seliilaz testinde kullanilacak glukoz standartlari icinde uygulanmistir. Seliilaz testi igin
1 iU / mllik enzim miktarinin dengi olan standardi 0,90 mg / ml D-glukoz olacak sekilde

hazirlanmistir.
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3.1.2.2.6. Kappa Numarasi Belirleme igin Gereken Kimyasallar

Kappa numarasi belirleme igin gereken kimyasallar, Dogan ( 2004 ) ve Bostanci ( 1987 )'ya
gore hazirlanmistir.
KMnO,, potasyum permanganat ¢ozeltisi (0.02 M ) 0,1 N * 0,0005 ( yaklasik 3.25 g
/ L ). Permanganat ¢ozeltisi, kisim 3.2.14.8’de belirtildigi sekilde, permanganametri ile

a

standardize edilerek hazirlanmistir.
b- Sodyum tiyosiilfat ¢cozeltisi: 0.2N * 0,0005 ( Na;S,03.5H,0 ). Kullanilacak Sodyum
tiyosulfat kristalleri sert, ufalanmamis, renklenmemis ve kuru olup, hi¢ yapisma ve nem

gOstermemelidir.

(2]
]

Potasyum iyodiir: (Kl ) 0,1 M
Siilfirik asit: ( H;SO,) 0,4 N

Q.
1

3.1.2.3. Biyokimyasal Test Cozeltileri

Kovaks Reaktifi
indol testi igin kullanilan kovaks reaktifi hazirlamak igin, 5 g para-
dimetilaminobenzaldehit, 75 ml butil alkolde iyice eridikten sonra 25 ml % 37’lik HCL yavasga

ilave edilmistir ( Tamer ve digerleri 1989 )

Gram-iyodiir Cozeltisi

Nisasta hidrolizi belirleme igin kullanila gram-iyodir ¢ézeltisinin hazirlanmasi igin, 1 g
iodin ile 2 g KI cam havanda iyice ezildi. Uzerine 300 ml su ilave edilerek karistirimigtir ( Tamer
ve Oskay 2001 ).

Nitrat Rediiksiyonu Reaktifleri

Reaktif A: 0,8 g Silfanilik asit, 100 ml, 5 N Asetik asitte eritilerek hazirlanmistir
Reaktif B: 0,5 g a-naftilamin ( Carlo Erba,444973, N,N-dimethyl-a-naftilammin ), 100
ml 5N Asetik asitte eritilerek hazirlanmistir ( Yicel 1993 )

Kovaks’in Oksidaz Reaktifi
Kovaks'in Oksidaz reaktifi Yicel ( 1993 )'e gore, 1g Tetra-methyl-p-phenylenediamine

dihydrochloride ( Merck ), 100 ml Distile suda eritilerek hazirlanmistir.

Metil Kirmizisi Sollisyonu
MR-VP testi icin metil kirmizisi soliisyonundan ( Ozdemir 1997 ). 0.040 g metil kirmizisi

100 ml % 95’lik etanolde iyice eritildi. Uzerine 100 ml distile su ilave edilerek hazirlandi.
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3.1.2.4. Kimyasallar

MgS04.7H,0 ( Horasan Kimya )
MgS0O,.7H,0 ( Horasan Kimya )
( NH4)H2SO, ( Atabay )

NaCl ( Atabay )

CaCO; ( Atabay )

K;HPO, ( Merck )

NaNO; ( Horasan Kimya )

H>O, ( Carlo Erba, 7722-84-1 )

Diger kimyasallar metin iginde gectikleri yerlerde verilmigtir.
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3.2. METOTLAR

3.2.1. Aci Gol Suyunun Tuz ve pH’sinin Belirlenmesi

Agzi kapali olarak, ici distile su ile yikanmis pet siseye alinmis gol suyunun pH’si ve tuz
oraninin ( % g ) 6lcumu TOA ( Wac-20A ) marka su kalite dlgin cihazi ile dlgtlmustir. Gol
suyunun pH’si ayrica, derhal labrotuvara getirilmis su érneginden i1si proplu pH metre ile dlgim

yapilarak belirlenmigtir.

3.2.2. izolasyon
3.2.2.1.Seyreltme Plaka Metodu

Toprak ornekleri icin secilen orneklerin organik maddece zengin olmasina dikkat
edilmigtir. izolasyonda bazi ufak degisikliklerle Tamer ve digerleri ( 1989 Ya goére seyreltme
plaka metodu kullaniimistir.

10 g toprak 6rnegi Gzerine 90 ml steril % 0.85 NaCl igeren fizyolojik su ilave edilmis ve
30 dakika karistinimistir bu sekilde elde edilen 1/10 oraninda sulandiriimis toprak oOrnegi
stspansiyonundan steril bir pipet yardimi ile 1 ml alinarak, icinde 9 ml steril fizyolojik su bulunan
tupe aktariimig, vorteks yardimi ile homojen sekilde karistirilarak 10%lik toprak suspansiyonu
elde edilmistir. Ayni islem 10 10 10®° 10®lik seyreltmelerin eldesi icin tekrarlanmistir.

Hazirlanan 10'4, 10'5, 10®lik seyreltmelerden 0.5’er ml steril pipet ile alinarak steril
petrilere ilave edilmistir. Uzerine 45°C’ye kadar sogutulmus Besiyeri 2, Besiyeri 4, Besiyeri 6
ilave edilmistir. Besiyerleri ile toprak seyreltmelerinin homojen karismasi i¢in rotasyon hareketi
yaptirildiktan sonra besiyerleri donmaya birakilmigtir. Her toprak érnegi sispansiyonunun s6z
konusu farkli G¢ seyreltmesinden her bir besiyeriyle ve her inklbasyon sicakligi igin toplam 20
petri kabi hazirlanmistir. izolasyon calismalarina Besiyeri 1 ve Besiyeri 3 ile baglanmistir. Ancak
daha sonra izolasyona daha uygun olduklari dusunulen Besiyeri 2, Besiyeri 4 ve Besiyeri 6 ile
devam edilmistir. Selllaz negatif izolatlarin az bulunmasi nedeniyle izolasyonlar ¢ok tekrarli
olarak yapilmistir. Bazi izolasyonlar, petrilerdeki steril besiyerleri Uzerine 1010k
seyreltmelerden steril pipet yardimi ile 0.5’er ml ilave edildikten sonra, steril baget ile yayilarak
inokulasyon yapilmasi seklinde gergeklestirimigtir.

Hazirlanan petriler 35, 45, 50°C’lerde, yeterli oldugu gérilen 3 giin inkiibasyona
birakilmistir. 50°C’de yapilan izolasyonlar bir haftaya kadar uzatilimistir. Petriler gelismelerin
belirlenmesi icin birinci giinden itibaren gézlenmistir.

Ozellikle gevresinde genis ksilan hidroliz zonu olusturan koloniler basta olmak Uzere,
1mm kadar ufak oldugu igin ksilan hidroliz zonu vermedigi distnulen koloniler dahil, degisik
tipte koloniler secilerek Besiyeri 4 veya Besiyeri 6'da ¢izgi plaka yontemi ile tekrar saflastirma
yapiimigtir ( Tamer ve digerleri 1989 ). Saflastirimis izolatlar numara verilerek yatik, steril
Besiyeri 6 iceren tlplere asilanarak izolatin izole edildigi sicaklikta 3 gin gelismeye

birakildiktan sonra buzdolabinda +4 °C’'de saklanmiglardir.
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3.2.2.2. Sivi Zenginlestirme Teknigi

Sivi zenginlestirme teknigi, Yamac¢ ( 1997 )in kullandigi metot modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Acigol istasyon 1 ve 2'den alinmis 1 g toprak érnekleri 99 ml steril Besiyeri 9
( FO2 ) ortamina ilave edilmis ve 35 ve 45°C’lerde bir hafta sabit galkalama ile inkiibe edilmistir.
inkiibasyona alinan kiiltir ortamindan giinliik araliklarla alinan érneklerden hazirlanan 10 Itk
seyreltmelerden 0.5’er ml alinarak Besiyeri 4 igeren petrilere inokiile edilmistir. izolatlarin

saflagtiriimasi i¢in de ayni besiyeri kullaniimistir
3.2.2.3. Kati Zenginlestirme Teknigi

Orneklerin alindi§i istasyonlardan alinmis ve %1 ( g / g ) CaCOs; ilave edilmis 10 g
toprak ornekleri kagit zarflar icine konularak otoklavda steril edilmistir. Bir gece 40°C’'de
kurutulduktan sonra steril bos petrilere dokilmus ve tzerine 5 ml %2 ksilan igeren Besiyeri 9 (
FO2 ) ortami dokildikten sonra 1 g Ornek topragi ilave edilip steril baget ile iyice
karistirilmiglardir. Daha sonra 35 ve 45°C’lerde bir hafta inkiibe edilmiglerdir. 4. ve 7. giinlerde
steril fizyolojik su ( % 0,85 NaCl ) ile islatilan 6ze ile érnek alinarak Besiyeri 4'e ( DX ) gizgi

plaka yontemi ile zikzak gizerek izolasyon yapilmigtir.
3.2.3. Ksilanaz ve Seliilaz Aktivitelerinin On Belirlenmesi (Birincil izolasyon)

Ksilanaz aktiviteleri ilk izolasyon ( primer screening ) ortamlarinda kolonilerin ¢evresinde
beliren berrak ksilan hidroliz zonlari ile belirlenir. inkiibasyon sonunda ksilan igeren izolasyon
ortamlarinda ksilanaz aktivitesi gosteren kolonilerin ¢gevresinde berraklagsma gériinimuinde olan
ksilan hidroliz zonu olusumu, ksilanaz enzim aktivitesinin belirtisi olarak kabul edilmistir. izolatlar,
daha sonra bu agidan Besiyeri 4 ( DX ) besiyerinde tekrar incelenmistir ( Dashek 2002 ). Seliilaz
aktivitelerinin 6n belirlemesi icin izolatlarin Besiyeri 4'de saflastirmasi yapiimis ve aktif
kolonilerinden 6ze ucu dolusu alinarak Besiyeri 7’ye ( CMC besiyeri ) inokilasyon yapilmis ve 35
°C de inkiibe edilmislerdir. 36 saat sonunda kolonilerin etrafindaki seliilaz hidroliz zonlarinin
belirlenmesi amaciyla besiyeri Uzerine %96’k etil alkol ddkulerek bir gece buzdolabinda
bekletiimiglerdir ( Taneja et al 2002 ). islem her izolat icin iki kez gerceklestirilerek izolatlarin
ksilanaz ve seliilaz aktivitelerinin 6n belirlenmesi gerceklestiriimistir. Bu sekilde selilaz negatif,

ksilanaz pozitif olarak bulunan izolatlar S,— K+ seklinde kisaltilarak belirtiimigtir.
3.2.4. ikincil Seliilaz Aktivite Belirlenmesi

CMC besiyerinde selllaz negatif olarak belirlenen izolatlarin selilaz aktiviteleri
agisindan ikincil incelemeleri kisim 3.2.8’de verilen DNS testi ile 60 °C’de, ve pH’lari 7.4 ile
9.0'a ayarlanmis %1 ‘lik CMC ( Carboxy-Methyl Cellulose ) substrat olarak kullanilarak
gerceklestirilmistir. Substrat pH’lari, pH 7,4 igin K;HPO, / KH,PO,4, pH 9,0 igin glisin / NaOH
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tamponu ile ayarlanmigtir ( Taneja et al. 2002 ). DNS testi ile selllaz negatif olma 6zelli§i Sq—

seklinde kisaltilarak belirtiimigtir.
3.2.5. Bluyiime Egrilerinin Belirlenmesi

Ornekler steril olarak belli siirelerde alinarak bekletiimeden hazirlanan 10, 10lik
dilisyonlarindan, 0,5 ml'lik kisimlar gift tekrarli olarak steril bos petri kaplarina ilave edilmis
tizerlerine 45°C ‘ve kadar sogutulmus steril besiyeri 11 ( PCA, Plate Count Agar ) ortami
dokilerek 35 °C ‘de inkibasyona alinmiglardir. 1,5 gun sonunda petrilerde koloni sayimlari
yapilmistir. ki petrideki ortalama koloni sayisi belirlenmis zamana bagh olarak ml'de

mikroorganizma miktari ( CFU ) belirlenerek grafigi olusturulmustur ( Tamer ve digerleri 1989 ).
3.2.6. Fermentasyonlar

Fermentasyon inokulumlarini hazirlamak igin ilk olarak stok kdaltarler, tlp igindeki
Besiyeri 6'ya asllanarak 36 saat 35°C’de gelistirimistir. Daha sonra gelisen killtiirlerden bir 6ze
dolusu alinarak 250 ml’lik erlenlerdeki steril edilmis 25 ml'lik fermentasyon ortamlarina inokile
edilmislerdir. 24 saat'te 150 rpm calkalama hizinda gelismeye alinip aktive edilmis inokulum
kiltirlerinden, hacimce %5 oraninda alinarak fermentasyon ortamlarinin inokulasyonu
gerceklestirilmistir. inokiilasyon yapilmayan ayri bir fermentasyon ortami, ayni islemlerden
gegirilerek negatif kontrol olarak kullaniimistir.

Fermentasyonlar 500 ml’lik erlenlerdeki 200 ml fermentasyon ortami ile
gerceklestiriimistir. Asillanmis fermentasyon ortamlari 35°C'de ve donis hizi 150 rpm'e
ayarlanmig orbital-horizontal ¢alkalayici Uzerinde inkUbasyona alinmistir. Ayrica, segilen
izolatlar FO1 ortaminda 25, 30, 35 40, 45, 50 °C’lerde de ayri ayri fermentasyona alinarak,
izolatlarin, degisik sicakliklarda enzim Uretim kabiliyetleri belirlenmigtir. Fermentasyon
ortamlarindan degisik surelerde, steril olarak alinan érnekler, 14000 devirde ve 10 dakika
santrifijlendikten sonra, elde edilen stipernatantlar ( ham kiltdr filtratlar ), enzim aktivitelerinin
belilenmesinde kullaniimistir. izolatlara ait enzim érneklerinin bir sefer igin -20°C’'de o6nemli
aktivite kaybina ugramadigi denemelerle tespit edildiginden, kultur filtrati drnekleri -20°C'de
derin dondurucuda saklanmistir. Kullaniimalari gerektiginde ksilanaz aktiviteleri tekrar
Olcllmastar.

izolatlarin, organik azot kayna@i bulunmayan sartlarda, ksilani karbon kaynagi olarak
kullanarak ksilanaz Uretme kabiliyetleri ise, karbon kaynagi olarak ksilanin kullanildigi FO2
ortaminda gerceklestirilen fermentasyon ile belirlenmistir. izolatlarimiz tuzlu ortamlarda daha iyi
gelisebildigi icin besiyerine % 1.5 NaCl ilave edilmistir. Ortamlarin pH’st 1 M NaOH ile 8.5'e
ayarlanmistir. Fermentasyonlar, daha o6nce FO1 ortaminda farkli sicaklklarda yapilan
denemelerle optimize edilen sartlarda belilenen optimum enzim dretim sicakliginda

gerceklestirilmistir.
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3.2.7.Tarimsal Atiklarin Enzim Uretiminde Kullanilmasi

Enzim dretiminde kullanilacak tarimsal substrat olarak, misir kogani, saman ve bugday
kepegi kullanilmistir. izolatlarin, én islem gérmis ve kurutulmus olan séz konusu bitkisel
materyaller kullanilarak enzim tretme potansiyellerinin belirlenmesi icin, % 1,5 NaCl ve % 1,5
on isleme tabi tutulmus s6z konusu substratlari igeren karbon kaynaklari fermentasyon
ortamina ( FO2 ) ilave edilmistir. Fermentasyonlar onceki fermentasyon calismalarimizda
uyguladigimiz miktar ve hacimlerde, 150 rpm’e ayarlanmis c¢alkalayici Gzerinde ve daha dnce
FO1 ortaminda degisik sicakliklarda yapilan fermentasyonlar sonunda belirlenen optimum
enzim Uretim sicakhdinda inkiibasyona alinarak gerceklestirilmistir. Inokiilasyonlar FO1

ortaminda yapildigi gibidir. Ortamlarin pH’si 1 M NaOH ile pH 8,5’e ayarlanmistir.
3.2.7.1. Bitkisel Karbon Kaynaklar igin On islem

Tarimsal substratlar olarak misir kogani, saman ve bugday kepegdi kullaniimigtir.
GCalismamizda enzim Uretiminde substrat olarak kullanilacak, lignoselilozik materyal 0,5-1
cm’lik pargalara ayrildiktan sonra % 1’lik NaOH iginde ( materyalin Ustiinu Ortecek kadar ) 6n
islemden gegirilerek 121°C’de, 20 dakika otoklavlanmistir. Daha sonra pH'lari nétral seviyeye
dislinceye kadar elek lUzerinde ¢gesme suyu ile yikanmis ve firinda kurutulmustur. Kurutulmus
materyal daha sonra 0,5 cm agiklikli elekten gegirilerek hazir hale getirilmistir ( Pham at al 1998
). Islem gérmiis ve kurutulmus bitkisel substratlar, karbon kaynaklari fermentasyon ortamina (
FO2 ) %1,5 miktarinda ilave edilmiglerdir. Karbon kaynaklari 6n islemden gegirilirken
kopuklenme oldugundan ve sicakligin iyi etki edebilmesi igin, islem sirasinda 500°’IUk erlenlere

100 g materyalden fazla konulmamasi gerekmektedir.
3.2.8. Enzim Analizleri

Kaltirlerin  ksilanaz aktiviteleri DNS ( Dinitrosalisilik asit ) metodu kullanilarak
belirlenmistir. Enzim igeren kiltir stpernatantlarindan veya seker ( ksilanaz igin ksiloz, selilaz
icin glukoz ) standartlarindan 0.5 ml alinarak standart test tipleri iginde, 2 ml pH 9,0 olan
substrat bulunan tampon ¢o6zeltisine ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan karisim 60 °C'de 5
dakika reaksiyona birakilmistir. Bu durumda, enzim aktivasyonu ile substrat pargalanarak
serbest ksiloz sekerleri veya indirgen ksilooligomer uglari olugsmaktadir. Stre sonunda 3 ml
DNS reaktifi eklenip reaksiyona son verilmistir. TUpler 90°C sabit sicakliktaki kaynar su
banyosuna alinarak renk degisimi icin 5 dakika beklemeye alinmistir. Kaynar su banyosunda
indirgen seker igerigi miktarina bagli olarak kizil kahverengi renk gelismektedir. Test sonuglari
dalga boyu 540 nm’ye ayarlanmig spektrofotometre ( Optima phototech 301-D model )
kullanilarak, absorbans de@erlerinin okunmasi ile renk yogunlugu dl¢ulerek belirlenmigtir. Kér
olarak kullanilan kiltir érnekleri; ayni kultir stipernatantlarinin 20 dakika 100°C’de bekletilerek

inaktive edilmis ksiloz standartlar igin distile su kullaniimistir. Olglimler dncesinde, kér ¢dzeltileri
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ile spekrofotometrenin transmisyon degeri %100’e, absorbans degeri 0.00’a ayarlanmistir.
Absorbans degerlerinin kiiltiir siipernatantindaki enzim (initesi / ml ( iU/ml ) ye cevriimesinde
Sekil 3.2°de goruldugi gibi ksiloz standart egrisinden faydalaniimistir ( Dashek 2002 ). DNS
testlerinde kullanilacak substratlar kisim 3.1.2.2.3'de, seker standartlari ise kisim 3.1.2.2.5'de

belirtilmigtir.
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Sekil 3.2. Ksiloz standartlari i¢in 6rnek standart egrisi
3.2.9. Ksilanaz Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Kagit beyazlatmada kullanilacak ksilanazlarin ( pH 8-10 ) alkali sartlarda aktivesini
kaybetmemesi aranan bir 6zelliktir ( Techapun et al. 2003 ). Calismamizda izolatlari kiltir sivisi
supernatantlarinin optimum ksilanaz aktivitesi gosterdigi pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla,
farkl tamponlar kullanilarak pH degerleri 6—10 arasinda ayarlanmis %1’lik ksilan ( birch-wood
xylan ) substrat ve DNS metodu ile ve 35°C’de enzim aktivitelerinin &lglimi yoluyla
belirlenmistir. pH 6 — 8 icin fosfat tamponu, pH 9 — 10 igin ise glisin / NaOH tamponu
kullaniimigtir. Glisin tamponu tuz yogunlugundan ( Cl nedeni ile ) etkilendigi icin tampondaki tuz
orani enzim 6rneklerine gore ayarlanmistir. Hazirlanan tamponlanmis substratlarin pH degerleri

pH-metre (Hana pH metre 211) ile kontrol edilmistir.
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3.2.10. Degisik Sicakliklarda Ksilanaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

izolatlara ait kltir sivisi siipernatantlarinin optimum ksilanaz aktivitesi gdsterdigi
sicaklik degerlerinin belirlenmesi, farkli sicaklik araliklarinda ( 35°C - 80°C) ve pH 9'da, kisim

3.2.8’de verilen DNS metodu ile enzim aktiviteleri olgllerek gergeklestirilmistir.
3.2.11. Ksilanaz Termal Stabilite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Endistriyel olarak k&gt hamurunda ksilanaz kullanimi  genelde 60°C’de
gerceklestiriimektedir ( Subramaniyan and Prema 2000, Beg et.al. 2001 ). izolatlarin kiiltiir
filtratlarindaki ksilanaz aktivitelerinin 60°C’de uzun streli olarak bir kayba ugramamasi énemli
bir dzellik olarak goriilmektedir. izolatlarin ksilanaz termal stabilite 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla degisik slrelerde 60°C’de bekletilen enzim &rneklerinin ksilanaz aktiviteleri DNS

metodu ile 60°C ve pH 9'da, substrat olarak %1’lik ksilan kullanilarak belirlenmistir.

3.2.12. Kagit Hamuru Denemeleri

3.2.12.1. Kagit Hamurunun Hazirlanmasi

izolatlara ait enzimlerin kagit hamuruna etkilerinin belilenmesi galismalarinda
kullaniimak Gzere kagit hamuru hazirlanmistir. Beyazlatiimamis kraft kagidi ( Caycuma AS. )
Oncelikle cesme suyunda daha sonra distile suda islatildi ve el ile suyu sikildi yaklasik 1 cm’lik
kisimlara pargalandi. Kagit pargalari bir kap icindeki 70°C'lik distile suda 10 dakika kadar
bekletildikten sonra ayni su i¢inde uglari kesici olmayan ev tipi elektrikli bir ¢irpici ile serbest lifler
haline getirilerek iyice desintegre (liflere ayirmak) edildi. 2 mm aralikli bir elekten suzuldu. Elek
Uzerinde kalan dugumli kisimlar en son olarak tekrar cirpicidan gegiriimek Uzere toplandi.
Desintegre edilmis lifler yaklasik 0,5 mm por agiklikli olan plastik esasli bir til kumasta suzilerek
tutuldu. Hafifge sikildi. 1 cm’lik parcalara ayrildiktan sonra bir gece 50°C etiivde kurutularak firin
kurusu hamur ( fk hamur ) elde edildi. Daha sonraki islemlerde kullaniimasi gerektiginde, uygun
miktarda fk hamur tartildiktan sonra uygun buyUklUkteki bir erlendeki 70°C'lik distile su icine
alinarak manyetik karistirici kullanilarak iyice liflendirilmis, 0,5 mm por aciklikli plastik esash tl

kumasta suzilerek hazirlanmistir.
3.2.12.2. Enzimatik On iglemin Optimizasyonu

Kagit hamurlarinin segilmis izolatlara ait ksilanaz preparatlari ile 6n islemi igin
optimizasyonu Khandeparkar and Bhosle ( 2006 )ya benzer sekilde, ka&dit hamurlarinin
izolatlara ait ksilanaz preparatlari ile 6n islemde uygulanmasi distnllen sartlarda isleme
tutulmasi sirasinda belli sirelerde alinan érneklerin seker igerikleri belirlenerek yapilmistir.
Bunun i¢cin DNS ydéntemi ile sellilaz negatif oldugu belirlenmis olan Ag 12, Ag13, Ag20, Ag32

izolatlarina ait enzim preparatlari kullaniimistir. %0.5’lik NaOH ile enzim preparatlari ve iglem
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sivilarinin 6n pH ayarlamasi yapilmigtir. Tartildiktan sonra distile suda liflendirilmis ve stizilmus
kagit hamurunun iglem sivisina ilavesini takiben, pH 9,0, 60°C, 10 IU enzim/g fk-hamur ve
toplam 3g fk-hamur / 60 ml ( %5 fk-Hamur ) sartlarinda 2.5 saat sire ile enzimatik 6n islem
uygulanmistir. Iislem sirasinda her denemeden 0, 30, 60, 90, 120 ve 150’nci dakikalarda alinan
1.5’er ml'lik 6rneklerin icerdigi ve ksilan hidrolizi sonucu agiga ¢ikmis olan seker miktarlari DNS
metodu ile belirlenmistir. Ayrica, enzim preparati yerine su kullanilan bir deneme de kontrol
olarak ayni iglemlere tabi tutulmustur. islem sirasinda alinan érneklerden DNS yéntemi ile belli
sureler igin iU/ml olarak elde edilen seker miktari degerleri, agagidaki formile gére, hamurun
grami basina acida ¢ikan mg cinsinden seker degerlerine donusturildikten sonra, zamana
karsi kagit hamurunun grami basina agiga c¢ikan seker grafigi olusturulmustur. Kagit
hamurunun grami basina agiga ¢ikan seker miktarinin hesaplanmasi asagidaki formile gore

yapilmistir.

Topam indirgen seker{mg) _ ml'de indirgen geker{mg ) x Topam islem hacmi { ml)

Toplam fk kagit hamuru{g) Toplam fk kagit hamuru{g)

IJiml x 0.14 mg* x Topamiglem hacmi { ml)
Toplam fk kagit hamuru {(g) #3 1pmol Ksiloz, 0.14 mg

Ayrica, enzim preparatlarinin  kagdit hamurundaki etkinliklerinin sinirlarina ulagip
ulasmadiginin belirlenebilmesi igin, ilk islemler sonunda islemde kullaniimis olan k&git hamurlari
distile su ile yikanip suizildikten sonra, ayni izolata ait taze enzim preparatlari kullanilarak ayni

sartlarda ayni isleme tekrar tabi tutulmus ve indirgen seker salinimlari belirlenmistir.

3.2.12.3. Kromofor Saliniminin Belirlenmesi

Enzimatik 6n islemin optimizasyonu islemi sonunda, islem uygulanmis hamurun bir
kismi sikilarak akan sivi temiz bir cam kapta toplanmis Whatman no:1 filire kagidindan
stiztldikten sonra kromofor belilenmesi amaciyla kullaniimistir ( Chauhan et al. 2006 ). Her
izolat icin kontrol olarak, kaynatma sicakliginda 15 dakika bekletilerek inaktive edilen enzim
preparatlari, ayni sartlarda isleme alinmistir ( Jiang et al 2005 ). Sizintilerde, agiga c¢ikan
bilesiklerden fenolik bilesiklerin yogunlugu 237 nm’de, hidrofobik bilesiklerin yogunlugu 465 nm
dalga boyunda absorbans olgimleri ile belirlenmistir. Kor olarak enzim ilave edilmemis kagit

hamuru drnegi kullaniimigtir ( Yang et al. 1995, Dashek 2002 ).
3.2.12.4. Enzimatik On iglem
Kimyasal beyazlatma islemi 6ncesinde kagdit hamurlari enzimatik 6n isleme tabi

tutulmustur. Bu islem bazen enzimatik 6n islem ( Zhao et al 2005 ), bazen de enzimatik 6n

beyazlatma gibi degisik sekillerde adlandiriimaktadir. Kisim 3.2.12.2'de belirtildigi sekilde
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yapilan enzimatik 6n islemin optimizasyonu ile elde edilen sonuglarin degerlendiriimesi
sonucunda Ag12, Ag20, Ag32 izolatlarina ait enzim preparatlari ile k&dit hamurlari isleme tabi
tutularak gerceklestirilmistir. Kontrol olarak enzim kullanilmadan ayni islemlere tabi tutulan kagit
hamuru kullaniimistir. islem kimyasal beyazlatma islemi sonrasinda bir kisim kagit hamuru
kappa sayisi hesaplamada kullanilacak, diger bir kisim kagit hamuru da beyazlik élgimi igin
yetecek boyutlarda, toplam 7,5 g fk-hamur igin gergeklestirilmistir. Enzimatik 6n islemler pH 9,0,
60°C, 10 IU enzim/g fk-hamur ile toplam 7,5 g fk-hamur / 150 ml ( kesafet % 5 fk-Hamur )
sartlarinda ve yine daha 6nce yeterli oldugu belirlenmis olan 120 dakikalik sire ile sicak su
banyosu ve naylon torbalar icinde 10 dakika araliklarla cam baget ile karistirilarak
gerceklestirilmistir. islemler sonrasinda kagit hamurlari, kdgit hamuru hazirlama ve kimyasal
beyazlatma islemlerinde de kullanilan bir elek Uzerinde distile su ile pH’lart 7.8 civarina

distinceye kadar iyice yikanmistir.

