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Pektinazlar, bitkisel hiicrelerde bulunan ve bitki dokularinin biitiinliigliniin korunmasinda
sorumlu olan pektinlerin hidrolizini katalizleyen heterojen bir enzim ailesidir. Pektinazlar,
meyve sularinin berraklagitirlmasi, yag ekstraksiyonu iyilestirilmesi ve tekstil endiistrisi gibi
bircok proseste siklikla kullanilmaktadir. Pektinazlar, Bacillus sp, Aspergillus indicus,
Aspergillus iluvus, Aspergillus niveus, Pencilium sp., Penicilium chrysogenum, Aspergillus
sojae, Byssochlamys fulva, Neurosporacrssa, Fusairum Oxysporum, Bacillus subtilis gibi
bircok mikroorganizmadan saflagtirilmistir. Bu ¢alismada ise Aspergillus niger’den pektin
liyaz enzimi saflagtirillmistir. Saflagtirma islemi ilk olarak amonyum siilfat ¢Gktiirmesi
kullanilarak daha sonra ise hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Enzim amonyum siilfat ¢oktiirmesi kullanilarak 6,05 kat, hidrofobik
etkilesim kromatografisi kullanilarak ise 11,75 kat saflastirma elde edilmistir. Enzimim
optimum pektin miktarinin belirlenmesi i¢in 0,9, 1,2, 1,5,1,9 gram pektin igeriklerine sahip
farkli s1v1 besiyerleri hazirlanmis ve bu inceleme sonucundan optimum pektin miktarinin 1.2
gram pektin’de oldugu tespit edilmistir. Optimum pektin miktar: belirlendikten sonra her 24
saat’te bir aktivite tayinleri yapildi ve 72 saat siire sonunda maksimum aktivite gézlemlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Pektin liyaz, Aspergillus niger, Saflastirma, Hidrofobik
etkilesim kromatografisi.
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ABSTRACT

PURIFICATION OF PECTINASE ENZYME BY HYDROPHOBIC
INTERACTION CHROMATOGRAPHY
MSC THESIS
TUNAHAN FERHAT HASDAGLI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF.DR. OKTAY ARSLAN)
(CO-SUPERVISOR: UZM.DR. ADEM ERGUN)
BALIKESIR, SEPTEMBER- 2020

Pectinases are a heterogeneous family of enzymes that catalyze the hydrolysis of pectins
which are found in plant cells and responsible for maintaining the integrity of plant tissues.
Pectinases are frequently used in many processes such as clarifying fruit juices, improving
oil extraction and textile industry. Pectinases are purified from many microbial sources such
as Bacillus sp, Aspergillus indicus, Aspergillus iluvus, Aspergillus niveus, Pencilium sp.,
Penicilium chrysogenum, Aspergillus sojae, Byssochlamys fulva, Neurosporacrssa,
Fusairum Oxysporum, Bacillus subtilis. In this study, pectin lyase enzyme was purified from
Aspergillus niger. The purification process was first carried out by ammonium sulfate
precipitation and then following by hydrophobic intertaction chromatography. 6,05-fold
purification was obtained using ammonium sulfate precipitation and 11,75-fold purification
using hydrophobic interaction chromatography. In order to determine the enzyme optimum
pectin amount, different liquid media with pectin contents of 0,9, 1,2, 1,5, 1,9 grams were
prepared and it was determined that the optimum pectin amount was in 1,2 gram from this
examination. After determining the optimum amount of pectin, activity was determined
every 24 hours and maximum activity was observed at the end of 72 hours.

KEY WORDS: Pectin lyase, Aspergillus niger, purification, hydrophobic interaction
chromatography.

Science Code / Codes : 20104 Page Number : 48
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik katalizor olarak rol oynayan proteinlerdir. Enzimlerin iizerinde etkili
olduklar1 molekiillere substrat denilmektedir [1,2,3]. Bu molekiiller, enzimlerin spesifik
etkisi sonucu tiriinler olarak bilinen farkli bilesiklere doniistiiriirler. Hiicredeki neredeyse
tlim metabolik siirecler, yasami siirdiirecek kadar hizli oranlarda ger¢eklesmek i¢in enzim
katalizine ihtiya¢ duyar. Enzimlerin, 5000’den fazla biyokimyasal reaksiyon tiplerini
katalize ettigi bilinmektedir. Diger biyokatalizorler olan ribozimler, spesifik katalitik RNA
molekiilleridir. Enzimlerin spesifikligi, harikulade tasarlanmais ti¢ boyutlu yapilarinin sonucu
oldugu bilinmektedir [2,3,4]. Tuim katalizérler gibi, enzimlerde aktivasyon enerjisini
diistirerek reaksiyon hizin1 arttinirlar. Bazi enzimler, substratin {iriine doniistimiinii
milyonlarca kez daha hizli gergeklestirirler. Ornek olarak; orotidin 5°- fosfat dekarboksilaz
verilebilir [5,6,7]. Normalde milyonlarca yil siirebilecek bir reaksiyon enzim sayesinde
saniyeler i¢inde gergeklesme imkanina sahiptir. Kimyasal olarak, enzimler herhangi bir
katalizor gibidir ve kimyasal reaksiyonlarda tiiketilmezler ve bir reaksiyon dengesini

degistirmezler [5,8,9].

1.1 Endiistride Kullanim i¢in Enzimler

Endiistriyel enzimler; farmasotikler, kimyasal iiretim, biyo-yakitlar, yiyecek ve igecek gibi
cesitli endiistrilerde ticari olarak kullanilan biyokatalizérlerdir [5,6]. Son yillarda kaydedilen
ilerlemeler nedeniyle, izole edilen enzimler yardimiyla biyokataliz, ¢ogu reaksiyonun olmasi
gerekenden daha hizli ger¢eklesmesine ve ekonomik olmasindan dolayi tercih edilmektedir.
Enzimler tekstil, gida, atik su aritma, ilag sektorii gibi ¢esitli uygulama alanlarina sahip

biyomolekiillerdir [10,11].

Enzimler, arzu edilen bir iiriinii {iretmek i¢in bir islem i¢inde kullanilabilir. Enzimler ile
endiistriyel biyokataliz, 1limli kosullarda ¢alisma kabiliyetleri nedeniyle hizla ilgi odag
olmustur. Izole enzimler genel olarak hidrolitik ve izomerizasyon reaksiyonlarinda
kullanilir. Enzimlerin endiistride kullanilmasindaki avantajlar1 asagidaki sekilde 6zetlemek

miimkiindiir [8,9,10].



o Kontrol edilebilirlik

Enzimleri herhangi bir endiistride kullanmanin en iyi yan, bizlere siireg igerisinde verdikleri
kontrol derecesidir, ¢iinkii aktiviteleri ve verimlilikleri optimum kosullara baglidir. Boylece
kontrol edilebilir bir dis atmosfer olusturarak enzimlerin aktiviteleri kolayca diizenlenebilir.
° Reaksiyon hizi

Enzimler kimyasal aktivitesi ile herhangi bir reaksiyonun aktivasyon enerjisini azaltir ve bu
da islemin daha hizli baslatiimasina neden olur. Uriin ve siireglerin giinler hatta haftalar
alabilecegi tekstil ve tip gibi endiistriler, bu enzimleri tiretim zamanlamalarin1 hizlandirmak
icin kullanirlar.

° Daha uygun kosullarda ¢calisma

Enzimler, 6nceden tanimlanmis bir pH’a ve optimum sicakliga sahiptir. Belirli bir enzim
icin bu kosullar1 olugturarak, bunlarin istenilen olgiide verimli ¢alismasi saglanabilir.

o Kirletici maddeler i¢in iyi bir alternatif

Giiniimiiz diinyasinda atilan her adimin gevre i¢in 6nemini biliyoruz. Her insan kendi
{izerlerine diiseni yapmali ve tekstil gibi endiistriler i¢in enzimler kullandiginda ¢evreyi
kirleten tonlarca tehlikeli kimysallar1 uzaklastirilmaktadir. Enzimlerin birgok endiistride
kullanimi, kanserojen maddelerin bile tiiketimini azaltmistir. Bu durum, enzimi enddistriyel

ortamimizin daha da 6nemli bir pargasi haline getirir.

° Spesifiklik

Enzimler esas olarak diger bilesenlerle siiper spesifik reaksiyonlar1 nedeniyle endiistride
kullanilir. Yiiksek derecede ozgiilliige sahip oldugundan, bir enzim sadece istedigimiz
sekilde tepki verir. Sadece varsayilan reaksiyonlar: katalize eder ve siirecteki diger

elementlerle reaksiyona girmez.

° Geri doniisiimlii

Enzimler biyolojik olarak pargalanabilirler ve dogay: kirletmezler. Enzimlerin giinliik
hayatta kullanilma olgusu ¢ok eski yillara dayanmaktadir. Farkinda olmadan insanlar,
ekmek, peynir gibi birgok islem igin enzimleri kullanmuslardir. Giiniimiizde enzimlerin
birgok endiistriyel alanda kullanilmasi ¢ok ilging bir konu haline gelmistir [11,12]. Bugiin
diinyada milyar dolarlar ile ifade edilen biiyiik bir enzim pazar1 olusmustur.

Pektinazlar, endiistride kullanim alam bulmus en yaygin enzimlerden birisidir. Enzimlerin

diinya genelinde kullanilmasindan dolay1 bu enzimler i¢in harcanan para milyarlarca dolar



degerinde ve her gegen yil bu pazar pay1 artmaya devam etmektedir [12,13,14]. Bu evrensel
enzimlerin arasinda pektinaz enzimi 6zellikle gida endiistrisinde ¢ok 6nemli bir konuma
sahiptir. Pektinazlar, pektinin yapisinda bulunan o-1,4 glikozit baglarla baglanmis

poligalakturonik asit birimlerini pargalarlar [15,16].

Pektin meyve suyu ekstraksiyonu sirasinda bulanikliga ve verimin diismesine neden olur.
Tekstil endiistrisinde ise hidrofobikliginden dolayr boyama isleminde sorun olusturur
[10,15]. Genel olarak pektinin uzaklastirilmasi zor bir islemdir ve endiistriyel islemlerde
kimyasal maddeler ve yiiksek sicaklik gerektirir. Yapilan arastirmalara gore pektin liyaz’in
kaynaklar1 arasinda literatiirde bakteriyel kaynaklarin yani sira mikrobiyel kaynaklarida

bulunmaktadir [16,17].

