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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Scytalidium thermophilum KSILANAZININ KROMATOGRAFIK
YONTEMLERLE SAFLASTIRILMASI VE BiYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Sevgi GUDER

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Yrd. Doc¢. Dr. Didem SUTAY KOCABAS

Ocak, 2014, 69 sayfa

Bu calismanin amaci, termofilik bir kiif olan Scytalidium thermophilum ATCC
No.16454 ksilanazmin, kromatografik teknikler kullanilarak saflastirilmasi ve enzimin
biyokimyasal karakterizasyonudur.

Ulkemizde her yil milyonlarca ton tarimsal atik olarak ortaya ¢ikan ve cok diisiik
ekonomik degere sahip olan misir kocanlari, kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak
kullanilmistir. Ksilanaz, jel filtrasyon ve anyon degisim kolon kromatografi teknikleri
ile %9,6 verimle 21,8 kat saflastirilmistir. Ksilanazin molekiil agirhigi ve izoelektrik
noktasi sirastyla 21 kDa ve pH 8,6 olarak bulunmustur. Enzimin aktivitesi, farkli pH ve
sicaklik kosullarinda gosterdigi kinetik 6zellikler acisindan karakterize edilmistir. Saf
ksilanaz i¢in optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 65°C ve pH 6,5 olarak tespit
edilmistir. Saf enzim, pH 7,0 ve 40°C sicaklik degerlerinde 4 saatlik inkiibasyon
sonunda baslangic aktivitesinin %85’inden fazlasini koruyarak, en yiiksek kararliligi
sergilemistir. Ksilanazin Ky, ve Vmax degerleri, kayin agaci ksilani kullanilarak sirasiyla
2,240,06 mg/mL ve 168,2+4,2 TU/mL olarak belirlenmistir. Saf ksilanazin ¢esitli ticari
ve lignoseliilozik substratlara olan seg¢iciligi incelenmis ve en yliksek afinite kayin agaci
ksilan1 ile bugday kepegine karsi tespit edilmistir. Bu bulgular, goreceli olarak diisiik
molekiil agirligmma ve yiiksek calisma sicakligina sahip olmasi nedeniyle ksilanazin,
farkli endiistriyel uygulamalarda kullaniminin avantajli olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Scytalidium thermophilum, Ksilanaz, Kromatografik Saflastirma,
Biyokimyasal Karakterizasyon



ABSTRACT
Ms Thesis

PURIFICATION OF Scytalidium thermophilum XYLANASE BY
CHROMATOGRAPHIC METHODS AND BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION

Sevgi GUDER

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Didem SUTAY KOCABAS

January, 2014, 69 pages

The purpose of this study was purification of thermophilic fungus Scytalidium
thermophilum ATCC No.16454 xylanase using chromatographic techniques and
biochemical characterization of the enzyme.

Corn cobs, which are produced at an amount of millions of tons as agricultural waste in
our country and have very low economical value, are used as carbon source in culture
medium. By using gel filtration and anion exchange chromatographic techniques,
xylanase was purified 21.8 fold with 9.6% yield. Molecular weight and isoelectric point
of xylanase were determined as 21 kDa and pH 8.6, respectively. Enzyme activity was
characterized in terms of kinetic properties at different pH and temperature conditions.
Optimum temperature and pH values of purified xylanase was determined as 65°C and
6.5, respectively. Purified enzyme showed highest stability at pH 7.0 and 40°C
temperature by retaining more than 85% of its initial activity after 4 hours incubation.
K and Vi values of xylanase by using beechwood xylan was preticted as 2.2+0.06
mg/mL and 168.2+4.2 IU/mL, respectively. Specificity of xylanase for wvarious
commercial and lignocellulosic substrates was investigated and maximum affinity was
determined towards beechwood xylan and wheat bran. These findings indicate that
xylanase could be advantageous in different industrial applications due to its relatively
low molecular weight and high operating temperature.

Key Words: Scytalidium thermophilum, Xylanase, Chromatographic Purification,
Biochemical Characterization
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1. GIRIS

Enzimler, genel olarak protein yapida molekiillerdir ve canli organizmalar tarafindan
iiretilmektedirler. Ozgiin molekiiller olan enzimler, aktivasyon enerjisini diisiirerek
biyolojik tepkimelerde katalizor goérevi goriirler. Boylece, denge konumunu
degistirmeden tepkimenin hizini arttirirlar. Glinlimiizde enzimler, gida, ilag, tekstil, su
aritma tesisleri ve kagit hamuru endiistrisi gibi pek cok endiistriyel alanda ve ayrica

analitik amaglar i¢in kullanilmaktadir (Kiran ve ark., 2006).

Endiistride onemli bir alternatif olan enzimler, genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmekle birlikte, bitkisel ve hayvansal dokulardan da retilmektedir.
Mikroorganizmalar, hizli sekilde liremeleri, liretimlerinin mevsimlere bagli olmamasi,
katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha
karali ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi nedenlerle ticari
amacli enzimlerin iiretiminde en ¢ok tercih edilen 6nemli kaynaklardir (Kiran ve ark.,

2006).

Glinlimiizde, mikroorganizmalarin lignoseliilozik maddeleri kullanarak ise yarar son
iirlinler olusturabilme yeteneklerinden kazang saglanmaya g¢alisilmaktadir. Mikrobiyal
kaynakli enzimlerin lignoseliilozik materyallerin endiistriyel hidrolizinde kimyasal
yontemler yerine kullanimi, enzim reaksiyonlarmin yiliksek o6zgilligl, reaksiyon
kosullarinin daha ilimli olmas: ve kimyasal modifikasyonlar sonucu substrat kaybinin
olmayis1 gibi nedenlerle daha avantajlidir. Bu gibi biyolojik doniistiirme siiregleri,
ozellikle ormancilik ve tarimsal faaliyetler sonucu ortaya c¢ikan atiklarin bertarafinin
yani sira sivi yakit liretimi ve ¢esitli kimyasal maddelerin sentezi gibi siirecler i¢in de

ilgi ¢ekici olmaktadir (Juturu ve Wu, 2012).

Lignoseliilloz, dogada biyokiitlenin biiyiik kismini olusturan yenilenebilir bir enerji
kaynagidir ve kiiresel karbon dongiisiiniin devami i¢in ayristirilmast gerekmektedir
(Tuomela ve ark., 2000). Bitki biyokiitlesi, kuru agirlhik acisindan, ortalama %40
seliiloz, %33 hemiseliiloz ve %23 ligninden olusmaktadir (Dhiman, 2008).

Ksilooligosakkaritler, p-1,4 bagiyla baglanan ksiloz brimlerinden olugsmus seker

oligomerleridir. Ksilooligosakkaritler, dogal olarak sebze ve meyvelerde, bambu
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filizlerinde, bal ve siitte bulundugu bilinmektedir. Ksilooligosakkaritler, genellikle 2-10
aras1 monosakkarit birimleri i¢erdiklerinden, insan viicudu tarafindan sindirilemezler.
Sindirim sistemi tarafindan pargalanamadiklar1 ve geri emilemedikleri i¢in, bagirsakta
yasayan bakterilere substrat olarak hizmet etmekte ve boylece bagirsak mikroflorasini
daha saglikli bir komposizyona ulastirmaktadirlar. Bu 06zelliklerinden dolay1
ksilooligosakkaritler, prebiyotik olarak siniflandirilmaktadir. Gidalarda katki maddesi
olarak kullanilan ksilooligosakkaritler, gidalarin besinsel ve duyusal 6zelliklerini 1yi
yonde etkileyerek, tliketicinin saglikli {irtinler tiiketme istegine cevap vermektedirler.
Bunun yaninda, minerallerin biyolojik olarak kullanimini iyilestirmeleri, kabizlik
sorununu azaltmalar1 ve kolestrol seviyesini diistirerek kalp-damar hastaliklarinin
gelismelerini Onlemeleri gibi saglik agisindan yararlar1 da oldugu bilinmektedir

(Erdogan ve Akpinar, 2008).

Lignoseliilozik materyaller seliiloz, hemiseliiloz ve lignin olmak {izere ii¢ temel
bilesenden olusmaktadir. Hemiseliilozun biiyiik bir ¢cogunlugunu ksilanlar olusturmakla
birlikte, arabinan, galaktan ve mannan bilesenlerini de icermektedir. Heteropolisakkarit
yapidaki ksilanm temel bilesenini B-1,4 bagli monomer ksiloz birimleri olusturmakla
birlikte, arabinoz, mannoz, glikoz ve ramnoz gibi monosakkaritler de yap1 olusumuna
katilmaktadirlar. Ksilooligosakkaritlerin tiretimi i¢in, ilk olarak uygun bir lignoseliilozik
maddeden ksilan izole edilir ve sonra da elde edilen ksilan enzim, asit ve 1s1 gibi
yontemlerle parcalanarak ksilooligosakkaritler elde edilir. Ksilooligosakkarit tiretimi
icin sert odunsu bitkiler, misir kogani, saman, piring kabugu, badem kabugu, zeytin
cekirdegi, bugday ve arpa sap1 gibi tarimsal atiklar lignoseliilozik materyaller olarak

kullanilmaktadir (Erdogan ve Akpinar, 2008).

Mistr iiretiminde temel atik ve artik olarak misir koganlar1 tiim diinyada ¢ok miktarda
iretilmektedir. Misir koganlari, hayvan yemi ve toprakta giibre olarak kullanilabildigi
gibi yakit olarak da kullanilmaktadir. Misir kocani %40-45 seliiloz, %30-35
hemiseliiloz ve %10-20 lignin igermektedir (Piyatheerawong, 2011).

Karmasik yapiya sahip ksilanin hidrolizi i¢in, yiliksek diizeydeki spesifiklikleri,
onemsenmeyecek seviyede sahip olduklar1 substrat kaybr ve kontrolii kolay reaksiyon
kosullar1 nedeniyle mikrobiyal kaynakli ksilanazlar (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz,
E.C. 3.2.1.8), biyolojik katalizor olarak tercih edilmektedir (Kulkarni ve ark., 1999).
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Biyoteknolojide ksilanazlar, klor kullanimini en aza indirerek kagit hamurunun
biyobeyazlatmasinda, hayvan yem endiistrisinde hayvanin yemden daha iyi yararlanarak
performansi arttirmak ve sindirebilirligi kolaylastirarak kilo artismi saglamada,
ekmegin hacimsel artis1 ve meyve suyu, bira gibi igeceklerin berraklagtirilmasi amaciyla
gida endiistrisinde, lignoseliilozik materyallerin doniisiimii  sonucunda biyoyakit
iretilmesi gibi pek cok endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Subramaniyan ve

Prema, 2002).

Mikrobiyal kaynaktan iretilen proteinlerin (ksilanaz gibi), diger bir¢cok proteinde
oldugu gibi, hedefe yonelik uygulamalarda genelde kullanim oncesi safsizliklardan
armndirilarak saflastirilmasi gerekmektedir. Protein saflastirmak icin pek ¢ok yontem
vardir. Bu yontemlerin ilk adimi genelde kismi saflastirma islemlerini (¢oktiirme,
diyaliz, ultrafiltrasyon vb.) i¢erirken, ikinci adimi tam saflastirmay1 saglayan teknikler
(kromatografik teknikler vb.) olusturmaktadir. Bu ¢alismada termofilik bir kiif olan
Scytalidium thermophilum ATCC No.16454 (Humicola insolens) ksilanazi, molekiil
biiytikliigline gore ayirmay1 saglayan jel filtrasyon ve proteinlerin yiikiine bagl ayirma
gerceklestiren anyon degisim kromatografisi teknikleri kullanilarak saflastirilmistir. Saf
olarak elde edilen proteinler, kullanim i¢in degerlendirilmeden Once karakterize
edilerek, bir anlamda proteinlerin kimlik karti olusturulmaktadir. Bu c¢aligmada,
saflastirilmis ksilanazin miktari, saflig1 ve izoelektrik noktasmin belirlenmesi i¢in jel
elektroforez yontemleri (SDS-PAGE ve izoelektrik fokuslama) kullanilmistir.
Ksilanazin kinetik karakterizasyonu, enzim aktivitesi ve dayanimi {izerine pH ve
sicakligm etkisi, kinetik parametreler (K., ve Vnax) ve substrat seciciligi incelenerek

gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmalar tarafindan sentezlenen, biyokimyasal tepkimeleri
katalizleyen, yan {iriin olusumuna izin vermeyen ve %100’liik bir iirlin verimi saglayan
biyolojik katalizorlerdir. Laboratuvarda gerceklesmesi cok zaman alan, bazen de yiiksek
basing, yiliksek sicaklik, asidik ve bazik ortam gerektiren tepkimeler, enzimler
kullanilarak birka¢ saniye gibi c¢ok kisa zamanda ve hiicre i¢i kosullarda
gerceklestirilebilmektedir. Enzimler olduk¢a 6zgiin molekiillerdir ve hiicre igerisinde

meydana gelen binlerce tepkimenin hizini diizenlemektedirler (Kiran, 2006).

Enzimler katalizledikleri tepkimelerin denge konumunu ve sabitini degistirmeden,

aktivasyon enerjisini diisiirerek dengeye cabuk ulasilmasimi saglamaktadirlar (Wilson ve

Walker, 2010).

Enzimin aktif bolgesine baglanarak, enzim aktivitesi sonucu Tlriine doniistiiriilen
molekiillere substrat denilmektedir. Aktif bolge, bir enzim-substrat kompleksi
olusturarak substrati iirline dontistliirmek {lizere substrata baglanan, fonksiyonel yan grup
tastyan belirli amino asitlerin olusturdugu ve enzimin katalitik potansiyelinden sorumlu

enzim bolgesidir (Nelson ve Cox, 2005) .

Enzimlerin aktivite goOsterebilmeleri icin gerekli olan, protein yapida olmayan,
genellikle metal iyonlarindan (Fe™, Mn™, Zn™ vb.) olusan yan gruplar kofaktor olarak
adlandirilmaktadir.  Enzimlerin aktivite gosterebilmek icin gereksinim duyduklari

kompleks organik molekiillere ise koenzim ad1 verilmektedir (Yildirim ve ark., 2010).

Enzimler genellikle substrat adinin sonuna —az eki getirilerek (fosfataz, iireaz, lipaz,
ksilanaz vb.) veya genel adlariyla (pepsin, tripsin vb.) isimlendirilmektedir (Yildirim ve
ark., 2010). Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan, her enzim katalizor gorevi
gordiigii kimyasal tepkimenin tipine gore sistematik olarak isimlendirilmektedir. Bu
smiflandirmada her enzim katalizledigi tepkimeye bagl olarak, 6zel dort rakaml bir
kod numarasi ile (E.C.) tanimlanmistir (6rnegin, 1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz, E.C.

3.2.1.8) (Wilson ve Walker, 2010).



2.2. Lignoseliilozik Materyallerin Yapisi

Dogadaki karbonun ana deposu olan bitki hiicre duvarlari, {ic temel polimerik bilesene
sahiptir. Lignoseliilozun iki temel bileseni olan selilloz ve hemiseliiloz, fotosentezle
olusturulmaktadir. Bu iki karbonhidrat molekiilii, kovalent ¢apraz baglar vasitasiyla
karbonhidrat olmayan lignin molekiili ile i¢ ige geg¢mistir. Tarim ve orman
endiistrilerinde yilda yaklasik 40 milyon ton lignoseliiloz atik olarak elde edilmektedir.
Bu nedenle kiiresel karbon dongiisiiniin gergeklesebilmesi i¢in, biyokiitlenin ¢ok biiyiik
bir kismini olusturan lignoseliilozik maddelerin ayristirilmasi gerekmektedir (Juturu ve

Wu, 2012).

Hiicre duvarindaki bilesenlerin kalitatif ve kantitatif orani, biiyiime mevsimi boyunca
degisiklik gosterir. Degisik bilesenlerin oranlari, bitki dokusunun tipine ve yasmna
oldugu kadar, tiirlere ve tek bir tiir igerisindeki farkli dokulara da baghlk

gostermektedir (Kromus ve ark., 2006).

Sert odunlardaki seliiloz ve hemiseliiloz oranlari, genelde yumusak odunlardakinden
daha yiiksek olmakla birlikte, yumusak odunlardaki lignin igerigi sert odunlardakinden
daha yiiksektir. Otlar, odunsu bitkilere oranla hemiseliiloz bakimindan zengin (%25-50
a/a), lignin (%10-30 a/a) ve seliiloz (%25-40 a/a) bakimindan ise daha fakir olmaktadir
(Cizelge 2.1) (Betts ve ark., 1992).