3.2.12.5. Kimyasal Beyazlatma

Kagit hamurlarinin kimyasal beyazlatmasi igin, 6nce EDTA, daha sonra H,O, islemi
olmak iizere ardisik iki agsamali beyazlatma uygulanmistir. islemde secilmis izolatlara ait enzim
preparatlari ile 6n islem gdérmis k&Jit hamurlari ve kontrol olarak enzimatik 6n iglem
uygulanmamis kagit hamurlari kullanilmistir. Kimyasal beyazlatma islemi, daha sonra iglemler
olarak kappa testi icin yaklasik 4 g fk-hamur, beyazlik belirlenmesi igin gereken kagidin
yapilmasi i¢in ise 3,2 g fk-hamur olmak Uzere toplam 7.2 g fk-hamur igin, Atik ve digerleri ( 2006
Yne gore bir 6n EDTA islemi ilavesi ile ( Chauhan et al. 2006 )'na benzer sekilde, asagidaki

sekilde ve sirada gercgeklestirilmistir.

1. EDTA uygulamasli, %1 EDTA, %1 fk-hamur kesafetinde, 50°C’de 30 dakika sire ile
uygulanmistir ( Atik ve digerleri 2006 ). islem sonunda kagit hamurlari yaklasik 0,5 mm
por aciklikli olan plastik esasl bir til kumas Uzerinde 50°C’deki sicak distile su ile
yikanarak stzilmustr.

2. H,0, beyazlatmasi, Atik ve digerleri ( 2006 )Yden modifiye edilerek gergeklestiriimistir.
H,O, beyazlatmasi, k&gt hamurlarina EDTA uygulamasini takiben %1 NaOH, %2,5
H,0,, %5 fk-hamur kesafetinde, 70°C'de 80 dakika siire ile uygulanmigtir. iglem
sonunda k&git hamurlari yaklasik 0,5 mm por acgiklikli olan plastik esash bir tul kumas

Uzerinde 60°C sicakliktaki distile su ile yikanarak stzulmdstar.

3.2.12.6. Kappa Numarasi Belirlenmesi

Belli zaman, sicaklik ve asitlikte, 1 gram ham kuru hamur tarafindan tiketilen 0,1 M
potasyum permanganatin ml cinsinden miktarina o hamurun kappa sayisi denmektedir. Kappa
numarasi belirlenmesi Bostanci ( 1987 ) ve Dogan ( 2004 ) ‘na goére yapilmistir. Kappa

numarasi belirlenmesinde kullanilan kimyasal ¢ozeltiler kisim 3.1.2.2.6’de verilmistir.
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Bu islem icin dncelikle, kdgit hamuru 6rnegi, sulu hamur slspansiyonu halinde ise,
suzilerek yikanir, oda sicakliinda kurutulur ve ufak pargalara ayrilir. Ornekte kiymiklar ve
budak pargalari varsa temizlenmelidir. Bu temizleme iglemi sizme yontemi ile saglanabilir.

Kullanilan potasyum permanganat ¢ozeltisinin %30 -70’ini tUketecek miktar ( bu miktar
onceden deneme ile belirlenebilir ) 3-4 g araliginda kuru kagit hamuru hassas terazide
tartildiktan sonra 500 ml distile su icinde lifler birbirinden iyice ayrilincaya kadar desintegre
edilir. Desintegre edilmis hamur suspansiyonu 1500 ml'lik reaksiyon beherine doékultur. Hamur
suspansiyonu beherinde hi¢ lif kalmamasi i¢in bosaltilarak beher 295 ml distile su konularak
iyice galkalanir ve yikama sivisi reaksiyon beherine eklenir. Reaksiyon beheri 25 * 1 C %lik su
banyosuna konulur ve karigtiriir. 250 ml'lik bagka bir beher ( reaktif beheri ) icine 100’er mi
onceden hazirlanmis potasyum permanganat ve siilfiirik asit ¢ozeltilerinden 100’er ml konulur.
Boylece elde edilen kimyasal reaktif ¢ozeltisi sicak su banyosuna alinir. Reaksiyon kabi ve
reaktif beheri 25 + 1 °C sicakliga ulaginca, reaktif ¢ézeltisi reaksiyon kabina eklenir. Bu andan
itibaren kesin 10 dakikalik reaksiyon siresi tutulmaya baslanir. Sure tutma isleminin baslarinda
250 ml'lik reaktif erleninde kalan kimyasal madde kalintilari da 50 ml distile su ( 25 °c ) ile
calkalanip, yilkama suyu reaksiyon kabina dokulir. Bu sekilde reaksiyon kabinda 1 L ¢dzelti
hacmi olusmus olur. Reaksiyon 25 £ 1 OC sicaklikta devam ettiriimelidir.

25 + 1 C ®de 10 dakikalik reaksiyon suresi dolunca, reaksiyon kabina 20 ml potasyum
iyodur cozeltisinden katilarak reaksiyon durdurulur. Bu islemden sonra reaksiyon beheri 10
dakika isiktan uzak tutulur. Reaksiyon beheri su banyosundan alinir, oda sicakliginda sodyum
tiyosulfat ¢Ozeltisi ile titre edilir. Titrasyonda permanganatin rengi kaybolup ortam acik sari
olmaya baslayinca, ortama kaynatilarak iyice eritimis ve suzilmis ¢6zinlr nisasta
solusyonundan bir miktar ilave edilir. Reaksiyonun sonu, indikator nisasta ile olusan mavi rengin
ani renksizlesmesi ile belirlenir. Bu renksizlesme 20 saniye kadar geri ddnmemelidir. Harcanan
sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi miktari ( ml ) oldukga hassas sekilde olgllerek kaydedilmelidir. Ayni
islem k&git hamuru kullanilmadan yapilan bos deneme olarak tekrarlanir. Harcanan sodyum

tiyosulfat ¢gdzeltisi miktari kaydedilir. Testin degerlendiriimesi asagidaki formile gore yapilir.

2% d oo (hb-cixn

=
M 0.1

=

Formuldeki semboller:

K= Kappa numarasi

a = Permanganat tiiketimi ( ml ). Formiile gére bulunacaktir (a=a’).

b =Bos ( kadgit hamuru icermeyen ) denemedeki Sodyum tiyosiilfat tiketimi ( ml. )
¢ = Hamurlu denemedeki sodyum tiyosdilfat tiketimi ( ml )

n = Sodyum tiyosdlfat'in normalitesi

d = a' degerine bagli olarak duzeltme faktorl ( Cizelge 3.1’den alinan degerlerdir. )

m = Hamur kuru agirigi ( gram cinsinden firin kurusu hamur agirhgidir )
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Ornek olarak, a degeri 32 ise, Cizelge 3.1’ deki 30 ve 2 degerlerinin kesisimi olan 0.962
sayisi dizeltme faktéri (d) olarak alinir. a' degeri 30' dan az ise standart Cizelge

kullaniimaz. Bu durumda d, 1 olarak alinir.

Cizelge 3.1. ‘ a'degerine bagli, d diizeltme faktori tablosu ( Bostanci 1987)

a 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

30 0.958 0.960 0.962 0.964 0.966 0.968 0.970 0.973 0.975 0.977
40 0979 0.981 0.983 0.985 00987 0.989 0.992 0.994 0.996 0.998
50 1.000 1.002 1.004 1.006 1.009 1.011 1.013 1.015 1.017 1.019
60 1.022 1.024 1.026 1.028 1.030 1.033 1.035 1.037 1.091 1.042
70 1.044

3.2.12.7. Delignifikasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Kappa testinden elde edilecek sonuglara gére delignifikasyon etkinliginin belirlenmesi

asagidaki denkleme gore belirlenmistir ( Duarte et al. 2003 ).

% Delignifikasyon etkinligi — Baslangigtaki kappa numaras| — kimyasal beyazlatma sonrasi kappa numarasi

Baslangigtaki kappa numarasi

3.2.12.8. Permanganat Cozeltisinin Standardize Edilmesi

Kappa testinde kullanilacak kati veya c¢oOzelti halindeki KMnO, stoklari bir kisim
aktivitesini bozulma nedeni ile kaybettigi icin kullaniimadan énce standardize edilmesi yani
gercek konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Standardize edilen ve uygun sekilde
saklanan ¢oézeltiler nispeten uzun sire kullanilabilirler. Permanganat standardizasyonu,
Jeffery et al. ( 1991 )'na gore asagidaki sekilde yapilimistir.

Sodyum oksalat 105 -120°C’de firinda 8 saat siire tutulmus ve nem ¢ekmemesi icin
kapali bir kap iginde sogumasi beklenmistir. Sodyum oksalattan 0,3 g’ lik kisim ¢ok hassas
olarak tartiimis Uzerine 240 ml yeni hazirlanmis distile su, daha sonra da 12,5 ml yogun
H,SO, veya daha tercihen 250 ml 1 M H,SO, ilave edilerek sodyum oksalat tamamen
eriyinceye kadar karistiriimistir. Daha sonra hazirlanan oksalat - asit gozeltisi 55- 60°C'de
permanganat ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Bu amagla reaksiyonun tamamlanmasina yetecek
permanganat ¢dzeltisinin % 90 — 95’ lik kadar kismi sodyum oksalat ¢ézeltisine ilave edilip
iyice karigtirildiktan sonra, ¢ozeltinin 55- 60°C sicakliga alinarak titrasyonuna devam edilmesi
tavsiye edilmektedir. Titrasyonun sonu pembe renk doéntusimi ile belirlenmistir (
permanganatin renginin kaybolmayip kaldigi ilk an ). 30 saniye beklenerek rengin geri
dénmediginden emin olunmustur. Titrasyon sirasinda ¢ozelti devamli olarak karistiriimalidir.

Permanganat c¢ozeltisi dakikada 25 — 35 ml hizinda ilave edilmelidir. Renk déndsimi
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gerceklestiginde bir kag damla fazladan permanganat ¢ézeltisi ilavesi uygun olur. My xV, =
M, xV, formiliyle permanganatin gergcek molaritesi belirlenir. Buradan yola c¢ikilarak kappa
testinde kullanilacak, normalitesi kesin olarak ayarlanmig permanganat ¢ozeltisi elde edilir.
Cok temiz bir cam kap icinde karanlikta saklanan permanganat ¢ozeltisi birkag iki giin iginde
kullanilmahdir ( Jeffery et al. 1991 ).

3.2.12.9. Beyazlatmada Kullanilacak H,0, Cozeltisinin Standardizasyonu

Kagit hamuru beyazlatmada kullanilan ticari H,O, ve stok ¢ozeltileri bozulma nedeni ile
surekli degisim ( azalma ) gosterebildiginden kullanim Oncesi kesin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi ( standardizasyonu ) gerekmektedir.

Seyreltiimis ve konsantrasyonu bilinmeyen H,O, stokundan ( Ticari siseler yilksek
konsantrasyonda H,0, igerdiginden 100 kez seyreltiimesi yerinde olur ) 1 ml alinarak tizerine 20
ml distile su ve 1 ml %10’luk H,SO, ¢dzeltisinden ilave edilmistir. Daha sonra permanganatin
rengi kaybolana dek 0,02 Molar KMnQO, ¢6zeltisi ile titre edilmistir. 5 mol H,O,'nin 2 mol KMnO,

tiketeceginden yola ¢ikarak H,O, nin konsantrasyonu bulunmustur ( Jeffery et al. 1991 ).
3.2.12.10. Kagit Hamurlarinin Kagit Haline Getirilmeleri

Beyazliklarinin aletsel olarak Olgilebilmesi icin kagit hamurlarinin  kagit haline
getiriimeleri gerekmektedir. Bunun igin, hamurlar eger kurutulmus ise Tappi T 205 sp-95
standardina uygun olarak 3.2 g’lik kuru k&git hamuru ( fk-hamur ) de-iyonize su ile islatildiktan
sonra 3x3 cm’lik kare seklinde kisimlara ayrildi. Dért saat suda islatildi. Ornek 20 + 2 °C’'de
distile veya deiyonize su ile 400 ml'ye dilie edildi ( %1,2 yogunluk ). Mikserde yaklasik 3000
rem ( 50/sn ) donls hizi ile lif digumleri kalmayincaya kadar liflendirildi. Daha sonra bu 400
ml'lik stok 1,6 L’ye seyreltildi ( % 0,3 yogunluk ).

Elde edilen kagit hamuru sispansiyonu ile ham kagit “handsheet” yapimi igin, yine
Tappi T 205 sp—95 standardina uygun olan Sekil 3.3'deki el yapimi alet kullaniimistir. Bunun
icin elegin altindaki konik kisma elek yiizeyine kadar su ilave edildi. Uzerine kullanilacak
hacimde hamur stspansiyonu ilave edilir. Son hacim ylksekligi su ile 350 mm’ye tamamlandi.
Hamur sispansiyonuna daldirilan karistirici yavasga, ¢evirme hareketi yapmadan 6 saniyelik
surelerde bes defa asadi yukari hareket ettirilerek hamur sispansiyonunun homojenligi
saglandi. Karistirici yavasga hamur suspansiyonundan ¢ikarildi. Sivi ylizeyi hareketsiz
oldugunda drenaj vanasi agilarak vakumla sivinin hizla asagi akmasi saglandi. Liflerin elek
yluzeyinde dizgln tabaka olusturacak sekilde kalmasi i¢in drenaj 3,5 sn olacak sekilde hizl
yapilmistir ( Anonim 1 T 205 sp—95 Standard Practice 1995 ).
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Sekil 3.3. Kagit yapimi igin diizenek

Sonraki asama “couching” adi verilen k&git yapimi bitirme islemidir. Bunun igin sert bir
zemin Uzerindeki Ust Uste konulmus dort kurutma k&gidi Gzerine diz ylzeyli, ince naylon esasl
perdelik kumas konuldu. Aletten gikarilan elek, k&dit hamuru tabakasi asagdi bakacak sekilde
ters cevrilerek kumasin tzerine yerlestirildi. Elegin Gst kismina elle dizgince baski uygulandi.
Elek kaldirildiginda ham kagit tabakasi alttaki kumagsin Uzerinde kaldi. Ham k&gidin Ust kismina
da diger bir naylon esasli bez yerlestirilip lzerine dort kurutma kagidi yerlestirildi. Olusan
yapinin en Uzerine diz bir tahta plaka yerlestirildi ve Uzerine takriben 15 kg’ lik bir agirlik
yerlestirilip bes dakika siire ile fazla suyun alinmasi icin beklendi. islemi kurutma kagitlari
yenilenerek tekrarlandi. En son olarak ham kagidin Ustindeki bez ve kurutma kagitlari alindi.
Bunlarin yerine kagitta duz bir ylzey elde etmek igin, yuzeyleri diz ve parlak sert plastik *
pleksi-glass ” tabakasi yerlestirildi ve vakit gegirmeden preslendi. Presleme, Tappi T 205 sp-95
sitandardinda ( Anonim 1 1995 ) belirtildigi gibi 3,87 kg /cm2 basingta 5 dakika sure
kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan ka&gitlar baskidan alinarak uzerine 15 kg'lik bir agirhk
yerlestirilip golge bir yerde kurumaya birakilmistir. Sekil 3.4’'de kagit yapimi bitirme iglemi

sematik olarak gdsterilmigtir.

baski

baski  kumas

kurutma =

liqat_:jltlarl

asetat
kagich

Kagit hamurunun A Kagit hamurunun B Presleme c
elekten alinmasi suyunun alinmasi

Sekil 3.4. Kagit yapimi bitirme isleminin sematik gosterimi



54

3.2.12.11. Beyazlik Ol¢iimii

Denemeye alinan k&git hamurlarindan elde edilen k&gitlarin beyazligi 457 nm dalga
boyunda ve MgO beyazligi %100 alinarak ( Johnston et al. 1996 ) kalibre edilmis beyazlik
okuma aleti ( Elrepho 3300 DataColor—Switzerland ) ile % ISO beyazlik degeri olarak

Olctimustir.

3.2.13. izolatlarin Tanilanmasi

3.2.13.1. Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Biyokimyasal test besiyerlerine aksi belirtiimedigi sirece % 2,5 NaCl ilave edilmigtir.
Testler iki tekrarh olarak yapilmis, inokile edilmemis negatif kontrol kullanilarak karsilastirma
yapilmigtir.

Gram ve spor boyama, Tamer ve Oskay ( 2001 )'a goére yapiimistir. Gram boyamada
karsilastirma amaci ile kullanilan ve Boélumimuzde bulunan Gram negatif boyanma o6zellikli
Salmonella typhimurium CCM 5445 ve Gram pozitif boyanma 6zellikli Bacillus subtilis ATCC
6683 strainleri, Dr. Mustafa Oskay’dan temin edilmistir. Endospor boyama, Tamer ve Oskay (
2001 )'e gore, Malasit yesili ve safranin boyalarinin kullanildii Schaeffer — Fulton metodu ile
yapilmistir. Gram ve endospor boyama c¢ozeltileri ve islemleri ile ilgili bilgilerin ¢ok yer tutmasi,
yaygin kullanilan rutin bilinen uygulamalar olmalari; ayrica, birgok kaynaktan kolayca
bulunabilmeleri nedeni ile burada ayrintili olarak verilmemislerdir.

Secilmis izolatlarin glukoz, mannitol, ksiloz ve laktoz kullanma ve bu sekerlerden asit
olugsturma 6zelliginin incelemesi, Tamer ve ark. ( 1989 )’na gbére modifiye edilerek yapiimigtir.
Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 ) tlplerinde 35 °C’'de 36 saat gelismis kultirlerden, tiplerdeki
seker fermentasyon brothlarina bir 6ze dolusu inokilasyon yapilmistir. 35 °C’de 48 saat gelismis
kiltdr taplerinin metil kirmizisi ile kirmizi renk olusumu asit olusturma igin pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir. Karbon kaynagi iceren ortamda durham tlpleri icinde gaz birikmesi gaz
olusumu igin pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Secilmis izolatlarin  degisik tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme 6&zelliklerinin
incelenmesi, Besiyeri 6 ( NA ) ortamina gerekli oranda tuz katilarak gergeklestirilmistir. Yatik
nutrient agar ( Besiyeri 6 ) tuplerinde 35 °C'de 36 saat geligmis kultiirlerden, petrilerdeki
Besiyeri 6 ( NA ) ortamina 6ze dolusu inokilasyon yapilmistir. 35 °C’de inkiibasyon sonunda 48.
saatte gelisme gorilmesi pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Kazein hidrolizi Tamer ve Oskay ( 2001 )’e gore yapilmistir.

H,S olusturma &zelliklerinin belirlenmesi, hazir, ticari Triple Sugar iron Agar ( TSi )
besiyeri kullanilarak, Tamer ve digerleri ( 1989 )e goére yapilmistir. Besiyerine %2 olacak
sekilde NaCl ilave edilmistir. Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 ) tlplerinde 35 °C’'de 36 saat
geligsmis kultirlerden, tiplerdeki yatik TSi Agar besiyerlerine igne 6ze ile dnce ylzeye zig zag
cizgiler sonra daldirma ekim yapilmig, 35 °C’'de 48 saat geligsmis kiltiirlerde, olugan siyah renk

H,S olusumu icin pozitif sonug olarak kabul edilmistir.
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indol testleri ( Triptofan’dan indol olusturma ) ve ilgili para-dimetil aminobenzaldehit
iceren kovaks reaktifinin hazirlanmasi Tamer ve digerleri ( 1989 )e gore yapilmistir. Kilttrlerin
inokiile edildigi Tripton Broth ( Besiyeri 19 ) tiiplerinin 35 °C'de 48 saat inkiibasyonlari sonunda,
tiplere 0.25 ml kovaks reaktifi dokilmustir. Kirmizi renkte (¢lrik visne kirmizisi) halka olusumu
pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Nisasta hidrolizi testleri Ozdemir ( 1997 )'e gére yapilmistir. Test edilecek kiiltiirlerden,
petrilerdeki Nisasta Agar'a ( Besiyeri 14 ) kisa gizgiler halinde inokule edilmistir. 35 °C'de 48
saat inkUbasyonlari sonunda, petrilere koloni ylzeylerini drtecek kadar gram-iyodur ¢dzeltisi
dokulmus, koyu mavi renk alan besiyerinde gelismig kultirlerin ¢evresinde renksiz nigasta
hidroliz zonu gorilmesi pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Tiyoglikolat ( thioglicollate ) ortaminda aerobik / anaerobik gelisebilme 06zelliginin
incelemesi Tamer ve Oskay ( 2001 Ya goére yapilmistir. Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 )
tiplerinde 35 °C’'de 36 saat gelismis kultirlerden, %2.5g NaCl ilave edilmis ve otoklavlanmig
steril edilmis ticari hazir Tiyoglikolat Broth ( Oxoid ) iceren tuplere 6ze yardimi ile inokllasyon
yapilmistir. inokile edilen tiipler 35 °C'de inkiibe edilmis ve 24. ve 48. saatlerde incelenmis,
besiyeri ylzeyinde gelisme aerobik, dip kisimlarda gelisme anaerobik gelisme &zelligi olarak,
besiyerinin timine dagimis Greme fakiltatif gelisebilme 6zelliginin gostergesi olarak kabul
edilmistir.

Nitrat indirgenme testi, Williams et al. ( 1983 ) ve Yilcel ( 1993 )e goére yapilmistir.
Nitrat rediiksiyonu, Besiyeri 13 'e inokiile edilen kultiirlerin 35 °C'de inkiibasyonu ile 3. ve 7. giin
sonunda, 0.5'ser ml kisim 3.1.2.3’de verilen nitrat redlksiyonu reaktifleri olan Griess-Hosvay
reaktifleri A ve B ilavesiyle, 30 dakika icinde pembe-kirmizi renk gorilmesiyle saptanmistir.
Steril edilmis sivi parafinle kapatilan ve inokilasyon yapilmamis iki tip negatif kontrol olarak
kullanilmigtir. Her izolattan iki test tipl hazirlanmistir. Ayni ortama iz miktarda ¢inko tozu ilavesi
ve tlplerin karistirnimasi sonucu olugan kirmizi rengin gorilmesi ( ortamdaki nitrat varhgini
gosterir ) negatif reaksiyondur.

Sitrat kullanma o6zelliklerinin belirlenmesi, Simmon’s Citrate Agar besiyeri kullanilarak.
Tamer ve digerleri ( 1989 )Ye gore yapilmistir. Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 ) tuplerinde 35
°C'de 36 saat gelismis kulturlerden, tiiplerdeki yatik Simmon Sitrat Agar ( Besiyeri 12 )
besiyerlerine 6ze ile 6nce yilizeye zig zag ¢izgiler gizdikten sonra 35 °C’'de 48 saat gelismis
kdltdrlerin brom timol mavisinin yesil renginin maviye dénismesi pozitif sonu¢ olarak kabul
edilmistir.

Lesitinaz aktivitelerinin belirlenmesi igin, segilen izolatlarin Egg Yolk Agar’a ( Besiyeri 11
) nokta ekimi ve 25°C'de inkiibasyonu sonucunda 48. ve 72. saatlerde kuvvetli isik altinda
koloniler etrafinda opak, krem-sari presipitat gortlmesi, pozitif sonug olarak kabul edilmistir (
Williams et al. 1983’den modifiye )

Jelatin kullanimi testi Tamer ve digerleri ( 1989 )'e gore yapilmistir. Tiplerdeki Nutrient
Jelatin ortamlarina ( Besiyeri 18 ), Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 ) tuiplerinde 35 °C’de 36 saat

gelismis kiiltirlerden igne 6ze ile daldirma ekim yapilmigtir. 35 °C’de 48 saat gelismis kdltlrlerin
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besiyeri ylzeyinde veya diger kisimlarinda farkh sivilastirma tipleri géstermesi pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir.

Oksidaz testleri ( Merck, Tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochlorit reaktifi
kullanilarak ) Ytcel ( 1993 )'e gore yapilmigtir. Yatik Nutrient Agar ( Besiyeri 6 ) tlplerinde 35
°C’de 36 saat gelismis kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak Whatman no:1 filtre kagidi (izerine
konulmustur. Uzerine kisim 3.1.2.3'de verilen Kovaks’in oksidaz reaktifinden dékilmustir. 1-2
dakikaya kadar mavi-mor renk olusumu pozitif, renk olusmamasi veya pembe renk olusumu
negatif sonug olarak kabul edilmistir.

Katalaz aktivitelerinin belirlenmesi igin, Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 ) tiplerinde 35
°C’de 36 saat geligsmis kiiltirlerden bir 6ze dolusu alinarak lam tizerine konulmustur. Uzerine 2,-
3 damla %3’ luk, H,O, ¢ozeltisi ( Carlo Erba, 7722—-84—1 ) dokilmus, gaz kabarciklari olusumu
pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Hareketlilik belirleme testi, % 0.35 agar igeren SIM ortaminda, YUcel 1993’e gore
yapiimigtir. Tupteki hareketlilik belileme ortamina ( Besiyeri 17 ), Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6
) tplerinde 35 °C’de 36 saat geligmis kiiltiirlerden igne 6ze ile daldirma ekim yapilmig, 35°C’de
48 saatlik inkibasyon sonunda ekim gizgisinden etrafa dogru sik ince ¢izgiler seklinde yayilma
gorulmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Metil Red-Voges Proskauer ( MR-VP ) testleri i¢in, Yatik nutrient agar ( Besiyeri 6 )
tiplerinde 35 °C’de 72 saat gelismis kiltirlerden 1-2 6ze dolusu alinarak MR-VP Broth’a
ekilerek 35 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda tiiplerdeki kiiltiiriin 1 ml ‘lik bir
kismi ( Voges Proscauer ) VP testi igin bos olan bagka bir tipe alinmis, tlipte kalan kismin
Uzerine 56 damla metil kirmizisi solisyonundan eklenmesi sonucunda parlak kirmizi renk
olusmasi pH'nin 4.4 veya daha asagiya inmis oldugunu yani glukozdan asit Urlnler
olusturuldugunu belirtir olup Metil Red ( MR ) testi i¢in pozitif sonug tur. Kirmizimsi portakal
renk zayif pozitif, sari veya portakal renk negatif sonug olarak kabul edilmistir. MR-VP Broth’'da
35°C’de 72 saat inkiibe edilmis kiiltirlerden bos tipe alinan 1 ml'lik kisim Gzerine 0,6 ml %5’lik
( g / ml) a-naftol ¢Ozeltisi eklenerek karistirildiktan sonra 0.2 ml % 40’lik KOH eklenerek iyice
calkalanmis ve yar yatik pozisyonda bekletilmistir. 15-60 dakika sonunda ortam yilzeyinde
kirmizi renk olusumu VP testi igin pozitif sonug olarak kabul edilmistir ( Tamer ve digerleri 1989,
Ozdemir 1997 ). inokiile edilmemis tiipler negatif kontrol olarak kullanilmigtir.

Tirozin hidrolizi i¢in Yang et al. ( 1995 ) tarafindan tarif edilen izolasyon besiyeri 4’e (
DX ) BW-Xylan yerine Oskay ( 2006 )'in belirttigi oranda ( % 0,5 ) Tirozin ( Fluka 93830 )
ilavesi sonrasinda, asilanan besiyerinde gelisen kolonilerin ¢evresinde inkibasyonun 24. ve 48.

saatlerinde agik hidroliz zonu gézlenmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir.

3.2.13.2. Taksonomik Analizler

Besiyeri 7; CMC Agar’da selllaz hidroliz zonu olusturmadigi icin secilen izolatlarin

genus duzeyinde identifikasyonu yapilmistir. Bunun igin izolatlar igin elde edilen morfolojik ve
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biyokimyasal test sonuglari Bergeys Manual of Determinative Bacteriology’ e ( Holt et al. 1994 )
gore degerlendirilmistir.

Holt et al. ( 1994 )a gore Bacillus genusu Uyesi oldugu belirlenen segilmis izolatlarimiz
yer aldiklari muhtemel tirlerin belilenmesi igin, izolatlara ait morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal test sonuglari, ilgili literaturler 1s1ginda, Minitab programi ( versiyon 13.20, Minitab
Inc., 2000 ) kullanilarak istatistiksel analize alinmistir. Multivariable cluster, ‘Correlation
Coefficient Distance, Complete Linkage’ analiziyle, izolatlarimizin ve literattirlerde verilmis olan
yaygin ve standart Bacillus tarlerinin % benzerlikleri ortaya ¢ikariimistir.

Bunun igin, ilk olarak Priest and Alexander ( 1988 ), Bergey’ Manual of Systematic
Bacteriology ( Sneath 1986 ) ve Fritze et al. ( 1990 )’dan yararlanarak farkli Bacillus taksonlari
icin olasilik matriksi olusturulmustur. Priest and Alexander ( 1988 )'de ( frequency matrix for
probabilistic identification of some bacilli ) 33 Bacillus taksonu igin verilmis olan toplam 561
karakterden, 20-80 arasi degisen olasilik ihtimali ile verilen 58 tanesi ihmal edilmistir. Geri
kalan karakterlerden 1-20 arasi degisenler negatif, 80-99 arasi degisenler ise pozitif olarak
alinmigtir.

Bergey’ Manual of Systematic Bacteriology’den ( Sneath 1986 ), Priest and Alexander (
1988 )'de yer almayan 8 Bacillus tiru icin sadece % 90 ve daha fazla strain pozitif ve % 90 ve
daha fazla strain negatif olarak belirtiimis degerler negatif ve pozitif olarak alinmistir. Fritze et al.
( 1990 Yden, biri tip straini olmak Gzere morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri belirlenmis olan iki B.
alkalophilus, ayrica B. circulans ve B. marinus’un tip strainleri i¢in ( + ) ve ( - ) olarak belirtiimis
degerler alinmistir.

