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Bu calismada, farkli meyve agaclarinin bulundugu toprak orneklerinden
izole edilen Paenibacillus illinoisensis (CUHK1)’den alkali pektinaz enzimi
Uretilmistir ve enzimin karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Pektinaz aktivitesini saptamak amac ile izole edilen suslar %0,5 pektin
iceren agar besiyerinde 37 °C’de 48 saat inkilbe edilmistir. Daha sonra bakteri
kiltarda 5 ml iyot sollisyonu ile boyanmustir.

Toplam 117 sus pektinaz aktivitesi igin test edilmistir ve 18 tanesi pektinaz
aktivitesi gostermistir. Kismi olarak saflastirilan enzimin molekuler agirlig
%10’luk SDS-PAGE ve Zimogram analizi ile 32 kDa olarak belirlenmistir.
Optimum enzim aktivitesi 50°C ve pH 10,0’da saptanmustir. Uretilen enzim 20-90
°C araligindaki sicakhiklarda 60 dakika inkiibe edilmistir. 50 °C’de %80 enzim
aktivitesi korunmustur. 60 °C Uzerinde ise acik bir sekilde aktivite kaybi
goralmisttr. Enzim pH 6,0-11,0 degerleri araliginda 60 dakika inkube edilerek pH
stabilitesi test edilmistir. Pektinaz enzimi pH 9,0’da stabiliken aktivite pH 12,0’de
yaklasik %77’ye dismustir. Pektinaz aktivitesine farkli kimyasallarin etkisi
arastirllmigtir. 1 ve 10 mM CacCl, ile enzim aktivitesinin arttigi, Triton X-100 ve
SDS’nin ise aktiviteye etkisinin olmadigi saptanmistir. 1 mM CuCl, ve CoCl,
varliginda yaklasik %60 enzim aktivitesi korunmustur.

Bu sonuglara gore; Uretilen alkali pektinaz enzimi tekstil endistrisinde
pamuklu kumaslardan pektik maddelerin uzaklastirilmas: siirecinde kullaniminin
uygun olacagi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Pektin, pektinaz, Bacillus sp., karakterizasyon
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PRODUCTION OF ALKALINE PECTINASE FROM Bacillus sp. AND
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In this study, the alkaline pectinase was produced by Paenibacillus
illinoisensis(CUHK1) isolated from different areas of fruit tree soil and the
produced enzyme has been characterized.

The strains were inoculated into producing media (containing %0.5 pectin)
and incubated at 37 °C for 48 hours. Then the bacteria culture was stained with 5
ml iodine solution for the detection of pectinase activity

Total 117 strains were tested for the enzyme activity and 18 of them
showed pectinase activity. The molecular weight of partially purified pectinase was
determined as 32 kDa by SDS-PAGE and zymogram analysis. Optimum activity
of pectinase was detemined at pH 10.0 and 50 °C. After 60 min of incubation at
20-90 °C, 80% of the activity was maintained at 50 °C. The activity loss was
clearly seen at the temperatures over °60 C. pH stability of pectinase was tested at
the pH range of 6-11 with an incubation of 60 min. The enzyme activity was stable
at pH 9.0, however, it decreased to 77% at pH 12. The effect of some different
chemicals on pectinase activity was examined. The activity induced with 1 mM
and 10 mM CacCl,. It also conserved its activity in presence of Triton X-100 and
SDS. Approximately 60% of the enzyme activity was retained with 1mM CuCl,
and CoCl,.

According to these results, The produced alkaline pectinase maybe used in
the textile industry in the process of removal of pectic substances from cotton
knitted fabrics.

Key Words: Pectin, pectinase, Bacillus sp., characterization
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GENISLETILMIS OZET

Bu calismada, farkli meyve agaclarinin bulundugu toprak orneklerinden
izoleedilen Paenibacillus illinoisensis (CUHK1)’den alkali pektinaz enzimi
Uretilmistir ve enzimin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Toplam 117 sus
pektinaz aktivitesi icin test edilmistir ve 18 tanesi pektinaz aktivitesi gostermistir.

Pektinaz enzimi Uretimi icin se¢ilen CUHK1 susu pH 8,0-12,0 araliginda
hazirlanmis kati1 besi yerlerinde inklibe edildiginde; alkali pH’nin bakterinin
optimum Uremesini ve enzim sentezini negatif yonde etkilememistir. Test edilen
tim alkali kati besi yerlerinde aktivite zon gaplar1 genis ve birbirine ¢cok yakin
bulunmustur. Enzimin kat: besi yerinde olusturdugu en genis aktivite zon ¢ap1 pH
9,0’da belirlenmistir.

Sivi besiyerinde pektinaz Gretimi en iyi pH 10,0’da saptanmstir. pH 7,0-
9,0 araliginda ortalama %90 aktivite gozlemlenirken pH 11,0-12,0 araliginda
aktivite %60 olarak belirlenmistir. CUHK1 susunun sivi besiyerinde Uretildiginde,
en yiksek enzim aktivitesi 35°C sicaklikta saptanmistir. 25 ve 45°C’de aktivitenin
ortalama %58 oldugu gozlenmistir.

Subsrat konsantrasyonunun enzim dretimine etkisi test edildiginde en
yuksek tretim %0,1 pektinli besi yerinde besi yerinde saptanmistir. Konsantrasyon
arttikga enzim aktivitesinin dustligii gdzlemlenmistir. Enzim Gretimi igin en uygun
substrat konsantrasyonu oran: sirasi ile 0,1>0,05 >0,5 >1>1,5 olarak tespit
edilmistir.

Bu c¢ahismada dretilen pektinazin karakterizasyon sonuclarina gore;
optimum aktivite pH 10,0’da saptanmis ve test edilen tim pH’larda ortalama
%70,4 enzim aktivitesi oldugu belirlenmistir. Enzimin pH 3,0-7,0 arahginda
ortalama %53, pH 8,0-12,0 araliginda ise ortalama %87,8 aktiviteye sahip oldugu

saptanmustir.



CUHKZ1 susundan dretilen pektinazin degisen pH’larda kararlihig: test
etmek i¢in pH 3,0-12,0 araliginda 60 dk 6n inkiibasyona birakilmistir. Sonuglara
gore enzim orijinal aktivitesini ortalama %83,9 oraninda korumaktadir.

CUHKZ1 susundan Uretilen pektinolitik enzim; 50°C’de optimum aktivite
20-40°C araliginda ortalama %74,33, 50 ve 60°C’de ise ortalama %88 oraninda
aktivite gostermistir.

Sicakligin enzim kararlihigina etkisi test edildiginde; (20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 ve 110 °C) 60 dk 6n inklbasyon isleminden sonra aktivite ortalama
%57,25 oraninda korunmustur. Enzim aktivitesi; 50°C’de %82, 20-40°C’lerde
%65,33, 60-90°C’lerde ortalama %45 oraninda korunmustur.

Cesitli  kimyasallarin enzim aktivitesi (zerindeki etkisini saptamak
amaciyla; farkl: kimyasallar ile enzim muamele edilmis ve kalan aktivite standart
aktivite metoduyla ol¢ulmustar.

Enzim aktivitesinin 1 mM ve 10 mM CacCl, varhiginda sirasi ile %2 ve %15
oraninda indiiklendigi saptanmustir.

Uretilen pektinaz %1 Triton X-100 ile muamele edildiginde enzim orjinal
aktitesini %98 oraminda korumustur. Enzim %0,1-%0,5 SDS ile muamele
edildiginde orijinal aktivitenin sirasi ile %13 ve %24 oraminda inhibe oldugu
gozlenmistir.

Enzim 1 mM FeCl,, MnCl,, MgCl, ve ZnCl, ile sirasiyla, %5, %10, %12
ve %15 oranlarinda inhibe olmustur. Bu metal iyonlari 10 mM kullanildiginda ise
sirasiyla, %12, %20, %35 ve %22 oranlarinda inhibe olmustur. Enzim 1 ve 10 mM
EDTA ile sirasiyla %86 ve %84 oranlarinda orijinal aktivitesini korumustur.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilen pektinaz enzimi 1
mM CoCl, ve CuCl, ile sirastyla %61 ve %70 oraninda orjinal aktivitesini
korumustur. 10 mM CoCl, ve CuCl, varhginda %48 ve %25 oraninda orijinal
enzim aktivitesini korumustur. 1mM dre varlhiginda ise aktivite %91 oraninda

korunmustur.



Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilerek, Et-OH ile kismen
saflastirilmis pektinaz, pektin iceren SDS-PAGE ile analiz edilmis (zimogram) ve
pektinolitik aktivite gosteren 32 kDa molekiler agirliginda enzim band:

saptanmistir.
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1. GIRIS Cagrnn UYAR

1. GIRIS

Biyoteknoloji ¢aginda gulncel yaklasimlar, mevcut ve yeni ortaya
cikan/cikabilecek sorunlarin saptanmasi ve bu sorunlarin ¢oziimleri icin canli ya da
canl drdnlerini kullanmay: ongérmektedir. Ozellikle endustrinin hizl gelisimi,
artan nifusun gereksinimlerinin karsilanmasi, bilimin her alaninda mikrobiyal
enzimlerin yogun sekilde kullanilmasini zorunlu kilmaktadir.

Dinya ulkelerinin bircogu gunimizin en popller ve global pazar pay:
oram oldukca yiksek olan biyoteknolojinin gerisinde kalmamak icin yogun
calismalar gerceklestirmektedirler. Gelisime adaptasyon gosteren Ulkeler farkl:
biyoteknoloji Grunlerinin pazara sunulmasi noktasinda bir yaris igerisindedirler.

Biyoteknoloji, ¢ok disiplinli bir bilim daldir. Biyoloji, molekiiler biyoloji,
kimya, fizik, biyokimya, fizyoloji, genetik, mikrobiyoloji ve daha birgok bilim
dalinin katki sagladig: bir alandir. Biyoteknoloji genel olarak; gida biyoteknolojisi,
tibbi biyoteknoloji, tarim ve hayvancilik biyoteknolojisi, endustriyel biyoteknoloji
ve cevre biyoteknolojisi olmak Uzere bes gruptan olusmaktadir. Glnimuzde ve

gelecekte biyoteknolojinin dahil olmadig: bir diinya disunilemez.

1.1. Enzimler

Enzimler; canli organizmalar tarafindan hicrede sentez edilen organik
katalizorlerdir. Organik ve inorganik katalizorler ¢ok sayida farkli substratlara
etkili olurken, enzimler hem katalizleyecegi substratin cinsi hem de reaksiyon tipi
acisindan son derece segicidirler. Enzimlerin reaksiyonlari katalizlemesi diger
katalizorlerden daha hizdir.

Gunumizde enzimler endistriyel uygulamalarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Gida sanayisinin hemen hemen bitin dallarinda, tiiketilen
enerjiyi azaltmak ve uygulanan islemleri hizlandirmak amaciyla kullaniimaktadir
ve endustriyel enzimlerin kullanim alanlari buna baglh olarak artmaktadir
(Wingard, 1972).
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Enzimlerden faydalanmak ge¢cmis dénemlerden beri bilingli ya da bilingsiz
bir sekilde insanlarin hayatinda yer almistir. Enzimlerin yapilarim ve
fonksiyonlarini, isleyis mekanizmalarini  ve enzimlerin rol aldigi bitln
reaksiyonlar: arastiran enzimolojinin tarihi ilk olarak 19. yiizyildan daha erken
tarihlere kadar dayanmaktadir.

Endistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bugun endustride kullanilan birgok
enzim mikrobiyal kokenli oldugu igin endistriyel enzimlerin kullaniminda,
mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain ve Solomon, 1981). Enzimlerin daha
cok mikroorganizmalardan elde edilmesinin nedeni dretilen enzimlerin; katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, daha kararli ve ucuz olmalari, istenmeyen yan
trlin olusturmamalar: ve daha fazla miktarda retilebilmeleridir (Wiseman, 1987).

Mikrobiyal enzimlerin, kimyasal kazalizorlere gore canlilara zararsiz, doga
ve gevreye dost olmalari nedeniyle endistriyel islemlerde kullanimi her gegen giin
artmaktadir. Cunkd; mikrobiyal enzimler daha yiiksek substrat spesifitesi
gosterirler. Cok farkli pH ve sicakliklarda aktivite goOsterebilirler. Cesitli
kimyasallara, tuzlara toleranslar1 ve direnci yuksektir. Uretilmeleri daha ucuz ve
kolaydir. Yiiksek oranda dretim yapilabilir hatta biyolojik atiklar subsrat olarak
kullanilarak hem enzim Gretimi gergeklestirilirken hem de dogadaki kullanilabilir
atiklarin geri donustimi saglanmaktadir. Mikrobiyal enzimlerin Gretim sireclerinde
cevreye ve canlilara zararli atiklarin olusmamasi ve enzimlerin de hicbir sekilde
zararh bilesenler olmamasi nedeniyle endiistrinin her alaninda kullanilmaktadir.

Enzimlerin endustriyel boyutlarda Uretilmesi ve kullanilmas: suregleri
“enzim teknolojisi” olarak ifade edilmektedir. Enzim teknolojisi, mikrobiyal
asamalar (Uretici suglar:n secimi, gelistirilmesi vb.), enzimlerin fermentasyon
yoluyla Gretilmesi (enzimin Uretimi igin en uygun besiyeri kombinasyonlar: ve
ortam kosullar:n:n optimizasyonlar:), Uretilen enzimin saflastirilmasi, katalitik

etkinligin arttirilmasi igin enzimlerin i¢ boyutlu yapilarinin degistirilmesi (protein
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mihendisligi), immobilizasyonlar: (enzimlerin destek materyaller yard:m: ile suda

cozunmeyen hale getirilmesi) gibi calismalar: kapsamaktadir.

1.1.1. Enzimlerin Simflandinimasi

Enzimler hicrelerden salimim sekillerine gore 2 ana gruba ayrilirlar. Bu
siniflandirmada hdicre icinde bulunup, orada aktivitesini gosteren enzimlere “htcre
ici”(intraseluler), salgilandiklar: yerden baska yerde faaliyet gosterenlere ise “hiicre
dis1”(ekstraseluler) enzimler denir. Hiicre dis1 enzimler genellikle degisken hiicre
ici enzimlere gore stabilitesi daha ylksek olup birgok kosulda aktivitelerini uzun
sire koruyabilmektedirler.

1961 yihinda Uluslararast Biyokimya ve Molekiler Biyoloji Birliginin
(IUBMB) olusturdugu rapora gore enzimler katalizledikleri reaksiyon tipleri temel
alinarak 6 sinifa ayrilmiglardir. Boylece bilinen ve yenileri kesfedilerek cesitliligi
hala artan enzimlerin arasinda olusan karigikliligin 6niine gecilmistir.

E.C simflandirma sistemine gore enzimlerin 6 sinift bulunmaktadir;

E.C.1. Oksidorediktazlar: Oksidasyon-rediksiyon (yikseltgenme
indirgenme) reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

E.C.2. Transferazlar: Hidrojen disinda bir atomun veya atom grubunun
bir molekiilden digerine aktariimas: saglar. Ornek transaminaz, fosforilaz
vb.

E.C.3. Hidrolazlar: Kimyasal tepkimede blylk molekillerin yikilmas:
icin kimyasal baga su ekleyen veya baska bir grubu suya cevirerek kolay
kullanihir hale getiren enzimlerdir. Ornek; proteazlar, karbonhidrazlar,
lipazlar vb.

E.C.4. Liyazlar: Su molekili gikarmadan molekdlleri yikan enzimlerdir.
E.C.5. izomerazlar: Molekil icinde degisiklik yaparak onun uzayda

dizilisini degistiren enzimlerdir.
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E.C.6. Ligazlar: Enerji kullanarak substrat molekdllerinin birbirine
baglanmasin1 saglayan enzimlerdir. Ornek; aminoasitlerin veya yag

asitlerinin aktiflesmesi.

1.1.2. Alkalifilik Enzimler

Alkalifilik mikroorganizmalarin arastirilmas: ile birlikte alkali 6zellikte
olan birgok enzim grubu kesfedilmeye baslamigtir. Alkali enzimler ilk kez 1971
yilinda Bacillus sp. 221 susu tarafindan Uretilen alkali proteaz enziminin tretilmesi
ile dikkat cekmistir. Daha sonra 35 yeni enzim laboratuvarda Gretilip

saflastirilmistir ve bazilari endustriyel alanlarda kullaniimistir (Horikoshi, 1999).

1.2. Alkalifilik Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalarin optimal Greyebilmeleri icin pH biylik 06nem
tasimaktadir. Birgok mikroorganizmanin bagimh oldugu pH; nétr ya da notre
yakindir. N6tr pH degerlerinin tzerindeki alkali pH’larda treyebilme 6zelligindeki
mikroorganizmalar  alkalifilik mikroorganizmalar olarak adlandirilir.  Bu
mikroorganizmalar kendilerine uygun alkali ortamlarda canliligint strdurebilir ve
genellikle cesitli alkali enzimler Uretebilir.

Alkali ortamlarda optimal (reyebilen mikroorganizmalar da alkalifilik ve
alkalitolerant olmak tizere ikiye ayrilmaktadirlar. Eger mikroorganizmanin optimal
tremesi pH 9,0 ise ve pH 10,0’un Ustiinde Ureyebiliyor, pH 7,0 ve daha disuk
pH’larda (lreyemiyorsa bu mikroorganizma alkalifil olarak adlandirilir.
Mikroorganizma eger alkali pH’da treyebiliyor ancak optimal tremesi nétral pH’a

yakin aralikta ise alkalitolerant olarak adlandirilir.

1.2.1 Bacillus
Bacillus genusu, Bacillaceae familyasimin icerisinde yer alan genis bir

ailedir. Ehrenberg 1835 yilinda Vibrio subtulis bakterisini tanimlamistir. 1872
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yilinda ise Cohn isimli arastimaci Vibrio subtulis’e Bacillus subtilis adin1 vererek
bu mikroorganizmay: Bacillus genusuna dahil etmistir (Slepecky and Hemphill,
2006).

