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Bu calismada, degisik ortamlardan izole edilen alkalifilik Bacillus sp.
suslarindan seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz izolasyonu ve karakterizasyonu
gergeklestirilmistir. Bu amagla bakterilerin farkli sicaklik ve pH araliginda kati
besiyerinde iireme ve enzim iiretme yetenekleri arastirilmistir. Ayrica cesitli
kimyasallarin ve NaCl’iin farkli konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi {izerindeki
etkileri belirlenmistir.

Bacillus sp. X6 susundan iiretilen enzimin SDS-PAGE analizi sonucunda
molekiiler agirliklar1 62.4 kDa ve 22 kDa olan iki aktivite bandi tespit edilmistir.
Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 30°C bulunmustur. Enzim 30-100°C
arasinda 60 dakikada aktivitesinin yaklagik %86’smi1 korumustur. Enzim pH 8.0’de
optimum aktivite gdosterirken, 24 saat siireyle 30°C’de pH 7.0-12.0 araliginda
ortalama %357 kalan aktivite ile alkali-stabil 6zellik gostermistir. X6 enzimi %15
NaCl konsantrasyonunda %60’lik optimum aktivite gostermistir. HxO (%75), MnCl,
(%65) ve B-merkaptoetanol (%149) enzim aktivitesini 6nemli diizeyde arttirirken,
diger kimyasallar aktivitede azalmaya neden olmustur. Ince tabaka kromatografisi ile
aciga cikan hidroliz {iriiniiniin maltoz oldugu saptanmustir.

Bu sonuglara gore X6 enzimi, psikrotolerant, ekstrem-termofil, mezofil,
alkalifil, halotolerant, termostabil ve alkali-stabil ozellik gdstermektedir. Bu
ozelliklerinden dolay1 X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi, bio-bleaching
uygulamalarinda, kagit ve kagit hamuru endiistrisinde, meyve suyunun
saflagtirilmasinda ve tekstil endiistrisinde agartma islemlerinde kullanilabilir
ozelliktedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp. X6, seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz,
kromatografi
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In this study, the cellulase free xylanase enzymes from Bacillus sp. strains
isolated from different environments were produced and characterized. For this
purpose, different temperatures and pH values of bacteria and enzymes to produce
reproductive capabilities on solid plate were investigated. Besides, different
chemicals and NaCl effects on the enzyme activity was determined.

Molecular weight of the enzyme from Bacillus sp. X6 was estimated as 62.4
and 22 kDa on SDS-PAGE. The optimum activity was obtained at 30°C. The enzyme
was retained it’s activity around %86 at the end of 60 minutes between 30-100 °C.
The optimum activity was obtained at pH 8.0. The enzyme also presented the alkali-
stable properties with a residual activity around 57% at 30 °C between pH 7.0-12.0
for 24 hours. The optimum activity of X6 xylanase has shown 60% in the 15% NaCl
concentration. H,O, (%75), MnCl, (%65) and B-mercaptoethanol (% 149) stimulated
the enzyme activity significantly however the other chemicals reduced. Maltose was
obtained as a hydrolysis product by thin layer chromatography.

According to these result, X6 enzyme shows psychrotolerant, extreme-
thermophile, mesophile, alkaliphile, halotolerant, thermostable and alkali-stable
characters. Due to these properties X6 cellulase free xylanase enzyme has capable of
using at bio-bleaching applications, paper and pulp industry, clarification processes
of fruit juice and bleaching prosseses at textile industry.

Key Words: Bacillus sp. X6, cellulase free xylanase, chromatography
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1. GIRIS Zeliha Nurdan SARACOGLU

1.GIRIS

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iirlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan c¢esitli arastirmalar, daha da Gnem
kazanmaktadir. Ozellikle birkag iilke disinda diger iilkeler bu konuda tamamen disa
bagimli durumdadirlar (Go6ziikara, 2009).

Enzimler, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ya
da bir kismi protein olan biyo-molekiillerdir. Enzimler, binlerce yildir igecek,
ekmek ve peynir yapimi gibi iglemlerde varlig1 ve gorevi bilinmeden kullanilmastir.
[k bulgular eski Misira kadar dayanmaktadir. Yakin tarihte ise Dogu iilkelerinde
bircok gida fermentasyonu i¢in ipliksi mantarlar enzim kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Batida 1896’da gercek modern mikrobiyal enzim teknolojisi
‘takadiastase’in ticareti ile baglamistir. Bu Dogudan Bati toplumuna 6nemli bir
teknolojik transferdir (Uhlig, 1998; Aygan, 2008).

Endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %75’ini hidrolitik enzimler
olusturmaktadir. Proteaz grubundaki enzimler kullanimda ilk smray1 alirken,
karbonhidratlar1 parcalayanlar ikinci sirada yer almaktadirlar (Hamilton ve ark,
1999; Bhat, 2000). Karbonhidrat parcalayan enzimlerden amilazlar, enzim
piyasasinda yaklasik %25°lik bir paya sahiptir (Sidhu ve ark, 1997; Rao ve ark,
1998). Son zamanlardaki en etkin uygulamalar1 kagit hamuru beyazlatilmasi olan
ksilanazlarin endiistride kullanilmas1 hizli bir yiikselise gecmistir (Wainq ve
Ingworsen, 2003).

Mikroorganizmalar optimum iireme sicakliklar1 dikkate alindiginda
psikrofiller (20°C altinda), mezofiller (20-55°C) ve termofiller (55°C iizeri) olmak
iizere li¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlara ilaveten Kristjansson ve Stetter (1992),
termofil grubu daha da genisletilereck 60-80°C arasinda tireyenleri ekstermofil,
80°C’nin tizerinde iireyenler i¢in hipertermofil tanimi kullanilmaktadirlar.

Gerek termofilik gerekse hipertermofilik enzimler karakteristik olarak
40°C’nin altinda etkin bir aktivite gostermezler (Gomes ve Steiner, 2004). Sicakliga

direngli proteinlerin amino asit kompozisyonu mezofilik organizmalarm amino asit
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kompozisyonu ile karsilastirildiginda glisin yerine alanin, lizin yerine arjinin amino
asitinin sicakliga direngli proteinlerde daha fazla yer aldigi goriilmiistiir. Ayni
zamanda arjinin termofilik proteinlerin yapisinda bol bulunurken sicakliga en
hassas amino asit olan sistein bu proteinlerin yapisinda daha sinirli diizeyde
bulunmaktadir.

Deneysel ¢aligmalar hidrofobik interaksiyonlarin termofilik proteinlerin
stabilizasyonunda 6nemli bir rol aldigin1 gostermistir. Sicakliga direngli proteinler
hidrofobik interaksiyonlarla dimer olusturarak termal hidrolize karsi daha direngli
hale ge¢cmektedir. Bunlardan baska sicakliga direngli proteinler disiilfit baglari,
molekiil i¢i hos kokulu yapilar, zengin hidrojen baglar1 icermekte ve elektrostatik
mekanizmalarla yiiksek sicakligi tolere edebilmektedirler (Kumar ve Nussinov,
2001).

Deterjan, gida, yem, nisasta, tekstil, deri, kagit hamuru, farmasdétik
endiistrisi, termofilik enzimlerin en genis kullanildig1 alanlardir (Gomes ve Steiner,
2004).

Endiistride yaygimn sekilde kullanilan enzimler arasinda Bacillus cinsine ait
tiir ve alttiirleri tarafindan sentezlenen ondan fazla enzim vardir. Ornegin ticari
olarak iiretilen ve kullanilan termostabil amilaz enzimlerinin {retilmelerinde
Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis en ¢ok kullanilan iki Bacillus
tiirlidlir (Horikoshi, 1996; Lin ve ark, 1998; Horikoshi, 1999; Kumar ve Takagi,
1999).

Bacillus cinsi bakteriler toprak, hayvan digkilar1 ve bitkisel atiklar {izerinde
yaygin olarak bulunurlar. Bu cinsin bireylerinin ¢ogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi
kolay olup, hizli iireme orani ile fermentasyon stiresi kisadir.

Genel olarak gilivenli olmalari, sentezledikleri proteinleri dis ortama
salgilama kapasiteleri gibi bircok nedenden dolay1 cazip endiistriyel
organizmalardir. Ciinkii gram negatif bakteriler {rettikleri proteinleri
protoplazmalarinda ya da periplazmik bosluklarinda biriktirirler ve bu da tiretilen
irliniin izolasyonunu giiclestirerek sustan birden fazla kez yararlanilmasini
engeller. Ayrica sentezlenen lirlinlerin organizmaya karsi toksik etki olusturmasi

s0z konusudur.
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Intraselliiler ortamda sentez iiriinlerinin biriktirilmesi ¢dziinmeyen protein
olusumu, yanlis protein katlanmalar1 ve etkin olmayan disiilfit bag formasyonu gibi
sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Ayrica gram negatif bakteriler, insanlara toksik
olan endotoksin ve intraselliiler protein {iretmeleri nedeniyle, proteinlerin
izolasyonu ve saflagtirilmasinda ekstra maliyet olusturmaktadirlar (Boyce ve

Walsh, 2007).

1.1. Bacillus Cinsi

Bacillaceae familyasinin bir iiyesidir. Hiicreler ¢omak sekilli, diiz veya
hemen hemen diize yakin, ¢ogu olumsuz ortam kosullar1 icin ¢ok direncli,
endospora sahip, acik havada spor olusturmasi engellenmeyen, gram pozitif, peritrik
kamgili, aerobik veya fakiiltatif anaerob bir bakteridir. Bir¢ok tiiriinde hiicre duvari
capraz baglarla bagli mezo-diamino pimelik asitten olusur. Cogunlukla mezofilik
olmakla birlikte psikrofilik ve termofilik tiirleri de vardir (Ayhan, 2000; Tatar,
2007).

Bacillus tiirleri ¢ogunlukla saprofit olup dogada yaygin olarak toprakta, toz
partikiilleri ile bulagsmasi sonucu suda, bitki, bitki atiklar1 ve hayvanlarda bulunurlar.
Bacillus tiirleri, aerob, sporlu basiller seklinde olup gram pozitif boyanirlar. Vejatatif
formlar1 diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kiint biten 0,5-1,2 um
eninde ve 2,5-10 um boyunda olan tek tek veya uzun zincirler seklinde goriilen
basillerdir. Cogunlugu katalaz pozitif olup, endosporlar1 silindirik, oval veya
yuvarlak sekilli olup tiirlere gbre santral, terminal veya subterminal konumda
bulunurlar. Uygun sartlarda (B. subtiilis, B. licheniformis, B. anthracis ve B.
megaterium) polipeptid yapisinda kapsiil gelistirirler. Biiylik bir kismin1 mezofilik
cinsleri olustururken, zorunlu termofil, psikrofil, asidofil ve halofil cinsleri de
bulunmaktadir. Biitiin hepsi yasamlarini zor g¢evre kosullarinda yasamlarini spor

formunda stirdiirebilirler (Gergeker, 1999).
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1.2. Ksilan ve Yapisi

Ksilan, yiiksek bitkilerin hiicre duvarinda bulunan hemiselillozik yapinin
temel bileseni olup, kullanilirligr dikkate alindiginda dogada en fazla bulunan ikinci
kaynaktir (Christov ve ark, 1996; Gessesse, 1997). B-1,4- baglartyla baglanmis D-
xylopyranose yapilarimdan olusan bir diiz zincir ve asetil, arabinozil ve glukonozil
tastyan yan baglardan olusmustur (Heck ve ark, 2002).

Hemiseliiloz, ksilan, mannan, galaktan ve arabinan igeren heteropolimerdir.
Bir¢ok hemiseliilozda temel monomer olarak D-ksiloz, D-mannoz, D-galaktoz ve L-
arabinoz bulunmaktadir. Ksilanlar monomer yap1 olarak baslica D-ksiloz ve eser
miktarda L-arabinozdan olusan heteropolimerlerdir (Bastawde, 1992). Lignin ile
kovalent bagli ve seliiloz ile non-kovalent etkilesimdeki ksilan tabakasi, seliiloz
biitiinligiiniin ve liflerinin seliilaz degradasyonuna kars1 korunmasinda Onemli
olabilir (Beg ve ark, 2001).

Hemiseliiloz dogada en ¢ok bulunan ikinci biiyiik bitkisel yapidir. Tohumlarda
depo polimeri, odunsu bitkilerde ise O©nemli bir hiicre c¢eper bilesenidir.
Kullanilmayan seliilozik materyal yaklasik %40 oraninda pentoz sekerinden olusmus
hemiseliiloz igermektedir (Magge ve Kosaric, 1995). Cesitli bitkisel materyalden
elde edilen hemiseliiloz monomerleri, antibiyotikler, alkoller, hayvan yemleri,
kimyasal iiriinler ve biyoyakit iiretiminde kullanilmaktadir (Heck ve ark, 2002).

Ksilan B-1,4-glikozidik baglarla baglanmis ksiloz rezidiilerinde olusan bir
iskelete sahip kompleks bir polisakkarittir. Ksilanin temel zinciri -ksilopiranoz
rezidiilerinden olusmustur (Whistler ve Richards, 1970). Karasal bitkilerdeki toplam
kuru agirhigin %30-35’ni olusturan ksilan, hiicre duvarinda en ¢ok bulunan
hemiseliilozik polisakkaritlerdir (Joseleau ve ark, 1992).

Ksilan, angiospermlerin sert odunlarinda temel hemiselilloz olup
gymnospermlerin yumusak odunlarinda daha az miktarda bulunur ve toplam kuru
agirhigm sirasiyla yaklasik %15-30 ve %7-12’sini olusturur (Whistler ve Richards,
1970; Wong ve ark, 1988).

Sert odunlu bitkilerde bulunan ksilan 0-asetil-4—0-metilglukuronoksilan olup,

en az 70 P-ksilopiranoz biriminin f-1,4-glikozidik baglarla baglanmasi sonucu
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olusmustur (Ortalama polimerizasyon derecesi 150-200 arasindadir). Zinciri
olusturan ksiloz birimlerinden onuncu sirada bulunan sekerin iki numarali atomu bir
adet 4-0-metilglukuronik asit tagimaktadir.

Yumusak odunlu bitkilerde bulunan ksilan 6nemli miktarda asetilenmis
durumdadir (Ornegin birchwood ksilan her iki mol ksiloz icin 1 mol asetik asit tasir).
Molekiildeki asetilasyon {i¢ numarali atomda iki numarali atoma gore daha biiyiik
siklikta bulunur. Asetil gruplar1 ksilanin suda ¢6ziinebilirliginden sorumludur. Asetil
gruplar1 alkali ekstraksiyona maruz birakildiginda molekiilden hizla ayrilir (Sunna ve
Antranikian, 1997). Yumusak odunlu bitkilerde bulunan ksilanlar arabino-4-0-
metilglukuroksilanlardan olusmustur. Bunlarda sert odunlu bitkilerde bulunan
ksilanlardan daha fazla miktarda 4-0-metilglukuronik asit icerigi bulunmakta olup. 4-
0-metilglukuronik asit birimleri iki numarali karbona baglanmis durumdadirlar.

Yumusak odunlu bitkilerde bulunan ksilanlar ksilozun ii¢iincii karbonuna a-
1,3-glikozidik baglarla baglanmis a-L-arabinofuranoz iiniteleri tagimaktadir (Puls ve
Schuseil, 1993). Asetillenmis yapilarim aksine ksilanda ksiloz birimlerinin yerine
%12 oraninda arabinozil birimleri yerlesmistir (Wong ve ark, 1988). Yumusak
odunsu yap1 igeren bitkilerde bulunan ksilan daha az dallanma gostermesi ve kisa
olmasi nedeniyle sert odunsu yapidaki ksilandan ayrilirlar (Beg ve ark, 2001).

Ksilanlar, seliillozdan sonra en bol bulunan hemiseliiloz bilesikleridir (Collin ve
ark, 2005). Bu bilesik hiicre duvarinda ve bitki hiicrelerinin orta lamellerinde
bulunur.

Bir¢ok ksilan anayapiyr meydana getiren zincir ile buna baglanmis yan
zircirlerde farkli yapilar1 igeren heteropolisakkaritler yapisina sahiptir. Ksilan yapida
ortak olan bilesenler asetil, arabinozil ve glukurozil birimleridir. Dogada hasirotu,
tiitlin sap1 ve tohum kabugunda bulunan sadece ksilozil birimlerinden meydana
gelmis homoksilozlar da bulunmustur (Beg ve ark, 2001).

Ksilanin hidroliz {iriinleri arasinda ksilitol ve furfural 6nemli bir yer
tutmaktadir. Furfural baslica tarimsal atiklardan elde edilirken, ksilitol odun
atiklarindan elde iretilmektedir. Ksilanin diger hidroliz iirlinlerinden ksiloz ve
oligosakkaritler, gida endiistrisinde yogunlastirict ve dondurulmus gidalarda katki

maddesi olarak kullanim alani bulmustur (Wong ve ark, 1992).
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1.3. Ksilanazlar

Pek ¢ok bakteri ve mantar susu ksilani parcalayabilmek i¢in ksilanaz enzimi
iiretmektedirler (Gamerith ve ark, 1992; Gessesse ve Gashe, 1997). Son on yildir,
ksilan ve ksilanaz enzimlerinin endiistriyel uygulamalari, arastiricilarin ilgisini daha
fazla c¢ekmektedir. Enzimin kullanim alanlarina o6rnek olarak kagit hamuru
hazirlama ve kagit endiistrileri ile gida ve hayvan yemi iiretimi verilebilir (Kulkarni
ve ark, 1999; Goziikara, 2009).

Yirminci yiizytllm son yarisinda mikroorganizmalarin kullaniminda,
mikroorganizmalarin metabolik {iriinlerinde, enzimlerin endiistriyel uygulama
potansiyelleri ile ilgili bilgiler hizli bir artis gdstermistir. Ozellikle son 20 yilda
ksilanaz enzimlerinin ticari alandaki kullanim1 kagit hamuru ve kagit endiistrisinde
yayginlagsmistir (Beg ve ark, 2001). Mikrobiyal ksilanolitik sistemlerle ilgili bilgiler
giderek artmasina ragmen, mikroorganizma ve bunlara ait enzimlerin ksilani
parcalama mekanizmalar1 tamamen anlasilmis degildir. Bu mekanizmanin
aciklanmas1 yoniindeki ¢alismalar giderek hiz kazanmaktadir.

Yapilan c¢aligsmalar agirlikli olarak enzimin degisik kosullardaki iiretimi,
enzim iretiminin indiiklenebilirligi, enzim karakterizasyonu, saflastirma, klonlama
calismalari ile enzim ekspresyonun arttirilmasi ve kagit endiistrisinde kullanimi gibi
konularda yogunlagsmistir (Beg ve ark, 2001).

Ksilanaz enzimlerinin 6zellikle bakteriler (Gilbert ve Hazlewod, 1993; Sunna
ve Antranikian, 1997), mantarlar (Sunna ve Antranikian, 1997), aktinomycetler (Ball
ve McCarthy, 1989; Beg ve ark, 2000) ve maya gibi (Hrmova ve ark, 1984)
mikroorganizmalardan elde edildigi bildirilmistir (Beg ve ark, 2001). Bu
organizmalarin yani swa birgok Aspergillus, Gliocladium, Schizophyllum ve
Trichoderma suslar1 da enzim ilretme c¢alismalarinda kullanilmislardir. Farkli
ozellikte selillozik enzim sentezleyen Sporotrichum thermophile, Trichoderma
reesei, Penicillum sp., Thielavia terrestris, Sporotrichum cellulophilum ve
Talaromyces emersonii gibi mantar gruplari, diisiik miktarda da olsa ksilanaz iiretme

yetenegine sahiptirler (Rani ve Nand, 1996).
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Mikrobiyal ksilanazlar genellikle asidik veya notral pH’larda optimum
aktivite gosterirler. Pek ¢ok ksilanaz alkalifilik ve alkalitolerant bakteriden elde
edilmis olmasina ragmen, ndtral pH’da optimum aktivite gostermektedir (Nakamura
ve ark, 1993).