% benzerliklerinin olusturulmasi amaciyla; oncelikle, Priest and Alexander ( 1988 ),
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ( Sneath 1986 ) ve Fritze et al. ( 1990 )'de yer alan
Bacillus tarlerinin ve secilmis izolatlarimiza ait pozitif olasilik matriksleri, programa bire bir
girilerek yakinliklarini veren % benzerlik dendogrami olusturulmustur. Matriks olusturulurken,
secilmis izolatlarimiza ait test sonuglarindan pozitif (+) olanlar icin “2” deg@eri, negatif ( - ) olanlar
icin “0” degeri, zayif pozitif olanlar ve literatlirlerde degisken olarak verildigi i¢cin alinmayan veya
belirtimemis degerler i¢in “1” degeri verilerek bir dengeleme islemi gergeklestiriimistir. En son
olarak degerler beraberce programa islenerek, % benzerlik dendogrami sekillendirilmistir.
Ancak ilk olusan dendogramda c¢ok sayida Bacillus taksonu vyer aldigi igin, segilmis
izolatlarimiza en yakin olarak bulunan 11 Bacillus takson’u ile bunlar arasinda yer alan B.
alkolophilus ve B. circulans tirlerine diger ornekler olan B. alkolophilus DMS2528, B.
alkolophilus 4851 ve B. circulans DMS11’a ait ( Priest and Alexander 1988 ) veriler de

eklenerek, secilmis izolatlarimizla beraber tekrar daha ufak dendrogram olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon Sonuglari

Ornek alinmasi sirasindaki gl suyunun icerdigi tuz orani TOA wqc-20A su kalite dlglim
cihazi ile 1L'lik g6l suyunda % 9,90 g., pH ise 8.12 olarak dlgiimustur.

izolasyonlara %0,5’er gram pepton ve maya ekstrakti iceren Besiyeri 1 ve Besiyeri 3 (
orijinal DX Besiyeri, DXo ) ile baslanmistir. Ancak, Besiyeri 1°de, sonraki pasajlarinda ve
incelemelerde ksilanaz zonu olusturmayan, muhtemelen besiyerinin protein kdkenli iceriklerine
bagh olarak gelismekte olan koloniler yogun olarak gelistiginden Besiyeri 1, icerdigi pepton ve
maya ekstrakti miktarlari %0.01g’a dusurulerek Besiyeri 2 sekline modifiye edilmistir. Besiyeri
3’Un ( Orjinal DX besiyeri, DXo ) % 0,1, olan tuz ( NaCl ) igeridi Aci gélun tuz igeriginin ylUksek
oldugu géz éniine alinip %2,5'a yiikseltilerek Besiyeri 4 ( izolasyon besiyeri 4, Modifiye DX
Besiyeri, DX ) olusturulmustur. izolasyonlarda kullanilan Besiyeri 6'da ( NA, ) ksilanaz zonu
olusturmayan koloniler gelisebilmesine karsin izolasyon igin genelde iyi bir besiyeri oldugu
gOralmastar.

Aci Gdl istasyon 2'den elde edilen toprak 6rneklerinden, topradi sulandirma yontemi ile
elde edilen 10 ’liik sUspansiyonlardan Besiyeri 6’ya seyreltme plaka teknigi ile yapilan 0.5 ml'ik
inokilasyonlar sonrasinda 55 °C’'de vyapilan inkibasyonlar sonunda 72 saatte 20 petri
ortalamasi olarak petri basina 8 adet koloni gelisimi tespit edilmistir. Bu say1 érnek topraginin
graminda 16000 cfu/ g’a denk mikroorganizma sayisina denk gelmektedir.

Aci Gdl istasyon 2'den elde edilen toprak 6rneklerinden, topragdi sulandirma yontemi ile
elde edilen10 ™’liik siispansiyonlardan Besiyeri 6'ya seyreltme plaka teknigi ile yapilan 0,5 ml'ik
inokiilasyonlar sonrasinda 35 °C’de yapilan inkiibasyonlarin 48. saatinde 20 petri igin petri
ortalamasi 95 adet koloni gelisimi ile 1900000 cfu/ g-toprak ’a denk gelen koloni gelisimi tespit
edilmigtir. 45 °C’de izolasyonlarda elde edilen koloni yogunlugu goreceli olarak 35 °C’de elde
edilen gibidir.

Besiyeri 6’da ( NA,) yapilan izolasyonlarda gelisen koloni tipleri ‘T’ harfi ile belirtilen 7
tipe ayrilmistir.. T4, T5, T6, T7 tip koloniler ksilan hidroliz zonu olusturmamaktadir. T3 tipinde
koloniler ise en yaygin olarak gorilmustir. Besiyeri 6°da ( NA; ) yapilan izolasyonlarda elde
edilen koloni tipleri ve genel dzellikleri asagidaki gibidir.

T1: Duzensiz sekilli, dizensiz ksilan hidroliz zonlu, kirli beyaz renkte,

T2: Duz kenarli, 0,5-1,5 cm c¢apta, genis ksilan hidroliz zonlu,

T3: Duz kenarl, 0,5 cm’ye kadar ¢apta, degisik tonda kirli beyaz, ksilan hidroliz zonu yok veya 1
cm’den ufak ve degisik caplarda,

T4: Duz kenarli, 2 mm’ye kadar ¢apta, beyaz, opak, ksilan hidroliz zonu belirlenemiyor,

T5: Duz kenarli, 2 mm’ye kadar capta, koyu kirli beyaz, opak, ksilan hidroliz zonu
belirlenemiyor,

T6: Duz kenarli, 2 mm’ye kadar ¢apta, sarimsi, opak, ksilan hidroliz zonu belirlenemiyor,

T7: Duz kenarli, 2 mm’ye kadar gapta, pembe, opak, ksilan hidroliz zonu belirlenemiyor.
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Acigdl istasyon 1’den alinan toprak érneginin, 10™Iik seyreltmelerden 0.5 ml alinarak
Besiyeri 6'ya (NA; ) yapilan yayma inokilasyonlar sonrasinda, 35 °C’de inkiibasyon ile
gerceklestirilen izolasyonda, 15 petride sayilan 1412 koloninin, tiplerine gére bulunma oranlari
Sekil 4.1." de gosterilmistir.

Koloni tipi T1|T2 | T3 T4 | TS | T6 | T7 | Toplam
Koloni sayisi | 15 | 32 | 1004 | 37 | 20 | 221 | 83 | 1412
Toplam (%) |1 |23 |711 |26 |14 | 157 |59 | 100

Sekil. 4.1. Besiyeri 6 ( NA, ) da yapilan izolasyonda gorilen koloni tipleri ve bulunma oranlari

Besiyeri 2’de ( izolasyon besiyeri 2, IB 2 ) yapilan izolasyonlardaki koloni tipleri de
genelde Besiyeri 6’ daki (NA,) gibidir.

DX besiyerinde yapilan izolasyonlar sirasinda nerdeyse tamamen Besiyeri 6'da yapilan
izolasyonlardakilere benzeyen T2 ve T3 tip koloniler gelismistir. Bunun yaninda rizoid gelisen
bazi koloniler gelismistir. Bu tip kolonilerin mikroskobik incelemelerinde sporlu, Gram ( + )
basiller gorilmustir. Rizoid gelisen tipte koloniler, sonraki pasajlarinda, Besiyeri 6 (NA; ),
Besiyeri 1 ve 2 (iB 1 ve IB 2 ) de T1 veT2 tip benzeri koloniler olusturmustur. Bu tip
kolonilerden sellilaz hidroliz zonu olusturmayan ( S,- ) bulunamamistir. S, + K+ 6zellikte olan
izolat Ag22, rizoid gelisen kolonilere érnek olarak segilmistir..

DX besiyerine ( Besiyeri 4 ) toprak zenginlestirmelerinden yapilan izolasyonlarda, blyik
oranda T3 tipi koloniler yaninda koloniler ufak 1mm kadar c¢apta, ksilan hidroliz zonu
belirlenemeyen renksiz transparant koloniler, siyah 1-2 mm ¢apinda mercekle deniz kestanesi
gibi firca kenarl olup mikroskobik olarak kisa filamentlere veya basillere pargalanan hifsi yapilar

olusturan siyahi renkli koloniler ile gozle ve mikroskobik olarak aktinomiset benzeri sporulasyon
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olusturdugu goézlenen koloniler gelismistir. Bu tip izolasyonda sadece 1mm kadar ¢apta, ksilan
hidroliz zonu belirlenemeyen, transparant koloniler arasindan olan Ag32 izolati, seltlaz hidroliz
zonu olusturmayan ksilanaz Uretici ( S, — ) izolat olarak elde edilmistir. Ag32 izolati, daha
sonraki DX besiyerine yapilan pasajlarinda ilk izole edilisinde belirlenen koloni gériiniiminden
farkli olarak T3 tipi koloniler benzeri gelisme ve ksilan hidrolizi géstermistir.

DX besiyerine broth zenginlestirmelerinden yapilan izolasyonlar sonucunda hemen
hemen tamamen, Besiyeri 6'ya ( NA, ) yapilan izolasyonlarda gérilen T3 tip koniler
gelismislerdir. Bu tip kolonilerin ilk izolasyonlarinda ve sonraki incelemelerde S, + K+ dzellikte
olduklari géralmastar.

50 °C sicakliklarda yapilan izolasyonlarda selilaz negatif ( S,- ) izolat elde
edilememistir. Ayrica genelde tip 3 goriniminde ve ¢ok az koloni gelisimi gorulmustir.
Koloniler istasyon 1 ve 2 orneklerinden topragi sulandirma yontemi ile elde edilen 10710k
seyreltmelerden Besiyeri 6'ya (NA; ) yapilan 0.5 ml'lik inokilasyonlardan sonra 50 °C'de 72
saatlik inkiibasyon sonunda 10 petri ortalamasi 8 adet koloni olarak gorilmistir. Bu sayi
16.000 CFU/g toprak’a denk gelmektedir.

Secilmis izolatlarimiz olan Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32 ve Ag35, katl
besiyerlerinde ( Besiyeri 6'da ) 50 °C’'de inkiibasyonla gok zayif geligirken, sivi Besiyeri 6
besiyerlerinde 24. saatten itibaren bulaniklik olusumu ile gbzlenen sekilde gelisebilmektedir.
Ag2, Ag8 ve Ag32 kati besiyerlerinde 50 °C’de inkiibe edilen ve ayni besiyerine yapilan gogu

pasajlarinda hi¢ gelismemigtir.
4.2. Besiyeri 4’deki Pasajlarinda Ksilan Hidroliz Zon Caplan

Besiyeri 7°de ( CMC Agar ) seluloz hidroliz zonu olusturmadid tespit edilmis ( S, - ) olan
selilaz negatif sekiz izolat ile Selllaz pozitif degisik tip kolonileri temsilen segilen izolatlar,
Besiyeri 4’e ( DX ) yapilan inokiilasyonlarinda, 24. ve 48. saatlerde olusturduklari ksilan hidroliz
zonu c¢aplari agisindan incelenmiglerdir. izolat Ag17a ve Ag28, Sirasi ile T1 tip koloni olusturan
Selilaz pozitif kolonileri temsilen segilmistir. Ag22, Besiyeri 4’de ( DX ) yapilan izolasyonlarda
rizoid tip gelisme gdsteren kolonileri temsilen, Ag17b Ag18 ve Ag37 izolasyonlarda en sik
karsilasilan, Selllaz pozitif T3 tip kolonileri temsilen segilmiglerdir. Bu izolatlardan Ag17a ve
Ag28 en buylk ksilan hidroliz zonlarini olusturmalarina karsin istenmeyen bir 6zellik olarak
Seliilaz pozitiftirler. Selllaz negatif ( S, - ) izolatlardan Ag20 en genis ksilan hidroliz zonu
olusturmustur. En ufak ksilan hidroliz zonu olusturan Selillaz negatif izolatlar Ag32 ve Ag35
olmustur.

Sekil 4.2’'de Selllaz pozitif izolatlari temsilen secilmis bazi izolatlar ve seliilaz negatif
izolatlarin Besiyeri 4'deki ( DX Besiyeri ) pasajlarindaki 35 °C ‘de inkiibasyon ile 24. ve 48.

saatlerde dlglilen Ksilan Hidroliz zon ¢aplari verilmistir.
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10

15 (mm)

20 23

24; sa zat I:I

Ag 35" - 4B;sa$t EA
0. .5.i.i.i.i.10.i.i.i.i.15.i.i.i.i.20.i.i.2i3
Ksilan hidroliz zon ¢api1 { mm )
ksilan hidroliz zon ¢aplari ( mm )
izolat |24 saatte |24 saatte |izolat* |24 saatte |48 saatte
Ag17a 23 24 Ag1* 10 13
Ag17b 7 13ve 10 | Ag2* 8 11
Ag18 8 9 Ag8* | 15ve 11 | 13ve 18
Ag22 9 11 Ag12* 8.5 10
Ag25 10 11 Ag13* 10 11
Ag28 14 ve 22 Ag20* | 13 ve 15 20
Ag37 5.5 8 Ag32* 8 8.5
Ag35* 8.5 9

Sekil 4.2. Secilmis ve 6rnek izolatlarin Besiyeri 4'deki pasajlarinda ksilan hidroliz zon gaplari.
*, Besiyeri 7’de sellilaz hidroliz zonu olusturan ( Sz - ) izolatlardan. Tim izolatlar Besiyeri 4’de (
DX Besiyeri ) ve 35 °C ‘de inkiibe edilmiglerdir.
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4.3. Segilmis izolatlarin ilk izolasyonlar ile ilgili Bulgular

48 saatte seliilaz hidroliz zonu olusturmayan ( S.- ) izolatlar olan Ag1, Ag2, Ag8, Ag12,
Ag13, Ag20, Ag32, Ag35'nolu izolatlar Besiyeri 7 ( CMC Agar ) ortaminda sellilaz hidroliz zonu
olusturmamalari nedeni ile 6nemli gorilerek segilmislerdir. Bu sekilde 8 adet selllaz negatif ( Sz
- ) izolat elde edilmigtir. S, — K+ izolatlarin izolasyonlari ile ilgili bilgiler Tablo Cizelge 4.1'de

verilmistir. Ag32 ve Ag35 izolatlari ilk izolasyonlarinda ksilan hidroliz zonu olusturmamiglardir.

Cizelge 4.1. S, — K+ ozellikteki izolatlarin, ilk izolasyonlari ile ilgili bilgiler.

fzolast  Agl Ag2  Ag8  Agi2 Ag13  Ag20  Ag32  Ag35
“lkizolasyon besiyeri ~ Bes6 DX DX Bes6 Bes.6 DX DX DX

ilk izolasyonda. Koloni T T3 T3 T2 T2 T T3 FT

tipi

ilk izolasyonda ksilan + + + + + + - -

hidroliz zonu

Izolasyon yontemi tsy tsy Top. tsy tsy tsy Top. tsy

Zeng. Zeng.
izlasyon sartlari 45°c 35°C 35°CpH 35°C 35°C 45°%CpH  35°C  35°CpH
pH 9 pH 10 pH9 pH 9 10 pH 9 10
10
Aci Gél istasyon no. 2 2 2 1 2 2 2 1

Top. Zeng. Toprak zenginlestirme yontemi.; Bes. 6, Besiyeri 6; DX , Besiyeri 4 ; tsy, topragi

sulandirma yontemi; FT, farkh tipte ( 1mm kadar ¢apta transparant koloni ); +, pozitif; -, negatif.
4.3. Biiyiime Egrileri

S, — K+ ozellikte olduklarn icin secgilen Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32,
Ag35'nolu izolatlarin Besiyeri 8'de ( FO1 ) ve 35°C’de fermentasyonlariyla biyiime egrileri
cikariimistir.

Sekil 4.3'de Ag1, Ag20 ve Ag35 izolatlarinin, Sekil 4.4'de Ag12, Ag13 ve Ag8

izolatlarinin, Sekil 4.5'de Ag2 ve Ag32 izolatlarinin blyime egrileri gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Ag1, Ag20 ve Ag35 izolatlarinin Besiyeri 8 ve 35°C’de bilylime egrileri

24)(109%
2ox109_f
16x109_f

12 X102
9X109_f.

5% 16’—5
1X 1&,—:
500 x 10°_]
250 x 10°_

ml'de mikroorganizma ( CFU )

125 x 10°_]
63)(106_

31 x 10°_]

ax10® | . Agl2

N T
112 15 18 24 30 36 42 48 54 Saat

Sekil 4.4. Ag12, Ag13 ve Ag8 izolatlarinin Besiyeri 8 ve 35°C’de biylime egrileri
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63 X 105_
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Sekil 4.5. Ag2 ve Ag32 izolatlarinin Besiyeri 8 ve 35°C’de bliylime egrileri

izolatlara ait blyume egrileri sonuglarina goére Ag12, Ag13, Ag8, Ag2 ve Ag32
izolatlarinin logaritmik gelisme fazindan stationer faza gegcisi 18. - 24. saatler arasinda olup, 42.
saat civarinda mikroorganizma yogunlugunda azalma baglamistir. Ag1, Ag20 ve Ag35
izolatlarinin logaritmik gelisme fazindan stationer faza gegisi 15 -18. saatler arasinda olup, yine
42. saat civarinda mikroorganizma yogunlugunda azalma baslamistir. Bu izolatlar, bu bakimdan
diger izolatlardan daha Once stationer faza girmislerdir. Tim izolatlar icin maksimum hcre
yogunluklari Ag35 izolati i¢in elde edilen12x10°liik ve Ag1 ile Ag12 izolatlari icin elde edilen
20x10° CFU/ ml degerleri arasinda bulunmustur.

4.4, Fermentasyon Sonuglari

Karsilastirma amaciyla, Besiyeri 7’de ( CMC Agar ) seliilaz hidroliz zonu olusturan
izolatlari temsilen secilen Ag18, Ag22, Ag25 nolu izolatlar, Besiyeri 8 ( FO1 ) ortaminda 35°C’de
fermentasyona alinmiglardir. Bu izolatlarin 24 ve 48 saatlik kultirlerindeki enzim Uretimleri
Cizelge 4.2'de verilmigtir.

Cizelge 4.2. Ag18, Ag 22, Ag25 nolu izolatlarin fermentasyonlarinda enzim tretimleri

izolat 24 saatlik kiiltur 48 saatlik kiiltur

No DNS Enzim  Gretim | Kultur DNS Enzim  Uretim | Kaltar
testinde degerleri ortaminin pH | testinde degerleri ortaminin PH
Absorbans | (TU/ml.) degeri Absorbans | (1U/ml.) degeri

Ag18 0,120 0,6 6,9 0,230 1,3 53

Ag 22 0,300 1,6 8,5 0,308 1,6 8,5

Ag 25 0,340 1,8 8,1 0,406 2,2 7,5

Fermentasyonlar Besiyeri 9'da ve 35°C’de gerceklestirilmistir.
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Besiyeri 77de ( CMC Agar ) seliilaz hidroliz zonu vermemeleri ile ( Sz - ) segilmis Ag1,
Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32, Ag35 izolatlarin Besiyeri 8'de ( FO1) ve degisik
sicakliklarda ksilanaz uretimleri ( iU/ml , + 0.1 ) Sekil 4.6 — 4.13’de verilmistir. DNS ydntemi ile

enzim analizlerinde sekil 3.1’de gérilecegi gibi 0.1 iU/ml’lik bir hata orani olabildiginden, enzim

analizlerinde sonuglar +0.1 seklinde degerlendirilmistir.

Ag1 izolatinin Sekil 4.6’de verilen Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Uretimi 3.4 [U/ml

ile 40°C’de gergeklesmis olup, bu deger 35°C’de elde edilen maksimum 3.2 IU/ml’lik degere gok

yakindir.50 °C’de ksilanaz retimi 1.4 [U/ml ile en diisiik olarak gerceklesmistir.

45 ................. .................................. .................

Enzim Uretimi 1U/ml

I S V' 36 48 60 7378 Saat
Sicakiik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72
50°C ® 050914171310
45°C ® 081830303231
40°C 2 082635343333
35°C o 082634382826
30°C o 132427 2622
25°C 5 1421192116

Sekil 4.6. Ag1 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz Gretimi ( IU/ml, £ 0,1)
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Ag2 izolatinin Sekil 4.7°de verilen Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Gretimi 3.2 [U/ml
ile 35°C’de elde edilmis olup, bu deger 30°C’de elde edilen maksimum 2.9 IU/ml'lik degere ile.

25 °C’de elde edilen maksimum 2.8 IU/ml ksilanaz Uretimi dederlerine gok yakin gergeklesmistir.

40°C ve 40°C’de maksimum ksilanaz Uretimleri, sirasi ile 2,4 ve 0.9 IU/ml ile ile dusis

gOstermistir.

BB .................................. .....

Enzim Uretimi [L/ml

O 1z 24 36 48 60
Sicaklik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72
45°C ] 05060908 |09|0.7
40°C @ 06141222423 |24
35°C 0 071162712932 |31
30°C g 07151162729 |29
25°C 8 061322 |28|26 |25

Sekil 4.7. Ag2 izolatinin besiyeri 8'de farkl sicakliklarda ksilanaz Gretimi ( iU/ml, £0,1)
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Ag8 izolatinin Sekil 4.8'de verilen Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Gretimi 3.1 [U/ml

ile 35°C’de elde edilmistir. Bu deger 30°C ve 40°C’de elde edilen maksimum ksilanaz dretim

degerleri 2,6 1U/ml olarak gergeklesmistir. 45°C’de maksimum ksilanaz tretim 2,1 IU/ml olarak

diistis gostermistir. 50°C’de maksimum 0.6 1U/ml ile gok duisiik ksilanaz tretim gérilmustir.

45

Enzim Uretimi [U/ml

x®)

Lo

1
0 5 f
0 12 24 36 48 60 72 Saat
Sicaklik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72
50°C & 04|04|05](05|04]|0.3
45°C = 04|12(20(21|20]|1.8
40°C @ 0717|2427 |26 |24
35°C O 08|22{29(31|31]|28
30°C o] 07|18 | 19]20 |27 |26

Sekil 4.8. Ag8 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz Gretimi ( IU/ml, £ 0,1)
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Ag12 izolatinin Sekil 4.9°de verilen Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Uretimi, Ag8
izolatina benzer sekilde 3.3 IU/ml ile 35°C’'de elde edilmistir. Bu degeri 30°C’deki 3,1 1U/ml'lik
ksilanaz Uretim takip etmistir. 25°C ve 40°C’de elde edilen maksimum 2,4 IU/ml'lik ksilanaz
uretim degerleri, 35 ve 30°C’deki degderlerden daha disiik olarak gergeklesmistir. Maksimum
ksilanaz Uretimleri 48. ve 60. saatler arasinda gerceklesmistir.

F: I R .................................. .................................. .................................. .................................. .................

Enzim Uretimi [U/ml

o T T T e T g T e 72780 Saat
Sicaklik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72

40°C @ 0.6 0.7 2.0 22 24 20
35°C O 0.7 0.9 2.7 3.3 3.3 3.2
30°C o] 0.7 1.0 22 2.8 3.1 2.8
25°C = 0.7 2.3 2.2 2.0

Sekil 4.9. Ag12 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz Gretimi ( iU/ml, £ 0,1)
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Sekil 4.10'de verilmis olan Ag13 izolatinin Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz uretimi,

35°C ile 3,5 IU/ml ile olmustur.

30°C ve 40°C'de elde edilen maksimum ksilanaz Uretim

degerleri sirasi ile 3,0 ve 2,7 IU/ml olmustur. En dlsik ksilanaz retimi, 25°C’de elde edilen

maksimum 2,1 1U/ml lik degerden daha diisiik olarak, 1,6 1U/ml ile 45°C’de gérilmistr.

I I I .................................. .................

Enzim Uretimi [L/ml

O i 24 36 48 60 7278 Sast
Sicaklik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72
50°C ® 06]08[14][13[1.2]1.1
40°C @ 111920222019
35°C o 15|17 [33[35[35]32
30°C g 07|14[21[30]28]30
25°C m 07 1121211719

Sekil 4.10. Ag13 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz Gretimi ( iU/ml, £0,1)
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Sekil 4.11’de verilmis olan Ag20 izolatinin Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Uretimi,
4,1 IU/ml'lik deger ile 35°C'de elde edilmistir. 30°C'de elde edilen maksimum ksilanaz Gretim
degeri 3,8 1U/ml olmustur. 40°C ve 25°C’de elde edilen, maksimum ksilanaz Uretimleri, sirasi ile

3,3 ve 3,2 IU/ml olup birbirine ¢cok benzer ve en disuk degerler olmustur.

F: B S .................................. .................................. T .................

Enzim Uretimi 1Ufml

I T S Y T S, S S = S-S

Sicaklik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72 80
40°C @ 09 |13 |27 |33 |32 |27 |27
35°C o 11 (16 |36 |41 |41 |38
30°C o] 10 (16 |3.0 |37 |39 |37
25°C m 12 (18 |27 |32 |31 |26 |27

Sekil 4.11. Ag20 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz tretimi ( {U/ml, £ 0,1)
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Ag32 izolatinin Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Uretimi, 3,5 IU/ml'lik deger ile

35°C'de elde edilmistir. 35°C’de elde edilen en yiksek ksilanaz Uretimini, bir birine yakin ve

sirasi ile 3,1 ve 2,8 IU/ml'lik maksimum ksilanaz tretim degerleri ile 40°C ve 30°C’de elde edilen

degerler izlemigtir.

45°C ve 50°C’de elde edilen, maksimum ksilanaz Uretimleri, sirasi ile maksimum 1,8 ve

1,2 IlU/ml ile en dislk olmuslardir. Ag32 izolatinin Besiyeri 7’deki ksilanaz Uretimi degerleri

Sekil 4.12°de verilmigtir.

Enzim Uretimi 1U/ml

% 2438 48 60 7278 Saat
Sicaklik ( °C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72
50°C ® 05|07(12]09|09]|0.7
45°C =] 06091918 |18 |17
40°C @ 08|14(29]31|31]39
35°C o 09(19]35(33|35]|31
30°C o 08|14]29|29|27]|25

Sekil 4.12. Ag32 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz tretimi ( {U/ml, + 0,1)
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Ag35 izolatinin Besiyeri 8'deki maksimum ksilanaz Uretimi, 3.6 IU/ml'lik deger ile

35°C'de elde edilmistir. 30°C’de elde edilen en yiiksek ksilanaz dretimi 3,4 |U/ml ile 35°C'de

elde edilen dedere ¢ok yakin olmustur. 40°C’de maksimum 2,1 IU/ml’lik ksilanaz Uretimi tespit
edilmigtir. 45°C’de ksilanaz tretimi 1.1 [U/ml ile en disik olmustur. Ag35 izolatinin Besiyeri 8'de
degisik sicakliklardaki ksilanaz tretimi degerleri Sekil 4.13’de verilmistir.

45

Enzim Uretimi iU/ml

0 6 12 24 36 48 60 72
Sicaklik (°C) sembol Saat — 12 24 36 48 60 72 |80
45°C = 03(08(08|11|06|04
40°C @ 0616|2117 17|14
35°C O 08(20(33(33|36(32]29
30°C O 0410827 |32|34|33]|27

80 Saat

Sekil 4.13. Ag35 izolatinin besiyeri 8'de farkli sicakliklarda ksilanaz tretimi ( iU/ml, + 0,1)
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4.5.2. Bitkisel Substratlarda Ksilanaz Uretimleri

Secilmis ( Sz - ) izolatlarin Besiyeri 9'de ( Fermentasyon Ortami 2, FO2 ) 6n islem
goérmus degisik bitkisel substratlar ( Bugday samani, Bugday kepegi ve Misir kogani ) ve
substrat olarak ksilan ( ticari Birch Wood Xylan, BW- Ksilan ) kullanilarak yapilan
fermentasyonlarinda, ksilanaz uretimleri Sekil 4.14 — 4.21’de verilmistir. Fermentasyonlar, her
izolat icin Besiyeri 8'de ( FO1 ) ve degisik sicakliklarda ksilanaz Uretimleri ile belilenen optimum
enzim uretim sicakliklarinda gergeklestirilmistir.

Ag1 izolatinin en ylUksek ksilanaz uretimi 60—72. saatlerde islem gérmus misir kogani
ve ile 3.2 IU/ml'lik enzim Uretimi ile olmustur. Bugday samani ile en yliksek ksilanaz tretimi 2,7
IU/ml, Misir kogani substrat olarak kullanilarak ise 2,4 lU/ml olmustur. Ag1 izolatinin ksilan ve
bitkisel substratlarla ksilanaz Uretim grafigi Sekil 4.14°de verilmistir.

T s S s ———————— o e

El . kog:a;m

ksilan

H | saman :

Enzim Uretimi iUfml

0 : é é é :
0 12 24 36 48 60 72 78 Saat
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72
Ksilan (BWX) & 16|118(20|27 (32|28
Bugday samani @O 13112172127 |26
Bugday kepegi & 1211512424130
Misir kogani | 14117124 |25|3.0]3.2

Sekil 4.14. Ag1 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tretimi ( iU/ml, £ 0,1)



74

Ag2 izolatinin en yuksek ksilanaz Uretimi 60—72. saatlerde BW- Ksilan substrat olarak
kullanilarak 2,9 IU/ml olarak elde edilmistir. Islem gérmiis Bugday samani ile en yiiksek
ksilanaz uretimi 72. saatte 2,4 IU/ml olmustur. Misir kogani ve Bugday kepegi substrat olarak
kullanilarak sirasi ile 60. ve 72. saatlerde 1,9 IU/ml'lik ksilanaz Gretimi elde edilmistir. Ag 2

izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz Uretim grafigi Sekil 4.15°de verilmistir.

