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ALKALI BACILLUS SP. SUSLARINDAN ELDE EDILEN PEKTIN LIYAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE PORTAKAL SUYU UZERINE ETKISI
(YUKSEK LISANS TEZi)

HAMDIi GOKAHMETOGLU
OZET

Bu calismada Mersin Erdemli Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’nden
alkali toprak oOrneklerinden izole edilen, Bacillus sp. suslarindan Bacillus licheniformis
olarak adlandirilan sus secilmistir. Secilen bu susun pektin liyaz enzimi iiretme yetenegi ve
saflastirilacak enzimin 6zellikleri arastirilarak portakal suyu elde ediminde kullanilmasi
amaclanmistir. Calismamizda Bacillus licheniformis susunun tanimlamasi The Biolog Gen

Il Microplate metoduyla yapilmastir.

Pektin liyaz enzimi DEAE Sephacel iyon Degisim Kolon Kromotografisi ile
saflagtirilmistir.  Saflastirilan enzim SDS-PAGE ve Zimogram ile kontrol edilmistir.

Molekiiler agirlig1 36.5 kDa olan tek bant goriilmiistiir.

Saflastirilan Pektin liyaz enziminin optimum sartlar1 (pH ve sicaklik) arastirilmustir.
Pektin liyaz enziminin optimum pH araligina bakildiginda ( pH 7-10 araliginda) maximum
relatif aktivite pH 9’da, enzimin optimum sicaklik araligina bakildiginda (sicaklik 40 - 80

°C araliginda) ise 60 °C’de maksimum aktivite gostermistir.

Son siiregte saflagtirilan pektin liyaz enzimi portakal suyu liretiminde kullanilmistir.
Saflagtirilmis pektin liyaz ve ham oziitten elde edilen portakal suyu miktarlar1 enzimsiz
portakal suyuyla karsilagtirilmis ve calisilan enzimin meyve suyu verimini % 25, ham

Oziitlin % 15 oraninda arttirdig1 bulunmustur.

Sonug olarak Bacillus licheniformis bakterisinden elde edilen pektin liyaz enzimi
meyve suyu endiistrisinde kullanilabilir oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilecek

olan veriler; su ana kadar yapilan ve ileride yapilacak olan arastirmalara veri saglayacaktir.
Anahtar Kelimeler: Bacillus licheniformis, Pektin liyaz, saflastirma
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PURIFICATION OF PECTIN LYASE ENZYME FROM ALKALINE BACILLUS
SP. STRAINS AND ITS EFFECT ON ORANGE JUICE
(M.Sc. THESIS)

HAMDIi GOKAHMETOGLU
ABSTRACT

In this study, Bacillus sp., isolated from alkali soil in Mersin Erdemli Alata
Horticultural Research Institute, strains named Bacillus licheniformis selected. This
selected strain is intended to be used in the production of orange juice by investigating the
pectin lyase enzyme producing ability and the properties of the enzyme to be purified.
Identification of Bacillus licheniformis strains was by The Biolog Gene lll.Microplate
method.

The pectin lyase enzyme was purified by DEAE Sephacel lon Exchange Column
Chromatography. The purified enzyme was checked by SDS-PAGE and zymogram. The
single band observed was found to have a weight of 36.5 kDa.

The optimum conditions (pH and temperature) of the purified pectin lyase enzyme
were investigated. When the pectin lyase enzyme was examined at its optimum pH range
(pH 7-10 range), maximum relative activity showed maximum activity at pH 9, while the
enzyme had maximum activity at 60 © C when observed at the optimum temperature range
(temperature range 40-80 ° C).

The pectin lyase enzyme purified in the last period was used in the production of
orange juice. The amounts of orange juice obtained from the purified pectin lyase and
crude extract were compared with the orange juice without enzyme and and it was found
that the enzyme studied increased the fruit juice yield by 25% and crude extract by 15% .

As a result, the pectin lyase enzyme obtained from Bacillus licheniformis can be
used in the orange juice industry. The data obtained in this study will provide data for the
research carried out so far and which will be held in the future.
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1.GIRIS

Kimyasal reaksiyonlarin siiratle olugsmasini saglayan biyolojik katalizorler enzim
olarak adlandirilmaktadir. Enzim adi 1878’de alman W Kiihne tarafindan konulmus olup
yunanca maya manasina gelmektedir. Canli hiicrelerde meydana gelen en basit
reaksiyonlar bile enzimlerle katalize edilmektedir. Ozel reaksiyonlar1 katalize ettikleri
icinde spesifiktirler (Atasagungil., 1965). Her hiicre kendi enzimini sentezler. Enzim
tepkimelerinde bu siirece giren maddelere substrat denir. Enzim bunlar1 farkli molekiillere
ve Uriinlere doniistiiriir. Her katalizor gibi enzimlerde bir tepkimenin aktivasyon enerjisini
azaltarak caligir ve boylece tepkime hizini artirir. Enzimlerin 4000°den fazla biyokimyasal
tepkimeyi katalizledigi bilinmektedir (Bairoch, A., 2000). Giiniimiizde yaklagik 4000
enzim bilinmektedir ve bunlardan yaklasik 200 tanesi ticari olarak kullanilmaktadir,
bunlarin ¢ogu mikrobiyal kékenlidir. Diinya ¢apinda enzim talebi, on iki 6nemli iiretici ve
400 kiicik oyuncu tarafindan karsilanmaktadir. Enzimlerin yaklasik % 601 Avrupa'da
iiretilmektedir (Riberio ve ark., 2010).

Cogunlugu protein tabiatinda olan bu enzimler herhangi bir gayri tabilik olmadik¢a
hiicre duvarindan digar1 gecemez ve faaliyetini hiicre igerisinde siirdiiriir. Bu tip enzimler
intraseliiler enzimler ya da endoenzimler olarak adlandirilir. Enzimler protein tabiath
maddeler olduklarindan zaman ile yaslanabilir ve kolloidal sekillerini kaybederek inaktif
sekle gecer. Bu sebeple organizmalarda devamli olarak iiretilirler. Cogunlugu protein
olmakla beraber ribozom adli RNA molekiilleri de tepkimeleri katalizleyebilir ki ribozomu
olusturan bazi RNA’lar bdoyledir (Lilly, D.M.J., 2005). Enzimler uzun aminoasit
zincirlerinden olusur ve etkinligi 3 boyutlu yapilar tarafindan belirlenir (Anfinsen, C.B.,
1973). Enzimlerin etkinligi baska molekiiller tarafindan etkilenebilir. Inhibitdrler enzim
aktivitesini azaltirken, aktivator adi verilen maddeler aktiviteyi artirir. Bunun diginda
sicaklik, ortamin pH’s1, substrat konsantrasyonu aktiviteyi etkileyen diger faktorlerdir.
Bazi enzimler etki gostermek i¢in ek bir bilesige ihitiyag duymazlar ki pepsin, lireaz gibi
basit enzimler boyledir. Bilesik enzim denen enzimler ise aktivite gostermek i¢in kofaktor
denen protein olmayan molekiillere ihtiyag duyar. Ornek olarak metal iyonlari, flavin gibi
maddeler gosterilebilir. Kofaktorler vitaminler gibi organik bir molekiil ise koenzim olarak

adlandirilirlar. Birgok protein etkinlik gostermek igin apoenzim denen protein kisimla



beraber kofaktér olan protein olmayan kisimlara ihtiya¢ duyar. Apoenzim substrati

belirlerken koenzim ya da kofaktor esas isi yapan kisimdir.

Kofaktor Koenzim

Aktif Bolge

Apoenzim

\ J
D 4

Holoenzim

Sekil 1.1. Enzim yapisinin gériiniimii

Enzimatik reaksiyonlar bilinmemesine ragmen yazinin kullanilmasindan evvel bile
miisahade edilmistir. Siitiin eksimesi, sirke ve peynirin yapilmasi, ekmegin mayalanmasi

gibi reaksiyonlar ¢ok eskiden beri bilinmekte ve kullanilmakta idi.

Yunanlilar sarabin fermantasyonla tiretiminin kesfini Bakiis’e atfeder. Fakat uzun
zaman bu reaksiyonlarin mikroorganizmalarin mevcudiyeti ve canli halde bulunmasi ile
miimkiin olabilecegi zannedilmistir. Payen ve Persoz 1833°de malt ekstarindan alkol ile
nisastay1 sindiren enzimi ¢oktiirmiis ve diastaz adini vermistir. Beaumont ayni tarihlerde
mide suyunun sindirilmesinin kimyasal bir maddeye bagli oldugunu bulmus ve 1836’da
Schwann bu maddeyi izole ederek pepsin adimi vermistir. 19. yiizyilda Louis Pasteur
fermantasyon, piitrifikasyon gibi kimyasal reaksiyonlarin canli mikroorganizmalar
tarafindan olustugunu kaydetmistir. Fakat Pasteur hadiselerin canli hiicreler tarafindan
hiicre i¢inde olustugunu gézlemlemis, bu sebepten enzimatik reaksiyonlarda canli hiicrenin
mutlaka olmasi gerektigini belirtmistir. Biichner ise 1897’de fermantasyon yapan maya
hiicrelerini kumla ezerek hiicreleri pargalamis, karisimi yiiksek tazyik altinda siizerek elde
ettigi hiicre icermeyen sivinin glikozu fermante etigini gostermistir. Bdylece Pasteur’un

aksine canli hiicrenin gerekli olmadigi dolayisiyla maya hiicrelerinin bu reaksiyonlari



katalize eden enzim karisimina sahip oldugu anlasilmistir (Atasagungil., 1965). Enzimlerin
hiicre disinda da calistiginin  gosterilmesini  ardindan  biyokimyasal o6zellikleri
arastirilmistir. 1926°da James Sumner iireaz enziminin saf bir protein oldugunu gosterip,
kristallestirmistir. Saf proteinlerin enzim olduklar1 Northrop ve Stanley tarafindan tripsin

ve kemotripsin lizerinde yapilan galismalarla gosterilmistir.

Mikrobiyal enzimler, optimizasyon ve modifikasyon siireglerindeki kolaylik, uyum
ve ekonomik iiretimlerden dolayi, bitki ve hayvan enzimlerinden daha kullanisli ve
avantajlidir. Bu enzimler, bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimlerden daha dayaniklidir.
Ekstrem kosullarda (pH, sicaklik, tuzluluk vs.) yiiksek katalitik aktivite ve stabilite
gostermektedirler. Son yillarda endiistride kullanilan enzimlerin biiylik bir ¢ogunlugu

mikrobiyal kaynakli enzimlerdir (Barredo, J.L., 2005).

Pektik maddeler, hemiseliilloz, seliiloz, lignin ve nisasta gibi polimerler,
polifenoller, proteinler, arabanlar, tanenler ve metaller gibi maddeler meyve suyunda
bulanikliga yol agmaktadir. Berrak ve stabil bir meyve suyu iiretimi i¢in bu kolloidler
kiiciik molekiillerine kadar par¢alanmalidir. Bu sayede meyve suyu verimi, presleme ve
durultma verimi artmakta, vizkositenin diismesine bagli olarak filtrasyon kolaylagsmakta ve
daha berrak bir triin elde edilmektedir (Ugan ve Akyildiz., 2012). Bu molekiilleri

pargalayan pektinazlardan biri de pektin liyazdir.

Pektin liyaz enzimlerinin, gida ve tekstil endiistrisinde olduk¢a genis bir kullanim
alan1 bulunmaktadir. Lifli iiriinlerin islenme siirecinde, protoplast elde edilmesinde, bitki
dokulariin yumusatilmasinda, hayvan yemlerinde, yag ekstraksiyonunda, ¢ay ve kahvenin
oksidasyon siirecinin hizlandirilmasinda, kagit yapiminda, atik sularin temizlenmesinde ve

meyve suyu, sirke ve sarap tiretiminde kullanilmaktadir (Hasan ve Ali., 2016).

1.1.Enzim kaynaklari

Endiistride  kullanilan enzimler bakteri, maya, mantar gibi mikrobiyal
kaynaklardan ve bocek, bitki, hayvan gibi organizmalardan da dogal iiretilebilirler
(Hoondal ve ark., 2002; Yadav ve ark., 2009).



1.1.1. Bacillus cinsi bakteriler

Bacillaceae familyasina ait olan Bacillus hiicreleri ¢omak sekilli, diiz veya diize
yakin, tek endospora sahip, filogenetik olarak diisiik GC grubuna dahi olup gram pozitif,
kameili, aerobik ya da fakiiltatif anaerob bir bakteridir ( Kiran, O., 2001).

Ferdinand Cohn 1s1ya direngli bakteri tipleri ile ilgilenmistir. Bunun sonucunda
Bacillus cinsini ve endospor olusum siirecini kesfetmistir. Bacillus’un biitiin yasam
dongiisiinii tanimlayarak kaynatma sonucu endosporlarin degil vejetatif hiicrelerin
oldiigiinii gormiistiir. Karbon ya da azot kaynagi kisithh hale gelen Bacillus hiicreleri
tiremeyi durdurur ve sporulasyona baslar (Brock, 2010). Endospor olusturan bu bakteriler
genellikle toprakta bulunur, buda bir avantajdir ¢linkii toprak besin degeri, sicaklik, su

aktivitesi bakimindan oldukgea ¢esitlilik gosterir.