Tarmm endiistrisi ve yiyecek tiiretim tesislerinin atiklar1 diinya genelinde
onemli miktarlarda tiretilip ¢evreye atildiklar1 i¢in, saglik acisindan 6nemli bir risk
olusturmaktadirlar. Bu atiklar temelde seliilloz, hemiseliiloz ve lignin icermektedir.
Atik iirlin  seklindeki materyallerin 6zellikle yakit {retiminde kullanilmasi,
verimliligin artmasi ve maliyetin diismesi acisindan materyaldeki biitiin bilesenlerin
hidrolizini gerektirmektedir. Seliilozik atiklarda bulunan ve bitkisel materyalin temel
yapisal polimeri olan ksilan, ksilanaz sentezleyen mikroorganizmalarm faaliyetleri
sonucu besin seklinde degerlendirilip, hidroliz edilirler (Rani ve Nand, 1996).

Ksilanalitik enzimler, ¢ogunlukla bitki hiicre duvarinda seliiloz ve lignin
birlesimleriyle birlikte bulunan ksilanin hidrolizini katalizleyen hemiseliilozik
enzimlerdir. Bu nedenle, bakteri kaynakli enzimlerin iiretiminde misir unu, misir
kocani, bugday kepegi, seliiloz, agac talas1 ve diger bitkisel atiklar substrat olarak
kullanilmaktadir (Biotech Project 4544, 2006).

Yillarla birlikte 6zellikle kagit ve kagit hamuru alaninda ksilanaz enziminin
uygulamalari siireki bir artis gostermistir. Bugiin i¢in ksilanaz enzimlerinden en fazla
kraft (ambalaj kagidi) hamurunun agartma islemlerinde kimyasallarin kullanimini
minimal diizeye diisiirmede yararlanilmaktadir. Enzimlerin kagit endiistrisindeki
uygulamalar1 hala arastrma ve gelisme asamasinda olmakla birlikte, seliilaz
aktivitesi olmayan ksilanaz enzimleri yogun sekilde kullanilmaktadir (Bajpai, 1999).

Ksilanaz enzimlerinin kagit hamuru ve kagit endiistrisindeki kullanimmin
disinda kiimes hayvanlarmin yemlerine katki maddesi olarak (Bedford ve Classen,
1992), hamur kivami ve hamur iirlinlerin kalitesini arttrmak i¢in (Maat ve ark,
1992), kahvenin ekstraksiyonunda, bitki yaglar1 ve nisasta iiretiminde (Wong ve
Saddler, 1992), pektinaz ve seliilaz ile birlikte meyve sularinin berraklastirilmasinda
(Biely, 1985) kullanildig1 bulunmustur. Ksilanolitik enzim sistemi [-1,4-
endoksilanaz, B-ksilosidaz, a-L-arabinofuranosidaz, a-glukuronidaz, asetil ksilan

esteraz ve fenolik asit esteraz enzimlerinden meydana gelir ve ortak etkileri
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sonucunda ksilan molekiiliiniin tam hidrolizi gerceklesir. Bu tarz multifonksiyonel
ksilanolitik enzim sistemi, mantarlar, aktinomycetler ve bakterilerde yaygin sekilde
bulunmaktadirlar (Beg ve ark, 2001).

Ksilanolitik enzimler, ksilan ve arabinoksilan polimerlerinin hidrolizini
katalizleyen enzim grubudur. Bu enzimler, endo-1,4-B-ksilanaz, B-ksilosidaz, a-
arabinofuranosidaz ve asetilksilan esterazlardir. Ksilanazlar ksilo-oligosakkaritleri
iretmek i¢in 1,4-B-D-ksilozidik baglar1 hidroliz etme yetenegine sahiptirler.
Ksilanazlar dogada en fazla mikroorganizmalar, deniz algleri, protozonlar,
crustaceler, bocekler ve yilanlar tarafindan sentezlenmektedir (Ratanachomsri ve ark,
2005).

Mikrobiyal kaynaklar arasinda, ozellikle filament6z mantarlar, salgilarini
iireme ortamina vermeleri ve maya ve diger mantarlardan daha yiiksek ksilanaz
aktivitesine sahip olmalar1 nedeniyle daima ilgi ¢cekmistir (Krisana ve ark, 2005). Bu
Ozellik mantar ksilanamin farkli endiistriyel alanlarda etkin sekilde kullanilmalarini
saglamistir. Ornegin, ksilanaz enzimleri kagit ve kagit hamuru endiistrisinde, &n
agartma islemlerinde toksik oOzellikteki klor kullannomin1 azaltmak ig¢in
kullanilmaktadir. Ksilan polimerlerinin hidrolizinde rol oynayan en 6nemli enzim
endo-1,4-B-ksilanazlardr (EC 3.2.1.8). Dogada bitki atiklar1 tizerinde {ireyen
mikroorganizmalarin ¢ogu genellikle seliilolitik ve ksilanolitik enzimlerin her ikisini
de iiretme yeteneine sahiptirler. Ayrica hayvan yemlerinde, sindirilebilirligin
yiikseltilerek verimin arttirilmasi amaciyla yararlanilmakadir (Kung ve ark, 2000).
Bir diger uygulama alani firincilik olup hamur vizkositesini, ekmek hacmini ve raf
Omriinii uzatmak i¢in kullanilmaktadirlar (Romanowska ve ark, 2003; Ratanachomsri

ve ark, 2005).

1.4.Ksilanazlarin Kullanim Alanlan

Hemiseliilolitik mikroorganizmalar, bitki polisakkaritlerinin temel bileseni
olan hemiseliilozun dogadaki geri doniistimiinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Ksilanazlar (EC 3.2.1.8) hemiselillozun temel yapisi olan ksilanin hidrolizini

katalizler. Bu enzimler kullanilarak lignseliilozik materyalden, sivi yakit ve
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kimyasallarin iiretimi ekonomik olarak 6nemli gelismeler saglayabilir. Son yillardaki
gelismeler, seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimlerinin 6zellikle kagit ve kagit
hamuru endiistrisinde kullanilarak cevreyle dost teknolojilerin gelistirilmesi
konusunda 6n plana ¢ikmistir (Kulkarni ve ark, 1999).

Mikroorganizmalarin  6nemli kisminin ksilan pargalayict enzim iirettigi
bilinmektedir. Endiistriyel uygulamalarin basinda kagit hamuru ve kagit
endiistrisinde ambalaj kagit hamurunun agartilmasi gelmektedir (Zamost ve ark,
1991; Viikari ve ark, 1994; Gessesse, 1998). Endiistriyel uygulamardaki sorunlarin
basinda enzim iiretim ve kullanim maliyeti gelmektedir. Bu nedenle enzim
iretiminde maliyeti diisliriici  substrat  kullanilmas1  yoniinde ¢alismalar
gerceklestirilmektedir. Maliyetin diisiiriilmesi amaci ile 6zellikle tarimsal atiklarin
kullanilmasi {izerine yogunlasilmistir.

Optimum verimin elde edilmesinin 6niindeki diger engeller kagit liretiminde
kullanilan asit/akali’ni nétralizasyonu ve 1sitmanin  sogutulmasi islemleri
gelmektedir. Bu o6zellikle kagit endiistrisi i¢in lretilecek ksilanolitik enzimlerin
termofil/termostabil ve alkalitolerant Ozellikte olmasi hedeflenmektedir. Biitiin
calismalar bu yonde yogunlagmistir (Dhillon ve ark, 2000).

Diinya genelinde tarimsal, endiistriyel ve kentsel atik seklinde yillik
milyonlarca ton ksilan igeren atik a¢iga c¢ikmaktadir. Ksilan alkali pH’da
¢Oziinebildigi i¢in, yiiksek sicaklik ve alkali pH’da aktif ve stabil ksilanaz enzimleri
bu tiir uygulamalar i¢in ¢ok dnemlidir (Gessesse, 1998).

Cevre yasasindaki diizenlemeler, 6zellikle bat1 Avrupa ve kuzey Amerika
iilkelerinde kagit ve kagit hamuru isletmelerinde agartma amagh klor kullanimini
siirlamigtir (Chauvt ve ark, 1987). Aga¢ kabuklarnm soyulmasi, geri doniisiim
uygulamasinda degerlendirilen gazete kagitlarindaki boyanin giderilmesi, kagit
hamurunun iiretimi sirasinda selillozun saflastirilmasinda seliilaz aktivitesi olmayan
ksilanazlar biiyiik rol oynamaktadirlar. Enzimatik agartma, lignin ve karbonhidrat
arasindaki baglarin ayrilmast ve kagit hamuru yapismin agilmasmi saglamaktadir
(Kulkarni ve ark, 1999).

Mikrobiyal ksilanazlar, lignoseliilozik yapinm biyodongiisii, lignoseliilozik

materyalden yakit iiretimi, pentoz iiretimi, meyve suyunun berraklastirilmasi,
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rumendeki sindirimin artirilmast ve kagit hamurunun biyolojik agartilmasinda
kullanilabilirligi hizla artan bir enzimdir (Srinivasan ve ark, 1995; Garg ve ark,
1998). Seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimleri kagit tiretimi sirasinda kagida
parlaklik ve yumusaklik kazandirmak icin kagit hamurundan hemiseliillozun
uzaklagtirilmasi uygulamalarinda kimyasal uygulamalara alternatif 6zelliktedir
(Kohli ve ark, 2001).

Seliilaz aktivitesi olmayan ksilanazlar (1.4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz: EC
3.2.1.8) genis bir biyoteknolojik uygulama potansiyeline sahiptir. Oncelikli olarak
kagit ve kagit hamuru agartma endiistrisinde agartict ajan olarak kullanilmak amaci
ile dretilirler. Ayrica yiyecek ve igecek endiistrisi alaninda bugday ununa
karistirilarak hamur isi iirlinlerin kalitesi ile dayanikliligmi arttirmak, sarap ve meyve
sular1 gibi igecekleri berraklastirmak, sivi kahve iiretim islemlerinde kahve musilajini
sivilastirilmak, i¢in kullanilmaktadir (Rouau ve ark, 1994; Hang ve ark, 1997;
Kulkarni ve ark, 1999; Techapun ve ark, 2003).

1.5.Seliillozun Yapisi

Seliiloz, dogada en bol bulunan yenilenebilir bir biyopolimer olup yaygin
olarak bitki hiicre duvarlarinda bulunur. Glikoz birimlerinin -1,4 glikozidik baglarla
baglanmasiyla olusan polimerlerdir. Nisastadan farkli olarak diiz bir zincir seklinde
olup herhangi bir sarmal yap1 gostermez. Seliiloz zincirleri hidrojen baglari ile
baglanarak bir arada tutulurlar. Bazi durumlarda seliiloz neredeyse saf olarak
bulunur. Bir¢ok durumda ise seliiloz lifleri hemiseliiloz ve lignin gibi diger yapisal
biyopolimerler arasma katilabilmektedir. Selillozun ©Onemli bir o6zelligi diger
polisakkaritlerden farkli olarak kristal yapi olusturabilmeleridir. Dogada glikoz
birimleri bir zincir halinde sentezlenirken biyosentez bdlgesinde kendiliginden
birleserek elementer fibril olarak adlandirilan yaklasik 30 seliiloz zincirinden olusan
birimlere doniislir. Bunlar da daha genis iiniteler halinde paketlenerek mikrofibril
denen yapilar1 olustururlar. Mikrofibriller ise selilloz fibrillerini olustururlar.
Hidrojen baglari, zincirleri zincir i¢i ve zincirler aras1 baglarla birbirlerine baglar ve

sert bir yap1 olusmasini saglar.
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Seliillozun kristal tabiati, atomlarin bir digerine gore uygun pozisyonda
baglanmasi ile olusan yapisal bir diizen ile elde edilir. Bu kristal yap1 mikrofibrillerin
diizenleri sayesinde enzim ya da su gibi kii¢iilk molekiillerin girmesini dnleyici bir
paketleme sekli olusturur. Kristal yapiya ragmen seliiloz fibrilleri dogada her zaman
saf kristal halde bulunmazlar. Kristal yap1 zamanla degisir ve ikincil diizen sekline
(amorf: bicimsiz) doniisiir. Kristal ve amorf bolgelere ilaveten seliiloz fibrilleri
dolagsmis yumak veya biikiilmiis gibi bir cok diizensizlikler icerebilir.

Saflagtiridmis seliilozlar 6nemli oranda yapisal Ozelliklerde degiskenlik
gosterirler ve diisiik yogunluk arzederler. Mikrokristal yapidaki seliilozlar nerdeyse
saf olup seyreltik asit uygulamalar1 ile hemiseliiloz ve amorfoz bdlgelerinin fibrilden
uzaklastirilmas: ile elde edilir. Saf selillozun degisen yapisal kompleksligi ve
¢Ozlinmez substratlar ile ¢calisma zorlugu karboksimetil seliiloz (CMC) ad1 verilen
¢cOziinlirliigli yiiksek seliiloz eterinin kullaniminin yayginlagsmasina neden olmustur

(Lynd ve ark, 2002).

1.6. Seliilazlar

Seliiloz ve hemiseliilozun enzimatik parcalanmasiyla ilgili arastirmalar son 30
yilda oldukg¢a hizli gelisme gdstermistir. Yenilenebilir biyomas ve tarimsal atiklar
seliiloz, hemiseliiloz ve lignin bakimindan oldukc¢a zengin olup, bu yapilarin
bulunma orani 4:3:3 olabilecegi gibi ger¢ek yiizdeler kaynaktan kaynaga degisiklik
gosterebilmektedir (Heck ve ark, 2002).

En kolay ulasilabilen yenilenebilir karbon kaynagi olan seliiloz (her yil
yaklasik 150 milyar ton organik materyal fotosentez edilir), cogunlukla hemiseliiloz,
lignin ve diger polisakkaritler ile birlikte bulunur. Seliiloz, 1,4-B-D-glikozid
baglariyla baglanmig, anhydro-D-glikoz iinitelerinden olusan dallanmamis yapiya
sahip bir polimerdir. Bakteri ve mantarlar tarafindan sentezlenen seliilotik enzimlerle
hidrolize edilebilir. Seliillozik bakteriler, Pseudomonas ve Actynomicetes gibi aerob,
Bacillus ve Cellulomonas gibi fakiiltatfif aerob ve Clostridium gibi zorunlu anaerob
tiirlerden meydana gelmektedir. Seliilaz enzimi kullanilarak seliilozdan glukoz, alkol

ve protein iiretimi alanlarinda 6nemi ¢aligmalar yapilmaktadir (Heck ve ark, 2002).
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Brezilya diinyanin ikinci en biiyiikk soya lireticisidir. Soyanin endiistriyel
uygulamalar1 sonunda yliksek miktarda fibroz atiklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
materyal %23 hemiseliiloz, %16 selilloz ve %28 ¢dziinmez proteinden olusur (Heck
ve ark., 2002).

Seliiloz, dogada en bol bulunan yenilenebilir biyopolimer olup yaygin
olarak bitki hiicre duvarlarinda bulunur. Glikoz birimlerinin B-1,4 glikozidik
baglarla baglanmasiyla olusmaktadir. Nisastadan farkli olarak diiz bir zincir
seklinde olup herhangi bir sarmal yap1 gostermez. Seliilloz zincirleri hidrojen
baglari ile birbirlerine baglanarak bir arada tutulurlar.

Bazi1 durumlarda saf denecek diizeyde bulunmakla birlikte bir¢ok durumda
seliiloz lifleri hemiseliiloz ve lignin gibi diger yapisal biyopolimerler arasina katilir
ve selilozu meydana getirir. Seliilozun en Onemli Ozelliklerinden biri, diger
polisakkaritlerde bulunmayan kristal yap1 olusturabilmeleridir.

Selilloz, dogada glikoz birimlerinin zincir seklinde sentezlenmesi ve
biyosentez bolgelerinde kendiliginden birleserek, yaklasik 30 selilloz zincirinden
olusan elementer fibril yapilara doniismesiyle olusur. Elementer fibriller daha fazla
birimler seklinde paketlenmesi sonucu mikrofibril adi verilen yapilar1 olustururlar.
Meydana getirilen mikrofibriller, seliiloz fibrillerini iiretirler. Hidrojen baglari,
zincir i¢i ve zincirler arasi baglarla zincirleri birbirlerine baglar ve sert bir yapi
olugmasini saglarlar (Aygan, 2008; Goziikara, 2009).

Selilloz, B-1,4 baglariyla birbirine baglanmis glikoz molekiillerinden
olugsmus bir homopolimerdir (Bhat, 2000). Seliillozun bakteriyel pargalanmasinda
hem aerobik hem de anaerobik mikroorganizmalar gérev almaktadirlar. Bu islemler
sirasinda seliiloz, glikoza kadar parcalanir. Bakterilerin seliilolitik enzimleri ekzo-
B-1,4 ve endo-B-1,4 glukanazlar seklinde tanimlanmiglardir (Bhat, 2000; Aygan,
2008).

Glukanazlar endo ve ekzo glukanazlar seklinde ya fB-1,3 veya p-1,4
baglarma etki gostererek glukan molekiiliinii pargalarken, likenaz enzimi 3-1,3 ve
B-1,4 baglarmi tek basma parcalayarak etki gostermektedir. Endoglukanazlar
seliiloz molekiiliinde zincirin i¢ bdlgelerinde rastgele hidroliz islemi gergeklestirir

ve biiylikliikleri farkli oligosakkaritler meydana getirirler. Ekzoglukanazlar ise
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seliiloz molekiiliinde zincirin indirgenen ve indirgenmeyen ucundan baslayarak
hidroliz gergeklestirir ve ya glukoz (glukanohidrolaz) ya da sellobiozu
(Sellobiohidrolaz) ana firiin olarak agiga cikarir. Ekzoglukanazlar ayni zamanda
mikrokristalin  seliiloz {izerine de etki gostermetedirler. [-Glukozidazlar
sellodekstrin ve sellobiyozu glukoza parcalayan enzimlerdir.

Seliilaz sistemi farkli sekilde aktivite gosteren birden fazla farkli enzimden
olusmaktadir.

1.Endoglukanazlar  (endo-B-1,4-glukanazlar veya [3-1,4-D-glukan—4-
glukanohidrolazlar, EC 3.2.1.4).

2.Ekzoglukanazlar (Sellodekstrinazlar, 3-1,4-D-glukan glukanohidrolazlar)
(EC 3.2.1.74) ve Sellobiyohidrolazlar (ekzo-p-1,4-glukanazlar veya -1,4-D-glukan
sellobiyohidrolazlar, EC 3.2.1.91).

3.Sellobiyazlar (B-glukosidazlar veya [B-D-glukozid glukohidrolazlar, EC
3.2.1.21).

Endo-(1,3-1,4)- B- glukanaz enzimi, arpa ve yulaf gibi tahillarin endosperm
hiicre duvarlarinin biiyiik kismini olusturan karma bagh (1,3-1,4)-B-glukanlar
hidrolize edebilme oOzelligindedir. B- glukanaz {iretme yetenegi B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. macerans ve B. licheniformis’te olduk¢a yaygin olup, enzim
setezinden sorumlu genler baska konak organizmalara klonlanarak enzim sentezi
gerceklestirilmistir (Liming ve Xueliang, 2004; Goziikara, 2009).

Endo-(1,3-1,4)- B- glukanaz enzimi bira iiretimi sirasinda malt enzimlerinin
daha 1yi caligmasini saglamak i¢in yogun sekilde kullanilmaktadir. Termostabil -
glukanazlar, maltin kurutulmasi sirasinda inaktive olmadiklari i¢in 6zellikle tercih
edilirler. Maltlanmis arpada bulunan -1,3-1,4-glukanaz enzimine benzer 6zellik
gosteren bakteriyel P-1,3—1,4-glukanaz, Onemli bir endiistriyel enzim olup,
cogunlukla arpanin ezilmesi sirasinda akigkanligi azaltmak i¢in kullanilir. Hayvan
yemi hazirlamada, 6zellikle 1zgaralik pili¢ ve kii¢iik domuzlarda, bakteriyel B-1,3-
1,4-glukanaz igeren enzimatik preparatlarin yem materyaline eklenmesi, arpadan
hazirlanmis yemlerin sindirilebilirligini artirarak verimin yiikselmesinine olumlu

katk1 yapabilirler (Zhang ve ark, 2006; Goziikara, 2009).
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1.7. Seliilazlarin Baz1 Uygulama Alanlari

Seliilazlarin ana uygulama alanlar1 gida, hayvan yemi tiretimi, tekstil, biyo-yakit,
kimya, kagit ve kagit hamuru endiistrisi, atiklarin giderimi, tibbi ve farmasotik
endiistrisi, protoplast liretimi, genetik miithendisligi ve kirlilik giderimidir (Bhat ve

Bhat, 1997).

