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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EBISKE (Clitocybe geotropa) MANTARINDAN SAFLASTIRILIP KARAKTERIZE EDiLEN
ENDO-BETA-1,4-MANNANAZ ENZiMiNiN, MAGNETIK KITOSAN NANOPARTIiKULLER
UZERINE iIMMOBILIZE EDILMESi VE MEYVE SULARININ DURULTMA iSLEMINDE
KULLANILMASI

Zeynep SONMEZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nano Miihendislik Anabilim Dal1
Nanobiyoteknoloji Bilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

Mannanaz (1,4-$-D-mannan mannohidrolaz, EC 3.2.1.78) enzimi ¢esitli, bakteri, mantar, bitki ve hayvan
tiirlerinden iretilen, ligninin ve hiicre duvarmin yapisinda bulunan hemiseliillozun linear ya da dalli
heteropolisakkarit tiirevi ve dogada yaygin bulunan manno-oligosakkaridleri hidroliz etmektedir.
Mannanaz enzimi gida endiistrisinde lezzet arttirma, kagit ve selilloz sanayinde odun seliilozunu
beyazlatma, hayvan beslenmesinde katki maddesi olarak, deterjan amagli kullanilma ve meyve suyu
durultmak olmak tizere pek ¢ok endiistri alaninda genis bir kullanim alanina sahiptir.

Mannanaz enzimi yiiksek bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve funguslar tarafindan tiretilmektedir.
Caligmamizda kullamilan Tricholomataceae familyasina ait Clitocybe geotropa tiirii fungus toksik
degildir, halk arasinda Ebigke mantar1 olarak bilinir ve yiyecek olarak tiiketilmektedir.

Bu ¢alismanin birinci asamasinda; mannanaz enzimi Clitocybe geotropa mantarindan amonyum siilfat
¢oktirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve Sephakryl S 200 jel filtrasyon
kromatografisi teknikleri kullanilarak saflagtirilmistir. Saflastirma iselminin ilk basamaginda % 60-80
araliklarda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisine tatbik
edilmis ve son adimda Sephakril S 200 jel filtrasyon kolonundan elde edilen mannanaz enzimi %21.3
verimle 176.4 kat saflagtirilmistir. SDS-PAGE jel elektroforez analizi sonucunda -mannanaz enziminin
tek alt birimden olusturugu ve jel filtrasyon kromatografisi sonucunda molekiil agirligmmin 39.5 kDa
oldugu belirlenmistir.  Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan B-mannanaz enzimi Fe;O,
nanopartikiiller ile modifiye edilen kitosan partikiillerine L-glutaraldehit kolu iizerinden kovalent olarak
immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize B-mannanaz’in optimum pH degerleri 5.0, optimum sicaklik
degeri 60°C olarak belirlenmistir. Sebest enzimin 25-60°C araliginda immobilize enzimin ise 20-
60°C’lerde ¢ok daha stabil oldugu tespit edilmistir. Serbest ve bagli enzimin substrat spesifikligini
belirlemek amaciyla kegi boynuzu gamu, ksilen, nisasta, seliiloz ve jelatin substratlari ile ayr1 ayri aktivite
Ol¢timleri yapilmis ve Lineweaver burk grafikleri ¢izilerek V. Ve K, degerleri belirlenmistir. Enzim en
yiiksek Vmax degerini calismada substrat olarak kullanilan locust bean gum substratinda gostermis ve
serbest-immobilize B-mannanaz enzimlerinin V. degerleri sirasiyla 10.2 EU/mg ve 14.35 EU/mg olarak
bulunmustur. K, degerleri ise sirastyla 0.588 mg/mL ve 0.122 mg/mL olarak hesaplanmistir. Serbest ve
bagl enzimin 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan CuCl,, HgCl,, FeCl,, MgCl,, ZnCl,
CaCl,, MnCl,, CdCl, ve CoCl, gibi baz1 metal iyonlarmnin etkileri in vitro olarak aragtirilmistir. 5 mM
konsantrasyonda Mg?®* iyonunun serbest enzimi %10 oraninda inhibe ettigi, her iki konsantrasyonda ki
Zn** iyonunun serbest ve immobilize haldeki enzim iizerinde %10 oraninda inhibisyon etkisi oldugu
anlagilmistir. Immobilize mannanaz enziminin Ca®* ve Mg®* iyonlu ortamda tamamen inhibe oldugu
diger metal iyonlarinin genel olarak serbest ve immobilize enzimin aktivitesini artirdig1 ortaya konmustur.
Caligmanin son asamasinda ise; serbest ve immobilize f-mannanaz enziminin meyve suyunda verim
artirma ve durultma iglemlerinde kullanilip kullanilamayacag: arastirilmigtir. Elde edilen sonuglara gore,
ozellikle kusburnu suyu iiretimi iizerinde serbest ve immobilize mannanaz enziminin sirasiyla %146,2 ve
%223,1 oraninda verimi artirdig1 tespit edilmistir.

2016, 143 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mannanaz, Clitocybe geotropa, Saflastirma, Immobilizasyon Magnetik kitosan
nanopartikiil (MG-CTS NPs)
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PURIFICATION OF AN ENDO-BETA-1,4-MANNANASE FROM (Clitocybe geotropa) AND
IMMOBILIZATION ONTO MAGNETITE CHITOSAN NANOPARTICLES AND USING THE
CLARIFICATION OF FRUIT JUICES

Zeynep SONMEZ

Atatiirk University
Natural Sciences Institute
Department of Nanobiotechnology
Department of Nanobiotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

Mannanase (1,4-p-D-manno manno hydrolase, EC 3.2.1.78) enzyme is hydrolyzed manno-
oligosaccharides which are produced from various bacteria, fungi plant and animal species, and

It is commonly found in the structure of lignin and cell wall hemicellulose linear or branched
heteropolysaccharide derivative and in nature. Mannanase enzyme has a wide range of applications in
many industries such as enhancing flavor in the food industry, bleaching the wood pulp in paper and
cellulose industry, additives in animal nutrition, detergent and clarification of fruit juice. Mannanase
enzyme is produced by higher plants, animals, micro-organisms and fungi. Used Clitocybe geotrop
mushroom species in our study are belong to the family Tricholomatacea and they are not toxic fungi.
They were popularly known as Ebiske mushrooms and consumed as food.

In the first step of this study; mannanase enzyme was purified from Clitocybe geotrop using ammonium
sulfate precipitation, DEAE-Sephadex ion exchange chromatography and Sephakryl S 200 gel filtration
chromatography techniques. In the first step of purification, it was done ammonium sulfate precipitate in
the range of 60-80% then applied to DEAE-Sephadex ion exchange chromatography and in the final step;
obtained mannanase enzyme was purified as 176.4 fold and with a yield of 21.3% from Sephacryl S 200
gel filtration column. SDS-PAGE gel electrophoresis analysis was indicated that f-mannanase formed
from a single subunit enzyme and the molecular weight was determined to be 39.5 kDa by gel filtration
chromatography. Purified B-mannanase enzyme from Clitocybe geotrop fungus was immobilized
covalently to chitosan particles which modified with Fe;O, NPs through L-glutaraldehyde. Then, the
characterization of free and immobilized enzymes was completed. Optimum pH and optimum
temperature value of free and immobilized B-mannanase was determined as 5.0 and 60°C, respectively. It
has been found that free mannanase enzyme was mostly stable between 25 to 60°C and the immobilized
enzyme was also stable in the range of 20 and 60°C.

In order to determine the substrate specificity of free and bound enzyme, activity measurements were
done using xylene, starch, cellulose, and locust bean gum and gelatin substrates separately and V., and
K., values were calculated using Lineweaver Burk plots. Enzyme highest V. value was obtained against
the locust bean gum substrate and V. values of free and immobilized B-mannanase enzymes were 10.2
EU / mg and 14.35 EU / mg, respectively. The K, values were calculated as 0.588 mg/mL and 0.122
mg/mL. The effects of CuCl,, HgCl,, FeCl,, MgCl,, CaCl,, ZnCl,, MnCl,, CdClI, and CoCl, metal ions at
1 mM and 5 mM concentrations as in vitro. The free enzyme was inhibited at 10% rate by Mg?" ions at 5
mM concentration, Zn ion also inhibited at 10% rate both free and immobilized mannanane enzyme at 5
mM concentration. Immobilized mannanase enzyme was inhibited in the medium of Ca*" and Mg®* ions
but other metal ions activated to them. In the last phase of the study; it was investigated whether free and
immobilized B-mannanase could be used in the clarification of fruit juice and increasing of juice yield or
not. According to the obtained results, it was found that both free and immobilized mannanase enzyme
was increased fruit juice production. Especielly, production of rosehip juice was produced by free and
immobilized mannanase with the yield of 146.2% 223.1%, respectively.

2016, 143 pages

Key Words: Mannanase, Clitocybe geotropa, purification, immobilization, magnetite chitosan
nanoparticles (MG-CTS NPs)
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1. GIRIS

1.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiil kavrami boyut olarak 1-100 nm arasindaki biiylikliige sahip olan
partikiilleri kapsayan bir kavram olarak kullanilmaktadir. Belirli bir materyalin atom
boyutundaki 6zellikleri, partikiil olarak belirtilen boyut aralifinda fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerinin degismesine sebep olmaktadir (Pearce 2012).

Nanopartikiiller yapilar1 farkli kimyasal 6zellige sahip olan metal oksitler, metaller,
organik karbon materyaller, silikatlar ve biyomolekiiller yapida materyallerden
olusabilmektedir. Morfolojik o6zellik olarak nanopartikiiller kiire, silindir ve tiip
seklinde olabilmektedirler. Nanopartikiiller kolaylikla spesifik uygulamalara uygun
yizey modifikasyonlarmin saglanmasin1  gergeklestirebilecek sekilde dizayn
edilebilirler. Nanopartikiillerin kimyasal yonden kararli olmalari, daha genis yiizey
alanlarina sahip olmalari, farkli fonksiyonlara sahip olmalari, hedeflenen bolgeye
herhangi bir tasiyiciya gerek kalmadan enjeksiyon yoluyla ulasabilmeleri, sekil ve
morfolojik 6zelliklerinin farklilik arz etmesi nedenleriyle teknolojide genis uygulama
alan1 bulmaktadirlar (Nagarajan et al. 2008; Abhilash 2010; Pekdemir 2011).

1.1.1. Manyetik nanopartikiiller

Bir sivi igerisinde siiperparamanyetik dispersiyonlar olusturabilen manyetik
nanopartikiiller metal ve metal oksitlerden olugmaktadir. Bunlar genellikle Ni, Co, Fe,
FesO,4 ve Fe,O3 metal ve metal oksitler olusmaktadir. Magnetik Fe3O,4 bilesigi kiibik
yaptya sahiptir (Kahraman 2008). Oda sicakliginda Fe** ve Fe** iyonlar1 arasinda
elektronlar gegis 6zelligi gosterdiklerinden dolayr magnetik yart metalik malzemeler
grubunda yer alir (Chen 2002; Tartaj 2005; Ban et al. 2005; Gupta 2005; Maity 2007
Kahraman 2008).



1.2. Enzimler

Enzimler; tepkimenin aktivasyon enerjisini diislirerek tepkime hizin1 arttiran
biyokimyasal katalizorler olarak tanimlanmaktadir. Canli  organizmalardaki
tepkimelerin  birgogu katalizér olmadan gerceklesmez. Enzimler, biyolojik
sistemlerdeki son derece kompleks reaksiyonlarin biinyesinde bulundugu canliya zarar
vermeyecek sekilde 1limli kosullarda gergeklesmesini saglar, yan iiriin olusumuna izin
vermez ve ¢ogunlukla protein yapisinda (Katalitik etki gosteren bazi RNA gruplari
hari¢) olan spesifik biyokatalizorlerdir (Nelson and Cox 2004; Yener 2007; Wolfson et
al. 2008; Madigan and Martinko 2010).

Enzimler kimyasal katalizorlere gore; yiiksek oranda substrat spesifikligine sahiptirler,
artitk driinlerin olusumuna engel olurlar ve uygun in vitro kosullarin saglanmasi
halinde etkilerini gosterirler. Enzim katalizoriinde gergeklesen reaksiyonlar %100
verimle gerceklesmektedir. Enzimler optimum kosullarda yiiksek aktivite
gosterdiklerinden dolayr reaksiyon maliyetini disirirler ve g¢evresel Kirlilik gibi
problemlere yol agmazlar. Enzimlerin optimum kosullar altinda etkilerini in-vitro
ortamlar da gosterebiliyor olmalari, enzimlerin endiistriyel alanlarda ve
biyoteknolojide farkli amaglarla kullanilma imkan1 vermektedir (Polaina and MacCabe

2007; Yildirim 2010).

Enzimlerin protein kismi peptid baglariyla bagli 20 aminoasitten olusur. Enzimler post
translasyonel modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan degisken -R-
gruplarinda meydana gelen kimyasal farkliliklarla ¢esitlenmektedir. Post translasyonel
degisimler sonucu protein zincirine karbohidrat, lipid, ¢esitli organik molekiiller veya
metal iyonlar1 baglanabilmektedir (Nelson and Cox 2004; Pandey and Ramachandran
2006).

Enzimlerin bir kismi basit proteinlerden bir kismi ise karbohidratlari, lipidleri,
metalleri, fosfatlar1 ve diger bazi organik gruplar1 (prostetik gruplari) iceren ve protein

tabiatinda olmayan gruplarla sikica baglanmis konjuge proteinlerden olusurlar.



Enzimin protein kismma “Apoenzim”, protein olmayan kismina “kofaktdr”
denilmektedir. Apoenzim ve kofaktoriin birlesmesiyle ortaya c¢ikan aktif yapi
holoenzim olarak adlandirilmaktadir. Enzimatik reaksiyonda doniisiime ugratilan
maddeye substrat denir (Messing 1975; Champe and Harveyl1997; Gegkil 2012).
Koenzimler ortamda serbest halde bulunurlar ve yalniz reaksiyon esnasinda enzimin
protein kismi ile temas ederler. Koenzimler substrattan ayrilan bir grup veya atomu
tutma vazifesi goriir (Champe and Harvey1997; Kaplan and Gross 2000; Polaina and
MacCabe 2007; Gegkil 2012).

Kofaktor Katalitik bolge — Koenzim

y

Apoenzim

W'

Haloenzim

Sekil 1.1. Holoenzim yapist

Enzimler genellikle bir tek substrati iiriine doniistiiriirler. Enzim molekdilleri substrata
uyumlu ii¢-boyutlu bir yiizey olusturan aminoasit yan zincirleri igeren aktif merkez
olarak adlandirilan ve substrati baglayarak bir enzim-—substrat (ES) kompleksi

olusturan 6zel baglanma bolgeleri tasirlar. (Whitehurst and Law 2002).

Bir enzimin aktivitesi, enzimin katalizledigi enzimatik reaksiyon hizinin, optimum
sartlarda sabit bir siirede iiriine donlisen substrat miktarmin ifadesi olarak
tanimlanmaktadir (Arslan 2004; Buchholz et al. 2005; Gegkil 2012).



1.2.1. Enzimlerin tarihcesi

Mikroorganizmalar ve canli halde bulunma nedenlerinden gergeklestigi sanilmakta
olan siitiin eksimesi, sekerin fermantasyon ile alkole doniistiiriilmesi, sarap, sirke ve
peynirin yapilmasi, ekmegin mayalanmasi gibi enzimatik reaksiyonlarin uygulamalari
M.0O’ye dayanmaktadir. Enzimlerin kesfedilmesinde Payen ve Persoz adli iki bilim
insaninin 1833 yilinda malt ekstraktindan alkol ile nisastayr sindiren enzimi izole
etmesi ve olaya diastaz adin1 vermeleridir. Ardindan 1838 yilinda farkli bolgelerde
bulunan Gagnrard ve Schav adli bilim insanlarinin fermantasyonu incelemek amaciyla
yaptiklar1 ¢alismalar sonucu bu olaylarin maya adi verilen bazi makro organizmalar
araciligityla meydana geldigini agiklamalar1 ilk basamaklari sayilmaktadir. Ayni
tarinlerde Beaumont mide suyunun sindirici etkisinin kimyasal bir maddeye bagl
oldugunu bulmus ve 1836’da Bchvrann bu maddeyi izole ederek pepsin adini

vermistir (Buxbaum 2007).

1850’lerde Louis Pasteur sckerlerin, maya araciligiyla alkole doénlismesinin
“fermentler’” araciligiyla gerceklestigi ve bu fermentlerin, maya hiicrelerinin parcalari
oldugunu kabul etmistir. Fakat Biichner'in fermantasyon yapan maya hiicrelerini
kumla ezerek hiicreleri pargalamasi ve bu karigimi yliksek tazyik altinda silizerek elde
ettigi hiicre icermeyen sivinin glukozu fermantasyona ugrattigini gostermesinden
sonra fermantasyon gibi enzimatik reaksiyonlarda Pasteur'iin fikrinin aksine canli
hiicrelerin sart olmadigi, bdylece maya hiicrelerinin bu reaksiyonlar1 katalize eden

enzim karigimini igerdigi sonucuna varmistir (Aehle 2007).

Bu ¢alismalarin devaminda 1874 yilinda Hansen adli bilim insani, enzim preparatinin
(rennet) ticari olarak iiretildigi ilk firma olan C. Hansen Laboratuvarini kurmustur.
Frederick W. Kiihne 1878’de maya manasma gelen fermenter maddeleri “enzim”
olarak tamimlamis boylece enzim kavrami ortaya c¢ikmistir (Buxbaum 2007;
Whitehurst van Oort 2010).



1885 yilinda Blumenthal, peynir yapiminda kullanilmak iizere, ilk kez rennin
enziminin 6zitiini iretmiglerdir. 1926 yilinda James B. Summer, ilk defa iireaz enzim
kristallerini elde ederek, enzimlerin proteinlerden olustugunu gostermistir (Buxbaum
2007). 1930’larda Moses Kunitz ve John Northrop kimotripsin, pepsin, tripsin ve
karboksipeptinaz enzimlerini kristalize ederek bu enzimlerin proteinlerden olustugunu
kanitlamalar1 ile Summer tarafindan ortaya konmus enzimin proteinlerden olustugu
teorisi biiyiik oranda kabul edilmistir. Enzimlerin kimyasi ve yapis1 alanindaki ilk
calismalar 1900°1i yillarda Svedberg tarafindan gelistirilmis ultrasantrifiij teknigi
kullanilarak molekiil kiitlelerine enzimlerin ayrilmasi, 1960’larda riboniikleazin
aminoasit dizi sirasinin ve lizozim enziminin ii¢ boyutlu yapisinin X-iginlar
kristalografisi ile belirlenmesi (1965) caligsmalar1 ile baslamaktadir (Beilen and Li
2002).

1958 yilinda Koshland tarafindan 6nerilmis, indiiklenmis uyum (induced-fit) modeli
ile enzimlerin yapisal esneklikleri coziilerek bu molekiillerin katalitik gilicii ve
spesifikligi agiklanmaya galisilmistir. Merrifield et al. (1969) tarafindan, riboniikleaz
enziminin aminoasitlerden kimyasal olarak sentezlendiginin belirlenmesinden sonra
X-151n1 kristalografisi ve niikleer manyetik rezonans (NMR) teknikleri ile enzimlerin

yapilar1 incelenmistir. (Buchholz and Poulson 2000; Whitehurst and van Oort 2010).

Thomas R. Cech ve Sidney Altman adli bilim insanlar1 1980’lerde, protein yapisinda
olmayan ancak enzim islevi goren ribozimleri kesfederek enzimlerin tiimiiniin protein
yapisinda oldugu fikrini ciiriitmiislerdir. Bu bilim adamlar1 yapmis olduklar1 ‘‘RNA
katalitik 6zelliklerinin kesfi’” buluslariyla 1989 yilinda, kimya alaninda Nobel 6diiliinii
almiglardir. (Buchholz and Poulson 2000; Polaina and MacCabe 2007; Pege 2014).

1.2.2. Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler kesf edilip kullanilmaya bagslandiktan sonra salgilanip faaliyet gosterdikleri
yere gore siniflandirilmiglardir. Hiicre i¢inde salinip aktive olan enzimlere ‘“hiicre

ici”’(endojen) ve salgilandiklar1 bolgeden farkli yerde aktive olan enzimler ise “hiicre



dis1”(eksojen) enzimler olarak adlandirilir. Enzimler inaktif halde substratinin sonuna
“-jen” veya “pro-" eki getirilerek aktif oldugu durumda etkiledikleri substratin sonuna
“ase=az” eki getirilerek ve katalizledikleri reaksiyon tiirline gore tanimlanir. Ayrica;
enzimler reaksiyona girdikleri substratin isminin sonuna -litik eki getirilerek te
isimlendirilir (Champe and Harvey 1997; As1 1999; Beilen and Li 2002; Nelson and
Cox 2004).

1961 yilinda Uluslararas1 Biyokimya Birliginin enzim komisyonu almis oldugu karara
gore enzimler belirlenmis kurallara gore adlandirmakta ve siniflandirilmaktadir. Bu

kurallar;

e  Enzimler ilk boliimii substratin adin1 ikinci boliimii ise katalizledigi reaksiyon
c¢esidini agiklayan ve -az son eki ile biten iki kisimdan olusur. Fakat uluslararasi enzim
komisyonunun karariyla -az son ekinin eklenmesi kurali kaldirilmistir.

e Enzimi tanimlayacak ek bilgi var ise enzim isimlendirildikten sonra parantez
icerisinde yazilir.

e Enzimler temel olarak 6 sinifa, her sinif alt siniflara ve alt smiflar da gruplara
ayrilacak sekilde gruplandirilmstir.

e Her enzim birbirinden ayrilmis 4 sayidan olusan sistematik kod numaralarina gore
tanimlanmistir. Bu sayilardan birincisi enzimin temel smifini, ikincisi alt simifini,
liciinclisii grubunu, dordiincii say1 ise enzimin o gruptaki kendine 0zgii olan sira

numarasidir.



Cizelge 1.1. Enzimlerin siiflandirilmasi

ENZIMLERIN SINIFLANDIRILMASI

1-Oksidorediiktazlar;
Biyolojik oksidasyonla
ilgili rediiksiyon-
oksidasyon reaksiyonlarini
katalize ederler.

A. Elektron dondriiniin
—CH-OH grubu oldugu
reaksiyonlari katalizleyenler

A.1.Dehidrojenazlar
(rediiktazlar): Elektron alicis1
olarak NAD(P)+ kullanirlar.
A.2.0ksidazlar: Elektron alicisi
olarak molekiiler oksijen
kullanirlar.

B. Elektron dondriiniin aldehit
veya keton grubu oldugu
reaksiyonlar katalizleyenler

C. Elektron donériiniin
—CH—-CH- grubu oldugu
reaksiyonlar katalizleyenler

D. Elektron donériiniin
—CH-NH, grubu oldugu
reaksiyonlar katalizleyenler

E. Elektron dondriiniin —CH—
NH — grubu oldugu
reaksiyonlari katalizleyenler

F. Elektron dondriiniin
NAD(P)H oldugu
reaksiyonlari katalizleyenler

G. Elektron dondriiniin stilfiir
grubu oldugu reaksiyonlari
katalizleyenler

H. Elektron donoriiniin hem
grubu oldugu reaksiyonlari
katalizleyenler

I.  Elektron donériiniin difenol
oldugu reaksiyonlari
katalizleyenler

J.  Peroksidazlar: Elektron
akseptoriiniin bir peroksit
oldugu reaksiyonlari
katalizleyenler

K. Oksijenazlar:-Molekiiler
oksijenin elektron donorii ile
birlestirildigi reaksiyonlari
katalizleyenler

B.1.Dehidrojenazlar: Elektron
akseptorii olarak NAD(P)+
kullananlar. B.2.Elektron alicist
olarak disiilfid kullananlar.
B.3.Elektron akseptorii olarak
Fe/S protein kullananlar.

K.1. Dioksijenazlar: Molekiiler
oksijenin her iki atomunun da
elektron donorii ile
birlestirildigi reaksiyonlari
katalize ederler

K.2. Monooksijenazlar
(hidroksilazlar): Molekiiler
oksijenin her bir atomunun iki
ayri elektron vericisi ile
birlestirildigi reaksiyonlari
katalize ederler

2-Transferazlar,
fonksiyonel gruplarin bir
molekiilden digerine
transferini katalize ederler.

A. Bir karbonlu gruplar1 transfer
edenler

B. Bir agil grubu transfer
edenler

C. Bir glukozil grubu transfer
edenler; Heksoz kalintisi
transfer edenler, Pentoz
kalintis1 transfer edenler

D. Kinazlar: Fosfat iceren grup
transfer ederler.

A.1.Metil grubu transfer edenler
A.2.Formil grubu transfer edenler
A.3.Karbamoil grubu transfer
edenler

A.4.Bir aldehit veya keton
kalintis1 transfer edenler

B.1.Acil grubu dondriiniin agil-
CoA oldugu reaksiyonlar1 katalize
edenler

B.2. Bir aminoagil grubunun
transfer edildigi reaksiyonlar1
katalize edenler




Cizelge 1.1. (devami)

3-Hidrolazlar, su molekiillerinin 1.Esterazlar: Ester bagini hidroliz ederler.

eklenmesi ile baglarin pargalandig1 | 2. Glukozidazlar: Glukozidik baglari hidrolize ederler.

hidroliz reaksiyonlarini 3. Peptidazlar: Peptit baglarini hidrolize ederler.

katalizlerler. 4. Amidazlar: Peptit bagindan baska bir amit bagini hidrolize
ederler.

4-Liyazlar, oksidasyon veya 1.Bir C—C bag1 olusturan veya yikanlar; Karboksi-liyazlar

hidrolizden farkli olarak molekiiller | (karboksilazlar, dekarboksilazlar), Aldehit veya ketonlar {izerine

arasinda ki baglar1 yikan veya etkili olanlar

olusturan enzim grubudur. 2. Bir C—0O bagi olusturan veya yikanlar; Hidroliyazlar

(hidratazlar, dehidratazlar)
3. Bir C—N bagi olusturan veya yikanlar; Amonyak liyazlar,
Amidin liyazlar

1.Epimerazlar: Rasemizasyon veya epimerizasyon
reaksiyonlarini katalize ederler.

5-Izomerazlar, molekiil ici 2. Cis-trans izomerizasyon reaksiyonlarini katalize edenler
degisiklikleri katalizlerler 3. Bir intramolekiiler elektron transferi reaksiyonunu katalize
edenler

4. Mutazlar: Intramolekiiler grup transferi reaksiyonlarini
katalize ederler.

6-Ligazlar, enerjice zengin bir 1.Bir C—0 bagi; C—S bagi; C—N bagi; C—C bagi; P—O bagi
bagn hidrolizi ile iki molekiiliin kuranlar
birbirine baglanmasini katalizlerler

1.2.3. Enzimlerin etki mekanizmasi

Enzimatik reaksiyon hizlarinin deneysel parametrelerdeki degisimlerden etkilenme
oranlarinin ve degisim miktarinin incelenmesi olay1 enzim kinetigi olarak adlandirilir.
Biyokimyasal enzim mekanizmasi Michaelis-Menten teorisi ile agiklanmaktadir. Bu
teoriye gore enzimin aktif bolgesi substrat ile bir ara iiriin vermek iizere enzim substrat
kompleksi olusturur ve bu etkilesim sonucu substratta bazi baglar pargalanir. Substrat
enzimin etkisiyle reaksiyon {iriinlerini olusturacak parcalanan dayaniksiz bir kompleks

haline doniisiir (Gegkil 2012).

Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin,
enzim etkisiyle optimal kosullarda belirli siirede iiriine doniistiiriilen substrat miktarina
gore ifadesidir. Reaksiyonun hizini belirleyen en 6nemli faktor aktivasyon enerjisi (E)
olarak adlandirilmis enerji ihtiyacimin biiyiikliiglidiir. Enerji engeli ne kadar ytiksek

olursa birim zaman igerisinde bu engeli asan molekiillerin sayis1 da o oranda az




olacaktir. Reaksiyon hizini artirabilmek igin sisteme kimyasal veya biyolojik bir
katalizor ilave edilebilir. Bu durumda katalizor substrat ile (ES) kompleksi yaparak

aktivasyon enerjisini asagilara ¢ekebilir (Chaplin and Bucke 1990; As1 1999).

Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzim etkisiyle belirli zaman biriminde birim bagina
aci8a cikan iirlinlin veya lriine doniisen substratin miktarina gore belilenir. Belirli bir
enzimin in-vivo veya in-vitro ortaminda bulunma miktari, enzimin bulundugu yerde ki
reaksiyonu katalizledigi tepkimenin hizi 6lgtilerek belirlenir ve Olgililen hiz, var olan
aktif enzimin miktariyla dogru orantili olarak degisir (Buchholz et al. 2005).
Enzimlerin miktarlar1 yerine genellikle aktivite {initeleri kullanilir ve ¢esitli enzimatik
reaksiyonlarin hizlarindaki farklilik ilgili enzimlerin aktivitelerinin veya etkinliklerinin

degiskenlik gdstermesinden kaynaklanmaktadir (Buxbaum 2007; Aehle 2007).

Optimum pH ve sicaklikta doygun substrat konsantrasyonunda tek bir enzim molekiili
tarafindan birim zamanda iirline doniisen substrat molekiilii sayisina, enzime ait
doniisim kat sayisi denilir ve kcat sembolii ile gosterilir. Enzim aktivite birimi, {inite
(U) olarak adlandirilir ve 1U’ile gosterilir. 1 IU enzim aktivitesi, optimal sartlarda,
16,67 nmol substrati 1 saniyede iiriine donistiiriilmesine denk gelen; 1 dakikada
I umol substrat1 {iriine doniistiiren enzimin etkinlik derecesinin 6l¢iisiidiir. Protein veya
enzimlerle karisik halde bulunan bir enzimin konsantrasyonu tinite/mL cinsinden ifade
edilir. Bir enzimin spesifik aktivitesi=linite/mg protein veya umol P /mg birimleriyle
gosterilir. Optimal kosullarda, 1 saniyede 1 mol substrati sindiren enzim etkinligininin
Slgiisiine ise katal denilmekte ve 6 x 10" IU enzim aktivitesine karsilik gelmektedir
(Chaplin and Bucke 1990; As1 1999; Buchholz et al. 2005; Gegkil 2012).

1.2.4. Enzimatik bir reaksiyonun hizini etkileyen faktorler

1.2.4.a. Enzim konsantrasyonu

Biyokatalizorlerle gerceklestirilen reaksiyonlarda hiz enzimin substrata doygun oldugu

kosullarda enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmaktadir. Optimal
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kosullarin saglandig1 ve yeterli substrat ortaminda enzimatik reaksiyonun 6l¢iilen ilk
hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu [E] ile dogru orantili olarak degisir (Chaplin and

Bucke 1990; Sayin 2009; Gegkil 2012).

REAKSIYON HIZI

L

ENZIM KONSANTRASYONU

Sekil 1.2. Enzim konsantrasyonunun enzim hizina etkisi

1.2.4.b. Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve optimum kosullarin saglandigi reaksiyon ortaminda substrat
miktar1 kiigiik olsa dahi enzim molekiilleri serbest kalir ve kii¢clik miktarda enzim-
substrat kompleksi olusur ve {irline doniisen substrat miktar1 azaldikca reaksiyon hizi
azalir. Ortamda bulunan tiim enzim molekiillerinin ES kompleksi olusturdugu noktada
reaksiyon maksimum hiza ulasir. Vinax noktasinda ortama substrat eklenmesi reaksiyon
hizini etkilemez (Buchholz et al. 2005; Pandey 2006; Aehle 2007; Buxbaum 2007).

BASLANGIC HIZI

Ky SUBSRAT KONSANTRASYONU

Sekil 1.3. Substrat konsantrasyonunun enzim hizina etkisi
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Katalitik reaksiyonlarda enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve yari
maksimal hizin gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonuna “Michaelis-Menten
sabiti” denir ve Ky, ile gosterilir. Bir enzim i¢in Ky, (Michaelis-Menten sabiti), enzim-
substrat etkilesimlerini tanimlayan sabit bir sayidir; maksimum hizin yariya ulastigi
noktada ki substrat konsantrasyonunun degerini gosterir ve enzim konsantrasyonundan
bagimsiz bir degerdir. Kn degeri, reaksiyonun baslangic hizin1 (Vo) substrat
konsantrasyonunun ([S]) bir fonksiyonu kabul ederek hiperbolik grafik ¢izimiyle

deneysel olarak 6lgiilebilir:

_ Vmax [S]
~ Km + [S]

Vo
1. Kn, substrat i¢in enzim afinitesi hakkinda bilgi verir. Bir enzimin Ky, degeri diisiik
ise substrat i¢in yiiksek afiniteye sahiptir.
2. K degeri enzimler icin karakteristiktir fakat farkli enzimler ayn1 Ky, degerine sahip
olabilmektedir.
3. Ky enzime etki eden inhibitoriin etki sekli hakkinda bilgi verir. Hiperbolik egri
denklemi olan Michaelis-Menten denkleminde karakteristik noktalar1 belirlemek gii¢
oldugu i¢in genellikle bu egri yerine dogrusal egri grafikleri kullanilmaktadir.
Dogrusal egri grafiklerinden Michaelis-Menten denklemininin ters c¢evrilerek
carpanlara ayrilmasi sonucu elde edilen Lineweaver-Burk denklemi en yaygin

kullanilan dogrusal denklem grafigidir.

