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 ALKALİ BACILLUS SP. SUŞLARINDAN ELDE EDİLEN PEKTİN LİYAZ 

ENZİMİNİN SAFLAŞTIRILMASI VE PORTAKAL SUYU ÜZERİNE ETKİSİ 

(YÜKSEK LĠSANS TEZĠ) 

HAMDĠ GÖKAHMETOĞLU 

ÖZET 

Bu çalıĢmada Mersin Erdemli Alata Bahçe Kültürleri AraĢtırma Enstitüsü‘nden 

alkali toprak örneklerinden izole edilen, Bacillus sp. suĢlarından Bacillus licheniformis 

olarak adlandırılan suĢ seçilmiĢtir. Seçilen bu suĢun pektin liyaz enzimi üretme yeteneği ve  

saflaĢtırılacak enzimin özellikleri araĢtırılarak portakal suyu elde ediminde kullanılması 

amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda Bacillus licheniformis suĢunun tanımlaması The Biolog Gen 

ƖƖƖ Microplate metoduyla yapılmıĢtır. 

 Pektin liyaz enzimi DEAE Sephacel Ġyon DeğiĢim Kolon Kromotografisi ile 

saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan enzim SDS-PAGE ve Zimogram ile kontrol edilmiĢtir. 

Moleküler ağırlığı 36.5 kDa olan tek bant görülmüĢtür. 

SaflaĢtırılan Pektin liyaz enziminin optimum Ģartları (pH ve sıcaklık) araĢtırılmıĢtır. 

Pektin liyaz enziminin optimum pH aralığına bakıldığında ( pH 7-10 aralığında) maximum 

relatif aktivite pH 9‘da, enzimin optimum sıcaklık aralığına bakıldığında (sıcaklık 40 - 80 

°C aralığında) ise 60 °C‘de maksimum aktivite göstermiĢtir. 

Son süreçte saflaĢtırılan pektin liyaz enzimi portakal suyu üretiminde kullanılmıĢtır. 

SaflaĢtırılmıĢ pektin liyaz ve ham özütten elde edilen portakal suyu miktarları enzimsiz 

portakal suyuyla karĢılaĢtırılmıĢ ve çalıĢılan enzimin meyve suyu verimini % 25, ham 

özütün % 15 oranında arttırdığı bulunmuĢtur. 

Sonuç olarak Bacillus licheniformis bakterisinden elde edilen pektin liyaz enzimi  

meyve suyu  endüstrisinde kullanılabilir olduğu bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada elde edilecek 

olan veriler; Ģu ana kadar yapılan ve ileride yapılacak olan araĢtırmalara veri sağlayacaktır. 

Anahtar Kelimeler: Bacillus licheniformis, Pektin liyaz,  saflaĢtırma 
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PURIFICATION OF PECTIN LYASE ENZYME FROM ALKALINE BACĠLLUS 

SP. STRAINS AND ITS EFFECT ON ORANGE JUICE 

(M.Sc. THESIS) 

HAMDĠ GÖKAHMETOĞLU 

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 ƖƖƖ.Microplate 

method.  

The pectin lyase enzyme was purified by DEAE Sephacel Ion 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. 

Key words: Bacillus licheniformis, Pectin lyase, Prufication 
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1.GĠRĠġ 

Kimyasal reaksiyonların süratle oluĢmasını sağlayan biyolojik katalizörler enzim 

olarak adlandırılmaktadır. Enzim adı 1878‘de alman W.Kühne tarafından konulmuĢ olup 

yunanca maya manasına gelmektedir. Canlı hücrelerde meydana gelen en basit 

reaksiyonlar bile enzimlerle katalize edilmektedir. Özel reaksiyonları katalize ettikleri 

içinde spesifiktirler (Atasağungil., 1965).  Her hücre kendi enzimini sentezler. Enzim 

tepkimelerinde bu sürece giren maddelere substrat denir. Enzim bunları farklı moleküllere 

ve ürünlere dönüĢtürür. Her katalizör gibi enzimlerde bir tepkimenin aktivasyon enerjisini 

azaltarak çalıĢır ve böylece tepkime hızını artırır. Enzimlerin 4000‘den fazla biyokimyasal 

tepkimeyi katalizlediği bilinmektedir (Bairoch, A., 2000). Günümüzde yaklaĢık 4000 

enzim bilinmektedir ve bunlardan yaklaĢık 200 tanesi ticari olarak kullanılmaktadır, 

bunların çoğu mikrobiyal kökenlidir. Dünya çapında enzim talebi, on iki önemli üretici ve 

400 küçük oyuncu tarafından karĢılanmaktadır. Enzimlerin yaklaĢık % 60'ı Avrupa'da 

üretilmektedir (Riberio ve ark., 2010). 

Çoğunluğu protein tabiatında olan bu enzimler herhangi bir gayri tabilik olmadıkça 

hücre duvarından dıĢarı geçemez ve faaliyetini hücre içerisinde sürdürür. Bu tip enzimler 

intraselüler enzimler ya da endoenzimler olarak adlandırılır. Enzimler protein tabiatlı 

maddeler olduklarından zaman ile yaĢlanabilir ve kolloidal Ģekillerini kaybederek inaktif 

Ģekle geçer. Bu sebeple organizmalarda devamlı olarak üretilirler. Çoğunluğu protein 

olmakla beraber ribozom adlı RNA molekülleri de tepkimeleri katalizleyebilir ki ribozomu 

oluĢturan bazı RNA‘lar böyledir (Lilly, D.M.J., 2005). Enzimler uzun aminoasit 

zincirlerinden oluĢur ve etkinliği 3 boyutlu yapıları tarafından belirlenir (Anfinsen, C.B., 

1973). Enzimlerin etkinliği baĢka moleküller tarafından etkilenebilir. Ġnhibitörler enzim 

aktivitesini azaltırken, aktivatör adı verilen maddeler aktiviteyi artırır. Bunun dıĢında 

sıcaklık, ortamın pH‘sı, substrat konsantrasyonu aktiviteyi etkileyen diğer faktörlerdir. 

Bazı enzimler etki göstermek için ek bir bileĢiğe ihitiyaç duymazlar ki pepsin, üreaz gibi 

basit enzimler böyledir. BileĢik enzim denen enzimler ise aktivite göstermek için kofaktör 

denen protein olmayan moleküllere ihtiyaç duyar. Örnek olarak metal iyonları, flavin gibi 

maddeler gösterilebilir. Kofaktörler vitaminler gibi organik bir molekül ise koenzim olarak 

adlandırılırlar. Birçok protein etkinlik göstermek için apoenzim denen protein kısımla 
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beraber kofaktör olan protein olmayan kısımlara ihtiyaç duyar. Apoenzim substratı 

belirlerken koenzim ya da kofaktör esas iĢi yapan kısımdır. 

 

 

 

                ġekil 1.1. Enzim yapısının görünümü 

 Enzimatik reaksiyonlar bilinmemesine rağmen yazının kullanılmasından evvel bile 

müĢahade edilmiĢtir. Sütün ekĢimesi, sirke ve peynirin yapılması, ekmeğin mayalanması 

gibi reaksiyonlar çok eskiden beri bilinmekte ve kullanılmakta idi. 

Yunanlılar Ģarabın fermantasyonla üretiminin keĢfini Baküs‘e atfeder. Fakat uzun 

zaman bu reaksiyonların mikroorganizmaların mevcudiyeti ve canlı halde bulunması ile 

mümkün olabileceği zannedilmiĢtir. Payen ve Persoz 1833‘de malt ekstarından alkol ile 

niĢastayı sindiren enzimi çöktürmüĢ ve diastaz adını vermiĢtir. Beaumont aynı tarihlerde 

mide suyunun sindirilmesinin kimyasal bir maddeye bağlı olduğunu bulmuĢ ve 1836‘da 

Schwann bu maddeyi izole ederek pepsin adını vermiĢtir. 19. yüzyılda Louis Pasteur 

fermantasyon, pütrifikasyon gibi kimyasal reaksiyonların canlı mikroorganizmalar 

tarafından oluĢtuğunu kaydetmiĢtir. Fakat Pasteur hadiselerin canlı hücreler tarafından 

hücre içinde oluĢtuğunu gözlemlemiĢ, bu sebepten enzimatik reaksiyonlarda canlı hücrenin 

mutlaka olması gerektiğini belirtmiĢtir. Büchner ise 1897‘de fermantasyon yapan maya 

hücrelerini kumla ezerek hücreleri parçalamıĢ, karıĢımı yüksek tazyik altında süzerek elde 

ettiği hücre içermeyen sıvının glikozu fermante etiğini göstermiĢtir. Böylece Pasteur‘un 

aksine canlı hücrenin gerekli olmadığı dolayısıyla maya hücrelerinin bu reaksiyonları 
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katalize eden enzim karıĢımına sahip olduğu anlaĢılmıĢtır (Atasağungil., 1965). Enzimlerin 

hücre dıĢında da çalıĢtığının gösterilmesini ardından biyokimyasal özellikleri 

araĢtırılmıĢtır. 1926‘da James Sumner üreaz enziminin saf bir protein olduğunu gösterip, 

kristalleĢtirmiĢtir. Saf proteinlerin enzim oldukları Northrop ve Stanley tarafından tripsin 

ve kemotripsin üzerinde yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Mikrobiyal enzimler, optimizasyon ve modifikasyon süreçlerindeki kolaylık, uyum 

ve ekonomik üretimlerden dolayı, bitki ve hayvan enzimlerinden daha kullanıĢlı ve 

avantajlıdır. Bu enzimler, bitki ve hayvanlardan elde edilen enzimlerden daha dayanıklıdır. 

Ekstrem koĢullarda (pH, sıcaklık, tuzluluk vs.) yüksek katalitik aktivite ve stabilite 

göstermektedirler. Son yıllarda endüstride kullanılan enzimlerin büyük bir çoğunluğu 

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

Pektik maddeler, hemiselüloz, selüloz, lignin ve niĢasta gibi polimerler, 

polifenoller, proteinler, arabanlar, tanenler ve metaller gibi maddeler meyve suyunda 

bulanıklığa yol açmaktadır. Berrak ve stabil bir meyve suyu üretimi için bu kolloidler 

küçük moleküllerine kadar parçalanmalıdır. Bu sayede meyve suyu verimi, presleme ve 

durultma verimi artmakta, vizkositenin düĢmesine bağlı olarak filtrasyon kolaylaĢmakta ve 

daha berrak bir ürün elde edilmektedir (Uçan ve Akyıldız., 2012). Bu molekülleri 

parçalayan pektinazlardan biri de pektin liyazdır. 

 Pektin liyaz enzimlerinin, gıda ve tekstil endüstrisinde oldukça geniĢ bir kullanım 

alanı bulunmaktadır. Lifli ürünlerin iĢlenme sürecinde, protoplast elde edilmesinde, bitki 

dokularının yumuĢatılmasında, hayvan yemlerinde, yağ ekstraksiyonunda, çay ve kahvenin 

oksidasyon sürecinin hızlandırılmasında, kâğıt yapımında, atık suların temizlenmesinde ve 

meyve suyu, sirke ve Ģarap üretiminde kullanılmaktadır (Hasan ve Ali., 2016). 

1.1.Enzim kaynakları 

             Endüstride kullanılan enzimler bakteri, maya, mantar gibi mikrobiyal 

kaynaklardan ve böcek, bitki, hayvan gibi organizmalardan da doğal üretilebilirler 

(Hoondal ve ark., 2002;  Yadav ve ark., 2009). 
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1.1.1. Bacillus cinsi bakteriler 

             Bacillaceae familyasına ait olan Bacillus hücreleri çomak Ģekilli, düz veya düze 

yakın, tek endospora sahip, filogenetik olarak düĢük GC grubuna dahi olup gram pozitif, 

kamçılı, aerobik ya da fakültatif anaerob bir bakteridir ( Kıran, Ö., 2001). 

               Ferdinand Cohn ısıya dirençli bakteri tipleri ile ilgilenmiĢtir. Bunun sonucunda 

Bacillus cinsini ve endospor oluĢum sürecini keĢfetmiĢtir. Bacillus‘un bütün yaĢam 

döngüsünü tanımlayarak kaynatma sonucu endosporların değil vejetatif hücrelerin 

öldüğünü görmüĢtür. Karbon ya da azot kaynağı kısıtlı hale gelen Bacillus hücreleri 

üremeyi durdurur ve sporulasyona baĢlar (Brock, 2010).  Endospor oluĢturan bu bakteriler 

genellikle toprakta bulunur, buda bir avantajdır çünkü toprak besin değeri, sıcaklık, su 

aktivitesi bakımından oldukça çeĢitlilik gösterir. 

1.1.2. Bacillus sp.’nin enzim üretiminde kullanımı ve bununla ilgili sebebleri 

Mikrobiyal kaynaklı enzimler çeĢitli bakteri, maya ve küflerden uygun yöntemler 

yardımıyla ekonomik olarak endüstriyel boyutlarda elde edilebilir. Enzimlerin sentezlenme 

miktarları organizmaların türüne göre değiĢir, bundan dolayı çalıĢılacak materyalin 

saptanmasında bol enzim sentezleyen canlı seçilmelidir (Aslan ve Sekin, 1985). 

Bacillus bakterileri tarafından üretilen enzimler, antibiyotikler ve bakteriyosinler 

gibi endüstriyel öneme sahip bileĢikler gıda,  ilaç,  deterjan gibi birçok endüstriyel alanda 

kullanılmaktadır. Bacillus‘lar amilaz,  lipaz,  kitinaz,  ksilanaz, pektinaz, proteaz ve  

selülaz  gibi  farklı  ekstrasellüler  enzimleri üretme  yeteneğine  sahiptirler (Katı ve ark., 

2016). 