Enzimlerin miktarlarinin canli dokularda az bulunmasi, saflastirilmasi zor ve kullanilan
kromatografi kolonlarinin maliyetli olmasi, enzimlerin yiiksek maliyetli olmasina neden
olmaktadir. Ozellikle tiim enzimlerde oldugu gibi pektinaz enzimleri de biiyiik paralar
Odenerek yurt disindan temin edilmektedir. Arastirmamizin en temel gayesi, tarafimizca
dizayn edilecek yeni bir kolon ile daha ucuza ve tamamen yerli bir enzim tiretip yukarida

belirtilen endiistriyel alanlardaki sanayicilerin hizmetine sunmaktir.

1.2 Pektinler

Dogada pektin temelli maddeler a-1,4 glikozit bag: ile baglanmis kompleks polisakkarit
karisimlaridir [11,17]. Pektik maddeler, orta lamella ve yiiksek bitkilerin birincil hiicre
duvarlarinda bulunur ve bitki dokusuna saglamlik kazandirir [11,18]. Pektik maddeler,
bitkilerde bulunan yiiksek molekiiler agirligina sahip, negatif yiikli, asidik, kompleks
polisakkaritlerdir. Bu maddeler kalsiyum pektat ve magnezyum pektat formundaki hiicreler

arasindaki orta lamellerin ana bilesenleri olarak bulunurlar [18,19].

Pektin ve diger birgok pektin yapisina sahip pektik maddeler bitki dokularinda ¢ok 6nemli
bir rol oynamaktadir [20,21,22]. Sekil 1,1°de pektinin basit yapisi gosterilmistir.
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Sekil 1.1: Pektinin basit yapisi [20,21,22].

1.2.1 Pektik Maddeler

Pektik maddeler orta lamella ve yiiksek bitkilerin birincil hiicre duvarlarinda bulunur ve bitki
dokusuna yapi ve saglamlik kazandirir [23,24,25]. Pektik maddeleri protopektin, pektik asit

pektinik asit ve pektin olarak siniflandirmak miimkiindiir.

Orta lamel ‘ . ey Pektin

W

Birincil
Hicre
Duvan

Plasma
membran

HemaiselGloz

Sekil 1.2: Bitki hiicre duvari [23,24,25].

1.2.2 Protopektin

Protopektin temel bir pektik maddedir ve sinirli bir miktarda pektin veya pektinik asit’e
parcalanir. Protopektin bazen bitki dokularinda bulunan ve ¢oziiniir pektik maddelerin

tiretildigi, suda ¢6ziinmeyen pektik maddeleri tarif etmek i¢in kullanilan temel bir terimdir

[25,26,27].



1.2.3 Pektik asitler
Pektik asitler, koloidal poligalakturonik asitten olusan pektik maddelere uygulanan isimdir.

Bu molekiiller esasen metil ester gruplarindan bagimsizdir. Pektik asidin normal veya asit

tuzlarina pektat adi verilir [28,29].

1.2.4 Pektinik asitler

Pektinik asitler, ¢esitli miktarlarda metil ester gruplart igeren kolloidal poligalakturonik

asitlerdir [30].

1.2.5 Pektin

Pektin a-1,4 galakturonat zincirleriyle bagh ve yiiksek oranda metil esterlestirmeye sahip
heteropolisakkarit molekiiliidiir. Stabilitesi ve biitiinliigii ile bilinen pektin bitkilerinin
birincil hiicre duvarinda ve orta tabakalarinda bulunur [30,31,32]. Hemen hemen biitiin bitki
dokularinda pektik maddeler ¢6ziinmiis halde bulunur. Pektin bitkisel kaynakli bir stabilizor
olup, her meyve ve sebzede farkli nitelik ve miktarda bulunabilir. Pektin 17 farkli
monosakkarit’ten olusur. Pektinin temel yapis1i dort ana polisakkaritten olusur,
Homogalakturonan, Ramnogalakturonan-I, Ramnogalakturonan-II ve ksilogalakturonan

[30,31,32].

Ramnogalakturonan II Homogalakturonan Ksilogalakturonan Ramnogalakturonan I

am{mpq)ﬁa{@o?g‘%?% >

L-Arabinoz °
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Sekil 1.3: Pektinin yapisindaki dort ana polisakkarit [35].



1.2.6 Homogalakturonan (HG)

Pektinin yapisinda bulunan en bol pektik polisakkarittir. Esterlenmis C-6 metil ve C-2 veya
C-3 asetile D-galakturonik asidin dogrusal bir zinciridir. D birimleri a-1,4 glikozidik bag ile

birbirine baglidir ve pektinin piiriizsiiz bélgesini olusturur [32].

1.2.7 Ramnogalakturonan-I (RG I)

Ramnogalakturonan, bitkilerin birincil duvarinin karmasik, heterojen ve dalli bilesenleridir

[32,33,34].

1.2.8 Ramnogalakturonan-II (RG-II)

RG-II, HG ve RG-I ile karsilastirildiginda olduk¢a korunmus bir yapiya sahiptir. Dort farkli
yan zincire sahip a-1,4 baglantih homogalakturonan omurgasindan olusan karmasik bir
polisakkarittir [33,34]. Bitki hiicre duvarinda, bir borat diester ile ¢apraz baglanmis bir dimer
olarak bulunur. Bitkiler i¢in 6nemli olmasina ragmen pektin, meyve suyu, tekstil endiistrisi
ve kagit endiistrisi i¢in sorun olusturur. Pektinler dogada yaygin bir sekilde farkli oranlarda
bulunmaktadir. Bazi taze meyve ve kurumus bitki par¢alarinin pektin i¢erikleri Tablo 1.1°de

sunulmustur.

Tablo 1.1: Bazi taze meyve ve kurumus bitki pargalarinin pektin igerikleri (%).

Kaynak Taze Meyve Kurumus Meyve
Elma 05-16 | e
Kayisi 0.7-1.3 | eeemeeee-
Muz 0.7-1.2 | e
Kus tiztimii 09-1.5 | e
Guava 0.7-1.5 | e




Tablo 1.1: (Devam).

Uziim (1325 1 S ——
Limon kabugu | = ---—---- 35.5
Limon hamuru | = ------- 32.0

Ananas | @ a--e--- 20.0
Bezelye 0306 | 0 e

Seftali 0312 = | 0 e

Patates | = - 2.5

Cilek 06-0.7 | e

Seker pancar1 | 000 o------- 20-30
Domates 02-05 | emeeeee-

1.3 Pektinaz Enzimleri

Pektinler meyve suyundan bulaniklik ve acilik problemi, tekstil endiistrisi igin ise kompozit
boyama islemlerinde sorun olusturmasidir. Bu nedenle pektinaz, pektinlerin yukarida
bahsedildigi yan etkilerinden kurtulmak igin en 6nemli ¢dztim yoludur. Pektinaz, pektin
liyaz, pektin metilesteraz ve poligalakturonaz gibi bir grup enzim i¢in kullanilan genel bir

terimdir [35,36,37].

Bitkilerde pektinaz, hiicre uzamasi, biiylimesi ve meyve olgunlasmasinda énemli rol
oynarken, mikrobiyel pektinaz bitki tortularinin ayristirilmasiyla besinlerin = geri

doniisiimiinde 6nemlidir [38,39,40].



Mikrobiyel olarak iiretilen pektinaz, ucuz iiretim, genom manipiilasyon kolaylig1, daha hizh
{iriin geri kazanimi ve zararhh maddelerden arindirilmis olmasi nedeniyle bitki ve hayvan
kaynakli pektinazlara gore daha uygun goriinmektedir. Pektinaz tretimi, enzim
preparatlarinin  genel imalatinin yaklagik %10°dur. Mikrobiyel pektinaz, kiiresel gida

enzimleri satiglarinin yaklasik %25°ini olusturur [41,42].

Pektinazlar, pektinin yikilmasinda gorev alan enzimler grubudur. Pektinaz enzimleri,
substrat spesifikligi ve etki tarzlarina gore 2 sekilde siniflandirmak miimkiindiir. Bunlar;
esterleri pargalayan enzimler (pektin esteraz) ve de-polimerize enzimlerdir. Ayrica bu

siiflandirma liyazlar ve hidrolazlar seklinde yapilmistir [43,44,45].

Bunlar arasinda pektin liyaz, B-eliminasyon ile yiiksek esterlesmis oranina sahip pektini

pargalar. Pektin liyaz’in elde edilmesinde bir¢ok fungi kullanilabilir.

1.3.1 Pektin Esterazlar

Pektin metil hidrolaz olarak da bilinen pektin esteraz, pektin olusturan pektik metoksil
grubunun esterlesmesine katalize eder. Enzim tercihen esterlesmemis bir galakturonat

biriminin yaninda, galakturonat biriminin bir metil ester grubu {izerinde etki eder [46].

1.3.2 Depolimerize Edici Enzimler

Depolimerazlar pektik maddelerin D-galakturonik asit gruplarindaki a-1.4 glikozit baglarini

hidrolitik olarak pargalanmasini katalizler [47].

1.3.3 Polimetil Galakturonazlar

Polimetil galakturonazlar da yine a-1,4 glikozit bag: ile baglanmis poligalakturonik asit
birimlerini pargalar. Bu par¢alama islemi endo-PMG ve ekzo-PMG olmak iizere 2 sekilde
gerceklesebilir [48]. Endo-PMG, o-1,4 glikozit bagi ile baglanmis pektin yapisim rastgele
bir ugtan pargalar. Ekzo-PMG ise a-1,4 glikozit bag: ile baglanmis pektin yapisini ise

indirgen olmayan bir ug olan pektinin son zincirinden pargalar [49].