Vmax|S]

T Kmils|

o EGIM=K ,/V 10x 1 Km +(s]

v, Vmax|S|
e 1V, ! o N 5]
V, Vmax($] Vmax(9]
1K 18] | Km | [1]
Vo~ Vmax [S] v

Sekil 1.4. Lineweaver-Burk denklemi ve grafigi
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1.2.4.c. pH

Enzimlerin aktif bolgeleri, substratlar1 ve koenzim molekiilleri iyonlasabilen asidik ve
bazik gruplara sahiptirler. Dolayisiyla enzimlerin aktiviteleri yapilarindaki amino
asitlerin ve substratlarin yapilarindaki H" iyonu konsantarsyonuna bagli olarak degisir.
Iyon yiiklerindeki degisiklikler substratin baglanmasini ve reaksiyonun gerceklesme
oranini etkiler. pH degisimi enzimin aktif bolgesinin iyonizasyonunu degistirerek,
substrat molekiillerinin ¢oziinlirliiglinii etkiler. Enzimin aktivitesinin maksimum
oldugu noktaya optimum pH denir, enzimin aktivitesini uzun siire korudugu pH
araligina ise stabil pH denilmektedir. Genel bir gosterim olarak pH-hiz grafigi ¢an
egrisi seklindedir (Martin and Bucke 1990; Buchholz et al. 2005; Pandey 2006).

h
-

OPTIMUM pH!

ENZIM AKTIVITESI

\j

pH

Sekil 1.5. Enzim kataliz reaksiyonlari tizerine pH etkisi

1.2.4.d. Is1 veya sicakhik

Enzimatik reaksiyonun hizinin maksimum oldugu sicaklik degerine optimum sicaklik
denir. Sicaklik artisiyla enzimatik reaksiyonun hizi; sicaklik belli bir degere ulagincaya
kadar devam eder; sicaklik degeri yiikseldikge enzim denatiire olur ve aktivitesini
kaybeder. Enzimler saf halde yiiksek sicakliklarda daha cabuk denatiire olurlar (As1
1999; Buchholz et al. 2005; Pandey 2006; Aehle 2007).
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Sekil 1.6. Sicaklik degisiminin enzimler lizerinde Ki etkisi

1.2.4.e. Zamanin enzimatik reaksiyonlarin hiz1 iizerine etkisi

Enzim reaksiyonu sonucu ac¢iga c¢ikan iriinlerin kendi aralarinda baglar kurarak
tersinir reaksiyonlara yol ag¢malari, enzimin farkli etmenlerden dolayr zamanla
denatiire olmasi, enzim inhibisyonuna neden olacak artik triinlerin olusmasi ve
substratin tiikenmesi gibi nedenlerden dolayr enzim tarafindan katalizlenen bir
reaksiyonun hizi, zamanla azalmaktadir. Bu sebeplerle enzimlerle yapilacak ol¢iimler,
cogu kez substratin yaklasik %10 kadarinin kullanildigr reaksiyonun baslangi¢
kisminda yapilir (As1 1999; Aehle 2007).

1.2.4.f. Iyonlarin enzimatik reaksiyonlarin hiz1 iizerine etkisi

Bazi enzimler aktif forma doniisebilmek i¢in metal iyonlarina ihtiyag duymaktadir
metal iyonlari, genellikle karbonil baglarda ki elektronlarla veya alkollerdeki oksijen
molekiillerinin tasidig1 elektronlar gibi elektron ¢iftleriyle kompleks olusturup
enzimlerin  fonksiyonel grubunu polarize ederek ve yonlendirerek katalitik
fonksiyonlarmi1 yerine getirirler. Metal iyonlarinin yapisal fonksiyonlarida

bulunmaktadir (Aehle 2007; Gegkil 2012).
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Metal iyonlarmin enzimatik katalizasyonda iistlendikleri roller bes mekanizmada

Ozetlenebilir:

1) Metal iyonlar1 enzimlerde komformasyonel degisikliklere neden olurlar. Aktif
formda ki tersiyer veya kuarterner yapinin devamini saglarlar. Enzime herhangi bir
metalin eklenmesi durumunda enzim aktivitesini kaybederek inaktif forma
doniisebilir.

2) Metalloenzimlerdeki metal iyonlari, enzim katalizasyonuna dogrudan katilirlar.

3) Bir enzim, metal ile enzim-metal kompleksi (EM) olusturup substrata baglanabilir
ve olusturduklar1t EMS kompleksi tizerinden iiriin olusumuna katilir.

4) Bir metal irlin ile kompleks olusturarak {iriiniin tekrar substrata doniisiimiiniin
Ontine gecip reaksiyonun hizini yiikseltebilir.

5) Bir enzim igin esas substrat metal-substrat kompleksi (MS) olabilir; enzim ancak

MS kompleksine baglanabilir.

1.2.5. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimenin hizinin inhibitér adi verilen bazi
maddeler tarafindan azaltilmasi veya tamamen durdurulmasi olayidir. Enzimin
yapisinin  parcalanmasina neden olan inhibitorlere irreverzibl (doniisiimsiiz)
inhibiitorler ve inhibiitoriin etkisi ortadan kalkinca enzim aktivitesinin tekrar
kazanmasi1 ile sonuglanan reverzibl (geri doniisiimlii) inhibiitérler olmak iizere

inhibitorlerin iki farkl tiirde etkileri bulunmaktadir (Ast 1999; Pandey 2006).

1.2.5.a. Irreversibl (doniisiimsiiz) enzim inhibisyonlar

[rreversibl enzim inhibisyonu, bir irreversibl inhibitoriin, enzim iizerinde bulunan ve
aktivite i¢in esas olan bir fonksiyonel grubu parcalamasi veya onunla geri doniisiimsiiz

olarak birlesmesi sonucu olusur.
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Geri doniisiimsiiz inhibiisyonlar Michaelis-Menten prensiplerine uymaz. irreverzibl
inhibiisyon ¢ogunlukla enzimin normal kinetik reaksiyonlarina gore daha yavas baslar
ve tam bir inhiblisyon olusmaz, fakat inhibisyon etkisi zamanla siirekli olarak artar.

(Bisswanger 2002; Gegkil 2012).
1.2.5.b. Reversibl (doniisiimlii) enzim inhibisyonlari
1. Kompetitif (yarismali) enzim inhibisyonu

Kompetitif enzim inhibisyon sisteminde inhibitor enzimin aktif bdlgesine subtrattan
once baglanmaya calisir. Enzimin fonksiyonel bdlgesine inhibitor baglanmasi sonucu
enzim substrat birlesimi ger¢eklesmez. Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitor
madde, enzimin substratina olan ilgisini azaltir. Yarismali inhibitor, yapisal olarak
substrata benzeyen ve substrat gibi, enzime reversibl baglanma 06zelligi gosteren

bilesiklerdir (Marangon1 2003).

E+S=—=ES—> E+P

+

I o
u K, /

Sekil 1.7. Kompetitif enzim inhibisyonunda enzim-substrat iliskisi

Kompetitif enzim inhibiisyonda maksimum hiz degismez, K, artar (Gonze and
Kaufman 2013).
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INHIBITOR YOK l 1/V
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INnlcITOR VAR

0 2 4 6 8 10 12 W 16 1/Vax ~— INHIBITORSUZ
SUDSTRAT
% EGIM=Kum/Vumax
Michaelis-Menten grafigi Ll 1/[S]

Sekil 1.8. Kompetitif enzim inhibisyonun Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten
grafigi

2. Nonkompetitif (yarismasiz) enzim inhibisyonu

Nonkompetitif enzim inhibisyonunda, yarismasiz inhibitdr, enzimin aktif bolgesi
disinda bir bolgeye baglanarak enzimi doniisiimsiiz olarak inaktive eder. Inhibitoriin
enzime baglanmasi substratin baglanmasim1  Onlemez ancak enzim-substrat

kompleksinin iirlin ve enzime ayrigsmasini 6nler (Marangon1 2003; Gegkil 2012).

E+S=—=ES—> E+P
+

. @=@&
EI +S === ESI ®H H@

(gg

Sekil 1.9. Nonkompetitif enzim inhibisyonunda enzim-substrat iligkisi
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INHIBITOR YOK
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INHIBITOR VAR

~— INHIBITORSUZ
S EGIM=Kum/Vuax
SUDSTRAT

Michaelis-Menten grafigi ([ -1/Kum 1/[S]

Sekil 1.10. Nonkompetitif enzim inhibisyonun Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten
grafigi

Nonkompetitif enzim inhibisyonunda Vmax degeri belirgin diizeyde diiser; bu tiir
enzim inhibitorleri K, degerini ¢ok az oranda etkiler ya da hi¢ etki gostermez bu

nedenle Kn, degismez (Ast 1999; Gegkil 2012).

3. Unkompetitif (Yar1 yariymali) enzim inhibisyonu

Enzim molekiiliine yar1 yarismali bir inhibitoriin baglanmasiyla meydana gelen enzim
inhibisyonudur. Nonkompetitif inhibitor reaksiyonunda oldugu gibi unkompetitifli
enzim inhibisyonunda inhibitér enzim {izerinde substratin baglandigi aktif bolgenin
disinda bir yere doniislimlii olarak baglanir; farkli olarak nonkompetitif inhibitor
serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine baglanirken unkompetitif inhibitor,
ES kompleksi olustuktan sonra reversibl olarak baglanip enzimi inaktive eder.

Unkompetitif inhibitor, ES konsantrasyonunu azaltir (As1 1999; Purich 2010).
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~ o

Sekil 1.11. Unkompetitif enzim inhibisyonunda enzim-substrat iliskisi

Yar1 yarigmali inhibiisyon sisteminde Vpmax degeri azalirken Ky, degeri kiigiiliir (As1

1999; Gegkil 2012).
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Sekil 1.12. Unkompetitif enzim inhibisyonun Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten
grafigi

1.2.6. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu terimi enzimlerin suda ¢dziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ya
da kimyasal olarak baglanarak, bir matris veya mikrokapsiillerde enzim molekiillerinin
tutuklanmasi, yerlestirilmesi veya hapsedilmesinin yaninda katalatik aktivitelerinin de
korunmasi, bu sayede tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasi anlamina

gelmektedir (Telefoncu 1997; Palmer 2007; Dogan 2008).
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Serbest halde enzimin aktivitesini kaybetmeden endiistriyel alanlarda tekrar
kullanilmast zorluk teskil etmektedir. Serbest enzimle yapilan ¢aligmalarda enzimin
istenildigi anda ortamdan uzaklastirilmasi ve istenilmeyen yan {riinlerin olusumunu
kontrol etmek oldukg¢a zordur. Saf halde bulunan enzimin tekrar kullanilmasi i¢in
yeniden elde edilmesi gerekmektedir. Bu ve benzeri sorunlari ortadan kaldirmak i¢in

enzim immobilizasyonu teknikleri gelistirilmistir.

Immobilize enzimin serbest enzime gore iistiinliikleri;

e Enzimlerin yarilanma 6mriinii (raf dmriinii) uzatir.

e Organik ¢dziiciilerde enzimin kararliligini korur.

e Cevre kosullarma (pH, sicaklik v.s.) karsi enzim aktivitesini ve karali yapisini
devam ettirir.

e  Uzun siireli, siirekli islemlere birkac kez uygulanabilir.

e  Serbest enzime gore daha kararlidir.

e Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Reaksiyon sonunda siizme, santrifiijleme, ¢oktiirme gibi yontemlerle iirlinlerin
enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir probleme yol agmadan ortamdan kolayca

uzaklastirilabilirler.

Immobilize enzimin dezavantajlar;

e Uygun immobilize yontemin se¢iminin zor olmasi,

e Immobilizasyon sirasinda katalitik aktivitenin kaybolmasi,

e Katalizor ve tasiyicinin fiziksel ve kimyasal olarak birbirinden ayrilmis olmasi,

e Immobilizasyon islem siiresinin uzun olmast,

e  Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzimin kararliligin1 koruyamamasi,

e  Tasiyict materyallerin maliyetinin yiiksek olmasi
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1.2.6.a. Enzim immobilizasyonunun tarihcesi

Immobilize enzimin tarihgesi 19. yiizyilda mikroorganizmalarin sirke {iretiminde
kullanilmasi, atik sularda damlama yontemi ile mikrobiyal filtre gelistirme ve atik
sulart saflastirma gibi endiistriyel alanlarda kullanilmak amaciyla yapay ortamlara
enzimlerin tutturulmasi ile baslamistir (Brena and Viera 2006). Immobilize enzim

terimi ilk defa 1971 yilinda Enzim Miihendisligi Konferansinda kabul edilmistir.

Enzim immobilizasyonu ilk olarak (1916-1940) Nelsen and Griffin (1916), odun
komiirii iizerine adsorbe edilmis maya invertaz enziminin sukroz disakkaritlerin
hidrolizini katalizleyebildigini gdézlemlemeleriyle baglamistir. Ilerleyen calismalarda
cogunlukla cam, alumina gibi basit inorganik tasiyicilar {lizerine ya da hidrofobik
etkilesimlerle tutturulmus cam ylizeylere adsorpsiyon yoluyla proteinlerin izolasyonu

icin adsorban hazirlamak amaciyla biyo-immobilizasyon teknikleri kullanilmistir.

Enzim immobilizasyonunun gelisme doneminde fiziksel absorbsiyon yontemleri ile
enzim ve proteinler kat1 tasiyicilara baglanmasi saglanmistir. 1953 yilinda Grubhofer
ve Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz gibi ¢esitli enzimleri
diazolanmis poliaminostiren reginesi {iizerine kovalent baglanmayla immobilize
etmelerine kadar immobilizasyon pratikte kullanilmamigstir. Daha sonra 1956 yilinda
Mitz, katalaz enzimini DEAE-seliiloz {izerine iyonik baglanmayla immobilizasyonunu
gerceklestirilmistir. 1955-57 yilinda a-amilaz enziminin aktif karbon, bentonit ve kile
tutturulmasi, AMP deaminaz enziminin silikaya, kemotripsinin kaolinite adsorbsiyon
yontemi ile baglanmasi (Dickey 1955; Mclaren 1957; Metz and Schuster 1959)
saglanmistir. 1960 yilindan sonra artik fiziksel adsorbsiyonlar yerine uzun siireli
kovalent olmayan baglanma yontemleri ve tutuklama yontemleri kullanilmaya
baslanmigtir. Ayrica yar1 gecirgen kiiresel membranlar, sentetik polimerler (PVA
(polyvinyl alcohol), PAAm (polyacrylamide gel), Naylon, Polisistrin, nitroseliiloz,
nisasta, silikon gibi dogal polimerler {izerine absorblama teknikleri ve film ve
membranlarla ya da kursunlu boncuklara enzimlerin tutturulmasi ¢alismalari

yapilmistir (Kent and Slade1960; Brown et al.1968; Haynes and Walsh 1969). Ayni
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yillarda Tripsin, papain, amilaz ve riboniikleazin ve poliakrilamid jel igine
tutuklanmasi (Bernfeld and Wan 1963), karbosipeptidaz A’nin glutaraldehitle ¢apraz
baglanmas1 (Quiocho and Richards 1964) ve karbonik anhidraz enziminin
mikrokapstillenmesi c¢alismalar1 yapilmistir (Chang 1964). 1970’11 yillarda kovalent
baglama, adsorbsiyon, tutuklama, enkapsiilasyon tekniklerinin yani sira afinite
baglanma ve koordinasyon baglama immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.
Ornegin bu donemde enzimler monomerler halinde ¢ift katlanarak kopolimerizasyon
yontemi ile jel matrikslere tutturularak yapay enzimler olusturulmus ve enzimlerin
kararlt yapisint korumast saglanmistir (Beaucamp et al. 1972). 1971 yilinda
Gregoriadis tarafindan amiloglukozidaz enzimi tutuklanmig lipozomlar yapilmis, 1973
yilinda Chibata ve arkadaglari mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunu saglayarak
endiistriyel alanlarda ilk uygulamalar1 gergeklestirilmis, poliakrilamit jele tutuklanmas,
yiiksek aktivitede aspartaz igeren E.coli hiicreleri ile amonyum fumarattan L-aspartat

tiretiminde kullanilmistir.

1980'li ve 19901 yillarda immobilize enzimlerin organik ¢oziiciiler] iginde katalitik
olarak aktif ve kararli yapida kalmas1 ve sulu ortamlarda gergeklestirilemeyen enzim
reaksiyonlarmin olusmasi saglanmistir (Zaks and Klibanov 1985; Klibanov 1997).
Ornegin, dogal olmayan kosullarda ¢oklu amaglar igin giiclendirilmis basit yapil1 kafes
sistemleri, sandvi¢ kompleksleri gibi destek ortamlarina enzimler immobilize edilerek
enzimler biyokatalitik yapilarinin korunmas: saglanmig (Lee et al. 1986), tabaka-
tabaka kovalent kombinasyon teknikleri ve ¢apraz baglama yontemleri kullanilarak
enzimler daha giiclii baglarla yiiklenerek yiiksek stabilitede kristal enzimler
olusturulmus ve oOzellikle organik c¢oziiciiler i¢inde bu kristal enzimler

biyotransformasyon islemlerinde biyokatalizor olarak kullanilmistir (Hagerdal 1986).

1.2.6.b. immobilizasyon yontemleri

1. Coziinmez formda immobilizasyon

1.1. Baglama: Capraz baglama
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Enzim kopolimerizasyonu
Tastyiciya baglama: Adsorbsiyon
Fiziksel baglama

Iyonik baglama

Selat baglama

Kovalent baglama

Biyospesifik(Afinite) baglama

1.2. Tutuklama: Jelde tutuklama
Mikrokapsiilleme
Lipozom teknigi

2. Cozlinen formda immobilizasyon: Ultrafiltrasyon Hollow-fiber Membranlar

1. Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri

a. Baglama Yontemleri

1. Capraz baglama

Capraz baglama yontemi enzimlerin iki ya da ¢ok fonksiyonlu reaktifler araciligiyla
serbest amin ve karboksil gruplariyla veya aktif molekiilleri ile bag kuracaklari protein
molekiillerine ya da ¢éziinmeyen bir tasiyici lizerindeki fonksiyonel gruplara, kovalent
baglarla ii¢ boyutlu ¢apraz baglanarak suda coziinmeyen kompleksler olusturmasi

yontemidir (Sheldon et al. 2007; Shah et al. 2007).

Proteinlerin ¢dziinmeyen tasiyiciya ¢apraz baglanmasiyla enzimin substrat ¢ozeltisinde
kaybolmasit 6nlenir. Biyokatalitik birimler kloroformat ve karbonilimidazol,
heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon, ge¢is metal
iyonlari, epiklorohidrinler, glutardialdehid, glutaraldehid, diizosiyanat, hekzametilen

diizosiyanat, toluen diizosiyanat gibi iki ya da ¢ok fonksiyonlu reaktifler yardimiyla



23

kendi aralarinda ¢apraz baglar yaparak enzimlerin sabit materyale baglanmasi saglanir

(Honda et al. 2006; Wang et al. 2008).

Capraz baglanma ile enzimlerin immobilizasyonunun uygulanabilirligi kolay olmasina
ragmen enzimlerdeki 6zel fonksiyonel gruplarin c¢apraz baglayic1 olarak
kullanilabilmesi i¢in olusturulmasi gereken kosullarin se¢imi ve kurulmasi zordur
(Jansen et al. 1979). Bu yontemde enzim aktivitesi reaksiyon siiresi, pH, sicaklik,
iyonik siddet, ¢apraz baglanma i¢in kullanilan materyalin konsantrasyonu ve yapisi
ayrica enzim konsantrasyonu ve yapist gibi faktorlere ve bunlar arasindaki dengeye
baghdir. Enzimin c¢apraz baglanmasi genelde lizinin amino gruplar1 aracilifi ile
gerceklesir. Ancak bazi durumlarda sisteinin siilfidril gruplar, tirozinin fenolik OH
gruplart1 veya histidinin imidazol gruplarida c¢apraz baglanma yoOnteminde

kullanilmaktadir (Margolin et al. 2001).

Capraz baglama yontemleri dogrudan ¢apraz baglama, CLEC: Capraz bagh enzim
kristali (Cross-linked enzyme crystal), CSDE: Capraz bagl puskiirtiilerek kurutulmus
enzim (Cross-linked spraydried enzyme) ve CLEA c¢apraz bagl enzim agragatlar

olmak tizere bes farkli sekide uygulanmaktadir.

2. Enzim kopolimerizasyonu

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi davranarak
matrikse baglanmaktadir. Bu yontem polimer matrikste tutuklanma teknigine benzer
fakat enzimin matrikste tutulmasi ve Kkagisinin Onlenmesi gibi istlinlikleri

bulunmaktadir (Yildirim 2010).

3. Tasiyiciya baglama

Tasiyictya baglama: protein yapisinda olan enzimlerin molekiil ylizeylerinde
tasidiklar1 fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bdlgeleri ile destek

materyallerine baglanmasi teknigidir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyici
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materyaller dogal veya sentetik yapida iiretilmis organik ve inorganik materyallerden
secilir. Enzimler ayrica boncuklar, lifler (elyaf), filmler, membranlar ve kapali
kapsiiller gibi farkli matriksler {izerine immobilize edilebilir (Twyman 2005). Ideal bir
destek materyali genel olarak; basinca karsi dayanakli, hidrofilik ve gbézenekli yapida
olma, enzimin segiciligini arttirma, biyolojik uyumluluk, mikrobiyal saldirilara karsi
direncli olma, diisiik maliyet, mekanik kararlilik ve uygun tanecikli yapida olma,
kimyasal ve termal kararlilik gosterme, antitoksik ve yeniden kullanilabilme gibi

Ozelliklere sahip olmalidir (Buchholz ve Klein 1987; Jegannathan et al. 2008).

Enzim immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar;

1.0Organik tasiyicilar

Dogal polimerler

 Karbon

* Proteinler, kollojen, albiimin, jelatin, ipek

* Polisakkaritler, seliiloz, dekstranlar, agar, agaroz, kitin, alginat, nisasta ve kitosan

2.Sentetik Polimerler

* Polistiren

* Diger polimerler: poliakrilat polimetakrilatlar, poliakrilamitler, poliamitler, vinil ve
allil polimerler, naylon mebranlar, oxsironlar, metakrilat, iyon degistirici regineler,

maleik anhidrit polimerleri

3.Inorganik tasiyicilar
Dogal mineraller: Bentonit, silikajel, hidroksiapatik, zirkonyum dioksit, pomza tas,
nikel oksit, aktif karbon

Islenmis malzemeler: Camlar (porsuz ve porlu), Metaller, Gozenekli metal oksitler
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1. Adsorbsiyon

Bu yontem; yiizey aktif suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin (aktif karbon, gozenekli
cam, silikajel, CaCOs, nisasta, gluten, diatome topragi, kiil, kollodyum, bentonit,
hidroksiapatit ve kalsiyum fosfat gibi), enzim ¢o6zeltisi ile uygun kosullarda
inkiibasyona birakilarak, enzim ile adsorbsiyon oOzelliklerine sahip bir yiizey aktif
tasiyict arasinda olusacak hidrofobik baglanma, van der Waals kuvvetleri, iyonik ve
hidrojen bag etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetler sonucu enzimin baglanmasi ve
sonrasinda tutunmamis enzimin fazlasinin iyice yikanarak uzaklastirilmasi esasina
dayanir (Nelson and Griffen 1916; Klibanov 1997). Adsorpsiyon teknigi basit ve
uygun tastyict kullanildigr durumlarda ucuz bir metod oldugu i¢in immobilizasyon

tekniklerinde yaygin olarak kullanilir.

Fiziksel adsorpsiyon ile immobilizasyon yonteminde enzimin aktif merkezinin
yapisinda ve enzimde konformasyonel degisiklikler nadiren olusmaktadir. Islem
sirasinda enzimin aktivitesini kaybetmemesi ve optimum adsorpsiyon kosullarinin
saglanabilmesi i¢in uygun ¢oOzilicii kullanilmali, sicaklik, enzim konsantrasyonu,
adsorbant konsantrasyonu, pH ve iyon Kkonsantrasyonlar1 kontrol edilmelidir

(Kumakura et al. 2003).

Fiziksel adsorpsiyon da tasiyict materyalin yiizey kimyasina bagli olarak enzim
denatiirasyona ugrayabilir. Tasiyic1 ve enzim arasindaki non-kovalent etkilesim yeteri
kadar biiyiik degilse desorpsiyon ile enzim ortama gecebilir ve reaksiyonda iiriin

kirlenmesine neden olur (Klibanov 1997).
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Makro goézenekli destek materyali

Hidrofobik etkilesim M M

Adsorbe enzim

Hidrofobik etkilesim

Makro gozenekli destek materyali

Adsorbe enzim

Sekil 1.13. inorganik tastyictya enzim adsorbsiyonu

2. Iyonik baglanma

Iyonik baglanma metodu enzimin suda ¢dziinmeyen ve iyon degistirici kalintilari
igeren bir tagiyiciya iyonik baglanmasi esasma dayanmaktadir. Iyonik baglamada
genellikle organik desteklerden yapilan iyon degistirici regineler, organik (seluloz,
dekstran) ve inorganik (silika) destek maddeler ile iyon degistirici kalintilarindan
tiireyen iyon degistirici merkezleri bulunan polisakkaritler ve sentetik polimerler
tasiyic1 materyaller olarak kullanilmaktadir. Tasiyicilar, iyon degistirici kalintilarina
bagli olarak anyonik veya katyonik degistiriciler olarak adlandirilmaktadir

(Jegannathan et al. 2008).

Iyonik baglama yonteminde fiziksel adsorpsiyon ydntemine gére enzim ile tasiyict
arasmndaki bag, iyonik baglamada ¢ok daha kuvvetlidir. Iyonik baglama optimum

kosullarda gerceklestiginden enzimin yapisinda ve aktif merkezde degisiklige neden
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olmaz. Fakat enzim ile destek arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan

enzim kagis1 s6z konusudur (Kumakura et al. 2003; Shah et al. 2006).

3. Biyospesifik (Afinite) baglama

Aktiflestirilmis tasiyici ve protein yilizeyinde bulunan spesifik gruplar arasinda
biyoafinite baglarin olusumasi ile gerceklesir. Biyoafinite baglari enzim
immobilizasyonu, protein dizisinin belirli pozisiyonda bir afinite kuyrugu kullanilarak
elde edilir ve bu protein katlanmasi veya aktivitesini etkilemez (Andreescu et al.
2006). Afinite baglama yonteminde amag¢ enzim ve immobilize ligand arasinda 6zel
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimlerle immobilize edilecek enzim ya da proteinin
secici ve sik1 bir durumda baglanmasini saglamaktir. Ligand kiiciik bir molekiil veya

antikor gibi biiylik proteinler olabilmektedir (Lingiu 2005).

Spesifik affinite etkilesimler ile enzim immobilizasyonun ger¢eklesmesi i¢in secilecek
tagiyict biyouyumlu ve gerekli fonksiyonel gruplara sahip olmasit ve baglanacak
proteinin hedef bolgesini tanimasi icin proteinin ve enzimin aktif bolgelerinin

islevsellestirilmesi gerekmektedir (Andreescu et al. 2006).

4. Metal veya selat baglama

Organik tasiyicilarin yiizeyinde bulunan geg¢is metal tuzlart veya hidroksitler
matriksler lizerindeki niikleofilik  gruplara koordinasyon yoluyla enzim
immobilizasyonunun gerceklestirlmesi yontemidir. Metal baglama yonteminde tasiyici
olarak genellikle titanyum ve zirkonyum tuzlart veya bunlarin hidroksitleri
kullanilmaktadir (Cabral et al. 1986; Cabral et al. 1991). Metalin tuzlar1 veya hidroksit
formu seliiloz, kitin, alginik asit, silikat gibi destek yiizeylerine 1sitma veya
notralizasyon yontemi ile c¢oktiiriilerek metalin tuzlarin enzimle koordinasyonunu
saglamak amaciyla kullanilacak metal tuzlart uygun pozisyona getirilir. Yontemin
uygulanmasi basittir ve immobilize edilmis enzimlerle elde edilen spesifik aktiviteler

nispeten yiiksektir. Bununla birlikte elde edilen sonuglar degisken oldugundan
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yontemin tekrar edilebilirlik orani diigiiktiir. Metalin destek yilizeyinden kagmasindan
dolay1 immobilize enzimin operasyonel stabilitesi degiskendir (Kagedal 1998; Brena
et al. 2006).

Selatla baglama yonteminde adsorpsiyon bdlgelerinin olusumunun kontroliinii
saglamak icin selatlayici ligandlar, kararli kovalent baglar araciligiyla kat1 tasiyicilar
tizerine immobilize edilerek metal iyonlarinin koordinasyon yoluyla baglanmasi ve
proteinlerin tutulmasi i¢in kararli kompleksler olusturulmasi saglanmis olur. Bu

yontem protein kromatografisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kagedal 1998).

5. Kovalent baglama

Tastyiciya kovalent baglanma yonteminde enzim zincirindeki amino asitlerin tagidigi
fonksiyonel gruplar iizerinden baglanma gerceklesir. Enzimin tasiyiciya kovalent
baglanmasinda dikkat edilecek onemli nokta, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in
zorunlu gruplar lizerinden olmamasi ve baglanma sirasindaki sterik engellemeler

nedeni ile bu gruplarin rahatsiz edilmemesidir (Telefoncu 1997; Oztiirk 2006).

Tasiyict materyale enzimin kovalent baglanmasi tasiyicinin  6zel reaktiflerle
aktiflestirilmesi ve ardindan enzimin kovalent baglanmasinin saglanmasi
asamalarindan olusmaktadir. Kovalent baglamada en sik kullanilan fonksiyonel
gruplar karboksil (COOH) gruplar1 (aspartik asit ve glutamik asit), amino (NH,)
gruplart (lizin, histidin, arginin), siilfidril (SH) gruplart (sistein) ve hidroksil (OH)
gruplari (serin, treonin Ve tirozin) sayilmaktadir (Chae et al. 1998; Quirk et al. 2001,
Yang et al. 2003). Tastyict materyalde bulunan fonksiyonel gruplarin yapisina bagl
olarak siyanojen bromiir, karbodiimit, aminoalkiledoksisilan, glutaraldehit,

epiklorhidrin gibi 6zel reaktifler kullanilabilir (Costa et al. 2004; Mateo et al. 2007).
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Sekil 1.14. Kovalent baglanmada siklikla kullanilan fonksiyonel gruplarin sematik
gosterimi

(A: Karbonat, B: Anhidrit, C: Epoksit, D: Aldehit, E: Acilazid, F: izosiyanat, G: Karboksilli asit fenil
ester, H: Lakton)

Kovalent baglanma yonteminde kullanilacak tasiyict mekanik kararliliga sahip suda
¢oziinmeyen fakat biiyliik Ol¢lide hidrofobik karakteri diisiik hidrofilik yapida
olmalidir. Hidrofilik 6zelligi yiiksek olan polisakkarit polimerleri enzim
immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilir. Bu amagla seliiloz, dekstran, nisasta ve
agaroz tasiyicilar1 yaygin kullanilmakta ayrica tasiyici olarak gozenekli silika ve cam
da kullanilmaktadir, ancak bunlarin hidrofilik 6zelligi polisakkarit polimerlerinden
daha diistiktiir. Bu tiir tagiyicilarin se¢ciminde ayrica enzim-tasiyici baginin aktivite i¢in
zorunlu gruplar iizerinden olmamasinin yaninda tasiyicinin enzim tarafindan
parcalanmamasi, mikroorganizma liremesine olanak vermemesi, pH ve c¢oziiciilere
karst dayamkli olmasi gibi ozellikler tasimasmna dikkat edilmelidir (Oztiirk 2006;
Yildirim 2010).

Kovalent baglanmada enzimin aktif merkezi ve konformasyonel yapist degisiklik
gostermekte ve buna bagli olarak enzimin aktivitesi diismektedir. Aktivite kaybini
onlemek icin enzimin Kkatalitik aktivite gosteren gruplar1 disindaki fonksiyonel
gruplarinin tasityictya baglanmasi saglanmalidir. Enzimin katalitik fonksiyonel

gruplarinin tagiyiciya baglanmasi sonucu aktivite kaybini 6nlemek igin;
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1) Enzim immobilizasyonu sadece doygun substrat konsantrasyonunda yarismali
inhibitor kullanilarak gerceklestirilmesi saglanir.

