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ÖZET 
 

TERMOFİLİK Anoxybacillus ayderensis KSİLANAZININ KLONLANMASI, 
ÜRETİMİ, SAFLAŞTIRILMASI VE BİYOKİMYASAL 

KARAKTERİZASYONU 
 
Birçok endüstriyel uygulamada kullanılan ksilanaz enzimi, en önemli enzim 

gruplarından biridir. Ksilanazlar, lignoselülozda bulunan ana hemiselüloz olan ksilanı 
hidrolize eden ana enzimlerdir. Ksilanazlar ayrıca çok çeşitli endüstriyel uygulamalara 
sahiptir. Bu nedenle, yeni ksilanazların keşfi, birçok endüstride verimliliği ve 
sürdürülebilirliği artırma potansiyeline sahiptir. Günümüzde, kâğıt hamuru, kâğıt 
endüstrisi, buğday unu ve kümes hayvanlarının yemlerinde ksilanaz kullanımı giderek 
artmaktadır ve bu enzime talep büyümektedir. Bu çalışma Anoxybacillus ayderensis 
ksilanaz geninin klonlanması, gen ürününün izolasyonu ve karakterizasyonunu 
içermektedir. Aynı zamanda ksilanazı kodlayan xyn geninin 329 (anlamlı protein 
üreten gen büyüklüğü) bp’lık kısmı klonlandı ve baz dizilimi belirlendi. Bu tez 
çalışmasında, endüstriyel kullanıma uygun termofilik karaktere ve üstün biyokimyasal 
özelliklere sahip bir ksilanaz açığa çıkarılmıştır. Bu yeni ksilanaz geni, Anoxybacillus 
ayderensis'te hücre içi olarak (AAyXYN329) bulundu ve rekombinant olarak 
üretilmiştir. AAyXYN329 geniş pH ve sıcaklık aralığında önemli aktivite gösterirken, 
optimum aktivite koşulları olarak pH 6,5 ve sıcaklık 65°C olarak belirlenmiştir. 
Enzimin yarılanma ömrü 65°C'de 72 saat olarak hesaplanmıştır. Enzimin 75 gün 
boyunca +4°C'de pH 6,0-9,0 arasında aktivitesini kaybetmediği tespit edildi. 
AAyXYN329'un km, kcat ve kcat/Km değerleri sırasıyla 4,09824 ± 0,2245 μg/μL, 96,75 
1/sn ve 23,61/ L/g.s -1 olarak hesaplanmıştır. Sonuç olarak, A. ayderensis'in ksilanazı 
birçok endüstriyel süreçte kullanılabilecek yüksek potansiyele sahip olduğu 
söylenebilir. 

 
Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus ayderensis, termofilik, ksilan, hücre içi, ksilanaz   
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ABSTRACT 
II 

CLONIG, PRODUCTION, PURIFICATION, AND BIOCHEMICAL 
CHARACTERİZATION OF THERMOPHILIC XYLANASE FROM 

Anoxybacillus ayderensis 
 
Xylanase enzyme, which is used in many industrial applications, is one of the 

most important enzyme groups. Xylanases are the main enzymes to hydrolyze xylan, 
the major hemicellulose found in lignocellulose. Xylanases also have a wide range of 
industrial applications. Therefore, the discovery of new xylanases has the potential to 
enhance efficiency and sustainability in many industries. Nowadays, the use of 
xylanase in pulp, paper industry, wheat flour and poultry feed is gradually increasing, 
and the demand for this enzyme is growing. This study includes cloning of the 
Anoxybacillus ayderensis xylanase gene, isolation and characterization of the gene 
product. At the same time, 329 bp of the xyn gene encoding xylanase was cloned and 
its base sequence was determined. Here, we report a xylanase with thermophilic 
character and superior biochemical properties for industrial use. The new xylanase is 
discovered in Anoxybacillus ayderensis as an intracellular xylanase (AAyXYN329) 
and recombinantly produced. While AAyXYN329 shows significant activity over a 
wide pH and temperature range, optimal activity conditions were determined as pH 
6.5 and 65 °C. The half-life of the enzyme was calculated as 72 h at 65 °C. The enzyme 
did not lose activity between pH 6.0-9.0 at +4 °C for 75 days. Km, kcat and kcat / Km 
values of AAyXYN329 were calculated as 4.09824 ± 0.2245 µg/µL, 96.75 1/sec, and 
23.61/ L/g.s-1, respectively. In conclusion, the xylanase of A. ayderensis has an 
excellent potential to be utilized in many industrial processes. 

 
Keywords: Anoxybacillus ayderensis, thermophilic, xylan, intracellular, xylanase   
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GİRİŞ 

 

Enzimler çoğunlukla protein yapısında olan ve hücrelerde biyokimyasal 

reaksiyonları katalize eden biyomoleküllerdir. Enzimler hücre içinde enzim 

sentezleme yeteneğine sahip mikroorganizmalar tarafından oluşturulur. Sentezlenen 

enzimler hücre içinde yapım ve yıkım olaylarına katılırlar (Gangadhar, 2013). 

Enzimler hücre içinde pek çok tepkimede görev aldığı gibi in vitro reaksiyonlarda da 

tıpkı hücrede olduğu gibi işlev görme kabiliyetine sahiptir (Ekinci vd., 2016). 

Çeşitli amaçlar için kullanılmak üzere, hücrelerde önemli metabolik görevleri 

olan enzimler, günlük ve ekonomik olarak hayata girmiştir (Wiseman, 1987). Enzimler 

metabolizmanın katalitik temel taşı olup, sadece biyolojik toplulukta değil, aynı 

zamanda tasarımcılar/mühendisler, kimya mühendisleri ve diğer bilimsel alanlarda 

yapılan araştırmalar nedeniyle dünya çapında yoğun araştırmaların odak noktası 

olmuştur. Antik çağdan beri enzimler birçok üretimde (örneğin şarap üretimi, peynir, 

ekmek, nişasta modifikasyonu vb. gibi) süreçlerde merkezi bir rol oynamıştır. 

Yirminci yüzyılın son yarısında, mikroorganizmaların kullanımına ilişkin temel 

anlamda metabolik ürünler ve enzimlerle ilgili yapılan araştırmalar bize potansiyel 

endüstriyel uygulamaların eşi benzeri görülmemiş bir genişlemede ilerlidiğini 

göstermiştir. Enzimler büyüyen ve gelişen dünya pazarı sektöründe oldukça büyük ve 

yaygın kullanım alanına sahiptir (Turker, 2004). Sanayide enzim kullanımının 

%29’unun deterjan ürünlerinde, %11’nin kâğıt endüstrisinde, %17’sinin deri, tekstil 

ürünlerinde, %34’ünün tarım ve gıda da ise bir paya sahip olduğu bilinmektedir 

(Outtrup & Jorgensen, 2002). Enzim üretiminde mikroorganizmalar diğer 

organizmalara kıyasla; daha hızlı çoğalabildiği, üretiminin daha kolay olduğu ve 

sıradışı şartlarda daha rahat bir şekilde üreyebildiği için mikrobiyal kaynaklı enzimler 

bilim insanları tarafından daha çok tercih edilmektedir (Aehle, 2007). 

 Hidrolazlar, enzim piyasalarının yaklaşık %75'ini oluşturmaktadır. Endüstriyel 

enzimler sınıfında proteazlardan sonra en büyük ikinci grubu glikosidazların içinde 

bulunduğu selülazlar, amilazlar ve hemiselülazlar oluşturmaktadır. Hemiselülazların 

içinde, toplam ticari enzim satışlarının büyük oranını ksilanazlar oluşturur. Bu 

enzimlerin kullanım potansiyellerinin yüksek olması nedeniyle satış rakamlarının da 

giderek artması beklenmektedir. Ksilanazlar sanayinin gıda (meyve ve sebze işleme, 
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bira, şarap üretimi), yem (hayvan yemi) ve teknik alanda (kâğıt ve kâğıt hamuru) üç 

sektörünü de kapsayan geniş bir yelpazede yüksek potansiyele sahiptir (Ozdemir & 

Kayı, 2019). 

 Son zamanlarda endüstriyel enzimlerin kullanımındaki en önemli konu, enzim 

preparatların maliyetinin düşük olması gerektiğidir. Ksilanaz, selülaz, amilaz, 

pektinaz, lipaz ve proteaz gibi enzimlerde yapılan çalışmalar genellikle bu enzimlerin 

ucuz maliyete üretilebilmesi ve kompozisyonun sürekli ve sürdürülebilir olmasıdır.  

 Teknik olarak sanayide kullanılan tipik enzimler, tekstil sanayisinde, kâğıt 

hamuru ve kâğıt endüstrilerinde, deterjan sanayinde yoğun olarak kullanıldığı gibi aynı 

zamanda biyoyakıt ve organik madde sentezinde de kullanılabilirler. Bunlardan ticari 

olarak temin edilebilen enzimlere örnek olarak lipazlar, amilazlar, selülazlar, 

ksilanazlar ve katalazlar verilebilir. Çeşitli endüstriyel uygulamalarda kullanılan 

ksilanaz enzimi bu enzim grupları arasından en önemlilerinden biridir (Li vd., 2018). 

Viikarri ve arkadaşlarının (1986) keşfi ile önemli ölçüde endüstride ksilanazların 

endüstride kullanımı artmıştır. O zamandan beri araştırmacılar dikkatlerini selüloz ve 

kâğıt endüstrilerinde kullanılan daha yeni mikrobiyal izolatlara, ksilanazlara doğru 

çevirdiler. Ksilanazların esas olarak bakteri, (Gilbert & Hazlewood, 1993; Sunna & 

Antranikian, 1997) mantar, (Sunna & Antranikian, 1997) flamentli mantarlardan (Ball 

& McCarthy, 1989; Beg vd., 2000) ve mayalardan (Hrmova vd., 1984; Liu vd., 1998, 

1999) izole edildikleri rapor edilmiştir.  

 Yıllar içinde kâğıt hamuru ve kâğıt endüstrisindeki ksilanazların ticari 

kullanımı istikrarlı bir şekilde artmıştır. Günümüzde, kâğıt hamuru ve kâğıt 

endüstrisinde (Bedford & Classen, 1992) kullanımının yanı sıra, ksilanazlar ayrıca 

buğday ununda ve kümes hayvanlarının yem katkı maddeleri olarak da 

kullanılmaktadır (Maat vd., 1992). Aynı zamanda ksilanazlara, bitkisel yağların 

çıkarılması için hamur işleme ve fırınlanmış ürünlerin kalitesi ve nişasta 

iyileştirilmesinde (Wong & Saddler, 1992), tarımsal silaj ve tahıl yeminin besin 

özelliklerinin arttırılmasında (Kuhad & Singh, 1993), pektinaz ile kombinasyon 

halinde meyve sularının berraklaştırılmasında (Biely, 1985) ve keten, kenevir, jüt ve 

rami (Kapoor vd., 2001; Puchart vd., 1999; Sharma, 1987) gibi bitkisel lif 

kaynaklarının zamkının giderilmesi için selülazın hidrolizine ihtiyaç duyulmuştur. 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Mikrobiyal Enzimler 

Endüstriyel alanda kullanılan çoğu enzimler genellikle mikroorganizmlardan 

elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganzima kaynaklı enzimlerin katalik 

aktivitelerinin yüksek olması, kararlı ve ucuz olmaları, istenmeyen yan ürün 

oluşturmamaları, fazla miktarda elde edilmeleri gibi avantajları sayesinde bitki ve 

hayvan kaynaklı enzimlere göre daha fazla tercih edildiğini göstermektedir (Wiseman, 

1987). Bu mikroorganizmalar patojen veya toksik olmamalarının yanısıra enzim 

üretme potansiyeline göre seçildikleri bilinmektedir. Son yıllarda mikroorganizma 

kaynaklı enzimler yaygın kullanıldığı için bu alanlarda mikroorganizma kullanımına 

ihtiyaç duyulmuştur (Demain & Solomon, 1981). 

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun çeşidine göre 6 ana gruba ayrılmışlardır. 

Ticari öneme sahip olan enzimlerin çoğu, hidrolazlar şeklinde tanımlanmakta olup, 

çoğunlukla mikrobiyal kökenlidir. Enzim teknolojisinin giderek gelişmesi; çeşitli 

ürünlerin kullanım alanlarının, çeşitliliğinin ve ekonomik değerinin çok yüksek olması 

nedeniyle birçok enzime farklı alanlarda ihtiyaç duyulması; gibi nedenlerden ötürü 

endüstriyel enzimlerle ilgili olarak yapılan çalışmalar gittikçe önemli hale 

gelmektedir. Son zamanlarda rekombinant DNA teknolojisinden yararlanılarak 

rekombinant enzimlerin üretimi giderek yaygınlaşıp yüksek boyutlara ulaşmıştır 

(Gessese, 1998).  

 

1.2. Ekstremofiller ve Ekstremofilik Enzimler (Ekstremozimler) 

Çoğunlukla tek hücreli olup sıradışı koşullarda yaşama gereksinim duyan ve 

bu koşullarda rahatça gelişen organizmalara ekstremofiller denir. Ekstremofilik 

mikroorganizmalar; kutupların düşük sıcaklıklarında, volkanların yüksek 

sıcaklıklarında, çok düşük (pH 0-3) ve çok yüksek pH değerlerinde (pH 10-12) veya 

çok yüksek tuz konsantrasyonlarında (%5-30) yaşamaya uyum göstermiş canlılardır 

(Niehaus vd., 1999; Gul-Guven, 2007; Zeikus, 1979). Dolayısıyla, bu ortamda yaşayan 

organizmalar mezofillerin yaşamlarını devam ettiremeyecekleri koşullarda aktivite 

gösteren ve ekstremofilik enzimler olarak ismilendirilen enzimleri üretirler (Belkin & 

Jannasch, 1985). 
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Ekstremofilik enzimler, endüstriyel uygulamalar için büyük öneme sahip 

sıcaklık, basınç, pH ve tuzluluk gibi olağanüstü şartlarda çalışan enzimlerdir. 

Mezofilik enzimler ise endüstriyel enzimlerden istenen zorlu reaksiyon şartlarında 

enzim kararlılığındaki eksiklerden dolayı eksremofilik enzimlere nazaran daha az 

tercih edilirler (Gul-Guven, 2011). 

 

1.3. Termofiller 

Çevredeki en önemli değişkenlerden biri sıcaklıktır. Sınıflandırma faktörü 

belirlenirken, yaşayan organizmaların çevresindeki sıcaklığı uyumuna bağlı olarak 

yapılır. Bu yüzden sıcaklık biyolojik sistematiğin en temel unsurlarından biri sayılır. 

Mikroorganizmalar genel olarak psikrofil, mezofil ve termofil olmak üzere üç gruba 

ayrılmaktadır (Dekker & Richards, 1976). Termofilik organizmalar kendi içinde ılımlı 

termofil (45-65 °C) ve hipertermofil (85 °C) olarak iki gruba ayrılırlar (Demirjiian vd., 

2001). 

Sıradışı şartlarda yaşamak, üremek, gelişmek için organizmalar metabolik ve 

diğer hücresel fonksiyonlarını bu ortamlara uyumlanmak zorundadır. Termofillerin 

hücre membranı doymuş yağ asitlerinden oluşur. Bu yağ asitleri hücreye hidrofobik 

ortam sağlayıp ve yüksek sıcaklıkta yaşaması için hücreyi olduğunca sert ve sıkı tutar. 

Termofilik organizmaların hücresel elemanları (hücre membranı) ve bileşenleri 

(nükleik asitler, enzimler, proteinler, vb.) yüksek sıcaklığa dayanıklıdır (65-85 °C). 

Dolayısıyla bu bileşenler sıradışı alkali koşullara, asidik denatürantlara ve proteolize 

karşı dayanıklıdırlar (Kristjansson & Asgeirsson, 2002; Haki vd., 2003) 

Termofilik ve hipertermofilik organizmalara ait enzimler genellikle yüksek 

sıcaklıklarda güçlü aktivite gösterirken 40°C’nin altında etkin bir aktivite göstermezler 

(Gomes & Steiner, 2004). Termofilik karakterde olup, sıcaklığa dirençli olan 

enzimlerle mezofilik enzimlerin amino asit içeriği göz önüne alınarak yapılan 

kıyaslama sonucunda, termofilik kökenli enzimlerde; glisin yerine alaninin, lizin 

yerine arjinin amino asitininin daha fazla yer aldığı görülmüştür. Sıcaklığa en hassas 

amino asit olan sistein ise termofilik enzimlerin yapısında daha sınırlı düzeyde 

bulunmaktadır. Termofilik proteinlerin kararlılığında hidrofobik etkileşimlerle önemli 

bir rol aldığı gösterilmiştir. Sıcaklığa dirençli proteinler hidrofobik interaksiyonlarla 
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dimer oluşturarak ısıl hidrolize karşı daha dirençli hale geçmektedir. Amino asit 

içeriğindeki farklılığa ek olarak termofilik proteinler, çeşitli disülfit bağları, molekül 

içi aromatik yapılar, zengin hidrojen bağları içermekte ve elektrostatik 

mekanizmalarla yüksek sıcaklığı tolere edebilmektedir (Kumar & Nussinov, 2001).  

Yüksek ısıl kararlılıkları, çeşitli denatürantlara olan dirençleri ve yüksek 

stabiliteleri nedeniyle birçok endüstriyel uygulamalarda termofilik karakterli enzimler 

tercih edilmektedir. Termofilik enzimlerin en geniş kullanıldığı alanlar içerinde 

deterjan, gıda, yem, nişasta, tekstil, deri, kâğıt hamuru ve farmasötik endüstrisi yer alır 

(Gomez & Steiner, 2004). 

Bugün endüstride kullanılan ksilanazların çoğu mezofilik kökenli olmasına 

rağmen biyoteknolojik süreçte ekstremofilik kaynaklardan izole edilen enzimler çok 

büyük fayda sağlamaktadır. Substratın biyoyararlanımı veya çözünürlüğünü 

arttırmada, viskozite ve kontaminasyon riskini azaltmada ayrıca yüksek sıcaklığın 

gerekli olduğu durumlarda bir soğutma adımının ekonomik olamayacağı için 

termofilik enzimlerin kullanılması ekonomik bakımından gereklidir.  

 

1.4. Hemiselüloz ve Ksilan 

Doğal olarak bitki biyokütlesini oluşturan lignoselülozik bileşenlerin %20-

30’u hemiselülozik maddelerden oluşan heterojen polisakkaritlerdir (Timell, 1967). 

Bitki biyokütlesi, dünya yakıt pazarındaki talebi karşılayacak kadar kısa bir değiştirme 

döngüsüne sahip kimyasal hammaddeler için alternatif bir doğal kaynaktır. Ksilan, 

hemiselülozun ana bileşenidir ve yararlı son ürünlere bozunma potansiyeli yüksek olan 

ikinci en bol yenilenebilir kaynaktır. Bu nedenle, hemiselüloza dayalı ucuz 

teknolojilerin geliştirilmesi istenmektedir. Ksilanın, selüloz ile birlikte, hammadde 

için küresel talebin çoğunu yakın gelecekte olmasa da ilerleyen zamanlarda 

karşılayacağı öngörülmektedir. Bilim insanlarınca kömür ve ham petrolün 50 yıl 

içinde biyokütle ile rekabet edeceği tahmin edilmektedir (Goheen, 1981). 

 Dünyadaki en bol yenilenebilir biyokütle olan lignoselülozun temel 

bileşenlerini lignin, selüloz, hemiselüloz ve küçük miktarlarda pektin ve protein 

oluşturur. Bitkinin türü, yaşı, büyüme aşaması ve diğer koşulları bu bileşenlerin 

oranlarına bağlıdır (Kumar vd., 2009)  
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Hemiselüloz içeriği tam olarak tanımlanmamıştır (Polizeli vd.,2005) ama bitki 

hücre duvarında bir polimer sınıfı olan ve çok miktarda bulunan ksilan, pentoz ve 

heksoz şekerlerinden oluşan bileşiktir (Uday vd., 2016). Hemiselüloz olarak 

adlandırılan sınıfın ana bileşeni şekerlerdir. Hemiselüloz hidroliz olduğunda ksilan 

üretir (Polizeli vd., 2005). 

 Schulze, 1891’de ilk olarak, bitki materyallerinden izole edilen veya seyreltik 

alkali ile ekstrakte edilen bölüngüler için hemiselüloz terimini ortaya atmıştır. 

Hemiselülozlar başlıca ksilan, mannan, galaktan ve arabinan gibi heteropolimerlerden 

oluşur. Bu hemiselüloz fraksiyonlarının sınıflandırılması mevcut şeker parçalarının 

türlerine bağlıdır.  

Sert odunsuların hemiselülozu daha çok ksilan içerirken, yumuşak odunsuların 

hemiselülozu daha çok glukomannon içermektedir. Sert odunların % 20-25’i, otsuların 

% 15-20’si ve yumuşak odunların önemli bir kısmını glikomannan ve ksilanlar 

oluşturmaktadır. Tahıl saplarının kuru ağırlığının % 20-30’u ksilandan oluşur (Aspinal 

vd., 1970). Ksilan çeşitlerinin tümü D-ksilopiranoz omurgasına β (1 → 4) ile 

bağlıdırlar, fakat biyokütle kaynağına bağlı olarak farklı kompozisyonlar içerirler 

(Ebringerova vd., 2005). 