Cizelge 2.1. Farkli lignoseliilozik materyaldeki bilesenlerin orani (Betts ve ark., 1992)

Materyal Lignin (%) Seliiloz (%) Hemiseliiloz (%)
Yumusak odun 25-35 45-50 25-35
Sert odun 18-25 45-55 24-40
Otlar 10-30 25-40 25-50

2.2.1. Seliiloz

Bitki hiicre duvarmin temel bilesenlerinden biri olan seliilloz, do§ada en ¢ok bulunan
biyopolimerdir. Seliiloz, B-1,4-D-bagh uzun glikoz zincirlerinden olusmasi nedeniyle

hiicre duvarina yapisal sertlik saglamaktadir (Sekil 2.1). Bu 6zellik seliilozu, ¢6ziinmez
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ve bozunmaya karsi direngli yapmaktadir. Endiistriyel 6l¢ekli biyoyakit iiretiminde,
seliilazlar olarak bilinen seliilolitik enzimler, lignoselillozik materyaldeki seliilozu
yikima ugratarak glikoz oligomerleri haline doniistiirdiikten sonra farkli sekerlerle
fermente edilip yakit katki maddesi olusturmak iizere islenmektedir (Maurer ve ark.,

2013).

CH,OH CH,OH CH,OH
L. | \
H
|/5|H H\" |/H \r\ |/H \[\O
NN I NN, “/| \J\?.“ 'g/I
| |
H  OH H OH OH

Sekil 2.1. Seliilozun yapisi (Anonim, 2013a)

Selilloz, B-1,4 bagli binlerce glikoz biriminden olusan dogrusal yapida bir
polisakkarittir. Seliilloz zincirleri, hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleriyle
mikrofibriller halinde 24-36 zincirlerin bir araya gelmesiyle olusur. Bu mikrofibriller
coziinmez kristal yapidadir ve enzimatik sekerlesmesi zordur. Seliilozun tam
polimerizasyon zincirinin yikiminda olusan tek iirin glikozdur. Seliillozun yikimindan
sorumlu enzimler; selilloz zincirindeki i¢ baglar1 rastgele kiran endo-B-1,4-glukanaz
(E.C. 3.2.1.4), seliiloz polimerinin ucundaki indirgen ya da indirgen olmayan kisimlara
saldiran ekzo- B-1,4-glukanaz (E.C. 3.2.1.91) ve endo ve ekzo-glukanaz karigiminin ana
iirlinii olan seliilobiyozu glikoza doniistiiren B-glikosidaz (E.C. 3.2.1.21) olmak {izere ii¢

smifta toplanmaktadir (Horn ve ark., 2012).

Seliilozun sekilsiz formu, molekiil i¢i hidrojen baglarmin az olmas1 nedeniyle nispeten
kolay yikilmaktadir. Ancak, fiziksel yapis1 nedeniyle kristal formdaki seliiloz, biyolojik
yikima kars1 daha dayanikhidir (Horn ve ark., 2012). Selillozun hidrolizinde bu kristal
yapi, seliiloz fibrillerine nispeten elastikiyet ve dayamiklilik kazandirmaktadir

(Yamanaka ve ark., 1989).



2.2.2. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, tek ve ¢ok yillik bitkilerin hiicre duvarinda seliiloz ve ligninle beraber
bulunan ve farkli seker birimlerinin farkli sekillerde birlesmesi sonucunda olusmus dall
bir heteropolisakkarittir. Hemiseliilozlar, dogadaki toplam biyokiitlenin %30-35’ini
olusturmaktadir ve ksilan, hemiseliillozun baslica en ¢ok bulunan bilesenidir (Kulkarni

ve ark., 1999).

Hemiseliilozun temel bileseni ksilan olmakla birlikte, mannan, galaktan ve arabinanlari
da igeren bir heteropolimerden olugmaktadir. Hemiseliilozun yapisinda bu
heteropolimerlerle bagh bulunan, D-ksiloz, D-mannoz, D-galaktoz ve L-arabinoz gibi

seker birimleri de bulunmaktadir (Dhiman ve ark, 2008).

Hemiseliiloz, seker asitleri, mannoz, glikoz ve galaktoz gibi heksozlar ile ksiloz ve
arabinoz gibi pentozlardan olusan farkli polimerik yapilara sahip karmasik bir
karbonhidrattir. Sert odun ve tarmmsal bitkilerden (ot ve saman gibi) elde edilen
hemiseliilozun temel bileseni ksilandir. Yumusak odunda ise bu bileseni glukomannan
olusturmaktadir. Hemiseliiloz, seliilozdan daha diisiik bir molekiil agirliga sahiptir ve
farkli sekerlerden olusan kisa yan zincirler seklinde dallanmaya sahip olup kolay
hidroliz olabilen bir polimerdir. Seliillozun aksine kimyasal bakimdan homojen yap1
gostermemektedir. Hemiseliilloz, lignin ve seliiloz fibrilleri arasindaki baglantiy1
saglamada gorev almakta ve seliiloz-hemiseliiloz-lignin biitiinliigiine daha fazla sertlik
kazandirmaktadir. Farkli hemiseliiloz bilesenlerin ¢6ziiniirliigii, mannoz, ksiloz, glikoz,
arabinoz ve galaktoz srrasina gore azalmaktadir. Sicakliktaki artigla hemiseliillozun

¢cOziinlirliigi artmaktadir (Hendriks ve Zeeman, 2009).

Dallanma tekrar1 ve kompozisyonu ksilanin kaynagina baghdir. Degisik kaynaklardaki
ksilanlarin kompozisyonlar: farklilik géstermektedir. Ornegin, hus agaci ksilan1 %89,3
ksiloz, %1 arabinoz, %1,4 glikoz, %8,3 anhidrouronik asit igermektedir. Piring kepegi
ksilan1 %46 ksiloz, %44,9 arabinoz, %6,1 galaktoz, %1,9 glukoz, %1,1 anhidrouronik
asit i¢erirken, bugday arabinoksilani1 %65,8 ksiloz, %33,5 arabinoz, %0,1 mannoz, %0,1
galaktoz, %0,3 glikoz igermektedir. Misir lifi ksilami B-1,4 bagi ile bagl ksiloz

birimlerinden olusmus karmasik yapidaki heteroksilanlardan biridir ve %48-54



ksiloz, %33-35 arabinoz, %5-11 galaktoz, %3-6 glukouronik asit bilesimine sahiptir
(Adhikari ve Satyanarayana, 2007).

2.2.2.1. Ksilan

Ksilan, dogada en bol bulunan seliilozik olmayan yenilenebilir polisakkarittir. Sert odun
ve tek yillik bitkilerin kuru agirhiginin yaklagik %20-30’luk kismimni olusturmaktadir.
Ksilan, lignin ve diger polisakkaritler arasinda bir arayiliz olusturmaktadir. Hiicre
duvarmin ikincil halkasinda bulunan ksilan, fenolik lignin kalintilar1 ve diger
polisakkaritlere (pektin, glukan gibi) kovalent baglanmaktadir. Ksilan molekiilii, az
miktarda L-arabinoz ve esas olarak da D-ksiloz monomerik biriminden olusmaktadir.
Ayrica, ksilan omurgasi lizerinde asetil, arabinosil ve glukurosil gibi kisimlar da

bulunmaktadir (Sekil 2.2) (Dhiman ve ark., 2008).

o-4-O-Me-GicUA

Endoksﬂanaz HCO Asetil ksilan esteraz
?9 o-Glukuronisidaz X

ww IARIAGCAAR N w“m

é:: ; F-_J o-Arabinofuranosidaz

a-Araf o-feel

Sekil 2.2. Ksilanin yapisi ve ksilanin tam hidrolizinden sorumlu ksilanolitik enzimlerin etki
bolgeleri; Ac: asetil grup, o-Araf: arabinofuranoz, o-4-O-Me-GlcA: a-4-O-
metilglukuronik asit (Motta ve ark., 2013, degistirilmistir)

Sert odundaki ksilan molekiilleri, B-1,4-glikozidik baglarla baghh O-asetil-4-O-

metilglukuronoksilandan olusmaktadir. Yumusak odun ksilam1 ise, arabino-4-O-
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metilglukuronoksilanlardan olusmaktadir. Sert odun ksilanmm C-2 ve C-3
atomlarindaki yiiksek asetillenme orani nedeniyle, onun suda kismen ¢oziinebilmesini
saglamaktadir. Sert odun ksilaninin aksine, yumusak odun ksilanlar1 asetillenmez ve
suda rahat¢a c¢oOziinmektedirler. Ayrica bunlar, C-3 pozisyonunda a-1,3-glikozidik
baglarla bagli, a-L-arabinofuranoz birimlerine sahiptirler. Yumusak odun ksilan zincir
uzunlugu, sert odun ksilanina gore daha kisa ve dallanma derecesi daha diisiiktiir

(Dhiman ve ark, 2008).

Hemiseliilozun temel yap1 tasi olan ksilanlar, heterojen bilesenli ve karmasik kimyasal
bir yapiya sahip olduklarindan, bunlarin tam anlamiyla yikimi i¢in bir ksilanolitik enzim
sistemi gerekmektedir (bkz. Sekil 2.2). Ksilan omurgasini hidroliz eden ksilanolitik
enzimleri; 1,4-B-ksilanazlar, [p-D-ksilosidazlar, a-L-arabinofuranosidazlar, o-D-
glukuronidazlar, asetil-ksilan esterazlar, fenolik amit esterazlar seklinde siniflandirmak
miimkiin olmaktadir. Ksilanin enzimatik hidrolizinde yer alan baslica enzim ise -1,4
baglar1 ile baglanmis ve ksiloz birimlerinden olusan iskeleti hidrolizleyen endo-1,4-f-

ksilanazlardir (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz) (E.C. 3.2.1.8) (Singh ve ark., 2003).

2.2.3. Lignin

Hiicre duvarmin bir diger bileseni olan lignin, seliiloz ve hemiseliillozdan sonra dogada
en c¢ok bulunan polimerlerden biridir. Ug¢ farkli fenilpropan birimleri (p-kumaril,
koniferil ve sinapil alkol) iceren amorf yapida bir heteropolimerdir (Sekil 2.3). Ligninin
temel amaci, bitkiye yapisal destek vermek ve mikrobiyal saldir1 ve oksidatif strese
kars1 diren¢ saglamaktir. Amorf yapidaki heteropolimer lignin suda ¢éziinmemektedir.
Lignin hemiseliiloz gibi, normalde notr kosullar altinda 180°C sicaklik civarindaki su
icinde coziinmeye baslamaktadir. Ligninin asidik, notr ya da alkali ortamlardaki
¢cOziinlirliigli, p-kumaril, koniferil, sinapil alkol ya da bunlarin bir arada bulunmasina

bagli olarak degismektedir (Hendriks ve Zeeman, 2009).



Sekil 2.3. Ligninin yapis1 (Gregory, 2007)

2.3. Hemiseliilozlarin Enzimatik Hidrolizi ve Ksilanazlar

Hemiseliilozun ana bileseni olan ksilanin, karmasik yapisinin tamamen hidroliz olmasi
icin farkli enzimlere ihtiya¢ vardir. Ksilanin tamamen hidrolizine katilan bu enzim
grubuna ksilanolitik enzim sistemi adi verilmektedir (Subramaniyan ve Prema, 2002).
Ksilanin tamamen bozunmasina katilan enzimleri; B-1,4-endoksilanaz (E.C. 3.2.1.8),
B-1,4-ksilosidaz (E.C. 3.2.1.37), a-L-arabinofuranoz (E.C. 3.2.1.55), a-glukuronosidaz
(E.C. 3.2.1.139), asetil ksilan esteraz (E.C. 3.1.1.72) ve fenolik asit esterazlar (E.C.
3.1.1.73) seklinde gruplandirmak miimkiindiir (bkz. Sekil 2.2) (Dhiman ve ark., 2008).

B-1,4-Endoksilanaz (E.C. 3.2.1.8) ve B-1,4-ksilosidaz (E.C. 3.2.1.37), hemiseliilozun
ana bileseni olan ksilanin hidrolizinde 6nemli rol oynamaktadir (Dhiman ve ark., 2008).
Endoksilanazlar, B-1,4-D-ksilopiranoz iireten ksilooligomerlerin homopolimer omurgas1
iizerinde hareket etmektedirler (Juturu ve Wu, 2012). Ksilosidazlar ise, indirgen
olmayan uctaki ardigtk haldeki D-ksiloz  kalmtilarin1  serbest  birakarak,
ksilooligosakkaritlerin hidrolizini katalizlemeden sorumludur (Subramaniyan ve Prema,

2000) .

a-L-Arabinofuranosidazlar (E.C. 3.2.1.55), ksilandaki indirgen olmayan ugtaki a-L-

arabinofuranosil gruplarimi (arabinanlar, arabinoksilanlar ve arabinogalaktanlar) hidroliz
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etmektedir. a-Glukuronosidazlar (E.C. 3.2.1.139), ksiloz ve D-glukuronik asit

arasindaki a-1,2-glikozidik baglarmn hidrolizinden sorumludur (Kanwar ve Devi, 2012).

Asetil esteraz, ferulik esteraz, glukuronosidaz ve arabinosidaz gibi enzimler, ksilan
omurgasindan farkli yan zincirlerin serbest kalmasi i¢in gerekmektedir (Dhiman ve ark.,
2008). Bu enzimler, ksilan molekiiliindeki asetik asit ve fenolik asit birimlerinin
koparilmasint saglamaktadirlar. Asetil, ferulil ve p-kumoril gruplarmin ksilandan
koparilmasi, ligninin uzaklastirilmasinda 6nemli bir basamaktir. Ayni zamanda
hemiseliiloz ve lignin arasinda ester baglarmmin koparilmasiyla ligninin ¢6ziilmesine

katkida bulunmaktadirlar (Subramaniyan ve Prema, 2000).

2.3.1. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalar

Hemiseliillozun ana bileseni olan ksilanin hidrolizinden sorumlu ksilanazlar, ksilan
bulunan ortamlarda ¢ogalan mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir. Bakteriler,
mayalar, filamentli kiifler gibi pek c¢ok mikroorganizma, ksilanin kolayca hidrolize
olmasini saglayan B-1,4-endoksilanaz ve B-1,4-ksilosidazi iiretmektedirler (Kanwar ve

Devi, 2012; Juturu ve Wu, 2012).

Bakteriyel ksilanazlar, genis bir pH ve sicaklik araliginda kararliliga sahiptir ve
endiistride en cok tercih edilen ksilanaz kaynaklaridir. Benzer sekilde aktinomisetlerden
izole edilen ksilanazlar, tepkime parametrelerinin genis bir araliginda aktif durumda
olmaktadirlar. Fungal ksilanazlar ise pH 4-6 arasinda degisen asidik pH kosullarinda
kararlidir. Bununla birlikte, sayica az olan bazi fungal tiirlerinden iiretilen ksilanazlar,
yiiksek alkali pH degerlerinde aktiftirler ve bunlar asidik fungal ksilanazlara gore daha

az verimlidirler (Dhiman ve ark., 2008).

2.3.2. Ksilanazlarin Simiflandirilmasi

Ksilanazlar, iiretildigi organizmaya bagli olarak cesitlilik gostermektedir. Birden fazla
ksilanazin olusumunun (izoenzim), mikroorganizma kaynakli oldugu bilinmektedir.
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Ornegin, Aspergillus niger izoenzim bes endo-ksilanaza sahipken, bitki patojeni
Cochliobolus carbonum ise ¢ farkli endo-ksilanaza sahiptir. Ksilanazlarin ¢esitliligi,
polimer ksilanin heterojen yapistyla aciklanmistir (Juturu ve Wu, 2012). Ksilanazlardaki
cesitlilik, coklu katalitik etkinin yani sira, ¢esitli yardime1 etki alanlari ile de karakterize
edilmektedir. Bunlar, ksilan ve seliiloz baglama bolgeleri, 1s1l kararlilik bdlgeleri ve

fonksiyonu hentiiz agiklanamamis olan bolgelerdir (Collins ve ark., 2005).

