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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TERMOFILIK ASPERGILLUS NIGER’DEN PEKTIN LiYAZ ENZiMININ
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Kader POTURCU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. ismail OZMEN

Bu tez calismasinda amag¢ yeni termofilik mikroorganizmalardan pektin liyaz
enzimini liretmek ve {iretilen bu enzimi saflastirip karakterize etmektir.

Bu amagla termofilik Aspergillus niger Ocak 4 fungusu farkli besi ortamlarinda
yetistirilmistir. En yiiksek enzim elde edilen besi ortami belirlenmistir. Termofilik
fungustan pektin liyaz enzimi iiretimli i¢in, amonyum siilfat ile kismi saflagtirilma
yapitlmis ve jel filtrasyon ve iyon degisim kromotografisi ile de saflagtirma
islemlerine kademeli olarak devam edilmistir.

Saflagtirilan enzimin optimum pH ve sicaklik calismalari yapilmistir. Boylece
saflastirilan enzim i¢in en uygun pH ve sicaklik degerleri elde edilmistir. SDS-PAGE
yontemi ile de enzimin molekiil agirlig tayini yapilmstir.

Saflastirilan pektin liyaz enzimi i¢in optimum pH 8.0; optimum sicaklik ve siire
sirastyla 40 °C, 60 dk olarak belirlenmistir. Bu enzim i¢in jel filtrasyon
kromotografisi ve iyon degisim kromotografisi ile sirasiyla 4,2 kat ve 76,5 kat
saflagtirma katsayisi elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pektin liyaz, Termofilik Aspergillus niger, Saflastirma,
Karakterizasyon.

2012, 61 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PECTIN LYASE FROM
THERMOPHILIC ASPERGILLUS NIGER

Kader POTURCU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ismail OZMEN

The aim of this study is produce pectin lyase enzyme from thermophilic
microorganisms and purify and characterize this enzyme.

For this purpose thermophilic Aspergillus niger Ocak 4 fungi was growth different
submerged conditions. Submerged conditions obtaining maximum enzyme was
determined. Pectin lyase enzyme was produced from thermophilic microorganisms,
partial purification with ammonia sulphate was done. Purification studies were also
resumed with gel filtration and ion-exchange chromatography.

Optimum pH and temperature studies of purified enzyme was done. Thereby
optimum pH and temperature values were obtained for purified enzyme. Molecular
weight determination of purified enzyme was done with SDS-PAGE.

For purified pectin lyase enzyme, optimum pH 8.0; optimum temperature and time
40 °C, 60 min were determined. For this enzyme 4,2 and 76,5 purification fold were
obtained with ion-exchange chromatography and gel filtration chromatography
respectively.

Keywords: Pectin lyase, Thermophilic Aspergillus niger, Purification,
Characterization.

2012, 61 pages
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1. GIRIS

Enzimler, sasirtic1 biyokatalizorlerdir. Reaksiyon hizini 1.000.000. 000. 000. 000.
000! degerinde arttirirlar. Metabolik faaliyetler enzimler olmadan inanilmaz derecede

yavastir ve enzimler olmadan hayat devam ettirilemez (Purich, D.L., 2010).

Enzimlerin tarihcesine bakildiginda enzim biliminin temeli Italyan bir papaz olan
Spallanzi’ye dayanmaktadir. 1783’de Spallanzi mide 6z sularinin, eti pargaladigini

bulmustur (Uhlig 1998).

1810°da Gay-Lussac anaerobik ortamda yetisen mayalarin sekeri, etanol ve COz’ye

fermente ettigini rapor etmistir.

Enzimlerin ilk kesfi 1833°de Anselme Payen ve Jean Persoz tarafindan malt
ekstraktin alkol ¢okeleginin, 1s1l kararsiz madde olan diastaz (amilaz, nisastay1 sekere

dontistiiren madde) igerdigini bulmasiyla baglamistir (Uhlig 1998).

Justus Von Liebig fermentasyon ve sindirim olaylarinin kimyasal etki sonucunda

olustuguna karar vermistir.

Fransiz kimyac1 Louis Pasteur, fermentasyonun canli maya hiicreleri tarafindan essiz

bir bi¢imde gergeklestigini bulmustur.

1878’de Alman fizyolog William Kiihne yasayan organizmalar kaginilmaz olarak
kimya ve fizigin kurallarina uymak zorundadir fikrini belirtmis ve enzim (enzyme
Yunanca en ve zyme; Ingilizce in ve yeast; Tiirkce mayanin iginde) kelimesini ortaya

atmugtir (Purich, D.L., 2010).

1893 yilinda Wilhelm Ostwald enzimleri katalizorler olarak siniflandirmistir.
1894’te Emil Fischer glikolizin spesifik etkisini belirtmek igin anahtar-kilit

hipotezini ortaya koymustur. Substratlar1 kati sablonlar olarak tanimlamis ve



substratin bir anahtar gibi kendisine uygun olan kilitin i¢ine, yiiksek hassasiyetle

girmek zorunda oldugunu belirtmistir.

1897 yilinda diger bir Alman kimyaci1 Eduard Biichner, metabolizmanin tiim canli
hiicreler disinda da meydana geldigini kanitlamigtir. Blichner kum i¢inde 6giitiilmiis
mayaya, filtre kdgidindan gecirerek hiicreden bagimsiz filtrat elde etmistir. Elde ettigi
ekstrakti, sukroz ¢ozeltisine eklediginde CO, kabarciginin ¢iktigini1 fark etmistir;
boylece Biichner ekstraktin kendisinin katalizor olarak goérev yaptigini ortaya
¢ikarmustir. Bu basari ile Biichner 1907°de Nobel Kimya Odiilii’nii almistir (Purich,
D.L., 2010).

1898°de Duclaux enzimleri, Katalitik aktiviteden yoksun biyolojik molekiillerden

ayirmak i¢in —az ekinin kullanilmasini 6nermistir.

Fischer canli hiicrelerde proteinlerin ¢ok 6nemli oldugunu 1894°te yaptig1 calismada
rapor etmis; ama enzimlerin protein yapida olduklarimi Richard Willstatter

bulmustur.

1926’da Amerikan bilim adami James B. Sumner kristtallestirilmis iireazin katalitik

giiciiniin kendi protein yapisinda sakli oldugunu bulmustur.

Bu calismanin hemen ardindan John H. Northrop tarafindan yapilan calismada
benzer sekilde proteaz kristalize edilmis ve katalizden sorumlu tek bilesenin protein

yapist oldugunu belirtmistir (Purich, D.L., 2010).
1.1.Endiistriyel Enzimler
Uretimde enzimlerin biyokatalizér olarak kullanilmasi; bira yapmmi igin arpanin

hazirlanmasinda, ekmegin mayalanmasinda kullanilmasi gibi ornekleriyle binlerce

yil 6ncesinde baslamistir.



Izole enzimlerin endiistride kullanilmas: 1914 yillar1 civarinda deterjan sektériinde
baslamistir. 1960’larda ise genis skalada mikrobiyal enzim fretimi baslamistir
(Eggleston, 2007). Giiniimiizde endiistriyel anlamda kullanilan enzim uygulamalar1

cizelge 1.1°de listelenmistir (Eggleston, 2007).

Enzim biyokatalizorler, en 6nemli endiistriyel biyoteknolojilerden biri olarak devam
etmekte ve bunlar endiistriyel enzimler iginde yeni bir alan olusturmaktadir. Cilinkii

bu biyokatalizorler biyoteknolojinin hizli gelisimine paralellik gostermektedir.

Buna ek olarak, endiistriyel enzimlerin beyaz teknolojinin (endiistriyel ve g¢evresel

biyoteknoloji) genisleyen bir pargasi haline gelecegi limit edilmektedir.

Beyaz teknoloji, biyoplastikler ve biyoyakitlarin tiretimi i¢in endiistriyel enzimlerin
kullanimin1 ve ¢evresel kirliligin azaltilmasini kapsamaktadir (Sasson, 2005). Beyaz
biyoteknoloji ve bununla ilgili olan endiistriyel enzimlerin kullaniminin gevreye
faydalarindan otiirli, bugiinkii kimya endiistrisinde yaygin hale gelecegi

belirtilmektedir.

Ozellikle karbonhidrat temelli olan endiistriyel enzimlerin avantajlarma bakildiginda;
1. Binlerce enzime ulasilabilirlik
e Bilinen enzimlerin sayis1 yaklasik olarak 3000 civarinda ama ticari enzimlerin

sayis1 100°den biraz fazladir.

2. Endiistriyel proseslerin katalizlenmesinde enzimlerin yiiksek spesifiklik
gostermesi
3. Protein miihendisliklerinin ve genetik olarak modifiye edilmis organizmalarin

hizli gelisimiyle yeni enzimlerin iiretim siiresinin kisalmasi, verimin arttirmasi ve
tiretim fiyatinin diigmesi
4. Geleneksel kimyasallarla karsilagtirildiginda endiistriyel enzimlerin c¢evre
dostu olmas1
e Daha az ve daha diisiik sera gazi emisyonu ve daha az endiistriyel kimyasal
atik

5. Hammadde olarak karbonhidratlarin kullaniminin artmasi



e Karbonhidratlar dogada en ¢ok bulunan yenilenebilen organik materyallerdir.

Gilinlimiizde petrol ve dogalgaz hammaddelerinin kimya endiistrisindeki

fiyatlarinin ¢arpict sekilde artmasi da karbonhidrat kullanimina olan ilgiyi

arttirmaktadir.
6. Hammaddelerin daha etkili doniisiimii ve prosesin standardizasyonu
7. Biyorafineri gibi yeni uygulamalar ile endiistriyel enzimlerin daha faydal

hale gelmesi ve bu enzimlerin petrol rafinerileri ile yer degistirebilmesi (Eggleston,

2007).

Cizelge 1.1. Endiistriyel enzimlerin uygulamalart

Uygulama alanlan Enzim ad1 Substrat Endiistriyel etki ‘
Deterjan Seliilaz Seliiloz Rengin parlaklastirilmasi
Tekstil Seliilaz Seliiloz Mikrofiberlerin
uzaklastirilmasi
Hayvan yemi Ksilanaz Ksilan Fiberlerin ¢oziintirligi
Pulp ve kagit Ksilanaz Ksilan Pulpun agartilmasi
Nisasta Amilaz Nisasta Glikoz olusumu
Glikoz izomeraz ~ Glikoz Fruktoz olusumu (yiiksek
fruktoz icerikli suruplar)
Meyve suyu Pektinaz Pektin Meyvesuyunun
berraklastirilmast
Seliilaz Seliiloz Meyve suyu
ekstraksiyonu
Ksilanaz Ksilan Meyve suyu
ekstraksiyonu
Pisirme Ksilanaz Ksilan Hamurun iyilestirilmesi
a-amilaz Nisasta Raf 6mriiniin uzatilmasi
Glikoz oksidaz Glikoz Hamur kalitesi
Mandira Laktaz Laktoz Laktoz hidrolizi
Mayalama Glukanaz Glukan Siizmeye yardimci olmak




2002’de endiistriyel karbonhidrazlarin Diinya ¢apindaki satislar1 596 milyon dolar ve
bu satiglarin yaklagik olarak %24’ camasir deterjanlarinda, %15°1 nisastali
suruplarda, %14’1 hayvan yemlerinde, %10°u tekstilde, %12’si kagit ve pulpta,
%26’s1 diger enzimlerde bulunmaktadir (Kashyap vd.,2001).

Endiistriyel enzimlerin iiretimdeki avantajlari

Proteinazlar gibi bazi endiistriyel enzimler hala hayvan ve bitki dokularindan
ekstrakte edilmektedir. Karbonhidrat temelli materyallere etki eden endiistriyel
enzimlerin  ¢ogu  glinimiizde  fermentdrlerde, sivi  besi  ortaminda

mikroorganizmalardan {iretilmektedir.

Birinci agama endiistriyel enzimin se¢imidir. En 6nemli kisim se¢im kismidir ¢iinkii
bircok enzim ekstrem endiistriyel proses kosullarinda kullanilmaktadir. Dikkat edilen
kriterler spesifiklik, reaksiyon kinetigi, optimum ve stabil pH ve sicaklik,
inhibitorlerin etkisi, substrata olan ilgiden olusur. Tercihen substratin tipik
endustriyel derisimlerinde, yiiksek derecede aktif olan enzim seg¢ilmek zorundadir;
clinkii ancak bu sekilde reaksiyon prosesi ger¢ek¢i bir zaman c¢ergevesinde
tamamlanabilir. Bunun yani1 sira enzim ¢esitli agir metallere karsi toleransh olmalidir

ve kofaktore ihtiyag duymamalidir (Eggleston, 2007).

Bir¢ok durumda endiistriyel uygulamalar i¢in seg¢ilen dogal enzimler, bu kosullardaki
uygulamalar ic¢in optimum o6zelliklere sahip degildir. Ciinkii dogal enzimlerin
gelistigi in vivo kosullar, sert endiistriyel kosullarla karsilastirildiginda ¢ok daha
tlimhidir. Son 20 yildir, bu problemin {istesinden gelmek ig¢in 2 yaklasim

sunulmaktadir:

1) Dogadaki daha iyi enzimleri kesfetmek (biyosecimlilik)

2) Genetik ve protein miithendislikleri ile ticari enzimleri gelistirmek

En iyi ticari enzimler konak¢1 organizmalardan ¢ogaltilsa ve biyosecimli olsa da;

biyosecimlilik genellikle zaman ve kaynak kaybidir. Enzim miihendisligi son yillarda



hizli sekilde geligse de, biyosecimlilik gibi olaylar zaman kaybidir. Miihendislik
calismalar1 enzimin verimini ve kinetik Ozelliklerini  gelistirmek {izerine
yogunlagsmaktadir ve  giivenlik  acgisindan  tehlikeli ve  onaylanmayan
mikroorganizmalardan, yiiksek derecede iretici mikroorganizmalara klonlama
yapmaya calismaktadirlar. Birgok anahtar endiistriyel enzim su an genetigi

degistirilmis organizmalardan (GDO) iiretilmektedir (Eggleston, 2007).
1.2. Pektik Maddeler

Pektin bitkilerin primer hiicre duvarinda bulunan yapisal bir heteropolisakkarittir.
Bitkilerin primer hiicre duvarinin en biiylik bilesenlerinden birisi pektindir; pektin

orta lamelin temel bilesenidir (Sekil 1.1) (Marquez vd., 2011).

Pektin

Orta lamel {

Primer hicre
duvar

Plazma .C
membran

Sellloz
mikrofibril

Hemisellloz

GozUnGr pektin

Sekil 1.1. Bitkinin orta lamelindeki ve primer hiicre duvarindaki pektin (Private
Universitesi Council)



Tek ¢enekli bitkilerin primer hiicre duvarmin yaklasik olarak % 35’1 pektin igerir.
Ikincil duvarda pektin icerigi onemli derecede azalmaktadir; buna ragmen, pektin
hem birincil hem de ikincil duvarin yapisinda ve fonksiyonunda énemli role sahiptir

(Sekil 1. 2).

Primer hiicre duvar (mavi)

\’}' 4 / Orta lamel (beyaz)

Sekonder hiicre duvan (kahverendi)

Sekil 1.2. Bitki hiicre duvarmin yapisi (Private Universitesi Council)

Hiicre duvarinda bulunan pektin; bitkinin biiyiime ve gelismesi, savunma, hiicre
adezyonu, hiicre duvarinin yapisini olusturma, seliiller biliylime, porozite, iyon
baglama, tohumlara su katma, yaprak dokiilmesi ve meyvenin gelismesinden

sorumludur (Marquez vd., 2011).

Pektik maddeler kompleks kolloidal asit polisakkaritlerdir, a-1,4 bagl galakturonik
asit rezidiilleri pektik maddelerin omurgasini olusturur (Sekil 1.3). Pektin,
galakturonik asitce (Gal A) zengin polisakkaritler icerir, bu galakturonik asitler
kovalent olarak baglanmis yapisal domainler olarak bulunur: homogalakturonan
(HG), ksilogalakturonan (XGA), ramnogalakturonan I (RG-1), ramnogalakturonan II
(RG-II) . HG; pektinde en bol bulunan bilesendir. HG, a-D-1,4 baglariyla baglanan
yaklasik olarak 100 tane GalA rezidiisiinden olusur, bu baglar C-6 pozisyonundan
metille esterlesebilir veya O-2 ya da O-3 pozisyonundan asetillenebilir (Marquez vd.,
2011).
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Sekil 1.3. Pektinin yapis1 (Yadav vd., 2009)

Pektin molekiiliiniin yan zinciri L-ramnoz, arabinoz, galaktoz ve ksiloz igerir.
Galakturonik asitin karboksil gruplari metil gruplariyla kismen esterlesebilir ve non-
esterifiye galakturonik asit birimleri ya serbest asitlerle ya da kismen veya tamamen

Na®, K*, NH4" iyonlari ile nétralize edilebilirler.

