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Enzimler, iiretim asamasinin kolay ve ucuz olmasindan dolayr cesitli biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ksilanaz enzimleri 6zellikle endiistriyel alanlarda ¢ok

tercih edilmesinden dolay1 bu enzim {izerinde yapilan arastirmalar olduk¢a fazladir.

Bu ¢alismada B-ksilanaz geni, termofilik bir organizma olan Thermotoga naphthophila’dan
klonlandi. Ekspresyon vektorii pET-21a(+) araciligr ile Escherichia coli BL21(DE3)’te
eksprese edildi. Yapilan arastirmalar sonucu enzimin pH (7.0), sicaklik (37°C) ve IPTG
konsantrasyonu (0,5 mM) en yiiksek ekspresyon sonucunu verecek sekilde ayarlandi. B-
ksilanazin saflastirilmasi 1sil islem kullanilarak gerceklestirildi. Enzimin indirgen seker
miktarinin saptanmasi i¢in Dinitrosalisilik asit (DNS) kullanildi. Yontem indirgen sekerin
3,5-Dinitrosalisilik asit ile ylikseltgenmesine dayanir. Saflastirilmis B-ksilanaz enziminin
molekiiler kiitlesi sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak
38 kDa oldugu bulundu.



B-ksilanaz enzimi findik kogani, ormangiilii dali ve ormangiilii yaprag: lignoseliilozik
biyokiitleler ile 6n muamele asamasindan gegirildi. Pek ¢ok 6n islem yontemi arastirildi ve
en iyi sonucu verebilecek yontem olan asit alkali metodu kullanildi. Biyokiitlelerin enzimle
muamelesi sonucu agiga cikardiglr seker miktar1 hesaplandi. En yiliksek aktivite findik

kocgan1 biyokiitlesinde oldugu gézlemlendi.
Cesitli kullanim alanlar1 bulunan termofilik B-ksilanaz enziminin biyokiitleler ile muamele
edilmesinin ardindan fermentasyon asamasinin ve diger metodlarin uygulanmasi
durumunda fosil yakitlarin yerini alabilecegi ve yenilenebilir enerji kaynagi olarak
biyoetanol iiretilebilecegi 6ngdriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ksilanaz; klonlama; ekspresyon; sakkarifikasyon; biyoetanol

Bilim Alam1 Kodu: 401.02.02
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Enzymes can be used in various biotechnological applications due to the easy and cheap
production stage. Since Xxylanase enzymes are preferrend especially in industrial areas,

researches on this enzyme are quite high.

In this study, the PB-xylanase gene was cloned from Thermotoga naphthophila, a
thermophilic organism. The expression vector was expressed in Escherichia coli
BL21(DE3) via pET-21a (+). Within the literature information, pH (7.0), temperature
(37°C) and IPTG concentration (0,5 mM) of the enzyme were adjusted to result in the
highest expression. Dinitrosalicylic acid (DNS) was used to determine the amount of
reducing sugar of the enzyme. The molecular mass of the purified f-xylanase enzyme was
found to be 38 kDa using sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel

electrophoresis.

The B-xylanase enzyme hazelnut cob, rhododendron branch and rhododendron leaf were

pretreated with lignocellulosic biomass. Many pretreatment methods have been researched

vii



and the acid alkali method which can give the best results, has been used. The amount of
sugar released by enzyme treatment of biomass was calculated. The highest activity was

observed in hazelnut cob biomass.

It is envisaged that after the thermophilic B-xylanase enzyme, which has various uses, is
treated with biomass, fermentation stage and other methods can replace fossil fuels and
produce bioethanol as a renewable energy source.

Keywords: Xylanase; cloning; expression; saccharification; bioethanol

Scientific Field Code: 401.02.02
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1. GIRIS

Enerji, insanlarin tiim yasamsal ve biyokimyasal faaliyetlerini gergeklestirebilmesi igin
gerekli bir kaynaktir. Enerji insan hayatin1 kolaylastiran her tiirli islem igin
kullanilmaktadir. Diinya niifusunun giderek artmasi nedeniyle enerji talebinde de biiyiik
artiglar olmaktadir. Enerji kaynaklar1 yenilenebilirligine gore yenilenebilir ve yenilenemez
olarak iki gruba ayrilir. Yenilenemez enerji kaynaklari baslica komiir, petrol, dogalgaz gibi
enerji kaynaklaridir. Diinyada ve iilkemizde enerji kaynagi olarak ¢cogunlukla fosil yakitlar
kullanilmaktadir. Fakat giin gegtikce enerji kitlig1 ve cevre kirliligi ile ilgili artan endiseler;
glines, riizgar, biyoenerji gibi yenilenebilir enerji kaynaklarinin gelisimine odaklanmaya

yol agmustir.

Diinya niifusunun giderek artmasi ve fosil yakitlarin yasama omriiniin kisalmasina sebep
oldugu olumsuzluklardan dolay1 alternatif, giivenli, siirdiiriilebilir, diisiik maliyetli yeni bir
enerji kaynagi arayisina girilmistir (Moshi vd., 2015). Biyokiitle bazli atik malzemelerden
veya Yyenilenebilir kaynaklardan elde edilen etanol, biyoetanol olarak adlandirilir.
Giliniimiizde biyoetanol, fosil yakitlarin yerini almak i¢in ¢ok tercih edilmekle birlikte
birgok aragtirmaya da konu olmustur. Biyoetanoliin yenilenebilir ve siirdiiriilebilir yapisi,
depolama kolayhgi, yiiksek oksijen igerigi ve yiiksek oktan sayisi gibi pek ¢ok ozelligi
fosil yakitlarina kiyasla ¢esitli avantajlar sergilemektedir (Sewsynker-Sukai ve Kana,
2018).

Agaglar ve tarimsal artiklar gibi lignoseliilozik biyokiitleler, biyoetanol iiretimi igin biiyiik
miktarda seker firetebilme potansiyeline sahip dikkat c¢ekici hammaddedir. Findik
kabuklar1 ve ormangilii gibi lignoseliilozik biyokiitleler fermente edilebilir sekerler

tiretmek agisindan yenilenebilir, diisiik maliyetli ve yiliksek verimli ham maddelerdir.

Bu c¢alismada Thermotoga naphthophila organizmasinin genomik DNA’s1 pET-2la
vektorii ile ligasyon ve transformasyon yontemleri kullanilarak B-ksilanaz geninin
klonlanmasi, jel ekstraksiyon kitleri ile saflagtirilmasi gerceklestirildi. IPTG kullanilarak
tiretilen B-ksilanaz enziminin sakkarifikasyon yontemi ile findik kabugu, ormangiilii dali
ve ormangiilii yapragi biyokiitleleri lizerinden elde edilen sekerin sekerlesme potansiyeli

DNS yontemi ile arastirilmistir. Calismada kullanilan biyokiitlelerin yiiksek seker iiretme



potansiyeline sahip oldugu bulunmus ve siirdiiriilebilir biyoetanol {iiretimi i¢in bu

biyokiitlelerin uygun oldugu kanisina varilmistir.

1.1 Enzimler ve Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler canlilarin yapisinda 6nemli role sahip olan, ¢gogunlukla protein yapida bulunan,
canlilarin yasam faaliyetlerini gergeklestirebilmesi i¢in kimyasal tepkimeye giren biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler kimyasal bir tepkimenin aktivasyon enerjisini diisiirerek
reaksiyon hizini arttirir. Enzim kelimesi ilk olarak 1876’da Kiihne tarafindan kullanilmis

olup maya anlamina gelmektedir.

Eski zamanlardan beri kullanilan enzimler; sirke, peynir, bira, sarap, hamur mayas1 gibi
gida trlinlerinin tretilmesinin yani sira deri, ¢ivit ve keten gibi liriinlerinde tiretilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu iglemlerde kullanilan enzim kaynagi maya, buzagi rumeni

veya papaya meyvesinden saglanabilir (Kirk vd., 2002).

Enzimlerin spesifik olusu, etkili olusu ve geleneksel siireclere kiyasla ¢ogu zaman
hammadde, enerji ve su tasarrufu sagladigindan dolayr son zamanlarda c¢ok g¢esitli
endiistrilerde kullanilmistir. Endiistriyel kullanim i¢in enzimler su alti ya da kati hal
fermantasyonunda bakteri ve mantar yetistiriciligi ile tretilmektedir. Su altinda enzim
uretimindeki islemler 6nce fermantasyonu ardindan hiicre bozulmasmi ve filtrasyonu

igerir. Daha sonra liyofilizasyon yoluyla saflastirilir (Jegannathan ve Nielsen, 2013).

Endiistriyel olarak {iretilen enzimler; kagit, deri, tekstil, temizlik, gida, yem, ilag, kozmetik
ve biyoyakit {iretimi islemlerinde kullanilmaktadir (Jegannathan ve Nielsen, 2013). 2000
yilinda diinya ¢apinda tahmin edilen endiistriyel enzim pazar yaklasik olarak 1,5 milyar
dolar degerindedir. Endiistriyel pazarin %65’i deterjan, nisasta, tekstil, deri, kagit ve kisisel
bakim tiriinlerinde kullanilan enzimleri igerirken %25’1 siit, bira, sarap, meyve suyu ve kati
yag tiretiminde kullanilan gida enzimleri igermektedir. Pazarin %10’unu ise hayvansal yem
tiretiminde kullanilan fitaz ve seliilaz gibi enzimlerin {retimi olusturur (Cherry ve

Fidantsef, 2003).

Enzim ile ilgili bilgiler ¢cok eski zamanlara dayanmaktadir. Giiniimiizde endiistriyel

anlamda ihtiyact karsilayan iretim daha ¢ok fungal ya da mikrobiyal yolla
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gerceklesmektedir. Hayvansal ve bitkisel kaynaklar kullanilarak elde edilen enzimlere
karsin mikrobiyal kaynakli enzimlerin kullanilmasi ekonomik yonden daha avantajlidir.
Ayrica, hayvansal ve bitkisel dokular kisithidir. Cilinkii toprak veriminin, mevsim ve iklim
sartlarmin standart olmamasindan dolay1 hayvansal ve bitkisel dokular kisith kalmaktadir.
Mikrobiyal kaynaklarda ise bdyle bir sorun olmadigi i¢cin bunlardan elde edilen enzimler

cok ¢esitlilik gostermektedir (Topal, 1985).

Mikroorganizmalar genel olarak iireme sicakliklar1 bakimindan psikrofil, mezofil ve
termofil olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar (Kristjonsson ve Stetter, 1991). Termofilik
organizmalar psikrofil ve mezofillere gore daha yiiksek sicaklikta tiremektedir. Termofilik
organizmalar kendi aralarinda ilimli termofiller (45-65°C) ve hipertermofiller (85°C)
olarak ikiye ayrilirlar (Tablo 1.1). Hi¢bir mikroorganizma kendi iireme sicakligi disindaki

sicakliklarda faaliyet gostermemektedir.

Tablo 1.1: Termofilik yapidaki enzimlerin uygulama alanlar1 (Demirjian vd., 2001).

Mikroorganizma Enzimler Uygulama Alanlar:
Iliml1 (orta dereceli) Amilazlar Tatlandiricilar igin glikoz
termofiller ve fruktoz
Ksilanazlar Kagit agartma
Termofiller Proteazlar Ekmekgilik, bira ve
deterjan iiretimi
Hipertermofiller DNA polimerazlar Genetik mithendisligi
uygulamalari

Bu zamana kadar tanimlanan yaklagik 2500 enzimin sadece 250 kadari ticari olarak
kullanilmaktadir. Bunlarinda gida ve temizlik endiistrisinde kullanilan 25 kadar enzim
ticari olarak kullanilan tiim enzimlerin biyokiitle olarak %80’nini olusturur (Woodley,
2000). Son 30 yildan beri rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinden sonra enzim

tretimi i¢in mikrobiyal kaynaklarin kullanilmasinda artis olmustur.

Rekombinant DNA teknolojisi enzimlerin endistriye yetecek kadar iiretilmesini
saglamistir. Bunun yani sira modern biyoteknolojide yer alan protein miihendisligindeki
son gelismeler endiistriyel enzimlerin gelismesinde biiyiik ol¢iide katkida bulunmustur

(Kirk vd., 2002). Bu gelismeler endiistriyel kullanimlar1 daha ¢ok artirmak igin yeni



aktiviteler ortaya koyan ve yeni iglem kosullarina adapte edilmis 6zel yapim enzimlerini

meydana getirmeyi miimkiin kilmigtir.

Enzimlerin katalizér olarak etki ettigi maddelere substrat, olusan maddelere de iiriin
denilmektedir. Enzim ile substratin uyumu anahtar-kilit uyumuna benzemektedir.
Enzimler etki ettikleri substratlar1 ile aktif bolge adi verilen yerde baglanir ve bdylece
substrat-enzim bilesigi olusur. Daha sonra substrat iriinlerine pargalanirken, enzimler
girmis oldugu tiim reaksiyonlardan higbir degisime ugramadan ¢iktig1 icin stirekli
kullanilabilirler. Enzimlerin bazilar1 spesifiktir. Sadece tek bir substrata etki eder. Bazi

enzimler ise spesifik olmayip birden fazla substrata etki edebilmektedir.

Enzimlerin yapilarinda apoenzim ve koenzim olarak adlandirilan iki grup bulunur.
Apoenzim enzimin spesifikligini saglayan protein kismidir. Koenzim ise organik ve
inorganik kismi olan enzimin etkin bi¢imidir ve tek basina aktiflik gostermez. Koenzim

aktivitesi i¢in apoenzimin de bulunmasi gerekir.

Bazi enzimlerin aktif olabilmesi i¢in protein yapisinda bulunmayan iyonlar gerekmektedir.
Bu gruplara kofaktor adi verilmektedir. Demir, ¢inko, bakir gibi metal iyonlar1 kofaktor
olarak adlandirilmaktadir. Bir apoenzim koenzime siki bir sekilde baglanirsa koenzime
‘prostetik grup’ adi verilmektedir. Apoenzim ile koenzim kompleksine tam enzim

anlamina gelen haloenzim ad1 verilmektedir.

Her enzimin kendine 6zgii aktivite gosterdigi sicaklik degeri vardir. Bu degere optimal
sicaklik denir. Enzim optimal sicakligindan daha diisiik bir sicaklikta maksimum aktivite
gosteremez. Optimal sicakligindan daha yiliksek bir sicaklikta ise enzim yapisinin
molekiiler i¢ baglar1 kopar. Her enzimin kendine 6zgii en i1yi ¢alistigi pH araligi vardir.
Buna ise optimum pH denilmektedir. Baz1 maddelerin kullanilmasi enzimin aktif bolgesine
etki ederek enzimin deforme olmasina yol agar ve bdylece enzimin aktivitesi diistiriiliir. Bu

maddeler ise inhibitor olarak adlandirilir.



1.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler katalize edilen reaksiyon tipine gore alt1 gruba ayrilir. Her enzimin dort rakamli
bir numarasi vardir.

1) Ilk say1 enzimin smnifini

2) ikinci say1 enzimin alt sinifini

3) Ugiincii say1 enzimin grubunu

4) Dordiincii say1 enzimin kendine 6zgli seri numarasini gosterir.

Enzimlerin alt1 grupta siralanmasi ise;

1) Oksidorediiktazlar:

Bu sinif redoks reaksiyonlari katalize eden biitlin enzimleri icerir. Diger bir degisle
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari igerir. Oksitleme reaksiyonlarinda molekiile oksijen
atomu eklenir ya da molekiilden hidrojen atomu ayrilir. Rediikleme ise bu olaym tam
tersidir. Oksidorediiktazlar grubuna giren enzimler ise dehidrogenaz ve oksidazlardir.
Dehidrogenaz substrattan hidrojen iyonunun uzaklastirilmasini katalize ederken oksidazlar

ise molekiiler oksijeni kullanarak elektron kaybeden enzim grubudur.

2) Transferazlar

Transferazlar metil, asil, amino, glikosil ya da fosfat gibi gruplarin bir molekiilden baska

molekiile transferini saglarlar.

3) Hidrolazlar

Hidrolazlar C—O, C—C, C—N ve diger bazi baglarin hidrolitik olarak yikimlarini

saglarlar.

4) Liyazlar

Liyazlar C—O, C—C, C—N ve diger baz1 baglarin hidroliz ve oksidasyondan farkli

yollarla yikimini saglayan enzimlerdir.



5) Izomerazlar

Izomerazlar bir molekiil i¢inde geometrik ya da yapisal diizenlemelerde degisiklik yaparak

molekiiliin uzay dizilisini degistiren gruptur.

6) Ligazlar

Ligazlar ATP ya da baska bir enerji kaynagi kullanarak iki molekiiliin birlesmesini katalize
eder (Aehle, 2007).

1.3. Seliiloz

Seliiloz bitkilerin hiicre duvarinda bulunur ve ayni zamanda bitkilerin ana polimerik
bilesenidir. Seliilloz glikoz birimlerinin B-1,4 baglart ile baglanmasi sonucu olusan
polimerdir. Ekosistemde bulunan cesitli seliilolitik bakteri ve mantarlar, ¢6ziinmeyen
seliiloz substratlar1 ¢oziinebilir sekerlere doniistiirmek ic¢in ilgili mikroorganizmalar ile

calisir (Bayer vd., 1998).

Seliilozun endiistriyel olarak iiretilmesi ve islenmesindeki iki ana kaynak aga¢ ve
pamuktur. Bununla birlikte seliiloz; bakteriler, prokaryotik ve dkaryotik organizmalardan
da iiretilir. Seliiloz ayrica yosun, egrelti otlari, anjiyospermler, tathi sular ve kara bitkileri

de dahil olmak tizere ¢esitli organizmalar tarafindan sentezlenir (Brown, 2003).

Seliillozun biyosentezi sirasinda Van der Waals baglari, bitisik molekiillerin hidroksil
gruplar1 ve oksijen molekiilleri arasindaki hidrojen baglari, biiyiik mikrofibriller halinde
(5-50 nm ¢apinda, birka¢ mikron uzunlugunda) toplanan ve temel fibriller yapisini

olusturan c¢oklu seliiloz zincirlerinin paralel yapida toplanmasini tesvik eder.

Zincir i¢i ve zincirler arast hidrojen bagi, seliilozu nispeten kararli hale getirir ve seliiloz
fibrillerine yliksek oranda sertlik kazandirir. Bu seliiloz fibrilleri; agaglar, bitkiler, bazi
deniz canlilari, algler ve bakteriler icin temel giiglendirme asamasidir. Bu seliiloz
fibrillerinin i¢inde seliiloz zincirlerinin ¢ok diizenli (kristal) bir yapiya yerlestirildigi

bolgeler ve diizensiz (amorf) bdlgeler bulunur (Moon vd., 2011).