Wong ve arkadaglar1 (1988), fizikokimyasal Ozelliklere bagli olarak ksilanazlari iki
gruba ayirmuglardir. Birinci gruptaki ksilanazlar, molekiil agirlig: kiiciik (<30 kDa) ve
bazik izoelektrik noktasma sahip iken; ikinci gruptakiler, molekiil agirlig1 biiyiik (>30
kDa) ve asidik izoelektrik noktasima sahip ksilanazlar seklindedir. Ancak, su ana kadar
tespit edilmis ksilanazlarin yaklasik %30°u, 6zellikle de fungal kaynakli ksilanazlar, bu
smiflandirma sistemine gore gruplandirilamamistir. Bu nedenle daha sonralari
enzimlerin smiflandirilmasi i¢in standart bir ara¢ haline gelen, glikosil hidrolazlar
kategorisi altinda, farkli tipteki ksilanazlarin yer aldigi kapsamli yeni bir siniflandirma
yapilmistir. Bu smiflandirma, sadece enzimin katalitik etki bolgelerin birincil yapilari
karsilagtirilarak olusturulan enzim ailelerine dayanmaktadir. Bu smiflandirmada
ksilanazlar, normalde 10 (F) ve 11 (G) seklinde smirlandirilmistir. Ancak, E.C. 3.2.1.8
enzim numarasi kullanilarak, uygun bir veri tabaninda yapilan arastirmada, ksilanaz
aktivitesine sahip 5, 7, 8, 16, 26, 43, 52 ve 62 i¢inde gruplandirilmis enzim aileleri de
bulunmustur (Collins ve ark., 2005).

Ksilanaz tireten, ekstrem termofilik (50-80°C) ve hipertermofilik (> 80°C) ozellikteki
baz1 mikroorganizmalarin, termal bolgeler, sicak su kaynaklari, ¢liriimiis organik atiklar
gibi sicak kaynaklardan elde edildigi bildirilmistir. Termofilik 6zellikteki bakteriyel
ksilanazlarin, yapilan son smiflandirmaya gore 10 ve 11°e ait oldugu tespit edilmis ve
diger glikosid hidrolaz ailerinin herhangi birine ait termofilik ksilanaz c¢alismalar1
bildirilmemistir. Yine bu caligmalarda en kararli enzimlerin ¢ogunlugunun, hiicre disi
enzimler iireten ekstrem termofil organizmalar oldugu sonucuna ulagilmistir (Collins ve

ark., 2005).

Thermonospora fusca ve Bacillus stearothermophilus gibi termofilik bakteriden tliretilen
ksilanazlarin, 65-80°C araliginda optimum sicaklik sergiledigi bildirilmistir. Isiya

dayanikli bir Aspergillus susundan 37°C sicaklikta 1sil kararli ksilanaz tretilirken,
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maksimum aktivitesini 80°C sicaklikta gosterdigi bilinmektedir. Termofilik bir anaerob
olan Clostridium stercorarium’dan tretilen ksilanaz, 70°C’de optimum sicakliga ve
80°C sicaklikta da 90 dakikalik bir yar1 omre sahiptir. Buna ragmen, Thermotoga
susundan elde edilen ksilanaz ig¢in optimum sicakligi 105°C iken, pH 5,5 ve 95°C
sicaklikta 90 dakikalik bir yar1 6mre sahiptir. Termofilik bir kiif olan Thermoascus
aurantiacus’dan elde edilen ksilanazin, 24 saat boyunca 70°C sicaklikta kararli oldugu
bildirilmekte ve 80°C sicaklikta 54 dakika yar1 Omrii oldugu bilinmektedir.
Paecilomyces variota ve T. byssochlamydoides tirlerini de igeren diger termofilik kiif
kaynakl ksilanazlarin, pH 5-6,5 arahiginda optimum sicakliginin 65-75°C olarak
bildirilmektedir (Kulkarni ve ark., 1999).

2.3.3. Ksilanazlarin Endiistrideki Kullanim Alanlari

Mikroorganizmalardan elde edilen ksilanolitik enzimler, biyoteknolojik agidan bircok
endiistriyel islemde kullanilabilirligi nedeniyle oldukca ilgi ¢ekici olmaktadir. Ozellikle
kagit ve kagit hamuru basta olmak iizere, gida ve hayvan yem endiistrisi gibi alanlarda

temel anlamda endiistriyel enzim olma yolunda ¢ok biiyiik oneme sahiptirler.

Son yillarda, kagit ve kagit hamurunun beyazlatilmasinda enzimlerin kullanimi
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Bu islem icin ksilanazlar, diisiik maliyetli ve
cevreyle dost bir alternatif sunmaktadir. Kagit endiistrisinde agartma, kagit
hamurundaki lignin uzaklastirilarak parlak ya da tamamen beyazlatilmis kagit hamuru
iretme islemidir. Kagit hamurundaki lignin, karakteristik bir kahverengi
olusturmaktadir. Ksilanazlar, lignin giderilerek kagit hamurunun beyazlatilmasi ve
hamurun parlakliginin arttirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Kagit endiistrisinde ksilanazin
onemi, ksilanin hidrolizi sonucunda ligninin ayrilmasinin kolaylastirilmasi ile iligkilidir.
Boylece, eskiden beyazlatma maddesi olarak kullanilan klor bazli kimyasal maddelerin
kullanim1 azaltilarak, toksik ve kanserojen etkileri olan yan iriinlerin olugsmasi ve

dolayisiyla gevre kirliligi engellenmis olmaktadir (Motta ve ark., 2013).

Hayvan beslemede B-1,4-endo-ksilanazlar (E.C. 3.2.1.8), yem ic¢indeki besinsel degeri

olmayan bazi bilesenlerin yikimi sonucunda, yemle beslenen hayvanlarda daha cok
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agirhik artisginin saglanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Cavdarla beslenen tavuklarda
yemden geri donlisim oram1 ve kilo kaybi bagwrsaktaki viskozite ile
iligkilendirilmektedir. Et tavuk¢ulugunda c¢avdardan elde edilen yemlerde ksilanaz
kullanilmasi, bagirsaktaki viskoziteyi diisiirerek yemden daha 1yi bir sekilde
yararlanilmasini ve dolayistyla da kilo artig1 saglamistir. Yemlere ksilanaz eklenmesi ile
ksilanin kismi hidrolizi sonucunda ruminal sindirimde seliiloza erisebilirlik
kolaylasmakta ve bdylece hayvan yemlerinin besinsel degeri artarak sindirim
hizlanmaktadir. Ancak, yemden ksilanin tamamen uzaklastirilmasi istenmemektedir.
Ciinkii, hemiseliillozun 6nemli bir bileseni olan ksilanlarin tamamen uzaklastirilmasi ile

bagirsak hastaliklarmin artabilecegi anlagilmistir (Harris ve Ramalingam, 2010).

Ksilanazlarin, gida endiistrisinde yaygin olarak firincilikta ekmek yapiminda
kullanildig: bilinmektedir. Ekmegin ham maddesi olan bugday ununda, 6nemli miktarda
var olan hemiseliilloz kalintilar1 nedeniyle, ksilanazlar burada uygulama alani
bulmaktadir. Firmcilikta ksilanazlar, hamurdaki gluten kismi iizerinde etkinlik
gostererek, ekmekteki su igeriginin daha fazla dagilmasma yardimeci1 olmaktadir.
Boylece ekmek hamuruna ksilanaz eklenmesiyle, istenilen hamur kivami, ekmek hacmi
ve raf omrii 6onemli Olgiide iyilestirilmis olmaktadir. Coziiniir arabinoksilana karsi
yiiksek aktiviteye sahip olan ksilanazlarin, bugday unu hamurundaki viskozitenin hizla
diismesini saglayarak, bugday aymrma isleminde miitkemmel bir performans gosterdigi
bildirilmistir. Ksilanazlarin gida endiistrisinde ayrica, meyve suyu, sarap ve bira gibi
iceceklerin berraklastirilmasinda, nisasta ekstraksiyonunda, kahve ekstraksiyonunda ve

¢oziiniir kahve hazirlanmasinda da kullanildig: bilinmektedir (Kulkarni ve ark., 1999).

Yiizey aktif maddeler (surfaktanlar) olarak kullanilmas: i¢in alkil glikozitlerin
iretiminde ksilanazlar ilgi ¢cekmektedir. Alkil glikozitler, D-glikoz ve yag alkolii gibi
monomerik sekerlerden iiretilmektedir. Fakat polisakkarit kullanilarak dogrudan
glikozilasyonu, polisakkarit hidrolizine gerek kalmadigindan endiistriyel liretim igin
daha uygun olmaktadwr. Bu yiizden bu islemlerde ksilanaz kullanimi kolaylik

saglamaktadir (Collins ve ark., 2005).

Ksilanzlarin bir diger uygulamasi, tarim ve gida endiistrisi atiklarinda bol miktarda

bulunan ksilanm, ksilanaz kullanilmasiyla ksiloza doniisiimii saglanarak atik aritiminda
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kullanilmasidir. Baz1 ksilanazlar da bitki hiicrelerinden protoplast {iretimi icin, hiicre

duvarinin yumusatilmasinda kullanilmaktadir (Wong ve ark., 1988).

Ikinci nesil biyoyakitlar, lignoseliilozik maddelerin doniisiimii sonucu olusan temel
driinlerdir. Yenilenemeyen kaynak olan fosil yakitlara, piyasa degeri agisindan yiiksek
ve yenilenebilir bir yakit olan etanol alternatif olarak tespit edilmistir. Ksilanazlar, diger
hidrolitik enzimlerle birlikte, lignoseliillozik biyokiitleden etanol gibi biyolojik yakit
dretimi i¢in kullanilabilmektedir. Biyoetanol iiretiminde ilk adim, lignoseliilozik
hammaddeden seliiloz ve hemiseliilozu serbest birakmak i¢in lignin giderilmesini igerir.
Ikinci adimda ise, serbest sekerlerin olusumu igin karbonhidrat polimerinin yikimi ve
daha sonra etanol liretimi i¢in bes ve alt1 karbonlu sekerlerin karisimi ile fermantasyon

gerceklestirilmektedir (Motta ve ark., 2013).

2.4. Scytalidium thermophilum

Scytalidium thermophilum (Humicola insolens), mantar giibre {lretiminde Onemli
termofilik bir kiiftiir (Sekil 2.4). Mantar giibre liretiminde onemli bir rol oynayan
termofilik kiifler alemi, giibrelesme siirecinin son asamasinda pastorizasyon siirecinden
geriye kalan sporlardan biiylik ¢apta ¢ogaltilmaktadir. Bunlarin giibre kalitesine 6nemli
Olciide katki sagladigina inanilmaktadir. Mantar miselinin biiyiimesi iizerine bu
mantarlarin etkisi ii¢ farkli sekilde agiklanmistir. {lk olarak bunlar, mantar miselinin
biiylimesine engel olacak olan giibredeki amonyak konsantrasyonunu diistirmektedirler.
Ikinci olarak, mantar miselinin biiyiimesi icin goriiniiste hareketsiz bir bicimdeki
besinler olarak kullanilabilirler. Uciincii olarak da, Scytalidium thermophilium ve diger
pek cok termofilik mantarlar i¢cin kanitlandig1 gibi, mantar miseli lizerinde biliylimeyi

gelistirici etkiye sahip olabilmektedirler (Wiegant, 1992).
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Sekil 2.4. Scytalidium thermophilum’un mikroskobik goriintlisii (Anonim, 2013b)

2.5. Protein Saflastirma

Tim organizmalarda karmasik fonksiyonlar ve metabolik tepkimelerin ¢ogu
proteinlerce gergeklestirilmektedir. Ilgi duyulan bir proteinin islevi, yapis1 ve diger
proteinlerle etkilesiminin karakterizasyonu icin protein saflastirmasi sarttir. Bir
proteinin amino asit kompozisyonu ve dizisinin aydinlatilmasi oncelikle ilgili proteinin
saf olmasi gerektirir. Saf bir protein, karmasik bir karigimdan tek bir protein tiiriiniin
izole edilmesi sonunda elde edilmektedir. Saflastirma siirecinin c¢esitli adimlar
sonucunda, protein i¢inde hapsoldugu ortamdan kurtarilmakta, karisimda bulunan
protein ve protein olmayan kisimlar birbirinden ayrilarak istenen protein tim diger
proteinlerden ayristirilmaktadir. Baslangic malzemesi genelde bir biyolojik doku veya
mikrobiyal kiiltiir olabilmektedir. Ilk bakista, genellikle farkli birgok protein iceren bir
hiicre ya da doku homojenatindan bir proteinin saflastirilmasi zor bir is gibi
goriinmektedir. Ancak uygulamada, bir proteinin saflagtirilmasi i¢in ortalama sadece
dort farkli ayirma adimma ihtiya¢ vardir. Her bir protein saflastrma siireci, ilgili

proteine 6zgiin olmaktadir (Wilson ve Walker, 2010).

Endiistriyel ve klinik uygulamalar ya da akademik c¢alismalar i¢in proteinlerin elde
edildigi kaynaklar oldukca farklilik gostermektedir. Protein kaynaklarinin baglica

gruplarmi ise mikroorganizmalar, bitkiler, hayvan dokular1 ve rekombinant proteinler
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olusturmaktadir. Protein kaynaklarmmin bu kadar farkli ve ¢esitli olmasina ragmen, bu
kaynaklardan elde edilen proteinler ister dogal isterse rekombinant olsunlar, genellikle
benzer saflastirma protokolleri ve teknikleri ile saflastirilmaktadir (Sekil 2.5) (Tuncer,

2008).

Protein iiretimi Proteinlerin Yogunlagtirma/ Yiksek ¢ézinirliklu
(hilere i¢i veva = kaynaktan — On saflastirma ‘ kromatografik tekniklerle
hilcre dist) dzitlenmesi tam saflastirma

Sekil 2.5. Protein saflagtirmada takip edilen genel bir protokol semas1 (Tuncer, 2008)

Protein saflastirma siireci para, zaman, caba ve degerli ekipmanlarin kullanimini
gerektirmektedir. Saflagtirma stratejisinin dogru tasarimi, proteinin molekiil agirhigi,
izoelektrik noktasi, hidrofobisite Ozelligi, karbonhidrat varligi, substratlara ilgisi ve
metal iyonlarma duyarliligi hakkinda bilgi edinilmesinde yardimci olabilmektedir.
Protein saflastirma calismasindan basar1 elde edebilmenin anahtari, en uygun teknigin
se¢imine, secilen teknigin gelistirilmesine, verimi arttirmak ve saflastirma silirecinin
basamak sayisini en aza indirmek icin secilen tekniklerin mantikli bir sekilde

kullanilmasina bagli olmaktadir (Roe, 2006).

Protein saflastirilmasindaki amaci ikiye aywrmak miimkiindiir. Hedef proteinin
saflastirilmasi endiistriyel kullanim amaciyla yapilacaksa, yiiksek miktarda, kararli, 1yi
karakterize edilmis, diisiik maliyette, saflik oran1 yliksek olmayan preparatlara ihtiyag
duyulmaktadir. Burada saflastirma basamaklarin sayisi, yontemin siiresi, son lriiniin
maliyeti ve verimliligi gibi konular birinci derecede Oonem teskil etmektedir. Sayet
protein saflastirma, proteinin yapisal, islevsel gibi 6zelliklerinin belirlenmesini igceren
akademik bir amagla yapilacaksa, miimkiin oldugunca yiiksek saflikta homojen

proteinlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Roe, 2006).
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2.6. Protein Saflastirma Yontemleri

Protein saflastirma yontemlerini, 6n saflagtirma ve tam saflastirma metotlar1 olarak iki

ana baslik altinda toplamak miimkiindiir.

2.6.1. On Saflastirma Yontemleri

Proteinlerin ekstraksiyonu ve ¢oktiiriilmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon gibi teknikler, ucuz,
cabuk ve basit bir sekilde herhangi bir proteinden kirletici bileseni (hiicre organeli, lipit,
safsizliklar, proteinler gibi) kismen ayirarak (kismi saflastirma) proteini konsantre hale

getiren On ayirma teknikleridir (Tuncer, 2008).

Saflagtrma  isleminin  1lk adimi, proteinlerin  kaynaklarindan  dziitlenmesi
(ekstraksiyonu) ile baglamaktadir. Hedef proteinin hiicre i¢i (bitki ve hayvan dokulari,
bakteri, maya ve bitki hiicreleri) ya da hiicre dis1 (mikroorganizmalarin fermantasyonu
veya hayvan hiicre kiiltiirleri ile iiretilen proteinlerin ¢ogu) kaynakli olmasma gore
ekstraksiyon islemi degisiklik gostermektedir. Hiicre disma salinan hedef proteinlere
genelde filtrasyon ya da santrifiijleme teknikleri ile ulasilirken, hiicre i¢indeki
proteinlere ulagsmak i¢cin doku ve hiicre parcalama yontemleri (ozmotik sok, deterjan ve

enzimle parcalama, bigak ve elle homojenizasyon gibi) kullanilmaktadir (Roe, 2006).