1.3.4 Poligalakturonazlar

Poligalakturonazlar pektinin yapisindaki poligalakturonik asit birimlerini pargalar.
Poligalakturonazlar da 2 gesittir. Endo-PG ve Ekzo-PG olarak 2’ye ayrilir. Endo-PG yine ayni
sekilde pektin lizerinde rastgele olarak etki eder [50,51]. Ekzo-PG ise pektik asit iizerindeki
a-1,4 glikozit baglarini sirali bir sekilde hidrolizini katalize eder [51,52].

1.3.5 Pektin Liyaz

Pektin liyazlar, a-1,4 glikozit baglarin1 elimine ederek olusan iirtiniin indirgeyici olmayan
ucundan etki ederek pektini a-4,5 doymamis oligosakkaritler’e pargalar. Bu eliminasyon
islemi susuz ortamda gergeklesir. S6z konusu enzim pektinin yapisindaki metil esterli
kisimlardan etki ettigi icin metil esterli bir pektine ihtiya¢ duyar. Pektin liyaz, ayrica ¢ogu
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium’un mikrobiyel cinsi tarafindan iiretilen, indiiklenebilir

enzimlerden biridir [52,53,54].
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Sekil 1.4: Pektin liyaz mekanizmasi [54].

1.3.6 Protopektinazlar

Bu enzim, yiiksek oranda polimerlesmis ¢6ziiniir pektin olusturan protopektini ¢oziindiirtir.
S6z konusu pektinazlar, uygulama alanlarina gére asidik pektinazlar ve alkalin pektinazlar

olarak siniflandirilabilir [55,56,57].
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Sekil 1.5: Pektinazlarin etki sekli [58,59,60,61].

1.4 Pektinazlarin Ticari Uygulamalan

1.4.1 Alkalin Pektinazlar

Alkalin pektinazlar, esas olarak lifli {irlinlerin reginelerinin giderilmesi ve geri ¢ekilmesinde,
meyve suyu endiistrisinden gelen pektik atik suyun 6n aritiminda, kagit ve kagit hamuru
tiretiminde, yag ekstraksiyonunda ve kahve ¢ay1 fermantasyonunda kullanilir [62,63]. Pektik
enzimleri ahsabin korunmasinda da 6énemli rol oynar. Bunun gibi asidik ve alkalin
pektinazlarin gesitli uygulamalar1 g6z oniine alindiginda, s6z konusu enzimler biyoteknoloji
endiistrisinin omurgasini olusturur. Bu konuda devam eden ¢esitli arastirmalarin, bu son

derece 6nemli enzimlerin uygulanmasini daha da yaygin hale getirecegi diisiiniilmektedir.

S6z konusu pektik maddeleri hidrolize eden enzimler yaygin olarak pektinazlar olarak bilinir
ve bunlarin etki bi¢imlerine bagli olarak poligalakturonazlar, pektin esterazlar, pektin
liyazlar ve pektat liyazlar seklinde simiflandirilir. Mikrobiyel pektinazlar kullanildiklar:

endustrilerde muazzam bir potansiyele sahiptirler [64,65].
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Asidolifik pektinazlar, meyve sular1 ve sarabin ekstraksiyonu ve aritilmasinda kapsamli
uygulamalara sahiptir. Asidik pektinazlarin aksine, alkalin pektinazlarin kullanimu ile ilgili
calismalar, son derece sinirlidir. Bu nedenle bu enzimlerin uygulamalar1 hakkinda sadece
birka¢ ¢aligmaya rastlamak miimkiindiir [66,67]. Alkali pektinazlar, pektin igeren iiriiniin
islenmesi sonucu atik suyun 6n aritimi, Keten gibi bitki liflerinin islenmesi ve reginelerinin
giderilmesi i¢in kullanilmaktadir [68,69]. Bitki lifleri gelismekte olan iilkelerde halat, ¢anta
ve ag yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Alkalin pektik enzimin, g¢evre dostu
endiistriyel uygulamalarinin teknolojik yenilikleri ve faydalar1 hakkinda detayl literatiir
bilgilere rastlamak miimkiindiir [69]. Yillar boyunca alkalin pektinazlar, tekstil ve bitki lifi
isleme, kahve ve ¢ay fermantasyonu, yag ¢ikarma ve pektinli malzeme igeren endiistriyel

atik sularin aritilmasi gibi gesitli geleneksel endiistriyel islemlerde kullanilmstir [70].

1.4.2 Meyve Suyunun Berraklastiriimasi

S6z konusu enzimler, ham iiriin ile etkilesmesi sonucu meyve de bulunan pektinin yapisal
biitiinliigii bozulur. Bunun sonucu viskozite azalir ve meyve suyu kolayca islenebilir hale
gelir. Bu nedenle pektinazlar, meyve hamurlarinin ¢oziindiiriilmesinde ve aritilmasinda

6nemli rol oynamaktadir [71].
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Sekil 1.6: Pektinazlarin meyve suyu endiistrisinde kullanimi [71,72].
1.4.3 Pektinazlarin Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

Tekstil endiistrisinde enzimlerin kullanimi hem ¢evresel hem de iiriin kalitesi yontinden
biiyiik fayda saglamistir. Ipligin kumasa dokunmasindan énce, ¢6zgii iplikleri dokuma
sirasinda ipligi yaglamak ve asinmaya karsi korumak i¢in hasillama siirecinden geger.
Tarihsel olarak, pamuklu kumaslar i¢in kullanilan ana hasil maddesi, mikkemmel film
olusturma Kkapasitesi, kullamlabilirligi ve gergekligi diisik dokiim nedeniyle nisasta

olmustur [73].

Kumasin boyanabilmesi i¢in, uygulanan hasil maddesi ve pamukta bulunan dogal seliilozik
olmayan malzemeler uzaklastirilmalidir. Amilaz enzimlerinin kesfinden 6nce, nigasta bazl
hasillanmanin giderilmesinin tek yolu, yiiksek sicaklikta dokiim soda ile uzun siireli
inkiibasyonu yolu ile gergeklestirilmekteydi. Kimyasal islem nisastanin ¢ikarilmasinda tam
olarak etkili degildi ve ayn1 zamanda pamuk lifinin bozulmasina yol agarak pamugun dogal
yumusak hissinin dagilmasina neden olmaktaydi [73]. Hasil maddeleri uzaklastirmak i¢in
amilazlar, lipazlar, seliilazlar ve diger hemiseliilolitik enzimlerle birlikte pektinaz gibi enzim

kullanimi, kimyasal endiistride sert kimyasallarin kullanimini azaltmis ve boylece kimyasal
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atiklarin ¢evreye daha az zarar vermesinin yam sira ¢aliganlar igin giivenlik hem de Kaliteli

tirlin elde edilmesini saglamistir [74].

1.4.4 Kahve ve Cay fermantasyonu

Pektinazlar ayn1 zamanda ¢ay fermantasyonunu hizlandirir ve ayrica pektinleri pargalayarak,
cay tozlarmin kopik olusturma ozelligini yok eder. Pektinolitik mikroorganizmalar,
kahvenin fermantasyonunda, miisli tabakay1 kahve ¢ekirdeklerinden ¢ikarmak igin
kullanilir. Miisli tabakasi ise kahvenin dis tabakasi asildiktan sonraki tabakaya verilen addir.
Bu tabaka kahve tohumlarina yapigkan ve sekerli bir madde ile gevreler. Pektik maddelerden

olusan miisli tabakasini ¢ikarmak i¢in bazen pektinazlar eklenir [74].

1.4.5 Kagit ve Kagit hamuru endiistrisi

Biyoteknolojinin ilerlemesi, kagit ve kagit hamuru endiistrilerinin biyo-agartma ve kagit
yapimi i¢in mikroorganizmalarin ve enzimlerinin kullanimina olan giivenin artmasiyla,
ksilanazlar ve ligninazlar disindaki mannanaz, pektinazlar ve o-galaktosidaz gibi enzimlerin

kullanimi artmaktadir [75].

Kagit yapimi sirasinda pektinaz, galakturonik asit polimerlerini depolimerize edebilir ve
daha sonra pektin ¢ozeltilerinin katyonik agartmadan gelen siiziintiiyii azaltabilmektedir.
Streptomyces sp.’ den alkalin pektinaz elde edildiginde genel bir agartma takviye edici
okaliptiis tiirinden elde edilen okaliptiis hamuru elde edilebilir. Biyo-agartma i¢in ayni

organizmadan gelen ksilanaz ile kombinasyon halinde kullanilir [75].

1.4.6 Tavuk Yemi

Hayvan ve kiimes hayvani yemlerinde c¢esitli enzimlerin kullanimina yonelik yogun
arastirmalar 1980’lerin baginda baslamistir. I1k ticari basar1 arpa temelli yem diyetlerine B-
glukanaz eklenmesi olmustur. Daha sonra enzimler, bugday temelli diyetlerde de test
edilmeye baslanmistir. Ksilanaz enzimlerinin bu durumda en etkili oldugu bulunmustur.
Yemdeki enzim kullaniminin net etkisi, ayn1 miktarda arpa ile artan hayvan agirhg
kazancidir ve sonugta yem doniisiim orani da artar. Genellikle bir yem enzimi preparati,
glukanazlar, ksilanazlar, proteinazlar, pektinazlar ve amilazlar iceren oldukga zengin bir

karisimdir [73,74].
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Enzim ilavesi, viskoziteyi azaltarak besinlerin emilimini arttirir, par¢alanamayan liflerin
hidrolizi ile veya bu lifler tarafindan bloke edilen besinleri serbest birakir ve boylece digki

miktarini da azaltir [74,75].

1.4.7 Bitki Viriislerinin Saflastirilmasi

Kimyasal ve fiziksel ve diger biyolojik ¢alismalar yiiriitmek i¢in ¢ok saf viriis preparatlari
gereklidir. Bitkileri enfekte eden viriislerin ¢oguna uyarlanabilen ¢ok sayida saflastirma
prosediirii vardir. Bununla birlikte, viriis tipine gore kullanilmak tizere segilebilen birkag
farkli saflastirma sistemi vardir. Viriisiin floem ile sinirli oldugu durumlarda, viriist
dokulardan kurtarmak igin alkalin pektinazlar ve seliilazlar gibi bazi enzimler kullanilabilir

[74,75].