2) Tersinir, kovalent olarak baglanmis enzim-inhibitér kompleksi kullanilmalidir.

b. Tutuklama (entrapment, hapsetme) yontemleri

Tutuklama yonteminde enzim molekiiliiniin kimyasal veya fiziksel yollarla herhangi
bir tasiyiciya baglanmadan belirli bir ortamda tutulmasi, hapsedilmesi teknigine
dayanir. Tutuklama islemleri sirasinda enzim molekiillerinin polimer matris i¢indeki
kafeslerde veya yar1 gegirgen membranlar iginde veya mikrokapsiilleme ve misellerde

tutulmast saglanir (Telefoncu 1997; Nasliyan 2012).

Tutuklama metodunun en 6nemli avantaji, farkli yapida birden fazla enzim, hiicresel
organel ve farkli captaki mikroorganizmanin es yontemler kullanilarak ayni anda
immobilizasyonunun  yapilabilinmesidir. ~ Immobilizasyon  sonucu  enzimin
modifikasyonlara ugramamasi ve immobilizasyonun yiiksek molekiil agirlikli enzim
inhibitorlerinin etkisini yok etmesi yoOntemin avantajlar1 arasinda sayilmaktadir.
Yiiksek molekiil agirlikli substratlarin hapsedilmis enzimlerle etkilesime ge¢melerinin
zor olmasi, tastyicilarin yenilenememesi ve aktive olmamis enzim molekiillerinin
membran yiizeyine yapisip reaksiyon cozeltisine geciste azalmaya neden olmalari

yontemin dezavantajlar1 arasinda sayilmaktadir.

1. Polimer matrikste tutuklama yontemi

Bu yontem, ¢apraz bagli bir polimerin enzim ¢dzeltisi i¢inde olusturulmasi ve enzim
molekiillerinin capraz baglama sonucu olusan kafeslerde tutulmasi ve bdylece ana
¢ozeltiye gecmeleri 6nlenmesi esasina dayanmaktadir (Kocaturk 2008). Bu amagla en
cok kullanilan  polimer N,N’-metilenbisakrilamid ile c¢apraz  baglanmis
poliakrilamidlerdir. Kullanilan matriks tanecikli, membran veya ipliksi yapida olabilir.
Bu yontem i¢in, enzim ¢oOzeltisi polimer ¢ozeltisiyle polimerlesme gerceklesmeden

once karistirilir. Polimerlesme esnasinda enzim molekiilleri polimere baglanmaz ama
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fiziksel olarak polimerin i¢inde kalir. Polimer matrikste tutuklama yonteminde enzime
ve tagtyiciya bagimli olarak degisen optimal bir ¢apraz bag ylizde oran1 hesaplanarak
uygulamaya baslanir. Béylece uygun capli substrat molekiilleri polimer kafes i¢ginde
tutuklanmis enzim molekiillerine ulasir ve reaksiyon {iriinlerinin disar1 ¢ikmasi
engellenmis olur. Bu yontem ile immobilize edilecek enzimin substratinin kii¢iik
molekiillii olmast gerekir. Yontemin avantajlari; uygulanmasinin kolay olmasi, gergcek
bir fiziksel yontem olusu ve ¢ok az miktar enzimle gergeklestirilmesidir. Yontemin
dazavantajlar1 ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney kosullarina
¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kii¢iik molekiillii substratlara

kars1 iyi bir aktivite gostermesidir (Cao 2005; Yildirim 2010).

2. Mirokapsiilleme yontemi

Mikrokapsiilleme yontemi, enzim molekiillerin kiiresel naylon, seliiloz, polisiilfon,
poliakrilat gibi yar1 gegirgen polimer membranlar i¢inde hapsedilme temeline dayanir
(Costa et al. 2004). Mikrokapsiilleme yonteminde herhangi bir kimyasal baglanma
olmadigindan enzim aktifligi serbest enzim aktifligine yakindir (Cao 2005).
Mikrokapsiilleme yontemi ile yiizey-hacim oran1 biiylik oranda genisletilerek
mikrokapsiil icerisinde enzim-substrat reaksiyonunun birlesme olasilig1 arttirilir. Yari
gecirgen membran gozenek caplari, biiylik protein ve enzimlerin mikrokapsiil disina
cikmasina engel olacak, kiiclik substrat ve {irlinlerin serbestge girip ¢ikmasina izin
verecek sekilde se¢ilmelidir. Bu yontem ile enzim immobilizasyonu siirekli ve siirekli
olmayan yar1 gecirgen mikrokapsiillerde tutuklama olmak tizere iki grupta
incelenebilir.  Siirekli  mikrokapsiillerde  ¢erceve membran kati, siireksiz
mikrokapsiillerde ise bir sivi tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan gergeve
maddesinin (membran) yar1 gegirgen olmasi zorunludur (Ozdemir 2010). Yontemin en
bliyiik dezavantajlari mikrokapsiilasyon sirasinda enzimin bazen inaktive olmasi,
immobilizasyon i¢in yiiksek enzim konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulmasidir (Costa et

al. 2004; Ozdemir 2010).
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3. Lipozom teknigi

Sivi-ylizey yapict membran temeline dayanir. Bu immobilizasyon tekniginde enzim
yar1 gegirgen bir zarla cevrelenerek enzime genis bir hareket alani saglanir. Yar
gecirgen Ozellik gosteren oyuk elyaf membranlari ve ultrafiltrasyon membranlarin
kullanimi enzimlerin ¢6ziinliir formda immobilizasyon yontemlerinden biridir.
Yontemin en onemli avantajlari; siireksiz, doniistimlii, hi¢cbir kimyasal bilesigin veya
teknigin kullaniminmi gerektirmeden son derece kolay bir yontemle fiziksel olarak
uygulanabilmesidir. Oyuk elyaf membranlar ile ultrafiltrasyon membranlari enzimi
gecirmeden substrat ve T{rlinlin gegigine izin verir. Ayrica mikroplarin enzime
ulasmasini engelleyerek koruyucu etki gosterirler. Enzim deste§e herhangi bir
bolgesinden baglanmadig: i¢in molekiiler geometrisi, esnekligi ve dolayisiyla katalitik
etkinligi degismez, ayni anda bir adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak
saglar ve oldukca biiyiik bir kontakt yiizeyine sahiptir. Onemli sakincalar1 ise; substrat
ve Uriiniin membranda gegisinin ¢oziiniirliige bagimli olmasi, islem sirasinda enzimin
inaktive olmasi ve sivi olan membrandan enzimin kagma olasiligidir (Regen et al.

1984; Cagdas et al. 2014).
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Sekil 1.15. Lipozom teknigi ile enzim immobilizasyonu
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Cizelge 1.2. Immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmasi

e . Capraz
Ozellik Kovalent | Iyonik Adsorbsiyon | baglama
baglama baglama .. .
yontemi
Hazirlanmasi Zor Kolay kolay Zor
Enzim
aktivitesi Yiksek Yiksek Diisiik Orta
Bag gucu Kuvvetli Orta Zayif Kuvvetli
Substrat
spesifikligi Degisebilir Degismez Degismez Degisebilir
Yenilenme lemkun Miimkiin Miimkiin Ml;u.’nkun
degil degil
Genel
uygulanabilirlik | Orta Orta Diisiik Yiksek
Immobilizasyon
masrafi Yiiksek Diisiik Diisiik Diistik
Enzimin
Mikrobiyal .
Ataklara Kars: Hayir Hayir Hayir Miimkiin
Korunabilmesi
Kararhhk Yiiksek Orta Diisiik Yiiksek
1.3. Endiistriyel Enzimler
Enzim kaynagi olarak bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve funguslar

bilinmektedir. Ancak son donemlerde funguslardan elde edilen enzimlerin daha
yiiksek katalitik aktivite gostermeleri, istenmeyen yan {riin olusturmamalari, daha
stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri sebebiyle bitkisel, hayvansal
ve mikroorganizma kaynakli enzimlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Onem et al.
2015). Ticari olarak kullanilan enzimlerin endiistriyel bir iirliniin {iretilmesinde bazi
avantajlara sahip olmasi gerekmektedir. Buna gore, bir enzimin herhangi bir endiistri
alaninda kullanilabilmesi maliyet bakimindan ucuz olmasi, ¢ok farkli alanlarda

kullanilabilme 6zelliginde olmas1 ve en 6nemlisi de enzimin alerjik ya da toksik etkiye

sahip olmamasi, yani giivenilir olmasina baglidir (Wiseman 1987).
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Hidrolaz enzim grubunda yer alan hidrolitik aktiviteye sahip olan enzimler tiim
endiistriyel enzimlerin yaklasik %75’ini olugturmaktadir. Proteaz grubundaki enzimler
kullanimda ilk siray1 alirken, karbonhidrat polimerleri pargalayan enzimler ikinci
sirada yer almaktadirlar (Hamilton et al. 1999; Bhat 2000). Karbonhidrat pargalayan
enzimlerden amilazlar, enzim piyasasinda yaklasik %25’lik bir paya sahiptir (Sindhu
et al.1997; Rao et al.1998). Endiistride meyve suyu durultma ve verim arttirmada
pektin liyaz, mannanaz, ksilinaz ve selillaz enzimleride tek tek vaya beraber
kullanilmaktadir. Yine bitkisel yag ekstraksiyonunda da belirtilen hidrolitik enzimler
kullanilmaktadir. Yine kagit hamuru beyazlatilmasinda ksilanazlarin kullanimi giin
gectikce artmaktadir (Waing and Ingworsen 2003). Diinya pazari incelendiginde
endiistriyel enzimlerin 1.6 milyar dolarlik ticari pazar payma sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Bu enzimler sektorlere gore %29 gida endiistrisi, %15 hayvan yemi
sektorii ve %56 genel amacl teknik alanlar seklinde dagilim gostermektedirler (Uhlig
1998). Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iiriinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel enzimler ile
ilgili yapilan cesitli arastirmalar biyoteknolojide gilin gectikge daha da Onem

kazanmaktadir.

1.4. Tiirkiye’de Meyve Suyu Uretimi

Amerika ve AB’de uygulanan sistemle ayni dogrultuda, lilkemizde de meyve suyu ve
benzeri Uriinler, Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligi geregince igerdikleri meyve oranina
gore 4 ana kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar %100 meyve suyu, meyve nektari,
meyveli ve aromali igeceklerdir (Akdag 2011).

Limon, visne gibi bazi meyvelerin tatlar1 ¢cok eksidir ya da seftali kayist gibi ¢ok
yogun kivamlidir. Bu sebepten dolayr bu gibi meyveleri %100 meyve suyu olarak
tilkketmek uygun degildir. Bu meyvelerin sular1 belirli bir miktar suyla seyreltilir ve tat
dengesini korumak icin seker ilave edilir. Bu kategori meyve nektar1 olarak
isimlendirilmekte olup, nektarlara eklenmesine izin verilen seker miktart ve minimum

meyve orani yasal olarak yine Tiirk Gida Kodeksince belirlenmistir (Anonim 2016).
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Tiirkiye’de yillik 16.3 milyon ton meyve iiretimi yapilmaktadir ve diinya tiretiminde 6.
sirada yer alarak, diinya meyve tiretiminin yaklasik %3’{inii kargilamaktadir. Tiirkiye,
diinyada meyve iiretiminde; kayis1 ve visne liretiminde birinci, nar iiretiminde tigiincii,
elma ve domates liretiminde dordiincii ve seftali ile iiziim iiretiminde ise altinci sirada

yer almaktadir.

Tiirkiye’de meyve suyu islenmesinde kullanilan baslica meyveler ise; elma, kayisi
(zerdali dahil), seftali, visne, portakal, lizim ve nardir. Ancak son donemde hem
Tiirkiye tarimsal tiretimindeki, hem de meyve suyu sanayisindeki gelismelere paralel
bahsedilen meyvelere ek olarak havug, limon, liziim, cilek, ayva, domates, armut,
mandalina, kusburnu, karadut gibi meyvelerin de sulari tretilmektedir (Anonim

2016).

Ulkemiz meyve suyu sanayisinde islenen meyvelerde en biiyiik pay1 yaklasik % 46 ile
elma almaktadir. Ikinci sirada yer alan seftaliyi, son donemde hizli bir artis gostererek
payint %10’a ¢ikaran nar izlemektedir. Bunlarin ardindan ise sirasiyla visne, portakal

ve kayist gelmektedir.

2% \1% 3% 1% 5%

B Siyah havug
m Cilek
mLimon

1% 0% _ 49

= Ayva
m Kayisi
m Seftali

m Visne

Sekil 1.16. Tiirkiye’deki meyve suyu tiretiminin dagilim1

Meyve Suyu Endiistrisi Dernegi (MEYED) verilerine gére meyve suyuna islenen
meyve miktar1 2000 yilinda 433 bin ton iken, 2007 yilinda 737 bin tona ¢ikmis, 2010
yilinda ise 825 bin tona yiikselmistir.
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Meyve suyuna islenen meyveler arasinda elma %46 pay ve 376 bin ton ile ilk sirada
gelmekte, s6z konusu iirlinii %11 pay ve 95 bin ton ile seftali, %10 pay ve 79 bin ton

ile nar, %9 pay ve 73,5 bin ton ile vigne liriinleri takip etmektedir (Akdag 2011).

Bunula beraber Tiirkiye’nin meyve suyunun bir miktarinida ithal etmektedir. 2012
yilinda ihracata paralel olarak dis pazardan ithalat orani artig gostermis ve 47 milyon
dolara wulasmistir. En fazla ithalat 22,3 milyon dolarla Avusturya’dan

gerceklestirilmistir (Akdag 2011).

1.5. Mannan ve Mannanaz Enzimi

Hiicre duvarinin temel yapisi selilloz, hemiseliloz ve lignin polisakkarit
bilesimlerinden olusur. Bu bilesimlerden hemiseliiloz; yaklasik 100-200
heteropolisakkaritin polimerizasyon derecesi (DP), bir veya birka¢ tip seker
monomerlerinden olusmus bir ana zincir ve bu ana zincire bagl farkli tipte yan
gruplarin birlesmesinden olusur (Chen 2014). Hemiseliilloz yapisinda ki monomer
sayisina, igerdigi glikozil kategorisine gore piran tipi, furan tiirli, a-glikozid bag
baglantili tip, "B- glikozid bag bagl tipi, L tipi konfigiirasyon, D- tipi konfigiirasyon
yapilandirma tiplerine gore ve glikoziller arasindaki 1-2, 1-3, 1-4 ve 1-6 bag
gruplarina gore cesitlenirler (Rovio et al. 2008; Chen 2014).

Yumusak odun dokulu bitki hiicre ¢eperinde bulunan hemiseliilloz; temel olarak
galaktoglukomannan, glukomannan, arabinoglukuronoksilan, arabinogalaktan,

ksiloglukan ve diger glukanlarin yani sira pektin polisakkaritlerinden olusur.

Sert odun dokulu bitkilerde hemiseliiloz temel olarak ksilan o6zellikle O-asetil-4-O
metilglukurono-pB-D-xylan, p-(1-4)-bagli D- mannopiranoz ve D-glikopiranoz

tinitelerine bagl az miktarda glukomannanlardan olusur.
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Sekil 1.17. Yumusak dokulu odunlarda Galaktoglukomannan yapisi

Hemiseliiloz yapisinin 6nemli pargasi olan mannan molekiilleri bir polimer olusturmak
icin birbirine bagli mannoz molekiillerinin homo ve hetero yapilarinin bir araya
gelmesiyle olusur. Mannanlar, B-1,4-baglantili omurgalarinin sadece D-mannoz
kalintisina (mannanlar) bagli olup olmamasina ya da mannoz ve D-glikoz kalintisinin
(glukomananlar) birlesimini icermesine bagli olarak Linear mannan ve glukomannan
zincirleri olmak tizere iki ana gruba ayrilir (Antalis et al. 1973; Liepman et al. 2007).
Bu ana gruplarin her biri a-1,6-baglantili D-galaktoz yan gruplarin sayisina gore
galaktomannan veya galaktoglukomannan alt gruplara ayrilir. Boylece mannanlar;
linear mannan, glukomannan, galaktomannan ve galaktoglukomanan olmak iizere dort
alt grupta siniflandirilir (Petkowicz et al. 2001; Moreira and Filho 2008; Zyl et al.
2010). Mannoz ve glikoz kalintilarinin omurgalart C-2 veya C-3 gruplar

asetillenmesine gore de mannan alt gruplar1 birbirinden ayirt edilir (Matheson 1990).
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Sekil 1.18. Farkli formlarda ki mannan yapilarinin ve bunlar1 hidrolizleyen enzimler
Lineer mannan temel yapist (1), dalli galaktomannan (2), linear glukomannan (3), dalli
galaktoglukomannan (4). Mannan omurgasi [-mannanaz enzimi tarafindan hidrolizlenirken a-
galaktozidaz ve asetil mannan esteraz enzimleri galaktoz ve asetil gruplarini serbest birakir. B-mannanaz
enzimi tarafindan tiretilen mannaoz ve glukomannoz olgosakkaritleri -mannosidaz (a) ve B-glukosidaz
(b) enzimleri tarafindan mannoz, glukoz ve galaktoz monosakkaritlerine hidrolizlenir (Zyl et al. 2010).

Linear mannanlar; $-(1—4)-linear zinciri ile -D-mannoprianosil kalintisina bagli linear
zincirlerden olusmus, %5 galaktoz igeren homopolisakkaritlerdir (Van Zyl et al.
2010). Linear mannanlar 6zellikle birgok bitkinin tohumlarinda 6rnegin yesil kahve,
Hindistan cevizi (Phytelephas macrocarpa) ¢ekirdegi, Afrika hurmasi kozalaginda ve

bazi alglerin hiicre duvarlarinda bulunmaktadir (Petkowicz et al. 2001; Petkowicz et
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al. 2007). Linear mannanlarin a-1,6-zincirine bagli D-galaktoz iinitesinde ki kiigiik
dereceli degisimler sonucu; linear mannan zincirinde yaklagik 15 derecelik
polimerizasyon agisinin i¢ine sikismis yogun graniiler ve kristalin yapida mannan I
veya mannan A ve mannan mikrofiberlerin iginde kristal yapis1 diisiik yiiksek
polimerizasyon agisina (~80) sahip mannan Il veya B olarak adlandirilan iki farkl
linear mannan ¢esidi bulunmaktadir (Zyl et al. 2010). Her iki mannan formu
¢oziinmeyen formda bulunur ve endospermin kati sert yapida olmasini ve korunmasini
saglar (Petkowicz et al. 2007; Dhawan and Kaur 2007; Moreira and Filho 2008;
Schroder et al. 2009).

HO  oH HO, oOH HO, oH HO, on
- ﬁ i( Oﬁ&/
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O
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Sekil 1.19. Linear mannan yapist

Galaktomannanlar 3-(1—4)-linear zinciri ile D-mannoz kalintisina ve a-(1—6)-baglari
ile D-galaktoz yan gruplarina baglanmis linear zincirlerden olusan heteromannan
grubudur. Farkli bitkilerden elde edilen glukomannanlar herhangi bir galaktoz yan
zinciri olmaksizin heteromannalarin dallanmamis pargalar1 arasinda molekiiller arasi
etkilesimin toplamimni olusturan mannan omurgasiint belirlemede kullanilan ve
hiperengel olarak adlandirilan molekiiller arast iliski miktarini belirlemede anahtar
rolli oynayan mannoz /galaktoz (M/G) oraniin farkli substrat kaynaklarinda 6rnegin;
keci boynuzu zamkinda 4:1, tara zamki 3:1, guar zamki 2:1 ve ¢gemen otu zamki igin
1:1 oraninda ki degigmelerde oldugu gibi kullanilan kaynaklara gore yapisal
degisimler gosterirler (Goldstein et al. 1973; Hagglund 2002; Stoll et al. 2005;
Klyosov et al. 2012). Galaktomannanlar diger mannan tiplerine gére suda ¢oziinebilir
ve su tutma kapasitesine sahip oldugu i¢in tohumlarda su tutma ve depolama islevini

goriir (Hagglund 2002).
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Diger hiicre duvar bilesenleri gibi seliiloz ve ksilan ile iliskili olan glukomananlar -
(1,4)-bag1 ile D mannoz ve D-glukoza bagli diiz zincirlerden olusur. Glukomannanlar
parakristalin dizileri arasinda diizenlenmistir ve seliiloz mikrofibriler yiizeyinde
absorbe edilir (Popa and Spiridon 1998; Willfor et al. 2003; Moreira and Filho 2008;
Zyl et al. 2010). Glukomanannalar suda ¢oziinebilir, genellikle ayni yapisal 6zelliklere
sahip olup bitkilerin tohumlarinda, yumrularinda, koklerinde, sogansi yapilarda

bulunmaktadir (Hagglund 2002).

Galaktoglukomannanlar D galaktoz kalintisininin a-1,6-baglantili terminal dallarin D-
glukoz ve D-mannoz birimlerine baglandigi, temel omurgasint B-(1—4)-D-
manopiranosil ve -(1—4)-D-glukopiranosil kalintilari ile a-(1—6)-D-galaktopiranosil
ve O-asetil gruplarinin olusturdugu mannan grubu polisakkaritlerdir (Timell 1967;
Popa and Spiridon 1998; Moreira and Filho 2008; Han et al. 2010; Van Zyl et al.
2010; Malgas et al. 2015). Galaktoz/glukoz/mannoz molar oranlar1 yaklasik 1:1:3 ve
0.1:1:3’tiir (Timell 1967). Galaktoglukomannanlar biiyiikk D-galaktoz yan zincirleri

icermesi nedeniyle suda ¢6ziinebilme 6zelligi kazanmislardir (Kollarova et al. 2006).

1.5.1. Mannan sindiren enzimler

Seliilloz ve hemiseliilozun i¢ ice ge¢mis liflerinin indirgenmesi ve farkli kaynaklarin
seliloz ve hemiseliilloz igeriklerine gore polisakkaritleri indirgeyen enzimler
cesitlenmektedir. Bu enzimler genellikle bir ya da daha fazla katalitik veya katalitik
olmayan alt birimlerden olusmaktadirlar (Warren 1996). Polisakkaritleri indirgeyen
enzimlerin en yaygin katalitik modiilleri O-glikozit hidrolazlar (GH) ve Kkatalitik
olmayan karbonhidrat baglayici (CBM) modiilleridir (Coutinho and Henrissat 1999).
Glikozit hidrolaz enzim ailesi iiyesi olan mannan-pargalayici enzimler; B-mannanaz
(1,4-B-D-mannan  mannohydrolase = EC  3.2.178), B-manosidaz  (1,4-B-D-
mannopiranozit hidrolaz, EC 3.2.1.25) ve p-glukosidaz (1, 4-B-D-glukosit
glukohidrolaz, EC 3.2.1.21) enzimlerinin yan1 sira mannan omurgasina baglanmis a-
1,6- D-galaktoprinazol alt {initesini koparan 1,6- a-D-galaktosidaz galaktohidrolaz (-

galaktosidaz) ve galaktoglukomannanlardan asetil gruplari serbest birakan asetil
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mannan esteraz enzimlerinden olusurlar (Filho 1998; Shallom and Shoham 2003; Van
Zyl et al. 2010; Ghosh et al. 2013).

Glikozit hidrolaz enzim ailesinin 1, 2 ve 5 grubunda yer alan -manosidaz (1,4-p-D-
mannopiranozit hidrolaz, EC 3.2.1.25), enzimi -1,4-baghh mannozidazlarin disa dogru
hareket ederek hidrolizlenmesini katalizler. Mannan oligosakkaritlerden ve
sindirilmeden kalmig mannan polisakkaritlerinden mannoz salinmasini saglar
(Gonzalez and Jordan 2000; Shallom and Shoham 2003; Moreira and Filho 2008). -
mannosidaz enzimi eubakteriya, arkebakteriya, bitkiler, mantarlar ve hayvanlar da
dahil olmak iizere farkli tiplerdeki organizmaladan izole edilmistir.
Mikroorganizmalarda [-mannosidaz enzimi ¢iliriimekte olan bitki materyalinde
mannan ve heteromannanlar1 sindirme, bitkilerde filizlenme sirasinda tohum

endosperminde depolanmis polisakaritlerin serbest kalmasinda rol oynar (Hagglund

2002).

B-glukosidazlar (EC 3.2.1.21) B-mannanazlarla birlikte Glukomannan ve
galaktoglukomannanlardan salinan oligosakkaritlerin indirgenmeyen uglarindaki 1,4-
B-D-glukopiranozu hidrolize eden ve GH ailesinin 1 ve 3.grubunda bulunan ekzo-
enzimlerdir (Xiao et al. 2004; Chauve et al. 2010; Mangals et al. 2015).
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Sekil 1.20. Mannan sindiren enzimler ve yapilari
1.5.1.a. Mannanaz enzimi

Mannnazlar genellikle modiiler yapida goriiliir ve genellikle iki protein domaininden
olusurlar (Perret et al. 2004). Bu proteinler, genel olarak yapisal olarak farkli katalitik
ve katalitik olmayan modiiller igerir (Dhawan and Kaur 2007). Her iki enzim ailesi {i¢
boyutlu yapisina gore biiylik glikozit hidrolaz GH-A klanminin (B/a) 8 katalitik
modiiliinde katlanmis halde goriiliir (Stoll et al. 2005; Moreira and Filho 2008).
Mannanaz enzimlerinin en O6nemli katalitik olmayan modiilleri glikosid hidrolazlar
enzim aileleri i¢inde ayni iglevi goéren ve polisakaritlere enzimin hedeflemesini ve
baglanmasini kolaylastiran karbonhidrat baglanma modiilleri I, II, III ve V. (KBM)
modiillerinden olusmaktadir (Hagglund 2002).
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Sekil 1.21. Trichoderma reesei baktersinden izole edilmis B-manannaz enziminin ii¢
boyutlu yapisi

B-1,4-mananazlar (B-mananaz; EC 3.2.1.78) mannan bazli polisakkaritler;
galaktomannan, glukomannan, galaktoglukomannan ve mannanin 1,4--D mannan ana
zincir iginde mannoglikosidik baglarin rastgele hidrolizini katalizeleyen ve yeni zincir
uglar tireten endohidrolaz enzimlerdir (Zhang et al. 2000; Cai et al. 2011; Malgaset
al. 2015). Aspergillus niger fungusundan izole edilmis mannanaz enziminin Davies ve
arkadaslar tarafindan verilen isimlendirmeye ve 5 substrat baglanma alt tinitesi a, 3, v,
0 ve € ayrica bu alt linitelere esdeger —3, —2, —1, +1, ve +2, olarak numaralandirilmig
sisteme gore adlandirilmistir (Davies et al. 1998). Etkin bir hidroliz igin bu enzimin en

az dort alt- baglanma tinitesinin olmasi gereklidir (Harjunpaa et al.1995).

B-mannanaz enzimi tarafindan hidrolizlenen mannanlarin pargalanmasi sonucu
genellikle mannobioz ve manotrioz oligosakkaritler olusurken az miktarda mannoz ve
mannotetrozlarda bazi reaksiyonlarda olusabilmektedir (Hagglund 2002; Moreira and
Filho 2008; Van Zyl et al. 2010).
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Sekil 1.22. f-mannanaz enziminin mannan polisakkaritini B-1,4 baglant1 bolgesinden
hidrolizleme mekanizmasi

Farkli kaynaklardan elde edilen enzimlerin {i¢ boyutlu yapisal benzerlikleri ve amino
asit dizi benzerlikleri temel alinarak olusturulmus enzim ailelerinin yap1 benzerligi
olarak gruplandirilmasina gore siniflandirilmis glikoliz hidrolaz enzim ailesi igerisinde

B-mannanaz enzimi 5, 26 ve 135. gruplarda yer alir.

Bacillus circulans, Clostridium cellulolytic, Trichoderma reesei, Trichoderma fusca,
Aspergillus aculeatus, Agaricus bisporus gibi bakteri ve 6karyot organizmalardan elde
edilen PB-mannanaz enzimi GH 5 ailesinin {iyeleri arasinda bulunurken Bacillus
subtilis, Cellulomonas fimi, Clostridium thermocellum, Pseudomonas fluorescens,
Piromyces sp., ve Humicola insolens izole edilmis f-mannanaz enzimi GH 26 enzim
ailesi i¢cinde Caldocellulosiruptor saccharolyticus ve Cellvibrio japonicus gibi bazi
bakteri tiirlerinden izole edilmis f-mannanaz enziminin GH 5 ve 26 enzim ailesinin
her iki grubuna dahil oldugu belirtilmistir (Gibbs et al. 1996; Larsson et al. 2006;
Dhawan and Kaur 2007; Moreira and Filho 2008).

B-mannanaz enzimi iki yer degistirme reaksiyonu yoluyla olusan bir mekanizma ile
substratlarini hidrolizler. Bu mekanizmada, glikozidik bagin hidrolizi aktif bolgede
konumlandirilmis iki karboksilatlari (glutamatlar veya aspartatlar) kapsayan genel asit-
baz katalizlenmesi yoluyla ilerler. Cift degistirme reaksiyonunun ilk adiminda
niikleofilik karboksilatin anomerik karbonunu koparmasini ve aglikon salinimina
neden olan kovalent enzim-glikosidaz ara bilesiginin olusmasi ikinci adimda enzimin

glikozidi serbest birakmasi sonucu olusan niikleofilik suyun kovalent ara bilesigi
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parcalamasi ile reaksiyon sona erer (Withers 2001; Chauhan et al. 2012; Ardevol and
Rovira 2015).

1.5.1.b. Mannanaz enzim kaynaklari

Mananazlar dogada her yerde bulunmaktadir ve biiyiik 6l¢iide dogal ortamlarda izole
edilen mikroorganizmalar, funguslar ve okaryotik organizmalaradan izole
edilmektedir.

Nem igerigi, kiiltiir derinligi, O, ve CO, transferinin kontrol edilebilirligi, optimum
sicaklik ve pH degerlerinin ayarlanabilmesi nedeniyle mikroorganizmalar ve funguslar
kati-stvi hal fermantasyon yontemleri ile yetistirlilerek mannannaz enzimi
saflagtirllmaktadir (Moreira and Filho, 2008). Mikrobiyal mananazlar ¢ogunlukla
hiicredis1 olan ve biiyiik 6l¢iide sicaklik, pH, nitrojen ve karbon kaynaklari, inorganik
tuzlar, calkalama ve c¢oOziinmiis oksijen konsantrasyon oranlari gibi beslenme ve
fizikokimyasal faktorlerden etkilenmektedir (Mabyalwa and Setati 2006; Li et al.
2006; Lin et al. 2007). Glukomannan, galaktomannan, galaktoglukomannan farkli
manan substratlar mannanaz itiretim kosullarin1 ayrica etkilemektedir (Dhawan and

Kaur 2007).

Manan-sindiren enzimlerin saflastirilmasi, ultrafiltrasyon, amonyum stilfat ¢oktiirmesi,
jel filtrasyonu, hidrofobik etkilesim ve iyon degistirme kromatografisi gibi

prosediirlerin alternatif kombinasyonlarint igeren temellere dayanir (Ademark et al.
1998).

Bakteriler mayalar ve mantarlardan izole edilmis [-mannanaz enziminin
fizikokimyasal Ozellikleri ve izole edildigi kaynaklardan bazilar1 Cizelge 1.3’te

sunulmustur.
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Cizelge 1.3. Mannanaz enzim kaynaklari

Organizma Enzim Optimum | Stabil Optimum | Stabil Molekiiler | Ky Vmax Kaynak
sicaklik sicaklik pH pH agirhk (mg/m | (umol
9 (kDa) LY dak*
mg™)
Sclerotium Mannanaz |72 10 dak. 33 3.2 41.9 2.73 - Giibitz et
rolfsii (50°C) al. 1996
Trichodera Manl 55 5s. 3.0 - 325 13 3.6 Ferreira
harzianum (55°C) and
Filho 2004

Bacillus Mannanaz |65 30 dak. 6.0 55-10.1 |[39.6 7.6 970.3 Jiang et al.
subtilis WY34 (60°C) 2006
Haliotis discus | Mannanaz |45 30 dak. 75 7.0 39 - - Ootsuka et
hannai (40°C) al. 2006
Pichia pastoris | Mannanaz |50 50 dak. 24 2.2-8.0 48 0.93 34483 | Chenetal.

