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Ozet

Neocallimastix sp. ve polisentrik Orpinomyces sp. 12 ticari karbon kaynadi ve 11 bitkisel karbon kaynagi Gzerinde gelistirilerek
B-1,4-endoglukanaz, 3-1,4-endoksilanaz, $-glukosidaz, B-ksilosidaz Uretimleri belirlenmistir. Enzimler tG¢lincl giinden itibaren besi
ortaminda toplanmis, en ytiksek seliilaz aktivite degerleri Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp.de sirasiyla karboksimetil seliiloz ve
tekstil atigindan elde edilmistir. Kolay fermente edilebilen sekerler sellloz dretimini 0.5 U/ml altinda kalmasina neden olmustur.
Ksilanaz en yiiksek Neocallimastix sp!nin karboksimetil seltiloz kiilttriinde, Orpinomyces sp!nin fruktoz, maltoz, siikroz, laktoz ve avisel
kiltiirlerinde tespit edilmis, ayrica yonca her iki fungus icinde ksilanaz aktivitesini en Ust diizeye cikarmistir. Neocallimastix sp.de
B-glikosidaz ve B-ksilosidaz tiretimi Orpinomyces sp!ye gére daha fazla olmustur. inulin her iki fungus tarafindan fermente edilse
de fungal gelisimleri dolayisiyla da enzim Uretimlerini olumsuz etkileyen tek substrat olmustur. Ksilanazin strekli salgilanma dogasi
anaerobik funguslarin konak hayvanin hemiseliilozdan faydalanmasinda 6nemli rol oynadigini géstermektedir.

Anahtar sozciikler: Neocallimastix, Orpinomyces, Seliilaz, Ksilanaz, -glukosidaz, 3-ksilosidaz

Effects of Carbon Sources on Enzyme Production of
Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp.

Summary

Neocallimastix sp. and Orpinomyces sp. was grown by using 12 commercial carbon sources and 11 plant carbon sources. 3-1,4-
endoglucanase, 3-1,4-endoxylanase, 3-glucosidase, 3-xylosidase synthesis by these fungi were determined. Enzymes accumulated
on culture medium after three days. The maximum cellulase activities of Neocallimastix sp. and Orpinomyces sp. was observed in the
cultures of carboxymethyl cellulose and textile waste, respectively. In the cultures of readily fermentable sugars, cellulase activity was
under 0.5 U/ml. Xylanase activity was found to be maximum in carboxymethyl cellulose culture of Neocallimastix sp. However maximum
xylanase activities of Orpinomyces sp. was found in fructose, maltose, sucrose, lactose and avicel cultures. Xylanase production of both
fungi was also induced by alfalfa hay. Neocallimastix sp. produced more B-glicosidase and B-xylosidase than Orpinomyces sp. Inulin
was fermented by both fungi, however inulin was the only substrate that caused poor growth and enzyme production. The continuous
secretion of xylanase reflected the role of anaerobic fungi in hemicellulose degradation in host animal.

Keywords: Neocallimastix, Orpinomyces, Cellulase, Xylanase, 3-glucosidase, 3-xylosidase
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Bitkisel materyaller pek ¢cok ruminantin temel besi-  Ruminantlarin sindirim kanali bitkisel materyalin fermen-
nini olusturmaktadir ' ve dogadaki temel depolanmig kar-  tasyonu icin ¢ok uygundur ve selliloz ile diger bitkisel
bon kaynagini bitki hiicre duvarlar olusturmaktadir 2. fibrillerin mikrobiyal sindirimi ruminant hayvanlarda do-
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gal diyetlerin kullaniminda merkezi bir role sahiptir 3.
Rumen ekosistemi icerisinde hiicre duvarlarina ait poli-
sakkarit parcalayan enzim aktivitesi diger bilinen fermen-
tasyon sistemlerinden 10 kat daha fazladir *. Rumen bak-
terilerinin sayisal Gstunligu ve metabolik cesitliliginden
dolayl rumendeki besin sindiriminin biylk boliminden
sorumlu oldugu disiindlse de 3, bitki hiicre duvarinin par-
calanmasinda rumen fungal enzimlerin etkinligi rumen
bakterilerinden oldukca fazladir *. inek ve koyun rumenle-
rinde fibrilli diyetler Gizerinde biiylik anaerobik fungal po-
pulasyonlarin varligi bilinmektedir ve bu funguslarin 6zel-
likle fibrilli bitki parcalarini kolonize ettigi bilinmektedir °.
Lignoseliiloz sindiriminde anaerobik funguslarin éncelikli
kolonizasyonu diger rumen mikroorganizmalari tarafindan
ulagilamayan dokulara fungal misellerin penetrasyonu ile
gerceklesmektedir 3.

