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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bacillus spp. SUSLARINDAN KSiLANAZ ENZiMIiNiN KISMi
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Gokhan SERTBAS

Kilis 7 Aralik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. H. Aysun MERCIMEK TAKCI
Yil: 2017 Sayfa: 70

B-1,4 bagli ksilopiranozil rezidiilerinden olusan ksilanin B-1,4 glikozidik baglarini yikan
ksilanaz, basta kagit ve kagit hamuru endiistrileri olmak tizere tekstil, yem, firin ve
biyoyakit endiistrilerinde de genis potansiyel uygulamalara sahip endiistriyel bir
enzimdir. Bu calismada, Kilis 7 Aralik Universitesi merkez kampiis toprak drneginden
ksilanaz tiretici Bacillus spp suslarinin izolasyonu ve saflagtirilan ksilanazin gesitli
endustrilerdeki uygulanabilirligi arastirilmistir. Ksilan igeren sivi fermantasyon
ortaminda gelistirilen Bacillus spp susundan hiicre serbest elde edilen ham ksilanaz
preparatina amonyum siilfat ve alkol ¢oktlirme uygulanarak saflagtirilmistir. En yiiksek
total ve spesifik enzim aktivitesi 723 U/L ve 64.81 U/mg olarak ham enzim
preparatinda saptanmistir. Ksilanazin optimum aktivitesi 90°C ve pH 10.6’da
belirlenmistir. Enzimin 90°C sicaklikta 15 dakika 6n inkiibasyonu sonrasi aktivitenin
%167’¢ kadar arttigi saptanmigtir. Karakterizasyon ¢alismalarindaki en yiiksek
aktivitesi 2935 U/L olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ve zimogram analizlerinde,
kismi saflastirilmis ekstraseliiler ksilanaza ait ortalama 38.75 kDa molekiiler agirliginda
tek protein bandi gozlenmistir. Ksilanin ksilanaz enzimi ile hidrolizi sonucunda

parcalama iiriinleri olarak ksiloz ve ksilo-oligosakkaritler belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus spp., ksilanaz, ksilan, kismi saflastirma, karakterizasyon
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Xylanase that cleaves B-1,4-glycosidic linkages of xylan composed of (-1,4-linked
xylopyranosyl residues, is a industrial enzyme, have widespread potential applications
in the textile, feed, beverage and biofuel industries, especially the paper and pulp
industry. In this study, we were examined to the isolation of Bacillus spp strains,
produced extracellular xylanase, from Kilis 7 Aralik University central campus soil
sample and the application in various industries of purificated xylanase. The cell-free
crude xylanase preparate obtained from Bacillus spp strain developed in a liquid
fermentation medium including xylan was purified by using ammonium sulfate and
alcohol precipitation. The highest total and specific enzyme activities were detected as
723 U/L and 64.81 U/mg in cell-free crude xylanase preparate. The optimum activity of
xylanase was emerged at 90°C and pH 10.6. After the pre-incubation of enzyme at 90°C
for 15 min, its activity was detected to increase up to 167%. In characterization studies,
the highest enzyme activity was calculated as 2935 U/L. In SDS-PAGE and zymogram
analysis, single protein band in 38.75 kDa molecular weight belonging to the partially
purified extracellular xylanase was observed. Xylose and xylo-oligosaccharides were

detected as the products by hydrolysis of xylan with xylanase.

Keywords: Bacillus spp., Xxylanase, xylan, partially purification, characterization
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

a: Alfa

B : Beta

g: Gram

dak.: Dakika

°C: Santigrat derece

uM: Mikromolar

umol: Mikromol

AMPS: Amonyum persiilfat

atm: Atmosfer

bis: N,N’-metilen-bis-akrilamid

CBB: Coomassie Brillant Blue

Da: Dalton

EDTA: Etilendiaminotetra-asetik asit
EC: Enzim Komisyonu

rpm: Dakikada devir sayisi

Kb: Kilobaz

kDa: Kilodalton

mM: Milimolar

mU/ml: Milli units per milliliter

nm: Nanometre

PAGE: Poliakrilamid Jel Elektroforezi
sp.: Species (tiir, tekil)

spp.: Species (tiir, cogul)

SDS: Sodyum dodesil siilfat
SDS-PAGE: Sodyum dodesil siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
TEMED: N,N,N’,N’-Tetrametil etilendiamin

UV: Ultraviyole
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U/mg: Unit/miligram
U/LL: Units per liter
v/v: Hacim/Hacim (volume/volume)

w/v: Agirlik/Hacim (weight/volume)
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1. GIRIS

Ksilan, hem sert agaglarda hem de yillik bitkilerde en ¢ok bulunan seliilozik olmayan
polisakkarittir ve tropikal bitki biyokiitlesindeki toplam kuru agirligin %20-35'ini
olusturmaktadir. Iliman bolge bitkileri yumusak agaclarda, ksilan miktar1 az olup,
toplam kuru agirhigin yaklasik %8'i kadardir. Ksilan bitki duvar yapisinda lignin ve
diger polisakaritler arasinda bir arayiizey olusturdugu diistiniilmektedir. Lignin fenolik
rezidiileri ile kovalent olarak bagli ksilan molekiilii pektin ve glukan gibi polisakaritler
ile etkilesime girmektedir (Kamble ve Jadhav, 2012). En basit formunda, ksilanlar, p-I-
4-glikosil baglarla bagli D-ksiloz monomerlerini igeren lineer homopolimerlerdir. Kagit
tiretiminde kagit hamurunu agartmak, kagit hamurunun parlakligini arttirmak, hayvan
yemlerinin sindirilebilirligini arttirmak ve meyve sularinin berraklastitilmasinda
ksilanazlar, ksilanin hidrolitik yikimin katalizleyen enzimlerdir (Kamble ve Jadhav,
2012). Cesitli bakteri tiirleri ve funguslari1 igeren mikroorganizmalar zengin ksilanaz
kaynaklaridir. Ksilanazlarin bu mikroorganizmalarca ekstraseliiler salgilanmasi diisiik
veya yliksek miktarda selillaz ile iliskilendirilmektedir. Selillaz kagit hamurunun
kalitesini olumsuz olarak etkileyebileceginden, kagit hamuruna ksilanaz uygulanmasi
seliloz icermeyen ksilanazlarin kullanimi ile miimkiindiir. Ksilanazin agartma
isleminde gbze ¢arpan sekilde kullanilmasi, yiiksek sicaklik ve alkalin pH'da satbil
olmasi ile miimkiimdiir (Kamble ve Jadhav, 2012).

Ekmek yapiminda enzimlerin kullanimi hamur ve ekmek kalitesini gelistirme, hamur
esnekliginin ve islenebilirliginin, stabilitesinin, somun hacminin ve kirinti yapisinin
gelistirilmesine yol agmuistir. Proteazlar, ksilanazlar ve seliilazlar gibi enzimler dogrudan
veya dolayli olarak gluten aginin saglamligini gelistirerek ekmegin kalitesini iyilestirir.
Ksilanlar, su emme kabiliyeti ve gluten ile etkilesiminden Gtiiri ekmek kalitesinde
onemli bir role sahiptir. Ksilanazlar, hamurlar1 farkli kalitede unlara ve isleme
parametrelerindeki degisimlere karsi daha toleransli olmasini saglar. Ayrica hamurlar
yumusatirlar, diger bir deyisle kaplama is gereksinimini azaltir ve pigmis ekmegin
hacmini 6nemli derecede arttirir (Butt ve ark., 2008).

Ikinci en ¢ok bulunan dogal polisakkarit ksilanin enzimatik hidrolizi, bu polisakkaritin
en onemli endiistriyel uygulamalarindan da biridir. Ksilanin ana zinciri, -ksilopiranoz

rezidiilerinden  olusmaktadir. Ve  ksilanin  tiimiiyle  hidrolizi, molekiiliin



depolimerizayonunda oOnemli endo-1,4-B-D-ksilanaz (EC3.2.1.8)’1 igeren g¢esitli
enzimlerin aktivasyonunu gerektirmektedir (Motta ve ark., 2013). Odun, tahil ve diger
bitki materyallarinin hiicre duvarlarindan elde edilen ksilanin kimyasal yapisindaki
cesitlilikten dolayi, ¢esitli hidrolitik aktiviteler, fizikokimyasal o6zellikler ve yapilara
sahip ksilanazlar bilinmektedir. Ksilan tiirevleri de, kati-faz veya batik fermantasyon
uygulamalarinda mikroorganizmalarin ksilanaz {iretimini indiiklemek i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Ksilanazlar ve iiretici mikroorganizmalar, atik yonetiminde, ksilani
yenilenebilir yakitlara ve kimyasallara indirgemek i¢in ve ek olarak gida, tarimsal lif ve
kagit ve kagit hamuru endistrilerinde de kullanim alani bulmaktadir. Ksilanazlarin
katalitik aktiviteleri sonucu tretilen oligosakkaritler, fonksiyonel gida katki maddeleri
veya faydali alternatif tatlandiricilar olarak degerlendirilmektedir (Motta ve ark., 2013).
Ksilanolitik enzimler ayn1 zamanda kahve, bitki yaglar1 ve nisasta 6ziitii elde etmek igin
meyve sular1 ve saraplar1 berraklagtirmak, tarimsal silajin ve tahil yeminin besleyici
Ozelliklerini gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Ksiloz, ksilobioz, ve ksilooligomerler
gibi sekerler ksilanin enzimatik hidrolize ile hazirlanabilmektedir. Lignoseliilozlarin
fermente sekerlere biyolojik doniisiimii biiyiik bir ekonomik 6neme sahiptir (Butt ve
ark., 2008). Pek ¢ok yabani tip ksilanaz, pH stabilitesi, yiiksek aktivite ve termostabilite
gibi istenilen karakteristikliklere sahipken, bireysel ksilanazlar yem ve gida
endistrilerinin tiim gereksinimlerini karsilayamaz. Dahasi, bir endiistriyel uygulama
ucuz Urlin gereksinimden dolayi, ksilanazin ekspresyon seviyeleri ve etkili sekresyon
proseslerinin uygulanabilirligi genetik miihendisligi ve rekombinant DNA teknolojileri

ile saglanmaktadir (Motta ve ark., 2013).

1.1. Enzimler

DNA replikasyonu, transkripsiyonu, protein sentezi, metabolizma ve sinyal iletimi vb.
gibi tiim metabolik siireglerde yer alan biyolojik katalizorlerdir. Cok 6zel kimyasal
dontisiimleri gerceklestirme yetenekleri, onlar endiistriyel siireglerde giderek 6nemli bir
hale getirmistir. Enzim miihendisligi stratejileri, organik sentezdeki biyokatalizor,
biyoyakit tiretimi ve biyolojik islemlerin segilmis yonleri ile ilgili ¢esitli konularda
sayisiz derlemeler yaymlanmis olup, endiistriyel enzim uygulamalarmin teknolojik ve

ekonomik perspektifleri ile tartisilmistir. Yem endiistrisi, gida isleme ve kozmetik



alanlarinda temsili enzim uygulamalari, modern endiistriside enzim etkisini anlamay1
amaglamaktadir (Li ve ark., 2012).

Enzimler, teknik kullanimi, gida tiretimi, hayvan beslenme, kozmetik, ilag iiretimi ve
aragtirma ve gelistirme i¢in aygit lretimi gibi c¢esitli alanlarda uygulanmaktadir.
Glinlimiizde yaklasik 4000 enzim bilinmekte olup, bunlardan 200 civarinda
mikroorganizma kokenli enzim ticari olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sadece
20 kadar enzim ger¢ekten endiistriyel Olgekte iiretilmektedir. Enzim {iretim
biyokimyasi, fermantasyon prosesleri ve geri kazanim yontemlerinin daha iyi
anlasilmasi ile artan sayida endiistriyel enzim ongoriilebilmektedir. Diinya enzim talebi
yaklagik 12 biiyiik tretici ve 400 kiicliik tedarik¢i tarafindan karsilanmaktadir.
Avusturya Federal Cevre Ajanst tarafindan yapilan bir arastirmaya goére, gida
endiistrisinde 158, teknik uygulamada 64 ve yem sanayiinde 57 enzim, bunlardan 24
enzimde her ii¢ endiistriyel sektore kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin %75’ini
hemen hemen hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Teknik enzimler tipik olarak
deterjanlar, tekstil, kagit hamuru ve kagit endiistrileri, organik sentez ve biyoyakit
endiistrisinde kullanilirlar. Bu alanlarda ticari olarak temin edilebilen enzimler

amilazlar, lipazlar, seliilozlar, ksilanazlar ve katalazlardir (Li ve ark., 2012).

1.2. Ksilan ve Ksilanazlar
1.2.1. Ksilanmn kimyasal yapisi

Seliiloz, hemiseliiloz ve lignin lignoseliilozik substratlari olusturan ti¢ temel bilesiktir.
Hemiseliilozler ksilan, ksiloglukan, glukomannan, galaktoglukomannan,
arabinogalaktan ve diger heteropolimerlerin kompleks karisimlarindan olugmaktadir.
Ksilanazin substrati, ksilan, diinyada ki yenilenebilir organik karbonun hemen hemen
ligte birini olusturmaktadir. Ksilan, ksiloglukan (D-ksiloz ve D-glukoz’un
heteropolimeri), glukomannan (D-glukoz ve D-mannoz’un heteropolimeri),
galaktoglukomannan (D- galaktoz, D-glukoz ve D-mannoz’un heteropolimeri) ve
arabinogalakton (D-galaktoz ve arabinoz’un polimeri) igeren polimerik karbohidratlarin
bir kompleksi, hemiseliilozun baslica bilesenini olusturmaktadir (Motta ve ark., 2013).
(Sekil 1.1)



Ksilan, seliiloz (1,4-B-glukan) ve lignin (kompleks bir polifenolik bilesik) ile birlikte
bitki hiicre duvarlarinin temel polimerik bilesenlerini olusturmaktadir. Hiicre duvar
yapist ile, bu li¢ bilesik kovalent veya kovalent olamayan baglar ile etkilesime
girmektedir. Ksilan lignin ve seliilloz arasindaki araylizde bulunmaktadir. Bu etkilesim
lif birlesimi ve bitki hiicre duvari biitiinliigli i¢in 6nemlidir (Motta ve ark., 2013).
Yiiksek oranda dallanmis heteropolisakkarit bir kompleks olan ksilan farkli bitki
tirlerinde yapisal olarak ¢esitlilik gostermektedir. 1,4-baglhi B-D-ksilopiranozil
tinitelerinin  homopolimerik omurga zincirleri, glukuronopiranozil, 4-O-metil-D-
glukuronopiranozil, a-L-arabinofuranozil, asetil, feruloil veya p-kumaroil yan zincirler
ile farkli derecelerde kompleks olusturabilmektedir (Motta ve ark., 2013). Ksilan, yillik
bitkilerin yanisira, kapali tohumlulardan (hiicre duvar igeriginin %15-30) sert agaclarda
(mese gibi) ve a¢ik tohumlulardan (%7-10) yumusak agaglarda biiyiikk miktarlarda
cesitli doku ve hiicre tiplerinde bulunmaktadir. Cim ve yillik bitkilerde tipik olrak
arabinoksilanlar ~ olarak  bulunan  ksilan  sert  agaglarda  O-asetil-4-O-
metilglukuronoksilan; yumusak agaclarda ise arabino-4-O-metilglukuronoksilan olarak
mevcuttur (Motta ve ark., 2013).
Ayrica hasir otu, titiin ve bazi deniz alglerinde hem 1,3-p hem de 1,4-f bagh
ksilopiranosil rezidiileri igeren lineer ksilanlar rapor edilmistir. Bitki orjinlerinin diger
polisakkaritlerine benzer, ksilan polimolekiilerite ve poligesitlilige sahiptir. Ksilanlarda
polimerizasyon derecesi, 6rnegin sirastyla 150-200 ve 70-130 B-ksilopiranoz rezidiileri
iceren sert ve yumusak agaglarda degiskenlik gostermektedir (Motta ve ark., 2013).
Omurgada bulunan genel yer degistiricilere bagli olarak, ksilanlar dogrusal homoksilan,
arabinoksilan, glukuronoksilan veya glukuronoarabinoksilan olarak kategorize
edilmektedir. Sadece ksilozil rezidiilerini igeren homoksilanlar, dogada yaygin
olmamakla birlikte, hasirotu, tiitiin saplar1 ve guar tohum kabugu gibi sinirh
kaynaklardan izole edilebilmektedir. Bununla birlikte, iceriginin dogasina bagli olarak
ksilan molekiilleri arasinda genis bir ayrim yapilabilmektedir. Ksilanlarin dort temel
ailesi 6ngoriilmektedir (Motta ve ark., 2013).
1. Sadece tek bir terminal birim o-L-arabinofuranozil yan zincirlerine sahip olan
arabinoksilanlar. Tahillarin 6zel durumlarinda, arabinoksilanlar ya 2-O- ya da
3-O-mono-veya ¢ift (2-O, 3-O-) ksilozil rezidiileri ile arabinosil igerik

derecesinde degiskenlik gosterir.



2. Glukuronoksilanlar, a-D-glukuronik asit veya bunun 4-O-metil eter tiirevi
iceren tek bileseni temsil eder.

3. Glukuronoarabinoksilanda, a-D-glukuronik (ve 4-O-metil-a-D-glukuronik)
asit ve a -L-arabinozun her ikisi de mevcuttur.

4. Ksilanlarin  kompleks oligosakkarit yan zincirlerinde terminal [-D-
galaktopiranozil rezidiilerinin varlig ile karakterize edilen

galaktoglukuronoarabinoksilanlar ise, genellikle ¢ok yillik bitkilerde bulunur.

Her bir kategoride, baglarin derecesi ve dogasi bakimindan mikroheterojenite
mevcuttur. Yan zincirler, ¢oziiniirliik, fiziksel konformasyon ve diger hemiseliilozik
bilesenlerle ksilan molekiiliiniin reaktivitesini belirler ve dolayisiyla enzimatik yikimida

etkilemeketedir (Motta ve ark., 2013).

