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OZET

Ksilanaz enzimi farkli sektorlerdeki kullaniminin yanisira ekmekgilik
sektoriinde de kullanilmaktadir. A. niger kendine has ozellikleri ile diger ksilanaz
iireten mikroorganizmalardan daha yiiksek diizeyde ksilanaz iiretebilmektedir. Bu tez
calismasinda ksilanazB geninin homolog anlatiminin yapildigi rekombinant suglar
incelenmis ve se¢ilmis transformantlarda ksilanaz tretimi erlenlerde optimize
edilmistir. Caligma kapsaminda A. niger transformantlarindan digerlerine gore daha
yiikksek aktivite vermis ksilanazB transformantlar1 5-1-5 ve 12-1-7 kullanilmis,
transformantlarin sahip oldugu glaA promotorunun farkli sekerlerle indiiklenmesi
sonucu olusan ksilanaz iiretimi incelenmistir. Rekombinant susta glaA promotorunun
indiiklenmesinde optimum maltoz yiizdesi %0,4 olarak ortaya konmustur. Optimum
iiretim ortami olarak malt ¢imli besiortami belirlenmistir. Segilen 12-1-7 transformanti
malt ¢imli ortamda, diger segilen 5-1-5 transformantindan daha etkili olmustur.
Fermantasyon kiiltiiriiniin etkileri karsilastirildiginda ise, ham siipernatantlarda elde
edilen ksilanaz aktivitesi malt ¢imli statik erlen kiiltiirtinde 39 U/ml iken ayn1 ortamin
kat1 kiiltiirtinde 81 U/ml olmustur. Erlende yapilan iiretimde rekombinant enzimin
optimum aktivite gosterdigi sicakligin 50 °C, optimum pH degerinin ise 6 oldugu
saptanmuistir.

Ham enzimin kismen saflastirilmasi sonrasinda iki farkl biiytikliikte protein elde
edilmis, bunlar kisaca rE1 ve rE2 olarak adlandirilmistir. 33,1 kDa biiyiikliikteki
rE1’in 355,6 U/miligram ve 21,6 kDa biiyiikliikteki rE2’nin 472,6 U/miligram spesifik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Karakterizasyon adimlarinda rE1 ve rE2’nin

optimum sicakliklariin yakin ancak diger 6zelliklerinin farkl oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, ksilanaz, homolog ekspresyon.
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SUMMARY

The xylanase enzyme is used in the bakery sector as well as in other sectors.
Recombinant strains where homologous expression of xylanaseB gene were examined
and xylanase production in selected transformants were optimized in flasks. In this
study, xylanase B transformants 5-1-5 and 12-1-7 which gave higher activity than A.
niger transformants were used and xylanase production caused by the induction of
glaA promoter with different sugars was examined. The optimum maltose percentage
in inducing glaA promoter in the recombinant strain was 0.4 %. The malt grass
medium was determined as the optimum production environment. The selected 12-1-
7 transformant was more effective in malt grass than the other selected 5-1-5
transformant. When the effects of the fermentation culture were compared, the
xylanase activity obtained in the crude supernatants was 39 U/ml in the malt grassed
static flask culture and 81 U/ml in the solid culture of the same medium. It was
determined that the temperature at which the recombinant enzyme showed optimum
activity was 50 °C and the optimum pH value was 6 in the production made in the
flask.

After partial purification of the crude enzyme, two different sized proteins were
obtained, which are briefly referred to as rE1 and rE2. rE1 of 33.1 kDa has a specific
activity of 355.6 U/milligram and rE2 of 21.6 kDa has a specific activity of 472.6
U/milligram. In the characterization steps, it was observed that the optimum

temperatures of rE1 and rE2 were close but the other properties were different.

Keywords: A.niger, xylanase, homologous expression.
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1. GIRIS

Enzim sektoriiniin 6nemi iilkeler i¢in yadsmamayacak diizeydedir. Ulkelerin
kendi enzimlerini kendi 6z kaynaklari ile tiretmeleri 6nemli bir gerekliliktir; ¢iinkii
sektoriin biiyiikligli gz oniine alindiginda ithal edilen enzimler ekonomiler igin
biiyiik bir kiilfettir. Tarmm iilkesi olmamiz gerekliligi gz Oniine alindiginda tarimsal
atiklarin geri doniisiimii konusu da 6nemli bir ¢evresel sorundur. Bu tarimsal sanayi
atiklarinin giivenli olarak yeniden kullanmilabilmesi, enzim iiretiminde hammadde
kaynag1 olabilmesi hem c¢evre hem de ekonomi i¢in 6nemli bir katk: getirmektedir
[Jaybhaye et al., 2016] [Kanimozhi et al., 2014].

Ulkemiz insaninmn en énemli besin kaynaklarindan biri ekmektir [Ozberk vd.,
2016]. Ksilanaz enziminin farkl alanlardaki ihtiyacinin yani sira ekmekgilik sektorii
ozelinde ekmek yapiminda kullanilmasi, 6neminin biiyiikliigiinii géstermektedir. Bu
caligmanin yer aldigi UN-EN (Unlu Mamuller Sektoriine Yonelik Endiistriyel Enzime
Ait Ekonomik Uretim Sistemlerinin Gelistirilmesi/lyilestirilmesi) projesinin ilk
asamasinda homolog rekombinasyon teknikleriyle Aspergillus niger transformantlari
elde edilmisti. Bu tez kapsaminda ise eldeki transformantlarin taranmasi, diisiik
maliyet ve yiiksek fayda ile ksilanaz enzim tiretimine yonelik iiretim basamaklarinda
optimizasyon ve enzimin bazi biyokimyasal 0&zelliklerinin karakterizasyonu

gergeklestirilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Teze temel olan c¢aligmalar kapsaminda yapilanlar asagida Ozetlenmistir
[Bayrak, 2019]:

1150052 numarali UN-EN projesinin Alt Projesi (Proje numara:1150053)
kapsaminda TUBITAK MAM Kkiif koleksiyonu taranarak ksilanaz iireticisi oldugu
belirlenen suslar elde edilmistir. Molekiiler tiplendirmeler yapilarak (18S rRNA gen
ve ITS bolgelerine yonelik) bu suslarin A. niger oldugu kesinlesmis ve ksilanaz
salgiladiklar1 belirlenmistir. Segilen suslardan 5 ve 12’nin genomik DNA'’lar1
kullanilip ksilanazB (GH11 ksilanaz aile grubunda yer almaktadir) geni in vitro
cogaltilmis ve DNA dizileri okunmustur. 5 no’lu sus MRC200804 icin 18S rRNA’ya



ait 820 bp’lik ve ITS bolgesine ait 831 bp’lik DNA dizileri elde edilmis ve NCBI’a
kaydedilmistir (Genbank MF078658 ve MF078659). Benzer sekilde 12 no’lu sus
MRC200803 i¢in de 18S rRNA’sina ait 824 bp ve ITS bolgesine ait 598 bp uzunluktaki
DNA dizileri netlestirilerek NCBI’a kaydedilmistir (Genbank MF078660 ve
MFO078661). Boylece ksilanaz salgilayan 5 ve 12 no’lu dogal Aspergillus niger
MRC200803 ve MRC200804 suslarinin molekiiler tiplemesi tamamlanmigtir.
Belirlenen bu genlerin daha kolay islev gosterecegi plazmitlere aktarmak amaciyla ilk
olarak RNA’lar1 elde edilmis, bu RNA’lar cDNA’ya ¢evrilmis, CDNA da plazmite
aktarilip dizilenmistir. Plazmitlerdeki ksilanazB varligi PCR ile dogrulanmistir.
Ardindan ksilanazB igin ekspresyon plazmidi olusturulmus ve olusturulan
rekombinant plazmid 6nce E.coli DHS5a’a daha sonra da fungusa aktarilmistir.
KsilanazB’nin ilgili plazmid DNA’dan, restriksiyon endoniikleaz bdlgelerinden
kesilerek genin anlatimi yapilacak olan pGWf fungal vektor ile birlestirilmesi
caligmalar1 gergeklestirilmistir. KsilanazB’nin homolog ekspresyon amagli fungal
vektore aktarilmasi yonelimli klonlama ile planlanmistir. Bu dogrultuda hem vektor
hem de UNEN ksilanazB insortii Pacl ve Notl bolgesinden kesilerek ligasyon
kurulmustur. Bunun i¢in pGWT vektorii ATKS93 kiti ile temin edilmistir. pGW635
kokenli fungal ekspresyon ve sekresyon vektoriidiir. A. niger pyrA geni, gen anlatimi
saglayacak glukoamilaz promotoru ve insersiyon yapilabilecek tek noktada kesen Pacl
ve Notl restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesi bulundurur. Yonelimli klonlamaya
uygun, komplementer olmayan yapiskan uclar kesim sonrasi elde edilebilmekte ve gen
dogru oryantasyonda vektorle birlesmektedir. Plazmitte DNA dizileri ile ksilanazB
insersiyonu tanimlanmistir. Boylece fungal vektorde glaA promotoru kontroliinde
ksilanazB1 ve ksilanazB2 protein okuma bdlgesi igeren, kanamisinli ortamda segilen
transformantlar elde edilmistir. Olusturulan rekombinant ekspresyon plazmidleri
sirastyla pAExynB1, pAExynB2 olarak adlandirilmigtir. DNA dizilemesi ile ksilanazB
insertlerinin dizileri teyit edilmis boylece hedef ksilanaz (ksilanazB) pGW&635
derivatif fungal ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Son olarak UNEN ksilanazB’nin
ekspresyon plazmidi ile fungal transformasyonu igin pyrA dizisi icermeyen A. niger
N593 susu temin edilmistir (ATK593, Karasugen). A. niger N593%in
transformasyonunda PEG yontemi uygulanmis ve A.niger N593’de transformantlar
elde edilmistir. Boylece glaA promotoru kontroliinde ksilanazB1 ve ksilanazB2
protein okuma bdlgesi iceren, liridinsiz ortamda segilebilen transformantlar elde

edilmistir. rAB1 kodlu transformant: rAB1 susu, pAEXynB1 plazmidinin Aspergillus
2



niger N593’e transformasyonundan elde edilmistir. Benzer sekilde rAB2 kodlu
transformant olan rAB2 susu, pAEXynB2 plasmidinin Aspergillus niger N593’¢
transformasyonundan elde edilmistir.

UNEN Projesi ARDEB 1003 destekli 1150052 (alt proje numaras1 1150053)
ozelinde ¢aligilan ksilanaz geninin homolog olarak anlatimindan iiretilen ksilanazin

karakterizasyonu tez kapsaminda planlanmistir. Bu plan dogrultusunda:

e Rekombinant genin homolog sistemde anlatimi laboratuvar Glgekli erlenlerde
farkli kosullarda tiretilmis,
e Kontrollii iiretim ve verim parametreleri belirlenmis,

e Rekombinant enzimin belirli 6zellikleri ortaya konmustur.

Tez ¢alismalar1 sonunda elde edilecek veriler yeni ulusal biyoteknolojik tiriinlere
151k tutmus olacaktir. Ozellikle funguslarin {iretici organizma olarak secildigi ksilanaz
gibi hidrolazlar grubu enzimlerin {iiretim siireglerinde optimizasyon yapilarak,
maksimum verimin saglanacagi kosullar belirlenmis olacaktir. Elde edilen bilgiler

ksilanazin pilot 6lgekte liretimi igin temel teskil edecektir.



2. KAYNAK OZETLERI (GENEL BILGILER)

2.1. Enzimler

Enzimler protein yapisinda olup, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlarda rol
alirlar. Bu reaksiyonlarda tepkime hizini arttirarak, kimyasal yapilar1 degismeden
tepkimeden c¢ikarlar. Enzimler farkli calisma kosullarinda (sicaklik, pH vs.)
maksimum aktiviteyi verirler. Bu kosullar farkli enzimler i¢in farkli degerlere sahip
olabilmektedir [Kiran vd., 2006]. Bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan elde
edilen enzimlerin kullanim alani genistir. Enzim tiretiminde mikroorganizmalar
genetik dilizenlemelere uygunlugu, hizli biiylimeleri, yiiksek aktivite vermeleri,
yasadiklar1 ortamin kolay kontrolii ve ekonomik olmalari nedenleriyle tercih sebebidir
[Kiran vd., 2006] [Rao et al., 1998] Enzim sektoriiniin hacmi, hem enzimlerin hem de
enzimleri kullanan iiretim kollarmin ¢esitliligi nedeniyle giinden giine biiyiimektedir.
Bu nedenle enzim iiretimi 6zelinde rekombinant enzim iiretimi olduk¢a 6nemlidir.

Rekombinant DNA, canlinin kendi yapisinda bulunmayan DNA molekiillerinin
genetik miithendislik teknikleriyle diizenlenerek, farkli parcalarmm bir araya
getirilmesiyle olusturulur. Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimiyle ksilanotik
enzimler de endiistriyel uygulamalar i¢in daha kolay secilmistir [Beg et al., 2017]. Bu
stirecte karsilasilan temel zorluklar seliiloitik enzim icermeyen ksilanli sistemlerin
iiretimi ve ksilan igeren genlerin dnemli endiistriyel organizmalarda fermantasyon
kosullarmin belirlenmesi olmustur [Ahmed et al., 2009]. Fungal bir sustan enzimi saf
olarak elde etmenin zorlugu da rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla asilmaya
baglanmustir [Korona et al., 2006]. Enzimi daha fazla tiretmek ve ticari kullanimlara
uyacak sekilde sahip oldugu 6zellikleri degistirebilmek amaciyla, ksilanaz kodlayan

genler homolog ve heterolog konaklara klonlanmistir [Aslam et al., 2009].

2.2. Ksilan

Hemiseliiloz, lignoseliilozik polimerler arasinda selillozdan sonra gelen

yenilenebilir bir biyomateryaldir [Paés et al., 2012]. Ksilan bitki hiicre duvarlarinda



hemiseliiloz yap1 i¢inde yer alan, hemiseliilozun baslica bileseni olan bir polisakkarittir
[Ruanglek et al., 2007].

Ksilanlar diiz ya da dallanmis sekilde bulunur, alkali ortamlarda ¢oziinebilirler.
Bazi1 asitler karsisinda kolayca hidrolize olurlar ve sulu ¢ozeltileri alkolle
coktiiriilebilir [Uffen, 1997]. Ksiloz sekerleri B-1,4-glukozidik baglarla baglanarak
kompleks bir yap1 olan ksilani olusturur. Endo-p-1,4 ksilanaz enzimi B-ksilozidik
baglar1 kopararak D-ksiloz parg¢alarmi olusturur [Paés et al., 2012].

Ksilan tahil tanelerinin lifli i¢eriginde bulunur. Bununla beraber arabinoksilanlar
bugday, arpa, ¢avdar, piring, yulafta tanimlanmistir [lzydorczyk et al., 1995]. Bu
tahillarin ekmek yapiminda kullanimi ksilanaz enziminin ekmekgcilik sektoriinde

kullanimini 6nemli hale getirmektedir.

2.3. Ksilanaz

Ksilanaz, hemiseliilozun ana bileseni olan ksilanin hidrolizini katalizler. Boylece
hiicre yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli karbon kaynagi saglanir ve bitki hiicre duvari
yikilir [Collins et al., 2005]. Cok ¢esitli organizmalar tarafindan ksilanaz
uiretilmektedir. Bununla birlikte filament6z mantarlarin (A.niger) iirettigi ksilanazin
miktari, hiicrenin bozulmasi ger¢eklesmeden ksilanazi ortama dogrudan salgiladigi
icin, bakterilerde, mayalarda ve aktinomisetlerde bulunanlardan ¢ok daha yiiksektir
[Singh et al., 2019] [Paés et al., 2012] [Fleiner et al., 2010].

Ksilanin kompleks bir yapisi oldugundan ksiloza doniisiimiinii ortak calisabilen

farkli enzim gruplar1 saglamaktadir [Motta et al., 2016] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Ksilan1 tam hidrolize eden ksilanotik enzimlerin etki bolgeleri.

Bu grubu olusturan enzimlerin tamamu ksilanolitik enzimleri olusturur ve bunlar

asagida smiflandirilmistir [Singh et al., 2019] [Collins et al., 2005]:

e Kiilan iskeletindeki i¢ glikozid baglar1 rastgele kiran B-1,4-Endoksilanazlar
(E.C.3.2.1.8, B-1,4-D-ksilanazlar) [Polizeli et al., 2005].

e Ksilooligosakkaritleri indirgen olmayan uglarindan kiran B-D-ksilosidazlar
(E.C.3.2.1.37, B-1,4-D-ksilozid ksilohidrolazlar) [Zanoelo et al., 2004].

e Arabinaz ikiye ayrilir: ksilandaki dallanmig arabinanlar1 pargalayan ekzo- a-L-
arabinofuranosidaz (E.C.3.2.1.55) ve sadece lineer arabinanlar1 hidroliz eden
endo-1,5-a-L-arabinaz_(E.C.3.2.1.99) [Kaneko et al., 1993] [Vries et al., 2000].

e Asetil gruplarimi uzaklagtirarak endoksilanazlarin etkinlik gostermesini
saglayan asetil-ksilan esterazlar (E.C.3.1.1.6) [Polizeli et al., 2005].

e Ksiloz gruplarindan glukuronik asit yan zincirlerini aywan o-D-
glukuronidazlar (E.C.3.2.1.139).

e Arabinoz ve ferulik asit arasindaki bagi pargalayan ferulik asit esterazlar (E.C.
3.1.1) ve arabinoz ve p-kumarik asit arasindaki bagi pargalayan p-kumarik asit
esterazlar (E.C. 3.1.1) [Williamson et al., 1998] [Crepin et al., 2004].

e Ekzo-B-1,4-ksilanazlar (a -1,4-D-ksilan ksilohidrolazlar).



Ksilanaz enziminin cesitli 6zellikleri bulunmaktadir [Ince, 2006]:

Hidrolik aktiviteden sorumlu katalitik bolgeleri ve substrat baglamayla termal
stabiliteden sorumlu katalitik etkisi olmayan boliimleri vardir.

Ksilanazlar aminoasit dizileri homolojisi ve hidrofobik kiime analizlerine gore
iki ana aileye ayrilir: Aile F iiyesi (GH10) ksilanazlar yiiksek bir molekiil
agirhiga (>30kDa) ve asidik pI’ya, Aile G grubu (GH11) ksilanazlarsa diisiik
molekiil agirliga (<30kDa) ve bazik pI’ya sahiptir. Aile gruplar1 6zellestikge
bu dzellikler degisebilmektedir [Paés et al., 2012] [Ahmed et al., 2009] [Singh
et al., 2019].

Termostabil ksilanazlar iginde GH11 ksilanazlar1t GH10 ksilanazlarma gore
¢Ozlinmeyen polimerik ksilanazlar iizerinde ¢cok daha aktiftir. Ek olarak daha
fazla arabinoksilani hidroliz edebilirler [Beaugrand et al., 2004].

Genellikle fungal ksilanazlar asidik pH’da (4-6), bakteri ve aktinomiset
ksilanazlar1 daha genis pH araliginda (5-9) aktif olmaktadir [Singh et al., 2019].
Endoksilanazlarim elde edildigi kaynaga gore pl araligi (3-10) arasinda
degismektedir.

Ksilanazin optimum sicaklik degeri 35-60 °C gibi ¢ok genis bir aralikta
goriiliir. Istisna durumlarda optimum sicakligr 70-90 °C olan ksilanazlar da
bulunmaktadir [Singh et al., 2019].

GHI1 ailesi ksilanazlart unlu mamul sektoriine uygun ksilanazlardir.
[Beaugrand et al., 2004] [Paés et al., 2012] [Decelle et al., 2004].

Fungal ksilanazlar bakteriyal ksilanazlardan daha diisiik 1s1l dirence sahiptir.
Ksilooligosakkaritlerin zincir uzunlugu ksilanaz aktifligini degistirebilir, kisa
zincirli olanlarda ksilanaz aktivitesi de azalir.

Endiistride ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir: kagit hamuru hazirlanirken
beyazlagtirict olarak kullanilan klor miktarmi azaltir, et tavuklarinda yemden
daha yiiksek bir fayda saglayarak kilo artis1 saglar, meyve suyu
berraklastirmada seliillaz ve pektinaz ile beraber kullanilir, ¢esitli enzimlerle
birlikte biyoyakit iiretimi i¢in kullanilabilir, gida sektdriinde hamur igleme
ozelligini iyilestirerek iiriin kalitesini arttirir [Singh et al., 2019] [Motta et al.,
2016] [Buitt et al., 2008] [Kiran vd., 2006].



2.4. Aspergillus niger

Aspergilluslar dogada ¢ok genis yayilma alanlarina sahip olup, 185’in iizerinde
tiir iceren kiif mantarlaridir [Borsa et al., 2015]. Ozellikle toprakta ve giiriimekte olan
organik maddeler tizerinde aktiflik gosterirler [Schuster et al., 2002].

Aspergilluslarin diger mikroorganizmalardan bir farki da ¢ok diisiik nemli
alanlarda yasayabilmeleridir. Aspergillus ticari ksilanaz tiretimi igin tercih edilen bir
konake¢idir. Ksilanazi daha ¢ok iiretmek ve endiistriyel anlamda gelistirebilmek i¢in
kiif kokenli genlerin klonlanip calismasi saglanmaktadir. Fungal ksilanazlara ait
genlerin homolog ve heterolog sistemlere aktarilmasiyla elde edilen rekombinant
ksilanazlar endiistriyel {iretim i¢in 6nemlidir [Ahmed et al., 2009] [lzidoro et al.,
2014]. Bir Aspergillus tiirii olan A.niger ise yiiksek sicakliklara direng gosterebilme,
genis bir pH araliginda stabil olma ve ksilanazB’de bulunan yiiksek substrat 6zgulligii
ile rekombinant enzim {iretiminde kullanilan gii¢lii bir mikroorganizmadir [Ahmed et
al., 2009]. A.niger protein salgilanma ve modifikasyon yetenekleriyle E.coli ve Pichia
pastoris’e gore daha yiiksek etkinlik sergilemektedir [An et al., 2019]. Bu 6zelliklerine
ragmen, A.niger’in metabolik aktivite ve enzim tiretimi ¢evre kosullarina karsi (pH,
kiiltlir zamani, sicaklik, inokulasyon orani, substrat, kiiltiir etme sekli) oldukca
hassastir, bu nedenle enzim iiretiminde yapilacak optimizasyon ¢alismalar1 énemli

hale gelmektedir [Simoes et al., 2016] [Lu et al., 2010].

