
Girifl

Büyük bir k›sm› lignin, selüloz ve hemiselülozdan
oluflan lignoselülozlar yeryüzünde en fazla bulunan do¤al
polimerlerdir. Yeryüzüne ulaflan günefl enerjisinin %0,1’i
bitkilerin fotosentezi sonucu tutulmaktad›r (1). Ksilan
bitkilerde en fazla bulunan hemiselülozdur ve yüksek
bitkilerin toplam kuru maddelerinin %35’ini oluflturarak
selülozdan sonra ikinci s›rada yer al›r (2). Ayr›ca tah›l
danelerinin fiber içeriklerinin büyük bir k›sm›n› da ksilan
oluflturur (3). Beta 1,4 ksilanlar; beta-1,4 ba¤lant›l› D
xylosyl ünitelerinden oluflur. Ksilanaz parçalanmas› için

endo ve ekzo beta (1,4) ksilanaz ile beta-ksilanaz d›fl›nda
alfa-arabinofuranosidaz, alfa-glukoronidaz ve de¤iflik
esterazlar gibi çok çeflitli enzimlere ihtiyaç duyarlar (4).
Beta (1,4) ksilanaz yem ve ka¤›t sanayinin yan›s›ra alfa-
amilaz enzimi ile birlikte f›r›nc›l›k sanayinde de
kullan›lmaktad›r (5). Ksilan›n yemlerde k›smi olarak
hidrolizi rumen sindirimi esnas›nda selülaz enzimlerinin
yemdeki selüloza ulafl›m›n› kolaylaflt›r›r. Ksilan›n yemden
tamamen uzaklaflt›r›lmas› barsak rahats›zl›klar›na neden
olaca¤›ndan arzu edilmez (2). Bifonksiyonel ksilanaz
enzimleri mikroorganizmalarda oldukça yayg›n olarak
bulunmaktad›r (2). Mikrobiyal ksilanaz genlerinin ksilanaz
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Özet: Bacillus subtilis RSKK243 sufluna ait CMCase yan aktivitesine sahip bifonksiyonel ksilanaz geni Escherichia coli ve Bacillus
subtilis sufllar›nda s›ras›yla pUC18 ve pUB110 vektörleri yard›m›yla klonlanm›flt›r. Bifonksiyonel ksilanaz geni, pUB110 plazmidi ile
enzimatik aktiviteler ve plazmid izolasyonu için CMCase ve ksilanaz negatif Bacillus subtilis YB886 sufluna, enzim üretimini art›rmak
için RSKK243’e, multi enzim kokteylleri üreten yeni sufllar oluflturmak amac›yla da de¤iflik B. subtilis sufllar›na aktar›lm›flt›r.
Rekombinant sufllar orjinal sufllar ile enzim üretimi ve multienzim aktiviteleri bak›m›ndan karfl›laflt›r›lm›flt›r. Buna ilaveten moleküler
a¤›rl›k ve zymogram analizleri için de s›ras›yla SDS-PAGE ile SDS-CMC-PAGE ve SDS-Ksilan-PAGE jellerde karfl›laflt›r›lm›flt›r. Enzimin
s›cakl›k ve pH optimumlar› s›ras›yla 50ºC ve 5 olmufltur. Enzimin inaktivasyon s›cakl›¤› 90ºC’de 15 dakika olarak belirlenmifltir.
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Cloning of Bacillus subtilis RSKK243 Bifunctional Xylanase Gene in E. coli and B. subtilis and
Enzyme Characterization

Abstract: A bifunctional gene xylanase of B. subtilis RSKK243 encoding detectable beta(1,4) glucanase (CMCase) activity in addition
to a high level of main xylanase activity was cloned and expressed in Escherichia coli with pUC18 plasmid and in various Bacillus
subtilis strains with pUB110 vector. For enzymatic analysis and plasmid isolation, the gene was also expressed in xylanase and beta
glucanase negative B.subtilis YB886 strain with pUB110 vector. The pUB110 with bifunctional xylanase gene was transferred into
B. subtilis RSKK243 for maximizing the enzyme yield, as well as into other RSKK strains to create novel strains with multiple enzyme
capacities. Recombinant strains were compared with their original counterparts with respect to their enzyme yield and multiple
enzyme activities. In addition, molecular size determination and zymogram analysis were performed on SDS-PAGE and SDS-CMC-
PAGE and SDS-Xylan-PAGE gels. The temperature and optimum pH of the enzyme were determined to be 50ºC and 5 respectively.
The enzyme was totally inactivated when it was exposed to a temperature of 90ºC for 15 minutes.
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aktivitesi yan›nda önemli düzeyde beta (1,3) (1,4)
glukanaz (likenaz) ve CMCase aktiviteleri tafl›malar›na
karfl›l›k baz› endo-(1,4) glukanaz genlerinin de CMCase
aktiviteleri yan›nda ksilanaz yan aktivitesi bulundurduklar›
bilinmektedir. Bu nedenle ksilanaz ve selülaz enzimleri
birlikte s›n›fland›r›larak familyalara ayr›lm›fllard›r (6).

