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OZET

Viyana Teknik Universitesi'nden temin edilen Trichoderma reesei 1A mutantinin pektinaz
tiretimine, farkli karbon kaynaklarmin ve bunlarin farkli konsantrasyonlarmin etkisi
arastirildi. Modifiye edilmis Mandel’s ve Andreotti (1978) sivi besiyerine karbon kaynagi
olarak %1 (w/v) ve %10 (w/v) konsantrasyonlarinda pektin, glukoz ve gliserol ilave edildi.
Indiiksiyon seviyesini karsilastirmak igin kontrol olarak Trichoderma reesei QM9414 susu
kullanildi. Inkiibasyon sirasinda besiyerlerinden belirli zaman araliklarinda alman
numunelerde pektinaz aktivitesi ve protein miktarlar1 6l¢iildii. Yapilan ¢alismalar sonunda en
yiiksek aktivite 96. saatte konsantrayonu %10 (w/v) olan glukoz ve gliserol igeren ortamda
goriildi. %10 (w/v) glukoz igeren ortamda spesifik aktivite 0,50 U/mg ve %10 (w/v) gliserol
iceren ortamda spesifik aktivite 0,49 U/mg olarak bulundu. Bu besiyerlerinde iiretilen
pektinaz amonyum siilfat, aseton ve etanol ile kismi olarak saflastirildi. En yiiksek saflik
diizeyi gliserollii ortamda %80 etanol ile yapilan ¢oktiirmeyle elde edildi. Pektinaz ham
enzime gore 33.43 kat saflagtirildi. Elde edilen sonuglar 1A mutantinin pektinaz {iretim
kapasitesinin kontrole gore yiiksek oldugunu ve kismi olarak daha yiiksek seviyelerde
saflastirilabildigini gostermistir. Ancak Trichoderma reesei’nin 1A susunun endiistriyel
mutant susu olarak kabul gorebilmesi ic¢in ileri diizey c¢alismalara ihtiya¢ oldugunu
diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma reesei, pektinaz, rekombinant, indiiksiyon



ABSTRACT

Effects of different carbon sources and concentrations on pectinase production of mutant
Trichoderma reesei 1A, which were obtained from The Vienna University of Technology,
were investigated. Pectine, glucose and glycerol at 1% (w/v) and 10% (w/v) concentrations
were added to the modificated Mandel’s and Andreotti (1978) medium as carbon sources.
Trichoderma reesei QM9414 strains were used as a control for comparing induction levels.
During the incubation, samples were taken from medium at specific time intervals for
mesurement of protein amounts and pectinase activity. As a result, highest activities were
determined at 96. h where glucose and glycerol containing mediums’ concentrations were
10% (w/v). Specific activities in 10% (w/v) glucose medium and 10% (w/v) glycerol medium
were measured 0,50 U/mg and 0,49 U/mg, respectively. Pectinase, which was produced in
these mediums, was partially purificated with amonium sulfate, acetone and ethanole. The
highest purification rate was achieved from precipitation with 80% ethanole in glycerol
medium. 33,43 fold purified pectinase was obtained, compared to crude enzyme. Results
show us, pectinase production capacity of mutant 1A is higher than control and mutant 1A
pectinase can be partially purified at higher rates. However, further studies needed for
Trichoderma reesei 1A strain to be accepted as an industrial mutant strain.

Key words: Trichoderma reesei, pectinase, recombinant, induction
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1. GIRIS

Pektin, bitkilerin primer hiicre duvarinda ve orta lamelinde bulunan yapisal bir polisakkarittir.
Bu maddeler biiyiik oranda galakturonik asit birimlerinden olusan karmasik, kolloidal
karbonhidrat tiirevlerinden meydana gelmektedir. Yiiksek su tutma kapasitesine sahiptirler.
Pektik maddeler diiz bir zincir yapmak tizere birbirleriyle a-(1-4) bagi yapan galakturonik asit
birimlerinden olusmaktadir. Pektin; protopektin, pektik asit, pektinik asit ve bunlarin
tuzlarindan olusan pektik maddelere verilen genel bir isimdir. Bu siniflandirma ana zincir
tizerindeki modifikasyonlarin tipine goére yapilmaktadir. Protopektin, pektik maddelerin
temeli olup hidrolizi sonucu pektin ve pektinik asite doniismektedir. Pektik asit, metil ester
gruplar igermezken pektinik asit metil gruplariyla esterlesmis pektik maddelerdir. Pektin, ise
pektinik asite benzer olup farkli kompozisyonda olan bir grup maddedir. Pektik maddeler
‘pektik enzimler’ tarafindan dogal olarak parcalanmaktadir. Bunlarin birbirlerine doniistimii

Sekil 1.1°de gosterilmistir.

PROTOPEKTIN

Asit f Protopektinaz

Alleali / Giighi asit Pektin
PME
Pektinik Asit Giigli asit / Pektin metil 2steraz
v
Pektat < Tk akali
Sicak astt / Poligalakturonaz
v
Galakturonik Asit

Sekil 1.1 Pektik maddelerin birbirleri arasindaki iligki ve yikim



Pektinazlar, pektik maddeleri depolimerizasyon ve esterifikasyon reaksiyonlariyla par¢alayan
enzim grubur. Bu enzimler etki ettikleri substratlara ve etki mekanizmalarina gore
siniflandirilir. Protopektinazlar, poligalakturonazlar, liyazlar ve pektinesterazlar bu gruba
dahil enzimleri olusturur. Pektik enzimler bakteri, mantar, bocek, nematod ve protozoada
bulunmaktadirlar. Mikrobiyal olarak pektinin yikimi bitki patojenitesinde, simbiyotik
yasamda, bitkisel dokularin ¢iiriimesinde, bitkisel besinlerin sindiriminde 6nemli rol
oynamaktadir. Endiistriyel diizeyde mikrobiyal kaynakli liretilen pektinaz gida, tekstil, kagit,
hayvan yemi, atiksu bertarafi gibi proseslerde basariyla kullanilmaktadir. Endiistride bu denli
kullanim alanina sahip olmasindan dolay1 kaynak arayislar1 devam etmektedir. Trichoderma
reesei toprakda yaygin olarak bulunan filamentdz bir mantardir. Cok gelismis bir protein
iretim ve salgilama mekanizmasma sahiptir. Giiniimiizde gelisen molekiiler biyoloji
teknikleri sayesinde genetik modifikasyonlar yapilarak istenilen proteinin sentezlenmesi

saglanmaktadir.

Bu calismada Viyana Teknik Universitesi, Uygulamali Biyokimya ve Gen Teknolojisi
Arastirma Merkezi’nden temin edilen Trichoderma reesei 1A mutantinin pektinaz iiretim
seviyeleri aragtirildi. 1A mutant susu 4 pektinaz geni ve gii¢lii bir promotor icermektedir.
Farkli karbon kaynaklarinin ve farkli konsantrasyonlarinin pektinaz genlerinin indiiksiyonunu
etkileyip etkilemedigini gozlemlemek i¢in 1A mutant susunda liretilen enzim seviyeleri,

kontrol susu olarak kullandigimiz Trichoderma reesei QM9414 ile karsilastirilmustir.



2. PEKTIN

Bitki hiicre duvar polisakkaritleri olan pektin, seliiloz, hemiseliiloz; depo polisakkaritleri olan
nisasta ve galaktomannan; hiicrede jellestirici ajan olan recine ve miisilaj ile fizyolojik
bilgileri ileten antijen gibi yapist farkli biyopolimer gruplari hiicrenin 6nemli
bilesenlerindendir (Tharanathan, v.d., 1987). Bitki polisakkaritleri yapisal 6zelliklerinden
kaynaklanan su baglama kapasiteleri nedeniyle hiicrede depolamada, enerji transferinde ve
hiicre-doku biitiinliiglinlin saglanmasinda gorev alirlar. Yapisal farkliliklar gosteren hiicre
duvar1 polisakkaritlerinin insan beslenmesi {izerine de ¢esitli etkileri vardir (Aman ve
Westerlund, 1996). Bu polisakkaritler yiyeceklerle alinan diger diyet bilesenlerinin
kullanimin1 diizenlemektedir. Son zamanlarda bitki polisakkaritlerinin biyoaktif 6zellik
gosteren dogal iirlinler oldugu ortaya ¢ikmistir. Biyoaktif hiicre duvart komponentleri gen

ekspresyonunu ve konak savunma mekanizmasini diizenleyebilmektedir (Ridley vd., 2001).

Mezokarp denilen meyvenin yenilebilir etli kism1 ince ¢eperli depo parenkima hiicrelerinden
olugmaktadir (50 -500 pm). Bu hiicrelerin polisakkarit ve proteinlerin olusturdugu kompleks
bir yapidan olusan hiicre duvarlar1 vardir. Bu hiicre duvari dokuya mekanik bir direng
saglamaktadir. Bitki hiicre duvarinda pektin molekiiliiniin yan zincirleri protein, hemiseliiloz

ve seliiloza baglanmistir (Sekil 2.1).

Orta
;l' lamel
Primer
Bitki hiicre duvart , = hiicre
/ duvart
Pektin
= Plazma
i membrant
Seliiloz
mikrofibrili

Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Sekil 2.1 Bitki hiicre duvarinin sematik goriintiisii

(Carpita ve McCann, 2000°den modifiye edilmistir)



Primer hiicre duvar1 %35 pektin, %25 seliiloz, %20 hemiseliiloz ve %10 yapisal proteinlerden
olusmaktadir (Brownleader vd., 1999). Buna gore bitkilerin taze agirhigmin % 0,5 - 4,0’tni

pektik maddeler olusturur (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Bazi1 sebze ve meyvelerin pektin igerigi (Jayani vd.,2005)

Sebze/Meyve Doku Pektik madde ( %)
Elma Taze 05-16
Muz Taze 0,7-1,2
Seftali Taze 0,1-0,9
Cilek Taze 0,6—0,7
Kiraz Taze 0,2-0,5
Bezelye Taze 09-14
Havucg Kuru madde 6,9 -18,6
Portakal posasi Kuru madde 12,4 -28,0
Patates Kuru madde 1,8-3,3
Domates Kuru madde 24-46
Seker pancar1 posasi Kuru madde 10,0 - 30,0

Pektinler bitkilerin hiicre duvari matriksinde bulundugundan ticari olarak bitkilerden elde
edilen yapisal olarak asidik, homo-/heteropolisakkaritlerdir. Pektik maddeler a-(1-4)
baglariyla baglanmis galakturonik asit kalintilarindan olusan bir iskeletten meydana
gelmektedir. Galakturonik asit karboksilinin metanol veya asetik asit ile esterifikasyonu
pektinin karakteristik yapisini olusturmakta ¢cok dnemlidir. Metanol ile esterlesmis karboksilik
asit gruplarinin yiizdesi metilasyon derecesi (DM) olarak tanimlanmaktadir. Asetil grubuyla
esterlesmis galakturonik asit kalintilarinin yiizdesi de asetilasyon derecesi (DAc) olarak

tanimlanmaktadir (Schols vd., 1995).



Ana zincir tizerindeki modifikasyonlarin tipine gore pektik maddeler; protopektin, pektik asit,
pektinik asit ve pektin seklinde simiflandirilmistir (BeMiller, 1986). Bu pektik maddeler
Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2 Bitki hiicre duvarinda bulunan pektik maddelerin kimyasal 6zellikleri

Pektik Maddeler Kimyasal Dogasi

Pektik Maddeler Kolloidal, galakturonik asitten olusan kompleks

polisakkarit grubu

Protopektin Suda ¢oziinmeyen temel pektik maddeler

Pektik Asit Metil ester gruplari igermeyen pektik maddeler

Pektat Pektik asitin normal veya asit tuzlari

Pektinik Asit Kismen metil gruplariyla esterlesmis pektik
maddeler

Yiiksek Metoksilli Pektin Yiiksek miktarda (>%350’si esterlesmis)
pektinik asit

Diisiik Metoksilli Pektin Az miktarda (<%50’si esterlesmis) pektinik asit

Pektinat Pektinik asitin normal veya asit tuzlari

Pektini olusturan yapisal olarak karakterize edilmis 3 tip pektik polisakkarit vardir.
Homogalakturonik asit zinciri (HG) sadece o-(1-4) bagh a-D-galakturonik asit birimlerinden
olugsmaktadir. Bu birimlerin ikinci ya da ii¢lincii pozisyonundaki oksijenine bir asetil grubu ya
da altinc1 pozisyondaki oksijenine bir metil grubu baglanabilir. Uzunluklart ~100 nm yi

bulmaktadir.