Ham protein 6ziitlerinden hedef proteinin ¢oktiiriilmesi; notral tuzlar, organik ¢oziiciiler
ve yiiksek molekiiler kiitleli organik polimerler gibi ajanlar kullanilarak veya protein
sollisyonunun denatiirasyonu ile basarilabilmektedir. Protein saflagtrmasinda, yaygin
olarak kullanilan ilk adim, amonyum siilfat gibi yliksek ¢ozinirlikli bir tuz ile
proteinlerin ¢dkeltilmesidir. Bu islemde, c¢ozeltiye giderek artan miktarda amonyum
silfat eklenir. Cozeltiye eklenen amonyum siilfat bir proteinin yiizeyinde bulunan
hidrofobik gruplar1 saran su tabakasini uzaklastirir. Boylece protein-su etkilesimleri
ortadan kalkar ve hidrofobik gruplarin etkilesmesi sonucunda ¢dkelme meydana

gelmektedir (Tuncer, 2008).

Diyaliz ise, yar1 gecirgen bir zardan proteinlerin gecisine izin vermeden tuz ve su gibi

kii¢iik molekiillerin uzaklastirilmas: ya da bir sonraki agsamada etkili bir sekilde verim
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almak i¢in saflastirma adimindan sonra tamponun degistirilmesi amaciyla sikca

kullanilmaktadir (Roe, 2006).

Su ve diger kiigiik molekiillerin, santrifiijleme ya da yiiksek basing gibi transmembran
glicii ile yar1 gecirgen bir zardan gecirilerek proteinlerin konsantre edilmesi,

ultrafiltrasyon teknigi olarak tanimlanmaktadir (Roe, 2006).

2.6.2. Tam Saflastirma Yontemleri

Hedef proteinin daha yiiksek oranlarda saflastirilmasi ve en sonunda da homojen
saflikta elde edilebilmesi i¢in, yiiksek ¢oziiniirliiklii, daha ekonomik, kapasitesi yiiksek
ve yiiksek verimlilikte {riin veren kromatografik tekniklerin kullanilmasi

gerekmektedir.

Kelime anlamiyla kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri
hareketli faz olmak tizere birbiriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi,
taninmast ve saflastirilmasi yontemlerinin genel adi olarak tanimlanmaktadir. Kolon
kromatografide sabit faz, metal ya da cam kolon i¢inde paketlenmistir. Analit karigimi
ve mobil faz (eliient), bir pompalama sistemi ile kolon boyunca gecirilmektedir. Sabit
faz (matris), kolonun i¢ duvarmma ince bir film tabakasi seklinde kaplanan kiigiik

parcaciklardan olugsmaktadir (Wilson ve Walker, 2010).

Bir kromatografik sistem; bir kolon, hareketli faz tanki, pompa, 6rnek enjektorti,

detektor ve bazen bir fraksiyon toplayicisindan olusmaktadir (Sekil 2.6).

19



Ornek Kolon

Mobhil faz
tank

Dedektir —

Pompa

Atk

Sekil 2.6. Basit bir kromatografi sisteminde yer alan ekipmanlar (Tuncer, 2008)

2.6.2.1. Jel Filtrasyon Kromatografi

Jel filtrasyon kromatografi, gozenekli matrisin molekiiler elek 6zelligi ile molekiillerin
biiytikligl ve sekline bagli olarak ayrilmasina dayanmaktadir. Kolonun matrisi, genelde
ya stiren ya da divinilbenzen gibi capraz bagli kopolimerlerden olusmaktadir ve
analitlerin ayrilmasi i¢in uygun bir mobil faz ile dengelenmektedir (Wilson ve Walker,

2010).

Bu kromatografi, biyolojik doku ve ekstraktlarindaki proteinlerin molekiil
biiylikliiklerindeki ¢esitlilik nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Jel
filtrasyon kromatografi, tampon degisimi, protein olmayan kirleticilerin uzaklastirilmasi
(DNA, viriisler gibi), biyolojik etkilesimlerin incelenmesi gibi pek cok amagla
kullanilmaktadir (Roe, 2006).

Jel filtrasyon kromatografisinin temel prensibi oldukca basittir. Molekiillerin
ayristirilmasi i¢in kullanilacak olan uygun bir hareketli faz (tampon), matris (jel) veya
porlu-cam graniilleri ile paketlenmis bir kolondan ibarettir. Ayristirilmas: yapilacak
olan molekiilii iceren 6rnek materyal karigimi, bir bant olusturacak sekilde hareketli faz
ile dengelenmis kolon yatagimnin iist kismina yiiklenir. Yiiklemeyi takiben kolonun iist
kismindan hareketli faz eklendik¢e 6rnek kolon icerisine dogru hareket eder. Bu sirada

jel materyali arasindaki gozeneklere (porlara) giremeyecek kadar biiyiik molekiiller, jel
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materyalinin ara bosluklarindan gegerek, eliisyon sivisinda (eliientte) ilk olarak bu
molekiiller kolondan atilir. Daha kiiciik molekiiller ise, gozenekli jel materyalinin
icindeki ve disindaki hareketli faz arasinda dagilmakta ve gozenekler arasina
girmektedirler. Bu nedenle de, kolondan ¢ikan eliient i¢cinde en son kiigiik molekiiller

cikarlar (Sekil 2.7) (Tuncer, 2008).

..'W:.r —Protein

..O.‘ kansgimi ‘ o0 00 o
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Sekil 2.7. Jel filtrasyon kromatografi ile ayristirmanin temel prensibi (Tuncer, 2008)

2.6.2.2. iyon Degisim Kromatografi

Bu kromatografi yontemi, iyon degistiriciye kovalent bagl zit yiikli sabit faz ile analit
arasindaki elektrostatik ¢cekime dayanmaktadir. Bu teknik, yiiksek ¢oziiniirliik ve yiiksek
kapasitesi nedeniyle peptitler, niikleik asitler, poliniikleotidler ve diger yiklii
molekiillerin ayrilmas1 ve saflastirilmasi i¢in sik¢a tercih edilmektedir. Iyon
degistiricilerin katyon degistirici ve anyon degistirici matrisler olmak iizere iki tipi
bulunmaktadir (Sekil 2.8). Katyon degistiriciler negatif yiiklii gruplara sahiptir ve
pozitif yiikli katyonlar1 ¢ekerler. Negatif yiikler asidik gruplarin iyonizasyonu sonucu
olustugundan, katyon degistiricilere asidik iyon degistiriciler de denilmektedir. Anyon

degistiriciler ise, pozitif yliklii gruplardir ve negatif yiiklii anyonlar1 ¢ekerler. Genellikle
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pozitif yiikler, protonlarin bazik gruplarla birlesmesi sonucunda olustugundan, ayni
zamanda bu tipteki iyon degistiriciler bazik iyon degistiriciler olarak da bilinmektedir

(Wilson ve Walker, 2010).

Iyon degisim kromatografinin c¢aligma prensibini birka¢ adimda agiklayabilmek
miimkiindiir. {lk olarak, iyon degistiricinin (kolon materyalinin), ayristirilmak istenen
molekiilleri baglamasini saglamak i¢in, ortamin pH ve iyonik kuvveti dengelenerek,
baslangi¢ kosullarina getirilmesi saglanir (Sekil 2.9a). Daha sonra dengelenmis kolana
ornek yiiklenir ve ornek, hareketli faz ile iyon degistiricinin matris yapist boyunca
degisim bolgesine ulasir (Sekil 2.9b). Bu asamada ornek igerisindeki uygun yiikli
molekiiller, degistirilebilen iyonlarla (genellikle klor veya sodyum gibi basit anyonlar
veya katyonlar) yer degistirerek, kolon matrisine geri doniisiimlii olarak baglanirlar
(Sekil 2.9c). Kolona baglanmayan molekiiller ise hareketli faz (yikama tamponu) ile
birlikte kolonu terk ederler. Kolon materyaline geri doniisiimlii olarak baglanmis olan
yiiklii molekiillerin kolondan eliisyonu, eliisyon tamponunun pH’nin degistirilmesi veya
iyonik kuvvetinin artirilmas: ile gerceklestirilir. Bunun icin, kolon matrisine iyonik
olarak bagli bulunan yiiklii molekiillerin de-adsorpsiyonu, eliisyon sivist i¢indeki tuz
derisiminin dereceli olarak artirilmas: ile saglanir. Tuz derisiminin kademeli olarak
artirilmasi, yiikli molekiillerin baglanma derecelerine bagli olarak, bu molekiillerin

strasi ile kolondan eliisyonu saglanmaktadir (Sekil 2.9d) (Tuncer, 2008).

Katyon degigtirici Anyon degistirici

Sekil 2.8. Iyon degistirici matris tipleri (Tuncer, 2008)
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Sekil 2.9. iyon degisim kromatografisinin temel prensibi (tuz gradienti ile) (Khan, 2012,
degistirilmistir)

2.7. Elektroforez Uygulamalar

Elektroforez terimi, bir elektriksel alanin etkisi altinda yiiklii bir par¢cacigin hareketini
aciklamaktadir. Amino asitler, peptitler, proteinler, niikleotidler ve niikleik asitler gibi
pek c¢ok onemli biyolojik molekiiller, verilen herhangi bir pH degerinde, ¢6zelti iginde
elektriksel yiiklii anyon (-) veya katyon (+) olusturabilecek iyonlasabilen gruplara
sahiptir. Bu yiikli parcaciklar sahip oldugu net yiike bagli olarak, bir elektriksel alan
altinda anot ya da katoda go¢ ederler. Elektroforez islemleri, ayrilacak molekiillerin
iyonizasyon durumunu siirekli korumak amaciyla uygun bir tampon igerisinde
gergeklestirilmektedir. pH’daki herhangi bir degisiklik, toplam yikiin ve ayrilacak
molekiillerin hareketliliginin (elektriksel alandaki go¢ hizi) degismesine neden olur.
Akrilamid jel kullanilarak yapilan elektroforez, PAGE olarak kisaltilan poliakrlamid jel
elektroforezi olarak adlandirilmaktadir (Wilson ve Walker, 2010).

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), protein

karigimlarmin nitel olarak analizi i¢in en yaygim olarak kullanilan yontemdir. Bu metot
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proteinlerin biiylikliigline gore ayrilmasina dayandigi i¢in, saflastirilmis bir proteinin
goriintiilenmesi ve molekiil agirhigimm belirlenmesi i¢in olduk¢a kullanighdir. SDS
(CH3-(CHy)10-CH,0SO3Na") anyonik bir deterjandir. Ornekler, SDS ve -
merkaptoetanol iceren o6rnek tamponu ile birlikte 5 dakika boyunca kaynatilir (Wilson
ve Walker, 2010). Giiclii bir sekilde bagli SDS ve B-merkaptoetanol proteinin tersiyer
yapisini bir arada tutan disiilfit kopriilerini kirarak proteini denatiire ederler. Boylece
karigimdaki her bir protein tamamen denatiire olarak, polipeptit zinciri boyunca bir dizi
negatif yiiklii SDS molekiilii ile tersiyer yap1 agilarak diiz bir cubuk seklini alir. Protein
zinciri herhangi bir doniis hareketi ile katlanabilir egilimindedir; ancak denatiirasyon
sonucunda protein zincirinin farkli bolgelerinde olusan negatif yiikler arasindaki itme
nedeniyle tersiyer sarmal yapidan, cubuk seklinde diiz bir konformasyona ddniiserek bu

yapida kalir (Roe, 2006).

Elektroforez sonrasinda proteinler, jele baglanmayan fakat proteinlere baglanan
coomassie mavisi ya da glimiis nitrat gibi bir boyama metodu ile bant seklinde goriiniir

hale getirilmektedir (Roe, 2006).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar

Termofilik bir kiif olan Scytalidium thermophilum ATCC No.16454, EK 1°de
aciklandig1 gibi YpSs agar (yeast extract-starch-agar) lizerinde cogaltilmis ve stok
kiiltiir olarak kullanilmistir. Mikroorganizma, agar tizerinde 45°C sicaklikta sporlanana
kadar inkiibe edilmis ve en fazla 1 ay oda sicakliginda saklanmistir. Stok sporlar sivi 6n
kiiltiire asilanarak, 45°C sicaklikta 155 rpm ¢alkalama hizindaki bir ¢alkalamali
inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edilerek ¢ogaltilmis ve enzim {iretimi i¢in ana
kiiltiire %2 (h/h) oraninda asilanmistir. Ana kiiltiir ortaminda, 2 mm elekten gecirilmis
misir kocant (20 g/L) karbon kaynagi olarak kullanilmistir (EK 1). Enzim iiretimi, 100
mL ana kiiltiirtin bulundugu 250 mL’lik erlenlerde 45°C sicaklikta 155 rpm ¢alkalama
hizindaki ¢alkalamali inkiibatérde 5 giin boyunca inkiibe edilerek gerceklestirilmistir.

Uretim ortamimdan hiicre kalmtilarmi uzaklastrmak i¢in kiiltiir ortamu ilk olarak kaba
filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtrat daha sonra 14,000 x g’de 7 dakika santrifiij
edilmis ve 0,45 um gozenekli bir membrandan gecirilmistir. Elde edilen siipernatant

ham enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

3.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Scytalidium thermophilum ATCC No.16454 ksilanaz aktivitesi, ksilandan gelen serbest
indirgen seker miktar1 DNS (3,5-dinitro salisilik asit) metodu (EK 2) ile olciilerek
belirlenmistir (Miller, 1959). Substrat olarak kullanilan %1°lik kaymn agaci ksilani, 50
mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0) ¢ozdiiriilmiis ve toplam reaksiyon karigimi 11
mL olacak sekilde uygun oranda seyreltilmis enzimin 1 mL’si ile karistirimistir.
Karisim, 60°C sicaklikta 4 dakika boyunca inkiibe edilmis ve 2 dakika araliklarla 1 mL
karistm alnip 1,5 mL DNS ile karistirilarak reaksiyon durdurulmustur. Reaksiyon
sonunda olusan seker (ksiloz) miktari, 5 dakika boyunca kaynatilarak gozlemlenmistir.
Seker miktarina bagli renk olusumu spektrofotometrik olarak 540 nm dalga boyunda
absorbans degeri ile dl¢ilmiistiir.
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Standart olarak 1 mg/mL ksiloz ¢6zeltisi kullanilmistir. Stok ¢ozeltiden 50 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7,0) ile uygun sekilde seyreltme yapilarak 0-20-40-60-80-100-120-
160 pg/mL konsantrasyonlarinda standart c¢ozeltiler hazirlanmis ve konsantrasyona
bagli seker miktari, 60°C sicaklikta 1 mL standart ¢ozeltinin 1,5 mL DNS ile
karistirilmasiyla belirlenmistir. Seker miktarina bagl renk olusumu yine 5 dakika
kaynatilarak gozlemlenmis ve renk olusumu spektrofotometrik olarak 540 nm dalga
boyunda absorbans degeri ile dl¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans verileri kullanilarak

ksiloz standart egrisi ¢izilmistir (EK 3).

Bir iinite ksilanaz aktivitesi (IU), verilen sartlarda (pH ve sicaklik), dakikada 1
mikromol indirgen sekeri (ksiloz) aciga ¢ikarmak i¢in gerekli enzim miktar1 olarak ifade

edilmektedir. Enzim aktivitesi “Esitlik 3.1” kullanilarak hesaplanmuistir:

_ _ Ksilanaz aktivite grafigi egimi (Abs/s) x 60 x Seyreltme faktorii x 11
Ksilanaz Aktivitesi(IUmL) = (3.1

Ksiloz standart grafigi egimi (Abs/ (ug/ml)) x 150,13 x (ug/umol)

Denklemde;

IU: pmol ksiloz dakika™

60: Saniye/dakika ¢cevirme faktorii (s/dakika)

Seyreltme faktorii: Enzimin seyreltilme orani

11: Enzimin reaksiyon karisimindaki (10 mL substrat + 1 mL enzim) seyrelme orani

150,13: Ksilozun molekiil agirligini (g/mol veya pg/umol) ifade etmektedir.

3.3. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktari, standart olarak sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak belirlenmistir

(Bradford, 1976) (EK 4).
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3.4. Ksilanaz Saflastirma Yontemi

Enzim saflastirmasi sirasiyla; jel filtrasyon kromatografi ve anyon degisim kromatografi
teknikleriyle AKTA Prime FPLC (Amersham Biosciences, Isveg) sistemi kullanilarak
yapilmistir. Kiiltiiriin 5. giiniinde alinan ham enzim ¢6zeltisi hiicrelerden arindirmak
amaciyla, ilk olarak 14,000 x g’de 7 dakika santrifiij edilmis, daha sonra da 0,45 pm
gozenekli membrandan gegirilerek  hazirlanmigtir.  Saflastirma  ¢alismalarinda
kullanilacak biitiin sivilar da kullanim Oncesi 0,45 pum gozenekli membrandan

gecirilerek filtrelenmistir.

