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KSILANAZ ENZIMI XynA-7’NiN ENZIMATIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI VE KAGIT HAMURU AGARTMA ENDUSTRIiSi’NDE
KULLANIMI

HANIFI ALTUN
(074

Bu ¢alismada, Neocallimastix sp. GMLF7’ye ait olan XynA-7 enzimi caligilmistir. Bu
enzim xynAd-7 geni tagiyan E. Coli X7 susundan elde edilmistir. Bu sus Kahramanmarag Siitcii
Imam Universitesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuari’nda bulunan Rekombinant
Bakteri Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. XynA4-7 geni glikozil hidrolaz 11 ailesine
ait bir endo 1,4-B-D-ksilanazdir. XynA4-7 enziminin calistigi optimum pH 6.0-6.5 ve optimum
sicakligin 50 °C de oldugu tespit edilmis, XynA4-7"nin termal stabilitesinin 50 °C* oldugu ve
pH stabilitesinin 6.0’dan sonra arttig1 ve pH 6.5°da maksimuma ulastig1 goriilmiistiir. Hg™ ve
Merkaptoetanol’iin Xynd-7 aktivitesini diisiiriitken, Mn™, Co™, Ba™® enzim aktivitesini
artirmistir. Mg ve EDTA’nin aktiviteyi olumlu veya olumsuz etkilemedigi goriilmiistiir.
EDTA’nin aktiviteyi olumsuz yonde etkilememesi XynA-7"nin bir metalloenzim olmadigin
gostermektedir. XynA-7’nin ksilan hidrolizi sonucunda baslica iiriinlerin ksilotrioz ve
ksilotetraoz oldugu goriilmiistiir. Zimogram sonuglar1 ksilanaz aktivitesi gosteren 45 kDa’dan
kii¢iik tek bir enzimin oldugu gdstermistir. Bugday sapi, okaliptus ve kizilgamdan elde edilen
esmer kagit hamurlar1 XynA-7 ile muamele edilmis ve agiga ¢ikan fenolik ve hidrofobik
bilesikler belirlenmistir. Deneme kagitlarinin bazi fiziksel ve optik 6zellikleri belirlenerek, bu

enzimin kagit hamuru agartma endiistrisinde kullanilabilirliligine 151k tutulmustur.
Anahtar Kelimeler: Anaerobik Rumen Fungus, Neocallimastix sp., ksilanaz, kagit hamuru
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DETERMINATION OF ENZYMATIC PROPERTIES OF XYLANASE ENZYME
XynA-7 AND IT’S USE IN PAPER PULP BLEACHING INDUSTRY

M.Sc. THESIS

Hanifi ALTUN

ABSTRACT

In this study, XynA-7 enzyme of Neocallimastix sp. GMLF7 was studied. This
enzyme was obtained from recombinant E. coli X7 strain which carries xynA-7 gene. This
enzyme was obtained from E. coli X7 strain. This strain was provided from Kahramanmaras
Sutcu Imam University, Department of Biology, Biotechnology Laboratory, Recombinant
Bacteria Culture Collection. XynA-7 gene is a endo-1,4-B-D-xylanase belong to glicosyl
hydrolase 11 family. The optimum pH was 6.0-6.5 and the optimum temperature was 50 °C
for XynA-7 enzyme, the thermal stability of XynA-7 was 50 °C and the pH stability started
rising after pH 6.0 and reached maximum at pH 6.5. Enzyme activity was decreased by Hg
and Mercaptoethanol, however enzyme activity was increased by Mn™?, Co™, Ba™. It was
observed that Mg™ and EDTA didn’t affect the enzyme activity, therefore XynA-7 is not a
metalloenzyme. As a result of xylan hydrolysis of XynA-7, the main products were
determined as xylotriose and xylotetraose. The results of zymogram showed that there is only
one enzyme smaller than 45 kDa that shows xylanase activity. The brown pulp obtained from
wheat straw, eucalyptus and red pine was treated by XynA-7 and the phenolic and
hydrophobic compounds were determined. Some physical and optical properties of sample

papers were determined and the utility of XynA-7 in pulp bleaching industry was enlightened.
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KSILANAZ ENZIMI XynA-7’NiN ENZIMATIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI VE KAGIT HAMURU AGARTMA ENDUSTRIiSI’NDE
KULLANIMI
OZET

Ksilanaz enzimlerinin hemiseliilozik atiklarin muamelesi ve kagit hamurunun
agartilmast gibi islemlerde endistriyel alanlarda kullanimi bilinmektedir. Bu kapsamda
anaerobik bir fungus olan Neocallimastix sp.’ye ait bir ksilanaz olan XynA4-7 enziminin ¢esitli
ozellikleri ile kagit hamuru agartma endiistrisinde kullanimi arastirilmistir. Bu amagla KSU,
Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuari, Rekombinant Bakteri Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
temin edilen ve xynA-7 genini tasiyan rekombinant E. coli X7 susu kullanilmistir. XynA-7
enzimi rekombinant E. coli X7 hiicrelerinden elde edilmistir. XynA-7 enziminin c¢alistigi
optimum pH 6.0-6.5 ve optimum sicakligin 50 °C de oldugu tespit edilmis, XynA-7’nin termal
stabilitesinin 50 °C’ oldugu ve pH stabilitesinin 6.0’dan sonra arttigi ve pH 6.5’da
maksimuma ulastif1 goriilmiistiir. XynA4-7 enziminin metal iyonlarina ve ¢esitli kimyasallara
kars1 tepkisi belirlenmistir. Hg"* ve Merkaptoetanol’iin XynA-7 aktivitesini diisiiriirken, Mn "%,
Co™?, Ba™ enzim aktivitesini artirmistir. Mg ve EDTA ’nin aktiviteyi olumlu veya olumsuz
etkilemedigi goriilmiistiir. EDTA  nin aktiviteyi olumsuz yonde etkilememesi XynA-7’nin bir
metalloenzim olmadiginm1  gostermektedir. XynA-7’nin  hidroliz {irlinleri ince tabaka
kromotografisi ile tespit edilmis, enzim reaksiyonu sonucunda agirlikli olarak ksilotrioz ve
ksilotetraoz, az miktarda da ksilobioz meydana geldigi goriilmiistiir. Zimogram sonuglari

ksilanaz aktivitesi gdsteren 45 kDa’dan kiigiik tek bir enzimin oldugu gdstermistir.

XynA-7 ile muamele edilen okaliptus ve bugday sap1 kagit hamurlarindan salinan 237
nm absorblayicit kromofor miktar1 enzim dozunun arttirilmasi ile yiikselmistir. Kizilgam kagit
hamurunda ise 237 nm absorblayici kromofor salimimi 3 U/ g kagit hamuru dozunda en
yliksek diizeye ulasirken bu dozun iizerinde kromofor salinnminda bir diisiis goriilmiistiir.
Bugday sap1 kagit hamurundan en diisiik Xyn4-7 dozunda bile yiliksek diizeyde 465 nm
absorblayict kromofor salinirken, diger kagit hamurlarinda daha yiiksek XynA-7 dozlari
gerekmistir. XynA-7 ile muamele edilmis her ii¢ kagit hamurunda da ISO parlaklik, opaklik ve
beyazlik degerlerinin artti1 belirlenmistir. Sonug olarak agartilmasi zor smifa giren her lig
kagit hamurunun XynA-7 ile muamelesi sonrasinda agartilabilirliliginde artis oldugu

gorilmiustiir.



DETERMINATION OF ENZYMATIC PROPERTIES OF XYLANASE ENZYME
XynA-7 AND IT’S USE IN PAPER PULP BLEACHING INDUSTRY

SUMMARY

The usage of xylanase enzymes in procedures like treating hemicellulosic waste and
bleaching pulp in industrial areas is known. In this context various properties and usage in
pulp bleaching industry of XynA-7 enzyme which is a xylanase of an anaerobic fungus
Neocallimastix sp. is investigated. For this reason, a recombinant E. coli X7 strain, which
contains xynA-7 gene, was provided from Kahramanmaras Sutcu Imam University,
Department of Biology, Biotechnology Laboratory, Recombinant Bacteria Culture Collection.
XynA-7 enzyme was obtained from recombinant E. coli X7 cells. The optimum pH was 6.0-
6.5 and the optimum temperature was 50 °C for XynA-7 enzyme, the thermal stability of
XynA-7 was 50 °C and the pH stability started rising after pH 6.0 and reached maximum at
pH 6.5. The effects of metal ions and various chemicals on XynA-7 were determined. Enzyme
activity was decreased by Hg " and Mercaptoethanol, however enzyme activity was increased
by Mn"™, Co™, Ba™. It was observed that Mg and EDTA didn’t affect the enzyme activity,
therefore XynA-7 is not a metalloenzyme. XynA-7’s hydrolysis products were determined by
thin layer chromotography, as a result of enzyme reaction mainly xylotriose, xylotetraose, and
a small quantity of xylobiose was observed. The results of zymogram showed that there is

only one enzyme smaller than 45 kDa that shows xylanase activity.

237 nm absorbing chromophore quantities released from XynA-7 treated eucalyptus
and wheat straw pulp was increased by the increase of enzyme dose. In red pine pulp 237 nm
absorbing chromophore release reached maximum at 3 U/g pulp dose, chromophore release
was decreased over this dose. While lowest dose XynA-7 released high level 465 nm
absorbing chromophore from wheat straw pulp, for other pulps higher XynA-7 doses were
needed. The ISO brightness, opacity and whiteness rates were increased for all three pulps
treated by XynA-7. As a result after treating all three pulps, which are hard to bleach, with

XynA-7 an increse in bleachability was observed.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Katalizor, kimyasal reaksiyonlarda etkili olan, reaksiyonu hizlandiran ve kolaylastiran
molekiillerdir. Biyolojik katalizor olan enzimler ise, hiicreler tarafindan genetik kontrol
altinda hiicre i¢cinde sentezlenen organik katalizorlerdir (Zaborsky, 1973). Enzimler hiicre
icerisinde liretilmelerine ragmen hiicre diginda da aktivitelerine devam edebilirler. Enzimlerin
bu 6zellikleri endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarinin yolunu agmistir (Aygan, 2008).

Enzimin etki ettigi ve degisiklige ugrattigit maddeye substrat adi verilir (Yenson,
1984). Reaksiyon sonucu agia c¢ikan maddeye ise iiriin adi verilir. Enzim substratin dig
yiizeyinden itibaren etki etmeye baslar, seklini bozar ve iiriinii aciga ¢ikarir. Uriin ag1a
ciktiktan sonra enzim baska bir substrat molekiiliine islem yapmak i¢in hazirlanir. Enzimler
protein yapili oldugundan c¢ok yiiksek sicakliklarda proteinlerin yapisi bozunmalara
ugrayacagindan inhibe olur (Bhat, 2000).

Enzimler, bir ortamda bulunan ve yapilar1 birbirine ¢ok benzeyen cesitli substratlardan
sadece biriyle reaksiyon girer. Her enzimin etki ettigi substrati kendisi i¢in spesifiktir.
Substrat agisindan enzim spesifikligini protein kismi gergeklestirmektedir. Enzimler kimyasal
reaksiyonlart gerceklestirdiklerinde bazi faktorlerin etkisi altinda kalirlar. Her enzim
reaksiyonunun optimal bir sicaklik diizeyi vardir. Insanda bu sicaklik 36.5 derecedir.
Hayvansal kaynakli enzimler genellikle optimum sicakliga ancak 40-50 °C arasinda erisirken,
bitkisel kaynakli enzimlerde bu deger genellikle 50-60 °C arasindadir. Bu sicakliklarin
tizerinde enzimler 1s1ya bagli olarak denatiire olurlar (Bhat, 2000).

Enzim reaksiyon hizt farkli hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’ya o enzimin optimum pH’s1 adi
verilmektedir (Fidanci, 2009). Enzimlerin aktivite gosterdikleri optimum pH degeri enzimden
enzime farklilik gostermektedir. Enzimlerin biiyiik bir kismiislevlerini su igerisinde
gosterdiginden, suyun miktart enzim islevinde etken bir kosuldur. Genellikle % 15’in altinda
su iceren ortamlarda, enzimler islev gostermezler. Ciinkii molekiillerin birbirine carparak

reaksiyonu ger¢eklestirebilmesi i¢in hareketi saglayacak sivi bir ortamin olmasi gerekir.

Enzim konsantrasyonunun enzim hizina etkisi, diger kosullar sabit tutuldugunda,
dogrusal bir iliski gosterir. Kisaca enzim konsantrasyonu arttik¢ca enzim hizida dogru orantili
olarak artar. Her enzim molekiilii bagimsiz ¢alistig1 i¢in ne kadar enzim molekiilii varsa o

kadar ¢abuk gelisen bir reaksiyon s6z konusudur ve reaksiyon da o kadar hizli yiiriiyecektir.



Enzim miktarinin sabit tutuldugu bir ortamda substrat yogunlugu arttik¢a, tepkimenin
hizida artar. Tepkime hiz1 en yliksek noktaya eristikten sonra sabit kalir. Buna Michaelis-
Menten sabiti (Km) denilmektedir (Oztan, 2007). Canl1 biinyesinde bulunan eser elementler,
mangan (Mn™?), bakir (Cu™), ¢inko (Zn™), demir (Fe™) ve diger elementler enzimatik
islevlerde “aktivator” olarak kullanilir. Bazi maddelerin ise enzimlerin aktif bolgelerine
tutulmasi ileenzimin denatlire olmasina sebep olur, katalitik aktivitesini diigiirebilir. Cogu

zamantamamen durdurabilir, bu maddelere “inhibitér”ad1 verilir (Aehle, 2004).

