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OZET

Bu caligmanmm amact Amasya meyve bahgelerinden alinan toprak orneklerinden izole edilen
mikroorganizmadan pektinaz enziminin elde edilmesi ve Kkarakterizasyonunun yapilmasidir.
Boylece ticari dneme sahip olan pektinaz enziminin ucuz ve yiiksek miktarlarda iiretiminin
saglanmasi hedeflenmektedir. Calisma kapsaminda Amasya’daki farkli meyve bahgelerinden
alinan toprak 6rneklerinden pektinaz enzimi iireten mikroorganizmalar izole edildi. Topraktan izole
edilen tilirler arasinda en yiiksek pektinaz aktivitesi gosteren K2 kodlu izolatin 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizleri yapilarak % 99 oraninda Bacillus mojavensis tiirti ile benzerlik gosterdigi
belirlendi. izole edilen sustan pektinaz enzimi iiretilerek amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi yontemleri ile enzimin kismi saflastirmasi yapildi.
Saflastirilan enzimin optimum c¢alisma sartlar1 belirlendi.  Farkli pH degerlerinde enzimin
aktivitesine bakildiginda en yiiksek aktivitenin pH: 8,5’da elde edildigi goriildii. Farkli sicaklilarda
enzim aktivitesine bakildiginda ise en yiiksek aktivite 80 santigrat derecede elde edildi. Bu ¢aligma
ile topraktan izole edilen Bacillus mojavensis K2 ile ticari dneme sahip, termofilik ve alkafilik
pektinaz enziminin iiretimi saglandi.
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ABSTRACT

The aim of this study is to obtain and characterize pectinase from a microorganisms isolated from
orchards in Amasya. Thus, it is aimed to provide cheap and high amounts of pectinase enzyme
which is commercially important. Microorganisms producing pectinase enzyme were isolated from
soil samples taken from different orchards in Amasya. It was determined that the isolate K2
showed the highest pectinase activitiy among the species isolated from the soil. According to the
results of 16S rRNA gene region sequence analysis, isolate K2 was found to be similar to the
genius Bacillus mojavensis by 99%. Pectinase enzyme was produced by isolate K2 and it was
partially purified by ammonium sulfate precipitation, ultrafiltration and ion exchange
chromatography methods. The optimum operating conditions of the purified enzyme were
determined. When the activity of the enzyme at different pH values was examined, it was seen that
the highest activity was obtained at pH: 8.5. When the enzyme activity at different temperatures
was examined, the highest activity was obtained at 80 centigrade degree. In this study Bacillus
mojavensis K2 was isolated from soil and it was provided to produce commercially important
thermophilic and alkaphilic pectinase enzyme capable of working at high temperature and high pH
levels.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Bu ¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar: ile birlikte asagida
sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece
ul Mikrolitre

bp Baz ¢ifti (DNA)
cm Santimetre

dk Dakika

g Gram

kDa Kilodalton

I Litre

M Molar

mA Miliamper

mg Miligram

ml Mililitre

nm Nanometre

Vi Volt



Kisaltmalar

BSA

DNA

PCR

RNA

rpm

rRNA

SDS

SDS-PAGE

SmF

SSF

uv

Aciklama

Bovin Serum Albumin

Deoksiriboniikleik Asit

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Riboniikleik Asit

Dakikadaki Devir Sayis1 (Revolutions Per Minute)
Ribozomal RNA

Sodyum dodesil siilfat

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
Sivi Ortam Fermantasyonu

Kat1 Ortam Fermantasyonu

Ultraviyole



1. GIRIS

Pektik maddeler, ana yapisim1 galakturonik asit birimlerinin olusturdugu kompleks
polisakkaritlerdir. Bitkilerde hiicre duvarmin ve ara lamelin yapisina katilan pektik
maddeler protopektinler, pektik asitler, pektinik asitler ve pektinler olmak iizere dort gruba
ayrilirlar (Ucan ve Akyildiz, 2012). Pektik maddeleri pargalayan bir grup enzime genel
olarak pektinazlar adi verilir. Pektinazlar parcaladiklar1 pektik maddenin tiiriine ve
parcalama mekanizmalarina gore siniflandirilirlar (Favela-Torres, Volke-Sepulveda ve

Viniegra-Gonzalez, 2006).

Pektinazlar dogada yaygin olarak bulunmakta olup bakteriler, mantarlar, protozoonlar ve
nematodlar tarafindan tiretilmektedirler (Anisa, Ashwini ve Girish, 2013). Ayrica bitkiler
ve virlisler tarafindan da tretildikleri bilinmektedir (Raju ve Divekar, 2013). Pektinazin
mikrobiyal kaynaklar1 arasinda cesitli bakteri, maya ve kif tirleri bulunmaktadir.
Mikrobiyal pektinaz iretimi c¢alismalarinda Erwinia, Bacillus, Saccharomyces,
Kluyveromyces, Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Rhizopus cinsi mikroorganizmalar
siklikla kullanilsa da bunlar arasinda en ¢ok tercih edilen tiirler Aspergillus, Penicillium ve

Erwinia cinslerine ait olanlardir (Favela-Torres ve digerleri, 2006).

Biyoteknolojik yontemler geleneksel kimyasal yontemlere gore ¢ok daha ekonomik ve
cevre dostu kabul edildiginden endiistriyel alanlarda mikroorganizmalarin ve mikrobiyal
enzimlerin kullanimi giderek artis géstermektedir (Priya ve Sashi, 2014). Enzim firetimi
modern biyoteknolojide 6nemli bir yere sahiptir ve pektinaz tiretimi tiim enzim {iretiminin
yaklasik %10’unu olusturmaktadir (Semenova ve digerleri, 2006). Pektinazlar, gida
sektoriinde meyve suyu ve sarap tretimi, kahve ve ¢ay fermantasyonu, bitkisel yaglarin
elde edilmesi gibi islemlerde, kagit ve tekstil endiistrisinde hammaddelerin islenmesi
sirasinda kullanilmaktadir. Ayrica pektince zengin biyokiitlelerden etonol iiretiminde ve
pektik madde iceren fabrika atik sularmin antilmasinda da pektinaz enzimleri
kullanilmaktadir (Pedrolli ve Carmona, 2014).



Bu ¢alismada genel olarak;

e Amasya ilinde bulunan cesitli meyve bahgelerinden alinan toprak orneklerinden
mikroorganizmalarin izole edilmesi ve bu izolatlar icerisinde en yiiksek pektinaz

aktivitesine sahip tiirtin belirlenmesi,

e Yiiksek pektinaz aktivitesi gosteren tiirden pektinaz enzimi elde edilerek

saflastirilmasi,

o Saflastirilan pektinaz enziminin karakterizasyonunun yapilmasi planlanmaistir.

Yapilacak olan bu galismalarin sonucunda da pektinaz iiretiminde kullanildigi bilinen
mikroorganizmalardan farkli bir tiirtin tespit edilmesi ve yiiksek verimlilikte pektinaz

enzimi elde edilmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Pektik Maddeler

Pektik maddeler, bitkilerde hiicre duvarmin ve ara lamelin yapisina katilan glikozidik
makromolekiillerdir (Alkorta, Garbisu, Llama ve Serra, 1998). Yiiksek molekiil agirligina
sahip, negatif yiikli, asidik, kompleks polisakkaritler olup, taze bitki agirliklarinin yaklasik

olarak %0,5 ile 4,0 arasindaki kismini olusturmaktadirlar (Jayani, Saxena ve Gupta, 2005).

Pektik maddeler, D-galakturonik asit birimlerinin birbirlerine a-(1-4) glikozidik baglarla
baglanmasiyla olusan linear polisakkaritlerdir. Ayrica yapilarinda serbest karboksil grubu
da bulunduran pektik maddeler igerdikleri galakturonik asit birimlerinin kimyasal

yapilarindaki farkliliklar sebebiyle gruplara ayrilirlar (Muslu, 2016).

Pektik maddeler; pektik asit, pektinik asit, pektin ve protopektin olmak iizere 4 isim altinda

gruplandirilirlar (Alkorta, Garbisu, Llama, ve Serra, 1998).

2.1.1. Pektik asitler

Biitiin pektik maddelerin yapisin1 biiylik oranda poligalakturonik asitler olusturmaktadir.
En basit pektik yap1 sadece poligalakturonik asit birimlerinden meydana gelen pektik
asitlerdir. Pektik asitler en basit yapili pektik maddeler olmanin yani sira diger pektik
maddelerin meydana gelmesini saglayan ana yapi olarak da tanimlanabilirler. Diger pektik
maddeler pektik aside cesitli gruplarin eklenerek molekiiler birimlerin biiyiikligiiniin
artmasiyla meydana gelirler (Kertesz, 1951: 44). Pektik asitlerin poligalakturonik asit
birimleri yok denilebilecek miktarda metil ester grubu igerir. Pektik asitlerin tuzlar pektat
adin alir (Kashyap, Vohra, Chopra ve Tewari, 2001).

2.1.2. Pektinik asitler
Metil grubu iceren poligalakturonik asitler pektinik asit adin1 alirlar. Dogadaki pektinik

asitler farkli oranlarda metoksil igerirler. Metil ester gruplarinin 6nemli fonksiyonlarindan

biri de ¢oziiniirliige olan etkileridir. Pektinik asitlerin icerigindeki metil ester orani arttikga



¢oziiniirliikleri de artmaktadir. %7’ nin altinda metoksil icerigine sahip pektinik asitlerde
¢oziiniirlik oldukga diiser veya tamamen kaybedilir (Kertesz, 1951: 67-71). Pektinik
asitlerin normal veya asit tuzlarina pektinat adi verilmektedir. (Kashyap ve digerleri,
2001).

2.1.3. Pektinler

Seker ve asitlerle jel olusturabilen pektinik asitler pektin adini alirlar. Yani biitiin pektinler
aslinda pektinik asitken, pektinik asitlerin hepsi pektin degildir (Kertesz, 1951: 67).
Pektinler, D- galakturonik asit birimlerinin yani sira D-galaktoz, L-arabinoz ve L-ramnoz
gibi baska sekerleri de yapilarinda bulundururlar (Arslan, 1994).