Saflastirmanin ilk adimi HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences, Isveg)
yiiksek ¢oziiniirliiklii jel filtrasyon kolonunda yiiriitiilmiistiir. Kolonun 6zellikleri EK
5’de verilmistir. Kolon dengelenmesi 0,5 mL/dk akis hizinda 50 mM pH 7,0 sodyum
fosfat tamponu ile yapilmistir. Saflagtrma islemi, 7 mL 6rnek hacmi kullanilarak 0,5
mL/dk akis hizi, 400 mL eliisyon hacmi ve 6 mL fraksiyonlar toplanarak dengeleme
tamponu ile gergeklestirilmistir. Her fraksiyonda ksilanaz aktivitesi test edilmistir. En
yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip fraksiyonlar birlestirilmis ve 3 kDa membrana
(Millipore, Almanya) sahip bir santrifiij konsantrator ile konsantre edilip bir sonraki

saflagtirma adimi i¢in kullanilir hale getirilmistir.

Saflastirmanm ikinci adiminda HiPrep 16/60 Q XL (Amersham Biosciences, Isvec)
anyon degisim kolonu kullanilmistir. Kolonun 6zellikleri EK 6°da verilmistir. Kolon, 50
mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponu ile 3 mL/dk akis hizinda dengelenmistir.
Saflagtirma islemi 3 mL 6rnek hacmi, 3 mL/dk akis hiz1 ve dengeleme tamponu i¢inde 1
M NaCl (pH 7,0) kullanilarak 0-1 M NaCl tuz gradienti ile 6 mL fraksiyonlar
toplanarak 300 mL eliisyon hacmi ile yapilmistir. Biitiin fraksiyonlara ksilanaz aktivitesi
testi uygulanmistir. Yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip fraksiyon, 3 kDa membran

(Millipore, Almanya) santrifiij konsantrator ile konsantre edilmistir.

Her bir saflastirma adimindan sonra verim, spesifik aktivite ve saflastirma kati sirasiyla

“Esitlik 3.2, 3.3, 3.4” kullanilarak hesaplanmstir:
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Toplam enzim aktivitesi
Verim = x 100 (3.2)
Baglangigtalki toplam aktivite

Toplam enzim aktivitesi (IU)
Spesifik Enzim Aktivitesi (IU/mg) = (3.3)
Toplam protein miktar: (mg)

Spesifil enzim altivitesi
Saflastirma Orant (Kat) = (3 4)
Baslangictaki spesifik enzim altivitesi

3.5. Agar Test Metodu

Spektrofotometrik olarak tespit edilen ksilanaz aktivitesi, aktivite boyama yontemiyle
de incelenmistir. Bu amacla, 50 mM sodyum fosfat pH 7,0 tamponu igerisinde %1,5
(a’h) agar ve %1,5 (a/h) kayin agaci ksilan homojen sekilde ¢oziilerek agar hazirlanmis
ve petri kaplarma yaklasik 4 mm kalinlikta dokiilmiistiir. Agar donduktan sonra
iizerinde 3 mm c¢apinda delikler agilarak, deliklere ham enzim, saflastirilmis ksilanaz,
pozitif kontrol amaciyla ticari ksilanaz ve negatif kontrol olarak da 50 mM sodyum
fosfat pH 7,0 tamponu yiiklenmistir. Orneklerin agara diflizlenmesi ve enzimlerin
aktivite gostererek ksilan parcalanma reaksiyonunun gergeklesmesi icin petri kaplari
60°C sicaklikta 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda enzim
aktivitesinin tespiti i¢in Ornekler %1 (a/h) kongo kirmizi ile boyanmistir. Boyanin
uzaklastirilmasi 1 M NaCl ile saglanmis ve %0,2 (h/h) asetik asit ile renk acilmasi

sabitlenmistir.
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3.6. Ksilanazin Karakterizasyon Yontemleri
3.6.1. Elektroforetik Karakterizasyon Yontemleri

3.6.1.1. Molekiiler Agirhk Tayini (SDS-PAGE)

Ksilanazin homojenligi ve molekiil agirligit EK 7°deki sekilde, Mini Protean Tetra Cell
(Biorad, Almanya) sisteminde sodyum-dodesil siilfat (SDS) varliginda %7 (h/h) ve %12
(h/h) jel konsantrasyonlart kullanilarak poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)
yontemiyle belirlenmistir (Laemmli, 1970). Jel 200 V sabit voltajda calistirilmistir.
Enzimin molekiil agirhigi, 3-100 kDa araligin1 kapsayan standart proteinleri iceren
disik molekiil agirlikli standartlar (Fermantas, Amerika) ile karsilastirilmistir.
Elektroforetik ¢aligmadan sonra jeller, Blum ve arkadaslarinin (1987) kullandiklar:

glimiis boyama metodu ile boyanmistir (EK 8).

3.6.1.2. izoelektrik Nokta Tayini (pI)

Saf enzimin izoelektrik noktasi (pI), Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi
Laboratuvar’da belirlenmistir. pH araligt 3-10 olan amfolitleri iceren izoelektrik
fokuslama (Biorad, Almanya) jel sisteminde, hem voltaj hem de pH gradientinin oldugu
bir alanda elektroforetik analiz gergeklestirilmistir. Jel uzunlugu 7 cm olup, 25 pL x 230
ng/ul. hacminde 6rnek yiiklenmis ve jel 20000 V’da calistirilmistir. Daha sonra jeller

coomassie boyama metodu ile boyanmustir.

3.6.2. Kinetik Karakterizasyon Yontemleri
Scytalidium thermophilum ATCC No.16454 ksilanazi, aktivite ve dayanim tizerine pH

ve sicakligin etkisi, kinetik parametreler ve substrat segiciligi incelenerek karakterize

edilmistir.
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3.6.2.1. Ksilanaz Aktivitesi ve Dayanin Uzerine pH Etkisi

Ksilanaz aktivitesi lizerine pH’in etkisini belirlemek igin, sicaklik (60°C) ve enzim
konsantrasyonu sabit tutularak, enzim aktivitesi 50 mM konsantrasyonundaki 1 birim
pH fark: ile test edilmistir. Bunun i¢in, farkli pH degerlerine sahip (pH 3,0-11,0) ve
icerisinde %1 (a/h) kayin agaci ksilan bulunan substrat ¢ézeltileri hazirlanmistir. Enzim
ve substrat 60°C sicaklikta 3 dakika boyunca inkiibe edilerek standart enzim aktivite
tayini uygulanmistir. Bagil aktivite, calisilan pH araliginda gézlemlenen en yiiksek
ksilanaz aktivitesi baz alinarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar pH kars1 bagil

aktivite cinsinden grafige alinmis ve optimum pH bulunmustur.

Ksilanaz aktivitesinin kararlilig1 tizerine pH’1n etkisini belirlemek i¢in, enzim 6rnegi 6
saat boyunca 1 birim pH fark: ile pH 3,0-11,0 araligindaki tamponlar i¢inde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca belirli araliklarla (15-30-60-120-240-360 dakika)
alinan orneklere yukarida tarif edildigi gibi standart enzim aktivite tayini uygulanmistir.
Bagil aktivite, ¢alisilan pH araliginda gozlemlenen en yiiksek ksilanaz aktivitesi baz
almarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar zamana kars1 bagil aktivite cinsinden

grafige alinmis ve kararli oldugu pH belirlenmistir.

3.6.2.2. Ksilanaz Aktivitesi ve Dayanim Uzerine Sicakhgin Etkisi

Ksilanaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi, enzim konsantrasyonu ve pH sabit
tutularak, 30-80°C arahiginda (10°C araliklarla) enzim aktivitesi test edilerek
belirlenmistir. 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponunda ¢ozdiiriilerek hazirlanmis
%1 (a/h) kaymn agaci ksilan ¢ozeltisi 5 dakika, enzim ise 2 dakika 6n inkiibasyonla
dengeye getirilmis ve standart enzim aktivite testi uygulanmistir. Bagil aktivite,
calisilan sicaklik araliginda gozlemlenen en yiiksek ksilanaz aktivitesi baz almarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar sicakliga karsi bagil aktivite cinsinden grafige

gecirilmis ve optimum sicaklik bulunmustur.

Ksilanaz aktivitesinin kararlilig1 tizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in, enzim 4 saat

boyunca 4-70°C sicaklik araliginda inkiibe edilmis ve reaksiyon karisimmdan belirli
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zaman araliklarinda (15-30-60-120-180-240-360 dakika) 6rnek alinmistir Bagil aktivite,
calisilan sicaklik araliginda gozlemlenen en yiiksek ksilanaz aktivitesi baz alimarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar zamana karsi bagil aktivite cinsinden grafige

gecirilmis ve kararli oldugu sicaklik belirlenmistir.

3.6.2.3. Ksilanazin Kinetik Analizi

Ksilanazin kinetik analizi, enzim konsantrasyonu sabit tutularak, kaym agaci ksilanin
%0,01-2,0 (a/h) araliginda degisen farkli substrat konsantrasyonlarindaki enzim
aktivitesi test edilerek yapilmistir. Ksilanaz aktivitesine karsi substrat konsantrasyonu
grafige gecirilerek, Michaelis-Menten egrisi elde edilmistir. Kinetik sabitleri, (Kn, ve
Vmax) Lineweaver-Burk (1934) grafiginden hesaplanmistir.

3.6.2.4. Subsrat Segciciligi

Ksilanazin substrat seciciligi yulaf ksilani, kayin agaci ksilani, hus agaci ksilani, avicel
ve karboksimetil seliiloz ticari substratlar1 ile misir kogani, aygigek sap1, pamuk sap1 ve
bugday kepegi olan lignoseliillozik substratlara karst enzim ilgisi Olgtilerek
incelenmistir. Ticari substratlar %1 (a/h) konsantrasyonda 50 mM sodyum fosfat (pH
7.0) igerisinde ¢oOzdiiriilerek hazirlanmistir. Ticari substratin 10 mL’si 0,5 mL saf
enzimle karistirilarak reaksiyon gerceklestirilmistir. Ksilanaz aktivitesi, enzimatik
reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan indirgeyici seker miktar1 dinitrosalisilik asit (DNS)
metodu ile tayin edilmistir. Reaksiyon ¢ozeltisinden alinan 1 mL 6rnek, 1,5 mL DNS ile
karistirilmis ve renk olusumu igin 5 dakika kaynatilmustir. Orneklerin absorbans

degerleri spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda 6lgtilmiistiir.

Lignoseliilozik substratlar ise 6gitiiliip 2 mm goézenek capindaki elekten gecirildikten
sonra, 100 mL’lik bir erlen igerisinde 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0) tamponu ile
karistirilip (0,75 g lignoseliilozik substrat + 49,5 mL tampon) 121°C sicaklikta 20
dakika boyunca otoklavlanarak 6n isleme tabi tutulmustur. Daha sonra 0,5 mL saf

enzim ile karigtirilan bu maddeler c¢alkalamali bir inkiibatorde 180 rpm calkalama
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hizinda 50°C sicaklikta 8 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Reaksiyon
karigimindan ilk 2 saat 30 dakika, 2-8 saat arasinda ise 1 saat zaman araliklariyla 1 mL
ornek almarak 1,5 mL DNS ile reaksiyon durdurulmustur. Kaynatma sonucunda ksiloza
bagl renk olusumu, spektrofotometre ile 540 nm dalga boyunda absorbans degeri ile
olciilmiistiir. Olgiilen bu absorbans degerleri ve ksiloz standart egrisi kullanilarak

ksilanaz aktiviteleri hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ksilanazin Saflastirilmasi

Ana kiiltiir ortamindan en yiiksek aktivitenin goézlemlendigi 5’inci gilinde alinan
siipernatant, ksilanazin saflastirilmasi amaciyla jel filtrasyon ve anyon deg§isimi igeren

iki adimli kolon kromatografi teknigine tabi tutulmustur.

Ik saflastirma adimi olarak gergeklestirilen jel filtrasyon kromatografi, 120 mL hacimli
HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences, Isveg) yiiksek ¢oziiniirliiklii
kolonunda 0,5 mL/dk akis hizi1 ve 400 mL eliisyon hacmi ile 6 mL’lik fraksiyonlar
toplanarak gergeklestirilmistir. Deney c¢alisma kosullar1 Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.
Kolon 50 mM sodyum fosfat pH 7,0 tamponu ile dengelenmis ve eliisyon da ayni
tamponla yapilmistir. Ksilanaz, Sekil 4.1°de gosterildigi gibi iki farkh bolgede 40-110
mL ile 170-210 mL arasindaki fraksiyonlarda toplanmistir. Jel filtrasyon
kromatografinin temel prensibine dayanarak, ilk pikte gelen ksilanazlar (40-110 mL)
biiyliik molekiil agrrlikli iken, ikinci pike ait ksilanazlar (170-210 mL) daha kiiciik
molekiil agirliklr ksilanazlardir. Bu iki pike ait fraksiyonlar kendi i¢lerinde birlestirilmis
ve SDS-PAGE {izerinde izlenmistir. SDS-PAGE sonucuna gore biiylik molekiil agirlikl
ksilanazlar bagka proteinlerin de bulundugu kalabalik bir ortamda bulunmaktadir. Bu
fraksiyonlar, diisiik ksilanaz aktivitesine sahip olmalar1 ve ileri saflagtirilmalarindaki
zorluklar nedenleriyle sonraki islemlerde dikkate alinmamustir. Ileri saflastrma ve
karakterizasyon islemleri i¢in yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip diisiik molekiil agirlikli

ksilanazlar kullanilmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Jel filtrasyon kromatografi deney kosullar

K HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR
olon e
(Amersham Biosciences)
Ornek hacmi (mL) 7,0
pH 7,0
Tampon ¢ozelti 50 mM sodyum fosfat
Akis hizi (mL/dakika) 0,5
Fraksiyon hacmi (mL) | 6
Eliisyon hacmi (mL) 400
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Sekil 4.1. S. thermophilum ksilanazinin jel filtrasyon kromatografi ile saflastiriimasi sonucunda
iki ksilanaza ait kromatogram; (a) biiylik molekiil agirlikli ksilanaz aktivitesini igeren
fraksiyonlar, (b) kiiciik molekiil agirlikli ksilanazlar1 i¢eren fraksiyonlar, (¢) ham
enzim, (d) standart proteinler (0,5 mL/dk akis hizi, 50 mM sodyum fosfat pH 7,0

tamponu)
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Sekil 4.2. S. thermophilum ksilanazinin jel filtrasyon kromatografi ile saflastiriimasi sonucunda
kiigiik molekiil agirlikli ksilanaza ait kromatogram; (a) en yiiksek ksilanaz aktivitesine
sahip fraksiyonlar(0,5 mL/dk akis hizi, 50 mM sodyum fosfat pH 7,0 tamponu)
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Ksilanaz saflagtirma calismasmin ikinci adimi anyon degisim kromatografi teknigidir.
Bunun i¢in, jel filtrasyon kromatografiden elde edilen en yiiksek ksilanaz aktivitesine
sahip 3 fraksiyon (192-210 mL) birlestirilmis ve 3 kDa gozenekli santrifiij konsantrator
(Millipore, Almanya) ile 3 mL’ye konsantre edilmistir. Anyon degisim kromatografi, 20
mL hacimli HiPrep 16/60 Q XL (Amersham Biosciences, Isve¢) kolonunda 3 mL/dk
akis hizi ile 6 mL fraksiyonlar toplanarak 300 mL eliisyon hacmi ile yapilmistir. Deney
calisma kosullar1 Cizelge 4.2°de Ozetlenmistir. Kolon dengelenmesi 50 mM sodyum
fosfat (pH 7,0) tamponu ile yapilmis ve eliisyon islemi igerisinde 1 M NaCl iceren ayni

tampon ile gergeklestirilmistir.

Jel filtrasyona benzer sekilde, anyon degisim kolonundan elde edilen her fraksiyon
ksilanaz aktivitesi i¢in test edilmistir. Ksilanaz anyon degisim kolonuna baglanmadan

tek fraksiyonda (8-14 mL) elde edilmistir (Sekil 4.3).