2.5. Glukoamilaz (glaA) Promotoru

pGWG635 kokenli fungal ekspresyon ve sekresyon vektoriidiir. A.niger pyrA
geni, gen anlatim saglayacak glukoamilaz (glaA) promotoru ve insersiyon
yapilabilecek tek noktada kesen Pacl ve Notl restriksiyon endoniikleaz kesim bolgesi
bulundurur. Yonelimli klonlamaya uygun, komplementer olmayan yapigkan uglar
kesim sonrast elde edilebilmekte ve gen dogru oryantasyonda vektorle
birlesmektedir. Vektor Pacl ve Notl ile kesilmis, ligasyon ve transformasyon ile
ksilanazB (xynB) geni alic1 susa aktarilarak transformantlar elde edilmistir [Bayrak,
2019]. Sekil 2.2’de glaA promotoru, ksilanazB geni ve pyrA bolgesi pGWTf

vektoriinde gosterilmistir.
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Sekil 2.2: glaA promotoru kontroliinde UNENKksilanazB geni ve pGWf vektoriiniin
pyrA bolgesi.

Plazmid pGWT A.niger glukoamilaz (glaA) promotoru igermektedir ve maltoz
varliginda indiiklenerek gen ekspresyonunu saglamaktadir [Tamayo Ramos et al.,
2011]. pGW vektor sistemi ayni zamanda A.niger pyrA seleksiyon sistemi ile
transformantlarin {iridinsiz minimal ortamda gelisimini saglamaktadir.

Glukoamilaz enzimi bir glikoproteindir ve nisastay1 o-1,4 ve a-1,6 glikozidik
bolgelerinden hidroliz eder. Diger isimleri amiloglukosidaz ve I-amilaz’dir. Teknik
ismi ise a-1,4 glukan glikohidrolazdir. Glukoamilazin ¢oklu zincir mekanizmasi
vardir ve substrat1 rastgele yerlerden kirar [James et al., 1997]. Mekanizma su sekilde
calisir: D-glikosid bagi oksijeni, enzimin aktif bdlgesi olan imidazol ya da amino
grup tarafindan gelen Hidrojen iyonu ile protonlanir. Yetersiz elektronlu karbon-1
grubu, hidroksil donor grubundan ya da serin grubundan elektron ¢eker. Karbon
iyonlarmin ortasindan ve notral D-glukozil fragmentten yap1 acilir. Hidroksil iyonu
karbonyum iyonun ortasina eklenir. Son adimda B-konfigiirasyona hidroksil grup
eklenir. Boylece hidrolizin B-D glukoz tiriinii olusmus olur [James et al, 1997].

glaA ekpresyonu karbon seviyesine bagli olarak polisakkarit degradasyonundan
sorumlu [Ruijter et al., 1997] belirli yolaklarda ¢alissa da, glaA promoter’in
kontroliinde olan proteinin sentezi tam olarak anlasilamamustir [Ganzlin et al., 2008].
Endiistride, A.niger {izerinde metod gelistirme ve optimizasyon c¢aligmalar
yapilmistir. Rekombinant tekniklerle modifikasyon o6zellikleri gelismis A. niger’de
yiiksek ekspresyon etkinligi saglanarak glukoamilaz tiretimi arttirilmistir [An et al.,
2019].

Glukoamilaz (glaA) promotorunun ¢alismasinda basta maltoz olmak tizere
maltodekstrin, maltotrioz, amiloz, glukoz etkili olmaktadir [Ganzlin et al., 2008].
[Withers et al., 1998] [Gouka et al., 1996] [Fowler et al., 1990]. Baz1 suslarda
maltozun glikozdan daha yiiksek indiikleme yaptig1 [Barton et al., 1972] [Verdoes et
al., 1994] bazi suslarda ise farkin olmadig1 belirtilmistir.



Kiiltir etme sekline gore de promotor etkisi degigsmektedir. Kemostat ve
calkalamali erlen kiiltiirde A.niger i¢in maltoz glikoza gore yiiksek bir indiikleme
kaynag1 olmustur [Pedersen et al., 2000]. Promotor kontroliinde indiikleyicilerin ve
biyokiitle ¢ogaltiminda kullanilan karbon kaynaklarmin karsilikli etkileri géz oniine
alindiginda bir baskilama olmadigindan da emin olunmasi gerekmektedir [Rajoka et
al., 2005] [Fowler et al., 1990]. Glukoamilaz promotorunun baskilanma durumunda
diisik miktarda seker kullanilmasi gerektigine dikkat c¢ekilmekle beraber
glukoamilaz1 kodlayan glaA geninin yiiksek yiizdede maltoz ile indiiklenerek
transkripsiyonu da literatiirde gosterilmistir [Minetoki et al., 1995]. Promotor
indiikleyicisi olarak arabinoskilan da bulunmaktadir [Munster et al., 2014].

Bir diger Aspergillus tirii A.oryzae ve A.terrus’de maltozun indiikleyici,

glikozun represe edici etkisi goriilmiistiir [Hata et al., 1992] [Ghosh et al., 1990].

2.6. Statik Kiiltiir Fermantasyonu

Aspergillus niger suslarinda kati1 kiiltiir fermantasyonu yaygin olarak
caligilmakta olup, bazi durumlarda enzim tiretiminin hareketsiz-statik sekilde oldugu

fermantasyon kiiltiirleri de ¢alisilmistir [Heinen et al., 2018].

2.7. Kat1 Kiiltiir Fermantasyonu

Aspergillus niger suslarinda yaygin olarak kat1 kiiltiir fermantasyonu
caligilmaktadir. Kat1 kiiltir ortammda serbest su bulunmaz, mikroorganizma
gelisimini nemlendirilmis kat1 haldeki substratlar tizerinden saglar. Boylece organizma
kendi dogal biiylime ortamma benzer ortamda gelisir, bu da diger kiiltliir etme
sekillerine gore avantaj saglamaktadir [Parameswaran et al., 2019]. Nem oraninin
diisiik olmasi nedeniyle de funguslarin kullanim1 kosullara oldukg¢a uygundur [Maciel
et al., 2008]. Ucuz substrat kullanim1 ve diisiik kontaminasyon riski gibi avantajlari da
bulunmaktadir [Beg et al., 2017]. Bu kiiltiirde agro-endiistriyel atiklar kullanilabilir,
bdylece zararli maddeler biyolojik olarak parcalanir ve uygun alanlara yonelik enzim

tiretimleri gergeklestirilir [Sargin, 2003] [Parameswaran et al., 2019].
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2.8. Jel Filtrasyon Kramatografi

Molekiil biiytikliiklerine gore proteinleri ayirmada kullanilan bir tekniktir.
Kolona yiiklenen 6rneklerde farkli boyutlardaki proteinler bulunmakla beraber, kolon
icerigini ¢apraz bagli kopolimerler olusturmaktadir [Wilson et al., 2010] [Sweden et
al., 2002]. Kullanilan gézenekli matris ile tiriin molekiil biiyiikligii ve sekline gore
ayrilir.

Calisma prensibi su sekildedir: Ornek yiiklemesi yapilmadan &nce kolon
materyali dengelenmelidir. Ornek yiikleme sonrasi kolon iginde ilerlemeye baslar,
biiyiik molekiiller jel materyalinin gézeneklerine giremez ve eliisyon sivist ile dncelikli
olarak kolondan ¢ikarlar. Kii¢ciik molekiiller gézenekler arasina girerek, hareketli faz
arasinda dagilirlar. Eliisyon sivist ile de arkadan gelirler. Bdylece once biiylik

molekiiller, sonra kiigiik molekiiller toplanir [Tuncer, 2008].

2.9. iyon Degisim Kramatografi

Niikleik  asitler, proteinler, yikli molekiillerin  ayristirilmast  ve
saflastirilmasinda kullanilan zit yiiklii iyonlarin birbirini tutmasiyla galisan bir
tekniktir. Katyon ve anyon degistirici olmak tizere iki tip iyon degistirici vardir.
Negatif yiiklii gruplara sahip katyon degistiriciler pozitif yiiklii katyonlar1 ¢eker; anyon
degistiriciler ise pozitif yiikliidiir ve negatif yiiklii anyonlar1 ¢eker. Negatif yiikler
asidik, pozitif yiikler bazik gruplarla etkilesmektedir [Wilson et al., 2010].

Calisma prensibi su sekildedir: Ayristirma kolon materyalinde saglanacagindan,
ortam pH ve iyonik kuvvet 6zellikleri ile dengelenmelidir. Dengeleme asidik ve bazik
kimyasallara kolon materyalinin temasi ile olur. Istenen pH’a getirilen kolona, kolon
materyali ile ayn1 pH’a getirilen Ornek yiiklenir. Ayristirma asamasinda yiiklii
molekiiller, klor ve sodyum gibi iyonlarla yer degistirip kolon matrisine gegici olarak
baglanirlar. Baglanmayan molekiiller kolonda ilerlemeye devam eder ve kolondan
once ayrilirlar. Baglanan yiiklii molekiiller ise eliisyon tamponun pH’sinin
degistirilmesi ya da iyonik kuvvetin arttirilmasiyla kolondan ayrilirlar. Bu da eliisyon

stvisindaki tuz oranmin agamali olarak arttirilmasiyla gergeklestirilir [ Tuncer, 2008].
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2.10. Elektroforez Uygulamalar:

Elektriksel alan uygulanan parcaciklar belirli yonlerde hareket ederler. Pek ¢cok
onemli biyolojik molekiil (aminoasitler, peptitler, niikleik asitler, proteinler) farkli
pH’daki ¢ozeltilerde anyon ve katyon olusturabilen yiiklii gruplara sahiptir. Bu yiikli
gruplar sahip olduklar1 net ylik dogrultusunda, elektriksel alan altinda anoda ya da
katoda dogru giderler. Iyonizasyon 6nemli oldugu icin islemler uygun bir tampon
cozelti icinde gerceklestirilir. pH degisikligi molekiillerin  hareket hizini
degistireceginden, hazirlik asamasinda dikkatli olunmalidir [Wilson et al., 2010].

Elektroforezde akrilamid jel kullanilirsa bu poliakrilamit jel elektroforez
(PAGE) admi alir. Protein karigimlarmin analizinde sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) siklikla kullanilir. SDS ve Beta
merkaptoetanol proteinlerin disiilfit baglarini kirarak tersiyer protein yapisini denatiire
eder. Boylece ii¢ boyutlu yapilar negatif yiiklii diiz bir ¢gubuk halini alir. Ortamdaki
negatif ylikler nedeniyle zincir proteinler katlanamaz. Yontemde esas olan proteinleri
biiyiikliik olarak gostermek oldugundan, saflastirilmis proteinler jelde molekiiler
agirliklarina gore ayrilabilirler. Proteinlere baglanan comassie mavisi ya da giimiis

nitrat gibi boyalarla da goériintiilenebilirler [Wilson et al., 2010].

2.11. Ekmek Yapim ve Ksilanaz

Ekmek tiiketim miktar1 geleneksel insan yiyecegi kapsaminda tiim diinyada her

yil artis gostermektedir [Cunha et al., 2018].

“Tiirkiye'de Ekmek ve Tahil Uriinleri Pazari arastrmasina gére, 2017 yilinda 40
milyar liraya ulasan pazarn, yillik artis hizi azalsa da, 2021 yilinda 42 milyar liraya

ulagmast bekleniyor. Pazarin yiizde 75 ini ise ekmek tiiketimi olusturmaktadwr.” [Web
1, 2018].

Firincilikta ksilanaz kullanimi 1970’11 yillara dayanmaktadir, 1990 sonrasinda
ise kullanim orani artmaya baglamistir. Glinlimiizde de ksilanaz cesitli enzimlerle
birlikte ekmekte gerekli 6zelliklerin saglanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu sektdrde

kullanilan ksilanaz enzimi GH11 ksilanaz ailesinde yer almaktadir [Decelle et al.,
12



2004] [Liu et al., 2018]. Hemiseliilozlar bugday ununda bulunur ve ekmek yapiminda
onemli role sahiptir. Hemiseliiloz iiyesi olan arabinoksilan da ksilanaz enziminin
substrati olarak is goriir. Ekmeklik undaki arabinoksilan bilesikler kendi agirliginin on
kat1 kadar suyu baglayabilir. iki ¢esidi vardir: Suda ¢dziinenleri viskozite iizerinde,
suda ¢ozlinmeyenleri su tutma kapasitesi lizerinde etkilidir [Giiner vd., 2008] [Altinel
vd., 2018].

Ksilanaz, arabinoksilan zincirlerine nokta hedefi olmadan etki ederek polimer
yap1y1 ksiloz ve ksilobioz alt birimlere parcalar. Farkli mekanizmalari nedeniyle biitiin
ksilanaz tipleri ekmek yapimmda kullanima uygun degildir. Ekmek yapiminda
kullanilan ksilanazlar suda ¢oziinmeyen arabinoksilanlar tizerine etkilidir. Ksilanaz
enziminin se¢imi ortamin pH ve sicaklik degerleri ile iligkili olarak sektdriin belirledigi
parametreler onemlidir [Giiner vd., 2008].

Ekmekgilikte ksilanazlar hamurun yogrulmasina, ekmek i¢i yumusakligina ve
hamurun kabarma 6zelliklerine etki eder [Ahmad et al., 2014]. Tahillardan gelebilecek
dogal ksilanaz inhibitorleri ksilanazin etkisini géstermesini engelleyebilir [Courtin et
al., 2002], bu durum daha fazla ksilanaz kullanilmasiyla ¢oziiliir [Altnel vd., 2018].
Boylece ksilanaz unun bilesiminde bulunan arabinoksilani pargalar. Bunun sonucunda
arabinoksilanin tuttugu su agiga c¢ikar, hamur daha yumusak hale gelir ve makine ile
islenebilirligi artar. Ekmek i¢i yapis1 ge¢ olusunca da iyi bir firin sigramasi saglanir,
yiiksek hacimli ve yumusak bir {liriin olusur. Hamurun kolay islenmesi i¢in kullanilan
ksilanaz miktarina da dikkat edilmelidir. Ksilanazin fazla kullanimi civik bir hamur
olusturur [Giiner vd., 2008]. Ekmekte raf 6mriiniin ksilanaz kullanimina bagl olarak

arttig1 caligmalar da bulunmaktadir [Butt et al., 2008].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar, kimyasal iilke ve kodlariyla birlikte Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan Kimyasallar.

Kimyasal Adi

Kod, Ulke

Quick-DNA™ Fungal/Bacterial
Miniprep Kit

D6005, Zymo Research, Amerika Birlesik
Devletleri

Xylazyme AX Tablet (Ksilanaz
arabinoksilan iceren tablet)

T-XAX-1000T, Megazyme, Amerika Birlesik
Devletleri

Amicon® Ultra-15 Santrifiij
filtresi

UFC901024, Millipore, Amerika Birlesik
Devletleri

EZ-Vision Three Gel Loading
Dye

N313-KIT, VWR, Amerika Birlesik
Devletleri

Standart Taq DNA Polimeraz

M0320S, New England Biolabs (NEB),
Amerika Birlesik Devletleri

Agaroz A5093, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Akrilamid/Bis-akrilamid, %30 A3574, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Amonyum persiilfat A3678, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Asetik asit 27225, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Bacto agar 214010, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Bovine serum albumin (BSA)

A7030, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Coomassie brillant blue R-250

A1092.0025, Applichem

Etanol 100983.2500, Merck, Almanya
Etilendiaminetetraasetik asit EDA4S, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
(EDTA)

Gliserol G2025, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Glisin (G8898, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Metanol 24229, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Sodyum Klorit 13423, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

L3771, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

TEMED (N, N, N', N*-
tetramethylethylenediamine)

T7024, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Coomassie brilliant blue G-250

1.15444.0025, Merck, Almanya

Perklorik asit

311421, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Magnezyum klorit

M8266, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Magnezyum siilfat heptahidrat

M7506, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

D-(+)-Glukoz

(5400, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum hidroksit

S8045, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum karbonat

13418, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Gilimiis nitrat

85228, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
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Tablo 3.1: Devam.

Potasyum sodyum tartarat
tetrahidrat

218255, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum siilfat

13464, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Bakir (II) siilfat pentahidrat

209198, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sulfurik asit 95-97%

1.00731.2500, Merck, Almanya

Amonyum molibdat tetrahidrat

09878, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

TEMED (N, N, N', N'-
tetramethylethylenediamine)

T7024, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum arsenat dibasic | S9663, Fluka, Amerika Birlesik Devletleri
heptahidrat

Sitrik asit 251275, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
D-(+)-Ksiloz 95729, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum tiyosiilfat pentahidrat

1.06516.1000, Merck, Almanya

Sodyum sitrat tribasic dihidrat

S4641, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Potasyum fosfat monobasic

P5655, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Potasyum fosfat dibasic

P2222, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Sodyum sitrat monobasic

71497, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Siikroz

S-0389, Sigma, Amerika Birlegik Devletleri

Maltoz M2250, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Maltodekstrin 419672, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Gliserol J.T.Baker, Amerika Birlesik Devletleri
Potato Desktroz Agar Merck, Almanya

Merkaptoetanol M-7154, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri
Propanol 100995, Merck, Almanya

Glasiyal asetik asit %99.5

27225, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Congo Red

C-6277, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Trisodyum sitrat dihidrat

S-1804, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Uridin

U-3750, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Arabinoksilan  (bugday
yogunluk ~ 30 cSt)

unu,

P-WAXYM, Megazyme, Amerika Birlesik
Devletleri

Birchwood (hus agaci) ksilan

X-0502, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Beechwood (kaym agaci) ksilan

X4252, Sigma, Amerika Birlesik Devletleri

Beechwood (kaym agaci) ksilan

38500.02, Serva, Almanya

Triton-X-100

648462, Calbioche, @ Amerika
Devletleri

Birlesik

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, cihazlarn tilke ve kodlariyla birlikte Tablo

3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.2: Kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Kod, Ulke
Thermocycler TC-512, Techne, Birlesik Krallik
Isitic1 blok Techne Dri-Block, DB-2A, Birlesik Krallik

Elektroforez sistem

PowerPac HC, Bio-Rad, Amerika Birlesik Devletleri

Glig saglayici

Bio-Rad, Amerika Birlesik Devletleri

NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Amerika
Birlesik Devletleri

Giivenlik kabini Esco Class 11, Singapur

PCR kabini Biosan, Letonya

Vorteks Dragon Lab, Cin

Buz makinasi

F125 Compact, Icematic, Italya

15 ml, 50 ml Falkon

Axygen, Amerika Birlesik Devletleri

tiipler Falcon, Amerika Birlesik Devletleri
Petri Greiner, Almanya
Su banyosu Lauda LCB 0726, Almanya

Jel goriintiileme
sistemi

Azure Biosystem C600, Amerika Birlesik Devletleri

UV transilliiminator

Vilber Lourmat, Fransa

pH 6l¢iim cihazi

Metrohm, Isvicre

Otoklav

Sistek, Tiirkiye

Liyofilizator Alpha 1-2 LDplus, Christ, Almanya

Calkalayici KS 260, IKA, Almanya

37 °C Inkiibator Niive, Tiirkiye

Spektrofotometre SmartSpec™ Plus, Bio-Rad, Amerika Birlesik
Devletleri

Santrifiij 5417R, Eppendorf, Amerika Birlesik Devletleri
SL 16R, Thermo Scientific, Amerika Birlesik
Devletleri
Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter, Amerika Birlesik
Devletleri

Ependorf Eppendorf, Almanya

0.5ml, 1.5 ml Axygen, Amerika Birlesik Devletleri

Mikrosantrifiij tlip

4 °C Buzdolab1 Argelik, Tirkiye

-20 °C derin Bosh, Almanya

dondurucu

Mikrodalga Firm Argelik, Tiirkiye

3.1.3. Kullanilan Kitler

Genomik DNA’nin izole edilmesinde Quick DNA fungal/bacterial miniprep

Kiti kullanilmastir.
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3.1.4. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri ve igerikleri Tablo 3.3, Tablo 3.4, Tablo 3.5,
Tablo 3.6°da verilmistir.

3.1.4.1. Sentetik Besiortam (CM, komleks medyum)

Sentetik besiortami Tablo 3.3’deki kimyasal igeriklerine gore olusturulmustur
[Graaff, 1989]:

Tablo 3.3: Sentetik besiortami igerigi.

Karbon Azot Eser element Tuz

%0,2 2 g/L meat EDTA 6 g/L

maltoz peptone ZnS04.7H20 NaNOs,
1 g/L maya oziitii | MnCl,.4H20 1,5¢g/L
1g/L kasamino CoCl..6H20 KH2POy,
acids (Yeast CuS04.5H20 0,5 g/L KClI,
riboniikleik asit) | (NHs)sM07024.4H.0 0,5¢g/L

FeS04.7H20 MgSQO4.7H20

e Eser element: (1000 X stok) ZnSO4.7H20 4,4 g/L, MnCl..4H.0 1 g/L,
FeS04.7H.0 1 g¢g/L, CoCl..6H.O 0,32 g/L, CuSO4.5H,0 0,32 g/L,
(NH4)sM07024.4H,0 1,5 g/L, EDTA 10 g/L.

e Hazir olarak temin edilen 10X Sentetik besiortami (Karasugen’den temin

edilmistir)

su ile 1X’e seyreltilmis ve otoklav edilmistir. 1 molar maltoz

¢ozeltisi steril olarak hazirlanmis 0.22 pm’lik amicon filtreden gegirilerek,

%0,2 olacak sekilde eklenmistir.