Ramnogalakturonik asit zinciri-l (RG-I) oOncelikle pektinlerin kimyasal ve yapisal
cesitliliginden sorumludur. Cift ¢enekli bitkilerin primer hiicre duvari ve orta lamelinin en

onemli bilesenidir (McNeil vd., 1980). (1-2)-o-L-ramnoz-(1-4)-a-D-galakturonik asit



seklinde tekrarlayan disakkarit {initelerinden olusmaktadir. Ana zincire ramnozun girmesiyle
poligalakturonik asit zincirinde komsu polimer zincirleriyle girisimi en aza indiren ‘T’
seklinde bir kivrilma olmaktadir (Grant vd., 1973). Ramnoz kalintilar1 nétral sekerlerin
baglanarak dallanma yaptigi noktalardir (McNeil vd., 1980; Mac Dougall vd., 2001). a-(1-2)
glikozidik bagi ile bagli ramnoz iinitelerinin yaklasik %50’si C, ilizerinden baglanan D-
galaktoz ve/ya L-arabinoz igeren yan zincirler igermektedir. Ayrica az miktarda da olsa fukoz,
glukiironik asit ve 4-O-metil B-D-glukiironik asit linitelerinin ramnoz iinitelerine baglandig

bulunmustur (McNeil vd., 1980; O’Neill vd., 1990).

Ramnogalakturonik asit zinciri-1l (RG-II) ise hiicre duvarinin yapisinda bulunan kiigiik
bilesendir. RG-I ile yapisal olarak ilgisi yoktur (Sekil 2.2). Homogalakturonik asit zinciri
tizerinde yapisal olarak birbirinden farkli, bir¢ok oligosakkarit yan zincirleri igermektedir.
Son zamanlarda, RG-II nin daha ¢ok dimer olarak bulundugu gosterilmistir. Bu dimerler
apioz kalintilar1 {izerinden borat-diol esterleri ile c¢apraz baglanarak pektinlerin
fonksiyonlarinda ve yapilarinda 6nemli rol oynar (O’Neill vd., 1996). RG-II agir metal
baglamakta ve immun sistemi aktive etmektedir. Bu 6zelliginden dolay insan saglig1 iizerine

etkileri hakkindaki ¢alismalar 6nem kazanmustir.

Ksilogalakturonik asit zincirleri, p-D-ksiloz kalintilarinin a-(1-4) bag ile bagli galakturonik
asit ana zincirine Cj iizerinden baglanmasiyla olusmaktadir. Asidik ve noétral pektinler seker
olmayan metanol, asetik asit, amid grubu ve fenolik asit gibi yan gruplar tasiyarak yapisal

olarak birbirlerinden ayrilmaktadir (Mac Dougall vd., 2001).
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Sekil 2.2 Pektinin yapisinda yer alan polisakkaritlerin sematik goriintiisii
(Essentials of Glycobiology, 2009)

Primer hiicre duvarindaki pektik polisakkaritlerin ana zincirleri lizerinde nispeten daha fazla
miktarda notral oligosakkarit zincirleri vardir. Bu yan zincirler orta lameldeki pektik
polisakkaritlerin yan zincirlerinden daha uzundur (Selvendran, 1985; Sakai vd., 1993). Yan
zincirler diizenli olarak dagilmamis, baz1 bolgelerde yogunlagmistir. “Tiiylii bolge’ denilen bu
cok dallanmis ramnogalakturonik asit zincirleri primer hiicre duvarinda bulunurken ‘diiz
bolge’ denilen yiiksek miktarda esterifiye olmus ve az miktarda dallanmis ramnogalakturonik

asit zincirleri de orta lamelde bulunur (Selvendran, 1985).



3. PEKTINAZ
Pektinazlar pektik maddeleri depolimerizasyon (hidrolaz ve liyaz) ve esterifikasyon (esteraz)

reaksiyonlartyla pargalayan enzim grubur. Bilinen pektinolitik enzimler homogalakturonik

asit zincirlerini parcalayan enzimlerdir. Etki mekanizmalar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

(@)
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Sekil 3.1 Pektinazlarin etki mekanizmasi (a) PG igin R=H ve PMG i¢in R=CHg; (b) PE;
(c) PGL i¢in R=H ve PL i¢in R=CHgs. Oklar enzimlerin etki ettigi yeri gostermektedir.
PMG, polimetilgalakturonaz; PG, poligalakturonaz (E.C. 3.2.1.15); PE, pektinesteraz

(E.C. 3.1.1.11); PL, pektin liyaz (E.C. 4.2.2.10) (Pedrolli vd., 2009)

3 ana gruba ayrilan pektinolitik enzimler;

(I) Protopektinaz: Cozlinmeyen protopektini pargalayarak yiiksek derecede polimerize olmus

¢Oziiniir pektini verir.
(IT) Esteraz: Metoksil gruplarin1 uzaklastirirarak pektinin deesterifiye edilmesini katalizler.

(111) Depolimerazlar: Pektik maddelerin D-galakturonik asit kisimlarindaki a-(1-4) glikozidik
baglarinin kirilmasini katalizler ( Sakai, 1992; Palomiki ve Saarilahti, 1997).



Depolimerazlar pektik maddelere 2 farkli mekanizmayla etki eder:

Hidroliz reaksiyonu, oksijen kopriisii tizerinden suyun katilimiyla hidrolitik olarak glikozidik
baglar1 kirar. Trans eliminasyon reaksiyonu, su katilmasi olmaksizin trans eliminasyon
reaksiyonu ile glikozidik baglar1 kirar (Albersheim vd., 1960; Codner, 2001). Depolimerazlar
enzimin etki ettigi substrata ve glikozidik bagi kiran etki mekanizmasina gore 4 farkl alt
grubta smiflandirilabilir (Rexova-Benkova ve Markovi¢, 1976). Poligalakturonaz ve
polimetilgalakturonaz sirasiyla pektat ve pektini hidrolize ederek parcalar. Poligalakturonat
liyaz ve polimetilgalakturonat liyaz ise sirasiyla pektat ve pektini B-eliminasyon yolu ile
parcalar. Etki ettigi yere bagli olarak, drnegin rastgele veya terminal, bu enzimler sirasiyla
endo- veya ekzo- olarak adlandirilmaktadir. Son yillarda yiiriitiilen inceleme ve arastirmalar
dogrultusunda, pektinolitik enzimlerin bu siniflandirmasi artik ¢ok kullanilmamaktadir. Bu
enzimlerin daha yeni ve ayrintili siiflandirilmasi Cizelge 3.1’de gosterilmistir (Rexova-
Benkova ve Markovi¢, 1976; Ward ve Moo-Young, 1989; Whitaker, 1990; Kashyap vd.,
2001).



10

Te[leuoIn}ye[eSOUOW oW SIRWAO(]

(repjeuoInyyeRSIP
-(-1uew)-1jod StwrewAo(g

UOASBUTIII[-SURI]

zeA1[jeuompizopye[es-(I-[iowijodozyq ¢

(repjeuoInyyeRSIpP
Ie[jeuoinyye[esosijo[iaw SturewAo(g -g-[ew)-1jod StwewAo(  UOAseUTWI[o-SUBI]  ZeAI[jeuoInpizolye[es-(-juewijodopud f
Ieleuoiniye[esouow STWRWAO( Ie[jeuoIniye[eSIp STewWAO(] UOASBUITUI[2-SURIT ZeAl1] JeuoInpIzoye[es-(J-08IO '€
IefjeuoIniye[esip SturewiAo(] use Yiyod UOASRUIUI[e-SURI] zeA1] zeuonjye[esijodozyd ‘7
IefjeuoInyye[esosijo SturewAo(] use Yiyed UOASBUII[a-SURI] zeA1] zeuoInjyeresijodopuy |
TejzedrTq
Te[}RUOININR[ES0SIO unyad IIsYOlowW Yasynx ZIjoJpHH zeuoyyees-g-[Hewijodopuy ‘g
Te[JRUOININe[eS[HAWOSIO unyRd IIsyolew Yasynx ZHOIPIH zeuomye[es-g-[uewjodopuy ‘L
Ie[jeuoInjye[esouowt
(1-w) $nwlopagsrrewiioq “(yeuoIniyeres)s:yv ZIJoIpIH ze[oIpry
jeuOIN}YR[RS0SI[0 SIWRWAO( G:HV'9
IR[JeuOINIR[RSOUOIA] jeuoIn)ye[RSII] ZH[oIpTH Ze[OoIPIY JeuoInye[esosijO’§
Te[jeuoIniNeesi(y HSe y0ed ZHOIPIH ZeToIpig
ouornjye[esp-ueuomiyeresijodozyq ¥
Ie[1eUOIN]YR[RSOUOA 1se yiyed Z1JoIpIH zeuoinpyeesijodozyq ¢
IefjeuoIniye[esosijQ use yiuyad ZI[OIpIH zeuonyeesijodopud'g
uiped unyedojord ZIJoIpTH Iejzeunyodolord |
Ie[Ze[OIPIH'®
A2JUl1ZUd 101p> dz14aui1joda(q
Jouelau + Jise yidoq uied ZIJoIpIH ZRI2]S3 (1R Ued |
ZDA2IST
unin 1JIRISQNS IdWII  ISBWZIURYW i wizug

(S00Z "pA TueAR[) ISBWLIIPUR[JIUIS UISARA ULIS[WIZUS YUI[OUINad [°€ 958]9Z1)



11

3.1 Protopektinaz

[lk kez Brinton ve arkadaslari tarafindan protopektinaz olarak adlandirilan enzim
protopektinin ¢Oziinlir hale gelmesini katalizler (Brinton vd., 1927). Protopektinazlar
reaksiyon mekanizmasina gore iki sekilde siniflandirilmistir (Sakai ve Okushima, 1982;
Sakai ve Yoshitake, 1984a; Sakai vd., 1984b; Sakamoto vd., 1994). A tipi protopektinaz,
protopektinin poligalakturonik asit bolgesi gibi i¢te kalan kismiyla reaksiyona girer. B tipi
protopektinaz da poligalakturonik asit zinciri ve hiicre duvar1 bilesenlerini baglayan
polisakkarit zincirleri ile reaksiyona girer. A tipi protopektinazlar maya ve maya

mantarlarinda bulunurken B tipi protopektinazlar Bacillus tiirlerinde bulunmaktadir.

3.2 Poligalakturonaz

Oksijen kopriisii izerinden su katilimiyla poligalakturonik asit zincirinin hidrolitik olarak
kirilmasim1  katalizler. Pektinolitik enzim ailesi icinde en c¢ok c¢alisilan gruptur.
Poligalakturonazlar pektik maddeleri hidrolizleyen endo-poligalakturonaz (E.C. 3.2.1.15) ve
ekzo-poligalakturonazdan (E.C. 3.2.1.67) olusmaktadir. Poligalakturonazlarin bitki-patojen

iligkileri ile gida proseslerinde biyolojik, fonksiyonel ve teknik uygulamalari vardir.