Omurga zincirine modifikasyonlarma bagli olarak pektik maddeler protopektin,

pektik asit, pektinik asit, pektin olarak siniflandirilabilirler (Be Miller, 1986).

Protopektin: Esas pektik maddedir ve pektinin veya pektinik asitin hidroliz verimini
sinirlandirir.  Protopektin bitki dokularinda bulunan suda ¢ozlinmeyen pektik

maddeleri tanimlamak i¢in kullanilir ve bunlardan; ¢o6ziinen pektik maddeler

olusturulur (Be Miller, 1986).



Pektik asit: Galakturonanlardir, g6z ardi edilebilir miktarda metoksil grubu igerir.

Pektik asitlerin normal veya asit tuzlar pektatlar olarak adlandirilir.

Pektinik asitler: Cesitli miktarda metoksil grublari iceren galakturonanlardir.

Pektinatlar, pektinik asitin normal veya asit tuzlaridir (Be Miller, 1986).

Pektinik asitin eger metil i¢erigi uygun miktarda diisiikse, kalsiyum tuzlar1 gibi diger

bilesiklerle veya seker ve asit ile jel olusturma 6zelligi essiz olan maddedir.

Pektinler: En biiyiik bileseni olarak farkli bilesimlerde pektinik asit igeren karisim
icin kullanilan genel isimdir. Pektinin dogal formu hiicre duvarinda yer alir ve diger
yapisal polisakkarit ve proteinlerle bir araya gelerek ¢6ziinmeyen protopektini

olusturur (Be Miller, 1986).

Olgunlagsmamis meyvelerde, hiicre duvarinda pektin seliiloz mikrofibrillere baglanir.

Bu pektin suda ¢6ziinmez ve bu yiizden hiicre duvarinin sertligini saglar.

1.3. Pektinolitik Enzimler

Pektik maddeleri degrede eden enzimler, pektinolitik enzimler olarak tanimlanir.
Pektinolitik enzimler 4 gruba ayrilabilir (Palomaki ve Saarilahti, 1997; Pedrolli vd.,
2009):

» Protopektinazlar: Coéziinmeyen protopektini degrede ederler ve yiiksek
derecede polimerize ¢oziiniir pektin meydana getirirler.

» Esterazlar: Metoksi esterlerinin uzaklagtirilmas: yoluyla, pektinin de-
esterifikasyonunu katalizlerler. Bunlar, pektin metil esteraz (PME) ve pektin
asetil esteraz (PAE)’dur.

» Depolimerazlar: Pektik maddelerin D-galakturonik asit pargalarindaki a-(1-4)
glikozidik baglarinin hidrolitik kirilmasini katalizlerler. Bunlar polimetil
galakturonaz (PMG), poligalakturonaz (PG), pektat liyaz (PGL) ve pektin
liyaz (PL)’dur.



» Pektinin yan zincirini pargalayan enzimler: Pektinin ramnogalakturonan | ve
Il yan zincirlerine etki ederler. Bunlar; ramnogalakturonan ramnohidrolazlar
(RG ramnohidrolazlar), ramnogalakturonan galakturonohidrolazlar (RG
galakturonohidrolaz), ramnogalakturonan hidrolazlar (RG hidrolazlar),
ramnogalakturonan liyazlar (RG liyazlar), ramnogalakturonan asetilesterazlar
(RG asetilesterazlar), ksilogalakturonan hidrolazlar (XGA hidrolazlar)’dir.

Protopektinazlar: Protopektinazlar protopektini ¢ozerler, yiiksek derecede polimerize
¢ozlinen pektin olustururlar (Alkorta vd., 1998; Kashyap vd., 2001). 2 tip olarak

siiflandirilirlar:

A Tipi; protopektinin poligalakturonik asit bolgesiyle etkilesir.

B Tipi; poligalakturonik asit zinciri ve hiicre duvari bilesenleri ile baglantili

polisakkarit zinciriyle etkilesir (Sakai vd., 1993).

Pektin metil esterazlar (PME): Pektin metil esteraz veya pektinesteraz (E.C 3.1.1.11),
pektinin metoksil gruplarinin de-esterifikasyonunu katalizler, metanol ve pektik asit
olusturur. Enzim, esterifiye olmamis galakturonat tinitelerinin yanindaki metil ester
gruplar {izerine tercihen etki eder. Esterifiye olmamis substratlara ihtiya¢ duyan

poligalakturonazlar ve pektat liyazlardan once etki eder (Kashyap vd., 2001).

Pektin asetil esterazlar (PAE): Pektin asetil esteraz (E.C 3.1.1.-), pektinin asetil
esterlerini hidrolizler, pektik asit ve asetat olusturur (Shevchik ve Hugouvieux-Cotte-
Pattat, 1997).

Polimetilgalakturonazlar (PMG): Polimetil galakturonaz pektin omurgasindaki a-1,4
glikozidik kopriiniin hidrolitik kirilmasini katalizler. Yiiksek esterifiye pektini tercih

eder, sonugta 6-metil D-galakturonat olusur (Jayani vd., 2005).

Poligalakturonazlar (PG): Poligalakturonaz, poligalakturonik asitteki o-1,4-

glikozidik kopriilerin hidrolizini katalizler, D-galakturonat olusur (Jayani vd., 2005).
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Hidrolaz enzimlerinin 2 grubu (PMG, PG) endo ve ekzo seklinde etki gosterebilir.
Endo- PG (3.2.1.15) ve endo-polimetil galakturonaz, substratin rastgele kirtlmasini
katalizler; ekzo-poligalakturonaz (E.C 3.2.1.67) ve ekzo-polimetil galakturonaz
substratin indirgen olmayan ucundan hidrolitik kirilmay1 katalizler, baz1 durumlarda
monogalakturonat veya digalakturonat olusur (Rombouts ve Pilnik, 1980; Kashyap
vd., 2001). Hidrolazlar temel olarak funguslar tarafindan tiretilir, 40-60 °C arasindaki

sicakliklarda, notral veya asidik ortamda daha aktiftirler.

Pektat liyazlar (PGL): Pektat liyaz, tercihen poligalakturonik asit iizerindeki
glikozidik kopriileri transeliminasyon reaksiyonlariyla kirar, doymamis (A4,5 —D-
galakturonat ) olusur. Poligalakturonat liyazin Ca? iyonlarina ihtiyact vardir. Bu
yiizden EDTA selatlayict ajani tarafindan giiglii sekilde inhibe edilir. Pektat liyazlar
endo-PGL (E.C 4.2.2.2) ve ekzo-PGL (4.2.2.9) olarak siniflandirilirlar. Endo-PGL
rastgele yolla substrata etki eder ve ekzo-PGL indirgen olmayan ugtan substratin
kirilmasini katalizler (Rombouts ve Pilnik, 1980; Pitt,1988).

Pektin liyazlar (PL): Pektin liyaz, tercihen yiiksek esterifiye pektinin rastgele
kirilmasim katalizler, glikozidik kdopriilerin transeliminasyonuyla doymamis metil
oligogalakturonat olusur. Bugiine kadar tanimlanan tiim pektin liyazlar endo-Pektin
liyazlardir (E.C 4.2.2.10) (Sinitsyna vd., 2007). Pektin omurgasina etki eden

pektinolitik enzimlerin etki mekanizmasi sekil 1.4’te verilmistir (Jayani vd., 2005).
Fungustan elde edilen liyazlar asidik ve nétral ortamda optimum aktivite
gostermekteyken, bakteriden elde edilenler alkalin ortamda daha aktiftirler (Pedrolli

vd., 2009).

Pektin substratinin tamamen degredasyonu ramnogalakturonan zincirini kiran

enzimlere ihtiyag¢ duyar (Pedrolli vd., 2009).

Ramnogalakturonan ramnohidrolazlar (RG ramnohidrolazlar): RG ramnohidrolaz,

ramnogalakturonan a-L-ramnopiranohidrolaz veya a-L-ramnosidaz (E.C 3.2.1.40)
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adlariyla da bilinir. indirgeyici olmayan ugtan ramnogalakturonan zincirinin
hidrolitik kirilmasini katalizler (Mutter vd., 1994).

Ramnogalakturonan galakturonohidrolazlar (RG galakturonohidrolaz):
Ramnogalakturonan galakturonohidrolaz (E.C 3.2.1.-), indirgeyici olmayan ugtan,
ramnogalakturonan zincirinin hidrolitik pargalanmasini katalizler ve sonugta

monogalakturonat olusur (Mutter vd., 1998).

Ramnogalakturonan hidrolazlar (RG hidrolazlar): Ramnogalakturonan hidrolaz,
ramnogalakturonan  zincirinin  rastgele  hidrolizini  katalizler,  sonugta

oligogalakturonat olusur (Mutter vd., 1998).

Ramnogalakturonan liyazlar (RG liyazlar): RG liyaz ( E.C 4.22.-),
ramnogalakturonan  zincirinden  ramnoz-galakturonat  kopriisiiniin  rastgele

transeliminasyonunu katalizler (Mutter vd., 1996).

Ramnogalakturonan asetilesterazlar (RG asetilesterazlar): RG asetilesteraz (E.C

3.1.1.-), ramnogalakturonan zincirinden asetil gruplarinin hidrolitik kirilmasini

katalizler (Searle-Van Lee vd., 1992).

Ksilogalakturonan hidrolazlar (XGA hidrolazlar): Ksilogalakturonaz (E.C 3.2.1.-),
ksilozla substitue olmus ramnogalakturonan zincirindeki, 2 galakturonat zinciri
arasindaki glikozidik kopriniin hidrolitik kirilmasini katalizler, ksiloz-galakturonat

dimerleri olusur (Vlugt-Bergmans vd., 2000).
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Sekil 1.4. Pektinazlarin etki mekanizmasi: (a) PG i¢in R=H; PMG i¢in R=CH3; (b)

PE i¢cin R=H; (c) PGL i¢cin R=H; PL icin R= CHs. PMG,
polimetilgalakturonaz; PG, poligalakturonaz (E.C 3.2.1.15); PE,
pektinesteraz (E.C 3.1.1.11); PL, pektin liyaz (E.C 4.2.2.10).
Cizelge 1.2. Pektinolitik enzimlerin siniflandirilmasi (Jayanni vd., 2005)
Enzim E.C. E.C sistematik | Etki Etki Onciil Uriin
isminin mekanizmasi | yolu substrat
modifiye hali
Esterazlar
1.Pektin metil esteraz 31111 Hidroliz Rastgele | Pektin Pektik asit +
metanol
Depolimerize
enzimler
a.Hidrolazlar
1.Protopektinazlar Hidroliz Rastgele | Protopektin Pektin
2.Endo- 3.2.1.15 | Poli-(1-4)-a-D- Hidroliz Rastgele | Pektik asit Oligogalakturonat
poligalakturonaz galaktosiduro-nat
glikanohidrolaz
3.Ekzo- 3.2.1.67 | Poli-(1-4)-a-D- Hidroliz Termi- Pektik asit Monogalakturonat
poligalakturonaz galaktosiduro-nat nal
glikanohidrolaz
4.Exopoligalakturonan- | 3.2.1.82 | Poli-(1-4)-a-D- Hidroliz Sondan Pektik asit Digalakturonat
digalakturono hidrolaz galaktosiduronat bir
digalakturono dnceki
hidrolaz bag
5. Oligogalakturonat Hidroliz Terminal | Uc Monogalakturonat
hidrolazlar galakturonat
6.A4:5 Doymamis Hidroliz Terminal | A4:5 Doymamis
oligogalakturonat (Galakturonat), | monogalakturonat
hidrolaz
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Cizelge 1.2. Pektinolitik enzimlerin siniflandirilmasi (Jayanni vd., 2005) (Devam)

7. Endopolimetil- Hidroliz Rastgele | Yiiksek Oligometilgalakturo-
galakturonazlar derecede nat

esterifiye

pektin
8. Endopolimetil- Hidroliz Terminal | Yiiksek Oligogalakturonatlar
galakturonazlar derecede

esterifiye

pektin
b. Liyazlar
1.Endopoligalakturonat | 4.2.2.2 Poli-(1-4)-a-D- Trans- Rastgele | Pektik asit Doymamis
liyaz galaktosiduronat | eliminasyon oligogalakturonatlar

liyaz
2. 4229 Poli-(1-4)-a-D- Trans- Sondan Pektik asit Doymamis
Exopoligalakturonaz galaktosiduronat | eliminasyon bir digalalakturonatlar
liyaz ekzoliyaz dneeki
bag
3.0ligo-D- 4226 Oligo-D- Trans- Terminal | Doymamis Doymamig
galaktoziduronat liyaz galaktosiduronat | eliminasyon digalakturonat | monogalakturonatlar
liyaz

4. 4.2.2.10 | Poli(metil Trans- Rastgele | Doymamis Doymamis metil
Endopolimetil-D- galaktosiduronat) | eliminasyon poli-(metil-D- oligogalakturonatlar
galaktoziduronat liyaz liyaz digalakturonat)
5. Exopolimetil-D- Trans- Terminal Doymamig
galaktoziduronat liyaz eliminasyon metilmonogalakturo-

nat

1.4. Pektinazlarin Endiistriyel Uygulamalari

Pektinazlar, tekstil ve meyve endiistrilerinin gelecek vaat eden enzimlerinden
birisidir. Bitki dokularinin kompleks polisakkaritlerini kirarak galakturonik asit gibi

daha basit molekiillere doniistiirtirler.

Asidik pektinazlarin rolii meyve sularimin bulanikliginin ve sertliginin giderilmesi

uzerinedir.

Alkalin  pektinazlarin  rolii  ise  tekstil endiistrisinde  fiberli  {irlinlerin

zamksizlagtirilmas: ve havuzlanmasi, iyi kalitede kagit iiretimi, kahve ve cay
fermantasyonu, yag ekstraksiyonu ve pektik atik sulara muameledir (Kashyap vd.,
2000).
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Alkalin pektinazlarin endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar

Yillardir, alkalin pektinazlar, tekstil ve bitki 1if prosesleri, ¢ay ve kahve
fermentasyonu, yag ckstraksiyonu, pektinli materyal i¢eren endiistriyel atik sulara
muamele gibi bir¢ok endiistriyel proseste kullanilmaktadir. Pektini degrede eden
mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin Trettigi enzimlerin daha iyi
anlasilmasiyla alkalin pektinazlar bitki viriislerinin saflagtirilmasi, kagit yapimi gibi

diger birgok biyoteknolojik proseste de yer almaya baslamistir (Kashyap vd., 2000).

Tekstil prosesleri ve pamuk liflerinin temizlenmesi

Tekstil proseslerinde enzim kullanilmasi hem ¢evresel hem de iiriin kalitesi agisindan
faydalidir. Fabrikada dokumada kullanilan ipler boyut ajaniyla kaplanir; bu, dokuma
sirasinda ipligi asinmadan korur. Eskiden, pamuk dokumali kumaslar i¢in boyut ajant
olarak nisasta kullanilirdi; ¢linkii nisasta miikemmel film olusturma kapasitesine
sahiptir ve olduk¢a diisiik fiyatlidir. Kumas boyanmadan 6nce, pamuk i¢inde bulunan
boyut ajant ve dogal, seliilozik olmayan materyaller uzaklagtirilmalidir. Amilaz
enzimlerinin kesfinden Once, nisasta tabanli boyut ajanlarini uzaklastirmanin tek yolu
yiiksek sicakliklarda kostik soda (% 3-6 sodyum hidroksit ¢ozeltisi) ile muamele
etmekti. Buna ragmen nisastanin uzaklastirilmasinda kimyasal muamele tamamen
etkili olmamakta, pamuk liflerinin degredasyonu sonucunda pamugun dogal
yumusak kumas yapisi da zarar gérmekteydi. Boyut ajanlarinin uzaklastirilmasi igin
amilaz, seliilaz, lipaz ve diger hemiseliilotik enzimler ile birlikte pektinaz gibi
enzimlerin kullanilmasi, tekstil endiistrisinde zararli kimyasallarin kullanilmasin
azaltmaktadir, sonugta atik kimyasallarin ¢evreye atilmasi azalmakta, hem tekstil
iscileri i¢in ¢alisma kosullar1 daha glivenli hale gelmekte hem de kumasin kalitesi

artmaktadir (Hoondal vd., 2002).

