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OZET
TOPRAK BAKTERILERINDEN EKSTRASELULER PEKTINAZ URETIMI,
IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU
Seving BERBER

Yiiksek Lisans Tezi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2018, 83+xvii sayfa

Bu calisma bakterilerde, asidik pektinazlara nazaran, daha nadir goriilen alkali
pektinazlarin saflagtirilmasi ve karakterizasyonunu kapsamaktadir. Bakteri kaynagi
icin, Koyulhisar (Sivas, Tiirkiye) elma bahgeleri toprak 6rnekleri kullanildi. Elde
edilen izolatlar kismi protein (kiitle spektrometri) ve 16S rRNA geni dizi
analizleriyle tiir diizeyinde tanimlandi. Timiiniin Bacillus clausii iiyeleri olduklar
belirlendi. Bu izolatlarla kiiltiirler hazirland1 ve hiicreler uzaklastirildiktan sonra tist
stvida bulunan proteinler organik solvent yardimiyla ¢oktiiriildii. Pektinaz taramasi
yapilirken ortamda mevcut bir proteazin diger proteinleri sindirdigi fark edildi.
Kiiltiir hazirlamada kullanilan ortam sicakligi 55°C'e c¢ikarilarak bu proteolitik
aktivite elimine edildi. Sonrasinda poligalakturonaz, pektin liyaz, pektat liyaz ve
pektin metilesterazdan olugan dort farkli enzim akivitesi saptandi. Bu aktivitelere
karsilik gelen dort protein bandi, 80 kDa, 58 kDa, 46 kDa ve ~28 kDa, SDS-PAGE
ile gortintiilendi. Bu enzimlerin herbiri i¢in optimum pH, sicaklik ve 06zgiin
substratlar varliginda zimogram analizleri yapildi. En kiigiik protein bandinin (28
kDa) pektin metilesteraz oldugu anlasildi. Bu enzimin Ky, ve Vmax degerleri sirasiyla
0,4 ve 217U’dur. Bacillus clausii genelde probiyotik ve proteaz {iireticisi olarak
bilinmektedir. Literatiirde bu tiirlin pektinaz enzimleri {izerine yapilmis arastirmalar
oldukca smirlidir. Bu nedenle, bu ¢alismanin baslica 6zgiin sonucu dort farkh

pektinaz aktivitesinin saptanmasidir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus clausii, ekstraseliiler enzim, pektik maddeler, pektinaz.
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ABSTRACT
PRODUCTION, ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
EXTRASELULAR PECTINASE FROM SOIL BACTERIA
Sevine BERBER
Master of Science Thesis
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2018, 83+xvii pages

This study involved the purification and characterization of relatively rarer alkaline
pectinases in bacteria, compared to acidic pectinases. For the bacterial source,
Koyulhisar (Sivas, Turkey) apple orchard soil samples were used. The isolates were
identified at the species level by partial protein (mass spectrometry) and 16S rRNA
gene sequence analyses. They all belonged to Bacillus clausii. Cultures were
prepared with these isolates and after removal of the cells; the proteins in the
supernatant were precipitated with organic solvents. When performing pectinase
screening, it was noticed that a protease activity present in the precipitate was
degrading the other proteins. This proteolytic activity was eliminated by increasing
the ambient temperature to 55°C. Four different enzyme activities then determined
were polygalacturonase, pectin lyase, pectate lyase, and pectin methylesterase. Four
protein bands at 80 kDa, 58 kDa, 46 kDa, and ~ 28 kDa, corresponding to these
activities were visualized by SDS-PAGE. For each of these enzymes, zimogram
analysis was performed at optimum pH, temperature, and using specific substrates.
The K and Vmax values of this enzyme were 0,4 and 217U, respectively. Bacillus
clausii is generally known as a probiotic and protease producer. In the literature,
research on pectinase enzymes of this species has been quite limited. Therefore, the
main specific result of this thesis was the study of four different pectinase activities.

Key Words: Bacillus clausii, extracellular enzyme, pectic substances, pectinase.
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1. GIRIS

Biiyiiyen bitki hiicrelerinin duvarlarina birincil hiicre duvari denir ve yaklagik %90°1
polisakaritlerden olusur (McNeil ve ark., 1984). Bitki hiicre duvari, bitkileri
mikrobik enfeksiyonlara karsi koruyan bir bariyerdir. Bu bariyerde seliiloz,
hemiseliiloz, lignin ve pektin polisakaritleri bulunmaktadir. Pektin heterojen bir
yapiya sahip ve polisakaritleri ¢apraz baglayarak hiicre duvarina sertlik kazandirir
(Abbott ve Boraston, 2008). Ayni zamanda bu baglarin hiicre biiyiimesini

siirlandirdigi ve biyobozunurlugu azalttigi diistiniilmektedir (Vries ve Visser, 2001).

Hiicre duvarindaki polisakaritlerin depolimerazsyonu ve esterlenmesi ekstraseliiler
enzimlerle gergeklestirilir. Pektin, pektinazlarla pargalandiktan sonra periplazmik
bosluga oradan da proteinler araciliiyla sitoplazmaya gecer (Abbott ve Boraston,
2008). Pektik parcalanma iriinleri bitkilerin fizyolojik tepkilerini ve gen ifadesini
diizenlemektedir (McNeil ve ark., 1984). Erwinia gibi fitopatojen tiirler, 6zellikle
bitki koklerinde, yumusamaya ve ¢iirimeye neden olmaktadir (Abbott ve Boraston,
2008). Bu da pektinazlarin pektini par¢alamasiyla saliman pektik pargalarin ve
dolayisiyla pektinaz enzimlerinin fitotoksisite mekanizmasin1 ag¢iklamaktadir
(McNeil ve ark., 1984).

Pektinaz iretiminde baslica Aspergillus, Penicillium ve Erwinia cinsleri
kullanilmigtir. Ancak son on bes yilda en ¢ok c¢alisan cinsler Erwinia, Bacillus,
Saccharomyces, Kluyveromyces, Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Rhizopus'tur.
Pektinaz iretiminde mikrobiyal kaynaklarin sec¢imi, genellikle kiiltiir kosullar,
iiretilen pektinaz sayis1 ve tiirli, enzimlerin pH ve termal stabilitesi ve susun

genotipik 6zelligi temelinde yapilir (Khairnar ve ark., 2009).

Diinya gida enzimleri piyasasinda mikrobiyal pektinazlarin %25'lik bir paya sahip
oldugu tahmin edilmektedir (Sharma ve ark., 2012).

1.1 Pektik Maddeler
Pektinolitik mekanizmalarin anlasilabilmesi i¢in Oncelikle substratlardan yola
cikmak gerekmektedir. Pektik maddeler (pektik substratlar) heterojen bir substrat

grubunu olusturur. Pektik substratlara heterojen 6zelligi veren unsurlardan biri



boyutlarmin degisken olmasidir (Whitaker, 1990). Ornegin elma ve limon pektini
200-360 kDa, elma ve kuru erik 25-30 kDa, portakal 40-50 kDa ve seker pancari 40-
50 kDa araliginda bir molekiiler agirliga sahiptir (Jayani ve ark., 2005).

Pektik substratlarin omurgast a-(1,4) glikozidik baglarla baglanan D-galakturonik
asit homopolimeridir (homogalakturonan) (Sekil 1). Dallanmis yapiya sahip
ramnogalakturonanlarda ana omurgaya %2 ila %4 oraninda ve B-(1-2) ve B-(1,4)
baglariyla bagli L-ramnoz eklenmistir (Gummadi ve ark., 2007). D-galakturonik
asit birimleri yer yer metanol ve etanol ile metillenebilir ve asetillenebilir (Perez ve
ark., 2000).

COOH

HO

OH
H OH

Sekil 1 D-galakturonik asit.

H

HG RGI RGII XG AG

¥

W‘O.

.-§ ‘oz-'

)

® asetil ester ﬁ Kdo**
Q metil ester ) D-apioz .[] -glukuronik asit
.['J—g:ﬂnk!urnnik asit W L-aserik asit B Borat
L-fukoz
L-ramnoz ‘ *Iha : 3-decksi-D-lyre-heptulosarik asit
.D-ksﬂm
. D-galaktos

**Kdo : 3-deoksi-D-manno-2-oktulosomk asit
2 i L-arubinoz O L-galaktoz

Sekil 2 Pektik molekiil: HG; homogalakturonan, RGI; ramnogalakturonan I, RGII,
ramnogalakturonanll, XG; ksilogalakturonan, AG; apiogalakturonan (Pedrolli
ve ark., 2009).



Ramnogalakturonanin (RG), D-galaktoz ve L-arabinozdan olusan kismi1 RGI, D-Dha,
L-aserik asit, D-galaktoz, L-arabinoz, D-apioz, borat, D-glukorinik asit, D-ksiloz,
Kdo, L-fukozdan olusan kismi RGII olarak adlandirilir. Omurgaya sadece D-
ksilozun katildigt bolim ksilogalakturonan ve D-apiozun katildigr bolim

apiogalakturonan olarak adlandirilir (Sekil 2).

Baslica pektik substrat siniflar1 protopektin, pektinik asit, pektin ve poligalakturonik
asittir ve bu siniflama galakturonat esterifikasyonu derecesine baglidir (Gummadi ve
ark., 2007).

1.1.1 Protopektin

Olgunlagsmamis dokularda orta lamelde yer alan hiicrelerin ve hiicre duvarlarinin
birlikte tutulmasini saglayan bir maddedir. Diger pektik maddelerden ayirt edici
ozelligi ¢oziinmez bir yapiya sahip olmasidir (Whitaker, 1990).

1.1.2 Pektin
D-galakturonik asit birimleri O-2 veya O-3 konumunda asetillenebilir ya da O-6
konumunda metillenebilir (Vries ve Visser, 2001). Pektin, galakturonat birimlerinin

karboksil gruplarinin en az %75'inin metanol ile esterlendigi ¢0ziiniir polimerdir

(Whitaker, 1990).

OH COOCH3

‘HNGR

OH COOCH;3

Sekil 3 Pektin (%75 metilester)

1.1.3 Pektik asit
Metoksil gruplarindan yoksun substratlardir (Whitaker, 1990). Asit tuzlarina pektat

denir.
OH COOH OH
| O |
Q 0
o o k
OH COOH OH COOH

Sekil 4 Pektik asit (poligalakturonik asit).
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1.1.4 Pektinik asit
Pektinik asitler yaklasik %,0 ila %75 metillenmis galakturonat birimleri igerir

(Whitaker, 1990).

OH COOCH3

‘HReR

OH COOCH;

Sekil 5 Pektinik asit (%50 metilester).

1.2 Pektinazlar

Pektinazlar, substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tipine gore poligalakturonaz,
pektin esteraz, pektin liyaz ve pektat liyazlar halinde smiflandirilirlar. Endiistriyel
anlamda ise asidik ve alkali olarak ikiye ayrilirlar. Asidik pektinazlar meyve suyu
tiretim asamalarinda bitki maserasyonu be berraklastirma islemlerinde; alkali
pektinazlar kagit hamuru yapimi ve beyazlatma asamalarinda, c¢ay ve kahve

fermantasyonunda, tekstil endiistrisinde pamuk liflerinin islenmesinde kullanilmaktir

(Jayani ve ark., 2005).

Pektinazlar genellikle yiiksek bitkilerde ve bazi protozoa, bocek ve nematotlarda
bulunurlar. Yiksek bitkilerde biiylime, olgunlasma ve baz1 dokularin
yumusatilmasinda gorev alirlar. Mikrobiyal pektinazlar ise daha c¢ok bitki
patojenitesinde ve c¢iirlimeyi iceren siireglerde gorev almaktadir (Whitaker, 1990).
Patojen mikroorganizmalar, hasat esnasinda ya da bdceklerin agtigi yaralardan
bitkiye girerek hiicre igi bosluklara pektinolitik enzimleri salarlar. Bitki hiicre
duvarinda, yaprakta, yumru koklerde ve koklerin orta lamel kisimlarinda doku

hasarina ve tam maserasyona neden olurlar (Herron ve Jurnak, 2003).



Tablo 1 Pektinaz aileleri ve isimlendirilmeleri (www.cazy.org)

Glikozit Hidrolaz Ailesi-  Karbohidrat Esteraz Polisakkarit Liyaz
28 Ailesi-8 Ailesi-1
isimlendirme Poligalakturonaz Pektin metilesteraz Pektat liyaz
(EC 3.2.1.15) (EC3.1.1.11) (EC4.2.2.2)
Ekzopoligalakturonaz Ekzo-pektat liyaz
(EC 3.2.1.67) (EC 4.2.2.9)
Pektin liyaz
(EC4.2.2.10)
Uc boyutlu B-heliks B-heliks Paralel B-heliks

yapi

Pektinazlar pektik substratlara hidrolaz, liyaz ve esteraz aktiviteleri ile etki eden bir
enzim grubudur. Ug¢ ayn aileye ait bu enzimlerin her biri B-heliks mimarisini

paylagsmaktadir (Pickersgill ve Jenkins, 2003).

1.2.1 Protopektinaz
Protopektinaz, protopektinin ¢oziiniir pektine doniismesini saglayan enzimdir.
Aktivitesi, ¢oziinen pektik madde miktarinin Olgiimiiyle belirlenir. Bunun igin

karbazol siilfiirik asit yontemi kullanilir (Whitaker, J. R., 1990).

1.2.2 Poligalakturonaz (PG)

Poligalakturonazlarin substrati, metil ve asetil gruplarindan arindirilmig pektin yani
poligalakturonik asittir. Poligalakturonik asit yapisinin sadeligine ragmen Aspergillus
niger'de 7 endo-PG belirlenmistir (Benen ve ark., 2003). PG’ler hem ekzo hem de
endo kesme mekanizmasina sahiptirler. Endo-PG’ler poligalakturonik asit (PGA)
omurgasini oligogalakturonik asitlere ayirir. Ekzo-PG’ler ise poligalakturonik asitleri

di- ve mono-galakturonik asitlere indirger (Gummadi ve ark., 2007).

OH OH
094\ 0._,OH oH O,J\ 0._,0H

U o._OH oH O
Y @
o *OH o,;J\ 07 o
| n-2 OH 0. 0 N n2 OH
F. - 0 - i + OH - e
i '!) “oH OH A o, L@ T YoM
H { HO" 0 OH

Sekil 6 Endopoligalakturonaz reaksiyonu: pektat + H20 — digalakturonat + pektat
(www.genome.jp, EC 3.2.1.15)

Poligalakturonazlarin (Endo-PG; E.C. 3.2.1.15, Ekzo-PG; E.C. 3.2.1.67), pektin

metilesterazin  yoklugunda, yiiksek derecede metillenmis pektin {izerinde higbir
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aktivitesi yoktur. Pektinik asitler ise belirsiz sonuglar verir, ¢linkii baz1 esterlenmis
galakturonat bloklari, poligalakturonaz aktivitesine izin verecek kadar biiyiik

olabilmektedir (Whitaker, 1990).

OH GH
I N oA O._OH
o XY o o LY
on |\) nz OH . H U  om 2 OH
0" HO” ~~~""*OH iy
] .|:"“1 1 OH | D 1 OH
Ofki)..- &H / o o . CH
HO" ™" “OH I" HO™ ™" “OH
OH | OH
H M

Sekil 7 Ekzopoligalaktorunaz reaksiyonu: Pektat + H,O — Pektat + D-galakturonat
(www.genome.jp, EC 3.2.1.67).

PG aktivitesi, hidroliz veya viskozite azaltma yoOntemiyle olusan indirgeyici
sekerlerin Olglilmesiyle belirlenebilir. Aktivite, indirgeyici gruplarin olusma orani
3,5-dinitrosalisilat (DNS) metodu veya arsenomolibdat-bakir reaktifi ile kolaylikla
takip edilebilir. Bununla birlikte, viskozite azaltma yontemi, viskozitedeki diisiis
nispeten diisiik oldugundan sadece hidrolizin erken sathalarinda hassastir (Whitaker,

1990).

Poligalakturonazlarin molekiil agirlig1 genellikle 30 la 80 kDa’dur. Asidik pH (2,5-
6,0) kosullarinda (Sharma ve ark., 2012) ve genellikle 30 ila 50°C’de calisirlar
(Gummadi ve ark., 2007).

1.2.3 Liyazlar

Liyaz siiper ailesi, pektat liyazlar, bitki polen/stil proteinleri ve pektin liyazlari igerir
(Herron ve Jurnak, 2003). Liyazlar substratlarina gore pektin ve pektat liyaz olarak
ikiye ayrilirlar. Beta-eliminasyon mekanizmasiyla substratlar1 pargalarlar. Reaksiyon
sonucunda bir proton uzaklastirarak doymamis bir bag iceren iirlin olustururlar
(Pickersgill ve Jenkins, 2003). Bu enzimlerin aktivitesi, en iyi sekilde, tiriinde
yaklasik 4:5 doymamuis bir bag olusmasi nedeniyle 235 nm'de absorbans degisimi ile
takip edilebilir (Whitaker, 1990). Ayrica indirgeyici seker veya tiyobarbitiirik asit

yontemleri kullanilarak da enzim aktivitesi lgiilebilir (Nedjma ve ark., 2001).



0. ,,OH OH O ,OH
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Sekil 8 Liyaz reaksiyonu (www.genome.jp).

1.2.3.1 Pektat liyaz (PGL)
PGL’a iliskin bilimsel calismalarin ¢ogu Erwinia spp. gibi bitki patojeni
mikroorganizmalarla yapilmistir. Bu patojen organizmalar kdklerde yumusamaya ve

cliriimeye neden olmaktadir (Herron ve Jurnak, 2003).