1.2. Enzim Kaynaklari

Enzimler c¢esitli amagclarla kullanilmak {izere giinliik ve ekonomik hayata girmistir.
Ozellikle endiistride kullanilan enzimler mikroorganizma kaynakli olsa da bitkisel ve
hayvansal kaynakli da olabilmektedir (John, 1987). Hayvansal kaynakli enzimler genellikle
tavuk yumurtalarinin beyazi, domuz midesi, pankreas, gevis getirenlerin karin bdlgesi gibi
yenilebilen organlardan izole edilebildigi i¢in insan yiyeceklerinin hazirlanmasinda da uzun
zamandan beri kullanilmaktadir (John, 1987). Bitkisel kaynaklardan elde edilen
biyoteknolojik enzimler, yenilebilir bitkilerden elde edilebilmektedir. Toksik olmayan bu

yiyeceklerin kaynaklarinin glivenirligi dogrulanmistir (John, 1987).

Mikrobiyal enzimler 6zel mikroorganizmalar tarafindan iiretirler. Bira, damitma,
firmcilik ve tekstil endiistrisinde kullanilabildigi gibi deterjan iiretimi ve dericilikte derinin
yumusatilmasi amaciyla da kullanilmaktadir (Demain ve Solomon, 1981). Mikrobiyal
enzimler yan iirlin olusturmaz, daha stabildir, ucuzdur ve fazla miktarda elde edilebilirler.
Bununla beraber mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmayanlardan seg¢ilmeleri de 6nem
arz etmektedir. Dolayisiyla giiniimiizde endiistride kullanilan bir¢ok enzimin mikrobiyal
kokenli olmast iyl enzim iireticisi mikroorganizmalara olan ilgiyi arttirmistir (Kiran ve ark.,

2006).

1.3. Bitki Hiicre Duvar: Yapisi ve Enzimatik Yikim

Dogadaki temel depolanmis karbon kaynagini iceren bitki hiicre duvarlar, seliiloz (f-
1,4-glukan’dan olusan ¢oziinmeyen fibriller), hemiseliiloz (mannan ve ksilan gibi seliilozik
olmayan polisakkaritler) ve ligninden (kompleks polifenolik madde) olusmaktadir. Bu yapilar
genel olarak lignoseliiloz olarak isimlendirilmektedir (Thomson, 1993). Lignoseliiloz, odunun

kuru agirliginin % 89-98 gibi biiyiik bir kismini1 olusturmaktadir. Cesitli yumusak veya sert
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odun igeren agaclarin seliiloz ve hemiseliiloz igeren holoseliiloz kismi1 lignoseliillozun % 63-

78’1ni olustururken lignin %15-38’1ni teskil etmektedir (Colberg, 1988).

Ayrica hiicre duvarinin yapisinda; su, iyonlar ve proteinler bulunur (White ve ark.,
1993). Bitki hiicre duvarinin yapisi bitki tiirlerine, doku tipine, bitkinin yasina, bitki
parcasina, ayrica bitkinin i¢inde bulundugu toprak mineralleri, nem, sicaklik gibi abiyotik

faktorlere bagl olarak belirli oranda farklilik gostermektedir (Weimer, 1992).

Seliiloz, ¢ok sert, suda ¢oziinmeyen bir maddedir; bitkilerin hiicre duvarlarinda, 6zellikle
yaprak saplari, aga¢ govdeleri ve bitki dokularinin odun kisimlarinda bulunur 1,4 B-
glikozitbaglar1 vasitasiyla birbirine baglanmis glikozdan olusmus uzun zincirli bir glikoz
polimeridir.Seliiloz genellikle kristalin seliiloz ve nispeten az miktarda sekilsiz (amorf) olan
seliiloz formunda mevcuttur. Seliilozun sekilsiz formu daha az molekiil i¢i hidrojen bagina
sahip olmasi nedeni ile enzimatik parcalanmaya daha duyarhidir. Ancak kristal formdaki
seliilloz fiziksel yapisi nedeniyle enzimatik yikima karsi daha dayanmikhidir (Beguin, 1990;
Perez ve ark., 2002). Seliilozlar ve hemiseliilazlar, kagit ve karton gibi temel kullanim alanlar
disinda polimerik bir iiriin olmasi sebebiyle de bircok kullanim alani bulmustur. Ozellikle;
gida, igecek, hayvan yemi, tekstil, deterjan, kagit endiistrilerinde hem arastirma hem de
gelistirme altindadir. Bakteri ve funguslara ait seliilaz, hemiseliilazlarin biyokimyasi,
genetikteki gelismeler biyoteknolojide ve aragtirmada ¢ok biiyiik ticari potansiyel

olusturmaktadir (Bhat, 2000).

Seliilozun glikoza kadar yikimi igin baslica 3 enzim smifi gerekmektedir;
Endoglukanazlar (endo-1,4-B-glukanaz EC 3.2.1.4), sellobiyohidrolazlari da igeren
ekzoglukanazlar (1,4-B-D-glukan sellobiyohidrolaz EC 3.2.1.91) ve ekzoglukohidrolaz (1,4-B-
D-glukan glukohidrolaz EC 3.2.1.74) ve B-glukosidazlar EC 3.2.1.21).

Bu enzimler molekiil i¢i glikozidik baglarin1 poliglukan halka boyunca kirarlar.
Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolaz ve ekzoglukohidrolaz) poliglukan halkanin uglarina
saldirir ve bu uglardan sellobiyoz ya da glikoz tnitelerini yikima ugratir (Coughlin ve

Ljungdahl, 1988; Goyal ve ark., 1991).

Ksilan seliillozdan sonra bitki hiicre duvarinda bulunan ikinci en ¢ok polisakkaritdir.
Ksilan hemiseliilozun baslica bilesenidir ve hemiseliilozlar dogada toplam biyokiitlenin % 30-
35’ini olusturmaktadir (Kulkarni ve ark., 1999). Ksilanlar, temel yapi itibariyla B-1,4 bagh D-

ksilopiranoz birilerinden meydana gelmis heteropolisakkaritlerdir (Beg ve ark., 2001).



Ksilanin, omurgas1 O-asetil, a-L-arabinofuranosil, a-1,2 glukuronik asit ya da 4-0-
metil D-glukuronik asit bilesenlerinden meydana gelmistir (Kulkarni ve ark., 1999). Ksilan,
seliilozu enzimatik yikima kars1 korumaktadir. Ksilan bitkiden uzaklastirildigi zaman seliiloz
seliilolitik hidrolize kars1 daha acik olmaktadir (Thomson, 1993). Ksilan ¢ok karmasik bir
molekiildiir. Bu nedenle ksilanin hidrolizi i¢in farklienzimlere ihtiya¢ duyulur. Ksilan
molekiiliiniin hidrolizini gerceklestiren enzimlerintamamina ksilanolitik enzim sistemi denir
(Subramaniyan ve Prema, 2000). Ksilanlarin enzimatik yikimi i¢in, endo 1,4-B-D-ksilanaz
(EC 3.2.1.8) ve B-ksilosidaz (EC 3.2.1.37) enzimleri etkilidir. Yan gruplarin yikilmasi i¢in a-
glukuronidaz (EC 3.2.1.131) ve asetil ksilan esteraz (EC 3.1.1.72) enzimlerinin bilesimi
gerekmektedir (Orpin ve Letcher, 1979).

Pektin bitkiye dayaniklilik verir, Ozellikle {iziimsii sert ve yumusak cekirdekli
meyvelerde bulunur. Genel olarak, a-1,4-D-poligalakturonat omurgasindan olugmakla beraber
asidik polisakkaritlerle baglanti kurmaktadir. L-ramnoz dallar1 a-1,2 baglariyla ana zincire
baglanarakpolimere helikal bir yapt kazandirmaktadir (Nordkvist, 1987). Pektik maddeler
pektinin; pektik asit, pektinik asit ve bunlarin tuzlarini barmdiran bir grup maddeye verilen
genel addir (Willats ve Ark., 2001). Pektolitik enzimler galakturonik asidin dogal polimeri
olan pektinleri parcalarlar. Pektik enzimleri, pektin molekiiliiniin galakturonan omurgasina
olan etkilerine gore pektin esterazlar (ester baginihidrolize edici enzimler) ve depolimerazlar

(zincir kiricienzimler) olarak iki sinifa ayirarak incelemek olasidir (Aksoz ve ark., 1985).

Lignin, seliilozdan sonra bitki hiicre duvarlarinda en fazla bulunan dogal amorf
polimer olup vanilin gibi aromatik gruplar tasiyan karmasik bir yapidir. Kimyasal yapisi
bitkinin tiiriine ve morfolojik 6zelliklerine bagl olarak degisir (Uner, 2003). Lignin yapili
dokular fiziksel ve biyolojik par¢alanmaya kars1 daha dayanikli ve serttir. Bundan dolay1 bitki
yapisina desteklik saglar ve enzimatik yikim ile mikrobiyal pargalanmaya karsi set roliinii
iistlenir (Vance ve ark., 1980; Loveless, 1983). Bunun yaninda ligninin parcalanmas1 oksijenli

ortamda meydana gelmektedir (Kivaisi ve ark., 1990).

Lignin bilesenlerinin pargalanmasi ic¢in lignin peroksidaz veya ligninaz enzimleri
gereklidir. Bu enzimler fenol-oksitleyen enzimler olarak gorev aldigi ve hidrojen peroksit
iretiminde etkili olabilecegi diisiinlilmektedir. Lakkaz veya fenol oksidaz (EC 1.10.3.2)
enzimleri fenollerin fenoksi radikallerine oksidasyonunda yer almaktadir (Kirk ve Farrel,

1987).

Bitki hiicre duvarlarinda polisakkaritler ile iligkili olarak bulunan proteinler gelisen
hiicre duvarinin yeniden sekillenmesinde gorev alan enzimler olarak veya yapisal olarak rol
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almaktadir. Primer duvarlarinda proteinler, kuru maddenin % 10’unu teskil etmektedir. Hiicre
en son biiylikliigiine ulastiginda ve hiicre duvarinin genislemesi tamamlandiginda “ekstensin”
(hidroksiprolince zengin glikoprotein) proteininin miktar1 artmaktadir. Bu proteinin hiicrenin

son seklinin verilmesinde rol oynadig diistiniilmektedir (Cheng ve ark., 1991

1.4. Ksilanaz Enzimleri ve Endiistrideki Kullanimlari

Ksilanin hidrolizi i¢in farklienzimlere ihtiya¢ duyulur. Ksilanaz enzimleri arasinda; -
1,4-endoksilanaz, B-ksilozidaz, a-L-arabinofuranosidaz, o-glukuronidaz, yer almaktadir
(Subramaniyan ve Prema, 2000). Ksilanazlar genel olarak, bakteri ve mantarlardan olusan
mikroorganizmalar  tarafindan tiretilirler. B-1,4-endoksilanaz enzimi, ksilan
omurgasinirastgele hidrolize ederek depolimerizasyonu saglarken, B-ksilozidaz enzimi ise
kisa oligosakkaritleri hidroliz eder. Asetil ksilan esteraz, oa-L-arabinofuranozidaz, o-D-
glukuronidaz ve galaktozidazlar ise ksilanin yan gruplarimi ana zincirden kopartarak serbest
kalmalarin1 saglar (Aygan, 2008). Ksilanaz enzimleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
mikroorganizmalardan elde edilenlerin biyoteknolojik potansiyellerinden dolayibir¢ok
endiistriyel alanda biiyiik bir ilgi uyandirmistir. Basta kagit ve kagit hamuru olmak iizere;
gida, yem, sanayi, tarim ve tip olmak {iizere bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (Collins ve ark.,

2005).

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde agartma isleminde klor kullaniminin sinirlanmasi
cevresel diizenlemeler acisindan 6nem arz eden bir gelismedir. Bu kapsamda yasam
alanlarimizi1 endiistriyel atiklardan muhafaza etmek icin kagit ve kagit hamuru endiistrisinde
mikrobiyal enzim sistemlerinin uygulanmasi 6énem kazanmistir(Jeffries, 1981). Bu yaklasim,
agartmada klor bilesiklerinin énemli derecede indirgenmesine ve kirliligin azaltilmasina izin
vermektedir (Giiven, 2011). Kagit hamurunun ksilanaz kullanilarak agartilmasi islemi timit

verici ve gelecek vaat etmektedir (Kiran ve ark., 2006).

Bunun yaninda ksilanazlardan ekonomik yonden 6nemli iiriinlerde iiretilebilir. Siviya
da gaz yakitlarin iretimi, tek hiicre proteini iiretimi gibi genel uygulamalarda kullanilmaktadir
(Beg ve ark., 2001). Ksilanazlardan ayrica odun hamurunda biyo-beyazlatma, sentetik ipek
iiretiminde ise hamurdan seliiloz gibi iiriinlerin liretiminden de istifade edilir (Viikari ve ark,
1986; Beg ve ark., 2001). Tarim ve gida endiistrisinde kullanilan ham maddelerin atik
iirlinlerinde yiiksek oranda ksilan bulunmaktadir.Ksilanaz uygulamalar ile ksilan ksiloza

dontistiiriiliir (Rani ve Nand, 1996).