Endo-poligalakturonazlar mantarlar, bakteriler ve bir¢ok maya tiirlinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Ayrica yiiksek bitkiler ve bazi bitki paraziti nematodlarda da mevcuttur. Buna
karsilik ekzo-poligalakturonazlara bakteri ve mantarlarda daha az rastlanmaktadir. Ekzo-
poligalakturonazlar iki tipe ayrilabilir: Fungal kaynakli ekzo-poligalakturonazlar son iiriin
olarak monogalakturonik asit agiga ¢ikartirken bakteriyal ekzo-poligalakturonazlar son iiriin
olarak digalakturonik asit agia ¢ikarirlar (Sakai vd., 1993). Bitkilerde de poligalakturonaz
varhigi rapor edilmistir (Pressey ve Avants, 1973, 1975; Pressey ve Puri, 1984; Alonso vd.,
2003).

3.3 Liyaz

Liyazlar (veya transeliminazlar) pektatlarin veya pektinatlarin trans-eliminatif boliinme ile

hidrolitik olmayan yikilimin1 gerceklestirir. Liyazlar 4. karbondaki glikozidik bagi kirar ve
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ayni anda 5. karbondaki hidrojeni uzaklastirarak A4,5 doymamis iirlinler agiga cikarir.

Liyazlar etki mekanizmasina ve etki ettigi substrata gore siniflandirilmaktadir.

() Endo-poligalakturonat liyaz (Endo-PGL, E.C. 4.2.2.2)
(1) Ekzo-poligalakturonat liyaz (Ekzo-PGL, E.C. 4.2.2.9)

(111) Endo-polimetilgalakturonat liyaz (Endo-PMGL, E.C. 4.2.10)

(IV) Ekzo-polimetilgalakturonat liyaz (Ekzo-PMGL)

Liyazlarin katalizledigi reaksiyonlar su sekilde gosterilmistir:

Poligalakituronat &p &40 doymatmis galakturonatlar

Polmetdgalakturonat ﬂp doymarmg metlolgogalakturonatlar

Poligalakturonat liyazlar (Pektat liyaz veya PGLs) bir¢ok bakteri ve bazi patojenik mantarlar
tarafindan endo-poligalakturonat liyazla birlikte az miktarda ekzo-poligalakturonat liyaz
seklinde iiretilmektedir. Bakteri ve mantarlardan izole edilen poligalakturonat liyazlar
gidalarin  bozulmasina ve ‘yumusak clriiklik’ denen hastalia sebep olmaktadir.
Polimetilgalakturonat liyazlarin (pektin liyaz veya PMGL) iiretimiyle ilgili olarak literatiirde
birka¢ yayin bulunmaktadir. Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan iretildigi rapor
edilmistir. ~ Pektin liyazlarin ¢ogu mikroorganizmalardan izole edilmistir. Bitki ve
hayvanlarda ki varligina dair yayimlanan ¢alisma sayist azdir (Whitaker, 1990). Liyazlar
bakterilerdeki pektinolitik enzimlerin en biiyiilk grubunu olusturur ve direkt olarak bitki

patojenitesiyle iligkilidir (Dixit vd., 2004).

3.4 Pektinesteraz

Pektinesteraz (PE, Pektin pektilhidrolaz, E.C. 3.1.1.11), siklikla pektinmetilesteraz, pektaz,
pektin metoksilaz, pektin demetoksilaz ve pektolipaz olarak anilan hidrolaz enzim grubuna ait
karboksilik asit esterazdir (Whitaker, 1984). Pektik substratlarin galakturonan omurgasindaki
metil ester baglarinin deesterifikasyonunu katalizleyerek asidik pektinleri ve metanolii agiga

cikarmaktadir (Cosgrove, 1997). Aciga cikan pektin iizerine poligalakturonazlar ve liyazlar
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etkili olmaktadir. Pektinesterazlarin etki mekanizmas1 kaynagina gore cesitlilik
gostermektedir  (Micheli, 2001). Fungal pektinesterazlar metil gruplarimi rastgele
uzaklagtirarak ¢oklu zincir mekanizmasi ile etki eder. Buna karsilik bitki pektinesterazlar ya
indirgen olmayan uca ya da yanindaki serbest karboksil grubuna etki etme egiliminde olup
molekiil boyunca tek zincir mekanizmasi ile ilerlemektedir. Pektinesterazin katalizledigi
reaksiyon:

Pelctin +nHO L=, Pektat + nC;HsOH

Pektinesteraz aktivitesi hiicre biiyiimesi, meyve olgunlasmasi, dokiilme, yaslanma ve
patogenezi igeren hiicre duvari metabolizmasi ile iliskilidir. Ticari pektinesterazlar meyve
sularinin berraklastirilmasi ve ekstraksiyonunun yani sira islenmis meyve ve sebzelerin
tekstiiriinii ve dayanikliligini korumak ve iyilestirmek igin kullanilmaktadir (Fayyaz, 1993).

Pektinesterazlar bitkilerde, bitki patojeni bakteri ve mantarlarda bulunmaktadir.
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4. Trichoderma reesei

4.1 Trichoderma’nin Kesfi

Trichoderma spp. toprak kokenli mantarlardir. Bu mantarlar topraktaki degisik organik
maddeleri, salgiladiklar1 enzimler ve sekonder metabolitler araciligiyla parcalayabilmektedir.
Bu mikroorganizma bitki biyokiitlesini olusturan oligosakkaritlerden melezitoz, rafinoz ve
sukrozu, polisakkarit olarak da seliiloz, kitin, inulin, laminaran, pektin, nisasta ve ksilani

farkli metabolik yollarla pargalayabilmektedir.

Trichoderma tiirleri ilk olarak Ikinci Diinya Savas: sirasinda Solomon adalarinda kesfedildi.
ABD ordusu askerlerinin tiniformalar1 ve pamuklu ¢adir bezlerinin ¢ilirimesinden sorumlu
tutuldu (Reese, 1976). Natick Amerikan Ordu Laboratuarlarinda E. T. Reese ve M.
Mandels’in yaptig1 ¢alismalarda, yiiksek miktarda trettigi kompleks enzimlerle seliilozu
parcalayan Trichoderma suslari bulundu. Digerlerinden farkli olarak bir sus, sonralari Elwyn
Reese onuruna T. reesei olarak tanimlanan Trichoderma sp. QM6a, %0,5 ckstraseliiler
seliilaz tretti. Amerikan Biyoenerji Programinda, seliilozik atiklarin glukoza ve mayalar
tarafindan fermentasyonuyla etanole doniisiimii planlandigidan seliilozun hidrolizini
kolaylastirmak icin hiperseliilitik mutantlar iretildi. T. reesei QM9414 ve Rut C-30 gibi
suslardan yapilan ilk denemelerde 20 g/L ekstraselliiler protein elde edildi.

4.2 Taksonomisi

Ust alem: Eukaryota
Alem : Fungi

Alt alem: Dikarya

Sube  : Ascomycota
Alt sube : Pezizomycotina
Simif  : Sordariomycetes

Alt simif : Hypocreomycetidae
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Takim : Hypocreales
Aile : Hypocreaceae
Cins  :Hypocrea

Tiir : Hypocrea jecorina / Trichoderma reesei

Trichoderma cinsi 19. yilizyilin basindan beri bilinmektedir. Trichoderma’nin Hypocrea Fr.
telemorfuyla iligkisi 1865 yilinda Tulasne kardesler tarafindan tanimlanmistir. Ancak
Trichoderma’nin taksonomisi son yillara kadar belirsiz kalmistir. Bisby (1939) tek bir tiir
tizerinde, T. viride, morfolojik varyasyonu tanimlamustir. Tiirler yigininin aksine morfolojik
olarak tiirleri ayirmak i¢in ilk ciddi girisim Rifai (1969) tarafindan yapilmistir. Rifai ayrimini
yaptig1 dokuz taksonun tek telemorf tiirliyle iligkili olmadigini rapor etmistir. Sonradan
Domsch ve arkadaslar1 (1980) tarafindan birkag tiir daha tanimlanarak buna ilave yapilmistir.
Telemorf iliskisi Dingley (1957) ile Webster ve arkadaslar1 (Rifai ve Webster, 1966; Webster
ve Rifai, 1968) tarafindan izole edilen askosporlar sayesinde kurulmustur. Japonya’da
telemorflarin varligi en ince ayrintisina kadar ¢alisilmis, kiiltiirel ve anamorf karakterleri Doi
(1969,1972) tarafindan tanimlanmistir. Ancak ne yazik ki bu calismada kullanilan higbir
kiiltiir korunamamustir. Daha baska anamorflarin morfolojik ayrimi yine Doi (1979, 1986)
tarafindan ¢alisilmistir. Kiiltiir calismalariyla birlikte telemorf taksonomisi hakkinda yogun
aragtirmalar Samuels ve arkadaslar1 (Samuels vd., 1994; Samuels, 1996) tarafindan
baslatilmigtir. Tiirlerin yalniz morfolojik 6zelliklerine dayanarak sistematiginin yapilmasinin
zor ve yetersiz oldugunu, yapilan bu calismalar ortaya koymustur. Giiniimiizde morfolojik
ozelliklerin tanimlanmasini destekleyen diger modern biyoteknolojik yontemlerin de

kullanilmaya baslanmasiyla daha hassas sonuglar elde edilmektedir.

4.3 Misel Morfolojisi

Rifai’ye (1969) gore ilk kez 1794 yilinda Persoon tarafindan tanimlanmistir. Hizli iireyip
kolonisi 4 giinde olgunlasir. Baslangigta birka¢ giin i¢inde tiim besiyeri yiizeyini kaplayan
beyaz gevsek bir misel goriiliir. Bir slire sonra misel daha da sikilasip yiiniimsii bir 6rgi
goriiniimii kazanir ve konidyumlarin olusmasi ile yiizeyde yesil lekeler belirir, koloni tabant
renksiz, portakalimsi, ten rengi veya sarimsidir (Rifai, 1969). Belirgin konsentrik halkalar ve

hava hifleri gézlenir. Baz: tiirlere 6zgii olarak tatli bir hindistan cevizi kokusu tiretilir.
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4.4 Mikroskobisi

Mikroskopta kisa, septali ¢cok dallanmis hifler ve sise bi¢iminde konidyoforlar goriiliir (Sekil
4.1). Her konidyoforun ucunda yuvarlak, tek hiicreli, kiiciik konidyum kiimeleri bulunur
(Rifai, 1969). Hiflerin u¢ veya orta kisimlarindaki hiicrelerin ¢eperleri kalinlasip,
yuvarlaklagarak hifden ayrilmasiyla olusan klamidosporlar bir¢ok Trichoderma tiirleri
tarafindan iretilir. Bunlar genellikle funguslarin olumsuz kosullar1 ge¢irmek igin
olusturduklart sporlardir. Kisa hif sonunda bulunan klamidosporlar genellikle tek hiicreli

olmakla birlikte baz1 tiirleri (Ornegin: Trichoderma stromaticum) gok hiicrelidir.

Sekil 4.1 Trichoderma reesei sporlarinin mikroskop goriintiisii
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5. Trichoderma reesei’ DE D-GALAKTURONIK ASIiTIN KATABOLIZMASI

Filament6z mantar Trichoderma reesei’de D-galakturonat metabolik yolu tanimlanmistir. Bu
yol doért ayr1 yayinda tanimlanan dort enzimden olusmaktadir. Bu enzimler NADH bagimli D-
galakturonat rediiktaz (GARI1), L-galaktonat dehidrataz (LGD1), L-treo-3-deoksi-
heksulosonat aldolaz (LGA1l) ve NADPH bagimmli gliseraldehit rediiktaz (GLDI1). Bu

metabolik yol sonunda D-galakturonat, piruvat ve gliserole doniistiirmektedir (Sekil 5.1).