Endo-PGL’lar1 (E.C. 4.2.2.2), sadece mikroorganizmalar iiretir. Diger pektinolitik
enzimlere nazaran daha yiiksek pH’larda (8-10) calisirlar ve glikozidik bagi (-
eliminasyon mekanizmasiyla parcalarlar. Ayrica kalsiyum iyonlari, Erwinia spp.
harig, bildirilen enzimler i¢in mutlak bir gerekliliktir (Whitaker, 1990). Bacillus
subtilis pektat liyazi aktif bolgesinde Ca*? baglayici korunmus bir karboksilat bolgesi
ve korunmus arjinin-279 bulundurur (Pickersgill ve Jenkins, 2003). Yapisal
caligmalar, aminoasit dizisi hizalamalari, bolgeye 6zgli mutajenez deneyleri, gesitli
pH'larda kinetik calismalar ve doteryum ol¢timleri ile desteklenmistir. Bunlarla
birlikte wveriler, pektatin B-eliminasyon ile par¢alanmasinda arjininin proton

salinimini baglatan aminoasit olduguna isaret etmektedir (Herron ve Jurnak, 2003).

PGL esas olarak Erwinia, Bacillus ve Colletotrichum magna, Colletotrichum
gloeosporiodes, Amylocota sp. gibi mikroorganizmalar tarafindan tretilir (Gummadi
ve ark., 2007). Erwinia ve Bacillus licheniformis'in PGL'lar1, sirasiyla pH6.0 ve
11.0'da bile aktif olmasina ragmen, optimum pH8.0 ile 10.0 araligindadir. Genel
olarak, PGL aktivitesi i¢in optimum sicaklik 30 ila 40°C’dir. Bununla birlikte,
termofil PGL'larinin optimum sicakligr 50 ila 75°C’dir (Gummadi ve ark., 2007).
PGL'larin molekiiler agirligi 20 ila 50kDa’dur (Sharma ve ark., 2012).

1.2.3.2 Pektin Liyaz (PL)
Pektin liyazlar (Endo-PL; E.C. 4.2.2.10), PGL ile ayn1 mekanizmaya sahiptir. Ancak

substrat olarak pektini kullanirlar (Gummadi ve ark., 2007). Bu enzimler 6.0-8.5

2

araliginda optium pH’a sahiptirler ve aktivite igin Ca™ iyonu gerektirmezler



(Pickersgill ve Jenkins, 2003). PL'nin molekiiler agirligi 30 ila 40kDa arasinda
degismektedir (Sharma ve ark., 2012).

PL'nin Kkatalitik etkisi, PGL'de oldugu gibi B-eliminasyon reaksiyonu yoluyla
olmaktadir. Bununla birlikte, PGL'nin aksine, PL i¢in yiiksek oranda metillenmis
substrat formlar1 spesifiktir ve aktivitesi Ca™ gerektirmez. PGL ve PL, bir¢ok yapi
Ozelligini paylagsmalarina ragmen, substrat baglama yariklarinda ve katalitik

mekanizmalarinda farklilik gosterirler (Gummadi ve ark., 2007).

1.2.4 Pektinmetil esteraz (PME)

Pektin metilesteraz (pektin pektilhidrolaz, EC 3.1.1.11) pektinesteraz, pektaz, pektin
metoksilaz, pektin demetoksilaz ve pektolipaz olarak da adlandirilan enzimlerin
hidrolaz grubuna ait bir karboksilik asit esterazdir (Whitaker, 1990).

Pektin metilesteraz, galakturonat tinitesinin 6-karboksil grubundan metoksil grubunu
hidroliz ile g¢ikarir. PE ile pektinin pargalanmasindan olusan {irtinler: pektik asit,
metanol ve yeni olusan karboksil grubunun iyonizasyonundan bir protondur
(Whitaker, 1990).
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Sekil 9 Pektin metilesteraz reksiyonu: Pektin + nH,O — n(Metanol) + pektat
(www.genome.jp, EC 3.1.1.11).

Pektin esteraz aktivitesi, bir pH-stat ile (Whitaker, 1990) ya da sabit bir pH"
korumak i¢in bir standart NaOH c¢ozeltisi ile elle titre edilerek ya da sabit bir
degerden pH'taki ilk azalma oraninin gézlemlenmesiyle belirlenebilir. Pektinesteraz
aktivitesini belirlemenin diger yollari, kataliz sirasinda agiga c¢ikan metanol
miktarinin gaz- veya ylksek performanshi sivi kromatografisi ile Olgiilmesidir

(Nakagawa ve ark., 2008; Gummadi ve ark., 2007).



1.3 Pektinazlarin Ticari Uygulamalar

Pektinazlar ytliksek bitki dokularinin birincil hiicre duvari ve orta lamelinde bulunan
kompleks bir polisakarit olan pektinin par¢alanmasinda rol oynayan bir enzim
grubudur. Endiistride ilk olarak 1930°lu yillarda meyve suyu iretiminde
kullanilmigtir.  Glniimiiz meyve suyu iretiminde hiicre  duvarlarinin
pargalanmasinda, renk, aroma Ozleri ve Dberraklastirmada anahtar rol
oynamaktadirlar. Pektinazlar sayesinde yiiksek kalitede konsantre {iriin elde etmek
miimkiin hale gelmistir. 1960’larda bitki dokularinin  kimyasal yapisinin
anlasilmasiyla pektinazlarin kullanim yelpazesi genislemistir. 1970’lerde sarap
endiistrisinde de kullanilmaya baslanmistir. Boylelikle sarap endiistrisinde {iretim
esnekligi saglanmis ve Kalite iyilestirilmistir. 1987 itibariyle pektinazlar tekstil, elyaf
isleme, kagit yapimi, atik su aritimi, hayvan yemi hazirlama, ¢ay ve kahve iiretimi,
yag oOziitleme gibi pek cok alanda etkili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir
(Kashyap ve ark., 2001; Hoondal ve ark., 2002).

Pektinazlar tekstil endiistrisinde enzimatik ovma (biyolojik yikama) adi veriler bir
basamakta kullanilirlar. Bu basamakta pektinaz, pektini pargalayarak pamuk kiitikiil
yapisini yok eder ve bdylece kiitikiil ve pamuk lifi arasindaki baglantiyr kaldirir.
Enzimatik ovma, kumagin olumsuz ¢evre kosullarindan etkilenmesini 6nler. Ayrica
kimyasal yerine biyolojik muamele ile saglik sorunlar1 azalmaktadir. Tekstilde
enzimlerin kullanildigir bir diger basamak ise enzimatik agartmadir. Pamugun
agartilmasinin amact dogal pigmentleri renksizlestirmek ve liflere saf bir beyaz
goriinim kazandirmaktir. En yaygin endiistriyel agartma maddesi hidrojen
peroksittir. Ancak bu uygulama yiiksek miktarda kimyasal ve dolayisiyla da yikama
icin ¢cok daha yiiksek miktarlarda su gerektirmektedir. Ayrica agartict maddenin elyaf
ile radikal reaksiyonlari, polimerizasyon derecesinde bir azalma dolayisiyla ciddi
hasara neden olabilmektedir. Tiim bu sorunlar nedeniyle enzimatik agartma sistemi
kimyasal agartma sisteminin yerini almistir. Boylece daha az lif hasari, daha iyi {iriin

ve yikamada tasarruf saglanmaktadir (Yadav ve ark., 2009).

Enzim esashi deterjan formiilasyonlar1 yesil kimyasal maddeler olarak bilinirler.
Camagsir yikamadan, tekstil endiistrisi ve bulasik yikamaya kadar genis bir uygulama
yelpazesi bulmaktadir. En yaygin olarak kullanilan deterjan enzimleri proteinlerden,
lipitlerden, polisakaritlerden olusan ve topraklari uzaklastiran hidrolazlardir. Ana

siniflar proteazlar, lipazlar, amilazlar, mannanazlar, seliilazlar ve pektinazlardir.
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Mannanazlar ve pektinazlar salata sosu, ketgap, mayonez, dondurma, dondurulmus
tatlilar, milkshake, viicut losyonlar1 ve dis macununun yani sira muz, mandalina,
domates ve marmelat gibi meyve igeren iriinlerin sulari, icki sosu ve az yaglh siit
lekelerinin ¢ikarilmasinda etkilidirler (Kashyap ve ark., 2001; Hoondal ve ark.,
2002).

Pektinazlarla yem viskozitesi diisiiriilerek gevis getiren hayvanlarda besin sindirimi
ve emilimi arttirilabilmektedir. Enzimler yemlerde antimikrobiyal ajan gibi de islev

gorebilmektedir (Kashyap ve ark., 2001; Hoondal ve ark., 2002).

1.4 Literatiir Taramasi
Reignault ve ark. (1994), Botrytis cinerea'dan 42 kDa, Erwinia chrysanthemi'den 36
kDa, Vigna radiata'dan 53 kDa olan PME e¢lde etmislerdir.

Al-Rajabi ve Mahasneh (1999) Bacillus polymyxa susundan izole edilen pektin ve
pektat liyaz aktiviteleri iizerine ¢alisma yapmistir. Pektin liyaz i¢in optimum pH 8,5
pektat liyaz i¢in optimum pH 9,0 ve her iki enzim icin de optimum sicaklik 30°C
olarak belirlenmistir. Pektat liyaz aktivitesinde 1mM EDTA’nin %48,
nitrilotriasetatin ise pektin ve pektat liyaz aktivitesinde sirasiyla %35 ve %53

oraninda azalmaya neden oldugu rapor edilmistir.

Soares ve ark. (1999) toprak ve sebze atiklarindan Bacillus sp. suslarini izole
etmiglerdir. Elde edilen suslar pektinaz {iretimi agisindan tarandiginda bes susun
pozitif oldugunu belirlemislerdir. Bes Bacillus sp. susundan dordii pH 6, digeri 6,5-
7,0 arasinda optimum pH vermistir. Ug sus i¢in optimum sicaklik 40-50°C arasinda

diger iki sus i¢in 50-55°C arasinda bulunmustur.

Kashyap ve ark. (2000) Bacillus sp. DT7 susundan jel filtrasyonu ve iyon degistirme
kromatografisini kullanarak pektinaz saflastirmislardir. Saflastirilan enzimin molekiil
agirhig 106 kDa olarak bulunmustur. Calistig1 optimum kosullar 60°C ve pH 8 olarak
belirlenmig, 100mM CaCl, ve merkaptaetanol varliginda aktivitenin arttig

kaydedilmigtir. EDTA'nin ise goreli olarak aktiviteyi %17 diistirdiigii belirlenmistir.

Teixeira ve ark. (2000) farkli karbon kaynagi igeren kiiltiir ortamlarinda Aspergillus
japonicus'dan elde edilen endo- ve ekzopoligalakturonaz ile pektinesteraz
aktivitelerini ¢alismislardir. Karbon kaynagi olarak sakaroz, pektin/sakaroz, glukoz,

pektin/glukoz,  pektin, gliserol, pektin/gliserol  kiiltiir = ortamina  farkli
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konsantrasyonlarda eklenmistir. Tiim enzimlerin aktivite dl¢iimiinde substrat olarak
pektin kullanilmugtir. Endopoligalakturonaz aktivitesi icin DNS,
ekzopoligalakturonaz aktivitesi i¢in viskozite, pektinesteraz aktivitesi i¢in titrasyon
yontemi kullanmilmistir.  %0,5 pektin iceren Kkiiltiir ortamindan elde edilen
pektinesteraz, %0,2 pektin ve %0,2 gliserol igeren kiiltiir ortamindan elde edilen
endopoligalakturonaz ve %0,5 pektin ve %0,5 glukoz igeren kiiltiir ortamindan elde
edilen ekzopoligalakturonaz en iyi enzimatik aktiviteleri vermistir. Pektin, glukoz ve
sakaroz yiiksek konsantrasyonlarda ortama eklendiginde ise enzimatik aktivitelerin

baskilandig1 gézlenmistir.

Markovic ve ark. (2002) havugtan pektin metilesteraz izole etmislerdir. Elde edilen

pektin metilesterazin agirligi 33 kDa, optimum calistigi pH 7,8 olarak bulunmustur.

Joo ve ark. (2003) Bacillus clausii 1-52 susundan proteaz saflagtirarak enzimin
optimum pH 11 ve 65°C’de aktivite gosterdigini ayrica Triton-X-100 ve Tween-20
gibi iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin degil, ayn1 zamanda SDS gibi gii¢lii

anyonik ylizey aktif maddeynin varliginda da kararli oldugunu rapor etmislerdir.

Celestino ve ark. (2006) Acrophialophora nainiana'da pektinaz tiretmislerdir.
Uretilen pektinazin molekiil agirlig1 35,5 kDa olarak bulunmustur. Molekiiler agirlik
olarak karsilastirildiginda Amycolata sp. ve Bacillus sp.'den elde edilen
poligalakturonazlar ile benzer oldugu belirlenmistir. Enzimin pH 8'de ve 60°C daha

aktif oldugu gézlenmistir.

Khairnar ve ark. (2009) Aspergillus niger’den pektinaz iiretimini ¢alismiglardir.
Enzim {iretiminin arastirilmas: i¢in pektinli agara mikroorganizma ekilerek zon
olusumu incelenmistir. Elde edilen enzimin molekiill agirligi 40 kDa olarak

belirlenmistir.

Jurick ve ark. (2009) Penicillium solitum'dan katyon degisim kromotografisiyle 50
kDa agirliginda poligalakturanaz izole etmislerdir. Enzim pH 4-5 araliginda ve 20°C
ile 37°C en yiiksek aktiviteye sahiptir.

FAO/WHO ortak gida standartlar1 programi kodeks komitesinin gida katki maddeleri
tizerine raporlarinda (2010) Bacillus clausii susunun serin proteaz enzim karisiminin

olusturulmasinda kullanildig: bildirilmistir.
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Okafor ve ark. (2010) pektinaz tiretimi i¢in Aspergillus clavatus, Aspergillus niger,
Fusarium sp., Penicillum chrysogenum ve Trichoderma sp.'leri kullanmistir. Enzim
aktivite yontemi DNS, substrat %1 pektindir. Enzimin hangi pektinaz alt tiiriine ait

oldugu ve molekiil agirlig1 belirlenmemistir.

Rangarajan ve ark. (2010) Aspergillus niger'den endopoligalakturonaz ve
ekzopoligalakturonaz aktivitesi tizerine calismislardir. Ekzopoligalakturonaz igin
yontem DNS, substrat poligalakturonik asittir. Endopoligalakturonaz igin viskozite
Ol¢tim yontemi ve pektin se¢ilmistir. Farkli azot kaynaklarinin aktivite tizerindeki
etkisi arastirllmigtir. Bunlar portakal kabugu 06ziitii, pepton, maya Oziitii, soya,
amonyum klorit ve amonyum nitrattir. Test edilen ¢esitli azot kaynaklar1 arasinda,
kat1 hal fermantasyonunda portakal kabugu o0ziitii ve soyada, inorganik azot

kaynaklar1 arasinda ise amonyum nitratta en iyi pektinaz aktivitesi gdzlenmistir.

Quattara ve ark. (2011) Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus,
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis ve Bacillus fusiformis olmak tizere alt1 tiirde
pektat liyaz arastirmasi yapmislardir. En iyl pektat liyaz ireticileri olarak
B.fusiformis, B.subtilis ve B.pumilus olarak belirlenmistir. Diger tiirlerde aktivitelerin
olduk¢a diisiik oldugu goriilmiistiir. Izoelektrik fokuslama ile B.subtilis ve
B.fusiformis'te 9,8 pl ve B.pumilus'ta 10,5 pl ile iki ¢esit pektat liyaz oldugu
belirlenmistir. Kiiltiir inkiibasyon kosullar1 arastirildiginda ise ge¢ duragan biiyiime

fazinda maksimum enzim iiretiminin oldugu saptanmistir.

Gonzalez ve Rosso (2011), karisik pektinolitik enzimleri birlikte igeren ticari
pektinazdaki (Pectinex 100L Plus) pektin metilesteraz aktivitesini caligmstir.

Enzimin optimum pH 4'te ve 45°C°de calistign belirlenmistir.

Namasivayam ve ark. (2011), kati atiklardan izole ettikleri Bacillus cereus'dan
pektinaz iiretim kosullarinin optimizasyonu iizerine ¢alismis ve maksimum enzim
tiretiminin 37°C’de ve pH 8,5'da oldugunu bulmuslardir. SDS-PAGE sonucunda

birden fazla bant elde etmislerdir.

Mukesh Kumar ve ark. (2012), topraktan izole ettikleri Bacillus sp. MFW7 susundan
pektinaz iiretimi ve karakterizasyonu iizerinde ¢alismislardir. Enzimin optimum pH
6,5 ve 35°C aktif oldugu belirlenmistir. SDS-PAGE sonucu molekiil agirhg 37 kDa
olarak kaydedilmistir.
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Hema ve Shiny (2012), topraktan Bacillus clausii SM3 susunu izole etmislerdir. Bu
susun proteaz lrettigini ve bu enzimin oldukga etkili oldugunu bulmusglardir. Kan
lekesi c¢ikarma deneylerinde bu proteazi kullanarak deterjan endiistrilerindeki

potansiyelinin yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Li ve ark. (2012), topraktan Bacillus clausii S-4 izole ederek bu sustan pektin liyaz
saflagtirmis ve karakterize etmistir. Pektin liyaz aktivite tayininde kullanilan substrat
pektin  ve yontem = spektrofotometridir; 235 nm'de absorbans = Ol¢iimii
gerceklestirilmistir. Enzimin, optimum, pH 10 ve 60°C aktivite gdsterdigi ve molekiil
agirliginin SDS-PAGE ile 35 kDa oldugu belirlenmistir.

Torimiro ve Okanji (2013), tarim atiklarindan pektinaz iireten Bacillus suslarini izole
etmislerdir. Elde edilen ii¢ susta Bacillus stearothermophilus, Bacillus cereus ve
Bacillus subtilis, pektin kullanilarak poligalakturonaz aktivitesi belirlenmistir.
Optimum aktiviteler sirasityla Bacillus stearothermophilus icin 60°C ve 7,5 pH,
Bacillus cereus igin 50°C ve 8,0 pH, Bacillus subtilis i¢in 50°C ve 9,0 pH olarak

bulunmustur.