Seliiloz dogada yapisal olarak 4 farkli sekilde mevcuttur.

1) Paralel sekilde uzanan ve B-1,4 glukan zincirleriyle baglanan yapi
2) Paralel sekilde uzanmayan B-1,4 glukan zincirleriyle baglanan yap1
3) Seliiloz 1’in kimyasal olarak islenmesiyle elde edilen yap1

4) Seliiloz 2’nin kimyasal olarak iglenmesiyle elde edilen yap1 (Akoglu vd., 2010).

Dogal seliiloz esasli malzemeler tahta, kenevir, pamuk, keten vb. binlerce yildir
miihendislik malzemesi olarak endiistriyel alanlarda kullanilmistir. Ancak bu malzemeler
stirdiirtilebilirlik agisindan oldukga smirlidir. Bu nedenle, biyoteknolojinin yardimiyla
dogal kaynaklar olmadan seliiloz iiretebilmenin yollar1 yogun bir sekilde aragtirilmaktadir.
Son yillarda yapilan ¢alismalar seliiloz iiretme yetenegine sahip olan bakteriler lizerinde

olmustur.

1.4. Seliilazlar

Seliilazlar, selillozun sahip oldugu f-1,4 glikozit baglarint pargalayarak glikoz
molekiillerinin serbest birakilmasini saglayan enzimlerdir. Seliilazlar oligosakkaritleri ve
polisakkaritleri hidrolize eden glikozid hidrolaz enzim ailesinin {iyesidir. Biitiin seliilazlar
kimyasal olarak molekiiler diizeyde tek tip baglara etki edebilirler. Ancak, seliillozun genis
intermolekiiler baglanma oOrtiisii birden fazla tiirde molekiiler bag i¢erdiginden miikemmel
bir kristal yap1 olusturur. Bu 6zelikle mikrobiyal bozunmaya karsi ¢ok direnglidir. Bu
nedenle seliilozu etkin bir sekilde hidrolize edebilmek igin ¢oklu enzim sistemleri

gerekmektedir (Bayer vd., 1998).

Seliilaz enzimleri 3 kategoride incelenir.

1) Endoglukanazlar (B-1,4-D glukan glukanohidrolaz; EC 3.2.1.4).

2) Ekzoglukanazlar ($-1,4-D glukan sellobiyohidrolazlar; EC 3.2.1.91).

3) Sellobiyazlar ( -1,4-D glukosidazlar veya B-D glikozid glikozil hidrolaz; EC 3.2.1.21)
(Ryu ve Mandels, 1980).

Endoglukanazlar, zincirleri rastgele bir sekilde hidrolize eden ve zincir uzunlugunda hizl

bir sekilde diisiise veya indirgeme gruplarinda yavas bir artis ile birlikte polimerizasyon
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derecesini azaltan seliilazlardir. B-glukoz konfigiirasyonunu korur. Ekzoglukanazlar glukoz
veya sellobiyoz tinitelerini zincirin indirgeyici olmayan ucundan uzaklastirmaya neden
olan, ayrica akigkanlikta ¢ok az degisiklik olan indirgeme gruplarinda hizli bir artisa neden
olan seliilazlardir (Ryu ve Mandels,1980).

1.5. Seliilaz Enzimlerinin Kullamim Alanlar:

Giliniimiizde seliillaz enzimleri gida, bira, sarap ve hayvan yemi {retimi, tekstil,
camagirhane, kagit hamuru ve kagit endistrisinde, biyoyakit, kimya, tibbi ve genetik

miihendisligi alanlarinda, ayrica kirlilik giderimi i¢in kullanilmaktadir (Bhat, 2000).

1.6. Hemiseliiloz

Hemiseliilozlar bitki hiicre duvarinin ana bilesenidir ve seliiloz haricindeki polimerik
amorf hidrokarbonlara denilir. Hemiseliilozlar, bitki hiicre biyokiitlesinin yaklasik {icte
birini olusturur ve heteromananlar, ksiloglukan, heteroksilatlar ve karisik baglanti
glukani saglarlar. Bu polisakkaritlerin sahip oldugu ince yapisi bitki tiirlerine ve doku
tipine bagl olarak degisir (Pauly, 2013). Hemiseliilozlar D-ksiloz, D-mannoz, D-galaktoz,
L-arabinoz gibi pentoz sekerlerini igermektedir (Abu Tayeh vd., 2014).

Hemuiseliilozlarin yapis1 ve hiicre icindeki miktari, farkli tiirler ve hiicre tipleri arasinda
onemli Ol¢iide degisir. Hemiseliilozlarin en 6nemli biyolojik rolii, seliilloz ve baz1 hiicre
duvarlarinda lignin ile birlikte etkilesime gecgerek hiicre duvarmi giiglendirmeyi saglar.
Hemiseliilozlar, golgi membranlarinda bulunan glikosiltransferazlar tarafindan sentezlenir

(Scheller ve Ulvskov, 2010).

Sulu ¢ozeltilerde ¢6ziinebilme yapisinda olan hemiseliilozlar asit etkisiyle ¢ok iyi bir
sekilde hidroliz olabilme yapisina sahiptir. Seliiloz homopolisakkarit grubunda yer alirken
hemiseliilozlar ise heteropolisakkaritler grubunda yer alirlar. Hemiseliiloz odunun %20-
30’unu olusturur ve dallanmis molekiil zincirleri iizerinden meydana gelir. Seliiloz
%17,5’lik NaOH’da c¢oziinemedigi halde hemiseliillozlar ¢6ziintir. Hemiseliilozlarin
polimerizasyon derecesi daha diigiiktiir. Hemiseliilozlar gida katki maddeleri gibi pek ¢ok

sayida endiistriyel uygulamada ve tibbi uygulamalarda kullanilir.



Hemiseliiloz otlarda ve ikincil hiicre duvarlarinda ksilan adi verilen B-1,4 bagh ksiloz
birimlerinden olusan bir polimerdir. Selilloz plazma zarindaki biiyilk kompleksler
tarafindan sentezlenirken ksilan golgi membranindaki enzimler tarafindan sentezlenir. Bu
nedenle ksilan sentezi enzimlerin hareketini ve diizenlenmesini saglamakla gorevlidir

(Rennie ve Scheller, 2014).

1.7. Lignin

Lignin karakteristik yan zincirlere sahip olan, 4-hidroksifenilpropanoid oksidatif
birimlerinin birlesmesinden meydana gelen yapidir. Cok sayida aromatik polimer grubuna
ve su gecirmez yapiya sahiptir. Lignin ¢apraz baglar ile baglanir ve kati1 halde amorf bir
yapidadir. Lignin %25-35 oraninda igne yaprakli aga¢ odunlarinda bulunurken %17-25

oraninda ise yaprakli aga¢ odunlarinda bulunur.

Lignin kimyasal ve termal ayrisma yoluyla, poliesterler, polieterler ve polistiren gibi
sentetik polimerler i¢in baslangic malzemeleri olarak kullanilabilirken ligninden ¢ok cesitli
kimyasallar elde etmekte miimkiindiir. Ayn1 zamanda basit kimyasal modifikasyon ile

ligninden g¢esitli polimerler elde edilebilir (Hatakeyama ve Hatakeyama, 2009).

Ligninin tarthi ¢ok uzun bir siireye dayanir. Bilim insanlar1 kagit hamuru islemlerinde
seliiloz eldesi edebilmek i¢in lignini odunsu yapidan ¢ikartmak i¢in etkili bir sekilde ¢aba
sarf etmislerdir. Lignin istenmeyen bir yan {iriin olarak kabul edilmistir ve gelismekte olan
yeni biyoteknoloji kullanilarak az miktarda lignin i¢eren odun tiirlerinin yetistirilmesi i¢in

caligmalar yapilmaktadir (Vanholme vd., 2010).

Ligninler metoksilasyon derecelerine gore lic alkol monomerinden tiiretilmis aromatik
heteropolimerlerdir. Bunlar, p-kumarilM 1H, koniferilM1G ve sinapilM1S’dir (Boerjan vd.,
2003). Bitki hiicre duvari seliilozik mikrofibriller ile hemiseliilozlarla ¢apraz bag ile
baglanan lignin gibi aromatik polimerler igerir. Dolayisiyla bu polimerlerin varliklar:

polisakkaritlerin monomerik sekerlere doniismesini engeller (Sahoo vd., 2017).

Bitki hiicre duvari esas olarak seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden olugmaktadir (Sekil 1.1).
Lignoseliilotik biyokiitlenin en yaygin bileseni seliilozdur. Spesifik olarak lignin, fiziksel

bir bariyer olusturarak enzimlerin seliiloza erisebilirligini sinirlandirmaktadir. Boylece
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ligninin yapidan c¢ikarilmasi fermente olabilen sekerler agiga cikarmak i¢in biyokiitle
icindeki polisakkaritlerin enzimatik erisebilirligini arttirmaya yardimeci olur. Bu nedenle
seliilozik biyokiitlenin yapisinin diizene sokulmasi, enzimatik hidroliz islemine daha
kolaylikla erisebilmeye yardimci olabilmek ve seliilozun basit sekerler halinde

pargalanabilmesi i¢in 6n aritma siireci gerekmektedir (Phitsuwan vd., 2016).

Sun ve Cheng (2002)’ye gore on islem metodu fermente edilebilir seker olusumunu
arttirmali, karbonhidrat degresyonuna neden olmamali, hidroliz ve fermentasyon
asamalarinin inhibisyonuna neden olacak yan iiriin olusumunu engellemeli ve fiyat1 uygun

olmalidir.

a) Hemiseliloz s~~~/

I T e e i,

¢) Seliiloz \

= () Seliiloz mikrolifler (SML)
Hiicre duvarmni olugturan kompozit yapi
¢) Seliiloz nanolifler (SNL)

Sekil 1.1: Bitki hiicre duvari (Yildirim, 2018).

1.8. Ksilan

Diinyada seliilozdan sonra en bol miktarda bulunan ikinci polisakkarit hemiseliilozdur.
Ksilan 100-200 tane 5 karbonlu ksiloz monosakkaritlerini birbirine B-1,4 glikozidik
baglariyla birbirlerine baglanmasindan meydana gelmis bir polisakkarittir (Kocabas vd.,
2017). L-arabinoz ve D-ksiloz yan zincirlerini igerir. Ksilan, toplam bitki biyokiitlesinin

yaklasik olarak %20-40’1n1 olusturan ana bilesendir.
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Ksilan pratik uygulamalarda biiyiik bir biyopolimer olarak kullanilir ve ksilanin
parcalanmasiyla ¢esitli miktarlarda birgok 6nemli iriinler elde edilir. Kokenlerine bagl
olarak ksilanlar; asetilasyon seviyesi, yan zincir sayisi, molekiiler agirlik ve kimyasal

bilesim seviyelerinde farklilik gosterir (Zafar vd., 2016).

Ksilan yapisindaki farkliliklar farki tiirler arasinda ve hatta ayni tiiriin farkli dokulari
arasinda da mevcuttur. Dikotlarda ksilan, sekonder hiicre duvarlarinda yaygin sekilde
bulunurken primer hiicre duvarlarinda ¢ok az bulunur. Cimlerdeki (Poaceae) ksilanlar ¢ok
daha fazla arabinofuranoz (Araf) nispeten daha az GIcA igerir. Araf ksilan omurgasina
baglanmis a-1,2 veya a-1,3 olabilir. Otlardaki siibstitiisyonlarin sikligi hakkinda ¢ok az
bilgi olmasma karsin genel olarak siibstitiisyonlarin siklig1 eski dokularda diisiiktiir

(Rennie ve Scheller, 2014).

Yeryiiziindeki biyokiitlenin en bol bulunan deposu ksilan igeren lignoseliilozik sekonder
hiicre duvarlaridir. Bu biyokiitle biiyiik 6l¢ekli sivi biyolojik yakit iiretimi i¢in hammadde
olarak ¢ok onemli potansiyele sahip yenilenebilir bir enerji kaynagidir (York ve Oneill,

2008).

Ksilan lignine kovalent bagi ile bagliyken seliilozla kovalent bagi olmayan bir etkilesimi
vardir. Ksilanin ana zinciri B-ksilopiranoz kalintilarindan olusur. Ksilan kara bitkilerin
hiicre duvarlarinda toplam kuru agirliginin %30-35’ini olusturan en yaygin hemiseliilozik

polisakkarittir (Beg vd., 2001).

Ksilan, anjiyospermlerden elde edilen sert agagtaki major hemiseliillozken
gymnospermlerden elde edilen yumusak agaclarda daha az bulunur ve toplam kuru agirlig
yaklasik olarak sirastyla %15 ile %30 ve %7 ile %12’sini olusturur (Whistler ve Richards
1970; Wong vd., 1988). Ksilanin ana zinciri -1,4 baglantili B-ksilopiranoz’dan olusur.
Ksilan yapisi i¢indeki iki bitisik ksiloz kalintis1 arasindaki -1,4 baglantilarin varligi ve -
1,4 glikozit baglarinin varlig (Sekil 1.2)’de gosterilmistir.

11



B-1.4 D-ksilopiranoz omurgas

MATS N
AN
Qi
D-ksilopitanoz halkas ! [ - (1—2)-4-0-metil-D- ' [ a (1—3)-L-arabino
coon glukuronik asit omurgas furanoz omurgas
H A 9 I M 0. |
OH H Er HA
ooy | IOHGE Y H
H O Tlr'H
Asetil grup

Sekil 1.2: Ksilan yapisi (Bastawde, 1992).

1.9. Ksilanlarim Simiflandirilmasi

Ksilan, kokenlerine bagl olarak ¢esitli varyasyonlarda bulunabilmektedir, fakat bunlarin

hepsinde ortak bir B-1,4 D-ksilopiranoz omurgasi olmalidir. Ksilanlar;

e Homoksilanlar, bazi deniz yosunlarinda yaygin olarak mevcut olan dogrusal
polisakkaritlerdir.

e Glukuronoksilanlar pek ¢ogu asetillenebilir ve a-(1—2)-4-O metil-D-
glikopiranosil tironik asit (MeGIcUA) ile ikame edilmis linitelere sahip olabilir.
Genel olarak sert agacta bulunurlar.

e Arabino glukuronoksilanlar, MeGlcUA’nin yaninda a-(1—3)-L- arabinofuranosil
(ArbF) ile birlikte ikameye sahiptir. Genel olarak yumusak agag¢larda bulunurlar.

e Arabinoksilanlar, 2. veya 3. pozisyonunda B-(1—4)-D-ksilopiranoz omurgasinin
kismen fenolik asitlerle esterlestirebilme yetenegine sahiptir ve ArbF ile ikame
edilmistir. Bu tiir, nisastali endospermde ve tahillarin dis kisminda sik¢a bulunur.

e Glukurono arabinoksilanlar ArbF {initeleri ile ikame edebilen, asetilenmis ve
ferulik asit ile esterlenmis olabilen yapidir. Bu form otlarin ve tahillarin odunsu
dokularinda mevcuttur.

e Heteroksilanlar, gesitli monosakkarit veya oligosakkaritler ile ikame eder ve bu

yap1 tahil kepegi, tohum ve zamklarda bulunur (Sedlmeyer, 2011).
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1.10. Ksilanlarin Uygulama Alanlar:

e Misir kocan1 veya bugday samaninin gida, eczacilik ve kozmetik {iriinlerinde
uygulanmasi i¢in ksilooligasakkaritlere otohidrolizinin kullanilmasi islemlerinde,

e Karbonhidrat kaynagima ve modifikasyonlarmma baglh olarak notr veya asidik
oligosakkaritler elde edilebilmesinde,

e Ksilanin su emme Ozelliginin farmasotik uygulamalarda yardimci olarak
kullanilmasi islemlerinde,

e Etanol fraksiyonlarinin kullanilmasiyla, arabinoksilooligasakkarit fraksiyonlarinin

heterojenliginin azaltilmasi islemlerinde ksilanlar kullanilmaktadir.

1.11. Ksilanazlar

Karmasik bir kimyasal yapiya sahip olan ksilanin yikimi ¢esitli hidrolitik enzimlerinin
kullanimin1 gerektirmektedir. Ksilanin ksiloz birimlerinden olusan iskeletinin enzimatik
hidrolizinde yer alan baslica enzimler; -1,4 baglar ile baglanmis endo-1,4-f ksilanazlar
(1,4-B-D-ksilan  ksilanohidrolaz) (EC 3.2.1.8) ve p-ksilosidaz (1,4-p-D-ksilan
ksilohidrolaz) (EC 3.2.1.37)’dir (Waine ve Ingvorsen, 2003). Bu temel iki enzim haricinde,
a-L-arabinofuranosidaz (EC 3.2.1.55), a-glukoronidaz (EC 3.2.1.139), asetil ksilan esteraz
(EC 3.2.1.72), ferulik asit esteraz (EC 3.1.1.73) ve p-Kumarik asit esteraz (EC 3.1.1.-)

enzimleri ise yan zincirlerin hidrolizinde gerekli olan enzimlerdir (Sekil 1.3).

Ksilanazlar, hidrofobik kiime analizi ve dizi homolojisine gore F ve G olmak iizere iki aile
grubu olarak siniflandirilabilirler. Bunlardan F ailesine ait olan ksilanazlar G ailesine gore
biraz daha biiyliktiir ve yaklasik olarak 35 kDa’lik molekiiler bir kiitleye sahipken G
ailesine ait olan ksilanazlar sadece 20 kDa’lik molekiiler bir kiitleye sahiptir. F ve G
aileleri glikozil hidrolazlarin sayisal simiflandirmasinda 10. ve 11. ailelere karsilik gelir

(Krengel ve Dijkstra, 1996).
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Sekil 1.3: Ksilanin hidrolizi igin gerekli olan enzimler (Beg vd., 2001).

Wong vd. 1988’de ksilanazlari fizikokimyasal ozelliklerine goére iki gruba
simiflandirmiglardir. Bunlar, molekiil agirlikli 30 kDa’dan diisiikk olup bazik olanlar ve
molekiil agirligi 30 kDa’dan ytliksek olup asidik olanlardir. Ancak bu siniflandirmada bazi
istisnalar bulunmustur. Bazi ksilanazlarin, 6zellikle fungal ksilanazlarin, yaklasik %30’u

bu smiflandirmaya dahil edilemez.