(60°C) 2007
Aspergillus Man5D 72 2s (60°C) | 4.0-6.0 |4.0-8.0 65 3.00 510 Benech et
niger al. 2007
Acinetobacter |Mannanaz |40 30 dak. 6.0 3.0-10.0 |- - - Titapoka et
sp. ST 1-1 (40-50°C) al. 2008
Scopulariopsis | Mannanaz |50 3s (30- 5.0 5.0-6.5 41 - - Mudau and
candida 40°C) Setati 2008
LMKO004 susu
Scopulariopsis | Mannanaz |40 3s (30- 6.0 6.0-7.0 29 - - Mudau and
candida 40°C) Setati 2008
LMKO08 susu
Aspergillus Mannanaz |65 8s (60°C) | 5.5 4.0-8.0 - - - Kote et al.
niger gr 2009
Aspergillus Mannanaz |55 Is45°C 5.5 4.0-7.5 - 5i5 275 Fattah et al.
oryzae mg/mL | U/mg 2009
NRRL 3448
Aspergillus AsT1 60 45 (50°C) | 45 3.5-85 60 kDa - - Duruksu et
fumigatus IMI al. 2009
385708
Bacillus subtilis | Mannanaz |50 30 dak. 6.0 5.0-7.0 38 - - Qiao et al.
MA-139 (50-80°C) 2010
Phialophora sp | man5AP13 |60 25 (50- 15 1.5-7.0 44.26 25 1,668 Zhao et al.
P13 70°C) mg/mL | U/dak 2010

mg

Penicillium man5C1 70 1s (37- 4.0 3.0-100 |65 5.6 2785 Cai et al.
pinophilum C1 70°C) 2011
Bacillussp. N | MAN330 70°C 10 dak. 9.5 5-11 33 - - Pan et al.
16-5 MAN493 (60-80C) 55 2011
Cellulosimicrob | ManK, 50 1s (37- 7.0 6.0-9.0 35 1.47 - Kim et al.
ium sp. 55°C) 2011
HY-13
Bacillus subtilis | Mannanaz |60 30 dak. 7.0 5.0-115 |38 - - Summpunn
BCC 41051 (42°C) etal. 2011
Chaetomium CsMan5A |65 30 da 5.0 5.0-11.0 |50 31 5974.3 | Katrolia et
sp. CQ31 (55°C) al. 2012

1.5.1.c. B-mannanaz enziminin uygulama alanlar

Glinlimiizde gelistirilmis teknolojik araclarla genom dizilemelerin kolay sekilde
belirlenebilmesi, biyo-informatik araglarin ¢ogalmasi, gen ekspresyonlarin ve
klonlama caligmalarinin artmasi, protein miithendisliginin gelismesiyle yeni enzimlerin

uretilmesi ve farkli kaynaklardan izole edilmis enzimlerin tanimlanmasi,
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karakterizasyonunun yapilmasi ile enzimlerin uygulama alanlarininin ¢ogalmasinda ve

genis alanlarda kullanilabilirligini kolaylastirmistir.

1. Saghk alanlarinda kullanimlari

Insan saghgm korumak amaciyla alternatif tipta kullanilan ve o6zellikle bagirsak
mikroflorasi {izerine yararl etkileri bulunan prebiyotikler olarak kullanilan konjak unu
glukomannanlarin {iretiminde mannanaz enzimleri kullanilmaktadir. Konjak ununun
ticari liretimini artirmak ve hidrolizini kolaylastirmak amaciyla Bacillus sp. MSJ-5
susundan klonlanmig Man5 (endo B-mannanaz) tarafindan konjak un {ireten manno-

oligosakkaritler (MOS) tanimlanmistir (Zhang et al. 2009).

Mannozlarin yapt katki maddesi olmasi nedeniyle toz halinde yiiksek oranda biyo
uyumluluk gdstermesi, tablet icinde sikistirilabilme ozelliklerinden dolay1 agizda
kolay erimeme ve sadece belirli bir bagil nem degerlerinde gegici nem islenerek
mannoz par¢aciklar1 arasindaki sivi kopriiler meydana getirmek iizere, su orani fazla
olmayan ortamda ¢oziinebilme 6zelliklerinden dolayr hizli ¢6ziinebilen tablet

tiretiminde (Callihan et al. 2005; Fu et al. 2006) kullanilmaktadir.

Diger enzimler ile birlikte mannanaz enzimi; diisiik maliyetli mannanca zengin hurma
cekirdegi kek, guar sakizi ve hindistan cevizi unu gibi substratlardan mannoz
uretiminde kullanilmaktadir. Bu substratlardan o6zellikle guar sakizinin protein
kullanimin1 azaltmadan viicutta plazma kolesterol seviyesini ve yaglanmay1 azalttigi
ve fekal atilim hacmini artirdig1 yapilmig ¢alismalarla ortaya konmustur (Takeno et al.

1990).

2. Gida ve yem uygulamalarinda kullanimlar

Farkli mannanaz karigimlarinin kahve g¢ekirdeklerinin islenmesi ve fermantasyonu,
sivi kahve ekstrelerinin viskozitesinin azaltilmasi, kahve mannanlarin hidrolizinde,

ayrica sivl kahve ekstraktlarinda galaktomannanlar1 hidrolizlemede, hizli hazirlanan
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kahvelerede tercihen anlik kahve dondurarak kurutma sirasinda jel olusumunu inhibe
etme islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Nicolas et al. 1998; Oosterveld et
al. 2003; Nunes et al. 2006).

S.rolfsii bakterisinden izole edilmis B-mannanaz enziminin kahve mannanlarin
hidrolizlenmesinde etkili oldugu ayrica saf haldeki mannan soliisyonlarinda ve

¢oziilmiis kahve konsatrelerinde vizkoziteyi azalttig1 ortaya konmustur (Sachslehner et
al. 2000).

B-mannan soya unu, guar unu, hindistan cevizi unu, hurma ¢ekirdegi unu gibi yaygin
olarak kullanilan yem katki maddelerinde bulunan bir polisakkarittir. Mannan
substratlar1 yiiksek oranda lif igermeleri, baz1 esansiyel amino asitlerinden yoksun
olmalari, lezzet oranlarimin diisiik olmasi, mannan, galaktomannan, ksilan ve
arabinoksilan gibi bir¢ok anti-besinsel faktorlerle birlestiginde yiiksek viskozite
gostermeleri gibi ortak 6zellikler tagirlar. Bu nedenlerden dolay1 insan ve hayvanlarin

bagirsak sistemlerinde bunlarin sindirimi kisithidir (Dhawan and Kahur 2007).

Ozellikle hayvan beslenmesinde yem katki maddesi olarak kullanilan mannan igerikli
diyetlerde B-mananaz enziminin kullanilmasi ile hiicre duvari igerisinde ki -
mannanlarin pargcalanmasi ve kapsiillenmis besinlerin salinimi1 saglanmakta, hayvan
duodenum ve jejunumu kaplayan villuslarin yiiksekligini artirarak genis bir ylizey
alan1 olusturulup besin maddelerinin absorbsiyon oraninin artmasi ve sindirilmis besin
maddelerinin vizkozitesini azaltmasi saglanmistir (Adibmoradi and Mehri 2007;
Cauhan et al. 2012).

Penicillium pinophilum C1 susundan izole edilmis asidik f-mananaz enzim geninin
Pichia pastoris vektoriinde klonlanarak izolasyonu yapildigi ve karakterizasyonunun
belirlendigi  Man5Cl1 enziminin  hayvan  beslenmesi  uygulamalarinda
kullanilabilirligini arastirmak amaciyla pepsin iceren ve pepsin igermeyen yapay
gastrik ortam olusturulmus ve bu ortama 1 U mL ™ rMan5C1 enzimi 37°C’de 60
dakika boyunca inkiibasyona birakilmis ve 2.0- 5.5 arasinda degisen yapay gastrik
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pH’larinda enzimin aktivitesinin slirdiigii, in vitro ortamda locust bean gum mannan
substratinin yapay gastrik ortaminda sekerleri indirgeyerek yavas yavas biriktigi,
locust bean gum igerikli pepsinli yapay mide sindirim ortamda 8.96 mg.g'1 ve
pepsinsiz ortamda 8.66 mg g’ oraninda sindiriminin gerceklestigi bdylece izole
edilmis rMan5C1 enziminin hayvan sindirim sisteminde kullanilabilirligi ortaya

konmustur (Cai et al. 2011).

Enerji seviyeleri farkli diyetlerle beslenmis broyler tavuklarinda f-mananaz enziminin
yem sindirimi ve gelisim parametreleri ilizerinde etkisinin arastirildigr farkli bir
calismada bu enzimin besin maddelerine eklenmesi ile incelenen hayvanlarin viicut
agirlik artisi, gut morfolojisi, yem doniisiim orani, kuslarin bagisiklik orani ve
organlarin nispi agirhigimi onemli derecede iyilestirdigi belirtilmistir (Imran et al.
2014; Muhammad et al. 2015). B-mannan kaynagi olarak guar sakizinin kullanildig ve
farkli enerji seviyelerinde hazirlanmig Misir-Soya unu tabanli diyetlerle beslenen
broyler tavuklariyla yapilan galismalar sonucu; endo-B-D-mananaz enziminin su
cikisini 6nemli oranda azaltarak beslenme oranini ve toplam kuru diski ¢ikisini ve
nitrojen kullanimini artirdigi, bdylece B-mannan ihtiva eden diyetlerde besin
kullaniminin iyilestirebilecegi gosterilmistir (Daskiran et al. 2004; Mussini et al.
2011).

Misir-Soya unu tabanl diyetlerle beslenen domuzlarda f-mananaz enziminin biiyiime
verileri, performans 6zellikleri ve besin sindirilebilirligi lizerinde etkisinin l¢tildiigu
calismada -mananaz enziminin hayvanlarin agirlik artisinda, yem alimi ve yemden
yararlanma orani lizerinde ¢cok onemli etki gdsterdigi ve toplam sindirilebilirlik oranini
artirdig belirtilerek B-mananaz enziminin sadece kanatli hayvanlarda degil ruminant
hayvanlarda da yemlerin sindirilmesi yemden yararlanma orani, performans 6zellikleri
ve hayvanlarin viicut agirliklarinin artisinda 6nemli etkileri oldugu ortaya konmustur

(Pettey et al. 2002; Lv et al. 2013).

Ciprinoid ve grass carp gibi tatli su baliklarinin mideleri yoktur bu nedenle tripsin ve

pepsin proteinleri ndtr pH degerine sahip gastrointestinal sisteme dogrudan salgilanir.
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Son zamanlarda yapilmis olan calismalarda aktif ve notr pH araliginda kararli ve
ozellikle proteolize direngli MANSA ve MANB48 gibi rekombinanat B-mananaz
enzimleri balik yemi katki maddeleri olarak kullanilmaktadir (Li et al. 2008; Yang et
al. 2009).

3. Kagit ve seliiloz sanayi uygulamalarinda kullanimlari

Mananaz enzimi yumusak odun hamurlarinin agartilmasi proseslerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. pB-mannanaz enzimi ve yardimci enzimler kullanilarak odun
yapisinda seliiloza zarar vermeden mannan yapilarini pargalaip odun liflerinden lignin
cikartilmast ve odun hamurunun agartilmasi islemlerinde ilk basamak olarak
uygulanmaktadir. Bu islemler i¢in ilk adimda alkali ortamda lignine kovalent bagl

hemiseliilozun hidrolizlenmesi saglanarak ligninin uzaklastirilmasi kolaylastirilmis

olur (Filho 1998; Dhawan and Kaur 2007).

2000’1i yillarin baslarinda 6zellikle ambalaj kagidi hamurlarinin agartilmasi tizerinde
enzimlerin etkisinin arastirildig1 ¢calismada Caldibacillus cellulovorans bakterisinden
izole edilmis B-1,4-Mannanaz enzim geninin klonlanip izole edilmis rekombinant
ManAd3 enziminin ambalaj kagidi hamurlarinin agartilma prosesinde ve hamurun

parlakligini artirmada kullanilabilecegi belirtilmistir (Sunna et al. 2000).

Phanerochaete chrysosporium fungusundan klonlanan ve Aspergillus niger
vektoriinde ekspresyonu saglanmis rekombinant man5D enziminin yumusak ambalaj
kagidi hamurunda glukomannanlar1 hidrolize ederek kagidin agartilmasi isleminde 6n

agartma maddesi olarak pozitif etki gosterdigi ortaya konmustur (Benech et al. 2007).

Endo p-1,4-mannanaz enzimnin Penicillium oxalicum fungusundan klonlanan
rekombinant rPoMan5SA enziminin seliilaz1 serbest birakma 6zelliginden dolay1 kagit
iceren uygulamalar ve kagit hamurunu beyazlatma proseslerinde kullanilabilecegi

Onerilmistir (Liao et al. 2014).
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4. Deterjan endiistrisinde kullanim alanlar:

Deterjan bilesenlerini giliglendirmek ve leke ¢ikarici ajanlara ek olarak alkali
mannanazlar deterjan endistrisinde kullanilmaktadir. Mannanaz enzimi ozellikle
dondurmalarda kullanilan yogunlastirma ajanlari, soslar, sag¢ joleleri, sampuanlar, dis
macunlart ve pek c¢ok ev driinlerinde kullanilan mannan igeren; zamkli
(galaktomannanlar, glukomananlar ve guar sakizi) bilesiklerin hidrolizlenmesi
amaciyla kullanilmaktadir (Moreira and Filho 2008; Zyl et al. 2010). Mannanaz
enzimi guar igerisindeki mannoz initelerini biribirine baglayan [B-1,4-baglarini
kopararak zamklar kii¢iik karbonhidrat fragmentlerine parcalar. Bu kiigiik fragmentler
suda ¢oziinerek kumaglarin liflerinden ayrilir ve yikama esnasinda parcalanarak

uzaklastirilir (Kirk et al. 2002; Schafer et al. 2005).

Sulu olmayan sivi deterjan bilesimlerine katilan borat iyon konsantrasyonu ve
mannanaz enzim orani her iki bilesenin performansini maksimize ederek kirleri
¢ikartmanin yanm sira kumaglarin parlakligini korumada etkili oldugu belirtilmis ve
yapilan bulus patent alarak desteklenmistir (Bettiol et al. 2000). Farkli kaynaklardan
izole edilen alkalitik-termotolerantlar1 yliksek mannanaz enzim kaynaklarinin deterjan
endiistrisinde kullanilabilirligi {izerinde durulmustur (Takeda et al. 2004; He et al.
2008; Sharounya et al. 2015).

5. Meyve sularinda durultma islemlerinde kullanim alanlar:

Weissella viridescens (LB 37) bakterilerden izole edilmis saf halde bulunan enzimler
pulp haline getirilmis mevsim meyvelerinden elma, portakal, nar, cilek, kivi
meyvelerinin yapisinda bulunan mannanin B-mannanaz enzimi tarafindan hidrolizi ve
meyve sularinda durultma etkisinin arastirilmis oldugu calismada kivi suyundan
%117.21 oraninda verim elde edildigi (Adigiizel vd 2015), Zhao et al. (2010)
tarafindan asidofilik Phialophora sp. P13 bakterisinden izole etmis olduklari

mannanaz enziminin gastrik ortamda mannanlari hidrolize etme ve meyve suyu aritma
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prosesinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Farkli bir ¢alisma orneginde Bacillus
pumilus M27 susundan izole edilmis f-mannanaz enziminin meyve sularinda verimi
artirma ve durutma etkisinin arstirilmasi sonucu B-mannanaz enziminin uygulandig
meyve sularinda 6zellike elma suyunda verimin %154 oraninda artig1 ve mannanaz
enziminin meyve sularinda durultma ve verim artirma proseslerinde kullanilabilirligi
tizerinde durulmustur (Adiguzel et al. 2015). Lactobacillus plantarum (M24)
bakterisinden saflastirilmis f-mannanaz enziminin meyve sularinda durultma etkisinin
arastirildig1 diger bir arastirma da 6zellikle seftali suyunda %223.1 oraninda verimin
arttigi gosterilmis bdylece mannanaz enziminin meyvelerin yapisinda bulunan
mannanlart hidroliz ederek ortamin vizkositesinin azalmasi ve mannanlarin yapisinda
bulunan suyun hidroliz sonucu aciga ¢ikmasiyla meyve suyunun miktarini arttirma da

kullanilabilirligi gosterilmistir.

6. Diger kullanim alanlari

Mananazlarin su aritma sistemleri, vakum kanalizasyon sistemleri, atik su aritma ve
sogutma suyu aritma sistemlerinde balgik kontrol ajani olarak 6nemli rol oynadiklari
ayrica bakterilerin genis alanlara yayilarak ¢ogalmasini ve adhezyonunu kontrol
ettiklerii, su yatagi sistemleri yiizeylerinde olusan biyofilm kalintilarini yok ettikleri

ortaya konmustur (Pee et al. 2002).

Mananazlar, ayn1 zamanda sondajlama islemleri sirasinda petrol veya gaz akisini
arttirmak i¢in kullanilabilmektedir. Bu amagcla kullanilan guar gumlar1 gibi dogal
polimerler yiiksek sicakliga dayanikli mannanazlar tarafindan hidroliz edilerek
yapiskan polimer c¢ozeltilerinin, petrol ve gaz akisinin saglanmasi i¢in agik yariklara
yaslanip, gaz ve petrol akisinin yariklardan kolayca ge¢mesinde etkili oldugu

belirtilmistir (Comfort et al. 2004)

Hindistan cevizini yapisal hiicre duvar1 ana pargalart olan mannan ve
galaktomannanlari hidrolizleyerek enzimatik yag ekstraksiyonlarinda mannanaz

enzimi kullanilmaktadir. Enzimatik islemler yag ekstraksiyonu sirasinda olusabilecek
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aflatoksin kontaminasyonlarini 6nler ve iirlinlerin oksidatif eksime sorunlarini ortadan
kaldirir. Mannanaz enzimi kullaniminin hindistan cevizinden yag iiretimi, aromatik
proteinler igeren ve igecek olarak kullanilabilen sivi iiretiminde, hindistan cevizi
proteini elde edilmesinde ve yag ekstraksiyonlarinda kullanilabilirligi biiyiik 6nem

tasimaktadir (Chen et al. 2003).

Seliilaz, ksilanaz ve mannanaz iceren enzim kokteylleri kullanilarak lignoseliilozik
biyomaslardan fermente sekerler hidrolizlenip biyoetanol iiretimi saglanmistir (Varnai
et al. 2011). Palmiye yag1 ekstresi elde edilirken olusan atik iriinlere seliilaz, ksilanaz,
mannanaz igeren enzim kokteylleri uygulanarak herhangi bir 6n muamele
gerektirmeden enzimlerin palmiye yagi ekstresinin yapisinda bulunan heksoz
sekerlerini hidrolize ederek biyoetanol {iretimi gerceklestirilmesi saglanmistir

(Jorgensen et al. 2010).

1.6. Ebiske Mantari

Ebiske (Clitocybe geotropa) Tricholomataceae familya grubuna ait olan bir mantardir
ve Ozellik olarak uzun sapli ve genis alanlara yayilma ozelligi gostererek genellikle
ormanlik alanlarda yaygin olarak goriiliir. Soguk hava sartlarindan fazla etkilenmez
Ekim - Aralik aylarinda goriiliirler. Ebiske mantari ilk olarak 1792 yilinda Fransiz
mikolog Jean Baptiste Francois Pierre Bulliard tarafindan tanimlanmis ve daha sonra
1872 yilinda diger bir Fransiz mikolog Lucien Quelet bu mantar tiiriinii Clitocybe cinsi
altinda Clitocybe geotropa olarak isimlendirmistir. Tiirkiye’de ebiske mantar1 olarak
bilinmektedir ve halk arasinda pazarlarda satilan, yemeklik olarak kullanilan, toksik
olmayan bir mantar tiiriidiir. Daha ¢cok Ege Bolgesi ve Karadeniz Bolgesinde yaygin

olarak goriilmektedir (Anonymous 2016a; Anonymous 2016b).
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Sekil 1.23. Ebisgke (Clitocybe geotropa) mantar resmi

Bu c¢alismanin birinci asamasinda; mannanaz enzimi ebiske (Clitocybe geotropa)
mantarindan amonyum  siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadeks iyon degisim
kromatografisi ve Sephakryl S200 jel filtrasyon teknikleri kullanilarak saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise; saf enzim nano-FesQy ile
modifiye edilen kitosan partikiillerine immobilize edilmis ve son olarak serbest ve
immobilize enzimlerin meyve suyu endiistrisinde kullanilip kullanilamayacagi

arastirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ademark et al. (1999) Hemiseliilozun monomerik sekerlere ayrilmasinda énemli rol
oynayan [-mannosidaz enziminin Aspergillus niger mantarindan izole edildigi ve
karakterizasyonun tanimlandigi ¢alismada amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon yontemi kullanilarak yapilmis analizler sonucu izole
edilmis enzimin izoelektrik noktast 5.0 olarak bulunmustur. SDS-PAGE jel
elektroforezi ile enzimin molekiil agirligi 135-kDa ve iki alt {initeden olustugu ortaya
konmustur. 50mM sodyum sitrat tamponu icerisinde 24 saat inkiibasyona birakilmis -
mannosidaz enziminin maksimum pH 2.4-5.0 ve 70°C sicaklikta aktivite gosterdigi,
p-nitrophenyl-B-D mannopiranosid substratt kullanilarak Kp ve Vngax degerleri
sirastyla 0.30 mM ve 500 nkat mg ' olarak olgiilmiistiir. f-mannosidaz enziminin
manno oligosakkaridler; GalMan2, GalMan3 ve Gal2Man5 oligosakkarit substratlar
ile 48 saat inkiibasyonu sonucu GalMan 2 substratinin %43 oraninda GalMan ve
mannoza doniistiigli, GalMan 3’lin tamaminin mannoza doniistiigii, Gal2Man5

substratinin yaklasik %18 oraninda mannoz ve Gal2Man4’e doniistiigli gozlenmistir.

Zhang et al. (2000) Bacillus licheniformis bakterisinde ¢oktiirme, ultrafiltrasyon ve
iyon degisim kromatografisi yontemleri kullanilarak [-mannanaz enziminin
saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapildigi ¢alisma sonucu lokust bean gum substrati
kullanilarak yapilmis maksimum enzim aktivitesi 6l¢iildiigli optimum pH 7.0, sicaklik
60°C olarak bulunmus, 6 saat boyunca 6lg¢iilen stabil pH ve sicaklik sirasiyla pH 6.0 ve
50°C olarak ol¢iilmiistiir. 70°C ve pH 6.0 ortaminda enzim aktivitesinin 1 saatten

sonra gozlenmedigi ortaya konmustur.

Hagglund (2002) Hemiseliilozu-parcalayict enzimlerin yapisi ve islevini incelemek
amaciyla yapilmis tez ¢calismasinda yumusak odun dokusunun igerdigi hemiseliilozun
yapisinda bulunan mannan ve galaktoglikomannan gibi heteromannan parcalayan -
mannanaz (TrMan5A) enziminin yapisi ve islevi incelenmistir. Bu amagla kamgili
mantar tiiric Trichoderma reesei mantarindan izole edilmis B-mannanaz enziminin

katalitik alt tnitesi ve karbonhidrat baglayici alt iiniteleri (KBM; karbonhidrat



56

baglayict modiil) arastirilmis. Arastirmalar sonucu KBM alt iinitesinin farkl
substratlarda mannan ve tiirevlerinin parcalamalari {izerinde etkileri incelenmis ve
KBM alt {initesinin seliillozu bagladigi mannan baglanmasinda etkisi olmadigi
bulunmustur. TrMan5A enziminin yani sira mavi midye (Mytilus edulis) izole edilmis
B-mannanaz (MeMan5A) ve Aspergillus niger mantarindan saflastirilmis -
mannozidaz (AnMan2A) enzimlerinin katalitik alt {initelerinin polimerik mannan
indirgeyebildigi anlasilmistir. Sonug olarak, yapilmis olan tez ¢alismasinda TrMan5A
enziminin iki modiil i¢inde polisakkarit etkilesimi kompleks alt-tabakalarin hidrolizi
genel enzimatik etkinlik ve spesifikligini belirlemek i¢in énemli oldugunu ve sunulan
sonuclar bitki polisakkarit bozulmasi mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak i¢in karmasik

yiizeylerde mananaz enziminin kullaniminin 6nemi iizerinde belirtilmistir.

Xu et al. (2002) Mavi midye Mytilus edulis sindirim sisteminden izole edilmis endo -
B-1,4-mannanaz enziminin iki varyantinin iyon afinite kromatografisi, guanidin
hidroklorid varliginda veya yoklugunda belirlenen boyut dislama kromatografisi ve
iyon degisim kromatografisi kullanilarak  endo-B-1,4-mannanaz  enziminin
karakterizasyonu ve protein dizi sekansinin yapildigr ¢alisma sonucu MALDI-TOF
kiitle spektrometrisi kullanilarak monomerik proteinlerin molekiiler agirliklar1 39.216
ve 39.265 Da olarak bulunmus, poliakrilamid jel kullanilarak her iki enzimin
izoelektronik noktas1 yaklasik olarak 7.8 olarak belirlenmistir. Optimum pH araligi
4.0-9.0, stabil pH yaklagik 5.2 olarak bulunmus, ManA ve ManB enzim varyantlari
icin optimum sicaklik 50-55°C, stabil sicaklik 40-50°C olarak oSlgiilmistiir. Her iki
enzim locust bean gum ve Afrika hurma kozalagi substratlarinda bulunan
galaktomannanlarin tiimiinii parcaladigi, ksilen ve karboksimetil selilloz c¢apraz

baglantilarini sindiremedigi belirtilmistir.

Puchart et al. (2004) Aspergillus fumigatus IMI 385708 (eski adiyla Thermomyces
lanuginosus IMI 158749) fungusundan siv1 kiiltiir ortaminda DEAE Sefaroz ve Fenil
Sefaroz kolon kromotografileri kullanilarak izole edilmis ekstraseliiler endo-B-1,4-
mannanaz, MAN | (major tip) ve MAN Il (minér tip) enzimlerinin SDS-PAGE

elektroforezi ile molekiil agirliklar1 MAN | ve MAN Il enzmleri i¢in sirastyla 60 ve 63
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kDa olarak tespit edilmis ve her iki enzim i¢in optimum pH 4.5, optimum sicaklik
60°C, stabil pH araliginin 4.5-8.5 arasinda degistigi son olarak sabit sicakligin 50—
75°C araliklarinda oldugu bildirilmistir. Lokust bean galaktomannan substrati
kullanilarak belirlenmis Ky, (mg/ml) ve Vpax (umol.dak '.mg™") degerleri MANI icin
3.07 mg/ml ve 1935 pmol. dak™' .mg™"; MAN Il enzimi i¢in 3.12 mg/ml ve 214 pmol.

dak™' .mg~" olarak Sl¢iilmiistiir.

Phothichitto et al. (2006), 23 toprak orneginden izole edilmis 19 bakteri ve 4 fungus
tiiriinde mannaz enziminin izolasyonunu ve liretimini saglamak, enzimin 6zelliklerini
tanimlamak amaciyla yaptiklart ¢alismalarinda Salmonella serovar Enteritidis S003,
Escherichia coli E010, Lactobacillus reuteri ACS. izolatlarindan elde edilen Bacillus
circulans NT 6.7, susunda yiiksek mannaz aktivitesi gorildigii (0.306 unit/ml),
Bacillus circulans (NT 6.7,) susunda morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri
(APl 50 CHB, %99.5) ve 16 S rDNA sckanst (%99) tanimlanmis ve bu suslarda
mannaz enziminin optimum pH 7.0-9.0, optimum sicaklik ve stabil sicaklik degeri
50°C olarak tespit edilmistir. Mannaz iiretiminde B.circulans NT 6.7 susunun

kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Benech et al. (2007) Phanerochaete chrysosporium ¢cDNA’sinda kodlanan endo-1,4-p3-
D-mannanaz enziminin man5D geni klonlanarak, Aspergillus niger fungusunda
ekspresyonunun yapildigi ¢alismada, gen sekans analizi sonucu enzimin N-terminal
ucunda: bir salgi sinyal peptidi, selilloz baglayict domain, baglayici bolge ve bir
glikozil hidrolaz ailesi 5 katalitik bolgesinden olustugu anlasilmistir. Rekombinant
mansSD molekiil agirliginin SDS-PAGE analizi sonucu yaklasik 65 kDa oldugu
bildirilmigtir. Optimal enzim aktivitesinin pH 4.0-6.0 ve 60°C oldugu enzim
stabilitesinin pH 4.0-8.0 ve 60°C’ye kadar korundugu, belirlenmis, optimum
kosullarda LBG, mannan, galaktomannan ve glukomannan substratlar1 kullanilarak
Vmax (U/mg) degerleri LBG substrati i¢in Vmax; 510 U/mg; Ky, (mg/mL) degerleri; 3
oldugu bildirilmistir. Yumusak odundan yapilmis hamur kagidina Man5D enzimi

uygulanarak bu enzimin esas olarak glukomannan hidrolize ettigi ve bir 6n agartma
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maddesi olarak kagit sanayinde pozitif etkisi oldugu yapilmis c¢aligmada ortaya

konmustur.

Maria et al. (2008) solar tuzdan izole ettigi Scopulariopsis candida fungusunun
LMKO004 ve LMKO0O08 suslarindan izole ettikleri endo-B-1,4-mannanaz enziminin
karakterizasyonu ve saflastirilmasi ¢alismasinda enzimi saflastirmak i¢in amonyum
stilfat c¢oktlirmesi ve iyon degisim kromatografi metodlarini kullanmislardir. B-
mannanaz proteinin molekiil agirliklar1t LMKO004 ve LMKO0O0O8 susunda ayri olmak
izere sirastyla 41 ve 28 kDa olarak tahmin edilmistir. LMKO004 susundan izole edilen
-mannanaz enziminin optimum pH 5.0 ve 50°C’de yiiksek aktivite gostermis, 24 saat
boyunca 4°C’de pH 5.0-6.5 araliginda >%80 oraninda aktivite gdstermis oldugu,
LMKO008 susunda 30 ve 40°C sicaklikta pH 6—7 aralifinda 3 saat boyunca aktivite

gbzlemlendigi bildirilmistir.

Song et al. (2008) Antartika Yosun Bocegi tiirii Cryptopygus antarcticus klonlanmig
B-1,4-D-mannanaz (CaMan) enziminin karakterizasyonunun yapilmis oldugu ¢alisma
sonucu CaMan enziminin soguk aktif enzim ozelliklerini gosterdigi bildirilmis ve E.
coli Rosetta-gami (DE3) ekspresyonu saglanip nikel afinite kromatografisi ile
saflagtirilmistir. SDS-PAGE jel elektroforezi sonucu proteinin molekiil agirligi
yaklasik 40kDa oldarak bulunmustur. CaMan enziminin locust bean gum (LBG)
substratinda 416.3 U/mg, konjak ununda 302.6 U/mg ve B-1,4-mannan substratinda
203.8 U/mg aktivite gosterdigi, gua-gum, karboksimetil seliilaz, ¢dzilinebilir nigasta ve
laminarin substratlarinda enzimin aktivite géstermedigi belirtimistir. Standard LBG
metodu kullanilarak optimum pH 3.5 olarak belirlenmis ve enzimin maksimum %50
aktivitesinin pH 2.5-6.0 araliginda devam ettigi, 7.0 lizerindeki pH larda aktivitenin
kayboldugu, optimum sicakligin1 30°C’de gosterdigi enzimin 0-5°C’lerde aktivitesini
%2040 oraninda siirdiirdiigii ve 45°C tizerinde ki sicakliklarda enzim aktivitesinin
gdzlenmedigi bildirilmistir. Na®, K, Mg2+, ve Cu®" metal iyonlarinin enzim
aktivitesini giiglendirdigi, Ca®* ve Zn** iyonlarmin 5 mM konsantrasyonlar aktiviteyi

iki kat artirdigi, Mn?*, Hg**, ve Ag" metal iyonlarinin enzim aktivitesini yiliksek



59

oranda inhibe ettigi, EDTA’nin enzim aktivitesi {izerinde herhangi bir etkisi olmadig1

yapilmis olan ¢alismada ortaya konmustur.

Zahura et al. (2010) Mannan proteinini pargalayan -1,4-mannanaz enziminin deniz
tavsan1 Aplysia kurodai sindirim sisteminden amonyum siilfat ¢oOktiirmesi ve
konvensiyonel kolon kromatografisi yontemi ile izole edildigi ¢alismada AkMan
olarak adlandirilan enzimin SDS-PAGE analizi ile molekiil agirligmin 40,000 Da
oldugu belirlenmis, sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) kullanilarak optimal sicaklik
55°C ve pH 4.0-7.5 aralifinda enzim aktivitesinin yliksek oldugu dolayisiyla enzimin
asidik pH larda stabilitesini korudugu bildirilmistir. AkMan metal iyon aktivitesinin
Sl¢iimii sonucu Fe** iyonunda enzim aktivitesinin tamamen durdugu, Ca**, Mg®* ve
Ag+ iyonlarinda aktivitenin %.80-50 arasinda azaldig, C02+, Cu+2, Mn+2, DTT ve 2-
merkaptoetanol ortaminda ise enzim aktivitesinin %50 oraninda artig1 bildirilmistir. -
1,4-mannanaz enziminin, konjak kokii ve galaktomannan (tara zamki ve guar sakizi)
substratlarinin yani sira, linear B-1,4-mannandan gelen glukomannani pargaladigi
Seliiloz, agaroz, dekstran ve ksilan karboksimetil substratlarinda enzim aktivitesinin

goriilmedigi ortaya konmustur.

