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Bu calismada, termofilik bir kiif olan Scytalidium thermophilum’dan ksilanaz {iretim
kosullar1, Box-Behnken deney tasarim yontemi kullanilarak Tepki Yiizey Metodolojisi
ile istatistiksel olarak optimize edilmistir. Bes bagimsiz degiskenin; as1 orani, sicaklik,
pH, karbon ve azot kaynagi konsantrasyonunun ksilanaz iiretimine etkisi incelenmis ve
caligilan aralikta en uygun fermantasyon kosulu 1 mL as1 orani, 50°C sicaklik, 7,0 pH,
20 g/L musir kogan1 ve 5 g/L maya oziitii olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda
gerceklestirilen fermantasyon sonucunda 134,09 IU/mL ksilanaz aktivitesi tespit
edilmistir. Bu sonucun, gelistirilen model esitliginden hesaplanan 133,91 1U/mL
degeriyle uyumlu oldugu belirlenmistir. Optimizasyon caligmalar1 sonucunda enzim
iiretimi, baglangic seviyesinin yaklasik 2 katina ¢ikarilmastir.

Ksilanazin endiistriyel uygulamalar i¢in kismi olarak saflastirilmasi amonyum siilfat ile
¢oktiirme, sulu iki faz ayristirma ve ultrafiltrasyon yontemleri ile gergeklestirilmistir.
Amonyum siilfatla ¢oktiirme sonucunda %52 verimle 2,5 Kat saflastirma elde edilirken,
sulu iki faz ayristirma tekniginde %79 verim ve 2,7, ultrafiltrasyon tekniginde ise %25
verimle 4,3 kat saflastirma elde edilmistir.

Karakterizasyon caligmalari kapsaminda ham ksilanaz aktivitesi ve dayanimina pH
etkisi incelendiginde, en yiiksek bagil aktivite pH 7-7,5 araliginda elde edilmis ve enzim
pH 7’de 4 saat inkiibe edildiginde aktivitesinin %70’ini korumustur. Ksilanaz aktivitesi
ve dayanimina sicakligin etkisi incelenmis ve en yiiksek aktivite 70°C sicaklikta tespit
edilirken, enzim 50°C sicaklikta 1 saat inkiibasyon sonucunda aktivitesinin %75’ini
korumustur. Ham enzimin Kp, ve Vmax degerleri sirastyla 1,93 mg/mL ve 347,1 U/mL
olarak tespit edilmistir. Substrat segiciligi incelemesi sonucunda ksilanazin, denenen
ticari ve lignoseliilozik substratlar iginde en yiiksek afiniteyi sirasiyla hus agaci ksilani
ve bugday kepegine kars1 gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Scytalidium thermophilum, ksilanaz, tepki yiizey metodolojisi,
kismi saflastirma, karakterizasyon
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In this study, xylanase production conditions from a thermophilic fungus, Scytalidium
thermophilum, were statistically optimized with Response Surface Methodology by
using Box-Behnken experimental design method. Effect of five independent variables;
inoculum level, temperature, pH, carbon and nitrogen source concentration, on xylanase
production was investigated and optimum fermentation conditions were determined as 1
mL inoculum level, 50°C temperature, 7.0 pH, 20 g/L corn cob and 5 g/L yeast extract
within the working range. As a result of the fermentation at optimum conditions, 134.09
IU/mL xylanase activity was observed. This result was in agreement with the calculated
value of 133.91 IU/mL from the proposed model equation. As the result of the
optimization studies, enzyme production was increased to 2 fold of the initial level.

Partial purification of xylanase for industrial applications was studied with ammonium
sulphate precipitation, aqueous two phase separation, ultrafiltration, and after
ammonium sulphate precipitation 2.5 fold purification with 52% vyield, aqueous two
phase separation 2.7 fold purification with 79% vyield and ultrafiltration 4.3 fold
purification with 25% yield was obtained.

In the scope of characterization studies, by investigating the effect of pH on xylanase
activity and stability, maximum residual activity was observed in the range of pH 7-7.5
and enzyme retained 70% of its activity after 4 hours incubation at pH 7.0. Effect of
temperature on xylanase activity and stability was studied and maximum activity was
determined at 70°C, whereas enzyme retained 75% of its activity at 50°C after 1 hour
incubation. Ky, and Vyax values of crude enzyme was found as 1.93 mg/mL ve 347.1
U/mL, respectively. As the results of substrate specificity studies, it was determined that
within the commercial substrates tested, xylanase showed highest affinity towards
birchwood xylan and wheat bran, respectively.

Keywords: Scytalidium thermophilum, xylanase, response surface methodology, partial
purification, characterization
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1. GIRIS

Teknolojide meydana gelen gelismeler, kaynaklarin geri doniistimlii kullanilma
ihtiyaci, kimyasal atiklarin olusturdugu kirliligin engellenmek istenmesi gibi
ihtiyaclara paralel olarak enzimlerin de teknolojideki yeri ve Onemi artmistir.
Enzimler, teknolojideki gelismelerle yeni kullanim alanlarinin bulunmasi ile

diinyada yayilmis bir pazar haline gelmistir.

Enzimlerin endiistriyel siireglerde kullaniminin yayginlasmasi sonucunda bu konuda
yapilan caligmalar da hiz kazanmistir. Uretim ortami optimizasyonu ile uygun
calisma sartlar1 tespit edilmeye ve {rlin verimi arttirllmaya calisilmaktadir.
Boylelikle enzimlere kolay ulasilabilmesinin yani sira, ekonomik ve ¢evreci {iretim
kosullar1 saglanmasi hedeflenmistir. Endiistriyel siirecler i¢in enzim saflastirilmasi
onemli bir siire¢ basamagidir. Saflastirma islemi hem zaman alici hem de maliyeti
yiikksek bir adimdir. Bu nedenle, iiretim kosullarinin optimize edilerek uygun

saflagtirma tekniklerinin gelistirilmesi endiistriye biiylik destek saglamaktadir.

Gilinlimiizde diinya niifusunun artmasiyla birlikte hammadde ihtiyac1 da artmaktadir.
Ayrica niifus artigina paralel olarak erisebilir gida kaynaklar1 da kisitli hale
gelmektedir. Bu sebeple, endiistriyel iiretim siireglerinde gida kaynaklarinin
kullanilmamas1 daha dogru bir yaklasimdir. Dolayisiyla “atik” olarak siniflandirilan
maddelerin endiistriyel siireglerde kullanilarak katma degerli son {iriinlere
doniistiiriilmesi 6nem kazanmaktadir. Bu noktada, endiistriyel mikrobiyal iiretim
stireclerinde kullanilan ve gida olarak da degeri olan karbon kaynaklar1 yerine “atik”
karbon kaynaklarinin degerlendirilmesi ©onem arz etmektedir. Atik karbon
kaynaklar1 olarak her yil milyonlarca ton {iretilen ve ekonomik acidan degeri
olmayan (veya ¢ok az olan) lignoseliilozik kaynaklarin (misir kogani, aygigek sapi,
pamuk sap1 vb.) kullanilmas1 sayesinde gida kaynaklarindan tasarruf edilebilecektir.
Ayrica, bu tip “yenilenebilir” kaynaklarin kullanimi sayesinde hem ¢evre acgisindan
hem de maliyet acisindan avantajli endiistriyel siireglerin uygulanmasi miimkiin

olacaktir.



Tiirkiye’nin toplam arazisi 26.500 hektardir. Bunlarin %38,4°1 ekili, %44,1’1 orman
arazisi, %10,4’li nadasa birakilmis halde ve %7,1°1 meyve ve sebze ekili halde
bulunmaktadir. Ulkemizde yetistirilen iiriinlerin tarimsal atiklarmin yillik 50-65 ton
oldugu bilinirken, misir atiklar1 bunlarin igerisinde li¢lincli sirada yer almaktadir.
Misir atiklarinin hayvan althig ve hayvan yem katki maddesi olarak kullanildigt
bilinmektedir. Misir atiklarinin yilda 2 milyon tondan fazla {iretildigi géz Oniine
alindiginda, sadece belirtilen alanlarda kullanilarak tiikenmedigi ve baska sekillerde
geri doniisimii olmadigindan atik olarak kaldigi goriilmektedir. (Oztiitk ve

Bascetingelik, 2006).

Tarim ve ormancilikta iretilen lignoseliillozik maddelerin (6zellikle atiklarin)
biyolojik doniisiimii i¢in ksilanazlarin kullanilmasi giindemdedir (Haltrich ve ark.,
1996). Son zamanlarda galigmalarin yogunlagtigi enzimlerden biri olan ksilanaz;
1980’lerde hayvan yemi hazirlanmasinda, daha sonra gida, tekstil ve kagit
sanayisinde kullamlmaya baslamistir. Ozellikle mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen bu enzimler, polisakkaritleri hidroliz edecek olan diger enzimlerle birlikte,
hiicre duvarinda bulunan ksilanin pargalanmasinda gorev alirlar (Polizeli ve ark,

2005).

Ksilanazlar, kagit ve kagit hamuru endiistrisinde ©Onemli uygulama alani
buldugundan dolayi, hizla endiistriyel enzimlerin 6nemli bir grubu haline
gelmektedir. Ksilanazlar, ksilanin hidrolizi ile kagit hamurundan ligninin salinimini
kolaylastirir ve bdylece beyazlatma ajani olarak klorun kullanimini azaltir. Bu
yoniiyle kagit ve kagit hamuru endiistrisinde 6nem tasimaktadir (Subramaniyan ve
Prema, 2002).

Bitkilerde hiicre duvari, hiicre koruyucu ve sertlik verici gérevlere sahiptir. Fiziksel
olarak korumay1 saglar, bitki patojenlerinin saldirisina kars1 bariyer gorevi goriir ve
dogadaki bagl karbonun en 6nemli kaynagi oldugu kabul edilmektedir. Yapinin ana
bilesenleri olan seliiloz, lignin ve hemiseliiloz, kovalent ve kovalent olmayan
baglarla  birbirlerini  etkilemektedir (Collins ve ark., 2005). Ksilanlar,

hemiseliilozlarin ana yapisini meydana getiren temel polisakkaritlerdir. Dogada



yaygin olarak bulunan ksilanlar, genel olarak bitkilerde toplam kuru agirligin %30-
35’ini olusturmaktadirlar (Kulkarni ve ark., 1999).

Bu enzimi iireten organizmalar arasinda filamentli kiifler 6ne c¢ikmaktadir.
Mikroorganizmalar enzimin hiicre disina salimimimi gergeklestirdikleri i¢in hiicre
parcalanmas1 ihtiyact ortadan kaldirmakta, bu sayede endiistriyel iiretim
stireclerinde ayr1 bir dnem kazanmaktadir. Ayrica, filamentli kiiflerin ksilanaz

iiretim seviyesi bakteri ve mantarlara gére daha yiiksektir (Haltrich ve ark., 1996).

Enzim iiretiminde en diisilk maliyet ve en kisa zamanda en yiiksek verimin elde
edilebilmesi i¢in fermantasyonda “sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu, ¢ogaltma
zamanit ve havalandirma” gibi belirli parametrelerin optimize edilmesi
gerekmektedir (Bocchini ve ark., 2002). Optimizasyonun gergeklestirilmesinde iki
farkli yaklasim s6z konusu olmaktadir. Birinci yol olan klasik yontem, “tek faktor-
tek zaman” (one-factor-at a time) metodudur. Burada bir degisken degistirilirken,
diger degiskenler sabit tutulur. Bu yontem degisken sayisinin az oldugu durumlarda
uygulamada zorluk ¢ikartmamakla birlikte, degisken sayisi arttikca uygulama
zorlagmaktadir. Degiskenlerin tek tek degistirilmesi hem zaman kaybina yol
acmakta ve deney set sayisini arttirmakta hem de uzayan zamana paralel olarak
sonuglarda giivensizliklere neden olabilmektedir. ikinci yol ise; en az sayida deney
yapilmasi ve en yiiksek verime ulagilmasi esasina dayanir (Yin Li ve ark., 2007). Bu
calismada optimizasyon deneylerinin gergeklestirilmesi icin istatistiksel bir yontem
olan Tepki Yiizey Yontemi (RSM: Response Surface Methodology), Box-Behnken
deney tasarim metoduyla (Box ve Behnken, 1960) degiskenler arasinda (as1 orani,
sicaklik, pH, karbon kaynagi ve azot kaynagi) matematiksel bir iligki gelistirmek

i¢cin kullanilmistir.

Bu noktalardan hareketle, bu calismada, filamentli ve termofilik bir kif olan
Scytalidium thermophilum, ksilanaz iiretimi amaciyla kullanilmis, karbon kaynagi
olarak kiiltiir ortamina misir koganlar1 eklenmistir. Bu sayede {ilkemizde iiretilen ve
¢ok kisitlt kullanim alani haricinde atik olarak kalan misir koganlarinin kullanimu ile

geri doniigiimiiniin saglanmasi ve ekonomiye kazandirilmasi amaglanmistir.



Scytalidium thermophilum’dan ksilanaz tiretiminin optimizasyonu i¢in bes seviyeli
Box-Behnken (Box ve Behnken, 1960) deneysel tasarim yontemiyle Tepki Yiizey
Metodolojisine gore gerceklestirilen deneylerde elde edilen sonuglar Minitab 14

istatistik programiyla (ABD) analiz edilmistir.

Optimize edilmis kosullarda tiretilen ksilanaz, endiistriyel siire¢lere uygun olarak
amonyum siilfatla ¢oktiirme, sulu iki faz ayrigtirma ve ultrafiltrasyon yontemleri ile
kismi olarak saflastirilmistir. Enzim, optimum pH ve sicaklik ¢alisma kosullari, pH
ve sicaklik dayanimi, kinetik parametreler ve substrat seciciligi agisindan

incelenerek karakterize edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Lignoseliilozik Yapilar

Onemli enerji kaynaklarmdan olan biyokiitle, 1518 kimyasal enerji seklinde
depolandig1 organik bir yapidir (Demirbas, 2008). Tarim atiklari, orman atiklari, 6zel
biyoenerji bitkileri, endiistriyel ve evsel kati atiklar lignoseliiloz i¢eren biyokiitle olarak

sayilabilmektedir (Sathitsuksanoh ve ark., 2010).

Hiicre duvarlarini olusturan ve hiicreye sertlik veren lignoseliilozik yapi; %30-50
seliiloz, %15-35 hemiseliiloz, %10-30 lignin ve diger (protein, ¢Oziiniir seker,
mineraller gibi) kiigiik bilesenlerinden meydana gelmektedir (Sekil 2.1) (Pauly ve
Keegstra, 2010).