Daha sonra ortaya konulan bir baska siniflandirma sistemi sadece katalitik alanlarin primer
yapilarinin karsilastirilmasina dayanir ve enzimleri ilgili dizilere sahip oldugu gruplarda
gruplandirilir. Ik smiflandirma seliilaz ve ksilanazlar1 6 ailede (A-F) gruplandirildi. 1999
yilinda ise bu 6 aile 77 aileye giincellendi (Collins vd., 2005).

Ote yandan EC.3.2.1.8 enzim siniflandirma numarasi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda 5,
7,8, 16, 26, 43, 52 ve 62 ailelerinde ksilanaz aktivitesi goriilmektedir. Fakat 5, 7, 8, 10, 11
ve 43 ailelerine ait siniflandirmada endo-B-1,4 ksilanaz aktivitesi gosterdikleri
goriilmektedir. 16, 52 ve 62 ailelerine ait olan enzimlerin iki farkli katalitik bolgeye sahip
olduklar1 ve bunlardan birinin aile 10 ya da aile 11°e ait olup digerinin ise glikosidaz
katalitik bolgesi oldugu gosterilmektedir. 26. ailede siniflandirilan enzimler ise endo-f-1,4
ksilanazda aktivite gostermeyip endo-f-1,3-ksilanaz aktivitesi gostermektedirler. Sonug
olarak ksilanazlar sadece 10 ve 11 aileleri olarak siniflandirilmasi tamamen dogru degildir.

5,7, 8 ve 43 ailelerininde icerilmesi gerekmektedir (Yegin ve Biiyiinnilleci, 2015).
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Ksilanazlarlarin bakteriler, deniz yosunlari, mantarlar, omurgasizlar ve bitkilerde var
oldugu bildirilmistir ve bu ksilanazlarin biiylik miktar1 mezofilik sicakliklarda nétr veya
hafif asidik pH igerir (Waine ve Ingvorsen, 2003). Ekstremofilik ksilanazlardan
termofiller, alkalifiller ve asidofiller ¢ok kapsamli sekilde incelenirken, soguk adapte

edilmis ksilanazlar daha az aragtirma konusu olmustur (Collins vd., 2005).

Pek cok ticari uygulamalar ve yapilan islemlerin ekonomik olarak uygulanabilir olabilmesi
icin ucuz enzimlerin kullanimi1 daha yiiksek seviyelerde enzim ekspresyonunu gerektirir.
Bu nedenle biyoteknolojinin biiylik gelisim gostermesiyle genetik miihendisligi

ksilanazlarin biiytik 6lgekli ifade edilmesinde ¢ok onemli bir rol oynamaktadir.

Ksilanaz, bitki hiicre duvarindaki seliiloz ve lignin yapistyla birlikte bulunan ksilanin
hidrolizini gerceklestiren enzimlerdir. Bu sebepten dolay1 bakteri kaynakli enzim iiretim
metodlarinda agag¢ talagi, musir kogani, findik kogani, bugday ve diger bitkisel atik

kaynaklar1 substrat olarak kullanilmaktadir.

Tiim diinyaya biiylik 6lclide zarar veren ve bununla birlikte saglik tehlikesi kaynag: haline
gelen tarimsal ve yiyecek atiklarin varliklari biiyiik miktarlarda mevcuttur. Diisiik maliyetli
yiiksek verimli enerji tretimi i¢in bu atiklarin yakit {iretiminde kullanilmasi tim
bilesenlerin hidrolizini gerektirmektedir. Ksilan bir bitkinin 6nemli yapisal polimeridir.
Ksilanazlar ve bazi mikroorganizmalar ksilani hidrolize ederek etanol {iretimi amaciyla

kullanilmaktadir (Rani ve Nand, 1996).

1.12. Ksilanazlari Kullanim Alanlar1

Ksilanaz enzimi ksilanin -1,4 baglarinin hidrolizini katalize ederek biyoyakit liretimi, gida
ve kagit hamuru gibi cesitli endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilir. Son
zamanlarda ksilanazlar 2-7 ksiloz birimlerinden olusan ksilooligosakkaritlerin endiistriyel
olarak tiretimindeki uygulama potansiyeli oldukga ilgi ¢ekmektedir (Chang vd., 2017).
Ksilanaz enzimi; kozmetik, eczacilik ve bitki biiylime diizenleyicisi olarak ©Onemli

endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir.
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Ksilanaz enzimleri 1980 yillarinda endiistriyel alanlarda kullanilmaya baslanmistir.
Gliniimiizde ksilanaz; seliilaz ve pektinaz enzimleriyle birlikte diinya enzim pazarinin

yaklagik olarak %20’sini olusturmaktadir (Polizeli vd., 2005).

Termofilik organizmalardan meydana gelen ksilanazlar yiiksek sicaklik ve pH araliklarinda
artan ¢Oziiniirliikleri nedeni ile endiistriyel kullanim i¢in oldukca dikkat ¢ekicidir. Ksilanaz
kodlayan mikroorganizmalardan ksilanaz genlerinin klonlanmasi ve ekspresyonu iiretim
maliyetinin  diisliriilmesi i¢in enzim {retiminin gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir.
Hareketsizlestirilmis enzimlerin yapilarinin kararhiliklari, diisiik duyarliliklari, aktifligi ve
caligilan reaksiyon karsimindan geri kazanilmasi nedeniyle endiistriyel uygulama
alanlarinda serbest enzimlere nispeten tercih edilmektedir. Bu sebepten dolayi enzimin

tekrar kullanilmasi gibi bazi optimal 6zellikler miimkiin kilinir (Cakmak ve Saglam

Ertunga, 2016).

Ksilanaz enzimlerinin kullanilmasiyla ¢esitli agartma yararlar1 elde edilebilir. Bunlar:

e Klor gazi kullaniminin azalmasi,

e Yiiksek klor dioksit seviyelerindeki degirmenlerde klor gazinin ortadan
kaldirilmasi,

e Ogzellikle ¢ok biiyiik miktarda peroksit ya da klor dioksit kullanan degirmenlerde

agartma islemi goren kimyasallarin maliyetlerinin azaltilmasidir (Bajpai, 2014).

Ksilanazlar hamurlama sirasinda hamur lifleri tizerinde biriken ksilanlar1 hidrolize eder
(Singh vd., 2002). Kanada, Firlandiya, ABD f{ilkeleri agartma islemlerinde siirekli olarak
ksilanaz tercih etmektedir. Ureticiler maliyetleri diisiirmek ve kagit hamurunun parlakligin
arttirmak gibi bircok faydadan yararlanmak i¢in ksilanaz kullanir. Ksilanazin genis
Olgiideki bu calismalar1 i¢in alkalifilik bakteriler ve aktinomisetler kullaniimistir
(Ratanakhanokchai vd., 1999). Enzim kagit hamurunu tahris etmez aksine verimliligi
arttirir. Ksilanaz islemi lignin alkalin ekstrakte edilebilirligini arttirir, bu da hamurun
agartilmas1 i¢in gereken geleneksel agartma kimyasal maddelerin kullanimini azaltir.

(Tolan ve Popovici, 2002).
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Gida endiistrisinde ksilanaz enzimleri hamurdaki polisakkaritlerin pargalanmasina
yardimc1 olarak kurabiye, kek, kraker ve diger gida maddelerinin pisirilmesini
hizlandirmak amaciyla kullanilmaktadir. Pek ¢ok ticari ksilanaz Trichoderma, Bacillus,
Aspergillus, Penicillium, Aureobasidium ve Talaromyces sp. organizmalari tarafindan
tiretilir (Godfrey ve West, 1996).

Ksilanazlar baz1 enzimler ile birlikte ekmek yapiminda kullanilabilmektedir. Ksilanazlarin
temel fonksiyonu, bugdayda bulunan hemiseliilozun su ile birlikte ekstrakte edilerek
arabinoksilana ayrismasini saglamasidir. Bu olay sonucunda hamur olusumunda dogru
yumusaklik, uzayabilirlik, ekmek hacminde artis ve bununla birlikte suyun daha fazla
emilmesi ile fermentasyona karsi daha fazla diren¢ olusumu meydana gelir. Ayrica ekmek
icerisindeki ¢cok miktarda bulunan arabinoksilo oligosakkaritler saglik agisindan yararl

olabilmektedir (Bajpai, 2014).

Selillaz, amilaz ve pektinaz enzimleriyle birlikte ksilanazlar, meyve ve sebzelerin
stvilastirilmasi yolu ile meyve suyu tiretiminde kullanilir. Ksilanaz ayni1 zamanda kahve
¢ekirdegi zamkinda da kullanilir. Gida endiistrisinde ksilanazlarin kullanimi i¢in istenilen
ozellikler, asidik pH’da yiliksek kararlilik ve optimum aktivitedir. Molekiiler biyoloji
tekniklerinde gelisen biiyiik ilerlemeler ile ksilanaz enzimlerinin diger endiistriyel

alanlarda kullanimlarina her gecen giin bir yenisi eklenmektedir (Bajpai, 2014).

B-D-glukopiranosidaz, sarap ve meyve suyu lretimi i¢in gida endiistrisinde kullanilmigtir
(Spagna vd., 1998). Ksilan, ksiloz ve oligosakkaritlerin hidroliz tiriinleri gida endiistrisinde
pek ¢ok uygulama alanlarina sahiptir. Bunlar koyulastiricilar, yag, antifriz ve gida katki

maddeleridir.

Hayvan yemi iiretimi agsamasinda enzimlerin iiretimi yillik olarak 600 milyon tonu
ge¢mektedir ve bununla birlikte cirosu 50 milyar dolardir. Ksilanazlar hayvan yemi
tiretiminde glukanazlar, pektinazlar, seliilazlar, proteazlar, amilazlar, fitaz, galaktosidaz ve
lipazlarla birlikte kullanilir. Bu enzimler ham maddenin viskozitesini minimum seviyeye
indirerek yem igerigindeki arabinoksilanlar1 pargalamaktadir (Polizeli vd., 2005).
Ksilanazlarin ticari sektorlerdeki uygulamalari genislediginden otiirli enzimin etkin ve

etkili sekilde kullanim1 i¢in dogasinin ve 6zelliklerinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
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Tekstil endiistrisinde ksilanazlarin kullanimi ¢evre dostu tekstil 1slak islemenin ve nihai
iriin ~ kalitesinin  iyilestirilme stratejilerinin  gelistirilmesini  saglayan endiistriyel
biyoteknolojinin bir 6rnegidir. Enerji ve hammadde tiiketimi ve kimyasallarin topraga,
suya veya havaya salinmasina iligkin kimyasallarin kullanimi ile ilgili ¢evresel kaygilarin
artmasindan dolay1 tekstilin kimyasal islemesi sirasinda enzimlerin uygulanmast ¢ok
gereklidir (El Aty vd., 2018). Ksilanaz kompleksi tekstil endiistrisinde kendir veya keten
gibi bitki liflerini islemek i¢in kullanilabilir (Polizeli vd., 2005).

Ksilan yapisinda bol miktarda hemiseliiloz bulundurur. Bu nedenle etanol {iretimi saglayan
bakteriler tarafindan gergeklestirilen fermentasyon islemi i¢in ksilanin ksiloz ve arabinoz
gibi bilesen sekerlere ayrilmasinin saglanmasi (Sekil 1.4) biyoyakit iiretimi i¢in bitki
biyokiitlesinin verimli bir sekilde kullanilmasi biiyiik 6neme sahiptir (Dodd ve Cann,
2009).

Biyoteknolojideki biiylik gelismeler sayesinde ksilanazlarin bitki hiicresi protoplasti,
sebzelerin sertliginin giderilmesi, kahve iiretimi, yeraltt madenlerinden yaglarin geri
kazanimi, pigmentlerin ve bitki yaglariin ¢ikarilmasi, biyoyakit tiretilmesi gibi ¢ok genis

uygulamalarda kullanilmistir (Juturu ve Wu, 2012).

Lignoselilozik
materyaller
CKsilanaz
Keiloz Ksiloz izomeraz Ksitaloz Ksilulokin :az:\r Ksiluloz-5-P
Bakter -
™ RDPH = N4 Dy Pentoz fosfat volu
N ADH Mava
psilo N
. Embden- Meyerhof -Parnas volu
redikta? "
, Ksilitol
NADE N
NAD Etanol

Sekil 1.4: Lignoselillozik malzemelerden bakteri ve mayalar tarafindan ksilanaz
kullanilarak etanol tiretimi (Polizeli vd., 2005).
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1.13. Thermotoga naphthophila

Thermotoga naphthophila bakterisi Japonya’da yeralti rezervlerinden elde edilen
anaerobik, hipertermofilik gram-negatif bir bakteri tiiriidiir. Bakterinin biiylimesi igin
uygun sicaklik 48-86°C araligindadir. Bakterinin biiyiimesi i¢in optimum pH ise 5.4-9.0
araligidir. Ancak en iyi aktiviteyi pH 7.0’de gostermektedir.

Thermotoga naphthophila organizmasinin beslenme gereksinimlerini karsilayabilmesi igin
maya 0Oziitli, pepton, glikoz, galaktoz, frilkktoz, mannitol, riboz, arabinoz, siikroz, laktoz,
maltoz ve nisasta gerekmektedir. Takahata vd. (2001) yaptiklar1 ¢aligmada, Thermotoga
naphthophila’nin Thermotoga petrophila organizmasi ile karsilatirildiginda benzersiz
oldugu sonucuna varilmistir. T. naphthophila organizmasi ayni zamanda tiyosiilfati
hidrojen siilfiire daha diisiik bir oranda indirgeyebilmektedir. Bakterilerin biiyltime hizlari
ve hiicresel verimleri tiyosiilfat varliginda hi¢bir etki gostermemektedir (Takahata vd.,
2001). Thermotoga tiirleri genel olarak ksilanaz, ksilosidaz, amilaz, fitaz, mannosidaz,

seliilaz ve galaktosidaz gibi birgok hidrolaz sergileyebilmektedir.

T. maritima ve T. neapolitana ksiloz {izerinde biiyiime gosterirken T. naphthophila
bakterisi ksiloz iizerinde bir biiylime gosterememektedir. T. naphthophila ksilozun
parcalanmas1 olayma katilan biitlin genleri icermektedir. Fakat bu bakteri ksiloz i¢in
gerekli olan spesifik seker tasiyicilarini icermemektedir. Bu nedenle bu organizmadan
ksiloz bozucu genlerin klonlanlanilmas1 cazip hale gelecektir (Fatima vd., 2016).
Thermotoga naphthophila organizmasinin  mikroskobik goriintiisii  (Sekil 1.5)’de

verilmistir.
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Sekil 1.5: Thermotoga naphthophila bakterisinin elektron mikroskobu goriintiisii
(Takahaka vd., 2001).

1.14. Biyokiitle ve Biyoyakit

Biyokiitle bitkilerden ve hayvanlardan elde edilen organik maddeye verilen isimdir.
Biyokiitle diinyanin dordiincii birincil enerji kaynagidir (Gliney, 2013). Biyokiitle enerji
talebini karsilamak i¢in miikemmel bir alternatif kaynagi olan en iyi adaylardan biridir.
Biyokiitlenin elektrik, 1s1 veya bir gii¢ tiretimi {iretebilmek igin yakit olarak kullanilmasi
bilimsel ve teknolojk aragtirmalarin odak noktast olmustur. Giiney (2013)’iin bulgularina
gore biyokiitle bilyiik bir oranla azot oksit (NO) yaymadan yakilabilir. Bununla birlikte
biyokiitle emisyonunun kiikiirt igerigi orani ¢ok azdir. Biyokiitle kaynaklari kendi

igerisinde iki gruba ayrilir.

Klasik biyokiitle kaynaklari; genel olarak odun, hayvansal ve bitkisel atiklardir. Bu
kaynaklar yakacak olarak kullanilmaktadir.
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Modern biyokiitle kaynaklari; orman ve aga¢ endiistrisi atiklari, tarim kesimindeki bitkisel
ve hayvansal atiklar, kentsel atiklardir. Bu kaynaklar sonucunda meydana gelen enerjiye

biyokiitle enerjisi denir.

Enerji kullanimmi yiiksek boyutlara ulastigi gilinlimiizde petrol kaynaklarinin zamanla
azalacagi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte fosil yakitlarin kullanilmasi kiiresel
1sinmaya, iklim degisikligine, asit yagmurlarina ve hava kirliligine neden olan sera gazi
iretmektedir (Lam ve Lee, 2015). Bu etkileri en az seviyeye getirebilmek icin sera gazi
emisyonlar1 1990°daki kiiresel emisyon diizeylerinin yarisindan daha azina indirilmelidir
(Patel, 2017). Diinyadaki enerji tiiketimi hizla artmaya devam ederken ham petrol iiretimi
azalmakta olup 2050 yilinda 5 milyar varile yol agacagi tahmin edilmektedir (Khalil vd.,
2015).

Her tiir biyokiitleden {iretilen yakitlar ise biyoyakit olarak adlandirilir. En ¢ok basarili ve
en c¢ok kullanilan biyoyakitlar biyoetanol, biyodizel ve biyogazdir (Saravanan vd., 2018).
Swain vd. (2019)’un bulgularina goére biyoyakitlarin biyokiitle kaynaklarindan iiretilme
amaglart gelecekte siirdiiriilebilir ve yenilenebilen bir kaynak olmasi, karbon salinimi ile
sonuglanmayan pozitif ¢evresel etkiye sahip olmasi ve fosil yakit fiyatlarinin ilerleyen

zamanlarda artmasi sonucunda énemli bir ekonomik potansiyele sahip olmasidir.

Biyoyakitlar temel olarak 3 grupta siniflandirilabilir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6: Biyoyakitlarin fiziksel 6zelliklerine gore gruplandirilmasi (Manguhan, 2006).
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1.15. Biyoetanol

Etanol, alkol olarak adlandirilan organik bilesik sinifinin en 6nemli iiyesidir. Molekiiler
formilii (C2HsOH)’dir. Doymus bir hidrokarbon olan etanin (C2Hs) alti hidrojeninden
birinin yerine bir hidroksil grubu (OH) ge¢mis seklidir. Etanol 78,5°C’de kaynar ve -
115°C’de donar. Biyoetanoliin fiziksel, kimyasal ve termal ozellikleri (Tablo 1.2) ve
(Tablo 1.3)’de verilmistir.

Tablo 1.2: Biyoetanoliin fiziksel 6zellikleri (Aydogan ve Acaroglu, 2004).