Pamuk lifleri liimen, birincil ve ikincil duvar igermektedir. Yag, mum, protein,
pektin, dogal renk maddeleri, mineraller, suda ¢6zilinebilen bilesikler gibi seliillozik
olmayan safsizliklar -birincil duvarin selillozik matriksi iginde bol miktarda

bulunurlar, ikincil duvarda daha az miktarda bulunurlar- giiclii sekilde pamuk
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fiberlerinin beyazligim1 ve su emiciligini sinirlarlar (Buschle-Diller, 2001). Pektin
giiclii biyolojik yapiskana benzer; daha c¢ok suda c¢oziinmeyen pektin tuzlari,
proteinleri ve mumlar1 baglama gorevi gorerek fiberlerin koruyucu bariyerini
olusturur. Bu bariyerlerin miktar1 ve bilesimi yetisme kosullarina, iklimsel faktorlere,
pamuk cesitliligine gore degisir. Buna ek olarak ¢ekirdegi kaplayan materyaller ve
olgunlagmamis pamugun nep (lif diiglimciigli) icermesi durumunda boyanamama
gibi ciddi problemler ortaya ¢ikar. Pamugun temizlenmesi, geleneksel olarak yiiksek
sicakliklarda kostik alkalin cozeltisi (% 3-6 sodyum hidroksit ¢ozeltisi) ile
gerceklestirilir. Buna ragmen safsizliklarin etkili sekilde uzaklagtirilmasinda,
prosesin tamamlanmasi i¢in durulamada kullanilmak iizere yiiksek miktarda suya ve
enerjiye ihtiyag¢ vardir ve atik tirlinler ¢evreye zarar vermektedir. Suyun asir1 sekilde
kullanilmast da maliyeti yiikseltmektedir. Bu yiizden pamuk isleme proseslerinde
etkin fiyatli, ¢evreye zarari az olan yeni, etkili stratejiler gelistirmeye ihtiyag
duyulmaktadir. Selilloz yikiminin negatif yan etkisi olmadan iyi sekilde su
sogurmasinit basarmak i¢in pektinazlar gibi enzimler tarafindan gerceklestirilen
hidroliz ile prosese destek saglanmaktadir. Bu proses biyo-yikama olarak
adlandirilmaktadir. Biyo-yikama seliilozik olmayan safsizliklart spesifik enzimlerle
muamale etme fikrine dayanmaktadir. Ornegin pektinazlar pektinik maddelerin
bozunmasi i¢in, proteazlar proteinler icin, lipazlar yaglar i¢in kullanilir.
Biyoyikamada enzim kullanimi enerji tasarrufuna ek olarak, ¢evre dostudur. Biyo-
yikamada kullanilan enzimler selilloz omurgasini etkilemez, liflerin zarar gérmesini

bliyiik derecede engeller (Hoondal vd., 2002).

Bitki liflerinin zamksizlastirilmasi

Zamksizlastirma, bitki dokusunu daha yumusak ve parlak hale getirmek icin
degumming (zamksizlastirma) denilen isleme tabii tutmadir. Serisin suda
¢oziinebilen yapiskan ozellikte, protein yapidaki makromolekiildiir. Fibroin ise life
oryante olmus proteindir. Serisin, fibroinin etrafin1 yapiskan yapisi sayesinde
sarmaktadir ve boylece bitki, ipek liflerini bir arada tutmaktadir. Ham ipek liflerinde

bulunan yag, anorganik maddeler ve boyarmaddelerin tamamina yakin bir kismi
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fibroini saran serisin tabakasinda bulunmaktadir. Bu nedenle serisini uzaklastirilan

lifler bu yabanci maddelerden arinmis olurlar (Duran vd., 2003).

Pektinolitik enzimlerin en ¢ok kullanildig1 yer kenevir, ¢in keneviri, hint keneviri,
keten ve kendir gibi bitki fiberlerinin zamksizlastirilmasidir (Bruhlmann, vd., 1994).

Enzimatik proses sonucunda fibere hi¢bir zarar verilmemektedir; bunun yani sira
enerji tasarrufu saglanmakta ve proses gevreye zarar vermemektedir (Gurucharanam

ve Deshpande, 1986).

Bitki liflerinin havuzlanmasi

Keten lifleri yliksek oranda seliiloz, hemiseliilloz ve pektin igerir. Havuzlama
sirasinda pektinolitik ve hemi-seliilozik yapilar uzaklastirilmaktadir. Havuzlama
isleminin amaci, seliiloz liflerini, onlar1 g¢evreleyen dokulardan ayirarak, serbest
kalmasini saglamaktir. Bu islem, mikroorganizmalarin bitki gévdesinin i¢ine niifuz
etmesiyle ya da enzimatik islemler ile lif yigmlarin1 birbirine baglayan pektik

maddeleri, suda ¢6ziinebilen basit bilesiklere doniistiirerek yapilir (Pallesen, 1996).

Havuzlama ¢igde, durgun suda, akarsuda, sicak suda, Kimyasal olarak ya da
enzimatik olarak yapilabilmektedir (Korlii ve Bozaci, 2006). Anaerobik bakterilerle
fermantasyon esasina dayanan suda havuzlama, yiiksek lif kalitesi vermesine karsin,
kabul edilemez cevresel atiklara sebep oldugu igin, batili {ilkelerde yillarca 6nce
vazgecilmistir (Korlii ve Bozaci, 2006).

Cigde havuzlama, aerobik mantarlar ile agik alanda bekletilerek yapilmaktadir. Bu
yontem batili iilkelerde tercih edilmekte ve bircok keten lifi bu sekilde

uretilmektedir.

Ancak ¢igde havuzlama;

o Havuzlama i¢in uygun nemi ve sicakligi olan belli cografik bolgelere
bagimlilik

o Suda havuzlamaya gore daha kaba ve diisiik kaliteli liflerin eldesi

. Lif 6zelliklerindeki tutarliligin azalmasi
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o Tarim alanlarii1  haftalarca mesgul etmek gibi dezavantajlara sahip

oldugundan havuzlama, halen keten lifinin tiretimi igin biiylik bir problemdir (Korlii

ve Bozaci, 2006).

Fiberleri ayirmak ve pektini elimine etmek i¢in Hint keneviri ve Kketenin
havuzlanmasinda pektinazlar kullanilir. Béylece daha yiiksek verim ve daha az

cevresel kirlilikle endiistriyel proses tamamlanmis olur (Hoondal vd., 2002).

Pektik atik sulara 6n muamele

Geleneksel olarak, pektik maddeleri igeren sitrus (turunggiller) prosesinden elde
edilen atik sularin muamelesi birden fazla basamakta gerceklestirilir. Bunlar fiziksel
olarak suyun uzaklastirilmasi, piiskiirterek sulama, kimyasal pihtilasma, dogrudan
aktive edilmis ¢amura muamele ve kimyasal hidrolizden olusur. Kimyasal hidroliz
metan olusumuna sebep olur. Burada, muamelenin yiiksek fiyatli olmasi,
kimyasallarin kullaniminda g¢evresel kirliligine ek olarak uzun muamele siiresi gibi
bir¢cok dezavantaj s6z konusudur. Atik sulardan secici bir sekilde pektik maddeleri
uzaklastirmak icin alternatif, ucuz, cevre dostu metotlar bakteriden elde edilen
pektinazlarin - kullanimidir. Gida prosesleri endiistrisinde, pektik atik sulara
muamelede alkalin pektinazlar ve alkolofilik pektinolitik mikroorganizmalarin
kullanilmasi pektinli materyallerin uzaklastirilmasinda faydalidir (Horikoshi, 1990).
Alkolofilik Bacillus sp. GIR 62’dan elde edilen ekstraseliiler endopektat liyazin (opt.
aktivite pH 10,0) endiistriyel atik sulardan pektik maddelerin uzaklastirilmasinda
etkili sekilde kullanildig1 belirtilmistir (Tanabe, vd., 1987).

Kiimes hayvanlarinin yemleri

Hayvan yemlerinde ¢esitli enzimlerin kullanilmasiyla ilgili arastirmalar 1980’lerin
baslarinda gerceklestirilmistir. Ilk ticari basari, arpa igerikli yemlere B-glukanaz
eklenmesiyle gergeklestirilmistir. Bunun ardindan enzimler bugday igerikli yemlerde
de denenmis ve bu durumda en etkili enzimin ksilanaz oldugu belirlenmistir.

Genellikle yem enzim preperatlar1 glukanaz, ksilanaz, proteinaz, pektinaz, amilaz
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multienzim kokteylini igerir (Hoondal, vd., 2002). Yeme enzim eklenmesi
viskoziteyi azaltir; bu, besinlerin absorpsiyonunun artmasimi saglar. Boylece

hayvanin viiciit agirlig1 artar ve kemikleri gii¢lenir (Petersen, 2001).

Viriislerin saflagtirilmasi

Viriis saflastirilmasiyla ilgili elde edilen bilgiler oldukga kisitlidir. Viriislerin ¢ok saf
preperatlar1 kimyasal, fiziksel ve diger biyolojik yontemlerle elde edilmektedir.
Bitkide enfeksiyon yapan birgok virlise bircok saflagtirma prosediirii
uygulanabilmektedir. Buna ragmen virlisiin ¢esidine gore cok farkli saflastirma
prosediirleri mevcuttur. Bu durumlarda viriis floeme gizlenir, seliilaz, alkalin
pektinazlar gibi belli enzimler dokudan viriisiin serbest birakilmasinda kullanilabilir

(Hoondal vd., 2002).

Yag ekstraksiyonu

Limon yag1 gibi sitrus yaglar1 pektinazlarla ekstrakte edilebilir. Bitki hiicre duvarini
parcalayan enzim preperatlari zeytinyagi prepertlarinda da kullanilmaya baglanmistir.
Zeytinin ezilmesi sirasinda enzimler eklenir, arka arkaya ayirma islemleri ile yagin

kolaylikla uzaklastirilmasi saglanir (Scott, 1978).

Meyve suyu endiistrisinde asidik pektinazlarin endiistriyel ve biyoteknolojik

uygulamalar

Pektik maddeler meyve suyunun kararlilik, bulaniklik ve gériiniimiinden sorumludur
(Borrego, vd., 1989). Pektik maddelerin meyve suyunda bulunmasit meyve suyunun
viskozitesinde dikkate deger bir artisa sebep olmaktadir. Bu yiizden pektik maddeler
prosesin filtrasyonuna ve ardindan konsantre edilmesine engel olur (Serra, vd.,

1992).

Pektik enzimler, meyve suyunun veriminin arttirilmasinda ve berraklastirilmasinda

uzun sliredir kullanilmaktadir. Pektik enzimler tek basina géz Onilinde
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bulunduruldugunda Diinya’daki gida enzim {iretiminin 4’te birini olusturmaktadir

(Rombouts, vd., 1980 ).

Meyve suyu berraklastirilma islemlerinde; filtrasyonu kolaylagtirmaya ve bulaniklig
gidermeye ihtiya¢ duyulur; bu pektik enzimlerin en eski kullanimlarindan birisidir
(Rombouts vd., 1980 ).

Coziinmeyen parcaciklar (pektik maddeler) meyve sularinin berraklastirilmasinda
sorun yaratir. Pektik enzimlerin eklenmesi, ¢okelmeye sebep oldugu kadar
viskozitede hizli diismeye de sebep olur. Bdylece bu parcaciklarin ¢dokme veya

stizme ile ayrilmasi kolaylasir (Alkorta, vd. 1996)

Meyve suyu proseslerinde, pektik enzimlerin diger dnemli uygulamasi da meyve
suyu ekstraksiyonundaki roliidiir. Pektinin bu enzimlerle bir kere daha degredasyonu
preslemeyi kolaylastirir ve yiiksek verim saglar. Kus iizimii, ahududu ve siyah kiraz
gibi yumusak meyveler ezildikten sonra, bu ham meyve sulari ¢cok viskozdur ve

kalan katilar1 meyve suyundan ayirmak ¢ok zordur (Sakai, T., vd. 1993).
Pektik enzimlerin aktivitesi ile meyve suyunun viskozitesi disiiriiliir ve bdylece

presleme ile meyve suyunun ekstrakte edilmesine olanak saglanir (Alkorta, vd,

1997).
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2. KAYNAK OZETLERI

Pektin liyaz (E.C. 4.2.2.10) enziminin sistematik adi endopolimetil-D-
galaktoziduronat liyazdir. Pektin liyaz, pektin polimerini dogrudan B-eliminasyon
mekanizmasiyla degrede ederek 4,5-doymamis oligogalakturonid olusturur (Yadav

vd., 2009). Asagida enzimin katalizledigi reaksiyon goriilmektedir.

CO0D R I
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OH
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COOR COOR
o
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OH OH R
OH nf
H OH
Falktin
E=H, M=

Sekil 3.1. Pektin liyaz enziminin katalizledig reaksiyon (Herron vd., 2000)

Pektin liyazlar, meyve suyu ve tekstil endistrisinde yaygin uygulama alanlarina
sahiptir (Yadav vd., 2009). Pektin liyazlarin, bu uygulama alanlarinda kullanim
verimini arttirmak i¢in c¢alismalar yapilmistir. Bu c¢aligmalardan bazilar1 asagida

anlatilmaktadir:

Aspergillus niger NCIM 548 tarafindan iiretilen pektinolitik enzimler kullanilarak

pektik maddelerin enzimatik hidrolizi i¢in reaksiyon kosullari optimize edilmistir.
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Response surface metadoloji ( cevap ylizeyleri yontemi) ve central composite dizayn
(merkezi karma tasarimi) yontemleri kullanilarak reaksiyon parametreleri optimize
edilmistir. Pektin, polimetilgalakturonaz ve pektin liyaz igin substrat olarak
kullanilirken;  poligalakturonik asit, poligalakturonaz i¢in substrat olarak
kullanilmistir. Maksimum hidroliz i¢in reaktiflerin hacim oranlar1 belirlenmistir.
Polimetilgalakturonaz igin optimum substrat ve enzim miktari sirasiyla 0.2 cm® ve
0.074 cm®; poligalakturonaz i¢in 0.4 cm® ve 0.086 cm?®. Pektin liyaz i¢in 0.63 cm® ve
0,7 cm® olarak bulunmustur. Optimum pH ve sicaklik polimetilgalakturonaz i¢in
sirastyla 5,3 ve 30 °C; poligalakturonaz icin 6,6 ve 26 °C; pektin liyaz i¢in 4,8 ve 35
°C olarak bulunmustur. Optimize edilmis kosullar altindaki enzim aktivitesinin,

optimize edilmeyen kosullardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Naidu ve Panda,

1999).

Ticari pektinaz olan Pectinex Ultra SP-L’nin kinetik 6zellikleri batch (kesikli)
reaktorde c¢alisilmistir. Enzim preperatinin pektolitik aktivitesini belirlemek icin
enzimatik deneylerle, pektin ¢ozeltisinin viskozitesindeki degisim takip edilmistir.
Pectinex Ultra SP-L’nin pektolitik aktivitesi pH 3,5’ta 35 °C’de 6l¢iilmiis ve 0,025
pektin % (w/v)/sn/enzim % v/v olarak bulunmustur. Enzim preparatinin Michaelis-
Menten sabiti (Ky,) 1,137 % (w/v) pektin olarak bulunmustur. Reaksiyon hizinin
sicakliga bagimliliginin Arrhenius denklemine uydugu belirlenmistir. Ticari enzim
tarafindan katalizlenen biyokimyasal reaksiyonun aktivasyon enerjisi 9,316 kkal.

mol™ olarak bulunmustur (Mutlu vd., 1999).