1.1.2. Bacillus sp.’nin enzim iiretiminde kullanim ve bununla ilgili sebebleri

Mikrobiyal kaynakli enzimler ¢esitli bakteri, maya ve kiiflerden uygun yontemler
yardimiyla ekonomik olarak endiistriyel boyutlarda elde edilebilir. Enzimlerin sentezlenme
miktarlart organizmalarin tilirline gore degisir, bundan dolayr ¢alisilacak materyalin

saptanmasinda bol enzim sentezleyen canli segilmelidir (Aslan ve Sekin, 1985).

Bacillus bakterileri tarafindan iiretilen enzimler, antibiyotikler ve bakteriyosinler
gibi endiistriyel 6oneme sahip bilesikler gida, ilag, deterjan gibi bir¢ok endiistriyel alanda
kullanilmaktadir. Bacillus’lar amilaz, lipaz, kitinaz, ksilanaz, pektinaz, proteaz ve
selillaz gibi farkli ekstraselliiler enzimleri liretme yetenegine sahiptirler (Kat1 ve ark.,

2016).

Termoalkalifilik suslar, stabil enzimler iiretme yeteneklerinden Otiirli endiistriyel
amagclar icin biiyiik Olciide tercih edilir. Bacillus licheniformis'in alkalifilik yapisi,
giinlimiizde deterjanlarda yaygin olarak kullanilan alkali toleransli proteazlarin yerine

tercih edilmesinde bir etken olmustur (Sneha ve ark., 2015).

Bacillus suslarinin biiyiik miktarlarda (20-25 g / L) ekstraseliiler enzimler iiretip
salgilama kapasitesi, onlar1 en énemli endiistriyel enzim iireticileri arasina yerlestirmistir.
Farkli tiirlerin asit, n6tr ve alkali pH araliklarinda fermente etme yetenegi, termofil cinsteki
Bacilluslar’in varligi ile birlestiginde, gesitli 6zel ticari uygulamalara hitap etmek igin
istenen sicaklik, pH aktivitesi ve stabilite gibi 6zelliklere sahip Bacillus tiirleri gesitli yeni

ticari enzim triinlerinin gelistirilmesine yol agmistir (Schallmey ve ark., 2004).



1.1. Pektik maddeler

Pektik maddeler geng¢ bitki hiicrelerinin bitisik duvarlar1 arasinda bulunan,
yapistirict  extracelular maddenin ince bir tabakasi olan orta lamelin ana bilesenini
olusturmaktadir. Bu maddeler bitki hiicre duvarinin en 6nemli bilesenidir. Biiyiikk oranda
anhidrogalakturonik asit birimlerinden olusan karmasik, kolloidal karbonhidrat
tiirevlerinden meydana gelen, yliksek su tutma kapasitesine sahip maddelerdir. Pektinik
asit, pektin, pektik asit ve bunlarin tuzlarini igeren bir grup maddeye pektik maddeler
denilmektedir. Pektik maddeler, meyve sularinin bulanikligindan ve goriiniisiinden
sorumlu maddelerdir. Amerikan Kimya Dernegine gore pektik maddeler protopektinler,
pektik asitler, pektinik asitler ve pektinler olmak iizere dort ana gruba ayrilmaktadir. Bu
maddelerden protopektinlerin suda ¢6ziinmedigi, diger ii¢iiniin kismen veya tamamen suda
¢oziindiigi bildirilmistir (Ucan ve Akyildiz., 2012). Pektik maddeler genel olarak taze
materyalin agirliginin % 0.5-4 ‘i kadardir.

1.1. Pektinin yapis1 ve siniflandirilmasi

Pektinin bitkilerde biiyiime, gelisme, morfogenez, savunma, duvar yapisi, hiicre
genlesmesi, iyonlarin baglanmasi, biiyiime faktorii enzimleri, polen tiipli gelismesi, tohum
hidrasyonu, meyve gelisimi gibi olaylarda farkli rollere sahip oldugu bildirilmistir (Dubey
ve ark., 2016).

Pektin yiiksek bitkilerin hiicre duvarinin matriks materyalinin ana bilesenidir. Esas
olarak orta lamel ve birincil hiicre duvarinda bulunur (Albersheim ve ark., 1962).
Talmadge ve ark., (1973), pektinin yiiksek bitkilerdeki hiicre duvarlarindaki roliinii
gostermislerdir. Genel olarak ana bilesen olarak yapisinda pektinik asit iceren yapilar
pektin olarak tanimlanir. Hiicre duvarlarinda ve dogal formda bulunur. Diger yapisal
polisakkaritlerle ve proteinlerle ¢oziinmez propektin olusturmak igin pargalanabilir.
Olgunlagsmamis bir meyvede hiicre duvarlarindaki seliiliiz mikrofibrillere baghdir. Bu
sekilde ki pektinler ¢oziinmez ve meyveye sertlik kazandirir fakat pektinin meyvenin
olgunlagsma siirecinde meyvede olusan dogal enzimler tarafindan desiklige ugratilarak
yapist degisir. Bu degisiklikler pektin zincirlerinin ve bagli bulunan yan zincirlerin
parcalanmasini igerir. Sonugta pektin ¢oziinerek ¢evresindeki hiicer duvari gevser ve bitki

yumusar (Kashyap ve ark., 2000).



Ana bileseni, a 1,4 glikozidik baglara bagl a-D-Galakturonik asit molekiillerinden
olusur. Galakturonik asitin olusturdugu linear poligalakturonik asit ana zincirinde o -1-2
glikozidik bagla baglanmig ramnoz molekiilleri yer almaktadir. Ramnoz molekiillerine
uzun yan zincirler veya monomerler olarak notral sekerler ( arabinoz, fruktoz, galaktoz,
glukoz, mannoz, ksiloz) baglanmistir. Pektin molekiilleri, linear zincir (diiz bolge) ve yan

zincirlerinin bulundugu kisim (sacakli bolge) olmak iizere 6zel bir yapiya sahiptir.
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Sekil1.2. Pektin molekiiliiniin sematik olarak molekiiler yapisinin goriiniisii

Galakturonik asit {nitelerinden bir kismi metanol ile esterlesmis haldedir. Pektin
molekiiliinde bulunan metanol ile esterlesmis galakturonik asit miktarinin %50 nin altinda
ve lstlinde olmasma gore disik ve yiiksek esterlesme dereceli pektin seklinde
degerlendirme yapilmaktadir. Esterlesme orani pektinin jellesme kosullar1 ve jellesme
hizinin bir gostergesidir. Esterlesme orami arttikca jellesme icin gerekli seker miktari
artarken, jellesme icin gerekli optimum pH degeri ylikselmekte ve jellesme siiresi

kisalmaktadir (Bakan ve ark., 2016).

1.1. Pektik enzimler

Cesitli yapilardaki pektik maddelerin bollugu, ¢ok sayida pektini parcalayan
enzimlerin varligina baglidir. Bu enzimlerin her biri kendine 6zgii optimum pH’ya, hareket

mekanizmasina, substrat spesifitesine sahiptir (Houdenhoven, 1975). Pektik maddeleri



hidrolize eden enzimler pektik enzimler, pektinolitik enzimler veya pektinazlar olarak
bilinir ve temel zincirlerin degisme tiiriine gore poligalakturonazlar, pektin esterazlar,

pektin liyazlar ve pektat liyazlar olarak 4’e ayrilirlar (Hoondal ve ark., 2002).

1.2. Pektin liyaz

Litaratiirlerde anlatilan pektin liyazlar kabaca 2’ye ayrilir. Birinci siniftaki
enzimler diisiik pH optimumlan ile karakterize edilir (5 ila 7) ve pektine mutlak bir
Ozgiilliikkleri vardir. ikinci smiftaki enzimler ise ¢ok daha yiiksek pH degerlerinde optimum
(8'in iizerinde) gosterir. Bunlar Ca*? iyonlarina gereksinim duymalarina gére ayirt edilirler
(Houdenhoven, 1975). Pektin liyaz, pektinin tercihen yiiksek oranda esterlesmis pektinin
glikozidik baglarmin transeliminasyonuyla doymamis metiloligogalakturonatlarinin
tiretilmesini saglar, boylece pektinin rastgele boliinmesini katalize eder. Pektin liyazlarin
Ca'?ye mutlak bir gereksinimi olmamasina ragmen bu ve diger katyonlar tarafindan

uyrarilirlar.

Alkali pektin liyazlar mantarlar ve mayalar tarafindan {iretilmekle beraber
bakteriler 6zellikle de Bacillus tiirleri tarafindan da iretilir. Mantarlardan elde edilenler
asidik ve notr ortamlarda optimum aktivite gdsterirken, bakterilerden elde edilen pektin

liyazlar alkali ortamlarda daha aktiftir (Pedrolli ve ark., 2009).
1.3. Pektinazlarin endiistriyel uygulamalari

Pektinazlar evlerde kullanilan ilk enzimlerdendir. Ticari uygulamalar: ilk olarak
sarap ve meyve suyu Uretiminde 1930 yili icerisinde gozlenmistir. 1960’11 yillarda bitki
dokusunun dogal kimyasi bariz sekilde belirginlesince bu bilgilerle birlikte bilim insanlari
daha verimli sekilde enzimleri kullanmaya baglamistir (Celik., 2007). Tek basina pektik
enzimler ele alindiginda diinya gida enzimi iiretiminin yaklasik dortte birini olusturular

(Alkorta ve ark., 1997).
1.3.1. Meyve suyu uygulamalarinda kullanimi

Meyve sularinin ¢ikarilmasi ve aritilmasinda kullanilirlar. Pektinazlar mevye suyu
bulaniklik ve vizkozitesini ayarlarlar. Amilazlarla beraber % 50’ye varacak sekilde

filtrasyon stiresini indirir ve aritima yardimci olur. Meyvenin etli kismima etki ederek



meyve suyunun hacmini artirirlar. Bazen seliilaz, arabinaz gibi enzimlerle birlikte

kullanilarak meyve suyundaki verimi artirir (Hassan ve Ali., 2016).

1.3.1. Atik su aritmasinda kullanim

Bitkisel gidalarin islenmesi sirasinda, endiistriyel atik sular pektin igeren bir yan
irlin olarak serbest birakilir. Pektinazlar pektinleri ortamdan uzaklastirarak atik sularin 6n

aritilmasi i¢in kullanilir (Jayani ve ark., 2005).

1.3.1. Kahve ve ¢ay fermantasyonunda kullanim

Pektinaz kullanimi1 ¢ay fermantasyonu hizlandirir, pektinleri uzaklagtirarak bir anda
olusan cay tozu kopilk olusumunu yok eder. Kahve fermantasyonunda ise kahve

¢ekirdeklerinden zamk gibi olan yapiskan tabakanin ¢ikarilmasi igin kullanilir (Jayani ve
ark., 2005).

1.3.1. Kagt ve seliiloz endiistrisinde kullanimi

Pektinaz kagit yapilirken depolimer pektinleri giderir, pektin ¢ozeltilerinin katyon
ihtiyacini diisliriir, stiziilmiis sividaki peroksit agartmay azaltir (Richard ve Reid., 2004).
Boylece galakturonik asit polimelerleri pargalanarak, katyonik polimerlerle komlplex
olusturamazlar, Suyun filtrelenmesi asamasinda dolgu maddeleri ve lifler korunarak daha

kaliteli kagt tiretimi saglanir.
1.3.1. Hayvan yeminde kullanimi

Enzim karigimi igerisinde kullanilarak hayvan yeminin vizkozitesini azaltir.
Vizkozitede ki bu azalma ile; besin emilimi, biyobozunur olmayan liflerin hidrolizi ile

besinlerin serbest birakilmasi artar. Sonugta ayni1 yemi tiiketen hayvan daha cok kilo alir (

Hoondal ve ark., 2002).

1.3.1. Bitki viriislerinin saflastirilmasinda kullanimi

Alkali pektinazlar seliilazlarla birlikte kullanilarak bitki sapindan viriisii uzaklastirir.
Boylese saf viriis konsantrasyonlar1 elde edilir ( Salazar ve Jayasinghe., 1999).
1.3.1. Yag cikarma isleminde kullanimi

Kanola tohumundan, hindistan cevizi tohumundan, aycicek tohumundan, hurma,

cekirdek ve zeytinden elde edilen yaglar genellikle organik c¢oziiciiler yardimiyla



tiretilirler. En yaygin olarak hekzan kullanilir ki kansorojendir. Pektinazlarda dahil olmak
tizere hiicre duvarin1 bozan enzimler, yag i¢eren {iriinlin hiicre duvari yapisini sivilastirarak

bitkisel yag elde etmede kullanilabilir (Kashyap ve ark., 2001).

Bu ¢alismada bu molekiilleri pargalamak i¢in Bacillus’tan elde edilen pektin liyaz
enzimi kullanilmistir. Ticari olarak hazirlanan pektik enzim preparatlarinin ¢ogu meyve
suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin, diinyada gida endiistrisi ig¢in
hazirlanan enzimlerin dortte birini olusturduklar1 gbéz oOniinde tutuldugunda, enzim
kullanimu ile sistemlerin verimini artirma ve ekonomik maliyetleri diisiirme ¢aligmalarinda
cok ilgi gorecegi tahmin edilmektedir. Bunun yaninda meyve suyu endiistrisinde ( elma,
liziim, limon, nektar, domates, portakal) kullanilan enzimler genellikle asidik

pektinazlardir ve genellikle Aspergillus niger adli mantardan elde edilmektedir.

