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Bu ¢alismadaki temel amag, pektin liyaz enzimini iireten yeni mikroorganizmalar ara-
mak ve yliksek aktivitede pektin liyaz iireten tiirlerden elde edilen pektin liyaz enzimle-
rini saflastirip karakterize etmektir. Ayrica elde edilen pektin liyaz enzimlerinin meyve
suyu lretiminde kullanilip kullanilamayacagini aragtirmaktir.

Bu amagla yedi farkli mikroorganizmanin pektin liyaz iiretip liretmedigi arastirilmis ve
bunlardan iic¢linlin (Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve
Geobacillus pallidus) pektin liyaz enzimini tirettigi bulunmustur. Bulunan bu tiirlerden
pektin liyaz enzimi tiretilmis ve DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi kullanilarak
saflagtirilmistir. SDS poliakrilamid jel elektroforezleri yapilarak safliklari ve alt birimle-
rinin olup olmadigi kontrol edilmistir. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas
campestris ve Geobacillus pallidus’dan tretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin
optimum pH’lar1, optimum sicakliklari, sicaklik stabiliteleri, raf omiirleri, karbohidrat
igerikleri, tirozin ve triptofan miktarlar1 belirlenmistir. Lineweaver-Burk metodu kulla-
nilarak bu enzimlerin V.« ve Ky/’leri hesaplanmistir. Molekiil agirliklart ise Sephadex
G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile bulunmustur. Saflastirilan pektin liyaz enzimleri-
nin aktiviteleri lizerine Caz+, Mg%, C02+, F e3+, Zn2+, Cu2+, Hg2+, sitrik asit ve askorbik
asidin etkisi de incelenmistir.

Ikinci asamada ise saflastirilan pektin liyaz enzimleri ve ham ekstraktlar, elma, havug,
muz ve seftali suyu elde etmek i¢in kullanilmiglardir. Kontrol amagli aynt meyvelerden
enzim katilmadan meyve suyu elde edilmistir. Saflagtirilan pektin liyaz ve ham
ekstraktlardan elde edilen meyve suyu miktarlar1 kontrol ile karsilastirilarak meyve suyu
elde etme veriminin ne kadar arttig1 hesaplanmistir. Ayrica endiistride meyve suyu lire-
timinde yaygin olarak kullanilan ve ticari olarak satilan bir pektinaz enzim karisimi ile
de ayn1 iglemler yapilmis ve elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir.

2007, 106

Anahtar kelimeler: Pektin liyaz, Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas
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ABSTRACT
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IN ORDER TO USE IN FRUIT JUICE INDUSTRY, INVESTIGATION OF NEW
MICROORGANIZMS PRODUCING PECTIN LYASE ENZYME AND
PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THESE ENZYMES

Safinur YILDIRIM CELIK

Atatiirk University
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Nazan DEMIR

The aim of this study is to investigate new microorganisms which produce pectin lyase
enzymes and purify and characterize it from microorganisms which produce high activ-
ity of pectin lyase enzymes. In addition to, it was researched whether obtained pectin
lyase enzymes could be used in the production of fruit juice.

Seven different microorganisms were investigated whether they produce pectin lyase. It
was determined that Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris and Geoba-
cillus pallidus produce pectin lyase. Produced pectin lyase enzymes were purified by
using DEAE-cellulose anion exchange column chromatography. Purification and sub-
unit of enzymes were controlled by SDS-PAGE. Optimum pH, optimum temperature,
temperature stability, shelf life, carbohydrate content and amount of tryptophan and
tyrosine of purified pectin lyase were determined. V,ax and Ky of purified pectin lyase
enzymes were calculated by using Lineweaver-Burk graphic method. Molecular weights
of these enzymes were found by using Sephadex G-100 gel filtration chromatography.
The effects of Ca2+, Mg2+, C02+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, Hg2+, citric acid and ascorbic acid on
pectin lyase activity were also investigated.

In the last process, purified pectin lyase enzymes and extracts of crude enzyme were
used in the production of apple, carrot, bananas and peach juice. Fruit juices were pro-
duced without adding enzyzme for the control. The volume of the produced fruit juice
from the control and the experiment were compared by calculating yield. The yield % of
obtained fruit juice volume and hydrolyzing % of dry weight were calculated. These
processes were repeated for a commercial enzyme too and results were compared.

207, 106 pages

Keywords: Pectin lyase, Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris,
Geobacillus pallidus, Fruit juice production
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1 GIRIS

Enzimler, biyolojik katalizorlerdir. Reaksiyon i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisini
diisiirerek reaksiyonun daha iliml sartlarda ve daha hizli bir sekilde olugsmasini sagla-
maktadirlar. Ayrica enzimler, diger katalizorlerden farkli olarak katalizledikleri reaksi-
yonlarda, substratlarin1 herhangi bir yan {iriin meydana getirmeden %100 ana iiriine
dontistiirmektedir. Katalitik RNA molekiilleri harig, %98°1 protein yapisinda olan en-
zimler hiicre igerisinde kimyasal reaksiyonlarin meydana gelmesini de saglamaktadirlar

(Onat ve Emerk 1997; Karlson ve Telefoncu 1998).

Bitki ve hayvanlardan elde edilen ham materyallerin islenmesinde, yiizyillardir enzimle-
rin ve mikroorganizmalarin kullanildig1r bilinmektedir. Hamurun eksitilmesinde eksi
hamurun kullanilmas1 bilinen en eski kullanim alanlarindan biridir. Peynir yapilarak

stitiin bozulmasinin énlenmesini bu olaya 6rnek olarak verebiliriz (Uhlig 1998).

Yukaridaki verilen 6rnek uygulamalarin hi¢ birinde insanlar olayin enzimatik bir reak-
siyon oldugunun farkinda degillerdir. Bu anlamda bilingli olarak ilk enzimatik parga-
lanma reaksiyonunun gozlendigi deney 1783’te Italyan bir papaz olan Spallanzani
(1729-1799) tarafindan yapilmistir. Spallanzani, bir delikli kapsiiliin i¢ine bir miktar et
koymus ve et¢il bir kus olan dogana yedirmistir. Bir miiddet sonra deneyde kullandig1
dogan1 kusturarak kusmugu incelemis ve kapsiiliin i¢inin bos oldugunu gézlemlemistir.
Bu gozlem iizerine etin sivilastirildigi kanaatine varmistir. Boylece Spallanzani
enzimatik parcalanmanin gozlendigi deneyi yapan ilk kisi olarak literatiire gecmistir

(Uhlig 1998).

1857°de Pasteur, fermantasyon olayini canli mayalarin gerceklestirdigini gostermistir.
Ayrica Pasteur hiicreler (organize fermentler) ve enzimlerin (¢oziilebilen fermentlerin)
birbirlerinden farkli oldugunu anlamistir. 1878’de Kiihne Pasteur’iin kesfettigi ¢oziilebi-
len fermentlere “enzyme” ismini vermistir. Bu isim Yunanca’da eksi hamur anlamina

gelen “en zyme”den tiiremistir. 1897°de Buchner canli hiicrelerden arndirilmig maya



ekstraktlariin sekeri alkole doniistiirdiigiinii gostererek enzimatik kataliz olaymin biz-

zat ¢Oziinebilen fermentler (enzimler) tarafindan gerceklestirildigini ortaya koymustur

(Uhlig 1998).

Endiistriyel olarak 6nemli mikrobiyal enzimlerin kullanimi ise bir Japon olan Jakichi
Takamine ile baslamistir. Jakichi Takamine, kiiflerden enzim tiretimi konusunda calis-
mis ve 1894°de kiiflerden diastaz enzimini liretmeyi basararak ¢alismasi i¢in patent al-

mistir (Wolfgang 2003).

Modern enzim teknolojisi uygulamalarinin amaglarindan biride; yiyeceklerin korunma-
s1, ham materyallerin daha etkili kullanilmasi1 ve yiyeceklerin goriintii ve tat gibi 6zellik-
lerinin degistirilerek kalitesinin arttirilmasidir. Enzimler ayn1 zamanda islem maliyetini
diisiirmek ve c¢evreye zararli maddelerin kullanimini azaltmak i¢in de kullanilmaktadir

(Wolfgang 2003).

1.1 Pektik Maddeler

Pektik maddeler biiyiik molekiil agirliklarina sahip olan glikozidik makromolekiillerdir.
Bu maddeler, geng¢ bitki hiicrelerinin bitisik duvarlar1 arasinda bulunan, yapistirici
ekstraseliilar maddenin ince bir tabakasi olan orta lamelin ana bilesenini olustururlar
(Alkorta et al. 1998). Ayrica, pektik maddeler bitki hiicre duvarinin en 6nemli bileseni-
dir (Sekil 1.1, 1.2).



Primer hidcre dusrar

Sekil 1.1. Bitki hiicresinin sematik goriintiisii

Dirta lamel pelktin

Oita latnel

Primer duvrar

Seliiloz

Flazma membran |

Sekil 1.2. Bitki hiicre duvari ve orta lamelin sematik goriintiisii (McCann et al. 1990)

Pektik maddeler, kimyasal olarak bes yiiz ile bin rezidii uzunlugunda olan metille ester-
lesmis galakturonik asitlerin olusturdugu dallanmis heteropolisakkaritlerdir (Sekil 1.3.).
Pektik maddelerin ana zinciri, D-galakturonik asitlerin a-(1, 4) baglariyla olusturdugu,
poligalakturonatlardan meydana gelmektedir. D-galakturonik asit birimlerinden olusan
ana zincir zengin L-ramnoz bolgeleri ihtiva etmektedir. Ana zincire bagl yan zincirlerin
L-arabinoz, D-galaktoz ve D-ksiloz birimlerinden olustugu bilinmektedir. Galakturonik
asitin karboksil gruplarinin bir kismu metil gruplariyla esterlesmisken digerleri kismen
veya tamamen sodyum, potasyum veya amonyum iyonlari ile nétralize edilmistir. C2 ve
C3 tizerindeki hidroksil gruplarinin bazilarinin asetillenmis olabilecegi de ifade edil-

mektedir (Pilnik and Voragen 1970).
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Sekil 1.3. Pektin molekiiliiniin yapis1

Amerikan Kimya Dernegi pektik maddeleri protopektinler, pektik asitler, pektinik asit-
ler ve pektinler olmak {izere dort ana grupta toplamistir. Bu maddelerden protopektinler
suda ¢oziinmezken, diger {i¢ii kismen veya tamamen suda ¢oziinmektedir (Alkorta et al.

1998).

Temel pektik maddelerden biri olan protopektin, genellikle bitki dokusunda bulunan
suda ¢oziinmeyen pektik maddeler olarak tanimlanmaktadir. Protopektinlerin pektin ve
pektinik asitlerin hidrolizlenmesini sinirladigi da bilinmektedir (Be Miller 1986).
Protopektinin biiyiik molekiil agirligina sahip olmasi, pektinin karboksilik asit gruplari
ile diger hiicre bilesenlerinin hidroksil gruplari1 arasinda olusan ester baglar1 ve pektinin
karboksilik asit gruplar ile proteinlerin basit gruplar1 arasinda olusan hidrojen baglari
protepektinin ¢ozliniirliiglini sinirlayan faktorlerden oldugu bilinmektedir (Yoshitake et

al. 1994).

Pektik asitler poligalakturonat birimlerinden olusmaktadir. Pektik asitlerin icerdigi
poligalakturonat birimlerinde bulunan karboksil gruplarinin ¢ok az bir miktar1 metille
esterlesmistir (Sekil 1.4.). Normal tuzlari veya asit tuzlar1 pektat olarak isimlendirilmek-

tedir (Kilara 1982).
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Sekil 1.4. Pektik asit molekiiliiniin yapis1

Metille esterlesmis poligalakturonat birimlerinden olusan polisakkaritlere pektinik asit
denilmektedir (Sekil 1.5.). Pektinik asitlerin ihtiva ettikleri galakturonat birimleri farkli
oranlarda metille esterlesmistir. Pektinik asitlerin normal tuzlar1 veya asit tuzlari
pektinatlar olarak isimlendirilmektedir. Pektinik asitler, asit ve sekerlerle jel formuna
dontigsebilmektedir. Ayrica diisiik oranda metille esterlesmis ise kalsiyum ile de jel for-

muna doniistiigii bilinmektedir (Kilara 1982) .

I

Sekil 1.5. Pektinik asit molekiiliiniin yapisi

Pektin ise, en biiyiik bilesenini pektinik asitlerin olusturdugu farkli kompozisyonlara
sahip bilesiklere verilen genel isimdir. Dogal yapidaki pektinler, hiicre duvarina ester-
lesmis proteinlere ve diger polisakkaritlere baglanarak pektik maddelerin ¢oziilemeyen

yapisi olan protopektinleri olusturmaktadir (Kilara 1982).

Pektin molekiilleri ¢ogunlukla jellestirici madde olarak kullanilmaktadir. Ayrica az da
olsa kivam artirici, stabilizator olarak da kullanilmaktadir. Metille esterlesme yiizdesi
50’den diislik olan pektinler, diisiik pH (3,5-4,0) ve kalsiyum iyonlar1 varliginda 1siyla
geri dontistimlii olarak jel formuna doniisiirken, metille esterlesme yiizdesi 50’den yiik-

sek olan pektinler yeterli miktarda seker (sakkaroz) ve diisiik pH (<3,5) da 1siyla geri



dontistimstiz bir sekilde jel yapisina doniismektedirler (Dickinson 2003). Cizelge 1.1. ve

1.2.’da baz1 meyve ve sebzelerde bulunan pektik madde miktarlar1 verilmektedir.

Cizelge 1.1. Bazi meyvelerde pektik madde oranlari

Meyve Doku Pektik Madde (%)
Elma Taze 0,5-1,6
Muz Taze 0,7-1,2
Seftali Taze 0,1-0,9
Cilek Taze 0,6-0,7
Kiraz Taze 0,2-0,5
Armut Taze 0,9-1,4
Portakal Kuru Madde 12,4-28.0

Cizelge 1.2. Bazi sebzelerde pektik madde oranlari

Sebze Doku Pektik Madde (%)
Patates Kuru Madde 1,8-3,3
Domates Kuru Madde 2,4-4,8
Seker pancari Kuru Madde 10,0-30,0

1.2 Pektik Enzimler

Pektik maddeleri, substrat olarak kullanan enzimler; pektik enzimler, pektinazlar veya
pektinolitik enzimler olarak isimlendirilmektedir. Pektik enzimler, pektik maddelerin
omurgalarini olusturan galakturonat rezidiilerinde bulunan baglar {izerindeki aktivitele-

rine gore siiflandirilmaktadir (Cizelge 1.3.).

Temel olarak ii¢ tip pektik enzim varlig1 bilinmektedir ;
1. Ester bagini parcalayanlar (pektin esterazlar),

2. Depolimerize edenler (pektinazlar: hidrolaz veya liyaz),



3. Protopektinazlar (Alkorta et al. 1998).

Birinci gruba giren enzimler, ester baginin parcalanmasini katalizlemektedir (Sekil
1.6.). Bu enzimler; mantar, bakteri, maya ve yiiksek bitkilerden elde edilmektedir (Sakai
et al. 1993). Pektin esteraz olarak adlandirilan bu enzim ticari olarak hazirlanmis biitiin

pektinolotik enzim preparatlarinda bulunmaktadir (Voragen 1972).

Depolimerazlar, ya hidroliz (hidrolazlar) ya da B-eliminasyonu ile (liyazlar) pektik
maddelerdeki galakturonik monomerlerinin arasinda bulunan o-(1,4) glikozid bagini

parcalamaktadirlar (Sekil 1.6.).

Hidrolazlar dort ana grup altinda toplanmustir;

a. Pektini rasgele pargalayan endopolimetilgalakturonazlar,

b. Pektini sadece ugtan parcalayabilen ekzopolimetilgalakturonazlar,
c. Pektat1 rasgele pargalayan endopoligalakturonazlar,

d. Pektat1 sadece uctan parcgalayabilen ekzopoligalakturonazlar.

Endopoligalakturonazlarin, bircok mantar ve bakteride, birka¢ mayada, yiiksek bitkiler-
de ve bazi bitki parazitlerinde var oldugu tespit edilmistir. Ekzopoligalakturonazlarin ise
mantar ve bazi bakterilerde oldugu kadar farkli meyve ve sebzelerde de aktivitelerinin

oldugu goriilmiistiir (Sakai et al. 1993).

Polimetilgalakturonazlar’in aktivitelerinin oldugunu gosteren bazi ¢aligmalar olmasina

ragmen, varliklar1 konusunda biiyiik siipheler bulunmaktadir (Alkorta ef al. 1998).

Trans-eliminazlar olarak da adlandirilan liyazlar, hem pektatin (endo- ve ekzo-
poligalakturonat liyaz) hem de pektinin (endo- ve ekzo-polimetilgalakturonat liyaz)
glikozidik baglarim1 parcalamaktadirlar. Reaksiyon sonunda polisakkarit zincirinin in-
dirgen olmayan ucunda bir ¢ift bag olusturmaktadirlar. Pektin veya pektat liyazin aktivi-

te tayinleri bu doymamis uronik estere dayanmaktadir (Sakai et al. 1993).



Ucgiincii grupta bulunan protopektinazlar, protopektinden pektini depolimerize ederek

pektini ¢ozilinlirlestiren enzimler olarak ta bilinmektedirler ve iki alt grubu bulunmakta-

dir;

a. Protopektin bilesenlerinden poligalakturonik asit tizerinde aktif olanlar,
b. Hiicre duvar bilesenleri ve galakturonik asit zincirini birlestiren polisakkarit zincir

iizerinde aktif olanlar (Sakai et al. 1993).

Cizelge 1.3. Pektik enzimlerin siniflandirilmasi (Alkorta et al. 1998) (Enzimler Enzim
Komisyonuna (EC) gore siniflandirilmis ve isimlendirilmistir)

Enzimin ismi Yavem ismi EC Aktivite
(EC tarafindan onerilen) ye Numarasi | Substrat endo-, ekzo-
Ester bagini parcalayan enzimler
Polimetilgalakturonat
esteraz Pektin esterazlar |3.1.1.11 | Pectin Rasgele
(PMGE)
Depolimerize eden enzimler; Hidrolazlar
Endopoligalakturonaz .
(Endo-PG) Poligalakturonaz |3.2.1.15 | Pektat Rasgele
Ekzopoligalakturonaz 1 .
(Endo-PG1) Poligalakturonaz | 3.2.1.67 | Pektat Ug
Ekzopoligalakturonaz 2 . Sondan bir dnceki
(Endo-PG2) Poligalakturonaz | 3.2.1.82 | Pektat bag
Endopolimetilgalakturonaz - .
(endo-PMG) Pektin hidrolaz Pektin Rasgele
Ekzopolimetilgalakturonaz o .
(ckz0-PMG) Pektin hidrolaz Pektin Ucg
Liyazlar
Endopoligalakturonat liyaz | Pektat liyaz
(endo-PGL) 4222 Pektat Rasgele
Ekzopoligalakturonat liyaz | Pektat liyaz Sondan bir 6nceki
(ckzo-PGL) 4229 Pektat bag
Endopolimetilgalakturonat | Pektin liyaz .
liyaz (endo-PMGL) 4.2.2.10 | Pektin Rasgele
Ekzopolimetilgalakturonat | Pektin liyaz .
liyaz (ckzo-PMGL) Pektin | Ug




OH COO-CH3 OH COO-CH3
OH OH OH
OH
OH + & oH + OH
o o) o o o o
COO-CH3 OH COO-CH3 OH
PM& OH COO-CHj3 %MG
o Q,
OH
OH
o o) o]
COO-CHg OH
ﬁ PMGE
OH COO”
o
OH
OH
o] o) o]
coo OH
4 NS
OH coo OH CoO
OH OH OH
OH / OH
+ OH + OH
o] @) o o o) o
(leley OH CO0" OH

Sekil 1.6. PMGL: Polimetilgalakturonat liyaz (pektin liyaz); PMG: polimetilgalakturo-naz (pek-
tin hidrolaz); PMGE; Polimetilgalakturonat esteraz (pektinesteraz); PGL: poliga-lakturonat
liyaz (pektat liyaz); PG: poligalakturonaz (pektat hidrolaz) (Alkorta et al.)