1.4.8 Yag Ekstraksiyonu

Limon yag:1 gibi narenciye yaglar pektinazlarla ekstrakte edilebilir. Ciinkii bu enzimler
narenciye kabugu ekstraklarindan yag toplanmasini engelleyen pektinin pargalanmasini
saglar. Bitki hiicresi duvarini pargalayan enzim preparati, zeytinyagr hazirlanmasinda
kullanilmaya baslanmistir. Enzim, sonraki ayirma prosediirlerinde yagin kolayca

¢ikarilmasini saglayan zeytin 6giitme islemi sirasinda ilave edilir [75].

1.4.9 Pektik Atik Suyun On Aritim

Cevresel olarak, pektik maddeler i¢eren narenciye isleme endistrilerinden gelen suyun
aritilmasi, metan olusumuna yol agan fiziksel susuzlastirma, kimyasal pihtilasma, dogrudan
aktif camur aritimi ve kimyasal hidroliz dahil olmak lizere bir¢ok adimda gergeklestirilir

[75,76].

Bunlar, kimyasallarin kullanimindan kaynaklanan g¢evre kirliligine ek olarak, yiiksek islem
maliyeti ve daha uzun islem siireleri gibi ¢esitli dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle,
alternatif, uygun maliyetli ve ¢evre dostu bir yontem pektik maddeleri atik sudan segici bir

sekilde uzaklastiran mikroorganizmalardan pektinazlarin kullanilmasidir [75,76].

Bitkisel gida isleme endiistrilerinden pektik atik suyunun alkalin pektinaz ve alkalofilik

pektinolitik mikroplarla 6n aritimi, kalict malzemenin uzaklastirilmasini kolaylastirir ve
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aktif ¢amur aritimi ile ayrismaya uygun hale getirir [75,76,77]. Asagida $ekil 1.7° de ise

pektinaz enzimlerin uygulamalarinin genel gosterimi gosterilmistir.
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Sekil 1.7: Pektinazlarin uygulama alanlar1 [75,76].

1.5 Pektinaz ile ilgili Cahsmalarin Ozeti

D.R. Kashyap ve ark. (2000) Bacillus sp.’in pektin liyaz olarak karakterize edilen 6nemli
miktarlarda hiicre dis1 bir pektinaz iirettigini bulmuglardir. Bilytime kosullar1 optimize
ederek Bacillussp.’nin literatiirde bildirilenden daha fazla miktarda pektin liyaz (53 U/ml)
lirettigini tespit etmislerdir. Jel filtrasyonu ve iyon degisim kromatografisi kullanilarak bu
enzimi saflastirarak 106 kDa’lik bir molekiiler kiitleye sahip oldugunu yaptiklar1 islemler
sonrasinda tespit etmislerdir. Saflastirilmig enzimin, 60° C ve pH 8.0’de sicaklikta
maksimum aktivite sergiledigini gdzlemlemislerdir. 100 mM konsantrasyonda CaCl> ve
merkapto etanol’un ortamda bulunmas: saflastirilmis enzimin aktivitesinin 6nemli dlgiide

arttigin1 rapor etmislerdir [52].

Aparna Sharma ve ark. (2001) amonyum siilfat varliginda ter-biitanol ilavesiyle
pektinazlarin Aspergillus Niger ve domatesten saflastirilmas i¢in 3 fazl bolme kullanmiglar
ve Aspergillus Niger’den %76 verimle domatesten ise %183 verimle pektinaz enzimini

saflastirmiglardir. Pektinaz enzimi Aspergillus Niger ve domatesten sirasiyla 10 ve 9 kat
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olarak saflastinlmigtir. Domates’ten elde edilen saflagtirilmis enzime SDS-PAGE yapilmis

ve 46 kDa molekiil agirligina sahip ve tek bant elde etmislerdir [41].

Jayaraman Angayarkanni ve ark. (2002) ¢ay yapraklarinin fermantasyonu i¢in Aspergilus
spp., Aspergillus indicus, Aspergillus jluvus, Aspergillus flavus ve Aspergillus niveus 'tan
izole edilen pektinaz enzimlerini kullanarak ¢alismalar yapmislardir. Hem ham enzim
preparati hem de saflagtillmis pektinaz enzimlerinin ¢ay yapragi fermantasyonunun
lyilestirilmesi tizerindeki etkisi, yiiksek polimerize maddeler, kuru madde igerigi ve ¢ayin
toplam ¢oziiniir kat1 maddeleri agisindan belirlenmistir. Etanol ¢okeltmesinden elde eldilen
ham enzim preparatlarinin, ¢ay yapragi fermantasyonunun arttirilmasinda saflastirilmis
pektinaz enzimlerinden daha etkili oldugu yaptiklari ¢alismalar sonucunda tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 ¢aligsmalar sonucunda ise A.indicus’un saflastirilmis enzim aktivitesi i¢in
optimum pH 6 ve sicakligi 50 °C olarak tespit etmislerdir. Enzim aktivitesinin 37 °C’de 2
giin ve 50 °C’de 60 dakika stabil oldugu bulunmustur. Vmax ve Km degerleri sirasiyla 10.02
[U/mg ve 10 mg/ml olarak hesaplamislardir. Enzimin molekiiler agirligi ise 28.5 kDa olarak
bulunmustur. 4.flavus enziminin optimum pH’1 5 ve sicakligi 50 °C olarak bulunmustur.
Enzim 37 °C’de 3 giin ve 50 °C’de 60 dakika stabil oldugu bulunmustur. Vmax ve Km
degerlerini ise 33.42 IU/mg ve 6,28 mg/ml ve enzimin molekiil agirhg 22 kDa olarak
hesaplanmistir. 4. Niveus pektinaz i¢in optimum pH 6 ve optimum sicaklik 50 °C olarak
bildirilmektedir. Enzim aktivitesinin 37 °C’de 3 giin ve 50 °C’de 60 dakika stabil oldugu
bildirilmistir. Vmax ve Km degerleri ise 12,37 IU/mg ve 9,54 mg/mL ve molekiil agirhgi 23
kDa olarak tespit edilmistir[58].

Patil, N.P., ve ark. (2010) pektinaz treten mikroorganizmalari, se¢ici izolasyon teknigi
kullanarak pektin endiistrisi atiklarindan izole etmislerdir. Bunlar arasinda, potansiyel bir
kiiltir morfolojik olarak Penicillium sp.’in batik fermantasyon islemi altinda 6nemli
miktarda hiicre dis1 pektinaz {irettigini tespit etmislerdir. Uretilen enzim tipini daha sonra
poligalakturonaz olarak rapor etmislerdir. Kismi optimizasyonda Kkiiltiir, 72 saatlik
inkiibasyonda %1.5 pektin igeren pH 6.0’a sahip bir ortamda 35 °C’de maksimum enzim
tiretimi gosterdigi bildirilmistir. Izolat tarafindan {iretilen PG ayrica amonyum siilfat
coktlirme, boyut diglama ve iyon degisim kromatografisi ile saflastirilmistir. Saflastirilmis
enzimin molekiil agirliginin SDS-PAGE ile 35 kDa oldugu belirlenmistir. Optimize edilmis
kosullar altinda saflagtirilmis PG, ham dan neredeyse 12 kat daha yiiksek olan 98,66 U / ml

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Uygun maliyetli pektinaz {iretimi goz Oniine

16



alindigindan, katt hal fermantasyonu kullanilarak  substrat  optimizasyonu

gerceklestirmiglerdir [59].

Banu, A. R., ve ark. (2010) belediye atik topragindan izole ettikleri on kalip pektin igeren
kat1 ortam tizerinde Penicillium chrysogenum yetistirmisler ve pektinaz enzimi iiretimini
aragtirmislardir. Penicilium chrysogenum tarafindan enzim tiretimi, karbon ve azot kaynagi
olarak siikroz ve amonyum persulfat kullanilarak pH 6,5°te ve 35 °C’lik bir sicaklikta yiiksek
oldugunu bulmuslardir. P. Chrysogenum pektinazin maksimum aktivitesi 50 °C ve pH 6,5
olarak bulmuslardir. MgCl, ve CaCl, iyonlarinin pektinaz aktivitesi iizerinde cok az etkisi
oldugunu tespit etmislerdir. Km ve Vmax degerleri sirasiyla 1 mg/ml ve 85 U/mg protein ve

SDS-PAGE sonucunda ise 31 kDa’lik bir molekiil agirlig1 tespit etmislerdir [60].

VK Joshi ve ark. (2011) pektin metil esterazi1 Aspergillus Niger ‘den elma piiresini kullanarak
kat1 hal fermantasyonu yontemiyle tiretmislerdir. Bunun i¢in %20-80 amonyum siilfat
¢oktlirmesi kullanarak kismen saflagtirmiglardir. Saflastirilmis enzimin 60 giine kadar kararli
oldugunu tespit etmislerdir. 50 °C’ye kadar 1s1ya dayanikli ve 90 °C’de ise inaktive oldugunu
bulmuslardir. Kismen saflagtirilmis enzim, pH 3.5’te en yiiksek aktiviteyi gosterdigi
bulmuglardir. Enzimatik olarak islenmis meyve suyu geri kazanimu, erik i¢inde %52 ila 78,
seftali icinde %38 ila 63, armutta %60 ila 72 ve kayisida %50 ila 80 oraninda énemli 6l¢iide
arttigin1 tespit etmislerdir. Pektinaz ilavesi, enzimatik olarak ekstrakte edilmis meyve
sularindaki rengi, toplam ¢ozlintr katilar1 ve toplam sekerleri 6nemli 6lgiide arttirdigini
bulmuslardir. Ekstrakte edilen meyve sularinda viskozitenin azaldigi gézlemlenmistir.
Yapilan islemler sonrasida meyve suyunun genel tat degerlendirilmesi, renk ve berraklik
oranlarinda 6nemli 6l¢giide artis saglandig1 gézlemlenmistir. Meyve suyunun ekstraksiyonu
icin, %2,5 enzim konsantrasyonunun en iyi oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikte, elma
ve armut suyunun aritilmasi i¢in sirasiyla %1 ve %0,5 konsantrasyonun optimum sonuglar
verdigi bulunmugtur. Elma piiresinden iretilen pektin esteraz enziminin arzu edilen
aktiviteye sahip oldugu ve degerlendirilen meyve suyunun kalitesini gelistirdigi sonucuna

yaptiklan caligmalar neticesinde belirlemislerdir [54].