45 ........... .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................
4
E
=2
£
2
D H
% :u;anl_
LICJ h kepedi
0
0 6 12 24 36 48
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72 |80
Ksilan ( BWX) & 0709|1325 (29|29 |27
Bugday samani @ 05/09(19(22|24 |23
Bugday kepegi & 04 0816191819
Misir kogani | 040808191819

Sekil 4.15. Ag2 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tiretimi ( i{U/ml, £ 0,1 ).
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Ag8 izolatinin en ylksek ksilanaz Uretimi 48. saatte ve substrat olarak BW- Ksilan ile
3.2 IlU/ml’lik enzim Uretimi ile olmustur. Bugday samani ile en yiksek ksilanaz Gretimi 2,7 1U/ml,
Misir kogani substrat olarak kullanilarak ise 2,4 [U/ml olmustur. Ag8 izolatinin ksilan ve bitkisel

substratlarla ksilanaz Uretim grafigi Sekil 4.16’da verilmistir.

4.5 ................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. Feoa

Enzim Uretimi IU/ml

R T T Y - T B B S
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72
Ksilan (BWX) < 0711524292827
Bugday samani @ 06 (17125272124
Bugday kepegi £ 0507|1117 18|17
Misir kogani | 0406|1416 |16 |14

Sekil 4.16. Ag8 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tiretimi ( i{U/ml, + 0,1)
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Ag12 izolatinin en yiksek ksilanaz Uretimi, 60. saatte ve BW- Ksilan ile 3,2 1U/ml’lik

enzim Uretimi ile olmustur. Ancak 36. ve 48. saatlerdeki ksilanaz Uretimleri de enzim miktarini

Olgmekte kullandigimiz DNS testinin yaniima payi iginde olan 0,1 IU/mI'lik daha disuk deger ile

60. saatte elde edilen ksilanaz Gretim miktarina ¢ok yakin olmustur.

Bugday samani ile elde

edilen ikinci en yulksek ksilanaz Uretimi 48. saatte 2.7 IU/ml olarak elde edilmistir. Bugday
kepegdi ile en yuksek ksilanaz Uretimi 48. saatte 2.1 IU/ml olarak elde edilmistir. En dusuk

ksilanaz Uretiminin elde edildigi substrat olan Misir kogani kullanilarak maksimum ksilanaz

Uretimi 60. saatte 1.8 IU/ml olmustur. Ag12 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz

uretim girafigi Sekil 4.17°de verilmistir.

F. IR .................................. .............

Enzim Uretimi [U/ml

O s 24 36 48 60 7278 Saat
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72
Ksilan (BWX) < 07|115(31(31|32]|28
Bugday samani @ 0614|2729 24|27
Bugday kepegi & 04|106|16]21|20]|21
Misir kogani O 04(05/10|1.7(18 |16

Sekil 4.17. Ag12. izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz Gretimi ( iU/ml, £ 0,1 )
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Ag13 izolatinin en yiksek ksilanaz uUretimi, 48. saatte ve BW- Ksilan ile 3.3 1U/ml'lik
enzim uUretimi ile olmustur. Bugday samani ile elde edilen ikinci en ylksek ksilanaz Gretimi 48.
saatte 2,4 IU/ml olarak elde edilmistir. Bugday samani igin ayni enzim miktar1 72. saatte de elde
edilmistir. Daha dusUk ksilanaz Uretiminin elde edildi§i substratlar olan Misir kogani ve Bugday
kepedi kullanilarak maksimum ksilanaz Uretimleri, 48. saatte maksimum olarak 1,9 [U/mi

olmustur. Ag13 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz Uretim grafigi Sekil 4.18'de
verilmistir.

4.5 ................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. ....................................................
>3 ;
=
e
3
£
N
c
L

T Y Y- T S, S SR S

Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72
Ksilan (BWX) < 08|15(30(33|3.1]|29
Bugday samani @O 0911122423 |24
Bugday kepegi & 0608|1719 (19]|17
Misir kogani O 0506181917 |14

Sekil 4.18. Ag13 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tretimi ( iU/ml, £ 0,1)
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Ag20 izolatinin en yiksek ksilanaz Uretimi, 60. saatte ve BW- Ksilan ile 3,7 1U/ml’lik
enzim Uretimi ile olmustur. Misir kocani ile elde edilen ikinci en yuksek ksilanaz uretimi yine 60.
saatte 3,4 IU/ml olarak elde edilmistir. Bugday samani icin elde edilen en yulksek ksilanaz
uretimi, Misir kocani ile elde edilen miktara ¢ok yakin olarak 60. saatte ve 3.3IU/ml olarak elde
edilmistir. Daha duslk ksilanaz Gretiminin elde edildigi bugday kepegi icin en yliksek ksilanaz
uretimi 60. saatte 1,9 IU/ml olmustur. Ag20 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz
uretim girafigi Sekil 4.19°de verilmigtir.

4_5 ............ .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................................. .................

Enzim Uretimi 1U/ml

% 6 iz T2 s 4s T e 7380 Samt
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72 |80
Ksilan (BWX) < 1118|2733 |37|35
Bugday samani @O 08|11]21]30|33]|3.2
Bugday kepegi & 071014 |18(19|18|17
Misir kogani O 09109223034 |33]|32

Sekil 4.19. Ag20 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tretimi ( iU/ml, £ 0,1)
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Ag32 izolatinin en yiksek ksilanaz Uretimi, 60. saatte ve substrat olarak BW-Ksilan ile

3,2 IU/ml'lik enzim Uretimi ile olmustur. Misir kogani ile elde edilen ikinci en yiksek ksilanaz

Uretimi yine 60. saatte 2,7 IU/ml olarak elde edilmistir. Bugday samani ve bugday kepegi ile en
yuksek ksilanaz Uretimleri isirasi ile 48. saatte 1,3 IU/ml ve 60. saatte 1,0 IU/ml olarak disuk

degerlerde elde edilmigtir. Ag32 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz Gretim grafigi

Sekil 4.20°de verilmigtir.

Enzim Uretimi IU/ml

T Y

36 48 60 72
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72
Ksilan (BWX) < 08|09(21]3.0(32]31
Bugday samani @O 040709131109
Bugday kepegi & 03|08|07(09|1.0]|0.8
Misir kogani O 0610212627 |24

Sekil 4.20. Ag32 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tretimi ( iU/ml, +0,1)

78 Saat



80

Ag35 izolatinin en yiksek ksilanaz Uretimi, 60. saatte ve BW- Ksilan ile 3,4 1U/ml’lik

enzim dretimi ile olmustur. Bugday samani ile elde edilen ikinci en ylksek ksilanaz uretimi, BW-

Ksilanin substrat olarak kullaniimasi ile elde edilenden 0,1 IU/ml'lik daha disik deger ile 48.

saatte 3.4 IU/ml olmustur. Misir kogani ile en yuksek ksilanaz Uretimi 60. ve 72. saatlerde 2,6

IU/ml olmustur. En dlslik ksilanaz Gretiminin elde edildigi bugday kepegi ile en yiksek ksilanaz

Uretimi 72. saatte 1,9 IU/ml olarak elde edilmistir. Ag35 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla
ksilanaz uretim grafigi Sekil 4.21’de verilmistir.

4_5 ............ .................................. .............

Enzim Uretimi [U/ml

%6 12 24 36 48 60
Substrat sembol Saat - 12 24 36 48 60 72
Ksilan (BWX) < 08|11(27(31|34]|33
Bugday samani @O 0712124333230
Bugday kepegi & 04|110(14]15|18 |19
Misir kogani O 0715|1825 |27 |27

Sekil 4.21..Ag35 izolatinin ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz tretimi ( iU/ml, £0.1)

Secilmis izolatlarimiz olan Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32, Ag35 ile ksilan ve

bitkisel substratlar kullanilarak maksimum ksilanaz tretimleri Sekil 4.22'de topluca gdsterilmistir.
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Ksilan { BW-Ksilan Budday kepedi

4 Budday samani Misir kacani C 1
S
2l
£
353
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£
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L

0-

A Ag2 A8 Agl12 Ag13 Ag20 Ag 32 Ag 35 Izolatlar

Sekil 4.22. Secilmis izolatlarin BW-ksilan ve bitkisel substratlarla maksimum ksilanaz tretimleri

Sekil 4.22’de gorlldigi gibi, incelenen izolatlarinin hepsimde maksimum ksilanaz
uretimi substrat olarak BW-ksilan ile elde edilmistir. Bitkisel substratlardan en fazla ksilanaz
uretimleri Ag20 izolati hari¢ diger izolatlar igin bugday samani ile gergeklesmistir. Ag20 izolati ile
bitkisel substratlardan en yuksek ksilanaz dretimi misir kogani ile elde edilmistir. Misir kogani ve

bugday kepedi ile ksilanaz Uretimleri izolatlar arasinda farkhlik géstermistir.

4.5.3. Uretilen Ksilanaz Enziminin Optimum pH, Sicaklik Degerleri ve Termal
Stabilite Ozellikleri

4.5.3.1. Optimum pH Degerleri

izolatlarin ksilanaz aktivitesi icin optimum pH degerleri, DNS testinde, degisik
tamponlarla degisik pH degerlerinde ( pH 6.0 — 10.0 ) hazirlanmis BW-ksilan substrat
kullanilarak  gergeklestiriimistir. DNS testinde enzim-substrat inkiibasyonu 35°C’de
gerceklestirilmistir. izolatlarin ksilanaz aktivitesi icin optimum pH’ nin 9 oldugu belirlenmistir.
Sonuglar Cizelge 4.3'de verilmistir. Cizelge 4.3’de verilen degerler kullanilarak, her izolat igin
en yuksek degerler %100 kabul edilerek hazirlanan, izolatlara ait ksilanaz preparatlarinin

degisik pH degerlerindeki % ksilanaz aktiviteleri, Sekil 4.23’de beraberce verilmistir.
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Cizelge 4.3. izolatlarin 35°C ‘de optimum pH degerleri [(iU/ml ( £0.1)]

Ag8 1,7 2,5 2,6 3,3 3,0
Ag12 2,0 3,0 3,2 4.0 3,5
Ag13 2,4 2,5 3,0 3,3 3.1
Ag20 2,6 2,8 3,0 3,6 3,3
Ag32 1,9 2,2 2,5 2,9 2,7
Ag35 2,3 2,4 2,7 3,2 3,0
Ag2 0,9 1,1 1,5 1,8 1,6

Her izolat icin, ayr, tek bir enzim érnegi kullaniimigtir ( iU/ml ).

100

o))
o

( % ) Nispi aktivite

o

pH 6 7 8 9 10 6 7 8 9 10 6 7 8 9
LYo Ag12
Ag LT J— TN F S Ag3s5

izolatlar

Sekil 4.23. izolatlarin optimum pH degerleri. Nispi aktivite degerleri orantil olarak

cakistiriimistir.
4.5.3.2. Optimum Sicaklik ve 60°C’de Termal Stabilite Ozellikleri

izolatlarin DNS metodu ile pH 9.0 ve %1’lik ksilan substrat kullanilarak, degisik sicakliklar
ve 5 dakikalk enzim-substrat inkibasyonu sonucunda belirlenen optimum sicaklik degerleri
Cizelge 4.4’da verilmigtir. Testlerde her izolatin Besiyeri 8'de ( FO1 ) besiyerindeki kultirlerine
ait tek bir kultdr filtrat 6rnegi kullanilmistir. Sonuglara goére izolatlarimizin enzim aktiviteleri igin

optimum pH degeri k&git hamuru enzimatik 6n islemleri igin ¢ok uygun olan pH 9.0’drr.
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Gizelge 4.4. izolatlara ait kiltir filtratiarinin pH 9.0 ve degisik sicakliklarda belirlenen

optimum sicaklik 6zellikleri [(IU/ml ( 0.1 )]

izolat 40°Cc 50°C 60°Cc 70°C 80°C

"Ag1 39 39 40 26 25
Ag2 03 03 04 03 02
Ags8 32 31 32 31 31
Ag12 21 27 28 27 25
Ag13 23 26 27 27 19
Ag20 24 26 27 23 22
Ag32 26 31 32 30 24
Ag35 22 28 27 27 28

izolatlarin kiiltiir siipernatantlarinin optimum sicaklik ve pH degerleri oldugu belirlenmis
olan 60°C sicaklikta ve pH 9'da degisik siirelerde bekletimesi ile belirlenen termal stabilite
degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Enzim aktiviteleri DNS metodu ile pH 9.0 ve %71’lik ksilan
substrat kullanilarak 60°C’de belirlenmistir. Testlerde her izolatin Besiyeri 8de ( FO1)
besiyerindeki kltirlerine ait 36. veya 48. saatlik tek bir kiiltir filtrat 6rnegdi kullaniimistir. Sonuglara
gére Ag1 izolatl harig, diger izolatlarimizin enzim aktiviteleri 60°C’de bir saat siirede 6nemli bir
kayba ugramamaktadir. Bu asamada elde edilen sonuglara gére Ag1 izolati kadit hamuru

islemlerine uygun goérilmemistir.

Cizelge 4.5. izolatlara ait kiltir filtratlarinin 60°C ve pH 9'da termal stabilite dzellikleri IU/ml ( +
0,1)

Siire 5 dakika 25 dakika 45 dakika 60 dakika
izolat (1IU/ml) (1U/ml) (1U/ml) (1U/ml)
Ag1 4,0 3,8 3,4 2,35
Ag2 1,3 1,3 1,4 1,3
Ag 8 3,5 3,4 3,5 3,5
Ag 12 3,2 3,2 3,2 3,2
Ag13 2,8 2,8 2,8 2,8
Ag20 3,1 3,1 3,1 3,1
Ag32 2,1 2,1 2,0 2,1

Ag35 2,3 2,3 23 2,3
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4.5.4. Seliilaz Aktivitelerinin DNS Metodu ile Belirlenmesi

izolatlara ait kiiltiir filtratlarindaki seliilaz aktiviteleri, DNS ydntemi ile tamponla pH 7,4
ve 9,0'a ayarlanmis %1’lik CMC substratlari kullanilarak glukoz standartlarina kargi 60°C’de
belirlenmistir. Ayrica, testte kullanilan kultdr filtratlarinin ksilanaz aktiviteleri de pH 9,0 ve
60°C’de, ksilan substrat ile ve ksiloz standartlar kullanilarak dlgllmustir. Testlerde her izolatin
Besiyeri 8'de ( FO1) besiyerindeki 36 veya 48 saatlik kilturlerine ait tek bir kultdr filtrat 6rnegi
kullanilmistir. izolatlarin kiltdr filtratlarindaki sellilaz aktivite degerleri, Cizelge 4.6’da verilmistir.
Tesler sonunda kultur filiratlarinda sellilaz aktivitesi belirlenen izolatlar DNS testi ile sellilaz
pozitif anlaminda Sy ( + ) olarak belirtilmistir. Cizelge 4.6.’da verilmis olan sonuglara gére Ag2,
Ag8 ve Ag35 izolatlar Sy ( + ) 6zellikte olup kagit hamuru islemlerine uygun bulunmamislardir.
Ag12, Ag13, Ag20 ve Ag32 izolatlari ise k&gt hamuru islemlerine uygun bulunarak

secilmislerdir.

Gizelge 4.6. izolatlara ait kiltur filtratlarinda seliilaz aktiviteleri. i{U/ml ( £0.1)

~ izolat  Ag2 Ag8 Ag12 Ag13 Ag20 Ag32 Ag35
"Ksilanaz 21 23 21 20 22 24 26
60°C, pH 9,0
Seliilaz 0.3 0.9 0 0 0 0 1,3
60°C, pH 7,4
Selilaz 0.3-0,4 0.9 0 0 0 0 1.6
60°C, pH 9,0
Sonug Sa(*+) Sa(+) Sa(-) Sa(-) Sa(-) Sa(-) Sa(+)

Sy, DNS testi ile sellilaz aktivitesi

4.5.5. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinin Enzim Aktivitelerine Etkisi

%1, 5 ve 10 NaCl igeren, pH’si tampon ile 9,0’a ayarlanmis %1’lik ksilan substratlari
kullanilarak, DNS testi ve CMC Agar plaklarinda selllaz aktivitesi gérilmeyen Ag12, Ag13,
Ag20 ve Ag32 izolatlarn ile Ag8 ve Ag35 izolatlarin Besiyeri 8'de ( FO1) besiyerindeki
kultirlerine ait tek bir kultir filtrati 6rneklerinin, DNS testi ile 60°C’deki ksilanaz aktiviteleri
Olgulmustir. Elde edilen sonuglara gore izolatlara ait kiltir filtratlarinda en ylksek ksilanaz
aktiviteleri %5’lik NaCl konsantrasyonunda gerceklesmektedir. Ancak, %5’lik NaCl
konsantrasyonu ile %1 ve %10 NaCl konsantrasyonlarindaki ksilanaz aktiviteleri arasindaki
farkin 6nemsenmeyecek seviyede oldugu dusiniimistir. izolatlara ait kiiltir filtratlarinda

degisik NaCl konsantrasyonlarindaki ksilanaz aktiviteleri. Cizelge 4.7'de gdsterilmigtir.
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Cizelge 4.7. izolatlara ait kultir filtratiarinda degisik NaCl konsantrasyonlarindaki ksilanaz
aktiviteleri. iU/ml (£0,1)

izolat Ag8 Ag12 Ag13 Ag20 Ag32 Ag35

%1 NaCl 18 13 1.1 1.8 1.9 1.75
%5NaCl 21 1.6 1.1 1.7 2.2 1.6
%10 NaCl 21 1.5 1.1 1.7 2 1.7

4.5.6. Kagit Hamuru Denemeleri

4.5.6.1. Enzimatik On iglemin Optimizasyonu

DNS testi ile selllaz negatif olduklari belirlenen dort izolata ait enzim preparatlarinin
kagit hamuruna etkilerinin belirlenmesi icin ilk olarak izolatlara ait kultar filtratlar ile
Khandeparkar and Bhosle ( 2006 )ya benzer sekilde, uygulanacak enzimatik 6n islemin
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimizasyon islemi pH 9,0, 60°C, 10 IU enzim/g fk-hamur,
%5 fk-Hamur sartlarinda gerceklestirilmistir. Belli siireler igin iU/ml olarak elde edilen seker
miktari degerleri asagidaki formile gbére, hamurun grami basina agiga ¢ikan mg cinsinden
seker degerlerine donustirilmistir. Zamana kargl k&gt hamurunun grami basina agiga ¢ikan

seker grafigi Sekil 4.24°de verilmigtir.

=
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iu/mi
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3.60 1.2 Lo

3.30 1.1 1

3.00 1.0.L

270 0.9 Lo e e e
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240 08 1
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1.20 0.4 ]

——
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EZIkontrol

ZIkontrol

kontrol &

0.00 0.0 pkentrol Iz

0 dakika — 30 60 90 120 150

Sekil 4.24. izolatlara ait enzim preparatlari ile zamana karsi k&git hamurunun grami basina

aciga cikan seker miktarlari
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izolatlara ait enzim preparatlar igin, Sekil 4.24’'de verilmis olan zamana karsi kagit
hamurunun grami bagina agiga gikan seker sonuglarina gore 1-1,5 saatlik sire, pH 9,0, 60°C,
10 IU enzim/g fk-hamur uygulama sartlarinda enzimatik islem igin yeterlidir. Enzimatik 6n
islemin optimizasyonu ile ayni sarlarda isleme tabi tutulan bir diger denemede deneme
sonunda, islemde kullaniimis olan kagit hamurlari distile su ile yikanip siizildikten sonra, ayni
izolatlara ait taze enzim preparatlari kullanilarak, yine ayni sartlarda tekrar igsleme tabi
tutulmustur. Ancak, izolatlarin hig biri icin k&gt hamurundan 0,2 iU/ g fk-hamur miktarina denk
gelenden fazla seker agida cikisi belirlenememistir. Bu nedenle, uygulanan sartlarda ilk 120
dakika sonrasinda izolatlara ait enzim preparatlarinin k&dit hamuru Uzerinde daha fazla bir
etkisinin olamadigi teyit edilmistir. Bu sekilde gergeklestirilen optimizasyon iglemi ile,
yapacagimiz enzimatik islemin enzim miktari ve sire agisindan yeterliligi incelenmis ve islem
sartlarinin uygun oldugu belirlenmistir. Bu asamada Ag 12, Ag 20 ve Ag 32 izolatlari sonraki

k&git hamuru enzim 6n islemleri, beyazlik ve kappa sayisi 6lgiim islemleri i¢in segilmislerdir.

4.5.6.2. Kromofor Saliniminin Belirlenmesi

izolatlara ait kdiltir filtratlari kullanilarak yapilan enzimatik én islemin optimizasyonu
bitiminde, her izolat icin, islem sonu filtratlarinda bulunan lignin temelli fenolik bilesiklerin
yogunlugu 237 nm’de, hidrofobik bilesiklerin yodunlugu 465 nm’de Absorbans o&lgllerek
belirlenmistir. Kor olarak enzim islemi gérmeden ayni islemden gegmis kagit hamurundan elde
edilen szintu kullanilarak spekrofotometrede Absorbans 6n sifirlamasi yapilmistir. Elde edilen
kromofor salim sonuglari Cizelge 4.8'de gosterilmistir. Islem, bilgi edinmek amaciyla, kagit
beyazlatma denemesinde kullaniimak Uzere secilmemis olan Ag8, Ag 13, Ag 35 izolatlar iginde

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.8. Degisik izolatlarimiza ait kromofor salim sonuglar

izolat 237 nm’de absorbans 465 nm’de absorbans

Ag8 3.76 0,19
Ag12 3,6 0,23
Ag 13 3.96 0,24
Ag 20 2.80 0.17
Ag32 4.1 0.22
Ag 35 3.90 0.17

En ylksek beyazlik ve kappa sayisi duslse elde edilen Ag32 izolati ile 237 nm’de 4.1
Absorbans ile, diger izolatlarla kiyaslandiginda en yiksek, 465 nm’'de 0,22 Absorbans degeri ile

ikinci en ylksek deger olmustur.
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4.5.6.3. Enzimatik On iglemlerin Kappa Sayisi ve Beyazlik Uzerine Etkisi

Secilmis izolatlara ait enzim preparatlari ile kagit hamuru enzimatik 6n islemlerinin
beyazlik ve kapa sayisi lzerine etkisi belirlenmistir. Bunun icgin ilk olarak kagit hamurlari pH 9,0,
60°C, 10 IU enzim/g fk-hamur, %5 fk-Hamur sartlarinda 120 dakikallk én beyazlatma islemine
alinmistir. Daha sonra kagdit hamurlari kimyasal beyazlatma islemine alinmistir. En son olarak
kappa sayisi Olgimleri ve kagit hamurlarinin kagit haline getirilmeleri sonrasinda beyazlik
degerleri dlgulmistir. Kontrol olarak, enzim kullanmadan enzimatik islemlerdeki sartlardan
gegcirilimis kagit hamuru kullanilmistir. Hi¢ bir islemden gegmemis kagit kraft hamurunun kappa
ve beyazlik degerleri de ayrica dlgulmustur.

Kappa testinde, sonuglarin hesaplanabilmesi icin gereken ve kagit hamuru
kullanilmadan yapilan bos denemede harcanan tiosulfat miktari 64,25 ml bulunmustur.
Denemede kullanilan islem gérmemis Caycuma kraft k&dgidinin kappa no’su 19.93, beyazhdi 51
olarak O&lgulmustir. Kontrol olarak islemden gecirilen k&git hamurunun kappa no’su 9.71,
beyazligi 79 olarak dlglulmustir. Enzim preparatlari kullanilan Ag12, Ag 20 ve Ag32 izolatlari
icin elde edilen kappa degerleri sirasi ile 7.04, 3.72 ve 2.39, elde edilen beyazlik degerleri de,
yine sirasi ie, 80, 80,5 ve 82 olmustur. Ag32 izolati ile en ylksek kappa sayisi duslsu ve
beyazlik artisi elde edilmistir. Ag12, Ag 20 ve Ag32 izolatlar ile kontrole gdre kappa sayisi
dusuUgleri sirasi ile, 2.67, 5.99 ve 7.32 olmustur. Beyazlik artiglari ise yine sirasi ile, % 1, 1.5 ve
3 olmustur. Ag32 izolati ile karsilastirildiginda, Ag12, Ag 20 izolatlar ile elde edilen kappa
sayisi disUsu ve beyazlik artisi de@erleri daha dusuktar. Cizelge 4.9’da Kagit hamuru
enzimatik 6n islemlerinden elde edilen Kapa sayisi ve beyazlik degerleri gdsterilmistir. Sekil
4.25'de Kagit hamuru islemleri sonucu elde edilen kromofor salimi, seker salimi, kappa ve

beyazlik degerleri, en yliksek degerler %100 olarak alinip ¢akistirilarak beraberce gdsterilmigtir.
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gOsterilmigtir.

Ag3s
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Cizelge 4.9. Kagit hamuru enzimatik 6n islemlerinin kappa sayisi ve beyazliklari Gizerine etkisi

Ham kagit

( Beyazlatiimamis )

Ham kagit
( Beyazlatiimis )

Enzimatik 6n  iglem

gbérmuis ve Beyazlatiimis

Enzimatik 6n islem

gérmis ve

Enzimatik 6n islem

gérmus ve

( Kontrol ) kagit Beyazlatiimis kagit Beyazlatiimis kagit
Enzimatik 6n islem
- - Ag12 Ag 20 Ag 32 (izolat)
K. hamur (g)
3.751¢ 3.7565 g 3.7600 g 3.7575¢g 3.7590 g Harcanan tiosulfat
28.5 ml 45.5 ml 51.00 ml 57.25 ml 59.75 ml (ml)P?

(F4.25- 285 1202

(F4.25-455 1x0.2

(64.25- 51.0 1x0.2

(54 25-57.25)x0.2

(B4.25-59.75)x0.2

a sayisl hesaplama

0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
a 715 a 375 a 26.05 a 14.0 a 9.0 a degeri
d 1.046 d 0.973 d alinmadi d alinmadi d alinmadi d degeri
19.93 9.71 7.04 3.72 2.39 Kappa No
10.22° 2.67 5.99 7.32 Kappa’'da azalis
( Kontrol'den fark )
51 79 80 80.5 82 Beyazlik ( % iSO )
51 64 82 88 Delignifikasyon

etkinligi ( % )

2 kagit hamuru kullaniimadan yapilan bos denemede harcanan tiosiilfat miktari 64.25 ml'dir.; °, Beyazlatiimamis ham kagit hamuru ile fark.
Delignifikasyon etkinligi, Duarte et al. ( 2003 )’e gore [ ( baslangi¢ kapa no - final kapa no ) / baslangi¢ kapa no ] formulline gére hesaplanmistir.

Cizelge 3.1°e gore, kappa no’lari belirlenirken 30'dan daha disik a degerleri icin d dizeltme faktori kullaniimamistir.



4.5.7. izolatlarin Tanilanmasi

4.5.7.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Cizelge 4.10°’da Secilmis izolatlara ait biyokimyasal test sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.10. Secilmis izolatlarin biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri

izolatlar

Ozellikler "Agl Ag2 Ag8 Agi2 Agl3 Ag20 Ag32 Ag35
Gram ( + ) sporlu basil + + + + + + + +
%0 NaCl'li NA'da gelisme® + -l¢z + + + + - -
%2.5 NaCl'li NA'da gelisme® + + + + + + + +
%5 NaCl'li NA'da gelisme® + + + + + + + +
%10 NaCl'li NA'da gelisme® + + + + + + + +
Glukozdan asit olusturma + P + + + ° c +
Glukozdan gaz olusturma - - - - - - - -
Mannitolden asit olusturma + - + + + + + +
Laktozdan asit olugturma - - - - - - - -
Ksilozdan asit olugturma + - + + + + + -
TSI — asit + - + + -l¢z - . -
TSI - H,S - - - - - - - -
Nisasta hidrolizi - - -l¢z - -/¢z + + +
Kazein hidrolizi - - - - - - - -
Lesitinaz - - - - - - - -
Tirozin hidrolizi - - - - - - - -
triptofandan indol olusturma - - - - - - - -
Sitrat kullanimi - - - - - - - -
MR - - ¢z cz - + - -
VP + + ¢z cz - + R _
Nitrat indirgenmesi - + - + - - - +
Jelatinaz + + + - + - + _g
Thioglukollat broth’da gelisme Ustte  Ustte  Ustte  Ustte  Ustte Ustte Ustte  Ustte
Oksidaz + - + + + + + +
Katalaz + + + + + + + +
pH 10’da gelisme ® + + + + + + + +
55°C’de geligme ® - - - - - - - _
50°C’de gelisme ® + + + + + + + +

Kullanilan semboller. ¢z, cok az veya belirsiz; -, negatif; +, pozitif; °, gelisme var; ° Besiyeri

6’da. b, vigne rengi, alkali; ©, zayif asit, portakal rengi.
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izolatlarimizin hepsi 55°C’de gelisme, sitrat kullanimi, triptofandan indol olusturma,
kazein ve tirozin hidrolizi, lesitinaz, TSi besiyerinde H,S olusturma, glukozdan gaz ve
Laktozdan asit olusturma bakimindan negatiftir. izolatlarimizin pH’si 8.5 olan NA ortaminda en
iyi gelistigi tuz konsantrasyonlari %2,5-5 NaCl olarak gézlenmistir. izolatlarimizin hepsi %2,5—
10 NaCl iceren NA’'da gelisme agisindan pozitiftir. Ancak, Ag2, Ag32 ve Ag35 izolatlari NaCl
icermeyen NA'da gelisememeleri ile dijer bes izolattan farkhdir. Ag2 izolati, diger izolatlardan
farkll olarak oksidaz negatiftir. izolatlarimizin hepsi laktozdan asit olugturmamaktadir. Ag2,
izolati diger izolatlarin tersine mannitolden asit olusturmamistir. Besiyeri 17 ‘de secilmis
izolatlarin hepsinin hareketli oldugu belirlenmistir.