Dyk et al. (2010) bitki biyokiitlelerinin sindirmesinde rolii bilinen mikro
organizmalarda bulunan enzimlerin bitkilerde bulunan benzer substratlarda seker
monomerlerinin indirgeyici etkilerini arastirmiglardir. Bacillus licheniformis SVD1
bakteri susunun seliilotik ve hemi-seliilotik sisstemleri incelenerek sahip oldugu multi
enzim kompleksi icerisinde seker monomerlerinin indirgeyen enzimlerin ¢esitliligini
incelemek i¢in arastirma yapmislardir. Bu calismada, zimojen analiz yOntemi
kullanilarak iki endoglukanaz (25-27 kDa, 30-32 kDa), yedi ksilanaz (20 kDa, 38 kDa,
42 kDa, 45 kDa, 48 kDa, 54 kDa ve70 kDa), iki mannanaz (25 kDa, 40-42 kDa) ve bir
pektinaz (pektateliyaz 70-72 kDa) enzimi tanimlanmis. SDS-PAGE jel elektroforezi
ile proteinlerin molekiil agirliklari; endoglukanaz 55 kDa, mannanaz 53 kDa ve pektin
metil esteraz i¢in 38 kDa olarak bulunmustur. Multipli enzim kompleksi i¢inde
manananaz enzimi i¢in lokust bean gum substrati kullanilarak optimum pH 6.0—7.0

araliginda yiikse aktivite gosterdikten sonra pH 9.0 aralifinda enzim aktivitesinin
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tekrar yiikseldigi bildirilmistir. Boylece hemi seliilotik yapilarin kompozisyonunun
coziilmesi ile kompleks linoseliilotik yapilarin pargalanmasinda multipli enzim

komplekslerinin kullanilabilirligi ortaya konmustur.

Shi et al. (2011) Streptomyces sp. S27 fungusundan izole edilmis f-mannosidaz geni,
man2S27 geninin klonlanarak Escherichia coli BL21 (DE3) susunda eksprese edilmesi
ve rekombinanat man2S27 geninin iirettigi enzim ve protein karakterizasyonunun
yapildig1 ¢alismada man2S27 geninin 2499 bp uzunlugunda, 832 amino asid kodladig
ve molekiil agirligimin 92.6 kDa oldugu bildirilmistir. Rekombinant Man2S27
enziminin optimum pH ve stabil pH belirlemek amaciyla farkli pH’larda hazirlanmig
0.1 M Mcllvaine tamponu (pH 2.0-8.0), 0.1 M Tris—HCI (pH 8.0-9.0), ve 0.1 M
glisin-NaOH (pH 9.0-12.0) tamponlari kullanilarak 37°C’de 1 saat boyunca
inkiibasyona birakilmis enzimin optimum pH’s1 7.0 olarak tespit edilmis ve stabil pH
6.0-9.0 araliginda degistigi belirtilmistir. Optimum sicaklik icin 1 M Mcllvaine
tamponu (pH 7.0) kullanildigi farkli sicakliklarda (20—80°C) 10 dakika enzim
inkiibasyondan sonra optimum sicaklik 50°C olarak belirlenmis ve stabil sicaklik ayn1
tampon kullanilarak 1 saat boyunca yapilmis aktivite dl¢limleri sonucu 40-50°C’de
yiiksek aktivite gosterdigi 20 dak. 6l¢iimden sonra diger sicaklik degerleri i¢in enzim
aktivitesinin diistiigli ortaya konmustur. Enzim aktivitesi iizerindeki cesitli metal
iyonlar1 ve kimyasal reaktifler etkisini dlgmek i¢in 1 M Mcllvaine buffer (pH 7.0)
iceren 5 mM of AgNOs, CaCl,, CoCly, CrCls, NiSO4, CuSO4, MgSO4, FeSO4, MNSOy,
ZnS0,4, EDTA, SDS veya B-merkaptoetanol kullanilan ¢alismada EDTA, Ca®* ve
Mg2+ iyonlarinin enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisinin bulunmadig, Cr¥ ve
SDS’li ortamda enzim aktivitesinin yiiksek oranda inhibe oldugu ve Ag", Hg”* enzim
aktivitesinin tamamiyla durdugu gosterilmistir. p-NP- B -MP substrat ortaminda K,
Vimax ve keat degerleri 0.23+0.01 mM, 197+4.96 umol.dak *.mg™ ve 305+7.65 s*

belirlenmistir.

Zhao et al. (2011) Aspergillus niger CBS 513.88 fungusundan klonlanmis mannan
endo-1,4-B-mannosidaz man26A geninin konstitiitif ekspresyon vektorii pGAPzaA

araciligiyla Pichia pastoris aktarilarak ekspresyonunun saglandigi ve enzim
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karakterizasyonunun yapilmis oldugu ¢alismada rekombinant man26A protein molekiil
agirliginin yaklasik 45 kDa oldugu, 5-60°C sicaklik araliginda enzimin %30 oraninda
aktivite gosterdigi en yiiksek aktivitenin optimum 45°C ve pH 5.0 oldugu degerlerde
goriildiigli, LBG substratinda (%100), konjak tozu (%36.0) ve guar zamkinda (%14.2)
oraninda aktivite gosterdigi, akgiirgen ksilani, ¢oziilebilir nisasta ve karboksil metil
seliiloz substratlarinda aktivite goriilmedigi bildirilmistir. Guar gum substrati, konjak
tozu ve LBG substratlar1 kullanilarak belirlenmis Viyax (U/mg) degerleri sirasiyla;
769.20, 1250.00 ve 5000.00; Ky (mg.mL™) degerleri; 2.87, 23.50 ve 26.50 olarak
bildirilmigtir. Sonug¢ olarak rman26A enziminin asidik pH araliklarinda aktivite
gostermesi, stabil sicaklik araligmin genis olmasi, yiiksek termotoleransi ve
ekspresyonunun kolay yapilabilinmesi nedenleriyle gida alanlarinda, hayvan yemi ve

biyoyakit liretiminde enzimin kullanilabilirliginin miimkiin oldugu savunulmustur.

Dilokpimol et al. (2011) Aspergillus nidulans FGSC A4 susundan kolonlanmis
Glikozid hidrolaz 5 (GHS) ailesi iiyesi endo-B-1,4-mannanaz ManA ve ManC ve
Pichia pastoris X33 vektoriinde eksprese etmislerdir. Kiiltiir ortaminda her iki
enzimin 120 vel45 mg/L, oraninda verimle izolasyonunun yapilmis oldugu ¢aligmada
mutant enzimlerin monomerlerinin SDS-PAGE ve jel filtrasyon analizleri ile molekiil
agirliklart 59 ve 56 kDa olarak bulundugu belirtilmistir. ManA ve ManC enzimleri
ayni optimum pH 5.5 da aktivite gostermis ve (N %95 aktivite) pH 4.5-7.0 ve 4.0-8.0,
ManA ve ManC enzimlerinin stabilitesini korudugu, maksimum enzim aktivitelerinin
50°C de gosterdigi ve 40°C sicaklikta ii¢ saat inkiibasyona kadar enzim aktivitesinin
95%oraninda stabilitelerini korudugu calismada bildirilmistir. ManA enzimleri i¢in
Locust bean gum galaktomannan, guar gum galaktomannan substratlar1 kullanilarak
Ol¢iilmiis Vimax (U/mg) degeri sirasiyla; 400+4 ve 3906 ManC enzimi i¢in Locust
bean gum galaktomannan, Guar gum galaktomannan ve konjak glukomannan
substratlarinda sirasiyla 32044, 300+1, 270+1 olarak bulunmustur. M4-M6 hidroliz
(0,2-6,0 mM) substratlarinin baslangi¢ degerleri ManA igin (60 nM, 30 nM ve 10 nM
M4, M5 ve M6 igin sirastyla) ManC igin (75 nM, 15 nM ve 12 nM sirasiyla, M4, M5

ve M6,) belirlenmis oranlarda enzim kinetiklerinin 6l¢iilmesi sonucu ManA enzim
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Kn(mM) degerleri M5 igin 2.9+0.03, M6;1.8+0.08, ManC enzimi i¢in K,(mM); M5
icin 1.8+0.13 ve M6; 0.6+£0.04 oldugu bildirilmistir.

Blibech et al. (2011) Penicillium occitanis (Pol6) fungusunda - mannanaz enziminin
capraz baglama reaksiyonu ile kitin iizerinde glutaraldehid molekiillerine immobilize
edilmesi ve immobilizasyon kosullari, immobilize edilmis enzimin karakterizasyonun
belirlendigi calismada serbest enzim aktivitesi DNS metoduna goére keciboynuzu
zamki (LBG) serbest indirgeyici seker oraninin Olc¢lilmesine dayanarak 50 mM
sodyum asetat tamponu pH 5.5 ve 0.5 mL dilue enzim soliisyonunun 50°C’de 30 dak.
inkiibasyona birakildiktan sonra 540 nm de spektrofotometrik aktivite tayini dl¢limii
yapilarak belirlenmistir. Enzim immobilizasyonu Kkitin (0.5 g)%2.5(v/v), 5 mL
glutaraldehid ile calkalanmis, cozelti santrifiijden geg¢irilmistir (4000 rpm'de 10
dakika) ve daha sonra glutaraldehid serbest olana kadar damitilmis su ile bir kag kez
sollisyon yikanma isleminden gegirilmistir. Cozelti halinde ki kitin soliisyonuna 0.5
mL enzim eklenerek (87 U/ml) 4°C’de bir gece inkubasyona birakilmistir.
Baglanmayan enzim saf su ile yikanarak uzaklastirildiktan sonra immobilize enzim
soliisyonu 37°C’de 24 saat bekletilerek miks soliisyonun kurumasi saglanmis ve

4°C’de depolanmastir.

immobilizasyon verimi = x 100

C
Etkinlik verimi = 1 x 100

A= immobilizasyon i¢in kullanilan toplam enzim aktivitesi
B= Baglanmamis enzim aktivitesi
C= Immobilizasyonu saglanmis enzim aktivitesi

A—B= Teorik immobilize enzim aktivitesi kullanilarak
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%2.5 gluteraldehid konsantrasyonda ve 3 mg/mL enzim eklenerek immobilizasyon
sartlar1 optimize edilerek alinmig Slglimler sonucu kitin bagli enzim aktivitesinin

%72,17, immobilizasyon veriminin %94,81 oraninda gergeklestigi bildirilmistir.

Serbest ve immobilize enzim aktiviteleri 40-70°C arasinda degisen farkl
sicakliklarda, pH degerleri 50 mM Na-sitrat ve Na-fosfat tamponu (pH 2-6), Tris-HCI
tamponu (pH 7-9) ve glisin (pH 10) farkli tamponlar1 kullanilarak 6lgtilmiistiir. Bagli
ve serbest enzimin optimum 60°C’de yiiksek aktivite gosterdigi, bagli enzimin
akivitesinin ise 60-80°C’lerde serbest enzime gore aktivitesini %70 oraninda korudugu
tespit edilmistir. 40-70°C arasinda pH 4.0 oldugu ortamda 10 saat boyunca yarim saat
araliklarla stabil sicaklik 6l¢limii alinmis ve stabil sicaklik araliklarinda bagli enzimin
60°C sicaklikta 6 saat boyunca enzim aktivitesini %50 oraninda korurken serbest
enzimin ayni kosullarda enzim aktivitesini 4 saat boyunca siirdlirdiigli gézlenmistir.
Optimum pH degeri serbest enzimde bagli enzime gore daha asidik oldugu bagh
enzimin optimum pH’simin 4.0’a dogru kaydigi, 4 saat boyunca 50°C’de inkiibasyona
birakilmis bagli enzimin 2.0-9.0 araliginda degisen farkli pH larda aktivitesini %50
oraninda korudugu bdylece pH stabilite ¢alismasinin immobilizasyon isleminin alkalin
ve agir asidik ortamindan mannanaz enzim aktivitesini korudugu bildirilmistir. 4°C’de
pH 7°de 150 giin boyunca depolanmis kitosan-immobilize mannanaz enziminin
depolanma dayanikliliginin 6l¢tilmesi sonucu 120 giin depolanmig enzimin aktivitesini
%70 oraninda korurken serbest enzimin %50 aktivitesini siirdiirdiigli ayrica lokus bean
gum hidrolizi sonucu manotrioz ve manotetroz sekerlerini indirgedigi yapilmis

analizlerle ortaya konmustur.

Zhou et al. (2012) Sphingomonas sp. JB13 susundan izole edilmis mannanaz kodlayan
genin (1191 bp) klonlandig1 klonlanmis rekombinant ManAJB13 geni Escherichia coli
BL21 (DE3) susunda eksprese edilerek enzimin karakterizasyonu tanimlanmustir.
Ekspresyonu yapilmis enzim saflastirilarak SDS-PAGE analizi sonucu protein
molekiil agirlig1 yaklasik 48.0 kDa olarak belirlenmis, pH 6.5 ve 37°C sicaklikta %0.5
(W/v) locust bean gum ve konjak tozu substratlarinda rManAJB13 enziminin spesifik

aktivitesi 119.9 vel26.3 U mg' olarak bulunmustur. 37°C sicaklikta saflastirilmis
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rManAJB13 optimal mannanaz aktivitesi pH 6.5’ta ve maksimum aktivitenin pH 5.0
ve 8.0 aralifinda 6l¢iildiigl, enzimin termal aktivitesi pH 6.5’ta, optimal 40°C, enzim
stabilitesinin 37°C 60 dak. inkiibasyonda aktivitesini siirdiiriirken, 45°C sicaklikta 15
dak. bekletilmis enzim aktivitesinin yar1 yariya diistiigii gozlenmistir. Enzim aktivitesi
tizerindeki 10 mM konstrasyonunda hazirlanmig ¢esitli metal iyonlar1 ve kimyasal
reaktiflerin (KCI, CaCl,, CoCl;, NiSOs, CuSO4, MgSO,4, FeSOs, FeCls, MnSOy,
ZnS0O,4, HgCly,, EDTA, B-merkaptoetanol, SDS, yada 10%ethanol (v/v)) etkisinin
Ol¢iilmesi sonucu Pb%*, SDS, ng+, Mn?*, Fe?* iyon ortaminda enzimin gii¢lii oranda
inhibe oldugu, 10 mM Zn?**, Co®" ve %10 (v/v) etanol, p-Merkaptoetanol, Ni**, Mg**
ve EDTA enzim aktivitesini sirastyla 1.7-, 1.6-, 1.6- ve 1.2-kat artt1g1, FeS+, K Ca"
ve Cu®* iyonlarmin enzim aktivitesi lizerinde etkisi bulunmadig: bildirilmistir. Locust
bean gum substrati kullanilarak Lineweaver-Burk grafigine gore Km, Vmax degerleri
sirastyla 5.0 mg mL™" ve 277.8 umol.dak '.mg™* oldugu yapilmis calismada ortaya

konmustur.

Katrolia et al. (2012) Chaetomium sp. CQ31 fungusundan klonlamis yeni bir
mannanaz gen kaynagi olarak iiretmislerdir. Rekombinant mannanaz enzim geni
CsMan5A geninin klonlanmas1 ve eksprese ettigi enzimin karakterizasyonunun
yapilmis oldugu ¢alismada Pichia pastoris fungusuna transforme edilip ekspresyonu
saglanan CsMan5A geninin 251bp ORF(Ac¢ik okuma bolgeleri) icerdigi ve 416
aminoasit kodladigi yapilmis olan RACE-PCR ve gen sekanslama teknikleri ile
belirlenmistir. Q-Sefaroz kolum kromatografisi ile eksprese edilmis mannanaz enzimi
saflagtirma islemi gergeklestirilmistir. Miller tarafindan tanimlanmig DNS metodu ile
enzim aktivitesi Ol¢iilmiis bu amagla 100uL mannanaz enzimi 50 mM Na-sitrat
tamponu (pH 5.0) i¢inde ¢ozdiiriilmiis 900 pL %5 locust bean gum (LBG) substrati
kullanilarak 55°C’de 10 dak. inkiibasyona birakildiktan sonra 1 mL %40 sodyum-—
potasyum tartarat eklenmis DNS c¢o6zeltist enzim karisimi 15 dak. 100°C su
banyosunda inkiibasyona birakildiktan sonra 540nm absorbans degerinde
spektrofotometrik 6l¢iim alinmistir. Sodyum sitrat (pH 3.5-6.0), sodyum asetat (pH
4.0-5.5), MOPS (pH 6.0-8.0), sodyum fosfat (pH 6.0-8.0), CHES (pH 8.0-10.0),
CAPS (pH 9.0-11.0) ve GlisinNaOH (pH 9.0-12.0) tamponlari kullanilarak optimum
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pH 5.0, DNS ve LBG substrati kullanilarak optimum sicaklik 65°C olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesi {izerinde metal iyonlarnin ve metal-gelatlayici
kimyasal reaktiflerin enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisinin dl¢iilmesi ile Mn?*,
Ag’, SDS (kontrole gore, %50, %20, %20 oraninda) aktivitenin diisiik oldugu ve Hg2+
iyonu bulunan ortamda enzim aktivitesinin tamamen kayboldugu gozlenmistir.
Enzimin substrat spesifikliginin LBG galaktomannan(%100) guar gum galaktomannan
(%71.3) ve konjak glukomannan (%46.1) gozlendigi, karboksimetil seliiloz (CMC),
nisasta, ksilen ve Avisel substratlarinda enzim aktivitesinin gozlemlenmedigi, LBG,
guar gum ve konjak tozu substratlar ile belirlenmis Ky, ve Ve degerleri sirasiyla
LBG substati i¢in Kp 3.1 mg.mL™" ve Vpa degeri 5974.3umol.dak '.mg™" olarak
Olciildiigli bildirilmistir. Sonu¢ olarak mannan polisakkaritlerini mannoz ve manno
oligosakkaritlere degrede etmenin yani sira mannonitroz ve mannotetraoz enzimlerinin
hidrolize edebilme o6zelligi Olglilmiis rekombinant CsMan5A mannanaz enziminin

gida, yem ve kagit/kagit hamuru endiistrisinde kullanilabilecegi onerilmistir.

Katrolia et al. (2012) Chaetomium sp. CQ31 ve Pichia pastoris bakterilerinde exprese
ettikleri ve amino asit sekansinin belirlendigi mannanaz geni (CsMan5A) ve enziminin
karakterizasyonu ¢aligmalari sonucu enzimim optimal pH 5.0 ve 65°C’de aktivite
gosterdigi, enzimin lokust bean gum (Kp; 3.1 mg. mL™"), guar gum (Ky; 9.3 mg.mL™)

ve konjak unu (Km;10.5 mg.mL™") substratlarinda aktivite gosterdigi bulunmustur.

Zahura et al. (2012) deniz gastropod tiiri Aplysia kurodai sindirim sivisindan
amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi, Toyopearl Butyl-650 M, Toyopearl DEAE-650 M,
ve Superdex 200 10/300 GL kolon kromatografileri ile saflastirilimis enzimin
molekiiler agirligi yaklasik 100 kDa olan B-D-mannosidaz (EC 3.2.1.25) enziminin
biyokimyasal karakterizasyonunun yapilmis oldugu calismada saflastirilimis enzim
AkMnsd olarak adlandirilmigtir. Enzimin optimum pH 4.5 ve 40°C aktiviteye sahip
oldugu, 38°C altinda pH 2.0-6.7 araliginda enzim stabilitesini korudugu ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis (0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, ve 5.0 mM) p-nitrophenyl

-D-mannopiranosid substratlar: kullanilarak kinetik parameterler, Michaelis—Menten
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sabiti (Ky) degeri; 0.10 mM ve maksimum reaksiyon hizi (Vimax); 3.75 umol/dak/ mg

olarak belirlenmistir.

Utami et al. (2013) manno-oligosakkarid prebiotiginin iiretiminde kullanilan palm
kernel kekinin (PKC) hidrolize edilmesinde kullanilmak iizere bakteriyel mannanaz
enzim karakterizasyonu yapilan c¢alismada toprak Orneklerinden izole edilmis
Brevibacillus borstelensis bakterisinin A2 izolatinda tanimladiklart mannanaz
enziminin optimum pH 7.0 ve optimum 90°C sicaklik olarak bulunmustur. Yapilmis
olan ¢alisma sonucunda lokal A2 isolatindan (B. borstelensis) iretilen mannaz

enziminin PKC prebiyotik tiretiminde kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Chantorn et al. (2013) Klebsiella oxytoca KUB-CW2-3 susundan iyon degisim
kromatografisi ile izole ettikleri mannanaz S1 enzim formunun S1 protein molekiiler
agirlign yaklagik 165 kDa ve apl degeri 3.5 olarak tespit edilmistir. Mannanaz enzim
aktivitesinin DNS metoduyla 6l¢iildiigli ¢alismada optimum pH ve sicaklik sirastyla
4.0 ve 40°C olarak bulunmustur, ayrica pH 3.0-6.0 araliginda enzim aktivitesinin
stabil oldugu gozlenmistir. Enzimin, Michaelis-Menten sabitleri Ky, ve maksimum
hiz1 Vmax ve katalitik sabiti (kcat) degerleri; LBG ve konjac mannan substratlari igin,
sirasiyla 1.038-1.056 mg/ml, 6.149-6.183 pU ml 'dak' ve 0.047 s' olarak
bulunmustur. Metal iyon aktivitesinde Co* (%129) aktivite gosterdigi, EDTA ve Zn*

metal iyonlarinda enzimin tamamen inhibe oldugu ortaya konmustur.

Adesina et al. (2013) Aspergillus niger ve Trichoderma sp. funguslarindan izole
ettikleri B-mannanaz enziminin Uretimi ve karakteristigini belirlemek icin yaptiklar
calismalarinda her iki izolatta B-mannanaz enziminin optimum pH 5.0 ve optimum

sicaklik A. niger igin 30°C, Trichoderma sp. i¢in 30°C ve 50°C olarak bulunmustur.

Arotupin et al. (2013) tarimsal atiklardan izole edilmis 12 farkli Locust Bean Gum
(LBG) ve Copra Mealin karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Calkalamali ve stabil
agar besiyerlerinde iiretilen 11 mantar izolatindan (1C=Rhizopus japonicus PAP-1C,
2A=Aspergillus flavus LAD-2A, 5A=A. fumigatus LAD-A5,5B=Rhizopus japonicus
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YP-5B, 7A=R. japonicus BN-7A, 7B= R. japonicus LBW-7B, 8A= R. japonicas
LBW-8A, 9A11=A. glaucus LAD-9A11, 9A12= R. stolonifer LAD-9A12, 10A= A.
flavus LAD-10A, 12C=Trichosporonoides oedocephalis FCN-12C) mannanaz
enziminin Uretiminin yapilmistir. Baska bir ¢alisma sonucu, 11 izolatta enzim
aktivitesi sabit ve ¢alkalamali besiyerinde sirasiyla 0.370, 21.667 U/ml 0.278, 3.982
U/ml oraninda degistigi ve en yliksek enzim aktivitesinin 5A izolatinda gorildigi

bildirilmigtir.

Ghosh et al. (2013) Clostridium thermocellum ATCC 27405 susunda B-(1—4)-
mannanaz enziminin termostabil etkisi, gen sekansi ve klonlama g¢aligmalart sonucu
enzimin karakterizasyonu ve saflagtirllmasmin yapildigi c¢alismada sekanslama
analizleri ileCtManf ve CtManT enzimlerinin sentezledigi iki tip protein
tanimlanmistir. Tanimlanan enzimleri ve proteinleri kodlayan gen bolgeleri pET28a
(+) plazmid vektoriine klonlanarak E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinde ekspresyonu
saglanmig ve bu  hiicrelerden enzimlerin izolasyonu yapilmistir. Enzim
saflagtirilmasinin kontrolii amagli uygulanan SDS-PAGE elektroforez analizleri ile
CtManf ve CtManT olmak tizere her iki tip proteinin molekil agirlig1 sirasiyla 53kDa
ve 38 kDa olarak bulunmustur. CtManf enzimi i¢in optimum pH ve sicaklik 6.9 ve
60°C, CtManT enzimi i¢in 6.5 pH ve 50°C olarak belirlenmistir. Substrat spesifikligini
belirlemek amaciyla farkli substratlarla yapilmis analizler sonucu CtManf ve CtManT
enzimlerinin galaktomannan substratlar1 igerisinde karob galaktomannan 97.0+5.0
{inite.mg " ve 91.0+4.0 {inite.mg~' oraninda yiiksek aktivite gdsterdigi, lokust bean
galaktomannan, konjak glukomannan, ve guar galaktomannan substratlarinda enzim
aktivitelerinin giderek azaldigi, Kn degerleri locust bean galactomannan 1.5+0.1
1.4+0.4, 3.9x107 3.7x10% Ca** ve Mg®* metal iyonu tuzlarinda aktivitelerinin yiiksek
oldugu ve Ca** iyonunda 100°C erime sicakligmma kadar aktivite gosterdigi ve

termostabil etkilerini korudugu yapilmis olan caligmayla ortaya konmustur.

Wang et al. (2013) Gram pozitif Bacillus subtilis TJ-102 bakteri susundan f-mannanaz
enzimini saflagtirllma ve karakterizasyonunu tanimlama amacli yapilmis ¢alismada

SDS-PAGE jel elektroforezi kullanilarak enzimin molekiil agirligi 38kDa olarak
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bulunmus, optimum pH 5.0-8.0, optimum sicaklik 50-65°C araliginda degistigi, 1
saatlik inkiibasyondan sonra stabil pH 5.0-8.0 araliklarinda enzim aktivitesinin devam
ettigi, 4 saat boyunca Olgiilen stabil sicaklik degerinin 50°C’de sabitlendigi
belirtilmistir. Farkli iyon ortamlarinda enzim inhibisyonun o6l¢iilmesi sonucu cr¥,
Cu** ve Fe™ iyonlarimin enzim aktivitesinin inhibe ettigi. K*, Fe**, Ca®* ve Na* iyon
ortaminda enzim aktivitesinin az miktarda gorildiigi ve B-mannanaz enzimininin
gluko-mannooligosakkarid i¢eren (GDO) konjak ununu %57.76 oraninda verimle
%8.71 mannoz ve %14.49 glukoza hidrolizledigi ve sonug¢ olarak [B-mannanaz

enziminin odun endiistrisinde kullanilabilirligi ispat edilmistir.

Tsukagoshi et al. (2014) Termitlerin bagirsaklarinda bulunan simbiyotik protistlerin
lignoseliilozu dogal ortamda sindiren enzimler tasimasindan yola c¢ikilarak
Reticulitermes speratus termitinden klonlanmis glikozid hidrolaz 26 gen ailesi tiyesi
mannanaz RsMan26H enzim geninin ekspresyonun gergeklestirmislerdi. Enzimin
saflagtirilmas1 ve biyokimyasal karakterizasyonunun tanimlandigi ¢alismada Pichia
pastoris fungusunda ekspresyonu yapilmis rekombinant RsMan26H geninin kodladigi
proteinin molekiil agirligi SDS-PAGE analizi sonucu 40 kDa oldugu belirlenmistir.
Locust bean gum galaktomannan substrati kullanilarak optimum pH ve sicaklik
sirastyla 5.0 ve 40°C olarak belirlenmis, pH 5.0-6.5 araliginda enzim stabilitesini
korudugu, 30-40°C araliklarinda enzimin termostabilitesini korudugu bildirilmistir.
RsMan26H enziminin ozellikle manno-oligosakkarid reaksiyonlarinda mannobiyoz
urettigi, mannotriozlar1 parcalayarak mannoz ve mannobiyoz iirettimini sagladigi

yapilan analizlerle ortaya konmustur.

Liao et al. (2014) Penicillium oxalicum fungusundan klonlanan endo-1,4-B-mannanaz
enziminin, Pichia pastoris vektoriinde ekspresyonu saglandiktan sonra rekombinant
rPoMan5A olarak tanimlanmis enzimin karakterizasyon calismalart sonucu molekiil
agirhigi 61.6 kDa olarak belirlenmis ve locust bean gum substrati kullanilarak saf
rPoMan5A enzim aktivitesi 420.9 U.mg™' olarak dl¢iilmiistiir. Optimum pH ve
sicaklik degerleri 80°C ve pH 4.0 olarak belirlenmis, enzimin 58 saat sonra 60°C

sicaklikta aktivitesini koruyarak termostabilitesinin ¢ok yiiksek oldugu ve genel olarak
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40-90°C sicakliklarda enzim aktivitesinin siirdiigii, stabil pH araliginin 3.0-7.0
arasinda degistigi analizler sonucu ortaya konmustur. Locust bean gum, konjak
mannan ve guar sakizi substralari i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere K, degerleri 7.6 mg mL ™,
2.1 mg mL™" ve 2.3 mg mL™"; Viax degerleri 1425.5 pmol.dak '.mg~", 154.8 pmol
dak™ .mg™', 18.9 umol .dak '.mg—' olarak &l¢iilmiistiir. Fe** ve Hg”* iyonlarinda
enzim aktivitesinin sonlandigi, hidrolitik iiriinlerin analizleri sonucu rPoMan5A
enziminin farkli tipteki mannan polimerlerinin hidrolizledigi ve mannobiyoz,

manotrioz ve manopentoz gibi ¢esitli mannoz ve manno oligosakkaritleri serbest

biraktig1 yapilmis olan ¢aligmada ortaya konmustur.

Olaniyi et al. (2015) siv1 hal fermantasyonunda iiretilmis t fungusunda B-mannanaz
enziminin mineral tuz ¢oktlirme yontemiyle sivi ortamdan izole etmislerdir. Saf enzim
kaynag1 olarak santrifiijjden gecirilmis ekstraseliiler supernatantin kullanilmistir.
Lowry metoduyla protein igeriginin belirlendigi, DNS metodu ve locust bean gum
substrat1 ve farkli karbon kaynagi olarak tarim-atiklar1 kullanilarak enzim aktivitesinin
Ol¢iilmiistiir. Calismada maksimum [B-mannanaz aktivitesinin (41.667 U/mL) 120
saatlik inkiibasyondan sonra g6zlendigi, farkli tarim atiklarindan portakal kabuklarinin
karbon kaynagi olarak kullanildig: ortamda enzim aktivitesinin (50.000 U/ml) ytiksek
oldugu ve protein iceriginin 1.482 mg/ml olarak belirlendigi bildirilmistir. f-mannanaz
enziminin optimum pH 6.0 (130.556 U/mL) ve bu pH’da protein igerigi; 1.76 mg/mL,
optimum sicaklik 30°C (136.418 U/ml) ve protein igerigi 1.875 mg/ml oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak tarim atiklart kullanilarak B-mannanaz enziminin optimum
kosullarinin belirlendigi ¢alismada 6zellikle balik yavrularinin larva donemlerinde,
balik yem formiilasyonun belirlenmesinde f-mannanaz enziminin katkida bulundugu

ortaya konmustur.

Nadaroglu et al. (2015) Lactobacillus plantarum (M24) bakterisinden amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve iyon degisim kromotografisi (DEAE-Sephadeks) yontemleri ile (-
mannanaz enziminin saflastirilarak karakteristik 6zellikleri belirlendigi ve meyve
sularinda durultma isleminde kullaniminin arastirildigi calisma da 2619.05 kat

saflagtirilmis enzim SDS-PAGE elektroforezinden gegirildikten sonra yaklasik 36.4 ve
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55.3 kDa agirliginda iki bant verdigi tespit edilmistir. Locust bean gum substrati
kullanilarak maksimum 50°C sicaklikta enzim aktivitesinin yiiksek oldugu, stabil
sicaklig1 30-70°C arasinda degistigi ve stabil pH i¢in 50 mM sodyum asetat tamponu
(pH 3.0- 5.0), 50 mM fosfat tamponu (pH 6.0-7.0), 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.0
-9.0), 50 mM karbonat tamponlar1 (pH 10.0) kullanilarak 6l¢lilmiis maksimum enzim
aktivitesinin pH 8.0 oldugu bildirilmistir. Locust bean gum substrati igin Vmax
degerleri 78.74 EU.dak™® ve Ky, 0.592 mM olarak belirlenmistir. Fe?*, Ca**, Co*, Ni**,
Mn**, Cu** ve Zn** metal iyonlarinin 1 mM ve 5 mM konsatrasyonlarinda enzim iyon
aktivitesinin c¢alisilmis tiim metal iyonlarinda enzim aktivitesinin goriildiigii 6zellikle
Co”" ve Zn?* metal iyon aktivitelerinin 5 mM konsatrasyonlarinda enzim aktivitesinin
maksimum %254.1 ve%286.3 oranlarina ulastigi bildirilmistir. Mannanaz enziminin
meyve sularini saflagtirma prosesinde kullanilmis olan elma, portakal, seftali, iziim ve

kayisi sularindan enzimin 50°C sicaklikta ve pH 8.0 ortaminda seftali suyunu 183.15

verimle %223.1 oraninda durulattigi ortaya konmustur.