Mei ve ark. (2013), Bacillus halodurans M29 susundan pektinaz izole ederek E.coli
JM109'da klonlamistir. Elde edilen pektinazin 39 kDa oldugu ve optimum aktiviteyi
80°C pH 10'da verdigi goriilmiistir. Ayrica EDTA'min aktiviteyi diisiirdiigii

belirlenmistir.

Raju ve Divakar (2013), topraktan izole ettikleri Bacillus circulans susundan
pektinaz saflagtirmiglardir. Enzimin pH 7 ve 40°C’de optimum aktivite gostedigini
bulmuslardir. Tween-80 maksimum etki gostermekle birlikte, Tween-20 ve SDS'nin

aktiviteyi arttirdigini bildirmislerdir.

Bhardwaj ve Garg (2014) Bacillus sp. MBRL576 izolatindan optimum kiiltiir
kosullarinda poligalakturonaz tiretimini arastirmistir ve pektinaz {iiretilen ortamin
pH’1 4, sicaklign 45°C, karbon kaynag1 siikroz oldugunda maksimum verimin elde
edildigini bulmuslardir. SDS-PAGE sonucu enzimin 66 kDa agirliginda oldugu

bulunmustur.

Jansirani ve ark. (2014) topraktan izole ettikleri Bacillus sp.'den portakal kabugu

Oziitli, patates kabugu 6ziitii ve ¢ay atigin1 besiyerinde kullanarak pektinaz tiretimini
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gergeklestirmislerdir. Elde edilen pektinaz pH 7 ve 35°C'de maksimum aktivite

gostermistir.

AMFEB (2015) verilerine gore Bacillus clausii susu gida ve teknik uygulamalarda

proteaz kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Sassi ve ark. (2016) daha onceki ¢alismalarinda izole ettikleri mutant Penicillium
okcitanis CT1 susunu kullanarak bu sustan poligalakturonaz izole etmislerdir. Anyon
degisim kromatografisi ile saflastirilan enzimin dizi analizini yapilmis ve endo-
poligalakturonaz ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Enzimin galistigi optimum
pH 6 ve sicaklik 35°C’dir. SDS-PAGE ile biiyiikliigiiniin 42 kDa oldugu ve
zimogramda hem CTAB hem de rutenyum kirmizisiyla pozitif sonug¢ alinmuistir.
Triton X-100, DTT, PB-merkaptaetanol, iire, iyodoasetamid ve iyodoasetik asitin
goreceli olarak aktiviteyi diistirmedigi, EDTA'nin ve SDS'nin %20 ve %10'luk bir
diisiise sebep oldugu bulunmustur.

Haddar ve ark. (2016) ekstraseliiler ksilanaz, mannaz, pektinaz ve a-amilaz
tiretebilen yeni mantar ve bakteri suslarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu iizerine
bir calisma yapmislardir. Topraktan 10 mantar, 10 bakteri izole etmis ve segici
agarda en bliyiik zonu veren 1 bakteri 2 mantar susunu kullanmislardir. Zimogramda
Aspergillus M1 ve B.mojavensis 14 susunun en az iki pektinaz salgiladigi ancak
diisiik molekiil agirliga sahip bir pektinazin varligini belirten A.sydowii SE susunun
jelde seffaf bir pektik hidroliz bandi olusturmadigini rapor etmislerdir. B.mojavensis
I4 susundan elde edilen pektinazin optimum pH’1 8, sicakhig 60°C olarak

belirlenmistir.

Madu ve ark. (2016) Bacillus licheniformis'den 38 kDa agirliginda bir pektinaz
saflagtirmistir. Optimum pH 9 ve sicaklik 50°C’dir. Aktiviteye tuz ve kimyasal
reaktiflerin etkisini arastirdiklarinda NaCl igin 1mM, 5mM ve 10mM
konsantrasyonlarinda goreli aktivite %127, %117 ve %98, EDTA i¢in ImM ve SmM

konsantrasyonlarinda goreli aktivite %77 ve %59 bulunmustur.

Mercimek Takci ve Ucan Turkmen (2016) topraktan Bacillus subtilis izole
etmiglerdir. Kiiltiir slipernataninda, etanol ve amonyum siilfat ile c¢oktiirme

sonucunda 60 ve 64 kDa agirhiginda iki enzim bandi goriintiilemislerdir. Bunlarin
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aktiviteleri DNS yontemi ve pektin kullanarak olgiildiigiinde sirasiyla 95,15 U/ml,
73,92 U/ml ve 15,37 U/ml bulunmustur.

Rukmini ve ark. (2016), Bacillus pumilus'tan pektinaz iireterek pH 7'de optimum

aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Akinyemi ve ark. (2017), Bacillus megaterium, Bacillus bataviensis ve Peanibacillus
sp. suslarindan pektinaz izole ederek caligmislardir. Optimum aktivite gosterdikleri
kosullar1 B.megaterium ve B.bataviensis i¢in pH 8 60°C, Peanibacillus sp. i¢in pH
6,5 40°C olarak bulmuslardir. Molekiil agirliklarini ise B.bataviensis, B.megaterium
ve Paenibacillus sp. igin sirasiyla 32,357, 25,119 ve 38,304 da olarak

belirlemislerdir.

Khushk ve ark. (2017) Bacillus clausii MCC 233-50 susundan o-amilaz iiretim
kosullarinin  optimizasyonu iizerine ¢alismislardir. Maksiumum aktivite icin
fermantasyon kosullart farkli karbon kaynaklari, nitrojen kaynaklari, pH ve
inkiibasyon siiresi gibi parametrelerce degerlendirilmistir. Karbon kaynagi nisasta,
nitrojen kaynagi tire oldugunda, optimum pH 8 ve inkiibasyon siiresi 36s olarak

belirlenmistir.

Zhou ve ark. (2017) pektat liyaz aktivitesi gosteren Bacillus clausii S10'dan pektat
liyaz (BacPelA) genini E.coli BL21'e klonlamislardir. Klonlanan enzimin aktivitesi
optimum pH 10,5 ve 70°C’de goriilmiistiir. Ca*? 'nin 1,5mM konsantrasyona kadar
aktiviteyi arttirdigi bulunmustur. Ayrica BacPelA'nin SDS'ye duyarli oldugu ve
EDTA varliginda inhibisyona ugradigi kaydedilmistir. Enzimin 235 nm'de farkli
substratlarla aktivitesi dl¢iilmistiir. Turunggil kabugu pektini, elma pektini ve farkli
metil yiikiine sahip pektinlerle aktivite karsilastirilmis ve kontrol olarak PGA
kullanilmistir. En yiiksek aktivite, >%85 oranda, metillenmis pektinde gézlenmistir.
BacPelA'nin tekstilde kullaniminin arastirilmasi i¢in lifleri enzimle muamele edilmis
ve liflerin ylizeylerinin enzimle muamele sonucunda daha yumusak ve beyaz oldugu

gorilmistir.

Poonam Sharma ve Nivedita Sharma (2018), Stenotrophomonas maltophilia P9
susunun pektinaz iretimi i¢in optimum kosullarim1 arastirmislardir. En yiiksek
pektinaz iiretiminin pH 5, 30°C’de ve 72s inkiibasyon sonucunda oldugunu

bildirmislerdir.
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Pili ve ark. (2018), Aspergillus niger ATCC 9642 susunu iki farkli ortamda biiyiiterek
pektinaz {iretimini ve aktivitesini ¢alismislardir. Sentetik ortamdan (42g/L pektin,
1g/L magnezyum siilfat ve 10g/L potasyum fosfat) elde edilen PME'nin maksimum
aktivitesi 9.4 U/mL ve agro-endiistriyel ortamda (120g/L portakal kabugu, 301,2g/L
misir maserasyon sivist ve 600g/L kaynatilmig piring suyu) 130U/mL olarak
belirlenmistir. Elde edilen enzimin en iyi pH 11 ve 55°C’de ¢alistig1 kaydedilmistir.

Mohandas ve ark (2018), meyve ve sebzelerden bakteri izole ederek
tamimlamuglardir. Bacillus sonorensis MPTD1 susunun pektinaz aktivitesi pektinli
agarda taranmis ve pozitif sonu¢ alinmistir. Daha sonra pektinaz iiretimi i¢in kiiltiir
kosullar1 optimizasyonu calisilarak maya 6ziitii, K;HPO,, inkiibasyon siiresi, NaNOs
ve KCI gibi parametrelerin pektinaz tiretimi tizerinde goreceli olarak az, ancak pH,
MgSOy ve pektinin yiiksek derecede etkili oldugu belirlenmistir. Elde edilen enzimin
aktivitesi substrat PGA ve DNS yontemiyle, 2,43 (uM/mL)/dk bulunmustur.

Thite ve Nerurkar (2018), ti¢ Bacillus izolatindan pektinaz saflagtirarak pektat liyaz,
pektin liyaz ve poligalakturonaz aktiviteleri lizerine ¢aligmislardir. Liyaz aktivitesi
icin TBA yontemi kullanarak 550nm'de, poligalakturonaz igin DNS yontemi
kullanarak 540 nm'de absorbans 6l¢iimiinii gergeklestirmislerdir. SDS-PAGE (%10)
jeli ikiye keserek bir par¢asini giimiis boyama ile boyamislar digerini renatiire ederek
%0,1'lik toluidin mavisi-O ile boyamislardir. Aktivite bantlar1 B.safensis M35 i¢in
yaklasik 33 kDa, B.altitudinis R31 ve B.altitudinis J208 i¢in yaklasik 35 kDa olarak
belirlenmistir. B.safensis M35, B.altitudinis R31 ve B.altitudinis J208 i¢in maksimum
pektin liyaz aktiviteleri 60°C’de pH 10,0'da sirasiyla 422, 377 ve 360 iinite
seklindedir.
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2.MATERYAL-METOT

2.1 Materyaller
EK-1"de verilmistir.

2.1.1 Kimyasallar
EK-2’de verilmistir.

2.1.2 Besiyerleri
EK-3’te verilmistir.

2.1.3 Kullanilan ¢ozeltiler
EK-4’te verilmistir.

2.1.4 Kalibrasyon egrileri
EK-5’te verilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Topraktan bakteri izolasyonu ve saklanmasi

2.2.1.1 Toprak ornekleri
Pektinaz ireten bakterilerin izolasyonu i¢in Sivas ili Koyulhisar ilgesi elma
bahgelerinden topragin en iist kismi ince bir tabaka halinde temizlenerek altindaki

topraktan cam kavanoza alindi.

2.2.1.2 Topraktan bakteri izolasyonu

On gram toprak tartilarak 90ml %0.85’lik NaCl ¢ozeltisine alindi. Siispansiyon oda
sicakliginda iki s calkalandi. Ardindan 80°C’de 10 dk inkiibe edilerek vejetatif
hiicrelerin biiyiimesi engellendi. Inkiibasyondan sonra 106’ya kadar seyreltme
yapilarak diliisyonlar Horikoshi-I agar plakalarina yayildi ve 37°C’de 72s inkiibe
edildi (Mora ve ark., 1998).

2.2.1.3 Bakterilerin saklanmasi

Horikoshi-I agarda biiyiliyen koloniler alinarak Horikoshi-I siv1 besiyerine ekildi. Bir
gece 37°C’de inkiibe edildi. Kiiltiir besiyerinden ve %40 gliserol igeren Horikoshi-I
s1v1 besiyerinden bire bir hacimde (v/v) karistirilarak krayo tiiplere boliistiiriildii ve -

80°C’de sakland.

17



2.2.2 Bakterilerin fenotipik karakterizasyonu
2.2.2.1 izolatlarin aktivasyonu

Gliserol stoktan Horikoshi-I agara ¢izme ekim yapildi. 37°C’de 24s inkiibe edildi.

2.2.2.2 Gram boyama

Kat1 besiyerinde biiyiiyen kolonilerden alinarak iizerine bir damla distile su
damlatild1 ve lama yayildi. Tamamen kuruduktan sonra lam altindan {i¢ kez atesten
gecirildi. Kristal viyolet ¢ozeltisi ile 1 dk boyandi1 ve birka¢ sn su altinda yikandi.
Gram iyodin ¢ozeltisi ile 1 dk boyadi ve birka¢ sn su altinda yikandi. %95°lik
etanolden birkag sn gecirildi ve tekrar su altinda yikandi. Son olarak safranin ile 30sn
kadar boyandi ve sudan gegirilerek oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruduktan

sonra 151k mikroskobunda preparatlar incelendi (Akbalik, 2003).

2.2.2.3 Katalaz testi
Horikoshi-1 agarda biiyiiyen koloni tiizerine %3’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi
damlatildi. Kabarcik olusumu incelendi (Yavuz, 2003).

2.2.2.4 Farkh NaCl konsantrasyonlarinda iireme
%S5, %7 ve %10 NaCl iceren Nutrient agar besiyerleri hazirlandi. Agarlara bakteri
ekimi yapilarak 37°C inkiibe edildi ve iireme takip edildi.

2.2.2.5 Farkh sicakhiklarda iireme
Nutrient agar besiyerine ekim yapilarak 45°C, 50°C, 55°C’de iireme takip edildi.

2.2.2.6 Farkh pH’larda iireme
pH’1 6, 7, 8, 9, 10 olan nutrient agar besiyerleri hazirlanarak 37°C’de inkiibe edildi

ve lireme takip edildi.

2.2.3 Ekstraseliiler enzim tarama

2.2.3.1 Pektinaz iiretimi

Poligalakturonik asit ve pektin igeren iki ayri agar besiyeri hazirlandi. Ug giin
37°C’de inkiibe edildi. Uzerine gram iyodin ¢ozeltisi damlatilarak 5 dk beklendi. Zon
olusumu incelendi. Bir diger yontem olarak %1°lik CTAB ¢d6zeltisi damlatilarak zon

olusumu incelendi. Koloni etrafindaki zonlar pektinaz varligin1 gdstermektedir.
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2.2.3.2 Proteaz iiretimi
Siit iceren agar besiyeri hazirlandi. Ug giin 37°C’de inkiibe edildi ve zon olusumu

incelendi. Koloni etrafindaki agik zonlar proteaz varligini géstermektedir.

2.2.3.3 Lipaz iiretimi
Tween-20, tween-40 ve tween-80 iceren agar besiyeri (Ek-3) hazirlandi. Ug giin
37°C’de inkiibe edildi ve zon olusumu incelendi (Altan, 2004).

2.2.3.4 Selillaz iuiretimi
Seliiloz (%0,5) iceren agar besiyeri hazirlandi1. Ug giin 37°C’de inkiibe edildi. Kongo
kirmizist (%0,1) ile 15dk boyandi. NaCl (1M) ile yikanarak zon olusumu incelendi.

2.2.3.5 Ksilenaz iiretimi

Ksilan (%0,5) igeren agar besiyeri hazirlandi. Ug giin 37°C’de inkiibe edildi. Kongo
kirmizisi (%0,1) ile 15dk boyandi. NaCl (1M) ile yikanarak zon olusumu incelendi.

2.2.3.6 Amilaz iiretimi
Coziiniir nisasta (%0,5) iceren agar besiyeri hazirlandi. Ug giin 37°C’de inkiibe
edildi. Iyodin ¢ozeltisi damlatilarak 5dk beklendi. Zon olusumu incelendi. Koloni

etrafindaki zonlar amilaz varligin1 gostermektedir.

2.2.4 Bakterilerin genotipik karakterizasyonu

2.2.4.1 Tiir Tayini (Kiitle spektrometresi, MALDI-TOF)

Horikoshi-1 agarda 37°C’de 24s inkiibasyon ile biiyiitiilen koloniler analizde
kullanildi. Plakta iireyen koloniler MALDI-TOF cihazinda kullanilan soliisyon ile
muamele edilerek cihazin kiitiiphanesinde bulunan kismi protein profilleri ile

karsilastirild1 ve 6zgiin spektrum sonuglar1 kaydedildi.

2.2.4.2 Genomik DNA izolasyonu

Horikoshi-I sivi besiyerine ekim yapilarak 37°C’de bir gece inkiibe edildi. 5000
rpm’de +4°C’de 5dk santrifiijlenerek hiicreler toplandi. Uzerlerine 200ul 1xTE (pH
8,0, %25 siikroz, 30mg/ml lizozim) eklendi ve lizis i¢in 37°C’de bir s ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Lizis isleminin ardindan tizerine 370ul IXTE (1mg/ml
Proteinaz K) ve 30 pl %10 SDS eklendi. Deproteinizasyon igin 37°C” de 1 s inkiibe
edildi. Daha sonra lizerine 100ul 5M NaCl ve 80ul CTAB/NaCl eklenerek 65°C’de
10dk inkiibe edildi. Ornekler ependorf tiiplere paylastirildi. Uzerlerine 1 hacim fenol
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1 hacim kloroform eklenerek 10.000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi. Ust faz yeni bir
ependorfa alinarak tizerine 1 hacim %99’luk izopropanol eklendi ve hafifce alt iist
edilerek DNA yumag: gozlendi. DNA yumagi bagka bir ependorfa alinarak %70’lik
etanol ile yikandi. Sivi atilarak pelet 37 °C’de 10dk kurutuldu. Ornekler -20°C’de
sakland1 (Akbalik, 2003).

2.2.4.3 16SrDNA dizileme

izolasyon sonras1 PCR ve DNA dizileme hizmet alim1 araciligiyla gerceklestirildi.

2.2.5 Logaritmik Faz Ureme Takibi
Horikoshi-I sivi besiyerine ekim yapilarak 37°C’de inkiibe edildi. Zamana bagh
Olcimleri 600nm’de kore karst okunarak kaydedildi ve iiremenin zamana bagh

logaritmik grafigi olusturuldu.

2.2.6 Protein Miktar Tayini

Protein miktarinin belirlenmesinde Bradford yontemi kullanildi. Standart olarak BSA
kullanild1. Istenilen derisim arahiginda 100ul hacimde standartlar hazirlandi. Aym
sekilde protein miktar1 bilinmeyen ornek de 100ul hazirlandi. Uzerlerine 3ml
Bradford belirteci eklenerek oda sicakliginda 40 dk bekletildi. Ornek absorbanslari
kore kars1 595 nm’de okunarak kaydedildi.

