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ONSOZ

Bu ¢alismada, iyi bir ksilanaz {ireticisi oldugu laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarla
belirlenen, toprak izolati Bacillus M-13 susy, dncelikle mikrobiyolojik ve biyokimyasal
metodlar kullanilarak Bacillus pumilus olarak tammlanmis ve B. pumilus SB-M13 olarak

isimlendirilmistir,

Cahsmanin ikinei ve ana bdliimiinde de B, pumilus SB-M13’e ait, ksilan hidrolizinde gérev
alan ksilanolitik enzim sistemi incelenmis ve bu sistemde gérev alan enzimlerin endiistriyel
kullanima uygunlugu arastiribmigtir. Bu kapsamda B. pumilus SB-M13 ksilanaz enzimi
saflagtirilmig ve saf enzim biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Calismanin son

asamasinda ise, B. pumilus SB-M13’e ait ksilanaz geni izole edilmistir. Proje TUBITAK Temel

Bilimler Aragtirma Grubu (TBAG) tarafindan desteklenmistir.
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Endo-f-1,4 ksilanazlar (EC. 3.2.1.8) tipik olarak B-1,4-ksilosidaz (EC. 3.2.1.37) , a.-L~
arabinofuranosidaz (EC. 3.2.1.55), ve ferulik asit esteraz (EC 3.1.1.73) gibi farkl hidrolitik
enzimler ile birlikte kompleks olarak iiretilirler ve dogada agag ve tarimsal atiklann
agreliginin % 20-30 “lik kismuint olusturan ksilan molekiiliinii hidrolize ederler. Dolayisiyla,
ksilanolitik enzimler yardim ile, geri doniigiimii olan ksilan molekiilii substrat olarak
kullamilarak, yakit, ¢&ziicii ve kozmetik gibi degigik iiriinler tiretilebilir. Ayrica, ksilanolitik

enzimler pida, yem, tekstil ve kagit endiistrisinde de kullamlmaktadir.

Calismamizda, iyi bir ksilanaz {ireticisi olan toprak izolat: Bacillus M-13 susu,

mikrobiyolojik ve bivokimyasal testler kullanilarak Bacillus pumilus SB-M13 olarak

tanimlanmis ve B. pumilus SB-M13’{in ksilanolitik enzim sistemi arastirlmistir. Ksilanolitik




enzimlerin tipi, cesitliligi ve tretim seviyesi karbon kaynagina bagh olarak degistigi ve
ksilanolitik enzimlerin sentezinin sirasal, sinerjik ve karbon katabolit engellemesi altinda
oldugu bulunmustur. Ayrica, karbon katabolit baskilama stiresi ve etki derecesi, arabinozun

baglangic konsantrasyonuna da baghdir.

Cahismamizda ayrica, B. pumilus SB-M13 B-1,4 ksilanaz enzimi saflagtinilip biyokimyasal
olarak karakterize edilmistir. Enzim alkali pH’larda dayanikh olup, enzime ait en ytiksek
aktivite 60°C ve pH 7.5%ta gézlenmigtir. Enzime ait Kp, ve keadegerleri sirasiyla  1.87 mg/ml

ksilan ve 1.7x10* s olarak belirlenmistir.

Son asamada ise, B. pumilus SB-M13 B-1,4 ksilanaz ksilanaz geni (600 bp, xyn A) PCR
yontemi ile kromozomal DNA’dan izole edilmis ve sekans analizi yapiimigtir. Genin 560
bp’lik kismimn dizin analizi belirlenmis ve dizinin diger Bacillus pumilus suglarna ait

ksilanaz geni ile %88-94 benzerlik gosterdigi bulunmusgtur.

Anahtar kelimeler: Bacillus pumilus, ksilanolitik sistem, ksilanaz, ksilanaz geni.

Projeden Kaynaklanan Yaymlar: Ksilanaz enziminin saflagtirilmast ve karakterizasyonunu

iceren bir makale hazirlanarak basilmasi igin uluslararas: bir dergiye génderilmigtir.

Bakterinin Ksilanolitik sistemi ile ilgili bir makale de hazirlanmaktadir.

viii
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Endo-f-1,4 xylanases (EC. 3.2.1.8) are typically produced as a mixture of different hydrolytic
enzymes such as $3-1,4-xylosidase (EC. 3.2.1.37) , a-L-arabinofuranosidases (EC. 3.2.1.55),
and ferulic acid esterase (EC 3.1.1.73) that hydrolyze xylan molecule, which constitutes 20-
30% of the dry weight of wood and agricultural wastes. Thus, xylan, renewable biomass, can
be utilized as a substrate for the preparation of many products such as fuels, solvents and
pharmaceuticals. Besides xylanolytic enzymes themselves are also used in food, feed, textile

industries and pre-bleaching of kraft.

In this study, soil isolate Bacillus M-13, high level xylanase producer, was identified as

Bacillus pumilus SB-M13 using both microbiological and biochemical methods and




xylanolytic system of B. pumilus SB-M13 was investigated. Xylanolytic enzyme type and
production degree varied depending on the carbon source. Xylanolytic enzyme production
was found to be sequential, in synergy and under the control of carbon catabolite repression.

Duration and degree of suppression was dependent on initial arabinose concentration.

Moreover, in this study B. pumilus SB-M13 B-1,4 xylanase was purified and biochemically
characterized. Enzyme was stable at alkaline pHs and highest activity was observed at 60°C
4 -1

and pH 7.5. Enzyme K, and k., values were determined as 1.87 mg/ml and 1.7x10" s,

respectively.

In the last part, B. pumilus SB-M13 xylanase gene (600 bp, xynA) was isolated from

chromosomal DNA using PCR and sequenced.The 540 bp of the gene was sequenced and

sequence showed 89-94% homogy to xylanase genes of other B. pumilus strains.

Key words: Bacillus pumilus, xylanolytic system, xylanase and xylanase gene.

Publications: An article, regarding to xylanase purification and characterization studies, was

prepared and submitted to international journal. Moreover, another manuscript related with

B. pumilus SB-M13 xylanolitic enzyme investigation has been prepared.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Ksilan
Bitki hiicre duvarlar: dogadaki en dnemli fikse edilmis karbon kaynag: olup lig farkls
polimerik yapidan olusur: Seliiloz, hemiseliiloz ve lignin (Thomson, 1993). Bu tiglii yap:

lignoseliiloz olarak isimlendirilir. Hemiseliiloz, seliilozun hemen ardindan gelen en yaygin

polisakkarit olup lignoseliilozik yapida kuru agirlifin %227 sini olugturur (Biely, 1984, Puls

ve Schseil, 1993).

Ksilan, bitkide ana hemiselillozik yap: olup dogada yeniden déniigtiiriilebilir biyokditlenin
{icte birini olusturur, Bitki kuru agirligimin ksilan yiizdesi bitki kaynagina gore degi$if. Buna
gore, sert agag, kozalakls agac ve yillik bitkilerde ksilan yiizdesi sirasiyla 15-10, 7-10 ve 30

araliginda degismektedir (Bakar, 2005).

Ksilan, esparto ¢imeni ve tiitiin digindaki biitiin bitkilerde heterojen yapidadir. Ksilan polimeri
cogunlukla B-D-1,4- bagiyla birlesmis D-ksiloz iskeletinden clugmustur. Bu ana iskelete

baglanan asetil, arabinosil, ve glukuronosil yan gruplar: ksilan molekiliinii dallanmis ve

heterojen bir yapiya déniistiirmektedir (Sekil 1). Tablo 1°de gortildiigit gibi yan zincirlerin

kompozisyonu ve frekans: ksilan kaynagina bagh olarak degisim gostermektedir.
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Sekil 1. Misir kabuguna ait heteroksilan yapist (Saha, 2000).

Tablo 1. Izole edildigi bitkisel kaynaga bagli olarak ksilan kompozisyonundaki cesitlilik

(Saha, 2000).

Ksitan kaynag Hus agaci Piring kabudu  Bugday arabino-  Musir lifi
% Ksilan kompozisyonu  ksilam nitral ksilan ksilam hemiseliilozu
Ksiloz 39.3 46.0 65.8 48.0-54.0
Arabinoz 1.0 44.9 3355 33.0-35.0
Glukoz 1.4 1.9 0.0
Galaktoz 0.0 6.1
Mannoz 0.0 0.0

Anhidrofironik asit 8.3 1.1

Glukuronik asit 0.0 0.0

———




Sert agag ksilaninin (asetil-4-O-metilglukuronoksilan) polimerizasyon derecesi 200
civarindadir. Ksilan ana iskeletindeki D-ksilopiranosit iiniteleri, C-2 ve/veya C-3
pozisyonunda asetik asit ve C-2 pozisyonunda asetil-4-O-metilglukuronik asit ile bag
olugturmaktadir. Ayrica, bir ¢ok sert agag ksilamnda az miktarda D-galakturonik asit ve D-
ramnoz da bulunmaktadir (Eriksson ve ark., 1990; Komerlink ve Voragen, 1993; Coughlan ve

Hazlewood, 1993).

Kozalakli aga¢ ksilanimin (arabino-4-O-metilglukuronoksilan) polimerizasyon derecesi
120’ den fazladir. Ksilan iskeleti, C-2 pozisyonunda 4-O-metil-a-D-glukuronik asit ve C-3
pozisyonunda ise L-arabinoz ile dallanmis yap: olugturmaktadir. Bundan bagka, bir gok

kozalakli agac ksilani, D-galakturonik asit, ve D-ksiloz gibi gruplara sahiptir.

Cimen ksilam kiiciik miktarda, 70 polimerizasyon derecesinde 4-O-metil-o-D-glukuronik asit
icermektedir. Ayrica, ksilanin yapisinda C-2 ve/veya C-3 pozisyonunda yiiksek miktarda L-
arabinosil ve az miktarda O-asetil yan gruplar1 da bulunmaktadir (Coughlan ve Hazlewood,

1993).

Arabinoksilan molekiiliiniin kompozisyonu ve ksilan bilesenlerinin nispi oranlan tiirden tiire,

dokudan dokuya degismektedir (Caoughlan ve Hazlewood, 1993).

1.2 Ksilanin enzimlerle parcalanmas:
Hemiselillozlarn en yaygini olan ksilan, kompleks bir yapiya sahiptir ve bu yapinin hidroliz
edilmesi i¢in farkl1 hidrolitik enzimlerin birlikte caligmas: gerekir (Sekil 2). Hidrolizde en

etkili enzim olan endo- B-1,4-ksilanaz (B-ksilanaz ya da ksilanaz) ksilan ana iskeletindeki {3 -




1,4 bagim krrarak ksilooligosakkaritleri iiretir. Bu oligosakkaritler de, daha sonraki hidroliz

stirecinde P -1, 4-ksilosidaz enzimi ile D-ksiloza ddniigtir.

Ksilanaz ve ksilosidaz enzimlerine ek olarak, ksilan molekiiliinde yan gruplara etki ederek,
ksilanin tamamen pargalanmasinda etkili yardimel enzimler de oldukga Snemlidir. a-L-
arabinofuranosidaz (EC 3.2.1.55, AF) ve a-glukuronidaz (EC 3.2.1.131) enzimleri bu
yardimet enzimlerden olup, ksilan molekiiliinde yan grup olarak bulunan arabinoz ve 4-O-
metil glukuronik asiti ana iskeletten kararak yapidan uzaklastinirlar. Esteraz (asetilksilan
esteraz, BEC 3.1.1.72.6) ise, ksilan molekiiliinde bulunan ksiloz ve asetik asit arasindaki ester

bagini kirmakla gérevlidir. Ayrica, arabinoz yan zinciri ve ferulik asit arasindaki bag ferulik

kumarik asit esteraz enzimleri ile hidroliz edilmektedir (EC 3.1.1-).
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df: Alfa-L-grebinafurenosidaz (EC 3.2.1.55)
@ Asetfesternz {(EC 3.1.1.6)

Sekil 2. Bitkisel ksilan yapist ve ksilan hidrolizinde etkili hidrolitik enzimlerin ksilan

yapisindaki etki noktalan (Saha, 2000).




1.3 Ksilanazim yapsi ve ksilanolitik enzimlerin aktivitesi arasindaki iligki

Genel olarak, ksilanazlar, farkl ksilan yapilarina kars: farkl aktiviteler gosterir. Ksilan
hidroliz orant, ksilan zincir uzunlugu ve dallanma derecesine baglidir. Aureobasidium
pullulans® 1 tirettigi grup 11 ksilanazi uzun ksilan zincirlerinin hidrolizinde (19 ksiloz
finitesinden fazla) daha etkilidir. Ayrica enzim aktivitesi, zincirde bulunan dallanmalardan
etkilenmemektedir (Liab ve ark., 2000). Bundan baska, Trichoderma longibrachiatum _
ksilanazi, § ksiloz {initesinden daha uzun ksilan zincirlerini hizla hidrolize ederken, iskelet

tizerindeki dallanmalar enzimin hidrolitik oranim belirgin bir sekilde azaltmaltadir.

Ayrica, bazi ksilanazlarin, 4 va da 5 ksiloz {initesini i¢ine alabilen bir substrat baflanma
bélgesine sahip oldugu ve yapida yan grup olarak bulunan arabinosil iinitelerinin de
ksilanazin ksilan iskeletine baglanmasini engelleyebilecedi distinitlmektedir (Biely ve ark,
1992). Gergekten de Polyporus tulipiferae ksilanazi, etrafinda birkag arabinoz yan grubu
bulunduran ksilan bélgelerini hidroliz edememektedir (Brillouet ve ark., 1987). P..
fulipiferae 'in tersine, Butyrovibrio fibrisolvens H17¢ ksilanaz aktivitesi, arabinoz yan
tnitelerinden etkilenmemektedir ve enzim, ksilan iskeletini arabinoz iinitesinin oldugu

bélgelerden de hidroliz edebilmektedir (Hespell ve Cotta, 1995).

1.4 Ksilanaz iireten Mikroorganizmalar

Ksilanaz tireten bir¢ok ksilanolitik mantar (Trichoderma spp, Aspergillus spp.), ve baicteri
tlirleri (Bacillus spp.) tanmimlanmistir, Mantar (Tablo 2) ve bakteriyel kaynakli (Tablo 3)
ksilanolitik enzimlerin kapsamli biyokimyasal analizi yapilmis, biiyiik sayida enzim
saflagtirilarak karakterize edilmistir. Ayrica literatiirde ksilanaz geninin klonlanmasi,

sekanslanmasi ve ekspresyonuna ait gahismalar da bulunmaktadir.




Bacillus polymyxa, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Cellulomonas fimi, Clostridium
acetobutylicum, Streptomyces lividans, Streptomyces flavagriseus, Aspergillus fumigatus,
Neurospora crassa, Trichoderma viride, Pichia stipitis, ve Candida shehatae mezofilik

bilylime ortaminda ksilanaz tiretmektedir (Gosalbes ve ark., 1991; Wong ve ark., 1988).

Ayrica, Thermomyces lanugiosus (DSM 3826) (Schlacher ve ark, 1996), Clostridium
thermocellum (DSM 1237) (Royer ve ark., 1989), ve aktinomiset Thermomonaspora alba

ULJB1 (Blanco ve ark., 1997) tarafindan iiretilen termofilik ksilanazlar da bulunmaktadir.




Tablo 2. Mantar ksilanazlarin fizikokimyasal tzellikleri.

Mikroorganizma

Mw (kDa)
(SDS-PAGE)

pl

Optimum sicaklik

(°C)

Optimum pH

Rhizopus oryzae

{Bakir ve ark., 2001)

Trichoderma reesei

(Tarrenen ve ark., 1992)
Fusarifum  oxysporum  f.sp.
lycopersici  (Ruiz ve ark.,

1997)

Acrophialophora nainiana

{Cardoso ve Filho, 2003}

Sporatrichum thermophile

(Tokapas, 2003)

Trichoderma harzianum E38

(Tan ve ark., 1987; Tan ve
ark., 1985; Wong ve ark,
1986, Wong ve ark., 1988°da

referans verilmistir)

Trichoderma
73022
(Woaod ve McCrae, 1986)

koningii  TMI

Aspergillus oryzae
(Kitanono ve ark., 1999)

Humicola grisea var,

thermoidea

{Neto ve Filho, 2004)

22

19-20

40

90-120

17.7,29.0

35

n.d

3.7

n.d

4.0

73,72

n.d.

n.d

55

40

35

70

50, 45-50, 60

50, 60

60

55-60

45

3.7

6.5

5.0

5.0,4.5-5.0,5.0

4.5-5.5,4.5-6.0

4.5-6.5




Tablo 3. Bakteriyel ksilanazlarn fizikokimyasal 6zellikleri.

Mikroorganizma My (kDa) pl Optimum Optimum pH
(SDS-PAGE) sicaklik (°C)
Bacillus pumilus SB-M13 24.8 6.2 60 7.5

(Bu ¢aligma)

Bacillus stearothernophilus T-6 43.0 5.0 n.d 6.5
(Khasin ve ark., 1993)

Bacillus sp. sus 41M-1 36.0 3.3 30 9.0
{Nakamwura ve ark,, 1993)

Bacillus circulans WL-12 15.0°,85.0° 9.1,4.5 nd 5.5-7
(Esteban ve ark,1982, Wong ve

ark., 1988 da referans verilmistir)

Clostridium  acetobutylicum ATCC 29 8.5 60 5.5-6.0
824
(Lee ve Fosrberg, 1987)

Streptomyces sp. sug KT-23 44.0 6.9 55 5.5
(Nakajima, ve ark., 1884)

" Mw jel filtrasyon kromatografisi ile belirlenmigtir, n.d: tammianmamugtir.