Meyve sularinin berraklastirilmasinda, meyve ve sebzelerin sivilagtirilmasi amaciyla
selilaz ve pektinaz ile birlikte isleme konulur. Bunun yaninda kompostlamay1 ve
ruminantlarin  beslenmesinde sindirimi artirmak amaciylayem bitkilerinin 6n isleminde
kullanilmaktadir (Gilbert ve Hazlewood, 1993). Ksilanazlarin etkinligi ekmek kalitesi
artisinda da ekmek hacmini artirarak gézlenmistir. Bu durum ksilanazlarla birlikte amilazlarin

kullanilmasiyla daha da artmistir (Maat ve ark., 1992).

a-L-Arabinofuranozidaz ve B-D-Glukopiranozidazlar meyve suyu, sarap ve aroma
oziitleri i¢in gida islemede kullanilirlar.Yemlerin sindirilebilirliliinin arttirilmas1 (Wong ve
ark., 2000), hemiseliilozik atiklarin muamelesi islemlerinde kullanilmaktadir (Wong ve ark.,
2000). Ksilanaz enziminin 6énemli uygulama alanlarindan biri de, jiit ve kenevir gibi lif
bitkilerinin re¢ine benzeri maddelerden arindirilmasidir (Beg ve ark, 2001). Ksilanazlarin bazi

uygulama alanlariCizelge 1.1°de verilmistir (Collins ve ark., 2005).



Cizelge 1.1. Ksilanazlarin Potansiyel Uygulama Alanlari

FONKSIYONU UYGULAMA ALANI ENDUSTRISI
Kagit imalati esnasinda | Kagit hamurunun | Kagit ve kagit hamuru
klorin ve toksik | agartilmasi e
iretimi

disakkaritlerin
kullanimlarinin azaltilmasi
Enzimatik yiizey | Keten, kendir, jiit ve rami Tekstil
diizlestirimi . .

islenmesi
Meyve sulart viskozitesini | Meyve ve sebze suyu, | Meyva ve sebze isleme

azaltict  etkisi  yaninda | Nektar ve piirele eldesi ile | _.. .

stiregleri, demleme, sarap
yumusatma  Ozelligi ile | bitkisel yag, sarap imalati imalati
kaliteyi artirir.
Hamur elastikiyetini ve Hamur  ve pastacilik | Firincilik
dayanikliligini artirir. riinleri
Cop aritimi, fermente Tarimsal, evsel ve | Biyodoniisiim
edilebilen iiriinlerin Endiistriyel atiklarin
iiretimi, yenilenebilir gevieye
bioetanol = ve  zararsiz | zararsizlastirilmasi
kimyasallarin tiretimi
Alkali kullaniminin | Ligninden ~ ve  ekstrak | Kagit ve kagit hamuru
azaltilmasi. maddelerden kaynaklanan | .. . .

uretimi

biyolekelerin yok edilmesi

Gluten topaklanmasi islemi | Nisasta gluten ayirimi Nisasta

1.5. Kagit Hamurunun Agartilmasinda Ksilanaz Enzimleri

Kagit hamuru ve kagit endiistrisi, diinyada enzim kullanabilecek en biiylik pazarlardan

birisi olarak kabul edilmektedir. Hayat standardinin artmasina paralel olarak diinya kagit
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ihtiyac1 giderek artmakta, cevre dostu ve etkili {iretim siireci daha da 6nem kazanmaktadir

(Karademir ve ark., 2002).

Enzimlerin optimum olarak ticari anlamda kagit ve selilloz endistrisinde
kullanilabilmesi i¢in bir siire daha ¢alisilmasi gerekmektedir (Karademir ve ark., 2002). Kagit
endiistrisinin literatlir anlami ile, odun ve hurda kagidin islenmesinden, agartilmasindan, kagit

iiretiminden ve atik suyun da i¢ine alan iglemleri ifade etmektedir.

Amerika kitasimin kuzey {ilkeleri ile Avrupa’nin batisinda yer alan bazi iilkelerde,
ksilanazlar, aga¢ kabuklarmin ¢ikartilmasinda, geri donistiiriilmiis liflerin boyalarindan
arindirilmasindan ve kagit hamurunun ¢6ziilmesinin hazirligr i¢in seliilozun saflastirilmasinda
kullanilmaktadir (Chen ve ark., 1996).Kagidin bilesenleri, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi
dogal polimerlerdir. Kagit iiretim isleminde lignin, istenmeyen bir madde olarak kimyasal
hamur liretmede ve agartma islemlerinde hamurdan uzaklastirilmaya calisilir (Karademir ve
ark., 2002). Hemiseliiloz {irlin rengini esmerlestirdigi ve ¢dziinmez pargaciklar olusturdugu
icin, hamur pisirme ve agartma islemleri sirasinda uzaklastirilmaya calisilir (Gamerith ve
Strutzenberg, 1992). Fakat tam anlamiyla uzaklastirilamadigi i¢in, sonraki iiretim safthalarinda
hemiseliiloz, 6zellikle ksilan, bazi problemlere sebep olur. Bundan dolayr son yillarda
alternatif bir metot olarak sadece hemiseliilozu uzaklastiran enzimler iizerinde ¢aligmalar

yapilmistir.

Barnoud ve arkadaglarinin, (1986) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek konsantrasyondaki
ksilanaz ile kagit hamurunun uzun slire muamele edilmesi sonucu, TEM (Transmisyon
Elektron Mikroskopu) altinda gruplar ve tek tek lifler halinde selilloz mikrofibrillerinin
ayristigini izlenmisler. ilgili ¢eperde bulunan seliiloz mikrofibrillerini birbirine baglamada
ksilanazlarin ne kadar onemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir. Laboratuar sartlarinda
kambiyumu pargalayan enzimlerle yapilan calismada, ksilanaz enzimiyle muamelede %18

civarinda kabuk soymada bir enerji tasarrufu saglandigini bildirmistir (Ratto ve ark., 1993).

Ince odun kagit hamurunun enzimatik 6n islemle agartilmasinda, Pseudomanas
fluorescens’den elde edilen Mannanaz 17 ve Clostridium thermocelluum’dan elde edilen
Manl7 nin tek basina etkili olmadig: bildirilmistir (Clarke ve ark., 2000). Neocallimastix
patriciarum’dan elde edilen ksilanazin bu iki enzimle birlikte kullanilmasiyla kagit

hamurunun enzimatik yikiminin saglandig: bildirilmistir (Clarke ve ark., 2000).

Bir haloalkalophilik olan Staphylococcus sp.’den elde edilen SG-13 kodlu ksilanaz

enziminin ambalaj kagidi hamurunun agartilmasinda etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica bu



enzimin pH’nin 7.5-9.2 ve optimal sicakliginin 50°C oldugu belirtilmis, enziminin Fe™, Ni'%,
Cu'? gibi metallerden olumlu etkilendigini bildirmislerdir (Gupta ve ark., 2000). Bacillus
subtilis’den elde edilen ksilanaz enziminin ise ambalaj kagidi hamurunun agartilmasinda
kullanilmasiyla lignin miktarinda azalma oldugu ve kappa sayisinin diistiigli bildirilmistir

(Saleem ve Akhtar, 2012).

Sert odun ambalaj kagit hamurunun 6n agartma isleminde sirasiyla; Aspergillus
indicus, A. flavus ve A. niveus tirii funguslardan elde edilen ksilanaz enzimleri kullanildigi
bildirilmistir. Calisma sonucunda kagit hamurunun kappa degerinin 18.60°dan sirasiyla 6.8,
6.2 ve 5.0 distiigii ve parlakliliginin 19.83ten sirasiyla 4. indicus, A. flavus, A. niveus’un
ksilanazlar1 tarafindan 42.20, 43.13 ve 45.19’a cikartilmistir (Angayarkanni ve ark., 2005).
Seker kamis1 sapinda yasamini siirdiiren Aspergillus caespitosus’tan elde edilen iki ksilanaz
enzimi saflastirilmis ve kategorize edilmistir (Sandrim ve ark., 2004). Her iki enzimin
opimum sicakligr 50-55 °C’dir. Optimal pH degerlerinin ksilanaz-1 i¢in 6.5-7.0 ve ksilanaz-2
icin 5.5-6.5 olarak belirtilmistir. Bununla beraber ksilanaz-2 enzimi kagit hamurunun kappa
sayisin1 daha ¢ok indirmis ve viskozitesini daha ¢ok arttirmis oldugu belirtilmistir (Sandrim

ve ark., 2004).

Bacillus coagulans’dan elde edilen ksilanaz enziminin odunsu olmayan kagit
hamurunun 6n agartilmasinda kullanildigt ve sonuglarin olumlu oldugu ifade edilmistir
(Chauhan ve ark., 2005). Arastirmada pH degeri olarak 8.5’te piring sap1 kagit hamurunda
daha cok parlaklik saglanmis ve pH’1n daha yiiksek degerlerinde bugday ve piring sap1 kagit

hamurlarinda maksimum parlaklik saglandigi bildirilmistir (Chauhan ve ark., 2005).

Robert ve arkadaslar1 (1990) Saccharomonospora viridi ten elde ettikleri ksilanaz
enzimini agartilmis kraft kayin hamuru {lizerinde denemisler ve %20 civarinda toplam ksilan
miktarinda azalma saglandigim1 bildirmislerdir.Aureobasidium pullulans’den eldeedilen
ksilanaz enzimini kraft ve termomekanik titrek kavak hamurlarina uygulanmis ve yaklasik
%33 oraninda ksilan ayrigsmast basarilmistir (Jeffries ve Lins, 1990). Schizophyllum
commune’ den alinan ksilanaz enzimi, lignini alinms titrek kavak hamurunda denenmis ve bir
saat igerisinde hamurdaki hemiseliillozun % 20.4’ten % 13.4’e, 24 saat icerisinde de % 9.1°¢
distigli bildirmistir (Paice ve Jurasek, 1984). Fakat enzim uygulamasi sonucunda hamur
viskozitesinin de 6nemli derecede diistiigii izlenmis, bu ise ortamda az miktarda dahi olsa

seliilaz enzimi varligina baglanmstir.



1.6. Ksilanaz Ureticisi Olarak Anaerobik Rumen Funguslar

Ksilanazlar, genellikle ksilan veya ksilanca zengin ortamlarda gelisen
mikroorganizmalarda bulunan enzimlerdir. Genel olarak, bakteriler, protozoalar, fungiler ve

alglerden elde edildigi belirtilmistir (Beg et al., 2001).

Bitki hiicre duvarimin yapisini olusturan bilesenlerinin (hemiseliiloz, seliiloz ve lignin)
kullanilabilir enerjiye doniisiimii i¢in en uygun ekosistem rumen’dir (Heath, 1988 ). Rumen
(iskembe), ruminant herbivorlarin sindirim sisteminin hacim olarak en biiylik kismini teskil
eder ve retikulumla (borkenek) beraber, (Hobson ve Wallace, 1982)  yogun bir
mikroorganizma populasyonu igeren, biiyilik bir fermentore benzemektedir. Rumen, dogadaki
en karmagik mikrobiyal ekosistemlerden birisini igermektedir (Itabashi, 2004). Rumen
mikroorganizmalar1 arasinda, bakteriler, arkealar, protozoalar, bakterofajlar ve funguslar’a ait

gruplar yer almaktadir.

Anaerobik funguslar, rumen mikrobiyal ekosistemi igerisinde en dayanikli bitkisel
dokular da dahil olmak {izere bitki hiicre duvarlarini kisa bir siirede kolonize edip enzimatik
olarak parcalayabilen mikroorganizmalardir (Borneman ve ark., 1991). Rumen
funguslarinin bitki pargalarinin sindiriminde fiziksel ve enzimatik rolleri bulunmaktadir.
Funguslar rizoidler veya rizomiselyalar olusturarak bitki hiicre duvariin igine girer ve hiicre
duvarini fiziksel olarak parcalarlar bu esnada salgiladiklar1 enzimler sayesinde sindirimde
enzimatik acidan da rol oynarlar (Borneman ve ark., 1993). Ksilanaz (Teunissen ve ark.,
1991, Comlekcioglu ve ark., 2010), karboksimetilseliilaz (Comlekcioglu ve ark., 2008),
glikosidaz ve ksilosidaz (Chen ve ark., 1994, Comlekcioglu ve ark., 2010), amilaz (Mountfort
ve Asher, 1988, Comlekcioglu ve ark., 2010), feruloyl ve p-kumaril esteraz (Borneman ve

ark., 1990) anaerobik funguslarin iirettigi fibrolitik enzimlerin baslicalaridir.