Yapilan calismada toprak oOrneklerinden bakteri ornekleri izole edilmis, pektin
liyaz tretimi yliksek olan Ornekler secilerek tanimlamasi yapilmis ve segilen bakteri
lizerinde caligmalar devam etmistir. Alkali pektin liyaz izole edilerek saflastirilmas,
enzimin molekiiler agirhgi, optimum sartlart ve portakal suyu tizerindeki etkisi

arastirilmagstir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Brumano ve ark., (1993), Penicillium griseoroseum’un tek karbon kaynagi olarak
limon pektininin kullanildig1 siv1 besi yerinde yetistirilerek, pektin liyaz enzimini liretmesi
saglanmis ve iretilen pektin liyaz enzimi karakterize edilmistir. Fosfat tamponu en yiiksek

pektin liyaz iiretimini saglarken Ca*? *nin varligi pektin liyaz iiretimini arttirmamuistir.

Baracat Pereirave ark., (1994), Dogal liflerin iiretiminde kullanmak igin Penicillium
griseoroseum’dan pektin liyaz enziminin {iretimine sakkaroz ve maya ekstraktinin etkisini
aragtirmiglardir.. Pektik olmayan karbon kaynagi olan siikroz ve maya ekstraktinin kiiltiir
ortamina ilavesi Penicillium griseoroseum’dan pektin liyaz liretimini olumsuz etkilemistir.
Kiiltlir ortamina maya ekstrakti ilave edilmemesi durumunda mikroorganizmanin gelistigi
ve kiiltiir ortamimin pH’sinin belirgin bir oranda diistiigii fakat pektin liyaz enziminin
tiremedigi goriilmiistiir. Maya ekstrakti olmayan yiiksek tampon kapasiteli kiiltiir ortamina
pektin ilave edilmesiyle pektin liyaz iretimi saglanmistir. %0,06 maya ekstrakti ve %0,1
oraninda pektin iceren kiiltiir ortaminin 48 saat inkiibasyonuyla ortamin pH’sinin ¢ok az
bir miktarda degistigi, mikroorganizmanin maksimum seviyede gelismesinin saglandigi
ve oldukga yiiksek verimle pektin liyaz iiretildigi tespit edilmistir. Sakkaroz olmayan besi
ortaminda maya ekstratinin konsantrasyonunun 0’dan 0,16’ya kadar degistirilmesiyle
pektin liyaz {iretimi arastirilmis fakat enzim iiretiminin olmadig: belirtilmistir. Pektin liyaz

tiretiminde sakkaroz ve maya ekstrakti arasinda bir sinerji oldugu sonucuna varmislardir.

Nikaidou ve ark., (1995), Pseudomonas marginalis N6301’den pektin liyaz
enzimini, kiiltiir ortamina mitomisin C’nin ilavesiyle tiretmiglerdir. Pektin liyaz enzimi
gliserol igeren ortamdan da iiretilerek saflagtirilmis ve molekiil agirliginin mitomisin C

iceren ortamdan saflastirilmis enzimle benzer oldugu bulunmustur.

Minussi ve ark., (1997), bu ¢alismada siikroz i¢eren besiyerinde iireyen Penicillium
griseoroseum’dan iretilen pektin liyazin hangi alkoloid indiikleyicilerle enzim {iretimini

arttirdigin1 arastirmis ve Ozellikle kafeinin pektin liyaz iiretimini uyardigini gostermistir.

Kim ve ark., (1998) Topraktan izole edilen bir bakteri tiirii olan PN33’iin oldukca
onemli miktarda ekstraseliiler pektin liyaz iirettigini bulmuslardir. Izole edilen bakterinin
bir Bacillus sp.oldugu belirlenmistir. Bacillus sp.’nin sadece tek karbon kaynagi olarak

yiiksek derecede esterlesmis pektin kullanildiginda pektin liyaz irettigi gozlenmistir.
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Optimum kiltir sartlarinda 37 °C’de ve 32 saat inkiibasyon sonucunda kiiltiir

stipernatantinda 132 EU/mL pektin liyaz aktivitesine ulagilmistir.

Kobayashi ve ark., (1998), Alkali Bacillus KSM-P15 susundan yiiksek oranda alkali
olan pektat liyaz1 saflagtirarak molekiiler agirligina ve 6zelliklerine bakmislardir. Enzimin
molekiil agirligini SDS-PAGE ile yaklasik 26.000 dalton bulmuslardir. pH 10.5, sicaklik

ise 50-55 °C araliginda optimum aktivite gostermistir.

Kapoor ve ark., (2000), Bacillus sp. MG-cp-2 poligalakturonaz iiretip
saflastirmiglardir. Besi ortaminda ¢esitli tarimsal yan iirlinler deneyerek enzim verimini
etkileyip etkilemedigine bakmislardir. Saf enzimin optimum aktiviteyi 60 °C ve pH 10’da
gosterdigini, 12 saatten fazla bir siirede 50°C'de enzimin % 100 stabil halde oldugunu

belirtmislerdir.

Kashyap ve ark., (2000), Bacillus sp. DT17 diye tanimladiklar1 bakterinin 6nemli
miktarda pektinaz tirettiklerini bulmuslardir. Jel filtrasyonu ve iyon degisim kromorografisi
yontemlerini kullanarak enzimi saflastirmislar ve molekiiler agirligin1 106 kDA olarak
belirlemislerdir. Saflastirilmis enzim, azami aktiviteyi 60 °C'de ve pH 8’de gostermistir.
CaCl, ve merkaptoetanol varligi pektinaz aktivitesini arttirmistir. Bu enzimin uygulama
alanlar1 arasinda tekstil endiistrisi, bitki doku calismalari, meyve suyu atik su aritmalarinin

yer aldigini soylemislerdir.

Piccoli-Valle ve ark., (2001) Penicillium griseoroseum’u sakkaroz ve maya
ekstrakti ilave edilen mineral ortamda yetistirerek havalandirma, pH, karbon kaynag:
konsantrasyonu ve mikroorganizma ekim sartlarinin pektin liyaz iiretimine olan etkisini
arastirmiglardir. Ayrica karbon kaynagi olarak seker kamisi surubu kullanildiginda
Penicillium griseoroseum’um pektin liyaz {iretme kapasitesi de incelenmistir. Ekim
konsantrasyonunun pektin liyaz {retimini etkilemedigi ve enzim iiretiminin
havalandirilmis ortamda havalandirilmamis ortamdan daha fazla oldugu bulunmustur.
Pektin liyaz iretimi i¢in en iyi sartlarn 60 mM sakkaroz ve pH 6,3-7,2 oldugu

belirlenmistir.

Silva ve ark., (2002), endiistriyel ve tarimsal atiklardan {iretilen Penicillium
viridicatum’dan karbon kaynagi olarak portakal kiispesi, misir tohumunun zari, muz
kabugu, bugday kepegi kullanarak kati hal fermantasyonu ile pektin liyaz ve

poligalakturonaz iiretmislerdir. Portakal kiispesinde olugan besi yerinde max. Pektin liyaz
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aktivitesini 2000 U.g-1bulmuslardir. Enzimin optimum pH’simi 10.5, sicakligini ise 55 °C

tespit etmislerdir.

Yadav ve Shastri, (2005), mandalina kabugundan izole edilen Penicillium
oxalicum’dan kat1 hal fermantasyonuyla pektin liyaz tireterek amonyum siilfat ¢okeltmesi
ile kism1 saflagtirma yapmuslardir. Enzimin pH 4-8 araliginda stabil iken, pH 8’de ve 40
°C’de optimum degerde oldugunu, enzimin aktivitesinin 50 ©°C’nin {izerindeki

sicakliklarda hizli bir sekilde kaybettigini gostermislerdir.

Hamdy, (2005), Portakal kabugu iizerinde yetisen Rhizopus oryzae’den amonyum
siilfat ¢oktiirmesi ve kolon kromotografisi kullarak pektin liyaz enzimini saflastirmig ve
Molekiiler agirligint 31 kDa bulmustur. Saflastirilmis pektin liyaz maximum aktivitesini 50
°C'de ve pH 7.5’de gdstermistir. Ca*? varligi aktiviteyi arttirrken Mg, K, Na iyonlar
uyarict etki gostermis, Zn, Co,Mn, Hg iyonlar1 ise enzim iizerinde inhibitor etkisi
gostermistir. Bu calismada ekonomik yonden nispeten diisiik maliyetle enzimin iiretildigi

sOylenmistir.

Li ve ark.; (2005), alkali toprak numunesinden, seker pancari posasini karbon
kaynag1 olarak kullanip, yiiksek alkali kosullar i¢inde yetisebilen Bacillus gibsonii S2
susunu izole etmiglerdir. Bu gram +, sporlu, aerobik, alkafilik bakterinin biiylimesini 7-12
pH aralig1 ile 4-44 °C araliginda gézlemlemislerdir. Kat1 hal fermantasyonuyla hiicre dis1
alkalin pektinaz iretmislerdir. Maximum poligakaturonaz verimini 48 saat inkiibasyon

stiresinden sonra 35 °C’de 3600 U/g ile elde etmislerdir.

Ramanujam ve ark., (2008), Aspergillus niger’den kati hal fermantasyonuyla
sekerkamis1 kiispesini kullanarak pektin liyaz iiretmisler. pH, sicaklik ve fermantasyon
stiresinin optimum degerlerini arastirmiglardir. % 50 seker kamisi kiispesi olan besi yerinde
pektin liyaz aktivitesin 209.07 U/ml ile maximum deger gésterdigini, optiumum sartlar

saglandiginda ise 290.88 U/ml’ye ulasildigini bulmuslardir.

Ouattara ve ark., (2008), kakao fermantasyonunda Bacillus sp. suslarinin
pektinolitik enzim iiretmelerini incelemislerdir. Karbon kaynagi olarak pektini kullanan
suslarin izole edilen 98’inden 90’1nin pektini parcaladigini, parcalayanlarinin % 80’ininde
pektinolitik  aktivitelerinin ~ saptanabilir ~ oldugunu  gostermislerdir. 48  susun
poligalakturonaz (pg), 47 sinin pektin liyaz, 23 susun da her iki enzimi iiretmis oldugunu
gormiislerdir. Pektin liyaz iretiminde seker kaynagi olarak galaktoz, laktoz, glikoz,

nitrojen kaynagi olarak ise arjin, sistin, glutamin ve amonyum stlfat1 tercih etmislerdir.
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Bunun yaninda diisiik konsantrasyonlardaki pektin ve demir iyonununda pektin liyaz
tiretimini uyardigimi gormiislerdir. Pektin liyaz verimininin anaerobik sartlarda Ph 4’iin
altinda ¢ok zayifladigini belirtmislerdir. Hamurun bozulmasinin sadece mayalar tarafindan
tiretilen pektinolitik enzim kaynakli olmayabilecegi bunun hem maya hem Bacillus suslari

tarafindan {iretilen enzimlerle olabilecegini sdylemislerdir.

Yadav ve ark., (2008), Aspergillus flavus’tan pektin liyaz tiretip, amonyum siilfat
cOkeltmesi, DEAE seliiloz jel ve sephadex G-100 jel iyon degisim kromotografisi
yontemlerini kulanarak saflastirma yapmislardir. Enzimin optimum pH’sin1 8, sicakligini
ise 50 °C bulmuslardir. Enzim pH 4-10 arasinda 24 saaat stabilken, enzimin 50 °C’nin
istline 1 saat siireyle maruz kaldiginda aktivitesini kaybetmedigini gérmiislerdir.

Saflastirilmis enzimin molekiiler agirligin1 38 kDa bulmuslardir.

Sukhumsiirchart ve ark., (2009), Tayland’daki bir kaplicadan Bacillus sp. RN1
izole ederek termofilik pektat liyaz enzimini katyon degisim kromotrafisi ve hidrofobik
kolon kromografisi kullanarak saflastirip, SDS-PAGE yaparak enzimin mokeliiler
agirhigint 33 kDa oldugunu hesaplamislardir. Enzimin pH 4-10 arasinda ve sicakligin 70
°C’ye kadar ¢iktigr durumlarda, kalsiyum ve poligalakturonik ait varliginda stabil
oldugunu belirlemiglerdir. Optimum Ph’nin 10, sicakligin ise 90 °C oldugunu ve bu pektat
liyazin yliksek sicakliklarda ki pektin aglarimin bozulmasinda kullanilabilir oldugunu

gostermislerdir.

Damak ve ark., (2010), Penicillium occitanis’ten anyon degisim kromotografisi ile
termoaktif pektin liyaz saflastirmiglar, SDS-PAGE ile MA’sin1 39 kDa olarak tespit
etmislerdir. Ug farkli karbon kaynag: kullanilarak elma pektini ile desteklenmis ortamda
434 U/ml ile en yiiksek aktiviteye ulasmislardir. Optimum sicaklik 60 °C, pH ise 9 olarak
bulunmus, enzimin 60 °C'de ki yar1 o6mrii 16.4 dk olarak gézlemlenmistir. Bu ¢alismada,
izole edilen enzimin tarimsal gida ve pamuk endiistrisi gibi alanlarda kullanilabilecegi

belirtilmistir.

Nadaroglu ve ark., (2010), Bacillus pumilus’tan pektin liyaz iiretip, saflagtirmislar
ve c¢esitli meyve sular1 lizerindeki enzimin etkilerine bakarak meyve suyu islemlerinde

kullanilabilinecegini savunmuslardir.