Bacillus genusunun hicreleri ¢comak sekilli, gram-pozitif, olumsuz
ortamlarin goguna ytiksek direncli, tek endosporu bulunan, peritrik kamgiya sahip,
aerobik veya fakiltatif bakterilerin oldukga genis ve heterojen bir ailesidir. Hiicre
duvar: ¢apraz bagli mezo-dinamo pimelik asitten olusan birgok tiirti bulunmaktadir.
Gogunlukla mezofiliklerdir ayrica psikrofilik ve termofilik tirleri de bulunmaktadir
(Gordon ve ark., 1973; Goto ve ark., 2000).

Bacillus genusu igerisindeki tlrler ¢ok farkli habitatlarda bulunmakla
beraber ayrica, tuz golleri, yogun karbonat iceren topraklar gibi oldukca alkali
habitatlarda da bulunabilirler. Buylk kismi patojen degildir fakat Bacillus cereus,
Bacillus antrachis tirleri patojeniktir. Bacillus genusu Uyeleri yiiksek ekstraseltler
enzim Uretme kapasitesine sahiptirler.

Bacillus cinsinin vejetatif olan hicreleri 0,5x1,2 um ile 2,5%10 pm
boyutlart arasinda degisiklik gosterir. Bacillus genusu htcreleri bir araya gelerek
kisa veya uzun zincirler meydana getirebilirler. Hiicrelerinin iceriginde parabazal
kissm ve protein kristalleri bulunabilmektedir. Protein kristalleri (S-tabakalari)
hiicre ylzeyinde veya glukoprotein alt birimlerinde bulunur. Bacillus cinsi
uyelerinde S-tabakalar: birbirinden farklilik gosterir ve molekuler agirliklar: 40 ile
200 kDa arasinda degisir (Slepecky ve Hemphill, 2006). Genellikle bu cinsin
uyeleri flagellat ile hareket edebilme yetenegindedir.

Bacillus genusunda bulunan sporun sekli ve sporogoniumun bulundugu yer
tirlere gore degisiklik gostermektedir. Hicredeki endosporlar sekil olarak
silindirik, elipsoidal, oval veya yuvarlak yapida olabilirler. Sporogoniumlar
hiicrenin merkezinde, ucunda, lateralde veya yakinlarinda bulunabilirler (Lennete
ve ark., 1985). Bacillus cinsinde spor olusumu ilk olarak Cohn tarafindan B.
subtilis bakterisinde gozlemlenmistir ve sporlarin yuksek sicaklikta direncli

olduklarini belirtmistir. Koch bir patojen olan Bacillus anthracis bakterilerinde
5
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bulunan sporlarin tanimlanmasini yapmistir (Keynan ve Sandler, 1983; Slepecky
ve Hemphill, 2006).

Bacillus cinsinin htcre duvar yapis: peptidoglikan tabakalari icermektedir.
Bu peptidoglikan tabakalar: teikoik asit ve teikuronik asit polimerleri ile kovalent
sekilde baglanmaktadir ve proteinlere sabitlenmis sekildedirler (Graumann, 2007).

Gunlimuzde endistriyel kullanima uygun bircok mikrobiyal enzim,
Bacillus cinsinden Uretilmektedir. Bacillus cinsinden enzim (retilmesi
(ekstraseller formda enzim) diger tretim yontemlerine gore daha avantajl oldugu

icin cok tercih edilen bir yontemdir.

1.3. Pektin

Bitkilerde bulunan hiicre duvari ¢ok 6nemli ve 6zel bir yapidir. Bitkinin
blylmesinde, hiicreler aras: iletisimde, bitkiyi patojenlere karsi korumada,
mekanik direng saglamada ve digs ortam ile iletisim gibi pek cok 6nemli
fonksiyonlarda aktif rol oynar. Bitkide hiicre duvar birincil ve ikincil olarak iki
cesittir. Birincil hlicre duvar iceriginde pektik maddeleri, cesitli proteinleri, seliiloz
ve hemiselillozu barindirr. ikincil hiicre duvarimin igeriginde ise daha cok
polimerize seliloz bulundugundan aga¢ endustrisinde daha Onemli rol
oynamaktadir (Alkora ve ark., 1998).

Pektin yunanca kokenli olup koyu kivamli, agir anlaminda olan “pektos”
kelimesinden turetilmistir. Pektin, gercekte dzellikleri birbirine benzeyen ve pektik
maddeler adi verilen bir madde grubu iginde yer alir. Ancak ¢ogu zaman bu
maddelerin timdi icin de pektin s6zcugl kullanilmaktadir.

Pektik maddeler, diger yap: bilesenleriyle birlikte bitkinin hiicre ¢eperinde
bulunur ve dokuya sertlik veren temel birlesiklerdendir. Kisaca bunlar bitki
kohezyonu ve yapisal bittinltiginden buyiik 6lcide sorumludur. Bitki materyalinin
taze agirhiginin yaklasik %0.5 ila %4’Unl pektik maddeler olusturur (Jayani ve
ark., 2005).
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1.3.1. Pektinin yapisi

Kimyasal olarak pektik maddeler, o-(1-4) baglari ile baglanmis
galakturonik asit kalintisinin  bir omurgas: olan, kompleks kolloidal asit
polisakaritleridir. Pektin molekulliniin yan zincirleri, L-ramnoz, arabinoz, galaktoz
ve ksilozdan olusur. Galakturonik asidin karboksil gruplari, kismen metil grubu ile
esterlestirilmistir ve kismen ya da tamamen sodyum, potasyum veya amonyum
iyonlar: tarafindan nétralize edilmistir (Be Miller, 1986).

Ug bilyiik pektik polisakkarit grubu bulunmaktadir. Bunlar;

Homogalakturonan; D-galakturonik asit monosakkarit alt Gnitelerinin
tekrarlarindan olusur. Homogalakturonan, asetillenmis veya metil
esterlenebilir D-galakturonik asit ile olusturulan lineer bir polimerdir. Bu
pektin, diz bolge olarak da adlandirilabilir.

Ramnogalakturonan 1; o-(1-5) L-arabinan ve B-(1-4) D-galaktan yan
baglarini iceren ardisik L-ramnoz ve D-galakturonik asit alt Unitelerini
icerir.

Ramnogalakturonan I1; kompleks cok dalli bir polisakkarittir. Vincken
ve arkadaslari pektin yapisimin, HG ve RGII yan zincirlerinin RGI
omurgasina bagl oldugunu énermistir. Bu pektik maddeler t¢ boyutlu bir
ag olusturan, capraz baglanms jel yapisi olusturmaya egilimli maddelerdir.

Bu pektik yap1 killi bolge olarakda adlandirilabilir (Pedrolli ve ark., 2009).
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Sekil 1.1. Pektinin temel yapisi. Sematik gosterimi (A) Son onerilen alternatif (B)
Pektinin yapisi (Willats ve ark., 2006).

Pektik maddelerin endistride bir ¢cok kullanim alant bulunmaktadir. Bunlar

kisaca ;
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Gida Sektorinde Uygulama Alanlan
Jole, marmelat, recel, vb. Urtinlerde jellesmenin saglanmasinda rol oynar.
Sal¢a, krema, krem peynir, sos, mayonez gibi Urlinlerin tat yogunlugunun
ve kivaminin artmasini saglar.
Meyveli yogurdun igerigindeki meyve tadinin artmasinda kullanilir.
Dondurmada stabilizatér gorevi gordir.
Firin ve firincilik driinlerinde bayatlamayi geciktirmede kullanilir.
Meyve suyu Uretiminde homojen ve glizel goriinim saglamada kullanilir.
Zeytin posasindan zeytin yaginin eldesinde rol oynar.
Kahve ve ¢ay fermantasyonlarinda kullanilir.

Sarap Uretiminde biiyik rol oynar.

Diger Sektorler;
Genel olarak kivam gerekliligi olan pek ¢ok sektorde kullanilmaktadir.

Spesifik olarak ise;

* T1p alaninda kullanilir.

» Kozmetik driinlerinde stabilizatorliik gorevi gorr.

* Gevis getiren hayvanlarin yemlerine ilave edildiginde sindirilebilirligi ve enerji
yogunlugunu arttirdigi belirtilmistir.

* Tekstil sektérunde lifli bitkilerin zamk olusumunu énlemede kullanilir.

1.3.2. Pektinolitik enzimler (Pektinaz)

Pektinazlar genel olarak, depolimerizasyon (hidrolazlar ve liyazlar) ve
deesterifikasyon (esterazlar) reaksiyonlari yoluyla pektik maddeleri katalize
edebilen enzim grubuna verilen isimdir.

Pektinazlar etki gosterdigi substrata, etki ettigi substrati par¢calama yoluna,

enzimin parcalamay: sirasi ile ya da rasgele yapmasina goére simiflandirilmastir.

9
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Pektinazlar genis bir yelpazeye sahiptir ve pektin esterazlar, hidrolazlar ve
liyazlar olmak (zere 3 ana gruba ayrilmaktadirlar. Bu ana gruplar bir ¢ok yan
dallara ayrilmustir.

Protopektinazlar: Protopektinaz protopektin formundaki yiksek miktarda
polimerize ¢6ziinmus pektini ¢cozebilen enzimdir (Kashyap ve ark., 2001). Bu
enzim gesidi Tip A ve Tip B olarak ikiye ayrilir.

Pektin Metil Esteraz (PME): Pektin esteraz olarak da bilinen bu enzim
pektinin yapisinda bulunan pektik asit ve metanolin metoksil grubunun
deesterifikasyonunu hidrolizler.

Pektin asetil esterazlar (PAE): Bu enzimler pektinin asetil esterlerini
hizrolizler ve pektini pektik asit ve asetata dondistururler (Shevchik ve ark., 1997).

Polimetilgalakturonaz: Polimetilgalakturonaz pektinin  omurgasinda
bulunan glikosidik baglarinin  hidrolitik olarak ayrilmasini  katalizleyerek
esterlesmis pektin formu olan metil galakturonatlar: meydana getirir (Rastegari ve
Karbalaei-Heidari, 2014).

Poligalakturonaz: Poligalakturonazlar pektinin yapisinda bulunan
poligalakturonik asitler arasindaki alfa-1,4 glikosidik baglar: hidrolize eder( Wang
ve ark., 2015). Bu reaksiyon sonucunda galakturonik asit meydana gelir.

Pektat liyaz: Pektat liyazlar 6zellikle poligalakturonik asit formundaki
substratin glikosidik baglarint pargalayarak transeliminasyon yoluyla doymamis
irtin meydana getirir. Bu enzim icin mutlaka Ca** iyonu gereklidir ve EDTA ile
gucli bir sekilde inhibe olur (Jayani ve ark., 2005).

Pektin liyaz: Pektin liyazlar glikosidik baglarin transeliminasyonu ile
ozellikle esterlesmis pektini rastgele parcalayarak doymamis
metiloligogalakturonaz tretirler. Pektin liyaz aktivitesinde Ca®* iyonu ve diger
katyonlar gerekli degildir (Jayani ve ark., 2005).

Ayrica ramnogalakturonan ramnohidrolazlar enzimi aktivitesi sonucu

ramnoz, ramnogalakturonan galakturonohidrolaz enzimi aktivitesi sonucu
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monogalakturonat, ksilogalakturonan hidrolaz enzimi aktivitesi sonucu ise ksiloz-

galakturonaz meydana gelir (Yadav ve ark., 2009).
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Sekil 1.2. Baz1 pektinaz enzimlerinin etki sekilleri (Jayani ve ark., 2005).

1.3.3. Mikrobiyal Pektinazlar
Pektinolitik enzimler dogada bakteriler, mantarlar, bazi bdcek tirleri,
bitkiler gibi birgok canl tarafindan tretilmektedir. Dogada mikroorganizmalar ve
bitkiler arasinda mikrobiyal pektinolitik enzimler énemli bir bag olustururlar.
Pektinolitik enzimler, bitkilerin ve mikroogganizmalarin simbiyotik bir
yasam olusturabilmelerinde, 6li bitki materyallerinin  mikroorganizmalar
tarafindan kullanilarak dogal karbon donglsuni olusmasinda ve bitkilerde bazi

fitopatolojik asamalarda énemli rol oynamaktadirlar (Pedrolli ve ark., 2009).
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Bilimsel arastirmalarda mikrobiyal pektinolitik enzimlerin Gretilmesiyle
birlikte bu enzimlerin, birgok farkli etki mekanizmalarinin ve gesitli molekuler
agirliktaki formlarimin oldugu bilinmektedir. Mikrobiyal pektinazlar kiresel gida
enzimleri satiglarinin %20°’sini  olusturmaktadir. Genellikle pektinaz enzimi
Ureticisi olarak mantarlar kullanilmaktadir (Jayani ve ark., 2005). Gilinlimizde
endustride  kullanilan  pektinolitik ~ enzimlerin ~ buyidk  bir  bélimi

mikroorganizmalardan Uretilmektedir.

1.3.4. Pektinaz Enziminin Endustriyel Uygulama Alanlar

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, enzimlerin ekonomik degerinin
cok ylksek olmasi ve kullanilabilir endustriyel alanlarimin fazla olmas: nedeni ile
biyoteknolojinin endistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar
daha da 6nem kazanmaktadir.

Pektinaz, endlstriyel pektik enzim preparatlar: icin kullanilan genel bir
isimdir. Pektinazlar uzun yillardir endistride kullaniimakla birlikte mikrobiyal
pektinazlar kiiresel gida enzimleri satislarinin %20’sini olusturmaktadir.

Pektinazlar endistride kullanim alanlarina gore genelde alkali pektinazlar
(optimum pH >7) ve asidik pektinazlar (optimum pH <7) olmak Uzere ikiye
ayrilirlar. Alkali pektinazlar genelde bakteriyal kaynakli olurken asidik pektinazlar

genelde mantarlar tarafindan tretilmektedirler.

1.3.4.1 Alkali Pektinazlarin Endistiyel Uygulama Alanlari

Alkali pektinazlar genelde, bakteriler tarafindan oOzellikle Bacillus turt
tarafindan dretilir. Alkali pektinazlar ilk kez 1972 yilinda yayinlanan Bacillus sp.
P-4-N susu tarafindan dretilen alkali endopoligalakturonaz enzimi ile ilgili
calismada arastirilmigtir (Horikoshi, 1999).

Gida atik suyunun giderilmesi: Meyve suyu Uretimi endustrisi gibi pektik
artiklarim iceren gida atik sularinin  6n  muamelesinde alkali pektinazlar

kullanilmaktadir. (Kashyap ve ark., 2001) Gida endistisinde yeni bir ydntem
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olarak kullanilan alkali pektinaz enzimleri diger yontemlere gore daha avantajlidir.
Bu enzimlerin kullanilmas:1  fiziksel susuzlastirma, sprey sulama, kimyasal
koagulasyon, dogrudan aktif ¢amur iyilestirilmesi ve metan fermantasyonunu
takiben kimyasal hidroliz yontemleri ile atik su giderilmesine gére maliyeti daha
dusilik, daha az karmasik ve islem siireci daha kisadir (Tanabe ve ark., 1986).

Tekstil endUstrisi: Alkali pektinolitik enzimler tekstil endistrisinde keten,
kenevir ve hindistan cevizinde lif zamk: gidermede kullanilarak pektik bilesenler
ortamdan elimine edilmektedir. Zamklama, icerige alkali pektinolitik karigim
eklenerek ya da elyaf fermantasyonu igin pektinaz (reten mikroorganizmalar
kullanilarak yapilabilir.

Ham pamuktan seliilozik olmayan Kirleticileri 6zel pektinolitik enzimlerle
uzaklastirma yiizeyin daha hidrofilik hale getirilmesi igin alternatif ve cevre dostu
bir yontemdir. Klug-Santner ve ark., (2007), Bacillus pumilus BK2’den elde edilen
saflastirilmis endo-pektat liyaz: ile pamuk dis tabakasindan pektinin giderilmesini
%80’e kadar sagladiklarini bildirmistir.

Japon kagidi tretimi endustrisi: Alkali pektinaz enziminin, japon kagidi
Uretiminde kullanilmasi diger yontemlere gore kagit sayfalarinin puriizsiiz homojen
gorinumi ve yumusak olmalar: bakimindan avantaj saglamaktadir.

Kagit Uretimi endustrisi: Gunimizde kagit hamuru ve kagit fabrikalar
urunlerinin Uretim streclerinde bir takim sorunlari ¢cézmek amaci ile enzimlerden
faydalanilmaktadir. Kagit dretiminde kullanilacak materyallerin icerisinde bulunan
istenmeyen partikuller filtre yardimi ile ya da baz: tutucu kimyasallar yardimi ile
uzaklastiriimaktadir (Kashyap ve ark., 2001). Ayrica kagit hamurunu beyazlatmak
amaci ile alkali peroksit agartici kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler alkali
pektinolitik enzim kullanimina gére daha zahmetli ve maliyeti daha yiksek bir
yontemdir. Pektinaz ile muamele goren kagit hamuru igeriginde bulunan pektin ve
poligalakturonik asitleri parcalayarak istenmeyen sorunlari ortadan kaldirmaktadir.

Biktisel yag Uretim endustrisi: Endustride hindistan cevizi tohumu,

hurma, aycicegi tohumu, kolza tohumu, pamuk yag: ve zeytinyagi, potansiyel bir
13



1. GIRIS Cagrnn UYAR

kanserojen olan hekzan gibi organik cozlciler ile cikarilarak Uretilmektedir.
Gunlimizde bu yontemin disinda pektinaz enzimi gibi bitki hilcre ceperi
polisakaritlerinin pargalanmasinda yer alan enzimler bitkisel yaglarin uretilmesinde
kullanilarak verimin artmasi saglanmustir.