4.5.7.2. izolatlarin Taksonomik Pozisyonlarinin Degerlendirilmesi

izoatlarimizin genus diizeyinde tanimlanmasi Cizelge 4.11°de standart genuslar icin
verilmis karakterlerden faydalanarak Bergey’'s Manual of Determinative Bacteriology'ye ( Holt
1994 ) gore yapilmistir.
Cizelge 4.11. Endospor olusturan Gram pozitif bakteri genuslarinin ayrimi ( Holt 1994 ).

Test karakterleri

Bacillus
Amphibacillus
Sulfidobacillus
Clostridium
Sporolactobacillus
Sporohalobacter
Desulfomaculatum
Oscillospira
Sporosarcina
Syntrophospora

Endospor olusturma

Basil ( geng kdiltlirde )

Kok ( tetrat-paket )

Gran + boyanma ®

Hucr ¢api 2,5 ym’dem blylk
Flament olusturma

Siki anaerobik

Siki aerobik

Fakultatif anaerobik
Oksidaz

Katalaz

Haraketlilik

Glukozdan asit olusturma °©

Nitrat indirgenmesi

+
+
B
B
B
B
+
B
B
B

Siilfattan slfit olusturma

Gelisme icin en az % 3-12 tuz

gereksinimi

B, belirlenmemis; D, degisici; a, en azindan geng kilturde; b, disk seklinde hicreler ve kiltira yapilamamis; k, kesin; + ;
%90 veya daha fazla oranda strain pozitif; - , %90 veya daha fazla oranda strain negatif. Ayirt etme agisindan 6nemli

gorilen bazi karakterler koyu gosterilmistir.
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Cizelge 4.11’de standart genuslar igin verilmis karakterlerden faydalanarak,
izolatlarimizin Bacillus genusu Uyesi oldugu sonucuna variimistir.

Sneath ( 1986 )'a gore Bacillus genusu Uyesi oldugu belirlenen segilmis izolatlarimiz yer
aldiklari muhtemel tirlerin belirlenmesi igin, izolatlara ait morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
test sonuglari ilgili literattrler 1s1g1inda degerlendirilmistir.

Priest ve Alexander ( 1988 )Yden Bacillus aneurinilyticus, B. amyloliquefaciens, B.
apiarius, B. azotoformans, B. badius, B. carotarum', B cascainensis, B. circulans sensu sitricto,
B. cereus sensu stricto., B. coagulans, B. firmus, B. flexus, B. fusiformis, B. kaustophilus, B.
lentus, B. licheniformis, B. megaterium, B. psychrophilus, B. pumilis, B. simplex, B. smithii, B.
Sphaericus, B. stearothermophilus, B. subtilis ssp.subtilis, Brevibacillus brevis, B. laterosporus,
Paenibacillus pabuli, P. alvei, B. macerans, B. amylolyticus, B. polymyxa, B. thiaminolyticus, B.
larvae ssp. Pulvifaciens, Virgibacillus pantothenticus olmak lizere 33 takson; Bergey’ Manual of
Systematic Bacteriology’den ( Sneath 1986 ) B. fastidious, B. globisporus, B. lentimorbus, B.
mycoides, B. pasteuri, B. papilliae, B. pentothenticus, B. subtilis, B. marinus, B. circulans,
Paenibacillus larvae olmak Uzere 11 takson; Fritze et al. ( 1990 )den tip strain’leri olan B.
alkalophilus DMS485, B. circulans DMS11, B. marinus DMS1297, Bacillus genusu turleri ve
yakin taksonlar olarak alinmistir. Bu taksonlar ve segilmis sekiz izoatimiz, Cizelge 4.10'da de
verilmis olan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri agisindan Minitab programi ( striim
13.20, Minitab Inc. 2000 ) kullanilarak, kisim 3.2.13'de belirttigimiz sekilde istatistiksel analize
alinmis ve ‘Correlation Coefficient Distance, Single Linkage % benzerlik dendogrami
sekillendirilmigtir.

Ancak ilk olusturulan dendrogramda ¢ok sayida Bacillus taksonu yer aldidi igin, secilmis
izolatlarimiza en yakin olarak bulunan 9 Bacillus taksonu olan Bacillus alkalophilus, B. firmus,
B. globisporus, B. subtilis, sphaericus, B. pumilis, B. pastouri, B. lentus, Paenibacillus alvei ile
bunlar arasinda yer alan B. alkolophilus ve B. circulans ve B. subtilis turlerine diger drnekler
olarak B. alkolophilus DMS2528, B. alkolophilus 4851 ve B. circulans DMS11 ( Fritze et al..
1990 ) ve B. subtilis ssp. Subtilis ( Priest and Alexander 1988 ) eklenerek, secilmis
izolatlarimizla beraber Cizelge 4.12°'de verilen yeni bir matriks olusturulmustur. En son olarak

degerler, ayni sekilde beraberce programa islenerek % benzerlik dendogrami sekillendirilmigtir.
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Gizelge 4.12. izolatlarin daha ileri seviyede tanimlanmasinda kullanilan karakterler

Tanimlanmus tiirler I Acigdl izolatlari

B. alkalophilus DMS2528°

Bacillus alkalophilus®
R alkalonhiliis DMS485 2t

Ozellikler

B. circulans DMS11 >

=) A O O O O O N =~ NN N o N o MM o dDdNdDdN B f/ rmus a
B. alobisporus?

B. subtilis ©

S NN =2 N2 22 NDNN 2o 2 = NN NEB obtilis ssp. subltilis®
B. pastouri®

_\NMO_\OO_\OONONONONNOB./entUSa

—\—\I\)O—\OOOOOOOOOOOOI\)OBazotoformansa

Boy > 3 ym

Spor oval

Spor sentral

Glukozdan gaz olusturma
Glukozdan asit olugturma
Laktozdan asit olusturma
Mannitolden asit olust.
Ksilozdan asit olusturma
Nisasta hidrolizi

Kazain hidrolizi

Tirozin hidrolizi

Jelatin hidrolizi

Lesitinaz ( egg yolk )
Sitrat kullanma

indol olusturma
Voges-Proscauer

Nitrat rediksiyonu

%10 NaCl'de gelisme
%5 NaCl'de gelisme

- O O O O O O - O N OO O o o o o o o B SDhaeriCUSa

~ Mo MO NMONMONONNDNONONNNB  uMmis?

- O O N =~ O O N ON O O O O N OO N O

- 2 O O O O O N O NN -=2DN -2 DN OO -~ DN o
= =2 N N O N O N O DNDN-=2DN-=22DNO -~ A -

45°C'de gelisme
Anaerobik gelisme
Oksidaz

Katalaz

= N O N N N ON O O ON O O ONDNMODNM O O NMDN Aa 1
N N O N DM NDMNMDN O O ON O O OO O o o o o NN o Aa 2
N N O N NN O =~ OO ON O O O NDNODNOONDNNDN Aa 8
N N O N N NN O O O O O O O ONDNMNODNOODNDN Aa 12
N N O N N N O O O O O N O O O N DNONDNOONDNNDN Aa 13
N N O N NN O DN O O O O O O N NDNODNOONDNNDN Aa 20
N N O N NN O O O O ON O O N NDNDODNMOODNMDN Aa 32

= A A O O O O =2 a a a N 2N D OO0 2 N 2 a a -
= A A O O O O A~ a2 a a N 2N 2N O AN A A A
N N O N N N N O O O O O O O N NDNODN O O NN

- A A
ON -
N © o o
N O O -
N = A
N O O -
N N O =
N O O -
= N O -
N N N -~

2, % 80-99 strain icin pozitif karakterler; 0, % 20 yada daha az strain i¢in pozitif karakterler; 1,

verilmemis veya degisken karakterler. Acigdl izolatlari igin 2, pozitif; 0, negatif; 1, zayif pozitif. t
tip strain’i; , Priest and Alexander ( 1988) 'den; °, Fritze et al. ( 1990 ) 'den; °, Sneath ( 1986
Yden.
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Benzerlikleri veren dendrogram, Minitab programi (versiyon 13.20, Minitab Inc., 2000)
kullanilarak izolatlarimiza en yakin bulunan 11 Bacillus takson’nu ve Fritze ve ark. ( 1990 )'den
alinan numarali suslar ve Acig0l izolatlarimiza ait karakterler kullanilarak olusturulmustur.

izolatlarimiz ve izolatlarimiza yakin bulunmus olan literatiirde belirtilmis tiirlere ait
Cizelge 4.12 ‘de verilmis olan matriks, Minitab programi kullanilarak istatistiksel analize alinmig
ve ‘Correlation Coefficient Distance, Single Linkage’% benzerlik dendogrami sekillendirilmistir.
Olusturulan benzerlik dendogrami Sekil 4.26’da verilmigtir.

% Benzerlik

74,28 —

82,85 —

91,43 —

100,00 , =

|
S P F N WP o Ny “?P
&}’60%0@{}@%%0@?\9@(:;\0 (@ x»Q e o5 &\é & e}::o a<5§° e &\@Q 39 p° ?g ?g
WP Ko P Moo & oF A
O o TePet @ © izolat ve Taksonlar
B 5

Sekil 4.26. Bacillus tirleri ile secilmis izolatlarin % benzerlik dendogrami
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Cizelge 4.13. Bacillus tirleri ile secilmis izolatlarimizin % benzerliklerinin (Dendogramlarinin)

olusturulmasi igsleminde Minitab Programi, orijinal istatistik sonuglari

Step Number of | Similarity | Distance Clusters New Number of obs.
clusters level level joined cluster in new cluster
1 22 99,02 0,020 18 | 20 18 2
2 21 97,92 0,042 16 18 16 3
3 20 96,16 0,077 19 | 23 19 2
4 19 96,16 0,077 16 | 22 16 4
5 18 92,13 0,157 19 | 21 19 3
6 17 92,13 0,157 16 19 16 7
7 16 91,75 0,165 2 3 2 2
8 15 90,91 0,182 1 5 1 2
9 14 90,66 0,187 1 13 1 3
10 13 89,24 0,215 1 8 1 4
11 12 87,44 0,251 1 10 1 5
12 11 86,21 0,276 1 7 1 6
13 10 84,30 0,314 11 16 11 8
14 9 82,22 0,356 1 11 1 14
15 8 82,22 0,356 1 9 1 15
16 7 82,14 0,357 1 14 1 16
17 6 80,00 0,400 12 15 12 2
18 5 78,69 0,426 2 12 2 4
19 4 78,38 0,432 1 17 1 17
20 3 77,16 0,457 1 4 1 18
21 2 74,66 0,507 1 2 1 22
22 1 74,28 0,514 1 6 1 23
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5. TARTISMA

5.1. izolasyonlar

Kagit endustrisi icin uygun Ozellikte enzim Ureten mikroorganizma gereksinimi,
arastiricilari degisik ortamlardan izolasyon ¢alismalarina yoneltmistir ( Kenealy ve Jeffries 2003
). Aci Gol'den vyaptigimiz izolasyonlarda bolim 2.7'de belirtildigi gibi, kagit hamuru
beyazlatmada kullanilacak ksilanazlarda aranan o6zellikler olan alkali ve nispeten yuksek
sicakliklarda etkin ksilanaz ureten, selllaz negatif aerobik bakterilerin izolasyonu amaglanmigtir.
Galismamizda o6rnekleme alani olarak Aci Gol'i segmemizin nedeni, Aci Goél'in alkali ve
kendine has ozellikleri olan bir gol olmasi Aci Gél'de galismamiz ile ayni konuda bagka bir
calisma yapilmamig olmasidir.

Calismamizda kullandigimiz izolasyon besiyerlerinde ksilan hidroliz zonu olusturan
degisik tipteki izolatlar saflastirma islemlerinden sonra Besiyeri 7 ( CMC Agar ) ortaminda
selllaz hidroliz zonu olusturmalari agisindan incelenmiglerdir. Bu sekilde, seliilaz hidroliz zonu
olusturmayan ( S, - ) Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32, Ag35'nolu izolatlar segilmislerdir.
Bunlardan Ag12, Ag13, Ag20 ve Ag32’in, substrat olarak CMC kullanilarak DNS testi ile selllaz
negatif ( Sy - ) olduklar belirlenmigtir. Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlarina ait ksilanaz preparatlari
kullanilarak yapilan kagit hamuru beyazlatma calismalari ile, kontrol ile kiyaslandiklarinda %1 —
3 arasi degisen beyazlik artislari ve kappa sayisinda 2.67 ile 7.32 arasinda degisen dusus elde
edilmistir. Degisik substratlar kullanilarak izolatlarin fermentasyonlarda ksilanaz Uretimleri
incelenmis en ylksek enzim Uretimleri 3—4 IU/ml civarinda gergeklesmistir.

Calismamizda istenen &zellikte bakterilerin izolasyonu ic¢in alkali ve tuzlu besiyerleri
kullanilmigtir. Ayrica, bazi izolasyon besiyerlerinin laboratuar sartlarina gére modifikasyonlari
yapimistir.

Alkali bir gol oldugu belirtilen ( Dalay 2002 ) Aci GolI'den aldigimiz su drneklerimizin
pH's1 8,2 olarak Olgtlmuistir. Etkin ksilanaz Uretici mikroorganizmalarin alkali sartlarda izole
edilebilecegi fikrinden yola cikilarak izolasyonlara pH’lari 8.5'e ayarlanmis besiyerleri ile
baslanmistir. Ancak, pH’lari 8.5’e ayarlanmis besiyerlerinde gelisen izolatlarin, pH’lari 9.0'a
ayarlanmis izolasyon besiyerlerinde de gelisebildigi gdzlendiginden, izolasyonlara kagit
hamurunun enzimatik 6n islemi i¢in de uygun pH olan, 9.0’a ayarlanmis besiyerleri kullanarak
devam edilmigtir.

Aci Gol su érneklerinin tuz orani % 9.90 g olarak dlgilmiistiir. izolasyon ve kiiltiirlerde
kullandigimiz besiyerlerindeki tuz miktarinin izolatlarimizin gelismesi i¢cin pH'dan daha énemli
bir faktdér oldugu gorilmastir. Tuzlulugun, tuzlu ve alkali ortamlardan izole edilen
mikroorganizmalar i¢in, pH'dan daha 6nemli olabilecegini gosteren bulgular vardir. Cizelge
4.8'de goruldiugu gibi, Aci Gol'in pH’sI ¢ok yiksek olmamasina karsin izolatlarimiz pH 10’da

gelisebilmektedirler. Yine Cizelge 4.8'de belirtildigi gibi, segilmis izolatlarimizdan Ag2, Ag32 ve
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Ag35 nétral pH'da gelisebilmelerine karsin tuz icermeyen ortamlarda gelisememektedir. Diger
taraftan, secilmis izolatlarimiz en iyi gelismeyi, gélin él¢llen tuz oranindan daha dusuk olan %5
ve % 2.5 NaCl igeren besiyerlerinde gergeklestirmislerdir. % 2 NaCl miktarinin da gelisme igin
uygun oldugu gorilmistir. Bundan dolayi, alkalifilik organizmalarin izolasyonunda kullanilan
ancak, tuz icermeyen Horikoshi ortami ve tuz icerigi % 0.1 olup ksilanolitik organizmalarin
izolasyonunda kullanilan orijinal DX besiyerinin tuz igerikleri % 2.5’a c¢ikarilarak modifiye
edilmiglerdir. Bir gok tuzcul mikroorganizma, optimum olarak gelistikleri orta derecede tuzlu ( %
5 — 10 NaCl ) ortamlardan izole edilebilirken daha digsik tuz ( % 0.5 — 2 NaCl )
konsantrasyonlarinda da gelisebilirler. Denizel ve orta derecede tuzcul bakteriler genelde %3 ve
30% tuz konsantrasyonlarindan izole edilebilir. % 2.04 — 24.8 g gibi ylksek tuzlu ortamlarda
Bacillus halodenitrificans gibi bazi bakteriler izole edilebilir ( Ventosa at al. 1998 ). Berber ve
Yenidinya ( 2005 ), tuzlulugu % 2.17 ile Aci Gél'den az, ancak pH’sinin 9.7-9.8 olusu ile Aci
Gol'den ¢ok daha alkali olan Van Goéli’'nden izole ettikleri 17 Bacillus sp. izolatinin hepsinin % 5
NaCl oraninda gelisebildigini, s6z konusu izolatlarin hi¢ birisinin % 7 ve % 10 NaCl oraninda
gelisemedigini gdstermiglerdir. Ayni arastirmada varilan diger bir sonu¢ ise, Van GOlU’'nin
yuksek pH'sina karsin, izolatlarin hepsi pH 6.8'de gelisebilmigtir.

izolasyon besiyerlerimiz hazirlanirken literatlrlerde verilmis olan orijinal besiyerlerinin
tuz ve pH'dan baska igeriklerinde de modifikasyonlar yapilmistir. izolasyonlara Besiyeri 1 ve
Besiyeri 3 ( orijinal DX Besiyeri ) ile baslanmistir. Besiyeri 1, Alkalifilik bakterilerin
izolasyonunda kullanilan taninmig bazal bir besiyeri olan Horikoshi | ve Il ortamlarinin
degistiriimesiyle olusturulmustur. Orijinal Horikoshi ortamlarinda karbon kaynaklari glukoz ve
nisastadir ( Horikoshi 1999 ). Glukoz ve nisasta, ksilan hidrolize edebilen izolatlarin izolasyonu
icin uygun substratlar olmadigi i¢in, calismamizda Horikoshi besiyerinin karbon kaynagr BW-
ksilan ( Birch Wood Xylan ) olarak degistirilmigtir. Enzim analizlerinde ve besiyerlerinde substrat
olarak kullandigimiz BW-ksilan, asit ve alkali iglemlerle yan dallarini nerdeyse tamamen
kaybetmis ticari ve teknik bir substrat olup k&dit hamurundaki ¢cézilmeyen ksilana ¢ok benzedigi
icin ksilanaz aktivitesi dlgimleri igin de gok uygun bir substrattir ( Sunna 1997 ).

Alkalifilik mikroorganizmalarin izolasyonunda kullaniimakta olan Horikoshi ortamlari (
Horikoshi 1999 ) %0.5 g maya ekstrakti ve % 0.5 pepton igermekte olup ksilan hidrolizi
gerceklestirmeyen ancak organik azot kaynaklarini kullanarak gelisebilecek
mikroorganizmalarin gelismesine uygundurlar. Bu nedenle Horikoshi ortamlarinin glukoz ve
nisasta olan karbon kaynaklarinin BW-ksilan ile degistiriimesi ile elde ettigimiz izolasyon
besiyeri 1°de ( Besiyeri 1, IB 1) yaptigimiz ilk izolasyonlarda yiiksek oranda ksilan hidroliz zonu
vermeyen mikroorganizma gelismesi gorilmdistir. Bunun Uzerine izolasyon besiyeri 1'in maya
ekstrakti ve pepton igerikleri %0.01g’a kadar azaltilarak izolasyon besiyeri 2 ( Besiyeri 2, iB 2 )
hazirlanmistir. izolasyon besiyeri 4 ( Besiyeri 4, Modifiye DX Besiyeri, DX ) ise organik azot

kaynaklari icermemektedir. Bunun yaninda, ksilanaz hidroliz zonu olusturmayan kolonilerin de
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gelisebilmesine kargin, Standart Nutrient Agar besiyerinde bazi degisiklikler yapilarak
hazirladigimiz Besiyeri 6'nin ( NA; ) izolasyonlarimiz igin genelde iyi bir besiyeri oldugu
gorulmustur. Besiyeri 4'te ( DX ) yapilan izolasyonlarda ise, ince ve ¢ok yayilici geliserek sorun
olusturan kolonilere sik rastlaniimistir.

Besiyeri 6 ( NA, ) da yapilan izolasyonda gelisen koloniler Sekil. 4.1’de g0Osterilen
sekilde temel tiplere ayrilmistir. izolasyonlarda genel olarak en sik karsilagilan koloniler, T3
tipinde koloniler olmustur. Sekil. 4.1'de gdsterildigi gibi Besiyeri 6 besiyerinde yapilan
izolasyonda T3 tipindeki koloniler % 71,1 ile en ylksek oranda izole edilen kolonilerdir. T3 tip
koloniler gézle incelendiginde duz kenarli, 0.5 cm kadar ¢apta, koloni ortasina dogru koyulasan
degisik tonlarda kirli beyaz, opak kolonilerdir. T2 ve T3 tip kolonilerin Gr ( + ), sporlu basiller
olduklari gérilmiistiir. izolasyonlarda T3 tip koloniler, ksilan zonu olusturmayanlardan
olusturanlara kadar degisen, farkh bulyUklUklerde, genis bir dagilim gdstermiglerdir. Ancak,
¢ogunlukla sellilozu kullanabilmekte olduklari goértimustir. Buna karsin, Besiyeri 7°de ( CMC
Agar ) selllaz hidroliz zonu olusturmayan ve daha sonra DNS testi ile sellilaz negatif oldugu
teyit edilen Ag32 izolatimiz, ilk izolasyonda ksilan hidroliz zonu belirsiz T3 tip koloni olarak
gelismistir. Besiyeri 7°’de selllaz hidroliz zonu olusturmadidi i¢in segilen, ancak DNS testi ile
selulaz Urettigi belirlenmis olan Ag2 ve Ag8 izolatlari da ilk izolasyonlarinda, ksilan hidroliz zonu
olusturan T3 tip koloni olarak izole edilmiglerdir.

pH 10 ve %10 tuz igeren broth zenginlestirmelerinden yapilan izolasyonlar sonucunda,
hemen hemen tamamen T3 tip koloniler gelismistir. Bu bakimdan T4 tip koloni olusturan
mikroorganizmalarin Aci Goél'de en yiksek oranda bulunduklari ve buradaki yliksek tuz ve alkali
sartlara iyi uyum goésterdikleri dugtnulebilir.

Ksilan iceren besiyerlerinde yapilan izolasyonlarda izolatlarin genis ksilan hidroliz zonu
olusturmasi genelde daha yiksek seviyede ksilanaz dretiminin gdstergesi olarak
dusunulmektedir. Ancak, selllaz negatif izolatlarimizdan Ag32 ilk izolasyonunda belirgin bir
ksilan hidroliz zonu olusturmamasina karsin Besiyeri 6'da ( DX besiyeri ) yapilan sonraki
pasajlarinda 24. ve 48. saatlerde 9 mm ¢apinda ksilan hidroliz zonu olusturmustur. Besiyeri 6'da
yapilan izolasyonlarda ksilan hidroliz zonu belirlenemeyen 1 mm kadar captaki transparant
kolonileri temsilen secilmis olan Ag32 izolat ayni besiyerinde yapilan sonraki denemelerde farkh
tipte ( T3 tipinde ) koloni olusturmus ve 24. ve 48. saatlerde 8.5 — 9.0 mm ¢apinda ksilan hidroliz
zonu olusturmustur. Bu nedenle, ilk izolasyonlarda kiglik ksilan hidroliz zonu olusturan ve
muhtemelen iyi gelisemedikleri i¢in ksilan hidroliz zonu olusturmayan kolonilerin de gz ardi
edilmemesi dogru bir yaklasim olarak goérilmektedir.

ilk izolasyonlarda izolatlar igin belirlenen ksilan hidroliz zonu biy(iklikleri ile izolatlarin
sonraki besiyeri pasajlarindaki ksilan hidroliz zonu buyuklikleri ve fermentasyonlardaki enzim
uretimleri arasinda direkt bir baglanti bulunmamaktadir. Ornek olarak; Ag8, Ag20, Ag25, Ag18

no’lu izolatlar ilk izolasyonlarinda, 48. saatte sirasi ile 6.0, 10.0, 8.0 ve 9.0 mm c¢apta ksilan
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hidroliz zonu olustururken, daha sonraki Besiyeri 4 (DX Besiyeri ) pasajlarinda ayni sicaklikta
yapilan inkibasyonun 48. saatinde sirasi ile 20.0, 13.0, 18.0 ve 6.0 mm c¢apta ksilan hidroliz
zonu olusturmusglardir. Bu izolatlar Besiyeri 8'de ve 35°C’deki fermentasyonlarinda, 48. saatte

sirasi ile, 2.8, 3.4, 2.4 ve 1.3 iU/ml (= 0.1 ) ksilanaz (iretmiglerdir.
5.2. Fermentasyonlar ve Ksilanaz Uretimleri

Besiyeri 7°/de ( CMC besiyeri ) yapilan selllaz aktivitelerinin 6n belirlenmesi
denemelerinde seliilaz negatif ( S,- ) ve ksilan hidrolizi gergeklestirdikleri i¢in segilmis olan ( S, —
K+ ) Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32, Ag35'nolu izolatlarin Besiyeri 8'de ( FO1)
35°C’de fermentasyona alinarak biiyiime egrileri gikariimistir. Bliylime egrilerinin gikariimasinda
degisik yontemler kullanilabilmektedir. Sunna et al. ( 1997 ), Bacillus thermoleovorans ve
Bacillus flavothermus tirlerinin ksilanaz Uretimini inceledikleri ¢alismada, buylime egrilerini
Neubauer sayim lami ile belirlemistir. Segilmis izolatlarin buyime egrilerinin gikariimasinda
spektrofotometrik yontemler de uygulanabilmektedir. Ancak, sivi fermentasyon ortamlarinda
bulunan ksilanin bir miktar bulanikhda sebep olmasi ve zamanla ksilanin kullanilmasina bagh
olarak da bulaniklikta degisiklikler olmasi nedeniyle hicre sayimlarinin seyreltme plaka ydntemi
ile yapilmasinin daha uygun olacadi digsunulmustiur. Biyume edrilerini ¢ikariimasi izolatlarin
maksimum ksilanaz Uretimini hangi gelisme evresinde gerceklestirdiginin belirlenmesi agisindan
onemli gorulmektedir. izolatlar ile yaptigimiz fermentasyonlarda, izolatlarin maksimum ksilanaz
Uretimlerinin, logaritmik gelisme fazindan sonra, stationer fazin sonlarina dogru oldugu
belirlenmistir. izolatlarinin logaritmik gelisme fazindan stationer faza gegisi 15.- 24. saatler
arasinda olup, yine 42. saat civarinda mikroorganizma yogunlugunda azalma baslamigtir. Tim
izolatlar igin maksimum hiicre yogunluklari 12x10° ve 20x10° cfu / ml degerleri arasinda
olmustur.

Aci Gol istasyon 2'den elde edilen toprak orneklerinden besiyeri 6'ya yapilan
izolasyonlarda, 50 °C’de yapilan inkiibasyonlar sonunda 6érnek topraginin graminda 16000 cfu/
g'a, 35 °C’de yapilan inkiibasyonlar sonunda ise 1900000 cfu / g’'a denk gelen koloni gelisimi
tespit edilmistir. 45 °C’de izolasyonlarda elde edilen koloni yodunlugu géreceli olarak 35 °C’'de
elde edilen gibidir. Cizelge 4.8’de verilmis olan segilmis 8 izolatimiz, pH’si 8.5 ve %2.5 NaCl
iceren besiyeri 6'da, 55 °C’de inkiibe edildiklerinde gelisememislerdir. Buna dayanarak Aci Gél
ortaminda termofilik veya termotolerant gelisebilen mikroorganizmalarin daha az oranda
bulundugu sonucuna varilabilir. Bunun yaninda, 50 °C sicakliklarda yapilan izolasyonlarda
gelisen izolatlarin Besiyeri 7°"de ( CMC besiyeri ) yapilan seliilaz aktivitelerinin 6n belirlenmesi
incelemelerinde sellilaz negatif ( S,- ) izolat elde edilememistir.

Secilmis izolatlarin degisik sicakliklarda ksilanaz Uretimleri sonuglari kisim 4.5.1°de
verilmistir. Sekil 4.6 — 4.13'de verilmis olan Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32, Ag35
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izolatlarinin Besiyeri 7'de degisik sicakliklarda yapilan fermentasyonlarindaki en yuksek
ksilanaz (retimleri sonuglarina gére, Ag1 izolatinin en yiiksek ksilanaz Uretimi 40 °C’de, diger
izolatlarin en yiiksek ksilanaz iretimleri ise 35 °C’de gerceklesmistir. Ag1 izolatinin 3.4 iU/ml ile
40 °C’de gerceklesen en yiiksek ksilanaz (iretimi ile 45 ve 35 °C’de gergeklesen 3.2 iU/ml’lik en
yiiksek ksilanaz Uretimi arasinda énemli bir fark olmamasina karsin, 50 °C’deki 1.7 iU/ml'lik en
yiksek ksilanaz Uretimi, 40 °C’de gergeklesen ksilanaz Uretiminin yaklagik yarisi kadardir.
Bunlara dayanarak secilmis izolatlarimizin mezofilik 6zellikte oldugu gérilmektedir.

