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OZET

Mantarlar, bitkiler aleminin klorofilden yoksun tek veya cok hiicreli canlilaridir.Bir
hiicreli mantarlar (sporlar ve mayalar) mikroplara benzerler, ancak ¢evrelerinde seliiloz
zardan olusan kalinca bir zarin bulunmasi ile onlardan ayrilirlar.

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal
kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmalari, istenmeyen yan
iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri
gibi avantajlar1 vardir. Endiistriyel alanda en ¢ok kullanima sahip olan enzimler proteaz,
amilaz, seliilaz, ksilanaz ,lipaz ve pektinazdir.

Pektinaz, endiistriyel pektik enzim preparatlart i¢in kullanilan genel bir isimdir.
Aspergillus niger tarafindan pektinaz yapimi, meyve ve sebze suyu teknolojilerinde ¢ok
fazla uygulanmaktadir. Meyve ve sebze teknolojilerinde kullanilmaktadir.

Calismada genetik olarak mutasyona ugratilmis Trichoderma reesei mantari tarafindan
pektin ve gliserin substratt kullanilarak enzim iiretim sartlarinin diizenlenmesi
sonucunda daha onceden On calismasi yapilmis lisans tezinde gozlemlenen pektinaz
iretimindeki artis, bu artistan yararlanilarak bulunan optimum konsantrasyon ve
optimum zaman sayesinde optimum pH ve optimum sicakligin tayin edilmesi
gerceklestirilecektir.

Anahtar Kelimeler : Mantarlar , pektinaz, optimizasyon, Trichoderma ressei



ABSTRACT

The world of plants, fungi, single or multi-celled life forms that lack of chlorophyll.
One-celled fungi (spores and yeasts) are like germs, but a thick membrane around them
by the presence of cellulose membrane are separated from them.

Enzymes used in almost every field of industry are usually obtained from
microorganisms. Because microbial enzymes from vegetable or animal origin according
to the catalytic activity of enzymes are very high, form an unwanted by-product, they
are more stable and cheaper, they can be obtained are the advantages of large amounts.
Industrial area with the most available protease enzymes, amylase, cellulase, ksilanaz,
lipase and pectinase.

Pectinase, a general name used for industrial pectic enzyme preparations. Pectinase
production by Aspergillus niger, a lot of fruit and vegetable juice technology is applied.
Fruits and vegetables are used in technology.

In the study by genetically mutated fungus Trichoderma reesei using the enzyme
substrate for pectin and glycerine production conditions as a result of regulation
previously observed in pre-thesis work has been an increase in the production of
pectinase, benefiting from this increase in the optimal concentration and the optimum
time to take place thanks to the determination of optimum pH and optimum
temperature.

Keywords : Fungus , pectinase , optimization, Trichoderma ressei



1. GIRIS

Enzimlerle ilgili biyoteknolojik ilerleme ¢ok hizli olup diinya capinda da biiyiik ilgi
¢cekmektedir. Glinlimiizde seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlar basta olmak iizere
enzimler ; gida , bira ve sarap , hayvan yemi, tekstil ve yikama, aga¢ ve kagit endiistrisinde
kullanilmaktadir. Bu uygulamalarin bazilarinda enzimlerin biri ya da ikisi tercih edilirken
bazilarinda ise azami yarar saglamak i¢in bunlarin karigimina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Biyokimya, genetik ve protein yapilar hakkinda oldugu kadar bakterilerden ve
mantarlardan elde edilen seliilazom igeren seliilazlar ve ilgili enzimler hakkinda bugiin
ulastigimiz gelismeler bunlar hakkinda tahminlerin ortaya atilmasina ve beklentilerin
olusmasina sebep olmustur. Bu sebeple, enzimlere olan talebi karsilamak ve bunlarin
biyoteknolojideki ve arastirmalardaki potansiyellerini tamamen kavramak igin temel ve
uygulamali alanlardaki ¢ok disiplinli arastirmalara devam edilmesi hayati Onem

tasimaktadir.

Bir enzimden herhangi bir alanda yararlanabilme imkani1 biiylik Ol¢iide ekonomik
parametrelerle ilgilidir. Enzimler canli materyallerden elde edilmelidir. Izolasyon ve
saflastirma islemleri ok emek gerektiren pahali proseslerden olusmaktadir.Bu nedenlerden

dolay1 enzimler genellikle pahali materyallerdir.