Termoalkalifilik suĢlar, stabil enzimler üretme yeteneklerinden ötürü endüstriyel 

amaçlar için büyük ölçüde tercih edilir. Bacillus licheniformis'in alkalifilik yapısı, 

günümüzde deterjanlarda yaygın olarak kullanılan alkali toleranslı proteazların yerine 

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

 Bacillus suĢlarının büyük miktarlarda (20–25 g / L) ekstraselüler enzimler üretip 

salgılama kapasitesi, onları en önemli endüstriyel enzim üreticileri arasına yerleĢtirmiĢtir. 

Farklı türlerin asit, nötr ve alkali pH aralıklarında fermente etme yeteneği, termofil cinsteki 

Bacilluslar‘ın varlığı ile birleĢtiğinde, çeĢitli özel ticari uygulamalara hitap etmek için 

istenen sıcaklık, pH aktivitesi ve stabilite gibi özelliklere sahip Bacillus türleri çeĢitli yeni 

ticari enzim ürünlerinin geliĢtirilmesine yol açmıĢtır (Schallmey ve ark., 2004).  
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1.1. Pektik maddeler 

Pektik maddeler genç bitki hücrelerinin bitiĢik duvarları arasında bulunan, 

yapıĢtırıcı extracelular maddenin ince bir tabakası olan orta lamelin ana bileĢenini 

oluĢturmaktadır. Bu maddeler bitki hücre duvarının en önemli bileĢenidir. Büyük oranda 

anhidrogalakturonik asit birimlerinden oluĢan karmaĢık, kolloidal karbonhidrat 

türevlerinden meydana gelen, yüksek su tutma kapasitesine sahip maddelerdir. Pektinik 

asit, pektin, pektik asit ve bunların tuzlarını içeren bir grup maddeye pektik maddeler 

denilmektedir. Pektik maddeler, meyve sularının bulanıklığından ve görünüĢünden 

sorumlu maddelerdir. Amerikan Kimya Derneğine göre pektik maddeler protopektinler, 

pektik asitler, pektinik asitler ve pektinler olmak üzere dört ana gruba ayrılmaktadır. Bu 

maddelerden protopektinlerin suda çözünmediği, diğer üçünün kısmen veya tamamen suda 

çözündüğü bildirilmiĢtir (Uçan ve Akyıldız., 2012).  Pektik maddeler genel olarak taze 

materyalin ağırlığının % 0.5-4 ‗ü kadardır. 

1.1. Pektinin yapısı ve sınıflandırılması 

Pektinin bitkilerde büyüme, geliĢme, morfogenez, savunma, duvar yapısı, hücre 

genleĢmesi, iyonların bağlanması, büyüme faktörü enzimleri, polen tüpü geliĢmesi, tohum 

hidrasyonu, meyve geliĢimi gibi olaylarda farklı rollere sahip olduğu bildirilmiĢtir (Dubey 

ve ark., 2016). 

Pektin yüksek bitkilerin hücre duvarının matriks materyalinin ana bileĢenidir. Esas 

olarak orta lamel ve birincil hücre duvarında bulunur (Albersheim ve  ark., 1962).   

Talmadge ve ark., (1973), pektinin yüksek bitkilerdeki hücre duvarlarındaki rolünü 

göstermiĢlerdir. Genel olarak ana bileĢen olarak yapısında pektinik asit içeren yapılar 

pektin olarak tanımlanır. Hücre duvarlarında ve doğal formda bulunur. Diğer yapısal 

polisakkaritlerle ve proteinlerle çözünmez propektin oluĢturmak için parçalanabilir. 

OlgunlaĢmamıĢ bir meyvede hücre duvarlarındaki selülüz mikrofibrillere bağlıdır. Bu 

Ģekilde ki pektinler çözünmez ve meyveye sertlik kazandırır fakat pektinin meyvenin 

olgunlaĢma sürecinde meyvede oluĢan doğal enzimler tarafından deĢikliğe uğratılarak 

yapısı değiĢir. Bu değiĢiklikler pektin zincirlerinin ve bağlı bulunan yan zincirlerin 

parçalanmasını içerir. Sonuçta pektin çözünerek çevresindeki hücer duvarı gevĢer ve bitki 

yumuĢar (Kashyap ve ark., 2000).  
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Ana bileĢeni, α 1,4 glikozidik bağlara bağlı α-D-Galakturonik asit moleküllerinden 

oluĢur. Galakturonik asitin oluĢturduğu linear poligalakturonik asit ana zincirinde α -1-2 

glikozidik bağla bağlanmıĢ ramnoz molekülleri yer almaktadır. Ramnoz moleküllerine 

uzun yan zincirler veya monomerler olarak nötral Ģekerler ( arabinoz, fruktoz, galaktoz, 

glukoz, mannoz, ksiloz) bağlanmıĢtır. Pektin molekülleri, linear zincir (düz bölge) ve yan 

zincirlerinin bulunduğu kısım (saçaklı bölge) olmak üzere özel bir yapıya sahiptir.  

 

 

                    ġekil1.2. Pektin molekülünün Ģematik olarak moleküler yapısının görünüĢü   

Galakturonik asit ünitelerinden bir kısmı metanol ile esterleĢmiĢ haldedir. Pektin 

molekülünde bulunan metanol ile esterleĢmiĢ galakturonik asit miktarının %50‘nin altında 

ve üstünde olmasına göre düĢük ve yüksek esterleĢme dereceli pektin Ģeklinde 

değerlendirme yapılmaktadır. EsterleĢme oranı pektinin jelleĢme koĢulları ve jelleĢme 

hızının bir göstergesidir. EsterleĢme oranı arttıkça jelleĢme için gerekli Ģeker miktarı 

artarken, jelleĢme için gerekli optimum pH değeri yükselmekte ve jelleĢme süresi 

kısalmaktadır (Bakan ve ark., 2016).   

1.1. Pektik enzimler 

              ÇeĢitli yapılardaki pektik maddelerin bolluğu, çok sayıda pektini parçalayan 

enzimlerin varlığına bağlıdır. Bu enzimlerin her biri kendine özgü optimum pH‘ya, hareket 

mekanizmasına, substrat spesifitesine sahiptir (Houdenhoven, 1975). Pektik maddeleri 
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hidrolize eden enzimler pektik enzimler, pektinolitik enzimler veya pektinazlar olarak 

bilinir ve temel zincirlerin değiĢme türüne göre poligalakturonazlar, pektin esterazlar, 

pektin liyazlar ve pektat liyazlar olarak 4‘e ayrılırlar (Hoondal ve ark., 2002). 

1.2. Pektin liyaz 

 

              Litaratürlerde anlatılan pektin liyazlar kabaca 2‘ye ayrılır. Birinci sınıftaki 

enzimler düĢük pH optimumları ile karakterize edilir (5 ila 7) ve pektine mutlak bir 

özgüllükleri vardır. ikinci sınıftaki enzimler ise çok daha yüksek pH değerlerinde optimum 

(8'in üzerinde) gösterir. Bunlar Ca
+2

 iyonlarına gereksinim duymalarına göre ayırt edilirler 

(Houdenhoven, 1975). Pektin liyaz, pektinin tercihen yüksek oranda esterleĢmiĢ pektinin 

glikozidik bağlarının transeliminasyonuyla doymamıĢ metiloligogalakturonatlarının 

üretilmesini sağlar, böylece pektinin rastgele bölünmesini katalize eder. Pektin liyazların 

Ca
+2‘

ye mutlak bir gereksinimi olmamasına rağmen bu ve diğer katyonlar tarafından 

uyrarılırlar. 

Alkali pektin liyazlar mantarlar ve mayalar tarafından üretilmekle beraber 

bakteriler özellikle de Bacillus türleri tarafından da üretilir. Mantarlardan elde edilenler 

asidik ve nötr ortamlarda optimum aktivite gösterirken, bakterilerden elde edilen pektin 

liyazlar alkali ortamlarda daha aktiftir (Pedrolli ve ark., 2009). 

 

1.3. Pektinazların endüstriyel uygulamaları 

 

            Pektinazlar evlerde kullanılan ilk enzimlerdendir. Ticari uygulamaları ilk olarak 

Ģarap ve meyve suyu üretiminde 1930 yılı içerisinde gözlenmiĢtir. 1960‘lı yıllarda bitki 

dokusunun doğal kimyası bariz Ģekilde belirginleĢince bu bilgilerle birlikte bilim insanları 

daha verimli Ģekilde enzimleri kullanmaya baĢlamıĢtır (Çelik.,  2007). Tek baĢına pektik 

enzimler ele alındığında dünya gıda enzimi üretiminin yaklaĢık dörtte birini oluĢturular 

(Alkorta ve ark., 1997). 

1.3.1. Meyve suyu uygulamalarında kullanımı  

           Meyve sularının çıkarılması ve arıtılmasında kullanılırlar. Pektinazlar mevye suyu 

bulanıklık ve vizkozitesini ayarlarlar. Amilazlarla beraber  % 50‘ye varacak Ģekilde 

filtrasyon süresini indirir ve arıtıma yardımcı olur. Meyvenin etli kısmına etki ederek 
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meyve suyunun hacmini artırırlar. Bazen selülaz, arabinaz gibi  enzimlerle birlikte 

kullanılarak meyve suyundaki verimi artırır (Hassan ve Ali., 2016). 

1.3.1. Atık su arıtmasında kullanımı   

            Bitkisel gıdaların iĢlenmesi sırasında, endüstriyel atık sular pektin içeren bir yan 

ürün olarak serbest bırakılır. Pektinazlar pektinleri ortamdan uzaklaĢtırarak atık suların ön 

arıtılması için kullanılır (Jayani ve ark., 2005).  

1.3.1. Kahve ve çay fermantasyonunda kullanımı 

            Pektinaz kullanımı çay fermantasyonu hızlandırır, pektinleri uzaklaĢtırarak bir anda  

oluĢan çay tozu köpük oluĢumunu yok eder. Kahve fermantasyonunda ise kahve 

çekirdeklerinden zamk gibi olan yapıĢkan tabakanın çıkarılması için kullanılır (Jayani ve 

ark., 2005).   

1.3.1. Kağıt ve selüloz endüstrisinde kullanımı 

            Pektinaz kağıt yapılırken depolimer pektinleri giderir, pektin çözeltilerinin katyon 

ihtiyacını düĢürür, süzülmüĢ sıvıdaki peroksit ağartmayı azaltır (Richard ve Reid., 2004).  

Böylece galakturonik asit polimelerleri parçalanarak, katyonik polimerlerle komlplex 

oluĢturamazlar, Suyun filtrelenmesi aĢamasında dolgu maddeleri ve lifler korunarak daha 

kaliteli kağıt üretimi sağlanır. 

 1.3.1. Hayvan yeminde kullanımı 

            Enzim karıĢımı içerisinde kullanılarak hayvan yeminin vizkozitesini azaltır. 

Vizkozitede ki bu azalma ile; besin emilimi, biyobozunur olmayan liflerin hidrolizi ile 

besinlerin serbest bırakılması artar. Sonuçta aynı yemi tüketen hayvan daha çok kilo alır ( 

Hoondal ve ark., 2002). 

1.3.1. Bitki virüslerinin saflaĢtırılmasında kullanımı 

           Alkali pektinazlar selülazlarla birlikte kullanılarak bitki sapından virüsü uzaklaĢtırır. 

Böylese saf virüs konsantrasyonları elde edilir ( Salazar ve Jayasinghe., 1999). 

1.3.1. Yağ çıkarma iĢleminde kullanımı 

            Kanola tohumundan, hindistan cevizi tohumundan, ayçiçek tohumundan,  hurma, 

çekirdek ve zeytinden elde edilen yağlar genellikle organik çözücüler yardımıyla 



 

9 

üretilirler. En yaygın olarak hekzan kullanılır ki kansorojendir. Pektinazlarda dahil olmak 

üzere hücre duvarını bozan enzimler, yağ içeren ürünün hücre duvarı yapısını sıvılaĢtırarak 

bitkisel yağ elde etmede kullanılabilir (Kashyap ve ark., 2001). 

            Bu çalıĢmada bu molekülleri parçalamak için Bacillus‘tan elde edilen pektin liyaz 

enzimi kullanılmıĢtır. Ticari olarak hazırlanan pektik enzim preparatlarının çoğu meyve 

suyu endüstrisinde kullanılmaktadır. Bu enzimlerin, dünyada gıda endüstrisi için 

hazırlanan enzimlerin dörtte birini oluĢturdukları göz önünde tutulduğunda, enzim 

kullanımı ile sistemlerin verimini artırma ve ekonomik maliyetleri düĢürme çalıĢmalarında 

çok ilgi göreceği tahmin edilmektedir. Bunun yanında meyve suyu endüstrisinde ( elma, 

üzüm, limon, nektar, domates, portakal) kullanılan enzimler genellikle asidik 

pektinazlardır ve genellikle Aspergillus niger adlı mantardan elde edilmektedir. 

 Yapılan çalıĢmada toprak örneklerinden bakteri örnekleri izole edilmiĢ, pektin 

liyaz üretimi yüksek olan örnekler seçilerek tanımlaması yapılmıĢ ve seçilen bakteri 

üzerinde çalıĢmalar devam etmiĢtir. Alkali pektin liyaz izole edilerek saflaĢtırılmıĢ, 

enzimin moleküler ağırlığı, optimum Ģartları ve portakal suyu üzerindeki etkisi 

araĢtırılmıĢtır. 
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

Brumano ve ark., (1993), Penicillium griseoroseum‘un tek karbon kaynağı olarak 

limon pektininin kullanıldığı sıvı besi yerinde yetiĢtirilerek, pektin liyaz enzimini üretmesi 

sağlanmıĢ ve üretilen pektin liyaz enzimi karakterize edilmiĢtir. Fosfat tamponu en yüksek 

pektin liyaz üretimini sağlarken Ca
+2

 ‘nin varlığı pektin liyaz üretimini arttırmamıĢtır. 