 

1.5. Ksilan Kimyasal yapısı 

Ksilanlar, α-arabinofuranoz ve/veya α-glukuronik asitlerin yan dallarına sahip 

β-1,4-glikosidik bağı ile bağlı D-ksiloz (bir pentoz şekeri) monomerlerinden oluşan 

bir çeşit polisakkaritlerdir. Buna ek olarak bir ksilan molekülünün yapısında, selüloz 

grubu olmayan D-mannoz, D-glukoz, L-arabinoz, D-galaktoz, ve D-galakturonik asit 

gibi monosakkaritler de bulunmaktadır (Polizeli vd., 2005; Shallom & Shoham, 2003: 

Bastawde, 1992). Kaynaklarına ve ekstraksiyonlarına bağlı olarak ksilan, farklı 

polisakkarit ve kompozisyonlarından meydana gelir (Harmsen vd., 2010). Ksilanın 

kimyasal yapısına bakıldığında, yan gruplarda iç içe geçmiş kovalent bağların ve 

ligninin üstünü örten kılıf ile çeşitli noktalar arasındaki hidrojen bağlarının varlığı 

gözükmektedir (Joseleau vd., 1992). Ksilanın ana zinciri β-ksilopiranozdan oluşur 

(Whistler & Richards, 1970). En yaygın hemiselülozik polisakkarit olan ksilan, kara 

bitkilerinin hücre duvarının toplam kuru ağırlığının %30-35’ini oluşturur (Joseleau 

vd., 1992).  
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L-1,4-ksilanlar, bir homopolimerik omurga zincirine sahip, 1,4-bağlı L-D-

ksilopiranoz birimlerinden meydana gelmiş bir heteropolisakkaritleridir. Bu omurga; 

O-asetil, K-L-arabinofuranosil, K-1,2’ ye bağlı glukuronik veya 4-O-metilglukuronik 

asitten meydana gelir (Aspinall, 1959). Bu lineer ksilanlar guar tohumu ve tütün 

saplarından izole edilmiştir (Eda vd., 1976). Odun ksilanlarının molekül yapıları; sert 

odunlarda O-asetil-4-O metilglukuronoksilanlardan, yumuşak odunlarda ise arabino-

4-O-metilglukuronoksilanlardan oluşmuştur. Sert odunların ksilanlarının 

polimerizasyon derecesi (150-200), yumuşak odununkinden (70-130) daha yüksektir 

(Timell, 1965). Tahıl ksilanları, D-glukuronik asit veya 4-O-methyl eter ve 

arabinozdan oluşur (Brillouet & Joseleau, 1987). Pentozanlar olarak da adlandırılan 

yıllık bitkilerin endospermik arabinoksilanları, suda daha fazla çözünür (Ferreira-

Filho, 1994). 

 

1.6. Ksilanların Sınıflandırılması 

Ksilanın omurgasında bulunan ortak yapılara bakarak; doğrusal homoksilan, 

arabinoksilan, glukuronoksilan ve glukuronoarabinoksilan olmak üzere ksilanlar 

çeşitli türlerde sınıflandırılır. Ksilanlar, çeşitli bitkilerde kısmen asetillenmiş bir 

formda bulunur.  

Ksilanlar yapılarına göre 4 kategoriden oluşur; 

- Arabinoksilanlar, sadece yan zincir olarak α-L-arabinofuranosil içerir. 

- Glukuronoksilanlar, sadece α-D-glukuronik ve bunun 4-O-metil türevlerini 

içerir. 

- Glukurono arabinoksilanalar, hem α-D-glukuronik hem de α-L-

arabinofuranosil içerir. 

- Galakto glukurono arabinoksilanlar, kompleks β-D-galaktopiranosil 

oligosakkaritlerden oluşur.  

 

1.7. Ksilanın Üç Boyutlu Yapısı 

Ksilan moleküllerinin üç boyutlu yapısı Atkins (1992) tarafından 

tanımlanmıştır. Ksilan omurgası, kristalize koşullar altında üç kat sol-el 

konformasyonu gösterir; glikosidik bağlantının geometrisi yan zincirlerden 

etkilenmez. Omurganın nihai yapısını zincirler arasındaki etkileşimin son 
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konformasyonu belirler. Elektron kırınım modeli üç katlı konformasyonu doğrular ve 

zincirlerin altıgen morfolojiye sahip bir trigonal kafes içinde organize edildiğini 

gösterir (Şekil 1). Ksiloz halkası üzerindeki 5. pozisyondaki tek hidrojen yerleşimi, 

zincir içindeki ve zincirlerin birbiriyle yaptığı hidrojen bağı etkileşimleri üzerinde 

etkiye sahiptir (Atkins, 1992). 

 

 
Şekil 1. Ksilanın molekül yapısı 

 

1.8. Ksilanaz Üreten Organizmalar 

Ksilan heterojen yapılı kimyasal bir bileşiktir (Şekil 2). Bu nedenle onun 

hidrolizi için çeşitli etki biçimine sahip enzimler gerekmektedir. 

 

 
Şekil 2. Ksilan molekülünü hidrolize eden enzimler. 
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Ksilanazlar bitki hücre duvarının bir bileşeni olan karmaşık β-1,4 polisakkarit 

ksilanın omurgasını parçalayan hidrolitik enzimlerdir. Ksilanazlar ve onunla ilişkili 

dallanma enzimleri (Şekil 3); bakteriler, aktinomisetler, maya ve mantarlarda ksilanın 

dolayısıyla hemiselülozların hidrolizini sağlarlar. Mikroorganizmalar tarafından 

üretilen çeşitli ksilanazlar; ksilanı sindirmesi nedeniyle, gıda endüstrisinde, deterjan, 

ekmek hamuru, kâğıt ve kâğıt hamuru endüstrisi gibi birçok endüstriyel alanda önemli 

enzim grubu haline gelmişlerdir (Hatanaka, 2012; Golugiri vd., 2012; Singh vd., 

2013). 

 

 
Şekil 3.Ksilanın hidrolizi 

 

Bakteri, mantar, aktinomiset ve çeşitli mikroorganizmalarda bulunan β-1,4-D 

endoksilanaz (E.C.3.2.1.8) ve β-ksilosidaz (EC.3.2.1.37)’ın ksilanı kolayca hidrolize 

edildiği bulunmuştur (Puls & Schuseil, 1991).  

Ksilanazların çeşitli uygulamaları ve sahip olduğu ensütriyel önem, glikozil 

hidrolaz ailesinin bu önemli enzimi biyokimyasal ve moleküler yönleri üzerine 

araştırmaları teşvik etmiştir. Özellikle biyodönüşüm ve ağartma alanında, 

biyoteknolojik kullanımlar için ksilanazların gelecekteki beklentileri göz önüne 

alındığında, ksilanazların biyosentezin düzenlenmesi ve etki mekanizması açısından 

özelliklerini analiz edilmesi çok önemlidir. Son yıllarda giderek artan sayıda yayında, 

yeni kaynaklardan elde edilen çok sayıda ksilanazın, klonlamalarını, dizilemelerini, 

mutajenezlerini ve kristalografik analizlerini tanımlamaktadır. Ksilanazlar endüstriyel 
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olarak önemli enzimler olduğundan, enzimin çeşitli yönlerini kapsayan birçok makale 

yayınlanmıştır (Prade, 1995; Biely, 1985) 

Endüstriyel işlemlerde ksilanaz uygulaması, çeşitli faktörler nedeniyle sınırlı 

ticari kullanımına sahiptir. Ksilanın doğal dallanmasından dolayı sınırlı hidrolizi, dar 

pH aralığı, ısıl kararsızlık, substratın erişilmezliği, enzim üretiminin inhibisyonu ve 

maliyeti gibi nedenler enzimin kullanımına sınır getirmektedir. Yüksek aktiviteleri, 

ılımlı reaksiyon koşulları ve subsrat kaybının minimum seviyede olması gibi 

nedenlerle mikrobiyal ksilanazlar (1,4-L-D-ksilan ksilanohidrolaz, EC 3.2.1.8), ksilan 

hidrolizi için tercih edilen katalizörlerdir. Enzimatik hidroliz, işlemin ekonomik 

uygulanabilirliğini sınırlayan faktörlerden biridir. Ticari uygulamalar daha ucuz enzim 

kullanımını gerektirir. Genetik mühendisliği, daha yüksek enzim ekspresyonu 

seviyeleri ve verimli işlemi ekonomik hale getirmek için ksilanazların büyük ölçekli 

ifadesinde önemli rol oynar. Bu nedenle daha fazla miktarda enzim üretilmesi için; 

mantar, bakteri ve mutant suşlarıyla indüklenmeleri gerekmektedir. Bu yüzden 

mikroorganizmadan ksilanaz geninin klonlanlaması ve izolasyonu gibi işlemleri 

uygulamak verimli bir adımdır (Herna´ndez vd., 2008; Deesukon vd., 2011). Böylece 

biyoteknolojik gelişmeler yenilenemeyen kaynakları ticari olarak olarak daha değerli 

pazarlanabilir hale dönüştürür.  

Ksilanazlar bakteri, alg, mantar, protozoa, gastropodlar ve eklembacaklılar gibi 

çok sayıda organizma tarafından üretilir (Dekker & Richards, 1976). Bakteri ve 

mantarların çoğu dönüştürülebilir son ürün olan ksilozu hidroliz etmek için hücre dışı 

ksilanazları salgılar. Ruminal mikroorganizmalar da ruminant yemindeki yüksek 

diyetetik hemiselüloz içeriği nedeniyle güçlü ksilanaz üreticileri olduğu bilinmektedir. 

Ayrıca ksilanazın varlığının tespit edildiği başka organizmalarda vardır. Bu 

organizmalara; prokaryotlar, ökaryotlar, deniz yosunları, salyangozlar, böcekler, 

tohumlu karasal bitkiler, çimlenen tohumlular (Walia vd., 2013a), deniz 

ortamlarındaki bakteri ve siyanobakteriler ksilanaz üreticileri olarak örnek verilebilir 

(Annamalaiet vd., 2009). 

 

1.9. Ksilanaz Üretimi 

Ksilanotik enzimler, verimli şekilde çalışmak için; uygun bir indükleyici 

substrata ve bir optimum ortama (tampon) ihtiyaç duyar. Çoğu ksilanaz selülazla 
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birlikte aktivite gösterir. Kâğıt ve kâğıt hamuru endüstrisinde istenilen şartlar ise 

selülaz aktivitesi içermeyen ksilanazlardır ve bu da yeni ksilanaz araştırmalarına ortam 

hazırlamıştır. Bu araştırmalar sonucunda filamentli mantarların güçlü enzim seviyeleri 

nedeniyle yüksek maya ve bakterilerden daha iyi özellikte ksilanaz üreticileri olduğu 

bulunmuştur. Ancak bu ksilanazların da genellikle selülazlarla birlikte aktivite 

gösterdiği tespit edilmiştir (Steiner vd., 1987). Karbon kaynağı olarak sadece ksilanı 

kullanan seçici ksilanaz türleri Trichoderma ve Aspergillus’da tespit edilmiştir. Bu 

suşlar selülozik substratların bulunduğu ortamlarda hem selülaz hem de ksilanaz üretir 

(Biely, 1993). Hücre dışı enzimler, ortamda bulunan karbon kaynaklarının 

hidrolizinde aktif olarak yer alır. Bu nedenle hücrelerin selüloz tarafından kontamine 

olmayan daha düşük bir karbon / azot oranı altında büyütülmesi selülaz içermeyen 

ksinolitik sistem üretmesine sebep olabilir (Biely, 1991). Bununla birlikte Clostridium 

stercorarium (Berenger vd., 1985), Thermomonospora curvata (Stutzenberger & 

Bodine, 1992) ve Neurospora crassa (Deshpande vd., 1986) tarafından maksimum 

ksilanaz üretimi için ortamda, selülozik substratların da gerekli olduğu bulunmuştur. 

Aspergillus awamori, Penicillium purpurogenum (Haltrich vd, 1996), alkalifilik 

termofilik Bacillus sp. NCIM 59 (Dey vd., 1992) gibi bazı mikroorganizmalarda 

ksilanaz üretiminin en uygun olduğu ortam; mısır koçanı, buğday kepeği, pirinç 

kepeği, pirinç samanı, mısır sapı gibi daha ucuz hemiselülozik substratlardır. 

Mantarlarda ksilanaz aktivitesi bakterilerden daha yüksektir. Şu ana kadar mantarlar 

arasında bildirilen en yüksek ksilanaz aktivetisi Trichoderma reesei'de 3350 IU ml-1 

ünitedir (Haapala vd., 1994). Trichoderma hamatum'un substrat olarak buğday 

samanını kullandığı enzimde 7000 IU g-1 ünite olarak bulunduğu bildirilmiştir 

(Grajeck, 1987). 

 

1.10. Ksilanaz Verimini Etkileyen Faktörler 

Ksilanazların verimini standart parametrelere ek olarak birkaç anahtar faktör 

etkiler. Ksilanaz ekspresyonu heterojen substratlar üzerinde gerçekleştiğinde, 

ekspresyon seviyesi üzerinde karmaşık etki meydana gelir. Karbon kaynağı olarak 

kullanılan ksilooligosakkaritlerin kimyasal yapısı ve oranı ksilanaz aktivitesi üzerinde 

çoğu zaman inhibe edici etkiye sahiptir. Genel olarak; indükleyici moleküllerin yavaş 

salınması ve kültür filtrasyonunun indükleyiciyi metabolize edilemeyen türevine 
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dönüştürme olasılığı, ksilanazın aktivitesini arttırır. Ksilanazlar substrata sıkıca 

bağlanır. Fermantasyon sırasında üretilen enzimin bir kısmı genellikle çözünmeyen 

substrat ile birlikte bağlı enzim olarak kaybolur ve atılır. Ksilanaz üreticisinin 

metabolik enzimleri olan proteazlar (Penbroke vd., 1992) ve transglikozidazlar gibi 

enzimler de enzimin gerçek verimini etkiler. Bir fermantasyon prosesinde elde edilen 

ksilanazın aktivitesini ve verimliliğini arttırabilen diğer biyoproses parametreleri pH 

ve sıcaklıktır (Hrmova vd., 2001).  

 

1.11. Ksilanaz Sentezinin Düzenlenmesi 

Son yıllarda mikrobiyal ksilanolitik sistemleri hakkında bilgi artışı olmasına 

rağmen, olası ticari uygulamalarda verimli ksilanaz enzimini üretmek ve geliştirmek 

için ksilanazların indüksiyonu, sekresyonu ile ilgili daha ileri çalışmalara ihtiyaç 

duyulmuştur. Ksilanaz üretiminin indüklenebilirliği çeşitli bakteri ve mantarlar 

tarafından gerçekleştirildiği bilinmektedir. Genel olarak ksilanaz indüksiyonu 

karmaşıktır ve indükleyicinin yapısına ve organizmanın türüne göre değişiklik 

gösterir. Bir türde maksimum ksilanaz aktivitesi üreten bir indükleyici, diğer bir 

türdeki aktivitenin inhibitörü olabilir (Hrmova vd., 1989) Substrat türevleri ve 

enzimatik son ürünler genellikle ksilanazların indüksiyonunda önemli bir pozitif rol 

oynayabilir fakat çok daha yüksek konsantrasyonlarda son ürün enzimin inhibitörü 

olarakta işlev görebilmektedir. 

 

1.12. İndüksiyon 

Yüksek molekül ağırlığına sahip bir polimer olan ksilan, hücre duvarına nüfuz 

edemez. Ksilanın düşük moleküler kütleli parçaları, ksilanaz biyosentezinin 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Bu fragmentleri; ksiloz, ksilobiyoz, 

ksilooligosakkaritler, ksiloz ve glikozun heterodisakkaritleri ve bunların konumsal 

izomerleri oluşturur. Bu moleküller, az miktarda yapısal olarak üretilen enzimin 

etkisiyle ksilandan hidrolize edilerek ayrılır. Selülozun ayrıca birkaç reaksiyonda 

ksilanazın bir indükleyicisi olarak hareket ettiği gösterilmiştir ancak indükleyici 

etkinin selülozla mı yoksa kirletici ksilan fraksiyonuyla mı gerçekleştiği açık değildir. 

Streptomyces sp.’de ksilanaz aktivitesinin selülozik substratın kristalinitesi ile arttığı 
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görülmektedir (Morosoli vd., 1986). Şeker kamışı, Cellulomonas flavigena'da ksilanaz 

ve β-ksilosidazın en iyi indükleyicisi olarak bulunmuştur (Perez-Avalos vd., 1996).  

Çam ksilanı tarafından indüklenen Aspergillus sp. (2MI)’de sentezlenen 

ksilanaz, diğer ksilan çeşitleriyle indüklenen ksilanazlardan daha yüksek stabilite 

göstermiştir (Raquel vd., 1997). Ksiloz varlığında Bacillus pumilus (Paul&Varma, 

1990), Streptomyces lividans 66 (Kluepfel vd., 1990) ve Aureobasidium pullulans'ta 

daha yüksek enzim verimleri elde edilmiştir (Leathers vd., 1984) Bununla birlikte, 

Cryptococcus albidus'ta (Biely, 1985) ksiloz, ksilanaz üretimini baskılarken, 

termofilik aktinomisetlerde (McCarthy vd., 1985) ksilanaz ekspresyonunun 

düzenlenmesi konusunda hiçbir etkisinin olmadığı gözlemlenmiştir. Ksilobiyozun, T. 

reesei (Hrmova vd., 1986) ve Aspergillus terreus'ta (Hrmova vd., 1991) ksilanazın 

spesifik bir indükleyicisi olduğu bulunmuştur. Maya ve mantarların ksilanolitik 

sistemleri de ksilobiyozun konumsal izomerleri tarafından indüklenmiştir. 

Cryptococcus albidus ta, ksilobiyozun konumsal izomerleri, hücrelerin onlara 

tepkisinin daha yavaş olması nedeniyle ksilobiyozdan (Biely & Petrakova, 1984) farklı 

davranır, ancak enzim verimleri, doğrudan indükleyici olmadıklarını gösteren 

izomerik ksilobiyozların varlığında daha yüksektir. D-ksilan fragmentlerinin yanı sıra 

metil-L-D-ksilopiranosid, Streptomyces sp. (Nakanishi & Yasui 1980; Marui vd., 

1985) ve Cryptococcus ve Trichosporon (Biely, 1980; Yasui vd., 1984) gibi maya 

cinslerinde ksilanazı indükler. Trichosporon cutaneum (Hrmova vd., 1984) ve 

Trichoderma lignonum da (Defaye vd., 1985) tioksilobiozun, ksilanaz aktivitesini 

indüklediği bulunmuştur. Ayrıca, tüm L-ksilopiranozitlerin, indüksiyon kapasiteleri de 

aglikonun yapısına bağlı olduğundan, ksilanaz indükleyicileri olarak kullanılmadıkları 

bildirilmektedir. 

Bu heterodisakkaritlerin pozisyonel izomerlerinin sentezinde 

transglikozilasyon enzimlerinin rolü Aspergillus terreus (Hrmova vd., 1991) ve T. 

reesei (Hrmova vd., 1986) türlerinde gösterilmiştir. Ksilanaz indükleyicileri olarak 

tanımlanan düşük moleküler kütleli maddeler, sitoplazmaya translokasyonları için 

transferaz enzimlerine ihtiyaç duyarlar. Bu nedenle, kültür filtratındaki 

indükleyicilerin veya gerekli enzimlerin seviyesi de ksilanaz sentezini etkiler.  
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1.13. Moleküler Düzeyde Ksilanazın İndüklenmesi 

Moleküler düzeyde enzim indüksiyonu ve ksilanaz biyosentezi hakkındaki 

bilgiler daha az araştırıldığı için sınırlıdır. Bunun nedeni indükleyicilerin deneysel 

koşullarda hücrelere taşınmasını sağlayan sistemlerin, hücresiz sistemlerde 

bulunmamasından dolayıdır (Biely, 1993). Bazı organizmalarda ksilanaz ve selülaz 

oluşumu için indüksiyon düzenlemesi bildirilmiştir (Hrmova vd., 2001; Nevalainen & 

Palva, 1978). Mutasyonların pleiotropisinden anlaşılacağı üzere, iki enzim sisteminin 

sentezini yöneten ek bir bağlantı hem selülaz hem de ksilanaz genlerinin ortadan 

kaldırılmasına sebep olmaktadır (Hazlewood ve Gilbert, 1993).  

Estaben vd., (1992)’de Bacillus circulans WL-12'nin glukozla büyütülen 

kültürlerinde ksilanazın tespit edilmediğini, ancak ksiloz, mannoz ve selülozun 

ksilanaz üretimini desteklediğini bulmuşlardır. Butyrivibrio fibrisolvens GS 113'teki 

ksilanaz ve ksilosidazın aynı koordinat kontrolü altında olduğu, ksilan tarafından 

indüklendiği ve glukoz tarafından baskılandığı ortaya koyulmuştur (Utt vd., 1991). 

Bacillus. pumilus'tan (Moriyama vd., 1987; Panbangred vd., 1983) L-ksilanaz genleri 

içeren DNA fragmentlerinin analizi, ksilanaz ve ksilosidaz genlerinin yakından ilişkili 

olduğunu ve 14,4 kb'lik bir DNA fragmentinin bağlantılı olduğunu göstermiştir fakat 

aynı operon tarafından kontrol edilmediği tesit edilmiştir. 

 

1.14. Ksilanazın Biyokimyasal Özellikleri 

 

1.14.1. Moleküler Ağırlık 

Ksilanazların özellikleri hakkındaki mevcut bilgilerin çoğu bakteri ve mantar 

enzimleri üzerine yapılan çalışmalardan bulunmuştur. Mikrobiyal ksilanazlar, 

moleküler kütleleri 8-145 kDa aralığında olan tek alt birimli proteinlerdir (Sunna & 

Antranikian, 1997). Buna örnek olarak bazı türlerden izole edilen ksilanazların 

moleküler ağırlıklarını verebiliriz. Thermotoga maritima’nın ksilanazının 120 kDa 

olduğu bildirilmiştir (Liebl vd., 2008). Ayrıca SDS-PAGE analiziyle Bacillus 

subtilis’ten elde edilen ksilanazın 21,4 kDa olduğu bildirmişlerdir (Kosciow vd.,2016). 
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1.14.2. Sıcaklık 

Bakteri ve mantar kaynaklı endoksilanazların optimum sıcaklıkları 40 ile 60°C 

arasında değişmektedir. Fungal ksilanazlar genellikle bakteriyel ksilanazlardan daha 

az termostabildir. Ceratocystis paradoxa mezofilik kökenlidir ancak termostabil 

ksilanaz üreten mantardır ve ürettiği ksilanaz 1 saatlik 80°C'de stabiliteye sahiptir 

(Dekker & Richards, 1975). Acremoniun alcalophilum JCM 7366’da hem 

karboksimetil selülaz hem de ksilanaz aktivitelerine sahip düşük sıcaklıkta çalışan 

aktif bir enzime sahip olduğu bildirilmiştir.  