Ksilanaz
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Sekil 1.1. Ksilanin yapisi, B-1,4 bagl ksilopiranozil rezidiileri (Butt ve ark., 2008).

1.2.2. Ksilanin enzimatik hidrolizi

Bitki ksilanin heterojen ve karmasik bir kimyasal yapisindan dolayi, farkli 6zellikte ve
aktivitede cesitli hidrolitik enzimlerin kompleksi ile tamamen yikim s6z konusudur.
Ksilanolitik enzim sistemi, endoksilanaz (endo-1,4 p-ksilanaz, E.C.3.2.1.8), B-
ksilozidaz (ksilan-1,4 B-ksilozidaz, E.C.3.2.1.37), a-glukuronidaz (E.C.3.2.1.139), a-
arabinofuranozidaz (o-L-arabinofuranozidaz, E.C.3.2.1.55), ve asetilksilan esteraz
(E.C.3.1.1.72) enzimlerinden olusmaktadir. Bu enzimlerin hepsi ksilan1 olusturan
sekerlere doniistiirmek icin isbirligi ile aktivite gdsterir (Motta ve ark., 2013). (Sekil
1.2).

Ksilanazlar arasindaki en 6nemli enzim, glikozidik baglar ile direkt etkilesime giren
endoksilanazlar olup, kisa ksilooligosakkaritleri serbest birakirlar. Biiylik molekiiler
agirhiga sahip ksilan, hiicre duvarina niifus edemez. Bu sebeple, ksilanaz biyosentezinin

regiilasyonundaki anahtar nokta, diisiik molekiiler agirliktaki ksilan fragmentelerinin
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varligidir. Bu fragmentler ksiloz, ksilobioz, ksilooligosakkaritler, ksilozun
heterodisakkaritleri ve glukozu igermektedir (Motta ve ark., 2013). Ksilanazlar, ksilanin
ksilooligosakkaritlere rastgele hidrolizini katalize eder; buna karsin [-ksilodaz,
ksilooligosakkaritlerin indirgenmeyen uclarindan ksiloz rezidiilerini serbest birakir.
Bununla birlikte, tam bir bozunma, ksilanin B-1,4-bagli D-ksiloz omurgasindan asetil
gruplarini kaldirmak igin asetil esterazin sinerjik etkisini gerektirir (Motta ve ark.,

2013).

1.2.3. Ksilanazlar

Glikozid hidrolaz tyeleri olan ksilanazlar, ksilozidlerin (B-1,4) glikozidik baglarinin
hidrolizini katalizleyerek, bir seker hemiasetal ve serbest aglikon (bir hidrojen atomu ile
glikozidin yer degistirmesinde sonra kalan sekersiz bilesik) olusumuna yol agan
enzimlerdir. Ksilanazlar molekiiler agirlik ve izoelektrik nokta (plI), kristal yap1 ve
kinetik 6zellikler veya substrat 6zgiilliigii ve {iriin profili temeline dayanarak en az ii¢
sekilde siniflandirilmistir (Motta ve ark., 2013). Ksilanazlar tek zincirli glikoproteinler
olup, genel olarak molekiiler agirligi 6-80 kDa olup 40 ve 60°C sicakliklarda; pH 4.5-
6.5 arasinda aktivite gosteren enzimlerdir (Butt ve ark., 2008).

Tiim ksilanazlar1 tanimlamada ilk smiflandirma yeterli olmadigindan, birkag istisna
tanimlanmistir. Ciinkii tiim ksilanazlar yiiksek molekiil agirliga (30 kDa'min {istiinde) ve
diisiik pl veya diisiik molekiiler kiitlesi (30 kDa 'dan az) ve yiiksek pl'ye sahip degildir.
Bu nedenle, birincil yap1 ve katalitik alanlarin karsilagtirilmasina dayali sistem, hem
yapisal hem de mekaniksel 6zellikleri analiz edebilmektedir (Motta ve ark., 2013).
Glikozid hidrolaz temelli sekans siniflandirilmasi, ksilanazi GH10 ve GH11 olmak
tizere iki aileye yerlestirmektedir. Fakat ksilanazlar, GH5, 7, 8 ve 43 gibi diger glikozid
hidrolaz ailelerinde yer alabilmektedir. Bitki, mantar ve bakteriyel enmzimler GH10
ailesini olusturmakta, oysaki GHI11 ailesi yapisal olarak ilgisiz yalnizca mantar ve
bakteriyel enzimleri igermektedir (Chakdar ve ark., 2016). GH10 ailesi hem endo-1,4-p-
ksilanazlardan hem de endo-1,3-B-ksilanazlardan olusmaktadir (¢ogunlukla endo-I,4-f-
ksilanazlardan; az miktarda endo-1,3-B-ksilanazlar). Karisik zincirli ksilanda, GH10
ksilanazlar, oncelikle B-1,4 baglarma hiicum eder ancak takip eden B-1,3 baglarina
hemen etki edemez. GH10 ksilanazlar, B-1,4 baglari ile her iki bolgede ¢evrelenen B-1,3

baglarina saldirabilir. Ksilanazlarin bu ailesi bir veya iki ardisik ksiloz rezidiilerinin
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substrattaki glikoz rezidiileri ile yer degistirilmesini tolere edebilir. Bu ailenin iiyeleri,
aglikonik bagda ksil-ksilotrioz’un aril B-glikozidlerini hdirolize edebilmektedir. Ayrica
bu enzimler, kisa ksilooligosakkaritler iizerinde yiiksek aktivite gostermezi, kiiclik
substrat baglanma boélgelerine isaret etmektedir. Kristal yapinin analizleri,
ksilooligosakkaritler tizerindeki katalitik aktivite ve son tirtinler GH10 ksilanazlarin tipi
olarak dort veya bes substrat baglanma bolgeleri sahip oldugunu gdstermketedir
(Chakdar ve ark., 2016).

GH10 ksilanazlarin ¢ogu tipik olarak yiiksek molekiiler agirlikta ve diisiik izoelektrik
noktasma sahiptir. GH11 iyeleri monospesifiktir, sadece i¢ B-l,4-ksilozidik baglar
parcalayan gergek endo-B-1,4-ksilanazlardan olusur. Katalitik yonliligi, GH10
tiyelerinden daha diisliktiir ve aktivitelerinin iriinleri GH10 enzimleri tarafindan
hidrolize edilebilir. Bunlar, D-ksiloz igeren substratlara karsi 6zel aktiviteleri nedeniyle
"gergek ksilanazlar" olarak ifade edilmektedir. Bu ailenin {iyeleri diisiik molekiiler
agirhik, yiiksek izoelektrik nokta ve 2’den 11°e¢ kadar degisen genis pH aralig: ile
karakterize edilmektedir (Chakdar ve ark., 2016).

GH10 ksilanazlar gibi, bu enzimler aglikonik bagda ksilobiyoz ve ksilotriozun aril -
glikozidlerini hidrolize edebilir, ancak GH10'un tersine seliilloz veya aril B-D-
selobiozidleri pargalayamazlar. GHI1, tercihen dallanmis ksilozun yanindaki
indirgeyici olmayan uca dogru ksilozidik baga saldiramaz, tercihen omurganin seliilozik
bolgelerine etki eder. Obakteriler ve diger domianlar arasinda evrimlesme &ncesinde
GH11 ksilanaz ailesinin olas1 bir duplikasyonu anlamini tasgimaktadir. GH10 ve GHI11
ksilanaz aileleri lignoseliilozik fibrillerde glukoronoksilanlarin depolimerizasyonu

boyunca aktivite gostermektedir (Chakdar ve ark., 2016).
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Sekil 1.2. Ksilanin hidrolizini katalizleyen ksilanolitik enzimler (Sar1, 2016).
1.3. Ksilanaz Uretici Mikroorganizmalar

Ksilanazlar mantar, bakteri, maya, deniz algleri, protozoa, salyangoz, kabuklular, bocek
ve btiki tohumlarindan tiretilmektedir. Ksilanaz iiretici bakteriyel genuslar: Bacillus,
Cellulomonas,  Micrococcus,  Staphylococcus,  Paenibacillus,  Arthrobacter,
Microbacterium, Pseudoxanthomonas ve Rhodothermus olarak rapor edilmistir
Actinomycetes’ler arasinda Streptomyces, Actinomadura, Nonomuraea’larda ksilanaz
tireticisidir (Chakdar ve ark., 2016).

Mikrobiyal ksilanazlar, yiiksek 6zgiinliikleri, hafif reaksiyon kosullari, dnemsiz substrat
kayb1 ve yan iiriin iiretimi nedeniyle ksilan hidrolizi icin tercih edilen katalizorlerdir.
Termostabil, soguk adaptasyonu veya alkali kararlilikta ksilanazlar c¢ogu bakteri
gruplarinda karakterize edilmistir (Motta ve ark., 2013; Chakdar ve ark., 2016).
Bakteriler arasinda, Bacillus’lar potansiyel ksilanaz {ireticisi olarak belirlenmistir: B.
circulans, B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pumilus,ve B.
halodurans’in  ksilanolitik aktiviteleri rapor edilmistir. 60-70°C kadar yiiksek
sicakliklarda aktif termostabil ksilanazlar, Bacillus spp., Stenotrophomonas maltophila,
Rhodothermus marinus, Thermotoga spp., Clostridium thermocellum ve Streptomyces
spp.’den rapor edilnistir. Geobacillus thermoleovoranlar, Streptomyces spp.,
Actinomadura spp., ve Saccharopolyspora patunthaniensis, organizmalart 65-90°C
arasinda aktivite gosteren ksilanazlar tiretmektedir. Thermotoga spp. tarafindan iiretilen
ksilanaz 100 ile 105°C arasinda aktivite gdstermektedir. Bakteriler, ksilanaz {iretimi igin

mantarlara gore avantajhidir, ¢linkii bakteri ksilanazlar1 i¢in optimum pH nétral veya



alkali aralikta, fungal ksilanazlar i¢in asidik araliktadir. Mantarlarin gelisim i¢in diisiik
pH gereksinimi ve fungal ksilanazlarin iiretiminin ek basamaklar gerektirmesi, fungal

ksilanazlarin daha az aktif olduguna isaret etmektedir (Chakdar ve ark., 2016).

Cizelge 1.1. Farkli mikroorganizmalardan iiretilen bazi ksilanazlarin 6zellikleri (Butt ve
ark., 2008; Oren 2014, Chakdar ve ark., 2016).

Mikroorganizma Molekiiler Optimum pH Optimum Referans
kiitle /kDa Sicaklik/°C
Acrophialophora 22 7.0 55 (M.A. Martinez
nainiana ve ark., 1998)
Aspergillus 39 5.5-6.0 40-55 (R.J. Ridgwell
awamori ve ark., 2001)
Aspergillus 34 6.0 56 (B.C. Salles ve
nidulans ark., 2001)
Aspergillus 39 8.0 55 (F.J.M.Kormelin
nidulans k ve ark., 1993)
Bacillus sp. TAR-1 35 9.0 80 (M.T.Fernandez
ve ark., 1994)
Bacillus sp. NG-27 32 8.5 70 (K. Taneja ve
ark., 2002)
Bacillus sp. 42 M1 38 9.0 80 (N. Kitamoto ve
ark.,1999)
Bacillus sp. AR 42 10.0 90 (I. Kimura ve
009 ark., 1995)
Bacillus sp. SN5 44 7.0 40 (Bai ve ark,
2012)
Bacillus sp. SV 53 6.5 50 (Mittal ve ark.,
2012)
Bacillu sp.GRE7 50 7.0 70 (Kiddinamoorth
y ve ark., 2008 )
Bacillus sp. 36 9.0 45 (Annamalai  ve
ark., 2009 )
Myceliophthora sp. 53 6.0 70 (N.B. Ghanen ve
ark., 2000)
Penicillium 22 6.0-7.0 48 (M. Ghareib ve
capsulatum ark., 1992)
Streptomyces sp. 24.5 6.0-8.0 55-60 (B.S. Chadha ve
ark., 2004)
Thermomyces 24 6.0-6.5 70 (S.E. Ryan ve
lanuginosus ark., 2003)
Trichoderma 37 5.0-6.0 45 (J. Georis ve
harzianum ark., 2000)
Trichoderma viride 22 5.0 53 (S. Singh ve
ark., 2000)




1.3.1. Bakteriyel ve mantar kaynakli ksilanazlarin karsilastiriimasi

Bakteriyel ksilanazlarmin ¢ogu GH10 ailesine aitken, fungal ksilanazlar biiyiik oranda
GHI11 ailesinin iiyesidir. Bakteri ve mantarlardan elde edilen endoksilanazlar, 8.5 ve 85
kDa arasinda degisen molekiil agirligt ve 4.0 ve 10.3 arasinda degisen izoelektrik
noktas1 (pI) ile tek altbirimli protein yapilar1 gostermektedir. Bakteri ve fungal
ksilanazlarin yapisal karsilastirildiginda, ikincil yapilarindaki 6zellikle ilmek bolgesinde
farklilik belirlenmistir. Bacillus circulans ve B. subtilis esas olarak B-tabaka ikincil
yapisina sahipken fungal ksilanaz, 6zellikle Aspergillus niger, alfa heliks sahiptir ve her
ikisi de sinif GH11'e ait olmasina ragmen ¢esitli dongii bolgelerinde farklilik gosterirler
(Chakdar ve ark., 2016).

Hem fungal hem de bakteriyel ksilanazlarda bulunan ortak nokta, pozisyonlarin
degisebilmesine ragmen niikleofil ve proton vericinin daima glutamik asit olmasidir.
Fungal ksilanazlar, selillazla eszamanli olarak {iretilir ve ticari proses zamaninda
uzamaya sebep olurken, bakterilerde ksilanaz ¢ogunlukla tek basina iiretilir ve boylece
islem siiresi azalir. Mantarlarin gelismesi ve seliilaz iiretimi i¢in diisiik pH ihtiyaci,
ticari fungal ksilanazlarin eldesinde ek basamaklarin gereksinimine neden olmaktadir.
Mantar kaynakli ksilanazlarin 50°C ve pH 4-6 arasinda aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Chakdar ve ark., 2016).

1.4. Ksilanazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlar

Bakteriyel ksilanazlarinin ¢ogu alkali ve/veya termostabil olup seliilaz aktivitesinden
yoksundur. Bu 6zellikler onlar1 endiistriyel uygulamalar i¢in ideal bir aday yapmaktadir.
Uretim teknolojilerinin iceren  bakteriyel ksilanazlar, cesitli uygulamalar icin
patentlenmistir ve diinya capinda ¢ok sayida ticari uygulama i¢in pazarlanmaktadir

(Chakdar ve ark., 2016). Cizelge 1.2’de ksilanazlarin kullanim alanlar1 verilmistir.

Cizelge 1.2. Ksilanazlarin kullanim alanlar1 (Altun, 2012).

FONKSIYONU KULLANIM ALANI ENDUSTRISI
Kagit imalat1 esnasinda Kagit hamurunun Kagit ve kagit hamuru
klorin ve toksik agartilmasi tiretimi

disakkaritlerin
kullanimlarinin azaltilmasi

Enzimatik ylizey Keten, kendir, jiit ve rami  Tekstil
diizlestirimi islenmesi
Meyve sular1 viskozitesini Meyve ve sebze suyu, Meyva ve sebze igleme
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azaltic1 etkisi yaninda

Nektar ve piirele eldesi ile

siirecleri, demleme,

yumusatma 6zelligi ile bitkisel yag, sarap imalatt  sarap

kaliteyi artirir. imalati
Hamur elastikiyetini ve Hamur ve pastacilik Firincilik
dayanikliligin artirir. tirlinleri

Cop aritimi, fermente Tarimsal, evsel ve Biyodoniisiim

edilebilen iiriinlerin
tiretimi, yenilenebilir
bioetanol ve zararsiz
kimyasallarin {iretimi

endiistriyel atiklarin
gevreye
zararsizlastirilmasi

Alkali kullaniminin
azaltilmasi

Ligninden ve ekstrakt
maddelerden kaynaklanan
biyolekelerin yok edilmesi

Kagit ve kagit hamuru
iiretimi

Gluten topaklanmasi islemi

Nigasta gluten ayirimi

Nisasta

1.4.1. Kagit hamuru ve kagit endiistrisi

Seliiloz fibrillerini korumak i¢in seliilozik enzimler igermeyen, hamurlarin biyolojik
agartilmas1 i¢in, yiiksek sicakliklarda ve alkalin pH'da aktif bakteriyel ksilanazlar
kullanilmaktadir. Herhangi bir seliilaz aktivitesi, seliiloz kaybi, bozulmus hamur kalitesi
ve artmig atik aritim maliyeti acisindan ciddi ekonomik etkilere sebep olmaktadir.
Bircok bakteriyel ksilanaz hem seliiloz hem de ¢oziinmez ksilana baglanir, ancak enzim
sadece ksilana kars1 aktivite gosterir. Dolayisiyla mantar kokenli ksilanazlar, bakteriyel
enzimlere kiyasla belirli bir yiik i¢in daha az hemiseliilloz giderme etkinligine sahiptir.
Ksilanazin kullanimi, hamurun agartilmast i¢in o6nemli Ol¢lide klor miktarini
azaltmaktadir. B. pumilus ASH5’den elde edilen ksilanaz kullanarak 6kaliptiis ambalaj
hamurunun biyolojik agartilmasinda klor ve klor dioksit igeriginde %10-20 arasinda

azalma kaydedilmistir (Chakdar ve ark., 2016).
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Sekil 1.3. Ksilanazin kagit hamuru {izerindeki etki mekanizmasi (Techapun ve ark.,
2003).