1.3 Pektinazlarin Endiistriyel Kullanimlari

Pektinazlar, evde kullanilan ilk enzimler olmakla birlikte ticari hayatta kullanimlari
1930’1u yillarda meyve suyu ve sarap endiistrisi ile baslamistir. 1960’11 yillarda bilim
adamlarmin dogal bitki dokusuna ait elde ettikleri bilgiler, enzimlerin endiistride daha

verimli bir sekilde kullanilmasina yol agmistir (Kashyap et al. 2001).

Gilinlimiizde pektinazlar, ticari sektérde oldukca yiliksek diizeyde kullanilmaktadir.
1995°te endiistriyel enzimlerin ulastig1 yillik satig cirosu 1 milyar dolardir. Bu satis ra-

kaminin i¢inde pektinazlarin pay1 ise %7,5 (75 milyon dolar) olarak hesaplanmistir.
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2005’te toplam endiistriyel enzim satiglarinin yaklagik olarak 1,7-2,0 milyar dolar olabi-

lecegi tahmin edilmistir (Godfrey and West 1996).

Pektinazlar, geng bitki hiicre duvarlarinin orta lamel ve birinci hiicre duvarinda bulunan
pektin olarak bilinen kompleks ve uzun yapisal polisakkaritlerin parcalamasindan so-
rumludurlar. Bu islevlerinden dolay1 bitkilerden elde edilen iirlinlerin islenmesi siirecin-
de etkili olarak kullanilmaktadirlar. Cevre bilinci gelismis uluslarda cevreyi kirleten
tiriinler yerine ¢evre dostu enzimlerin endiistride kullaniminin tercih edilmesi de enzim-

lerin endiistride kullanimini artirmaktadir (Kashyap et al. 2001).

Pektinazlar, lifli iirlinlerin islenme siirecinde, tekstil endiistrisinde, protoplast elde edil-
mesinde, bitki dokularmin  yumusatilmasinda, hayvan yemlerinde, yag
ekstraksiyonunda, ¢ay ve kahvenin oksidasyon siirecinin hizlandirilmasinda, kagit ya-
piminda, atik sularin temizlenmesinde ve meyve suyu, sirke ve sarap iiretiminde kulla-

nilmaktadir (Kashyap et al. 2001).

1.3.1 Pektinazlarin lifli iiriinlerin islenme siirecinde kullaninm

Pektik enzimler, hint keneviri ve hindistan cevizi gibi lifli bitkilerden lif iiretimi esna-
sinda kullanilir. Baz1 bakteri ve mantarlarin fermantasyonu ile lifli bitkilerdeki pektinler
ayristirilir ve lifler serbest birakilir. Liflerin ayristirilmasi bakteri ve mantarlarin iirettigi

pektinaz enzimlerince yapilir (Bruhlmann ef al. 1994).

1.3.2 Pektinazlarin tekstil endiistrisinde kullanimi

Tekstil iiretiminde enzimlerin kullanimi, hem ¢evresel agidan hem de iiriin kalitesi agi-
sindan oldukga yararli sonuclarin elde edilmesini saglamaktadir. Kumasg {iretimi siire-
cinde ipliklerin aginmasin1 engellemek i¢in kumas iplikleri dokumadan 6nce kola ajan-
lar1 ile kaplanmaktadir. Pamuk kumas iiretiminde, diisiik maliyeti, kolay elde edilebilir-

ligi ve iyi film tabakasi olusturmasindan dolay1 nisasta temel kola ajani olarak kullanil-
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mistir. Kullanilmis olan kola ajanlar1 ve ipligin yapisindaki seliiloz olmayan maddelerin
kumas boyanmadan dnce ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Geleneksel yontem-
de ise bu maddeleri uzaklastirmak i¢in kumaslar, enzimler yerine asindirici soda ile
yiiksek sicaklikta muamele edilmektedir. Soda kullanimi yontemi, hem pamugun dogal
yumusak dokusuna hasar vermekte hem de safsizliklarin tamamen uzaklastirilmasinda

etkili sonu¢ vermemektedir (Hoondal et al. 2002).

Yag, mum, pektin, dogal boya ve mineral gibi seliiloz olmayan maddeler bitkinin birinci
hiicre duvarinda selilloz matriksinin i¢inde bulunmaktadir (Li and Hardin 1998).
Pektinler giiclii birer biyolojik tutkala benzetilebilir. Pektinler liflerin lizerinde koruyucu
tabaka olusturmak icin proteinleri ve mumlar1 birbirine baglamakla gérevlidir. Bu taba-
kanin bilesimi ve miktar1 biiyiime kosullarina, iklim etmenlerine ve pamugun cinsine
gore degigsmektedir. Seliilloz matriksin i¢inde bulunan bu maddeler pamuk liflerinin be-
yazligini ve su absorplama kapasitesini olduk¢a sinirlamaktadir. Ayrica, bu maddelerin
varligr kumas boyandiginda her tarafinin ayni oranda boyanmasina engel olmaktadir.
Geleneksel yontemde, bu maddeleri uzaklastirmak i¢in, kumaslar yiiksek sicaklikta a-
sindiricr alkali ¢ozeltilerle (%3-6’lik sodyum hidroksit) muamele edilmektedir. Kullani-
lan bu yontemin, kumasi durulamak i¢in oldukc¢a fazla miktarda su gerektirmesi, islem
stiresince fazla miktarda enerji kullanimini1 gerektirmesi, islemde kullanilan alkali ¢6zel-
tilerin kumasa zarar vermesi ve siirecin sonunda ¢evreyi kirleten bir siirii atik maddenin
olusmas1 gibi bircok dezavantaji bilinmektedir. Bu dezavantajlar1 gidermek igin,
enzimatik temizleme yontemi gelistirilmistir. Enzimatik temizleme olarak isimlendirilen
bu metotta seliiloz liflerinin arasindaki diger maddeleri temizlemek i¢in enzimler (lipaz,
proteaz, pektinaz) kullanilmaktadir. Pektinaz enzimleri seliiloz liflerin arasinda bulunan
suda ¢oziinmeyen pektinleri uzaklagtirarak pamugun su tutma kapasitesini arttirmakta-
dir. Enzimlerin kullanilmasi ile ¢evreye daha az zarar verilmekte, enerji tasarrufu sag-

lanmakta ve seliiloz liflerinin zarar gérmesi engellenmektedir (Hoondal et al. 2002).
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1.3.3 Pektinazlarin protoplast elde edilmesinde kullanimi

Bitki tiirlerinin gelistirilmesinde protoplastlar kullanilmaktadir. Protoplastlar, bitki hiic-
re duvarinin enzimlerle yikilmasiyla elde edilir. Olusan protoplastlar izole edilir ve bun-
lar in vitro sartlarda aralarinda birleserek yeni 6zelliklere sahip hiicreleri olustururlar.
Elde edilen bu hiicreler uygun ortamda biiyiitiilerek yeni hibrit tiirler elde edilmektedir
(Gleba 1978).

1.3.4 Pektinazlarin bitki dokularinin yumusatilmasinda kullanimi

Bitki dokularinin yumusatilmasi, dokularin biitiinliigii bozulmamis hiicrelere ¢evrilmesi
islemidir. Bu sekilde elde edilen iirlin; bulanik meyve sular1 ve nektarlari, puding ve
yogurt gibi giinliik yiyeceklerin katki maddeleri ve bebek ek besinleri i¢in temel mater-
yal olarak kullanilmaktadir. Hiicrelerin ¢ogu bozulmamis olarak korunabilirse, 1liml1 bir
mekaniksel islemden sonra pektin molekiillerinin enzimatik par¢alanmasi tirliniin 6zel-
liklerinin arttirmaktadir. Enzimatik islemin amaci, dokunun bozulmamis hiicre siispan-
siyonlarina doniistiiriilmesidir. Pektinlerin par¢alanmasi ise sadece bitki dokusunun orta
lamelini etkileyerek bitki hiicresinin biitiinliigline zarar vermeden siispansiyonlar olus-

turmaktadir (Kashyap et al. 2001).

1.3.5 Pektinazlarin kiimes hayvanlarinin yemlerinde kullanim

1980’lerin baslarinda kiimes ve diger hayvan yemlerine ¢esitli enzimler ilave edilmeye
baslanmistir. Enzim ve yem karisimi hazirlanmasinda genellikle, glukanaz, proteaz,
pektinaz ve amilaz enzimleri kullanilmaktadir. Hayvan yemlerine enzim ilave edilmesi-
nin amaci, hayvanlar i¢in ayn1 miktarda yem tiiketerek daha fazla et verimi elde etmek-
tir. Enzimlerin yemlere ilave edilmesi, besinlerin absorpsiyonunu artirmakta, diski mik-
tarlarin1 azaltmakta, lifleri hidrolizleyerek aralarinda bulunan besinlerin serbest kalma-
sin1 saglamakta ve bdylece besin degerini yiikselterek hayvanlarin ayni miktarda yem

yiyerek daha fazla kilo almasini saglamaktadir. Petersen (2001), pili¢lerin sebze ve pro-
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tein karistmi olan yiyeceklerine pektinaz, glukanaz ve seliilaz igeren enzim karigimini
ilave etmistir. Ilave edilen bu enzimlerin etkisiyle piliclerin kilolarinin nasil degistigi 49
giin boyunca incelenmis ve sonugcta pili¢lerin 6nemli 6lcilide kilo aldiklari belirlenmistir

(Hoondal et al. 2002).

1.3.6 Pektinazlarin yaglarin ekstraksiyonunda kullanimi

Aycicegi tohumu, hindistancevizi veya zeytin gibi yaglh bitkilerin yaglarin1 ekstrakte
etmek i¢in eskiden organik ¢oziiciiler kullanilirdi. Kullanilan organik ¢dziiciilerin en
yaygin olani kanserojen oldugu bilinen hekzandir. Giinlimiizde ise yaglar, hiicre duvari-
n1 pargalayan enzimler kullanilarak ekstrakte edilmektedir. Pektinazlar ve diger enzim-
ler yagh bitkinin hiicre duvarlarini pargalayarak yaglarin ekstraksiyon islemine yardimec1

olmaktadir. Bu yontem organik ¢oziiciilere tercih edilmektedir (Kashyap et al. 2001).

Son zamanlarda bitki hiicre duvarini pargalayan enzimler zeytinyagi hazirlanmasinda da
kullanilmaya baglanmistir. West (1996), zeytinlerin 6giitiilmesi isleminde enzim kulla-
niminin ayirma islemlerinde karisimdan yagin daha kolay bir sekilde cikarilabildigini
gostermistir. Bunun sonucu olarak da yag elde etme veriminin arttifi gdézlenmistir

(Kashyap et al. 2001).

Pektinolitik aktivitenin yan1 sira hemiseliilotik ve seliilotik aktivite igeren ticari bir iirlin
olan Olivex enzim karigtmimin yag ekstraksiyonunu ve depolama esnasinda yag
stabilitesini arttirdig1 bulunmustur. Ayrica E vitamini ve fenol iceriginin de arttig1 tespit

edilmistir (Kashyap et al. 2001).

1.3.7 Pektinazlarin ¢ay ve kahvenin oksidasyonunda kullanimi

Oksidasyon siireci, ¢ay iiretim agamalarindan biridir. Carr (1985) tarafindan yapilan bir
calismada, bu siire¢ esnasinda pektinazlarin kullaniminin ¢ayin oksidasyonunu hizlan-

dirdig1 bulunmustur (Hoondal et al. 2002). Ayrica, pektinazlar, pektinleri hidrolizleye-
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rek kopiik olusturma 6zelliklerini yok etmektedir. Pektinazlar, kahve tanelerini kaplayan

pektinleri atmak i¢in de kullanilmaktadir (Hoondal et al. 2002).

1.3.8 Pektinazlarin kagit yapiminda kullanimi

Pulp ve kagit iiretimindeki bazi sorunlar1 ¢ozmek i¢in enzimler kullanilmaya baglanmis-
tir. Kagit yapiminda su ile siispanse edilmis liflerin ve inorganik dolgu materyallerinin
(kalsiyum karbonat ve kil) siirekli filtrasyonu esastir. Suyun yapraktan c¢ekilmesi i¢in
suyun yani sira liflerin ve dolgu materyallerinin de gegmesine izin veren kumaslar kul-
lanilmaktadir. Modern kagit yapiminda, suyun ¢ekilmesini hizlandirmak ve kagit yapra-
g1 olusturan dolgu materyallerinin ve liflerinin akmasini1 engellemek i¢in tutucu mad-
deler pulpa ilave edilmektedir. Horn ve Linhart (1996) katyonik maddelerin tutucu
maddeler olarak kullanilabileceklerini bildirmislerdir (Kashyap et al. 2001). Pulplarin
agartilmasi esnasinda polisakkaritler ¢oziilebilmektedir (Holmbom ef al. 1991). Coziilen
bu polisakkaritler, pektinler veya poligalakturonik asitlerdir. Poligalakturonik asitlerin
katyonik polimerlerle (tutucu maddeler) kompleks yapabilmesi polimerizasyon derece-
sine baglidir. Monomer, dimer ve trimer galakturonik asitler katyonik polimerlerle
kompleks olusturamazken hekzamer ve daha uzun zincirli poligalakturonatlar katyonik
polimerlerle kompleks olusturabilmektedir (Thornton et al. 1994). Pektinazlar,
galakturonik asit polimerlerini parcalayarak katyonik polimerlerle kompleks olusturma-
larina engel olmaktadirlar. Boylece suyun filtrelenmesi esnasinda dolgu maddeleri ve

lifler korunarak daha kaliteli kagit iiretimi saglanmaktadir (Kashyap et al. 2001).

1.3.9 Pektinazlarin pektik atik sularin islenmesinde kullanimi

Turunggilleri isleyen endiistrilerin atik sulari, aktiflestirilmis sulu ¢amur islemleri stire-
since mikroplar tarafindan kolayca parcalanamayan pektik maddelerce zengin oldugu
bilinmektedir (Tanabe et al. 1986). Tanabe (1987) alkali mikroorganizmalar1 kullanarak
yeni bir atik su isleme siireci gelistirmeye calismistir. Topraktan izole edilen alkali

Bacillus sp. (GIR 621) pH 10°’da alkali ortamda ekstraseliiler endopektat liyaz liretmek-
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tedir. Izole edilen bu tiirlerin, atik sulardan pektik maddeleri uzaklastirmak igin oldukga

kullanislt olduklar1 bulunmustur.

Turunggilleri isleyen endiistrilerin atik sularinin temizlenmesi islemi, fiziksel olarak
suyu ¢ekmek, spreyle sulama, kimyasal ¢oktiirme, aktiflestirilmis sulu camurla isleme
ve metan fermantasyonunu takip eden kimyasal hidroliz gibi birgok yontemle arastiril-
mistir (Tanabe et al. 1986). Fakat bu siireglerin, pektik maddelerin kimyasallara kars1
dayaniklilig1, maliyetinin fazla olmasi, islem siiresinin uzunlugu ve islem siireclerinin

karmasiklig1 gibi bazi zafiyetlere sahip oldugu bilinmektedir.

Endopektat liyaz iireten yumusak kok patojeni olan Erwinia carotovora (FERM P-
7576)’nin atik sularin islenmesinde oldukga kullanish oldugu Tanabe (1986) tarafindan
bildirilmistir. Pektik atik sular bakteriden iiretilen pektinolitik enzimlerle isleme tabi
tutulmus ve icerdikleri pektik maddelerin hemen hemen hepsinin ¢oziilebildigi rapor

edilmistir (Tanabe et al. 1986).

1.3.10 Pektinazlarin meyve suyu iiretiminde kullanimi

Pektik maddelerin, meyve sularinin kivamlarini, bulanikliklarini ve goriiniislerini etki-
leyen en 6nemli faktorler oldugu kabul edilmektedir (Borrego et al. 1989). Pektik en-
zimler; sarap, sirke ve meyve sularini berraklastirmak ve verimlerini artirmak i¢in kul-
lanilmiglardir (Whitaker 1990). Ticari olarak hazirlanan pektik enzim preparatlarinin
cogu meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin, diinyada gida endiistri-
si i¢in hazirlanan enzimlerin dortte birini olusturduklar1 g6z oniinde tutuldugunda, en-
zim kullanimu ile sistemlerin verimini artirma ve ekonomik maliyetleri diislirme ¢alis-

malarinda ¢ok ilgi gorecegi tahmin edilmektedir.

Meyvelerin olgunlagsmasi esnasinda pektinlerin énemli bir rolii vardir. Pektinler olgun-
lasmamis meyvelerin hiicre duvarinda seliiloz liflerine bagh olarak bulunmaktadirlar.
Seliilozlara bagli olan pektinler ¢oziilebilir olmadiklarindan dolay: hiicre duvarma bir

sertlik vermektedirler. Meyvelerin olgunlagsma siirecinde, meyvede dogal olarak meyda-
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na gelen enzimler tarafindan pektinin ana zinciri ve ana zincire bagl dallanmis yan zin-
cirleri parcalanmaktadir. Bu olay sonucunda pektinler daha ¢oziilebilir hale gelerek hiic-
re duvarindaki hakimiyetleri azalmakta ve bdylece meyvenin yumusamasina yol agmak-

tadirlar (Kashyap et al. 2001).

Pektik maddeler, taze meyve ve sebzelerin %0,5-4,0’1n1 olusturmaktadir. Dokular ezil-
diginde, meyve suyunun viskozitesini artiran ve bulaniklik yapan partikiilleri olusturan
coziilebilir pektin sulu faza gegmekte, diger pektinler ise hemiseliiloz vasitasiyla seliiloz
liflerine bagli olarak kalmaktadir. Pres veya diger mekanik metotlar kullanarak meyve
suyunu ekstrakte etmek oldukg¢a zor olmaktadir. Pektinazlarin ilavesi meyve suyunun
vizkozitesini azaltmakta ve preslenebilirligini artirarak daha verimli meyve suyu lireti-

mini saglamaktadir (Kashyap et al. 2001).

Islem gérmemis meyve suyu, temel olarak pektik maddelerin olusturdugu ¢dziinmeyen
partikiillerce zengindir. Bu partikiiller pozitif yiiklii proteinlerin negatif yiikli
pektinlerce sarilmasi sonucunda olugsmaktadir. Bu negatif yiiklii partikiiller ayrica bir-
birlerini de itmektedir. Pektinazlar pektinleri pargalayarak, birbirlerini iterek biiyiik mo-
lekiillii agregatlar olusturan bu partikiiller arasindaki itmeyi azaltmakta ve boylece mey-

ve suyundaki bulanikligin giderilmesine yardimei olmaktadir (Kashyap et al. 2001).

Ozellikle Aspergillus niger’den iiretilmis pektinazlar meyve suyu ve sarap endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ticari olarak iiretilen meyve sular1 berrak ve bulanik olmak iizere iki
cesittir. Pektinazlar, berrak meyve sularin iiretiminde presleme ve siizme esnasinda
meyve suyunun verimini artirmak ve asilt duran pargaciklarin neden oldugu bulanikligi
gidermek i¢in kullanilirlar. Limon suyu, nektar ve piireler gibi bulanik meyve sularinin
bulaniklik stabiliteleri, oldukea yiiksek poligalakturonaz aktivitesi igeren pektik enzim-
lerince saglanir (Kashyap et al. 2001).
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2 KAYNAK OZETLERI

Pektin liyaz (PL) enziminin sistematik ismi polimetilgalakturonat liyazdir (EC 4.2.2.10,
PMGL). Metille esterlesmis poligalakturonatlarin a-(1,4) baglarini trans-eliminasyonla
parcalayan bu enzim, reaksiyon sonunda zincirin indirgen olmayan ucunda bir doyma-
mis uronik ester (dimer, trimer, vd.) olusturmaktadir (Van-Alebeek et al. 2002). Asagi-

da enzimin katalizledigi reaksiyonun semas1 goriillmektedir (Sekil 2.1.).

coD R |
A
1
H
Hf“
aH )
oM
Pektin Liyaz
coo R COoOR
o,
H
e 4 .
oH oM R
OH o
H oH
Pektin
E=H, M

Sekil 2.1 Pektin liyaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Herron et al. 2000)

Aspergillus niger’den saflastirilan pektin liyaz enziminin, pektin liyaz A (PLA), pektin
liyaz B (PLB), pektin liyaz C (PLC) ve pektin liyaz D (PLD) olarak adlandirilan dort
fakli izoenzimi karakterize edilmis (Kester and Visse 1994; Gysler et al. 1990; Herron
et al. 2000) ayrica pektin liyaz B’nin de ii¢ boyutlu semasi c¢izilmistir (Sekil 2.2.)
(Herron et al. 2000).
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Sekil 2.2. Aspergillus Niger’den saflastirilan pektin liyaz B (PLB) enziminin ii¢ boyutlu
sematik goriintiisii (Herron et al. 2000)

Pektik liyaz, pektik transeliminaz olarak da bilinen pektin liyaz ve pektat liyaz enzimle-
rinin, yiyecek ve tekstil endiistrisinde olduk¢a genis bir kullanim alan1 bulunmaktadir.
Fakat bu enzimlerinin tiretim verimleri diger pektinazlardan daha distiktiir. Pektik
transeliminazlarin kullanim alanlar1 genis oldugu i¢in bu enzimlerin {iretim prosesleri-
nin gelistirilmesi dnemlidir (Gummadi and Kumar 2005). Pektin liyaz enzimini tiretmek
ve lretim verimini arttirmak i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Bunlardan bazilar1 asagida

verilmektedir;

Cimen igeren bir ortamda yetistirilen Neocallimastix sp.’den pektinolitik enzim iiretil-
mis ve enzim aktivitesi viskozimetrik yontemle tayin edilmistir. En yiiksek pektinolitik
enzim aktivitesi, pH’s1 8 olan ve CaCl, igeren bir ortamdan elde edilmistir. Anaerobik
mantar olan Neocallimastix sp. nin pektin varliginda endo-aktivite gdsteren pektin liyaz

da iirettigi rapor edilmistir (Gordon and Phillips 1992).