(|:OD'
CHO Coor Coo
| _I_ | {|:=0
H_?_DH D-Galacturonate " C| i LGalactonate C|_0 L-Threo-3-deoxy-  CH,
HD—(ll—H reductase H—=C—OH  dehydratase H—Cl—H hexulosonate aldolase —
Ho—C—H (GARI) Lo (LGDI) =G0 (LGAD) ‘
H_f'DH _ ?T HD_?_H T HD_?_H A i Glyceraldehyde
coo  NADPH CH,OH 10 CH,0H CHO reductase CH,OH
: | GLDI) |
D-Galacturonate L-Galactonate L-Threo-3-deoxy- HD‘?‘H ( H‘f‘OH
hexulosonate ChOH PR 5, CH,OH
L-Glyceraldehyde Glycerol

Sekil 5.1 T. reesei’de D-galakturonat metabolizmasinin sematik gosterimi

Metabolik yoldaki bir veya iki tek yonli reaksiyon ortaktir (Nielsen, 1997). Tek yonli
reaksiyonlar metabolik yol boyunca metabolitlerin tek bir yonde kullanimini saglar ve
organizma i¢in kontrol basamagini olusturur. Fungal D-galakturonat metabolizmasinda ikinci
ve dordiincii enzim, L-galaktonat dehidrataz ve gliseraldehit rediiktaz, tek yonlii reaksiyonlari
katalizler. Diger iki reaksiyon D-galakturonat rediikktaz ve L-treo-3-deoksi-heksulosonat

aldolaz tarafindan katalizlenir. Reaksiyon ¢ift yonliidiir.

D-galakturonat metabolizmasinda gorev aldigi diisiiniilen 4 gen bulunmustur. T. reesei i¢in bu
dort gen D-galakturonat rediiktazi (GAAA), L-galaktonat dehidratazi (GAAB), 2-keto-3-
deoksi-L-galaktonat aldolazi (GAAC) ve gliseraldehit rediiktaz (GAAD)’1 kodlamaktadir.
Pezizomycotina altsubesine ait pektin parcalayan diger filament6z mantarlarin D-galakturonat
matabolik yolunun ayni oldugunu ve bu genlerin genomlarinda tam olarak korundugunu rapor

edilmistir (Martens-Uzunova ve Schaap, 2008).
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Genel olarak T. reesei ve A. niger’de D-galakturonat metabolik yolu birbirine ¢ok benzemekle
beraber bazi Onemli farkliliklar vardir. A. niger’in yapilan transkriptom analizlerinde
metabolik yoldaki 4 gen de D-galakturonat ile gii¢lii bir sekilde indiiklenmektedir (Martens-
Uzunova ve Schaap, 2008). Ancak T. reesei’de metabolik yoldaki ilk {i¢ enzimin aktivitesi
(GAR1, LGD1 ve LGA1) D-galakturonata bagli oldup baska karbon kaynaklarinda aktivite
gostermemektedir. Dordiincii enzim (GLD1) ise D-galakturonata bagli olmadan aktivite
gostermektedir (Hilditch, 2010).

Trichoderma reesei D-galakturonati gliserol ve piruvata doniistirmektedir. Bir ¢ok merkezi
metabolik yolda ara {irlin olarak piruvat olusmaktadir. Metabolizmada karbonhidratlara, yag
asitlerine, alanin aminoasidine ve enerjiye doniisebilmektedir. T. reesei ayrica gliserolii de
metabolize edebilmektedir. Gliserol katabolizmasi A. nidulans ve diger bir ¢ok Okaryotik
organizmada oldugu gibi gliserol iceren ortamda T. reesei de gliserol kinaz ve mitokondriyal
FAD-bagimli gliserol-3-fosfat dehidrogenaz iizerinden ilerlemektedir (Hondmann vd., 1991).
Olas1 bir bagka yol ise gliserol NADPH-bagimli DHA rediiktaz enziminin ¢ift yonli
reaksiyonu ile DHA’ya donlismekte ardindan DHA kinaz ile DHAP’ye doniismektedir. A.
oryzae’de bu metabolik yolun kullanildig: bildirilmistir (Salazar vd., 2009). Bu yolda NADH
ve ATP harcanarak NADPH iiretilmektedir (Norbeck ve Blomberg, 1997). Bu yol D-
galakturonat igeren ortamda biiyliyen T. reesei i¢in de kazangl olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ciinkii D-galakturonat metabolik yolunda her bir D-galakturonat molekiilii igin iki molekiil
NADPH harcanmaktadir (Hilditch, 2010). Bu metabolik yollar Sekil 5.2” de gosterilmistir.
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Glucose

|

Glucose-6-phosphate

Frctose-6-phosphate

Mitoc hondri

Glycerol-3-phosphate —?-— Dihydroxyacetone phosphate

A

Fructose-1,6-bisphosphate

| !
Glycerol-3-phosphate == Dihydroxyacetone phosphate Glyceraldehyde-3-phosphate
8
ol {6 9] 10 _ i
Glyceral - Dihydroxyacetone 13'B“PhTﬂE1}tﬂe
5
S-Phosphiig}ycerate
2-Phospl:!ﬂg}yce:rate

I
L-Glyceraldehyde Y Pymvate ~-s————  FPhosphoenclpyruvate
3

L-Threo-3-deoxy-hexulosonate

{2

L-Galactonate

b

D-Galacturonate

Sekil 5.2 T. reesei’deki D-galakturonat ve olasi gliserol metabolizmasinin glikoliz ile
iliskisinin sematik gosterimi (1) NADPH-bagimli D-galakturonat rediiktaz; (2) L-galaktonat
dehidrataz; (3) L-treo-3-deoksi-heksulosonat aldolaz; (4) NADPH-bagiml gliseralaldehit
rediiktaz; (5) NADPH-bagimli DHA rediiktaz; (6) gliserol kinaz; (7)FAD-bagimli gliserol-3-
fosfat dehidrogenaz; (8) NAD+-bagimli gliserol-3-fosfat dehidrogenaz; (9) Gliserol-3-fosfat

fosfataz; (10) DHA kinaz
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6. Trichoderma reesei’nin ENDUSTRIYEL SUSLARI ve BIYOTEKNOLOJIK
UYGULAMALARI

Filament6z mantarlardan iiretilen enzimler gidalarda ve gida iiretim proseslerinde uzun
zamandir kullanilmaktadir. Biiyiik 6lgekli fermantasyonun endiistride ¢ok¢a uygulama alani
bulmasi, proses miihendisligi ve genetik olarak modifiye edilmis suslarin gelisimi, bugiin
endiistri lretiminde filamentéz mantarlarin  kullanimmin artmasma sebep olmustur.
Genellikle, dogada bulunan suslar ihtiyacimiz olandan ¢ok daha diisiik miktarlarda protein
tirettiginden ticari olarak kullanilamamaktadir. Bu yiizden istenilen hedef proteini tiretebilmek
icin dogadaki suslara genetik transformansyon yapilmaktadir. Molekiiler genetik teknikleri ve
mantarlarda gen transfer sistemlerinin gelisimiyle filamentdz mantarlara genetik

transformasyon miimkiin hale gelmistir.

Trichoderma iistiin protein iiretimine ve protein salgilama kapasitesine sahiptir. Okaryotik
salgilama mekanizmasi ile tipki memeli sistemlerdeki gibi modifiye proteinler
sentezleyebilmektedir. Bu mantarin endistriyel suslart  farkli  bitki materyallerini
pargalayabilecek seliillaz, hemiseliillaz, proteaz, amilaz, pektinaz gibi enzimler
tiretebilmektedir. Bu enzimler endiistride eczacilik, tarim, hayvancilik, ¢evre, gida, kagit,
tekstil, deterjan gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Bazi suslarmin irettigi sekonder
metabolitler de ticari olarak kullanilmaktadir. Ornegin Hindistan cevizi aromasi, 6-pentil-a-

piron, H. atroviridis / T. atroviride tarafindan tiretilmektedir(Dodd vd., 2003).

Trichoderma reesei ticari dlgekli fermantasyon kosullarinin optimizasyonuyla birlikte ¢ok
daha f{istiin bir performansa sahip olmustur. Optimizasyon kosullarinin saglanmasi ve
Trichoderma reesei’ye yapilan genetik transformasyon sonucunda homolog ve heterolog
proteinler iretilebilmektedir.  Trichoderma reesei yalnizca protein {retimindeki
avantajlarindan dolayr degil ayni zamanda insanlar i¢in toksik olmamasindan dolayr da
endistride sik¢a karsimiza ¢ikmaktadir. T. reesei enzim iiretim kosullarinda insanlar igin
toksik olabilecek mikotoksinleri ve antibiyotikleri iiretmemektedir. Son yillardaki
uygulamalar genetik olarak modifiye edilmis Trichoderma reesei suslarinin giivenle

kullanilabilecegini gdstermistir.
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7. PEKTINAZIN ENDUSTRIYEL KULLANIM ALANLARI

7.1 Meyve Suyu Uretimi

Meyve ve sebze sularina iki farkli amagla pektinaz enzimi ilave edilmektedir. Berrak tip
meyve sularinda amag presleme ve filtrasyon sirasinda verimi arttirmak ve askidaki maddeleri
uzaklastirmaktir. Bulanik tip meyve sularinda kullanilan pektik enzimler ise yiiksek oranda
poligalakturonaz aktivitesine sahip oldugundan eklendigi meyve suyunda stabil bir bulaniklik

saglamaktadir.

Pektinazlar meyve suyu endiistrisinde ekstraksiyon ve berraklastirma islemlerinde yaygin
olarak kullanilmaktir. Pektinler meyve sularinda viskoziteyi arttirmakta ve bulanikliga sebep
olmaktadir. Pektinaz ve amilaz karisimi meyve sularinin  berraklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Enzim uygulamasi filtrasyon siiresini %50 azaltmaktadir (Blanco ve Villa,
1999). Meyve piiresinin pektinazlarla muamelesiyle muz, iiziim ve elmadan elde edilen
meyve suyu hacminin arttigi gériilmistiir (Kaur vd., 2004). Pektinazlar, seliilaz, arabinaz ve
ksilanaz gibi enzimlerle kombine edilereck meyve suyu prosesinde presleme niteligini
arttrmak i¢in kullanilmaktadir (Gailing vd., 2000). Endistride turunggil kabuklarinin
soyulmasinda da pektinazlar kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda pektinmetilesteraz ve
kalsiyum ile muamele edilmis ¢ekirdeksiz seftalilerin 4 kat daha dayanikli hale geldigi ortaya
konulmustur. Bu 0zelligi nedeni ile pektinazlar fermentasyon ve depolama sirasinda
yumusamanin fazla oldugu tursu proseslerinde de uygulama alani1 bulabilmektedir (Baker ve

Wicker, 1996).

7.2 Tekstil Islemleri ve Pamuk Liflerinin Biyolojik Olarak Pisirilmesi

Daha o6nceleri kullanilan toksik kostik sodanin yerine gegen pektinazlar amilaz, lipaz, seliilaz
ve hemiseliilazlarla birlikte pamuk liflerine seklini kazandiran ajanlari giivenle ve g¢evre dostu
islemlerle uzaklastirmaktadir. Biyokaynatma belirli enzimlerle ipliklerden seliillozik olmayan
safsizliklarin uzaklastirilmasinda yeni bir uygulamadir. Pektinazlar seliiloza zarar vermeden
bu amagcla kullanilmaktadir (Hoondal vd., 2000). Sak lifleri ksilem, floem veya perisikl

tabakas1 diginda kalan yumusak liflerden olusmaktadir. Ornegin rami ve kenevir gibi. Zamk
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iceren lifler, tekstil islerinde kullanilmadan 6nce zamk giderme islemine tabi tutulmaktadir
(Hoondal vd., 2000). Kimyasal maddelerle yapilan zamk giderme islemleri toksik olup
cevreye zarar vermektedir. Ancak pektinazlarla birlikte ksilanazlarin kullanimiyla
biyoteknolojik olarak gerceklesen proses cevre dostu ve ekonomik olmasiyla alternatif
olusturmaktadir (Kapoor vd., 2001). Bitki liflerinin havuzlama isleminin amaci, seliiloz
liflerini, onlar1 ¢evreleyen dokulardan ayrilarak, serbest kalmasini saglamaktir. Bu islem
lifleri birbirine baglayan pektinin suda c¢oziilebilen basit bilesiklere doniismesiyle

gerceklesmektedir (Hoondal vd., 2000).