Tohum yagi Uretiminde 6gutulmis tohuma enzim ile mudahale edilerek
hicre duvarlarimin yikimi gerceklestirilir boylece su ile ekstraksiyon islemi
kolaylasir (Ramadan ve ark., 2009). Yag ekstraksiyonunda sulu enzimatik
yontemin kullanilmasi geleneksel organik ¢oziicti kullanimina gére avantajhdir. Bu
yontemle dogal cevreye zarar verilmez ve hava Kkirliligine neden olan ugucu
organik bilesikler olusmaz. Arastirmalarda bu yontemle Uretilen Urlin kalitesinin
oldukga yuksek oldugu belirlenmistir ve Gretilen misir yagindaki serbest yag: asidi
oraminin peroksit ve hekzan kullanilarak Uretilen misir yagi ile degerlerinin ayn
oldugu gozlemlenmistir (Dunford ve ark., 2004).

Kahve ve c¢ay fermantasyonu: Alkali pektinazlar kahve ve cay
fermantasyonunda 6nemli islev gorirler. Kahve fermantasyonunda pektinaz treten
mikroorganizmalar sayesinde kahve cekirdeklerinden zamkli dis tabaka
ayriimaktadir. Cay yapragi fermente banyosuna selllazlar, hemiselulazlar ve
proteinaz ile birlikte pektinazlar eklenmesi ise %5 oraninda ¢ayin Kalitesini

yukseltir (Angayarkanni ve ark., 2002).

1.3.4.2 Asidik Pektinazlarin Endustriyel Uygulama Alanlarn

Asidik pektinaz tretiminde genellikle mantarlardan yararlanilir. Gida ve
sarap endustrisinde kullanilan asidik pektinazlar cogunlukla Aspergillus niger’den
Uretilmektedir.

Meyve suyu uretilirken baski yaparak suyun ¢ikarilma sirecini engelleyen,
yiksek yogunluklu pektin agisindan zengin meyve sulari, jelatinimsi bir yapida
posta bagl kalir. Cikarma isleminde, daha kolay islemlerle meyve suyu verimini
arttirmak icin pektinaz ek olarak kullanilir. Bu yontem geleneksel mekanik meyve

suyu sikma islemine kiyasla %90 oraninda verimi arttirabilir.
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Endistride asidik pektinazlar elma suyu, elma sarabi, armut suyu, izim
suyu ve sarabi, cilek suyu, boglrtlen suyu, portakal ve limon suyu, turuncgil
kabuklarindan yag eldesi, kuru hayvan yemi, mango, seftali, guava, papaya, ananas
ve muz suyu gibi birgok meyve suyu uretiminde kullanilmaktadir (Kashyap ve ark.,
2001).

Calhismamn Amaci: Endustriyel enzim Uretim sireclerinde, dogaya ve
canlya zararsiz, hizli ve ekonomik Uretilebilen, genis substrat spesifitesi gosteren,
zor kosullarda (ylksek ve disiik; pH, sicaklik, tuzluluk) aktivitesini kaybetmeyen
mikrobiyal kokenli enzimler yaygin olarak kullanilmaktadr.

Pektinazlar; gida (meyve suyu Uretimi, bitkisel yag eldesi, kahve/cay
fermentasyonu), tekstil, kagit dretimi gibi endustrilerde etkin olarak
kullaniimaktadir.

Bu arastirmada alkali pH’da pektinolitik aktivite gosteren Bacillus cinsi
bakterilerin bitkisel atik ihtiva eden dogal ortamlardan izolasyonu, izolatlarin
tanilanmasi, en yuksek pektinolitik aktivite gosteren sus/larin  morfolojik,
biyokimyasal ve molekiler yontemlerle tanilanmasi, laboratuvar Olgeginde
pektinaz Uretimi, Gretim kosullarinin optimizasyonu ve enzimin karakterizasyonu

amaclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Soares ve ark. (1999), toprak 6rneginden izole ettikleri P4.3 numarah
Bacillus sp. susundan urettikleri pektinolitik enzimin 6,5 pH’da ve 50 °C sicaklikta
optimum enzim aktivitesi gosterdigini ve 60 °C’de 1 saat inkilbasyondan sonra
orijinal aktivitesini yliksek oranda korudugunu saptamislardir.

Kobayashi ve ark. (2001), Bacillus sp. susundan alkali pektinolitik enzim
ureterek aktivitesini saptamislardir. Uretilen pektinazin, pH 8,0’da ve 55 °C’de
optimum enzim aktivitesi gosterdigini bildirmiglerdir. Enzimin molekiler agirlig:
115 kDa, izoelektrik noktas: pH 4,6 olarak saptanmistir. EDTA, Zn*?, Cu*? ve Ni*
iyonlartnin orjinal enzim aktivitesini sirasiyla %80, %94 %69 %28 diizeyinde
inhibe ettigini Ca*?, Mn*?, Fe*® iyonlarinin ise orjinal enzim aktivitesini arttirdigin
gozlemlemislerdir.

Cabeza ve ark. (2011), Bacillus subtilis susundan disik sicaklikta (3°C)
aktivite gosteren pektinaz enzimi izole etmislerdir. Enzimin pH 5,0 ve 30°C
sicaklikta optimum aktivite gosterdigini saptamislardur.

Mei ve ark. (2013), Bacillus halodurans M29 susundan alkalin pektinaz
enzimi izole etmislerdir. Enzimin pH 10,0’da ve 80°C sicaklikta optimum aktivite
gosterdigini saptamiglardir. SDS-PAGE analizi ile enzimin molekdler agirliginin
44 kDa oldugu gosterilmistir.

Soriano ve ark. (2000), Bacillus sp. BP-23 susundan alkalin pektinaz
enzimi izole etmislerdir. Enzimin pH 10,0’da ve 50°C sicaklikta optimum aktivite
gosterdigini saptamiglardir. Zimogram analizi sonucu enzimin molekiler agirlig:
25 kDa bulunmustur.

Kashyap ve ark. (2000), Bacillus sp. DT7 susundan alkalin pektinaz enzimi
izole etmislerdir. Enzimin pH 8,0’de ve 60°C sicaklikta optimum aktivite
gosterdigini ve zimogram analizi ile molekiler agirhginin 106 kDa oldugunu
bildirmiglerdir. 1,0 mM CaCl,’nin varliginda Uretilen enzimin aktivitesinin %50

arttigini ve MgSO,’1n enzim aktivitesine etkisinin olmadigini gézlemlemislerdir.
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HgCl,, EDTA ve FeCl; varhiginda enzim aktivitesinin sirasiyla %98,1, %83,0 ve
%30,5 oraninda azaldigini saptamiglardir.

Mukesh ve ark. (2012), Bacillus sp MFW7 susundan pektinaz Gretimi igin
optimum dretim kosullarint pH 6,5 ve 35°C (72 saat inkiibasyon siresi) olarak
rapor etmislerdir. SDS-PAGE analizi ile enzimin molekiler agirhgim 37 kDa
saptamuglardir.

Amid ve ark. (2014), Hylocereus polyrhizus’den lreterek saflastirdiklar:
termoalkali pektinazin pH 8,0’da ve 75°C’de optimum enzim aktivitesi gosterdigini
saptamiglardir. Enzimin 10-85°C’ler arahiginda 1 saatlik 6n inkiibasyondan sonra
orijinal aktivitesini %90’a kadar korugunu, pH 3,0-11,0 arahginda 1 saatlik 6n
inklibasyondan sonra orijinal aktivitesini yaklasik %90 oraninda korudugunu ve pH
11,0 ve Uzerindeki pH degerlerinde orjinal aktivitesini yiuksek oranda kaybettigini
gozlemlemislerdir. SDS-PAGE analizi ile enzimin molekiler agirligint 34,2 kDa
saptamiglardir. Ca*® ve Mg*? iyonlarinin varhginda orjinal enzim aktivitesinin
%112 arttig1, Ni*?%, Al*? ve Fe*? iyonlarinin varhginda orijinal enzim aktivitesinin
azaldigim bildirmislerdir.

Moyo ve ark. (2003), Kluyveromyces wickerhamii’den pektinolitik enzim
Uretimi icin optimum kosullarin pH 5,0 ve 32°C (91 saat inklbasyon siiresi)
oldugunu saptamslardir.

Patil ve ark. (2010), Penicillum sp.’den ekstraseliler pektinolitik enzim
Uretmiglerdir. Enzimin optimum dretim kosullarimt pH 6,0 ve 35°C (72 saat
inklibasyon suresi) olarak, SDS-PAGE analizi ile molekiler agirligim 35 kDa
olarak saptamislardur.

Horikoshi (1971), Bacillus sp. (P-4-N) izolatindan alkali pektinolitik enzim
ureterek saflastirmislardir. Uretilen alkali pektinazin, pH 10,0’da optimum enzim
aktivitesi gosterdigini ancak pH 6’da kararli oldugunu saptamistir. Enzimin,
80°C’de 5 dk bekletildiginde aktivitesini yaklasik %80 korudugunu, EDTA’nin
orjinal enzimin aktivitesini %2100 inhibe ettigini ve molekiler agirligizin 60-70

kDa oldugunu bildirmistir.
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Soriano ve ark. (2006), Paenibacillus barcinonensis susundan pektinolitik
enzim Gretmisler ve pH 10,0°da, 55°C’de optimum enzim aktivitesi gosterdigini
saptamuslardir. Uretilen enzimin, pH 7,0’de 24 saat inkibe edildiginde orijinal
aktivitesini %60 kaybettigini bildirmislerdir.

Songpim ve ark. (2008), Paenibacillus polymyxa N10 susundan pektinaz
enzimi eldesinde Gretim kosullarinin etkisini arastirmiglar ve optimum (retim
kosullarini pH 8,0 ve 35°C (200 rpm) olarak saptamislardr.

Ahlawat ve ark. (2007), Bacillus subtilis bakterisinden pektinaz enzimi
ureterek enzimin karakterizasyonunu yapmslardir. Uretilen alkali enziminin, pH
9,5°da, 65°C’de 10 dk inklibasyon stiresinde optimum enzim aktivitesi gosterdigini
bildirmislerdir.

Banu ve ark. (2010), Penicillium chrysogenum’dan pH 6,5 ve 35°C’de
optimum enzim Gretimi ve enzimin optimum aktivite gosterdigi kosullart pH 6,5 ve
50°C olarak bildirmislerdir. CaCl, varliginda enzimin orijinal aktivitesinin %3,56
oraninda arttigr, MgCl,, ZnCl,, HgCl,, CoCl,, CuSQ,, BaCl, ve EDTA varliginda
orijinal aktivitesinin siras: ile %26,56, %16,21, %58,77, %58,5, %59,5 %39,47 ve
%38,65 oranlarinda inhibe oldugunu saptamislardir. SDS-PAGE analizi ile enzimin
molekiler agirhigint 31 kDa saptamiglardir.

Nitinkumar ve ark. (2010), Penicillium sp.’den ekstraselller pektinaz
enzimi 0retimi icin, optimum kosullarin pH 6,0’da, %1,5 subsrath (pektin)
besiyerinde, 35°C’de 72 saat inkiibasyon suresinde gergeklestigini saptamislardur.
Uretilen enzimin molekiiler agirhgim SDS-PAGE sistemi ile 35 kDa
belirlemislerdir.

Torimiro ve Okonji (2013), tarimsal atiklardan izole ettikleri Bacillus
stearothermophilus, Bacillus cereus ve Bacillus subtilis suslarindan alkali pektinaz
enzimi Uretmislerdir. Bacillus stearothermophilus susundan Urettikleri enzimin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik 60°C iken Bacillus cereus ve Bacillus subtilis
bakterilerinden Uretilen enzimlerin 50°C’de optimum aktivite gosterdigini

saptamiglardir. Bacillus stearothermophilus, Bacillus cereus ve Bacillus subtilis
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suslarinin optimum aktivite gosterdigi pH degerlerini siras1 ile 7,5, 8,0 ve 9,0
olarak belirlemislerdir. Na*?, K, Ni*?>, Mn*? ve Zn*? iyonlarimin (retilen (g
pektinaz enzimini de inhibe etmedigini gozlemlemisleridir.

Gainvors ve ark. (1999), Saccharomyces cerevisiae’den Uretilen pektinaz
enziminin pH 3,0-5,5 arahiginda aktif oldugunu ve 50°C’de optimum enzim
aktivitesi gosterdigini saptamiglardir. Enzimin molekiler agirhgint SDS-PAGE
analizi ile 42 kDa saptamiglardr.

Alana ve ark. (1990), Penicillium italicum’dan drettikleri pektinaz
enziminin molekdler agirligin1 22 kDa olarak saptamiglardir. Enzimin pH 6,0-7,0
araliginda optimum aktivite gosterdigini, 50°C’de ve pH 8,0’da kararli oldugunu
belirlemislerdir.

Wang ve ark. (2006), Bacillus subtilis WSHB04-02’den elde edilen alkali
pektinaz enzimini kullanarak pamuklu 6rme kumaslarindan pektik maddeleri
uzaklastirmak icin gereken optimum kosullari belirlemislerdir. Enzimin
kullanilmasinda en énemli etkenin pH oldugunu, optimum kosullarin pH 9,1°de
57°C’de 1 saat 25 dakika inkiibasyon suresi oldugunu saptamslardir. Ayrica
pamuk 6rme kumaslarinin kaynar suda 30 dakika 6n inkibasyona birakilmas: ile
pektinin pektinaz enzimi tarafindan daha kolay pargalanmasini sagladigin
bildirmislerdir.

Li ve ark. (2005), alkali toprak drneginden izole ettikleri Bacillus gibsonii
S-2 susundan pancar kiispesini subsrat kaynagi olarak kullanarak alkali pektinaz
enzimi Gretmislerdir. izolatin gram pozitif, spor olusturan ve aerobik oldugunu
belirtmiglerdir. B. gibsonii susundan enzim Uretmek icin optimum kosullarin,
besiyerinde 3600 U/g kuru pancar kispesi kullanildiginda 35°C’de 48 saat
oldugunu bildirmislerdir.

Martins ve ark. (2001), Thermoascus aurantiacus’dan pektin liyaz (PI) ve
poligalakturonaz (Pg) enzimlerini Uretmislerdir. Enzim Gretimini, subsrat kaynagi
olarak portakal kuspesi, seker kamisi posasi ve bugday kepegini kullanarak kati faz

fermentasyonu vasitas ile gerceklestirmislerdir. Pg ve Pl enzimlerinin sirasi ile pH
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5,0 ve 10,5-11,0’de optimum aktiviteye sahip oldugunu saptamiglardir. Her iki
enziminbde 65°C’de optimum aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Pl enzimi
asidik pH’da 60°C’de 5 saat stabil kalirken, Pg enzimi nétral pH’da 60°C’de 1 saat
stabil kalabildigini saptamiglardir.

Namasivayam ve ark. (2011), market kat: atiklarindan izole edilen Bacillus
cereus bakterisinden ekstraseliiler pektinaz enzimi Uretmislerdir. Enzimin optimum
tretim kosullarint pH 8,5 ve 37°C olarak saptamiglardir. En uygun inkiibasyon
slresini ise 36. saat olarak belirlemislerdir. Kismi olarak saflastirilan enzimin SDS-
PAGE analizi ile molekiler agirhginin 30-50 kDa arasinda degistigini
gostermislerdir.

Rehman ve ark. (2013), Bacillus licheniformis KIBGE-1B21 susundan
pektinaz enzimi uretmislerdir. Uretilen enzimin serbest ve immobilize halinin
optimum aktivite gosterdigi degerleri Kkarsilagtirmiglardir. Serbest enzimin pH
10,0’da, 45°C’de optimum aktivite gosterdigini saptamislardir.

Rehman ve ark. (2012), Bacillus licheniformis KIBGE-IB21 izolatindan
pektinolitik  bir enzim olan poligalakturonaz enzimini  Uretmislerdir.
Poligalakturonaz enziminin dretimi igin optimum kosullari pH 7,0 ve 37°C olarak
saptamiglardir. Enzim dretimi agamasinda izolatin optimum inktbasyon stiresini 48
saat ve en uygun subsrat miktarin1 %1 olarak belirlemislerdir. inkiibasyon siiresi
arttikga enzim aktivitesinin 72. saatte %50, 120. saatte ise % 85 oraninda azaldigim
saptamisglardir.

Roosdiana ve ark. (2013), Bacillus firmus bakterisinden retmis olduklar:
pektinaz enziminin optimum Gretim kosullarint pH 7.0-8.0 ve 40-50°C sicaklik
olarak saptamislardir. Uretim icin en uygun inkiibasyon siiresini 18. saat olarak
belirlemislerdir. Uretilen pektinazin, pH 7,0’de 50°C’de 30 dakika inkiibasyon
sliresi ile optimum enzim aktivitesi gosterdigini belirlemislerdir. Pektinaz enzimine
Zn*2 Mg™ ve K*? iyonlarinin 6nemli sekilde etki ettiklerini tespit etmislerdir.

Sharma ve Satyanarayana (2005), Bacillus pumilus dcsrl susundan alkali

ve termostabil pektinaz enzimi Uretmislerdir. Enzimin optimum sicakligin1 50°C,
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optimum pH’1n1 ise 10,5 olarak saptamislardir. Uretilen enzimin, rami bitkisinden
elde edilen iplikte bulunan seliilozik olmayan yapiskan materyali selektif olarak
parcaladigini ve ipligin %10,96 oraninda agirliginin azaldiginm tespit etmislerdir.
Bu oOzelliginden dolayr enzimin iplik Gretim endistrisinde kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Basu ve ark. (2008), Bacillus pumilus DKS1 izolatindan yiksek termofil
Ozellige sahip ekstraselller pektat liyaz enzimi Ureterek saflastirmiglardir. Enzimin
molekiler agirhigin jel filtrasyon ve iyon degisim kromotografisi kullanarak 35
kDa saptamslardir. Saflastirilan enzimin pH 8,5’de ve 75°C’de optimum aktivite
gosterdigini saptamuglardir. Enzim aktivitesinin 1 mM Ca ve Mn iyonlan
varhginda artarken, Zn*?, Ni*? ve EDTA varhiginda biiyiik oranda inhibe oldugunu

belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada pektinaz Uretici mikroorganizma olarak dogal ortamlardan
izole edilen Bacillus sp. suslari kullanilmigtir.