Selluloz liflerinden lignin

uzaklastinimasi

1.4.2. Hayvan yemi

Ksilanazlar, hayvan yemlerinin sindirilebilirligini artirmak i¢in kullanilir. Misir ve
sorgum gibi bazi tahillardaki diisiik viskozite yem olarak verilen kullanilamaz
arabinoksilan igerige katki saglamaktadir. Yemlere ksilanaz eklenmesi, daha iyi enerji
kullanim1 ile sonuglanan besinlerin sindirim sisteminin ilk bdéliimiinde sindirimi
kolaylastirir. Acidothermus cellulolyticus'dan elde edilen endoksianazlar kullanilarak
yem doniisiim oraninin (FCR) azaltilmasi ile kanatli hayvanlar i¢in hububat yemlerinin
daha iyi sindirildigi rapor edilmistir. Genel olarak, hayvan yemlerinin farkli enzimlerin
kombinasyonu ile muamelesi olumlu sonuglara yol agmaktadir. Fitaz, ksilanaz ve B-
glukanazun kombinasyonu takviye edilen bugday diyetleri et¢i civcivlerin
performansim1  gelistirdigi  belirlenmistir.  Gelistirilmis  performans, sindirim
viskozitesinin azaltilmasi, metabolik enerjinin artmasi, goreceli agirligin azaltilmasi ve

ince bagirsagin uzunlugu ile iliskilendirilmistir (Chakdar ve ark., 2016).

12



1.4.3. Firin endistrisi

Arabinoksilanlar gibi hemiseliilozlerin bugdayda bulunmasi, firin endiistrisinin ana
hammaddesi olmasi, kaliteli hamur yapiminda ciddi kisitlamalar getirmektedir.
Ksilanazlarin, ekstrakte edilemeyen arabinoksilanlari suda ¢ozebilme kabiliyeti ve
¢cOzlinmiis arabinoksilan iizerinde diislik aktivitesi, ekmek yapiminda daha iyi bir
performans ile sonuglanmaktadir. Bakteriyel ksilanazlarin bu aktivitesi, ozellikle
hamurun viskozitesini arttirir ve gliiten aglomerasyonunda olumsuz bir etkiye sebep
olur. Ksilanaz suda ¢oziinmeyen hemiseliilozu hamurda suya baglayan ¢oziiniir forma
doniistiiriir, bu nedenle hamur sikiligini azaltir, hacim artar ve daha ince ve daha diizgiin

kirmtilar yaratir (Butt ve ark., 2008).

Cizelge 1.5. Farkli kaynaklardan ksilanazlarin eklenmesiyle nihai ekmek hacmindeki
artig (Butt ve ark., 2008).

Mikroorganizma/Kaynak % Artirmak Dozaj
Bacillus circulans W-12 55 12000 U/kg un
Bacillus polymyxa CECT 153 33 500 U/kg un
Bacillus spp. NG-27 40 25 ppm
Commercial preparation 29 14600 U/kg
Thermomyces lanuginosus 41.1 40 ppm
Thermotoga maritima 40.3 120 ppm

1.4.4. Biyoyakit iiretimi

Bol miktarda lignoseliilozik bitki biyokiitlesinin biyoyakitlara doniistiiriilmesi, enerji
giivenligini artirmak ve sera emisyonlarin1 azaltmak icin uygun bir segenek
sunmaktadir. En biiylik kisitlamalardan biri, cogunlukla lignin, selilloz ve
hemiseliilozlar gibi lignoseliillozik materyallerden olusan bitki hiicresi duvarinin inatg1
dogasidir. Ksilanazlar, seliilaz ve lakkazlar gibi diger hidrolitik enzimlerle birlikte,
lignoseliilozik biyokiitleden etanol gibi biyoyakitlarin iiretilmesi igin kullanilabilir.
Bakteriler, termostabil ksilanazlarin zengin bir kaynagidir ve lignoseliiloz hidrolizi i¢in
genellikle tercih edilirler. Bakteriyel ksilanazlarin termostabilitesi, lignoseliilozun
fermente edilebilir iiriinlere dekonstriiksiyon sirasinda gerekli olan sert isleme kosullar
icin uygun hale getirir. Enzimatik sakarifikasyon sirasinda ksilanazlarin takviyesi,
yiiksek biyoetanol iiretimi ile sonuclanan indirgen sekerlerin mevcudiyetini

arttirmaktadir (Chakdar ve ark., 2016).
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1.4.5. Atik kagitlardan miirekkep arindirilmasi

Atik  kagidin  geri dOniistiriilmesindeki 6nemli adimlardan biri, miirekkep
parcaciklarinin kagittan cikarilmasini igeren proseslerdir. Geleneksel olarak, biiyiik
miktarda klor, klor bazli tiirevleri, sodyum hidroksit, sodyum karbonat, sodyum silikat,
hidrojen peroksit, hipokloritler ve selatlama ajanlar1 kullanilmaktadir ve bu da cevereye
tehlikeli atiklarin atilmasi problemine neden olmaktadir. Son zamanlarda, ksilanaz ve
lakkaz enzimlerinin, kagit ve kagit hamuru endiistrisi kaynakli atiklardan miirekkebi
kaldirmak icin kullanildigi rapor edilmistir. Kombine islem sonucunda parlaklik
(%11.8), beyazlik (%39) ve kirilma uzunlugu (%34.8), patlama faktorii (%2.77) gibi
fiziksel 6zelliklerde artma gosterilmistir. Ksilanaz ve lakkaz arasindaki sinerji, fiziksel
ozelliklerini olumlu yonde etkilemektedir; buna karsin kimyasal islem, geri

dontistiiriilmiis kagidin sertlik ve serbestligini diistirmektedir (Chakdar ve ark., 2016).

1.4.6. Ilag sanayii

Ksilooligosakkaritler olarak bilinen ksilanin hidrolitik tiriinleri, B-1,4 ksiloz rezidiileri
tarafindan olusturulan oligosakaridlerin karisimlaridir. Ksiloz rezidiilerinin sayisina
dayanarak, bunlar ksilobioz, ksilotiroz, ksilotetroz ve digerleri olarak bilinirler.
Ksilobioz, probiyotik olarak gida uygulamasi igin ideal ksilooligosakkaritdir.
Ksilooligosakkaritlerin tiretimi i¢in enzim kompleksinin, ksilooligosakkaritlerin tiretimi
tizerinde engelleyici etkilere sahip yiiksek miktarda ksiloz tiretimini 6nlemek i¢in diistik

eksoksilanaz veya B-ksilosidaz etkinligi olmalidir (Chakdar ve ark., 2016).
1.5. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Comak sekilli endospor olusturan Bacillus’lar olup diisik GC igerikli Gr pozitif
bakteriler olan Firmicutes’leri iiyesidir. Bacillus cinsleri ilk olarak Ferdinand Cohn
tarafindan 1872’de tanimlanmis ve smiflandirilmistir. Biiyiik bir genetik cesitlilikle
birlikte ¢cogunun patojenik olmadig: diisiiniilen 60’dan fazla tiir ile temsil edilmektedir.
Bacillus tiirleri 16S rRNA filogenisi veya fenotipik 6zelliklere gore bes veya alt1 gruba
ayrilabilmektedir. Bacillus cinsleri bilim diinyasinin ilgisini ¢eken tiir gesitlerini
icermektedir. Bu ya (1) biyoteknolojik iiriinlerin (bocek toksinleri, peptit antibiyotikler,
deterjanlar icin enzimler) yapimi gibi endiistriyel uygulamalar, ya da (2) bakteriyel

hiicresel farkliliklarin ¢alisilmasi i¢in model bir sistem olarak spor gelisimi ve
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dekontamine ajanlar veya muamelelere karsi direng, (3) belli tiirlerin insan patojeni
olmasindan ileri gelmektedir (Weidmann ve Zhang, 2011). Optimum gelisim
sicakliklarina bakildiginda, cinsin iiyeleri -5°C’den 75°C’ye kadar genis sicakliklarda;
2-11 gibi genis bir pH araliginda gelisimlerini siirdiirmektedir (Lin, 1997). Cevre
kosullarina karsi genis tolerans ile endiistriyel degere sahip biyoteknolojik tirlinlerin
eldesinde bilim insanlarinin en ¢ok calisma yaptigi tiirleri icermektedir.

Bu sebeple ¢alismamizda, ksilanaz {iretici yabani tip Bacillus spp. suslarinin izolasyonu,
sivi fermantasyon ortamindan ekstraseliiler enzim saflastirilmasi ve karakterizasyonu

amaglanmstir.

1.6. Kaynak Ozetleri

Gupta ve Kar (2009), termofilik bir Bacillus susu kullanarak ksilozun, ksilanaz tiretimi
tizerindeki etkileri karbon kaynagi olarak misir kocani ve bugday kepegi igeren kat faz
fermantasyonu ve batik kiiltiir fermentasyonunda incelenmistir. Fermentasyon ortami ya
maya Oziiti yada mineral tuz c¢ozeltisi ile desteklenmistir. Kati faz fermantasyon
kosullarinda mineral tuz ¢ozeltisi ile desteklenmis bugday kepegi iceren ortamda
ksilozun %44.01 oraninda ksilanaz sentezini uyardigi belirlenmistir. Ancak maya 6ziitii
desteklenmis ayn1 kosullarda ise enzim aktivitesinin %12.89 azaldig1 saptanmistir. Hem
maya Oziiti hem de mineral tuz ¢ozeltisi ile desteklenen batik kiiltiir fermantasyon
kosullarinda ise sirasiyla enzim iretimi %41.38 ve % 27.47 arttirildig1 ortaya
konmustur.

Roy ve Rowshanul (2009), Rajshahi Universitesi kampiisiiniin farkli alanlarindan
aldiklar1 toprak numunelerinden 12 Bacillus spp. izole etmis ve suslarin ksilanaz
aktivitelerini arastirmiglardir. Bacillus cereus olarak tiplendirilen susdan elde edilen
kiiltiir stipernatantini kullanarak amonyum siilfat presipitasyonu, DEAE-sefaroz, Fenil-
5PW ve Hidroksiyapatit kolon kromatografisi kombinasyonu ile ksilanaz
saflagtirlmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerleri sirasiyla
40°C ve 6.0 olarak belirlenmistir. Ksilanazin ortalama molekiiler agirligr 32 kDa olan
tek bir band ile karakterize edilmistir.

Bajaj ve Manhas (2012), karbon ve nitrojen kaynagi olarak tarimsal atiklar1 kullanarak
Bacillus licheniformis P11(C) bakteriyel izolattan amonyum siilfat presipitasyonu ve

DEAE-sefaroz kromatografisi kullanilarak saflastirdiklar1 ksilanaz enziminin, pH 5-11
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ve 40-100°C araliginda aktivite gosterdigini belirlemislerdir. SDS-PAGE ve zimogram
analizlerinde 17.5 ve 23 kDa agirliginda ksilanaza ait iki protein band1 saptanmastir.
Kamble ve Jadhaw (2012), Bacillus arseniciselenatis DSM 15340 susuna benzer yeni
termoalkalofilik Bacillus tiiriinden, karbon kaynagi olarak bugday kepegi kullanarak
kat1 faz fermantasyon kosullarinda ekstraseliiler ksilanaz {iretimini amaglamistir.
Amonyum siilfat saflagtirnlmast ve iyon degisim kromatografisi kullanarak
saflagtirdiklar1 ksilanazin, ortalama molekiiler agirlig1 29.8 kDa olarak hesaplanmustr.
Enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik ve pH sirasiyla, 50°C ve 8.0 olarak
belirlenmistir.

Maity ve ark. (2012), enzim temelli teknolojiler ile kagit atiklarinin geri doniistimii
prosesleri i¢in, Bacillus sp. CKBx1D susundan saflastirilan ksilanaz enzimini
kullanmayr amaglamiglardir. Batik kiiltiir fermantasyon kosullarinda, 36 saatlik
inkiibasyon sonunda 480 U/mL aktivite belirlemislerdir. 35.28, 28.63 ve 18.94 kDa
agirliginda iic izomerden olusan ksilanaz sistemini saptamiglardir. Calkalamali
kosullarda 35°C ve pH 6.8’de, 47.2 saatlik inkiibasyonda en iyi miirekkep giderme
aktivitesini gosterdigi ortaya konmustur.

Ho ve Heng (2015) tarafindan B. subtilis ATCC 6633 susu bugday kepegi, piring
kepegi, hurma ¢ekirdegi, arpa kabugu, misir kogani, talas ve ananas kabugu iceren
karbon kaynagi olarak tarimsal oziitler ile desteklenmis optimize gelisim kosullarinda,
en yiiksek ksilanaz aktivite, bugday kepegi ve soya kabugu varliginda 48 saatlik
inkiibasyonu takiben 11.968 + 1.419 U/mL olarak hesaplanmistir.

Irfan ve ark. (2016), batik fermantasyon prosesleri kullanarak siirecinde Bacillus
tiirlerinden ksilanaz tliretimi igin kiiltiirel ve beslenme kosullarin1 optimize etmislerdir.
250 mL'lik siselerde ve ¢alkalamali kosullarda (140 rpm) siirdiiriilen baslangig pH's1 8,
%2 inokiilim ve substrat konsantrasyonunda 35 C’de 48 saatlik fermantasyon sonucu
Bacillus subtilis’ten en yiiksek ksilanaz iiretimini gergeklestirmislerdir. Siikroz,
(NH4)2SO4 ve peptonun bir karbon ve azot kaynagi olarak eklenmesi ile de enzim
iretiminin arttigini rapor etmislerdir. Bacillus megaterium susu igin ise, ayni1 baslangi¢
pH’da %1,5 inokiilim ve substrat konsantrasyonunda 40 C’de 72 saatlik fermantasyon

sonucu en yiiksek ksilanaz liretimi saptanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu calismada ksilanaz iiretici Bacillus cinsi bakteriler aseptik kosullarda alinan Kilis
toprak Orneklerinden izole edilmistir. Bu tezde enzim iireten suslarinin belirlenmesi,
izolasyonu, tanimlanmasi, enzimin kismi saflastirilmast ve karakterizasyonu
calismalarinda, ¢esitli besiyerleri, tampon ¢ozeltiler, ve pH metre (Starter 3000), steril
kabin (Class 2), su banyosu (JSWB-22T), yag banyosu, UV/VIS spektrofotometre
(TETRA) otoklav (JSAC-40), etiiv (JSOF-050), ¢alkalamali inkiibatér (JSSI-200C),
santrifiij (MIKRO 220R), 151k mikroskobu (Leica), SDS-PAGE (CLEAVER-CVS10)

cihazi ile temel laboratuvar malzemeleri kullanilmigtir.

2.1.1. Kullanilan besiyerleri
2.1.1.1. Ksilanaz aktivite besiyeri

Kat1 besiyerinde ksilanaz aktivitesi gosteren mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in

kullanilmistir (Mahilrajan ve ark., 2012).

Cizelge 2.1. Ksilanaz aktivite besiyeri igerigi

Besiveri icerigi (g/L)
Nutrient agar 28
Ksilan 20

Yukarida belirtilen besiyeri bilesimi distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH’s1 7.0

ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edilmistir.

2.1.1.2. Nutrient agar besiyeri

Bacillus suslarinin izolasyonu ve ksilanaz aktivitesi gosteren mikroorganizmanin

stoklanmasi i¢in kullanilmistir.

Cizelge 2.2. Nutrient agar igerigi

Besiyeri icerigi (g/L)

Et peptonu 5
Et oziitii 3
Agar 15
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Yukarida verilen besiyeri igerigi distile su igerisinde c¢oOziindiikkten sonra pH’si
7.0+£0.2’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten sonra

kullanilmustir.

2.1.1.3. Kongo kirmiz1 igeren siv1 besiyeri
S1v1 besi ortaminda bakterilerin ksilanaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir (ince,

2006).

Cizelge 2.3. Kongo kirmizisi i¢eren sivi besiyeri igerigi
Besiyeri icerigi (g/L)

NaCl 5
Maya o6ziitii )
Tripton 5
Ksilan 5
Kongo krimizisi 0.125-0.150

Yukarida belirtilen besiyeri icerigi distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH’st 7.0°a
ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten sonra
kullanilmastir.

2.1.1.4. Enzim fermantasyon ortami

Sivi besi ortaminda ksilanaz tiretimi i¢in kullanilmistir (Mahilrajan ve ark., 2012).

Cizelge 2.4. Enzim iiretim ortami igerigi
Besiyeri icerigi (g/L)

(NH4)2S0,4 2
K,HPO, 2.5
KH,PO4 1
NaCl 0.1
MgCl,.6H,0 0.005
CaCI2.2H20 0.005
FeCls 0.005
Maya 6ziitii 2.5
Pepton 2
Ksilan 20

Yukarida belirtilen besiyeri igerigi distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH’s1 7.0’a
ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten sonra

kullanilmistir.
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2.1.1.5. Leura-Bertani besiyeri
Stok kiiltiirlerin hazirlanmasi asamasinda mikoorganizmanin aktiflestirilmesi i¢in ve

enzim iiretim proseslerinde On iiretme ortami olarak kullanilmistir.

Cizelge 2.5. LB besiyeri igerigi
Besiveri icerigi (g/L)

NaCl 10
Maya oziitii 5
Tripton 5
Agar 15

Yukarida verilen besiyeri igerigi distile su igerisinde c¢oOziindiikkten sonra pH’si
7.5£0.22°ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dak steril edildikten
sonra kullanilmistir.

2.1.2. Kullanilan ¢6zeltiler

2.1.2.1 Gram boyama i¢in kullanilan ¢ozeltiler

2.1.2.1.1. Kristal viyole

Kristal viyole 059

Damaitik su 100 mL

2.1.2.1.2. Sulu karbol fuksin (sulu fuksin)

Bazik fuksin 19
Saf su 1000 mL

Bu ¢ozeltinin 10 mL’si 100 mL saf su ile sulandirilarak sulu fuksin hazirlanmistir.