2.2.7 Pektinaz Aktivite Calismalari
2.2.7.1 Enzim iiretimi

Horikoshi-I s1v1 besiyerine ekim yapilarak 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

2.2.7.2 Enzimlerin kismi saflagtirilmasi

2.2.7.2.1 Etanol ile ¢coktiirme

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 5000 rpm’de +4°C’de 10dk santrifiijlenerek
uzaklastirildi. Siipernatana %95’lik soguk etanolden 0,5 kat,0,6 kat, 0,75 kat, 1 kat,
1,25 kat, 1,75 kat ve 2 kat soguk etanol eklenerek -20°C’de bir gece bekletildi.
Ardindan 5000 rpm’de +4°C’de 15dk santrifiijlenerek proteinler toplandi. Oda

sicakliginda etanol uzaklastirildi.

2.2.7.2.2 Aseton ile ¢coktiirme

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 5000 rpm’de +4°C’de 10dk santrifiijlenerek
uzaklastirildi. Siipernatana %80°’lik soguk asetondan 0,5 kat, 0.75 kat, 1 kat, 1.25 kat,
1.75 kat ve iki kat aseton eklenerek -20°C’de bir gece bekletildi. Ardindan 5000
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rpm’de +4°C’de 15dk santrifiijlenerek proteinler toplandi. Oda sicakliginda aseton
uzaklagtirildu.

2.2.7.2.3 Amonyum siilfat ile coktiirme

Amonyum siilfat (%20-%100) ile ¢oktiirme i¢cin Ek-4’de verilen tablodaki miktarlar
tartildi (Doung-Ly ve Gabelli, 2014). Soguk ortamda siipernatanlara azar azar
eklenerek ve en diisiik rpm’de karistirilarak ¢oziildii. Coziinmenin ardindan 6rnekler
+4°C’de bir gece bekletildi. 5000 rpm’de +4°C’de 15dk santrifiijlenerek proteinler
toplandi. Pelet su ile yikanarak iki hacim etanol ile tekrar ¢oktiirtildii. Ardindan 5000
rpm’de +4°C’de 15dk santrifiijlenerek proteinler toplandi. Oda sicakhiginda etanol
uzaklagtirildu.

2.2.7.2.4 Farkh sicakliklarda iireme ile

Bacillus clausii izolatlar1 37°C, 45°C, 50°C ve 55°C’de bir giin inkiibe edildi.
Hiicreler 5000 rpm’de +4°C’de 10dk santrifiijlenerek uzaklastirildi. Siipernatana iki
hacim etanol eklendi. Bir gece -20°C’de bekletildi. Ardindan 5000 rpm’de +4°C’de
15dk santrifiijlenerek proteinler toplandi. Oda sicakliginda etanol uzaklastirildi.

2.2.7.3 Enzim karakterizasyonu
2.2.7.3.1 Poligalakturonaz (PG) aktivitesi
PG aktivite dl¢limiinde DNS yontemi kullanildi. (Kocabay, 2015). Enzim aktivitesi

dakikada salman pumol galakturonik asit olarak hesaplandi.

2.2.7.3.1.1 Optimum pH taramasi

Poligalakturonik asit (%1°’lik 200ul) ve enzim ¢ozeltisi (200ul) farkli pH’larda
hazirlanarak (pH 3,6-5,6 asetat tamponu, pH 6,0-7,6 fosfat tamponu, pH 8,0-9,0 Tris-
HCI tamponu, pH 10,0-11,0 karbonat tamponu, ve pH 12,0-13,0 KCI-NaOH
tamponu) 50°C ‘de 10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul DNS eklenip 95°C” de 5 dk
bekletilerek durduruldu. Ardindan buz iizerine alinarak sogutuldu. Kore kars1 540

nm’de okunan degerler kaydedildi.

2.2.7.3.1.2 Optimum sicaklik taramasi

Optimum pH’da %1°lik poligalakturonik substrat (200ul) ve enzim ¢ozeltisi (200pu1)
ile drnekler hazirland: ve farkli sicakliklarda (4°C, 20°C, 37°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C, 70°C) 10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul DNS eklenip 95°C’ de 5dk

21



bekletilerek durduruldu. Ardindan buz iizerine alinarak sogutuldu. Kore karsi

540nm’de okunan degerler kaydedildi.

2.2.7.3.1.3 Aktiviteye iyonik kuvvet etkisi

Optimum pH’da %1 poligalakturonik asit ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 NaCl igerecek
sekilde hazirlandi. Ardindan 200ul substrat ile 200ul enzim ¢ozeltisi optimum
sicaklikta 10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul DNS eklenip 95°C° de 5dk
bekletilerek durduruldu. Ardindan buz iizerine alinarak sogutuldu. Ornek absorbans

degerleri 540 nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.1.4 Aktiviteye organik ¢oziicii ve kimyasal reaktif etkisi

Optimum pH’da %1 poligalakturonik asit ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 metanol, %1,
%05 ve %10 etanol, %1, %5 ve %10 aseton, %1, %5 ve %10 DMSO, %1, %5 ve %10
SDS, %1, %5 ve %10 EDTA, %1, %5 ve %10 Tween-80, %1, %5 ve %10 TritonX-
100 igerecek sekilde hazirlandi. Ardindan 200ul substrat ile 200l enzim ¢ozeltisi
optimum sicaklikta 10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul DNS eklenip 95°C” de 5dk
bekletilerek durduruldu. Ardindan buz {izerine alinarak sogutuldu. Ornek absorbans

degerleri 540 nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.2 Pektin liyaz (PL) aktivitesi

Pektin liyaz aktivitesi pektinde olusan ¢ift baglarin 235 nm’de verdigi absorbansa
bagli olarak belirlendi. Aktivite 235 nm’de 6Sl¢iilen absorbansin dakikadaki degisimi
seklinde hesaplandi.

2.2.7.3.2.1 Optimum pH taramasi

Pektin liyaz aktivitesi i¢in 200ul %1 pektin ¢ozeltisi ve 200ul enzim farkli pH’larda
37°C’de 10dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iizerlerine 400ul 0,01M HCI
eklenerek 5dk kaynar suda aktivite durduruldu ve ornekler buz iizerinde 5 dk

sogutuldu. Ornek absorbans degerleri 235nm’de kore karsi okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.2.2 Optimum sicaklik taramasi

Pektin liyaz aktivitesi i¢in 200ul %1 pektin ¢ozeltisi ve 200ul enzim optimum pH’da
hazirland1. Farkli sicakliklarda (4°C, 20°C, 37°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, ve70°C)
10 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra iizerlerine 400ul 0,01M HCI eklenerek
5dk kaynar suda aktivite durduruldu ve drnekler buz iizerinde 5dk sogutuldu. Ornek

absorbans degerleri 235nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.
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2.2.7.3.2.3 Aktiviteye iyonik kuvvet etkisi

Optimum pH’da %1 pektin ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 NaCl igerecek sekilde
hazirlandi. Ardindan 200ul substrat ile 200ul enzim ¢ozeltisi optimum sicaklikta
10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul 0,01N HCI eklenip 95°C’de 5dk bekletilerek
durduruldu. Ardindan buz iizerine almarak sogutuldu. Ornek absorbans degerleri

235nm’de kore karsi okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.2.4 Aktiviteye organik coziicii ve kimyasal reaktif etkisi

Optimum pH’da %1 pektin ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 metanol, %1, %5 ve %10
etanol, %1, %5 ve %10 aseton, %1, %5 ve %10 DMSO, %1, %5 ve %10 SDS, %1,
%5 ve %10 EDTA, %1, %5 ve %10 Tween-80, %1, %5 ve %10 TritonX-100
icerecek sekilde hazirlandi. Ardindan 200 pl substrat ile 200 pl enzim ¢dzeltisi
optimum sicaklikta 10 dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400 ul 0.01 N HCI eklenip 95°C
‘de 5 dk bekletilerek durduruldu. Ardindan buz iizerine alinarak sogutuldu. Ornek

absorbans degerleri 235 nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.3 Pektat liyaz (PGL) aktivitesi
Pektat liyaz aktivitesi poligalakturonik asitte olusan ¢ift baglarin 235 nm’de verdigi

absorbansa bagli olarak belirlenmistir.

2.2.7.3.3.1 Optimum pH taramasi

Pektat liyaz aktivitesi i¢cin 200ul %1 poligalakturonik asit ¢ozeltisi ve 200ul enzim
farkli pH’larda (pH 3,6-5,6 asetat tamponu, pH 6,0-7,6 fosfat tamponu, pH 8,0-9,0
Tris-HCI tamponu, pH 10,0-11.0 karbonat tamponu, pH 12.0-13.0 KCI-NaOH
tamponu) 50°C’de 10dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iizerlerine 400ul1 0,01M
HCI eklenerek 5dk kaynar suda aktivite durduruldu ve 6rnekler buz iizerinde 5dk
sogutuldu. Ornek absorbans degerleri 540 nm’de kére kars1 okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.3.2 Optimum sicaklik taramasi

Pektat liyaz aktivitesi i¢in 200ul %1 poligalakturonik asit ¢ozeltisi ve 200ul enzim
farkli sicakliklarda (4°C, 20°C, 37°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, ve 70°C) 10dk inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra iizerlerine 400ul1 0,01M HCI eklenerek 5dk kaynar suda
aktivite durduruldu ve &rnekler buz iizerinde 5dk sogutuldu. Ornek absorbans

degerleri 540 nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.
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2.2.7.3.3.3 Aktiviteye iyonik kuvvet etkisi

Optimum pH’da %1 poligalakturonik asit ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 NaCl igerecek
sekilde hazirlandi. Ardindan 200ul substrat ile 200ul enzim ¢ozeltisi optimum
sicaklikta 10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul 0,01N HCI eklenip 95°C’de 5dk
bekletilerek durduruldu. Ardindan buz iizerine alinarak sogutuldu. Ornek absorbans

degerleri 540 nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.3.4 Aktiviteye organik c¢oziicii ve kimyasal reaktif

Optimum pH’da %1 poligalakturonik asit ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 metanol, %1,
%05 ve %10 etanol, %1, %5 ve %10 aseton, %1, %5 ve %10 DMSO, %1, %5 ve %10
SDS, %1, %5 ve %10 EDTA, %1, %5 ve %10 Tween-80, %1, %5 ve %10 TritonX-
100 igerecek sekilde hazirlandi. Ardindan 200ul substrat ile 200l enzim ¢ozeltisi
optimum sicaklikta 10dk inkiibe edildi. Reaksiyon 400ul 0,01 N HCI eklenip 95°C
‘de 5dk bekletilerek durduruldu. Ardindan buz iizerine alinarak sogutuldu. Ornek

absorbans degerleri 540 nm’de kore kars1 okunarak kaydedildi.

2.2.7.3.4 Pektin metilesteraz (PME) aktivitesi
PME aktivitesinin belirlenmesinde pH degisimi temel alindi. pH’1 sabit tutmak igin

gereken NaOH miktar dl¢iilerek aktivite hesaplandi.

2.2.7.3.4.1 Optimum pH taramasi

Pektin ¢ozeltisi (5 ml %1) ve 100ul enzim c¢ozeltisi farkli pH’larda (pH 3-13
arahiginda) hazirlanarak 50°C’de 10dk inkiibe edildi. On dakikada pH’in sabit
kalmast i¢in gereken 0,IN NaOH miktar1 belirlendi. Kullanilan NaOH miktarina
gore aktivite hesab1 yapildi.

2.2.7.3.4.2 Optimum sicaklik taramasi

Optimum pH belirlendikten sonra o pH’da substrat ve enzim ¢ozeltileri hazirlandi
Pektin ¢ozeltisi (5 ml %1) ile 100ul enzim ¢dzeltisi farkl sicakliklarda (20°C, 37°C,
45°C, 50°C, 55°C, 60°C) 10 dk inkiibe edilerek optimum pH’da sabit kalmasi i¢in
gerekli 0,1N NaOH miktar1 hesaplandi.

2.2.7.3.4.3 Aktiviteye iyonik kuvvet etkisi
Optimum pH’da %1 pektin ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 NaCl icerecek sekilde

hazirlandi. Ardindan 5 ml %1 pektin ile 100 pl enzim ¢dzeltisi optimum sicaklikta
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10dk inkiibe edilerek optimum pH’da sabit kalmas1 i¢in gerekli 0.1 N NaOH miktar1
hesaplandi.

2.2.7.3.4.4 Aktiviteye organik c¢oziicii ve kimyasal reaktif etkisi

Optimum pH’da %1 pektin ¢ozeltileri %1, %5 ve %10 metanol, %1, %5 ve %10
etanol, %1, %5 ve %10 aseton, %1, %5 ve %10 DMSO, %1, %5 ve %10 SDS, %1,
%5 ve %10 EDTA, %1, %5 ve %10 Tween-80, %1, %5 ve %10 TritonX-100
icerecek sekilde hazirlandi. Ardindan 5 ml %1 pektin ile 100ul enzim ¢ozeltisi
optimum sicaklikta 10dk inkiibe edilerek optimum pH’da sabit kalmasi i¢in gereken

0,1N NaOH miktar1 hesaplandi.

2.2.7.3.4.5 Kinetik ¢calisma

Pektin ¢ozeltileri (%0.25, %0.5, %1, %2, %4, %4,5) optimum pH’da hazirlandi.
Optimum sicaklikta 10dk inkiibe edildi. Optimum pH’in sabit kalmasi i¢in gerekli
0,1N NaOH miktar1 hesaplanda.

2.2.7.3.5 SDS-PAGE ve zimogram

2.2.7.3.5.1 %8 ve %12’lik SDS-PAGE

TEMED ve APS hari¢ (Ek-4)’te verilen tiim kimyasallar istenilen hacimde bir behere
alindi. Elektroforez i¢in cam plakalar hazirlanarak sikistirildi. Daha sonra TEMED
ve APS ayn1 anda eklenerek hafifce kopiirtmeden karistirildi. Pastor pipet yardimiyla
ayirict jel cam plakalar arasinda dokiildii. Jelde kabarciklar olmamasi ve diiz olmasi
icin tiizerine n-biitanol eklendi. Jel 10dk katilasmaya birakildi. Ardindan alkol
uzaklagtirilarak distile su ile yikandi ve kurutma kagidi yardimiyla kalan sular
uzaklastirildi. (Ek-4)’te verilen yiikleme jeli aymi sekilde hazirlandi. Pastor pipet
yardimiyla dokiilerek taraklar yerlestirildi. Jelin katilasmasi i¢in 10dk beklendikten
sonra taraklar cikarilarak drnekler yiiklendi. Ornekler 80V akimda 90dk yiiriitiildii.
Protein bantlar1 Coomassie brillant blue R-250 ile bir gece boyandi ve ardindan bir

giin fazla boya uzaklastirildi.

2.2.7.3.5.2 %8’lik Nativ-PAGE ve zimogram

TEMED ve APS hari¢ (Ek-4)’te verilen kimyasallar bir beher igerisinde karistirildi.
Elektroforez i¢in cam plakalar hazirlandi. Daha sonra TEMED ve APS aymi anda
eklenerek hafifce karistirildi. Pastor pipet yardimiyla jel plakalar arasinda dokiildii ve
tarak yerlestirildi. Jel katilagmasi i¢in 10dk beklendi. Ardindan taraklar ¢ikarilarak
ornekler kuyucuklara yiiklendi. 80V akimda 90dk yiiriitiildi.
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Zimogram i¢in jellere %0,1 pektin ve pga eklendi. Elektroforezden sonra jeller
optimum pH tamponunda optimum sicaklikta bir saat inkiibe edildi. Rutenyum
kirmizisiyla (%0,05) +4°C’de bir gece boyamaya birakildi. Distile su yardimiyla

fazla boya uzaklastirilarak zonlar incelendi.
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3. BULGULAR

3.1 Topraktan Bakteri izolasyonu
Bin kata kadar seyreltilmis 6rnekler Horikoshi-I agar besiyerine yayma yontemiyle
ekildi.

Sekil 10 Seyreltilmis 6rneklerin Horikoshi-1 agar besiyerindeki goriintiisii.

Soldan saga 10, 100 ve 1000 kat seyreltilmis érneklerin 37°C’de 3 giin inkiibasyon
sonucunda iiremeleri goriilmektedir. Bin kat seyreltmeden 50 koloni alinarak her biri

ti¢ tekrarli ekimle saflastirildi.

3.2 Pektinaz Ureten Bakterilerin Tanimlanmasi
Topraktan izole edilen 50 koloni, pektin ve poligalakturonik asit igeren segici

besiyerine ekildi.

Sekil 11 Enzim aktivitesinin pektin igeren besiyerinde saptanmasi.

Inkiibasyondan sonra (37°C’de 3giin) petrilere kolonilerin iizerine %1°lik CTAB ve
iyodin ¢o6zeltisi damlatildi. Kolonilerin yaklagsik {igte biri (16:50) her iki besiyerinde
de zon olusturdu (Sekil 11-12). A ve B, iyodin ¢ozeltisi damlatildiktan sonra; C ise
%1’lik CTAB ¢ozeltisi damlatildiktan sonraki goriintiidiir.

Sekil 12 Enzim aktivitesinin PGA igeren besiyerinde saptanmasi.
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PGA igeren besiyerindeki zonlarin iyodin ¢ozeltisi ile gorsellestirilmis halidir. 16

koloninin hepsinde zon olusumu gozlendi.

3.3 Fenotipik Karakterizasyon

Izole edilen 16 koloninin fenotipik karakterizasyonu yapildi.

3.3.1 Gram boyama
Gram boyama yapilarak izolatlar mikroskopta 100x objektifte incelendi. izolatlar

mor renkte (Gram pozitif) ve gubuk formda idi (Sekil 13).