Secilmis ( Sz - ) izolatlarimizin Besiyeri 8'de ( Fermentasyon Ortami 1, FO1 ) 6n iglem
gOérmus degisik bitkisel substratlar ( Bugday samani, bugday kepedi ve misir kogani ) ve ksilan
BW-ksilan kullanilarak yapilan fermentasyonlarda ksilanaz (retimleri incelenmigtir.
Fermentasyonlar, her izolat i¢cin daha o6nce belirlenmis olan optimum ksilanaz Uretim
sicakliklarinda gergeklestiriimistir. Secilmis ( Sz - ) izolatlarimizin degisik substratlarla Sekil 4.14
— 4.21’de verilmis olan ksilanaz Uretimlerinin en yulksek degerleri, Sekil 4.22’de topluca
verilmistir. izolatlarin hepsinde maksimum ksilanaz Uretimi substrat olarak BW-ksilan ile elde
edilirken, bitkisel substratlardan en fazla ksilanaz Gretimleri Ag20 izolati hari¢ diger izolatlar igin
bugday samani ile gerceklesmistir. Bugday samani ile elde edilen en yiksek ksilanaz dretim
degerleri, pahali ticari substrat olan BW-ksilan ile elde edilen dederlere ¢ok yakindir ( % 97-41).
Ag1 izolatinin en yuksek ksilanaz Uretimi BW-ksilan ve islem gérmis misir kogani ile 3.2
IU/ml’lik esit degerde enzim Uretimi ile olmustur ( Sekil 4.14 ). Diger taraftan, Ag2 izolatinin BW-
ksilan ve bugday samani ile maksimum ksilanaz Uretimi, sirasi ile 2.9 ve 2.4 1IU/ml, Ag8
izolatinin igin ise yine sirasi ile 3.2 ve 2.7 1U/ml, Ag12 izolati i¢in 3.2 ve 2.7 IU/ml, Ag13 izolati
icin 3.3 ve 2.4 IU/ml, Ag20 izolati i¢in 3.7 ve 3.4 IU/ml, Ag32 izolati igin 3.2 ve 2.7 IU/ml, Ag35
izolati i¢in 3.4 ve 3.3 IU/ml olarak bulunmustur. En ylksek ksilanaz tretimi Ag20 izolati ile 3.7
IU/ml ile substrat olarak BW-ksilan ile elde edilmistir. Tum izolatlar i¢in elde edilen ikinci en
yuksek ksilanaz Uretim degerleri olan 3.4 IU/ml, Ag20 izolati ile substrat olarak misir kogani ve
Ag35 izolati igin substrat olarak bugday samani ile elde edilmistir. izolatlar icin elde edilen
Uglnci en yiksek ksilanaz Uretim degerleri olan 3.3 IU/ml'lik Gretim degerleri, Ag35 izolati igin
substrat olarak bugday samani, Ag13 izolati i¢in substrat olarak BW-ksilan ile elde edilmistir.
Segilmis izolatlarin her biri icin BW-ksilan ile ksilanaz enzim Uretimi % 100 kabul edildiginde
(pozitif kontrol), bitkisel substratlarla en ylksek ksilanaz tretimleri belirlenerek yizdelik degerleri

Cizelge 5.1’de dzetlenmistir.
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Cizelge 5.1. Secilmis izolatlarin BW-ksilan ve bitkisel substratlarla ksilanaz uretim ytzdeleri.

izolat Ag1 Ag2 Ag8 Agl12 Ag13 Ag20 Ag32 Ag35
Ksilanaz iiretimleri X, 100 X, 100 X, 100 X,100 X,100 X,100 X, 100 X, 100
(%) M,93 S, 82 S, 92 S, 90 S, 73 M, 91 M, 84 S, 97

S, 83 M, 656 K 62 K 65 M 68 S, 8 S, 41 K, 80
K, 74 K, 65 M, 55 M, 51 K 65 K, 50 K, 32 M, 55

X, BW- ksilan; S, bugday samani; K, bugday kepegi; M, misir kogani ile fermentasyon. Sayilar
%’lik de@erleridir. En ylksek ksilanaz Uretim degeri % 100 olarak kabul edilmigtir.

Enzim Uretimi c¢alismalarinda kullanilacak mikroorganizmalarin pahali gelisme
substratlarina ihtiyag duymadan kolayca gelisebilmeleri enzim Uretiminin ekonomik olmasi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Ksilanaz Uretimi igin substrat olarak kullanilabilen birchwood ksilan gibi
saflastirilmis substratlar da ¢ok pahali olup endistriyel ¢apta enzim Uretiminde kullaniimasi
ekonomik olmaktan ¢ok uzaktir ( Pham et al. 1998 ). Tarimsal atiklar kuru agirliklarinin % 25 —
35’i oranlarinda mikroorganizmalar igin substrat olabilecek hemiseliloz igerebilmektedir.
Tarimsal atiklar mikroorganizmalarin gelismesi i¢cin énemli miktarda besinsel dedere sahiptirler.
Ornegin, bugday kepedi blylk oranda nisasta harici polisakkaritlerden (non-starch
polysaccharides; NSP ) olusmaktadir. Bugday kepeginin igerigi % 41-60 NSP, % 10-20 nisasta
ve % 1520 proteindir ( Maes et al. 2004 ). Misir kogani kuru agirlikga % 34.8 oraninda ksilan
icermektedir ( Yang et al. 1995 ). Bu nedenle, denemeye aldigimiz izolatlarimizin, bu
substratlarin icerdigi azot ve karbon kaynaklarini etkili sekilde kullanabilen mikroorganizmalar
oldugu belirlenmis ve ticari ksilan substratina gére avantajli oldugu sonucuna varilmistir.

Kdaltdr ortamlarinda mikroorganizmalarin lignoselulozik materyalin temel bilesenlerinden
daha iyi faydalanabilmesi i¢cin, bu materyalin bazi 6n islemlerden gecirilerek, hicre duvarinin
enzimler icin engel olusturan direncinin zayiflatiimasi énerilmektedir ( Wyman et al. 2005 ). Bu
nedenle calismamizda enzim Uretiminde substrat olarak kullanilacak lignoselilozik materyaller
%1’lik NaOH icinde 121°C’de 6n islemden gegirilmistir.

Ksilan ile bitkisel substratlardan daha fazla ksilanaz Uretimi bagka arastiricilarca da
karsilastirilarak belirlenmigstir. Srinivasan et al. ( 1999 ), tarafindan Chainia sp. NCL 82-5 (
aktinomiset)'in, karbon kaynagi olarak tahil kepekleri ile 8-10 IU/ml ksilanaz dretimi, karbon
kaynagi olarak ksilan igeren sivi fermentasyon ortaminda ise 26 1U/ml’ye kadar ksilanaz Uretimi
bildirilmistir. Buradaki farkin iki kattan fazla oldudu dikkati gekmektedir. Chauhan et al. ( 2006 ),
B. coagulans izolati ile ksilanaz Uretimi igin %1 BW-ksilan ve bugday samani ile % 0.5 pepton
ve mineraller iceren fermentasyon ortamini kullanmistir. Bocchini et al. ( 2005 ), Bacillus
circulans D1 ile fermentasyonda, ticari ksilan ( % 0,5 g ) ile ksilanaz Uretimi 7.0 iU/ml, ot
hidrolizati ( % 0.3 g ) ile daha az, ticari ksilan ile elde edilene gok yakin olan 6.2 iU/ml'lik

ksilanaz Uretimi elde etmislerdir. Dhillon et al. ( 2000b ), degisik bitkisel substratlarla B. circulans
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AB 16 izolatinin ksilanaz Uretimini incelemiglerdir. pH 8.0 ve 55°C’de gergeklestirdikleri
fermentasyonlarla 72. saatte, substrat olarak %2 misir kogani ile 1.2 iU / ml, % 3 bugday
kepegi ile 8.45 iU/ ml, % 3 piring samani ile 20.6 iU / ml, bugday samani ile 21.3 iU / ml, ksilan
ile 19.2 iU / ml ksilanaz (retimi elde etmislerdir. Burada, izolatlarimizla elde ettigimiz sonuca
benzer olarak ticari ksilan ile elde edilen ksilanaz Uretiminin, bugday samani ile elde edilen 21.3
iU/ml'lik en yiiksek ksilanaz tiretim degerine cok yakin oldugu gorilmektedir.

Ozellikle pepton, maya ekstrakti gibi biyiime faktdrleri enzim Uretiminde maliyetin
Onemli bir kismini olusturmaktadir. Enzim Uretiminde pepton, maya ve et ekstrakti gibi gelisme
maddeleri kullanilmasi Uretim maliyetinin artmasinda en énemli faktérlerden oldugu belirtilmigstir.
Damaso et al. ( 2002 )Y'nin de belirttigi gibi, bircok yayinda bildirilen ylksek ksilanaz retiminin
de cogu kez pahali maddeleri iceren ortamlarda gerceklestiriimis oldugu gorulmektedir.
izolasyonlarda segilmis izolatlarimiz ve inceledigimiz diger izolatlarin, nadir durumlar harig
hepsinin, pepton ve maya ekstrakti gibi organik azot kaynagi olan gelisme faktorleri icermeyen
ortamlarda da gelisebildigi gérilmustir. Segilmis izolatlarimizin enzim Uretimi igin pahali organik
gelisme faktorleri icermeyen Besiyeri 4 ( DX ) gibi temel ortamlarda gelisebilmesi énemli bir
avantajdir. Dhillon at al. ( 2000b ), farkh bitkisel substratlara ilaveten vitamin, mineraller
ekleyerek olusturduklari ortamda B. circulans AB 16 izolati ile gercgeklestirilen
fermentasyonlarda ksilanaz Uretimini inceledikleri ¢alismada en ylksek ksilanaz Uretimini
bugday samani ile 21,3 iU/ml olarak elde etmislerdir. % 3 piring samani ve % 0,5 — 1 g'lik
degerlerde protein temelli degisik organik bilesikler igceren ortamda gergeklestirdikleri
fermentasyonda ise en ylksek ksilanaz Uretimi, bitkisel substratlar kullanarak elde edilen en
yiiksek ksilanaz Uretim degerinin iki kat kadar yiiksek olarak, 47 iU/ml ile tripton ilave edilmis
fermentasyon ortaminda elde edilmistir. Ayni arastiricilar B. circulans AB 16 ile elde edilen en
yuksek ksilanaz uretimi bulgularinin tersine, B. polymyxa CECT 1532 ile en yuksek ksilanaz
Uretiminin, azotlu organik gelisme faktdrlerinden maya ekstrakti kullanilan fermentasyonda elde
edildigini bildirmiglerdir.

Secilmis izolatlarimizin  degisik sicakliklarda ksilanaz Uretimlerini incelemede
kullandigimiz Besiyeri 8 (Fermentasyon Ortami 1, FO1 ), izolasyon besiyeri 1'in ( IB 1 ) agar
icermeyen, ‘broth’ sekli olup BW-ksilan yaninda %0.5 maya ekstrakti; %0,5 pepton icermektedir.
Besiyeri 9 ( Fermentasyon Ortami 2, FO2 ) ise, Besiyeri 4 ( DX ) ortaminin agarsiz ‘broth’ sekli
olup, organik azot kaynaklari icermemektedir. Bu nedenle. substrat olarak BW-ksilan igceren
Besiyeri 8 ve Besiyeri 9’da yapilan fermentasyonlardan elde edilen ksilanaz Uretim degerleri,
izolatlarin organik azot kaynaklari ile ksilanaz uretim iligskisini degerlendirmemizi saglayabilir. Bu
acidan, Sekil 4.6 — 4.13'de verilmis olan Besiyeri 8'de ( FO1) ve degisik sicakliklarda maksimum
ksilanaz dretimleri ile Sekil 4.14 — 4.21°de verilmis olan Besiyeri 9'da ( FO2 ) substrat olarak
ksilan kullanarak elde edilen maksimum ksilanaz Gretim sonuglari karsilastirildiginda, segilmis

izolatlarimiz ile organik azot kaynaklari iceren Besiyeri 8'de yapilan fermentasyonlarda yaklasik
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0.2 — 0.3 IU/ml daha fazla ksilanaz Uretimleri elde edildigi goérulmektedir. Ancak bu farklarin
Onemli olmayacak derecede az oldudu dusindlmektedir. Secilmis izolatlarimizla elde ettigimiz
bu sonuca benzer sekilde, Gupta et al. ( 2001 ), haloalkalofilik Staphylococcus sp. SG-13 izolati
ile % 0,5 pepton ve maya 6zitu iceren Horikoshi ortaminda yapilan fermentasyonlarda elde
edilen en yuksek ksilanaz uretimi ile %1 bitkisel materyal katilmis 6zellikle pepton, maya
ekstrakti gibi blyime faktorleri enzim Uretiminde maliyetin dnemli bir kismini olusturdugunu
savunmuslardir. Damaso et al. ( 2002 ) iyonize suda yapilan fermentasyonlardaki en ylksek
ksilanaz Uretimleri arasinda belirgin bir fark elde edilmedigini, ayrica, bu iki ortamda 1% (w/v)
den fazla bitkisel materyal olmasinin da ksilanaz Uretiminin de belirgin fark gdstermedigi
belirtmislerdir. Nascimento et al. ( 2002 ), Brezilya savan (yari kurak diizlik alan) topragindan (
cerrado soil ) izole edilen ve genus seviyesinde tanimlanan Streptomyces sp. strain AMT-3
izolatinin degisik substratlar kullanilarak pH 7 ve 30°C’de 10 glinlik fermentasyonu sonunda
ksilanaz ve seliilaz Uretimleri sirasi ile, Birchwood Xylan substrati igin 10.3 ve 0.02 U/ml,
bugday kepegi icin 28.4 ve 0.20 iU/ml, seliiloz ile 1.6 ve 0.45 iU/ml olarak belirlemislerdir.
Ancak, bu calismada, substrat olarak bugday kepegi ile Birchwood Xylan’dan daha fazla
ksilanaz uretimi elde edilmis oldugu gorulmektedir.

(S, — K+ ) dzellikteki Secilmis izolatlarimiz olan Ag1, Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20,
Ag32, Ag35 no'lu izolatlar ile yaptigimiz fermentasyonlarda ksilanaz tretimlerinin genelde diisiik
oldugu gérilmektedir. izolatlarimizin maksimum ksilanaz lretim degerleri 4.0 IU / mI’nin altinda
kalmistir. Besiyeri 7’de ( CMC besiyeri ) yapilan selllaz aktivitelerinin 6n belirlenmesi
incelemelerinde sellilaz hidroliz zonu olusturan izolatlari temsilen secilmis Ag18, Ag 22, Ag 25
nolu izolatlarin Cizelge 4.2°de verilmis olan ksilanaz Uretimleri de disik oldugu gortlmektedir.

izolatlarimizla elde ettigimiz ksilanaz uretimleri diisiik olmasina karsin disiik seviyede
ksilanaz igceren enzim preparatlari, substrat olarak tarimsal atiklar kullanildiginda oldukga
ekonomik olabilirler. Ag32 izolatimiz érnek olarak alindiginda, FO2 ortaminda %1.5’ lik bugday
kepegi ile 2.5 iU/ml'lik ksilanaz iretimi saglanabilmektedir. 10 iU/ gr fk-hamurluk bir enzimatik
on islem igin kagit hamurunun her grami icin 4 ml fermentasyon sivisi gerekeceginden 1000 g
k&gt hamuru icin 60 g, 1 tonluk hamur icin 60 kg bugday kepegdi gerekecektir. Ayrica, kati
sistem fermentasyon ( ssf ) yontemi ile gereken substrat miktari ve maliyet daha da asagi
¢ekilebilir ( Archana and Satyanarayana 1997, Virupakshi et al. 2005 ).

Calismamizda elde ettigimiz sonucglara benzer diuslk sayilabilecek seviyede ve
surelerde ksilanaz uretim sonugclari degisik ¢alismalarla da belirlenmistir. Pham et al. ( 1998 ),
Bacillus polymyxa’'nin selilaz negatif iki izolatinin 36. ve 42. saatlerde maksimum uretim degeri
olan 24 nanokat/ml ( 1 nanokat = 1.43 iU/ml ) gibi diisiik seviyede ksilanaz urettiklerini
belirlemislerdir. Bocchini et al. ( 2005 ), termofilik ve alkalifilik, sellilaz negatif ksilan Uretici
Bacillus circulans D1 izolatinin, ucuz karbon kaynaklari olarak belirtilen seker kamisi (

Saccharum afficinarum ) ve otlardan ( Paspalum notatum ) elde edilen hidrolizatlarda ksilanaz
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dretimini incelemiglerdir. En ylUksek ksilanaz Uretimi de@erleri seker kamigi hidrolizati igin
8.4 iU/ml, ot hidrolizati igin ise 7.5 iU/ml olarak belirtmistir. Arastiricilar bu degerlerin, ksilan
kullanilarak elde ettikleri 7.0 iU/ml degerine gok yakin oldugunu belirtmislerdir. Ayni arastiricilar,
B. circulans D1 izolati ile karbon kaynagi olarak ksilan kullandiklari fermentasyonda 24 saate
kadar bakteriyel biyomass ve enzim miktarinda artis oldugunu, 24. saatte ksilanaz Gretimi 5.50
iU/ml ile maksimum degere yakin olarak belirlemislerdir. Bu siirenin sonunda bakteriyel
biyomassda disls baslamasina karsin enzim Uretiminde artis devam etmistir. Maksimum
ksilanaz Uretimini 6,5 iU/ml ile 48. saatte elde edilmistir. 48. saatten sonra enzim miktar
yavasca dusmeye baslamistir. Ayni durum bitkisel substratlar icin de tespit edilmistir.
Calismada, bitkisel filtratlar ile enzim Uretiminde en st seviyeye 48. saatte ulastig
belirlenmistir. Bu bakimdan Bocchini et al. ( 2005 )'in elde ettigi sonuglarin galismamizda elde
ettigimiz sonuglara ¢ok benzedidi gortlmektedir. Staphylococcus sp. SG-13 izolatl ile
maksimum ksilanaz Uretim seviyesine 36-48 saatte ulasiimistir. Ayni izolatla kati faz
fermentasyon denemesinde maksimum ksilanaz Uretim seviyesine 60. saatte ulasiimistir (
Gupta et al. 2001 ). Subramaniyan et al. ( 2000 ), alkalifilik Bacillus SSP—34 izolatinin, kiltirde
duraklama fazina 36. saatte ulastigi, ayrica bu sireye kadar ksilanaz Uretiminin disik miktarda
oldugunu belirlemiglerdir. Archana and Satyanarayana ( 1997 ), komposttan izole ettikleri
termofilik Bacillus licheniformis A99 izolati ile substrat olarak bugday samani kullanilarak
yapilan SSF tipi fermentasyonda enzim Uretimi 22. saate kadar hizla artmig, 72. saatte
maksimum seviyeye ulasmistir. Degisik arastiricilar disik seviyede ksilanaz Uretimi
bildirmislerdir. Bataillon et al. ( 1998 ), Portekiz’de sicak su kaynagindan izole ettikleri Bacillus
izolati ile substrat olarak bugday kepegi arabinoksilani ile ¢ok diisiik sayilabilecek 2.9 iU/ml
ksilanaz Uretimi elde etmiglerdir. Techapun et al. ( 2003 ), degdisik arastiricilarin galismalarina
dayanarak B. subtilis izolatlari ile substrat olarak % 1 oat-spelt ksilan kullanilarak 4.9 ve 12
IU/ml, % 1 bugdday kepegi ile 3.6 IU/ml; Bacillus sp. SPS-O izolati ile substrat olarak % 0,5
bugday kepegi kullanarak 3.0 IU/ml; Bacillus sp. BP-23 izolati ile substrat olarak BW-ksilan
kullanarak 1.1 1U/ml;  Bacillus firmus izolati ile % 0.5 BW-ksilan substrat kullanarak 1.75
IU/ml'lik ksilanaz Uretimi elde edildigini bildirmislerdir. Subramaniyan and Prema ( 2002 ), de
degisik arastiricilarin ¢galigmalarina dayanarak B. stearothermophilus strain T—6 izolati ile 2.33
IU/ml, Micrococcus sp. DG10 izolati ile 3.3 IU/ml'lik dusik seviyede ksilanaz uUretimi elde
edildigini bildirmiglerdir. Archana and Satyanarayana ( 1997 ), Bacillus licheniformis A99
izolatini kullanarak, kati durum fermentasyonu ( SSF ) ile dretiminde ve ucuz bitkisel substrat
olarak bugday samani ile 16.3 iU / g kuru substratik ksilanaz Uretimi elde etmislerdir.
Subramaniyan and Prema ( 2002 ) ile Techapun et al. ( 2003 ), degisik arastiricilarin
¢alismalarina dayanarak mililitrede ylz Unitenin Uzerinde ksilanaz Ureten Bacillus izolatlari da
bildirmistir. Bacillus circulans izolati ile optimum pH’si 7.0 olan, 400 1U/ml gibi ylUksek seviyede

ksilanaz Uretimi elde edilmistir ( Subramaniyan et al.2000 ).
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Degisik ortamlardan elde edilen izolatlarin ortalama ksilanaz dretim seviyeleri izole
edildikleri ortamin &zellikleri ile yakin iligkili olabilir. Aci Gol, Tuz gélinden sonra Turkiye’'deki en
tuzlu goldir. Yiksek miktarda sodyum silfat (Na,SO,) igerir ( Altinsag ve Mezquita 2008 ).
Goldeki yuksek tuzluluk ve alkalilik gibi sartlar nedeniyle gblde yasayan organizmalar sinirl sayi
ve gesittedir. Ancak golde belli zamanlarda Spirulina sp. gibi bazi siyanobakterilerin gelisebildigi
gorulmektedir ( Dalay 2002 ). Golde nadir de olsa su bitkilerine de rastlanmamaktadir, goéldeki
yuksek tuz orani, silfat ve alkali sartlar bitki yasamina uygun degildir. Gél gevresi de ksilanaz
Uretimi igin substrat saglayabilecek otsu ve odunsu bitkiler agisindan zengin gériilmemektedir.
Ancak, degisik bitkisel materyallerin ¢evreden gdle ulasabildigi g6z ardi edilmemelidir. Ayrica
ornek istasyonlarimiz 1 ve 2’nin yer aldigi golun bati kisimlarindaki gol suyunun etkisi altinda
kalan kiyi seridi nispeten bol bitkisel materyal igermektedir. izolatlarin diisiik ksilanaz tretimi Aci
Gol igin genel bir durum olabilir. Gélde bitkisel ve diger gelisme substratlarinin az olmasi nedeni
ile Aci GoI'in minimal sartlara uyumlu mikroorganizmalarin bulunmasina uygun oldugu, ayrica,
Aci GOl izolatlarimizin ksilanaz dretimlerinin genelde dusik olmasinin sebebinin de bu
substratlarin kisith oldugu sartlara uyumlu olmalari olarak distnulebilir. Cizelge 4.2.’de verilmis
olan ve selllaz pozitif izolatlari temsilen segilmis olan izolatlarin da ksilanaz Uretimlerinin yiksek
olmadigi gorulmektedir. Degisik habitatlarda yapilan izolasyon c¢alismalarinda, izolatlarin
ortalama ksilanaz Uretimlerinde izole edildikleri habitatla iligkilendirilebilecek sekilde farkliliklar
gorulebilmektedir. Cizelge 5.2°de belirtildigi gibi, Muzariri et al. ( 2001 )'nin Afrika’da ozellikleri
farkli U¢ habitattan yaptiklari izolasyon c¢alismalarinin sonucunda degisik ortam kokenli
izolatlarin ortalama ksilanaz tretimlerinin oldukga farkli oldugu, nemli habitat odunlarindan elde
edilen izolatlarin ortalama ksilanaz Uretimlerinin, sicak su kaynaklarindan ve kuru habitat
odunlarindan elde edilen izolatlara kiyasla daha ylksek seviyede oldugu goérilmektedir. Cizelge
5.2'de, 6zellikle kuru habitat odunlarindan elde edilen izolatlarda ¢ok disuk seviyede ksilanaz

Uretimi belirlenmistir.

Cizelge 5.2. Muzariri et al. ( 2001) tarafindan degisik habitatlardan izole edilen funguslarin

ksilanaz Uretim miktarlari

KS'laFi‘Eﬁ;#lr?t'm' 0.0-0.50.5-10 [10-15 [1.5-20|2.0-25 |25-3.0 [30-4.0|4.0-5.0|50-10 |10 -20 | 20-30 | >30
Kuru habitat edunlan | 22 a 7 10 4 = - = = - - Z
Sicak su kaynaklan - 2 3 11 15 - - 1 - - - -
Nernli habitat odunlan - 6 5 11 11 16 15 43 >

Tablodaki sayilar fungal izolat sayilarini géstermektedir.
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5.3. Enzimatik Ozellikler

izolatlarin ksilanaz aktivitesi icin optimum pH degerleri, DNS testinde, degisik
tamponlarla degisik pH degerlerinde ( pH 6.0 — 10.0 ) hazirlanmis BW-ksilan substrat
kullanilarak gercgeklestirilmistir. ( S, — K+ ) 6zellikteki secilmis 8 izolatin ksilanaz aktivitesi igin
optimum pH 9 olarak belirlenmistir. pH 10°da enzim aktivitelerinde ani diisis olmustur. Ancak bu
diisiis pH 8.0’'de gériilen aktivitelerden daha disiik degildir. izolatlarin kiltir filtratlarindaki en
yuksek optimum pH degerleri % 100 olarak alinip Ust Uste cakistirildiginda Sekil 4.23'de
goraldaga gibi blyuk benzerlik olustugu gbéze carpmaktadir. Bu sekilde elde edilen grafiksel
benzerlikleri yiksek olan izolatlar Sekil 4.23'de beraberce ayri bir gurup olarak gosterilmistir.

Secilmis 8 izolatin kultir filtratlarindaki ksilanaz aktiviteleri igin optimum sicaklik
degerleri ( 40 — 80 °c ), ksilanaz aktiviteleri icin optimum pH 9.0’da ve substrat olarak %71’lik
ksilan kullanilarak DNS metodu ile ve 5 dakikalik enzim-substrat inkiibasyonu sonucunda
belirlenmistir. Belirlenen optimum sicaklik degerleri Cizelge 4.4’da verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore 8 izolatimizin ksilanaz aktiviteleri igin optimum pH ve sicaklik degerleri kagit
hamuru enzimatik 6n islemleri i¢cin ¢ok uygun olan pH 9.0 ve sicaklik 60°Cdir.

Ksilanazlarda benzer optimum sicaklik ve pH degerleri bir ¢ok arastirici tarafindan
bildirilmistir. Roy and Belaluddin ( 2004 ), Bengades, Rajshahi’de, fizyolojik ve biyokimyasal
testlerle Bacillus sp. oldugunu belirledikleri, aerobik, alkalifilik ve ksilan pargalayici dort bakteri
izolati elde etmis, optimum aktivite gosterdikleri pH degerleri sirasi ile 8.0, 9.0, 9.0, 8.5;
optimum aktivite sicakliklari ise yine sirasi ile 50, 55, 55 ve 55°C olarak, bu sicakliklardan sonra
aktivitede azalma goéraldigani rapor etmislerdir.

Cizelge 4.5'de verilmis olan ve segilmis sekiz izolatimizin kilttr filtratlarinin 60°C
sicaklikta ve pH 9’da degisik surelerde bekletiimesi ile elde edilmis termal stabilite sonuglarina
gore, Ag1 izolati harig, diger izolatlarimizin enzim aktiviteleri 60°C’de bir saat stirede 6nemli bir
kayba ugramamaktadir. Bu sonuca gore, 60°C’'de 1.5 — 2 saat kadar siirecek olan bir kagit
hamuru enzimatik 6n islemi icin Ag1 izolatina ait enzim preparatlari uygun gérilmemektedir.
Daha sonra belirtilecedi gibi k&gt hamurlarinin enzimatik 6n isleminde uyguladigimiz sartlarin
da kullandigimiz enzim preparatlarinin aktivite kaybina bagl bir sorun olusturmadigi
gOralmastar.

S, — K+ dzellikli segilmis izolatlarimizin hepsi i¢in kultur filtratlarindaki ksilanaz aktivitesi
optimum sicakligi olan 60°C, izolatlarimizin hepsi igin fermentasyonlardaki en yiiksek gelisme
sicakli§i olarak belirlenen 50 °C’den ve en yiiksek ksilanaz Uretim sicakliklarindan yiksektir.
Optimum ksilanaz pH degeri olan pH 9.0 ise, izolatlarin gelisebildikleri pH 10.0 dederinden daha
disuktar.