Ksilanazların bulunduğu organizmalara göre çalıştığı sıcaklık aralıkları 

değişkenlik göstermektedir. Pseudopedobacter saltans’tan elde edilen ksilanazın 10-

55°C arasındaki sıcaklıkta çalıştığı bildirilmiştir (Sharma vd., 2018). Zou ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada; Sphingobacterium sp. TN19’dan gelen ksilanızın 

%65’in üzerinde maksimum aktivite gösterdiği sıcaklık aralığı 20-28°C olarak tespit 

edilirken, 10°C’de maksimum %40 aktivite gösterdiğini bulmuşlardır (Zou vd., 2009). 

Pediococcus acidilactici’deki ksilanazın aktivite gösterdiği sıcaklık aralığını 10-80°C 

olarak bildirmişlerdir (Adiguzel vd., 2019). Bacillus licheniformis’tan izole edilen 

ksilanazın çalışığı sıcaklık 25-75°C olarak verilmiştir (Ghosh vd., 2019). Rahmani ve 

arkadaşlarının 2019’da Kitasatospora sp. ksilanazını üzerinde yaptığı çalışmada %50 

maksimum aktivite gösterdiği sıcaklık aralığını 30-65°C olarak bildirmişlerdir. 

Bacillus sp. deki ksilanazın 40-90°C arasındaki sıcaklıkta aktivite gösterdiği 

bildirilmiştir (Shrinivas vd., 2010). Thermotoga petrophila’dan elde edilen ksilanazın 

70°C’ de %40, 100°C’ de %70 maksimum aktivite gösterdiği tespit edilmiştir (Ul-Haq 

vd., 2012). 

 

1.14.3. pH 

Farklı organizma kaynaklarından elde edilen D-ksilanazlar genellikle geniş bir 

pH aralığında (Dekker & Richards, 1975; Sunna &Antranikian, 1997) kararlı olup 4-

7 pH aralığında optimum aktivite gösterir. Aspergillus kawachii (Ito vd., 1992) ve 

Penicillium herque (Funaguma vd., 1991) gibi mantarlardan elde edilen ksilanazlar, 

asidik karakterde optimum pH (2-6) aktivite gösterir. Talaromyces amestolkiae’den 

elde edilen ksilanazın optimum pH aralığı 2,2-5,5‘tir (Nieto-Dominguez vd., 2015). 

Farklı çalışmada bir maya türü olan Aspergillus niger’den elde edilen ksilanazın %73 
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maksimum aktiviteyle pH:3,5’ta, %78 maksimum aktiviteyle pH:4,5‘ta çalıştığı 

bildirilmiştir (Patel vd., 2018). Anoxybacillus sp. 3M türünden izole edilen ksilanazın 

pH:7’de %50, pH:4,5’ta %46 maksimum aktivite gösterdiği yapılan çalışmalarla 

belirlenmiştir (Marcolongo vd., 2019). Aspergillus oryzae’den gelen ksilanazın %60 

maksimum aktiviteyle çalıştığı aralığın pH:7-9 olduğu bulunmuştur (Suzuki vd., 

2010). 

Paenibacillus terrae türünden alınan ksilanazın %90 maksimum aktiviteyle 

çalıştı pH 7 olduğu tespit edilmiştir (Kim vd., 2018). Yin ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada Thermobifida halotolerans türünden izole ettikleri ksilanazın pH:4-10,6 

arasında aktivite gösterdiği bildirilmiştir (Yin vd., 2019). 

Çeşitli kaynaklardan elde edilen endoksilanazlarda izoelektrik noktaları 3 ila 

10 arasında değişiklik göstermektedir. Bakterilerin iki tipte ksilanaz ürettiği bunların 

da genel olarak yüksek moleküler kütleli asidik ksilanaz ve düşük moleküler kütleli 

bazik ksilanaz oldukları bilinmektedir. Ancak mantarlarda bu tür bir ilişkinin 

gözlemlenmediği, yaygın olarak düşük moleküler kütleli ksilanazların da bazik 

karakterde olduğu bilinmektedir (Kocabaş vd., 2017).  

 

1.14.4. Substrat Spesifikliği 

Ksilanı degrade eden enzimlerin etki mekanizmasıyla ilgili bilgiler, substrat 

özgüllüğü, yan zincir ikamelerinin aktivite üzerindeki rolü, parçalanan bağların 

özgüllüğü ve son ürünler üzerine yapılan çalışmalardan elde edilmiştir. Mantar kökenli 

ksilanazlar iki şekilde karakterize edilir. Bunlar esas olarak iki tiptedir; arabinozu 

serbest bırakmayan dallanmayan veya ana zincir bağlantılarını kesmenin yanı sıra 

arabinozu yan zincir değişimlerini serbest bırakan dallanmadır (Reily, 1981). 

Neurospora crassa (Mishra vd., 1984) ve Aspergillus niger (Takenishi, & Tsujisaka, 

1973) gibi mantar kökenli birçok ksilanazın arabinozu, arabinoksilandan serbest 

bıraktığı bulunmuştur. Streptomyces roseiscleorticus'ta bulunan endoksilanazın da 

dallanma yapan bir enzim türü olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, Trichoderma 

harzianum (Wong vd., 1986) ve Aspergillus nijer'in başka bir suşundan elde edilen 

ksilanazların, arabinoksilandan serbest arabinoz oluşturmadığı bulunmuştur.  

Ksilanaz aktivitesine yüksek dallı polisakkaritlerdeki yapıların etki ettiği 

yaygın olarak gözlenmektedir. Bununla birlikte Aspergillus niger, Trichoderma viride 
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ve diğer kaynaklarda, dallanma noktalarına yakın ana zincir bağlantılarına daha fazla 

afiniteye sahip enzimler de bulunmaktadır (Dekker & Richards, 1976). 

Ksilanazlar ayrıca çeşitli selülozik substratlara karşı aktivitelerinde de farklılık 

gösterir. Bunlardan birkaçı sadece ksilan üzerinde etki gösterirken, Myrothecium 

verrucaria, Penicillium capsulatum ve P. funiculosum kaynaklı spesifik olmayan 

ksilanazlar karboksimetil selüloz ve ksilanı substrat olarak kullanmaktadır. Bazı 

ksilanazların diğer ksilanazlara göre serbest özgüllüğün sebebinin katalitik grubun 

yerleşiminin spesifikliğinden kaynaklandığı bilinmektedir. Genel olarak ksilanazların 

spesifikliği şekerler arası bağlantıya doğrudur (Dekker & Richards, 1976). C. 

thermocellum kaynaklı endoglukanazın arpadaki L-1,3 bağlantılarını, L-glukanı ve 

diğer substratlardaki L-1,4 bağlantılarını hidrolize ettiği bulunmuştur. 

Endoglukanazlarla transglikozilasyonun, katalitik bölgenin her iki tarafında 

stereospesifik bağlanma bölgeleri içerdikleri için substratla aynı bağlantıya sahip 

ürünlere yol açtığına inanılmaktadır (Coughlan, 1992). 

Hidroliz reaksiyonunda doğal substrat olarak arabinoksilanı Bacillus subtilis’in 

kullandığı bildirilmiştir (Rasmussen vd., 2010). Yine Aspergillus flavus’ta doğal 

subsrat olarak kullanılan ksilan beechwoodun (kayın ağacı kerestesi) hidroliziyle 

ksilobiyoz ve ksilopentoz elde edilmiştir (Chen vd., 2019). Yin ve arkadaşlarının 

yaptığı başka bir çalışmada Bacillus sp. türünde β-1,4 ksilanı subsrat olarak 

kullanmıştır (Yin vd., 2010). Acetivibrio thermocellus’un subsrat olarak buğday 

arabinoksilanı kullandığı ve hidroliz sonucunda ksiloz ürününü elde ettiği bulunmuştur 

(de-Camargo vd., 2018). Doğal bir subsrat türü olan mısır koçanı ksilanını Aspergillus 

flavus’un ksilobiyoz, ksilotrioz, ksilopentoz, ksiloheksoz türevlerine dönüştürdüğü 

bilinmektedir (Chen vd., 2019). Streptomyces thermocarboxydus doğal substrat olarak 

kullandığı beta-1,4 ksilanı hidroliz etmiştir (Kim vd., 2010). Streptomyces sp. 

TN119‘un da yulaflı ksilanı hidroliz ettiği bildirilmiştir (Zhou vd., 2010). 

 

1.14.5. Metal İyonları ve İnhibitörleri 

Ksilanazlar ayrıca çeşitli organik madde ve metal iyonlarına karşı olan 

aktivitelerinde de farklılık gösterir. Bazı metal iyonları ve organik maddeleri aktiviteyi 

arttıcı etki gösterirken bazıları da düşürücü etki göstermektedir. Cellulosimicrobium 

cellulans türünden elde edilen ksilanaz üzerinde yaptıkları çalışmalarda 50 mM 
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konsantrasyonuna sahip Ca+2 iyonun residual aktiviteyi %20 civarına düşürdüğü tespit 

edilmişlerdir (Yuan vd., 2016).  

 Pseudozyma hubeiensis’ten gelen ksilanaz üzerinde Co+2 iyonun inhibe edici 

etkisi olduğu bildirilmiştir (Mhethras vd., 2016). Zea mays türünden elde edilen 

ksilanaz üzerinde yapılan çalışmada 10 mM Cu+2 varlığı enzimin residual aktivitesinin 

düşmesine neden olduğu bulunmuştur (Han & Chen, 2010). Fe+3 metal iyonun varlığı 

Scheffersomyces stipitis’ teki ksilanazda %80 inhibisyona neden olduğu bildirilmiştir 

(Basaran & Ozcan, 2008). 5 mM K+ iyonu varlığının Penicillium oxalicum’taki 

ksilanazda inhibe edici etkisinin olduğu bulunmuştur (Ye vd., 2017). N-

Asetilimidazolün Pseudozyma hubeiensis türünden elde edilen ksilanaz üzerine inhibe 

edici etkisinin olduğu bildirilmiştir (Mhethras vd., 2016). Termitomyces clypeatus’taki 

ksilanazda 3 M üre varlığı enzimi inhibe etmiştir (Bhattacharyya vd., 1997). Tris 

(hidroksimetil) aminometan varlığı Selenomonas ruminantium türünden elde edilen 

ksilanazın inhibe olmasına neden olmuştur (Jordan vd., 2009). 5 mM SDS varlığı 

Thermomyces dupontii’den izole edilen ksilanazın aktivitesini düşürücü etkide olduğu 

tespit edilmiştir (Guerfali vd., 2009). 

5 mM Al+3 metal iyonu varlığıyla yapılan deneyde Talaromyces 

amestolkiae’dan elde edilen ksilanaz aktivitesini başlangıç aktivitesine oranla %120 

arttırdığı bulunmuştur (Nieto-Dominguez vd., 2015). 1 mM Ba+2 varlığı, Thermotoga 

petrophila’daki ksilanazın aktivitesini arttırıcı özellikte olduğu bulunmuştur (Zhang 

vd., 2019). Clostridium sp. B(OH)3 türünden elde edilen ksilanazın 1mM Co+2 

varlığında aktivitesi %139’a ulaşmıştır (Li vd., 2018). 5 mM Fe+2 varlığı Talaromyces 

amestolkiae’den elde edilen ksilanazın aktivitesini %125’e arttırmıştır (Nieto-

Dominguez vd., 2015). 

 

1.14.6. Km ve Vmax 

Bugüne kadar yapılan birçok çalışmada birçok ksilanazın kinetik parametreleri 

açığa çıkarılmış ve enzimlerin büyük bir çoğunluğun Micheal-Menten grafiğine uygun 

olduğu gözlemlenmiştir. Bu çalışmalara bakıldığında değerlerin 0,0099-80,14 mM 

arasında değişkenlik gösterdiği ortaya koyulmuştur. Yapılan bir çalışmada subsrat 

olarak ksilobiyozun kullanıldığı Halalkalibacterium halodurans’tan elde edilen 

ksilanazın Km değerinin 80,14 mM olduğu bulunmuştur (Muzard vd., 2009). 
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Ksiloheksozun subsrat olarak kulanıdığı Rasamsonia emersonii’ den izole edilen 

ksilanazın Km değerinin 0,09 mM olduğu gözlemlenmiştir (Rasmussen vd., 2006). 

Bifidobacterium breve’deki ksilanazın Km değeri 0,05 mM’dır (Hyun vd., 2012). Yine 

başka bir çalışmada 4-nitropfenil alfa-L-arabinofuranozidazın subsrat olarak 

kullanıldığı Thermotoga petrophila’dan izole edilen ksilanazın Km değeri 6,125 mM 

olduğu bildirilmiştir (Zhang vd., 2019). 

 

1.15. Termofilik Ksilanazlar 

Thermonospora fusca (McCarthy vd., 1985), termofilik Bacillus sp. 

(Gruninger & Fiechter, 1986) ve Bacillus stearothermophilus (Khasin vd., 1993) gibi 

termofilik bakterilerin ürettiği ksilanazlar, 65-80°C aralığında optimum sıcaklıkta 

aktivite gösterir. 37°C'de termotoleranslı bir Aspergillus suşu tarafından üretilen 

termostabil ksilanaz, 80°C'de maksimum aktivite gösterir (Mendicuti vd., 1997). 

Termofilik anaerob Clostridium stercorarium’un ürettiği ksilanaz A, optimum 70°C 

sıcaklığa ve 80°C 'de 90 dakikalık bir yarı ömre sahipken, Thermotoga sp.'den izole 

edilen ksilanazın pH 5,5'te optimum 105°C 'lik bir sıcaklığa ve 95°C'de 90 dakikalık 

bir yarı ömre sahiptir (Simpson vd., 1991). Dictyoglomus sp.'in ürettiği ksilanaz 90°C 

'de 80 dakikalık bir yarı ömür sergilemiştir (Mathrani & Ahring, 1991). Termofilik 

mantarlar arasında, Thermoascus aurantiacus'taki ksilanazın 24 saat boyunca 70°C'de 

stabil olduğu ve 80°C'de 54 dakikalık bir yarı ömre sahip olduğu bilinmektedir (Yu 

vd., 1987). Termostabil ksilanazlar üreten diğer termofilik mantarlar arasında pH 5-

6.5'ta 65- 75°C'lik sıcaklıkta optimum aktivite gösteren Paecilomyces variota 

(Krishnamurthy & Vithayathil, 1989) ve T. byssochlamydoides (Yoshika vd., 1981) 

bulunur. Son zamanlarda, termofilik aktinomisit Microtetraspora flexuosa SIIX'ten 

elde edilen endoksilanazların, pH 6.0'da 80°C'lik optimum sıcaklığa sahip olduğu 

gözlemlenmiştir (Berens vd., 1996). Aktinomisetlerde ksilan parçalayıcı enzimlerin 

yaygınlığına rağmen, Microbispora, Saccharomonospora, vb. gibi diğer termofilik 

aktinomisetler gruplarındaki ksilanazlar hakkında ise nispeten az bilgi mevcuttur. 

Tablo 1‘de, ksilanaz üreten termofilik organizmalardan birkaçı tanımlamaktadır. 
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Tablo 1. Ksilanaz üreten bazı termofilik mikroorganizmalar 

Kaynak 

Termofilik Bakteri 
Ksilanaz 

Optimum Şartlar 

 Referans 
Büyüme Aktivite 

pH 
Sıcaklık 

(°C) pH 
Sıcaklık 

(°C) 

Bacillus acidocaldarius  3,5-

4,0 

65 4,0 80 Uchino ve Fukuda, 

1983 

Thermobifida fusca  - - - 55-60 Weng ve Sun, 2005 

  

Bacillus sp. 41M-1 

 - - - 55 Umemoto vd., 2009 

Bacillus licheniformis X-II - - 7,0 75 Damiano vd., 2006 

Bacillus 

thermoalkalophilus 

 9,0 60 6,0-
7,0 

60-70 Rajaram ve Varma, 

1990 

Lentinula edodes Xyl16-3 - - 5,0 90 Ramos vd., 2000 

Thermobifida fusca  - - 7,0 80 Zhao vd., 2015 

Thermotoga petrophila A5IL00 - - - 90 Ul Haq vd.,2012 

Thermophilic bacillus sp  7,0 65 6,5-
7,0 

78 Gruninger & 

Fiechter, 1986 

Thermotoga maritima 

(MSB 8) 

A 7,0 80 6,2 92 Winterhalter & 

Liebl, 1995 

Pseudozyma hubeiensis  - - - 55-60 Adsul vd., 2009 

 

Hodgson'un (1994)’un bahsettiği gibi, çoğunlukla yüksek teknolojiye dayanan 

endüstriyel enzimlerin gelecekteki senaryosunda etkileyici değişiklikler 

öngörülmektedir. Novo, Genencor ve Diversa gibi çok uluslu şirketler, benzersiz 

mikroorganizmalardan oluşan geniş bir kültür koleksiyonu oluşturarak ve enzim 

faaliyetlerini tarayarak biyolojik çeşitliliği harekete geçirmeyi planlamaktadır. Diversa 

(eski adıyla Rekombinant Biyokataliz), tüm ekstremofilik canlılardaki DNA'yı 

spesifik olarak toplayıp ve DNA'dan türetilen ekspresyon kütüphanelerinin 

biyoplanlamasını gerçekleştirmek için bilinen enzim dizilerine dayanan problar 

oluşturmaktadır. Onları kullanan şirketler için ne kadar önemli finansal etkiye sahip 

olduğu bilinen ekstremozimlerin, yılda 80 milyon dolarlık satışa sahip olan Taq 

polimeraz örneğinden açıkça anlaşılmaktadır (Persidis, 1998). Ekstrem ortamlardan 

izole edilen enzimlerin belirli uygulamalarda kullanılmasında istenilen işlevlere sahip 

yeni işlevli proteinler olarak tasarlanıp kullanılması sağlanır. İlginç ve yeni özelliklere 

sahip olmalarına rağmen, ekstremofilik enzimler henüz ticarileştirilmemiştir. Son 
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zamanlarda, Genencor International (Rochester, NY), deterjan ve kumaş 

endüstrilerinde kullanılmak üzere alkali bir bakteriden izole edilen selülaz 103'ü 

piyasaya tanıtmıştır. Bu ekstremolekülün ilk büyük ölçekli ticari uygulamasıdır. 

Rekombinant DNA teknolojisinin ve protein mühendisliğinin ortaya çıkışıyla, bu tür 

enzimler için muazzam bir gelecek öngörülmektedir (Chen vd., 2018). 

 

1.16. Ksilanaz Gen Kaynakları 

 Ksilanaz üreten mikroorganizmalar bazı özelliklerine göre şu şekilde 

sıralanmıştır (Köksal, 1998). Bakterilerden örnek olarak; Bacillus sp., Cellulumonas 

fimi, Staphylococcus sp. SG-1, Thermotoga maritima MSB8 vb verilebilir. 

Funguslardan; Trichoderma, Fusarium, Thermomyces gibi türler Aspergillus niger ve 

Aspergilius nidulans gibi küf mantarlarının da ksilanaz ürettiği bilinmektedir. 

Actinomyceteslerde Thermomonospora curvata, Streptomyces sp gibi türlerle 

rekombinant mikroorganizmalar da ksilanaz üreten canlılar arasında yer aldığı 

bilinmektedir. 

 

1.17. Ksilanaz Genlerinin Klonlanması ve Ekspresyonu 

 

1.17.1. Ksilanaz Genlerinin Ekspresyonu 

Ksilanaz üretiminin ticari olarak gerçekleştirilmesi ve ekonomik 

uygulanabilirliği için, enzimleri hiper üretebilen organizmaları tanımlamak gerekir. 

Rekombinant DNA teknikleri, protein üretimini arttırmanın yollarını kullanır. 

Ksilanaz genleri, farklı mikrobiyal cinslerden çeşitli uygun konakçılara klonlanmıştır. 

Ksilan parçalayıcı enzimleri kodlayan bakteri genlerinin, genoma bitişik veya 

selülazla ilişkili fonksiyonları kodlayan diğer genlere yakın olduğu bulunmuştur. 

Pseudomonas fluorescens subsp.’te selülaz, ksilanaz ve arabinofuranosidaz genleri 

aynı yönde transkribe edilmiş ve sadece 148 bp (Kellett vd., 1990) ile ayrılırken, ikinci 

ksilanaz geni endoglukanaz geninin 125 bp'si içinde haritalandırılmıştır. Bacillus 

polymyxa türünde, ksilanaz ve endoglukanaz genleri 155 bp (Gosalves vd., 1991) ile 

ayrılmıştır. Benzer şekilde, ksilanaz ve L-ksilosidaz genleri arasındaki yakın bağlantı, 

Bacillus pumilus (Moriyama vd., 1987) ve Caldicellulosiruptor saccharolyticus'da 

(Luthi vd., 1990) vardır. Ksilan parçalayıcı enzimleri kodlayan genlerin bu sıklıkta 
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kümelenmesine rağmen, polisistronik transkripsiyon için kanıt yoktur (Hazlewood & 

Gilbert, 1993). Bacillus stearothermophilus’un 21 genomunun 4.2-kb kromozomal 

segmentinin nükleotid sekans verileri, L-ksilosidaz geninin ksilanaz geninin yukarı 

akımında bulunduğunu göstermiştir. Daha ileri analizlerde, iki genin sadece 2 bp ile 

ayrıldığını ve bağımsız olarak transkribe edildiğini gösterilmiştir (Baba vd., 1994). 