Sonuç olarak bu çal›flmam›zda B. subtilis RSKK243
suflundan ksilanaz ana aktivitesi yan›nda belirgin ölçüde
CMCase yan aktivitesi gösteren bifonksiyonel bir gen E.
coli’de pUC18 plazmidi ile klonlanarak izole edilmifltir.
Enzim fonksiyonlar›n› araflt›rmak amac›yla da ayn› gen
pUB110 plazmidi ile bu enzimleri üretmeyen B. subtilis
YB886 sufluna aktar›larak ilgili enzimin hücre d›fl› üretimi
gerçeklefltirilmifltir. Son olarak enzime ait fiziksel
özellikler de belirlenmifltir.

Materyal ve Metot

Bakteri, Plazmid ve Büyüme Ortamlar›

B. subtilis RSKK243 suflu Refik Saydam H›fz›s›hha
Merkezi’nden, E. coli XL1-Blue MRF’ bakterisi
Stratagene’den, B. subtilis YB886 suflu Daniel R. Zeigler,
Bacillus Genetic Stock Centre, Department of
Biochemistry, The Ohio State University, Colombus, OH
43210, U.S.A’dan temin edilmifltir. E. coli pUC18 ve B.
subtilis pUB110 plazmidleri Sigma (U.S.A.)’dan sat›n
al›nm›flt›r. Rekombinant bakteriler için büyüme
ortamlar›na s›ras›yla 50µl/ml amfisilin ve 20µg/ml
kanamisin ilave edilmifltir. Kimyasallar aksi belirtilmedikçe
Sigma’dan sa¤lanm›flt›r.

Enzim Aktivitelerinin Kalitatif ve Kantitatif Olarak
Belirlenmesi

Beta-glukanaz (CMCase) aktivitesi gösteren bakteriler
LB-CMC-Agar (%0,1 w/v carboxymethyl cellulose, %1,5
w/v agar) besi yerlerinde Congo-red boyama tekni¤i ile
bulunmufllard›r (7). B. subtilis RSKK243 için ortama
hiçbir antibiyotik ilave edilmezken rekombinant E. coli ve
rekombinant B. subtilis YB886 için ortama s›ras›yla
50µg/ml amfisilin ve 20µg/ml kanamisin ilave edilmifltir.

Alfa-amilaz, beta-glukanaz, ksilanaz ve likenaz (beta-
1,3-1,4 glukanaz) aktiviteleri aksi belirtilmedikçe 1 ml
%2 w/v olarak 50 mM Na-acetat, pH 6’da haz›rlanan
substratlar›n 1 ml kültür süpernatant› (enzim) ile 55ºC’de
1 saat inkübasyonu sonucunda indirgenen flekerlerin DNS
metodu (8)’na göre tayini ile belirlenmifltir (9).

Enzim Aktivitelerinin Poliakrilamid Jellerde
Gösterilmesi

B. subtilis bakterilerine ait süpernatant proteinleri eflit
hacimde %20 w/v TCA (Trichlora acetic acid) ile çökertilip
Laemmli (10)’a göre haz›rlanan %10 w/v SDS-PAGE ve
%0,2 w/v CMC veya ksilan içeren jellere uyguland› (9).
SDS-PAGE jeldeki toplam proteinler Coomassia blue
boyamas›yla ortaya ç›kar›l›rken SDS-CMC-PAGE jellerde
CMCase ve ksilanaz bantlar› jel proteinlerinin
renatürasyonundan sonra Saul ve ark.(11)’dan modifiye
edilen Özcan ve ark. (9)’na göre gerçeklefltirildi.