Yiksek optimum pH ve sicaklik degerlerine sahip mikroorganizmalar degisik

arastiricilar tarafindan farkh ortamlardan izole edilmislerdir. Ancak, termofilik ve sicak
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habitatlardan izole edilen mikroorganizmalara ait ksilanazlar genelde asidik optimum pH
degerlerine sahiptir. Ayrica, Sunna et al. ( 1997 )nin bildirdidi gibi, ¢ogu fungal izolat
ksilanazlarinin optimum pH degerlerinin asidik, optimum sicaklik degerlerinin ise 50°C civari
oldugunu gorilmastar. Kagit endustrisi icin istenen 6zellikte ksilanazlar eldesi igin hipertermofilik
bakteriler arastiriimistir. Hipertermofilik bir bakteri olan; Thermotoga sp. izolatindan elde edilen
ksilanaz, 95°C’de kraft kagit hamuruna etkili olmasina karsin, bu enzim optimum pH degeri 6.3
civarinda olup tercih edilen pH 9.0 degerinin ¢ok altindadir. Bagka birgok hipertermofilik bakteri
ksilanazi igin de benzer durum goézlenmistir ( Uffen 1997 ). Termofilik Chaetomium thermophile
NIBGE izolatinin optimum pH ve optimum sicakhk degerleri pH 6.5 ve 70 °C olarak
belirlenmistir ( Latif et al. 2006 ). Li et al. ( 2005 ), Thermomyces lanuginosus CBS 288.54
izolatlarinin pH 6.5-10.0 arasinda stabil olan saflastiriimis ksilanaz enziminin, optimum
pH’sinin 7.0 — 7.5, optimum sicakliginin da 70-75 °C oldugunu bildirmistir. Sunna et al. ( 1997 ),
Japonya Kobe’de sicak su kaynagindan izole ettikleri Bacillus thermoleovorans K-3d, K—4 ve K—
1 izolatlar ile Kenya Bogoria alkali gélinden izole ettikleri sari pigmentli Bacillus flavothermus
strain LB3A izolatinin ksilanaz aktivitelerinin aktif oldugu pH ve sicaklik degerlerinin, sirasiyla
5.0 — 9.0 ve 40 - 90°C oldugunu, optimum ksilanaz aktivitelerini ise pH 7.0 olarak bildirmiglerdir.
Carlos et al. ( 2002 ) tarafindan topraktan izole edilen ve rRNA analizi ile B. caldolyticus’a yakin
bulunan termofilik Bacillus izolatinin optimum enzim Uretimi degerleri pH 6.5 — 7.0 olarak
bildirilmistir. Kitreechavanich et al. ( 1984 ), termofilik funguslar olan, B-ksilosidaz uretici olarak
secilmis Aspergillus fumigatus ve ksilanaz Uretici Humicola lanuginosa izolatlarinin, bugday
samani substrat kullanarak, kati durum fermentasyonu ile s6z konusu enzimleri Uretme
optimum sicakliklarini sirasi ile, 40 ve 45 °C olarak belirlemiglerdir. iki enzimin optimum sicaklik
degeri 65 °C, optimum pH degerleri B-ksilosidaz igin 4.5, ksilanaz igin 5.5 olarak bildirilmistir.
Damaso et al. ( 2002 ), Brezilya’da topraktan izole ettikleri Thermomyces lanuginosus 10C—
4145 fungal izolati igin ksilanaz aktivitesi igin optimum sartlarin pH 6.0 ve sicakhdin 75°C
oldugunu  belirtmiglerdir.  Yavuz (2003), degisik kaynaklara dayanarak Bacillus
amyloliquefaciens, B. circulans, subtilis, Fusarium, Thermotoga, Teheromyces ve
Thermotoga'ya ait bir gok strainde optimum sicakliyi 60°C’den yiiksek ancak, optimum aktivite
gosterdikleri pH degerleri 7.0 ve alti olan ksilanazlarin varhigini bildirmigtir. Dhillon et al. ( 2000a
), B. circulans AB 16 izolatindan saflastirdiklari Xyl A ve Xyl B enzimlerinin optimum pH ve
sicaklik degerlerini ile sirasi ile, pH 6.0 ve 75 — 80 °C ile pH 6.0 ve 65 — 70 °C olarak
belirlemislerdir. Xyl A enziminin pH 9.0, 65 °C, 2 saat siireyle % 70 aktivitesini korudugunu,
optimum pH ve sicaklik degerleri pH 6.0 ve 65 - 70°C olan Xyl B enziminin ise ayni sartlar ve
strede sadece % 34 aktivitesini korudugunu bildirmiglerdir. Lama et al. ( 2004 ), Antarktika’da
sicak su kaynagindan izole edilen ve yeni bir tir olan Bacillus thermantarcticus igin ksilanaz
aktivitesinin optimum sartlarin pH 5.6 ve sicakhigin 70°C oldugunu belirtmiglerdir. Chauhan et al.

(2006 ), B. coagulans izolati ksilanazinin optimum pH’sinin 7.0 oldugunu, pH 8 ve 55 °C’de 60
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dakikada %20 aktivitesini korudugunu belirlemistir. Khandeparkar and Bhosle ( 2006c ),
Hindistan’da bir deniz halicinden izole ettikleri termoalkalifilik Enterobacter sp. MTCC 5112
izolatinin, Enterobacterlerde ksilanaz Uretimi agisindan ilk 6rnegdi olugsturdugunu belirtmislerdir.
Bu izolata ait ksilanazin optimum &zellikleri de bagka aragtirmalar ile kiyaslandiginda oldukca
yiiksektir. izolata ait ksilanaz aktivitesi icin optimum pH'nin 9, optimum sicakhgin ise 100 °C
oldugu belirtilmistir. pH 9 ve 80 °C’de 40 dakika slre sonunda enzim aktivitesinin % 90 oraninda
korundugu tespit edilmistir. YUksek sicaklik ve alkali sartlarda etkin ksilanaz Uretici
mikroorganizmalarin sicak ortamlardan ziyade alkali ortamlardan izole edilme olasilii daha
yuksek gorilmektedir.

Bircok arastirmada genis pH araliklarinda aktif ksilanaz Ureten izolatlar elde edilmistir.
Pham et al. ( 1998 ), Bacillus polymyxa'nin seliilaz negatif iki izolatinin ksilanaz optimum pH
degerlerinin sirasi ile, 7.0 ve 6.0 — 7.0 ( pH 5.5 — 8.0 arasi aktif ) ve optimum sicaklik
degerlerinin 45 — 50°C oldugunu belirlemistir. Dhillon and Khanna ( 2000 ), Optimum ksilanaz
aktivite sartlari pH 6-7 ve 60 °C olan ve ihmal edilebilir diizeyde seliilaz Ureten Bacillus
circulans AB 16 izolati ksilanaz aktivitesinin 60 °C’de tamamen korundugunu. pH 8, 70 °C ve 2.5
saat siirede % 62, pH 9 igin ise % 45 aktivitenin korundugunu bildirmistir. pH 8 ve 75 °C bir saat
sonunda sadece % 22.2 aktivite kalmigtir.

Besiyeri 7’de ( CMC besiyeri ) vyapilan selilaz aktivitelerinin 6n belirlemesi
incelemelerde selllaz negatif ( S;- ) ve ksilan hidrolizi gerceklestirdikleri igin secilmis olan
izolatlardan Ag2, Ag8 ve Ag35 izolatlarinin DNS testi ile selllaz pozitif ( Sq + ) 6zellikte olduklari
belirlendiginden kagit hamuru islemlerine uygun olmadiklari sonucuna varilmistir. Buna karsin,
bu izolatlarla yaptigimiz fermentasyon c¢alismalari diger izolatlarin  sonuglarinin
degerlendirilmesi acisindan dnemli olmustur. Bu izolatlarin sahip oldudu dusuk seviyede selllaz
Uretim kabiliyeti, selUlaz aktivitelerinin 6n belilenmesinde kullanilan Besiyeri 7°de ( CMC Agar )
selulaz dretiminin 6n belirlenmesinde kullanilan hidroliz zonu olugsumuna neden olmamigstir. Bu
sonuca gore selulaz hidroliz zonu olusumuna bagl tarama calismalarinda, zon olugturmayan
izolatlarin 1.0 iU / ml ve altindaki diisiik seviyede seliilaz olusturuyor olabilecegi géz éniinde
bulundurulmalidir. Ag12, Ag13, Ag20 ve Ag32 izolatlari ise seliilaz olusturmadiklari icin kagit
hamuru islemlerine uygun bulunarak secilmiglerdir. Ksilanaz preparatlarinin selilaz aktivitesi
icerip icermemesi kagit endustrisi iglemleri agisindan énemlidir. Duarte et al. ( 2000 ), izole
ettikleri dort farkh Bacillus pumilus izolatinin enzim Uretimlerini incelemiglerdir. Arastiricilar,
ksilanaz preparatlarindaki selllaz aktivitesinin lif direncinde azalmaya neden olmasina karsin
dusUk miktardaki sellilaz aktivitesi iceren ksilanaz preparatlarinin ayrica bir saflastirma islemine
gerek olmadan k&git hamuru uygulamalarinda kullanilabilecedi belirtmiglerdir. Dugsuk seviyede
selilaz aktivitesi ksilanaz preparatlarinin kadgit beyazlatma 6n islemlerinde kullaniimasi
acisindan fazla sorun olusturmamasina ragmen; Ag2, Ag8 ve Ag35 izolatlarinin selllaz

aktiviteleri zaten dusuk olan ksilanaz aktiviteleri yaninda énemli kabul edilebilir.
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Kagit endustrisindeki enzimatik islemlerde tuz kullaniimasi, cevresel ve ekonomik
sakincalar taslyan bir durum olarak gériunmektedir. Cizelge 4.7’de goérildigu gibi Aci Gol'den
izole edilen izolatlarimizin %10 civarinda tuz igeren kultir filtratlarinda en yiksek ksilanaz
aktivitesi %5 ve %10 NaCl iceren ortamlarda belirlenmistir. izolatlar icin bu tuz
konsantrasyonlarindaki ksilanaz aktivitesi farki, Ag32 izolati érneginde goriilen 0.2 iU/ml’lik
Onemsenmeyecek Olctdedir. %1 NaCl konsantrasyonundaki ksilanaz aktiviteleri de genelde
daha dusuk olmakla beraber fark yine Onemsenmeyecek seviyededir. Bu bakimdan
izolatlarimiza ait enzim preparatlari kullanilarak yaptigimiz kagit hamuru enzimatik islemlerinde

tuz kullaniimasina gerek olmayacagi sonucuna variimigtir.

5.4. Ksilanazlarin Kagit Hamurundaki Etkinlikleri

Ksilanazlarin k&git hamurundaki etkinligi, k&gt hamurundan enzim uygulanmasi ile
seker salinimi ve beyazlik artigi ile belirlenebilir ( Khandeparkar and Bhosle 2006b ). Ancak,
kagit hamurundan seker salinimi tek basina bir deger tasimamaktadir. Ayrica, degisik
arastiricilarin elde ettigi sonugclar kargilastirilirken, k&dgit hamurlarinin tretimlerindeki farkhliklara
bagh olarak kagdit hamuru lifleri Gzerinde birikecek olan ksilan oranlarinda da degisiklikler
olacagi g6z 6nunde bulundurulmahdir.

Ag12, Ag13, Ag20 ve Ag32 izolatlari DNS testi ile seliilaz negatif olduklari belirlenmesi
nedeni ile kagit denemeleri igin secilmislerdir. Secilen izolatlara ait enzim preparatlarinin kagit
hamuruna etkilerinin belirlenmesi igin ilk olarak izolatlara ait kiltur filtratlari ile Khandeparkar ve
Bhosle 2006’ya benzer sekilde, pH 9.0, 60°C, 10 IU enzim / g fk-hamur ve % 5 fk-hamur
sartlarinda, uygulanmasi planlanmis olan enzimatik 6n islemin optimizasyonu yapilmistir.
Denemeler, her izolata ait enzim preparatlari icin ayni 6zellikteki farkli k&git hamurlarinda ve
ayni sartlarda gerceklestiriimistir. Enzimatik on islemin optimizasyonu igleminde belli streler igin
kagit hamurundan salinan seker miktari sonuglari Sekil 4.24'de grafik olarak verilmistir. Ag32
izolatina ait enzim preparati, islem sonunda k&git hamurunun grami bagina maksimum 3.6 mg
seker acgiga cikisi ile kagit hamurundan en yuksek seker agiga cikisi elde edilen enzim
preparati olmustur. Ag32 izolatina ait enzim preparati ile elde edilen kadgit hamurundan seker
salimi sonucunu kagit hamurunun grami basina 2.7 mg’'lik seker agiga ¢ikisi sonucu ile ikinci en
yuksek sonucun elde edildigi Ag12 izolatina ait enzim preparati izlemistir. Ag20 ve Ag13
izolatlarina ait enzim preparatlari, k&git hamurunun grami basgina 1.8 mg ile esit miktarda seker
aci§a cikararak en diisiik seker salinimina yol agan enzim preparatlari olmuslardir. izolatlara ait
enzim preparatlarinin k&git hamurundan en yiksek seker salinimina yol actiklari sure 120
dakika oldugu icin ayni sartlarda uygulanacak kagit hamuru enzimatik 6n islemi icin 2 saat
surenin yeterli oldugu sonucuna varilmigtir. Paralel olarak ydritilen diger denemede 120

dakikalik ilk enzimatik islemin sonrasinda, enzimatik 6n islemin optimizasyonu islemlerinde
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kullaniimis olan kagdit hamurlari distile su ile yikanip suzuldikten sonra, kagit hamurunun
enzimatik isleme tabi tutulmalarinda kullaniimis ayni izolatlara ait taze enzim preparatlar
kullanilarak, yine ayni sartlarda enzimatik isleme tabi tutulduklarinda izolatlarin hi¢ biri icin k&gt
hamurundan 0.2 iU/ g fk-hamur degerinden fazla seker agida ¢ikisi olmamistir. Bu sonuca gére,
izolatlarin k&gt hamurundan daha fazla seker salinimina neden olmadiklari, uygulama igin 120
dakikalik slrenin yeterli oldugu ve enzim uygulamada kullaniimis olan sartlarin izolatlara ait
enzim preparatlarinin k&git hamuru Uzerindeki etkinliklerinde sinirlamaya neden olabilecek
aktivite kaybina neden olmadidi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

izolatlara ait enzim preparatlar kullanilarak elde edilen kagit hamurundan seker salimi
miktarlari islemde kullanilan k&gdit hamurunun toplam agirhigi yaninda ¢ok dusuk degerler olarak
gorinmektedir. Ancak, kagit hamurundan acgiga ¢ikan seker miktarlari; kagit hamuru liflerinin
Uzerini kaplayan c¢ok ince ksilan tabakasinin az bir kisminin hidrolizinden kaynaklanmasi
nedeniyle dusuk olarak degerlendiriimemelidir. Kagit hamurlarinin ksilanaz kullanarak enzimatik
isleme tabi tutulmasi ile baslangigtaki k&git hamuru ksilaninin % 6.1 gibi ¢ok az bir kisminin
pargalanmaya ugramasi kagit hamuru beyazlatmada iyi sonuglar alinmasi igin yeterli
olabilmektedir ( Schonberg et al. 2001 ). Trichoderma viride, Aureobasidium pullulans ve
Thermomyces lanuginosus izolatlarinin k&gt hamurundaki etkinliklerinin incelendidi bir
calismada, bitkisel k&dit hamurunun ( ‘baggase pulp ' ) grami basina izolatlar igin sirasiyla,
0.32, 0.27 ve 0.22 mg seker agiga cikisi bildiriimistir. Bu sekilde kimyasal beyazlatmada aktif
klor tiiketiminden 28.3%’e varan kazang elde edilmistir ( Anonim 2 2003 ). Yang et al. ( 2005 ),
Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 izolati ile 5 Ui/ml ksilanaz, 5% hamur yogunlugu, pH
7.5, sicaklik 60 °C ve sire 6 saat olarak uyguladiklari ksilanaz 6n islemi sonunda kagit
hamurunun grami basina 120 dakikada 0.367 umol/g, 240 dakikada 0.479 umol/g seker agiga
¢ikisi bildirmiglerdir. Elegir et al. ( 1995 ), Streptomyces B-12-2 izolatindan saflastiriimig
ksilanaz enzimleri ile pH 7.0, sicaklik 60°C, sure 3 saat ve fk-hamur 3 IU/g ile gerceklestirdikleri
enzimatik islem sonunda Xyl la, Xyl 1b, Xyl 3 enzimleri i¢cin, k&gt hamurunun grami basina
sirasl ile, 11.3, 15.8 ve 17.3 mg seker acida ciktigini belirlemiglerdir. Xyl la ile yapilan iglemde
kagit hamurundan agiga ¢ikan 11.3 mg ksilanin, kagit hamurunun baslangigtaki ksilan iceriginin
% 11.4’Une denk geldigi belirtimigtir.

Secilmis izolatlanimiza ait kdltar filtratlar kullanilarak yapilan enzimatik 6n islemin
optimizasyonu bitiminde, her izolat icin, islem sonu filtratlarinda bulunan kromofor salimlari
belirlenmistir. Lignin temelli fenolik bilesiklerin yogunlugu 237 nm’de, hidrofobik bilesiklerin
yogunlugu 465 nm’de absorbans olgllerek belirlenmistir. ( Khandeparkar et al. 2006b ).
Calismamizda, degisik izolatlara ait ksilanaz preparatlar icin kullanilan kagit hamurlarinin
Ozellikleri, uygulanan enzim dozlari ve enzimatik islem sartlari ayni oldugu igin kromofor salimi
sonuglari agisindan izolatlar arasinda bir kiyaslama yapilabilir. Ag32 izolati, 237 nm’de 4.1’lik

absorbans degeri ile en ylksek kromofor salimi sonucunu vermistir. 3.5’den fazla olan yuksek
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kromofor salimi sonucu elde edilen Ag8 ve Ag35 izolatlari DNS testinde sellilaz pozitif olarak
belirlendikleri igin sadece karsilastirma agisindan ele alinmislardir. 237 nm’de kromofor salim
degerleri Ag20 izolati igin 2.80, birbirine yakin kromofor salim sonucu veren Ag12 ve Ag 13
izolatlari i¢in sirasi ile 3.6 ve 3.96 olmustur. Buna gore Ag32 izolati k&gt hamuru Uzerinde
etkinligi en ylksek olan izolat olarak goriinmektedir. Ag32 izolatinin enzimatik 6n iglemlerin
optimizasyonu calismasinda da kagit hamurundan en yiiksek seker salimina neden olmasi
bunu desteklemektedir. Elegir et al. ( 1995 ), Streptomyces B-12-2 izolatindan saflastiriimis
ksilanaz enzimleri ile pH 7.0, 60°C, 3 saat, 3 IU/g fk-hamur ve %10 hamur yogunlugu
sartlarinda gerceklestirdikleri enzimatik islem sonunda, Xyl la, Xyl 1b, xyl 3 enzimleri igin 237
nm’de, yumusak agac ( ladin ve degisik camlar karisimi ) kagit hamurunun grami basina sirasi
ile, 9.5, 70.0 ve 78.0, sert aga¢ (Populus tremuloides, Apsen ) kagit hamurunun grami basina
sirasi ile, 66,4, 77.0 ve 87.8 ( Axs7/ g hamur ) kromofor salimi elde etmistir. Elegir et al. (1995),
kromofor salimini farkli bir birimde ifade ettiklerinden dolayi, enzimatik islemi %10 kagit hamuru
kesafetinde yapilmis olduklari géz 6nine alinmahdir. Bu durumda Elegir ve arkadaslarinin (
1995 ) verdigi sonuglar ml'de absorbans olarak degerlendiriimek igin 10’a bélinmelidir. Dhillon
et al. (2000a ), B. circulans AB 16 izolatindan saflastirdiklari Xyl A ve Xyl B enzimleri ile, 3 saat,
7 iU/g fk-hamur, 55 °C sartlarinda gerceklestirdikleri kadit hamuru enzimatik on iglemi
sonrasinda, Xyl A ve Xyl B enzimleri icin, sirasi ile, 0.11 ve 0.07 kromofor absorbansi elde
ederken, saflastinimamis kdltir filtrati icin 0.36 ile daha yilksek absorbans Olgmuslerdir.
Arastiricilar k&gt hamuru islemleri icin, saflastiriimis enzim preparatlarinin, saflastiriimamis
ham kiltur filtratlarindan daha az etkin oldugunu bildirmislerdir. Degisik arastiricilarla bildirilen
kromofor salinim sonuglari, farkli islem sartlarinda ve farkli k&gt hamurlan ile yapilan
islemlerden elde edildikleri icin direkt olarak kiyaslanamazlar. Genel olarak bu sonuglarin
yuksek olmasi enzimin k&gt hamurundaki etkisinin ylksekligini ifade edebilir. Ksilanazlarin
k&git hamurundan seker ve kromofor salimlari ile elde edilecek beyazlik ve kappa sonuglari
arasinda kesin bir baginti bulunmamaktadir. Ancak, Elegir et al. ( 1995 ) belli bir hamur tipinde
ve belli bir ksilanazin, belli sartlar icin degisik dozlari ile yapilan islemlerde elde edilen kromofor
salim sonuglari ile elde edilen beyazlik sonuglari arasinda dogrusal bir iligkinin mevcut oldugunu
bildirmistir.

Ksilanazlarin k&gt beyazlatma c¢alismalarindaki etkinlikleri konusunda en degerli
sonuglar kappa sayisi ve beyazlik dederleridir. Bunun yaninda az da olsa sellllaz aktivitesi
iceren ksilanaz preparatlari igin, seltlazin k&gida verdigi zararin belirlenmesi icin k&gidin fiziksel
degerlerinin 6lcimi de 6nem kazanir.

Degisik arastirmalarda kullanilan k&dit hamurlarinin  farkh  6zellikte oldugu
gorulmektedir. Ham bir k&gt hamurunun 6zelliklerine érnek olarak, Ibarra ve ark. (2005), ham
okaliptis ( E. globulus ) kraft hamurunun yaklasik %52.2’lik lignin icerigi ile %40 ISO beyazlk
ve 15.2’lik kappa degerine sahip oldugunu bildirmistir. Shatalov and Pereira ( 2007 ), agirlikga
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% 3.4 oraninda lignin iceren ve kagit fabrikasi (Portucel mill, Setubal, Portugal)’nda Uretilmis
ham okaliptis (E. globulus L.) kraft hamurunun % 41.3 beyazlik dederine sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Bim and Franko ( 2000 ) ¢calismalarinda, kappa sayisi 10.5, beyazlik derecesi %
49.2 olan okaliptis kraft hamuru kullanmistir. Bu degerler calismamizda kullandigimiz ve kappa
sayisini 19.93, beyazlik derecesini % 51 olarak él¢tigimuiz ham kagit hamuruna yakin degerler
olarak gorulmektedir.

Kagit hamurlarinin kappa degerlerinin nasil yorumlanmasi gerektigi 6nemli bir konudur.
Degisik tir agaclardan ve hammaddelerden, degisik yontemlerle veya ayni yontemle degisik
sartlarda elde edilen k&dit hamurlarinin kappa sayilari ayni olsa bile bunlarin beyazhdi genelde
farkli olabilmektedir. Bunun nedeni mevcut ligninin kimyasal yapisinda dogal olarak bulunan
veya uygulanan islemler sonucu olusmus olan kimyasal farkliliklardir. Diger bir ifadeyle, her
lignin ayni renk koyuluga sahip degildir. Ancak degisik alternatif dederlendirme yontemleri
arastirlmasina ragmen bugin icin kagit fabrikalarinda pisirme ve beyazlatma iglemlerinin
kontroll, delignifikasyonun derecesini belirlemesi igin halen en uygun ve yaygin metot olarak
kappa testi uygulanmaktadir ( Bostanci 1987, Li and Gellerstedt 1997 ). Dusiuk kappa sayisi
dusuk lignin icerigi veya yuksek delignifikasyon anlamina gelir ( Bim and Franco 2000c ). Kappa
sayisl ve beyazlik degerleri 1-100 arasi degisir. Ham agac¢ odunlari i¢in kappa sayisi 10 — 70
arasinda degismektedir.

Ksilanazlarin  kullanildigi  k&3it hamuru beyazlatma islemlerinin  sonuglarinin
degerlendiriimesinde temel bir sorun, degisik ¢alismalarda standart yontemlerin
uygulanmamasidir. Arastiricilarin  kullandiklari k&gt hamurlarinin - 6zelliklerinde farkliklar
bulunmaktadir. Degisik arastiricilarin kullandiklari k&git hamurlari farkli sartlarda elde edilmis
olup saman, sert ve yumusak agac¢ odunlari, okaliptiis ve gam odunlari gibi farkl hammaddeden
yapilmis olmalari gibi farklliklar gdstermektedirler. Ayrica, aragtirmalarda kullanilan ham kagit
hamurlan farkli kappa ve beyazlik derecelerine sahiptir. Farkli c¢alismalarda uygulanan
enzimatik on islem sartlari da farkhilik gostermektedir. Enzimatik islem sonrasi uygulanan
kimyasal beyazlatma islemlerinde de farklilk bulunmaktadir. Degisik arastiricilar kappa sayisi
16.9 ( Khandeparkar and Bhosle, 2006b ), kappa sayisi 10.5 ve beyazlik derecesi %49.2 ( Bim
and Franko 2000 ), beyazlik derecesi % 42.4 olan E. globulus kraft hamuru ( Shatalov and
Pereira 2007 ); kappa sayisi 19.93, beyazlik derecesi %51 ( Khandeparkar and Bhosle 2006b );
Kappa sayisi 17.8 olan saman hamuru ( Zhao et al. 2005 ) gibi farkli k&gt hamurlari
kullanmiglardir. Elegir et al. ( 1995 ), ksilanazlarla 6n islem uyguladiklari k&git hamuru
beyazlatma c¢alismalarinda kullandiklari sert aga¢ ( Populus tremuloides, Apsen ) kraft
hamurunun kappa numarasinin 9, yumusak aga¢ ( ladin ve degisik camlar karisimi ) kraft
hamurunun kappa numarasinin 26 oldugunu bildirmistir. Saman gibi ‘baggase pulp’ olarak
adlandirilan otsu bitkilerden kagit hamuru ve kagit yapimi bazi Ulkelerde yaygin olmasindan

dolayi, ¢alismalarda aga¢ harici kaynaklardan elde edilen ka&git hamurlarinin kullaniimasina da
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oldukga sik rastlaniimaktadir. Christopher et al. ( 2005 ), Thermomyces lanuginosus ksilanazi
ile yaptiklari calismada kappa sayisi 8.8, beyazlik derecesi % 39.3 olan otsu bitki soda hamuru
kullanmislardir. Chauhan et al. ( 2006 ), “open hot digestion” yontemi ile elde ettikleri bugday
samani kagit hamuru ile B coagulans izolatina ait ksilanaz preparatinin k&gdit beyazlatmaya
etkisini arastirmislardir. Khandaparker and Bhosle ( 2006 ), degisik arastiricilarin sert agag,
saman, okaliptiis ve hus kraftti gibi degisik hamurlari kullandigini belirtmistir. Kagit hamurlarinin
ksilanazlarla enzimatik 6n isleme tabi tutulma sartlar farkli ¢alismalarda degisik sartlarda
yapilmistir. Fungal ksilanazlarla enzimatik 6n islemler asidik pH dederlerinde yapilabilmektedir.
Zhao ve ark. (2005), Penicillium decumbens A10 ve Aspergillus aculeatus L22 izolatlarina ait
ham enzim preparatlari ile saman hamuru enzimatik 6n beyazlatma islemlerini 3 1U/g hamur, pH
6.7, sicaklik 40 °C ve slire 90 dakika sartlarinda gergeklestirmiglerdir. Yang et al. ( 1995 ),
Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 izolati ksilanazi ile saman hamuru enzimatik 6n
beyazlatma islemlerini 5 IU/g hamur, pH 7,5, 60 °C, 6 saat sartlarinda gergeklestirmislerdir.
Calismalarda uygulanan kagit hamuru kimyasal beyazlatma sartlari ve asamalari farklilik
gOstermektedir. Atik ve digerleri ( 2006 ), O,EDTA, P ( O, oksijen; P, Peroksit ) asamalarini
takip etmistir. Zhao et al. ( 2005 ) ve Christopher et al. ( 2005 ), CEH ( Klor, Ekstraksiyon,
Hipoklorir ); Ninawe and Kuhad ( 2005 ), Streptomyces cyaneus SN32 ile yaptiklar ¢calismada
CEHH; Chauhan et al. ( 2006 ), EDTA, P ( Peroksit ) beyazlatma asamalarini takip etmistir. El-
Sakhawy ( 2005 ) selator olarak DTPA ilaveli hidrojen peroksit ( P ) beyazlatma islemi
gerceklestirmistir. Zhao et al. ( 2002 ) Aspergillus niger An—76 ksilanazi ile yaptiklari enzimatik
on islem sonrasinda HP ( hipoklorit, peroksit ) dizisi seklinde kimyasal beyazlatma
uygulamiglardir. Benzer kimyasal beyazlatma islemlerinin kullanildigi ¢galismalarda da farkliliklar
gOrulmektedir. Bissoon et al. ( 2003 ), CEH dizisindeki kimyasal beyazlatma islemindeki H
asamasini %1.5 hipoklorit, 135 dakika, 70 °C, %12 kesafet; C asamasini % 4.75 klor, 45 dakika,
45°C, %3.2 kesafet sartlarinda gergeklestirirken, Zhao ve ark. (2005), CEH dizisindeki kimyasal
beyazlatma iglemindeki H agamasini 90 dakika, 38—40 °C, %5 kesafet; C agsamasini 60 dakika,
%3 kesafet sartlarinda gerceklestirmistir. Ninawe and Kuhad ( 2005 )'in kullandiklari CEHH
dizisindeki kimyasal beyazlatma islemindeki sartlar da farklilik géstermektedir.