N. frontalis, ksilanaz enzimini ¢ogunlukla kiiltiir ortamina salgilamaktadir ve sadece
az bir miktar1 fungal rizoidler ile iliskili oldugu bildirilirken (Mountfort ve Asher, 1989;
Akyol ve ark., 2009) 6nemli miktarda hiicresel aktiviteye sahip olan tiirler de bulunmaktadir
(Williams ve Orpin, 1987). Anaerobik funguslarin enzim sistemlerinin detayli olarak
karakterize edilmesi enzim genlerinin klonlanmasi ile basarilmistir. Gen klonlama
biyokimyasal olarak ortaya cikartilamayan enzimlerin tanimlanmasinda oldukc¢a degerlidir
(Comlekcioglu, 2009).Gilbert ve ark. (1992), Neocallimastix patriciarum’un mRNA’sindan
elde edilen rekombinant bir ksilanazin (XYLA), ksilan1 ksilobioza kadar pargaladigini
bulmuslardir. Gilbert ve Hazlewood (1993) calismalarinda Neocallimastix patriciarum ve
bazi bakteriyel ksilanaz enzimlerinin sekanslarmi karsilastirmis ve buenzimler arasindaki
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belirgin homolojiyi agiga cikarip, rumen funguslar ve bakteriler arasinda horizontal gen

transferinin olabilecegini rapor etmislerdir.

N. patriciarum’dan E. coli ’ye klonlanan B-1,4-ksilanaz geninin kendi promotoru ile
calismis olmasi E. coli’ nin N. patriciarum promotorunu tanimladigini gostermektedir
(Tamblyn Lee ve ark., 1993). Rumen s1visi i¢erisindeki mikroorganizmalardan dogrudan izole
edilen genomik DNA’dan spesifik fungal primerler yardimiyla xynRS8 geni elde edilmis, bu
genin sekans analizi sonucunda Orpinomyces cinsine ait bir gen olabilecegi bildirilmistir (Liu
ve ark., 2005). N. patriciarum’dan klonlanan xynS20 geni ise en yiiksek homolojiyi bocek
sindirim sisteminde yer alan mikroorganizmanin ksilanaz geni ile gostermistir (Liu ve ark.,
2008). N. frontalis’den izole edilen xynilA ve xynllIB genlerinden dokerin domainler
cikarildiginda optimum sicaklik ve termal stabilitenin arttigi bildirilmistir (Huang ve ark.,
2005). Ancak Neocallimastix sp.” den izole edilen ve dokerin domain tasimayan Xyn2A
enziminin calistigi optimum pH ve sicaklik degerlerinin ise ayni fungusa ait ksilanaz
enzimlerinin optimum pH ve sicaklik degerleri ile aymi oldugu goriilmiustiir (Akyol ve ark.,
2009). Neocallimastix sp. GMLF1’den elde edilmis olan Xyn/B enziminin bugday ve
okaliptus kagit hamurlarinin kappa degerlerini diisiirdiigli gdzlenmistir (Comlekcioglu ve ark.,
2010). Klonlama stratejisi kullanilarak anaerobik fungal ksilanaz genlerinin E. coli’de ifade
edilmesiyle ¢ok yiiksek miktarda ksilanaz enzim aktivitesinin (3964 — 16309 U/mg protein)
elde edildigi rapor edilmistir (Gilbert ve ark., 1992; Huang ve ark., 2005; Akyol ve ark.,
2009).

1.7. Tezin Amaci

Bu c¢alismada, ksilanaz enzim kaynagi olarak anaerobik rumen funguslarindan
Neocallimastix sp’ye ait ksilanaz genini tagiyan rekombinant E. coli X7 susu kullanilmistir.
Bu sus Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Biyoloji Béliimii, Biyoteknoloji
Laboratuari’nda bulunan Bakteri Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Oncelikle E. coli
X7°de xynA-7 gen varligin1 kontrol etmek i¢cin PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR iiriinliniin dizileme islemi gerceklestirilmis ve dizi bilgisi
analiz edilmistir. E. coli X7 Kkiiltir ortaminda gelistirilmis ve irettigi XynA-7 enzimi
rekombinant hiicrelerden elde edilmistir. XynA4-7 enziminin ¢alistig1 optimum pH ve sicaklik
tespit edilmis, Xynd-7’nin metal iyonlarina karsi tepkisi belirlenmistir. Bugday sapi,
Okaliptus ve Kizilcamdan elde edilen esmer kagit hamurlar1 XynA-7 ile muamele edilmis ve
ac1ga cikan fenolik ve hidrofobik bilesikler ile belirlenerek bu enzimin kagit hamuru agartma

endiistrisinde kullanilabilirliligi arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar:

Bu c¢alismada kullanilacak olan XynA-7 enzimini iireten rekombinant Escherichia coli
X7 susu Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Biyoloji Béliimii, Biyoteknoloji
Laboratuari’nda bulunan Bakteri Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.

E. coli susu LB (Luria-Bertani) Broth besi ortaminda g¢alkalamali olarak veya LB-
Agar’da (Sambrook ve ark. 2001) 37 °C’de gelistirilmistir. Besiyerlerine ilave edilecek
antibiyotikler stok solusyonlar hazirlanarak kullanilmigtir. Stok solusyonlar 0,22 pum
gozenekli enjektor filtresi ile steril edildi. Antibiyotikler besi ortamia mikroorganizmanin
inokiilasyonundan once ilave edilmistir. Asagida bakteriler i¢in kullanilacak antibiyotikler,

stok solusyonlar ve besi ortamindaki son konsantrasyonlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Bakteriler icin kullanilacak antibiyotikler, stok solusyonlar ve besi ortamindaki

son konsantrasyonlari.

Antibiyotik Stok Solusyon Son konsantrasyon

Ampisilin 25 mg/ml; Suda ¢oziilmiistiir. LB’de 50 pg/ml

Eritromisin 100 mg/ml; %75  etanolde | LB’de 150 pg/ml
¢cOziillmiistiir.

Kanamisin 25 mg/ml; Suda ¢oziilmiistiir. LB’de 100 pg/ml

2.2. Molekiiler Biyoloji Metotlari

Plazmit DNA izolasyonu Vivantis’in Plazmit Izolasyonu Kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla bir gece boyunca biiyiitiilmiis bakteri kiiltiirii kullanilmistir.
Kiiltiir 1200 g’ de 10 dk siireyle santrifiij edilip ¢oktiiriilmiis ve bakteri hiicreleri saf su ile 2
defa yikanmistir. Yikama isleminden sonra elde edilen pelletten ya hemen plazmit izolasyonu
gergeklestirilip veya sonra kullanilmak {izere —20 °C’de saklanmustir. E. coli hiicrelerinden
plazmit izolasyonu i¢in firmanin prosediirii aynen uygulanmistir (Cémlekcioglu, 2009).

Elde edilen plazmit DNA, ileriki calismalarda kullanilmak {izere —-20 °C’de
saklanacaktir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu; 32 ul dH,0, 0.2 uM ileri ve geri primerler, 1 ng
kalip DNA, 4 ul 10X tampon, 200 uM dNTP ve 0.5 U Taq DNA polimeraz karigimi ile
gerceklestirilmistir. PZR karisimi nazikge karigtirildiktan sonra amplifikasyon BioRad
Thermal Cycler kullanilmistir.
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PZR, 95 °C’de 4 dk ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra 30 dongii olmak tizere 94
°C’de 1 dk, primerler i¢in uygun yapisma sicakliginda 1 dk, ve 72 °C’de uygun sentez zamani
boyunca gergeklestirilmstir. Primerlerin yapisma sicakligi, erime sicakliginin yaklasik 5 °C

altindadir.

PZR iirlinlerinin uygun diliisyonlarindan yeterli miktarda (genellikle 5 ul) alinacak, 1
ul yiikleme tamponu (% 0.25 bromfenol mavisi; % 40 siikroz; 100 mM EDTA; pH 8.0) ile
karigtirilmis jele ytiklenerek ve jel biiyiikliikklerine gore 60-100 V (Biolab; PS 503) altinda
kosturulmustur.

DNA kontrolii olarak uygun boyutlardaki (100 b¢ veya 1 kb) DNA standartlari
kullanilmistir. Agaroz jel i¢indeki DNA, EtBr (0.5 pg/ml) ile 30 dakika boyanarak (post-
staining) UV 1s18inda goriintiilendi ve fotograflandi (Canon, S31S). Dogaya radyoaktif bir
madde olan EtBr kontaminasyonunu engellemek icin tiim jeller EtBr destroyer (Favorgen) ile
muamele edilmistir boylelikle EtBr’nin insan ve cevre saglifina negatif etkileri ortadan

kaldirilmistir.

Elde edilen PZR iiriiniiniin DNA dizisi Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi’nde
bulunan USKIM’de hem ileri hem de geri primerler yardimu ile ortaya ¢ikarilmistir. Dizileme
islemi sonrasinda elde edilen niikleotid dizisi bilgisayar programi yardimi ile analiz edilmistir.
DNA dizi kromatograminin goriintiilenmesi i¢in ChromasPro V1.34 (Technelysium Pty Ltd)

programi kullanilmastir.

2.3. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Enzim ekstrakti hiicre disi veya hiicresel olmak iizere iki ayr fraksiyondan
hazirlanmistir. Enzim {iretimi aragtirilacak kiiltiir 1200 g’de 10 dk santrifiijlenip ve besi
ortami ile hiicre birbirinden ayrilmistir. Hiicre dis1 enzimler i¢in iist sivi kullanilmigtir. Hiicre
ici enzimlerin aktivitesinin belirlenmesi amaci ile santrifiij sonrasinda elde edilen pelet temiz
bir tiipe alinarak, pelet iki defa yikamadan sonra sivi azot ile donduruldu ve hiicreler

ogiitiilerek pargalanmaistir.

Hiicresel materyal 25 mM potasyum fosfat (pH 6.5) tamponu ile ¢6ziilmiistiir. Hiicre
parcalar1 10000 g’de 2 dk. santrifiij yolu ile ¢oktiirilmiis iist s1v1 temiz bir tiipe alinip hiicre i¢i

enzim kaynagi olarak kullanilmak {izere — 20 °C’de saklanmuistir (Cémlekcioglu, 2009).
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2.4. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ksilanaz ve seliilaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Miller (1959)’e ait yontem
kullanilmistir. Reaksiyon karisimi enzim ekstrakti ve enzime 6zel substrattan (% 0.5 substrat
[ksilanaz i¢in oat spelts ksilan ve seliilaz i¢in karboksi metil seliiloz], 25 mM potasyum fosfat
tamponu, pH 6.5) olusmaktadir. Karisim enzim i¢in optimum sicaklikta 45 dk. inkiibasyona
birakilmistir. Karigim {izerine 3-5 dinitrosalisilik asit (DNS) solusyonu (% 30 sodyum
potasyum tartarat, 2 N NaOH, % 1 DNS) eklenmistir ve 5 dk. kaynar su banyosunda
bekletilmis enzim reaksiyonu durdurulmustur. Kontrol ve deney grubu karisimlar1 saf su ile
seyreltilmis ve 540 nm’de absorbanslar1 ol¢iilmiistiir. Standart ¢ozeltisinde ksilan i¢in ksiloz,

seliilaz i¢in glikoz kullanilmstir.

Bir iinite enzim aktivitesi 1 dk. igerisinde salinan 1 pumol indirgenen seker miktari
olarak tanimlanmistir. B-glukosidaz, B-ksilosidaz ve a-L-arabinofuranosidaz aktivitelerinin
varligini arastirmak icin ise substrat olarak sirasiyla p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside, p-
nitrophenyl-B-D-xylopyronoside, p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranoside kullanilmistir. Enzim
ve ilgili substratlar 40 °C’de 60 dk. inkiibe edilmistir. Reaksiyon 2 MNa,CO; solusyonu
eklenip durdurulmus ve aciga cikan p-nitrophenyl (pNP) miktar1 spektrofotometrede 420
nm’de okunarak belirtilmistir. Standart olarak pNP solusyonu kullanilmig ve bir unite enzim

aktivitesi 1 dk igerisinde salinan 1 pumol pNP miktar1 olarak tanimlanmaistir.

2.5. Enzimin Cahstii Optimum pH, pH Stabilite, Sicakhik Degerinin ve Termal

Stabilitenin Belirlenmesi

Enzimin c¢alistig1 optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in farkli pH’larda hazirlanmis
substrat ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu amacla pH 3.5 — 5.0 i¢in asetat tamponu, pH 5.5 — 7.0
icin sodyum fosfat tamponu ve pH 7.5 — 8.0 i¢in Tris-HCl tamponu kullanilmistir. Biitiin
tamponlar 50 mM konsantrasyonunda olusturulmustur. Boylelikle pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 substrat solusyonlar1 elde edilmistir. Enzim aktivitesinin
belirlenmesinde ayn1 prosediir uygulanirken substrat olarak farkli pH’larda hazirlanan substrat

kullanilmistir.

Enzim aktivitesinin ¢alistigi optimum sicakligin ortaya c¢ikartilmas1 igin farkli
inkiibasyon sicakliklar1 kullanilmistir. Bu amagla enzim caligmalarinda ayni prosediir
izlenirken, reaksiyonun gergeklestigi sicakliklar degistirilmistir. Enzim substrati ile birlikte

30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda inkiibe edilmistir.
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Enzimin farkli sicakliklarda dayanma giiciinlin belirlenmesi i¢in enzim 40, 50 ve 60
°C’de on inkiibasyona birakilmistir. Ayrica enzimin bu sicakliklara dayanma siiresinin
belirlenmesi i¢in her sicaklikta farkli on-inkiibasyon periyotlari uygulanmigtir. Bu siirenin
sonunda enzim buz igerisine alinarak ve substrat ilave edildikten sonra kalan enzim

aktivitesini belirlemek amaciyla optimum sicaklikta inkiibasyona birakilmaistir.