Ksilanazlarin 50°C ve alkali pH’da kullanilabilir olmasi, kagit endiistrisi i¢in oldukc¢a
onemlidir. Mantar ksilanazlarinin nétral ve asidik pH'da aktif olmasina ragmen, bakteriyel
ksilanazlar daha yiiksek pH degerlerinde (alkali ortamda) daha aktiftir ve kagit endiistrisi icin

daha uygundur.

Tablo 4’de Erikson ve arkadaslarinin (1990) farklt ksilanaz {ireticileri ve ksilanaz tretim

seviyelerinin kargilagtumasma ait ¢alismanin  sonucu verilmistir. Bu tabloda Trichoderma




reesei 1simli kitftn digerlerine gére en yﬂksék ksilanaz aktivitesi verdigi ve bu aktivitenin 130

U/ml oldugu gorilmektedir.

Literatiirde kiiflerin yam sira, birgok bakteri ksilanazi da karakterize edilmistir. Endiistriyel
fermantasyonlarda kullamim yayginlig: acisindan en ¢ok caligilan bakteriyel ksilanaz tireticisi
Bacillacea’dir (Pham ve ark., 1998). Bacillus fermentasyonlarindan yiiksek miktarda ksilanaz
Uretimini saglamak bu mikroorganizmamn endistriyel uygulamalarda kullammi agisindan
tnemlidir. Samain ve arkadaglar: (1997) yari-kesikli Bacillus fermentasyonu sonucunda 1000
U/ml ksilanaz aktivitesi elde etmistir. Bu da Erikkson ve arkadaslarimin 7. reesei” den buldugu

130 U/ml olan ksilanaz aktivitesinden oldukga fazladir.

Tablo 4: Farkli mikroorganizmalarda ksilanaz aktivitelerinin karsilastirnlmasi (Eniksson ve

ark., 1990; Poutanen ve ark., 1987).

Mikro-organizma Ksilanaz Ksilanaz

aktivitesi, kat/m!  aktivitesi,

U/ml
Trichoderma reesei 2170 130
Aspergillus awamori 200 12
Fusarium oxysporum 62 4
Bacillus subtilis 311 19
Streptomyces olivachromogenes 50 5

! nkat: 0,06 U




Laboratuvarimizda yapilan calismalar sonucu, toprak izolati olan B. pumilus SB-M13 susunun
1yl bir ksilanaz tireticisi oldugu bulunmusgtur (Biran, 2001). Fermentasyon ortami
optimizasyonu yapilmadan bile, 108 U/ml ksilanaz aktivitesi bulunmustur. Bu sonug

literatiirde belirtilen miktarlarla kiyasligmda oldukea iimit vericidir.

1.5 Ksilanolitik enzimlerinin endiistriyel kullanimi

Tarnmsal bitki atiklar dogada kirlilige sebep olmaktadir. Ksilamin dogada yayginhgi,
ksilanazlarin biyo-doniistiirme igleminde kullanimim ve bu atiklarin yakst, tek hiicre proteini,

ksiloz ve ksitol gibi yararl: tiriinlere déniistiiriiimesini gerektirir.

Ksilanaz molekiiliiniin hidrolizinde, ksilanaz, ksilosidaz ve yan gruplarimn kimilmasinda etkili
yardumei enzimler sinerjik ¢alisirlar, Yardime:r enzimler dallanmalar: ortadan kaldirarak, ana
iskelette ksilanaz enzimi i¢in yeni etki alanlan olugtururlar. Gergekten de, arabinoksilan
molekiiliiniin monosakkaritlere déniismesi, yan gruplari kiran yardimei enzimler ve ana

iskelete etkili enzimlerin sinerjik galismasi ile miimkiindiir (Serensen ve ark., 2005).

Ksilan hidrolizinde etkili enzimlerin, hemiseliilozik biyokiitlenin yakit ve kimyasal iirfinlere
donigtiirtilmesi, kagit hamurunda ligninin uzaklagtirilmasi, meyve sulanmn berraklastirilmasa,
hayvan yemi sindiriminin ve besin deZerinin arttinlmast, meyve suyu ve garap aromasinin
arttinlmasi, pentoz igeren disakkaritlerin sentezlenmesi gibi islemlerde kullanilmasi, bu

enzimleri endiistriyel olarak degerli kilmaktadir. (Rahman ve ark., 2001; Makkonen ve ark.,

2005; Wong ve ark, 1988; Gunata ve ark, 1990 ; Spagna ve ark.,1998; Rémond ve ark., 2004).




1.6 Ksilanaz enziminin molekiiler biyolojisi

Literatiirde Bacillus ksilanaz geni izolasyonu ve ekspresyonuna ait birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Ksilanazin &zellikle kagﬁ endiistrisinde kullammi (Wong ve ark, 1988)
ksilanaz aktivitesi yiiksek, selillaz {iretimi olmayan iireticilerin bulunmasini gerelctirir. Bunu
saglamak icin en iyi strateji, izole edilen ksilanaz geninin seliilaz firetmeyen bir bagka tagiyrer
icine yerlestirilmesi ve eksprese edilmesidir. Bacillus ksilanaz geninin bu amagla izole edilip
E. coli’ ye aktanlip ekpresse edilmesine ait ilk caligma Bernier (1983) tarafindan rapor
edilmistir. Daha sonra ksilan hidroliz enzimlerinin klonlama ve ekspresse etme ¢aligmalar:

devam etmistir (Pechan ve ark., 1990, Grange ve ark., 1996).




BOLUM 2

DENEYSEL YONTEMLER

2.1 Toprak izolati Bacillus susunun izolasyonu ve saklanmasi

Cahsmatﬁlzda kullamlan toprak izolatt Bacillus SB-M13 susu, Tiirkiye’nin farkli bﬁlgeierine
ait toprak rneklerinden izole edilen yiizlerce izolat igerisihden secilen, iyi bir ksilanaz
tireticisidir. Topraktan izolasyon, Avcioglu ve arkadaglarin (2005) yayimladigr makalede
belirttigi yontem kullamlarak yapilmistir ve izolat bu proje kapsamimda API 50 CH-API 50
CHBVE kiti (BioMérieux), yag asit ve FAME profil belirleme galigmalar ardindan (Sasset ve

ark., 1990, ve Khoodoo ve ark. , 2005) Bacillus pumilus olarak tamimlanmistir.

Bacillus pumilus, 30 °C’de igerisinde (A/H): % 1.0 glukoz, % 0.5 pepton, % 0.5 maya ziitii,
% 0.1 KHaPOy, % 0.02 MgSQy, % 2.0 agar ve ortama ayrica steril edilerek eklenen % 0.01
Na;CO; bulunduran kat1 besi yerinde ¢ogaltildiktan sonra 4°C’de saklanmistir. Ayrica, sivi
ortamda ¢ogaltilan mikroorganizma, % 30°luk gliserol igerisinde -20 °C ve -80 °C’de uzun

sitre depolanmuigtir.

2.1.2 Toprak izolat1 Bacillus susunun tanimlanmasi
Mikroskobik degerlendirme, gram boyama ve hareketlilik testlerinin (Biran, 2001) ardindan,
toprak izolat: Bacillus SB-M13, agagida ayrt baghklarda belirtilen diger mikrobiyolojik ve

biyokimyasal teknikler kullanilarak tanimlanmistir.




2.1.2.1 Endospor boyama
Toprak izolat1 Bacillus SB-M13 susunun endospor iiretme yetenedi, en yaygin endospor
boyama teknigi olan Schaeffer-Fulton metodu kullamlarak test edilmistir

(http://howie. myvweb,uga.edu/stainine html). Bu metoda gire, bakteri yaymasi temiz

mikroskop cami iizerinde hazirlanarak oda sicakliginda kurutulmus ve 1s1 ile sabitlenmistir.
Uzeri kagit haviu ile kapatilan mikroskop cami su banyosuna yerlestirilen boyama rafi {izerine
koyulmusgtur. Daha sonra kagit havlu Malasit yesili (ilk boyama) ile doyurulup, mikroskop
cami buharda 5 dakika tutulmustur. Kagit havlunun kaldinlmas: ardindan, mikroskop cami
disitile su ile yikanarak fazla boya ortamdan uzaklastinlmistir. Fazla suyun
uzaklagtirilmasinm ardindan, safranin (karsi boya) mikroskop cami fizerine uygulanarak, 2
dakika beklenmistir. Fazla boyanin su ile yikanarak uzaklastirilmasimin ardindan, mikroskop
camt kagit havlu ile kurulanmistir. Son basamakta ise, mikroskop cami yaga daldirma metodu

kullanilarak 11k mikroskobunda incelenmistir.

2.1.2.2 API 50 CH-API 50 CHB/E ortam kit analizi

Bacillus tiirleri igin &nerilen “API 50 CH-API 50 CHB/E ortam” kiti (BioMérieux), tireticinin
talimatlarina gére kullanibmistrr, Kit sistemi kullanilarak yapilan tarimlama, toprak izolat: B.
pumilus SB-M13 sugunun, kit seritleri {izerinde bulunan 49 farkl: karbonhidrat: fermente
edebilme yetisine baglidir (Ek A ve B). Karbonhidratlarin fermente edilmesine bagl pH
degerindeki degisim, indikatorler sayesinde renk degisimi olarak gézlemlenerek, sonuclar -/+
renk degisimi seklinde degerlendirilmistir. Bu degerlendirmenin ardindan, O.D.T.U. Saglk
- Merkezinde bulunan Veri Bankasi (V3.0) kullanilarak, izolata ait biyokimyasal profil

belirlenmistir.
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2.1.2.3. Yag asit analizi

Yeditepe Universitesi tarafindan, izolata ait yag asiti 8ztitlenmesi yapilmig, gaz
kromatografisi kullanlarak yag asiti metil ester (FAME) profili belirlenmis, ve bu profil
standart profil kiitliphanesindeki veriler ile karsilagtirilarak, toprak izolat: net olarak

tammlanmigtir,

2.2 B. pumilus SB-M13 ksilanolitik sistemi

2.2.1 B. pumilus SB-M13 ksilanolitik enzimlerinin iiretimi

Bacillus pumilus SB-M13 ksilanolitik enzim tiretimi, icerisinde 100 ml s1v1 besi yeri bulunan
250 mI’lik erlenlerde calkalamali inkiibatorde 30°C, 175 rpm’de 7 giin boyunca yapiimigtir.
Agar tizerinden tek koloni almarak 6n sivi besi yerine (5 ml) transfer edilmis ve hiicreler bir
gece ¢cogaltiimistir. Daha sonra 6n sivi besi yerinde gogaltilan hicreler (5 ml), 100 ml sivi

besi yerine aktarilarak hiicreler 7 glin gogaltiimustir.

Siv1 besi yeri icerisinde (A/H):, % 0.5 NaCl, % 0.25 maya §zitit, % 0.1 KH,PO4, % 0.02
MgSQO, ortama ayr: steril edilerek eklenen % 0.01 Na;CO;, ve tek karbon kaynag: ve
indiikleyici olarak da % 3.0 tarimsal atik (misir kogani, bugday ve piring kabugu)
kullamlmistir, Tarimsal atiklar, mekanik yollarla 6gtittiltp, kiiciik tanecikli yapiya
doniistiirilmils ve buhar hidrolizine tabi tutulmustur. Buhar hidrolizi igin, tarimsal atiklar
121°C’ de 30 dakika otoklavda bekletilmistir. Daha sonra, bir gece 100°C’de kurutulan

atiklar %3 oraninda besi yerinde kullanilmigtir (Bakar ve ark., 2001).

Deney sirasinda, belirtilen fermentasyon ortamlannda, ksilanolitik enzimlerin (o-L-
arabinofuranosidaz, B-galaktosidaz, endo--ksilanaz, ve B-ksilosidaz) zaman bagl {iretimi 7

glin boyunca takip edilmistir. Caligmada ksilanolitik enzimlere ek olarak, B-glukosidaz
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enziminin fermentasyon ortamlarinda {iretiminin zamana bagl degisimi de incelenmistir. 3-
glukosidaz enzimi, selitloz molekiiliiniin sonunda bulunan indirgemeyen (-D-glikozu serbest

birakarak selitloz hidrolizinde rol alan bir enzimdir.

Ayrica, arabinozun ksilanolitik enzimlerin tiretimine etkisini belirlemek amaciyla arabinoz,
konsantrasyonu %1.0 ve %0.5 (A/H) olacak sekilde, igerisinde 6giitiilmiis %3 misir koganini
tek karbon kaynag: ve indiikleyici olarak bulunduran fermentasyon ortamina eklenmis ve

enzimlerin tiretimi takip edilmistir.

Fermentasyon ortamindan alman émekler 11,000 x g’de 40 dakika santrifij edilmis ve
supernatant, kaba enzim &ziitii olarak kullamilmugtir. Bacillus pumilus SB-M13 enzim liretim
profili, 7 giin boyunca her giin fermentasyon ortamindan alinan kaba enzim &ziitii

orneklerinde enzim aktivitesi 6lgtimii ile belirlenmigtir.

2.2.2 Ksilanolitik enzimlerin aktivite dlciimii

AF (a-L-arabinofuranosidaz), GAL (B-galaktosidaz), XYL (B-ksilosidaz), ve GLU (B-
glukosidaz) aktiviteleri sirasiyla sentetik p-nitrofenol glikosid- p-nitrofenil-a.-L-
arabinonofuranosid, p-nitrofenil-B-D-galaktopiranosid, p-nitrofenil-f-D-ksilopiranosid, ve p-
nitrofenil-B-D-glukopiranosid substratlar kullanilarak sleiilmiistiir. Aktivite 6lelimil igin p-
nitrofenil-a.-L-arabinonofuranosid {p-NPAraf) 2 mM ve diger substratlar 10 mM

konsantrasyonunda kullaniimistir.

Reaksiyon karisimz; 0.5 ml 2 mM p-NPAraf soliisyonu (Kaneko ve ark., 1998) ya dal0mM

diger substratlar, 0.4 ml of 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu ve 0.1 ml enzim soliisyonu ile




kanigtirilmig ve 40°C” de tutularak ilgili enzim aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Enzimlerin baglangig
reaksiyon hizlari, enzim aktivitesi sonucu olusan serbest p-nitrofenol (p-INP) miktariin,
s.pektrofotomektrik olarak 5 dakika boyunca her 15 saniyede bir 410 nm’ de takip edilmesiyle
belirlenmistir. Bir iinite enzim aktivitesi (U); belirtilen aktivite lgtim gartlarinda bir
dakikada, 1 pmol p-NP lretebilen enzim miktari olarak tamimlanmistir.

(Caligmalarda biitiin deneyler en az iki kez tekrarlanmis ve ortalamalar1 verilmistir.

2.3, B. pumilus SB-M13 ksilanaz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu

2.3.1 Ksilanaz iiretimi

Hiicre tarafindan disa salinan bir enzim olan ksilanazin iiretimi, Bacillus pumilus SB-M13
sugunun, icerisinde 100 ml sivi besi yeri bulunan 250 ml’lik erlenlere asilanmas: ile
¢alkalamali inkiibatérde 30°C, 175 rpm’de gerceklestirilmistir. S1vi besi yeri icerisinde (A/H):
% 3.0 musir kocami (tek karbon kaynag: ve indiikleyici olarak), % 0.5 NaCl, % 0.25 maya
oziitll, % 0.1 KH2PO4, % 0.02 MgSO,, ve ortama ayn steril edilerek eklenen % 0.01 Na,CO;

bulunmaktadir. Mekanik yollarla parcalanan ve elekten gegirilen misir kogant, 121°C* de 30

dakika otoklavlanip, bir gece 100°C’de kurutulduktan sonra besi yerinde kullanilmigtir (Bakir
ve ark., 2001). Fermentasyon ortamindan alinan 6rnekler 11,000 x g’de 40 dakika santrifij
edilmis ve supernatant, kaba enzim Oziiti olarak kullamlmigtir. Bacillus pumilus SB-M13
ksilanaz {firetim profili, her pgiin fermentasyon ortamindan alinan kaba enzim &ziitil

orneklerinde ksilanaz aktivitesi élgiimii ile belirlenmistir,

2.3.2 Ksilanaz aktivite élgiimit
Ksilanaz altivitesi, 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu iginde hazirlanmig ve % 1.0°1ik hus agaci
ksilami substrat olarak kullanilarak 40 °C’de &lgillmiigtiir. Reaksiyon karigimi (enzim:

substrat; 1:10) 40 °C’de inkiibe edilmistir. Her on beg saniyede bir 11 ml’lik reaksiyon
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kangimindan alman 1.0 ml’lik dmekler, 1.5 ml Dinitrosalisilik asit (DNSA) reaktifi ile
kanstirarak, 5 dakika kaynatilmigtir. Sogutulan Srnekler spektrofotometrede 540 nm de
okunarak, drneklerdeki indirgen seker miktari, ksiloz standartlar1 kullamlarak belirlenmisgtir.
Aktivite hesaplamalarinda baslangi¢ reaksiyon hizi baz alinmistir. Bir tinite ksilanaz aktivitesi
(U); belirtilen aktivite olgitm sartlarinda, bir dakikada 1 pmol ksiloz dengi indirgen seker

liretebilen enzim miktar: olarak tamimlanmugtir.

