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IZOLE EDILEN BACILLUS TURLERININ POLIGALAKTURONAZ
ENZIiMi URETIMLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, Van Goéli’nden izole edilen alkali ozellikteki Bacillus izolatlarinin
poligataktruronaz enzim lretimleri arastirilarak en iyi enzim lreticisi izolat se¢ilmis
ve bu izolatin enzim iiretim kosullar1 optimize edilmistir. Calismada 25 izolat
kullanilmis ve enzim fretimleri pektinaz igeren besiyeri ortaminda gelistirilen
bakterilerin iizerine iyot ¢ozeltisi damlatilarak kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon
belirlenmistir. En biiylik zon ¢apinin goriildiigli VGA7 izolat1 en iyi iiretici bakteri
olarak secilmis ve bununla enzim iiretim ¢alismalar1 yapilmistir. izolatin muhafazasi
%25 gliserol igeren nutrient broth igerisinde yapilmis olup aktiflestirme islemi dnce
nutrient agar ardindan nutrient broth igerisinde 33 “C’de 24 saatte yapilmigtir. Aktif
kiiltiirden iiretim ortamina %5 oraninda asilama yapilmistir. Enzim iiretiminde pektin
iceren bazal bir besiyeri (10 g/L maya 0ziitii, 10 g/L pektin, 1,5 g/L NaCl, 2 g/L
K2HPOq4, 0,1 g/L MgSQO4.7H20) hazirlanmistir. Enzim tiretimine sicaklik, pH, pektin
konsantrasyonu, karbon ve azot kaynaklarinin etkisi belirlenmistir. Sicakligin
belirlenmesi icin 25, 30, 33, 37 ve 40 °C’de inkiibasyonlar yapilmistir. pH etkisinin
belirlenmesi i¢in bazal besiyerinin baslangi¢c pH’s1, 7, 8, 9, 10 ve 11°e ayarlanarak 33
°C’de 24 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Pektin konsantrasyonunun etkisinin
belirlenmesi i¢in besiyerine 2, 5, 10, 15 ve 20 g/L oranlarinda pektin eklenmistir.
Besiyerinde kullanilan pektin yerine gam arabik, sakkaroz, glukoz, friikktoz, nisasta ve
laktoz  eklenerek iiretimler gergeklestirilerek karbon kaynaklarmin etkisi
belirlenmistir. Farkli azot kaynaklarinin etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmada
ise maya Oziitii yerine ayn1 oranda yagsiz siit tozu, sar1 mercimek unu, soya unu,
pepton, kazein ve amonyum siilfat eklenmistir. Inkiibasyonlar sonrasinda alinan
ornekler 10000 rpm’de santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriilmiis ve siipernatantta enzim
aktivitesi tayini yapilmistir. Enzim aktivitesi tayini i¢in pektin igeren tampon
¢ozeltisinde enzim eklenerek 50 °C’de 30 dakika inkiibe edilmis siire sonunda olusan
indirgen seker miktar1 DNS yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore,
enzim tiretiminin en yiiksek oldugu sicaklik 33 °C, pH 9, 20 g/L pektin varliginda
olmustur. Karbon kaynaklarinda en iyi olanin pektin oldugu belirlenmis olup bunu
laktoz takip etmistir. Azot kaynaklarindan ise en etkili olanin maya 6ziitii oldugu
belirlenmistir. Ayrica enzimin optimum sicakliglr ve pH’1 da belirlenmistir. Enzimin
optimum pH’1 12, sicakligi ise 70 °C olarak belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alisma
ile Van Golii’nden izole edilen ve pH 12 gibi ekstrem kosullarda aktivite gésteren
poligalakturonaz enzimi iiretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen bilgiler 1s18inda
enzimin uygulama alanlar ile ilgili caligmalar ileride gerceklestirilebilir.
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INVESTIGATION OF POLYGALACTURONASE ENZYME PRODUCTION
BY BACILLUS STRAINS ISOLATED FROM VARIOUS SOURCES

SUMMARY

Pectic substances, together with other structural components, are found in the cell wall
of the plant and are among the basic compounds that give rigidity to tissues. The
function of pectic substances is to provide structural integrity to the cell and make
them cohesive. They are are mainly composed of D-galacturonic acid units bound by
a(1-4) glycosidic bonds in which some hydroxyl groups are methylated. These
molecules are classified based on their esterification levels or carboxylic groups. If
75% of the carboxylic acids are methylated, it is called pectin, if less than 75% is
methylated, it is called pectic acid, and if there is no methyl esterification, it is called
polygalacturonic acid. Pectin is the general name of these groups.

Pectinases are generally the name given to a group of enzymes that have the ability to
catalyze pectic compounds through depolymerization (hydrolases and lyases) and
deesterification (esterases) reactions. Pectinases are classified according to the
substrate they act on, the way they break down the substrate they act on, and whether
the enzyme breaks down sequentially or randomly. Polygalacturonases are enzymes
belonging to the pectinase family and catalyze the breakdown of polygalacturonic acid
into monomers or dimers. Pectinases, which have a 25% share in the global enzyme
market, have an important place in the food industry. Areas of use include clarification
of fruit juices, tea and coffee fermentation, textile and paper industry. Although many
plants are sources of polygalacturonase, microbial-derived enzymes are preferred in
industry today due to their ease of production, economical and sustainable nature.
Molds, yeast and bacteria can be used in the production of polygalacturonase, and
mold-based enzymes are mostly produced. In recent years, there has been a trend
towards bacterial enzymes due to their superior properties such as high temperature
application and resistance to alkaline and acid conditions.

In this study, the polygatactruronase enzyme production from alkaline Bacillus isolates
isolated from Lake Van was investigated and the best enzyme producer isolate was
selected for further studies at which the enzyme production conditions of this isolate
were optimized. A total of 25 isolates were tested in the study. They were grown on
agar medium containing pectin at 33 oC for 24. At the end of the incubation period,
Petri dishes were covered with lodine solution and they were observed for the
formation of transparent zones around the colonies. The isolate having the highest zone
that was coded as VGAT7, was selected for further studies. The isolate was maintained
in nutrient broth containing 25% glycerol, and the activation of the bacterium was
performed on nutrient agar plates followed by nutrient broth at 33 °C for 24 hours.
Volume of inocultaion was 5% made from the active culture into the production
medium. In the enzyme production studies, a basal medium containing 10 g/L yeast
extract, 10 g/L pectin, 1.5 g/L NaCl, 2 g/L K2HPO4, 0.1 g/L MgSO4.7H20 was used.
The subsequent tests were performed by making slight modification on that medium.
The effects of temperature, pH, pectin concentration, carbon and nitrogen sources on
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the enzyme production were determined. In order to determine the effect of
temperature on the enzyme production, incubations were carried out at 25, 30, 33, 37
and 40 °C for 24 hours. The effect of pH on the enzyme production was performed by
adjusting the initial pH of the basal medium to 7, 8, 9, 10 and 11 by using 2 N HCI or
2 N NaCl and incubation was carried out for 24 hours at 33 °C. To determine the effect
of pectin concentration, pectin was added to the basal medium at rates of 2, 5, 10, 15
and 20 g/L and inbutaions were performed at 33 °C for 24 hours. The effect of carbon
sources was determined by adding pectin with gum arabic, sucrose, glucose, fructose,
starch and lactose instead of pectin used in the basal medium. In the study conducted
to determine the effect of different nitrogen sources, the same amount of skim milk
powder, yellow lentil flour, soy flour, peptone, casein and ammonium sulfate was
added instead of yeast extract. The samples taken after the incubations were
centrifuged at 10000 rpm to precipitate the cells and enzyme activity was determined
in the supernatant. For enzyme activity determination, enzyme was added to the glisin-
NaOH buffer solution (pH 10) containing pectin and incubations were performed at
50 °C for 30 minutes. At the end of the incubation 2 mL DNS solution was added to
stop the reaction and also to apply DNS reducing sugar determination method to detect
the amount of reducing sugars generated by the enzyme. The reducing sugar amount
was determined as galacturonic acid and for this a standard curve was constructed
using galacturonic acid.

According to the results, enzymatic activity was observed at the the temperatures
studied, however the highest activity (1.95 U/mL) was detected when the temperature
was 33 °C, and the lowest (1.61 U/mL) was at 25 °C. At the higher tempertures the
the activity was hight enough which was 1.89 U/mL at 40 °C. The pH studies showed
that the enzyme was highly alkaline which had lower activity at pH 7 and it increased
significantly with increasing pH. The highest enzyme activity was obtained when the
initial pH of the medium was 9 (1.93 U/mL), while the minimum was at pH 7 (1.33
U/mL). Effect of pectin concentration studies showed that enzyme activity increased
with the increasing pectin concentration and the highest activity was observed at 20
g/l pectin concentration, however, the increase in the activity with concentration was
not statisticalyy significant. Regarding the effects of various carbon sources on the
enzyme production, all the tested carbon sources led to enzyme production in a range
between 1.52 and 1.95 U/mL. The highest enzyme activity was detected with pectin.
In addition, enzymatic activity with lactose as substrate was also high and those with
glucose, sucrose, fructose and starch were statisticaly similar. Among the nitrogen
sources tested yeast extract was found to be the best one for the production of enzyme
and the lowest enzyme activity were obtained with pepton. Natural nitrogen sources
including skim milk powder, soy bean flour and lentil flour had also promising
enzymatic activities that had 75.3 to 81% relative activity compared to yeast extract.
These results indicated that natural nitrogen sources which cheaper and easily
available can be evaluated in future studies. Ammonium sulfate was tested as inorganic
nitrohen source and it had 67.1% relative activity compared to yeast extract.

Additionally, optimum temperature and pH of the enzyme were also determined. To
determine the optimum temperature enzymatic activities were determined at 30, 40,
50, 60, 70, and 80 °C. The lowest activity was found at 30 °C and it increased as the
temperature was increased up to 70 °C which was determined as the optimum. On the
other hand at 80 °C, the activity started to decrease. The optimum pH of the enzyme
was determined by preparing the substrate (pectin) in various buffer solutions [Citrate
buffer (pH 4, 5, 6), Tris-HCI buffer (pH 7, 8, 9), and glycin-NaOH buffer (pH 10, 11,

XXIV



12)]. Enzmatic activity analysis were performed using the mentioned buffer at 50 °C
for 30 minutes and reducing sugars genetrated by the enzyme was determined with
DNS method. The activity was lowest at pH 4 and it increased with increasing ph
values. The highest enzymatic activity was obtained at pH 12. This study showed that
the enzyme is extremely alkaline. As a result, it was shown that a novel Bacillus sp.
VGAY7 isolated from Lave Van was a good source of extremely alkaline
polygalaturonase enzyme. In the light of the information obtained, studies on the
application areas of the enzyme can be carried out in the future.
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1. GIRIS

1.1. Tezin Kapsamm

Enzimler canli organizmalarin hiicrelerinde bulunan son derece verimli ayn1 zamanda
da ¢evre dostu protein katalizorlerdir. Girdikleri reaksiyonlar1 hizlandirirken bu
reaksiyonlar sonucunda kendileri degismeden c¢ikabilmektedirler (Haile ve Ayele,
2022).  Endistrinin = birgok  alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Tanimlanan 2000’den fazla enzimin 100’
ticari olarak kullanilmaya uygun bulunmustur. Ancak giiniimiizde bunlarin yalnizca
18’1 endiistriyel caligmalarda kullanilmak amaciyla iiretilmektedir (Uzuner ve
Cekmecelioglu, 2016). Kimyasal katalizorlerle karsilastirildiklarinda 6ne ¢ikan
avantajlar1 bulunmaktadir. Enzimlerin yiiksek katalitik etkinligi, ayarlanabilir aktivite
ozelligi ve yiiksek oOzgiillikkleri biiyiikk avantaj saglamaktadir. Bu da enzimlerin
farmasotik, kimya ve gida endiistrisinde kullanimlarimi 6nemli Olglide tesvik

etmektedir (Bashir ve ark., 2018; Haile ve Ayele, 2022).

Enzimler 19. yy’in ortalarinda kesfedilmis ve endiistriyel uygulamalarda ilk olarak Dr.
Jokichi Tokomire (1894-1914) tarafindan tanitilmistir. Baslangigta fungal enzimler
tanitilmig ve bundan ancak 20 yil sonra Boidin ve Effrant bakteriyel enzimleri
endiistriye sunmuglardir. Endiistriyel siireclerde kullanilan kimyasallarin ¢evre
kirliliginin 6nemli sebepleri arasinda yer almalar1 ¢evre dostu alternatif arayislarina
hiz kazandirmistir. Birgok hiicre disi mikrobiyal enzimin cevre dostu olusu ve
endiistriyel alanlarda kullanima uygun olmalar1 enzimleri 6n plana ¢ikarmigtir
(Tabssum ve Ali, 2018). Endiistriyel baglamda, enzimlerin kullanim alanlar1 yiyecek,
icecek, tekstil, deterjan, hayvan yemi iiretimi, kozmetik, kagit endiistrisi ve tip olarak
siralanabilir (Saha ve ark., 2009). Lakkaz, glukoamilaz, rennin, alfa amilaz, seliilaz,
ksilanaz, proteaz, lipaz ve pektinazlar biyoteknolojik 6neme sahip enzimlerdir
(Polaina ve MacCabe, 2007). Endiistriyel enzim pazarinin yaklasik olarak %50’sini
gida ve igecek sektoriinde kullanilan enzimler olusturmaktadir (Alkorta, Garbisu ve
ark., 1998).



Enzimler hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilmektedir. Ancak
giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin biiyilk bir cogunlugu mikrobiyal
kaynaklidir (Dogan, 2008). Endiistriyel enzim taleplerine bitkisel ve hayvansal
kaynakl1 enzimlerin yetersiz kalmasi, bu alandaki ilginin giderek mikrobiyal enzimlere
dogru kaymasina neden olmustur. Mikroorganizmalar, biyokimyasal cesitlilik ve
genetik adaptasyon kabiliyetleri agisindan miikemmel birer enzim kaynagi olarak g6z
ontinde bulundurulmaktadir (Rao ve ark., 1998). Endiistriyel kullanim igin tiretilen
enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu, mikroorganizmalardan elde edilmektedir; bu oran
yaklasik %90'dir (Goziikara, 2009). Mikrobiyal enzimlerin tercih edilmesinin
sebepleri arasinda, diger enzimlere gore daha yiiksek katalitik aktiviteye sahip
olmalari, daha dayanikli ve maliyet agisindan avantajli olmalari, istenmeyen yan
iriinleri ortaya c¢ikarmamalar1 ve yliksek miktarlarda tiretilebilmeleri bulunmaktadir
(Horikoshi, 1999; Nameed ve ark., 2007). Endiistride genis bir kullanim alanina sahip
olan enzimler arasinda, Bacillus cinsine ait tiir ve alt tiirler tarafindan {iretilen ondan

fazla enzim bulunmaktadir (Lin ve ark., 1998; Kumar ve Takagi, 1999).

Pektik maddeler, bitkinin hiicre ¢eperinde diger yapi bilesenleriyle birlikte bulunur ve
temel birlesiklerdendir; bu bilesikler, dokulara sertlik saglar (Jayani ve ark., 2005).
Pektik maddelerin gorevi hiicreye yapisal biitlinliik kazandirmak ve onlart kohezyonlu
hale getirmektir (Tabssum ve Ali, 2018). Genel olarak, farkli nétralizasyon
derecelerine sahip olan, su i¢inde ¢oziinebilen, farkli metil ester oranlarina sahip ve
uygun kosullarda jelimsi bir yap1 olusturan pektin, bitkisel kaynakli bir stabilizatordiir.
Bu madde, tiim meyve ve sebzelerde ¢esitli miktarlarda ve ozelliklerde bulunabilir.
Ozellikle tarrmsal endiistri atiklar1 (domates kabugu, muz kabugu, mango kabugu,
aygcicegi tablasi, turunggil kabugu, elma posasi, seker pancar kiispesi) yiiksek oranda
pektik maddeler igermektedir (Gee ve ark., 1958; akt. Arslan, 1994). Endiistiyel
islemlerde meyve sebze suyu eldesinde, kahve fermanstasyonu gibi islemler sirasinda
ac1ga c¢ikan pektinin olusturdugu jelimsi yapi, bulaniklik istenmeyen durumlardandir.
Bu sebeple pektinin pargalanmasi ve jelimsi yapinin giderilmesi pektini pargalayan

poligalakturonaz enzimi ile miimkiin olmaktadir.