7.3 Atik Su Aritimi

Gida fabrikalarinda endiistriyel prosesler sonucunda yan {iriin olarak pektin iceren atiksu
aciga c¢ikmaktadir. Bu atiksularin pektinolitik enzimlerle 6n islemden ge¢mesi pektik

materyallerin uzaklastirilmasini kolaylastirmakta ve aktif ¢camur prosesiyle ayrigmaya uygun

hale getirmektedir (Hoondal vd., 2000).

7.4 Kahve ve Cay Fermentasyonu

Pektinaz uygulamasi ¢ay fermentasyonunu hizlandirmakta ve pektini parcalayarak hazir
caylarin kopiirmesini engellemektedir (Carr, 1985). Ayrica kahve fermentasyonunda kahve

cekirdeklerinden musilaj kilifin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir.

7.5 Kagit ve Kagit Hamuru Sanayi

Kagit yapimi sirasinda, pektinaz pektinleri depolimerize etmekte ve sonrasinda peroksit

agartmasindan siiziilen sivinin ve pektin soliisyonlariin katyonik ihtiyacini diisirmektedir.

7.6 Hayvan Yemi

Hayvan yemi iiretiminde kullanilan enzim karisimlarinda pektinazlar da vardir. Bunlar yemin
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viskozitesini azaltarak yem maddelerinde bulunan besin maddelerini agiga g¢ikarmaktadir.
Bunu sindirimi zor maddelere etki ederek ve bu maddeler tarafindan bloke olmus besin
maddelerini serbest birakarak yapmaktadir. Diski miktarin1 azalarak besin maddelerinin

emilimini artmaktadir (Hoondal vd., 2000).

7.7 Bitki Viriislerinin Saflasgtirilmasi

Virlis partikiiliiniin floemde bulunmast durumunda alkalin pektinazlar ve seliilazlar

kullanilarak virlis dokudan uzaklastirip saf bir preparat halinde elde edilebilmektedir.

7.8 Yag Ekstraksiyonu

Limon yag1 gibi turunggil yaglar1 pektinazlar kullanilarak ekstrakte edilebilmektedir. Pektinin
emiilgator 6zelligini ortadan kaldirarak narenciye kabugu ekstraktlarindan elde edilen yagin

topaklanmasini engellemektedir (Scott, 1978).

7.9 Kirmuzi Sarabin Dayamikhihig1 ve Renginin Diizeltilmesi

Kirmiz1 sarap iiretiminde sarap mayalar1 eklenmeden Once pektinolitik enzimler masere
edilmis meyvelere uygulanir. Boylece sarabin renk ve bulaniklik gibi gorsel karakterleri
diizeltilmis olur. Enzim uygulanmis kirmiz1 saraplarda renk 6zellikleri enzim uygulanmamis
kontrol saraplara gore daha gelismistir. Bu saraplar kontrol grubuna kiyasla daha cok

dayaniklilik géstermistir (Revilla ve Ganzalez-san jose, 2003).

7.10 Protoplast izolasyonu

Bitki 1slah programlarinda istenilen karakterlerin kombinasyonlar1 geleneksel genetik
manipulasyonlarla yapilamamaktadir. Bu proses eseysel dongiliye gerek kalmadan yliksek
yapili bitkilerde kullanilabilmekte ve genetik rekombinasyon meydana getirebilmektedir. Bu

yenilik¢i genetik uygulama ile in vitro kosullarda izole edilmis yapilara protoplast fuzyonu
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yapilmaktadir. Fuzyon sonucu olusan yapilara fuzyon urunleri veya heterokaryon denir.
Genetik varyabilitenin genigletilmesi ve yeni tiirlerin elde edilmesi i¢in alternatif bir yontem

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Gleba, 1978).

Bitkilerden protoplast izolasyon metodlar1 3 ana gruba ayrilir:

(@) Mekanik (Enzimatik olmayan)
(b) Ardisik Enzimatik (2 basamak)

(c) Karisik Enzimatik (Es zamanli) prosediirleri.

Mekanik olarak izolasyon plazmoliz olmus dokunun keskin bir bigakla kesilmesi ve
deplazmoliz ile protoplastin serbest kalmasi seklindedir. Ancak bu yontemle diisiik verim elde
edildiginden kullanilmamaktadir. Bu nedenle bu amag i¢cin denenmis pektinaz ve seliilazlar
iceren bir enzim karistimi kullanilmaktadir. Takebe ve arkadaslari(1968)  protoplast
izolasyonu i¢in ardigik olarak 2 adimda uygulanan ticari bir enzim preparati kullanmislardir.
Bu uygulama ilk olarak masere edilmis bitki dokularinin pektinazla inkiibasyonunu igerir.
Dokular daha sonra seliilazla muamele edilerek protoplastlara doniistiiriiliir. Ancak Power ve
Cocking (1969) iki enzimi es zamanl olarak uygulayarak tek bir adimda protoplastlart izole
etmeyi basarmistir. Ticari olarak yaygin olan fungal enzimlerin yaninda bakteriyal orjinli

enzimlerde lignifikasyonun tam olmadig: hiicrelerde protoplast izolasyonu saglamaktadir.
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8. MATERYAL VE METOD

8.1 Calismada Kullamlan Kiif Suslar

Bu ¢alisma sirasinda Trichoderma reesei’ye ait kontrol susu olarak QM9414 (ATCC26921)
kullanild1. Kullanilan mutant sug ise, 1A olarak isimlendirilen 4 pektinaz geni ve giiclii bir
promotor igeren sustur. Trichoderma reesei QM9414 ve 1A mutant susu Viyana Teknik
Universitesi, Uygulamali Biyokimya ve Gen Teknolojisi Arastirma Merkezi’nden temin

edilmistir.

8.2 Kullanilan Cihazlar

1.Buzdolabi (Argelik)

2.Calkalamali inkiibat6r (Sartorius)

3. Etiiv (Memmert)

4. Hassas terazi (Sartorius)

5. Isitict manto (Termal)

6. Isiticili manyetik karistirict (Chiltern)
7. Mikroskop (Olympus)

8. Otoklav (Certoclav)

9. Otomatik pipet (Eppendorf)

10. pH metre (Sartorius)

11. Saf Su Cihaz1 (GFL)

12. Santrifiij (Hettich)

13. Sogutmali santrifiij

14. Su banyosu (GFL)

15. UV spektrofotometresi (Agilent Technologies)

16. Vorteks karistirict (IKA)
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8.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. 3,5-dinitrosalisilik asit (Sigma-Aldrich)

2. Amonyum siilfat (Merck)

3. Asetik asit (Tekkim)

4. Aseton (Tekkim)

5. Bovin serum albiimin (BSA) (Fluka)

6. Coomassie Brilliant Blue G-250 (Merck)

7. Cinko siilfat heptahidrat (Sigma)

8. Demir siilfat heptahidrat (Merck)

9. D-galakturonik asit monohidrat (Sigma-Aldrich)
10. D-glukoz (Merck)

11. Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Merck)
12. Etanol (Tekkim)

13. Fenol (Sigma-Aldrich)

14. Fosforik asit (Tekkim)

15. Gliserol (Riedel-de Haen)

16. Hidroklorik asit (Tekkim)

17. Kalsiyum kloriir dihidrat (Merck)

18. Kobalt kloriir dihidrat (Sigma-Aldrich)

19. Magnezyum siilfat heptahidrat (Riedel-de Haen)
20. Mangan siilfat monohidrat (Sigma-Aldrich)
21. Patates dekstroz agar (PDA) (Merck)

22. Pektin (Sigma-Aldrich)

23. Pepton (Sigma-Aldrich)

24. Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)
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25. Sodyum asetat (Sigma-Aldrich)

26. Sodyum hidroksit (Merck)

27. Sodyum potasyum tartarat (Sigma-Aldrich)
28. Siilfirik asit (Tekkim)

29. Ure (Merck)

8.4 Kullanilan Cozeltiler

8.4.1 50xiz Elementi Cozeltisi
250 mg/l  FeSQO,4.7H,0

80 mg/l.  MnSO4.H,0
70mg/l  ZnS04.7H,0
100 mg/l  CoCl,.2H,0

Cozelti hacmine tamamlandiktan sonra ¢ozeltinin pH’s1 H,SOq ile 2.0’ye ayarlandi.

8.4.2 Bradford Reaktifi
50ml/l  %95°1ik etanol

100 mg/l Coomassie Brilliant Blue G-250
850 ml/l  Distile su

100 ml/l  %85’lik fosforik asit

8.4.3 DNS Reaktifi
10 g/l 3,5-dinitrosalisilik asit

10g/l  NaOH
2 g/l Fenol

200 g/l Sodyum potasyum tartarat
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8.4.4 Sodyum Asetat Tamponu
214 ml/l  0,1M Asetik asit

286 ml/l 0,1M Sodyum asetat

8.4.5 2,5M NaOH Cozeltisi
100 g/l NaOH

11 Distile su

8.5 Kiiltiir Ortami

8.5.1 Patates Dekstroz Agar (PDA)

Saf kiiltiir olarak se¢ilmis olan Trichoderma reesei QM9414 ve 1A mutant suslarinin tiremesi

ve canliligin1 devam ettirebilmesi amaciyla kullanildu.

399/l Patates dekstroz agar

11 Distile su

Hazirlanan ¢6zelti otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Steril
cozelti petri kutularina 20 ml ¢ozelti denk gelecek sekilde dokiildii ve sogumaya birakildi.
Katilagan besiyerlerini i¢eren petri kutular1 kullanilincaya kadar +4°C’de depolandi. Petrilere
saf kiiltiirden zik zak ekim yontemiyle ekim yapildi. 28°C’de 7 giin boyunca etiivde inkiibe
edildi. Saf kiiltirden bu yol ile c¢ogaltilan mikroorganizma, stok (egik) kiiltiirlerin
hazirlanmasi i¢in kullanildi. Etiivden ¢ikan petri kutularinin agz1 parafilm ile kapatildi ve

+4°C’de saklandi. Bu iglem taze sporlara ihtiya¢ duyuldukga tekrarlandi.

Stok kiiltiirlerin hazirlanmasi i¢in de PDA besiyerinden her bir tiip i¢in 15 ml hazirlandi.
Besiyerleri cam tiiplere aktarildiktan sonra tiiplerin kapaklar1 yar1 agik konumda otoklava
konuldu. Otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyonu yapildi. Sterilizasyon isleminden sonra
tipler otoklavdan ¢ikarilarak kapaklari tam kapatilarak egik konumda sogumaya ve
katilagsmaya birakildi. Daha sonra 7 giin boyunca petride iiretilmis olan sporlar steril 6ze

yardimiyla egik kati besiyerlerine asilandi. Asilanan sporlar etiivde 28°C’de 7 giin boyunca
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tiremeye birakildi. Bu kiiltiirler, inokulum hazirlamak ve enzim iiretimi ortamina as1 yapmak
amactyla kullanildi. Bu islem taze sporlara ihtiya¢ duyuldukea tekrarlandi. +4°C’de saklanan
kiif suglar1 2 ayda bir taze besiyerlerine aktarilarak kiif suslarinin canliligini siirdiirmesi

saglandi.

8.5.2 MA siv1 besiyeri (Mandels ve Andreotti,1978)

Calismada kullanilan enzim iiretim ortami Mandels ve Andreotti (1978) tarafindan 6nerilen
fermantasyon ortaminin modifiye edilmis seklidir. Bu besiyeri pektinaz enzimini iiretmek
amaciyla kullanildi. Karbon kaynagi miktari, istenen karbon kaynagi konsantrasyonuna goére

hesaplanarak belirlendi.