Baracat Pereirave ark., (1994), Doğal liflerin üretiminde kullanmak için Penicillium 

griseoroseum‘dan pektin liyaz enziminin üretimine sakkaroz ve maya ekstraktının etkisini 

araĢtırmıĢlardır.. Pektik olmayan karbon kaynağı olan sükroz ve maya ekstraktının kültür 

ortamına ilavesi Penicillium griseoroseum‘dan pektin liyaz üretimini olumsuz etkilemiĢtir. 

Kültür ortamına maya ekstraktı ilave edilmemesi durumunda mikroorganizmanın geliĢtiği 

ve kültür ortamının pH‘sının belirgin bir oranda düĢtüğü fakat pektin liyaz enziminin 

üremediği görülmüĢtür. Maya ekstraktı olmayan yüksek tampon kapasiteli kültür ortamına 

pektin ilave edilmesiyle pektin liyaz üretimi sağlanmıĢtır.  %0,06 maya ekstraktı ve %0,1 

oranında pektin içeren kültür ortamının 48 saat inkübasyonuyla ortamın pH‘sının çok az  

bir  miktarda  değiĢtiği,  mikroorganizmanın  maksimum  seviyede geliĢmesinin sağlandığı 

ve oldukça yüksek verimle pektin liyaz üretildiği tespit edilmiĢtir. Sakkaroz olmayan besi 

ortamında maya ekstratının konsantrasyonunun 0‘dan 0,16‘ya kadar değiĢtirilmesiyle 

pektin liyaz üretimi araĢtırılmıĢ fakat enzim üretiminin olmadığı belirtilmiĢtir. Pektin liyaz 

üretiminde sakkaroz ve maya ekstraktı arasında bir sinerji olduğu sonucuna varmıĢlardır.  

Nikaidou ve ark., (1995), Pseudomonas marginalis N6301‘den pektin liyaz 

enzimini,  kültür ortamına mitomisin C‘nin ilavesiyle üretmiĢlerdir. Pektin liyaz enzimi 

gliserol içeren ortamdan da üretilerek saflaĢtırılmıĢ ve molekül ağırlığının mitomisin C 

içeren ortamdan saflaĢtırılmıĢ enzimle benzer olduğu bulunmuĢtur.  

Minussi ve ark., (1997), bu çalıĢmada sükroz içeren besiyerinde üreyen Penicillium 

griseoroseum‘dan üretilen pektin liyazın hangi alkoloid indükleyicilerle enzim üretimini 

arttırdığını araĢtırmıĢ ve  özellikle kafeinin pektin liyaz üretimini uyardığını göstermiĢtir. 

Kim ve ark., (1998) Topraktan izole edilen bir bakteri türü olan PN33‘ün oldukça 

önemli miktarda ekstraselüler pektin liyaz ürettiğini bulmuĢlardır. Ġzole edilen bakterinin 

bir Bacillus sp.olduğu belirlenmiĢtir. Bacillus sp.‘nin sadece tek karbon kaynağı olarak 

yüksek derecede esterleĢmiĢ pektin kullanıldığında pektin liyaz ürettiği gözlenmiĢtir. 
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Optimum kültür Ģartlarında 37 °C‘de ve 32 saat inkübasyon sonucunda kültür 

süpernatantında 132 EU/mL pektin liyaz aktivitesine ulaĢılmıĢtır. 

Kobayashi ve ark., (1998), Alkali Bacillus KSM-P15 suĢundan yüksek oranda alkali 

olan pektat liyazı saflaĢtırarak moleküler ağırlığına ve özelliklerine  bakmıĢlardır. Enzimin 

molekül ağırlığını SDS-PAGE  ile yaklaĢık 26.000 dalton bulmuĢlardır. pH 10.5, sıcaklık 

ise 50-55 °C aralığında optimum aktivite göstermiĢtir. 

Kapoor ve ark., (2000), Bacillus sp. MG-cp-2 poligalakturonaz üretip 

saflaĢtırmıĢlardır. Besi ortamında çeĢitli tarımsal yan ürünler deneyerek enzim verimini 

etkileyip etkilemediğine bakmıĢlardır. Saf enzimin optimum aktiviteyi 60 °C ve pH 10‘da 

gösterdiğini, 12 saatten fazla bir sürede 50°C'de enzimin % 100 stabil halde olduğunu 

belirtmiĢlerdir. 

Kashyap ve ark., (2000), Bacillus sp. DT17 diye tanımladıkları bakterinin önemli 

miktarda pektinaz ürettiklerini bulmuĢlardır. Jel filtrasyonu ve iyon değiĢim kromorografisi 

yöntemlerini kullanarak enzimi saflaĢtırmıĢlar ve moleküler ağırlığını 106 kDA olarak 

belirlemiĢlerdir. SaflaĢtırılmıĢ enzim, azami aktiviteyi 60 °C'de ve pH 8‘de göstermiĢtir. 

CaCl2 ve merkaptoetanol varlığı pektinaz aktivitesini arttırmıĢtır. Bu enzimin uygulama 

alanları arasında tekstil endüstrisi, bitki doku çalıĢmaları, meyve suyu atık su arıtmalarının 

yer aldığını söylemiĢlerdir. 

Piccoli-Valle ve ark., (2001) Penicillium griseoroseum‘u sakkaroz ve maya 

ekstraktı ilave edilen mineral ortamda yetiĢtirerek havalandırma, pH, karbon kaynağı 

konsantrasyonu ve mikroorganizma ekim Ģartlarının pektin liyaz üretimine olan etkisini 

araĢtırmıĢlardır. Ayrıca karbon kaynağı olarak Ģeker kamıĢı Ģurubu kullanıldığında  

Penicillium griseoroseum‘um pektin liyaz üretme kapasitesi de incelenmiĢtir. Ekim 

konsantrasyonunun pektin liyaz üretimini etkilemediği ve enzim üretiminin 

havalandırılmıĢ ortamda havalandırılmamıĢ  ortamdan daha  fazla  olduğu  bulunmuĢtur.  

Pektin liyaz üretimi için en iyi Ģartların 60  mM sakkaroz ve pH 6,3-7,2 olduğu 

belirlenmiĢtir.  

Silva ve ark., (2002), endüstriyel ve tarımsal atıklardan üretilen Penicillium 

viridicatum‘dan karbon kaynağı olarak portakal küspesi, mısır tohumunun zarı, muz 

kabuğu, buğday kepeği kullanarak katı hal fermantasyonu ile pektin liyaz ve 

poligalakturonaz üretmiĢlerdir. Portakal küspesinde oluĢan besi yerinde max. Pektin liyaz 
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aktivitesini  2000 U.g-1bulmuĢlardır. Enzimin optimum pH‘sını 10.5, sıcaklığını ise 55 °C 

tespit etmiĢlerdir. 

Yadav ve Shastri,  (2005), mandalina kabuğundan izole edilen Penicillium 

oxalicum‘dan katı hal fermantasyonuyla pektin liyaz üreterek amonyum sülfat çökeltmesi 

ile kısmı saflaĢtırma yapmıĢlardır. Enzimin pH 4-8 aralığında stabil iken, pH 8‘de ve  40 

°C‘de optimum değerde olduğunu,  enzimin aktivitesinin 50 °C‘nin üzerindeki 

sıcaklıklarda hızlı bir Ģekilde kaybettiğini göstermiĢlerdir. 

Hamdy,  (2005), Portakal kabuğu üzerinde yetiĢen Rhizopus oryzae’den amonyum 

sülfat çöktürmesi ve kolon kromotografisi kullarak pektin liyaz enzimini saflaĢtırmıĢ ve 

Moleküler ağırlığını 31 kDa bulmuĢtur. SaflaĢtırılmıĢ pektin liyaz maximum aktivitesini 50 

°C'de ve pH 7.5‘de göstermiĢtir. Ca
+2

 varlığı aktiviteyi arttırırken Mg, K, Na iyonları 

uyarıcı etki göstermiĢ, Zn, Co,Mn, Hg iyonları ise enzim üzerinde inhibitör etkisi 

göstermiĢtir. Bu çalıĢmada ekonomik yönden nispeten düĢük maliyetle enzimin üretildiği 

söylenmiĢtir. 

Li ve ark.; (2005), alkali toprak numunesinden, Ģeker pancarı posasını karbon 

kaynağı olarak kullanıp, yüksek alkali koĢullar içinde yetiĢebilen Bacillus gibsonii S2 

suĢunu izole etmiĢlerdir. Bu gram +, sporlu, aerobik, alkafilik bakterinin büyümesini  7-12 

pH aralığı ile 4-44 °C aralığında gözlemlemiĢlerdir. Katı hal fermantasyonuyla hücre dıĢı 

alkalin pektinaz üretmiĢlerdir. Maximum poligakaturonaz verimini 48 saat inkübasyon 

süresinden sonra 35 °C‘de 3600 U/g ile elde etmiĢlerdir. 

Ramanujam ve ark., (2008), Aspergillus niger‘den katı hal fermantasyonuyla  

ĢekerkamıĢı küspesini kullanarak pektin liyaz üretmiĢler. pH, sıcaklık ve fermantasyon 

süresinin optimum değerlerini araĢtırmıĢlardır. % 50 Ģeker kamıĢı küspesi olan besi yerinde 

pektin liyaz aktivitesin 209.07 U/ml ile maximum değer gösterdiğini, optiumum Ģartlar 

sağlandığında ise 290.88 U/ml‘ye ulaĢıldığını bulmuĢlardır.  

Ouattara ve ark., (2008),  kakao fermantasyonunda Bacillus sp. suĢlarının 

pektinolitik enzim üretmelerini incelemiĢlerdir. Karbon kaynağı olarak pektini kullanan 

suĢların izole edilen 98‘inden 90‘ının pektini parçaladığını, parçalayanlarının % 80‘ininde 

pektinolitik aktivitelerinin saptanabilir olduğunu göstermiĢlerdir. 48 suĢun 

poligalakturonaz (pg), 47‘sinin pektin liyaz, 23 suĢun da her iki enzimi üretmiĢ olduğunu 

görmüĢlerdir. Pektin liyaz üretiminde Ģeker kaynağı olarak galaktoz, laktoz, glikoz, 

nitrojen kaynağı olarak ise arjin, sistin, glutamin ve amonyum sülfatı tercih etmiĢlerdir. 
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Bunun yanında düĢük konsantrasyonlardaki pektin ve demir iyonununda pektin liyaz 

üretimini uyardığını görmüĢlerdir. Pektin liyaz verimininin anaerobik Ģartlarda Ph 4‘ün 

altında çok zayıfladığını belirtmiĢlerdir. Hamurun bozulmasının sadece mayalar tarafından 

üretilen pektinolitik enzim kaynaklı olmayabileceği bunun hem maya hem Bacillus suĢları 

tarafından üretilen enzimlerle olabileceğini söylemiĢlerdir. 

Yadav ve ark., (2008), Aspergillus flavus‘tan pektin liyaz üretip, amonyum sülfat 

çökeltmesi, DEAE selüloz jel ve sephadex G-100 jel iyon değiĢim kromotografisi 

yöntemlerini kulanarak saflaĢtırma yapmıĢlardır. Enzimin optimum pH‘sını 8, sıcaklığını 

ise 50 °C bulmuĢlardır. Enzim pH 4-10 arasında 24 saaat stabilken, enzimin 50 °C‘nin 

üstüne 1 saat süreyle maruz kaldığında aktivitesini kaybetmediğini görmüĢlerdir. 

SaflaĢtırılmıĢ enzimin moleküler ağırlığını 38 kDa bulmuĢlardır. 

Sukhumsiirchart ve ark., (2009), Tayland‘daki bir kaplıcadan Bacillus sp. RN1 

izole ederek termofilik pektat liyaz enzimini katyon değiĢim kromotrafisi ve hidrofobik 

kolon kromografisi kullanarak saflaĢtırıp, SDS-PAGE yaparak enzimin mokelüler 

ağırlığını 33 kDa olduğunu hesaplamıĢlardır. Enzimin pH 4-10 arasında ve sıcaklığın 70 

°C‘ye kadar çıktığı durumlarda,  kalsiyum ve poligalakturonik ait varlığında stabil 

olduğunu belirlemiĢlerdir. Optimum Ph‘nın 10, sıcaklığın ise 90 °C olduğunu ve bu pektat 

liyazın yüksek sıcaklıklarda ki pektin ağlarının bozulmasında kullanılabilir olduğunu 

göstermiĢlerdir. 

Damak ve ark., (2010), Penicillium occitanis‘ten anyon değiĢim kromotografisi ile 

termoaktif pektin liyaz saflaĢtırmıĢlar, SDS-PAGE ile MA‘sını 39 kDa olarak tespit 

etmiĢlerdir. Üç farklı karbon kaynağı kullanılarak elma pektini ile desteklenmiĢ ortamda 

434 U/ml ile en yüksek aktiviteye ulaĢmıĢlardır. Optimum sıcaklık 60 °C, pH ise 9 olarak 

bulunmuĢ, enzimin 60 °C'de ki yarı ömrü 16.4 dk olarak gözlemlenmiĢtir. Bu çalıĢmada, 

izole edilen enzimin tarımsal gıda ve pamuk endüstrisi gibi alanlarda kullanılabileceği 

belirtilmiĢtir. 

Nadaroglu ve ark., (2010), Bacillus pumilus‘tan pektin liyaz üretip, saflaĢtırmıĢlar 

ve çeĢitli meyve suları üzerindeki enzimin etkilerine bakarak meyve suyu iĢlemlerinde 

kullanılabilineceğini savunmuĢlardır.  

Ouattara ve ark., (2010), kakao fermantasyonundan Bacillus suĢlarını izole 

etmiĢler, çeĢitli büyüme koĢullarındaki bakterinin pektin liyaz enzimi üretme yeteneklerini 

incelemiĢler ve Ġzolektro odaklanma yöntemiyle üretip moleküler tanımlamasını 
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yapmıĢlardır. Kakao fermantasyonundan izole edilen B.substilis, B. pumilus, B. fusiformis 

en azından 9 U/mg ile aktivite gösterirken, B. cereus, B. thuringiensis, B. sphaericus ise 

düĢük aktivite göstermiĢtir. ÇalıĢmalarındaki sonuçlara göre; çalıĢılan basildeki pektin 

liyaz üretiminin, bakterinin büyüme evreleri ve ortamda bulunan karbon kaynağı 

tarafından etkilendiğini göstermiĢlerdir. 