Penicillium griseoroseum’un tek karbon kaynagi olarak limon pektininin kullanildig:
s1v1 besi yerinde yetistirilerek, pektin liyaz enzimini liretmesi saglanmis ve tiiretilen pek-
tin liyaz enzimi karakterize edilmistir. Fosfat tamponu en yliksek pektin liyaz tiretimini

saglarken Ca®"nin varlig1 pektin liyaz iiretimini arttirmamustir. Elde edilen pektin liyaz
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enzimi Ramie lifleri ve limon pektini iizerinde aktivite gosterirken poligalakturonati

par¢alayamamistir (Brumano et al. 1993).

Yapilan bagka bir calismada, dogal liflerin iiretiminde kullanmak ig¢in Penicillium
griseoroseum’dan pektin liyaz enziminin iiretimine sakkaroz ve maya ekstraktinin etkisi
aragtirilmistir. Pektik olmayan karbon kaynagi olan sukroz ve maya ekstraktinin kiiltiir
ortamina ilavesi Penicillium griseoroseum’dan pektin liyaz iiretimini olumsuz etkile-
migtir. Kiiltiir ortamina maya ekstrakti ilave edilmemesi durumunda mikroorganizmanin
gelistigi ve kiiltiir ortaminin pH’sinin belirgin bir oranda distiigii fakat pektin liyaz en-
ziminin Uremedigi goriilmistiir. Maya ekstrakt1 olmayan yiiksek tampon kapasiteli kiil-
tiir ortamina pektin ilave edilmesiyle pektin liyaz tiretimi saglanmistir. %0,06 maya
ekstrakti ve %0,1 oraninda pektin igeren kiiltiir ortaminin 48 saat inkiibasyonuyla orta-
min pH’sinin ¢ok az bir miktarda degistigi, mikroorganizmanin maksimum seviyede
gelismesinin saglandigi ve oldukea yiiksek verimle pektin liyaz tiretildigi tespit edilmis-
tir. Sakkaroz olmayan besi ortaminda maya ekstratinin konsantrasyonunun 0’dan
0,16’ya kadar degistirilmesiyle pektin liyaz liretimi arastirilmis fakat enzim {iretiminin
olmadig belirtilmistir. Pektin liyaz tiretiminde sakkaroz ve maya ekstrakti arasinda bir

sinerji oldugu sonucuna varilmistir (BaracatPereira et al. 1994).

DNA'’ya hasar veren mitomisin C’nin besi yerine ilave edilmesiyle Erwinia carotovora
supsp. atroseptica SCRI 1043’iin pektin liyaz enzimini liretmesi saglanmistir (Godfrey

et al. 1994).

Pseudomonas marginalis N6301°den pektin liyaz enzimi, kiiltiir ortamina mitomisin
C’nin ilavesiyle Uretilmistir. Pektin liyaz enzimi gliserol igeren ortamdan da {iretilerek
saflastirilmis ve molekiil agirliginin mitomisin C igeren ortamdan saflastirilmis enzimle

benzer oldugu bulunmustur (Nikaidou et al. 1995).

Yetistirme ortamina farkli konsantrasyonlarda induser ilave edilmesiyle Penicillium
griseoroseum’dan ekstracellular pektin liyaz iiretimi arastirilmistir.  Penicillium

griseoroseum; tek karbon kaynagi olarak sakkarozun kullamildigi, induser olarak
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kafeinnin, maya ekstraktinin, ¢ay ekstraktinin ve pektinin ayr1 ayr1 kullanildigi besi yer-
lerinde tiretilmistir. Penicillium griseoroseum 'un sakkarozla birlikte cay ekstrakti, maya
ekstrakt1 ve kafein igeren ortamda ve tek bagina ¢ay ekstrakti bulunan ortamda pektin
liyaz enzimini tiretmesi saglanmistir. Diisiik konsantrasyonlarda da benzer sonuglarin

elde edildigi goriilmiistiir (Minussi et al. 1996).

Calismada induser olarak pektin yerine farkli bir madde kullanilarak pektinazlarin {ire-
tim maliyetinin disiiriilmesi amag¢lanmustir. Penicillium griseoroseum’dan pektin liyaz
ve poligalakturonaz iiretimi {izerine seker kamigi suyunun etkileri arastirilmistir. Bu
amagla, mantarlar 25°C’de 48 saat siireyle 150 rpm’de karistirilarak pH’s1 6,3 olan mi-
neral ortamda yetistirilmistir. Kiiltlir ortamina seker kamis1 suyunun ilave edilmesiyle
pektin liyaz enzim tretiminin ve misellerin kuru agirliginin arttigi goriilmiistiir. Ayrica
maya ekstrakti ile seker kamigi suyunun birlikte fermantasyon ortamina eklenmesi ile de
poligalaturonaz liretim veriminin arttig1 belirlenmistir. Calisma, daha diisiik seker kami-
st suyu konsantrasyonlarinin bile seliilaz iiretimine yol agmaksizin sadece pektin liyaz
ve poligalakturonaz enzimlerinin aktivitesini arttirdigin1 gostermistir (Minussi et al.

1998).

Topraktan izole edilen bir bakteri tiirii olan PN33’lin olduk¢a Onemli miktarda
ekstraseliiler pektin liyaz (EC 4.2.2.10) iirettigi bulunmustur. izole edilen bakterinin bir
Bacillus sp. oldugu belirlenmistir. Basillus sp.’nin sadece tek karbon kaynagi olarak
yiiksek derecede esterlesmis pektin kullanildiginda pektin liyaz trettigi gozlenmistir.
Pektin liyaz iiretme ortaminin optimum sartlarinin bir litrede 10 g pektin, 2 g maya
ekstrakti, 4 g K;HPO4.3H,0, 0,6 g MgSO4 ve 0,11 g CaCl, (pH 7,0) oldugu bulunmus-
tur. Optimum kiiltiir sartlarinda 37°C’de ve 32 saat inkiibasyon sonucunda kiiltiir

siipernatantininda 132 EU/mL pektin liyaz aktivitesine ulasilmistir (Kim et al. 1998).

Trametes trogii’den farkl kiiltiir ortamlarinda pektinaz enzimlerinin iiretilebilirligi arag-
tirllmistir.  Trametes  trogii'nin  pektin iceren ortamda polimetilgalakturonaz,
poligalakturonaz ve pektin liyaz enzimlerini iirettigi fakat pektat liyaz enzimini iiretme-

digi gozlenmistir. Yetistirme ortamina ksilan ve karboksimetilseliiloz ilavesinin enzim
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tretimini artirdigi belirlenmistir. Yetistirme ortamina glikoz ilave edildiginde enzim
tretiminin azaldigit ve tek karbon kaynagi olarak glikoz kullanildiginda ise
poligalakturonazin iiretilmedigi pektin liyazin ise ¢ok az tiretildigi gozlenmistir. Yetis-
tirme ortamindaki pektin konsantrasyonunun arttirilmasinin hem mikroorganizmanin
tiremesini hem de enzim iiretmesini artirdig1 sonucuna ulagilmistir. Tween 80’nin yetis-
tirme ortamina ilavesinin pektin liyaz iiretimini artirtigi, Tween 20 ve Triton X-100’{in
mikroorganizmanin hem iiremesini hem de enzim {iretmesini inhibe ettigi belirlenmstir.

(Levin and Forchiassin 1998).

Penicillium griseoroseum sakkaroz ve maya ekstrakti ilave edilen mineral ortamda ye-
tistirilerek havalandirma, pH, karbon kaynagi konsantrasyonu ve mikroorganizma ekim
sartlarinin pektin liyaz iiretimine olan etkisi arastirilmistir. Ayrica karbon kaynagi ola-
rak seker kamisi surubu kullanildiginda Penicillium griseoroseum’um pektin liyaz ii-
retme kapasitesi de incelenmistir. Ekim konsantrasyonunun pektin liyaz tiretimini etki-
lemedigi ve enzim iiretiminin havalandirilmis ortamda havalandirilmamis ortamdan
daha fazla oldugu bulunmustur. Pektin liyaz iiretimi i¢in en iyi sartlarin 60 mM

sakkaroz ve pH 6,3-7,2 oldugu belirlenmistir (Piccoli-Valle et al. 2001).

Penicillium viridicatum strain Rfc3’den, karbon kaynagi olarak muz ve hintkiraz1 ka-
buklari, bugday kepegi ve portakal posasi kullanilarak kati ortam fermantasyonu ile
pektin liyaz enzimi ve poligalakturonaz enzimi iretilmistir. Maksimum
poligalakturonaz enzimi iiretimi bugday kepeginden olusturulan fermantasyon ortamin-
dan elde edilirken pektin liyaz enziminin maksimum {iretimi portakal posasindan olus-
turulan fermantasyon ortaminda elde edildigi bulunmustur. Muz veya hint kirazi1 kabuk-
larindan olusturulan fermantasyon ortamina seker kamist posasi ilave edildiginde hem
poligalakturonaz hem de pektin liyaz enzimlerinin iiretiminin seker kamis1 posasinin

ilave edilmedigi ortama gore arttig1 gozlenmistir (Silva et al. 2002).

Pektin liyaz ve poligalakturonaz enzimleri yeni izole edilmis Moniliella SB9 ve

Penicillium sp. EGC5’den kat1 ortam fermantasyonu ile iiretilmistir. Fermantasyon or-
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tam1 olarak portakal posasi, seker kamisi posasi ve bugday kepegi karisimlar1 kullanil-

mistir (Martin et al. 2004).

Rhizopus oryzae’dan kati ortam fermantasyonu ile seliilotik ve pektinolitik enzimlerin
tiretildigi yapilan ¢alismayla dogrulanmistir. Fermantasyon ortamina NH4NO; ve
NH4CI ilavesinin enzim miktarini arttirarak yumusatma kapasitesini de arttirdigi gortil-

miistlir (Hamdy 2005).

Endiistriyel bir atik olan portakal posasi kullanmilarak Curvularia inaequalis (Shear)
Boedijn NRRL 13884’den kat1 ortam fermantasyonu ile pektin liyaz enzimi iiretilmistir

(Afifi et al. 2002).

Pektin liyaz enziminin endiistriyel 6neminden, dolay1 farkli besi yerleri kullanilarak
bir¢ok mikroorganizmadan {iretilmistir. Pektin liyaz enzimi daha ¢ok mantarlar tarafin-
dan tretilse de baz1 bakteriler tarafindan da tiretildigi bilinmektedir. En iyi pektin liyaz
tretiminin Penicillium italicum ve Penicillium expansum adli mantarlar taratindan ger-
ceklestirildigi rapor edilmistir (Alana et al. 1989, 1990). Uretilmis olan pektin liyaz
enzimleri saflastirilmis ve optimum pH, optimum sicaklik, molekiil agirligi, V. ve
Kys’leri belirlenmistir. Calismalarda elde edilen karakterizasyon sonuglari asagida ¢izel-

ge halinde verilmistir (Cizelge 2.1.).



23

Cizelge 2.1. Bakteri ve mantarlardan saflastirilan pektin liyaz enziminin bazi karakteristik 6zel-
likleri (Schlemmer et al. 1987; Sakiyama et al. 2001; Chen et al. 1998; Papi and Kyriakidis
2003; Godfrey et al. 1994; Kim et al. 1998; Nikaidou et al. 1995; Martin et al. 2004; Martin et
al. 2004; Hamdy 2005; Nakagawa et al. 2005; Afifi et al. 2002; Alana et al. 1991; Obi ve
Moneke 1985)

Saflastirildign Optimum | Optimum | Molekil Vmax Km
Kavnaklar H Sicakhk Agirhg me/mL
Bakteriler
Pseudomonas 8. 0-8, 5 15-42 34 i i
fleurenscens
I 94 x 10
5 f’;(’f;“t‘;zi’s‘s 7,9 40 - mol/mL. 4,6
yLoLy dak.
Pythium 8,0 10-50 23 - -
splendens
Pseua.fom(.)nas 6.6 30 39 ) .
marginalis
Erwinia carotovora
supsp. atroseptica 8,0 35 31 - -
SCRI 1043
Bacillus sp. PN33 6,0 40 52 - -
Pseudomonas
marginalis N6301 6,3 30 34 ) )
Mantarlar
Moniliella SB9’dan 10, 0 45 - - -
Penicillium sp. EGC5 9,0 40 - - -
Rhizopus oryzae 7,5 50 31 297 U/mL 3,87
Cystofilobasidium 3000
capitatum PPY-1 i 40 42 EU/mg 36,6
Curvularia inaequalis
(Shear) Boedijn 5,0 - 33 mM -
NRRL 13884
Penicillium Italicum 9,0 35-50 34 - -
Aspergillus niger 4,0-5,0 35 30 - -
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Pektin liyaz enziminin yapisinda kofaktdr olarak metal iyonu bulundurduguna dair bir
bilgiye rastlanmamustir. Fakat pektin liyaz enziminin aktivitesini baz1 metal iyonlarinin
ve bazi maddelerin degistirdigi bilinmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda enzimin prote-

in yapisinda da inhibitorlerinin oldugu anlasilmistir.

Seker pancar1 koklerinden elde edilen bir protein, Rhizoctonia solani’den iiretilen pektin
liyaz enzimini inhibe etmistir. Pektin liyazi inhibe eden protein saglikli seker pancarinin
hiicre duvarindan ekstrakte edilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve katyon degisim
kromatografisi ile saflastirilmistir. SDS-PAGE’1 yapilarak molekiil agirliginin 57,5 kDa
oldugu ve izoelekrik fokuslamada pH;’sinin 9,9 oldugu belirlenmistir. Ciiriimiis dokula-
rin hiicre duvar1 ekstraktlarinin pektin liyazi inhibe etme aktivitesinin, saglikli dokularin
hiicre duvar ekstraklarina kiyasla daha biiylik oldugu goriilmiistiir. Bu sonugtan yola
cikilarak inhibitér proteinin pektin liyaza karsi kokleri korudugu distiniilmiistiir

(Bugbee 1993).

Erwinia carotovora supsp. atroseptica SCRI 1043°den iiretilen enzim katyon degisim
kromatografisi ve S-Sepharose ile 66,5 kat saflagtirilmis ve 1,37 mM Ca®* ve 1, 37 mM
Mg*nin varliginda enzim aktivitenin sirasiyla dort ve alti kat arttigi bulunmustur

(Godfrey et al. 1994).

Pseudomonas marginalis N6301’den {iretilen pektin liyaz enzimi CM-seliiloz,
hidroksiapatit ve jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilmistir. Saflastirilan pektin
liyaz enzimi 2 mM maleik anhidrit ve p-klorofenilsulfonik asit tarafindan inhibe edil-

mistir (Nikaidou et al. 1995).

Topraktan izole edilen bir bakteri tiirii olan Bacillus sp. PN33’iin olduk¢a dnemli mik-
tarda ekstraseliiler pektin liyaz iirettigi gézlenmistir. Uretilen pektin liyaz enzimi amon-
yum siilfat ¢oktiirmesi ve katyon degisim kromatografisi ile saflastirilmustir. Ca** (1
mM) saflastirillan pektin liyaz enziminin hem aktivitesini %350 arttirmis hem de
stabilitesini arttirmistir. Fenilmetilsiilfonilflorid ve dietilkarbonat’in 5 mM konsantras-

yonda enzimi tamamen inhibe ettigi bulunmustur. Bu sonuglar enzimin aktivite goster-
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mesinde histidin ve serin rezidiilerinin 6nemli oldugunu gdstermektedir (Kim et al.

1998).

Pektin liyaz enzimi salatalik meyvesini enfekte eden Pythium splendens tarafindan da
iiretilmigtir. Uretilen enzim amonyum siilfat ¢oktiirmesi, CM-sepharose kolon
kromatografisi ve izoelektrik fokuslama ile saflastirilmistir. Yiiksek derecede metille
esterlesmis pektini trans eliminasyon reaksiyonuyla pargalayan pektin liyaz enziminin
Ca®*, Mg*" ve Sr*" iyonlar ile aktivitesi artarken Zn*" ilavesi ile %36 oraninda inhibe

oldugu bulunmustur (Chen et al. 1998).

Kahve igeceginin kalitesi lizerine endofitik bakterilerin etkisi arastirilmistir. Bu amagla;
ylizeyleri steril edilmis kahve tanelerinden bir¢ok endofitik bakteri izole edilmis ve
pektinolitik tiirlerden biri karakterize edilmistir. Bu endofitik tiirden elde edilen pektin
liyaz enziminin aktivitesini EDTA ve metal iyonlarinin hemen hemen hi¢ etkilemedigi

goriilmiistlir (Sakiyama et al. 2001).

Rhizopus oryzae’dan iretilen pektin liyaz amonyum siilfat ve iki basamak kolon
kromatografisi ile saflastirilmustir. Ca*" iyonunun saflastirilmis pektin liyaz enziminin
sicakliga karst dayamkliligimi ve aktivitesini arttirdigi bulunmustur. Mg”", Na" ve
K iyonlarinin enzimi uyarirken Zn>*, Co*", Mn*" ve Hg*" iyonlarinin enzimi inhibe

ettigi belirlenmistir (Hamdy 2005).

Curvularia inaequalis (Shear) Boedijn NRRL 13884°den iiretilen pektin liyaz enzimi
Sephadex G-100 and DEAE-seliiloz kolon kromatografisi kullanilarak 50 kat saflasti-
rilmustir. Saflastirlan enzim Co”", Mn®* ve Zn®" iyonlari ile kismen, Hg*" ve Ag*" iyon-
lar1 ile de tamamen inhibe olmustur. Ca** , Cu®**, Mg®", Na* ve K iyonlarinn ise enzi-

min aktivitesini ylikselttigi bulunmustur (Afifi et al. 2002).

Pektin liyaz enziminin yiiksek derecede metille esterlesmis pektinlere yiiksek afinite
gosterdigi bilinmektedir. Substrat olarak kullandigi pektinin C-6 karbonunda olan
karboksi grubuna bagl bulunan metil grubu (-COOCH;) ile farkli gruplarin yer degisti-
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rilmesiyle ve yine C-6 karbonundaki metilin ¢ikartilmasiyla enzimin aktivitesinin nasil

degisecegi asagidaki ¢alismada aragtirilmistir.