Enzimlerin eldesinde genellikle bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan
yararlanilmaktadir. Bitkisel kaynakli enzim aktivitesinin ¢ogu kez mevsimlere bagl
olmasi, ayrica diger ekonomik ve cevresel faktorler bunlarin endiistriyel enzim iiretiminde
kullanilmalarini sinirlar. Oysa ki mikroorganizmalarin ¢ok hizli biiylime ve tireme giicleri
dolayisiyla aktivitelerinin ¢cok fazla olmasi, fermantasyonun kisa siirmesi ve fermantasyon
ortaminin hazirlanmasindaki maliyet diisiikliigli nedeniyle biiyiik 6l¢ekteki fermantasyon
islemlerinin ekonomik olmasi, endiistriyel enzim {iretiminde mikrobiyal kaynaklarin

kullanilmasin1 arttirmistir.

Son yillarda biyoteknoloji uygulamalarindaki hizli gelismeler ve rekombinant DNA
teknolojisinin kullanilmas1 ile enzimlerin daha ekonomik ve etkin tekniklerle elde
tiretimesi miimkiindiir. Enzimlerin uygulama alanlarinin her gecen giin artmasi enzimlerin
daha ekonomik, daha daha etkin tekniklerle iiretilmesini daha da 6nemli kilmistir. Bu
nedenle de biiyiik 6l¢ekli enzim tiretim tesislerinin kurulmasi ve optimizasyonu ¢aligmalari

son 20 yildan beri giindemdedir.



Pektik maddeler pektinik asit, pektin, pektik asit ve bunlarin tuzlarini igeren bir grup
maddeye verilen genel addir. Pektin, meyve, sebze gibi daha yiiksek bitkilerde bulunan bir
polisakkarittir. D-Galakturonik asit tiniteleri ve metoksil gruplarini olusturmak i¢in a-1,4

baglanmasiyla olusan uzun zincirli bir dizidir.

Pektinaz, endistriyel pektik enzim preparatlari i¢in kullanilan genel bir isimdir. Aspergillus
niger veya mutasyona ugratilmis mantarlar tarafindan pektinaz yapimi, meyve ve sebze

suyu teknolojilerinde ¢ok fazla uygulanmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci; genetik olarak mutasyona ugratilmis Trichoderma reesei mantari
tarafindan pektin ve gliserin substrati kullanilarak enzim iiretim sartlarinin diizenlenmesi
sonucunda daha oOnceden On ¢alismasi yapilmig lisans tezinde gozlemlenen pektinaz
tiretimindeki artig, bu artigtan yararlanilarak bulunan optimum konsantrasyon ve optimum

zaman sayesinde optimum pH ve optimum sicakligin tayin edilmesi gergeklestirilecektir.



2. GENEL BILGIi

2.1 PEKTIN

Hiicre duvari bitkinin yasam dongiisii boyunca biiyiime, hiicreler arasi iletisim, patojenlerin
saldirisina karsi koruma, mekanik direng ve cevre ile iletisim gibi ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlar yerine getirir. (Cosgrove, 1997 ve 1999). Bitki hiicre duvarinda iki tip hiicre
duvar1 gozlenir. Birincil ve ikincil hiicre duvaridir. Birincil hiicre duvari yapisinda
seliilozu, hemiseliilozu, pektik polisakkaridleri ve birgok proteini barindirir ve polisakkarid
bilesimi ¢esitlilik gosterebilir. Bu polisakkaridler tip I ya da tip II olarak tanimlanir.
Birincil hiicre duvarinda en sik gozlenen polisakkarid bilesimi tip I dir. Tip II tiirii
polisakkarid bilesimi ise otsu bitkiler i¢in tipiktir. Tip I yapisindaki birincil hiicre
duvarlarinin %35 ini olusturan pektindir. Tip I grubuna biitiin ¢ift ¢enekli bitkilerde, otsu
olmayan tek cenekli bitkilerde ve ¢iplak tohumlu bitkilerde rastlanir. Tip II hiicre duvari

ise pektin tarafindan fakirdir, ancak arabinoksilanlar agisindan zengindir.

Ikincil hiicre duvar1 daha iyi polimerize olmus seliiloz birimlerinden olusmakta ve sahip
oldugu bu Ozelliklerden dolayr aga¢ endiistrisi i¢in gerekli olan kaliteyi sunmaktadir.
Dogada en sik rastlanilan organik bilesenler hiicre duvarit polisakkaritleridir. Bu
polisakkaritler hiicre duvarinin %90’1n1 olustururlar.%10 lik kismini yapi proteinleri ve

enzimler olusturur.