Fiziksel Ozellikler
Ozgiil Agirlik Kg/m? 0,79
Buhar Basinci (38°C) mmHg 50
Buharlasma Isis1 kJ/kg 842-930
Kaynama Sicaklig1 °C 78,3

(°F) (172-173)
Suda Coziinme %100
Viskozite Mm?/sn 1,19

Tablo 1.3: Biyoetanoliin kimyasal ve termal 6zellikleri (Aydogan ve Acaroglu, 2004).

Kimyasal Ozellikler

Formiil C2HsOH
Molekiiler Agirlik g/mol 46,1
Karbon Orani % 52,1
Hidrojen Oram1 % 13,1
Oksijen Orani % 34,7
C/H Varlhigi 4

Termal Ozellikleri

Alt Is1l Degeri kd/kg 27000
Ozgiil Is1 kcal/kg 0,6

°C
Donma Noktasi °C -115
Yanabilirlik Limitleri %hacim 3,3-19,0
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Tiirkiyede biyoetanoliin zorunlu olarak kullanimi ve buna bagli olarak biiyilik bir {iretimi
yapilmamistir. Mohanty ve Swain (2019)’a gére ABD ve Brezilya’da misir, bugday, seker
gibi nisasta kaynakli tirtinlerden sirasiyla yillik olarak yaklasik 57,7 ve 27,6 milyon litre
biyoetanol elde edilmektedir. Biyoetanol iiretiminde birinci, ikinci ve ti¢lincii nesillerden
cesitli drlinler kullanilmistir. Diinyada biyoetanol iiretim miktarlar1 her yil artig

gostermektedir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4: Diinya biyoetanol iiretim miktarlar1 (milyar litre) (RFA, 2021).

2016 2017 2018 2019
Amerika 58.03 59.80 60.90 59.73
Brezilya 27.63 26.72 30.32 32.44
AB 5.22 5.37 541 5.45
Cin 3.21 3.33 3.97 3.40
Kanada 1.66 1.70 1.81 1.89
Diinya Toplam 100.6 102.3 107.5 109.8

Diinyada yakit olarak liretilen biyoetanol ¢ogunlukla nisasta (muisir, piring, bugday, patates,
manyok, arpa vb.) ve sakkaroz (seker kamisi, seker pancari ve tatli sorgum) kaynaklidir ve
bunlar birinci nesil biyoetanol olarak bilinir. Birinci nesil biyoetanol potansiyel enerji
iiretme kapasitesine sahiptir. Nigastali biyokiitle bir besin kaynagi oldugu i¢in nisastanin
tarimsal {retimi yakit iiretimi seviyesine gore cok diisiiktiir bununla birlikte tropikal
ormanlarin imhasi nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir (Hosgiin vd., 2017; Derman vd.,
2018). Bu sikintilarin iistesinden gelmek igin lignoseliilozik atiklar ikinci nesil biyoetanol

tiretimi amaciyla kullanilmaktadir.

Odun, bitki, tarim endiistrisi gibi lignoseliilozik biyokiitle diinyada bol miktarda bulunan
yenilenebilir bir kaynaktir ve bu biyokiitlelerin liretimi i¢cin daha az tarimsal c¢alisma
gerekmektedir (Hosgiin vd., 2017). Ikinci nesil biyokiitle besin zincirinde higbir sekilde
etkisi olmayan hammaddelerle yani odunsu biyokiitleler ile yapilir. Bu nedenle ikinci nesil
biyoetanol iiretimi oldukga yiiksek potansiyele sahiptir. Ugiincii nesil ise alglerden elde

edilen biyoetanol iiretimini kapsamaktadir.

Tiirkiye’de biyoetanol sektoriinde araglarda yakit olarak kullanilabilecek susuz biyoetanol
uretilen lic adet tesis bulunmaktadir. Bunlar, Tarimsal Kimya Teknolojileri (TARKIM)
Sanayi ve Ticaret A.S., Tezkim Tarimsal Kimya (TEZKIM) Insaat Sanayi ve Ticaret A.S.
ve Konya Seker Sanayi ve Ticaret A.S’dir. Bu firmalarin hem iiretim hem de dagitim
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yetkileri bulunmakla birlikte giincel yillik tiretim kapasiteleri yaklasik 152 milyon litredir.
Tiirkiye’de biyoetanol tliretim ve tiikketim miktart her yil artig gosterirken ihracat miktarinda

azalma olmustur (Tablo 1.5).

Tablo 1.5: Tiirkiye biyoetanol iiretim, tiiketim, ihracat miktarlart (milyon litre) (Akalin ve
Seyrekbasan, 2015).

2011 2012 2013 2014
Uretim 52,3 63,2 63 64,9
Tiiketim 11,0 11,2 54,7 61,2
ihracat 29,6 33,4 6 2,6

1.16. Rhododendron (Ormangiilii)

Ormangiilii fundagiller (Ericaceae) familyasinda Rhododendron cinsi igerisinde yer alan
Karadeniz ormanlarinin batisindan dogusuna kadar cogalan ¢ok degisik cicek ve yaprak
yapilaria sahip olan bir tlirdiir. Diinyada oldukga genis bir yayilima sahip olan ormangiilii
tirlerinden bazilar1 Tiirkiye’de o6zellikle Karadeniz bolgesinin dogusunda yaygindir

(Ozbucak vd., 2009).

Ormangiilleri tiirleri genellikle yiiksek yagis, yiiksek nem, 1liman iklim bolgesi ve asidik
toprakta biiylimeyi tercih eder. Ormangiillerinin birka¢ santimetre uzunlugundan
baslayarak 30 metrelik agaclara kadar uzanan ¢ok cesitli formlar1 vardir. Genellikle bir tiir
icinde bile form ve ¢icek renginde biiylik degisiklikler olabilme ihtimali vardir (Gibbs vd.,
2011).

Karadeniz bélgesi haricinde ormangiillerinin R. poncitum ve R. luteum tiirleri Marmara
bolgesinde Sakarya ve Kocaeli’de ¢ogunlukla bulunmakla birlikte kiigiik popiilasyonlar
halinde Bursa, Istanbul, Kirklareli ve Yalova’da tespit edilmistir. Ayrica Canakkale’de
Kazdaglarimin giiney eteklerinin iki farkli noktasinda R.luteum tiirii kesfedilmistir (Altun
vd., 2016). Rhododendron Tiirkiye orman topraklarinin baskin bir tiiriidiir. Rhododendron
aga¢ biiylimesini azaltir, hedef agac tiirlerin yenilenmesini Onleyerek Tiirkiye’ nin
Karadeniz bolgesinin zengin orman tiirlerini azaltir (Akgiil ve Camlibel, 2008). Ormangiilii

%¢43,25 seliiloz, %30,87 hemiseliiloz ve %19,16 lignin igermektedir (Kara, 2012).
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Diinya c¢apinda genis bir dagilima sahip olan ve 1000°den fazla tiir iceren ormangiillerinin
300°den fazla tiirii Cin-Himalaya Daglari’nda ve giineybati Cin’deki Sikkim’de bulunur.
Biiylik, genis yaprakli ve yaprak dokmeyen ormangiilleri, Kuzey Amerika ve
Iskandinavya’da yasayan ‘siiper dayanikli’ yani donmaya kars1 toleransh tiirleri oldukca
onemlidir (Wang, 2009). Rhododendron tiirleri genel olarak cesitli sekillerde goriiliir.
Bunlar, yuvarlak, mizrak ve eliptik sekilleridir. Cigekleri ise beyaz, kirmizi, pembe, sari,

mavi, mor ve turuncu tonlarindadir ya da bu renklerinin karigimlarinda da olabilir.

1.17. Findik Kabugu

Ulkemizde yetistiriciligi ¢ok eski zamanlara dayanan findik, en uygun yetisme ortamini
Karadeniz bolgesinde bulmustur. Findik kabuklari %43,1 lignin, %27,5 hemiseliiloz,
%24,7 seliiloz, %3.,4 alkol-benzen ekstraktlar1 ve %1,4 oraninda kiilden olusmaktadir
(Arslan ve Saragoglu, 2010). Findik kabugu endiistriyel olarak kullanilmayan yenilenebilir
bir dogal kaynaktir. Ulkemizde yillik 600.000 tonluk findik iiretiminin yapildigi ve bunun
yaklasik olarak %350’sinin kabuk oldugunu diisiiniirsek yillik olarak 300.000 ton findik
kabugu aciga c¢ikmaktadir. Findik kabugu Tirkiye’nin en Onemli tarim ve ticaret
malzemesi oldugundan 6tiirli biyoetanol iiretimi i¢in ¢ok onemli bir biyokiitledir. Orman

enduistrisinde findik kabuklarinin kullanimi hakkinda sinirli ¢alismalar bulunmaktadir.

Karadeniz bolgesindeki bahge bitkisi atiklarinin toplam 1s1l miktar1 yaklasik olarak 36,1
PJ’diir. Bu artiklardan en biiylik pay1 ise %98,3 oraninda findik almaktadir. Diinyadaki
findik iiretimi kapasitesinin yaklasik %70’nin kaynagi Tirkiye’dir. Tirkiye’de yillik
tiretilen findik miktar1 yaklasik olarak 250.000 tonun {izerindedir (Midilli vd., 2000).
Findik kabugunun asetik asit, metanol, amonyak, furfural ve hidrojen gibi kimyasallara

dontisiimii arastirilmistir (Arslan ve Saragoglu, 2010).
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Ksilanaz Enzimi le Tlgili Calismalar

Shi vd. (2013), Thermotoga thermarum organizmasindan 3474 b¢ uzunluguna sahip bir
ksilanaz geni (Xynl0A) klonlamiglardir. Amino asit dizi homolojisi, hidrofobik kiime ve
ic boyutlu yapr analizi incelendiginde ksilanazin 5 karbonhidrat baglama bdlgesi
bulundugu ve glikozid hidrolaz GH 10 ailelerine ait oldugunu kabul etmislerdir. Ksilanaz
optimum bir sekilde 95°C’de pH 7.0°da aktiflik gdstermistir. Buna ilaveten ksilanaz, 5 mM
Ca?" ilavesiyle pH 4.0-8.5 araliginda ve sicaklik 55-90°C’nin iizerinde yiiksek termal
kararhilik gostermistir. Iyon Kromatografi Sistemi (ICS) analizi yapilarak ksilanin hidrolizi
sonucunda olusan son firiinlerin ksiloz, ksilobiyoz, ksilotrioz, ksilotetroz, ksilopentoz ve

ksiloheksoz oldugu onaylanmustir.

Lapidot vd. (1996), Bacillus stearothermophilus T-6’dan ksilanaz1 iiretmislerdir.
Ksilanazin etkinligini pH 9.0 ve sicaklik 65°C’de bulmuslardir. Proteinin X- 1s1n1 analizi
ve protein miithendisligi ile karakterizasyon islemlerini kolaylastirmak i¢in, Escherichia
coli’de enzimin daha fazla ifade edilmesi gerektigini bildirmislerdir. Ksilanaz genini T-7
polimeraz ekspreyon vektorlerine klonlamistir ve ekspresyonu yapilmistir. Enzimin hiicre
proteinin %70’inden fazlasimi olusturdugunu bulmuslardir. Bir kiiltiirde 2 g’in lizerinde

aktif bir enzim elde etmislerdir.

Sharma ve Chand (2012), Pseudomonas sp. XPB-6’dan elde edilen ksilanaz, amonyum
siilfat ¢okeltme ve DEAE iyon degisim kromotografisiyle saflastirarak %60,31 oraninda
verim elde etmislerdir. Protein 41 kDa’lik ii¢ alt birimden olusarak toplamda 123 kDa
molekiiler agirliginda bulmuslardir. Enzim i¢in optimum pH 7.5 ve sicaklik 60-75°C
bulmuslardir. Pseudomonas sp. XPB-6 hem oda sicakliginda hem de 4°C’de ¢alisiimustir.
Enzim oda sicakliginda 90 giin, 4°C’de 28 giin boyunca aktif kalmistir. Enzimin yar

Omriiniin oda sicakliginda yaklasik olarak 40 giin oldugu bildirilmistir.
Mondou vd. (1986), Streptomyces lividans’dan elde edilen ksilanaz geni, Streptomyces

lividans’in ¢oklu kopya plazmidi plJ702 kullanilarak ksilanaz-negatif ve B-1,4 glukan

glukanohidrolaz-negatif ¢ift mutantinin tamamlanmasiyla klonlamiglardir. Klonlarin 2 kb
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DNA fragmanina sahip olduklar1 restriksiyon haritalanmasi ve Southern hibridizasyonu ile

belirlenmistir. Enzim seviyesi 380 IU/ml olarak elde etmislerdir.

Blanco vd. (1997), ksilanaz ve seliillaz aktivitelerini incelemislerdir. Iki farkli p-1,4
ksilanaz kodlayan genler Thermomonospora alba ULJB1’den klonlamislardir. Bunlardan
biri olan xylA, Streptomyces lividans’a dizilemesi, alt klonlamasi ve ekspresyonu
yapilmistir. 48456 Da’lik molekiiler kiitleye sahip oldugu ve bunun 482 amino asitlik bir
proteini kodladig1 bildirilmistir. Ksilanazin ana bozulma {iriiniin ksilobiyoz oldugu
bildirilmistir. Ksilanaz’in 95°C’de aktif oldugu ve pH 4.0-10.0 araliginda kararli oldugu

gosterilmistir.

Guo vd. (2009), bir ksilanaz geni olan XynA’y1 deniz bakterisi olan Glaciecola mesophila
KMM 241°den klonlamislardir. XynA geninin 1,272 bg igerdigi ve 423 amino asit bir
proteini kodladig: bildirilmistir. Escherichia coli B21°de eksprese edilen XynA ksilanazin
43 kDa’lik molekiiler kiitleye sahip oldugu sdylenmistir. XynA ksilanaz1 i¢in optimum
sicaklik 30°C ve pH 7.0’dir. XynA 4°C’de %23 aktivite gosterirken 30°C’de %20 aktivite
gostermistir. Bu sonuca gore XynA’nin soguk aktif bir ksilanaz oldugu bildirilmistir.
XynA 0,5 M NaCl’de en yiiksek aktiviteye sahipken 2,5 M NaCl’de %90 aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Bunun sonucu olarak XynA’nin tuza toleransl ilk ksilanaz oldugu

sOylenmistir.

Crous vd. (1995), XynC ksilanaz genini Aspergillus kawachii IFO4308’den izole
etmislerdir. Bu gen maya fosfogliserat kinaz, gen promotdrii ve sonlandirici sekanslarinin
arasina yerlestirilmistir. Olusan bu yapiya Xyn3 denilmistir. Xyn3 geni ¢oklu kopya
epizomal plazmidine klonlamislardir. Bu gen Saccharomyces cerevisiae’de eksprese
edilmistir. Xyn3’tin 30-50°C de kararli oldugunu optimum sicakligin 60°C’de ve pH’nin

3’ten diisiik oldugunu gostermislerdir.

Decelle vd. (2004), ¢ tane endo-1,4-B-ksilanaz  genlerini  Phanerochaete
chrysosporium’dan klonlamiglardir ve Aspergillus niger’de eksprese edilmistir. Bu
genlerden ikisi XynA ve XynC aile 10’daki glikozid hidrolazlar1 kodlarken iiciincii gen
olan XynB aile 11 glikozid hidrolazini kodladig1 sdylenmistir. Ug ksilanaz zayif anyon
veya Avicell kolon kromotografisiyle saflagtirildiktan sonra karakterize edilmistir. XynA,

XynB, XynC enzimlerinin sirasiyla 52, 30 ve 50 kDa molekiiler kiitleye sahip oldugu
27



bildirilmistir. XynA ve XynC 70°C sicaklikta pH 4.5’te optimum aktivite gosteririken
XynB ise 60°C’de pH 4.5’da optimum aktivite gosterdigi sdylenmistir. Substrat 6zgiilliik
caligmalar1 ve ksilanin bozunmas1 sirasinda meydana gelen bozunma {iriinlerinin iki aile

arasindaki katalitik 6zelliklerinden dolay1 farklilik gosterdigini bildirmislerdir.

Padilla-Hurtado vd. (2012), Hypothenemus hampei organizmasindan elde edilen
ksilanaz’in DNA dizisi cDNA kiitiiphanesinde genom yiiriitme teknigi kullanilarak elde
etmislerdir. Rekombinant bir protein olan XIP-I geni bugdaydan cogaltilmistir. Bu gen
ksilanazin inhibitoriidiir. Rekombinant enzim olusumu igin Pichia pastoris ekspresyon
sistemini kullanmislardir. Ksilanazin aktivitesi ve XIP-l inhibe edici aktivitesi 3,5-
dinitrosalisilik (DNS) ile ol¢tilmiistiir. Ksilanaz pH 5.5 ve sicaklik 37°C’de en yiiksek
aktivite gostermistir. Ksilanazin 34.92 kDa’lik bir molekiiler agirliga sahip oldugu ve 31.9
amino asitlik bir proteini kodladig: bildirilmistir. XIP-1, in vitro ksilanaz aktivetisini inhibe

etmistir ve Hypothenemus hampei’nin mortalitesine neden olmustur.

Ruanglek vd. (2007), Aspergillus niger BCC14405 organizmasindan elde edilen ksilanaz
geni (XyIB) Pichia pastoris’te 21 kDa olarak klonlamislardir. Rekombinant ksilanazin
aktivitesi 55°C sicakligindayken en iyi aktivite gosterdigi pH araligi 3.6-6.5 arasinda
oldugu bildirilmistir. Ticari bir enzim ile karsilastirdiklarinda rekombinant enzimin
sindirilebilirlik hizlar1 yiiksek ¢ikmistir. Bugiine kadar Pichia pastoris’te en yiiksek
ksilanaz aktivitesi oldugunu bildirmisleridir. Bununla birlikte rekombinat ksilanaz
enziminin hayvanlar icin yem katki maddesi olarak etkili bir sekilde iretilip

kullanilabilirligini vurgulamislardir.