Anyon degisim kromatografi sonucunda ksilanaz, %9,6 verimle 21,8 kat saflagtirilmistir
(Cizelge 4.3). Ksilanazin anyon degisim kolonuna baglanmadan ¢ikmasi nedeniyle

bundan sonra herhangi bir tuz giderme asamasina gerek kalmamustir.

Cizelge 4.2. Anyon degisim kromatografi deney kosullar

Kolon HiPrep Q XL 16/10
(Amersham Biosciences)

pH 7,0

Ornek hacmi (mL) 3,0

Tampon ¢ozelti 50 mM sodyum fosfat

Tuz ¢ozeltisi 1 M NaCl

Akis hizi (mL/dakika) 3

Fraksiyon hacmi (mL) 6

Eliisyon hacmi (mL) 300

Tuz gradienti 0-1 M (%0-%100)
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Sekil 4.3. S. thermophilum ksilanazinin jel filtrasyon sonrasi gerceklestirilen anyon degisim
kromatografi ile saflagtirilmasina ait kromatogram; (a) ksilanaz aktivitesine sahip
fraksiyonlar (3 mL/dk akis hizi, 50 mM sodyum fosfat pH 7,0 tamponu, ayni
tamponun 1 M NaCl igeren hali ile eliisyon)

Cizelge 4.3. Kiiciik molekiil agirlikli S. thermophilum ksilanazinin saflastirma tablosu

. Toplam | Protein .
. Ksil . .
Saflastirma | Hacim Sl. a.naz. Ksilanaz | Konsantr Topla.m Spe.sﬂ.ik Verim | Saflastirma
Aktivitesi . Protein | Aktivite
Adim (mL) (IU/mL) Aktivitesi | asyonu (mg) (IU/mg) (%) Kat1
(IU) | (mg/mL) & &
Ham Enzim 7 200,1 1400,7 1,127 7,89 177,6 100 1,0
Jel filtrasyon
3 65,5 196,5 0,061 0,183 1073,6 14,0 6,0
kromatografi
Anyon
degisim 6 22,4 134,6 0,0058 | 0,0348 | 3869,0 9,6 21,8
kromatografi
4.2. Agar Test

Spektrofotometrik olarak tespit edilen ksilanaz aktivitesi, aktivite boyama yontemiyle
de tespit edilmistir. Bunun i¢in, agar ve kayin agaci ksilan karistmindan hazirlanmis
agar tizerinde dort farkli noktaya ham enzim, konsantre saf enzim, sodyum fosfat
tamponu ve ticari ksilanaz c¢ozeltileri yiiklenmistir. Inkiibasyon sonunda enzim

aktivitesinin tespiti i¢in agar, kongo kirmizi ile boyananmig ve boyanin fazlasi NaCl ile

36



uzaklagtirilmigtir. Enzim aktivitesine bagli renk olusumu asetik asit ¢ozeltisi ile
sabitlenmistir. Renk ag¢ilmasi ksilanaz aktivitesi varligini gostermistir. Sekil 4.4’de
goriildiigii gibi ham enzim, saf ksilanaz ve ticari ksilanaz 6rneklerine ait bolgelerde
aktiviteye bagl renk agilmasi gozlemlenirken, negatif kontrol olan tampon c¢ozelti
bolgesinde renk agilmasi olmamistir. Sonug olarak, spektrofotometrik olarak tespit

edilen aktivitenin ksilanaza ait oldugu aktivite boyama yontemiyle de dogrulanmustir.

Sekil 4.4. Ksilanaz aktivite boyamasi; (1) ham enzim, (2) saflastirilmis konsantre enzim, (3)
ticari ksilanaz (pozitif kontrol), (4) pH 7,0 sodyum fosfat tamponu (negatif kontrol)

4.3. Ksilanazin Karakterizasyonu
4.3.1. Elektroforetik Karakterizasyon

4.3.1.1. Molekiiler Agirhk Tayini (SDS-PAGE)

S. thermophilum ATCC No.16454 ksilanaz1 sirasiyla jel filtrasyon ve anyon degisim
kromatografi  yontemleri ile saflastirildiktan sonra, iki farkli  akrilamid
konsantrasyonunda; %7 (h/h) (iist jel) ve %12 (h/h) (aywrict alt jel) olacak sekilde
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile molekiil agirlig
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belirlenmistir. Sekil 4.5°de goriildiigii gibi, ksilanaz tam olarak saflastirilmis ve SDS-
PAGE analizinde tek protein bandi olarak goézlemlenmistir. Ksilanaz bandinin molekiil

agirligi standart proteinler baz alinarak yaklasik 21 kDa olarak 6l¢tilmiistiir.

(1) 2) ) )

Sekil 4.5. Jel filtrasyon ve anyon degisim kromatografileri ile saflastirilmig kiiciik molekiil
agirlikli ksilanazin SDS-PAGE analizi; (1) standart proteinler, (2) ham enzim, (3) jel
filtrasyondan ¢ikan kiigiik molekiil agirlikli ksilanaz, (4) anyon degisimden ¢ikan tam
saflasmis kiigiik molekiil agirlikli ksilanaz

4.3.1.2. Ksilanazin izoelektrik Noktasi (pI)
Izoelektrik nokta fokuslama igin genis bant aralig1 kullanilmis olup, bu bantlar icin pH

skalast lineer olarak 3-10 arasinda degismistir. Jel uzunlugu 7 cm olup cetvel yardimi

ile saflastirilmis ksilanazin pI degeri 8,6 olarak dlgiilmiistiir (Sekil 4.6).

38



ppl=8.,6

Sekil 4.6. Ksilanazin izoelektrik noktasi

4.3.2. Ksilanazin Kinetik Karakterizasyonu

4.3.2.1. Ksilanaz Aktivitesi ve Dayamim Uzerine pH EtKisi

Saflagtirilmig ksilanazin optimum ¢alisma pH degeri, pH 3,0-11,0 arasinda, en yiiksek
aktivite gozlemlenen bdlgede (pH 6,0-8,0) 0,5 birim araliklarla ¢alisilarak tespit
edilmistir (Sekil 4.7a). Saf ksilanazin optimum c¢alisma pH degeri Sekil 4.7a’da
gortldigi gibi pH 6,5 olarak tespit edilmistir. Genel olarak bakildiginda saf ksilanaz
pH 6,0-7,0 araliginda %85’in {iizerinde aktivite gostermistir. pH 4,0’iin {izerinde
ksilanaz aktivitesi hizli bir sekilde artmis ve pH 6,5’den sonra aktivite diismeye
baslamistir. pH 10,0’da aktivitesinin %29’unu kaybederken, pH 11°de %66’sm1
kaybetmistir. pH 6,0-8,0 arasinda aktivitesinin %80’den fazlasini koruyarak en iyi
ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Sonuglar, saf ksilanazin bazik karakterde oldugunu

gostermistir.

Saf ksilanazin pH dayanimi, pH 3,0-11,0 araliginda, 1 birim araliklarla ve 6 saat

stiresince tespit edilmistir (Sekil 4.7b). Saf enzim en yiiksek dayanimini Sekil 4.7b’de

gorildiigi gibi pH 7,0 degerinde gostermistir. pH 7,0’de 25°C sicaklikta 6 saat
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inkiibasyon sonucunda aktivitesinin yaklasik %80’ini korumustur. Saf ksilanaz, pH 6,0-
8,0 araligimda 6 saat boyunca yaklagik %40’in {iizerinde aktivitesini koruyarak
kararliligini siirdiirebilmistir. pH 3,0 ve 4,0 degerlerinde en fazla 1 saat boyunca aktivite
sergilerken, pH 5,0, 9,0, 10,0 ve 11,0 degerlerinde ise 2 saat sonunda enzim
aktivitesinin tamamini kaybetmistir. Saf ksilanazin bazik bolgede nispeten daha

dayanikli oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Sekil 4.7. Ksilanazin, (a) optimum ¢alisma pH degeri, (b) pH dayanimi
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4.3.2.2. Ksilanaz Aktivitesi ve Dayanim Uzerine Sicakhgin Etkisi

Saflagtirilmig ksilanazin optimum g¢alisma sicakhigi 30-80°C araliginda, en yiiksek
aktivite gozlenen bolgede (60-75°C) 5°C araliklarla tespit edilmistir (Sekil 4.8a). Saf
ksilanazin optimum calisma sicakhigi Sekil 4.8a’da goriildiigii gibi 65°C olarak tespit
edilmistir. Genel olarak bakildiginda saf ksilanaz 60-70°C sicaklik araliginda %80’in
lizerinde aktivite gostermistir. Enzim 40°C’de %25 aktivite sergilerken, 50°C’de bu

deger %57 diizeyine ¢ikmistir.

Saflastirilmig ksilanazin sicaklik dayanimi 4-70°C sicaklik araliginda, 4 saat siiresince
tespit edilmistir (Sekil 4.8b). Saf enzim, 4°C saklama kosulunda yiiksek dayanim
gOstermistir. Saf ksilanaz, 40°C sicaklikta 4 saat inkiibasyon sonunda, baglangi¢
aktivitesinin %90’nindan fazlasin1 koruyarak en yiiksek kararliligi sergilemistir. 50°C
sicaklikta 4 saat inkiibasyon sonucunda ise aktivitesinin yaklasik %60’1n1 korumustur.
Sicaklik 60°C’ye ¢ikarildiginda 1 saat inkiibasyon sonunda yaklasik %50 aktivite
korunumu gézlemlenmistir. 60°C sicaklikta 2 saat sonunda, 70°C sicaklikta ise 1 saat

sonunda aktivitenin neredeyse tamami kaybolmustur.
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Sekil 4.8. Ksilanazin, (a) optimum g¢aligsma sicakligi, (b) sicaklik dayanimi

4.3.2.3. Kinetik Parametreler

Saflagtirilmis ksilanazin kinetik parametrelerinin analizi i¢in 0,1-20 mg/mL ksilan
konsantrasyonu araliginda calisilmistir. Saf enzim i¢in elde edilen sonuglar sirasiyla
Sekil 4.9a ve 4.9b’de sunulmustur. Sekil 4.9a’da goriildiigii gibi veriler Michaelis-
Menten profiline uyumlu bulunmustur. Yiiksek ksilan konsantrasyonunda (>10 mg/mL)

substrat inhibisyonu gozlemlenmistir.

Saf enzim i¢in kinetik parametreler olan K,, ve Vp. degerleri, Lineweaver-Burk

grafiginden sirasiyla 2,2+0,06 mg/mL ve 168,2+4,2 1U/mL olarak tespit edilmistir
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(Sekil 4.9b). Vmax degeri, enzimin saflastirma sonrasi konsantrasyon oranina bagl
olarak degismekle birlikte, K,, degeri saf enzim i¢in belirleyici faktordiir. K, degeri ne

kadar kiiciikse enzimin substrata olan ilgisi o kadar fazla olur.
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Sekil 4.9. Saf enzimin, (a) Michaelis-Menten ve (b) Lineweaver-Burk grafikleri

4.3.2.4. Substrat Seciciligi

Ksilanazin substrat segiciliginin belirlenmesi i¢in, ticari substrat olarak hus agaci ksilan,
yulaf ksilan, kayin agaci ksilani, avicel ve karboksimetil seliiloz; lignoseliilozik substrat
olarak ise bugday kepegi, misir kogani, aycicegi sap1 ve pamuk sap1 kullanilmastir.

Deneylerde oncelikle substrat konsantrasyonu, reaksiyon karigimi orani ve reaksiyon
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siiresi parametreleri calisilmistir. Olgiilebilir reaksiyon iiriinii kosulu elde edildikten

sonra Cizelge 4.4’de sonucu verilen deneyler gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.4’de goriildiigli lizere, saf ksilanazin en yiiksek afinite gdsterdigi ticari
substrat kaymn agaci ksilanidir. Yulaf ve hus agaci ksilanlarina da afinite (>%73)
gostermistir. Saf enzim, avicel ve karbosimetil seliiloz substrat olarak kullanilip tepkime
gerceklestirildiginde absorbans artis1 gozlenmemis, dolayisiyla bu substratlar lizerinde

katalitik etki gdstermemistir.

Saf ksilanazin lignoseliilozik substratlara olan ilgisi incelendiginde ise, en yiiksek
katalitik etkiyi bugday kepegi lizerinde gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica, saf enzimin

bugday kepeginden sonra misir koganima da afinite (>%350) gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Ksilanazin substrat seciciligi

Substratlar Saf ksilanaz
ﬁlilvairtl:szi Bagil ksilar;az aktivitesi
(IU/mL) (%)
Ticari
Kaym agaci ksilani 157,28 100,00
Hus agaci ksilani 136,82 + 16,30 86,99 + 10,36
Yulaf ksilan 115,21 +3,03 73,25 +£1,93
Avicel 0 0
Karboksimetil seliiloz 0 0
Lignoseliilozik
Bugday kepegi 0,82 100,00
Misir kogant 0,46 + 0,04 56,10 + 4,88
Aygigegi sap1 0,09 = 0,02 10,97 + 2,44
Pamuk sap1 0,07 £0,01 8,54 +1,22
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5. TARTISMA ve SONUC

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizma
kaynaklidirlar. Bunun nedeni mikroorganizma kokenli enzimlerin, bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiliksek olmasi,
istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha kararli ve ucuz olmalari, ekstrem kosullarda

aktivite gosterebilmeleri ve biiyiik miktarda tiretilebilmeleridir.

Her ne kadar mikrobiyal enzimlerin kullanimi i¢in yukarida belirtildigi gibi ¢cok gecerli
nedenler varsa da, her mikrobiyal enzim endiistriyel alanda kullanilmamaktadir.
Endiistride kullanilan enzimlerin, ¢evreyle dost ise yarar son iriinler verme, ucuz ve

kararli olma gibi avantajlara sahip olmas1 gerekmektedir (Kiran ve ark., 2006).

Diinyada, ¢6ziim iiretilmesi gereken en biiylik sorunlardan ikisi, gerekli olan enerji
kaynaklarmin teminini saglamak ve c¢evresel kirlilige ¢6ziim bulmaktir. Fosil yakitlara
kars1 zamanla bagimliliga doniisen ilgimiz, bugiin yasadigimiz en biiyiik g¢evresel
tehlike olan kiiresel 1sinmanin en 6nemli nedenlerinden birisini olusturmustur. Ayrica
petrol gibi bu fosil yakitlarm tiikenebilir dogal enerji kaynaklar olmasi sorunu daha da
biiylitmektedir. Bu gibi sorunlar doga ile dost, yenilenebilir enerji kaynaklarinin
bulunmasini gerektirmektedir. Diinya ilizerinde miktar1 giderek artan lignoseliilozik
atiklar, yenilenebilir enerji kaynagi olarak bu soruna alternatif bir ¢oziim

uretebilmektedir.

Gilintimiizde giderek 6nem kazanan ksilanazlarin, bitki hiicre duvarinin hemiseliiloz
kismmi pargaladigi, ot yiyen hayvanlarin ve bazi bitki patojenlerinin bitkileri
parcalamak i¢in ksilanaz iirettikleri saptanmistir. Pek cok bakteri ve kiifiin, hemiseliiloz-
ksilan i¢eren ortamlarda heterotrofik olarak gelismesini saglayan ve ortamda son iiriin
olarak serbest ksiloz olusturan hiicre dis1 ksilanazlar tirettigi anlasilmistir (Kulkarni ve

ark., 1999).

Mikrobiyal kaynakli ksilanazlarmn (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz, E.C. 3.2.1.8) yiiksek
spesifiklikleri, 1limli reaksiyon kosullari, ihmal edilebilir diizeydeki yan iirlinleri ve
substrat kayiplar1 nedeni ile ksilanin hidrolizi i¢in tercih edilen biyolojik katalizorler

olduklar1 bilinmektedir (Kulkarni ve ark., 1999).
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Bu ¢aligmada, kiiltiir ortaminda ekonomik degeri olmayan tarimsal atik misir kocanlari
karbon kaynagi olarak kullanilarak, termofilik bir kif olan Scytalidium
thermophilum’dan hiicre dis1 ksilanazin iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen ksilanaz
kromatografik teknikler kullanilarak tam olarak saflastirilmis ve saf enzim biyokimyasal

acidan karakterize edilmistir.

Endiistri alanindaki gelismeler, kimyasal maddelerin kullanimi yerine ¢evre dostu, yan
irlin olusturmayan enzimlere olan ilgiyi arttirmistir. Bunun i¢in de enzimlerin
saflagtirilmasi ve karakterize edilmesi gerekmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda,
mikrobiyal kaynakli ksilanazlarin saflastirilmasi, genellikle 6n saflagtrma (amonyum
siilfat ¢oktlirmesi, ultrafiltrasyon gibi) agsamasini takiben daha ileri saflastirma i¢in iki

ya da ii¢ adimli kromatografi tekniklerini icermektedir.