Soni et al. (2015) termotolerant Aspergillus terreus FBCC 1369 fungus susunda yiizey
yanit metodolojisi ve hurma cekirdegi kek (PKC) substrat1 kullanilarak B-mannanaz
enzim lretimini optimize etmek amaciyla yapilmis olan ¢aligmada substratin pargacik
boyutu, pH, nem orani, karbon ve nitrojen ihtiyaclar1 incelenmis sonug olarak optimize
edilmemis kosulllarda Aspergillus terreus fungusunun iiretmis oldugu enzim
miktarinin 6l¢iilmesi sonucu optimum kosullar 5 g 0.5 mm’lik PKC substrati, Locust
Bean Gum %1 (w/v) ve karbon ve nitrojen kaynagi olarak %1 (w/v) iire kullanilan,
12.8 ml nem orani ve pH 8.0 olarak 6l¢lilmiis ortamda yiiksek oranda (417 U/gds) B-

mannanaz enziminin iitretildigi bildirilmistir.

Yang et al. (2015) termofilik Neosartorya fischeri P1fungusundan klonlanan yeni 3-
mannanaz geni man5P1 geninin Pichia pastoris metalotrofik fungusunda
ekspresyonunun yapmislardir. Gen sekansinin belirlendigi, enzimatik ve biyokimyasal
karakterizasyonunun aydinlatildigi ¢alismada ekspresyonu saglanan man5P1 geninin
aminoasid sekanst sonucu N-ucunda 19-sinyal peptid kalintist oldugu ve glikozid

hidrolaz 5 ailesinin Kkatalitik domainlerini igerdigi yapilan analizlerle ortaya
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konmustur. Iyon degisim kromotagrafisi kullanilarak saflastirilmis rekombinant
man5P1 proteinin SDS-PAGE analizi ile molekiil agirlhiginin yaklasik 43.0 kDa
oldugu bildirilmistir. 50°C’de 10 dak. 200 mM glisin—HCI (pH 2.0-3.0), Mcllvaine
tamponu (pH 3.0-8.0), Tris—HCI (pH 8.0-9.0), ve glisin-NaOH (pH 9.0-12.0) farkli
tamponlarinda bekletilmis enzim aktivitesinin optimal pH 4.0 ve 50°C’de 1 saat
substratsiz inkiibasyona birakilmig enzimin pH 3.0-7.0 araliinda aktivitesini
stirdiirdiigii, 10 dak. optimal pH ve 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, ve 90°C sicakliklarinda
optimum sicaklik 80°C olarak belirlenmis ve 0, 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300
ve 360 dak. ayr1 ayr sicaklilarda enzim aktivitesinin Slglimii sonucu enzimin 40—
75°C’de stabilitesini korudugu bildirilmistir. Ayrica 1-5 mM konsantrasyonlarinda
hazirlanmis ¢esitli metal iyonlarin ve kimyasal reaktiflerin rMan5P1 aktivitesi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi sonucu Fe?*, Cu2+, SDS, ve EDTA kismen enzim
aktivitesini inhibe ederken Ni?*, Mn?*, ve B-merkaptoetanol un enzim aktivitesini
giiclendirdigi sunulmustur. Farkli substratlar kullanilarak enzimin substrat spesifikligi
Mcllvaine tamponu i¢inde optimal kosullarda 10 dak. inkiibasyondan sonra alinan
Olgtimler sonucu rMan5Plenziminin LBG substratinda (%100), konjak tozu (%61.5)
ve guar zamkinda (%41.1) oraninda aktivite gosterdigibildirilmistir. LBG substrati
kullanilarak kinetik parametreler Ky, veVmax degerleri sirasiyla 0.83+0.2 mg/mL ve
1937.2428.7 1 mol/dak/mg olarak bulunmus sonug olarak rekombinant Man5P1enzim
geninin Ustiin ozellikleri ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullanim i¢in potansiyel

aday olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir.

Liu et al. (2015) Polisakkarid mannanlari ve manno-oligosakkaritleri hidrolize
edebilen f-mannanaz enziminin endiistriyel alanlarda uygulanmak {izere yeni enzim
kaynagi olusturmasi igin Bacillus subtilis YH12 susundan saflastirilan yeni endo-1,4-
f—mannanaz enziminin homojenizasyonu ve biyokimyasal karakterizasyonunun
yapilmis oldugu c¢alismada SDS-PAGE analizine gore enzimin molekiil agirlig
yaklasik 40.0 kDa olarak belirlenmistir. saflagtirilmis enzimin optimum pH degeri 6.5
ve pH 4.5-7.5 araliginda %80 oraninda enzimin aktivitesini korudugunu bu kosullara
gore saflastirilmis  endo-1,4-B—mannanaz enziminin asidik yiyecekli katki

maddelerinde aktivitesini yiiksek oranda korudugu bulunmustur. Enzimin optimal
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sicakligr 55°C, termal stabilitesini 60°C sicaklikta 1 saat inkiibasyonda sonra %85
oraninda korudugu ve boylece B. Subtilis mikroorganizmasindan saflagtirilmig
mannanaz enziminin gida endiistrisinde yiiksek sicakliklarda uygullanan gidalarin
graniilasyonu ve kurutma islemlerinde aktivitesini yiiksek oranda korudugu sonucuna
varitlmigtir. Enzim aktivitesi tizerindeki g¢esitli metal iyonlar1 ve kimyasal reaktifler
etkisini 6lgmek icin 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda hazirlanmis ditiyotretol
(DTT), EDTA, SDS, fenilmetil siilfonil fluorid (PMSF), B-merkaptoetanol ve Tween
20, 40, 60 ve 100 kullanildig1 ¢aligmada Na*, K, Ca®" ve Co®* iyonlarinda enzim
aktivitesinin arttirdig1 6zellikle 1 mM Mg?* ve Ba** ortaminda enzim aktivitesinin%37
ve %.23 oraninda arttigi, 1 mM Ag" iyonlu ortamda aktivitenin%54.2 oraninda
azaldigi, Cu®*, Mn?*, Li*, Fe*", Fe**, Zn?" ve AP iyonlarinda enzim aktivitesinin
kismen azaldig1 sonucuna varilmistir. B-merkaptoetanol ortaminda enzim aktivitesinin
%123.7 oraninda arttig1 ve farkli derecelerde ki Tween kimyasal reaktinin enzim
aktivitesini artirirken EDTA, PMSF, DTT ve SDS reaktantlarinda saflagtirilmis
enzimin aktivitesinin inhibe ettigi bildirilmistir. Mananaz enziminin LBG substratinin
hidroliz derecesinin Michaelis-Menten denklemine gore enzimin Ve 166.7 U/mg ve
Kmn degeri 30 mg/mL olarak hesaplanmistir. Sonug olarak yapilmis olan ¢aligmada,
gida ve hayvan teknolojisinin potansiyel uygulamalarinda kullanilabilecek yeni bir

mananaz enzimi tanimlanmistir.

Zang et al. (2015) yeni termostabil mannanaz enzimi kaynagi olarak kullanilmak
amaciyla Bacillus pumilus GBSW19 bakteri susundan izole edilmis [-mannanaz
enziminin E.coli vektoriine klonlanlayarak ekspresyonunu yapmiglardir. Saflastirma
ve karakterizasyonunun belirlenmis oldugu ¢alismada -mannanaz enziminin glikozid
hidrolaz 5(GH5) enzim ailesi i¢inde 28 aminoasitlik sinyal peptidi tagidig: ve katalitik
domain icerip karbonhidrat baglama modiilii tasimadigi bildirilmistir. Enzim
karakterizasyonu c¢alismalari sonucu enzimin molekiiler agirliginin 45 kDa oldugu, pH
3.0-12.0 araliginda farkli tamponlar enzimin optimum pH’smin yaklasik 6.5 ve stabil
pH araligmin 5-11 arasinda degistigi bildirilmistir. Tris—HCI tamponu (pH 7.0)

kullanilarak 0 ve 100°C arasinda degisen sicakliklarda enzim optimum sicakliginin
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65°C oldugu ve 60°C’de 12 saat boyunca enzim aktivitesini %50 oraninda korudugu

ortaya konmustur.

Malgas et al. (2015) Mannan degrede eden enzimlerin davraniglar1 6zellikle substrat
spesifikligi ve farkl glikozit hidrolaz (GH) enzim aileleri ile sinerjilerinin aragtirilmis
oldugu bir arastirma yapmiglardir. Bu ¢aligmada Cyamopsis tetragonolobus tohumlari
(Aga27A, GH27) ve Aspergillus niger (AglC, GH36) kaynakli galaktozidaz enzimi ve
Clostridium cellulovorans (ManA, GH5) ve A. niger (Man26A, GH26) klonlanmustir.
Mannanaz enzimlerinin E. coli BL21 (DE3) susunda ekspresyonu sonucu, mannanaz
enziminin nikel afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilmis ve molekiil agirlig
yaklagik 47 kDa olarak bulunmustur. Optimal pH 50 mM sodium sitrat tamponu (pH
4.0-6.0) ve 50 mM sodyum fosfat taponu (pH 6.0-8.0) kullanilarak ManA i¢in 5.5-7.0
ve Man26A i¢in 4.0-5.0 olarak bulunmustur, 50 mM sitrat tamponu (pH 5.0)
kullanilarak 30-90°C araliginda optimum sicaklik ManA ve Man26A enzimleri i¢in
sirasiyla 40°C ve °C olarak tespit edilmistir. Enzimlerin termal stabilitesi ManA igin
37°C’de 90 dak. inkiibasyonda aktivite devam ederken 50°C’de 30 dak.
Inkiibasyondan sonra aktivite gdzlenmemis, Man26A enziminde 24 saatlik
inkiibasyondan daha uzun siirede 37°C ve 50°C sicakliklarda enzim aktivitesinin
devam ettigi bildirilmistir. Locust bean gum hidrolizi ile enzimlerin sinerjik etkileri
Olciilmiis olgiiler sonucu her iki mannanaz enziminin %75 oraninda galaktoz serbest
biraktigi, guar gaminda %25 oraninda galaktoz serbest biraktigi belirlenmistir

(Adigiizel vd 2015).



74

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada kullanilan cihazlar

Elektroforez

Hassas Terazi

pH Metre

Vorteks

Steril Kabin

Etiiv

Otoklav

Sogutmalr santrifiij

Buz dolab1

Su Banyosu (P Selecta)
UV-VIS Spektrofotometre
Distile su cihazi
Manyetik karistirict
Peristaltik Pompa
Nanodrop

UV VIS Spektrofotometre

(BioRad)

(KERN ABS)

(WTW Series pH 720)

(Heidolp)

(ESCO)

(P Selecta Cod:2001248)

(P Selecta)

(J.P. Selecta Cenrtrofriger-BL)

(Bosch KAN62V70NE-Ever Med Medical refrigeration)

(PG Instrument T80 UV/VIS Spectrometer)
(GFL 2004)

(Wise Stir MSH-20D, Stuart SB162-Are)
(Labor —Schlaucpumpe- PLP 33)

(Epoch)

3.1.2. Arastirmada kullanilan kimyasallar

S1gir serum albumin (SSA), Locust bean gum, Na-Fitat, Ksilan, Kitin, Nisasta, Jelatin,

DEAE-Sefadeks Sepharil

S-200, dithioerythritol, B-merkaptoetanol SDS-PAGE

analizleri i¢in Sigma(USA) firmasindan, Etanol, sodyum asetat (CH3COONa),

ammonyum siilfat ((NHy4)>SO,), sodyum Klorid (NaCl) ve sodyum hidrojen fosfat
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monohidrat (Na;HPO, x H,0) Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan satin

alinmistir ve biitiin kimyasallar analitik saflikta kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.3.a. DNS cozeltisinin hazirlanmasi

10gr NaOH, 10gr DNS ve 0.5 gr Na,SO; alinarak distile su ile ¢ozdiiriiliip son hacim

distile su ile 11t’ye tamamlanmustir.

3.1.3.b. Sodyum sitrat (CgHsNazO7+2H,0) tamponu hazirlama

20 mM sodyum sitrat 1 It saf suda ¢ozdiiriiliip 0.1 M NaOH/HCI soliisyonlari
kullanilarak pH 6.0’a ayarlanmustir.

3.1.3.c. Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢6zeltinin hazirlanmasi

100 mg Coomassie brillant blue G-250 alinarak, 100 mL %95’lik fosforik asitte
coziildiikten sonra 50 mL %95’lik etanol katilarak boyanin tam olarak ¢6ziinmesi

saglanmis ve ¢ozeltinin son hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlanmistir.

3.1.3.d. Amonyum siilfat c¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin c¢oziildiigii

tampon ¢ozelti

0,1 M Tris-HCI tamponu (pH 8.0); 1.211 g (0.01 mol) Tris 95 mL distile suda
coziilerek, IN HCI ile pH’1 8.0’a getirilmis ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmaistir.
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3.1.3.e. p-mannanaz enzim substrat ¢ozeltisi

0.05 gr Locust Bean Gum daha once hazirlanmig 100ml, 20mM sodyum sitrat

tamponu i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanmstir.

3.1.3.f. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponunun hazirlamsi

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 0,65 mL
%10’luk SDS 4,0 mL

Gliserol 1,0 mL
B-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01 g

Distile su 0,5 mL

3.1.3.9. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tampon

Tris-HCI 1,59

Glisin7,2 g

SDS-1,0g

3.1.3.h. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi

0,1 g Coomassie brillant blue R-250, 50mL metanolde ¢6ziilerek ¢ozeltiye 10 mL saf

asetik asit ve 40 mL distile su ilave edilmistir.

3.1.3.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma ¢ozeltisi

Hacimce %10 asetik asit, %30 metanol ve %60 mL distile su icerecek sekilde
hazirlamak igin 100 mL asetik asit ve 300 mL metanol, 600 mL saf su ile

karigtirilimagtir.
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3.1.3.i. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarimin miktarlar

Cizelge 3.1. SDS-PAGE eclektroforezinde kullanilan jel karigim miktarlar1 ve oranlari

Ayirma jeli | Yigma jeli

%10 %3

15 g akrilamid 0.4 g bisakrilamid alinarak son
hacim saf su ile 30 mL’ye tamamlanir 19.8 mL 2mL
1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 g alinarak pH 8.8 oluncaya kadar | 22.5 mL -
0.1 M NaOH ilave edilerek son hacim saf su ile 50
mL'ye tamamlanir.

Saf su 14.1 mL 15.6 mL
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94 g alinarak pH 6.8 oluncaya kadar | - 2.48 mL

0.1 M NaOH ilave edilerek son hacim saf su ile 50
mL'ye tamamlanir.
%10’luk SDS

SDS 1g almarak son hacim saf su ile 10 mL'ye | 0.9 mL 0.1 mL
tamamlanir.

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 1g alinarak son hacim saf su | 800 L. 400 uL
ile 10 mL'ye tamamlanur.

TEMED 130 uL 30 uL

3.1.3.J. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Proteinlerin su igerisindeki ¢oziiniirliikklerini artirmak i¢in ortama bir miktar nétral tuz
(NaCl ve (NH4),SO, gibi) ilave edildiginde proteinleri yiizeyinde veya i¢ kisimlarinda
bulunan hidrofobik gruplarin su ile etkilesim derecesi artar, boylece proteinlerin
¢Oziiniirliik oranlar1 artmis olur. Bu isleme salting in, Protein ¢ozeltisine ¢ok miktarda
ndtral tuz ilave edildiginde, proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda yer alan hidrofobik
gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar1 tarafindan uzaklastirilir, bu durumda
hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri artar ve proteinler ¢okmesi olayina

salting out denir (Ciftgi vd 2004).
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Protein ¢ozeltisinde hidrofobik alanlar1 biiyiik ve daha fazla olan proteinler, hidrofobik
alanlar1 kii¢iik ve daha az olan proteinlere gore daha ¢abuk birbirleri ile etkileserek
cokerler. Bu olaya proteinlerin fraksiyonlanmasi denir. Bu islem i¢in protein
¢oOzeltisine farkli derisimlerde amonyum stilfat eklenir, olusan ¢okelti santrifiijleme ile
geri elde edilir ve uygun bir tamponda tekrar ¢oziiliir. Boylece ¢oktiirme iglemi ile

kismi bir saflastirma yapilmis olunur (Tarhan 1997; Ers6z 2010).

Coktiirme isleminde en fazla kullanilan tuz amonyum siilfattir. Amonyum siilfat
proteinleri denatiirasyon, proteolizis ve bakteriyel kontaminasyona karsi kararliini
korur. Ayrica, amonyum siilfatin ¢oziiniirligi ¢ok az degisir (0-30°C) ve biiyiik
miktarlarda ucuz bir sekilde saf olarak elde edilebilmektedir (Metin 2007).

Notral tuzlarin ilavesiyle proteinlerin ¢oktiiriilerek fraksiyonlara ayrilmasi yonteminde
kullanilan Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢cokelmesini saglayan +2 degerlikli tuz kullanilarak gergelestirilmektedir. Bu islem i¢in
kullanilacak uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiile gore

hesaplanmaktadir:

1.77xVx (S, — ;)

9(NH,)250, = 3.54— S,

V: mantar slipernatant hacmi
S1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum stilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu

3.1.3.k. Optimum pH tayini i¢in kullanilan tampon ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Mannanaz enziminin optimum ve stabil pH; 2.0-6.0 araligindaki aktivitelerini

belirlemek amaciyla farkli tamponlar kullanilmaistir.
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1. Sodyum asetat tamponu

0,1 M asetat tamponu i¢in 0,82 g sodyum asetat 100 mL distile su i¢inde ¢oziinmiistiir.
pH:4-5 degerlerini ayarlamak i¢in 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCI c¢ozeltisi

kullanilmustir.

2. Sodyum fosfat tamponu

0,1 M sodyum fosfat tamponu i¢in 7,3 g sodyum fosfat alinarak 100 mL distile su
icinde ¢oziinmiistlir. pH:6-7 degerlerini ayarlamak i¢in 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCl

¢Ozeltisi kullanilmustir.

3. Tris-HCI tamponu

pH: 7.0-9.0 araligindaki P-mannanaz enzim aktivitesini saptamak amaciyla
kullanilmistir. 10 mM Tris-HCI tamponu i¢in 0,121 g tris HCI 100 mL distile suda
coziilerek uygun pH degerlerini ayarlamak tizere 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCl

¢ozeltisi kullanilmistir.

4. Karbonat tamponu

B-mannanaz enziminin pH:10,0-11,0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla 10
mM karbonat tamponu i¢in 10,6 g sodyum karbonat 100 mL distile suda ¢oziilerek
karbonat tamponu hazirlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak iizere 0,1 M’lik

NaOH ve/veya HCI ¢ozeltisi kullanilmugtr.

3.1.3.1. Baz1 metal iyonlarimin, kimyasallarin saflastirilan mannanaz enzimi

lizerine etkisinin incelenmesi

Stok ¢ozeltiler (S mM)
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CuCl, (MA: 134,45 g/mol); 0,034 g

MgCl, (MA: 203,3 g/mol); 0,051 g

HgCl, (MA: 271,52 g/mol); 0,068 g

ZnCl, (MA: 236,3 g/mol); 0,059 g

FeCl, (MA: 198,83 g/mol); 0,05 g

CaCl, (MA: 111,1 g/mol); 0,028 g tartilmis ve 50 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
1 mM ig¢in bu ¢ozeltiler 5 kat seyreltilmistir.

Km degeri i¢in farkli substratlarin hazirlanis

2 mM kazeinden 0,085 g

2 mM pektin i¢in 0.015 ¢

2 mM seliiloz i¢in 0.06 g

2 mM nisasta i¢in 0.016 g

2 mM fitat i¢in 0.67 g alinarak daha once hazirlanmis 20 mM, pH 6.0’a ayarlanmis

sodyum sitrat tamponundan 50 mL igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2. Metod

Bu ¢alismada kullanilan Ebigke (Clitocybe geotropa) mantar1 Karabiik ve gevresinden
Ekim-Kasim aylarinda toplanmis ve ¢alisincaya kadar -20°C’de bekletilmistir. Ebigske
(Clitocybe geotropa) mantar1 Atatiirk Universitesi Biyoloji Béliimii Mikologlart

tarafindan tanimlanmustir.

3.2.1. Mannanaz enziminin Clitocybe geotropa mantarindan saflastiriimasi

Mannanaz enzimi ebiske mantarindan 3 basamakta saflagtirilmistir.
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3.2.1.a. Mannanaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yontemi ile

kismi saflagtirilmasi

Ik basamakta homojenatin 6nce %0-20, 20-40, 40-60, 60-80 araliklarinda amonyum
siilfat ¢oktiirmeleri yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktliirmesi sirasinda, ham ekstrakta
kati (NH4),SO,4 az miktarlarda ilave edilmistir. %0-20 araligi igin gerekli olan
amonyum siilfat tartilmis ve +4°C’de manyetik karistiric1 {lizerinde yavas yavas
homojenata ilave edilerek karigmasi saglanmistir. Ardindan karisim 10.000 xg’de 20
dakika boyunca +4°C’de santrifiij edilerek ¢okelmesi saglanmistir. Cokelek Tris-HCI
tamponunda ¢Ozdiriilerek aktivite analizlerinde kullanilmak iizere +4°C’de
saklanmistir. Elde edilen siipernatanta %20-40 araligi icin gerekli olan amonyum
siilfat tartilarak yavas yavas ilave edilmistir. Diger yiizdelik dilimler i¢in ayr1 ayri
olmak iizere islem her basamakta gergeklestirilmistir. Son c¢oktiirme isleminin
ardindan elde edilen siipernatant ve c¢okeleklerin enzim aktivitesine bakilmis ve
Bradford metoduna gore protein tayini yapilmistir (Bradford 1976). Her bir aralikta
elde edilen ¢okelti en ufak hacimdeki pH’s1 7.0 olan Tris-HCI tamponunda ¢oziilerek
aktivitesi ve protein miktar1 tespit edilmistir. Cozeltiler, ¢aligma tamponuna karst (0.1
M Tris-HCI tamponu, pH 7.0) tampon ii¢ defa degistirilmek suretiyle 3 saat pH’s1 6.0
olan 20 mM Na-sitrat tamponu igerisinde ¢oziilerek ve yine ayni tampona karsi diyaliz
edilmistir (Nadaroglu et al, 2013). Diyaliz islemi manyetik karistiric1 izerinde ve buz

icerisinde +4°C gerceklestirilmistir.

3.2.1.b. p-mannanaz enzimin DEAE-Sefadeks iyon-degisim kromatografisi

kullanilarak saflastirilmasi

Iyon degisim kromatografisi proteinlerin elektrik yiikiine bagli olarak ayrismasini
sagladigindan dolay1 protein saflastirma islemlerinde ¢ok uygulanan Onemli bir
tekniktir. Iyon-degisim kromatografisi metodunda pozitif veya negatif yiike sahip iyon
ve molekiillerin ayrigmasi1 saglanmaktadir. Sabit faz yiizeyinde pozitif veya negatif
yikli gruplar bulunur. Eger pozitif yiiklii iyon ya da molekiillerin elde edilmesi

isteniyorsa, numune katyon degistiren kolona uygulanmalidir. Bu halde nétr ve negatif
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yiiklii olanlar mobil fazda kalirlar ve pozitif yiiklii olanlar sabit faza baglanirlar.
Negatif yiiklii maddelerin elde edilmesi istenirse, bu kez bir anyon degistiricisi kolona
ilave edilir. Boylece nétr ve pozitif olanlar, hareketli fazla kolondan gecip atilirlar.
Sabit faza baglanmis olan tiirler, hareketli fazdaki iyon yogunlugu artirilarak veya pH
degistirilerek kolondan ayrilirlar. Iyon degisim kromatografisinde negatif yiiklii
proteinlerin saflagtirilmasinda kolon dolgu maddesi olarak pozitif yiike sahip DEAE
Sephadeks kullanilmustir.

Calismamizda diyalizden elde edilen homojenat 80-100 mL yatak hacmine sahip olan
ve 20 mM sodyum sitrat (pH; 6.0) ile dengelenmis DEAE- Sephadeks iyon degisim
kolonuna tatbik edilmistir. Daha sonra 20 mM sodyum sitrat (pH; 6.0) ile yikama
islemi yapilarak yikama tamamlandiktan sonra eliisyon icin gradient mikserin kolona
bagli olan ve bir mekanik karistirict ile karistirilan haznesine 250 mL, 20 mM sodyum
sitrat tamponu (pH; 6.0) ve bu hazneye acilan diger hazneye ise 250 mL, 1 M NaCl
doldurulmus ve artan iyonik siddetle lineer gradient eliisyonu yapilmistir. Eliatlar,
kolon akis hiz1 15 mL/saat’e ayarlanarak 3 mL’lik hacimler halinde tiiplere alinarak ve
her bir eliiatin 280 nm’de absorbansina ve 540 nm’de locust bean gum substrati ile
aktivitesine bakilmigtir. Aktivite gosteren tiipler birlestirilerek, Tiip Sayisi-
Aktivite/Absorbans grafigi cizilmistir. Birlestirilen eliiatlar ve kolona tatbik edilen
numune i¢in Bradford metoduna goére kantitatif protein tayini ve enzim aktivite

tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplanip saflastirma oranlar1 belirlenmistir

(Nadaroglu 2013).

3.2.1.c. Mannanaz enziminin Sephakril S200 jel filtrasyon kromatografisi ile

saflastirilmasi

Iyon degisim kolonundan elde edilen mannanaz enzim aktivitesi gosteren fraksiyonlar
birlestirilip 20 mM sodyum sitrat tamponu (pH; 6.0) kars1 diyaliz edilmistir. Ardindan
10 kDa protein boyutuna sahip olan Amicon membrane konsentrator ile konsantre
edilmis ve 0.5 M NacCl igceren 20 mM sodyum sitrat tamponu (pH; 6.0) ile 6nceden
dengelenmis Sephakril S200 (120 cm x 1 cm) kolonuna tatbik edilmistir. Daha sonra
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mannanaz enzimi ayni tampon ile kolondan eliie edilmistir. Asagida 3.2.1.g
boliimiinde anlatildigt gibi tiim fraksiyonlarda absorbans ve aktivite Ol¢iimii
yapilmistir. Mannanaz aktivitesi gosteren tiim fraksiyonlar birlestirilip kullanilincaya

kadar +4°C’de bekletilmistir.

3.2.1.d. SDS-PAGE elektroforezi

Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan B-mannanaz enziminin alt birim sayisi
kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak
belirlenmistir. SDS-PAGE elektroforezi iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma
jeli %3, ayirma jeli %10 olacak sekilde Laemmli (1970) tarafindan belirtilen yontemle

yapilarak enzimin alt birim sayis1 belirlenmistir (Laemmli 1970).

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice temizlenmistir.
Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka
birbiri tlizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlenmistir. Cizelge
3.2.1’de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm
kalana kadar cam pipetle dokiilmiis ve jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edilerek Jel ylizeyinin diizgiin olmasi ic¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturulmustur. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra iist yiizeydeki n-biitanol
dokiilmistiir. Cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma
jelinin lizerine y1gma jeli ilave edilmis ve Jel kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklenmistir (1 gece). Numuneler her
birinden 20 pg olacak sekilde hazirlanmistir. Toplam hacim 100 pL olacak sekilde 1/1
oraninda numune tamponu katilarak, 3 dakika su banyosunda inkiibe edilip ve
numuneler sogutulup numuneler enjektor yardimiyla yuvalara ekilmistir. Numuneler
yiiklenerek polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirilip
elektroforez tankinin alt ve list kismina yiiriitme tamponu konulmus ve yiiriitme islemi
80 V 30 dak. orneklerin yigma jeline ilerledigi goriildiikten sonra 160 V yiiriitme
islemine devam edilmistir. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilmis yigma jeli

kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi
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icine konulmustur ve 1,5-2 saat kadar calkalayic1 tizerine birakilmistir. Daha sonra jel
renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine konmustur. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti iginde jel birka¢ defa yikanmistir. Renklendirme
boyas1 uzaklasip bantlar belirginlesinceye kadar yikama ve ¢alkalama islemine devam
edilmis ve jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotograf makinesi ile

gorintiiler kaydedilmistir.

3.2.1.e. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg tayini

Clitocybe geotropa mantarindan izole edilen f-mannanaz enziminin molekil agirlig
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi teknigi kullanilarak belirlenmistir. 0.05
M NaHPO,; 1 mM DTT (ditioeritretol pH 7.0) tampon ¢o6zeltisi kullanilarak
dengelenmis kolondan dncelikle molekiil agirlig1 bilinen standart protein markiri: 205
kDa, miyozin, 116 kDa, B-galaktozidaz, 97 kDa, fosforilaz b; 66 kDa, sigir serum
albumin; 55 kDa, glutamik dehidrojenaz, 45 kDa, ovoalbumin; 36 kDa, gliseraldehid-
3-fosfat dehidrojenaz; 29 kDa; karbonik anhidraz’dan olusan standart protein ¢ozeltisi
yiiklenip ayn1 tampon ¢ozeltiler kullanilarak protein kolondan eliie edilmistir. Daha
sonra Clitocybe geotropa mantarindan saflagtirilan B-mannanaz enzimi kolona
yiikklenmis ve 0.05 M NazPO4/1 mM DTT (pH:7) tamponu ile enzim kolondan eliie

edilip elde edilen sonuglar standart grafikle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.1.f. Sefadeks G 100 jel filtrasyon yontemi ile molekiil agirhg: tayini

Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan -mannanaz enziminin molekiiler
agirhigimmi  belirlemek i¢in Sefadeks G 100 (3.0x50 cm) jel filtrasyon kolonu
kullanilmistir. 0.05 M Na;HPO,, 1 mM dithioeritretol pH 7.0 tampon c¢ozeltisi
kullanilarak kolon dengelenmistir. Oncelikle kolondan molekiil agirligi bilinen
standart protein markir1 gegirilmis (si8ir serum albumin, 66 kDa; yumurta ovalbumini,
45 kDa; pepsin, 34 kDa; tripsinojen, 24 kDa; B-laktoglobulin ve 14 kDa lizozim) ve

ayni tampon c¢ozelti kullanilarak protein kolondan eliie edilmistir. Daha sonra
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kolondan Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan f-mannanaz enzimi gegirilerek
ayni kosullarda eliie edilmistir. Eliisyon hacmi standart protein markirla kiyaslanarak

grafik cizilmis ve saf P-mannanaz enziminin molekiil agirligit hesaplanmistir

(Whitaker 1963).

3.2.1.9. Protein miktar tayini

Bradford metodu, bir oOrnek icersindeki protein miktarinin kantitatif olarak
belirlenmesi igin kullanilan yontemdir. Bu yontemde boya olarak, proteinlerdeki
pozitif yiike baglanan negatif yiiklii Commassie Brillant Blue G-250 kullanilir. Asidik
cozeltilerde Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile proteinlerin kompleks
olusturmasi, olusan kompleksin maksimum absorbsiyonunun 595 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanir. Yontem duyarlilign (1-100 pg protein/mL)
oldukca yiiksektir (Bradford 1976; Saribuga 2013).

Toplam protein miktart Bradford yontemine gore belirlenmistir. Protein tayini igin
saflagtirmanin tiim basamaklarinda elde edilmis ¢okelekler ve ham ekstraktan 100 pL
ve 5 mL Coomassie Brilliant Blue boyasi eklenmistir. Ornek numuneler 15 saniye
calkalandiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve olusan mavi
kompleksin absorbans degisimi spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda saf

suya kars1 absorbans degeri dl¢iilmiistiir.

Elde edilen degerler, sigir serum albumini kullanilarak c¢izilmis standart grafik
degerleri ile karsilastirilarak, orneklerdeki toplam protein degerleri hesaplanmistir

(Bradford 1976). Olgiimler en az ii¢ tekrarl olarak yiiriitiilmiistiir.

3.2.1.h. p-mannanaz enzimi aktivite tayini

Aktivite Ol¢iimii locust bean gum’in mannanaz enzimi ile hidroliz edilmesinin
ardindan DNSA (3.5-dinitrosalisilik asid) ile renkli kompleks olusturulmasi ve 540

nm’deki absorbans degisimine dayanan prensibe gore yapilmistir (Miller 1959; Bailey
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1992). B-mannanaz aktivite Ol¢iimlerinde locust bean gum substrati kullanilmistir.
Locust bean gum tampon karisimindan 900 pL alinip 0.1mL enzim karisima eklenmis
ve ¢Ozelti daha 6nce 50°C’ye 1sitilmis su banyosunda 10 dak. bekletildikten sonra
tizerine 1,5mL DNS c¢ozeltisi eklenmistir. Soliisyon 5 dak. 90°C su banyosunda
bekletilip 540 nm’de absorbans degeri Olgiiliip sonuglar kaydedilmistir. Kér 6rnek
enzim yerine destile su konularak hazirlanmis kor 6rnek enzim yerine destile su

konularak hazirlanmistir.