Pektinler esterifikasyon derecelerine (DE: Degree of Esterification) gore yiiksek metoksilli
pektinler ve disiik metoksilli pektinler olmak tizere 2’ye ayrilirlar. Esterifikasyon derecesi
%50’nin iizerindeki pektinler yiikksek metoksilli pektinler olarak adlandirilirken,
esterifikasyon derecesi %50’nin altinda olanlar diisik metoksilli pektinler olarak
adlandirilmaktadirlar.  Esterifikasyon derecesi ve molekiil agirligi  pektinlerin
¢ozlinlirltiglini ve pektin soliisyonlarinin akiskanligini etkileyen faktorlerdendir (BeMiller,
1986).

2.1.4. Protopektinler

Bitkisel dokularin biiyiik kisminda pektik maddeler protopektin olarak bulunur.
Protopektinler bitkilerdeki suda ¢oziinmeyen temel pektik maddeler olarak tanimlanirlar.
(Doesburg, 1965:13). Protopektinlerin sinirli hidrolizi sonucunda pektinler ve pektik asitler

olusur (Jayanni ve digerleri, 2005).

2.2. Pektik Enzimler (Pektinazlar)

Pektinazlar, pektik maddelerin depolimerizasyon veya deesterifikasyon yoluyla
parcalanmasin1 Katalizleyen bir grup enzime verilen genel isimdir (Pedrolli, Monteiro,
Gomes ve Carmona, 2009). Pektinazlarin ana gorevi bitkilerin hiicre duvarlarinda ve ara
lamellerinde bulunan pektik maddeleri pargalamaktir. Bu gorevi yerine getirirken substrat

olarak tercih ettikleri pektik maddelerin tiriine ve bu pektik maddelere hangi



mekanizmalarla etki ettiklerine gore cesitli gruplara ve alt gruplara ayrilirlar (Yadav,
Yadav, Yadav ve Yadav, 2009).

2.2.1. Protopektinazlar

Suda ¢oziinmeyen protopektini ¢oziinebilir pektine doniistiiren enzimlerdir. Protopektinin
poligalakturonik asit bolgesine etki eden tiirii Tip A; poligalakturonik asit zinciri ile hiicre
duvari bilesenlerini birbirine baglayan polisakkarit zincirlerine etki eden tiirii ise Tip B

olarak siniflandirilir (Pedrolli ve digerleri, 2009).

2.2.2. Pektin esterazlar (PE)

Pektin metil hidrolazlar olarak da adlandirilan bu enzim grubu pektinin metoksil grubunun
deesterifikasyonunu kataliz ederek pektik asit olusumunu saglar. Pektin esterazlar tercihen
ester grubu icermeyen galakturonat birimin yaninda bulunan galakturonat birimlerindeki

metil ester gruplarina etki ederler (Kashyap ve digerleri, 2001).

2.2.3. Depolimerazlar

Depolimerazlar, pektik maddeleri glikozidik baglarin hidrolizi veya trans-eliminasyonu

yoluyla pargalarlar (Kashyap ve digerleri, 2001).

Pektik maddeleri hidroliz yoluyla pargalayan depolimerazlar; polimetilgalakturonazlar
(PMG) ve poligalakturonazlar (PG) olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Kashyap ve digerleri,
2001). Polimetil galakturonazlar (PMG), pektinin omurgasindaki o-(1-4) glikozidik
baglarint  kirarak 6-metil-D-galakturonat olustururlar. Poligalakturonazlar (PG) ise
poligalakturonik asitlerin  a-(1-4) glikozidik baglarin1 parcalayarak D-galakturonat
olustururlar. PMG ve PG’ler Endo ve Ekzo olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Endo PMG ve
Endo PG’ler substrati rastgele parcalarken, Ekzo-PG ve Ekzo-PMG’ler substrati
pargalamaya indirgenmeyen wugtan baslar ve c¢ogunlukla monogalakturonat, bazi

durumlarda da digalakturonatlar olustururlar (Pedrolli ve digerleri, 2009).

Pektik maddeleri trans-eliminasyon yoluyla  pargalayan depolimerazlar;

polimetilgalakturonat liyazlar (PMGL) ve poligalakturonat liyazlar (PGL) olmak {izere iki



gruba ayrilir. PMGL’ler pektindeki a-(1-4) glikozidik baglarin1 kirarken; PGL’ler pektik
asitlerin a-(1-4) glikozidik baglarin1 kirarlar. PMGL ve PGL’ler Endo ve Ekzo olmak
tizere gruplara ayrilirlar. Endo PMGL ve Endo PGL’ler a-(1-4) glikozidik baglar1 rastgele
kirarken; Ekzo PMGL ve Ekzo PGL’ler baglar sirali olarak kirarlar (Kashyap ve digerleri,
2001).

Cizelge 2.1. Pektinazlarin simiflandirilmasi (Kashyap ve digerleri, 2001; Pedrolli ve
digerleri, 2009; Yadav ve digerleri,2009)
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2.3. Pektinaz Kaynaklar1 ve Kullamim Alanlari

Ekstraseliiler pektinazlar hayvanlar, bitkiler, virisler ve mantarlar tarafindan da
tiretilmesine karsin en onemlileri bakteriler tarafindan iiretilenleridir. Bacillus ve coccus
tirleri tarafindan tretilen pektinazlar hem biyoteknolojik a¢idan hem de ticari agidan
biiyiikk 6neme sahiptir ve diinya genelindeki enzim tretiminin %10’unu olusturmaktadir
(Raju ve Divakar, 2013).

Aktivite gosterdikleri optimum pH degerleri acgisindan pektinazlar asidik ve alkali
pektinazlar olarak gruplandirilirlar. Asidik pektinazlar cogunlukla maya ve mantarlar
tarafindan iretilirken, alkali pektinazlar bakteriler tarafindan iretilmektedirler (Tepe ve
Dursun, 2012). Asidik pektinazlar c¢ogunlukla meyve suyu ve sarap endiistrisinde
ekstraksiyon verimini artirmak, bulanikliga neden olan pektik maddeleri uzaklastirarak
berrakligi saglamak ve akiskanligi artirmak gibi amaglarla kullanilmaktadir. Alkali
pektinazlar ise keten, kenevir, kendir ve hindistan cevizi gibi bitkilerin kabuklarindaki
pektini parcalayarak liflerin agiga ¢ikarilmasinda, meyve suyu fabrikalarinin pektinli atik
sularmin aritilmasinda, ¢ay ve kahve fermantasyonunda ve kagit iiretimi gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Ayrica bitkisel yaglarin ¢ikarilmasi sirasinda geleneksel olarak kullanilan
hekzan gibi organik ¢oziiciilerin kansorejen etkilerinden dolayr bunlarin yerine pektinazin
da i¢inde bulundugu hiicre duvari pargalayict enzimler kullanilabilmektedir (Kashyap ve
digerleri, 2001).

2.4. Kaynak Ozetleri

Soares ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada topraktan ve gilirimiis sebze atiklarindan izole
ettikleri mikroorganizmalardan en yiiksek pektinolitik aktivite gosteren bes farkli Bacillus
tiirti (Bacillus sp Arl.2, Bacillus sp B1.3, Bacillus sp M2.1, Bacillus sp P4.3 ve Bacillus sp
P6.1) belirlemislerdir. Bu tiirlerin sivi ortam fermantasyonu (SmF: Submerged
Fermantation) ve kat1 ortam fermantasyonu (SSF: Solid-State Fermantation) yontemleri ile
gelistirilmesi sonucu SmF ortamda gelistirilen tiirlerde pektinaz tretiminin daha fazla
oldugunu goézlemlemislerdir. Ancak SSF kiiltiirlerdeki pektinolitik aktivitenin SmF
kiiltirlere oranla daha fazla oldugunu belirtmislerdir. SSF kiiltiirlerinden elde edilen
pektinaz enzimi igin 3,0 ile 10,0 pH araliginda ¢alismalar yaparak en yiiksek aktivitenin

Bacillus P4.3 icin 6,5-7,0 pH araliginda, diger dort tiir igin ise pH 6,0’da elde edildigini



ifade etmislerdir. Optimum sicakligin ise Bacillus sp Ar1.2, Bacillus sp B1.3 ve Bacillus sp
P4.3 tiirlerinden elde edilen enzimler i¢in 40-50°C, Bacillus sp M2.1 ve Bacillus sp P6.1
tirlerinden elde edilen enzimler igin 50-55°C oldugunu rapor etmislerdir (Soares, Silva ve
Gomes, 1999).

Kashyap ve arkadaglar1 topraktan izole ettikleri mikroorganizmalar arasindan en yiiksek
pektin liyaz aktivitesini Bacillus sp. DT7’nin gosterdigini saptamislardir. Farkli besiyeri
iceriklerinde yetistirdikleri tiirde en yiiksek pektinaz tiretiminin ve aktivitesinin %1 YE
(maya oziitii- yeast extract) ve %0,25 pektin iceren, pH’1 7,2 olan besi yerinde elde
ettiklerini belirtmislerdir. Inkiibasyon islemi 25, 30, 37 ve 40°C sicaklilarda yaparak
pektinaz iiretimi i¢in en uygun sicakligi 37°C olarak belirlemislerdir. Besiyerine CaCl, ve
MgSQO,.7H,0 cklendiginde enzim aktivitesinin arttigin1 rapor etmislerdir. Enzimin
saflagtirllmasinda iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisi yontemlerini kullanmiglar
ve elde ettikleri saflastirtlmis enzimin molekil agirliginin %10 SDS-PAGE (sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile 106 kD civarinda saptadiklarini rapor

etmislerdir (Kashyap, Chandra, Kaul ve Tewari, 2000).