Poligalakturonazlar endiistriyel islemlerin vazgegilmez pargalarindandir. ilk kez 1930
yilinda alkol ve igecek endiistrisinde kullanilmaya baglanmistir (Oslen, 2000;
Majumder ve ark., 2020). Mikrobiyal kokenli pektinolitik enzimler, kiiresel gida

enzimleri piyasasinda %25°lik bir pazar payma sahiptir (Alkorta, Garbisu ve ark.,



1998). Meyve sulariin oziitlenmesi ve saflastirilmasi, ¢cay ve kahve fermantasyonu,
tekstil ve kagit endiistrisinde uygulama alanit bulmaktadir (Amin ve ark., 2021).
Pektinazlar alkali ve asidik olabilirler. Alkali pektinazlar pektin igeren sebzelerin
islendigi atik su aritiminda kullanilirken; asidik pektinazlar, meyve suyu ve icecek

endistrisinde saflagtirma ve berraklagtirma amaciyla kullanilmaktadir.

1.2. Tezin Amaci

Basta gida endiistrisi olmak tizere birgok endiistriyel siiregte kullanim olanagi olan ve
endiistriyel enzim pazarinda yiiksek bir paya sahip olan poligalakturonaz enziminin
yerel kaynaklardan izole edilen Bacillus izolatlar1 tarafindan elde edilmesini
incelemek amaglanmistir. Bu amac¢ dogrultusunda Van Gdlii’'nden izole edilmis olan
25 adet izolatin poligalakturonaz iiretimleri arastirilarak en iyi liretici izolat (Bacillus
sp. VGAT) se¢ilmis ve iiretim kosullarinin (sicaklik, pH, besiyeri kompozisyonu)

optimizasyonu yapilmustir.






2. LITERATUR OZETi

2.1. Enzimler

Enzimler, diger adiyla biyokatalizorler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlari
katalizleyen ve (katalitik RNA molekiillerinin kiiciik bir grubu disinda) kimyasal
reaksiyonlarin baslamasini, hizlanmasini ve yan iirlin olusgturmadan %100 verimle
calisabilen protein yapisindaki molekiillerdir. Ayrica, girdikleri reaksiyondan yapisi
bozulmadan ¢ikabilirler (Keha ve Kiifrevioglu, 1997; Biilbiil, 2014; Kuddus, 2019).
Normalde yavas ilerleyen bir kimyasal reaksiyonu hizlandirmak amaciyla enzimler,

100 milyon ile 10 milyar kat arasinda bir hiz artis1 saglayabilir (Gurung ve ark., 2013).

Enzimler, literatiire gére 5000'den fazla biyokimyasal reaksiyonu katalize etmektedir.
Kimyasal katalizorler gibi, enzimler de aktivasyon enerjisini azaltarak reaksiyon hizini
arttirirlar, bu da lirtinlerin daha hizli olugmasina ve reaksiyonlarin daha hizli bir sekilde
kisa siirede denge durumuna ulasmasina neden olur (Kuddus, 2019). Katalizor
kullanmadan normal sartlarda yiizyillar boyunca siirecek olan reaksiyonlar enzim
kullannmiyla dakikalar i¢inde gergeklestirilebilmektedir. Canli  hiicrelerde
sentezlenmeleri ve aktivite gdstermelerinin yani sira invitro kosullarda galisabilmeleri
enzimlerin endistriyel siireglerde kullanimini kolaylagtirmigtir (Wiseman, 1987;
Cornish- Bowden, 2014).

Enzimlerin eldesi i¢in uzun bir siire bitki ve hayvan kaynaklar1 kullanilmis olmasina
ragmen, giinlimiizde gida endiistrisinde kullanilan ticari enzim preparatlarinin
cogunlugu mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bu sayede daha biiyiik 6l¢ekte,
daha diigiik maliyetli ve verimli enzim iiretimi saglanmaktadir. Enzim enddistrisinin
%90’1 bakteri, kiif ve mayalarin yer aldig1 tiretimlere dayanmaktadir (Patel ve ark.,
2017; Guerrand, 2018). Kiiresel enzim pazarinda endiistriyel enzimler 2018 yilinda
9,3%’l1k bir pazar hacmine sahipken bu miktarin 2025 yilina kadar her yil %7,1°lik bir
artig saglayacagi diisiimiilmektedir (Liu ve Kokare, 2017).

2.1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi
Enzim substratin {iriine donilisiim oranini hizlandirmaktadir. Enzimlerin molekiil

agirhigr 10 kDa ile 2000 kDa arasinda degisen makromolekiillerdir. Peptit baglari ile



birbirlerine baglanmis aminoasitlerden olusmaktadir (Okpara, 2022). Enzimlerin aktif
bolgeleri bir enzimin substrat i¢in 6zgiilliiglini belirleyen bolgedir ve belirli bir enzimi
digerlerinden benzersiz kilar. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB)’nin olusturdugu Enzim Komisyonu (EC) tarafindan 3000’den fazla
tanimlanmis enzimin adlandirilmasi, simiflandirilmasi ve numaralandirilmasinin
temelleri olusturulmustur (Doja ve Treska, 2015). Tiim enzimlere bir EC numarasi
verilmektedir (Okafor, 2007). Her enzimin bir numarasi vardir ve her numara 4
rakamdan olusmaktadir (Sekil 2.1). Bu da enzim tarafindan katalizlenen tepkimeyi

temsil etmektedir (Cox ve Nelson, 2005).
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Sekil 2.1. EC kodlardaki rakamlarin temsil ettigi gruplar.

Katalize ettikleri reaksiyonlarin tilirline gore siniflandirma yapildiginda bugiin

itibariyle 7 enzim sinifi bulunmaktadir.

Oksidorediiktazlar (EC1): Substratin oksidasyonunu veya indirgenmesini katalize

eden gruptur. Ornekleri rediiktaz, oksidaz, peroksidaz enzimleridir.

Transferazlar (EC2): Belirli bir fonksiyonel grubun bir molekiiliinden baska bir
molekiile transferini katalize eden gruptur. Ornekleri peptidiltransferaz, transaminaz,

asetiltransferaz enzimleridir.

Hidrolazlar (EC3): Suyu kullanarak biiylik molekiillerin pargalanmasini katalize eden

gruptur. Ornekleri proteaz, peptidaz, amilaz enzimleridir.



Liyazlar (EC4): Eliminasyon reaksiyonlarin1 katalize etmek icin hidroliz veya
oksidasyon gerektirmeyen enzim grubudur. Ornekleri dekarboksilaz, aldehit liyaz,

pektoliyaz enzimleridir.

[zomerazlar (EC5): Molekiil i¢i kirilmay1 ve bag olusumunu katalize eden grup, ana
molekiilii izomerik formuna déniistiiren gruptur. Ornekleri rasemaz, epimeraz, cis-

trans izomeraz enzimleridir.

Ligazlar (EC6): enerji bakimindan zengin herhangi bir fosfat bagindan elde edilen
enerjiyle yeni kimyasal baglar veya yeni molekiiller olusturmak i¢in molekiillerin

birlesmesini katalize eden gruptur. Ornekleri sentetaz, selat, DNA ligaz enzimleridir.

Translokazlar (EC7): EC tarafindan 2018’de smiflandirilmig yeni bir gruptur.
Iyonlarm veya molekiillerin zarlar boyunca translokasyonunun katalize eden gruptur.
Ornekleri kanitin-acil karnitin translokaz, ADP/ATP translokaz enzimleridir (Okpara,
2022).

Sekil 2.2.’de enzim siniflar1 ve EC kodlarmin beraber gosterildigi sekil verilmistir.

— Oksidorediiktazlar EC1
— Transferazlar EC2
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Sekil 2.2. Enzimlerin siiflandirilmasi ve EC kodlari.



2.2, Pektik Maddeler ve Molekiiler Yapilar

Pektin birkag hidroksil grubunun metillendigi a(1-4) glikosidik baglariyla baglanan D-
galakturonik asitlerden olusmaktadir (Patidar ve ark., 2020). Pektin bitkilerin hiicre
duvarinda ve orta lamelinde yer alan molekiiler agirligi yliksek olan biyomolekiillerdir
(Aminveark., 2021). Mangin (1888), bitki hiicrelerinin orta lamelinde pektin varligini
ilk kesfeden bilim insanidir (Bonner 1936). Pektik maddelerin arastirilmasi igin
yapilan ilk ¢alismalar, rutenyum kirmizisi ile boyama yontemine dayanmaktadir; bu
boya, pektik maddelere ve proteinlere kars1 direngli katyonik bir boyadir. Buna ek
olarak, bitkilerde pektinin yerini belirlemek i¢in in situ hidroksamik asit testi de yaygin
olarak kullanilan yontemler arasindadir (McCready ve Reeve 1955). Yine de hiicre
duvarinin ince yapisinin detayli olarak incelenmesi, ancak elektron mikroskobu

caligmalartyla miimkiin olmustur (Frey-Wyssling, 1948).

Pektin yapist {i¢ ana pektik grubundan olusmaktadir. Pektinin yaklasik %65',
Homogalakturonan (HG) olarak bilinen o(1,4) bagli D-galakturonik asitlerin
homopolimeridir. Kismi metil esterifikasyonun altinci konumda gergeklesmesi, O2 ve
Os konumlarindan daha az asetillenmis Homogalakturonan (HG) meydana getirir.
Rhamnogalacturonan—II, (RG-I11) bir oktasakaritin yan zinciri ile degistirilmis bir HG
temel yapisina sahiptir. Bu temel yap1 tizerinde Os’e bagli bir O2 veya bir disakkarit
tarafindan baglanmigs bir monosakarit bulunmaktadir. RG-II, pektinin %210'unu
olusturur ve RG-I ile kiyaslandiginda yapisal olarak daha karmagik ve korunmus bir
yapiya sahiptir (Mohnen, 2008). RG-I ise pektinin %20-25'ini temsil eder. RG-I,
yiiksek asetillenmis (O2 veya Oz) galakturonik asit kalintilarini tekrarlayan bir yapiya
sahiptir. Yapisal veriler, HG, RG-l ve RG-II'nin hiicre duvarinda bir araya gelerek
kovalent baglarla birbirine bagli bir pektin yapisi olusturdugunu gostermektedir
(Venkatanagaraju ve Divakar, 2017). Homogalakturonanlar, metil esterlenmis ve/veya
acillenmis D-galakturonik asit monomerlerinden olusan pektinlerin lineer
polimerlerdir. Ayrica bu molekiiller esterlesme seviyeleri ya da karboksilik gruplar
temel alinarak simiflandirilmaktadir. Pektin karboksilik asitlerin %75’inin metillenmis
haline verilen isimdir. Karboksilik asitlerin %75’ten az1 metillenmisse pektik asit,
metil esterlesmesi yoksa poligalakturonik asit olarak adlandirma yapilmaktadir
(Namasivayon ve ark., 2011). Sekil 2.3.te pektik maddelerin temel Yyapisi

gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Pektik maddelerin temel yapisi (Venkatanagaraju ve Divakar, 2017).

Pektinazlar endiistriyel islemlerin vazgegilmez parcalarindandir. ilk kez 1930 yilinda
alkol ve igecek endiistrisinde kullanilmaya baslanmistir (Oslen, 2000; Majumder ve
ark., 2020). Mikrobiyal kokenli pektinolitik enzimler, kiiresel gida enzimleri
piyasasinda %25’lik bir pazar payina sahiptir (Alkorta, Garbisu ve ark., 1998). Meyve
sulariin 6ziitlenmesi ve saflagtirilmasi, ¢ay ve kahve fermantasyonu, tekstil ve kagit

endiistrisinde uygulama alani bulmaktadir (Amin ve ark., 2021).

Mikrobiyal pektinazlar, bitki hiicre duvarlarinda pektinin parcalanmasini katalize
etmektedir. Bakteri, mantar ve bitkilerde en yaygin bulunan enzimlerden biri olarak
bilinmektedir (Jayani ve ark., 2005). Pektinazlar, depolimerizasyon (hidrolazlar ve
liyazlar) ve deesterifikasyon (esterazlar) reaksiyonlari yoluyla pektik bilesikleri
katalize edebilen bir enzim grubunu ifade eder (Uyar ve Gilivenmez, 2020). Pektik
enzimler etki mekanizmalarina gére poligalakturonaz (PG), pektin metilesteraz (PE),

pektat liyaz (PEL) olarak siniflandirilmaktadir.

2.3. Pektinazlar (EC 3.2.1.15) ve Etki Mekanizmalari

Hiicre duvarlarinin olusumunda kilit bir rol oynayan pektinazlar, ¢cekirdegi seliiloz ve
hemiseliilozla tamamlayarak bitkisel dokularin saglam bir hiicresel yap1 kazanmasina
katkida bulunurlar. Pektinazlar hidrolaz grubuna dahil olan enzimlerdendir
(Fratebianchi ve ark., 2018; Konak ve ark., 2012). Ayn1 zamanda, meyve ve sebzelerin

dogal olgunlagsma siirecinde pektinazlar, pektik materyallerin modifikasyonunda



onemli bir rol oynamaktadir. Pektik bilesenler, glikozidik baglara yonelik etki
mekanizmalarina bagli olarak farkli siniflara ayrilmaktadirlar (Nakkeeran ve ark.,

2012). Pektinaz grubunun etki mekanizmalar1 Sekil 2.4’te verilmistir.
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Sekil 2.4. Pektinazlarin etki mekanizmasi (a) PG i¢in R=H ve PMG i¢in R=CHzs; (b)
PE; (c¢) PGL i¢in R=H ve PL i¢in R=CHs. Oklar enzimlerin etki ettigi yeri
gostermektedir. PMG, polimetilgalakturonaz; PG, poligalakturonaz (EC.
3.2.1.15); PE, pektinesteraz (EC. 3.1.1.11).

2.4, Pektinazlarin Simiflandirilmasi

Mikrobiyal pektinazlar, bitki hiicre duvarlarinda pektinin pargalanmasimi katalize
etmektedir. Bakteri, mantar ve bitkilerde en yaygin bulunan enzimlerden biri olarak
bilinmektedir (Jayani ve ark., 2005). Pektinazlar, pektik bilesiklerin
depolimerizasyonu ve deesterifikasyonu yoluyla ¢esitli reaksiyonlari katalize edebilen
0zel bir enzim smifin1 temsil eder. Pektinazlar etki gdsterdigi substrata, etki ettigi
substrati pargalama yoluna, enzimin pargalamayi sirasi ile ya da rastgele yapmasina
gore siniflandirilmistir (Uyar ve Giivenmez, 2020). Pektinolitik enzimlerin ayrintili
simiflandirmas: asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 2.1). Homogalakturonik asit
zincirlerini parcalama kapasitesiyle bilinen pektinolitik enzimler, pektin yikiminda rol
almaktadir. Pektinazlar {i¢ gruba ayrilir (Palomiki ve Saarilahti, 1997; Jayani ve ark.,
2005).
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2.4.1. Poligalakturonaz (PG)

o (1-4) baglarmi hidrolitik olarak parcalama yetenegine sahip enzimdir.
Poligalakturonazin endo ve ekzo olarak iki tipi mevcuttur. Ekzo-poligalakturonazlar,
PGA zincirinin indirgeyici olmayan ucundan baglayarak, monomerleri veya dimerleri
serbest birakma yetenegine sahiptir. Ekzo-PG endiistride filtrasyon, sivilagtirma,
ekstraksiyon ve berraklastirma gibi islemlerde kullanimiyla 6ne ¢ikmaktadir. Endo-
poligalakturonaz ise rastgele etki gostermektedir (Jacob ve Prema, 2006).
Coziinmeyen protopektini ¢oziindiirme yetenegine sahip olan endo-PG maserasyonda
etkili rol oynamaktadir. Pektin esterazlar ve endo-pektinliyazlar ile birlestirilen
poligalakturonazlar, yiliksek oranda metillenmis pektinlerin etkili bir sekilde
parcalanmasini saglamaktadir (Sharma ve ark., 2013). Poligalakturonazlar disiik
viskozite sagladiklar1 i¢in meyve suyu ekstraksiyonunda kullanilarak preslemeyi
koylastirirken su baglama kapasitesini arttirmakta ve meyve suyu verimine katkida

bulunmaktadir (Mantovani ve ark., 2005).

2.4.2. Pektin metilesteraz (PE)

Pektin metilesteraz metilester gruplarini parcalayarak pektini deesterifiye eden
pektinaz grubudur. Esterlesmis pektinin demetilasyonunu katalize etmektedir. Bu
ozelligiyle pektinin esterlesme derecesini diisiirmektedir. Bu sayede yiiksek metoksilli

pektini diisiik metoksilli pektine doniistiirmektedir (Ortega ve ark., 2004).