Sekil 13 Isik mikroskobu altinda (100X biiyiitme) Gram (+) izolatlarin gériiniimii.
3.3.2 Katalaz testi
Horikoshi-I agar besiyerinde olusan koloniler {izerine %3’liik hidrojen peroksit

cozeltisi damlatildi. izolatlarin tiimii icin katalaz varligma isaret eden hava

kabarciklar1 gézlendi (Sekil 14).

Sekil 14 Katalaz testi.

3.3.3 Farkh NaCl konsantrasyonlarinda iireme

Farkl1 konsantrasyonlarda NaCl igeren nutrient agar besiyerleri hazirlandi. izolatlarin
bu besiyerlerinde 37°C’de 4 giin iiremesi takip edildi. NaCl (%5) iceren ortamda her
bir izolat birinci giinden itibaren tiredi. NaCl (%7) i¢eren ortamda E-9, E-15, E-18
kodlu izolatlar birinci glinden itibaren, E-12 hari¢ tiim izolatlar ise ikinci giinden
itibaren tiredi. NaCl (%10) igeren ortamda E-12 ve E-27 kodlu izolatlarda tigiincii

giin iireme gozlenirken kalan izolatlarda ikinci giin tireme gozlendi (Tablo 2).
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Tablo 2 Farkli NaCl konsantrasyonlarinda tireme takibi

% 5 7 10
gin 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
E-4 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-7 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-9 + + + + + + + + -+ o+ o+
E-12 + + + + - -+ o+ - -+ o+
E-14 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-15 + + + + + + + + -+ o+ o+
E-17 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-18 + + + + + + + + -+ o+ o+
E-23 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-26 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-27 + + + + -+ o+ o+ - -+ o+
E-28 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-29 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-30 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-36 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
E-49 + + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+

3.3.4 Farkh sicakhiklarda iireme

Nutrient agar hazirlanarak izolatlarm 45°C, 50°C ve 55°C’de iiremeleri takip edildi.
Tiim izolatlar 45°C ve 50°C’de iiredi. E-4, E-9, E-15, E-29 kodlu izolatlar hig
tiremedi. E-30 ve E-36 kodlu izolatlar 55°C’de iigiincii giinden itibaren geriye

kalanlar ise ikinci giinden itibaren iiredi (Tablo 3).

Tablo 3 Farkli sicakliklarda iremenin takibi

°C 45 50 55
gin 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
E-4 + + + + + o+ o+ o+ - - - -
E-7 + + + + + o+ o+ o+ -+ o+ o+
E-9 + + + + + o+ o+ o+ - - - -
E-12 + + + + + o+ o+ o+ -+ o+ o+
E-14 + + + + + o+ o+ o+ -+ o+ o+
E-15 + + + + + o+ o+ o+ - - - -
E-17 + + + + + o+ o+ o+ -+ o+ o+
E-18 + + + + + o+ + o+ -+ o+ o+
E-23 + + + + + o+ + o+ -+ o+ o+
E-26 + + + + + o+ + o+ -+ o+ o+
E-27 + + + + + o+ + o+ -+ o+ o+
E-28 + + + + + o+ + o+ -+ o+ o+
E29 + + + + + o+ + o+ - - - -
E-30 + + + + + o+ o+ o+ - -+ o+
E-36 + + + + + o+ o+ o+ - -+ o+
E-49 + + + + + o+ o+ o+ -+ o+ o+

3.3.5 Farkh pH’larda iireme
pH 6, 7, 8, 9 ve 10°da nutrient agar hazirlanarak izolatlar 37°C’de 3 giin inkiibe

edildi. Her pH’da her izolat i¢in iremenin pozitif oldugu belirlendi.
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3.4 Genotipik Karakterizasyon

3.4.1 Tiir Tayini (Kiitle spektrometresi, MALDI-TOF)

Cumbhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda MALDI-
TOF Kkiitle spektrometrisi ile kismi protein analizi yapilarak E kodlu tiim izolatlarin

Bacillus clausii oldugu saptandi.

3.4.2 DNA izolasyonu ve 16SrDNA dizileme

16 izolatta da genel olarak ayni sonuglar elde edildigi i¢in aralarindan biri segildi.
Calismalara E-14 kodlu bakteri ile devam edildi. E-14 kodlu 6rnekten genomik DNA
izolasyonu gerceklestirilerek dizileme icin hizmet alim1 yapildi. 16S rRNA ileri (F)

primer sonucu asagidaki gibidir:

5’CGTGGCGTCTATCTGCAGTCGAGCGGACAGATAGGAGCTTGCTCCTTTG
ACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCTTAGAC
TGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCTCCA
CCTGGAGAGAGGGTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTAAGGGATGGGCC
CGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCGGGTCGTA
AAGCTCTGTTGTGAGGGAAGAAGCGGTACCGTTCGAATAGGGCGGTGCC
TTGACGGTACCTCACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTATGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCACGCGGCTTCTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGGGGCTCAACCCCG
AGCGGCCATTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAACGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAAGATTAGATACCCTGATAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATGCCCCGTAGTGCCGATTTTAACACAT
TAACGCACTCCCGCCCTGGGGAGAAGTACGGCCGCAAGGGCTGAAAACT
CAAAGGAAATTGGACGGGGGGCACCCCGCACAAAGCAGTGAAAGCATGT
GTTTAATTTCCGAAAGGCAACCGCCGAAAGAACCTTAACCCAGGGCTTCT
CTGTTGGTGGCGG-3’
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Tablo 4 NCBI BLAST tarama sonuglari

Tanmim Maksimum Toplam Sorgu E Eslesme AC
Skor Skor Kapsami  Degeri Numarasi

Bacillus clausii

strain 210.1 1520 1520 %99 0 %98 KX453981.1
16S ribosomal

RNA gene,

partial

sequence

Bacillus clausii

gene for 1519 1519 %99 0 %98 AB201798.1
16SrRNA,

partial

sequence,

clone:Y-76-C

Bacillus clausii

strain DSM 1517 10424 %99 0 %98 CP019985.1
8716, complete

genome

NCBI BLAST ile niikleotit dizilerinin karsilastirilmast sonucu E-14 kodlu 6rnegin

Bacillus clausii oldugu saptandi. ilk ii¢ eslesmenin sonuglar1 Tablo 4°deki gibidir.

3.5 Logaritmik Faz Ureme Takibi
E-14, Horikoski-I siv1 besiyerine ekildi ve 37°C’de inkiibe edildi. Ekimden bir saat

sonra 600nm'de kore (taze besiyerine) kars1 absorbans degerleri okundu.

o Lol
0 L, N D
1 1 1 )

o
»
1

Absorbans (600 nm)
o o
N [e)]

o
I

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Zaman (saat)

Sekil 15 E-14 kodlu izolatin zamana kars1 iireme egrisi.

A ile gosterilen bolge ilk 10 sa lag fazi, B ile gosterilen bolge sonraki 13 saatlik

kism1 gosteren logaritmik faz ve C ile gosterilen bolge duragan fazdir (Sekil 15).

3.6 Ekstraseliiler Enzim Taramasi
Her enzim igin 6zel substrath besiyerinde koloniler 3 giin 37°C’de inkiibe edildikten

sonra zonlar incelendi.
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J
|E1- Lipaz (T20)
| E2- Lipaz (T40)

E3- Lipaz (T80)

Sekil 16 Ekstraseliiler enzim taramasi.

Proteaz varligi (Sekil 16A) koloni etrafinda saydam bir zon olusturdu. Bu siit proteini
kazeinin parcalandigini isaret etmektedir. Nisastanin parcalanmasi iyodin ¢Ozeltisi
damlatilarak gorsellestirildi (Sekil 16B). Koloni etrafindaki boyanmayan kisim
amilaz varligini gostermektedir. Ksilanaz (C) ve seliilaz aktiviteleri (D) bulunamadi.

Lipaz aktivitesi de gozlenmedi (Sekil 16E1-E3).

3.7 Enzim Aktivite Olciimleri

3.7.1 Poligalakturonaz (PG)

3.7.1.1 Optimum sicaklik ve pH taramasi

Poligalakturonaz aktivitesi DNS yontemi kullanilarak belirlendi. Bunun ig¢in
oncelikle kiiltiir stipernatani iki hacim etanol ile ¢oktiiriildii. Optimum sicakligin
belirlenebilmesi i¢in %1PGA ve enzim distile suda hazirlandi. Farkli sicakliklarda
10dk inkiibe edildi ve DNS eklenerek kore karst 540nm’de Sl¢iimler kaydedildi.
Aktiviteler hesaplanarak grafikler olusturuldu (Sekil 17A). Enzimin 20°C, 50°C ve
60°C’de daha aktif oldugu belirlendi. Bu nedenle bu ii¢ sicaklikta optimum pH
taramasi gergeklestirildi. En yiiksek enzim aktiviteleri 20°C’de sirasiyla pH 11,5, pH
5 ve pH 7’de alind1 (Sekil 17B). Elli santigrat derecede pH9 ve pH12’de aym1 ve
pH5’e gore daha yiiksek enzim aktivitesi oldugu belirlendi (Sekil 17C). Altmis
santigrat derecede sirasiyla pH 12, pH 5 ve pH 9’da en yiiksek enzim aktivitelerinin
oldugu saptandi (Sekil 17D).
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Sekil 17 PG i¢in optimum sicaklik ve pH’1in belirlenmesi.

3.7.1.1.1 Farkh etanol hacimlerinde ¢oktiirmelerde optimum pH taramasi
Iki 6rnek hacmi etanol ile total protein ¢oktiirme islemi sonucunda her bir grafikte
birden fazla aktivite pikinin goriilmesi sebebiyle farkli hacimlerde etanol ve aseton

ile diferansiyel ¢oktiirme denendi ve sonra optimum pH ve sicaklik taramasi

gergeklestirildi.
B

10 - A %97
E, EC
27 =
28 - 2 66
£ , = 6,5 -
< < 64 -

6 T T T 6,3 T T T T 1

3 6 9 12 15 25 35 45 55 65

pH Sicaklik (°C)

Sekil 18 PG igin 0,5 6rnek hacmi etanol ile ¢oktiirme sonucu elde edilen
proteinlerle optimum pH (A) ve sicaklik taramasi (B).

Stipernatana 0,5 hacim etanol eklenerek protein ¢oktiiriildii. Reaksiyon karisimi
farkli sicakliklarda inkiibe edilerek DNS yontemiyle 540nm’de absorbanslar dl¢iildii
aktivite hesabi yapildi (Sekil 18). PG’in 30°C’de optimum aktivite gosterdigi
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belirlendi (Sekil 18B). Ardindan enzim ve substrat farkli pH’larda hazirlanarak

30°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda pH5 ve pH7’de iki, aktivite piki elde edildi (Sekil
18A).

A 6,8 - B
B
E 10 2991
S 265 -
s 264 -
S 8 éG,B .
§ 7 T T T T 6,2 T T T T 1
< 3 5 7 9 11 13 3 5 7 9 11 13
pH pH

Sekil 19 PG (A) 0,6 hacim (B) 0,75 hacim etanolle ¢oktliirme sonucunda elde edilen
toplam protein ile optimum pH’in belirlenmesi.

Stipernatana 0,6 hacim etanol eklenerek protein c¢oktiiriildii ve farkli pH’larda
aktivite dl¢limii gerceklestirildi. PG i¢in pHS, pH8 ve pH11’de olmak iizere ti¢ farkli
pik belirlendi (Sekil 19A). Siipernatana 0,75 hacim etanol eklenerek protein

coktiiriildi. Farkli pH’larda aktivite 6l¢iimleri gergeklestirildi ve pH8’de bir pik elde
edildi (Sekil 19B).
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Sekil 20 PG (A) 1 (B) 1,25 (C) 1,75 hacim etanolle ¢oktiirme sonucunda optimum
pH taramasi.
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Stipernatana esit hacimde etanol eklenerek toplam protein ¢oktiiriildii. Farkli
pH’larda aktivite hesab1 yapildi. Enzimin esit hacimde etanolle c¢oktiiriilmesi
sonucunda pH 8,5°da bir pik elde edildi (Sekil 20A). PG, 1,25 hacim etanolle
¢Oktiirme sonucunda anlamli bir aktivite egrisi izleyemezken (Sekil 20B), 1,75 hacim

etanolle ¢oktiirme sonucunda ilkine (A) benzeyen bir aktivite sergiledi (Sekil 20C).

3.7.1.3 Farkh aseton hacimlerinde ¢oktiirme

Siipernatana farkli hacimlerde aseton eklenerek protein ¢oktiiriildii. Farkli pH’larda
aktiviteler olciildii (Sekil 21). Dort farkli hacimde ¢oktiirme isleminde elde dilen
toplam protein 6rneginde de PG tek pik (pH8) verdi ve bu piklerde aktivite degeri
yaklasik ayn1 idi (6,6 U/ml). Ayrica pH8’de optimum sicaklik 40°C olarak belirlendi.
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v
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Sekil 21 PG (A) 0,5 hacim aseton, (B) esit hacim aseton, (C1) 1,25 hacim aseton pH ve (C2)
sicaklik, (D) 1,75 hacim aseton ile ¢oktiirme sonucu optimum pH taramasi.
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3.7.1.4 Aseton ve etanol ile coktiirme
Siipernatana 0,25 hacim aseton ve 0,25 hacim etanol eklenerek protein ¢oktiiriildii ve

farkli pH’larda aktivite dlciildii (Sekil 22A). Ug farkli pik, pH 5, pH 7 ve pH 10°da,
belirlendi.
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Sekil 22 PG (A) 0,25 hacim etanol ve 0,25 hacim aseton, (B) 0,5 hacim etanol ve 0,5

hacim aseton, (C) 0,5 hacim etanol ve esit hacim aseton ile ¢oktiirme sonucu
pH taramasi.

Stipernatana 0,5 hacim aseton ve 0,5 hacim etanol eklenerek protein ¢oktiirtilde ve

farkli pH’larda aktiviteler olgiildi (Sekil 22B). Aktivite pikleri pHS, yaklasik pH7,3
ve yaklasik pH10,5’da goriildii.

Stipernatana esit hacim aseton ve 0,5 hacim etanol eklenerek protein ¢oktiiriildii ve

farkli pH’larda aktiviteler olgiildii (Sekil 22C). Aktivite pikleri yaklasik pH4, pH7,5
ve pH11°de belirlendi.

3.7.1.5 Iyonik kuvvet etkisi
Farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren %1 PGA ve enzim ¢ozeltileri hazirlandi.
Optimum kosullarda aktivite 6l¢timii gergeklestirildi. NaCl igermeyen ortam kontrol

grubu olarak kullanildi. NaCl (%]1) igeren ortamdaki aktivite kontrol grubuyla ayni
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oldugu belirlendi. NaCl (%5 ve %10) igeren ortamlarda ise sadece %7’lik bir aktivite
kayb1 goriildii (Sekil 23).
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Sekil 23 PG iyonik kuvvet etkisi.

3.7.1.6 Organik ¢oziicii etkisi

Reaksiyon ortamina %1, %5 ve %10 (v/v) metanol, etanol, aseton ve DMSO
eklenerek optimum kosullarda aktivite Olgiimii gerceklestirildi. Organik c¢oziici
icermeyen grup kontrol olarak kullanildi. Yiizde bir derisimde, metanol ve etanol
iceren ortamlarda kaydadeger bir aktivite kaybi goriilmezken aseton ve DMSO

iceren ortamlarda aktivite goriilmedi.

180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

O -

= Metanol
® Etanol
= Aseton
m DMSO

Goreli Aktivite (%)

0 1 5 10
Derisimler (%)

Sekil 24 PG organik ¢oziicii etkisi.

Yiizde bes ve ylizde on organik ¢Oziicii iceren ortamda kontrol grubuna gore tiim

coziiciilerde aktivite artig1 goriildii (Sekil 24).
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3.7.1.7 Kimyasal reaktiflerin etkisi

Reaksiyon ortamina %1, %5 ve %10 derisimlerinde SDS, EDTA, Tween-80 ve
Triton-X100 eklenerek optimum kosullarda aktiviteler 6lgiildii. SDS (%]1) ve EDTA
(%5) igeren Orneklerde aktivite goriillmedi; ancak, Tween-80 ve triton-X100 i¢eren
ortamlarda aktivite artigi1 belirlendi. Yiizde on kimyasal reaktif i¢ceren 6rneklerde ise
Tween-80 ve Triton-X100’de, %5’e oranla, artis goriildi. EDTA %1 ve %5

derisimlerde enzimi inhibe ederken %10 derisiminde aktivite goriildii (Sekil 25).
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Sekil 25 PG kimyasal reaktif etkisi.
3.7.2 Pektin liyaz (PL)

Pektin liyaz aktivitesi 235 nm’de absorbans 6l¢iimiine dayali olarak hesaplandi.

3.7.2.1 Optimum pH ve sicakhik
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Sekil 26 PL iki hacim etanol ile ¢oktlirme sonucu optimum kosullarin taranmasi.
Stipernatana iki hacim etanol eklenerek proteinler ¢oktiiriildii. Reaksiyon karigimi
farkli sicakliklarda inkiibe edilerek aktiviteler dlgiildii ve 37°C optimum sicaklik
olarak belirlendi. Optimum sicaklikta farkli pH’larda aktivite OoOlgiilerek pH
optimumu 7 ve 10 olarak belirlendi (Sekil 26).
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Sekil 27 PL 0,5 hacim etanol ile ¢oktiirme sonucu optimum kosullarin taranmas.

Stipernatana 0,5 hacim etanol eklenerk proteinler ¢oktiiriildii ve farkli sicakliklarda
aktiviteler 6lgiildii. Optimum sicaklik 40°C olarak belirlendi. Ardindan optimum

sicaklikta farkli pH’larda aktiviteler 6l¢iildii. Aktivite piki pH8’de kaydedildi.
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Sekil 28 PL 1,25 hacim aseton ile ¢oktlirme sonucu optimum pH taramasi.