Hande Demir (2012), yaptig1 calismalar ile kati kiiltiir fermantasyonu yontemi kullanarak
Aspergillus  sojae’den poligalakturonaz elde etmistir. Enzimin iretilmesinde ¢esitli

inkiibasyon stireleri ve sicakliklari, sirasyila 4 giin ve 37 °C olarak yaptigi c¢alismada

17



belirlemistir. Yapilan g¢alismada poligalakturonaz aktivitesi 534.4 U/g substrat olarak
belirlemistir [40].

Maircia M. Santin Trentini ve ark. (2015) Aspergillus Niger’den exo-poligalakturonaz,
pektin metilesteraz ve pektin liyazi etanol ¢o6ktiirmesiyle elde etmislerdir. Etanol
konsantrasyonunun ve ham ekstrakta etanol ilave etme orammin saflastirma verimi ve
saflastirma faktorii lizerindeki etkileri incelenmistir. Saflagtirma faktorlerini, exo-
poligalakturonaz, pektin metilesteraz ve pektin liyaz i¢gin sirasiyla, 1.3, 2,3 ve 4,8 kat olarak
bulmuslardir ve etanol kullanilan ¢6keltme yénteminin pektinazlarin geri kazanilmasinda ve

fraksiyonasyonunda etkili oldugunu kanitlamiglardir [53].

Lakhanpal ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismada pektin liyazi Byssochlamys fulva’dan
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
kullanarak homojen olarak saflastirmiglardir. Pektin liyazin molekiil agirligi SDS-PAGE ile
29 kDa olarak tespit etmislerdir [43].

Yapilan ¢alismalar sonucunda enzimin optimum pH 4.5, sicakligi 25 °C ve inkiibasyon
siiresi ise 60 dakika olarak bulunmustur. Pektin liyaz’1 Ca™?, Mg, sodyum arsenat, L-
sistein, askorbik asit ve B-merkaptoetanol’in aktive ettigi, Zn*?, Mn*%, Fe", sodyum
dodesilsiilfat (SDS), Civa (II) kloriir’in ise inhibe ettigi yapilan ¢aligmada belirlenmigtir.
Saflastinlmis enzimi elma suyu fermantasyonu ve sarabin kurumasi i¢in yapilan
calismalardan kullanmiglardir. Fermantasyon 30 giin boyunca gergeklestirilmis, karbohidrat
miktarinin  160°dan  142.28 pnpg/mL’ye distiigiinii yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda
hesaplamiglardir. Meyve suyuna pektin liyaz eklenmesi durumunda fenoliklerin miktari
sirasiyla, 0.42°den 1,02 mg/mL’ye ve etanolden %6.6°dan 9.01° e yiikseldigi yapilan

calismada bulunmustur [43].

Ishtiag Ahmed ve ark. (2016) Aspergillus Niger ‘den batik fermantasyon islemi altinda
karbon kaynagi olarak portakal kabugu kullanarak pektinaz enzimini saflagtirmislardir. Bu
ortamda pH 5.5 ve 30 ° C’de maksimum enzim verimi (117.1 + 3.4 uM / mL / dak) tespit
etmislerdir. Uretilen enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi
kullanarak saflastirmislardir. Jel filtrasyonkromatografisi kullanarak da yaptiklar
¢alismadan sonra ise saflagtirma kat sayis1 5.59 ve spesifik aktivite ise 97.2 U/mg ve geri

kazanimi ise %12,96 olarak elde etmislerdir. SDS-PAGE ile yapilan ¢aligma sonucunda ise
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pektinaz enziminin molekiil agirh@im 30 kDa olarak bulunmustur. Saflastirilmis enzimin

aktivitesi ise pH: 7 ve 55 ° C’de optimum kosullar olarak tespit etmislerdir [45].

Fouzia Bibi ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada poligalakturonaz ve pektin liyaz’i
Neurosporacrassa’nin  farkli  fraksiyonlarindan fermante edilmis narenciye kabugu
atiklarindan ekstrakte etmislerdir. Aktif PG ve PL fraksiyonlar1 homojenlige kadar
saflastirilmis ve c¢apraz baglama maddesi olarak cesitli konstrasyonlardaki tosan ve

glutaraldehit kullanilarak enzimi immobilize etmiglerdir [42].

PG ve PL’ nin spesifik aktivitesini Sephadex-G100 kolonu kullanilarak 12,3 kat ve 6,52 kat
saflastirma yaptiklar1 ¢alisma sonucunda elde etmislerdir. Ve PL aktivitesi 377.1 U/mg
olarak yapilan ¢alismada bulunmustur. Immobilize edilmis fraksiyonlar i¢in optimum pH 4

ve sicakligi ise 45-85 °C arasinda bulmuslardir.

S. Yadav ve ark. (2017) bir mantar olan Fusarium Oxysporum MTCC 1755°den kat1 hal
fermantasyonu kullanilarak endiistriyel 6neme sahip pektin liyaz1 yapilan g¢alismalar
sonucundan {iretmiglerdir. Enzim saflastinlmasimi 3 adimda gerceklestirmiglerdir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, katyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak saflastirma islemlerini ger¢eklestirmislerdir. Bu saflastirma islemleri ile enzimi
16 kat saflastirmay1 basarmiglardir. Enzim verimini %31,2 ve spesifik aktivite 3.2 U/mg

bulmuslardir [45].

Saflastirilmis enzimin optimum pH 5.0-7,0 olarak bulmuslardir. Saflagtirilmis enzimin
optimum sicakligi 10- 50 °C araliginda denenmis ve uygun sicaklik 30 dakika i¢in 40 °C
olarak tespit edilmistir. Saflastirilmig enzim mannitol ve sorbitol gibi sekerlerde bulunan
Ca™ tarafindan uyarildign ve NaCl ve CaCl, gibi tuzlarin ise termostabiliteyi arttirdig

yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmistir.

Ritu Saharan ve ark. (2019) yaptig1 ¢alismalar dogrultusunda Bacillus subtilis’ten pektin
liyaz enziminin saflastirilmast i¢in, substrat ve KxHPO4 konsantrasyonu, ortamin pH’1, azot
kaynag1 gibi parametreleri belirlemislerdir. Bu ¢alismada enzimin aktivitesinin en yiiksek
oldugu siire 21. saat’te oldugu bulunmustur. Elde edilen optimum konsantrasyon, Uretim
ortaminda %]1.5w/v pektin olarak bulmuslardir. Pektin liyaz (retiminin cesitli azot

kaynaklar1 iizerinde etkisi her biri i¢in %0,2 konsantrasyon olarak yaptiklar1 ¢alismada
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belirlemislerdir. Pektin liyaz enziminin aktivitesinin en yiisek oldugu pH 9,0 olarak yapilan
¢alismada bulunmustur. Bu ¢alismada %0-30 ve %30-60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilmis ve enzim varliina %30-60 da yaptiklari ¢alismada rastlamislardir. Yapilan
¢alismada enzim Jel filtrasyon kromatografisi ile 291.4(U/g) bulunmustur. Enzim 0.4294
verim ile 205,2 kat saflastirildigi ve molekiil agirlinin ise 38 kDa olarak tespit etmislerdir

[41].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1 Materyaller

2.1.1 Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kimyasallar, malt-agar, pektin, HCI, (NH4)2SOs, NaCl, TEMED,
3-Merkaptoetanol, CNBr, NaOH, Tris-HCI, Tris-Baz, CoHsOH, SDS, Gliserol, Glisin,
Akrilamid-bisakrilamid, NaHCO3, H2SO4, Na,COs3, Sephadex-G75gibi kimyasallar Merck

veya Sigma’dan tedarik edilmistir.

2.1.2 Arastirma Kullanilan Cihazlar Ve Aletler

Tablo 2.1: Arastirmamizda kullanilan cihazlar ve aletler.

e Hassas Terazi WeightLab WL-603 Hassas Terazi
e Manyetik Karistiric Heidolph MR Hei-Standart Isiticili
e UV/VIS Spektrofotometresi HACH DR 6000

e pH Metre MettlerToledo

e Otomatik Pipetler Eppendorf

e Sogutmali Santrifuj SIGMA 2-16PK

e Elektroforez Sistemi BIORAD

e Kromatografi kolonu Sigma (1,5x10 cm)

e Vorteks HEIDOLPH Reax Control Vortex
e Otoklav HIRAYAMA

2.1.3 Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar

0,1 M NaHCO3 Tamponu (pH 10.0): 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3; 950 mL distile su
icerisinde ¢oziilerek, 1M NaOH ile pH 10.00’a getirildi ve son hacim 1000 mL’ye
tamamlandi.

0,2 M NaHCO3 Tamponu (pH: 8.8): 8,401 g (0,1 mol) NaHCO; 450 mLdistile su
igerisinde ¢oziilerek, 1M NaOH ile pH 8.8’e getirildi ve son hacim 500 mL’ye tamamlandi.
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0,01 M Na;HPO4 Tamponu (pH: 6.0): 1,7799 g (0,01 mol) Na2HPO4 950 mLdistile su
icerisinde ¢oziilerek, IM HCl ile pH 6.0’a getirildi ve son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullamilan tampon: 1M (NH4)2SO4 igeren 0,1 M
NaHPO4 tamponu (pH 8.0); 7,098 g (0,05 mol) Na2HPO4 ve 66,07 g (1 mol) (NH4)2SO4
450 mLdistile suda ¢oziilerek 1M HCl ile pH 8.0’e getirildi ve son olarak hacim 500 mL’ye

tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis pektinaz enziminin eliisyonu i¢in kullamlan tampon: 0,1 M
Na;HPOs4 tamponu (pH 8.0); 14,2 g (0,1 mol) Na,HPO4 950 mLdistile su ile ¢oziilerek 1M
HCl ile pH 8.0’¢ getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi sonucu olusan ¢ikelegin alindig1 tampon: 0.1 M fosfat
tamponu igeren (pH 5.2); 1,7418 g (0,01 mol) KoHPO4 ve 0.1 M sitrik asit (pHS.2); 3,57 g
(0,01 mol) C¢HgO7 90 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve pH:5.2’¢ getirildi ve son hacim

100 mL’ye tamamlandh.