Mikroorganizmalarin dogal habitatlardan izolasyonu, tanilanmasi, enzim
Ureten suslarin belirlenmesi, pektinaz reten suslardan endustriyel amacli Uretim
yapabilecek 0Ozellikteki susun saptanmasi, enzim Uretimi, Uretilen enzimin
karakterizasyonu basamaklarinda gesitli ekipmanlar kullanilmastr.

S6z konusu ekipmanlar; yag ve su banyosu, sogutmal santrifuj, otoklav,
calkalamali inkibator, spektrofotometre (MultiScan Go), steril kabin, VITEK-2
(bioMerieux) bakteri tanilama sistemi (endistriyel), SDS-PAGE sistemi ve temel
laboratuar ekipmanlaridur.

Tum calisma stirecinde ¢ok cesitli kimyasallar, 6zel substratlar, ¢ozeltiler

ve besiyerleri de kullanilmistir.

3.1.1. Bacillus sp. izolasyonu, Uretimi ve Tamlanmasinda Kullanilan
Besiyerleri
3.1.1.1. N1 Besiyeri

Toprak 6rneklerinden Bacillus sp. suslarinmin ilk izolasyonu, tek koloni
yontemiyle saf kiltur eldesi, secilen suslarin ¢cogaltiimas: ve érneklerin stok kaltar

olarak saklanmast icin kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi (a/L)
Pepton 10
Et Ozt 10
Maya 5
Glikoz 1
Agar 15

Besiyeri pH’s: 1N NaOH kullan:larak istenilen pH’ya ayarlan:p, otoklavda 121°C’de, 1,2
atm’de 15 dk sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.
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3.1.1.2. Pektinli Besiyeri
Bacillus sp. izolatlarinin pektinaz aktivitelerinin saptanmasi amaciyla
kullaniimistir (Mukesh ve ark., 2012).

Bilesimi (o/L)
Pektin 5
Maya Ekstrakti 1
(NH,),SO, 2
KH,PO, 3
Na,HPO, 6
Agar 20

Besiyeri pH’s: 1IN NaOH kullan:larak istenilen pH’ya ayarlan:p, otoklavda 121°C’de, 1,2
atm’de 15 dk sterilizasyon iglemi gerceklestirilmigtir.

3.1.1.3. Pektinli Siva Besiyeri

Sivi besiyerinde pektinaz Uretimi amaciyla kullanmilmistir (Soares ve ark.

1999).
Bilesimi (o/L)
Pektin 10
(NH4)2S0, 1,4
KH,PO, 2
K;HPO, 6
MgSO, 0,1

Besiyeri pH’s: 1IN NaOH kullan:larak istenilen pH’ya ayarlan:p, otoklavda 121°C’de, 1,2
atm’de 15 dk sterilizasyon iglemi gerceklestirilmigtir.

3.1.1.4. Simon’s Sitrat Agar
Gunlimuzde bakterilerin tanilanmasinda modern ve hizli sonuglar aldigimiz
cesitli tamsal Kitler (API vs) ve bakteri tanilama sistemlerini kullanmig olsak da
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hala mikrobiyal ¢alismalarin vazgecgilmezi biyokimyasal testleri kullanmaktayiz.
Simon’s sitrat testi, karbon kaynag: olarak sitratin kullanildigint saptamak amaciyla
kullanilmistir (Kuzu, 2008).

Bilesimi (g/L)
NaCl 5
MgSO, 0,2
NH;H,PO, 1
K;HPO, 1
NazCsHs07.2H,0 2
Bromtimol mavisi 0,08
Agar agar 15

Besiyeri pH’s: 7,0’ye ayarlanm:s, otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk steril edilmistir.

3.1.1.5. indol Besiyeri (Tryptophan/Peptone Broth)
Izolatlarin triptofandan indol agiga ¢ikarma yetenegini belirlemek amaciyla
kullanilmastir (Mdiller, 1986; Kuzu, 2008).

Bilesimi (g/L)
Kazein peptonu 10
NaCl 5
Triptofan 10

pH 7,0’ye ayarlanmg, otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk steril edilmistir.

3.1.1.6. Kanh Agar

izole edilen bakterilerin kani hemoliz edebilme yetenegini belirlemek
amaci ile kullanilmistir. Agar besiyerine %10 oraninda kan (EDTA’lL) ilave
edilerek hazirlanmistir (MacFaddin, 2000)
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Bilesimi (g/L)
Pepton 10
Et 6zutl 10
NaCl 5
Agar agar 15

Not: Kan, besiyeri otoklavda steril edilip, 50°C’ye sogutulduktan sonra ilave edilir.

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler
3.1.2.1. Lugol Cozeltisi
Pektik maddenin enzimatik hidrolizi ile olusan zonu go0zlemlemek

amaciyla kullanilmigtir (Kusuma, 2014).

Bilesimi (9/330 mL)
Iyot 1
Potasyum Iyodiir 5

Haz:rlanan ¢ozelti amber sisede stok olarak saklanmustar.

3.1.2.2. NaOH Cozeltisi
Besiyerlerinin pH’sint ayarlamak icin 1N, tampon g¢ozeltileri hazirlamak

icin 0.2 N ve 2 N olmak (zere (¢ farkli derisimde hazirlanmistir (Aygan, 2008).

3.1.2.3. Dinitro Salisilik Asit Cozeltisi (DNS)

Pektinaz enzimi aktivitesi sonucu agiga ¢ikan indirgen seker miktarini
belirlemek amact ile kullanilmistir. 1g DNS 50 mL distile su igerisinde ¢ozilerek,
tizerine 30g K-Na-Tartarat ve 20 mL 2N NaOH ilave edilmis ve son hacim 100
mL’ye tamamlanmistir (Miller,1951).
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3.1.3. Kullamlan Tampon Cozeltiler
3.1.3.1. Sodyum-Asetat Tamponu

Pektinaz enziminin pH 4,0 ve 50 araliginda gosterdigi aktivitenin
belirlenmesi amaci ile kullanilmustir. Istenilen pH’da 0,1 M Sodyum asetat
tamponu hazirlamak icin 0,2 M asetik asit ve 0,2 M sodyum asetat ¢ozeltileri,
Cizelge 3.1’de belirlenen miktarlarda karistirilarak distile su ile 200 mL’ye

tamamlanmustir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.1. Sodyum asetat tampon ¢dzeltilerinin hazirlanmasi

pH 0,2 M Asetik Asit (mL) 0,2 M C,H3;0,Na (mL) dH,O (mL)
4,0 82,0 18,0 100
5,0 29,6 70,4 100

dH,O: Distile su

3.1.3.2. Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimin, pH 6,0-8,0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla
kullanilmustir. Cizelge 3.2’de verilen tampon c¢oOzeltileri ve hacimleri belirtilen
miktarlarda karistirilarak, istenilen pH’ya sahip tamponlar hazirlanmstir
(Temizkan ve Arda, 2004 ).

Cizelge 3.2. Sodyum fosfat tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

pH 0,2 M NaH,PO, (mL) 0,2 M Na,HPO, (mL) dH,O (mL)
6,0 87,7 12,3 100
6,5 68,5 31,5 100
7.0 39,0 61,0 100
7.5 16,0 84,0 100
8,0 53 94,7 100

dH,O: Distile su
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3.1.3.3. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimin pH 8,5-10,5 araligindaki aktivitesini saptamak icin kullanilmustir.
Istenilen pH’da tampon hazirlamak amaciyla cizelge 3.3.’de belirtilen, 0,2 M
Glisin ve 0,2 M NaOH c¢ozeltileri uygun oranlarda karigtirilarak, son hacim distile

su ile 200 mL’ye tamamlanmustir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.3. Glisin-NaOH tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

pH 0,2 M Glisin (mL) 0,2 M NaOH (mL) dH,O (mL)
8,6 4,0 50 146

9,0 8,8 50 141,2
9,6 22,4 50 127,6
10,0 32,0 50 118

10,6 45,5 50 104,5

dH,O: Distile su

3.1.3.4. Boraks-NaOH Tamponu

Enzimin pH 11,0-12,5 araligindaki aktivitesini saptamak amaci ile
kullanilmastr.

0,05M Boraks (19,05¢/L) ¢ozeltisinden 50 mL alinarak Uzerine belirlenen
pH elde edilinceye kadar NaOH (0,2N NaOH) cozeltisinden eklenmis, son hacim
distile su 200 mL’ye tamamlanmustir (Aygan, 2008).

3.1.4. Elektroforez Analizinde Kullanilan Sollisyonlar
3.1.4.1. Soliisyon A (Stok soliisyon)

-Akrilamid (%30)

-Bisakrilamid (%0,8)

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid 50 ML distile su igerisinde,

magnetik karistiricida, isitmadan tamamen c¢oziniinceye kadar karigtirihr. Son
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hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir. Akrilamid soliisyonu, amber sisede,
+4C° de birka¢ ay saklanabilir (Laemmli, 1970; Akan,2010).

Onemli not:| Polimerize olmam:s Akrilamid insan saglig: icin zararl: ve

tehlikelidir (irritan ve norotoksik). Cozeltinin c¢eker ocakta hazirlanmas:

laboratuar givenligi agisindan son derece énemlidir.

3.1.4.2. Soliisyon-B (4X Ayirnc jel tamponu) Ayirma jelinin hazirlanmasi

Bilesimi mL/100mL (v/v)
2 M Tris-HCI (pH 8,8) 75 (1,5 M)

SDS (%10) 4 (%0,4)

Distile su 21

Buzdolab:nda birkac ay saklanabilir.

3.1.4.3. Soluisyon C (4X Dengeleme jeli tamponu) (Bollag ve ark, 1996).

Bilesimi mL/100 mL(v/v)
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 50
SDS (%10) 4,0
Distile su 46

Buzdolab:nda +4C° de saklanmal:d:r.

3.1.4.4. AMPS (Amonyumpersitilfat, %10)
Poliakrilamid jelin polimerizasyonu asamasinda polimerizasyonu baslatici

olarak kullanilmistir (Bollag ve ark, 1996).

Bilesimi 0/10 mL

AMPS 1,0
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Son hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlanir ve en fazla 1 hafta iginde

kullaniimalidur.

3.1.4.5. Elektroforez Ylritme Tamponu (pH 8,3)
Bilesimi g/L
25mM Tris 3,0
192 mM Gilisin 14,4
SDS 1,0
3.1.4.6. Ornek HazirlamaTamponu  (5X),
Bilesimi mL/10 mL (v/v)
1M Tris-HCI (pH 6,8) 0,6
Gliserol (%50) 50
SDS (%10) 2,0
B-Mercaptoethanol 0,5
Bromfenol mavisi (%1) 1,0
Distile Su 0,9

Bromfenol mavisi elektroforez siirecinde izlem boyas: olarak kullanzimzgtar.

3.1.4.7.

SDS-PAGE Boyama Sollsyonu (Coomassie Brillant Blue, CBB-250)

Elektroforez islemini takiben protein bandlarinin gorinir hale gelmesi igin

proteinleri boyama amacl kullanilmastir.
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Bilesimi mL/1000 mL (v/v)
Comassie Brillant Blue 1lg
Metanol 450
Glasiyel Asetik Asit 100
dH,O 450

Coomassie Brillant Blue (1 g) metanol (450 mL) ile ¢6zinmus ve filtre
edilmistir. 100 mL glasiyel asetik asit ve 450 mL distile su eklenmistir.

Zimogram analizinde boyama amaciyla 0,02%’lik ruthenium red boyasi
kullanilmstir (Cruickshank ve Wade, 1980).

3.1.4.8. Jelden Boyayr Geri Alma (destaining) Sollsyonu
Uygun ve net bir goriintu elde edebilmek icin jel, boyama isleminden sonra

destaining sollisyonunda 1 gece bekletilmelidir.

Bilesimi mL/1000 mL (v/v)
Metanol 100

Asetik asit 100

Distile Su 800

3.1.4.9. Renatiirasyon Sollsyonu
Zimogram analizinde renatiirasyon amaci ile %2,5°lik Triton X-100

kullanilmistir (Vatanparast ve ark., 2014).

3.2. Metod
3.2.1. Bacillus sp. suslarinin izolasyonu
Cukurova Universitesi kampiisiinden, ciirimiis meyva ve sebze atiklar:

iceren 4 farkli alandan toprak 6rnegi alinarak karigtirilmastir.
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1 g toprak ve 9 mL steril distile su karistirilmistir.

Karisim homojen hale getirilmistir.

|

80 °C’de 10 dk inkuibasyon (Bacillus cinsi endospor olusturan gram pozitif
bakteri cinsi oldugundan, vejetatif hiicre formlarimin 6lmesi ve endospor
formlarinin 6rnekte kalabilmesi amaciyla uygulanan 1s1 soku asamasi) islemi
gerceklestirilmistir.

Ornek steril su (4,5 mL) ile 10°, 10*, 10°, 10°® oranlarinda sulandiriimstr.

N1 agara yayma ekim yapilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir.

Inkuibasyonu takiben, tek koloniler, morfolojik karakteristikleri dikkate
alinarak (Bacillus cinsine ait oldugu distnulen N1 agara (pH: 7,0 ve 9,0) cizgi
seklinde ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Her izolat gram boyama
ile test edilmis Bacillus cinsine ait olanlardan stok kiltiir hazirlanarak (egik kat:
jelozde) identifikasyon calismalari, pektinaz Uretici suslarin saptanmasi amaciyla

+4 °C’de korunmustur.

3.2.2. Bacillus sp. Suslarinin Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.2.2.1. Pektinaz Aktivitesinin Pektin-Agarda Saptanmasi

Bu arastirma kapsaminda saf kultlr(i yapilan tim izolatlar (117 sus) pektin-
agara (pH 7,0 ve 9,0) cizgi metoduyla ekilerek 37°C’de 24 ve 48 saat inkiibasyona

birakilmis ve inkibasyondan sonra pektinolitik aktivite test edilmistir. Bu amacla
32



3. MATERYAL VE METOD Cagnn UYAR

besiyerinin Uzerine llgol cozeltisi dokulmis ve 15-30 dk bekletilmistir. EKim
cizgisi etrafinda ortaya c¢ikan seffaf zon pektinolitik aktivite varhigim
gosterdiginden sdz konusu suslar pektinaz Ureticisi olarak saptanmigtir (Soares ve
ark., 1999).

Pektin ihtiva eden kati besiyerinde, Ureme cizgisi etrafinda olusan zonlarin

genisligine gore en iyi zon veren sus bu arastirmada enzim dreticisi olarak

kullanilmastr.

3.2.2.2 Pektinaz Uretici Bacillus sp. Suslarimn Tanimlanmasi

Test edilen ve enzim Uretiminde kullanilacak izolatin tanilanmasinda ilk
basamak olarak gram boyama yapilmstir. Biyokimyasal testlerden; katalaz, -
hemoliz, Simon’s sitrat, indol, jelatin, %6,5 tuzlu N1 agar besiyerinde Ureme
yetenegi uygulanmigtir. Bakteri tamilanmasinda rutin  olarak kullanilan
biyokimyasal testler yaninda Bakteri Tanilama Sistemi (VITEK-2) ve 16S rRNA

dizi analizi yontemleri de kullanilmastir.

3.2.3. Pektinaz Aktivitesinin Pektinli Buyyonda Saptanmasi

Secilen en yiksek zon c¢apina sahip suslardan enzim dretimi igin
kullanilacak olani belirlemek amaci ile katt ve sivi besiyerlerinde (pH 9,0) enzim
aktiviteleri gbzlemlenmistir.

Pektinaz aktivitesi sonucu aciga c¢ikan indirgen seker miktarin
spektrofotometrik olarak belirlemek amac: ile dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
kullanilmastir (Miller, 1959).

Pektinaz aktivitesi ile substratin (PGA) hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan
galakturonik asit miktar1 spektrofotometre (MultiScan Go) cihazinda 540 nm dalga
boyunda belirlenmistir (Asif, 2005).

DNS metodunda  2-hidroksi-3,5-dinitrobenzoik  asit,  3-amino-5
nitrosalisilik asite indirgenir ve glukoz birimleri glukonik asite ylkseltgenir. Na-K-

tartarat, ¢ozeltiyi, ¢ozinmis oksijenden korumak amaciyla kullanilirken, NaOH,
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glukozun yukseltgenmesi icin ortamin alkali olmasi gerektiginden kullanilir
(Miller, 1959).

OH T\H
HOOC _ l: _-NO. HOOC._ - ~_-NH,
u ] # indirgen seker |—= || T
NO, NO,
3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) 3-amino-5-nitro salisilik asit

Sekil 3.1. DNS yontemi ile ortamda bulunan serbest seker miktarinin
belirlenmesini saglayan reaksiyon.

Pektinaz (Qretici suslar, pektin ihtiva eden sivi besiyerinde Uretilerek
(37°C’de 24 saat) enzim aktivitesi saptanmustur.

Inkiibasyon sonunda kiltiirler +4°C’de 8000 d/dk’da santrifiij edilerek
hiicreler uzaklastirilmistir. Ust faz (supernatant) enzim soliisyonu (crude-enzim)

olarak kullanilmustir.

Reaksiyon karzsim:z ve kosullarz

Enzim sollisyonu 0,5mL
Poligalakturonik asit (%0.25) 0,5mL
KOr Karisimz

Tampon 0,5mL
Poligalakturonik asit (%0.25) 0,5mL

Reaksiyon karigimi  37°C’de 20 dk su banyosunda inkibasyona
birakilmistir.  Ornekler buz (izerinde bekletilerek aktivite durdurulmustur.
Reaksiyon tiiplerine 0,5 mL DNS ¢ozeltisi ilave edilmis ve 5 dk kaynayan suda
bekletilmis ve renk degisimi gozlenmistir. Ornekler kore karst 540 nm dalga

boyunda spektrofotometrede dlculmustur.
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Bir (nite pektinaz aktivitesi (U), standart kosullarda 1 dakikada
poligalakturonik asitten 1 pmol galakturonik asit olusmasini saglayan enzim

miktar olarak tanimlanmigtir (Jayani ve ark., 2005).