17.799 g/INa;HPO4.2H,0

2.09/l KHyPO4

0.3g/l MgSQO,4.7H,0

0.4 g/l CaCl,.2H,0

20 ml/l 50xiz elementi ¢ozeltisi
1.0 g/l Pepton

0.3g/l Ure

10 g/l Karbon kaynagi

Besiyeri bilesenleri distile suda ¢oziiliip pH’st HCI ile 5.0’¢ ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti
otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Steril ¢ozelti oda

sicakliginda saklandi.

8.6 Inokulumun Spor Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Stispansiyondaki spor sayisinin saptanmasi i¢in Thoma laminda sayim yontemiyle 1s1k
mikroskobu kullanilarak belirlendi. Thoma lamimnin esasi 0,1mm?® hacimde sayim yapilmasidir
(Sekil 8.1). 40x biiyiitmede 2 tekrarli olarak spor sayimi yapildi ve spor konsantrasyonu 10

spor/ml olacak sekilde ayarlandi.
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Hiicre siispansiyonu

™ 0,1 mum derinlik

Hiicre saymu yapilacak kareler

| Thoma Lanu

Sekil 8.1 Spor sayiminda kullanilan thoma lami

8.7 Inokulumun Hazirlanmasi

Sporlart ¢ozeltiye almacak her bir egik besiyerine, steril edilen distile sudan 10 ml ilave
edildi. Sporlar steril yuvarlak uclu 6ze yardimiyla agardan hafifce kazinarak ayrildi.
Stispansiyon pipetlenerek sporlarin iyice karigmasi saglandi. Bu sekilde elde edilen

inokulumdan 0,5 ml alinarak s1v1 besiyerinin ekiminde kullanildi.
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8.8 Kuru Misel Agirhginin Belirlenmesi

Kuru misel agirligi belirlenecek numuneler, 6nceden darasi alinmig kaba filtre kagidindan
stizildii, agirlik sabitleninceye kadar kurutuldu. Sabit agirlia gelen numunelerden kagit

darasi ¢ikarilarak sonuglar elde edildi.

8.9 Hiicre Dis1 Spesifik Enzim Aktivitesinin Belirlenece@i Numunelerin Eldesi

Karbon kaynagi olarak farkli konsantrasyonlarda pektin, glukoz ve gliserol iceren MA
besiyerlerinde yapilan enzim liretim deneyleri sirasinda 24., 30., 48., 72. ve 96. saatlerde her
bir erlenden numune alindi. Her deney ortami kontrol i¢in ¢ift calisildi Alinan numuneler
santrifiij edilerek kalan hiicrelerden arindirildi. Bu sekilde elde edilen numuneler hiicre dis1

enzim aktivitesi ve protein miktarini saptamak i¢in kullanildu.

8.10 Bradford Metoduna Gore Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri olan Bradford
yontemi (boya baglama yoOntemi), proteinlerdeki pozitif yiiklere baglanan negatif yiikli
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin, farkli konsantrasyonlardaki proteinlerle farkli
renklerde ¢ozeltiler ortaya koymasi esasina dayanmaktadir. Ucuz ve hizli olan bu yontemde,
asidik boya ¢ozeltideki proteine baglanir ve 595 nm’de maksimum absorbsiyon degeri elde
edilir. Protein ¢ozeltisi Bradford reaktifi ile muamele edildiginde reaktif ile proteinlerin
anyonik kisimlarinin hidrofobik ve iyonik etkilesimi, kahverengiden maviye dogru bir renk
degisimi ile sonuglanir. Orneklere ait degerler standart egriyle karsilastirilarak protein

konsantrasyonu belirlenir (Bradford, 1976).

Bu ¢alisma esnasinda elde edilen numunelere ait protein konsantrasyonlar:1 Bradford yontemi

kullanilarak belirlendi.

200 ul  Bradford reaktifi

800 ul  Konsantrasyonu belirlenecek protein numunesi
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Bu miktarlar pipetlenerek reaksiyonun gerceklesmesi icin 5 dakika beklendi. Olusan rengin
absorbansi 595 nm dalga boyuna ayarlanmis ve 200 pl Bradford reaktifi:800 ul distile su
karisimindan olusan kore karsi sifirlanmis spektrofotometrede 6l¢iildii. Her bir numune i¢in

deney ti¢ kere tekrarlandi.

8.11 Protein Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Protein standart egri grafiginin ¢izilmesi i¢cin oOnce BSA’nin  100mg/100ml
konsantrasyonundaki stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesi sonucu
konsantrasyonlart 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm, 600 ppm, 700 ppm, 800
ppm, 900 ppm ve 1000 ppm olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, Bradford metodu
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 595 nm dalga boyuna ayarlanmis ve 200
pul Bradford reaktifi:800 pl distile su karisimindan olusan kore karst sifirlanmis
spektrofotometrede Olgiildii. Deney bes kere tekrarlandi ve degisik konsantrasyondaki
¢ozeltilerin absorbans degerinden 0 ppm bos oOrnek ¢oOzeltisinin absorbans degerinin
cikartilmasi ile bulunan degerlere en kiigiik kareler yontemi uygulanarak protein regresyon

denklemi elde edildi ve protein standart egrisi ¢izildi. (Sekil 8.2)

02 1 y= 0,5918x
2 _
0.1 - R® = 0,9601
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12

C (mg/ml)

Sekil 8.2 Bovin serum albumin (BSA) standart grafigi
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8.12 Hiicre Dis1 Spesifik Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiicre dis1 spesifik enzim aktivitesi Miller (1959) tarafindan tanimlanmis metoda gore
belirlendi. Miller’a gore karbonhidrataz etkisi gésteren enzimlerin aktivite analizlerinde
indirgen seker miktarinin saptanmasi ig¢in  dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi
kullanilabilmektedir. Bu metod ile 3,5-dinitrosalisalisilik asit, 3-amino-5-nitrosalisilik asite
indirgenmekte ve aldehit gruplar1 karboksilik gruplara okside olarak gelisen renk

reaksiyonunu olusturmaktadir.

Calismamizda pektinaz aktivitesi ortama enzimin substrati olan pektinin eklenmesi ile
Olciilmektedir. pH 4.8, 50 mM sodyum asetat tamponunda ¢oziiliirek hazirlanan %1(w/v)’lik
pektin, pektinaz tarafindan D-galakturonik asite parcalanmaktadir. Reaksiyon sonucunda
olusan rengin absorbanst 540 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede oSlgiilerek

numunede Ki pektinaz miktar1 belirlenmektedir.

Aktivite 6l¢iimii Cizelge 8.1 de gosterildigi gibi yapildi. Her bilesen, deney tiipiine belirtilen
miktarlarda pipetlendi ve protokol uygulandi. Elde edilen absorbsiyon degerinin D-
galakturonik asit regresyon denklemine uygulanmasiyla enzim tarafindan bir dakikada acgiga
cikarilan D-galakturonik asit miktar1 pmol/dakika olarak belirlendi. Bir iinite (U) pektinaz

aktivitesi; dakikada 1 umol galakturonik asit olusturan enzim miktar1 olarak tanimlandi.
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Cizelge 8.1 DNS yontemi ile pektinaz aktivitesi dl¢timii

Kor

Bos Ornek Cozeltisi

Numune Cozeltisi

375 ul sodyum asetat
tamponu

50°C su banyosunda
30 dakika inkiibasyon

250 ul 2,5M NaOH

750 ul DNS

5 dakika kaynar suda
bekletilir

3,75 ml distile su

250 ul %1 (w/v)’lik
pektin ¢ozeltisi

125 ul numune ¢ozeltisi

250 ul 2,5M NaOH

50°C su banyosunda
30 dakika inkiibasyon

750 ul DNS

5 dakika kaynar suda
bekletilir

3,75 ml distile su

250 ul %1(w/v)’lik
pektin ¢ozeltisi

125 ul numune ¢ozeltisi

50°C su banyosunda
30 dakika inkiibasyon

250 ul 2,5M NaOH

750 ul DNS

5 dakika kaynar suda
bekletilir

3,75 ml distile su

8.13 D-Galakturonik Asit Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

D-galakturonik asit standart egri grafiginin ¢izilmesi i¢in Once D-galakturonik asit’in
100mg/100ml konsantrasyonundaki stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltinin distile su ile
seyreltilmesi sonucu konsantrasyonlart 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm, 600
ppm, 700 ppm, 800 ppm, 900 ppm ve 1000 ppm olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1
ayri, DNS enzim aktivite 6l¢iim yontemi uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslari
540 nm dalga boyuna ayarlanmis ve hazirlanan koére karsi sifirlanmis spektrofotometrede

Olclildii. Deney bes kere tekrarlandi ve degisik konsantrasyondaki ¢ozeltilerin absorbans
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degerinden 0 ppm bos Ornek c¢ozeltisinin absorbans degerinin c¢ikartilmasi ile bulunan
degerlere en kiiciik kareler yontemi uygulanarak D-galakturonik asit regresyon denklemi elde
edildi ve D-galakturonik asit standart egrisi ¢izildi (Sekil 8.3).

0,45 1
0,4 1
0,35 1
0,3 1

< 0,25 A
0,2 1
0,15 -

y = 0,3904x
R? = 0,9925

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

C (mg/ml)

Sekil 8.3 D-galakturonik asit standart grafigi

8.14 Pektinin Farkh Konsantrasyonlarimin Trichoderma reesei QM9414°de Pektinaz
Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Caligmada kullanilan enzim indiiksiyon ortamina, karbon kaynag: olarak konsantrasyonu %1
ve %10 (w/v) olacak sekilde pektin ilave edildi. Pektinin, pektinaz {iiretimine etkisini
arastirmak icin ¢alkalamali inkiibatorde 200 rpm hizinda, 30°C’de 24, 30, 48, 72 ve 96 saat

stiresince inkiibe edildi.

8.15 Glukozun Farkh Konsantrasyonlarmin Trichoderma reesei QM9414°de Pektinaz
Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Calismada kullanilan enzim indiiksiyon ortamina, karbon kaynagi olarak konsantrasyonu %1
ve %10 (w/v) olacak sekilde glukoz ilave edildi. Glukozun, pektinaz iiretimine etkisini
arastirmak icin ¢alkalamali inkiibatdrde 200 rpm hizinda, 30°C’de 24, 30, 48, 72 ve 96 saat

suresince inkiibe edildi.
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8.16 Gliseroliin Farklh Konsantrasyonlarimin Trichoderma reesei QM9414°de Pektinaz
Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Calismada kullanilan enzim indiiksiyon ortamina, karbon kaynagi olarak konsantrasyonu %1
ve %10 (w/v) olacak sekilde gliserol ilave edildi. Gliseroliin, pektinaz iliretimine etkisini
arastirmak icin ¢alkalamali inkiibatérde 200 rpm hizinda, 30°C’de 24, 30, 48, 72 ve 96 saat

suresince inkiibe edildi.

8.17 Pektinin Farkl Konsantrasyonlarinin Trichoderma reesei 1A mutantinda Pektinaz
Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Caligmada kullanilan enzim indiiksiyon ortamina, karbon kaynagi olarak konsantrasyonu %1
ve %10 (w/v) olacak sekilde pektin ilave edildi. Pektinin, pektinaz {retimine etkisini
arastirmak icin ¢alkalamali inkiibatorde 200 rpm hizinda, 30°C’de 24, 30, 48, 72 ve 96 saat

stiresince inkube edildi.

8.18 Glukozun Farkh Konsantrasyonlarmin Trichoderma reesei 1A mutantinda
Pektinaz Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Caligmada kullanilan enzim indiiksiyon ortamina, karbon kaynag: olarak konsantrasyonu %1
ve %10 (w/v) olacak sekilde glukoz ilave edildi. Glukozun, pektinaz iiretimine etkisini
arastirmak icin ¢alkalamali inkiibatorde 200 rpm hizinda, 30°C’de 24, 30, 48, 72 ve 96 saat

suresince inkiibe edildi.