Kantitatif protein tayini icin kullanilan ¢6zelti: Coomassie brilliant blue ¢ozeltisi; 40 mg
Comassiebrilliantblue G-250 reaktifi 25 mL %95°lik etanol igerisinde ¢ozildi. Cozeltiye
50 mL %95°lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 100 mL’te
tamamlandi.

Pektinaz enziminin aktivite tayininde kullanilan ¢ézeltiler: 0,1 M fosfat tamponu igeren
(pH: 5.2); 17,418 g (0,1 mol) K2HPO4 ve 0,1 M sitrik asit (pH 5.2); 35,7 g (0.1 mol) C¢HsO7
950 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve pH 5.2°e getirildi ve en son hacim 1000 mL’ye

tamamlandi.

%5’lik pektin c¢ozeltisinin hazirlamisi: 0,12 g pektin saf suda iyice ¢oziindiikten sonra son

hacmi distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.

0,5 M HCI ¢ozeltisi hazirlamsi: 0,5 M (0,125 mol) HCI’den 200 mL saf su tizerine 10,44
mL eklenip son hacim 250 mL’ye tamamlandi.
1 M NaOH cozeltisinin hazirlamsi: 1 M (0,25 mol) NaOH’dan 10 g alinip distile su ile

¢ozlldi ve son hacim 250 mL’ye tamamlandi.
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Malt-Agar hazirlamsi: %3’liikk malt ve %2’lik malt-agar karisimi 100 mL saf suda ¢6ziildu.

Tablo 2.2: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu miktarlari.

Madde Miktar
° Gliserol 2,0 mL
o %10’luk SDS 4,0 mL
° Bromofenol mavisi 0,01 mL
e B-merkaptoetanol 1 mL
° Distile su 0,5 mL
° 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL

Tablo 2.3: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu miktarlar.

Madde Miktar
° Tris-Baz 3g
° Glisin 144 g
e SDS 10g

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigilma jellerinin hazirlamisi: SDS-

PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlar1 Tablo 2.2°de verilmistir.

SDS-PAGE  elektroforezinde Kkullamilan  renklendirme  ¢ozeltisii 0,4 g
Coomassiebrilliantblue G-250, 72,72 mLmetanol de ¢6ziildi. Bu ¢ozeltiye 14,54 mL saf

asetik asit ve 72,72 saf su ilave edildi.

SDS-PAGE ce¢lektroforezinde kullanilan renk ag¢ma cozeltisi: %7,5 asetik asit, %5
metanol ve %87,5 saf sudan olusmaktadir. Bu amagla 18,75 mL asetik asit, 12,5 mL metanol

ve 218,75 mL saf su ile birlestirildi.
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Tablo 2.4: SDS-PAGE'de kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli

(%10) (%3)
Akrilamid/Bis(%30) 3,5mL 0,54 pL
Distile su 4 mL 2,5mL
1.5 M Tris-HCI(pH 8.8) 2,5mL -
%10’luk SDS 100 pL 40 uL
TEMED 5uL 4 uL
%10’luk amonyum
persiilfat U s

Amonyum siilfat ¢ozeltisinin hazirlamisi (NH4)2SO04: 2,8 g amonyum siilfat saf suda

¢0ziildii ve son hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PQ4): 4 g potasyum dihidrojen fosfat tartilip saf suda

¢0ziildii ve daha sonra son hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS04.7H20): 0.6 g magnezyum siilfat heptahidrat saf

suda ¢dziildii ve son hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

Kalsiyum kloriir (CaCl2): 0.3 g kalsiyum kloriir saf suda ¢6ziildii ve son hacmi 1000 mL’ye

tamamlandi.

Ure (CH4N20):0.3 g iire saf suda ¢6ziildii ve son hacmi 1000 mL’ye tamamlandh.

TW20: 0.5 g TW20 ve saf suda ¢oziildii ve son hacmi 1000 mL’ye tamamlandi.

Pepton: 1.5 g pepton saf suda ¢oziildii ve son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Eser element c¢ozeltilerinin hazirlanmasi1 (Yukaridaki kimyasallar 1000 mL’ de

birlestirilip hazirlandi.)
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Demir (II) siilfatheptahidrat (FeSO4.7H20): 0.25 g demir (II) siilfat saf suda ¢6ziildii ve

son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Manganez (II) siilfat heptahidrat (MnSO4.7H20):0.08 g manganez siilfat heptahidrat saf

suda ¢oziildii ve son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Cinko siilfat monohidrat (ZnS04.H20):0.07 g ¢inko siilfat monohidrat tartilip saf suda

¢ozildi ve son hacim 1000 mL olacak sekilde tamamlandi.

2.2 Yontemler

2.2.1 Mikroorganizmalarin Biiyiitiilmesi

Bu ¢alismamizda, pektin liyaz enzimini dogal kaynaklardan elde edilen patojen olmayan
Aspergillus niger’den elde edilmistir. Aspergillus niger Y1ldiz Teknik Universitesi (YTU)
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya boliimii Biyokimya Anabilim Dalinda gorev yapan Prof. Dr.
Aysegiil PEKSEL’den temin edilmistir.

Aspergillus niger’in bliylitilmesi i¢in malt-agar kat1 besiyeri kullanildi. %3°liik malt ve
%?2’lik agar 100 mL’lik erlen igerisinde saf su ile ¢6ziilerek kati1 besi ortami hazirlandi.
Hazirladigimiz bu besiyeri ortami 121 © C’de 15 dk sterilizasyona birakildi. Sterilize islemi
tamamlandiktan sonra kati besiyeri daha onceden sterilize olmus bir alana getirilerek
sogumasi beklendi ve kati besiyerin donmaya baslamadan hemen 6nce Aspergillus niger
kaynagindan alinarak kat1 besiyerine ekim islemi gerceklestirildi. Ekim islemi
gergeklestirildikten sonra 1 hafta boyunca 30 ° C’de ¢ogalmaya birakildi. Daha sonra 1 hafta
gectikten ve kiifler kat1 besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra 6nceden hazirlanan sivi besiyeri
yine kat1 besiyerdeki gibi 121 ° C’de 15 dakika sterilize islemi yapildi ve kat1 besiyerindeki
kiifler s1v1 besiyerine aktarildi. Ekim islemi yapildiktan sonra 24 saat’te bir olacak sekilde 5
giin boyunca her giin aktiviteleri ol¢iildii. Sivi besiyerinden enzim aktivite oOlgiimii
yapilirken, ilk olarak erlenden 50 mL’lik 6rnek alindi ve 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek siipernatan ve ¢okelek ayrildi. Siipernatan da enzim aktivitesine bakildi.
Yapilan aktivite Ol¢timi sonucunda Aspergillus niger’in pektinaz enzimini trettigi
gozlemlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda elde ettigimiz aktivite degerleri belirlendi
ve enzimin aktivite tayini Albersheim methodu [78] kullanilarak yapildi. S6z konusu aktivite

tayininde kullanilan miktarlar Tablo 2.5’te verilmistir.
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Tablo 2.5: Pektinaz’in aktivite tayini i¢in kullanilan miktarlar.

Kullanilan ¢ozeltiler Numune Kor
Pektin ¢ozeltisi 1 mL 1 mL
Enzim 0.05 mL -
Saf su - 0.05 mL
0.5 M HCI 3.6 mL 3.6 mL

Saf su ekledikten sonra 40° C’de 50 dakika inkiibasyona birakild1 ve inkiibasyon

sonlandiktan sonra 0.5 M HCI eklenip 235 nm’de 6l¢iimii yapildu.

Pektin liyaz aktivitesinin belirlenmesi, pektinin pargalanmasiyla olusan a-4,5 doymamis
oligogalakturonidin 235 nm’de 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.
S1v1 besiyerine ekilen Aspergillus niger’lerin kat1 besi yerindeki degisimleri sekilde 2.1 ve

sekil 2.2 ve sekil 2.3’de gosterilmistir.

Sekil 2.1: Aspergillus niger kat1 besi yeri ilk ekim giinii.
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Sekil 2.2: Aspergillus niger petri kab1 kat1 besiyeri 7.giin.

Sekil 2.3: Aspergillus niger tiip kat1 besi yeri 7.giin.

Pektinaz enziminin sivi besiyerindeki gelisme siiregleri sekil 2.4, 2.5, 2.6 ve 2.7°de

verilmistir.
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Sekil 2.4: Aspergillus niger siv1 besi yeri 0.giin.

Sekil 2.5: Aspergillus niger sivi besi yeri 2.giin.

Sekil 2.6: Pektinaz enzimi siv1 besi yeri 3.giin.
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Sekil 2.7: Pektinaz enzimi siv1 besi yeri 4.gtin.

2.2.2 Amonyum siilfat (NH4)SQO4) ile kismi saflagtirma

Siv1 besi ortamindan alinan belirli bir miktarin santrifiijlenmesiyle ayrilan siipernatanta
pektin liyazin ¢oktiirme araliginin bulunmasi i¢in 10’ar birimler olacak sekilde %0 ve %100
arasinda ¢oktlirmeler uygulandi. Her kademede 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi
uygulandi. Islem sonrasinda siipernatant ve cokelekler birbirlerinden ayrildi. Ayrilan
slipernatantlar tizerinde daha 6nce bahsedilen sekilde aktivite 6l¢tim yontemi kullanildi. Elde
edilen ¢okelekler sitrat tamponunda ¢6ziildii ve bu ¢okeleklerde aktivite tayinleri yapildi.
Orneklere yapilan ¢aligmalar sonucunda uygun ¢oktiirme araligi %40- %90 olarak bulundu.

S6z konusu hesaplama agagidaki formiile gére yapilmustir.