1.8.Elektroforez

Ayiric1 bir ortamin bulundugu elektriksel alanda iyonlasabilir gruplara sahip
amino asitler, peptidler, proteinler, niikleotidler ve niikleik asitler gibi biyolojik
molekiiller, sahip olduklar1 elektrik yiikiine bagli olarak, anod veya katod bolgesine
gb¢ ederler. Molekiiller ayni1 yiike sahip olsalar dahi, molekiil agirliklarinin farklilgi
nedeniyle sahip olunan vyiikiin, molekiill agirliklarma orami (ylk/kiitle) farkli
olacaktir. Bu farkliliklar sebebiyle soliisyon i¢cindeki iyonlar bir elektriksel alana tabii
tutulduklarinda molekiillerin gogiine yonelik farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Molekiillerin elektriksel alandaki go¢ hareketleri; molekiiler agirlik,
molekiiler konformasyon, ortamin pH’si, kullanilan ayirma ortaminin por ¢api,
sicaklik, elektroforez zamani, uygulanan akim siddeti gibi bir¢ok farkli parametreden
etkilenmektedir (Manniatis ve ark, 1982; Kuzu, 2008). Elektroforez tanki ve giic
kaynag1 elektroforez icin gerekli ekipmanlardir. Gli¢ kaynagi elektrodlar arasinda
dogru akimin dengeli ve diizgiin sekilde akigini saglayarak elektriksel alanin istenilen
Ozellikte olugmasini saglar. Elektriksel alanda siirekli olarak, pozitif yiikli
molekiiller negatif kutba, negatif yiikli molekiiller ise pozitif kutba dogru goc
ederler.

Ornekler elektroforezin diizgiin gergeklesmesi icin tampon i¢inde ¢dziiliirek
hazirlanmalidir. Ayrica elektroforezde istenilen basarinin elde edilmesi i¢in ayirici
ortamin mutlaka elektroforez tamponu ile hazirlanmas1 gerekir. pH degisikligi,
elektroforezi yapilan molekiiliin iyonik yiikiinii degistirebileceginden tampon

pH’sin1n stabil tutulmas1 dnemlidir.
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Ayirict ortam olarak filtre kagidi, seliiloz asetat, agaroz, nigasta, agar veya
poliakrilamid gibi sistemler kullanilabilir. Elektrodlar arasindaki akimi genel olarak
tampon iyonlari, az bir kismini ise 6rnek iyonlart iletilir. Sicaklik artis1 elektroforez
sirasinda direncin diismesine neden olur. Is1 artisi tamponun buharlagsmasina neden
oldugunda iyonik giiciin degisimine yol agar.

Ornegin net elektriksel yiikii arttikga elektroforez diizeyi de artacaktir. Diger
taraftan molekiil bilyiikliigii arttikca goc orami diisecektir. Ornekler ayni molekiil
biiytikliigline sahip olsalar bile molekiillerin globiiler ya da fibr6z olusu molekiillerin
gociinde farkliliga neden olacaktir. Elektroforez islemi, kullanilan tamponun bilesimi
ve iyonik yiikiinden farkli sekilde etkilenir. Poliakrilamid jel elektroforezi icin

yaygin olarak kullanilan tampon tris-glisin karisimidir (Manniatis ve ark, 1982)

1.9.Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Sistemi

Proteinlerin molekiil agirliklarini belirlemede en yaygin kullanilan yontem
poliakrilamid jel elektroforezidir. Sodyum dodesil siilfat (SDS) bir anyonik deterjan
olup, proteinlere sikica baglanarak proteinlerin denatiirasyonunu saglar. Yaklasik 1 g
proteine 1,4 g SDS baglanir. Proteinler, birim kiitle basina sabit negatif elektriksel
yik kazanirlar. SDS protein molekiiliinde her iic aminoasitlik birime baglanarak
proteinlere homojen negatif bir yiik kazandirir. Béylece proteinler yiik bakimindan
esitlendigi i¢in molekiiler agirliklarina gore birbirlerinden ayrilmalar1 gegeklesir
(Aygan, 2008). Protein molekiilleri negatif yiikli oldugundan SDS-protein
kompleksleri elektroforez ortaminda anoda dogru goc ederler (Temizkan ve Arda,
2008).

Standart ~ SDS-PAGE  uygulamalar1  dikey elektroforez  seklinde
gerceklestirilir. Protein 6rnekleri genellikle pH’s1 6,8 olan drnek hazirlama tamponu
icinde ¢oziiliir. Bu tampon denatiiran olarak SDS, distilfit baglarini indirgeyen [-
merkaptoetanol, yogunluk olusturan gliserol veya siikroz ve bromfenol mavisi
icermektedir. Elektroforez uygulamasinda kullanilan jel, genellikle dengeleme
(stacking) ve ayirma (separating) jeli olarak iki kisimdan olusur. Her iki jel

icerdikleri akrilamid konsantrasyonlar1 bakimindan birbirlerinden farklilik gosterir.
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Bu iki jeldeki pH ve konsantrasyon farkliligi sayesinde, protein karisimlarinin
birbirlerinden ayrilmasi ve belirgin bandlar olusturmasi saglanir (Aygan, 2008).
Analiz edilecek drnek, bir izleme boyasi ile (Brom-Phenol Blue) birlikte jelin
iist kisminda olusturulan kuyucuklara yerlestirilir ve sistemden mA seklinde elektrik
akimu gegirilir. Ornekteki bilesenlerden daha hizli hareket eden izleme boyasi jelin
bitimine ulastiginda akim kesilir, jel protein boyama karakterindeki bir boya ile
(Coomassie-Brillant-Blue R 250, G-250, Silver Stain vb) boyanir (Temizkan ve
Arda, 2008). Jelin molekiiler elek 6zelliginden dolay: belirli bir siirede yol aldiklar1
mesafe molekiiler agirliga gore proteinden proteine farklilik gosterecektir. Molekiiler
agirlig1 bilinen standart bir protein (marker) ile analizi yapilacak 6rnek ayni1 ortamda
yirtitiilerek, ornek proteinlerin molekiiler agirliklar1 bulunabilir (Aygan, 2008).
Marker proteinin jelde go¢ ettigi mesafe, 6rnekler ile kiyaslanarak molekiiler agirlik

Da veya kDa olarak saptanir (Temizkan ve Arda, 2008).

1.10.Kromatografi

Kromatografi, enzim saflagtirmasinda temel bir 6neme sahiptir. Bu sistemde
analiz edilecek molekiiller, fiziksel (biiyiiklik, sekil, yiik ve hidrofobik etkilesim),
kimyasal (kovalent baglar1) ve biyolojik (biyospesifik afinite) Ozelliklerine bagli
olarak ayrilirlar (Aehle, 2004).

Rus bilim adami Mikhail Semyonovich Tsvet tarafindan ilk olarak bitki
pigmentlerini ayirma metodu olarak gelistirilmis ve ismini oradanalmistir.
Giliniimiizde son derece duyarli ve etkin bir yontem olarak gegerliligini
stirdiirmektedir. Kromatografik sistemin temel bilesenleri, sabit faz, kromatografik
yatak, hareketli faz, dagitim sistemi ve bazi durumlarda tespit sisteminden meydana
gelir. Sabit faz, destek matriksle tutulmus kati, jel veya immobilize sividir. Hareketli
faz ise kromatografik yatakta, sabit faz boyunca bir siv1 veya bir ¢odziicii olarak etki
eden gazdan olusur. (Temizkan ve Arda, 2008).

Saflastirilacak malzeme, sabit faz lizerinde hareket ederken, karisim icindeki
molekiillerin sabit fazla etkilesimleri farkli olur. Sabit faz ile siki iligki gdsteren

molekiillerin hareketi, daha zayif iliski gosteren molekiillerin hareketine gore sabit
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faz boyunca daha yavas bir ilerleme gosterir. Boylece farkl: tipteki molekiiller destek

materyali boyunca hareket ederken birbirlerinden ayrilirlar (Aygan, 2008).

1.10.1.ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer Chromatography)

Genellikle bir yiizey lizerine tutturulmus silika jel, aliminyum oksit ya da
seliiloz gibi ince bir adsorbent tabakadan olusan sabit faz kullanilir. Siv1 faz ise,
saflagtirilmasi istenen karisimin, i¢inde ¢6ziindiigli kapiller etki ile ¢ekilebilen uygun
bir ¢dziiciidiir. Ince tabaka kromatografi tabakalari, silika jel, (adsorbent malzeme),
kalsiyum siilfat (baglayici) ve su ile hazirlanir. Hazirlanan karisim genellikle
reaksiyon vermeyen cam, kalin aliiminyum folyo ya da plastik malzemeler iizerine
yayilir. Hazirlanan plakalar havada kurutulduktan sonra, 110°C’lik firnda 30 dakika
dikey pozisyonda tutularak, aktive edilirler. Adsorban tabakanin kalinlig1 genellikle,
analitik amacli islemlerde 0.1-0.25 mm, preperatif ¢alismalarda 1-2 mm araliginda
kullanilmaktadir (Aygan, 2008).

Ince tabaka kromatografisinde molekiiliin jeldeki hareketi genellikle asagidan
yukartya dogru yiikselen yontem ile gerceklestirilir. Bunun i¢in cam plaka veya
plakalarin yerlestirilecegi ekipman degisik boyutlar ve sekilde olabilir. Sistemin
coklu uygulamalara uygun olmasi ve solvent sistemi ile atmosfer doygunlugunun
saglanabilmesi i¢in kapagmmm olmasi1 gerekir. Ydriitme islemi tamamlanmis
tabakalar, genellikle havada, infrared 1s1k altinda veya firinlarinda kurutulur.
Seperasyonu gerceklestirilmis malzemelerin goriiniir hale gelmesi i¢cin kullanilan
cozeltiler zehirli veya korozif olabilecekleri icin, ¢eker ocak ya da 6zel kabinlerde
puskiirtme yapilarak gerceklestirilir. Birgok madde ince tabaka {lizerinde herhangi bir
0zel tespit metoduna gerek kalmadan goriilebilmektedir (Aygan, 2008).

Bu calismada, oOzellikle kagit endiistrisinde yaygin kullanim alani olan
seliilaz-free ksilanaz enzim {reticisi Bacillus suslarinin  dogal ortamlardan
izolasyonu, enzimin {retimi ve karakterizasyonunun yapilmasi ve enzimin

biyoteknolojik kullanim olanaklarinin aragtirilmasi amaglanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Nakamura ve ark (1993), topraktan izole edilen alkalofilik Bacillus 41M-1
susundan farkl 6zellikte ekstraseliiler ksilanaz enzimi tiretmiglerdir. Amonyumsiilfat
fraksiyonlama ve anyon degistirme kromatografisi kullanilarak saflastirilan enzimin
molekiiler agirligmin 36 kDa, izoelektrik noktasmin ise pH 5.3 oldugu saptamistir.
Ksilanaz-J’nin optimum aktivite sicakligi 50°C ve optimum pH‘s1 9.0 olarak
bulunmugtur. Enzimin, pH 9.0 ve 55°C’de 30 dakika inkiibe edildigi zaman
stabilitesini korumustur. Ksilanaz-J enzimi Hg”* ve N-bromosuccinimide ile
tamamen inhibe olmustur. Ksilanaz-J enzimi kristalin seliiloz ve karboksimetil
seliiloz tizerine herhangi bir hidroliz etkisi géstermemistir.

Blanco ve ark (1995), piring iiretilen topraktan, alkali tolerant Bacillus sp.
BP-33 susunu izole etmislerdir. Saflastirilarak ksilanaz-A seklinde adlandirilan
enzimin SDS-PAGE zymogram analizi ile molekiiler agirhiginin 32 kDa, izoeletrik
noktasmin pH 9.3 oldugunu belirtmislerdir.

Gessesse ve Gashe (1997), alkalin ksilanaz iireten alkalifilik Bacillus sp. AR-
009 susunu Etiyopya’daki alkalin soda goliinden izole etmislerdir. Enzimin pH
9.0’da optimum aktivite gosterdigi ve genis pH araliginda stabil oldugunu
bildirmislerdir. Enzim 60—-65°C’de optimum aktivite gostermistir. Enzimin pH 8.0 ve
9.0 degerleri ve 55°C’de 2.5 saat inkiibe edildigi zaman, orijinal aktivitesini yaklasik
%80 korudugu saptamislardir. Enzim pH 9.0 ve 60°C’de 1 ve 2.5 saat inkiibe edildigi
zaman orijinal aktivitesini sirastyla %63 ve %54 oraninda korudugu bulunmustur.

Gessesse (1998), bir alkalifilik Bacillus sp. susu olan AR-009’un siipernatant
kiiltiirlinden XylA ve XylIB olarak belirttigi iki ksilanaz enzimi saflastirilmistir. Bu
iki enzimin molekiiler agirliklar1t SDS-PAGE analizinde, sirastyla 23kDa ve 48kDa
olarak ol¢iilmiistiir. XylA enzimi optimum aktivitesini pH 9.0, XyIB ise pH 9.0-10.0
araliginda gostermistir. XylA ve XyIB enzimlerinin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik 60°C olarak bulunmustur. Her iki enzim de pH 8.0 ve 9.0 da 60 ve 65°C’de
inkiibe edildiklerinde stabil kalmiglardir.

Dhillon ve ark (2000), izole edilen ksilanaz enziminin optimum aktivitesini

pH 6.0-7.0 ve 80°C’de gosterdigini saptamiglardir. Enzim, 70°C ve pH 9°da 1 saat
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inkiibe edildiginde orjinal aktivitesini %67 korumustur. Enzimin yarilama 6mrii 70°C
ve pH 7.0°de 24 saat olarak saptanmustir. Bacillus circulans AB 16 susundan iiretilen
ksilanaz enzimi, 0kaliptus agacindan iiretilen kagit hamurunun 6n agartma igleminde
kullanildiginda, agartma amaciyla kullanilan klor miktar1 %20 oraninda azalmustr,
fakat kagit hamurunun parlakliginda hi¢bir azalma goriillmemistir.

Subramaniyan ve Prema (2000), ksilanaz iireten bircok bakteri izole ederek
karakterizasyonunu yapmistir. Bu suslardan Bacillus SSP-34 (alkalifilik), nolu
izolattan iretilen ksilanazin aktivitesi 100 IU/mL’den daha yiiksek bulunmus ve
enzimin optimum aktivitesi 50°C’de, pH 6.0-8.0 araliginda saptanmistir. pH 7.0°de
oldukea diisiik aktivite (0.4 IU/mL) elde edilirken, pH 9.0’da ise hi¢ seliilotik aktivite
saptanmamistir.

Balakrisnan ve ark (2002), alkalofilik Bacillus (NCL 87-6-10) izole ettikleri
seliilaz free alkalin ksilanaz enzminin optimum aktiviteyi pH 8.0’de gosterdigini
belirtmislerdir.

Balakrishnan ve ark (2002), bugday kepegi ve maya oOziitii kullanilarak
iiretilen alkalifilik Bacillus sp. susundan “A” ve “C” seklinde tanimlanan iki alkalin
ksilanaz izole etmislerdir. Ksilanaz “C” enzimi, SDS-PAGE jel elektroforeziyle
analiz edildiginde molekiiler agirhiginin 25 kDa pH optimumunun 8.9 oldugu
bulunmustur. Buna karsin ksilanaz “A” enziminin optimum aktivitesini pH 5.3’te
gosterdigi ve molekiiler agirlinin 45 kDa oldugu belirtilmistir.

Tseng ve ark (2002), kagit hamuru ve kagit endiistrisi atiksu aritma tesisinden
izole ettikleri Bacillus firmus bakterisinden iki ksilanaz enzimi izole etmislerdir. Bu
enzimlerin molekiiler agirliklarinin sirasiyla 45 kDa ve 23 kDa oldugu ve her iki
enzimin de optimum aktivitelerini 37°C ve pH 5.0-11.0 araligi gosterdigini
saptamiglardir. Enzimler birchwood ksilan1 baglica ksiloz, ksilotrioz ve ksiloheksoz
iirlinlerine hidroliz etmislerdir. Enzimler farklh etki sekilleri gostermelerine ragmen
her ikisinin kombinasyonu, ksilan1 mono ve disakkaritlere hidrolize etmistir.

Marichamy ve Mattiasson (2005), oat spelt ksilan ihtiva eden besiyerinde 4
farkli Clostridia susunu pH 7.0’de ve 37°C’de iiretmisler ve maksimum ksilanaz

enzim Uretimini 21-24. saatler arasinda saptamiglardir.
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Damiano ve ark (2006), izole ettikleri alkalifilik Bacillus licheniformis 77-2
susundan 0nemli miktarlarda termostabil seliilaz-free ksilanaz enzimleri liretmistir.
SDS-PAGE analizi ile enzimin molekiiler agirliklar1 17 kDa ve 40 kDa olan iki alt
birimden meydana geldigi bulunmustur. Alt birimler saflastirilarak analiz edildiginde
optimum aktivite gosterdikleri pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 7.0 ve 11.0 ile 70
ve 75°C oldugu bulunmustur. Enzim alt birimleri 50°C ve 60°C’de bir saat inkiibe
edildiginde orijinal aktivitenin %90 korundugu saptanmstir.

Ayyachamy ve ark (2007), tarimsal kalintilar1 kullanarak Bacillus subtilis C
01 susunun seliilaz-free ksilanaz enzimi izole etmislerdir. Enzime ait biyolojik
agartma calismalarinin sonuclar1 ksilanazin, otsu bitki liflerinin etli kisimlarmnin
parlakligini artirmada potansiyel bir uygulamaya sahip oldugunu aciga ¢ikarmistir.
Bu ¢alismanin 6nemi; ksilanaz kullanilarak muz liflerinin, ipeksi pamuk ve pamuk
ozlerinin agartilmasinda yapilan ilk caligma olmasidir. Ikincil liflerin biyolojik
agartma sonuglar1 otsu bitki liflerinin kagit iiretimi i¢cin ham madde olarak
kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Aygan ve Arikan (2009), Bacillus sp. X13 susundan izole edilen ekstraseliiler
ksilanaz enziminin zimogram analizi sonuglarina gére mlekiiler agirliklar1 68.5 kDa,
80.6 kDa, 95.5 kDa ve 108.4 kDa olan dort farkli izozimden meydana geldigini
saptamiglardir. Bacillus sp. X13 susuna ait ksilanaz enziminin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri 6.0, optimum sicakligi 40°C bulunmustur.

Monishe ve ark (2009), ksilanazin uygulama alanlar1 hayvan besleme,
firincilik, icecek ve tekstil endiistrisi, sellozik kagitlarin agartilmasi, etanol ve
ksilitol tiretimi gibi biyoteknolojik uygulamalar vardir. Ksilanaz ksiloz birimlerini
depolimerize ederek etki gosterir. Ksiloz bakteri ve mantarla tarafindan karbon
kaynag1 olarak kullanilmaktadir.

Azeri ve ark (2010), Bacillus suslarindan izole edilen seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enzimini sentezleyen bakterilerin tamaminm 25-50°C araliginda
irediklerini, optimum iireme ve besiyerinde enzim sentezini ise 40°C’de
gerceklestirdiklerini 55°C’de ise iiremeni goriilmedigini belirtmislerdir.

Chidi ve ark (2010), ksilan bitki hiicre duvarmmda bulunan 6nemli bir

hemiseliilozik polisakkarit olup, seliilozdan sonra en fazla bulunan polisakkarittir.
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Bu biyopolimer diinyadaki yeilenebilir enerji kaynaklarmi 1/3 {ini meydana
getirmektedir.