Selilloz hiicre duvar1 polisakkaritlerinin ana bilesenidir ve ana hiicre duvariin
saglamligindan sorumludur. Hemiseliilozlar daha heterojen olup seliilozdan sonra dogada

en sik bulunan yenilenebilir polisakkaritlerdir.( Ramon vd.,1993)

2.1.1 Pektinin Yapisi

Pektinler heteropolisakkaridlerin diger bir grubunu olusturur ve birbirlerine a-1,4-glikozid
baglariyla baglanmis D-galaktronik asid kalintilarini igeren iskelete sahiptirler. Bu yap1
galakturonik asid iskeletinin 6zel “killi” bdlgelerinde , a-1,2-baglari ile yapiya baglanmis
L-ramnoz kalintilar tarafindan kesintiye ugratilir. L-arabinoz ve D-galaktoz kalintilarindan
olusan uzun yan zincirler bu ramnoz kalintilarina baglanabilir. Belirli kaynaklardan temin
edilen pektinlerin (6rnegin seker pancari ve elma) igerdigi arabinoz kalintilarinin besinci
pozisyondaki oksijenine ya da galaktozun ikinci pozisyondaki oksijenine baglanan ana
kalinti ferulik asididir. Pektinler iki farkli tanimlanmis bdlge igeren kompleks

heteropolisakkaridlerdir.Pektin a-1,4 glikozid baglari ile baglanmis D-galakturonik asid



kalintilar1 igerir. Ana iskeleti olusturan D-galakturonik asid kalintilarinin ikinci yada
ticiincili pozisyonundaki oksijenine bir asetil gurubu yada altinc1 pozisyoundaki oksijenine
bir metil grubu baglanabilir. Hemiseliiloz ve pektin, polisakkaridlerinin yani sira aromatik
bir polimer olan lignin de seliiloz liflerine baglanarak hiicre duvarimi giiclendiren yapiya

katkida bulunur.

Pektik maddeler, bitki duvarlarinda ve orta lamelde olusan yapisal polisakkaritlerdir. Bu
maddeler biiylik oranda anhidrogalakturonik asit birimlerinden olusan karmasik, kolloidal
karbonhidrat tlirevlerinden meydana gelen yiiksek su tutma kapasitesine sahiplerdir. Bu
durumda pektik maddeleri olusturan birim, poligalakturonik asit olup, diiz bir zincir
yapmak tizere birbirleriyle a-1,4 bagi yapmislardir. Pektik maddeler pektinik asit, pektin,

pektik asit ve bunlarin tuzlarini i¢eren bir grup maddeye verilen genel isimdir.

Pektin, meyve sebze gibi daha yiiksek bitkilerde bulunan bir polisakkarittir. D-galakturonik
asit Uniteleri ve metoksil gruplarmi olusturmak i¢in a-1,4 baglanmasiyla olusan uzun
zincirli bir dizidir (Sekil 1). Metil grubu icermeyen bilesikler ise pektik asit ve
poligalakturonik asittir (Harpen, G., 1981).

Toprak, pektik mikroorganizmalarin ana deposudur. Bu mikroorganizmalarin ii¢ biiyiik
grubu, fungus, Actinomycetes ve diger bakterilerdir. Pseudomonas, Bacillus ve
Clostridiumlar gibi bakteriler tarafindan iretilmektedirler. Diger grup bakteriler ise
Micromonospora, Azotobacter ve Rhizobiumlardir (Romboutz ve Pilnik, 1980). Metanoliin
en biiylik dogal kaynagi pektindir. Metanolii kullanan mikroorganizmalarin pektin esterazi
urettigi bilinmektedir. D-galakturonat, pektat ve pektin iceren iireme ortamlarinda

mikroorganizma tarafindan iiretilen enzimin tiretim hiz1 degismektedir (Bonnin, vd., 2002).

Pektin, insanlar ve hayvanlarin intestinal boslugundaki sindirici enzimler tarafindan

parcalanamamakta fakat kolondaki bakteriler tarafindan kismen yikilmaktadir. (Romboutz
ve Pilnik, 1980).

COOH COOCH, COOCH, COOH
o 0 o o)
&Y &Y H &)
H H“\‘\S' H H&k‘\av H U(\B' H o
o
~77 \OH H WMOH K M\OH H INOH  H
H  OH H  OH H  OH H  OH

Sekil 2.1 Galakturonik asit rezidiilerinin a (1-4) baglariyla baglanmasiyla olusan pektin
(Aksoz, E. ve Aksoz N., 1985)