L77XVX(S,- §))
gr =
(NH,),80, 354-5,

V: Amonyum siilfat ¢ktiirmesi igin alinan 6rnek miktari
S1: Amonyum siilfat doygunlugu (ilk)
S2: Amonyum siilfat doygunlugu (Son)

2.2.3 Pektin Liyaz Enziminin Saflastirilmasinda Kullamilan Hidrofobik Jelin Sentezi

Jelin sentezlenmesi islemi ilk olarak Sepharoz 4B’nin CNBR ile aktiflestirilmesi ile
gerceklestirildi. 25 mL Sepharoz 4B, saf su ile iyice yikanarak dekantasyon iglemi yapildi.
Bu islem i¢in 25 mL saf suyun Sepharoz-4B’nin tizerine eklenmesiyle ile gergeklestirildi.

Dekantasyon islemi bittikten sonra jelin aktiflestirilmesi 40 mL CNBr karigima ilave edildi.
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Karisimin pH’1 11°e derisik NaOH kullanilarak ayarlandi ve siiziilen jel siispansiyonu ilk

olarak saf suy ile sonrasinda ise 0.1 M NaHCO3 (pH 10.00) ile yikandi.

OH OCN
¢+ CNBf =——x> g
HO NCO

Sepharoz-4B Aktiflesmis matriks

Sekil 2.8: Sepharoz-4B'nin aktivasyonu.

Daha sonra aktiflestirilmis matriks iizerine, 25 mL 0,01875 g tirozin 0,1 M NaHCO3 pH
10.00 tamponu igerisinde ¢oziilmiis tirozin eklendi ve 90 dakika boyuncu karistirilmaya
birakildi. Bu islem tamamlandiktan sonra jel 1 giin boyunca bekletildi. Bekletme siiresi
tamamlandiktan sonra jel karisimi bol su ile yikandi. Bu islem yikama suyu 280 nm’de
absorbans gozlemlenmeyinceye kadar devam etti. Yikama islemindeki temel amag ise
reaksiyona girmemis olan L-tirozini uzaklastirilmis olmasidir. Yikama iglemi saf su ile iyice
gercgeklestirildikten sonra bu islem 0,2 M NaHCO; pH 8.8 tamponu ile devam ettirildi.
Uzant1 kolu baglanmis matriks 0,2 M NaHCO; pH 8.8 tamponuna aktarildi.

COOH

N

h

O ==
H COOH
L- Tirozia | | H
OCN
Nco HN—C— i
> | |
H
NCO H

Sepharoz-4B-L-Tirozm

g
.
ks

2

Atiflesmis matriks
Sekil 2.9: L-Tirozin baglanmasi.

L-Tirozinin baglanmasindan sonra ise 1-naftilaminin baglanmasi i¢in diazolama islemi
yapildi. Bu amagla 0,06 g 1- Naftilamin yaklasik 0 °C civarlarinda 20 mL 1 M HCl igerisinde
¢ozildi. Bu islem gergeklesirken pH 9.5’de sabit tutuldu ve 3-4 saat oda sicakliginda
kanstirildi. Diazolanma reaksiyonu (10-12) kisa siirede tamamlandi. Yine daha 6nceki
islemlerde de yapildig1 gibi oncelikle saf su ile daha sonra ise 0,01 M Na,HPO4 pH 6.0

tamponunda yikandi.
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Sekil 2.10: 1-Naftilamin baglanmasi.

2.2.4 Sentezlenen HEK Kolonu ile Pektin Liyaz Enziminin Saflastiriimasi

Calismamizda aragtirma ekibimiz tarafindan daha ¢nceden sentezlenen HEK jeli, aym
yonteme gore tarafimizca sentezlenmistir [S7]. HEK jeli 1.5-10 cm boyutundaki kolona
gerekli kosullar igerisinde paketlendi. 1 M (NH4)2SO4igeren 0.1 M NaoHPOg4 igeren (pH 8.0)

tamponu ile dengelenmistir. %40 ve daha sonra %90 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan
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ornek santrifiij edilerek stipernatant kismi ayrildiktan sonra ¢okelek sitrat tamponun da (pH
5.2) ¢oziildii ve daha dnceden hazirlanmis kolona yiiklendi. Ornek yiiklendikten sonra bir
stire dengeleme tamponu ilave edilerek kolon yikandi. Eliisyon tamponu olarak, 1 M
(NH4)2SO4 ve 0.1 M Na,HPOg4 (pH 8.0) igeren ¢ozelti ve igerisinde tuz bulunmayan 0.1 M
Na;HPOs (pH 8.0) gradienti kullanilarak gergeklestirildi. Eluatlar 2 mL’lik fraksiyon
halinde toplandi. Toplanan fraksiyon drneklerine 280 nm’de kalitatif protein tayini ve daha
onceden tablo 2.3’de bahsedilen aktivite tayini yapildi. Yapilan aktivite tayinleri sonucunda

dikkate deger diizeyde aktiviteye sahip fraksiyonlar birlestirildi.

2.2.5 Pektin liyaz Enziminin SDS-PAGE ile Safliginin Kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra kesikli SDS-PAGE jel elektroforezi ile (derisimleri %3 ve %10
olacak sekilde akrilamid-bisakrilamid) kullanilarak enzimin saflik kontrolii ve molekiil
agirliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Elektroforez islemine baslamadan 6nce kullanilan
plakalar dnce saf su ile daha sonrada alkol ile iyice yikandi. Yikama isleminden sonra cam
plakalar birlestirildi ve jel hazirlama cihazina yerlestirildi. %10’luk derisime sahip ayirma
jeli hazirlanir ve plakalara arasina bir otomatik pipet yardimiyla dokiildi. Bu islem
yapilirken plakalar arasinda baloncuk olusmamasina dikkat edildi ve jellesmenin diizgiin
olmasi igin jel tizerine bir miktar saf su eklendi. Polimerlesme yaklasik olarak 45 dakika
icerisinde tamamlandiktan sonra iizerine %3’liikk yigma jeli {ist yiizeye gelene kadar eklendi.
Uzerine dikkatli bir sekilde kuyucuklarin olusmas: i¢in tarak yerlestirildi. Polimerizasyon
isleminin tamamlanmasi i¢in yaklasik 1 saat beklendi. Polimerlesme islemi tamamlandiktan
sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. Daha sonra plakalar elektroforez tankina

yerlestirildi ve ylirlitme tamponu ilave edildi [27].

Enzim 6rnegi ile daha dnceden hazirlanan proteinleri denatiire etmek i¢in kullanilan ¢ozelti
ile 1’e 1 oraninda eppendorfta birlestirildi. Daha sonra hazirlanan 6rnekler 90 °C ‘de 3-4
dakika 1sitilmaya birakildi. Isitma islemi tamamlandiktan sonra Grneklerin birka¢ dakika
sogumasi beklendi ve daha sonra hazirlanan kuyucuklara 6rnekler yiiklendi. Tank kapagi
uygun sekilde yerlestirildi ve yiiriitme jelinde 80 V’da 1 saat yiiriitme yapild1 ve proteinler
yigma jelinin sonuna geldikten sonra akim 120 V’a ¢ikarilarak 2 saat daha yiiriitme islemi
gergeklestirildi. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra dikkatlice cam plakalar ayrilarak jel

boyama ¢6zeltisinin igine alindi. 1 saat boyunca boyama islemi gergeklestikten sonra renk

32



agma ¢ozeltisine alind1 ve rengi agilana kadar galkalandi. Elde edilen sonug goriintiilendi ve

saf su igerisinde saklandi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI
3.1 Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif analiz i¢in Bradford yontemi kullanildi. Bu amagla farkl ise farkli derisimlere
sahip Bovin serum albumin ¢ozeltisi hazirlandi ve konsantrasyona karsi absorbans grafigi
cizildi. Bu grafik yardimiyla elde edilen enzim ekstraktlar1 ve saflagtirilan enzim
¢ozeltilerinin igerlerinde bulunan protein miktarlar1 bu yontem ile tayin edildi. Hazirlanan

standart ¢ozeltiler ve absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: CBB ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan grafik.
3.2 Aspergillus Niger’den Elde Edilen Pektin Liyaz Enziminin Saflastirma Kademeleri
3.3 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

S1v1 besi yeri ortaminda {iretilen pektin liyaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi
olarak saflastirildi. Hangi oranlarda saflastirilicaginin belirlenmesi ig¢in %0 ile %100
arasinda ¢esitli ¢oktiirme islemleri uygulandi. Yapilan ¢alismalar sonucunda en uygun
saflagtirma aralig1 %40 ile %90 olarak tespit edildi. Yapilan hesaplamalarda ise amonyum

stilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen kismi saflastirma 6,05 kat olarak bulundu.

3.4 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Kismi olarak saflastirilan enzim, hidrofobik etkilesim kolonuna yiiklenerek 11,75 kat

saflastirma kat sayisi elde edildi. Yapilan bu ¢alismalarda her adimda 6rneklerin aktiviteleri
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incelenmis ve aktiviteleri en yiiksek olan tiipler birlestirilmistir. Aktivite tayinleri sonucunda
elde edilen sonuglar Sekil 3.2°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglarin genel gosterimi tablo

3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: HEK kolonu ile saflastirilan pektin liyaz eliisyon grafigi.

Tablo 3.1: Aspergillus niger’den elde edilen pektin liyaz’in saflagtirma basamaklari.