3.1.4.2. Levasseur Besiortami

Levasseur besiortam1 Tablo 3.4’deki kimyasal i¢eriklerine gore

olusturulmustur [Levasseur et al., 2005]:
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Tablo 3.4: Levasseur besiortami igerigi.

Karbon | Azot Eser element | Tuz Vitamin Ek
vitamin
Maltoz 59g/L EDTA 6 g/L Thiamine Thiami-
(% 5) yeast ZnS04.7H20 | NaNOgs, | Ribovlavine-5P | ne
50 gr extract | MnCL.4H2O | 1,59/L | p-aminobenzoic | Biotine
2 g/L CoCl2.6H20 | KH2PO,, | acid Nicotin-
casami- | CuSO4.5H.O | 0,5 g/L Nicotinamide ic acid
no (NH4)6Mo0702 | KClI, Pyridoxine-HCI
acids 4.4H20 0,5¢g/L Panthothenic
FeS04.7H,O | MgSO4.7 | acid
H-0 Biotine

e Eser element: (1000 X stok) ZnS04.7H20 4,4 g/L, MnCl2.4H,0 1 g/L,
FeS04.7H.0 1 g¢g/L, CoCl..6H.O 0,32 g/L, CuSO4.5H,0 0,32 g/L,
(NH4)6M07024.4H,0 1,5 g/L, EDTA 10 g/L. (100 ml besiyerine 100 pl

eklenmistir)

e 500X Vitamin: Thiamine 10 mg, ribovlavine-5P 100 mg, p-aminobenzoic acid

10 mg, nicotinamide 100 mg, pyridoxine-HCI 50 mg, panthothenic acid 10 mg,

biotine 2 mg. (100 ml besiyerine 200 ul eklenmistir)

e 100X Ek vitamin karisimi: Thiamine 0,05 mg/mL, nicotinamide 0,1 mg/mL,

biotine 1 pg/mL. (ek vitamin iceren erlenlerde 100 ml besiyerine 1 ml

eklenmistir)

3.1.4.3. Melash Besiortami

Melasli besiortami Tablo 3.5’deki kimyasal iceriklerine gore olusturulmustur:
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Tablo 3.5: Melasl besiortami igerigi.

Karbon | Tuz Eser element | Vitamin Ek
ve Azot vitamin
%1 6 g/L EDTA Thiamine Thiamine
Melas NaNOs, ZnS04.7H20 Ribovlavine-5P Nicotinic
4 g/L 1,5¢9/L . .. lacid
Soya unu | KH2POx, MnCl,.4H20 p-aminobenzoic acid Siotine
0,5 g/L KCl, CoCl,.6H20 Nicotinamide
0,5 g/L CuS04.5H20 Pyridoxine(B6)-HCI
MgS04.7H20 | (NH4)6M07024. | Panthothenic acid
4H,0 L.
Biotine
FeSO,4. H2O

e Eser element: (1000 X stok) ZnS04.7H20 4,4 g/L, MnCl2.4H,O 1 g/L,
FeS04.7H.0 1 g¢g/L, CoCl..6H.O 0,32 g/L, CuSO4.5H,0 0,32 g/L,
(NH4)sM07024.4H20 1,5 g/L, EDTA 10 g/L . (100 ml besiyerine 100 pl

eklenmistir)

e 500X Vitamin: Thiamine 10 mg, ribovlavine-5P 100 mg, p-aminobenzoic acid

10 mg, nicotinamide 100 mg, pyridoxine-HCI 50 mg, panthothenic acid 10 mg,

biotine 2 mg (100 ml besiyerine 200 ul eklenmistir)

e 100X Ek vitamin karigimi: Thiamine 0,05 mg/mL, nicotinamide 0,1 mg/mL,

biotine 1 ug/mL. (100 ml besiyerine 1 ml eklenmistir)

e 1000 ml tuzlu ortama 4 gr soya unu katilarak otoklavlanmistir. 100 ml besiyeri

icin: 88,7 ml soya unlu besiyeri, 10 ml tuzlu ortam, 200 pl vitamin, 100 pl eser

element ve 1 ml otoklavlanmis melas eklenmistir. (ek vitamin olan erlenlere

ise 1 ml ek vitamin eklenmistir)

3.1.4.4. Malt Cimli Besiortami

Malt ¢cimli besiortami1 Tablo 3.6’daki kimyasal iceriklerine gore

olusturulmustur [Sargin, 2003]:
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3.1.5.

Tablo 3.6: Malt ¢imli besiortmi igerigi.

CeHsNO307.2HO | 2,5 gr/L
KH>PO4 5gr/L

MgSQO4.7H20 0,2 gr/L
CaCl,.2H,0 0,1gr/L
Malt ¢imi 50 gr/L

Tuzlar litrelik ¢6zelti olacak sekilde tartilip, otoklav edilmistir. 100 ml tuz

¢Ozeltisine 5 gram malt ¢imi eklenmistir.

Kullamilan Cozeltiler

Uridin: 1,7 gram iiridin 14 ml iki kez distile suda ¢dziilmiis ve 0.22 pm’lik
amicon filtreden gegirilmistir.

Siikroz: 17,11 gram siikroz son hacim 50 ml olacak sekilde ¢oziilmiis ve 0.22
um’lik amicon filtreden gegirilmistir.

Maltodekstrin: 10 ml iki kez distile suda 2 gr maltodekstrin ¢6ziilmiis, 0.22

um’lik amicon filtreden gegirilmistir.

3.1.5.1. Ksilanaz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Cozelti A: 25 g susuz sodyum karbonat, 25 g sodyum potasyum tartarat ve 200
g susuz sodyum siilfat tartilip, 800 ml distile suda ¢dziilerek son hacmi 1000
ml’ye tamamlanmustir.

Cozelti B: 30 g bakir siilfat pentahidrat tartilip, 4 damla konsantre siilfiirik asit
iceren 200 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

Cozelti C: 50 g amonyum molibdat tartilip, 900 ml distile suda ¢6ziilmiistiir ve
tizerine dikkatli bir sekilde 42 ml konsantre siilfiirik asit ilave edilmistir. Ayr1
bir yerde 6 g sodyum arsenat heptahidrat tartilip 50 ml distile suda ¢6ziilmiis
ve daha sonra hazirlanan ilk karisimin iistiine ilave edilmistir. Son hacim 1000
ml’ye tamamlanmistir. Coziinme gerceklesmemis ise ¢ozelti 55 °C’ye kadar
1sitilmastir.

Cozelti D: 1 ml ¢ozelti B, 25 ml ¢ozelti A’ya ilave edilmistir.
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o (ozelti E: Cozelti C analizden hemen Once distile su ile 5 kat seyreltilmistir. 4
°C’de 1 ay kararli oldugundan ¢alismalarda buna dikkat edilmistir.

e 1M pH 4.7 sodyum asetat tamponu: 82 g susuz sodyum asetat tartilip 800 ml
distile suda coziilerek pH 4,7 olana kadar glasial asetik asit ilave edilmistir.
Son hacim 1000 mI’ye tamamlanmistir.

e %]1’lik arabinoksilan substrat: 1 g medium viscosity wheat arabinoxylan (orta
viskoz bugday arabinoksilan) tartilip, tizerine 6 ml %95 etanol ve 80 ml soguk
distile su ilave edilmistir. 120 °C’ye kadar 1sitilmis karistiricinin {izerine
konularak 15 dakika ¢Oziinmesi i¢in karistirilmistir. Coziindiikten sonra
tizerine 10 ml sodyum asetat tampon (1 M, pH 4,7) ilave edilip son hacmi 100
ml’ye tamamlanmistir. Mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek amaciyla birkag
damla toluen ilave edilmistir. Cozelti oda sicakliginda yaklasik 2 hafta kararl
oldugundan calismalarda buna dikkat edilmistir. Ksilanaz aktivitesi igin
Megazyme’den temin edilen unlu mamul sektorii enzimi hedeflenmis
oldugundan bugday arabinoksilanin substrat olarak kullanilmistir.

e Stok ksiloz ¢ozeltisi: 0,05 g ksiloz tartilip, 100 ml, 100 mM, pH 4,7 sodyum

asetat tampon iginde ¢oziinerek hazirlanmistir.

3.1.5.2. SDS Page, Zimogram, Giimiis Boyama Jellerinde Kullanilan
Cozeltiler

e Fix buffer: %50 metanol, %12 asetik asit, 0,5 ml %37 formaldehit

e Yikama ¢ozeltisi: %50 etanol

e On muamele ¢dzeltisi: Na2S203.5H,0 (0,2 g/L)

e Bant fix ¢ozeltisi: AgNO3z (2 gr/L), 0,75 ml %37 formaldehit

e Gelistirme ¢ozeltisi: NaoCOs3 (60 g/L), 0,5 ml %37 formaldehit, Na2S203.5H,0
(4 mg/L)

e Durdurma ¢ozeltisi: %50 metanol, % 12 asetik asit

e Triton X-100: 99.75 ml su + 0.25 ml Triton X-100.

e %0,2’lik congo red: 10 ml distile suda 1,5 gram NaCl ¢oziiliirken, 40 ml
etanolde 0,1 gram congo red ¢oziilmiistiir. Tki ¢dzelti birlestirilip gece boyu

karigtirilmig ve kaba filtreden gegirilmistir.
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SDS Page igeriginde kullanilan kimyasallar Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7: SDS jel igerigi.

%12’lik SDS jeli (ayirma jeli) (2 jel %>5’lik yiikleme jeli (yigma
icin) jeli) (2 jel icin)

Distile su 3,35 ml Distile su 2,25 ml

1,5 M Tris HCI pH 2,5ml 1,5 M Tris HCI pH 1ml
8,8 6,8

%10 SDS 100 pl %10 SDS 40 pl

%30 akrilamit- 4 mi %30 akrilamit- 0,66 mi

bisakrilamit (29:1) bisakrilamit (29:1)

%10 APS 100 pl %10 APS 40 pl
TEMED 10 pl TEMED 10 pl

e %12’lik SDS jeli camlar arasma yaklasik 3,5 ml eklenmistir. Jelin diiz bir
cizgide olmas1 ve olusan kopiiklerin onlenmesi i¢in izopropanol eklenmistir.
Katilasma sonunda alkol dokiilmiis, jel su ile yikanmig ve kurutma kagitlari ile
1slak alanlar kurulanmustir. Uzerine %5’lik yiikleme jeli eklenip seviye tasma
noktasina kadar getirilmistir. Taraklar camlar arasma yerlestirilmistir.

Katilagsma sonunda kullanima hazir hale gelmistir.

3.1.5.3. Karakterizasyon Cozeltileri

e pH 3 (sodyum sitrat) tampon: 1 molar sodyum sitrat tribasic dihidrat {izerine 1
molar sitrik asit eklenerek pH 3 yapilmistir.

e pH 4 (sodyum sitrat) tampon: 1 molar sodyum sitrat tribasic dihidrat iizerine
1 molar sitrik asit eklenerek pH 4 yapilmistir.

e pH 5 (sodyum sitrat) tampon: 1 molar sodyum sitrat tribasic dihidrat iizerine
1 molar sitrik asit eklenerek pH 5 yapilmistr.

e pH 6 (sodyum sitrat) tampon: 1 molar sodyum sitrat tribasic dihidrat tizerine
1 molar sitrik asit eklenerek pH 6 yapilmistir.

e pH 7 (sodyum fosfat) tampon: 1 molar disodyum fosfat ve 1 molar
disodyumhidrojenfosfat ile pH 7 yapilmugstir.

e pH 8 (sodyum fosfat) tampon: 1 molar disodyum fosfat ve 1 molar

disodyumhidrojenfosfat ile pH 8 yapilmustir.
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e pH 9 (glisin sodyum hidroksit) tampon: 1 molar glisin ve 1 ml sodyumhidroksit
ile hazirlanmis, pH 9 yapilmustir.
e pH 10 (glisin sodyum hidroksit) tampon: 1 molar glisin ve 1 ml

sodyumhidroksit ile hazirlanmis, pH 10 yapilmustir.

3.1.5.4. Protein Tayini Kimyasallar

e BSA (bovine serum albumin): Stok ¢6zeltiden (1X) derisimi 0, 20, 40, 60, 80,
100 mg/L olan standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.

e Bradford Reaktifi: 0,6 gram Coomassie Brilliant Blue G-250 tartilarak, 1 litre
%2’lik perklorik asitte ¢oziilmiistiir ardindan filtre kagidindan siiziilmiis ve
siyah sisede saklanmistir. (Dogru hazirlandiysa spektrofotometrede 469 nm’de

bos havaya kars1 okutuldugundan 1,3 - 1,5 arasinda deger okunmalidir.)

3.1.5.5. Kriyo Sivi Cozeltisi

e 250 ml’lik cam sise i¢ine 90 ml distile su, 10 gram gliserol ve 0,3 gram agar-
agar eklenmis ve sise otoklavlanmustir (121 °C - 15 dakika). Sisenin igerisinde
yogun bir sivi oldugundan otoklav islemi tekrar edilmistir. Ardindan
kullanilacagi zamana kadar +4 °C’¢ kaldmrilmistir. Kullanimi 6ncesinde bu
kriyo sivis1 45 °C’lik su banyosunda akiskan hale gelinceye kadar

bekletilmistir.

3.1.5.6. Kiif Biiyiime Ortam1 PDA (Potato Dextrose Agar)

e 500 ml’lik cam sise i¢ine 400 ml distile su ve 15,6 gram potato dekstroz agar
eklenmis ve sise otoklavlanmustir (121 °C, 15 dakika). Siire sonunda sivi

donmaya baslamadan petri plaklara dokiilmiis ve +4 °C’e kaldirilmustir.
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3.1.5.7. Birincil Tarama Ortami

e Vogel tuz ¢ozeltisi (CsHsNaz07.2H,0 2,5¢/L, KH2PO4 5g/L, MgS04.7H.0O
0,2g/L, NH4NOs3 2g/L ve CaCl,.2H.0 0,1g/L), Megazyme azo boyali tablet (2
tablet / 50 ml) ve agar (20g/L)’dan olusmaktadir. Ortam olusturulduktan sonra
otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.1.5.8. Kalitatif (Gorsel) Aktivite Testi Ortam

e Azo boyali bugday arabinoksilanli substrat (T-XAX-1000T, Megazyme)
tabletleri ile aktivite tamponlu ortam hazirlanmistir: 100 ml 0,1 Molar NaAc
pH 4,7 tamponu, % 0,2 azo boyali sustrat (4 tablet 100 ml’de) ve % 1,5 bacto
agar ecklenerek kati ortam olusturulmustur. Kullanilan plate plaklar1 6
bolmeden olusmakta olup her bir bolmesine 2,5 ml agarl substrattan eklenmis

ve donduktan sonra kullanima hazir olmustur.

3.1.5.9. Kullanilan Suslar

A.niger sus N593 (Karasugen-Tiirkiye) tiridin oksotrofu olup diisiik
proteolitik aktiviteye sahiptir.

e TrABl kodlu transformant: rAB1 susu, pAEXynB1 plasmidinin Aspergillus
niger N593’e transformasyonundan elde edilmistir.
e rAB2 kodlu transformant: rAB2 susu, pAEXynB2 plasmidinin Aspergillus

niger N593’e transformasyonundan elde edilmistir.
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3.2. Metodlar

3.2.1. KsilanazB Geni Varhigmn PCR ile Gosterimi

UNENKksilanazB (UNENxynB) geninin Aspergillus niger N593’¢ entegrasyonu
sonrasinda transformantlar elde edilmistir [Bayrak, 2019]. UNENxynBl ve
UNENxynB2 genlerinin (MF170635.1, MF170634.1) A.niger N593 alicisina
transformasyonunda pGWf vektorii kullanilmustir. Burada plazmid pGWTf A.niger
glukoamilaz (glaA) promotoru igermektedir ve promotor maltoz varhiginda
indiiklenerek gen ekspresyonunu saglamaktadir. Tez kapsaminda glaA promotorunu
indiiklemek, ksilanaz iiretilmesini saglamak ve eldeki transformantlardan en iyisini
bulmak amaciyla Oncelikle arabinoksilan igeren maltoz ilaveli sentetik besi
ortamlarinda aktivite takibi yapilmistir. KsilanazB geninin varligii gostermek igin

transformantlardan genomik DNA izole edilmis ve PCR analizi ile kontrol yapilmustir.

3.2.1.1. Aday Transformantlarda KsilanazB’nin PCR Ile Kontrolii

PDA ortaminda gelisen transformantlarin sporlar1 5 ml steril %0.1 Tween 80
ile kazinip toplanmustir. Spor soliisyonunun 400 pl’si kullanilarak genomik DNA

izolasyonu Quick DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit’i ile yapilmustir:

e 50/100 mg (1slak agirlik) fungal hiicre, ZR Bashing Bead Lysis Tiipe (0,1 ya
da 0,5 mm) 200 pl suyla ya da izotonik bufferla (PBS gibi) siispanse edilmis,
tistiine 750 ul Bashing Bead Buffer eklenmistir.

e (Calkalayicida maksimum hizda tiipler 5 dakika sallanmustir. (Laboratuvar
vorteksinde 20 dakika yapilabilir.)

e 7R Bashing Tiipii 10.000 G’de 1 dakika santriftij edilmistir.

e 400 pl stipernatant Zymo-Spin I11-F Filter toplama tiipiine aktarilmig ve 8000
G’de 1 dakika santrifiij edilmistir. (ikinci alternatif olarak kiif siipernatanti 0,45

um’lik amicon filtreden filtreden gegirilip isleme bu adimdan baslanabilir)
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e 4.adimdaki toplama tiipiindeki siiziintiiye 1,200 pl Genomic Lysis Buffer
eklenmistir.

e Toplama tiiptindeki karigimm 800 ul’si, Zymo-Spin Il C kolona aktarilmis ve
10.000 G’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Toplama borusundan gegen akis atilmis ve 6.adim tekrarlanmustir.

e Yeni bir toplama tiipiinde Zymo-Spin Il C kolonuna 200 ul DNA 6n yikama
tamponu eklenmis ve 10.000 G’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Zymo-Spin Il C kolona 500 pl g-DNA yikama buffer eklenmis ve 10.000 G’de
1 dakika santrifiij edilmistir.

e Zymo-Spin II C kolonu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine aktarilmig ve
dogrudan siitun matrisine 100 pl (minimum 35 pl) DNA elution buffer

eklenmistir. DNA’y1 elde etmek i¢in 10.000 G’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

Boylece ultra saf DNA hazir hale gelmistir. Nanodropta DNA’nin ng/ul degeri
ve saflig1 Ol¢iilmiistiir. Elde edilen genomik DNA’larin 150 ng’1 ile vektdre ait
tasarlanan ileri GWF (CTTCAGCTTCCCCTCGTGCA) ve geri primerleri GWR
(GCGAGGTCCAATGCATTAATGC) kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur
[Bayrak, 2019]. x degeri 150’nin nanodropta olglilen DNA’nin ng/ul degerine
boliinmesiyle bulunmustur. X harici reaksiyon bilesenleri 11,5 pl’dir. Toplam
reaksiyon hacmi 50 ul olacagindan, tamamlama bileseni ultra saf su olacaktir.
Eklenecek su da 38,5’dan x degeri ¢ikarilarak her DNA izolasyonu yapilan
transformanta bagh olarak hesaplanmstir [Bayrak, 2019]. PCR kosullar1 Tablo 3.8’de

verilmistir.
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Tablo 3.8: A.niger aday klonlar1 i¢in PCR kosullar.

PCR reaksiyon bilesenleri Miktar
150 ng gDNA X
Tag-Mg serbest buffer (10X) 5ul
MgCl (25 mM) 3ul
GWF primer (10 pM) 1l
GWR primer (10 uM) 1l
dNTP karigim (10 mM) 1 ul
Taq DNA polimeraz 0,5 ul
ddH»0 38,5 —xpul
BASAMAKLAR SICAKLIK | SURE
ilk denatiirasyon 95 °C 30sn
denatiirlenme 95 °C 30sn
30 dongii tutunma 54.1°C 1dk
uzama 68 °C 1dk
son uzama 68 °C 5dk
son tutunma 4 °C 0

3.2.1.2. Agaroz Jel Elektroforez

PCR kosullar1 gerceklestirildikten sonra agaroz jel elektroforez yapilmistir.
%1°1lik agaroz jele marker (2 pl), 6rnekler (10 pul 6rnek + 2 pl marker) seklinde
yliklenmis ve 80 Volt’da yiiriitiilmiistiir. Yiirime sonunda jel 6nce etidyum bromiirlii
(1X) buffer, sonra normal buffer (1X Tris Asetat Edta) ile yikanmistir. Ardindan UV

ile goriintiilenmistir. Marker olarak, GeneRuler DNA ladder mix kullanilmustir.

3.2.2. Transformantlarin Saklanmasi ve -80 °C’den Kiif Sporu
Canlandirma

Kiif transformantlarmin saklanmasi i¢in, PDA petri plaklar1 i¢inde biiyiitiilmiis
(6-7 giin) kiifler iizerine 8-9 ml akigkan haldeki kriyo sivisindan eklenmis ve sporlar
kaziyic1 yardimiyla kazinmistir. Bu sporla karigik kriyo sivisindan her bir kriyo tiipiine

0,5 ml alinmus ve tiipler -80 °C’¢ kaldirilmustir.
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-80 °C’den ¢ikarilan kriyo tiipiindeki sporlar 6ze yardimi ile ates basinda steril
olarak plate’e yayillmustir. Kiifler yeterli biiylime gosterdikten sonra (4-7 giin), ikinci
defa PDA petri plaklara yine steril sekilde 6ze ile yayilmistir. Sporlar bu haliyle yeterli

biiylime gosterdikten sonra kiiltiir ortamlarinda kullanilmak iizere hazir hale gelmistir.