Rumen funguslarinin selilolitik enzim aktiviteleri, bas-
kin ruminal sellilolitik bakterilerden 5 kat daha fazla ol-
dugu ve rumen bakterilerinin yoklugunda otlardan olusan
materyalin %62'sinin rumen funguslar tarafindan parcalan-
digi bildirilmistir . Bununla birlikte rumen funguslarinin
sentezledigi seliilaz ve ksilanaz enzimlerinin endistride ge-
nis 6lctide kullanilan Trichoderma reesei’, Aspergillus oryzae
ve Saccharomyces cerevisae * enzimlerinden daha yiksek
aktiviteye sahip oldugu gorilmustir. Buna gére rumen
funguslari tarafindan Uretilen seliilaz ve ksilanaz enzimleri
bilinen en aktif fibrolitik enzimleri olusturmaktadir 8. Ru-
mende endoglukanaz ve ekzoglukanaz gibi polisakkarit
parcalayan enzimler hiicre ylizeyinde veya sitoplazmada
bulunabilirken, glikozid parcalayan B-glukosidaz ve (-
fukosidaz gibi enzimler ¢ogunlukla rumen sivisinda
bulunmaktadir ki bu enzimlerin rumen mikroorganizma-
larinin parcalanmasiyla hiicre igeriginin rumen sivisina
¢ikmasindan kaynaklandigi bildirilmistir 4. Diger rumen
mikroorganizmalar ile karsilastirildiginda anaerobik fun-
guslarin B-glikosidaz ve B-ksilosidaz enzimlerinin spesifik
aktiviteleri oldukca yiiksektir °.

Bu calismada inek diskisindan izole edilmis olan an-
aerobik rumen funguslari monosentrik Neocallimastix sp.
ve polisentrik Orpinomyces sp/nin selllolitik ve hemiseli-
litik enzim Uretimleri Gzerine farkli karbon kaynaklarinin
etkisi incelenmistir. Bu kapsamda 12 hazir karbon kayna-
ginin yani sira 11 bitkisel karbon kaynadi kullanilarak bu
funguslarin B-1,4-endoglukanaz (seliilaz; EC 3.2.1.4) B-1,4-
endoksilanaz (ksilanaz; EC 3.2.1.8), 3-glukosidaz (EC3.2.1.21),
B-ksilosidaz (EC 3.2.1.37) Uretimleri belirlenmistir.

MATERYAL ve METOT

Anaerobik Fungal izolatlar ve Kiiltiir Kosullari

Bu calismada kullanilan anaerobik rumen funguslari
Neocallimastix ve Orpinomyces cinslerine ait izolatlar Kahra-
manmaras Siitcti imam Universitesi, Zootekni Bélimi, Biyo-
teknoloji ve Gen Miihendisligi Laboratuari'nda bulunan Ana-

erobik Fungus Kiltir Koleksiyonu'ndan temin edilmistir ™.
Bu calismada kullanilan bazal anaerobik besiyeri Orpin'e
gore " hazirlanmistir. Besiyeri 150 ml/L rumen sivisi, 6 g/L
NaHCO;,, 2.5 g/L maya 6z(tu, 10 g/L peptone, 1 g/L L-sistein
hidroklorir, ve 1 mg/It resazurin icermektedir. Besiyerinde
kullanilan mineral solusyonlar ayri hazirlamistir ve 150 ml/L
oraninda ilave edilmistir. Mineral Solusyon I: %0.3 K,HPO,;
Mineral Solution II: %0.3 KH,PO,, %0.6 NaCl, %0.6 (NH,),SO,,
%0.06 CaCl,, ve %0.06 MgSO, icermektedir. Bazal besi or-
tamina enerji kaynadi olarak bugday samani ilave edilmistir.
Besiyeri icerisindeki oksijenin uzaklastirlmasi amaciyla bir
yandan CO, ile muamele edilirken ayni zamanda kaynama
noktasina kadar isitilarak yine CO, (%99) gazi altinda
Hungate tiiplerine aktariimis ve otoklav ile steril edilmistir.
Biitlin inklibasyonlar 39°C'de ve duragan kiiltiirlerde ger-
ceklestirilmistir.