Savitha ve ark (2010), Bacillus sp. JB 99 susundan izole ettikleri alkalin
termostabil seliilaz-free ksilanaz enziminin pH 9.0’da %90, pH 10.0’da %85

aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calismada materyal olarak bakteri izolasyonu ve identifikasyonunda kullanilan
kimyasallar, toprak 6rneklerinden izole edilmis Bacillus sp. bakterileri kullanilmistir.
Ekipman olarak su ve yag banyosu, UV Visible spektrofotometre, sogutmali santrifuj,
PAGE elektroforez sistemi, TLC sistemi, otoklav ve steril hava kabini kullanilmistir.
3.1.1. Bakteri Izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. N1 Besiyeri

Bakterilerin  izolasyonu ve stok kiiltlirlerinin  saklanmasi amaciyla

kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi (g/L)
Pepton 10
Et Oziitii 10
Maya 5
Glikoz 1
Agar 15
pH 10.0

(Besiyerinin pH’st 1 N NaOH ile izolasyonun gerceklestirilecegi degere

ayarlanip, otoklavda steril edilerek kullanilmistir).

3.1.1.2. CMC-LB Agar Besiyeri

Seliilaz aktivitesinin saptanmas1 amaciyla kullanilmistir. Besiyerinin pH’s1 1 N

NaOH ile izolasyonun gergeklestirildigi degere ayarlanmustur.
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Bilesimi (g/L)
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
NaCl 10
CMC 1
Agar 15

3.1.1.3. Ksilanh Besiyeri

Ksilanaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanilmistir. Besiyerinin pH’s1 1

N NaOH ile izolasyonun gerceklestirildigi degere ayarlanmistir (Gessesse, 1998).

Bilesimi (g/L)
Pepton 5
Maya Oziitii 1
MgS04.7H,0 0.2
CaClL.2H,0 0.1
K>HPO4 1
NaCl 5
Ksilan ( Oat Spelt) 5
Agar 15

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler

3.1.2.1. NaOH Cozeltisi

Besiyerlerinin pH’sin1 ayarlamak ve tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in 0.2 N,

1 N ve 2 N NaOH olmak tizere ii¢ farkli derisimde hazirlanmis ve kullanilmistir.
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3.1.2.2. Kongo Kirmizisi (%0.1)

Kat1 besiyeri ve SDS-PAGE jelinde seliilaz ve ksilanaz aktivitelerinin
saptanmasi i¢in kullanilmistir. 0.1 g kongo kirmizis1 100 mL distile suda ¢oziilerek

hazirlanmistir (Voget ve ark, 2006).
3.1.2.3. NaCl Cozeltisi (1 M)
Kat1 besiyeri ve SDS-PAGE jelinde seliillaz ve ksilanaz aktivitelerinin

saptanmasi islemi sirasinda besiyeri ve jeldeki boyanin uzaklastirilmas: amaci ile

kullanilmistir (Voget ve ark, 2006).

3.1.2.4. Sodyum Fosfat Tamponu ( 100 mM, pH 7.0)

Coktiirme sonucu elde edilen enzimin ¢oziilerek sivilastirilmasi: ig¢in

kullanilmstir.

3.1.2.5. Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimin pH 6.0-8.0 arasindaki aktivitesinin saptanmasinda kullanilmistir.
Tamponun hazirlanmasinda 0.2 M NaH,PO, ile 0.2 M Na,HPO..7H,O ve distile
sudan uygun hacimlerde almarak karistirilir ve istenilen pH’daki tampon elde edilir

(Burhan ve ark, 2003).

0.2 M NaH,PO, 0.2M Na,HPO, Distile Su
pH (27.8g/L) mL (53.65 g/L) mL mL
6.0 87.7 12.3 100
6.5 68.5 315 100
7.0 39.0 61.0 100
75 16.0 84.0 100
8.0 53 947 100
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3.1.2.6. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimin pH 8.5-10.5 araligindaki aktivitesini saptamak i¢in kullanilmigtir.
Tamponun hazirlanmasinda 0.2 M Glisin ile 0.2 M NaOH ve distile su uygun

hacimlerde karistirilir ve istenilen pH’daki tampon elde edilir (Burhan ve ark, 2003).

0.2 M NaOH 0.2 M Glisin Distile Su
pH (15.01g/L) mL (8g/L) mL mL
8.5 40 50 146
9.0 8.8 50 1412
9.5 224 50 127.6
10.0 32.0 50 118
105 455 50 104.5

3.1.2.7. Borax-NaOH Tamponu

Enzimin pH 11.0-12.5 arasindaki aktivitelerini saptamak amaci1 ile
kullanilmistir. Tamponu hazirlamak i¢cin 0.05 M Boraks (19.05 g/L) ¢ozeltisinden 50
mL alinarak {lizerine istenilen pH elde edilinceye kadar (0.2 M NaOH ve yiliksek pH
icin 2 N NaOH) uygun NaOH c¢ozeltisinden eklenerek son hacim 200 mL olacak
sekilde distile su ilave edilir (Burhan ve ark, 2003).

3.1.2.8. Dinitro Salisilik Asit Cozeltisi (DNS)
Enzim reaksiyonunu durdurmak ve aktivite sonucu agiga ¢ikan indirgen seker
miktarmi belirlemek amaci ile kullanilmistir. 1 g DNS 50 mL distile su igerisinde

¢oziiliir, tizerine 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL 2 N NaOH ilave edilerek son hacim
100 mL’ye tamamlanir (Miller, 1951).
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3.1.3. SDS-PAGE Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar
3.1.3.1. Soliisyon A

29.2 g Akrilamid, 0.8 g Bisakrilamid bir miktar distile suda ¢oziiliir ve son
hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanr. Monomer ¢ozeltisi koyu renkli sisede,
buzdolabinda saklanir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.2. Soliisyon B (4X)

75 mL 2 M Tris-HCI (pH 8.8), 4 mL %10’luk SDS ve 21 mL distile su
karisimindan olusur (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.3. Soliisyon C (4X)

50 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 mL %10’luk SDS ve 46 mL distile su
karisimmdan meydana gelir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.4. Amonyum Persiilfat (AMPS) %10

0.5 g AMPS 5 mL distile su igerisinde c¢oziilerek hazirlanir. Daima yeni
hazirlanmalidir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.5. Ornek Yiikleme Tamponu (1X)

62.5 mM Tris (pH 6.8), %2 SDS, %5 B-merkaptoetanol, %10 Gliserol ve
%0.002 Bromfenol mavisi kullanilarak hazirlanmistir (Zhang ve ark, 2009).
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3.1.3.6. Elektroforez Yiiriitme Tamponu

3 g Tris, 14.4 g Glisin, ve 1 g SDS bir miktar distile suda ¢oziiliir ve son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlanir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.7. Jel Boyama (Staining) Soliisyonu

1 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 mL metanol igerisinde ¢oziiliip filtre
kagidindan siiziildiikten sonra, karisimin iizerine 100 mL asetik asit ve 450 mL

distile su eklenerek hazirlanir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.8. Jelden Boyay1 Geri Alma (Destaining) Soliisyonu

100 mL metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL distile su karisimindan olusur
(Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.9. Zimogram Analizleri i¢in Kullanilan Renatiirasyon Soliisyonlar:

Soliisyon-1: 50 mM Na,HPO,, 50 mM NaH,PO, (pH 7.2) ve %40
isopropanol karistirilarak hazirlanmistir.

Soliisyon-2: 50 mM Na,HPO4 ve 50 mM NaH,PO4 (pH 7.2) karisimindan
olusmustur.

Soliisyon-3: 50 mM Na,HPO,, 50 mM NaH,POs (pH 7.2), 5 mM B-
merkaptoetanol ve 1 mM EDTA karisimindan olugsmustur (Burhan ve ark, 2003).
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3.1.4. Ince Tabaka Kromatografisi Soliisyonlari
3.1.4.1. Kloroform- Asetik Asit- Distile Su Cozeltisi

Ksilanaz enzimine ait hidroliz iirlinlerinin belirlenmesinde hareketli faz olarak
kullanilmistir. Kloroform- asetik asit- distile su swrasiyla 6:7:1 v/v/v hacminde
hazirlanmstir (Singh ve ark, 2004; Aygan ve Arikan, 2009).
3.1.4.2. Anilin- Difenilamin- Ortofosforik Asit Cozeltisi

Anilin (%1 v/v) ve difenilamin (%1 w/v) aseton icerisinde ¢oziildiikten sonra

karisima, ¢ozeltideki konsantrasyonu %10 olacak sekilde ortofosforik asit (v/v) ilave
edilerek hazirlanmistir (Singh ve ark, 2004; Aygan ve Arikan, 2009).

3.1.4.3. Ksiloz (%1 w/v) ve Maltoz Cozeltisi (%1 w/v)

Ince tabaka kromatografisinde son iiriinlerin tanimlanmasi amaci ile standart

olarak kullanilmislardir.
3.2. Metod
3.2.1. Bakteri izolasyonu ve Teshisi
3.2.1.1. Bacillus sp. Suslarinn izolasyonu

Farkli ortamlardan alman toptak Orneklerinden 1 g tartiip pH’s1 10.0°a
ayarlanmis sivi N1 besiyerine inokiile edilmistir. 40°C’de 24 saatlik inkiibasyondan
sonra 80°C’de 10 dk 1s1 uygulamasi gergeklestirilmistir. Ornek, 40°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tek koloni elde etmek igin N1

besiyerine yayma ekim yapilmig ve tekrar 24 saat 40°C’de inkiibasyon
gerceklestirilmistir (Lennette ve ark, 1985).
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Inkiibasyon sonrasinda tek diismiis suslardan koloni morfolojilerine gore
karakteristik Bacillus goriniimiinde olanlar steril kiirdan yardimi ile ¢izgi ekim
seklinde N1 besiyerine aktarilarak 24 saat 40°C’de inkiibasyon gergeklestirilmistir.

Ureyen suslar sonraki analizler igin stok kiiltiir seklinde saklanmistir.

3.2.2. Bakteri Tanilamasi

Secilen bakteri Orneklerinin teshisi i¢in Gram boyama, spor olusumu gibi
mikroskopi testlerinin yanisira hareketlilik, katalaz ve Kkiiltiir morfolojisinin
incelenmesi ile glikoz, ksiloz ve mannitolden asit olusumu gibi biyokimyasal testler

yapilmistir (Jin ve ark, 1990).

3.2.3. Kat1 Besiyerinde Ksilanaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Topraktan izole edilmis Bacillus sp. suslar1 oat spelt ksilan bulunan ve pH’s1
10.0’a ayarlanmis olan besiyerine ¢izgi seklinde ekilerek 40°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda %0.1°’lik kongo kirmuzisi ile 15
dakika boyama islemi yapilmistir. Bu islemden sonra boya dokiilerek 1 M NaCl ile
15 dakika boyanin geri alinmasi islemi gergeklestirilmistir. Etrafinda sari zon
bulunan suslar ksilanaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Voget ve ark, 2006; Aygan
ve Arikan, 2009).

3.2.4. Kat1 Besiyerinde Seliillaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Ksilanaz pozitif suslar CMC agar besi yerine (pH-10.0) ¢izgi seklinde ekilerek
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda %0.1°lik kongo
kirmizis1 ile 15 dakika boyama islemi gergeklestirilmistir. Bu islemden sonra boya
dokiilerek 1 M NaCl ile 15 dakika boyanin fazlasi geri alinmistir. Etrafinda sar1 zon
bulunan suslar seliilaz pozitif olarak degerlendirilmistir. (Hols ve ark, 1994; Voget ve

ark, 20006).
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3.2.5. Bakterinin Kat1 Besiyerinde Uredigi ve Enzim Sentezini Gergceklestirdigi
pH ve Sicakhk Arahginin Saptanmasi

Bu amagla ph 6.0-13.0 araliginda sahip oat spelt ksilanli kat1 besiyerlerine
seliilaz-free ksilanaz pozitif olarak saptanan suslar, ¢izgi seklinde ekilerek 20, 30, 40,
50 ve 60°C’de 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda iireme ve
enzim sentezinin gergeklestigi pH ve sicaklik araligi, koloni ve aktivite zon cap1

Olciilerek saptanmistir (Hols ve ark, 1994; Voget ve ark, 2006).

3.2.6. Enzim Uretimi ve Kismi Saflastirma

Secilen bakteri 6rneklerinden seliillaz negatif ve en genis ksilanaz zon ¢apina
sahip X6 susu enzim tretimi i¢in kullanilmistir. Bu amagla secilen susun 1 gecelik
taze kiltiiriinden igerisinde oat spelt ksilan bulunan pH’s1 10.0’a ayarlanmig sivi
besiyerine substrat hacminin 1/10°u oraninda asilama yapilarak bakterinin izole
edildigi sicaklikta (40°C’de), 250 devir/dakikada 24 saat siireyle inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Elde edilen kiiltiir +4°C ve 8000 d/dak da 30 dakika santrifuj
edilerek bakteriler kiiltiirden uzaklastirilmis ve sivi faz temiz bir siseye aktarilmstir.
Stv1 fazin {izerine orjinal hacmin %70’1 oraninda %96’lik soguk etanol eklenmis ve
-33°C’de 1 gece bekletilerek alkol presipitasyonu yapilmistir. Ornek +4°C’de 15
dakika siireyle 10000 d/dak santrifuj edilerek enzim sivi fazdan geri kazanilmistir.
Cokelti, pH’s1 7.0 olan 0.1 M’lik sodyum fosfat tamponunda c¢oziilerek aktivite

analizlerinde kullanilmak amaciyla +4°C’de saklanmistir (Srivastava, 1987).
3.2.7. Enzimin Optimum pH’sinin Saptanmasi

Kismi saflastirma islemi ile elde edilen enzim ¢ozeltisinin optimum aktivite
gosterdigi pH’nin saptanmasi i¢in Na-fosfat (pH 6.0-8.0), Glisin-NaOH (pH 8.5-

10.5) ve Borax-NaOH (pH 11-13.0) tamponlar1 kullanilarak %1°lik oat spelt ksilan

bulunan substrat ¢ézeltileri hazirlanmistir.
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Aktivite tayini i¢in 0.5 mL enzim c¢ozeltisi ve her pH’daki substrat
cozeltilerinden 0.5 mL Ornek, tiiplere konularak enzimin iretildigi sicakliktaki su
banyosunda 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda her bir 6rnek tiipiine esit miktarda DNS ayiraci
konularak (I mL enzim+substrat, 1 mL DNS) 5 dakika kaynatma islemi
uygulanmistir. Tiipler ¢cesme suyunda sogutulduktan sonra Cecilssog UV-visible
spektrofotometrede 540 nm dalga boyu kullanilarak, kore karsi (esit hacimde substrat
ve DNS aymraci kullamilarak hazirlanmis) okuma yapilmistir. Her test iki kez
tekrarlanmustir (Arikan, 2008).

En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri 100 kabul edilerek
diger pH degerleri buna gore oranlanip, relatif enzim aktivitesi saptanmistir

(Gessesse ve Gashe, 1997; Burhan ve ark, 2003).

3.2.8. Enzimin Optimum Aktivite Sicakhiginin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin saptanmasi i¢in 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 110 ve 120°C’lik sicakliklar se¢ilmistir. Aktivite tayinleri ig¢in
20-60°C aralhigindaki denemeler su banyosunda, 70-120°C‘deki denemeler yag
banyosunda yapilmistir. Aktivite tayini i¢in 0.5 mL enzim ve 0.5 mL substrat
karistirilarak (optimum pH degerinde hazirlanmis) secilen sicakliklarda 60 dakika
siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda standart aktivite tayini

yapilmistir (AiBa ve ark, 1983; Srivastava, 1987; Burhan ve ark, 2003).

3.2.9. Enzimin Sicakhik (Termal) Stabilitesinin Saptanmasi

Seliillaz-free ksilanaz enziminin sicaklik stabilitesinin saptanmasi i¢in 30-
100°C arasindaki sicakliklarda 60 dakikalik 6n inkiibasyon gergeklestirilmistir
(sadece enzim kullanilarak). On inkiibasyon isleminden sonra 0.5 mL enzim ve 0.5
mL substrat (optimum aktivitenin gergeklestigi pH’da hazirlanmis) karistirilarak
optimum aktivitenin goriildiigii sicaklikta 60 dakika inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonunda standart aktivite tayini yapilmustur.
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Kontrol testi i¢in, 6n islemden ge¢memis enzim ve substrat kullanilarak
standart aktivite analizi yapilmistir. Kontrolden elde edilen sonug¢ 100 kabul edilip,
farkli sicaklik degerlerinden elde edilen sonuglarla kiyaslanarak kalan enzim

aktivitesi saptanmigtir (Burhan ve ark, 2003; Arikan, 2008; Aygan ve Arikan, 2009).

3.2.10. Enzimin pH Stabilitesinin Saptanmasi

Stok enzim 6rneginden (+4°C*de saklanan) 2 mL alinarak eppendorf tiiplerine
konulmus ve 11000 devirde 5 dakika santrifuj edilmistir. Ust faz atildiktan sonra
ornegin iizerine 2 ml tampon eklenerek (pH’s1 7.0-12.0 olan yeni hazirlanmis tampon
cozeltilerinden), siispansiyon elde edilmistir. Karisim 30°C’de 24 saat On
inkiibasyona birakilmistir.

On inkiibasyon siiresinin sonunda 0.5 ml enzim (farkli pH ¢ozeltilerinde
inkiibe edilmis) ve 0.5 ml substrat (optimum aktivitenin goriildiigli pH degerinde
hazirlanmig) ¢ozeltisi karistirilarak optimum aktivitenin gergeklestigi sicaklikta 60
dakika inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda standart aktivite tayini
yapilmaistir.

Kontrol testi i¢in, 6n islemden ge¢cmemis enzim ve substrat kullanilarak
standart aktivite analizi yapilmistir. Kontrolden elde edilen sonug¢ 100 kabul edilip,
farkli sicaklik degerlerinden elde edilen sonuglarla kiyaslanarak kalan enzim

aktivitesi saptanmistir (Burhan ve ark, 2003; Arikan, 2008; Aygan ve Arikan, 2009).

3.2.11. NaCl’iin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Stv1 enzim Orneginden 2’ser mL alinarak 11000 devirde 5 dakika santrifiij
edilip ist faz atilmistir. Tiiplere 2 ml %3, %5, %10, %15, %20, %25, %30
konsantrasyonda NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek enzim sivilagtirilmigtir. Hazirlanan
karigim 60 dakika optimum sicaklikta on inkiibasyona birakilmistir.

Bu siirenin sonunda 0.5 mL enzim ve 0.5 mL substrat karistirilarak optimum
aktivitenin gozlendigi sicaklikta 60 dakika inkiibasyon yapilmis ve standart aktivite

tayini yapilmigtir.

33



3. MATERYAL VE METOD Zeliha Nurdan SARACOGLU

Kontrol testi i¢in, 6n islemden ge¢memis enzim ve substrat kullanilarak
standart aktivite analizi yapilmistir. Kontrolden elde edilen sonug 100 kabul edilip,
NaCl konsantrasyonlarindan elde edilen sonuglarla kiyaslanarak kalan enzim

aktivitesi saptanmistir (Burhan ve ark, 2003; Arikan, 2008; Aygan ve Arikan, 2009).

3.2.12. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selatér, Deterjan ve Metal Iyonlarinin

Etkisi

Enzim ¢6zeltisi 2 mL miktarda eppendorf tiiplerine aktarilarak ¢oktiiriildiikten
sonra siv1 faz atilip, tiiplere SmM EDTA, 3mM PMSF, %lv/v B-Merkaptoetanol,
%1w/v SDS, %1v/v Triton X-100, %1v/v HyO2, 5SmM MnCl,, SmM CaCl,, 5SmM
NaCl, 5mM ZnCl,, 5mM BaCl, ve 8M Ure eklenerek siispansiyon haline getirilmis,
40°C’de 1 saat 6n inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon isleminden sonra standart

aktivite tayini gerceklestirilmistir (Arikan, 2008; Aygan ve Arikan, 2009)..

3.2.13. SDS-PAGE Elektroforezinde Molekiiler Agirhk ve Zimogram Analizi
Enzimin molekiiler agirligi ve zimogram analizi i¢in icerisinde %1 oat spelt

ksilan bulunan %10’luk SDS-PAGE kullanilmistir (Laemmli, 1970; Aygan ve

Arikan, 2009).