3.2.3. Aniger Transformantlarinda Birincil Tarama

Birincil tarama ortamina %0,2 olacak sekilde steril maltoz eklenmis, ardindan
karisim ¢ok 1yi calkalanarak her Petriye 15 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Petrideki
tablet parcalarinin ylizeye iy1 dagilarak donmasi saglanmistir.  Taramasi yapilacak
transformantlarm 7 giinliik (30 °C) PDA (Potato Dextrose Agar) ortamindaki
kiiltiirinden %0,1 Tween 80 kullanilarak 10° spor/ml olacak sekilde spor
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Petrilerin merkezine gelecek sekilde, steril 6 mm’lik
disklerden bir parga aseptik olarak yerlestirilmistir. Herbir sus i¢in iki paralel olacak
sekilde, petri tizerindeki diske 10 pl spor siispansiyonu emdirilerek asilanmis ve
yaklasik 30 dk ortam kosulunda bekletilmistir. Ardindan ters ¢evrilmeden, 30 °C’de 3
giin inkiibe edilip sonuglar degerlendirilmistir. Her deneme setinde ayni kosullarda
spor igermeyen sivi emdirilmis bir kér de eklenmistir. Inkiibasyonu tamamlanan
kiiltlirlerde tablette bulunan azo(mavi) boyanin agar igerisine diflizyonuna bakilarak
her bir 6rnegin difiizyon c¢aplar1 (mm olarak) dl¢iilmiis ve paralel petri sonuglarmin

ortalamasi almarak kaydedilmistir.

3.2.4. ikincil Tarama

Birincil taramalar1 tamamlanan aday transformantlarin sentetik besiortaminda

verdigi aktiviteler izlenmistir.

3.2.4.1. A.niger N593°te Ksilanaz Uretimi

Transformantlarm sivi kiiltiirlerindeki aktivitelerinin incelenmesine baslamadan

once, UNENxynB aktarilmasinda alic1 olarak kullanilan A.niger N593’iin zamana
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bagli ksilanaz aktivitesi sorgulanmustir. 250 ml’lik erlenlere 50 ml sentetik besiortamiu,
orta viskoz bugday arabinoksilani (%0,2), %2’lik spor asilamas: (50 ml kiiltiir igin
deneylerde 1-5x10® spor/ml konsantrasyondaki siispansiyonlardan 1 ml asilanmastir,
sonraki kiiltiir ortamlarinda da ayni orandaki asilama kullanilmistir) ve susun
biiyiimesi i¢in tiridin (500 pl) eklenmistir. (A.niger N593 {iridin oksotrof bir sus oldugu
icin besi ortaminda tiridine ihtiya¢ duymaktadir.)

Bu kosullarda hazirlanan erlenler 30 °C’de, 200 devir/dk calkalanarak kiiltiire
edilmistir. Belli araliklarda erlen kiiltiiriinden aktivite bakmak i¢in 500 pl 6rnek alinip
santrifiijlenerek (10.000 rpm, +4 °C, 30 sn), kalan ist sivida ksilanaz aktivitesi
olgtilmistiir. Ksilanaz aktivitesi iki paralel olarak Olgiilmiis ve degeri U/ml olarak
verilmistir. (Erlen kiiltiirlinden 6rnek alma ve santrifiijleyip aktivite bakma adimlar1

bundan sonra hazirlanan kiiltiirlerde de ayni1 kosullarla yapilmistir)

3.2.4.1.1. Ksilanaz Aktivite Tayin Metodu

Burada ve izleyen ¢aligmalarda, ksilanaz aktivitesi tayin metodu olarak Nelson-
Somogyi indirgen seker analizini temel alan [Somogyi, 1952] ve Megazyme firmasi
tarafindan modifiye edilen protokol takip edilmistir. Aktivite tayini asagida yazildigi
sekilde gerceklestirilmistir:

e Su banyosunda 40 °C’de, 5 dakika 6n 1sitmaya birakilan %1’lik orta viskoz
bugday arabinoksilan substratindan 500 ul almnip {izerine yine su banyosunda
40 °C’de, 5 dakika 6n 1sitmaya birakilan uygun oranlarda seyreltmis enzim
orneginden 200 pl alinip karigtirilmistir ve su banyosunda 40 °C’de, 5 dakika
inkiibe edilmistir. Reaksiyon 500 pl ¢ozelti D ilavesiyle durdurulmus ve tekrar
karistirilarak kaynar su banyosunda 20 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda Ornekler 5 dakika sogumaya birakilmistir. Daha sonra Orneklerin
tizerine 3 ml ¢ozelti E ilave edilerek tekrar karistirilmistir. Tiim 6rnekler oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmis ve spektrofotometrede 520 nm dalga
boyunda absorbans dl¢timii yapilmistir. Blank (kor) olarak 200 pl enzim 6rnegi
yerine 200 pl 100 mM, pH 4,7 sodyum asetat tampon kullanilmistur.
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Aktivite deneyi sonunda tiiplerde aciga ¢ikan indirgen seker miktar1 ksiloz

kalibrasyon grafigi c¢iziminden elde edilen dogrunun egiminin asagidaki formiilde

yerine konulmasi ile hesaplanmustir.

Ksilanaz Aktivitesi (Unit/mL): [(ODs20/Egim) x SF)]J/(Enzim hacmi X

inkiibasyon siiresi)]

Bu formiilde;

ODsyo: Kore karst okunmus reaksiyon ¢dzeltisinin absorbans degeri

Egim: Farkli ksiloz konsantrasyonlarina karsi ¢izilmis grafigin egim degeri
Inkiibasyon siiresi: Enzim ve substratin reaksiyona girdigi siire (5 dakika)

SF: Enzimin substrat ile reaksiyona girmeden dnceki 6n seyreltme anindaki
seyreltme faktorii

Enzim Hacmi: Enzimin substrat ile reaksiyona girmeden Onceki hacmi (0,2

ml)’dir.

Fungal iireticilerin ortamina salgiladigi ham ksilanaz miktarlar1 U/ml olarak

verilmistir. 1 tinite (U) ksilanaz enzimi; 40 °C’de ve pH 4,7’de arabinoksilandan

dakikada 1 mikromol ksiloz a¢iga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmis ve

hesaplanmastir.

3.2.4.1.2. Ksiloz Kalibrasyon Grafigi Olusturulmasi

Hazirlanan stok ksiloz ¢ozeltisinden asagidaki tabloda (Tablo 3.9) verilen

sekilde 6rnekler hazirlanmustir.
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Tablo 3.9: Ksiloz kalibrasyon grafigi i¢in gerekli hacimler.

Tiip Stok ksiloz 100 mM, pH 4.7 Ksiloz
¢ozeltisinden sodyum asetat konsantrasyonu
alinan tampondan alinan (nmol/ml)
miktar (ul) miktar (ul)

1 0 1000 0

2 200 800 0,67
3 400 600 1,33
4 600 400 1,99
S) 800 200 2,66
6 1000 0 3,33

Yukarida farkl konsantrasyonlarda hazirlanan ksiloz ¢6zeltilerinden her bir tiipe
200 pl konularak, su banyosunda 40 °C’de, 5 dakika on 1sitmaya birakilmislardir.
Uzerlerine su banyosunda 40 °C’de, 5 dakika 6n 1sitmaya birakilan %1°lik orta viskoz
bugday arabinoksilan substratindan 500 pl alinarak karistirilmistir. Daha sonra
iizerlerine 500 pl ¢ozelti D ilave edilmis ve tekrar karistirilarak kaynar su banyosunda
20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler 5 dakika sogumaya
birakilmistir. Orneklerin iizerine 3 ml ¢dzelti E ilave edilip, tekrar karistirilmistir. Tiim
ornekler oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek, spektrofotometrede 520 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Blank olarak 1 numaral tiip kullanilmistir.
Asagidaki tabloda (Tablo 3.10) belirtilen ksiloz konsantrasyonuna karsi okunan
absorbans degerleri grafigin x ve y eksenlerine yerlestirilerek standart egri ¢izilmistir

(Sekil 3.1). Aktivite ¢ozeltileri yenilendiginde kalibrasyon grafigi de yenilenmistir.

Tablo 3.10: Ksiloz kalibrasyon egrisinde ¢6zelti konsantrasyonlar1 ve ODspo

degerleri.
Ksiloz konsantrasyonu ODs20
(umol/ml)
0 0

0,13 0,196
0,27 0,4
0,4 0,627
0,53 0,853
0,67 1,018

31



Ksiloz standart egri grafigi

1,2

<

0,8
) /
g 06
o /
0,4 /v
0,2
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Ksiloz konsantrasyonu (umol/ml)

y =1,5501x
R2=0,9976

Sekil 3.1: Ksiloz standart egri grafigi.

3.2.4.2. A.niger Transformantlarimn Ksilanaz Uretimi

Transformantlarin sentetik besiortamindaki enzim tiiretim performanslari
indiiklemeye bagli olarak incelenmistir.

Birincil tarama sonuglarindan secgilen toplam 27 transformant 250 ml’lik
erlenlere 50 ml sentetik besiortamu, orta viskoz bugday arabinoksilani (%0,2), %2’lik
spor asilamasi ile hazirlanan ortamda 30 °C’de, 200 devir/dk calkalanarak kiiltiire
edilmistir. 24 saat sonra glukoamilaz (glaA) promotorunun indiklenmesi igin

besiortamma %0,2 oraninda maltoz eklenmistir.

3.2.4.3. Yiiksek Aktivite Veren A.niger Transformantlarinda ikinci
Ksilanaz Uretimi

[k tarama sonras: yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenen UNENxynB1 5-1-
3, 5-1-5, 5-1-10; UNENxynB2 12-1-4, 12-2-6 ve 12-1-7 Kklonlar: ile erlenlerde tekrar
uretim yapilarak aktiviteleri karsilastirilmistir. Belirlenen transformantlar 250 mI’lik
erlen icine 50 ml sentetik besiortami, %0,2 orta viskoz bugday arabinoksilan: ve
%2’lik spor agilanarak hazirlanan ortamda 30 °C’de, 200 devir/dk ¢alkalanarak kiiltiire
edilmistir. 24 saat sonra glukoamilaz (glaA) promotorunun indiiklenmesi igin

besiortamima %0,2 oraninda maltoz eklenmistir.
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3.2.4.4. Kiif Yasimn Enzim Uretimine Etkisinin Incelenmesi

KsilanazB’nin aktivasyonuna kiif yasinin etkisini belirleyebilmek amaciyla 250
ml’lik erlen i¢ine 50 ml sentetik besiortami, %0,2 arabinoksilan ve %2’lik farkli
yastaki 5-1-5 sporu asilanarak 30 °C’de, 200 devir/dk calkalamali kiiltiir
olusturulmustur.

Hazirlanan kiiltiirlerde 5, 7, 8 giin boyunca kat1 PDA petri plaklarinda biiytitiilen
5-1-5 transformantina ait sporlar ile beraber 7 giinliik kat1 besiyerinden toplanan ve +4

°C‘de 7 giin bekletilen sporlar (14 giinlik) kullanilmistir.

3.2.4.5. Enzim Uretiminde Optimum Maltoz Miktarinin
Belirlenmesi

Kiiltlir ortamlarinda kullanilacak optimum maltoz miktarmi belirlemek adna
ayni kosullarda iiretim ortamlar1 olusturulmus ve ortama eklenen maltoz miktarlarinda
degisiklik yapilmistir. Asilamadan 24 saat sonra 5-1-5 transformant1 igin farkli erlen
ortamlarma % 0,1, 0,2 ve 0,4 oranlarinda maltoz eklenirken, 12-1-7 transformanti

icinse yine farkli erlen ortamlarinda % 0,2 ve 0,6 oranlarinda maltoz eklenmistir.

3.2.4.6. Enzim Uretiminde Farkl Sekerlerin Etkisinin incelenmesi

5-1-5 ve 12-1-7 transformantlari, sentetik besiortaminda derisik maltoz
varliginda ve alternatif sekerlerle 50 ml erlen kiiltiirti yapilarak incelenmistir (Sekil
3.2). Onceki kiiltiir ortamlarindan farkli olarak kiiltiir ortamma orta viskoz bugday
arabinoksilani bu ¢alismada eklenmemistir.

Kiltirler iki tekrarli olarak, 250 ml’lik erlen i¢inde 50 ml’lik sentetik
besiortami kullanilarak, %2’lik spor asilamasiyla, 30 °C’de, 200 devir/dk hizda
sallanarak 24 saat boyunca ¢ogaltilmistir. Ardindan farkl: erlenlerde ilave sekerleri

(%2 stikroz, %2 maltoz, %0,2 maltoz, %1 maltodekstrin) eklenmistir.
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Sekil 3.2: Rekombinant kiif transformantlariyla erlen kiiltiir calismalar.

3.2.5. Enzim Uretiminde Besiortami Optimizasyonu

Sentetik besiortami temininin zorlugu ve pahali olmasi nedeniyle alternatif

besiyerleri ile de calismalar yapilmistir.

3.2.5.1. Levasseur Besiortaminda Ksilanaz Uretimi

Tablo 3.4’de verilmis olan kiiltiir ortami orjinalinden farkli olarak glikoz yerine
%5 maltoz eklenerek olusturulmus, ortama ek vitaminlerin eklendigi durum da
calisilmistir. 1000 ml’lik erlende 100 ml levasseur besiortami olacak sekilde
hazirlanan kiiltiire %2’lik sporu asilamasi yapilmustir. iki tekrarl calisilan kiiltiir 30
°C’de, 200 devir/dk ile 6 giin devam etmistir.

3.2.5.2. Melash Besiortaminda Ksilanaz Uretimi

Ekonomik besiortami olusturmak amaciyla melasli besi ortami (Tablo 3.5)
tasarlanmistir. Melas, seker fabrikalarinda seker pancar1 ve seker kamisi tiretiminde
fabrikasyon kademesinde sekerin fabrikasyona geri alinamayan son surubudur.
Melasin bilesiminde sakkaroz, invert seker, rafinoz, pektin iiriinleri, laktik asit, azotlu
maddeler, pancar melasi/seker kamis1 melasi, baz1 vitaminler, Ca, K, Cu, Fe, Mg,

Mn, Se gibi mineraller yer alabilmektedir.
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1000 ml’lik erlende 100 ml olacak sekilde hazirlanan melasli besiortamina
%?2’lik spor asilamasi yapilmistir. Ortama ek vitaminlerin eklendigi durum da
calistlmistir. iki tekrarli cahsilan kiiltiir 30 °C’de, 200 devir/dk’da 9 giin boyunca
devam etmistir.

Bu ortamdan alinan 6rnekler liyofilize edilerek gorsel aktivite testinde de
kullanilmistir. Farkli saatlerde toplanan 6rnekler spordan ayrilmak igin 6nce 5000
rpm’de 5 dakika santriflij edilmis ardindan kaba filtreden ve 0,45 pm’lik filtreden
(Macherey-Nagel) gecirilmistir. Bu spordan ayrilmis haliyle ham enzim falkonda
veya cam Petri’de -80 °C’de dondurulduktan sonra liyofilizasyon cihazinda 0,14
mbar basing altinda, -50 °C’de liyofilize edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Liyofilize edilmis ham preparat.

Liyofilize preparatlar 0,1 molar 400 pl pH 4,7 sodyum asetat iginde
¢Oziilmiistiir. Bu ¢oziinmiis 6rnegin 100 pl’si kalitatif aktivite testi i¢in hazirlanan
plateler i¢indeki her bir bdlmeye emdirilerek 40 °C etiivde bekletilmistir. Aktiviteye

bagli olusan renk goézlenmistir.

3.2.5.3. Malt Cimli Besiortaminda Ksilanaz Uretimi

Malt ¢imi, bira iiretimi sirasinda arpanmn ¢imlendirilmesi sonrasinda ortaya

cikan ve ¢imlendirme igsleminden sonra arpadan ayrilarak genellikle hayvan yemi
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olarak degerlendirilen bir tarmmsal kaynaktir. Ozellikle azot
bakimindan zengin olan bu tarimsal kaynagm igerisinde arpanin kabuk kismimin
pargalar1 da yer almaktadir.

Enzim iiretim ortamina arabinoksilan eklenmesi pahali olacagindan ve
arabinoksilan igerikli substratlar besiortammda bulunmadiginda diisiik aktiviteler
Olgtildiiglinden, ksilan i¢erikli malt ¢imi kiiltiirleri hazirlanmistir (Tablo 3.4).

1000 ml’lik erlen i¢inde, 5 gram malt ¢imi, 100 ml Vogel tuz ¢ozeltisi
eklenmis, % 0,2 oraninda maltoz ve %2’lik spor asilamasi yapilmistir. Kiiltiir 30

°C’de, 200 devir/dk olarak bes giin boyunca devam etmistir.

3.2.5.4. Malt Cimli Statik Kiiltiir Ortaminda Ksilanaz Uretimi

5-1-5 ve 12-1-7 transformantlarinda ksilanaz tiretimi malt ¢imli statik kiiltiir
ortaminda 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. 250 ml’lik erlen iginde 1,25 gram malt ¢imi,
iizerine 25 ml vogel tuz ¢ozeltisi eklenmistir. %0,4 oraninda maltoz ve %2’lik spor
astlamasi yapilmistir. Kiiltiir 30 °C’de etiivde sabit olarak (statik) kiiltiire edilmis
(Sekil 3.4), 4. giin sonunda kiiltiir sonlandirilmistir.

Ayn1 malt ¢imli statik erlen kosulunda 12-1-7 transformantinda giinlere bagl
olarak degisen aktiviteyi incelemek i¢in, farkli glinlerde sonlandirilan erlen kiiltiirleri

olusturulmustur.

Sekil 3.4: Statik kiiltlir ortami.
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3.2.5.4.1. Malt Cimli Statik Kiiltiirde Optimum Maltoz Yiizdesinin
Belirlenmesi

Malt ¢imli statik kiiltiir besiortaminda 12-1-7 transformantma % 0,2 - 0,4 - 1 -
2 oranlarinda maltoz eklenerek, enzim tiretimi 3 tekrarh ¢alisilmistir. 250 ml’lik erlen
icinde 1,25 gram malt ¢imi iizerine 25 ml vogel tuz ¢ozeltisi eklenmistir. Belirlenen
oranlarda maltoz eklenerek %2’lik spor asilamasi yapilmustir. Erlenler 30 °C’de etiivde

sabit olarak kiiltiire edilmis, 4. giin sonunda kiiltiir sonlandirilmistir.

3.2.5.5. Malt Cimli Kat: Kiiltiir Ortaminda Ksilanaz Uretimi

Funguslarin kat1 kiiltiir iretiminde yiiksek aktivite verme durumlar1 géz oniine
alinarak [Heinen et al., 2018] malt ¢imi igeren kat1 Kkiiltiir besiortamlari
olusturulmustur. Statik erlen kiiltiiriinde en iyi enzimin % 0,4 maltoz ile tretildigi
tespit edilmis oldugundan, kat1 kiiltiirtinde de % 0,4 maltoz varliginda tiretim denemesi
gerceklestirilmistir. Deney diizeneginde asagidaki adimlar takip edilmistir [Sargin,

2003]:

e Gram substrat basina %0,4 ik maltoz indiiklemesi i¢in 0,01 g/ml maltoz
¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢dzeltiden erlen bagina 2’ser ml eklenecegi igin,
Vogel c¢ozeltisinin bilesenleri erlen basma eklenecek hacim 8,373 ml
olacakmis gibi tartilip, ¢6zelti hacmi erlen basina 6,373 ml olarak ayarlanmigtir
(Derisik Vogel ¢ozeltisi).

e Her erlene 5’er gram malt ¢cimi ve yeterli hacimde (6,373 ml) Vogel ¢ozeltisi
eklenmistir (Sekil 3.5 a). Eklenecek Vogel cozeltisi hacmi, inokiilasyon
sonunda nem orani %70 olacak sekilde ayarlanmistir.

Malt ¢iminin nem orani: %7,76

Malt ¢iminden gelen nem: 5 gram * 7,76/100 = 0,388 ¢
Spor inokiilasyonu hacmi: 2 ml

Maltoz hacmi: 2 ml

Eklenecek vogel ¢ozeltisi hacmi = y esitliginden:

70 Swut kitlesi _ 0,388+2+2+y L
= - = y=6,373 ml vogel ¢ozeltisi.
100 Toplam Ktle 5+242+y
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Vogel ¢ozeltisi eklendikten sonra malt ¢imine iyice yedirilmelidir. Bunun i¢in
olusan bulamag, bagetle doviilmiistiir. Hazirlanan erlenler ve maltoz ¢ozeltisi
(ayr1 bir sisede) 121 °C’de 15 dk boyunca otoklavlanip steril hale getirilmistir
(karamelizasyon reaksiyonunu engellemek i¢in, maltoz  ¢ozeltisi
sterilizasyondan sonra eklenmelidir).

Her erlene, 2’ser ml maltoz c¢ozeltisi, 2’ser ml de 7 giinliik sporlarin
slispansiyonu eklenmis ve bagetle iyice karistirilmistir (Sekil 3.5 b). Erlenler
30°C’lik etiivde kiiltiire edilmistir (Sekil 3.5 c).

Siiresi dolan erlenlere 25’er ml deiyonize su eklenerek bagetle doviiliip, enzim
ekstraksiyonu igin 25 dk beklenmistir (2 paralelli ¢caligmalarda giin bagina 2
erlen ekstrakte edilir) (Sekil 3.5 d).