Anaerobik Funguslarin Enzim Uretimlerinin
Belirlenmesi

Anaerobik funguslarin enzim Gretimleri icin kullani-
lacak besi ortami temel olarak yukarida anlatildigi gibi ha-
zirlanmistir. Test edilecek hazir karbon kaynaklari glikoz,
fruktoz, ksiloz, maltoz, siikroz, laktoz, sellobiyoz, ksilan,
karboksimetil selliloz (KMS), avisel, nisasta ve inulin ola-
rak belirlenmis, anaerobik besi ortamlarina %0.5 oranin-
da ilave edilmistir. Bitkisel materyaller; bugday (Triticum
aestivum) samani, yonca (Lucerne alfalfa), arpa (Hordeum
vulgare) samani, yulaf (Avena sativa) samani, misir (Zea
mays) kocani, defne (Laurus nobilis) yapraklari, kiraz (Prunus
avium) yapraklar, sandal (Santalum album) yapraklarn ve
keciboynuzu (Ceratonia siliqua) meyveleri degirmende (lka;
MF10) 6gitilmis ve 2 mm’lik elekden gecirilerek ayristi-
rilmistir. Yer elmasi (Helianthus tuberosus) liyofilize edildik-
ten sonra toz haline getirilmis ayrica tekstil endistrisinin
atigi olan pamuk lifleri de bitkisel materyal kategorisinde
denenmistir. Bitkisel materyaller Hungate tliplerine ~100
mg olacak sekilde ilave edilmis ve anaerobik besi ortami
tiplere 10 ml hacimde dagitiimistir. Cozlinebilir karbon
kaynaklarini iceren besi ortamlari 110°C'de 15 dk, ¢6zlin-
meyen karbon kaynaklarini iceren besi ortamlari 121°C’
de 15 dk otoklav edilmistir '. Fungal izolatlarin 2 gecelik
glikozlu kultdrleri, 6nceden 39°C'ye isitilmis besi ortamla-
rinin inokilasyonu icin kullanilmistir. Funguslarin enzim
Uretimleri takip etmek icin 3, 5 ve 7. giinlerde ornekler
alinmustir.

Enzim Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Enzim Uretimi arastirilacak kiilttr 1.200 g'de 10 dk santri-
fujlenmis ve besi ortami ile hiicre/bitkisel materyal bir-
birinden ayrilmistir. Hiicre disina salgilanan enzimlerin ak-
tivitesini belirlemek icin elde edilen Gst sivi sonraki calis-
malarda kullaniimak tizere —20°C'de saklanmistir.

B-1,4-Endoglukanaz ve -1,4-Endoksilanaz
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Seliilaz ve ksilanaz aktivitelerinin belirlenmesi icin Miller'e
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ait 2 yontem kullaniimistir. Reaksiyon, ependorf tiipleri
icerisinde enzim ekstrakti ve substratin (%0.5 substrat, 50
mM sodyum fosfat tamponu, pH 6.0) 40°C'de 45 dk in-
kiibasyona birakilmasiyla gerceklestirilmistir. Selilaz ve
ksilanaz enzimleri icin substrat olarak sirasiyla Karboksi-
metilseliiloz (Sigma) ve Oat Spelts Ksilan (Sigma) kullanil-
mistir. Karisim Uzerine 3-5 dinitrosalisilik asit (DNS) so-
lusyonu (%30 sodyum potasyum tartarat, 2 N NaOH, %1
DNS) eklendikten sonra 5 dk kaynar su banyosunda
bekletilerek enzim reaksiyonu durdurulmustur. Kontrol ve
deney grubu karisimlari saf su ile seyreltilmis ve reaksiyon
karisimindan ¢éziinmeyen maddelerin uzaklastiriimasi icin
14.000 g'de 2 dk santrifiij edilmistir. Enzimatik reaksiyon
sonucunda ortaya cikan indirgenen seker miktarinin be-
lirlenmesi icin spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda
EZ 150) 540 nm'de absorbanslari 6l¢tlmdistir. Enzim akti-
vitelerinin hesaplanmasinda kullanilan standart ¢ozelti-
lerinde seliilaz ve ksilanaz enzimleri icin sirasiyla glikoz
ve ksiloz kullanilmistir. Bir tGnite enzim aktivitesi 1 dk
icerisinde salinan 1 mmol in-dirgenen seker miktari olarak
tanimlanmustir.