Kimyasal agidan ¢ok karmasik yapiya sahip bitki hiicre duvar1 bazi organizmalar
tarafindan kolonize edilmesi bu yapinin pargalanmasina neden olur ve oldukga kalici olan
toprak humusu ile son bulur. Bu genel parcalanma siirecinde yer alan mantarlar gesitli ve
karmasik topluluklardir. Organizmalar genelde genetik ve enzimatik kapasitelerine bagh
olarak sadece belirli polimerleri pargalayabilirler. Hiicre duvarmin enzimatik olarak
parg¢alanmasi normalde sinerjetik bir siirectir. Her mantarin kendine 6zgii enzimleri ¢oklu
bir enzim sisteminin pargasi olarak gorev yapar ve bdylece belirli bir polimerin etkin
bicimde parcalanmasini saglar. Mantarlar bu enzimlerin sentezlenmesi ve hiicre disina
salinmasi i¢in oldukga sofistike bir gen kontrol mekanizmasinin yani sira oldukea yiiksek
kapasiteli bir salgilama mekanizmas1 gelistirmislerdir. Tim bu 06zellikler sayesinde
mantarlar habitatlarinda yer alan diger organizmalarla basar1 ile bas edebilirler. (Malttei, B.
vd., 2001)

Substratlar genel olarak biiyiik, suda ¢dziinmeyen ve bazen de kristal yapili polimerler
olduklarindan, bunlarin par¢alanmasi hiicre diginda gergeklesmektedir. ki tiir hiicredisi
enzimatik sistem tanimlanmustir. ilki Hidrolitik sistem, enzimler polisakkaridleri genel
olarak hidroliz yoluyla pargalar. Ikincisi olan oksidatif ligninolitik sistemde ise, ligninin

depolarizasyonundan sorumludur.

Genel olarak ii¢ ana enzim sinifi tanimlanmistir. Bu enzim sistemleri kisaca ;

) Polimerik zincirlerin uglarindan monomerleri ve dimerleri koparan eksoenzimlerdir.
I)  Seker zincirlerini ortalarindan ikiye bélen endoenzimlerdir.

I11)  Diger enzimlerin etkisiyle olusan oligosakkaridleri monomerlerine par¢alamak iizere

ozellesmis enzimler. Bu enzimler genelde eksoenzim aktivitesine sahiptir.

Bu yapilarin parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan mono- ve disakkaritler cesitli permeazlar
tarafindan hiicreye alinmaya hazirdir ve ¢ok ¢esitli katabolik yollar sayesinde tamamiyla

parcalanir.

2.1.2  Pektinlerin Biyolojik Olarak Parcalanmasi

Mantarlar pektini etkin olarak parcalayabilen genis bir pektinolitik enzim yelpazesine
sahiptir. “Pektinazlar” terimi genelde pektin ana zincirine etki eden enzimler igin kullanilir.
Pektinin polimer yapisinin enzimatik olarak bozulmasi hiicre duvarini zayiflatir. Bunun
sonucunda hiicre duvarinda yer alan diger polimerler de hiicre duvarim1 pargalamayan

enzimlerin hedefi haline gelir. Bir ¢ok bitki bu enzimatik saldirtya kars1 bitki koruyucu



proteinler gelistirmistir. Bu proteinler poligalakturonaz inhibe edici proteinler olarak da

adlandirilir.(Cervone, vd.,1990; Kubicek, C.P., Druzhinina,l.S., 2007)

Pektinazlar etki mekanizmalarina gore hidrolazlar ve liyazlar olarak iki alt gruba ayrilirlar.
Bunun yanisira pektinazlar substratlarina 06zgii olarak da alt gruplara ayrilir.
(poligalakturonaz ve ramnogalakturonazlar gibi). Pektinolitik sistem Aspergillus tiirlerinde
detayli olarak incelenmistir. (Vries R.P., Visser, J., 2001). Poligalakturonazlar (PGA)
pektinazlarin en detayli incelenmis smifidir. PGA’ lar bir ¢ok saprofit ve bitki patojeni
mantardan izole edilmistir. Endopoligalakturonazlar zincir i¢inde yer alan o-1,4-D-
galakturonik asid baglarmin  hidrolotik  olarak  par¢alanmasimi  kataliz ~ eder.
Ekzopoligalakturonazlar (galakturon 1,4- a-galakturonidaz) (PGX) indirgen olmayan ugtan

baslayarak polimeri parcalarlar.

2.2 Mantarlar

Mantarlar; dkaryot hiicre tipine sahip hiicre sayisi fazla ve hiicrelerinde ger¢ek anlamda zar
ile ¢evrili ¢gekirdek ve birgok organeli olan canlilardir.( kiif mantarlari, mayalar, sapkali
mantarlar bu gruba dahildirler). Ayrica tamamina yakini heterotrof (besin tiiketicisi) olup,

parazit ve saprofit yapiya sahip olanlari vardir .