Farkh ksilanaz enzimlerinin belli bir kagit hamurlarindaki ksilani ¢ézme yetenekleri de
farkhlik gdsterir. Bunlara ek olarak belli bir enzimin farkli k&git hamurlarindaki ksilanazi ¢ézme
yetenegi de farklilik gdsterecektir. Ayrica, farkli ksilanazlar farkli tip ksilanlar Uzerinde degisik
aktivite gosterebilmektedir. Ksilanazlar arasindaki bu farkliliklar, farkli beyazlatma sonuglarinin
elde ediimesine neden olur. Li et al. ( 2005 ), Thermomyces lanuginosus CBS 288,54 izolatina
ait saflagtirimis ksilanazin, %100 olarak alinan Birchwood xylan’a kiyasla, Beechwood xylan’'a
% 65, Oat-spelt xylan’a % 102, insouble oat-spelt xylan’a % 56, ¢Ozlnir oat-spelt xylan’a %
128.1 substrat seciciligi gosterdigini belirlemislerdir. Elegir et al. ( 1995 ), Streptomyces B—12-2

izolatindan saflastinimis Xyl 1a ve xyl 3 ksilanaz enzimleri ile sert aga¢ odunlarinda 237 nm de
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Olculen kromofor salimi daha ylksek olmustur. Bu enzimlerden xyl 1b, her iki tip hamurdan da
daha fazla kromofor agiga ¢ikarmistir. iki enzimin kombinasyonu ile agida ¢ikan kromofor
miktari enzimlerin tek bagina kullaniimasina kiyasla daha yuksek olmustur. Bu durum, kagit
hamurlarinda ksilanazlarin etkisini sinirlandiran ve farkh hamurlarda farklilik gosteren bazi
dogal engellerin bulundugu seklinde yorumlanabilir.

Khandeparkar and Bhosle ( 2006b ), ksilanazlarin kagit hamurundaki etkinliginin, kagit
hamurundan seker salinimi ve beyazlk artisi ile belirlenebilecegini bildirmistir. Ancak,
ksilanazlarin ka&git hamuru etkileri degerlendirmesinde ve dedisik arastirmalarin sonuglari
kiyaslanirken, elde edilen kappa ve beyazlik degerleri ile beyazlik artisi ve kappa sayisinda
dugus degerleri Uzerinde durulmasi 6nemli goruimektedir.

Kappa numarasi veya kappa sayisi Olcumu k&gt hamurundaki lignin miktarinin
kimyasal olarak o6l¢ildigu bir yontemdir. Kappa numarasi yerine bazen permanganat sayisi
terimi de kullaniimaktadir. Kappa numarasinin belirlenmesi pisirme igleminin temel amaci olan
lignin giderilme oraninin, baska bir deyisle, k&gt hamurundaki kalinti ligninin dlgtlmesini saglar.
Kappa numarasinin belirlenmesi, pisirme sartlarinin kontroliinde ayrica sonraki beyazlatma
asamalarinin kontrolu ve gerekli beyazlatici miktarlarinin hesaplanmasinda énemli ve kolay bir
Olcimdur. Kappa sayisi sadece hamurun adartilabilme durumunu degil, ayni zamanda
delignifikasyon derecesinin belilenmesinde de kullanilir. Kolay agartilabilir bir hamurun kappa
sayisi 6—10 arasinda veya daha dusuktir. Zor agartilabilecek bir hamurun kappa sayisi 14’den
yukaridadir. Bu durum pisirmenin arttirnimasi gerektigi veya yetersiz oldugu seklinde
yorumlanabilir. Kappa sayisi 20’den yukari olan bir hamur ticari olarak agartilamaz. Bu
durumdaki lignin icerigi fazla olan hamurlara sert hamur denilir. Diger bir ifadeyle, pisirme
yetersiz ve delignifikasyon derecesi dusiktir. Ayrica, hamurda hemiseliloz orani dislikse
dovulerek liflenmesi zorlasir. 10-14 gibi orta derecede kappa sayisina sahip hamurlar liflenme
ve beyazlatma icin idealdir ( Dogan 2004, Bostanci 1987 )

Kappa ve beyazlik derecelerinin belilenmesi icin ilk olarak DNS testi ile kultir
filtratlarinda hig seliilaz aktivitesi belirlenememis olan Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlarina ait enzim
preparatlari ile islem goérmis, daha sonra kimyasal beyazlatma uygulanmis kagdit hamurlari
kullaniimistir. Ag20 ve Ag13 izolatlarina ait enzim uygulamasinda k&gdit hamurundan iki saatlik
surede ayni miktar indirgen seker aciga ¢ikmis olmasina karsin, Ag20 izolati fermentasyonlarda
daha fazla enzim drettigi icin k&gt beyazlatma asamasi igin Ag13 izolatina tercih edilmistir.
Kimyasal beyazlatmalar sonunda bir kisim hamur yikanip kurutulduktan sonra kappa testinde
kullanihrken, diger bir kisim hamur da beyazligin dlgulebilmesi igin k&git haline getirilmistir.
islem her izolat icin ayri ve iki tekrarli uygulanmistir. Enzim preparatlar kagit beyazlatma
islemlerinde kullanilan Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlari igin elde edilen kappa degerleri sirasi ile
7.04, 3.72 ve 2.39, elde edilen beyazlik degerleri de, yine sirasi ile, 80, 80.5 ve 82 olmustur.
Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlari icin elde edilen bu beyazlik dereceleri enzimatik islem gérmemis
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ve ayni sartlarda peroksit beyazlatmasina alinan kontrol ile kiyaslandiginda sirasiile % 1, % 1.5
ve % 3’lik beyazlik artigi saglanmistir. Ag32 izolati ile kontrole kiyasla en ylksek kappa sayisi
digusu ve en yuksek beyazlik artisi elde edilmistir. Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlari ile kontrole
goOre kappa sayisi dususleri sirasi ile 2.67, 5.99 ve 7.32 olmustur. Beyazlik artislari ise yine
sirasi ile %1, %1.5 ve %3 olmustur.

Kagit hamuru beyazlatma galismamizda kullandigimiz Ag12, Ag20 ve Ag32 izolatlari
icin elde edilen beyazlik artisi ve kappa sayisi degerleri baska arastiricilarla kiyaslandiginda,
beyazlik artisi dederleri diusuk olmasina karsin birgok arastiricinin elde ettigi sonuglarla
benzerlik géstermektedir. Christopher et al. ( 2005 ), Thermomyces lanuginosus ATCC 36350
ve ATCC 46882 kultirleri ile CEH kimyasal beyazlatma serisinde %0.5 ve %0.4’lik dusik
beyazlik artisina karsi %20’lik bir klor tiketimi kazanci saglanabildigini, klor tliketimi kazanci
saglanmadan uygulanacak uzatilmis bir igslemle ise %1-1.5 arasi beyazlik artigi elde
edilebildigini bildirmistir. Khandeparkar and Bhosle ( 2006b ), Arthrobacter sp. MTCC 5214
izolati ksilanazi ile kappa numarasi 16.9 olan kraft kagit hamuruna, 20 iU/g fk-hamur, 70 °C,
pH 9.0 sartlarinda enzimatik 6n islem uygulamistir. Daha sonraki HC ( Peroksit ve NaOCI )
kimyasal beyazlatma isleminde 3.9 kappa numarasin, %83.9 beyazlik elde edilmistir. Enzim
uygulamasi harig ayni islemler uygulanmis olan kontrol ile 5.3 kappa, %79.11 beyazlik degerleri
elde edilmistir. Zhao et al. ( 2005 ), kappa sayisi 17.8 olan saman k&git hamuruna, Penicillium
ve Aspergillus izolatlarina ait ham ksilanaz preparatlari ile 4 iU ksilanaz /g pulp, pH 6.7, 40°C,
90 dakika ve %5 hamur kesafeti sartlarinda enzimatik 6n islem uygulamiglardir. Saman kagit
hamurunun CEH ( Klor, ekstraksiyon, hipoklorit ) agsamalarini izleyen kimyasal beyazlatmasi ile
son beyazlik % 80.2 olurken, A. niger An76 izolati ksilanaz preparati ile 6n islem ve kimyasal
beyazlatmanin uygulandigi XCEH ( Ksilanazla 6n islem, klor, ekstraksiyon, hipoklorit ) islemi ile
son beyazlik % 84.7 olmustur. Arastiricilar fungal izolatlara ait ham ksilanaz preparatlari ile
saman k&gidi hamuru 6n iglemleri ile kappa sayisinda %6.29 — 12.07% azalma, 4-5% 1SO
beyazlik artisi, kimyasal beyazlatmadaki klor gereksiniminin de ise % 20-30 azalma
saglamislardir. Kulkarni and Rao ( 1996 ), alkalotermofilik Bacillus sp. izolatinin selllaz negatif
ksilanaz preparati ile islemden sonra peroksit beyazlatmasi uyguladiklari otsu bitki kagit
hamurunda, kontrole kiyasla, %2.5 beyazlik artisi ve kappa sayisinda 10 Unite dlsus elde
etmislerdir. Chauhan et al. ( 2006 ), B. coagulans izolatina ait kultir filtrati ile bugday samani
k&git hamuruna 20 IU ksilanaz /g fk-hamur, % 6 hamur yodunlugu, 55 °C, pH 8.5 ve 3 saat
sartlarinda gercgeklestirdikleri enzimatik 6n islemin ardindan, k&git hamurlarini % 2, H,O,; % 1,
NaOH; 70 °C; 2 saat sartlarinda kimyasal beyazlatmaya almislardir. Enzimatik islem ile kontrole
gore 2.2 mg / ml seker salimi belirlemislerdir. Kimyasal beyazlatma sonunda kappa sayisinda
kontrole gére 2.6 artis ve % 3.4 ( % ISO ) beyazlik artisi elde edilmistir. Zhao et al. ( 2002 ),
Aspergillus niger An—76 ile bugday samani enzimatik 6n islemini, islem igin uygun sartlar olarak
belirtikleri 4 1U/g, 48°C, 6 - 8 saat ve pH 5.0 sartlarinda gerceklestirerek, sonraki kimyasal
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beyazlatma islemi sonrasinda, kontrole kiyasla %3 beyazlik artigi elde etmiglerdir. Shatalov and
Pereira ( 2007 ), ticari Pulpzyme HC xylanase ( Novozymes A/S, Denmark ) ve Ecopulp® TX-
200A ( AB Enzymes, Germany ) ksilanaz preparatlari ile % 41.3 beyazlik ve % 3.4 kalinti lignin
iceren E. globulus kraft hamurunda ksilanaz enzimatik 6n isleminin ardindan kimyasal
beyazlatma yapmislardir. Enzimatik islem pH 7.0, 60 °C ve 180 dakika sartlarinda
uygulanmistir. Daha sonra, XQP sirasinda ( X, ksilanaz; Q, selator; P, 3,0% H,O, ) kimyasal
beyazlatma uygulanmistir. enzimatik 6n iglem ( X asamasi ) hari¢ ayni iglemlerden gegirilmis
kagit hamuru, kontrol olarak kullaniimistir. islem sonrasinda kontrol hamurunda % 1.87 (g/g)
lignin, % 74,8 ( 1ISO ) beyazlik, Ecopulp enzim denemesi hamurunda % 1.57 lignin, % 77.9
beyazlik; Pulpzyme enzim denemesi hamurunda % 1.6 lignin, % 76.9 beyazlik elde edilmistir.
Kontrol ile kiyaslandiginda Ecopulp enzim denemesinde % 3.1, Pulpzyme enzim denemesinde
ise % 2.1 beyazlik kazanci saglanmistir. Dhillon et al. ( 2000b ), B. circulans AB 16 izolatinin
fermentasyonunda elde edilen ham ksilanaz preparati kullanilarak 3 saat, 7 iU/g fk-hamur ve 55
°C sartlarinda gergeklestirdikleri kagit hamuru enzimatik 6n iglemi sonrasinda CEH agamalari
dizisinde kimyasal beyazlatma uygulamiglardir. C asamasinda % 3.6’lik, kimyasal uygulama
sonrasinda kontrolde % 45, enzimatik islem gérmis hamurda % 35 beyazlik elde edilmistir.
Kimyasal beyazlatma sonunda kontrole kiyasla % 5 beyazlik artisi ve yaklasik 2.5 kappa sayisi
dislUsU elde edilmistir. Khandeparkar and boshe ( 2006b ), degisik kaynaklara dayanarak
beyazlatma galismalarinda kullanilan Streptomyces thermoviolaceus ksilanazi ile %16 ( kappa
sayisinda % 25 disme ), Bacillus pumilus ksilanazi ile % 14, Bacillus sp. NCIM 59 ksilanazi ile
% 2.5, diger bir B. pumilus izolatinin ksilanazi ile % 6.5, kendi ¢alismalarinda ise Arthrobacter
sp. MTCC 5214 ksilanazi ile % 9.6 kagit hamuru beyazlik artisi elde edildigini bildirmislerdir.
Ayni arastiricilarin  farkli kaynaklardan elde ettikleri bilgilere dayanarak; bazi bakteriyel
ksilanazlarin kullanildigi k&gt hamuru enzimatik islem sartlari ve sonuglari Cizelge 5.3'de
verilmistir. Ayni cizelgede ylksek kappa ve beyazlik oranlari elde edilmis bazi galigmalarin

sonuglari da gérulmektedir.
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Cizelge 5.3. Bazi bakteriyel ksilanazlarla k&dit hamuru 6n islemi sonugclari ( Khandaparker and
Bhosle 2006b )

Enzimatik on islem sartlar

E ~ @

— e P2

Organizma "E, E pH Sicaklik °C Siire g g E o Hamur pt
3 8 (saat) € & @ =

B. circulans AB 16 7 - 55 3 - - Okaliptis Kraft
B. pumilus 20 9 50 3 14 6.5 Okaliptiis Kraft
B. pumilus CBMAI 008 150 7 60 3 - 4.5 Saman
Arthrobacter sp. MTCC 10 9 60 15 - - Okaliptis Kraft
Streptomyces SP. QG-11 10 6 65 3 16 6.9 Hus Kraft
Streptomyces thermooviolaceus 3.5 8.5 50 2 25 9.6 Okaliptiis Kraft
Thermomyces longuinensis 20 9 70 2 19.6 9.6 Sert Agag

5.5. izolatlarin Tanilanmasi

Secilmis izolatlarimizin mikroskobik incelemelerde spor olusturan basiller oldugu
gérilmustiir. izolatlarimizin genus seviyesinde tanimlanmalari, aerobik, gram pozitif, endospor
olusturan basiller olmasindan yola ¢ikarak ve Cizelge 4.11’de endospor olusturan standart
genuslar icin verilmis karakterlerden faydalanarak Bergey’'s Manual of Determinative
Bacteriology’e ( Holt 1994 ) gére yapimistir. izolatlarimizin Bacillus genusu lyesi oldugu
sonucuna varllmigtir. Catia et al. (2008), denizden izole ettikleri Bacillus izolatlarinin genus
seviyesinde tanisini Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’'ye ( Sneath 1986 ) gore
yapmislardir. Bacillus genusu Uyelerinin Cizelge 4.11°de verilen diger endospor olusturan gram
pozitif bakteri genuslarindan ayirici 6nemli karakterleri s6z konusudur. Oscillospira, kultirde
gelistirilememis, anaerobik, 2.5 ym’den biylk capta hiicreler ve sadece bir tlire sahip olmakta;
Nutrient Agar besiyerinde krem-kavunigi koloniler olusturan Sporosarcina, tetrat-paket seklinde
dizenlenen kok formunda hucrelerden olusmasiyla diger endosporlu bakteri genuslarindan
kolayla ayrilmaktadir. Sporohalobacter, Desulfomaculatum, Syntrophospora, Oscillospira ve
Clostridium Uyeleri, zorunlu anaerobik olmasiyla Bacillus Uyelerinden kolayca ayrilabilirler.
zorunlu anaerobik Desulfomaculatum Uyelerinin dogal habitati rimendir ( Sneath 1986 ). Az
sayida tire ayrilmis olan Amphibacillus Gyeleri, fakiltatif anaerobik, mezofilik, alkalifilik ve soda
goéllerinden izole edilen ksilan hidrolize edici izolatlara sahip olup bu 6zellikleri ile izolatlarimiza
benzemektedirler ( Garnova et al. 2001 ). Ancak, Amphibacillus Uyeleri oksidaz ve katalaz

negatif olmakla Bacillus Gyelerinden ayrilabilirler. Ayrica, Garnova et al. ( 2001 ), Amphibacillus
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izolatlarinin nisastayi hidrolize edebildigini belirtmistir. Sulfidobacillus ( sinonim; Sulfobacillus )
tyeleri siki aerobik olmalarina ilave olarak, optimum pH 1.9-2.5 ve sicaklik 50 C”de, asidik
sartlarda, sulfiirG okside ettikleri pirit madenlerinden izole edilmektedir ( Sneath 1986 ).

Secilmis izolatlarimizin biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri verilmis olan Cizelge 4.8'de,
mannitol, ksiloz ve glukozdan asit olusturma testleri ile yine karbonhidratlardan asit olugturma
ile ilgili testler olan TSI ve MR testlerinde hem her izolata ait sonuglarda hem de izolatlarimizin
arasinda farkhliklar oldugu dikkati cekmektedir. Bunun nedeni olarak izolatlarin bu testlerde asit
olusturma acisindan zayif olmasi dusunulmustir. Sekerler ve glukozdan asit olusturma testleri
ile TSI besiyerinin pH indikatérii olan fenol red’in pH 6.6 altinda pozitif sonug olarak
degerlendirilen sari rengi almasina karsin, pH indikatoéri metil red pozitif sonug olarak
degerlendirilen kirmizi rengi pH 4.4 altinda almaktadir. Glukozdan asit olusturmanin
incelenmesinde portakal rengi veya pembe renk sonuglar pH 6,6 — 8.0 arasi zayif asit
olusumunu gostermektedir. The Prokaryotes’de ( Slepecky and Hemphill 1992 ) Bacillus
genusunun non-medikal bazi yaygin tarleri igin glukozdan asit olusturma testinde pozitif ve
negatif olarak farkli sonuclar olabilecedi gosterilmistir. Cizelge 4.10°deki verilere gore Ag2
izolatinin diger secilmis izolatlardan farkli olarak asidik Urin olusturmamakta oldugu
gOrulmektedir.

izolatlarimizin  biyokimyasal ve fizyolojik &zellikleri, baska arastiricilarin  alkali
ortamlardan izole ettigi Bacillus sp. izolatlarindan elde ettidi sonuclarla kiyaslanabilirler.
izolatlarimizin, lesitinaz, nisasta ve kazein hidrolizi agisindan genelde negatif olduklari
gorulmektedir. Berber ve Yenidinya ( 2005 )'nin, tuzlulugu %2.17 ve pH’si 9.7-9.8 olan Van
Goli’'nden izole ettikleri ve hepsi oksidaz ve katalaz pozitif olan endosporlu, gram pozitif 17
Bacillus sp. izolatindan sadece 2 tanesi nisasta hidrolizi pozitif bulunmustur, izolatlarin hepsi
mannitol ve ksilozdan asit olusturma, V-P, tirozin kullanimi , %7 ve 10 NaCl'de, 50 °C'de
gelisme negatif bulunmustur. 45 °C’de sadece 5 izolat gelismistir. Sadece 2 izolat H,S, bir izolat
sitrat pozitif bulunmustur. Berber ve Yenidiinya ( 2005 ), Van goli suyu ve gevresi topraklardan
izole ettikleri Bacillus izolatlarini, izolatlarimiza benzer sekilde genis pH araliginda, pH 6,8 ve
10,5 arasinda gelisebildikleri igin fakultatif alkalifilik olarak tanimlamistir. Benzer sekilde segilmis
sekiz izolatimiz fakiltatif alkalifilik olarak tanimlanabilmektedir. Berber ve Yenidiinya ( 2005
Y'nin inceledigi izolatlarin bu agilardan secilmis izolatlarimiza benzerlikler tasidig1 gériimektedir.
izolatlarimizin hi¢ biri 55°C’de ve daha yiiksek sicakliklarda gelismedigi icin termofilik ve
termotolerant olmadiklari disuntlmuastar. Tuz ( NaCl ) icermeyen NA’da gelisemeyen Ag2,
Ag32 ve Ag35 izolatlari harig, izolatlarimizin hepsinin % 0 -10 NaCl iceren NA'da gelisebilmeleri
ve pH’si 8.5 olan NA ortaminda en iyi gelistigi tuz konsantrasyonlarinin % 2 — 5 NaCl olarak
g6zlenmesi, izolatlarimizin tuzcul ortamda gelismeye uyumlu olduklarini gdstermektedir.
izolatlarimizin %10 NaCl'de gelisebilmeleri, Bu agidan Berber ve Yenidinya ( 2005 Ynin Van

gllinden izole ettikleri Bacillus sp. izolatlarindan farkli olduklarini géstermektedir. Ugar ve
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Sentirk ( 1995 ), farkh ortamlardan aldiklari 14 toprak ve 6 su 6rneginden alkalifilik bakterilerin
izolasyonunu ve tanisini gerceklestirdikleri ¢calismada elde ettikleri 20 izolattan 12 tanesini
Bacillus genusu Uyesi olarak belirlemiglerdir. Elde ettikleri Bacillus izolatlarinin hepsinin secilmig
izolatlarimiza benzer sekilde, hem pH 7 ve pH 10'da, hem de %10 NaCl'de gelisebildigini
belirlemislerdir. %15 NaCl'de gelisebilmis olan. bir izolat ise arastiricilar tarafindan
Halobacterium tirine uygun bulunmus olup Bornova botanik bahgesi topragindan izole
edilmistir.

Bacillus genusu Uyelerinin tir seviyesinde tanimlamasi ¢ok zordur. Gram-pozitif,
endospor olusturan aerobik veya fakiltatif anaerobik basillerden olusan Bacillus genusu
filogenetik ve fenotipik olarak oldukga ylksek cesitlilige sahiptir ( Freitas et al. 2008 ). Birgok
calismada Bacillus genusunun, diger bakteriyal genuslardan ¢ok daha fazla fenotipik gesitlilige
sahip oldugu 6ne surulmustir ( Berber ve Yenidiinya 2005 ). Ksilanazlar ve kagit beyazlatmada
kullanimlari  konusundaki birgok yayinda Bacillus izolatlarinin sadece genus dlzeyinde
tanimlanmis olduklari gorilmektedir ( Yang et al. 1995, Nakamura et al. 1995, Kulkarni and
rao 1996, Carlos et al. 2002, Sanchez at al. 2003, Roy and Belaluddin 2004, Virupakshi et al.
2005 ). Alkali ortamlarda bulunan Bacilluslarin degisik guruplari bulunmaktadir. Ozellikle
akalifilik Bacillus genusu uyeleri genis cesitlilige sahip strainler icerir. Fritze et al. ( 1990 ),
Bacillus alcalophilus, B. marinus ve B. pantothenticus tip strainleri ve degisik kultar
koleksiyonlarindan, tanimlanmisg 78 alkalifilik Bacillus izolatini biyokimyasal ve molekiler
tekniklerle inceledikleri calisma sonunda birgok alkalifiik Bacillus izolati igin yeni tlrler
olusturulmasi gerektigini belirtmiglerdir. 16S rRNA gen sekanslari bakimindan identik bulunan
bircok Bacillus izolati da genetik ve fenotipik heterojeniteye sahiptir. Ancak, klasik testler
Bacillus izolatlarin genus seviyesinde, bazen de tir seviyesinde identifikasyonunda
kullanilabilmektedir ( Freitas et al. 2008 ). Berber ve Yenidlnya ( 2005 ), fenotipik testler, DNA
hibridizasyonu, rRNA analizleri ile incelenmelerine karsin alkalifiik Bacillus izolatlarinin
tanimlanmasinda sorunlar oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar, Van Gol'iinden izole ettikleri 17
Bacillus izolatinin biyokimyasal testler ve ekstra hiicresel protein profillerini inceleyerek, bazi
izolatlarinin yeni tirlerin temsilcileri olabileceklerini belirtmislerdir. Bacillus turleri igcinde tarihsel
olarak farkli tirler olarak bilinen bazi organizmalarin gercekte ayni tir olarak ele alinabilecegi
belirtilmistir. B. cereus grup olarak adlandirilan Bacillus gurubu iginde yer alan B. thuringiensis,
B. anthracis ve B. cereus turlerinin tim genom DNA hibridizasyonu ve rRNA genleri agisindan
tek bir tir olarak ele alinmalarini gerektirecek kadar benzer olduklari belirtiimistir ( Priest et al.
2004 ). Bacillus genusu son yillarda yogun taksonomik degisikliklere gitmistir (Catia at al. 2008).
Bacillus genusunda 222’'den fazla tir tanimlanmis bulunmaktadir ( Ki et al. 2009 ). Ancak, yeni
turlerin blyik ¢ogunlugu nadir bulunan izolatlardir.

Kisim 3.2.13. ve 4.5.7.2’de belirtildigi sekilde, secilmis izolatlarimizin yaygin olarak izole
edilebilen Bacillus tirlerine benzerlik olasiliklari incelenmistir. Priest and Alexander ( 1988 ),
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Bergey’ Manual of Systematic Bacteriology ( Sneath 1986 ) ve Fritze at al. ( 1990 )’in verdigi
standart, yaygin Bacillus turlerinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ne ait olasilik
bilgileri ile kisim 3.2.13'de anlatildigi sekilde, Cizelge 4.12°de verilmis olan matriks
hazirlanmistir. Olusturulan matriks, Minitab programi kullanilarak istatistiksel analize alinmis ve
Sekil 4.26'da verilmis olan ‘Correlation Coefficient Distance, Complete Linkage’ % benzerlik
dendogrami sekillendirilmistir. Sekil 4.24’de verilmis olan benzerlik dendograminda segilmis
izolatlarimiz Ag2, Ag8, Ag12, Ag13, Ag20, Ag32, Ag35 % 80 — 85 olasilikla B. pumilis’ e yakin
bulunmustur. izolatlarin B. pumilis olmasi konusunda sliphe uyandirici bir durum, B. pumilis’in
oksidaz negatif olmasidir. Ag2 izolati, Cizelge 4.8’de goérilebilecedi gibi, glukozdan asit
olusturma testinde alkali Urdnler olusumunun gdstergesi olarak vigne rengi sonu¢ elde edilmesi,
diger karbonhidratlardan asit olusumu testleri ve oksidaz negatif olmasi ile diger izolatlardan
farklidir. Bunun yaninda, yine diger izolatlarimizdan farkl olarak tuzsuz besiyerlerinde
gelisememektedir.

5.6. Sonug ve Oneriler

Calismamizda Aci Go6l (Denizli — Turkiye)den elde ettigimiz izolatlarin ksilanaz
Uretimlerinin genelde ¢ok yiksek olmadigi, ancak ucuz bitkisel substratlarla ve pahali gelisme
faktorlerine gereksinim duymadan ksilanaz Uretiminde kullanilabilecekleri tespit edilmistir. Kagit
beyazlatma islemleri icin sectigimiz izolatlarimiz ile k&git hamuru islemleri sonunda elde
ettigimiz kappa ve beyazlik sonuclari literatur bilgileri ile karsilastirildiginda, c¢ok yuksek
degerlerde olmamalarina karsin bir ¢ok g¢alisma ile uyumlu olduklari gérinmektedir. Ayrica bu
arastirmada, kagit endustrisinde kullanilabilecek 6zellikte ksilanaz treten mikroorganizmalarin
mikrobiyal flora icinde az oranda bulundugu ve bu tip mikroorganizmalarin aranmasinin
g¢aligmalarin 6énemli kismini olusturdugu sonucuna varilmistir. Diger taraftan, bu g¢alismada
kullanilan Besiyeri 3, 4 ve 6'nin benzer konudaki c¢alismalarda istenen &zellikteki
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in uygun oldugu belirlenmigtir.

Kagit sektorinde cevresel kirliligin azaltiimasi tim Dunya Ulkelerinin dnemli bir sorunu
haline gelmistir ve bu konuda cevreci toplumun da gittikce baskilari artmaktadir. Ayrica,
enzimlerin ithal edilmesi énemli bir ekonomik yik olusturmaktadir. Ksilanazlar fazla ekonomik
yuk olugsturmadan, karigik donanim ve teknikler gerektirmeden kagit beyazlatma iglemlerinde
kullanilabilirler. Boylece, beyazlatici kimyasallarda bir miktar azalma ve tasarruf saglanabilmesi
yaninda, klasik tip beyazlatma islemlerinde toksik madde atiliminda disis saglanabilir. Ayrica,
ksilanazlarin baska alanlarda da kullanim imkani bulundugu unutulmamalidir. Bu bakimdan
konuyla ilgili olarak yabani tip mikroorganizma strainleriyle ucuz bitkisel hammaddeler ya da
endustriyel atiklar kullanilarak, ucuz yoldan enzim Uretiminin elde edilebileceginin, ulkemize
0zgu kaynaklarin olusturulabileceginin bilinmesi gerekmektedir. Calismamizin yapilacak benzer
arastirmalara Ozellikle metot ve verilerin degerlendiriimesi asamalarinda katkida bulunarak 6n

kaynak teskil edebilecegini duslinmekteyiz.
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