2.4.3. Pektat liyaz (PEL)
B—eliminasyon ile esterlesmemis galakturonat birimlerinin pargalanmasini
saglamaktadir. Pektat liyazin endo ve ekzo olmak tizere iki tiirii bulunmaktadir (Jacob

ve Prema 2006).

2.4.4. Pektin liyaz (PNL)

—eliminasyon ile esterlesmis galakturonat birimlerinin par¢alanmasini saglamaktadir.
Elma, mango gibi meyvelerden elde edilen meyve sularinin iiretiminde renk ve
bulanikligin sabitlenmesi ve bitki dokularmin maserasyonunda kullanilmaktadir

(Mantovani ve ark., 2005).
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Tablo 2.1. Pektinolitik enzimlerin ayrintili siniflandirilmasi (Jayani ve ark., 2005).

Hareket

Enzim ECno Modifiye EC sistematik ad1 - Hareket yolu Birincil substrat Uriin
mekanizmasi

Esteraz

Pektin metil esteraz 31111 Hidroliz Random Pektin Pektik asit + metanol

Depolimerize enzimler

a. Hidrolazlar

1. Protopektinaz Hidroliz Random Protopektin Pektin

2. Endopoligalakturonaz 3.2.1.15  Poli-(1-4)-a-D-galaksiduronat Hidroliz Random Pektik asit Oligogalakturonatlar
glikanohidralaz

3. Ekzopoligalakturonaz 3.2.1.67  Poli-(1-4)-a-D-galaktosiduronat Hidroliz Terminal Pektik asit Monogalakturonatlar
glikanohidralaz

4. Ekzopoligalakturonan- 3.2.1.82  Poli-(1-4)-0-D-galaktosiduronat Hidroliz Sondan bir Pektik asit Digalakturonatlar

digalakturono hidrolaz digalakturonohidralaz onceki baglar

5. Oligogalakturonat hidralaz Hidroliz Terminal Trigalakturonat Monogalakturonatlar

6. A 4:5 Doymamis Hidroliz Terminal A 4:5 (Galakturonat) Doymamis

oligogalakturonat hidralazlar monogalakturonatlar

&doymus (n-1)

7. Endopolimetil-galakturonazlar Hidroliz Random Cok esterlenmis pektin ~ Oligometilgalakturonatlar

8. Endopolimetil-galakturonazlar Hidroliz Terminal Cok esterlenmis pektin ~ Oligogalakturonatlar

b. Liyazlar 4222 Poli-(1-4)- a-D-galaktosiduronat ~ Trans- Random Pektik asit Doymamis

1. Endopoligalakturonaz liyaz liyaz eliminasyon oligogalakturonatlar

2. Ekzopoligalakturonaz liyaz 4229 Poli-(1-4)- a-D-galaktosiduronat ~ Trans- Sondan bir Pektik asit Doymamis
ekzoliyaz eliminasyon onceki baglar digalakturonatlar

3. Oligo-D-galaktosiduronat 4226 Oligo-D-galaktosiduronat liyaz Trans- Terminal Doymamis Doymamis

liyaz eliminasyon digalakturonatlar monogalakturonatlar

4.2.210  Poli (metil galaktosiduronat) Trans- Random Doymamis poli-(metil- Doymamis

4. Endopolimetil-D- liyaz eliminasyon D-digalakturonatlar) metiloligogalakturonatlar

galaktosiduronat liyaz Trans- Terminal Doymamis poli-(metil-  Doymamis

5. Ekzopolimetil-D- eliminasyon D-digalakturonatlar) metilmonogalakturonatlar

galaktosiduronat liyaz




2.4.5. Mikrobiyal pektinazlarm iiretimi ve kullanilan mikroorganizmalar

Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan enzim iiretimi mikrobiyal kaynaklarin kullanimina
gore oldukga diisiiktiir ve enzim iretiminin sadece %15'i bitkisel veya hayvansal
kokenlidir (Anisa ve Girish, 2014). Endiistriyel enzimlerin yarisindan fazlasini
funguslar ve mayalar olusturur; 6zellikle Aspergillus tiirleri gibi ipliksi yapiya sahip
funguslar enzim iiretiminde 6ncelikli tercih edilen mikroorganizmalardandir. Ornegin;
en iyi pektinaz iiretici mikroorganizma kaynaklarindan biri olarak Aspergillus niger
bilinmektedir. A. niger disinda mikrobiyal pektinaz liretimi yapmak amaciyla en fazla
tercih edilen fungal mikroorganizmalar ise A. versicolor, A. flavus, Fusarium
oxysporum, Rhizopus stolonifer, Mucor racemous, Mucor hiemalis, Penicillium
jenseni, Penicillium citrinum ve Trichoderma viride seklinde siralanabilir (Rebello ve
ark., 2017). Bazi Aspergillus ve Penicillium tiirlerine ait yapilan ¢alismalarda elde

edilen pektinaz tiretim kosullariyla ilgili veriler Tablo 2.2.’de verilmistir.

Bakteriyel kaynaklar da mikrobiyal enzim iiretiminde 6nemli bir paya sahiptir ve
enzim iretimin %35'ini olusturmaktadir. Bakteriler mikrobiyal kaynaklar arasinda
onemli bir paya sahiptir. Endiistriyel 6l¢ekli enzim iiretimindeki verimliligi sebebiyle
arastirmacilarin bakteriyel tiirler iizerindeki calismalari yogunlasmistir ve ticari
enzimlerin liretimi i¢in kapsamli aragtirmalar yapilmasina sevk etmistir (Garg ve ark.,

2016; Amin ve ark., 2019).

Pektinaz meyve ve sebzelerin olgunlasma siireclerinde dogal olarak bulunmaktadir.
Ancak bitkisel materyallerden pektinaz elde edilmesi mevsimsel sinirlamalarin olasi
ve zayif biyokimyasal ozellikleri dolayisiyla mikrobiyal kaynaklarin daha fazla 6ne
cikmasina neden olmustur. Bitkisel ve hayvansal kaynakli {retimlerin
dezavantajlariin yaninda mikrobiyal kaynaklarin kullanimiyla enzim {retiminin
sagladig1 avantajlar oldukca fazladir. Endiistriyel alanlarda kullanilmak iizere farkl
sektorlerin gereksinim duydugu ozelliklere sahip enzimlerin iiretimi mikrobiyal
kaynaklarin kullanimiyla miimkiin hale gelmektedir. Bakim ve tiretim kolaylig1, diger
kaynaklarla kiyaslandiginda daha az yan iiriin agiga ¢ikariyor olmalari, yiiksek aktivite
eldesi, daha ekonomik oluslar1 ve yiiksek stabilite 6zellikleri sayesinde mikrobiyal
kaynaklar glinlimiizde daha ¢ok tercih edilir hale gelmektedir. Ayn1 zamanda biiyiik
olgekli tiretim kapasitesi ve yiiksek saflikta iiretilebilirlikleri enzim kullanimina ihtiyag
duyulan bir ¢ok c¢alisma alanini mikroorganizma kaynakli enzim {iretimine

yoneltmistir. Bunun yanisira 6zellikle mikrobiyal pektinazlar i¢in degerlendirme
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yapilacak olursa ¢ok yonlii oOzelliklere sahip olmalari, ¢ok ¢esitli substrat
kullanimlarina uygun olmalar1 ve ayni zamanda da birden fazla pektik maddeye etki
edebilme kabiliyetleri sayesinde biyoteknolojik olarak degerlendirildiginde biiyiik bir
potansiyeli barindirmaktadirlar (Coskun, 2010; Horikoshi, 1999).

Tablo 2.2. Farkli fermantasyon kosullarinda pektinaz tiretimleri.

. ) Pektinaz
Mikroorganizma Substrat FT* Sonug¢ Kaynak
turi
Bacillus subtilis Alkali Glukoz Yu ve ark.,
7GL14 pektinaz Svi ~5237UImg 55,7
Penicillium ] Bugday ~ 110U/gds  Amin  ve
notatum Ekz0-PG kepegi S ark., 2017
Aspergillus Piring Wong ve
fumigatus R6 PG kepegi Kau 565 Ufg ark., 2017
Bacillus  sublitis . Bugday Oumer - ve
. Pektinaz .. Kat1 2103.3 U/g Abate,
strain Btk27 kepegi
2017
Mercimek
Bacillus subtilis ~ Pektinaz Pektin Kati 217.4 U/mg T%km Ve
Tiirkmen
2016
Aspergillus .
terreus NCTF Pektinaz llz/l EZ g Kat1 6500 U/g iﬁzhlzmge
4269.10 abugu g
: : . Portakal Ahmed ve
Aspergillus niger  Pektinaz kabugu Kat1 117.1 U/mL ark.. 2016
Penicillium Bugday 1129.62 Amin ve
notatum PG kepegi Kau U/gds ark., 2013

*FT: Fermantsayon tipi. **PG: Poligalakturonaz. ***Uluslararas1 Birim (IU), dakikada bir pmol
galakturonik asidin agiga ¢ikmasi igin gerekli enzim miktari olarak ifade edilmistir.

Bozulmus veya cliriimiis meyve yapilarindan izole edilebilen pektinolitik
mikroorganizmalar ayn1 zamanda topraktan, tarimsal kaynakli agiga ¢ikan atiklardan
ve hayvanlardan da izole edilebilmektedir. Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas,

Erwinia, Actinomycetes ve Streptomycetes pektinaz elde etmek amaciyla kullanilan
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onde gelen mikroorganizmalardir (Favela-Torres ve ark., 2006). Yapilan bazi

calismalarda Bacillus tiirlerinin pektinaz tiretim diizeyleri Tablo 2.2’de verilmistir.

Ticari olarak enzim {iretim pazarinda mikroorganizmalarin kullaniminin getirdigi

avantajlar su sekilde siralanabilir:

- Enzim {retimi i¢in kullanilmasi amaglanan mikroorganizmalarin izolasyonu
teknolojik gelismelerin ilerlemesiyle beraber daha kolay hale gelmistir ve izole

edilen mikroorganizmalar saf kiiltiirlerde muhafaza edilebilmektedir.

- Enzim iiretimi i¢in hammadde olarak endiistriyel atiklarin kullanilabilir olmasi,
tiretim maliyetini diigiirmekte ve hammadde ihtiyacini karsilama zorlugunun
olmamasi biiyiilk 0l¢ekli enzim {retim ihtiyacin1 karsilamada kolaylik

sunmaktadir.

- Mikrobiyal gelisimin kisa siirede gerceklesebiliyor olmasi gerceklestirilen

proseslerin daha ekonomik olmasini saglamaktadir.

- Besiyeri ortamindaki gelisimlerde hiicre digi yapilarin izolasyonu kolay bir
sekilde gerceklestirilirken ayni zamanda hiicre i¢i enzimlerde ise hiicrenin

parcalanmasi i¢in tek asamali prosesler yeterli olmaktadir.

- Farkli santrifiijleme asamalarina ya da fraksiyonel izolasyon islemelerine gerek

duyulmamaktadir.

- Endistride ekstrem kosullar1 tolere edebilen enzimlerin kullanimina ihtiyag
duyuldugunda mikroorganizma kaynakli enzim iretimiyle gerekli sartlar

saglayan enzimler elde edilebilmektedir.

Tablo 2.3°de bazi termoalkalifil ve alkalifil Bacillus tiirlerinin tirettigi ekstremofilik
enzimlerin Uretim kosullar1 (sicaklik ve pH) iizerine gerceklestirilen ¢alismalardan

elde edilmis veriler yer almaktadir.

Bacillus’larin tiir ve alt tiirleri tarafindan sentezlenebilen ve endiistrinin gesitli
alanlarinda kullanim olanagi olan 10°dan fazla enzim bulunmaktadir. Bacillus cinsine
ait bakter c¢ogunlukla bitkisel atiklarin {izerinde ve toprakta yaygin olarak
bulunmaktadir. Bacillus cinsi bakteriler sentezledikleri proteinleri dis ortama salma
kapasitelerinin ~ yiiksek  olusundan dolayr endiistriyel acidan  kullanigh
mikroorganizmalar olarak goriilmektedir. Ayni1 zamanda gram negatif bakterilerin

insanlar iizerinde toksik etki yaratabilecek endotoksin ve intraselliiler protein
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tiretmeleri nedeniyle gram pozitif Bacillus cinsleri endiistriyel agidan hem maliyet
acisindan hemde toksik etki yaratmamasi nedeniyle Oncelikli tercih olarak yer

almaktadir (Boyce ve Walsh, 2007).

Ticari amaglara yonelik olarak iiretilen ve 6zellikle deterjan endiistrisinde yaygin
kullanim olanagi olan termostabil amilaz enzimlerinin {retiminde Bacillus
amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis en c¢ok kullanilan tiirlerden ikisidir
(Horikoshi, 1996; Horikoshi, 1999; Lin ve ark., 1998; Kumar ve Takagi, 1999).

Biiyiik bir ¢cogunlugu aerobik (oksijenli) olan Bacillus cinsi bakterilerin bazilar1 ise
fakiiltatiftir. Aerob ve spor olusturan ¢ubuklar ailesine ait olan Bacillus’lar diiz
vejetatif forma sahip, Gram pozitif (+) bakterilerdir. U¢lar1 yuvarlak veya kiint yapiya
sahip ve kenarlar1 birbirine paralel olacak sekilde bir goriiniime sahiptirler. Vejetatif
hiicre ¢aplar1 0,5- 1,2 um ile 2,5-10 pm arasinda degisen boyutlara sahiptir. Mikroskop
altinda incelendiginde goriiniim olarak tek tek ya da uzun zincirler seklinde olduklari
belirlenmistir (Kalkan ve Halkman, 2006). Bacillus cinslerinin koloni morfolojisi
cesitlilik gostermekle beraber genelinin beyaz ve krem rengi kolonilere sahip oldugu
bilinmektedir. Ancak baz tiirlerinde turuncu (portakal rengi), pembe, sar1 ve siyah
renkli kolonilerede rastlamak miimkiindiir. Bacillus tiirlerinin tamami 1siya karst
dayanikli olmalarinin yanisira spor iiretme yetenegine de sahiptirler. Bazi tiirleri
disinda (Bacillus anthracis) timii saprofitiktir. Ek olarak patojen ozellik
gostermedikleri bilinmektedir. Bilinen tiim Bacillus tiirlerinin Nutrien Agar, Kanl
Agar, Trypticase Soy Agar ve Brain Heart Infusion besiyeri ortamlarinda oldukga iyi
gelisim gosterdikleri tespit edilmistir (Altun ve ark., 2002). Mezofilik tiirlerin
cogunlukta oldugu bilinmektedir ancak zorunlu termofil, psikrofil, asidofil ve halofil
tiirleri de kesfedilmistir (Ustagelebi, 1999).
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Tablo 2.3. Baz1 termoalkalifil ve alkalifillerin tirettigi ekstremofilik enzimler (Coskun,

2010).

Termoalkalifiller  Termoalkalifilik ve Optimum Optimum

[Alkalifiller [Alkalifilik Enzimler Sicaklik (°C) pH

Ksilanazlar
Bacillus firmus 70 5,0-9,5
(xyn10A ve xynllA)
Bacillus halodurans ]
Amilaz, pullulanaz 55-65 10,0

Suslar1
Bacillus subtilis a-amilaz 52-55 9.0
Bacillus KSM-K38
. a-amilaz 55-60 8,0-9,0
Izolat1
Bacillus pumilus Alkalin proteaz 50-60 11,5
Bacillus sp. Azorediktaz 80 8,0-9,0
Bacillus sp. Katalaz-Peroksidaz 60 8,0
Bacillus alcalophillus Pektat liyaz 45 9,0-10,0

Mikroorganizma kiiltlirlinlin  bulundugu besiyeri bilesimi ve inkiibasyonun
gergeklestirildigi sicaklik gibi ¢cevresel faktorlere bagli olarak Bacillus suslarimni koloni
goriiniimleri de8ismektedir. Besiyeri ve sicaklik gibi dis faktorlerin degismesiyle
beraber mikroorganizma kiiltiirinlin kendisinde de bazi degisiklikler ortaya
cikmaktadir. Ozellikle besiyeri segimi ve secilen besiyerinin ihtiva ettigi agar
konsantrasyonu olusan kolonilerin ¢aplar1 iizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
Ornegin; Bacillus tiirlerinin bir ¢ogunda pigment iiretimi olmamasina ragmen
igeriginde kazein bulunduran agarda gelistirildiginde Bacillus megaterium suslar1 sar1

renkte goriilmektedir (Aygan ve Arikan, 2008).