3.2.1.i. Saflastirilan enzimin destek materyaline Immobilizasyonu

1. Kitosan destek materyalinin nano magnetitlerle kaplanmasi

B-mannanaz enziminin kitosan destek materyaline immobilizasyonundan &ncelikle
kitosanin ylizeyi Fe3O4 nanopartikiilii ile kaplanmistir. 1.54 g Fe3O4 nanopartikiilii ve
5 g kitosan tartilarak %2’lik asetik asit ortaminda 24 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirilmistir. 24 saat siirenin ardindan FezO,4 nanopartikiilleri IN NaOH
iceren %26’lik etil alkol igerisine alinmistir. Ardindan saf su ile yikanmis ve

glutaraldehitle muamele edilme asamasina kadar oda sicakliginda saklanmastir.
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Sekil 3.1. Kitosan molekiiliiniin Fe3O,4 nanopartikiilleri ile kaplanmasi reaksiyonu

2. Kitosanin glutaraldehite baglanmasi ve schiff bazinin indirgenmesi

Shao-Hua Chiu ve arkadaslarmim (2004) yontemi kullanilarak magnetik kitosan

molekiillerine glutaraldehit baglanmigtir.

Magnetik kitosan nanopartikiilleri {i¢ saat boyunca asetik asit ile karistirildiktan sonra
magnetik nanokitosan molekiilleri etil alkol ortaminda 1N NaOH ilave edilerek ortam
ndtralize edilmis ve saf su ile yikanmistir. Kitosan molekiiliine amin grubu baglamak
amaciyla %52’lik glutaraldehit ¢ozeltisiyle 4 saat boyunca muamele edilmistir. Son
olarak baglanmayan glutaraldehitler distile suyla vakum altinda kitosan molekiilleri
yikanarak ortamdan uzaklastirilmistir ve 50°C’de kurutulmustur. Boratynski ve Zal
(1990) tarafindan onerilen yonteme gore ortamda glutaraldehit kalip kalmadig1 kontrol
edilmistir. Glutaraldehit baglanmasi sonucunda arta kalan serbest amino grubu

miktarimnin tayini Alptekin ve ark. (2009) tarafindan onerilen yonteme gore yapilmistir.
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Sekil 3.2. Magnetik kitosan molekiiliiniin glutaraldehitle baglanma reaksiyonu

Daha sonra kurutulmus destek materyalinden 1 g alinarak tizerine 10 mL 50 mM
fosfat tamponu igerisinde (pH 7.0) hazirlanmis olan 0,25 M sodyum siyanoborhidriir
(NaCNBH3) ¢ozeltisi ilave edilmis ve oda sicakliginda 12 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirilarak olugsan Schift bazinin indirgenmesi saglanmistir (Sekil 3.2).
Elde edilen destek materyali bol saf su ile yikanarak oda sicakliginda 1 gece

kurutulmus ve kullanilincaya kadar 4°C’de saklanmustir.
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3. Nano magenetik kitosan molekiillerine saflastirillan p-mannanaz enziminin

immobilize edilmesi

Nano Fe30O, ile ylizeyi modifiye edilmis ve glutaraldehitle etkinlestirilmis destek
materyaline Clitocybe geotropa mantarlarindan saflastirilmis f-mannanaz enziminin
(68 EU/mL; 1,08 mg protein /mL) immobilizasyonunu ger¢eklestirikmek i¢in daha
onceden hazirlanmis ve kurutulmus nano kitosan destek materyalinden 1 g alinarak 10
mL, 20 mM sodium sitrat tamponu igerisine bekletilmistir. Ardindan saf -mannanaz
enzimi ¢ozeltiye ilave edilerek ultrasonik banyoda 30 dak siireyle inkibasyona
birakilip enzimin destek materyaline schift bazi olusturarak baglanmasi saglanmistir
(Zang et al. 2014) . Reaksiyon ortamindaki protein miktar1 farkli zaman araliklarinda
Warburg ve Bradford yontemleri ile takip edilerek enzimin sabit materyale baglanma

miktar1 zamana kars1 belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Magnetik kitosan nano partikiillerinin glutaraldehit ara kolu iizerinden B-
mannanaz enzimi ile Schiff bazi olusturarak kovalent immobilizasyon reaksiyonu
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3.2.1.j. Nano magenetik ozellik kazandirilmis kitosan molekiillerine saflastirilan

mannanaz enziminin immobilize edilmesi icin optimum kosullarin belirlenmesi

Mannanaz enziminin destek materyaline en uygun immobilize oldugu kosullarin
belirlenmesi i¢in tiim immobilizasyon ¢alismalarinda asagidaki optimizasyon iglemleri

yapilmistir:
En uygun immobilizasyon pH'sinin belirlenmesi i¢in immobilize enzim

pH: 4-5 i¢in asetat tamponu,
pH: 6-7 i¢in fosfat tamponu,

pH: 8-9 i¢in Tris-HCI tamponlar1 kullanilarak immobilizasyon yapilmistir.

En uygun immobilizasyon sicakliginin belirlenmesinde belirlenen pH'da 10, 15 ve
20°C 'de immobilizasyonlar yapilmistir. Mannanaz baglanma verimliligi (E) asagidaki

gibi tanimlanir:

E_Co—Cl
B Co

x 100
CO0: B-mannanaz proteinin immobilizasyondan sonraki miktar1

C1: B-mannanaz proteinin baslangi¢c miktari

Immobilize B-mannanazenzim aktivitesi asagidaki gibi hesaplanmigtir

. A
Immobilize f — mannanaz = Yy x 100
1 0
A:Immobilize B-mannanaz enzim aktivitesi
A;:Serbest enzimin immobilizasyondan sonra aktivitesi

Ao:Serbest enzimin immobilizasyondan dnceki aktivitesi
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3.2.1.k. Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan -mannanaz enzimi iizerine

kinetik calismalar

1. Optimum pH’nin belirlenmesi

Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan serbest ve immobilize B-mannanaz
enziminin optimum pH calismasi locust bean gum substrat1 ve standart enzim aktivite
yolu izlenerek belirlenmistir. Optimum pH’nin belirlenmesi amaciyla dokuz farkli pH

icin 10mM dort farkli tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Bunlar;

Tampon ¢ozeltiler

*  pH: 2-3-4-5 i¢in asetat tamponu,
*  pH: 6-7 i¢cin fosfat tamponu,

*  pH: 8-9 i¢in Tris-HCI tamponu
pH: 10 i¢in Karbonat tamponu

Bu tampon ¢o6zelti araliklarinda enzimin aktivitesi spektrofotometrik olarak olctilerek,

bulgular grafik halinde verilmistir.

2. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Clitocybe geotropa mantarindan saflagtirilan serbest ve immobilize B-mannanaz
enziminin optimum sicaklik ¢alismasi enzimin substrati olan locust bean gum ile
yapilmistir. Bunun i¢in 10°C-100°C arasinda sicaklik degerleri 10’ar °C artirilarak
her bir sicaklik degeri i¢in bir tiip ve o sicakliga ait bir kor olusturularak enzimin aktif

oldugu sicaklik araligi belirlenmistir.
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3. Enzimin stabil oldugu pH’nin bulunmasi

-mannanazenziminin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in yarim birim arttirilmak
suretiyle pH’da (3,0-4,5) asetat tamponu, (5,0-7,5) fosfat tamponu ve (8,0-9,0)
Tris/HC1 tamponu kullanilarak belirtilen pH’lardaki tampon c¢ozeltilerinin 500
mL’sine, 250 ul enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 4°C’de muhafaza edilmistir. Baslangigta
aktiviteler ol¢iildiikten sonra 1 hafta boyunca her giin ayn: saatlerde aktivite 6lgiimii
yapilarak enzimin stabil oldugu pH aralig: belirlenmistir. Inkiibasyon siiresine karsilik

aktivite degerleri grafikler halinde gdsterilmistir.

4. Enzim icin termal stabilizasyon ¢alismasi

-mannanaz enziminin termal stabilizasyonu ile ilgili ¢aligmalar enzimin locust bean
gum substrat i¢in optimum pH’sinda ve 30-90°C araliginda yedi farkli sicaklikta
yapilmustir. Istenilen sicakliklar, su banyosu kullanilarak ayarlanmis ve ¢alisilan her
bir sicaklik degerinde deney tiipii igerisine 300 pL enzim ¢ozeltisi konulup aktivite
olgiimii yapilmistir. Iceresine enzim ¢ozeltisi konulan tiip iki saat boyunca calisilan
sicakliga ayarlanmis olan g¢alkalamali su banyosunda bekletilerek ve her on bes

dakikada bir aktivite 6l¢timii yapilmistir.

5. Enzim icin Ky, ve Vnax degerlerinin bulunmasi

Maksimum aktivite (Vmax) Ve Michaelis-Menten sabitinin - (Kp), grafiksel
degerlendirilmesinde, 1/V’ye karst 1/[S] degerlerinin c¢izilmesi ile elde edilen
Lineweaver-Burk grafigi kullanilmistir. f-mannanaz enziminin Ky, ve Vyax degerleri
ile ilgili caligmalar, 20 mM sodyum sitrat tamponunda (pH 6.0) hazirlanmis 5 mM
konsantrasyonunda locust bean gum, nisasta, seliiloz, fitat, ksilan, kazein jelatin ve
pektin substratlarindan 0.05 gr alinarak tampon i¢inde kati halde ki materyaller
coziilerek yapilmistir. Bunun igin 6nce B-mannanaz enzimi ile locust bean gum,
nisasta, seliiloz, fitat, ksilan, kazein, jelatin ve pektin substratlarinin konsantrasyonlari

sabit tutularak alti farkli substrat konsantrasyonunda optimum aktive Olglimleri
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yapilmis ve Lineveawer-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden elde edilen
denklemlerden yararlanilarak her bir substrat igin ayr1 ayri Ky ve Vpax degerleri

hesaplanmis ve sonuglar Cizelge halinde verilmistir.

6. Baz1 metal iyonlarinin, kimyasallarin saflastirilan § -mannanaz enzimi iizerine

etkisinin incelenmesi

B-mannanaz enziminin aktivitesi {izerine 5 mM ve 1 mM konsantrasyonlarindanda
hazirlanan Ca2+, Mgz+, Hg2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+, Cd2+, Co®" ve Fe?' gibi baz1 metal
iyonlarinin etkileri in vitro olarak arastirilmistir. Bunun i¢in 700 pL substrat ve 200
uL enzim katilarak metal iyonlarindan 50-100-500 pL alinarak standart aktivite
dl¢iimii yapilmustir. Inhibisyon etkileri %Aktivite seklinde grafiklendirilmistir.

3.2.1.1. Meyve suyu durultma islemi

Mevsim meyvelerinden elma, portakal, nar, ¢ilek, kivi gibi bazi meyveler pulp haline
getirilerek hem immobilize enzim homojenati hemde saf enzim eklenerek bunlara
kars1 saf su eklenmis kor numuneleri hazirlanarak 4 saat boyundca enzimin optimum
pH ve optimum sicaklik ortaminda calkalamali inkiibatorde bekletilerek durultma
islemi gerceklestirilmistir. Ardindan, meyve sular1 vakum altinda siiziiliip elde edilen

verim hesaplanmis ve sonuglar % verim olarak Cizelge halinde sunulmustur.



95

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bulgular

4.1.1. Kantitatif protein tayin standart egrisinin cizimi

Kantitatif protein tayini Bradford metoduna gore kantitatif protein miktar1 belirlenerek
Clitocybe geotropa mantarindan (Bradford 1976) P-mannanaz enzim saflastirma
asamalarinda elde edilen ham ekstrakt, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz sonrasi
elde edilen diyalizat ¢ozeltilerinin ve yikama sularinin protein miktarlar1 standart
grafik kullanilarak tespit edilmistir. Standart ¢ozeltideki pg proteine karsilik gelen

absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

27 y = 0,0158x + 0,2091
R2 = 10,9942
E 16 -
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Sekil 4.1. Standart ¢ozeltideki pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri
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4.1.2. Enzimin saflastirilmasi

4.1.2.a. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuglari

Mannanaz enzimi Clitocybe geotropa mantardan 3 basamakta saflastirilmistir. Ilk
basamakta homojenatin 6nce %0-20, 20-40, 40-60, 60-80 araliklarinda amonyum
siilfat coktiirmeleri yapilmistir. Coktiirme islemleri sirasinda 10.000xg’de 20 da.
boyunca santrifiij yapilmistir. Her defasinda ¢okelekte ve slipernatanda bulunan enzim
aktivitesine bakilmis ve amonyum siilfat ¢oktlirme iglemleri sirasinda kullanilacak kati
amonyom siilfat miktar1 formiille hesaplanmistir. Amonyum siilfat coktlirmesi
yapildiktan sonra ¢okelek ve siipernatantda mannanaz aktivitesine bakilip enzimin en
yiiksek aktivite gosterdigi aralik %60-80 olarak bulunmus ve bu araliklarda amonyum

stilfat ¢oktiirmesi yapilmistir.

4.1.2.b. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilmis B-mannanaz
enziminin DEAE-Sephadeks iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon

kromatografisi ile saflastirilma sonuglari

Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan f-mannanaz enziminin amonyum siilfat
coktlirmesi uygulandiktan sonra tuzun uzaklastirilmasi amaciyla Diyaliz islemi
yapilmis elde edilen homojenat DEAE-Sephadex iyon degisim kolonuna tatbik
edilmistir. Kolon kromatografisi sonucu elde edilen eliiatlarin 280 nm’de absorbans
degerleri spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Nadaroglu 2013). B-mannanaz
enziminin DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi absorbans deger grafigi Sekil

4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak (-mannanaz

enziminin gradient eliisyon sonucu;
(—e—): 280 nm’de absorbansi, (—0—): aktivite, kolon 3 x 30 cm, jel yiiksekligi 20 cm, eliisyon hizi
80 mL/saat ve fraksiyon hacmi 3 mL

DEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan elde edilen eliiatlarda her bir eliiatin enzim
aktivitesine bakilarak aktivite gosteren tiipler birlestirilmistir. %100 amonyun siilfat
coktlirmesi yapildiktan sonra Sefakril S 200 jel filtrasyon kolonuna uygulanmistir.
Elde edilen eliisyonlarla ilgili absorbans ve aktivite degerlerini gdsteren grafik Sekil

4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Clitocybe geotropa mantarindan saflagtirilan -mannanaz enziminin Sephakril S200
jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile saflastiriimasi sonucu elde edilen eliisyon grafigi:
(—e—): 280 nm’de absorbansi, (—0—): aktivite, kolon 3 x 30 cm, jel yiiksekligi 20 cm, eliisyon hiz1
80 ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 mL

B-mannanaz enziminin saflastirma basamaklar1 sirasinda her bir adimda enzimin
protein miktar1 ve aktivite Ol¢limil yapilarak saflagtirma Cizelgesi olusturulmustur
(Cizelge 4.1). Saflastirma prosediiriiniin son agsamasinda uygulanan Sephakril S200 jel
filtrasyon kromatografisi 6lglimleri sonucu B-mannanaz enziminin Clitocybe geotropa
mantarindan ilk adimda amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu %64.7 verim oraniyla
13.96 Kkat saflagtirilmig ikinci adimda DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi
kullanilarak %34.2 verimle 55.7 kat saflastirma saglanmig son adimda Sephakril S 200
jel filtrasyon kolonundan gegirilen enzim friiniinden %21.3 verimle 176.4 Kkat

saflastirilma saglanarak spesifik aktivite 83.81 EU/mg protein olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.1. Clitocybe geotropa mantarini saflastirmak i¢in belirlenen (NHy4),SO4
¢oktiirme aralig1 ve f-mannanaz enziminin aktivite degerleri

Hacim |Aktivite | Toplam Protein Spesifik |Saflastirma
Saflastirma AKtivi Yeeri
Basamaklart mL EU/mL tivite ovenm (mg/ml) EU/mg |Katsayisi
(EV)

Ham ekstrakt 30 69.0£0.17 |2.07x10% {100 145.3+0.12  |0.475

(NH,4)2S04 5

25 53.7+0.13 [1.34 x10° |64.7 8.1+0.23 6.63 13.96
(%60-80)
DEAE-Sephadex |25 28.3+0.09 |7.08 x10? |34.2 1.07+0.7 26.45 55.7

Sephakril S200 |25 17.6+1.6 |4.40 x10% |21.3 0.21+0.6 83.81 176.4

4.1.2.c. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirllmus serbest ve

immobilize p-mannanaz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforez sonucu

Sephakril S200 jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile saflastirilmis mannanaz
enziminin safligin1 ve alt birim sayisin1 belirlemek amaciyle daha once materyal-
metod yonteminde anlatildigi sekilde hazirlanmis olan  SDS-poliakrilamid jel
elektroforez yontemi kullanilarak protein bantlar1 ve bant biiyiikliiklerini belirlemek
amaciyla disiik molekiil agirlikli standard protein karisimi kullanilarak goriintii
alimmistir. SDS-Page jel elektroforez analizi sonucu Clitocybe geotropa mantarindan
saflagtiritlmis B-mannanaz enziminin tek alt liniteli ve molekiil agirligr 39.5 kDa olarak

olgiilen bant goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. -mannanaz enziminin SDS-PAGE jel goriintiisii

[Siitun (I); standart protein markiri (Sigma), band biiyiikligi: 205 kDa, miyozin, 116 kDa, -
galaktozidaz, 97 kDa, fosforilaz b; 66 kDa, sigir serum albumin; 55 kDa, glutamik dehidrojenaz, 45
kDa, ovoalbumin; 36 kDa, gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz; 29 kDa; karbonik anhidraz) Siitun (II);
Clitocybe geotropa mantarindan saflagtirilmis f-mannanaz enzimi]

4.1.2.d. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg tayini sonuclari

Clitocybe geotropa mantarindan izole edilen f-mannanaz enziminin molekiil agirlig:
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi teknigi kullanilarak belirlenmistir.
Standart protein ¢ozeltileri kullanilarak Ebiske mantarindan saflagtirilmis f-mannanaz
enziminin jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi 39.5 kDa olarak
belirlenmistir. Molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan standart grafik Sekil 4.5’te

verilmistir.
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Sekil 4.5. Clitocybe geotropa mantarindan izole edilmis B-mannanaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi standart grafigi

4.1.2.e. p-mannanaz enziminin magnetik kitosan molekiiliine glutaraldehit ara
kolu iizerinden kovalent baglanmasi icin immobilizasyon kosullarinin

optimizasyonu

B-mannanaz enziminin destek materyaline en uygun immobilize oldugu kosullari
belirlemek amaciyla yapilan optimizasyon c¢alismalari i¢in kitosan molekiilleri asetik
asit ile muamele edilereck 3 saat boyunca karistirilmistir. Daha sonra kitosan
molekiilleri etil alkol ortaminda 1N NaOH ilave edilerek ortam nétralize edilmis ve saf
su ile yikanmistir. Kitosan molekiiliine amin grubu baglamak amaciyla %5’lik
glutaraldehit ¢6zeltisiyle 4 saat boyunca muamele edilmistir. Kitosan tanecikleri
oncelikle saf su igerisinde dispers edilmis olan Fe3O,4 ile muamele edilerek kitosan
yiizeyinin manyetik 6zellik kazanmas1 saglanmistir. Kitosanin Fe3O4 nano partikiilleri
ile muamele edilmesinin ardindan saf su ile yikanarak ortamda bagli olmayan nano
partikiiller uzaklastirilmistir. Nano Fe3O, ile vyiizeyi modifiye edilmis ve
glutaraldehitle etkinlestirilmis destek materyali ile Na-Sitrate tampon ¢dzeltisi (pH 6.0)
igerisinde, 0.25 M NaCNBHj ve Clitocybe geotropa mantarlarindan saflastirilan
mannanaz enzimi (68 EU/mL; 1,08 mg protein/mL) immobilize edilmistir. B-

Mannanaz  enziminin  glutaraldehit ara kolu {izerinden kovalent olarak



102

immobilizasyonunun ger¢eklesmesi igin en yiiksek aktivite pH 5 ve 20°C sicaklikta

elde edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Immobilizasyon A.pH’smna ve sicakhigina bagli olarak glutaraldehit ara kolu
tizerinden kovalent immobilizasyonu esnasinda Clitocybe geotropa mantarindan izole edilmis
B-mannanaz enziminin bagil aktivite (- A -) ve baglanan 3-mannanaz (-e-) derisimleri
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4.1.2.f. immobilize p-mannanaz’n tekrar kullanilabilirligi

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi, secilen tasiyicinin ya da metodun
etkinligini degerlendirme acisindan olduk¢a Onemlidir. Tekrar kullanilabilirlik,
kararlilik ve ekonomik agilardan immobilize enzimler serbest enzimlere gore daha
avantajlidirlar (Hung et al. 2003). Bu ¢alismada immobilize -mannanaz enziminin
tekrar kullanilabilirligi ard arda aktivite dl¢limleri yapilarak belirlenmis ve immobilize
B-mannanaz enziminin 10 dongiiden sonra aktivitesinin sadece %21.4’{inii kaybettigi
goriilmiistiir (Sekil 4. 7). Immobilize p-mannanaz enziminin aktivitesinde énemli bir
azalma olmadan gosterdikleri bu tekrar kullanilabilirlik o6zelligi, enzimin gida

endiistrisinde rahatlikla kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.7. immobilize B-mannanaz enziminin tekrar kullanilabilirlik oram
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4.1.2.9. Serbest ve immobilize p-mannanaz enziminin kinetik parametreleri

1. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilan serbest ve immobilize [-

mannanaz enzim aktivitesi iizerine pH’nin ve sicakhigin etkisi sonuglari

B-mannanaz enziminin optimum pH’sii belirlemek amaciyla immobilize ve serbest
enzim i¢in ayrt ayrt olmak tiizere pH 3.0-11.0 araliklarinda farkli pH’larda
optimizasyon caligmasi yapilmistir. En uygun immobilizasyon pH'sinin belirlenmesi

amactyla Immobilize enzim i¢in

pH: 4-5 i¢in asetat tamponu,
*  pH: 6-7 i¢in fosfat tamponu,
*  pH: 89 i¢in Tris-HCI tamponu;

Serbest enzim i¢in

*  pH: 2-3-4-5 i¢in asetat tamponu,
*  pH: 6-7 i¢in fosfat tamponu,

¢ pH: 8-9 i¢in Tris-HCI tamponu

pH: 10 i¢in Karbonat tamponu kullanilarak immobilizasyon calismasi ve aktivite

tayini yapilmistir.

DNS standart enzim aktivitesi ve Locust bean gum substrati kullanilarak
spektrofotometrik olarak aktivitenin O6lgiilmesi sonucu elde edilen sonucglara gore
aktivite hesaplanmis ve “% Bagil aktivite-pH” grafigi cizilmistir. Olgiimler sonucu
serbest ve immobilize f-mannanaz’in optimum pH degerleri 5.0 olarak belirlenmistir.
Ebiske mantarindan saflagtirillan immobilize ve serbest [-mannanaz enziminin

optimum pH grafigi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilmis serbest ve
immobilize f-mannanaz enziminin optimum pH grafigi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi i¢in 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80 90°C’lik sicakliklar su banyosu kullanilarak ayarlanmis ve standart enzim
aktivite Ol¢limii yapilarak serbest ve immobilize f-mannanaz enziminin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik degeri hesaplanmistir. Enzimin optimum sicakligi 60°C
olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore “%Bagil Aktivite-Sicaklik” grafigi

cizilmis ve Sekil 4.9°da verilmistir.

—O— Serbest Enzim
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Sekil 4.9. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilmis serbest ve
immobilize f-mannanaz enziminin optimum sicaklik deger grafigi
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2. Serbest ve immobilize B-mannanaz enziminin stabil pH ve stabil sicakhk

sonuclari

Serbest ve immobilize f-mannanaz enziminin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in
yarim birim arttirllmak suretiyle pH’da (3.0-4.5) asetat tamponu, (5.0-7.5) fosfat
tamponu ve (8,0-9,0) Tris/HCI tamponu kullanilarak belirtilen pH’lardaki tampon
¢ozeltilerinden 500 mL, 250 uL enzim c¢ozeltisine ilave edilerek 4°C’de muhafaza
edilmistir. Baslangi¢ aktiviteleri olgiildiikten sonra 1 hafta boyunca her giin aymi
saatlerde aktivite Ol¢climii yapilarak enzimin stabil oldugu pH araligi belirlenmistir.
Inkiibasyon siiresine karsilik aktivite degerleri Sekil 4.10°da ki grafiklerlerde
gosterilmistir. Elde edilen bulgular sonucu serbest ve immobilize enzimin pH 5.0 ve
6.0 araliklarinda daha stabil oldugu ve enzim aktivitesini 1 haftanin ardindan yaklasik

%090 oraninda korudugu belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilmis serbest ve
immobilize f-mannanaz enziminin stabil pH karsilastiriimasi
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B-mannanaz enziminin termal stabilizasyonu ile ilgili ¢alismalar locust bean gum
substrat1 kullanilarak optimum pH’sinda ve 30-90 °C araliklarinda degisen yedi farkli
sicaklikta yapilmistir. igeresine enzim ¢ozeltisi konulan tiip iki saat boyunca ¢alisilan
sicakliga ayarlanmis olan ¢alkalamali su banyosunda bekletilerek ve her on bes
dakikada bir aktivite dl¢timii yapilmistir. Yapilan dl¢timlere gore “Bagil Aktivite (%) -
Zaman” grafigi olarak Sekil 4.11°de verilmistir. Elde edilen bulgulardan immobilize

enzimin serbest enzime gore Ozellikle 20 ve 60°C’lerde ¢ok daha stabil oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Serbest ve immobilize B-mannanaz enziminin termal stabilizasyon bagil
sicaklik degerlerinin karsilastirilmasi
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3. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilmis serbest ve immobilize f3-

mannanaz enziminin Vmax ve Kp, sonuglari

Maksimum aktivite (Vmax) Ve Michaelis-Menten sabitinin (Ky,) belirlenmesi amaciyla,
grafiksel olarak, 1/V’ye kars1 1/[S] degerlerinin ¢izilmesi ile elde edilen Lineweaver-
Burk grafigi kullanilmigtir. f-mannanaz enziminin Ky ve Vpax degerleri ile ilgili
caligmalar, 20mM sodyum sitrat tamponunda (pH 6.0) hazirlanmis 5 mM
konsantrasyonunda locust bean gum, nisasta, seliiloz, fitat, ksilan, kazein jelatin ve
pektin substratlar1 olmak {izere alt1 farkli substrat konsantrasyonunda optimum aktive
Olctimleri yapilmis ve Lineveawer-Burk grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiklerden elde
edilen denklemlerden yararlanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayr1 Ky, ve Vmax degerleri

hesaplanmis ve substrat spesifikligi belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.12. Ebiske mantarindan (Clitocybe geotropa) saflastirilan -mannanaz enzimi igin A.
Na-fitat, B.Pektin, C. Kazein, D. Nisasta, E. Jelatin ve F. Ksilen substratlar: ile elde edilen
Lineweaver-Burk grafikleri
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Cizelge 4.2. Serbest halde ve nanomagnetik kitosan molekiilleri lizerine immobilize
edilmis B-mannanaz enzimi i¢in Vnax Ve Ky, degerleri

Substrat ad: Serbest f-mannanaz Immobilize p-mannanaz
Vmax (EU/Mg) | Ky (Mg/mL) | Vimax (EU/Mg) | Ky, (Mmg/mL)
Locust bean | 4.292 0.282 6.43 0.328
gum

Pektin 1.99 0.107 4.46 0.233

Kazein 1.884 0.101 3.492 0.197

Nisasta 2.99 0.167 4.77 0.227

Jelatin 3.025 0.170 4.199 0.173

Ksilen 5.105 0.176 6.341 0.192

Na-fitat 2.99 0.167 5.23 0.309

Kullanilan tiim substratlara karsi serbest mannanaz enzimine gore immobilize
mannanaz enziminin Vmax degerlerinin artti§1 ve Kn, degerlerinde ise 6zellikle bazi
substratlarda (Pektin, nisasta ve locust bean gum) azalma meydana gelmistir. En
yiksek Vmax degerini calismada substrat olarak kullanilan locust bean gum
substratinda gdstermistir ve serbest-immobilize B-mannanaz enzimlerinin  Vax
degerleri sirasiyla 4.3 EU/mg ve 6.34 EU/mg olarak bulunmustur. Ky, degerleri ise
sirasiyla 0.282 mg/mL ve 0.328 mg/mL olarak hesaplanmustir.

4. Serbest ve immobilize p-mannanaz enziminin aktiviteleri iizerine Cu?*, Hg?",

Fe®*, Mg?*, Zn**, Ca®**nin etkisi

B-mannanaz enziminin serbest ve magnetik kitosan iizerine immobilize halde ki
aktiviteleri lizerine 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan CuCl,, HQCly,
FeCl,, MgCl,, ZnCl, CaCl,, MnCl,, CdCl, ve CoCl,, gibi bazi metal iyonlarinin
etkileri in vitro olarak arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére metal iyonlarinin
inhibisyon etkileri konsantrasyona karst1 Enzim Unitesi (EU/mL)-Metal iyonu
konsantrasyonu olarak Sekil 4.12°de verilmistir. Serbest ve immobilize B-mannanaz

enzimi % Bagil Aktivite degerleri ise Cizelge 4.3’de gosterilmektedir. Elde edilen



bulgulardan 5 mM konsantrasyon da Mg iyonunun serbest enzimi %10 oraninda
inhibe ettigi her iki konsantrasyon da ki Zn*" iyonunun serbest ve immobilize haldeki
enzim tizerinde %10 oraninda inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmistir. Immobilize
mannanaz enziminin Ca®* ve Mg?* iyonlu ortamda tamamen inhibe oldugu diger metal
iyonlarinin genel olarak serbest ve immobilize enzimin aktivitesini artirdig 6zellikle 1

mM ve 5 mM Zn%* iyonunda immobilize enzimin aktivitesini %430.0, serbest enzimin
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aktivitesini ise %363.3 oraninda artirdig1 yapilmis 6l¢timlerle belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Baz1 metal iyonlarinin serbest ve immobilize f-mannanaz enzimi lizerine

etkileri
Serbest p-mannanaz
Metal Konsantrasyon | Bagil Aktivite | Konsantrasyon Bagil Aktivite
iyonlarl (mM) (%) (mM) (%)
Tyonsuz ; 100 £ 0.0 - 100 £ 0.0
ortam
cu* 1 187.9 +0.03 5 151.5+0.15
Fe?* 1 103.03+ 1.2 5 1182+ 1.1
Ca?* 1 107.6 + 0.45 5 133.4+0.31
Mg?* 1 109.0 = 0.32 5 89.7 + 0.04
zn?* 1 93.9+0.25 5 90.9 + 0.09
Immobilize p-mannanaz
Metal Konsantrasyon | Bagil Aktivite | Konsantrasyon Bagil Aktivite
iyonlarl (mM) (%) (mM) (%)
Tyonsuz - 100 £ 0.0 - 100 £ 0.0
ortam
cu* 1 100.4 +0.36 5 153.4 + 0.44
Fe?* 1 163.4 + 0.06 5 176.7 + 0.14
Ca?* 1 63.4+032 5 40.5 +0.28
Mg?* 1 103.3 +0.03 5 83.4 = 1.05
zn?* 1 3633+ 0.6 5 430.0 £ 0.01
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4.1.3. Kitosan destek materyalinin yapisal morfoloji analizi

Yiizeyden yayilan ikincil elektronlarla yapilan &l¢iim, 6zellikle yiizeyin engebelli
(topografik) yapisiyla iliskili yiiksek ¢oziintirliiklii gdriintii alinmasini saglayan SEM
taramali mikroskop kullanilmistir. Dogal kitosan, glutaraldehit ile aktiflestirilmis
Fe304 nano partikiillerle kaplanmis kitosan destek materyali ve bu destek materyaline
enzim immobilize edilmesinden sonra magnetik kitosan nanopartikiil goriintiisii ve j3-
mannanaz enzimi immobilize edilmis magnetik kitosan nanopartikiillerin morfolojik
yapist SEM goriintiileri alinarak analiz edilmistir. SEM goriintiileri Sekil 4.12°de
verilmektedir. SEM goriintiillerine gore P-mannanaz enzimi immobilize edilmis
magnetik kitosan destek materyalinin duvar kalinlig1 20~30 nm ve gozenek biiytikligii
0.5~1 um kadardir. SEM goriintiileri sonucuna gore enzimin magnetik hale getirilen
poroz Ozelliginin arttig1 ve daha fazla enzim immobilize edilebilir oldugu, modifiye
nano magnetik kitosan destek materyalinin enzim immobilizasyonu i¢in uygun

morfolojik yapiya sahip ve yapisal olarak stabil oldugu sonucuna varilmistir.