Bagka bir calismada Kashyap ve arkadaslari Bacillus sp. DT7’ den kati hal (solid state)
fermantasyonu yontemiyle pektinaz iiretimi {izerine yaptiklari calismada farkh
substratlarin, tuzlarin, karbon kaynaklarinin, nitrojen kaynaklarinin ve vitaminlerin
pektinaz tretimine etkilerini incelemislerdir. Kat1 substrat ¢esidi olarak bugday kepegi,
piring kepegi ve elma posasim farkli su igerikleri ile kullanmiglar ve en yiiksek pektinaz
iretimini %75 nem seviyesindeki bugday kepegi ile 37°C ve 36 saatlik inkiibasayon siiresi
ile elde ettiklerini belirtmislerdir. Bugday kepegine ilave olarak CaCl,.2H,0,
MgS0,.2H,0, CoCl,.2H,0, MnS044H,0, H3BO;, ZnCl, KCI ve NaCl tuzlan
kullanildiginda CaCl,.2H,0 ve MgS0,4.4H,0 tuzlarinin pektinaz iiretimini sirasiyla % 28.0
ve %11.6 oranlarinda artirdigini, CoCl,.2H,0 ve MnS0,.4H,0 ilavesinin pektinaz
tretiminde etki gostermedigini, H3BO3;, ZnCl, KCI ve NaCl tuzlarinin ise pektinaz
tretimini %12’ ye kadar azalttigin1 rapor etmislerdir. Karbon kaynagi olarak PGA, SA,
pektin ve laktoz kullanildiginda pektinaz tiretiminin %211 ile %44 arasinda arttigini,
Nitrojen kaynagi olarak da maya oziitii (yeast extract), peptone ve amonyum Kkloriir
kullanmanin {iretimi %24’e kadar artirdigini belirtmislerdir. Glisin, tire ve amonyum nitrat
kullaniminin pektinaz tiretimini durdurdugunu, triptone kullaniminin ise herhangi bir etki

gostermedigini ifade etmislerdir. Calismada ayrica bugday kepegine farkli oranlarda



Neurobion (B3, Bs, Biz vitaminlerini iceren multivitamin soliisyonu) ilavesinin pektinaz
tiretimine etkisini incelemislerdir. 27 pl/g kuru substrat oraninda neurobion kullaniminin
pektinaz tiretimini %65,8 oraninda artirdigini, bu miktarin iizerinde neurobion
kullanimmin ise pektinaz iiretimine herhangi bir etkisinin olmadigini belirlemislerdir

(Kashyap, Soni ve Tewari, 2003).

Mukesh ve arkadaslari meyve atiklart  bulunan topraktan izole ettikleri
mikroorganizmalardan en yiiksek aktiviteye sahip olani Bacillus sp. MFW7 olarak
belirlemisler ve bu tirii optimum sartlar olarak belirledikleri %1 manyok (cassava —
Manihot esculenta) atigi iceren besi yerinde, pH 6,5°de, 35°C’de ve 96 saatte
gelistirmislerdir. Nitrojen kaynagi olarak test edilen pepton, iire, maya 6zii, KNO3, NH,CI
ve NaNOj arasinda en yiiksek pektinaz tiretiminin pepton kullanildiginda gergeklestigini
belirlemislerdir. Karbon kaynagi olarak ise test edilen glikoz, maltoz, laktoz, nisasta, Xyloz
ve siikroz arasindan en yiiksek pektinaz iiretimini laktozun sagladigini saptamislardir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan yapilan DEAE-Sephacel ve Sephadex G-150
kolon kromatografleri ile saflastirilan enzimin molekiiler agirliginin SDS-PAGE analizi ile

37 kDa olarak bulundugunu rapor etmislerdir (Mukesh ve digerleri, 2012).

Torimiro ve Okonji yaptiklar1 bir ¢calismada Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve Bacillus
stearothermophilus tiirleri ile elde ettikleri pektinazin aktivitesine substat c¢esidinin,
sicakligin, pH degerinin ve metal iyonlarinin etkilerini incelemislerdir. Ug tiirde de substrat
olarak muz kabugu ve bugday kepegi kullanildiginda yiiksek aktivite elde edilirken,
portakal kabugu kullanildiginda aktivitenin diger substratlara oranla ¢ok daha diisiik
oldugu belirtilmistir. Bu {i¢ tiir bakteriden elde edilen pektinazlarin farkli sicakliklarda
aktivitelerine bakilmis ve optimum sicaklik olarak B. stearothermophilus i¢in 60°C,
B. cereus ve B. subtilis i¢in 50°C belirlenmistir. Optimum pH degerleri ise B. subtilis,
B. cereus ve B. stearothermophilus igin sirasiyla 9,0; 8,0 ve 7,5 olarak rapor edilmistir.
Na*, K, Ni*?, Mn*? ve Zn*? metal iyonlarimin ise belirgin bir pektinaz inhibisyonuna yol

acmadig belirtilmistir (Torimiro ve Okonji, 2013).

Udenwobele ve arkadaslar1 Mango (Mangifera indica) kabuklar1 igeren ortamda
gelistirdikleri Aspergillus tiirlerinden pektinaz enzimi izole ederek kismi saflastirma ve
karakterizasyon calismalar1 yapmuslardir. Calismalarinda Aspergillus niger, Aspergillus

fumigatus ve Aspergillus flavus tiirlerini kullandiklarini belirtmislerdir. Mango kabuklari



ilave ettikleri ortamda gelistirdikleri tiirlerden elde ettikleri ham enzimlerde belirli zaman
araliklarinda enzim aktivitesi bakmiglardir. Aspergillus niger ve Aspergillus fumigatus
tirlerinde en yiiksek aktivitenin 4. giinde, Aspergillus flavus tiiriinde ise 5. giinde elde
ettiklerini ifade etmislerdir. Enzimin kismi saflagtirllmasimi %80 amonyum siilfat
¢oktiirmesinin ardindan diyaliz yaparak gergeklestirdiklerini belirtmislerdir. Elde ettikleri
enzimlerin farkli pH ve sicaklik degerlerindeki aktivitelerini incelemislerdir. Her ii¢ tiirden
elde edilen enzimde de optimum pH degerini 5, Aspergillus niger ve Aspergillus
fumigatus icin optimum sicakligi 40°C, Aspergillus flavus igin ise 45°C olarak rapor
etmislerdir (Udenwobele ve digerleri, 2014).

Laha ve arkadaslar yaptiklar1 bir ¢aligmada Hindistan, Karnataka, Bangalore, Andhrahalli
bolgesi toprak orneklerinden dort farkh kiif izolat1 elde etmis ve bunlar igerisinden en
yiksek pektinaz aktivitesi gosteren tiriin  Penicillium chrysogenum oldugunu
belirlemislerdir.  Penicillium chrysogenum ile pektinaz iiretimi igin en uygun kosullarin
pH 6’da ve 30°C’de, karbon kaynagi olarak siikroz ve azot kaynagi olarak amonyum siilfat
kullaniminin oldugunu belirlemislerdir. Elde ettikleri pektinazin en yiiksek aktiviteyi
60°C’de ve pH 5’de gosterdigini, ortama Manganez Siilfat ilavesinin aktiviteyi artirdigini
rapor etmislerdir. Penicillium chrysogenum tiiriinden elde ettikleri pektinazin SDS-PAGE
analizi sonucunda 32 kDa molekiil agirligina sahip oldugunu belirlemislerdir (Laha, Sarkar
ve Chaki, 2014).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

e 2-merkaptoetanol (Merck)

e Agaroz (Sigma Aldrich)

e Akrilamid (Sigma Aldrich)

e Amonyum persiilfat (Sigma Aldrich)

e Amonyum siilfat (Sigma Aldrich)

e Asetik asit - glasiyel (Merck)

e Bakir siilfat (Sigma Aldrich)

e BIS (Sigma Aldrich)

e Borik asit (Kimetsan)

e Bovin serum albumin (Sigma Aldrich)
e Bromofenol mavisi (Sigma Aldrich)

e Butanol (Sigma Aldrich)

e Coomassie brillant blue G-250 (Merck)
e Coomassie brillant blue R-250 (Merck)
e Cinko siilfat (Sigma Aldrich)

e Demir siilfat (Sigma Aldrich)

e Di bazik sodyum fosfat (Kimetsan)

e Disodyum sosfat (Kimetsan)

e DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel - NucleoSpin Tissue XS)
e DNA marker (Lambda DNA Hind3)

e EDTA (Sigma Aldrich)

e Etanol (Sigma Aldrich)



Fosforik asit (Carlo Erba Reagent)

Gliserol (Sigma Aldrich)

Glisin (Sigma Aldrich)

Hemoglobin soliisyonu (ChemBio)

Hidroklorik asit (Carlo Erba Reagent)
Immersiyon yag1 (Cargille)

Iyot (Drogtas)

Jel yiikleme boyasi (Sigma G 2526 Gel Loading Buffer )
Kalsiyum klortir (Sigma Aldrich)

Kristal viyole boyasi (Macrol)

Liigol ¢ozeltisi (Sigma Aldrich)

Magnezyum siilfat (Park Scientific Limited)
Manganez siilfat (Park Scientific Limited)
Metanol (Sigma Aldrich)

Molibden trioksit (Sigma Aldrich)

Mono bazik sodyum fosfat (Kimetsan)
Monopotasyum fosfat (Sigma Aldrich)

Nutrient agar (Merck)

PCR master mix 2X (ThermoFisher Scientific)
Pektin (Pectin From Citrus Peel - Sigma Aldrich)
Pektinaz (Pectinase from Aspergillus niger - Sigma Aldrich)
Pektinli besiyeri (HIMEDIA MP 7 Medium)
Poligalakturonik asit (Sigma Aldrich)

Potasyum iyodiir (Park Scientific Limited)

Protein marker (BioLabs 7702S)



e Protein marker (PageRuler Prestained Protein Ladder- Thermo Scientific)
e Q- sepharose fast flow (Sigma-Aldrich)

e RedSafe niikleik asit boyama soliisyonu ( Intron Biotechnology)

e Ringer (LABM)

e Safranin boya ¢6zeltisi (Macrol)

e SDS - Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma Aldrich)

e Sitrik asit (Park Scientific Limited)

e Sodyum kloriir (Sigma Aldrich)

e Sodyum hidroksit (Park Scientific Limited)

e Siikroz (Park Scientific Limited)

e TEMED - N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine (Sigma Aldrich)
e Thiobarbitiirik asit (Serva)

e Trizma base (Sigma Aldrich)

e Yeast Extract (Merck)

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Calkalamali inkiibat6r (Innova 43 Incubator Shaker Series)

e Derin donduruculu buzdolabi (Argelik)

e Derin dondurucu (- 86 °C) (Nuaire Glacier - 86 °C Ultralow Temperature Freezer)
e Elektroforez cihaz1 (Peqlab)

e Isiticil manyetik karistirict (Heidolph MR Hei-Standard)

e Inkiibatér (Memmert IPP 110)

e BioLogic LP (Bio-Rad Model 2110 Fraction Collector)

e Kuru buz makinesi ( Scotsman AF80)

e Mikrodalga firin (Argelik MD 574)



Mikroskop (Leica DM500)

Otoklav (Niive SteamArt OT 90 L)

PCR cihazi (Peglab)

Saf su cihazi (GFL 2004)

Santrifiij cihaz1 (Sigma 3-30K)

Spektrofotometre cihazi (Thermo Geenesys 10S UV-VIS)
UV Transilliiminator (Cleaver Scientific Ltd.)