3.2.13.1. Ayirici Jelin Hazirlanmasi (%10°¢luk)

Soliisyonlar Miktar
Sol A 6.5 mL
Sol B 3.7mL
Distile Su 8.4 mL
Substrat 1.3 mL
(%3’lik oat spelt ksilan
coOzeltisi)
AMPS (%10) 66 pL
TEMED 13 uL
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Sol A, Sol B, distile su ve substrat ¢ozeltisi yukarida belirtilen miktarda
karigtirillarak 5 dakika degaz islemi gerceklestirilmistir. Degaz isleminden sonra
kaigima uygun miktarda yeni hazirlanmis AMPS ve TEMED ilave edildikten sonra
cam plakalar arasma dokiilmiistur.

Jelde diizgiin bir yiizey elde etmek ve atmosferik oksijenin diflizyonunu
onlemek amaci ile st kismma distile su ilave edilerek oda sicakliginda

polimerizasyon gerceklestirilmistir.

3.2.13.2. Dengeleme Jelinin Hazirlanmasi

Soliisyonlar Miktar
Sol A 1.5mL
Sol C 2.25 mL
Distile Su 5.25 mL
AMPS (%10) 30 pL
TEMED 7.5 L

Ayrrict jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra jelin {ist yiizeyindeki
distile su dokiilerek, lizerine uygun hacimde hazirlanan dengeleme jeli dokiilmiistiir.
Dokme isleminden sonra tarak yerlestirilerek 20+1°C de bir gece polimerizasyon

gerceklestirilmistir (Bollag ve ark, 1996).

3.2.13.3. Enzim Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra Ornek yiikleme tamponunda
stvilastirilmis ve 2 dakika kaynatilmis enzim, 30 pL konsantrasyonda jele
yiiklenmistir. Ornekler ayirma jeline ulagincaya kadar 25 mA akim verilerek, ayirma
jeline ulastiktan sonra 13 mA akim uygulamasi ile bir gece elektroforez
gerceklestirilmistir. Enzim 0rneginin molekiiler agirligini saptamak i¢in jele 10 uL

marker protein yiiklenmistir.
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3.2.13.4. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Zimogram Analizleri

Boyama isleminden 6nce marker’in bulundugu jel pargasi kesilerek Comassie
Brillant Blue R250 ile 4 saat boyama gergeklestirilmis ve 24 saat boyay1 geri alma
islemi uygulanarak marker proteinler goriiniir hale getirilmistir.

Enzim Orneginin bulundugu jel bolimiine renatiirasyon islemleri
uygulanmistir. Bu amagcla soliisyon-1 ve 2 i¢inde oda sicakliginda 1 saat ve soliisyon-
3 i¢inde +4°C’de 1 gece inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Renatiire olan jel enzim aktivitesinin ger¢eklesmesi i¢in cam plaka {izerine
aktarilip stre¢ film ile sarildiktan sonra optimum aktivitenin gozlendigi sicaklikta 5
saat siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda jel % 0.1’lik Kongo Kirmizis1 (w/v) igerisinde
15 dakika boyamis ve 1 M NaCl ¢ozeltisi ile 15 dakika boya geri alindiktan sonra
sar1 renkte aktivite gosteren jel bolgesi saptanmustir. Aktivite gosteren jel ile
marker’in bulundugu jel pargalar1 cam plaka {izerinde birlestirilerek aktivite gdsteren

yapinin molekiiler agirlig1 saptanmistir (Aygan ve Arikan, 2009).

3.2.14. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) Yontemiyle Reaksiyon Uriinlerinin

Saptanmasi

Daha o6nceden yikanmis ve kurutulmus standart Slgliideki (20x20) camlar,
plaka hazirlama sistemine (leveling device) yerlestirilerek, kenar raylar ve sabitleme
mandali ile tutturulmustur. Kieselguhr “Silika Jel 60 GF-254” materyalinden 30 g
alinarak 60 mL (yaklasik iki kat) distile su icerisinde, kabarcik olusmamasina dikkat
edilerek karistirilmistir. Hazirlanan karisim, yayma aparatina doldurulmus ve 0.25
mm kalinlikta tabaka olusturacak sekilde cam plakalar iizerine yayilmistir. Cam
plakalar 45 dakika oda sicakliginda birakilarak kurutma islemi yapilmistir.

Kuruyan plakalar birbirine degmeden dikey pozisyonda firina yerlestirilmis ve
115°C sicaklikta 1 saat aktive edilmislerdir. Aktiflesen plakalar oda sicakliginda
soguyuncaya kadar bekletilmistir.
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Onceden uygun sekilde hazirlanan reaksiyon iiriinii 10 uL miktarlarda silika jel
iizerine yliklenmistir. Ksilanaz iirtinlerinin dogrulanabilmesi i¢in (marker amacli)
silika jel plagina %1’lik ksiloz ve %1°lik maltoz ¢ozeltilerinden 7 pL hacimde ilave
edilmistir. Hazirlanan cam plakalar TLC tankina yerlestirilerek kloroform-asetik asit-
distile su (6:7:1) karisimindan olusan hareketli faz kullanilarak yiiriitme islemi
gergeklestirilmistir.

Yaklasik 7 saatlik uygulamadan sonra reaksiyon lriinlerinin goriiniir hale
getirilmesi  i¢in  jelin lizerine anilin-difenilamin-ortofosforik asit karigimi
puskiirtiiliip, jel 120°C’lik firinda 45 dakika kurutulmustur (Aygan ve Arikan, 2009).
Olusan reaksiyon iirlinii ile marker 6rneklerinin jeldeki goriintiileri karsilagtirilarak

degerlendirme yapilmaistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bacillus sp. Suslarimin Izolasyonu ve Tanimlanmasi

Calismada toplam 271 Bacillus sp. susu izole edilmis olup bunlardan 169 sus
hem seliilaz hem ksilanaz negatif bulunmustur (%62,3), 63 sus ksilanaz ve seliilaz
pozitif bulunurken (%23.24), 29 sus selillaz pozitif ksilanaz negatif oOzellikte
bulunmustur (%1.71). Toplam 271 bakteri susu icerisinde 10 sus seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz aktivitesi gostermis (%3.69) olup aralarinda en iyi aktivite zonu
gosteren X6 susu ksilanaz enziminin tiretimi ve karakterizasyonu i¢in kullanilmastir.

Enzim iretimi ve karakterizasyonunda kullanilmak icin secilen suslar, genis,
beyaz renkli ve dalgali kenarli koloni morfolojisine sahiptirler. Suslar gram pozitif,
aerob, spor olusturan, ¢ubuk sekilli ve hareketli bakterilerdir. Glikoz, ksiloz ve
mannitolii asit olugturarak parcalamakta ve katalaz pozitif 6zellik gostermektedirler.
Koloni morfolojileri ve biyokimyasal 6zelliklerine gore segilen suslar Bacillus sp.

seklinde tanimlanmustir.

4.2. Bakterinin Kat1 Besiyerinde Uredigi ve Enzim Sentezini Gerceklestirdigi
pH ve Sicaklik Arahgi Sonugclari

Enzim iiretimi ve karakterizasyonu i¢in secilen Bacillus sp. X6 susu 20°C,
30°C, 40°C, 50°C ve 60°C sicakliklarda pH 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, 11,0, 12,0 ve 13,0
degerine sahip ksilanli kat1 besiyerlerinde inkiibe edilerek bakteri koloni ¢ap1 ve
aktivite zon caplar1 saptanmuistr.

Bakteri koloni ¢ap1 ve olusan zon genisliginin Slgiimiine gore en iyl enzim

iireten sus belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 1, 2, 3, 4 ve 5’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Bacillus sp. X6’nin 20°C’de ve farkli pH degerlerinde kati
besiyerindeki koloni ve aktivite zon ¢aplari

ink. ink. pH ink. Sur. Koloni gapi Zon gap! (mm)
Sic. (mm)

20°C | 6.0 24 saat 3 63

20°C | 7.0 24 saat 4 40

20°C | 8.0 24 saat 4 64

20°C | 9.0 24 saat 4 64

20°C |10.0 24 saat 4 64

20°C | 11.0 24 saat 3 48

20°C |12.0 24 saat 1 62

20°C | 13.0 24 saat 1 38

Inkiibasyon sicakliginin 20°C olarak secildigi analizlerde Bacillus sp. X6
susu pH 7.0-10.0 araligina 4 mm koloni ¢ap1 olusturacak sekilde iireme gostermistir.
En genis aktivite zon ¢apt pH 8.0-10.0 aralifinda 64 mm olarak Olc¢lilmiistiir.
Bacillus sp X6 susunun tireme hizi pH 13.0’de 1 mm’ye diiserken aktivite zon cap1
da 38 mm olarak Olgiilmustiir.

Silva ve ark (2008), T. inhamatum organizmasindan ksilanaz iiretiminde
ortam pH’sinin énemli oldugunu, en iyi iiremenin pH 6.0 ve 25°C’de gerceklestigini

bildirmislerdir.

Cizelge 4.2. Bacillus sp. X6’'nin 30°C’de ve farkli pH degerlerinde kati
besiyerindeki koloni ve aktivite zon ¢aplari

ink. Sic. | ink. pH ink. Sdir. Koloni capi Zon ¢apl
(mm) (mm)
30 °C 6.0 24 saat 4 65
30°C 7.0 24 saat 4 52
30 °C 8.0 24 saat 5 59
30 °C 9.0 24 saat 3 57
30 °C 10.0 24 saat 3 62
30°C 11.0 24 saat 3 50
30°C 12.0 24 saat 3 40
30 °C 13.0 24 saat 3 40

Inkiibasyon sicakligmin 30°C olarak secildigi analizlerde Bacillus sp. X6
susu pH 6.0-7.0°’de 4 mm, pH 8.0’de ise 5 mm koloni ¢ap1 olusturarak iireme
gosterirken, pH 9.0-13.0 araliginda 3 mm koloni ¢ap1 6l¢iilmiistiir.
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En genis aktivite zon ¢ap1 pH 10.0’da 62 mm 6l¢iilmiistiir. pH 12.0 ve 13.0’te
aktivite zon ¢ap1 40 mm belirlenmistir. Aktivie zon ¢aplart pH 6.0’da 65 mm, pH
7.0°de 52 mm, pH 8.0’de 59 mm, pH 9.0°da 57 mm seklindedir. Inkiibasyon
sicakligimin 30°C olarak secildigi testlerde biitiin pH degerleri i¢in elde edilen

ortalama aktivite zon ¢ap1 53.12 mm’dir.

Cizelge 4.3. Bacillus sp. X6'nin 40°C’de ve farkli pH degerlerinde kati
besiyerindeki koloni ve aktivite zon ¢aplari

ink. Sic. | ink. pH ink. Siir. Koloni ¢capi Zon gap! (mm)
(mm)
40 °C 6.0 24 saat 8 65
40 °C 7.0 24 saat 6 63
40 °C 8.0 24 saat 6 64
40 °C 9.0 24 saat 3 64
40 °C 10.0 24 saat 3 65
40 °C 11.0 24 saat 3 55
40 °C 12.0 24 saat 3 40
40 °C 13.0 24 saat 3 21

Inkiibasyon sicakliginin 40°C olarak secildigi analizlerde Bacillus sp X6 susu
pH 6.0’da 8 mm, pH 7.0 ve 8.0’de 6 mm, pH 9.0-13.0 araliginda ise ortalama 3 mm
koloni ¢ap1 olugturmustur.

Aktivite zon ¢aplar incelendigi zaman en genis zon 65 mm ile pH 10.0’da
gergeklesirken, pH 8.0 ve 9.0’da 64 mm, pH 6’da 65 mm zon elde edilmistir. pH 9.0-
13.0 araligindaki degerlerde 3 mm koloni ¢ap1 olusmasina karsilik aktivite zon
genisligi giderek azalmis ve pH 13.0’te 21 mm’ye diismiistiir. Biitiin pH degerleri
dikkate alindig1 zaman bu sicaklik degerinde elde edilen ortalama aktivite zon cap1
54.62 mm olarak belirlenmistir.

Kohli ve ark (2001), Thermoactinomyces thalophylus susundan izole edilen
thermostabil alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 50 derece ve pH
8.5’te sentezlendigini belirtmislerdir.

Anuradha ve ark (2007), izolasyonunu gergeklestirdikleri Bacillus sp. susunun

en yliksek enzim tiretimini pH 6.0-8.5 aralifinda gergeklestirdigini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.4. Bacillus sp. X6’'nin 50°C’de ve farkli pH degerlerinde kati

besiyerindeki koloni ve aktivite zon ¢aplari

ink. Sic. | ink. pH ink. Sir. Koloni ¢api Zon ¢apl
(mm) (mm)
50 °C 6.0 24 saat 3 65
50 °C 7.0 24 saat 3 65
50 °C 8.0 24 saat 3 63
50 °C 9.0 24 saat 3 53
50 °C 10.0 24 saat 1 50
50°C 11.0 24 saat 1 47
50 °C 12.0 24 saat 1 45
50 °C 13.0 24 saat 1 40

Inkiibasyon sicakligimin 50°C olarak se¢ildigi analizlerde Bacillus sp X6 susu
pH 6.0-9.0 araligindaki degerlerde 3 mm koloni ¢ap1 olusturarak lireme gosterirken,
pH 10.0-13.0 araligindaki degerlerde koloni ¢capt 1 mm Olciilmiistiir. En genis aktivite
zon ¢apt pH 6.0 ve 7.0’de 65 mm saptanmustir. Uremenin zorlandig1 pH 10.0-13.0
degerleri arasinda aktivite zon genisligi giderek azalmis ve 40 mm’ye diismiistiir.

Biitin pH degerleri dikkate alindigi zaman 50°C’de gerceklestirilen
inkiibasyon sonunda elde edilen ortalama aktivite zon capt 53.5 mm olmustur.
Literatiirlerde Bacillus sp. BP—7 susunun pH 4.8-11.4 ve 15-50°C sicaklik araliginda
tiredigi belirtilmektedir. Organizmanin en iyi iremeyi pH 7.8 ve 45°C’de gosterdigi

saptanmistir (Lopez ve ark, 1998).

Cizelge 4.5. Bacillus sp. X6 bakterisinin 60°C’de ve farkli pH degerlerinde kati
besiyerindeki koloni ve aktivte zon ¢aplari

ink. Sic. ink. pH ink. Sur. Koloni ¢api Zon gap! (mm)
(mm)

60 °C 6.0 24 saat 2 50

60 °C 7.0 24 saat 2 61

60 °C 8.0 24 saat 2 63

60 °C 9.0 24 saat 2 53

60 °C 10.0 24 saat 2 43

Inkiibasyon sicakliginin 60°C olarak secildigi analizlerde Bacillus sp. X6 susu
pH 6.0-10.0 araligindaki biitiin degerlerde 2 mm koloni olusturarak {iremistir. Bu
sicaklikta elde edilen aktivite zon ¢aplar1 pH 6.0’da 50 mm, pH 7.0’de 61 mm, pH
8.0’de 63 mm, pH 9.0’da 53 mm ve pH 10.0’da 43 mm o6l¢iilmiistiir. En genis aktivite
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zonu 63 mm ile pH 8.0’de elde edilirken, pH 10.0’daki deger 43 mm olarak
saptanmistir. Bu sicaklik degerinde pH 11.0-13.0 aralifinda iireme meydana
gelmedigi icin aktivite zon ¢apir Olglilememistir. Bu sicaklik degerinde elde edilen
ortalama aktivite zon ¢apt 54 mm olmustur.

Biitiin sicakliklar dikkate alindiginda en iyi iliremenin ortalama 4.5 mm ile
40°C’de gerceklestigi saptanmistir. Buna karsilik 20°C’de 3mm, 30°C’de 3.5 mm,
50°C’de 2 mm ve 60°C’de 2 mm koloni ¢ap1 olustugu belirlenmistir. Zon caplari
incelendiginde 20°C ortalama 55.37 mm, 30°C’de 53.12 mm, 40°C 54.62, 50°C’de
53.5 ve 60°C’de 54 mm aktivite zon ¢ap1 elde edilmistir.

Enzim firetimi i¢in secilen Bacillus sp. X6 susunun 40°C ve pH 6.0-13.0
araliginda kati besiyerindeki koloni ve aktivite zonu olusturmasina ait bulgular Sekil

1’de gosterilmistir.

Aktivite Zon Capi Koloni Capi
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Sekil 4.1. Bacillus sp. X6’'nin 40°C ve pH 6.0-13.0 araliginda kati
besiyerindeki koloni ve aktivite zon ¢aplari

Sekil 4.2. Kismi saflagtirilmig ksilanaz enziminin ksilanli besiyerindeki aktivite
zonu
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Azari ve ark (2010), Bacillus suslarindan izole edilen seliilaz aktivitesi olmayan
ksilanaz enzimini sentezleyen bakterilerin tamaminin 25-50°C araliginda iirediklerini,
optimum iireme ve besiyerinde enzim sentezini ise 40°C’de gergeklestirdiklerini,
55°C’de ise tiremenin goriilmedigini ve Bacillus suslarinin iireme ve enzim sentezleme
pH araliklarinin 7.0-10.0 oldugu bildirmislerdir.

Calismamizda izolasyonu yapilan ve enzim iiretimi i¢in seg¢ilen Bacillus sp. X6
susunun kat1 besiyerindeki lireme ve enzim sentezleme 6zellikleri literatiir verileri ile
uygunluk gostermektedir. Ozellikle {ireme ve enzim sentezleme pH araliklar1 dikkate

alindiginda literatiirden ¢ok daha iistiin 6zellikte oldugu goriilmektedir (Cizelge 1-5 ve
Sekil 1).
4.3. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Arahigina Ait Bulgular

Bacillus sp. X6 ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin
saptanmasi icin enzim, pH 6.0-13.0 araliginda farkli pH degerlerinde 40°C’de 60

dakika inkiibasyon gerceklestirilerek relatif aktivite degeri saptanmistir.

Cizelge 4.6. Bacillus sp. X6 ksilanaz enziminin optimum pH degeri

pH | ink.Sic. | ink.sir. | AB1 AB2 ABO Relatif Aktivite (%)
6.0 |40°C 60 dk. 0.47 0.51 0.49 98

7.0 [40°C 60 dk. 0.46 0.49 0.475 95

8.0 |40°C 60 dk. 0.49 0.51 0.50 100.0

9.0 |40°C 60 dk. 0.44 0.44 0.44 88

10.0 | 40 °C 60 dk. 0.44 0.45 0.445 89

11.0 | 40 °C 60 dk. 0.43 0.44 0.435 85

12.0 | 40°C 60 dk. 0.35 0.39 0.37 74

13.0 | 40 °C 60 dk. 0.32 0.24 0.28 56

Bacillus sp. X6 ksilanaz enzimi optimum aktiviteyi pH 8.0’de gdstermistir. pH
degerlerine gore, pH 6.0’da %98, pH 7.0’de %95, pH 9.0’da %88, pH 10.0’da %89,
pH 11.0°de %85, pH 12.0’de %74 ve pH 13.0°de %56 aktivite saptanmistir. Enzim pH
6.0-11.0 araliginda ortalama %92.5 aktiviteye sahiptir. Bu 6zelligi ile asidik ve alkali

kosullarda ortalama %90’1n iizerinde aktiviteye sahiptir.
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Enzimin tamamen alkali kosullarda gergeklesen aktivitesi incelendiginde pH
8.0-13.0 araliginda ortalama %82 aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Bacillus sp. X6
ksilanaz enzimi pH 12.0-13.0 gibi ekstrem aralikta %65 aktivite gostermistir.

Analiz edilen biitiin pH degerleri dikkate alindiginda (pH 6.0-13.0) elde edilen
enzim aktivitesi ortalama %85.26 olarak belirlenmistir. Enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri ve aralig ile ilgili sonuglar Cizelge 6 ve Sekil 3’de gdsterilmistir.
Elde edilen veriler dikkate alindig1 zaman Bacillus sp. X6 ksilanaz enzimi olduk¢a

genis bir pH aralifinda (pH 6.0-11.0 ortalama %92.5) aktiftir.

110 ~
100
90 +
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30

Relatif Enzim Aktivitesi (%)

6 7 8 9 10 11 12 13
pH

Sekil 4.3. Bacillus sp. X6 ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH
degeri ve aralig1

Bugiine kadar yapilan caligmalarda ksilanaz enzimine ait farkli optimum pH
sonuglar saptanmistir. Bunlara 6rnek olarak; optimum pH degerleri, molekiiler agirlig
45 kDa olan ksilanaz i¢in 6.0-8.0, 23 kDa olan ksilanaz i¢in 6.0-7.0 oldugu
bulunmustur (Tseng ve ark, 2002).