Bitki hiicre geperi

Mikrofibril \{f—Setuloz

T\ Bitki
‘ p hiicresi

W‘I(’
<

(Baglica ksilan)

Lignin

Sekil 2.1. Genel lignoseliilozik yapilar (Uyarlama: Ratanakhanokchai ve ark., 2013)



2.1.1 Seliiloz

Seliiloz, bugiin i¢in diinyada en bol bulunan yenilenebilir polimer kaynaktir (Klemm ve
ark., 2005). Bitki hiicre duvarinin temel bileseni olan seliiloz; glukoz zincirlerinin, -
1,4-glikozidik baglarla birbirlerine baglanmasiyla olusmus bir polisakkarittir. Seliiloz
zincirleri, lifli yapiy1 olusturmak icin, mikrofibriller lizerine kiimelenmistir (Sekil 2.2)

(Ratanakhanokchali, ve ark., 2013).

Seliiloz bitkide yapisal biitiinliigii korumasinin yani sira, Ot¢ul canlilara besin kaynagi
olarak da gorev yapar. Bunun disinda, gida, kagit ve kagit hamuru ve tekstil

endiistrisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Kulkarni ve ark., 1999).

o o i \\“1
Mikrofibrillerin bitki
hiicre duvarinda ag
seklinde
olusturdukler:
katman

Bir adet mikrofibril |

Seliiloz molekiilii

o ‘K HOz  OH .o (O Hoz  OH .o
& o A * & \ o A *
HO OH OH HO OH OH
—_

Kristalin seliiloz

" B oo os,
Glikoz Sellobiyoz L0000 b b0t s b

Sekil 2.2 Seliilozun kimyasal yapist (Uyarlama: Quiroz ve Mallol, 2013).

2.1.2 Lignin

Lignin dogada en ¢ok bulunan ficiincii polimerdir. Hiicre duvarinda bulunan lignin
sayesinde hiicre su gecirmez ve sert bir yap1 kazanir. Ayrica mikrobiyal saldir1 ve

oksidatif strese dayanikli hal almasini da saglar. Ligninler 4-O-metil-Dglukuronik asit
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ester baglari ile ksilana baglanirlar (Sekil 2.3) (Ratanakhanokchai ve ark., 2013;
Subramaniyan, 2002).

Sekil 2.3 Ligninin kimyasal yapis1 (Uyarlama: Maas, 2008)

2.1.3 Hemiseliiloz

Hemiseliilozlar ksilan, mannan, galaktan, arabinan gibi ana heteropolimerler igerir. Bu
heteropolimerler temel monomer olan D-ksiloz, D-mannoz, D-galaktoz, L-arabinozdan
meydana gelirler (Sekil 2.4) (Beg ve ark., 2001).

Sekil 2.4 Hemiseliilozun kimyasal yapisi (Uyarlama: Maas, 2008)
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2.1.3.1 Ksilan

Hemiseliilozlarin ana bileseni ve bitki hiicrelerinin en biiylik yapisal polisakkariti olan
ksilan, ksilanazlarin substratidir (Sekil 2.5). Ksilan dogada en ¢ok bulunan ikinci
polisakkarittir ve diinyada yenilenebilir karbonun tigte birini olusturmaktadir (Collins ve

ark, 2005).

Ksilan
H H H
HA0. H o H o. H o}
O NoH HA O KNoH HA O NoH Hiy O NoH HAy ©
H OH H OH H OH H OH
leﬂanaz
H
H./—0.OH
H
OH i
HO ™ oH
Ksiloz

Sekil 2.5 Ksilanin ve ksilanaz ile hidrolizi sonucu elde edilen ksilozun yapist
(Uyarlama: Held, 2012)

Ksilanlar, B-1,4 glikozidik baglarla baglanmis, ksiloz monomerlerinden meydana gelmis
kompleks polisakkaritlerdir (Beg ve ark., 2001). Ksilanlar bitki kuru agirhiginin yaklasik
%30-35’1ni olusturmaktadir (Kulkarni ve ark., 1999).

Hiicre duvarlarinda bulunan ksilan oranlari, yumusak odundan, sert oduna ve genel
bitkilere gore farklilik gostermektedir. Sert yapililarda hiicre duvar igeriginin %15-30’u,
yumusak yapililarda %7-10°u ve genel bitkilerde %30’dan fazlasini olusturmaktadir
(Collins ve ark., 2005).

2.1.3.2 Ksilanaz ve Endiistriyel Uygulama Alanlar:

Endo-1,4-B-ksilanaz (1,4-p-D ksilan ksilanohidrolaz EC:3.2.1.8), f-1,4 baglan ile

baglanmis ksiloz birimlerinden olusmus, ksilan omurgasindaki baglar1 hidroliz eden



enzimdir (Sekil 2.5). Ksilan hidrolizi i¢in segilen baglar, zincir uzunluguna, dallanma

derecesi ve substrat molekiilii dogasina gore degismektedir.

Mikrobiyal kaynaklar arasinda, ortam i¢ine salgilanan ksilanaz seviyeleri bakteriye gore
daha fazla olan filamentli mantarlar (funguslar) olduk¢a dikkat ¢ekicidir (Polizeli ve
ark., 2005).

Ksilanin yapisinin karmasik olmasi nedeniyle, molekiiliin tamamen hidrolizi i¢in farkl
enzimlere ihtiyag duyulmaktadir. Ksilan1 hidroliz eden enzimlerin tamamina

“ksilanolitik enzim sistemi” adi verilir. (Collins ve ark., 2005).

Bu grubu olusturan enzimler (Sekil 2.6);

e Endo-1,4-pB-D-ksilanazlar (E.C. 3.2.1.8): ksilan omurgasi i¢inde, ksiloz birimleri
arasindaki glikozid baglar hidroliz ederler.

o 14-B-D-ksilasidazlar (E.C.3.2.1.37): ksilobiyozu ve baz1 kiiciik 4-B-D
ksilooligosakkaritleri ksiloza hidroliz ederler.

e o-L-arabinofuranosidazlar (E.C. 3.2.1.55): arabinoglukurunoksilan ksiloz
omurgasindaki yan zincirleri hidroliz eder.

e o-glukorinidaz (E.C. 3.2.1.1): glukurunoksilan bulunan glukuronik asit artiklari
ve [B-D-ksilopiranosil omurga birimleri arasindaki a-1,2 glikosidik baglari
hidroliz eder.

o asetil-ksilan esterazlar (E.C.3.1.1.72 ): asetil ksilan 3-D-ksilopiranosil kalintilar
tizerindeki pozisyon 2 ve / veya 3 'deki O-asetil gruplarini ¢ikarir.

e p-kumarik asit ve ferulik asit esterazlar (E.C. 3.1.1): sirasiyla arabinoz ve ferulik
asit arasindaki yan gruplari ve arabinoz ile pumarik asit arasinda ksilan

tizerindeki ester baglarini boler.



B-1.4- D Ksilozid B -Ksilosidaz

ksilohidrazlar
H 0O
H o
OAc H OH g R
I\\llobl\ 0z H po'“
Endolmllanaz @.-0-1,2-4-0 metil Avsetilksilan
D-Glukoronik asid esteraz
COOH
ﬁ 3 s
5 o -1, 1111'1110
H CH,0
OH H Lk d a-L-
e C ‘-) ]
CH,;0 u-glukuronidaz H OH abinofuranosidazlar

o-0-metil-D
glukuronik asid =

OH

Ac:Asetil grup Ferul ve
R—H:p-Kumerikasit  kumaril esteraz
R--OCHj; :Ferulik

asit

Sekil 2.6 Ksilanin hidrolizini gergeklestiren enzimler (Uyarlama: Beg ve ark., 2001)

Kagit hamuru iiretimi i¢in kullanilan odun, yiiksek sicaklik ve basingta muamele goriir.
Ihtiya¢ duyulan enzimler, enzimatik ydntemlerde yiiksek bir pH araliginda, yiiksek 1s1l
kararlilik gosteren ve aktivite sergileyen yetenekte olmalidir. Tiim ticari ksilanazlar bir
saatlik yarilanma 6mrii ile 50-60°C’de kismen bu sartlar yerine getirebilirler (Haki ve
ark., 2003). Bununla birlikte baz1 ksilanazlarin 80°C ile 100°C sicakliklarda da yiiksek
aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Polizeli ve ark., 2005; Haki ve ark,2003).

Genel olarak, mantar kokenli ksilanazlar 4-6 asidik pH’da etkilidir. Aktinomiset ve
bakterilerden tiiretilen ksilanazlarin ise daha genis bir pH araliginda (pH 5-9) etkili
olduklar1 bilinmektedir (Beg ve ark., 2001; Polizeli ve ark., 2005)

Ksilanazlarin siniflandirmalart ilk olarak fizikokimyasal Ozellikleri dikkate alinarak
yapilmistir. Buna gore; diisik molekiil agirlikli (<30 kDa) 180-240 aminoasit birimi
iceren ksilanazlar ve yiiksek molekiil agirlikli (>30 kDa) 270-800 aminoasit birimi
iceren ksilanazlar olarak iki grup olusturulmasi onerilmistir (Wong ve ark, 1988). Bu

simiflandirmanin yeterli olmadigi goriisii ile daha sonra enzimde bulunan katalik
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bolgelerin primer yapilarina gore enzim aileleri olusturulmus, ksilanazlar aile 10 ve aile

11 olarak siniflandirilmistir (Collins ve ark., 2005).

Ksilanazlarin endiistriyel kullanim alanlarinin gida endiistrisi, yem endiistrisi, kagit ve
kagit hamuru endistrisi ve diger endiistriler olarak dort baslik altinda toplandigi
belirtilmistir (Collins ve ark., 2005).

Ksilanazlar a-amilaz, glukoz oksidaz ve proteazlarla birlikte ekmek yapiminda
kullanilabilmektedir. Ksilanazlarin diger enzimler gibi, unda bulunan, suda ¢6ziinmeyen
hemiselillozu ¢Oziintir hemiseliiloza dontistirmeye yardimcir oldugu bilinmektedir.
Boylelikle suda ¢oziinen hemiseliilloz sayesinde yogurulmasi kolay ve yumusak, ayrica
yapigsmayan bir hamur elde edilebildigi saptanmistir (Polizeli ve ark., 2005). Bu
hamurla yapilan ekmeklerin somun hacminin arttig1, tazeliginin de uzun siire korundugu
saptanmigtir (Kulkarni ve ark., 1999; Beg ve ark., 2001). Ekmek kalitesini arttirmada
kullanilan amilazin, ksilanaz ile takviyesi yapilarak kullanildiginda etkilerinin daha da

arttig1 belirlenmistir (Beg ve ark., 2001).

Meyve suyu ve sarap endiistrisi de enzim pazarmin Onemli bir boliimiinii
olusturmaktadir. Daha dnceleri meyve sular1 ve saraplarin elde edilmesinde bulaniklik
biiyiikk bir sorun olurken, enzimlerin kullanilmasiyla bu soruna ¢6ziim bulunulmustur
(Polizeli ve ark., 2005). Ksilanazin, sarap ve biranin bulanikligimnin giderilmesinde
(Kulkarni ve ark., 1999; Beg ve ark., 2001), bitkisel yaglarin, nisastanin ve kahvenin
ekstraksiyonunda (Polizeli ve ark., 2005) kullaniminin oldugu bildirilmistir. Bunlarin
yani sira, bugday ve arpa nisastalarindan glutenin ayrilmasinda, bazi tarimsal tirtinlerin
ve hububatlarin besin degerini arttirmada (Beg ve ark.,, 2001), ksilanazdan

yararlanilmaktadir.

Hayvan yemi sektoriinde de kullanim alani bulunan ksilanazlar, kullanilan ham
maddedeki ksilanlarin  yikimin1  gerceklestirmektedir. Ksilanaz eklenmis ham
maddelerin kullanimiyla, besin sindiriminin iyilestirilmesi saglanarak, enerjinin daha iyi

kullanilabilmesi miimkiin hale getirilmektedir (Polizeli ve ark., 2005).

Bu enzimlerin kagit endiistrisinde kullanilmasi ile klor kullanim miktar1 diisiiriilmekte

ve bu sayede de ¢evre kirliliginin azaltilmas1 miimkiin olmaktadir. Yiiksek sicakliklarda
11



kullanilabilen ksilanaz, hiicre duvari yapisini bozar. Bunun sonucu olarak agartmanin

cesitli asamalarinda lignin ¢ikarilmasi kolaylagsmaktadir (Haki ve ark.,2003).

Ksilanaz ile onceden muamele edilmis kagit hamurlar1 elektron mikroskobunda
incelendiginde, enzimatik agartmanin lignin ve karbonhidrat arasindaki baglarin
kirilmasim1  sagladigr goriilmiistiir. Bunun sonucunda kagit hamurunun renginin

acilmasinin miimkiin oldugu belirlenmistir (Beg ve ark., 2001).

Yukarida agiklanan kullanim alanlarina ek olarak ksilanazlarin; deterjan endiistrisinde
deterjanlarin temizleme etkilerini arttirmada, lignoseliilozdan hidrolizle basit sekerlerin
elde edilmesinde ve bu sekerlerden fermentatif mikroorganizmalar araciligiyla sivi yakat

(Beg ve ark., 2001) tiretiminde kullanildigi bilinmektedir.

2.2 Ksilanaz Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Endiistriyel tiretim siireglerinde amag kisa zaman ve diisiik maliyet ile yiiksek verimin
elde edilebilmesidir. Bu amagla siire¢ optimizasyonu g¢alismalar1 genellikle istatistiksel
deney tasarim teknikleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Tek faktor-tek zaman
yaklagimi genel bir optimizasyon metodu olmakla birlikte uzun zaman almasi, fazla
sayida deney gerektirmesi ve elde edilen sonuglarin tam giivenilir olmamasi nedeniyle
problem yaratmaktadir (Wong ve ark., 2008). Ayrica bu yontem bagimsiz degiskenler
arasindaki etkilesimleri aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu sorunlarin asilmasi i¢in

tepki yiizey metodolojisi siklikla kullanilan bir yontemdir.

2.2.1 Tepki Yiizey Metodolojisi

Tepki ylizey metodolojisi, iirlin ve siire¢ tasarimi gelistirilmesi, iyilestirilmesi ve
optimizasyonunda yaygin olarak kullanilan istatistiksel bir tekniktir. Bu teknigin amaci
en 1yi performansi veya kalite 6zelliklerini (tepki) girdilerin (bagimsiz degiskenlerin)
farkli seviyelerinin en az sayidaki deneyle test edilmesidir (Myers ve Montgomery,
2002).
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Tepki ylizeyleri ve tasarimlari problemlerinde, bagimsiz degisken ile tepki arasindaki
iligki bilinmez. Bu nedenle deneysel ¢alismanin amaci, bagimsiz degiskenler ve tepki
arasindaki dogru fonksiyonel iliskinin belirlenmesidir. Bu iliski ancak degiskenlerin

uygun seviyelerinin se¢imi ile miimkiindiir (Box ve Wilson,1951).