Stipernatana 1,25 hacim aseton eklenerek proteinler ¢oktiiriildii ve farkli pH’larda

aktiviteler 6l¢iildi (Sekil 28). Aktivite pikleri pH 7 ve pH 10°da goriildii.
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Sekil 29 PL 1,25 hacim aseton ile ¢oktiirme sonucu (A) pH 7°de ve (B) pH 10°da
optimum .sicaklik taramasi.
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Aseton (1,25 hacim) ile ¢oktiirme sonucunda optimum pH7 ve pH 10°da aktiviteler
belirlendigi i¢in bu iki pH’da sicaklik taramasi gergeklestirildi. Aktivite pikleri
15°C’de pH7’de ve 22°C’de pH 10°da goriildii (Sekil 29).

3.7.2.2 Iyonik kuvvet etkisi

Farkli NaCl igeren ortamlarda ve optimum kosullarda aktiviteler 6l¢iildii.
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Sekil 30 PL iyonik kuvvet etkisi.

pH7’de %1 NaCl igeren ortamda %84 aktivite, %5 NaCl igeren ortamda %70
aktivite, %10 NaCl igeren ortamda %60 aktivite oldugu goriildi. pH10’da ise %1
NaCl igeren ortamda %68 aktivite goriiliirken %5 ve %10 NaCl igeren ortamlarda

aktivite hemen hemen kayboldu.

3.7.2.3 Organik coziicii etkisi
PL i¢in iki farkli optimum pH oldugu i¢in bu iki pH’da da organik ¢oziictilerin etkisi

arastirildi.
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Sekil 31 PL pH 7’de organik ¢oziicii etkisi
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pH 7°de %1 etanol iceren ortamda aktivitenin goreli olarak %6 arttig1 belirlenmistir.
Diger tiim organik c¢oziiclilerde artan derisime bagli olarak aktivite kaybi
goriilmiistiir. Ancak asetonun %10 derisiminde enzimin neredeyse tamamen inhibe

oldugu belirlenmistir (Sekil 31).
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Sekil 32 PL pH 10°da organik ¢dziicii etkisi.
pH10’da %1 ve % 10 metanol igeren ortamlarda sirastyla %35 ve %30 aktivte kaybi
goriiliirken, %5 metanol igeren ortamda %17 aktivite kayb1 oldugu goriildii. Diger

organik ¢oziiciilerde ise artan derisime bagli olarak aktivitelerin distiigii belirlendi

(Sekil 32).

3.7.2.4 Kimyasal reaktiflerin etkisi
PL i¢in iki farkli optimum pH oldugu i¢in bu iki pH’da da kimyasal reaktiflerin etkisi

arastirildi.
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Sekil 33 PL pH 7’de kimyasal reaktif etkisi.

pH7’de %1 ve %10 SDS iceren ortamlarda sirasiyla %14 ve %7 aktivite kaybi
goriiliirken, %5 SDS iceren ortamda herhangi bir aktivite kaybi1 goriilmedi. Diger
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kimyasallarin ortamdaki artan derisimlerine bagli olarak aktiviteyi diisiirdiigii

100 - = SDS
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Sekil 34 PL pH 10°da kimyasal reaktif etkisi.

Triton X100 pH10’da PL’1 neredeyse tamamen ederken %5 SDS %35’lik bir aktivite
kaybina neden oldu (Sekil 34).

3.7.3 Pektat liyaz (PGL)
Pektat liyaz aktivitesi tipki1 PL’de oldugu gibi 235nm’de absorbans 6l¢iimiine dayali

olarak hesaplandi.

3.7.3.1 Optimum sicaklik ve pH

Stipernatana iki hacim etanol eklenerek proteinler coktiiriildi. Farkli pH ve

sicakliklarda aktiviteler olctilerek kaydedildi.
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Sekil 35 PGL ile iki hacim etanol ile ¢oktlirme sonucu (A) optimum pH, (B) pH 5’te
optimum sicaklik, (C) pH 9°da optimum sicaklik ve (D) pH 11°de optimum
sicaklik taramasi.

Farkli pH’larda (5, 9 ve 11) aktivite pikleri saptandi. Bu {i¢ pH i¢in de ayr1 ayr farkh
sicakliklarda aktiviteler dlgiildii: pH 5’te 37°C ve 50°C, pH 9°da 60°C ve pH 11°de
20°C, 45°C ve 55°C optimum sicakliklar olarak belirlendi (Sekil 35).
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Sekil 36 PGL 0,5 hacim etanol ile ¢oktiirme sonucu optimum kosullarin taranmasi.

Stipernatana 0,5 hacim etanol eklenerek proteinler ¢oktiiriildii. Farkli pH ve
sicakliklarda aktiviteler olgiildi ve PGL’nin pHS, 30°C’de optimum aktivite
gosterdigi belirlendi (Sekil 36).
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Sekil 37 PGL ile 1,25 hacim asetonla ¢oktiirme sonucunda (A) optimum pH, (B) pH
6’da optimum sicaklik ve (C) pH 10°da optimum sicaklik taramasi.

Siipernatana 1,25 hacim aseton eklenerek proteinler ¢oktiiriildii. Farkli pH’larda
aktiviteler 6l¢iilerek aktivite pikleri pH6 ve pH10’da belirlendi. Bu nedenle her iki
pH’da da optimum sicaklik taramasi gergeklestirildi. pH6’da 30°C ve 50°C, pH10’da
22°C ve 40°C optimum sicaklik olarak belirlendi (Sekil 37).

3.7.3.2 Iyonik kuvvet etkisi
Farkli derisimlerde NaCl igeren ortamlarda pH6 ve pH10’da PGL aktivitesi 6l¢iildii.
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Sekil 38 PGL’a iyonik kuvvet etkisi.
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Her iki pH’da da %1 NaCl iceren ortamda aktivite bir miktar azalsa da artan NaCl
derigimlerinde optimum aktiviteye yaklasan degerler kaydedildi (Sekil 38).

3.7.3.3 Organik ¢oziicii etkisi
PGL aktivitesine organik ¢oziiciilerin etkisi pH6 ve pH10’da arastirildi.

160 -
—_
i\i 140 -
p 120 -
' 100 - = Metanol
£ 80 -
% o m Etanol
'S 40 - = Aseton
3 20 -
& m DMSO

0_
0 1 5 10

Derisim (%)

Sekil 39 PGL iizerine pH6’da organik ¢oziicii etkisi.

Metanoliin artan derisimine bagli olarak pH6’da aktivitenin azaldig: gortildii. DMSO
%1 ve %5 derisimlerinde aktiviteyi arttirirken %10 derisiminde diistirmeye basladi.
Metanol de artan derisime bagl olarak aktiviteyi diisiirdii. Etanol ve aseton %1 ve
%S5 derisimde aktiviteyi diisiirse de %10 derisimde daha yiiksek aktiviteye yol acti.
(Sekil 39).
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Sekil 40 PGL iizerine pH10’da organik ¢oziicii etkisi.

Organik ¢oziiciiler pH10’da %1 derisimde aktiviteyi ¢ok fazla etkilemedi. Etanol ve
DMSO %5 derisimde aktiviteyi bir miktar diisiiriitken, %10 derisimde diisiirmedi
(Sekil 40).
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3.7.3.4 Kimyasal reaktif etkisi
PGL aktivitesi, pH6 ve pH10’da, farkli derisimlerde kimyasal reaktif igeren

ortamlarda olctldii.
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Sekil 41 PGL iizerine pH6’da kimyasal reaktif etkisi.

EDTA ve %10 SDS’nin pH6’da aktiviteyi arttirdi (Sekil 41) ve pH10’da sadece
%10’1luk bir aktivite diislisiine sebep oldu (Sekil 42). Diger kimyasal reaktiflerin ise
PGL’1 her iki pH noktasinda da neredeyse inhibe ettigi goriildii.
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Sekil 42 PGL tizerine pH10’da kimyasal reaktif etkisi.
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3.7.4 Pektin metilesteraz (PME)

Pektin metilesteraz aktivitesi, titrasyon yontemi ile 6l¢iildii. Bunun i¢in 0,01M NaOH
kullanildi. pH' sabit tutmak icin gerekli NaOH miktar1 belirlenerek aktiviteler
hesaplandi

3.7.4.1 Optimum pH ve sicakhk
Stipernatana iki hacim etanol eklenerek proteinler c¢oktiriildii. Farkli pH ve

sicakliklarda aktivite dl¢iildii ve pHS8, 55°C optimum olarak belirlendi (Sekil 43).
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Sekil 43 PME ile iki hacim etanol ile ¢oktiirme sonucu (A) optimum pH ve (B)
optimum sicaklik taramasi.

Stipernatana 0,5 hacim etanol eklenerek proteinler ¢oktiiriildii. Farkli pH ve
sicakliklarda aktivite lgiildii. Optimum pH ve sicaklik sirasiyla 8,5 ve 42°C olarak
belirlendi (Sekil 44).
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Sekil 44 PME icin 0,5 hacim etanol ile ¢oktiirme sonucu (A) optimum pH ve (B)
optimum sicaklik taramasi.
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Sekil 45 PME i¢in 1,25 hacim aseton ile ¢oktiirme sonucu (A) optimum pH ve (B)
optimum sicaklik taramasi.

Stipernatana 1,25 hacim aseton eklenerek proteinler ¢oktiiriildi. Farkli pH ve
sicakliklarda aktivite dlgiildii. Optimum pH ve sicaklik sirasiyla pH9 ve 60°C olarak
belirlendi (Sekil 45).

3.7.4.2 iyonik kuvvet etkisi

Farkli NaCl igceren ortamlarda, optimum kosullarda PME aktivitesi olgiildii.
Aktivitenin %1 NaCl’de %157, %5 NaCl’de %133 ve %10 NaCl’de %96 oldugu
belirlendi (Sekil 46).
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Sekil 46 PME iizerine iyonik kuvvet etkisi.

3.7.4.3 Organik coziicii etkisi

Optimum kosullarda, farkli derigsimlerde organik ¢oziiciilerin PME aktivitesine etkisi

arastirildi.
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Sekil 47 PME organik ¢6ziicii etkisi.
Metanol, etanol ve asetonun %]1’lik derisimleri aktiviteyi arttirirken, artan
derisimlere paralel olarak aktiviteyi diislirdiigii goriildii. Bunun aksine, DMSO %]l

derisimde enzimi inhibe ederken, artan derisimlerde aktiviteyi arttirdi (Sekil 47).

3.7.4.4 Kimyasal reaktif etkisi

Optimum kosullarda, farkli derisimlerde kimyasal reaktiflerin PME aktivitesine

etkisi arastirildu.
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Sekil 48 PME iizerine kimyasal reaktif etkisi.

SDS ve EDTA’nin %]’ lik derisimlerinde aktivitenin arttigi ancak artan
derisimlerinde azaldig1 belirlendi. Tween-80’in artan derisimlerine bagli olarak
aktivitenin azaldigi ancak triton-X100’de artan derisimlerinde aktivitenin arttigr ve

%10’luk derisiminde %45 aktivite oldugu goriildii (Sekil 48).
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3.7.4.5 Kinetik calismalar

Optimum kosullarda, farkli substrat derisimlerinde aktivite Olgiilerek Michaelis-
Menten grafigi olusturuldu (Sekil 49).
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Sekil 49 PME Michaelis-Menten grafigi.

1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu. (Sekil 50).
Km 0,4 ve Vmax 217 olarak bulundu.
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Sekil 50 PME i¢in Lineweaver-Burk grafigi.
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3.8 Elektroforez ve Zimogram
3.8.1 SDS ve Nativ PAGE

Sekil 51 SDS-PAGE %12’lik: Soldan birinci kuyucuga 37°C’de biiyiitiilen kiiltiir
slipernatanina iki hacim etanol eklenerek c¢oktiiriilen 6rnek yiiklendi.
Devam eden kuyucuklara, sirasiyla, 37°C’de biiyiitiilen bakteriden alinan
stipernatana %20, %25, %30, %35, %40, %45, %50, %55 ve %60
derisimlerinde amonyum siilfat eklenerek ¢oktiiriilen 6rnekler yiiklendi.

Sekil 52 SDS-PAGE %12’lik: Soldan birinci kuyucuga %65 ve sirayla devam eden
kuyucuklara %70, %75, %80, %85, %90, %95 ve %100 derisimlerinde
amonyum siilfat eklenerek ¢oktiiriilen proteinler yiiklendi.
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Sekil 53 SDS-PAGE %§8’lik: Birinci (mavi) kuyucukta ticari marker bulunmaktadir.
Ikinci kuyucuga BSA, dérdiincii kuyucuga ticari pektinaz, altinci kuyucuga
45°C’de biiyiitiilen kiiltiir siipernatanina iki hacim etanol eklenerek
¢oktiiriilen rnek, yedinci kuyucuga ise 50°C’de biiyiitiilen kiiltiirden elde
edilen 6rnek yiiklendi (Sekil 53B). Ticari marker ve molekiiler agirlig: solda

verildi (Sekil 53A).
-
-
o
o —

Sekil 54 SDS-PAGE %§8’lik: Solda birinci kuyucukta ticari marker bulunmaktadir.
Ikinci kuyucuga 55°C’de bilyiitiilen kiiltiir siipernatanina iki hacim etanol
eklenerek ¢oktiiriilen drnek, doérdiincii kuyucuga ise 50°C’de biiyiitiilen
kiiltiirden hazirlanan 6rnek yiiklendi.
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3.8.2 Zimogram
3.8.2.1 Agaroz jelde enzim aktivitesi

Sekil 55 %1 PGA (A) ve %1 pektin (B)igeren agarozlarda enzim aktivitesinin
belirlenmesi.

Distile suda 10mg/ml derisiminde ticari pektinaz soliisyonu ile 2 hacim etanol ve

1,25 hacim aseton ile c¢oktiiriilen proteinlerin soliisyonlari hazirlandi. Her bir

ornekten 20ul ve kontrol olarak dH,O damlatildi. Bir gece 37°C’de inkiibe edilerek

iyodin ¢ozeltisi ile boyandi. Su damlatilan bolgede bir degisim gdzlenmez iken

ornekler zon olusturdu.

3.8.2.2 Zimogram
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Sekil 56 Nativ-Jel %8: (A) %1 pektin (B) %1 PGA, pH9, 50°C; %1°lik pektin (pH 9)
cozeltisine, (B)’deki jel %1°lik PGA (pH 9) ¢dzeltisine koyularak 50°C’de
bir gece inkiibe edildi. Distile su ile yikandiktan sonra %1’lik CTAB
¢Ozeltisinde 5dk bekletildi.
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(A)’da herhangi bir zon gézlenmez iken (B)’de birinci kuyucukta ticari enzim 2,6-3,6
cm’ler arasinda {iglincli kuyucukta 2 hacim etanol ile ¢oktiiriilen 6rnek (2E) 4,8 ile

5,7 cm’ler arasinda zon olusturdu.
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Sekil 57 Nativ jel %8’lik: (A) %1 PGA (B) %! pektin, 37°C. (A)’daki jel %1 PGA
(B)’deki jel %1 pektin igeren agaroz jel ile iist iiste konularak 37°C’de bir
gece inkiibe edildi ardindan iyodin ¢o6zeltisi ile boyandi ve su ile yikandi.
(A)’da ticari pektinaz 0,8 cm’de 2E kodlu enzim 2,6 cm’de zon olusturdu.
(B)’de ticari enzim 3,5 cm’de 2E kodlu enzim 1,9 cm’de zon olusturdu.

Sekil 58 Nativ jel %8’lik, pHS, ticari enzim: %0,1 pektin iceren %8’lik nativ jeller
hazirlandi. Her jele ticari enzim yiiklendi ve yiiriitiildi. Elektroforezden
sonra (A) jeli 1s pH 8 Tris-HCI tamponunda 55 °C’de, (B) jeli oda
sicakliginda  (20°C) inkiibe edildi. Ardindan %0,05’lik rutenyum
kirmizisiyla +4°C’de bir gece boyamaya birakildi. Distile su ile fazla boya
uzaklastirildi. Sekil 58 (A)’daki jelde (55°) zon olusumu gdzlenirken (B)’de
gozlenmedi.
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Sekil 59 Nativ jel %8’lik, pH 8, 55°C. Iki %8’lik nativ jel hazirland1 (A)’da %0,1

pektin, (B)’de %0,1 PGA iceren jeller gosterilmektedir. Birinci, {i¢lincii ve
besinci kuyucuklara 2E kodlu oOrnek, ikinci kuyucuga ticari enzim
yiiklenerek yiritiildii. Elektroforezden sonra jeller pH8 Tris-HCI
tamponunda 55°C’de 1s inkiibe edildi. Ardindan %0,05’lik rutenyum
kirmizisiyla +4°C’de bir gece boyamaya birakildi. Distile su ile fazla boya
uzaklastirildi. Ticari enzim 3,8 cm’de 2E kodlu ornekler 4,1 cm’de zon
olusturdu.
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4 TARTISMA ve SONUC

4.1 Bacillus clausii izolasyonu ve Ekstraseliiler Enzim Taramasi

Pektinazlar, bitkilerde bulunan pektini pargalayan enzim grubudur. Farkli meyvelerin
icerdigi pektik madde yiizdeleri elma i¢in %0,5-1,6 ,muz icin %0,7-1,2, seftali i¢in
%0,1-0,9, cilek i¢in %0,6-0,7, kiraz i¢in %0,2-0,5’tir (Jayani ve ark., 2005). Sivas’ta
yetisme durumu ve icerdigi pektin miktar1 géz Oniine alinarak elma ile muamele
olmus toprakta pektinaz tiireten bakterilerin olabilecegi disiiniildii. Bu amagcla
yaklastk 50 wyillik elma bahgesinden toprak almarak bakteri izolasyonu
gerceklestirildi. izole edilen 50 koloninin substratli agarda pektinaz taramasi
yapilarak 16 izolatin pektinaz iireticisi oldugu belirlendi (Sekil 11,12). izolatlarin
fenotipik Kkarakterizasyonu yapildiginda 55 °C’de iireme disinda her izolatin her
testte aym sonucu verdigi goriildii. E-4, E-9, E-15, E-29 kodlu izolatlar 55°C’de
tireme gostermedi. MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ile tiir taramasi yapildiginda 16
izolatin hepsinin Bacillus clausii oldugu gortildii. Materyal ve kimyasal olanaklarina
gore 16 izolattan biri (E-14) secilerek analizlere devam edildi. E-14’ten DNA
izolasyonu yapilarak 16S rDNA dizilemesi yaptirildi. Niikleotit dizisi BLAST ta
taratilarak eslesmeler incelendi ve izolatin Bacillus clausii oldugu dogrulandi.
Bacillus clausii’nin ekstraseliiler enzimleri taranarak pektinaz, proteaz ve amilaz da

tirettigi belirlendi.