Ekstraksiyonun ardindan kaba filtre kagidiyla siizme ve santriftij islemleri
yapilmustir. Ug tekrarli olarak 48, 72 ve 96 saatlik siirelerle inkiibe edilen

erlenlerden, iiretim sonunda aktivite analizine geg¢ilmistir.

Sekil 3.5: Kat1 kiiltiir ortaminda gergeklestirilen islemler. a- erlenlere malt ¢imi
ve vogel ¢ozeltisi eklenmis durum, b- erlenlere eklenen maltoz ve sporun karistiriima
ani, c- kiiltiire edilmis erlen goriintiileri, d- erlende eksraksiyon amagl bagetle

karistirilma islemi.
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3.2.5.6. Malt Cimli Kiiltiir Enzimlerinin Liyofilize Edilmesi

Malt ¢imli besi ortammin statik ve kati kiiltiirlerinin ayr1 ayr1 liyofilizasyon
islemleri gerceklestirilmistir.

Statik kiiltiirde, kiiltlir sonras1 enzim Ornegi santriflij edilmis ve kaba filtreden
gecirilmistir. Bu drnekten 10 ml almmis ve mini plate iizerine yayilmustir. Ornek
donmasi i¢in -80 °C’e almmustir. Ornek donduktan sonra hazir hale getirilen
liyofilizasyon cihazinda 0,14 mbar basing altinda, -50 °C’de liyofilize edilmistir. islem
sonunda toz halde enzim 6rnegi elde edilmistir. Plate yiizeyinden alinan toz enzimin
kuru agirligr belirlenmistir. Ardindan 1,5 ml aktivite tamponu olan 0,1 M pH 4,7
sodyum asetat icinde ¢0zlilmiis ve 6rnegin aktivitesine bakilmistir.

Kat kiiltiir enzim 6rnegi de ayni islemlerden gegirilmistir.

3.2.6. Rekombinant Kiiften Ksilanaz Saflastirilmasina Yonelik
Calismalar

Karakterizasyon igin 12-1-7’nin malt ¢imli statik kiltiirtinden elde edilen
stipernatant kullanilmistir. Kiif partikiillerinden kurtulmak adina siipernatant once
santrifiij edilmis (10.000 rpm, 10 dk) ve kaba filtreden gegirilmistir. Saflastirma
asamasina ge¢cmeden Once siipernatanttaki proteinlerin konsantre edilmesi amaciyla
ayr1 ayrli amonyum siilfat ¢otiirmesi, etanol ¢oktiirmesi ve ultrafiltrasyon yapilarak

toplanan proteinlere ve saflastirma katsayilarina bakilmistir.

3.2.6.1. Amonyum Siilfat ve Etanol Coktiirmeleri

12-1-7’nin malt ¢imli statik kiiltlir ortamindan elde edilen ham siipernatantin,
kromatografi kolonuna verilmeden 6nce konsantre olmasi igin uygulanan ilk yontem
amonyum siilfat ¢oktiirmesidir. Coktlirmede kullanilacak amonyum siilfatin yiizdesi
%80 olarak uygulanmistir. 30 ml siipernatant i¢in 16,83 gr amonyum siilfat sogukta
yavas yavas eklenip gece boyunca sogukta karistirmaya birakilmistir. Sonraki giin
stipernatant 9000 rpm’de +4 °C’de 20 dakika santrifiijlenerek pelet ve siipernatant
olarak ayrilmistir. Pelet, amonyum siilfat ile ¢okmiis proteinleri icermektedir. Pelet
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0,1 M sodyum asetat (NaAc) pH 4,7’de ¢6ziilmiis, diyaliz membranina alinarak gece
boyu sogukta 0,1 M NaAc pH 4,7 tamponu iginde diyaliz edilmistir. Islem sonunda
ornegin aktivite ve protein miktar1 hesaplanmigtir.

Ikinci olarak uygulanan etanol ¢oktiirmesinde 30 ml ham siipernatant %100
etanol (120 ml) ile sogukta yavas yavas karistirilmis ve etanoliin son konsantrasyonu
%80’e getirilmistir. Gece boyu sogukta karigan ham siipernatant-etanol karisimi
sonraki giin 9000 rpm’de +4 °C’de 20 dakika santrifiijlenerek pelet ve slipernatant
ayrilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde yapildig1 gibi ¢oziilerek, diyaliz edilmis

ardindan aktivite ve protein miktar1 belirlenmistir.
3.2.6.1.1. Bradford Metodu ile Protein Tayini

Yontem, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi
sonucunda olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin dlgiilmesi ilkesine
dayanir [Sedmak et al., 1977]. (Sonraki protein tayini hesaplamalarinda da asagidaki
islemler uygulanmustir.)

10 mg BSA tartilirak, 10 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiden 1 ml
almarak tstiine 9 ml distile su eklenmistir. Boylece BSA ¢6zeltisi elde edilmistir.

Ardmdan asagidaki oranlarda ayr1 ependorflarda seyreltmeler yapilmistir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11: BSA protein standartlarinin hazirlanmasinda uygulanan miktarlar.

Blank | 1. tiip | 2. tiip | 3. tiip | 4. tiip | 5. tiip | 6. tiip
dH20 (ml) 2 ml 19ml | 1,8ml|1,7ml |16ml|15ml|14ml
BSA ¢ozeltisi | O 0,iml |{0,2ml | 0,3ml |0,4ml |05ml|0,6ml

(ml)

Bu seyreltmelerden sirayla 1 ml alinip iizerine 1 ml Bradford reaktifi eklenmis
ve blanka kars1 ODses’de spektrofotometrede degerler okutulmustur. Ardindan BSA
(ug/ml) oranlarina karsilik okutulan ortalama OD degerlerinden (Tablo 3.12) protein
egim grafigi olusturulmustur (Sekil 3.6).
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Tablo 3.12: BSA protein standartlari ile elde edilen absorbans degerleri.

BSA (ug/ml) | OD: | OD, | ODz | ortalama
5 0,105 | 0,103 | 0,106 0,104
10 0,207 | 0,217 | 0,214 0,212
15 0,295 | 0,301 | 0,305 0,300
20 0,389 | 0,393 | 0,408 0,396
25 0,466 | 0,465 | 0,475 0,468

o
o))

y =0,0182x + 0,023

R?=0,9959 /

o ©
0

ODgqs degerleri
o
w

o
[N}

e

0 5 10 15 20 25 30
BSA pg/ml

o
JEEN

o

Sekil 3.6: BSA kalibrasyon grafigi.

Siipernatanta protein bakilacaginda bu egim kullanilir. Uygun oranda seyreltilen
ornek tizerine 1 ml Bradford reaktifi eklenir ve blanka karsi ODsgs’de degerler
okutulur.

Protein (ug/ml): [((ort ODsgs-0,023) / egim)*seyreltme orani] ile protein miktari

bulunur.

3.2.6.2. Ultrafiltrasyon ile Siipernatantin Konsantrasyonu

Protein konsantre etme islemlerinde uygulanan diger bir metot ultrafiltrasyon
olmustur. 45 ml ham siipernatant 10 kDa filtre membrana sahip Amicon 8050
ultrafiltrasyon cihazindan azot gazi varligmnda gecirilerek 15 ml’ye konsantre
edilmistir (Sekil 3.7). Konsantre edilen siipernatanta aktivite ve protein tayini

yapilarak saflastirma tablosu olusturulmustur.
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Sekil 3.7 Ultrafiltrasyon islemi.

3.2.6.3. Jel Filtrasyon Kromotografisi

Uygun kromatografi yonteminin belirlenmesi igin iki kromatografi yontemi
denenmistir. Konsantre edilen preparata jel filtrasyon ve anyon degisim uygulamalar1
ile saf protein elde edilmesi i¢in deneyler yapilmustir.

[k olarak kolon materyali kullanima hazir hale getirilmistir. Kolon materyali
olan Sefadex G-50 matriksi 0,1 M NaAc pH 4,7 ile sisirilmis ve kolona yiliklenmistir.
150 ml slipernatant ultrafiltre edilerek 10 ml konsantre (yaklasik 15 kat) edilmistir.
Bu konsantre ornegi kolona verilmis ve 3,5 ml/dk olacak sekilde fraksiyonlar
toplanmistir. Fraksiyonlar toplanirken kolondan 0,1 M NaAc pH 4,7 gecirilmistir.
Elde edilen fraksiyonlarin ilk olarak 280 nm’deki absorbansi 6l¢iilmiis, sonrasmda
ise aktivite tayini yapilmistir. SDS-PAGE ve zimogram jellerinde elde edilen

proteinler goriintiilenmistir.

3.2.6.3.1. SDS-PAGE

PCR tiiplinde 15 pl 6rnek ve 5 pl 4x SDS boyast karistirilmis ve kaynar 1s1
blogunda 10 dakika bekletilmistir. Marker 37 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Tarak
kisim igte olacak sekilde tank i¢ine camlar alinmis, ortaya 1X SDS running buffer
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doldurulmustur. Taraklar ¢ikarildiktan sonra kuyularda parcalar kalmasin diye kuyu
iclerine pipetaj yapilmustir. Kuyulara 20 pl yiikleme yapilmistir. Ust bolge 40 Volt’da
40 dakika, alt bolge 120 Volt’da 70 dakika yiirtitiilmiistiir. Stire sonunda st jel kism1
atilmig, jel SDS boyasinda 1 saat 60 °C’de (bazen gece boyu) birakilmistir. Ardindan
destaning ile jel boyadan gidene kadar yikanmistir.

Sonraki SDS Page jel analizlerinde de bu adimlar takip edilmistir.

3.2.6.3.2. Zimogram

Burada da SDS i¢in hazirlanan jeller kullanilmistir. SDS’den fark: drneklere
kaynatma yapilmamistir. PCR tiipiinde 15 pl 6rnek ve 5 pl B-merkaptoetanol
icermeyen Ornek yiikleme boyasi karistirilmis ve kuyulara 20 pl 6rnek yliklenmistir.
Ust bdlge 40 Volt’da 40 dakika, alt blge 120 Volt’da 70 dakika yiiriitiilmiistiir. Siire
sonunda jel % 0.25’lik Triton X-100 ile 30 dakika olmak tizere iki kez yikanmustir.
Ardindan otoklavli su ile 30 dakika yikanmigtir. 100 mM sodyum asetat buffer (pH
4,7) ile de 30 dakika yikandikta sonra, jelin dstiinii kaplayacak kadar (2 ml)
arabinoksilan substrat eklenmistir. Jel 40 °C’de 20 dakika bekletilmis, enzim inhibesi
icin 1 M sodyum asetat eklenmis ve gece boyu yikanmaya birakilmistir. Ertesi sabah
%0,2’lik congo red, jelin iistiinii kaplayacak kadar eklenerek 15 dakika boyunca 2 kez
yikanmustir.  Siire sonunda jel 1 M NaCl ile 15 dakika boyunca 2 kez yikanmus,
ardindan 1 M 3 ml HCI eklenmis ve son jel goriintiisii elde edilmistir [Chang et al.,
2017].

Sonraki zimogram jel analizlerinde de bu adimlar takip edilmistir.

3.2.6.3.3. Giimiis Boyama

SDS jeli ustteki SDS Page boliimiindeki gibi yiiriitiildiikten sonra, fix buffer ile

1 saat muamele edilmis ardindan %50°1ik etanollii yikama ¢6zeltisiyle 20 dakikadan 3
kez yikanmustir. 1 dakika 6n muamele ¢ozeltisinde kaldiktan sonra distile suda 20
saniyeden 3 kez kap icinde calkalanmustir. Jel fix ¢ozeltisinde 20 dk birakilmis
ardindan tekrar su ile 20 saniyeden 2 kez kap iginde g¢alkalanmistir. Gelistirme
soliisyonunda 10 dk kadar bekletildikten sonra (bu adimda bant olusumu gézlenir buna
gore bant koyuluklarma dikkat edilir) distile su ile 2 dakika kadar 2 kez yikanmustur.
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Son olarak jel durdurma ¢6zeltisinde 10 dakika bekletilmis ve %50°1lik methanol ile
yikanmustir. Bundan sonra jel 1 ay +4 °C’de saklanabilir.

Sonraki giimiis boyamali jel analizlerinde de bu adimlar takip edilmistir.

3.2.6.4. HiTrap DEAE Sepharose FF Kramatografisi

Kiigiik 6lgekli (1ml) hacme sahip anyon degistirici olan HiTrap DEAE-
Sepharose FF kolonu (17-5055-01, GE Healthcare) kullanilarak ksilanazin
saflastirilmasma caligilmistir.

Kolona vermek iizere 12-1-7 rekombinant susunun malt ¢imli statik
kiiltiirlinden elde edilmis 45 ml ham siipernatant 10 kDa ultrafiltrasyon
membranindan gecirilerek 15 ml’ye konsantre edilmistir. Elde edilen 15 ml’lik
ornege 1:1 oranda olacak sekilde Amicon’un iyon pH degistirme falkonunda 20 mM
Tris pH 8 tamponu eklenmis, 22 °C’de 4000 G’de son hacim 15 ml olacak sekilde
santrifiij edilmistir. Bu islem 6rnegin pH degeri 8’e yaklasana kadar tekrar edilmis
ardindan kolona akis hiz1 0,3 ml/dk olacak sekilde verilmistir. Baglanma tamponu
olarak 20 mM Tris pH 8 tamponu, eliisyon tamponu olarak 20 mM Tris pH8 + 1 M
NaCl ¢ozeltisi kullanilmustir.

Kolona enjeksiyon yapildiktan sonra adsorpsiyonun daha iyi olmasi amaciyla

kolondan 10 kolon hacmi baglanma tamponu gecirilmis ve su sira takip edilmistir:

e 5 kolon hacminde % 5’lik eliisyon tamponu,
e 30 kolon hacmi % 5’den % 15’¢ (% 0,3 artmali) eliisyon tamponu,
e 15 kolon hacmi % 15°den % 30’a (% 1 artmali) eliisyon tamponu,

e 5kolon hacmi % 100’liik eliisyon tamponu gegirilmistir.

Elde edilen fraksiyonlarin aktivite ve protein analizleri yapilmistir.

3.2.6.5. Diethylaminoethyl-cellulose (DEAE-seliiloz) Kramatografisi

Ultrafiltrasyonla elde edilen konsantre protein karisimi Diethylaminoethyl-
cellulose (DEAE-seliilloz) matriksi (D0909, Sigma) kullanilarak ayrilmaya

calisiimastir.
44



Bu amagla ilk olarak toz DEAE-seliiloz matriksi suda sigirilmistir. 0,5 Molar
NaOH ile bir saat muamele edildikten sonra bol su ile yikanarak pH 7’ye getirilmistir.
Daha sonra 0,5 Molar HCl ile bir saat muamele edilmis ve bol su ile yikanarak kolon
matriksi hazir hale getirilmistir. Kromatografi kolonuna yerlestirilen DEAE-seliiloz
matriksinden 0,1 M NaAc pH 4,7 tamponu gegirilerek ayrim dncesi ortam dengeye
getirilmistir. DEAE-seliiloz kolona vermek iizere statik kiiltiirden elde edilmis 150
ml ham siipernatant 10 kDa ultrafiltrasyon membranindan gecirilerek 50 ml’ye
konsantre edilmistir. Ultrafiltrasyonla elde edilen konsantre protein karigimi kolona
verilmis ve 6 ml/dk olacak sekilde fraksiyonlar toplanmigtir. Baglanma ve eliisyon
tamponu olarak 0,1 M NaAc pH 4,7 tamponu kullanilmistir. Elde edilen

fraksiyonlarin aktivite ve protein analizi yapilmistir.

3.2.6.6. HiScreen Capto DEAE Kramatografisi

Hazir olarak satin alinmis HiScreen Capto DEAE rejenere kolon materyali (GE
Healthcare — Life Sciences) ile kolon hazirligi yapilmistir. Kullanilan kolon yaklagik
20 santimetre olup hacmi 141,3 birim®’tiir. Kolon 800 ml su ve hacminin 10 kati
kadar (1,5 - 2 litre) 20 mM Tris pH 8 ile yikanmis, boylece kolon pH’1 sartlanarak
8’e gelmistir. Kolon sisteminde gradyan yapilamadigindan (Sekil 3.8) belirlenen

yiizdelerde eliisyon tamponlar1 ayr1 ayr1 hazirlanip kolona verilmistir.

Sekil 3.8: Kramatografide kullanilan sistem.
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Kolona vermek iizere 12-1-7 rekombinant susunun malt ¢imli statik
kiiltiirtinden elde edilmis 45 ml ham silipernatant 10 kDa ultrafiltrasyon
membranindan gecirilerek 15 ml’ye konsantre edilmistir. Elde edilen 15 ml’lik
ornege 1:1 oranda olacak sekilde Amicon’un iyon pH degistirme falkonunda 20 mM
Tris pH 8 tamponu eklenmis, 22 °C’de 4000 G’de son hacim 15 ml olacak sekilde
santriflij edilmistir. Bu islem 6rnegin pH degeri 8¢ yaklasana kadar tekrar edilmistir.
Boylece protein karisimi kromatografi uygulamasina hazir hale gelmistir. Baglanma
tamponu olarak pH 8 - 20 mM Tris Tamponu, eliisyon tamponu olarak 20 mM Tris
pH 8 + 1 M NaCl ¢6zeltisi kullanilmistir.

Ik olarak 12 ml 6rnek kolona enjekte edilmis, ardindan adsorpsiyonun daha iyi
olmas1 amaciyla kolondan 100 ml baglanma tamponu gegirilmis ve su sira takip

edilmistir:

e 150 ml % 5’lik eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 7’lik eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 10’luk eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 13’liik eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 15’lik eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 20’lik eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 25’lik eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla,

e 150 ml % 30’luk eliisyon tamponu 8 ml/dk hizla verilmis ve fraksiyonlar

toplanmustir. Elde edilen fraksiyonlarmn aktivite ve protein analizi yapilmustir.

Kolonun rejenerasyonuna 500 ml % 100’lik eliisyon tamponun kolondan
gecirilmesiyle baglanmis, 500 ml iki kat distile su verilerek devam edilmis, 500 ml %
20 etanol gegirilerek tamamlanmistir. Kolon materyali kapali halde % 20’lik etanol
icinde, kurumas1 onlenerek saklanmistir. Boylece kolon bir sonraki kullanima hazir
hale gelmigtir.

Verileri dogrulamak {izere saflastirma adimlar1 ayni kosullarda rejenere edilmis
kolonda tekrar edilmistir. Bu tekrar isleminde, ultrafiltrasyon sonucu daha yiiksek
enzim geri kazanim yiizdesi ve spesifik aktivitesi elde edilerek HiScreen Capto

DEAE kolona verilmistir.
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3.2.6.7. Ham 12-1-7’den Saflastirilmus rE1 ve rE2’nin Molekiiler
Agirhiklarimin Belirlenmesi

HiScreen Capto DEAE kolonundan elde edilen fraksiyonlara SDS page jelinde
giimiis boyama yapilmistir. 20 kDa civarinda bant verene kismi saf rE2, 35 kDa
civarinda bant verene saf rE1 denilmistir. rE1 ve rE2’nin molekiiler agirliklart ayri
ayr1 yuritilmis jel fotograflarmin ImageLab (Bio-Rad) programinda marker ile

karsilastirilmasiyla yaklasik olarak hesaplanmistir.

3.2.7. Rekombinant Ksilanazin Biyokimyasal Analizleri

[k olarak 12-1-7 ve 5-1-5’in malt ¢imli statik kiiltiirlerinden elde edilen ham
enzimin Ozellikleri incelenmistir.
Ikinci olarak da HiScreen Capto DEAE den elde edilen saf rE1 ve kismi saf rE2

enziminin ozellikleri ¢calisilmustir.

3.2.7.1. Ham Rekombinant Ksilanazin Optimum pH Degerinin
Belirlenmesi

Ham rekombinant enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi igin 200 pl
uygun oranlarda 100 mM pH 3-10 araligindaki farkli pH’lardaki tamponla seyreltilmis
enzim ¢Ozeltisi, yine ayn1 araliktaki pH tamponlarda ¢6ziinmiis substrat ¢ozeltisinin
500 ul’si ile karistirilmig ve ksilanaz aktivite tayini yapilmigtir. Ham rekombinant
enzim aktivitesi lizerine pH etkisini belirlemek i¢cin pH 3’den pH 10’a kadar genis bir

aralikta calisilmustir.

3.2.7.2. Ham Rekombinant Ksilanazin Optimum Sicaklik Degerinin
Belirlenmesi

Ham rekombinant enzimin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in 200 pl
uygun oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponu ile seyreltilmis enzim

cozeltisi, substrat ¢dzeltisinin 500 pl’si ile karigtirilmig ve 30-80 °C araliginda inkiibe
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edilerek ksilanaz aktivite tayini yapilmistir. Ham enzimin aktivitesi lizerine sicakligin

etkisini belirlemek i¢in 30 °C’den 80 °C’ye kadar genis bir aralikta ¢alisiimistir.

3.2.7.3. Ham Rekombinant Ksilanazin Termal Stabilitesinin
Belirlenmesi

Rekombinant ham enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi igin 500 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilmis enzim ¢ozeltisi, 30-80
°C araliginda 30 dakika siire ile inkiibe edilmis ve siire bitiminde inkiibasyondan alian
ornekler buz banyosunda yaklasik 3 dakika bekletilmistir. Bu 6rneklerden uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilerek 200 pl alinmis ve

ardindan ksilanaz aktivite tayini yapilmistir.