2.3.3 Protein Derisiminin Saptanmasi
Orneklerdeki protein konsantrasyonu Bradford (1976) yontemi ile bovin serum albumin

(BSA) standardi kullanilarak belirlenmistir.

2.3.4 Ksilanaz enziminin saflagtirmasi

Enzim saflastirma c¢aligmalari, orta basing sivi kromatografisi  sistemi ve &nceden
doldurulmug hazir kolonlar (AKTAprime saflastirma sistemi ve kolonlar;; GE Healthcare,
Amersham Biosciences, Uppsala, Sweeden) kullanilarak oda sicaklifinda gergeklestirilmistir,
Kromatografi sonunda saflagtirma kat sayisi hesabi, saflagtirma kromatogrami baz almarak

bilgisayar programi ile yapilmstir.

Aynigtirma prensibi birbirinden farkli olan jel filtrasyon, iyon degisim ve degisik hidrofobik
etkilesim kolonlarimin ksilanaz enziminin saflastirmasindaki performans: &n deneylerde
denenerek belirlenmigtir. Hidrofobik etkilesim kolon ¢alismalarmmn ilk agamasinda, iginde
farkl: ligand tipinde dolgu maddesi bulunduran hidrofobik etkilesim mini kolonlarinin (Tablo
5), kiigiik 6lgekte ksilanaz saflagtirma performans: denenmistir. Hiload 16/10 Fenil sefaroz

yiiksek performans hidrofobik kolony, (20 ml, 1.6 cm x 10 ¢m) saflastirma ¢alismalarinda

NaCl konsantrasyonu 3.5 M sabit tutularak farkli pH aralifinin (pH 6.0-7.5) saflastirmaya




etkisi arastirilmistir Bu 6n denemelere gore, fenil sefaroz hidrofobik etkilegim kolonundan,
diger hidrofobik kolon tiplerine, jel filtrasyon ve iyon etkilesim kolonlarina gore ¢ok daha iyi
sonug elde edilmis ve ksilanaz enzimi tek asamada % 31 aktivite geri kazamim ile 186 kat
saflagtimlmigtir. Fenil sefaroz hidrofobik kromatografi kolonu ile tek asamada iyi bir

saflastirma yapilabildiginden, bundan sonraki ¢aligmalarda bu kolon tipi kullamlmigtir.

2.3.4.1 Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolonuna uygulanacak ¢rnekler én-muameleye tabii tutulmugtur. On
muamele sirasiyla; oda sicakliginda, kaba enzim oziitiine direkt olarak tuz (amonyum siilfat
yada sodyum kloriir) eklenerek oziitlin hidrofobisitenin arttiriimasi, karigimin pH’imn
ayarlanmas:1 ve 0.45-mikron-g&zenek-bityilkliigiinde siringa filtreleriyle stiziilmesidir. Bu
islemler ardindan, kaba enzim &ziiti, kendisi ile aym pH, tuz tip ve konsantrasyonuna sahip
baslangic tamponuyla dengelenmis olan kolona uygulanmistir. Kolona baglanmayan
proteinler, ilk yikama asamasinda baglangi¢ tamponu ig¢inde kolondan hemen atilirken, dolgu
maddesine baglanmis daha hidrofobik proteinler azaltilmis tuz gradienti (%100-0 tuz)
uygulanmastyla, farkl tuz konsantrasyonunda gradyent elusyon asamasinda elue edilmistir.
Daha sonra, ikinci yikama agamasinda 0 M tuz konsantrasyonunda kolona gok kuvvetli

baglanan proteinlerin elue edilmesi saglanmigtir.

Calismalarda amonyum siilfat ve NaCl hidrofobisiteyi arttumak amachi kullamlmistir.
Calismalarda kullanilan tampon konsantrasyonu 50 mM olup, kullailan tampon tipi ve pH

arahifn sovyledir: sodyum fosfat tamponu (pH 6.0-8.5), glisin-NaOH (pH 9.0-10.0).




2.3.4.1.1 Hidrofobik etkilesim mini-test kolonlarinin testi

Caligmann ilk asamasinda, iginde farkli ligand tipinde dolgu maddesi bulunduran hidrofobik

etkilesim mini kolonlarimm, kiigiik 6lgekte ksilanaz saflagtirma performans: denenmistir.

Tablo 57 de &zellikleri verilen, 1 ml hacmindeki her kolon tipinin saflagtirmadaki verimliligi

farkli tuz tipi ve konsantrasyonunda ve farkh pH larda denenmistir. Kolona 0.8-1.0 ml

hacminde &n-muameleye tabii tutulmus kaba enzim o&ziiti uygulanmig, akis iz 1

ml/dakika’ya ayarlanmistir. Saflagtirma ¢alismasinda basing 0.25 MPa olarak sabitlenmis ve

her tiipte 1 ml eluate toplanarak gradyent elusyon (% 100-% 0 tuz) 20 ml hacimde

gergeldestirilmistir.

Tablo 5. Hidrofobik etkilegim mini test kolon tiplerinin Szellikleri.

Fenil sefaroz

Fenil sefaroz

Fenil sefaroz

Butil sefaroz

(Olctil sefaroz

yiiksek yiksek akis  yiiksek ﬁk1$ yitksek akiy  yliksek akis
Kolon tipi performans  kolonu (az kolonu (gok kolonu kolonu
kolonu baglanim) baglamm)
Ligand Fenil Fenil Fenil n-Butil n-Oktil
Ligand dansite 25 umol/mijel 20 pmol/mijel 40 pmol/mljel 50 umolmljel 35 pmol/ml jel
Ortalama 34 mm 90 mm 90 mm 90 mm 90 mm
tanecik
biiytiklagi
Tanecik yapis1 %6 % 6 U% 6 gaprazianmus %o 4 % 4
caprazlanmig caprazlanmig agaroz ¢aprazlanmig caprazlanmig
agaros agaroz agaroz agaroz

:
o
o
] |
1
g




2.3.4.1.2 Ksilanazin fenil sefaroz yitksek performans kolonu ile saflagtiriimasi

Farklt mini kolon tiplerinin kiigiik ol¢ekte denenmesinin ardindan, en iyi sonucun fenil
sefaroz yiiksek performans kolonu ile elde edildigi g&ritlmiistiir. Bu sonuca gre sonraki
saflastirma deneylerinde aym kolon tipinin daha bilyiik hacmi olam (Hiload 16/10 Fenil
sefaroz yliksek performans kolonu, (20 mi, 1.6 cm x 10 c¢m)) kullanilmistir. Kolona 15 ml én-
muameleye tabii tutulmus kaba enzim Ozitii yiiklenmis, akis hizn 3 ml/dakika olarak
ayarlanmis, gradyen elusyonu (3.5 M-0 M NaCl) 250 ml hacimde yapilmgtir. Basing 0.35
MPa degerinde tutulmug ve her tiipte 3 ml Srnek toplanmustir. Deney sonucunda elde edilen
saf enzim daha sonraki enzim karakterizasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir. Ayrica enzimin

saflik derecesi SDS-PAGE, IEF ve zimogram analizleri ile test edilmistir.

2.3.5 Analitik jel elekroforezi ve izoelektrik noktalama

SDS-PAGE calismalan Laemmli ve ark. 'nin (1970) metoduna gire % 4 yiikleme ve % 12°lik
ayngtirma jelleri kullanilarak yapilmistir. Molekiiler agichk standardlar: olarak 14.4, 18.4, 25,
35, 45, 66.2, ve 116 kDa biyiikliigiinde proteinler kullanilmistir (Fermentas). Jeller

elektroforezin ardindan ya giimits ya da Komasi mavi boyama teknigi ile boyanmistir,

Enzimin izo-elektrik noktasi, igerisinde pH 3.5-10.0 (Sigma} aralifinda amfolit bulunduran
IEF jellerinde Biorad 111 Mini IEF cihazi kullamlarak belirlenmistir. Kullamilan TEF
standard kansimi pl araligi 4.45-9.6 (BioRad) olup, boyamaya gerek kalmadan izlenen
standard proteinleri igermektedir. % 3 C monomer derisimine sahip olan jel, BioRad IEF
metoduna gore hazirlanmigtir. Ksilanaz Srnekleri zimogram analizine tabii tutularak aktif

ksilanaz band: ve enzimin pl noktas: saptanmigtir.




2.3.6 Zimogram analizi

Altif ksilanaz bantlann SDS-PAGE jeli iizeride Nakamure ve ark.’min (1993) zimogram
teknigi baz1 degisiklerle uygulanarak goriintillenmistir ve jel tizerine uygulanan ksilanaz
ornekleri, normal SDS-PAGE uygulamasinda oldugu gibi ¢mek tamponu ile kanigtirilarak 5
dakika kaynatumistir. Zimogram analizinde ksilanaz 6rnekleri Laemmli metodu ile hazirlanan
SDS-PAGE jelleri tizerinde yiiriitiimiistiir. Ardindan jel ve 6rneklerdeki SDS, uzaklastirtlarak
proteinler renature edilmistir. Bu islem sirasiyla; yiiriitiilmiis SDS-PAGE jellerinin 30 dakika
boyunca, dért kez 4°C’de 30 mM pH 7.0 fosfat tamponunda yikanmas: (ilk iki yikamada
tampon % 25 (v/v) izopropil alkol icermektedir), ve jelin 10 dakika boyunca 40 f’C’de
inkiibasyonunu icermektedir. Iki saat boyunca 40 °C’ de % 0.1 ksilan soliisyonunda inkiibe
edilmis olan jel, % 0.1 Kongo kirmizis: soliisyonu igerisinde 15 dakika oda sicakhiginda
boyanmustir. Jel en az 15 dakika 1M NaCl solisyonu i¢inde yikanarak fazla boyalar
uzaklastirilmis, aktif ksilanaz bantlarinin ortaya ¢ikmast saglanmistir. Jel en son olarak 1 M
HCl ile muamele edilmis, bdylece aktif ksilanaz bantlanmn koyu lacivert fonda aktif beyaz

bant olarak géizlenmesi saglanmistir.

2.3.7 pH ve sicakhgm ksilanaz aktivitesine etkisi

Ksilanazin pH bagimlihgi pH 6.0-11.0 aralifinda, 50 mM konsantrasyonunda tamponlar
kullamlarak 40 °C’ de standart enzim aktivite testi ile belirlenmistir. Istenen pH degerine
gore, sitrik asit-NayHPOQ,4 (pH 6.0), sodyum fosfat (pH 7.0-8.0), glisin-NaOH (pH 9.0-10.0)
ve karbonat-bikarbonat (pH 11.0) tamponlar1 kullanilmistir. Sicaklifin ksilanaz aktivitesine

etkisi ise 40-70 °C arasinda 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu iginde standart aktivite testi ile

calistimugtir,




2.3.8 pH ve sicakligin ksilanaz dayamkhh@ma etkisi

Enzimin pH ve sicaklik dayamklihgm belirlemek amaciyla, ksilanaz Srneklerinin pH 6.0-
10.0 araligimnda 100 dakika ve 19 saat, ve 40-70 °C sicaklik arah@inda ise 15 ve 45 dakika
inkitbe edilmis ve enzimin kalan aktivitesi pH 7.0 ve 40 °C’de standart aktivite testi ile

Slgtilerek belirlenmistir.

2.3.9 Kinetik calismalar

Hug agaci ksilan hidrolizi baslangi¢ reaksiyon mZI 2-40 mg ksilan/m] konsantrasyonu
araliginda belirlenmigtir. Baslangic reaksiyon hizina kars: substrat konsantrasyonu egrisi
cizilerek enzimin Michaelis-Menten kinetifine uygunlugu aragtinlmigtir. Ayrica enzimin

kinetik parametreleri de dogrusal-olmayan regresyon analizi (Sigma plot) ile belirlenmisgtir.

2.4 B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni izolasyonu ve klonlanmas:

2.4.1 Kromozomal DNA izolasyonu

Kat: ortamdan alinan tek koloni, 2 ml hacimli LB ortaminda aktarilarak B. pumilus SB-M13
hiicreleri bir gece boyunca gogaltilmigtir. Daha sonra 2 m1’lik kiiltiir, 30 ml hacimli LB
ortamina transfer edilerek hiicreler 30°C’de bir gece daha ¢ogaltilmistir. Hiicreler gogaldiktan
sonra ortam 3000 xg’de 10 dakika santrifiijlenerek sivi kisim atilmig ve hiicreler 5 ml SET
tamponu (75 mM NaCl ve 25 mM EDTA) icinde tekrar stispansiyon haline gettrilmistir. Son
derigimi 1 mg/ml olacak sekilde ortama lizozim enzimi eklenmis ve 37°C’de 60 dakikada
hiicre duvari pargalanmistir. Ortama 1/10 hacimsel oranda %10°luk SDS eklenmis ve tiipler
iki saat siireyle —ara sira galkalanarak- 4°C’de inkiibe edilmigtir. Cozelti hacminin 1/3°1i kadar
3M NaCl ve ¢ozelti hacmi kadar kloroform eklenmis ve tiipler oda sicaklifinda kangtinlarak

30 dakika daha inkiibe edilmistir. Iki fazli kangim 4500 xg’de 15 dakika santrifiijlenmis ve

sulu faz Pasteur pipetiyle yeni tiiplere alhinmugtir. Sulu fazdaki kromozomal DNA fizerine,




hacmi kadar izopropano! eklenip karistinidiktan sonra siispansiyon 4500 xg’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. DNA %70 etanol ile tekrar yikandiktan sonra kurutulmustur. Son olarak,
DNA uygun miktarda TE (10mM Tris-HCl ve 1lmM EDTA, pH 7.5) tamponu iginde
coziilmiis ve -20°C de saklanmistir (Posprech ve Neumann 1995). [zole edilen genomik
DNAnn saflift spekirofotomektik 6lgtimlerle belirlenmigtir. Saf DINA’nin OD 260080 degeri

1.7-1.9 araliginda olmalidir,

2.4.2 Polimeraz zincir tepkimesi

B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni, B. pumilus SB-M13 genomik DNAs1, ve ‘ileri 1/geri 27 ve
“ileri S/geri 2° primer setleri kullamilarak polimeraz zincir tepkimesi ile izole edilmistir.
Ksilanaz geni PCR ile ¢cogaltilmas: ardindan, genin i¢ kismindan dizayn edilmis primer (ig
ileri ve i¢ geri ) seti kullamlarak “nested PCR” yapilmigtir.

Heri 1: 5'- GG CTCGAG ATG AAT TTG AAA AGA TTG AGG CTG TTG-3’
Xho! cut site

lleri5:  5-G CT CGA GGA AAC GAT TTA TGA TAA TAG GAT AGG GAC -3'
Xhol cut site

Geri2: 5-CTG CAG TTA TCG GAT CAT CAG CTG ATT CGT CAT GAC-3’
Pstl cut site

Igileri:  5°- TGT CTA TGG CTG GAC ACA ATC-3’

Ig geri: 5°- GCT TTG GTA GCC TTC TAC AGT-3’




1 ATGAATTTGA AAAGATTGAG GCTGTTGIITT GTGATGTGTATTGGATTTGTCTGACACTG

fleri 1 primer
61 ACGGCTGTGC CAGCTCATGC [GGAAACGATT TATGATAATA GGATAGGGA(Q CACAGCGGA
) ileri 5 primer
121 TACGATTTTG AATTATGGAA GGATTACGGA AATACCTCGA TGACACTCAA TAACGGCGGG
181 GCATTTAGTG CAAGCTGGAA CAATATTGGA AATGCCTTAT TTCGAAAAGG AAAGAAGTTT
241 GATTCCACTA AAACTCATCA TCAACTTGGC AACATCTCCA TCAACTACAA CGCAGCCTTT
301 AACCCGGGCG GGAATTCCTA TTTATG TGTC TATGGCTGGACACAATC TCC ATTAGCTGAA
Ic ileri
361 TACTACATTG TTGAGTCATG GGGCACATAT CGTCCAACAG GAACGTATAA AGGATCATTT
421 TATGCCGATG GAGGCACATA TGACATATAT GAAACGCTCC GTGTCAATCA GCCTTCTATC
481 ATTGGGGACG CTACCTTCAA ACAATATTGG AGTGTACGTC AAACAAAACG CACAAGCGGA
541 ACTGCTTCCG TCAGTGAGCA TTTTAAAAAA TGGGAAAGCT TAGGCATGCC AATGGGAAAA
601 ATGTATGAAA CAGCATTAAC [TGTAGAAGGC TACCGAAGCA| ACGGAAGTGC GAATIGTCAT
Ic geri**

661 [ACGAATCAGC TGATGATICG ATAA|

Geri 2 primer

Sekil 3. B. pumilus SB-M13 susu ksilanaz geni (AF220528) ve primer bélgeleri. Koyu renkte
ve alt1 ¢izili bazlar signal peptid bilgesini gdstermektedir. ** I¢ geri primer bélgesinde

sadece koyu renkte gosterilen baz farkhidir.