Namasivayam ve ark., (2011), katı atık çöplüğünden izole edilmiĢ Bacillus 

cereus‘tan amnyum sülfat çöktürmesi yöntemiyle kısmen saf pektinaz üretmiĢlerdir. SDS-

PAGE yaparak 30-50 kDa arasında birçok protein bantını görmüĢler böylece pektinaz 

enziminin varlığını doğrulamıĢlardır. Zimogram yaparak jelde açık sarı bölge görmüĢler 

buda enzimin kısmen saflaĢtırıldığını göstermiĢtir. Karbon kaynağı olarak pektin, nitrojen 

kaynağı olarak ise maya özütü kullanılmıĢtır. Maksimum enzim üretimine sıcaklık 37°C, 

pH 8.5 ve inkübasyon süresi 36 saat iken 44U/ml değeri ile ulaĢmıĢlardır. Buna ek olarak 

buğday kepeği ve magnezyum kloridin de pektin liyaz yapmınını artırtdığını 

belirlemiĢlerdir. Sonuçta bu çalıĢmayla bu bakteri ve enziminin meyve suyu imal etme 

çalıĢmalarında ve uygun maliyetli pektinaz yapmında kulanılabileceği gösterilmiĢtir. 

Maller ve ark., (2012), Aspergillus niveus‘u  substrat olarak endüstriyel atıklar ve 

narenciye pektini kullanarak Czapeck besiyerinde, çalkalamaksızın 4 gün 40 °C‘de katı hal 

fermantasyonuyla üretmiĢlerdir. Farklı karbon kaynaklarını da test etmiĢler en yüksek 

pektin liyaz seviyelerinin elma kabuğuyla daha sonra ise portakal kabuğuyla sağlandığını 

belirtmiĢlerdir. Tarımsal atıklardan ise en çok pektin liyaz enzimi üretimini arttıranın 

buğday kepeği olduğunu bulmuĢlardır. Enzimin 55 °C‘de maksimum aktiviteye sahip 

olduğunu göstermiĢlerdir. Tarım endüstisi faaliyetlerinden kalan atıkları biyoteknolojik 

yöntemlerle kullanarak düĢük maliyetli, doğaya zarar vermeden, yüksek sıcaklıklarda 

uygulanabilir olan pektin liyaz elde edinilebilineceğini ileri sürmüĢlerdir.  

Li ve ark., (2012), Bacillus clausii‘den alkali pektin liyazı saflaĢtırmıĢlar ve bitki 

hastalığı direncine karĢı uygulanıp uygulanamayacağına bakmıĢlardır. Karbon kaynağı ne 

indükleyici olarak Ģeker pancarı posasını kullanmıĢlar, ultrafiltrasyon, amonyum sülfat 

çökeltmesi, DEAE sepharose ve sephadex G-75 yöntemlerini kullanarak saflaĢtırma 

iĢlemlerini yapmıĢlardır. SDS-page ile saflaĢtırılan enzimin tek moleküllü bir protein 

olduğunu ve molekül ağırlığının 35 kDa olduğunu belirtmiĢtir. pH‘nın 8-10 aralığında, 

sıcaklığın ise 40 °C olduğu Ģartlarda enzimin stabil olduğunu, optimuma ise pH 10 ve 

sıcaklık 60 °C‘de iken ulaĢtığını söylemiĢlerdir. Ca
+2

 iyonlarının % 410‘lara varacak 

Ģekilde enzim aktivitesini artttırdığını bulmuĢlardır. Bu çalıĢmada saflaĢtırılan pektin 
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liyazın salatalık fidelerinde hastalık direnci oluĢturabileceğini bu sayede kimyasal 

maddelere ihtiyacın azalarak hem çevrenin korunacağını hem de maliyetin düĢeceğini ileri 

sürmüĢlerdir. 

Yadav ve ark., (2013), Aspergillus flavus‘tan batık kültür fermantasyonuyla  pektin 

liyazı üretip, ultrafiltrasyon, DEAE-selülöz anyon değiĢim ve jel filtrasyon 

kromotografilerini yaparak  saflaĢtırıp, karakterizasyonunu yapmıĢlardır. SDS-PAGE ile 

yapılan analizlerinde saflaĢtırılmıĢ enzimde tek protein bandı görerek ağırlığını 50 kDa 

olarak bulmuĢlardır. Optimum pH‘sını 8 ve sıcaklığını 55 °C olarak kaydetmiĢlerdir. 

SaflaĢtırılmıĢ enzimin Crotalaria juncea liflerinin hızlı bir Ģekilde çürümesini sağladığını 

göstermiĢlerdir. 

Al Balaa ve ark., (2014), Bacillus subtilis PBLSY1 suĢundan elde edilen  alkali 

pektat liyazı 3 adımda saflaĢtırarak, SDS-PAGE ile  jelde tek bant görerek moleküler 

ağırlığını 42 kDa bulmuĢlardır. Enzimi 9.86 kat saflaĢtırıp, aktiviteyi 58.85 U/mg 

hesaplamıĢlardır. Enzim 60 °C ve pH 9.5‘de ve 0.5 milimolar CaCl2 varlığında maximum 

aktivite göstermiĢtir, ortamda CaCl2 varlığı enzim aktivitesini önemli biçimde arttırmıĢtır. 

Sneha ve ark., (2015), Bacillus licheniformis‘in optimum büyüme sıcaklığı ve pH 

değerlerini sırasıyla 70°C ve 9.5 bulmuĢlar, izolatın 1 saatten fazla 100°C‘ye tolerans 

gösterdiğini gözlemlemiĢlerdir. 

Yamancı ve ark., (2016), yeraltı su kaynaklarından izole edilen Aspergillus 

fumigatus 2101 suĢundan amonyum sülfat çöktürmesi, iyon değiĢim ve jel filtrasyon 

yöntemlerini kullanarak pektin liyaz saflaĢtırmıĢlardır. SDS-PAGE ile molekül ağırlığını 

11.5 kDa, Optimum pH‘yı 8,  sıcaklığı 40 °C bulmuĢlardır. En yüksek pektin liyaz 

aktivitesine karbon kaynağı olarak narenciye pektini kullandıklarında ulaĢmıĢlardır. 

Takcı ve Türkmen, (2016), Tarımsal ürün atıkları bulunan topraktan Bacillus 

subtilis izole ederek, hücre içermeyen supernatant, etanol ve amonyum çöktürmesi gibi 3 

teknikle kısmen pektinazı saflaĢtırıp, SDS-PAGE ile 2 protein bandı görüp, ağırlıklarını 60 

ve 64 kDa olarak bulmuĢlardır. Maximum enzim aktivitesini 217.44 U/mg ile etanol 

çöktürmesi ile saflaĢtırılan preparatta gözlemlemiĢlerdir. Bu çalıĢmanın tekstil, gıda, 

meyve suyu üretimi gibi endüstriyel alanlar için kaynak olacağını belirtmiĢlerdir. 

Poturcu ve ark., (2017), Aspergillus niger _WHAK1‘den buğday kepeği ve 

narenciye pektini kullanarak batık fermantasyon ile alkali pektin liyaz üretmiĢlerdir. 

Enzimi amonyum sülfat çöktürmesi, jel filtrasyon ve iyon değiĢim kromotografisi ile 76.5 
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kat saflaĢtırmıĢlar, SDS-PAGE ile moleküler ağırlığı yaklaĢık olarak 23.3 kDa 

hesaplamıĢlardır. Optimum pH ve sıcaklığı sırasıyla 8 ve 40 °C bulmuĢlar. Meyve suları ile 

yaptıkları deneylerde elma suyunun portakal ve nar sular ile karĢılaĢtırıldıklarında daha 

düĢük vizkozite ve daha yüksek geçirgenlik değerlerine sahip olduğunu görmüĢlerdir. 

Zhou ve ark., (2017), Fırında kurutulmuĢ tütün yapraklarından izole edilmiĢ 

Bacillus subtilis PB1‘den amonyum sülfat çöktürmesi, iyon değiĢim ve jel filtrasyon 

kromografileri yaparak alkali pektat liyaz saflaĢtırmıĢlar, moleküler ağırlığını SDS-PAGE 

yaparak 43.1±0.5 kDa bulmuĢlardır. Optimum sıcaklığı 50 °C, pH‘sını ise 9.5 

bulmuĢlardır. Pektin tütün yapraklarının hücre duvarında önemli bir bileĢen olduğu için 

bunun parçalanmasıyla tütün endüstrisinin üretim ve kalitesinin artacağını öne 

sürmüĢlerdir. 
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3. MATERYAL ve METOD 

3.1. Materyal 

3.1.1. Bakteri Ġzolasyonu ve Ġdentifikasyonunda Kullanılan Besiyerleri 

3.1.1.1. Adi jelöz besiyeri 

Bacillus sp. bakterilerinin izolasyon aĢamasında üretilmesi amacıyla kullanılmıĢtır 

(Çetin, 1968). 

Besiyeri BileĢimi (g/Lt) 

Et Özütü                                   10 

Pepton                                      10 

NaCl                                         5 

Agar                                          15 

3.1.1.2. Nütrient broth 

Bakterileri üretmek amacıyla kullanılan sıvı besiyeridir (Çetin, 1968). Saf su 

içerisinde çözülerek hazırlanan bu besiyeri 121 °C'de 15 dk süreyle otoklavda sterilize 

edilmiĢtir. 

Besiyeri BileĢimi (g/Lt) 

Et Özütü                                  10 

Pepton                                     10 

NaCl                                        5 

3.1.1.3. Pektin agarlı katı besiyeri 

Bacillus olarak izole edilmiĢ bakteri suĢlarında, pektin liyaz enziminin varlığını 

görmek amacıyla kullanılmıĢtır (Li ve ark., 2012). 

Besiyeri BileĢimi (g/Lt) 

Pektin (elma)                             10 

Agar                                           15 

Pepton                                        5 

Yeast Extrat                               5 

K2HPO4                                      1 
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MgSO4.7H2O                               0,2 

Na2CO3                                         6 

 

3.1.1.4. Pektinli sıvı besiyeri 

 

            Bacillus olarak izole edilmiĢ bakteri suĢlarında, pektin liyaz enziminin varlığını 

görmek amacıyla kullanılmıĢtır. 

  

            Besiyeri BileĢimi (g/Lt) 

Pektin                                        10 

Pepton                                        5 

Yeast Extrat                               5 

K2HPO4                                      1 

MgSO4.7H2O                             0,2 

Na2CO3                                       6 

3.1.2. Kullanılan Çözeltiler 

3.1.2.1. CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) 

           Pektin agarlı besiyerine ektiğimiz suĢların pektin liyaz varlığını tespit amacıyla 

üzerlerine % 1‘lik cetyltrimethyl ammonium bromide CTAB damlatılarak 10 dakika 

beklenilmiĢtir (Li ve ark., 2012). 

3.1.2.2.  1M HCL VE 1M NAOH çözeltileri 

Bu çözeltiler Ph ayarlamada kullanılmıĢtır. 

1M HCL için; 82,81 mL deriĢik ( % 37 lik ve d=1,19) HCl alınıp, 1000 mL‘ye 

seyreltilmiĢtir. 

1M NAOH için; 40,82 g NaOH suda çözülerek 1 litreye tamamlanmıĢtır (Gürdöl, 

2014). 
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3.1.3. Enzim aktivitesi için kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

3.1.3.1 %1.5’lik pektin çözeltisi 

0.15 gr pektin 10 ml 0.01M pH‘sı 8 olan Sodyum fosfat tamponuna ilave edilerek, 

çözülmüĢtür (Çelik, 2007). 

3.1.3.2.    1N NAOH çözeltisi 

4 gr NAOH distile suda çözüldü, son hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır (Çelik, 

2007).. 

3.1.3.3.   1N HCl çözeltisi 

Yoğunluğu 1.12 g/ml olan %36.5‘lik HCl‘den 13.4 ml alındı ve 150 ml‘ye 

seyreltilmiĢtir (Çelik, 2007). 

3.1.3.4.  0.04M Tiyobarbütirik asit çözeltisi 

0.23 gr TBA, 40 ml distile suya ilave edilip çözülmüĢtür (Çelik, 2007). 

3.1.4. Kromotografi tamponları 

3.1.4.1. 0.01 M Sodyum Fosfat Tamponu 

 

            Ġyon değiĢim kromografisinde hazırlanan kolona dökülmüĢtür. 

               

Bileşimi 

                                     A                            B 

                    0.01 M NaH2PO4        0.01 M Na2HPO4           Distile su            pH 

                           1.5602 gr                 1.4196  gr                 1000                     8  

Yukarıda gösterildiği gibi A çözeltisinden 1,5602 gr, B çözeltisinden 1.4196 gr  

alınmıĢ ve son hacim distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanmıĢtır, çözeltilerin pH‘sı 

karĢılarında verilen pH değerlerine göre hazırlanmıĢtır (Gomori, G., 1955) 
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3.1.4.2.  0.1M, 0.2M, 0.3M, 0.4M NACL tamponu 

Ġyon değiĢim kromotografisinde kolondan geçirilen enzim örneklerinin yıkanması 

için kullanılmıĢtır. 

                           Bileşimi 

                            NaCl                              Distile su                           

                    0.1 M          1.17 gr                                 200 ml 

                    0.2 M           2.34 gr                                200 ml 

               0.3 M           3.51 gr                                200 ml 

               0.4 M           4.680 gr                              200 ml 

 

1.17 gr NaCl tartılıp ve üzerine 200 ml distile su ilave edilerek 0.1 M NaCLl 

çözeltisi hazırlanmıĢtır. (Gomori, 1955). 