3.2.7.4. Ham Rekombinant Ksilanazin pH Kararhhgimin
Belirlenmesi

Rekombinant ham enzimin pH kararliligmin belirlenmesi i¢in 500 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 4.7 sodyum asetat tamponla seyreltilmis enzim ¢6zeltisi, pH 3-
10 arahiginda 30 dakika siire ile 40 °C’de inkiibe edilmis ve siire bitiminde
inkiibasyondan alinan 6rnekler buz banyosunda yaklasik 3 dakika bekletilmistir. Bu
orneklerden uygun oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilerek

200 pl alinmis ve ardindan ksilanaz aktivite tayini yapilmistir.

3.2.7.5. Ham Rekombinant Ksilanazin Substrat Spesifitesinin
Belirlenmesi

Ham rekombinant enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi i¢in 200 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilmis enzim ¢dzeltisine bu
tamponda ¢oziinmiis ksilanlar, substrat olarak kullanilarak ksilanaz aktivite tayini
yapilmugtir. Substrat olarak piyasada satis1 olan, wheat arabinoxylan (bugday
arabinoksilani), beechwood xylan (kaym agaci ksilani, sigma ve serva markalar1) ve

birchwood xylan (hus agac1 ksilani) kullanilmastr.
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3.2.7.6. Kismi Saf (rE2) ve Saf Rekombinant Ksilanazin (rE1)
Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

HiScreen Capto DEAE kolonundan elde edilen saf rE1 (33,1 kDa) enzimi ve
kismi olarak saflagtirilmis olan rE2 (21,6 kDa) enzimlerinin temel biyokimyasal
ozellikleri ¢aligilmistir.

Rekombinant enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in 200 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 3-10 araligindaki farkli pH’lardaki tamponla seyreltilmis enzim
¢oOzeltisi, yine ayni araliktaki pH tamponlarda ¢oziinmiis substrat ¢ozeltisinin 500 pl’si
ile karigtirilarak ksilanaz aktivite tayini yapilmistir. Rekombinant enzimin aktivitesi
tizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in pH 3°den pH 10’a kadar genis bir aralikta
calisilmastir.

3.2.7.7. Kismi Saf (rE2) ve Saf Rekombinant Ksilanazin (rE1)
Optimum Sicakhik Degerinin Belirlenmesi

Rekombinant enzimin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in 200 pl
uygun oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asectat tamponu ile seyreltilmis enzim
¢oOzeltisi, substrat ¢ozeltisinin 500 ul’si ile karistirilmis ve 30-80 °C araliginda inkiibe
edilerek ksilanaz aktivite tayini yapilmistir. Rekombinant enzimin aktivitesi {izerine
sicakligin etkisini belirlemek icin 30 °C’den 80 °C’ye kadar genis bir aralikta

caligilmustir.

3.2.7.8. Kismi Saf (rE2) ve Saf Rekombinant Ksilanazin (rE1)
Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

Rekombinant enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi i¢in 500 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilmis enzim ¢dzeltisi, 30-70
°C araliginda 30 dakika siire ile inkiibe edilmis ve siire bitiminde inkiibasyondan alinan
ornekler buz banyosunda yaklagik 3 dakika bekletilmistir. Bu 6rneklerden uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilerek 200 pl alinmis ve

ardindan ksilanaz aktivite tayini yapilmustir.
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3.2.7.9. Kismi Saf (rE2) ve Saf Rekombinant Ksilanazin (rE1) pH
Kararhhgimin Belirlenmesi

Rekombinant enzimin pH kararliligmin belirlenmesi igin 500 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilmis enzim ¢ozeltisi, pH 3-
10 araliginda 30 dakika siire ile 40 °C’de inkiibe edilmis ve siire bitiminde
inkiibasyondan alinan 6rnekler buz banyosunda yaklasik 3 dakika bekletilmistir. Bu
orneklerden uygun oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilerek

200 pl alinmis ve ardindan ksilanaz aktivite tayini yapilmastir.

3.2.7.10. Kismi Saf (rE2) ve Saf Rekombinant Ksilanazin (rE1)
Substrat Stabilitesinin Belirlenmesi

Rekombinant enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi i¢in 200 pl uygun
oranlarda 100 mM pH 4,7 sodyum asetat tamponla seyreltilmis enzim ¢6zeltisine bu
tamponda ¢oziinmiis ksilanlar, substrat olarak kullanilarak ksilanaz aktivite tayini
yapilmistir. Substrat olarak piyasada satisi olan wheat arabinoxylan (bugday
arabinoksilani), beechwood xylan (kaym agaci ksilani, sigma ve serva markalar1) ve

birchwood xylan (hus agaci ksilan1) kullanilmistir.
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4 BULGULAR
4.1. Aday Transformantlarin PCR Sonug¢lari

A.niger UNENxynB1 ve UNENxynB2 transformantlarinda ksilanazB geninin
kontrolii PCR ile yapilmistir. Kuyularda sirayla: (M) marker, (1) A.niger N593 alicist,
(2) 5-1-5, (3) 12-1-7 ve (4) 5-1-10 nolu transformantlar bulunmaktadir. PCR
sonucunda alicidda (A.niger N593) bir bant gbzlenmemis, ksilanazB genini alan
transformantlar ise 918 bp’lik bantlar vermistir (Sekil 4.1).

918 bp

Sekil 4.1: PCR analiz sonucu.

PCR analizi yapilan toplam 23 UNENxynB1 transformantindan 5 tanesi ve
toplam 17 UNENxynB2 transformantindan 2 tanesi negatif ¢ikmustir. 33 adet
transformantin ksilanaz iiretim potansiyellerini belirlemek amaciyla birincil tarama
protokolii ile taramalar yapilmigtir. PCR’da negatif ¢ikan adaylar sonraki taramalara

almmamustir.
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4.2. Birincil Tarama Sonuclari

PCR analizi sonras1 ikincil taramalara gegmeden Once, azo boyali tabletlerle
(ksilan subsrat1 tagimaktadir) hazirlanan birincil tarama ortamlarinda ¢alisilmistir. 72
saat sonunda transformantlarin subsrati olan azo boyali tabletleri pargalama etkisine
bakilmistir, ksilan1 par¢alama kapasitesi petriye yayilan zon ¢ap1 ile dogru orantilidir.
Asagida aday transformantlarin PCR analiz sonucu ve birincil tarama sonucunda

petride verdikleri ortalama zon ¢aplar1 birlikte verilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Aday transformantlarm PCR ve birincil tarama sonuglari.

ﬁNnEi?\le;ynsl PCR | JrAAme G.NnEigl\?;yn gp |PCR | oreme
transformant- ?(?r?lljlgu caplar transformant- ?Cr)]r?ll,llgu caplan
lan (mm) lan (mm)
5-1-1 + 36 12-1-1 + 32
5-1-2 - 12-1-2 + 33,5
5-1-3 + 36,5 12-1-4 + 33,5
5-1-4 - 12-1-5 + 34
5-1-5 + 40 12-1-6 + 33,5
5-1-6 + 33 12-1-7 + 32,5
5-1-7 + 33,5 12-1-8 + 35
5-1-8 + 32 12-2-1 + 35
5-1-9 + 31 12-2-2 + 32
5-1-10 + 39,5 12-2-4 + 31,5
5-1-11 + 37 12-2-5 + 34,5
5-1-12 + 32 12-2-6 + 35,5
5-1-13 + 33,5 12-2-7 + 33,5
5-1-14 + 38,5 12-2-8 + 28,5
5-2-1 + 35,5 12-2-9 + 33
5-2-2 + 33 12-1-3 -

5-2-3 + 34 12-2-3 -

5-2-4 + 35

5-2-5 + 37

5-2-6 + 35,5

5-2-7 -

5-2-8 -

5-2-9 -

Asagida birincil taramaya ait 72 saat sonundaki petri goriintiilerinden dort tanesi

verilmistir (Sekil 4.2). Tiim transformantlar benzer goriintiilere sahip olmakla beraber,

verdikleri zon c¢aplar1 farkhilik gostermistir. Subsrata etki giicli yiiksek olan

53



transformantlar daha genis bir zon ¢ap1 olusturmustur. Ortalama diflizyon ¢ap1 32

mm’den diisiik adaylar ikincil taramalara alimnmamustir.

Sekil 4.2: Fungal transformantlarin birincil tarama petri goriintiileri.
a) kontrol, b) 5-1-3 transformanti, ¢) 5-1-5 transformanti, d-) 5-1-10 transformanti.

4.3. A.niger N593’te Ksilanaz Aktivitesi Sonugclar:

Deneysel olarak xynB negatif oldugu PCR ile de tespit edilmis olan A.niger
N593’te ksilanaz aktivitesi sentetik besiortaminda, arabinoksilan varliginda takip
edilmistir (Sekil 4.3). Aktivite grafigine bakildiginda A.niger N593°de 30. saat sonrasi
xynB harici ksilanazlarin varlig1 susun verdigi aktiviteden goriilmiistiir [Takahashi et
al., 2013] [Pel et al., 2007]. Susun 48. saatteki ksilanaz aktivitesi 5 U/ml civarinda
olup, aktivitesini zamana bagli olarak yitirmektedir. Bu 5 U/ml transformantlar i¢in de

bir karsilastirma degeri olmaktadir.

N593

Aktivite (U/ml)

O.saat 24.saat 30.saat 48.saat 54.saat
Zaman (saat)

Sekil 4.3: Alic1 A.niger N593'te 6lgiilen ksilanaz aktivitesi (U/ml).
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4.4. A.niger Transformantlarinda Ksilanaz Aktivite
Sonuclarn

Asagida 15 adet UNENxynB1l transformantimin 50 ml’lik  sentetik
besiortamindaki aktiviteleri 6lgtilmiistiir (Tablo 4.2). Spor asilamasi sonrasi 24 saat
biiyiiyen kiiflere % 0,2 maltoz eklemesi yapilmis, hem 24. saatte hem de sekerin
eklendigi anda (0. saat olarak belirtilmistir) erlenden 6rnek alinmis ve 6rnek almaya
seker eklendikten 54 saat sonraya kadar devam edilmistir. Olgiilen degerler arasindan
ti¢ transformantta (5-1-3, 5-1-5, 5-1-10) maltozla indiiklenme sonrasi 24. saatte

digerlerine kiyasla daha yiiksek aktivite artis1 oldugu gorilmustiir.

Tablo 4.2: A.niger xynB1 transformantlarinda indiiklemeye bagli aktivite (U/ml).

Maltozla indiikleme sonrasi ksilanaz aktivitesi
(U/mi)
A. niger Spor 24.saatten
UNENxynB1 aplla- 24. | 0. 24, 30. | 48. 54. | indiikleme
transformant > saat | saat | saat | saat | saat |saat | anina
ma .
no gore farka
5-1-1 1,50 1,49 | 2,24 | 3,05 | 3,90 | 5,11 | 5,22
5-1-3 1,45 1,58 | 2,86 [8,81 | 7,85 |8,35 | 8,36 | 5,95
5-1-10 1,39 166 | 2,05 | 956 | 7,45 |7,41 |6,40 | 7,51
5-2-4 1,38 0,39 | 1,72 | 6,38 | 7,96 | 6,52 | 6,10
5-2-1 1,33 0,37 | 3,17 | 6,28 | 7,05 | 7,79 | 6,92
5-2-2 1,41 2,47 | 3,21 | 2,26 | 2,72 | 2,30 | 2,48
5-1-6 1,25 1,90 | 3,02 | 6,57 | 7,04 | 6,78 | 5,19
5-1-7 1,34 0,43 | 1,75 | 8,76 | 7,21 | 7,14 | 6,20
5-1-11 1,34 0,50 | 1,92 | 9,01 |8,38 |8,23 | 7,05
5-1-13 1,13 1,34 | 2,84 | 8,26 |8,02 | 7,65 |7,26
5-1-14 1,38 1,29 | 2,61 | 7,83 | 7,44 | 6,03 | 5,15
5-2-6 1,43 0,43 2,02 | 2,73 |638 | 7,22 | 3,37
5-1-5 1,42 1,30 | 3,06 | 13,2 | 10,6 | 9,67 | 9,42 | 10,14
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Asagida

12 adet

UNENXxynB2

transformantinin

50 mllik

sentetik

besiortamindaki aktiviteleri 6lgiilmiistiir (Tablo 4.3). Spor asilamasi sonrasi 24 saat

biiyliyen kiiflere maltoz eklemesi yapilmis, hem 24. saatte hem de sekerin eklendigi

anda (0. saat olarak belirtilmistir) erlenden 6rnek alinmig ve ornek almaya seker

eklendikten 54 saat sonraya kadar devam edilmistir. Maltozla indiiklendikten sonraki

48. saatte 12-1-4, 12-1-7 ve 12-2-6 nolu transformantlarin digerlerine gore daha iyi

aktiviteye ulastigi gorilmistiir.

Tablo 4.3: A.niger xynB2 transformantlarinda indiiklemeye bagli aktivite (U/ml).

Maltozla indiikleme sonrasi ksilanaz aktivitesi

(U/mi)

A.niger Spor f18.s:§atten
UNENxynB2 24. 0. 24. 30. 48. 54. indiikleme
transformant | 2% | saat |saat |saat |saat |saat | saat | amma
no ma gore farki
12-1-2 1,30 0,30 | 1,65 | 524 | 7,47 |6,12 | 5,89

12-1-4 1,21 0,00 | 2,79 | 7,64 |8,36 | 9,64 | 7,27 |6,85
12-1-5 1,47 0,74 | 2,11 | 5,69 | 8,12 | 7,46 | 6,47

12-1-6 1,59 0,29 167 | 7,22 | 7,04 | 7,13 | 6,48

12-1-7 1,23 0,11 | 3,22 | 9,57 | 10,0 | 11,3 | 9,36 | 8,17
12-1-8 1,50 0,68 | 2,95 | 5,61 |582 | 587 |526

12-2-1 1,51 0,10 | 1,81 | 4,97 | 559 |6,04 | 220

12-2-5 1,41 0,47 | 1,24 | 3,61 | 4,31 | 4,35 | 2,30

12-2-6 1,44 0,43 (289 | 7,54 |857 |928 |859 |6,39
12-2-7 1,44 1,64 | 2,33 | 3,42 | 4,68 | 520 | 4,44

12-2-9 0,97 0,63 | 1,88 | 5,27 | 573 | 546 | 4,26

Sonuglara gore fungal transformantlar, UNENxynB aktariimamis A.niger
N593’e gore daha yiiksek aktivite gostermistir. UNENxynB1 ve UNENxynB2 klonlari

arasinda ise aktivite bazinda fark gorilmistiir.

Sentetik besiortaminda kiiltiir sonrasi erlen kiiltiirleri goriintiileri asagida

verilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Sentetik besiortaminda iiretim sonrasi erlen goriintiileri.

4.5. Secilen A.niger Transformantlarinda ikinci Ksilanaz
Aktivite Sonug¢lar:

IIk olarak yapilan ¢alismalarda yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenen
UNENxynB1 5-1-3, 5-1-5, 5-1-10; UNENxynB2 12-1-4, 12-2-6 ve 12-1-7
klonlarindan aralarinda en iyi olani kesinlestirmek i¢in ikinci kez ayni kosullarda erlen
kiltiirleri hazirlanmus ve aktiviteleri karsilastirilmastir.

Asagida verilen sekilde asilama spor eklendigi ani, ilk 24. saat degeri maltoz
eklenmeden Onceki ani, 0. saat %0,2 maltoz indiiklemesi yapildig1 an1 gdstermektedir.
0. saat sonrasi gelen saatler de maltoz indiiklemesi yapildiktan sonraki devam eden
kiiltiir saatlerini belirtmektedir. (Sonraki sekillerde de ifadeler bu anlamlara
gelmektedir.) 5-1-5 transformanti maltoz indiiklemesinden sonra 24. saatte digerlerine
kiyasla ikinci kez daha iyi aktivite vermis ve boylece UNENxynB1 transformantlari
arasindan sonraki optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere secilmistir (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5: Segilen UNENxynB1 transformantlari ikinci ksilanaz aktiviteleri.

Asagida verilen sekilde maltozla indiikleme sonrast UNENxynB2’ye ait
klonlardan 12-1-7’nin daha iyi ksilanaz irettigi ikinci kez belirlenmis ve boylece

sonraki optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere secilmistir (Sekil 4.6).
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Aktivite (U/ml)

asilama

24
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54

Y
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indiikleme sonrasi
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m12-1-7

12-2-6

Sekil 4.6: Secilen UNENxynB2 transformantlar: ikinci ksilanaz aktiviteleri.
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4.6. Enzim Uretiminde Kiif Yasina Bagh Aktivite Sonuclari

xynB’nin aktivasyonunda kiif yasmnin etkisini belirleyebilmek amaciyla 250
ml’lik erlen igine 50 ml sentetik besiortamu, %0,2 arabinoksilan ve %2’lik farkli
yastaki 5-1-5 sporundan asilanarak 30 °C’de, 200 devir/dk calkalamali inkiibe

edilmistir. Kiiltlir ortamindan alinan 6rneklerle aktivite takibi yapilmstir (Sekil 4.7).

16 = (5 giinliik)
14
M (7giinlik)
12
M (8 glinliik)
10
(14 ginlik)

Aktivite (U/ml)
(0]

I
il
aslama 24 0 2

4 30 48

indiikleme sonrasi
Zaman (saat)

Sekil 4.7: Kiif yasina bagli ksilanaz aktiviteleri.

Sekle gore 7 giinliik kiiltiiriin sporlar1 kullanilarak hazirlanan sivida ksilanaz
aktivitesinin, maltoz indiiklemesinden sonraki 24. saatte digerlerine kiyasla yiiksek
seviyede oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle sonraki kiiltiirlerde de 7 giinliik PDA

plateden alinan kiif transformantlar1 kullanilmstir.

4.7. Enzim Uretiminde Maltoz Miktarina Bagh Aktivite
Sonuclari

glaA promotorunun indiiklenmesinde kullanilacak olan maltoz miktarinin
optimizasyonunu saglamak amaciyla segilen 5-1-5 ve 12-1-7 transformantlar:
kullanilarak farkli maltoz yilizdelerine sahip besiyerlerinde aktivite takip edilmistir.
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Asagida 5-1-5 i¢in farkli maltoz yiizdelerine dayali aktivite sonuglar1 verilmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: 5-1-5 transformantinda optimum maltoz miktarinin belirlenmesi.

Asagida 12-1-7 i¢in farkli maltoz ylizdelerine dayali aktivite sonuglari

verilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: 12-1-7 transformantinda optimum maltoz miktarinin belirlenmesi.
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Her iki sekle gore de, bu iretim kosullarinda transformantlar igin glaA

promotorunun indiiklenmesi %0.2 maltoz igerdiginde optimum seviyede olmustur.

4.8. Enzim Uretiminde Farkl Sekerlere Bagh Ksilanaz
Aktivite Sonuclar

Sentetik besiortaminda farkli sekerlerin enzim iiretimine etkisi kiiltiir ortamina
arabinoksilan eklenmeden incelenmistir. Belirli araliklarla enzim o6rnekleri alimnip
aktivitelerine bakilmistir (Tablo 4.4). Parantez i¢lerindeki saatler, o kiiltiirlere ait en

yiiksek aktivitenin alindigi saatleri gostermektedir.

Tablo 4.4: Kiif transformantlarin farkli sekerlere bagh ksilanaz aktivitesi (U/ml).

Transformant %02 %02 900.2 %1
numarasi siikkroz maltoz maltoz maltodekstrin
2,55 0,85 0,49
U/ml U/ml U/ml
5-1-5 (34.saat) (34.saat) (27.saat) 0

2,36 1,35 0,05
U/ml U/ml U/ml
12-1-7 (32.saat) (34.saat) (51.saat) 0

Sonuglara gore Kkiiltiir ortaminda arabinoksilan olmadigi bu yeni durumda
Olciilen aktiviteler diisiik kalmistir. Bu kosullarda %2 siikroz iceren durumda daha iyi

aktivite alinmuistir.
4.9. Enzim Uretiminde Besiortamn Optimizasyonu

Bu boliimde sentetik besiortamindan baska alternatif besi ortamlari ile
calisilmigstir. Sentetik besiortamin temininin zorlugu ve pahali olmasi nedeniyle
projenin farkli kurumlarinda gerceklestirilecek fermentdr iiretimlerine yeterince

uygun olmadig1 goriilmiistiir.
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4.9.1. Levasseur Besiortamm Aktivite Sonug¢lar:

Farkli besiortamlarinda alinan aktiviteyi gormek amach ilk olarak levasseur
besiortamindan alinan aktiviteler takip edilmistir. Asagida bu ortamdan alinan
aktiviteler 6. giine ait olmak tiizere, 100 ml’den alinan toplam tinite seklinde

gosterilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Levasseur besiortamindan alinan ksilanaz aktivitesi.

Transformantlar 100 mI’deki
ve alic Toplam U
5-1-5 15,8
5-1-5 + vitamin 21,5
12-1-7 12,5
N593 7,5

Tabloya gore 5-1-5 ve 12-1-7"de alic1 A.niger N593’den daha yiiksek aktivite
almmistir. 5-1-5’de elde edilen aktivite kiiltiir ortamma ek vitamin eklendiginde bir

miktar yiikselse de aktiviteler sayisal olarak diistik kalmistir.

4.9.2. Melash Besiortamm Aktivite Sonuclari

Farkli besiortami denemelerine ikinci olarak melasli besiortami ile devam
edilmistir. Tabloda bu ortamdan alinan aktiviteler 9.giine ait olmak {izere, 100 ml’den

alinan toplam {inite seklinde gosterilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Melash besiortamindan alinan ksilanaz aktivitesi.

Transformantlar 100 mI’deki

ve alici Toplam U
5-1-5 68
12-1-7 59
12-1-7 + vitamin 74
N593 27
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Tabloya gore 5-1-5 ve 12-1-7’de yakin aktivite degerleri dl¢lilmiis ve bu alic1
N593’den daha yiiksek olmustur. 12-1-7’de ek vitamin aktiviteyi bir miktar arttirsa da
yine de sayisal olarak diisiik aktivite degerleri alinmuistir.