 

1.17.2. Heterolog Klonlama 

Ksilanaz genleri birçok çalışmada, farklı mikrobiyal cinslerden izole edilmiş 

ve E. coli ile eksprese edilmiştir. E. coli’deki ekspresyon genellikle ana organizmadan 

daha düşük bulunmakla birlikte sitoplazmik veya periplazmik parçalara bağlanır. E. 

coli'de gerçekleşen glikozilasyon ve rekombinant ksilanazlardaki hücre içi birikimi 

gibi post-translasyonel modifikasyon yokluğu, düşük aktivite seviyesine neden 

olmaktadır. Rekombinant E. coli'de alkalifilik Aeromonas (Kudo vd., 1985) , alkalifilik 

Bacillus (Honda vd., 1985), termofilik Bacillus sp. (Shendye & Rao, 1993) ve 

Cellulomonas sp. (Bhalerao vd., 1990)'deki ksilanazlar hücre dışı aktivite gösteren 

enzimlerdir. Bacillus stearothermophilus T-6'dan klonlanan ksilanaz geninin pH 9.0 

ve 65 °C'de optimal aktivitede olması onun ilgi çekici olduğunu göstermiştir (Gat vd., 

1994). Çeşitli organizmalarda varlığı tespit edilen ksilanazların klonlanması ve 

ekspresyonu ile ilgili bilgiler Tablo 2'de özetlenmiştir. 
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Tablo 2. Ksilanaz geninin klonlandığı bazı mikroorganizmalar 
Organizma 
kaynağı 

Vektör Moleküler ağırlığı 
(MW kDa) 

Ekspres 
edilen 
ksilanaz 
miktarı 
(U ml-1) 

Referans 

  Yabanıl 
protein 

Rekombinant 
protein 

  

Bacillus sp. 
C125 

pBR 322 43 43 0.47 Honda vd.,1985 

B. circulans 
NRC 9024 

pUC 19 59 59 0.04 Yang vd., 1989 

B. polymyxa 
NRC 2822 

pBR 322 51 48 0.037 Yang, vd., 1988 

Aspergillus niger pPICZαBNH8 - - - Choengpanya vd., 
2015 

Medicago sativa pISV2678 - - - Xiong vd.,2007 
Bacillus sp. 
NCIM 59 

pUC 8 35 35 2.0 Shendye & Rao, 
1993 

Prevotella 
ruminicola 

pET-28a - - - Dodd vd., 2009 

Paenibacillus 
curdlanolyticus 

pET-28a(+) - - - Teeravivattanakit 
vd., 2016 

Bacillus pumilus pET21a - - - Park vd., 2017 
 

Ksilanolitik organizmaların çoğu, tek bir gen ürününün transkript sonrası 

işlenmesinden veya daha sık olarak çoklu genlerin ürünleri olarak ortaya çıkabileceği 

çoklu izomerik formları üretir. Ksilanazların heterojenliğinin nedeni, diferansiyel 

glikozilasyon veya proteoliz gibi post-translasyonel modifikasyonlara bağlanmıştır 

(Hazlewood & Gilbert, 1993). Daha önceki çalışmalarda Aeromonas sp.'den elde 

edilen iki ksilanazın, benzer hidrolitik immünolojik ve fizikokimyasal özelliklerinden 

dolayı aynı genden farklı olarak modifiye edilmiş ürünler gibi göründüğü 

gözlemlenmiştir (Wong vd., 1988). 

 

1.17.3. Escherichia coli’de Ekspresyon 

E. coli'de ekspresyon ile ksilanaz üretimi, alkali Aeromonas sp. (Kudo vd., 

1985), Bacteroides ruminicola (Whitehead & Hespell, 1989) ve Fibrobacter 

succinogenes 135 (Hu vd., 1991) gibi suşlarda yapılmıştır. C. saccharolyticum 

suşunda bulunan termostabil bir ksilanaz klonlanmış ve E. coli'de yüksek miktarda 

eksprese edilmiştir. Rekombinant olarak eksprese edilen enzimin, 80 °C'de 2-3 

dakikalık bir termal yarı ömre sahip olduğu bulunmuştur (Luthi vd., 1990). Her ne 

kadar bu enzim endüstriyel uygulama için ideal kriterlere sahip olamasa da, izole 



  

24 

edilmiş genin kendisi, biyoteknolojik çalışmalarda enziminin özelliklerini daha da 

iyileştirmede mutagenez için bir başlangıç materyalini oluşturur. Son zamanlarda Koo 

ve arkadaşları (1996) yaptıkları çalışmada, konakçı E. coli'deki suşundan aldıkları 

ksilanazı çok yüksek miktarda ekpres etmişlerdir. Rekombinant enzimin, pH 5,4'te 

60°C'lik optimum sıcaklıktaki aktiviteye sahip olduğunu bulmuşlardır. E. coli konakçı 

suşunda B. subtilis ve B. circulans ksilanazının ekspresyonu da yapılmıştır. B. 

circulans ksilanazını kodlayan bir gen, E. coli'de kullanılan dejenere kodonların 

frekansını taklit etmek için tasarlanmıştır. Sentetik B. circulans geni daha sonra tek 

kodon ikamesi (Thr147Ser) yoluyla B. subtilis ksilanaz genine dönüştürülmüştür. Her 

iki sentetik geni içeren plazmidler, E. coli'de doğrudan ekspresyon için daha da 

modifiye edilmiştir. Lac promotörünün kontrolü altında, sitoplazmada çözelti 

formunda 300 mg l-1 kadar yüksek seviyelerde rekombinant ksilanaz üretilmiştir. 

Ürünlerin karakterizasyonu, saflaştırılmış rekombinant proteinin doğru şekilde 

işlendiğini ve enzimatik olarak aktif olduğunu göstermiştir (Sung vd., 1993). C. fimi 

cenA'nın 5' ucuna eklenmiş B. subtilis ksilanaz geni, E. coli'de yoğun olarak eksprese 

edilmiştir (Tomme vd., 1994). Bu füzyon proteinin hem mikrokristal selüloz hem de 

rejenere selüloz için güçlü afinite sergilediğini ortaya koymuştur. 

 

1.18.  Ksilanazda pH ve Sıcaklığın Etkisi  

Bakteriyel ve mantar kaynaklı ksilanazlar, mezofilik sıcaklıklarda (40-60 °C), 

nötr (özellikle bakteriyel ksilanaz) veya hafif asidik (özellikle mantar kaynaklı 

ksilanaz) pH’da optimum aktivite gösterir (Walia vd., 2014). Bunun yanısıra aşırı pH 

aralığında (2-11), 5 ile 105 °C arasında değişen sıcaklıkta ve ayrıca yüksek (NaCl-

30%) tuz konsantrasyonunda aktif ve kararlı olan ksilanazlar da vardır (Waino & 

Ingvorsen, 2003). Ekstrem habitatlara adapte olan mikroorganizmalar tarafından bu 

enzimler üretilir. Bakteriler, aktinomisetler ve mantarlar genel olarak asidik pH 

gereksinimlerinin aksine, büyüme ve enzim üretimi için nötre yakın pH’ya ihtiyaç 

duyarlar (Ball & McCarthy, 1989). Bununla birlikte, bazı alkalifilik basillerin büyüme 

ve enzim üretimi için pH aralığı 9- 10 civarı olan ortamları tercih ettiği bilinmektedir. 

(Okazaki vd., 1984). Streptomyces flavogriseus (Ishaque & Kluepfel, 1981) ve 

Bacillus sp. NCIM 59'da (Chauthaiwale & Rao, 1994) selülazlara ve ksilanazlara ek 

olarak eşzamanlı glikoz (ksiloz) izomeraz üretimi bilinmektedir. 
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Termofilik ksilanazların yüksek sıcaklıkta kontaminasyon riski en aza yakın ve 

subsrat viskozitesi de düşüktür. Birçok çalışmada sıcaklığın ksilanaz aktivitesi 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Termofilik ksilanazlarda sıcaklığnı arttığı 

çalışmalarda (özellikle 30 ve 60 °C’ deki sıcaklıklar arasında) aktivitesinin de arttığı 

gözlemlenmiştir (Maurelli vd., 2008; Murugan vd., 2011). Termofilik ksilanazların 

maksimum enzim aktivitesi 85°C olduğu bilinmektedir (Fan G vd., 2011; Luo vd., 

2009). Aynı şekilde sıcaklık kadar pH da ksilanaz aktivitesi üzerinde önemli bir 

parametredir. Ksilanazların maksimum aktivite gösterdiği aralık genellikle pH 4.0-7.0 

olduğu parametrelerdir. Bu aralığın dışındaki pH değerlerinde genellikle aktivite azalır 

(Pal & Kanum, 2011; Batista vd., 2017). Ancak yüksek pH (6.0-11.0) aralığında da 

aktivite gösteren ksilanazlar vardır (Barabote vd., 2010; Morris vd., 1998). 

 

1.19. Ksilanazların Sınıflandırılması 

Ksilanın karmaşıklığı ve heterojenliği, çeşitli ksilanazların bolluğunda 

özgüllükler, birincil diziler ve kıvrımlar yüzünden sadece substrat özgüllüğü ile bu 

enzimlerin sınıflandırılması sınırlamalara yol açmıştır. Fizikokimyasal özelliklerine 

göre sınıflandırılmış ksilanazlar moleküler ağırlığı (<30 kDa) ve bazik olan ve 

moleküler ağırlığı yüksek (>30 kDa) ve asidik olarak iki grup olarak ikiye ayrılır. 

(Wong & Saddler, 1992). Ksilanazların yaklaşık %70’i bu sistem tarafından 

sınıflandırılmasına rağmen özellikle mantar ksilanazları bu tip sınıflandırılmaya dahil 

değildir. Daha sonra eksiksiz bir sınıflandırma sistemiyle genel olarak glikosidazlar 

(EC 3.2.1.x) sınıfı altında ksilanazlar tanıtılmıştır (Yeğin & Büyükkilleci, 2015). 

Bu sistem katalitik enzimlerin birincil yapı karşılaştırmaları üzerine ve ilgili 

dizilerin ailelerinde gruplandırma yaparak sınıflandırılır.  

Ksilanolitik enzimler, ksilanı hidroliz eden enzimlerdir. Bunlar arasında β-1,4-

Endoksilanaz, β-Ksilozidaz, α-L-araninofuranozidaz, α-glukuronidaz, asetil ksilan 

esteraz ve fenolik asit (ferulik ve p-kumarik asit) esteraz yer almaktadır. 

Endo-1,4,-β-Ksilanaz: (1,4-β-D-xylanxylanohydrolase, EC. 3.2.1.8) Ksilan 

omurgasını rastgele hidroliz eden enzimdir. 

β-Ksilozidaz: (β-Xylosidase; 1,4-β-D-Xylosidase; 1,4-β-D-Xylan 

Xylohydrolase EC.3.2.1.37) 
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Kısa oligosakkaritleri parçalar. Ksilanda bulunan yan gruplar α-L-

Arabinofuranozidaz, α-D-glukuronidaz, galaktozidaz ve asetil ksilan esterazlar 

tarafından molekülden kopartılarak serbest kalırlar. 

Endoksilinazlar genel olarak bakteri ve mantar kaynaklı üretilen enzimlerdir. 

Bununla birlikte bitkisel kökenli endoksilanazlarda saptanmıştır. Su yumuşakçaları 

dahil bazı gelişmiş hayvanlarda da ksilan üretimi gerçekleştiği bildirilmiştir. 

Exo-1,4-β-D-Ksilozidaz (EC.3.2.1.37): D-ksiloz birimlerini indirgen olmayan 

uçtan keserek 1,4-β-D-ksilo-oligosakkarit hidrolizini katalizlenmesini sağlar. 

α-Arabinofuranozidazlar (EC:3.2.1.55): Ksilan hidrolizinde bazen birden 

fazla enzim görev almaktadır. 1,4-β-D-ksilan omurgasının hidrolizi sırasında β-1,4-

endoksilanaz ve yan zincirleri koparan enzimlerin aktif olduğu gözlemlenir. Asetil 

ksilan esteraz ve endoksilanaz arasındaki sinerjik etki asetil ksilanın hidrolizinde 

etkillidir. Asetik asit ksilan omurgasından asetil ksilan esteraz sayesinde ayrılır ve 

ksilan omurgası endoksilan için etkin hale getirilir. Bu sayede daha hızlı hidroliz 

meydana gelmektedir. Benzer şekilde, α-arabinofuranozidazların endoksilanazlara 

eklenmesi arabinoksilanların şekerleştirilmesini artırmaktadır. 

α-D-Glukuronidazlar (EC.3.2.1.1): Ksilozun ve D-glukuronik asidin 

arasındaki α-1,2-glikozidik bağını hidrolizleyen enzimlerdir. 

β-ksilozidazlar ve Endo-β-1,4 ksilanazlar glikozid hidrolaz (GH) enzim 

ailesine aittir. Glikozid hidrolazlar sınıflanddırmada farklı ailelere ayrılır. Bazı 

ailedeki protein katlanmalarındaki aminoasit sekansları daha fazla korunduğu için 

klanlara ayrılmıştır. Endo-ksilanaz ailesini 5,7,8,10,11,23 ve 26 klanları oluşturur. 

Endoksilanazlar literatürde aile 10 (eskiden F olarak bilinirdi) ve 11 (eskiden G olarak 

bilinirdi) olarak tanımlanmıştır.  

β-ksilozidazlar kendi içinde 3, 39, 43, 52 ve 54 glikozid hidrolazlar olarak beş 

klanda gruplandırılmışlardır. Aile 43 deki enzimler anomerik konfigürasyonu tersine 

çevirerek hidrolizi gerçekleştirirken; 3, 39, 52 ve 54 ailesindeki enzimler 

ksilooligomerlerin hidrolizini katalizler. CAZY veritabanına göre, 3, 39, 52 ve 54 

klanları β-ksilozidazları tanımlamaktadır (Yang & Wyman, 2004).  
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1.20. Aile 39 β-ksilozidaz Yapısı  

Thermoanaerobacterium saccharolyticum daki β-D-ksilozidaz yapısı aile 39 

glikozid hidrolazı için model olarak kullanılmış ve tanımlanmıştır. β-D-ksilozidaz 3 

farklı monomerlerin biraraya gelmeleriyle oluşmuştur. Bunlar; TIM makara 

katlanması (amino asit rezidü 15-357), 8 (β/α) bir katalitik etki alanı, β- sandviç 

domain (amino asit 1-14, 358-417, 449-500) ve küçük bir α-sarmal domain (418-448) 

tetrameridir. Enzimin aktif bölgesi D-ksilooligomerlerin üst tarafına bağlanır. Aktif 

bölgede Glu323 ve Glu323 aminoasitleri indrigeyici olmayan sırayı tanımak için 

anahtar rol oynar (Yang & Wyman, 2004). 

  

1.21. Ksilanazların Aile 10 ve Aile 11 Adıyla Sınıflandırılması 

Ksilanazın başka tipteki sınıflandırması aile 10 ve aile 11 olarak 

adlandırılmaktadır. Aile 10 daki ksilanazlar; düşük pH ve izoelekktrik noktasına sahip 

endoksilanazlar olup büyük molekül ağırlığına sahip proteinlerdir (Biely vd., 1997; 

Derewenda vd.,1994). Bu sınıflandırmadaki ailenin mensubu enzimlerin kısa zincirli 

ksilo-oligosakkaritlere ve yüksek aktiviteye sahip olduğu bilinmektedir (Biely vd., 

1997). Ayrıca bu türdeki ksilanazların subsrat özgüllüğü sadece ksilana değil selülozik 

gruplara karşı da aktivite göstermektedir. Aile 11 endoksilanazları ise yüksek pH ve 

izoelektrik noktasına sahip düşük ağırlıklı proteinlerdir. Bu sınıftaki enzimler gerçek 

ksilanazlar olarak bilinip uzun zincirli ksilooligosakkaritler üzerinde etkilidirler 

(Collins vd., 2005). Enzim sınıflandırma numarası EC.3.2.1.8’dir. CAZY gibi bilgi 

bankalarında yapılan taramalarda aile ;5, 7, 8, 16, 26, 43, 52 ve 62’de de ksilanaz 

aktivitesi görülebilmektedir. (Collins vd., 2005). 

 

1.22. Aile 10 Endoksilanaz Yapısı  

Thermoascus aurantiacus’taki termostabil ksilanazın kristal yapısı aile 10 

ksilanazının modeli olarak kullanılmıştır. Bu sekiz büyük alfa heliks silindirin yanyana 

sekiz temel paralel β şeritlerden oluşan 32,5 kDa polipeptid zindirdir. Altı kısa heliks 

polipeptid zinciri buna ek olarak protein yapısına dağıtılmışır. 
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Disülfid bağı ve tuz köprüsüyle proteinin termostabilitesi desteklenir. Aile 10 

klanın karakteristik bir özelliği olammakla birlikte bazı ksilanazlarda sarmalın 

dördüncü pozisyonundaki prolin rezidülerinin etkili protein ambalajı oluşturdukları 

bilinmektedir. Glutamat rezidülerinin aktif bölgesi (Glu 131 ve Glu 237) β4 ve β27 C 

terminal zincirlerine lokalize olmuştur. Molekülün şekli yan taraftan bakınca salata 

kasesini andırmaktadır. Molekülün alt yüzü esas olarak α-β katlanmalarından 

oluşmaktadır ve dar bir çapa sahiptir. α-β katlanmalarının olduğu alan büyük 

substratların bağlanma yarığını oluşturur. Bu enzim ailesinin ksilanı hidroliz etmesinin 

yanısıra selülaz ve endoksilanaz aktivitelerine de sahip olduğunu göstermektedir 

(Natesh vd., 1999). 

 

1.23. Aile 11 Endoksilanaz Yapısı  

Thermomyces lanuginosus’un endoksilanazı model olarak aile 11 ksilanazını 

açıklamak için kullanılmıştır. 25 kD’luk globular proteini 585 bazçiftlik kodlama 

dizisi ve 17 Å’ü kapsayan iki β-katlansı oluşturur. Dış tabakada bulunan A 

katlanmasını polar ve yüksüz serin, treonin aminoasitlerinı içeren antiparalel β iplikleri 

oluşturur. B katlanmasını; 9 tane antiparalel β-lif oluşturur. Ön kısmı aktif bölge 

oluşturucusuna sahipken arka kısmı katlanma A ile bağlanır ve enzimin hidrofobik 

çekirdeğini oluşturmaktadır. 10 aminoasitlik α-heliks A ve B katlanmalarının birleşme 

yerini oluşturur. Genel yapısı iki β-katlanma ve α-heliks parmaklara sahip olup avuç 

içindeki iki loop bölgesi baş parmak şeklinde görüldüğü için sağ ele benzetilmektedir. 

Yüklü amino asitlerin ve disülfid bağının eşit dağılımı proteinin termostabilitesine 

katkı sağlamaktadır. Aktif bölge yapısının aminoasitleri Glu 86 (nükleofil) ve Glu 178 

(asit/baz) dir (Gruber vd., 1998). 

 

1.24. Ksilanazların Bazı Uygulama Alanları 

Biyoteknolojik potansiyeli yüzünden özellikle mikroorganizma kaynaklı 

ksilanolitik enzimler endüstriyel alanda ilgi odağı olmuştur. Kâğıt, kâğıt hamuru, gıda 

ve hayvan yemi gibi başlıca endüstri alanında çok büyük öneme sahiptir. Ksilanazlar 

ekonomik potansiyeli yüksek enzimler olup; şeker şurupları, çözücüler ve sıvı 

yakıtlarda genel olarak kullanılmaktadır. (Beg vd., 2001).  
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Ksilanazlar aynı zamanda tarımsal atıkların fermantatif ürünlere 

parçalanmsında, ligno-selülozik materyalerin dönüşümünde, bira kıvamı gelişiminde, 

meyve sularının berraklaştırılmasında, hayvan yemlerinin sindirilmesi gibi endüstriyel 

alanda önemli potansiyele sahiptir. Ksilanazların kullanım alanları şu şekilde 

sıralanabilir: 

Kâğıt hamurunda beyazlaştırma işleminde klor kullanımını azalmasını sağlar 

ve lignini kâğıt hamurunda ayırır. Bu yüzden endüstriyel uygulamada tercih edilir. 

Ksilanaz sayesinde kâğıt hamurunun su tutuşu ve fibrilasyon artarken çözünen 

hamurda ksilan selektifi giderimini arttırır. 

Tavuk etinin verimini arttırmada, çavdar temelli yemlere ksilanaz uygulanması 

sonucunda viskosite düşmüş bunun sonucunda yemden etkin şekilde yararlanılmış ve 

tavukta kilo artışı sağlanmıştır. 

Ekmek kalitesinin arttırımı, ksilanazlarla birlikte amilazların kullanılmasıyla 

ekmek kalitesinde ve hacminde artış meydana gelmiştir (Maat vd., 1992). 

Tarım ve gıda endüstrisinde, ksilan endüstri atıklarında bol bulunur ve ksilanaz 

bunu ksiloza dönüştürür (Rani & Nand, 1996). Bitki hücre duvarlarında firosterollerin 

yağ açilasyonunu ve glikolizayonunu indükler. 

Biyoyakıt üretiminde, mannanaz, ligninaz, ksilozidaz, glukanaz, glukozidaz 

gibi enzimlerle birlikte ksilanazlar lignoselülozik materyallerin etanol ve ksilitol gibi 

yakıtlara dönüşümünü sağlar. Etanol üretiminde serbest şekerlerin üretilmesiyle 

karbonhidrat polimerlerinin depolimerizasyonu gerçekleşir. Bunun sonucunda etanol 

üretiminde pentoz ve heksoz şekerleri karışım fermantasyonunda kullanılır. 

Ksilanolitik enzim sistemleri pektinolitik enzim sistemleriyle birlikte kenevir 

gibi lifli bitkilerde bulunan reçine benzeri ürünlerin arındırılmasını gerçekleştirir. 