Aspergillus niger’den tretilmis pektin liyaz enziminin C-6 karbonunda farkli gruplar
bulunduran oligogalakturonidleri pargalayip parcalayamadigi ve sayet parcaliyorsa or-
taya ¢ikan tUriinlerin yardimiyla pargcalama sekli belirlenmistir. Pektin liyazin, tamamem
metille esterlesmis oligogalakturonidlere yiiksek afinite gosterdigi bilinmektedir. C-6
karbonundaki metil grubu etil ile yerdegistiginde veya transamidasyonla olusan yeni
substrat lizerinde pektin liyaz enziminin aktivite gosteremedigi bulunmustur. Farkli
polimerizasyon derecesine sahip oligogalakturonidler pektin liyaz enzimi ile pargalan-
mus ve {iriinlerin yapisi arastirilmigtir. Uriinlerin analizinde doygunlugu ayni olan fakat
farkli polimerizasyon derecesine sahip D-4,5-doymamis {riinler goriilmiistiir.
Polimerizasyon derecesi 8 olan substratlar kullanildiginda ana iiriin D-4,5-doymamis
trimerler iken, polimerizasyon derecesi 9 ve 10 olan substratlar kullanildiginda ise ana
iriiniin D-4,5-doymamis tetramerler oldugu belirlenmistir. Tamamen metille esterlesmis
pentamer ve hekzamerlerden sinirlandirilmis alkaline deesterifikasiyon metodu kullani-
larak kismen metille esterlesmis pentamer ve hekzamerler hazirlanmis, elde edilen
pentamer ve hekzamerler incelendiginde rasgele metille esterlesmis olduklar1 goriilmiis-
tir. Kismen metille esterlesmis oligosakkaritlerin, tamamen metille esterlesmis
subtratlara oranla reaksiyon hizim1 10 kat azalttig1 goriilmistiir. Elde edilen {iriinlerin
metille esterlesme dagilimlar1 analiz edildiginde pektin liyaz enziminin metille ester-
lesmemis karboksil gruplarin1 da pargalayabilecegi anlagilmigtir. Sonug olarak pektin
liyaz enzimi, metille esterlesmis ve serbest karboksil grubunun bulundugu bag pargala-
yabilmis fakat daima metille esterlesmis rezidiiniin indirgenmemis ucunda D-4,5 doy-

mamis iirliinli olusturmustur (Van-Alebeek et al. 2002).

Pektik enzimlerin immobilize edilmesinin ve immobilize enzimlerin endiistride kulla-
nilmasinin getirecegi yenilikler ve dezavantajlar arastirilmis ve konuyla ilgili bazi ¢a-

lismalar asagida verilmistir.
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Pektik enzimler, meyve sularinin berraklastirilmasinda ve verimlerinin artirilmasinda
cok uzun zamandir kullanilmalarina ragmen, siirekli akis sistemleri ve immobilizasyon
materyalleri gibi teknolojik yenilikler sadece son zamanlarda meyve suyu {iretim pro-

seslerinde kullanilmaya baglanmistir (Alkorta et al. 1998).

Penicillium italicum’dan elde edilen pektin liyaz [E.C. 4.2.2.10] Nylon 6 maddesine
kovalent olarak baglanarak immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize edilmis enzi-
min fizikokimyasal ve kinetik ozellikleri karsilagtirilmistir. Enzimin pH’s1, sicaklik
stabilitesi, kinetik parametreleri ve immobilizasyon igleminin optimum sartlar1 belir-
lenmistir. Immobilize enzimin pH egrisinin serbest enzimle karsilastirildiginda diisiik
pH’ya dogru kaydigi goriilmiistiir. Benzer sekilde immobilize enzimin stabil oldugu
pH’nin serbest enziminkine gore daha diisiik oldugu bulunmustur. Immobilize enzimin,
sicaklik stabilitesinin belirgin bir oranda yiikseldigi ve 4°C’deki depolama siiresince
goriilmemis bir sekilde aktivitesini korudugu belirlenmistir. Immobilize enzimin 12. kez
kullanilmaya kadar aktivitesini tamamen korudugu bulunmustur. Serbest enzimle karsi-
lastirildiginda immobilize pektin liyaz enziminin viskoziteyi diisiirme kapasitesinin da-
ha az oldugu goriilmiistiir. Nylon’a immobilize edilen pektin liyaz enziminin pH: 3 ve

40°C’de meyve suyunu berraklastirdig1 belirlenmistir (Alkorta et al. 1996).

Pektinaz enzimlerinin bitkilerde hastalik yapan faktorlerden biri olduklar1 da bilinmek-
tedir. Pektinaz enzimlerinden biri olan pektin liyaz enziminin bitkilerde hastalik yapma

etkisi aragtirilmistir. Bu konuyla ilgili literatiirlerden bazilar1 asagida verilmektedir.

Erwinia carotovora supsp. atroseptica SCRI 1043’den iiretilen pektin liyaz enziminin
patates yumrularinin hizla yumusamasina neden odugu bulunmustur (Godfrey et al.

1994).

Erwinia chrysanthemi gesitli bitki hastaliklarina neden olan bir bakteridir. Bu bakterinin
patojenitesi, hiicre duvarlarini pargalayan pektinazlari iiretmesinden kaynaklanmaktadir.
E. chrysanthemi 3937 tiirliniin en az iki ¢esit pektin metilesteraz, en az yedi cesit pektat

liyaz, poligalakturonaz ve pektin liyaz iirettigi gozlenmistir. Pektinlerin ekstraseliiler
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parcalanmasinin intraseliiler yol vasitasiyla metabolize edilen oligalakturonidlerin o-
lusmasina neden oldugu bulunmustur. Pektinazlarin transkripsiyonu; bitki ekstrakti ve
pektinlerin varlhigi, diisiik sicaklik, oksijen ve ¢ok az demirin bulundugu ortam sartlari
tarafindan arttirilmistir. Oysa pektin liyazin transkripsiyonunun DNA’ya hasar veren
ajanlara bagh oldugu tespit edilmistir. Pektinazlarin trankripsiyonundaki bu farkin onla-

rin bitkiyi enfekte etme siireglerini yansittigi diisiiniilmektedir (HugouvieuxCottePattat

et al. 1996).

Pektin liyaz enzimi salatalik meyvesini enfekte eden Pythium splendens tarafindan da
iretilmistir. Saflastirilan pektin liyaz enziminin patates ve salataliklarin hizla yumusa-

masina neden oldugu gézlenmistir (Chen et al. 1998).

Zehirli ve ¢ok zehirli olmak iizere iki farkli cins Fusarium oxysporum f. sp. ciceris
(FOC) izolatlari, limon pektini iceren minimal besi yerinde yetistirildiklerinde pektin
liyaz ve poligalakturonaz enzimlerini tiretmislerdir. Cok zehirli izolatlar ile karsilastiril-
diginda, daha az zehirli izolatlarin pektin liyaz enzimini daha ¢ok iiretikleri, cok zehirli
olan izolatlarin ise poligalakturonaz enzimini daha ¢ok iirettikleri bulunmustur. Cok
zehirli izolatlarin, kiiltiir filtratlarinda bulunan bitki zehirlerinin poligalakturonaz enzi-

minden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ozer et al. 2003).

Thanatephorus cucumeri, diinya genelinde ¢ok cesitli bitki hastaliklarina sebep olan her
yerde bulunan bir mantar tiirtidiir. Hastalikli Hevea brasiliensis agaglarindan elde edilen
biitiin izolatlarda pektinolitik (poligalakturonaz, pektin liyaz) ve seliilolitik (beta-
glukozidaz, sellobiyaz) aktiviteler bulunmustur. Thanatephorus cucumeri ile asillanmig
kaucuk agacinin ektraktlarinda poligalakturonaz (PG) aktivitesine rastlanmazken pektin

liyaz (PL) aktivitesinin bulundugu gozlenmistir (Jayasinghe et al. 2004).

Enzim preparatlariyla patates kdklerinin yumusamasi, boya olarak floresin diasetat kul-
lanilarak floresans mikroskopisi ile incelenmistir. Aspergillus aculeatus’tan elde edilen
Pectinex Ultra-SP-L ile muamele edilen patates koklerinden oldukga yiiksek miktarda

canli tek hiicreler elde edilmistir. Pectinex Ultra-SP-L’den anyon degisim
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kromatografisi ile saflastirilan yiiksek pektin liyaz aktivitesi ve diisiik poligalakturonaz
aktivitesi patates koklerini en yiiksek seviyede yumusatmistir. 4. Aculeatus’tan klon-
lanmis pektin liyaz (PL1) ve iki farkli poligalakturonaz (PG1 ve PG2) incelendigi za-
man, yumusamanin en iyi PL1 ile gergeklestigi bulunmustur. Bu bulgulardan yola ¢iki-
larak, patates koklerinin yumusamasindan Pectinex Ultra-SP-L ic¢indeki enzimlerden

pektin liyazin sorumlu oldugu sonucuna varilmistir (vandenBroek et al. 1997).

Pektin liyaz; meyve suyu, sirke ve sarap endiistrisinde kullanilan pektinaz enzim prepa-
ratinin i¢inde bulunan enzimlerden biridir. Giiniimiizde, yiyecek endiistrisinde kullani-
lan enzim preparatlarinin dortte birini pektinaz enzimleri olusturmaktadir. Ayrica doku-
lar1 yumusatmada (maserasiyon) da kullanildigi bilinmektedir. Bu enzimler, ¢lirlimeye
neden olduklarindan dolayr meyve ve sebzelerin taginmasinda ve depolanmasinda da

onem kazanmiglardir. Fakat buna ragmen bu enzimler hakkinda fazla bir bilgi yoktur.

Poligalakturonaz, pektat liyaz ve pektin liyaz enzimleri pektin molekiiliinii parcalayan
enzimlerdir. Pektin liyaz baska bir enzim aktivitesine ihtiya¢ duymadan tek basina uzun
zincirli metille esterlesmis poligalakturonatlar1 parcalayabilirken, depolimerize eden
diger enzimler olan poligalakturonaz ve pektat liyaz ise, pektin esterazin pektinik asiti
(metille esterlesmis poligalakturonatlar1) pektata (poligalakturonatlar) doniistiirmesin-
den sonra pektini parcalayabilmektedirler (Alana ef al. 1991). Bu enzimler substrat ola-
rak kullandiklar1 pektinin esterlesme derecesine gore farkli afiniteler gostermektedir.
Pektin liyaz enziminin afinitesi meyvelerde fazla miktarda bulunan yiiksek derecede
esterlesmis (esterlesme derecesi %50 ve yukarisi) pektinlere kars1 diger pektinazlardan
daha yiiksektir. Pektat liyaz enzimi esterlesme derecesi %0-50 arasinda olan
poligalakturonatlara kars1 aktif olup esterlesme derecesi arttik¢a afinitesi azalmaktadir
(Van-Alebeek et al. 2002). Poligalakturonaz ve pektat liyaz uzun zincirli polimetil-
galakturonatlar1 parcalayabilmek icin oncelikle pektin esterazin metil gruplarini metanol
formunda uzaklagtirmasi gerektiginden ortamda metanol olusmasina neden olmaktadir-
lar. Pektin liyaz enzimi ise polimetilgalakturonatlar1 pargalarken ortamda metanol olus-
masina neden olmadigindan dolay1 pektinaz enzim karigimlarinda en ¢ok pektin liyaz

olmasi tercih edilmektedir. Bu da diinya enzim pazarinda dnemli bir paya sahip olan
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pektin liyaz enzimini ayn1 amag i¢in kullanilan diger enzimlerden daha ayricalikli bir

konuma tagimaktadir (Delgado ef al. 1993).

Bu caligmadaki temel amag, pektin liyaz enzimini iireten yeni mikroorganizmalar ara-
mak ve yliksek pektin liyaz aktivitesi tireten tiirlerden elde edilen pektin liyaz enzimle-
rini saflastirip karakterize etmektir. Bu amacla bir¢ok mikroorganizma taranarak bun-
lardan pektin liyaz enzimini lireten mikroorganizmalar belirlenecektir. Daha sonra yiik-
sek pektin liyaz aktivitesi lireten mikroorganizmalar kullanilarak enzim {iretilecektir.
Uretilen enzim saflastirilacak ve optimum pH’s1, optimum sicakligi, molekiil agirligi,
Vmax Ve Ky basta olmak tizere karakteristik 6zellikleri belirlenecektir. Son basamakta
ise karakterize edilen pektin liyaz enziminin meyve suyu iiretiminde kullanilip kullani-
lamayacag: aragtirilacak ve ticari olarak satilan pektinaz enzim karisimlari ile karsilasti-

rilacaktir.
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3 MATERYAL ve YONTEMLER

3.1 Materyal

3.1.1 Bakterilerin temini

Mikroorganizmalar Biyoloji boliimii Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji laboratuarin-

dan temin edilmistir.

3.1.2 Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Calismada kullanilan serum albumin, Coomassie Brillant Blue G-250, etanol, fosforik
asit, Na,HPO4, HCI, pektin (ED %93), pektin (ED %09,4), tiyobarbiitirik asit, NaOH,
(NH4),SO4, KH,PO4, MgSO4, Sephadex G-100, DEAE-seliilloz, diyaliz torbasi,
metanol, glisin, asetik asit, N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED), N,N-metilen-
bisakrilamid, gliserin, ditiotreitol, CH3;COOH, NaHCO3, akrilamid, Tris (trihidroksime-
tilaminometan), amonyum perstilfat (PER), Coomassie Brillant Blue R-250, brom timol
mavisi isimli kimyasallar Sigma (P.O. Box 14508 St. Louis, MO 63178 USA) firmasin-
dan, Potato Dextrose Agar (PDA) CMO0139, Nutrient Agar (NA) CMO0003, Tryptone
Soy Agar (TSA) CMO0131, Nutrient Broth (NB) CM0001 isimli kimyasallar ise Oxoid
(Oxoid LTD, Basingstoke, Hampshire, ENGLAND) firmasindan alinmistir.

3.1.3 Yararlanilan alet ve cihazlar

Sogutmal1 Santrifiij : Heraus Sepatech

Spektrofotometre : Pharmacia LKB-Biochrom, ULTROSPEC-III
pH metre : Schott C6 840 pH metre

Elektroforez tanki : Owl (Separation systems)

Peristaltik pompa : Cole-parmer Instument Co

Hassas terazi : Mettler Ha 51 Gallenkamp
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Kromatografi kolonu : Cole-parmer Intrument Co
Otomatik pipetler : Fisher

Gradient mikser GH-Y : Pharmacia Fine Chemicals
Vorteks : Fisons

Calkalayici : GFL

Magnetik karistirict : Ika Combimag RCO

3.1.4 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltiler, hazirlanig bigimleri ve kullanildiklar yerler

asagida belirtilmigtir.

1. Coomassie Brillant Blue G-250 renk reaktifi (Proteinlerin kantitatif tayininde kulla-
nilan ¢dzelti); 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 mL %95°1ik etanol’de ¢oziil-
dii. Bu cozeltiye %95°lik fosforik asitten 100 mL ilave edildi. Cozeltinin hacmi
deiyonize suyla 1 litreye tamamlandi.

2. 0,05 M fosfat tamponu, pH: 8 (Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasinda ve enzimin
saflastirilmast esnasinda kullanilan tampon ¢dézelti); 7,075 g Na,HPO4 950 mL
deiyonize suda ¢oziildii ve 1 N HCI ile pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra toplam hacmi
deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi.

3. %1’lik NaCl c¢ozeltisi (Katt ortam fermantasyonu ile yetistirilen bakterilerin
homojenatini hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozelti); 1 g NaCl 95 mL deiyonize suda ¢oziil-
dii ve deiyonize suyla toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

4. % 1,5’1ik pektin ¢ozeltisi (Pektin liyaz enziminin substrati olarak kullanilan ¢dzelti);
0,15 g pektin (ED %93) 10 mL 0,05 M pH: 8 olan fosfat tamponuna ilave edildi ve
vorteks ile karistirilarak ¢oziildii.

5. 1 N HCI ¢ozeltisi (Pektin liyaz enziminin aktivite tayininde kullanilan ¢6zelti); Yo-
gunlugu 1,12 g/mL olan %36,5’lik derisik HCI’den 13,4 mL alind1 ve deiyonize suyla
150 mL’ye seyreltildi.
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6. 1 N NaOH cozeltisi (Pektin liyaz enziminin aktivite tayininde kullanilan ¢ozelti); 4
g NaOH 95 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve deiyonize suyla toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

7. 0,04 M tiyobarbiitirik asit ¢cozeltisi (Pektin liyaz enziminin aktivite tayininde kulla-
nilan ¢6zelti); 40 mL deiyonize su bulunan tiip igerisine 0,23 g tiyobarbiitirik asit ilave
edildi ve vorteks ile karistirilarak ¢oziildii.

8. Besleyici soliisyon (Bakteri liretme ortamina ilave edilir); 0,14 g (NH4)2SO4, 0,2 g
KH,PO4 ve 0,02 g MgSO4 95 mL deiyonize suda ¢oziildii ve pH metre kullanarak pH:
7’s1 ayarlandiktan sonra deiyonize suyla toplam hacim 100 mL’ye tamamland.

9. SDS-poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan numune tamponu; 5 mL 1 N HCI
pH 6,8, 3 mL %1’lik SDS, 1 mL %100’liik gliserin ve 1 mL %0,1°lik brom timol mavi-
sinden karistirilarak hacimlerinin saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Bu
tampon kullanilmadan hemen 6nce 1 mL numune tamponuna 50 pL olacak sekilde [3-
merkaptoetanol ilave edildi.

10. SDS-poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu; 1,5 g tris ve
7,2 g glisin, 450 mL suda ¢6ziildii. Hazirlanan bu ¢dzelti tizerine 5 ml %1°1ik SDS ilave
edildi ve hacimi 500 mL’ye saf su ilave edilerek tamamlandi.

11. Elektroforezde kullanilan renklendirme ¢6zeltisi; 0,66 g Coomassie Brillant Blue R-
250, 120 mL metanolde ¢oziildiikten sonra iizerine 24 mL saf asetik asit ve 20 mL
deiyonize su ilave edilerek hazirlandi.

12. Renksizlestirme ¢ozeltisi ise; %7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5 sudan ibarettir.
13. 0,05 M CH3COONa pH: 4 ve pH: 5 (Pektin liyaz enziminin optimum pH’sin1 bul-
mak i¢in kullanildi); 0,41 g CH3;COONa 95 mL deiyonize suda ¢oziildii ve pH’s1 4’¢
(pH: 5) 1 N HCI ile ayarlandiktan sonra toplam hacmi deiyonize su ile 100 mL’ye ta-
mamlandi.

14. 0,05 M NaHCO; pH: 9, pH: 10 ve pH: 11 (Pektin liyaz enziminin optimum pH’sin1
bulmak i¢in kullanildi); 0,42 g NaHCOs 95 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve pH’s1 9’a
(pH: 10 ve pH: 11) 1 N HCI veya 1 N NaOH ile ayarlandiktan sonra toplam hacmi
deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi.

15. 0,05 M Na,HPO4, 1 mM ditiotreitol, pH: 7,0 (Molekiil agirligini tespit etmek i¢in
kullanildi); 0,1542 g ditiotreitol ve 7,075 g Na,HPO4 950 mL deiyonize suda ¢oziildii ve
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1 N HCl ile pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra toplam hacmi deiyonize su ile 1 L’ye tamam-
land1.

16. %4’lik fenol c¢ozeltisi (Karbohidrat miktarini belirlemek i¢in kullanildi); 4 gram
fenol 95 mL saf su igerisinde ¢oziildii ve toplam hacmi deiyonize suyla 100 mL’ye ta-
mamlandi.

17. Kat1 ortam fermantasyonu i¢in hazirlanan besi yeri; 250 mL’lik erlene igerisinde 5
gram kepek %1 oraninda pektin (ED %9,4) ile karistirildi ve tizerine besleyici soliisyon

ilave edilerek hazirlandi.

3.2 Yontemler

3.2.1 Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sirasinda esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif pro-
tein tayini yapildi. Bu metot 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve
tirozinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (McIntosh 1969).
Fraksiyonlar kuartz kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektofotemetrede kore karsi o-

kundu.

3.2.2 Bradford yontemiyle protein tayini

Bu yontemle DEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki
ve homojenatlardaki protein miktar1 belirlendi. Bu yontem Coomassie Brillant Blue G-
250’nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi esasina dayanmaktadir. Olusan
kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gdstermektedir. Proteine boyanin baglan-
mast ¢ok hizli (2 dakika) gelismektedir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 mikrogram ara-

sinda degismektedir (Bradford 1976).

Tayin islemleri sdyle yapildi; 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albii-
min ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alindi. Saf su ile

tiim tliplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi. 5 mL coomassie blue reaktifi tiiplere ilave



35

edildi ve vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore
kars1 absorbans degerleri okundu. 0,1 mL saf su ve 5 mL commassie blue reaktifinden
olusan karisim kor olarak kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram

protein degerleri ile standart grafik cizildi.