Zhang vd. (2010), Paecilomyces thermophila’dan ksilanaz geni ¢DNA kiitiiphanesi
yapilarak izole edilmistir. Ksilanaz geni Escherichia coli BL21’e eksprese edilmistir ve
rekombinant ksilanaz Ni-NTA ve Sephadex G50 ile saflastirilmigtir. XynA 681 bg’den
olusmustur ve 226 amino asidi kodlayabilmektedir. XynA’nin maksimum aktivite
gosterdigi sicaklik 75°C ve en yiiksek aktivite gosterdigi pH 7.0’dir. Bu calisma ile
Paecilomyces thermophila’dan klonlanan ilk fonksiyel gen ksilanaz olmustur. Enzimin
transglikosilasyon yoluyla ksilotrioz’u ksilobiyoza hidrolize edebildigi bildirilmistir. XynA
termal olarak kararli bir enzim oldugu igin ¢esitli endiistrilerde biiyiik bir potansiyele sahip

oldugu soylenmistir.
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Dholpuria vd. (2014), ksilanaz enzimlerini Bacillus sp. AP4 susundan iiretmislerdir.
Bakteri suslarinin karbon ve azot kaynaklarinda daha iyi verim verebilmesi i¢in Kongo
kirmizis1 boyamasi ve ardindan gram boyamasi ile taranarak optimize edilmistir. Enzim,
amonyum siilfat ¢okeltme ve iyon degistirme kromotografisi ile saflastirilmistir. Enzimin
maksimum aktivite gosterdigi pH araligt 9-11 arasindayken en iyi aktivite gosterdigi
sicaklik 40°C oldugu bildirilmistir. Ca ve Zn gibi metal iyonlarmin varligi enzimin
aktivitesini arttirirken, Pb, Hg ve Mn gibi metal iyonlarinin varlig1 enzim aktivitesini ¢ok

gliclii bir sekilde diistirdiigii bildirilmistir.

Lithi vd. (1990), termofilik bir bakteri olan Caldocellum saccharoltticum’dan ksilanaz
geni (XynA) tretilmistir. Ksilanaz Escherichia coli pJLA602 ekspresyon vektoriine
klonlanalarak eksprese edilmistir. Hiicrelerin 42°C’de yetistirilmesi 55 kata kadar
indiiksiyon eldesi saglamistir ve bdylece ksilanaz hiicre protein igeriginin %20 sini
olusturmustur. Ksilanaz en iyi aktiviteyi 70°C sicakliginda ve pH 5.5-6.0 arasinda
gostermistir. Ksilanazin 60°C’de inkiibasyonunda en az 72 saat kararli oldugu ve yari
Omiirlerinin 70°C’de 8-9 saat, 80°C’de 2-3 dakika oldugu bildirilmistir. Ksilanaz
enziminin ksilan ve orto-nitrofenil-B-D-ksilopiranosit iizerinde yiiksek bir aktiviteye
sahipken karboksimetil seliiloz ve para-nitrofenil-B-D-sellobiyozit iizerinde yiiksek

olmayan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.

Latif vd. (2006), Chaetomium thermophile NIBGE tarafindan ksilanaz iiretimi
gerceklestirilmistir. Ksilanaz, amonyum siilfat ¢okeltme, FPLC ile anyon degisim
kromotografisi ve jel filtrasyonu ile saflagtirilmistir. Ksilanaz BIII’nin molekiiler kiitlesinin
50 kDa oldugu ve en iyi aktivite gosterdigi sicaklik 70°C iken en iyi aktivite gosterdigi pH
6.5 oldugu bildirilmistir. Baz1 metal iyonlarinin ve EDTA nin diisiik konsantrasyonlardaki
varliginin biraz inhibisyona neden oldugu vurgulanmistir. 2 mM {izerindeki
konsantrasyonlarda ise yiiksek inhibisyon gozlemlenmistir. Ticari kagit hamuru
numunelerinden indirgeyici sekerlerin serbest birakilmasi uygulamasinda bu ksilanazin

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Hachem vd. (2000), termal olarak kararli bir organizma olan Rhodothermus marinus’tan
elde edilen ksilanazin (Xynl10A) iki N-terminal karbonhidrat baglayici moliili (CBM4-1
ve CBM4-2) Escherichia coli’de iiretimi yapilmis ve afinite kromotografisi ile

saflastirlmistir.  Coziinmeyen substratlara olan baglanma Na® ve Ca®" iyonlarinin
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mevcudiyeti sayesinde onemli Olclide arttigir gozlemlenmistir. Coziiniir polisakkaritlere
baglanma afiniteleri afinite elektroforezi ile belirlenmistir. CBM4-2 hem ¢oziiniir hem
¢Oziinmez substratlar igcin CBN4-1’den daha yiiksek bir baglanma afinitesi sergilemistir.
Kisa oligosakkaritlere baglanma NMR ile Olgiilmiistiir ve her iki modiiliin de benzer
afinitelerle baglandigi sonucuna varimistir. Baglanma modiilleri XynlOA ile inkiibe

edildiginde ksilan hidrolizi tizerinde bir etkisi oldugu gézlemlenmemistir.

Li vd. (2008), turpan havzasinda bulunan Streptomyces sp. S9 organizmasindan ksilanaz
genini (XynAS9) izole etmislerdir. Genin uzunlugu 1,395 baz ciftinden olusmaktadir ve
465 amino asidi kodlamaktadir. Amino asit sekansinin Streptomyces avermitilis
organizmasindan elde edilen endo 1,4-B- ksilanaz ile yiiksek 6zdeslige sahip oldugu
vurgulanmigtir. Ksilanazi kodlayan gen Escherichia coli BL21°de eksprese edilmistir.
Protein homojen olarak saflastirilip karakterize edilmistir. Ksilanaz enziminin en iyi
aktivite gosterdigi sicaklik 60°C iken en iyi aktivite gostedigi pH 6.5 oldugu belirtilmistir.
Ayrica ksilanaz enzimi 50-80°C araliginda deneye tabi tutulmustur ve sonug olarak enzim
aktivitesini ¢ok biiyiik oranda koruyarak yiiksek sicaklik uygulanabilir 6zellikte oldugunu
gostermistir. Ksilanin hidroliz {riinlerinin ksiloz ve ksilobiyoz oldugu belirtilerek

XynAS9’un ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullanilabilir oldugu vurgulanmistir.

Verma ve Satyanarayana (2012), ksilanaz geni (Xyl-gt) termofilik bir bakteri olan
Geobacillus thermoleovarans’tan  klonlanmigtir. Ksilanaz geni 408 amino asit
kodlayabilmektedir. Ksilanaz geni Escherichia coli BL2’de eksprese edilmistir. Ksilanazin
en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik ve pH araligi sirastyla 80°C ve 8.5°tir. Ksilanin
hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan iiriinlerin ksilobiyoz, ksilotrioz, ksilotetroz ve ksilopentoz
oldugu belirtilmistir. Geobacillus thermoleovorans organizmasindan elde edilen ksilanaz
termoalkali kararliligin1 ortaya ¢ikaran nadir ksilanazlardan biri oldugu bildirilmektedir ve
bu nedenle kagit hamurlarinin 6n aritilmasi islemlerinde kullanilmasi i¢in ¢ok iyi bir aday

oldugu belirtilmektedir.

Chantasingh vd. (2006), Aspergillus terreus BCC129 organizmasindan glikozil hidrolaz 10
ailesinde yer alan ksilanaz geni klonlanip dizilemesi yapilmistir. Ksilanaz 326 amino asidi
kodlamaktadir. Pichia pastoris organizmasinda ekspresyon yapilmistir. Ksilanaz enziminin
saflastirilmast ise jel filtrasyon kromotografisi ile yapilmistir. Saflastirilmis enzimin

maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 40°C iken pH kararliligi 4-10 arasinda oldugu
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bildirilmistir. Enzimin 50°C’de 30 dakika inkiibasyonundan sonra ise aktivitesini %90
oranda korudugu sdylenmistir. Boylece ksilanaz enziminin hayvan yemi, kagit ve kagit

hamuru endiistrilerinde ¢ok iyi bir sekilde kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Wang vd. (2007), Streptomyces olivaceoviridis A1 organizmasindan XynB ksilanaz geni
elde edilmistir. XynB geni hem Escherichia coli hem de Pichia pastoris’e eksprese
etmislerdir. XynB geni 576 b¢’den olusmaktadir ve 191 amino asit kodlayabilmektedir.
Enzimin saflastirilmast amonyum siilfat ¢okeltme ve jel filtrasyon kromotografisi ile
yapmislardir. Saflastirilmis enzim aktivitesini 2869.78 U/mg bulmuslardir. XynB en
yiiksek aktiviteyi 60°C sicakliginda ve pH 5.2 aralifinda gostermistir. Enzim aktivitesi
tizerinde metal katyonlarn, EDTA’nin ve SDS’in higbir etkisi olmadii sonucuna
ulasmiglardir. XynB enziminin balik yemi endiistrisinde kullanim i¢in uygun oldugu

belirtilmistir.

Verma vd. (2013), termal olarak kararli ksilanaz geni (Mxyl), kompost topragindan izole
edilmistir. BLAST analizi sonucunda genin 1077 b¢ uzunlugunda oldugunu tespit
etmislerdir. Elde edilen ksilanaz geni 358 amino asidi kodlayabilme potansiyeline sahiptir.
Mxyl enzimi glikozil hidrolaz (GH) 11 ailesine ait oldugu bildirilmistir. Ksilanaz geni
pPET-28a vektoriine klonlanmistir ve E.coli BL21’de eksprese edilmistir. Rekombinant
ksilanaz en iyi aktiviteyi 80°C sicakliginda ve pH 9.0 araliginda gostermistir. Bu ksilanaz
geni alkali kararlilik ve termal kararlilik &zelliklerine sahip olan ve metagenomik
enziminin kullanilmasiyla ilgili ilk rapor oldugu bildirilmistir. Mxyl enziminin kagit
hamuru endiistrisinde ve kagit hamuru agartma islemlerinde kullanilmasi uygun

bulunmustur.

Luo vd. (2009), ksilanaz geni (Xyl11B) Bispora sp. MEY-1 organizmasidan elde
edilmistir. 66 b¢ uzunluguna sahip olan gen glikozid hidrolaz 11 ailesine ait oldugu
bildirilmistir. Rekombinant ksilanaz en iyi aktiviteyi 65°C sicakliginda gosterirken en iyi
aktivite pH 2.6 araliginda ortaya ¢ikmistir. Termal kararli enzimin hem pepsin hem de
tripsine kars1 olduk¢a direngli oldugu bildirilmistir. Bu durum hayvan beslenmesinin
tyilestirilmesi amaciyla yem takviyesi olarak kullanilmas: oOnerilmektedir. Xyl11B
aktivitesi pek cok metal iyonu tarafindan arttirilirken Hg?*, Pb?* ve Cu?* iyonlar tarafindan
inhibe edilmistir. Ksilanin ana hidroliz iiriinlerinin ksiloz ve ksilobiyoz oldugu
bildirilmistir.
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Li vd. (2008), ksilanaz geni (Sfxyn10), Streptomyces fradiae var.k11 organizmasindan elde
edilmistir. Ksilanaz geni 1437 b¢ uzunlugundan olusmaktadir ve 479 amino asidi
kodlamaktadir. Rekombinant gen aseton ¢okeltme ve anyon degistirme kromotografisi ile
saflastirilmistir ve daha sonra karakterize edilmistir. Rekombinant enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklik 60°C iken maksimum aktivite gosterdigi pH 4.0-10.0
araligindadir. Enzim aktivitesi Fe?" ile arttirilirken Hg?* ve SDS ile inhibe edilmistir.
Enzim ayrica proteazlara karsi direng gdstermistir. Bu 6zelliginden dolay1 enzim proteaza
dayanikli arastirma konularinda kullanilabilecegi, gida endistrisinde ve hayvan

beslenmesinin iyilestirilmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir.

Lee vd. (2000), Paenibacillus sp. KCTC8848P organizmasindan XynA ve XynB ksilanaz
genleri elde edilerek Escherichia coli’de klonlanip eksprese edilmistir ve niikleotid
sekanslart belirlenmistir. XynA geni 636 b¢ uzunlugundadir ve 212 amino asitlik proteini
kodlarken, XynB geni 951 bg¢ uzunlugundadir ve 317 amino asitlik proteini kodlamaktadir.
XynA geni glikozil hidrolaz 11 ailesi sinifindadir ve Aeromonas caviae’nin ksilanazina
%83 oraninda benzerlik gostermistir. XynB geni ise glikozil hidrolaz 10 ailesi sinifindadir

ve Rhodothermus marinus ksilanaza %51 oraninda benzerlik gostermistir.
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2.2 Biyoetanol Uretimi Cahsmalar

Hosgiin vd. (2017), alternatif bir yakit olarak lignoseliilozik biyokiitlelerden elde edilen
etanoliin kullanilmasinin yakin gelecekte siirdiiriilebilir enerji kaynagi potansiyeline sahip
oldugu goriisiinii savunmuslardir. Sakkarifikayon ve etanol fermentasyonu islemleri
yapildiktan sonra fermente edilebilen sekerden etanol iiretimi degerlendirilmistir. Etanol

verimini %40,71 ve fermentasyon verimini %96,7 olarak bulmuslardir.

Copiir vd. (2013), endiistriyel uygulamalarda atik findik kabugunun kullanimi ile ilgili
aragtirmalarin ¢ok sinirli oldugu hatta findik kabugundan biyoetanol iiretimi i¢in herhangi
bir caba gosterilmedigini sdylemislerdir. Yaptiklar1 calismada biyoetanol iiretimi i¢in
kabuk artiklarinin  uygunluklarimi  incelemislerdir ve 6n aritma tekniklerini
karsilastirmiglardir. Sonug¢ olarak en yiiksek ksilan ¢ozliniirliigii NaOH 6n muamelesi
uygulandiginda gozlemlenmistir. %2 NaOH ile muamele edilen numuneler i¢in en yiiksek

etanol verimi 52,6 g/kg olarak bulunmustur.

Arslan ve Saragoglu (2010), yaptiklar ¢alismada ilk defa biyoetanol iiretimi i¢in findik
kabuklarini kullandiklarini belirtmislerdir. Findik kabugu yenilenebilir ve diisiik maliyetli
lignoseliilozik bir malzemedir. On muamele islemi ilk énce H2SO4 ile yapilmistir ancak
asitlerle yapilan hidroliz seker igerigini diistirmiistiir. Findik kabugunun 6n muamelesi i¢in
alt1 farkli metod denenmistir. Etanol konsantrasyonuna iliskin en etkili 6n islem oda
sicakliginda %3 NaOH kullaniminda gérmiislerdir. Etanol verimini ayni kosullar altinda

sentetik D-ksilozdan elde edilen %91,25 etanol konsantrasyonuna esit olarak bulmuslardir.

Gliney (2013), yaptig1 calismada biyokiitle artiklarinin endiistriyel alanlarda, 1sitmalarda ve
enerji santrallerinde kullanilabilmesi gerekliligini vurgulamistir. Findik kabugunun enerji
kaynagi olarak kullanilmasinin biiylik bir timit vaat ettigini belirtmistir. Yapmis oldugu
calismada biyokiitlenin lignoseliilozik 6zelliklerinin yami sira findik kabugu yapisinin
biyokiitle olarak 6zelliklerini ortaya koymustur. Findik kabuklarindan sivi veya gaz elde
etmek i¢in kolaylikla uygulanabilir yontemlere sahip olan doniisiim teknolojilerinin
arastirilmast  gerekligiligini  vurgulamistir. Boylece yeni, temiz, yenilenebilir bir

biyokiitlenin kiiresel enerji sorunlarina ¢éziim getirecegini belirtmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriyel Tiirlerin ve Plazmidlerin Toplanmasi

Thermotoga naphthophila organizmasinin genomik DNA’s1, Alman Mikroorganizmalar ve
Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu (DSMZ)’den satin alinmistir. E.coli BL21(+) susu
Pakistan’in Lahore sehrinde bulunan Goverment College Universitesi Endiistriyel
Biyoteknoloji boliimiiniin kiiltiir toplama laboratuvarindan elde edilmistir. E.coli BL21(+)

susu Luria-Bertani (LB) besiyeri ortaminda idame ettirilmistir.

3.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Aragtirmada kullanilan sarf malzemeleri Goverment College Universitesi Endiistriyel
Biyoteknoloji Boliimii Laboratuvari’ndan (Tablo 3.1) ve Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’ndan (Tablo 3.2) temin edildi.

Tablo 3.1: Pakistanda yapilan ¢alismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar

Materyal Adx Markasi
PCR Applied Biosystems Veriti
Mikrodalga Dawlance
Calkalamal1 inkiibator Innova® Incubator Shaker Series
UV transilluminator Uvp
Santrifiij cihazi Sigma Laboratory Centrifuges 3k30
Inkiibatdr cihazi EcoCell
Laminar kabin Technico Scientific Supply
Hassas terazi Andll
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Tablo 3.1 (devam ediyor).

Otoklav Alp

Spektrofotometre Cecil-CE7200.0 Aquarius
Isitict Eisco

Sonikator cihazi Bendelin Sonoplus

Su banyosu Wisebash

Mikropipet Dragonlab TopPette
Elektroforez aparati Wealtes Elite 300 Plus

Tablo 3.2: Tiirkiye’de yapilan ¢alismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar

Materyal Ad1 Markasi
Destile su cihazi Thermo Scientific Smart2Pure 6 UV
Spektrofotometre Thermo Scientific Multiskan Go
Hassas terazi Shimadzu AUW220D
Otoklav Niive SteamArt
Etiiv Niive En 400
Mikropipet Nichoryo, Nichipet EX 11
Calkalamal1 inkiibator Stik® PSE-T150
Santrifiij Mipro MPS-1000

3.1.3 Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri
Calismada Goverment College Universitesi Endiistriyel Biyoteknoloji ~ Béliimii

Laboratuvari’nda ve Bartin Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Laboratuvari’nda bulunan malzemeler kullanilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3: Calismada kullanilan laboratuvar malzemeleri

Malzeme Ad1
Ependorf tiip Mikrosantrifiij tiipii
Falkon tiipti Drigalksi spatiilii
Deney tiipti Beher
Meziir Deney tiipleri
Erlen Sat Sisesi
Kolon tiipii Hava
Petri kab1 Steril 6ze

3.2 Yontem

3.2.1 Genomik DNA’nin PCR Analizi

Goverment College Universitesi Endiistriyel Biyoteknoloji Laboratuvari'nda DSMZ
koleksiyonundan satin alinmig olan genomik DNA konsantrasyonu agaroz jel ile 6nceden
belirlenmis ve yaklagik 70 ng/ul olarak bulunmustur. Ayni sekilde forward ve reverse
primerler 6nceden Vektor NTI yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Ndel ve HindII
restriksiyon bolgesi forward (5GCG CAT ATG CCT TCT GTG CTG ATT 3) ve reverse
(5 GCA AGC TTC TCC AGC ACC TCT TTT ATC 3) primerlerine eklendi. T.
naphthophila organizmasindan elde edilen B-ksilanaz genini ¢ogaltmak igin forward ve
reverse primerlerin konsantrasyonu 10 pmol/uL olarak hesaplandi. PCR reaksiyonu i¢in
9,5 ul distile su, 2 X 12,5 ul PCR master mix, 1ul forward primer, 1ul reverse primer, 1 ul
DNA ependorf tiipii icerisine eklendi. Ependorf tiipii PCR cihazina alind1 ve PCR adimlari
su sekilde ayarlandi;

1. Adim: 95°C 5 dakika 1 devir

2. Adim: 95°C 30 saniye; 55°C 45 saniye; 72°C 1.30 dakika 30 devir
3. Adim: 72°C 20 dakika 1 devir

PCR toplamda 2 saat 6 dakika 11 saniye siirdii (Sekil 3.1).