Gessesse (1998), Xyl A ve Xyl B olarak adlandirilan iki farkli enzimden xyl-A
nin optimum aktivitesini pH 9.0, xyl-B enziminin ise pH 9.0-10.0 araliginda

gosterdigini belirtmistir.
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Blanco (1995), izole edilen enzimin optimum aktivitesini pH 5.5te
gdstermesine ragmen pH 9.5’te %72, pH 11.0°de ise %35 aktiviteye sahip oldugunu
saptamuistir.

Nakamura ve ark (1993), ksilanaz-J enziminin optimum pH 9.0’da aktif
oldugunu, bununla birlikte pH 4.0-11.0 gibi olduk¢a genis bir aralikta aktivite
gosterdigini bulmuslardir.

Silva ve ark (2008), Trichoderma inhamatum organizmasindan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 5.5’te
gosterdigini, pH 5.0-6.0 aralifinda yiiksek diizeyde aktiviteye sahip oldgunu
saptamiglardir.

Tseng ve ark (2002), Bacillus firmus’tan izole ettikleri seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin aktivitesinin pH 5.0-11.0 araliinda gerceklestigini
belirtmislerdir.

Savitha ve ark (2010), Bacillus sp. JB 99 susundan izole ettikleri alkalin
termostabil seliilaz aktivitesi olmayan ksilanazin pH 9.0’da %90, pH 10.0°da %85
aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir.

Bacillus sp. X13 ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 6.0’da
gostermesine ragmen, pH 4.0-7.0 aralifinda yaklasik %90 pH 4.0-9.0 araliginda ise
ortalama %77 aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Balakrisnan ve ark, 2002; Aygan ve
Arikan, 2009).

Sharma ve ark (2007), Geobacillus thermoleovorans ksilanaz enziminin genis
bir pH araliginda (6.0-9.5) aktivite gosterdigini, optimum aktivitenin ise pH 8.5’ta
gbzlendigini bulmuslardir.

Alkalofilik Bacillus'tan (NCL 87-6-10) izole ettikleri seliilaz aktivitesi
olmayan alkalin ksilanaz enziminin optimum aktiviteyt pH 8.0’de gosterdigini
saptamislardir (Balakrisnan ve ark, 2002).

Calismamizda izole ettigimiz Bacillus sp. X6 ksilanaz enzimi optimum aktivite
pH’s1 ve aralig1 incelendiginde elde edilen verilerin literatiir bilgileriyle biiyiik uyum

gostermektedir (Sekil 3).
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4.4. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerlerine Ait Bulgular

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin saptanmasi i¢in 20-
120°C arasindaki sicakliklarda gergeklestirilen deneylere ait sonuglar Cizelge 7 ve

Sekil 4°te gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Bacillus sp. X6 seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi optimum
aktivite sicaklig1

ink. Sic | ink. Siir. ink. pH AB1 AB2 | ABO Relatif Aktivite (%)
20 60 dk. 8.0 0.67 0.68 | 0.675 | 97
30 60 dk. 8.0 0.68 0.71 0.695 100.0
40 60 dk. 8.0 0.63 0.67 | 0.65 94.0
50 60 dk. 8.0 0.65 0.64 | 0.645 | 93.0
60 60 dk. 8.0 0.64 0.65 | 0.645 | 93.0
70 60 dk. 8.0 0.59 0.66 | 0.625 | 90.0
80 60 dk. 8.0 0.58 0.58 | 0.58 84.0
90 60 dk. 8.0 0.59 0.58 | 0.58.5 | 84.0
100 60 dk. 8.0 0.57 0.61 0.59 85.0
110 60 dk. 8.0 0.47 0.70 | 0.585 | 84.0
120 60 dk. 8.0 0.50 0.45 |0.475 |68.0

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi 20-120°C
araligindaki sicaklik degerlerinde analiz edilmis ve optimum aktivitesini 30°C’de
gosterdigi saptanmistir. Enzim optimum aktiviteyi 30°C’de gostermekle birlikte 20-
70°C araliginda %94.5, 80-120°C araliginda ise ortalama %81 aktivite gdstermektedir.
Biitiin sicaklik degerleri incelendiginde ortalama %88.36 aktivite elde edilmistir.

Sicaklik degerleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde 20°C %97, 40°C %94, 50°C
%93, 60°C %93, 70°C %90, 80°C %84, 90 °C %84, 100 °C %85, 110 °C %84 ve 120°C
%68 relatif aktivite ger¢eklesmistir. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri ve araliklarina ait sonuglar
Cizelge 7 ve Sekil 3’te gosterilmistir

Bacillus sp. X6 ksilanaz enzimi bu oOzellikleri ile ¢ok genis bir sicaklik
araliginda yaklasik %88 diizeyinde aktiviteye sahiptir. Enzim alkalin, asido-alkalin

aralikta aktif, mezotermofil 6zellik gostermektedir.
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Sekil 4.4. Bacillus sp. X6 ksilanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik degeri ve araligt

Gessesse (1998), Xyl A enziminin optimum aktivitesini pH 8.0’de 70°C’de pH
9.0’da ise 60°C gosterdigini belirtmistir. Diger taraftan, Xyl B enziminde ise optimum
aktivitenin pH 8.0’de 70°C gerceklestigi halde pH 9.0’da 75°C gozlendigini
saptamistir.

Kolenova ve ark (2005), ksilanaz enzimlerinin aktivitesi i¢in optimum
sicakligin 50°C oldugunu bulmuslardir.

Silva ve ark (2008), Trichoderma inhamatum’dan elde edilen seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin en iyi aktiviteyi 50°C’de gdsterdigini saptamislardir.

Balakrisnan ve ark (2002), alkalofilik Bacillus (NCL 87-6-10) susundan izole
ettikleri seliilaz aktivitesi olmayan alkalin ksilanaz enziminin optimum aktiviteyi pH
8.0°de ve 40-60°C araliginda gosterdigini saptamislardir.

Nagar ve ark (2010), Bacillus pumilus SV-85S susundan izole ettikleri alkalin
stabil seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimini optimum aktivitesini 50°C’de
gosterirken 65°C’de %78 aktivite gosterdigini saptamiglardir.

Yin ve ark (2010), Bacilus sp. JY6 susundan izole ettikleri ksilanaz enziminin

optimum aktivtesini pH 5.0 ve 50°C’de gosterdigini belirtmislerdir.
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Tseng ve ark (2002), Bacillus firmus’tan izole ettikleri seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 5.0-11.0 aralifinda ve 37°C’de
gosterdigini bulmuslardir.

Monishe ve ark (2009), toprak orijinli Bacilllus pumilus bakterisinden izole
edilen ksilanaz enziminin maksimum aktiviteyi pH 7.0 ve 35°C’de gosterdigini
bulmuslardir.

Anuradha ve ark (2007), Bacillus sp. bakterisinden izole ettikleri alkalin
ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 8.0 ve 55°C’de gosterdigini, enzim
aktivitesinin pH 10.0’da diismekle birlikte, pH 7.0-11.0 araliginda ortalama %65
oraninda stabil kaldigin1 saptamislardir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 7.0 ve 55°C’de
gosterdigini 65°C’de ise %57 aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Literatiirde genel olarak ksilanaz enzimlerinin optimum aktivitelerini 50-
55°C’de gosterdigi, bununla birlikte yiiksek sicakliklarda aktivite gosterenlerin de
oldugu belirtilmistir (Khandeparker ve Bhosle, 2006).

Literatiirde, Bacillus sp. X13 susundan elde edilen ksilanaz enziminin optimum
aktiviteyi 40°C’de gosterirken, 30 ile 80°C araliginda %74 iin lizerinde aktiviteye sahip
oldugu belirtilmistir (Aygan ve Arikan, 2009).

4.5. Enzimin Termal Stabilite Sonuglar:

Bacillus sp. X-6 enziminin termal stabilitesini saptamak amaciyla 30-100°C

araliginda yapilan ¢alismalara ait sonuclar Cizelge 7 ve Sekil 5’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.8. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi termal stabilite

sonugclari

Onin.sic | Onink. Siir | ink. Sic | ink.sir AB1 AB2 | ABO | % Kalan Aktivite
Kontrol - 30°C 60 dk. 0.588 | 0.553 | 0.57 100
30 60 dk. 30°C 60 dk. 0.494 | 0.508 | 0.50 88
40 60 dk. 30°C 60 dk. 0.51 0.52 0.515 | 90
50 60 dk. 30°C 60 dk. 0.45 0.57 0.51 89
60 60 dk. 30°C 60 dk. 0.51 0.47 0.49 86
70 60 dk. 30°C 60 dk. 0.49 0.48 0.485 | 85
80 60 dk. 30°C 60 dk. 0.47 0.47 0.47 82
90 60 dk. 30°C 60 dk. 0.46 0.47 0.465 | 82
100 60 dk. 30°C 60 dk. 0.48 0.49 0.485 | 85

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 60 dakikalik 6n
inklibasyondan sonra orjinal aktivitesini 40°C’de %90 oraninda korudugu
belirlenmistir. On inkiibasyon gerceklestirilen biitiin sicakliklar dikkate alindiginda
30°C %88, 40°C %90, 50°C %89, 60°C %86, 70°C %85, 80°C %82, 90°C %82 ve
100°C %85 kalan aktivite degerleri elde edilmistir.

Enzimin 30-100°C sicaklik araligindaki degerlerde orjinal aktivitesini ortalama
%86 oraninda devam ettirdigi saptanmistir. Enzim orjinal aktivitesini 30°C’de %88
korurken, 100°C’de %85 kalan aktivite degeri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 8 ve Sekil 4’te gosterilmistir. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan
ksilanaz enzimi bu oOzellikleri dikkate alindigi zaman alkalin, asido-alkalin aktif,
mezotermofil ve yiiksek diizeyde termostabil 6zellik gostermektedir.

Literatiirde XYL-A enziminin 60°C’de 3 saat inkiibe edildikten sonra orjinal
aktivitenin %95’ten fazlasinin 65°C ve pH 8.0’de %78 korundugunu saptamislardir
(Gessesse, 1998).

B. circulans AB 16 susundan elde edilen ksilanaz enzimi 55°C’de 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda %100 stabilite gostermistir (Dhillon ve ark, 2000).

Kolenova ve ark (2005), XYL-B ve XYL-C enzimlerinin 60°C’de 1 saatlik

inkiibasyondan sonra orjinal aktivitesini %100’e yakin oranda kaybetmistir.
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Heck ve ark (2005), Bacillus coagulans BL69 susuna ait ksilanaz enziminin
50°C’de stabil oldugunu, 60°C’nin iizerinde, aktivitenin aniden distigini
belirtmiglerdir. Enzim 70°C’de 5 dakika inkiibe edildigi zaman aktivite %34’e
diiserken 80°C’de %20 aktivite saptanmustir.

Bacillus sp. X13 ksilanaz enzimi 60°C’nin iizerindeki sicakliklarda, 60
dakikalik 6n inkiibasyondan sonra yaklasik %66 kalan aktivite ile yliksek derecede
aktif bulunmustur (Aygan ve Arikan, 2009).

Savitha ve ark (2010), Bacillus sp. JB 99 susundan izole edilen termostabil
alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 5 saat 60°C inkiibe edildikten
sonra orjinal aktivitesini %95 korudugunu saptamislardir.

Nagar ve ark (2010), Bacillus pumilus SV-85S susundan izole ettikleri alkalin
stabil seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 60°C 1 saatlik inkiibasyondan
sonra orjinal aktivitesini %50 korudugunu belirtmiglerdir. Kohli ve ark (2001),
Termostabil alkalofilik, seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 65°C’de 125
dakika inkiibe edildigi zaman orjinal aktivitesinin %50’sini kaybettigini saptamiglardir.

Khandeparkar ve ark (2006), Arthrobacter sp. MTCC 5214 susundan izole
edilen ksilanaz enziminin Enzim 80°C’de 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
aktivitesini %50 kaybettigini saptamiglardir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin orjinal aktivitesini 55°C’de %80,
60°C’de %51 korudugunu belirtmislerdir.

Sharma ve Bajaj (2005), alkali tolerant ksilanaz enziminin 60°C 30 dakika
inkiibe edildigi zaman orjinal aktivitenin yaklasik %80 distiigiinii belirtmiglerdir.
Diger taraftan enzim 70°C 15 dakika inkiibe edildiginde ise aktivitenin %72 ile %78
oraninda diistiiglinli saptamiglardir.

Chanjuan ve ark (2009), izole ettikleri seliilaz aktivitesi olmayan alkalin
ksilanaz enziminin 4°C bir gecelik inkiibasyondan sonra orjinal aktivitesini %80
oraninda korundugunu belirtmiglerdir.

Sa-Pereira ve ark (2002), ksilanaz enziminin 3 saat siireyle 60°C stabilitesini
tam korudugunu, buna karsilik 90°C’de 14 dakikalik inkiibasyonda orjinal aktivitenin
%20’ye distiigiinii belirtmislerdir.
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Dutta ve ark (2007), alkali tolerant seliilaz aktivitesi olmayan alkalifilik
ksilanaz enziminin 50°C 1-4 saatlik inkiibasyondan sonra orjinal aktivitesini %65

korudugunu saptamislardir.
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Sekil 4.5. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi termal
stabilite sonuglari

4.6. Enzimin pH Stabilite Sonuc¢lar:

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimine ait pH 7.0-12.0

araligindaki stabilite ¢calismalarinin sonuglar1 Cizelge 9 ve Sekil 6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi pH stabilite

sonuglari
pH On ink. | On. ink. Sic. | Ink. AB1 | AB2 | ABO | Kalan Enzim
Sic. ink.Sdir. Sir. Akt. (%)
Kontrol | - - 30 °C 60 dk. 0.52 | 0.50 | 0.51 100
7.0 30 °C 24 30 °C 60 dk. 024 | 028 |0.26 |51.0
8.0 30 °C 24 30 °C 60 dk. 0.30 | 028 |0.29 |57.0
9.0 30 °C 24 30 °C 60 dk. 0.32 | 028 |0.30 |59.0
10.0 30 °C 24 30 °C 60 dk. 0.32 | 032 |0.32 |62.0
11.0 30 °C 24 30 °C 60 dk. 0.31 0.27 | 0.29 |57.0
12.0 30 °C 24 30 °C 60 dk. 0.30 | 0.26 | 0.28 |55.0
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Bacillus sp. X6 ksilanaz enzimi pH 7.0-12.0 araligindaki fakli tampon
sistemlerinden olusan pH ¢ozeltilerinde, optimum aktivitenin gozlendigi sicaklik
degerinde 24 saat siireyle On inkiibasyona tutulduktan sonra kalan aktivite
saptanmistir.

Kalan enzim aktivitesi ortalama %62 ile pH 10.0’da en yiiksek diizeyde
Ol¢iilmiistiir. pH 8.0-11.0 araliginda gerceklesen aktivite ortalama %59 olarak
saptanmistir. Kalan aktivite pH 7.0’de %51 diizeyinde elde edilirken pH 12.0 %55
Olctlmiistiir. Biitiin pH degerleri incelendiginde 24 saatlik inkiibasyon sonunda kalan
enzim aktivitesi 7.0’de %51, 8.0 de %57, 9.0 da %59, 11.0 de %57 ve 12.0 de %55
olarak Ol¢llmiistiir.

pH 7.0-12.0 degerleri dikkate alindigi zaman 24 saatlik On inkiibasyon
uygulamasi sonunda kalan enzim aktivitesi, ortalama %57 olarak saptanmistir. Bu
sonuglar, Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 24 saat siireyle
30°C’de olduk¢a genis ve alkali pH aralifinda stabil oldugunu gostermektedir
(ortalama %57).
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Sekil 4.6. Bacillus sp. X6 alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi
pH stabilite sonuglar

Li ve ark (2004), Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin pH 6.5 ile 10.0 araliginda stabil

oldugunu saptamislardir. Khandeparker ve Bhosle (2006), Arthrobacter sp. MTCC
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5214’ten izole edilen ksilanaz enziminin pH 7.0 ve 8.0’de 24 saatlik inkiibasyondan
sonra aktivitesini %100 korumaktadir.

Chanjuan ve ark (2009), izole ettikleri seliilaz aktivitesi olmayan alkalin
ksilanaz enziminin genis bir pH araliginda oldukg¢a stabil oldugunu, pH 7.0-12.0
araliginda 4°C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra orjinal aktivitesini %80 oraninda
korudugunu belirtmislerdir.

Chidi ve ark (2010), Aspergillus terreus UL 4209 susundan izole ettikleri
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin optimum aktiviteyi pH 6.0’da
gosterdigini, enzimin pH 6.0 ve 35-40°C’de 4 saatlik inkiibasyondan sonra orjinal
aktivitesini %95 korudugunu saptamiglardir.

Dutta ve ark (2007), izolasyonunu gerceklestirdikleri alkali tolerant seliilaz
aktivitesi olmayan alkalifilik ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 8.5’ta
gosterdigini ve pH 4.0-10.0 araliginda stabil oldugunu belirtmislerdir.

Literatiirde, Bacillus sp. X13 ksilanaz enzimi ile gergeklestirilen pH stabilitesi
calismalarinda, pH 3.6-10.0 aralifinda 60 dakika inkiibasyon ger¢eklestirildigi zaman
orjinal aktivitenin %71 korundugunu saptamislardir (Aygan ve Arkan, 2009).

Bacillus sp. X6 alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 24 saat
siireyle 30°C gerceklestirilen pH stabilitesi caligmalarina gore, elde edilen veriler
literatiirlerle uygunluk gostermektedir (pH 9.0 da %59).

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin pH 8.0, ve 9.0’da oda sicakliginda 10
dakikalik inkiibasyondan sonra orjinal aktivitesini sirasiyla %85, %50 oraninda
korumustur. Dhillion ve ark (2000), Bacillus circulans AB 16 susundan elde edilen
ksilanaz enziminin 65°C ve pH 7.0’de 2 saat inkiibasyon isleminden sonra orjinal

aktivtesini %96 korudugunu, pH 10.0’da aktivitenin %4’e diistiigilinii saptamislardir.

4.7. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

NaCl’tiin Bacillus sp. X6 alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi

lizerine etkisini saptamak i¢in %3, %5, %10, %15, %20, %25 ve %30 konsantrasyonda
NaCl kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 10 ve Sekil 7°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. Farkli NaCl konsantrasyonlarinin ksilanaz aktivitesine etkisi

% On On ink. | ink. ink. AB1 AB2 | ABO | Kalan Enz.
NaCl ink.sic. | Sdr. Sic Sir. AK. (%)
Kontr | - - 30°C |60dk. |0.54 0.55 | 0.545 | 100

3 30°C 60dk. |30°C |60dk. |0.27 0.28 | 0.275 | 50

5 30°C 60dk. |30°C |60dk. |0.29 0.31 | 0.30 |55

10 30°C 60dk. |30°C |60dk. | 0.30 0.32 |0.31 |57

15 30°C 60dk. | 30°C |60dk. | 0.34 0.33 | 0.335 | 61

20 30°C 60dk. |30°C 60 dk. 0.31 0.31 | 0.31 57

25 30°C 60dk. |30°C |60dk. |0.31 0.31 | 031 |57

30 30°C 60dk. |30°C |60dk. |0.26 024 | 025 |46

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi 30°C 60 dakika siire
ile %3-30 konsantrasyon NaCl ¢ozeltilerinde 6n inkiibasyona maruz birakildiktan
sonra kalan enzim aktivitesi saptanmistir.

Bacillus sp. X6 seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimine ait en yiiksek
aktivite %61 ile %15 NaCl konsantrasyonunda elde edilmistir. Enzim %5-25
araligindaki NaCl konsantrasyonlarinda ortalama %57.4 kalan aktivite degerine
sahiptir. Enzimin %3 NaCl konsantrasyonunda %50, %30 NaCl konsantrasyonunda ise
%46 kalan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Biitlin konsantrasyonlar dikkate alindiginda ortalama %55 kalan aktivite degeri
saptanmigtir. Farkli NaCl konsantrasyonlari ile muamele edilmis X6 seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enzimine ait kalan aktivite degerleri Cizelge 10 ve Sekil 6’da
gosterilmistir.