3.2.3 Pektin liyaz aktivitesi tayini

Pektin liyaz aktivitesi renkli tiirev olusum yontemiyle belirlendi (Nedjma et al. 2001).
Aktivite tayini, pektin liyaz aktivitesi sonucunda olugan doymamis uronik ester tiirevle-
rinin tiyobarbiitirik asit ile olusturdugu renkli tlirevlerin 550 nm’de absorpsiyonunun
Olclilmesi esasmma dayanmaktadir (Sekil 3.1.). Elde edilen renkli tiirevin molar
ekstinksiyon () katsayis1 54.000 M™.cm™*dir. Bir enzim iinitesi (EU) 1 dakikada 1

nmol {iriin olusturan enzim miktar1 olarak belirlendi.

CcoD R
A
R
OH
OH
Pektin Livaz
COOR COOR
Q,
H
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OH OH R
OH Of
H OH
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Sekil 3.1. Pektin liyaz enziminin katalizledigi reaksiyonun sematik goriintiisii

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi. 0,25 mL enzim ¢dzeltisi (%1,5 pektin, ED
%093) 0,25 mL substrat ¢ozeltisine ilave edildikten sonra 10 dakika uygun sicaklikta
inkiibe edildi. Daha sonra 0,5 mL olan reaksiyon karisimina 50 pL 1 N NaOH ilave
edildi ve 80°C olan su banyosunda 5 dakika inkiibe edildikten sonra sogutuldu. Sogutu-
lan reaksiyon karisimina 0,6 mL 1 N HCI ve 0,5 mL 0,04 M tiyobarbiitirik asit ¢ézeltisi
ilave edildikten sonra ikinci kez 5 dakika 80°C’de inkiibe edildi ve sogutuldu. Elde edi-
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len renkli tiirevin optik dansitesi 550 nm’de kore karsi okundu. Enzim ¢dzeltisi yerine

enzimin i¢inde bulundugu tampon ilave edilerek hazirlanan numune kor olarak kullanil-

di.

3.2.4 Mikroorganizmalardan pektin liyaz enziminin iiretilmesi ve homojenat hazir-

lanmasi

Bu tez kapsaminda pektin liyaz enzimi, Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas
campestris ve Geobacillus pallidus olmak iizere ii¢ farkli bakteriden iiretildi ve saflasti-
rildi. Bu Dbakterilerden Agrobacterium radiobacter ve Xanthomonas campestris
(Taragano and Pilosof 1999) kat1 ortam fermantasyonu, Geobacillus pallidus ise sivi

besi yerinde yetistirilerek pektin liyaz enzimi tiretildi.

Topraktan izole edilen Agrobacterium radiobacter ve bitkiden izole edilen
Xanthomonas campestris’ten pektin liyaz enzimini liretmek i¢in besi yeri olarak kepek
kullanildi. 250 mL’lik erlenlerde %0,1 oraninda pektin (ED %09.,4) ile karigtirilmig 5
gram kepek tizerine 10 mL (%0,14 (NH4),SO4, %0,2 KH,PO4 ve %0,02 MgSOy4, pH: 7)
besleyici soliisyon ilave edilerek besi yerleri hazirlandi. Daha sonra hazirlanan bu besi
yerleri otoklavda 121°C’de 20 dakika tutularak steril edildiler. TSB’de iiretilmis olan
mikroorganizmalar steril kabinde besi yerlerine ekimleri yapildi ve 5 giin boyunca
27°C’de inkiibe edildiler. Besi yerine %1 NaCl igeren 60 mL deiyonize su ilave edildi
ve 1 saat boyunca magnetik karigtirict ile karigtirildi. 10.000 x g’de (4°C, 20 dk.)
santrifiijlenerek siipernatant (yetistirme ortami) ve ¢okelek (kepek+mikroorganizma)
ayrildi. Siipernatantlarda pektin liyaz aktivitesi tespit edilerek Agrobacterium
radiobacter ve Xanthomonas campestris’in pektin liyaz enzimini iirettigi anlasildi. Elde
edilen homojenat 0,01 M pH’st 8 olan fosfat tamponuna karsi iki defa ikiser saat
diyalizlendikten sonra DEAE-seliiloz iyon degisim kolonuna yliklemek i¢in hazir hale

getirildi (Taragano and Pilosof 1999).

Erzurum Hasankale kaplicalarindan izole edilen Geobacillus pallidus’u iiretmek igin

NB (Nutrient Broth) kullanildi. 6,25 g NB 500 mL’lik bir erlende 250 mL deiyonize
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suyla ¢oziilmesiyle besi ortami hazirlandi. Daha sonra hazirlanan bu besi yerleri otok-
lavda 121°C’de 20 dakika siiresince steril edildi. TSB’de tiretilmis olan mikroorganiz-
malar steril kabinde besi yerlerine ekimleri yapildiktan sonra 5 giin boyunca 56°C’de
inkiibe edildiler. Besi yerleri 10.000 x g’de (4°C, 20 dakika) santrifiijlenerek
siipernatant (yetistirme ortami) ve ¢okelek (mikroorganizma) ayrildi. Siipernatantta pek-
tin liyaz aktivitesi tespit edilerek Geobacillus pallidus’un pektin liyaz enzimini iirettigi
anlagildi. Elde edilen homojenat 0,01 M pH’s1 8 olan fosfat tamponuna kars1 iki defa
ikiser saat diyalizlenerek DEAE-seliiloz iyon degisim kolonuna yiiklemek i¢in hazir

hale getirildi.

3.2.5 DEAE-seliiloz iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

20 g DEAE-seliiloz 200 mL 0,5 N HCI ile aktiflestirildi. Kullanilan HCI iyon degisim
uclarinin disar1 ¢gikmasini sagladi. 0,5 N NaOH ile yikanarak ortam nétralize edildi. Jel
0,01 M (pH: 8) fosfat tamponu i¢ine alindi. Kromatografi kolonuna bir huni yardimiyla
tampon ¢ozelti dolduruldu. Hazirlanan jel peristaltik pompa yardimiyla kolona paket-
lendi. Kolon ayn1 tampon ¢ozelti ile dengelendi. Kolonun dengelendigi {isten alinan sivi

ile alttan alinan sivinin absorbanslarinin ayni olmasi ile anlasildu.

3.2.6 Hazirlanan homojenatlarin DEAE-seliiloz iyon degisim kolonuna yiiklenmesi

ve eliisyon alinmasi

0,01 M (pH: 8) fosfat tamponuna kars1 diyalizlenen homojenat 6nceden dengelenmis
kolona tatbik edildi. Daha sonra 0’dan 0,4 M’a NaCl ile bir konsantrasyon gradienti
olusturularak enzim eliie edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla akis hizi 80 mL/saat’e
ayarlandi. 3’er mL’lik fraksiyonlar toplandi. Toplanan fraksiyonlarda 280 nm dalga
boyunda kalitatif protein tayini yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde aktivite tayini ya-
pildi. Aktivite gosteren tiipler birlestirilerek enzim havuzu olusturuldu (Afifi et al.

2002).
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3.2.7 SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile alt birim belirlenmesi

Enzim saflastirilmasindan sonra, iki farkli akrilamid konsantrasyonu kullanilan (%3-10)
kesikli sodyumdodesilsiilfat (SDS) poliakrailamid jel elektroforezi Laemmli (1970) ta-
rafindan anlatildig1 gibi uygulanarak enzimin saflik derecesi ve alt biriminin olup olma-

diginin belirlenmesi amaglandi.

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalari bir-
lestiren mikalara ince tabaka halinde vazelin siiriildii. iki cam plaka birbiri iizerine kon-
du ve posetler gegirilerek jel hazirlama cihazina konuldu ve sikistirildi. Ayirma jeli ha-
zirlandiktan sonra plakalar arasina cam pipetle dokiildii. Jel i¢cine hava kabarciklar1 ol-
mamasina dikkat edildi. Jel yilizeyinin diizglin olmasi i¢in %1°lik SDS ile ince bir taba-
ka olusturuldu. Katilagincaya kadar (yaklasik yarim saat) beklenildi. Katilaginca iistiin-
deki %1°lik SDS dékiildii. Daha sonra y1gma jeli iist yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine
dikkatlice tarak yerlestirildi. Taragin {istiine nemli stizge¢ kagidi konulup, 1 gece bekle-
tildi. Ertesi giin tarak dikkatlice ¢ikarildi ve plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.
Olusan bosluklar isaretlendi, jelin {istli 6nce saf su, sonra yiiriitme tamponu ile yikandi.

Elektroforez tankinin alt ve tist kismina yliriitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinden 20 pg olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 1 mL olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika su banyosunda kaynatildi. Nu-
muneler sogutularak, enjektor yardimiyla yuvalara ekildi. Tank kapagi (+) kablo (anot)
ve (-) kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 volt’da yarim saat bekletildi. Daha sonra 150
volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda yiiriitiildii. Akim kesildikten sonra cam pla-
kalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Bu yiiriitme tamponu tekrar kullanilmak {izere
0zel kabina konuldu. Jel renklendirme ¢ozeltisine alindi. 1,5-2 saat kadar calkalandi.
Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarildi ve renksizlestirme ¢ozeltisine konuldu.
Belirli aralarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilarak, protein bantlarinin be-
lirginlesmesi saglandi. Renksizlestirme ¢ozeltisi aktif karbon {izerinden gegirilerek tek-
rar tekrar kullanildi. Jel, renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikartildiktan sonra fotografi ¢e-

kildi.
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Ayirma jeli s6yle hazirlandi; 15 mL Tris-HCI (pH 8,8), 13,2 mL %30’luk akrilamid-
%0,8’lik bisakrilamid, 0,6 mL %1’lik SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilen diamin) ve 9,4 mL su karistirildi. Bu karigimin {izerine en son olarak 0,8

mL %1,5’lik amonyum persiilfat [(NH4),S,Og] ilave edildi.

Yigma jelinin hazirlanmas: ise sOyle yapildi; 1 M’lik Tris-HCl’den 1,24 mL, %30
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den 1 mL, %0,1’lik SDS’den 0,1 mL, %5’lik
TEMED’den 0,1 mL ve sudan 7,8 mL alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik ha-
zirlanmis, %1,5’lik PER’den 0,2 mL ilave edildi.

3.2.8 Optimum pH’nin belirlenmesi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin, pH 4-11 arasinda 1’er birim arayla aktivi-

teleri belirlenerek optimum pH’lar1 ve aktif olduklar1 pH araliklar1 bulundu.

Aktivite tayininde kullanilan substrat ¢ézeltisini hazirlamak i¢in ii¢ farkli tampon ¢ozel-
ti kullanildi. pH: 4-6 arasinda 0,05 M asetat, pH: 7-8 arasinda fosfat ve pH: 9-11 arasin-
da ise karbonat tamponu kullanildi. Her bir tampondan ayr1 ayr1 substrat ¢ozeltileri ha-
zirlandi. Daha sonra hazirlanan bu sustrat ¢ozeltilerinin pH’lart 1 M NaOH ve 1 M HCI
ile4,5,6,7,8,9, 10 ve 11°e ayarlandi. Seyreltilmis NaOH ve HCI kullanilarak enzim
cozeltilerinin pH’lar1 da pH: 4’den 11°e kadar ayarlandi.

Her bir pH denemesi i¢in bir numune ve bir kor olmak iizere iki ser tiip hazirlandi. En-
zimli deneme i¢in; tiipe pH’s1 ayarlanmis 250 puL enzim ve aym1 pH’daki sustrattan 250
uL ilave edildi. 250 pL enzimin i¢inde bulundugu tampon 250 pL ayni pH’ya sahip
substrata ilave edilerek hazirlanan numune kor olarak kullanildi. 10 dakika uygun sicak-
likta inkiibe edildikten sonra 3.2.3. anlatildig1 gibi aktivite tayinine devam edilerek en-

zimlerin aktiviteleri belirlendi.
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3.2.9 Optimum sicakhigin belirlenmesi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin, 0-90°C arasinda 10’ar birim artirilarak
aktiviteleri belirlendi. Elde edilen sonuglarla enzimlerin optimum sicakliklar1 ve aktif

olduklar1 sicaklik araliklar1 bulundu.

Her sicaklik denemesi i¢in bir numune ve birde kor olmak iizere ikiser tlip hazirlandi.
250 pL enzim ¢ozeltisine 250 pL substrat ilave edildi ve sicaklig1 ayarlanmis su banyo-
sunda 10 dakika inkiibe edildi. 250 uL substrata enzimin i¢inde bulundugu tampondan
250 uL ilave edilerek hazirlanan numune ayni su banyosuna konuldu ve kor olarak kul-

lanildi. 3.2.3. anlatildig1 gibi aktivite tayinine devam edilerek enzimlerin aktiviteleri

belirlendi.

3.2.10 Enzim stabilitesinin iizerine sicakhgin etkisi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin stabilitesi iizerine sicaklifin (40, 50, 60,

70 ve 80°C) etkisi incelendi.

Her sicaklikta enzim stabilitesinin belirlenebilmesi i¢in 4 mL enzim ¢ozeltisi sicakligi
ayarlanmig su banyosunda 24 saat inkiibe edildi. Enzim ¢dzeltisi su banyosuna konul-
madan 6nce 250 pL alinarak 3.2.3. anlatildig: gibi aktivite belirlendi ve grafikte 0. daki-
ka olarak verildi. Daha sonra her saat basi su banyosunda inkiibe edilen enzim ¢6zelti-
sinden 250 pL alinarak 3.2.3. anlatildig1 gibi aktivite tayini yapildi. Enzim yerine enzi-
min i¢inde bulundugu tampon ¢ozeltiden 250 L ilave edilen numune kor olarak kulla-

nildi. Sonuglar EU’ye kars1 zaman grafigi olarak verildi.
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3.2.11 Raf omriiniin incelenmesi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri oda sicakliginda (~ 25°C) ve buzdolabinda
(4°C) bekletilerek enzim aktivitelerindeki degisiklik incelendi. Saflastirilan enzimlerin
aktivitelerine bakildi ve 0. giin olarak kaydedildi. Daha sonra bu enzimlerden belirli
miktarlarda tiiplere konuldu, tiiplerin agizlar parafilimle kapatilarak oda sicakliginda ve
4°C’da bekletildiler. Belirli araliklarla kontrol edilerek enzim aktivitelerindeki degisme

olup olmadig1 3 ay boyunca takip edildi. Elde edilen sonuglar grafik halinde verildi.

3.2.12 Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirh@inmin tayini

Enzimler saflastirildiktan sonra jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak molekiil agir-

liklar1 tayin edildi.

Bunun icin dnce, Sephadex G-100 destile su igerisine 90°C’de 5 saat slireyle sisirildi.
Hazirlanan jel bir huni vasitasiyla (1,3x30 cm) kolona paketlendi. Kolon 24 saat siireyle
0,05 M Na,HPO4, 1 mM ditiotreitol, pH 7,0 tamponu ile dengelendi. Dengelenme isle-
mine, kolonun altindan alinan ¢ozelti 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar devam
edildi. Dengelenmis olan kolona 6nce konsantrasyonu 0,2 mg/ml olacak sekilde standart
proteinler yiiklendi (sigir serum albiimin; 66.000 Da, seliilaz; 45.000 Da; 31.000 Da;
lipaz) ve 0,05 M Na,HPO,, 1 mM ditiotreitol, pH 7,0 tamponu ile eliie edildi. Eliiatlar 3
ml olacak sekilde alindi. Peristaltik pompa vasitasiyla akis hizi 20 mL/saat olacak sekil-
de ayarland1 (Whitaker 1963). Eliiatlarin 280 nm’de absorbans degerleri belirlendi. Ali-
nan sonuglar grafik halinde verildi. Ayni sartlarda, dengelenmis kolona ayr1 ayri saf
enzimler yiiklendi ve eliisyonlar alindi. Eliatlarin 280 nm’de absorbans degerleri belir-

lendi ve sonuglar grafik halinde verildi.



42

3.2.13 Vpax ve Ky degerlerinin belirlenmesi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin maksimum hizlart (Vyax) ve hiz sabitleri

(Kwm), bes farkl sustrat konsantrasyonuna karsi aktivitesi bulunarak hesaplandi.

Aktivite Ol¢timlerinde ana substrat ¢ozeltisinden 50, 100, 150, 200 ve 250 uL alind1 ve
her birinin toplam hacmi tampon ¢ozelti (0,05 M fosfat, pH: 8) ile 250 pL’ye tamam-
land1. Daha sonra 250’ser uL saf enzim ilave edilerek 30 dakika uygun sicakliklarda
bekletildiler. Reaksiyon hiz1 sdyle hesaplandi: a-, B- doymamis galakturonik asit tiirev-

lerinin tiyobarbiitirik asit ile reaksiyonu sonucunda olusan iirlinlin molar ekstinksiyon

(€) katsayis1 54.000 M .cm™dir (Nedjma et al. 2001).

A
o-, B- doymamis galakturonik asit tiirevlerinin miktari = 54.000
A
o-, B- doymamis galakturonik asit tiirevlerinin miktari = A% 107 uM

Bulunan bu deger 30 dakika i¢in olduguna gore 1 dakikada olusan iiriiniin miktarini

bulmak i¢in 30’a boliiniir. Toplam hacim 1,65 mL ve 0,25 mL enzim olduguna gore;

[A(OD)]
54 x 107 * 30

Uriin =

*6,6 = A(OD)*4,07 pmol/ L*dak.

bulunur.

Yukarida anlatilan islem saflagtirdigimiz her enzim i¢in ayr1 ayr yapildi ve her enzim

icin Ve ve Ky degerleri belirlendi.
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3.2.14 Karbohidrat iceriginin belirlenmesi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin karbohidrat i¢erigini belirlemek i¢in fenol

stilfiirik asit metodu kullanild1 (Hounsell et al. 1997).

Fenol siilfiirik asit metoduyla karbohidrat miktarin1 belirlemek icin standart bir grafik-
ten yararlanilmaktadir. Bu standart grafigi hazirlamak i¢in 1 mg/mL konsantrasyonunda
standart glukoz ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢6zeltiden tiiplere 10, 20, 30, 40 ve 50 pL konul-
du ve saf su ile hacimleri 0,1 mL’ye tamamlandi. Her bir tiipe 250 uL fenol ilave edildi
ve 5 dakika inkiibe edildi. Bu siire sonunda her tiipe 2’ser mL derisik H;SO4
konulararak 492 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. 100 pL saf su, 250 pL fenol ve 2 mL de-

risik H,SO4 karisimindan hazirlanan numune kor olarak kullanildi.

Pektin liyaz enzimlerinin karbohidrat igerikleri 1-10 pg arasinda ii¢ farkli protein mikta-
11 igeren numuneler i¢in ayr1 ayr1 yapildi ve ortalamalar1 alindi. Saf enzim ¢ozeltilerin-
den 0,1’er mL tiiplere konuldu ve iizerlerine % 4’liikk 250 pL fenol ¢ozeltisi ilave edildi.
5 dakika sonra derisik H,SO4 ilave edildi ve 492 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edi-
len absorbans degerlerine karsilik gelen karbohidrat miktarlar1 standart grafikten yarar-

lanilarak bulundu.

3.2.15 Tirozin ve triptofan miktarlarimin tayini

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin tirozin ve triptofan miktar tayinleri
Goodwin ve Mortona (1946) metodlarindan yararlanilarak yapildi. 0,1 N NaOH igeri-
sindeki enzim ¢ozeltisi, 300-220 nm dalga boyu arasinda spektrofotometre kullanilarak

tarandi. 280 nm ve 294,4 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. Hesaplama i¢in

(Azgo-x * Ey)
(Ew-&y)

W =
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formiili kullanildi.

w = litredeki mol cinsinden triptofan konsantrasyonunu verir.

E€w ve €,= 0,1 N NaOH i¢inde 280 nm’deki tirozin ve triptofan i¢in molar ekstinksiyon
katsayilar1 (€,=5225 ve €,=1576).

X = toplam tirozin ve triptofan konsantrasyonudur. €94, 4=2375 ekstinksiyon katsayisi

kullanilarak hesaplanir.

3.2.16 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan iiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin aktiviteleri iizerine
Ca®, Mg®*, Co™, Fe**, Zn**, Cu®*, Hg™, sitrik asit ve askorbik asit’in etkisinin in-

celenmesi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin aktiviteleri tizerine Caz+, Mg2+, C02+, Fe3+,

+ + + .. . . P P . .
Zn® , Cu’ , ng , sitrik asit ve askorbik asit’in etkisinin incelendi.