Mantarlar, bitkiler aleminin klorofilden yoksun tek veya ¢ok hiicreli canlilaridir.Bir hiicreli
mantarlar (sporlar ve mayalar) mikroplara benzerler, ancak cevrelerinde seliiloz zardan
olusan kalinca bir zarin bulunmas1 ile onlardan ayrilirlar. Mantarlarin bitkisel yapilari tal
denilen liflerden olusmustur. Uremeleri bazilarinda eseyli sporlarla, bazilarinda ise eseysiz
sporlarla olur. Lifleri bdlmelere ayrilmamis olan basit yapili mantarlardan (miksomigetler,
fikomigetler, zigomigetler) baska lifleri bolmelere ayrilmis, lireme organlari iyi gelismis
yiiksek yapili mantarlar (basidiomigetler, askomigetler, adelomicetler ve aktinomigetler) da
vardir. Mantarlarin kendilerine 6zgii bir beslenme tarzlari bulunmaktadir. Enerji kaynagi

icin organik bilesiklere ve biyosentez i¢in de karbonlu kaynaklara gereksinim duyarlar.

Basit organik molekiiller (monosakkaridler, amino asitler, organik asitler, vs.) hiicre
membranlarindan  kolayca igeri girebilirler. Buna karsin, makromolekiiller ise
(disakkaridler, polisakkaridler, polipeptid ve proteinler, vs.) disarida enzimatik olarak
ayristirildiktan ve membrandan gegebilecek bir diizeye indikten sonra igeri girebilirler.
Bazi mantarlar da (Myxomycestes) gidalarini fagositozis veya endositozis ile alabilirler.
Mantarlar karbon ve enerji kaynaklarini bir ¢ok substratlardan temin edebilirler. Dogada

serbest olarak yasayan mantarlarin bir cogu enerji igin bitkisel orijinli kaynaklardan



yararlanirlar. Mantarlarin bliylik bir ekseriyeti de glikoz, sakkaroz, nisasta, maltozu
ayristirabilir ve bunlardan yararlanabilir. Bunlarin hiicre membranlarindan gegisinde

permeaz enzimlerinin rolii fazladir.

2.2.1 Mantarlarin Uremesinde Etkili Olan Faktorler

Rutubet, mantarlarin iiremelerinde ¢cok 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir. Yiiksek
orandaki rutubet, genellikle, lireme tiizerine olumlu etkide bulunur. Rutubet azaldikga,
mantarlarin ¢ogalmalari da sinirlanmaya baslar. Mantarlarin rutubete olan gereksinmeleri,
tirler arasinda degisiklik gosterir. Baz1 mantar tiirleri relatif rutubeti %10-15 arasinda
bulunan ortamlarda veya suyu cok azalmis olan kuru danelerde {ireme yetenegine
sahiptirler. Patojenik mantarlarin, 6zellikle, dermatofitlerin insan veya hayvan viicutlarinda
yerlesebilmesi ve hatta hastalik olusturabilmesi i¢in rutubet yine onemli bir faktordiir.
Mantarlarin iireme 1sist limitleri oldukg¢a genistir ve tiirler arasinda farklar gosterir. Bu
siirlar, 0° ile 60°C arasinda degisebilmektedir. Hifalar maksimal 1s1 limitinin disinda
kolayca 6lmelerine karsilik, sporlar1 yiiksek 1siya ve degisik ¢evre kosullarina ¢ok fazla
dayaniklilik gosterirler. Buzdolab 1sisinda iireyebilen ve gidalarin bozulmasina neden olan
mantarlara her zaman rastlamak miimkiindiir. Cok fazla soguk, mantarlarin muhafazasinda

kullanmilmaktadir. Sifirm altinda -195°C' de mantarlar uzun siire canli kalabilirler.

Mantarlar, genellikle, aerobik karakter tasirlar ve oksijenin bulundugu ortamlarda gelisirler
ve Urerler. Bu nedenle, havada bulundugu miktar (veya oran) kadar oksijen, lireme ig¢in
gereklidir. Patojenik mantarlardan, Actinomyces bazi tiirleri hari¢ olmak {izere, digerleri
aerobik kosullarda {irerler. Oksijenin azligi veya mikroaerofilik kosullar iiremeyi ve
gelismeyi sinirlar. Mantarlarin tiremeleri i¢in 151k, gereksinme duyulan 6nemli bir faktor
degildir. Isik olmadan da kolayca gelisebilirler. Patojenik mantarlar da direkt 151k olmadan

iireyebilme yetenegine sahiptirler. Direkt giines 1sinlari, iiremeyi ve gelismeyi sinirlar.