3.2.4. Pektinaz Uretiminde Sicakhk ve pH’mn Etkisi
3.2.4.1. Kat1 Besiyerinde Optimum Sicaklik ve pH’nin Saptanmasi

Bu amagla, CUHK1 susu pH 6,0-12,0 arahiginda hazirlanan pektinli agar
besiyerilerine ¢izgi metoduyla inokile edilmis, 37 °C’de 48 saat inkibe edilmistir.
Inkilbasyon sonrasinda dreme alanlari ve enzim aktivite zonlarimn 6lgimii
yapilarak susun en iyi Uredigi ve ylksek enzim aktivitesi gosterdigi pH degerleri
saptanmustir.

Optimum pH degeri saptandiktan sonra, CUHK1 susu optimum pH’daki
(9,0) besiyerine ¢izgi metoduyla inokile edilerek, 4°C , 20°C, 30°C, 37°C ve
50°C’de 48 saat inkuibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda ireme alani ve enzim aktivite zonlarinin 6lgimi
yapilarak susun en iyi Oredigi ve yiksek enzim aktivitesi gosterdigi sicaklik

degerleri saptanmustir.

3.2.4.2. Siv1 Besiyerinde Optimum Sicakhk ve pH’mn Saptanmasi

Enzim dretici sus olan CUHKL1’in kat1 besiyerinde, optimum Ulreme ve
pektinolitik aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerlerinden hareketle, sivi
besiyerinde aym kosullar saglanarak Ureme ve aktivite kontroli yapilmstir.
Pektinli sivi besiyerinde Ureme ve enzim aktivitesi spektrofotometrik analizle test
edilerek kat1 besiyerindeki sonuclar ile kiyaslanmustir.

Bu amagla, CUHK1 susu N1 besiyerine (siv1) inokdle edilerek 37 °C’de
150 devir/dk calkalamali inkiibatorde 18 saat tiremeye birakilmstir. inkiibasyonu
takiben kultir 600 nm’de, spektrofotometrede 6l¢limi yapilarak kiltiiriin optik
yogunlugu (O.D.) steril besiyeri ile 0,5’e ayarlanmustir. Erlenler igerisinde bulunan

100’er mL pektinli siv1 besiyerlerinin baslangi¢ pH’lar1 6,0 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, 11,0
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ve 12,0’ye ayarlanmistir ve bakteri kilturi %21 oranminda asilanmistir. Kulturler
35°C’ye ayarlanmis 150 devir/dk calkalama hizindaki inkibatorde 24 saat
inklibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra, kiiltir +4°C’de 8000 devir/dk’da 15 dk santrifij
edilerek bakteriler ¢okturilmustiir. Ust sivi faz alinarak DNS yontemi ile farkl
pH’lardaki enzim aktiviteleri saptanmistir. En ylksek absorbans degerinin elde
edildigi pH degeri %100 kabul edilmistir ve diger pH degerleri %100’e gore
oranlanmip, bagil aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

CUHK1 susunun sivi besiyerinde en iyi aktivite gosterdigi sicakhk
araliginin saptanmasi amaciyla belirlenen pH’daki sivi1 besiyerlerine taze kiltrden
ekim yapilmistir. EKimi yapilan sivi besiyerleri 25°C, 30°C, 35°C, 40°C ve
45°C’de 150 devir/dk calkalama hizindaki inkibatorde 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiir +4°C’de 8000 devir/dk’da 15 dk santrifij
edilmistir. Ust sivi faz alinarak DNS yontemi ile farkli sicakhiklardaki enzim
aktiviteleri saptanmustir. En yuksek absorbansin gozlendigi sicaklik degeri %100

kabul edilmis ve bagil aktivite grafigi hazirlanmstir.

3.2.5. Pektinin farkh Konsantrasyonlarinin Pektinaz Uretimine EtKisi

Pektinaz uretiminde kullanilan karbon kaynaginin farkl: konsantrasyonlar
ile (%0.1, %0.5, %1, %15, ve %2) hazirlanan sivi besiyerlerinde Uretim
yapilmistir. Bakteri kiltirt 0.5 O.D.’ye ayarlanip sivi besiyerlerine asilanmstir.
Sivi besiyerleri 35°C’de 150 devir/dk calkalama hizindaki inkiibatérde 24 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben +4°C’de 8000 devir/dk’da 15 dk santrif(j
edilmistir. Ust faz alinarak enzim aktiviteleri saptanmistir. En yiilksek absorbansin
saptandigi  deger %2100 kabul edilmis ve bagil aktivite cinsinden grafik

hazirlanmastir.
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3.2.6. Pektinaz Uretiminde Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Bu amagla, optimum pH (10,0) ve karbon (%0,1) kaynag: ihtiva eden sivi
besiyerine enzim (retici susun 18 saatlik taze kultlrl asilanmistir. Optimum
sicaklikta (35°C) inkiibasyona devam edilirken, 12., 24., 28., 32., 36., 48., 52., 56.,
60. ve 72., saatlerde ornekler alinip +4°C’de 8000 devir/dk’da 15 dk santrifiij
edilmistir. Ust faz alinarak enzim aktiviteleri saptanmistir. En yiilksek absorbansin
saptandigi  inklbasyon siresi %100 kabul edilmis ve sonuclar bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.7. Pektinaz Uretiminde Optimum inokuliim Miktarinin Saptanmasi

Enzim Uretiminde en uygun inokilasyon oraninin saptanmasi amaci ile
optimum kosullarda (pH 10,0 ve 35°C) sivi besiyeri hazirlanmistir. 18 saatlik taze
bakteri kiltird %0,5, %1, %1,5, %2, %3 ve %4 oranlarinda besiyerlerine inokdile
edilmistir.  Optimum Uretim sicakhginda, 56 saat Uretim yapilarak santrifij
isleminden sonra st faz alinarak enzim aktiviteleri saptanmustir.

En ylksek absorbans degerinin saptandigi inokilasyon orant %100 kabul

edilmis ve sonugclar bagil aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.8. Pektinaz Uretimi ve Kismi Saflastirma

Enzim Ureticisi olarak secilmis CUHK1 susu, N1 siv1 besiyerinde 18 saat
uretilmis ve kaltur spektrofotometre cihazinda 600 nm’de optik yogunlugu (O.D.)
0,5’e ayarlanarak uygun oranda pektinli sivi besiyerine asilanmstir. Pektinli
besiyerinde (tim optimize edilmis kosullar1 saglayan), 150 devir/dk’da galkalamal:
inkibatdrde 56 saat inkiibasyona birakilarak enzim retimi gerceklestirilmistir.

Inkiibasyondan sonra kultir +4 °C’de 8000 devir/dk’da 15 dk santrifijj
edilerek bakteriler ¢oktlrullp, sivi Ust faz steril bir siseye aktarilmistir. Sivi fazin

Uzerine kendi hacminin %70’i oraninda %96’k soguk etanol eklenmistir ve

37



3. MATERYAL VE METOD Cagnn UYAR

-20°C’de 24 saat bekletilerek alkol presipitasyonu yapilmistir. 24 saat
sonunda ornek +4 °C’de 15 dk 10000 devir/dk’da santrifuj edilerek, enzim
cokturulip sivi fazdan ayrilmistir. Elde edilen enzim ¢okeltisi, 0,1 M sodyum
fosfat (pH 7,0) tamponunda ¢ozilerek karakterizasyon deneylerinde kullaniimak

amaci ile +4°C’de saklanmustir.

3.2.9. Pektinolitik Aktivite Uzerine pH’nin EtkKisi

Uretilen pektinaz alkol presipitasyonu ile kismi olarak saflastirilmistir.
Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi igin; Sodyum asetat
(pH 4,0, 5,0), Na-fosfat (pH 6,0-8,0), Glisin-NaOH (pH 8,5-10,5) ve Borax-NaOH
(pH 11,0-12,0) tamponlar: kullanilmistir. Bu tamponlar kullanilarak %0,24lik
poligalakturonik asit iceren cozeltiler hazirlanmistir (Ahlawat ve ark., 2007).
Reaksiyon karistmi deney tlplerinde 37°C’de 20 dk su banyosunda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra aktivite reaksiyonu buz iizerinde durdurulmustur.
Deney tiplerindeki reaksiyon karigimina 0,5 mL DNS ¢ozeltisi ilave edilmis ve 5
dk kaynar su banyosunda bekletilmistir. Ornekler kére kars: 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede dl¢tlmustir (Mehar ve Pravendra, 2005).

En ylksek absorbansin saptandig: deger 100 kabul edilmis, diger pH

degerleri ile kiyaslanarak bagil aktivite grafigi ¢izilmistir.

3.2.10. Pektinolitik Aktivite Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin saptanmasi igin 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 ve 110 °C sicakliklarda enzim optimum pH’daki substrat ile
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonlar 20-80°C araliginda su banyosunda, 90-
110°C arahginda ise yag banyosunda yapilmigtir. Daha sonra DNS metodu ile
standart pektinaz aktivitesi tayini yapilmustir.

En yiksek absorbansin elde edildigi sicaklik %100 kabul edilerek bagil

aktivite grafigi ¢izilmistir.
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3.2.11. Sicakhgin Enzim Kararhhgina Etkisi

Sicakligin enzim kararlhiligina etkisini saptamak amaci ile; enzim 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C sicakliklarda 60 dk on inkibasyona birakilmigtir. On
inklibasyon sonunda enzim ve substrat (optimum aktivitenin gerceklestigi pH’da)
karistirilmis ve optimum sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
standart aktivite tayini yapilmistir. On inkiibasyonsuz aktivite analizinden elde
edilen deger %100 kabul edilmis ve farkli sicakliklarda 6n inkibasyondan sonra
elde edilen aktivite degerleri ile oranlanarak bagil aktiviteleri saptanip

grafiklendirilmistir.

3.2.12. pH’nin Enzim Kararhhgina Etkisi

pH’nin enzim kararhiligina etkisini belirlemek amaci ile; enzim o6rnegi,
farkli pH’lardaki (4,0-12,0 araliginda) tamponlar kullanilarak 60 dk oda
sicakliginda 6n inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda optimum pH’da
substrat ile standart aktivite tayini yapilmistir. On inkiibasyona birakilmamis
enzimin aktivite analizi ile elde edilen deger %100 olarak kabul edilmis ve bagil

aktivite grafigi ¢izilmistir.

3.2.13. Kimyasallarnin Enzim Aktivitesine EtKkisi

Pektinaz enzimi Uzerine cesitli kimyasallarin etkisini saptamak amact ile
secilen kimyasallar 1 mM ve 10 mM olmak (zere iki konsantrasyonda
kullanilmastr.

Tuplere alinmig enzim 6rneklerine son konsantrasyon 1 mM ve 10 mM
olacak sekilde; EDTA, SDS, MnCl,, CuCl,, CoCl,, FeCls, Ure, MgCl,, Triton-
X100, ZnCl, ve CaCl, ilave edilerek 60 dk o6n inkibasyon isleminden sonra
optimum pH ve sicaklikta standart enzim aktivite tayini gergeklestirilmistir.
On inkiibasyona birakilmamis enzimin aktivitesi %100 kabul edilmis ve kimyasal

eklenmis aktivite degerleri ile kiyaslanarak bagil aktivite grafigi cizilmistir.
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3.2.14. SDS-PAGE ve Zimogram Analizi

Bu calismada dretilen pektinazin molekiler agirhginin ve aktivitesinin
saptanabilmesi amaciyla SDS-PAGE sistemi kullaniimustir.

Poligalakturonik asit (%0,1) ihtiva eden ayirici jel (separating, %12) ve

dengeleyici jel (stacking, %5) hazirlanmustir.

Ornek mikro pipet ile yiiklenir

Katot
Kullanilan ekipman

Sekil 3.2. PAGE (poliakrilamid jel elektroforezi) sistemi
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3.2.14.1. Ayinic jelin (%10) bilesimi ve hazirlans

Bilesimi

Sol-A 6,5 mL
Sol-B 5,0 mL
dH,0O 7,1 mL
Substrat 1,3 mL
AMPS (%10) 66 pL
TEMED 15 pL

Sol-A ve Sol-B dnceden taze olarak ayri1 ayri hazirlanir, yukarida verilen
miktarlarda karistirildiktan sonra 5 dk degaz (¢6ziinmis oksijenin uzaklastiriimasi)
islemi yapilir. AMPS ve TEMED eklenerek jel kalibina dokilerek polimerizasyon

icin oda sicakliginda bekletilir.

3.2.14.2. Dengeleyici Jelin Bilesimi

Bilesimi

Sol-A 1,5mL
Sol-C 2,25 mL
dH,O 5,25 mL
AMPS (%10) 30 puL
TEMED 10 pL

3.2.14.3. Elektroforez Kosullan

Yiklenen 6rnek miktar: 80 uL
Yiklenen Marker miktar 10 uL
Uygulanan akim ornekler stacking jelden

cikincaya kadar 15 mA, daha sonra 20 mA

Elektroforez zaman 6 saat
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3.2.14.4. SDS- PAGE Jelinin Boyanmasi ve Zimogram analizi

Elektroforez islemini takiben jel, CBB-R250 boya soliisyonunda 2 saat ve
1 gece boyayi geri alma soltisyonunda bekletilmistir. Boyama ve boyadan kurtarma
islemleri sonrasinda jel beyaz 1s1k Uzerinde incelenerek, marker protein bandlarinin
jeldeki konumlarina gore 6rnegin molekdler agirligi hesaplanmstir.

Enzimin jeldeki aktivitesini gozlemleyebilmek igin enzimin substrat olarak
kullanacag: poligalakturonik asit (%2,5) ayirict jele eklenmis ve enzim bu jelde
yuratilmiistar.

Elektroforez isleminden sonra, jel %2,5 Triton X-100 soliisyonunda 45 dk
bekletilerek proteinin renatlirasyonu islemi gergeklestirilmistir (Vatanparast ve
ark., (2014). Renatiirasyon isleminden sonra jel uygun pH’da 1 saat inkiibe edilmis
ve ruthenium kirmizisiyla (%0,02 boyanmistir (Cruickshank ve Wade, 1980).

Zimogram analizinde, boyamadan sonra bandlarin cevresinde seffaf
hidroliz zonlarinin goriilmesi Pektinaz aktivitesinin dogrulanmasidir (Mellon ve
Cotty, 2004).

Zimogram analizinde hidroliz zonu gorilen bandlarin, Uretilen enzimin

molekiler agirhgint ve izomerlerini saptamak agisindan 6nemi yadsinamaz.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Cukurova Universitesi kampisiinden, ciirimiis meyve ve sebze atiklar:
iceren 4 farkli lokasyondan alinan toprak ornekleri bakteri izolasyonu amaciyla
kullanilmastr.

Toprak 6rnegi 80°C’de 10 dk 1s1 sokuna maruz birakildiktan sonra, tek
koloni olusturacak diizeyde seri sulandirmalarla N1 besi yerine ekim yapilmis ve
toplam 117 bakteri kolonisi segilmistir.

Tek koloni olarak Ureyen suslarin koloni morfolojileri ve gram boyanma
kararkteristikleri dikkate alinarak (cubuk seklinde, gram pozitif, endospor olusumu;
Sekil 4.1, Sekil 4.2.) Bacillus cinsine ait olan 117 susun egik kati jel6zde stok
kiltarleri  hazirlanmis, +4°C’de saklanmistir. Her sus pektinolitik aktivite

yoénunden test edilmistir.
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Sekil 4.1. Bacillus sp.”nin (CUHK1) Gram boyanma karakteristigi (zszk mikroskobu
10x100)
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Bacillus sp.’nin (L8) Gram boyanma Karakteristigi (zszk mikroskobu
10x100)

Sekil 4.2.
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4.2. Izolatlarin Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.2.1. Kati Besiyerinde Aktivite Saptanmasi

Stok kdlturleri hazirlanmig 117 izolatin (Bacillus sp.) pektinolitik
aktivitesini saptamak amaciyla; suslar pektin iceren agar besiyerlerine (pH:7,0 ve
9,0) ¢izgi seklinde ekilerek 37°C’de 48 saat inklibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonu takiben kaltiirler Itigol ¢ozeltisi ile boyanmistir. Boyamadan
sonra 18 adet susun Ureme cizgisi etrafinda seffaf zon (hidrolitik zon) olusumu
gorulmistiir ve bu suslar “pektinaz tretenler” olarak numaralandirilmistir (H1,
H2, H5, H6, L1, L3, L5, L6, L7, L8, L9, P1, P2, P9, P11, U1, U2 ve U3).

Pektinaz Ureten izolatlar arasinda H1 ve L8 kati besiyerinde en genis
hidroliz zonu olusturan suslar oldugu icin, bu arastirmada Uretici suslar olarak

kullanilmak Gzere tanilanma testleri uygulanmastr.
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Sekil 4.3. Pektinli besiyerinde pektinolitik (48 saat) aktivite zonlar:

Cizelge 4.1. H1 ve L8 izolatlarinin pektin-agarda Ureme alani ve enzim aktivite zon

caplar
fzolatNo  Bakteri iremealam(mm)  Hidroliz Zonu (mm)
H1 55 50
L8 6 47
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4.2.2. Sivi Besiyerinde Aktivite Saptanmasi

Pektinli agarda en yiksek aktivite zonu saptanan H1 (CUHK1) ve L8
suslart pektinli sivi besiyerinde (pH 9,0) dretilerek, hucreler santrifiij ile
coktirllerek Ust fazdan standart yontemle enzim aktivite tayini yapilmustir.

Benzer kosullarda dretim yapilmis ve H1 susundan (retilen enzim
aktivitesi L8’den iki kat ylksek bulunmustur. Bu adimdan sonra ¢alismada tretici
sus olarak H1 (CUHKZ1) ile devam etmeye karar verilmistir.

Soares ve ark (1999), 5 g toprak drneginden izole ettikleri 168 Bacillus sp.
susundan 14 tanesinin yuksek enzimatik zon c¢ap: olusturdugunu ve c¢ok iyi
pektinolitik enzim dreticisi olduklarini gozlemlemislerdir. Ayrica, 88 susun
pektinolitik enzim dreticisi oldugunu, 66 susun ise pektinaz Uretme yetenegi

gostermedigini saptamislardir.