%1 (w/v) bugday kepegi ile desteklenen Horikoshi ortamindan izole edilen
Streptomyces QG-11-3’iin, seliilaz icermeyen termokararl ksilanaz (96 TU mL™t) ve
pektinaz (46 IU mL™ ) iirettigi rapor edilmistir. Karbon kaynag: olarak ksilanaz
iiretimi ic¢in piring tercih edilmistir; pektinaz {iretimi i¢inse pamuk cekirdegi ve
pektin tercih edilmistir. Kismi olarak saflagtirilmis ksilanaz ve pektinazin 60 °C’de
optimum olarak aktif oldugu belirlenmistir. Iki enzimin 50 °C’de 24 sa’ten daha
fazla %100 kararli oldugu bulunmustur. Ksilanaz ve pektinazin 70, 75, 80 °C’de yar1
Omiirleri sirasiyla 90, 75, 9 dk ve 90, 53, 7 dk olarak belirlenmistir. Ksilanaz ve

pektinaz i¢in 60 °C’de optimum pH degerleri sirasiyla 8,6 ve 3,0 olarak bulunmustur.
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Ksilanaz ve pektinaz genis bir pH araliginda sirasiyla 5,4’ten 9,4’e kadar ve 2,0’dan
9,0’a kadar kararlidir ve bu genis aralikta enzimlerin aktivitesinin % 85’inden daha

fazlasini alikoydugu bulunmustur (Beg vd., 2000).

Bir diger ¢alisma havug piiresine immobilize enzimle muameleyi i¢ermektedir.
Piireye enzimatik muamele, meyve ve sebzelerden daha fazla meyve ve sebze suyu
elde etmek i¢in kullanilan modern bir prosestir. Bu teknige gore hiicre duvarindaki
ve orta lameldeki pektin, pektinaz ile degrede edilir. Bu teknik meyve suyu veriminin
% 20 artmas1 ve presleme kapasitesinin artmasinin yani sira iriiniin kuru madde
karoten igeriginin artmasi lizerine de pozitif etkiye sahiptir. Bu ¢aligmada amag
Pectinex Ultra SP-L adiyla bilinen immobilize ticari pektinazin aktivitesinin ve
tekrar kullamlabilirliginin arastirilmasidir. Immobilize enzimin pektinaz aktivitesi,
pH 4,5 35 °C’de pektin ¢ozeltisinin viskozitesindeki azalmayla belirlenmistir. 1,252
pektin (% w/v)/s mL olarak bulunmustur. 9 tekrardan sonra aktivite kayb1 sadece %
20 olarak belirlenmistir. Optimum baslangi¢ enzim konsantrasyonu, pektin
cozeltisindeki en yiiksek pektinaz aktivitesinin Olclilmesiyle % 6 (v/v) olarak
bulunmustur. Immobilize enzim havug piiresinin igine pH 4,5 35 °C’de ¢oziinen ve
¢dziinmeyen pektin polisakkaritlerini degrede etmek igin katilir. Immobilize enzimim
aktivitesi pH, kuru madde igerigi ve havug piiresinin viskozitesinin Slgiilmesiyle
belirlenmigtir. 60 dk inkiibasyondan sonra, immobilize enzim preperati havug
piiresinin viskozitesini 90’dan 6,5 Puaza (g.cm™.s™) diisirmektedir. Polisakkarit
degredasyonundan 6tiirli havug pliresinin viskozitesi ve pH’1 azalirken, kuru madde
icerigi ve total verimin arttifi belirlenmistir. Havu¢ suyunun enzimik olmayan
prosesinden elde edilen verim ile ilgili ortalama verim artis1 % 30.23’tiir. Immobilize
enzim yukarida tanimlanan kosullar altinda havu¢ piiresi ortaminda 5 kez
kullanilabilmektedir ve aktivite kaybr sadece % 6,5’tur. Immobilize enzimin

aktivitesinin ise oldukga kararli oldugu rapor edilmistir (Demir vd., 2000).

Ciurtimiis sebzelerden izole edilen 5 Bacillus susu bugday kepegi ortaminda
yetistirilerek, = ham  enzimatik  ¢ozeltide  endo-poligalakturonaz,  ekzo-
poligalakturonaz, pektin liyaz aktivitesi elde edilmistir. Tiim enzimlerde en yiiksek

aktivite, fermantasyon 28 °C’de gergeklestirildiginde elde edilmistir. En yiiksek
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aktivite degerleri ekzo-poligalakturonaz i¢in 120 saat inkiibasyondan sonra, endo-
poligalakturonaz ve pektin liyaz iginse 48 saat inkiibasyondan sonra elde edilmistir.
Meyve ve sebzelere enzimatik muamele ile yiiksek meyve suyu ekstraksiyonu ve iyi

presleme 6zelliklerine sahip pulp elde edilmistir (Soares vd., 2001).

Golden elma suyu; askorbik asit, izo askorbik asit, L-sistein, sorbik asit, benzoik asit,
sinnamik asit, B-siklodekstrin olarak seg¢ilen kahverengilesmeyi Onleyici ajanlar
varliginda, enzimik kahverengilesmeye tabi tutulmustur. Elma suyundaki enzimik
kahverengilesmenin inhibisyonu i¢in kahverengilesmeyi onleyici ajanlarin etkisi, 25
+ 1 °C’de, 1 giinliikk saklama periyodunda renk ve enzim aktivitesi cinsinden
belirlenmistir. En etkili ajanlar L-sistein, sinnamik asit, askorbik asit olarak
belirlenmistir. Enzimik kahverengilesmenin kontrolii igin L-sistein, sinnamik asit,
askorbik asit kombinasyonunun etkisi response surface metadoloji (cevap yiizeyleri
yontemi) metodu ile belirlemistir. Bilesiklerin tek basina yaptiklar1 etkiden ziyade,
bu ii¢ bilesigin kombinasyonu daha iyi sonuglar vermistir. Bulanik elma suyu i¢in, ii¢
bilesik kombine edildiginde optimum derisimler askorbik asit i¢in 0,49 mM, L-
sistein igin 0,42 mM ve sinnamik asit i¢in 0,05 mM olarak belirlenmistir (Ozoglu ve

Bayindirli, 2001).

PMG, PG, PL gibi pektinolitik enzimler pH ve sicakligin degisik sekillerinde
deaktive edilebilmektedir. Deaktivasyon kinetikleri 1. mertebedendir ve
deaktivasyon hiz sabitleri PMG i¢in 23 °C, pH 2,2; PG i¢in 28 °C, pH 4,8; PL icin de
29 °C, pH 3.9 olarak bulunmugstur. AG*, AH*, AS* gibi termodinamik parametreler
ve aktivasyon enerjileri ham enzim ekstraktlart ve kismi olarak saflastirilmig
enzimler i¢in degerlendirilmistir. 3 enzim igin de entropi degerleri negatif olarak
bulunmustur. Kismi olarak saflastirilmis enzimin ham enzimden daha az kararli
oldugu belirlenmistir. Deaktivasyon {izerine, enzimler arasindaki etkilesim ve
BSA’nin etkisi de c¢aligilmistir. Deaktivasyon {izerine pektinolitik enzimlerin

etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmistir (Naidu ve Panda, 2003).

Karisik karbon kaynaklarini iceren (musir, glikoz) yetistirilme ortaminin glikoz

iceriginin, pektolitik enzimlerin sentezini 6nemli derecede etkiledigi belirlenmistir.
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Glikoz fermentasyonda gerekli bir bilesendir, ortamin glikoz derisimi Onemli
derecede diisiik oldugunda, pektolitik enzimlerin sentezi ikinci karbon kaynagi olan
misirdan 6nemli derecede etkilenmektedir. Yapilan ¢alismalar da glikoz derisimi 5
g/L’nin {lizerinde oldugunda poligalakturonaz ve polimetilgalakturonaz sentezi
azalmakta, pektin liyaz sentezi ise bu durumdan etkilenmemektedir. In vitro
calismalar, iki pektin hidrolazin inhibisyonunun tersinir ve yarismali oldugunu ortaya
¢ikarmaktadir. Bu c¢alismanin sonuglari Aspergillus niger NCIM 548’de musir
tarafindan pektolitik enzimlerin indiiklendigini gostermektedir (Panda vd., 2004).

Amasya elmasindan elde edilen bulanik elma meyve suyunda, enzimatik
kahverengilesme iizerine, kahverengilesmeyi Onleyici ajanlarin etkisi, renk degisimi
yoluyla karsilagtirilmistir. Bu amagla meyve suyunda (0-4 mM), farkh
konsantrasyonlarda L-sistein, kojik asit ve 4-hekzilrezorsinol kullanilmigtir. Bunlarin
etkili inhibit6rler oldugu bulunmustur. L-sistein, kojik asit ve 4-hekzilrezorsinol,
enzimatik kahverengilesmenin kontrolii i¢cin de denenmistir. Bulanik elma suyunda
3,96 mM L-sistein, 2,78 mM kojik asit ve 2,34 mM 4-hekzilrezorsinol
kombinasyonunun, 24 saatlik saklama periyodu sonunda %89,2 inhibisyon gosterdigi
bulunmustur. L-sisteinin kahverengilesmeyi Onleyici en Onemli ajan oldugu
belirlenmistir.  Kojik asit ve 4-hekzilrezorsinol etkilesiminin, enzimatik
kahverengilesmenin inhibisyonu {izerine pozitif etki gosterdigi bulunmustur

(Iyidogan ve Bayindirli, 2004).

Sarap endiistrisindeki ana atik olan iiziim posasi ile ilgili ¢aligmada; Aspergillus
awamori kullanilarak hidrolitik enzimlerin (seliilazlar, ksilanazlar, pektinazlar) kati
besi ortaminda iiretimi denenmistir. Petri kaplarindaki bu dogal besinle desteklenen
sporlar, 7 giin statik kosullar altinda inkiibe edilerek, farkli zaman araliklarinda elde
edilen enzim ekstraktlar1 analiz edilmistir. Enzim analiz sonuglari, {iziim posasinin

kat1 besi ortaminda kullanilan diger tipik substratlar ile yarisabilecegini gostermistir
(Botella vd., 2005).

Tek karbon kaynagi olarak pektini kullanip, pektin liyaz ve pektat liyaz iireten

Debaryomyces nepalensis isimli maya izole edilmistirr Bu mayanin irettigi
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enzimlerin aktivitesini etkileyen parametreler 2 sekilde kategorize edilmektedir:
Kimyasal (substrat ve enzim miktar1) ve fiziksel ( reaksiyon karigiminin pH’s1 ve
inkiibasyon sicakligl). Central composite dizayn (merkezi karma tasarimi) metodu
kullanilarak pektin liyaz ve pektat liyaz {izerine bu fiziksel ve kimyasal
parametrelerin etkisi incelenmistir. Pektin liyaz igin optimum substrat ve enzim
miktari sirastyla 545 pL ( yaklasik olarak 1g/L pektin) ve 123 pL; pektat liyaz i¢inse
707 uL (1.1 g/L poligalakturonik asit) ve 96 uL olarak bulunmustur. Reaksiyon i¢in
optimum pH ve sicaklik, pektin liyaz i¢in sirasiyla 6,4 ve 35 °C; pektat liyaz iginse
7,5 ve 32 °C’dir. Optimizasyondan sonra pektin liyaz ve pektat liyaz aktivitesi

strastyla 1,3 ve 1,4 kat artmistir (Gummadi ve Kumar, 2006).

Yeni tasarlanan bir metod ile enzim immobilizasyon bolgelerinin lokalizasyonu ve
polimerik kapiler membran reaktérde enzimin katalitik aktivitesinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu kullanislt yeni metot sayesinde, klasik enzim aktivite deneyleri ile
Western Blot teknigi birlestirilmistir. Bdylece 151k mikroskobunda yiiksek
biliylitmelerden ziyade daha diisiik biiyiitmelerde de kolaylikla sonu¢ elde
edilebilmektedir. Zeytinden elde edilen [-glikozidaz, enzim modeli olarak
secilmistir. Ciinkli bu model yiyecek, biyoteknoloji ve tibbi iirlinlerde yaygin sekilde
kullanilmaktadir ve ¢éziinmeyen boyalarda bulunan sentetik substrat 5-brom-4-klor-
3-indol-B-D-glukopiranozide karst aktivite gostermektedir. Enzim, 30 kDa
boyutundaki polisiilfon membranlar igine fiziksel olarak immobilize edilmis ve
sentetik substratin immobilize enzim bdlgelerinde ve enzim aktivitesinde, uygun

lokalizasyonu belirlenmistir (Mazzuca vd., 2006).

Aspergillus niger kullanilarak tohum vermeyen aygiceginden, sivi ve kati besi ortam
kosullarinda pektinaz {iretimi gerceklestirilmistir. Aspergillusun 2 susu olan
Aspergillus MF 27 ve Aspergillus DMF 45 pektinaz iiretim yetenegine ve pektoliziz
katsayis1 temeline dayali olan ¢ok basamakli goriintiileme teknikleri (multi-step
screening techniques) kullanilarak izole edilmistir. Aspergillusun DMF 27 susu sivi
besi ortaminda enzim iiretimi i¢in, DMF 45 susu’da kati besi ortaminda enzim
tretimi i¢in kullanilmistir. Bu besi ortamlarinda maksimum pektinaz {iretimini

basarmak i¢in ekim boyutu, pH, sicaklik, pargacik biiyiikliigli, nem igerigi gibi proses
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degiskenleri optimize edilmistir. Stvi besi ortami i¢in optimum ekim boyutu 1x10°
ml™; kat1 besi ortamu i¢inse 1x10” dir. Kat1 besi ortaminda maksimum pektinaz
liretimi i¢in substratin parcacik biiyiikliigii 500 pm ve substratin nem igerigi % 65
olarak belirlenmistir. Optimum kosullar altinda kat1 besi ortaminda maksimum ekzo-
pektinaz iiretimi 34,2 U/g; siv1 besi ortaminda 12,6 U/mL olarak bulunmustur (Patil
ve Dayanand, 2006).

Ciirtimiis elmadan izole edilen Debaryomyces nepalensis NCYC 3413’in yiiksek tuz
ortamlarindaki halotolerans1 (asir1 tuza dayaniklilik) ve gelisimi Saccharomyces
cerevisiae ile karsilastirilmistir. D. Nepalensis'in spesifik gelisim hizi 1 M
konsantrasyonunda olsa bile KCI’den etkilenmemekteyken, NaCl ve LiCl tuzlarinin
derisimi D. Nepalensis’in biiylimesini etkilemektedir. Denenen tiim tuzlar arasinda
LiCl'iin biiyiimeye maksimum inhibisyon etki gosterdigi bulunmustur. Tim
kosullarda, D. Nepalensis’in halotoleransi S. Cerevisiae 'dan ¢ok daha yiiksek olarak
belirlenmistir. D. Nepalensis KCl ortaminda ile biiyiitiildigii zaman maksimum
yagsama giicii % 80-100°diir ve bu deger NaCl ve LiCl ortaminda yetistirilmesinden
daha yiiksektir. D. Nepalensi’in 2 M NaCl, 2 M KCl ve 0,5 M LiCl gibi tiim yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda pektinaz {iretebildigi ve 2 M NaCl ortaminda

biiyiitiildiiglinde maksimum spesifik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Gummadi

vd., 2007).

Aspergillus flavus MTCC 75892°den izole edilen alkali pektin liyaz, amonyum siilfat
¢oktiirmesi, DEAE-seliiloz anyon degisim kromotografisi ve Sephadex G-100 jel
filtrasyon kromotografisi yontemleri ile saflastirilmistir. Enzim i¢in optimum pH ve
sicaklik sirasiyla 8.0 ve 50 °C olarak bulunmustur. pH 4-10 aralifinda 24 saat
boyunca enzimin kararli kalabildigi belirlenmistir. Enzim 1 saat boyunca 50°C’nin
tizerindeki sicakliklara maruz birakildiginda, enzimin aktivitesini kaybetmedigi
belirlenmigtir. 0,1-2,0 M arasinda amonyum siilfat eklenmesinin enzimin termo
kararliligmi arttirdigi, 60 ve 70 °C’de swrasiyla 0,6 ve 1,8 M amonyum siilfat
eklenmesi enzim kararliliginin tamamlanmasini sagladigi belirlenmektedir. Enzimin

Km ve Kcat degerleri sirasiyla 0,59 mg/mL ve 52,2 st olarak bulunmustur. Enzimin
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molekiil agirhigr 38 01 kDa olarak belirlenmistir. Saflastirilan enzimin Crotalaria

juncea liflerinin havuzlanmasinda etki gosterdigi belirlenmistir (Yadav vd., 2008).

Bir diger ¢alismada fermantasyon teknolojisinin temeli olan biyoreaktorlerde, sivi
besi ortami hazirlanmistir. Bu sivi besi ortaminda farkli suslar ve farkli substratlar
kullanilarak, farkli fermantasyon siireleri denenerek pektinaz iiretimi ve en yliksek

verimde pektinaz eldesi i¢in ¢alisma yapilmistir (Khairnar vd., 2009).