Elde edilen bu sonuclara gore Bacillus sp. X6 alkalin seliilaz aktivitesi olmayan
ksilanaz enzimi %3-%30 araligindaki NaCl konsantrasyonlarinda halofilik 6zellik
gostermektedir.

Azeri ve ark (2010), alkalifilik Bacillus suslarindan izole edilen termoaktif
sellilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin maksimum ksilanaz aktivitesini %35
NaCl konsantrasyonunda gosterdigini belirtmislerdir.

Aygan (2008), C-14 seliilaz enziminin 1 saatlik 6n inkiibasyon isleminden

sonra %3-7 tuz Kkonsantrasyonunda orjinal aktivitesini ortalama %70 tuz
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konsantrasyonu %10-15 araligma cikarildiginda %77, %20 konsantrasyonda %88
oraninda korudugunu bulmustur.

Aygan (2008), Bacillus sp. X13 ksilanaz enziminin %3-25 araligindaki tuz
konsantrasyonuna 1 saatlik 6n inkiibasyon sonunda orjinal aktivitesini ortalama %89
korudugunu saptamistir.

Wejse ve ark (2003), ksilanaz-2 enziminin NaCl konsantrasyonu 2 M’dan 5
M’a ¢ikarildigt zaman kalan aktivitenin %31’e diistiigiinii saptamistir.

Waing ve Ingvorsen (2003), ekstrem halofilik Halorhabdus utahensis susundan
izole edilen B-ksilanaz enziminin %5-15 NaCl konsantrasyonunda optimum aktivite
gosterdigini saptamiglardir. B-ksilanaz enzimi %20 NaCl konsantrasyonunda 24 saat

inkiibasyon gerceklestirildigi zaman orjinal aktivitenin %53’e diistiiglinii bulmuslardir.
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Sekil 4.7. %3-%30 NaCl konsantrasyonlariin enzim aktivitesine etkisi

4.8. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selator, Metal Iyonlar1 ve Deterjanlarin

Etkisi

Bacillus sp. X6 ksilanaz enziminin aktivitesi lizerine deterjan, metal iyonu,
selatdr, okside edici ajan ve inhibitorlerin etkisini saptamak iizere enzim 60 dakika
40°C’de 6n inkiibasyon gerceklestirilerek kalan aktivite saptanmistir. Sonuclar Cizelge
11 ve Sekil 8’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Inhibitdr, metal iyonlar, selator, deterjan ve okside edici bilesiklere ait

sonuglar
inh. inh. On On ink. ink. AB1 | AB2 | ABO | Kalan
Kons. | Ink. ink. Sic. Sic. Aktivite (%)
Sic. Sir.

Kont. |- - 30°C | 60dk. | 053 |0.45)|049 |100
EDTA |5mM |40°C |60dk.|30°C |60dk. | 035 |0.32)|0.33 |67
PMSF |3mM |40°C |60dk. | 30°C |60dk. |0.35 | 038|036 |74
CaCl, |[5mM [40°C |60dk. | 30°C | 60dk. |0.34 034|034 |69
ZnCl, |5mM |40°C |60dk. | 30°C |60dk. 039 |031]035 |71
NaCl 5mM |40°C |60dk.|30°C |60dk. |0.31 |0.35]0.33 |67
MnCl, |5mM |40°C |60dk. | 30°C |60dk. |0.77 | 0.85 | 0.81 165
BaCl, |5mM |40°C |60dk.|30°C |60dk. |032 |036)|034 |70
Triton- | %1 40°C |60dk. | 30°C |60dk. |0.26 |0.26|0.26 |53
X100
SDS %1 40°C |60dk. | 30°C | 60dk. |0.29 |0.24|0.26 |53
B-Mer. | %1 40°C |60dk. [ 30°C |60dk. |1.22 |1.22|1.22 |249
H.O, %1 40°C |60dk. |[30°C | 60dk. | 089 |0.84|0.86 |175
Ure 8M 40°C |60dk. | 30°C | 60dk. |0.32 | 024|028 |57

B-Mer. : B-mercaptoethanol

Bacillus sp. X6 enzimi SmM EDTA varliginda ortalama %067 kalan aktivite
gosterirken, SmM CaCl, ile %69, ZnCl, ile %71, NaCl ile %67, ve BaCl, ile %70
kalan aktivite Olcililmiistlir. Seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi SmM MnCl,
kullanildiginda aktivitesi indiiklenmis, %65 artis gozlenmistir (Cizelge 11). Enzim
3mM PMSF ile muamele edildigi zaman, kalan aktivite yaklasik %74 diizeyinde
saptanmustir. Bacillus sp. X6 alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi %1
triton-X100 ile muamele edildigi zaman orjinal aktivitesini yaklasik %53 oraninda
korumustur. Enzim %1 SDS ile 60 dakika 6n inkiibasyona tutuldugunda kalan aktivite
%353 olarak oOlgiilmiistiir. Bacillus sp. X6 enzimi ayni konsantrasyondaki SDS ve
Triton-X100 deterjanlari ile ayni 6l¢iide etkilenmistir.

X6 enzimi %1 P-merkaptoetanol ile 60 dakikalik 6n inkiibasyondan sonra
indiiklenerek %149 aktivite artis1 elde edilmistir. Seliillaz aktivitesi olmayan alkalin
ksilanaz enzimi %]1’lik H,O, kullanilarak 40°C’de 60 dakika siireyle 6n inkiibasyona
birakildigr zaman, enzim aktivitesi %1 B-merkaptoetanol’de oldugu gibi uyarilmis ve

%75 aktivite artis1 saptanmustir (Cizelge 11). Enzim 8M iire kullanilarak 40°C’de 60
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dakika siireyle on inkiibasyona birakildiginda kalan enzim aktivitesi %57 olarak

saptanmuistir.
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Inhibitdr, Selatér, Metal Iyonlari, Deterjan, Oksidan

Sekil 4.8. Inhibitor, selator, deterjan, metal iyonu ve okside edici
bilesiklerin enzim aktivitesine etkisi

Khandeparker ve ark (2006), Arthrobacter sp. MTCC 5214 organizmasina ait
ksilanaz enziminin 1 mM Ca** ve Mg* ile %154, Zn™ ile %161, Mn** ile %177
oraninda sitiimiile oldugunu saptamislardir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 1 mM konsantrasyonda ve oda
sicakliginda 5 dakika 6n inkiibasyon isleminden sonra ZnCl, ile %86.3, CaCl, ile %84,
NaCl ile %88.5, MgCl, ile %84.5, MnCl, ile %185 kalan aktivite elde edildigini
bulmuslardir.

Sharma ve Bajaj (2005), alkalofilik Streptomyces CD3 susundan izole edilen
alkali-tolerant ksilanaz enziminin Hg ile inhibe olurken, 10 mM Zn ve Ca ile %116
oraninda sitiimiile oldugunu bulmuslardir.

Anuradha ve ark (2007), Bacillus sp. bakterisinden izole edilen alkalin ksilanaz
enziminin 1 mM B-merkaptoetanolde %130, 3 mM B-merkaptoetanolde %150 aktivite
gosterirken, 1| mM NaCl’de %115, 3 mM NaCl’de ise %120 aktivite gdsterdigini

saptamiglardir.
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Chanjuan ve ark (2009), seliilaz aktivitesi olmayan alkalin ksilanaz enziminin 2
mM MgSO, ile %99.6, MnCl, ile %57. NaCl ile %96, CaCl, ile %100, B-
merkaptoetanol ile %94.5 ve 5 mM SDS ile %90 aktivite gosterdigini saptamislardir.

Dutta ve ark (2007), izolasyonunu ger¢eklestirdikleri alkali tolerant seliilaz
aktivitesi olmayan alkalifilik ksilanaz enziminin 3 mM Zn ve Mg ile diisiik diizeyde
inhibe olurken, NaCl, iire ve SDS’nin aktivite lizerine sitiimiilator etki yaptigini
belirtmislerdir. Triton X—100 ve Twen 20 aymi etkiyi gostermiglerdir. EDTA ile
muamele edilen enzimin aktivitesinde degisiklik meydana gelmemistir.

Yin ve ark (2010), ksilanaz enziminin PMSF ile inhibe oldugunu, Na, Mg ve [3-
merkaptoetanol ile aktive oldugunu bulmuslardir.

Heck ve ark (2005), Bacillus coagulans susuna ait ksilanaz enzim aktivitesinin
Ca, Zn, Ba ve EDTA ile inhibe oldugunu, Mn iyonlar1 ve P-merkaptoetanol ile
sitiimiile edildigini saptamiglardir.

Bacilllus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 5 mM EDTA,
CaCly, ZnCl,, ve BaCl, ile aktivitesinin diigmesi, MnCl,, %1 B-merkaptoetanol ve
%1°lik H,O, ile 6nemli diizeyde aktivitede artis meydana gelmesi literatiir verileri ile
uygunluk gostermektedir.

Elde edilen veriler degerlendirildigi zaman, enzimin aktif bdlgesinde metal
atomu ve biiylik dlciide sistein amino asidi bulundurdugu, okside edici ajanlardan hi¢
etkilenmedigi aksine daha aktif duruma geldigi, deterjanlara %60’a yakin direncli

oldugu goriilmektedir.

4.9. Enzimin SDS-PAGE ve Zimogam Analizi Sonuclari

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan alkalin ksilanaz enzimi, igerisinde
oat spelt ksilan bulunan %10 SDS-PAGE ile analiz edilerek enzime ait aktivite
bolgeleri saptanmistir. Zimogram analizi sonucunda molekiiler agirliklar: 62.4 kDa ve
22 kDa olan birbirinden bagimsiz iki aktivite bandi elde edilmistir. Aktivite
bandlarinin molekiiler agirliklarinin saptanmasinda (Sigma SD6H2 molekiiler marker’1
kullanilmigtir: 200, 116, 97, 66, 45 ve 29 kDa) kullanilmistir. Zimogram analiz sonucu
Sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Bacillus sp. X6 alkalin ksilanaz enzimi zimogram sonucu

Li ve ark (2004), Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 susundan elde edilen
ksilanaz enziminin molekiiler agirligini yaklasik 26.2 kDa olarak bulmuslardir.

Monishe ve ark (2009), toprak orijinli Bacilllus pumilus bakterisinden izole
edilen ksilanaz enziminin SDS-PAGE yontemi kullanilarak analiz edildigi zaman 19
kDa agirliginda tek bir protein bandina sahip oldugunu saptamislardir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin zimogam analizini SDS-PAGE
kullanarak analiz ettikleri zaman 23 kDa agirlikta tek bir aktivite bandi elde
etmislerdir.

Sharma ve Bajaj (2005), alkalofilik Streptomyces CD3 susundan izole edilen
alkali-tolerant ksilanaz enziminin zimogram analizi sonunda 69.18, 63.09 ve 43.65
kDa agirliginda li¢ bagimsiz aktivite bandi seklinde oldugunu saptamislardir.

Chanjuan ve ark (2009), izole ettikleri seliilaz aktivitesi olmayan alkalin
ksilanaz enziminin molekiiler agirligit 40 kDa olan tek bir aktivite bandi seklinde

oldugunu belirtmislerdir.
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Chidi ve ark (2010), Aspergillus terreus UL 4209 susundan izole edilen seliilaz
aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 22 kDa agirliginda tek bir aktivite bandindan
meydana geldigini bulmuslardir.

Dutta ve ark (2007), izolasyonunu ger¢eklestirdikleri alkali tolerant seliilaz
aktivitesi olmayan alkalifilik ksilanaz enziminin SDS-PAGE analizi sonunda 25 kDa
agirliginda bir aktivite bandindan olustugunu saptamiglardir.

Tseng ve ark (2002), Bacillus firmustan izole ettikleri seliillaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin zymogram analizi sonunda 45 ve23 kDa agirliga sahip iki
banttan olustugunu belirtmislerdir.

Savitha ve ark (2010), Bacillus sp. JB 99 susundan izole ettikleri alkalin
termostabil seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin, zimogram analizi sonunda
23 kDa agirlikta tek bir aktivite bandi olusturdugunu saptamiglardir.

Balakrisnan ve ark (2002), alkalofilik Bacillus (NCL 87-6-10) izole ettikleri
seliilaz aktivitesi olmayan alkalin ksilanaz enziminin SDS-PAGE sistemiyle analiz
edildiginde, molekiiler agirliklart 25 ve 45 kDa olan birbirinden bagimsiz iki aktivite
bandindan olustugunu saptamislardir.

Bacillus sp. seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi molekiiler agirliklari
62.4 kDa ve 22 kDa olan birbirinden bagimsiz iki aktivite bandindan olusmustur. Bu
sonug literatlirde belirtilen seliilaz aktivitesi olmayan alkalin ksilanaz enzimleri ile

uygunluk i¢indedir.

4.10. Enzimin Ince Tabaka Kromatografi (TLC) Sonuclar

Ince tabaka kromatografi yontemi kullanilarak seliilaz-free alkalin ksilanaz
enzimine ait reaksiyon son iirlinlerinin arastirilmasi yapilmis ve sonuclar Sekil 10’da
gosterilmistir.

Analiz sonunda agiga ¢ikan {riiniin jelde gdsterilmesi amaci ile standart {iriin
olarak maltoz ve ksiloz kullanilmistir. Kromatografi islemleri sonunda seliilaz
aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin reaksiyon iirlinii olarak maltoz olusturdugu

saptanmistir.
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Maltoz Ksiloz Ksilanaz

Maltoz

Sekil 4.10. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi ince tabaka
kromatografisi sonucu

Kullanilan ksiloz ve maltoz standartlar1 ile X6 ksilanaz enzimin hidroliz
irlinleri karsilastirildiginda agiga ¢ikan iirlinlin maltoz oldugu saptanmustir.

Tseng ve ark (2002), Bacillus firmustan izole ettikleri seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin ksilan1 farkli sekillerde parcaladigini ve son {iriin olarak
mono ve disakkaritleri olusturdugunu saptamiglardir.

Literatiirde Bacillus sp. susunun X13 ksilanaz enziminin, substrat olarak oat
spelt ksilanin kullanildig1 45 dakikalik inkiibasyonun sonuncunda hidroliz iriinleri
olarak ksiloz ve diger oligosakkaritlerin agiga ¢iktig1 saptanmistir (Aygan ve Arikan,

2009).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Biyoteknoloji, ¢ok degisik alanlarda gelisme gosteren, kullanim alani her
gecen gilin daha da cesitlenen ve 6zellikle mikrobiyal biyoteknoloji temelli enzim
biyoteknolojisi molekiiler biyolojik yontemlerin de yaygin sekilde kullanimiyla
birlikte ¢agimiza damgasini vuran bir alan haline gelmistir.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {irlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar, daha da onem
kazanmaktadir. Ozellikle birkag iilke disinda diger iilkeler, bu konuda tamamen disa
bagimli durumdadirlar (Goziikara, 2009).

Enzimler, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ya
da bir kismi protein olan biyo-molekiillerdir. Enzimler, binlerce yildir igecek,
ekmek ve peynir yapimi gibi islemlerde varligi ve gorevi bilinmeden kullanilmistir.
[Ik bulgular eski Misira kadar dayanmaktadir. Batida 1896°da gercek modern
mikrobiyal enzim teknolojisi ‘takadiastase’in ticareti ile baglamistir. Bu dogudan
bat1 toplumuna 6nemli bir teknolojik transferdir (Uhlig, 1998).

Tarihsel gelisim agisindan bakildiginda enzimlerin ¢ok farkli kaynaklardan
elde edildigi goriilmektedir. Bunlar bitkisel, hayvansal ya da endiistriyel anlamda
ihtiyac1 karsilayabilen mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Bugiline kadar yaklagsik
2500 farkli enzim tanimlanmis ve bunlarm ancak %10’u ticari alanda kullanim i¢in
kendilerine yer bulmuslardir (Rao ve ark, 1998). Bitkisel ve hayvansal enzimlerin
endiistriyel ihtiyaci karsilayamamasi, bu alandaki ilginin giderek artan bir sekilde
mikrobiyal enzimlere yonelmesini saglamistir.

Mikroorganizmalar, biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik manipiilasyonlara
uygunlugu gibi sebeplerden dolayr miikemmel bir enzim kaynadi olarak
degerlendirilmektedir. Gliniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %90°1
mikroorganizmalardan tiretilmektedir (Rao ve ark, 1998; Wolfgang, 2004).

Endiistriyel —alanda  kullanilan  enzimler bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kokenli olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan

izole edilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik
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aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve
daha ucuz olmalari, ekstrem kosullarda ¢alisabilmeleri, biiyiik boyutlarda ve ytliksek
saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmasidir. Ornegin mikrobiyal enzimler
ekstrem sicaklik, tuz ve pH degerlerinde ¢ok yliksek diizeyde aktivite gdsterirler
(Horikoshi, 1999).

Hidrolazlardan seliilozik enzimler (seliilaz ve ksilanaz) dogada en fazla
bulunan yenilenebilir karbonhidrat kaynagi olan seliillozu sekerlere doniistiirerek
ozellikle biyo-etanol gibi biyolojik temelli yakit katki maddelerinin iiretiminde
onemli bir yer tutmaya baslamiglardir. Bu nedenle seliilazlarin (glukanaz) enzim
piyasasindaki paylarinin ciddi bir sekilde artmasi1 beklenmektedir (Boyce ve Walsh,
2007). Son zamanlardaki en etkin uygulamalar1 kagit ve kagit hamuru
beyazlatilmasi, i¢ecek endiistrisi, tekstil ve firincilik olan ksilanazlarm endiistride
kullanilmas1 hizl bir yiikselise ge¢cmistir (Waing ve Ingworsen, 2003).

Ksilanaz enzimi baslica bakteri ve mantarlardan izole edilmektedir.
Ksilanazin uygulama alanlar1 hayvan besleme, firincilik, icecek ve tekstil endiistrisi,
selillozik kagitlarin agartilmasi, etanol ve ksilitol iiretimi gibi biyoteknolojik
uygulamalar vardir. Ksilanaz ksiloz birimlerini depolimerize ederek etki gosterir.
Ksiloz bakteri ve mantarlar tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir
(Monisha ve ark, 2009).

Endiistride yaygimn sekilde kullanilan enzimler arasinda Bacillus cinsine ait
tiir ve alttiirleri tarafindan sentezlenen ondan fazla enzim vardir. Ornegin ticari
olarak tretilen ve kullanilan termostabil amilaz enzimlerinin iretilmelerinde
Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis en ¢ok kullanilan iki Bacillus
tiirlidlir (Horikoshi, 1996; Lin ve ark, 1998; Horikoshi, 1999; Kumar ve Takagi,
1999).

Bacillus cinsi bakteriler toprak, hayvan diskilar1 ve bitkisel atiklar iizerinde
yaygm olarak bulunurlar. Bu cinsin bireylerinin ¢ogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi
kolay, hizli biiyiime orani ile fermentasyon siiresi kisadir. Genel olarak giivenli
olmalari, sentezledikleri proteinleri dig ortama salgilama kapasiteleri gibi bir¢ok
nedenden dolay1 endiistriyel organizmalardir.

Bacillus tiirleri cesitli kompleks substratlara karsi aktivite gosteren cok
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sayida ve cesitli hidrolitik enzimler iiretmekte ve salgilamaktadirlar. Bu nedenle
Bacillus cinsindeki organizmalar, endiistriyel alanda a-amilaz, proteaz, glukanaz,
glukoz izomeraz ve ksilanaz gibi enzimlerin lretiminde yaygm sekilde
kullanilmaktadirlar (Uhlig, 1998).

Kagit ve kagit endiistrisinde agartma proseslerinde genel olarak klor ve
klorlu bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesikler toksik olup kalict organik
kirleticiler olarak bilinirler. Seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi seliiloz elyaf
yiizeyindeki ksilam1 parcalayarak klorlu bilesiklerin agartma etkisini artirir ve
sonugta klor kullanimi ile birlikte kirlilik ve ¢evreye verilen zarar azalmis olur
(Chanjuan ve ark, 2009).

Ksilan bitki hiicre duvarinda bulunan énemli bir hemiseliilozik polisakkarit
olup, seliilozdan sonra en fazla bulunan polisakkarittir. Bu biyopolimer diinyadaki
yenilenebilir enerji kaynaklarinin 1/3’linli meydana getirmektedir (Chidi ve ark,
2010).