Ouattara ve ark., (2010), kakao fermantasyonundan Bacillus suslarini izole
etmisler, cesitli biiyiime kosullarindaki bakterinin pektin liyaz enzimi tiretme yeteneklerini

incelemisler ve Izolektro odaklanma yontemiyle iiretip molekiiler tanimlamasimi
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yapmuslardir. Kakao fermantasyonundan izole edilen B.substilis, B. pumilus, B. fusiformis
en azindan 9 U/mg ile aktivite gosterirken, B. cereus, B. thuringiensis, B. sphaericus ise
diisiik aktivite gostermistir. Calismalarindaki sonuglara gore; calisilan basildeki pektin
liyaz {retiminin, bakterinin biliylime evreleri ve ortamda bulunan karbon kaynagi

tarafindan etkilendigini gostermislerdir.

Namasivayam ve ark., (2011), kat1 atik ¢opligiinden izole edilmis Bacillus
cereus’tan amnyum siilfat ¢oktliirmesi yontemiyle kismen saf pektinaz iiretmislerdir. SDS-
PAGE yaparak 30-50 kDa arasinda bir¢ok protein bantin1 gormiisler boylece pektinaz
enziminin varligin1 dogrulamiglardir. Zimogram yaparak jelde acik sar1 bolge gormiisler
buda enzimin kismen saflastirildigin1 gostermistir. Karbon kaynagi olarak pektin, nitrojen
kaynagi olarak ise maya 0ziitli kullanilmistir. Maksimum enzim {iiretimine sicaklik 37°C,
pH 8.5 ve inkiibasyon siiresi 36 saat iken 44U/ml degeri ile ulasmislardir. Buna ek olarak
bugday kepegi ve magnezyum kloridin de pektin liyaz yapminini artirtdigin
belirlemislerdir. Sonucta bu g¢aligmayla bu bakteri ve enziminin meyve suyu imal etme

calismalarinda ve uygun maliyetli pektinaz yapminda kulanilabilecegi gosterilmistir.

Maller ve ark., (2012), Aspergillus niveus’u substrat olarak endiistriyel atiklar ve
narenciye pektini kullanarak Czapeck besiyerinde, calkalamaksizin 4 giin 40 °C’de kati1 hal
fermantasyonuyla iiretmislerdir. Farkli karbon kaynaklarini da test etmisler en yiiksek
pektin liyaz seviyelerinin elma kabuguyla daha sonra ise portakal kabuguyla saglandigini
belirtmislerdir. Tarimsal atiklardan ise en ¢ok pektin liyaz enzimi liretimini arttiranin
bugday kepegi oldugunu bulmuslardir. Enzimin 55 °C’de maksimum aktiviteye sahip
oldugunu gostermislerdir. Tarim endiistisi faaliyetlerinden kalan atiklari biyoteknolojik
yontemlerle Kullanarak diisiik maliyetli, dogaya zarar vermeden, yiiksek sicakliklarda

uygulanabilir olan pektin liyaz elde edinilebilinecegini ileri siirmiislerdir.

Li ve ark., (2012), Bacillus clausii’den alkali pektin liyazi saflastirmislar ve bitki
hastalig1 direncine kars1 uygulanip uygulanamayacagina bakmiglardir. Karbon kaynagi ne
indiikleyici olarak seker pancari posasini kullanmiglar, ultrafiltrasyon, amonyum siilfat
¢okeltmesi, DEAE sepharose ve sephadex G-75 yontemlerini kullanarak saflastirma
islemlerini yapmiglardir. SDS-page ile saflastirilan enzimin tek molekiillii bir protein
oldugunu ve molekiil agirliginin 35 kDa oldugunu belirtmistir. pH nin 8-10 araliginda,
sicakligin ise 40 °C oldugu sartlarda enzimin stabil oldugunu, optimuma ise pH 10 ve
sicaklik 60 °C’de iken ulastigim1 sdylemislerdir. Ca*? iyonlarinin % 410’lara varacak

sekilde enzim aktivitesini artttirdigin1 bulmuslardir. Bu c¢alismada saflastirilan pektin
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liyazin salatalik fidelerinde hastalik direnci olusturabilecegini bu sayede kimyasal
maddelere ihtiyacin azalarak hem g¢evrenin korunacagini hem de maliyetin diisecegini ileri

stirmislerdir.

Yadav ve ark., (2013), Aspergillus flavus’tan batik kiiltir fermantasyonuyla pektin
liyaz1 tretip, ultrafiltrasyon, DEAE-seliiloz anyon degisim ve jel filtrasyon
kromotografilerini yaparak saflastirip, karakterizasyonunu yapmislardir. SDS-PAGE ile
yapilan analizlerinde saflastirilmis enzimde tek protein bandi gorerek agirhigimi 50 kDa
olarak bulmuglardir. Optimum pH’sin1 8 ve sicakligint 55 °C olarak kaydetmislerdir.
Saflastirilmis enzimin Crotalaria juncea liflerinin hizli bir sekilde ¢iiriimesini sagladigini

gostermislerdir.

Al Balaa ve ark., (2014), Bacillus subtilis PBLSY1 susundan elde edilen alkali
pektat liyazi 3 adimda saflastirarak, SDS-PAGE ile jelde tek bant gérerek molekiiler
agirhgint 42 kDa bulmuslardir. Enzimi 9.86 kat saflagtirip, aktiviteyi 58.85 U/mg
hesaplamiglardir. Enzim 60 °C ve pH 9.5’de ve 0.5 milimolar CaCl;, varliginda maximum

aktivite gostermistir, ortamda CaCl; varlig1 enzim aktivitesini 6nemli bigimde arttirmstir.

Sneha ve ark., (2015), Bacillus licheniformis’in optimum biiyiime sicaklig1 ve pH
degerlerini sirastyla 70°C ve 9.5 bulmuslar, izolatin 1 saatten fazla 100°C’ye tolerans

gosterdigini gézlemlemislerdir.

Yamanci ve ark., (2016), yeralti su kaynaklarindan izole edilen Aspergillus
fumigatus 2101 susundan amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon
yontemlerini kullanarak pektin liyaz saflagtirmiglardir. SDS-PAGE ile molekiil agirligim
11.5 kDa, Optimum pH’y1r 8, sicakligi 40 °C bulmuslardir. En yiliksek pektin liyaz

aktivitesine karbon kaynagi olarak narenciye pektini kullandiklarinda ulagmislardir.

Takci ve Tirkmen, (2016), Tarimsal iiriin atiklar1 bulunan topraktan Bacillus
subtilis izole ederek, hiicre igermeyen supernatant, etanol ve amonyum ¢oktiirmesi gibi 3
teknikle kismen pektinazi saflastirip, SDS-PAGE ile 2 protein bandi goriip, agirliklarini 60
ve 64 kDa olarak bulmuslardir. Maximum enzim aktivitesini 217.44 U/mg ile etanol
cOktiirmesi ile saflastirilan preparatta gozlemlemislerdir. Bu calismanin tekstil, gida,

meyve suyu iiretimi gibi endiistriyel alanlar i¢in kaynak olacagini belirtmislerdir.

Poturcu ve ark., (2017), Aspergillus niger _“WHAKI1’den bugday kepegi ve
narenciye pektini kullanarak batik fermantasyon ile alkali pektin liyaz iiretmislerdir.

Enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon ve iyon degisim kromotografisi ile 76.5
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kat saflagtirmiglar, SDS-PAGE ile molekiiler agirhig yaklasik olarak 23.3 kDa
hesaplamislardir. Optimum pH ve sicaklig sirasiyla 8 ve 40 °C bulmuslar. Meyve sulari ile
yaptiklar1 deneylerde elma suyunun portakal ve nar sular ile karsilastirildiklarinda daha

diistik vizkozite ve daha yiiksek gecirgenlik degerlerine sahip oldugunu gérmiislerdir.

Zhou ve ark., (2017), Firinda kurutulmus tiitiin yapraklarindan izole edilmis
Bacillus subtilis PB1’den amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel filtrasyon
kromografileri yaparak alkali pektat liyaz saflastirmislar, molekiiler agirligin1 SDS-PAGE
yaparak 43.1+0.5 kDa bulmuslardir. Optimum sicakligt 50 °C, pH’sin1 ise 9.5
bulmuslardir. Pektin tiitlin yapraklarinin hiicre duvarinda 6nemli bir bilesen oldugu igin
bunun pargalanmasiyla tiitlin endiistrisinin {iretim ve kalitesinin artacagini one

siirmiislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri Izolasyonu ve identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. Adi jeloz besiyeri
Bacillus sp. bakterilerinin izolasyon asamasinda tiretilmesi amaciyla kullanilmigtir
(Cetin, 1968).

Besiveri Bilesimi (g/Lt)

Et Oziitii 10
Pepton 10
NaCl 5

Agar 15

3.1.1.2. Niitrient broth

Bakterileri tiretmek amaciyla kullanilan sivi besiyeridir (Cetin, 1968). Saf su
icerisinde ¢oziilerek hazirlanan bu besiyeri 121 °C'de 15 dk siireyle otoklavda sterilize

edilmistir.

Besiyeri Bilesimi (g/Lt)

Et Oziitii 10
Pepton 10
NaCl 5

3.1.1.3. Pektin agarh kat1 besiyeri

Bacillus olarak izole edilmis bakteri suslarinda, pektin liyaz enziminin varligini

gormek amaciyla kullanilmistir (Li ve ark., 2012).

Besiveri Bilesimi (g/Lt)

Pektin (elma) 10
Agar 15
Pepton 5
Yeast Extrat S)
K;HPO, 1
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MgSO,.7H,0 0,2
Na,COs3 6

3.1.1.4. Pektinli s1v1 besiyeri

Bacillus olarak izole edilmis bakteri suslarinda, pektin liyaz enziminin varligini

gormek amaciyla kullanilmastir.

Besiveri Bilesimi (g/Lt)

Pektin 10
Pepton 5
Yeast Extrat 5
K;HPO, 1
MgS0,.7H,0 0,2
Na,CO; 6

3.1.2. Kullanmilan Cozeltiler

3.1.2.1. CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide)

Pektin agarli besiyerine ektigimiz suslarin pektin liyaz varligini tespit amaciyla
tizerlerine % 1’lik cetyltrimethyl ammonium bromide CTAB damlatilarak 10 dakika
beklenilmistir (Li ve ark., 2012).

3.1.2.2. IM HCL VE 1M NAOH cézeltileri
Bu ¢ozeltiler Ph ayarlamada kullanilmistir.

1M HCL igin; 82,81 mL derisik ( % 37 lik ve d=1,19) HCI alinip, 1000 mL’ye

seyreltilmistir.

1M NAOH ig¢in; 40,82 g NaOH suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlanmigtir (Giirdol,
2014).
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3.1.3. Enzim aktivitesi icin kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi
3.1.3.1 %1.5’lik pektin ¢ozeltisi

0.15 gr pektin 10 ml 0.01M pH’s1 8 olan Sodyum fosfat tamponuna ilave edilerek,
¢oziilmiistiir (Celik, 2007).

3.1.3.2. 1N NAOH cozeltisi

4 gr NAOH distile suda ¢o6ziildii, son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir (Celik,
2007)..

3.1.3.3. 1N HCI ¢ozeltisi

Yogunlugu 1.12 g/ml olan %36.5’lik HCl’den 13.4 ml alindi ve 150 ml’ye
seyreltilmistir (Celik, 2007).

3.1.3.4. 0.04M Tiyobarbiitirik asit cozeltisi
0.23 gr TBA, 40 ml distile suya ilave edilip ¢oziilmiistiir (Celik, 2007).

3.1.4. Kromotografi tamponlari

3.1.4.1. 0.01 M Sodyum Fosfat Tamponu

Iyon degisim kromografisinde hazirlanan kolona dokiilmiistiir.

Bilesimi
A B
0.01 M NaH,PO, 0.01 M Na,HPO, Distile su pH
1.5602 gr 1.4196 gr 1000 8

Yukarida gosterildigi gibi A ¢ozeltisinden 1,5602 gr, B ¢ozeltisinden 1.4196 gr
alimmis ve son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir, ¢6zeltilerin pH’si

karsilarinda verilen pH degerlerine gore hazirlanmistir (Gomori, G., 1955)
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3.1.4.2. 0.1M, 0.2M, 0.3M, 0.4M NACL tamponu

Iyon degisim kromotografisinde kolondan gecirilen enzim 6rneklerinin yikanmasi

icin kullanilmistir.

Bilesimi

NaCl Distile su
0.1 M 1.17 gr 200 ml
0.2M 2.34 gr 200 ml
0.3 M 3.51gr 200 ml
04 M 4.680 gr 200 ml

1.17 gr NaCl tartilip ve ilizerine 200 ml distile su ilave edilerek 0.1 M NaCLlI

¢ozeltisi hazirlanmustir. (Gomori, 1955).
3.1.5. Elektroforez isleminde kullanilan ¢ozeltiler
3.1.5.1. 2M Tris-HCI

24.4 gr Tris tartilip, 50 ml distile suda ¢6ziilmiis, hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. pH
8.8’e ayarlanmustir (Matyar, F., 2002).

3.1.5.2. 1M Tris- HCI

12.1 gr Tris tartilip, 50 ml distile suda ¢6ziilmiis, hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. pH
6.8’¢ ayarlanmistir (Matyar, F., 2002).

3.1.5.3. SDS %10

10 gr SDS tartilip, hacim 100 ml’ye tamamlanmistir (Matyar, F., 2002).