Sekil 1. Bu calismada kullanilan Neocallimastix sp. (a) ve
Orpinomyces sp.ye (b) ait spor keseleri ve rizomiselyumlari

Fig 1. Sporangia and rhizomycelium of Neocallimastix sp.
(a) and Orpinomyces sp. (b) used in this study

B-Glikosidaz ve B-Ksilosidaz Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Enzim ekstraktralarinda p-glikosidaz ve B-Ksilosidaz ak-
tivitelerini belirlemek icin sirasiyla kromojenik substrat-
lar p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (Sigma) ve p-
nitrophenyl-B-D-xylopyronoside (Sigma) kullanilmistir. En-
zim ekstrakti ile 3 mM pNP-seker tirevleri (50 mM sodyum
fosfat tamponu, pH 6.0) 40°C sicaklikta 60 dk inkiibasyona
birakilmistir. Enzimatik reaksiyon 2 M Na,CO, solusyonu ile
durdurulmustur. B-glikosidaz ve B-ksilosidaz aktivitelerinin
tespit edilmesi icin substrattan salinan p-nitrophenyl (pNP)
spektrofotometrede 420 nm'de Sl¢lilmistir. Standart ¢ozeti-
lerinde pNP kullaniimis ve bir (inite enzim aktivitesi 1 dk ice-
risinde salinan 1T mmol pNP miktari olarak tanimlanmistir 3,

BULGULAR

Bu calismada kullanilan ruminal funguslardan
Neocallimastix sp. monosentrik, Orpinomyces sp. ise poli-
sentrik karakterde olan funguslardir (Sekil 1). Her iki fun-
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gusunda rizoidal yapilar 151tk mikroskobu altinda incele-
nerek kontrol edilmistir. Neocallimastix sp!nin karakteris-
tik 6zellikleri olan tek sporangiuma bagli filamentli rizomi-
selyumlari, Orpinomyces sp'nin ise yogun rizomiselyum-
lari iceresindeki birden fazla sporangiumlari gézlenmistir.
Neocallimastix sp. bol miktarda ¢ok kamgili zoosporu goz-
lenebilirken, Orpinomyces sp’nin ise cok kamgcili zoosporlari
nadiren gozlenebilmistir.

Farkli karbon kaynaklarinin Neocallimastix sp. ve
Orpinomyces sp/nin enzim Uretimleri Gzerine etkilerini za-
mana bagdli olarak belirlemek icin inklibasyonun 3, 5 ve 7.
glinlerinde kultiirlerden 6rnekler alinmis ve enzim Gretimi
bakimindan analiz edilmistir. Enzimlerin genel olarak 3.
glinden itibaren besi ortaminda toplandiklari gorilmustur.
En ylksek seliilaz aktivite degerleri Neocallimastix sp. ve
Orpinomyces sp.de sirasiyla KMS (1.30 U/ml) ve tekstil ati-
g1 (1.36 U/ml)'ndan elde edilmistir. KMS, anaerobik fun-
guslarin endoglukanazlarinin Uretiminde etkili bir substrat
oldugu bilinmekle beraber, diger seliilozik karbon kay-
naklari da test edilen anaerobik funguslarin KMSaz Ureti-
mini arttirmistir. Neocallimastix sp. icin KMS, Orpinomyces
sp!ye gore daha etkili bir substrat oldugu gorilmektedir.
Bununla beraber Neocallimastix sp. tarafindan kristalin
seliiloz 6zelliginde olan avisel (1.08 U/ml), Orpinomyces
sp. tarafindan ise tekstil atigi (1.36 U/ml) daha etkili kul-
lanilan substratlar olmustur. Bu ¢alismada glikoz vb. ko-
lay fermente edilebilen sekerler seliiloz tretiminin genel
olarak 0.5 U/ml altinda kalmasina neden olmustur. inulin
ise Orpinomyces sp.de seliilaz Gretimini tamamen durdu-
rurken, Neocallimastix sp.de de oldukc¢a disiik bulunmustur
(0.03-0.08 U/ml). Elde edilen sonuglar ¢alisilan funguslarda
seliilaz Uretiminin substrata bagh olarak diizenlendigini
gOstermistir (Tablo 1).