PCR ile ¢ogaltilan genomik DNA agaroz jel ile goriintiilendi. Bunun i¢in 500 ul 50X Tris-
Asetik Asit-EDTA (TAE tampon) mezurun igine eklendi. Uzerine 25 ml distile su eklendi.
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0,25 g agaroz hassas terazide tartildi ve bu karisima eklendi. igerik yaklasik ii¢ dakika
mikrodalgada yiiksek sicaklikta 1sitildi ve yaklagik on dakika oda sicakliginda bekletildi ve
daha sonra 10 mg/ml 2 ul etidyum bromiir ilave edildi. Hazirlanan igerik agaroz jel
yatagina dokiildii ve 15 dakika bekletildi (Sekil 3.2). Agaroz jeli ylriitmek i¢in yiiriitme
tamponu hazirlandi. Bunun i¢in 6 ml 50X TAE tamponu eklendi ve iizerine 300 ml olacak
kadar distile su eklendi. 2,5 pl PCR &rnegi ve 6X 0,6 pl yiikleme boyasi karistirilarak
sogumus olan jelin igerisine aktarildi. 2 ul (0,5 ug) DNA markor eklendikten sonra agaroz

jel 30 dk 100 voltajda yiiriitiildii.
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Sekil 3.1: PCR analizi adimlari.
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Sekil 3.2: Agaroz jel hazirlanmasi.

3.2.2 pET-21a(+) Vektoriinde p-ksilanaz Geninin Klonlanmasi

3.2.2.1 PCR Uriinii Saflastiriimasi

PCR iiriinii yani B-ksilanaz geni Thermo Scientific GeneJET jel ekstraksiyon Kiti (Sekil
3.3) ile saflastirildi. Bunun igin ependorf tiipiine 50 pl PCR iiriinii eklendi. Uzerine 50 pl
baglama tamponu eklendi. Daha sonra Ornekler mikropipet yardimi ile kolon tiipiine
aktarildi. Kolon tiipii 8000 rpm 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolon
tiipliniin altinda kalan sivi kisim atildi. Kolon tiipiine 700 pl yikama tamponu eklendi. 1
dakika 8000 rpm santrifiij edildikten sonra kolon tiipiiniin altinda kalan sivi kisim atildi.
Tekrar 1 dakika 8000 rpm santrifiije tabi tutulan kolon tiipiiniin sivi kismu atildi. Kolon
tiipi temiz ependorf tiipiine alindi ve tizerine 30 pl yiiriitme tamponu eklendi. 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Saflastiriimig
genomik DNA kolon tiipiliniin altinda kalan sivi kisimdir. Agaroz jel hazirlandi. Agaroz

jele yiiklenen saflagtirilmis genomik DNA 30 dakika 100 voltajda yiiriitiildii.
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Sekil 3.3: GeneJET jel ekstraksiyon Kiti.

3.2.2.2 Plazmid DNA Saflastirilmasi

Bakteri tliremesi igin zengin bir ortam olan LB (Lysogeny broth) ortami (Sekil 3.4)
hazirlandi. Bunun i¢in 1,25 g tripton, 1,25 g NaCl ve 0,625 g maya ekstrat1 hassas terazide
tartild1 ve erlen igerisine alind1. Uzeri 125 ml olacak sekilde distile su eklendi. 15 dakika
121°C’de otoklavda bekletildi. Igerik 2 erlene béliindii. Erlenin bir tanesine E.coli bakterisi
iceren petri kabindan mikropipet yardimi ile E.coli alindi ve LB besiyerine ilave edilerek 1

giin 37°C’de ¢alkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5: LB besiyerinde kiiltiirlenmis E.coli bakterisi.

Plazmid DNA saflastirilmasi i¢in GeneJET Plazmid Miniprep Kiti (Sekil 3.6) kullanild.
Bunun i¢in 1 giin kiiltiire birakilan plazmid pET-21a vektorii laminar kabin igerisinde
falkon tiiplerine aktarildi. 7 dakika 6000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. Siispansiyon soliisyonu igerisine 700 ul RNAz eklendi. 280 pl siispansiyon

cozeltisi ve RNAaz karisimindan alinip falkon tiipiinde kalan pellet iizerine eklendi. Hiicre
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topaklar1 kalmayacak sekilde pipetleme yapildi. 280 pl liziz ¢ozeltisi iizerlerine eklendi.
Tiipler 2 dakika boyunca ters diiz ¢alkaland1 ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
edildi. Tiplere 380 upl noétralizasyon ¢ozeltisi eklendi. Tiipler 2-3 dakika ters diiz
calkalananarak 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Falkon tiiplerindeki siipernatant
ependorf tliplerine alindi ve 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kolon
tiiplerine aktarildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak kalan
pellet tizerine 500 pl yikama ¢ozeltisi eklendi. Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi
ve siipernatant atildi. Pellet tizerine tekrar 500 ul yikama ¢ozeltisi eklendi ve 8000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi ve pellet 8000 rpm’de santrifiij edilerek
slipernatant atildi. Pellet tizerine 35 pl yiritme tamponu eklenerek 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 8000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolon tiiplin altinda
kalan kisim saflastirilmis plazmid DNA’sidir (Sekil 3.7). Plazmid pET-21a vektoriinii