Bir diger ¢alisma meyve sularmin berraklastirilmasi iizerinedir. Endiistriyel olarak
meyve suyunun berraklastirilmasi, enzimatik olarak pektinin uzaklastirilmasi, jelatin-
silika sol ve / veya bentonit muamelelerinin birlestirilmesiyle gergeklestirilir.
Jelatin-silika sol muamelesi ¢ok yavastir ve meyve suyu elde etmek i¢in genis
kapsamli proseslere ihtiya¢ duyar. Jelatin-silika sol prosesine alternatif olarak,
endustriyel olarak preslenmis kiraz suyunun enzimatik olarak berraklastirilmasinda,
Aspergillus spp ‘den elde edilen proteaz, Enzeco, Pectinex Smash, pektinazin etkisi
2*7 faktoriyel tasarim metodu kullanilarak degerlendirilmistir. 27 faktériyel tasarim
da gallik asit, tannik asit faktor; bulaniklik, protein, pektin ve fenolik bilesikler yanit
(response) olarak kullanilmistir. Alternatif berraklastirma iglemlerinin etkisi, belirli
berraklastirma islemleri (ani bulaniklik) ve 14 giin sogukta saklama islemlerinden (
bulanikligin gelismesi) meydana gelir. Proteazla muamele, anlik bulaniklikta 6nemli
derecede azalma gosterirken, hemen ardindan yapilan sogukta saklama islemi
lizerine diisiik berraklastirma etkisi gostermistir. Bunun zitti olarak, pektinaz
eklenmesi anlik bulanikligin azalmasi iizerine zayif etki gosterirken, saklama
sirasindaki  bulamikligin  azalmasindaki (bulaniklifin gelismesi) etkisi yiiksektir.
Fenolik asitlerin, pektinaz veya proteaz ile birlikte eklenmesinin bulanikligin
azalmasima katki sagladigi belirtilmistir. Buna ragmen gallik asit ve tannik asitin
birlikte eklenmesinin bulaniklik olusumunun artisina sebep oldugu belirlenmistir.
Yapilan bu calismada kiraz sularinda soguk ortamda anlik bulanikligin goriilmesinin
sebebinin proteinlerden kaynaklandig1 ve kiraz sularinda soguk ortamda bulanikligin
gelismesinin sebebinin ise pektinlerden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Pinelo vd.,

2010).
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Bir baska g¢alisma, pektince zengin olan patates pulpundan elde edilen besinsel
fiberler {izerinedir. Patates pulpu endiistriyel patates nigastasi tiretiminden olusan,
yiiksek hacimli triindiir. Patates pulpunun yumru kokii bitki hiicre duvart materyali
igerir, bu da pektince zengindir, 6zellikle de ramnogalakturonan I ile dallanmig
pektin mevcuttur. Bu pektinin besinsel fiber olarak iimit verici 6zelliklere sahip
oldugu daha onceki calismalarda belirlenmistir. Bu calismadaki amagta patates
pulpundan ¢o6ziinebilen besinsel fiberleri tek basamakli muamele prosediiriiyle elde
etmek ve bu fiberlerin prebiotik potansiyellerini degerlendirmektir. Istatistik olarak
tasarlanan deneyler ile enzim katalizli ¢6ziinme {izerine; enzim tipinin, dozunun,
substrat seviyesinin, inkiibasyon siiresinin ve sicakligin etkisi degerlendirilmistir.
Burada Aspergillus aculeatus’dan elde edilen poligalakturonaz ve Aspergillus
nidulans’tan elde edilen pektin liyaz ile pH 6,0’da, 60 °C’de c¢alismalar
gercgeklestirilmistir (Thomassen, 2011).

Brezilya topraklarindan ve ¢iiriimiis bitkilerden toplanan funguslar pektinaz iiretimi
icin goriintiilenmistir. R. microsporus var. Rhizopodiformi’in en iyi enzim ireticisi
oldugu belirlendigi i¢in ¢esitli besinsel ve ¢evresel kosullar altinda pektik enzimlerin
tiretimi agisindan degerlendirilmistir. 28 karbon kaynagi ile desteklenmis ortamda 40
°C’de pektinaz iiretimi calisilmistir. Seker kamisi posasi, bugday unu, misir kogani
gibi tarimsal endiistriyel atiklarin  poligalakturonaz aktivitesi {stiine etkisi
arastirilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda seker kamisi posast icin 4 kat,
bugday unu i¢in 3 kat, misir kogani i¢in 2 kat daha yiiksek PG aktivitesi elde
edilmistir. Limon kabugu igeren ortamda R. microsporus’un yiiksek derecede PG
(57,7 U/g) ve PL (88,6 U/g) iirettigi bulunmustur. PG’1n optimum sicakliginin 65 °C
oldugu ve 55 °C’de 90 dk boyunca tamamen kararli oldugu belirlenmistir. PG’1n yar1
omrii 70 °C’de 68 dk olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclar pektik enzimleri
tireten R. microsporus’un atik karbon kaynaklarimi faydali bir sekilde
kullanabildigini gostermektedir. Bu calismanin atiklarin ortadan kaldirilmasinda
cevreye faydali oldugu ve iiretim fiyatlarinin diisiiriilmesi agisindan oldukc¢a yararh

bir yontem oldugu belirlenmistir (Damasio vd., 2011).
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Laboratuarda ve ticari olarak iiretilen fungal pektinolitik preperatlarin elma, yaban
mersini ve {izim meyve sularinin berraklagtirllma prosesleri iizerine etkisi
incelenmistir. Meyve sularinin berraklastirilmasinda; kati1 besi ortaminda ve sivi besi
ortaminda sirasiyla Aspergillus niger T0005007-2 (TE1l) ve Aspergillus oryzae
IPT301 (TE2) tarafindan iiretilen 2 enzimatik ekstraktin, ticari olarak iiretilen
Pectinex Clear ve Pectinex BE Colour ile karsilagtirllmasini igcermektedir. Meyve
suyundaki 1U/mL total pektinaz aktivitesi ile reaksiyonlar 30 ve 50 °C’de; 30 ve 60
dk boyunca gergeklestirilmistir. Zamanin artmasi berraklagsmay1 gelistirirken,
sicakliktaki artisin daha iyi bir berraklagma ile baglantili olmadigi belirlenmistir.
Ticari enzimlerle karsilagtirildiginda, TEl enzim preperatinin meyve suyu

orneklerinde benzer berraklasma sonuglar1 verdigi goriilmiistiir (Sandri vd., 2011).

Ekstraseliiler pektin liyaz kati besi ortaminda Geobacillus stearothermophilus
Ah22’den elde edilmistir. Bu enzim DEAE-selilloz ile 40,8 kat saflastirilarak
karakterize edilmistir. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromotografisiyle enzimin
molekiil agirligr 36 kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin saflastirilma islemleri SDS-
PAGE ile dogrulanmistir. Enzimin optimum pH’1 6,0; optimum sicaklig1 ise 60 °C
olarak bulunmustur. 40 °C’de enzim ¢ok kararlidir. Enzimin Vs degeri 0,47 mg/ml;
K degeri 355,5 pmol/L.dk’dir. 10 mM Ca®, Cu**, Mn**, Mg®*, Zn*, Hg*", Fe*",
EDTA, L-sistein ve askorbik asitin enzim aktivitesini énemli derecede arttirdigi
bulunmustur. Saflagtirilan pektin liyaz enzimi meyve suyu iiretiminde kullanilmistir
ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda, enzimin meyve suyu verimini 6nemli

derecede arttirdig1 belirlenmistir (Demir vd., 2011).

Elma posasi kullanilarak kati besi ortaminda Aspergillus niger tarafindan pektinaz
(pektin metil esteraz) iiretimi gergeklestirilmistir. . %20-80 konsantrasyonlarinda
(NH4)2SO4 ile kismi saflastirilma yapilmistir. Saflastirilan enzimin 60 giinden daha
fazla kararli oldugu bulunmustur. Enzimin 50 °C’nin istiindeki sicakliklarda kararl
oldugu; ama 90 °C’de tamamen inaktive oldugu gozlemlenmistir. Kismi olarak
saflagtirilan enzimin pH 3,5’ta en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. Kus
lizlimii, seftali, armut, kayis1t meyve sularinin berraklastirilmast ve meyve suyu

ekstraksiyonu ic¢in de enzimin etkinligi degerlendirilmistir. Enzimatik olarak
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muamele edilmis pulplarin meyve sularinin geri kazanimi; kus tiziimiinde % 52’den
78’e; seftalide % 38’den 63’e; armutta % 60’tan 72’ye; kayisida % 50°den 80’e
yiikseldigi belirlenmistir. Enzimatik olarak ekstrakte edilmis meyve sularina pektinaz
eklenmesinin; rengi, toplam ¢oziinebilen katilari, titre edilebilir asitligi, toplam seker
miktarint 6nemli derecede arttirdigi belirlenmistir. Enzim derisiminin artmasiyla
askorbik asit icerigi etkilenmeden kalmaktadir. Ekstrakte edilen meyve sularinin tim
duyumsal degerlendirmelerine bakildiginda renkte ve berraklasmada Onemli
derecede gelisme oldugu goriilmistiir. Farkli derisimlerde enzim eklendiginde;
ekstrakte edilen meyve sularmin tadi, etkilenmeden kalmaktadir. % 2,5 enzim
derisiminin meyve sularinin ekstraksiyonu igin en ideal oldugu belirlenmistir. Buna
ragmen elma ve armut sularinin berraklastirilmas: i¢in swrasiyla % 1,0 ve 0,5

derisiminde enzim kullanilmasi optimum sonug vermektedir (Joshi vd., 2011).

Kurutulup o6giitiilmiis muz kabuklarina 6n muamele yapilmis, seliilolitik ve
pektinolitik enzimlerin kombinasyonu kullanilarak, muz kabuklar1 hidroliz edilmistir.
Seliilaz, B-glikozidaz, pektinaz konsantrasyonunun optimizasyonu ve glikoz ve
indirgeyici sekerlerin iiretimi i¢in hidroliz siiresi central composite dizayn (merkezi
karma tasarimi) yontemi ile belirlenmistir. Muz kabugundan indirgeyici seker ve
glikoz iiretiminde % 95 giliven aralifinda seliilaz ve [-glikozidaz arasindaki

etkilesimin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir (Oberoi vd., 2011).

Patates pulpu endiistriyel patates nisasta imalati sonucu olusan yiiksek hacimli
olusum iirlintidiir. Patates pulpu 0Ozellikle pektince zengindir, bu pektin de
ramnogalakturonan | ile dallanmis galaktandir. Bu g¢alismanin amaci, 1 dk
reaksiyonlar1  ile  patates pulpunda bulunan  pektinli  polisakkaritlerin
¢Oziinebilmesinde gerekli katalizleme yetenegine sahip 4 homogalakturonan degrede
edici enzimi karsilagtirmak ve karakterize etmektir. Buna ek olarak, bu calismada
patates pulpundaki bu polisakkaritlerin saliniminda selatlayic1 etkisi bulunan
tamponlarin ve pH’1n da etkisini degerlendirmek amaglanmistir. Aspergillus nidulans
ve Aspergillus niger’den elde edilen 2 tane pektin liyazin optimum pH’1 sirasiyla 8,6
ve 4.0’dir ve sicakligi > 100 °C olarak bulunmustur. Aspergillus nidulans ve

Aspergillus niger’den elde edilen 2 tane poligalakturonaz i¢in optimum sartlar pH
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4.4 ve 46 °C; pH 3.7 ve sicakligt > 80 °C olarak bulunmustur. Aspergillus
aculeatus’tan iretilen poligalakturonazin 50 °C’de sicakliga dayamikliligi diger
enzimlerden 4 - 42 kat daha fazla oldugu bulunmustur. K, ve Vmax degerleri 0,3 - 0,6
g/L ve 0,5 ve 250,5 U/mg protein aralifinda bulunmustur. Yiiksek miktarda kuru
madde salimiminda pH 6’da fosfat tamponu, Tris-asetat tamponundan daha etkilidir.
Buna ek olarak fosfat tamponunun pH 6’da, pH 4’ten daha yiiksek selatlayict etkiye
sahip oldugu bulunmustur (Thomassen vd., 2011).

Keten tohumundan yag ekstraksiyonu igin ultrasound (ses lstii dalga) destekli
enzimatik proses uygulanmistir. Keten tohumu 130 U/g hemiseliilaz, pektinaz ve
selillaz ile pH 5,0 45 °C’de 12 saat inkiibe edildiginde, % 68,’lik deger ile en yliksek
yag geri kazanimi elde edilmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) aktivite
deneyinin gergeklestirlmesiyle ultrasound destekli enzimatik proses ve organik
solvent ekstraksiyonundan (OSE) elde edilen ICsp (% 50 inhibitor derisimi) degerleri
strasiyla 2.27 mg/L ve 3.37 mg/L olarak bulunmustur. Ultrasound destekli enzimatik
proses tiirevli yagdan elde edilen doymamis yag asidi igeriginin, OSE ‘den elde
edilenden % 1.5 daha fazla oldugu bulunmustur. Bu yiizden keten tohumundan yag
eldesinde ultrasound destekli enzimatik proses metodunun g¢evre dostu ve genis

olglide timit verici oldugu belirlenmistir (Long vd., 2011).

Bir diger caligsma, pektinin degredasyonunda dnemli role sahip olan pektin liyaz (PL)
ve poligalakturonaz (PG) enzimleri tizerinedir. Yiksek seviyelerde PL ve PG iireten
Penicillium griseoroseum rekombinant susunu elde edereck, meyve suyu
endiistrisinde 6nemli role sahip olan PL ve PG enzimlerini ucuz sekilde iiretmek

hedeflenmistir (Teixeira vd., 2011).

Tarimsal atik olarak bugday kepegi kullanilarak kati besi ortaminda, yeni izole edilen
fungal sug Oidiodendron echinulatum MTCC 1356 tarafindan nétral pektin liyaz
tiretimi ¢alhisilmistir. Enzim % 30-60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi olarak
saflagtirillmis, DEAE anyon degisim ve Sephadex G-100 kolon kromotografileri ile
de saflastirilma islemlerine devam edilmistir. SDS-PAGE ve dogal PAGE ile

enzimin molekiil agirlig1 tayininde, 42 ve 47 kDa boyutlarinda 2 tane bant elde
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edilmistir. 4,5 U/mg spesifik aktivite ve % 2,25 verimle enzim 37 kat
saflastirilmistir. Sitrus pektin kullanilarak Ky, ve Vpax degerleri sirastyla 1,2 mg/ml
ve 0,36 IU/min olarak belirlenmistir. Optimum pH ve sicaklik sirasiyla 7,0 ve 50
°C’dir. Enzimin pH kararlilig1 5,0 civarinda 20 °C’de 24 sa’dir. Saflagtirilan enzimin
maksimum aktiviteyi 50 °C’nin iistiinde 30 dk siirdiirdiigii ve termal denatiirasyonu
icin aktivasyon enerjisinin 60,0 kJ/mol oldugu bulunmustur. Enzim aktivitesi iizerine
cesitli metal iyonlarinin ve protein inhibitorlerinin etkisi incelendiginde, 1 mM Ag*
ve Cu® ve KMnO, derisimlerinde enzim aktivitesinin total inhibisyonu
gerceklesmistir. Notral pektin liyazin EDTA varliginda Crotalaria juncea liflerinin

havuzlanmasinda etki gosterdigi bulunmustur (Yadav vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, sitrus pektin, maya (yeast)
ekstrakt, DEAE-Seliiloz, Sephadex G-100, TEMED Sigma-Aldrich sirketinden, etil
alkol, Na;HPO,4, NaCl, HCI Merck’ten satin alindi. Diger biitiin kimyasallar analitik

safliktaydi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Deneyde kullanilan alet ve cihazlar asagidaki gibidir:

Spektrofotometre
Otoklav

Steril kabin
Santrifiij

pH metre
Gorintuleme sistemi

Elektroforez tanki

Elektroforez gii¢ kaynagi
Peristaltik pompa

Hassas terazi

Inkiibator
Flash Kromotografi

Kromotografi Kolonlar1

: T80" UV/Vis Spectropotometer, PG Ins. Ltd.
: Niive OT 4060,

: Yerli yapim

: Hettich Zentrifugen Universal 320

: Hettich Zentrifugen Micro 120

: Niive NF 800

: Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP Meter
: DNR Bio-Imaging Systems MimiBIS Pro

: Cleaver Sientific Ltd.