2.4.6. Poligalakturonazin kullanim alanlar
Endiistriyel baglamda poligakaturonaz son yillarda 6zellikle gida endiistrisinin birgok
alaninda kullanilmaya baslanmistir. Poligalakturonazin kullanim alanlar1 Sekil 2.5.’te

verilmisgtir.
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- Asit pektinazlar

Asit pektinazlar genellikle mantarlar, ozellikle Aspergillus niger tarafindan
iiretilmektedir. Meyve sularindaki pektinin ekstrasyonu ve berraklastirilmasinda sebze

maserasyonunda ve sarap yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir (Pedrolli ve ark.,

2009).
- Alkali pektinazlar

Alkali pektinazlar genellikle bakteriler, Ozellikle Bacillus tiirleri tarafindan
tiretilmektedir (Kapoor ve ark., 2001). Pektin kalintilar1 iceren bitkisel gida islemeden
kaynaklanan atik sularin aritilmasinda kullanilabilirler; keten, jiit ve kenevir gibi
tekstil liflerinin islenmesi, kahve ve ¢ay fermantasyonu, bitkisel yag ekstraksiyonu ve
kagit hamurunun islenmesi gibi alanlarda alkali pektinazlar endiistride kolaylik

saglamaktadirlar (Zhang ve ark., 2000).
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Sekil 2.5. Poligalakturonaz enziminin kullanim alanlart.

2.4.6.1. Meyve suyu ekstraksiyonu

Meyve pektininin enzimatik bozunmasinin meyve sularimi berraklastirabilecegi ve
meyve suyu verimini arttirabilecegi anlayisi, mikrobiyal pektinazlarin aragtirilmasina
ve sebze ve meyve igleme endiistrilerinde uygulanmasina yol agmistir (Khan ve ark.,
2013). Poligalakturonazlarin en genis endiistriyel uygulalamalari arasinda meyve suyu
ekstraksiyonu ve berraklastirilmasi yer almaktadir. Pektik maddeler meyve suyunda
vizkoziteye ve bulanikliga neden olabilmektedir (Jayani ve ark., 2005). Meyve sularini
berraklastimada poligalakturonaz ve amilaz birlikte kullanilmaktadir. Ekstraksiyon
islemi sirasinda, bazi meyve ve sebzelerin pektin bileseninin posa igerisinde
tutulmasiyla kolloidal pargaciklara sahip meyve suyu elde edilmektedir (Azar ve ark.,
2020). Poligalakturonaz ilavesi ile viskozite %20 ila %55 oraninda azaltilabilirken,
151k gecirgenligini %30 ila %70 oraninda artirabilir ve seker salinimini azaltabilir; bu
da poligalakturonazin meyve suyu Xkalitesini yiikselttiginin gdstergesi olarak
belirtilmektedir (Singh ve ark., 2019). Meyve suyu s6z konusu oldugunda, enzimatik
maserasyon yoluyla ekstraksiyon, organoleptik (renk, tat) ve besinsel (vitaminler)
ozellikleri ve teknolojik verimliligi (filtreleme kolaylig1) gelistirmenin yani sira,

geleneksel yontemlerle elde edilen meyve suyuyla karsilastirildiginda verimi %90'dan
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fazla arttirabildigi bildirilmistir (Pedrolli ve ark., 2009). Gida endiistrilerinde, meyve
sularinin ekstraksiyonu ve berraklastirilmasi amaciyla basta mantarlardan elde edilen

poligalakturonaz (PG) olmak {izere asidik pektinazlar kullanilmaktadir (Ramirez

Tapias ve ark., 2016).

2.4.6.2. Kahve ve ¢ay fermantasyonu

Genel olarak kahve ve ¢ay fermantasyonu amaciyla kullanilan poligalakturonaz
Bacillus cinsi bakteriler tarafinda iiretilmektedirler. Bu sayede ozellikle kahve
endistrisi  i¢in ekonomik ve atik geri donilisimiini saglayan alternatifler
uygulanmaktadir. Poligalakturonaz ¢ay fermantasyonunu hizlandirmakta ve pektik
maddeleri pargalayarak cayda kopiik olusumunu engellemeye yardimci olmaktadir
(Murthy ve Naidu, 2011). Pektinolitik mikroorganizmalar, kahve fermantasyonunda,
kahve g¢ekirdeklerindeki miisilaj tabakasini uzaklastirmada kullanilmaktadir (2010;
Hoondal ve ark., 2002). Fermantasyon sirasinda ¢aya 6zgii rengin ve karakteristik

aromanin olusumuna da katkida bulunmaktadir (Thakur ve Gupta, 2012).

2.4.6.3. Yag ekstraksiyonu

Yag elde etmek icin organik coziiciilerin (hekzan) kullanildig1 ve bunlarin muhtemel
kanserojen etkiye sahip olduklari bilinmektedir. Poligalakturonaz enziminin yag
ekstraksiyonu i¢in kullanimi bu sebeple genis capli arastirmalara yon vermistir.
Poligalakturonaz; aygicegi, turunggil, zeytinyagi, keten tohumu ve hurma gibi gesitli
kaynaklar kullanilarak yag elde edilmesinde kullanilabilirligi ile ilgili ¢alismalar
yapilmaktadir. Bitkisel yag tiretiminde poligalakturonaz kullanimiyla beraber diisiik
yag asitleri, peroksit degeri ve renk yogunlugu gbéz Oniinde bulunduruldugunda
organik olarak ekstrakte edilen yaglardan daha yiiksek kalitede yag elde etmenin
miimkiin hale geldigi bu alanda ilerletilen ¢alismalarla ortaya ¢ikmistir (Mehanni ve
ark., 2017). Aym1 zamanda poligalakturonaz enzimi kullanimiyla yaglarda polifenolik
madde igerigi arttig1 bilinmektedir. Bu da elde edilen yaglarin fonksiyonel 6zelligini
iyilestirdiginin gostergesidir. Bunlara ek olarak poligalakturonaz kullanimiyla beraber
yagda ¢6ziinen ve antioksidan 6zelligiyle bilinen E vitamini igeriginin de arttig1 tespit

edilmistir (Iconomou ve ark., 2010).

2.4.6.4. Biyoetanol iiretimi
Pektik maddeler agisindan zengin olan tarimsal atiklarda bulunan pektinin hidrolizi

i¢in de poligalakturonaz enzimi yeni teknolojiler sayesinde kullanilmaya baslanmistir
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(Biz ve ark., 2014). Cesitli endiistriyel islemler sonucunda agiga ¢ikan bu tarimsal
atiklarin biyoetanole diiniisiimii basit sekerler olarak islenmeleriyle veya fermente
edilebilir sekerler olarak kullanilabilmeleriyle olmaktadir (Collares ve ark., 2012;
Hossain ve ark., 2011). Biyokiitledeki bu enzimatik par¢alanma toksik etKi
yaratabilecek atik agiga ¢ikarmadigi igin ve maliyet agisindan avantaj sagladigi igin
etkili bir islemdir (Rebello ve ark., 2017).

2.4.6.5. Biracilik endiistrisi

Biyoteknolojik gelismelerin beraberinde getirdigi avantajlardan biri de biracilik ve
sarap endiistrisinde poligalakturonaz enziminin kullanim olanagi bulmasidir. Meyve
olarak tiiketilmesinin yani sira sarap yapiminin da ana materyali olan iiziimiin hiicre
duvarinda bulunan en 6nemli yapilardan biri pektindir. Uziimiin olgunlasmasi
sirasinda  hiicre duvarindaki pektin yapist poligalakturonaz enzimi sayesinde
pargalanmaktadir. Uziimiin kendi yapisinda bulunan bu ham pektinaz hiicre duvarinda
bulunan pektini pargalama konusunda yetersiz kalir ve parcalanma isleminin ¢ok
yavas ilermesine sebebiyet vermektedir. Bu islemin daha kisa siirede ve daha verimli
bir sekilde siirdiriilebilmesi i¢in  mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
poligalakturonaz enziminden faydalanilmaktadir. Meyvedeki pektin miktari {iziim
sirasinin  viskozitesine etki eden en Onemli faktordiir. Mikrobiyal kaynakli
poligalakturonaz enzimi ilavesiyle pektin pargalanmasi kolaylasir ve yapilan presleme
islemeleri sonrasinda viskozite azaldigi i¢cin meyveden elde edilen iiziim suyu
miktarinda ciddi bir artis saglanmis olur. Son yillarda poligalakturonaz enzimi kirmizi
sarap Uretiminde kullanimiyla 6ne ¢ikmaktadir (Herron, S.R. ve ark., 2000). Ayni
zamanda pektinolitik enzimlerin maserasyon islemi yapilmis meyvelere ilave
edilmesiyle sarabin renk ve bulaniklik gibi 6zelliklerinde iyilesmeler oldugu
goriilmiistiir. Bu konu {izerine yapilan bir ¢alismada enzim uygulanmis kirmizi
saraplarda renk 6zellikleri enzim uygulamas1 yapilmayan diger sarap drneklerine gore
daha iyi sonuglar vermistir. Ek olarak enzim uygulamasi yapilan saraplarin daha
dayanikli hale geldikleri de varilan sonuglardandir (Revilla ve Ganzalez-san jose,
2003).

2.4.6.6. BitKi viriislerinin saflastirilmasi
Virilisler hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in saflastirma Onemli bir asamadir.
Saflagtirma Oncesinde bir virlis hakkindaki bilgiler olduk¢a siirli kaldigindan

saflagtirmanin onemi biiyliktiir. Viriisler hakkinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik
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caligmalarin yiiriitiilebilmesi i¢in oncelikli kosul ¢ok saf viriis preparatlarinin elde
edilebilmesidir. Bitki yapilarini enfekte eden viriislerin coguna uygulanabilecek birgok
saflagtirma alternatifi bulunmaktadir. Ancak viriisiin tiirline gore uygulanabilecek ¢ok
fazla saflastirma prosediirii bulunmamakla beraber islemde sinirli hale gelmektedir.
Viriisiin floem (soymuk boru) ile sinirli oldugu durumlarda poligalakturonaz enzimi

ve seliilazlar virtisiin dokulardan kurtarilmasini saglamaktadir (Hoondal ark., 2002).

2.4.6.7. Hayvan yemi

Hayvan yemlerinde enzim kullaniminin ilk basarili ticari denemesi arpaya -glukanaz
ilavesi ile gergeklestirilmistir (Praveen ve Suneetha, 2014). Poligalakturonaz da
hayvan yemi tiretiminde kullanilan enzimler arasinda yer almaktadir. Poligalakturonaz
yem igeriginde bulunan ve parcalanmasi zor olan besin bilesiklerinin ayrigsmasina
yardimc1 olmaktadir. Bu sayede yemdeki besin maddelerini agiga ¢ikmasi
kolaylagmaktadir. Hayvan yemlerinde genellikle enzim karigimlari kullanilmaktadir
ve bu karisimlar igerisinde poligalakturonaz enzimi de 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu
enzim karigimlart yemin viskozitesinin azalmasini saglarken, bloke olmus besin
maddelerinin de acgia ¢ikmasina yardimci olmaktadirlar. Emilimi kolaylastirdiklari
icinde ayn1 zamanda digki miktarmi azaltmak gibi pozitif bir etki ortaya ¢ikarmis

olurlar (Hoondal ve ark., 2000; Murad ve Azzaz, 2011).

2.4.6.8. Kagit yapim ve pulp endiistrisi

Biyoteknolojinin ilerlemesiyle beraber kagit ve kagit hamuru endiistrisinde
biyoagartma ve kagit yapiminda mikroorganizmalara ve bu mikroorganizmalarin
enzimlerine olan bagimlilikta artis gostermektedir (Bajpai 1999; Kirk ve Jeffries,
1996; Tepe ve Dursun 2022). Bircok iilkede kagit endiistrisinde ksilanaz ve ligninazin
yanisira poligalakturonaz ve a-galaktosidaz gibi enzimlerin kullanimina talep
artmaktadir ve ¢ogu zaman bunlarin kombinasyonlar1 tercih edilmektedir (Ahlawat ve
ark., 2008). Kagit yapiminda poligalakturonaz enzimi galakturonik asit polimerlerini
depolimerize eder ve peroksit agartma iglemi sirasinda ortaya ¢ikan filtrati azaltma
Ozelligine sahiptir (Reid ve Ricard, 2004). Poligalakturonik asitlerin katyonik
polimerlerle kompleks olusturma yetenegi, biiyiik 6l¢iide polimerizasyon derecesine
baghidir. Pektinazlar poligalakturonik asitleri depolimerize eder ve bunun sonucunda
termomekanik hamurun peroksit agartilmasindan kaynaklanan filtrattaki katyonik

gereksinimi azaltir (Zhang ve ark., 2013).
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2.4.6.9. Atik su aritimi

Gida iiretimi yapan tesislerdeki endiistriyel islemlerin ardindan ana {iriinlerin yani sira
yan Uriinlerinde agiga ¢iktig1 bilinmektedir. Ag¢iga ¢ikan bu yan iirlinlerden biri de atik
sulardir ve bu atik sularin iceriginde pektin bulunmaktadir. Yiiksek miktarda pektin
iceren atik sularin aritilmasi amaciyla pektini pargalamasi igin atik sular Once
pektinolitik enzimlerle bir 6n islem basamagindan gegirilir ve bu sayede pektik
maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi kolaylasmis olur. Bu islemin ardindan atiklar
camur prosesiyle ayrismaya uygun hale gelmektedir. Bu asamada poligalakturonaz

enzimi prosesi kolaylastirmaktadir (Hoondal ve ark., 2000; Rebello ve ark., 2017).

2.4.6.10. Bitki liflerinin zamkinin giderilmesi

Bazi bitki liflerinin (ananas) zamkinin giderilmesi amaciyla siilfiirik asit (H2SO4) ve
sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi ile bir dizi islem asamasindan gegirilerek
yapilmasinin  yam1 swra ayni zamanda enzimlerin kullanimi1 ile de
gerceklestirilebilmektedir. Asidik ¢ozeltiler kullanilarak yapilan zamk giderme
islemlerinde dogru konsantrasyonlar kullanilmamasi halinde liflerin zarar gérme ve
¢ekme dayanimlarinin diismesi s6z konusu olmaktadir. Bu sebeple alkali kullanilarak
yapilan iglemlere gore daha fazla 6zenli olunmasi gerekmektedir. Poligalakturonaz
enzimi kullanirak gergeklestirilen zamk giderme islemlerinde zamk giderme igin
optimum sartlar belirlenip uygulandigi1 takdirde tekstil endiistrisinde kullanilmak
amaciyla gerekli 6zelliklerde ve uygun kalitede liflerin elde edilebilecegi sonucuna
varilmigtir. Elde edilen sonuglara goére zamk giderme islemi uygulanan ananas
liflerinde seliiloz disindaki yabanci maddelerde 6nemli 6l¢iide azalma tespit edilmis
olup liflerin daha yumusak, daha ince ve esnek hale geldigi belirtilmistir (Kalayci ve
ark., 2016).