4.3. H1 ve L8 (pektinaz ureticisi) Suslarimn Tamlanmasi

Pektinli agarda en yuksek hidroliz zonu olusumu gdsteren H1 ve L8
suslari, gram boyama sonucu; gram pozitif, cubuk seklinde, endospor olusturan
Bacillus sp. olarak tanilanmistir. Bu suslar icin, asagidaki biyokimyasal testler
yapilmus, testler ve sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Bu arastirmada enzim Uretici sus olarak H1 kullaniimaya karar verilmis
ve CUHK1 seklinde isimlendirilmistir. CUHK1 izolat1 VITEK-2 Bakteri Tanilama

Sistemi (BioMerieux) ile analiz edilerek Paenibacillus cinsi ve tanilamada altin

standart olan 16S rRNA dizi analizi ile Paenibacillus illinoisensis olarak tur

diizeyinde tanilama gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.2. H1 ve L8 izolatlarina uygulanan testler

Sus Uygulanan Biyokimyasal Test Sonug
Hl

Katalaz +
B-hemoliz -

Simon’s sitrat -
Indol -
Jelatinin hidrolizi -
%6.5 tuzlu N1 agar’da treme -
L8

Katalaz +
B-hemoliz -
Simon’s sitrat -
indol -
Jelatinin hidrolizi -

%6.5 tuzlu N1 agar’da treme -

4.4. Pektinaz Uretimini Etkileyen Kosullarin Optimizasyonu
4.4.1. Pektin Agarda Optimum pH’mn Saptanmasi

Bu amacla; pH 6,0-12,0 araliginda pektinli agar hazirlanmistir. CUHK1
susu bu farkli pH’lardaki besiyerlerine ¢izgi metoduyla ekilerek 37°C’de 48 ve 72
saat inkibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra bakteri tGreme alanlar: ve
pektinolitik zon gaplar: dlgulmustir. Sonuglar Cizelge 4.2°de goruldiigu gibi pH
9,0 olan agar besiyerinde pektinolitik zon capimin en yuksek, bakteri treme
alanlarimin pH 8,0 ve 11,0°’de en yiiksek, pH 6,0 ve 7,0°de reme alanlar1 ve

aktivitenin en dustik oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Pektinli Agarda pH’in Bakteri (CUHK1) Uremesi ve Enzim
Aktivitesine Etkisi

pH Bakteri Gireme alani (mm) Hidroliz Zonu (mm)
6,0 2 26
7,0 2 28
8,0 35 30
9,0 3,0 31
10,0 3 30
11,0 35 30
12,0 3 29

Kusuma ve ark. (2014), izole ettikleri Bacillus subtilis (C4) susunun agar
besiyerinde farkli pH’larda pektinaz aktivitesini arastirmiglardir. Enzimin pektinli

kat1 besiyerinde pH 11,0’de en yiiksek aktivite gosterdigini saptamislardir.

4.4.2. Pektin Agarda Optimum Sicakhgin Saptanmasi

CUHKU1 susu icin; en iyi Ureme ve en yuksek aktivite pH 9,0’da saptandig:
icin, sicakhigin etkisini saptamak amaciyla hazirlanan besiyerinin pH’s1 9,0’a
ayarlanmig ve izolat pektinli agara ¢izgi ekimi ile inokile edilmistir. Kltiir 4-50°C
sicakliklar arasinda 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra bakteri tireme
alant ve pektinolitik zon caplari olcllmistur. Kati besiyerinde en ylksek
pektinolitik zon ¢ap1 ve treme alan1 37°C’de saptanmistir. En duslik aktivite 4 ve
50°C’lerde gorulmustir. Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4.’te goruldigu gibi enzim (reticisi

susun ve pektinazin mezofil oldugu ortaya konmustur.
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Cizelge 4.4. Pektinli Agarda Sicakligin Bakteri (CUHK1) Uremesi ve Enzim
Aktivitesine Etkisi

Sicakhik (°C) Bakteri Greme alam (mm) Hidroliz Zonu (mm)
4 1 11
20 3 35
30 3 41
37 55 50
40 55 49
50 1 10

Mukesh ve ark. (2012), Bacillus sp. MFW?7 susundan enzim Uretimi icin
en iyi sicakligin 35°C oldugunu saptamislardir.
Patil ve ark (2010), Penicillum sp.’den ekstaseliler pektinolitik enzim

Uretiminde en iyi sicakligin 35°C oldugunu gézlemlemislerdir.
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4.4.3. Sicakhik ve pH’min Sivi Besiyerinde Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

CUHK1 susunun stok kulttrinden N1 sivi besiyerine ekim yapilarak 18
saatlik taze kiltur elde edilmistir. Kdltirin optik yogunlugu (ODggo)
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0,5’e ayarlanmustir.

Pektinli sivi besiyerleri pH 6,0-12,0 araliginda hazirlanarak ODgy 0,5°€
ayarlanmis taze kiltir inokile edilerek (%1) 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.
Kiltir +4°C’de 8000 devir/dk’da santrifllj edilerek Ust faz (enzim sollisyonu)
ayrilmistir. Ust fazda DNS yéntemi ile enzim aktivitesi saptanmustir. Sekil 4.5.de
goraldugl gibi en yiksek enzim aktivitesi pH 10,0’da gortlmustir. pH 7.0-9.0
araliginda ortalama %90 aktivite gozlenirken pH 11,0-12,0 arahiginda aktivite %60
diizeyinde gozlenmistir.

120
100

80

60

40

Bagl Aktivite (36)

20

pH

Sekil 4.5. Pektinli sivi besiyerinde pH’1n enzim aktivitesi tzerine etkisi

Qureshi ve ark. (2012), Bacillus subtilis EFRL 01 nolu susundan sivi
besiyerinde pektinaz dretimi i¢in en uygun pH’in 8,0, en duslik enzim Uretiminin
pH 4,0’de oldugunu saptamigslardir. Enzim dretimi igin alkali pH’nin uygunlugunu
gozlemlemislerdir.

Sharma ve Satyanarayana (2006), Bacillus pumilus dcsrl susundan

pektinaz enzimi dretimi i¢in en uygun pH’in 8,5 oldugunu saptamislardir.

52



4. BULGULAR VE TARTISMA Cagrnn UYAR

Kaur ve ark. (2004), termofilik mantar olan S. termophile’den pektinaz
enzimi Gretimi i¢in en uygun pH’1n 7,0 oldugunu saptamislardir.

Sicakligin enzim aktivitesi Uzerine etkisini saptamak amaciyla, CUHK1
susu pH’s1 10,0 (optimum pH 10,0 saptand:g: igin), olan pektinli sivi besiyerine
inokiile edilmis ve 18 saatlik taze kiltirii hazirlanmistir. Taze kiltirden
inokdilasyon yapilan sivi besiyerleri 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C’de 150 devir/dk
calkalama hizindaki inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan
sonra bakteri kilturi +4°C’de 8000 devir/dk’da santrifllj edilmis Ust sivi1 faz (enzim
sollisyonu) alinarak DNS yontemi ile farkli sicakliklardaki enzim aktiviteleri
saptanmustir. Sekil 4.6.’da goruldigl gibi en yiksek enzim aktivitesi 35°C’de

saptanmustir. 25 ve 45°C’lerde aktivitenin ortalama %58’e distugl gozlenmistir.
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Sekil 4.6. Pektinli sivi besiyerinde sicakligin enzim aktivitesi izerine etkisi

Patil ve ark (2010), Penicillum sp.’den ekstaseliiler pektinolitik enzim
Uretimi icin en uygun sicakhigin CUHK1 susunda oldugu gibi 35°C oldugunu
saptamuslardir.

Sharma ve Satyanarayana (2006), Bacillus pumilus dcsrl susundan

pektinaz Gretimi igin en uygun sicakligin 50°C oldugunu saptamiglardir.
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Kaur ve ark. (2004), termofilik mantar olan S. termophile’den pektinaz

tretimi icin en uygun sicakligin 45°C oldugunu saptamiglardr.

4.4.4. Pektinaz Uretiminde Pektinin Farkh Konsantrasyonlarimn Etkisi

Bu caligmada enzim dretici susun taranmasi, enzim dUretimi amaciyla
kullanilan besiyerine ilave edilen pektin (substrat) temel karbon kaynaginm
olusturmaktadir.

Mikroorganizmanin  Ureyecegi  besi ortamina  eklenen  substrat
konsantrasyonu, enzim dretimini etkileyen énemli bir parametredir. Bu ¢alismada
pektinin farkli konsantrasyonlarini (%0,1, %0,5, %1, %1,5 ve %2) ihtiva eden besi
yerlerinde pektinaz (Qretilerek standart aktivite deneyleri yapilmis ve en iyi
konsantrasyon saptanmustir [Uretim kogullarz; pH 10,0, inkiibasyon s:caklig: 35°C,
24 saat]

Inkiibasyondan sonra kiltiirden hiicreler ayrilarak uist fazdan DNS yontemi
ile aktivite tayini yapilmistir. Sekil 4.7°de gorildugi gibi en yiksek enzim
aktivitesi %0,1 konsantrasyonunda substrat bulunan besiyerinde saptanmustir.
Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesinin oldukca disiik oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Pektin konsantrasyonunun enzim tretimine etkisi

Mukesh ve ark. (2012), Bacillus sp. MFW7’den pektinaz enzimi Gretimi
icin en uygun substrat konsantrasyonunun %31 oldugunu saptamislardir. %3,5
substrat konsantrasyonunda aktivitenin giderek azaldigini gozlemlemislerdir.

4.4.5. Pektinaz Uretiminde inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Endustride mikroorganizmalardan enzim dretiminde eger kesikli kultlr
yapiliyorsa inkiibasyon zamani maksimum enzim verimini saglayabilmek igin son
derece 6nemlidir. Boylece hem gereksiz enerji kullanilmas: engellenmis olur hem
de maksimum enzim verimi saglanir.

Bu amacla optimum kosullarda hazirlanan besiyerinde enzim Uretimi
devam ederken belirli zaman dilimlerinde standart enzim aktivite tayini yapilmustir.
Sekil 4.8’de goruldigu gibi en ylksek enzim aktivitesinin 56. saatte oldugu
saptanmustir. 12-36. saat inkiibasyon araliginda enzim aktivitesinin yaklasik %40
oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.8. Enzim Uretiminde inkibasyon stresinin etkinligi

Qureshi ve ark. (2012), Bacillus subtilis EFRL 01 susundan sivi
besiyerinde pektinaz dretilmesi icin en uygun inkibasyon slresinin 48 saat
oldugunu saptamiglardir. 48. saatten sonra inkiibasyon siresi devam ettikce enzim
aktivitesinin azalmasini, fermentasyon devam ederken degisen pH, enzimin
artiklarla etkilesime girmesi, denatlrasyonu ya da dekompozisyonu ile

iliskilendirmislerdir.

4.4.6. Pektinaz Uretiminde Bakteri Asilama (inokuliim) Oraninin Etkisi

Enzim (retiminde inokllasyon orani maksimum verim igin gerekli
parametrelerden biridir. Bu nedenle, optimum kosullarda dretim besiyeri
hazirlanmis ve 18 saatlik taze bakteri kiiltirinden %0,5, %1, %1,5, %2, %3 ve %4
oranlarinda asilama ile besiyerlerine inokile edilmistir. 35°C’de inkiibasyona
birakilmig ve akabinde Ust faz alinarak enzim aktiviteleri saptanmistir. Sekil 4.9’da

goraldugl gibi en yuksek enzim aktivitesi %2 oraninda inokilasyon ile
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saglanmistir.  Sirasiyla  enzim  dretimi  icin  en uygun asilama oram
%2>%3>%1,5>%1>%4>%0,5 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Pektinaz tretiminde inokulim miktarinin etkisi

4.5. Pektinaz Uretimi ve Kismi Saflastirma

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susu enzim Ureticisi olarak secilmis ve
calismaya bu sus ile devam edilmistir.

Enzim Uretim asamalari;

CUHKZ1 susunun stok kultirunden LB buyyona inokilasyon 18 saat
inklibasyonu gercekleitirilerek taze kultlr Gretilmistir.

Bu kdltiirden %2 oraninda pektinli (%0,1 pektin, pH 10,0)s1v1 besiyerine
inokdle edilmistir ve 35°C’de 56 saat inkiibasyonu gergeklestirilmistir.

Inbiibasyondan sonra +4 °C’de, 8000 devir/dk santrifiij edilerek, st fazin
ayrilmasi saglanmustir.

Ust faza, toplam hacminin %70 oraminda Et-OH ilave edilmistir.

-20°C’de 1 gece bekletildikten sonra +4 °C’de, 10000 devir/dk santrif(ij

edilmis, ¢okeltinin tamponda ¢oziilerek ve denemelerde kullaniimas: saglanmistir.
57



4. BULGULAR VE TARTISMA Cagri UYAR

Elde edilen ¢okeltide enzim aktivite varligin1 saptamak amaciyla; Etanol
presipitasyonu (kismi olarak saflastirilmis) yapilmis ¢okeltiden 50 pL alinarak %1
pektinli agar besiyerine damlatilmis ve 15 dk 37°C’de inkibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben agar liigol cozeltisi ile boyanarak enzimin aktivite zonu
fotograflanmigtir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Et-OH presipitasyonundan sonra pektinolitik aktivite

4.6. Optimum pH
Pektinaz aktivitesi ile pH’nin iligkisini ortaya koyabilmek igin farkl

tamponlar kullaniimastr.

Sodyum asetat pH 4,0, 5,0
Na-fosfat pH 6,0-8,0
Glisin-NaOH pH 8,5-10,5
Boraks-NaOH pH 11,0-12,0
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Sekil 4.11’de goruldugl gibi; pH 3,0’da %24, pH 4,0’de %36, pH 5,0’de
%56, pH 6,0’da %64, pH 7,0’da %85, pH 8,0’de %87, pH 9,0’da %88, pH 10,0’da
%100, pH 11,0°de %87 ve pH 12,0’de %77 bagil enzim aktivitesi elde edilmistir.
Optimum enzim aktivitesi pH 10,0’da saptanmustir. Analizi yapilan biitiin pH’larda
ortalama olarak %70,4 enzim aktivitesi saptanmistir. Enzimin pH 3,0-7,0
aralhiginda ortalama %53 aktiviteye, pH 8,0-12,0 araliginda ortalama %87,8
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Elde edilen sonuclar pektinaz enziminin
genis bir pH araliginda (3,0-12,0) yiksek duzeyde aktif oldugunu (%70,4) ayrica
cok farkl pH’larda verimli olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan izole edilen pektinaz
enziminin optimum aktivitesinin pH 10,0’da olmas: ve pH 11’de %87 aktivite
gostermesi enzimin yiksek alkalin 6zellige sahip oldugunu gostermektedir.
Enzimin asidik ve ekstrem alkali (pH 6,0’da %64, pH 12,0’de %77) pH
degerlerinde yaklasik %70,5 aktivite gostermesi ekstremofil bir enzim oldugunu
gostermektedir. Enzimin ekstremofil 6zelligi sayesinde Ozellikle tekstil sektorinde

kullanim alani oldukga fazladir. Saptanan bulgular Sekil 4.11°da gosterilmistir.
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Sekil 4.11. pH’1n enzim aktivitesine etkisi
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Mei ve ark (2013), Bacillus halodurans M29 susundan alkalin pektinaz
enzimi izole etmislerdir. Enzimin pH 10,0’da, Kobayashi ve ark. (2001), Bacillus
sp. KSM-P576 susundan alkalin pektinaz enzimi izole etmisler ve pH 8,0°de
optimum aktivite gosterdigini saptamislardir. Horikoshi (1972), Bacillus sp. P-4-N
numaral: sustan alkalin pektinaz enzimi izole etmis ve enzimin en yiiksek
aktivitesinin pH 10,0’da oldugunu saptamustir.

Bu arastirmada “Pektinaz Ureticisi” olarak kullanilan Paenibacillus
illinoisensis CUHK1 susundan dretilen enzim farkli arastirmacilarin Urettikleri
enzimlerle benzer/farkl 6zellik gostermekte olup, alkali bir enzim oldugu ve alkali

prosesler i¢in uyumlu oldugu distinilmektedir.

4.7. Optimum Sicakhik

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi sicakligi saptayabilmek icin, standart
enzim reaksiyon karigimlar: (enzim+substrat, pH 10,0) hazirlanarak 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100 ve 110 °C sicakliklarda 20 dk inkibe edilmistir ve standart
aktivite yontemi ile spektrofotometrik degerler dlgilmiistir.

Sekil 4.12’de goruldigu gibi; 20°C’de %67, 30°C ‘de %76, 40°C’de %80,
50°C’de %100, 60°C‘de %76, 70°C’de %42, 80°C’de %26, 90°C’de %9, 100°C’de
%3 ve 110°C’de %3 bagil enzim aktivitesi elde edilmistir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan izole edilen pektinaz enzimi
icin optimum aktivite 50°C’de saptanmustir. Sicaklik 60°C’ye yiikseldiginde %76
dizeyinde aktivite varligi enzimin termofil kosullarda da etkin olduguna dair
O6nemli bir bulgudur. 20-40°C’lerde ortalama %74,33, 50 ve 60°C’lerde %88
aktivite saptanmasi, bu enzimin yiksek sicaklik kosullari gerektirmeyen (retim
stireclerinde kullanilabilecegini, 80-100°C’lerde anlamli diizeyde aktivite kaybina
ugramasi nedeniyle s6z konusu sicakliklar igin uygun olmadigi Sekil 4.12°de

verilen sonuglarda gorulmektedir.
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Sekil 4.12. Sicakligin enzim aktivitesine etkisi

Kant ve ark. (2013), Aspergillus niger MTCC 3323’den pektinaz enzimi
Uretmis ve 45°C’de optimum aktivite gosterdigini saptamislardir.