Tepki ylizey metodolojisi geregi  deneylerdeki islem  sirasi, bagimsiz
degisken/degiskenlerin se¢imi, deney deseninin ¢ikarilmasi, kullanilacak degiskenlerin
formu (kodlu-kodsuz), tepki 6l¢iim yontemi, model denkleminin ¢ikarilmasi, model
denkleminin uygunlugunun test edilmesi, deneyin grafiginin ¢izilmesi seklinde
siralanabilir. Bagimsiz degiskenlerin ne olacagina karar verme, arastirici tarafindan
deney baglangicinda verilmesi gereken en 6nemli karardir. Ciinkii arastiricinin yapacagi
bir hata, sistem i¢in daha Onemsiz bir degiskenin modele alinmasi, 6nemli bir
degiskenin de model disinda birakilmasina neden olabilir. Genellikle, arastiricinin
kontrol edilebilir girdi degiskenlerine (¢1,£2,...€k) bagli olan tepkiyi (y) iceren iiriin,
proses veya sistem ile ilgili oldugu farz edilir. Iliski su sekilde verilebilir (Khuri ve
Cornel, 1996).

y = f(é1,6,.....8K)+e (2.1)

Esitlik 2.2°deki £1,6,....6¢k genellikle dogal degiskenler olarak isimlendirilir, ¢iinkii

santigrat derece (°C), gram/litre gibi 6l¢limlerin dogal birimlerinde ifade edilirler.
E(y) = 1= E[f(é1,£2,....&k) ] TE(¢)
:f(él,éz,. . Sk) (2.2)

Bircok tepki yiizey metodolojisi ¢alismasinda dogal degiskenlerin kodlu degiskenlere
(X1,X2,... Xk) doniistiiriilmesi uygundur. Kodlu degiskenler genellikle sifir ortalama veya

standart sapma ile birimsiz olarak tanimlanirlar.
Kodlu degiskenler cinsinden dogru tepki fonksiyonu (2.3) su sekilde yazilabilir.

I] = f(x1,X2,........ Xk) (23)
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Bir ¢ok durumda ya birinci dereceden ya da ikinci dereceden model kullamilir. Iki
bagimsiz degisken olan durumlar i¢in kodlu degiskenler cinsinden birinci derece model

su sekilde ifade edilebilir:
1] = Bo +PrXa+B2Xz (2.4)

Esitlik 2.4’de verilen birinci dereceden model bazen ana etki modeli olarak adlandirilir.
Ciinkii iki degiskenin (X; ve X) sadece ana etkilerini igermektedir. Eger bu degiskenler

arasinda etkilesim varsa bu etkilesim modele kolaylikla su sekilde eklenebilir:
I1 = Bo + P1X1 + B2Xz + 12X X2 (2.5)

Bu esitlik etkilesimli birinci dereceden modeldir. Dogru tepki yilizeyindeki egrilik
yeterince siddetlidir. Bu nedenle birinci dereceden model (etkilesim terimini igerse bile)
yetersiz kalmaktadir. Bu durumda biiyiik ihtimalle ikinci dereceden model gerekli

olmaktadir. iki degiskenli durum igin ikinci dereceden model su sekilde ifade edilebilir.

1= Bo+ P X1 + B2Xa + P11X12Xz + P2aXo™Xa + ProX1Xo (2.6)

Ikinci dereceden model tepki yiizey metodolojisinde bir cok neden icin pek cok genis

kullanim alanina sahiptir. Bunlardan bazilarini su sekilde siralayabiliriz.

1. Ikinci dereceden model oldukg¢a esnektir. Dogru tepki yiizeyini tahmin etmede
genellikle iyi ¢aligir.

2. lkinci derece modelde parametreleri tahmin etmek kolaydir. Bu amag icin en
kiicilik kareler yontemi kullanilabilir.

3. Ikinci dereceden modellerin gergek tepki yiizey problemlerini ¢dzmekte iyi
calistigin1 gosteren bir ¢ok pratik deney mevcuttur (Myers ve Montgomery,
2002).

Literatiire bakildiginda Jatinder ve arkadaslari (2005) Scytalidium thermophilum dan
seliilaz ve ksilanazinin iiretimi i¢in kiiltiir kosullarinin Tepki Yiizey Metodolojisi

kullanilarak optimizasyonu calismalarinda as1 seviyesi, amonyum siilfat ve pH
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degiskenleri olarak, 3 faktoriyel deney tasarimi kullanmislardir. Optimizasyon
calismalar1 sonucunda yaklasik 196 IU/g substrat ksilanaz aktivitesi elde ettikleri

gorilmiistiir.

Bocchini ve arkadaslarinin (2002) batik kiiltiir teknigi ile gogaltilmis Bacillus circulans
D1’den ksilanaz tretiminin Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak optimizasyonu
calismalarinda ksilan konsantrasyon, pH ve fermentasyon siiresi olarak ii¢ faktoriyel
deney tasarimi kullandiklar1 goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada elde edilen sonuglarda
pH’mn ksilanaz aktivitesinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir. Optimum ksilan
konsantrasyonunda (5g/L) ve fermentasyon siiresinde (48 saat) 19,1 U/mL ksilanaz

aktivitesi elde dildigi bildirilmistir.

Katapodis ve arkadaslar1 (2007) Chaetomium thermophilum’dan bugday samani ile
ksilanaz iiretiminin Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak optimizasyonu ¢alismasini
gerceklestirmistir. Bu c¢alismada karbon (bugday samani) ve azot (sodyum nitrat)
kaynagi olarak iki faktoriyel deney tasarimi kullanmislardir. Optimizasyon calismasi
sonucunda en yiiksek ksilanaz aktivitesini %3,9 (agirlik/hacim) bugday samani ve %7

sodyum nitrat (agirlik/hacim) bulunan ortamlarda 61 U/mL olarak bulmuslardir.

2.3 Ksilanazin Kismi Saflastirilmasi

Proteinler elde edildikleri ortamda genelde kompleks halde bulunmaktadir. Bu sebeple,
hedef proteinin fiziksel-kimyasal-biyolojik 6zelliklerine bagl olarak, belirli yontemler
ile saflastirilmasi istenmektedir. Yontem se¢iminde dikkat edilen onemli nokta, elde
edilmek istenen protein bir enzimse, aktivite kaybinin diisiik seviyede gerceklesmesi
veya hi¢ gergeklesmemesi olmaktadir. Yontemin secimindeki bir diger kriter ise en
diisiik maliyetle, en yiiksek safligin elde edilebilmesidir (Nelson, 2010; Yildirim,2010;
Toker, 2000).

Yaygin olarak kullanilan amonyum siilfatla ¢oktiirme ydntemi, proteinlerin kismi
saflastirilmasinda kullanilan yontemlerden biridir. Proteinlerin yiizeyinde hidrofilik ve
hidrofobik gruplar bulunmaktadir. Artan miktarda tuz c¢Ozeltisinin ortama ilave

edilmeye baglamasiyla birlikte proteinlerin ¢oziiniirliikkleri artar. Tuz ¢ozeltisinin artan
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konsantrasyonlarda eklenmeye devam etmesiyle, protein ylizeyinin i¢ kisminda bulunan
hidrofobik kisimlardan su molekiilleri uzaklasir. Su molekiillerinin uzaklagmasi ile
birlikte hidrofobik kisimlar birbirleri ile etkilesime gececek ve protein ¢okelmeye

baslayacaktir.

Kismi saflastirma yontemlerinden bir digeri olan sulu iki faz ayristirma, 1950 yilinda
Albertsson tarafindan gelistirilmistir, fakat aktif kullanimi1 yakin zamanlarda miimkiin
olmustur. Saflastirma ic¢in kullanilmakta olan geleneksel tekniklerin, kolon
kromotografisi vb, maliyetleri yiliksek oldugu gibi ayn1 zamanda daha diisiik verimler
elde edilmesi de s6z konusu olabilmektedir. Caligilacak yapilarin hassasligr dikkate
alindiginda, protein yapilarinin bozulmamasini saglayan, hizli ¢alisilabilecek, maliyeti
diisiik, cevre dostu olan ayirma tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlar dikkate
alindiginda sulu iki faz ayirma yontemi, bu kriterleri tasiyan alternatif yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Calismada kullanilan Triton-X 114 (C14H2,0(C,H,40)7-8) iyonik
olmayan (polar) bir deterjandir. Bazik olmayan bu yapi, hidrokarbon zincirinden
olugsmus hidrofobik (su sevmeyen) ve iyonik ug¢ tasiyan hidrofilik (su seven) olarak iki
kisimdan meydana gelmektedir. Suyu seven kisimlar molekiiliin bas kismin (polar),
suyu sevmeyen kisimlar ise kuyruk kismini (apolar) olusturmaktadir. Su igerisindeyken
bu kisimlar gruplasirlar, miselleri meydana getirirler. Miseller hidrofobik kisimlarin i¢
tarafta, hidrofilik kisimlarin dig tarafta toplanmasi ile bir bulutlanma meydana
getirmektedir. Bu bulutlanma ¢esitli etkilerle (sicaklik, pH, tuzlar vb.) artip,
azalabilmektedir (Gupta ve ark., 1999; Bordier, 1980; Yasinok ve ark., 2010).

Proteinlerin molekiil agirlik ve molekiil biiytlikliikk farkindan faydalanilarak, santrifiy
veya basing yardimi ile ayrilmasi islemi, ultrafiltrasyondur. Yontem i¢in bir kimyasal
ilavesi, farkli teknolojik agamalar vb. ¢aligmalar gerekmediginden, uygulamada kolaylik
sunmaktadir. Bu yOntemin caligma prensibi, yari gecirgen bir membran igeren bir
hiicreye konan protein ¢o6zeltisi igerisinden kiigiik molekiillerin, membranin
ultramikroskopik porlarindan suyla ve tamponla, ortam suyuna gegcirilmesi seklinde
olmaktadir (Bacchin ve ark., 1995; Cheryan, 1998; Cuperus, ve ark., 1991).

Kismi saflagtirma uygulamalar1 hakkinda literatiirde ¢ok fazla uygulamanin raporlandigi
goriilmektedir. Bataillon ve arkadaslarinin (2000) Bacillus sp. susundan ksilanazin
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saflastirilmast ve karakterizasyonu i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon
yontemini kolon kromotografisi uygulamasindan once, 6n saflastirma seklinde
kullandiklar1 goriilmiistiir. 10kDa membran ile ultrafiltrasyon edilen O6rnek, %80
doygunlukta amonyum ile muamele gormiis ve sirasiyla 1,0, 1,1 kat saflagtirma elde

edilmistir.

Gawande ve Kamat’in (1999) Aspergillus sp. susundan ksilanazin saflastirilmasina dair
yaptiklart ¢alismada da %62-67,5 amonyum siilfat doygunlugunda, 2,15 ve 3,7 kat

saflagtirma elde ettikleri gorilmiistiir.

Kamble ve Jadhav’in (2012) Bacillus’dan ksilanazin saflastirma ve karakterizasyonu
calismalarinda da %35-80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile 1,37 kat

saflastirma elde edilmistir.

Li ve arkadaslarina (2010) ait olan Streptomyces rameus’dan ksilanazin saflagtirilmasi,
karakterizasyonu ve bugday samani hamurundaki beyazlatma etkisinin incelenmesi i¢in
yapilan ¢alismada %40-60 konsantrasyonda amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi isleminde 3,5

kat saflastirmaya ulagilmistir.

Salama ve arkadaglar1 (2008) Aspergillus versicolor ‘dan elde edilen saflastirilmis hiicre
dis1 ksilanazlarin biyokimyasal caligmasini incelediklerinde %80 amonyum siilfat

konsantrasyonunda 2,47 kat saflastirma elde etmislerdir.

Rhizopus oryzae ‘den elde edilen endo-B-1,4-4 ksilanazin iiretimi, kism1 saflagtirilmasi
ve biyokimyasal karakterizasyonu iizerinde ¢alisan Bakir ve arkadaslar1 (2000), %40-75

amonyum siilfat konsantrasyonunda 2,48 kat saflastirma elde edilmistir.

Khandeparkar ve Bhosle’nin (2006) yaptigi ¢alisma olan Enterobacter sp.’den izole
edilen termofilik ksilanazin saflastirilmasi ve karakterizasyonunda 10.000 MW
memrandan ultrafiltrasyona tabi tutulmus 6rnege %80 konsantrasyonunda amonyum
siilfat ilave etmislerdir. Bunun sonucunda da %64,8 verim ile 9 kat saflastirma elde

etmislerdir.

Yasinok ve arkadaslarimin (2010) Bacillus pumilus’tan elde ettikleri ksilanazin gen

izolasyonu, enzim {iretimi, saflastirilmasi, karakterizasyonu ve sulu iki fazli sitem ile
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tek asamali ayrilma caligmalarinda polietilen glikol (PEG) ve potasyum tuzu ile
olusturulan sulu iki faz sistemi ile ayristirma yapmislar ve tist fazda 7 kat saflastirma,

%70 verim ile elde etmislerdir. Alt fazda aktivite gériilmemistir.

Bim ve arkadaslarinin (2000) Bacillus pumilus’den elde ettikleri ksilanazin sulu iki faz
sistemlerde ekstraksiyonu ve kraft kagit hamuru agartma uygulamasi calismasinda
fosfat ve polietilen glikol (PEG) ile yapilan sulu iki faz ayiriminda %98 verimle 33 kat

saflastirma elde ettiklerini bildirmislerdir.