Ksilanaz aktivitesinin butlin karbon kaynaklarinda se-
lilaz aktivitesinin ¢ok lzerinde oldugu gortlmustir (Tablo
1). En disuk ksilanaz aktiviteleri inulin iceren besi or-
tamlarinda goériilmis olmasina ragmen indlin kilttrinde
selllaz aktivitesine gore daha fazla ksilanaz aktivitesi
elde edilmistir (0.59-1.46 U/ml). Ksilanaz tretimi hazir kar-
bon kaynaklari icerisinde Neocallimastix sp. icin en yliksek
KMS iceren kultur ortaminda (5.66 U/ml) gerceklesirken,
Orpinomyces sp. icin fruktoz (6.45 U/ml), maltoz (6.35
U/ml), siikroz (7.08 U/ml), laktoz (6.97 U/ml) ve avisel
(7.02 U/ml) besi ortamlarinda yiiksek diizeyde ksilanaz
aktivitesi tespit edilmistir. Yukarida sayilan karbon kay-
naklarinin Orpinomyces sp!nin gelisimini de oldukga art-
tirmasi bu sonucun ¢ikmasinda énemli bir etken oldugu
dustintlmdasttr. Diger taraftan yonca her iki fungus
icinde ksilanaz aktivitesini en Ust dizeye cikarmistir
(Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp. icin sirasiyla, 8.14
ve 6.79 U/ml). Benzer etki ayrica Neocallimastix icin def-
nede (7.59 U/ml) ve Orpinomyces icin de yer elmasinda
(7.13 U/ml) kaydedilmistir. Ksilanaz Gretiminin ksilan yeri-
ne selllozik substratlar tGzerinde artmasi, anaerobik fun-
guslarda seliilazlar ile beraber ksilanaz enzimlerinin Ure-

tildigini ve bu enzimlerin sinerjistik olarak calistigini diisiin-
dirmektedir. Ayrica ksilanaz Gretiminin ksilanin monomeri
olan ksiloz ile baskilanmamasi, ksilanazin surekli olarak sal-
gilanabilmesi icin 6nemli bir faktordr.

Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp’ye ait B-glikosidaz ve
B-ksilosidaz Uretimleri Tablo 2'de verilmistir. Neocallimastix
sp. ozellikle KMS (1.59 U/ml), avisel (1.53 U/ml) ve teksil
atigi (1.53 U/ml) gibi seliilozik kaynaklarda yliksek diizeyde
B-glikosidaz sentezlerken, bugday samani, yonca ve arpa
iceren besi ortamlarinda da 1.0 U/ml lzerine ¢ikmistir.
Orpinomyces sp!nin misir kogani (0.64 U/ml), sellobiyoz
(0.62 U/ml), stikroz (0.62 U/ml), maltoz (0.57 U/ml) ve
avisel (0.55 U/ml) kilturlerinde diger karbon kaynaklarina
gore daha fazla B-glikosidaz aktivitesi gorulmustir. Elde
edilen sonuglar Neocallimastix sp/nin B-glikosidaz Ureti-
minin Orpinomyces sp.den daha yilksek oldugunu gos-
termektedir. B-ksilosidaz aktiviteside B-glikosidaz ile
benzer olarak Neocallimastix sp/de daha ytksek ¢cikmistir.
Neocallimastix sp. icin ksilanin, B-ksilosidaz enziminin en
iyi indikleyicisi oldugu gorulmdstir (1.16 U/ml). Maltoz,
stkroz, arpa ve defne de B-ksilosidazin Uretilmesini tesvik
edici substratlardandir (0.61-0.81 U/ml). Orpinomyces sp.nin
B-ksilosidaz Uretiminde ksiloz diger karbon kaynaklarina
gore daha etkili olmustur (0.32-0.37 U/ml).