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) i¢in tepkime bilesimi (50pl)

10x PCR tamponu Sul
MgCly (25 mM) 4ul
ANTP (1mM) 10ul
Ileri primer (10uM) 1l
Geri primer (10puM) tul
Template DNA 2.5ul
dH,0 26pl

Taq polimeraz 0.5ul




PCR cihaz: ¢cahyma programi

Sicaklik Siire (dakika) Ddngii sayis1
T1:94°C 5 1
T1: 94°C 1 30

T2: 65°C /*55°C 1/*0.5 30
T3:72°C 1 30
T3:72°C 15 1
T4: 4°C 15 1

* ; Icerden dizayn edilen primer seti igin kullanilan sartlar.

2.4.3 PCR iiriinlerinin temizlenmesi

PCR iiriinleri agaroz jeli izerinden Gene Mark’jel elusyon kiti’ kullanilarak saflagtinlmustir.
Metoda goére, ilgili PCR triinleri % 1’lik agaroz jelinde yiiriitiilerek, ilgili PCR banti jelden
kesilip steril 1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine koyulmustur. Her bir tiip icerisine, jelin agulig:
kadar ‘baglama ¢&zeltisi® eklenmistir. Daha sonra tiipler, igerisindeki jel tamamen eriyene

kadar 65 °C’de inkiibe edilmistir. Eriyen jel-DNA soliisyonu, santrifiij kolonuna yiiklenerek

kolon-mikrosantrifiyj tiipii kompleksi 13.000 rpm’de 4 °C’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen alt faz atilarak, 700 ul ‘yikama ¢ézeltisi” kolona yiiklenmis ve
kolon-mikrosantrifiyj tiipil kompleksi 13.000 rpm’de 4 °C’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Yine alt faz atilarak, kolon-mikrosantrifiij tiipii kompleksi 13.000 rpm’de 4 °C’de 3,5 dakika

daha santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine takilarak, iizerine sicaklipi

dneeden 60 °C’ye ayarlanmis steril su eklenerek, kolon 13.000 rpm’de 4 °C’de 1 dakika daha
santrifil] edilmistir. Béylece, PCR tiriinii saf olarak elde edilmis ve érnekterin konsantrasyonu

(OD2g0) ve saflign (OD 2500280) UV spektrofotometrede belirlendikten sonra drnekler -20°C’de

saklanmistir,




2.4.4 DNA dizin analizi

Tleri 5/geri 2 primer seti kullanularak PCR y&ntemiyle ¢ogaltilan B. pumilus SB-M13 ksilanaz
geni ve nested PCR sonucu elde edilen ksilanaz gen parcasi jelden saflagtirilarak gen dizin
analizine génderilmistir. Gen dizin analizi, ic ileri/i¢ geri primer seti kullanilarak Refgen
(ODTU Kent, Ankara) laboratuvarinda yapilmistir, Béylece, 603 bp’lik ksilanaz geninin 560

bp’lik kismi1 ve 314 bp’lik nested PCR {irliniine ait DNA dizilimi belirlenmistir.




BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Toprak izolat1 Bacillus SB-M13’iin tanimlanmast

Toprak izolatt Bacillus M-13 laboratuvarimizda daha &nce katalaz pozitif, hareketli ve Gr (+)
basil olarak kismen tanimlanmigtir (Biran, 2001). Bu ¢alismada da Bacillus M-13 sugunu
daha ileri derecede tanimlamak amaciyla, endospor boyama teknigi, API 50 CH-API 50
CHB/E ortam kiti (BioMérieux), yag asiti analizi ve FAME profili (Sasser ve ark., 1990, ve
Khoodoo ve ark., 2005) kullamilmistir. Sonug olarak, Bacillus SB-M13 susunun sporlanan bir
bakteri oldugu (Sekil 4) ve yapilan biyokimyasal testler sonucunda (Ek A ve B), susun kesin
olarak Bacillus pumilus oldugu belirlenmis ve sus Bacillus pumilus SB- M13 olarak

isimlendirilmistir.

3.2 B. pumilus SB-M13 ksilanolitik sistemi

B. pumilus SB-M13 igerisinde tek karbon kaynag ve indiikleyici olarak %3 ﬁgﬁtﬁlmﬁ$ misir
kogami, bugday kabugu veya piring kabugu gibi tarimsal atik igeren fermentasyon ortaminda
calkalamal erlen biyoreaktorlerde ¢ogaltilarak, 7 giin boyunca kiiltiirden alinan kaba enzim
dzﬁtﬁ grneklerinde, hiicre digi ksilanolitik enzimlerin {iretimi arastirilmisgtir. Buna ek olarak,
21.0 ve %0.5 final konsantrasyonundaki arabinozun, igerisinde %3 misir koganini tek
karbon kaynag olarak bulunduran fermentasyon ortaminda, ksilanaz enzimlerinin {iretimine

indiikleme etkisi de incelenmigtir.

Kagit ve kagit hamuru endiistrisindeki uygulamalar igin, icerisinde seliiloz pargalayan enzim

bulundurmayan ksilanaz enziminin hazirlanmas: oldukg¢a Snemlidir. B. pumilus SB-M13




0.003 FPU gibi oldukea az seliilaz aktivitesine sahip oldugu igin kagit sanayi inde, kagit
hamurunun beyazlatilmasinda kullanilma olasiligi vardir. (Biran ve ark., 2006; basima
yollandt). Bu nedenle, ¢alismanuzda ksilanolitik enzimlere ek olarak, seliiloz hidrolizinde

gorev alan diger bir enzim olan B-glukosidaz tiretimi de aragtirilmigtir.

Sekil 4. Bacillus pumilus SB-M13 endospor boyama resmi. (Yesil yapilar endosporiar, ve

pembe yapilar vejetatif hiicreler).

3.2.1 B. pumilus SB-M13 hiicre disi ksilanolitik enzimlerinin zamana bagl iiretimi

B. pumilus SB-M13, %3’litk misir kogani {izerinde gogaltildifinda, $ekil 5°te goriildiigi gibi
AF, XYN ve GAL enzimlerini iiretmistir. AF ve XYN sentezi fermentasyonun ilk giiniinden
baslayarak hizla artmis ve 4. giinde maksimum seviyeye ulagmistir. Boylece, XYN ve AF
aktiviteleri, 4. giinde sirastyla maksimum aktivite olan 1.3 U/ml ve 108 U/ml degerlerine
ulagmistir. Daha sonraki giinlerde AF aktivitesi sabit olarak 1.3 U/ml civarinda kalirken,
muhtemelen proteaz enzimlerinin miktarindaki artig ve enzim deaktivasyonundan dolay:

XYN aktivitesi yavas yavag azalarak 7. giintin sonunda 67 U/m! olmugtur.
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AF ve XYN'n tersine, GAL sentezi ilk giln baglamamig ancak tiretim fermentasyonun 2.
gilniinde baglamistir. Ayrica, AF ve XYN ile kargilagtirildiginda, kaba enzim &ziitiinde GAL
miktarinin fark edilebilir derecede az oldugu ve maksimum GAL aktivitesi olan 0.2 U/mI’nin
4, giinde elde edildigi poriilmiistiir. Bunlara ek olarak, sekilde goriildtigii gibi, kaba enzim

szitiinde XYL ve GLU aktiviteleri bulunmamagtr.
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Sekil 5. %3 musir kogam tizerinde ¢ogaltilan B. pumilus SB-M13 kaba enzim &ziitiinde
bulunan ksilanolitik enzim aktiviteleri. Bakteri tiretimi galkalamali inktibatérde 37°C, 175
rpm’de 7 giin boyunca yapilmistir. Enzim aktiviteleri standart ¢l¢tim metotlari ile 40°C ve
pH 7.0’ de dlgtilmiistiir. Deney dort kez tekrarlanmig ve sonuglarn ortalamalar: verilmigtir.

(Enzim aktiviteleri; B: AF, €:GAL, A :XYN, o: XYL o: GLU).

Ozet olarak, enzimlerin zamana bagh {iretim profili degerlendirildiginde, AF ve XYN
sentezinin fermentasyonun baginda basladif, fakat GAL sentezinin daha sonraki giinde

gerceklesmeye basladigi gozlenmistir. Biitiin enzimler maksimum seviyeye 4. glinde




ulasmistir, Fermentasyonun ilk 4 giiniinde XYN enzimi iiretimindeki artig, AF firetiminde
belirgin bir artiga sebep olmustur. Bu da iki enzimin arasinda mulitemel sinerjiyi gosteren bir
durum olarak diisiiniilmiistiir. Buna gore, i)AF enziminin ksilan ana iskeletine bagli arabinoz
molekiiliinii uzaklastirdigy, olusan yeni yapmn XYN igin daha iyi bir substrat ve indtkleyici
oldugu ve XYN tiretimini arttirdig1, iii) X' YN miktarindaki artiga bagli olarak X YN’ ksilan
ana iskeletine etki ederek daha fazla ksilooligosalkkarit iirettigi ve olusan

ksilooligosakkaritlerin AF firetiminde daha etkili indiikleyici oldugu diigtiniilmiistiir.

Fermentasyon ortaminda tek karbon kaynagi olarak %3 bugday kabugu kullanildiginda ortaya
¢1kan ksilanolitik enzim {iretim profili, misir kogam kullamldiginda elde edilen profilden biraz
farklidir (Sekil 6). Misir kocaunin kullamildig fermentasyondaki gibi, AF ve XYN liretimi
kaltivasyonun ilk giinii baslamasina ragmen, GAL firetimi fermentasyonun 2. giintinde
baslamgtir. Maksimum GAL aktivitesi (0.3 U/ml) fementasyonun 4. giiniinde gergeklesirken,
maksimum AF (5.0 U/ml) ve XYN (105 U/ml) aktivitelerine sirasiyla fermentasyonun 6. ve 7.
giiniinde ulasilmistir. Fermentasyonun ilk 3 giinil igin AF tretimi ayn1 seviyededir, fakat bu
dnem boyunca XYN miktarinda gérillen kiigiik bir artis, muhtemelen daha sonraki glinlerde
AF tiretiminde artisa neden olmustur. Gergekten de 3. giinden baglayarak AF {tiretimi hizla
artarak maksimum AF aktivitesi olan 5 U/ml fermentasyonun 6. giintinde elde edilmistir.
Diger yandan XYN aktivitesi 3 ve 6. giinler arasinda sabit kalmistir ve bu dénemde AF
miktarindaki artis, muhtemelen fermentasyonun 6. giintinden sonra XYN {iretiminde artisa
sebep olmustur. Bunlara ek olarak, GAL iiretimi AF ve XYN tiretimine gore oldukea az
olmus ve fermentasyon siiresince kaba enzim &ziitii Srneklerinde XYL ve GLU aktivitelerine

ise rastlanmarmustir.
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Sekil 6. %3 bugday kabugu tizerinde gogaltilan B. pumilus SB-M13 kaba enzim &ziitiinde
bulunan ksilanolitik enzim aktiviteleri. Bakteri calkalamali inkiibatdrde 37°C, 175 rpm’de 7
glin boyunca gogaltilmistir. Enzim aktiviteleri standart 6l¢tim metotlar ile 40°C ve pH 7.0°
de 6l¢ilmiistiir, Deney dort kez tekrarlanmig ve sonuglarin ortalamalan verilmistir. (Enzim

aktiviteleri; ®: AF, €:.GAL, A:XYN, o: XYL o: GLU).

Kisaca, ksilanolitik enzimlerin zamana bagh tiretimi degerlendinildiginde, AF ve XYN
enzimlerinin bugday kabugu iceren fermentasyon ortaminda tiretilen 6n enzimler oldugu ve
bu tiretimin daha sonraki agamalarda GAL ile takip edildigi goriilmisttr. AF, XYN ve GAL
enzimlerinin tiretiminde bir paralellik olmamasina ragmen, enzim tretim profili bu enzimlerin
arasinda muhtemel bir sinerjinin olabilecegini gdstermistir. Baglangic AF ve XYN firetimi,
daha sonraki agsamalarda GAL iiretimini arttirdii ve GAL tlretimindeki artisin, yine takip
eden giinlerde AF ve/veya XYN iiretimini arttirabilecegi diisiinfilmiistic. GAL ve AF
enzimlerinin maksimum seviyede tiretimi fermentasyonun 4. ve 6. giiniinde gerceklesip bu
seviyenin fermentasyonun sonuna kadar (7. glin) sabit kaldig1 gérilmiigtiir. Fakat, XYN
liretimi fermentasyon periyodu arttik¢a artmig ve fermentasyonun son giinii olan 7. giinde

maksimum seviyeye ulagsmistir. Sonuc olarak, fermentasyon ortaminda biriken AF ve GLU
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aktivitelerinden dolay1, ksilan molekiilii degismis ve olus‘an yeni yapiun X YN tiretimini daha

fazla indiikleyen, dolayisiyla XYN iiretiminde artiga sebep olan bir substrat olabilecegi -

diistintilmiistiir. Ayrica, Sekil 6°de goriildiigii gibi, AF ve XYN Uretimleri belirgin bir iligkiye
sahiptir. Belirli bir dénemde X YN aktivitesindeki ¢ogalma, arabinoz igeren arabino-
oligosakkaritlerin miktarinda artiga sebep olarak, muhtemelen, daha sonraki basamakta AF
firetim miktarinda artisa sebep olmaktadir. AF miktanindaki artigin da, ksilan ve/veya
ksilooligosakkarit yapisindan arabinozu uzaklagtirarak, yeni yapiun X'YN dretimi icin daha
etkili yeni substrat oldugu ve bunun da XYN iiretiminde artisa sebep oldugu diigiiniilmiigtiir,
Bugday kabugu itzerinde AF tiretimi musir kogan iizerindeki tiretime gore daha fazla

olmusgtur.

Mikroorganizma piring kabupgu iizerinde ¢ogaltildiginda, kaltivasyonun hemen ardindan AF
ve XYN, sonrasinda da nispeten az seviyede GAL irettigi (Sekil 7), fakat enzimlerin
maksimum degerlerine birbiri ardindan ulastifi goriilmiistiir,. Maksimum AF akfivitesi olan
1.5 U/ml fermentasyonun 2. giiniinde elde edilmis ve bu seviye fermentasyonun sonuna kadar
(7giin) sabit kalmistir, Daha sonra, maksimum GAL aktivitesi olan 0.1 U/ml fermentasyonun
3. giiniinde gergeklesmis, enzim aktivitesi sonraki giinlerde azalmis ve 5. glinde tamamen
bitmistir. XYN aktivitesi ilk dért giin boyunca sabit olup, enzim tiretimi zamanla artmig ve
7. giinde maksimum seviyeye (16 U/ml) ulagmigtir. Ayrica, piring kabugu iceren kaba enzim

ziiti diger substratlarda oldugu gibi, ne XYL ne de GLU aktivitesi g&stermemistir.

Higbir fermentasyonda hiicre disi XYL ve GLU aktivitesine rastlanmamistir. Gergekten de,
B. pumilus XYL enzimi hiicre ici enzimidir (Grange, 1999) ve dolayisiyla B. pumilus SB-M13
enzim oziitiinde, XYL aktivitesinin olmamas: normaldir. Ustelik, Bacillus circulans subsp.

alkaléphﬂus’un da hiicre i¢i GLU tirettigi bulunmustur (Paavilainen ve ark., 1976). Bu




nedenle, B. pumilus SB-M13 ‘un hilcre disi GLU tiretmemesinin normal oldugu ve bu

dzellifinin de kaba ksilanaz Sziitiiniin kagit hamurunun beyazlatilmasinda kullanabilecegi

diigiiniilmektedir.

Kisaca, enzimlerin maksimum seviyeye ard arda ulasmas: (AF, GAL ve sonra XYN) AF,
GAL ve XYN enzimleri arasinda muhtemel sinerjiyi gstermektedir. Bir enzimin tretimi
digerlerinin {iretimini ve/veya iki enzimin birlestirilmis etkisinin, 3. enzimin iiretimini
arttirabilecegi diisiiniilmiistiir. Varsayimlarimiza gére, fermentasyon boyunca AF,
arabinoksilan (AX) molekiiliinden arabinozlari uzaklagtirarak (yan dallarimi pargalayarak)
ksilan molekiiliinii XYN i¢in daha etkili bir substrat haline getirmektedir. Bu da XYN

tiretiminin neden beli bir dénem sonunda belirgin bir sekilde arttifint agiklamaktadir.
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Sekil 7. %3 piring kabugu {izerinde ¢ogaltilan B. pumilus SB-M13 enzim ¢ziitiinde bulunan
ksilanolitik enzim aktiviteleri. Bakteri ¢alkalamah inkiibatérde 37°C, 175 rpm’de 7 giin
boyunca ¢ogaltilmistir, Enzim aktiviteleri standart lgtim metotlan ile 40°C ve pH 7.0’ de

Slgiilmiigtiir. Deney dort kez tekrarlanmig ve sonuglarin ortalamalar: verilmigtir, (Enzim

aktiviteleri; B: AF, €:GAL, A :XYN, o: XYL o: GLU).
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3.2.2 Karbon kaynakiarnm ksilanolitik enzim iiretimine etkisi

3.2.2.1 Tarimsal atiklarm etkisi
B. pumilus SB-M13, % 3°likk misir kogani, bugday kabugu ve piring kabugu gibi degigik
karbon kaynaklarinda ¢ogaltilarak, bu karbon kaynaklarinin, ksilanolitik enzim tretimindeki

indiikleme giicli saptanmigtir (Tablo 6).