2.2.2 Mantarlarin Metabolizmasi

Mantarlarin metabolik aktiviteleri alg ve yiliksek bitkilerden biraz farklilhik gosterir.
Fotosentez yetenekleri olmadigindan, enerjice zengin karbon kaynaklarina ihtiyaclar
vardir. Heterotrofik bir beslenme 6zelligi gosteren mantarlarin metabolizmalar1 oldukca
fazladir. Bunu gerceklestirmek icin fazla enerjiye ve dolayisiyla da enerji iiretimine
gereksinimleri vardir. Mantarlarda da, diger okaryotik ve prokaryotiklerde oldugu gibi,

adenozin trifosfat (ATP) merkezi bir role sahiptir.



Metabolik aktivite sonunda mantar hiicreleri i¢inde bir¢ok depo maddeleri birikebilir.
Bunlar arasinda lipidler ve karbonhidratlar vardir. Mantarlarda sekonder metabolizma
olarak tanmimlanan ve ancak, normal metabolizmanin sinirlandigi durumlarda aktif hale
gelen diger bir metabolizma olay1 da bulunmaktadir. Simdiye dek 1000 den fazla sekonder
metabolit bildirilmistir. Bu metabolitlerin kimyasal yapilar1 farkli olup tiirlere 6zgii bir
karakter tasimaktadirlar. Bazi metabolitlerin ticari degerleri ¢ok fazladir (antibiyotikler,
hormonlar, vs.) bazilar1 da insan ve hayvan icin olduk¢a toksiktirler (mikotoksinler gibi).
Uremeleri kisitlanan ve durma donemine giren mantarlar tarafindan sentezlenen bu
sekonder metabolitler, bir mantar i¢in hayati énemde olmayip normal lireme doneminde

sentezlenen primer metabolitlerden oldukea farklidirlar.

2.3 TRICHODERMA REESEI

2.3.1 Trichoderma’nin kesfi ve izolasyonu

Trichoderma neredeyse 200 yil 6nce mantar soylari taksonuna dahil edildi. Trichoderma
150 yil boyunca zaman zaman mikotaksonomiyle ilgilenen bilim adamlarinin dikkatini
cektiyse de diger bilim dallarinin ilgi alanina girmedi. Bu durum Amerikan ordusunun
ikinci diinya savast sirasinda tropik bolgelerde 6zellikle de giiney pasifikte kullandiklari
malzemelerin ¢iirimeye baslamasini rapor etmesi iizerine dramatik olarak degisti ve bu
olgunun sebebini bulmak iizere uzun siireli bir arastirma programi baslatildi. Bu ¢aligmalar
sirasinda izole edilen Trichoderma vride QM6a bu bolgedeki en seliilotik mantarlardan biri
olarak tamimlandi. Biitiin Trichoderma soylart  “ Trichoderma .vride * olarak
tanimlantyordu. Ancak QM6a soyunun essiz biyolojik dogasinin kesfedilmesi ve soyun
izole edilmesini saglayan Elwyn Reese onuruna “T. reesei” olarak adlandirildi. Natick
Enstitiitiisiin’ de gerceklestirdigi olaganiistii ¢alismalar bu mantar1 ve onun ¢esitli mutant
soylarin1 biyosentez alanindaki bir¢ok ¢alismanin konusu haline getirdigi gibi bu mantari
selillozun ve diger polisakkaridlerin yapisinin belirlenmesinde ve bu karbonhidratlarin
katobolizmasinda rol alan mekanizmalarin aydinlatilmasinda rol alan bir ¢ok ¢aligmaninda
konusu haline getirdi. Avrupa’daki ve Asya’daki bir ¢ok laboratuar 1960 larin sonunda

Trichodermanin seliilotik sistemini incelemeye basladi.

Biyolojik kontrol ajani olarak bilinen Trichoderma saprofitik bir fungustur. Trichoderma
tiirleri hemen hemen tiim topraklarda ve cesitli habiatlarda bulunan kiif mantarlaridir.

Topraklardan izole edilerek kiiltiirii olusturulabilir. Yiiksek bitkilerin koklerine tutunarak



hizla ¢ogalirlar ve diger mantarlara karsi saldirgan ve parazittirler; bagka bir deyisle

besinlerini diger mantarlardan elde ederler.