3.1.5. Elektroforez iĢleminde kullanılan çözeltiler 

3.1.5.1.     2M Tris-HCl 

24.4 gr Tris tartılıp, 50 ml distile suda çözülmüĢ, hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır. pH 

8.8‘e ayarlanmıĢtır (Matyar, F., 2002). 

3.1.5.2.    1M Tris- HCl 

12.1 gr Tris tartılıp, 50 ml distile suda çözülmüĢ, hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır. pH  

6.8‘e ayarlanmıĢtır (Matyar, F., 2002). 

3.1.5.3.    SDS %10 

10 gr SDS tartılıp, hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır (Matyar, F., 2002). 

3.1.5.4.    Gliserol %50 

50 ml %100‘lük Gliseroldan alınmıĢ, hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır (Matyar, F., 2002). 

3.1.5.5.    Bromfenol Mavisi %1 

0,1 gr Bromfenol Mavisi tartılıp, 10 ml distile suda çözülmüĢtür (Matyar, F., 2002). 
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3.1.5.6. Solüsyon A 

BileĢimi 

Akrilamid       29.2 gr 

Bisakrilamid   0.8 gr 

Distile su        100 ml ( Matyar, F., 2002) 

Hazırlanan monomer solüsyonu +4 °C de koyu renkli ĢiĢede saklanmalıdır. 

3.1.5.7.  Solüsyon B (4X) 

BileĢimi 

2M Tris-HCl   75 ml ( ph 8.8) 

SDS % 10        4 ml 

Distile su         21 ml ( Matyar, F., 2002)  

3.1.5.8. Solüsyon C (4X) 

BileĢimi 

1M Tris-HCl    50 ml ( ph 6.8) 

SDS % 10        4 ml 

Distile su         46 ml ( Matyar, F., 2002)  

3.1.5.9. Amonyum Persülfat( AMPS)(%10) 

BileĢimi 

Amonyum Persülfat      0.5 gr 

Distile su                        5 ml ( Matyar, F., 2002)  

 



 

22 

3.1.5.10. Elektroforez tamponu 

BileĢimi 

Tris              3 gr 

Glisin           14.4 gr 

SDS% 0.1    1 gr 

Distile su      1000 ml  (ph 8.3) ( Matyar, F., 2002)  

3.1.5.11. Örnek Tampon  

BileĢimi 

1M Tris (ph 6.8)       2 ml 

 Glicerol %50           2 ml  

SDS % 10                 4 ml 

Brom Fenol %1        0.1 ml  

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

3.1.5.12. Markır hazırlanması 

2x buffer ve 8M üre solüsyonu hazırlanmıĢtır. (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 alınıp karıĢtırılmıĢtır. 

8M üre: 12 gr üre 12,5 ml distile suda tamamen çözülmesi için 37 derecede ısıtılmıĢ, son 

hacim 25 ml ye tamamlanıp ve filtre kâğıdı ile filtre edilmiĢtir. 

8M üreden 0,5 ml alınıp ve 0,5 ml laemmli ile vortexde karıĢtırılıp ve -20 de saklanmıĢtır. 
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3.1.5.13. %13’lük Sepetaring Jel ( Ayırma Jeli) (10 ml) 

BileĢimi 

Solüsyon A                4.3 ml 

Solüsyon B                2,5 ml 

ddH2O                       3.1 ml  

SDS%10                    0,1 µl 

AMPS                        60 µl 

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

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

BileĢimi 

Solüsyon A           1.7 ml 

Solüsyon C           2.5 ml 

ddH2O                  5.7 ml 

SDS%10               0.1 µl 

AMPS                   60 µl 

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

3.1.5.15.  Jel boyama Solüsyonu (1Lt) 

BileĢimi 

Coomassie blue R250    1 gr 

Metanol                          450 ml 

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

3.1.5.16. Jelden Boyayı UzaklaĢtırma Solüsyonu (1Lt) 

BileĢimi 

Metanol                          100 ml 

Asetik asit                      100 ml  

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

3.1.6. Zimogram testinde kullanılan çözeltiler 

3.1.6.1. 20 mM Tris-HCl bufferı 

0,24 gr Tris alınıp, pH HCl ile 9‘a ayarlanmıĢ, son hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır 

(Damak ve ark., 2010). 

3.1.6.2. %1’lik Pektin-agar çözeltisi 

1 gr agar ve 1gr pektin tartılıp, son hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır (Damak ve ark., 

2010). 

3.1.6.3. %5’lik Ruthenium red boyası 

5 gr Ruthenium red tartılıp, son hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır (Damak ve ark., 2010).  

3.1.7. Enzimin optimum pH’sının saptanması için kullanılan tamponlar 

3.1.7.1. NaH2PO4 tamponu 

0.70 gr NaH2PO4 distile suda çözülüp, son hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır, pH‘ları 7 ve 

8‘e ayarlanmıĢtır (Çelik ve ark., 2014).  

3.1.7.2. NaHCO3 tamponu 

0.42 gr NaHCO3 distile suda çözülmüĢ, son hacim 100 ml‘ye tamamlanmıĢtır, pH‘ları 9 ve 

10‘a ayarlanmıĢtır (Çelik ve ark., 2014).    
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3.2. Metod 

3.2.1. Bakteri izolasyonu ve tanımlanması 

3.2.1.1. Topraktan Bacillus sp. suĢlarının izolasyonu 

  Bu çalıĢmada Mersin Erdemli Alata Bahçe Kültürleri AraĢtırma Enstitüsü‘nden 

alkali olduğu bilinen toprak örnekleri alınmıĢtır. Bacillus türü bakteriler suda da 

yaĢayabilirler fakat endospor olanlar genellikle toprakta olduğundan, toprak örneklerinden 

izole edilmiĢtir. 6 farklı toprak örneğinden, 6 farkli tüpe birer çay kasığı koyulup, üzerine 

4.5 ml distile su eklenip süspansiyon haline getirilip ve su banyosunda 30 dk 60 
o
C‘de 

bekletilmiĢtir.  Alkali toprak örnekleri sıcaklık ile muamele edildi, böylece yüksek ısıda 

vejetatif hücreler ölürken, spor formdakiler canlı kalacağından elimizdeki bakterilerin 

genellikle Bacillus olması sağlanmıĢtır. 

  Su banyosundan alınan 6 tüp teker teker 1/10 oranında,  son tüp 10
-6

 oluncaya dek 

seyreltilmiĢtir. Bunun için ilk tüpten 500 µl alınıp ikinci tüpe konulup, ikinci tüpten 500 µl 

alınıp üçüncü tüpe konulmuĢtur. Böylece son tüp 10
-6

 olana dek iĢleme devam edilmiĢtir. 

 Seri sulandırma yapılarak seyreltilen 10
-4

, 10
-5

, 10
-6 

olan tüplerden 100 µl alınarak 

Bacillus sp. kolonilerini tek düĢürmek amacıyla steril edilmiĢ petrilerin içindeki adi jelöz 

besiyerine (Çetin, 1968) dragelski çubuğu ile yayma Ģeklinde ekim yapılmıĢ ve 37°C‘de 24 

saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyondan sonra petrilere tek düĢen morfolojileri farklı 

kolonilerden iğne öze ile adi jelöz besi yerine çizgi metodu Ģeklinde ekim yapılmıĢtır. 

Ertesi gün besi yerinde üretilen suĢlar streç film ile kapatılıp, petrilerin ekim yapılan 

yüzeyi yukarı gelecek Ģekilde +4 °C‘de saklanmıĢtır. Böylece bundan sonraki çalıĢmalar 

için stoğa alınmıĢtır. 

3.2.1.2. Pektin liyaz varlığının saptanması 

   Stoğa alınan bakteri örneklerinin pektin liyaz üretip üretmediği araĢtırılmıĢtır. 

Bunun için 3.1.1.3‘de belirtilen seçici besi yeri hazırlanmıĢtır. Hazırlanan pektin agarlı katı 

besi yeri için petriler 4‘e bölünerek 6 toprak örneğinden alınan örnekler iğne öze ile 

ekilmiĢ, inkibatörde 3-7 gün arası 37
 o
C‘de üremeye bırakılmıĢtır (Li ve ark., 2012). 

            Üretilen bakteriler tek bir petriye ekilerek %1‘lik CTAB ile boyanmıĢtır. Boyanan 

bakterilerin çevresinde Ģeffaf zonlar görünmüĢ ve bunların pektin liyaz enzimi üreten 



 

26 

bakteriler olduğu anlaĢılmıĢtır (Li ve ark., 2012). Bu bakteriler adi jelöz besiyerine ekilerek 

bakteri tanımlanmasında kullanılmıĢtır. 

3.2.1.3. Bakteri tanımlanmasında (identifikasyonunda) kullanılan testler 

            Stoktan alınan pektin liyaz pozitif olan 18 adet suĢdan en büyük Ģeffaf zon çapına 

sahip 6 adet suĢ seçilmiĢtir. Seçilen bu suĢların 6 tanesi tür tanımlanmasının yapılması için 

ÜSKĠM‘e gönderilmiĢtir. ÜSKĠM‘de The Biolog Gen ƖƖƖ Microplate metoduyla 

biyokimyasal testler ve gram boyama testleri yapılarak tür teĢhis edilmiĢtir. Kullanılan 

kitler aerob geliĢen bakteriler içindir. Tür teĢhisi için 1 gün önceden stoktan alınan 

bakteriler adi jelöz besi yerine çizgi ekim metoduyla tek tek tek düĢecek Ģekilde öze ile 

ekilmiĢtir. Steril edilmiĢ kürdanla bakteri alınmıĢ, solüsyonda karıĢtırılmıĢ, vortexle 

çalkalanmıĢtır. Bakteri Türbidimetrede ölçüldükten sonra solüsyon petriye dökülmüĢ ve 

100 µl olacak Ģekilde platelere koyulmuĢtur. Bu platelerin 96 kuyucuğu vardır, 2 tanesi – 

ve +  kontrol grubu (içerisinde su var), 94 tanesi ise fenotip test grubudur. Test grubundan 

71 tanesi karbon kaynağı kullanım analizleri, 23 tanesi ise kimyasal duyarlılık deneyleri 

içerir. Bütün kimyasallar ve besiyerleri önceden doldurulmuĢ ve kurutulmuĢ hazır 

biçimdedir. Hazırlanan plateler 32 
o
C‘de 1 gün inkübe edilmiĢtir. Bu iĢlem sonucunda 

platelerde renk değiĢimleri olmuĢtur. Bilgisayar programındaki kayıtlı kütüphanede eĢleĢen 

bakteriler belirlenmiĢtir.  

3.2.2. Bacillus licheniformis bakterisinin üreme aralığı 

           Nutrient broth besiyerine Bacillus licheniformis bakterisi ekilip 150 rpm‘de 24 saat 

inkübe edilmiĢtir. Nutrient broth‘dan alınan bakteriler içlerinde pektinli sıvı besiyeri 

bulunan 10 ml‘ lik 10 tane erlene konulmustur. Ġnkübatörde 37
 o

C‘ de 150 rpm‘de inkübe 

edilmiĢtir. Her günün sonunda erlendeki bakteri spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 

substrattan oluĢan köre karĢı ölçülmüĢtür (Kashyap ve ark., 2000).  

3.2.3. Enzimin aktivitesinin saptanması 

  Aktivite tayininde elimizde ki bakteri enziminden 0.25 ml çözelti, 0.25 ml substrat (  

%1.5 lik pektin) çözeltisine ilave edilerek ve 10 dk 37°C‘de inkübe edilmiĢtir. Toplam 0.5 

ml olan reaksiyon karıĢımına 50 µl 1N NaOH ilave edilip ve 80 °C olan su banyosunda 5 

dk bekletilip, soğutulmuĢtur. Bu karıĢıma 0.6 ml 1N HCl ve 0.5 ml 0.04 M TBA çözeltisi 

eklenmiĢ ve bir kez daha 80 °C de 5 dk bekletilip, soğutulmuĢtur. Elde edilen renkli 
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çözeltiler 550 nm‘de enzim yerine enzimin içinde bulunduğu tampon eklenerek hazırlanan 

köre karĢı okutulmuĢtur (Çelik, 2007). 

3.2.4. Saflastırma 

3.2.4.1. Enzim izolasyonu 

            5. günün sonunda pektinli sıvı besi yerinde üreyen Bacillus licheniformis bakterisi 

santrifüj cihazında 7000 g‘de 4°C‘de 10 dk santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen supernatant( 

ham özüt) enzim çalıĢmalarında kullanılmıĢtır ( Kashyap ve ark., 2000). 

 

3.2.4.2. Ġzole edilen enzimin saflaĢtırılması 

 

Tampon olarak 0.01 M, pH‘sı 8 olan sodyum fosfat kullanılmıĢtır. 1 Lt tampon için 0.01 M 

NaH2PO4‘den 1.5602 gr, 0.01 M Na2HPO4‘den ise 1.4196 gr alınıp üzeri 1 Lt‘ye 

tamamlanmıĢ, pH 8‘e ayarlanmıĢtır. Santrifüj sonrası elde edilen supernatant diyaliz 

poĢetine konulup 4°C‘de 2 saatte bir tampon değiĢtirilerek 3 kere diyaliz edilmiĢtir. Son 

diyaliz 1 gece sürmüĢtür. Diyalizden sonra enzim pH‘sı tekrar 8‗e ayarlanıp 

kromotografiye hazır hale getirilmiĢtir. 