Enzimin farkli pH’larda stabilitesini belirlemek igin Oncelikle enzimler etanol
presipitasyonu ile ¢oktiiriilmiis ve daha sonra test edilecek pH tamponlarinda ¢oziilerek
optimum sicaklikta 15 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda optimum pH’da hazirlanmis
substrat solusyonu kullanilarak enzim denemesi yapilarak enzimin kalan aktivitesi

belirlenmistir.

2.6. Enzim Uzerine Metal Iyonlarimin Etkisi

Cesitli metal iyonlari ile kimyasallarin (Co®", Na**, Zn*", Mg*", Mn®", Fe*", Ba*", Pb*",
Hg2+, Ca*", Ni**, KCI ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA), sodyum dodesil sulfat (SDS),
ditiothreitol (DTT), iire, sodyum azid, [-merkaptoetanol, fenantrolin, sodyum siilfitin
(Na;SOs) enzim aktivitesi tizerine etkilerini arastirmak i¢in bu kimyasallar kontrol ve deney
gruplarina son konsantrasyonlart 1 ve 5 mM olacak sekilde ilave edildikten sonra standart

enzim deney prosediirii uygulanmastir.

2.7. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

XynA-7 ile substrat solusyonu (%1 Beechwood Ksilan, pH 6.5) optimum sicaklikta 1,
2, 3, 4 ve 5 saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim reaksiyonlar1 inkiibasyonun ardindan 100
°C sicaklikta 5 dk bekletilerek durdurulmustur. Reaksiyon karigimi liyofilize edilmis ve saha
sonra metanol ile ¢oziilerek son iiriinler konsantre hale getirilmistir. Son {riinler Silica Jel 25
F254 tabakalar1 (Merck) iizerine yiiklenmistir. Ayn1 plaka iizerine ksiloz (Sigma), ksilobioz
(Megazyme), ksilotrioz (Megazyme) ve ksilotetraoz (Megazyme) standart karisimi
yuklenmistir. Solvent sistemi olarak n-biitanol-asetik asit-su (2:1:1) kullanilmistir. Seker
bantlarinin goriintiilenebilmesi i¢in anilin-difenilamin-aseton-%85 fosforik asit (0.4:0.4:20:3)

karigimi TLC tabakasi tizerine sprey edilmis ve daha sonra 100 °C’de 4 saat bekletilmistir.
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2.8. Enzimin Saflastirilmasi

Enzim iiretimi i¢in inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir santriflij edilmis ve hiicrelerden
enzim ekstrakti hazirlanmistir. Enzim ekstraksiyonu alkol presipitasyonundan ¢ikan sonuglara
gore amonyum siilfat ile fraksiyonlu presipitasyon yapilarak saflagtirilmistir. Fraksiyonlar
daha sonra membran torbalar igerisinde diyaliz edilerek de-salting yapilmistir. Alkol
presipitasyonu veya amonyum siilfat presipitasyonu ile toplanan enzimin tam saflastirma
islemleri ise DEAE Sepharose Kolondan (Sephadex ® G-100, Sigma) gecirilmis ve liretilen
enzimin tam saflastirilmasi gerceklestirilmis, ardindan SDS PAGE analizleri icin

kullanilmustir.

2.9. Protein Tayini

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in Lowry (1951) metoduna dayanan Favorgen’ in
hazir kiti kullanilmistir. Protein analizi mikroplaka okuyucu ile gergeklestirilmistir. Protein

standarti olarak sigir serum albumini (BSA)’nin farkli konsantrasyonlari kullanilmistir.

Bu amagla 10, 25, 50, 75, 100, 250 mg/ml’lik BSA solusyonlar1 hazirlanarak ve bu
standart solusyonlar her protein tayini sirasinda ornekler ile beraber okunarak kalibrasyon

denklemi ortaya ¢ikartilmistir.

2.10. Kagit Hamuru Agartma Cahsmalari

Bu c¢alismada kimyasal yontemlerden siilfat (kraft) — sodyum borhidriir (NaBH,)
metodu kullanilarak Bugday sapi, Okaliptus ve Kizilcam yongalarindan iiretilen esmer kagit
hamurlari, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Endiistri

Boliimii, Kagit Laboratuari’ndan temin edilmistir.

2.10.1. Kagit hamurlan ile enzimatik muamele

Kagit hamurlarnt XynA-7 enzimiyle muamele edilerek enzimin kagit hamurlar
iizerindeki ksilanolitik aktivitesi aragtirllmistir.Kagit hamuru 6rnekleri (50 mM sodium-fosfat
tamponunda % 5 yogunlukta) Xyn4-16’nin 1, 2, 3 ve 4 U/ g dozu ile 50 °C sicaklikta 5 saat
inkiibasyona birakilmistir. Sodyum azide (% 5) bakteriyel biiylimeyi engellemek igin ilave

edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda kagit hamuru &rnekleri siiziilmiistiir. Siiziintiide indirgenen seker
miktar1 analiz edilmistir. Kagit hamurundan ortaya g¢ikan fenolik ve hidrofobik bilesikleri
belirlemek i¢in siizlintiiniin sirasiyla 237 ve 465 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir (Sandrim ve

ark., 2005).

2.10.2. Deneme Kagitlarinda Testler

Enzim ile muamele edilmis hamurlardan elde edilen deneme kagitlari; TAPPI T 411
om-89 standardina gore yogunluk ve hacimliligi, optik Ozelliklerin belirlenmesinde ISO
parlaklik (%) (ANONIM a, 1997), ASTM E 313 Sarilik, (ANONIM b, 2005) ve ISO opaklig1
(%) (ANONIM ¢, 1997), ISO Beyazlik (%) (ANONIM d, 2004) degerleri standart test
metotlar1 esas alinarak ve her kagidin alt ve iist yiizeyindeki dl¢limlerin ortalamalar1 alinarak

belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Escherichia coli X7 Susundan Plazmit izolasyonu ve xynA-7 Geninin Kontrol

Edilmesi

E. coli X7’de bulunan ve xynA-7 genini igceren pCTX7 plazmiti, xyn4-7 geninin pCT
vektoriinde bulunan /acZ promotorunun arkasina klonlanmasi ile olusturulmus ve elde edilen
rekombinant vektor E. coli EC1000 bakterisine aktarilmistir (Cémlekcioglu ve ark.,
yayinlanmamis veri). Bu calismada enzim kaynagi olarak kullanilacak olan E. coli X7
susunda oOncelikle pCTX7 plazmitinin varliginin kontrol edilmesi amaci ile plazmit
izolasyonu yapilmistir. izole edilen pCTX7 % 1’lik agaroz jelde pCT plazmiti ile beraber
kosturulmustur. Jel gorintiisinde pCTX7 ile pCT plazmiti arasinda yaklasik 1 kb’lik fark
oldugu goriilmiistiir. Bu farklilik yaklasik biiyiikligii 1 kb olan xynAd-7 geninden ileri
gelmektedir (Sekil 3.1).

M pCT pCTX7

3000 bc

2000 bc — >

Seki 3.1. pCT plazmiti ve E. coli X7 susundan izole ediln pCTX7 plazmitinin agaroz jel

elektroforez goriintiisii.
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Ayrica izole edilen pCTX7 plazmitinde xynA4-7 geninin varligimin kontrol edilmesi
amaci ile xynAd-7’nin Neocallimastix sp.’den izolasyonunda kullanilan primerler ile PZR
gerceklestirilmistir. Ayn1 PZR negatif kontrol olarak pCT plazmitinde de uygulanmigstir. PZR
islemi sonucunda pCTX7’den yaklasik olarak 800 b¢’lik PZR iiriinii elde edilirken pCT

plazmitinden bir iiriin elde edilmemistir (Sekil 3.2).

PZR

A
[ |

M pCT pCTX7

900b¢ —

Sekil 3.2. pCT ve pCTX7 plazmitlerinden ksilanaz primerleri ile gergeklestirilen PZR

sonucunda elde edilen iirlinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii.



3.2. xynA-7 Geninin Dizilenmesi
E. coli X7’den izole edilen pCTX7 plazmitinden gergeklestirilen PZR sonucunda elde

edilen xynA4-7 geni, dizi analizinden Once saflastirilmak amaci ile agaroz jelden izolasyon
islemi uygulanmistir. Saflagtirilmis xynA-7 PZR iirliniinden her iki iplik¢ikten de ileri ve geri
primerler yardimi ile niikleotid dizisi ortaya ¢ikartilmistir. Elde edilen niikleotid dizisi Sekil
3,3’de verilmistir.

xynA-7 geninin 795 baz ciftlik dizisi tam olarak ortaya ¢ikartilmistir. Bu kisim igerisinde
158 amino asit igeren, izoelektrik noktasi (pl) degeri 8.95 olan ve 17.909,94 molekiiler
agirhiginda bir agik okuma cercevesi (ORF) bulundurmaktadir. Polipeptit zincirinin N
terminalinde bir sinyal dizisi bulunmustur (Von Heijne, 1986).

Tiim xynA-7 geninin ve ORF bdlgesinin GC (Guanin-Sitozin) igerigi sirastyla % 44 ve
% 43 olarak bulunmustur. xynA4-7"nin protein kodlayan bolgesi diger fungal ksilanazlarin GC
icerigine benzer bulunmustur (Black ve ark., 1994; Durand ve Fevre, 1996). Bununla beraber
kodlanmayan 135 baz giftlik bolgenin GC igerigi % 45 bulunmustur. Anaerobik funguslar AT
zengin genomlar1 ile bilinmektedir. Neocallimastix ve Piromyces DNA’larinin satelit
bolgelerinin GC igerigi % 20’nin altinda rapor edilmistir (Billon-Grand ve ark., 1991). N.
patriciarum’un xynA geni ile N. frontalis’in xynllA ve xyn3 genlerinin protein kodlamayan
bolgelerinin GC igerigi sirasiyla % 10.7, % 12.7 ve % 9.8 olarak bulunmustur (Gilbert ve ark.,
1992; Huang ve ark., 2005; Durand ve Fevre, 1996). Bu farklilik primerlerin Neocallimastix
tirlerinin  ksilanaz genlerinin 6zellikle ORF bolgesini ¢ogaltmak {izere tasarlanmis

olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.3.xynA-7’nin niikleotid dizisinde agik okuma c¢ergevesi (ORF) ve bazi endoniikleaz

tanima bolgeleri goriilmektedir.

XynA-7 geninin niikleotid dizisi kullanilarak belirlenen ORF bolgesinin amino asit dizisi
ortaya cikartilmistir. Elde edilen amino asit dizisi, Xyn4-7 enziminin muhtemel primer
yapisint gostermektedir. xynA4-7’nin kodon kullanimindaki tercih incelendigi takdirde
kodonlarin 3. pozisyonunda T ve C niikleotidleri sirasiyla % 29.67 ve % 33.54 oraninda yer
aldigr goriilmektedir. A ve G niikleotidleri 3. pozisyonda sirasiyla % 17.41 ve % 19.35
oraninda gozlemlenmistir. N. patriciarumxynB geninde kodonlarin 3. pozisyonunda T 6nemli
dlciide tercih edilirken G wobble pozisyonundan atilmistir (Black ve ark., 1994). Internet
Tabanli Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilarak yapilan homoloji
analizi sonucunda xynA-7 nin niikleotid sekansi P.communis’in xynWF1 geni ile % 99, N.
frontalis’in xynskl-15 ve N. frontalis’in xynllIB geni ile % 96 oraninda benzerlik

gostermektedir.
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XynA-7’nin amino asit dizisi BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) programi yardimi
ile bugline kadar rapor edilmis ve gen bankasinda yer alan tiim diziler ile karsilagtirtlmigtir.
XynA-7, amino asit dizisi bakimindan P. communis (ABY52795), N. frontalis (AAN07082)
ve N. patriciarum (AANO08348) ile sirastyla % 100, % 97 ve % 97 oraninda benzer

bulunmustur.
ABY52795 SMTLGSGATFKAEWSASVNRGNFLARRGLDFGSQKKATDYSYIGLDYTATYRQTGSASGN 120
XynA7 ~MTLGSGATFKAEWSASVNRGNFLARRGLDFGSQKKATDYSYIGLDYTATYRQTGSASGN 59
AANQ07082 SMTLGSGATFKAEWNAAVNRGNFLARRGLDFGSQKKATDYSYIGLDYTATYRQTASASGN 106
AAN08348 SMTLGSGATFKAEWNAAVNRGNFLARRGLDFGSQKKATDYSYIGLDYTATYRQTASASGN 106
*************.*:*************************************.*****
ABY52795 SRLCVYGWFQNRGLNGVPLVEYYIIEDWVDWVPDAQGKMVTIDGAQYKIFQMDHTGPTIN 180
XynA7 SRLCVYGWFQNRGLNGVPLVEYYIIEDWVDWVPDAQGKMVTIDGAQYKIFQMDHTGPTIN 119
AANQ07082 SRLCVYGWFQNRGVQGVPLVEYYIIEDWVDWVPDAQGKMVTIDGAQYKIFQMDHTGPTIN 166
AAN08348 SRLCVYGWFQNRGVQGVPLVEYYIIEDWVDWVPDAQGKMVTIDGAQYKIFQMDHTGPTIN 166
*************: :*********************************************
ABY52795 GGSETFKQYFSVRQQKRTSGHITVSDHFKEWAKQGWGIGNLYEVALNPEGLQSSGVADVT 240
XynA7 GGSETFKQYFSVROQOKRTSGHITVSDHFKEWAKQGWGYW-—--=-—-=—-———=——————————— 158
AANQ07082 GGSETFKQYFSVRQQKRTSGHITVSDHFKEWAKQGWGIGNLYEVALNAEGWQSSGVADVT 226
AAN08348 GGSETFKQYFSVRQQKRTSGHITVSDHFKEWAKQGWGIGNLYEVALNAEGWQSSGIADVT 226

KAKAKA AR A I A A A A A A AR AR A A I A A I AR A A A A A ARk kK

Sekil 3.4.XynA4-7"nin amino asit dizisinin diger anaerobik fungal ksilanaz ile karsilastirilmasi

XynA-7nin tahmini polipeptit dizisinde korunmus bolgeler internet tabanli “Conserved
Domains” (http://www .ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) programinda
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda XynA4-7 “glikozil hidrolaz 117 ailesine ait tek bir
korunmus domain i¢ermektedir (Sekil 3.5).