: Max Fill

: Major Science

: Mrc Scientific Instruments

: Denver Instruments

: OHAUS Adventurer T

: JSR JSGI-50T

: Bio-Rad Biologic LP

: Sigma Chemical Company
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Otomatik pipetler : Eppendorf research

Calkalayici : Shel Lab Shaking Incubator
Vorteks : Dragon Lab MX-F
Saf su cihazi : Millipore Elix Milli-Q Gradient
Magnetik karistirict : Hanna Instruments HI 190M

: Wisestir MSH-20A
Su banyosu : Buchi Heating Bath B-490
Vakum pompasi : Rocker

3.1.3. Kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlanmasi

Patates dekstroz agar (PDA): 39 g PDA alindi, 1L saf suda ¢oziildii.

Fosfat tamponu (0,05 M Na;HPO,, pH 8,0): 7,098 g Na;HPO, alindi, 990 mL saf
suda ¢oziildi, 1 M HCI ile pH 8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 1000 mL’ye

tamamlanda.

Substrat ¢ozeltisi: 5 g sitrus pektin (% 0,5 (w/v)) alindi, 1000 mL 0,05 M fosfat
tamponunda (pH 8,0) ¢oziildii.

0,5 M HCI ¢ozeltisi: 500 mL saf su tizerine 41,4 mL HCI eklendi, son hacim saf su
ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Coomassie Brillant Blue G-250 renk reaktifi: 0,05 g 25 mL etil alkol i¢inde ¢6ziildii.
50 mL % 85°1lik H3PO, ¢ozeltisi katildi. Son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.
0,5 M NaCl ¢ozeltisi: 1,4625 g NaCl alindi, yikama tamponu ile son hacim 50 mL’ye

tamamlandi.
Sitrat-fosfat tamponu: 1,0507 g sitrik asit ve 0, 7098 g Na;HPOy, tartildi, 90 mL saf

su i¢inde ¢oziildi. pH 4, ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Ayni tampondan pH 5, pH 6 i¢in de hazirlandi.
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Fosfat tamponu (0,05 M Na;HPQOy4; pH 7, pH 8, pH 9): 0,7098 g Na;HPO4 tartildi, 90
mL saf su i¢inde ¢oziildi. pH 7’ye ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi. Ayni1 tampondan pH 8 ve pH 9 i¢cin de hazirland.

Karbonat tamponu (0,05 M Na,COgs; pH 9, pH 10) (Pektin liyaz enziminin optimum
pH’n1 belirlemek igin kullanilan ¢ozelti): 0, 5299 g Na,COs3 tartildi. 90 mL saf su
icinde ¢oziildi. pH 9’a (pH 10) ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Akrilamid/bis ¢ozeltisi: 29,2 g akrilamid ve 0,8 g bis behere koyuldu ve 100 mL saf

su i¢inde ¢oziildii.

Tris tamponu (1,5 M pH 8,8): 18, 15 g Tris tartildi, 90 mL saf suda ¢6ziildii. 3M HCI

ile pH 8,8’ ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi

Tris tamponu (0,5 M pH 6,8): 3 g Tris tartildi, 40 mL saf suda ¢oziildi. SM HCl ile

pH 6,8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (%10 (w/v)): 10 g SDS tartildi, 100 ml saf su iginde

¢oOziildi

Amonyum persiilfat (%10 (w/v) (Elektroforez jellerinde kullanilan polimerizasyon

baslaticisi): 0,5 g amonyum persiilfat tartild1, 5 ml saf su i¢inde ¢6ziildii.

Ornek uygulama tamponu: 2,5 mL Tris (0,5 M, pH 6,8) iizerine, 4 mL SDS (% 10
(w/v), 2 mL gliserol, 2-merkaptoetanol eklendi. 5 M HCl ile pH 6,8’e ayarlandi. Bu
¢ozeltinin tizerine 0,02 g bromfenol (% 0,2) eklendi.

Tank tamponu: 15 g Tris, 72 g glisin, 5 g SDS tartildi. 1 L saf suda ¢oziildii.

Fiksatif c¢ozeltisi: Elektroforez jelindeki proteinleri c¢oktiirmek igin kullanilan

¢ozelti): 500 mL metanol, 100 mL asetik asit, 400 mL saf su karistirilarak hazirlandi.
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Boyama ¢ozeltisi: 1 g Coomassie brillant blue R-250, 500 mL metanol iginde

¢oziildi, 100 mL asetik asit eklendi. Son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Yikama ¢ozeltisi: 125 mL metanol ve 175 mL asetik asiit karistirildi. Son hacim saf

su ile 2,2 litreye tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Bradford yontemi ile protein tayini

Bu yontemle saflagtirma kademelerinde elde edilen enzim numunelerindeki protein
miktar1 belirlendi. Bu yontem, Coomassie brillant blue (Coomassie parlak mavisi)
G-250 boyasmin farkli derisimlerdeki protein ¢ozeltilerinde degisik siddette mavi
renk ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Boyanin 6zellikle arginin
gibi bazik aminoasitlere ve bazik aromatik aminoasitlere baglanma egiliminde
oldugu gbzlemlenmistir. Bu yontemin duyarlilik sinirlar1 20-140 pg’dir. 495-595 nm
arasinda maximum absorpsiyon degerleri elde edilmektedir (Bradford, 1976;
Temizkan vd., 2008; ).

Standart BSA (bovine serum albumin, sigir serum albumin) grafigi hazirlama:
Iml’sinde 1 mg protein iceren sigir serum albumin ¢ozeltisinden deney tiiplerine 2,
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 uL koyuldu. Saf su ile her bir tiipiin hacmi 100 uL’ye
tamamlandi. 1’er dakika ara ile her tiipe 5 mL Coomassie brillant blue eklendi,
hafifce vortekslendi. Her tiip i¢in 10 dk beklendikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerle absorbans degerleri okundu. 100 pL saf su ve 5 mL Coomassie brillant
blue’dan olusan karisim kor olarak kullanildi. Absorbansa karsilik gelen standart

BSA pug protein degerlerine gore standart grafik hazirlandi.

3.2.2. Pektin liyaz aktivite tayini

Pektin liyaz aktivitesi Albersheim’in  metoduna yapilan modifikasyonlarla

gerceklestirildi (Albersheim 1966). Aktivite tayini, pektin liyaz aktivitesi sonucunda

37



olusan 4,5 doymamis galakturonidlerin 235 nm’de verdigi absorbansin 6l¢iilmesiyle
belirlendi. Elde edilen doymamis galakturonidin molar ekstinksiyon katsayisi (g)
5550 M™.cm™ dir. Enzim aktivitesi dakikada pmol doymamus iiriiniin salmimi (1U)

cinsinden tanimlandi.

3.2.3. Mikroorganizmalarin biiyiitiilmesi

Bu tez ¢alismasinda, pektin liyaz enzimi dogal kaynaklardan izole edilen Termofilik
Aspergillus niger tiirii fungustan elde edildi. Termofilik Aspergillus niger Adnan
Menderes Universitesi (ADU) Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog.Dr. Halil Biyik tan temin edildi.

Termofilik Aspergillus niger’in biiyiitiilmesi igin Patates Dekstroz Agar (PDA) kati
besi ortami kullanildi. 19,5 g PDA 1 L’lik erlen igine 500 mL saf su eklenip
¢oziilerek kat1 besi ortam1 hazirlandi. Hazirlanan bu besi ortami otoklavda 121 °C’de
15 dk sterilize edildi. Sterilize edilen besi ortammin pH’1 3,5’a ayarlandi. ADU’den
alinan stok funguslar PDA besi ortamima ekildi. PDA kati1 besi ortami iizerinde
biiyiitillen funguslarin direkt -24 °C’de stoklanmasiyla ve PDA besi ortaminin
lizerine mineral yag eklenip -24 °C’de stoklanmasiyla stoklama 2 sekilde yapildi.

Pektin liyaz iiretimi igin Sandrie (Sandrie vd., 2011) metodu modifiye edilerek sivi
besi ortam1 hazirlandi. Sivi besi ortami1 otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edildi.

Funguslarin steril kabinde sivi besi ortamina ekimi yapildi ve 50 °C’de 7 giin
inkiibasyon gerceklestirildi. Sivi besi ortami 8.000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek
slipernatant ve ¢okelek ayrildi. Siipernatantta enzim aktivitesi belirlendi. Termofilik

Aspergillus niger’in pektin liyaz tirettigine karar verildi.

3.2.4. Amonyum siilfat ((NH,),SO,) ile kismi saflagtirma

Sivi besi ortammin santrifiijlenmesiyle elde edilen siipernatanta pektin liyazin
coktiigli araligr belirlemek amaciyla 10’ar birimler halinde %0 ile %100 arasinda

coktiirmeler yapildi. Her kademede 8.000 rpm’de 20 dk santrifiij yapildi. Siipernatant

ve c¢okelek ayrildi. Enzim aktivitesi gozlenen siipernatant ve ¢okelekler belirlendi.
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Elde edilen ¢okelekler 0,05 M fosfat tamponunda (pH 8,0) ¢oziildii. Bu ¢okeleklerde
aktivite caligmalar1 ve protein tayinleri yapilda.

3.2.5. Jel filtrasyon kolonunun hazirlanmasi

2 g Sephadex G-100’tin istiine 0,05 M fosfat tamponu (pH 8,0) eklendi. Dolgu
maddesi 2 giin sismeye birakildi. Peristaltik pompa ile kolon dolgu maddesi kolona
paketlendi. Fosfat tamponunun verdigi absorbans ve pH ile kolonun altindan alinan

fosfat tamponunun absorbansi ve pH’1 ayn1 oldugunda kolon dengelenmis oldu.

3.2.6. Homojenatlarin jel filtrasyon kolonuna yiiklenmesi ve enzim eliisyonu

0,05 M fosfat tamponu (pH 8,0) i¢inde ¢oziilen ¢okeleklerden enzim eldesi i¢in Flash
kromotografi cihazi kullanildi. Cihaza takilan, Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonu
dengeye getirildikten sonra enzim numunesi kolona yiiklendi. Ayn1 derisimde fosfat
tamponu ile enzim kolondan eliie edildi. Flash kromotografi cihazinin akis hiz1
ImL/dk olarak ayarlandi. 1 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Cihazin UV lambasinda
280 nm’de absorbans veren tiiplerde aktivite caligmalar1t yapildi. Yiiksek aktivite
gosteren fraksiyonlar havuzlandi (Yadav, vd., 2008). Bu sekilde DEAE-Seliiloz

kolona yiiklenecek enzimlerden enzim havuzu olusturuldu.

3.2.7. Iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

1 g DEAE-Seliiloz tistline 25 mL saf su eklendi ve 2 giin boyunca sismeye birakildi.
Peristaltik pompa ile kolon dolgu maddesi kolona paketlendi. 0,05 M fosfat tamponu
(pH 8,0) ile kolon dengelendi. Fosfat tamponunun verdigi absorbansla kolonun
altindan alman fosfat tamponunun absorbansi ayni oldugunda kolon dengelenmis

oldu.
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3.2.8. Homojenatlarin iyon degisim kolonuna yiiklenmesi ve enzim eliisyonu

Sephadex G-100 jel filtrasyon kromotografisinden elde edilip havuzlanan enzim
ornekleri Flash kromotografi cihazina takilan, dnceden dengeye getirilmis DEAE-
seliiloz iyon degisim kolonuna yiiklendi. 0’dan 1,5 M derisimlerindeki NaCl ile tuz
gradienti yapildi ve enzimler eliie edildi. Flash kromotografi cihazinin akis hizi
ImL/dk olarak ayarlandi. 1 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Cihazin UV lambasinda
280 nm’de absorbans veren tiiplerde aktivite ¢alismalar1 yapildi. Yiiksek aktivite
gosteren fraksiyonlar havuzlandi (Yadav et al.,, 2008). Havuzlanan enzimler

ependorflara boliinerek ileriki ¢aligmalarda kullanilmak {izere -24 °C’de stoklandi.

3.2.9. SDS —PAGE jel elektroforezi ¢calismalari

Enzim saflastirildiktan sonra kesikli SDS jel elektroforezi ile 2 farkli derisimde (%5

ve %16) jel kullanilarak enzimin molekiil agirliginin belirlenmesi hedeflenmistir

(Laemmli, 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalart 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalari
birlestiren mikalara ince tabaka halinde vazelin siiriildii. iki cam plaka birbiri {izerine
kondu ve jel hazirlama cihazina yerlestirildi ve sikistirtldi. % 16’lik derisime sahip
ayirma jeli hazirlandiktan sonra plakalar arasina mikropipetle dokiildi. Jel ig¢inde
hava kabarciklari olmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizglin olmasi igin
%10’luk SDS ile ince bir tabaka olusturuldu. Jelin polimerlesmesi tamamlanincaya
kadar (yaklasik 45 dakika) beklenildi. Polimerizasyon tamamlaninca % 5’lik
yiikleme jeli iist yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine dikkatlice tarak yerlestirildi.
Yiikleme jelinin polimerizasyonunun tamamlanmasi igin 1 gece beklenildi. Ertesi
giin tarak dikkatlice ¢ikarildi, kuyucuklarin olusmasi saglandi, olusan kuyucuklarin
yeri isaretlendi ve plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Yiirlitme tamponu ile

yikama yapildi (Temizkan vd., 2008).

Enzim numunesi ile 6rnek uygulama tamponu 1’¢ 1 oranlarinda ependorfta

karistirildi. 10 dk kaynar su banyosunda bekletilip buz banyosu igine alindi. Standart
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proteine de ayni islemler uygulandiktan sonra, mikropipet yardimiyla kuyucuklara
yikleme yapildi. Tank kapagi (+) kablo (anot) ve (-) kablo (katot) yerlestirildi.
Yiirlitme jelinde 50 V’ta 1,5 saat yliriitme yapildi. Ayirma jelinde ise 80 V’ta 6 saat
ylriitme yapildi. Yiriitme islemi bittikten sonra jel, elektroforez plakalarinin
arasindan dikkatlice ¢ikartildi. Fiksatif ¢dzeltisi icinde 2 saat diisiik hizda calkalanda.
Bir gece boyunca boyama ¢ozeltisi icinde bekletildi, yarim saat tekrar fiksatif
coOzeltisi icinde calkalandi. Jelin araka planindaki koyu mavi renk acilip bantlar
belirginlesinceye kadar yikama c¢ozeltisi icinde jel diisiik hizda ¢alkalandi.
Gorlintlileme sisteminde jelin fotografi ¢ekildi. Gorilintiileme isleminden sonra jel %

7°1ik asetik asit ¢ozeltisi iginde sakland1 (Temizkan vd., 2008).

Ayirma jelinin hazirlanmasi: 4 mL akrilamid monomeri tizerine 1,88 mL Tris
tamponu (1,5 M, pH 8,8), 75 uL SDS ((% 10 (w/v)), 1,48 mL saf su ve 3,75 uL
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenetlendiamin) eklendi. Plakalar iizerine yiikleme
yapilmadan hemen once 350 pL % 10’luk amonyum persiilfat ((NHg)2S,0s)
eklenerek ayirma jeli hazirlandi (Temizkan vd., 2008).

Yiikleme jelinin hazirlanmasi: 0,4 mL akrilamid monomeri {izerine 0,625 mL Tris
tamponu (0,5 M; pH 6,8), 25 uL SDS (% 10 (w/v), 1,41mL saf su ve 1,25 pL
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenetlendiamin) eklendi. Yiikleme jeli donan ayirma
jelinin iizerine dokiilmeden hemen 6nce 200 pL % 10’luk amonyum persiilfat

((NH4)2S20g) eklenerek yiikleme jeli hazirlandi (Temizkan vd., 2008).

3.2.10. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Pektin liyaz enziminin optimum sicaklifinin belirlenmesi icin 40-80 °C arasinda
10’ar birim farkla sicaklik ¢aligmalar1 yapildi. Elde edilen sonuglardan enzimin
optimum sicakligi belirlendi.

Sicaklik ¢aligmalarinda, bir tane kor, 3 tane numune i¢in toplam 4 tiip hazirlandi. Her

bir tiipe 1 mL substrat ¢ozeltisi, 50 puL enzim numunesi eklendi. Su banyosu

calisilacak sicakliga ayarlanarak 10-120 dk zaman araliginda, 10’ar birim farkla
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inkiibasyon gergeklestirildi. Enzimin aktivite degerlerine bakilarak en yiiksek aktivite

gosterdigi sicaklik belirlendi.