4.2 Pektinaz Aktivite Ol¢iimleri

Pektinazlar hidrolaz, liyaz ve esteraz aktivitesine sahip enzimlerdir. Her biri farkli
sekilde substratlarina etki etmektedir. Izole edilen Bacillus clausii’nin hangi
pektinazi rettigi bilinmedigi i¢in tim enzimler i¢in aktivite Olgiim yontemleri

denendi.
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Tablo 5 Enzimlerin farkli ¢oktiirmeler sonucunda ¢aligma kosullari

PG PL PGL PME
pH Sicakhik (°C) pH Sicaklik (°C) pH Sicaklik (°C) pH Sicaklik (°C)
2V Etanol 5 7,115 20 7,10 37 5 37,50 8 55
5 9, 12 50 9 60
5 9, 12 60 11 20, 45, 55
0,5V Etanol 5 7 30 8 40 8 30 8,5 42
0,6V Etanol 5 8, 11
0,75V Etanol 8
V Etanol 8,5
1,75V Etanol 8
0,5V Aseton 8
V Aseton 8
1,25V Aseton 8 40 7 15 6 30, 50 9 60
10 22 10 22, 40
1,75V Aseton 8
0,25V Etanol + 0,25V Aseton 5 7, 10
0,5V Etanol + 0,5V Aseton 5 7,3, 10,5
0,5V Etanol + V Aseton 4, 75, 11
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Tablo 6 Farkli ortamlarin enzim aktivitesine goreceli olarak (%) etkisi

Iyonik Kuvvet Organik Céziiciiler Kimyasal Reaktifler
NacCl Metanol Etanol Aseton DMSO SDS EDTA Tween80 TritonX100
erisim
(%)
1 5 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10 1 5 10 | 1 5 10 1 5 10
Enzim
PG 100 | 93 | 93 | 93 | 119|158 | 96 | 146|124 | 0 |143|140| 0 |143|121| O 0 0 0 0 94 |98 | 104 | 132 | 109 | 110 | 125
pH8
PGL
pH6 84 | 84 |106|105| 68 | 45 | 78 | 68 | 88 | 78 | 68 | 95 | 135 | 137 | 77 0 82 | 123 383|570 342 |16 | 8 4 11 0 0
pH10 93 | 100|100 | 100 | 97 | 62 | 100 | 93 | 97 | 97 | 86 | 65 | 96 | 69 | 83 | 81 | 98 | 87 | 70 | 89 | 89 | 28| 8 4 15 | 11 9
PL
pH7 84 | 70 | 60 | 93 | 86 | 80 | 106 | 80 | 73 | 85 | 42 4 82 | 81 | 63 | 86 | 100 | 93 | 64 | 75|47 25| 11 0 43 2 0
pH10 68 9 | 42|59 |83 | 70| 65|69 | 54|61 |52)| 40| 70| 52|61 | 40 | 65 | 54 | 57 | 25 8 |12 15| O 43 3 2,7
PME 157 | 133 | 96 | 242 | 166 | 42 | 181 | 45 | 42 | 133|106 | 91 6 60 | 72 | 181 | 60 | 48 | 106 | 30 | 30 |85 | 63 | 45 0 21 | 45
pH9
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Taze Kkiiltiirin 37°C’de inkiibe edilmesinin ardindan hiicreler uzaklastirilarak
siipernatan alindi1 ve farkli organik solventler ile protein igerigi ¢oktiiriildii. Farkli
sicakliklarda ve farkli pH’larda aktiviteler Olgiildii. Etanoliin <0,75 hacimleri ve
aseton ile ¢oktiirme sonucunda PG’nin pH8’de optimum aktivite verdigi belirlendi.
Ancak etanoliin diger hacimleri ve aseton ile birlikte kullaniminda birden fazla
optimum pH ve sicaklik goriildi. PGL’de de PG’ye benzer bigimde iki hacim
etanolde, birden fazla optimum sicaklik ve pH piki elde edidi. PME ti¢ farkli
coktiirmede de tek pik verdi. Diger enzimlere gore daha yiiksek sicakliklarda
optimum vermesi ve tek bir pH’da aktivite gdstermesi enzim soliisyonundaki proteaz
aktivitesini yok edildigine iliskin bir ipucu kabul edildi (Tablo 5). Bu nedenle ileride

yapilacak ¢alismalarda inkiibasyon ve aktivite dl¢iimiinde 55°C sicaklik dngoriildii.

Taze kiiltiirin  37°C’de inkiibe edilmesinin ardindan hiicreler uzaklastirilarak
siipernatan alindi ve 1,25 hacim aseton ile protein igerigi ¢oktiiriildi. Enzim

aktivitesine ortamin etkisi arastirildi.

Poligalakturonaz aktivitesine sodyum kloriir etki etmemektedir. Sodyum kloriir
varliginda enzim aktivitesi devam etmektedir. Ancak %5 ve %10 sodyum kloriir
iceren ortamda aktivitenin ayni olmasit daha genis araliklarda (farkli derisimlerde
NaCl igeren ortamlarda) aktivitenin calisilmasi gerektigine isaret etmektedir.
Metanoliin artan derisimlerinde aktiviteyi arttirdigi goriilmektedir. Bu nedenle farkli
konsantrasyonlarda ortama metanol eklenerek aktivite profili genisletilmelidir.
pH8’de %5 etanol, aseton ve DMSO’da aktivitenin benzer bigimde arttig1
goriilmektedir. Etki araliklari genisletilerek yeniden calisilabilir (Tablo 6). SDS
varliginda aktivite goriilmez iken Tween-80 ve Triton-X100 benzer ve pozitif bir etki
goriildi. Bu da anyonik deterjanlara gore noniyonik deterjanlarin yiiksek
konsantrasyonlarida PG aktivitesini artirdigini isaret etmektedir. EDTA igin tig
derigim ile caligsma yeterli bulunmadi. Daha genis bir derisim araliginda bu ¢alisma

tekrarlanmalidir (Tablo 6).

PGL’ de, diisiik pH’ da, artan NaCl derisiminin aktiviteyi yiikselttigi goriilmektedir.
Metanoliin artan derisimlerine paralel aktivitede diigiis goriilmektedir. Ancak etanol,
aseton ve DMSO i¢in daha genis derisim araliklarinda aktivitenin calisilmasi
gerekmektedir. SDS’ nin artan derisimlerinde aktivitede bir artis goriilmektedir.

SDS’ nin bu davranist ortami diisik pH’ da suya benzetiyor olabildigini
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diistindiirmektedir. Bu da SDS’in farkli konsantrasyonlarini nétralize edecek asit
hacmimi Olgerek anlasilabilir. SDS’ nin aksine Tween-80 ve Triton-X100’{in
aktiviteyi diistirdiigii goriildii. Bu sonuglar PG ile karsilastirildiginda zittir. Alkol,
aseton ve bazi deterjanlar diisiik pH’ da ve yiliksek pH’ da pektinazlar iizerinde
anlamli negatif ve pozitif etkiler yapmaktadir. Bu sonuglar organik ortamlarin pH ile
modiile edilebilirliginin miimkiin olduguna isaret etmektedir. EDTA’ nin %1 ve %10
konsantrasyonlar1 aktivitede ciddi bir artisa neden oldu. Bu da PGL’ nin, pH6’ da,
+2 yiikli iyonlardan tamamen arindirtlmis bir ortamu tercih ettigine isaret edebilir
(Tablo 6).

PGL’ye bazik ortamda tuzun etkisi notrdiir. Metanol pH6’ daki gibi aktiviteyi
diisiirmektedir. Bu da metanoliin pH’ dan bagimsiz davrandigina isaret etmektedir.
Asetonun da aktiviteye metanol ile benzer etki ettigi goriilmektedir. Bu da bazik
ortamda asetonun metanol gibi davrandigin1 diisiindiirmektedir. Etanol ve DMSO
benzer etkiler yapmaktadir (Tablo 6). Bu sonuglart dogrulamak igin daha genis
aralikta organik solventlerle aktivite ¢aligmalar1 yapmak gerekir. SDS, Tween-80 ve
Triton-X100’G  karsilastirdigimizda, anyonik deterjan varliginda aktivitenin
korunurken noniyonik deterjan varliginda aktivitenin net bir sekilde duastiigi
goriilmektedir. Ancak SDS’ deki dalgali sonuglarin konsantrasyon araliginin
genisletilmesi gerektigini gostermektedir. EDTA’ I1 ortamda aktivitenin korundugu
goriilmektedir ancak etkisini daha biitiin gorebilmek icin genis konsantrasyon

araliginda deneyi tekrarlamak gereklidir (Tablo 6).

PL’nin sodyum kloriir i¢eren ortamda aktivitesinin diistiigii goriilmektedir. Metanol,
etanol, aseton ve DMSO benzer davraniglar sergileyerek aktiviteyi diisirmektedir.
Bu da organik solventlerin enzim yerine substrat ile etkilestigini diisiindiirmektedir.
SDS’ nin aktiviteye etkisi, PGL (pH10)’ da oldugu gibi PL (pH7 ve pH10)’de de bir
yayvan piramit goriintiisii olusturmaktadir. Bu nedenle ayni1 konsantrasyon araliginda
daha yakin adimlarla bu deneyi tekrarlamak gerekir. Anyonik deterjanin aksine
noniyonik deterjanlarda ise aktivitenin tamamen kayboldugu goriilmektedir. EDTA’
nin varh@inda aktivite diismektedir. Bu sonu¢, PL’ nin iki degerlikli 1yon

gerektirdigine isaret eder (Tablo 6).

PL’nin bazik ortamda tuza kars1 tolerans1 diisiiktiir, PGL ile karsilastirdigimizda bu

sonug zittir. Metanol, etanol ve SDS’nin etkisi birbirine benzerdir, %5
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konsantrasyonundaki aktivite %1 ve %10 konsantrasyonlarindaki aktiviteden
goreceli olarak yiiksektir. Asetonun aktiviteyi diisiirdiigii goriilmiistiir; ancak, test
edilen konsantrasyon araliginin genisletilerek yeniden calisilmasi gerekmektedir.
DMSO’ nun etkisini tam olarak anlayabilmek igin konsantrasyon araliginin
genisletilmesi gerekmektedir. EDTA varliginda aktivitenin diislisii pH7’ de oldugu
gibi PL’ nin bazik ortamda da iyon bagimli oldugunu gostermektedir. Bazik ortamda
Tween-80 tipki1 pH7’ deki gibi aktiviteyi tamamen yok etmektedir. Triton-X100 ise

aktiviteyi anlamsizca diisiirmekte fakat sifirlayamamaktadir (Tablo 6).

PME aktivitesine sodyum kloriir, metanol, etanol, aseton, SDS ve EDTA etkisi
benzerdir. Her bilesenin diisiik konsantrasyonlarda aktiviteyi arttirmasi,
konsantrasyon araligini diisiik noktalarda tutarak aktiviteye etkisinin arastirilmasi
gerektigini gostermektedir. Tween-80 varliginda aktivitede anlamli bir disis
goriilmektedir. Triton-X100 ve DMSO davranist birbirine benzerdir. Diisiik
konsantrasyonlara nazaran yiiksek konsantrasyonlarda aktivitenin goriilmesi daha

yiiksek derisimlerde etkinin aragtirilmasi gerektigine isaret etmektedir (Tablo 6).

PME’ nin farkli substrat derisimlerinde aktivitesi olglilerek Michaelis-Menten(MM)
ve Lineweaver-Burk(LB) grafigi ¢izildi. LB grafiginden Ky, 0,4 ve Vinax 217 U olarak
bulundu. Disiik Kp, degeri enzimin substrat igin yiiksek afiniteye sahip oldugunu
gostermektedir. Clinkii enzim diisiik substrat konsantrasyonunda maksimum hiza

ulagmis yani doymustur.

Inkiibasyon sicaklign 37°C olan kiiltiir siipernatanina iki hacim etanol eklenierek
¢oktiiriilen proteinler ve farkli amonyum siilfat ¢oktiirmeleri ile elde edilen proteinler
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamit jele yiiklendi. Her birinde birden fazla protein
bandi ve siiriintiiler elde edildi. Bu durum ortamda mevcut bir proteazin diger
proteinleri sindirdigini gostermektedir. Proteolitik aktivitenin elimine edilmesi igin
kiiltiir 45°C, 50°C ve 55°C’de inkiibe edilerek hiicreler uzaklastirildi ve iki hacim
etanol ile proteinler ¢oktiiriilerek jele yiiklendi. 55°C’deki kiiltiirden 4 protein band:
elde edildi. Bunlar 80 kDa, 58 kDa, 46 kDa ve yaklasik 28 kDa olarak belirlendi.
Literatiirde daha ¢ok kiiltiir kosullarinin optimizasyonu ve enzim aktivitesine etkisi
hakkinda galismalar yer almaktadir. Bu da farkli sicakliklarda inkiibasyon sonucunda

farkli protein bantlarinin elde edilmesini destekler goriinmektedir.
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50°C’de, pH 8’de PGA ile zimogramdan pozitif, pektinle negatif sonu¢ alinmast;
37°C’de pektin ve PGA igeren jellerde farkli yerlerde zon olusmasi ve 55°C’de
PGA’ya nazaran pektin iceren jelde daha belirgin bir zon goriilmesi farkl
sicakliklarda yapilan aktivite Ol¢timleri ile paralaleldir. Sonuglar karsilastirildiginda
(Sekil 56) poligalakturonaz, pektat ve pektin liyaz (Sekil 57), pektin metilesterazin
(Sekil 59) aktivite zonu olusturdugu diisiiniilmektedir. SDS-PAGE’de elde edilen
protein profili ile birlikte degerlendirildigine pektin metilesterazin 28 kDa oldugu ve.
pektin liyaz, pektat liyaz 80 kDa, 58 kDa ve poligalakturonazin 46 kDa oldugu
sOylenebilir. Boylelikle farkli organik solvent ile ¢oktiirme ve farkli sicakliklarda
kiiltir inkiibasyonu ve zimogramlar yardimiyla enzim aktivitelerinin neredeyse

tamamen saflastirilabilecegi gosterilmistir.

Literatiirde her ne kadar Bacillus cinsine ait diger tiirleri ile yapilan galismalara
siklikla rastlansa da Bacillus clausii ile ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur ve bu daha ¢ok
pektin, pektat liyaz lizerinedir. Ayrica Bacillus clausii *nin probiyotik olmasi (Urdaci

ve ark., 2004), ekstraseliiler enzim igeriginin anlasilmasini daha ilging kilmaktadir.

Ticari pektinazlar genellikle pektinaz karigimlarindan olusmaktadir. Ornegin
Gonzalez ve Rosso (2011), karisik pektinolitik enzimleri birlikte iceren ticari
pektinazdaki (Pectinex 100L Plus) pektin metilesteraz aktivitesini ¢aligmustir.
Calisma sonucunda enzimin optimum pH ve sicakhign sirasiyla 4 ve 45°C
bulunmustur. Bundan sonraki ¢aligsmalarda her bir enzimin saflagtirilmasi ve yeniden

karakterize edilmesi amaglanmaktadir.
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EKLER

EK-1 Materyaller

Cihaz Marka/Model
Hassas terazi PRESICA XB220A (0.01G-2209)
Kaba terazi DENVER INSTRUMENT APX-3202

Manyetik karistiric1 (Coklu)
Manyetik karistirict (Tekli)
Vorteks

Biyogiivenlik kabini

pH metre

Otoklav

Etiv

Etiiv (calkalamalr)
Etiiv (CO2)
Su banyosu

Su banyosu (¢alkalamali)
Buzdolabi (+4°C)

Derin dondurucu (-20°C)
Ultra Diisiik Sicaklikli Dondurucu
(-80°C)

Santrifiij (ependorf)
Santrifiij (falkon)
Mikroskop
Spektrofotometre

Distile su cihazi

Jel elektroforez sistemi
Elektroforez gii¢ kaynagi

(Max. 32009)
MULTIMATIC-9N

IKA RH B2

IKA VORTEX GENIUS 3
BILSER Elit BSC II-A2

Hiclave HG-80
Ecocell 55

Niive EN120
SHELLAB SI6-2
N-BIOTEK NB203XL
Wisebath WB22
Bandalin DT103H
Niive ST 402 (Y)
ARCELIK 4243TMB
Ugur UED 5170 DTK A++
SANYO MDF-44086S

Hettich Micro22

Sigma 6K15
MicrosAustria MC300
AOE UV-1800

MES Mp Minipure
Consort EVS1100

Cleaver Scientific CS300V
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EK-2 Kimyasallar

Kimyasallar

Agar Kl

Akrilamit Kloroform
Amonyum okzalat Kristal viyolet
Amonyum siilfat Lizozim

APS Metanol

Asetik asit MgSQO,7H,0
Aseton Mono galakturonik asit
Bisakrilamit NaCl

BSA Na,COs3

Coomassie Brillant Blue G-250 Na;HPO,
Coomassie Brillant Blue R-250 NaOH

CTAB Nutrietn broth
D-Glukoz Pepton

DMSO Proteinaz K

DNS Poligalakturonikasit
EDTA Rutenyum kirmizisi
Elma pektini Safranin

Etanol SDS

Fenol Sodyum asetat
Fosforik asit Sodyum bikarbonat
Gliserol Siikroz

Glisin TEMED

HCI Tripton

Hidrojen peroksit Tris

I» TritonX100
[zopropanol Tween80

KoHPO, Yeast extract

KCI

Caligmada kullanilan tiim kimyasallar analizler i¢in uygun analitik safliktadir.
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EK-3 Besiyerleri
3.1 Horikoshi-1 Broth

g/L
Glukoz 10,0
Pepton 50
K2HPO4 1,0
MgSQO, 7H,0 0,2
Na,CO3 10,0

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na;COg ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir.