Vortex cihaz1 (Cleaver VVortexer)

3.3. Topraktan Mikroorganizma izolasyonu

Amasya ili ve ilgelerindeki bazi meyve bahgelerinden toprak ornekleri alindi. Alinan

toprak orneklerinden mikroorganizma izolasyonu icin asagidaki islemler yapild;

90 ml steril saf su igeren cam siselere 10’ar gram toprak 6rnegi konularak, siseler 5
dakika boyunca yavasca ters yiiz edilerek c¢alkalandi (Kati, Karaca ve Giilsen,
2016).

Siselerden 100 pl 6rnek alinarak 900’er ul ringer ¢ozeltisi igeren 10 cam tiipte seri
diliisyon yapildi. 6, 7, 8, 9 ve 10. tiiplerden 100’er pl alinarak Nutrient Agar igeren
steril petri plaklarina yayma yapildi (Raju ve Divakar, 2013).

Resim 3.1.a’da verilen bakterilerin biiyime egrisinde de gorildiigii gibi
bakterilerde iiremenin en hizli oldugu evre logaritmik fazdir. Bu nedenle enzim
caligmalarinda logaritmik fazdaki hiicreler tercih edilir. Resim 3.1.b’de goriildiigii
gibi mikrobiyal organizmalar igin iiremenin en yiiksek noktaya ulastigi zaman
araligi genellikle 18-24 saat araligindadir (Madigan ve Martinko, 2005/2012;
143,148). Bu bilgiler dogrultusunda, petri plaklari yayma isleminin ardindan 37°C’
de, 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
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e Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerde olusan kolonilerin her birinden &rnek alinip
pektinli kat1 besiyeri (MP 7 Medium) igeren steril petrilere ¢izgi ekim yontemi ile

ekim yapildi. Petriler inkiibatorde 37°C’ de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda petriden tek bir koloni alimip pektinli kat1 besiyeri
iceren steril petrilere nokta seklinde ekim yapildi ve inkiibatérde 37°C’ de 18-24

saat inkiibasyona birakildi.

3.4. Pektinaz Aktivitesi Gosteren Mikroorganizmanin Belirlenmesi

Nokta seklinde koloniler elde edilen petri plaklar tizerine 330 ml saf su igerisine 1 g iyot
ve 5 g potasyum iyodiir eklenerek hazirlanan ¢6zeltiden ilave edildi (Priya ve Sashi, 2014).
Koloni etrafinda agik renkli zon olusmasi pektinaz aktivitesini gosterdiginden etrafinda zon
olusan koloniler tespit edildi. Aktivite gézlenen kolonilerin etrafindaki zon gaplari 6lgiildii
ve en yiiksek zon ¢apina sahip olan izolat segilerek %20’lik gliserol ¢ozeltisinde stoklanip
-80°C’ de saklandi.



3.5. Pektinaz Aktivitesi Gosteren Mikroorganizmanin Tanimlanmasi

3.5.1. Gram boyama

En yiiksek pektinaz aktivitesini gosterdigi belirlenen K2 kodlu izolata Gram boyama
yapilarak mikroskopta incelendi. Gram boyama i¢in dncelikle izolattan nutrient agar igeren
petri plagma ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi
elde edilen gen¢ kiiltirden yayma-kurutma-tespit islemleri ile preparat hazirlandi.
Hazirlanan preparata sirasiyla asagida verilen Gram boyama basamaklari uygulandi
(Johnson, Thatcher ve Cox, 1995);

Preparatin tlizeri kristal viyole boya ¢ozeltisi ile kaplanarak 1 dakika bekletildi.

e Preparat distile su ile yikandiktan sonra tizeri liigol ¢ozeltisi ile kaplanarak 1
dakika bekletildi.

e Preparat distile su ile yikandiktan sonra tizerine etanol (%95) dokiilerek 10 saniye
bekletildi.

e Preparat distile su ile yikandiktan sonra tizeri safranin boya ¢ozeltisi ile kaplanarak
30 saniye bekletildi.

e Preparat distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Kurutma igleminin ardindan {izerine immersiyon yagi damlatilan preparat mikroskopta
100’1tk objektifle incelendi.

3.5.2. Genomik DNA izolasyonu
DNA izolasyonu Macherey-Nagel firmasinin NucleoSpin Tissue XS adli izolasyon Kiti
kullanilarak yapildi. Islemler Kitin kullanim prosediiriine uygun olarak asagidaki sekilde

gergeklestirildi;

e  %20’lik gliserol ¢ozeltisinde stoklanan kiiltiirden 80 pl alinarak tizerine 8 pl
Proteinaz_i eklendi ve 56°C°de 4 saat inkiibe edildi.



80 ul B3 eklenerek 70°C’de 5 dakika bekletildi.

e 80 pl etanol eklenerek 6rnek kolona yiiklendi ve 10 000 rpm’ de 1 dakika
santrifiijlendi.

e Birinci yikama islemi i¢in 50 pl B5 eklenip 10 000 rpm’ de 1 dakika santrifiijlendi.
e Ikinci yikama islemi i¢in 50 pl B5 eklenip 10 000 rpm’ de 2 dakika santrifiijlendi.
e Eliisyon islemi i¢in 20 ul BE eklenip 10 000 rpm’ de 1 dakika santrifiijlendi.

¢ Ardindan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in tiip agz1 agik bir sekilde etiivde 90°C’de 8
dakika bekletildi.

e Tiipe 50 ul steril saf su eklenerek DNA ¢6zdiiriildii ve -18°C’de muhafaza edildi.
3.5.3. 16S rRNA PCR amplifikasyonu

Mikroorganizmadan izole edilen DNA’nin 16S rRNA genini kodlayan DNA bdlgesinin
amplifikasyonu 27F ve 1492R primerleri (27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3;
1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) kullanilarak yapildi (Chen ve digerleri, 2015).

PCR uygulamasi i¢in dncelikle mikroorganizmadan izole edilen DNA’dan 1 pl alinarak, 9
ul steril saf su ile 10™e seyreltildi. 10°¢ seyreltilen DNA 6rneginden de 1 pl alnarak,
iizerine 9 pl steril saf su eklendi. Boylece 10"’ lik DNA 6rnegi 10'2’ye seyreltilmis oldu. 3
farkli PCR tiipiine;

12,50 ul Master Mix 2X (ThermoFisher Sci.)

1,00 pl Primer 27F

1,00 pl Primer 1492 R

9,50 ul steril saf su



koyularak iizerlerine sirastyla 1’er pl mikroorganizmadan izole edilen DNA (10°%), 10™e
seyreltilen DNA ve 10?’ye seyreltilen DNA eklendi. Tiipler Peglab marka PCR cihazina
yerlestirilerek cihaz 27-1492-55 no’lu progamda calistirildi. Elde edilen PCR iiriinleri dizi
analizi i¢in BM Yazilm Danmismanlik Veri Iletisim ve Laboratuvar Sistemleri Egitim
Sanayi ve Ticaret LTD. STI. araciligiyla Makrogene (Hollanda) firmasina yaptirildi.

Resim 3.2. PCR cihaz

3.5.4. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

16S rRNA PCR iriinleri agaroz jel elektroforezi yontemi ile jelde yiiriitiilerek bant
olusumlar goriintiilendi. Agaroz jel elektroforezi i¢in 6ncelikle 1X TBE (Tris-Borik Asit-
EDTA) tamponu hazirlandi. Ardindan 100 ml 1X TBE tamponu igine 1 g Agarose
eklenerek mikrodalga firinda ¢ozdiiriildii. Karisimin sicaklign 50 - 55°C’ye diisiince
icerisine 5 pl RedSafe niikleik asit boyama soliisyonu eklendi. Jel kaseti Peglab marka
yatay elektroforez cihazina havuz olusturulacak sekilde yerlestirilip taraklar takildi ve jel
karisimi hava kabarcigi olusturmayacak sekilde bosaltildi. Jel tamamen polimerize olunca
elektroforez tankina yerlestirildi. DNA orneginden ve Lambda DNA Hind3 markali
markerdan 5’er pl alinarak yiikleme boyasi (Sigma G 2526 Gel Loading Buffer) ile
karistirildr ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Ornekler elektroforez cihazinda 120 V sabit
voltajda 1 saat yiirtitiildii. Olusan bantlar UV Transilliiminator (Cleaver Scientific Ltd.)

cihaz ile goriintiilendi (Lee, Costumbrado, Hsu ve Kim, 2012).