            Selüloze yapıĢan proteinleri kolondan toplamak için molaritesi 0.1 M, 0.2 M, 0.3 

M, 0.4 M olan 100 ml‘lik NaCl solüsyonları hazırlanmıĢtır. Elimizdeki diyaliz edilmiĢ 15 

ml enzim 0.01 M sodiumfosfat bufferıyla pH‘sı 8 olan DEAE Sephacel kolonuna 

yüklenmiĢtir. Tamponu ve herbir konsantrasyondaki NaCl çözeltisini kolondan geçirerek  

absorbe olan protein içeren fraksiyonlar 5 ml halinde tüplerde toplanmıĢ ve örnekler 280 

nm‘de taranmıĢtır (Nadaroglu ve ark., 2010). Aktivite gösteren konsantrasyonu aynı tüpler 

birleĢtirilmiĢ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 M olacak Ģekilde 280 nm‘de taranmıĢtır. 
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3.2.4.3. SaflaĢtırılan enzimin aktivite tayini 

            Aktivite gösteren farklı konsantrasondaki 4 tüp birleĢtirilerek mix adı verilmiĢ, 

milipore 15 ml‘lik filtre üniteleri ile 5000 rpm‘de 20 dk santrifüj edilip, 1 gece boyunca 

diyaliz edilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra 280 nm‘de aktivite tayini yapılmıĢtır (Çelik, 2007).  

Bundan sonra çalıĢmalarımıza bu mix adını verdiğimiz saf enzimle devam edilmiĢtir.  

3.2.5. SDS-PAGE ve Zimogram testleri 

3.2.5.1. Protein örneklerinin SDS-PAGE analizi  

            Elde edilen enzim örnekleri moleküler büyüklüklerinin saptanması ve saflaĢtırılmıĢ 

proteinin saflık derecelerinin tayini için SDS-PAGE yapılmıĢtır.  

            Elektroforez tankı ve kaset dediğimiz cam plakalar distile su ve alkol ile 

yıkanmıĢtır. Hazırlanan %13‘lük ayırıcı jel pipet yardımıyla kasete koyulup üzeri su ile 

tamamlanmıĢtır. Yarım saat bekleyip donduktan sonra %5‘lik toplayıcı jel, ayırıcı jelin 

üstüne koyulup taraklar takılmıĢtır (Laemmli, U.K., 1970). Tamamen donduktan sonra 

taraklar çıkarılmıĢ mix olarak tanımlanan saflaĢtırılmıĢ enzim, ependorf tüplere sırayla 10 

µl enzim, 10 µl örnek tamponu ( loading dye) olacak Ģekilde 1/1 oranında pipet yardımıyla 

konulmuĢtur. Bir tane ependorf tüpüne 5 µl moleküler ağırlığı bilinen Sigma- Aldrich 

SDS7B2 moleküler markır koyulup kaynayan suda enzim örnekleri 5 dk kadar, marker 1 

dk kadar ısıtılmıĢtır. Enzim örnekleri 5 dk buzdolabının dondurucu kısmında bekletilip, 

marker en baĢta ki kuyucuğa olmak üzere enzim örnekleri de kuyulara Hamilton 

Ģırıngasıyla koyulmuĢtur. ĠĢlemler sırasında örnekler buz üzerinde bekletilmiĢtir (Damak 

ve ark., 2010).  

           Bu aĢamadan sonra hazırlanan kaset, içi elektroforez yürütme tamponuyla dolu olan 

tanka koyulup ve enzim örnekleri 80 v‘de 20 dk, 150 v‘de 40 dk koĢturulmuĢtur. Cam 

plakadaki jeller çıkarılıp, safsudan geçirildi. 2 saat boyunca çalkalanarak coomasie brillant 

blue R250 protein boyası boyasında bekletilip tekrar saf sudan geçirilmiĢ ve 18 saat kadar 

da çalkalanarak boyayı geri alma solüsyonunda bekletilmiĢ, protein bantları dıĢındaki 

boyanın uzaklaĢtırılması ve protein bantlarının belirginleĢmesi sağlanmıĢtır (Damak ve 

ark., 2010).  
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3.2.5.2. Zimogram analizi  

            SDS-PAGE yapmadan önce 5 dk kadar kaynayan suda beklettiğimiz enzim 

örnekleri bu defa direk hazırladığımız kasetteki kuyulara aynı örnek tamponu (loading dye) 

ile yüklenmiĢtir. SDS-PAGE‘deki tüm Ģartlar zimogram testinde de sağlanmıĢtır. SDS-

PAGE jelinde enzim aktivitesinin (zimogram) saptanması için koĢturulan jel Ph‘sı 9 olan 

20 mM TrisHCl bufferında 2 saat bekletilmiĢtir. Daha sonra %1‘lik pektin agar 

çözeltisinde 2 saat 37 °C‘de inkübe edilmiĢtir. Bu iĢlemden sonra jel  %0,05‘lik ruthenium 

red boyasıyla 10 dakika muamele edilmiĢ ve bantlar gözükene kadar distile suda 

yıkanmıĢtır (Damak ve ark., 2010). 

3.2.6. Enzimin optimum pH’sının saptanması 

 Bacillus licheniformis‘den üretilen ve saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin pH‘sının 

7-10 arasındaki aktif olduğu değer bulunmuĢtur. Aktivite tayininde kullanılan substrat 

çözeltisi için pH 7-8‘de NaH2PO4, pH 9-10‘da NaHCO3 tamponu kullanılmıĢtır. Her iki 

tampon için de ayrı substrat çözeltisi hazırlanmıĢ ve 1M NaOH ve 1M HCl ile pH‘ları 

ayarlanmıĢtır. 

 pH 7, 8, 9, 10 için bir örnek ve kör hazırlanıp örnek tüplere aynı pH‘daki enzim ve 

substrat konulurken, köre enzimin içinde bulunduğu tampon ve aynı pH‘ya sahip substrat 

konulmuĢtur ( Çelik ve ark., 2014). 37 °C‘de 10 dk inkübe edilen tüplerin 3.4.6.  anlatıldığı 

gibi aktivite tayini yapılmıĢtır. 

3.2.7. Enzimin optimum sıcaklığının saptanması 

  Bacillus licheniformis‘den üretilip saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin 40-70 °C 

arasında ki aktiviteleri bulunmuĢtur. Bir örnek ve bir de kör olmak üzere her sıcaklık için 2 

tüp hazırlanıp örnek tüpe enzim ve substrat, köre ise tampon ve substrat konulmuĢ aynı 

sıcaklıkta 10 dk. inkübe edilmiĢ, ( Çelik ve ark., 2014)  ve 3.4.6.  anlatıldığı gibi aktivite 

tayini yapılmıĢtır. 

3.2.8. SaflaĢtırılan pektin liyaz enziminin portakal suyu üzerindeki etkisi 

           Bacillus licheniformis‘ten üretilen ve saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin portakal 

suyu elde etme iĢleminde kullanarak, portakal suyu verimini etkileyip etkilemediği 

incelenmiĢtir. 
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Marketten Portakal alınarak, yıkanmıĢ, kabukları soyulmuĢ ve blendır yardımıyla homojen 

bir püre hale getirilmiĢtir. Yapılan püre 1/1 oranında saf suyla seyreltilip (40 gr portakal, 

40 gr su)  ve pH‘sı 9‘a ayarlanmıĢtır. Bu portakal püresinden 7.5 gram alınarak 50 mL‘lik 

behere konulmuĢ ve üzerine 1.5 mL saflaĢtırılmıĢ pektin liyaz, diğer behere ise 7.5 gram 

püre alınıp 1.5 mL ham özüt  (saflastırma iĢlemlerine tabi tutulmamıĢ supernatant) ilave 

edilmiĢtir. Üçüncü ve en son behere ise 7.5 gram portakal püresi ve 1.5 mL saf su ilave 

edilerek hazırlanan örnek kör olarak kullanılmıĢtır. Beherler 60°C ‘lik bir su banyosunda 

karıĢtırılarak 5 saat inkübe edilmiĢtir. Püreler soğutulduktan sonra portakal suları süzgeç 

kâğıdından süzülmüĢtür. Elde edilen portakal suları kontrol (saf su ile yapılan deneme) 

numune ile karĢılaĢtırılarak portakal suyu elde etme verimi aĢağıda verilen Ģekilde 

hesaplanmıĢtır ( Çelik., 2007). 

                        Enzimli deneme (mL) - Kontrol (mL) 

     % Verim =    ————————————————      x 100 

                                    Kontrol (mL) 

Meyve suyu alındıktan sonra geriye kalan meyve posası sabit tartıma gelinceye kadar 

105°C‘de kurutulmuĢtur. Saf pektin liyaz ve ham ekstrakt kullanılarak elde edilen meyve 

sularından geriye kalan kuru maddelerdeki ağırlık kaybı saf su ile yapılan deneme (kontrol 

deneme) ile karĢılaĢtırılarak % parçalanma olarak hesaplanmıĢtır (Soares ve ark., 2001). 

  

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

   % Parçalanma  =  ————————————————         x  100 

                                            Kontrol (gr)   

 

Elde edilen portakal suyunun hacmi, içinde enzim yerine su bulunan kontrol‘e göre 

kaç kat arttığı 100 gr portakal için hesaplanmıĢtır. 
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4.BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1.Topraktan Bacillus sp. SuĢlarının Ġzolasyonu ve pektin liyaz üreten suĢların 

belirlenmesi 

Alkali olduğu bilinen toprak örnekleri  laboratuvar koĢullarında yapılan iĢlemlerden 

sonra adi jelöz besiyerine tek koloni düĢecek Ģekilde ekilmiĢtir. Ġnkübasyon sürecinden 

sonra üzerinde üreme görülen ve morfolojilerine bakılarak Bacillus sp. olduğu düĢünülen, 

toplam 53 bakteri izole edilmiĢtir.  

Elimizdeki 53 bakteri suĢundan pektin liyaz pozitif suĢlarını bulmak için, pektin 

agarlı katı besi yerine ekim yapılmıĢ ve 18 suĢun ürediği belirlenmiĢtir. Bu suĢlar adi 

jelözden izole edilerek tekrar pektin agarlı katı besiyerine ekilmiĢtir. Petriye CTAB 

damlatılarak boyanmıĢtır. En büyük zon çapına sahip 6 adet bakteri seçilmiĢ ve adi jelöz 

besi yerine ekim yapılarak tanımlanması için +4 °C‘de saklanmıĢtır.  

 

                        ġekil 4.1. Pektin liyaz üreten Bacillus sp. suĢunun görüntüsü 

4.2. Bakteri Ġdentifikasyonu 

            Pektin liyaz (+) olarak belirlenen 6 örnek tür tanımlanmasının yapılması için 

ÜSKĠM‘e gönderilmiĢtir. ÜSKĠM‘de The Biolog Gen ƖƖƖ Microplate metoduyla 

tanımlaması yapılan 6 adet suĢtan daha önce pek çalıĢılmamıĢ ve programın 
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kütüphanesindeki 1300 bakteriden en yüksek eĢleĢme oranına sahip suĢ çalıĢmaların diğer 

basamaklarında kullanılmak üzere seçilmiĢtir. Sonuçlar pozitif ve negatif olarak 

değerlendirilmiĢtir. 

 The Biolog Gen ƖƖƖ Microplate yöntemiyle tanımlanan bu suĢ Bacillus licheniformis 

olarak belirlenmiĢtir. Ekim yapılarak stoğa alınan kültür enzim aktivitesi ve diğer 

biyokimyasal testler için  +4 °C‘de saklanmıĢtır (Telke ve ark., 2011).  
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Çizelge 4.1. Bacillus licheniformis Bakterisinin Ġdentifikasyonunda Kullanılan 

Biyokimyasal Testlerin Düzeni ve Pozitif-Negatif sonuçları  (The Biolog Gen ƖƖƖ 

Microplate) 
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ͻ : negatif ve pozitif kontrole göre sınırdaki değerleri ifade eder. 

ͼ : positif uyumsuz değerleri gösterir. 

ͽ : negatif uyumsuz değerleri gösterir. 

4.3. Bacillus licheniformis bakterisinin üreme aralığına ait bulgular 

            10 gün boyunca pektinli sıvı besiyerine ekimi yapılan bakteriler gözlemlenmiĢtir. 

Her 24 saatin sonunda Bacillus licheniformis erlendeki ĢiĢesinden alınarak 

spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda okunmuĢtur. 

            ÇalıĢmalar sırasında Bacillus licheniformis bakterisinin 1. ve 10. Günler arasındaki 

büyümesi gözlenmiĢtir. 1. gün baĢlangıç dönemidir, çoğalma için hazırlıklarını yapan 

bakteri, metabolizmasını arttırarak, hacmini büyütmüĢtür. 1. ve 5. günler arası logaritmik 

dönemde bakteri sayısı hızla artmıĢ bunun yanında bakterilerin hacmi küçülmüĢtür. Bakteri  

en iyi değeri 5. günde göstermiĢtir, 5. günden sonra büyüme  hızı azalarak, ölüm dönemine 

girmiĢtir. 10. günde 1. günden sonra ki en  düĢük değeri göstermiĢtir. Dyk ve ark., (2010) 

çalıĢmalarında Bacillus licheniformis bakterisini 3. gün (72. Saat) sonunda, Sneha ve ark., 

(2015) 3. günden sonra, ellerindeki bakterilerin büyüme değerlerini göz önüne 

bulundurarak deneylerine devam etmiĢlerdir. Sonuçların grafik olarak değerleri Ģekil 2 de 

gösterilmiĢtir. 

 

 
                        

                                         ġekil 4.2. Bacillus licheniformis’ in büyüme eğrisi 
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4.4. Bacillus licheniformis’in pektin liyaz üretme kapasitesi 

           10 ml Nutrient broth sıvı besiyerine Bacillus licheniformis bakterisi ekilip 150 

rpm‘de 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ertesi gün üreyen bakteriden 5 ml alınıp ve 50 ml 

pektinli sıvı besiyerine ekilmiĢtir. Üremesinin 5. gününde bakteri inkübatörden alınmıĢ ve 

7000 g‘de 10 dk +4°C‘de santrifüj edilmiĢtir. Elde edilen supernatant 1/1, 1/2, 1/5, 1/10 

oranlarında seyreltilmiĢ bu aĢamadan sonra 3.4.6. daki aktivite tayinine geçilmiĢtir. 