2.4.6.11. Tekstil endiistrisi

Tekstil islemede enzim kullanimi hem ¢evre kirliliginin 6nlenmesi hem de {iiriin
kalitesi agisindan biiyiik fayda saglamaktadir. Ipligin kumasa dokunmasindan dnce
¢ozgli iplikleri, ipligi yaglamak ve dokuma sirasinda asinmaya karst korumak i¢in bir
hasil maddesi ile kaplanir. Tarihsel olarak pamuklu kumaslar i¢in ana hasil maddesi
olarak uzun yillar nigasta kullanilmistir. Nisasta film olusturma kapasitesinin yiiksek
olusu ve diisiik maliyetinden dolay1 avantajlidir (Hoondal ve ark., 2000). Kumas,
boyanmadan 6nce uygulanan hasil maddesinin ve pamukta bulunan dogal seliilozik

olmayan malzemelerin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Enzimlerinin kesfinden 6nce,

23



nisasta bazli hasillamanin giderilmesinin tek yolu, yiiksek sicaklikta kostik soda ile
uzun siireli islemdi. Kimyasal islemler nisastanin giderilmesinde yeterli olmamakla
beraber pamuk liflerinin zarar gérmesine ve yumusaklik hissinin bozulmasina da
sebep olmaktadir. Poligalakturonaz enziminin amilazlar, lipazlar, seliilazlar ve diger
hemiseliilolitik  enzimlerle birlikte hasil maddelerinin  uzaklastirilmasinda
kullanilmasi, tekstil endiistrisinde sert kimyasallarin kullanimini azaltmisg, bu da atik
kimyasallarin gevreye daha az bosaltilmasiyla sonug¢lanmistir (Karapinar ve Saruisik
2004). Ayn1 zamanda kumas kalitesinin artmasina, zamandan tasarruf edilmesine ve
tekstil is¢ilerinin kimyasal maddelerden zarar gormelerine de engel olmustur. Pektin
giiclii bir biyolojik yapistirict gibidir; Cogunlukla suda ¢éziinmeyen pektin tuzlari,
liflerin Koruyucu bariyerini olusturmak ig¢in mumlar1 ve proteinleri birbirine
baglamaya yarar. Pamugun yikanmasi geleneksel olarak, tekdiize boyama ve yiiksek
sicaklikta kostik alkali ¢ozelti (%3-6 sulu sodyum hidroksit) ile gergeklestirilir. Bu
islem safsizliklarin giderilmesinde ¢ok etkili olmasina ragmen durulama igin yiiksek
miktarda su ve enerji kullanimina sebep olurken ayni zamanda islem sonunda ¢evreye
zarar verebilecek atik irlinler ortaya cikmaktadir. Bu nedenle pamugun islak
islenmesine yonelik uygun maliyetli ve ¢evre iizerindeki etkiyi azaltan yeni ve daha
verimli stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Poligalakturonaz gibi enzimlerle yapilan
hidroliz islemi yan etkisi olmaksizin iyi bir su emilimi saglamaktadir ve bu igleme
biyo-yikama denmektedir. Biyo-yikama, seliillozik olmayan safsizliklarin spesifik
enzimlerle spesifik olarak hedeflenmesi fikrine dayanan yeni bir prosestir.
Poligalakturonaz, pektin iceren maddelerin ayristirilmasinda, proteazlar protein
yapilari i¢in, lipazlar yaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu prosesin bir baska avantaji1 da,
enerji tasarruflu ve daha gevre dostu olmasidir (Choi ve ark., 2015). Biyo-yikama i¢in
kullanilan enzimlerin seliiloz omurgasini etkilememesi, dolayistyla lif hasarini biiyiik
Olciide sinirlamast 6nemli bir etkendir (Kapoor ve ark., 2001). Biyo-yikama i¢in
kullanilacak poligalakturonaz enzimi, gerekli aritma siiresi, son iriin kalitesi, su
emiciligi ve atik pektin dikkate alinarak pH ve sicaklik uyumluluklarina gore

secilmektedir (Hoondal ve ark., 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizmalar

Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Gida Biyoteknolojisi Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonunda yer alan ve daha 6nceki yapilan ¢alismalarda izole edilmis 25
adet Bacillus cinsine ait sus poligalakturonaz tiretiminde kullanilmak iizere se¢ilmistir.
Secilen mikroorganizmalar — 45 *C’de %50 (h/h) gliserol igeren Nutrient Broth (NB)
icerisinde muhafaza edilmistir. Bahsedilen izolatlar ve kaynaklar1 Tablo 3.1.’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan Van G6lii numunelerinden elde edilmis izolatlar.

Izolatlar Gelistigi pH Elde Edildigi Kaynak
VGAl 12 Van Goli Suyu
VGA?2 12 Van Golii Suyu
VGA3 12 Van G6li Suyu
VGA4 12 Van Golii Suyu
VGAS5 12 Van Golii Suyu
VGAG 12 Van Golii Suyu
VGA7 12 Van Go6li Suyu
VGBL1 10 Van Golii Suyu
VGB2 12 Van G6li Suyu
VGB3 12 Van Golii Suyu
VGB4 10 Van Go6li Suyu
VGB5 10 Van Golii Suyu
VGB6 10 Van G6li Suyu
VGB7 12 Van Golii Suyu
VGC1 12 Van Goli Suyu
VGC2 12 Van Golii Suyu
VGC2 10 Van Goli Suyu
CGC3 10 Van Golii Suyu
VGC4 10 Van Goli Suyu
VGC5 12 Van Golii Suyu
VGC6 12 Van Goli Suyu
VGC7 10 Van Golii Suyu
VGC9 12 Van Goli Suyu

VGC10 12 Van Golii Suyu

VGC11 12 Van Goli Suyu




3.1.2. Kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan Arag-Geregler ile Markalar1 ve Modeller.

Arag-Geregler Marka-Model

-45°C dondurucu NUVE DF 590

Hassas terazi RADWAG - AS 220.R2

Calkalamali su banyosu DAIHAN, WiseBath WSB-30

Calkalamal1 su banyosu JSR

Vorteks VELP Scientifica ZX3

Vorteks LABTECK

Sogutmali santrifiij Hettich Zentrifugen, Universal 320
R

Santrifiij Hettich Zentrifugen, EBA 21

Isiticili manyetik karistirict M TOPS, MS300HS

UV-VIS Spektrofotometre ve Quartz ~ Shimadzu UV — mini 1240, Isolab
kiivet

Otoklav Hirayama

Otoklav DAIHAN, WiseClave WAC-80

pH metre Mettler-Toledo Seven Compact
S210

Otomatik pipet serisi Hamilton

Mini-galkalamal1 inkiibator Benchmark Incu-Shaker

Sogutmali-¢alkalamali inkiibator fldam, IL-Ci 55

Etiiv Elektro-mag, M 5040

Damutik su cihazi NUVE-ND 8

Kar-buz makinesi Scotsman-AF80

Dijital gida termometresi Weather Forecast

3.1.3. Besiyeriler

Pektin katkili kati besiyeri: Enzim {reten mikroorganizmalarin sec¢iminde

kullanilmigtir. Pektin katkili kat1 besiyeri hazirlamak amaciyla 1 g/L maya 6ziitd, 1
g/L pektin, 15 g/L agar agar, 0,5 g/L NaCl, 0,1 g/L KoHPOQOg4, 0,01 g/L MgS0Os-7H,0
tartilmig ve 1 L saf su eklenerek 1siticili manyetik karistiricidda 100 °C sicaklik
ayarlanarak 30 rpm’de ¢oziindiiriilmesi saglanmistir. Besiyerinin pH degeri 10’a
ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmis ve 40-45°C’ye kadar sogutulup 9 cm ¢apindaki steril petri kaplarina dokiilerek

oda sicakliginda katilagmas1 saglanmistir.

Pektin katkili sivi besiyeri: Poligalakturonaz enziminin iiretiminde kullanilmistir.

Pektin katkil1 s1v1 besiyeri hazirlamak amaciyla 10 g/L maya 6ziitii, 10 g/L pektin, 1,5
g/L NaCl, 1 g/L KzHPOs, 0,1 g/L MgSQO4-7H20 tartilmis ve 1 L saf su eklenerek
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isiticili manyetik karistiricidda 100 °C, 30 rpm’de ¢Oziindiiriilmesi saglanmustir.
Besiyerinin pH’1 10’a ayarlanmistir. Daha sonra besiyeri 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

Nutrient Agar (NA): Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi igin genel amagh kat1 bir

besiyeri olan NA kullanilmistir. Dehidre formdaki % 0,8 NB ve %1,2 agar agar
tartilmis ve 1 L saf su eklenerek 1siticili manyetik karistiric1 kullanilarak ¢ozelti berrak
hale gelene kadar kaynatilmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda
steril edilmis ve ardindan 45 “C’ye kadar sogutulup alev catis1 altinda 9 cm ¢apindaki

steril petri kaplarina dokiilerek oda sicakliginda katilagmasi saglanmistir.

Nutrient Broth (NB): Mikroorganizmalarin kat1 ortamdan sivi ortama aktarilmasi i¢in

kullanilan genel bir besiyeridir. As1 kiiltiirii elde etmek amaciyla kullanilmistir.
Dehidre formdaki %0,8 NB tartilmis ve 1 L saf suda manyetik karistirict kullanilarak
¢oziindiriilmistiir. pH 6lcer ile NaOH kullanilarak pH’1 10’a ayarlanmistir. Berrak
sarims1 kahverengi olan besiyeri 30 mL’lik erlenlere dagitilarak 121 °C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.

3.1.4. Kimyasallar ve cozeltiler

Iyot Cozeltisi: pH 10’a ayarlanmis NA besiyerinde gelistirilen bakterilerin zon
olusumlarini gézlemleyebilmek i¢in iyot ¢ézeltisi hazirlanmistir. Bir balon jojeye 0,75

g potasyum iyodat ve 0,3 g iyot tartilarak 50 mL saf suda ¢oziindiiriilmiistiir.

Sodyum siilfit (Na,SO3) Cozeltisi: DNS yonteminde kullanilmak tizere %10’luk

Na>SO3 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla hassas terazide 2,5 g NapSO3 tartilip 25

mL saf suda manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiirtilmustiir.

Rochelle Tuzu Cozeltisi (sodyum-potasyum tartarat): DNS yonteminde kullanilmak

tizere %40’lik Rochelle tuzu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu amagla hassas terazide 40 g
sodyum-potasyum tartarat tartilarak 100 mL saf suda manyetik karistiric1 yardimiyla

¢Ozindiirilmiistiir.

Glisin-NaOH Tampon Coézeltisi (100 mM; pH 10,11,12): Enzim aktivitesi tayininde

substrat olarak kullanilan pektinin ¢6ziindiiriilmesi i¢in glisin-NaOH tamponu
hazirlanmistir. Bu amacla hassas terazide 0,94 g glisin tartilip 250 mL saf suda
manyetik karistirict kullanilarak ¢oziindiiriilmiistiir. pH’1 10’a ayarlamak i¢in NaOH

kullanilmistir.
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Trizma Base - Hidroklorik Asit Tampon Cozeltisi (Tris-HCI; 100 mM; pH 7, 8, 9):

Hazirlanan ¢ozelti enzimin optimum pH’smin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.
12,11 g Trisma Base (Sigma-Aldrich, ABD) tartilarak bir miktar damitik su ile
manyetik karistiricida ¢oziinmesi saglanmistir. Coziindiirme isleminin ardindan pH
7,8,9 i¢in 2 N HCI kullanilarak pH metre cihazi ile ayarlama yapilmistir. Daha sonra
¢ozelti huni yardimiyla balon jojeye aktarilarak 1 L ¢izgisine kadar damitik su ile

tamamlanmustir.

Sitrat Tampon Cozeltisi (100 mM: pH 4, 5 ve 6): Enzimin optimum pH’smnin

belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Molekiil agirhigi 294,1 g/mol olan Sodyum Sitrat
Dihidrat 1,205 g tartilmis; molekiil agirhigi 192,1 g/mol olan Sitrik Asit 0,174 g olacak

sekilde tartilmis ve damitik su ile 50 mL’ye tamamlanmustir.

Dinitrosalisilik Asit (DNS) Coézeltisi: DNS yontemiyle indirgen seker tayininde

kullanilmistir. Bu amagla 1 g DNS ve 1 g NaOH hassas terazide tartilip balon jojeye
almmig ve Tdzeri 100 mL saf suya tamamlanip manyetik Kkaristiricida
¢ozlindiiriilmiistiir. Hazirlanan 100 mL’lik ¢6zeltiye 1 mL sodyum siilfit (Na2SO3)

eklenmistir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (NaOH; 4 M): pH ayarlamalarinda kullanilmak amaciyla

hazirlanmistir. Bir beher icerisine 16 g NaOH (Merck, Almanya) tartilarak saf su ile

100 mL’ye tamamlanmustir.

Hidroklorik Asit Cozeltisi (HCI; 2 N): pH ayarlanmasinda kullanilmak {izere

hazirlanmistir. Molekiil agirhg 36,5 g/mol olan ve yogunlugu 1,18 g/cm® olan
agirlikga %37°lik (sodyum kloriir) HCI’den 16,7 mL alinarak saf su ile balon joje

icerisinde 100 mL’ye tamamlanmigtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tarama Calismasi

Onceki galigmalarda Van Gélii'nden alinan [Prof. Dr. Mehmet Emiroglu (Sakarya
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Insaat Miihendisligi Béliimii) tarafindan]
numunelerden izole edilen Bacillus izolatlardan 25 izolat bu ¢alismada kullanilmak
izere secilmis ve her bir1 9 cm capl steril petrilerde hazirlanmis Pektin katkili agar
besiyerine ekim yapilmistir. Petriler 33 °C sicaklikta inkiibayona birakilmistir. Ekimi

yapilan izolatlarin 24 saat sonunda gelisimleri gézlemlenmistir. Besiyerinde gelisen
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suslarin seffaf zon olusumlarini gbzlemleyebilmek icin petrilere iyot c¢ozeltisi
damlatilmigtir ve 25 adet izolat igerisinden en iyi gelisim gosteren, en genis ve seffaf

zon yapisini olusturan izolat belirlenmistir.

3.3. Poligalakturonaz Enzimi Uretimi

3.3.1. Inokiilum hazirlama ve inokiilasyon

Yirmi bes adet izolat arasindan ileriki ¢alismalarda kullanmak {izere test
mikroorganizmasi olarak belirlenen Bacillus sp. VGA7 susunun aktiflestirilmesi i¢in
oncelikle 9 cm capli steril petrilerde hazirlanmis Nurtient Agar besiyerinde bir 6ze
dolusu alinarak petri ekim yontemlerinden biri olan ¢izme yontemiyle tek koloni
olusturacak sekilde mikroorganizma ekimi gerceklestirilmistir. Ekimi yapilan petriler
33 °C sicakliga ayarlanmis inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir (Sekil
3.1a, Sekil 3.1b). Inkiibasyon siiresi sonunda petride gelisim gsteren sus 30 mL olarak
hazirlanan Nutrient Broth s1v1 besiyerilerine alev catis1 altinda ekilmis ve ¢alkalamali
inkiibatorde 33 °C ve 120 rpm’e ayarlanmis inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir (Sekil 3.1¢). Enzim iiretimi igin inkiibasyon sonucu elde edilen s1vi kiiltiir

kullanilmistir.

Sekil 3.1. Bacillus sp. VGA7 izolati; a) Eppendorf tiiplerinde muhafazasi, b) NA
besiyerinde gelisimi, ¢) NB besiyerinde gelisimi.

3.4. Bacillus sp. VGA7 izolatinin Tanimlanmasi

Bakterinin bazi morfolojik ve biyokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in 151k
mikroskobu kullanilarak 100x biiyiitme oranindaki objektifle hiicre yapisi
incelenmistir; Gram boyama, spor boyama ve katalaz testi yapilmistir. 16S rDNA

genotiplendirme yontemi ile bakterinin molekiiler diizeyde tanimlamasi yapilmistir.
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16S rDNA analizleri BMLabosis (Cankaya/Ankara) laboratuvari tarafindan
yapilmigtir. DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA
izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. DNA izolasyonundan sonra elde edilen
DNA’larin miktar ve safligin1 kontrol etmek amaciyla Thermo Scientific Nanodrop
2000 (ABD) cihazinda spektrofotometrik 6l¢iim gergeklestirilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) Kyratec Thermocycler cihaz ile (Hertfordshire/Ingiltere) yapilmig
olup 27F ve 1492R universal primerleri kullanilarak tiir tayini i¢in hedeflenen 16S
rDNA gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve PCR kosullar1 asagidaki
gibidir.

e Primerler
27F 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3
1492R 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3

e Reaksiyon icerigi
PCR buffer: 1x
MgCl,: 1,5 mM
dNTP mix: 0,2 mM
Primer: 0,3 mM
Tag DNA polimeraz: 2 U
DNA o6rnegi: 3 pL

e PCR kosullan
Baslangi¢ denatiirasyonu: 95 °C/5 dak
Denatiirasyon: 95 °C/45 sn
Primer eslesmesi: 57°C/45 sn
Zincir uzamast: 72 °C/1 dak

Son uzama: 72 °C/5 dak

Yaklasik 1470 bazlik bolgeyi c¢ogaltmak icin tek asamali PCR islemi
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA
Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gergeklestirilmistir. PCR ile elde edilen

amplifikasyon firtinleri 1x TAE tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt
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akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmiis ve ethidium bromide boyas1 kullanilarak
UV 1s181nda goriintiisii alinmistir. Agaroz jelde tek bant elde edilerek, PCR isleminin

basarili oldugu gézlemlenmistir.

PCR iiriinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilip, kitin

prosediirlerine uyarak saflagtirilmistir.