Resim 3.3. UV transilliiminator cihazi

3.6. Pektinaz Uretimi

Pektinaz aktivitesi gosterdigi belirlenen izolattan pektinaz iretimi i¢in asagidaki

basamaklar izlendi;

e 1000 mlI’lik erlene 500 ml, 100 ml’lik erlene 50 ml olacak sekilde pektinli siv1 besi
yeri hazirlandi. Pektinli sivi besi yeri, MP 7 Medium besiyeri baz alinarak ve

iceriginden agar ¢ikarilarak Cizelge 3.1.’de gosterildigi gibi hazirlandi.

e 50 ml’lik besiyerine stok mikroorganizmadan 10 pul eklenerek, c¢alkalamali
inkiibatorde 100 rpm’de, 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon siiresi bitiminde elde edilen kiiltirden 5 ml alinarak 500 ml’lik

besiyerine ekim yapildi ve 100 rpm’de, 37°C’de inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyonun 18, 20, 22, 24 ve 36. saatlerinde kiiltiirden 2 ser ml 6rnek alinarak,
7 000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatantlar enzim aktivitesi dl¢imii i¢in
kullanildi.



Cizelge 3.1. Pektinli stv1 besiyerinin igerigi

Pektin 549/
Monopotasyum fosfat 4 g/l
Disodyum fosfat 6 g/l
Amonyum siilfat 2 g/l
Yeast Extract 1g/l
Magnezyum Siilfat 0,20 g/l
Kalsiyum Kloriir 0,001 g/l
Demir Siilfat 0,001 g/l
Bakar Siilfat 0,00007 g/l
Molibden Trioksit 0,00001 g/I
Manganez Siilfat 0,00001 g/l
Cinko Siilfat 0,00005 g/l
Borik Asit 0,00001 g/l

Resim 3.4. Santrifiij cihaz




3.7. Pektinaz Aktivitesi Belirleme

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde Pitt tarafindan agiklanan yontem kullanildi (Pitt,

1988). Bu yonteme gore aktivite 6lgtimii yapilacak her bir 6rnek igin;

e 2 falcon tiipe, 5 ml pektin soliisyonu (100 ml 0,05 M pH: 8,5 Tris-HCI Tamponu
icinde 1 g pektin olacak sekilde hazirlanmis), 1 ml CaCl, (0,01 M), 1 ml enzim

soliisyonu ve 3 ml saf su ilave edildi.

e Tiiplerden biri ¢alkalamali inkiibatérde 100 rpm ve 30°C’de 2 saat inkiibasyona

birakilirken diger tiip inkiibasyona birakilmadan sonraki islemlere gegildi.

e Tiiplerdeki karisimlara sirasiyla 0,6 ml NaOH (0,5 M) ve 0,6 ml ZnSO,4 (100 ml
saf su icerisinde 9 g ZnSQO, olacak sekilde hazirlanmis ) eklendi.

e 5000 rpm’ de 10 dakika santrifiijlenip slipernatantin 5 ml’ si alimarak 3 ml
thiobarbitiirik asit (0,04 M), 1,5 ml HCI (0,1 M) ve 0,5 ml saf su karisiminin

tizerine eklendi.

e Karnigimlar 30 dakika kaynar su banyosunda bekletilip sogutulduktan sonra,
inkiibasyona birakilmamig olan karisim kor alinarak inkiibe edilmis olan karisimin

550 nm’ de absorbansi 6lgiildii.

Enzim aktivitesi standart grafiginin belirlenmesi i¢in yukaridaki islemler Aspergillus
niger’den elde edilen ticari pektinaz enzimi kullanilarak yapildi. Aspergillus tiirlerinden
elde edilen pektinazlar asidik ortamda aktivite gosterdiklerinden pektin soliisyonu
hazirlanirken Tris-HCI tamponu yerine sitrat-fosfat tamponu (pH: 5,5) kullanildi. Aktivite
Ol¢timiinde kullanilacak pektinaz 6rnekleri 1 ml sitrat-fosfat tamponu igerisinde 0,250;
0,100; 0,075; 0,010 ve 0,005 mg olacak sekilde hazirlandi. Her bir 6rnek igin elde edilen
absorbance degerleri ile enzim standard: grafigi belirlendi. Mikroorganizmadan elde edilen
pektinaz enzimi igin yapilan tim aktivite dl¢iimlerinde elde edilen absorbance degerleri

standart enzim grafigi formiiliine gére hesaplanarak enzim aktivite degerleri belirlendi.



(b)

Resim 3.5. Enzim aktivitesi 6l¢timii (a): Kaynar su banyosundaki 6rnekler (b):
Spektrofotometrede 6l¢iim igin hazirlanan 6rneklerin kor ve test kiivetleri (c):

Aktivite 6l¢iimil yapilan farkli 6rneklerin inkiibasyona birakilmamis (kontrol)
ve inkiibasyona birakilmis (test) tiiplerinde meydana gelen renk degisimleri



3.8. Protein Miktar1 Tayini (Bradford Boyama)

Protein miktar1 belirlenmesinde Bradford Yontemi kullanildi (Bradford, 1976). Bu
yonteme gére 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 boyast 50 ml %95°1lik etanol
icerisinde ¢Ozdiiriiliip tizerine 100 ml %85’1lik fosforik asit eklendi. Elde edilen soliisyon
saf su ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan boya ¢ozeltisi kullanilacagi zaman 5 kat
sulandirilarak Whatman No:1 filtreden gegirildi. Standart egri grafiginin hazirlanmasinda
hemoglobin ¢o6zeltisi kullanildi. Hemoglobin 6rnekleri saf su igerisinde 62,5 ul/ml, 125
pl/ml, 250 pl/ml, 500 ul/ml olacak sekilde hazirlandi. Her bir 6rnekten 35 ul alinarak
tizerlerine 1 ml boya ¢ozeltisi eklendi. 10 dakika bekleme siiresinin ardindan 595 nm’de
absorbans olgtimii yapildi. Absorbans olglimiinde kor 35 pl saf su tizerine 1 ml boya
eklenerek hazirlandi. Elde edilen degerlerle protein miktar1 standart grafigi hazirlandu.

Calismada elde edilen ham 6rnegin ve her bir saflastirma basamagindan sonra elde edilen

orneklerin protein miktarlar1 Bradford Yontemi ile belirlenerek standart grafik formiiliine

gore hesaplandi.

Resim 3.6. Spektrofotometre cihazi



3.9. Enzimin Saflastirilmasi

3.9.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Farkl1 inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen enzim soliisyonlar1 arasinda en yiiksek
enzim aktivitesi 18 saatlik inkiibasyon sonrasinda gozlendi. Bu nedenle Amonyum siilfat
¢Oktiirmesi 18 saat inkiibasyonla elde edilen enzim soliisyonuyla yapildi. Bu soliisyonla
%-20’1lik amonyum siilfat ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti buz igerisinde manyetik karistirici
yardimiyla 2 saat karigtirildiktan sonra 10 000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant
ile %20’den %50’ye amonyum siilfat ¢ozeltisi hazirlandi ve islemler tekrarlandi. %50°1ik
coktiirme sonrasinda elde edilen siipernatant ile bu kez de %50’den %70’e amonyum siilfat
¢ozeltisi hazirlanarak islemler tekrarlandi. Her ¢oktiirme sonrasi elde edilen pelletler
minimum miktarda Tris-HCI tamponu ile ¢ozdiriilerek toplandi ve her biri i¢in enzim
aktivitesi bakildi. Amonyum siilfat c¢ozeltileri hazirlanirken hesaplamalar asagidaki
formiile gore yapild1 (Temizkan ve Arda, 2008: 190) ;

505 (S2 - S1) X =1 litre ¢ozeltiye eklenecek amonyum siilfat miktar1 (g)
X= S1 = Amonyum siilfatin baslangi¢ konsantrasyonu (%)
1-0,285S, S, = Amonyum stilfatin son konsantrasyonu (%)

3.9.2. Ultrafiltrasyon

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi toplanan orneklerin enzim aktivitelerine bakildiginda
en yiiksek aktivitenin %50’den %70’e ¢oktiirme sonrasinda elde edildigi goriildii. %50°den
%70’e amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen 6rnekten tuzu uzaklastirmak igin bu
ornege ultrafiltrasyon islemi uygulandi. Ultrafiltrasyon islemi Amicon Ultra 15 50 kDa
ultrafiltrasyon tiipleri ile yapildi. Her bir ultrafiltrasyon tiiptine 7,5 ml 6rnek konularak
tizerlerine 7,5 ml Tris-HCI tamponu ilave edilerek toplam hacim 15 ml’ye tamamlandi.
Tiipler 4 000 rpm’de 180 dakika santrifiijlendi. Tiiplerin {ist kisminda kalan kisimlar

toplanarak hacimleri 0,05 M Tris-HCI tamponu ile 15 ml’ye tamamlandi.



3.9.3. yon degisimi kromatografisi

Ultrafiltrasyonla elde edilen pektinazin saflastirilmasinda, molekiil agirliklar1 70 kDa’a
kadar olan proteinleri iyonik yiik tiiriine ve yiik giiciine gore etkili bir sekilde ayirabilen bir
yontem olan iyon degisimi kromatografisi yontemi kulland1 (Konak, Turhan ve Certel,
2014).

Iyon degisimi kromatografisi 10 x 1 cm ebatinda bir kolonla yapildi. Kolon dolgu maddesi
olarak Q- sepharose Fast Flow (Sigma-Aldrich) kullanild. Islem, BioLogic LP cihazinda,
0,005 M Tris-HCI yiiriitiicii tamponu (pH: 8,5) ile gerceklestirildi. Eliisyon tamponu (0,05
M Tris-HCI (pH:8,5) - 2 M Sodyum Kloriir (NaCl)) kademeli olarak sirasiyla %0-5, %5-
25, %25-50 ve %50-100 oranlarinda kullanildi. Eliisyon 6rnekleri 1 ml/dk akis hizinda 3’er
ml’lik hacimlerde toplandi.
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Resim 3.7. BioLogic LP (Bio-Rad Model 2110 Fraction Collector)



3.10. Enzimin Karakterizasyonu

3.10.1. Zimogram analizi

Pektinaz aktivitesini gozlemleyebilmek amaciyla %0,2 g/ml oraninda pektin iceren
poliakrilamid jel ile zimogram analizi yapildi (Tamaru ve Doi, 2001). Pektinli
poliakrilamid jel elektroforezi i¢in kullanilacak olan ¢ozeltiler ve jeller Cizelge 3.2.”deki
gibi hazirland1 (Temizkan ve Arda, 2008: 200-201).