2.1.2.1.3. Gramin iyodiir ¢ozeltisi

Iyot 19
Kl 290
Saf su 300 mL

2.1.3. Enzim aktivite tayininde kullanilan ¢6zeltiler

2.1.3.1. 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH:7.0)
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0.2 M Nay;HPO4 ve 0.2 M NaH,POq ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanarak sirasiyla 39 ve 61
mL karistirilmis ve tamponun pH’s1 7.0’a ayarlanarak kullanilmistir.
2.1.3.2. DNS Cozeltisi

Reaksiyon ortaminda olusan indirgen seker miktar1 ile oOlgililen enzim aktivitesi,
tayininde kullanilan bu ¢ozelti, 0.3 g DNS 15 mL saf suda ¢ozilinerek, tizerine oncelikle
9 g sodyum potasyum tartarat tetrahidrat yavas yavas ilave edilmis, 6 mL 2N NaOH ve
9 mL saf su eklenmistir. +4°C’de muhafaza edilen bu ¢6zelti en ¢ok 2 hafta saklanarak
kullanilmistir (Miller, 1959; Ince, 2006; Sentiirk, 2013).

2.1.3.3. Substrat ¢ozeltisi

%1°lik olacak sekilde ksilan 0.2 M sodyum fosfat (pH 7.0) tamponunda ¢dziindiiriilerek
isitilmig, 2-3 dakika kaynatildiktan sonra oda sicakliginda manyetik karistiriciyla
karistirilarak elde edilmistir. Bu ¢ozelti 4°C°da kullanilana kadar depolanmistir (ince,
2006).

2.1.4. Kat1 besiyerinde ksilanolitik aktivite i¢in kullanilan ayiraglar

2.1.4.1. Kongo kirmizis1 ayiraci igerigi

1 g Kongo kirmizi 100 mL distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek kallanilmistir (Sart,
2016).

2.1.1.4. Yikama ¢ozeltisi(NaCI)

1 g NaCl 100 mL distile su igerisinde ¢6ziindiirtilerek kullanilmistir (Sar1, 2016).

2.1.5. Protein miktar1 analizinde kullanilan ayiraglar

Total protein miktar1 analizlerinde kullanilan ayraglar Lowry ve ark. (1951)’e gore

hazirlanmstir.

Ayra¢ A: 2 g NayCOj tartilarak 0,1 N NaOH i¢inde ¢oziinmesi ile %2’lik Na,COg3
¢Ozeltisi hazirlanmistir.
Ayra¢ B1: 1 g CuSO4.5H,0’1in 100 mL saf suda ¢oziinmesi ile % 1’lik CuSO4.5H,0

¢Ozeltisi hazirlanmistir.
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Ayrac¢ B2: 2 g Na-K-Tartarat 100 mL saf suda ¢6ziinmesi ile % 2’lik Na-K-Tartarat
¢ozeltisi hazirlanmustir.

Ayrac¢ C: Kullanilmadan 6nce 50 hacim ayrag A+1 hacim esit oranda karistirilan ayrag
B1 ve B2’nin karistirilmasi ile hazirlanmastir.

Folin-Ciocalteu Cozeltisi: 1’e 1,5 oraninda saf su ile seyreltilerek kullanilmasindan

hemen 6nce hazirlanmistir.
2.1.6. SDS-PAGE clektroforez i¢in kullanilan ¢ozeltiler

2.1.6.1. Soliisyon A (monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi)

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid bir miktar distile suda ¢dziindiikten sonra son
hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Buzdolabinda 4°C’de koyu
renkli/kahverengi sisede saklanmistir. Akrilamid norotoksik bir madde oldugundan
kullanirken eldiven ve maske takilmalidir (Bollag ve ark, 1996; Stimengen, 2011).
2.1.6.2. Soliisyon B (4X)

75 mL 2 M Tris-HCI (pH 8.8), 4 mL %10’luk SDS ve 21 mL distile su karisimindan
olusur. Buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir (Bollag ve ark, 1996; Stimengen, 2011).
2.1.6.3. Soliisyon C (4X)

50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 mL %10’luk SDS ve 46 mL distile su karisimindan
olusur. Buzdolabinda 4°C’de saklanmistir (Bollag ve ark, 1996; Stimengen, 2011).
2.1.6.4. %10 SDS

10 g SDS distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda saklanmigtir
(Bollag ve ark, 1996; Siimengen, 2011).

2.1.6.5. %10 Amonyum perstilfat (AMPS)

SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasinda polimerizasyon baglatict olarak kullanilmustir.
0,5 g Amonyum Persiilfat distile su ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Bu c¢ozelti

kullanimdan hemen 6nce hazirlanmalidir (Bollag ve ark, 1996; Siimengen, 2011).
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2.1.6.6. TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene-ethylenediamine)
Polimerizasyonun gergeklesmesi i¢in katalizor olarak kullanilmistir.

2.1.6.7. Ornek yiikleme tamponu (62,5 mM Tris (pH 6.8), %2 SDS, %10 gliserol, 0,72
M 2-B-merkaptoetanol, %0,05 bromfenol mavisi)

0,075 g Tris 5 mL distile suda ¢oziindiikten sonra HCI ile pH 6.8’¢ ayarlanmis ve 0,2 g

SDS, 1 mL gliserol, 0,0855 mL 2-B-merkaptoetanol, 0,005 g bromfenol mavisi

eklendikten sonra distile su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Kullanilacak hacimlere

boliinerek derin dondurucuda (-20°C) saklanmistir (Bollag ve ark, 1996; Siimengen,

2011).

2.1.6.8. Yiiriitme tamponu (0,025 M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH 8.3)

3 g Tris, 14,4 g glisin, 1 g SDS tartildiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanmuistir.
Buzdolabinda 4°C’de saklanmistir (Bollag ve ark, 1996; Siimengen, 2011).

2.1.6.9. Coomassie Brillant Blue R-250 boyama ¢6zeltisi

SDS-PAGE jelinin elektroforez isleminden sonra boyanmasi ve protein bantlariin
goriiniir hale gelmesi amact ile kullanilmistir. 1 g Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi
500 mL metanolde ¢oziindiiriildiikten sonra 100 mL asetik asit (glasiyel) eklenerek
cozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. Oda sicakliginda (6 ay) saklanabilir

(Bollag ve ark, 1996; Stimengen, 2011).

2.1.5.10. Yikama (baglanmamis boyay1 uzaklastirma) ¢ozeltisi

SDS-PAGE jelinin Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyandiktan sonra jeldeki boya
fazlaliginin geri alinarak bantlarin netlesmesi amaci ile kullanilmistir. 125 mL metanol,
175 mL asetik asit ve 2200 mL distile su karistirilarak hazirlanmistir. Oda sicakliginda
1 ay saklanabilir (Bollag ve ark, 1996; Stimengen, 2011).

2.1.6. Diyaliz tlipti aktiflestirmek i¢in tampon

%2 NaHCO; ve %0,5’lik EDTA igeren aktiflestirme tamponu diyaliz tiiplerini
aktiflestirmede kullanilmistir.  Aktiflestirilen tiipler %?20’lik etenolde +4°C’de
saklanilmigtir (Temizkan ve Arda, 2004).
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2.1.7. SDS-PAGE’nde zimogram analizi i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Renatiirasyon Soliisyonu-1 (pH 7.5): 10mM Tris, 5SmM B-Merkaptoetanol ve %20
izoproplanol karistirilarak hazirlanmistir.

Renatiirasyon Soliisyonu-2 (pH 7.5): 50mM Tris, 5mM [-Merkaptoetanol ve 1mM
EDTA karistirilarak hazirlanmstir.

Renatiirasyon Soliisyonu-3 (pH 6.8): 50mM sodyum fosfat tamponu (Aygan, 2008).

2.1.8. pH Aktivitesi i¢in kullanilan tamponlar

2.1.8.1. Glisin HCI tamponu

Ksilanazin pH 2.4-2.8’deki aktivitesini saptamak amaciyla hazirlanmistir. Tampon
hazirlanmasinda 0,2 M glisin ¢ozeltisi(15.01 g/L), 0,2 M HCI ¢ozeltisi ve distile su ile

istenilen pH degeri i¢in asagida verilen oranlarda karistirilarak tampon hazirlanmistir

(Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 2.6. Glisin tamponun bilesenleri

pH 0.2 M Glisin (mL)
2.4 16.2
2.8 8.4

2.1.8.2. Sitrat tamponu

Ksilanazin pH 3.0-5.8 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir.
Tamponun hazirlanmasinda 0,1 M sitrik asit ¢6zeltisi (21,01 g/L), 0,1 M sodyum sitrat
cozeltisi (29,41 g/L CeHs07Nasz.2H,0) ve distile su istenilen pH degeri icin asagida

verilen oranlarda karsilagtirilarak tampon hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 2.7. Sitrik asit tampon ¢ozeltisinin bilesenleri

pH 0.1 M Sitrik asit 0.1 M Sodyum sitrat
(mL) (mL)

3.0 46.5 3.5

3.4 40 10

3.8 30 15

4.2 315 18.5

4.6 25.5 24.5

5.0 20.5 29.5

5.4 16 34

5.8 11.8 38.2
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2.1.8.3. Sitrat fosfat tamponu

Ksilanazin pH 6.2-6.6 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir.
Tampon hazirlanmasinda 0,2 M sitrik asit (19.21 g/L), 0,2 M dibazik sodyum fosfat
(53.65 g/L) cozeltisi ve distile su ile istenilen pH degeri i¢in asagida verilen oranlarda

karistirtlarak tampon hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 2.8. Fosfat tamponu bilesenleri
pH 0,2 M Sitrik asit 0,2 M Dibazik sodyum fosfat

(mL) (mL)
6.2 16.9 33.1
6.6 13.6 36.4

2.1.8.4. Fosfat tamponu

Ksilanazin pH 7.0°daki aktivitesini saptamak amaciyla hazirlanmistir. Tampon
hazirlanmasinda 0,2 M monobazik sodyum fosfat (27.8 g/L), dibazik sodyum fosfat
cozeltisi (53.65 g/L) ve distile su ile istenilen pH degeri i¢in asagida verilen oranlarda

karistirilarak tampon hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 2.9. Fosfat tamponu bilesenleri.
pH 0,2 M Monobazik sodyum 0,2 M Dibazik sodyum
fosfat (mL) fosfat (mL)
7.0 19.5 30.5

2.1.8.5. Tris HCI tamponu

Ksilanazin pH 7.6-9.0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir.
Tamponun hazirlanmasinda 0,2 M Tris ¢ozeltisi (24,2 g/L), 0,2 M HCI ¢ozeltisi ve
distile su ile istenilen pH degeri i¢in asagida verilen oranlarda karistirilarak tampon

hazirlanmistir (Temizkan ve Arda 2004).

Cizelge 2.8. Tris tampon ¢ozeltisinin bilesenleri.

pH 0.2 M Tris
(mL)
7.4 20.7
7.8 16.25
8.2 10.95
8.6 6.1
9.0 2.5
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2.1.8.6. Karbonat bikarbonat tamponu

Ksilanazin pH 9.2-10.7 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmustir.
Tamponun hazirlanmasinda 0,2 M susuz sodyum karbonat ¢6zeltisi (21,01 g/L), 0,2 M
sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (29,41 g/L) ve distile su istenilen pH degeri igin asagida

verilen oranlarda karistirilarak tampon hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 2.9. Karbonat-Bikarbonat tampon ¢6zeltilerinin bilesenleri
pH 0.2 M Susuz Sodyum 0.2 M Sodyum Bikarbonat

Karbonat (mL) (mL)
9.4 4,75 20.25
9.8 21 14
10.2 16.5 8.5
10.6 21.25 3.75

2.1.9. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) icin kullanilan c¢ozeltiler

Yiriitiici sistem olarak n-butanol; etanol; distile su (5:3:2) (v/v/v)’dan olusan tampon
kullanilmis olup, TLC plakalarinin boyanmasi igin etanol igerisinde ¢ozdiiriilmiis

%50’lik siilfirik asit ¢ozeltisi kullanilmistir (Kamble ve Jadhav, 2012).

2.2. Yontem
2.2.1. Enzim iiretici suslarin izolasyonu igin materyal toplama

Kilis 7 Aralik Universitesi kampiis gevresi topragmin iist yiizeyi temizlendikten sonra
steril bir spatula ile yaklasik 5 cm derinlikten 10’ar gram olacak sekilde toprak Ornegi
alimmistir. Alinan 6rnekler kullanilincaya kadar +4°C’de cam steril siserlerde muhafaza

edilmistir ve Bacillus spp. izolasyonu i¢in materyal olarak degerlendirilmistir.

2.2.2. Bacillus spp. izolasyonu

Toprak orneklerinden Bacillus spp. izole etmek icin 1’er gr tartilarak, 9 ml steril saf
suda ¢oziinmesi saglanmistir. Vorteksle iyice karigtirildiktan sonra oda sicakliginda
yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Siispansiyon 65 “C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe
edilmistir. Seri diliisyonlar hazirlanmis ve 1073, 10”° ve 10°® sulandirma katsayilarindan
100 pL almip nutrient agar besiyerine yayma preparasyon seklinde inokiile edilmistir.
24-48 saat 37°C’de inkiibe edilen petri plaklarindan secilen izolatlar Gr boyanma

karakterleri yoniinden test edilmistir.
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2.2.3. Gram boyama

1. Lamin her iki ylizeyi bunzen beki alevinden gegcirilerek steril edilmistir.

2. 24 saatlik taze bakteri Kiltiirinden 6ze ile 6rnek aliarak bir damla saf su ile lam
lizerine yayilan bakteri kiiltiiriiniin havada kurumasi saglanmistir. Ornek lamim iist
yiizeyinde kalacak sekilde, lam 3 defa alevden gecirilerek fiziksel tesbit yapilmistir.

3. Lam boya kabina konarak, kristal viyole ile 1 dakika boyanmistir. Ve saf su ile
yikanmistir.

5. Lam {iizerinde kalan boya iizerine lugol (Gr iyodiir) ilavesi yapilmis ve 1 dakika
bekletilmistir.

6. % 95' lik etil alkol ve saf su ile boya akmayincaya kadar yikama islemi yapilmistir.

7. Bu islemden sonra lam iizerine zit boya (sulu fuksin) dokiilerek 30-60 saniye kadar
bekletilmistir. Boya dokiiliip, lam yikanarak kurulanir. Bir damla immersiyon yagi

damlatilarak 100’liik yas objektifte incelenmistir.

2.2.4 Bakteri stoklanmasi

Gr boyanma karakteri agisindan Bacillus spp. oldugu belirlenen suslar enzim tiretim
caligmalarinda kullanilmak amaciyla muhafaza edilmistir. LB brothda 37°C’de
gelistirilmis 1 gecelik taze kiiltiirlerden 6rnek alinarak, toplam hacmin %30’u steril
gliserol olan steril ependorf tiiplerine eklenip -20°C’de saklanmustir. Yanisira suslar
Nutrient Agar igeren tiiplere egik kati seklinde hazirlanmis kiiltiirlere her 6 ayda bir

pasajlama yapilarak da stoklanmustir.

2.2.5. Ksilanaz iiretici Bacillus spp.’lerin belirlenmesi

Gr pozitif oldugu belirlenen izolatlar, Cizelge 2.1°de belirtilen besiyerine nokta ekim
seklinde inokiile edilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben plaklar kongo
kirmizis1 ayiract eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kongo
kirmizis1 ayiract dokiilerek 1 M’lik NaCl ¢ozeltisi ile 5 dakika yikanan petri plaklarinda
ksilanaz iiretici bakterilerin izolasyonu i¢in, kolonilerin etrafinda seffaf zonlarin varlig
incelenmistir (Attri ve Garg, 2014). Seffaf zon goésteren suslar nutrient agarda
stoklanarak, Cizelge 2.3’de belirtilen sivi fermantasyon ortamina ksilanaz aktivite
taramasi icin inokiile edilmistir. 37°C’de 24-48 saatlik inkiibasyon siiresince kiiltiirlerde

kirmizidan sariya renk degisimleri test edilmistir (Ince 2006).

26



2.2.6. S1v1 fermantasyon ortaminda ksilanaz tiretimi

Ksilanaz tiretici izolat taramalarinda, kolonilerinin etrafinda seffaf zon gozlenen ve sivi
besiyerinde renk degisimi gozlenen suslardan enzim iiretim ig¢in, igersinde Cizelge
2.4’de belirtilen 5 mL sivi fermantasyon ortami bulunan tiiplere inokiile edilerek
37°C’de 24 saat 180 rpm’de calkalamali kosullarda 6n inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonu takiben, 95 mL ayni1 besiyeri igeren 500 mL’lik burgulu kapakl siselere 5
mL’lik kiltiir aktarilarak 37°C’de 180 rpm calkalama hizinda 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Siire sonunda kisim 2.2.5° de belirtilen saflagtirma basamaklari

uygulanmigtir.

2.2.7. Diyaliz tiiplerinin aktiflestirilmesi

Aktiflestirme tamponu igerisindeki diyaliz tiipleri su banyosunda 10 dak. kaynatilmistir.
Diyaliz tiiplerinin tampondan arindirilmasi i¢in 2 kez saf su igerisinde kaynatildiktan
sonra setril kosullarda alinarak, saklama soliisyonu igerisinde kullanilana kadar +4°C’de

saklanmigtir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.2.8. Ksilanazin kismi saflastirilmasi

Calkalamali kosullarda 24-48 saatlik inkiibasyonu takiben kiiltiir, steril falkon tiiplere
aliarak 5500 rpm’de +4°C’de 20 dak santrifiij edilmistir. Santrifujleme sonrasinda
pelletten ayrilan hiicre serbest siipernatant steril falkon tiiplerine aktarilarak ham enzim
preparati olarak degerlendirilmistir.

Alkol presipitasyonu i¢in, siipernatant %96’lik soguk etanol ile toplam hacim 50 mL
olacak sekilde 1:9 oraninda kanstirilarak 1 gece -20°C’de bekletilmistir. Alkol
siispansiyonu 5500°’rpm de +4°C’de 30 dak santrifiij edildikten sonra pellet halinde
konsantre edilmis enzim 0.2 M Na-fosfat tamponunda (pH 7.0) ¢oziinerek aktivite
analizlerinde kullanilmak {izere +4°C’de saklanmuistir.