Sanger Dizileme Ornekleriniz i¢in ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilmigtir (Applied Biosystems, Foster City, CA).

27F ve 1492R primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak
amactyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit
(https://bioedit.software.informer.com) yazilimi1 iginde CAP contig assembly
algoritmasi kullanilmustir. Elde edilen dizi Genbank Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilarak filogenetik olarak

yakin oldugu bakteriler belirlenmistir.

3.5. Poligalakturonaz Aktivitesi Tayini

Inkiibasyon ortamindaki &rneklerden 24. saatte Eppendorf tiiplerine 1,5 mL almarak
10000 rpm’de, 10 dk santrifijlenmistir. Santrifiijleme islemi sonrasi elde edilen
hiicresiz slipernatant yani ham enzim poligalakturonaz aktivitesi tayini yapmak i¢in

kullanilmistir.

Poligalakturonaz aktivitesi tayininde substrat olarak pektin kullanilmistir. Deney
tiiplerinde; 1 mL substrat (pektin) ¢ozeltisi [SO mM, pH 10 Glisin-NaOH tamponu
igerisine %1 oraninda pektin] ile 0,1 ML enzim 6rnegi vortekslendikten sonra su
banyosunda 50 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
reaksiyonu durdurmak amaciyla tiiplere hizli bir sekilde 2 mL %1 DNS c¢ozeltisi ilave
edilip vortekslenmistir. Daha sonra ortamda renk kompleksinin olugmasi i¢in 6rnekler
zaman kaybetmeden bu kez 90 °C’de 15 dakika su banyosunda beklemeye
birakilmigtir. 15 dakikanin sonunda cam tiiplerin her birine renk sabitlemesi amaciyla
1 mL Rochelle tuzu ilave edilerek vortekslenmistir. Seyreltme amaciyla son olarak
tiplere 5 L saf su eklenmistir ve 540 nm dalga boyunda kore karsi UV-VIS

spektrofotometrede absorbansi okunarak ol¢im gergeklestirilmistir (Miller, 1959).
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Kor denemeler reaksiyon karisimi olarak enzim 6rnegi yerine ayni miktarda saf su
(0,1 mL) kullanilarak gergeklestirilmis, {izerine 1 mL substrat olarak %1’lik pektin
coOzeltisi eklenerek diger 6rneklere yapilan tiim islemler sirastyla uygulanmistir. Diger
ornekler ile kor deneme arasindaki absorbans farki spektrofotometrede okunan

degerler kullanilarak hesaplanmustir.

3.5.1. D-galakturonikasit-Monohidrat standart grafiginin hazirlanmasi

Poligalakturonazin  enzim aktivitesinin  tespit edilmesinde kullanilan D-
galakturonikasit-Monohidrat standart grafiginin olusturulmasi i¢in 10 mL saf suda
0,02125 g GA ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden belli hacimlerde alinarak
saf suyla seyreltme yapilip farkli konsantrasyonlarda GA (0,8; 1; 2; 4; 6; 8 vel0 mM)
¢oOzeltisi olusturulmustur. Standart 6rnek tiiplerine 2 mL DNS ¢ozeltisi eklenerek 90
°C’de 15 dakika su banyosunda beklemeye birakilmistir. 15 dakika sonra tiiplere
olusan rengin sabitlenmesi i¢in 1 mL Rochelle tuzu eklenmistir. Son olarak seyreltmek
icin 5 mL saf su ilave edilip UV-VIS Spektrofotometre kullanilarak kuvartz kiivet ile
540 nm dalga boyunda absorbans okumasi yapilmistir (Honda ve ark., 1982). GA
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen absorbans verileri kullanilarak GA standart
grafik ¢izilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen standart grafigindeki egim degeri kullanilarak

“Denklem 3.1” ile enzim aktivitesi hesaplanmistir (Biz ve ark., 2014).

) =B SF (3.1)

Enzim aktivitesi ( =
C*D

mL.dk

Denklem 3.1°de verilen ifadeler asagidaki bilgileri temsil etmektedir.
A :Standart egriden bulunan deger (umol)

B :Toplam hacim (mL)

C :Enzim miktar1 (mL)

D :Inkiibasyon siiresi (dk)

SF :Seyreltme faktorii
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Sekil 3.2. Standart egri i¢in yapilan analizinde deney tiirlerindeki renk olusumu.

Pektinaz enzim aktivitesinin tespiti i¢in kullanilan D-galakturonikasit standart
grafigini elde etmek icin analizler 3 paralel olacak sekilde yapilmis ve UV-VIS

spektrofotometrede elde edilen verilerin ortalamasi alinarak standart egri grafigi elde

edilmistir.

=
L]

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

Absorbans degerleri (540 nm)

y =0,0999x +0,0513
R*=10,9998

2 4 6 8 10 12
GA konsantrasyonu (mM)

Sekil 3.3. D-galakturonikasit-Monohidrat standart egrisi.
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3.6. Enzim Uretimi Kosullarin Belirlenmesi

3.6.1. Enzim iiretimine pH’nin etkisinin belirlenmesi

Enzim tretimine pH’ nin etkisinin belirlenmesi i¢in ¢esitli pH’larda (7, 8, 9, 10, 11)
hazirlanan pektin katkili sivi besiyerilerine NB besiyeride gelistirilen aktif
kiltiirlerden 1,5 mL alinarak 3’er paralel olacak sekilde asilama yapilmistir. Ardindan
33°C sicaklikta ve 120 rpm calkalama hizina ayarlanmis olan inkiibatorde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Asilamanin 24. saatinde o6rneklerden Eppendorf tlipelerine
1,5 mL alinarak 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantin

enzim aktivitesi belirlenmistir.

3.6.2. Enzim iiretimine sicakhi@in etkisinin belirlenmesi

Enzim iretimine sicakligin etkisinin belirlenmesi i¢in baslangic pH’st 10 olacak
sekilde hazirlanan pektin katkili s1v1 besiyerilerine nutrient brothta gelistirilen aktif
kiiltiirlerden 1,5 mL alinarak 3’er paralel olacak sekilde asilama yapilmistir.
1nkiibasy0nlar 25 °C, 30 °C, 33 °C, 37 °C ve 40 °C sicakliklarda 120 rpm ¢alkalamali
inkiibatérde 24 saat boyunca gerceklestirilmistir. Inkiibasyonun 24. saatinde
orneklerden Eppendorf tiipelerine 1,5 mL alinarak 10000 rpm’de 10 dakika

santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantin enzim aktivitesi belirlenmistir.

3.6.3. Enzim iiretimine pektin konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi

Enzimin  optimum  konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in  ¢esitli  pektin
konsantrasyonlarinda hazirlanan (2-5-10-15-20 g/L) pektin katkil1 siv1 besiyerilerine
1,5 mL inokiilasyon ortamindaki Orneklerden 3’er paralel olacak sekilde asilama
yapilmistir. Ardindan 33°C’de 120 rpm ¢alkalamali inkiibatérde 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Asilamanin 24. saatinde Orneklerden Eppendorf tiiplerine 1,5 mL
alinarak 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantin enzim

aktivitesi belirlenmistir.

3.6.4. Enzim iiretimine karbon kaynaklarimin etkisinin belirlenmesi

Karbon kaynaklarinin pektinolitik aktivite lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
karbon kaynagi olarak pektin yerine 6 farkli karbon kaynag: (fruktoz, gum arabik,
nisasta, sukroz, glukoz, laktoz) kullanilmistir. Petride gelisimini tamamlamis
kolonilerden farkli karbon kaynaklari kullanilarak hazirlanmis sivi besiyerilerine
astlama yapilmis ve ardindan 33°C’de 120 rpm calkalamali inkiibatérde 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24. saatinde &rneklerden Eppendorf
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tiipelerine 1,5 mL alinarak 10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen

slipernatantta enzim aktivitesi tayini yapilmistir.

3.6.5. Enzim iiretimine azot kaynaklarinin etkisinin belirlenmesi

Azot kaynaklarinin pektinolitik aktivite lizerindeki etkisininin belirlenmesi amaciyla
azot kaynagi olarak maya 6ziitii yerine 6 farkli azot kaynagi (pepton, yagsiz slit tozu,
sar1 mercimek unu, soya unu, amonyum siitfat, kazein) kullanilmistir. Farkli azot
kaynaklariyla hazirlanan sivi besiyerilerine yapilan asilamanin ardindan 24 saat
calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakilmigtir. 24 saatin sonunda Orneklerler
Eppendorf tiiplerine alinmis ve santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantta enzim

aktivitesi tayini yapilmistir

3.7. Poligalakturonaz Enziminin Optimum pH ve Sicakhigimin Belirlenmesi

3.7.1. Poligalakturonaz enziminin optimum sicakhiginin belirlenmesi

Sicakligin pektinolitik aktivite ilizerinde olan etkisini belirlemek amaciyla enzim
aktivitesi tayini farkli sicakliklarda (30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C ve 80 °C)
yapilmistir. Her bir sicaklik degeri icin kor denemeler de gergeklestirilmis ve siire
sonunda ortamdaki indirgen seker miktar1t DNS yontemiyle belirlendikten sonra UV-

VIS spektrofotometrede absorbans degerleri okunup enzim aktiviteleri hesaplanmistir.

3.7.2. Poligalakturonaz enziminin optimum pH’inin belirlenmesi

pH’ i pektinolitik aktivite iizerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in standart enzim
aktivitesi deneyinde substrat olarak kullanilan %1°lik pektin ¢ozeltisi farkli pH
degerlerinde (4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12) hazirlanmistir. Bu amagla pH 4-5-6 i¢in Sitrat
tamponu, pH 7-8-9 i¢in Tris-HCI ve pH 10-11-12 i¢in Glisin tamponu kullanilmustir.
Deney tiiplerinde 1 mL %1’lik pektin ¢ozeltisi ile 0,1 mL enzim Ornegi
vortekslendikten sonra standart enzim aktivitesi deneyi gergeklestirilmis ve son
asamada 540 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede absorbans degerleri

okunarak enzim aktiviteleri hesaplanmistir.

3.8. Istatistik Analiz

Varyans analizleri, SPSS versiyon 22 (Istatiksel Analiz Sistemi) igerisindeki Genel

Dogrusal Model kullanilarak gerceklestirilmistir. Farkli ortalamalar arasinda 0,05
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diizeyinde anlamli fark olmast durumunda Duncan c¢oklu karsilastirma testi

uygulanmistir (Duncan, 1955).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tarama Cahsmasi Bulgular:

4.1.1. Poligalakturonaz iireten suslarin taranmasi ve poligalakturonaz aktivitesi
Sekil 4.1. Pektin igeren besiyeri lizerindeki 25 izolatin 24. saatteki gelisimini

gostermektedir.

Sekil 4.1. 24 saatlik siire sonunda pektin igeren kati besiyerinde gelistirilen
izolatlarinin goériiniimdi.

Sekil 4.2. Pektin igeren kat1 besiyerinde gelisen 25 izolatin iyot ¢ozeltisi damlatildiktan

sonra olusturduklar1 zon yapilarini géstermektedir.
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Sekil 4.2. 24 saat sonunda gelisen izolatlarin iyot ¢ozeltisi ile olusturduklari zon yapisi.

25 izolatin her birinin 24. saat inkiibasyonlar1 sonunda gelisimleri incelenmis ve iyot
cozeltisi damlatilarak cetvel yardimiyla seffaf zon olusturan bdlgenin cap1

Ol¢iilmiistiir. Tablo 4.1°de 24 saat sonunda gelisen bakterilerin gelisimleri:
gelisim yok ‘(-)’,

az gelisme ‘(+)’,

iyi gelisme ‘(++)’,

cok iyi gelisme ‘(+++)’ seklinde ifade edilmistir.
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Tablo 4.1.Pektin katkili kat1 besiyerinde 33°C’de 24 saat inkiibe edilen 25 izolatin
gelisimleri ve zon gaplari.

24 saat sonu

Ph Bacillus sp. Susu Zon ¢ap1 (mm)  Bakteri gelisimi
12 VGA1l ) (++)
12 VGA2 ) ()
12 VGA3 16 (+)
12 VGA4 15 (++)
12 VGAS5 ) (++)
12 VGAG 17 (++)
12 VGA7 18 (+++)
10 VGB1 ) (++)
12 VGB2 10 (++)
12 VGB3 13 (++)
10 VGB4 12 (++)
10 VGB5 13 (++)
10 VGB6 9 (++)
12 VGB7 ) (+)
12 VGC1 7 +)
12 VGC2 ) (++)
10 VGC2 10 (++)
10 VGC3 13 (++)
10 VGC4 12 (++)
12 VGC5 16 (++)
12 VGC6 ) (++)
10 VGC7 13 (++)
12 VGC9 14 (++)
12 VGC10 ) (+)
12 VGC11 (-) (+)

24 saatlik inkiibasyonun sonunda gelismeyen izolat; VGA2 olmustur. 24. saatin
sonunda zon olusturmayan izolatlar; VGA2, VGA5, VBA7, VGC2, VGC6, VGC11
olarak belirlenmigstir. Seffaf zon olusumlar1 degerlendirildiginde kolonilerin
gevresinde en genis zon olusturan suslar, VGA3, VGC5, VGA6, VGAT olarak
belirlenmigtir. Calisilan 25 izolat arasindan en genis seffaf zon olusturan VGA7

ilerideki optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere secilmistir.

4.1.2. Bacillus sp. VGA7 susunun enzim iiretiminin optimizasyonu

4.1.2.1. Poligalakturonaz enzim iiretimine ortam pH’in etkisi

Bacillus sp. VGA7 susunun poligalakturonaz iiretimine ortam pH’min etkisinin
belirlenmesi igin besiyerinin pH’lar1 7, 8, 9, 10 ve 11’e ayarlanmis Ve inkiibasyonlar
24 saat, 33 °C’de gerceklestirilmistir. Siire sonunda alinan oOrneklerden enzim

aktivitesi tayini yapilmistir (Sekil 4.3).
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Caligilan biitiin pH’larda enzim aktivitesi gozlemlenmistir. pH 7’de en diisiik (1,33
U/mL) enzim aktivitesi gorliilmiis pH arttik¢a enzim aktivitesinin de arttig1 tespit
edilmistir (P<0,05). Enzim aktivitesi pH 9’da en yiiksek degere (1,93 U/mL) ulasmis
ve pH 10 ve 11°de tekrar bir diisiis meydana gelmistir. Enzim aktivitesi pH 9’da %100
olarak degerlendirildiginde pH 7°de %068,9 ile en diisiik enzim aktivitesi, pH 10’da
%94,3 (1,82 U/mL) ve pH 11°de %91,7 (1,77 U/mL) olarak elde edilmistir. pH 9’dan
sonra pH 10 ve 11°de enzim aktivitesinde %6-9 oraninda bir azalma olmasina ragmen
yiksek pH ortaminda da bakterinin enzim iiretebildigi gorilmektedir. Calisma
sonunda poligalakturonaz enziminin pektin hidrolizi i¢in en iyi ortam pH’mnin 9 oldugu

belirlenmistir.

Poligalakturonaz iiretimindeki artis veya azalis fermantasyon ortaminin pH'indaki
degisime bagli olarak degisebilmektedir. Uenojo ve Pastore (2007) ve Cordeiro ve
Martins (2009) poligalakturonaz iiretiminin pH’a bagli olarak degismesinde enzim
tiretimini etkileyen pektin tizerindeki poligalakturonazin etkisiyle olabilecegini ileri
stirmektedirler. Poligalakturonaz iiretimi i¢in en uygun baslangic pH degeri
mikroorganizmanin yapisina bagl olarak énemli farklilik gostermektedir. Ornegin,
Bacillus pumilus dcsrl'in poligalakturonaz iiretimi igin pH 8,5 enzim iiretimi i¢in en
uygun pH degeri, (Sharma ve Satyanarayana, 2006); bakteriler tarafindan iiretilen
(Cocci Sps) alkali pektinaz igin pH 8,0’in en uygun pH degeri oldugu bildirilmektedir
(Kumar ve Sharma, 2012). Bu farkliliklar baz1 mikroorganizmalarda belirli enzimlerin
iiretiminde gorev alan genlerin pH’a etki ettigi seklinde yorumlanmaktadir (Young ve

ark., 1996).
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Sekil 4.3. Bacillus sp. VGAY izolatinin poligalakturonaz iiretimine pH’1n etkisi.