2.4 Ksilanazin Karakterizasyonu

Enzimlerin en iyi aktivite gosterebildikleri ve denatiire olmadan ¢alisabildikleri belirli
degerler bulunmaktadir. Protein yapida olan enzimlerin ¢alisabildigi pH aralig1 asidik,
bazik ve notr degerlerde olabilmektedir. Enzimin aktivite gosterdigi pH araliginin
bilinmesi, ¢alisilacak kullanim alanlarinin belirlenmesini kolaylastirmaktadir. Aktif
merkezi iyonlagabilen gruplardan olusan enzimler, bu o6zellikleri ile reaksiyonlar
katalizleyebilir veya substrata baglanabilirler. Enzimin kullanacagi substratin da
iyonlasabilen gruplara sahip olmasi halinde, substrat tek iyonik forma sahip enzimle
birlesebilecektir. Bu durumda pH degisimi ile birlesmelerde problemler meydana
gelecektir (Segel 1993, Shukla ve ark., 2000). Protein yapida olan enzimlerin
sicakliklarinin artmasiyla aktifliklerinde artis gézlenmektedir. Fakat bir noktadan sonra
bu artis durmaktadir. Yiiksek sicaklikta denatiirasyona ugrayan enzimin, aktivitesinde
kayip olusacaktir. Bunun yani sira belli siirede yiktig1 substrat miktar1 ve tercih ettigi
substrat ¢esidi de degisiklik gostermektedir. Enzim konsantrasyonun sabit oldugu
durumlarda, substrat konsantrasyonu arttiginda aktivite artar. Belli bir noktaya kadar
devam eden bu artis daha sonra sabit bir hal alarak devam eder. Reaksiyon hizinin
maksimum oldugu aktiviteye Vmax hiz noktasi denir. Vimax degerinin yarisina karsilik
gelen substrat degerine Michaelis sabiti denir ve Ky ile gosterilir. Bu agilardan
bakildiginda enzim karakterizasyonu, ¢alismalarin pratiklesmesini saglamaktadir. Aym
sekilde ihtiya¢ duydugu substrat miktar1 ve cesidi enzimin endiistride kullanimi

acisindan oldukga onemlidir.
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Literatiire bakildiginda Susan van Dyk (2010) ve arkadaslar1 Bacillus licheniformis’den
kompleks ksilanazin karakterizasyonu ¢alismalarinda optimum pH 6,0 ve 7,0 arasinda,
optimum sicakligt 55°C bulmuslardir. Sicaklik dayanimina bakildiginda ise 55°C

sicaklik ile 2 saat igerisinde aktivitenin %46’sin1 kaybettigini gormislerdir.

Humicola insolens’den iki ksilanazin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve oOzellikleri
tizerine yapilan ¢alismada Diisterh6ft ve arkadaslart (1997), optimum pH ve sicakligi,
her iki ksilanaz i¢in de (XY11 VE XY12), sirasiyla pH 6-6,5 ve 55-60°C bulmuslardir.
Sicaklik dayaniminda da XY12 60°C’de 45 dakika sonunda tiim aktivitesini
kaybederken, XY11 ayni siire sonunda aktivitesinin %50’sini korumustur. pH
dayanimlarina bakildiginda da alkalin degerlerde XY12’nin XY11’den daha stabil

oldugu goriilmiistiir.

Zhang ve arkadaglarmin (2012) yaptigi ¢alisma olan tuza dayanikli Thermobifida
halotolerans’dan ~ 1s11  kararlili@  yiikksek  ksilanazin  saflastirilmast  ve
karakterizasyonunda optimum aktivite 80°C’de, optimum pH 6,0 degerinde
bulunmustur. 70°C sicaklikta 1 saat tutulan enzim inhibe olmustur. Saflastirilmis
enzimin oldukca genis bir pH araliginda dayanimimin oldugu goriilmiistiir. 12 saat
icerisinde enzim aktivitesinin %60’dan fazlasini pH 4,0-10,0 araliginda muhafaza

etmistir.

Streptomyces rameus’dan ksilanazin saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve bugday samani
hamurundaki beyazlatma etkisinin incelenmesi i¢in yapilan ¢alismada Li ve arkadaslar
(2010) substrat segiciliginde saflastirilmis ksilanazin en yiiksek aktiviteyi yulaf ksilan
ile verdigi goriilmistiir. Yine bu ¢alismada Michaelis-Menten sabitleri hus agaci ksilani

icin K, 5,8 mg mL™ ve kayin agac1 ksilani i¢in K, 5,3 mg mL™ olarak belirlenmistir.

Marasmius sp.’den elde edilen 1sil kararliligi yiiksek ksilanazin saflastirilmast ve
karakterizasyonu ¢alismasinda Ratanachomsri ve arkadaslar1 (2006), saflastirilan
enzimin en yiiksek aktiviteyi 90°C sicaklikta gosterirken, optimum pH’1 4,0-8,0 genis
aralikta gosterdigini tespit etmislerdir. Substrat segiciligine baktiklarinda en yiiksek
aktiviteyi hus agaci ksilaninda elde etmislerdir. Hus agaci kullanilarak incelenen kinetik

parametrelerde Ky, 2.6+£0.6 mg/mL, Viax 428+26 U/mg degerleri bulunmustur.
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Rhizopus oryzae ‘dan elde edilen endo-B-1,4 ksilanazin tiretimi, kismi saflastirilmasi ve
biyokimyasal karakterizasyonu iizerinde ¢alisan Bakir ve arkadaslart (2000), optimum
pH’1 4,5 ve optimum sicakligr 55°C bulmuslardir. Kinetik parametrelerde K, 18.5
mg/mL, Vimax 90 IU/mg degerlerine ulasmiglardir.

Bacillus pumilus’dan alkalin ksilanazlarin karakterizasyonu caligmalarinda Duarte ve
arkadaglar1 (2000) farkli suslar i¢in optimum pH, 8,0 ve 9,0 olarak bulurken, optimum
sicaklig1 55°C ve 60°C olarak bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyaller

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma Aldrich
(Almanya) ve Merck (Almanya) kimyasal sirketlerinden; lignoseliillozik maddelerden
misir kogan1 Adapazari, bugday kepegi Eskisehir, aycicegi sap1 Kiitahya ve pamuk sap1

Sanliurfa illerinden temin edilmistir.

3.2 Mikroorganizma ve Fermantasyon Kosullari

Calismalarda termofilik bir kiif olan Scytalidium thermophilum ATCC 16454
(Humicola insolens) kullanilmistir. Mikroorganizma YpSs agarda (Ek 1) 45°C
sicaklikta 3 giin boyunca, spor olusturana kadar inkiibe edilmistir. Petriler, oda

sicakliginda en fazla 2 ay saklanmustir.

Ana kiiltiiriin asilanmast i¢in on kiiltiir (Ek 1) hazirlanmistir. Yapilacak ¢alismanin
amacina gore gerekli miktar 6n kiiltir kullanilarak, 100 mL ana kiiltir (Ek 1)
astlanmistir. Ana kiiltiir ortaminda; 100 mL hacim igin; K,HPQy, 1 g/L; MgSO,4.7H,0,
0,5 g/L; CuSQ,. 5H,0, 0,1 g/L olarak sabit tutulurken, ¢alismanin amacina gore asilama
orani 1-3 mL, pH 5-7, sicaklik 40-50°C, karbon kaynagi (misir kogani) 20-40 g/L, azot
kaynagi (maya Oziitii) ise 3-5 g/L araliklarinda degisen degerlerde kullanilmistir.
Karbon kaynagi olarak musir kocani ogiitiiliip, 2 mm elekten gegirilerek ana kiiltiire

eklenmistir.

3.3 Ksilanaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Ana kiltiir ortamlarindan, optimizasyon galismalari i¢in her giin, on saflastirma ve
karakterizasyon caligmalari i¢in ise en yliksek enzim aktivitesinin gozlenmedigi 5. giin
ornek alinmigtir. Alinan 6rnekler 14000 rpm’de 10 dakika, ¢6ziinmemis kisimlarindan
arindirilmak tizere santrifiijlenmistir. Pellet kisimlar1 atilmis ve siipernatant kisimlari

ksilanaz aktivitesi agisindan incelenmek iizere ayrilmistir.
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Aktivitenin belirlenmesi i¢in substrat olarak, 50 mM pH 7.0 sodyum fosfat tamponunda
%1,0 (a/h) kayin agaci ksilan1 kullanilmistir (Bailey ve ark., 1992).

Ksilanaz aktivitesi, enzimatik reaksiyon sirasinda ortaya c¢ikan, indirgenmis scker

konsantrasyonu Ol¢tilerek belirlenmistir.

Tepkime, her ikisi de 60°C sicaklikta dengelenmis; uygun sekilde seyreltilmis 1 mL
enzim ve 10 mL substratin karistirilmasi ile gergeklestirilmigtir. Uygun zaman
araliklarinda tepkime karistmindan 1 mL O6rnek alinmis, alinan Ornekler 1,5 mL
dinitrosalisilik asit (DNSA) iizerine eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Renk
degisiminin goriilebilmesi igin Ornekler 5 dakika siireyle, 100°C su banyosunda
tutulmus ve ardindan hemen sogutulmustur. Daha sonra numunelerin absorbanslari bir
kor numuneye karsi spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda olglilmiistiir (Miller,
1959).

DNSA reaktifi Ek 2’de tarif edildigi gibi hazirlanmistir. DNSA yonteminde indirgeyici

sekerlerin belirlenebilmesi i¢in standart olarak ksiloz kullanilmistir (Ek 3).

Bir birim ksilanaz aktivitesi (IU); 60°C ve tepkime kosullarinda 1 dakikada 1 pumol

ksiloz tiretebilen enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

3.4 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu standart olarak sigir serum albliimin (BSA) kullanilarak

Bradford yontemi ile belirlenmistir (Bradford, 1976) (Ek 4).

3.5 Ksilanaz Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Scytalidium thermophilum’dan ksilanaz iiretiminin optimizasyonu igin kdltiir ortami
bilesenleri ve fermantasyon kosulari Box-Behnken deney tasarim metodu kullanilarak
(Box ve Behnken, 1960), Tepki Yiizey Metodolojsi ile (RSM: Response Surface
Methodology) istatistiksel olarak incelenmistir. Calismada bes bagimsiz degisken; as1
orani (Xj), sicaklik (Xz), pH (X3), karbon kaynagi (X4) ve azot kaynagi (Xs) test
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edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin seviye ve araliklari Tablo 3.1°de verilmistir.
Toplamda 46 deney seti, her biri 3 tekrarli olmak iizere, 6 merkez noktali Box-Behnken

deney tasarim matrisine gore gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1 Box-Behnken deney tasarimi bagimsiz degisken degerleri

Bagimsiz Degisken Adi Seviye
Degisk
egisken X] 0 )
X3 As1 Orani (mL) 1 2 3
X2 Sicaklik (°C) 40 45 50
X3 pH 5 6 7
X4 Karbon kaynagi (misir kogani) (g/L) 20 30 40
Xs Azot kaynag1 (maya 0ziitii) (g/L) 3 4 5

Ksilanaz aktivitesi veri analizi i¢in Minitab14 istatistik programiyla (ABD) ¢alisilmistir.
Optimizasyon kosulunun tespiti i¢in asagidaki denkleme gore tam ikinci dereceden

(full-quadratic) model kullanilmastir.
Y:bo‘f'ZbiXi‘i‘ZbiiXiz +Zbinin (3.1)

Esitlikte, Y,tepki; bo, kesisim noktas; b, lineer kat sayilar; bjj, iistel katsayilar; byj,

etkilesim katsayilart; X, bagimsiz degiskenin kodlanmis seviyesi olarak belirtilmistir.

3.6 Kismi Saflagtirma

Ksilanazin 6zellikle yiiksek saflik derecesine gerek olmayan endiistriyel uygulamalarda
kullanimina yonelik olarak ii¢ farkli kismi saflagtirma yontemi (amonyum siilfatla
¢coktiirme, sulu iki faz ayristirma ve ultrafiltrasyon) calisilmis ve her bir saflastirma
yontemi i¢in; spesifik (6zgiil) aktivite (IU/mg), verim (%) ve saflastirma orani (kat)

degerleri hesaplanmistir.

3.6.1 Amonyum Siilfatla Coktiirme

Ksilanazi kompleks kiiltiir ortamindan ayirabilmek amaciyla doygun amonyum siilfat

coOzeltisi hazirlanmis ve ¢ozelti 4°C sicaklikta tutulmustur. Calisilacak ana kiiltiir
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stiziilmiig, 11000 rpm’de, 4°C sicaklikta santrifiij edilmis ve siipernatant kismi
almmistir. 20 mL ham enzim soliisyonuna (siipernatant) %20-80 (a/h) konsantrasyon
araliginda ¢alisilmak iizere doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Cozelti,
10 saat siire ile manyetik karistirici lizerinde, 4°C’de karistirilmis ve 11000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Islem sonunda elde edilen protein pelleti tampon soliisyonunda
¢Oziilmiig, protein icerigi (Bradford, 1976) ve enzim aktivitesi agisindan incelenmistir.
Saflagtirma sonucu ulasilan 6zgiil (spesifik) aktivite (IU/mg), verim (%) ve saflagtirma

orani (kat) degerleri hesaplanmustir.

3.6.2 Sulu iki Faz Ayristirma

Ksilanazin sulu iki faz teknigi ile kismi saflastirilmasi %2-20 (h/h) TX-114
konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. TX-114, enzim soliisyonuna son konsantrasyonu
%2, 5, 10, 20 (h/h) olacak sekilde eklenmis, kopiik olusturulmadan karistirilmig ve 37°C
sicaklikta 3 ile 24 saat arasinda degisen siirelerde su banyosunda inkiibe edilmistir.
Bekleme siiresi sonunda ornekler, 25°C sicaklikta 11000 rpm’de tam faz ayrigiminin
saglanabilmesi i¢in 60 dakika siireyle santrifiij edilerek, alt (TX-114) ve iist (su) fazlar
ayristirilmis ve hacimleri tespit edilmistir. Alinan 6rnekler protein igerigi (Bradford,

1976) ve enzim aktivitesi agisindan incelenmistir.

Saflagtirma sonucu ulasilan 6zgiil (spesifik) aktivite (IU/mg), verim (%) ve saflagtirma

orani (kat) degerleri hesaplanmistir.

3.6.3 Ultrafiltrasyon ile Ayristirma

Ultrafiltrasyon i¢in 50 mL hacimde ultrafiltrasyon hiicresi ve membranlar1 (Milipore-
Amicon, ABD) kullanilmistir. Calismada anakiiltiirden alinan ornek Oncelikle kaba
filtre kagidi ile siiziiliip santrifiij edilerek hiicrelerden ve kaba kirliliklerden
ayristirilmistir.  Ardindan ksilanazin kismi saflastirilmasi i¢in fraksiyonel ydntem
kullanilmistir. Bu yonteme gore 10 mL’lik enzim soliisyonu 6nce 100 kDa cut-off
rejenere hemiseliiloz membrandan gegirilerek, 100 kDa ve iizerindeki molekiil agirliga

sahip proteinler ayristirilmistir. Elde edilen filtrat 30 kDa cut-off membrandan
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gecirilerek, 30 kDa ve tizerindeki proteinler ayrilmis, bu ikinci adimda elde edilen filtrat
ise 10 kDa cut-off membrandan gegirilmistir. 10 kDa’dan gegmeyen kisim alinmig, bu
sayede ksilanazin da aralarinda bulundugu 10-30 kDa molekiil araliga sahip proteinler
ultrafiltrasyon hiicresinde elde edilmistir. Elde edilen bu oOrnekler protein igerigi
(Bradford, 1976) ve enzim aktivitesi agisindan incelenmistir. Saflastirma sonucu
ulagilan 6zgil (spesifik) aktivite (IU/mg), verim (%) ve saflagtirma oran1 (kat) degerleri

hesaplanmustir.