3.2.11. Optimum pH’1n belirlenmesi

Termofilik Aspergillus Niger’den elde edilen pektin liyazin aktif oldugu optimum
pH’1 belirlemek i¢in pH 4-10 arasinda bir birim farkla pH ¢alismalar1 yapildi.

3 farkli tampon hazirlandi. pH 4-6 igin 0,05 M sitrat-fosfat tamponu; pH 7-9 igin
0,05 M sodyum fosfat tamponu; pH 10 i¢in karbonat tamponu hazirlandi. 1M HCI ve
IM NaOH ile tamponlarin pH’1 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10’a ayarlandi.

Her bir pH denemesi i¢in bir kor ve ii¢ numune olmak iizere {i¢ tekrarli calisma
yapildi. Her bir tiipe 1 mL uygun tampon i¢inde ¢6zlilmiis substrat ¢cozeltisinden ve
50 puL enzim ¢ozeltisinden eklendi. 50 °C’de 40 dk inkiibasyon yapildi. Bolim
3.2.2°de anlatildig1 gibi enzimin aktivite alismalart her bir tampon i¢in teker teker

denendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢in Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Bu yontemde farkli
derisimlerde BSA ¢ozeltisi hazirlanarak, derisim absorbans grafigi elde edildi.
Aspergillus niger Ocak 4 fungusundan elde edilen enzim ekstraktlarinin ve
saflagtirilan enzim ¢ozeltilerinde bulunan protein miktar1 bu egriye gore belirlendi.

Standart ¢ozeltideki pg /mL proteine karsilik absorbans degerleri sekil 4.1°de

gosterilmigtir.
0.8
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0,6 -
*
A 0.4 -
0,2 -
*
() T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
ng/mL BSA

Sekil 4.1 Bradford yontemi ile elde edilen protein standart grafigi

4.2. Asp. niger Ocak 4 Fungusunun Pektin Liyaz Uretme Kapasitesi

% 0,5 sitrus pektin (w/v) , % 4 bugday kepegi igeren sivi besi ortaminda Asp. niger
Ocak 4 fungusu pektin liyaz enzimi iiretti. Bu fungusun yetistirildigi s1v1 besi ortami
8000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek siipernatant ve ¢okelek ayrildi. Siipernatantta
aktivite bakildi. Asp. niger Ocak 4 fungusunun 1 mL’de 0,056 EU pektin liyaz

iirettigine karar verildi. Elde edilen sonuglar tablo 4.2’de detayl sekilde verilmistir.
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4.3. Asp. niger Ocak 4 Fungusundan Elde Edilen Pektin Liyaz Enziminin

Saflastirma Kademeleri

S1v1 besi ortaminda elde edilen pektin liyaz enzimi amonyum siilfat ile kismi olarak
saflastirilmistir. Bu amagla 10’ar birimler halinde %0 ile %100 arasinda ¢oktiirmeler
yapildi. Pektin liyazin %30-90 arasinda ¢dkeldigi tespit edildi. Amonyum siilfat ile

kismi saflastirilmada 1,8 kat saflastirma gergeklestirilmistir.

Kismi olarak saflagtirilan enzim, jel filtrasyon kromotografilerine tabii tutularak
tablo 4.2°de gosterilen sonuglar elde edilmistir. Jel filtrasyon kromotografisinde 4,2

kat saflagtirma gergeklestirilmistir.

Jel filtrasyon kromotografilerinde saflastirilan enzim bir sonraki basamakta iyon
degisim kromotografilerine tabii tutulmustur. Iyon degisim kromotografisinde de

76,5 kat saflagtirma gerceklestirilmistir.

Her basamakta eliie edilen enzim tiiplerinin 235 nm de absorbansimna bakilmis,
aktivitesi yiiksek olan tiipler birlestirilerek bir sonraki basamakta kullanilmistir. En
son iyon degisim kromotografisinde Asp. niger Ocak 4 fungusundan elde edilen
pektin liyaz enziminin eliisyon hacmine karsilik 235 nm’de elde edilen absorbans
degerleri sekil 4.2°de verilmistir. Yine yiiksek aktivite gosteren tiipler birlestirilmis,
enzim aktivitesi ve protein miktarlar1 belirlendikten sonra kiiclik miktarlarda
boliinerek sonraki ¢alismalar i¢in dondurulmustur. Enzim saflastirma kademeleri ile

ilgili sonuglar tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan PL enziminin eliisyon grafigi

Cizelge 4.1. Asp. niger Ocak 4 fungusundan pektin liyaz enziminin saflagtirma

kademeleri
EU/ml |V | Total mg /mL | Total Spesifik | % Saflagtirma
ml | aktivite | protein | Protein | aktivite Verim | katsayist

Tk 0,056 |50 |28 10,92 546 0,005 100 1
supernatant,
Amonyum 0,126 18 | 2,27 13,96 12,56 0,009 81 1,8
stilfat
¢oktiirmesi
(9630-90)
Jel filtrasyon | 0,054 15 | 0,81 2,62 39,27 0,02 29 4,2
kromatografisi
Iyon degisim | 0,07 4 10,28 0,18 0,72 0,383 10 76,50
kromatografisi
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4.4. Asp. niger Ocak 4 Fungusundan Elde Edilen Pektin Liyaz Enziminin
Optimum Sicakhik Calismalar:

Asp. niger Ocak 4 fungusundan elde edilen PNL enziminin optimum sicakligini
belirlemek igin  40-80 °C arasinda 10-120 dakika zaman araliginda 10’ar birim
farkla, zamana bagli sicaklik ¢aligmalari yapilmistir. 40 °C’de en yiiksek aktivite 60.
dakikada; 50 °C’de en yiiksek aktivite 40. dakikada; 60 °C’de en yiiksek aktivite 40.
dakikada; 70 °C’de en yiiksek aktivite 40.dakikada; 80 °C’de en yiiksek aktivite 10.
dakikada tespit edilmistir. Herbir sicaklik i¢in zamana bagli aktivite grafigi sekil 4.3;
sekil 4.4; sekil 4.5; sekil 4.6 ve sekil 4.7°de gosterilmistir. Farkli sicakliklart birbiri

ile kiyaslamak amaci ile ¢izilen grafik toplu olarak sekil 4.8 de verilmistir.
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Sekil 4.3. 40 °C’de zamana bagli ¢aligma
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Sekil 4.4. 50 °C’de zamana bagli ¢aligma
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Sekil 4.5. 60 °C’de zamana bagh ¢alisma
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Sekil 4.6. 70 °C’de zamana bagli ¢alisma
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Sekil 4.7. 80 °C’de zamana bagh ¢alisma
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Sekil 4.8. Toplu sicaklik calismalar1 m, 40 °C’de; X, 50 °C’de; A, 60 °C’de; «,70
°C’de; *, 80 °C’de

4.5. Asp. niger Ocak 4 Fungusundan Elde Edilen Pektin Liyaz Enziminin
Optimum pH Cahismalar:

Asp. niger Ocak 4 fungusundan elde edilen PNL enziminin yiiksek aktivite gosterdigi
pH araligimi belirlemek amaci ile pH 4, pH 5, pH 6’da sitrat-fosfat tamponu; pH 7,
pH 8, pH 9’da fosfat tamponu; pH 9, pH 10’da karbonat tamponu kullanilmistir.
Optimum aktivite pH 8.0 fosfat tamponunda belirlenmistir. Sonuglar sekil 4.9’da

verilmistir.
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Sekil 4.9. Optimum pH ¢alismasi (pH 4, pH 5, pH 6 sitrat-fosfat tamponu;
pH 7, pH 8, pH 9 fosfat tamponu; pH 9, pH 10 karbonat tamponu)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada termofilik mikroorganizmalardan pektin liyaz enziminin {iretimi
amaglanmistir. ADU Biyoloji Béliimii’nden termofilik Aspergillus niger Ocak 4
fungusu temin edilerek ekstraseliiler pektin liyaz enzimi tretilmistir. Farkli siv1 besi

ortam1 bilesenleri kullanilarak yiiksek verimde pektin liyaz tiretilmistir.

Fermantasyon ortamindan elde edilen ham enzim ekstrakti amonyum siilfat ile kismi
olarak saflagtirilmis ve ardindan jel filtrasyon ve iyon degisim kromotografi

yontemlerine tabii tutularak saflagtirilmis ve karekterize edilmistir.

Aspergillus tiirii funguslarin pektin liyaz enzim iretme kapasiteleri yiiksektir ve
pektin liyaz temel olarak fungustan iretilir (Gummadi ve Kumar, 2006). Aspergillus
niger Ocak 4 fungusunun bu ¢alismalar i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Uretilen bu
enzimin ekstrem endiistriyel kosullara uygulanmasi hedeflendigi icin de termofilik

Aspergillus susu tercih edilmistir.

Endiistriyel calismalarda, kati besi ortamindan ziyade sivi besi ortaminda enzim

tiretimi gergeklestigi i¢in pektin liyaz sivi besi ortaminda iiretilmistir.

Flash kromotografi cihazinda uygulanan jel filtrasyon ve iyon degisim kromotografi
yontemleri ile saflastirilan enzim numulerinin 280 nm’de absorbanslar1 6lgiilerek
protein miktarlari belirlenmistir. Bu yontem proteinlerin yapisinda bulunan tirozin ve
triptofan aminoasitlerinin 280 nm’de max absorbans vermesi esasina dayanmaktadir
(Mclintosh 1969). Bu ol¢lim flash kromotografi cihazinin UV lambasinda herhangi
bir reaktife ihtiya¢ duyulmadan hemen o anda gergeklestirilmistir. Saflastirilan enzim
¢oOzeltilerinde bulunan protein miktarlar1 Bradford metodu ile denenmistir. Duyarlilik

smirlar1 20-140 pg olan bu yontemde hassasiyet yiiksektir ve kisa siirede sonug elde

edilebilmektedir (Temizkan vd., 2008).

Pektin liyaz aktivitesi, doymamis oligogalakturonidin 235 nm’de absorbansinin

Olciilmesi esasina dayanmaktadir (Albersheim, 1966). Olusan {iriiniin molar
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ekstinksiyon katsayist 5550 M™. cm™dir. Enzim aktivitesi dakikada salinan
doymamis tirliniin pmol miktar1 olarak tanimlanmistir. Kullanilan bu metot hassastir

ve kisa siirede sonug elde edilebilmektedir.

Mikroorganizmalardan enzim eldesi i¢in kullanilan besi ortamlarindan biri olan sivi
besi ortam1 olduk¢a avantajlidir. Endiistriyel enzim iiretiminde kat1 besi ortamindan
ziyade bu yontem kullanildigr i¢in bu calismada da tercih edilmistir. Besi
ortamlarinda tarimsal atik olabilecek elma kabugu, limon kabugu, seker kamisi ve
portakal posast kullanilarak enzim iiretilmesi, tarimsal atiklarin geri kazanilmasi ve

¢evre dostu olmasi agisindan oldukga énemlidir (Pedrolli vd., 2008).

Aspergillus niger Ocak 4 fungusundan enzim eldesi i¢in farkli sivi besi ortami

bilesenleri denenmistir.

Amonyum siilfat ile kismi olarak saflastirilan enzim numuneleri, jel filtrasyon
kromotografisi ve DEAE-seliiloz iyon degisim kromotografisiyle de daha saf halde

elde edilmistir.

Aspergillus niger Ocak 4 fungusundan iiretilen pektin liyaz enziminin DEAE-seliiloz
ile saflagtirilmasina dair elde edilen eliisyon hacmine karsilik absorbans grafigi sekil
4,2’de verilmistir. Amonyum siilfat ve jel filtasyondan elde edilen spesifik aktivite
degerlerini, saflagtirma katsayisin1 iceren saflastirma kademeleri hesaplanmustir.
Tablo 4,1°de sonuglar gosterilmistir. Amonyum siilfat ile kismi saflagtirmadani,8
kat; jel filtrasyon kromotografisi ile 4,2 kat; iyon degisim kromotografisinde 76,5 kat

saflagtirma elde edilmistir.

Saflagtirilan pektin liyaz enziminin optimum sicaklifini belirlemek igin yapilan
calismanin sonuglar1 sekil 4.3; sekil 4,4; sekil 4.,5; sekil 4.6 ve sekil 4,7°de
verilmistir. Tim sicakliklarin ayni1 anda kiyaslanmasi amaciyla da sekil 4,8
verilmistir. Pektin liyaz enzimi i¢in optimum sicaklik 40 °C’de 60 dk olarak
belirlenmistir. Bunun yani sira calisilan fungusun termofilik olmasindan kaynakli

olarak enzimin yiiksek sicakliklarda da (60 °C; 70 °C; 80 °C) aktivite gosterdigi
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bulunmustur. Bu sonucla da elde edilen pektin liyaz enziminin yiiksek sicaklik

gerektiren endiistriyel kosullarda kullanilabilecegi goriilmektedir.

Saflastirilan pektin liyaz enziminin optimum pH’mi1 belirlemek i¢in ¢alismalar
yaptlmistir. Elde edilen degerlerden yararlanilarak pH’ya karsilik enzim {initesi
grafigi cizilmistir. Sonuglar sekil 4,9°da gosterilmistir. Saflastirilan pektin liyaz
enziminin optimum pH’s1 8,0 olarak bulunmustur. Enzimin pH 4-9 araliginda
aktivite gosterdigi; ama pH 10.0°da diger pH’lara gore c¢ok diisiik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. SDS-PAGE’de bant elde edilememistir.

Sonug olarak; pektin liyaz enzimi pH 8,0’de; 40 °C 60 dakikada en yliksek aktiviteyi

gostermektedir.
Saflagtirilip karakterize edilen pektin liyaz enzimi akademik caligmalarda ve

endiistriyel anlamda meyve sularinin berraklastiriimasinda kullanilabilmesi agisindan

gelecek vaat etmektedir.

53



KAYNAKLAR

Abeles, R.H., Frey, P.A., Jencks, W.P., 1992. Biochemistry. Jones and Bartlett, 838p,
Boston.

Alkorta, I., Garbisu, C., LIlama, M. J. and Serra, J.L., 1996. Immobilization of Pectin
Lyase from Penicillium italicum by Covalent Binding to Nylon. Enzyme
Microbial Technology,18, 141-146.

Alkorta,l., Garbisu, C., Llama, M. J., Serra, J.L. 1998. Industrial Applications of
Pectic Enzymes: A Review. Process Biochemistry, 33, 21-28.

Be Miller, J.N., 1986. An introduction to Pectins: Structure and Properties. Fishman,
M., Jem, JJ. (Ed.), Chemistry and Functions of Pectins, ACS Symposium
Series 310. American Chemical Society, Washington DC.

Beg, Q.K., Bhushan, B., Kapoor, M., Hoondal, G.S., 2000. Production and
Characterization of Thermostable Xylanase and Pectinase from Streptomyces
QG-11-3. Journal of Industrial Biology & Biotechnology, 24, 396-402.

Borrego, F., Tari, M., Manjon, A. and Iborra, J. L., 1989. Properties of Pectinesterase
Immobilized on Glycophase-coated Controlled-pore Glass. Appl. Biochem.
Biotechnology, 22, 129-140.

Botella, C., Ory, 1.D., Webb, C., Cantero, D., Blandino, A., 2005. Hydrolytic
Enzyme Production by Aspergillus awamori on Grape Pomace. Biochemical
Engineering Journal, 26, 100-106.

Bradford, M.M., 1976. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye
Binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.

Bruhlmann, F., Kim, K.S., Zimmerman, W., Fiechter A., 1994. Pectinolytic Enzymes
from Actinomycetes for the Degumming of Ramie Bast Fibers. Appl Environ
Microbiol, 60, 2107-2112.

Buschle-Diller, G., 2001. Environmentally Friendly Bioscouring Processes. In:
Proceedings of the ‘Seminario Internacional Aplicagdo Da Biotecnologia Na
Industria Téxtil’, Workshop for the Textile Industry. May 16-19, 2001, Santa
Catarina, Brazil.

Damasio, A.R.D.L., Maller,A., Silva, T.M.D., Jorge, J.A., Terenzi, H.F., Polizeli, M.
L.T.M., 2011. Biotechnological Potential of Alternative Carbon Sources for
Production of Pectinases by Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis, 54,
141-148.