Anaerobik funguslara ait olan Xyl4 ve XynllIA proteinleri iki homolog katalitik domain
ve ayrica iki dokerin domain igerirken XynlIB sadece bir katalitik domain ve iki dokerin

domain bulundurmaktadir (Gilbert ve ark., 1992; Huang ve ark., 2005).

Sekil 3.5.XynA4-7"ye ait glikozil hidrolaz 11 ailesine ait katalitik domain goriilmektedir.

Ksilanaz enzimleri yapisal (katalitik domain, CBM’lerin varligi), biyokimyasal (pH ve
sicaklik optimumlar1), katalitik (substrat 0zgilliigii, inhibitér duyarliligi) gibi farkl
diizeylerde  oldukg¢a  c¢esitli ~ varyasyonlart  bulunmaktadir.  Ksilanazlarin  ilk

smiflandirilmasinda, ytliksek molekiiler agirlikli (MW > 30 kDa) ve asidik pl degerine sahip
22



olanlar F ailesine, diisiik molekiiler agirlikli (MW < 30 kDa) ve bazik pl degerine sahip
olanlar G ailesine dahil edilmistir. Ancak kesfedilen ksilanaz enzimlerinin sayis1 arttikca bu
siniflandirma yetersiz kalmig ve katalitik domainlerin sekans benzerliklerine dayanan daha
kapsaml1 bir siniflandirma sistemi olan glikosit hidrolazlar gelistirilmistir.

Ksilanazlar, glikozil hidrolaz 5, 8, 10, 11, 16, 26, 30, 43 ve 62 ailelerinde
rastlanilmaktadir. Tek bir katalitik domain ile gergek B-(1,4)- baglarini kiran ksilanazlar 5, 8,
10, 11 ve 30 ailelerinde goriilmektedir (Paes ve ark., 2012). Glikozil hidrolaz 10 ailesi ytiksek
molekiiler agirlikta ve glikozil hidrolaz 11 (GHI11) ailesi ise diisiik molekiiler agirlikta
ksilanazlar1 icermektedir (Haki ve Rakshit, 2003). GHI11 ksilanazlar1 o6zellikle odun
hamurunun agartilmasinda klor ve klor dioksit miktarii diistirmesiyle kagit endiistrisinde
oneme sahiptir. GH11 6zellikle 6nemlidir ¢iinkii fibril ve kagit endiistrisinin sert kosullarina
direngli katalitik ajanlar olusturulmasina izin veren gelistirmelerin yapildig1 pek ¢ok calisma
bulunmaktadir. Bir ksilanaz 6n-muamelesi ile atik kagit hamurunda miirekkep giderilmesini
sagladigi, agartma ajaninin kullanimi %10-20 diisilirdiigti ve genellikle daha fazla parlaklik
elde edildigi gorilmektedir (Kulkarni ve ark., 1999). GHI11 ksilanazlariin nispeten diisiik
molekiiler agirliklar hiicre duvariin i¢ pargalarina daha iyi girmesine (Beaugrand ve ark.,
2005) ve odun hamurundan lignin polimerlerinin daha iyi uzaklastirilmasina (Beg ve ark.,

2001) yardimci1 olmaktadir.

3.3.E. coli X7’den XynA-7 Enziminin Elde Edilmesi

XynA-7 enziminin ¢esitli 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in dncelikle rekombinant E.
coli X7 susu 1 litrelik LB besi ortaminda bir gece gelistirilmistir. Gelistirilen kiiltiir santrifiij
ile toplandiktan sonra elde edilen hiicrelerin hiicre duvarlar1 ve zarlar1 sivi azot yardimi ile
kirilarak hiicre igeriginin serbest kalmasi saglanmistir. Kiiltiir gelisimi sirasinda pCTX7
plazmitinde ifade edilen xynA-7 gen iiriinii XynA-7 enzimi E. coli tarafindan taninan sinyal
sekanslar1 tasimadigi i¢in stoplazma igerisinde birikmektedir. Bu nedenle hiicrelerin kirilmasi
ile elde edilen hiicre igerigi XynA-7 enzimini de icermektedir. Hiicre igerigi ve hiicre pargalari
50 mM pH 6.5 sodyum fosfat tamponu ile sulandirildiktan sonra hiicre parcalar santrifiij ile
uzaklastirllmig geriye kalan tampon ¢ozelti icerisindeki hiicre igerigi kaba enzim ekstrakti

olarak ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere — 20 °C’de saklanmustir.
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3.4. XynA-7 Enziminin Optimum Calisma Sicakhiginin ve pH’sinin Belirlenmesi
XynA-7"nin ksilanaz aktivitesi farkli pH ve sicakliklarda incelenmis ve optimum
degerler pH 6.5 ve 50 °C olarak tespit edilmistir. Ksilanaz aktivitesinin 30 °C’den 50 °C’ye
dogru arttig1 gézlenmistir. Maksimum aktivite 50 °C’de elde edilmis ve bu noktadan sonra 80
°C’ye kadar aktivite de diisiis g6zlenmistir (Sekil 3.6). Enzimin, 60 °C’de % 80’inin iizerinde
80 °C’de ise % 40 aktivite ile ¢alistig1 dikkati gekmektedir. N. patriciarum’dan klonlanan bir
ksilanaz geninin {iriinii olan enzimin optimum ¢alisma sicaklig1 40 °C bulunmus, 30 °C ve 55
°C sinirlart disinda enzim % 50 aktivite kaybetmistir (Tamblyn Lee ve ark., 1993). N.
patriciarum’dan klonlanan xynS20 gen {iriinii enzimin optimum ¢aligma sicakligi 45 °C oldugu
30 °C’nin altinda ve 55 °C’nin tstiinde aktivitenin %50’den daha az oldugu bildirilmistir (Liu

ve ark., 2008).

Huang ve ark. (2005), Xynl1A4 ve Xynl 1B enzimlerinde bulunan iki dokerin domaini
sildikleri zaman ksilanaz enzimlerinin optimum pH’larinda ¢ok az bir etkilenme olurken
optimal sicakliklarinin 6nemli derecede etkilendigini bildirmislerdir. Xyn//A4A nin optimum
sicakligi 55 °C’den 60 °C’ye, Xynl1B’nin 60 °C’den 65 °C’ye ¢iktig1 goriilmiistiir (Huang ve
ark., 2005). Ancak dokerin domaini olmayan Xyn24 (Akyol ve ark., 2009) ve XynlIB
(Coémlekcioglu ve ark., 2010) enzimlerinin optimum sicakliklart 50 °C bulunmustur. Genel
olarak rumen fungal ksilanolitik enzimlerinin en iyi aktivite gosterdigi sicakliklar 50 — 55 °C
arasinda bulunmustur (Gomez de Segura ve Fevre, 1993; Mountfort ve Asher; 1989,

Comlekcioglu ve ark., 2010).

Sekil 3.6. E. coli X7 den elde edilenXynA-7 enziminin optimum sicaklik grafigi.
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XynA-7, pH 6.5’da maksimum aktiviteye erismistir ve bu noktadan sonra aktivitede
azalma goriilmiistiir. pH 3.0’de aktivite neredeyse durmustur (Sekil 3.7). Xyn4-7 enziminin
pH 4.0°de %50’nin, pH 8.0’de ise % 60°1n lizerinde aktivite ile ¢alistig1 goriilmektedir. pH 5.0
ile 7.0 araliginda ise % 80’nin iizerinde aktivite gostermektedir. Bu aralik rumen pH’sinin
degiskenlik gosterdigi araligi kapsamaktadir. N. patriciarum’dan klonlanan ksilanaz enzimi
optimum pH 6.2°de calisirken, pH 4.5’in altinda ve pH 7.0’nin iistiinde % 50 aktivite kaybi1
meydana gelmistir (Tamblyn Lee ve ark., 1993). XynS20 enziminin optimum pH’s1 6.0 olarak
kaydedilmistir. pH 4.0’{in altinda ve 7.0’nin {izerinde optimal aktivitenin %60 kaybedilmis ve
pH 9.0°da hig¢ aktivite goriilmemistir (Liu ve ark. 2008). Xynl14 ve XynlIB enzimlerinin
optimum pH’lar1 7.0 olarak bulunurken (Huang ve ark. 2005), Xyn24 ve XynlB enzimlerinin
optimum pH’lar1 6.5 olarak bulunmustur (Akyol ve ark., 2009, Cémlekcioglu ve ark., 2010).
Genel olarak rumen fungal ksilanolitik enzimlerinin en iyi aktivite gosterdigi pH 6.0 — 6.5 °C
arasinda bulunmustur (Gomez de Segura ve Fevre, 1993; Mountfort ve Asher; 1989,
Comlekcioglu ve ark.,, 2010). GHI1 ksilanazlar1 pH 2.0’den 9.0 kadar degisen pH
optimumlar1 gostermektedir. Pekgok fungal GH11 ksilanazlar1 asidofiliktir. Bakteriyel orijinli
ksilanazlar pH 5.5’un altinda pH optimumu gdostermezler (Paes ve ark., 2012) Bilinen en
asidofilik GH11 ksilanaz1 Aspergillus kawachii’den elde edilen XynC’dir. pH optimum 2.0
olup, pH 1.0°de inaktive olmaz (Ito ve ark., 1992). Bacillus sp. 41M1, ksilanaz
salgilamaktadir ve pH optimumu 9.0’dur. Ayrica aktivitesinin en az % 60’11 pH 5.5-9.5

araliginda korumaktadir (Nakamura ve ark., 1992).

Sekil 3.7. E. coli X7’den elde edilenXynA-7 enziminin optimum pH grafigi.
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3.5. Enzimin Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

0
XynA-7"nin aktivitesinin 50 C’den sonra hizli bir sekilde azalmasi enzimin bu
sicakligin iizerinde termostabil olmamasini akla getirmektedir. Bu nedenleX7gen iiriiniiniin

termal stabilitesi farkli sicakliklarda ve farkli 6n inkiibasyon zamanlari i¢in caligilmistir.

Termal stabiliteyi belirlemek amaciyla enzim substrat ilave edilmeden 50 ve 60 OC
sicakliklarda, 60,120 ve 180 dk On inkiibasyona tabi tutulduktan sonra enzimin kalan
aktivitesini  belirlemek i¢in substrat ilave edilerek standart enzim deneyleri
gerceklestirilmistir. Sonuclar Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Termal aktivite gibi termal stabilitede enzimlerin farkli  Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Termal aktivite ve stabiliteyi etkileyen faktorlerin her bir enzim i¢in 6zel
oldugu ve evrensel nitelik tagimadigi goriilmektedir. Ancak termal stabilite ile hidrojen
baglarinin sayisi, iyonik ¢iftler ve enzim yiizeyindeki yiiklii aminoasitlerin orani arasinda
korelasyon bulunmaktadir (Paes ve ark., 2012). Anaerobik funguslar ile ilgili ¢alismalarda
Neocallimastix sp. GMLF1’e ait XynlB enzimininde termal stabilitesinin ayni benzer oldugu
goriilmiistiir (Comlekcioglu, 2009). N. frontalis’e ait bir ksilanaz 4 saat 50 °C’de inkiibe
edilince aktivitesinin %50’sini ve 60 °C’de inkiibe edilince neredeyse tiim aktivitesini
kaybetmistir (Hebraud ve Fevre, 1988). Neocallimastix’e ait bir tiirlin ksilanaz enzimi 50
°C’de 7 saatlik inkiibasyonun sonunda aktivitesinin %58’ini korumustur (Lowe ve ark., 1987).
Bununla beraber N. frontalis’e ait bir ksilanaz enzimi ise 50 °C’de 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan aktivitesinin %30 unu kaybederken, 55 °C’de % 80’inini kaybetmistir (Mountfort ve
Asher, 1989). N. patriciarum’dan klonlanan Xyn-CD/WT enzimi 60 °C’de 60 dk inkiibasyon
sonrasinda aktiviteisinin % 50’sini korurken, ayni enzimin mutasyonlar ile degistirilmis olan
Xyn-CDBFV 60 °C’de 78 dk inkiibe edildikten sonra %50 aktivitesini kaybetmistir (Chen ve
ark., 2001).
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Sekil 3.8. E. coli X7 den elde edilenXynA-7 enziminin termal stabilitesinin grafigi.