Odun işlemede ksilanaz-pektinaz kombinasyonu kabuktan arındırma işlemlerinde de 

kullanılmaktadır (Beg vd., 2001). 

 

1.25. Termofilik Ksilanaz Uygulaması 

Özellikle ticari uygulamalarda biyoteknolojik potansiyeli nedeniyle, yaygın 

olarak mikroorganizmalardan üretilen ksilanazlar kullanılmaktadır. Aşırı sıcak 

ortamlar, çoğu canlı organizmanın yaşayamayacağı ancak termofilik organizmaların 

rahat büyüyebileceği şartlardadır. Mikroorganizmalar aşırı düşük ya da yüksek 
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sıcaklıklara, yüksek tuz konsantrasyonları ve aşırı pH aralığında yaşama kabiliyetine 

sahiptirler. Ektremofillerden üretilen ksilanazlar benzersiz özellikleriyle aşırı 

koşullara dayanabilir ve denatüre olmadan endüstriyel işleme tabi tutulabilmektedirler. 

Ayrıca azaltılmış kontaminasyon riski, iyileştirilmiş transfer hızı, düşük viskozite ve 

subsratların yüksek çözünürlüğü nedeniyle de ekstremofilik mikroorganizma kaynaklı 

enzimler tercih edilme sebebidir. Endüstriyel termostabilite süreç koşulları altında 

biyokatalizörlerin etkin kalma sürelerini uzatabilir ve böylece maliyeti düşürür. 

Biyoteknolojinin yüksek talebi tercihen yeni biyokatalizörlerde protein mühendisliği, 

metabolomik, gen karıştırma ve genetik gibi yeni tekniklerin hızlı gelişimi ve yeni 

endüstriyel türetilen biyokatalizörlere dayalı süreçlerde ekstremofillerden 

yararlanılmaktadır. Termofilik ksilanazların çok çeşitli endüstriyel süreçlerde 

potansiyel uygulamaları sanayinin tüm sektörlerini kapsamaktadır. Bu nedenle 

endüstride kullanılan enzimlerin değerini keşfetmeyi amaçlayan araştırma çalışmaları 

çekici konulardır (Gul-Guven, 2011). 

Termofilik ksilanazlar hamur için genellikle yüksek sıcaklık ve alkali pH 

değerlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Biyoteknolojik özellikleri nedeniyle 

biyoyakıt üretimininde de değerlidir. Biyokütlede yüksek hemiselüloz içeriğini 

korumak ve maliyetleri azaltmak için etanol endüstrisinde hafif ön işlemler 

kullanılmaktadır. Yüksek biyoetanol üretimi ile şekerler ksilanazların takviyesi ile 

sakkarifikasyon sırasında indirgemeyi kullanılabilirliğini arttırır (Chakdar vd., 2016) 

Termofilik ksilanazlar hayvan yemi endüstrisinde de yaygın olarak kullanılır. Tarımsal 

ön arıtmada ksilanaz içeren ürünler (hayvan yemi) ruminantlarda besin değerini arttır 

ve sindirime yardımcı olur.  

 

1.26. Protein Mühendisliği 

Ksilanazların biyoteknolojik uygulamaları, geniş bir pH ve sıcaklık aralığına 

sahip ısıl enzim preparatını gerektirir. İdeal enzim preparatının mevcudiyeti sınırlı 

olduğundan, protein mühendisliği çalışmalarının ksilanazlara uygulanması önem 

kazanmıştır. Protein mühendisliği aynı zamanda spesifik bir enzimin aktif bölgesini 

tanımlar ve bölgeye yönelik mutajenez tasarlayarak proteini yeniden yaratacak 

teknolojiyi sağlar. Enzimin aktif bölgesinin kimyasal modifikasyonu, X-ray 

kristalografik verileri ve bölgenin mutajenez ile tanımlanması, ksilanazların yapı-
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fonksiyon korelasyonu ile ilgili temel bilgileri sağlamıştır (Karakuş, 2021). Yapılan 

çalışmalar, ksilanaz geninin enzimatik özellikler için spesifik manipülasyonunu ve 

protein mühendisliğinin temelini oluşturmuştur. 

 

1.27. Enzim Üretiminde Rekombinant DNA Teknolojisi  

Doğal olarak bir arada bulunmayan DNA moleküllerinin birleştirilerek 

oluşturulan yeni kombinasyona rekombinant DNA denir. Virüs ve bakterilerle yapılan 

çalışmalarla geliştirilen genetik teknikler ve nükleik asit biyokimyası metodunun 

birleştirilmesiyle rekombinant DNA teknolojisi oluşur (Klug & Cummings, 2003). 

Gen klonlama süreci rekombinant DNA teknolojisinin temelini oluşturur. Bu sürecin 

basamaklarını Klug ve Cummings (2003) şöyle sıralamıştır.  

- Kaynaktan DNA izolasyonu 

- DNA sırasına özgün olup bu diziyi tanıyıp kesen restriksiyon enzimleri küçük 

DNA fragmentlerini oluşturur. 

- Taşıyıcı vektör yada molekül kesilmiş fragmentlerle birleştirilir ve bu yeni 

oluşan yapıya rekombinant DNA molekülü denir. 

- Yeni oluşan rekombinant molekülü konakçının kendi DNA sıyla birilikte 

binlerce kopyasını oluşturur.  

- Kopyalarını taşıyan konakçı hücre topluluğu oluşur. 

- Rekombinant DNA konakçı hücrelerden izole edilebilir ve araştırma 

yapılabilir. 

- Klonlanmış DNA transkripsiyondan sonra, mRNA’sı translasyona 

yönlendirilebilir, gen ürünü izole edilebilir ve araştırma için ya da ticari 

amaçlarla satılmak için kullanılabilir. 

Bir genin klonlanması, büyük miktarda proteinin üretilmesi daha büyük bir 

tasarımda sadece ilk basamağı oluşturur. Asıl ilgilenilen konu genin kendisinden çok 

protein ürünüdür. Özellikle proteinin araştırma değeri olan, ticari ve tedavi edici 

özeliği varsa bu çalışmayı daha çok cazip hale getirir (Nelson & Cox, 2005). 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Çalışmada Kullanılan Malzemeler 

 Bu çalışmada kullanılan Anoxybacillus ayderensis (NCCB 100050), 

Escherichia coli DH5α ve E. coli BL21 (DE3) bakteri suşları, Su Ürünleri Fakültesi 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarı'ndaki bakteri kültürü koleksiyonumuzdan 

kolaylıkla temin edilebilmektedir. Kimyasal ve cihazlar: Luria Bertani (LB)-Broth, 

LB-Agar, Bakteriyolojik Agar (BA), D-ksiloz, İzopropil β-D-1-tiyogalaktopiranosid 

(IPTG), sığır serum albümini (BSA), glisin, hidroklorik asit (HCl), NaOH , potasyum 

sodyum tartarat, etil alkol ve dinitrosalisilik asit, Sigma-Aldrich, Almanya'dan temin 

edildi; lizozim, fosforik asit amonyum sülfat sodyum asetat, Tris, K2HPO4, KH2PO4, 

metal iyonları (AlCl3, AgSO4, SrCl2, SnCl2, MnCl2, ZnSO4, SbCl3, CdCl2, Co(NO3)2, 

NiCl2, Pb(NO3)2, Bi5O ( Merck, Almanya), CuS04, Na2Mo04, BaCl2, HgCl2, FeCl3, 

CrCl3, CaCl2, NaCl2 ve MgS04), aseton, borik asit ve p-merkaptoetanol; kanamisin, 

Commassie Brilliant Blue G-250, Commassie Brilliant Blue R-250, gliserol, TEMED, 

üre, dithiothreitol (DTT), Akrilamid/Bisakrilamid Çözeltisi, PureLink™ Genomic 

DNA Mini Kit (K182002), EcoRV kesim enzimi ve TriTrack Thermo Fisher 

Scientific, New England Biolabs, İngiltere'den Q5® yüksek kaliteli DNA Polimeraz 

(M0491S); Serva-ksilan; DEAE-Sepharose, Phenyl Sepharose 6 Sigma, pKI1.1R 

vektörü-Novagen, pET-28a(+); Takara'dan T4 DNA Ligaz ve In-Fusion® HD 

Klonlama Kiti. 

 

2.2. Ksilanazın Nitel Olarak Belirlenmesi 

 

Ksilanlı Besiyeri: Anoxybacillus ayderensis’in ksilanaz aktivite varlığının 

belirlenmesi ve enzim üretimi amacıyla kullanılmıştır. (Gessesse, 1998). 

Bileşimi  g/L 

Pepton   5 

Maya Özütü  1 

MgSO4.7H2O  0,2 

CaCl2.2H2O  0,1 

K2HPO4  1 
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NaCl   5 

Ksilan   5 

Agar-agar  15 

 

Kongo Kırmızısı (%0.1) Çözeltisi: Katı besiyerinde ksilanaz aktivitesinin 

gösterilmesi için % 0.1‘lik Kongo kırmızısı 100 ml distile suda çözülerek 

hazırlanmıştır (Voget vd., 2006). 

NaCl Çözeltisi: Petri kutusunda ksilanaz aktivitesini belirlemek için ve 

aktivite rengini görünür hale getirmede 1 M NaCl yıkama solüsyonu olarak 

kullanılmıştır.  

Gece Kültür Ekimi: Biyogüvenlik kabini içerisinde Anoxybacillus ayderensis 

stoğundan tek koloni seçilip 10 mL hacimdeki LB besiyerine ekim yapılmıştır. Daha 

sonra 55°C’de 24 saat boyunca çalkalamalı inkübatörde çoğalmaya bırakıldı.  

İnkübasyon: 24 saat boyunca üreyen ön kültürlerden 20 µl alınıp yeni LB + 

%1 ksilan eklenerek hazırlanan katı besiyerlerine ekimi yapılmış ve 48 saat boyunca 

inkübe edilmiştir (55°C). 

Boyama: İnkübasyonu tamamlanan kültürlerin üzeri %0,1’ lik kongo kırmızı 

çözeltisi ile kaplanmış ve 15 dak. inkübe edilmiştir. 

Yıkama: İnkübasyon sonrasında boyadan sonra petri yüzeylerine 1 M NaCl 

çözeltisi eklenmiş ve tekrar 15 dak. inkübe edilmiştir. Etraflarında sarı hidroliz zonu 

bulunan suş ksilanaz pozitif olarak değerlendirilmiştir (Voget vd., 2006). 

 

2.3.  Genom Çapında Analiz Yapılarak A. ayderensis'te Olası Ksilanaz 

Genlerinin Belirlenmesi 

Ksilanazlar glikozit hidrolazlar olup (GH'ler) ve aminoasit dizilerine göre 

GH10 veya GH11 ailesine aittir. Bu çalışmada, A. ayderensis’te GH10 ve GH11 

familyalarına ait ksilanaz genleri araştırılmıştır. İlk adım olarak CAZY veritabanında, 

anahtar kelimeler olan ksilanaz ailesini belirten GH10 ve GH11 terimleri kullanılarak 

tarama yapıldı (Drula vd., 2022) (http://www.cazy.org/). Tarama sonucunda, 

Anoxybacillus türleri ile yakından ilişkili türler olan Geobacillus sp.'nin GH10 

(GenBank ABI49937.2) ve GH11 (GenBank AAB72117.1) familyalarına ait ksilanaz 

genleri CAZY'den tespit edildi (Drula vd., 2022) (http://www.cazy.org/). Daha sonra 
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elde edilen genlerin protein dizileri Fasta formatında indirildi. Aynı zamanda, A. 

ayderensis'in proteomu Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) Genomundan 

indirildi (https://usegalaxy.eu/). GH10 ve GH11 alanlarını içeren proteinleri 

tanımlamak için, GH10 ve GH11 ailelerine ait Geobacillus türlerinden ksilanaz protein 

dizileri, Galaxy Europe veri tabanı kullanılarak A. ayderensis'in tüm proteomuna karşı 

tarandı (Paysan-Lafosse vd., 2022) (https://usegalaxy.eu/). GH10 ve GH11 alanlarının 

potansiyel genleri, Anoxybacillus ayderensis’te tespit edildi ve bu genin varlığı 

NCBI’da Korunmuş Alan Araştırması 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), InterPro (Paysan-Lafosse 

vd., 2022) ve Prosite veritabanlarında (https://prosite.expasy.org/scanprosite/) 

doğrulandı (Christian, 2013). Bu domain yapısı TBtools yazılımı kullanılarak 

görselleştirildi (https://github.com/CJ-Chen/TBtools). Belirsiz bir dizilime sahip veya 

GH10 ve GH11 dizilimine olmayan diğer protein ailelerinden gelen protein dizileri 

elimine edildi. Son olarak, kalan protein dizileri Anoxybacillus GH10 ve GH11 

ailelerine ait olarak kategorize edildi ve daha sonraki araştırmalar için kullanıldı. 

Enzimlerin gen dizilerinde sinyal peptid sekansının varlığı; SignalP sürüm 5.0 

kullanılarak enzimin hücre içi veya hücre dışı olduğunu belirlemek için kullanıldı 

(Armenteros vd., 2019). (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/). 

 

2.4.  A. ayderensis xyn Gen Dizisinin Belirlenmesi ve Enzimin 

Modellenmesi 

Başlangıç ve stop kodonları da dahil olmak üzere xyn gen dizisinin primerleri, 

NCBI Primer3 programı ile tasarlanmıştır (Untergasser vd., 2012). 

(https://primer3.ut.ee/). Primerler forward ve reverse olarak 329aaSekXyn-F (5'-

ATGATTCCGTCGTTACGTGAAGTG-3') ve 329aaSekXyn-R (5'-

TTAACATGTACAGACTTTCCAAAAAGC-3') olarak tasarlandı. A. ayderensis'in 

genomik DNA'sı, üretici firmanın talimatlarına göre PureLink™ Genomik DNA Mini 

Kiti (K18200) ile üretici firmanın önerdiği protokol uygulanarak izole edildi. DNA'nın 

saflığı ve konsantrasyonu SPECTROstar Nano (BMG Labtech) cihazı kullanılarak 

belirlendi. PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), aşağıdaki bileşenlerle birlikte:  

- 1 μL (329aaSeqXyn-F ve 329aaSeqXyn-R) her bir primerden,  

- 0.75 μL dNTP (10 mM),  

https://primer3.ut.ee/
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- 0,25 μL 5X Q5 Reaksiyon Tamponu,  

- 0.25 μL Q5 High-Fidelity DNA Polimeraz (M0491S, NEB) ve 

- 2.5 μL Kalıp DNA (20 ng/μL),  

- Toplam 25 μL reaksiyon hacminde olacak şekilde reaksiyon gerçekleştirildi. 

PCR şartları Karaoglu ve arkadaşlarının (2013) belirlediği inkübasyon 

şartlarına göre belirlendi. A. ayderensis'in xyn gen bölgesinin amplifikasyonundan 

sonra, 3 μL 6x TriTrack DNA yükleme boyası (Thermo, R1161) ile karıştırılmış PCR 

ürünü, 45 dakika boyunca 90 V boyunca agaroz (%0.8 w/h) jel elektroforezi (BioRad 

USA) üzerine yüklendi ve GelDoc Go Jel Görüntüleme Sistemi (BioRad, ABD) 

kullanılarak tespit edildi. Amplifiye edilmiş xyn geni, high fidelity enzim nedeniyle 

küt uçlarla elde edildi. Bu nedenle, üretici firmanın prosedürüne göre, PCR ürünü ve 

pKI1.1R vektörü EcoRV (EcoRV restriksiyon enzimi Thermo Fisher) tarafından 

kesildi. Kesilmiş ürünler 3 μL 6x TriTrack DNA yükleme boyası (Thermo, R1161) ile 

karıştırıldı ve agaroz (%0.8) jel elektroforezine yüklendi. 45 dakikalık jel elektroforezi 

yürümesinden sonra, gen ürünü ve pKI1.1R vektörü, FavorPrep GEL/PCR Saflaştırma 

Kiti ile agaroz jelden izole edildi. Gen ürünlerinin saflığı ve konsantrasyonları 

SPECTROstar Nano Mikroplaka Okuyucu (BMG Labtech) ile belirlendi. Daha sonra 

vektör ve gen ürünü, T4 DNA Ligase 2011A (Takara) kullanılarak gece boyunca 4 

°C'de ligasyonla birleştirildi. Ligasyon ürünleri CaCl2 yöntemi ile E. coli DH5α'ya 

konakçı hücreye ısı şoku yöntemiyle yani 43 derecede 30 saniye ve sonrasında buzda 

5 dakika bekletilerek rekombinant aktarıldı ve kanamisinli petride gece boyunca 37 

°C'de inkübe edildi. LB ortamı, bakterileri büyütmek için 100 mg/L spektinomisin ile 

desteklendi. Daha sonra petriden izole edilen plazmitler saflaştırılıp konsantrasyonu 

belirlendi. Klonlama işleminin performansını değerlendirmek için koloni PCR 

kullanıldı ve rekombinant plazmit, amplifiye edilmiş xyn geninin varlığını doğrulamak 

için Macrogen (Seul, Kore) tarafından dizilendi.  

Elde edilen, A. ayderensis ksilanazının amino asit sırası kullanılarak SWISS-

MODEL programı kullanılarak enzim modellendi ve olası üç boyutlu yapısı ortaya 

çıkarıldı (Waterhouse vd., 2018). Üç boyutlu yapısı daha önce karakterize edilmiş ve 

modellenmiş en yakın tür olan G. stearothermophilus ixt6'nın (ABI49937, PDB:1N82) 

ksilanazı, A. ayderensis'in ksilanazını modellemek için bir şablon olarak kullanılmıştır. 

Modellenen enzim ile substratı olan ksilan molekülü, AutoDock Vina programı 
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kullanılarak UCSF CHIMERA programı aracılığıyla (Genişletilebilir Moleküler 

Modelleme Sistemi) (Pettersen vd., 2004) moleküler docking yapılarak enzim substrat 

ilişkisi açığa çıkarıldı (Eberhardt vd., 2021). 

 

2.5. Enzimin Fiziksel Parametrelerinin Değerlendirilmesi 

ExPASy-ProtParam uygulaması; amino asitlerin sayısı ve bileşimi, moleküler 

ağırlık (MW), teorik izoelektrik nokta (pI), kararsızlık indeksi, alifatik indeks ve 

hidrofobikliğin genel ortalaması dahil olmak üzere bakteriyel ksilanazın olası 

fizyokimyasal parametrelerini analiz etmek için kullanıldı (Gasteiger vd., 2005). 

 

2.6. A. ayderensis xyn Geninin Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

A. ayderensis'in hücre içi ksilanazını kodlayan (329aa modeli) doğrulanmış gen 

bölgesi, pET-28a(+) ekspresyon vektörüne klonlandı. Bu çalışmada xyn genini pET-

28a(+) vektörüne klonlamak için In-Fusion Snap Assembly sistemi kullanıldı. Bu 

amaçla pET-28a(+) ekspresyon vektörünü liner hale getirmek için primer tasarımı 

Takara primer tasarım web sitesi olan uygulama kullanılarak tasarlanmıştır 

(https://www.takarabio.com/learning merkezleri/klonlama/primer-design-and-other-

tools). pET-28a(+) vektörünü (5368 bp) PCR ile liner hale getirmek için, 40 kb'ye 

kadar PCR ürünlerinin amplifikasyonuna izin veren iProof HF Master Mix (1725310, 

Biorad) kullanıldı. Tasarlanan primerler şu şekildedir; pET28aLrnz-F (5'-

GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAA-3') ve pET28aLrnz-R (5'-

TAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGA-3'). PCR reaksiyonu: 1 μL her primer 

(pET28aLrnz-F ve pET28aLrnz-R), 12.5 μL iProof HF Master Mix (1725310, Biorad) 

ve 2.5 μL kalıp DNA (20 ng/μL) olacak şekilde toplam 25 μL reaksiyon hacminde 

gerçekleştirildi. pET-28a(+) ekspresyon vektörü; 30 saniye boyunca 98°C'de ilk 

denatürasyon; 34 döngü (94°C'de 10 saniye denatürasyon, 60°C'de 30 saniye 

annealing, 72°C'de 2,5 dakika uzatma); ve son uzatma 72°C’de 2 dakika bekletilerek 

PCR ile vektör liner hale getirildi. Xyn geninin amplifikasyonu için tasarlanan 

primerler XynExsp-F (5'-

TTTCGGGCTTTGTTATTAACATGTACAGACTTTCCAAAAA-3') ve XynExsp-R 

(5'-AGAAGGAGATATACCATTCCGTCGTTACGTGAAGTGT-3') olarak 

adlandırılmıştır. PCR, her bir primerden 1 μL (XynExsp-F ve XynExsp-R), 12.5 μL 
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iProof HF Master Mix (1725310, Biorad) ve 2.5 μL kalıp DNA (20 ng/μL) kullanılarak 

toplam 25 μL reaksiyon hacminde gerçekleştirildi. Xyn geni, aşağıdaki program 

kullanılarak PCR ile amplifiye edildi: 30 saniye boyunca 98 ° C'de ilk denatürasyon; 

34 döngü (94 °C'de 10 saniye denatürasyon, 60 °C'de 30 saniye annealing, 72 °C'de 1 

dakika uzatma); ve son uzatma 72 °C’de 2 dakika boyunca. PCR'yi takiben, liner 

vektör ve amplifiye edilmiş xyn geni agaroz jel elektroforezinde (%0.8) yürütüldü. 