3.1.5.4. Gliserol %50

50 ml %100°liik Gliseroldan alinmis, hacim 100 ml’ye tamamlanmistir (Matyar, F., 2002).
3.1.5.5. Bromfenol Mavisi %1

0,1 gr Bromfenol Mavisi tartilip, 10 ml distile suda ¢oziilmiistiir (Matyar, F., 2002).
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3.1.5.6. Soliisyon A

Bilesimi

Akrilamid ~ 29.2 gr

Bisakrilamid 0.8 gr

Distile su 100 ml ( Matyar, F., 2002)
Hazirlanan monomer soliisyonu +4 °C de koyu renkli sisede saklanmalidir.
3.1.5.7. Soliisyon B (4X)

Bilesimi

2M Tris-HCIl 75 ml ( ph 8.8)

SDS % 10 4ml

Distile su 21 ml ( Matyar, F., 2002)
3.1.5.8. Soliisyon C (4X)

Bilesimi

1M Tris-HCI 50 ml ( ph 6.8)

SDS % 10 4 mi

Distile su 46 ml ( Matyar, F., 2002)
3.1.5.9. Amonyum Persiilfat( AMPS)(%10)
Bilesimi

Amonyum Persiilfat 0.5 gr

Distile su 5 ml ( Matyar, F., 2002)
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3.1.5.10. Elektroforez tamponu

Bilesimi
Tris 3gr
Glisin 14.4 gr

SDS% 0.1 1gr

Distilesu 1000 ml (ph 8.3) ( Matyar, F., 2002)
3.1.5.11. Ornek Tampon

Bilesimi

IM Tris (ph 6.8) 2 ml

Glicerol %50 2mi

SDS % 10 4ml

Brom Fenol %1 0.1ml

Distile su 1 ml (Laemmli, U.K., 1970)
3.1.5.12. Markar hazirlanmasi

2x buffer ve 8M iire soliisyonu hazirlanmistir. (Sigma-Aldrich SDS7B2)

Laemmli 2x: 1M ph 6.8 tris den 2 ml, %50 glycerol den 4,6ml, %10 sds den 1.6 ml,

%1°lik bromfenol blue’ dan 0.2 ml, merkapto etanol’den 0.4 ml alinip karigtirilmustir.
1Y p

8M iire: 12 gr iire 12,5 ml distile suda tamamen ¢6ziilmesi i¢in 37 derecede 1sitilmig, son

hacim 25 ml ye tamamlanip Ve filtre kagidi ile filtre edilmistir.

8M iireden 0,5 ml alinip ve 0,5 ml laemmli ile vortexde karistirilip ve -20 de saklanmastir.
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3.1.5.13. %13’liik Sepetaring Jel ( Ayirma Jeli) (10 ml)

Bilesimi

Soliisyon A 4.3 ml

Soliisyon B 2,5ml

ddH,0 3.1ml

SDS%10 0,1 ul

AMPS 60 ul

TEMED 12 ul (Laemmli U.K., 1970)

3.1.5.14. %5’lik Stacking Jel (Toplayici Jel) (10ml)

Bilesimi

Soliisyon A 1.7 mi

Soliisyon C 2.5 ml

ddH,0 5.7 mi

SDS%10 0.1ul

AMPS 60 ul

TEMED 20 pl (Laemmli, U.K., 1970)

3.1.5.15. Jel boyama Soliisyonu (1Lt)
Bilesimi

Coomassie blue R250 1 gr

Metanol 450 ml

Asetik Asit 100 mi
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Distile su 450 ml (Matyar, F., 2002)

3.1.5.16. Jelden Boyay1 Uzaklastirma Soliisyonu (1Lt)

Bilesimi

Metanol 100 ml

Asetik asit 100 ml

Distile su 800 ml ( Matyar, F., 2002)

3.1.6. Zimogram testinde kullanilan c¢ozeltiler
3.1.6.1. 20 mM Tris-HCI buffer:

0,24 gr Tris almip, pH HCI ile 9’a ayarlanmig, son hacim 100 ml’ye tamamlanmigtir
(Damak ve ark., 2010).

3.1.6.2. %71’lik Pektin-agar cozeltisi

1 gr agar ve 1gr pektin tartilip, son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir (Damak ve ark.,
2010).

3.1.6.3. %5’lik Ruthenium red boyasi

5 gr Ruthenium red tartilip, son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir (Damak ve ark., 2010).
3.1.7. Enzimin optimum pH’sinin saptanmasi i¢in kullanilan tamponlar

3.1.7.1. NaH,PO, tamponu

0.70 gr NaH,PO, distile suda ¢oziiliip, son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir, pH’lar1 7 ve
8’e ayarlanmistir (Celik ve ark., 2014).

3.1.7.2. NaHCOg3; tamponu

0.42 gr NaHCO;3 distile suda ¢oziilmiis, son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir, pH’lar1 9 ve
10’a ayarlanmistir (Celik ve ark., 2014).
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3.2. Metod
3.2.1. Bakteri izolasyonu ve tanimlanmasi

3.2.1.1. Topraktan Bacillus sp. suslarmmn izolasyonu

Bu calismada Mersin Erdemli Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’nden
alkali oldugu bilinen toprak Ornekleri alinmustir. Bacillus tiirii bakteriler suda da
yasayabilirler fakat endospor olanlar genellikle toprakta oldugundan, toprak orneklerinden
izole edilmistir. 6 farkli toprak drneginden, 6 farkli tiipe birer ¢ay kasig1 koyulup, lizerine
4.5 ml distile su eklenip siispansiyon haline getirilip ve su banyosunda 30 dk 60 °C’de
bekletilmigtir. Alkali toprak ornekleri sicaklik ile muamele edildi, boylece yiiksek 1sida
vejetatif hiicreler oOliirken, spor formdakiler canli kalacagindan elimizdeki bakterilerin

genellikle Bacillus olmasi saglanmistir.

Su banyosundan alian 6 tiip teker teker 1/10 oraninda, son tiip 10 oluncaya dek
seyreltilmistir. Bunun i¢in ilk tiipten 500 ul alinip ikinci tiipe konulup, ikinci tiipten 500 pl

aliip t¢iincii tiipe konulmustur. Béylece son tiip 10 olana dek isleme devam edilmistir.

Seri sulandirma yapilarak seyreltilen 10, 107, 10° olan tiiplerden 100 pl alinarak
Bacillus sp. kolonilerini tek diisirmek amaciyla steril edilmis petrilerin i¢cindeki adi jeloz
besiyerine (Cetin, 1968) dragelski ¢ubugu ile yayma seklinde ekim yapilmis ve 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra petrilere tek diisen morfolojileri farkl:
kolonilerden igne 6ze ile adi jeloz besi yerine ¢izgi metodu seklinde ekim yapilmistir.
Ertesi giin besi yerinde iiretilen suslar stre¢ film ile kapatilip, petrilerin ekim yapilan
yiizeyi yukar1 gelecek sekilde +4 °C’de saklanmistir. Boylece bundan sonraki ¢aligmalar

i¢in stoga alinmistir.
3.2.1.2. Pektin liyaz varhginin saptanmasi

Stoga alinan bakteri 6rneklerinin pektin liyaz iretip tiretmedigi arastirtlmistir.
Bunun i¢in 3.1.1.3’de belirtilen segici besi yeri hazirlanmistir. Hazirlanan pektin agarli kati
besi yeri icin petriler 4’e boliinerek 6 toprak orneginden alinan Grnekler igne 6ze ile

ekilmis, inkibatdrde 3-7 giin aras1 37 °C’de iiremeye birakilmistir (Li ve ark., 2012).

Uretilen bakteriler tek bir petriye ekilerek %1°lik CTAB ile boyanmistir. Boyanan

bakterilerin c¢evresinde seffaf zonlar gériinmiis ve bunlarin pektin liyaz enzimi iireten
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bakteriler oldugu anlasilmustir (Li ve ark., 2012). Bu bakteriler adi jeloz besiyerine ekilerek

bakteri tanimlanmasinda kullanilmistir.
3.2.1.3. Bakteri tanimlanmasinda (identifikasyonunda) kullanilan testler

Stoktan alinan pektin liyaz pozitif olan 18 adet susdan en biiyiik seffaf zon ¢apina
sahip 6 adet sus secilmistir. Se¢ilen bu suglarin 6 tanesi tiir tanimlanmasinin yapilmasi igin
USKiM’e gonderilmistir. USKiM’de The Biolog Gen Ul Microplate metoduyla
biyokimyasal testler ve gram boyama testleri yapilarak tiir teshis edilmistir. Kullanilan
kitler aerob gelisen bakteriler icindir. Tiir teshisi i¢in 1 giin dnceden stoktan alinan
bakteriler adi jeloz besi yerine ¢izgi ekim metoduyla tek tek tek diisecek sekilde oze ile
ekilmigtir. Steril edilmis kiirdanla bakteri alinmis, soliisyonda karigtirilmig, vortexle
calkalanmistir. Bakteri Tirbidimetrede 6l¢iildiikten sonra soliisyon petriye dokiilmiis ve
100 ul olacak sekilde platelere koyulmustur. Bu platelerin 96 kuyucugu vardir, 2 tanesi —
ve + kontrol grubu (igerisinde su var), 94 tanesi ise fenotip test grubudur. Test grubundan
71 tanesi karbon kaynagi kullanim analizleri, 23 tanesi ise kimyasal duyarlilik deneyleri
icerir. Biitlin kimyasallar ve besiyerleri O6nceden doldurulmus ve kurutulmus hazir
bigimdedir. Hazirlanan plateler 32 °C’de 1 giin inkiibe edilmistir. Bu islem sonucunda
platelerde renk degisimleri olmustur. Bilgisayar programindaki kayitl kiitiphanede eslesen

bakteriler belirlenmistir.
3.2.2. Bacillus licheniformis bakterisinin iireme arahig:

Nutrient broth besiyerine Bacillus licheniformis bakterisi ekilip 150 rpm’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Nutrient broth’dan alinan bakteriler iglerinde pektinli sivi besiyeri
bulunan 10 mI’ lik 10 tane erlene konulmustur. inkiibatérde 37 °C” de 150 rpm’de inkiibe
edilmistir. Her giiniin sonunda erlendeki bakteri spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda

substrattan olusan kore karsi dl¢tilmiistiir (Kashyap ve ark., 2000).

3.2.3. Enzimin aktivitesinin saptanmasi

Aktivite tayininde elimizde ki bakteri enziminden 0.25 ml ¢ozelti, 0.25 ml substrat (
%1.5 lik pektin) ¢ozeltisine ilave edilerek ve 10 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. Toplam 0.5
ml olan reaksiyon karistmina 50 ul 1IN NaOH ilave edilip ve 80 °C olan su banyosunda 5
dk bekletilip, sogutulmustur. Bu karisima 0.6 ml IN HCI ve 0.5 ml 0.04 M TBA ¢ozeltisi
eklenmis ve bir kez daha 80 °C de 5 dk bekletilip, sogutulmustur. Elde edilen renkli
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¢ozeltiler 550 nm’de enzim yerine enzimin i¢inde bulundugu tampon eklenerek hazirlanan

kore kars1 okutulmustur (Celik, 2007).

3.2.4. Saflastirma
3.2.4.1. Enzim izolasyonu

5. gliniin sonunda pektinli s1v1 besi yerinde tireyen Bacillus licheniformis bakterisi
santrifiij cihazinda 7000 g’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatant(
ham 6ziit) enzim ¢alismalarinda kullanilmigtir ( Kashyap ve ark., 2000).

3.2.4.2. izole edilen enzimin saflastiriimasi

Tampon olarak 0.01 M, pH’s1 8 olan sodyum fosfat kullanilmistir. 1 Lt tampon i¢in 0.01 M
NaH,PO,’den 1.5602 gr, 0.01 M Na;HPO,’den ise 1.4196 gr alinip iizeri 1 Lt’ye
tamamlanmig, pH 8’e ayarlanmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen supernatant diyaliz
posetine konulup 4°C’de 2 saatte bir tampon degistirilerek 3 kere diyaliz edilmistir. Son
diyaliz 1 gece silirmiistiir. Diyalizden sonra enzim pH’st tekrar 8‘e ayarlanip
kromotografiye hazir hale getirilmistir.

Seliiloze yapisan proteinleri kolondan toplamak i¢in molaritesi 0.1 M, 0.2 M, 0.3
M, 0.4 M olan 100 mI’lik NaCl soliisyonlar1 hazirlanmigtir. Elimizdeki diyaliz edilmis 15
ml enzim 0.01 M sodiumfosfat bufferiyla pH’st 8 olan DEAE Sephacel kolonuna
yiikklenmistir. Tamponu ve herbir konsantrasyondaki NaCl ¢ozeltisini kolondan gegirerek
absorbe olan protein igeren fraksiyonlar 5 ml halinde tiiplerde toplanmis ve 6rnekler 280
nm’de taranmistir (Nadaroglu ve ark., 2010). Aktivite gosteren konsantrasyonu ayni tiipler
birlestirilmis 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 M olacak sekilde 280 nm’de taranmustir.
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3.2.4.3. Saflastirilan enzimin aktivite tayini

Aktivite gosteren farkli konsantrasondaki 4 tiip birlestirilerek mix adi verilmis,
milipore 15 ml’lik filtre tniteleri ile 5000 rpm’de 20 dk santrifiij edilip, 1 gece boyunca
diyaliz edilmistir. Bu asamadan sonra 280 nm’de aktivite tayini yapilmistir (Celik, 2007).