54


http://www.sciencedirect.com/science/journal/1369703X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/1369703X

Demir, N., Acar, J., Sartoglu, K., Mutlu, M., 2000. The Use of Commercial Pectinase
in Fruit Juice Industry. Part 3: Immobilized Pectinase for Mash Treatment.
Journal of Food Engineering, 47, 275-280.

Demir, N., Nadaroglu, H., Tasgin, E., Adiguzel, A., Giilliice, M., 2011. Purification
and Characterization of a Pectin Lyase Produced by Geobacillus
stearothermophilus Ah22 and its Application in Fruit Juice Production. Ann.
Microbiol, 61, 939-946.

Duran, K., Ozdemir, D., Namligdéz E.S., 2007. The Enzymatic Degumming of Silk
Fibers. Tekstil ve Konfeksiyon, 3, 182-186.

Eggleston, G., 2007. Advances in the Industrial Application of Enzymeson
Carbohydrate-Based Materials. Eggleston, G., Vercellotti, J.R. (Ed.),
Industrial Application of Enzymes on Carbonhydrate-based Materials (1-16).
American Chemical Society, 246p, Washington DC.

Gummadi, S.N., Kumar, D.S., 2006. Enhanced Production of Pectin Lyase and
Pectate Lyase by Debaryomyces nepalensis in Submerged Fermentation by
Statistical Methods. American Journal of Food Technology, 1, 19-33.

Gummadi, S.N., Kumar, D.S., 2006. Optimization of Chemical and Physical
Parameters Affecting the Activity of Pectin Lyase and Pectate Lyase from
Debaryomyces nepalensis: A statistical approach. Biochemical Engineering
Journal, 30, 130-137.

Gummadi, S.N., Kumar, S., . Aneesh, C.N.A., 2007. Effect of Salts on Growth and
Pectinase Production by Halotolerant Yeast, Debaryomyces nepalensis
NCYC 3413. Current Microbiology, 2007, 472-476.

Gurucharanam, K., Deshpande, K.S., 1986. Polysaccharases of Curvularia lunata —
Use in Degumming of Ramie Fibers. Indian Phytopathol, 3, 385-389.

Herron, S.R., Benen, J.A.E., Scavetta, R.D., Visser, J., Jurnak, F., 2000. Structure
and Function of Pectic Enzymes: Virulence Factors of Plant Pathogens.
PNAS, 8762-8769.

Hoondal, G. S., Tiwari R. P., Tewari, R., Dahiya, N., Beg, Q. K., 2002.
Microbial Alkaline Pectinases and Their Industrial Applications:a Review.
Appl Microbiol Biotechnol, 59, 409-418.

Horikoshi, K., 1990. Enzymes from Alkalophiles. Microbial Enzymes and
Biotechnology, 2, 275-295.

Iyidogan, N.F., Bayindirli, A., 2004. Effect of L-cysteine, Kojic acid and 4-

hexylresorcinol Combination on Inhibition of Enzymatic Browning in
Amasya Apple Juice. Journal of food Engineering, 62, 299-304.

55



Jayani, S.R., Saxena, S., Gupta, R., 2005. Microbial Pectinolytic Enzymes: A
Review. Process Biochemistry, 40, 2931-2944.

Joshi, V.K., Parmar, M., Rana, N., 2011. Purification and Characterization of
Pectinase Produced from Apple Pomace and Evaluation of its Efficacy in
Fruit Juice Extraction and Clarification. Indian Journal of Natural Products
and Resources, 2, 189-197.

Kashyap, D.R., Vohra, P.K., Tewari, R., 2001. Application of Pectinases in the
Commercial Sector: a Review. Bioresour Technol, 77, 215-227.

Khairnar, Y., Vamsi Krishna K., Boraste, A., Gupta, N., Trivedi, S., Patil, P., Gupta,
G., Gupta, M., Jhadav, A., Mujapara, A., Joshi, B., Mishra, D., 2009. Study
of Pectinase Production in Submerged Fermentation Using Different Strains
of Aspergillus Niger. International Journal of Microbiology Research, 1, 13-
17.

Korli, A.E., Bozaci, E.G., 2006. Properties of Flax and Retting of Flax. Tekstil ve
Konfeksiyon, 1, 276- 280.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of Structural Proteins During the Assembly of the
Head of Bacteriophage T4. Nature, 227, 680-685.

Lara-Marquez, A.L., Zavala-Paramo, M.G..Lopez-Romero,E.,Camacho, H.C., 2011.
Biotechnological potential of pectinolytic complexes of fungi. Biotechnol
Lett, 33, 859-868.

Long, JJ., Fu, YJ., Zu, Y.G, Li, J, Wang, W., Gu, C.B., Luo, M., 2011.
Ultrasound-assisted Extraction of Flaxseed Oil Using Immobilized Enzymes.
Bioresource Technology, 102, 9991-9996.

Mazzuca, S., Giorno, L., Spadafora, A., Mazzei, R., Drioli, E., 2006.
Immunolocalization of B-glucosidase Immobilized within Polysulphone
Capillary Membrane and Evaluation of its Activity in situ. Journal of
Membrane Science, 285, 152-158.

Mclntosh, J.E.A., 1969. Carbonic Anhydrase Isoenzymes in the Erthrocytes and
Dorsolateral Prostate of the Rat. Biochemical Journal, 114, 463-476.

Mutlu, M., Sarioglu, K., Demir, N., Ercan, M.T., Acar, J., 1999. The use of
Commercial Pectinase in Fruit Juice Industry. Part 1. Viscosimetric
Determination of Enzyme Activity. Journal of Food Engineering, 41, 147-
150.

Mutter, M., Beldman, G., Schols, H.A., Voragen, A.G.J., 1994. Rhamnogalacturonan
a-L-Rhamnopyranohydrolase: a Novel Enzyme Specific for the Terminal

56



Nonreducing Rhamnosyl Unit in Rhamnogalacturonan Regions of Pectin.
Plant Physiology, 106, 241-250.

Mutter, M., Colguhoun, 1.J., Schols, H.A., Beldman, G., Voragen, A.G.J., 1996.
Rhamnogalacturonase = B from  Aspergillus  aculeatus is a
Rhamnogalacturonan a-L-Rhamnopyranosyl-(1-4)- a-D-
galactopyranosyluronide lyase. Plant Physiol, 110, 73-77.

Mutter, M., Renard, C.M.G.C., Beldman, G., Schols, H.A., 1998. Mode of Action of
RG-hydrolase and RG-lyase Toward Rhamnogalacturonan Oligomers:
Characterization of Degradation Products using RG-rhamnohydrolase and
RG-galacturonohydrolase. Carbohydr Res, 311, 155-164.

Naidu,G.S.N., Panda,T., 1999. Performance of Pectolytic Enzymes During
Hydrolysis of Pectic Substances under Assay Conditions: a Statistical
Approach. Enzyme and Microbial Technology, 25, 116-124.

Naidu,G.S.N., Panda, T., 2003. Studies on pH and Thermal Deactivation of Pectolytic
Enymes from Aspergillus niger. Biochemical engineering Journal, 16,57-67.

Oberoi, H.S., Sandhu, S.K., Vadlani, P.v., 2012. Statistical Optimization of
Hydrolysis Process for Banana Peels using Cellulolytic and Pectinolytic
Enzymes. Food and Bioproducts Processing, 90, 257-265.

Ozoglu, H., Bayindirli, A., 2001. Inhibition of Enzymic Erowning in Cloudy Apple
Juice with Selected Antibrowning Agents. Food Control, 13, 213-221.

Pallesen, B.E., 1996. The Quality of Combine-Harvested Fibre Flax for Industrials
Purposes Depends on the Degree of Retting. Industrial Crops and Products, 5,
65-78.

Palomaki, T., Saarilahti, H.T., 1997. Isolation of Characterization of New C-terminal
Substitution Mutation Affecting Secretion of Polygalacturonases in Erwinia
carotovora ssp. Carotovora. FEBS Lett, 400, 122-126.

Panda, T., Nair, S.R., Kumar, P., 2004. Regulation of Synthesis of the Pectolytic
Enzymes of Aspergillus niger. Enyme and Microbial Technolgy, 34, 466-473.

Patil, S.R., Dayanand,A., 2006. Optimization of Process for the Production of Fungal
Pectinases from Deseeded Sunflower Head in Submerged and Solid-state
conditions. Bioresource Technology, 97, 2340-2344.

Pedrolli, D.B., Gomes, E., Monti, R., Carmona, E.C., 2008. Studies on Productivity
and Characterization of Polygalacturonase from Aspergillus giganteus
Submerged Culture using Citrus Pectin and Orange Waste. Appl Biochem
Biotechnol, 144, 191-200.

57



Pedrolli, D.B., Monteiro, A.C., Gomes,E., Carmona, E. C., 2009. Pectin and
Pectinases: Production, Characterization and Industrial Application of
Microbial Pectinolytic Enzymes. The Open Biotechnology Journal, 3, 9-18.

Petersen, S., 2001. Enzymes to Upgrade Plant Nutrients. Feed Mix, 9,12—
15.Sakamoto, T., Hallaert, J. and Vandamme, E. J., Pectin, Pectinase, and
Protopectinase: Production, Properties, and Applications. In Advances in
Applied Microbiology, 39, 213-294.

Pinelo, M., Zeuner, B., Meyer, A.S., 2010. Juice Clarification by Protease and
Pectinase Treatments Indicates New Roles of Pectin and Protein in Cherry
Juice Turbidity. Food and Bioproducts Processing, 88, 259-265.

Pitt, D., 1988. Pectin Lyase from Fhoma Medicaginis var. Pinodella. Methods
Enzymol, 161, 350-354.

Private Universitesi Council. Lisans ders igerikleri. Erisim tarihi 29.10.2012.
http://puc.edu.tr.

Purich, D.L., 2010. Enzyme Kinetics: Catalysis and Control. A Reference of Theory
and Best-Practice Methods. Elsevier, 920p, Amsterdam.

Rombouts, F. M. and Pilnik, W., 1980. Pectic enzymes. In Microbial Enzymes and
Bioconversions, 5, 227-282.

Rombouts, F.M., Pilnik, W., 1980. Pectic enzymes. In Rose, A.H. (Ed.), Microbial
Enzymes and Bioconversions (227-272). Academic Press, 693s, Londra.

Sakai, T., Sakamoto, T., Hallaert, J., 1993. Pectin, Pectinase and Protopectinase:
Production, Properties and Applications. Appl Microbiol, 39, 213- 294,

Sandri, I.G., Fontana, R.C., Barfknecht, D.M., Silveira, M.M., 2011. Clarification of
Fruit Juices by Fungal Pectinases. LWT-Food Science and Technolgy, 44,
2217-2222.

Sasson, A., 2005. In Industrial and Environmental Biotechnology:
Achievements,Prospects, and Perceptions 28 p.

Scott, D., 1978. Enzymes, Industrial. In: Grayson M, Ekorth D (Ed.), Kirk-othmer
encyclopedia of chemical technology. Wiley, New York, pp 173-224.

Searle-Van Leeuwen, M.J.F., Lam, V.D.B., Schols, H.A., Beldman, G., Voragen,
A.G.J., 1992. Rhamnogalacturonan Acetylesterase: a Novel Enzyme from
Aspergillus aculeatus, Specific for the Deacetylation of Hairy (ramified)
Regions of Pectins. Appl Microbiol Biotechnol, 38,347-349.

58


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364381100065X##

Serra, J. L., Alkorta, 1., LIama, M. J. and Alaiia, A.,1992.Aplicacion industrial de 10s
enzimas pecticos. Production, Purification, Inmovilizacion y Algunas
Propiedades de la Pectina Liasa de Penicillium italicum. Alimentacion.
Equipos y Tecnologia,11,127-134.

Shevchik, V.E., Hugouvieux-Cotte-Pattat, N., 1997. Identification of a Bacterial
Pectin Acetyl Esterase in Erwinia chysanthemi 3937. Mol Microbiol, 24,
1285- 1301.

Sinitsyna, O.A., Federova, E.A., Semenova, M.V., 2007. Isolatian and
Characterization of Extracellular Pectin Lyase from Penicillium canescens.
Biochem (Moscow), 72, 565-571.

Soares, M.M.C.N, Silva, R.D., Carmona, E.C., Gomes, E., 2001. Pectinolytic
Enzyme Production by Bacillus species and Their Potential Application on
Juice Extraction. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 17, 79-
82.

Tanabe, H., Yoshihara, Y., Tamura, K., Kobayashi, Y., Akamatsu, T., 1987.
Pretreatment of Pectic Wastewater from Orange Canning Process by an
Alkalophilic Bacillus sp. J Ferment Technol, 65, 243-246.

Teixeira, J.A., Goncalves, D.B., Queiroz, M.V.D., Araujo, E.F.D., 2011. Improved
Pectinase Production in Penicillium griseoroseum. Journal of Applied
Microbiology, 111, 818-825.

Temizkan, G., arda, N. (Ed.), 2008. Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler.
Nobel Tip Kitabevleri, 345s, Istanbul.

Thomassen, L.V., Larsen, D.M., Mikkelsen, J.D., Meyer, A.S., 2011. Definition and
Characterization of Enzymes for Maximal Biocatalytic Solubilization of
Prebiotic ~ Polysaccharides  from  Potato  Pulp. Enzyme and
MicrobialTechnology, 49,289-297.

Thomassen, L.V., Vigsnes, L.K., Licht, T.R., Mikkelsen, J.D., Meyer, A.S., 2011.
Maximal Release of Highly Bifidogenic Soluble Dietary Fibers from
Industrial Potato Pulp by Minimal Enzymatic Treatment. Appl Microbiol
Biotechnol, 90, 873-884.

Uhlig, H., 1998. Industrial Enzymes and Their Applications. A Wiley Interscience
Publication, 472 p, New York.

Vlugt-Bergmans C.J.B., Meeuwsen P.J.A., Voragen, A.G.J., Van Ooyen A.J.J., 2000.

Endo-xylogalacturonan hydrolyase, : a Novel Pectinolytic Enzyme. Appl
Environ Microbiol, 59, 409-418.

59



Yadav, S., Dubey, A.K., Anand, G., Yadav, D., 2012. Characterization of a Neutral
Pectin Lyase Produced by Oidiodendron echinulatum MTCC 1356 in Solid
State Fermentation. Journal of Basic Microbiology, 52, 1- 8.

Yadav, S., Yadav, P.K., Yadav, D., Yadav, K.D.S.,2009. Pectin lyase: A review.
Process Biochemistry, 44, 1-10.

Yadav, S., Yadav, P.K., Yadav, D., Yadav, K.D.S., 2008. Purification and

Charecterization of an Alkaline Pectin Lyase from Aspergillus flavus. Process
Biochemistry, 43, 547-552.

60



OZGECMIS

Adi Soyadi : Kader POTURCU

Dogum Yeri ve Yili : Usak, 1985

Medeni Hali : Bekar
Yabanci Dili : Ingilizce, Almanca
E-posta : kaderpoturcu@sdu.edu.tr

Egitim Durumu

Lise : Sehit Necati Sargin Anadolu Lisesi, 2004

Lisans : Dokuz Eyliil Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Bolimii

Yiiksek Lisans : SDU, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Boliimii

Mesleki Deneyim

SDU Fen Edebiyat Fakiiltesi, 2011-... (halen)
Kimya Boliimii Bilsis Koordinatorligii 2012-... (halen)
Yayinlan

Poturcu, K.,Karipcin,F.,Antep, M., Tuzmen,N., 2011. 4- Bifenilglioksilohidroksimoil
Kloriir (BFKKO) Bagl Poli (Akrilamid-Allilglisidil Eter) Kriyojel ile Sulu
Cozeltilerden Pb** Iyonunun Uzaklastirilmasi. Uluslararast Katilimli XII.
Ulusal Spektroskopi Kongresi, 18-22 May1s 2011, Side-Antalya, 248-249.

Poturcu, K., Ozkorucuklu, P.S., Ozmen, 1., 2012. Purification and Electrochemical
Immobilization of Pectinolytic Enzymes Produced by Aspergillus Niger.
3rd International Symposium on Sustainable Development Green
Information Technologies and Strategies ISSD, 2012 May 31- June 1,2012
Sarajevo, Bosnia & Herzegovina, 318-319.

61


http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117863
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117863
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117863
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117863
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117866
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117866
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117866
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117866
http://w3.sdu.edu.tr/abs/Abstract/117866

62