Bu calismada, Scytalidium thermophilum ATCC No.16454 (Humicola insolens)
ksilanazi, sirasiyla jel filtrasyon ve anyon degisim kromatografileri kullanilarak iki
adimda saflagtirilmistir. Ilk adimda kullandigimiz jel filtrasyon kromatografi teknigi
sonucunda iki aktif ksilanaz piki elde edilmistir. Jel filtrasyon kolonundan ilk ¢ikan pik
(bliyiik molekiil agirlikli ksilanaz), SDS-PAGE analizinde karmasik pek cok bant
seklinde goriintiilenirken, ikinci pike ait fraksiyonlar (kii¢iik molekiil agirlikli ksilanaz)
sadece iki bant olusturmustur. Bu nedenle, ksilanaz aktivitesi daha ¢ok olan ikinci pik
ksilanazlar1 daha ileri diizeyde saflastirilmistir. Diger pikin c¢ikarilmasi ile verim
digmiis, fakat saflastirma kat1 artmistir. Sonucta; 3869,0 IU/mg spesifik aktivite, %9,6

verim ve 21,8 kat saflastirma ile ksilanaz tek bant olarak elde edilmistir.

Grabski ve Jeffries (1991), Streptomyces roseiscleroticus NRRL B-11019’dan
iirettikleri B-1-4-endoksilanazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve karboksimetil Bio-Gel A
ile Mono-S agaroza sahip iki farkli katyon degisim kromatografi yontemleriyle 194
U/mg spesifik aktivite ile 45 kat saflastirdiklarni bildirmislerdir.

Chen ve arkadaslar1 (1997), yulaf ksilant bulunan kiiltiir ortaminda 5 giin boyunca
Trichoderma longibrachiatum CS-185 ile tirettikleri ksilanazi, ultrafiltrasyon, amonyum
silfat ¢oktiirmesi, katyon degisim kromatografi ve jel filtrasyon kromatografi
tekniklerinin birlikte kullanarak dort adimda, 6,630 IU/mg protein spesifik aktivite ve
%?35,1 verimle 56 kat saflastirdiklarii bildirmislerdir.
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Kimura ve arkadaglar1 (1995), kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak bugday kepegi
kullanarak Aspergillus sojae’den iiretilen izoenzim iki ksilanaz1 (X-I ve X-II),
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisim kromatografi ve jel filtrasyon tekniklerini
kullanarak sirasiyla 66,3 ve 37,1 IU/mg spesifik aktivite ve %9 ve %S5 verimle
saflastirildiklar1 bildirilmistir.

Kocabas ve arkadaslar1 (2011) ise, Aspergillus terreus NRRL 1960‘dan iirettikleri
ksilanazi, %61 verimle 19 kat hidrofobik etkilesim kromatografi teknigiyle tek adimda
saflagtirdiklarni bildirmislerdir.

Diger bir caligmada Carmona ve arkadaslar1 (2005), termofilik kif Aspergillus
versicolor’dan elde ettikleri iki ksilanazdan (ksilanaz I ve ksilanaz II) kii¢iik miktara
sahip ksilanaz II’yi saflastirip karakterize ettiklerini bildirmislerdir. Saflagtirma islemine
anyon degisim kromatografi ile baslanmis ve burada ksilanaz 1 kolona baglanmadan
cikarken, ksilanaz II kolona baglanmistir. Ksilanaz II’nin daha ileri saflagtirilmasi i¢in
sirastyla anyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri kullanilmistir. Sonucta
ksilanaz II’yi, 302 IU/mg spesifik aktivite ve %3,1 verimle 28 kat saflastirdiklarini
bildirmislerdir.

Bu calismada elde ettigimiz sonuglara gore, saf ksilanazin verimi genel anlamda
literatiirde verilen sonuglarla uyumludur. Calismamiza destek veren 110M615 numarali
TUBITAK projesi kapsaminda amag, ksilanazin kristalizasyonu ¢alismast oldugu igin,
tam saf ksilanaz eldesi ile hedefe ulagilmistir. Ayrica, enzim aktivitesi kaybina neden
olabilecek oOn saflastirma teknikleri kullanilmadan, iki adimda tam saflastirma

saglanmis olmas1 da bir avantaj olarak géze ¢arpmaktadir.

Calismamizda saflastirilan ksilanazin molekiil agirligi, SDS-PAGE analizi ile yaklasik
21 kDa tek protein bandi olarak ve izoelektrik noktas1 ise pl 8,6 olarak tespit edilmistir.

Bu konuyla ilgili olarak, Diisterh6ft ve arkadaglar1 tarafindan (1997) yapilan ¢alisma
sonucunda, Humicola insolens’den (Scytalidium thermophilium "un eski ad1) elde edilen
iki ksilanazin (ksilanaz I ve ksilanaz II) molekiil agirliklar1 SDS-PAGE ile sirastyla 6 ve
21 kDa, izoelektrik noktalar1 swrasiyla pI 9,0 ve pl 7,7 olarak rapor edilmistir.
Calismamizda ise, 21 kDa ksilanaz ile saflastirma gergeklestirilmis olup, bunun diginda

21 kDa’dan biiylik molekiil agirlhigina sahip bir ksilanaz daha tespit edilmistir.
47



Ksilanazin izoelektrik noktast da 8,6 bulunmustur. Bu sonuglara gore, kullandigimiz
Scytalidium thermophilium "un, Diisterh6ft ve arkadaslarinin kullandig1 mikroorganizma

ile tamamen ayni1 olmadig1 diistiniilmektedir.

Thermomyces lanuginosus tarafindan {retilen ksilanazin SDS-PAGE ile molekiil

agirhigi 25,5 kDa, izoelektrik noktasi pl 4,1 olarak belirlenmistir (Cesar ve Mrsa, 1996).

Streptomyces roseiscleroticus NRRL B-11019’dan elde edilen B-1-4-endoksilanazin
molekiil agirligi, SDS-PAGE analizi sonucunda 22,6 kDa, izolektrik noktast da pI 9,5
olarak belirlenmistir (Grabski ve Jeffries, 1991).

Bakir ve arkadaslarmin (2001) yaptig1 bir ¢alismada, Rhizopus oryzae’dan iirettikleri
endo-B-1,4-ksilanazin molekiill agirligmi (SDS-PAGE ile) 22 kDa olarak rapor

edilmistir.

Lieratiirde bu konuyla ilgili bir diger ¢alismada, termofilik bir kiif olan Aspergillus
versicolor’dan iiretilen ksilanazin molekiil agirligi Carmona ve arkadaslar1 (2005)
tarafindan, 32 kDa olarak verilirken; Ninawe ve arkadaslar1 (2008), Streptomyces
cyaneus SN32’den elde edilen hiicre disit ksilanazin molekiil agirligmmi 20,5 kDa,
izoelektrik noktasmni da pH 8,5 seklinde tespit etmislerdir.

Gaftney ve arkadaslar1 (2009), Thermomyces lanuginosus 195’den iiretilen ksilanazin
molekiil agirligmi 22 kDa olarak bildirirken; Fengxia ve arkadaslar1 (2008) ise,
Aspergillus ficuum AF-98 kiiflinden elde ettikleri ksilanazin molekiil agirligint 35 kDa

olarak bildirmislerdir.

Elde ettigimiz saf ksilanazin molekiil agirligi literatiirdeki c¢aligmalarla yakinlik
gostermektedir. Wong ve arkadaslar1 (1988), ksilanazlari molekiil agirligina gore
siniflandirmiglar ve <30 kDa olanlar1 kiiciik molekiil agirliklt ksilanazlar olarak
tanimlamislardir. Bu tespite gore, ksilanazimizin diisiik molekiil agirlikli oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Molekiil agirhiginin diisiik olmas1 kagit endiistrisi i¢in 1lgi ¢ekici
olabilmektedir. Kiiciik molekiil agirlikli ksilanazlar kagit hamurunu agartma islemi i¢in
daha avantajhidir. Ciinkii kiiclik enzimler, kagidin Iif duvar: ¢eperine daha fazla niifuz
edebilmekte ve hamurun 6zelligini daha etkili bir sekilde degistirebilmektedir (Patel ve

ark., 1993). Collins ve arkadaglarmin (2005) yaptig1 familya siniflandirmasma gore,
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ksilanazimizin diisiik molekiil agirlig1 ve yiiksek izoelektrik noktasi nedeniyle, Familya

11’e ait oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Karakterizasyon ¢alismalar1  sonucunda, Scytalidium  thermophilium  ATCC
No.16454’den firetilen ksilanazimizin optimum sicaklik degeri 65°C olarak tespit
edilmistir. Ksilanazin kararlilig1 iizerine sicakligin etkisi incelendiginde ise, 4, 25 ve
40°C sicakliklarda 4 saatlik inkiibasyon sonucunda aktivitesinin %90’indan fazlasini

korumustur.

Bu karakterizasyon c¢alismasiyla ilgili, Grabski ve Jeffries (1991), Streptomyces
roseiscleroticus NRRL B-11019°dan {iretilen B-1-4-endoksilanazin, arabinoksilanin

hidrolizi igin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerini 60°C olarak bildirmislerdir.

Kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak bugday kepegini kullanarak, Aspergillus
sojae’den tretilen izoenzim iki ksilanazin (X-1 ve X-II) her ikisi de 60°C sicaklikta

optimum aktivite sergilemislerdir (Kimura ve ark., 1995).

Bir diger calismada, Cesar ve MrSa (1996), Thermomyces lanuginosus tarafindan
tiretilen ksilanazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik araligini 60-70°C olarak
verirken; yulaf ksilan1 bulunan kiiltiir ortaminda cogaltilan  Trichoderma

longibrachiatum CS-185 ile iiretilen ksilanazm optimum sicakligini1 Chen ve arkadaslar1

(1997), 45°C olarak bildirilmislerdir.

Diisterhoft ve arkadaslari tarafindan (1997) yapilan ¢alisma sonucunda, Humicola
insolens’den fretilen iki ksilanazin optimum sicakliklar1 55°C (ksilanaz I) ve 60°C
(ksilanaz II) olarak rapor edilirken; ksilanaz 1II, 60°C sicaklikta 45 dakika
inkiibasyondan sonra aktivitesinin tamamini kaybetmis, ksilanaz 1 ise ayni kosullarda

aktivitesinin %50’sini korumustur.

Acrophialophora nainiana’dan elde edilen ksilanaz 55°C sicaklikta optimum aktiviteye

sahip iken, 55°C sicaklikta 44 saate kadar kararlilik sergilemistir (Salles ve ark., 2000).

Gaftney ve arkadaslar1 (2009) ise, Thermomyces lanuginosus 195’den {iretilen
ksilanazin  sicaklik  kararhliginin  tespiti igin, 20-100°C  sicaklik araligini

kullanilmiglardir. Enzim, 70°C sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edildiginde bagil
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aktivitesinin %87 sini korumustur. Enzimin, 100°C sicakligina kadar inkiibe edildiginde
bile %18 bagil aktivitesini koruyarak onemli dl¢iide termal 6zellik sergilemeye devam

ettigini bildirmislerdir.

Bu calismada elde ettigimiz optimum sicaklik degeri literatiir sonuglar1 ile yakinlik
gostermektedir. Mikrobiyal kaynakli ksilanazimizin, yiliksek sicaklik degerinde
optimum aktivite ve kararlilik sergilemesi, endiistriyel uygulamalar i¢in bir avantaj

olarak ilgi ¢ekicidir.

Scytalidium thermophilium ATCC No.16454’den iiretilen ksilanaz, pH 6,5 degerinde
optimum aktivite sergilemistir. pH 6,0-8,0 arasinda aktivitesinin %80’den fazlasini
koruyarak en iy1 ksilanaz aktivitesi elde edilmistir. Sonuglar, saf ksilanazin bazik
karakterde oldugunu gostermistir. Ksilanazin kararlihigi {izerine pH etkisi
incelendiginde ise, en yliksek pH 7,0 degerinde kararlilik gostermis ve 6 saat
inkiibasyon sonucunda aktivitesinin yaklasik %80°ini korumustur. Saf ksilanazin, pH
6,0-8,0 araliginda 6 saat boyunca yaklasik %60 1n iizerinde aktivitesini koruyarak, bazik

bolgede nispeten daha dayanikli oldugu sonucuna ulasilmistir.

Bu konuyla ilgi literatiirdeki sonuglar degiskenlik gostermektedir. Grabski ve Jeffries
(1991), Streptomyces roseiscleroticus NRRL B-11019’dan {irettikleri ksilanazin
arabinoksilanin hidrolizi i¢in optimum pH degerini 6,5-7,0 olarak belirlemisler ve pH

8,0°de optimum enzim aktivitesinin %75 ten fazlasin1 korudugunu bildirilmislerdir.

Kimura ve arkadaslar1 (1995), kiiltiir ortaminda karbon kaynagi olarak bugday kepegini
kullanarak Aspergillus sojae’den iirettikleri izoenzim iki ksilanazmm (X-I ve X-II)
optimum pH degerlerini sirasiyla pH 5,0 ve 5,5 olarak bildirirken, her iki enzimin pH

5,0-8,0 araliginda kararlilik sergilediklerini rapor etmislerdir.

Thermomyces lanuginosus’dan lretilen ksilanazin optimum pH degeri Cesar ve MrSa
(1996) tarafindan 7,0 olarak verilirken; Diisterhoft ve arkadaslar1 (1997), Humicola
insolens’den {retilen iki ksilanaz (kisilanz 1 ve ksilanaz II) i¢in, optimum aktivite
gosterdikleri pH degerlerinin benzerlik gosterdigini ve sirasiyla pH 6 ve 6,5 oldugunu
belirlemislerdir. Ksilanaz II, pH 6-9 araliginda 15 saat boyunca kararlilik gosterirken,
ksilanaz I ise pH 8’de %15 ve pH 9’da %46 aktivite kaybina ugramstir.
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Salles ve arkadaslarmin (2000) yaptig1 bir calismada, Acrophialophora nainiana’dan
dretilen ksilanaz icin optimum pH degerini 7,0 olarak bildirilirken; Carmona ve
arkadaslar1 (2005), termofilik bir kiif Aspergillus versicolor’dan iiretilen ksilanaz i¢in

optimum pH araligini 6,0-7,0 olarak bildirilmislerdir.

Fengxia ve arkadaslar1 (2008) ise, Aspergillus ficuum AF-98 kiifiinden elde ettikleri
ksilanazin optimum pH degerini 5,0 olarak belirlerken; pH 3,0°de %50 bagil aktivite,
pH 7,0°de ise %30 bagil aktiviteye sahip olmasi sonucunda saf enzimin asidik kosullar

icin daha uygun oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢aligmada, saflastirilan ksilanazin farkl konsantrasyonlardaki kayimn agaci ksilanina
olan ilgisi incelenmis ve Lineweaver-Burk grafiginden K;, ve V. degerleri sirasiyla

2,240,06 mg/mL ve 168,2+4,2 TU/mL olarak hesaplanmaistir.

Ky degeri saf enzim i¢in belirleyici faktordiir. Elde ettigimiz saf ksilanazin K, degeri
literatiire gore genelde diisiik bir bir araliktadir. Bu degerin kiigiik olmasi elde edilen saf
enzimin diigiik substrat konsantrasyonlarinda yiiksek aktivite sagladigini géstermistir.

Bu 6zellik enzimlerin pratik uygulamalari i¢in avantaj saglamaktadir.

Literatiirde bu konuyla 1ilgili pek cok sonuca ulasabilmek miimkiindiir. Grabski ve
Jeffries (1991), Streptomyces roseiscleroticus NRRL B-11019’dan elde ettikleri
ksilanaz icin, yulaf ksilanma karsi 7,9 mg/mL bir K,, ve 305 pmol/mg/dk Viax
degerlerini vermistir. Hidroliz hizi, 4 mg/mL‘den daha az ksilan konsantrasyonlar i¢in
dogrusal iken, 10 mg/mL’den daha fazla ksilan konsantrasyonlarda 6énemli derecede
inhibisyon gozlendigi rapor edilmistir. Bizim ¢aligmamizda da 10 mg/mL’den yiiksek
ksilan konsantrasyonunda inhibisyon gozlemlenmis ve bu literatiir sonucuyla

uyumluluk géstermistir.