TARTISMA ve SONUC

Anaerobik funguslar monosentrik ve polisentrik olmak
Uzere farkli Greme Ozellikleri gosterirler. Monosentrik fun-
gus sadece bir adet sporangiyum (spor kesesi) icerirken
polisentrik funguslar birden fazla spor kesesi icermek-
te, ayrica monosentriklerin ve polisentriklerin spor kese-
leri boyut ve sekil bakimindan farkhhklar gostermektedir.
Monosentrik ve polisentrik funguslarin bitki hicre duva-
rinin yikimi sirasinda bitkisel materyalleri kolonizasyonunda
da farkliliklar arz etmektedir. Polisentrik funguslar rizo-
miselyumlari ile bitki parcalarini siki bir sekilde sarmasi
direncli lignoselllozik materyalin degradasyonunda avan-
taj saglayabilir. Bununla birlikte monosentrik funguslar
daha kolay yayilabilmekte ve bitki hicre duvarini kolo-
nize edebilmektedirler '*. Bu ¢alismada monosentrik fun-
guslardan Neocallimastix sp. ve polisentrik funguslardan
Orpinomyces sp.nin enzim Uretimleri incelenmistir.

Anaerobik funguslarin seliilaz enzim Gretiminin ortam-
da bulunan substrat cesidinden etkilendigi onceki calis-
malarda bildirilmistir '>. Yanke ve ark.'s, calistiklari anaerobik
funguslarin endoglukanaz aktivitelerinin seliilozik substrat-
larda, ksilanaz aktivitesinin ise ksilan tGzerinde daha yuk-
sek oldugunu bildirmistir. Williams ve Orpin 7 de benzer
olarak calismalarinda ksilan Gzerinde gelisen fungusun
glikozda gelisen fungusdan daha fazla ksilanaz Urettigi
bildirilmistir. Piromyces sp. E2'nin enzim Uretimleri en yik-
sek sellobiyoz, laktoz, fruktoz ve nisasta iceren kilturlerde
gerceklesmis, ksilan Gzerinde ksilanaz Uretimi seliilozik
substrat filtre kagidi lizerinde gelisen kultlire gore %40
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daha az bulunmustur . Neocallimastix R1'in ksilanl kiil-
tiriinde ksilan Uretimi ise avisel lizerindekinden daha
fazla bulunmustur ™. Yapilan calismalar anaerobik fungal
suslar arasinda enzim Uretim diizeyi ve diizenlenmesi
bakimindan farkllik gosterse de cins diizeyinde selilolitik
ve ksilanolitik enzim aktivite profillerinde benzerlik oldugu
bildirilmistir 2°. Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp. ile
yapilan bu calisma da seliilaz Gretiminin substrata bagh
oldugunu ve KMS, avisel ve tekstil atigi gibi seliilozik
substratlarin, ¢oziinebilir sekerlerden daha etkili bir uya-
rict oldugunu gostermistir. Bitki hiicre duvarlarinda bulu-
nan lignin icerigi seliiloz kullanimini biyik o6lctide sinir-
landiran faktér olmasi, mikroorganizmalarin erisimi zor
olan sellilozu parcalayacak enzimleri tGretmek yerine or-
tamda bulunan hazir sekerleri kullanmasini tesvik edecek
metabolik diizenleme mekanizmalar oldugunu akla ge-
tirmektedir.