Karbon kaynagi olarak turunggil pektini iceren sivi ortamda gelistirilen termofilik
Bacillus sp. SMIA-2 susu tarafindan poligalakturonaz enzimini ve baz 6zelliklerini
inceleyen Cordeiro ve Martins (2009), enzimin en iyi gelisim ortaminin pH degerini 7
olarak rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda enzim, oda sicakliginda 24 saat boyunca pH
8.0 ve 8.5'te inkiibe edildiginde maksimum aktivitesinin sirasiyla %90 ve %75'ini
korudugunu bildirmislerdir. En diisiik enzim aktivitesini ise ¢alistiklar1 en u¢ degerler

olan pH 5,5 ve 9,5'te elde etmislerdir.

Benzer sonuglar ¢esitli Bacillus sp. suslarinin poligalakturonaz aktivitesi tizerinde
ortam pH"'imin etkisini arastiran Soares ve ark., (1999), tarafindan da bulunmustur. Bu
aragtiricilara gore incelenen suslarin cogu, en iyi poligalakturonaz aktivitesi i¢in ortam
pH’min 6 oldugunu bildirmistir. Kapoor ve ark., (2000), Bacillus sp. MG-cp-2

tarafindan tretilen poligalakturonaz igin ortam pH'ii 10 olarak rapor etmislerdir.

Soares ve ark., (1999), 168 farkli bakteri susunu tek karbon kaynagi (turunggil pektini)
kullanalarak poligalakturonaz tiretimi agisindan incelemis ve Bacillus sp. tarafindan
tiretilen poligalakturonazin karakterizasyonu flizerine ¢alismiglardir. Calismalarinda
168 bakteri susu arasindan Bacillus sp.’nin 5 susunun (P4.3, M2.1, B1.3, P6.1, AR1.2)
yiiksek oranda enzim iirettigini tespit etmis ve bu 5 Bacillus sp. susu tarafindan iiretilen
poligalakturonazin aktivitesine pH’in etkisini degerlendirmeye almiglardir. Bu

dogrultuda pH 3-10 araliginda degisen reaksiyon karigimlart kullanmiglardir. Calisma
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verilerine bakildiginda poligalakturonaz aktivitesi, optimal pH'1 6,5 ile 7,0 arasinda
olan Bacillus P4.3 disindaki tiim suslar i¢in pH 6,0'da en yiiksek degerlerde

gorilmistiir.

Manal ve ark., (2016), Paenibacillus lactis NRC1 kullanarak poligalakturonaz enzimi
tirettikleri ¢alismada ortam pH’min poligalakturonaz enzimi iretimine etkisini
belirlemek i¢in farkli pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) degerlerinde ¢alismiglardir. Caligma
sonucunda poligalakturonaz tiretiminin en yiiksek oldugu deger pH 9 olarak

belirtilmistir.

Kapoor ve ark., (2000) Bacillus sp. MG-cp-2 susu ile DNS metodu uygulayarak
yaptiklar1 ¢alismalarinda ortam pH’1nin bakterinin poligalakturonaz iiretimine etkisini
belirlemek amaciyla farkli pH araliklarinda (3-12) yaptiklar1 dlgiimler sonucunda
optimal enzim aktivitesinin pH 10’da (%100) gerceklestigini ve pH 8,5-12 arasinda

%86 aktivite gozlemlendigini bildirmislerdir.

4.1.2.2. Poligalakturonaz enzim iiretimine ortam sicakhgimin etkisi

Bacillus sp. VGA7 susunun tirettigi poligalakturonaz enziminin en iyi ¢aligtigi ortam
sicakligint belirlemek icin 25 °C ile 40 °C araligindaki sicaklik degerlerinde Boliim
3.6.2°de verilen yontem kullanilarak ¢aligilmis ve bulgular Sekil 4.4°te gosterilmistir.
Ortam sicakligi mikroorganizma gelisimini ve enzim aktivitesini dogrudan etkileyen
parametrelerden biridir. Calisilan tiim sicakliklarda enzim aktivitesi gozlemlenmis
olup 30-40 °C sicakliklarda enzim aktivitesinde ©Onemli farkliliklar oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Calisma sonuglarina gore poligalakturonaz enziminin
aktivitesinin en yiiksek oldugu ortam sicakligi 33 °C olarak belirlenmistir. Enzim
aktivitesi 33 °C’de 1,95 U/mL’iken 25,30,37 ve 40 °C’de sirasiyla 1,61 U/mL, 1,68
U/mL, 1,85 U/mL, 1,89 U/mL olarak elde edilmistir. Caligilan tiim sicakliklarda enzim
tiretiminin gergeklesmesi Bacillus sp. VGA7 susunun genis bir sicaklik araliginda

enzim {iretimi yapabildigini gostermistir.
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Sekil 4.4. Bacillus sp. VGAY izolatinin poligalakturonaz iiretimine sicakligin etkisi.

Calismadaki mevcut gézlemle uyumlu sekilde Bacillus sp.’nin enzim iiretim kosullari
icin 30-50 °C araliginda rapor edilmistir. Cassava bitkisinin atiklarindan elde ettikleri
Bacillus sp. MFW?7 ile yapilan poligalakturonaz iiretimi ve optimizasyonun
incelendigi bir c¢alismada bakteri izolati, poligalakturonaz iretim kosullarini
belirlemek amaciyla farkli kiiltiir kosullarina tabi tutulmus ve bu amagla segilen
sicakliklarda (25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 55 °C) enzimin gelisimi incelenmistir. Calisma
sonuglarina gére Bacillus sp. MFW7’den en yiiksek poligalakturonaz iiretiminin 35
°C’de gergeklestigi bulunmustur. Sicakligin daha da artmasi enzim aktivitesinin

azalmasina sebep olmustur (Kalaichelvan ve ark., 2012).

Bir bagka ¢alismada Bacillus sp. Y1 susunun tirettigi poligalakturonaz enzim miktarini
arttirmak amaciyla ¢alisan arastirmacilar 30, 34 ve 37 °C’de enzimin iiretimini
arastirmis ve Bacillus sp. Y1’in en yiiksek poligalakturonaz enzimi irettigi ortam

sicakliginin 34 °C oldugunu rapor etmislerdir (Gua ve ark., 2019).

Bitkisel atiklardan izole edilen bes Bacillus sp. izolati (PPB1, PPB2, PPB3, PPB4 ve
PPBS) ile yaptiklar1 poligalakturonaz enzimi iiretimi ¢alismalarinda Kaur ve ark.,
(2016) degerlendirilen parametreler goz oOniinde bulunduruldugunda en yiiksek
poligalakturonaz enzimi tiretimi Bacillus sp. PPBS5 susu ile elde edilmistir. Enzim
tiretim kosullari i¢in farkli sicakliklarda (25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 55°C) Lowry metodu
ile ¢alisilmis ve Bacillus sp. PPB5 susunun poligalakturonaz enzim iretiminin en

yiiksek 35 °C’de gergeklestigi rapor edilmistir. Diger tiim iiretim parametrelerinde de
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PPB5 susu en yiiksek iiretimi sagladigindan endiistriyel 6l¢ekli poligalakturonaz

tiretimi amaglanan durumlar i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.

Raju ve Divakar, (2013) poligalakturonaz enzimi tiretimi i¢in yaptiklari bir ¢alismada
sicakligin enzim tiretimi tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla farkli sicakliklarda
(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C) ¢alismislar ve en yliksek enzim iiretiminin 40°C’de
gergeklestigini bu  sicakliktan sonra enzim iiretimin diismeye basladiginm

bildirmislerdir.

Benzer bir ¢alismada poligalakturonaz enzimi iiretimi iizerine yapilan aragtirmada
Manal ve ark., (2016), Paenibacillus lactis NRC1 ile calismiglardir. Ortam sicakliginin
poligalakturonaz iiretimi {izerindeki etkisini incelemek tizere 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve
55 °C sicaklik degerlerinde enzim {iretimi gergeklestirmisler ve galisma sonucunda en

yiiksek poligalakturonaz iiretiminin 40 °C’de gergeklestigini rapor etmislerdir.

Tarimsal endiistriyel atiklarin bakteriyel poligalakturonaz tiretiminde kullanimi ve
liretim parametrelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir baska caligmada Reda ve
ark., (2008)’nin Bacillus firmus —I1-4071 susunu kullanarak ortam sicakliginin
poligalakturonaz enzim iiretimine etkisini incelemislerdir. Farkli ortam sicakliklarinda
(10, 15, 30, 37, 40, 45, 55, 65 ve 75 °C) 96 saat inkiibasyon sonunda en yiiksek enzim
tiretimi 37 °C’de gerceklesmistir. Genel olarak 30-45 °C araliginda en yiiksek degerler
elde edilirken bu sicakliklarin altinda ve tistiinde enzim iiretiminde diisiis oldugu rapor

edilmistir.

Sicaklik enzimin metabolik aktivitesini ve mikrobiyal gelisimini dogrudan etkileyen
parametrelerden biridir. Sicakligin enzim iiretimi tizerindeki etkisini belirlemek iizere
Kaur ve Gupta (2017) Bacillus subtilis SAV-21 susu ile yaptiklari poligalakturonaz ve
pektin liyaz iiretimi ¢aligmalarinda 30-50 °C araliginda sicaklik parametrelerini test
etmislerdir. Calisma verilerine bakildiginda hem poligalakturonazin hem de pektin
liyazin en yiiksek iiretimi 35 °C’de gosterdigi gozlemlenmistir. Artan sicakliklarda ise

enzim tretiminin azaldig1 goriilmiistiir.

4.1.2.3. Poligalakturonaz enzim iiretimine pektin konsantrasyonun etkisi

Bacillus sp. VGA7 susunun irettigi poligalakturonaz enzimine pektin
konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla, Bolim 3.6.3’te verilmis olan
yonteme gore farkli konsantrasyonlarda (2-5-10-15-20 g/L) calisilmistir (Sekil 4.5).

Calisilan tiim konsantrasyonlarda enzim aktivitesi gdzlemlenmistir. Elde edilen veriler
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degerlendirildiginde konsantrasyonun %2 (2,59 U/mL) oldugu ortamda enzim
tiretiminin en yliksek seviyede oldugu goriilmektedir. Genel degerlendirme olarak
konsantrasyon arttikga enzim iiretimininde bundan olumlu yonde etkilendigi
goriilmektedir. Ancak %1 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda elde edilen enzim
aktivitelerinde 6nemli fark yoktur (P<0,05). Sirasiyla 2’de %93,8, 5’te %97,2, 10°da

%99,2 ve 15°te %98,0 oraninda enzim iiretimine etkileri gozlemlenmistir.
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Sekil 4.5. Bacillus sp. VGAT7 izolatinin poligalakturonaz iiretimine pektin
konsantrasyonunun etkisi.

Kalaichelvan ve ark., 2012°de yaptiklari bir ¢aligmada Bacillus sp. MFW7’nin enzim
tiretim kosullarini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki (%0,5, 1,0, 1,5,
2,0, 2,5, 3,0 ve 3,5) Cassava atiklarindan enzim {iretimi incelenmis ve maksimum
enzim {iiretiminin %1’de gergeklestigi sonucunu elde etmislerdir. %1’in altindaki ve
iistlindeki konsantrasyon degerlerinde enzim iiretiminin smirlandigi/baskilandigi
bildirilmistir.

Manal ve ark., (2016), Paenibacillus lactis NRC1 kullanarak poligalakturonaz enzimi
tirettikleri ¢aligmada ortamdaki pektin konsantrasyonunun poligalakturonaz enzimi
tiretimine etkisini belirlemek igin farkli konsantrasyonlarda (%0,01-0.02-0,03-0,04-
0,05-0,06-0,07) pektin kullanmistir. Calismanin sonucunda en yiiksek pektinaz enzim

aktivitesini %0,05 konsantrasyonda elde edilmistir.

45



4.1.2.4. Poligalakturonaz enzim iiretimine karbon kaynaklarimn etkisi

Bacillus sp. VGA7 susunun poligalakturonaz enzimi tretimine 6 farkli karbon
kaynaginin (gam arabik, sukroz, glukoz, fruktoz, nisasta, laktoz) etkisi belirlenmistir
(Sekil 4.6). Calismada elde edilen bulgulara bakildiginda kullanilan karbon
kaynaklarinin tamaminda enzim aktivitesi saglandigi goriilmektedir. Ancak enzim
iiretiminin en yiiksek oldugu karbon kaynagi pektin olarak belirlenmistir. Ortamda
pektin varliginda poligalakturonaz enzim idretimi 1,95 U/mL (%100) degerine
ulagsmistir. Pektini 1,70 U/mL (%87,1) ile laktoz ve 1,52 U/mL (%77,9) degeri ile
nisasta takip etmektedir. Sukroz, glukoz, fruktoz, ve nigasta kullanim ile elde edilen
enzim aktivitesi degerleri arasinda onemli fark olmadigi (P>0,05) gdzlenmistir. Ote

yandan en diisiik enzim tiretimi ortamda gam arabik oldugunda olmustur (P<0,05).

Karbon kaynaklarinin poligalakturonaz enzimi iiretiminde kullanimiyla ilgili daha
onceki ¢aligmalar incelendiginde ¢aligmada kullanilan kaynaklara paralel olarak cesitli
pektin tlirevleri (narenciye pektini, elma pektini), laktoz, glikoz, fruktoz ve nisasta ile
calisilmis ve sonuclar degerlendirildiginde pektin, laktoz ve glikoz en yiiksek enzim
tiretiminin gergeklestigi karbon kaynaklari olarak ifade edilmistir (Rehman ve ark.,
2015; Jayani ve ark., 2010). Pektinin kullanilmadig1 baz1 ¢alismalarda ise ¢alismada
pektini takip eden laktoz ve nisasta karbon kaynagi olarak poligalakturonaz enzim

tiretiminde kullanilabilecek karbon kaynaklari olarak belirtilmistir.
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Sekil 4.6. Bacillus sp. VGA7 izolatinin poligalakturonaz iiretimine karbon
kaynaklarinin etkisi.

46



Kapoor ve ark., (2000) Bacillus sp. MG-cp-2 susu ile yaptiklari calismalarinda karbon
kaynagi olarak basit sekerler (arabinoz, galaktoz, glukoz, laktoz, maltoz, mannitol,
ramnoz, sukroz) ve tarimsal yan iirlinler (bugday kepegi, piring kepegi, piring kabugu,
pamuk tohumu, aycicegi ¢ekirdegi, portakal kabugu, seker kamis1 melasi, guar gam)
kullanarak karbon kaynaklarinin poligalakturonaz enzimi iretimine etkisini rapor
etmiglerdir. Calisma sonuglarmma gore maltoz, laktoz, sukroz ve mannitol,
poligalakturonaz iiretimi tizerinde herhangi bir anlamli etki gostermezken; ramnoz,
arabinoz, glikoz ve galaktozun enzim iiretimini baskiladig1 goriilmiistiir. Glikoz ve
diger basit sekerlerin varliginda poligalakturonaz iiretiminin inhibisyonu, katabolit
baskilamasina bagli olarak yorumlanirken arabinoz, glukoz ve galaktoz gibi basit
sekerlerle karsilagtirildiginda pektin polimerinin daha yiiksek poligalakturonaz
verimini gosterdigi bildirilmistir.

Rehman ve ark., (2015) ciirimiis sebzelerden poligalakturonaz iireten Bacillus
licheniformis KIBGE-IB21 ile yaptiklari ¢alismalarinda enzim aktivitesine karbon
kaynaklarinin etkisini belirlemek amaciyla elma pektini, narenciye pektini, laktoz,
sukroz, glukoz, maltoz, fruktoz ve gliserol gibi karbon kaynaklarindan
yararlanmiglardir. Kullandiklar1 karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek enzim aktivesi

degerine elma pektini ve narenciye pektini ile ulagsmiglardir.

Kaur ve ark., (2016) bitkisel atiklardan izole edilen Bacillus sp.’nin poligalakturonaz
liretimi ve optimizasyonu tizerine yaptiklar1 caligmada, karbon kaynaklarinin
poligalakturonaz enzim iiretimine etkisini belirlemek amaciyla nisasta, fruktoz, laktoz,
glikoz ve maltoz kullanarak enzim aktivitesi tayini gerceklestirmislerdir Calisilan
Bacillus suslarinin (PPB1, PPB2, PPB3, PPB4 ve PPB5) tamaminda analizler
sonucunda en yliksek enzim {iretiminin glikoz ve ardindan laktoz varliginda

gerceklestigini belirlemislerdir.