Daha sonra PCR ürünleri, FavorPrep™ GEL/PCR Saflaştırma Kiti (FAGCK 001) 

kullanılarak agaroz jelden izole edildi. İnsert DNA ve vektör miktarı, ligasyon 

reaksiyonunda In-Fusion molar oran hesaplayıcısı 

(https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/primer-design-and-other-

tools/in-fusion-molar-ratio-calculator) ile hesaplandı. Xyn geni pET-28a(+) 

ekspresyon vektörüne klonlanlamak için üretici firmanın prosedürüne göre Takara 

Company (In-Fusion Snap Assembly® klonlama kiti, 638948, Takara) tarafından 

geliştirilen In-Fusion HD Klonlama sistemi kullanıldı. Ligasyon ürünleri (pET-28a(+) 

+ xyn) ilk olarak Sambrook (1989)'dan modifiye edilmiş ısı şoku yöntemi ile E. coli 

DH5α suşuna aktarıldı ve plazmit izole edildikten sonra genin doğru klonlandığını 

doğrulamak için rekombinant plazmit Sanger ile dizilendi. Daha sonra rekombinant 

plazmit (pet28a(+) + xyn) E. coli DH5α'dan izole edilerek ısı-şok yöntemi ile E. coli 

BL21(DE3)'e aktarıldı. Rekombinant plazmit (pET-28a(+) + xyn) pETAAyXYN 

olarak adlandırıldı. 

 

2.7. Enzim Üretimi 

E.coli BL21/ pETAAyXYN sistemi ile enzim üretilmiştir. Daha sonra enzimin 

saflaştırılmasında kolon kromatografi yöntemleri kullanılmıştır. Üretilen enzim kaba 

ekstrakt olarak elde edildikten sonra sıcaklık uygulaması, iyon kolon kromatografisi 

ve hidrofobik kolon kromatografisi kullanılarak saflaştırılmaya çalışılmıştır. 

 

2.8. pETAAyXYN Enziminin Rekombinant Üretimi 

Steril Kabin içinde E. coli BL21/ pETAAyXYN klonlarından koloni 

seçildikten sonra 0,5 mM konsantrasyonlu 100 µl kanamisinli besiyerinde 37°C’de 18 

saat inkübasyona bırakılmıştır. Gece kültürü sonrasında dilüsyon yapılarak (O.D600’si 

0,1) kültür canlandırılmıştır. Taze kültürle yaklaşık iki saat boyunca O.D600’si 0,7-0,8 
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oluncaya kadar yine 37°C’de inkübe edilmiştir. Bu değere yaklaştığında steril son 

konsantrasyonu 1 mM olan IPTG eklenip 4 saat indüklenmesi sağlanmıştır. 

İnkübasyondan sonra kültür yüksek devirli santrifüj kullanılarak 9000 rpm’de 

10 dk boyunca çöktürülmüştür. Süpernatant ortamdan uzaklaştırılıp hücre pelletiyle 

devam edilmiştir. Pellet pH’sı 7 olan 12 ml 100 mM fosfat tampon içinde çözülmüştür. 

Sonra bu çözelti içine son konsantrasyonu 1 μg/mL olacak şekilde lizozim eklenip 

37°C’de 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında sonikatör cihazıyla 

(Sonics-Vibra cell) 2 dakikada 1 devir %20 güç ile hücreler patlatılmıştır. Patlatılan 

hücreler 15 dk 14.800 rpm‘de santrüj edilmiştir. Deneylere süpernatantla devam 

edilmiştir. Geri kalan hücre özütü aktivite ve saflaştırma işlemleri için kullanılmıştır.  

 

2.9. Isı Dejenerasyonu Uygulaması 

Anoxybacillus ayderensis kaynaklı ksilanaz termofilik karakterli bir enzimdir. 

E. coli BL21/ pETAAyXYN sistemi ile üretilen ksilanaz termofilik protein 

karakterdedir. Ekspresyon sırasında elde edilen proteinler yalnızca rekombinant 

ksilanazlar olmayıp, E. coli /BL21 hücresine ait proteinleri de içermektedir. Bu taşıyıcı 

kaynaklı proteinlerin büyük çoğunluğu mezofilik karakter taşımaktadır. Ortamda hem 

termofilik hem de mezofilik kayanaklı proteinler bulunduğu için, konakçı kaynaklı 

proteini uzaklaştırmada ısı şoku uygulaması yararlı olacaktır. Ayrıca bu ısı 

uygulamasından termofilik karakterli ksilanaz da çok az miktarda etkilenmektedir. 

Saflaştırmanın birinci basamağını bu ısı şoku uygulaması oluşturmaktadır. Hücre 

özütü 65°C’de 10 dakika ısı şokuna maruz bırakılarak mezofilik karakterdeki 

proteinler denatüre edildi. Denatürasyon sonrasında hücre özütü 14.800 rpm’de 20 dk 

santrifüj edildi ve ortamdan uzaklaştırıldı. Kalan enzim özütüyle enzim aktivitesi ve 

SDS-PAGE deneyleri yapıldı. Kalan özüt ile iyon değişim kromatografisi aşamasına 

geçildi. 

 

2.10.  İyon Değişim Kolon Kromatografisi 

Bu tekniğin temel prensibi proteinlerin izoelektrik noktalarına göre ayrılmasını 

kapsamaktadır. İyon değişim kolon kromatografisi uygulaması için dikey cam kolon 

kullanıldı. Kolon matriksi olarak pH’sı 7 fosfat tamponu ile dengelenmiş DEAE-

Sepharose fast flow (Sigma) tercih edildi. Bu kolonda negatif yüklü proteinlerin 
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kolona bağlanması hedeflendi. Tampon çözelti olarak pH’ı 7 olan 100 mM çözelti 

kullanılmıştır. İyon değişim kromatografisi deneyi için Biologic Lp System (Bio-Rad) 

cihazı kullanılmıştır. Programda şu şekilde; kolonun tamponla dengeye gelmesi (pH’ı 

7 olan 100 mM fosfat), enzim özütünün kolona yüklenmesi, gradient NaCl köprüsü 

(pH’ı 7 olan 100 mM fosfat) ve son olarak 1 M NaCl ile kolonun temizlenmesi strateji 

uygulandı. 

Isı şoku sonrası enzim özütü ile kolon akış hızı 1 ml/dk olacak şekilde protein 

geçişi sağlandı. Proteinler kolona yüklendikten sonra tutunmayan proteinlerin 

ortamdan uzaklaşması için kolondan tampon çözelti geçirildi. Sonrasında 0-0,6 M 

NaCl konsantrayonlu çözelti ile tuz köprüsü oluşturuldu. Ve program sonunda 1 M 

NaCl kolondan geçirilip temizlendi. Fraksiyondaki her bir tüpte 3 ml olacak şekilde 

proteinler yük dengesine göre ayrılmış oldu. Bu fraksiyondaki ksilanazlar da ksilanaz 

aktivitesi yapılarak bulundu. Bulunan ksilanazlar bir tüpte birleştirilerek aktivite ve 

protein miktarı deneyleri yapıldı ve daha sonraki saflaştırma işlemine geçildi. 

 

2.11. Hidrofobik Etkileşim Kolon Kromatografisi 

Bu yöntemin prensibi matrikse bağlı hidrofobik yan zincirler ile proteinlerin 

oluşturduğu hidrofobik etkileşime dayanmaktadır. Durgun matriks polimere bağlı ufak 

yüksüz (non-polar) gruplar içermektedir. Bu yöntemin amacı hidrofobisitelerine göre 

proteinleri ayırmaktır. Proteinlerin kolonla etkileşim derecesine göre farklı zamanlarda 

kolondan ayrılmaları gerekmektedir. Hidrofobik etkileşim kolon kromatografisi için 

Biologic Lp System (Bio-Rad) cihazı kullanılmıştır. Yine iyon değişim kolon 

kromatografisinde kullanılan kolon kullanılmıştır. Kolon malzemesi olarak phenyl 

sepharose fast flow önceden tamponla birlikte degaze edilmiştir. Kolon pH’sı 7 olan 

1,3 M amonyum sülfat içeren 100 mM çözelti ile dengeye getirilmiştir. Daha önce 

iyon kromatografisinde saflaştırılan enzim 2,6 M (NH4)2SO4 içeren tampon çözelti ile 

aynı bire bir oranda karıştırıldı. Enzimin de amonyum sülfat konsantrasyonu 1,3 M’a 

ayarlanmış oldu. Cihazda; kolonun dengeye gelmesi, enzim özütünün kolona 

verilmesi, 0-1,3 M (NH4)2SO4 gradient köprüsü ve kolonun temzilenmesi şeklinde 

program akışı kullanılarak ilerlendi. 

Enzim özütü kolona yüklendiğinde yüksek tuz ((NH4)SO4)konsantrasyonlu 

çözelti ile proteinlerin matrikse bağlanmasını sağlamış oldu. Bu akış 
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gerçekleştirildikten sonra kademeli olarak kolonun tuz ((NH4)SO4) konsantrasyonu 

1,3 M ‘dan 0 M’a indirildi. Fraksiyondaki tüplerde akış hızı 1 ml/dk olacak şekilde 

tampon çözelti toplandı. 280 nm’deki absorbans değerleri alınarak özellikle bu nm’de 

yüksek pik gösteren örneklerde enzim aktivitesine bakıldı. Ksilanaz aktivitesi bulunan 

tüpler birleştirilerek protein miktarının belirlenmesi ve diğer biyokimyasal anazlizlerin 

yapılması için bir araya toplandı. 

 

2.12. Biyokimyasal Çalışmalar 

 

2.12.1.  Protein Miktarının Belirlenmesi 

Protein miktarının sayısal olarak belirlenmesinde hassas ve genellikle de çok 

kullanılan Bradford (1976) yöntemi kullanıldı. Yöntem Coomassie Brillant Blue 

G250’nin pozitif yüklü proteinlere bağlanmasına dayanır. Bu boyanın normal 

absorbans değeri 470 nm olup kırmızı renktedir. Proteinlere bağlandıktan sonra 

maviye dönüp 595 nm’de absorblanır. Bu yöntemin hassasiyeti 1 ile 100 μg 

arasındadır (Bradford 1976).  

1 Lt Bradford çözeltisi hazırlamak için %95’lik etanolde 100 mg Coommasie 

Brillant Blue çözülerek sonrasında %85’lik 50 mL fosforik asit eklenerek son hacim 

1000 ml ye tamamlandı. Bu çözelti filtre kağıdından geçirildi. Standart grafik 

oluşturmak için 1 mg/ml’lik BSA (Sığır Serum Albümin) hazırlandı. Kalibrasyon 

eğrisi için 1’den 500 μg’a kadar BSA içerecek şekilde reaksiyonlar hazılandı. BSA’ 

nın üzerine 5 ml Bradford boyası eklenip 15 oda sıcaklığında bekledikten sonra 595 

nm’de ölçümler gerçekleştirildi. Bu ölçümler Xmark Microplate Spectrophotmeter 

(BioRad) cihazı ile gerçekleştirildi. Standart grafikten protein miktarı µg / µL 

cinsinden tayini yapıldı. 

 

2.12.2. Ksilanaz Aktivite Deneyi 

DNS Metodu: DNS metodu selülaz, alfa-amilaz, ksilanaz gibi enzimlerin 

katalizi sonucu açığa çıkan indirgen şeker miktarını belirlemede kullanılan yöntemdir 

(Visvanathan vd., 2016). İndirgen şekerlerde serbest karbonil grupları bulunur. Bütün 

monosakkaritler ile bazı disakkaritler indirgeyici şekerler olduğu bilinmektedir (Xiao, 

vd., 2006). İndirgeyici şekerlerle 3,5-DNS reaksiyona girdiğinde turuncu renkte 3-
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amino-5 nitrosalisilik asit meydana gelir. Ksilan hidroliz edildiğinde ksiloz 

monosakkaritinde indirgen şekerler ortamda bulunur. Açığa çıkan ksilozun miktarı da 

DNS yöntemiyle belirlenmiştir. 

DNS çözeltisi hazırlanırken;1 M Potasyum sodyum tartarate hazırlanıp, 1 g 

DNS ile birlikte 50 ml distile suda çözündü. 20 ml NaOH ve 30 g Rochelle tuzu 

eklendi. Son olarak distile su kullanılarak 100 ml ye tamamlanmıştır (Tester R.F. vd. 

2006) 

Ksilanaz aktivitesi tayini için enzim özütü ile subsrat reaksiyon tamponu 

içerisinde; 

- 300 μl (%1’lik ksilan 6 mg/ml’lik konsantrasyonda (beech wood)) substrat, 

- 100 μl enzim, (enzim miktarının seyreltik ya da yoğun olmasına göre değişken) 

- 100 μl buffer (fosfat tamponu pH: 7) olacak şekilde hazırlanmıştır.  

Bu karışım 30 dk 65 °C’de TS-100C (Biosan) termoshaker cihazında 500 

rpm’de sallanarak inkübasyona bırakıldı. Reaksiyon sonrasında örnekler buz üzerine 

alınarak enzim aktivetisinin durdurulması sağlandı. Reaksiyon sonucunda tüplerin 

içerisinde hidroliz sonucu açığa çıkan ksiloz miktarını ölçmek için DNS metodu 

kullanıldı. Reaksiyon sonucu oluşan ürün üzerine 750 μl DNS çözeltisi eklenerek 98 

°C’de 10 dk inkübasyona bırakıldı. Xmark Microplate Spectrophotmeter (BioRad)’ da 

550 nm dalga boyunda ölçümler gerçekleştirildi. Bir dakikada 1 μmol ksiloz üreten 

enzim miktarı 1 ünite olarak kabul edildi. Açığa çıkan ksiloz miktarı yine aynı cihazda 

hazırlanan ksiloz kalibrasyon eğrisine göre hesaplandı. Ksilanaz aktivitesi, ksilanın 

hidroliziyle açığa çıkan ksiloz miktarına göre μmol/dakika cinsinden hesaplandı. 

Ksiloz Standardının Belirlenmesi: Ksilanazın aktivitesini belirlemek için 

DNS metodu boyama yöntemi kullanılarak kütüphane oluşturulmuştur. Bu kütüphane 

ksiloz standardının spektrofotometrik ölçümüne dayanmaktadır. %1’lik ksilan stoğu 

hazırlanarak farklı konsantrasyonlardaki ksilozun aktivitelerini hesaplamak için 

standart grafiği oluşturulmuştur. Bu standart grafiği X-Mark mikroplate 

spektrofotometre (bioRad) cihazına kütüphane olarak yüklenmiştir. Bütün ksilanaz 

aktivite deneyleri bu standart grafiği üzerinden hesaplanmıştır. DNS metoduna göre 

550 nm dalga boyunda ölçümler alınarak standart grafik belirlenmiştir. 
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2.12.3. pETAAyXYN’nin Optimum Sıcaklığı 

 pETAAyXYN ile üretilen enzimlerin en iyi çalıştığı sıcaklık aralığını bulmak 

için %1’lik ksilan konsantrasyonlu substrat olan ve pH’sı 7 olan tampon çözeltide (100 

mM fosfat tamponu) reaksiyonlar gerçekleştirildi. Enzimin en yüksek çalıştığı 

sıcaklığı belirlemek için 5°C’lik farkla 35’ten 100°C’ye kadar olan sıcaklıklarda 30 

dakikalık bir seri reaksiyon gerçekleştirildi. İnkübasyon sonrası ksilanazın aktivitesi 

DNS yöntemiyle belirlendi. Bağıl aktivite (%) - sıcaklık grafiği çizilerek enzimin 

optimum sıcaklık değeri relatif aktivite olarak belirlendi. 

 

2.12.4.  pETAAyXYN’nin Optimum pH’sı 

pETAAyXYN’nin en iyi aktivite gösterdiği optimum pH değerini bulmak 

amacıyla farklı pH aralıklarındaki tamponlar hazırlandı. Bu tampon çözelti aralıkları; 

100 mM sitrat tamponu pH (3-6), 100 mM fosfat tamponu pH (6- 7,5), 100 mM Tris-

HCl tamponu pH (7,5-8,5), 100 mM glisin tamponu pH (8,5-10) olacak şekilde 

hazırlandı. 

Tüm pH aralıkları için enzimin aktivitesinin ortalaması alınarak %1 

konsantrasyonlu ksilan ile son hacmi tampon çözeltiyle 500 μl’ye tamamlanmasıyla 

reaksiyon hazırlanmıştır. Reaksiyon optimum sıcaklıkta 30 dk inkübasyonda 

gerçekleştirilmiştir. Süre sonunda raksiyon buza alınarak durdurulmuştur. DNS 

metoduyla ulaşılan veriler kullanılarak pH- bağıl aktivite (%) grafiği çizilmiştir ve 

enzimlerin optimum pH değeri relatif aktivite olarak belirlenmiştir. 

 

2.12.5. pETAAyXYN’nin Kinetik Parametreleri 

pETAAyXYN’nin Km ve Vmax verilerinin belirlenebilmesi için enzim miktarı 

sabit tutularak ve substrat konsatrasyonu değiştirilerek bir dizi reaksiyonlar ile aktivite 

tayinleri yapıldı. Bunun için %2’lik stok çözeltiden 0.5- 16 mg/ml aralığındaki ksilan 

konsantasyonları, pH’sı 7 olarak hazırlanan tampon çözelti ile tamamlanarak 65 °C’de 

aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Ksilanaz aktivitesi için açığa çıkan ksiloz miktarı 

µmol/dk cinsinden hesaplanarak belirlendi. En yüksek aktivite gösterdiği substrat 

konsantrasyonu, Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hız (Vmax) değerleri, 

katalitik etkinlik değerleri ve turnover sayısının belirlenmesinde OriginPro v. 

9.8.2.200 (2021) isimli analiz programı kullanıldı. 
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2.12.6. pETAAyXYN’nin Isıl Kararlılığı 

 E. coli BL21 pETAAyXYN’nin ısıl kararlılığını tespit etmek için elde edilen 

enzim özütleri 1 saat boyunca 10’ar derece artışla 30’dan 100°C’ye kadar olan 

sıcaklıklarda inkübe edilmiştir. Daha sonra inkübe edilen enzim özütlerindeki kalan 

aktiviteyi belirlemek için belirli miktarda enzim alınarak pH’sı 7 olan tampon 

çözeltide %1 ksilan varlığında 500 μL nihai hacimde ve 65°C’de 60 dk boyunca 

reaksiyonlar gerçekleştirildi. Sonrasında ksilanaz aktivitesine bakılıp ve enzimin kalan 

aktivitesi hesaplanmıştır. Yine aynı koşullarda +4°C de bekletilen ksilanazın aktivitesi 

%100 kabul edilerek İnkübasyon Zamanı-Kalan aktivite (%) grafiği çizildi. 

 

2.12.7. Ksilanaz Aktivitesi Üzerine Bazı Metal İyonlarının Etkisi 

Ksilanaz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisini incelemek amacı ile 

AlCl3, AgSO4, SrCl2, SnCl2, MnCl2, ZnSO4, SbCl3, CdCl2, Co(NO3)2, NiCl2, 

Pb(NO3)2, Bi5O(NO3)4, CuSO4, Na2MoO4, BaCl2, HgCl2, FeCl3, CrCl3, CaCl2, NaCl2, 

MgSO4 gibi iyonların klorür ve sülfat tuzlarıyla reaksiyon karışımındaki son 

konsantrasyonları 1, 5 ve 10 mM olacak şekilde optimum şartlar altında aktivite 

tayinleri yapıldı ve bu iyonların enzim aktivitesi üzerine etkileri belirlendi. Enzim 

özütünden belirli miktarda enzim alınarak pH’sı 7 olan tampon çözeltide %1 ksilan 

varlığında ve metal iyonlarıyla 500 μl nihai hacimde olacak şekilde 65°C’de 30 dk 

reaksiyon gerçekleştirildi. Daha sonra aktivitesi bittikten sonra reaksiyon 

durdurulması için buza koyuldu. Hemen takibinde 750 μl DNS eklenerek 100°C’de 10 

dk bekletilen ksilanazın spektrofotometrik ölçümüne geçildi. Enzimlerin metal 

iyonsuz aktivitesi (enzim, buffer, subsrattan oluşan reaksiyon) %100 kabul edilerek 

metal iyonlarıyla reaksiyon sonucu oluşan konsantrasyonların Metal iyonu-% bağıl 

aktivite grafiği çizilerek belirlendi.  

 

2.12.8. Ksilanaz Aktivitesi Üzerine Organik Maddelerin Etkisi 

Ksilanaz aktivitesi üzerine bazı organik maddelerin etkisini incelemek amacı 

ile amonyum sülfat, borik asit, üre, sodyum sitrat, edta, sds, metanol, etanol, gliserol, 

aseton, twen-80, dtt, b-merkaptoetanol gibi maddelerin reaksiyon karışımındaki son 

konsantrasyonları 1, 5, 10 mM ve %1, %5, %10 olacak şekilde optimum şartlar altında 

aktivite tayinleri yapıldı. Enzim özütünden belirli miktarda enzim alınarak pH’sı 7 olan 
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tampon çözeltide %1 ksilan varlığında ve organik madde 500 μl nihai hacimde olacak 

şekilde 65°C’de 30 dk reaksiyon gerçekleştirildi. Daha sonra aktivitesi bittikten sonra 

reaksiyon durdurulması için buza koyuldu. Hemen takibinde 750 μl DNS eklenerek 

100°C’de 10 dk bekletilen ksilanazın spektrofotometrik ölçümüne geçildi. Bu organik 

maddelerin enzim aktivitesi üzerine etkileri, enzimlerin organik madde ilavesiz 

aktivitesi (enzim, buffer, subsrattan oluşan reaksiyon) enzim %100 kabul edilerek 

bağıl aktivite grafiği çizilerek belirlendi.  

 

2.12.9. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)  

Proteinlerin ağırlığı ve saflığı SDS-PAGE yöntemiyle belirlenmeye 

çalışılmıştır. Sds-Page jel elektroforezi jeli için %12’lik ayırma ve %5’lik yükleme 

jeline ihtiyaç duyulmuştur. Bu jeli hazırlarken aşağıdaki protokol göz önüne alınarak 

yapılmıştır. (Tablo 3) 

 

Tablo 3. SDS-PAGE jeli bileşenleri 
Bileşenler Ayırma jeli (5 mL %12’lik) Yükleme jeli (2mL 

%5’lik) 
H2O 1600 μL 1400 μL 
%30 Akrilamid 2000 μL 330 μL 
1.5 M Tris -HCl, pH 8.8 800 μL - 
1 M Tris -HCl, pH 6.8 - 250 μL 
%10 Amonyum 
persülfat 

50 μL 20 μL 

TEMED 2 μL 2 μL 
 

SDS-PAGE e uygun hazırlanan jel kaseti için, ayırma jeli olarak %30’luk 

akrilamid kullanılmıştır. Cam plakların arasına bu jel eklenip üstüne taraklar eklenip 

polimerize olması için en az 30 dk beklenilmiştir. Bu işlem üst jel içinde yapılmıştır. 