Santrifiijleme ile elde edilen silipernatanttaki ksilanazin, tuz ¢oktiiriilmesi i¢in susuz son
hacim %70-80 olacak sekilde amonyum siilfat kullanilmistir. Siipernatanta yavas yavas
eklenen amonyum siilfat siipernatant i¢cinde tamamen ¢6ziindiikten sonra 4°C’de 24 saat
manyetik karistiricida karistirilarak, proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Karisim 4 °C’de,
5500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek elde edilen pellet, 0,2 M Na-fosfat tamponu

(pH 7.0) igerisinde ¢ozdiirilmistiir. Ortamdaki amonyum siilfat tuzunun uzaklastirmak
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icin aktiflestitilmis diyaz tiiplerine alinan silispansiyon, diyaliz tamponu birer saat
araliklarla degistirilerek +4°C’de ayn1 tampon ¢ozeltiye kars1 24 saat diyaliz edilmistir.
Diyaliz sonrasi tiip igerisindeki siispansiyon aktivite tayininde kullanilmak iizere

+4°C’de saklanmustir.

2.2.9. Ksilanaz aktivitesi i¢in kalibrasyon egrisinin belirlenmesi

Ksilanaz aktivitesi, enzim ve substrat reaksiyonu sonunda ortayan ¢ikan iiriin miktari
cinsinden ¢izdirilen kalibrasyon egrisinden elde edilen egim degeri ile hesaplanmustir.
15-300 pumol/L konsantrasyon araliginda standart ksiloz ¢ozeltileri kullanarak enzim
akitivite tayininde belirtilen prosediire gore kalibrasyon egrisi ¢izdirilmistir.
Hazirlanmis konsantrasyonlarin absorbans degerleri arasindaki dogrusal iligski Sekil

2.1°de verilmistir.

0,500
0,450 ~ y = 0,0015x
0,400 - R?=0,9952
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -

0!000 T T T T T T 1
0] 50 100 150 200 250 300 350

Absorbans (540 nm)

Ksiloz Konsantrasyonu {umol/L)

Sekil 2.1. Ksilanaz aktivite tayini i¢in ¢izdirilen kalibrasyon egri grafigi
2.2.10. Ekstraseliiler ksilanaz aktivite tayini

Ham enzim preparatinin 0.5 mL’si 0.5 mL substrat ile karigtirildiktan sonra 60°C’de 4
dak. bekletilmistir. Karistma 1 mL DNS c¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon durdurulmus
ve kaynar su banyosunda 5 dak. bekletilen tiipler soguk su banyosunda sogutulmus ve 5
mL saf su ilavesini takiben 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi
dl¢iilmiistiir (Ince, 2006). Bu ydntem siipernatant, alkol preisiptasyonu ve tuz ¢oktiirme

ile elde edilen tiim enzim preparatlar1 i¢in uygulanmistir.
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1 U (linite) ksilanaz aktivitesi; optimal kosullar altinda, 1 dakikada substratin (ksilan)
hidrolizi ile umoL cinsinden indirgen sekerin agiga ¢ikmasi i¢in gerekli enzim miktari
olarak tanimlanmustir (Silva ve ark., 2005). Ve asagidaki formiile gore aktivite hesabi

yapilmustir.

Aktivite hesab1: W*V*Seyreltme faktori/VE*T

W: A¢iga ¢ikan ksiloz miktar1 (OD540/ Standart grafikten elde edilen egim)
VE: Enzim hacmi

V: Reaksiyon ¢ozeltisi hacmi

t: Reaksiyon siiresi

2.2.11. Protein miktar tayini

Enzim preparatlarindaki protein miktarlar1 Lowry ve ark. (1951) tarafindan bildirilen
metoda gore yapilmistir. Bu metoda gore sigir serum albiiminin saf suda 100-200-400-
600-800-1000 pg/mL olacak konsantrasyonlarda standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Standart ¢ozeltilerden ve drneklerden 0.3 mL alinarak 3 mL ayirag¢ C ile karistirilmistir.
Ve 15 dak oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Renklendirme ¢ozeltisi olarak
inkiibasyon siiresini takiben karigama 0.3 mL Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek, 30 dak.
bekletilen Ornekler protein igcermeyen kore karst 750 nm absorbansta okutulmustur.
Standart ¢ozeltideki protein miktarlarina karsilik okunan absorbans degerleri arasindaki
dogrusal iliski Sekil 2.2°de verilmistir. Elde edilen egim degerinden enzim

orneklerindeki total protein miktar1 hesaplanmaistir.
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Sekil 2.2 Protein miktar tayini i¢in kalibrasyon egri grafigi
2.2.12. Enzimin optimum pH degerlerinin belirlenmesi

Kismi saflastirma yontemi ile elde edilen enzimin optimum aktivite gosterdigi optimum
pH degerinin saptanmasi i¢in hazirlamis oldugumuz Sitrat (pH 3.0-5.8), Glisin (pH 2.4-
2.8), Tris-HCI (pH 7.4-9.0), Sitrat fosfat (pH 6.2-6.6), Fosfat (pH 7.0) ve Karbonat
bikarbonat (pH 9.4-10.6) tamponlar1 kullanilmistir. farkli pH degerlerindeki tampon
igerisinde %1°lik (w/v) ksilan substrat ¢ozeltisi hazirlanarak aktivite analizlerine

belirtilen tayin metoduyla aktivite belirlenmistir.

2.2.13. Enzimin optimum sicaklik degerinin saptanmasi

En yiiksek aktivitenin hesaplandigt pH degerindeki tamponda hazirlanmis substrat
cozeltisi ile enzim, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C,
120°C sicakliklarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben aktivite tayini yapilmustir.
Optimum sicaklik saptanmasi i¢cin 20°C-80°C araligindaki sicakliklarin inkiibasyonu

i¢in su banyosu, 90°C-120°C araligindaki sicakliklar i¢inde yag banyosunda yapilmistir.

2.2.14. Enzimin termal stabilitesinin saptanmasi

Termal stabilitesinin saptanmasi i¢in optimum sicakligin belirlendigi sicaklikta 0-5-10-
15-20-25-30 dakika enzim o6n inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyonu takiben

optimum aktivitenin gerceklestigi pH degerinde hazirlanmis substrat ve enzim
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karistirilarak optimum aktivitenin belirlendigi sicaklik degerinde aktivite analizi

uygulanmigtir.

2.2.15. SDS-PAGE yontemi ile enzim molekiiler agirliklarinin saptanmasi

Laemmli (1970), tarafindan bildirilen yontem esas alinarak SDS-PAGE analizleri ile

ksilanazin molekiiler agirlig belirlenmistir.

2.2.15.1. Ayrilma jelinin hazirlanmasi (%12’lik)

Ayirma jeli, soliisyon A tamponundan 5 mL, Sol B tamponundan 8 mL ve 7 mL saf su
eklenerek karigim 5 dakika degaz islemi yapilarak oksijen uzaklagtirilirmistir. Karigima
TEMED (15 pL) ve %10’luk AMPS’den (60 pL) eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan
jel enjektor yardimiyla jel kasetlerine yeterli miktarda eklenmistir. Jelin st yilizeyi
atmosferik oksijenin jele difiizyonunu engellemek ve diizgiin bir ylizey elde etmek igin
ince bir saf su tabakasi ile kapatilmis ve oda sicakliginda 30 ile 60 dakika

polimerizasyon i¢in beklenmistir (Bollag ve ark, 1996; Siimengen, 2011)

2.2.15.2. Yiikleme jelinin hazirlanmasi (%5°1ik)

Soliisyon A tamponundan 1.5 mL, Sol B tamponundan 2.25 mL ve 5.25 mL saf su,
TEMED (10 pL) ve %10’luk AMPS’den (30 uL) eklenerek hazirlanan yiikleme jeli,
polimerize ayrima jelinin {iizerine enjektdr yardimi ile dokiilmiistir. Yiikleme
kuyucuklarinin olusmasi i¢in tarak eklenmis ve jelin donmasi i¢in oda sicaklikliginda
30-60 dakika bekletilmistir. Polimerizasyon siiresi tamamlandiktan sonra tarak
kuyucuklarin bozulmamasima dikkat edilerek yavasca bir taraftan baglayarak

kaldirilmigtir (Bollag ve ark, 1996; Siimengen, 2011).

2.2.15.3. Ornegin ve standartin hazirlanmasi

Saflagtirilmis enzim ve 6rnek yiikleme tamponuna esit hacimde ependorf tiipii igerisinde
kanigtirildiktan sonra 5 dakika 95°C’de kaynar su banyosunda bekletilerek denatiire

edilen proteinler jele yiikklenmeye hazir hale getirilmistir (Stimengen, 2011).
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2.2.15.4. Enzim orneklerinin SDS-PAGE jeline yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Saflagtirilmis protein 6rnegi 20 uL, marker protein 5 puL alinarak jel kuyucuklarina
yiiklenmistir. 10.5-75 kDa arasindaki agirlikta protein molekiil igeren Opti-Protein (Cat
G252) marker olarak kullanilmistir. Yikleme islemi tamamlandiktan sonra kaset
elektroforez tankina yerlestirilmistirtir. Isaretli yere kadar yiiriitme tamponu
doldurulmus eletroforez sistemi gii¢ kaynagina baglanarak ilk yarim saat 90 V sonra

120 V akimda yaklasik 6 saat kadar yuriitiilmstiir.

2.2.15.5. SDS-PAGE jelinin boyanmasi ve goriintiilenmesi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra dikkatlice ¢ikarilan jel ve CBB R-250 ile 2
saat boyunca oda sicakliginda g¢alkalayici iistiinde boyanma igslemi yapilmistir. Boyanin
fazlasinin alinmasi i¢in boyay1 geri alma ¢ozeltisine alinarak calkalayici lizerinde 1 gece
kadar bekletilmistir. Net bir goriintii alabilmek i¢in %10 gliserollii su iginde 3 saat
bekletilerek saydamlastirilmistir. Protein Orneklerine baglanan boya ve jelin diger
bolgelerindeki boyanin uzaklastirilmas: ile bantlarin  ¢iplak  gozle goriinmesi

saglanmistir (Stimengen, 2011).

2.2.16. SDS-PAGE jelinde zimogram analizi

SDS-PAGE jelinde enzimin aktivasyonun belirlenmesi i¢in uygulanan zimogram
analizi, elektroforez sonlandirilmasini takiben protein bantlariin boyanmasi prosesi
yerine, jelde molekiiler agirliklarin gbére ayrilmis ve denatiire edilmis proteinlerin
renatiirasyonu temel almaktadir. Renatiirasyon ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilen
SDS’nin uzaklastirilmast icin; jel oncelikle soliisyon 1’de 1 saat (50 rpm), soliisyon
2’de bir gece +4°C’de bekletilir. Ve soliisyon 3’te inkiibasyona birakilir. Renatiirasyon
isleminden sonra, jel enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklikta ksilan iceren
cozeltide 6 saat inkiibe edilir. Ksilanazin aktivasyon zonlarinin belirlenmesi i¢in %1°lik
kongo kirmizisi igerisinde jel, 30 dak. boayanir. Ve 1M NaCl ¢ozeltisi kullanarak 15
dak. fazla boyanin geri alinmas1 gerceklestirilir. Sar1 zonlar, enzimin aktivite gosterdigi

bolgeler olarak karakterize edilir (Aygan, 2008).
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2.2.17. Reaksiyon iiriinlerinin belirlenmesi

Enzim-substrat reaksiyon iiriinlerinin belirlenmesi i¢in TLC analizleri yapilmustir.
Analiz i¢in UV absorbansina sahip silika jel ile kapli 5x10 cm uzunlugunda hazir cam
plakalar (silica gel 60 Fs4) kullanilmistir. Optimum aktivitenin gézlendigi sicaklik ve
pH degerlerinde reaksiyon 15, 30, 60 ve 24 saat siirdiiriilmiis olup, elde edilen 6rnekler
+4°C’de bekletilmistir. Standart olarak olasi par¢alama iriinleri olarak %3’liik glukoz,
maltoz ve ksiloz kullanilmistir. Standart ve 6rnekler plakanin alt ucundan kapiller cam
borular yardim ile silika jele emdirilerek ince tabaka kromatografisine yiliklenmistir.
Tabakaya uygun kromatografi tanki 2 cm yiiksekligi gegcmeyecek sekilde yiiriitiicii faz
ile doyurulmustur. Tanka yatay olarak yerlestirilen tabakada hareketli fazin ytlikselmesi
takip edilmistir. Yiikselen ¢6ziicii iist uca 1 cm yaklasinca tabaka tanktan ¢ikarilmistir.
Ince tabaka kromatografisinde 6rneklerin belirli bir yiiriitiicii faz igerisinde plakalar
tizerinde katettigi mesafe olarak tanimlanan alikonma faktorii (Rf) numune uygulama
noktas1 ve yiikselmis leke merkezi arasindaki uzakligin, ¢oziicii yiikselmesinin ve
numune uygulama ¢izgisi arasindaki uzakliga oranlanmasi ile hesaplamistir.

Rf degerlerinin hesaplanmasi igin piiskiirtiilen %50°lik H,SO,4 plakalar 150°C’de 5
dakika inkiibe edilerek standart ve Orneklere ait lekelenmelerin belirginlesmesi
saglanmistir (Kamble ve Jadhav, 2012).

Standart iirlinlerin olusturdugu lekelenmelerin Rf degerleri reaksiyon iirlinlerine ait

lekelenmelerin Rf degerleri karsilastirilarak par¢alanma tirtinleri tanimlanmigtir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Ksilanaz Uretici Bacillus spp. Suslarin izolasyonu

Kilis 7 Aralik Universitesi Merkez Kampiisiinden alinan toprak orneklerinden, tek
diismiis kolonilerin Gram boyanma karakterleri incelenmis ve 42 adet Bacillus spp.
izole edilmistir.-izole edilen suslar Cizelge 2.1°de belirtilen besi ortaminda inkiibasyonu
takiben, koloniler kongo kirmizisi ile boyanmistir. Kolonilerin etrafindaki seffaf zonlar
suslarin ksilanaz aktivitesine isaret etmektedir (Sekil 3.1). Buna gore 29 adet susun

ksilanaz aktivitesi belirlenmistir.

Sekil 3.1. Ksilan igeren kat1 besiyerinde suslélrni ksilanaz aktivitesi

Helianti ve ark (2016), rekombinant Bacillus subtilis DB104 ksilan iceren LB agarda;
Rathore ve ark. (2014), CMC/ksilan igeren besi ortaminda pek ¢ok bakteriyel ve mantar
tirlerinin 7-8 giinliik; Kalim ve Nazish (2016), ise topraktan izole ettikleri bakteri ve
mantar tiirlerini %0.1 ksilan igeren ortamda 72 saatlik inkiibasyonu takiben kolonilerin
etrafinda seffaf zonlar esas alinarak ksilanaz {iretici suslar olarak belirlenmistir.

Agar ortaminda segilen bu suslar, ksilanaz kiiltlir taramasi i¢in kongo kirmizisi igeren
s1v1 besiyerine inokiile edilmistir. Inkiibasyonu takiben siv1 besi ortamindaki kirmizidan
sartya renk degisimi takip edilmistir. Ince (2006), petrol sanayi toprak ve su

orneklerinden (Raman) izole edilen mikroorganizmalardan ksilanaz {iretici olup
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olmadigini belirlemek i¢in plaklarda seffaf zon gozlenen bakterilerden, kongo kirmizisi
iceren s1vi besiyerinde renk degisimini esas alarak iki termofilik bakateri (2P ve 5P)
tiirliniin ksilanaz {ireticisi oldugunu saptamistir.

Buna gore 29 adet susdan sivi fermantasyon ortaminda sadece 3 adet susun ksilanaz

aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Bu suslar B28, B34 ve B35 olarak belirlenmistir.

[y

Sekil 3.2. Suslarin swi bemyemde renk deimine dayal1 ksilanaz aktivitesi

B28, B34 ve B35 suslarinin enzim aktivitesi belirlenmis ve en yiiksek aktivite gosteren
Bacillus spp. susu ile enzim saflagtirma proseslerine devam edilmistir. Sirasiyla 552
U/L, 723 U/L ve 479 U/L olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde enzim c¢alismalar1 i¢cin B34 susunun kullanilmasina karar

verilmigtir.

3.2. Ksilanaz Preparatlarimin Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

24-48 saatlik inkiibasyonu takiben santrifiijleme, alkol ve amonyum  siilfat
presipitasyonu ile kismi olarak saflastirilmis ksilanaz prepartlarmin total ve spesifik

aktiviteleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Ksilanaz enzim preparatlarinin total ve spesifik aktivitesi

Ornek Total Total Spesifik % Verim Saflastirma
Aktivite (U) Protein Aktivite Katsayisi
miktari (U/mg)
(mg/mL)
Ham enzim 70 1.08 64.81 100 1
Alkol 10.5 0.44 23.86 15 0.37
Presipitasyonu
Amonyum 0.6 0.35 1.714 0.86 0.026
Siilfat

Presipitasyonu

Bu aktivite sonuglarina gore hiicre kiiltiirlerinin santrifujlenmesi ile elde edilen hiicre
serbest ham enzim preparatinin total aktivitesinin (70 U), alkol ve amonyum siilfat
presipitasyonu ile elde edilen preparata oranla (10.5 ve 0.6 U) daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Preparatlardaki total protein miktarlar1 incelendiginde, ham enzim
preparatindaki protein miktarimin (1.08 mg/mL) diger preparatlara karsin, daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Saflastirma verimine gore, alkol ve amonyum siilfat
presipitasyonun ksilanaz enziminin kismi saflagtirilmasi i¢in uygun bir yontem olmadigi
belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, karakterizasyon c¢aligmalarina ham enzim
preparatt ile devam edilmistir. Sekil 3.3’de enzim preparatlarinin septrofotometrik

6lglim 6ncesi renk degisimleri verilmistir.