3.6. Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi
XynA-7 enziminin pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0’de stabiliteleri belirlenmis ve elde

edilen somuglar Sekil 3.9’da verilmistir. Bu amagla enzimler farkli pH’larda 40 °C sicaklikta
15 dakika 6n inkiibasyona birakilmis daha sonra ortam kosullar1 enzimin optimum pH’sina
dontstiiriilmiis ve kalan enzim aktivitesi analiz edilmistir. Analizler sonucunda enzimin pH
stabilitesi pH optimumuna benzer sonuglar vermistir. XynA4-7’nin pH 3.0’den 6.5’¢ kadar
stabilitesinin arttigt bu pH’dan sonra alkali kosullar gelistikce stabilitesinin azaldigi
gorilmektedir. Bu durum XynA-7 enziminin orijin aldig1 rumen ortaminin pH degerleri ile
oldukca uyumludur. N. patriciarum’a ait bir ksilanaz mutasyona ugratilarak alkalifilik duruma
getirilmis ve pH stabilitesi arttirilmistir (Chen ve ark., 2001).

Enzimlerin pH optimumlar1 ve stabiliteleri amino asit dizilerindeki 6zgiilliikten ileri
gelmekte, baz1 amino asitlerin varligi enzimleri asidofilik veya alkalifilik hale getirmektedir

(Paes ve ark., 2012).
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Sekil 3.9. E.coli X7 den elde edilenXynA-7 enziminin pH stabilitesinin grafigi.

3.7. Enzim Uzerine Metal iyonlarimin Etkisinin Belirlenmesi

Cesitli metal iyonlar1 (Ba™,Ca™, Cu™,Co™, Fe™, Hg™, Mg™, Mn™%, Ni'?, Zn", KCI)
ile sodyum dodesil sulfat (SDS), etilendiamintetraasetik asit (EDTA), {ire, sodyum azid, -
merkaptoetanol, fenantrolin, sodyum siilfit (Na;SO;) gibi kimyasallarinenzim aktivitesi
lizerine etkileri aragtirlmustir. XynA-7’nin aktivitesi iizerine Ba", Co™ ve Mn"* iyonlarmin
olumlu etkilerinin goriildiigii ve aktiviteyi sirasiyla % 140, 150 ve 180 oraninda arttirdigt
goriilmiistiir (Sekil 3.10). Mg™ ve EDTA’nin aktiviteyi olumlu veya olumsuz etkilemedigi
gorilmistiir. EDTA’ nin aktiviteyi olumsuz yonde etkilememesi XynA-7’nin bir metalloenzim
olmadigin1 gostermektedir. Cu™?, Zn", fenantrolin ve iire aktiviteyi % 10-30 oraninda
diisiirmislerdir. Fe+2, Na,S0s3, sodyum azid, SDS, olumsuz etkileri daha fazla olup, Hg+2 ve

B-merkaptoetanol aktiviteyi %20’ un altina diislirmistiir.

28



Sekil 3.10.E.coli X7 den elde edilenXynA-7 enzimi iizerine metal iyonlarinin etki grafigi.

XynA-7’nin 60 °C’de termal stabilitesinin olmamasi {izerine, Xynd-7’nin aktivitesi
iizerine olumlu etkileri olan metal iyonlarmin termal stabiliteyi de arttirabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu amacla Xyn4-7 2 mM CoCl,, MnCl, ve CaCl, ile ayr1 ayr buz iizerinde 15
dk bekletildikten sonra 60 °C’de 5 dk 6n inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra optimum
sicakliginda 30 dk enzimatik reaksiyon gerceklestirilmistir. Deney kontrollerinde ilgili iyonlar
ilave edilerek bu iyonlarin sadece termal stabilite {izerine etkileri ortaya g¢ikartilmaya
calistimistir. Elde edilen sonuglara gore 2 mM Co ™, Mn™ ve Ca'™ sirastyla %20.25, %22.96
ve %25.88 arttirmistir. Bu 1yonlarin daha yiiksek konsantrasyonlari da denenmis ancak termal

stabilitenin artmadig1 goriilmiistiir.

3.8. Hidroliz Uriinlerinin ince Tabaka Kromatografisi ile Analizi

XynA-7 tarafindan gergeklestirilen beechwood ksilanin hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan
hidroliz iirlinleri ince tabaka kromatografisi kullanilarak ortaya cikartilmigtir. Bu amagla
XynA-7 ve beechwood ksilan pH 6.5 sodyum fosfat tamponu igerisinde 1, 2, 3, 4 ve 5 saat
inkiibasyona birakilmistir. Enzimatik reaksiyon sonrasinda ortaya ¢ikan ksilanin pargalanma
irlinleri goriilmektedir (Sekil 3.11). Beechwood ksilanin hidrolizinin baglica {riinlerin,
ksilotrioz ve ksilotetraoz oldugu az miktarda da ksilobioz meydana geldigi goriilmektedir. Bu
durum rekombinant XynA-7 enziminin dizi analizi sonug¢larinda ortaya ¢ikan endoksilanaz
oldugu sonucu ile ortiismektedir. Endoksilanaz grupundaki enzimler [-1,4 ksilan

ksilanohidrolaz (EC 3.2.1.8) olarak da adlandirilmaktadir. inkiibasyon siiresi ortaya g¢ikan
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irlinlerin  miktarin1 etkiledigi goriilmektedir. Az miktardaki ksilobioz 3-4 saatlik
inkiibasyondan sonra ortaya ¢ikmistir. Bir anaerobik fungusdan klonlanan XynR§8 enzimi de
XynA-7 ile benzer olarak oat spelts ksilanin hidrolizi sonucunda ksilobioz ve ksilotrioz ortaya
cikartmistir (Liu ve ark., 2005). N. frontalis’in ksilanl kiiltiiriinde ksiloz ve arabinoz birikimi
goriilmiistiir. Nitekim kiiltiir siipernatantinin ksilobiaz aktivitesi olmamasi, N. frontalis’e ait
ksilanaz enziminin [-ksilosidaz aktivitesi gostermedigi ve dolayisiyla ksilanaz enziminin
hidroliz iiriinleri arasinda ksiloz olamayacagini gostermektedir (Mountfort ve Asher, 1989).
Bununla beraber N. patriciarum’dan klonlanan XYLB enziminin oat spelts, rye ve wheat
ksilan ile yapilan inkiibasyonu sonucunda ortamda en ¢ok ksilobioz ve ksilotrioz bulunmasina

ragmen ksiloza da rastlanilmistir (Black ve ark., 1994).

S 1 2 3 4 5
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Sekil 3.11. XynA-7’nin hidroliz iiriinlerinin TLC ile tespiti. S: Ksiloz standartlar1 (yukaridan
asagiya ksiloz, ksilobioz, ksilotrioz, ksilotetraoz). XynA-7"nin beechwood ksilan ile 1, 2, 3, 4
ve 5 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda agiga ¢ikan hidroliz {iriinleri sirasiyla 1, 2, 3, 4 ve 5.
kanallarda gosterilmistir.

3.9. XynA-7 Enziminin Saflastirilmasi ve Zimogram Analizi
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XynA-7 enziminin E. coli hiicre proteinleri icerisinden ayirmak ig¢in saflagtirma ve
zimogram analizi gerceklestirilmistir. Oncelikle enzimin amonyum siilfat fraksiyonlar1 (%50-
90) alinmis ve tuzlarin uzaklastirllmasi i¢in diyaliz islemleri gerceklestirilmistir. Diyaliz
sonrast elde edilen enzim ekstraktlar1 aktivite kontrolii yapildiktan sonra iyon degisim
kromatografisi kullanilarak ayristirilmistir. Kromatografiden sonra aktivite veren fraksiyon ile
zimogram analizi gergeklestirilmistir. Zimogram sonuglar1 ksilanaz aktivitesi gosteren 45
kDa’dan kiigiik tek bir enzimin oldugu gostermistir. Saflagtirma g¢alismalart E.coli hiicre
proteinlerini biiyiik dlgiide elimine ederken SDS-PAGE sonucunda 2 adet proteinin kaldigi
bunlardan kiigiik boyutlu olanin ksilanaz aktivitesi verdigi sekilde goriilmektedir. XynA-7"nin
sekans bilgisi neticesinde ortaya ¢ikartilan amino asit dizisinin analizinde XynA-7’nin tek bir
katalitik domaine sahip bir polipeptit zincirinden olusan protein oldugu sonucu zimogram
analizi ile de goriilmiistir (Sekil 3.12). Saflastirilma sonucu enzim miktar1 ¢ok az kalsa da
enzim aktivitesinin zimogram analizinde belirgin olmas1 enzimin spesifik aktivitesinin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

M 1 2 Zimogram
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Sekil 3.12. XynA-7’nin saflagtirma caligmlar1 sonrasinda 29-45 kDa arasinda iki adet
proteinkaldigi, zimogram analizi sonucunda ise bunlardan kii¢iik olan proteinin ksilanaz
aktivitesi verdigi goriilmektedir.

3.10. XynA-7 Enziminin Kagit Hamurlar1 ile Muamelesi
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Enzimatik uygulamalarda kullanilacak enzim dozunun ayarlanmasi enzimlerin
tasarruflu kullanilmasi acgisindan 6nem arz etmektedir. Bu nedenle Xyn4-7’nin 1, 2, 3 ve 4
U/g kagit hamuru dozlar kizilgam, Okaliptus ve bugday sapr kagit hamurlart lizerinde
denenmistir. XynA4-7 dozuna bagli olarak kagit hamurlarindan 237 nm dalga boyunu
absorblayan kromofor salinimi incelenmistir (Sekil 3.13). Kagit hamurlar1 enzim ile 3 saat
muamele edilmistir. Her bir muamele i¢in enzim icermeyen kontrol gruplari olugturulmus ve
kontrollerden elde edilen sonuglar enzimatik sonuglardan ¢ikartilmistir. Yapilan dlgimlerde
zamanla 237 nm absorblayan kromoforlarin arttig1 goriilmiistiir. Okaliptus ve bugday sap1
kagit hamurlarindan salinan 237 nm absorblayic1 kromofor miktar1 XynA4-7 dozu arttirilmasi
ile yiikselmistir. Kizilgam kagit hamurunda ise 237 nm absorblayici kromofor salinimi 3 U/ g

kagit hamuru dozunda en yiiksek diizeye ulasirken bu dozun iizerinde kromofor saliniminda

bir diisiis goriilmiustiir.

Sekil 3.13. Farkli enzim miktarlar ile kagit hamurlarinin inkiibasyonu sonucunda agiga ¢ikan

fenolik bilesiklerin 237 nm’de Ol¢iilmesi ile elde edilen sonuglar.

XynA-7 ile muamele edilen kagit hamurlarindan enzim miktarina bagh olarak 465 nm
absorblayict kromoforlarin da artarak salindig1 dikkati cekmektedir (Sekil 3.14). Bugday sap1
kagit hamurundan en diisiik enzim dozunda bile yiiksek diizeyde kromofor salinirken, diger
kagit hamurlarinda daha yiiksek enzim dozlar1 gerekmistir. Okaliptus kagit hamuru, 4 U/g
enzim ile muamele edildigi zaman bugday sap1 kagit hamurundan salinan kromofor miktarlari

ile esit dlizeyde kromofor salinmigtir.
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Sekil 3.14. Farkli enzim miktarlar1 ile kagit hamurlarinin inkiibasyonu sonucunda agiga ¢ikan

kromoforlarin 465 nm’de 6lcililmesi ile elde edilen sonuglar.

Ksilanaz enzimleri kagit hamurunda bulunan ve hemiselillozun omurgasini olusturan
ksilan1 parcalayarak agiga indirgenmis ksilobioz veya ksilotrioz gibi oligosakkaritlerin agiga
cikmasina neden olmaktadir. Bu kapsamda XynA-7 enzimi ile calisilan bugday sap1 ve
okaliptus kagit hamurlarindan kizilgam kagit hamuruna gore daha fazla indirgenen seker

salindigini, dolayisiyla XynA-7"nin bugday sap1 ve okaliptus kagit hamurlar1 tizerinde daha
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Sekil 3.15. Farkli enzim miktarlar1 ile kagit hamurlarinin inkiibasyonu sonucunda agiga ¢ikan

indirgenen seker miktarlar.
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Literatiir incelemesi yapildig1 takdirde genel olarak enzim dozu ve reaksiyon siiresi
arttik¢a indirgenen seker ve fenoliklerin salinimida artmaktadir. Cizelge 3.1°de bugiine kadar
yapilan bazi ¢alismalarda kullanilan mikroorganizmalar, kagit hamurlari, enzim dozlar1 ve
reaksiyon siireleri verilerek elde edilen indirgenen seker ve absorbans (237 ve 465 nm)
degerleri verilmistir. Kagit hamurunda fenoliklerin ve indirgenen sekerlerin salinmasi kagit
hamuru agartma iglemlerinde enzim etkinligini gosteren en uygun yol oldugu bildirilmistir
(Eligir ve ark., 1995).