Bu besiortamindaki aktivitelerin diisik olmasi nedeniyle, alinan Ornekler
liyofilize edilip gorsel aktivite testinde gozlenmistir. Sekilde sirayla (a) 5-1-5
transformantini, (b) A.niger N593’ii géstermektedir. Sol iist bolme kiiltiir baslangic
anmi, yanindaki 1. giinii, takip eden bolmeler de 8. giine kadar diger giinlerin

orneklerini gostermektedir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10: Enzim aktivitesine bagli renk degisimi.
a) 5-1-5 transformant1 b) A.niger N593.

Sekle gore 5-1-5 transformanti alict N593’°den daha 1iyi sekilde tablet parcalaria
etki etmis, bunun sonucunda da daha yiiksek aktivite vermesine paralel olarak daha

koyu renk vermistir.

4.9.3. Malt Cimli Calkalamah Kiiltiir Aktivite Sonug¢lar1

Farkli besiortami denemelerine son olarak ksilan igerikli malt ¢imi (ucuz
substrat) kullanilarak devam edilmistir. Asagida malt ¢imli ¢alkalamali

besiortamindan elde edilen aktiviteler gosterilmektedir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7: Malt ¢imli ¢calkalamali besiortamindan alinan ksilanaz aktivitesi (U/ml).

Transformantlar | 1.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5.giin
5-1-5 8,20 10,47 12,54 8,05 2,84

U/ml U/ml U/ml U/ml U/ml

12-1-7 7,91 20,69 20,12 15,41 10,69
U/ml U/ml U/ml U/ml U/ml

Ksilanaz aktivitesi kiiltiirde malt ¢imi oldugunda yiikselmistir. Aktivite 12-1-7

transformantinda 5-1-5’den daha iyi olmakla beraber, 2.giinde en yiiksek degerinde

Olctilmiistiir.

4.9.4. Malt Cimli Statik Kiiltiir Aktivite Sonug¢lari

Malt ¢imli besiortaminda kiiltiir etme sekli degistirilerek, statik (hareketsiz)

olarak kiiltiire edilmistir. 4.giin sonunda kiiltiirden alinan aktivite tabloda gosterilmistir

(Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Malt ¢imli statik besiortamindan alinan ksilanaz aktivitesi (U/ml).

Transformantlar Aktivite
ve alici (U/ml)
12-1-7 39,00
5-1-5 31,00
N593 25,00

Sonuglara gore 12-1-7, malt ¢imli ¢alkalamali kiiltliriinden yaklasik iki kat

yiiksek aktivite vermistir. 12-1-7 bu ortamda 5-1-5’den daha yiiksek aktivite

verdiginden, sonraki ¢alismalarda ve saflastrma adimlarinda 12-1-7 ile ¢alismaya

karar verilmistir.

12-1-7°de malt ¢imli statik kiiltiirde gilinlere bagh degisen aktiviteyi gormek

icin malt ¢imli statik kiiltiir olusturulmus ve asagidaki sonucglar almmistir (Sekil

4.11).
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12-1-7 malt ¢imli statik kiiltiirde giinlere bagh aktivite degisimi.

12-1-7’nin malt ¢imli statik kiiltiirtinde aktivite 4. giinde en iyi degerine

ulagmaktadir. Bu nedenle kiiltiir siiresinden kazan¢ saglamak adina, ayni ortamdaki

sonraki denemeler 4. giinde sonlandirilacak sekilde ¢alisilmistir.

4.9.4.1. Malt Cimli Statik Kiiltiirde Optimum Maltoz Yiizdesinin

Belirlenmesi

Malt ¢imli statik kiiltiir ortamima eklenecek optimum maltoz miktarini1 bulmak

amaciyla, farkli oranlardaki maltozlarin etkisine bakilmistir. Aktivite sonuglar1 Tablo

4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9: Malt ¢imli statik kiiltiirde maltoza bagh degisen ksilanaz aktivitesi (U/ml).

Transformant | Maltoz yiizdesi | Aktivite (U/ml)
(%)
0,2 32
12-1-7 0,4 39
1 9
2 14
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Malt ¢imli statik besiortaminda 12-1-7 en iyi aktiviteyi %0,4 maltoz

eklendiginde vermistir.

4.9.5. Malt Cimli Kat1 Kiiltiir Aktivite Sonuclar:

Malt ¢imi igeren kiiltiir ortaminda kiiltiir etme sekli degistirilerek kati kiiltiir
ortami denemesi gerceklestirilmistir. Asagida bu ortamda 12-1-7’den alinan giinlere

gore degisen aktivite degerleri gosterilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10: Malt ¢imli kat1 kiiltiirde giinlere bagli degisen ksilanaz aktivitesi

(U/ml).
Aktivite
12-1-7 (U/ml)
2.giin 81,5
3.glin 75,7
4.giin 70,4

Malt ¢imli kati kiiltiir ortaminda, malt ¢imli statik kiiltiire gore daha kisa siirede
daha iyi enzim aktivitesi almmustir. Ancak malt ¢imli statik kiiltiirde elde edilen
enzim miktar1 hacimsel olarak daha yiiksek oldugundan saflastirma g¢aligmalar1

12-1-7’nin statik kiiltiiriinden elde edilen enzim ile yapilmastir.

4.10. Malt Cimli Kiiltiir Enzimlerinin Liyofilizasyon
Sonuclar

Malt ¢imli statik ve kati kiiltiirlerden elde edilen enzimin liyofilizasyon sonrasi
kayip ve kazang durumlarma bakilmistur.

Statik kiiltiir ham siipernatantin liyofilizasyonu sonucunda enzimin %96’lik bir
kismmin geri kazanildigi goriilmiistiir. Gram basina 2530 U/gr hesaplanmistir. Kati
kiiltiirlin ham siipernatantinin liyofilizasyonu sonucunda ise enzimin %94’liik bir

kismmin geri kazanildig1 goriilmiis, gram basina 4225 U/gr elde edilmistir.
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4.11. Saflastirma ve Karakterizasyon Sonuclari

Uretim denemelerinin ardindan ¢alismalar enzimin saflastirma  ve

karakterizasyon caligsmalar1 ile devam etmistir.

4.11.1. Amonyum Siilfat ve Etanol Coktiirmeleri Sonucu

12-1-7’nin malt ¢imli statik kiiltiir ortamindan elde edilen ham siipernatantin,
kromatografi kolonuna verilmeden once konsantre olmasi igin ayri ayr1 amonyum
siilfat ve etanol ¢oktiirmeleri yapilmustir. Islemler sonunda elde edilen geri kazanim

ve saflastirma katsayilar1 Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11: Amonyum siilfat ve etanol ¢oktiirmesi saflagtirma tablosu.

Toplam Toplam Spesifik Geri Saflastir-
12-1-7 aktivite protein aktivite kazamim | ma

(V) (mQ) (U/mg) (%) Katsayisi
Ham 922,80 | 22,33 41,33 100 1
supernatant
Amonyum
siilfat 347,87 9,74 35,72 37,70 0,86
¢cOktliirmesi
Etanol | 45801 | 14,61 31,35 49,63 0,76
¢Oktliirmesi

Amonyum siilfat ve etanol ¢oktlirmesi sonucunda elde edilen saflastirma

katsayilar1 yeterli goriilmemistir.

4.11.2. Ultrafiltrasyon Sonucu

Protein konsantre etme islemlerinde uygulanan diger bir metot ultrafiltrasyon
olmustur. Ultrafiltrasyon sonucunda elde edilen geri kazanim ve saflastirma katsayilar1

Tablo 4.12°de verilmistir.
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Tablo 4.12:

Ultrafiltrasyon saflagtirma tablosu.

Toplam Toplam Spesifik Geri Saflastir-
12-1-7 aktivite protein aktivite kazammm | ma

V) (mg) (U/mg) (%) katsayisi
Ham 00891 | 384 23,67 100 1
supernatant
Ultrafiltre
(ustfaz: 891,22 31,9 27,94 98,05 1,18
retantat)

Yapilan konsantre etme islemleri sonucunda ultrafiltrasyon yonteminde diger iki

konsantrasyon yontemine kiyasla geri kazanimin ve saflastirma katsayisinin daha iyi

oldugu goriilmiistiir. Bu yontem zaman acisindan da avantaj saglamaktadir. Bu

sonuglarla protein ¢oktiirme isleminin ultrafiltrasyonla yapilmasina karar verilmistir.

4.11.3. Jel Fitrasyon Kromatografisi Sonucu

Uygun kromatografi yonteminin belirlenmesi ¢alismalarinda ilk olarak jel

filtrasyon kromatografisi denenmistir. Asagida jel filtrasyon kolonundan alinan

fraksiyonlarin 280 nm’de verdigi absorbanslar goriilmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Jel filtrasyon kolonu fraksiyonlarinin 280 nm’deki absorbanslari.

Asagida jel filtrasyon kolonundan elde edilen fraksiyonlarin verdigi aktivite

degerleri goriilmektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: Jel filtrasyon kolonu fraksiyonlarmin ksilanaz aktiviteleri.

Bu sonuglara gére 280 nm absorbanslarmin yiiksek oldugu fraksiyonlar daha
yiiksek aktivite gostermistir.

Jel filtrasyon kolonundan elde edilen fraksiyonlarin aktivite verenleri SDS
Page (giimiis boyamali) (Sekil 4.14 a) ve zimogram jellerine (Sekil 4.14 b)
yiiklenerek goriintiillenmistir (Sekil 4.14). Kuyularda sirayla marker ile kolondan elde

edilen altidan on dorde kadar olan fraksiyon 6rnekleri bulunmaktadir.

Sekil 4.14: Jel filtrasyon kolonu fraksiyonlarmin SDS Page ve zimogram
goriintiisi. a) SDS Page jeli, b) zimogram jeli.

Bu jel goriintiilerinden hareketle, 35 kDa biiyiikliigiinde olan proteinler bir
miktar daha belirgin olsa da ¢ok fazla bant goriildiigi i¢in saglikli bir saflagtirma
yakalanamamustir.

Jel filtrasyon kolonundan elde edilen en iyi saflastirma katsayisini veren

fraksiyonun geri kazanim ve saflastirma katsayilar1 Tablo 4.13’de verilmistir.
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Tablo 4.13 Jel filtrasyon kolonu saflastirma tablosu.

Toplam Toplam Spesifik Geri Saflastir
12-1-7 aktivite protein aktivite kazamm | -ma

(8)) (mg) (U/mg) (%) katsayisi
Ham 3981,2 127,08 31,3 100 1
supernatant
Ultrafiltre 1574,3 40,11 39,2 39,54 1,25
hal
Fraksiyon 150,43 1,14 131,48 3,78 4,20

Sonug olarak fraksiyonlardan gelen proteinlerin saflastirma katsayis1 diisiik
kalmis, jel goriintiilerinde istenen biiylikliikteki ve safliktaki protein bandi elde

edilememistir.

4.11.4. HiTrap DEAE Sepharose FF Kromatografi Sonucu

Uygun kromatografi yonteminin belirlenmesi ¢aligmalarinda ikinci olarak anyon
degisim kromatografisi, farkli 6zelliklere sahip olan kolonlar ile denenmistir.

HiTrap DEAE Sepharose FF kolonundan iki ayri bdlgede, yani iki farkli
biiyiikliikte proteine sahip fraksiyonlar elde edilmistir. Asagida elde edilen
fraksiyonlardan yliksek aktivite veren iki tanesinin geri kazanim ve toplam aktiviteleri

verilmistir (Tablo 4.14).

Tablo 4.14: HiTrap DEAE Sepharose FF kolon fraksiyonlar: aktivite tablosu.

Fraksiyon | Toplam Geri
numara Aktivite (U) kazamim (%)
20 52,65 4,23
52 11,94 0,96

HiTrap DEAE Sepharose FF kolonundan elde edilen fraksiyonlar SDS Page
jelinde giimiis boyamasi yapilarak goriintiillenmistir (Sekil 4.15). Soldaki jelde
marker sonrasi sirayla 17-25 arasindaki, sagdaki jelde ise marker sonrasi sirayla 48-

56 arasindaki fraksiyonlar yer almaktadir.
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Sekil 4.15: HiTrap DEAE-FF kolonu fraksiyonlarinin SDS Page goriintiisii. a)
Marker ve 17-25 arasi fraksiyonlar, b) Marker ve 48-56 arasi fraksiyonlar.

Tablo ve jel verilerinden hareketle, fraksiyon geri kazanimlar1 diisiik oldugundan
ve de ¢ok farkli noktalarda protein bantlar1 alindigindan saflastirmanin yeterli olmadigi
gOrilmiistiir.

Farkli 6zelikteki DEAE kolonu ile saflastirma ¢alismasia devam edilmistir.

4.11.5. Diethylaminoethyl-cellulose (DEAE-seliiloz) Kromatografi
Sonucu

Anyon degisim kromatografi ¢alismalarma DEAE-seliiloz materyaliyle devam
edilmistir. Asagida DEAE-seliilloz kolonundan elde edilen fraksiyonlarin 280

nm’deki absorbanslar1 verilmistir (Sekil 4.16).

j 7\
1 /N
o )N

0 10 20 30 40

OD 280

Fraksiyon numarasi

Sekil 4.16: DEAE-seliiloz kolonu fraksiyonlarinin 280 nm’deki absorbanslar1.
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DEAE-seliiloz kolonundan elde edilip 280 nm’de yiiksek absorbans veren

fraksiyonlarin aktivitelerine bakilmistir (Sekil 4.17).

10,00
8,00
6,00

4,00

Aktivite (U/ml)

2,00

0,00

N

I\,

\

A\
A
V

T T T

10 15 20

Fraksiyon numarasi

T 1

25 30

Sekil 4.17: DEAE-seliiloz kolonu fraksiyonlarinin ksilanaz aktiviteleri.

DEAE-seliiloz kolonundan elde edilen ve aktivite veren fraksiyonlar SDS Page

jelinde giimiis boyamasi yapilarak gorintiilenmistir (Sekil 4.18). Jelde marker

sonrasi sirayla 15-23 arasindaki fraksiyonlar yer almaktadir.

Sekil 4.18: DEAE-seliiloz kolonu fraksiyonlarinin SDS Page goriintiisii.

Farkli noktalarda protein bantlar1 alindigindan saflagtirmanin yeterli olmadigi

gorilmiistiir.

DEAE-seliilloz kolonundan elde edilen en iyi saflastirma katsayisini veren

fraksiyonun geri kazanim ve saflastirma katsayilar1 Tablo 4.15°de verilmistir.
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Tablo 4.15: DEAE-seliiloz kolonu saflastirma tablosu.

Toplam Toplam Spesifik Geri Saflastir
12-1-7 aktivite protein aktivite kazamm | -ma

V) (mg) (U/mg) (%) katsayisi
Ham 3651,7 126,2 28,9 100 1
supernatant
Ultrafiltre 2259,2 74,8 30,2 61,9 1,04
hal
Fraksiyon 43,70 2,5 17,5 1,2 0,6

Saflagtirma tablosuna bakildiginda geri kazanimin oldukca diisiik oldugu
saflastirma katsayisinin ise karakterizasyon icin yeterli olmadig1 goriilmiistiir.

Kolon matriksinin i¢inde bulundugu tampon pH’sinin diisiik oldugu da dikkate
alinmig ve HiScreen Capto DEAE kolon matriksi ile yeni bir kromatografi igslemi

yapilmistir.

4.11.6. HiScreen Capto DEAE Kromatografi Sonuclari

Anyon degisim kromatografi ¢alismalarma HiScreen Capto DEAE ile devam
edilmistir. Kolondan elde edilen fraksiyonlar SDS-page jelinde giimiis boyamasi
yapilarak goriintiilenmistir (Sekil 4.19) (Sekil 4.20).

Sekil 4.19°da jelde marker sonrasi sirayla, ultrafiltre edilen 6rnek (UF) ile 27-32
arasindaki fraksiyonlar yer almaktadir. 27- 32 numarali fraksiyonlar %7°lik NaCl-Tris
konsantrasyonundan elde edilmistir.

Sekil 4.20°deki jelde marker sonrasi sirayla 96-104 arasindaki fraksiyonlar yer
almaktadir. 96-104 numarali fraksiyonlar %13’lik NaCl-Tris konsantrasyonundan

elde edilmistir.
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Sekil 4.19: HiScreen Capto DEAE kolonu fraksiyonlari 1. SDS Page goriintiisii.

M 28 97 28 29 100 101 102 102 104

Sekil 4.20: HiScreen Capto DEAE kolonu fraksiyonlar: 2. SDS Page goriintiisii.

Yaklagik 35 kDa biiyiikligiindeki proteinler 27-32 numarali fraksiyonlarda
(Sekil 4.19) ve yaklasik 20 kDa biiyiikligiindeki proteinler 96-104 numarali
fraksiyonlarda (Sekil 4.20) gbriilmiistiir.

Elde edilen fraksiyonlardan en iyi geri kazanim ve saflastirma katsayilarini
verenleri Tablo 4.16°da HiScreen Capto DEAE 1. kolon saflagtirma tablosunda
verilmektedir. SDS-Page jellerinde iki farkli protein biiyikligi gorildiigiinden;
kolondan ilk elde edilen 35 kDa civar1 agirliktaki fraksiyonlara rE1, sonradan elde

edilen 20 kDa civar1 agirliktaki fraksiyonlara rE2 denmistir.
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Tablo 4.16: HiScreen Capto DEAE 1. kolon saflastirma tablosu.

12-1-7 Toplam | Toplam Spesifik Geri Saflastir-
aktivite | protein aktivite kazanim | ma
(V) (mg) (U/mg) (%) katsayisi
Ham 1106,0 29,2 37,9 100 1
supernatant
Ultrafiltre 531,0 13,4 39,6 48,01 1,04
hal
re2 (97. | 437 0,01 449,3 3,95 11,86
fraksiyon)
rel (29. |514 0,19 272,3 4,65 7,18
fraksiyon)

Saflagtirma tablosuna bakildiginda geri kazanim diisiik olsa bile spesifik
aktivitenin ve saflastirma katsayisinin arttig1 goriilmektedir.

HiScreen Capto DEAE kolonunda 2. kez fraksiyon eldesi islemi daha yiiksek
geri kazanimli ultrafiltrasyon Ornegi ile tekrar edilmistir. Elde edilen fraksiyonlar
SDS-Page jelinde giimiis boyamasi yapilarak goriintiilenmistir (Sekil 4.21) (Sekil
4.22).

Sekil 4.21°de jelde marker sonrasi sirayla, 24-32 arasindaki fraksiyonlar yer
almaktadir. 24- 32 numaral1 fraksiyonlar %7°1ik NaCl-Tris konsantrasyonundan elde
edilmistir.

Sekil 4.22°deki jelde marker sonrasi sirayla 97-105 arasindaki fraksiyonlar yer
almaktadir. 97-105 numarali fraksiyonlar %13’lik NaCl-Tris konsantrasyonundan

elde edilmistir.

wa M 24 25 26 27 28 29 30 31 32
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Sekil 4.21: HiScreen Capto DEAE kolonu fraksiyonlari 3. SDS Page goriintiisii.
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Sekil 4.22: HiScreen Capto DEAE kolonu fraksiyonlar1 4. SDS Page goriintiisii.

Elde edilen fraksiyonlardan en iyi geri kazanim ve saflagtirma katsayilarini
verenleri Tablo 4.17°de HiScreen Capto DEAE 2. kolon saflastirma tablosunda

verilmektedir.

Tablo 4.17: HiScreen Capto DEAE 2. kolon saflastirma tablosu.

12-1-7 Toplam Toplam Spesifik Geri Saflastir
aktivite protein aktivite kazammm | -ma
(V) (mg) (U/mg) (%) katsayisi

Ham 908.9 384 237 100 1

siipernatant

t’;ltraf""e 7087 13,3 53,3 77.97 295

ez (100. | 5, 0,07 472.6 3.7 19,97

fraksiyon)

el (27 | 4775 0,13 3556 525 15,02

fraksiyon)

Yiiksek geri kazanimli ultrafiltrasyon Ornegi ile baglayan kromatografi
sonucunda daha yiiksek saflastirma katsayilarina ulasilmistir.

HiScreen Capto DEAE kolonu ikinci kez tekrar edildiginde rE1 enzimi tek bant
olarak goriildiigiinden saf rE1 olarak adlandirilmigtir. rE2 enziminde ise tek bant
goriilmediginden ona kismi saf rE2 denmistir. rE1 ve rE2 enzimlerin temel
biyokimyasal Ozelliklerini ortaya koymak icin kullanilmistir. Karakterizasyon

islemine yetecek saf enzimi toplamak amaciyla iki ayr1 kolondan daha ayni
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kosullarda fraksiyon toplanmis, spesifik aktiviteleri yliksek olan fraksiyonlar

birlestirilerek karakterizasyona geg¢ilmistir.

4.11.7. Ham 12-1-7’den Saflastirilmis rE1 ve rE2’nin Molekiiler
Agirhiklar:

HiScreen Capto DEAE kolonundan elde edilen fraksiyonlara SDS PAGE jelinde
giimiis boyama yapilmistir. rE1 ve rE2’nin molekiiler agirliklar1 ayr1 ayr: yiiriitiilmiis
jel fotograflarinin ImagelLab (Bio-Rad) programinda marker ile karsilastirilmasiyla

yaklasik olarak hesaplanmistir (Sekil 4.23) (Sekil 4.24).