goriintiilemek i¢in agaroz jel hazirlandi ve 30 dakika 100 voltajda yiiriitiildi.

~~~~~~

Sekil 3.6: GeneJET plazmid miniprep kit.
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Sekil 3.7: Piirifiye edilen pET-21a(+) vektorii.

3.2.2.3 Plazmid DNA’nin Kisitlandirilmasi

Plazmid DNA’nin kisitlandirilmasi HindIII restriksiyon enzimi ile gergeklestirildi. Bunun
icin ependorf tiipiine 3 pl plazmid DNA, 1 pl, HindIII 1 pl R tamponu ve 6 ul distile su
eklendi. 37°C’de inkiibatorde gece boyu inkiibe edildi. Agaroz jel hazirlandi ve kisitlanan
plazmid DNA’s1 jele yiiklendi. Jel 30 dakika 100 voltajda yiiriitiildii. Istenilen sonuc elde
edilemedigi i¢in plazmid DNA’s1 tekrar saflastirildi.

3.2.2.4 Agaroz Jelden Plazmid DNA Piirifikasyonu

Agaroz jel hazirlandi ve 90 ul plazmid DNA’sma 20 pl yiikkleme boyasi eklenerek agaroz
jele yiiklemesi yapildi. 2 pl DNA markdr eklendi ve agaroz jel 30 dakika 100 voltajda
yiiriitiildii. Jel UV transiluminator cihazinda goriintiilendi ve istenilen alan bistiiri yardimi
ile kesildi (Sekil 3.9). Kesilen jel ependorf tiipii igerisine alinarak hassas terazide tartildi ve
830 mg olarak olgiildii. Plasimid DNA piirifikasyonu GeneJET Jel Ekstraksiyom Kiti
kullanilarak yapildi. Bunun igin 830 pl baglama tamponu jel iceren ependorf tiipiine
eklendi (Sekil 3.8). 50-60°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 6rnek kolon tiipiine
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aktarild1 ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant atilarak pellet tizerine 700
ul yikama ¢ozeltisi eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak
tekrar 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Kolon tiipiiniin
altindaki tiip atild1 ve onun yerine yeni ependorf tiipii eklendi. Pellet lizerine 40 pl yiirtitme
tamponu eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra 1 dakika
8000 rpm’de santrifiij edildi. Kolon ve icerisindeki pellet atildi. Ependorf tiipii igerisindeki
stipernatant saflastirilmis plazmid DNA’sidir. Agaroz jel hazirlandi. 2 pl saflagtirilmis
plazmid DNA’s1 0,5 pul yiikleme boyast ile birlikte agaroz jele yiiklendi. 2 pl DNA markor
eklendi ve agaroz jel 100 voltajda 30 dakika yiirtitiildii.

Sekil 3.8: Plazmid DNA’s1 igeren jel ile baglama tamponu bilesimi.
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Sekil 3.9: Plazmid DNA’sinin agaroz jelden bistiiri ile kesimi.

3.2.2.5 Plazmid DNA’nin ve Genomik DNA’nin Kisitlandirilmasi

Plazmid DNA 5ul | B-ksilanaz geni 6 pul
HindIL (10 U/ul) 1 ul | HindII (10 U/ul) 1 ul
Ndel (10 U/ul) 2 pul | Ndel (10 U/ul) 2 pul
R tamponu (10X) 1 ul | R tamponu (10X) 1 pl
Distile su 2 ul | Distile su 1 ul

Yukardaki miktarlar 2 ayr1 ependorf tiipiine eklendi. 1 gece 37°C’de inkiibatdrde inkiibe
edildi.
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3.2.2.6 Ligasyon

B-ksilanaz geni ve pET-21a(+) plazmidi T4 DNA ligaz enzimi ile baglandi. Bunun igin
ependorf tiipiine 2 pl siirlandirilmis plazmid, 2,1 pl smirlandirilmis PCR iriinii (B-
ksilanaz geni), 1,25 ul DNA ligaz, 1,25 ul ligaz tamponu, 3 ul distile su eklendi ve
pipetleme yapilarak gece boyu buzdolabinda inkiibe edildi. Ligasyon karigimi 5:1 oraninda

PCR iiriiniive plazmid iceriyordu.

3.2.2.7 Kompotent Hiicre Olusumu

LB besiyeri hazirlandi. Bunun igin 1,25 g tripton, 1,25 g NaCl ve 0,625 g maya ekstrati
erlen icerisine alindi. Uzeri 125 ml olacak sekilde distile su eklendi. Iki siseye boliindii ve
bir siire calkalandiktan sonra 15 dakika 121°C’de otoklava atildi. Plazmid DNA
piirifikasyonu yapildigi zaman hazirlanmis olan LB besiyerinin 2. sisesine E.coli BL21
iceren petri kabindan mikropipet ile E.coli alindi ve eklendi. LB kiiltiirii gece boyu 121
°C’de otoklavda bekletildikten sonra %2 oraninda seyreltme yapildi. Bunun i¢in 2 ml LB
kiiltiirii ile 100 ml LB besiyeri erlene alindi. 37°C’de 2 saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra spektrofotometrede 600 nm absorbans degerinde o6lgiim

yapildi.

Kompotent hiicre olusumu i¢in 100 ml distile su erlen igerisine alinarak iizerine 5 ml 50
mM CaCl, eklendi ve buzdolabina alindi. Laminar kabin igerisinde LB kiiltiirii 24 adet
ependorf tiipline aktarildi. 10 dakika 6000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirdi ve her tiipiin i¢ine 1,5 ml CaClz eklendi. Pipetleme yapilarak CacCl ile pelletin
birbirine karigmasi saglandi. Tipler 30 dakika buz kutusu i¢inde inkiibe edildi ve daha
sonra tiipler 3 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant atilarak her tiipiin igerisine
0,75 ml CaCl; eklendi ve pipetleme yapildi. Tiipler 9 tiipe diisiiriildii ve 30 dakika buz
kutusu igerisinde inkiibe edildi. Tiipler 3 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
atilarak her tiipiin igerisine 0,375 ml CaCl> eklendi ve pipetleme yapildi. Tiipler 5 tiipe
diisiirtildii ve 30 dakika buz kutusunun igerisinde inkiibe edildi. Tiipler 3 dakika 3000
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Toplamda tiim tiiplere 2 ml CaCl, eklenerek
pipetleme yapildi ve 2 ependorf tiipiine diisiiriildii (Cohen vd., 1972). 2 tiip agar ve
ampisilin igeren 2 adet petri kaplarina eklendi ve yayma yapildi. Kontrol i¢in 1 adet petri

kab1 iceriginde sadece agar vardir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: Agar ve ampisilinli petri kaplarinda kompotent hiicre igerigi.

3.2.2.8 Transformasyon

Laminar kabin icerisinde 2 ependorf tiipiin igerisine 100 pl kompotent hiicreden ilave
edildi. 1.tiip kontrol tiipli 2.tiip PB-ksilanaz olarak adlandirildi. 1.tiipe 0,6 pl saflastirilan
pET-21a(+) plazmidi eklendi. 2.tiipe 5 pl ligasyon islemi yapilmis B-ksilanaz eklendi.
Tiiplere pipetleme yapildiktan sonra 40 dakika buz kutusunun igerisinde inkiibe edildi.
Tiiplere 1s1 banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 soku yapild1 ve daha sonra buz kutusunda 5
dakika inkiibe edildi. 800 pl LB besiyerinden her tiipe eklendikten sonra pipetleme yapildi
ve 2 saat 37°C’de g¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildi. Tiipler 3000 rpm’de 30 saniye
santrifiijlendi ve tekrar 30 saniye 1000 rpm’de santrifiijlendi (Sambrook vd., 2006).
Kompotent hiicre i¢in yapilmis olan petri kutularindan 1.si kontrol, 2.si B-ksilanaz olarak
adlandirild: (Sekil 3.11). Orneklerden 400 pl alindi ve adlandirilan ampisilin igerikli petri
kutularina ilave edilerek yayma islemi yapildi. Petri kaplar1 37°C de 2 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra petri kaplarinda gozlemlenen koloniler isaretlendirildi ve

numaralandirildi.

46



Sekil 3.11: Transformasyon asamasi.

3.2.2.9 Pozitif Klonlarin Belirlenmesi icin Koloni PCR

Petri kaplarindaki koloniler isaretlendi ve numaralandirildi. Her koloni ayr1 ayr1 ependorf
tiiplerine alinarak iizerlerine 5 pl distile su eklenerek sulandirildi ve numaralandirildi.
Koloni PCR i¢in 5 adet bos PCR tiiplerinin igine sirastyla 9,5 ul distile su, 2X

12 pl master mix, 1 pl forward primeri, 1 pl reverse primeri eklendi ve son olarak her tiipe

sirastyla numarasina gore 1 pl sulandirilmis koloni eklendi. Koloni PCR agamalart;

1.Adim: 95°C 5 dakika 1 devir
2.Adim: 95°C 30 saniye; 65°C 45 saniye; 72°C 2 dakika 30 devir
3.Adim: 72°C 20 dakika; 4°C o

PCR toplamda 2 saat 16 dakika siirdii (Sekil 3.12). Agaroz jel hazirlandi ve 0,6 pl yiikleme

boyasi ile orneklerden 2 ul alinarak sirayla jele yiiklendi. Jel 100 voltajda 30 dakika
yiriitildi.

47



I 618°C  105.1°C

Method: ADNAN

Stage 2 Stage 3

STOP

' View Method Display Method
Information Time

Sekil 3.12: Koloni PCR asamalari.

3.2.2.10 Pozitif Klonlardan Rekombinant Plazmid izolasyonu ve Restriksiyon

Enzimleriyle Kisitlama

Rekombinant plazmid izolasyonu i¢in GeneJET Plazmid Miniprep kiti kullanildi. Onceden
hazirlanmis olan iki erlen LB besiyeri igerisine 25 ul ampisilin (100 pg/ml) eklendi.
Transformasyon {irlinii i¢eren petri kabindan koloni alinip bu iki erlene eklendi. 37°C’de
calkalamali inkiibatorde bir giin inkiibe edildi. Inkiibe edilen igerik falkon tiiplerine
bosaltilarak 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelletlerin iizerine
totalde 600 pl siispansiyon soliisyonu eklendi ve pipetleme yapilarak igerik iki falkon
tiiptine distirtildii. Tiplere 600 pl liziz soliisyonu eklenerek viskoz yapi olana kadar
calkalandi1 ve 5 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi. Uzerlerine 800 ul nétralizasyon
soliisyonu eklendi ve 2-3 dakika boyunca hizli bir sekilde ¢alkalanarak 6000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Stipernatant 11000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant
iki adet kolon tlipiine aktarildi. Tiipler 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek
stipernatant atildi ve her tiipiin agzina kadar (1000 ul) yikama ¢ozeltisi eklenerek 10000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atilarak kolonlara 700 pl yikama ¢ozeltisi
eklendi ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak kolon tiiplerine 40
ul yiirtitme tamponu eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilerek 10000 rpm’de 1
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dakika santrifiij edildi. Pellet iceren kolon atildi. Siipernatant klonlanmis rekombinant
plazmid DNA igerigidir. Agaroz jel hazirlanarak plazmid DNA yiiklendi. Jel 100 voltojda
30 dakika yiirttiildii.

Izole edilen plazmidin kisitlama analizi icin izole edilen drnekten 6 pl, HindII 1 pl, Ndel 2
ul, R tamponu 1 pl, distile su 1 pl miktarlar iki adet ependorf tiipiine eklendi ve pipetleme
yapildi. 24 saat 37°C’de c¢alkalamal1 inkiibatérde inkiibe edildi ve daha sonra agaroz jele
yiiklemesi yapilmasi i¢in 2 pl yiikleme boyasi ile 5 pl inkiibe edilen 6rnek karistirilarak

jele yiiklendi. Agaroz jel 30 dakika 100 voltajda yiirtitiildi.

3.2.3 Rekombinant p-ksilanaz Geninin Ifadesi

3.2.3.1 Kiiltiiriin Hazirlanmasi ve IPTG ile Muamele Edilmesi

Transforme edilmis koloninin kiiltiirlenmesi i¢in agar ortam hazirlandi. Bunun igin; erlen
icerisine NaCl 1,25 g, tripton 2,5 g, maya ekstrat1 1,25 g ve agar 5 g eklenerek tizeri 250
ml oluncaya kadar distile su eklendi. Erlen iki siseye bolindii ve 15 dakika 121°C’de
otoklava birakildi. Laminar kabin igerisinde erlenlerin icerisine 125 pl ampisilin eklenerek
bos petri kaplarina dokiildii ve sogumaya birakildi. Soguyan petri kaplarina transforme
olmus B-ksilanaz kolonisinden eklendi ve yayma islemi yapildi. Petri kaplar1 37°C’de 24

saat inkube edildi.

Laminar kabinde 100 ml LB besiyeri igerisine 100 ul ampisilin eklendi. Transforme -
ksilanaz kolonosi petri kabindan mikropipet yardimiyla alimarak LB besiyeri igerisine
eklendi. Kiltir 37°C’de 24 saat calkalamali inkiibatérde inkiibe edildi. Kiiltiire %2
oraninda seyreltme yapmak i¢in 300 ml LB besiyeri igerisine 1000 pl ampisilin eklendi ve
tizerine kiiltiirden 5000 pl eklenerek 2 saat 37°C’de c¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.
Daha sonra 75 ul 0,5 mM IPTG eklenerek 24 saat 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe
edildi. E.coli BL21’de T. naphthophila organizmasindan gen ekspresyonu izopropil D-
tiyogalaktopiranosit (IPTG) kullanilarak bakteriyel hiicrelerin uyarilmasi yontemiyle

incelendi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13: IPTG igeren kiiltiir igerigi.

3.2.3.2 Enzim Uretimi

0,5 mM IPTG eklenen kiiltiir sekiz adet falkon tiipiine bosaltilarak 6000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pelletlerin tizerine 200 pl 50 mM Tris- HCI (pH 8)
eklendi. Pipetleme yapilarak biitiin i¢erik behere bosaltildi ve beherin tizeri 40 ml olana
kadar Tris-HCI eklendi. Beher buz kutusunun igerisine koyularak sonikator cihazina alindi
(Sekil 3.14.a) Cihaz iki saat ¢alisacak sekilde ayarlandi ancak cihaz 30 saniye ¢alisip 30
saniye durdugu i¢in sonikasyon bir saat siirdii. Bu siirecte eriyen buzlar ara ara degistirildi
ve sonikasyondan sonra igerik 45 dakika buzdolabinda inkiibe edildi (Sekil 3.14.b) Liziz
icerigi, hiicre lizatin1 elde etmek amaciyla 6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.
Santrifiijden c¢ikan {irlinlerin siipernatanti falkon tiipiine aktarildi. 10 ml Tris-HCI bos
falkon tiiptine alind1 ve igine 0,1 g %1 kayin agaci ksilan1 eklendi ve 70°C’de 2-3 dakika
151 banyosunda bekletildi. Iki ayr1 meziir icerisine 125 pl 1s1 banyosunda bekletilen
icerikten eklendi. Bir tanesi kontrol tlipti digeri enzim tiipli olarak adlandirildi. Kontrol
tiptine 100 pl distile su eklendi. Enzim tiipiine ise falkon tiipiinde bulunan enzim

igceriginden 100 pl eklendi. Meziirler 10 dakika 80°C 1s1 banyosunda bekletildi.
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Sekil 3.14: a) Sonikator cihazi igerisindeki enzim igerigi. b) Sonikasyon sonrasi enzim

icerigi.

3.2.3.3 Protein Tayini

Protein tayininde seker oraninin azaltilmasi igin dinitrosalisilik asit (DNS) kullanilarak
Miller metodu uygulandi. Bos beher igerisine 60 ml kaynamis su eklendi ve hat plate
iizerine koyuldu. Meziir igerisindeki enzim igerigine 1500 pul DNS eklendi ve tiipler hat
plate iizerindeki suyun icine koyularak 10 dakika bekletildi (Sekil 3.15). Indirgeyici seker
540 nm optik yogunlugunda spektrofotometrede 6l¢iildii. Enzim igerigi bir giin buzlukta
bekletildi.
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Sekil 3.15: Isitict tizerindeki DNS eklenmis enzim igerigi.

3.2.3.4 Enzimin Kismi Saflastirilmasi

B-ksilanaz enziminin saflastirilmast igin 1s1l islem yodntemi uygulandi. Enzim igerigi
70°C’de 1s1 banyosunda yarim saat 1sitildi ve daha sonra oda sicakliginda 1-2 dakika

bekletilerek buzluga koyuldu.

3.2.4 p-Ksilanaz Enziminin Molekiiler Kiitle Tayini

B-ksilanaz enziminin saflagtirllmasi SDS-PAGE kullanilarak yapildi. SDS-PAGE
yonteminde ayirma jelinin hazirlanmasi islemi i¢in 3350 pl saf su, 2500 pl 1,5 M Tris-HCI
(pH 8.8), 100 pul %10 SDS ve 4000 ul Akrilamid-Bis falkon tiipiine eklendi. Ependorf
tiipiine 28 g %10 Amonyum persiilfat, 280 pl saf su eklendi ve pipetleme yapilarak bu
karisimdan 75 ul alinarak falkon tiiptine eklendi. Falkon tiipiine 15 ul TEMED eklendi.
Falkon tiiptindeki tiim igerik SDS-PAGE tankina yiiklendi.
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Yiikleme jelinin hazirlanmasi igin 6100 pl saf su, 2500 ul 0,5 M Tris-HCI (pH 6.8), 100 pul
SDS, 60 ul APS, 12 ul TEMED falkon tiipiine eklendi. Donmus olan ayirma jelinin
tizerine falkon tiipiindeki yiikleme jeli icerigi eklendi ve taraklar yerlestirilerek jelin
donmas1 beklendi. 36 ul siv1 ksilanaz enzimi bos ependorf tiipiine eklendi. Bagka bir bos
ependorf tiipiine de az miktarda kati1 ksilanaz enziminden eklendi. Tiiplerin i¢ine 2X

yiikleme tamponundan 36 pl eklenerek tiiplerin 100°C de 5 dakika 1sitilmast saglandi.

Soguyan jeller elektroforez tankina aktarildi. 10X yiiriitme tamponundan 50 ml meziire
eklendi ve iizeri 500 ml olana kadar saf su eklendi. Tankin iizerine hazirlanan yiiriitme
tamponu eklendi ve jelin lizerinden taraklar ¢ikartilarak Orneklerin yiiklemesi asagidaki
tabloya gore (Tablo 3.4) yapildi. Ornekler 100 voltta 10 dakika yiiriitiildii ve daha sonra
200 voltajda orneklerin istenilen yere gelmesine kadar yiiriitiildii. Yiiriitiilen jelin {izerine
brilliant mavisi eklenerek gece boyu bekletildi. Jel boya ¢ikarma ¢ozeltisinde (%5 metanol

%7 asetik asit) bekletilerek boyanin arindirilmasi saglandi.

Tablo 3.4: SDS-PAGE yontemi i¢in kullanilan B-ksilanaz miktarlar

Kuyucuk B-ksilanaz miktari
1.kuyucuk 6 wmarker
2.kuyucuk 5 ul kat1 B-ksilanaz
3.kuyucuk 10 pl kat1 B-ksilanaz
4.kuyucuk 15 ul kat1 B-ksilanaz
5.kuyucuk 20 pl kat1 B-ksilanaz
6.kuyucuk 5 ul siv1 B-ksilanaz
7.kuyucuk 10 ul s1vi B-ksilanaz
8.kuyucuk 15 pl siv1 B-ksilanaz
9.kuyucuk 20 pl s1v1 B-ksilanaz

3.2.5 Asit-Alkalin Metodu ile Cesitli Biyokiitlelerin On Islemden Gecirilmesi

On islemden gecirilme metodu biyokiitlelerin istenilmeyen yapilarini ortadan kaldirmak
i¢in uygulanmaktadir. Ug farkli biyokiitleye (findik kogani, ormangiilii dali ve ormangiilii
yapraklari) on islem asamasi uygulandi. Asit-Alkalin metodu i¢in; 2 g NaOH iizerine 100

ml saf su eklendi ve ¢oziildii. Her biyokiitleden 2 g tartilarak sat siselerine alindi.
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Biyokiitlelerin tiizerlerine hazirlanmis olan NaOH ¢d6zeltisinden 20 ml eklendi ve
calkalandi. Bitkilerin ekstratini ¢ikartmak i¢in sigelerin agz1 yarim kapatilarak 121°C’de 15
dk otoklavlandi. Ayr bir siseye 6,27 ml %37’lik HCI {izerine 100 ml saf su ilave edildi.
Otoklavdan ¢ikan bitki tiilbent gibi bir bezden siiziildii (Sekil 3.16). Sivi kisim atild1 ve kati
kisim birkag kez saf su ile yikandi. Bitki-NaOH karisimini nétralize etmek i¢in hazirlanmis
olan HCI c¢ozeltisinden 20 ml bos sat siselerine alinarak {izerlerine suda yikanan
biyokiitlelerden eklendi ve nétralize olana kadar ¢alkalanip 30 dakika bekletildi. Bitki-HCI
karigimlari saf su ile ii¢ kez yikandi. Siiziilen biyokiitleler iki giin boyunca oda kosullarinda
kurumaya birakildir (Sekil 3.17). Kuruyan biyokiitleler havanda 6giitiildii ve 15 dakika
50°C etiive konuldu. Bu asamadan sonra biyokiitlelerin 6n islem hazirligi tamamlanmis

oldu.

Sekil 3.16: Biyokiitlelerin saf su ile yikandiktan sonra siiziilme agamas.

Sekil 3.17: On islem asamalar1 goren biyokiitlelerin kurutulmaya almmast.
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3.2.6 On islem Gormiis Biyokiitlelerin Sakkarifikasyonu

On islem gdrmiis biyokiitlelerin B-ksilanaz enzimi ile hidrolizi sonucu agiga cikan seker
miktari teyit edildi. Sakkarifikasyon asamasinda her biyokiitle i¢in {i¢ beher igerisine 0,1 g
on iglem gormiis biyokiitle, 20 ml B-ksilanaz enzimi eklendi. Mikrobiyal biiylimeyi
engellemek icin beherler icerisine 0,1 mg/ml 9 pl kloramfenikol antibiyotigi eklendi.
Beherler ¢alkalamali inkiibatérde 60° C’de 80 rpm’de 72 saat boyunca (Sekil 3.18) ve
(Sekil 3.19)’da goriildiigii gibi bekletildi. Bu asamadan sonra biyokiitleler 3200 rpm’de 15

dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar falkon tiiplerine alindu.

Sekil 3.18: Biyokiitlelerin ¢alkalamali inkiibatorde 72 saat bekletilmesi.
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Sekil 3.19: Biyokiitlelerin ¢alkalamali inkiibatdrde 72 saat inkiibe asamasi sonrasi.

3.2.6.1 DNS (Dinitrosalisilik Asit)

Enzimin biyokiitle lizerindeki aktivitesini durdurmak ve bununla birlikte seker miktarinin
teyit edilmesi amaciyla DNS kullanilir (Miller, 1959). ilk sat sisesi igerisinde 1 g DNS 1,6
g 2 M NaOH igerisinde ¢oziildii. ikinci sat sisesi icerisinde 37,66 g sodyum potasyum
tartrat (Rochella tuzu) 50 ml distile su icerisinde ¢oziildii. Ilk sat sisesindeki icerik ikinci

sat sigesine bosaltildi. Homojen bir goriintii olana kadar 1sitilip galkalandi.

Siipernatantlardan 1 ml bos falkon tiiplerine eklendi. Uzerlerine 1 ml hazirlanmis olan
DNS’den eklendi (Sekil 3.20). Icerik 100°C’de 5 dakika 1s1 banyosunda bekletildi (Sekil
3.21). icerik oda sicakliginda sogumaya birakildiktan sonra tiiplerin {izerine 8 ml distile su
eklendi. Spektrofotometrede 540 nm’de 6l¢iim yapildi. Orneklerin seker miktarlarini
saptayabilmek i¢in glukozun farkli konsantrasyonlari standart olarak kullanilarak

kalibrasyon grafigi ¢izildi.
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Sekil 3.21: Biyokiitle ve DNS igeriginin sicak suya maruz birakilmasindan sonraki
goruntisi.
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4. BULGULAR

Yapilan calismanin biitiin asamalarinda agaroz jel elektroforezi icin Thermo Scientific™

GeneRuller 1 kb DNA markorii kullanildi (Sekil 4.1).

bpngOSpwg %

10000 300 6.0
./ 2000 300 B0
¥ 6
/5000 100 140
7 4000 300 6.0
Z 3500 300 B0

2000 700 14.0
— 2500 250 50

2000 250 50
— 1500 250 50

1000 60.0 120
— 750 250 50
— 500 250 50