Sekil 3.3. Enzim preparatlarinda septrofotometrik 6lgtim dncesi renk degisimleri (sar1

renkli kiivetler kor; kirmizi renkliler ise 6rnekleri gostermektedir.
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Tamariz-Angeles ve ark. (2014), Peru’dan izole ettikleri 8 adet termofilik bakteri
tirtiden ksilanaz enzimi saflagtirmig ve en yiiksek enzim aktivitesini B. licheniformis
IHB2 517 susunda 517 U/L olarak belirtmislerdir. Karakterizasyon ¢aligsmalari
oncesinde B34 susundan elde edilen enzim aktivitesi 723 U/L iken, optimal kosullarda
elde edilen en yiiksek aktivite 2935 U/L olarak belirlenmistir.

Kalim ve Nazish (2016), optimize ettikleri kiiltiir kosullarinda gelistirdikleri Bacillus
pumilus ve Bacillus safensis’den saflastirdiklar1 ksilanazlarin spesifik aktivitelerini
sirasiyla, 388.82 U/mg ve 385.26 U/mg olarak saptamislardir. Zambare ve ark. (2011),
ise ksilan ile zenginlestirdikleri bahge atiklarindan izole ettikleri bakteriyel suslardan
saflastirdiklan ksilanaz i¢in spesifik aktiviteyi 2.09 U/mg olarak saptamstir.

Optimize edilmeyen kiiltiir kosullarinda uygulanan ¢aligmamizda elde edilen en yiiksek

spesifik aktivite 64.81 U/mg ile hiicre serbest enzim ekstraktinda ortaya konmustur.

3.3. Ksilanazin Optimum pH Arahg

B34 susundan elde edilen ham enzim preparati kullanilarak Glisin (pH 2.4-2.8), Sitrat
(pH 3.0-5.8), Sitrat fosfat (pH 6.2-6.6), Fosfat (pH 7.0), Tris-HCI (pH 7.4-9.0) ve
Karbonat bikarbonat (pH 9.4-10.6) tampon sistemleri kullanilarak aktivite analizleri
gerceklestirilmistir. Farkli pH araliklarinda elde edilen relatif enzim aktivitesi (%)
olarak Sekil 3.4’de verilmistir.

Calismamizda B34 susundan elde edilen ekstraseliiler ksilanazin en yiiksek aktivitesi
pH 10.6’da belirlenmistir. Bu pH araligindaki enzim aktivitesi ise 1001 U/L olarak
hesaplanmistir. Literatlir kaynaklarinda da belirtildigi gibi, bakteriyel ksilanazlarin
mantarlara gore en dnemli avantajlari, bakteri ksilanazlarinin optimum pH degerlerinin
notral veya alkali aralikta olmasidir (Chakdar ve ark., 2016). Sekil 3.4’deki grafikte
gortldiigli gibi B34 susundan elde edilen ksilanazin nétral ve alkali pH’larda yiiksek
aktiviteye sahip oldugu, ancak asidik pH’larda da aktivasyonunu siirdiirdiigi
gozlenmektedir. nétral pH’ya kadar en yiiksek asidik aktivite pH 6.6’da 465 U/L olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3.4. Ekstraseliiler ksilanazin optimum aktivite gosterdigi pH degeri

Ksilanazin pH 2.4-2.8 araliginda ortalama %40.83 aktiviteden; pH 3.0-5.8 araliginda
ortalamanin %52.1’e kadar yiikseldigi saptanmistir. Analizlerinin siirdiirildigi pH
degerinin notrale yaklagmasiyla (6.2-6.6), enzimin ortalama aktivitesinin %64.2ye
kadar arttigt ve pH 7°den 10.6’ya kadar ki ortalama aktivite ise %74.23 olarak
belirlenmistir.

B34 susundan elde edilen ekstraseliiler enzimin en yiiksek aktivitesini pH 10.6’da
gosterdigi ve bununla birlikte, pH 9.8 ve 10.2°de de aktivitesini %84 ve 85 korudugu
saptanmigtir. Bu sonuglara dayanarak analiz edilen pH degerlerinde, ksilanazin alkali
coziicilerde hazirlanmis substrat ¢ozletilerinde maksimum aktivite gosterdigi
sOylenebilmektedir. Alkali kosullardaki enzim stabilitesi amino asit rezidiilerinin
yiiklenmesi ile karakterize edilmektedir.

Bernier ve ark. (1983), Bacillus subtilis’den saflastirdiklar1 ekstraseliiler ksilanazin en
yiiksek aktivitesi pH 5.0’da gosterdigini rapor etmislerdir.

Duarte ve ark. (2000), Bacillus pumilus’un dort farkli susu ile ¢aligmis olup, sus 13, nin
optimum aktivitesini pH 9.0’da; 5;, 514, Ve 4, suslarinin ise pH 8.0’de gosterdigini
saptamiglardir.

Hong (2009), topraktan izole ettigi Bacillus subtilis AMX-4 susunun ksilanazi kodlayan
geni Escherichia coli’ye klonlamistir. Rekombinant susdan elde edilen hiicre serbest
ekstraktan ksilanaz saflastirilmistir. Enzimin optimum aktivitesi pH 6.0-7.0 araliginda

saptanmuistir.
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Monisha ve ark. (2009), Bacillus pumilus olarak tanimladiklar1 izolattan {irettikleri
ksilanaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerini 7.0 olarak belirlemislerdir.
Menon ve ark. (2010), haloalkaliteolerant ksilanaz tiretici Bacillus pumilus GESF1
susunun pH 8.0’da optimum aktivite gosterdigini, ortalama olarak %50 ve 30 relatif
aktivitenin pH 6.0 ve 10.0°da korundugunu saptamislardr.

Kamble ve Jadhav, (2012) Bacillus arseniciselenatis DSM-15340 susunun tek karbon
kaynag1 olarak bugday kepegi kullanarak iirettikleri ksilanaz enziminin en yiiksek
aktivitesini pH 8.0°da rapor etmislerdir.

Hiremath ve Patil, (2013) Bidarin farkli bolgelerinden izole edilen Bacillus suslarindan
ksilanaz {tiretimi ve karakterizasyonu calismalarinda, saflagtirilan enzimin en yiiksek
aktivitesini pH>10’nun iizerinde belirlemislerdir.

Irfan ve ark. (2016), optimize kiiltiir kosullarinda en yiiksek enzim {iretimi B. subtilis
BS04 ve B. megaterium BMO7 suslarinin her ikisi i¢in de pH 8.0’da belirlenirken,
saflastirilan ksilanaz enziminin en yiiksek aktivitesi sirasiyla, pH 5.0 ve 5.5°te
belirlenmistir.

Giincel kaynaklardan elde edilen bu veriler dogrultusunda pek ¢ok fakli Bacillus
spp.’den, hatta tiirlere ait farkli suslardan saflastirilan ksilanazlarin en yiiksek

aktivitelerini pH 5.0’dan pH 10.0’1n iizerindeki aralikta gosterdikleri gézlenmektedir.

3.4. Ksilanazin Optimum Sicakhik Arahg

B34 susundan elde edilen ham enzim preparatinin optimum aktivite gosterdigi pH
10.6’daki karbonat-bikarbonat tamponunda hazirlanmis substrat ¢cozeltisi kullanilarak,
aktivite analizleri 20-120°C sicaklik araliginda siirdiiriilmiistiir. Elde edilen relatif
enzim aktivite (%) sonuglar1 Sekil 3.5’te grafige edilmistir.

Sekil 3.5’te verilen sonuglara gore, Bacillus spp.’den ekstraseliiler ksilanazin enziminin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 90°C olarak belirlenmistir. Bu sicaklikta
hesaplanan enzim aktivitesi ise, 1758 U/L olarak hesaplanmistir. Calismamizin
sonuclarinin destekler nitelikte, bakteriyel ksilanaza ait literatiir incelemelerinde 65-
90°C sicaklik araliginda en yiiksek aktivitenin gozlendigi rapor edilmistir (Chakdar ve
ark., 2016).

En diisiik aktivite 20°C’de gozlenmis olup, 249 U/L olarak belirlenmistir. 30-60°C

sicaklik araliginda aktivitenin dereceli olarak arttig1 gézlenmis olup, ortalama aktivite
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%62.14 olarak belirlenmistir. 80°C’de tekrar aktivitenin arttig1 (%77) ve en yiiksek
aktivite gosterdigi 90°C’yi takiben uygulanan sicakliklarda aktivitenin ortalama %66’ya
kadar azaldig1 tespit edilmistir. Enzimin aktivitesini genis bir sicaklik araliginda (40-
110°C) kaydedeger sekilde siirdiirdiigii tespit edilmistir. Tim sicaklik degerleri

incelendiginde ise, ortalama %63.68 aktivite elde edilmistir.
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Sekil 3.5. Ekstraseliiler ksilanazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik

Sharma ve ark. (2011), Bacillus sp.’den elde ettikleri ksilanaz enzimin aktivitesi
tizerinde sicaklik etkisini incelemislerdir. 30-80°C araliginda siirdiiriilen ¢aligmada en
yiiksek aktivite 55°C’de belirlenmis olup, 70°C’de aktivitenin yalnizca %15 kaldig1 ve
80°C’de aktivite goriilmedigi rapor edilmistir. Enzimin 50-60°C aralifinda da yiiksek
aktiviteler gosterdigi tespit edilmistir.

Menon ve ark. (2010) deniz bakterisi Bacillus pumilus GESF-1 susundan saflastirilan
ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligi 40°C olarak tespit ederken,
Zambare ve ark. (2011) termofilik bakteri konsorsiyumundan saflastridiklar1 ksilanaz
enziminin en yiiksek aktivitesini 70°C’de saptamislardir. Diger bir ¢calismada ise, Mittal
ve ark. (2012), Bacillus sp. KS09 susundan elde ettikleri ksilanazin genis sicaklik
araliginda aktivitesini siirdiirdiigiinii ancak en yiiksek aktiviteye 50°C’de sahip
oldugunu belirlemislerdir-

Calismamizda mezofilik o6zellik tasiyan yabani tip Bacillus spp.’den saflastirilan
ksilanazin, 90°C’de en yliksek aktivitesini gosterdigi gozlenmistir. Calismamizi

destekler nitelikte Cordeiro ve ark. (2002), Bacillus caldoxylolyticus ve Bacillus AK1
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susu ile ilgkili yabani tip Bacillus sp.’den saflastirilan ksilanaz enziminin aktivite
analizleri 30-100°C araliginda siirdiiriilmiis ve enzimin en yiiksek aktivitesinin 90°C
oldugu saptanmistir.

Diger bir ¢alismada ise Bajaj ve Manhas (2012), Bacillus licheniformis P11(C)
susundan elde edilen ksilanazin aktivite analizlerini 40-100°C sicaklikta test etmislerdir.
En yiiksek aktiviteyi 60°C’de belirlemislerdir.

Termofilik Bacillus sp.’nin kiiltiir filtratindan saflastirdiklar1 ekstraseliiler ksilanazin en
yiiksek aktivitesini 50°C’de gosterdigi Sapre ve ark. (2005) tarafindan rapor edilmistir.
Benzer sonuglar Poorna (2011), alkalifilik Bacillus pumilus’dan elde edilen seliilaz
serbest ektraseliiler ksilanaz enzimi i¢inde belirlenmis olup, en yiiksek aktivite 50°C’de
gozlenmistir. Yin ve ark. (2010) tarafindan Bacillus sp. YJ6’den saflastirilan ksilanaz
i¢in de benzer sonuglar elde edilmistir.

Bacillus thermantarcticus’dan saflastirilan termostabil ksilanazin en yiiksek aktiviteyi
80°C’de gosterdigi Lama ve ark. (2004) tarafindan yapilan calismada belirtilmistir.
Blanco ve Pastor (1993) ise, 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonu takiben Bacillus sp.’den
elde edilen ksilanaz enziminin en yiiksek aktivite gdsterdigi sicaklik araligini 45-50°C
olarak tespit etmislerdir.

Sonuglarimizi destekler nitelikte, yapilan caligmalar Bacillus spp., suslarindan elde

edilen ksilanazin genis sicaklik araliklarinda aktivitesini korudugunu gostermektedir.

3.5. Ksilanazin Termal Stabilitesine Ait Bulgular

B34 susundan elde edilen ham enzimin aktivitesini korudugu termal stabilitenin
belirlenmesi i¢in, enzimin optimum aktivite gdsterdigi 90°C sicaklikta 0, 5, 10, 15, 20,
25 ve 30 dakika oOn inkiibasyona tabii tutularak, optimum aktivite gosterdigi pH
10.6°daki karbonat-bikarbonat tamponunda hazirlanmis substrat ¢ozeltisi ile aktivite
analizleri gergeklestirilmistir. Buna gore elde edilen sonuglar kalan relatif enzim
aktivitesi olarak Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Enzimin ilk 5 dakikalik 6n inkiibasyonu takiben aktivitesinde %32’lik bir azalma
gozlenirken, inkiibasyon siiresinin artmasini takiben 0. dakikaya gore sirasiyla 10 ve 15
dakikalik on inkiibasyonla aktivitede, sirasiyla %13 ve 67 artis kaydedilmistir. En
yiiksek aktivitenin gozlendigi 15 dakikalik 6n inkiibasyonda hesaplanan enzim aktivitesi

2935 U/L’dir. Inkiibasyonun 20. dakikasinda ise ilk aktiviteye gore %28 artma
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gozlensede 15. dakikada belirlenen en yiiksek aktiviteye kiyasla %39 azalma
belirlenmistir. 25 ve 30 dakikalik On inkiibasyon siirecinde enzimin aktivitesinde
dereceli diisiis gézlensede, %79 ve 52 oraninda aktivitenin korundugu saptanmistir.

B34 susundan elde edilen ekstraseliiler ksilanaz enziminin en diisiik aktivitesi 30
dakikalik inkiibasyonu siireci sonunda kaydedilmis olup, aktivitenin %350’sinden
fazlasinin  korundugu gozlenmektedir. Bu sonuglara gore séz konusu enzimin
inkiibasyon siirelerinde termostabilitesini yiiksek oranda korudugu ve ilk aktiviteye gore
artisin 10, 15 ve 20. dakikalardaki 6n inkiibasyon sonucu belirlendigi ortaya konmustur.
Bu sonuglara gore B34 susundan elde edilen ekstraseliiler ksilanazin termostabil bir

enzim oldugu sdylenebilmektedir.
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Sekil 3.6. Ekstraseliiler ksilanazin termal stabilitesi

Abo-State ve ark. (2013), tarimsal atiklardan izole ettikleri iki Bacillus sp’den (MAM-
29 ve MAM-38) saflastridiklar1 ksilanaz enziminin 60, 70 ve 80°C’lerde stabilitesini
korudugunu belirlemislerdir. MAM-29 izolatindan elde edilen ksilanazin 80°C’de
stirdiiriilen termostabilite ¢alismalarinda 60 dakikalik inkiibasyon stiresince aktivitesinin
%99’unu; MAM-38 ksilanazin ise %98’ini korudugu rapor edilmistir. Diger bir
calismada ise Cordeiro ve ark. (2002), yabani tip Bacillus sp’den firettigi ksilanazin 30-
50°C’lerde 2 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesini %100 korudugunu; 60, 70 ve
100°C’lerde ise orijinal aktivitenin sirasiyla %11, 12 ve 29 oraninda azaldigini

bildirmislerdir.
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50, 55 ve 60°C sicakliklarda 1 saatlik inkiibasyonu takiben, ksilanazin termal
stabilitesini sirasiyla %75, 70 ve 60 oraninda koruduguna dair benzer sonuglar, Mittal
ve ark. (2012), tarafindan Bacillus sp. KS09 susundan saflastirilan ksilanaz i¢in tespit
edilmistir.

Alkalifilik Bacillus sp. AR-009 susundan izole ettikleri ksilanaz enziminin en yiiksek
aktivitesinin saptandiglr 55 ve 60°C’lerde 2.5 saatlik inkiibasyon siiresince siirdiiriilen
stabilite calismalarinda, orjinal aktivitenin sirasiyla %80°nin {iizerinde ve %63
korundugu, Gessesse ve Gashe (1997) tarafindan rapor edilmistir.

Gupta ve ark. (1992) alkalifilik Bacillus sp. NG-27’de saflastirilan ksilanaz enziminin
40-90°C’lerde aktivitesini korudugu, en yiiksek aktivitesini 70°C’de gosterdigi
saptanmigtir. Enzimin yari omriinii s6z konusu sicaklikta 75 dakika olarak rapor

etmislerdir.

3.6. Ksilanazin Molekiiler Agirhginin Tespiti

B34 susundan kismi olarak saflagtirilan ksilanaz enziminin molekiiler agirligi %12°1lik
homojen SDS-PAGE sistemi kullanilarak belirlenmis olup enzime iligkin protein bandi
Sekil 3.7°de gosterilmistir. Ksilanaz enzimine ait 38.75 kDa molekiiler agirliginda tek

protein band1 elde edilmistir.
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Sekil 3.7. Ksilanaza ait SDS-PAGE bulgular1 (A: Ksilanazin SDS-PAGE’de
zimogrami, B: Ham ksilanaz preparatinin SDS-PAGE’i ve M: Protein marker)

Nakamura ve ark. (1993) toprak izolati Bacillus sp. 41M-1 susundan elde edilen
ekstraseliiler ksilanazin ortalama molekiil agirligi 36 kDa, Ratanakhanokchai ve ark.

(1999) ise alkalifilik bakteri Bacillus sp. K-1 susundan saflastirilan ksilanolitik enzimin
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ortalama molekiiler agirligin1 23 kDa olarak saptamislardir. Poorna (2011) tarfindan
alkalifilik bakteri B. pumilis’den saflastirilan hiicre serbest ksilanaza ait ortalama
molekiiler agirliklart 14, 35 ve 60 kDa olan 3 protein band1 belirlenmistir.

Bacillus arseniciselenatis DSM 15340 benzer termoalkalifilik yeni bir Bacillus
tirtinden {iretilen ekstraseliiler ksilanazin ortalama molekiiler agirligi 29.8 kDa olarak
hesaplanmistir (Kamble ve Jadhav, 2012).