3.2. Horikoshi-1 Agar (pH 10.2)

g/L
Glukoz 10,0
Pepton 50
KoHPO, 1,0
MgS0O,.7H,0 0,2
Na,COs3 10,0
Agar 15,0

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na,CO3 ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir.

3.3 LB Broth

g/L
Tripton 10,0
Yeast exract 5,0
NaCl 10,0

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir.

3.4 Nutrient Broth

g/L
Nutrient broth 8,0
N8.2C03 1010

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na;COj ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir.



3.5 Nutrient Agar

g/L
Nutrient broth 8,0
Agar 13,0
Na,COs3 10,0

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na,CO3 ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir.

3.6 Pektinaz Secici Besiyeri

3.6.1 Broth

g/L
(NH,)2S0O, 2,0
KH,PO, 3,0
Na,HPO,4 6,0
Yeast extract 1,0
PGA/Pektin 5,0
Na,COs3 10,0

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na,COj3 ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir.

3.6.2 Agar

g/L
(NH,)2SO, 2,0
KH,PO, 3,0
Na,HPO, 6,0
Yeast extract 1,0
PGA/Pektin 5,0
Agar 13,0
Na,COs3 10,0

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na,CO3; ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir.
(Pektin i¢eren besiyerinin pH’1 9,5; PGA igeren besiyerinin pH’1 9,1°dir).
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3.7 Seliilaz, Ksilenaz ve Amilaz icin Secici Besiyeri

g/L
Seliiloz / Ksilan / Nigasta 5
K2HPO, 7
KH,PO, 2
MgSO,.7H,0 0,1
(NHy)2SO4 1
NaCl 5
Agar 13
Na,CO3 10

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Na,CO3 ayr1 otoklavlanir ve besiyerine eklenir. (pH
10).

3.8 Lipaz I¢in Secici Besiyeri

g/L
Nutrient broth 8
CaC|2. H,O 0,1
Agar 13
Tween20, Tween40, Tween80 10 ml
Na,COs3 10

Tiim bilesenler dH,O igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Nay;COs,Tween20,Tweend0 ve Tween80 ayri
otoklavlanir ve besiyerine eklenir.

3.9 Proteaz i¢in Secici Besiyeri

g/L
Nutrient broth 8
Siit 10 ml
Agar 15

Siit hari¢ tiim bilesenler dH,0 igerisinde ¢ozdiiriiliir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Sterilize siit sonradan besiyerine eklenir.
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EK-4 Cozeltiler

4.1 Gram Boyamada Kullanilan Coézeltiler

4.1.1 Gram Iyodin

300 ml
I, 19
KI 24

I, ve KI karistirilarak bir miktar suda ¢ozdiiriiliir. Ardindan son hacim 300 ml’ye
distile su ile tamamlanir.

4.1.2 Kristal Viyolet

Soliisyon A

Kristal viyolet 29
Etanol (%95) 20 ml
Soliisyon B

Amonyum okzalat 08¢
Distile su 80 ml

2 g kristal viyolet 20 ml %95°1ik etanol i¢inde, 0.8 g amonyum okzalat 80 ml distile
su icinde ¢ozdiiriiliir. Ardindan A ve B soliisyonlar karistirilarak kristal viyolet
boyasi elde edilir.

4.1.3 Safranin

Stok safranin ¢ozeltisi icin 2.5 g safranin tartilarak bir miktar % 95’lik etanolde
¢ozdiiriiliir, son hacim % 95’lik etanol ile 100 mI’ye tamamlanir. Bu stok ¢ozeltiden
10 ml alinarak son hacim distile su ile 100 mlI’ye tamamlanarak safranin ¢ozeltisi
elde edilir.

4.2 DNA Izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler
42.1TE (1X)

1,21 g Tris ve 0,3 g EDTA tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. pH8 e
ayarlanir. Son hacim distile su ile 1 litreye ye tamamlanur.

4.2.2 TE (1X, %25 siikroz, pH 8,0)

25 g stikroz bir miktar 1XTE tamponunda ¢ozdiiriiliir. Son hacim tampon ile 100
ml’ye tamamlanir.

4.2.3 NaCl (5M)

29,2 g NaCl bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanir.
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4.2.4 CTAB/NaCl (%10 CTAB, 0,7M NacCl)

4,1 g NaCl 80 ml distile suda ¢ozdiiriliir. 10 g CTAB yavasca eklenir ve 1s1 ile
karigtirilarak ¢ézdiirtiliir. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

4.2.5 Fenol

Fenol 68°C’de eritilir. Eriyen fenoliin hacmi kadar Tris-HCI (0,5M ,pH 8,0) tamponu
eklenir. Karisim 15 dakika karistirilir. Iki faz ayrildiginda iist faz ayirma hunisi ile
ayrilir. Fenoliin esit hacmi kadar Tris-HCI (0,1M ,pH 8,0) tamponu eklenir. Karisim
tekrar 15 dakika karistirilir. Ust faz tekrar ayrilir. Fenolik faz dengeye gelene kadar
(pH> 7,8 olana kadar) isleme devam edilir. pH, pH metre kagid1 ile dlgiiliir. Fenol
dengelendikten sonra alikotlara ayrilarak -20 °C’ de saklamir. Kullanilmadan dnce
fenol oda sicakliginda eritilir. 8-Hidroksikinolin ve B-merkaptoetanol sirasiyla %0,1
ve %0,2’lik konsantrasyonda eklenir. Fenol ¢ozeltisinin bu formu 4°C’de
saklanabilir.

4.3 Jel Elektroforezinde ve Zimogramda Kullanilan Cozeltiler

4.3.1 %12’lik SDS ayiric jel

%12 10 ml
H,O 3,3
%30 akrilamit-bisakrilamit 4
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5
%10 SDS 0,1
%10 APS 0,1
TEMED 0,004

4.3.2 %8’lik SDS ayiric jeli

%38 10 ml

H,O 4,6
%30 akrilamit-bisakrilamit 2,7
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5
%10 SDS 0,1
%10 APS 0,1
TEMED 0,006

4.3.3 %5’lik SDS yiikleme jeli

%05 5ml

H.0 3,4
%30 akrilamit-bisakrilamit 0,83
1,5M Tris (pH 8.8) 0,63
%10 SDS 0,05
%10 APS 0,05
TEMED 0,005
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4.3.4 %8’lik Nativ jel

%38 15 ml

H,O 6,9
%30 akrilamit-bisakrilamit 4
0,5M Tris (pH 6,8) 3,8
%10 APS 0,15
TEMED 0,009

4.3.5 Ornek yiikleme tamponu

5x
H,O 7 ml
1M Tris-HCI (pH 6,8) 15,5 ml
%21 Bromfenol mavisi 2,5 ml
Gliserol 25 ml

Yiiklenecek protein soliisyonlari, 6rnek ylikleme tamponunun son derisimi 1x olacak
sekilde hazirlanir.

4.3.6 SDS-PAGE yiiriitme tamponu

g/L
Tris 6
Glisin 28,8
SDS 1

Tiim bilesenler bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. Son hacim distile su ile 1 litreye
tamamlanir.

4.3.7 Nativ-PAGE yiiriitme tamponu

g/L
Tris 3
Glisin 14,4

Tiim bilesenler bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. pH 8.8’e ayarlanir. Son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

4.3.8 Tris-HCI (1,5 M pH 8,0)

45,43 g Tris tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. pH’1 HCl ile 8,0°e ayarlanr.
Son hacim distile su ile 250 ml’ye tamamlanr.

4.3.9 Tris-HCI (0,5 M, pH 8,0)

15,14 g Tris tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. pH’1 HCl ile 6,8’e ayarlanir.
Son hacim distile su ile 250 ml’ye tamamlanir.
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4.3.10 Akrilamit-Bisakrilamit (%30)

29 g akrilamit, 1 g bisakrilamit karistirilarak bir miktar distile suda 1s1 yardimiyla
¢ozdiiriiliir. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.

4.3.11 APS (%10)

10 g APS bir miktar distile suda ¢ozdiiriilir. Son hacim distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir.

4.3.12 SDS (%10)

10 g SDS tartilarak 80 ml distile suda 65 °C’ye kadar 1sitilarak ¢dzdiiriiliir. Son
hacim 100 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda saklanir.

4.3.13 Bromfenol mavisi (%1)

100 mg bromfenol mavisi bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliip son hacim 10 ml’ye
tamamlanur.

4.3.14 Jeli boyama cozeltisi

1L
Coomassie Brillant Blue R250 1lg
Metanol 500 ml
Asetik asit 100 ml

Oncelikle Coomassie brillant blue R250 tartilip metanol iginde ¢dzdiiriiliir. Ardindan
asetik asit eklenir ve karistirtlir. Son hacim hacim distile su ile 1L’ye tamamlanr.

4.3.15 Jeli yikama cozeltisi

1L
Metanol 100 ml
Asetik asit 70 ml

100 ml metanol 70 ml asetik asit karistirilarak son hacim distile su ile 1 litreye
tamamlanir.

4.3.16 Rutenyum kirmzsi (%60.05)

50 mg rutenyum kirmizisi tartilir bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir. Son hacim distile
su ile 100 ml’ye tamamlanir. Soliisyon 4°C’de saklanur.
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4.4 Belirtecler

4.4.1 Bradford belirteci

1L
Coomassie brillant blue G-250 0.1g
% 95°1ik etanol 50 ml
%85’lik fosforik asit 100 ml

0.1 g Coomassie Brillant Blue G-250 50 ml %95’lik etanolde iyice ¢dzdiiriiliir, 100
ml %85’lik fosforik asit eklenir. Boya ¢oziindiikten sonra son hacim distile su ile 1
litreye tamamlanir. Belirte¢ kullanilmadan 6nce filtre kagidindan gegirilir.

4.4.2. DNS belirteci

g/L
DNS 10
Fenol 2
Sodyum siilfit 0,5
NaOH 10
Na-K Tartarat 400

Tiim bilesenler bir miktar distile suda 1siyla ve karistirilarak ¢ézdiiriiliir. Son hacim
distile su ile 1L’ye tamamlanr.

4.5 Protein Coktiirmede Kullamilan Cozeltiler

4.5.1 Etanol (%95)

95 ml stok etanol meziirde 6l¢iiliir son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
4.5.2 Aseton (%80)

80 ml stok aseton meziirde Ol¢iiliir son hacim distile su ile 100 mI’ye tamamlanir.
4.5.3 Amonyum siilfat

Istenilen yiizdelige karsilik gelen amonyum siilfat tablodan belirlenerek protein
sollisyonuna yavasga eklenir.
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4.6. Enzim Aktivitesinde Kullamlan Cozelti ve Tamponlar

4.6.1 Tamponlar

pH Tamponlar

pH 3.6 Sodyum asetat/asetik asit
pH 4.0 Sodyum asetat/asetik asit
pH 5.0 Sodyum asetat/asetik asit
pH 6.0 KH,PO,/NaOH

pH 7.0 KH,PO,/NaOH

pH 8.0 Tris/HCI

pH 9.0 Tris/HCI

pH 10.0 Sodyum bikarbonat/NaOH
pH 11.0 Sodyum bikarbonat/NaOH
pH 12.0 KCI/NaOH

pH 13.0 KCI/NaOH

4.6.2 HCI (0,01M)

1 M HCI i¢in, 8,2 ml stok HCI’den bir miktar distile su icerisine eklenir ardindan son
hacim 100 ml’ye tamamlanir. 0,01 M HCI i¢in, 1M HCIl’den 10 ml alinarak son hacim 100
ml’ye tamamlanir.

4.6.3 NaOH (0,1M)

0,4 gram sodyum hidroksit tartilarak bir miktar distile suda ¢ozdiiriiliir ardindan son hacim
distile su ile 100 ml’ye tamamlanr.
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Amonyum Siilfat Miktarlar1 (Doung-Ly ve Gabelli, 2014)

g/L
Hedef Derisimi (%)
Baslangic| 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100
Derisimi

(%)
0 106 | 134 | 164 | 194 | 226 | 258 | 291 | 326 | 361 | 398 | 436 | 476 | 519 | 559 | 603 | 650 | 607
5 79 | 108 | 137 | 166 | 197 | 229 | 262 | 296 | 331 | 368 | 405 | 444 | 484 | 526 | 570 | 615 | 662
10 53 | 81 | 109 | 139 | 169 | 200 | 233 | 266 | 301 | 337 | 374 | 412 | 452 | 493 | 536 | 581 | 627
15 26 | 54 | 82 | 111 | 141 | 172 | 204 | 237 | 271 | 306 | 343 | 381 | 420 | 460 | 503 | 547 | 592
20 27 | 55 | 83 | 113 | 143 | 175 | 207 | 241 | 276 | 312 | 349 | 387 | 427 | 469 | 512 | 557
25 27 | 56 | 84 | 115 | 146 | 179 | 211 | 245 | 280 | 317 | 355 | 395 | 436 | 478 | 522
30 28 56 86 | 117 | 148 | 181 | 214 | 249 | 285 | 323 | 362 | 402 | 445 | 488
35 28 | 57 | 87 | 118 | 151 | 184 | 218 | 254 | 291 | 329 | 369 | 410 | 453
40 29 | 58 | 89 | 120 | 153 | 187 | 222 | 258 | 296 | 335 | 376 | 418
45 29 | 59 | 90 | 123 | 156 | 190 | 226 | 263 | 302 | 342 | 383
50 30 | 60 | 92 | 125 | 159 | 194 | 230 | 268 | 308 | 348
55 30 | 61 | 93 | 127 | 161 | 197 | 235 | 273 | 313
60 31 | 62 | 95 | 129 | 164 | 201 | 239 | 279
gg 31 | 63 | 97 | 132 | 168 | 205 | 244
e 32 | 65 | 99 | 134 | 171 | 209
80 32 | 66 | 101 | 137 | 174
o 33 | 67 | 103 | 139
% 34 | 68 | 105
o 34 | 70
35
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EK-5 Kalibrasyon Egrileri
5.1 BSA Kalibrasyon Egrisi

BSA Standart Egrisi
0,016 -
0,014 - °

o

[y

N
1

’

0,01 -

nm)
o

0,008 - y = 0,6801x + 0,0002

0,006 - R?=0,981

0,004 -

Absorbans (595

0,002 -

O L 4 T T T T
0 0,005 0,01 0,015 0,02

Derisim (mg/ml)

5.2 Mono-galakturonikasit Kalibrasyon Egrisi

D-Galakturonik Asit Kalibrasyon Egrisi

0,9 ~
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

Absorbans (540 nm)

0 T T T T T T T T

y=2,16x-1,3228
R? = 0,9568

-0,10,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95
Konsantrasyon (mg/ml)
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EK-6 Hesaplamalar
6.1 PG Aktivite Hesabi

PG aktitesinin hesabinda asagidaki denklem kullanilir. Dakikada salinan pmol D-
galakturonik asit, diliisyon faktorii (df) ile carpilir ve reaksiyonda kullanilan ml enzim
¢Ozeltisine boliiniir. Diliisyon faktorii reaksiyonda kullanilan toplam hacmin enzim

soliisyonu hacmine bdliinmesi ile bulunur. Reaksiyon zamani dakika cinsinden yazilir.

(umol galakturonik asit). df
U/ml =

~ (dk). (ml enzim soliisyonu)

Aktivite sonucunda salinan pmol D-galakturonik asit miktar1 ek-5’deki kalibrasyon egrisi
yardimiyla hesaplanir. 540 nm’de Slgiilen absorbans y = 2,16x — 1,3228 denkleminde y ile
gosterilen yere yazilarak x degeri bulunur. Buradaki x degeri mg/ml derisimindeki D-
galakturonik asit konsantrasyonunu vermektedir. Elde edilen deger 1000’e boliinerek
png/ml cinsine ¢evrilir. D-galakturonik asidin molekiiler agirligi 194,14’tiir. 1 molar D-
galakturonik asit 194,14 ¢/L’ dir. 1 umol D-galakturonik asit 0,194 pg/ml’ dir. Salinan
png/ml D-galakturonik asit 0,194’ e boliinerek pmol cinsinden elde edilir. Denklemde

yerine yazilarak iinite aktivite hesaplanir.
6.2 Liyaz Aktivite Hesabi

Liyaz aktivitesinin hesabinda asagidaki denklem kullanilir. 235nm’ de kore karsi okunan
absorbans, toplam reaksiyon hacmi ve dillisyon faktorii ile carpilir. Reaksiyon zamani
(dakika) ve kullanilan enzim ¢ozeltisinin hacmine (ml) boliiniir, iinite aktivite hesaplanir.

(AA,35 — AA,zcksr)- (ml toplam hacim). df

U/ml =
/m (dk). (ml enzim soliisyonu)

6.3 Pektin metilesteraz Aktivite Hesabi

PME aktivitesinin hesabinda asagidaki denklem kullanilir. Aktivite 6l¢limiinde kullanilan
sodyum hidroksit hacmi ve molaritesi c¢arpilarak, reaksiyon zamanina ve enzim
soliisyonunun hacmine (ml) boliintir boylece {inite aktivite hesaplanir.

_ (ml NaOH). (M NaOH). 1000
~ (dk). (ml enzim soliisyonu)

U/ml
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6.4 Maksimum hiz ve K, Hesabi

Substrat derisimlerine kars1 aktivite grafigi ¢izilerek Michaelis-Menten grafigi elde edilir.
M-M grafigindeki degerler 1/V ve 1/[S] seklinde yazilarak Lineweaver-Burk grafigi
olusturulur. LB grafiginde x eksenini kesen nokta -1/K, ve y eksenini kesen nokta 1/Vmax
degeridir.
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