Trichoderma kiiltiirleri tipik olarak 25-30 °C’ de hizli gelisim gosterirken, 35°C° de
gelisim gostermezler. Koloni miselleri ilk asamada musir-dekstroz (CMD) besiyeri
tizerinde seffaf, daha zengin igerikli patates-dekstroz (PDA) besiyeri iizerinde ise beyaz
renklidir. Ozellikle PDA besiyeri iizerinde yetistirilen kiiltiirlerin konidleri igindeki sar1
pigment agar icine salinabilir. Karakteristik bir seker Yya da hindistan cevizi kokusu
olusturur. Mikroskobik karakterlerine gére dokuz farkli Trichoderma soyu tanimlanmustir,
Taksonomik siniflandirmya gore ise mantarlar alemi, Ascomycota kolu, Euascomycetes

smifi, Hypocreales sirast , Hypocreaceace ailesinin iiyesidir.

2.3.2 Trichoderma Reesei ‘nin Endiistriyel Mutantlar1 ve Rekombinant Suslar1

1980°’1i yillarda Trichoderma Reesei endiistride kullanilmaya baslanmistir. Seliilotik
enzimlerin, bunlara T.reesei nin iirettigi seliilazlarda dahildir, endiistrideki kullanimi biiyiik
Olclide artmistir. Bu artistaki en biiyiik pay tekstil endiistrisine aittir. Bugiin seliilazlar ve
hemiseliilazlar diinya enzim piyasasinin %20 sini olusturmaktadir ve bu enzimlerin kayda

deger kismi Trichoderma’ ya aittir.

Endiistride kullanilan ilk Trichoderma soylari seliilaz tiretimi arttirilmis mutantlardir. Bu
mutogenitik c¢alisma seliilozik artiklarin glukoza parcalanmasinin saglanmasi ve elde
edilen glukozun etanol fermantasyonunda kullanilmasi amaciyla yapilmistir. T.reesei
seliilazlar1 ve hemiseliilazlar1 yem, gida, tekstil ve kagit endiistrilerinde kullanilmaktadir.

Bu uygulamalarin amaci seliilozik ipliklerin yapisin1 degistirmektir.

T.reesei iyilestirilmis kiiltiir kosullarinda kiiltiir ortamina 40 g/l ya kadar varan miktarlarda
protein salgilar. T.reesei tarafindan sentezlenen ana protein ailesi seliilazlardir ve seliilazlar
icinde en fazla sentezlenen enzim, tek bir gen tarafindan kodlanan, sellobiyohidrolaz I
(CBHI)’ dir. Uretilen protein miktarin1 arttirmak igin etkin gen ekspresyon sistemlerine
ihtiya¢c duyulmaktadir. T.reesei de iyi indiiklenebilen cbhl promotorunun kullanilmasi
liretilen protein miktarini arttirmustir. Istenilen 6zelligi uzun siire koruyabilen rekombinant
soylar elde edebilmek i¢in transformasyonu gerceklestirirken kullanilan DNA’nin mantarin

genomuna ilave edilmesi gerekir.

T.reesei’ nin mutant soyu Natick Laboratuvarinda Mandels tarafindan izole edilmistir.
Cesitli mutasyonlara ugratilmasi sonucunda yliksek enzim {iretme kapasitesine sahip ¢esitli

soy serileri elde edilmistir. (Akel, S., 2009)
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Sekil 2.2 Trichoderma reesei tiirliniin mikroskop altinda goriiniimii
(DOE Joint Research Institute) [1]

2.4  PEKTINAZLAR

2.4.1 Enzimler

Enzimler, canli hiicrelerde tiretilen 6zel proteinlerdir. Canlilar i¢inde her zaman kimyasal
reaksiyonlar gergeklesir. Bunlar bazen metabolik reaksiyonlar olarak adlandirilir. Hemen
hemen her metabolik reaksiyon enzim olarak adlandirilan katalizérler tarafindan kontrol
edilir. Hiicre igerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizim1 ve Ozgilligilini
diizenlerler. Cok defa hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Solunumun, biiyiimenin, kas
kasilmasimin, sinirdeki iletimin, fotosentezin, azot baglanmasinin, deaminasyonun,

sindirim iglemlerinin temelini olustururlar .

Dogal durumda suda ¢oziinen enzimler, canli organizmada olusan biitlin reaksiyonlarin ¢ok
tlimli kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlart koordine eden protein
yapisindaki spesifik biyokatalizorlerdir. Bir biyolojik sisteme ait genetik bilgi, protein
zincirinde yer alacak aminoasitlerin dizilis sirasini belirleyen formdadir. Bu genetik bilgi
tarafindan kodlanan proteinlerin ¢ogu biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilme
yetenegine sahiptirler. Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini
gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek c¢ok alanda

yararlanabilme imkanin1 ortaya ¢ikarmaktadir.