Caligmamiza gire, biitlin karbon kaynaklar AF tiretimini indiiklemis ve maksimum AF
aktivitesi olan 5.0 U/m!I’nin bugday kabugn igeren fermentasyon ortaminda 6. giinde
gerceklegmistir (Sekil 8). Karbon kaynag misir kogani ve piring kabugu ile degistirildiginde,
hem AF miktar1, hem de fermentasyon periyodu azalmistir, Gergekten de, misir kogan ve
piring kabugu i¢in, maksimum AF aktivitesi 1.3 U/ml ve 1.5 U/ml olarak siwrasiyla

fermentasyonun 4. ve 5. giintinde gerceklegmistir.

Ksilan ana iskeletini pargalayan XYN, biltiin fermentasyon ortamlarimnda tiretilen, asil ve en
dnemli enzimdir (Sekil 9). Misir kogam ve bugday kabugunun XYN tiretimim indikleme
glicli benzer olup, bu deger piring kabuguyla elde edilen degerin yaklasik 7 katidir (Tablo 7).
Mistr kogam ve bugday kabugu i¢in, maksimum X YN aktivitesi sirasiyla 108 U/ml (4. giin)

ve 105 U/ml (7. giin) &l¢iiliirken, maksimum aktivite piring kabugu i¢in 16 U/ml’dir (7. giin).
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Tablo 6. B. pumilus SB-M13 kaba enzim 6ziitiinde ksilanolitik enzim aktiviteleri

Enzimler Enzim iiretimi Maksimum enzim Maksimum enzim
baglangici {iretimi aktivitesi
(Glin) (Giin) (U/ml)

o-L-arabinofuranosidaz

Misu kogam 1 4 1.3=00
Bugday kabugu I 5 50%0.1
Piring kabugu 1 3 15=0.1

B-galaktosidaz

Misur kogcant 2 2 0.2x0.0
Bugday kabugu 2 4 0.3%0.0
Piring kabugu 1 3 0.1£00

Endo-B-ksilanaz

Mistr kogam 1 4 108.0£4.0
Bugday kabugu 1 | 7 105.0£2.0
Piring kabugu 1 7 16.0+1.5

B-ksilosidaz

Misir kocaru - - 0.0
Bugday kabugu - - 0.0
Piring kabugu - - 0.0

B-glukosidaz”

Misir kocant - - 0.0
Bugday kabugu - - 0.0
Piring kabugu - - 0.0

" Enzim selitloz hidrolizinde girev almaktadir, Enzim aktivite lglimleri kaba enzim &ziitiinde, standart l¢lim

metodu kullamilarak standart sartlarda gergeklesmigtir
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Sekil 8. Karbon kaynaklarimn Bacillus pumilus SB-M13 AF {iretimine etkisi. (®: 3% msir

kogant, e: 3% bugday kabugu, o: 3% piring kabugu). AF aktivitesi 40°C, pH 7.0°de standart
aktivite 6lciim metodu kullanarak dlgiilmiigtiir. Deney dort kez tekrarlanmi§ ve sonuglarin

ortalamalar: verilmistir,

XYN aktivitesi {(L/mil)

Fermentasyon periodu {(Giin)

Sekil 9. Karbon kaynaklarimin Bacillus pumilus SB-M13 XYN tiretimine etkisi. (B: 3%
misir kogani, @: 3% bugday kabugu, o: 3% piring kabugu). XYN aktivitesi 40°C, pH 7.0°de
standart aktivite 6lgiim metodu kullanarak élctilmustiir. Deney dort kez tekrarlanmis ve

sonuclarin ortalamalar verilmistir,
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GAL igin, 0.3 U/ml aktivite ile bugday kabugu en iyi indiikleme etkisi olan karbon
kaynagidir, bunu 0.2 U/ml ile musir kogam ve 0.1 U/ml ile piring kabugu takip etmektedir
{(Sekil 10 ve Tablo 6 ). Bacillus tiirlerinde hiicre ici GAL tiretilmekte oldugu degisik
raporlarda belirtilmistir (Rahim ve Lee, 1992; Kocabas ve Dizbay, 1999; Mabrouk ve ark.,
2002). Bu ¢aligmalarda bazi tiirlere ait kaba fermentasyon oziitiinde ¢ok az seviyede hilcre
dist GAL aktivitesine de rastlanmistir. Calismamizda da , hticre disi GAL aktivitesi biitiin

fermentasyon ortamlarinda ¢ok az seviyede dlgiilmiigtiir.
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Sekil 10. Karbon kaynaklarinin Bacillus pumilus SB-13 GAL iiretimine etkisi. (B: 3% misir
kogani, ®: 3% bugday kabugu, o: 3% piring kabugu). GAL aktivitesi 40°C, pH 7.0°de
standart aktivite 6lgtim metodu kullanarak 6lgiilmiistiir. Deney dort kez tekrarlanmis ve

sonuglarin ortalamalar: verilmistir.
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AF, XYN ve GAL enzimleri diginda hig bir fermentasyon ortamina ait kaba enzim o6ziitiinde
ne XYL ne de GLU aktivitesi gézlenmigtir. Aslinda, B. pumilus XYL enzimi bir hiicre ici
enzimidir (Grange, 1999) ve bu enzimin B. pumilus SB-M13 kaba enzim &ziitiinde
bulunmamasi da bu sonucu dogrulamaktadir. Son olarak, hig bir fermentasyon ortaminda
hiicre digt GLU aktivitesinin bulunmamasi, fermentasyon ortamlarindan elde edilen kaba
enzim Gziitlerinin, kagit hamuru beyazlatma igleminde direkt olarak kullanimint miimkiin

lalmalctadr,

GLU seltiloz pargalama igleminde gorev alan enzimlerden biridir. Endo-1,4-B-glukanaz (EC
3.2.1.4) ve ekzo-1,4-B-glukanaz (EC 3.2.1.91), seliiloz lifine direk olarak etki ederek, farkh
biyiikliikte oligosakkaritler ve selitlobioz iiretirler. B-gluksidaz (GLU, EC 3.2.1 21)
seliilozlan hidrolize ederek glukoz olusturur (Zanoelo ve ark, 2004). Bacillus circulans
subsp. alkalophilus’un hiicre i¢i GLU tirettigi bulunmustur (Paavilainen ve ark., 1976).
Caligmamizda, hiicre digt GLU aktivitesi bulunmadif1 gézlenmistir. Ancak, literatiirde

verildigi gibi, B. pumilus SB-M13 hiicre i¢i GLU {iretebilir.

Duarte ve arkadaglart (2003), asidik ve bazik sartlarda, B. pumilus CBMAI 0008’ un igerisinde
hus agacy, Eucalyptus grandis, ve yulaf tanesi gibi farkli ksilan kaynaklar1 bulunduran
fermentasyon ortamlarinda hiicre disa tirettigi ksilanolotik enzimleri arastirmugtir. Bu
cahsmaya gére, B. pumilus CBMAI 0008 gesitli karbon kaynaklarinda, degisen miktarlarda
B-ksilanaz, mannanaz, «t-glukuronosidaz, B-ksilosidaz, B-glukosidaz, arabinosidaz, a-
galaktosidaz ve seltilaz tiretmistir. Maksimum ksilanaz aktivitesi 328 U/ml, hug agaci ksilani
ile pH 9.0 sartlarinda elde edilmistir. Eucalyptus grandis’ i yapisinda tek karbon kaynag
olarak bulunduran fermentasyon ortaminda (pH 4.0), maksimum mannanaz ve o.-

glukuronosidaz aktiviteleri, sirasiyla 6.0 U/ml ve 1.5 U/ml olarak él¢iilmiistiir, Ustelik, hem
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hus agaci ksilani hem de Eucalyptus grandis kullamuldiginda pH 9.0'da, B. pumilus CBMAI
0008 maksimum 0.02 U/ml B-glukosidaz tiretmistir. Yulaf tanesi ksilanaz: kullanildiginda,

maksimum arabinosidaz, a-galaktosidaz ve filtre kagidi seliilaz aktiviteleri 0.07 U/ml, 5.0

U/ml, ve 0.01 U/ml’dir.

Bizim galismanuzda fermentasyon pH 7.0°de yapilmis ve enzim aktiviteleri 6l¢iimii, standart
sartlarda gerceklegtirilmigtir. Buna gére, bugday kabugu tizerinde maksimum XYN, AF, ve
GAL aktiviteleri 105 £2.0 U/ml, 5+0.1 U/ml,ve 0.3 £ 0.0 U/ml olarak dl¢iilmiistiir. B.
pumilus CBMAI 0008 ile karsilastirldiginda, B. pumilus SB-M13 daha az miktarda XYN,

ayni seviyede AF, fakat daha yilksek miktarda GAL tiretmektedir.

Ozet olarak, calismamizda B. pumilus SB-M13 farkli karbon kaynaklan iizerinde, yitksek
seviyede XYN ve AF ve az sevivede GAL iiretmektedir. Ayrica, liretilen enzimlerin miktarn
karbon kaynagma baglt degisim gostermektedir. Caligmada, yaygin bir hemiseliilozik yap
olan arabinoksilanin (AX), ksilanolitik enzim Gretimini inditkleyen bir kaynak oldugu
dilslintilmektedir. Ksilan molekiilii tizerindeki dallanmalarn yapisi, frekans: ve pozisyonu,
ksilan molekiilii kaynagina gore faklilik tagimaktadir. Buna bagli olarak, farkli ksilan kaynag

kullamidifinda, ksilanolitik enzimlerinin tiretim seviyesinde cesitlilik gdzlenmistir.

B. pumilus SB-M13, yapisinda tek karbon kaynagi olarak %3 oranminda misir kogani, bugday
kabugu ve piring kabugunu bulunduran fermentasyon ortaminda farkli seviyelerde hiicre digt
ksilanolitik enzim {iretmektedir. Hemiseliiloz ve ksilan miktari, ksilan yapisi, enzimlerin
ksilana ulasilabilirligi; karbon kaynagiun tane biiytiklagi, lignin ve ksilan yapisi,
arabinoksilan molekiiliiniin ¢6ziniirltigl, ve fermentasyon ortaminin viskozitesi, enzim

{iretim profilini belirleyen anahtar parametrelerdir.
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Bugday kabugunun tersine, piring kabugu ve msir kogam &gtitiilmiistiir. Bufday kabugu
kiigiik ve pargaciklar seklinde oldugundan, kullanim ¢ncesi ekstra 6glitme muamelesine tabii
tutulmamstir. Karbon kaynaklarinin formu géz éniinde bulunduruldugunda, b‘ﬁgday kabugu
ve piring kabugu kepeksi, fakat misir kogam graniil yapidadir. Misir koganimin graniil halinde
olmasimn, enzimin karbon kaynagina diffizyonunu engelleyen bir durum olabilir. Ustelik,
karbon kaynaklarindaki toplam ¢&ziintir polisalkkarit igerigindeki farklilik, fermentasyon
ortaminda yogunluk, viskozite farklilifina sebep olmustur (gérsel bulgu). Bugday kabugu ve
piring kabupu iceren fermentasyon ortamlarinin vizkositesi ve yogunlugu, misir kogani igeren
fermentasyon ortamina gre belirgin bir gekilde yiiksek gorilmektedir. Bu da, enzim iiretim

profilinde gesitlilige sebep olabilir.

Misir kabugu (Saulnier ve ark., 1994, Saha, 2000°de referans edilmistir), bugday kabugu
(Schooneveld-Bergmans ve ark., 1999a) ve piring kabugu (Choct ve Annison, 1990, William
ve ark., 2000°de referans edilmistir) arabinoksilan (AX) igerigi detayli incelenmistir. Bu
caligmalara gore, belirtilen karbon kaynaklar: oldukca kompleks olup, her birinde ksilan

molekiili farkls yan grup tipleri ve kompozisyonuna sahiptir.

Schooneveld-Bergmans ve arkadaslart (1999a) bugday kabugundaki su ile ayrigtirilamayan
(glukurono)arabinoksilanin yapisimi bulmuglardir. Bu ¢alismada, yapida en yaygin olan
arabinoz yan gruplarinin ksiloza O-3 pozisyonunda baglandig belirtilmigtir. Yaridan fazla
arabinoksilan molekiiliinde arabinoz, ksiloza sadece O-3 pozisyonunda tek dallanma geklinde
degil, aynt zamanda O-2 ve O-3 pozisyonunda ¢ift dallanma ile de baglanmistir. Ayrica,

arabinoksilan molekiiliinde arabinoz dimerik formda da yer almaktadir. Bugday
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arabinoksilarun da bulunan dallanmalar (arabinoz, ksiloz, glukuronik asit) rasgele dagilim
gostermekte olup, yan gruplar ard arda en az 6 dallanmamus ksiloz ile béliinmiigtiie

Yan gruplarin varhgi, hemiseliilozlarin sivi ortamda ¢Oziintirligiini pozitif yonde etkileyen
tnemlt bir faktérdiir (Grange, 1999). Piring kabugu arabinoksilan yapisi, bugday
kabugununkine olduk¢a benzemektedir. Fakat daha fazla yan grup ve dallanmadan dolay:
bugday kabugu arabinoksilani, piring kabuguna gére sulu ortamda daha fazla ¢éztinmektedir

(William ve ark., 2000).

Misir kogam arabinoksilan molekiilii kompleks bir yapidir. Bu yapida ana yan grup olan
arabinoz monomerleri ksilan iskeletine O-2 ve/veya O-3 pozisyonunda baglanmaktadir. Fakat
bugday kabugu arabinoksilaninda, arabinoz oligomerleri bulunmaktadir ve bu oligomerler
ksilan iskeletine 1-2, 1-3, ve 1-4 bag: ile baglanmaktadir (Sandra ve ark., 2003). Misir

koganmin ¢6ziiniirlitk derecesi, bugday kabugu ve piring kabugu arasinda bir noktadadir.

Genel olarak, bugday kabugu ve piring kabugu arabinoksilan yapilan birbirine benzemektedir
ve fermentasyon ortamina eklendiklerinde her ikisi de ortant1 daha yogun ve viskoz hale
getirmektedir. Fakat calismamizda, bugday kabugu ile karsilastinldiginda, piring kabugu
kullanildiginda ksilanolitik enzim tiretimi oldukga azdir. Bu da, iki arabinoksilan arasindaki
¢oziintirlitk farklilig: ile agiklanabilir. Daha fazla ¢oziiniir olmasindan dolay1 bugday kabugu
arabinoksilan, fermentasyon ortaminda ¢éziiniir olarak daha fazla miktarda bulunmaktadir.
Baylece arabinoksilan hidrolizinder gorev alan enzimler daha fazla indiikleyici varlifinda daha
¢ok iiretilmistir. Viskozite ve yogunluk hem bugday kabugu, hem de piring kabugu igin
problem olmasina ragmen, daha ¢oziiniir olan bugday kabugu arabinoksilani, viskozite
probleminin tistesinden gelerek ksilanolitik enzimlerinin iretimini indiiklemistir.

Cozlnlirligiin diginda, bugday kabugu arabinoksilan yapis: (arabinooligo yan zincirlerinin
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bulunmasi) da enzim tiretimini etkilemektedir. Gergekten de, en yiiksek AF aktivitesi,
yapisinda daha fazla tekli ve gift arabinooligo yan zincirleri bulunduran bugday kabugu ile

elde edilmigtir,

Ayrica, misir kocani ve bugday kabugun XYN tiretimi indiikleme gﬁcﬁ“ benzerdir ve
maksimum XYN aktivitesi 108 U/ml (4. giin) ve 105 U/ml (7. glin) sirastyla misir kogani ve
bugday kabugu igeren fermentasyon ortaminda elde edilmistir. Bugday kabugu
kullanildiginda maksimum X YN {iretim seviyesine daha ge¢ ulasilmistir. Bu da yogunluk ve
muhtemelen viskoz fermentasyon ortami ve buna bagh enzimin diffiizyon zorlugundan

kaynaklanmisgtir,

Misir kogani igeren fermentasyon ortanunda viskozite oldukea diisiik olup, viskoziteye bagl
enzim difflizyon sorunu bulunmamaktadir. Béylece, dier fermentasyon ortamlarina gére,
ksilanolitik enzimler misir kogcam igeren fermentasyon ortaminda maksimum degerlerine daha
kisa stirede ulasmaktadir, Fakat, misir koganimin graniillii yapida olmast muhtemelen, enzimin
substrata difflizyonuna limit koyarak, ksilan hidrolizi ve ksilanolitik enzim Uretimini negatif

yonde etkilemistir.