Daha sonra taraklar çıkarıldıktan sonra protein örnekleri yüklenmiş ve jel kasetinin 

içinde bulunduğu tankın hem için hem de dışına protein yürütme solüsyonu 

eklenmiştir. SDS yürütme tamponu için; 7,5 gr glisin, 1,5 gr Tris HCl, 500 ml saf su5 

ml %10 oranında SDS kullanılmıştır. Yürütme boyasında ise ; 400 μl %10’luk SDS, 

125 μl 1 M TrisHCI pH 6,8, 200 μl gliserol, 100 μl β-merkaptoetanol, 200 ul gliserol, 

50 μl bromofenol blue kullanılarak hazırlanmıştır. Protein örneklerinden 20 ve 

yürütme boyasında 20 μl olacak şekilde alınıp 100 °C’de dentürasyona bırakılmıştır. 
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Bu işlem sonrasında reaksiyon alınıp kasette kuyucuklara yüklenmiştir. Daha 

sonra sistem güç kaynağına bağlanarak 50 Ma, 100 W’da 110V sabit voltaja ayarlanıp 

3 saat yürütülmüştür. Yürütme işlemi bittikten sonra jel boyama işlemine geçildi. 0,25 

gr Coomassie Brillant Blue R-250, 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml distile su 

içeren boyama çözeltisi içinde 1 saat bekletildi.  Bu boyanın jelden uzaklaşması için 

iki ayrı solüsyonda (yıkama I; 10 ml asetik asit, 50 ml metanol, 40 ml distile su, yıkama 

II; 10 ml asetik asit, 7,5 ml metanol, 82,5 ml distile su) birer saat bekletildi. Daha sonra 

karanlık ortamda bırakıldı. 

  



  

46 

3. BULGULAR 

 

3.1. A. ayderensis'in Ksilanolitik Aktivitesi 

Petri testi, ksilanlı besiyeri ortamında A. ayderensis'in ksilanaz aktivitesini 

gösteren net bölgeler göstermiştir (Şekil 4). Deney sonucunda, bakteri kültürünün 

etrafında oluşan sarı zonun varlığı A. ayderensis’ in ksilanaz üretimine sahip olduğunu 

nitel olarak göstermiştir. 

 

 
Şekil 4. Anoxybacillus ayderensis’in katı besiyerinde ksilanaz aktivitesi 

 (A2: Anoxybacillus ayderensis’in laboratuvardaki kısa kodu) 

 

3.2.  İntrasellüler A. ayderensis ksilanazın (xyn329) Biyoinformatik 

Tanımlanması 

A. ayderensis'te GH10 ve GH11 ailesi üyelerini tanımlamak için çeşitli 

biyoinformatik analizler kullanılmıştır. BLAST analizi, A. ayderensis'in her ikisi de 

GH10 ailesine ait iki ksilanaz genini (xyn329 ve xyn1096) içerdiğini göstermiştir. 

Ancak A. ayderensis genomunda GH11 ailesine ait hiçbir ksilanaz geni 

bulunamamıştır. NCBI'de bulunan verilere göre, Xyn329 geninin (NCBI Erişim 

Numarası: WP_042534831.1) 329 amino asit (aa) protein uzunluğuna sahip hücre içi 
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ksilanazı eksprese ettiği tespit edilirken, xyn1096 geninin (NCBI Erişim Numarası: 

WP_244463796.1) protein uzunluğu 1096 aa olan hücre dışı bir enzimi eksprese ettiği 

tespit edildi. Bu tez kapsamında GH10 (xyn329 ve xyn1096) ailesine ait A. 

ayderensis'teki ksilanaz genleri arasında sadece 329 amino asitten oluşan xyn329 

klonlanmış, eksprese edilmiş ve karakterize edilmiştir. 

A. ayderensis'in 987 bp uzunluğundaki ksilanaz kodlayan geni amplifiye edildi, 

pKI1.1R vektörüne klonlandı, dizilendi ve Gen Bank'a yüklendi (NCBI Erişim 

Numarası: OR269882). Klonlanan 328 amino asit uzunluğundaki ORF, amino asit 

homolojisi ile ilgili Gen Bank (NCBI:pBlast) verileriyle karşılaştırıldı (Şekil 6). Analiz 

sonuçlarına göre A. ayderensis (WP_042534831), Anoxybacillus ayderensis 

(WP_237812442), Anoxybacillus sp. E2 (ACY69979), Anoxybacillus sp. Ip-C 

(AGO43919), A. mongoliensis (WP_075039327), Geobacillus sp. C56-T2 

(WP_144974683), G. stearothermophilus ixt6 (ABI49937) ve Paenibacillus sp. 

7541(WP_095397750), türlerindeki ksilanazlarla çakıştırıldı ve ksilanaz enzimine 

sırasıyla %100, %99.7, %97.6, %96.7, %92.4, %74, %71.8 ve %65.8 oranında uyum 

gösterdiği tespit edildi. (Şekil 5) 

 

 
Şekil 5. A.ayderensis’in (WP_042534831) filogenetik ağacı 
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AAyXYN329 ve diğer GH10 ksilanazların amino asit dizileri, CLUSTALW 

programı (http://www.ebi.ac.uk/clustalW) ile çakıştırılarak benzerlikleri belirlendi 

(Sievers vd., 2011). Sekans karşılaştırma sonuçları Şekil 6’de gösterilmiştir. 

 

 
Şekil 6. Çoklu sekans dizilemesi 

 

AAyXYN329, SWISS-MODEL programı kullanılarak modellenmiştir (Şekil 

7) (Waterhouse vd., 2018). Şekildeki sarı bölgeler aktif bölgedeki aminoasit sırasının 

diğer çakıştırılan ksilanazlarla aynı olduğunu ve mavi bölgeler de diğer ksilanazlardan 

farklı aminoasit içerdiğini göstermektedir. G. stearothermophilus ixt6'nın (ABI49937, 

PDB:1N82) ksilanazı, üç boyutlu yapısı daha önce karakterize edilmiş ve modellenmiş 

AAyXYN329’e en yakın tür olarak şablon olarak kullanılmıştır. ORF'nin toplam G+C 

içeriği %38.8 olarak belirlendi. AAyXYN329’nin, SignalP 5.0 tarafından yapılan 

analize göre, N-Terminus'ta sinyal peptidine sahip olmadığı tespit edildi. (Armenteros, 

vd., 2019). 
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Şekil 7. AAyXYN329'un üç boyutlu yapısı 

 

AAyXYN329'un moleküler ağırlığı ve izoelektrik pI'si ExPASy-ProtParam 

programı kullanılarak 38,57499 kDa ve 5.65 olarak belirlenmiştir. Proteinin suda 

çözünme kat sayısı M-1 cm-1 birimleri kullanılarak 280 nm'de belirlendi. Ek olarak, 

kararsızlık indeksi 34.88 olarak hesaplandı ve bu değer de proteinin kararlı olarak 

sınıflandırıldığını göstermiştir. Alifatik indeks ve genel hidropatisite ortalaması 

(GRAVY) sırasıyla 85.58 ve -0.405 olarak hesaplandı (Gasteiger vd., 2005). 

 

3.3. Rekombinant Olarak Üretilen Yaban Tip AAyXYN329 Enziminin 

Saflaştırılması ve Karakterizasyonu 

 

3.3.1. Kaba Ekstrakt  

Kaba ekstraktın protein miktarı 14,212 μg/μl olarak hesaplandı. Ksilanaz 

aktivitesini hesaplamak için enzim 50 kat sulandırılarak reaksiyon yapılmıştır (Şekil 

8). Burada enzim tarafından üretilen ksiloz miktarı çok fazla olduğundan çok fazla 

renk meydana gelmekte ve spektrofotometrenin okuma aralığını geçmektedir. 50 kat 

seyreltilen enzimle reaksiyonlar geçekleştirilip elde edilen değerin 50 ile çarpılması 

ile enzimin 1 μl’sinin ürettiği ksiloz miktarı hesaplanabilir. Kaba ekstraktın ksilanaz 

aktivitesi 0,0123x50=0,615 μmol/dk (ünite) olarak hesaplandı.  
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Şekil 8. AAyXYN329’un kaba ekstraktında protein ve ksilanaz aktivitesi tayini 

 

3.3.2. Isı Şoku Uygulaması  

Isı şoku uygulaması sonrası enzim özütünün protein miktarı 12,733 μg/μl 

olarak hesaplandı. 20 kat sulandırılarak yapılan ksilanaz aktivite sonucu ise 0,0279 x 

20 = 0,55 U olarak hesaplandı (Şekil 9).  

 

 
Şekil 9. AAyXYN329’da ısı şoku sonrası elde edilen özütte protein ve ksilanaz 

aktivitesi tayini 
 

3.3.3. İyon Değişim Kromatografisi Uygulaması (İDKK) 

BioLogic LP cihazında DEAE-Sepharose dolgu maddesi kullanılarak 

gerçekleştirilen saflaştırma işleminin grafiği (İDKK) Şekil 10’de görülmektedir. 

Grafikte görülen mavi pikler protein miktarını (295 nm’de absorbans değerleri) 

göstermektedir. Altta yuvarlak içerisinde görülen sayılar ise tüp numaralarını 

göstermektedir. Kırmızı renkte görülen çizgi ise NaCl konsantrasyonunu 

göstermektedir. Mavi renk takip edilecek olursa 6-17 tüpler arasında yüksek 

miktarlarda protein kolondan çıkmıştır. Burada kolondan çıkan proteinler kolona 

tutunmayan proteinlerdir. Kırmızı çizginin yani NaCI konsantrasyonun artmaya 
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başladığı 24 ncü tüpten itibaren farklı güçteki proteinlerin ayrı tüplere ayrıldığı 

görülmektedir. Tüm tüplerde ksilanaz aktivitesi tarandı ve 27-34 üncü tüpler arasında 

ksilanaz aktivitesi tespit edildi. Hem 6-17 tüpler arasında hem de ksilanaz enziminin 

kolondan ayrıldıktan sonra 34-52 nci tüplerde ksilanaz aktivitesi bulunmamaktadır. 

Ksilanaz aktivitesinin bulunduğu pikler yeşil renkte boyanarak belirtilmiştir. 

 

 
Şekil 10. AAyXYN329‘a ait iyon değişim kolon kromatografisi uygulaması grafiği 

 

İyon değişim kolon kromatografisi uygulaması sonrası enzim özütünün protein 

miktarı 5,6017 μg/μl olarak hesaplandı. 10 kat sulandırılarak yapılan ksilanaz aktivite 

deneyi sonucunda, 1μl enzim özütünde ksilanaz aktivitesi 0,0217 x 10 = 0,217 U 

olarak hesaplandı (Şekil 12). 
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Şekil 11. AAyXYN329’a ait iyon değişim kolon kromatografisi sonrası elde edilen 

özütte protein ve ksilanaz aktivitesi tayini 
 

3.3.4. Hidrofobik Etkileşim Kolon Kromatografisi Uygulaması  

Dolgu maddesi olarak Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma)’un kullanıldığı 

hidrofobik etkileşim kolon kromatografisi (HEKK) grafiği Şekil 13’te gözükmektedir. 

Yine mavi çizgi protein konsantrasyonunu kırmızı ise amonyum sülfat 

konsantrasyonunu göstermektedir. 16-26 uncu tüpler kolona tutunmayan proteinlerdir. 

53-70 nci tüpler arasında ksilanaz enzimi, düşen amonyum sülfat konsantrasyonu ile 

birlikte kolondan ayrılmıştır. Yapılan ksilanaz aktivite çalışmaları sonrasında sadece 

53-70 nolu tüplerde aktiviteye rastlanmıştır. 
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Şekil 12. AAyXYN329’a ait hidrofobik etkileşim kolon kromatografisi uygulaması 

grafiği 
 

Hidrofobik etkileşim kolon kromatografisi uygulaması sonrası enzim özütünün 

protein miktarı 0,878 μg/μl olarak hesaplandı. 6 kat sulandırılarak yapılan ksilanaz 

aktivite deneyi sonucunda, 1 μl enzim özütünde ksilanaz aktivitesi 0,0198 x 6 = 0,1188 

U olarak hesaplandı (Şekil 13). 

 

 
Şekil 13. AAyXYN329‘a ait hidrofobik etkileşim kolon kromatografisi sonrası elde 

edilen özütte protein ve ksilanaz aktivitesi tayini 
 

3.3.5. AAyXYN329’nin Saflaştırma Tablosu 

Tablo 4’te görüleceği üzere tüm saflaştırma uygulamaları başarılı olmuştur. 

Toplam protein miktarının 170,54 mg’dan 27,06 mg’a düşmesi ve spesifik aktivitenin 
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her basamakta artması saflaştırma işleminin başarılı olduğunu göstermektedir. 

Saflaştırma sonrası enzimin spesifik aktivitesi 41,87’den 133,04 µmol/dk/mg protein’e 

yükselirken enzim %50,42 verim ile 3,18 kat saflaştırıldı. Hidrofobik etkileşim kolon 

kromatografisi uygulamasından sonra birleştirilen fraksiyonlar saf enzim özütü olarak 

kabul edilerek karakterizasyon çalışmalarında kullanıldı. 

 

Tablo 4. AAyXYN329’un saflaştırma basamaklarına ait saflaştırma tablosu 
Saflaştırma 
Basamakları 

T.Haci
m 
(ml) 

Protei
n 
(mg/m
l) 

T.Protei
n 
(mg) 

Aktivite 
(µmol/dk/
µl) 

T.Aktivi
te 
(µmol/d
k) 

S.Aktivite 
(µmol/dk/
mg 
protein) 

Veri
m 

Saflaştır
ma katı 

Kaba Ekstrakt 12,00 14,21 170,54 0,60 7140,0 41,87 100,0 1,00 

Isı Şoku Uygulaması 12,00 12,73 84,48 0,55 6600,0 78,13 92,44 1,87 

IDKK  18,00 2,44 43,88 0,22 4482,0 102,15 62,77 2,44 

HEKK 30,00 0,90 27,06 0,12 3600,0 133,04 50,42 3,18 

IDKK: iyon değişim kolon kromotografisi, HEKK: hidrofobik etkileşim kolon kromotografisi 

 

3.3.6. AAyXYN329’nin Saflaştırılmasına Ait SDS-PAGE Analizi 

AAyXYN329aa’nın saflaştırılması sonrası, saflaştırma uygulamaları 

sonrasında elde edilen özütlerin 20 µL SDS–PAGE’e yüklenerek yürütüldü. Şekil 

14’te görüleceği üzere saflaştırma sonrası ksilanazın büyük oranda saflaştırıldığı tespit 

edilmiştir. 
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Şekil 14. AAyXYN329aa’nın saflaştırılmasına ait SDS-PAGE analizi 

(a:marker, b:kaba ekstrakt, c:ışı şoku uygulaması sonrası enzim özütü, d:iyon 
değişim kolon kromatografisi sonrası enzim özütü, e:hidrofobik kolon kromatografisi 

sonrası enzim özütü) 
 

3.3.7. Optimum Sıcaklık  

Enzimin optimum çalışma sıcaklığını belirlemek için saf enzim özütü ile farklı 

sıcaklıklarda bir seri aktivite deneyi gerçekleştirildi. Şekil 15’te görüleceği üzere 

enzimin %95’in üzerinde aktivite gösterdiği ve en iyi çalıştığı sıcaklıklar 55-60-65’tir. 
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Şekil 15. AAyXYN329 ‘un optimum sıcaklık grafiği 

 

3.3.8. Optimum pH (AAyXYN329) 

Enzimin optimum çalışma pH değerini belirlemek için saf enzim özütü ile 

farklı pH değerlerinde bir seri aktivite deneyi gerçekleştirildi. Şekil 16’de görüleceği 

üzere enzim en iyi çalıştığı ve %80’nin üzerinde aktivite gösterdiği aralık 4,5-7 pH 

aralığıdır. 

 

 
Şekil 16. AAyXYN329’un optimum pH grafiği 
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3.3.9. Kinetik Çalışmalar  

AAyXYN329’un kinetik parametrelerini hesaplamak için 16 mg/ml’ye kadar 

olan ksilan konsantrasyonuyla bir takım deneyler yapılmıştır (Şekil 17). Açığa çıkan 

ksiloz miktarıyla ksilanaz aktivitesi hesaplandı. Reaksiyonlar 2,5 µl saf enzim özütü 

(2,25 µg protein) ile gerçekleştirildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hız 

(Vmax) değerleri; OriginPro 8.1 analiz programı kullanılarak çizilen Michaelis-Menten 

eğrisi ile belirlendi (r2=0,99821). Programda yapılan analiz sonucunda enzimin Km 

değeri 4,09824 ± 0,2245 µg/µl Vmax değeri ise 75,05 ± 0,03 µmol/dk/mg protein olarak 

hesaplandı. kcat değeri ise 96,75 1/sn olarak hesaplandı. Katalitik etkinlik değeri olan 

kcat/ Km değeri ise 23,61 L/g.s -1 olarak hesaplandı. 

 

 
Şekil 17. AAyXYN329’a ait Michaelis-Menten eğrisi 

 

3.3.10. Metal İyonlarının Etkisi  

Reaksiyon karışımındaki son konsantrasyonları 1, 5 ve 10 mM olacak şekilde 

metal iyonuyla gerçekleştirilen deneyler sonucu çizilen % aktivite - metal iyonu 

grafiğine göre; Mn+2, Co+2, Na+2, Mg+2 gibi iyonlar aktivatör etki gösterirken, Hg+2, 

Ag+2, Cd+2 gibi iyonların inhibitör etki gösterdiği bulunmuştur (Şekil 18). 
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Şekil 18. AAyXYN329 enzimine ait metal iyonları (aktivatör ve inhibitör) etki 

grafiği 
 

3.3.11. Organik Maddelerin Etkisi  

Ksilanaz aktivitesi üzerine bazı organik maddelerin etkisini incelemek amacı 

ile son konsantrasyonları; 1, 5, 10 mM (DTT, amonyum sülfat, borik asit vb.) ve %1, 

%5, %10 (gliserol, SDS, aseton vb.) olacak şekilde optimum şartlar altında aktivite 

tayinleri yapıldı. Bu organik maddelerin enzim üzerindeki etkisinin belirlenmesi için 

çizilen organik madde - % aktivite grafiğine göre dtt ve sodyum sitrat aktivatör etki 

gösterirken; edta, aseton, gliserol gibi organik maddeler inhibitör etki göstermiştir 

(Şekil 19). 
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Şekil 19. AAyXYN329 enzimine ait organik madde grafiği 

 

3.3.12. Isıl Kararlılık  

AAyXYN329 ‘un ısıl kararlılık aktivitesini belirlemek için bir seri deney 

yapıldı. Bunun sonucunda 1 saat boyunca grafikte de belirtilen sıcaklıklarda inkübe 

edilerek yapılan deneyin sonucunda enzim 60 dereceden sonra yarılanma ömrüne 

ulaştığı bilgisine varıldı. Ayrıca 70 derece ve üzerindeki sıcaklıkta enzimin 

aktivitesinin olmadığı sonucu bulundu (Şekil 20). 

 

 
Şekil 19. AAyXYN329’ a ait ısıl kararlılık grafiği 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Anoxybacillus ayderensis, çubuk şeklinde morfolojiye sahip, termofilik, spor 

oluşturan, gram pozitif bir bakteri olup fakültatif anaerobik özellikler gösterir. Bu 

bakteri, D-glukoz, D-ksiloz, D-fruktoz, D-rafinoz, D-sakaroz, L-arabinoz, D-maltoz, 

D-mannitol ve D-mannoz gibi çeşitli karbon kaynaklarını kullanabilen çok yönlü bir 

metabolik kapasite gösterir (Dulger vd., 2004). Anoxybacillus ayderensis’in hem nicel 

olarak hem de biyokimyasal analizlere dayanarak ksilanı hidroliz etme yeteneğine 

sahip olduğu bu çalışmada tespit edilip açığa çıkarılmıştır.  

GenBank'taki bilgilere göre, A. ayderensis'in kapsamlı genom çapının analizine 

dayanarak yapılan araştırmada bakterinin tüm genomunda (2.832.347 bp) iki farklı 

ksilanaz geninin varlığı tespit edilmiştir (Belduz vd., 2015). Bu ksilanazlardan biri 987 

bp'den (NCBI Erişim Numarası: WP_042534831.1) oluşan hücre içi, diğeri ise 3.207 

bp'den (NCBI Erişim Numarası: WP_244463796.1) oluşan hücre dışı olan 

enzimlerdir. Bu çalışmada sadece A. ayderensis'in hücre içi ksilanazı klonlanıp, 

eksprese edilip, saflaştırılıp ve biyokimyasal olarak karakterize edilmesi sağlanmıştır. 

Bu çalışmada ilk kez A. ayderensis'e ait bir ksilanaz geninin varlığı tespit edilmiş ve 

açığa çıkarılmıştır. Amplifiye edilmiş PCR ürününün (AAyXYN329'un 987 bp geni) 

DNA dizi analizinin sonucunda varsayımsal bir 329 amino asit hücre içi ksilanazı 

kodlayan gene sahip olduğu (ORF) ortaya çıkmıştır.  