Sekil 4.13. Kitosan (I), magnetik kitosan nanopartikiil (II) ve B-mannanaz enzimi
immobilize edilmis magnetik kitosan nanopartikiillerin (III) SEM goriintiileri

4.1.4. X-Ray difraksiyon (XRD) analizi sonuclari

X- 151m1 analiz yonteminde atomla etkilesen X-1s1n1 dalgalarinin olusturdugu kirimim
desenleri incelenerek kristalin yapisi hakkinda bilgi saglanabilmektedir. Yani bu

teknik ile numuneye ait kristal orgii parametreleri, farkli sicakliklarda olusan faz
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yapilari, diizlemler arasi mesafe ve farkli faz bilesenleri belirlenebilmektedir. Kitosan,
magnetik kitosan nanopartikiillii ve f-mannanaz enzimi immobilize edilmis magnetik
kitosan nanopartikiillerin X- 1smlar1 toz kirintm metoduyla elde edilen profillerin
yorumlanmasi ilkesine dayanan XRD analiz gorintiileri Sekil 4.13’de verilmistir.
Yapilan analiz sonucu kitosana ait XRD toz kirinim deseni incelendiginde 26 = 9,5° ve
20,5°’deki kristal kitosanin tipik parmak izi genis difraksiyon pikleridir (Ogawa et al.,
1984). B-mannanaz enzimi immobilize Fe3O, nanopartikiillerle modifiye Kkitosan
yapilarinda yaklagik 26=20.5° olarak goriildiigli, goriilen diger kiigiik ve genis pikin
kitosana ait oldugu goriilmektedir. Ayrica, 206=34.0°, 42.5, 53.5, 57.0°, 63.0°’da
goriilen bes difraksiyon pik Fe304 nanopartikiillere ait oldugu goriilmistiir (Cao et al.,
2014). Elde edilen sonuglara gére Fe3O, nanopartikiillerle kitosanin modifiyesinin
saglanmigs oldugu ve Clitocybe geotropa mantarindan saflagtirilmis [-mannanaz
enziminin magnetik kitosan yiizeyine immobilizasyonunun saglandigi elde edilmis

XRD sonuglarina gore kanitlanmis olmaktadir.
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Sekil 4.14. Kitosan, magnetik kitosan nanopartikiil ve f-mannanaz enzimi immobilize
magnetik kitosan nanopartikiillere ait XRD toz kirinim desenleri.
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4.2. FTIR Spektroskopisi Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy FTIR): Analizi Sonuclar:

Kizil6tesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tiir titresim spektroskopisidir; IR 1sinlar
molekiiliin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier
dontisiimii spektroskopisinde 1s1ma siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Her
dalga boyunu ayri ayri tarama gerekmeksizin hizli ve yiiksek c¢oziiniirliikte
spektrumlar elde edilerek molekiiler bag karakterizasyonu yapilan 1simalarla
belirlenip; kati, sivi, gaz veya ¢oOzelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki
fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu,
baglanma yerleri ve yapmin aromatik yada alifatik olup olmadiginin belirlendigi
tekniktir (Kyomugasho et al. 2015). FTIR teknigi ile dogal yapida ki kitosan,
magnetik Fe3Oy4-kitosan nanopartikiilii ve B-mannanaz enzimi immobilize edilmis
magnetik Fe3Os-kitosan yapilar1 FT-IR spektrumlari alinmis ve sonuglar Sekil 4.14’te
verilmigtir. Analiz sonuglarina gore kitosan yapisina ait spektrum genis bir aralik ta
3650.60-2879 cm™de (O-H, hidroksil ve serbest amino gruplarimin -NH gerilme
titresimlerinden), 2879.93 cm™ ve 2116 cm™de yer alan titresimler kitosan yapisinda
yer alan -CH3 ve -CH2 gruplarina, 1638.38-1029.96 cm™de ise amid ve sekonder
amid yapisinda yer alan -C=0 ve -N-H baglarinin gerilme titresimlerine aittir (Fig
4.13a-c). Fig 4.13b-c yer alan 557.92 cm™' ve 440.23 cm “pikleri Fe3O4
nanopartikiillerinin Fe-O gruplarina aittir. Fig 4.13a; 4.13b-c ile kiyaslandiginda
1661.5 cm ™ "’de yeni keskin bir pik gériilmektedir. Bu durum 2116.66 cm™"’de yer alan
N-H piki 1589.68 cm™'*ye kaydigmni ve kitosanin glutaraldehitle shift bazi olusturmak
tizere reaksiyona girdigini gostermektedir (Guo et al. 2005; Li et al. 2008). Sekil 4.14
c’deki pik farkliligmma goére B-mannanaz enzimi immobilize edildikttten sonra
magnetik Fe3O4-kitosan nanopartikiil yapisinda yer alan fonksiyonel gruplarda 6nemli
bir degisiklik olmadig1 goriilmektedir. FT-IR spektrum analiz sonuglarina gore
magnetik nano Fe3O4’lin kitosan molekiillerine kaplandigi ve mannanaz enziminin
magnetik FesOs-kitosan nanopartikiilleri tizerine basarili bir sekilde immobilize

edildigi ortaya konmustur.
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Sekil 4.15. FT-IR spectrum of dogal kitosan (a), nano magnetit kitosan (b), mannanaz

immobilize edilmis nanomagnetit kitosan (c)
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4.3. Meyve Suyu Durultma islemi

Meyve suyu durultma ve verimi artirmak amaciyla kullanilan mannanaz enzimi
meyvelerin yapisinda bulunan mannanlarin hidrolize edilerek ortamin vizkositesinin
azalmas1 ve mannanlarin yapisinda bulunan suyun hidroliz sonucu agiga c¢ikmasiyla
meyve suyunun miktarinin artmast saglanmis olmaktadir. Mannanaz enziminin
mevsim meyvelerinden se¢ilmis elma, portakal, nar, cilek, kivi gibi meyvelerin pulp
haline getirilmis meyve sularina immobilize enzim homojenati ve saf enzim eklenerek
bunlara kars1 saf su eklenmis kor numunelerine karsi durultma islemi gergeklestirilmis
ve meyve sularinda verim oranmi hesaplanmistir. Ortamdan kati meyve pulplarinin
uzaklastirilmasi ile meyve sularinda verim artisi %Verim olarak Cizelge halinde

sunulmustur.

Sekil 4.16. Meyve verimi artis oranlari ve durultma yiizdeleri

Portakal, nar, ¢ilek, kivi, kugsburnu ve elma suyu hacminin serbest ve immobilize
mananaz enziminin meyve pulplarint  hidrolizlemesi sonucu kontrol ile
karsilastirildiginda meyve suyu hacminde artis oldugu goriilmiistir. Elde edilen
sonuclara gore, ozellikle kusburnu iiretimi iizerinde serbest ve immobilize mananaz

enziminin sirasiyla %146,2 ve %223,1 oraninda verimi artirdig tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilms serbest ve immobilize endo-f-1,4
mannanaz enziminin pulp haline getirilmis farklit meyve sularinda verim orani iizerine etkisi

Meyveler (5 g) Kontrol Serbest Immobilize
mannanaz | mannanaz
Portakal Hacim 7.0 7.2 7.9
Verim (%) - 102.9 112.9
Nar Hacim 6.3 7.0 8.0
Verim (%) - 111.2 126.98
Cilek Hacim 6.4 7.0 7.2
Verim (%) - 109.4 112.5
Kivi Hacim 7.0 7.5 8.0
Verim (%) - 107.1 114.3
Kusburnu | Hacim 6.5 9.5 14.5
Verim (%) - 146.2 223.1
Elma Hac_im 6.0 7.0 8.0
Verim (%) - 116.7 133.3

Calismamizda meyveler pulp haline getirilerek kontrole gore katt madde oraninin
Ol¢iilmesi sonucu 6zellikle kusburnu suyunda kuru madde agirliginin serbest enzim
uygulamasinda %36.0 oraninda, magnetit kitosan molekiillerine immobilize edilmis
bagli enzim uygulamasinda ise kuru madde oraninin %43.6 oraninda azaltildig:
goriilmiistiir. Elma meyvesinde ise serbest enzimde %10.25, immobilize enzim
uygulamasin da %33.6 oraninda kati madde miktarinda azalma olmustur. Kuru madde
oraninda tespit edilen azalig oranlar1 meyve suyu iiretimide verim artisinin saglanmis

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilms serbest ve immobilize endo-f-1,4
mannanaz enziminin pulp haline getirilmis farkli meyve sularinda kuru madde agirliginda
azalig oran1 ve ylizdesi

Meyveler (5 g) Kontrol Serbest Immobilize
mannanaz mannanaz

Portakal Kurumadde 4.17 3.66 3.22

orani (Q)

Azalma (%) - 12.2 22.8
Nar Kurumadde 4.93 4.23 3.93

orani (Q)

Azalma (%) - 14.2 20.3
Cilek Kurumadde 4.53 2.96 2.90

orani (Q)

Azalma (%) - 34.6 35.98
Kivi Kurumadde 4.1 3.44 3.27

orani (Q)

Azalma (%) - 16.1 20.2
Kusburnu Kurumadde 5.0 3.2 2.82

orani (Q)

Azalma (%) - 36 43.6

Kurumadde 5.27 4.73 35
Elma orani (Q)

Azalma (%) - 10.25 33.6
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapmis oldugumuz c¢alismada Ebiske (Clitocybe geotropa) mantarindan [B-mannanaz
enziminin izolasyonu yapilarak enzimin karakterizasyonu belirlenmistir. Karakterize
edilen saf enzim, magnetik kitosan nanopartikiillere kovalent olarak immobilize
edilmistir. Immobilize enzim ve saf halde bulunan enzimler pulp haline getirilmis
mevsim meyvelerinden elma, portakal, nar, ¢ilek ve kivi gibi meyvelerin yapisinda
bulunan mannanin B-mannanaz enzimi tarafindan hidrolizi ve meyve sularinda
durultma etkisi arastirilmis sonuglar % verim olarak sunulmustur. Elde edilen bulgular
sonucu Ebiske (Clitocybe geotropa) mantarindan saflagtirilmis f-mannanaz enziminin
stabil pH ve sicaklik araliginin yiiksek olmasi nedeniyle gida endiistrisinde

kullaniminin biiyiik avantaj saglayacagi dnerilmistir.

B-mannanaz enziminin Clitocybe geotropa mantarindan ilk adimda amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucu %64.7 verim oraniyla 13.96 kat saflastirilmis ikinci adimda DEAE-
Sephadex iyon degisim kromatografisi kullanilarak %34.2 verimle 55.7 kat saflagtirma
saglanmis ve son adimda Sephakril S 200 jel filtrasyon kolonundan gegirilen enzim
triintinden %21.3 verimle 176.4 kat saflastirilma saglanarak spesifik aktivite 83.81
EU/mg protein olarak hesaplanmistir. B-mannanaz enzimi Oncelikle kitosan FezOa
nano partikiiller kullanilarak magnetik hale getirildikten sonra magnetik kitosan
nanopartiikiillerine glutaraldehit ara kolu iizerinden Clitocybe geotropa mantarindan
saflagtirdigimiz B-mannanaz enzimi kovalent olarak immobilize edilmistir. Magnetik
kitosan molekiiliine immobilize mannanaz enziminin sistem morfolojisi alan emisyon
taramali elektron mikroskobu (SEM), FT-IR ve X-ray differaksiyon analiz (XRD)
yontemleri ile tanimlanmugtir. Glutaraldehit ara kolu iizerinden magnetik kitosan
yiizeyine enziminin kovalent immobilizasyonu i¢in en uygun pH 5.5 ve sicaklik 20°C
olarak belirlenmistir. Optimum pH ve sicaklik degerlerinde saflastirilmis mannanaz
enziminin 1 saatlik inkiibasyondan sonra magnetik kitosan molekiillerine (MG-CTS)

%835,6 oraninda bagli oldugu tespit edilmistir.

Clitocybe geotropa mantarindan saflastirilan B-mannanaz enziminin alt birim sayisi
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kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak
belirlenmistir. B-mannanaz enziminin SDS-PAGE jel goriintiisii diisiik molekiil
agirhikli standart protein markir1 (Sigma), (Page RulerTM Broad Range Unstained
Protein Ladder) kullanilarak 6l¢iim yapilmis ve sonug¢ olarak -mannanaz enziminin

tek alt tiniteli ve molekiil agirliginin 39.5 kDa oldugu gozlenmistir.

Farkli organizmalarda B-mannanaz enziminin izolasyonunun yapildigi calismalar
sonucunda mannanaz enziminin molekiil agirliklar1 igin incelenmis literatiirlerden
Jiang et al. (2006); 39.6 kDa, Ootsuka et al. (2006); 39 kDa, Qiao et al. 2010; 38kDa,
Summpunn et al. 2011; 38 kDa, Xu et al. (2002); 39 2 kDa, Ghosh, et al. (2013);
38kDa, Wang et al. (2013); 38 kDa, Liu et al. (2015); Tsukagoshi et al. (2014);
Zahura et al. (2010); 40 kDa olarak verilmis ¢alisma Orneklerinde g¢aligmamizda

buldugumuz degere en yakin molekiil agirlik degerleridir.

Clitocybe geotropa B-mannanaz enziminin serbest ve immobilize optimum pH’sin1
belirlemek amaciyla immobilize ve serbest enzim i¢in pH 3.0-11.0 araliklarinda olmak
iizere farkli pH’larda optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Ol¢iimler sonucu serbest ve
immobilize B-mannanaz’in optimum pH degerleri 5.0 olarak belirlenmistir. Saf ve

immobilize enzimin standart pH degerleri ise 5.0 ve 6.0 araliginda bulunmustur.

Farkli mikroorganizmalar ve funguslardan izole edilmis B-mannanaz enziminin
optimum pH ve stabil pH araliklarinin belirlenmis oldugu farkli kaynaklardan elde
edilmis ¢alismalarda Zang et al. (2015) Bacillus pumilus GBSW19 bakteri susundan
izole edilmis f-mannanaz enziminin optimum pH yaklasik 6.5 ve stabil pH araliginin
5.0-11.0 arasinda degistigi, Malgas et al. (2015) Clostridium cellulovorans (ManA,
GHb) ve A.niger (Man26A, GH26) funguslarindan klonlanmis mannanaz enzimlerinin
optimal pH degerleri ManA i¢in 5.5-7.0 ve Man26A icin 4.0-5.0 olarak bulunmus
olmasi, Tsukagoshi et al. (2014) Termitlerin bagirsaklarinda bulunan simbiyotik
protistlerin lignoseliilozu dogal ortamda sindiren enzimler tasimasindan yola ¢ikilarak
Reticulitermes speratus termitinden klonlanmis mannanaz RsMan26H enziminin
optimum pH 5.0 ve enzim stabilitesinin pH 5.0-6.5 araliginda degistigini gostermesi,

Adesina et al. (2013) Aspergillus niger ve Trichoderma sp. funguslarindan izole
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ettikleri f-mannanaz enziminin optimum pH 5.0 olarak belirlenmis olmasi, Katrolia et
al. (2012) Chaetomium sp. CQ31 fungusundan klonlamis rekombinant mannanaz
enzim geni CsMan5A enziminin optimum pH 5.0 olarak tespit edilmesi, Dilokpimol et
al. (2011) Aspergillus nidulans FGSC A4 susundan klonlanmis endo-B-1,4-mannanaz
ManA ve ManC enzimleri ayni optimum pH 5.5 da aktivite gostermis olduklarini ve
pH 4.5-7.0 ve 4.0-8.0, ManA ve ManC enzimlerinin stabilitesini korudugunun
belirtilmis olmasi, Zhao et al. (2011) Aspergillus niger CBS 513.88 fungusundan
klonlanmis mannan endo-1,4- B-mannosidaz man26A optimum pH 5.0 olarak
Ol¢iilmesi, Maria et al. (2008) solar tuzdan izole ettigi Scopulariopsis candida
fungusunun LMKO004 ve LMKO0O08 suslarindan izole ettikleri endo-B-1,4-mannanaz
enziminin optimum pH 5.0 ve 24 saat boyunca 4°C’de pH 5.0 -6.5 araliginda%80
oraninda aktivite gostermis oldugu, pH 6-7 araliginda stabil aktivitesini korumasi,
Mudau and Setati (2008) Scopulariopsis candida LMKO004 susundan klonladiklar
mannanaz enziminin optimum pH 5.0 ve stabil pH araliginin 5.0-6.5 arasinda
degismesi, Katrolia et al. (2012) Chaetomium sp. CQ31 susundan klonladiklar
mannanaz enziminin optimum pH degeri 5.0 ve stabil pH araliginin 5.0-11.0 arasinda
olmasi yapmis oldugumuz Clitocybe geotropa mantarindan izolasyonu saglanmis [3-
mannanaz enzimi i¢in bulmus oldugumuz optimum pH degeri 5.0 ve stabil pH aralig

5.0 ve 6.0.degerlerini destekler niteliktedir.

Ebiske mantarindan izole edilen serbest ve immobilize [-mannanaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi i¢in 10- 90°C sicaklik araliklari su
banyosu kullanilarak ayarlanmis ve standart enzim aktivite 6l¢limii yapilarak serbest
ve immobilize B-mannanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
60°C olarak belirlenmistir. B-mannanaz enziminin termal stabilizasyonu belirlemek
amaciyla enzimin optimum pH’sinda (pH: 5.0) ve 30-90°C araliklar1 olmak iizere yedi
farkli sicaklikta iki saat boyunca her on bes dakikada bir aktivite ol¢limii yapilmis,
yapilan Ol¢iimlere gore immobilize enzimin serbest enzime gore Ozellikle 20 ve

60°C’lerde ¢ok daha stabil oldugu goriilmiistiir.

Zang et al. (2015) Bacillus pumilus GBSW19 bakteri susundan izole edilmis B-

mannanaz enziminin optimum sicakliginin 65°C oldugu ve 60°C’de 12 saat boyunca
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enzim aktivitesini %50 oraninda korudugu anlasilmistir. Liu et al.(2015) Bacillus
subtilis YH12 susundan saflastirdiklari f-mannanaz enziminin optimal sicakligin 55°C
oldugu, enzimin termal stabilitesini 60°C sicaklikta 1 saat inkiibasyonda sonra %85
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Wang et al. (2013). Gram pozitif Bacillus
subtilis TJ-102 bakteri susundan [-mannanaz enzimini saflagtirnllma ve
karakterizasyonunu tanimlama amacli yapilmis ¢aligmada stabil sicakligin 50-65°C
araliginda degistigi, 4 saat boyunca olgiilen optimum sicaklik degerinin 50°C’de
sabitlendigi, Ghosh et al. (2013) Clostridium thermocellum ATCC 27405 susunda -
(1—4)-mannanaz enzimin termostabil etkisinin arastirtlmasi sonucu CtManf enzimi
icin optimum sicaklik 60°C, olarak belirlenmistir. Puchart et al. (2004) tarafindan
yapilan diger bir ¢alismada; Aspergillus fumigatus IMI 385708 fungusundan izole
edilmis ekstraseliiler endo-B-1,4-mannanaz, MAN | (major tip) ve MAN II (mindr tip)
enzimlerinin optimum sicaklik 60°C, stabil sicakligin 50-75°C araliklarinda oldugu
belirlenmistir. Yine Zhang ve grubu tarafindan (2000) Bacillus licheniformis
bakterisinde B-mannanaz enziminin saflastiriimas: ve karakterizasyonu yapildig:
calisma sonucunda optimum sicaklik 60°C’de olmasi ve 6 saat boyunca 6l¢iilen stabil

sicaklik degeri 50°C olarak olgiilmiistiir ve bizim aragtirmamizi desteklemektedir.

Phialophora sp P13 susundan izole edilmis olan man5AP13 enziminin ve Bacillus
subtilis BCC 41051 susundan izole etmis olduklari mannanaz enzimlerinin optimum
sicakliginin 60°C oldugu ve iki saat boyunca 50-70°C araliklarinda enzim aktivitesinin
stirdiigli belirlenmistir ve ebiske mantarindan izole ettigimiz serbest ve immobilize f3-
mannanaz enzimi i¢in Ol¢tiiglimiiz optimum ve stabil sicaklik sonuclart ile ayni

dogrultudadir (Zhao et al. 2010; Summpunn et al. 2011)

B-mannanaz enziminin Ky ve Vmax degerleri 20mM sodyum sitrat tamponunda (pH
6.0) hazirlanmig 5 mM konsantrasyonunda locust bean gum, nisasta, seliiloz, fitat,
ksilan, kazein jelatin ve pektin substratlarin kullanilarak her bir substrat i¢in ayr1 ayri
hesaplanmistir. En yiiksek Vmax degerini ¢alismada locust bean gum substratinda
gostermistir . Serbest ve immobilize f-mannanaz enzimlerinin Vmax degerleri sirasiyla
10.2EU/mg ve 14.35 EU/mg olarak bulunmustur. Ky, degerleri ise sirasiyla 0.588
mg/mL ve 0.122 mg/mL olarak hesaplanmistir.
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Puchart et al. (2004) Aspergillus fumigatus IMI 385708 susundan izole ettigi -
mannanaz enzimlerinin locust bean galaktomannan substrati kullanilarak belirlenmis
Km (Mg/mL) ve Viax (nmol dak™' mg™) degerleri MAN I i¢in 3.07 mg/mL ve 1935
umol.dak ' mg™'; MAN Il enzimi i¢in 3.12 mg/mL ve 213 pmol dak ' mg 'olarak
hesaplanmistir. Song et al. (2008) Antatika Yosun Bocegi tiirti Cryptopygus
antarcticus klonlanmig B-1,4-D-mannanaz (CaMan) enziminin CaMan enziminin
locust bean gum (LBG) substratinda 416.3 U/mg aktivite gostemistir. Zhao et
al.(2011) Aspergillus niger CBS 513.88 fungusundan klonlamis oldugu mannan endo-
1,4-B-mannosidaz man26A enziminin guar gum substrati, konjak tozu ve LBG
substratlar1 kullanilarak Vmax (U/mg) ve K degerleri belirlenmistir. LBG substrati
icin Vimax 1250. U/mg ve Ky, degeri 23.50 mg mL ™ olarak bildirilmistir. Aspergillus
nidulans FGSC A4 susundan kolonlanmis glikozid hidrolaz 5 (GHS) ailesi {iyesi endo-
B-1,4-mannanaz ManA ve ManC enzimlerinden ManA ve ManC enzimleri i¢in V yax
degeri LBG substrati i¢in; ManA enzimi 4004 ManC enzimi 32044, olarak
bulunmustur (Dilokpimol et al.2011). Sphingomonas sp. JB13 susundan izole edilmis
mannanaz enziminin Locust bean gum substrati kullanilarak Lineweaver-Burk
grafigine gore Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 5.0 mg.ml™ ve 277.8 pmol.dak '.mg™
olarak tespit edilmistir (Zhou et al.2012). Chaetomium sp. CQ31 fungusundan
klonlamis yeni bir mannanaz gen kaynagi olarak {iretilen rekombinant mannanaz
enzim geni CsMan5A Ky, degerleri LBG substrat1 i¢in 3.1 mg mL ™" olarak belirlenmis
Ve Vinax degerinin 5974.3 pmol dak ' mg ™' olarak ol¢iilmiistiir (Katrolia et al. 2012).
Klebsiella oxytoca KUB-CW2-3 susundan klonlamis mannanaz enziminin Michaelis-
Menten sabitleri (Km), maksimum hizit (Viax) degerleri; LBG substrati igin sirasiyla
1.038mg/mL, 6.149 pUml'dak™' olarak bulunmustur (Chantorn et al. 2013).
Penicillium oxalicum fungusundan klonlanan endo-1,4-B-mannanaz enziminin, Locust
bean gum, konjak mannan ve guar sakizi substralari kullanilarak belirlenmis K,
degerleri ise sirasiyla LBG sustrati igin; 7.6 mg mL ", Vinax degerleri 1425.5 umol
dak' mg™', olarak 6l¢iilmiistir (Liao et al. 2014). Nadaroglu ve grubu (2015)
tarafindan Lactobacillus plantarum (M24) susundan saflastirilan endo-1,4-f-
mannanaz enziminin Vmax degerleri 78.74 mannan dak’ ve Ky, degeri locust bean gum
substrat1 i¢in 0.592 mM olarak belirlenmistir. Termofilik Neosartorya fischeri P1

fungusundan elde edilen yeni B-mannanaz eniziminin man5P1 LBG substrati
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kullanilarak kinetik parametreleri olan Kp, ve Vmax degerleri sirasiyla 0.83+0.2 mg/mL
ve 1937.2428.7 mol/dak/mg olarak bulunmustur (Yang et al. 2015).

Serbest ve immobilize B-mannanaz enziminin metal iyonlarina kars1 dayanikliligini
belirlemek amaciyla CuCl,, HgCl,, FeCl,, MgCl,, ZnCl, CaCl,, MnCl,, CdCl, ve
CoCl, gibi baz1 metal iyonlarinin hem serbest hemde immobilize enzim aktiviteleri
tizerine etkileri aragtirllmistir. 1 mM ve 5 mM konsantrasyonda etkisi denenen metal
iyonlarinin inhibitor/aktivator sonuglart dlgiilmiistiir. Serbest mannanaz enzimini 5
mM konsantrasyonda Mg iyonunun yaklasik %10 oraninda enzim aktivitesini inhibe
ederken Zn”* iyonunun 1 mM ve 5mM konsantrasyonda serbest ve immobilize enzimi
yaklasik %10 civarinda inhibe ettigi belirlenmistir. Immobilize mannanaz enzimininin
ayrica Ca®* ve Mg?* iyonlarinin bulundugu ortamda inhibe oldugu gdzlemlenmistir.
Genel olarak kullanilan diger metal iyonlarmin hem serbest hemde immobilize
mannanaz enzim aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir. Cu2+, Fez+, Zn** ve ng+ metal
iyonlarinin immobilize mannanaz enziminin aktivitesini arttirdig1 6zellikle 1 mM ve 5
mM konsantrasyonlarinda Zn®*iyonunun serbest ve immobilize enzim igin sirasiyla

%363.3 ve %430.0 oraninda enzimi aktive ettigi belirlenmistir.

Enzimin neredeyse tiim metal iyonlar tarafindan aktive olmasi enzimin endiistriyel
amacli olarak kullanimi i¢in uygun olacagim disiindiirtmektedir. Tarafimizdan
onceden mantar kaynaklarindan elde edilen mannanaz enzimlerininde metal
iyonlarmin aktive ettigi belirlenmistir ve bu bulgular bizim g¢alismamizi destekler
niteliktedir (Onem ve Nadaroglu 2014). Nadaroglu et al. (2015) Lactobacillus
plantarum (M24) susundan izole ettikleri B-mannanaz enziminin ¢esitli metal iyonlar
ve kimyasal reaktifler etkisini 6lgmek icin kullandiklar Fez+, Ca2+, C02+, Ni2+, Mn2+,
Cu* ve Zn*" metal iyonlarinin 1mM ve 5 Mm konsatrasyonlarinda enzim iyon
aktivitesinin ¢aligilmig tiim metal iyonlarinda goriildiigii 6zellikle Co?* ve Zn?* metal
iyon aktivitelerinin 5 mM konsatrasyonlarinda enzim aktivitesinin maksimum %254.1
ve%286.3 oranlarina ulastigi sunulmustur ve yapilmis olan ¢alismada sunulan veriler

bizim ¢alismamizda ulastigimiz verilerle ayn1 dogrultudadir.

Zahura et al. (2010) Mannan karbohidrat polimerini parcalayan B-1,4-mannanaz
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AkMan enziminin metal iyon aktivitesinin 6l¢iimii sonucu bizim ¢alismamizin aksine
Fe* iyonunda enzim aktivitesinin tamamen durdugu, Ca®, Mg** ve Ag" iyonlarinda
aktivitenin %.80-50 oraninda azaltizi, Co®*, Cu*?, Mn*?, DTT ve 2-merkaptoetanol
ortaminda ise enzim aktivitesinin %50 oraninda artig1 bildirilmistir. Shi et al. (2011)
Streptomyces sp. S27 fungusundan izole edilmis B-mannosidaz geni olan, man2S27
enzim aktivitesi lizerindeki ¢esitli metal iyonlar1 ve kimyasal reaktifler etkisini 6lgmek
icin 1 mM Mcllvaine tamponu (pH 7.0) iceren 5 mM konsantrasyonlarinda
hazirlanmis farkli iyonlarinin etkilerinin 6l¢lilmesi sonucu yine ¢aligmamizin aksi
dogrultusunda EDTA, Ca®* ve Mg?* iyonlarinin enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisinin bulunmadig, Cr** ve SDS’li ortamda enzim aktivitesinin yiiksek oranda

inhibe oldugu ve Ag* ve Hg*" enzim aktivitesinin tamamiyla durdugu gézlenmistir.

Mevsim meyvelerinden elma, portakal, nar, ¢ilek, kivi gibi baz1 meyveler pulp haline
getirilerek hem immobilize enzim homojenati hemde saf enzim eklenerek bunlara
karsi saf su eklenmis kor numuneleri hazirlanmis ve 4 saat boyundca enzimin
optimum pH ve optimum sicaklik ortaminda c¢alkalamali inkiibatorde bekletilerek
durultma islemini gerceklestirdigimiz calisma sonucu portakal, nar, cilek, kivi,
kusburnu ve elma suyu hacminin serbest ve immobilize mananaz enziminin meyve
pulplarii hidrolizlemesi ile kontrol karsilastirildiginda meyve sularinin verimlerinde
artis oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, 6zellikle kusburnu iiretimi
tizerinde serbest ve immobilize mananaz enziminin sirasiyla %146,2 ve %223,1

oraninda verimi artirdig1 tespit edilmistir.

Mannanaz enzimi kullanilarak meyve sularini durultma islemlerinde kullanimina dair
birkag literatiir bulunmaktadir. Calismamizda meyveler pulp haline getirilerek kontrole
gore katt madde oraniin kuru agirligi %36.0 oraninda azaltilmistir. Bunun bir sonucu
olarak, meyve suyu iiretim verimi arttirilmistir. Nadaroglu vd (2015) tarafindan
yapilmis olan c¢alismada bizim calismamizla ayni dogrultuda mannanaz enzimi
uygulanmis meyve sularinda kontrollerine goére meyve igeriklerindeki mannan
oranlarmin azalmasindan dolayr meyve sularinda verimin arttirdigi, Adigiizel vd
(2015) tarafindan yapilmis farkli bir ¢aligmada ise Bacillus pumilus (M27) susundan

izole edilmis mannanaz enziminin elma suyunu %154 oraninda berraklastirdigi
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belirlenmistir. Baska bir ¢alismada ise; Lactobacillus plantarum (M24) bakterisinden
saflastirilmis B-mannanaz enziminin meyve sularini durultma ve saflastirma prosesi
calismasinda ozellikle seftali suyunu %223.1 durulttugu belirlenmistir (Nadaroglu vd
2014). Weissella viridescens (LB 37) saflastirilmis endo-beta-1,4 mannanaz enziminin
mevsim meyvelerini durultma isleminde kullanilabilirliginin incelendigi ¢alismada
Adiguzel vd (2015) elde edilen sonuglar ¢alismamiz: destekler niteliktedir.

Sonug olarak; meyve suyu liretiminde yiliksek vizkoziteye ve bulanikliga sahip olan
olgun meyve materyallerinden meyve suyu eldesinde mannanaz enzimi kullanilarak
berraklastirma prosesleri maliyeti olduk¢a diisirmektedir. Meyve suyu eldesi
mannanaz enziminin kullanimi1 ile ortamin hem viskozitesi azalmakta hemde
mannanlar hidroliz oldugu icin yap1 igerisinde tutulan suyun salinimi saglanmis ve
meyve suyunun miktarinin artmasi saglanmis olmaktadir. En biiylik etkiyi kusburnu
suyu elde etmede gostermis oldugu belirlenmis ve igerisinde bulundugumuz Dogu
Anadolu Boélgesinde fazla miktarda kusburnu dogal ortamda yetismekte olmasi elde
ettigimiz ebiske mannanaz enzimi kullanilarak kusburnu suyu liretiminde rahatlikla

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica ucuz ve kolayca {iretimi saglanabilinen Ebiske (Clitocybe geotropa)
mantarlarindan yeni ve biyogiivenli olarak izole edilen B-mannanaz enziminin
karakterizasyonunun belirlenmesi ve magnetik kitosan molekiillerine immobilizasyonu
sonucu yiiksek oranda katalitik aktivitesini korumasi, metal iyonlarina kars1 direncli
olmasi, yiiksek sicaklikta ve farkli pH’larda enzim stabilitesini korumasi
nedenlerinden dolay1 6zellikle meyve sularinda verim artirma ve durultma islemleri
olmak iizere gida, yem ve giibre endiistrilerinde daha uzun siire ve dayanikli olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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