Efektorlerin {i¢ farkli konsantrasyonda ki (2x102, 2x10™ ve 2x10°) ¢ozeltileri hazirlan-
di. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 100, 200, 300, 400 ve 500 pL alindi ve her birinin top-
lam hacmi saf su ile 500 pL’ye tamamlandi. Daha sonra iizerlerine 250’ser pL. enzim
¢oOzeltisi ilave edildi. Enzim ¢ozeltisi ile efektorler 15 dakika bekletildikten sonra 250
uL substrat ¢ozeltisi ilave edilerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve uygun sicakliklarda
30 dakika inkiibe edildi. Her bir deneme i¢in kor tiip hazirlandi. Enzim yerine enzimin
icinde bulundugu tampon kullanilarak yapilan deneme kor olarak kabul edildi.
Inkiibasyon sonunda aktivite tayininde anlatildig1 gibi tiyobarbiitirik asit ile renkli tii-

revleri olusturularak 550 nm’de absorbanslar1 okundu.

EU’ye kars1 efektorlerin puLL grafigi cizildi. Efektor bulunmayan numunenin aktivitesi
100 olarak kabul edilip diger numunelerin %’de aktiviteleri hesapland. 107, 10 ve 10

M konsantrasyonlarda efektorlerin aktiviteye olan etkisi tablo halinde verildi.
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3.2.17 Meyve suyu denemeleri

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflagtirilan pektin liyaz enzimleri meyve suyu elde etme islemlerinde kullanila-
rak meyve suyu elde etme verimini nasil etkiledigi incelendi. Saflastirilan pektin liyaz
enzimlerinden elde edilen sonuclarla karsilastirmak amaciyla ham ekstrakt ve Pectinex
100 L Plus’da meyve suyu elde etme islemlerinde kullanildi. Bu deneylerde kullanilan
Pectinex 100 L Plus meyve suyu iiretim agamalarinda kullanilmak iizere Ultrazyme fir-
masi tarafindan iiretilmektedir. Meyve suyu elde etme islemlerinde kullanilan Pectinex
100 L Plus ve ham ekstrakt deiyonize suyla seyreltilerek mililitre basina diisen protein

miktar1 saf enzimin protein miktarina esitlendi.

Yerel marketlerden alinan elma (Amasya), muz, havug ve seftali meyveleri meyve suyu
elde etme islemlerinde kullanildi. Meyveler yikandi, kabuklari soyuldu ve blender ile
homojen piireler haline getirildi. Piireler 1/1 oraninda saf suyla seyreltildi ve pH’lar1 8’e
ayarlandi. Meyve piireleri 10’ar gram alinarak 50’ser mL’lik beherlere konuldu ve {izer-
lerine ikiser mililitre saflastirilmis pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex 100 L Plus
ilave edildi. 10 gram meyve piiresine 2 mL saf su ilave edilerek hazirlanan 6rnek kor
olarak kullanildi. Beherler 50°C’lik bir su banyosunda karistirilarak 5 saat inkiibe edildi.
Piireler sogutulduktan sonra meyve sulan silizge¢ kagidindan vakumla siiziilerek elde
edildi. Elde edilen meyve sular1 kontrol (saf su ile yapilan deneme) numune ile karsilas-
tirllarak meyve suyu elde etme verimi asagida verilen sekilde hesaplanarak tablo halin-

de verildi.

Enzimli deneme (mL) - Kontrol (mL)
Kontrol (mL)

% Verim = X 100

Meyve suyu alindiktan sonra geriye kalan meyve posasi sabit tartima gelinceye kadar
105°C’de kurutuldu. Saf pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex 100 L Plus kullanilarak

elde edilen meyve sularindan geriye kalan kuru maddelerdeki agirlik kaybi saf su ile
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yapilan deneme (kontrol deneme) ile karsilastirilarak % parcalanma olarak asagida veri-

len sekilde hesaplandi ve tablo halinde verildi (Soares et al. 2001).

% Parcalanma — Enzimli deneme (g) - Kontrol (g) % 100

Kontrol (mL)
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4 ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde coomassie-blue yontemi kullanildi. Coomassie-blue yonte-
mi i¢in Once standart bir egri hazirlandi. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas
campestris ve Geobacillus pallidus’un yetistirme ortamindan elde edilen ekstraktlarda
ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerinde bulunan protein miktar1 bu egriye gore belirlendi.
Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.

1.’de gosterilmistir.

1,2 -

0,8 A1

0,6 -

0,4 1

Absorbans (595 nm)

0,2

y = 0,0104x
R%?=0,9748
0 L} L} L} L} 1

0 20 40 60 80 100
ug protein

Sekil 4.1. Bradford yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
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4.2 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’un

Pektin Liyaz Uretme Kapasiteleri

Agrobacterium radiobacter ve Xanthomonas campestris kat1 ortam fermantasyonu ile
gelistirilerek pektin liyaz enzimi iiretildi. Kiiltiir ortam1 %1 oraninda pektin iceren 5 g
bugday kepegine besleyici soliisyondan 10 mL ilave edilmesiyle hazirlandi. Hazirlanan
yetistirme ortamina bakteriler ekilip yetistirildikten sonra 60 mL %1 sodyum kloriir
iceren ¢oOzelti ile homojenize edildi ve santrifiijlenerek siipernatantta aktivite bakildi.
Agrobacterium radiobacter’in bir gram kepekten 1152 EU pektin liyaz irettigi

Xanthomonas campestris ’in ise 48 EU {irettigi hesaplandi.

Kaplicadan izole edilen Geobacillus pallidus, 6,25 g NB 250 mL saf suda ¢oziilerek
olusturulan ortamda yetistirilerek pektin liyaz enzimi iiretildi. Besi yerine 10.000 x g’de
(4°C, 20 dakika) santrifiijlenerek siipernatant ve ¢okelek (mikroorganizma) ayrildi.
Siipernatantta pektin liyaz aktivitesi tespit edilerek Geobacillus pallidus’un pektin liyaz
enzimini Urettigi anlasildi. Geobacillus pallidus un bir gram NB’den 36 EU pektin liyaz

tirettigi hesaplandi.

4.3 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
Uretilip Saflagtirilan Pektin Liyaz Enzimlerinin DEAE-seliiloz iyon Degisim

Kromatografisi ile Saflastirma Sonug¢lar

Kinetik calismalarda ve meyve suyu islemlerinde kullanilmak {izere Agrobacterium
radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iiretilen pektin liyaz

enzimleri iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirildi.

DEAE-seliilloz iyon degisim jeli hazirlandi, kolona paketlendi ve Agrobacterium
radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’un yetistirme ortamla-
rindan hazirlanan ve diyaliz edilen homojenatlar kolona ayr1 ayri yiiklendi. Daha sonra
0,01 M (pH: 8) fosfat tamponu i¢inde 0’dan 0,4 M NacCl ile bir konsantrasyon gradienti

olusturularak enzimler 3’er mililitrelik fraksiyonlar halinde eliie edildi. Her tlipteki nu-
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mune i¢in 280 nm’de kalitatif protein tayini yapildi. Absorpsiyon gdsteren fraksiyonla-
rin aktivite dl¢limleri yapild1 ve aktivite gosteren fraksiyonlar kinetik ¢aligmalarda ve

meyve suyu islemlerinde kullanilmak {izere birlestirildi.

4.3.1 Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflasgtirilan pektin liyaz enziminin

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflastirma sonuclari

Agrobacterium radiobacter’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin DEAE-

seliiloz iyon degisim kromatografi kolonunun sonucu Sekil 4.2.”de verilmektedir.

—O— Absorbans —@— Aktivite

Absorbans (280 nm)
Aktivite (550 nm)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Tiip Sayisi

Sekil 4.2. DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak Agrobacterium
radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin 0,01 M (pH: 8) fosfat tamponu i¢in-
de 0-0,4 M NaCl ile gradient eliisyonu; (—o—): 280 nm’de absorbansi, (—e—): aktivite kolon
3 x 30 cm, jel yiiksekligi 20 cm, eliisyon hiz1 80 mL/saat ve fraksiyon hacmi 3 mL

Pektin liyaz enzimini lireten Agrobacterium radiobacter’nin yetistirme ortamindan ha-
zirlanan homojenat 12,5 kat seyreltilerek aktivite tayinleri yapilmistir. Seyreltilmis
homojenattan 0,25 mL alinarak aktivite tayini, seyreltiimemis homojenattan 0,1 mL
alimarak Bradford yontemiyle protein tayini yapildi. Mililitre homojenat igin protein

miktar1 0,45 mg/mL ve aktivitesi 90 EU/mL bulundu.
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Homojenat i¢in spesifik aktivite ise; 90/0,45 = 200 EU/mg protein olarak hesaplandi.

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak yapilan saflastirma islemi
sonucunda (8-15) nolu tiipler birlestirilerek aktivite tayini ve Bradford yontemiyle pro-
tein tayini yapildi. Saf enzimin aktivite tayini 12,5 kat seyreltilerek yapilmistir. Protein

miktar1 0,04 mg/mL ve aktivitesi 184 EU/mL olarak bulundu.

Elde edilen enzim havuzunun spesifik aktivitesi ise; 184/0,04 = 4600 EU/mg protein
olarak hesaplandi. Enzimin 4600/200 = 23 kat saflastirildig1 anlasildi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Agrobacterium radiobacter’in yetistirildigi ortamdan elde edilen homojenatta en-
zim tinitesi, spesifik aktivite ve DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonundan elde edi-
len pektin liyaz enzim havuzunda enzim iinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari

Hacim | Aktivite To.ta.l Protein Spe§1f.ik Saflastirma
(mL) | (EU/mL) | AKOVite | omry | Aktivite Oram
EU % g (EU/mg)
Ham
Ehteake 64 90  [5760  100| 045 200 -
DEAE- 23 184 |4232 73| 0,04 4600 23
Seliiloz

4.3.2 Xanthomonas campestris’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflastirma sonug¢lari

Xanthomonas campestris’den lretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin DEAE-seliiloz

iyon degisim kromatografi kolonunun sonucu Sekil 4.3.’de verilmektedir.
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Sekil 4.3. DEAE-selilloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak Xanthomonas
campestris’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin 0,01 M (pH: 8) fosfat tamponu i¢inde
0-0,4 M NaCl ile gradient eliisyonu; (—o—): 280 nm’de absorbansi, (—e—): aktivite, kolon 3
x 30 cm, jel yiiksekligi 20 cm, eliisyon hizi 80 mL/saat ve fraksiyon hacmi 3 mL

Pektin liyaz enzimini tiretmek i¢in Xanthomonas campestris’nin yetistirme ortamindan
hazirlanan homojenattan 0,25 mL alinarak aktivite tayini, 0,1 mL alinarak Bradford
yontemiyle protein tayini yapildi. Mililitre homojenat icin protein miktar1 2,70 mg/mL

ve aktivitesi 3,69 EU/mL bulundu.

Homojenat i¢in spesifik aktivite ise; 3,69/2,70 = 1,37 EU/mg protein olarak hesaplandi.

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak yapilan saflagtirma islemi
sonucunda (7-12) nolu tiipler birlestirilerek aktivite tayini ve Bradford yontemiyle pro-
tein tayini yapildi. Protein miktar1 0,08 mg/mL ve aktivitesi 4,72 EU/mL olarak bulun-
du.

Elde edilen enzim havuzunun spesifik aktivitesi ise; 4,72/0,08 = 59,00 EU/mg protein
olarak hesaplandi. Enzimin 59,00/1,37 = 43 kat saflastirildig1 anlasildi (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Xanthomonas campestris’in yetistirildigi ortamdan elde edilen homojenatta enzim
iinitesi, spesifik aktivite ve DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonundan elde edilen
pektin liyaz enzim havuzunda enzim iinitesi, spesifik aktivite ve saflagtirma sonuglart

Hacim | Aktivite To.ta.l Protein Sp e§1t.'1k Saflastirma
(mL) | (EU/mL) Aktivite (i) Aktivite Oram
EU % & (EU/mg)
Ham 65 3,69 240 100 2,70 1,37 -
Ekstrakt
DEAE- 19 472 90 38| 0,08 59,00 43
seliiloz

4.3.3 Geobacillus pallidus’dan iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin DEAE-

seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflagtirma sonuclari

Geobacillus pallidus’dan tiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin DEAE-seliiloz i-

yon degisim kromatografi kolonunun sonucu Sekil 4.4.’de verilmektedir.
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Tiip sayisi

Sekil 4.4. DEAE-selilloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak Geobacillus
pallidus’dan iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin 0,01 M (pH: 8) fosfat tamponu iginde 0-
0,4 M NacCl ile gradient eliisyonu; (—o—): 280 nm’de absorbansi, (—e—): aktivite, kolon 3 x
30 cm, jel yiiksekligi 20 cm, eliisyon hiz1 80 mL/saat ve fraksiyon hacmi 3 mL.
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Pektin liyaz enzimini liretmek i¢in Geobacillus pallidus’dan yetistirme ortamindan ha-
zirlanan homojenattan 0,25 mL alinarak aktivite tayini, 0,1 mL alinarak Bradford yon-
temiyle protein tayini yapildi. Mililitre homojenat i¢in protein miktari1 0,94 mg/mL ve

aktivitesi 0,89 EU/mL bulundu.

Homojenat i¢in spesifik aktivite ise; 0,89 /0,94 = 0,95 EU/mg protein olarak hesaplandi.

DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonu kullanilarak yapilan saflastirma islemi
sonucunda (7-13) nolu tiipler birlestirilerek aktivite tayini ve Bradford yontemiyle pro-
tein tayini yapildi. Protein miktar1 0,09 mg/mL ve aktivitesi 2,90 EU/mL olarak bulun-
du.

Elde edilen enzim havuzunun spesifik aktivitesi ise; 2,90/0,09 = 32 EU/mg protein ola-
rak hesaplandi. Enzimin 32,00/0,94 = 34 kat saflagtirildig1 anlasildi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Geobacillus pallidus’un yetistirildigi ortamdan elde edilen homojenatta enzim {ini-
tesi, spesifik aktivite ve DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografi kolonundan elde edilen pek-
tin liyaz enzim havuzunda enzim iinitesi, spesifik aktivite ve saflagtirma sonuglari

Hacim | Aktivite To.t a.l Protein Spe§1f.ik Saflastirma
(mL) | (EU/mL) | AKOVite | omry | Aktivite Oram
EU % g (EU/mg)
Ham
Elstrakt 85 0,89 |76 100| 0,94 0,95 -
DEAE- 21 2,90 |61 80| 0,09 32,22 34
seliiloz

4.4 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirllan Pektin Liyaz Enzimlerinin SDS-poliakrilamid

Jel Elektroforez Sonuc¢lar:

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirilan pektin liyaz
enzimlerinin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ya-

pildi. Bunun i¢in 3.2.7.°de anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli SDS-poliakrilamid jel
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elektroforezine numuneler tatbik edildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotograflari

cekildi (Sekil 4.5., 4.6. ve 4.7.).

Sekil 4.5. Agrobacterium radiobacter’den {retilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi (I: Karbonik anhidraz; II: homojenat, III.
Pektin liyaz)
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Sekil 4.6. Xanthomonas campestris’den iiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin
SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi (I: Karbonik anhidraz, II : Pektin Liyaz)
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Sekil 4.7. Geobacillus pallidus’dan {iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin SDS-
poliakrilamid jel elektroforez fotografi (I: Karbonik anhidraz, ILIII : Pektin Liyaz)

4.5 Agrobacterium  radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirilan Pektin Liyaz Enzimlerinin Optimum pH Sonuc-

lar

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum pH’larini belirlemek i¢in 3.2.8.°de
anlatildigr gibi 6l¢timler yapildi. Elde edilen sonuclarla aktivite hesapland1 ve Aktivite-
pH grafikleri ¢izildi (Sekil 4.8., 4.9. ve 4.10.).



57

Enzimlerin optimum pH’lar ve aktivite gosterdikleri pH araliklar1 toplu olarak Cizelge

4.4 ’te verildi.
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Sekil 4.8. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi
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Sekil 4.9. Xanthomonas campestris’den Uretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin ak-
tivitesi lizerine pH’ nin etkisi
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Sekil 4.10. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi lizerine pH’ nin etkisi

Cizelge 4.4. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
uiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimleri i¢in yapilan optimum pH c¢alismasinda elde edilen
sonuglar

Optimum Aktivite Gosterdikleri
Enzimler
pH pH Arahg
Agrobacterium radiobacter 'den iiretilen pektin liyaz 8 5-9
Xanthomonas campestris iiretilen pektin liyaz 9 4-11
Geobacillus pallidus dan tiretilen pektin liyaz 9 5-11

4.6 Agrobacterium  radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflagtirllan Pektin Liyaz Enzimlerinin Optimum Sicakhik

Sonuclari

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum sicakliklarini belirlemek igin 3.2.
9.’de anlatildig:1 gibi dl¢timler yapildi. Elde edilen sonuglarla aktivite hesapland1 ve Ak-
tivite-°C grafikleri ¢izildi (Sekil 4.11., 4.12. ve 4.13).
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Enzimlerin optimum sicakliklar1 ve aktivite gosterdikleri sicaklik araliklar1 toplu olarak

Cizelge 4.5.’te verildi.
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Sekil 4.11. Agrobacterium radiobacter’den fiiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.12. Xanthomonas campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.13. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi lizerine sicakligin etkisi

Cizelge 4.5. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimleri i¢in yapilan optimum sicaklik ¢alismasinda elde edi-
len sonuglar

Aktivite Gosterdikleri

Enzimler Optimum °C
Sicaklik Araligi (°C)

Agrobacterium radiobacter’den iretilen pektin

) 60 20-80
liyaz
Xanthomonas campestris iiretilen pektin liyaz 50 0-80
Geobacillus pallidus 'dan iiretilen pektin liyaz 60 0-80

4.7 Agrobacterium  radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirllan Pektin Liyaz Enzimlerinin Sicaklik Stabilite So-

nuclan

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum sicakliklarini belirlemek i¢in 3.2.
10.’da anlatildig1 gibi 6l¢iimler yapildi. Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplandi ve
Aktivite-Zaman grafikleri ¢izildi.
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Her enzim igin ayr1 ayr1 yapilan islemlerin sonuglar1 Sekil 4.14., 4.15. ve 4.16.’da veril-

di.
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Sekil 4.14. Agrobacterium radiobacter’den fiiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin
stabilitesi lizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.15. Xanthomonas campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
stabilitesi lizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.16. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin stabi-
litesi lizerine sicakligin etkisi

4.8 Agrobacterium  radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirilan Pektin Liyaz Enzimlerinin Raf Omiirleri Sonuc-

lari

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri oda sicakliginda (~ 25°C) ve buzdolabinda
(4°C) bekletilerek enzim aktivitelerindeki degisiklik 3 ay boyunca incelendi. ilk giin
yapilan aktivite tayini 100 kabul edilerek diger giinler bulunan aktiviteler buna gore

hesaplandi ve grafik halinde Sekil 4.17. ve 4.18.’de verildi.
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Sekil 4.17. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilen ve saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin oda sicakhiginda (~25°C) aktivite degisimleri
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Sekil 4.18. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilen ve saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin 4°C’deki aktivite degisimleri
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4.9 Agrobacterium  radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirilan Pektin Liyaz Enzimlerinin Jel Filtrasyon

Kromatografisi ile Molekiil Agirhiginin Tayini Sonug¢lari

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 Sephadex G-100 jel
filtrasyon kromatografisi kullanilarak belirlendi. Hazirlanan standart grafik Sekil 4.
19°da verildi. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan iretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin molekiil agirliklart belir-
lemek icin ¢izilen grafikler Sekil 4.20, 4.21, 4.22°de verildi. Saflastirilan enzimlerin
molekiil agirliklar1 Cizelge 4.6’da verildi.
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Sekil 4.19. Sig1r serum albiimin (66.000 Da), seliilaz (45.000 Da) ve lipaz (31.000 Da)
proteinleri ile hazirlanan jel filtrasyon kromatografisi standart egrisi. Sephadex G-100, 0, 05 M
NaH,PO,, 1 mM ditiotreitol, pH:7 (Ve: eliisyon hacmi, Vo: Kolonun bosluk hacmi)
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Sekil 4.20. Agrobacterium radiobacter’ dan iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi sonuglari. Sephadex G-100, 0,05 M NaH,PO,, 1 mM ditiotreitol, pH:7

0,62 1

0,52 1

0,42 1

0,32 -

Absorbans

0,22 1

0,12 4

0502 L) L) LL4 L) L) L) L) L) L) L) A3 L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) 1

1 234567 8910111213141516171819202122232425262728293031
Tiip sayisi

Sekil 4.21. Xanthomonas campestris’den {retilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi sonuglari. Sephadex G-100, 0,05 M NaH,PO,4, 1 mM ditiotreitol, pH:7
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Sekil 4.22. Geobacillus pallidus’dan iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin jel filtrasyon
kromatografisi sonuglar1. Sephadex G-100, 0,05 M NaH,PO,, 1 mM ditiotreitol, pH:7

Cizelge 4.6. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
uiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin jel filtrasyon kromatografisi sonuglar

Enzimler Molekiil Agirhiklar: (Da)
Agrobacterium radiobacter’den iiretilen pektin liyaz 66.000
Xanthomonas campestris iiretilen pektin liyaz 77.545
Geobacillus pallidus dan iiretilen pektin liyaz 56.036

4.10 Agrobacterium  radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirllan Pektin Liyaz Enzimlerinin V., ve Ky Degerle-

rinin Sonuc¢lar:

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin Ve ve Ky degerlerini belirlemek igin
3.2.13.’de anlatildig1 gibi Slgiimler yapildi. Elde edilen sonuglarla Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi (Sekil 4.23., 4.24. ve 4.25). Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlana-

rak enzimler i¢in hesaplanan Ky ve Vyax degerleri Cizelge 4.7.’de verildi.
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Sekil 4.23. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.24. Xanthomonas campestris’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.25. Geobacillus pallidus’dan {retilip saflagtirillan pektin liyaz enziminin
Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.7. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
uiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin Lineweaver-Burk grafigin’den hesaplanan Vi, ve
Ky degerleri

Vmax I<M
Enzimler
(umol/L. dak. ) | (mg/mL)
Agrobacterium radiobacter’den iiretilen pektin liyaz 277,78 3,92
Xanthomonas campestris liretilen pektin liyaz 3,84 0, 69
Geobacillus pallidus dan iiretilen pektin liyaz 2,28 24, 80

4.11 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirllan Pektin Liyaz Enzimlerinin Karbohidrat Icerik-

lerinin Sonuclar

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin karbohidrat igerigini belirlemek i¢in fenol
siilfiirik asit metodu kullanildi. Karbohidrat miktarini belirlemek i¢in 6nce bir standart

egri hazirlandi. Saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki karbohidrat igerigi bu egriye gore be-
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lirlendi (Cizelge 4.8.). Standart ¢ozeltideki pg glukoza karsilik gelen absorbans degerle-
r1 Sekil 4.26.’da gosterildi.
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Sekil 4.26. Fenol siilfiirik asit yontemi ile karbohidrat tayini icin kullanilan standart
grafik

Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin mililitresin-
de 1,71 pg, 3,45 pg ve 6,31 ng protein igeren ¢ozeltisindeki sirasiyla karbohidrat mik-
tarlart 3,25 pg, 7,31 pg ve 14,39 ug olarak bulunmustur. Buradan enzimin ortalama

olarak %68 oraninda karbohidrat i¢erdigi hesaplanmustir.