Bacillus licheniformis SC’den saflastirilan ksilanazin ortalama molekiiler agirligi 24.6
kDa olarak ortaya konmustur (Chaturvedi ve Khurana, 2016). Pithadiya ve Thakkar
(2016), Bacillus circulans’dan saflastirilan ekstraseliiler ksilanazin ortalama molekiiler
agirhigini 20 kDa; Kapilan (2015), Bacillus subtilis BS166 susundan elde edilen enzimin
molekiiler agirhgmi 66.42 kDa; Shrinivas ve ark. (2010), Bacillus sp. JB 99’dan
saflastirilan termostabil alkalin ksilanazin molekiiler agirhigi 20 kDa olarak rapor
etmiglerdir. Roy ve Rowshanul (2009), ise Bacillus cereus’dan saflastirilan enzime ait
32 kDa agirliginda tek protein bandi rapor etmislerdir. Lama ve ark. (2004), termofilik
Bacillus thermantarcticus’dan 45 kDa molekiiler agirligikta ksilanazin saflagtirildigini
bildirmislerdir.

Hong (2009), toprak izolati Bacillus subtilis AMX-4’den ksilanazi kodlayan gen
bolgesinin E. coli’de klonlanmasi sonucu saflastirilan ksilanazin molekiiler agirligi 23
kDa olarak tespit edilmistir. Farkli bir klonlama ¢alismasinda, Bacillus brevis’den izole
edilen ksilanaz geninin E. coli BL21 ifade edilmesi sonucu saflastirilan ksilanazin
molekiiler agirligi 23 kDa olarak bildirilmistir. (Goswami ve ark., 2014).

Bakteri ve mantarlardan elde edilen ksilanazlar, 8.5 ve 85 kDa arasinda degisen molekiil
agirligr ile tek altbirimli protein yapilar gosterdigine dair (Chakdar ve ark., 2016)
literatiir bilgisi ksilanaza ait molekiiler agirliklarimin tiire bagli olarak degiskenlik
gosterebilecegini ifade etmektedir. Calismamizda elde edilen enziminin molekiiler
molekiiler agirhigma (38.75 kDa) dair sonuglarimiz literatiir bilgisi ile

desteklenmektedir.

3.7. Reaksiyon Uriinlerinin TLC ile Belirlenmesi

Enzim substrat reaksiyon {riinlerinin belirlenmesi icin TLC analizleri yapilmistir.
%?3’liik standart ksiloz, glikoz ve maltoz i¢in Rf degerleri Sirasiyla, 0.53; 0.42 ve 0.35
olarak hesaplanmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. %3’liik ksiloz (K), glikoz (G) ve maltoz (M) standartlarina ait lekelenmeler

Optimum aktivitenin gézlendigi sicaklik ve pH degerlerinde reaksiyon 15, 30, 60 ve 24
saat siirdiiriilmiis olup, elde edilen 6rnekler +4°C’de bekletilmistir. Bu proses sonucunda
elde iirtinlerin lekelenmeleri Sekil 3.9’da verilmistir. K olarak ifade edilen standart
ksilan ¢ozeltisinin s6z konusu yiiriitiicii faz igerisinde aktif bir fragment gosteremedigi
belirlenmistir. 90°C ve pH 10.6’da siirdiiriilen reaksiyonun 15, 30, 60 ve 24. saatlerinde;
60°C ve pH 7.0°daki enzim aktivasyonu sonucu alinan Orneklerin (N.K.) TLC
sistemindeki lekelenmelerin Rf degerlerine bakildiginda, reaksiyon sonucu ayni iiriiniin

ortaya ¢iktig1 sOylenebilmektedir.
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Sekil 3.9. %3’liik standart ksilan (K) ve reaksiyon iiriinlerine ait TLC plakalarindaki
lekelenmeler

Lekelenmenin Rf degerleri ortalama 0.15-0.25 degerleri arasindadir. Standartlar ile
karsilagtirildiginda, bu lekelenmelerin standart par¢alama iiriinlerine ait olmadig1 ortaya
konmaktadir. Ancak diger Orneklerde gozlenmeyen 60°C ve pH 7.0’daki enzim
aktivasyonu sonucu gozlenen lekelenmenin Rf degeri 0.58 olarak belirlenmistir.
Standartlar ile karsilastirildiginda kromatografik analizlerdeki sapmalar géz Oniinde
bulunduruldugunda, bu lekelenmenin en yakin Rf degerine sahip ksiloza ait oldugu
sOylenebilmektedir.
TLC analizleri sonucunda ksilanin ksilanaz enzimi ile hidrolizi sonucunda ksiloz ve
ksilo-oligosakkaritlerin varligi belirlenmistir. Ancak 15, 30, 60 ve 24 saat siirdiiriilen
hidrolitik reaksiyonlarda ksiloz birikimi gedzlenmeyip, ksilo-oligosakkaritlerin varligi
belirlenmistir. Bu sonug, enzimin ksiloz olusturmak i¢in oligosakkaritler iizerinde etkili
endoksilanaz aktivitesi gostermedigine igaret etmektedir.
Pratumteep ve ark. (2010), B. subtilis GN156 susundan saflastirilan ksilanazin ksilan
tizerindeki hidrolitik aktivitesini incelemis olup, ksilanaz aktivitesi sonucunda
pargalanma {iriinleri olarak ksiloz ve 3 farkli ksilo-oligasakkarit belirlemislerdir.
Bacillus sp. NCIM 59 susundan elde edilen ksilanazin, ksilanin hidrolizi sonucu ksiloz,

ksilobioz, ksilotrioz ve yiiksek miktarda ksilo-oligosakkaritler gozlenmistir (Dey ve
ark., 1992).
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Bacillus arseniciselenatis DSM 15340’dan saflastirilan ksilanazin ksilan substrati ile 1
saatlik inkiibasyonu takiben, TLC plakalarinda az miktarda ksilobioz birikimi ile
birlikte asil hidrolitik tirlinler olarak ksilotrioz ve ksilotetraoz tespit edilmistir (Kamble

ve Jadhav, 2012).
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4. SONUC VE YORUM

Cevre dostu endiistriyel uygulamalarda, kimyasal proseslerin yerini biyo-proseslere
birakmasi ile biyolojik katalizorler olarak enzimlerin potansiyel uygulama alanlari
giderek artmaktadir. Atiksu aritimi, gida, deri, deterjan, tarim, tekstil, boya, yem, kagit,
biyoyakit, saglik ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin {iretimi gibi ¢esitli endiistriyel
alanlarda enzim uygulamalarma olan ilginin artis1 ile birlikte, stabil ve kararli
biyokatalizorlerin iiretimi igin bitkisel, hayvansal dokular ve mikroorganizmalar gibi
farkli biyolojik kaynaklar proses tasarimcilari ve genetik miihendislerinin ilgi odag:
haline gelmistir.

Giiniimiizde, ¢esitli biyo-proseslerde termostabil, asit ve alkali toleransh, gesitli
metallerin ve bilesiklerin varliginda aktivitesini koruma, toksik yan iiriin olusturmama
gibi Ozelliklere sahip endiistriyel alanda ©Onemli yiiksek safliktaki enzimler
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Diinya pazarindaki yerine bakildiginda,
endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %75’ini mikroorganizmalardan elde edilen
hidrolitik enzimler olusturmakta olup, karbohidratlar1 pargalayan enzim gruplari
proteolitik enzim gruplarindan sonra ikinci sirada bulunmaktadir (Korkmaz, 2016).
Glikozidik baglar1 yikan karbohidrat pargalayici enzimlerden ksilanaz, seliillaz ve
pektinaz ile birlikte enzim piyasasinin %20’°sini kapsamaktadir.

Ksilanaz enzimi, seliiloz (1,4-p-glukan) ve lignin (kompleks bir polifenolik bilesik) ile
birlikte bitki hiicre duvarlarinin temel polimerik bilesenlerini olusturan ve yiiksek
oranda dallanmis heteropolisakkarit bir kompleks olan ksilanin 1,4-bagli B-D-
ksilopiranozil {linitelerinin homopolimerik omurga zincirini hidrolize eden bir enzimdir
(Motta ve ark., 2013). Ksilanaz enzimi, kagit hamurunun agartilmasi, keten, kendir, jiit
ve rami islenmesi, nektar ve piirele eldesi ile bitkisel yag ve sarap imalati, meyve
sularinin berraklastirilmasi, tarimsal, evsel ve endiistriyel atiklarin aritilmasi, ligninden
ve ekstrakt maddelerden kaynaklanan biyolekelerin aritilmasi ve hayvan yem katkisi ve
frincilik gibi pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir.

Calismamizda Kilis 7 Aralik Universitesi merkez kampiis toprak érneginden ksilanaz
uretici  Bacillus spp. izolasyonu ve kismi saflastirilan ksilanazin endiistriyel
uygulanabilirliginin arastirilmasi i¢in karakterizasyon analizleri hedeflenmistir.
Ksilanaz iiretici 42 adet Bacillus spp. izole edilmis olup, sivi fermantasyon ortamindaki
tarama testleri sonucunda B28, B34 ve B35 olarak isimlendirilen 3 adet sus ile
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calismaya devam edilmistir. Suglardan elde edilen hiicre serbest ksilanaz preparatlarinin
enzim aktiviteleri sirasiyla, 552 U/L, 723 U/L ve 479 U/L olarak belirlenmistir. En
yiiksek enzim aktivitesi gosteren B34 susu ile saflagtirma prosesleri siirdiiriilmiistiir.
B34 susundan elde edilen hiicre serbest ksilanaz preparati, alkol ve amonyum siilfat
presipitasyonu uygulamalari ile saflastirilmis olup, her preparatin enzim aktivitesi analiz
edilmistir. Preparatlardaki en yiiksek total ve spesifik aktivite, 70 U ve 64.81 mg/mL
olarak ham enzim preparatinda belirlenmistir. Bu preparat kullanilarak ekstraseliiler
ksilanazin karakterizasyon ¢aligsmalar1 siirdiirtilmiistiir.

Glisin (pH 2.4-2.8), Sitrat (pH 3.0-5.8), Sitrat fosfat (pH 6.2-6.6), Fosfat (pH 7.0) , Tris-
HCI (pH 7.4-9.0) ve Karbonat bikarbonat (pH 9.4-10.6) tampon sistemleri kullanilarak
pH’nin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi incelenmistir. Farkli pH araliklarinda elde
edilen en yiiksek relatif enzim aktivitesi pH 10.6’da, 1001 U/L olarak hesaplanmustir.
pH 10.6’daki karbonat-bikarbonat tamponunda hazirlanmis substrat ¢ozeltisi
kullanilarak, 20-120°C sicaklik araliginda siirdiiriilen aktivite analizlerinde en yiiksek
relatif aktivite 90°C’de 1758 U/L olarak belirlenmistir. 90°C sicaklikta 0, 5, 10, 15, 20,
25 ve 30 dakika 6n inkiibasyona tabii tutulan ksilanazin aktivitesini, 15 dakikalik 6n
inkiibasyonda %167’¢e kadar arttig1 saptanmistir. Bu siirede hesaplanan enzim aktivitesi
2935 U/L dir.

Aktivitenin %50’sinden fazlasinin korundugu 30 dakikalik inkiibasyon sonunda en
diisiik enzim aktivitesi kaydedilmis olup, s6z konusu enzimin inkiibasyon siirelerinde
termostabilitesini yiiksek oranda korudugu ortaya konmustur. Karakterizasyon
calismalarinin sonuglarina dayanarak, B34 susundan elde edilen ekstraseliiler ksilanazin
alkalifilik termostabil enzim oldugu sdylenebilmektedir.

B34 susundan kismi olarak saflagtirilan ksilanaz enziminin molekiiler agirligi %12’lik
homojen SDS-PAGE ve zimogram kullanilarak belirlenmis olup, enzime ait ortalama
38.75 kDa molekiiler agirliginda tek protein bandi elde edilmistir.

Optimum aktivitenin gozlendigi 90°C ve pH 10.6’da 15, 30, 60 ve 24 saat siirdiiriilen
hidroliz reaksiyonu sonucu TLC plakalarinda reaksiyon {irlinii olarak standart
rtinlerden farkli olarak ksilo-oligosakkaritlerin varligi belirlenmistir. 60°C ve pH
7.0°’daki enzim aktivasyonu sonucu alinan orneklerin TLC analizleri sonucunda ise

reaksiyon karisiminda ksiloz ve ksilo-oligosakkaritlerin birikimi tespit edilmistir.
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Seliilloz fibrillerini korumak i¢in, hamurlarin biyolojik agartilmasinda, yiiksek
sicakliklarda ve alkalin pH'da aktif ksilanazlarin tercih edilmesinden dolay1
calismamizda Bacillus spp. susundan kismi saflastirilan ksilanazin, alkalifilik ve
termostabil aktivitesi ile kagit endistrisinde kullanilabilir nitelikte oldugu
ongoriilmektedir.

Gida endistrisinde ise, ksilanazlarin Ozellikle firin triinleri sektoriindeki hamur
yogrulmasi ve iglenmesi uygulamalari i¢in 35°C’nin altindaki sicakliklarda stabil enzim
tercih edilmektedir (Yegin ve Biiyiikkilleci, 2015). Bu baglamda 40°C’nin altindaki test
edilen 20 ve 30°C’de relatif aktivite %14 ve 37 olarak belirlenmis olup, s6z konusu
ksilanaz bu sektordeki uygulamalar i¢in yeterli nitelikte degildir.

Kanatli hayvanlarin beslenmesinde en Onemli enerji kaynagi karbohidratlar olup,
bugday, arpa, yulaf ve cavdar gibi bugdaygil daneleri yem olarak kullanilmaktadir.
Bitkisel yem kaynaklarindaki karbohidratlar basit sekerler, depo polisakkaritleri ve
hiicre duvart polisakkaritleri seklinde ayrilmaktadir. Hiicre duvari polisakkaritleri,
nigasta tabiatinda olmayan polisakkaritler (NOP: seliiloz, hemiseliiloz, pektinler, ksilan
ve oligasakkaritler) olarak da bilinmektedir. Kanatli hayvanlar sindirim sistemlerinde
NOP’leri pargalayan enzimlerden yoksun olduklari igin bu besinler antibesinsel faktor
olarak kabul edilmektedir (Kirkpinar ve A¢ikgoz, 2003). Ksilanin da yer aldigi NOP’ler
etlik pili¢ tretiminde kullanildiginda, su baglama kapasitesi yiikksek oldugundan
bagirsak viskozitesini arttirmakta olup, ince bagirsaktaki besin maddelerinin sindirimini
ve emilimini azaltmaktadir. (Sargin ve Ongen, 2003). Kisacasi, yemlerin sindirim
kanalinda kalma siiresini kisaltip, hayvanin besin maddelerinden yararlanmasini
engellemektedir. Mikrobiyal fermantasyona ugrayan igerik, bagirsak mikroflorasindaki
bakteri kompozisyonunu da degistirmektedir (Kirkpinar ve A¢ikgoz, 2003).

Yiiksek viskozite, yapigkan digki miktarinin artmasina ve beraberinde 1slak altlik
problemine neden olmaktadir (Sargin ve Ongen, 2003). Yapiskan diski sorunu ile
yumurtalarin yiizeyleri degisen bagirsak mikrofloras: ile kontamine olmaktadir.
Kontaminant, yumurtadan elde edilen mayonez gibi salata soslart ile genis kitlelere
tasinarak gida kaynakli hastaliklara sebep olmaktadir.

Sindirilebilirlik farkliliklarint minimize edip, sindirim organlarindaki mikrobiyal

dengenin korunabilmesi, karma yemlerdeki NOP’lerin yikimi igin ksilanaz gibi
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enzimlerin yeme katki maddesi olarak kullanimi ile saglanmaktadir (Kirkpinar ve
Acikgoz, 2003).

Yem endiistrisinde 70-90°C’de gergeklestirilen pelet olusturma (Yegin ve Biiyiikkilleci,
2015) islemleri sirasinda termostabil NOP yikici enzim ihtiyaci, tez ¢alismamizda elde
ettigimiz termostabil ksilanazin yem endiistrisinde potansiyel uygulanabilirligini ifade
etmektedir. Ekonomisi biiyiik 6l¢lide hayvanciliga bagl iilkemiz igin, ¢alismamizda
elde ettigimiz ksilanaz diisiik degerli tarimsal yan iirlinlerin hayvan yemi olarak
kullanilabilirligine olanak saglayabilecektir.

fleriki ¢alismalarimizda, B34 susundan elde edilen ekstraseliiler ksilanaz enziminin
basta yem endiistrisi olmak {izere, ¢esitli endiistriyel biyo-proseslerde kullanilabilirligini
arttiracak, diisiik degerli tarimsal yan tirlinleri substrat olarak kullanip {iretim ortaminin

optimizasyon ¢alismalarina yon verilecektir.

51



5. KAYNAKLAR

Abo-State, M.A.M., Fadel, M. , Abdellah, E.M., Ghaly, M.F., 2013. Studying the
Stability of Cellulases and Xylanase Produced by Thermophilic and Alkaliphilic
Bacterial Strains Isolated from Agricultural Wastes. American-Eurasian J. Agric.
& Environ 13 (11): 1568-1575.

Altun, H., 2012. Ksilanaz Enzimi ksilan-7"nin Enzimatik Ozelliklerinin Belirlenmesi Ve
Kagit Hamuru Agartma Endistrisi'nde Kullannomi. KAHRAMANMARAS
SUTCU IMAM UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU Yiiksek lisans
Tezi.

Annamalai N, Thavasi R, Jayalakshmi S, Balasubramanian T., Deniz ortamindan izole
edilen Bacillus subtilis'in 1siya dayanikli ve alkalin toleransh ksilanaz iiretimi.
Hint J Biyoteknolojisi. 2009; 8: 291-297.

Aygan, A., 2008. Haloalkalofil Bacillus spp. Izolasyonu, Amilaz, Seliilaz ve Ksilanaz
Enzimlerinin Uretimi, Karakterizasyonu ve Biyoteknolojik Uygulamalarda
Kullanilabilirligi. C.U. FBE. Doktora Tezi.

Bai W, Xue Y, Zhou C, Ma Y (2012) Cloning, expression and characterization of a
novel salt tolerant xylanase from Bacillus spp. SN5. Biotechnol Lett 34:2093—
2099.