Ksilanaz, anaerobik funguslarin calisilan tim endo-
polisakkarit hidrolaz enzimleri icerisinde en aktif olan
enzimdir 2'. Bu calismada Neocallimastix sp. KMS Uzerinde,
Orpinomyces sp. KMS ve 6zellikle avisel Uzerinde ksilanli
kiltirlerinden daha fazla ksilanaz Giretimi gerceklestirmistir.
Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp. tarafindan bitin
karbon kaynaklari izerinde ksilanaz Uretilmesi bu iki fun-
gus icin ksilanaz Uretiminin temel oldugunu ortaya koy-
maktadir. Buna benzer sonug¢ Neocallimastix R1'den de
elde edilmis ve glikoz, ksiloz, sellobiyoz ve ksilan'da sira-
siyla 1.19, 2.29, 1.32 ve 3.2 U/ml ksilanaz aktivitesi tespit
edilmistir °. Calismada kullanilan her iki fungusun butin
bitkisel materyaller tzerinde gelisebilmesi ve ksilanaz
enzimlerinin sireklilik arz eden salgilanma dogasi bu an-
aerobik funguslarin 6zellikle ksilan degradasyonunda 6nem-
li bir rol aldigini ve konak hayvanin hemisellilozdan fayda-
lanmasina katki sagladigini gostermektedir. Neocallimastix
sp. R1'in inulin iceren ortamda gelistigi fakat KMS ice-
ren ortamda gelisemedigi, laktoz iceren ortamda ise za-
yif gelistigi bildirilirken '°, bu ¢alismada inulin her iki fun-
gus tarafindan fermente edilse de fungal gelisimleri do-
layisiyla da enzim Uretimlerini olumsuz etkilemis ancak
KMS ve laktoz iceren ortamlarda iyi gelistikleri gozlen-
mistir. inulin, Neocallimastix sp. izolatlar tarafindan kulla-
nildigi ancak Caecomyces sp. ve Piromyces sp. izolatlari
tarafindan kullanilamadigi bildirilmistir 22. Paul ve ark.?,
inulinin Piromyces sp. tarafindan fermente edilmedigini,
Neocallimastix sp. ve Orpinomyces sp. tarafindan fermente
edildigini bildirmistir.

Selilolitik enzimler tarafindan parcalanan seliilozun
ana Urinu olan sellobiyozun birikmesi selliloz hidrolizini
durdurmaktadir. Anaerobik funguslarin B-glikosidaz enzi-
mi ekstrasellllerdir ve rumen sivisi icerisine enzimi bira-
kirlar 2*. Rumen bakterilerinin B-glikosidazlari temel ola-
rak hiicreseldir, bu nedenle fungal p-glikosidazlar rumen
sivisindan sellobiyozun uzaklasmasinda 6nemli rol oyna-
makta ve seliiloz hidrolizi sonucunda biriken sellobiyozun
meydana getirecedi inhibisyonun dniine gecilmektedir %.

Bu calismada sellobiyozun hidrolizini gerceklestiren f3-
glikosidaz enziminin Uretimi sellobiyoz iceren ortamda KMS
iceren kiiltlr kadar uyarilmamistir. Bu durum B-glikosidazin
sinerjistik calistigl diger seliilaz enzimleri ile beraber ayni
anda salgilandigini distindiirmektedir. Boylelikle rumen
icerisine seluloz degradasyonunun baslamasi ile beraber
anaerobik funguslar tarafindan B-glikosidaz enziminin
birakilmasi rumende sellobiyozun birikmesini énemli de-
recede engelleyecektir. Ayni durumun B-ksilosidaz Ureti-
minde de gorilmesi rumen icerisinde ksilobioz birikiminin
de 6nline gecildigini gostermektedir. Bugline kadar cali-
silan anaerobik funguslarin yiksek selilolitik ve ksilanolitik
aktiviteleri bilinse de, fungal genuslar ve suslar arasinda
farkli deney kosullarinin uygulanmasindan dolay karsilas-
tirmalar yapmak c¢ok gtictiir. Ancak benzer noktalar be-
lirlenecek olursa enzim Gretimi genel olarak zamana bag-
I olarak artmaktadir. Bltlin anaerobik funguslar bazal di-
zeyde endoglukanaz Uretebilir fakat seliilozik substrat-
lar enzim Uretimini arttirmaktadir. Ksilanaz enzimleri an-
aerobik funguslar icin temel enzimlerdir ve yiiksek diizeyde
sentezlenir. Ekstraselltler B-glikosidaz ve B-ksilosidaz en-
zimleri rumen ortamindan sellobiyoz ve ksilobiyozun uzak-
lastirlmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Anaerobik fun-
gal cinsler arasinda gelistikleri substratlarda enzim Gretim-
lerinin farkhlik gostermesi genetik dizenleme mekaniz-
malarindaki farkhhgr géstermektedir.
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