Fenoliklerin ve indirgenen sekerlerin salinma ve kappa numarasinda diisiis, seliiloz
fibrillerinden lignin karbonhidrat kompleksinin ayrildigini gostermektedir. Ksilanaz, lignin
seliiloza baglayan hemiseliiloz zincirlerini kirmaktadir, bu durumda kagit hamuru igerisinde
gevsemis ligninin uzaklastirilmasi i¢in daha az agartma uygulanacagi anlamina gelmektedir
(Saleem ve ark., 2009).

Cizelge incelendigi takdirde proje kapsaminda kullanilan enzimden elde edilen
degerlerin literatiirde bildirilen enzimler ile kiyaslanabilir diizeyde oldugu goriilmektedir. En
yliksek absorbans (237 nm) ve indirgenen seker degerleri elde edilen Thermomyces
lanuginosus SSBP’ ye ait ksilanaz enziminin dozu 100 U/mg pulp olup bu caligmada

kullanilan enzim dozundan 25 kat fazladir.
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Cizelge 3.1. Mikrobiyal ksilanazlarin kagit hamuru agartma islemlerinde kullanilmasi.

Enzim Indirgen
Reaksiyon
Kagit Dozu Absorban | Absorban | en Seker
Mikroorganizma Siiresi Referans
Hamuru | (U/g (saat) s 237 nm s465nm | (mg/g
saa
pulp) pulp)
Neocallimasticsp.- | Bugday )
4 5 0.929 0.036 ¥ Altun, 2012 (Tespit)
XynA-7 Sap1
Neocallimasticsp.- ) )
Okaliptus | 4 5 0.867 0.035 ¥ Altun, 2012 (Tespit)
XynA-7
Neocallimasticsp.-
Kizilgam | 4 5 0.667 0.024 ¥ Altun, 2012 (Tespit)
XynA-7
Bugday
Bacillus subtilis S 50 3 1.2 0.427 0.778 Saleem ve ark., 2012
ap1
Coprinellus
Bugday )
disseminatus S 10 5 0.6 0.5 18 Singh ve ark., 2011
ap1
SH-1 P
Coprinellus
Bugday )
disseminatus S 10 3 0.62 0.75 21 Singh ve ark., 2011
ap1
SH-2 P
Streptomyces Bugda
promy s 40 1 1.3 0.1 0.7 Li ve ark., 2011
chartreusis Sap1
Aspergillus .
Decker 25 5 04 0.5 9 Nair ve ark., 2010
sywdowii SBS45
Thermomyces Manimaran ve ark.,
Bagasse 100 3 1.82 0.022 26
lanuginosus SSBP 2009
Kiddinamoorty ve
Bacillus sp. GRE7 | Okaliptus | 10 3 - 0.048 1.39
ark., 2008
Aspergillus ) )
Okaliptus | 10 2 0.1138 0.0813 - Sandrim ve ark., 2005
caespitosus
Thermomyces
Bugday )
lanuginosus S 5 6 1.795 0.417 0.498 Li ve ark., 2005
ap1

CBS 288.54

(* Bu calismada indirgenen seker degerleri absorbans olarak verildigi i¢in tabloya
eklenmemistir.)

Kagit hamuru agartma isleminde calisilan bir diger yontemde lignin parcalayan

funguslarin dogrudan hamurlar ile muamelesi olup, olumlu neticeler elde edilmistir. Ancak

fungal 6n muamale zamaninin uzunlugu (2-4 hafta) ve lignin disindaki polisakkaritleride
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parcalayabilmesi enzimlerin izole edilerek kullanilmasinin daha etkili bir metot oldugu
bildirilmistir (Zhao ve ark., 2006).

Kraft hamurlarin ksilanazlar ile muamelesi ligninin ekstrakte edilebilirliligini (kappa
numarasindaki  diiglis) arttirmakta ayrica farkli  miktarlarda  indirgenen = seker
(ksilooligosakkarit) ve kromoforik (uv absorblayan) maddelerin salinmasina neden olur
(Kiddinamoorty ve ark., 2008). Indirgenen sekerlerin salinimi sadece ksilanaz aktivitesini
olgerken, kromoforik materyallerin salinimi kagit hamurunun agartilabilirliligi ile 6nemli
Olciide korelasyon igerisindedir (Patel ve ark., 1993).

Cizelge 3.2°de Bugday sapi, Okaliptus ve Kizilgam kagit hamurlarinin XynA4-7 ile
muamelesinden sonra bazi fiziksel ve optik dzelliklerine ait bulgular verilmistir. Kizilgam
disindaki diger kagit hamurlarinda hacimliligin artti1 ve yogunlugun azaldig1 goériilmektedir.
Her ii¢ kagit hamurunda da ISO parlaklik, opaklik ve beyazlik degerlerinin arttigi ancak
bunlarla beraber sariliginda arttig1 goriilmektedir. Fakat parlaklik ve beyazlik degerleri %
50’nin altinda oldugundan, sarilik degerindeki artis bir anlam ifade etmiyor. Sonug¢ olarak
XynA-7 enzim muamelesinin bu c¢alismada kullanilan ve agartilmast zor siifa giren her ¢

kagit hamurunun parlaklik ve beyazlik degerlerin de artma sagladigi belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Enzim muamelesi gérmiis ve gérmemis (kontrol) kagit hamurlarina ait bazi

fiziksel ve optik 6zelliklerine ait bulgular.

Hacimlilik  Yogunluk >0 Sarke 159 150
Muameleler (cm 3 ) (a/em 3 ) Parlaklik (E313) Opaklik Beyazlik
& & (%) (%) (%)
BS Kontrol 1.50 0.67 32.27 36.63 99.41 40.79
BS +XynA-7 1.60 0.63 33.13 36.67 99.61 44.46
Ok Kontrol 1.98 0.51 32.27 36.63 99.41 40.79
Ok + XynA-7 2.00 0.50 33.24 4791 99.79 44.39
K¢ Kontrol 1.83 0.55 18.23 57.20 98.88 29.58
K¢ + XynA-7 1.74 0.57 19.34 58.93 98.5 32.15

(BS: Bugday Sapi, Ok: Okaliptus, K¢: Kizilgam)
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4. SONUC VE ONERILER

Anaerobik rumen funguslar1 zorunlu anaerobik yasam tarziyla diger bilinen
funguslardan ayrilan ilging mikroorganizmalardir. Uzun bir zaman boyunca rumendeki
seliiloz sindiriminin ana o6gesinin seliilolitik anaerobik bakteriler oldugu diistiniilmiistiir.
Ancak rumen funguslarinin kesfiyle beraber fibréz bitki parcalari ile siki bir sekilde bir araya
geldikleri anlasilmistir. Bu nedenle rumen funguslari {izerine odaklanan ilginin biiylik bir
kismu bitki hiicre duvarinin biyodegradasyonundaki rolleri ve etkin fibrolitik enzimlere sahip

olmalar1 lizerine olmus, biyoteknolojik agidan degerlendirilmelerinin yollar1 aranmistir.

Anaerobik fungal ksilanazlar bilinen en aktif ksilanaz enzimlerindendir ve anaerobik
funguslar tarafindan yiiksek diizeyde sentezlenirler. Anaerobik fungus genomu igerisinde
ksilanaz genlerinin varyasyonlar1 oldugu gibi homolog tekrarlar1i da bu enzimin sentezini
arttiran hususlardandir. Lignoseliiloz igerisindeki ksilan omurgasini kiran ksilanaz enzimleri
ise son on yildaki pek ¢ok endiistriyel uygulamanin ilgisini kazanmistir. Anaerobik fungal
ksilanazlarinda i¢inde yer aldigi glikozil hidrolaz 11 ailesi icinde ¢esitli biyoteknolojik

islemler i¢in uygun olanlarin arastirilip bulunmasi bu ilginin temelini olusturmaktadir.

Mikrobiyal tabanli islemlerde ksilanazlar ile birlikte seliilazlarda {iretilmekte, seliiloz
yapisint bozmakta ve kagit hamuru kalitesini diistirmektedir. Pek¢ok mikroorganizma
seliilazlarin, ksilanazlarin ve mannanazlarin farkli kombinasyonlarmi {iretmektedir ve
cogunluklada farkli mRNA islemleri ve post-translasyonel modifikasyonlarin neticesi ve
coklu genlerin iiriinleri olarak kompleks bir sekilde sentezlenmektedir. Bu durum da daha
kompleks ve pahali saflastirma basamaklarini gerektiren ileri islemlere ihtiya¢ duyurmaktadir.
Tipik olarak bir ksilanazin saflagtirilmasi proteinlerin ¢oktiiriilmesi islemini takiben jel
filtrasyon ve/veya iyon-degisim kromatografi tekniklerini gerektirmekte, endiistriyel 6lgekte
bu islemlerin gergeklestirilmesi ekonomik olmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan
klonlanmis XynA-7, tamami ile seliilaz aktivitesi olmayan veya seliilaz kalintis1 olmayan bir
enzim olup, yiiksek spesifik aktiviteye sahiptir.

XynA-7’nin optimum pH arahigi 5.5-7.0 ve sicakligi 50 °C oldugu goriilmektedir.
Ticarilesmis enzimlerin kullanilabildikleri pH ve sicaklik araliklari; Cartazyme i¢in pH 5 — 7
ve 45 — 55 °C; Irgazyme ic¢in pH 7 — 8 ve 50 — 60 °C; Ecopulp i¢in pH 7 — 8 ve 50 °C,
Pulpzyme i¢in pH 6 — 8 ve 50 — 55 °C; Resinase i¢in pH 7 ve 45 — 50 °C; Bleachzyme,
Amano90 ve XylanaseGS35 i¢in pH 4.5 — 7.0 ve 30 — 40 °C’dir (Techapun ve ark., 2003

tarafindan derlenmistir).
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Bu calismada kullanilan XynAd-7 yukarida bahsedilen ticari enzimlerin optimum
kosullar1 igerisinde yer almaktadir. Ileriye yonelik Xynd-7 enziminin dzelliklerini daha da
iyilestirmek (optimum pH ve sicakliginin, termal ve pH stabilitesinin arttirilmasi) adina
molekiiler diizeyde calismalarin (promotor analizleri, sinyal dizileri, mutasyon analizleri vs.)
yapilmasi uygun olacaktir. Ayrica klonlama sonrasinda iiretilen rekombinant enzim E. coli
hiicrelerinin igerisinde kalmakta ve bu enzimi elde etmek icin hiicrelerin parcalanmasi
gerekmektedir. XynA-7 enzimin daha kolay elde edilebilmesi i¢in 6zellikle enzimlerini hiicre
disina salgilayan Bacillus tiirlerine ait promotorlar ve sinyal dizilerinin gen miihendisligi
ilkelerince xynA-7 geniyle flizyonunu ger¢eklestirmek ve daha sonra bu genin Bacillus
tiirlerinde ekspresyonunu saglamak ve fermentorler igerisinde XynA4-7 enziminin {iretiminin
gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Ksilanaz enzimleri endiistriler icerisinde kagit ve kagit hamuru endiistrisinde en hizhi
uygulama alani bulan enzimlerden birisidir. Kraft kagit hamurunun yapiminda ligninin
yaklasik % 90’1 pisirme sivisi igerisinde ¢oziilmektedir. Geride kalan lignin kraft kagit
hamuruna kahve rengini vermektedir. Lignin uzaklastirilmasi i¢in klasik metot klor tabanl
kimyasallarin kullanilmasidir ancak bu tiirlii kimyasallar toksik ve mutajenik kloroorganik
bilesiklerin olusmasindan sorumludur. Ksilanaz enzimleri kraft kagit hamurunda bulunan
hemiseliilozlarin par¢alanmasini saglayarak, kimyasallarin kagit hamuruna etkisini arttirmakta
ve kalan ligninin uzaklastirllmasinda rol oynamaktadir. Boylelikle agartma isleminde
kullanilan kimyasal miktarin1 azaltmakta ve parlakligi yiiksek kagitlarin elde edilmesini
saglamaktadir. Agartilmas1 giic olan esmer kagit hamurlarindan bugday sapi, okaliptus ve
kizilgam tizerinde de kendi elde ettigimiz XynA4-7 enzimi denenmis ve XynA-7 enziminin her
ti¢ kraft kagit hamurunun parlaklik ve beyazlik degerlerini arttirdig1 gézlenmistir.

Ksilanazlarin kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kullanimi akademik ilginin ve
gelecekteki potansiyelinin oniine gegmis ve gelismis lilkelerde yari-ticari veya ticari Olgekte
kagit hamuru yapimina katildig1 uygulamalar baslamistir.

Ulkemizin en énemli eksikliklerinden bir tanesi de endiistriyel dlgekli enzim iiretiminin
olmamasidir. Ulkemizde gerceklestirilen endiistriyel captaki islemlerde enzimler yurt disindan
getirilmekte ve bu konuda disa bagimlilifimiz devam etmektedir. Enzimlerin degerli bir
biyolojik iirtin olmas1 nedeni ile disaridan enzim satin almak ekonomik bir kayip meydana
getirmektedir. Yapilacak olan galigmalarla seri enzim {iretimleri gergeklesir ve patent haklari
alimirsa ililkemiz icin ekonomik agidan Onemli olabilir. Bu nedenle enzim {iretim

teknolojilerinin gelistirilmesi 6nemli bir stratejik hedef olarak oniimiizde bulunmaktadir.
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