3.7 Karakterizasyon

3.7.1 Ksilanaz Aktivitesi ve Dayanimina pH Etkisi

Ksilanaz aktivitesine pH’mn etkisi ve optimum pH degerinin bulunmas igin 2,0-11,0
araliginda farkli pH degerlerinde 1,0 pH birimi araliklarla, en yiiksek aktivitenin
gbzlemlendigi aralikta (pH 6,0-8,0) ise 0,5 birim araliklarla calisilmistir. Calismalarda
enzim konsantrasyonu ve sicaklik standart aktivite 6l¢iim metodundaki degerlerde sabit
tutulmustur. Bagil aktiviteler, farkli pH’larda elde edilen aktivite degerlerinin en yiiksek

enzim aktivitesine orani hesaplanarak bulunmustur.

Ksilanazin pH dayanimi; pH 4,0-11,0 araliginda 1 birim araliklarla ve 4 saat siiresince
belirli zaman araliklariyla 6rnek alinarak tespit edilmistir. Inkiibasyon sonunda bagil
aktiviteler standart aktivite Ol¢lim metoduna gore belirlenmis ve bulunan enzim

aktiviteleri baslangictaki en yiiksek aktivite degerine oranlanarak sunulmustur.

3.7.2 Ksilanaz Aktivitesi ve Dayanimina Sicakhik Etkisi

Ksilanazin optimum ¢alisma sicakligi 30-90°C sicaklik araliginda, en yiiksek aktivite

gozlenen bolgede (60-75°C) 5°C araliklarla tespit edilmistir.

Calismalarda enzim konsantrasyonu ve pH, standart aktivite Ol¢iim metodundaki
degerlerde sabit tutulmustur. Farkli sicaklik degerlerinde gézlemlenen aktivite degerleri,

en yliksek aktivite degerine oranlanarak bagil aktiviteler hesaplanmaistir.

25



Sicakligin ksilanaz dayanimina etkisinin belirlenebilmesi i¢in ham enzim en yiiksek
aktivite gosterdigi 50-70°C sicaklik aralifinda 10°C araliklarla 4 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Farkli sicaklik uygulamalar1 sonunda kalan enzim aktiviteleri standart 6lgiim
yontemiyle tespit edilmis ve sicaklik uygulamasi 6ncesi aktivite degerlerine oranlanarak

bagil aktiviteleri hesaplanmustir.

3.7.3 Kinetik Parametreler

Calismada %0,01-2,0 (a/h) ksilan konsantrasyonu araliginda, substrat konsantrasyonu
hari¢, diger parametreler sabit tutularak standart aktivite tayin yontemiyle ksilanaz
aktiviteleri belirlenmistir. Veriler kullanilarak Ky ve Vpax degerleri Michaelis-Menten
ve Lineweaver-Burk (Lineweaver ve Burk, 1934) grafikleri olusturularak tespit

edilmistir.

3.7.4 Substrat Seciciligi

Ksilanazin substrat seciciliginin tespiti amaciyla ticari substratlar (hus agaci ksilani,
kayin agaci ksilani, yulaf ksilani, karboksimetil seliiloz, avicel, 50mM pH 7,0 sodyum
fosfat tamponunda, %1,0 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanmistir. Elde edilen substrat
cozeltileri kullanilarak standart aktivite tayin yontemiyle ksilanaz aktiviteleri

belirlenmistir.

Lignoseliilozik substratlar olarak; misir kogani, aycicek sapi, bugday kepegi, pamuk
sap1 ogitiiliip, 2 mm gozenek ¢apli elekten gegirilerek kullanilmistir. Son hacim 50 mL
olacak sekilde 50 mM pH 7,0 sodyum fosfat tampon igerisine 0,75 g kuru substrat
eklenmis ve otoklavlanmistir. Daha sonra substrat karistmina, 0,5 mL ham enzim
eklenmis, 50°C sicaklikta 180 rpm calkalama hizindaki inkiibatérde tutularak,
belirlenen zaman araliklarinda 6rnek alinmistir. Ornekler DNSA metodu ile indirgenmis

seker icerigi ve buna bagl olarak ksilanaz aktivitesi acisindan incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ksilanaz Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Scytalidium thermophilum’dan ksilanaz iiretiminin istatistiksel optimizasyonu onemli
kiiltiir ortam1 bilesenleri ve fermantasyon kosullar1 (as1 orani, sicaklik, pH, karbon
kaynag1 ve azot kaynagi) her biri 3 tekrarli olmak {izere, toplamda 46 deney seti ile
gerceklestirilmigtir. Deney tasarimi ve ilgili rezidii degerleri ile, elde edilen ksilanaz
aktivitesi sonuglar1 Cizelge 4.1’de sunulmustur. Yapilan denemeler sonunda 1,86 —
106,02 IU/mL araliginda ksilanaz aktivitesi degerleri bulunmustur. Ikinci derece
polinom modeli ile yapilan regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.2’de verilmektedir.
Her bir katsaymin éneminin ve degiskenler arasindaki etkilesiminin tespit edilmesi igin
T ve P (olasilik) degerleri kullanilmistir. Genel olarak P degeri kiigiik (<0,05) ve T
degeri biiyiik olan durumlarda katsayinin 6nemi de yiiksektir. Cizelge 4.2°de verildigi
gibi sabit terim ve tiim lineer parametreler ¢ok diisiik (<0,001) P degerlerine sahiptir. Bu
durum bu terimlerin tepki iizerindeki etkilerinin %0,1 giliven seviyesinde oldugunu
gostermektedir. Kuadratik terimlerden; as1 orami (as1 orami*asi orani), karbon
(karbon*karbon) ve azot (azot*azot) kaynagmin disik T ve yiksek P (>0,05)
degerlerine sahip oldugu bulunmustur. Sadece iki kuadratik terim (sicaklik*sicaklik),
(pH*pH) kiiciik P degerine (<0,001) sahip olmalart nedeniyle 6nemli terimler olarak
degerlendirilmistir. Etkilesim terimleri i¢inde 5 katsayi; as1 orani*sicaklik, sicaklik*pH,
sicaklik*karbon, sicaklik*azot ve pH*karbon sahip olduklar1 0,05’den kiigiik P degerleri
nedeniyle 6nemli etkiye sahip katsayilar olarak degerlendirilmistir. P degerleri 0,05’den
yiiksek olan terimler model denkliginde kullanilmamigtir. Onemli regresyon

parametreleri kullanilarak 2 derece polinom model esitligi elde edilmistir (Esitlik 4.1)

Y[Ksilanaz aktivitesi (IU/mL)] = 64.532-8.621 X; + 10.140 X, + 21.836 Xs-
10.502 X, + 21.311 Xs - 12.090 X,2 - 24.967 X5 - 11.083 X1 X, +14.195 X,X3-11.910
XXy + 10.188 X,X5 + 13.348 X3X4 (4.2)

Eksi isaretli olan lineer katsayilar: as1 oram1 ve karbon kaynagi konsantrasyonu tepki
tizerinde olumsuz etkiye sahiptir. Diger lineer katsayilar; sicaklik, pH ve azot kaynagi

konsantrasyonu art1 isaretli katsayilar1 nedeniyle tepki lizerinde olumlu etkiye sahiptir.
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Cizelge 4.1 Deneysel tasarim ve ksilanaz aktivite sonuglar

Set Ast Sicaklik | pH Karbon Azot Deneysel Hesaplanan | Rezidii

numaralari orant (X2) (X3) | kaynagi | kaynagi | ksilanaz Ksilanaz

(Xy) (X4) (Xs) aktivitesi aktivitesi

(IU/mL) (IU/mL)
1 -1 -1 0 0 0 44,100 38,130 5,970
2 -1 1 0 0 0 85,410 80,575 4,835
3 1 -1 0 0 0 46,980 43,052 3,928
4 1 1 0 0 0 43,960 41,167 2,793
5 0 0 -1 -1 0 49,930 43,446 6,484
6 0 0 -1 1 0 3,730 -4,253 7,983
7 0 0 1 -1 0 54,880 60,422 -5,542
8 0 0 1 1 0 62,070 66,114 -4,044
9 0 -1 0 0 -1 31,830 29,445 2,385
10 0 -1 0 0 1 46,310 51,693 -5,383
11 0 1 0 0 -1 25,440 29,350 -3,910
12 0 1 0 0 1 80,670 92,348 -11,678
13 -1 0 -1 0 0 9,810 20,959 -11,149
14 -1 0 1 0 0 72,680 71,990 0,690
15 1 0 -1 0 0 7,020 11,076 -4,056
16 1 0 1 0 0 55,170 47,388 7,782
17 0 0 0 -1 -1 49,200 52,737 -3,537
18 0 0 0 -1 1 106,020 97,600 8,420
19 0 0 0 1 -1 31,190 33,974 -2,784
20 0 0 0 1 1 83,530 74,356 9,174
21 0 0 0 0 0 57,590 64,532 -6,942
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22 0 0 0 0 0 68,280 64,532 3,748
23 0 0 0 0 0 63,360 64,532 -1,172
24 0 -1 -1 0 0 19,780 9,694 10,086
25 0 -1 1 0 0 24,250 24,976 -0,726
26 0 1 -1 0 0 2,550 1,584 0,966
27 0 1 1 0 0 63,800 73,646 -9,846
28 -1 0 0 -1 0 79,450 87,461 -8,011
29 -1 0 0 1 0 52,310 59,158 -6,848
30 1 0 0 -1 0 61,400 62,919 -1,519
31 1 0 0 1 0 48,860 49,215 -0,355
32 0 0 -1 0 -1 1,860 2,695 -0,835
33 0 0 -1 0 1 19,820 29,927 -9,477
34 0 0 1 0 -1 40,510 30,346 10,164
35 0 0 1 0 1 90,510 88,989 1,521
36 -1 0 0 0 -1 51,020 45,990 5,030
37 -1 0 0 0 1 102,910 93,428 9,483
38 1 0 0 0 -1 27,050 33,563 -6,513
39 1 0 0 0 1 69,310 71,370 -2,060
40 0 -1 0 -1 0 36,340 42,762 -6,422
41 0 -1 0 1 0 35,740 45,578 -9,838
42 0 1 0 -1 0 96,990 86,862 10,128
43 0 1 0 1 0 48,750 42,038 6,712
44 0 0 0 0 0 70,480 64,532 5,948
45 0 0 0 0 0 59,780 64,532 -4,752
46 0 0 0 0 0 67,700 64,532 3,168
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Cizelge 4.2 Ksilanaz aktivitesi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Isimlendirme Katsay1 SE katsay1 T P
Sabit 64,532 3,547 18,192 < 0,001
As1 -8,621 2,172 -3,969 <0,001
Sicaklik 10,140 2,172 4,668 < 0,001
pH 21,836 2,172 10,052 < 0,001
Karbon -10,502 2,172 -4,835 < 0,001
Azot 21,311 2,172 9,811 <0,001
As1*Asi -1,711 2,941 -0,582 0,566
Sicaklik*Sicaklik -12,090 2,941 -4,110 < 0,001
pH*pH -24,967 2,941 -8,489 < 0,001
Karbon*Karbon 1,868 2,941 0,635 0,531
Azot*Azot -1,733 2,941 -0,589 0,561
As1*Sicaklik -11,083 4,344 -2,551 0,017
Asr*pH -3,680 4,344 -0,847 0,405
As1*Karbon 3,650 4,344 0,840 0,409
As1*Azot -2,408 4,344 -0,554 0,584
Sicaklik*pH 14,915 4,344 3,267 0,003
Sicaklik*Karbon -11,910 4,344 -2,741 0,011
Sicaklik*Azot 10,188 4,344 2,345 0,027
pH*Karbon 13,348 4,344 3,072 0,005
pH*Azot 8,010 4,344 1,844 0,077
Karbon*Azot -1,120 4,344 -0,258 0,799

S= 8,689; R-Sq= %94,1; R-Sq(adj)= %89,3
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Tespit edilen en yiiksek lineer katsayilar pH ve azot kaynagi konsantrasyonuna ait olup,
strastyla 21,826 ve 21,311 olarak tespit edilmistir. Yiiksek katsayr degerleri nedeniyle
denenen 5 bagimsiz degisken arasinda, tepki lizerine en yiiksek etkiyi bu iki parametre

gostermektedir (Cizelge 4.2).

Gelistirilen model esitliginin uygunlugu determinant katsayis1 (R% R-Sq) ve ayarlanmis
determinant katsayisiyla (R%; R-Sq adj) tespit edilir. R? degeri %94,1, R-Sq adj. degeri
%89,3 olarak bulunmustur. Bu sonug¢ tepkideki toplam degiskenligin %94,1 oraninda

gelistirilen model esitligi ile ifade edilebilecegini gdstermektedir.

Modelin test edilmesi igin Fisher’s F-test ve olasilik P incelenmesini igeren varyans
analizi de (ANOVA) gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda model esitlik i¢in ¢ok diisiik
P (>0.0001) ve yiiksek F (19,80) degerleri tespit edilmistir (P degerinin 0,093 olmasi
nedeniyle lack of fit 6nemsiz bulunmustur). Bu sonuglar gelistirilen modelin uygunlugu

istatistiksel olarak onaylanmaktadir (Cizelge 4.3).