Dikey jel elektroforez cihazinda (peglab) jel kaseti hazirlanarak igerisine 6nce %0,2 g/ml
pektin iceren %10’luk Ayirma Jeli dokiildii ve tizeri su ile doyurulmus n-butanol ¢ozeltisi
ile kaplandi. Jelin polimerizasyonu tamamlaninca n-butanol ¢ozeltisi uzaklastirilarak jel
yiizeyi saf su ile yikandi. Ayirma jelinin tizerine %3’lik yiikleme jeli dokilerek tarak
yerlestirildi. Jel polimerizasyonunu tamamlaymnca tarak ¢ikarilarak protein marker
(PageRuler Prestained Protein Ladder- Thermo Scientific) ve 10 hacim 6rnege 1 hacim
boya olacak sekilde siikroz-boya ¢o6zeltisi ile karistirilan 6rnekler kuyucuklara yiiklendi.
Kasetin iizeri iist tank tamponu ve tank alt tank tamponu ile doldurularak érnekler yiikleme
jelinde 15 mA, ayirma jeli igerisinde 30 mA sabit akimda yiiriitiildi. Yiiritme sirasinda
enzimin denatiirasyonunu Onlemek amaciyla tanktan 4°C’de su gecirilerek sogutma

yapildi.

Yiiriitmenin tamamlanmasinin ardindan jel kasetten ¢ikarilarak 0,05 M Tris-HCI tamponu
icerisinde 100 rpm’de 30°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan Coomassie

boyama yapildi.



Cizelge 3.2. Zimogram analizi i¢in kullanilan ¢ozeltilerin ve jellerin igerigi

A | Alt Tank Tamponu e 22,79 Tris+ 150 ml IN HCI (pH: 7,5’¢ ayarlanir.)

o Safsuile 3 I’ye tamamlanr.

B | Ust Tank Tamponu o 4,569 Tris+3gGlisin (pH: 8,8’ ayarlanir.)

o Safsuile 1 I’ye tamamlanir.

C | 4X Ayirma Jeli Tamponu le 11,47 g Tris + 28,92 ml IN HCI (pH: 6,9°a ayarlanir.)

e Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

D | 4X Yiikleme Jeli o 1,92 g Tris + 25,6 ml 1IN H3PO,

Tamponu e Saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.
E | Ayrrma Jeli Igin o 38 g Akrilamid + 2 g Bis
Monemer Cozeltisi o Safsu ile 100 ml’ye tamamlanir.

F | Yikleme Jeli Monomer o 5 g Akrilamid + 1,25 g Bis

Cozeltisi e Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

G | % 10 Amonyum persiilfat @ 0,1 g Amonyum persiilfat saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.

H | % 10’luk Ayirma Jeli e 5 ml Ayirma Jeli Monomer Cozeltisi (E)

e 5 ml4X Ayirma Jeli Tamponu (C)

e 75mlsafsu

o 40 ul TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
e 2,5ml% 10°luk Amonyum persiilfat (G)

e 0,04 g pektin

I | % 3’liikk Yiikleme Jeli e 5 ml Yikleme Jeli Monomer Cozeltisi (F)

e 2,5ml4X Yiikleme Jeli Tamponu (D)

e 10 ul TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
e 2,5ml%10’luk Amonyum persiilfat (G)

J | Siikroz-Boya Cozeltisi 5 g siikroz + 1 ml %1 bromofenol mavisi

e Saf su ile 10 ml’ye tamamlanir.




Resim 3.8. Zimogram analizi i¢in hazirlanan dikey jel elektroforezi diizenegi

3.10.2. Dogal olmayan jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzimin safliginin ve molekiil agirliginin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE yapildu.
Bunun igin oncelikle SDS-PAGE i¢in kullanilacak ¢ozeltiler ve jeller Cizelge 3.3.’deki
gibi hazirlandi. Ardindan dikey jel elektroforezi cihazi (Peglab) jel kaseti hazirlanarak
%12’lik ayirma jeli kasete iistten 2-3 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii. Jelin iizeri su ile
doyurulmus n-butanol ¢ozeltisi ile kaplandi. Jel tamamen polimerize olunca iizerindeki n-
butanol ¢ozeltisi dokiilerek jel yiizeyi saf su ile yikandi. Ayirma jelinin iizerine %5°lik
yikleme jeli dokiilerek tarak yerlestirildi ve jelin polimerize olmasi beklendi. Jel
polimerizasyonunu tamamlayinca tarak ¢ikarildi. Jele yiiklenecek ornekler esit hacimdeki
2X ornek uygulama tamponu ( 0,125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
merkaptoetanol, %0,2 bromofenol mavisi - pH 6,8) ile karistirilarak kuyucuklara ytiklendi.
5X Tank tamponu 5 kat sulandirilarak tanka dolduruldu. Marker (BioLabs 7702S) ve

ornekler yiikleme jeli igerisinde 15 mA, ayirma jeli igerisinde 30 mA sabit akimda



yuriitiildi. Yiriitme islemi bitince jel kasetten g¢ikarilarak coomassie boyama yapildi
(Temizkan ve Arda, 2008: 205-206).

Cizelge 3.3. SDS-PAGE’de kullanilan ¢6zeltilerin ve jellerin igerikleri

A | Monomer Cozeltisi e 29,2 g Akrilamid + 0,8 gBis

e Safsuile 100 ml’ye tamamlanir.

B | 4X Ayirma Jeli Tamponu e 18,159 Tris + 3 N HCl ile pH: 8,8’¢ ayarlanur.

e Safsuile 100 ml’ye tamamlanir.

C | 4X Yiikleme Jeli Tamponu e 3gTris+ 5NHClile pH: 6,8’¢ ayarlanr.
e Safsu ile 50 ml’ye tamamlanir.

D |% 10 SDS (sodyum | 10 g SDS saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.

dodesil siilfat)

E | % 10 Amonyum persiilfat | 0,1 g Amonyum persiilfat saf su ile 1 mI’ye tamamlanur.

5X Tank Tamponu e 159 Tris + 72 g Glisin + 5 g SDS

e Safsuile 1 I’ye tamamlanir.

G | % 12’lik Ayirma Jeli e 12 ml Monomer Cozeltisi (A)

e 7,5ml4X Ayirma Jeli Tamponu (B)

e 0,3ml% 10 SDS (D)

e 10,2 mlsafsu

e 15l TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
e 300 ul % 10 Amonyum persiilfat (E)

H | % 5’lik Yiikleme Jeli e 1,6 ml Monomer Cozeltisi (A)

o 2,5ml4X Yikleme Jeli Tamponu (C)

e 0,1ml% 10 SDS (D)

e 563mlsafsu

e 5ul TEMED (N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine)

e 100 pl % 10 Amonyum persiilfat (E)

3.10.3. Coomassie boyama

Coomassie boyama yonteminin temeli jeldeki proteinlerin ¢oktiiriilerek boyanmasina
dayanir. Bu amagla jel, coomassie boyama yontemine uygun olarak énce 500 ml metanol,
100 ml Asetik asit ve 400 ml saf su ile hazirlanmis olan fiksatif i¢erisinde 30 rpm’de 2 saat
calkalandi. Ardindan fiksatif dokiilerek jelin tizerine 500 ml metanol, 1 g Coomassie

brillant blue R-250 ve 100 ml Asetik asit karigiminin saf su ile 1 litreye tamamlanmasiyla



hazirlanan boya ¢ozeltisinden ilave edilerek oda sicakliginda 30 dk 30 rpm’de ¢alkalandi.
Boyama siiresinin ardindan boya ¢ozeltisi uzaklastirilarak jel 1-2 dk fiksatif ile ¢alkalandi.
Fiksatif dokiilerek jel 125 ml metanol, 175 ml Asetik asit ve 2200 ml saf su ile hazirlanmis
olan yikama ¢ozeltisi ile 2 saat boyunca 30 rpm’de ¢alkalanarak yikandi. Yikama ¢6zeltisi
yenilenerek bantlar belirgin hale gelene kadar yikama islemine devam edildi ( Temizkan ve
Arda 2008: 224-225).

3.10.4. Optimum sicakhgin belirlenmesi

Saflastirilan enzimin en iyi aktiviteyi gosterdigi sicakligin belirlenmesi igin enzim farkli
sicakliklarda calistirilarak aktivite dlgiimleri yapildi. Inkiibasyon sicakligi olarak 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C degerleri tercih edildi. Inkiibasyon siiresi 1 saat olarak
uygulandi. 3 tekrarli olarak yapilan testlerin sonuglari ile enzim aktivitesi / sicaklik grafigi

hazirlandi.

3.10.5. Optimum pH degerinin belirlenmesi

Enzim farkli pH degerlerine sahip tamponlar igerisinde calistirilarak aktivite 6lgiimleri
yapildi. 3 tekrarli olarak yapilan testlerin sonuglart ile enzim aktivitesi / pH grafigi ¢izildi.
Aktivite olgtimleri ic¢in belirlenen pH degerleri, tamponlar ve tamponlarin hazirlanisi
cizelge 3.4.’de verilmistir (Temizkan ve Arda, 2008: 314-321).



Cizelge 3.4. Farkli pH degerleri i¢in kullanilan tamponlar ve hazirlanislart

pH

Tamponun Adi

Tamponun Hazirlanisi

Sitrat-Fosfat Tamponu

24,3 ml 0,2 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 25,7 ml 0,2 M
dibazik sodyum fosfat ¢ozeltisi karistirilir. Son hacim

saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.

Sitrat-Fosfat Tamponu

17,9 ml 0,2 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 32,1 ml 0,2 M di
bazik sodyum fosfat ¢ozeltisi karigtirilir. Son hacim saf

su ile 100 mI’ye tamamlanur.

Fosfat Tamponu

39 ml 0,2 M monobazik sodyum ile 61 ml 0,2 M
dibazik sodyum karistirilir.