Genel olarak, az seviyede tiretilen hidrolitik enzimler, polimerik yapiy: hidroliz ederek kiigiik
¢oziintir ‘sinyal’ molekiiller olugtururlar. Bu molekiiller hitcre i¢ine girerek ilgili polimerin
hidrolizinde gerekli enzimlerin iiretimini indiiklerler. Buna bagh olarak az (konstitiitiv)
seviyede tiretilen ksilanaz, ksilan molekiilii pargalayarak ksilooligosakkarit ve ksilobioz
tretir. Bunun yamsira hidroliz tirlinleri hiicre igine alimarak, diger ksilanaz genlerini indiikler.
Ayrica, farkl ksilanazlar ve ksilanolitik enzimler, farkl ksilanlara kars1 farklh aktivite gfsterir

(substrat seciciligi ¢esitliligi). Bu nedenle, substrat se¢iciligi ve ksilanolitik enzimlerin




fizikokimyasal &zellikleri de arabinoksilan hidrolizi ve ksi_lanolitik enzimlerin iiretim
seviyesinde etkili dier parametrelerdir. Boylece, ksilanolitik enzimlerinin substrat seciciligi,
cesitli ksilan molekiillerinin farkh derecede hidroliz olmasina sebep olmaktadir. Ornegin,
Aureobasidium pullulans ve Trichoderma longibrachiatum ksilanazlar uzun ksilan
zincirlerinin (8 vel9 ksiloz) hidrolizinde daha etkilidir. Daha fazlasi, ksilan molekiiliinde yan
gruplann varhig1 ksilan hidroliz oramim etkilememektedir. Fakat, Thermatoga maritima
ksilanazi, uzun ksilan zincirlerine (19 ksilozdan daha uzun) daha aktif olmasina ragmen, yan
zincirlerin varhi ksilamn hidroliz oranim belirgin bir sekilde azaltmaktadir (Liab ve ark.,

2000).

Enzimlerin fizikokimyasal &zellikleri de enzimlerin substrata ulagimini etkileyen bir
faktordiir. Gergekten de, viskoz ortamda dahi kolaylikla diffiiz edebilen (muhtemelen daha
kiigiik) bir enzim kolayca substratina ulasarak enzim indiikleme-liretme islemini

baslatmaktadir.

Biitiin bu parametrelerin tizerine, tarmsal atiklarin lignin kompozisyonu da enzim tiretim
yogunlugunu etkileyebilir. Tenkanen ve arkadaglar1 (1999) 6zel enzim muamele galismalari
ile hus ve ¢cam agaci kagit hamurundaki kalintt lignin ile diger polisakkaritlerin arasindaki
kovalent bag: bulmustur. Bu ¢aligmaya gére, hug afact kagit hamurunda kalinti lignin, en az
ksilan molekiile baglanmis ve mindr kismi ayni zamanda seliiloza da baglanmigtir. Cam agaci
kagit hamurunda ise, kalint1 lignin seliiloz, glukomannan ve ksilan molekiile baglanmaktadur.
Lignin molekiiliiniin diger polisakkaritler ile birlikte siki bir yap: olusturmasi, bu
polisakkaritleri hidroliz eden enzimlerin yapiya ulasmasim engellemektedir. Dolayisiyla,

lignin, bitki polisakkaritlerin hidrolizini siurlayabilecek bir molekiildiir.
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3.2.2.2 L-arabinozun etkisi

L-arabinozun ksilanolitik enzim iiretimine etkisi, icerisinde %3 misir kogan1 bulunduran
fermentasyon ortami igin aragtirilmigtir. Bu amagla arabinoz, konsantrasyonu % 0.5 ve %1.0
olacak gekilde ortama eklenmis ve ksilanolitik enzimlerin (AF, XYN, ve GAL) sentezi
incelenmistir. Daha sonra sonuglar igerisinde arabinoz bulundurmayan kontrol deneyleri ile

kargilagtirilmigtir,

Sekil 11°da goriildiigii gibi arabinoz bakteri tarafindan etkili bir sekilde tiiketilmigtir. Hiicreler
ortamda bulunan biitiin arabinozu, baslangi¢ arabinoz konsantrasyonlarma bagli olarak 3 ve 5
giln iginde titketmistir. En yiiksek bakteri kuru agirhigi kullanilan arabinoz ytizdelerinden 1%

arabinoz konsantrasyonunda elde edilmisgtir.

Arabinoz B. pumilus SB-M13 tarafindan etkili ve ¢abuk tiiketilmektedir. Caligmamizda,
arabinozun, kompleks karbon kaynagi (mlsir kogam) ile birlikte fermentasyon ortaminda
bulundugunda ilk tercih edilen karbon kaynagi oldugu gdzlenmigtir, Bunun sonucuﬁda, Sekil
12-14" de gortildtigii gibi, kompleks karbon kaynagini kullanmak igin gerekli ksilanolitik
enzimlerin sentezi bloke edilmigtir. Zamanla bakteriyel tiiketim sebebiyle ortamdaki arabinoz
miktar1 azalmistir. Bu da mikroorganizmanin kompleks karbon kaynagin kullanimini zorunlu

kilarak, ksilanolitik enzimlerin sentezini saglamigtir.
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Arabinoz (mgi/ml}

Hiicre kuru agirhgr {(mg/ml)

Eal
v
Fasy

0 1 2 3 4 ] 6 7

Fermentasyon periyodu {Giin}

sekil 11. L-arabinozun B. pumilus SB-M13 kaltivasyonuna etkisi. Kaltivasyon 37°C, 175
rpm’de 7 giin stireyle gerceklestirilmigtir. Deney dort kez tekrarlanmis ve sonuglarin
ortalamalar verilmistir. (8: %3 musir kogam, €: %3 misir kogam + %1.0 arabinoz, A: %3

musir kogani + %0.5 arabinoz, fermentasyon ortamindaki arabinoz; ¢: %1.0, ve A: %0.5).

Arabinozun B, pumilus SB-M13 AF {iretime etkisi Sekil 12 de gdsterilmektedir. Sekle gore,
fermentasyon periyodunun 2-3. giiniinde AF gok az seviyede iiretilmistir, %0.5 arabinoz
igeren fermentasyon ortaminda, bakteri ortamdaki biitiin arabinozu ilk 2-3 giin igerisinde
tiiketmis ve buna bagl olarak AF iiretiminde keskin bir artis gerceklesmistir.
Fermentasyonun 3. giintinde AF iiretim seviyesi hem %0.5 arabinoz igeren hem de arabinoz
icermeyen kontrol fermentasyon ortaminda aymi seviyededir. Fermentasyonun 3. giiniinden
sonra, %0.5 arabinoz igeren fermentasyon ortaminda AF sentezi, arabinoz igermeyen ortama
gore dikkate deger seviyede daha fazladir. Fakat, fermentasyon boyunca, %0.1 arabinoz
iceren fermentasyon ortamimda AF iiretimi, arabinoz igermeyen ve %0.5 arabinoz igeren

ortama gore oldukca diisiiktiir.




T |

kuru agirhdgt)

AF aktivitesi (U/mg hiicre
Arabinoz {mg/ml)

Fermentasyon periyodu {(Giin)

Sekil 12. L-arabinozun B. pumilus SB-M13 AF iretimine etkisi. Deney dort kez tekrarlanmig
ve sonuglarin ortalamalar1 verilmistir. (8: %3 msir kocani, € : %3 masir kogan + %1.0
arabinoz, A: %3 misir kocans + %0.5 arabinoz, fermentasyon ortamindaki arabinoz; 0: %1.0,
ve A: %0.5). AF aktivitesi 40°C, pH 7.0’de standart aktivite &l¢lim metodu kullanarak

Olettlmiistiir,

Sekil 13, arabinozun B. pumilus SB-M13 XYN firetim seviyesine ektisini gostermektedir.
Fermentasyonun baslangicinda arabinoz igermeyen kontrol ortami ile karsilagtiritdiinda,
%0.5 ve 1.0% arabinoz igeren fermentasyon ormaninda olduk¢a az miktarda XYN
tiretilmigtir. Mikrobiyal tilketim sonucu arabinoz miktar: azaldik¢a, XYN {iretimi artmigtir.
Fermentasyon perivodu boyunca, % 1.0 arabinoz i¢eren fermentasyon ortaminda XYN
tiretimi, arabinoz igermeyen ortama gore azdir. Fakat, fermentasyonunun 6. giiniinde,
icerisinde % 0.5 arabinoz bulunduran fermentasyon ortaminda XYN iretimi ise, arabinoz

icermeyen kontrol ortama gore daha fazladir.
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Arabinozun, B. pumilus SB-M13 GAL {iretimini baskilama etkisi, AF ve XYN’ye
benzemektedir (Sekil 14). Arabinoz tiiketimi ile arabinoz konsantrasyonu azalirken
arabinozun GAL Uretimini baskilama etkisi azalmistir. Ayrnca, en yitksek GAL tiretimi
fermentasyonun 4., 5., 6. ve 7. giinlerinde igerisinde % 0.5 arabinoz bulunduran fermentasyon

ortaminda gergeklesmistir.

8 12

XYN aktivitesi (U/mg hiicre
kuru ag:rhigi)
Arabinoz (mg/ml)

Fermentasyon periyodu (Giln)

Sekil 13, L-arabinozun B. pumilus SB-M13 XYN tretimine etkisi. Deney dort kez
tekrarlanmis ve sonuglarin ortalamalari verilmigtir. (8 : %3 misir kogam, €: %3 misir

kogan: + %1.0 arabinoz, A: %3 musir kogani + %0.5 arabinoz, fermentasyon ortamindaki
arabinoz; ¢: %1.0, ve A: %0.5). XYN aktivitesi 40°C, pH 7.0’de standart aktivite él¢iim

metodu kullanarak él¢titmistiir
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kuru agirligi)

Arabinoz (mg/mi)

GAL aktivitesi (U/mg hiicre

Fermentasyon periodu (Glin)

Sekil 14. L-arabinozun B. pumilus SB-M13 GAL firetimine etkisi. Deney dort kez
tekrarlanmig ve sonuélarm ortalamalar1 verilmistir. (&: %3 misir kogani, €: %3 misir
kogani + %1.0 arabinoz, A : %3 musir kogant + %0.5 arabinoz, fermentasyon ortamindaki
arabinoz; ¢: %1.0, ve A: %0.5). GAL aktivitesi 40°C, pH 7.0°de standart aktivite 6lglim

metodu kullanarak Slgtilmiistiir.

Sonuglar B. pumilus SB-M13 ksilanolitik enzimleri tiretiminin karbon katabolit baskilama
kontroliinde oldugunu géstermistir. Ornegin, fermentasyon periyodunun ilk giinlerinde,
ortamdaki yitksek miktarda arabinozun bulunmasindan dolay: ksilanolitik enzimlerin tiretimi
baskilanmigtir. Bu baskinin etkisi arabinozun tercihen ilk olarak tiiketilmesi ve ortamdaki
arabinoz konsantrasyonunun azalmasiyla gittikge azalmistir ve ksilanolitik enzimlerin {iretimi

artmistir,

Baskilamanin siiresi ve etki derecesi, arabinozun baglangi¢ konsantrasyonuna baglidir. Buna
gore, % 1.0°lik arabinozun ksilanolitik enzimleri baskilama etkisi, %0.5°lik arabinoza gére

daha fazladir, Fermentasyonun 7. giinil goz 6niine alindiZinda, %0.5’lik fermentasyon
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ortaminda arabinozun tamamen tiiketildigi ve arabinoz igermeyen ortama gire AF, XYN, ve
GAL aktiviteleri sirasiyla 2.2, 1.5, vel.4 kat arttig1 gézlenmistir. Fakat, 1% arabinoz igeren
fermentasyon ortaminda AF, XYN, ve GAL liretimi, arabinoz igermeyen kontrol ortamina
gore %54, %52, ve %37 azalmistir. Icerisinde %1.0 arabinoz bulunduran ortama ait enzim
tiretim profili, fermentasyon periyodunun 7 giinden daha uzun tutuldugu takdirde, enzim

{tretim miktarlarinin giinden giine artabilecegini gdstermektedir.

Degrassie ve arkadaslar (2003) cesitli karbon kaynaklarinin B. pumilus PS213 AF tiretimine

s s

etkisini aragtirmistir. Calismalarinda B. pumilus PS213 AF iiretiminin indiiklenme
mekanizmasinin diger AF'lerden farkl: oldugu ve enzim firetiminin %1°lik L-arabitol, L-
sorboz, L-arabinoz, va da yulaf tanesi ksilam ile indiiklenmedigini belirtmiglerdir. Fakat,
bizim ¢alismamizda L-arabinozun B pumilus SB-M13 AF tiretimini indiikledigi (Sekil 12)
acikea goriillmiistiir. Gercekten de, %0.5 L-arabinoz AF aktivitesini 2.2 kat arttirmustir.

Aynica, L-arabinoz, Aureobasidium pullulans (Saha ve Bothast, 1998), B. stearothermophilus

(Gilead ve Shoham, 1995), ve Rhodothermus marinus de(Gomes ve ark, 2000) AF {iretimini

indiilklemelktedir.

3.3 B. pumilus SB-M13 ksilanaz enziminin saftagtirilmasi ve karakterizasyonu
3.3.1 Ksilanaz enziminin saflagtirmasi
3.3.1.1 Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Calismamizda, ksilanaz enzimini en saf formda elde edebilmek amagli, hidrofobik etkilegim

kromatografisi kullamilmig, farkh ligand tipleri, tuz ¢esidi (INH4)2SO4 NaCl) konsantrasyonu

ve farkli pH degerine sahip solvent sistemi deneysel parametre olarak denenmistir.
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3.3.1.1.1 Hidrofobik etkilesim mini-test kolonlarinin testi

Kiigtik 6lgekte ksilanaz saflagtirmasi iglemine en uygun kolon tipini bulmak amach butil, oktil
hizl akig, diisiik ve yiiksek ligand konsantrasyonuna sahip fenil ve fenil sefaroz yiiksek
performans kolonlar test edilmigtir. Saflastirma gartlan ve her kolon tipinin ksilanaz
saflagtirma verimliligi Tablo 7° de gosterilmistir. Sonuglar degerlendirilirken ksilanazin
kolona baglanip baglanmadig), baglanan ve baglanmadan elue olan ksilanazin aktif olup
olmadig1 g6z 6niinde bulundurulmustur. Bu sonuglara gore fenil sefaroz yiiksek performans
kolonunun ksilanazin baglanabildigi tek kolon oldugu ve kolona baglanarak elue edilmis
ksilanaz fraksivonlarinda, maksimum %80 ksilanaz aktivitesinin gert kazamldig géralmiigtiir.
Sonug olarak, fenil sefaroz yiiksek performans kolonunun kiiciik 6lgek ksilanaz saflastirmada
en iyi kolon tipi olduguna karar verilmistir. Bu olumlu sonug ardindan ayni ligand tipini
tasiyan 20 ml hacminde, fenil sefaroz yiiksek performans kolonu ile ¢alismalara devam

edilmistir.

3.3.1.1.2 Ksilanazin fenil sefaroz yiiksek performans kolonu ile saflagtirilmasi

Kiigilk 8lgek saflagtirma deneylerinde ksilanazin, sadece fenil sefaroz ytiksek performans
kolonuna baglandiginin gézlenmesinin ardindan, sonraki saflagtirma ¢aligmalarinda aym
kolon tipinin bityiik hacmi kullaniimigtir. Sabit tutulan 3.5 M NaCl konsantrasyonunda, pH
0.0-7.5 aralig1 denenerek, bu sartlarin ksilanaz saflagtinlmasindaki etkisi belirlenmistir (Tablo
8). Kromatogrami Sekil 15°de verilen saflastirma, 3.5 M NaCl konsantrasyonu ve pH 6.3
$art1ar1néa yapilmis ve ksilanaz 186 kat saflastinlmistir. Ksilanaz kolona giiglii baglanmig
oldugundan, elusyonu yaklagik OM NaCl konsantrasyonunda gerceklesmistir. Bu da

ksilanazin saf elde edilmesini saglamistir.
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Tablo 7. Farkh hidrofobik etkilesim kolonlarmm (1 ml) kiigitk skalada ksilanaz saflagtirma

performanst.
Kolon tipi Tuz pH  Ksilanaz % Geri aktivite
konsantrasyonu baglanim kazanim
(M)

1.0¥ 7.0 (-) 0

Butil sefaroz hizh akis 1.5% 7.0 (=) 0

1.5% 7.0 (-} 0
Oktil sefaroz huzl akis 1.0%* 7.0 (-} 70.0
4.0%% 7.0 (-) 67.0

3.0%* 6.0 (-) 0

Fenil sefaroz izl akis yiiksek ligand 3.0%* 8.3 (-) 0

kousantrasyonu

4.0%* 7.0 (-) 0

Fenil sefaroz sefaroz hizh akis 3.0%* 8.5 (-) 24.0
diisiik ligand konsantrasyonu
3.0%* 6.0 (-) 67.0
3.0 7.0 (/1) 60.0
Fenil sefaroz yiiksek performans 3.0%% 7.0 (-) 50.0
3.5%* 6.0 (+) 80.0
* Amonyum stilfat, ** NaCl,

Tablo 8. Farkli deneysel sartlarinda 20 ml’lik fenil sefaroz kolon kromatografi ksilanaz

saflagtirma performansi

NaCl konsantrasyonu pH % Aktivite Saftagtirma
(M) kazanimi kati
3.5 6.0 30 150
35 6.3 31 186
3.3 6.5 36 110
35 7.0 19 112
35 7.5 20 42