Verilerin normal dagilim gosterip gdstermediginin incelenmesi i¢in rezidiilerin normal
olasilik grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.1 a). Rezidii degerleri deneysel olarak tespit
edilmis ksilanaz aktiviteleri ile hesaplanmis ksilanaz aktiviteleri arasindaki fark olup,
Cizelge 4.1°de verilmistir. Rezidii veri noktalarmin grafigi lineer c¢izgiye yakinsa
verilerin normal dagildigi kabul edilebilir (Jaiswal ve ark., 2012) Sekil 4.1 a’da
goriildiigii gibi data noktalarinin normal dagildigi soylenebilir. Hesaplanmis ksilanaz
aktivitesi degerlerine kars1 bu degerlere ait rezidiiler de grafige gecirilmistir (Sekil 4.1
b). Rezidiilerin sifir ¢izgisinin iki tarafinda da rastgele dagilim gosterdigi belirlenmis,
artt veya eksi residiillerin herhangi birinin daha baskin olmadigi gozlemlenmistir.
Rezidiilerin dagilimi1 Sekil 4.1 c’de verilen histogramda gosterilmistir. Histogram
incelendiginde -10/ +10 residii araliginda simetriye yakin bir dagilim gézlemlenmistir.
46 veri noktasindan, 41’inin +10/-10 residii araliginda oldugu goriilmiis, 5 veri noktasi
ise belirtilen araligin disinda kalmistir. Verilerdeki rastgele olmayan hatalarin tespit
edilmesi igin, rezidii degerleri gbézlem sirasina karsi grafige gegirilmistir. Grafikte
rezidiilerin sifir ¢izgisi etrafinda rastgele dagilim gosterdigi, gozlem sirasina bagh

herhangi bir art1 veya eksi korelasyon olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.1 d).
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Cizelge 4.3 Ksilanaz aktivitesi i¢in varyans (ANOVA) analizi

Kaynak DF Seq SS Adj SS | AdjMS F P
Regresyon 20 29890,2 | 29890,2 | 1494,51 | 19,80 | <0,001
Dogrusal 5 19494,4 | 19494,4 | 3898,88 | 51,64 | <0,001
Karesi 5 7011,1 7011,1 | 1402,22 | 18,57 | <0,001
Etkilesim 10 3384,7 3384,7 | 338,47 | 4,48 | 0,001
Rezidii hatasi 25 1887,4 1887,4 75,50

Lack-of-Fit 20 1755,8 1755,8 87,79 3,34 | 0,093
Saflik hatasi 5 131,6 131,6 26,32

Toplam 45 31777,7

Bagimsiz degiskenlerin ve bu degiskenler arasindaki etkilesimin ksilanaz aktivitesine
olan etkilerinin belirlenmesi i¢in kontur grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.2 a-j). Grafikler
diger degiskenler merkez noktada sabit tutuldugunda, sadece iki bagimsiz degiskenin
ksilanaz aktivitesine etkisini gostermektedir. Grafikler incelendiginde artan sicaklik
(Sekil 4.2 a,e-g), pH (Sekil 4.2 b,e,h,i) ve azot kaynagi konsantrasyonu (Sekil 4.2
d,g,1,)) ile ksilanaz aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Buna karsilik as1 oran1 (Sekil 4.2
a-d) ve karbon kaynag1 konsantrasyonu (Sekil 4.2 c,f,h,j) arttik¢a ksilanaz aktivitesinin
azaldig1 gozlemlenmistir. Calisilan sicaklik araliginda en yiiksek ksilanaz aktivitesinin
tist limit olan 50°C’de gbzlemlenmesi Scytalidium thermophilum’un termofilik dogasi
ile aciklanabilir. Benzer sekilde yiiksek azot kaynagi konsantrasyonlarinda daha yiiksek
ksilanaz aktivite degerleri elde edilmistir. Mikroorganizmalarda azot metabolik olarak
biyokiitle olusumu ve protein {iretimi i¢in kullanilmaktadir. Genellikle toksik seviyeye

kadar fermantasyon islemlerinde yliksek azot konsantrasyonlar1 tercih edilir.
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Sicaklik, pH ve azot kaynagi konsantrasyonunun aksine asi orani ve karbon kaynagi
konsantrasyonu ksilanaz {iretimi iizerinde olumsuz etki gostermistir. Scytalidium
thermophilum aecrobik bir mikroorganizmadir. As1 orani arttik¢a kiiltiir ortamindaki
mikroorganizma konsantrasyonuda artar ve bu durum oksijen ihtiyacinin artmasina
neden olur. Ortamdaki oksijen ¢ok sayidaki mikroorganizma tarafindan ¢abuk
tilkketildiginde stres kosulu olusur, mikrobiyal ¢ogalma oksijen stresi nedeniyle inhibe
edilir ve sonug olarak ksilanaz iiretimi azalir. Yiiksek karbon kaynagi konsantrasyonlari
genelde mikroorganizmalar tarafindan tercih edilen bir durumdur. Ancak karbon
kaynaginin metabolik siireclerde tiiketiminde fiziksel yapist biliylik Onem tasir.
Calismada karbon kaynagi olarak kullanilan 2 mm’den kiigiik misir kogan
partikiillerinin ¢alkalama sirasinda kiif miselleri lizerine bir mekanik kuvvet uyguladig
ve bu etki nedeniyle mikrobiyal ¢ogalmanin, dolayisiyla ksilanaz {iretiminin inhibe

edildigi diistiniilmektedir.

Kontur grafik kullanilarak optimum kiiltiir ortami kodlanmis sekilde X;=-1, X,=+1,
X3z=+1, X4=-1, Xs=+5 olarak bulunmustur. Belirlenen bu optimum kosulda tepki
(ksilanaz aktivitesi) ikinci derece polinom model denkligi olan model denkligi

kullanilarak (Esitlik 4.1) 133,91 IU/mL olarak hesaplanmustir.

4.2 Teorik Bulgularin Dogrulanmasi

Modelin hassasiyetinin kontrol edilmesi i¢in ksilanaz tretimi belirtilen optimum
fermantasyon kosullarinda 5 tekrarli olarak gerceklestirilmis ve en yiiksek ksilanaz
aktivitesi fermantasyonunun 5. giinlinde ortalama 134,09 IU/mL olarak
gozlemlenmistir. Model denkliginden hesaplanan 133,91 IU/mL ksilanaz aktivitesi
degeri ile oldukca yakin bir sonug elde edilmis, modelin hassasiyetinin yiiksek oldugu

belirlenmistir.
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4.3 Kismi Saflastirma

4.3.1 Amonyum Siilfatla Coktiirme

Ksilanazin amonyum siilfatla ¢oktiirme ile kismi saflagtirllmasinda %20-80 (a/h)
konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. Baslangigta %20°lik konsantrasyon araliklari ile
calisilmig (Cizelge 4.4), daha sonra en yiiksek aktivite elde edilen%30-60 bolgesinde

%10’luk konsantrasyon araliklarinda calisilarak (Cizelge 4.5) incelemeler yapilmistir.

Cizelge 4.4 %20-80 konsantrasyon agirliginda amonyum siilfat ile ¢oktiirme

Ham Enzim Toplam Amonyum Siilfat Stipernatant Cokeltide
Ksilanaz Konsantrasyonu Toplam Ksilanaz Toplam Ksilanaz
Aktivitesi (1U) (%) Aktivitesi (1U) Aktivitesi (1U)
20 178,4 16,7
530,42 40 0 216,2
60 0 253,7
80 0 230,6

Bu deneylerin sonucunda, %20 konsantrasyon degerlerinde ¢okelme tamamlanmazken,
en yliksek aktivitenin de %60 konsantrasyonda elde edildigi goriilmiistiir (Cizelge 4.4).
Calisilan biitiin konsantrasyon degerlerinde baslangic aktivitesinin yaridan fazlasi
kaybolmustur. Bu durumun, enzimin tuz toleransinin diisiik olmas1 sebebiyle ya da 10
saatlik ¢oktlirme islemi esnasinda meydana gelen mekanik etkiden kaynaklanabilecegi

distiniilmiistir. %20 ve %30 konsantrasyonlarinda ¢okelmenin tamamlanmadigi

gorilmektedir.

Cizelge 4.5 %30-60 konsantrasyon araliginda amonyum siilfat ile ¢oktlirme

Ham Enzim Toplam Amonyum Siilfat Siipernatant Toplam Cokeltide Toplam
Ksilanaz Konsantrasyonu Ksilanaz Ksilanaz
Aktivitesi (1U) (%) Aktivitesi (IU) Aktivitesi (1U)
30 62,9 97,3
373,7 40 0 166,4
50 0 190,0
60 0 174,3
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Ekonomik ag¢idan uygunlugun onemli olmasi sebebiyle en yiiksek aktivitenin elde
edilebilecegi, en diisiik konsantrasyon degerleri ile g¢alisilmasi tercih edilmektedir.
Sonug olarak, %50 amonyum siilfat konsantrasyonunda yaklasik %52 verim ile 2,5 kat

saflagtirma elde edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 %50 amonyum siilfat konsantrasyonu i¢in saflastirma tablosu

Ksilanaz Toplam Protein Toplam Spesifik
Saflastirma|Hacim .. .| ksilanaz protein g Verim | Saflagtirma
Aktivitesi| _°.". " konsantrasyonu| ' . aktivite
adimi | (mL) L) aktivitesi (mg/mL) miktar1 (U/mg) (%) orani (kat)
V) (mg)
Ham enzim| 100 42,4 4245 0,852 85,2 49,8 100 1
%50
amonyum
stilfat 8 276,6 | 22132 2,196 17,5 125,9 52 2,5
¢Oktiirmesi

4.3.2 Sulu iki Faz Ayristirma

Ksilanazin sulu iki faz teknigi ile kismi saflastirilmasi %2-20 (h/h) TX-114
konsantrasyon araliginda 3-24 saatlik inkiibasyon ile gergeklestirilmistir. %2 TX-114
konsantrasyonun c¢alisilan kosullarda ksilanaz i¢in saflastirma saglamamistir. %5 ve
tizeri konsantrasyonlarda ise TX-114 konsantrasyonu arttik¢a saflastirma katinin arttigi,
buna karsilik enzim veriminin distiigli goézlemlenmistir (Cizelge 4.7). En yiiksek
saflagtirma sonucu %10-20 konsantrasyon araliginda goézlemlenirken, ozellikle %20
kosulunda, enzim veriminin ¢ok diistiigii goriilmiistiir. Ayrica, %20 TX-114 kosulunda

konsantrasyonun yiiksek olmasi nedeniyle faz ayrismasinda problem yaganmustir.

Cizelge 4.7 %2-20 TX-114 konsantrasyonu araliginda sulu iki faz ayristirma

TX-114 konsantrasyonu (%) Verim (%) Saflastirma orani (kat)
2 67,0 0,9
5 34,5 1,1
10 47,7 1,8
20 16,1 1,9

Bu sebeple, %5-10 araliginda farkli konsantrasyon degerlerinde ve farkli deney
inkiibasyon siirelerinde ¢aligma yapilmistir. En iyi sonuca, %7 TX-114

konsantrasyonunda 37°C’de 24 saat inkiibasyon siiresi ile ulasilmistir.
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Sonug olarak %7 TX-114 konsantrasyonunda yaklasik %79 verim ile 2,7 kat saflastirma
elde edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 %7 TX-114 konsantrasyonunda 24 saatlik sulu iki faz ayristirma tablosu

Ksilanaz Toplam Protein Toplam Spesifik
Saflagtirmal Hacim .. .| ksilanaz protein pesi| Verim | Saflastirma
Aktivitesi .. . | konsantrasyonu | . aktivite
adimu (mL) ) aktivitesi (mg/mL) miktar1 (U/mg) (%) orani (kat)
) (mg)
Ham | g 326 | 2612 1114 89 | 293 | 100 1
enzim
%7 Triton-
X 114 11 18,8 207,2 0,236 2,5 79,8 79 2,7

4.3.3 Ultrafiltrasyon ile Ayristirma

Son olarak {i¢ asamali gerceklestirilen kismi saflagtirma yontemlerinden ultrafiltrasyon
islemlerinde, birinci asama olan 100 kDa’lik membran kullanilmasi ile %80 verim, 1,4
kat saflastirma elde edilebilmistir. Ardindan 2. asama olarak denenecek 30 kDa
membran ile %53 verim elde edilerek, 1,8 kat saflagtirmaya ¢ikilabilmistir. Son asama
olan 10 kDa’lik membranin kullanilmasi ile baslangica gore %25 verimle 4,3 kat
saflastirmaya ulasilabilmistir (Cizelge 4.9). Ancak ham enzim soliisyonunda, ksilanazin
yaninda seliilazin da aktivite (0.42 IU/mL) gosteriyor olmasi sebebiyle, seliilloz bazli
membranlar zarar gormistiir. Normal sartlarda tekrar kullanilma imkani bulunan
membranin zarar goriiyor olmasi, maliyeti ve dolayisiyla teknigin uygulanabilirligi

acisindan dezavantaj olusturmaktadir.

Cizelge 4.9 Ug asamali ultrafiltrasyon teknigi ile saflastirma tablosu

Ksilanaz Toplam Protein Toplam Spesifik
Saflastirmal Hacim .. .| ksilanaz protein ~ . | Verim |Saflastirma orani
Aktivitesi ... |konsantrasyonu| . aktivite
adim (mL) o) aktivitesi (mg/mL) miktar1 (U/mg) (%) (kat)
L) (mg)
Ham g | 726 | 726 0,370 37 | 1962 | 100 1
enzim
100KkDa | g | 757 | g1 0,263 21 | 2767 | 80 14
filtrat
30kDa |7 55 | 3820 0,154 10 | 3543 | 53 18
filtrat
Lokpa | 4 614 | 1842 0,007 02 | 8411 | 25 43
retantat
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On saflastirma tekniklerinden, ii¢ farkli uygulama sonuglari karsilastirildiginda, en
yiiksek saflagtirma performansinin ultrafiltrasyon teknigiyle elde edildigi goriilmektedir.
Fakat bu teknikle elde edilen verim oldukga diisiiktiir. Verim ag¢isindan ele alindiginda,
baslangi¢ aktivitesinin %79 unun korundugu teknik olan sulu iki faz ayristirmanin daha
avantajlt oldugu goriilmektedir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ise hem ekonomik olmasi
acisindan hem de orta seviyede verim saglanmasi agisindan kullanilabilir bir teknik

olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10 On saflastirma tekniklerine ait dzet sonuglar

On saflastirma teknigi Verim (%) Saflastirma orani (kat)
Amonyum siilfatla ¢oktiirme 52 2,5
Sulu iki faz ayrigtirma 79 2,7
Ultrafiltrasyon 25 43

4.4 Karakterizasyon
4.4.1 Ksilanaz Aktivitesi ve Dayammmina pH Etkisi

Enzimler belirli pH araliginda aktivitelerini devam ettirebilirken, en yliksek aktiviteyi
gosterdikleri belli bir deger vardir. Bu durum, enzimin kullanilacagi alana gore
secilmesinde kolaylik saglamaktadir. Caligmamizda ham enzim en yliksek aktivite
degerini pH 7-7,5 araliginda gostermistir (Sekil 4.3 a). Ksilanazin bazik bélgede (6-10)
dayanimi yiiksek iken, asidik bolgede (pH 4-5) daha diisiik oldugu goézlemlenmistir
(Sekil 4.3 b). Enzimin bazik bolgede dayaniminin yiiksek olmasi 6zelligi, tiretim
siirecinde bazik ortam kosullarina sahip kagit endiistrisi i¢in avantaj saglamaktadir.
Ham enzimin en yiiksek dayanimi pH 7’de gosterdigi tespit edilmistir. pH 7°de 4 saat

inkiibasyon sonucunda aktivitesinin yaklasik %70’ini korumustur.
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Sekil 4.3 Ham ksilanaz aktivitesi ve dayanimina pH etkisi