Örnekler 550 nm‘de okunarak supernatantta pektin liyaz aktivitesi tespit edilmiĢ böylece 

Bacillus licheniformis’in pektin liyaz enzimi ürettiği belirlenmiĢtir. Aktivite sonrası renk 

değiĢimleri Ģekil 4.3‘de, verilerle ilgili grafik gösterimi Ģekil 4.4‘de verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.3. Supernatantın Pektin liyaz aktivitesi ölçümü sonrasında oluĢan renk değiĢimleri 
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ġekil 4.4.  SeyreltilmiĢ pektin liyaz enziminin aktivite yüzdeleri 

            Pektin liyaz enziminin supernatantta çalıĢılmıĢ seyreltme oranlarına göre; 1/1 

oranında ki enzimde maximum relatif aktivite görülmüĢtür. Enzim seyreldikçe aktivite 

düĢmüĢ, 1/2‘ de % 65, 1/5 ‗ de  % 35, 1/10 oranında ise % 21 ile en düĢük seviyesine 

gelmiĢtir.  

4.5. Bacillus licheniformis’den üretilip saflaĢtırılan pektin liyaz enzimlerinin aktivite 

sonuçları 

           SaflaĢtırma iĢlemi için DEAE-Sephacel iyon değiĢim kromotografisi kullanılmıĢtır. 

Bacillus licheniformis’den elde edilen supernatant 4°C‘de 2 saatte bir diyaliz edildikten 

sonra kolona yüklenmiĢtir. Tampon ve herbir konsantrasyondaki NaCl çözeltisi kolondan 

geçirilerek fraksiyonlar 5 ml halinde tüplerde toplanmıĢ ve örnekler 280 nm‘de okunarak 

aktivite tayini yapılmıĢ, elde edilen bulgular Ģekil 4.5‘de verilmiĢtir. 

 

0

20

40

60

80

100

120

1/1 1/2 1/5 1/10

Enzimi Seyreltme Oranları 

Relatif Aktivite (%) 



 

37 

 
 

 

ġekil 4.5. DEAE- Sephacel iyon değiĢim kromotogrofisi kullanarak 

Bacillus licheniformis’ den üretilip saflaĢtırılan Pektin Liyaz enziminin NaCl ile gradient 

elüsyonu 

 

            DüĢük aktivite gösteren tüplerden; 0.1 M konsantrasyondan 3,8,9,16 numaralı, 0.2 

M konsantrasyondan 8,9,10,11,13 numaralı, 0.3 M konsatrasyondan 16,17,18,19 numaralı 

tüpler elenmiĢ, 0.4 M konsantrasyondan ise 2 ve 12 numaralı tüpler hariç diğer tüpler 

elenmiĢ, kalan yüksek aktivite gösteren tüpler birleĢtirilmiĢ ve mix adı verilmiĢtir. 

           Supernatant, 0.1M-0.4 M konsantrasyon aralığındaki ki tüpler 280 nm‘de okunmuĢ 

sonuçlar grafikle gösterilmiĢtir. Mix olarak adlandırılan tüp, konsantrasyon tüplerinde 

5000 rpm‘de 20 dk santrifüj edilip 1 gece boyunca diyaliz edilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra 

da 280 nm‘de aktivite tayini yapılmıĢtır. Aktivite sonuçlarının grafiği Ģekil 4.6‘da 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.6. Bacillus licheniformis’ den üretilip saflaĢtırılan Pektin Liyaz enziminin ve  

supernatantın aktivite değerleri 

            Bacillus licheniformis’den elde edilen enzimin supernatantı, 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M, 

0.4 M konsantrasyonlu saf enzimleri ve yüksek aktivite gösteren tüplerin içinde bulunduğu 

mix adını verdğimiz saf enzimin relatif aktivitelerini karĢılaĢtırdığımızda maximum 

aktivite % 100 ile supernatantta bulunmuĢtur. 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 ölçülmüĢtür. 

            Madu, J.O., (2016)‘nun yapmıĢ olduğu çalıĢmada çöp atıklarından izole ettiği 

Bacillus licheniformis’den DEAE-sephadex kromotografisi ile pektinazı saflaĢtırmıĢ ham 

enzimin yani supernatantın aktivite verimi % 100 iken  ve saf enzimin aktivite verim 

yüzdesini % 39.15 olarak bulmuĢtur. Kobayashi ve ark., (1998) ise Bacillus suĢlarından 

elde ettikleri  pektat liyazda kültür supernatantının verimi % 100 iken, amonyum sülfat 

çökeltmesi ile verimin % 80‘e, superQ-toyopearl kromotografsi ile % 67‘ye, biocad-hs 

kromotografisi ile de % 55‘e düĢtüğünü göstermiĢtir. Bununla beraber toplam protein 

miktarı da gittikçe azalmıĢ fakat saflık derecesi de giderek artmıĢtır. Hamdy, H., (2005) 

Rhizopus oryzae‘den saflaĢtırdığı  pektin liyazın ham özütünün verimi % 100 iken, 

amonyum sülfat çökelmesi, jel fitrasyonu , iyon değiĢim kromotografisi ile sırasıyla % 
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70.29, 53.32, 42.96 olarak bulmuĢtur. Toplam aktivite ve protein miktarı azalırken saflık 

derecesi ve spesifik aktivite artmıĢtır.  

            Relatif aktivitenin supernatantta yüksek olup saflaĢtırıldıktan sonra düĢmesinin 

nedeni bekleme süresinin uzamasıyla beraber sonuçta aktivitenin korunamaması olarak 

yorumlanabilmektedir. Bunun yanında saflaĢtırma basamaklarının artmasıyla her adımda 

aktivite kaybında artıĢ olduğu söylenebilir.     

 

                            
 

ġekil 4.7. Bacillus licheniformis’den izole edilip, üretilen enzimin DEAE-Sephacel iyon 

değiĢim kromotografisi ile saflaĢtırılması 

 

4.6. Bacillus licheniformis’den üretilen, saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin SDS-

PAGE ve Zimogram sonuçları  

            Bacillus licheniformis’den üretilip DEAE-Sephacel iyon değiĢim kromografisi 

kullanılarak saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin saflığını kontrol etmek ve molekül 

ağırlığını saptamak amacıyla 3.4.8.1. ve 3.4.8.2.‘de anlatıldığı gibi SDS-PAGE ve 

Zimogram yapılmıĢtır. Jel formülasyonları Laemmli U.K. (1970)‘e göre uyarlanmıĢtır. 

Standart protein olarak Sigma-Aldrich SDS7B2 markerı 180, 116, 90, 58, 48.5, 36.5, 26.6 

kDa ağırlığa sahip 7 farklı proteinin karıĢımından oluĢmaktadır. Elektroforez iĢleminden 

sonra jel comassie blue ile boyanmıĢ, boya geri alınmıĢtır. Görülen protein bandının 

fotoğrafı çekilmiĢtir. Elde edilen görüntü Ģekil 4.8‘de verilmiĢtir. Zimogram testinde ise jel 
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TrisHCl bufferında, pektin agar çözeltisinde bekletilmiĢ ve ruthenium red ile boyanmıĢtır, 

boya geri alındıktan sonra elde edilen görüntü Ģekil 4.9‘da verilmiĢtir. 

 
 

ġekil 4.8. SDS-PAGE sonrası jelin coomassie blue ile boyamadan elde edilen görüntüsü 

 

 
 

 

ġekil 4.9.SDS-PAGE sonrası jelin Ruthenium red ile boyamadan sonra elde edilen 

zimogram görüntüsü 
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            Enzimin zimogram görüntülerinde tek bant görülmüĢtür. Bu bant 36.5 kDa ağırlığa 

sahiptir. ġekil 4.9‘daki sarı bölge saflaĢtırılmıĢ pektin liyaz varlığını göstermektedir. Madu 

ve ark.,, (2016)‘nın Bacillus licheniformis ile yaptığı çalıĢmada Pektinaz enziminin 38 kDa 

büyüklüğe sahip tek bant Ģeklinde gördüğünü bildirmiĢtir. Payasi ve ark., (2006) muzdan 

pektat liyaz enzimini izole edip, saflaĢtırarak enzimin molekül ağırlığını 43 kDa olarak 

bulmuĢlardır. Demir ve ark., (2011) Geobacillus stearothermophilus Ah22‘den ürettikleri 

pektin liyazın 36 kDa ağırlığa sahip tek bant içerdiğini belirtmiĢtir. Gang ve ark., (2010)  

Bacillus sp. N16-5‘dan saflaĢtırdıkları pektat liyazda 42 kDa ağırlığa sahip tek polipeptit 

zinciri görmüĢledir. Schlemler ve ark., (1987) ise Pseudomonas fluorescens W51’den 

saflaĢtırdıkları pektin liyazın ağırlığını 32 ± 1 kDa bulmuĢlardır. Semenova ve ark., (2006) 

Penicillium canescens’den saflaĢtırdıkları pektin liyaz enziminin 38 kDa ağırlığında tek 

banta sahip olduğunu bildirmiĢlerdir. 

            Genellikle mikroorganizmalardan elde edilen pektinazın moleküler ağırlığının 30-

70 kDa aralığında olduğu bildirilmiĢtir (Klug-Santner ve ark., 2006, Banu ve ark., 2010). 

Bununla birlikte, moleküler ağırlığı 70 kDa'dan daha büyük olan mikrobik kaynaklardan 

pektinazlar hakkında raporlar bulunmaktadır (Kashyap ve ark., 2000,  Kobayashi ve ark., 

2001). Önceki çalıĢmalarda gerek bitkiyle, gerek mantar çeĢitleriyle, gerekse Bacillus 

suĢlarıyla yapılan enzim deneylerinde elde edilen sonuçlar çalıĢmamızın sonuçlarını 

desteklemektedir.  

4.7. Bacillus licheniformis’den üretilen, saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin optimum 

pH sonuçları 

            Materyal ve metod bölümünde belirtildiği gibi Nadaroğlu ve ark., (2010)‘larının  

yapmıĢ oldukları çalıĢmalar doğrultusunda; elde edilen enzimin, pektin liyaz aktivitesi 

üzerine pH‘nın etkisi  pH 6, 7, 8, 9  değerleri için belirlenmiĢtir. Buna göre;  

            Bacillus licheniformis’den elde edilen enzimin pH‘sını belirlemek için 3.4.9.‘da 

anlatıldığı Ģekilde deneyler yapılıp, aktivitesine bakılmıĢtır. Elde edilen absorbans 

değerlerine göre % relatif aktivite bulunmuĢtur. Sonuçların grafiği ġekil 4.10‘da 

gösterilmiĢtir. SaflaĢtırılan enzimin maximum relatif aktivitesi % 100 ile pH‘sının 9 olduğu 

tüpte görülmüĢtür. Yüksek aktivite gösterdiği aralık 9-10 olarak bulunmuĢtur. Aktivitesi 

pH 9‘dan pH 7‘ye kadar giderek düĢmüĢtür. En düĢük relatif aktivite ise % 72  ile  pH 7‘de 

görülmüĢtür. 
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ġekil 4.10. Bacillus licheniformis’ den üretilip saflaĢtırılan Pektin Liyaz enzimi üzerine 

pH‘nın etkisi  

            Embaby ve ark., (2014) Bacillus licheniformis SHG10‘den izole edilen 

poligalakturonaz enziminin pH 3-11 aralığında aktivite gösterdiğini söylemiĢtir. 

Ramanujam ve ark., (2008) Aspergillus niger‘den  ürettikleri pektin liyazın pH 4-8 

aralığını çalıĢmıĢ, enzimin maximum aktivite gösterdiği değeri pH 6 olarak bulmuĢlardır. 

Hamdy ve ark., (2005) Rhizopus oryzae‘den saflaĢtırdıkları pektin liyazın pH‘sını 7.5, 

Namasivayam ve ark., (2011) Bacillus cereus‘dan kısmi saflaĢtırmayla ürettikleri 

pektinazın yapımının arttığı optimum  değeri 8.5, Yadav ve ark., (2008) Aspergillus 

flavus‘dan saflaĢtırdıkları pektin liyazın pH 6-9 aralığında %50 ile maximum aktivite 

gösterirken , enzimin optimum değerinin 8 olduğunu göstermiĢlerdir. Sukhumsiirchart ve 

ark., (2014) Bacillus sp. RN1‘den saflaĢtırdıkları pektat liyazın pH 10‘da yüksek aktivite 

sergilediğini, aktiviteyi pH 4-10 arasında nispeten stabil olarak bulmuĢlardır. Al balaa ve 

ark., (2014) Bacillus subtilis BPLSY1‘den saflaĢtırdıkları pektat liyazı pH 7-11  arasında 

çalıĢmıĢ ve maximun aktiviteyi ise 9.5 gözlemlemiĢlerdir. 

            Mantarlarla yapılan önceki çalıĢmalarda çalıĢmalarda pH değerleri asidiğe 

yakınken, Bacillus bakterisi ile yapılan çalıĢmalarda pH değerleri alkali değerler 

göstermiĢtir. Ġzole ettiğimiz enzimin alkalifilik olduğu görülmektedir. Bacillus suĢlarının 

çoğu  pH 7-9 arasında yüksek miktarlarda pektinaz üretirler ( Kobayashi ve ark., 1998). Bu 

sonuçlara göre alkali toprak örneklerinden izole ettiğimiz Bacillus licheniformis’ den 
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üretilip saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin pH‘sı optimal değer olan 9‘un üzerinde veya 

aĢağısında değiĢtiğinde enzim aktivitesinin de azaldığı görülmüĢtür. Enzim aktivitesinin 

optimumdan uzaklaĢması pH değerinin enzimin stabilitesi üzerindeki etkisine bağlı 

olabileceği belirtilmektedir (Dixon ve ark., 1979). 