Tris Tamponu

50 ml 0,2 M Tris ile 26,8 ml 0,2 M HCI karistirilir. Son

hacim saf su ile 200 ml’ye ayarlanir.

8,5

Tris Tamponu

50 ml 0,2 M Tris ile12,2 ml 0,2 M HCI karistirilir. pH,
HCL ile 8,5’e ayarlanir. Son hacim saf su ile 200 mI’ye

tamamlanir.

Tris Tamponu

50 ml 0,2 M Tris ile 5 ml 0,2 M HCI karigtirilir. Son

hacim saf su ile 200 ml’ye ayarlanir.

9,5

Glisin-NaOH Tamponu

50 ml 0,2 M glisin ¢ozeltisi ile 16,8 ml 0,2 M NaOH
¢ozeltisi karistirtlir. pH, NaOH ile 9,5’¢ ayarlanir. Son

hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanur.

10

Glisin-NaOH Tamponu

50 ml 0,2 M glisin ¢ozeltisi ile 32 ml 0,2 M NaOH
¢ozeltisi karistirilir. Son hacim saf su ile 200 ml’ye

tamamlanir.




4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Pektinaz aktivitesi gosteren mikroorganizmanin secilmesi ve tanimlanmasi

Topraktan izole edilen mikroorganizmalar i¢in yapilan pektinaz aktivitesi 6l¢timlerinde 15
tiirde zon olusumu gozlendi. Olusan zon ¢aplarinin Slgiimleri yapildi. Olgiim sonuglarina

gore en yiiksek zon capinin 2,5 cm ile K2 kodlu mikroorganizmada oldugu belirlendi.

Resim 4.1. Pektinaz aktivitesi gosteren mikroorganizmalar

Resim 4.2. En yiiksek zon ¢apina sahip K2 kodlu izolat



K2 kodlu izolat gram boyama yontemi ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi.
Mikroskop goriintiilerine gore izolatin gram pozitif oldugu, hiicrelerin ¢ubuk seklinde

oldugu ve endospor olusturdugu tespit edildi.
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Resim 4.3. K2 kodlu izolatin gram boyama sonrasi 151k mikroskobundaki goriintiisii

K2 izolatmma ait 16S rRNA PCR iriinleri Lambda DNA Hind3 Marker kullanilarak
elektroforezde vyiiriitiildii. Uriinlerin jeldeki goriintiisii Lambda DNA Hin3’iin katalog

gortntisi ile karsilastirlldiginda K2 izolatinin DNA uzunlugunun 1600 baz ¢ifti civarinda

oldugu belirlendi.
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Resim 4.4. PCR iiriinlerinin jeldeki goriintiisii (a) ve (b) Lambda DNA Hind Il marker,
(c) ve (d) K2 kodlu izolata ait 16S rRNA {iriinii



Makrogen Firmasindan gelen DNA dizisi ile yakin iliskili tirleri belirleyebilmek icin

NCBI Blast programi kullanildi. Blast analizi sonucunda % 97 oranindan fazla benzerlik

gosteren yakin iliskili tiirler se¢ildi. Bu segilen tiirlerle filogenetik agag olusturuldu.

Distribution of the top 12 Blast Hits on 12 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
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Resim 4.5. Blast analizi sonuglari

@FJ972538.1 Pseudomonas aeruginosa 57

@NR 024570.1 Escherichia coli strain U 5/41

isolate K2

@ MKS517597.1 Bacillus halotolerans strain PL-3
KI756335.1 Bacillus mojavensis strain SWFU16
KF876849.1 Bacillus tequilensis strain YJ-S4

MHG647667.1 Bacillus sp. BGL-37

KF831384.1 Bacillus licheniformis strain 2627Y2

KT720070.1 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain PF4D 2
KF818640.1 Bacillus mojavensis strain 263XG8

KF811041.1 Bacillus axarquiensis strain 261AY1

1 0.04

KF836542.1 Bacillus subtilis strain 264AY?2

MF040286.1 Bacillus mojavensis strain LMB3G81

Sekil 4.1. 16S rRNA filogenetik agag



4.1.2. Enzim standardi grafiginin belirlenmesi

Ticari pektinaz enziminin farkli konsantrasyonlarda kullanimi ile elde edilen enzim

aktivitesi 6l¢tim sonuglari ile enzim standardi grafigi ¢izildi (Grafik 4.1.).

30 - y =95.332x
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Sekil 4.2. Enzim standardi grafigi

4.1.3. Protein miktar: standart grafiginin belirlenmesi

Farkl1 miktarlardaki hemoglobin ¢6zeltileri ile yapilan 6l¢timlerde elde edilen protein

miktar1 degerleri kullanilarak protein miktar1 standart grafigi ¢izildi (Grafik 4.2.).
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Sekil 4.3. Protein miktar1 standart grafigi



4.1.4. Inkiibasyon siiresine gore pektinaz aktivitesi

Enzim iiretiminde en uygun inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in, inkiibasyonun 18, 20, 22,
24 ve 36. saatlerinde alinan &rneklerin pektinaz aktivitesine bakildi. Ug tekrarh testlerle
elde edilen sonuglara gore en yiiksek aktivitenin 18 saatlik inkiibasyon siiresinde elde
edildigi belirlendi.

18 20 22 24 36

Saal
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Sekil 4.4. Inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesine etkisi

4.1.5. Saflastirma islemleri sonrasi pektinaz aktivitesi

Optimum inkiibasyon siiresi olarak belirlenen 18 saatlik inkiibasyonla elde edilen ham
enzime sirastyla %0 - %20, %20 - %50 ve %50 - %70’lik Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Her ¢oktiirmeden sonra elde edilen 6rneklerde protein miktar1 tayini ve pektinaz
aktivitesi olgiimleri yapilarak spesifik aktivite degerleri hesaplandi. En yiiksek spesifik
aktivite %50 - %70 Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi ile elde edildiginden ultrafiltrasyon
islemine bu 6rnekle devam edildi. Ultrafiltrasyon islemi sonrasi elde edilen 6rnege iyon
degisimi kromatografisi islemi uygulandi. Iyon degisimi kromatografisi sonucunda Sekil
4.5.°de gosterilen grafik elde edildi. Grafikte goriilen tepe noktalarina denk gelen
fraksiyonlardaki o6rneklerin aktivitelerine bakildi. En yiiksek spesifik aktivite 3. tepe

noktasina (%25-%50 eliisyon tamponu) denk gelen 6rnekte saptandi.
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Sekil 4.5. Tyon degisimi kromatografisi

Saflastirma islemlerinin her bir basamagindan sonra elde edilen 6rneklerin spesifik aktivite

degerleri belirlendi (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Saflastirma islemleri sonrasi elde edilen spesifik pektinaz aktiviteleri

Aktivite Protein Miktari Spesifik

Ornek (U/ml) (mg/ml) Aktivite

y=95,332x y=1,436x (U/mg)

r’=0,9863 r’=0,9819

Ham Numune 0,0379 0,0327 1,1590
% 50 - % 70 Amonyum Siilfat Coktiirmesi 0,7351 0,5153 1,4265
Ultrafiltrasyon 0,7587 0,5292 1,4337
Iyon Degisimi Kromatografisi 0,0108 0,0014 7,7143

4.1.6. Zimogram analizi

Yapilan zimogram analizi ile poliakrilamid jel {izerinde yiiriitiilen ham 6rnek, %50-%70
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen 6rnek ve ultrafiltrasyon sonucu elde edilen
orneklerin jelde yiiriitiillmesi ile Resim 4.6.’da verilen goriintii elde edilmistir. Pektinaz
aktivitesinin gozlendigi bant yaklasik olarak 20 kDa molekill agirligina karsilik
geldiginden, elde edilen pektinazin molekiil agirhiginin 20 kDa civarinda oldugu

belirlenmis oldu.



Pektinaz

Protein Marker

Resim 4.6. Zimogram analizi jel gériintiisii

4.1.7. Dogal olmayan jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE analizinde ham numune, ultrafiltrasyon sonucu elde edilen ve iyon degisimi
kromatografisi ile saflastirilan 6rneklerin yiiklendigi jelde Resim 4.7.’deki goriintii elde
edildi. Ham numune ve ultrafiltrasyonda elde edilen 6rneklerde jelde goriintii elde
edilirken, iyon degisimi ile elde edilen drnekten jelde goriintii elde edilememistir. Bunun
nedeninin, oOrnekteki protein konsantrasyonunun diisiik olusundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Jelde 20 kDa civarinda gbzlenen bantlarin, zimogram analizi sonuglari

ile uyumlu olarak, elde edilen pektinaza ait oldugu sonucuna varildi.
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Resim 4.7. SDS-PAGE jel goriintiist
4.1.8. Optimum sicakhik

Saflastirilan enzim farkli sicaklik degerlerinde inkiibasyona birakilarak aktivite 6l¢timii
yapildi. 30°C ‘de elde edilen enzim aktivitesi baz alinarak rolatif enzim aktivitesi grafigi
cizildi. En yiiksek aktivitenin 80°C’de elde edildigi goriildii.
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Sekil 4.6. Sicakligin enzim aktivitesine etkisi



4.1.9. Optimum pH

Saflastirilan enzim farkli pH degerlerinde calistirlldiginda en yiiksek aktivitenin pH 8,5
degerinde elde edildigi tespit edildi.
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Sekil 4.7. Farkli pH degerlerinin enzim aktivitesine etkisi
4.2. Tartisma

Pektinaz enzimi dogal olarak pek ¢ok canli tarafindan tiretilmektedir. Ancak ticari olarak
tiretiminde ¢ogunlukla mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir. Pektinaz tretimi igin

tercih edilen mikroorganizmalar genellikle topraktan izole edilmektedir.