3.3.2 Analitik jel elekroforezi ve izoelektrik noktalama

Hidrofobik etkilegim kromatografisi (fenil sefaroz yiiksek performans kolonu) ile saflastirilan
ksilanaz Grnekleri kullanilarak elektroforez ve izoelektrik noktalama ¢alismalan yapilmastir.
Buna bagl olarak, B. pumilus SB-M13 ksilanazimin molekiiler agirlign ve pl noktas: sirasiyla
24.8 kDa ve 9.2 olarak belirlenmistir (Sekil 16). Sonuglar aktivite jeli ve zimogram analizi ile
de desteklenmigtir. Jel iizerinde tek bir protein bantinin olmasi ve bu bantin ksilanaz aktivitesi

gostermest, tek basamak hidrofobik etkilesim kolonu ile saf ksilanaz elde edildigini

gdstermistir.
pl 1 2
kDa 9.8
6.2
45.0
350
25,0 75 —
184 74
14.4 6.8 —
4.75
A B

Sekil 16. Tek basamak fenil sefaroz kolonu ile saflagtirma ardindan 20 kat konsantre edilmis
ksilanaz enziminin; A- SDS-PAGE ve aktivite zimogrami. Kuyular: 1- molekiiler agirhk
standardlari, 2- saf ksilanaz. Protein bantlann giimiis boyama ile boyanmistir. 3- saf
ksilanazin aktivite zimogram. B- IEF ve aktivite zimogram. Kuyular:1- goriilebilir IEF

standardlari, 2- saf ksilanazin aktivite zimogrami.
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3.3.3 pH ve sicakhifin ksilanaz aktivitesine etkisi

Ksilanazin pH bagunhlig: pH 6.0-11.0 arahiginda 50 mM konsantrasyonunda tamponlar
kullanilarak 40 °C’ de belirlenmistir (Sekil 17) . Aktivite-pH egrisine bakildifinda, enzimin
en ¢ok pH 7.5’ta aktif oldugu, fakat pH 8.0°de nispi aktivitesinin % 62 sini korudugu
gézlenmistir. Ayrica enzimin pH 11.0 de aktivitesinin tamamim kaybettigi bulunmugtur.
Bunlara ek olarak sicaklifin ksilanaz aktivitesine etkisi de 40-70°C arasinda 50 mM pH 7.0
fosfat tamponu iginde incelenmistir (Sekil 18). En yiiksek ksilanaz aktivitesi 60 °C

gozlenmistir, 65 ve 70 °C’ de elde edilen nispi ksilanaz aktiviteleri sirastyla % 64 ve % 20

bulunmustur,
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Sekil 17. pH’in B. pumilus SB-M13 saf ksilanazinin A) aktivite ve B) dayanikhlifina etkisi.
(A ksilanaz aktivitesi, ®:100 dakika inkiibasyon sonra geriye kalan % ksilanaz aktivitesi,

e: ]9 saat inkiibasyon sonra.geriye kalan % ksilanaz aktivitesi). Ksilanaz aktivitesi 40 °C’de -
Sletilmiistiir. pH dayamklilik deneylerinde, enzim numuneleri degisik pH degerlerinde
belirtilen stirelerce tutulduktan sonra, pH degeleri 7.0°e dondlirtilerek kalan aktivitesi
belirlenmis ve ilk aktiviteye béliinerek kalan % ksilanaz aktivitesi bulunmustur. Deneyler

alt1 kez tekrarlanmig ve sonuglarin ortalamalart verilmistir.
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Sekil 18. Sicakligm B. pumilus SB-M13 saf ksilanazimin A) aktivite ve B) dayaniklihiZina
etkisi. (A :ksilanaz aktivitesi, ®: 15 dakika inkiibasyon sonra geriye kalan % ksilanaz
aktivitesi, ve, ®: 45 dakika inkiibasyon sonra geriye kalan % ksilanaz aktivitesi). Ksilanaz
aktivitesi pH 7.0°de él¢illmistiir. Isil dayamklhilik deneylerinde, enzim numuneleri degisik pH
degerlerinde belirtilen siirelerde tutulduktan sonra, kalan aktiviteleri 40 °C’de belirlenmis ve
yine 40 °C’de &lgiilen ilk aktiviteye boliinerek kalan % ksilanaz aktivitesi bulunmustur.

Deneyler alti kez tekrarlanmig ve sonuglarin ortalamalar verilmistir.
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3.3.4 pH ve sicakh@n ksilanaz dayamikhihgma etkisi

Ksilanaz &rnekleri belirli pH ve sicaklik aralifinda inkiibe edildikten sonra, geride kalan
ksilanaz aktivitesi &lgiilerek enzimin pH (Sekil 17) ve sicaklik dayanikhlig: (Sekil 18)
belirlenmistir.

Enzimin pH 6.0-10.0 arahiginda dayanikli oldugu ve en dayanlikli oldugu pH degerinin 7.5
oldugu bulunmustur. Enzim pH 7.5 tamponunda 100 dakika ve 19 saat inkiibe edildiginde
orijinal aktivitesinin sirasiyla %86 ve 71’ini korudugu gézlenmistir. Enzim 19 saat
inkiibasyon sonrasinda bazik pH degerinde asidik pH degerlerine gore daha dayamiklidir. pH
6.0 tamponunda ksilanaz aktivite kaybi % 45 iken pH 9.0 ve 10.0° da aktivite kayb sirasiyla

% 29 ve 30 olarak bulunmustur.

Ksilanaz enziminin 1s1l dayamkliligs, 40-70 °C’de 15 ve 45 dakika inkiibasyon sonrasinda
belirlenmigtir. 15 dakikalik inkiibasyon ile karsilagtimldifinda, 45 dakikalik inkiibasyon
ksilanaz aktivitesinde daha dramatik bir kayba sebep olmustur. Ksilanaz érnekleri 40 °C’de
15 dakika inkiibe edildiginde enzim orijinal aktivitesinin %90’ 1m korumus, fakat bu deger 45
dakika inkiibasyon sonrasinda % 76’ya diismiistiir, Enzim &rneklerinin daha yiiksek
sicakliklarda 45 dakikalik inkiibasyonu, enzim aktivite kaybim hizlandirmigtir, Buna bagl
olarak 50, 55, ve 60 °C’ de inkiibasyon sonrasinda enzim sirasiyla orijinal aktivitesinin %56,
40 ve 2'lik kismim koruyabilmigtir. Enzim aktivitesinin tamamim ise 15 dakika inkiibasyon

sonrasinda 70 °C’de, 45 dakika inkiibasyon sonrasinda ise 65 °C’de kaybetmistir.

3.3.5 Kinetik ¢caligmalar
Enzimin baslangig tepkime hizi 40 °C’de 50 mM pH 7.0 fosfat tamponunda 2-40 mg/ml hus
agaci ksilan substrat konsantrasyonu araliginda &l¢iilmiistiir. Enzimin Michaelis-Menten

kinetifine uydugu belirlenmis (Sekil 19) ve enzime ait Ky, Vinax ve Koo kinetik parametreleri




de sirasiyla 1.87 mg/ml, 17.9 U/ml ve 1.7x 10* s olarak hesaplanmigtir. Literatiirde farkls
Bacillus suglarinin ksilanaz enzimlerine ait Ky, Vigay ve Keat degerleri sirasiyla 0.6-71.4 mg/ml
ve 11.0-1,667 U/ml ve 0.017-700 U/mg araliginda verilmektedir. Enzim aktivite 6l¢tim
sartlari, kullamlan substrat tipi ve konsantrasyonundaki farklilik saglich bir karsilagtirma
yapmaya engel olmaktadir. Ancak, B. pumilus SB-M13 susu ksilanaz enziminin nispeten
yiiksek ke, degeri, enzimin katalitik gliclinlin yiliksek olduguna igaret etmektedir. Buna ek
olarak, enzimin nispeten kiigiik Ky, degeri de enzimin yliksek substrat afinitesine sahip

oldugunu belirtmektedir.

20

vV (U/mi)

S (mg/ml hus agaci ksilani)

Sekil 19. B. pumilus SB-M13 saf ksilanazimin Michaelis-Menten grafigi. Deney bes

kez tekrarlanmig ve sonuglarin ortalamalan verilmistir.
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Bacillus suglan birden fazla ksilanaz tiretmektedir. Literatiirde verilen Bacillus ksilanazlarimn
pH ve smakhk‘ optimumlart pH 5.0-9.0 ve 40-60 °C arahiginda verilmektedir. Enzimin
molekiil agirligi ve pl nokta;sl da 22-78.9 kDa ve 8.8-9.9 araliginda degigmektedir. B. pumilus
SB-M13 ksilanazinin 24.8 kDa molekiil agirlik ve 9.2 pI degerine sahip olmasi, enzim
aktivitesinin pH 7.5 ve 60 °C’ de maksimum olmasi, enzimin diger Bacillus susu ksilanaz

enzimlerine fizikokimyasal agidan benzedigini géistermektedir.

Literattirde rapor edilen diger ksilanaz enzimleriyle karsilagtirildiginda, B. pumilus SB-M13
ksilanazinin orta derecede 1511 ve alkalin ksilanazlara gére de daha yiiksek alkalin pH
dayaniklihgina sahip oldugu bulunmustur (Duarte, 2000). Diger Bacillus susu alkalin
ksilanazlar pH 8.0-10.0 araliginda 2 saat bekletildiginde enzim orijinal aktivitesinin %30-
65’unu korurken, B. pumilus SB-M13 ksilanaz: ayni pH araliginda 19 saat bekletme
sonrasinda orijinal aktivitesinin % 65-70’ini korudugu saptanmigtir.

B. pumilus suglan ksilanaz enzimlerinin 1511 dayaniklihig karsilastinldiginda, B. pumilus IPO
(Okada ve ark., 1988) ksilanaz enzimi 60 °C’de 15 dakika bekletildiginde enzim aktivitesini
tamamen kaybederken, B. pumilus SB-M13 ksilanazmin ayni sartlarda ilk aktivitesinin
%31’ini korudugu gdzlenmistir, 60 °C’de 120 dakikalik inkiibasyon sonrasinda B. pumilus
PRL B12 saf ksilanazi (de Buyl ve ark., 1998), buna ilaveten, B. pumilus 5,4 (Duarte ve ark.,
2000} kaba fermentasyon 6ziitlinde, enzimlerin sirasiyla ilk aktivitelerinin %40 ve %307unu
korudugu bildirilmistir. Sonug olarak, B. pumilus SB-M13 ksilanazinm 151l dayamklilign B.
pumilus PO ksilanazina gbre daha fazlayken, enzim, B. pumilus PRL Bl12 ve 5 y
ksilanazlariyla karsilastirildifinda daha dayaniksizdir. Ancak, ksilanaz &rneklerindeki olasi
pfotein konsantrasyon farklihi ve bunun enzim dayaniklilifina olan etkisi diistintildiigiinde,

enzimlerinin ¢ok saglikl bir sekilde karsilastinlamayacag akildan gikariimamalidir.
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Tablo 9. Bacillus pumilus ksilanlar fizikokimyasal 6zellikleri.

B. MW; pl Optimum  Optimum Kmn Ve Keat Substrat

pumilus SDS- pH sicaklik  (mg/ml) (U/ml) ™) (A/H)

suglari PAGE (C)

(kDa)

B. pumilus  20%-  Belirsiz 6.5 40 - - - Karagam

PO 24 ksilanm

Panbangred (1%)

ve ark.

(1983),

Okada ve

ark. (1988)

B. pumilus 22 8.8 6.0 40-60 - - - Hug

DSM 6124 agaci

Anker ve ksilan:

ark. (1993} (0.5%)

B. pumilus 26 9899 50-7.0 55 - - - Hus

PRL B12 agaci

De Buyl ve ksilam

ark.(1998) (0.5%)

B. pumilus 789, Belirsiz  8.0-9.0 55-60 1.1- 11- - Hus

Toprak 63.8, 71.4 1667 apact

izolatlan 24.5, ksilam

Duarte ve 15.5 (0.5%)

ark.

(1999-

2000)

B pumilus 248 92 7.5 60 1.8 179  1.7x10*  Hug

SB-M13 afaci

Bu galisma ksilam
(0.5%)

*MW denge santrifiijii ile belirlenmigtir

3.4 B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni izolasyonu
B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni polimeraz zineir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildiktan sonra
genin dizin analizi yapilmistir. Calismada ksilanaz geni izolasyonunda kullamulan primer

setleri, literatiirde ve gen bankasinda bulunan diger B. pumilus suslarina ait ksilanaz gen
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sekanslar1 (AF220528, AF490981) baz alinarak dizayn edilmistir. Ayrica, primerlere
restriksiyon enzim kesim bélgelerinin koyulmasi, ilerde yapilmasi olasi ¢aligmalarda genin

farkli vektorlere takilmasini da miimkiin kilmistir,

Calsmada, B. pumilus SB-M13 kromozamal DNAsi template, ileril/geri 2 primer seti primer
olarak kuilamldiginda yaklasik 700 bp bityiikliigiinde sinyal peptid bélgesini iceren, ileri
5/geri 2 primer seti kullanildiginda ise yaklasik 600 bp bityiikliigiinde sinyal peptidi
igermeyen ksilanaz geni ¢ogaltilmistir (Sekil 20). Elde edilen 700 bp ve 600 bplik PCR
lirtinleri, template olarak kullanilip, ksilanaz geninin i¢ kismindan dizayn edilen primer setleri
ile *nested PCR” yapilmig ve yaklasik 300 bp’lik iriin elde edilmistir (Sekil 20). Ayrica,
literattirde B. pumilus suglarina ait ksilanaz genlerinin biiyiikligii 684 bp (sinyal peptidi
iceren) ve 603 bp (sinyal peptid icermeyen) civarinda belirtilmistir (AF220528,

AY887130,AF490981 ve AY526092).

Urtinler tamimlanmas: i¢in dizin analizi yaptlmigtir. Buna gore, ileri 5/geri 2 primer seti
kullamlarak izole edilen (signal peptidi igermeyen) B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni ve
nested PCR sonucu elde edilen ksilanaz gen pargas: jelden saflagtirilarak gen dizin analizine
gonderilmigtir. [leri 5/geri 2 primerlerin yiiksek erime sicaklifina sahip olmas: ve sekanslama
i¢in gerekli sicaklikta ikincil yapi olusturmasindan dolay: sekanslama calismasinda
kullanilmamistir. Béylece, sekanslama galismalan sekanslama ¢alismasina uygun olan ig
ileri/i¢ geri primer seti kullamlarak yapilmis ve 603 bp’lik ksilanaz genin 560 bp’lik kismi1 ve
314 bp’lik nested PCR iiriiniine ait gen dizilimi belirlenmistir (Sekil 21). Dizin analizi

sonucunda (Sekil 21) ¢ogaltilmig genin ksilanaz geni oldugu kesinlesmistir.
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500
400
300

A B C
Sekil 20. B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni agaroz jel (% 1) resimleri. A- Sinyal peptidi
iceren ksilanaz geni. Kuyular: 1- Molekiiler agirhik standardlart (100 bp (100-1000 bp aralifn),
Fermentas), 2,3,4,5- Genomik DNA, ileril/geri2 primer seti kullamlarak yapilan PCR ile
cogaltilan ksilanaz geni. B- Sinyal peptidi igermeyen ksilanaz geni, Kuyular: 1- Molekiiler
agirlik standardlar: (100 bp (100-1000 bp arali1), Fermentas), 2,3- Genomik DNA,
ileri5/geri2 primer seti kullamlarak yapilan PCR ile gogaltilan ksilanaz geni. C- Nested PCR
sonucu. Kuyular: 1- Molekiiler afirlik standardlar: (100 bp (100-1000 bp aralif), Fermentas),
2- Signal peptidi igeren ksilanaz geni ve i¢ ileri/i¢ geri primer seti kullamlarak yapilan PCR
sonucu elde edilen ksilanaz gen pargasi, 3- Signal peptidi icermeyen ksilanaz geni ve i¢

ileri/i¢ geri primer seti kullamlarak yapilan PCR sonucu elde edilen ksilanaz gen parcasi.

Gen dizimleri karsilastinildiginda (BLAST), B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni (600bp) diger
Bacillus pumilus suglarna ait ksilanaz genleri ile % 89-94 aralifinda benzerlik gostermektedir

(Tablo 10). Sekil 22 ise B. pumilus SB-M13 ksilanazmin 560 bp’lik kismina ve bu gene %
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94 oraminda benzerlik gdsteren diger bir B. pumilus susu ksilanaz genine (AF220428) ait
sekanslarin karsilastirmasini géstermektedir. Gen dizin analizi kargilagtirmasina ek olarak,
EMBOSS translasyon programi kullamlarak B. pumilus SB-M 13 ksilanazina ait amino asit
dizilimi belirlenmesi sonrasinda (Sekil 23-A), yine buiki B. pumilus suslarina ait ksilanaz
amino asit dizilimi karsilastimlmastir (AF220428) (Sekil 23-B). Sekil 23’de goriildiigii gibi iki
amino asit dizilimi arasinda , korunmayan bolgelerde 4 amino asit farkhilig1 bulunmaktadir ve
bu farkliliklar sekilde koyu renk ve altili ¢izili harflerle belirtilmistir. Fakat, amino asit
dizininde sondan ikinci siradaki amino asit farklilig: (R’nin Q’ya doniistimii), primer dizayn
edilirken primerin erime sicakhigim ayarlamak ve ikincil yap: olusturmasim engellemek

amacl primerde yapilan baz degisikliginden kaynaklanmalktadir.