Xanthomonas campestris’den iretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin mililitresinde
1,83 ug, 3,39 ug ve 5,44 pg protein igeren ¢ozeltisindeki sirasiyla karbohidrat miktarlar
3,09 ng, 6,55 pg ve 8,28 pg olarak bulunmustur. Buradan enzimin ortalama olarak %63

oraninda karbohidrat icerdigi hesaplanmistir.

Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin mililitresinde 1,84
ug, 3,08 ug ve 4,31 ug protein igeren ¢ozeltisindeki sirasiyla karbohidrat miktarlar1 4,95
ug, 7,72 ug ve 10,89 pg olarak bulunmustur. Buradan enzimin ortalama olarak %72

oraninda karbohidrat icerdigi hesaplanmistir.
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Cizelge 4.8. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin % karbohidrat igerikleri

Enzimler % Karbohidrat
Agrobacterium radiobacter’den iiretilen pektin liyaz 68
Xanthomonas campestris iiretilen pektin liyaz 63
Geobacillus pallidus dan iiretilen pektin liyaz 72

4.12 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirillan Pektin Liyaz Enzimlerinin Tirozin ve Triptofan

Miktarlarinin Tayininin Sonuclar:

Saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin tirozin ve triptofan miktarlar1 3.2.15’da anlatildig1

gibi yapildi ve 1000 pg enzim i¢in hesaplandi (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan tretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin tirozin ve triptofan miktarlari

Enzimler Tirozin (pg) | Triptofan (ug )
Agrobacterium radiobacter’den iiretilen pektin liyaz 47 98
Xanthomonas campestris liretilen pektin liyaz 16 23
Geobacillus pallidus ’dan iiretilen pektin liyaz 30 26

4.13 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirillan Pektin Liyaz Enzimlerinin Aktiviteleri Uzerine
Ca®", Mg®, Co™", Fe**, Zn*", Cu**, Hg™, Sitrik Asit ve Askorbik Asitin Etkisi

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin aktiviteleri iizerine Ca2+, Mg2+, C02+, Fe3+,
Zn*", Cu®*", Hg”", sitrik asit ve askorbik asitin etkisi ii¢ farkli konsantrasyon ve her bir
konsantrasyonda bes farkli hacimde aktivite 6l¢iimii yapilarak incelendi. Bulunan deger-

lere gore aktivite birimi hesaplanarak aktivite-uL grafigi c¢izildi (Sekil 4.27.- 4.53.).
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Inhibitorsiiz aktivite 100 olarak kabul edildi ve 10'2, 10 ve 10°° M inhibitér konsantras-

yonundaki aktiviteler buna gore oranlanarak Cizelge 4.10., 4.11. ve 4.12.°de verildi.
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Sekil 4.27. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Ca*"nin etkisi
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Sekil 4.28. Xanthomonas campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Ca®"nin etkisi
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Sekil 4.29. Geobacillus pallidus’dan iretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi iizerine Ca®"nin etkisi
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Sekil 4.30. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi tizerine Mg”*"nin etkisi
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Sekil 4.31. Xanthomonas campestris’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Mg”nin etkisi
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Sekil 4.32. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi lizerine Mg "nin etkisi
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Sekil 4.33. Agrobacterium radiobacter’den liretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Co”nin etkisi
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Sekil 4.34. Xanthomonas campestris’den iretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Co”nin etkisi
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Sekil 4.35. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi iizerine Co” "nin etkisi
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Sekil 4.36. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Fe’ "nin etkisi
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Sekil 4.37. Xanthomonas campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi {izerine Fe’"’nin etkisi
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Sekil 4.38. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi tizerine Fe’’nin etkisi
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Sekil 4.39. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi {izerine Zn>"nin etkisi
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Sekil 4.40. Xanthomonas campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Zn>"nin etkisi
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Sekil 4.41. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi lizerine Zn>"nin etkisi
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Sekil 4.42. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi {izerine Hg* " nin etkisi
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Sekil 4.43. Xanthomonas campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi {izerine Hg*"nin etkisi
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Sekil 4.44. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi tizerine Hg*nin etkisi
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Sekil 4.45. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Cu®"nin etkisi
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Sekil 4.46. Xanthomonas campestris’den {retilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine Cu®"nin etkisi
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Sekil 4.47. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi lizerine Cu” "nin etkisi
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Sekil 4.48. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi lizerine askorbik asidin etkisi
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Sekil 4.49. Xanthomonas campestris’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine askorbik asidin etkisi
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Sekil 4.50. Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi lizerine askorbik asidin etkisi



83

—&-0,00l MM ——0,ImM —4—10mM

120 A

Aktivite (EU)

20 A

0 L Ll Ll
0 100 200 300 400 500
pL

Sekil 4.51. Agrobacterium radiobacter’den fiiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi iizerine sitrik asidin etkisi
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Sekil 4.52. Xanthomonas campestris’den lretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin
aktivitesi lizerine sitrik asidin etkisi
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Sekil 4.53. Geobacillus pallidus’dan tiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi iizerine sitrik asidin etkisi

Cizelge 4.10. Agrobacterium radiobacter’den liretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin aktivi-
tesi tizerine Ca®’, Mg®", Co*", Fe'", Zn*", Cu®", Hg*", askorbik asit ve sitrik asitin etkisinin so-
nuglari

Konsantrasyon > % Al:tivite p
10°M 10°*M 10°M

Kontrol 100 100 100
Ca*™* 16 80 95
Mg** 86 120 131
Co** 128 157 108
Fe* 0 10 71
Zn** 0 14 73
Hg** 0 10 34
Cu** 0 2 59
Askorbik asit 54 153 161
Sitrik asit 41 54 58
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Cizelge 4.11. Xanthomonas campestris’den liretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin aktivitesi
tizerine Ca®", Mg, Co*", F&’", Zn**, Cu®", Hg*", askorbik asit ve sitrik asitin etkisinin sonuglari

% Aktivite
Konsantrasyon > 2 p
10°M 10*M 10°M

Kontrol 100 100 100
Ca* 77 88 94
Mg** 95 126 150
Co** 43 80 77
Fe* 81 85 102
Zn** 49 54 63
Hg™ 0 3 8
Cu* 136 121 112
Askorbik asit 49 80 85
Sitrik asit 73 92 98

Cizelge 4.12. Geobacillus pallidus’dan iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin aktivitesi
iizerine Ca®", Mg, Co*", Fe’", Zn**, Cu®", Hg*", askorbik asit ve sitrik asitin etkisinin sonuglari

Konsantrasyon > % A_l:twlte =
10°M 10*M 10°M
Kontrol 100 100 100
Ca** 2 39 137
Mg** 163 150 119
Co** 13 41 51
Fe* 6 44 60
Zn** 19 89 92
Hg™ 0 2 11
Cu™ 0 38 40
Askorbik asit 19 61 56
Sitrik asit 27 48 70
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4.14 Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan Uretilip Saflastirllan Pektin Liyaz Enzimleriyle Yapilan Meyve Suyu

Elde Etme Sonuclari

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri meyve suyu iiretiminde kullanilarak meyve
suyu elde etme verimini nasil etkiledigi incelendi. Saflastirilan pektin liyaz enzimlerin-
den elde edilen sonuglarla karsilastirmak amaciyla ham ekstrakt ve Pectinex 100 L Plus

da meyve suyu elde etme iglemlerinde kullanildi.

Yerel marketlerden alinan elma (Amasya), muz, havug ve seftali pilire haline getirilerek
meyve suyu elde edildi. Elde edilen meyve suyunun hacminin kontrole gore kac kat
arttigt 100 gram meyve i¢in hesaplandi ve Cizelge 4.13, 4.14, 4.15’de verildi. Kalan
kuru madde miktar1 kontrol ile karsilastirilarak % kag¢ oraninda pargalandigi 100 gram

meyve i¢in hesapland1 ve Cizelge 4.16, 4.17, 4.18°de verildi.

Cizelge 4.13. Agrobacterium radiobacter’den elde edilen pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex
100 L Plus ile islem gdrmiis meyve piirelerinden elde edilen meyve suyu miktarinin kontrole
gore artis orani

Meyve (100 g) Kontrol Pektin liyaz Ham Ekstrakt ll;(‘;cii;?fls

Hacim (mL) 125 164 142 176
;f? Verim % - 31 14 41

Hacim (mL) 20 180 175 195
S | Verim®% - 800 775 875
o Hacim (mL) 162 202 190 210
E Verim % - 25 17 30
— Hacim (mL) 100 118 110 142
“;% Verim % - 18 10 42
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Cizelge 4.14. Xanthomonas campestris’den elde edilen pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex
100 L Plus ile islem gormiis meyve piirelerinden elde edilen meyve suyu miktarinin kontrole
gore artis orani

. 1 Pectinex
Meyve (100 g) Kontrol Pektin liyaz | Ham Ekstrakt 100 L Plus

Hacim (mL) 123 140 125 171
[a+]
£ | Verim % - 14 2 39
[8a]

Hacim (mL) 10 22 42 196
§ Verim % ; 120 320 1860
o Hacim (mL) 150 170 160 178
E Verim % - 12 7 19
. Hacim (mL) 94 122 140 160
=
S | Verim % - 30 49 70
(9%

Cizelge 4.15. Geobacillus pallidus’dan elde edilen pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex 100 L
Plus ile islem gormiis meyve piirelerinden elde edilen meyve suyu miktarinin kontrole gore artis
orant

Meyve (100 g) Kontrol Pektin liyaz | Ham Ekstrakt llgzcihll:ii‘ls
Hacim (mL) 123 131 148 171
g Verim % - 7 20 39
Hacim (mL) 10 112 50 196
2 | Verim% i 1020 400 1860
. Hacim (mL) 150 164 168 178
E Verim % - 9 12 19
_ | Hacim (mL) 94 102 115 160
ﬁ Verim % - 9 22 70
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Cizelge 4.16. Agrobacterium radiobacter’den elde edilen pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex
100 L Plus ile islem gdrmiis meyve piirelerinin kuru maddelerindeki (K.M.) yiizde parg¢alanma
orani

Meyve (100 g) Kontrol Pektin liyaz | Ham Ekstrakt lg{(;cltilll’ﬁfls
KM. (g) 3,3 2,9 3,1 2,5
g Azalma % 12,1 6,1 24,2
K.M. (g) 19,0 4,8 7,3 6,6
2 | Azalma % 75,0 62,0 65,0
. KM. (g) 3,4 2,7 3,0 2,3
E Azalma % 21,0 12,0 33,0
_ | KM.(9) 4,5 4,2 4,4 2,9
ﬁ Azalma % 7,0 2,0 36,0

Cizelge 4.17. Xanthomonas campestris’den elde edilen pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex
100 L Plus ile islem gérmiis meyve piirelerinin kuru maddelerindeki (K.M.) yiizde par¢alanma
orani

Meyve (100 g) Kontrol Pektin liyaz | Ham Ekstrakt lg{e)cltilll)elfls
K.M. (g) 4,2 4,1 3,9 2,7
g Azalma % 2,4 7,1 32,5
K.M. (g) 16,1 15,3 13,3 7,6
§ Azalma % 5,0 17,4 52,8
. K.M. (g) 3,6 3,3 2,5 2,2
E Azalma % 8,3 30,6 38,9
_ | KM.(g) 4,6 4,5 4,4 1,4
ﬁ Azalma % 2,2 43 69,6




89

Cizelge 4.18. Geobacillus pallidus’dan elde edilen pektin liyaz, ham ekstrakt ve Pectinex 100 L
Plus ile islem gérmiis meyve piirelerinin kuru maddelerindeki (K.M.) yiizde pargalanma orant

Meyve (100 g) Kontrol Pektin liyaz | Ham Ekstrakt llgzciil;’(iis
K.M. (g) 4,0 3,1 2,9 2,7
g Azalma % 22,5 27,5 32,5
KM. (g) 16,1 12,8 14,7 7,6
§ Azalma % 20,5 8,7 52,8
o K.M. (g) 3,6 3.4 3,3 2,2
E Azalma % 5,6 8,3 38,9
. | KM. (g 4,6 4,5 4.4 1,4
ﬁ Azalma % 2,2 43 69,6
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5 TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, pektin liyaz enzimini iireten yeni ve patojen olmayan mikroorganizmalar
aranmistir.  Yapilan calisma sonunda ekstraseliiler pektin liyaz enzimini {ireten
Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus olmak
tizere li¢ farkli tiir bulunmustur. Bulunan bu tiirlerden farkli fermantasyon ortamlari

kullanilarak en yiiksek verimle pektin liyaz enzimi tiretilmistir.

Fermantasyon ortamindan elde edilen ekstraklardan DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisi kullanilarak pektin liyaz enzimleri saflagtirilmis ve karakterize edilmis-
tir. Saflastirilan enzimler meyve suyu elde etme islemlerinde kullanilarak meyve suyu
elde etme verimini nasil degistirdikleri incelenmistir. Calisma sonuglar1 tartisiimadan

once kullanilan yontemlerin secilis nedenleri sdyle izah edilebilir:

Pektin liyaz enzimlerinin iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilmasi esnasinda
eluatlardaki nispi protein miktarlar1 280 nm’de absorbanslari Ol¢iilerek belirlenmistir.
Kullanilan bu metot protein yapisinda bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin 280
nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (McIntosh 1969). Bu me-
tot da protein ¢ozeltisine herhangi bir reaktif katilmadan direkt kore karsi absorbans
okutularak yapilmaktadir. Saflagtirilan enzim ¢dzeltilerinde bulunan protein miktarlar
Bradford metodu kullanilarak dl¢iilmiistiir. Metot 1-200 pg araliginda hassas olup bozu-

cu faktorleri azdir ve kisa zamanda bitirilebilmektedir (Bradford 1976).

Pektin liyaz aktivitesi renkli tlirev olusum yontemiyle belirlenmistir (Nedjma et al.
2001). Aktivite tayini, pektin liyaz aktivitesi sonucunda olusan doymamis uronik ester
tiirevlerinin tiyobarbiitirik asit ile olusturdugu renkli bilesiklerin 550 nm’de
absorpsiyonunun Ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Elde edilen renkli tiirevin molar
ekstinksiyon () katsayist 54.000 M™'.cm™*dir. Bir enzim tinitesi (EU) 1 dakikada 1

nmol galakturonik asit olusturan enzim miktari1 olarak bulunmustur. Pektin liyaz aktivi-
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tesini tayin eden farkli metotlar bulunmaktadir. Kullandigimiz bu metot daha hassas,

kullanish ve spesifiktir.

Pektin liyaz aktivite tayini i¢in kullanilan metotlardan biri, enzimatik reaksiyon sonunda
olusan doymamis uronik ester tiirevlerinin 230-240 nm arasinda absorbanslariin o-
kunmasma dayanmaktadir ve molar ekstinksiyon katsayist 5.500 M™'.cm™dir. Kullani-
lan renkli tiirev olusum metodunun molar ekstinksiyon katsayisinin bu metottan 10 kat
daha biiyiik olmasindan dolay1 daha hassastir. Ayrica bu yontemde enzim ¢dzeltisinin
saf olmasi gerekmektedir. Oysa ki bizim fermantasyon ortamindan elde edilen ham
ekstraktlarda da aktivite tayini yapmamiz gerekmektedir. Bu nedenle renkli tiirev olu-

sum yontemi daha kullaniglidir.

Pektin liyaz enziminin aktivite tayininde kullanilan diger yontemde enzimatik reaksiyon
sonunda olusan iirlinlerin renkli tiirevleri olusturularak aktivite belirlenmektedir. Pektin
liyaz enzimi pektin molekiiliinii pargalarken poligalakturonaz enziminden farkli olarak
hidrolaz reaksiyonu ile doymus iirlinler yerine B—eliminasiyonu ile doymamis uronik
esterleri olusturmaktadir. Pektin liyaz enzim aktivitesinde kullanilan diger renkli tiirev
olusum yontemleri doymamis iirlinler ile de renkli tiirevler olusturduklarindan pektin

liyaz enzim aktivitesine spesifik degillerdir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan pek-
tin liyaz enzimini iretmek i¢in farkli fermantasyon ortamlar1 kullanilmistir.
Agrobacterium radiobacter ve Xanthomonas campestris ’den pektin liyaz enzimini besi
yeri olarak kepegin kullanildig1 kati ortam fermantasyonu ile iiretilmistir. Geobacillus
pallidus’dan pektin liyaz enzimi ayni yontemle tiretilemedigi icin NB’nin (Nutrient

Broth) kullanildig1 s1v1 ortam fermantasyonu kullanilmastir.

Mikroorganizmalari iiretmek i¢in kullanilan yontemlerden biri olan kat1 ortam ferman-
tasyon yontemi oldukca avantajli bir metottur. Devasa miktarlarda gida ve tarimsal atik-
lar bulunmaktadir. Bu atiklarin karbonhidrat ve diger besinlerce olduk¢a zengin olduk-

lar1 bilinmektedir. Dolayisiyla kat1 ortam fermantasyon teknigi kullanilarak temel kim-
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yasal maddeler ve enzimlerin iiretimi i¢in bu atiklarin kullanilabilmesi kat1 ortam fer-
mantasyonu tekniginin bir avantajidir. Kat1 ortam fermantasyonu metodunun en biiyiik
avantaj1 ise temel substrat olarak kullanilan materyalin olduk¢a ucuz olmasidir (Couto

and Sanroman 2006).

Pektin liyaz enzimi DEAE-seliilloz anyon degisim kromatografisi kullanilarak saflasti-
rilmistir. Pektin liyaz enzimini saflagtirmak i¢in literatiirlerde verilen metotlar denenmis

ve enzimi en yiiksek verimle saf olarak elde edilebilen bu metot se¢ilmistir.