B.C. Salles, R.B. Cunha, W. Fontes, M.V. Sousa, E.X.F. Filho, Purification and
characterization of a new xylanase from Acrophialophora nainiana, J. Biotechnol.
81 (2001) 199-204.

B.S. Chadha, B.K. Ajay, F. Mellon, M.K. Bhat, Two endoxylanases active and stable at
alkaline pH from the newly isolated thermophilic fungus, Myceliophthora spp.
IMI 387099, J. Biotechnol. 109 (2004) 227-237.

Bajaj, B.K., Manhas, K., 2012. Production and characterization of xylanase
from Bacillus licheniformis P11(C) with potential for fruit juice and bakery
industry. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. 1(4) 330-337.

Blanco, A., Pastor, F.I1.J, 1993. Characterization of cellulase-free xylanases from the
newly isolated Bacillus spp. strain BP-23. Canadian Journal of Microbiology,
39(12) 1162-1166

Bollag,. D.M, Rozycki, S.J., Edelstein,1996. Protein Methods (2nd Edt). Viley-Liss
Press, USA. 414s.

Butt, M.S., Nadeem, M.T., Ahmad, Z., Sultan, M.T., 2008. Xylanases and Their
Applications in Baking Industry. National Institute of Food Science and
Technology, University of Agriculture 46 (1) 22-31.

Chakdar, H., Kumar, M., Pandiyan, K., Singh, A., Nanjappan, K., Kashyapl, P.L.,
Srivastava, A.K., 2016. Bacterial xylanases: biology to biotechnology. This article
is published with open access at Springerlink DOI 10.1007/s13205-016-0457-z.

CHATURVEDI,S., SPAUL KHURANA, S.M., 2016. Partial Purification And
Characterization Of Cellulase-Free Xylanase Production  From Bacillus
licheniformis. International Journal of Pharma and Bio Sciences 7(4), 144 — 149.

Cordeiro, C.A.M., Martins, M.L.L., Luciano, A.B., Silva, R.F., 2002. Production and
Properties of Xylanase From Thermophilic Bacillus spp. Brazilian Archives of
Biology and Technology an International Journal 45(4), 413-418.

52


http://www.sciencedirect.com/science/journal/18788181

Duartel, M.C.T., Pellegrino, A.C.A., Portugal, E.P:, Ponezi, A.N., Franco, T.T., 2000.
Characterization Of Alkaline Xylanases From Bacillus pumilus. M.C.T. Brazilian
Journal of Microbiology 31:90-94.

Gessesse, A., Gashe, B.A., 1997. Production of alkaline xylanase by an alkaliphilic
Bacillus spp. Isolated from an alkaline soda lake. Journal of Applied
Microbiology 83, 402-406.

Georis, J., Giannotta, F., de Buyl, E., Granier, B., Frere, J.M. Purification and
properties of three endo-b-1,4-xylanases produced by Streptomyces spp. strain
S38 which differ in their ability to enhance the bleaching of kraft pulp, Enyme
Microb. Technol. 26 (2000) 178-186.

Goswami, G.K., Krishnamohan, M., Nain, V., Aggarwal, C., Ramesh, B., 2014.
Cloning and heterologous expression of cellulose free thermostable xylanase from
Bacillus brevis. Goswami et al. SpringerPlus 3,20.

Gupta, N., Vohra, R.M. , Hoondal, G.S., 1992.Thermostable Extracellular Xylanase
from Alkalophilic Bacillus spp. NG-27. Biotechnology Letters, 4 (11), 1045-1045.

Gupta, U., Kar, R., 2009. Xylanase Production by a Thermo-tolerant Bacillus spp.
under Solid-state and Submerged Fermentation. Brazilian Archives Of Biology
And Technology 6, 1363-1371.

Helianti, I., Ulfah, M., Nurhayati, N., Suhendar, D., Finalissari, A.K., Wardani, A.K.,
2016. Production of Xylanase by Recombinant Bacillus subtilis DB104 Cultivated
in Agroindustrial Waste Medium. Hayati Journal of Biosciences 23, 125-131.

Hiremath, K.S., Patil, C.S., 2011. Isolation, Production And Characterization Of Alkalo
Thermostable Xylanase From Newly Isolated Bacillus Spp. International Journal
of Biotechnology Applications 3(1), 48-51.

Ho, H., Heng, K.L., 2015 Xylanase Production by Bacillus subtilis in Cost-Effective
Medium Using Soybean Hull as Part of Medium Composition under Submerged
Fermentation (SmF) and Solid State Fermentation (SsF). J Biodivers Biopros Dev
2: 143. doi:10.4172/2376-0214.1000143.

Irfan, M., Asghar, U., Nadeem, M., Nelofer, R., Syed, Q., 2016. Optimization of
process parameters for xylanase production by Bacillus spp. in submerged
fermentation. Journal of Radiation Research and Applied Sciences 9, 139-147.

Ince, E., 2006. Ksilanaz Ureten Ekstrem Termofil Anaerobik Bakterilerin Izolasyonlar
Ve Enzimlerinin Ozelliklerinin Belirlenmesi. Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti Gida Mithendisligi Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi.

Kalim, B., Nazish , M.A., 2016. Optimization of fermentation media and growth
conditions for microbial xylanase production. This article is published with open
access at Springerlink 6:122 DOI 10.1007/s13205-016-0445-3.

Kamble RD, Jadhav AR (2012) Xylanase production under solid-state and submerged
fermentation conditions by bacterial strains. African Journal of Microbiology
Research 6: 4292-4297.

Kapilan, R., 2015. Purification Of Xylanase From Bacillus subtilis Bs166. Journal of
Science 5(7), 2277 — 3290.

Kirkpmar, F., A¢ikgoz, Z., 2003. Kanatli Hayvanlarda Nisasta Tabiyatinda Olmayan
Polisakkaritlerin Sindirim Sistemi Mikrofloras1 Uzerine Etkileri. Hayvansal
Uretim 44(2): 20-28.

Kiddinamoorthy J, Anceno AlJ, Haki GD, Rakshit SK. Bacillus spp. Uretimi,
saflagtirilmast ve karakterizasyonu. Okaliptiis kraft hamuru biyoblokajda GRE7

53



xylanase ve uygulamasi. Diinya J Microb Biyoteknolojisi. 2008; 24: 605-612.
Doi: 10.1007 / s11274-007-9516-2.

Ki-Hong, Y., 2009. Cloning of the Bacillus subtilis AMX-4 Xylanase Gene and
Characterization of the Gene Product. J. Microbiol. Biotechnol 19(12), 1514—
1519.

Kimura, H., Sasahara, S., Tajima, Purification and characterization of two xylanases and
an arabinofuranosidase from Aspergillus sojae, J. Ferment. Bioeng. 80 (1995)
334-330.

Korkmaz, M.N., 2016. Denizel Tiirevli Filamentéz Fungus Suslarinin Ksilanaz Uretim
Kapasitelerinin Belirlenmesi. Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi. P:88

Kormelink, F.J.M., Searle-van Leeuwen, M.J.F., Wood, T.M., Voragen, A.G. J.,
Purification and characterization of three endo-(1,4)-b-xylanases and one b-
xylosidase from Aspergillus awamori, J. Biotechnol. 27 (1993) 249-265.

Laemmli UK (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of
bacteriophage T4. Nature 227: 680-685.

Lama, L., Calandrelli, V., Gambacorta, A. and Nicolaus, B. 2004. Purification and
characterization of thermostable xylanase and B-xylosidase by the thermophilic
bacterium Bacillus thermantarcticus. Research in Microbiology, 155; 283-289.

Lin, S., ‘‘Identification of Contamination Sources of Bacillus cereus in Pasteurized
Milk’’, Masters Thesis, The University of Guelph, 1997.

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., and Randall, R. J. (1951) Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193, 265-275.

M. Ghareib, M.M.N. EIl Dein, Purification and general properties of xylanase from
Aspergillus terreus, Zbl. Mikrobiol. 147 (1992) 569-576.

Martinez-Anaya, M.A., Jimenez T., Physical properties of enzyme supplemented
doughs and relationship with bread quality parameters, Z. Lebensm. Unters.
Forsch A, 206 (1998) 134-142.

M.T. Fernandez-Espinar, F. Pinaga, L.H. de Graaff, J. Visser, D. Ramon, S. Valles,
Purification, characterization and regulation of the synthesis of an Aspergillus
nidulans acidic xylanase, Appl. Microbiol. Biotechnol. 42 (1994) 555-562.

Mahilrajan, S., Balakumar, S., Arasaratnam, V., 2012. Effect of Xylan on
XylanaseProduction by Bacillus pumilus Under Submerged Fermentation. Ving.
Journal of Science 11(1), 12-18.

Maity, C., Ghosh, K., Halder , S.K., Jana, A., Adak, A., Mohapatra, P.K.D., Pati,
B.R., Mondal, K.C., 2012. Xylanase Isozymes from the Newly Isolated Bacillus
spp. CKBx1D and Optimization of its Deinking Potentiality. Appl Biochem
Biotechnol 167:1208-12109.

Menon, G., Mody, K., Keshri, J., Jha, B., 2010. Isolation, Purification, and
Characterization of Haloalkaline Xylanase from a Marine Bacillus pumilus Strain,
GESF-1. Biotechnology and Bioprocess Engineering 15: 998-1005.

Miller GL (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Anal. Chem. 31: 426-428.

Mittal, A., Nagar,S., Simran Jot Kaur, K., Kumar Gupta, V., 2012. isolation,
Purification and Characterization of Alkali and Thermo Stable Xylanase From
Bacillus spp. International Journal of Research and Development in Pharmacy and
Life Sciences 1(2), 63-68.

54



Monisha, R., Uma, M.V., Krishna Murthy, V., 2009. Partial Purification and
Characterization of Bacillus pumilus Xylanase From Soil Source. Kathmandu
University Journal Of Science, Engimeering And Technology 5(2), 137- 148.

Motta, F. L., Andrade, C. C. P., Santana, M. H. A., 2013. A Review of Xylanase
Production by the Fermentation of Xylan: Classification, Characterization and
Applications. Additional information is available at the end of the chapter DOI:
10.5772/53544.

N. Kitamoto, S. Yoshino, K. Ohmiya, N. Tsukagoshi, Purification and characterization
of the overexpressed Aspergillus oryzae xylanase, XynF1, Biosci. Biotechnol.
Biochem. 63 (1999) 1791-1794.

N.B. Ghanen, H.H. Yusef, H.K. Mahrouse, Production of Aspergillus terreus xylanase
in solid-state cultures: Application of the Plackett-Burman experimental design to
evaluate nutritional requirements, Bioresour. Technol. 73 (2000)113-121.

Nakamura S., Wakabayashi K., Nakai R., Aono R., Horikoshi K. Purification and some
properties of an alkaline xylanase from alkaliphilic Bacillus spp. strain 41M-1.
Appl. Environ. Microbiol. 1993, 59, 2311-2316.

Pithadiya, D., Nandha, D., Thakkar, A., 2016. Partial purification and optimization of
xylanase from Bacillus circulans. Scholars Research Library 8 (2):1-10.

Poorna, C, A., 2011. Purification and Biochemical Characterization of Xylanases from
Bacillus pumilus and their Potential for Hydrolysis of Polysaccharides.
Fermentation Technology http://dx.doi.org/10.4172/2167-7972 .1000101.

Pratumteep, J., Sansernsuk, J., Nitisinprasert, S., Apiraksakorn, J., 2010. Production,
characterization and hydrolysation products of xylanase from Bacillus subtilis
GN156. International Conference for Value Added Agricultural Products 15(5),
2553.

R. Bernier, M. Desrochers, L. Jurasek, and M. G. Paice, “Isolation and characterization
of a xylanase from Bacillus subtilis,” Applied and Environmental Microbiology,
vol. 46, no.2, pp. 511-514, 1983.

R.J. Ridgwell, J.H. de Michieli, M. Fischer, S. Reymond, P. Nicolas, D. Sievert,
Xylanase induced changes to water- and alkali-extractable arabinoxylans in wheat
flour: Their role in lowering batter viscosity, J. Cereal Sci. 33 (2001) 83-96.

Ratanakhanokchai K., Kyu K.L., Tanticharoenm M. Purification and properties of a
xylan-binding endoxylanase from alkaliphilic Bacillus spp. strain K-1. Appl.
Environ. Microbiol. 1999, 65, 694-697.

Rathore, S.S., Mannivannan A., Narendhirakannan, R.T., 2014. Screening Of Cellulase
Producing Microorganisms From Lake Area Containing Water Hyacinth For
Enzymatic Hydrolysis Of Cellulose. Journal of Advanced Scientific Research
5(3): 23-30.

Roy, N., and Rowshanul, M., 2009. isolation and characterization of Xylanase
producing strain of Bacillus cereus from soil. iranian Journal of Microbiologgy 2,
49-53.

Sargin, S., Ongen G., 2003. Kanathh Yemi Katkis1 Olarak Kullanilan Ksilanaz
Enziminin Kat1 Kiiltiir Fermantasyon Yontemi ile Uretiminde Olgek Biiyiitme
Calismalari, Ege Univ. Ziraat Fak. Dergisi, 40 (3):145-152

S. Singh, P. Reddy, J. Haarhoff, P. Biely, B. Janse, B. Pillay, D. Pillay, B.A. Prior,
Relatedness of Thermomyces lanuginosus strains producing a thermostable
xylanase, J. Biotechnol. 81(2000) 119-128.

55


http://dx.doi.org/10.4172/2167-7972%20.1000101

S.E. Ryan, K. Nolan, R. Thompson, G.M. Gubitz, A.V. Savage, M.G. Tuohy,
Purification and characterization of a new low molecular weight endoxylanase
from Penicillium capsularium, Enzyme Microb. Technol. 33 (2003) 775-785.

Sapre, M., Jha, H. and Patil, M. 2005. Purification and characterization of a
thermoalkalophilic xylanase from Bacillus spp. World Journal of Microbiology
and Biotechnology. 21 (5): 649-654.

Sari, B., 2016. Rize Ayder Kaplicalarindan Alinan Su Orneklerinden Termofilik
Bakterilerin izolasyonu, Identifikasyonu, Ksilanaz Enziminin Geobacillus
galactosidasius Bs61 Bakterisinden Saflastirilmasi Ve Karakterizasyonu.
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi.

Sharma, S.C.D., Shovon, M.S., Asaduzzaman, A.K.M., Sarowar Jahan, M.G.,Yeasmin,
T., Roy, N., 2011. Optimization Of Alkali-Thermostable And Cellulase-Free
Xylanase Production From Bacillus spp. J. bio-sci. 19, 7-14.

Shrinivas, D., Savitha, G., Raviranjan, K., 2010 A Highly Thermostable Alkaline
Cellulase-Free Xylanase from Thermoalkalophilic Bacillus spp. JB 99 Suitable for
Paper and Pulp Industry: Purification and Characterization et al. Appl Biochem
Biotechnol 162: 2049-2057.

SILVA, L.G., TRUGO, L.C., TERZI, S.C., and COURI, S., 2005. Low phytate lupin
flour based biomass obtained by fermentation with a mutant of Aspergillus niger.
Process Biochemistry, 40, 951-954.

Stimengen, M., 2011. Laktik Asit Bakterilerinden Fitaz Uretimi Ve Endiistriyel
Kullanim Olanaklari. CUKUROVA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI
ENSTITUSU BiYOLOJI ANABILIM DALI YUKSEK LiSANS TEZI.

Sentiirk, S.B., 2013. Endiistriyel Kullanim Amaclh Ksilanaz Enziminin Rekombinant
Olarak Uretilmesi, Saflastirilmasi Ve Karakterizasyonu. Gaziosmanpasa
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi.

Taneja K., Gupta, S., Kuhad, R.C, Properties and application of a partially purified
alkaline xylanase from an alkalophilic fungus Aspergillus nidulans KK-99,
Bioresour. Technol. 85 (2002) 39-42.

Tamariz-Angeles, C., Olivera-Gonzales, P., Villena, G.K., Gutierrez-Correa, M., 2014.
Isolation and Identification of Cellulolytic and Xylanolytic Bacteria from
Huancarhuaz Hot Spring, Peru. Annual Research & Review in Biology 4(19):
2920-2930.

Techapun C., Poosaran N., Watanabe M., Sasaki K., 2003. Thermostable and alkaline-
tolerant microbial cellulase-free xylanases produced from agricultural wastes and
the properties required for use in pulp bleaching bioprocess: a review. Process
Biochemistry, 38:1327-1340.

TEMIZKAN, G. ve ARDA, N., 2004. Molekiiler Biyolojide Kullanilan Y&ntemler.
Nobel Tip Kitabevi, ist.345s.

Weidmann M., Zhang, W., 2011. Genomics of Foodborne Bacterial Pathogens. ISBN:
978-1-4419-7685-7. 524 p.

Yegin, S., Biytikkilleci, A.O., 2015. Mikrobiyal Ksilanazlar ve Gida Endiistrisinde
Kullanim Alanlari. Akademik Gida 13(4) 317-326.

Yin L, Lin H, Chiang Y, Jiang S (2010) Bioproperties and Purification of Xylanase
from Bacillus spp. YJ6. J Agric Food Chem 58: 557-562.

Zambare, V., Zambare, A., Muthukumarappan, K.,  Christopher, L.P., 2011.
Biochemical characterization of thermophilic lignocellulose degrading enzymes

56



and their potential for biomass bioprocessing. INTERNATIONAL JOURNAL OF
ENERGY AND ENVIRONMENT 2(1), 99-112.

57



OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Gokhan SERTBAS

Dogum Yeri: ISLAHIYE

Dogum Tarihi: 01.05.1987

E posta: gkhnsertbas@gmail.com

Yabana Dili: INGILIZCE

Egitim Durumu (Okul, baslama ve mezuniyet yili, sehir) :
Lisans: Kilis 7 Aralik Universitesi, 2009-2013, KILIS

Yiiksek Lisans: Kilis 7 Aralik Universitesi, 2015-2017, KILIS

58