GGAAACGATTTATGATAATAGGATAGGGACACACAGCGGATACGATTTTGAATTATGGA
AGGATTACGGAAATACCTCAATGACACTCAATAATGGCGGAGCATTTAGCGCACAATGG
AACAATATTGGAAATGCTTTGTTTCGAAAAGGGAAGAAGTTTGATTCCACTAAAACTCAT
CATCAACTTGGAAACATCTCCATCAATTACAACGCAGCCTTTAACCCAGGCGGGAATTCC
TACTTATGWGTCTATGGCTGGACACA&E@TCCATTAGCTGAATACTACATTGTTGAGTCAT

i¢ ileri primer
GGGGCACATATCGCCCAACAGGAACGTATAAAGGATCATTTTATGCCGATGGAGGCACA
TATGACATTTATGAAACGCTACGTGTCAACCAGCCTTCTATTATTGGGGACGCTACCTTTA
AGCAATATTGGAGTGTACGTCAAACAAAACGTACGAGCGGAACTGTATCCGTCAGTGAG
CATTTCAGAAAATGGGAAAGCCTAGGTATGCCAATGGGGAAAATGTATGAAACAGCATT

AACITGTAGAAGGCTACCAAAGCA

i¢ geri primer

Sekil 21. Signal peptid igermeyen B. pumilus SB-M13 ksilanaz gen diziliminin 560 bp’lik

kismi. Alti ¢izili dizin, nested PCR sonucu elde edilen ksilanaz gen par¢asina ait dizilimi

gbstermektedir.
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ATGAATTTGA AAAGATTGAG GCTGTTGTTT GTGATGTGTA TTGGATTTGT
GCTGACACTGACGGCTGTGC CAGCTCATGC [GGAAACGATTTATGATAATA
IGGAAACGATTTATGATAATA
Ileri 5 primer
GGATAGGGACACACAGCGGATACGATTTTIGAATTATGGAAGGATTACGGA
GGATAGGGACIACACAGCGGATACGATTTTGAATTATGGAAGGATTACGGA

AATACCTCGATGACACTCAATAACGGCGGGGCATTTAGTGCAAGCTGGAA
AATACCTCAATGACACTCAATAATGGCGGAGCATTTAGCGCACAATGGAA

CAATATTGGAAATGCCTTATTTCGAAAAGGAAAGAAGTTTGATICCACTA
CAATATTGGAAATGCTTTGTTTCGAAAAGGGAAGAAGTTTGATTCCACTA

AAACTCATCATCAACTTGGCAACATCTCCATCAACTACAACGCAGCCTTT
AAACTCATCATCAACTTGGAAACATCTCCATCAATTACAACGCAGCCTTT

AACCCGGGCGGGAATTCCTATTTATEIGTCTATGGCTGGACACAATUTCC
AACCCAGGCGGGAATTCCTACTTATGTIGTCTATGGCTGGACACAATCTCC
Ig ileri primer
ATTAGCTGAATACTACATTGTTGAGTCATGGGGCACATATCGTCCAACAG
ATTAGCTGAATACTACATTGTTGAGTCATGGGGCACATATCGCCCAACAG

GAACGTATAAAGGATCATTTTATGCCGATGGAGGCACATATGACATATAT
GAACGTATAAAGGATCATTTITATGCCGATGGAGGCACATATGACATTTAT

GAAACGCTCCGTGTCAATCAGCCTTICTATCATTGGGGACGCTACCTTCAA
GAAACGCTACGTGTCAACCAGCCTTCTATTATTGGGGACGCTACCTTTAA

ACAATATTGGAGTGTACGTCAAACAAAACGCACAAGCGGAACTGCTTCCG
GCAATATTGGAGTGTACGTCAAACAAAACGTACGAGCGGAACTGTATCCG

TCAGTGAGCATTTTAAAAAATGGGAAAGCTTAGGCATGCCAATGGGAAAA
TCAGTGAGCATTTCAGAAAATGGGAAAGCCTAGGTATGCCAATGGGGAAA

ATGTATGAAACAGCATTAACTGTAGAAGGCTACCGAAGCAACGGAA [GTGQ
ATGTATGAAACAGCATTAACTIGTAGAAGGCTACCAAAGCA

ic geri primer
IGAATGTCATGACGAATCAGC TGATGATTCGATAA|

Geri 2 primer

Sekil 22. B. pumilus SB-M13 ksilanaz genin 560 bp’lik kismi ve bu gene % 94 benzeyen B.
pumilus susu ksilanaz genine (AF220528) ait sekanslarin karsilagtinlmas:. Altr ¢izili olan
sekans B. pumilus SB-M13, alt1 ¢izili olmayan sekans ise diger B. pumilus susuna ait ksilanaz
genini gdstermektedir. Koyu renk bazlar iki gen arasmdaki farklihklan gosterirken, italik ve

koyu renkte verilen bazlar sinyal peptidi gostermektedir.
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ETIYDNRIGTHSGYDFELWKDYGNTSMTLNNGGAFSAQWNNIGNALFRKGKKFDST
KTHHQLGNISINYNAAFNPGGNSYLCVYGWTQSPLAEYYIVESWGTYRPTGTYKGSF
YADGGTYDIYETLRVNQPSIGDATFKQYWSVRQTKRTSGTVSVSEHFRK WESLGMP
MGKMYETALTVEGY*QS

A

ETIYDNRIGTHSGYDFELWKDYGNTSMTLNNGGAFSASWNNIGNALFRK GKKFDST
KTHHQLGNISINYNAAFNPGGNSYLCVYGWTQSPLAEY YIVESWGTYRPTGTYKGSF
YADGGTYDIYETLRVNQPSIIGDATFKQYWSVRQTKRTS GTASVSEHFKKWESLGMP
MGKMYETALTVEGY*RS

B

Sekil 23. B. pumilus ksilanazinin kismi amino asit dizilimi. A- B. pumilus SB-M13 ksilanaz:
(amino asit dizilimi EMBOSS translasyon program ile elde edilmistir), B- B. pumilus susu
ksilanazi (AF220528).* dmino asit farklilig, primer dizayn edilivken primerin erime sicakhgim ayariamak

ve ikincil yapr olusturmasim engellemek amagh primerde yapilan baz degisikliginden kaynaklanmakiadm,
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Tablo 10. Bacillus suslarinin ksilanaz gen benzerliklerinin karsilagtirilmasi. (B. pumilus SB-

M13 ksilanaz genin 560 bp’lik kismu ile karsilagtirma yapilmigtir).

Siralama Ksilanaz geni Mikroorganizma ve gen Aragtirma Maksimum
(en bankasi adi kapsama benzerlik
nun1aras) bolge yiizdesi yiizdesi
() (%)
| Bu ¢alisma B. pumilus SB-M13 endo- 100 100
beta ksilanaz geni
2 AF220528.1 Bacillus sp. HBP8 endo-beta 100 94
ksilanaz geni
3 AY954630.1 B. pumilus endo-beta 100 03
ksilanaz geni
4 X00660.1 B. pumilus endo-beta 93 90
ksilanaz geni
5 AY887130.1 B.pumilus endo-beta 93 90
ksilanaz geni
6 AY3526092.1 B. pumilus endo-beta 93 00
ksilanaz geni
7 AF490981.1 B. pumilus endo-beta 03 89
ksilanaz geni
8 AF326785.1 B.pumilus P119 endo-beta 2 89

ksilanaz geni

Sonug olarak, ¢aligmada sinyal peptid igeren ve igermeyen B. pumilus SB-M13 Lksilanaz geni
¢ogaltilmrgtir. Translasyon programu ile kismi amino asit dizilimi belirlenen B, pumilus SB-

M13 ksilanaz1 diger suglarla karsilaghrildiginda enzimin, diger ksilanazlarla biiyitk oranda

benzerlik tagidig1 goriilmiigtiir,
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Ayrica, izole edilen B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni ilerde yapilmas: muhtemel
calismalarda, ekspresyon velktériiniin tzelligine bagl olarak secilip, farklr vektérlere talalip

konak hiicrelere aktarilarak ekspres edilmesi, {iretim miktarinmn arttirilmas: gibi calismalar

diistinilmektedir,
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BOLUM 4

SONUC

Caligmamizda, iyi bir ksilanaz iireticisi olan toprak izolatimin Bacillus pumilus oldugu
belirlenmis ve Bacillus pumilus SB-M13 olarak isimlendirilmistir. Daha sonra bu izolatin
ksilanolitik enzim sistemi incelenmistir. Bu amagla, mikroorganizma, misir kogani, bugday
kabugu ve piring kabugu gibi degisik tarimsal atiklar tizerinde cofaltilmrs ve ksilanolitik
enzim tiretim profilleri belirlenmistir. Ayrica, L-arabinozun ksilanolitik enzim iiretimine

etkisi, igerisinde %3 misir kogani bulunduran fermentasyon ortaminda arastirilmigtir.

Ksilanolitik enzimlerin tipinin, gesitliliginin ve {iretim seviyesinin kullanitan tarimsal atifa ve

eklenen arabinoz miktarina bagh olarak degistigi ve ksilanolitik enzimlerin sentezinin sinerjik

ve karbon katabolit engellemesi altinda oldugu gézlenmistir.

Misir kogani, bugday kabugu ve piring kabugunun B. pumilus SB-M13 ksilanolitik enzimleri
tiretimini indiikleme becerisi karsilastirildiginda, bugday kabugunun en iyi karbon kaynag:
oldugu ve bu karbon kaynag ile maksimum seviyede AF (5U/ml), GAL (0.3U/ml), ve XYN

(105U/ml) tiretiminin gerceklestigi belirlenmistir.

B. pumilus SB-M13, %3 oraninda misir kogani, bugday kabugu ve piring kabugu iceren
fermentasyon ortaminda farkli miktarlarda hiicre dist AF, XYN, ve GAL tiretmektedir. Fakat
hi¢bir fermentasyon ortaminda XYL ve GLU aktivitesine rastlanmamistir. Hiicre dis1 XYL ve
GLU aktivitelerinin olmamasi, kaba enzim &ziitiintin saflastirma yapilmadan

ksilooligosaklkarit tiretimi ve kagit beyazlatma islemlerinde kullanabilirligini miimlkiin
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kilmaktadir. Ayrica, B. pumilus SB-M13 ksilanolitik enzimleri iiretiminin karbon katabolit
baskilama kontroliinde oldugu gorilmistiir. Fermentasyon periyodunun ilk giinlerinde,
ortamdali yiiksek miktarda arabinozun bulunmasindan dolay1 ksilanolitik enzimlerin tiretimi
baskilanmigtir. Fakat, bu baskinin etkisi, mikroorganizmamn tercihen arabinozu ilk olarak
tiiketmesi ve ortamdaki arabinoz konsantrasyonun azalmasiyla gittikce diigmiis ve
ksilanolitik enzimlerin iiretimi de artmustir. Fermentasyonlarin 7. giinti g6z 6niine alindiginda,
baglangigta %0.5°1ik arabinoz iceren fermentasyon ortaminda, arabinozun tamamen
tiiketildigi ve arabinoz igermeyen ortama gére AF, XYN, ve GAL aktivitelerinin sirasiyla
2.2, 1.5 vel .4 kat arttipr gézlenmistir. Ancak, 1% arabinoz iceren fermentasyon ortaminda
AF, XYN, ve GAL iiretimi, arabinoz igermeyen kontrol ortammna gére sirasiyla %354, %52,

ve %37 azalmugtir,

Calismamizda ayrica, B. pumilus SB-M13 ksilanaz tek basamak hidrofobik etkilesim kolonu
ile saflastirtlmig ve biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Saf enzimin molekiiler agirhg
ve pl noktas: sirasiyla 24.8 kDa ve 9.2 olarak belirlenmistir. Enzim alkali pH’larda dayamkh.
oldugu ve maksimum aktivitenin goriildiigii sicaklik ve pH degerlerinin de strastyla 60°C ve
7.5 oldugu bulunmustur. Enzim K, ve ke degerleri ise 1.87 mg/ml ve 1.7x10* s7! olarak

belirlenmistir.

Sonug olarak, ksilanaz yiiksek substrat afinitesi ve yitksek bir katalitik giice sahiptir, Ayrica,
enzimin molekiil agirhiginin kiigiik olmass, alkalin pH degerinde dayarukl: olmas: ve yok
denecek kadar az seliilaz aktivitesine sahip olmas: da, enzimin kagit endiistrisinde ve

ksilooligosakkarit iiretiminde kullanilabilir oldugunu géstermektir.




Caligmamizin son bélimiinde ise B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni izole edilmis ve dizin
analizi yapilmigtir. Gen literatiirdeki diger B. pumilus ksilanaz genlerine % 88-94 araliginda
benzerlik g@stermistir. Amino asit dizilimi ile karsllastinldiginda ise diger B. pumilus

ksilanazlarma gére korunmus bélge olmayan 4 amino asit farkhilifh géstermektedir.
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CH-API 50 CHB/E ORTAM KIiTI KOMPOZISYONU

EKA

Tablo. 50 CH-API 50 CHB/E kit gubugu kompozisyonu.

Tiip | Test |Aktif Igerik Miktar (mg/tiip)
0 Control -

1 GLY |GLYcerol 1.64
2 ERY |ERYthritol 1.44
3 DARA | D-ARAbinose 1.4
4 LARA | L-ARAbinose 14
5 RIB RIBose 14
6 DXYL | D-XYLose 14
7 LXYL [L-XYLose 14
§  |ADO | D-ADOmitol 136
] MDX | Methly- D Xylopyrancside 1.28
10 |GAL |D-GALactose 114
11 GLU |D-GLUcose 1.56
12 FRU [D-FRUctose 14
13 MNE |D-MaNnosE 14
14 SBE |L-SorBosE 14
15 RHA |L-RHAmnose 1.36
16 DUL | DULcitel 1.36
17 INO |INOsitol 1.4
18 MAN | D-MANuitol 1.36
19 SOR | D-SORbitol 136
20 MDM | Methly- D-Mannopyranoside 1.28
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Tablo devami. 50 CH-API 50 CHB/E kit gubugu kompozisyonu.

Tiip |Test |AktifIcerik Miktar (mg/tiip)
21 MDG | Methly- D-Glucopyranoside 128
22 NAG | N-AcetylGlucosamine 1.28
23 AMY  AMYgdalin 1.08
24 ARB | ARButin 1.08
23 ESC |ESCulin, ferric citrate 1.16,0.152
26 SAL | SAlLicin 1.04
27 CEL | D-CELlobiose 1.32
28 MAL | D-MALtose 14
29 LAC |D-LACtose (bovine origin) 14
30 MEL | D-MELibiose 1.32
31 SAC | D-SACcharose (sucrose) 1.32
32 TRE |D-TREhalose 1.32
33 INU | INUlin 1.28
34 MLZ D-MelLeZitose 1.32
35 RAF |D-RAFfinose 1.56
36 AMD | AmiDon (starch) 1.28
37 GLYG | GLYcoGen 1.28
38 XLT | XyLiTol 14
39 GEN | GENtibiose 0.5
40 TUR [D-TURanose 1.32
4] LYX |D-LYXosE 14
42 TAG |D-TAGotosE 1.4
43 DFUC | D-FUCose 1.28
44 LFUC | L-FUCose 1.28
45 DARL | D-ARbitoL 1.4
46 LARL [ L-ARbitoL 1.4
47 GNT | Potassium GlucoNaTE 1.84
48 2KG | Potassium 2-KetoGluconate 2.12
49 SKG | Potassium 5-KetoGluconate 1.8
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PROJE OZET BILGI FORMU

Proje Kodu: 104T473

Proje Baghg: TOPRAK IZOLATI Bacillus pumilus M-13 KSiLANAZ’ININ )
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZE EDILMESI VE KSILANAZ GENININ
IZOLASYONU

Proje Yiiriitiiciisii ve Yardimer Aragtirmacilar: Prof. Dr. Ufuk Bakar, Prof. Dr.
Ziimriit Ogel,ve Dr. Aysegiil Ersaym Yasinok

Projenin Yiiriitiildiigii Kurulus ve Adresi: 0.D.T.U. Kimya Miihendisligi Béliimii,
Biyoteknoloji Laboratuvar

Destekleyen Kurulus Adr ve Adresi:Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu

Projenin Baglangi¢ ve Bitis Tarihleri: 01/06/05-01/12/2006

Oz
Calismamizda, toprak izolati Bacillus susu, Bacillus pumilus SB-M13 olarak tamimlanmisg
ve ksilanolitik enzim sistemi aragtiriimigtir.

Aynca, B. pumilus SB-M13 B-1,4 ksilanaz enzimi saflagtirihp biyokimyasal olarak
karakterize edilmistir. Enzim alkali pH’larda dayanikl olup, enzime ait en yiiksek
aktivite 60°C ve pH 7.5°ta gtzlenmistir. Enzime ait Ky, ve ke degerleri sirasiyla  1.87
mg/ml ksilan ve 1.7x10*s™! olarak belirlenmistir.

Son agsamada ise, B. pumilus SB-M13 ksilanaz geni PCR y&ntemi ile izole edilmis ve
sekans analizi yapilnustir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus puniilus, ksilanolitik sistem, ksilanaz, ksilanaz geni.

Projeden Kaynaklanan Yayinlar: : Ksilanaz enziminin saflastiriimas: ve
karakterizasyonunu igeren bir makale hazirlanarak basilmasi igin uluslararas: bir dergiye
gonderilmistir. Bakterinin Ksilanolitik sistemi ile ilgili bir makale de hazirlanmaktadir.

Bilim Dali:
Docentlik B. Dali Kodu:
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