Rekombinant DNA Teknikleri

B. subtilis RSKK243’den kromozomal DNA hücrelerin
lizozim ve sarkosil kullan›larak parçalanmas› ve DNA’n›n
fenol, kloroformla proteinlerden saflaflt›r›lmas› ile elde
edildi (12). Kromozomal DNA RNAz (100 µg/ml) ile
37ºC’de 1 saat inkübe edildi. Kromozomal DNA BamH1
ile k›smi kesilerek %0.4’lük agaroz jelde analiz edildi
(13). 1 ile 5 kbp DNA fragmentleri agaroz jelden
kesilerek elektroelusyon (Strata-eluter, Stratagene) ve
Prep-A-gene clean (Bio-rad) kit ile agaroz jelden
ar›nd›r›larak pUC18/BamH1/BAP + Ligaz (Pharmacia)
vektörü ile önce 16ºC’de 1 saat, sonra 4ºC’de 1 gece
ligasyona b›rak›ld› (14). Ligasyon s›v›s› CaCl2 ile
kompatent hale getirilmifl E. coli XL1 Blue MRF’
bakterilerini transforme etmede kullan›ld› (15, 16).
Transforme bakteriler 37ºC’de 1 saat inkübe edildikten
sonra Amfisilin-Xgal-LB-agar (50 µg/ml amfisilin, 40
µg/ml Xgal) plaklar›na ekilerek rekombinant bakteriler
rekombinant olmayanlardan ayr›lm›flt›r. CMCase aktivitesi
gösteren rekombinant E. coli klonundan plasmid DNA
Birnboim ve Doly (17)’ye göre ç›kar›lm›flt›r. Rekombinant
pUC18’den bifonksiyonel ksilanaz geni BamH1 ile
kesilerek %0,8 w/v jelden gene clean kit ile izole edilip
ayn› enzimle kesilen pUB110’a ligasyon yap›lm›flt›r.
Rekombinant pUB110 B. subtilis YB886’ya
elektroporasyon (Invitro-gen) tekni¤i ile PEB (272 mM
sucrose, 1 mM MgCl2, 7 mM potassium phospathe)
solusyonu ve 0,1 cm küvet kullan›larak; 100 Ω, 50µF,
1500V de¤erleri al›narak transfer edilmifltir (18).
Rekombinant B. subtilis bakterileri CMCase testi için
20µg/ml kanamisin içeren LB-CMC-Agar plaklar›na
ekilmifllerdir.

Bulgular

Bacillus subtilis RSKK243’e ait gen bankas› CMCase
aktivitesi bak›m›ndan tarand› ve bir adet CMCase pozitif
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E. coli kolonisi bulundu. Bu koloniye ait rekombinant
plazmid izole edilerek tafl›d›¤› 2-3 kbp uzunlu¤unda
BamH1-BamH1 DNA parças› pUB110 vektörüne
tak›lm›flt›r (fiekil 1). Oluflturulan rekombinant plazmid
(pUB110C) elektroporasyon tekni¤i ile B. subtilis YB886
sufluna aktar›larak enzimin ekstraselülar olarak üretimi
gerçeklefltirilmifltir. Ayn› plazmid RSKK243, 244 ve 246
sufllar›na da aktar›larak de¤iflik enzim kokteyllerinin
üretimi amaçlanm›flt›r.

Bifonksiyonel ksilanaz enziminin s›cakl›k optimumu
hem ksilanaz hemde CMCase aktiviteleri için 50ºC olarak

belirlenmifltir (fiekil 2-A). Enzim için optimum pH de¤eri
5-6 aras›nda bulunmufltur (fiekil 2-B).

Enzim de¤iflik s›cakl›klarda 15 dakika tutulduktan
sonra substrat ile normal koflullarda (55ºC, 1 saat)
inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Enzimin 90ºC’de 15 dakika
tutulmas› aktivitesinin tümünün kaybolmas›na yol açm›flt›r
(fiekil 2-C).

B. subtilis YB886 sufluna ait süpernatant niflasta,
ksilan, likenan ve CMC’ye karfl› aktif herhangi bir enzim
üretmezken, bifonksiyonel ksilanaz geninin pUB110
plazmidi ile aktar›lmas› sonras›nda YB886 rekombinant
suflu yüksek düzeyde ksilanaz ve belirli düzeyde CMCase
aktivitesi göstermifltir. Fakat bifonksiyonel genin ksilanaz
ve CMCase üreten RSKK243 ve RSKK246 sufluna
aktar›m› bu enzimlerin mevcut seviyesinde herhangi bir
art›fl sa¤lamam›flt›r (fiekil 2-D).

Orjinal ve rekombinant bakteri sufllar› SDS-PAGE jelde
karfl›laflt›r›ld›¤›nda aralar›nda belirgin bir farkl›l›k
görülememifltir (fiekil 3-A). Bunun üzerine zymogram
analizleri yap›lm›flt›r.
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fiekil 2. Bifonksiyonel gene ait ksilanaz ve CMCase enzimleri için s›cakl›k optimumu (A), pH optimumu (B), s›cakl›k direnci (C), substrat seçicili¤i
(D) de¤erleri.

fiekil 1. Bifonksiyonel ksilanaz-CMCase geninin insert analizi
(pUC18/BamH1, pUC18+ksilanaz geni/BamH1).