Bundan sonra ¢alismalarimiza bu mix adin1 verdigimiz saf enzimle devam edilmistir.
3.2.5. SDS-PAGE ve Zimogram testleri
3.2.5.1. Protein érneklerinin SDS-PAGE analizi

Elde edilen enzim 6rnekleri molekiiler biiyiikliiklerinin saptanmasi ve saflastirilmis

proteinin saflik derecelerinin tayini i¢in SDS-PAGE yapilmistir.

Elektroforez tanki ve kaset dedigimiz cam plakalar distile su ve alkol ile
yikanmistir. Hazirlanan %13’liik ayirict jel pipet yardimiyla kasete koyulup iizeri su ile
tamamlanmistir. Yarim saat bekleyip donduktan sonra %5’lik toplayici jel, ayirici jelin
istline koyulup taraklar takilmistir (Laemmli, U.K., 1970). Tamamen donduktan sonra
taraklar ¢ikarilmis mix olarak tanimlanan saflastirilmis enzim, ependorf tiiplere sirayla 10
ul enzim, 10 ul 6rnek tamponu ( loading dye) olacak sekilde 1/1 oraninda pipet yardimiyla
konulmustur. Bir tane ependorf tiipiine 5 ul molekiiler agirligi bilinen Sigma- Aldrich
SDS7B2 molekiiler markir koyulup kaynayan suda enzim 6rnekleri 5 dk kadar, marker 1
dk kadar 1sitilmistir. Enzim 6rnekleri 5 dk buzdolabinin dondurucu kisminda bekletilip,
marker en basta ki kuyucuga olmak fiizere enzim Ornekleri de kuyulara Hamilton
siringasiyla koyulmustur. Islemler sirasinda rnekler buz iizerinde bekletilmistir (Damak

ve ark., 2010).

Bu asamadan sonra hazirlanan kaset, i¢i elektroforez yiiriitme tamponuyla dolu olan
tanka koyulup ve enzim ornekleri 80 v’de 20 dk, 150 v’de 40 dk kosturulmustur. Cam
plakadaki jeller ¢ikarilip, safsudan gecirildi. 2 saat boyunca calkalanarak coomasie brillant
blue R250 protein boyasi boyasinda bekletilip tekrar saf sudan gecirilmis ve 18 saat kadar
da calkalanarak boyayi geri alma soliisyonunda bekletilmis, protein bantlari digindaki
boyanin uzaklastirilmasi ve protein bantlariin belirginlesmesi saglanmistir (Damak ve

ark., 2010).

28



3.2.5.2. Zimogram analizi

SDS-PAGE yapmadan o6nce 5 dk kadar kaynayan suda beklettigimiz enzim
ornekleri bu defa direk hazirladigimiz kasetteki kuyulara ayni1 6rnek tamponu (loading dye)
ile yiikklenmigtir. SDS-PAGE’deki tiim sartlar zimogram testinde de saglanmistir. SDS-
PAGE jelinde enzim aktivitesinin (zimogram) saptanmasi i¢in Kosturulan jel Ph’s1 9 olan
20 mM TrisHCI bufferinda 2 saat bekletilmistir. Daha sonra %1°lik pektin agar
¢oOzeltisinde 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra jel %0,05’lik ruthenium
red boyasiyla 10 dakika muamele edilmis ve bantlar goziikene kadar distile suda

yikanmigtir (Damak ve ark., 2010).

3.2.6. Enzimin optimum pH’sinin saptanmasi

Bacillus licheniformis’den tiretilen ve saflagtirilan pektin liyaz enziminin pH’sinin
7-10 arasindaki aktif oldugu deger bulunmustur. Aktivite tayininde kullanilan substrat
¢ozeltisi i¢in pH 7-8’de NaH,PO4, pH 9-10°da NaHCO3 tamponu kullanilmistir. Her iki
tampon i¢in de ayri substrat ¢6zeltisi hazirlanmis ve 1M NaOH ve 1M HCI ile pH’lan

ayarlanmistir.

pH 7, 8, 9, 10 i¢in bir drnek ve kor hazirlanip 6rnek tiiplere ayn1 pH’daki enzim ve
substrat konulurken, kére enzimin i¢inde bulundugu tampon ve ayni pH’ya sahip substrat
konulmustur ( Celik ve ark., 2014). 37 °C’de 10 dk inkiibe edilen tiiplerin 3.4.6. anlatildigi
gibi aktivite tayini yapilmistir.

3.2.7. Enzimin optimum sicakhiginin saptanmasi

Bacillus licheniformis’den {retilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin 40-70 °C
arasinda ki aktiviteleri bulunmustur. Bir 6rnek ve bir de kor olmak tizere her sicaklik i¢in 2
tiip hazirlanip 6rnek tlipe enzim ve substrat, kdre ise tampon ve substrat konulmus ayni
sicaklikta 10 dk. inkiibe edilmis, ( Celik ve ark., 2014) ve 3.4.6. anlatildig1 gibi aktivite

tayini yapilmistir.

3.2.8. Saflastirilan pektin liyaz enziminin portakal suyu iizerindeki etkisi

Bacillus licheniformis’ten iiretilen ve saflastirilan pektin liyaz enziminin portakal
suyu elde etme isleminde kullanarak, portakal suyu verimini etkileyip etkilemedigi

incelenmistir.

29



Marketten Portakal alinarak, yitkanmis, kabuklar1 soyulmus ve blendir yardimiyla homojen
bir piire hale getirilmistir. Yapilan piire 1/1 oraninda saf suyla seyreltilip (40 gr portakal,
40 gr su) ve pH’s1 9’a ayarlanmistir. Bu portakal piiresinden 7.5 gram alinarak 50 mL’lik
behere konulmus ve tizerine 1.5 mL saflagtirilmig pektin liyaz, diger behere ise 7.5 gram
piire alinip 1.5 mL ham 6ziit (saflastirma islemlerine tabi tutulmamis supernatant) ilave
edilmistir. Ugiincii ve en son behere ise 7.5 gram portakal piiresi ve 1.5 mL saf su ilave
edilerek hazirlanan 6rnek kor olarak kullanilmistir. Beherler 60°C ’lik bir su banyosunda
karistirilarak 5 saat inkiibe edilmistir. Piireler sogutulduktan sonra portakal sulari siizgeg
kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen portakal sular1 kontrol (saf su ile yapilan deneme)
numune ile karsilastirilarak portakal suyu elde etme verimi asagida verilen sekilde

hesaplanmistir ( Celik., 2007).
Enzimli deneme (mL) - Kontrol (mL)

% Verim = x 100

Kontrol (mL)

Meyve suyu alindiktan sonra geriye kalan meyve posasi sabit tartima gelinceye kadar
105°C’de kurutulmustur. Saf pektin liyaz ve ham ekstrakt kullanilarak elde edilen meyve
sularindan geriye kalan kuru maddelerdeki agirlik kayb1 saf su ile yapilan deneme (kontrol

deneme) ile karsilagtirilarak % pargalanma olarak hesaplanmstir (Soares ve ark., 2001).

| (Enzimli deneme (gr) - Kontrol (gr) |

% Pargalanma = x 100

Kontrol (gr)

Elde edilen portakal suyunun hacmi, i¢inde enzim yerine su bulunan kontrol’e gére

kac kat arttig1 100 gr portakal i¢in hesaplanmustir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Topraktan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu ve pektin liyaz iireten suslarin

belirlenmesi

Alkali oldugu bilinen toprak 6rnekleri laboratuvar kosullarinda yapilan islemlerden
sonra adi jeldz besiyerine tek koloni diisecek sekilde ekilmistir. Inkiibasyon siirecinden
sonra lizerinde tireme goriilen ve morfolojilerine bakilarak Bacillus sp. oldugu diisiiniilen,

toplam 53 bakteri izole edilmistir.

Elimizdeki 53 bakteri susundan pektin liyaz pozitif suslarini bulmak igin, pektin
agarli kat1 besi yerine ekim yapilmis ve 18 susun tiredigi belirlenmistir. Bu suslar adi
jelozden izole edilerek tekrar pektin agarli kati besiyerine ekilmistir. Petriye CTAB
damlatilarak boyanmistir. En biiyiik zon ¢apina sahip 6 adet bakteri secilmis ve adi jel6z

besi yerine ekim yapilarak tanimlanmasi ig¢in +4 °C’de saklanmustir.

Sekil 4.1. Pektin liyaz iireten Bacillus sp. susunun goriintiisii

4.2. Bakteri identifikasyonu

Pektin liyaz (+) olarak belirlenen 6 ornek tiir tanimlanmasinin yapilmasi i¢in
USKiM’e gonderilmistir. USKiIM’de The Biolog Gen 1l Microplate metoduyla

tanimlamas1 yapilan 6 adet sustan daha oOnce pek calisilmamis ve programin
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kiitiiphanesindeki 1300 bakteriden en yiiksek eslesme oranina sahip sus ¢alismalarin diger
basamaklarinda kullanilmak {izere se¢ilmistir. Sonuglar pozitif ve negatif olarak

degerlendirilmistir.

The Biolog Gen lll Microplate yontemiyle tanimlanan bu sus Bacillus licheniformis
olarak belirlenmistir. EKim yapilarak stoga alinan kiiltiir enzim aktivitesi ve diger

biyokimyasal testler igin +4 °C’de saklanmustir (Telke ve ark., 2011).
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Cizelge 4.1. Bacillus licheniformis Bakterisinin Identifikasyonunda Kullanilan
Biyokimyasal Testlerin Diizeni ve Pozitif-Negatif sonuglari  (The Biolog Gen 1l
Microplate)
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Negative Dextrin D-Maltose D-Trehalose |D-Cellobiose | Gentioblose | Sucrose D-Turanose
Control
+ + + + + + +
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
D-Raffinose |a-D-lactose |D-Mellbiose |p-Methyl-D- | D-sallicin N-Acetyl-D- | N-Acetyl-8-D- | N-Acetyl-D-
Glucoside Glucosamine | Mannosamin | Galactosamin
+ 2 + + + + e e
ol ol
C1 c2 C3 C4 C5 Cé6 c7 C8
a-D-Glucose |D-Mannose | D-Fructose D-Galactose | 5-Methyl D-Fucose L-Fucose L-Rhamnose
Glucose
+ + + + o) o) +
ol
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
D-Sorbitol D-Mannitol D-Arabitol Myo-inositol | Glycerol D-Glucose- | D-Fructose- |D-Aspartic
6-PO4 6-PO4 Acid
+ + 9 + + +
ol ol
E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8
Gelatin Glycyl-L- L-Alanine L-Arginine L-Aspartic L-Glutamic L-Histidine L-
Proline Acid Acid pyroghutamic
+ + + + + + 2 Acid
ol
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Pectin D-Galacturoni | L-Galactonic | D-Gluconic D-Glucuronic | Glucuronami | Mucic Acid Quinic Acid
. Acid Lactone |Acid Acid de
Acid+
+ + + +
c ol ol
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
P-Hydroxy- Methyl D-Lactic Acid | L-Lactic Acid | Citric Acid a-Keto- D-Mallic Acid | L-Mallic Acid
Phenylacetic | Pyruvate Methyl Glutaric Acid
Acid + Ester + + o} o) +
- ol
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8
Tween 40 T-Amino- a-Hydroxy- B-Hydroxy- a-Keto- Acetoacetic | Proptonic Acetic Acid
Butryric Acid | Butyric Acid |D,L Butyric Acid | Acid Acid
+ Butyric Acid + +
o} ol . ol ol
A9 Al0 All Al2 B9 B10 B11 B12
Stachyose Positive PH 6 pH5 N-Acetyl 1% NaCl 4%NacCl 8%NaCl
Control Neuraminic
o) + + 8] Acid 8) + +
C9 C10 c1u C12 D9 D10 D11 D12
Inosine 1% Sodium | Fusidic Acid | D-Serine D-Serine Troleandomy | Rifamycin SV | Minocycline
Lactate cin
9 - - - o} o) -
+
E9 E10 El11 E12 F9 F10 F11 F12
L-Serine Lincomycin Guanidine Niaproof 4 D-Saccharic | Vancomycin | Tetrazollum | Tetrazollum
HCI Acid Violet Blue
+ + + - 2 0
cC -
G9 G10 Gl1 G12 H9 H10 H11 H12
Bromo- Nalidixic Acid | Lithium Potassium Formic Acid | Aztreonam Sodium Sodium Brom
Succinic Chloride Tellurite Butyrate
Acid 9 + + o) + + -
+
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0 : negatif ve pozitif kontrole gore sinirdaki degerleri ifade eder.
¢ : positif uyumsuz degerleri gosterir.

9 : negatif uyumsuz degerleri gosterir.

4.3. Bacillus licheniformis bakterisinin iireme arahigina ait bulgular

10 glin boyunca pektinli s1v1 besiyerine ekimi yapilan bakteriler gézlemlenmistir.
Her 24 saatin sonunda Bacillus licheniformis erlendeki sisesinden alinarak

spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda okunmustur.