Calismada toplam 271 Bacillus sp. susu izole edilmis, kati1 besiyeri
kullanilarak seliilaz ve ksilanaz enzimi iiretme yetenekleri arastmilmistir. izole
edilen suslardan 63’ii hem selillaz hem de ksilanaz enzimi iiretmislerdir. Izole
edilen suslarda sadece 10’u seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi liretmistir.
Bu suslar igerisinde en yiiksek aktivite zonu olusturan X6 numarali 6rnek farkli pH
degerlerine sahip kat1 besiyerinde farkli sicakliklarda inkiibasyon gergeklestirilerek
iireme ve enzim iiretme yetenekleri arastirilmistir.

Calismada, ortam sicakligi 20°C olarak secildiginde pH 6.0’da 63 mm
aktivite zonu elde edilirken, pH 13’de 38 mm zon Ol¢lilmiistiir. pH 6.0-13.0
araliginda ortalama aktivite zon c¢ap1 55 mm bulunmustur (Cizelge 1).
Mikroorganizmanin tiretildig sicaklik 30 °C oldugunda en genis aktivite zon ¢ap1 6
mm ile pH 6.0’da saptanirken, pH 6.0-13.0 araliginda ortalama 53 mm aktivite zonu
elde edilmistir (Cizelge 2).

Inkiibasyon sicaklig1 40°C secildiginde en genis aktivite zonu 65 mm ile pH
6.0 ve 10.0 da elde edilirken, pH 13.0’de 21 mm bulunmustur. Biitiin pH degerleri

dikkate alindig1 zaman 54.6 mm zon saptanmustir (Cizelge 3).
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Kohli ve ark (2001), Thermoactinomyces thalophylus susundan izole edilen
thermostabil alkalin seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 50 derece ve pH
8.0’de sentezlendigini belirtmislerdir.

Anuradha ve ark (2007), izolasyonunu gergeklestirdikleri Bacillus sp.
susunun en yliksek enzim firetimini pH 6.0-8.5 araliginda gergeklestirdigini
belirtmislerdir.

Enzim tretiminde kullanilacak susun inkiibasyon sicakligi 50°C secildigi
zaman en genis aktivite zonu pH 6.0 ve 7.0’de 65 mm olarak bulunurken, pH
13.0’te 40 mm’lik zon saptanmustir. pH 6.0-13.0 araligindaki biitiin zon ¢aplar1
incelendigi zaman 53.5 mm aktivite zonu saptanmustir (Cizelge 4).

Inkiibasyon sicakligi 60°C oldugu zaman bakterilerin iiremeleri diger
sicakliklara gore oldukc¢a zorlanirken (ortalama 2 mm koloni ¢ap1), en genis aktivite
zonu pH 8.0’de 63 mm Ol¢iilmiistiir. Bu sicaklikta elde edilen ortalama zon
genigligi 54 mm olmustur (Cizelge 5 ve Sekil 1).

Azeri ve ark (2010), Bacillus suslarindan izole edilen seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enzimini sentezleyen bakterilerin tamaminin 25-50°C araliginda
irediklerini, optimum {iireme ve besiyerinde enzim sentezini ise 40°C’de
gergeklestirdiklerini 55°C’de ise liremenin goriilmedigini belirtmislerdir.

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin optimum
aktivitesini pH 8.0’de gosterdigi saptanmistir. Enzim pH 6.0, 7.0, 9.0, 10.0, 11.0,
12.0 ve 13.0’te siras1 ile %98, %95, %88, %89, %85, %74 ve %56 aktivite
gostermistir. Enzim pH 6.0-11.0 araliginda ortalama 9%92.5 aktiviteye sahiptir.
Enzimin asidik ve alkali kosullarda ortalama aktivitesi %90’ tizerindedir.

Analiz edilen bitiin pH degerleri dikkate alindiginda (pH 6.0-13.0)
gerceklesen enzim aktivitesi ortalama %85.26 olarak belirlenmistir. Bu 6zelligi ile
biitiin pH kosullarinda kullanilacak 6zelliktedir (Cizelge 6, Sekil 3).

Tseng ve ark (2002), Bacillus firmustan izole ettikleri selillaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin pH 5.0-11.0 araliginda gergeklestigini belirtmislerdir.
Savitha ve ark (2010), Bacillus sp. JB 99 susundan izole ettikleri alkalin termostabil
seliilaz-free ksilanaz enziminin pH 9.0’da %90, pH 10.0’da %85 aktiviteye sahip

oldugunu bulmuslardir.
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Balakrisnan ve ark (2002), alkalofilik Bacillus (NCL 87-6-10) izole ettikleri
seliilaz free alkalin ksilanaz enzminin optimum aktiviteyi pH 8.0’de gosterdigini
belirtmiglerdir.

Aygan ve Arikan (2009), Bacillus sp. X13 ksilanaz enziminin optimum
aktivitesini pH6.0 da gostermesine ragmen, pH 4.0-7.0 araliginda yaklasik %90 pH
4.0-9.0 araliginda ise ortalama %77 aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Sharma ve ark (2007), Geobacillus thermoleovorans ksilanaz enziminin genis
bir pH araliginda (6.0-9.5) aktivite gosterdigini, optimum aktivitenin ise pH 8.5’ta
gozlendigini bulmuslardir.

Bacillus sp. X6 alkalin seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin
optimum aktivite gdsterdigi sicaklik degeri 30°C bulunmustur. Inkiibasyon sicaklig
20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C ve 120°C se¢ildigi
zaman elde edilen relatif aktivite degerleri siras1 ile %97, %94, %93, %93, %90,
9084, %84, %85, %84 ve %68 olarak saptanmustir.

Inkiibasyon sicakligi 20-70°C arah@mnda %94.5, 80-120°C araliginda %81
olarak saptanmistir. Bu sonuglar enzimin diisiik sicakliklarda yiiksek aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir (Cizelge 7, Sekil 4). Enzim psikrotolerant ekstrem termofil
araliginda aktiftir.

Kolenova ve ark (2005), ksilanaz enzimlerinin aktivitesi i¢in optimum
sicakligin  50°C oldugu bulmuslardir. Silva ve ark. 2008, Trichoderma
inhamatum’dan elde edilen seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin en iyi
aktiviteyi 50°C gosterdigini saptamislardir.

Nagar ve ark (2010), Bacillus pumilus SV-85S susundan izole ettikleri alkalin
stabil seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimini optimum aktivitesin 50°C’de
gosterirken 65°C’de %78 aktivite gdsterdigini saptamislardir.

Tseng ve ark (2002), Bacillus firmustan izole ettikleri seliilaz free xyanaz
enziminin optimum aktivitesini pH 5.0-11.0 araliginda ve 37°C gosterdigini
bulmuslardir.

Monisha ve ark (2009), toprak orijinli Bacilllus pumilus bakterisinden izole
edilen ksilanaz enziminin maksimum aktiviteyi pH 7.0 ve 35°C’de gosterdigini

bulmuslardir.
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Anuradha ve ark (2007), Bacillus sp. bakterisinden izole ettikleri alkalin
ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 8.0 ve 55°C’de gosterdigini, enzim
aktivitesinin pH 10.0°da diismekle birlikte, pH 7.0-11.0 araliginda ortalama %65
oraninda stabil kaldigmni saptamiglardir.

Literatlirde, Bacillus sp. X13 susundan elde edilen ksilanaz enziminin
optimum aktiviteyi 40°C’de gosterirken, 30 ile 80°C araligindaki sicaklik %74’{in
iizerinde aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Aygan ve Arikan, 2009).

Bacillus sp. X6 alkalin psikrotolerant-ekstrem termofil seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin termal stabilitesini saptamak i¢in, 30-100°C araliginda
60 dakika siire ile on inkiibasyon yapilmistir. Kalan enzim aktivitesi en yiiksek
40°C’de %90 olarak gerceklesirken, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve
100°C’lerde %88, %90, %89, %86, %85, %82, %82 ve %85 dlgiilmistiir.

Kalan enzim aktivitesi 30-100°C araliginda ortalama %86 iken, 30°C’de
%88, 100°C’de %85 diizeyinde saptanmistir. Bu sonu¢ enzimin biitiin sicaklik
degerlerinde oldukga stabil oldugunu gostermektedir (Cizelge 8, Sekil 5).

Heck ve ark (2005), Bacillus coagulans BL69 susuna ait ksilanaz enziminin
50°C’de stabil oldugunu, 60°C’nin iizerinde, aktivitenin aniden distigiini
belirtmiglerdir. Enzim 70°C’de 5 dakika inkiibe edildigi zaman aktivite %34’e
diiserken 80°C’de %20 aktivite saptanmustir.

Bacillus sp. X13 ksilanaz enzimi 60°C’nin iizerindeki sicakliklarda, 60
dakikalik 6n inkiibasyondan sonra yaklasik %66 kalan aktivite ile yiiksek derecede
aktif bulunmustur (Aygan ve Arikan, 2009).

Nagar ve ark (2010), Bacillus pumilus SV-85S susundan izole ettikleri alkalin
stabil seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 60°C 1 saatlik inkiibasyondan
sonra orijinal aktivitesini %50 korudugunu belirtmislerdir.

Kohli ve ark (2001), Thermostabil ve alkalofilik, seliilaz aktivitesi olmayan
ksilanaz enziminin 65°C 125 dakika inkiibe edildigi zaman orijinal aktivitesinin
%50’sini kaybettigini saptamuglardir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz-free ksilanaz enziminin orijinal aktivitesini 55°C’de %380, 60°C’de %51

korudugunu belirtmislerdir.
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Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi termal stabilite
sonuglart literatiir verileri ile karsilastirildiginda, stabilitenin 60 dakika siireyle biitiin
sicaklik degerlerinde yiiksek diizeyde korundugunu gostermektedir.

Calismada izole edilan seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi 24 saat
stireyle 30°C’de inkiibe edildigi zaman ortalama %57 aktivite saptanmistir. En
yiiksek kalan aktivite degeri pH 10’da %62 ile elde edilirken, pH 8.0’in iizerinde
daha yiiksek stabilite (%58) elde edilmistir (Cizelge 9, Sekil 6).

Li ve ark (2004), Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 susundan izole
edilen seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin pH 6.5 ile 10.0 araliginda stabil
oldugunu saptamiglardir.

Chanjuan ve ark (2009), izole ettikleri seliilaz free alkain ksilanaz enziminin
genis bir pH araliginda oldukga stabil oldugunu, pH 7.0-12.0 araliginda 4°C’de bir
gecelik inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesini %80 oraninda korudugunu
belirtmislerdir.

Chidi ve ark (2010), Aspergillus terreus UL 4209 susundan izole ettikleri
selillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin optimum aktiviteyi pH 6.0’da
gosterdigini, enzimin pH 6.0’da 35-40°C’de 4 saatlik inkiibasyondan sonra orijinal
aktivitesini %95 korudugunu saptamislardir.

Dutta ve ark (2007), izolasyonunu gergeklestirdikleri alkali tolerant seliilaz
free alkalifilik ksilanaz enziminin optimum aktivitesini pH 8.5 gdsterdigini ve pH
4.0-10.0 araliginda stabil oldugunu belirtmiglerdir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz-free ksilanaz enziminin pH 8.0, ve 9.0’da oda sicakliginda 10 dakikalik
inkiibasyondan sonra orijinal aktivitesini sirastyla %85, %50 oraninda korumustur.

Bacillus sp. X6 seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi stabilitesini
30°C’de 24 saat siireyle yaklasik %60 oraninda korurken, literatiir verilerinden daha
stabil oldugu goriilmektedir.

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin %3-%30 NaCl
konsantrasyonda 30°C’de 60 dakika siireyle 6n inkiibasyon gergeklestirildigi zaman

en yiksek kalan aktivite degerinin %61 ile %15 NaCl konsantrasyonunda elde
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edildigi saptanmistir. Kalan enzim aktivitesi %3-%20 NaCl konsantrasyonda
ortalama %56.16 olarak saptanmistir (Cizelge 10, Sekil 7).

Azeri ve ark (2010), alkalifilik Bacillus suslarindan izole edilen termoaktif
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin maksimum ksilanaz aktivitesini %35
(0.86 M) NaCl konsantrasyonunda gosterdigini belirtmislerdir.

Wejse ve ark (2003), ksilanaz-2 enziminin NaCl konsantrasyonu 2 M’dan
(%11) 5 M’a (%29) cikarildigi zaman kalan aktivitenin %31°e distiigiini
saptamiglardir. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimden elde
edilen sonuglar literatiir verilerinden daha yiiksektir.

Calismada izole edilen seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi selator,
inhibitér, metal iyonu, deterjan ve okside edici ajanlarla 40°C’de ve 60 dakika
inkiibe edildigi zaman ajanlara gore farkli diizeylerde inhibisyon ve indiiksiyon
gerceklesmistir.

SmM EDTA kullanildiginda enzim aktivtesinin ortalama %33, CaCl, %31,
ZnCl, ile %29, NaCl ile %33, ve BaCl, ile %30 inhibe edildigi saptanmistir. Enzim
aktivitesi 5 mM MnCl, ile %165, %1 B-merkaptoetanol ile %249, %1 H,O,ile %175
indiiklenmistir. Seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi %1 triton X-100
kullanildiginda %47, %1 SDS’de %47, 8 M iire kullanildiginda %43 inhibisyon
gerceklesmistir (Cizelge 11, Sekil 8).

Khandeparker ve ark (2006), Arthrobacter sp. MTCC 5214 organizmasina ait
ksilanaz enziminin 1 mM MnCl, ile %177 oraninda sitiimiile oldugunu
saptamiglardir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz-free ksilanaz enziminin 1 mM konsantrasyonda ve oda sicakliginda 5 dakika
on inkiibasyon isleminden sonra ZnCl, ile %86.3, CaCl, ile %84, NaCl ile %88.5,
MgCl, ile %84.5, MnCl, ile %185 kalan aktivite elde edildigini bulmuslardir.

Anuradha ve ark (2007), Bacillus sp. bakterisinden izole edilen alkalin
ksilanaz enziminin 1 mM p-merkaptoetanolde %130, 3 mM pB-merkaptoetanolde
%150 kalan aktivite degeri elde edildigini belirtmislerdir. Yin ve ark (2010), ksilanaz

enziminin PMSF ile inhibe B-merkaptoetanol ile aktive oldugunu saptamiglardir.
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Bu sonuglar enzimin metalloprotein 6zelliginde, serin proteaz karakterine
sahip, aktif merkezin sistein amino asitlerince olduk¢a zengin oldugunu
gostermektedir. Elde edilen sonuglar seliilaz free alkalin ksilanaz enzimiyle ilgili
literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir.

Bacillus sp. X6 seliillaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin SDS-PAGE
zimogram analizi sonunda molekiiler agirliklar1 62.4 ve 22 kDa olan bagimsiz iki
izozimden meydana geldigi saptanmistir (Sekil 9). Elde edilen veriler seliilaz
aktivitesi olmayan ksilanaz enzim sonuglari1 ile uyum i¢indedir.

Sanghi ve ark (2010), alkalofilik Bacillus subtilis ASH susundan izole edilen
seliilaz-free ksilanaz enziminin zimogam analizi i¢in SDS-PAGE sistemi kullanarak
analiz ettikleri zaman 23 kDa agirlikta tek bir aktivite bandi elde etmiglerdir.

Chidi ve ark (2010), Aspergillus terreus UL 4209 susundan izole edilen
seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin 22 kDa agirliginda tek bir aktivite
bandindan meydana geldigini bulmuslardir. Tseng ve ark (2002), Bacillus firmustan
izole ettikleri seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enziminin zimogram analizi
sonunda 45 ve 23 kDa agirliga sahip iki banttan olustugunu belirtmislerdir.

Balakrisnan ve ark (2002), alkalofilik Bacillus (NCL 87-6-10) izole ettikleri
selillaz free alkaline ksilanaz enzminin SDS-PAGE sistemiyle analiz edildiginde,
molekiiler agirliklar1 25 ve 45 kDa olan birbirinden bagimsiz iki aktivite bandindan
olustugunu saptamiglardir.

Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi son iriinlerinin
saptanmasi1 ic¢in ince tabaka kromatografisi yontemiyle analiz edilmis ve maltoz
benzeri oligo-sakkaritlerin olustugu bulunmustur (Sekil 10).

Tseng ve ark (2002), Bacillus firmustan izole ettikleri seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enziminin ksilan1 farkl sekillerde parcaladigini ve son iiriin olarak
mono ve disakkaritleri olusturdugunu saptamislardir.

Kagit endiistrisi agisindan optimum verimin elde edilmesinin dniindeki diger
engeller, iiretiminde kullanilan asit/akali’nin notralizasyonu ve 1sitmanin sogutulmasi
islemleri. Bu nedenle 6zellikle kagit endiistrisi i¢in iiretilecek ksilanolitik enzimlerin
termofil/termostabil ve alkalitolerant 0Ozellikte olmasit hedeflenmektedir. Biitiin

calismalar bu yonde yogunlagsmistir (Dhillon ve ark, 2000).
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Calismamizda izolasyonu gerceklestirilen Bacillus sp. X6 bakterisi ve bu
bakteriden fiiretilerek karakterizasyonu yapilan seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz
enzimi Ozellikleri incelendigi zaman;

1. Enzim genis sicaklik araliginda (20-120°C) psikro-ekstremofil ve
termostabil 6zelligi, pH 8.0’de optimum aktivite gostermekle birlikte pH 13.0’e
kadar olan aralikta yiiksek aktivite ve pH 10.0°da en yiiksek stabiliteye sahip olmas1
bio-bleaching uygulamalar1 i¢in Oncelikli olarak kullanilabileceginin gostergesidir.
Bio-bleaching uygulamasinda kullanilan seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz
enzimleri i¢cin en onemli parametreler yiiksek pH ve sicaklik degerlerinde aktivite ve
stabilitelerinin korunmasidir.

2. Termostabil ve orta diizeyde sicaklikta aktive gosteren seliilaz aktivitesi
olmayan ksilanaz enzimlerinin meyve sularmin saflastirilmasi, tahil kaynakhi
gidalarin iiretimi  ve tarimsal atiklarin = sekerlestirilmesinde kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi 6zellikleri
acisindan belirtilen alanlarda ideal kullanima sahiptir.

3. Ksilan bitki hiicre duvarinda bulunan énemli bir hemiseliilozik polisakkarit
olup, seliilozdan sonra en fazla bulunan polisakkarittir. Bu biyopolimer diinyadaki
yenilenebilir enerji kaynaklarim1  1/3’tinii  olusturmaktadir. Izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilan enzim, diger seliillozik enzimlerin pargalayamadigi
hemiseliillozun kullanimin1 saglayarak bu alanda yaklasik %33 verim artis1 elde
edilmesine katki yapacaktir.

4. Seliilaz aktivitesi olmayan ksilanaz enzimi 6ncelikli olarak kagit ve kagit
hamuru endiistrisinde kullanilmaktadir. Kagit isletmelerinde agartma prosesleri i¢in
genel olarak klor ve klorlu bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesikler toksik olup ¢evre
acisindan kalici organik Kkirleticiler olarak bilinirler. Seliilaz aktivitesi olmayan
ksilanaz enzimi, seliilloz elyaf yilizeyinde bulunan ksilan1 parcalayarak klorlu
bilesiklerin agartma etkisini artirir ve sonucta klor kullanimi, kirlilik ve cevreye
verilen zarar1 azaltmis olur.

5. Tekstil endiistrisinde dokunan kumaglarin agartilmasi ve tiiysiizlestirme
islemleri pH 11.0, 100°C sicaklik ve H»O, kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Izolasyonu ve karakterizasyon yapilan Bacillus sp. X6 seliilaz aktivitesi olmayan
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ksilanaz enziminin, alkali kosullarda yiiksek aktivite gostermesi (pH 6.0-11.0
araliginda ortalama %92.5), yiiksek sicakliklarda aktif ve stabil olmast (80-120°C
araliginda ortalama %81 aktivite ve 100°C’de %85 stabilite) ve aktivitenin H,O, ile
indiiklenmesi (%1 H»O; ile %175 aktivite artig1) gibi Ozellikleri nedeniyle tekstil

endiistrisi i¢in ideal 6zellik gostermektedir.
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