SDS-Ksilan-PAGE ve SDS-CMC-PAGE jelde YB886
suflu herhangi bir aktif bant üretmezken bifonksiyonel
geni alan YB886R ile RSKK243R, RSKK244R ve
RSKK246R sufllar› ayn› moleküler a¤›rl›¤a sahip birer
aktif bant oluflturmufltur (fiekil 3-B, 3-C).

Tart›flma ve Sonuç

Bacillus subtilis RSKK243’e ait plazmid gen bankas›
(kütüphanesi) beta-glukanaz aktivitesi bak›m›ndan
taranm›flt›r. Beta-glukanaz (CMCase) aktivitesi gösteren
klon bu gen bankas›ndan izole edilmifltir. Halbuki enzimin
de¤iflik substratlar üzerindeki etkisi incelendi¤inde
ksilanaz aktivitesinin ana aktivite oldu¤u ve beta-glukanaz
aktivitesinin önemli say›lacak bir yan aktivite oldu¤u tespit
edilmifltir. Lignoselülozlar›n yap›s›nda yer alan beta-
glukan ve ksilanlar bir arada mozaik formunda
bulunmalar› sebebiyle lignoselülolitik enzimlerden
herbirinin bu flekilde çoklu (multiple) aktivite göstermeleri
do¤al karfl›lanmal›d›r (2). Ksilanaz ve CMCase enzimleri
de¤iflik gen organizasyonlar›na göre 17 s›n›f alt›nda
katagorize edilmifltir (6). Bunlar içerisinde Bacillus
lautus’a ait endoglukanaz enzimini de (19) içeren familya
A4’e ait enzimler; endoglukanaz aktivitesi yan›nda bir
miktar da ksilanaz yan aktivitesi tafl›maktad›rlar. Bunun
aksine içerisinde Bacillus subtilis C-125’e ait ksilanaz
(xyn) enzimini de içeren F familyas›na ait enzimler yüksek
ksilanaz aktivitesinin yan›s›ra belirgin düzeyde

(detectable) beta-glukanaz aktivitesi tafl›maktad›rlar (6,
20). Bizim klonlad›¤›m›z bifonksiyonel ksilanaz geni de
belki bu katagoride s›n›fland›r›labilir. Klonlanan DNA
fragmentine ait ksilanaz ve CMCase aktivitelerinin s›cakl›k
ve pH optimum de¤erlerinde görülen paralellik bu
hipotezimizi destekler mahiyettedir. Bu durumun daha
kapsaml› araflt›r›lmas› ve s›n›fland›r›lmas› için klonlanan
DNA fragmentinin baz dizilifllerinin okunmas›
gerekmektedir.

YB886 suflu herhangi bir CMCase aktivitesi
üretmezken YB886R suflu RSKK243 gen verici bakteriyle
ayn› moleküler a¤›rl›kta bir CMCase enzimi üretmesi
bifonksiyonel ksilanaz geninin Bacillus subtilis RSKK243
bakterisinden orijin ald›¤›n›n en aç›k bir göstergesi
olmufltur (fiekil 3-C).

Enzimin s›cakl›k ve pH optimum de¤erleri 50ºC ve
5-6 aras›nda bulunmufltur (fiekil 2-A, 2-B). S›cakl›k ve pH
optimumundan ksilan ve CMC üzerinde ayr› ayr›
belirlenmifl ve elde edilen de¤erlerdeki paralellik heriki
aktivitenin ayn› proteinden kaynaklanaca¤› görüflünü
güçlendirmifltir. Ksilan ve CMC ile haz›rlanan zymogram
analizleri de bu görüflü do¤rular niteliktedir (fiekil 3-B, 3-
C). Enzimin ksilan ve CMC’ye karfl› gösterdi¤i aktivite
90ºC’de 15 dakika inkübasyon ile tamamen inaktif
duruma geçti¤i bulunmufltur (fiekil 2-C). Enzimin
bifonksiyonel oluflu ve s›cakl›¤a duyarl› oluflu
(inaktivasyon 55ºC-90ºC) f›r›nc›l›k sanayinde kullan›lma
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fiekil 3. De¤iflik B. subtilis sufllar›n›n SDS-PAGE (A), SDS-Ksilan-PAGE (B) ve SDS-CMC-PAGE (C) jeldeki görünümleri.



ihtimalini art›rmaktad›r (21). Bacillus subtilis RSKK246
suflundan izole edilen alfa-amilaz ile birarada kullan›lmas›
düflünülmüfltür (14, 22). Bu nedenle bifonksiyonel
ksilanaz geni alfa-amilaz üreten RSKK244 ve RSKK246

sufllar›na aktar›lm›flt›r. Ayr›ca yem sanayinde probiyotik
olarak kullan›lmak üzere bu enzimleri üreten
rekombinant bir maya (Saccharomyces cerevisiae) da
gelifltirilmifltir (23).
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