=250 250 50

Sekil 4.1: Kullanilan DNA markoériin baz ¢ifti ve konsantrasyonu (URL-1).

4.1 p-ksilanaz Geninin PCR Analizi

Thermotoga naphthophila organizmasindan elde edilen B-ksilanaz geni forward ve reverse
primerleri kullanilarak ¢ogaltildi. Genomik DNA konsantrasyonu yaklasik olarak 70 ng/ul
olarak hesaplandi. UV cihazinda bakildiginda 1035 baz giftine sahip B-ksilanaz geni
goriildi (Sekil 4.2).
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1500 b

1000 b

Sekil 4.2: B-ksilanaz geninin PCR amplifikasyonu ve agaroz jel elektroforeziyle analizi.

4.2 Genomik DNA ve pET-21a(+) Vektoriiniin Saflagtirilmasi

PCR ile ¢ogaltilan B-ksilanaz geni Thermo Scientific GeneJET Jel Ekstraksiyon Kiti ile
saflastirild1 (Sekil 4.3.A). Plazmid DNA saflastirilmasi GeneJET Plazmid Miniprep Kiti
kullanilarak yapildi ancak plazmid DNA’da dimerlesme meydana geldigi gézlemlendi
(Sekil 4.3.B) Bu yiizden agaroz jelden plazmid DNA saflastirildi ve bunun i¢in GeneJET
Jel Ekstraksiyon kiti kullanildi (Sekil 4.4).

59



Sekil 4.4: Agaroz jelden saflagtirilan plazmid DNAs1.

4.3 Kompotent E.coli BL21 Hiicre Hazirh@i Analizi ve Transformasyon Analizi

Kompotent hiicre olusumu i¢in hazirlanan E.coli BL21 LB kiiltiiriiniin spektrofotometrede
600 nm absorbans degerinde optik yogunlugunun 0,4-0,6 arasinda olmasi bekleniliyordu.
Ug saat inkiibasyonun ardindan optik yogunluk 0,6 oldu. CaCl, kullanilarak hiicre zarinin

plazmid DNA’s1 igin gegirgen olmasi saglandi. Bunun i¢in yapilan ¢alismada 1 petri kab1
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kontrol tiipiiydii ve bu petri kabinin iceriginde sadece agar vardi. Ikinci petri kab1 agar ve
ampisilin karigimiydi. Kontrol petri kabinda koloni olusumu meydana geldi. Agar ve

ampisilin i¢eren petri kaplarinda ise koloni olusumu gézlemlenmedi.

pET-21a(+) plazmidi ile birlestirilecek olan f-ksilanaz geninin E.coli BL21’de
transformasyonu sonucunda petri kaplarinda koloni olusumu go6zlemlendi. Olusan
koloniler isaretlendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Transformasyon sonucu olusan koloniler.

4.4 Koloni PCR Analizi

Transformasyon sonucu isaretlenen kolonilerin insert DNA igerip icermediklerini
gozlemlemek amaci ile koloni PCR yapildi. Sonug olarak isaretlenen 5 koloniden 2 tanesi

insert DNA igerigine sahip oldugu goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Koloni PCR analizi.

4.5 Pozitif Klonlardan Rekombinant Plazmid izolasyonu Analizi ve Restriksiyon

Enzimiyle Kisitlama Analizi
Rekombinant plazmid transforme edilmis kolonilerden basarili bir sekilde izole edildi.

Ancak dimerlesmenin meydana geldigi gozlemlendi (Sekil 4.7). izole edilen plazmidin cift

kisitlama analizi (Sekil 4.8) HindILI ve Ndel restriksiyon enzimleriyle gergeklestirildi.
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Sekil 4.7: Rekombinant plazmid DNA izolasyonu.

5444 be
plazmid DNA

1035 bg p-

ksilanaz

Sekil 4.8: Cift kisitlama analizi sonucu.
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4.6 Rekombinant Enzimin ifadesi

Rekombinant koloni ampisilin igerikli LB besiyerinde kiiltiirlendikten sonra sonikasyon
yapild1 ve santrifiijjlendi. Klonlanilan enzim ¢ogunlukla hiicre i¢inde oldugundan dolay1
intraselliiler enzimi agiga c¢ikartmak i¢in sonikasyon yapildi. Enzim etkisi sadece
intraselliiler fraksiyonda gozlemlendi. IPTG’nin B-ksilanaz enzimi iiretmede etkisi,
IPTG’nin kiltiirel bakteriyle (E.coli BL21) birlesiminden sonra gézlemlendi. 0,5 mM
IPTG kullanilarak enzim iiretiminde istenilen sonug elde edildi. pH 8.0 alinarak enzim
tiretiminde iyi bir sonu¢ elde edildi. Enzim aktivitesi, a¢iga ¢ikan sekerlerin DNS ile
baglanmasiyla olgtildi (Sekil 4.9.a) Seker igeriginin DNS ile baglanmasindan sonra renk
degistirdigi gozlemlendi (Sekil 4.9.b) ve (Sekil 4.9.c). Enzim igeriginin rengi turuncudan

koyu kahverengiye dontistiigii gozlemlendi.

Sekil 4. 9: a) 80°C 1s1ya maruz birakilan DNS igeren kontrol tiipli ve enzim tiipii igerigi b
ve c) 80°C’de 10 dakika bekletilen DNS igereni kontrol tiipii ve enzim tiipii
icerigi.
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4.7 Rekombinant Enzimin Kismi Saflastirilmasi

B-ksilanaz enziminin kismi saflastirilmasi icin 1s1l yontem kullanilarak gerceklestirildi. Bu
islem ile diger konakg1 E.coli bakterilerin uzaklastiriimasi saglandi. B-ksilanaz enzimi 1siya

dayanikli oldugu icin zarar gérmemistir.

4.8 B-ksilanaz Enziminin Molekiiler Kiitle Tayini

Saflagtirilmig  B-ksilanaz enziminin molekiiler kiitle tayini SDS-PAGE kullanilarak
gerceklestirildi. Protein marker olarak Precision Plus Ladder (10-250 kDa) kullanildi.
Miktarlar1 farkli 8 B-ksilanaz drneginin molekiiler kiitlesi incelendi. Jel Brilliant Blue boya
iceren boyama ¢ozeltisi ile boyandiktan sonra protein drnekleri gézlemlendi. SDS-PAGE
sonucunda 5 pl, 10ul, 15ul, 20ul sivi B-ksilanazlarin kiitlesi 38 kDa oldugu gozlemlendi

(Sekil 4.10). Kat1 formdaki - ksilanaz miktarlarinda herhangi bir sonug¢ gézlemlenmedi.

1 2 3 4 5

50 kDa

35 kDa

38 kDa

Sekil 4.10: B-ksilanaz enzimi i¢in SDS-PAGE. 1) protein marker 2) 5 ul B-ksilanaz 3) 10
ul B-ksilanaz 4) 15 pl pB-ksilanaz 5) 20ul B-ksilanaz.
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4.9 On islem Goérmiis Biyokiitlelerin Sakkarifikasyonu

Farkli biyokiitleler (Findik kogani, ormangiilii dali, ormangiilii yapraklari) B-ksilanaz
enzimiyle muamele edildikten sonra agiga ¢ikan seker mikraninin 6l¢iilmesi amaciyla DNS
kullanildi. Spektrofotometrede 540 nm’de Olgiilen findik kogani, ormangiili dali ve
ormangiilii yaprag1 biyokiitlelerin optik yogunluklari sirasiyla 0,4604, 0,3796 ve 0,1962
oldugu goriildii. Glukozun farkli konsantrasyonlariyla ¢izilen kalibrasyon grafigi sonucu

biyokiitlelerin seker miktar1 belirlendi (Sekil 4.11).

5
4 =
y=0,5441x
E R*=10,9736
m~ 3
=
=
22
-«
1
D ! ! T ! ! ! !
0 1 2 3 4 5 6 7

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.11: Farkli konsantrasyondaki glukoz ile hazirlanan kalibrasyon grafigi.
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Kalibrasyon grafigine gore biyokiitlelerin seker miktari (Tablo 4.1)’de verilmistir.

Tablo 4.1: Findik kogani, ormangiilii dali ve ormangiilii yapragi biyokiitlelerin seker

miktarlari
Absorbans (ODsa40) Konsantrasyon (mg/ml)
Findik Kogani1 0,4604 0,8461
Ormangiilii Dali 0,3796 0,6976
Ormangiilii Yapragi 0,1962 0,3605
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5. TARTISMA

Hemiseliilozlarin enzimatik yollar ile gergeklestirilen hidrolizi olduk¢a karmagsik bir
stirectir. Hidrolizi gerceklestiren enzimler arasinda [-ksilanaz enzimi 6nemli bir rol
oynamaktadir. B-ksilanaz enzimi termofilik bir enzimdir. Termofilik enzimler yiiksek
sicakliklarda aktif olma yeteneklerinden dolay1 pek c¢ok biyoteknolojik uygulamalarda
tercih edilmektedir (Frock vd., 2010).

Thermotoga naphthophila GH10 ailesinin bir iyesidir. Government College
Universitesi’nde Thermotoga naphthophila termofilik organizmadan B-ksilanazin iiretim
asamas1 gerceklestirildi. Ayni tiniversitede yapilan ¢aligmalarda Thermotoga naphthophila
organizmasindan elde edilen B-ksilanaz enziminin pH 7.0’de ve sicakligit 37°C’de

maksimum aktivite gosterdigi bildirilmistir (Hamid ve Aftab, 2019).

Shi vd. (2013), Thermotoga thermarum organizmasindan klonlanan B-ksilanaz enzimi
Escherichia coli BL21 rekombinant sus tarafindan ifade edilerek 95°C sicakliginda ve pH
7.0°de en iyi sekilde aktif oldugunu ve buna ek olarak SmM Ca?* ilave edilmesiyle enzimin
sicaklik 55-90°C pH 4.0-8.5 araliginda oldugunu bildirmistir.

Zverlov vd. (1996), Thermotoga neapolitana organizmasindan ksilanaz A genini elde
etmistir. Ksialanaz genini Escherichia coli’de ifade etmislerdir. Ksilanaz enziminin endo-
1,4/3-ksilanaz gorevi gordigiinii ve bu enzimin 102°C sicakliginda pH 5.5 degerinde en
yiiksek aktiviteyi gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica ksilanazin 90°C’de stabil oldugunu

ve 100°C’de 2 saat inkiibe edildiginde enzim aktivitesinde %50 azalma goriilmiistiir.

Simpson vd. (1991), endo-1,4-beta-ksilanaz enzimini Thermotoga sp.’den izole etmistir.
Saflagtirilan ksilanaz i¢in en iyi aktivite pH 5.0-5.5 araliginda 80°C sicakliginda oldugu
bildirilmistir. Sorbitol ve ksilan gibi maddelerin enzimin termal kararliligint arttirdigini

gozlemlemislerdir.
Genomik DNA’nin saflagtirllmasindan sonra yapilan plazmid DNA saflastirmasinda

beklenilmeyen bir sonu¢ elde edilmistir. Agaroz jelde bakildiginda saflasan plazmid

DNA’sinda dimer olusumu goriildii. Bu dimer olusumunun ortadan kaldirabilmek igin
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agaroz jelde goriilen plazmid DNA’s1 kesilerek tekrardan saflastirildi. Bu asamadan sonra

ise agaroz jel goriintiislinde istenilen sonug elde edildi.

B-ksilanaz enzim geninin ifade edilmesi asamasinda 0,5 mM IPTG kullanildi. IPTG B-
ksilanaz gen ekspresyonunu arttirmak igin kullanilan uyaricidir. Hamid ve Aftab (2019),
IPTG wuyaricti maddesinin [B-ksilanaz iizerindeki etkisini incelemiglerdir. IPTG
konsantrasyonunu 0,1 mM ile 0,6 mM arasinda E.coli BL21 kiiltiir ortaminda
denemislerdir. En iyi enzim aktivitesini 0,5 mM IPTG kullanarak bulmuslardir. B-ksilanaz
geninin optimal yiikseklikte ifade edilmesi i¢in IPTG veya baska bir uyarici madde
eklenmesi beklenmektedir.

SDS-PAGE analiz asamasi Bartin Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. SDS-PAGE kullanilarak elde edilen [-ksilanazin
molekiiler kiitlesinin 38 kDa oldugu hesaplandi. Enzimin kiitle analizi sonucu diger
arastirilmalarda gbzlemlenen sonuglara benzer oldugu goriilmektedir. Zhou vd. (2011),
Streptomyces sp. organizmasindan elde edilen GH 11 ailesi {iyesi olan endo-1,4 -ksilanaz
enziminin molekiiler kiitle tayininin 34 kDa oldugunu bildirmistir. Ayn1 zamanda bu
enzimin gosterdigi en iyi aktivite 50°C sicakliginda ve pH 7.0’de oldugunu bulmuslardir.
Benzer bir sekilde yapilan caligmada Shi vd. (2014), Thermotoga thermarum’dan
klonlanmig ve Escherichia coli’de ifade edilmis endo-1,4-B-ksilanaz enziminin molekiiler
kiitlesini 40 kDa olarak bulmustur. Ayrica bu enzimin maksimum aktivite gosterdigi

sicakliginin 80°C, pH degerinin ise 6 oldugu bildirilmistir.

Yaptigimiz caligmaya benzer bir sekilde 2012 yilinda yapilan bir caligmaya gore
Thermotoga petrophila’dan klonlanmis ve Escherichia coli’de ifade edilmis olan endo-1,4-
B-ksilanaz enziminin SDS-PAGE iizerinde 40 kDa molekiiler kiitleye karsilik geldigi
belirtilmistir. Ayrica endo-1,4-B-ksilanaz enziminin 95°C sicakliginda ve pH 6.0

degerlerinde maksimum aktiviteyi gostermistir (ul Haq vd., 2012).

Lu vd. (2008), calismalarinda Aspergillus ficuum AF-98’den klonlanan ksilanazin
saflagtirillmasin1 ve karakterizasyonunu arastirmiglardir. Saflastirilmis ksilanaz enzimi
SDS-PAGE kullanilarak 35,0 kDa’lik molekiiler bir kiitleye sahip monomerik bir protein
oldugunu bildirmistir. Enzimin maksimum etki ettigi sicaklik 45°C iken maksimum etki

ettigi pH 5.0 oldugu bulunmustur. Aym1 zamanda ksilanaz enziminin Cu?* varliginda
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aktivitesinin arttigr ve Hg?*, Pb?* varliginda aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir. Ko vd.
(2010), yaptiklar1 calismada Paenibacillus campinasesnsis BL11 organizmasindan termal
olarak kararli bir ksilanaz enzimi klonlanmis ve Escherichia coli’de ifade edilmistir.

Saflastirilmis enzimin belirlenen molekiil agirliginin 41 kDa oldugu gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada ksilanaz enziminin SDS-PAGE ile hesaplanan molekiiler kiitlesinin
2013 yilinda yapilan bir ¢alismayla ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugu gozlemlenmistir.
Bu c¢alismada Dhanjoon vd. (2013), 38 kDa’lik molekiiler kiitleye sahip olan ksilanaz
enziminin {dretilmesi igin termofilik bir organizma olan Thermotoga hypogea’y:

kullanmiglardir.

Klonlama asamasindan sonra saflastirilan B-ksilanaz enziminin en énemli 6zelligi yiliksek
sicakliklarda kararli olmasiydi. Kararli yapisindan dolayi ksilanazlarin pek ¢ok endiistriyel
alanlarda ve protein miithendisliginde kullanimi goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda g¢esitli
organizmalardan klonlanan B-ksilanaz enziminin aktivitesinin yiiksek sicakliklarda oldugu

gOriilmiistiir.

B-ksilanaz enzimi Thermotoga naphthophila organizmasindan klonlanip E.coli BL21’de
ifade edilmesinden sonra cesitli biyokiitlelerle muamele edilmeden once biyokiitleler 6n
islem metodundan gecirildi. Biyokiitleler igerdikleri yapilarindan dolayr seker iiretimine
engel olabilmektedir. Kullandigimiz biyokiitlelerin yapisinda mevcut olan lignin seker
dretimini sinirlandirmaktadir. Bu yiizden lignin vb. istenilmeyen yapilarin ortadan
kaldirilmasi igin biyokiitleler 6n islem asamasindan gegirildi. Yapilan ¢alismamizda 6n

islem asamasi igin asit-alkalin metodu kullanildi.

Singh vd. (2015), mevcut olan diger 6n aritma islemleriyle asit-alkali 6n aritma yontemini
kiyaslamiglardir. Alkali 6n islem biyokiitlede var olan lignin yapisinin giderilmesinde
etkinliginin ¢ok yiiksek oldugunu ayni zamanda seliilozun sindirilebilirligini arttirdig:
vurgulanmistir. Hosgiin vd. (2017), diisiik sicaklikta NaOH 6n muamelesini findiktan
etanol tiretimi icin kullanmistir. Yaptiklar1 ¢alismada biyokiitleler NaOH muamelesinden
sonra 72 saat boyunca 30°C’de inkiibe edilmistir. Bu islem sonucunda lignin ve

hemiseliiloz giderimi sirasiyla %41,18 ve %37,79 oldugu bildirilmistir.
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Luo vd. (2014), calismasinda pek ¢ok On aritma yontemlerini arastirmistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada bu arastirmanin bir metodu kullanilarak 6n islem agamasi i¢in NaOH
ile biyokiitle muamelesi 121°C’de 15 dakika otoklavlandi ve nétralizasyon igin HCI
kullanildi. On muamele isleminde kullanilan alkalin reaktifleri biyokiitle yapisindan

ligninin ayrilmasi i¢in oldukga yiiksek potansiyele sahiptir.

Arslan ve Saragoglu (2010), findik kabuklarinn 6n muamelesi i¢in ¢esitli metodlar arasinda
etanol konsantrasyonuna iligkin olarak en etkin 6n islem yonteminin NaOH ile
muamelesinden sonra olacagini bildirmistir. Copiir vd. (2013), findik kabuklarinin
biyoetanole doniismesi icin ¢esitli 6n aritma teknikleri kullanmistir. En yiiksek etanol
verimini %2 NaOH ile 90 dk muamele ettifinde gdrmiistiir. On islem asamasinda
inhibisyona neden olan inhibitorlerin uzaklastirilmasi esastir ve bu islem findik

kabuklarmin etanole doniismesi igin anahtar faktordiir.

Yapilan calismada 6n islem asamasindan sonra sakkarifiye edilecek olan findik kocant,
ormangiilii dali ve ormangiilii yapragi biyokiitlelerin spektrofotometrede optik
yogunluklar: 6l¢iildiikten sonra iirettigi seker miktar: hesaplandi. Standart olarak glukozun

farkli miktardaki konstantrasyonlar1 kullanildi.

Hamid ve Aftab (2019) tarafindan piring samani, bugday samani, talag, yumusak kana ve
sert kana biyokiitleleri B-ksilanaz enzimi ile muamele edildi ve sonra sakkarifiye edilerek
biyokiitlelerin ne kadar seker iirettikleri incelendi. Salinan seker miktarlar1 sirasiyla 1,52
mg/ml, 3,2 mg/ml, 1,92 mg/ml, 2.96 mg/ml ve 1,16 mg/ml olarak bildirildi. Bizim

calismamizdan farki ise standart olarak ksiloz kullanmis olmalaridir.

Calismamiza benzer bir sekilde Zafar vd. (2016), Bacillus licheniformis organizmasindan
elde ettikleri ksilanaz enzimini saman, piring samani ve seker kamisi substratlar ile
muamele etmislerdir. Salinan seker miktarinin sirasiyla 1,95 mg/ml, 1,92 mg/ml, 2,20
mg/ml oldugu bildirildi. Sekerleme siirecinde iiretilen sekeri belirlemek icin kullanilan

yontem, ¢alismamizda kullandigimiz yontemle aynidir.

Caligmamizda elde edilen seker miktarlar1 farkli biyokiitlelerle veya ayni biyokiitlelerle

kiyaslandiginda biiyiik bir fark yoktur. Diger ¢alismalarin sonuglarindan farkli olmasinin
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sebebi totalde kullanilan metotlarin, enzimlerin ve substratlarin  farkliligindan

kaynaklanmaktadir.

Hosgilin vd. (2017), seliilaz enziminin 6n islem goérmiis findik kabugu substratina karsi
aktif oldugunu bildirmistir. Ayrica findik kabugundan salinan sekerin biyoetanol iiretmek
icin ¢ok verimli olduguna deginmistir. Cesitli biyokiitlelerin hidroliz asamasinin
gergeklestirilebilmesi i¢in bu biyokiitleleri hidrolize eden enzimlere ihtiyag duyarlar.

Yapilacak bu adim biyoyakit {iretimi i¢cin maliyet diistiriicii bir adim olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Endiistriyel enzim iiretimi asamasinda en ¢ok tercih edilen 6zellik enzimlerin yiiksek
sicakliklara toleransli olmasidir. Bu tercihin nedeni enzimler genel olarak yiiksek
sicakliklarin oldugu islemlerde kullanilmaktadir. Basta termofilik enzimler olmak iizere
yiksek sicakliklara tolerans gosteren enzimler ticari kullanim alanlarinda ¢ok tercih

edilmektedir.

Enzim teknolojisine olan talebin giderek yiikselmesi ve bununla birlikte enzimlerin
kullanim alanlarinin genis yelpazeye sahip olmasi ve enzim iiretim maliyetinin diigiik
olmasi nedeniyle endiistriyel enzimlerin kullanilmasi biyoteknolojinin gelisimi acisindan
olduk¢a onemlidir. Cesitli termofilik enzimler arasindan ksilanaz enzimleri endiistriyel
alanda biiyiik bir 6neme sahiptir. Fazla sayida kullanim alani1 bulunan ksilanaz enzimi igin
yapilan literatiir arastirmalarinda enzim iiretimi ve saflagtirilmasi icin ¢ok sayida arastirma

oldugu gozlemlendi.

Tiirkiye akut enerji sikintisi ¢ekmektedir. Enerji ihtiyaclarinin karsilanabilmesi igin fosil
yakitlariin zararlarindan otiirli stirdiiriilebilir yakitlara énem verilmektedir. Biyoetanol
fosil yakitlarin yerini alabilecek en iyi yakit adayidir. B- ksilanaz enziminin farkli
biyokiitlelerle 6n muamelesi asamasindan sonra fermentasyon islemi ile seker iiretimi ve
daha sonra bazi uygulamalar sonucu elde edilmis sekerlerden biyoetanol iiretimi

gerceklestirilebilecegi onerilmektedir.

Yapilan ¢aligmada termofilik bir organizma olan Thermotoga naphthophila’dan p-ksilanaz
enzim geninin klonlanmasi, Esherichia coli’de ifade edilmesi ve enzim iiretimi islemi
basartyla gergeklestirildi. Findik kogani, ormangiili dali ve ormangilii yapragi
lignoseliilozik biyokiitleleri f-ksilanaz enzimi igin substrat olarak kullanildi. B-ksilanaz
enziminin fermente edilebilir sekerler {iretmek i¢in enzimatik hidrolizi gerceklestirebilen

etkili bir kaynak oldugu ¢aligmalar sonucunda kanitlanmstir.

Bu c¢aligmada B-ksilanazin molekiiler kiitle tayini SDS-PAGE kullanilarak yapildi.

Ksilanaz enziminin kiitlesinin 38 kDa oldugu belirlendi. Yapilan literatiir arastirmalarinda
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farkli  organizmalardan klonlanilan  B-ksilanaz  enziminin molekiiler kiitlesinin

calismamizdaki sonuca benzer oldugu gézlemlendi.

Yapilan caligmada B-ksilanaz enzimi igin substrat olarak kullanilan findik kogani,
ormangiilii dali ve ormangiilii yapragi kullanildi. Bu ¢aligmada, 540 nm spektrofotometre
optik yogunlugu olgiildii ve kalibrasyon grafigi cizilerek seker miktar1 bilinmeyen
biyokiitlelerin saldig1 seker miktarlar1 hesaplandi. A¢iga ¢ikan seker miktar1 findik kogani
0,8461 mg/ml, ormangiilii dali 0,6976 mg/ml ve ormangiilii yapragi 0,3605 mg/ml olarak
hesaplandi.

Findik kabuklar1 ve Rhododendron fermente edilebilir sekerler iiretmek agisindan oldukca
yiiksek verimlilige sahiplerdir. Yapilan caligmanin sonuglari degerlendirildiginde -
ksilanaz enziminin termofilik 6zellige sahip olmasi ve kullandigimiz substratlarin seker
salmimi gergeklestirmesi sonucunda [B-ksilanaz enziminin gesitli endiistriyel islemlerde

kullanilabilmesi ve 6zellikle biyoyakit endiistrisinde kullanilmasi dnerilmektedir.
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