250

130
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Sekil 4.23: 12-1-7 rE1’in molekiiler agirhgr.
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Sekil 4.24: 12-1-7 rE2’nin molekiiler agirlig1.
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Saf rE1’in molekiiler agirligi 33,1 kDa, kismi saf rE2’nin molekiiler agirhigi
21,6 kDa olarak bulunmustur. UNENxynB2’nin aminoasit dizisinden hesaplanmis
molekiiler biyiikligii (22,24 kDa) ile buradaki rE2 enziminin biytkIligi
uyusmaktadir [Bayrak, 2019]. Alicidan da diger bir ksilanaz rE1 salgilanmaktadir.

4.11.8. Rekombinant Ksilanazin Biyokimyasal Analizleri

4.11.8.1. Ham Rekombinanat Ksilanaz Enziminin Optimum pH
Sonuglari

Ham rekombinant ksilanazin optimum pH degeri 12-1-7 ve 5-1-5 igin

belirlenmistir (Sekil 4.25) (Sekil 4.26).

40
35
30
25
20
15

Aktivite (U/ml)

10

Sekil 4.25: 12-1-7 no’lu sustan tiretilen ham ksilanazin optimum pH profili.
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Aktivite (U/ml)
w
o

3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.26: 5-1-5 no’lu sustan tiretilen ham ksilanazin optimum pH profili.

12-1-7 no’lu sustan elde edilen ham rekombinant enzimin optimum pH’s1 6, 5-
1-5 no’lu sustan elde edilen ham rekombinant enzimin optimum pH’s1 5 olarak

belirlenmistir.

4.11.8.2. Ham Rekombinant Ksilanaz Enziminin Optimum Sicakhik
Sonuclari

Ham rekombinant ksilanazin optimum sicaklik degeri 12-1-7 ve 5-1-5 igin
belirlenmistir (Sekil 4.27) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27: 12-1-7 no’lu sustan iiretilen ham ksilanazin optimum sicaklik profili.
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Sekil 4.28: 5-1-5 no’lu sustan tiretilen ham ksilanazin optimum sicaklik profili.

12-1-7 ve 5-1-5 no’lu suslardan elde edilen ham rekombinant enzimlerinin

optimum sicakliklar1 50 °C olarak belirlenmistir.
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4.11.8.3. Ham Rekombinant Ksilanaz Enziminin Termal Stabilite
Sonuclar

Ham rekombinant ksilanazin termal stabilitesi 12-1-7 ve 5-1-5 i¢in belirlenmistir
(Tablo 4.18) (Tablo 4.19).

Tablo 4.18: Ham rekombinant 12-1-7’nin farkli sicakliklardaki kararlilig1.

Ornek adi Sicaklik (°C) | Kalan aktivite (%0)
30 100
12-1-7 nolu sustan 40 100
reko;Leit;;enr; ham S0 81
ksilanaz 60 25
70 0

Tablo 4.19: Ham rekombinant 5-1-5’in farkl sicakliklardaki kararliligi.

Ornek adi Sicaklik (°C) | Kalan aktivite (%6)
30 100
5-1-5 nolu sustan 40 100
rekor1111rbeitnl:ienr; ham >0 67
ksilanaz 60 22
70 0

70 °C’de her iki sus i¢in de 30 dakika sonunda ham rekombinant ksilanaz enzimi

aktivitesinin tamamini kaybetmektedir.

4.11.8.4. Ham Rekombinant Ksilanaz Enziminin pH Kararhhg:
Sonuglari

Ham rekombinant ksilanazin pH stabilitesi 12-1-7 ve 5-1-5 i¢in belirlenmistir
(Tablo 4.20) (Tablo 4.21).
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Tablo 4.20: Ham rekombinant 12-1-7’nin farkli pH’lardaki kararlihig1.

Ornek adi pH Kalan aktivite (%0)
3 1,1
4 65,33
4,7 100,00
12-1-7 nolu 5) 119,47
e |5
ham ksilanaz 7 82,76
8 14,93
9 13,07
10 5,33

Tablo 4.21: Ham rekombinant 5-1-5’in farkli pH’lardaki kararliligu..

Ornek adi pH Kalan aktivite (%0)

3 8,8
4 30,3

477 100,00

5-1-5 nolu 5 161,00
il |5
ham ksilanaz 7 25,5
8 9,5
9 2,9
10 0,5

12-1-7 nolu sustan fiiretilen ham rekombinant ksilanazin pH 6’da 30 dakika

inkiibasyonu sonunda en yiiksek stabilite degerine ulastig1 tespit edilmistir. 5-1-5 nolu

ham rekombinant ksilanaz i¢in bu durum pH 5°de 30 dakika inkiibasyon sonunda en

yiiksek stabilite degerine ulagsmaistir.
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4.11.8.5. Ham Rekombinant Ksilanaz Enziminin Substrat Ozgiilliigii
Sonuclar

Ham rekombinant ksilanazin substrat ozgilliigiic 12-1-7 ve 5-1-5 i¢in
belirlenmistir (Tablo 4.22) (Tablo 4.23).

Tablo 4.22: Ham rekombinant 12-1-7’nin farkli substratlara 6zgii aktivitesi.

Substrat Aktivite (U/ml)
Wheat arabinoxylan (Megazyme-medium
Vviscosity) 29,53
Birchwood xylan (Sigma) 29,81
Beechwood xylan (Serva) 28,97
Beechwood xylan (Sigma) 30,37

Tablo 4.23: Ham rekombinant 5-1-5’in farkli substratlara 6zgii aktivitesi.

Substrat Aktivite (U/ml)
Wheat arabinoxylan (Megazyme-medium
viscosity) 26,71
Birchwood xylan (Sigma) 29,05
Beechwood xylan (Serva) 30,66
Beechwood xylan (Sigma) 32,85

Her iki ham enzimin de beechwood xylana (Sigma) spesifisetisi digerlerine gére

bir miktar yiiksek olmustur.

4.11.8.6. Kismi Saf (rE2) ve Saf (rE1) Rekombinant Ksilanaz
Enziminin Optimum pH Sonuglar:

Kismi saf rE2 ve saf rE1 rekombinant ksilanazlarinin optimum pH degeri
belirlenmistir (Sekil 4.29) (Sekil 4.30).
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Aktivite (U/ml)
w

pH

Sekil 4.29: Kismi saf (rE2) ksilanazin optimum pH profili.

12

10

Aktivite (U/ml)
()]

pH
Sekil 4.30: Saf (rE1) ksilanazim optimum pH profili.

Kismi saf (rE2) rekombinant enzimin optimum pH’1 6, saf (rE1) rekombinant

enzimin optimum pH’1 5 olarak belirlenmistir.
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4.11.8.7. Kismi Saf (rE2) ve Saf (rE1) Rekombinant Ksilanaz
Enziminin Optimum Sicakhik Sonuglar:

Kismi saf rE2 ve saf rE1 rekombinant ksilanazlarinin optimum sicaklik degeri
belirlenmistir (Sekil 4.31) (Sekil 4.32).

Aktivite (U/ml)

20 30 40 50 60 70 80
sicakhk (°C)

Sekil 4.31: Kismi saf (rE2) ksilanazin optimum sicaklik profili.

12

10

Aktivite (U/ml)
(e))]

20 30 40 50 60 70 80
sicaklik (°C)

Sekil 4.32: Saf (rE1) ksilanazmn optimum sicaklik profili.
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Kismi saf (rE2) rekombinant enzimin optimum sicakligi 50 °C, saf (rE1)

rekombinant enzimin optimum sicaklig1 55 °C olarak belirlenmistir.

4.11.8.8. Kismi Saf (rE2) ve Saf (rE1) Rekombinant Ksilanaz
Enziminin Termal Stabilite Sonuclar:

Kismi saf rE2 ve saf rE1 rekombinant ksilanazlarinin termal stabilite degerleri
belirlenmistir (Tablo 4.24) (Tablo 4.25).

Tablo 4.24: Kismi saf (rE2) ksilanazin farkli sicakliklardaki kararlilig.

Ornek ad1 Sicakhk (°C) | Kalan aktivite (%)
30 100
Kismi saf (rE2) 40 100
rekombinant 50 34
ksilanaz &0 1
70 0

Tablo 4.25: Saf (rE1) ksilanazin farkl sicakliklardaki kararlilig.

Ornek ad1 | Sicakhk (°C) | Kalan aktivite
(%)
30 100
40 100
Saf (rE1)
rekombinant 50 96
ksil
silanaz &0 07
70 0

Kismi saf (rE2) rekombinant ksilanaz 50 °C’de aktivitesinin yaridan ¢ogunu

yitirmekte ve bu aktivite 60 °C’de neredeyse tamamen kaybolmaktadir. Saf (rE1)
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rekombinant ksilanaz ise 50 °C’de aktivitesi neredeyse tamamen korumakta ama o da

kismi saf rE2 gibi 60 °C’de aktivitesinin neredeyse tamamini kaybetmektedir.

4.11.8.9. Kismi Saf (rE2) ve Saf (rE1) Rekombinant Ksilanaz
Enziminin pH Kararhhg Sonuglar

Kismi saf rE2 ve saf rE1 rekombinant ksilanazlarinin pH stabilite degerleri
belirlenmistir (Tablo 4.26) (Tablo 4.27).

Tablo 4.26: Kismi saf (rE2) ksilanazin farkli pH’lardaki kararlilig.

Ornek adi pH Kalan aktivite (%0)
3 7
4 20
4,7 100
Kismi saf 5 149
reké:rlszizant 0 o8
ksilanaz 7 17
8 8,5
9 0
10 0
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Tablo 4.27: Saf (rE1) ksilanazin farkli pH’lardaki kararlilig1.

Ornek adi pH | Kalan aktivite (%)
3 7
4 38
47 100
144
Saf (rE1) >
rekombinant 6 127
ksilanaz
7 42
8 16
9 6
10 0

Her iki enzimin de pH 5’de 30 dakika inkiibasyon sonunda en yiiksek stabilite

degerine ulastig1 tespit edilmistir.

4.11.8.10. Kismi Saf (rE2) ve Saf (rE1) Rekombinant Ksilanaz
Enziminin Substrat Spesifite Sonuglar

Kismi saf rE2 ve saf rE1 rekombinant ksilanazlarinin substrat spesifite degerleri
belirlenmistir (Tablo 4.28) (Tablo 4.29).

Tablo 4.28: Kismi saf (rE2) ksilanazin farkli substratlara 6zgii aktivitesi.

Substrat Aktivite (U/ml)
Wheat arabinoxylan (Megazyme-medium

viscosity) 4,94
Birchwood xylan (Sigma) 4,45
Beechwood xylan (Serva) 4,66
Beechwood xylan (Sigma) 5,25
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Tablo 4.29: Saf (rE1) ksilanazin farkli substratlara 6zgii aktivitesi.

Substrat

Aktivite (U/ml)

Wheat arabinoxylan (Megazyme-medium

viscosity) 6,84
Birchwood xylan (Sigma) 5,89
Beechwood xylan (Serva) 6,59
Beechwood xylan (Sigma) 6,51

Kismi saf rE2’nin en yiiksek aktivite verdigi substrat beechwood xylan

(Sigma), saf rE1’in en yiiksek aktivite verdigi substrat wheat arabinoxylan

(Megazyme-medium viscosity) olmustur.
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5. SONUC

Enzimler yasayan organizmalar i¢in hayati derecede 6neme sahiptir. Cok fazla
cesidi olan enzimler farkli sektorlerde kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerden biri
olan ksilanaz, tahillardan gelen olumsuz etkileri ortadan kaldirmak ve daha kaliteli bir
irin elde etmek icin gida sektoriinde (ekmek yapiminda) kullanilmaktadir.
Endiistriyel olarak ksilanaz iiretimi i¢in mikrobiyal kaynakli iiretimler yapilmaktadir.
Mikrobiyal kaynaklardan olan A. niger’in irettigi ksilanazin miktari, hiicrenin
bozulmasi gergeklesmeden ksilanazi ortama dogrudan salgiladigi i¢in, bakterilerde,
mayalarda ve aktinomisetlerde bulunanlardan daha yiiksektir. Bu sebeple Aspergillus
ticari ksilanaz liretimi i¢in tercih edilen bir konakg¢idir. Ksilanazi daha ¢ok tiretmek ve
endiistriyel anlamda gelistirebilmek i¢in kiif kdkenli genlerin klonlanip c¢aligmasi
saglanmaktadir. Fungal ksilanazlara ait genlerin homolog ve heterolog sistemlere
aktarilmasiyla elde edilen rekombinant ksilanazlar endiistriyel liretim i¢in 6nemlidir.
Enzimlerin endiistride kullanilabilirliginin 6nemli bir etkeni de enzimin maliyeti ve
tiretim kosullaridir. Enzim iiretimi yiiksek maliyetten olumsuz olarak etkilenmektedir.
Ksilanaz gibi enzimler satin alinabilmekte ama bu yiiksek bir maliyete sebep
olmaktadir. Ayrica kullanilacak enzim farkli kosullarda (sicaklik, pH vs.) optimum
sekilde aktiflik gdstermektedir.

ARDEB 1003 destekli 1150052 numarali (Alt proje numaras1 1150053) proje
kapsaminda ekmekgilikte kullanima yonelik bir ksilanaz gelistirebilmek ve uygun
verimle kontrollii olarak tiretebilmek iizere rekombinant sus gelistirilmistir. Bu tez
calismasinda rekombinant sus kullanilarak laboratuvar Ol¢eginde iiretilen enzimin
diisiik maliyetli olmasi ve yiiksek seviyede tiretilmesi i¢in enzimin optimizasyonu ve
karakterizasyonuna yonelik caligmalar gerceklestirilmistir.

Eldeki transformantlarin dncelikle ksilanazB genini tasiyip tasimadigi kontrol
edilmistir. KsilanazB geni tasimayan transformantlar taramalara alinmamistir. Birincil
taramalar kapsaminda transformantlarin, ksilanaz substrati olan arabinoksilan1 i¢eren
azo boyali tabletlere verdigi tepkiler gdzlenmistir. Plate i¢inde transformantin substrati
parcalamasma bagli olarak olusan renkli difiizyonun cap1 Olciilmiistiir. Belirli
biytikliigiin (32 mm) altinda kalan transformantlar ikincil taramalara alimmamustir.
Ikincil taramalar ise alic1 susun sentetik besiortaminda aktivitesinin belirlenmesiyle
baglamistir. Ardindan transformantlarin verdigi aktiviteye arabinoksilan igeren

sentetik besiortaminda bakilmis ve alicinin verdigi aktiviteden yiiksek olan
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transformantlar i¢inden ikinci bir segmeyle en iyi transformantlar olarak 5-1-5 ve 12-
1-7 secilmistir. Sentetik besiortami ¢aligmalarinda arabinoksilan varliginda, 7 giinliik
transformantta % 0,2 maltoz iceren ortamda en yiiksek aktivite almmistir. Seker
optimizasyonu amagl sentetik besiortaminda, arabinoksilan eklenmedigi durumda,
stikroz, maltodekstrin, maltoz ve yiiksek ylizdede maltoz denemeleri gergeklestirilmis
ancak yeterli aktivite alinamamugtir. Besiortami optimizasyonu kapsaminda ise
Levasseur ve melasl besiortami denemelerinde diigiik aktiviteler alinmis, malt ¢imli
besiortaminda ise en yiiksek aktiviteye ulasilmistir. Buradan hareketle arabinoksilan
ya da ksilan iceren substrath ortamda aktivitenin arttigi goriilmiistiir. Sentetik
besiortami ile masrafli olmasi ve biiylik 6lcekli ¢alismalar i¢in uygun olmamasi
nedeniyle devam edilmemistir. Bunun yerine daha ucuz bir substrat olan ve daha
yliksek aktiviteye ulasilan malt ¢imli besiortamlarinda c¢aligilmistir. Malt ¢imli
besiortaminda sirayla calkalamali, statik ve kati kiiltiir tiretimleri yapilmistir. Malt
¢imli ¢alkalamali ortamda 2. giinde 20 U/ml, malt ¢imli statik kiiltiirde 4. giinde 39
U/ml alinirken, malt ¢imli kat1 kiiltiirde 2. glinde 81 U/ml aktivite alinmigtir. Malt ¢imli
ortamda %0,4 maltoz eklendiginde ve kati kiiltiir fermantasyonu yapildiginda en
yiiksek aktivite alinmistir. Enzimin ekmege toz girmesinde olugsabilecek kayb1 gérmek
icin malt ¢cimli statik ve kat1 kiiltiir tiretimlerinde elde edilen enzimin liyofilizasyonu
yapilmig ve enzimin biiyiik oranda (% 94, % 96) etkinligini korudugu goriilmiistiir.
Enzimin saflastirma adimlarinda uygulanan optimizasyon sonucunda HiScreen Capto
DEAE uygun kromatografi yontemi olarak belirlenmistir. Burada kolona verilen
konsantre ham rekombinant enzimden iki farkli boyutta ksilanaz elde edilmistir. 33,1
kDa boyutunda olan saflastirilmis enzim rEl, 21,6 kDa boyutunda olan kismi
saflastirilmis enzim rE2 olarak adlandirilmustir.

Rekombinant ksilanazin karakterizasyon islemleri 6nce ham 5-1-5 ve 12-1-7 ile
gerceklestirilmistir. Ham enzimin karakterizasyonunda 12-1-7 i¢in optimum pH 6,
optimum sicaklik 50 °C; 5-1-5 i¢in optimum pH 5, optimum sicaklik 50 °C olarak
belirlenmistir. Termal stabilite agisindan incelendiginde her iki enzimde de 70 °C’de
30 dakika inkiibasayonda enzim aktivitesi kaybolmaktadir. Ham enzimlerin pH
stabilitelerine bakildiginda sonuglar optimum pH degerleriyle uyumlu olmakla beraber
12-1-7°de pH 6’da 30 dakika inkiibasyon sonrasi, 5-1-5’de pH 5’de 30 dakika
inkiibasyon sonrasi en yiliksek stabilite degerine ulagmustir. Substrat spesifitesine
bakildiginda ise her iki enzimde de spesifite beechwood ksilan (Sigma)’dan sonra

arabinoksilanda daha yiiksek hale gelmistir. Substrat spesifite sonuglarinda da
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goriildiigli gibi wheat arabinoksilandaki daha diisiik aktvite degerleri literatiirde de
mevcuttur [McCleary et al., 2015]. Beechwood xylanin ksiloz igerigi wheat
arabinoksilandan daha fazla olmasi nedeniyle kismen daha iyi enzim aktivite degeri
vermektedir. Bununla beraber ekmekgilikte hammaddeden gelen ksilanlar dikkate
alindigindan, bugday ksilanina 6zglinliigiiniin ¢calisma sinirlar1 i¢inde yeterli oldugu
kabul edilmistir.

Rekombinant ksilanazin karakterizasyon islemleri elde edilen saf rE1 ve kismi
saf rE2 ile devam etmistir. SafrE1 i¢in optimum pH 5, optimum sicaklik 55 °C; kismi
saf rE2 i¢in optimum pH 6, optimum sicaklik 50 °C olarak belirlenmistir. Termal
stabilite acisindan incelendiginde her iki enzimde de 60 °C’de 30 dakika inkiibasyon
sonucunda aktivite neredeyse tamamen kaybolmaktadir. pH stabilite degerlerine
bakildiginda her iki saf enzim i¢in de pH 5’da 30 dk inkiibasyon sonrasi en yiiksek
stabilite degerine ulasilmistir. Saf rE1’in wheat arabinoksilana spesifitesi, ksimi saf
rE2’nin ise beechwood ksilana (Sigma) spesifitesi daha yiiksek olmustur.

Uretim denemeleri sonucunda ksilanaz enzimi basarili bir sekilde iiretilmis,
optimum iiretim kosullar1 belirlenmis ve enzimin kismi saflastirilmasi yapilmistir.
Buradan elde edilen sonuglar biiyiik 6lgekli tiretim denemelerinde kullanilacaktir.

Diger c¢alismalara bakildiginda Fowler ve arkadaslar1 glaA geninin ksiloz
varliginda represe oldugunu, ortamda tek karbon kaynagi maltoz oldugunda ise yiiksek
bir indiikleme oldugunu gosterdiler [Fowler et al., 1990]. Verdoes ve arkadaslar1
A.niger’de glaA geninin yiiksek ekspresyonu i¢in iki homolog bolge oldugunu ve
maltozun iyi bir indiikleyici oldugunu gésterdiler [Verdoes et al., 1994]. Ganzlin ve
arkadaslar1 glaA promotoru iizerinde maltoz ve maltodekstrininin pozitif etkilerini
gostermistir [Ganzlin et al., 2008]. Levasseur ve arkadaslar1 A.niger BRFM281
susunda XynB genini 23 kDa biiyiikligiinde bulup, optimum pH’s1 5,5 ve optimum
sicakligi 50 °C olarak gostermistir [Levasseur et al., 2005].

A.niger BO3 susundan alinan XIn-2 geninden elde edilen 21 kDa
biiyiikliigiindeki enzimin biyokimyasal dzellikleri de rapor edilmistir. Elde edilen
ksilanazin optimum sicakligi 55 °C, optimum pH degeri 5 olarak gosterilmistir
[Dobrev et al., 2012].

Liu ve arkadaslart A.niger ATCC 1015’den elde edilen ksilanazB genini
Komagataella phaffii’e klonlamis, ekpresyon sonucu iiretilen enzimin optimum

sicakligini 55 °C, optimum pH degerini 5 olarak gdstermistir [Liu et al., 2018].
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Kisacas1 ayni ya da benzer genlerden elde edilen ksilanaz enzimlerinin
calisildig1 amaglara gore farkli parametreler i¢in gosterdigi 6zellikler farklidir. Bu
tez ¢alismas1 sonucunda yerel kiiltiir kaynagindan elde edilen ksilanazB geni tagiyan
rekombinantlarm, optimum iiretim kosullar1 belirlenmis, kismi saflastirma sonunda
da enzimin bazi Ozellikleri tespit edilerek literatiirde yer alan diger ksilanaz

iireticilerden farklar1 ortaya konulmustur.
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