Bu ¢alismada, Amasya meyve bahgelerinden alinan toprak 6rneklerinden mikroorganizma
izolasyonu yapilmig ve bu izolatlar igerisinden 15 tiiriin pektinaz {retimi yaptigi
belirlenmistir. Pektinaz tiretimi yaptigi belirlenen 15 tiir igerisinde en yiiksek pektinaz
aktivitesini K2 kodlu izolat gosterdigi ig¢in ¢alismaya K2 kodlu izolatin tanimlanmasiyla
devam edilmistir. K2 kodlu izolatin tiir tanimlanmasi yapildiginda %99 oraninda Bacillus
mojavensis ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Literatiir taramasi yapildiginda, Bacillus
mojavensis (Ghazala, Sayari, Romdhane, Ellouz-Chaabouni ve Haddar, 2015), Bacillus
subtilis (Tripathi, Zoya ve Singh, 2014), Bacillus macerans (Miyazaki, 1991), Bacillus



pumilus (Tepe ve Dursun, 2012) Bacillus cereus ve Bacillus stearothermophilus (Torimiro
ve Okonji,2013) gibi Bacillus tiirleri ile pektinaz iiretiminin yapildigi c¢aligmalara

rastlanmaktadir.

Calismada elde edilen pektinaz enziminin molekiil agirligimmin 20 kDa civarinda oldugu
belirlenmistir. Benzer molekiil agirligindaki pektinaz enzimi Kobayashi ve arkadaslarinin
calismasinda da elde edilmistir. Kobayasshi ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, Bacillus KSM-
P15 susundan elde ettikleri pektinazin molekiil agirliginin, analitik ultrasantrifii
sonuglarina gore 20 kDa, SDS-PAGE sonuglarina gore ise 26 kDa civarinda oldugunu
belirtmislerdir (Kobayashi ve digerleri, 1999). Klug-Santner ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan calismada, Bacillus pumilus BK2 olarak tanimladiklari izolatla iirettikleri
pektinazin molekil agirhigimi 37,3 + 4,8 kDa olarak belirlemislerdir (Klug-Santner ve
digerleri, 2006). Miyazaki’nin Bacillus macerans IFO 3490 ile yaptig1 pektinaz iiretimi
calismasinda elde ettigi pektinazin molekiil agirligimi 35 kDa olarak saptamustir (Miyazaki,
1991). Takao ve arkadaslarinin Bacillus sp. TS 47 tiirti ile elde ettigi pektinazin molekiil
agirhgr ise 50 kDa olarak tespit edilmistir (Takao, Nakaniwa, Yoshikawa, Terashita ve
Sakai, 2000). Kashyap ve arkadaslar1 Bacillus sp. DT7’den elde ettikleri pektinazin
molekiil agirliginin 106 kDa civarinda oldugunu belirtmistir (Kashyap ve digerleri, 2000).
Belirtilen ¢alismalarda elde edilen sonuglara gore Bacillus tiirlerinden elde edilen
pektinazlarin molekiil agirliklarinin 20 kDa ile 106 kDa arasinda degisiklik gosterdigi

goriilmektedir.

Bu c¢alismada, Bacillus mojavensis K2 susu ile elde edilen pektinazin en iyi aktivite
gosterdigi sicaklik 80°C, pH ise 8,5 olarak saptanmistir. Ghazala ve arkadaslar1 Tunus’un
Sfax sehrinde topraktan pektinaz tiretimi yapan mikroorganizma izole etmis ve bu izolatin
tirtinii Bacillus mojavensis 14 olarak tanimlamislardir. Bacillus mojavensis 14 ile elde
ettikleri pektinazin en iyi aktiviteyi pH 8,0’da ve 60°C’de gosterdigini belirtmislerdir
(Ghazala ve digerleri, 2015). Bir baska c¢alismada, Bacillus macerans IFO 3490 ile elde
edilen pektinazin maksimum aktiviteyi 60°C’de ve pH 9,0°da gosterdigi belirtilmistir
(Miyazaki, 19991). Klug-Santner ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada ise Bacillus
pumilus BK2 tarafindan iretilen pektinazin optimum aktiviteyi pH 8,5 degerinde ve
70°C’de gosterdigi saptanmistir (Klug-Santner ve digerleri, 2006). Torimiro ve Okonji
yaptiklart ¢alismalarda optimum sicaklik degerlerini B. stearothermophilus’dan elde

ettikleri pektinaz i¢in 60°C, B. cereus ve B. subtilis tiirlerinden elde ettikleri pektinaz igin



ise 50 °C olarak belirlemislerdir. Optimum pH degerlerini ise, B. stearothermophilus’dan
elde ettikleri pektinaz ic¢in 7,5; B. cereus’dan elde ettikleri pektinaz i¢in 8,0 ve B.
subtilis’ten elde ettikleri pektinaz igin 9,0 olarak belirlemislerdir (Torimiro ve OKonji,
2013). Kashyap ve arkadaslarinin Bacillus sp. DT7’den elde ettikleri pektinazla yaptiklar
calismada optimum sicaklik 60°C, optimum pH ise 8,0 olarak elde edilmistir (Kashyap ve
digerleri, 2000). Belirtilen caligmalarda elde edilen sonuglara bakildiginda, Bacillus
tirlerinden elde edilen pektinazlarin alkali pektinazlar oldugu ve optimum pH degerlerinin
7,5 ile 9,0 araliginda bulundugu goriilmektedir. Calismamizda elde edilen pektinazin
optimum pH degeri 8,5 ile bu araligin iginde bulunmaktadir. Endiistriyel alanlarda
kullanilan alkali pektinazlarin ¢ogunlukla Bacillus tiirlerinden elde edildigi bilinmektedir
(Kashyap ve digerleri, 2001). Alkali pektinazlar genellikle kagit imalati, atik sularin
aritilmasi, bitkisel liflerin ayristirilmasi ve pamugun islenmesi gibi endiistriyel islemlerde
kullanilmaktadir (Ghazala ve digerleri, 2015). Bu calismada elde edilen pektinazin alkali
bir pektinaz olmasi belirtilen endiistriyel alanlarda kullanima uygun oldugunu

gostermektedir.

Belirtilen calismalarda Bacillus tiirlerinden elde edilen pektinazlar i¢in optimum c¢alisma
sicakligi 50°C ile 70°C arasindadir. Calismamizda elde edilen pektinazin optimum calisma
sicakligr ise 80°C ile bu araligin lizerindedir. Yiiksek sicakliklarda calisabilme kapasitesi
endiistriyel enzimlerde aranan bir Ozelliktir. Cilinkl yiiksek sicaklik, biyoteknolojik
islemlerin gerceklestirilmesinde kontaminasyon riskini azaltilan ve reaksiyon hizini artiran
bir faktordiir (Giiven, 2011). Bu ¢alismada elde edilen pektinazin 80°C gibi yiiksek bir
optimum sicakliga sahip olmasi, endiistriyel alanlarda kullanilabilirlik agisindan 6nemli bir

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Amasya ilinde bulunan ¢esitli meyve bahgelerinden alinan toprak
orneklerinden mikroorganizmalar izole edildi. Pektinli kati besiyerinde gelistirilen
izolatlardan 15 tanesinde pektinaz aktivitesine rastlandi. Pektinaz liretimi yaptigi belirlenen

15 izolattan en yiiksek aktiviteyi K2 kodlu izolatin gosterdigi saptandi.

Gram boyama yapilarak mikroskopta incelenen K2 izolatinin gram pozitif 6zellik tasidigi
ve hiicrelerinin ¢ubuk seklinde oldugu gozlendi. Makrogen (Hollanda) firmasina yaptirilan
16S rRNA gen bolgesi niikleotit dizi analizi sonuglarina gore K2 izolatinin Bacillus

mojavensis tiirii ile % 99 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi.

Bacillus mojavensis K2 susu ile enzim tiretiminde optimum inkiibasyon siiresi belirlenmesi
icin 18, 20, 22, 24 ve 36 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda elde edile ham enzimlerle
yapilan aktivite ol¢iimlerinde en yiiksek aktivitenin 18 saatlik inkiibasyon sonrasinda elde

edildigi goriildii.

Bacillus mojavensis K2 susu, pektin igeren sivi besiyerinde 18 saat inkiibasyona
birakilarak pektinaz iiretimi saglandi. Elde edilen ham enzim amonyum stilfat ¢oktiirmesi,
ultrafiltrasyon ve iyon degisimi kromatografisi yontemleri ile saflastirildi. Saflastirilan
enzimin molekiil agirhigimin, SDS-PAGE ve zimogram analizleri sonuglarina gére 20 kDa

civarinda oldugu saptandi.

Farkli pH degerlerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda, Bacillus mojavensis K2 susundan
elde edilen pektinazin pH 8,5’de optimum aktivite gosteren alkali bir pektinaz oldugu
belirlendi. Calismada elde edilen pektinazin farkli sicakliklarda ¢alistirilmasiyla optimum

sicaklik degerininin 80°C oldugu belirlendi.

Sonug olarak, bu c¢alisma ile Amasya meyve bahgelerinden izole edilen Bacillus
mojavensis K2 susundan pektinaz enzimi iretilerek saflastirildi. Saflastirilan enzimin
yiiksek sicakliklarda ve yiiksek pH degerlerinde calisabilme yetenegine sahip termofilik ve
alkafilik bir enzim oldugu belirlendi.



Endiistriyel calismalarda enzimlerin kullanilmasi, sagliga ve ¢evreye zararli kimyasallarin
kullaniminin azaltilmasi agisindan Onemlidir. Ayrica enzim kullanimi, endiistriyel
islemlerin daha kisa siirede gerceklestirilmesi, veriminin ve {iriin kalitesinin artirilmasi gibi
avantajlar saglamasi bakimindan da 6nem tasimaktadir. Ticari kullanim alanlar1 her gegen
giin artmakta olan enzimlerin, mikroorganizmalardan ucuz ve basit yontemlerle elde
edilmesi iilke ekonomisine fayda saglamanin yani sira ¢evre ve insan sagligi i¢cin de dnem
tasimaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalardan enzim {iretimi c¢alismalarinin artirilmasi
gerekmektedir. Ayrica elde edilen enzimlerin maksimum kapasiteyle kullanilabilmesi igin,

optimum ortam sartlarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalara agirlik verilmelidir.
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