Ksilanazlar, amino asit dizisi benzerliklerine ve katalitik alanların hidrofobik 

küme analizine dayalı olarak yaygın olarak GH10 ve GH11 olmak üzere iki aileye 

ayrılır (Verma & Satyanarayana, 2012). AAyXYN329 amino asit dizisinin PFAM’ la 

yapılan (Mistry vd., 2021) analizine göre, AAyXYN329'un glikozit hidrolaz ailesi 10 

sınıfı enzimlerine ait olduğunu gösteren bir GH10 alanının varlığı ve enzimde 

karbonhidrat bağlama alanlarının bulunmadığı tespit edildi.  

AAyXYN329'un çoklu dizi hizalaması için kullanılan CLUSTALW programı 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalW) (Sievers vd., 2011) ve AAyXYN329'un dendrogram 

yapımı, filogenetik analizi için MEGA X (düzeltilmemiş p-mesafe modeline göre 

komşu birleştirme yöntemiyle) kullanılmıştır (Kumar vd., 2018). A. ayderensis 

ksilanazının, Anoxybacillus türüne ait ksilanazlara göre daha yakın olduğu 

görülmüştür. Bu analizde AAyXYN329'un endo-1,4-beta-ksilanazlara (EC 3.2.1.8) 
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belirgin benzerliği, AAyXYN329'un bir endo-ksilanaz olduğunun kanıtıdır. Ayrıca, 

SignalP 5.0 (Armenteros vd., 2019) ile yapılan analiz sonucunda AAyXYN329'un N-

terminalinde herhangi bir sinyal peptidi tespit edilmediğinden, enzimin hücre içi 

olduğunu doğrulamıştır. AAyXYN329, SWISS-MODEL programı tarafından 

modellenip enzimin moleküler yapısını analiz etmiştir (Waterhouse vd., 2018). 

Modelleme için şablon olarak, G. stearothermophilus'un ksilanazının üç boyutlu 

kristal yapısı (PDB dosyası: 1N82, NCBI dosyası: ABI49937.2) kullanılmıştır. Bilinen 

üç boyutlu kristal yapılara sahip enzimler arasında G. stearothermophilus'un ksilanazı, 

AAyXYN329'un amino asit dizisine en yüksek benzerliği sergilemesi nedeniyle onu 

bu çalışma için en uygun model haline getirmiştir. Bu modele göre (1N82) enzimin 

aynı alt birimlerden oluşan homodimer ve kuaterner enzim olduğu belirlenmiştir (Gat 

vd., 1994). Bu nedenle AAyXYN329, 1N82'nin tek bir alt birimi (1N82.1.A) ile 

modellenmiştir. Glikozit hidrolazlar (EC 3.2.1.), iki veya daha fazla karbonhidrat 

arasındaki glikozidik bağı hidrolize edebilen yaygın bir enzim grubu olarak 

tanımlanmıştır (Davies & Henrissat., 1995). Glikozit hidrolazların tipik bir temsilcisi 

olan GH10 Ailesi enzimleri, klasik (α/β)8 TIM kıvrımına sahiptir (Henrissat vd., 

1995).  

Enzimin aktif bölge yarık amino asitleri, modellenen enzimin ksilan ile 

kenetlenmesiyle belirlendi. Aktif bölge yarık monomerlerinde bulunan on dört amino 

asidin tümünün, G. stearothermophilus'taki ksilanazlarla aynı olduğu tespit edildi 

(PDB file: 1N82, NCBI file: ABI49937.2). Ayrıca Glu130 ve Glu237, enzim 

reaksiyonunda aktif rol oynayan katalitik amino asitlerdir. Han ve arkadaşları (2013), 

bu amino asitlere (Glu130 ve Glu237) karşılık gelen amino asitler (Glu146 ve Glu 251) 

üzerinde mutasyonlar gerçekleştirmiş ve mutant enzimin hiçbir aktivite 

göstermediğini bildirmiştir. 

Bhardwaj vd. (2019)’ye göre, ksilanazlar moleküler ağırlıklarına göre düşük 

moleküler ağırlıklı ve yüksek moleküler ağırlıklı olanlar şeklinde sınıflandırılabilir. 

Endo-1,4-beta ksilanazlar dahil olmak üzere GH10 Ailesinin ksilanazları, düşük 

moleküler ağırlıklı enzimlerdir. (Verma & Satyanarayana 2012; Bhardwaj vd., 2019). 

Farklı Anoxybacillus türlerine ait çeşitli ksilanazların moleküler ağırlıkları genellikle 

38 ila 92 kDa arasında değişmektedir; A. pushchinoensis A8 için 83 kDa, 

Anoxybacillus sp. Ip C için 45 kDa, Anoxybacillus sp. 3M için 400-500 kDa olduğu 
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bildirilmiştir (Goh vd., 2013; Yadav vd., 2018). Bu çalışmada, filogenetik analizlerde 

sunulan GH10 alanları (Şekil 6) aynı dizi boyutuna sahip olduğu ancak GH10 alanları 

dizilerinin, Anoxybacillus ayderensis'in hücre dışı ksilanazından farklı olduğu tespit 

edilmiştir (WP_244463796).  

AAyXYN329'un moleküler ağırlığı, SDS-PAGE analizi ile doğrulanarak 38.6 

kDa olarak hesaplandı. Bu sonuç aynı zamanda AAyXYN329'un düşük moleküler 

ağırlığa sahip GH10 ailesi ksilanazlarından biri olduğunu göstermiştir. Benzer şekilde, 

Wang vd. (2010), sp E2'den elde edilen ksilanazın moleküler ağırlığının 38.8 kDa 

olduğunu ve Yadav vd. (2018), A. kamchatkensis NASTPD13’ten ksilanazın 

moleküler ağırlığının 37 kDa olduğunu bildirmiştir. Yukarıda bahsedildiği gibi, G. 

stearothermophilus ksilanazı (PDB dosyası:1N82), aynı amino asit dizisine sahip iki 

alt birimden oluşan homodimer yapıya sahip bir enzimdir. AAyXYN329'un da benzer 

bir kuaterner yapıya sahip olabileceği gözlemlenmiştir. Bu dördüncül yapıyı SDS-

PAGE analizi ile gözlemlemek, alt birimler aynı olduğu için imkansızdır.  

E. coli'de aşırı üretilen heterolog proteinler genellikle çözünmeyen inklüzyon 

cisimcikleri şeklinde üretilmiştir (Karaoglu vd., 2013; Dekker vd., 1991). Bu çalışma, 

AAyXYN329 ekspresyonunda inklüzyon cisimciği oluşumunun meydana gelmediğini 

ortaya koymuştur. 

Farklı optimal sıcaklık aralıklarına sahip çeşitli ksilanazlar daha önce izole 

edilmiş, saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir. Bu ksilanazlardan bazıları; Bacillus sp. 

optimum sıcaklığı 40 °C (Safitri vd., 2021), Bacillus sp. optimum sıcaklığı 50 °C 

(Nakamura vd., 1993), Bacillus subtilis AKM1 optimum sıcaklığı 50 °C olduğu 

bildirilmiştir (Mahmoud vd., 2023). Ayrıca, optimum sıcaklığı 55°C olan 

Paenibacillus barengoltzii (Liu vd., 2019), optimum sıcaklığı 60 °C olan Bacillus 

licheniformis (Liu vd., 2008), optimum sıcaklığı 60 °C olan Paenibacillus 

campinasensis (Ko vd., 2010) ve Paenibacillus sp. NF1 optimum sıcaklığı 60 °C olan 

(Zheng vd., 2014) ksilanazlar karakterize edilmiştir. Paenibacillus barengoltzii 

(optimum sıcaklık: 60 °C), Streptomyces griseorubens (optimum sıcaklık: 60 °C) (Wu 

vd., 2018), Caldicellulosirupor bescii (optimum sıcaklık: 70 °C) (An vd., 2015), 

Actinomadura sp. suşu Cpt20 (optimum sıcaklık: 80 °C) (Taibi vd., 2012) ve 

Caldicoprobacter algeriensis (optimum sıcaklık: 80 °C) (Mhiri vd., 2020) de 

karakterize edilen ksilanazlar arasındadır. Bu optimum sıcaklıktıktaki çeşitlilik, 
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ksilanazların çeşitli ortamlarda çok yönlülüğünü ve potansiyel endüstriyel 

uygulamalarını vurgulamaktadır. 

Diğer Anoxybacillus türlerinden izole edilen ksilanazların optimum sıcaklık 

değerleri 55-70 °C arasında değişmiştir. Literatüre göre bazı Anoxybacillus 

türlerindeki ksilanazlarda optimum sıcaklıklar; A. pushchinoensis A8 için 55 °C 

(Kacagan vd., 2008), Anoxybacillus sp. Ip C için 70 °C (Hauli vd., 2013) ve 

Anoxybacillus sp. 3M için 60 °C (Alves vd., 2016) olarak bulunmuştur. Bununla 

birlikte, Anoxybacillus türlerine (Anoxybacillus sp. E2, A. flavithermus TWXYL3 ve 

A. kamchatkensis NASTPD13) ait ksilanazların çoğu, AAyXYN329'a benzer şekilde 

65 °C'de optimum aktivite sergilemiştir (Wang vd., 2010; Ellis & Magnuson 2012; 

Yadav vd., 2018). 

AAyXYN329, 65 °C'de optimal aktivite göstermesine rağmen, enzimin geniş 

bir çalışma sıcaklığı aralığına sahip olduğu gözlemlenmiştir. AAyXYN329, 35-75 °C 

arasında %70 veya %70'in üzerinde bir nispi aktiviteye sahiptir. Ayrıca 80-100 °C 

arasındaki sıcaklıklarda yaklaşık %40-55 bağıl aktivite göstermiştir. AAyXYN329’un 

aktivite gösterdiği geniş sıcaklık aralığı, onu çok çeşitli endüstriyel uygulamalar için 

uygun hale getirir. Birçok endüstriyel uygulama, geniş sıcaklık aralığında çalışabilen 

yüksek sıcaklık kararlılığı değerlerine sahip enzimlere ihtiyaç duyar. 

Literatür farklı bakteri kaynaklarından elde edilen ksilanazlar için çeşitli termal 

stabilite profillerini ortaya koymaktadır. Örneğin, Bacillus sp.'den elde edilen 

ksilanazın, 80 dakikalık süre boyunca 30°C ile 40°C arasında stabilite gösterdiği ve 

başlangıç aktivitesinin %50’sinden fazlasını koruduğu bildirilmiştir (Safitri, 2021). 

Buna karşılık, başka bir Bacillus sp.'den elde edilen ksilanaz, pH 9.0'da 30 dakikalık 

bir inkübasyon sırasında 55°C'ye kadar koşullara dayanarak daha yüksek sıcaklıklarda 

aktivite göstermediği bildirilmiştir (Nakamura vd., 1993). Bazı çalışmalarda farklı 

bakterilerden elde edilen ksilanazların ısıl kararlılıklarının çok çeşitlilik gösterdiği 

tespit edilmiştir. Bacillus subtilis AKM1'den elde edilen ksilanazın, 30°C ile 50°C 

sıcaklık aralığında kararlılık göstermiştir. Bununla birlikte, 30 dakika boyunca 

80°C'ye maruz kaldıktan sonra aktivitesi tamamen inhibe olmuştur (Mahmoud vd., 

2023). Bacillus licheniformis'in 70°C'ye kadar kararlı olduğu, ancak bu sıcaklığın 

üzerinde aktivitesini hızla kaybettiği ve sadece 2 dakika sonra tamamen inaktif hale 

geldiği bulunmuştur (Liu & Liu 2008). Caldicellulosirupor bescii'nin ksilanazının, 
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60°C'de yaklaşık 7.7 saat ve 65°C'de 3 saat termostabititeye sahip olduğu bulunmuştur 

(An vd., 2015). Caldicoprobacter algeriensis ksilanazının, 70°C'de 4 saat sonra bile 

herhangi bir kayıp olmadan tam aktiviteyi koruyarak olağanüstü bir stabilite 

sergilediği gözlemlenmiştir (Mhiri vd., 2020). 

Anoxybacillus cinsinden elde edilen ksilanazların termostabilitesi çeşitli 

çalışmalara konu olmuştur. Bu araştırmalar, bu ksilanazların 60 °C'lik bir sıcaklıkta 

stabil kalma eğiliminde olduğunu ortaya koymuştur (Kacagan vd., 2008; Wang vd., 

2010; Ellis & Magnuson, 2012; Alves vd., 2016; Yadav vd., 2018). Bununla birlikte, 

çalışmamızın odak noktası olan Anoxybacillus ayderensis'ten elde edilen ksilanaz 

AAyXYN329, diğer ksilanazların çoğuyla karşılaştırıldığında olağanüstü bir 

termozabilite göstermiştir. 65°C'de 72 saatlik bir yarı ömür sergilediği bulunmuştur. 

Bu bulgular, yazınbilimde incelenen diğer birçok Anoxybacillus ksilanazlarında 

gözlemlenen termostabilite modelleriyle uyumludur. 

AAyXYN329’un, 4.5-9.0 pH aralığında (minimum %70 aktivite) yüksek 

aktivite gösterdiği bulunmuştur. Enzim en yüksek aktiviteyi pH 6.5-7.0 arasında 

göstermiştir (% 100 aktivite). pH 8.5-10.0 gibi yüksek alkali pH değerlerinde bile 

enzim aktivite göstermiştir (minimum %50 aktivite). Çeşitli mikroorganizmaların, 4.0 

ila 10.0 arasında geniş bir aralığa yayılan oldukça çeşitli optimal pH değerlerine sahip 

ksilanazlar ürettiği belgelenmiştir. Bu optimum pH’lar; Streptomyces griseorubens 

için pH 5.0 (Wu vd., 2018), Bacillus sp. için pH 5.5 (Safitri vd., 2021), Bacillus 

licheniformis için pH 6.0 (Liu & Liu 2008) ve Paenibacillus sp. NF1 (Zheng vd., 

2014), Paenibacillus barengoltzii (Liu vd., 2018) ve Caldicoprobacter algeriensis 

(Mhiri vd., 2020) için pH 6.5, Paenibacillus campinasensis (Ko vd., 2010), Bacillus 

subtilis AKM1 (Mahmoud vd., 2023) için pH 7.0, Caldicellulosirupor bescii için pH 

7.2 (An vd., 2015), Bacillus sp. için pH 9.0 (Nakamura vd., 1993) ve Actinomadura 

sp. suşu Cpt20 için pH 10 olduğu bildirilmiştir (Taibi vd., 2012). Bununla birlikte, bu 

ksilanazların çoğu, geniş pH aralıklarında sınırlı aktivite sergiler (Jalal vd., 2009; An 

vd., 2015; Mhiri vd., 2020; Safitri vd., 2021). Bu bulgular ışığında, incelediğimiz 

ksilanaz AAyXYN329, pH 4.5'ten pH 9'a kadar uzanan önemli bir pH aralığında %70'i 

aşan aktivite segilemesi dikkate değer bir yönlülüğe sahip olduğunu göstermiştir. Bu 

ayırt edici özellik, enzimi çeşitli pH koşullarında çeşitli endüstriyel uygulamalar için 
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güçlü bir aday olarak konumlandırır ve çeşitli süreçlerde değerini ve potansiyelini 

arttırır (Bhardwaj et al. 2019).  

Farklı çalışmalarda Anoxybacillus cinsinden elde edilen ksilanazların pH 5.3 

ila 9.0 aralığını kapsayan çeşitli optimal pH değerleri sergilediği bulunmuştur. Bu 

optimal pH’lar arasında Anoxybacillus sp. E2 için pH 7.8 (Wang vd., 2010), A. 

flavithermus TWXYL3 için pH 6.0 (Ellis & Magnuson, 2012), Anoxybacillus sp. için 

pH 9.0 olduğu bulunmuştur. Yine AAyXYN329'a benzer şekilde, Anoxybacillus sp. 

E2, Anoxybacillus sp. 3M ve A. kamchatkensis'in NASTPD13 suşlarındaki 

ksilanazlarda yapılan araştırmalarda sırasıyla pH 6.6-8.6, pH 7.0-10.5 ve pH 7.0-9.0 

dahil olmak üzere geniş pH aralıklarında önemli aktivite sergilediği bildirilmiştir 

(Wang vd., 2010; Alves vd., 2016; Yadav vd., 2018). Bununla birlikte, AAyXYN329, 

pH 4.5 ila 9.0 arasında değişen daha geniş bir pH aralığında enzimatik aktivite 

sergilemesi onu öne çıkarmakta ve daha önce incelenen diğer Anoxybacillus 

ksilanazların pH uyarlanabilirliğini aşmaktadır. Bu bulgular ışığında geniş bir pH 

spektrumunda etkili şekilde işlev gören AAyXYN329, olağanüstü kapasitesiyle 

desteklenen çeşitli endüstriyel uygulamalar için önemli bir umut vaat etmektedir. 

Birçok metal iyonu ve organik bileşik, enzimlerin aktivitesi üzerinde aktivatör 

veya inhibitör etkisi gösterir (Hernick & Fierke, 2010). Bu çalışmada, çeşitli metal 

iyonları ve organik bileşiklerin AAyXYN329'un aktivitesi üzerindeki etkileri 

değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre; Sn2+, Mn2+, Ba2+, Co2+ ve Na+ 

AAyXYN329'un aktivitesini artırarak aktivatör etki göstermiştir. G. 

stearothermophilus ksilanazında (PDB dosyası:1N82) enzim yapısına iki farklı 

ligandın (Na+ ve gliserol) katıldığı görülmektedir (Gat vd., 1994). Na+, 

AAyXYN329'un olası aktivatör etkisinin de Na+'yı bir ligand olarak kullanması 

muhtemeldir. Öte yandan, Ag2+ ve Hg2+'nın AAyXYN329'un aktivitesi üzerinde 

yoğun bir inhibitör etki gösterdiği belirlenmiştir. Çünkü Hg2+ indol halkalarını 

oksitleme yeteneğine sahiptir, böylece enzimin triptofan kalıntıları ile reaksiyona 

girerek enzim aktivitesini bloke etmiştir (Zhang vd., 2007). Ayrıca EDTA, SDS, 

metanol, etanol, gliserol, aseton ve β-merkaptoetanolün enzim aktivitesini yüksek 

oranlarda inhibe ettiği görülmüştür. 

Substrat olarak ksilanı kullanılarak yapılan kinetik çalışmalar sonucunda 

AAyXYN329'un Km, Vmax, kcat ve kcat/Km değerleri sırasıyla 4.09824 ± 0.2245 μg/μL, 
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75.05 ± 0.03 μmoL/dk/mg protein, 96.75 1/sn ve 23.61 1/ L/g.s -1 olarak 

hesaplanmıştır. Benzer şekilde, Anoxybacillus sp E2 ksilanazı ile yapılan kinetik 

çalışmalarda, substrat olarak beech wood ksilanı kullanan enziminin Km ve kcat 

değerleri sırasıyla 0.61 mg/mL ve 1.602 1/sn bulunmuştur (Wang vd., 2010). Substrat 

olarak oat spelt ksilan kullanan başka bir çalışmada, A. pushchinoensis A8'den elde 

edilen ksilanazın Km’si 0.909 mg/mL olduğu bulunmuştur (Kacagan vd., 2008). Beech 

wood ksilanı için Anoxybacillus kamchatkensis ksilazının Km 'si 0.7 mg/mL olarak 

bulunmuştur (Yadav vd., 2018). Bu sonuçlardan da görüldüğü gibi, Anoxybacillus 

türüne ait ksilanazların düşük Km değerleri, bu enzimlerin endüstriyel uygulamalar 

için tercih edilirliğini artırmaktadır. 

Selüloz liflerinin hidrolizini önlemek için kâğıt ve kağıt hamuru endüstrilerinde 

kullanılacak ksilanazın selülaz aktivitesine sahip olmaması beklenmektedir. Bu 

çalışmada, substrat olarak karboksimetil selüloz kullanılarak yapılan aktivite 

deneylerinde, AAyXYN329'un selülaz aktivitesine sahip olmadığını ortaya 

koymuştur. 
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5. GENEL DEĞERLENDİRME VE ÖNERİLER 

 

Uygun maliyetli mikrobiyal ksilanazlara olan talep son zamanlarda geniş 

endüstriyel uygulama yelpazesine sahip olmalarından dolayı artmaktadır. Bu nedenle 

endüstriyel uygulamalarda çeşitli avantajlar sağlayan birçok mikroorganizmanın 

ksilanaz enzimleri araştırmacılar tarafından incelenmiştir. Bu çalışmada, termofilik bir 

bakteri olan Anoxybacillus ayderensis'in hücre içi ksilanaz enzimini kodlayan gen 

belirlenerek Gen Bankası'nda (NCBI Erişim Numarası: OR269882) aktarıldı. Daha 

sonra ilk kez (AAyXYN329) enzimi rekombinant yöntemle üretildi, saflaştırıldı ve 

biyokimyasal olarak karakterize edildi. Sonuçlara göre AAyXYN329, 65 °C ve pH 

6,5'ta optimum aktivite sergiledi. Aynı zamanda AAyXYN329, geniş bir pH ve 

sıcaklık aralığında önemli aktivite gösterdi. Enzimin yarı ömrü 65 °C'de 72 saat olarak 

hesaplandığından, enzimin endüstriyel uygulamalar için avantajlı bir şekilde yüksek 

derecede termostabil olduğu sonucuna varılabilir. AAyXYN329'un Km, Vmax, kcat ve 

kcat/Km değerleri sırasıyla 4,09824 ± 0,2245 µg/μL, 75,05 ± 0,03 µmoL/min/mg 

protein, 96,75 1/sn ve 23,61 1/L/g.s-1 olarak hesaplandı. Bu değerler, enzimin 

termofilik karakteri ve üstün biyokimyasal özelliklerinin yanı sıra kayın ağacı için 

oldukça yüksek bir Vmax ve katalitik aktivite değerine sahip olduğunu gösterdi. Ayrıca 

enzimin selülaz aktivitesi göstermediği belirlendi. Bu bulgular göz önüne alındığında, 

AAyXYN329'un sayısız avantajı onu çeşitli endüstriyel uygulamalar için tercih edilen 

bir aday haline getirmektedir. 
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