Bir baska calismada ise Prakash ve ark., (2014) Bacillus subtilis MTCC 441 ile
yaptiklar1 poligalakturonaz iiretimi ve optimizasyonu konulu ¢alismalarinda karbon
kaynaklariin etkisini incelemek amaciyla glikoz, maltoz, laktoz, nisasta, ksiloz ve
sakkaroz kullanmislardir. Portakal kabugu fermantasyonu sirasinda Bacillus subtilis
MTCC 441’in en yiiksek enzim ftretimini laktoz ve glikoz ortamda bulundugu

durumda gergeklestirdigini bildirmislerdir.
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Kalaichelvan ve ark., (2012) Cassava bitkisinin atiklarindan elde ettikleri Bacillus sp.
MFW?7 ile yaptiklari poligalakturonaz iiretimi ve optimizasyonu ¢alismasinda glikoz,
maltoz, laktoz, nisasta, ksiloz ve sakkaroz gibi karbon kaynaklar1 kullanmislar ve en

yuksek verimin laktoz ve ardindan ksiloz varliginda gerceklestigini bildirmislerdir.

Jayani ve ark., (2010) ¢alismalarinda Bacillus sphaericus ile poligalakturonaz enzimi
tiretmisler ve en iyi karbon kaynagi olarak narenciye pektini ve ksilozun diger karbon

kaynaklarina oranla daha yiiksek degerlere ulagtigini rapor etmislerdir.

Qureshi ve ark., (2012) Bacillus subtilis EFRLO1 susunun glikoz, maltoz, fruktoz,
nisasta, laktoz, seker kamisi ve atik hurma surubu ile poligalakturonaz iiretimini
arastirmiglardir. En yiiksek poligalakturonaz aktivitesinin fermantasyon ortaminda
atik hurma surubu varliginda gergeklestiginin belirlemislerdir. Atik hurma surubundan
sonra en yiiksek poligalakturonaz aktivitesi seker kamisi ve glukoz varliginda

gerceklesmistir.

4.1.2.5. Poligalakturonaz enzim iiretimine azot kaynaklarinin etkisi

Bacillus sp. VGA7 susunun poligalakturonaz enzim iiretimi i¢in ortamda bulunan azot
kaynaklariin etkisinin incelenmesi amactyla diger tiim kosullar sabit tutularak ortama
ayn1 miktarlarda organik ve inorganik azot kaynaklari eklenmistir. Bu ¢alismayla azot
kaynaklarmin enzim iiretimi lizerindeki etkisi belirlenmistir. Ortama azot kaynagi
olarak pepton, yagsiz siit tozu (YST), sar1 mercimek tozu, soya unu, amonyum siilfit,
kazein ve maya 6ziitii eklenmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.7°de

verilmistir.

Calisilan tiim azot kaynaklariyla enzim aktivitesi oldugu gozlemlenmistir. Maya oziitii
kullanildiginda enzim aktivitesinin 6nemli oranda arttig1 gozlenmistir (P<0,05). Elde
edilen verilere gdére enzim aktivitesi maya 6ziitli varliginda 1,95 U/mL’ye degerine
ulagmistir (%100). Maya 6ziitiinii takip eden diger azot kaynaklari sirasiyla soya unu
1,58 U/mL (%81), YST 1,49 U/mL (%76,4) ve sar1 mercimek tozu 1,47 U/mL
(%75,3)’dir. Kullanilan azot kaynaklar1 arasindan en diisiik enzim iiretimi pepton
varliginda 1,31 U/mL (%67,1) olarak belirlenmistir. Maya 0ziitlinlin yiiksek oranda
serbest aminosit ve vitaminler iceren kompleks bir yapiya sahip olmasi diger azot

kaynaklarina kiyasla enzim iiretiminde daha etkili olmasinin sebebi olabilir.

Yapilan daha Onceki caligmalar incelendiginde bu calismada elde edilen sonuglara

paralel olarak bir ¢ok arastirmacinin Bacillus’lar iizerinde yaptiklart poligalakturonaz
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enzim iiretimi ve optimizasyonu ¢alismalarinda benzer azot kaynaklari kullandiklarini
ve c¢ogunun en uygun azot kaynagi olarak maya oOziitlinli uygun bulduklar

gorilmistiir.

Ancak maya Oziitiiniin pahali bir substrat olmas1 nedeniyle, biiyiik 6l¢ekli iiretimler
hedeflendiginde maya 6ziitline esdeger endiistriyel atiklarin tercih edilmesi maliyet

acisindan daha dogrudur.
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Sekil 4.7. Bacillus sp. VGAT izolatinin poligalakturonaz iiretimine azot kaynaklarinin
etkisi.
Rehman ve ark., (2015) ¢alismalarina Bacillus licheniformis KIBGE-IB21 izolatinin
enzim aktivitesine azot kaynaklarinin etkisini belirlemek amaciyla maya oziiti,
pepton, kazein, tripton, lire, amonyum siilfat, amonyum klorat, sodyum nitrat ve
potasyum nitrat gibi azot kaynaklarindan yararlanmiglardir. Kullandiklar1 azot
kaynaklar arasinda en yiiksek enzim aktivesi degerine maya 6ziitii ile ulagmislardir.
Poligalakturonaz tiretimi agisindan maya o6ziitii, B. licheniformis'in diger azot
kaynaklarina kiyasla daha yiiksek poligalakturonaz iiretilmesini desteklemistir. Bu
sebeple Rehman ve ark., maya oziitiinii, poligalakturonaz iiretimini arttirmaktan
sorumlu olabilecek esansiyel amino asitleri, vitaminleri ve diger eser elementleri

igeren, bilesimi bilinmeyen karmasik bir besin kaynagi olarak degerlendirmislerdir.

Kaur ve ark., (2016) bitkisel atiklardan izole edilen Bacillus sp.’nin poligalakturonaz

iretimi ve optimizasyonu {izerine yaptiklar1 ¢alismada, azot kaynaklarinin
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poligalakturonaz enzim iiretimine etkisini belirlemek amaciyla ortama organik ve
inorganik azot kaynaklar1 (tripton, maya Oziitii, iire, pepton, amonyum nitrat ve
amonyum kloriir) eklenerek enzim aktivitesi tayini gergeklestirmisler ve analizler
sonucunda Bacillus sp. PPB1, PPB2, PPB3, PPB4 ve PPB5’te en yiiksek enzim
tiretiminin organik azot kaynaklarindan pepton varliginda ve inorganik azot

kaynaklarindan amonyum kloriir (NHs CI) varliginda gerceklestigini belirlemislerdir.

Raju ve Divakar, (2013) bitkisel atik alanlarindan izole edilen Bacillus circulans‘i
kullanarak poligalakturonaz tretimi yaptiklar1 ¢alismalarinda se¢mis olduklar
mikroorganizmalarin polgalakturonaz iiretimlerine organik azot kaynaklarinin etkisini
belirlemek amaciyla kazein, malt 0ziitli, pepton, lire, jelatin ve maya oOziitii
kullanmiglardir. Calisma sonucunda bu c¢alismaya paralel olarak kullanilan azot
kaynaklarindan maya 6ziitii varliginda en yiiksek poligalakturonaz enzimi tiretiminin

gerceklestigini belirtmiglerdir.

Bacillus subtilis MTCC 441 ile yapilan poligalakturonaz enzim iretimi ve
optimizasyonu calismalarinda Prakash ve ark., (2014) azot kaynaklarmnin enzim
iretimi lizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla {ire, pepton, maya 6ziitii, KNO3z, NH4
Cl, ve NaNOs kullanmislardir. Calisma bulgularina bakildiginda pepton ve maya
0ziitliniin, kullanilan diger azot kaynaklarina gore enzim iiretimine daha ytiksek oranda

katkida bulundugunu rapor etmislerdir.

Bacillus sphaericus MTCC 7542, tek azot kaynagi olarak maya oziitii igeren mineral
ortamda  gelistirildiginde maksimum poligalakturonaz  {iretimi  saglandigi

kanitlanmustir (Jayani ve ark., 2010).

Bagka bir ¢alismada diisiik maliyetli poligalakturonaz enzim tretimi i¢in Bacillus
subtilis EFRLO1 kullanilarak azot kaynaklar1 degerlendirilmistir. Calismada pepton,
maya 0zitii, misir likorili, sodyum nitrat, potasyum nitrat ve amonyum klorat kullanilan
azot kaynaklaridir. En diisiik poligalakturonaz iiretimi potasyum nitrat ve sodyum
nitrat varhiginda gergeklesirken; en yiiksek poligalakturonaz enzim iiretiminin maya

oziitli varhiginda gerceklestigi gozlemlenmistir (Qureshi ve ark., 2012).
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4.1.3. Bacillus sp. VGA7 susundan elde edilen poligalakturonaz enziminin
birtakim ozelliklerinin incelenmesi

4.1.3.1. Poligalakturonaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi

Poligalakturonaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in Boliim 3.7.1°de
belirtildigi sekilde farkli sicaklik degerlerinde 30 °C, 40 °C, 50°C, 60 °C, 70 °C ve 80
°C’de enzim aktivitesi tayini gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8’de

verilmistir.

Enzimin optimum sicaklik degeri 70 “C olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi 30
‘C’den 70 °C’ye kadar siirekli bir artig gostermesinin ardindan 70 °C’den sonra
diismiistiir. Optimum sicakligin 70 °C gibi yiiksek bir deger olmasi ¢aligilan enzimin

yiiksek sicakliklara direngli oldugunun gostergesidir.
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Sekil 4.8. Bacillus sp. VGA7 susunun optimum sicakliginin belirlenmesi.

Manal ve ark., (2016) poligalakturonaz enzimi iiretimi i¢in Paenibacillus lactis NRC1
ile calismiglar ve Paenibacillus lactis NRC1’in firettigi poligalakturonaz enziminin
optimum sicakligini belirlemek amaciyla 30-80 °C araliginda termal stabilite caligmasi
yapmiglardir. Calisma sonucunda enzimin 40 °C’de %100 stabilite gosterdigi

belirlenmistir.

Benzer bir ¢alismada poligalakturonaz enzimin termal stabilitesinin belirlemesi
amactyla Aspergillus spp. Gm susu kullanilarak 25-50 °C sicaklik araliginda stabilite
bakilmis ve poligalakturonaz enziminin optimum ¢alisma sicakliginin 30 “C oldugu

bildirilmistir (Sudeep ve ark., 2020).
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Bharadwaj ve ark., (2019) poligalakturonaz enziminin optimum sicakligini belirlemek
icin yaptiklar1 ¢alismada 20, 40, 60, 80, 100 °C sicakliklarda ¢alismiglar ve optimum
sicakligin 60 °C oldugunu bildirmislerdir.

4.1.3.2. Poligalakturonaz enziminin optimum pH’min belirlenmesi

Poligalakturonaz enzimin optimum calisma pH’inin etkini belirlemek igin Bolim
3.7.2’de belirtildigi gibi standart enzim aktivitesi deneyi gergeklestirilmistir. Substrat
olarak kullanilan %]1’lik pektin ¢dzeltisinin pH’1 tampon ¢ozeltiler yardimiyla farkl
pH degerlerine (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) ayarlanmistir. DNS metoduyla ortamdaki
indirgen seker miktar1 belirlenmis ve UV-VIS spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda absorbans okumasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak olusturulan

grafik Sekil 4.9°da verilmistir.

Enzimin optimum pH’min 12 oldugu goriilmektedir. Elde edilen bu sonu¢ enzimin

alkali 6zelligi gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.

Kapoor ve ark., (2000) Bacillus sp. MG-cp-2 susu ile DNS metodu uygulayarak
yaptiklart ¢aligmalarinda 30-90 °C arasindaki farkli sicakliklarda poligalakturonaz
aktivitesi Ol¢limii yapmislar ve en yliksek enzim aktivitesi degerine 60 °C’de

ulagildigini rapor etmislerdir.
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Sekil 4.9. Bacillus sp. VGA7 susunun optimum pH ¢aligmasi.
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Manal ve ark., (2016) poligalakturonaz enzimi iiretimi i¢in Paenibacillus lactis NRC1
ile galismiglar ve Paenibacillus lactis NRC1’in poligalakturonaz enziminin optimum
pH’1mi belirlemek amaciyla fakli tamponlar kullanarak bu ¢alismaya paralel olarak pH
3-10 araliginda optimum kusullar1 incelemislerdir. Elde edilen sonuglara goére enzimin

optimum pH’1 6-8 araliginda ¢ikmustir.

Sudeep ve ark., (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada poligalakturonaz enziminin optimum
aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla pH 3,2-9 araliginda ¢alismislar ve
optimum enzim aktivitesinin pH 5,8’de oldugunu bildirmislerdir. Bu da enzimin hafif

asidik ortamda en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

4.2. Bacillus sp. VGA7 izolatinin Tanimlanmasi
Yapilan morfolojik ve biyokimyasal testlerden elde edilen sonuglara gore Bacillus sp.

VGAT7’nin Gram pozitif, katalaz pozitif ve spor pozitif oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.10).

Sekil 4.10. Bacillus sp. VGA7 izolatina ait 100x objektifle elde edilen mikroskop
goruntusu.

Molekiiler diizeyde gerceklestirilen 16S rDNA gen dizisi analizine gore izolatin

Bacillus subtilis ile %100 uyumlu oldugu belirlenmistir. VGA7 susunun bazi Bacillus

sp. tiirleri ile olan benzerlik oranlar1 Tablo 4.2.”de, izolata ait filogenetik aga¢ Sekil

4.11.”de verilmistir.
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Bacillus tequilensis strain SKC/VA-4 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SMY chromosome, complete genome

Bacillus subtilis subsp. stercoris strain EGI209 16S ribosomal RNA gene, partia..

Bacillus subtilis strain HMNig-2 chromosome, complete genome

Bacillus amyloliquefaciens strain CEDI-3 168 nibosomal RNA gene, partial seq...

Bacillus tequilensis stramn FTAT-46314 16S ribosomal RNA gene, partial seque...

3 Bacillus stercoris strain 25100 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

I%' g [cl|Query_5610885

Bacillus subtilis stram CDB86 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sekil 4.11. Bacillus sp. VGA7 bakterisine ait 16S rDNA gen dizisi analiziyle elde

edilen filogenetik agac.

Tablo 4.2. VGA7 izolatinin Bacillus sp. tiirleri ile 16s rDNA benzerlik orani.

Bacillus sp.

Benzerlik %’si

B. tequilensis SKC/VA-4
susu

B. subtilis SMY susu
B. subtilis EGI209 susu
B. subtilis HMNig-2 susu

B. amyloliquefaciens
CEDI-3 susu

B. tequilensis FJAT 46316
susu

B. stercoris 25100 susu

99,86

99,86

99,86

99,86

99,86

99,86

99,86
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5. SONUCLAR

Bu calisma kapsaminda, Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Gida
Biyoteknolojisi Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda yer alan ve 6nceki ¢alismalarda
orneklerden izole edilen 25 adet sus; pektin katkili kat1 besiyerinde pektinolitik aktivite
acisindan taranmis ve yiiksek poligalakturonaz enzimi iireticisi olarak Bacillus sp.
VGA7 belirlenmis ve Bacillus sp. VGA7’nin poligalakturonaz enzimi tretimi

arastirilmistir.

Bacillus sp. VGA7 maksimum enzim iiretimi ve mikroorganizma gelisimi 24 saatlik
inkiibasyon ile elde edilmistir. Calismada maksimum prektinaz iretimi ve
mikroorganizma gelisimini elde etmek amaciyla, inkiibasyon sicakligi, pektin
konsantrasyonu, pH, karbon kaynaklari ve azot kaynaklari olmak iizere temel
belirleyici parametreler kullanilarak mikroorganizma gelistirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, enzim iiretiminin en yiiksek oldugu pH 9, konsantrasyon 20 g/L,
sicaklik 33 °C olarak belirlenmistir. Bunlara ek olarak ortamda karbon kaynagi olarak
pektin bulundugunda ve azot kaynagi olarak maya 6ziitii varliginda en yiiksek enzim
tretimi gerceklesmistir. Aynt zamanda enzimin optimum sicaklik ve pH degerini

belirlemek i¢in de bir calisma gergeklestirilmis.

Optimum sicaklig1 70 °C olarak belirlenmis ve bunu takip eden sicaklik degerinin 60
°C oldugu belirlenmistir. Optimum pH’in ise 12 oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde Bacillus sp. VGA7’nin alkali 6zellikleri gosterdigi kabul
edilmistir. Bu bilgiler 151ginda enzimin uygulama alanlar ile ilgili ¢calismalar ileride

gerceklestirilebilir.
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