Calismalar sirasinda Bacillus licheniformis bakterisinin 1. ve 10. Giinler arasindaki
bliylimesi gozlenmistir. 1. glin baslangic donemidir, ¢ogalma i¢in hazirliklarin1 yapan
bakteri, metabolizmasini arttirarak, hacmini biiyiitmistiir. 1. ve 5. giinler aras1 logaritmik
donemde bakteri sayis1 hizla artmis bunun yaninda bakterilerin hacmi kii¢lilmiistiir. Bakteri
en iyi degeri 5. giinde gostermistir, 5. glinden sonra biiylime hiz1 azalarak, 6lim dénemine
girmigstir. 10. glinde 1. giinden sonra ki en diisiik degeri gostermistir. Dyk ve ark., (2010)
caligmalarinda Bacillus licheniformis bakterisini 3. giin (72. Saat) sonunda, Sneha ve ark.,
(2015) 3. gilinden sonra, ellerindeki bakterilerin biliylime degerlerini gz Oniine
bulundurarak deneylerine devam etmislerdir. Sonuclarin grafik olarak degerleri sekil 2 de

gosterilmistir.

2,916

Absorbans

1.Gun 2. Gun 3. Gun 4. Gun 5. Gun 6. Gun 7. Gun 8. Gun 9.Gun 10. Gun

Giin Sayisi

Sekil 4.2. Bacillus licheniformis’ in biiylime egrisi
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4.4. Bacillus licheniformis’in pektin liyaz iiretme kapasitesi

10 ml Nutrient broth sivi besiyerine Bacillus licheniformis bakterisi ekilip 150
rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin iireyen bakteriden 5 ml alimip ve 50 ml
pektinli s1v1 besiyerine ekilmistir. Uremesinin 5. giiniinde bakteri inkiibatérden alinmis ve
7000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatant 1/1, 1/2, 1/5, 1/10
oranlarinda seyreltilmis bu asamadan sonra 3.4.6. daki aktivite tayinine gec¢ilmistir.
Ornekler 550 nm’de okunarak supernatantta pektin liyaz aktivitesi tespit edilmis boylece
Bacillus licheniformis’in pektin liyaz enzimi iirettigi belirlenmistir. Aktivite sonrasi renk

degisimleri sekil 4.3’de, verilerle ilgili grafik gosterimi sekil 4.4’de verilmistir.

Sekil 4.3. Supernatantin Pektin liyaz aktivitesi 6lgiimii sonrasinda olusan renk degisimleri
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Sekil 4.4. Seyreltilmis pektin liyaz enziminin aktivite ylizdeleri

Pektin liyaz enziminin supernatantta calisilmis seyreltme oranlarina gore; 1/1
oraninda Ki enzimde maximum relatif aktivite goriilmistiir. Enzim seyreldikce aktivite

diismiis, 1/2° de % 65, 1/5 < de % 35, 1/10 oraninda ise % 21 ile en diisiik seviyesine

gelmistir.

4.5. Bacillus licheniformis’den iiretilip saflastirilan pektin liyaz enzimlerinin aktivite

sonuc¢lari

Saflastirma islemi icin DEAE-Sephacel iyon degisim kromotografisi kullanilmstir.
Bacillus licheniformis 'den elde edilen supernatant 4°C’de 2 saatte bir diyaliz edildikten
sonra kolona yiiklenmistir. Tampon ve herbir konsantrasyondaki NaCl ¢6zeltisi kolondan
gecirilerek fraksiyonlar 5 ml halinde tiiplerde toplanmis ve drnekler 280 nm’de okunarak

aktivite tayini yapilmis, elde edilen bulgular sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. DEAE- Sephacel iyon degisim kromotogrofisi kullanarak
Bacillus licheniformis’ den tiretilip saflastirilan Pektin Liyaz enziminin NaCl ile gradient
eliisyonu

Diisiik aktivite gosteren tiiplerden; 0.1 M konsantrasyondan 3,8,9,16 numarali, 0.2
M konsantrasyondan 8,9,10,11,13 numarali, 0.3 M konsatrasyondan 16,17,18,19 numarali
tiipler elenmis, 0.4 M konsantrasyondan ise 2 ve 12 numarali tiipler hari¢ diger tiipler

elenmis, kalan yiiksek aktivite gosteren tiipler birlestirilmis ve mix ad1 verilmistir.

Supernatant, 0.1M-0.4 M Konsantrasyon araligindaki Ki tiipler 280 nm’de okunmus
sonuclar grafikle gosterilmistir. Mix olarak adlandirilan tiip, konsantrasyon tiiplerinde
5000 rpm’de 20 dk santrifiij edilip 1 gece boyunca diyaliz edilmistir. Bu asamadan sonra
da 280 nm’de aktivite tayini yapilmistir. Aktivite sonuglarmin grafigi sekil 4.6’da

gosterilmigtir.
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Sekil 4.6. Bacillus licheniformis’ den iiretilip saflastirilan Pektin Liyaz enziminin ve
supernatantin aktivite degerleri

Bacillus licheniformis den elde edilen enzimin supernatanti, 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M,
0.4 M konsantrasyonlu saf enzimleri ve yiiksek aktivite gosteren tiiplerin iginde bulundugu
mix adin1 verdgimiz saf enzimin relatif aktivitelerini karsilastirdigimizda maximum
aktivite % 100 ile supernatantta bulunmustur. 0.1 M’de relatif aktivite % 72 iken, 0.2 M’de
% 74°de, 0.3 M’de % 72’de, 0.4 M’de % 65°, mix’de ise %74 olarak ol¢iilmiistiir.

Madu, J.O., (2016)’nun yapmis oldugu calismada ¢Op atiklarindan izole ettigi
Bacillus licheniformis’den DEAE-sephadex kromotografisi ile pektinazi saflagtirmis ham
enzimin yani supernatantin aktivite verimi % 100 iken ve saf enzimin aktivite verim
yiizdesini % 39.15 olarak bulmustur. Kobayashi ve ark., (1998) ise Bacillus suslarindan
elde ettikleri pektat liyazda kiiltiir supernatantinin verimi % 100 iken, amonyum siilfat
cokeltmesi ile verimin % 80’e, superQ-toyopearl kromotografsi ile % 67’ye, biocad-hs
kromotografisi ile de % 55’¢ diistiigiinii gostermistir. Bununla beraber toplam protein
miktar1 da gittikge azalmis fakat saflik derecesi de giderek artmistir. Hamdy, H., (2005)
Rhizopus oryzae’den saflastirdigi pektin liyazin ham Oziitiniin verimi % 100 iken,

amonyum siilfat ¢okelmesi, jel fitrasyonu , iyon degisim kromotografisi ile sirasiyla %
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70.29, 53.32, 42.96 olarak bulmustur. Toplam aktivite ve protein miktar1 azalirken saflik

derecesi ve spesifik aktivite artmistir.

Relatif aktivitenin supernatantta yiiksek olup saflastirildiktan sonra diismesinin
nedeni bekleme siiresinin uzamasiyla beraber sonugta aktivitenin korunamamasi olarak
yorumlanabilmektedir. Bunun yaninda saflastirma basamaklarmin artmasiyla her adimda

aktivite kaybinda artis oldugu sdylenebilir.

Sekil 4.7. Bacillus licheniformis ‘den izole edilip, iiretilen enzimin DEAE-Sephacel iyon
degisim kromotografisi ile saflastiriimasi

4.6. Bacillus licheniformis’den iiretilen, saflastirillan pektin liyaz enziminin SDS-

PAGE ve Zimogram sonuclari

Bacillus licheniformis’den fretilip DEAE-Sephacel iyon degisim kromografisi
kullanilarak saflastirilan pektin liyaz enziminin safligin1 kontrol etmek ve molekiil
agirligimi saptamak amaciyla 3.4.8.1. ve 3.4.8.2.°de anlatildigi gibi SDS-PAGE ve
Zimogram yapilmustir. Jel formiilasyonlar1 Laemmli U.K. (1970)’e gére uyarlanmistir.
Standart protein olarak Sigma-Aldrich SDS7B2 marker: 180, 116, 90, 58, 48.5, 36.5, 26.6
kDa agirliga sahip 7 farkli proteinin karisimindan olusmaktadir. Elektroforez isleminden
sonra jel comassie blue ile boyanmis, boya geri alinmistir. Goriilen protein bandinin

fotografi ¢ekilmistir. Elde edilen goriintii sekil 4.8’de verilmistir. Zimogram testinde ise jel
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TrisHCI bufferinda, pektin agar ¢ozeltisinde bekletilmis ve ruthenium red ile boyanmustir,

boya geri alindiktan sonra elde edilen goriintii sekil 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.8. SDS-PAGE sonrasi jelin coomassie blue ile boyamadan elde edilen goriintiisii

Sekil 4.9.SDS-PAGE sonrasi jelin Ruthenium red ile boyamadan sonra elde edilen
zimogram goriintiisii
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Enzimin zimogram goriintiilerinde tek bant gortilmiistiir. Bu bant 36.5 kDa agirliga
sahiptir. Sekil 4.9’daki sar1 bolge saflastirilmis pektin liyaz varligimi géstermektedir. Madu
ve ark.,, (2016)’nin Bacillus licheniformis ile yaptig1 calismada Pektinaz enziminin 38 kDa
biiyiikliige sahip tek bant seklinde gordiigiinti bildirmistir. Payasi ve ark., (2006) muzdan
pektat liyaz enzimini izole edip, saflastirarak enzimin molekiil agirligin1 43 kDa olarak
bulmuslardir. Demir ve ark., (2011) Geobacillus stearothermophilus Ah22’den iirettikleri
pektin liyazin 36 kDa agirliga sahip tek bant igerdigini belirtmistir. Gang ve ark., (2010)
Bacillus sp. N16-5’dan saflastirdiklari pektat liyazda 42 kDa agirliga sahip tek polipeptit
zinciri gormiisledir. Schlemler ve ark., (1987) ise Pseudomonas fluorescens W51 ‘den
saflastirdiklari pektin liyazin agirhi@ini 32 + 1 kDa bulmuslardir. Semenova ve ark., (2006)
Penicillium canescens ‘den saflagtirdiklart pektin liyaz enziminin 38 kDa agirliginda tek

banta sahip oldugunu bildirmislerdir.

Genellikle mikroorganizmalardan elde edilen pektinazin molekiiler agirliginin 30-
70 kDa araliginda oldugu bildirilmistir (Klug-Santner ve ark., 2006, Banu ve ark., 2010).
Bununla birlikte, molekiiler agirligi 70 kDa'dan daha biiyiik olan mikrobik kaynaklardan
pektinazlar hakkinda raporlar bulunmaktadir (Kashyap ve ark., 2000, Kobayashi ve ark.,
2001). Onceki ¢alismalarda gerek bitkiyle, gerek mantar cesitleriyle, gerekse Bacillus
suslariyla yapilan enzim deneylerinde elde edilen sonuglar calismamizin sonuglarinm

desteklemektedir.

4.7. Bacillus licheniformis’den iiretilen, saflastirllan pektin liyaz enziminin optimum

pH sonuclar:

Materyal ve metod boliimiinde belirtildigi gibi Nadaroglu ve ark., (2010)’larinin
yapmis olduklar1 ¢aligmalar dogrultusunda; elde edilen enzimin, pektin liyaz aktivitesi

tizerine pH nin etkisi pH 6, 7, 8,9 degerleri i¢in belirlenmistir. Buna gore;

Bacillus licheniformis’den elde edilen enzimin pH’sin1 belirlemek i¢in 3.4.9.’da
anlatildigi sekilde deneyler yapilip, aktivitesine bakilmistir. Elde edilen absorbans
degerlerine gore 9% relatif aktivite bulunmustur. Sonuglarin grafigi Sekil 4.10°da
gosterilmistir. Saflagtirilan enzimin maximum relatif aktivitesi % 100 ile pH’sinin 9 oldugu
tipte goriilmistiir. Yiksek aktivite gosterdigi aralik 9-10 olarak bulunmustur. Aktivitesi
pH 9’dan pH 7’ye kadar giderek diismiistiir. En diisiik relatif aktivite ise % 72 ile pH 7’de

gorilmiistiir.
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Sekil 4.10. Bacillus licheniformis’ den iiretilip saflastirilan Pektin Liyaz enzimi iizerine
pH nin etkisi

Embaby ve ark., (2014) Bacillus licheniformis SHG10’den izole edilen
poligalakturonaz enziminin pH 3-11 araliginda aktivite gosterdigini sdylemistir.
Ramanujam ve ark., (2008) Aspergillus niger’den iirettikleri pektin liyazin pH 4-8
araligini1 ¢alismis, enzimin maximum aktivite gosterdigi degeri pH 6 olarak bulmuslardir.
Hamdy ve ark., (2005) Rhizopus oryzae’den saflastirdiklari pektin liyazin pH’sm1 7.5,
Namasivayam ve ark., (2011) Bacillus cereus’dan kismi saflagtirmayla ftrettikleri
pektinazin yapiminin arttigi optimum degeri 8.5, Yadav ve ark., (2008) Aspergillus
flavus’dan saflastirdiklart pektin liyazin pH 6-9 araliginda %50 ile maximum aktivite
gosterirken , enzimin optimum degerinin 8 oldugunu gostermislerdir. Sukhumsiirchart ve
ark., (2014) Bacillus sp. RN1’den saflastirdiklar1 pektat liyazin pH 10’da yiiksek aktivite
sergiledigini, aktiviteyi pH 4-10 arasinda nispeten stabil olarak bulmuslardir. Al balaa ve
ark., (2014) Bacillus subtilis BPLSY 1°den saflastirdiklar1 pektat liyazi pH 7-11 arasinda

calismis ve maximun aktiviteyi ise 9.5 gozlemlemislerdir.