4.8. Bacillus licheniformis’den üretilen, saflaĢtırılan pektin liyaz enziminin optimum 

sıcaklık sonuçları 

           Bacillus licheniformis’den elde edilen enzimin optimum sıcaklıklarını belirlemek 

için 3.4.10‘da anlatıldığı Ģekilde deneyler yapılıp, aktivitesine bakılmıĢtır. ġekil 4.11‘deki 

Aktivite-sıcaklık grafikleri çizilmiĢtir.  

 

 
 

ġekil 4.11. Bacillus licheniformis’den üretilip saflaĢtırılan Pektin Liyaz enzimi üzerine 

sıcaklığın etkisi  
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            ġekilde de görüldüğü gibi enzim maximum aktiviteyi 60 °C‘de göstermektedir. 

Enzim 50 °C‘de aktivitesini % 92 ile korurken, 40°C‘de % 64‘e, 70 °C‘de ise % 32‘ye  

düĢmüĢtür. Birçok ticari uygulamada kullanılan pektinaz (Pectinex 3XL) bile, 50 ºC veya 

daha yüksek sıcaklıklarda uzun süreli maruz kalmalarda inaktive olabilmektedir (Ortega ve 

ark., 2004). Enzimin ısı ile denatürasyonu ve bunu takiben yüksek sıcaklıklardaki uzun 

süreli maruz kalma nedeniyle inaktivasyonun, pektinaz aktivitesindeki bu düĢüĢten 

sorumlu olabileceği düĢünülmektedir. 

            Yapılan çalıĢmalarda, Embaby ve ark., (2014) Bacillus licheniformis SHG10‘den 

izole edilen poligalakturonaz enziminin 50
 o

C‘de optimum aktiviteye ulaĢtığını 

belirtmiĢlerdir. Chiliveri ve ark., (2014) Bacillus tequilensis SV11’ den saflaĢtırdıkları 

pektat liyazın optimal aktivite gösterdiği sıcaklığı 60 
o
C, Rehman ve ark., (2015) Bacillus 

licheniformis KIBGE-IB21‘den kısmi saflaĢtırdıkları poligalakturonazın 40 
o
C‘de stabil 

olduğunu, Poturcu ve ark., (2017)  Aspergillus niger_WHAK1‘den alkalin termostabil 

pektin liyaz saflaĢtırıp 40-80 
o
C arasında çalıĢarak optimum sıcaklığı tespit etmeye 

çalıĢmıĢ ve 40-70
 o

C aralığında farklı zamanlarda yeterli aktiviteye sahip olduğunu 

göstermiĢtirlerdir. En yüksek aktivite değerine ise 40 
o
C‘de 60 dk ile ulaĢmıĢtır. Maller ve 

ark., (2012) Aspergillus niveus‘tan ürettikleri pektin liyazın optimal sıcaklığını ise 55
 o

C 

olarak tespit etmiĢlerdir. 

            Mikroorganizmalar genel olarak psikrofil, mezofil ve termofil olmak üzere 3 gruba 

ayrılırlar. Termofilik organizmalar yüksek sıcaklıklarda yasamaya adapte olup kendi 

aralarında ılımlı termofiller (45-65 °C) ve hipertermofiller (85 °C) seklinde ayrılırlar 

(Güven, R.G., 2011).  Bu sonuçlara göre izole ettiğimiz enzimin ılımlı termofil özellikte 

olduğunu söyleyebiliriz. 

 4.9. Bacillus licheniformis’den üretilen, saflaĢtırılan pektin liyaz enzimiyle yapılan 

portakal suyu elde etme sonuçları 

            Pektin liyaz enzimini portakal suyu üretiminde kullanarak meyve suyu verimini 

etkileyip etkilemediği incelenmiĢtir. Bunun için saflaĢtırılmıĢ enzim ile beraber, ham özüt ( 

supernatant) bu iĢlemlerde kullanılmıĢtır. 

            100 gr portakal için portakal suyunun hacminin kontrole göre kaç kat arttığı ve 

yüzde kaç oranında parçalandığı hesaplanmıĢtır. Bulunan sonuçlar çizelge 4.3. ve 4.4.‘de 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.2. Bacillus licheniformis’den elde edilen ham özüt ve saflaĢtırılmıĢ pektin liyaz 

ile iĢlem görmüĢ portakal suyu miktarının kontrole göre artıĢ miktarı 

 

Portakal ( 100gr) Su (kontrol) Hamözüt 

(saflaĢmamıĢ pektin 

liyaz) 

Saf pektin liyaz 

Hacim (ml) 70 82 88 

Verim %  16 25 

 

Çizelge 4.3. Bacillus licheniformis’den elde edilen ham özüt ve saflaĢtırılmıĢ pektin liyaz 

ile iĢlem görmüĢ portakal suyu püresinin kuru maddesindeki yüzde parçalanma oranı  

 

Portakal ( 100gr) Su (kontrol) Hamözüt( 

saflaĢmamıĢ pektin 

liyaz) 

Saf pektin liyaz 

Kuru madde (gr) 6.7 3.5 1.9 

Azalma %  47 71 

 

 

            Saf pektin liyaz enzimi ile elde edilen meyve suyu miktarı, ham özüt ile elde 

edilenden daha büyük olduğu ortaya çıkmıĢtır. 100 gr portakal ile iĢlem gören saf pektin 

liyaz enziminden 88 ml, ham özütten 80 ml portakal suyu elde edilmiĢtir. Bacillus 

licheniformis’den üretilen ve saflaĢtırılan pektin liyaz enzimi ile iĢlem gören portakal 

püresinden elde edilen meyve suyunun kontrole göre % 25 oranında arttığı, ham özütün ise 

% 16 oranında arttığı görülmektedir. 

            Çelik ve ark., (2014) Geobacillus pallidus p26’dan pektin liyaz saflaĢtırmıĢ ve 

elma, Ģeftali, havuç ve muz üzerinde denemiĢlerdir. Saf pektin liyaz ve enzimin ham özütü 

verim yüzdesi olarak sırayla elma için %, 7 ve 20, Ģeftalide 9 ve 22, havuçta 9 ve 12 

oranında bulunmuĢtur. En yüksek verim ise muzda % 1020 ve 400 olarak gerçekleĢmiĢtir. 

Singh ve ark., (2012) Aspergillus niger‘den pektinaz enzimi izole edip, bel (Aegle 
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marmelos Correa) meyvesi üzerinde deneyerek meyve suyu verimini incelemiĢler. 

Muamele edilmemiĢ numunenin verimi % 69 iken, enzimin veriminin % 72.5-82.6 

arasında değiĢtiğini belirlemiĢlerdir. Nadaroglu ve ark., (2010) Bacillus pumilus’dan 

saflaĢtırdıkları pektin liyazın kaç kat verim verdiğini elma, muz, havuç ve portakal 

üzerinde denemiĢ sırasıyla kontrole göre ham özüt ve pektin liyazın elmada, % 9.5 ve 13, 

muzda 118.8 ve 162.5, havuçta 108.7 ve 108.7, portakalda ise 116.8 ve 117.8 olarak 

arttığını bulmuĢlardır. 

            Bacillus licheniformis’den üretilen ve saflaĢtırılan pektin liyaz enzimi ve ham özüt 

ile muamele edilmiĢ portakal suyu miktarı ile % parçalanma oranı, doğru oranda artmıĢtır. 

Dolayısıyla katı miktarı azalmıĢ ve parçalanma miktarı artmıĢtır. Yapılan portakal püresi 

sahip olduğu pulp miktarı, yani meyve suyu dıĢındaki katı parçacık miktarının fazla 

olmasıyla vizkoz olduğundan, enzimlerle iĢlem gördükten sonra görülür oranda vizkositesi 

azalmıĢtır. Vizkozitesinin çok azalmasının nedeni pektinlerin % 71 oranında 

parçalanmasından doğmaktadır. Sonuçta elde edilen meyve suyunun kontrole göre arttığı 

bulunmuĢtur. 
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5. SONUÇLAR 

            ÇalıĢmada Mersin Erdemli Alata Bahçe Kültürleri AraĢtırma Enstitüsü‘nden alınan  

alkali toprak örneklerinden izole edilen Bacillus suĢlarından pektin liyaz üreten 

mikroorganizmalar izole edilmiĢ, pektin liyaz üretimi yüksek olan mikroorganizmalar 

içinden birer izolat seçilmiĢ, en iyi üretici olan izolat üzerinde yapılan biyokimyasal 

analizler sonucunda daha önce üzerinde çok az çalıĢılan Bacillus licheniformis suĢu ile 

çalıĢılmaya karar verilmiĢtir. 

            Bacillus licheniformis pektinli katı besiyerinde en iyi üreme gösterdiği gün olan 5. 

günde alınarak pektin liyaz enzimini izole etmek için santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj 

iĢleminden sonra elimizde bulunan supernatant DEAE-sephacel iyon değiĢim 

kromotografisi yöntemiyle saflaĢtırılmıĢtır. Saf enzimin relatif aktivitesine bakılarak %  74 

relatif aktvite gösterdiği bulunmuĢtur. SaflaĢtırılan pektin liyaz %13‘lük ayırıcı jel ve 

%5‘lik toplayıcı jel formulasyonlarıyla SDS-PAGE tekniği kullanılarak test edilmiĢtir. 

Zimogram analizinden sonra moleküler ağırlığı 36.5 kDa olan tek bant görülmüĢtür. 

            SaflaĢtırılan pektin liyaz enziminin karakterizasyonu yapılarak optimum pH‘sı pH  

7-10 arasında çalıĢılarak maximum aktivite 9‘da, optimum sıcaklığı ise sıcaklık 40-70
 o

C 

arasında çalıĢılarak maximum aktivite  60
 o

C‘de  bulunmuĢtur. SaflaĢtırılan pektin liyazın 

pH profili, sıcak alkali pH aralığında gerçekleĢtirilebilen olası endüstriyel proseslerin 

kriterlerini karĢıladığından bu alanlarda kullanılabilir olduğunu göstermektedir. 

            SaflaĢtırılan enzim portakal üzerinde denenmiĢtir.  %30-40 ile kuru ağırlığındaki 

pektin miktarı, farklı materyallere göre (elmada % 15-18, limonda 30-35, pancarda 25-30, 

havuçta 7) daha fazladır (Whitaker, 1984).  Bacillus licheniformis‘den saflaĢtırılan pektin 

liyaz enzimi portakal suyu ile muamele edilerek meyve suyu elde etme veriminin etkisine 

bakılmıĢ ve ham özütün % 16, saflaĢtırılan pektin liyazın ise % 25 oranında meyve suyu 

oranını arttırdığı saptanmıĢtır. SaflaĢtırılan pektin liyaz portakal püresinde bulunan 

pektinleri % 71‘ e varan oranlarda parçalamıĢtır. 

Ticari olarak kullanılan enzimlerin %59‘unu proteazlar, %28‘ini karbohidrazlar, 

%3‘ünü lipazlar ve %10‘unu ise diger enzimler olusturmaktadır Ağırlıklı olarak çalıĢılan 

biyoteknolojik açıdan öneme sahip enzimler Ģunlardır; galaktozidaz, amilaz, pullulunaz, 

selüloz, kitinaz, ksilinaz ve pektinaz. Bu enzimler besin, kimyasal ve farmasötik 
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endüstrileri ile çevre biyoteknolojisinde potansiyel kullanım alanına sahiptirler (Güven, 

R.G., 2011). 

Pektin parçacıkları portakal suyunu bulanık hale getirir. Ürünü pazarlanabilir hale 

getirmek için pektinaz kullanılarak durultma yapılır. Portakal suyunun klasik iĢlenmesinde, 

ısıtma aromayı bozar ve donma pahalıdır. Dolayısıyla enzimler kullanılır ve meyve 

sularının stabilitesi korunurken, bulanıklık giderilir (Prathyusha ve Suneetha, 2011). 

Endüstrinin hemen her alanında kullanılan enzimler genellikle 

mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Çünkü mikroorganizma kaynaklı enzimlerin 

bitkisel veya hayvan kaynaklı enzimlere göre katalitik aktivitelerinin çok yüksek olması, 

istenmeyen yan ürün olusturmamaları, daha stabil ve ucuz olmaları, fazla miktarda elde 

edilebilmeleri gibi avantajları vardır ( Wiseman, A., 1987). 

Daha önceki çalıĢmalarda pektinazlar içerisinden poligalakturonaz, pektin esteraz, 

pektat liyaz ve pektin liyazlarla ilgili araĢtırmalar yapılmıĢtır. Enzim kaynakları olarak 

çoğunlukla mantarlar kullanılmıĢtır. Pektin liyazlar esas olarak mantar cinsi olan 

Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tarafından üretilir, ancak bakteri ve maya pektin 

liyazları hakkında bazı raporlar vardır (Yadav ve ark., 2009). Bakteri kullanılan 

çalıĢmalarda ise genelde Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus 

clausii gibi türler kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada ise pektin liyaz enzimleriyle ilgili üzerinde 

neredeyse çalıĢılmamıĢ olunan Bacillus licheniformis seçilmiĢ ve çalıĢılmıĢ böylece 

bundan sonraki çalıĢmalara veri sağlanarak kaynak oluĢturulması düĢünülmüĢtür. 

Bacillus licheniformis‘in kolayca kültüre alınabilmesi, besin isteğinin az olması, 

istenmeyen toksik yan ürün oluĢturmaması, düĢük maliyetle fazla miktarda elde edilmesi,  

elde edilen enzimin meyve suyu endüstrisinde, atık su arıtma sistemlerinde, kahve ve çay 

fermantasyonunda, kağıt ve selüloz endüstrisinde, hayvan yeminde, bitki virüslerinin 

saflaĢtırılmasında, yağ çıkarma iĢlemleri gibi alanlarda kullanılabilmesi nedeniyle 

ekonomik değerinin olması bu sayede izole edip, saflaĢtırdığımız enzimin ve üreten 

bakterinin ülkemiz ekonomisinde büyük önemi olduğu kanısına varılmıĢtır.  
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