Wang ve ark. (2006), Bacillus subtilis WSHBO04-02 alkali pektinaz enzimi
uretmigler ve 57°C’de optimum aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

Nagel ve Aughn (1961), Bacillus polymyxa susundan alkali pektinaz
enzimi Uretrek enzimin 45°C’de optimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Dave ve Vaughn (1971), Bacillus pumilis susundan alkali pektinaz enzimi
Uretmisler ve 60°C’de optimum aktivite gosterip 70°C’de %90 aktiviteye sahip
oldugunu saptamiglardir.

Bu arastirmada Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilen
pektinazin taranan literattrlerdeki bulgular ile benzerlik gosterdigi ve enzimin
termofil dzellikte oldugu saptanmustir.
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4.8. Sicakhgin Enzim Kararhhgina (Stabilitesi) Etkisi

Sicakhgin enzimin kararliligina etkisini saptamak amaciyla; enzim 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C sicakliklarda 60 dk 6n inkiibasyona birakilmustir.
inkiibasyondan sonra standart aktivite analizi (50°C’de) gerceklestirilmistir. On
islem uygulanmamis Ornege ait sonug¢ (kontrol) ile digerleri kiyaslanmis ve
sonuglar stabiliteye ait bulgular Sekil 4.13’te verilmistir.

Grafikten goruldugu gibi; 20°C’de %62, 30°C’de %64, 40°C’de %70,
50°C’de %82, 60°C*de %58, 70°C’de %45, 80°C’de %42 ve 90°C’de %35 oraninda
enzim aktivitesi korunmustur. Pektinaz enzimi 6n inkibasyon islemi
gerceklestirilen sicakliklarda ortalama %57.25 oraninda aktivitesini korumustur.
20-40°C araliginda ortalama %65,33 oraninda, 60-90°C’lerde ortalama %45

diizeyinde aktivite korunmustur.
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Sekil 4.13. Sicakligin enzim kararliligina etkisi
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Martins ve ark. (2001), Thermoascus aurantiacus’dan Urettikleri pektin
liyaz (PI) ve poligalakturonaz (Pg) enzimlerinin igin; Pl enziminin 60°C’de 5 saat
stabil kaldigini, Pg enziminin ise 60°C’de 1 saat stabil kalabildigini saptamiglardr.

Soares ve ark. (1999), Bacillus sp. P.4.3 susundan Urettikleri pektinolitik
enzimin 60 °C’de 1 saat inkibasyondan sonra orijinal aktivitesini yiiksek oranda

korudugunu saptamislardir.

Amid ve ark. (2014), Hylocereus polyrhizus’dan pektinaz enzimi
Uretmiglerdir. Karakterizasyonunu yaptiklari enzimin 10-85 °C araligindaki
degerlerde 1 saat 6n inkiibasyon sonucunda aktivitenin ortalama %90 korundugunu
belirtmislerdir. Fakat enzimin 85 °C sicakliktan itibaren stabilitesini yiuksek oranda
kaybettigini saptamislardir. Uretilen enzim 85 °C’de aktivitesini %23 oraninda
korurken, 85 °C (stindeki sicaklik degerlerinde enzimin aktivitesini

koruyamadigini tespit etmislerdir.

4.9. pH’nmin Enzim Kararhhgina (Stabilitesi) Etkisi

Pektinazin pH stabilitesinin saptanmas: amac: ile; enzim pH 3,0-12,0
degerleri arasinda 60 dk oOn inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra
optimum kosullarda (optimum pH ) standart aktivite analizi gerceklestirilmistir. On
inklibasyon uygulanmamis 6rnegin sonucu (kontrol) ile diger sonuglar
kiyaslanmistir. Sonuclar Sekil 4.14’te verilmistir.

Enzimin aktivitesi, pH 3,0’de %60, pH 4,0’de %71, pH 5,0’de %78, pH
6,0’da %85, pH 7,0’de %88, pH 8,0’de %93, pH 9,0’da %98, pH 10,0’da %96, pH
11,0°de %93 ve pH 12,0’de %77 oraminda korunmustur. Pektinaz test edilen
pH’larda ortalama %83,9 oraninda aktivite gdstermistir. pH 3,0-8,0 araliginda
ortalama %79,1 oraninda, pH 9,0-12,0 araliginda ortalama %91 oraninda aktivite
korunmustur. Sonuglardan gérildugi gibi, bu arastirmada Gretilen enzim 1 saatlik
sirede pH 9,0/pH 10,0’daki alkali kosullarda aktivitesini %96-98 diizeyinde

korudugu icin alkali retim slreclerinde son derece uygundur.
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Sekil 4.14. pH’nin enzim kararliligina etkisi

Vatanparast ve ark., (2014), elde ettikleri pektinaz enziminin pH 6,0’da
stabilitesinin 6nemli 6lglide korudugunu belirtmislerdir.

Amid ve ark. (2014), Urettikleri pektinaz enziminin pH 3,0-11,0 araliginda 1
saatlik On inklbasyondan sonra orijinal aktivitesini yaklasik %90 oraninda
koruyabildigini ve pH 11,0 ve Ustlindeki degerlerde orjinal aktivitesini yiksek

oranda kaybettigini gdzlemlemislerdir.

4.10. Kimyasallarin Enzim Aktivitesine Etkileri

Endustriyel amach Gretim sureglerinde kullanilacak enzimler sicaklik, pH
gibi fiziksel ve kimyasal etkiler nedeniyle aktivite kaybina ugrayabilmektedirler.
Ayrica Uretim sirasinda enzimin maruz kalacagi cesitli kimyasallar enzimlerin
aktivitesini yiksek diizeyde inhibe/aktive edebilir ya da etkisiz kalabilirler. Bu
nedenle kimyasallarin enzimin aktivitesi Uzerindeki etkinliklerinin test edilmesi
onem arzetmektedir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilen pektinaza son

konsantrasyon 1 mM ve 10 mM olmak (zere 2 farkli konsantrasyonda cesitli
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kimyasallar eklenerek 60 dk 6n inkiibasyona birakilmistir. Herhangi bir kimyasal
eklenmeyen o6rnek kontrol olarak kullanilmis, standart enzim aktivite tayini
yapilmis ve kontrol drnegin sonucu digerleri ile kiyaslanarak elde edilen degerler
Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.15. Kimyasallarin enzim aktivitesine etkileri

Grafikten gorildugl gibi, CaCl, enzim aktivitesini hem 1 mM hem de 10
mM konsantrasyonda sirasiyla %2 (%102) ve %15 (%115) oraninda artirmustir.
Beg ve ark., (2000) Streptomyces sp. QG-11-3’den Urettikleri pektinaz enziminin 1
mM CaCl, ile %5 oraninda, Amid ve ark., (2014) da 10 mM CacCl, ile pektinazin
%20 oraninda indiiklendigini saptamuslardir. Amid ve ark., (2014) Ca*? iyonunun
yuksek sicakliklarda pektinaz aktivitesini artirmada ve protein stabilizasyonunda
anlamli bir rol oynadigini ayrica substrat olarak pektin kullanildiginda hidroliz igin
(pektinaz aktivitesi i¢in) gerekli oldugunu bildirmiglerdir.

Pektinaz %21 Triton X-100 ile orjinal aktivitesini %98 oraninda
korumustur. Beg ve ark., (2000) Streptomyces sp. QG-11-3’den urettikleri
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pektinazin aktivitesinde Triton X-100 ile degisiklik olmadigini saptamislardir. Bu
arastirmada SDS’nin %0,1 ve %0,5 konsantrasyonlar: orijinal aktivitede sirasiyla
%13 ve %24 oraninda inhibisyona neden olmustur. Beg ve ark., (2000) urettikleri
pektinazin %0.1 SDS ile %21 oraninda inhibe oldugunu saptamiglardir. Amid ve
ark., (2014) ise pektinazin %5 SDS ile %18 oraninda inhibe oldugunu
saptamuslardir.

Uretilen pektinaz 1 mM FeCl,, MnCl,, MgCl, ve ZnCl, ile sirastyla, %95,
%90, %88 ve %85 oranlarinda orijinal aktivitesini korumustur. Ayni metal iyonlar
10 mM kullanildiginda ise enzim sirasiyla, %88, %80, %65 ve %78 oranlarinda
aktivitesini korumustur. Ozetle farkli diizeylerde aktivite kayb: olmus ancak, s6z
konusu tuzlarin dretim surecglerinde 1 mM konsantrasyonda varligi énemli sorun
olusturmayacaktir.

Beg ve ark., (2000) Streptomyces sp. QG-11-3’den urettikleri pektinazin 1
mM FeCl,, MnCl, ve ZnCl, ile sirasiyla, %10, %17 ve %11 oranlarinda inhibe
oldugunu saptamiglardir. Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Gretilen
pektinaz 1 mM FeCl,, MnCl, ve ZnCl, ile sirasiyla, %5, %10 ve %15 oranlarinda
inhibe oldugu saptanmis ve Beg ve ark., (2000)’nin sonuglarina yakin bulgular elde
edilmistir.

Amid ve ark., (2014) drettikleri pektinazin 10 mM FeCl,, MnCl,, MgCl, ve
ZnCl, ile sirasiyla, %0, %100, %112 ve %100 oranlarinda aktivite gdsterdigini
saptamiglardir. Triton X-100 varhiginda enzim aktivitesinin %85 oraninda
oldugunu belirlemislerdir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilen pektinaz enzimi 1
mM CoCl, ve CuCl, ile sirastyla %61 ve %70 oraninda orjinal aktivitesini
korumustur. 10 mM CoCl, ve CuCl, varhginda %48 ve %25 oraninda orijinal
enzim aktivitesini korumustur. Bu bulgu; Beg ve ark., (2000)’nmin sonuglar: ile
blylk oranda ortismektedir. Streptomyces sp. QG-11-3’den (rettikleri pektinaz
enziminin 1 mM CoCl, ve CuCl, ile sirasiyla %66 ve %78 oraninda orijinal

aktivitesini korudugunu saptamiglardir.
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Bu calismada Uretilen pektinaz, 1 ve 10 mM EDTA ile sirasiyla %86 ve
%84 oranlarinda orijinal enzim aktivitesini korumustur. Benzer sekilde Kashyap ve
ark., (2000) Bacillus sp. DT7 susundan Urettikleri pektinazin EDTA varliginda
%83 oraminda aktivite gosterdigini saptamislardir.

ImM dre ile aktivite %91 oraninda korunmustur. Horikoshi, (1972)
Bacillus No. P-4-N’den Urettigi alkali pektinaz enziminin aktivitesine Urenin higbir
etkisinin olmadigini saptamisgtir.

Bu arastirmada test edilen kimyasallarin, tretilen alkali pektinaz Gzerindeki
etkileri ile benzer sonuclara ait literatir bulgular: farkli organizmalardan Uretilen

enzimler icin de s6z konusudur.

4.11. Elektroforetik Analiz (SDS-PAGE, Zimogram)

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan dretilen ve Et-OH
presipitasyonu ile kismi saflastirilmis pektinaz enzimi %10’luk SDS-PAGE’de
analiz edilmistir. Coomassie Blue R-250 ile boyandiktan sonra, jelde 5 protein
bandi gbézlemlenmistir. Protein bantlarinin molekiler agirliklar: siras: ile 49, 44,
40, 32 ve 20 kDa olarak hesaplanmistir.

Enzim arastirmalarinda, enzim tipine gore farkl aktivite test yontemleri
kullanilmaktadir. Bu aragtirmada pektin substratt ile hazirlanan reaksiyon
karistmindan sonra aktivite dlciimleri yapilmistir. Ancak SDS-PAGE’de saptanan 5
protein bandindan hangisinin pektinaz oldugunu saptayabilmek igin pektin ihtiva
eden jelde pektinazin yiiritilerek aktivite bantlarinin gorilmesi ile enzimin saflik
diizeyi ve molekuler agirligi netlestirilmistir. Bu amacla (Zimogram analizi) enzim
%0.1 poligalakturonik asit bulunan SDS-PAGE sisteminde yiritilmustir. SDS-
PAGE’de saptanan 4 protein bandindan sadece 32 kDa molekiler agirligindaki
bant pektinolitik aktivite gostermistir. Sonug¢ olarak; bu ¢ahsmada Uretici
organizma olan Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan uretilmis Alkali

Pektinazin molekiler agirhg: 32 kDa dur.
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Sekil 4.16. Pektinaz enziminin SDS-PAGE ve zimogram analizi sonucu
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Gunlimuzde biyoteknolojik Grlinlerin her alanda yaygin/etkin kullanim:
nedeniyle biyoteknoloji ¢agini yakalamak icin diinyada bircok Ulke adeta yaris
icerisindedir. Biyoteknolojik trtnlerin hem populer hem de pazar payinin oldukga
yuksek olmasindan kaynakli, tarifsiz bir rekabetle bu pazarin disinda kalmamak,
ulke ekonomisine 6nemli katki saglamak ve dinyada etkin olmak adina ¢ok yogun
bilimsel c¢alismalar ydritilmektedir. Glnumuzde ve gelecekte biyoteknolojinin
glincelini takip etmeden ve yogun arastirmalarin olmadig: bir diinya distinilemez.

S6z konusu endustri oldugunda, enzim kullanmimi gerektiren proseslerde
mikrobiyal enzimler tercih edilmektedir. Cunki mikrobiyal enzimlerin Uretilmesi
ucuz, kolay hem de hizlidir. Ayrica mikroorganizmalarin istenilen yonde genetik
manipilasyonlart mimkiin oldugundan istenilen Ozellikte Uriin elde etmek s6z
konusudur.

Alkali ortamlarda yasamaya adapte olmus mikroorganizmalar alkalifilik ve
alkali-tolerant olmak (izere ikiye ayrilmaktadirlar. Bu mikroorganizmalar alkali
Ozellikteki birgok ortamdan izole edilebilirler ve alkali enzimler Gretebilirler.

Bacillus genusuna ait birgok tur alkali ©zellikte farkli habitatlarda
bulunabilirler. Bacillus genusu Gram (+) organizmalar olup, genellikle enzimlerini
dis ortama (ekstraseltler) salgilarlar. Bu énemli bir avantaj olup kultirden hiicreler
uzaklastirildiginda hedeflenen enzimi Ust fazdaki sividan elde etmek kolay ve
hizldir. Uretim ortamlarina eklenecek spesifik substratlar ile enzim dretimi
indlklenebilir. Endustride kullanilan bircok mikrobiyal enzim, Bacillus
genusundan Uretilmektedir.

Pektik maddeler, diger yap: bilesenleriyle birlikte bitkinin hiicre ¢eperinde
bulunur ve dokuya sertlik veren temel birlesiklerdendir. Bitki materyalinin taze
agirhigimin yaklasik %0.5-%4.0’Un0 pektik maddeler olusturur (Jayani ve ark.,
2005). Kimyasal olarak pektik maddeler, a-(1-4) baglari ile baglanmis galakturonik

asit kalintisinin bir omurgasi olan, kompleks kolloidal asit polisakaritleridir. Pektin
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molekdlinin yan zincirleri, L-ramnoz, arabinoz, galaktoz ve ksilozdan olusur.
Galakturonik asidin karboksil gruplari, kismen metil grubu ile esterlestirilmistir ve
kismen ya da tamamen sodyum, potasyum veya amonyum iyonlar: tarafindan
notralize edilmistir (Be Miller, 1986).

Pektinazlar genel olarak, depolimerizasyon (hidrolazlar ve liyazlar) ve
deesterifikasyon (esterazlar) reaksiyonlar: yoluyla pektik maddeleri katalize
edebilen enzim grubuna verilen isimdir.

Pektinazlar etki gosterdigi subsrata, etki ettigi subsrati parcalama yoluna,
enzimin pargalamay: sirasi ile ya da rastgele yapmasina gore simiflandiriimstir.
Pektinazlar genis bir yelpazeye sahiptir ve pektin esterazlar, hidrolazlar ve liyazlar
olmak Uzere 3 ana gruba ayrilmaktadirlar. Bu ana gruplar da bir¢ok yan dallara
ayrilmustir.

Mikrobiyal pektinazlar kiresel gida enzimleri satiglarinin  %20°sini
olusturmaktadir. Guniimuzde endustride kullanilan pektinolitik enzimlerin blyuk
bir b6lumi mikroorganizmalardan Gretilmektedir.

Pektinaz enzimi Gretimi icin segilen CUHK1 susu pH 8,0-12,0 araliginda
hazirlanmis kati1 besi yerlerinde inkilibe edildiginde; alkali pH’nin bakterinin
optimum Gremesini ve enzim sentezini negatif yonde etkilememistir. Test edilen
tim alkali kati besi yerlerinde aktivite zon gaplart genis ve birbirine ¢cok yakin
bulunmustur. Enzimin kati besi yerinde olusturdugu en genis aktivite zon ¢ap1 pH
9,0’da belirlenmistir. Elde edilen sonu¢ Kusuma ve ark. (2014)’nin bulgular ile
uyum gostermektedir. Kusuma ve ark. (2014), Bacillus subtilis (C4) susunu agar
besiyerinde Urettiklerinde en yiksek aktivite zonunun pH 11,0’de oldugunu
saptamislardir. CUHK1 susunun kati besiyerinde en iyi Uredigi ve enzim aktivitesi
gosterdigi sicaklik ise 37°C olarak saptanmustir.

Mukesh ve ark. (2012), Bacillus sp. MFW?7 susundan enzim dretimi igin
en iyi sicaklik degerini 35°C olarak saptamiglardir. Patil ve ark (2010), Penicillum

sp.’den ekstraselller pektinolitik enzim Uretiminde en iyi sicakhigin 5 °C oldugunu
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gozlemlemislerdir. Bu arastirmada elde edilen bulgu her iki arastirmanin bulgular:
ile benzerlik gostermektedir.

Sivi besiyerinde pektinaz Gretimi en iyi pH 10,0’da saptanmistir. pH 7,0-
9,0 araliginda ortalama %90 aktivite gozlemlenirken pH 11,0-12,0 arahiginda
aktivite %60 olarak belirlenmistir. Literatur bilgileri incelendiginde Qureshi ve ark.
(2012), Bacillus subtilis EFRL 01 izolatindan pektinaz enzimi Uretilmesi icin en
uygun pH’1n 8,0 oldugunu ve enzim dretimi icin alkali pH araliklarimin daha uygun
oldugunu belirtmislerdir. Sharma ve Satyanarayana (2006), Bacillus pumilus dcsrl
bakterisinden pektinolitik enzim Uretilmesi i¢in en uygun pH’nin 8,5 oldugunu
saptamusglardir.