Chen ve arkadaglar1 (1997), yulaf ksilani bulunan kiiltiir ortaminda Trichoderma
longibrachiatum CS-185 ile irettikleri ksilanazin, substrat olarak kullanilan yulaf
ksilanina karst K, 10,14 mg/mL ve Vpmax 4,025 IU/mg protein kinetik sabitlerini
bildirmislerdir.
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Bakir ve arkadaglarinin (2001) yaptig1 calismaya gore, Rhizopus oryzae’dan elde edilen
endo-fB-1,4-ksilanazin, hus agaci ksilanina karsi kinetik parametreleri Ky, 18,5 mg/mL

ve Vmax 90 IU/mg proteindir.

Carmona ve arkadaslar1 (2005), termofilik kiif Aspergillus versicolor’dan irettikleri
ksilanaz i¢in, yulaf ksilanina kars1 K, ve Vnax degerlerini sirasiyla 2,3 mg/mL ve 5,6
umol/mL/dk olarak hesaplamiglardir.

Diger bir calismada Ninawe ve arkadaslar1 (2008), Streptomyces cyaneus SN32’den
elde ettikleri hiicre dis1 ksilanazinin hus agaci ksilanina kars1 K., degerini 11,1 mg/mL

ve Vmax degerini 45,45 pmol/dk/mg seklinde bildirmislerdir.

Fengxia ve arkadaslar1 (2008) ise, Aspergillus ficuum AF-98 kiifiinden elde ettikleri
ksilanazin kaymn agaci ksilanina kars1 Ky, ve Vimax degerlerini sirasiyla 3,267 mg/mL ve
18,38 M/dk/mg, hus agaci ksilanina kars1 bu degerler sirasiyla 3,747 mg/mL ve 11,1
M/dk/mg seklinde oldugunu bildirmislerdir.

Kocabas ve arkadaslarinin (2011) calismasinda, Aspergillus terreus NRRL 1960‘dan
iiretilen diisiik molekiil agirlikli bir ksilanazin kinetik sabitlerini, hus agaci ksilanina
kars1 K, ve Viax degerleri sirasiyla 2,5+0,05 mg ksilan/mL ve 50,2+0,4 1U/pg protein

olarak rapor edilmistir.

Calismamizda, karakterizasyon c¢alismalarinin son kismimi substrat seciciligi
olusturmaktadwr. Scytalidium thermophilium ATCC No.16454°den (iirettigimiz
ksilanazin ¢esitli substratlara olan ilgisi incelendiginde, en yiiksek katalitik etkiyi kayin
agaci ksilan1 ve bugday kepegi lizerinde gosterdigi goriilmiistiir. Saf ksilanaz, kaym
agacindan sonra hus agaci ve yulaf ksilanlarina da afinite (>%73) gOstermistir. Ayrica,
saf enzimin bugday kepeginden sonra misir koganina da afinite (>%350) gosterdigi tespit
edilmistir. Bu sonug, bugday kepeginin de fermantasyon ortamimda misir kogani gibi
karbon kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica saf enzim, karboksimetil
seliloz ve avisele kars1 selillaz aktivitesi sergilemeyerek literatiirle uyum

gostermektedir.

Bu konuyla ilgili Salles ve arkadaslarinin (2000) yaptiklar1 bir calismaya gore,

Acrophialophora nainiana’dan firetikleri ksilanazin, karboksimetil seliiloz, mannan,
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filtre kagidi, p-nitrofenil-B-D-ksilopiranoside ve p-nitrofenil-a-L-arabinofuranoside
substratlarina kars1 hicbir aktivite gostermedigini ve ksilanazin substrat spesifikliginin

sadece yulaf ksilan1 ve hus agaci ksilani ile sinirlandigini bildirmislerdir.

Kimura ve arkadaslar1 (1995) tarafindan, kat1 kiiltiir ortaminda ¢ogalttiklar1 Aspergillus
sojae’den iiretilen iki ksilanazin (X-I ve X-II), arabinan, karboksi metil seliiloz, avicel,
nisasta, ksilobiyoz, seliilobiyoz, p-nitrofenil-p-D-ksilopiranoside ve p-nitrofenil-a-L-
arabinofuranosid substratlara karsi hi¢cbir aktivite gostermedigi ve her iki enzimin de

piring sapina olan ilgilerinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Bir diger ¢calismada, Gaffney ve arkadaslar1 (2009), Thermomyces lanuginosus 195’den
iiretilen ksilanazin, yulaf ksilanina kars1 afinitesinin (%43) kayin agaci ksilanina karsi
olan afinitesinden (%33) daha yiiksek oldugunu ve seliilozik substratlar olan karboksi
metil seliiloz, avicel ve laminarine karsi herhangi bir aktivite gostermedigini

bildirmislerdir.

Sonug olarak bu caligmada, yenilenebilir lignoselillozik bir hammadde olan ve ¢ok
diisiik ekonomik degerine sahip tarimsal atik misir koganlari, karbon kaynagi olarak
kiiltlir ortaminda degerlendirilmistir. Bu ortamda, termofilik bir kiif olan Scytalidium
thermophilum ATCC No.16454’den elde edilen ksilanaz, sadece iki adimda tek protein
band1 gézlemlenecek sekilde, %9,6 verim ve 21,8 kat ile tam olarak saflastirilmistir.
Saflagtrma adiminin iki ile sinirli olmasi, 6n saflastirma gerekmemesi, maliyet ve
zaman agisindan endiistriyel uygulamalar i¢in avantaj saglamaktadir. Ksilanazin yiiksek
sayilabilecek sicakliklarda kararlilik sergilemesi, yiiksek sicakliklar gerektiren
endiistriyel uygulamalar i¢cin de ilgi c¢ekici olabilecegini gostermektedir. Ksilanazin,
bugday kepegine olan yiiksek ilgisi de, bugday kepeginin ilerideki ksilanaz {iretim
calismalarinda  kullanilabilecek potansiyel bir karbon kaynagi olabilecegini

diistindiirmektedir.
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EKLER

: Kiiltiir Ortam Bilesenleri

: DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) Metodu

Ksiloz Standart Egrisi

Bradford Metodu ile Protein Miktarinin Belirlenmesi

: Jel Filtrasyon Kromatografi Kolon Ozellikleri

Anyon Degisim Kromatografi Kolon Ozellikleri
SDS-PAGE i¢in Kullanilan Reaktifler ve Jellerin Hazirlanmasi

Gilimiis Boyama Metodu
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EK 1

KULTUR ORTAM BIiLESENLERI

YpSs Agar Ortami

4,0 g/L maya 0ziitii

1,0 g/L K,HPO4

5 g/L MgS04.7H,0
15,0 g/L ¢oziiniir nisasta
20 g/L agar

On Kiiltiir Ortam

4,0 g/L maya oziitii
1,0 g/L KoHPO4

0,5 g/L MgS04.7H,O
10 g/L glikoz

Ana Kiiltiir Ortamm

4,0 g/L maya o6ziitl
1,0 g/L KoHPO,

0,5 g/L MgS04.7H,0
0,1 g/L CuS04.5H,0
20 g/L misir kogani
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EK 2

DNS METODU

Ksilanaz aktivite analizinde indirgen seker (ksiloz) miktarmin saptanmasi i¢in 3,5-

dinitro salisilik asit (DNS) yontemi kullanmistir.

Reaktifler

320 g/L sodyum potasyum tartarat

10 g/L sodyum hidroksit (NaOH)

10 g/L DNS (3,5-dinitro salisilik asit)

0,5 g/L sodyum siilfit (Na,SOs3) (taze eklenir)

450 mL saf su i¢inde 320 g sodyum potasyum tartarat, 100 mL saf suda 10 g NaOH ve
200 mL saf suda 10 g DNS ayr1 ayr1 tamamen ¢ozdiiriilmiistiir. DNS ¢ozeltilerinin igine
yavasca NaOH c¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozelti tartarat ¢ozeltisinin igine
eklenerek birlestirilmistir. Saf su ile 1000 mL hacmine tamamlanip, bir gece karanlikta
bekletilmistir. Bir giin sonunda ¢ozelti, kaba filtre kagidindan siiziiliip, karanlik sise
icerisinde oda sicakliginda saklanmistir. Her kullanim 6ncesi sodyum siilfit taze olarak

eklenmistir.
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EK 3

KSIiLOZ STANDART EGRIiSi

Standart olarak kullanilan 1 mg/mL ksiloz ¢ozeltisi saf su i¢inde hazirlanmis ve -20°C
sicaklikta stok olarak saklanmistir. Stok ¢ozeltiden 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH
7,0) 1ile uygun sekilde seyreltme yapilarak 0-20-40-60-80-100-120-160 pg/mL
konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Konsantrasyona bagli seker
miktary, 60°C sicaklikta 1 mL standart ¢ozeltinin 1,5 mL DNS ile karistirilmasiyla
belirlenmistir. Seker miktarna baghi renk olusumu 5 dakika kaynatilarak
gozlemlenmistir. Renk olusumu spektrofotometrik olarak 540 nm dalga boyunda

absorbans degeri ile 6l¢lilmiis ve standart ksiloz egrisi elde edilmistir (Sekil 3.1).

0,35
0,3 -
0,25
0,2 1
0,15 -
0,1 -
0,05 -

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

Ksiloz Konsantrasyonu (png/mL)

540 nm'de Absorbans

Sekil 3.1. Ksiloz standart egrisi
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EK 4

BRADFORD METODU iLE PROTEIN MIiKTARININ BELIRLENMESI

Protein miktari, Bradford (1976) tarafindan tarif edildigi gibi si8ir serum alblimin
(BSA) standart protein olarak kullanilarak belirlenmistir. 1 mg/mL stok BSA 50mM
sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0) ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Stok ¢ozelti yine ayni
tampon ile uygun oranlarda seyreltilerek 0-0,05-0,1-0,25-0,5-0,75-1,0 mg/mL
konsantrasyonlarda standart protein ¢ozeltiler hazirlanmistir. Protein igerigini 6lgmek
icin bir cam test tlipiin igerisinde 0,05 mL BSA ¢ozeltisi ve 1,5 mL Bradford reaktifi
karistirilmigtir. 595 nm’deki absorbans degeri 30 dakika sonra bir spektrofotometre

kullanilarak 6l¢iilmiis ve standart BSA egrisi elde edilmistir (Sekil 4.1).

0,8
0,7
0,6
0,5 4
0,4 4
0,3 4

595 nm'de absorbans

0,2 -
0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2
mg protein/mL

Sekil 4.1. Bradford metodu i¢in standart BSA egrisi
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EK S

JEL FILTRASYON KROMATOGRFAFi KOLON OZELLIiKLERIi

S. thermophilum ksilanazinin saflastirilmasi i¢in, paketlenmis kullanima hazir HiPrep

16/60 Sephacryl S-200 High Resolution (MW:1000-100000 Da) kolonu kullanilmistir.

Kolon verileri Cizelge 5.1°de sunulmustur.

Cizelge 5.1. Jel filtrasyon kolon verileri

Matris

Capraz-bagli N,N-metilenbisakrilamid ve
alil dekstranin kopolimeri

Ortalama parcacik boyutu

47 um (25-75 pm)

Ayirma araligi (M,) Globiilar proteinler i¢in 1000-100000
Kolon hacmi 120 mL

Ornek hacmi 5 mL’ye kadar

Onerilen akis hizi 0,5 mL/dk (15 cm/sa)

Maksimum akis hizi

1 mL/dk (30 cm/sa)

Calisma boyunca kolon yatagi iizerindeki
maksimum basing

0,15 MPa, 1,5 bar, 22 psi

Donanim basing sinir1

0,5 MPa, 5 bar, 73 psi

pH kararlilig:

Kisa siireli
Calisma
Uzun siireli
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EK 6
ANYON DEGISIM KROMATOGRFi KOLON OZELLIiKLERIi
S. thermophilum ksilanazmin ikinci adim saflastirilmasi i¢in, paketlenmis kullanima

hazir HiPrep 16/10 Q XL kolon kullanilmistir. Kolon wverileri Cizelge 6.1°de

sunulmustur.

Cizelge 6.1. Anyon degisim kolon verileri

Matris %6 ¢apraz-bagl kiiresel agaroz
Degistiricinin tipi ~N"(CH3);
Ortalama parcacik boyutu 90 um
Yatak yiiksekligi 100 mm
Yatak hacmi 20 mL
Onerilen akis hizi 2-10 mL/dk (60-300 cm/sa)
Maksimum akis hizi 1 mL/dk (30 cm/sa)
Calisma boyunca kolon yatagi iizerindeki 0,15 MPa, 1,5 bar, 22 psi
maksimum basing
Donanim basing sinir1 0,5 MPa, 5 bar, 73 psi
pH kararlilig:

Kisa siireli 2-14

Calisma 2-12

Uzun siireli -12
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EK 7

SDS-PAGE ICiN KULLANILAN REAKTIFLER VE JELLERIN

HAZIRLANMASI (LAEMMLI, 1970)

Stok Cozeltiler

A. Akrilamid/bis (30% T, 2,67% C)

B. 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8

C. 0,5M Tris-HC, pH 6,8

D. %10 SDS

E. Ornek Tamponu

Saf su

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
Gliserol

%10 SDS (a/h)

%0,05 (a/h) bromfenol mavisi

4,0 mL
1,25 mL
2,5mL
2,0 mL
0,2 mL

Ornek tamponu 6rnek ile karistirilmadan dnce 2-B-merkaptoetanol ile %5 (h/h) oraninda

karistirilmistir. Ornek, &rnek tamponu ile en az 1:2 oraninda karistirillip 5 dakika

boyunca 95°C’de kaynatilmistir.

F. 5X Elektrot (Yiiriitiici) Tampon, pH 8,3

Tris baz 90¢g
Glisin 423 ¢
SDS 30g

G. %10 Amonyum Persiilfat (APS)
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EK 7 (Devam)

SDS Jel Cozeltilerinin Hazirlanmasi

A. Alt (Separating) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, %2.67 C)
Akrilamid/bis (%30 T, %2.67 C stok)

Saf su

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

%10 SDS

%10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir)
TEMED (N, N-tetrametilen etilendiamin)

B. Ust (Stacking) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, %2,67 C)
Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C stok)

Saf su

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,5 M Tris-HCL, pH 6,8

%10 SDS

%10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir)
TEMED (N, N-tetrametilen etilendiamin)
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4,0 mL
3,35 mL
2,5mL

100 pL
50 uL
SuL

%7
2,3 mL
5,1 mL

2,5mL
100 pL
50 uL
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EK 8

GUMUS BOYAMA METODU

SDS-PAGE sonunda jeller, Blum ve arkadaslarmin (1987) yontemine gore, glimiis

boyama yapilarak boyanmistir.

Reaktifler

A. Sabitlestirici

150 mL metanol, 36 mL asetik asit ve 150 pL %37’lik formaldehit karistirilip, 300
mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Bu ¢6zelti birkag kez kullanilmistir.

B. %50 Etanol

100 mL saf etanol, 100 mL saf su ile karistirilmistir. Bu ¢ozelti her zaman taze
hazirlanmstir.

C. Onislem Cozeltisi

0,08 g sodyum tiyosiilfat (Na,S,03.5H,0) 400 mL saf suda cam ¢ubukla karistirilarak
cOzdiirtilmiistiir. 8 mL’s1 ayrilip gelistirme ¢dzeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
D. Giimiis Nitrat Cozeltisi

0,8 g giimiis nitrat 400 mL saf suda ¢ozdiiriilmiis ve 300 pL %37’lik formaldehit
eklenmistir.

E. Gelistirme Cozeltisi

9 g potasyum karbonat 400 mL saf suda ¢dzdiiriilmiistiir. On islem ¢dzeltisinden ayrilan
8 mL’lik kisim ve 300 pL. %37’lik formaldehit eklenmistir.

F. Durdurma Cozeltisi

200 mL metanol ve 48 mL asetik asit karistirilip 400 mL’ye saf su ile tamamlanmistir.

67



EK 8 (Devam)

Cizelge 8.1°de giimiis boyama metodunun uygulama basamaklar1 verilmistir.

Cizelge 8.1. Giimiis boyama metodu

ADIM COZELTI ISLEM SURESI

1 Sabitlestirme Sabitlestirici >1 saat

2 Yikama %50 etanol ¢ozeltisi 3x20 dakika
3 On islem On islem ¢ozeltisi 1 dakika
4 Durulama Saf su 3x20 saniye
5 Asilama Gur'r'lus r?lt'rat 20 dakika

¢oOzeltisi

6 Durulama Saf su 2x20 saniye
7 Gelistirme Gelistirme ¢oOzeltisi ~10 dakika
8 Yikama Saf su 2x2 dakika
9 Durulama Durulama ¢ozeltisi >10 dakika
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