4.4.2 Ksilanaz Aktivitesi ve Dayammmina Sicakhik Etkisi

Termofilik bir kiiften elde edilen ham ksilanazin optimum aktivite gdsterdigi caligma
sicakligi 70°C olarak bulunmustur. Ham enzim sicaklik dayanimina 50-70°C sicaklik
araliginda bakildiginda ise 50°C’de 1 saat inkiibasyon sonucunda aktivitenin yaklasik
%75’in1 korudugu goriilmiistiir. Bunun karsiliinda ham enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi 70°C’de 1 saat inkiibasyon sonucunda aktivitesinin tamamini kaybettigi

gorilmistiir (Sekil 4.4 b). Enzimin endiistride agartma islemi ve gida sanayisinde
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hamur hacminin arttirilmast islemlerinde kullanildig1  diisiiniildiigiinde, yiiksek

sicaklikta da ¢alisabiliyor olmasinin énemli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4 Ham ksilanaz aktivitesi ve dayanimina sicakligin etkisi

4.4.3 Kinetik Parametreler

Ham ksilanazin  kinetik parametrelerinin  tespiti i¢in  0,1-20mg/mL  ksilan
konsantrasyonu araliginda ¢alisilmistir. Veriler Michaelis-Menten profiline uyumludur
(Sekil 4.5 a). Ham enzimde belirgin sekilde, yliksek ksilan konsantrasyonlarinda (>10
mg/mL) substrat inhibisyonu go6zlemlenmistir. Kinetik parametrelerin (Ky, Vmax)
hesaplamalar1 Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil 4.5 b) yapilmistir. Ham enzimin Ky,

ve Vmax degerleri sirasiyla 1,93mg/mL ve 347,1U/mL olarak tespit edilmistir. Ky:in
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kiiciik olmast, elde edilen enzimin diisiik substrat konsantrasyonlarinda yiiksek aktivite

sagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.5 Ham enzimin; a) Michaelis-Menten ve b) Lineweaver-Burk grafikleri

4.4.4 Substrat Seciciligi

Ticari substratlar arasinda, ksilanaz, hus agaci ksilaninda en yiiksek aktiviteyi
gostermistir (Cizelge 4.11). Bunun yaninda yulaf ve kayin agaci ksilanina da oldukga
yiiksek (>%90) aktivite gostermektedir. Ticari ksilanlardan hus agaci ksilan1 ve yulaf
ksilan1 iiretimde olmadigindan eldesi miimkiin olmamaktadir. Bu sebeple yiiksek

aktivite elde edilmis olmasina ragmen kullanimi s6z konusu olamamaktadir. Ham enzim

41



solisyonunun avicel ve CMC liizerinde de katalitik etkisi oldugu goriilmiistiir.

Lignoseliilozik yapilarda en yiiksek aktivite misir koganinda (%25) goriilmiistiir.

Cizelge 4.11 Ham ksilanazin substrat seciciligi

Substratlar Ksilanaz aktivitesi | Bagil ksilanaz aktivitesi
(IU/mL) (%)

Ticari
Hus agaci ksilani 120,52 100,00
Yulaf ksilani 115,40 + 5,87 95,75 £4.87
Kayin agaci ksilant 112,18 +3,79 93,08 +3,14
Avicel 6,26 +£2.47 5,19 +2.05
Karboksimetil seliiloz 1,33+0,33 1,10+ 0,27
Lignoseliilozik
Bugday kepegi 3,25 100,00
Misir kogani 0,82 + 0,09 25,23 +£2,77
Aycicegi sap1 0,20+ 0,00 6,15+ 0,00
Pamuk sap1 0,15+0,04 4,62 +1,23
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Scytalidium thermophilum’dan iiretilen ksilanazin, kiiltiir ortami kosular1
optimize edilmistir. Optimize edilen ksilanaza bir sonraki asamada kismi saflagtirma
tekniklerinden, amonyum siilfatla ¢oktiirme, sulu iki faz ayristirma ve ultrafiltrasyon
teknikleri uygulanmigtir. Son olarak karakterizasyonu igin optimum pH ve sicaklik ile
pH ve sicaklik dayanimi degerleri tespit edilmis, substrat segiciligi ve kinetik

parametreleri incelenmistir.

Literatiire bakildiginda Jatinder ve arkadaslarinin (2006) Scytalidium thermophilum’dan
seliilotik ve hemiseliilotik enzimlerin iiretimi igin kiiltiir ortami kosullarini optimize
ettikleri goriilmektedir. Gergeklestirdikleri calismada 3 faktoriyel deney tasarimi (ast
orani, amonyum siilfat ve pH) kullandiklar1 goriilmiistiir. Bu tez ¢aligmasinda ise 5
faktoriyel deney tasarimi metodu kullanilmis ve belirtilen caligmadan farkli olarak
sicaklik, karbon ve azot kaynagi konsantrasyonlar1 da optimizasyon ¢alismalarina dahil
edilmistir. Jatinder ve arkadaslar1 (2006) optimize ettikleri kosullarda yaklasik 196 IU/g
substrat ksilanaz aktivitesi elde ettiklerini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada ise optimize
edilen kosullarda 134,09 IU/mL ksilanaz aktivitesi elde edilmistir, bu deger ayni
zamanda 6704,5 TU/ g musir kogani olarak ifade edilebilmektedir. Substrata bagl olarak
verilen bu aktivite degeri Jatinder ve arkadaslarinin (2006) elde ettikleri aktivite
degerinden oldukga yiiksektir. Bunun nedeninin farkli bir Scytalidium thermophilum
susu, farkli fermantasyon kosullari, farkli fermantasyon sicakligi ve pH’1 ile farkli

karbon ve azot kaynagi kullanilmasi olabilecegi diistintilmiistiir.

Jatinder ve arkadaslar1 (2006) ¢alismalarinda Scytalidium thermophilum’dan ksilanazin
tiretiminde karbon kaynagi olarak bugday kepegi ve piring samani kullanmiglardir. Bu
caligmada ise, karbon kaynagi icin misir kocanlari kullanilmistir. Bu c¢alismanin
karakterizasyon sathasinda substrat seciciligine bakildiginda bugday kepeginden en
yiiksek aktivite elde edilmistir (Cizelge 4.11). Bu acidan bakildiginda ¢aligma literatiir
ile paralellik gostermektedir. Calismamizda karbon kaynagi olarak misir koganlarinin
tercih edilmesiyle, atik bir halde olan ve kullanimi olmayan bir {iriiniin

degerlendirilmesi amaglanmastir.
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Bocchini ve arkadaslarinin (2002) batik kiltiir teknigi ile Bacillus circulans D1’den
ksilanaz retiminin Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak  optimizasyonu
calismalarinda ksilan konsantrasyonu, pH ve fermentasyon siiresi olarak ti¢ faktoriyel
deney tasarimi kullandiklar1 gériilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada elde edilen sonuglarda
pH’m ksilanaz aktivitesinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirtilmigtir. Optimum ksilan
konsantrasyonu (5g/L) ve fermantasyon siiresi (48 saat) 19,1 U/mL ksilanaz aktivitesi
elde dildigi bildirilmistir. Bocchini ve arkadaslarinin (2002) aksine bu ¢alismada pH’in

enzimin aktivitesini yiiksek derecede etkiledigi bulunmustur.

Katapodis ve arkadaslari (2007) Chaetomium thermophilum’dan bugday samani ile
ksilanaz iiretiminin Tepki Yiizey Metodolojisi kullanilarak optimizasyon ¢aligmasini
gerceklestirmistir. Bu c¢alismada karbon (bugday samani) ve azot (sodyum nitrat)
kaynagi olarak iki faktoriyel deney tasarimi kullanmislardir. Optimizasyon ¢alismasi
sonucunda en yiiksek ksilanaz aktivitesini %3,9 (a/h) bugday samani ve %7 sodyum
nitrat (a/h) bulunan ortamlarda 61 U/mL olarak bulmuslardir. Calismamizda, Katapodis
ve arkadaglarinin (2007) kullandigi karbon ve azot kaynagindan farkli olarak musir

kogan1 ve maya 0ziitli kullanilmis ve daha yiiksek aktivite degeri elde edilmistir.

Sonug olarak optimizasyon calismasi sayesinde elde edilen ksilanaz aktivitesinin,
baslangic kosullarindaki degerinin (67,531 1U/mL) yaklasik olarak iki katina (134,09
IU/mL) ulagilmistir.

Kiifler iizerinde yapilan benzer ¢aligmalar, kullandiklar1 karbon kaynaklart kullanimlar
dikkate alinarak arastirilmistir. Literatiir taramasinda Lenartovicz ve arkadaslar1 (2002),
De Souza ve arkadaslart (1999) ile Gomes ve arkadaslar1 (1993), %3 (a/h)
konsantrasyonunda misir kogani kullanmislardir. Ug kaynakta da ksilan kaynag: olarak
hus agaci ksilan1 kullanilmis ve sirasiyla 125 (IU/mL), 190 (U/mL) ve 1438,7 (U/mL)
maksimum ksilanaz aktivitesi bulduklar1 bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda
optimizasyon kosullari1 sonunda %1 (a/h) konsantrasyonunda misir kocani1 kullanilmig

ve 134,09 (IU/mL) aktivite elde edilmistir.

Anthony ve arkadaglar1 (2003), Coelho ve Carmona (2003) ve Knob ve arkadaslari

(2008) calismalarinda %1 (a/h) konsantrasyonunda misir kogani ile calismislardir.
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Ksilanaz aktivitesi i¢in Anthony ve arkadaslar1 (2003) yulaf ksilani, Coelho ve Carmona
(2003) ve Knob ve arkadaslar1 (2008) hus agaci ksilan1 kullanmiglardir. Bu
calismalarindan sirasiyla 19,3 (IU/mL), 7,54 (IU/mL) ve 0,89 (IU/mL) aktivite elde
ettiklerini belirtmislerdir. Ayn1 karbon kaynagi ve yiizdesi kullanilmasina ragmen farkl
sonug elde edilmesi organizmalarin ¢esitliliginden ve farkli fermentasyon kosullarindan

kaynaklanabilmektedir.

Ksilanazin saflastirma uygulamalar1 igin literatiire bakildiginda, Bataillon ve
arkadaglarmin ~ (2000) Bacillus sp. susundan ksilanazin  saflastirilmasi  ve
karakterizasyonu i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon yontemini kolon
kromotografisi uygulamasindan 6nce, 6n saflagtirma seklinde kullandiklar1 goriilmiistiir.
10kDa membran ile ultrafiltrasyona tabi tutulan 6rnek, %80 doygunlukta amonyum
stilffat ile muamele gormiis ve swrasiyla 1,0, 1,1 kat saflastirma elde edilmistir.
Khandeparkar ve Bhosle’ nin (2006) yaptig1 ¢alisma olan Enterobacter sp.’den izole
edilen termofilik ksilanazin saflastirilmasi ve karakterizasyonunda 10.000 MW
membrandan ultrafiltrasyon edilmis drnege, %80 konsantrasyonunda amonyum siilfat
ilave etmislerdir. Bunun sonucunda da %64,8 verim ile 9 kat saflastirma elde
etmislerdir. Bu uygulamalarda iki teknik ardi ardina kullanilmistir. Goriildiigii gibi, bu
iki islem sirastyla uygulandiginda saflastirma kat1 daha yiiksek ¢ikmaktadir. Tekniklerin
pes pese kullanilmasiyla, daha sonra yapilacak kolon caligmalarindan elde edilecek
verimin arttirilmas1 saglanabilecektir. Fakat boyle ardi ardina gergeklestirilen

uygulamalarda, enzimin aktivitesinin kayboluyor olmasi sorun olusturabilmektedir.

Bu calismada, ekonomik olan ve pratik uygulanabilen tekniklerle, yiiksek verim ve
yiiksek saflastirma kati elde edilebilmesi amaglanmistir. Calisma sonucunda,
ultrafiltrasyon tekniginde en yiiksek saflastirma kati (4,3) elde edilirken, aktivitenin
yarisindan fazlasin1 kaybettigi gorlilmiistiir. Membranlar ve basing yardimi ile
uygulanan ultrafiltrasyon tekniginde, Scytalidium thermophilum 'un ksilanazin yani sira
selillaz salgilamasi sonucunda, seliilloz yapidaki membranlar yikima ugramis ve
0zelligini yitirmistir. Bu durum sonucunda, herhangi baska kimyasala ihtiya¢ duymadan
uygulanacak olan bu teknikte, beklenilen pratik calisma ile yiiksek verim elde

edilememistir. Ornegin membrandan uzun siirede ge¢mesi ve membran iizerinde
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katman olusumunu engelleyen karistiricinin  mekanik etkisi sebebiyle enzimin
aktivitesinde kayip goriilmektedir. Bu durum, teknigin uzun siirelerde ve biiyiik

Olceklerde kullanilmasinda saglikli sonuglar alinamayacagini1 gostermistir.

Yine literatiirde Salama ve arkadaslar1 (2008) Aspergillus versicolor’dan elde ettikleri
ksilanaz1 2,47 kat saflastirmislardir. Burada da %80 konsantrasyonda amonyum siilfat
kullanim1 s6z konusu olmustur. Amonyum siilfat konsantrasyonun minimum olmast,
ekonomik olmasi agisindan, tercih edilmektedir. Biiyiik 6l¢eklerde d6rnegin isleme tabi
tutulacagl endiistriyel ¢alismalarda yiiksek amoyum siilfat kullanilmasi ekonomik
olmayacaktir. Caligmamizda 2,5 kat saflastirmanin %50 konsantrasyonda amonyum
stilfatla, literatiirlere gore daha ekonomik bir miktarla elde edilebildigi goriilmektedir.
Tuz ile ¢oktiirme sonucunda baslangi¢ aktivitesinin yarisinin korundugu goriilmiistiir.
Burada meydana gelen kayip, teknik geregi islemlerin -4°C’de, belirli siire devam
etmesinden kaynaklanabilmektedir. Ayrica yine karistirict ile miidahale edilmesi de
enzimleri olumsuz etkilemektedir. Bu tarz etkiler enzimlerin denatiire olmasina neden
olmaktadir ve aktivite kaybma sebebiyet vermektedir. Amonyum siilfat ile
saflastirmasinin ardindan tuzlarin diyaliz ile ayrilmasi, seliiloz bazli diyaliz membrani
kullanilarak miimkiin olmadigindan bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yiizden
bu teknigin ardindan direkt amonyum siilfat ile calisan kolon kromotografisi

uygulanmasi olusan sorunun giderilmesinde ¢6ziim olabilecektir.