8.19 Gliseroliin Farkh Konsantrasyonlarmin Trichoderma reesei 1A mutantinda
Pektinaz Uretimine Etkisinin Saptanmasi

Calismada kullanilan enzim indiiksiyon ortamina, karbon kaynagi olarak konsantrasyonu %1
ve %10 (w/v) olacak sekilde gliserol ilave edildi. Gliseroliin, pektinaz iiretimine etkisini
aragtirmak i¢in c¢alkalamali inkiibatorde 200 rpm hizinda, 30°C’de 24, 30, 48, 72 ve 96 saat

suresince inkiibe edildi.
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8.20 Protein Miktarimin Hesaplanmasi

Sekil 8.2” de ki BSA standart egrisi kullanilarak mL’deki protein miktarlar1 hesaplandi.

8.21 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bir tinite (U) pektinaz aktivitesi; standart kosullar altinda bir dakikada pektinden 1 umol
galakturonik asit agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlandi ve enzim aktivitesi total {inite

olarak U/mL cinsinden ifade edildi.

Sekil 8.3° de ki standart D-galakturonik asit egrisi kullanilarak bulunan D-galakturonik asit

konsantrasyonlari agagidaki denklemde yerine yazilarak total tinite (U/mL) hesaplandi.

Total Unite (U/mL) = [(mg D-galakturonik asit/mL x 1000)/ (t x M)]

mg D-galakturonik asit/mL: Numunelerin absorbanslarina karsilik gelen
D-galakturonik asit miktar
t : Inkiibasyon zaman1 (30 dakika)

Ma . Agi1ga ¢ikan D-galakturonik asitin molekiil kiitlesi (212,15 g/mol)

8.22 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total iinite degerleri mL’deki protein miktarina boliinerek spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik aktivite U/mg protein olarak verildi.

8.23 Pektinazin Kismi Saflastirilmasi

8.23.1 Trichoderma reesei 1A Mutant Susunda Pektinaz Eldesi

Yapilan 6n caligmalar sonucunda pektinaz aktivitesinin yiiksek bulundugu ortam ve sus
kullanildi. Aktivitenin yiiksek oldugu saatte numune alindi. Buna gore karbon kaynagi olarak

konsantrasyonu %10 (w/v) olacak sekilde glukoz ve gliserol iceren MA besiyerleri bolim
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8.5.2°de belirtildigi sekilde hazirlanarak 200 rpm hizda 28°C’de 96 saat siireyle inkiibe edildi.
Her deney ortami kontrol igin ¢ift ¢alisildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir drnekleri
kaba filtre kagidinda siiziilerek hiicrelerden ayrildi. Bu sekilde elde edilen numuneler 0°C’de
10000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen slipernatantta enzim aktivitesi ve protein

miktar tayini yapildi.

8.23.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat gibi notral tuzlar konsantrasyona bagli olarak proteinler arasinda
elektrostatik ve nonpolar (hidrofobik) etkilesimle etkilerini gosterirler. Amonyum siilfat suda
yiiksek diizeyde ¢ozlinebilir, ¢ozelti sicakligi disiiktiir, ucuz ve saf halde bulunur. Bu nedenle
proteinlerin presipitasyonunda siklikla kullanilir. Ayrica genellikle denatiirasyona neden
olmadan proteinlerin agregasyonunu saglar. Presipite olmus protein santrifiij yapilarak elde

edilir.

8.23.3 Trichoderma reesei 1A Mutant Pektinazim Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat

Konsantrasyonunun Saptanmasi

Trichoderma reesei 1A Mutant pektinazin1  ¢Oktiirecek uygun amonyum  siilfat

konsantrasyonunu veren tuz miktarlar1 tablodan yararlanilarak hesaplandi (Green ve Hughes,

1955).

Gerekli amonyum siilfat miktarlarinin tespitinden sonra 25 mL’lik behere 5 mL siipernatant
konuldu. Ilk behere ortamdaki konsantrasyonu %10(w/v) olacak sekilde toz amonyum siilfat
yavas yavas ilave edilerek karistirildi. Sonraki her beherde konsantrasyon %10 arttirilarak,
%100’e kadar degisen oranlarda toz amonyum siilfat yavas yavas ilave edilerek karistirild.
Siipernatant igindeki amonyum siilfat tamamen ¢oziindiikten sonra 30 dakika daha manyetik
karistiricida nazikge karistirilarak, agizlar kapatildi ve +4°C’de bir gece bekletildi. Bir gece
boyunca +4°C’de bekletilen her beherdeki siipernatant 0°C’de 10000 rpm’de 30 dakika
santrifiij edildi. Olusan yeni siipernatant dokiilerek ¢okelti ayrildi. En uygun konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla olugan ¢okeltiler 1 mL pH 4.8, 50mM sodyum asetat tamponu igerisine

alindi. Enzim aktivite ve protein miktar1 tayini yapildi.
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8.23.4 Aseton ve Etanol Coktiirmesi

Etanol ve aseton gibi organik ¢6ziiclilerin hedef proteinlerin bulundugu ¢ozeltiye eklenmesi,
protein presipitasyonuna sebep olur. Ana etki su aktivitesini diisiirme seklindedir. Elektrik
yiikiine sahip hidrofil enzim molekiilii i¢in suyun ¢oziicii giicii, organik ¢oziiciiniin ortamdaki
konsantrasyonu arttik¢a azalacaktir. Bu durum, ¢oziicliniin dielektrik sabitesinin indirgenmesi

veya basit¢e suyun kiitlesel yer degisimi ile aciklanabilir.

8.23.5 Trichoderma reesei 1A Mutant Pektinazin1 Coktiiren Uygun Aseton ve Etanol

Konsantrasyonunun Saptanmasi

25 mL’lik behere elde edilen siipernatanttan 5 mL alindi. Ilk behere ortamdaki
konsantrasyonu %10(v/v) olacak sekilde -20°C’de bekletilmis asetondan yavas yavas ilave
edilerek karistirildi. Sonraki her beherde konsantrasyon %10 arttirilarak, %100’e kadar
degisen oranlarda soguk asetondan yavas yavas ilave edilerek karistirildi. Siipernatant igine
uygun hacmin tamami eklendikten sonra 30 dakika daha manyetik karistiricida nazikge
karistirilarak, agizlart kapatildi ve +4°C’de bir gece bekletildi. Bir gece boyunca +4°C’de
bekletilen her beherdeki siipernatant 0°C’de 10000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Olusan
yeni siipernatant dokiilerek ¢okelti ayrildi. En uygun konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla
olusan ¢okeltiler I mL pH 4.8, 50mM sodyum asetat tamponu igerisine alindi. Enzim aktivite

ve protein miktari tayini yapildi.

8.24 Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi ve Trichoderma reesei susuna
Transformasyonu

pRLMex30 klonlama vektoriindeki H. jecorina pkil (piruvat kinaz) promotor bolgesi
Sacll/Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilen pBlueScript SK(+) i¢ine klonlandi. Sall enzimi
ile kesilerek H. jecorina pyr4 (orotidin-5-monofosfat dekarboksilazi kodlar) geni genetik
marker olarak pBS-Ppki-pyr4 kasetine yerlestirildi. Dort adet H. jecorina pektinaz genini
iceren kodlayici bolgenin tamami ve 500 bazgiftlik terminatér bolgesi H. jecorina
QM9414°tin genomik DNA s1 kullanilarak sentezlenen primerler kullanilarak amplifiye
edildi, Xbal/BamHI restriksiyon enzimleri yardimiyla pBS-PpKi-pyr4 kasetine yerlestirildi.
Ekspresyon plazmidi H. jecorina TU-6 ya protoplast metodu kullanilarak klonlandi.
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9. SONUC ve TARTISMA

9.1 Sonuclar

9.1.1 Suslarin Karbon Kaynag Olarak Glukoz iceren MA Sivi1 Besiyerindeki Ureme
Davranislan

T. reesei’nin kontrol susu QM9414 ve mutant susu 1A’nin karbon kaynagi olarak

konsantrasyonu %10(w/v) olacak sekilde glukoz iceren MA sivi besiyerindeki {ireme

davranig1 gozlendi. Bu gozlemin sonunda 1A mutant susunun 96 saat sonunda 30.65 g/l

biyokiitleye ulasarak 96 saat sonunda 9.73 g/l biyokiitleye ulasan kontral susundan daha iyi

bir iireme gosterdikleri belirlendi. (Cizelge 9.1)

Cizelge 9.1 %10’luk glukoz igeren besiyerinde QM9414 ve 1A mutant susunun

tireme davranisi

. - Numunenin Ortalama Kuru
Kif Susu Karbon Kaynag: Alndigr Saat | Misel Agirhig (g/1)
QM9414 Glukoz 96 9.73
1A Mutant Glukoz 96 30.65

9.1.2 Suslarin Karbon Kaynag Olarak Gliserol iceren MA Sivi Besiyerindeki Ureme

Davranislar:

T. reesei’nin kontrol susu QM9414 ve mutant susu 1A’nin karbon kaynagi olarak
konsantrasyonu %10(w/v) olacak sekilde gliserol igceren MA sivi besiyerindeki iireme
davranig1 gozlendi. Bu gozlemin sonunda 1A mutant susunun 96 saat sonunda 14.85 g/l
biyokiitleye ulasarak 96 saat sonunda 8.6 g/l biyokiitleye ulasan kontral susundan daha 1yi bir
tireme gosterdikleri belirlendi. (Cizelge 9.2)
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Cizelge 9.2 %10’luk gliserol iceren besiyerinde QM9414 ve 1A mutant susunun

iireme davranisi

. - Numunenin Ortalama Kuru
Kif Susu Karbon Kaynag Alindig1 Saat Misel Agirhg (g/1)
QM9414 Gliserol 96 8.6

1A Mutant Gliserol 96 14.85

9.1.3 Pektinin Farkhh Konsantrasyonlarinin Trichoderma reesei 1A mutantinda

Pektinaz Uretimine Etkisi
Karbon kaynagi pektinin farkli konsantrasyonlarinin Trichoderma reesei 1A mutantindaki
pektinaz iiretimine etkisini saptamak i¢in enzim indiiksiyon ortamlarmna %1 ve %10 (w/v)
olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda pektin ilave edildi. Kontrol olarak Trichoderma reesei
QM9414 kullanildi. 24., 30., 48., 72. ve 96. saatlerde alinan 6rneklerde total iinite ve protein
miktart tayini yapilarak spesifik aktivite hesaplandi (Sekil 9.1, Sekil 9.2). Konsantrasyonu %1
(w/v)’lik olacak sekilde pektin ile desteklenen ortamda ki pektinaz aktivitesinin daha yiiksek

oldugu belirlendi.
% 1 Pektin
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Sekil 9.1 Trichoderma reesei 1A mutantinin %1 (w/v)’lik pektin igeren ortamdaki spesifik
pektinaz aktivitesi
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Sekil 9.2 Trichoderma reesei 1A mutantinin %10 (w/v)’luk pektin iceren ortamdaki spesifik
pektinaz aktivitesi

9.1.4 Glukozun Farkh Konsantrasyonlarmm Trichoderma reesei 1A Mutantinda
Pektinaz Uretimine EtKisi

Karbon kaynagi glukozun farkli konsantrasyonlarmin Trichoderma reesei 1A mutantinda

pektinaz iiretimine etkisini saptamak i¢in enzim indiiksiyon ortamlarina %1 ve %10 (w/v)

olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda glukoz ilave edildi. Kontrol olarak Trichoderma reesei

QM9414 kullanildi. 24., 30., 48., 72. ve 96. saatlerde alinan 6rneklerde total iinite ve protein

miktart tayini yapilarak spesifik aktivite hesaplandi (Sekil 9.3, Sekil 9.4). Konsantrasyonu

%10 (w/v)’luk olacak sekilde glukoz ile desteklenen ortamda ki pektinaz aktivitesinin daha

yiiksek oldugu belirlendi.