Toplam | Spesifik
Protein | Aktivite
(mg) | (U/mg)

Veriml Saflagtirma
(%) | Derecesi

Saflastima |Hacim| Aktivite | Toplam | Protein
Basamag (mL) | (U/mL) | Aktivite |(mg/mL)

Ham Ekstrakt | 28 |3,20E-03] 0,0896 3,03 84,87 0,001 100 -

Amonyum siilfat| 5 |5,90E-03] 0,0295 0,92 4,61 0,006 132,92 6,05

Hidrofobik
Etkilesim 2 |6,90E-03f 0,0138 0,56 1,11 0,012 |15,40 12,00
Kromatografisi

3.5 Pektinaz Enziminin Saflastirilmasi I¢in Optimum Pektin Miktarinin Belirlenmesi
Pektinaz enziminin saflastirilmasinda kullanilacak optimum pektin miktarinin belirlenmesi
icin ayn1 hacimlerde farkli pektin miktarlarina sahip sivi besi yerleri hazirlandi. Yapilan
caligsmalar sonucunda elde edilen grafikler Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil

3.7°te gosterilmistir.
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Sekil 3.3: 0,9 gram pektin iceren siv1 besi yeri igin giinliik aktivite dl¢iimleri.
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Sekil 3.4: 1,2 gram pektin igeren siv1 besi yeri igin giinliik aktivite 6l¢iimleri.
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Sekil 3.5: 1,5 gram pektin i¢eren s1vi besi yeri igin giinliik aktivite dlglimleri.
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Sekil 3.6: 1,7 gram pektin igeren siv1 besi yeri i¢in giinliik aktivite 6l¢timleri.
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Sekil 3.7: 1,9 gram pektin igeren s1v1 besi yeri i¢in giinliik aktivite 6l¢iimleri.
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3.6 Pektinaz Enziminin Aktivitesinin Haftalara Gore Degisiminin Belirlenmesi

Pektinaz enziminin haftalara gore aktivite degisiminin belirlenmesi i¢in gesitli periyotlarda
sivi besi yerinden alinan pektinaz orneklerine aktivite tayinler yapilmis ve haftalara gore

pektinaz enziminin aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8’ da gosterilmistir.

0,008
0,008
0,007
0,006
EUmL 0,005
0,004
0,003 ®
0,002 ®
0,001

0
] 2 4 6 8 10 12 14

Haftahk aktivite degisimi

Sekil 3.8: Pektinaz enziminin haftalik aktivite degisimi
3.7 Pektinaz Enziminin SDS-PAGE ile Safhiginin Kontrolii

Pektinaz enziminin saflik kontrolii bolim 2.2.5°te bahsedildigi gibi yapilmis, saflastirilan

enzim SDS-PAGE’e yiiklenmis ve elde edilen sonug Sekil 3.9°da gosterilmistir.

Sekil 3.9: Pektin liyaz enziminin elektroforez gériiniimii (I=Bovin serum albiimin,

[I=Laktoferrin, III= Pektin liyaz.)
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu ¢alismada Aspergillus Niger’den pektin liyaz enziminin iiretimi hedeflenmistir. Pektin
liyaz daha once Bacillus sp, Aspergillus indicus, Aspergillus iluvus, Aspergillus niveus,
Pencilium sp., Penicilium chrysogenum, Aspergillus sojae, Byssochlamys fulva,
Neurosporacrssa, Fusairum Oxysporum, Bacillus subtilis gibi kaynaklardan bu enzim

saflastirilmistir.

Aspergillus Niger toksik olmamasi, patojen olmamasi en 6nemli tercih sebebi olmustur. Bu
amagla YTU Kimya Boliimii'nden Aspergillus Niger temin edilerek ekstraseliiler pektin

liyaz {iretimi laboratuvarimizda basariyla yapilmstir.

Amonyum siilfat yontemiyle 6,05 kat saflastirma elde edilmistir. Enzim saflastirma igin bir
¢ok teknik kullamlmistir. Pektin liyaz enziminin ileri derece saflastirilmas: icin afinite, jel
filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi gibi teknikler kullanilarak enzim
saflagtirilmigtir. Arastirmamizda hidrofobik etkilisim kromatografisi tercih edilmistir. Bu
teknigin amonyum siilfat tekniginden sonra uyumlu olmasi, ayrica kullanilan jelin birgok
enzimi saflagtirmak iginde kullanilacak olmasi diger tekniklere kiyasla hidrofobik etkilesim
kromatografisini daha ekonomik hale getirmektedir. Tiim bunlarin disinda uygulanmasinin
kolay ve nispeten hedef molekiile daha az hasar vermesi bu teknigin kullanilmasinda baslica
tercih sebebi olmustur. Pektin liyaz enziminin saflastirilmasinda kullamlan jel arastirma
grubumuz tarafindan sentezlenmis ve paraoksonaz, glutatyon S-transferaz gibi birgok
enzimin saflastinlmasinda basariyla kullanilmigtir. Hidrofobik etkilesim kolonu
kullamlmasi sonucu 12 kat saflastirma elde edilmistir. Pektin liyaz enzimi gesitli
kaynaklardan da saflastirilmis ve belirli saflagtirma kat sayilarida elde edilmistir. Hande
Demir (2012), yaptigi ¢aligmalar ile kati kiiltiir fermantasyonu yoéntemi kullanarak
Aspergillu  sojae’den poligalakturonaz elde etmistir. Enzimin iiretilmesinde cesitli
inkiibasyon siireleri ve sicakliklar1 ve sirasyila 4 giin ve 37 °C olarak yaptigi ¢alismada
belirlemistir. Yapilan g¢aliymada poligalakturonaz aktivitesi 534.4 U/g substrat olarak
belirlemistir [40].

Ritu Saharan ve ark. (2019) yaptig1 calismalar dogrultusunda pektin liyaz iiretimi subsrat ve
KoHPO4 konsantrasyonu, ortam pH’1 azot kaynagi ve Bacillus subtilis’ten maksimum pektin

salgilanmasi i¢in gerekli parametreleri belirlemislerdir. Bu ¢alismada enzimin aktivitesinin
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en yliksek oldugu siire 21. Saat’te oldugunu yaptiklari ¢alismada bulmuslardir. Elde edilen
optimum konsantrasyon, iiretim ortaminda %1,5 w/v pektin olarak bulmuslardir. Pektin
liyaz iiretiminin gesitli azot kaynaklari tizerinde etkisi her biri i¢in %0,2 konsantrasyon
olarak yaptiklari ¢alismada belirlemislerdir. Pektin liyaz enziminin aktivitesinin en yiisek
oldugu pH 9.0 olarak yapilan ¢alismada bulunmustur. Bu ¢alismada %0-30 ve %30-60
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve enzim varlifina %30-60 da enzim varhgina
yaptiklar1 ¢alismada rastlamamiglardir.  Yapilan ¢alismada enzim Jel filtrasyon
kromatografisi ile 291.4(U/g) olarak bulunmustur. Enzim 0.4294 verim ile 205,2 kat
saflagtirildig1 ve molekiil agirlin1 38 kDa olarak bulmuslardir [41].

S. Yadav ve ark. (2017) bir mantar olan Fusarium Oxysporum MTCC 1755°den kat1 hal
fermantasyonu kullanilarak endiistriyel 6neme sahip pektin liyaz yapilan calismalar
sonucundan Uretmislerdir. Enzim saflagtinlmasini 3 adimda gergeklestirmislerdir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, katyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak saflastirma islemlerini yapilan ¢alismalar sonucundan gergeklestirmislerdir. Bu
saflagtirma islemlerinden sonra yapilan hesaplamalar ile enzimi 16 kat saflastirmayi
bagarmiglardir. Enzim verimini %31,2 ve spesifik aktivite 3,2 U/mg olarak yaptiklari

¢alismada bulmuslardir [46].

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan enzim
ornekleri 280 nm’de absorbanslar1 6lgiilmiis ve protein miktarlar tayin edilmistir. Bu
yOntemin temeli proteinlerin yapisinda bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin 280
nm’de maksimum absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir [78]. Saflastirilmis enzim
orneklerinin protein miktarlarinin tayini igin Bradford yontemi kullanilmistir.

Pektin liyaz aktivitesi, a-4,5 doymamuis oligogalakturonidin olusum hizina ve bu tiriiniin 235
nm’de dl¢lilmesine dayanmaktadir [78]. Olusan iiriiniin molar ekstinksiyon kat sayis1 5550
M. em™dir. Enzim aktivitesi dakikada salinan doymamus iiriiniin mikromol miktar1 olarak

tanimlanmistir.

Pektinaz enziminin tayininde kullanilacak optimum pektin miktarinin belirlenmesi icin 0,9,
1,2, 1.5, 1,7, 1,9 gram pektin igeriklerine sahip erlenler hazirlandi. 4 giin boyunca takip
edilen siv1 besi yerleri tizerinden belirli bir miktar rnekler alarak giinliik olarak enzim
tayini yapildi. 4 giin boyunca takip edildikten sonra maksimum aktivite 3.giinde 1,2 gram

pektin igeren siv1 besi yerinde tespit edildi.
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Yapilan aktivite 6lgtimleri sonucunda da goriildiigii gibi 1,2 gram pektin igeren sivi besi
yerinde aktivitede digerlerine kiyasla bir artis s6z konusu oldugu i¢in uygun pektin miktari

1,2 gram ve 3.giin olarak tercih edilmistir.

Yapilan c¢aligmalar sonucunda saflastirilan pektin liyaz’in saflastirma kademeleri
hesaplanmistir. Amonyum siilfat 6,05 kat; hidrofobik etkilesim kromatografisi 12 kat

saflastirma elde edilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda pektinaz enziminin aktivitesinin korunabilecegi siirenin
belirlenmesi i¢in haftalik aktivite 6l¢iimleri yapilmis ve az da olsa bir aktivitenin varliginin

90. giine kadar korundugu gézlemlenmistir.

Yapilan aktivite tayinleri sonucunda literatiir taramasinda 106 kDa, 45 kDa, 38 kDa, 30 kDa,
29 kDa gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilen molekiil agirligindan farkli olarak ¢alismamizda
60 kDa olarak hesaplandi.

Elde edilen saflastirilmis pektin liyaz enzimi iilkemizde ¢esitli sektorlerde kullanilarak
tilkemizin diga bagimliginin azaltilmasi hedeflenmistir. Bu enzimin tilkemizde, meyve suyu
endiistrisi, kahve ve ¢ay fermantasyonu, kagit ve kagit hamuru endistrisi, tavuk yemi, bitki
virtislerin saflastirilmasi, yag ekstraksiyonu, pektik atik suyun 6n aritimi gibi gesitli
alanlardan kullanilmasinin olmasi s6z konusu pektin liyaz enzimi olduk¢a ©nemli
yapmaktadir. Ulkemiz ¢ogu enzim gibi bazi 6nemli enzimler konusunda da disa bagimlidir.
(Caligmamizdaki temel amagta bu enzim sektoriindeki disa bagimliligin miimkiin olduk¢a

azaltilmasidir.
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