Mantarlarla yapilan 06nceki calismalarda caligmalarda pH degerleri asidige
yakinken, Bacillus bakterisi ile yapilan c¢aligmalarda pH degerleri alkali degerler
gdstermistir. Izole ettifimiz enzimin alkalifilik oldugu gériilmektedir. Bacillus suslarinin
¢ogu pH 7-9 arasinda yiiksek miktarlarda pektinaz tiretirler ( Kobayashi ve ark., 1998). Bu

sonuglara gore alkali toprak oOrneklerinden izole ettigimiz Bacillus licheniformis’ den
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tiretilip saflagtirilan pektin liyaz enziminin pH’st optimal deger olan 9’un iizerinde veya
asagisinda degistiginde enzim aktivitesinin de azaldig1 goriilmiistiir. Enzim aktivitesinin
optimumdan uzaklagsmasi pH degerinin enzimin stabilitesi iizerindeki etkisine bagl

olabilecegi belirtilmektedir (Dixon ve ark., 1979).

4.8. Bacillus licheniformis’den iiretilen, saflastirilan pektin liyaz enziminin optimum

sicaklik sonuc¢lari

Bacillus licheniformis’den elde edilen enzimin optimum sicakliklarini belirlemek
i¢in 3.4.10’da anlatildig1 sekilde deneyler yapilip, aktivitesine bakilmistir. Sekil 4.11°deki
Aktivite-sicaklik grafikleri ¢izilmistir.

Relatif Aktivite (%)
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Sekil 4.11. Bacillus licheniformis 'den iiretilip saflagtirilan Pektin Liyaz enzimi {izerine

sicakligin etkisi
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Sekilde de gorildigi gibi enzim maximum aktiviteyi 60 °C’de gostermektedir.
Enzim 50 °C’de aktivitesini % 92 ile korurken, 40°C’de % 64’¢, 70 °C’de ise % 32’ye
diismiistiir. Bir¢ok ticari uygulamada kullanilan pektinaz (Pectinex 3XL) bile, 50 °C veya
daha yiiksek sicakliklarda uzun siireli maruz kalmalarda inaktive olabilmektedir (Ortega ve
ark., 2004). Enzimin 1s1 ile denatiirasyonu ve bunu takiben yiiksek sicakliklardaki uzun
siireli maruz kalma nedeniyle inaktivasyonun, pektinaz aktivitesindeki bu diisiisten

sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda, Embaby ve ark., (2014) Bacillus licheniformis SHG10’den
izole edilen poligalakturonaz enziminin 50 °C’de optimum aktiviteye ulastigini
belirtmislerdir. Chiliveri ve ark., (2014) Bacillus tequilensis SV11’ den saflastirdiklar
pektat liyazin optimal aktivite gosterdigi sicakligi 60 °C, Rehman ve ark., (2015) Bacillus
licheniformis KIBGE-IB21’den kismi saflastirdiklari poligalakturonazin 40 °C’de stabil
oldugunu, Poturcu ve ark., (2017) Aspergillus niger WHAKZ1’den alkalin termostabil
pektin liyaz saflastirip 40-80 °C arasinda galisarak optimum sicakligi tespit etmeye
calismis ve 40-70 °C araliginda farkli zamanlarda yeterli aktiviteye sahip oldugunu
gostermistirlerdir. En yiiksek aktivite degerine ise 40 °C’de 60 dk ile ulasmustir. Maller ve
ark., (2012) Aspergillus niveus’tan iirettikleri pektin liyazin optimal sicakligini ise 55 °C

olarak tespit etmislerdir.

Mikroorganizmalar genel olarak psikrofil, mezofil ve termofil olmak iizere 3 gruba
ayrilirlar. Termofilik organizmalar yiliksek sicakliklarda yasamaya adapte olup kendi
aralarinda 1limli termofiller (45-65 °C) ve hipertermofiller (85 °C) seklinde ayrilirlar
(Giiven, R.G., 2011). Bu sonuglara gore izole ettigimiz enzimin 1limli termofil 6zellikte

oldugunu soyleyebiliriz.

4.9. Bacillus licheniformis’den iiretilen, saflastirilan pektin liyaz enzimiyle yapilan

portakal suyu elde etme sonuclari

Pektin liyaz enzimini portakal suyu iiretiminde kullanarak meyve suyu verimini
etkileyip etkilemedigi incelenmistir. Bunun i¢in saflagtirilmis enzim ile beraber, ham 6ziit (

supernatant) bu islemlerde kullanilmstir.

100 gr portakal i¢in portakal suyunun hacminin kontrole gore kag¢ kat arttigi ve
yiizde ka¢ oraninda parcalandigi hesaplanmistir. Bulunan sonuglar ¢izelge 4.3. ve 4.4.’de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.2. Bacillus licheniformis 'den elde edilen ham 6ziit ve saflastirilmis pektin liyaz
ile islem gormiis portakal suyu miktarinin kontrole gore artis miktari

Portakal ( 100gr) Su (kontrol) Hamoziit Saf pektin liyaz
(saflasmamis pektin
liyaz)

Hacim (ml) 70 82 88

Verim % 16 25

Cizelge 4.3. Bacillus licheniformis den elde edilen ham 6ziit ve saflastirilmis pektin liyaz
ile iglem gdérmiis portakal suyu piiresinin Kuru maddesindeki ylizde par¢alanma orani

Portakal ( 100gr) Su (kontrol) Hamoziit( Saf pektin liyaz
saflasmamis pektin
liyaz)

Kuru madde (gr) 6.7 3.5 1.9

Azalma % 47 71

Saf pektin liyaz enzimi ile elde edilen meyve suyu miktari, ham ozit ile elde
edilenden daha biiyiik oldugu ortaya c¢ikmistir. 100 gr portakal ile islem goéren saf pektin
liyaz enziminden 88 ml, ham oziitten 80 ml portakal suyu elde edilmistir. Bacillus
licheniformis’den fretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimi ile islem goéren portakal
piiresinden elde edilen meyve suyunun kontrole gore % 25 oraninda arttigi, ham oziitiin ise

% 16 oraninda arttig1 goriilmektedir.

Celik ve ark., (2014) Geobacillus pallidus p26°'dan pektin liyaz saflasgtirmis ve
elma, seftali, havu¢ ve muz iizerinde denemislerdir. Saf pektin liyaz ve enzimin ham 6ziitii
verim ylizdesi olarak sirayla elma icin %, 7 ve 20, seftalide 9 ve 22, havugta 9 ve 12
oraninda bulunmustur. En yiiksek verim ise muzda % 1020 ve 400 olarak gerceklesmistir.

Singh ve ark., (2012) Aspergillus niger’den pektinaz enzimi izole edip, bel (Aegle
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marmelos Correa) meyvesi tizerinde deneyerek meyve suyu verimini incelemisler.
Muamele edilmemis numunenin verimi % 69 iken, enzimin veriminin % 72.5-82.6
arasinda degistigini belirlemislerdir. Nadaroglu ve ark., (2010) Bacillus pumilus’dan
saflastirdiklart pektin liyazin ka¢ kat verim verdigini elma, muz, havu¢ ve portakal
tizerinde denemis sirasiyla kontrole gére ham 0ziit ve pektin liyazin elmada, % 9.5 ve 13,
muzda 118.8 ve 162.5, havugta 108.7 ve 108.7, portakalda ise 116.8 ve 117.8 olarak

arttigini1 bulmuslardir.

Bacillus licheniformis den tretilen ve saflastirilan pektin liyaz enzimi ve ham oziit
ile muamele edilmis portakal suyu miktar1 ile % pargalanma orani, dogru oranda artmistir.
Dolayisiyla kati miktar1 azalmis ve par¢alanma miktar1 artmistir. Yapilan portakal piiresi
sahip oldugu pulp miktari, yani meyve suyu disindaki kati par¢acik miktarinin fazla
olmasiyla vizkoz oldugundan, enzimlerle islem gordiikten sonra goriiliir oranda vizkositesi
azalmistir. Vizkozitesinin ¢ok azalmasinin nedeni pektinlerin % 71 oraninda
parcalanmasindan dogmaktadir. Sonugta elde edilen meyve suyunun kontrole gore arttigi

bulunmustur.
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5. SONUCLAR

Calismada Mersin Erdemli Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’nden alinan
alkali toprak orneklerinden izole edilen Bacillus suslarindan pektin liyaz ireten
mikroorganizmalar izole edilmis, pektin liyaz iretimi yiiksek olan mikroorganizmalar
icinden birer izolat segilmis, en iyi tretici olan izolat iizerinde yapilan biyokimyasal
analizler sonucunda daha once tizerinde ¢ok az calisilan Bacillus licheniformis susu ile

calisilmaya karar verilmistir.

Bacillus licheniformis pektinli kat1 besiyerinde en iyi tireme gosterdigi giin olan 5.
ginde alinarak pektin liyaz enzimini izole etmek i¢in santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra elimizde bulunan supernatant DEAE-sephacel iyon degisim
kromotografisi yontemiyle saflagtirilmistir. Saf enzimin relatif aktivitesine bakilarak % 74
relatif aktvite gosterdigi bulunmustur. Saflastirilan pektin liyaz %13’liikk ayirict jel ve
%35’lik toplayict jel formulasyonlariyla SDS-PAGE teknigi kullanilarak test edilmistir.

Zimogram analizinden sonra molekiiler agirligi 36.5 kDa olan tek bant goriilmiistiir.

Saflastirilan pektin liyaz enziminin karakterizasyonu yapilarak optimum pH’s1 pH
7-10 arasinda calisilarak maximum aktivite 9°da, optimum sicaklig: ise sicaklik 40-70 °C
arasinda calisilarak maximum aktivite 60 °C’de bulunmustur. Saflastirilan pektin liyazin
pH profili, sicak alkali pH araliginda gergeklestirilebilen olas1 endiistriyel proseslerin

kriterlerini karsiladigindan bu alanlarda kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Saflastirilan enzim portakal iizerinde denenmistir. %30-40 ile kuru agirligindaki
pektin miktar1, farkli materyallere gore (elmada % 15-18, limonda 30-35, pancarda 25-30,
havugta 7) daha fazladir (Whitaker, 1984). Bacillus licheniformis’den saflastirilan pektin
liyaz enzimi portakal suyu ile muamele edilerek meyve suyu elde etme veriminin etkisine
bakilmis ve ham 6ziitiin % 16, saflastirilan pektin liyazin ise % 25 oraninda meyve suyu
oranini arttirdi@i saptanmustir. Saflastirilan pektin liyaz portakal piiresinde bulunan

pektinleri % 71’ e varan oranlarda parcalamistir.

Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar,
%3’1inii lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir Agirlikli olarak calisilan
biyoteknolojik agidan 6neme sahip enzimler sunlardir; galaktozidaz, amilaz, pullulunaz,

seliiloz, kitinaz, ksilinaz ve pektinaz. Bu enzimler besin, kimyasal ve farmasotik
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endiistrileri ile ¢evre biyoteknolojisinde potansiyel kullanim alanina sahiptirler (Giiven,

R.G., 2011).

Pektin pargaciklar1 portakal suyunu bulanik hale getirir. Uriinii pazarlanabilir hale
getirmek i¢in pektinaz kullanilarak durultma yapilir. Portakal suyunun klasik islenmesinde,
1sitma aromayt bozar ve donma pahalidir. Dolayisiyla enzimler kullanilir ve meyve

sularmin stabilitesi korunurken, bulaniklik giderilir (Prathyusha ve Suneetha, 2011).

Endiistrinin ~ hemen  her  alaminda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel veya hayvan kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
istenmeyen yan Uriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde

edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir ( Wiseman, A., 1987).

Daha onceki calismalarda pektinazlar icerisinden poligalakturonaz, pektin esteraz,
pektat liyaz ve pektin liyazlarla ilgili arastirmalar yapilmistir. Enzim kaynaklari olarak
cogunlukla mantarlar kullanilmigtir. Pektin liyazlar esas olarak mantar cinsi olan
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tarafindan iiretilir, ancak bakteri ve maya pektin
liyazlart hakkinda bazi raporlar vardir (Yadav ve ark., 2009). Bakteri kullanilan
caligmalarda ise genelde Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus
clausii gibi tiirler kullanilmigtir. Bu ¢aligmada ise pektin liyaz enzimleriyle ilgili tizerinde
neredeyse c¢alisiimamis olunan Bacillus licheniformis segilmis ve calisilmis bdylece

bundan sonraki ¢aligsmalara veri saglanarak kaynak olusturulmasi diisiintilmiistiir.

Bacillus licheniformis’in kolayca kiiltiire alinabilmesi, besin isteginin az olmasi,
istenmeyen toksik yan iirlin olusturmamasi, diisiik maliyetle fazla miktarda elde edilmesi,
elde edilen enzimin meyve suyu endiistrisinde, atik su aritma sistemlerinde, kahve ve ¢ay
fermantasyonunda, kagit ve seliiloz endiistrisinde, hayvan yeminde, bitki viriislerinin
saflagtirllmasinda, yag c¢ikarma islemleri gibi alanlarda kullanilabilmesi nedeniyle
ekonomik degerinin olmasit bu sayede izole edip, saflastirdifimiz enzimin ve ireten

bakterinin tilkemiz ekonomisinde biiyiik 6nemi oldugu kanisina varilmistir.
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