43

%1 Glukoz
__ 045
% A,
& 04 7\
= 0,35
2 /[ \
£ 02 l)‘( \
< 4 M/ ——1A Mutant
o :
£ 01 A —=—-QM9414
g 0,05
m 0 T T T T 1
24 30 48 72 96
inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 9.3 Trichoderma reesei 1A mutantinin %1 (w/v)’lik glukoz i¢eren ortamdaki spesifik
pektinaz aktivitesi
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Sekil 9.4 Trichoderma reesei 1A mutantinin %10 (w/v)’luk glukoz igeren ortamdaki spesifik
pektinaz aktivitesi
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9.1.5 Gliseroliin Farkh Konsantrasyonlarinin Trichoderma reesei 1A Mutantinda
Pektinaz Uretimine Etkisi
Karbon kaynagi gliseroliin farkli konsantrasyonlarinin Trichoderma reesei 1A mutantinda
pektinaz liretimine etkisini saptamak i¢in enzim indiiksiyon ortamlarina %1 ve %10 (w/v)
olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda gliserol ilave edildi. Kontrol olarak Trichoderma reesei
QM9414 kullanildi. 24., 30., 48., 72. ve 96. saatlerde alinan 6rneklerde total iinite ve protein
miktart tayini yapilarak spesifik aktivite hesaplandi (Sekil 9.5, Sekil 9.6). Konsantrasyonu
%10 (w/v)’luk olacak sekilde gliserol ile desteklenen ortamdaki pektinaz aktivitesinin daha

yiiksek oldugu belirlendi.
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Sekil 9.5 Trichoderma reesei 1A mutantinin %1 (w/v)’lik gliserol igeren ortamdaki spesifik
pektinaz aktivitesi
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Sekil 9.6 Trichoderma reesei 1A mutantinin %10 (w/v)’luk gliserol igeren ortamdaki spesifik
pektinaz aktivitesi

9.1.6 Trichoderma reesei 1A Mutant Pektinazinin Kismi Saflastirilmasi

Caligsmada elde edilen verilerin degerlendirilmesiyle 1A mutant susunun iirettigi pektinazin en
yiiksek spesifik aktivite gosterdigi karbon kaynaklari, konsantrasyonu %10 (w/v) olacak
sekilde glukoz ve gliserol oldugu tespit edildi. Yiiksek spesifik aktivite degerine sahip
pektinaz 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edildi. Bundan sonraki agamalarda enzim

iretimi i¢in bu degerler baz alindu.

Trichoderma reesei 1A mutantinin konsantrasyonu %10 (w/v) olacak sekilde glukoz ve
gliserol igeren besiyerlerinde iirettigi pektinazin saflastirilmasi amaciyla, amonyum siilfat,
aseton ve etanol ¢oktiirmesi yapildi. Bolim 8.23° de anlatildigi gibi yapilan ¢oktiirme
sonunda elde edilen protein ve aktivite degerleri Cizelge 9.3 ve Cizelge 9.4 te gdsterilmistir.
Farkli yontemlerin kullanilmasiyla kismi olarak saflastirilan pektinazin spesifik aktivite

sonuglart Sekil 9.7 ve Sekil 9.8°de karsilagtirilmistir.
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Cizelge 9.3 %10 glukoz iceren besiyerinde 1A mutant susundan elde edilen

pektinazin kismi saflagtirilmasi

Total Unite

Protein

Spesifik Aktivite

Prosediir (U/mL) (mg/mL) (U/mg) Saflagtirma
Sitzuntd 0,04 0,19 0,24 1
A 0,02 0,32 0,08 0,3
Siipernatanti
%70 (NH4),S0,4 0,28 0,42 0,67 2,79
%50 Aseton 0,11 0,05 2,22 9,25
%80 Etanol 0,08 0,44 0,19 0,7

Cizelge 9.4 %10 gliserol igeren besiyerinde 1A mutant susundan elde edilen

pektinazin kismi saflastiriimasi

. Total Unite Protein Spesifik Aktivite
Prosediir (U/mL) (mg/mL) (U/mg) Saflagtirma
Suzinta 0,06 0,31 0,16 1
SR 0,01 0,45 0,06 0,38
Siipernatanti
%80 (NH4),S0,4 0,13 0,37 0,35 2,19
%100 Aseton 0,11 0,19 0,60 3,75
%80 Etanol 0,18 0,03 5,35 33,43
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B Suzunti

B Santrifij Stipernatant
[0 %70(NH4)2504

W %50 Aseton
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Spesifik Aktivite (U/mg)

Sekil 9.7 Glukozlu ortamda farkli ¢oktiirme yontemleriyle elde edilen spesifik pektinaz

aktivitesinin karsilagtirilmasi

W Stzuntl
W Santrifuj Stpernatant
%80 (NH4)2504

W %100 Aseton

[ %80 Etanol

Spesifik Aktivite (U/mg)

Sekil 9.8 Gliserollii ortamda farkli ¢oktlirme yontemleriyle elde edilen spesifik pektinaz

aktivitesinin karsilagtirilmasi
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%10 (w/v) glukoz iceren besiyerlerinde iiretilen pektinazin kismi saflagtirma analiz
sonuclarina gore %50 aseton ile yapilan ¢oktiirme sonucunda total {initedeki artisa ragmen
protein miktarindaki azalma enzim proteininin yabanci proteinlerden 6nemli Olgilide
temizlendiginin isareti olarak kabul edildi. %10 (w/v) gliserol iceren besiyerlerinde liretilen
pektinazin kismi saflastirma analiz sonuglarina gore ise %80 etanol ile yapilan ¢oktlirme

sonucunda da benzer sonuglar elde edildi.

9.2 Tartisma

Yillar boyunca filamentéz mantarlardan {iretilen enzimler gida {iretim proseslerinde
kullanilmistir. Biiyiik Olgekli fermantasyonun endiistride yaygin bir sekilde kullanilmasi,
proses mithendisliginde ki ilerlemeler ve genetik olarak modifiye edilmis suslarin geligimi
bugiin endiistri tiretiminde filamentdz mantarlarin kullaniminin artmasina sebep olmustur.
Genellikle, dogada bulunan suslar ihtiyacimiz olandan ¢ok daha diisiik miktarlarda protein
tirettiginden ticari olarak kullanilamamaktadir. Bu yiizden istenilen hedef proteini alabilmek
icin dogadaki suslara genetik transformansyon yapilmaktadir. Molekiiler genetik teknikleri ve
mantarlarda gen transfer sistemlerinin gelisimiyle filamentéz mantarlarda genetik

miihendisligi metodlar1 kullanilarak genetik transformasyon miimkiin hale gelmistir.

Trichoderma reesei ¢ok hiicreli dkaryotik filament6z bir mantardir. Miikkemmel bir protein
liretimine ve protein salgilama kapasitesine sahiptir. Okaryotik salgilama mekanizmasi ile
tipki1 memeli sistemlerdeki gibi modifiye proteinler sentezleyebilmektedir. Trichoderma
reesei ticari 6lgekli fermantasyon kosullarinin optimizasyonuyla birlikte ¢ok daha istiin bir
performansa sahip olmustur. Endiistriyel suslar1 farkli bitki materyallerini pargalayabilecek
selillaz, hemiseliilaz, proteaz, amilaz, pektinaz gibi enzimler iiretebilmektedir. Tiim bu
ozellikleri sebebiyle Trichoderma reesei, yapilan genetik modifikasyonlarla homolog veya
heterolog protein tiretimi igin etkili bir kaynak haline gelmistir. Trichoderma reesei yalnizca
protein iretimindeki avantajlarindan dolayr degil ayni zamanda insanlar i¢in toksik
olmamasindan dolay1 uygun bir mikroorganizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. T. reesei
enzim Uretim kosullarinda insanlar icin toksik olabilecek mikotoksinleri ve antibiyotikleri
tiretmemektedir. Son yillardaki uygulamalar genetik olarak modifiye edilmis Trichoderma

reesei suslarinin endiistriyel kullaniminin giivenilir oldugunu gostermistir.
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Trichoderma reesei genom dizi analizi tamamlanmis ilk mantar olma o6zelligi tasir. 7
kromozomdan olusan genomu 34 Mbp biiyiikliigiindedir. Dizi analizi yapilmis biitiin bitki
hiicre duvarinm1 pargalayan mantarlar arasinda T. reesei en az sayida seliilaz ve hemiseliilaz
geni icermesine ragmen, seliilozu ve hemiseliilozu etkin bir sekilde parcalamaktadir. Ayrica
genomunda birka¢ pektinaz geni bulunmaktadir. Bu nedenle topraktaki diger bakteri ve
mantarlarla birlikte pektini parcalayabilen organizma olarak kabul edilmektedir (Martinez vd.,
2008).

Farkli karbon kaynaklarinin ve farkli konsantrasyonlarinin pektinaz genlerinin indiiksiyonunu
etkileyip etkilemedigini gozlemlemek i¢in 1A mutant susunda bu genlerin indiiksiyon
seviyeleri karsilagtirldi.  Indiiksiyonu saglamak icin karbon kaynagi olarak pektin
kullanildiginda 1A mutant susunda, kontrol susu QM9414°e gore daha yiiksek pektinaz
aktivitesine rastlandi. %]1°lik (w/v) pektin kullanildiginda bu genlerin transkripsiyonunun
%10’luk (w/v) pektine gore daha yiiksek oldugu goriildii. Karbon kaynagi olarak glukoz
kullanildiginda kullanildiginda 1A mutant susunda, kontrol susu QM9414°e gore daha yiiksek
pektinaz aktivitesine rastlandi. %10’luk (w/v) glukoz kullanildiginda bu genlerin
transkripsiyonunun %]1°lik (w/v) glukoza gore daha yiiksek oldugu goriildii. Karbon kaynagi
olarak gliserol kullanildiginda kullanildiginda 1A mutant susunda, kontrol susu QM9414°e
gore daha yliksek pektinaz aktivitesine rastlandi. %10’luk (w/v) gliserol kullanildiginda bu
genlerin transkripsiyonunun %]1°lik (w/v) gliserole goére daha yiiksek oldugu goriildii.
Pektinaz indiiksiyonu i¢in %1 (w/v) pektin, %10’luk (w/v) glukoz, %10’luk (w/v) gliserol
kullanilmas1 sonucunda sirastyla 0,23 U/mg, 0,50 U/mg ve 0,49 U/mg degerleri elde edildi.

Kuru misel agirliklarina bakarak glukozlu ve gliserollii besiyerini karsilagtirdigimizda 1A
mutant susun, kontrol QM9414’e gbre daha 1yi lireme gosterdigi goriildii. Bu veri enzim
aktivitesi sonuglartyla da paralellik gostermektedir. Maksimum enzim aktivitesini saglayan
kosullarda, orta biiyiiklikte miseller olusmakta ve biyokiitle minimum olmaktadir.
Calismamizda gliserollii ortamda iireyen mikroorganizma morfolojisinin glukozlu ortama
gore daha diizgiin oldugu tespit edilmistir. Bu da enzim tiretiminde downstream proseslerini
kolaylagtirmaktadir. Ayrica kismi saflastirma islemlerinde organik ¢oziiciilerle yapilan
¢coktliirmenin daha verimli oldugu gozlemlenmistir. Elde ettigimiz bu bulgular giincel
literatiiri desteklemektedir. Yapilan kismi saflastirma caligmalarinda gliserollii besiyerinden
elde edilen ham ekstratin %80 etanol kullanilarak ¢oktiiriilmesiyle 33,43 kat saflastirilmasi

saglanmistir.
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