CUHKT1 susunun sivi besiyerinde Gretildiginde, en yiiksek enzim aktivitesi
35°C sicaklikta saptanmustir. 25 ve 45°C’de aktivitenin ortalama %58 oldugu
gozlenmistir. Kaur ve ark. (2004), Termofilik mantar olan S. termophile’den
pektinaz Gretimi i¢in en uygun sicakligin 45 °C oldugunu saptamiglardir.

Subsrat konsantrasyonunun enzim dretimine etkisi test edildiginde en
yuksek tretim %0,1 pektinli besi yerinde besi yerinde saptanmistir. Konsantrasyon
arttikga enzim aktivitesinin dustligii gozlemlenmistir. Enzim Gretimi igin en uygun
substrat konsantrasyonu oran: sirasi ile 0,1>0,05 >0,5 >1>1,5 olarak tespit
edilmistir. Mukesh ve ark. (2012), Bacillus sp. MFW7’den pektinolitik enzim
tretilmesi icin optimum substrat konsansrasyonunun %21 oldugunu, %3,5 substrat
konsantrasyonunda enzim aktivitesinin giderek azaldigin: belirtmislerdir. Taranan
literatir bilgileri ile kiyaslandiginda CUHK1 susu ile 90,1 pektinli besi
yerinde maksimum enzim Uretimi saglanmasi, endUstriyel Uretimler icin son
derece ekonomik olmasi nedeniyle avantajl gériinmektedir.

Bu c¢ahismada dretilen pektinazin karakterizasyon sonuclarina gore;
optimum aktivite pH 10,0’da saptanmis ve test edilen tim pH’larda ortalama
%70,4 enzim aktivitesi oldugu belirlenmistir. Enzimin pH 3,0-7,0 arahginda
ortalama %53, pH 8,0-12,0 araliginda ise ortalama %87,8 aktiviteye sahip oldugu

saptanmustir. Bu sonuglara gore Uretilen pektinaz genis bir pH araliginda (3,0-12,0)
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aktivite gostermekte (%70,4) ve pH 8,0-12,0 araliginda degisen alkali Gretim
proseslerinde basariyla kullanilabilecek dzelliktedir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan izole edilen pektinaz
enziminin optimum aktivitesinin pH 10,0’da olmas:1 ve pH 11,0’de %87 aktivite
goOstermesi enzimin yiksek alkali 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. Enzimin
asidik ve ekstrem alkali (6rnegin; pH 6,0’da %64, pH 12,0’de %77) pH
degerlerinde ortalama %70,5 aktivite gostermesi (ekstremofil) nedeniyle 6zellikle
tekstil sektérinde kullanima uygun goérinmektedir. Tekstil endustrisinde ham
pamuktan selilozik olmayan Kkirleticileri uzaklastirmak igin alkali pektinolitik
enzimlerin kullanilmas: ylzeyin daha hidrofilik hale getirilmesi icin alternatif ve
cevre dostu bir yontemdir. Klug-Santner ve ark. (2007), Bacillus pumilus BK2’den
elde edilen saflastirilmis pektinaz enzimi ile pamuk dis tabakasindan pektinin
giderilmesini %80’e kadar sagladiklarini saptamislardir. Paenibacillus illinoisensis
CUHK1 susundan izole edilen pektinaz enziminin alkali 6zellikte olmas1 tekstil
endustrisinde kullanilabilirligini saglamaktadir. Ayrica keten bitkisinin liflerinin
ayrilmasini saglamak amaci ile yapilan havuzlama isleminde alkali pektinaz enzimi
kullanilarak pektik maddeler suda ¢oziilebilen basit bilesiklere dénustirilur ve
Uretim hizinda artis saglanir.

CUHKZ1 susundan (retilen pektinaza benzer sekilde, Mei ve ark (2013),
Bacillus halodurans M29 izolatindan alkali pektinaz izole etmislerdir. Enzimin pH
10,0’da optimum aktivite gosterdigini saptamislardir. Horikoshi (1972), Bacillus
sp. P-4-N numaral: izolattan alkali pektinaz izole etmis ve enzimin en yiksek
aktivitesinin pH 10,0’da oldugunu saptamustir.

CUHK1 susundan dretilen pektinazin degisen pH’larda Kkararlihig: test
etmek icin pH 3,0-12,0 araliginda 60 dk 6n inkiibasyona birakilmistir. Sonuclara
gore enzim orijinal aktivitesini ortalama %83,9 oraninda korumaktadir. Enzimin
farkli pH’larda aktivitesini %83 dlizeyinde korumas: 6nemli bir kararlilik
gostergesidir. Enzim pH 3,0-8,0 araliginda ortalama %79.1 oraninda, pH 9,0-12,0

araliginda ortalama %91 oraninda aktivitesini korumustur. Horikoshi (1971),
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Bacillus sp. (P-4-N)’den drettigi alkali pektinazin, pH 10,0’da optimum aktivite
gosterdigini ve en yiksek kararliligin pH 6,0’da oldugunu saptamistir. Soriano ve
ark. (2006), Paenibacillus barcinonensis susundan urettikleri pektinazin pH 7,0’de
24 saat inkiibe edildiginde orijinal aktivitesini %60 kaybettigini bildirmislerdir.
CUHK1 susundan uretilen enzimin degisen pH’lardaki kararlhihg: taranan
literatirlerdekine gore yuksektir bu da endustriyel Uretim icin tercih
sebebidir.

CUHKZ1 susundan Uretilen pektinolitik enzim; 50°C’de optimum aktivite
20-40°C araliginda ortalama %74.33, 50 ve 60°C’de ise ortalama %88 oraninda
aktivite gostermistir. Sonuclara gdére enzim termofil 06zellikte olup 50-
60°C’lerde endustriyel Gretim/uygulama proseslerinde kullamima uygundur.

Kant ve ark. (2013), Aspergillus niger MTCC 3323’den izole ettikleri
pektinazin 45°C’de, Nagel ve Aughn (1961), Bacillus polymyxa susundan izole
ettikleri alkali pektinaz enziminin 45°C’de optimum aktivite gosterdigini
saptamiglardir. Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan (retilen pektinaz
enziminin optimum sicaklik zellikleri literatur ile uyumluluk gostermektedir.

Sicakligin enzim kararliligina etkisi test edildiginde; (20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 ve 110 °C) 60 dk 6n inkibasyon isleminden sonra aktivite ortalama
%57,25 oranminda korunmustur. Enzim aktivitesi; 50°C’de %82, 20-40°C’lerde
%65,33, 60-90°C’lerde ortalama %45 oraninda korunmustur. 50°C’de 60 dk’da
%82 dizeyinde aktivite korunurlugu enzimin termostabil olduguna isaret
etmektedir. Alana ve ark. (1990), Penicillium italicum’dan Urettikleri pektinaz
enzimin 50°C’de kararli oldugunu bildirmislerdir.

Cesitli  kimyasallarin enzim aktivitesi (zerindeki etkisini saptamak
amaciyla; farkl: kimyasallar ile enzim muamele edilmis ve kalan aktivite standart
aktivite metoduyla olgllmistlr. Enzim aktivitesinin 1 mM ve 10 mM CacCl,
varlhiginda sirast ile %2 ve %15 oraninda indiiklendigi saptanmigtir. Beg ve ark.,
(2000) Streptomyces sp. QG-11-3’den Urettikleri pektinaz enziminin 1 mM CacCl,

ile %5 oraninda induklendigini belirtmiglerdir. Amid ve ark., (2014) Urettikleri
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pektinazin 10 mM CaCl, ile %20 oraninda indiklendigini saptamiglardir. Amid ve
ark., (2014) Ca* iyonu ile pektinaz enziminin orijinal aktivitesinin yiiksek
sicakliklarda artmasinda ve protein stabilizasyonunda anlamli bir rol oynadigin
belirtmislerdir. Ayrica, Ca™ iyonlari, pektinaz enzimi icin pektinin subsrat
olarak kullanmildiginda hidroliz igin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Uretilen pektinaz %1 Triton X-100 ile muamele edildiginde enzim orjinal
aktitesini %98 oraninda korumustur. Beg ve ark., (2000) Streptomyces sp. QG-11-
3’den drettikleri pektinaz enziminin Triton X-100’{in aktivite i¢in etkisiz oldugunu
bildirmislerdir. Enzim %0,1-%0,5 SDS ile muamele edildiginde orijinal aktivitenin
sirast ile %13 ve %24 oraninda inhibe oldugu gdzlenmistir. Beg ve ark., (2000)
urettikleri enzimin %0,1 SDS varhginda %21 oraninda inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Amid ve ark., (2014) Urettikleri pektinolitik enzimin %5 SDS ile
%18 oraninda inhibe oldugunu rapor etmislerdir.

Enzim 1 mM FeCl,, MnCl,, MgCl, ve ZnCl, ile sirasiyla, %5, %10, %12
ve %15 oranlarinda inhibe olmustur. Bu metal iyonlari 10 mM kullanildiginda ise
sirasiyla, %12, %20, %35 ve %22 oranlarinda inhibe olmustur. Beg ve ark., (2000)
Streptomyces sp. QG-11-3 izolatindan Urettikleri pektinaz enziminin 1 mM FeCl,,
MnCl, ve ZnCl, varlhiginda sirasi ile, %10, %17 ve %11 oranlarinda inhibe
oldugunu belirtmiglerdir.

Enzim 1 ve 10 mM EDTA ile sirasiyla %86 ve %84 oranlarinda orijinal
aktivitesini korumustur. Horikoshi (1971), Bacillus sp. (P-4-N) susundan Urettigi
pektinaz enziminin EDTA ile %100 oraninda inhibe edildigi gdzlemlemiglerdir.
CUHK1 susundan uretilen enzimin EDTA varhginda kararh olmas: taranan
literatlirlerdeki pektinazlara gore 6nemli bir dzellik gibi gériinmektedir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilerek, Et-OH ile kismen
saflastirilmis pektinaz, pektin iceren SDS-PAGE ile analiz edilmis (zimogram) ve
pektinolitik aktivite gosteren 32 kDa molekiler agirliginda enzim bandi

saptanmustir.
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Mei ve ark. (2013), Bacillus halodurans M29 susundan Urettikleri pektinaz
enziminin molekiler agirligint 44 kDa, Soriano ve ark. (2000), Bacillus sp. BP-23
susundan drettikleri enzimin molekiiler agiligint zimogram analizi ile 25 kDa, Patil
ve ark. (2010), Penicillum sp.’den ekstraseliiler pektinolitik enzimin molekuler
agirhigim SDS-PAGE analizi ile 35 kDa, Banu ve ark. (2010), Penicillium
chrysogenum’dan drettikleri pektinaz enziminin molekiler agirhgini SDS-PAGE
ile 31 kDa olarak bulmuslardir. Paenibacillus illinoisensis CUHK1 izolatindan
Uretilen pektinazin molekuler agirligi literatiirde yer alan bulgular ile benzerlik
gostermektedir.

Alkali pektinolitik enzimler, tekstil, gida, kagit Gretimi gibi endustrilerde
yaygin/etkin  olarak  kullamlmaktadir. Ulkemizde biyoteknolojik gelisim
stireclerinden uzak kalmamak adina, diinyada kullanilan teknolojileri uygulamak,
bu teknolojileri uygularken gereksinim duyulan enzimleri tlkemizde Gretiyor
duruma gelmek, gelisebilmemiz ve ekonomik olarak hakim olabilmemiz icin
mutlak zorunluluktur. Gida, tekstil ve kagit endistrisinde kullaniimakta olan alkali
pektinaz Ureticisi dogal suslarin izolasyonu, tanilanmasi, ihtiya¢c duyuldugunda
klonlanarak rekombinant suslarin Gretilmesi, enzimin karakterizasyonu, lkemizde
ihtiya¢ duyulan alkali pektinazin endistriyel boyutta Uretimi ve bu sektorlerde
kullanima sunulmasi zorunluluk olarak algilanmalidir. Mikrobiyal enzimlerin
avantajlari, uygulanabilirligi, kolay ve ucuz uretim teknolojileri, her tirlt dogal
habitatlardan mikroorganizmanin izole edilebilirligi, enzimlerin diinya pazarindaki
payi, ekonomiye saglayacagi katki gibi parametreler dikkate alindiginda
Ulkemizde bu tarz calismalara 6nemle yonlenmemiz gerektigi agiktir.

Bacillus sp.’den Alkali pektinaz tretimi ve karakterizasyonu konu baslikl
yuksek lisans tezi ile bu alana katki saglamak amaclanmistir.

Paenibacillus illinoisensis CUHK1 susundan Uretilen pektinaz, pH 10,0’da
optimum, pH 11,0’de %87 aktivite gostermektedir. Pektik atiklarini iceren gida

atik sularinin  6n  muamelesinde kullanilabilecek 0Ozelliktedir. Ayrica diger
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yontemlere gbére maliyeti daha dlsik, daha az karmasik ve islem sireci daha
kisadir.

Tekstil endistrisi; Alkali pektinolitik enzimler tekstil endistrisinde Sunn
keneviri, keten, kenevir ve hindistan cevizinde lif zamki gidermede kullanilarak
pektik bilesenler ortamdan elimine edilmektedir. Zamklama, icerige alkali
pektinolitik enzim eklenerek ya da elyaf fermantasyonu igin pektinaz Ureten
mikroorganizmalar kullanilarak yapilabilir.

Ham pamuktan seliilozik olmayan Kirleticileri 6zel pektinolitik enzimlerle
cikarip ylzeyin daha hidrofilik hale getirilmesi alternatif ve cevre dostu bir
yontemdir. Klug-Santner ve arkadaslari, Bacillus pumilus BK2’den elde edilen
saflastirillmis endo pektat liyaz ile pamuk dis tabakasindan pektinin giderilmesini
%80’e kadar sagladiklarin bildirmistir ( Klug-Santner BG. ve ark., 2007).

Kagit Uretimi endustrisi

Gunlimuzde kagit hamuru ve kagit fabrikalart driinlerinin  Gretim
sireclerinde bir takim sorunlar1 ¢c6zmek amaci ile enzimlerden yararlanilmaktadir.
Kagit dretiminde kullamlacak materyallerin igerisinde bulunan istenmeyen
partiktller filtre yardim ile ya da bazi tutucu kimyasallar ile uzaklastiriimaktadir
(Kashyap ve ark., 2001). Ayrica kagit hamurunu beyazlatmak amaci ile alkali
peroksit agartict kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler alkali pektinolitik enzim
kullanimina gore daha zahmetli ve maliyeti daha yuksek bir yontemdir. Pektinaz ile
muamele géren kagit hamuru iceriginde bulunan pektin ve poligalakturonik asitleri
parcgalayarak istenmeyen sorunlar: ortadan kaldirmaktadir.

Biktisel yag tretim endustrisi

Endustride hindistan cevizi tohumu, hurma, aygicegi tohumu, kolza
tohumu, pamuk yagi ve zeytinyagi, potansiyel bir kanserojen olan heksan gibi
organik cozuculer ile ¢ikarilarak Uretilmektedir. Glinimuzde bu yontemin disinda
pektinaz enzimi gibi bitki hicre geperi polisakaritlerinin par¢alanmasinda yer alan

enzimler bitkisel yaglarin tretilmesinde kullanilarak verimin artmasi saglanmigtir.
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Tohum yagi Uretiminde 6gutiilmis tohuma enzim ile mudahale edilerek
hiicre duvarlarinin yikimi gerceklestirilir ve bdylece su ile ekstraksiyon islemi
kolaylagir (Ramadan ve ark., 2009). Yag ekstraksiyonunda sulu enzimatik
yontemin kullamminin geleneksel organik ¢ozict kullanimina gore avantajlari,
dogal cevreye zarar vermeyen bir yontem olmas: ve hava kirliligine neden olan
ucucu organik bilesikler aciga cikartmamasidir. Arastirmalarda bu yodntemle
Uretilen Grlin Kkalitesinin oldukga ylksek oldugu belirlenmistir ve Gretilen misir
yagindaki serbest yagi asidi oraninin peroksit ve hekzan kullanilarak tretilen misir
yagi ile degerlerinin ayni oldugu gdzlemlenmistir (Dunford ve ark., 2004).

Kahve ve ¢ay fermantasyonu

Alkali pektinazlar kahve ve ¢ay fermantasyonunda énemli islev gordrler.
Kahve fermantasyonunda pektinaz enzimi Ureten mikroorganizmalar sayesinde
kahve cekirdeklerinden zamkli dis tabaka ayrilmaktadir. Cay yapragi fermente
banyosuna selllazlar, hemiselulazlar ve proteinaz ile birlikte pektinazlar eklenmesi
ise cayin kalitesini %5 oraninda yiikseltir (Angayarkanni ve ark., 2002).

Alkali pektinolitik enzimler, tekstil, gida, kagit Gretimi gibi Turkiye’nin
gelismis ya da gelismekte oldugu sektorlerde bircok kullanim alanina sahiptir.
Alkali pektinaz dretiminin aragtinlmasi ve enzimin Kkarakterizasyonu, alkali
pektinazin endustriyel amaclarla tretimi ve bu sektorlerde kullanima sunulmasi
acisindan gereklidir.

Mikrobiyal alkali pektinaz Gretimi, uygulanabilirligi ve dogal bir Gretim
yontemi olmasi1 acgisindan sanayide surddrdlebilir  Oretim  yontemlerinin
gelistirilmesine fayda saglayacaktir.

Bu dogrultuda, oOnerilen tez calismasimin endistrinin  ihtiyacim
karsilayabilecek nitelikte alkali pektinaz Gretim yoéntemlerinin gelistirilmesi

hususuna 1s1k tutacag: diisunilmektedir.
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