Kamble ve Jadhav’in (2012) Bacillus’dan ksilanazin saflastirma ve karakterizasyonu
caligmalarinda da %35-80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile 1,37 kat
saflagtirma, Rhizopus oryzae’dan elde edilen endo-B-1,4-4 ksilanazin iretimi, kismi
saflastirilmasi ve biyokimyasal karakterizasyonu iizerinde ¢alisan Bakir ve arkadaslari
(2000), %40-75 amonyum siilfat konsantrasyonunda 2,48 kat saflastirma elde
etmislerdir. Bunun karsisinda, Li ve arkadaslarina (2012) ait olan Streptomyces
rameus’dan ksilanazin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve bugday samani1 hamurundaki
beyazlatma etkisinin incelenmesi i¢in yapilan c¢alismada %40-60 konsantrasyonda
amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi isleminde 3,5 kat saflastirilma, Gawende ve Kamat’in

(1999) Aspergillus sp. susundan ksilanazin saflastirilmasina dair yaptiklari ¢alismada da
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%62- 67,5 amonyum siilfat doygunlukta, 2,15 ve 3,7 kat saflagtirma elde ettikleri

gorilmiistiir.

Son kismi saflastirma teknigi olan sulu iki faza ayirmada kullanilan iyonik olmayan
yapidaki detarjanin, TritonX-114, enzimin yapisini denatiire etmemesiyle ve islemler
esnasinda enzimlerin yapisini bozabilecek uygulamalarin olmamasi nedeniyle,
baslangi¢ aktivitesinin biiyiikk oranda (%79) korunmasi miimkiin olmustur. Triton-X
114°den %7 konsantrasyonda kullanilmasiyla 2,7 saflagtirma kati elde edilmistir. Sivi
ortamdan elde edilen ham enzim Orneginin herhangi baska bir muameleye maruz
birakilmadan, triton ilavesi ile direkt olarak saflastirilmasi teknigi, diger tekniklere gore,
oldukga pratiktir. Yasinok ve arkadaslari (2010) Bacillus pumilus’tan elde ettikleri
ksilanazin gen izolasyonu, enzim iiretimi, saflastirilmasi, karakterizasyonu ve sulu iki
fazli sistem ile tek asamali ayrilma ¢alismalarinda polietilen glikol (PEG) ve potasyum
tuzu ile olusturulan sulu iki faz sistemi ile ayristirma yapmiglar ve iist fazda 7 kat
saflastirma, %70 verim ile elde ederken, Bim ve arkadaslar1 (2000) Bacilus pulmilus’tan
elde ettikleri ksilanazin sulu iki faz sistemlerde ekstraksiyonu ve kraft kagit hamuru
agartma uygulamasi calismasinda fosfat ve polietilen glikol (PEG) ile yapilan sulu iki
faz ayimminda %98 verimle 33 kat saflastirma elde etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
elde edilen verim yiiksek (%79) olsa da, literatiirde farkli uygulamalarla yapilan sulu iki
faz ayirmalarda daha yiiksek saflastirma kat: elde edilebildigi gériilmektedir. Ug kismi
saflagtirma tekniginin pes pese uygulanmasi ile daha sonra yapilacak kromotografik
yontemlerde daha fazla saflastirma kati elde edilebilmesi miimkiin olabilecektir. Fakat
enzimin baslangi¢ aktivitesinde meydana gelen kayiplar, uzun vadeli uygulamalarda

bunu miimkiin kilmamastir.

Ham enzimin karakterizasyonu i¢in pH ve sicaklik optimum ve dayanimlarina
bakilmigtir. Bu ¢aligmada, ksilanazin bazik pH degerlerinde dayanimi yiiksekken, en
yiiksek dayanimi pH 7-7,5 degerinde gostermistir. Diisterh6ft ve arkadaslarinin (1997)
Humicola insolens’den (Scytalidium thermophilum) iki ksilanazin saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve ozellikleri lizerine yapilan ¢alismada, optimum pH her iki ksilanaz
icinde (XY11 VE XY12), pH 6-6,5 bulunurken, pH dayanimlarma bakildiginda da
alkalin degerlerde XY12’nin XY11’den daha stabil oldugu goriilmiistiir. Humicola
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insolens’den elde edilen bu sonuglarin, ¢alismamiz sonuglari ile paralel oldugu
goriilmektedir. Optimizasyon basamaginda bagimsiz degiskenlerin ve bu degiskenler
arasindaki etkilesimin ksilanaz aktivitesine olan etkilerinin belirlenmesi ig¢in ¢izilmis
kontur grafiklerinde de, kiiltiir ortami pH degerinin 5,0’dan 7,0’a ¢ikarilmasinda
gozlemlenen ksilanaz aktivitesinde artis saglandigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin,
Scytalidium thermophilum ksilanazin hiicre dis1 bir enzim oldugu diisiiniilmiistiir. Hiicre
dis1 enzimler alisik olduklari hiicre ortamindan disar1 salgilandiklarinda ¢evre ortaminin
pH degerinden kolayca etkilenirler. Organizmalar enerji metabolizmasi igin nétr hiicre
dist pH (7,0) tercih ettiklerinden ¢alisilan pH araliginda iist limit olan pH 7,0 degerinde

en yiiksek ksilanaz aktivitesi gozlemlendigi diistiniilmiistiir.

Literatiirde Diisterhoft ve arkadaslarimin (1997) Humicola insolens’den (Scytalidium
thermophilum) iki ksilanazin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve ozellikleri iizerine
yapilan ¢aligsmada her iki ksilanaz i¢in de (XY11 VE XY12), optimum sicaklik 55-60°C
bulunurken, sicaklik dayaniminda da XY 12 60°C’de 45 dakika sonunda tiim aktivitesini
kaybederken, XY 11 ayn siire sonunda aktivitesinin %50’sini korumustur. Bu ¢alismada
da termofilik bir kiif olan Scytalidium thermophilum’dan elde edilmis olan ksilanazin
optimum aktiviteyi 70°C’de, sicaklik dayaniminin 50°C’de en yiiksek oldugu
goriilmektedir. Elde edilen bu sonug ile ksilanazin kullanildigi, ekmek hamuru hacminin
arttirllmasi ve kagit hamuru beyazlatmasi islemlerinde yiiksek sicakliklara dayanimiyla

avantaj sagladig1 goriilmektedir.

Yine literatiirde, Zhang ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alisma olan tuza dayanimli
Thermobifida  halotolerans’tan  termostabil  ksilanazin  saflastirilmas1  ve
karakterizasyonunda optimum aktivite 80°C’de, optimum pH 6,0 degerde bulunmustur.
70°C sicaklikta 1 saat tutulan enzim inhibe olmustur. Saflastirilmis enzimin oldukg¢a
genis bir pH deger araliginda dayaniminin oldugu gortilmiistiir. 12 saat igerisinde enzim
aktivitesinin %60°dan fazlasin1 pH 4,0-10,0 araliginda muhafaza etmistir. Marasmius
sp.’den elde edilen termostabil ksilanazin saflastirilmast ve karakterizasyonu
calismasinda Ratanachomsri ve arkadaslar1 (2006), saflagtirilan enzim en yiiksek
aktivite degerini 90°C sicaklikta gdsterdigini bildirmislerdir. Optimum pH degerinin ise

4,0-8,0 genis pH araliginda deger gosterdigini rapor etmisglerdir.
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Li ve arkadaglarinin (2012) Streptomyces rameus’dan ksilanazin saflastirilmasi,
karakterizasyonu ve bugday samani hamurundaki beyazlatma etkisinin incelenmesi igin
yapilan ¢alismalarinda substrat segiciliginde, saflastirilmis ksilanazin en yiiksek
aktiviteyi yulaf ksilaninda verdigi goriilmiistiir. Yine bu ¢alismada Michaelis-Menten
sabitleri Ky, hus agaci ksilani igin 5,8 mg mL™ ve kayin agaci ksilani igin 5,3 mg/mL™
belirlenmigtir. Marasmius sp.’den elde edilen 1s1l kararliligi yiiksek ksilanazin
saflagtirilmast ve karakterizasyonu c¢alismasinda Ratanachomsri ve arkadaslari (2006)
saflagtirilan enzimin substrat segiciligine baktiklarinda en yiiksek aktiviteyi hus agaci
ksilaninda elde etmislerdir. Hus agaci kullanilarak bakilan kinetik parametrelerde Km
2,6+£0,6 mg/mL, Vmax 428+£26 U/mg degerleri bulunmustur. Rhizopus oryzae ‘den elde
edilen endo-B-1,4 ksilanazin {iretimi, kismi saflastirilmasi ve biyokimyasal
karakterizasyonu iizerinde ¢alisan Bakir ve arkadaslar1 (2000), kinetik ¢aligmalarda Ky,

18,5 mg/mL, Vimax 90 IU/mg degerlerine ulagmislardir.

Bu calismada ise substrat segiciligine bakildiginda en yiiksek aktivite, ticari ksilanda,
hus agaci ksilaninda elde edilmistir. Literatiir ¢alismasinda bulunan degerlerle paralel
bir durum goriilmektedir. Fakat literatiir ¢alismalarinda hus agaci ksilaninda yiiksek
aktivite gortildiigii gibi, yulaf ksilaninda da yiiksek aktivite goriilebilmistir. Bu durumun

mikroorganizma farkliligindan da kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir.

Bugday kepegi ve musir kogani gibi lignoseliillozik maddelerde de enzimin aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Bu durum kullanim alan1 ¢ok fazla olmayan misir koganinin,
enzimin substrati olarak kullanilabilecegini ve bdylelikle degerlendirilebilecegini
gostermektedir. Fakat islenmemis ve kompleks halde olmasi nedeniyle, daha yumusak
yapiya sahip olan bugday kepegine gore daha diisiik aktiviteler elde edilmistir. Bugday
kepeginde en yiiksek aktivitenin elde edilmesi, yapilacak baska ¢aligmalarda substrat

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak bakildiginda, hayvan althigi ve yem katkis1 olarak degerlendirilmesi
haricinde bir kullanimi olmayan misir koganlarmin, Scytalidium thermophilum
tiretiminde degerlendirilmesi s6z konusu olabilmektedir. Giiniimiizde artan niifus ile
meydana gelen besin ihtiyac1 diisliniildiginde, artik halde bulunan maddelerin
kullanilmasi, besin rekabetinin olusmasma da engel olabilecektir. Ayrica yiiksek
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miktarda tiretimi olan ama tiiketimi olmayan bir maddenin de geri doniisiimii
saglanabilecektir. Bu durum kiifiin iretilmesi ve ¢ogaltilmasinda kolaylik
saglamaktadir. Enzimin kimyasallara ve uzun siireli muameleye birakildiginda
aktivitesini kaybediyor olmasi1 dezavantaja yol agsa da, uygulama siirelerinin belirlenen
degerlerde ayarlanip kisa tutulmasi sonucunda bu sorun ortadan kaldirilabilecektir.
Endiistriyel kullanimda, biiyiik miktarlar elde edileceginden, toplu olarak satilan ve
seliloz bazli olmayan membranlarin kullanilmas: ile ultrafiltrasyonda karsilasilan
seliilaz enzim sorunu ortadan kaldirilabilecektir. Bu sayede de ultrafiltrasyondan yiiksek

saflik elde etmek miimkiin olabilecektir.
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EK1

KATI BESI YERI, ON KULTUR VE ANA KULTUR iCERIKLER

Tablo 1.1 Kat1 Besi Yeri Bilesikleri

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Maya Oziitii 4,0
Ko;HPO, 1,0
MgS0O,.7H,0 0,5
Nisasta 15,0
Agar 20,0

Tablo 1.2 On Kiiltiir Bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Maya Oziitii 4,0

K;HPO, 1,0
MgS0,.7H,0 0,5

Glukoz 10,0

Tablo 1.3 Ana Kiiltiir Icerikler

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Maya Oziitii 4,0
K,HPO, 1,0
MgS0,.7H,0 0,5
CuS0,.5H,0 0,1
Karbon Kaynagi 40,0
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EK 2
DNSA REAKTIFININ iCERIGi VE iNDIRGEN SEKER OLCUM YONTEMIi
Reaktif Icerigi,

e 36% Potasyum Sodyum Tartarat (C4H;sKNaOg.4H,0)
e 1% NaOH

e 1% DNSA (dinitrosalisilik asit)

e 0.2% Fenol

e 0.05% Sodyum siilfit (Na,SO3)

Y Ontem,
Reaktif karanlik sise igerisinde 4°C’de saklanmalidir.

e Enzim ve substrat 1:10 oraninda karistirilir.

e 15mL DNSA bulunan tiipler igerisine, 1 mL 6rnek ilave edilir.

e Tiipler bes dakika kaynayan bir su banyosunda tutulur ve buzlu su yardimiyla
hemen sogutulur.

e Tiipler oda sicakligina dengelenir ve bir kor numuneye karsi 540 nm dalga

boyuna ayarlanmis spektrofotometrede okutulur.
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EK 3
KSILOZ STANDART EGRIiSi

1 pg/mL konsantrasyonunda stok soliisyon hazirlanir. istenilen konsantrasyonlara
gore stok sollisyondan alinir ve son hacim Tablo 3.1°de verildigi gibi tampon ile 5

mL’ye tamamlanir.

Tablo 3. 1 Ksiloz seyreltme

Konsantrasyon (pug/mL) 0 40 60 80 100 120 160

Stok (uL) 0 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 800

Tampon (mL) 0 4,8 4,7 4,6 4,5 4,4 4,2

Absorbans {540 nm)

O T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Ksiloz Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.1 DNSA Yontemi ile elde edilen ksiloz standart egrisi

60



EK 4
BRADFORD REAKTIFi iCERiGi, PROTEIN STANDARDININ
HAZIRLANMASI
VE
BRADFORD STANDART EGRISi

5X konsantre stok soliisyonu hazirlanmasi i¢in agsagidaki kimyasallar karistirilir:
e 250 mL 95% etanol
e 500 mg Brilliant Blue G boya
e 500 mL 85% orto-fosforik asit.

Kimyasallar eklendikten sonra, karisim distile su ile 1L’ye tamamlanir. Stok ¢ozelti
buzdolabinda, karanlik sise icerisinde saklanmalidir. Kullanilmadan once oda

sicakligina getirilmeli, iyice karistirilmal, filtre kagidindan siiziilmelidir.

BSA stok soliisyonu bir tampon igerisinde 1000 pg/mL konsantrasyonunda
seyreltilmigtir. Tablo 5.1°de verilen sekilde farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltiler

hazirlanir.

Tablo 5 1. Protein standart egrisi igin seyreltme oranlari

Protein (ug/mL) | 0 0,05 0,1 0,25 0,5 0,75 1
BSA stok (mL) 0 0,1 0,2 0,5 1 15 2
Tampon (mL) 2 19 1,8 1,5 1 0,5 0
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Numuneler hazirlandiktan sonra bradford reaktifinden 1 mL, i¢inde 6rnek olan tiip

icerisine aktarilir. 10 dakika bekletildikten sonra 595 nm’de absorbanslar1 okunur.

1,2 -

' nin)

595

Absorbans (

0 0,25 0,5 0,75 1

BSA Konsantrasyon (ng/mkL)

Sekil 5.1 Bradford yontemi igin standart egrisi
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