Enzim saflig1 ve alt biriminin olup olmadigi SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile

kontrol edilmistir.

Saflastirilan enzimlerin V., ve Ky’'leri Lineweaver-Burk metodu kullanilarak bulun-

mustur. Bu yontem V,.x ve Kys’leri bulmak igin literatiirde en ¢ok kullanilan yontemdir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen pektin liyaz enzimleri DEAE-seliiloz anyon degisim kromatografisi kullanilarak
saflastirilmis ve aktivite-absorbans grafikleri Sekil 4.2. , 4.3. ve 4.4.’da verilmistir. Ay-
rica homojenatlar ve saf enzim i¢in spesifik aktiviteler hesaplanarak saflastirma ¢izelge-
leri ¢ikarilmistir. Cizelgelere bakildiginda Agrobacterium radiobacter’den {iretilen pek-
tin liyaz enziminin 23 kat (Cizelge 4.1.), Xanthomonas campestris’den iiretilen pektin
liyaz enziminin 43 kat (Cizelge 4.2.) ve Geobacillus pallidus’dan tiretilen pektin liyaz
enziminin ise 34 kat (Cizelge 4.3.) kat saflastirildig1 goriilmektedir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflagtirllan PL enzimlerinin safliklar1 ve alt birimlerinin olup olmadigi SDS
poliakrilamid jel elekroforezi ile kontrol edilmistir. Elde edilen elektroforez goriintiile-
rinde tek bandin varligi enzimlerin saf olduklarin1 gostermektedir. Agrobacterium
radiobacter’den tiretilip saflastirilan PL enziminin ayn1 molekiil agirligina sahip dort alt
birime sahip oldugu, Xanthomonas campestris’den tretilip saflagtirilan PL enziminin

ise ayni molekil agirligima sahip iki alt birime sahip oldugu disiiniilmektedir.



93

Geobacillus pallidus’dan iretilip saflastirilan PL enziminin ise monomer oldugu sanil-

maktadir.

Saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum pH’lar1 ve aktif olduklar1 pH araliklar1
bulunmustur. Elde edilen verilerden yararlanilarak aktivite-pH grafikleri ¢izilmis ve
Sekil 4.8., 4.9. ve 4.10.’da verilmistir. Ayrica Cizelge 4.4.’de toplu olarak sonuclar ve-
rilmektedir. Sekil 4.8.de de goriildiigii gibi Agrobacterium radiobacter’den fiiretilip
saflagtirilan pektin liyaz enziminin optimum pH’s1 8’dir ve pH: 5-9 araliginda ise aktivi-

tesini korumaktadir.

Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iretilip saflastirilan pektin liyaz
enzimlerinin optimum pH’lar1 9’dur ve sirasiyla aktif oldugu pH araliklar1 4-11 ve 5-11
olarak belirlenmistir. Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan PL enziminin
optimum pH’s1t 8 ve aktif oldugu pH araligi ise 5-9°dur. Geobacillus pallidus ve
Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan PL enzimlerinin yiiksek aktivite
gosterdikleri pH araligi 8-9 oldugu grafiklerden goriilmektedir. Xanthomonas
campestris Uretilip saflastirilan PL enziminin ise olduk¢a genis bir pH araliginda yiiksek

aktivite sahip oldugu goriilmektedir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum sicakligl ve aktivite gosterdigi si-
caklik araliklar1 da belirlenmistir. Elde edilen verilerden yararlanilarak aktivite-sicaklik
grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.11. , 4.12. ve 4.13.’de verilmistir. Ayrica Cizelge 4.5.’de

sonugclar toplu olarak da verilmektedir.

Sekil 4.11. ve 4.13.’de Agrobacterium radiobacter ve Geobacillus pallidus 'dan tretilip
saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum sicakliklarinin 60°C oldugu goériilmekte-
dir. Xanthomonas campestris’den tiretilip saflagtirilan PL enziminin optimum sicaklig1
ise 50°C olarak bulunmustur. Agrobacterium radiobacter’den iretilip saflastirilan PL

enziminin aktivite gosterdigi sicaklik araligi 20-80°C iken Xanthomonas campestris ve
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Geobacillus pallidus’dan tretilip saflastirilan PL enzimlerinin aktivite gosterdikleri si-

caklik araligi 0-80°C olarak belirlenmistir.

Bu sonuglara bakilarak Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan PL enzimi-
nin oda sicakliginin altinda aktivite gostermedigi anlagilmaktadir. Ayrica termofilik bir
kaynaktan izole edilen Geobacillus pallidus dan iiretilip saflagtirilan pektin liyaz enzi-
minin digerlerinden farkli olarak yiiksek sicakliklarda da oldukga iyi aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin sicaklik stabiliteleri incelenmistir. Elde edilen
verilerden yararlanilarak aktivite-zaman grafikleri cizilmis ve Sekil 4.14., 4.15. ve

4.16.de verilmistir.

Agrobacterium radiobacter’den firetilip saflastirilan pektin liyaz enziminin 40°C’de
oldukga stabil oldugu belirlenmistir. PL enzimi 50°C’de 5. saatte ve 60°C’de ise 1. saat-
te %50 inhibe olmustur. Ayrica 50°C’de bekletilen enzim 11. saatin sonunda 60°C’de
bekletilen enzim ise 5. saatin sonunda tamamen inhibe olmuslardir. 70 ile 80°C’de bek-
letilen enzimlerin ise ilk 1 saat i¢inde aktivitelerinin tamamini kaybettikleri belirlenmis-

tir.

Xanthomonas campestris’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin ilk 5 saat i¢in-
de 40°C, 50°C ve 60°C’de aktivitesi yiikselmistir. Daha sonraki zamanlarda 50°C ve
60°C’de PL enzim aktivitesinin ani bir diisiisle azalarak 11. saatte %100 inhibe oldugu
gOrtilmiistiir. Pektin liyaz enzimi daha yiiksek sicakliklar olan 70°C ve 80°C’de ilk 1
saat icinde aktivitelerinin ¢ok biiyilk bir kismimi kaybetmislerdir. Xanthomonas
campestris’den tretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin de en stabil oldugu sicakligin

40°C oldugu belirlenmistir.

Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin Xanthomonas

campestris’den iretilip saflastirilan pektin liyaz enziminde oldugu gibi ilk saatlerde
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40°C, 50°C ve 60°C’de aktivitesi yiikselmektedir. 40°C’de bekletilen pektin liyaz enzi-
min aktivitesinin 10. saatin sonunda 2 kat arttig1 goriilmektedir. 24 saatin sonuna kadar
da elde edilen bu aktivite korunmaktadir. 24 saatin sonunda 50°C’de bekletilen enzimin
baslangigla ayn1 aktiviteyi korudugu, 60°C’de ise sadece %50 aktivite kaybettigi goriil-
mektedir. Pektin liyaz enzimi daha yiiksek sicakliklar olan 70°C ve 80°C’de ilk 1 saat
icinde aktivitelerinin ¢ok biiyiik bir kismin1 kaybetmektedirler. Bu sonuglara bakilarak
Geobacillus pallidus’dan tretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin stabil oldugu en

yiiksek sicaklik 50°C olarak belirlenmistir.

Geobacillus pallidus’dan tretilip saflastirilan pektin liyaz enziminin yiiksek sicakliklara
diger kaynaklardan saflastirilan enzimlerden daha fazla dayanikli olmasi ve oda sicakli-
gindan daha yiiksek sicakliklarda enzimin aktivitesinin arttiginin bulunmasi termofilik

bir kaynak tarafindan tiretilmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Yukaridaki degerlendirmelerden yola c¢ikilarak Agrobacterium radiobacter ve
Xanthomonas campestris *den fretilip saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin 40°C’de
stabil olduklar1 sdylenebilir. Termofilik bakteri olan Geobacillus pallidus’dan iiretilip
saflastirilan pektin liyaz enzimi Agrobacterium radiobacter ve Xanthomonas campestris
*den {iretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinden farkli olarak 50°C ve 60°C’de 24
saat boyunca tamamen inhibe olmamugtir. 24. saatte 50°C’de aktivitesini tamamen ko-

rudugu igin sicaklik stabilitesini 50°C olarak kabul edilebilir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri oda sicakliginda (~25°C) ve buzdolabinda
(+4°C) bekletilerek enzim aktivitelerindeki degisiklik 3 ay boyunca incelenmistir. Ilk
giin yapilan aktivite tayini 100 kabul edilerek diger giinler bulunan aktiviteler buna gore
hesaplanmis ve grafik halinde Sekil 4.17. ve 4.18.’de verilmistir. Agrobacterium
radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iiretilen ve saflastiri-
lan pektin liyaz enzimleri oda sicakliginda 2 giin stabil olduklar1 daha sonra hizla aktivi-

te kaybettikleri goriilmiistiir. Buzdolabinda +4°C’de ise enzimler ii¢ ay boyunca aktivi-
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telerini yaklasik olarak %90 oraninda korumuslardir. Bu sonuglara bakilarak enzimlerin

en iyi saklama kosulunun +4°C’de oldugu belirlenmistir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirllan pektin liyaz enzimlerinin molekiil agirliklart jel filtrasyon
kromatografisi kullanilarak (Sekil 4.19., 4.20., 4.21. ve 4.22.) belirlenmistir.
Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin molekiil agirliklarinin sirasiyla 66.000,

77.545 ve 56.036 Da oldugu bulunmustur.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin V. ve Ky degerlerini Lineweaver-Burk
grafik yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7.’de veril-
mektedir. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus
pallidus’dan {iretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin Vy,.x degerleri sirasiyla
277,78 umol/L. dak., 3,84 umol/L.dak. ve 2,28 umol/L.dak., Ky degerleri ise sirasiyla
3,92 mg/mL, 0,69 mg/mL ve 24,80 mg/mL olarak hesaplanmistir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin karbohidrat igerikleri fenol siilfiirik asit yon-
temi kullanilarak sirastyla %68, %63 ve %72 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonug-

lar Cizelge 4.8.de verilmektedir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin tirozin ve triptofan igerikleri Goodwin ve
Mortona (1946) yonteminden yararlanilarak bulunmus ve 1000 pg enzimin igerdigi
tirozin ve triptofanin miktar1 pg cinsinden hesaplanarak Cizelge 4.9.’da verilmistir.
Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilip saflagtirilan pektin liyaz enzimlerinin tirozin igerikleri sirastyla 47 pg, 16 pg ve 30

ug, triptofan icerikleri yine sirasiyla 98 pg, 23 pg ve 26 pg olarak hesaplanmstir.
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Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin aktiviteleri iizerine Ca*", Mg®’, Co*", Fe*',
Zn*, Cu™, Hg™", sitrik asit ve askorbik asitin etkisi arastirlmistir. Bu ¢alismada iig
farkli konsantrasyon ve her bir konsantrasyonda bes farkli hacimde aktivite 6l¢iimii ya-
pilmistir. Bulunan degerlere gore aktivite birimi hesaplanarak aktivite-uL grafigi ¢izil-

mistir. Sonuglar toplu olarak Cizelge 4.10. , 4.11. ve 4.12.’da verilmistir.

Agrobacterium radiobacter’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimini Ca®", Fe’",
Zn*", Cu®*, Hg*" ve sitrik asitin inhibe ettigi belirlenmistir. inhibisyon etkisinin bu mad-
delerin konsantrasyonlar1 ile dogru orantili olarak arttig1 grafiklerden goriilmektedir.
Mg*" ve askorbik asitin 10> M’da pektin liyaz enzimini inhibe ettikleri daha diisiik kon-
santrasyonlarda (10* M, 10° M) ise aktive ettikleri bulunmustur. Agrobacterium
radiobacter’den tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimini 102 M, 10* M ve 10° M

konsantrasyonlarda aktive eden tek madde ise Co>" iyonu oldugu bulunmustur.

Xanthomonas campestris’den tretilip saflastirilan pektin liyaz enzimini Fe®”, Ca®",
Co**, Zn*", Hg”", askorbik asit ve sitrik asitin inhibe ettigi belirlenmistir. Inhibisyon
etkisinin bu maddelerin konsantrasyonlar1 ile dogru orantili olarak arttig1 grafiklerden
goriilmektedir. Hg2+ iyonu enzimi 10” M konsantrasyonda tamamen inhibe etmistir.
Mg®" yiiksek konsantrasyonlarda pektin liyaz enzimini inhibe ederken daha diisiik kon-
santrasyonlarda ise aktive etmektedir. Xanthomonas campestris’den iiretilip saflastirilan
pektin liyaz enzimini biitiin konsantrasyonlarda aktive eden tek maddenin Cu®" oldugu

bulunmustur.

Geobacillus pallidus’dan iretilip saflastirilan pektin liyaz enzimini Co>", Zn*", Fe'",
Hg”", Cu®", askorbik asit ve sitrik asitin inhibe ettigi belirlenmistir. Inhibisyon etkisinin
bu maddelerin konsantrasyonlari ile dogru orantili olarak arttig1 grafiklerden goriilmek-
tedir. ngJr ve Cu”" iyonlar1 10 M konsantrasyonda enzimi tamamen inhibe etmislerdir.
Ca” iyonu 10 M’da pektin liyaz enzimini inhibe ettigi daha diisiikk konsantrasyonlarda
(10* M, 10° M) ise aktive ettigi bulunmustur. Geobacillus pallidus’dan tiretilip saflas-

tirtlan pektin liyaz enzimini biitiin konsantrasyonlar aktive eden tek iyon ise Mg*"dir.
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Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan iire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri meyve suyu elde etme islemlerinde kullanila-
rak meyve suyu elde etme verimini nasil etkiledigi incelenmistir. Saflastirilan pektin
liyaz enzimlerinden elde edilen sonugclarla karsilastirmak amaciyla ham ekstrakt ve
Pectinex 100 L Plus da meyve suyu elde etme islemlerinde kullanilmistir. Elde edilen

sonuclar Cizelge 4.13, 4.14, 4.15’de verilmistir.

Agrobacterium radiobacter’den firetilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimi ile islem
gormiis elma, muz, havug ve seftali piirelerinden elde edilen meyve suyunun kontrole
gore sirasiyla artmis oldugu goriilmektedir. Saf pektin liyaz ile islem gérmiis muz, ha-
vug ve elma piirelerinden elde edilen meyve suyu veriminin Pektinex 100 L Plus ile
elde edilen verimden daha diigiik olmasina ragmen oldukg¢a yakin olduklari, fakat seftali
suyundan elde edilen verimin ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir. Saf pektin liyaz
enzimi ile elde edilen meyve suyu miktar1 ham ekstrakt ile elde edilen meyve suyu mik-
tarindan daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Pektin liyaz enzimi, ham ekstrakt ve
Pektinex 100 L Plus ile islem goérmiis 100 g muz piiresinden sirastyla 180 mL, 175 mL
ve 195 mL meyve suyu elde edilmistir. Kontrol (20 mL) ile karsilastirildiginda verimin
ortalama 8 kat arttirdig1 goriilmektedir. Saf pektin liyaz enzimi ile elde edilen en iyi

verimin muz meyvesinde alindigini goézlenmistir.

Xanthomonas campestris’den lretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimi ile islem gor-
miis elma, muz, havug ve seftali piirelerinden elde edilen meyve suyunun kontrole gore
artmis oldugu goriilmektedir. Saf pektin liyaz ile elde edilen verimin Pektinex 100 L
Plus ile elde edilen verimden daha diisiik oldugu goriilmektedir. Yinede saf enzimle
islem gormiis havug piiresinden elde edilen verimin Pektinex 100 L Plus ile elde edilen
verime oldukga yaklastig1 goriilmektedir. Xanthomonas campestris’den iiretilen ve saf-
lastirilan pektin liyaz enzimi ile en iyi verim alinan meyvenin havug oldugu goriilmek-

tedir.

Geobacillus pallidus’dan iiretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimi ile islem gormiis

elma, muz, havug ve seftali piirelerinden elde edilen meyve suyunun kontrole gore art-
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mis oldugu goriilmektedir. Muz ve havug piirelerinden saf pektin liyaz enzimi ile elde
edilen meyve suyu verimi Pektinex 100 L Plus ile elde edilen meyve suyu veriminden
yaklagik %50 daha diisiik oldugu bulunmustur. Diger meyveler i¢in bulunan degerler ise

¢ok daha diistik oldugu goriilmektedir.

Pektinex 100 L Plus ile islem gérmiis meyve piirelerinden elde edilen verim daha biiytik
olmasina ragmen icerdigi pektin esteraz enzimi yiiziinden meyve suyunun iginde
metanol da iiremektedir. Ayrica esteraz aktivitesi meyveye aroma veren esterleri de par-
calayabileceginden dolayr meyve suyu tadinda da degisiklige neden olabilmektedir.
Bundan dolay1 hem saglik agisindan hem de kalite agisindan saf pektin liyaz enziminin

gida liretiminde kullanilmas1 daha avantajhidir.

Kullanilan enzimlerin meyve suyunun verimini artirmasinin sebebi, viskoziteyi ytiksel-
terek filtrasyon islemlerini zorlastiran pektinleri parcalamasindan ileri gelmektedir. Bu
parcalama igsleminin miktarii gorebilmek i¢in meyve suyu elde etme isleminden sonra-
ya kalan meyve posasi miktarina bakilarak 100 gram meyve ic¢in % parcalanma miktari

belirlenmistir.

Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan {ire-
tilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri, ham ekstraktlar ve Pektinex 100 L Plus ile
islem gérmils meyve piirelerinden elde edilen meyve suyu miktari ile % pargalanma
oran1 dogru orantili bir sekilde arttig1 goriilmektedir. Muz piiresi ¢ok viskoz oldugundan
enzimlerle islem goérmesiyle gozle goriiliir bir oranda viskozitesi azalmistir. Viskozite-
sinin ¢ok azalmasinin nedenini muz piiresinde bulunan pektinlerin %75’e varan oranlar-
da par¢alanmasinda kaynaklanmaktadir. Meyve suyu verimininde ayni oranda da arttigi

gOriilmiistiir.

Bu sonuglar goz oOniine alindiginda Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas
campestris ve Geobacillus pallidus’dan lretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri

i¢in;
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. Agrobacterium radiobacter’den iiretilen ve saflastirilan pektin liyaz enziminin op-
timum pH’s1 8 iken Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan tiretilen
ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin optimum pH’s1 9 oldugu bulunmustur.

. Agrobacterium radiobacter ve Geobacillus pallidus’dan iretilip saflagtirilan pektin
liyaz enzimlerinin optimum sicakliklar1 60°C, Xanthomonas campestris’den iiretilip
saflagtirilan PL enziminin optimum sicaklig1 ise 50°C oldugu bulunmustur.

. Agrobacterium radiobacter ve Xanthomonas campestris’den {lretilip saflastirilan
pektin liyaz enzimlerinin sicaklik stabiliteleri 40°C, Geobacillus pallidus’dan {ireti-
lip saflastirilan pektin liyaz enziminin sicaklik stabilitesi ise 50°C oldugu bulunmus-
tur.

. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin +4°C’de 3 ay boyunca stabil olduk-
lar1 fakat oda sicakliginda 2 giin i¢inde aktivite kaybettikleri bulunmustur.

. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin molekiil agirliklarinin sirasiyla 66.000,
77.545 ve 56.036 Da olarak hesaplanmustir.

. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tretilip saflagtirllan pektin  liyaz enzimlerinin = V. degerleri sirasiyla
277,78 umol/L.dak., 3,84 umol/L.dak. ve 2,28 umol/L. dak., Ky degerleri ise sira-
styla 3,92 mg/mL, 0,69 mg/mL ve 24,80 mg/mL olarak hesaplanmistir.

. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin karbohidrat igerikleri sirasiyla %68,
%63 ve %72 olarak hesaplanmustir.

. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin tirozin igerikleri sirasiyla 47 pg, 16 ug
ve 30 pg, triptofan igerikleri yine sirasiyla 98 ug, 23 pug ve 26 pg olarak hesaplan-
mistir.

. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
tiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimleriyle islem gérmiis elma, muz, havug ve sef-
tali piirelerinden elde edilen meyve suyunun kontrole gore artmis olduklar1 bulun-

mustur.
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10. Agrobacterium radiobacter, Xanthomonas campestris ve Geobacillus pallidus’dan
iiretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimleri ile iglem gérmiis meyve pilirelerinden
elde edilen katt madde miktarinin azaldig1 yani % parcalanma oraninin arttii go-

rilmektedir.
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