Insanlar gercekte binlerce yi1l éncesinden bu yana enzimlerden yararlanmaktadir. Ornegin
alkol fermantasyonu, bira ve ekmek yapimi gibi islemler ilk biyoteknolojik prosesler
olarak tanimlanabilirler. Buna karsilik enzimler hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve

bulgular ancak gectigimiz yiizyilda gozlenmeye baslanmistir. 1783 yilinda Spallanzani' nin
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atmaca mide suyunun eti eritebildigini bulmasi, 1811 yilinda Kirchoff® un bugday
nisastasinin zamanla dekstrin ve sekerlere doniistiigiinii belirlemesi, 1830 yilinda Robiquet,
Boutron ve Chalan' nin amigdalinin ac1 badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmesi
enzimoloji konusundaki ilk c¢alismalar olarak gosterilebilir. Payen ve Persoz' un 1833
yilinda nisastayr sekere doniistiiren termolabil bir maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde
etmeleri enzimoloji alanindaki en onemli kilometre taglarindan biri olmustur. Bugiin
amilaz olarak bilinen bu enzim o gilinlerde diastaz olarak adlandirilmisti ve giliniimiizde
enzimlere iliskin pek cok geleneksel ve tiim sistematik adlandirmalardaki -ase eKi
kaynagin1 bu c¢aligmadan almistir. Enzim terimini ilk kullanan ise 1878 yilinda Kiihne
olmustur. Enzimlerin spesifikligi ve anahtar-kilit modeli gibi kavramlar ise 19. ylizyilin

sonlarinda Fischer tarafindan ortaya konmustur.

Enzimlerin ilgili reaksiyonlar1 1limli kosullarda c¢ok hizli ve spesifik bir bicimde
katalizliyor olmalari, onlarin ayrintili enzimolojik arastirmalarin paralelinde, cesitli pratik
uygulamalarda da kullanimlarini1 giindeme getirmistir. Bir enzimden herhangi bir alanda
yararlanilabilme imkani biiyiik Ol¢lide ekonomik parametrelerle ilgilidir. Bilindigi gibi
enzimler canli materyallerden elde edilmek zorundadirlar. Ayrica izolasyon ve saflastirma
islemleri ¢cok emek gerektiren pahali proseslerden olusmaktadir. Bu nedenlerden dolay1
enzimler genellikle pahali materyallerdir. Ticari konularda daha ucuz olan Oncelik
tagiyacagi i¢in ayni sonucun alinabildigi kimyasal bir yontem eger daha ucuz ise enzimatik
bir yonteme tercih edilecektir. Buna karsilik bir kimyasal yonteme gore ¢ok daha olumlu
sonuglar alinabiliyorsa ya da oOzellikle saglik alaninda baska higbir yontemin ¢6ziim
getiremedigi bazi konularda ancak enzimatik bir yontemle sonuca ulasilabiliyorsa, enzim

ne kadar pahali olursa olsun kullanilabilmektedir .

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ve hayvansal
kaynaklara gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, daha stabil ve daha ucuz
olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Bu giine kadar 2000’den fazla enzim
tanimlanmis olup, bunlar arasinda yaklagik 100 tanesi ticari kullanima uygun bulunmasina

ragmen glinlimiizde sadece 18 tanesi endiistriyel amagla kullanilmaktadir .

Enzim teknolojisi; ekonomik, etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan biiyiik ihtiyag
nedeniyle ilerleme kaydetmistir. Biyoteknoloji sayesinde, yeni tiir enzimlerin biiyiik
Olceklerde ve ekonomik olarak fiiretilmesi miimkiin olmustur. Buna goére bir enzimin

herhangi bir endiistri alaninda kullanilabilirligi; maliyet bakimindan ucuz olmasini, ¢ok
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farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasini ve en 6nemlisi de enzimin alerjik ya da
toksik etkiye sahip olmamasini gerektirmektedir. Bugiin endiistride kullanilan birgok
enzim mikrobiyal kokenli oldugu i¢in, endistriyel enzimlerin kullaniminda,

mikroorganizma kullanimi artmustir.

Bakterilerin seliiloz sistemleri son zamanlarda ciddi bir sekilde aragtirilmaktadir.
Mantarlarin seliiloz sistemleri ile bakteri seliilloz sistemlerinin karsilastirilmast i¢in bir
egilim vardir. Bakterilerin seliilolitik enzimleri exo B 1,4- glukanlar ve endo B 1,4-

glukanlar seklinde karakterize edilmistir.

2.4.2 Enzimlerin Yapisi

Enzimler bilindigi gibi kimyasal bakimdan protein yapisinda molekiillerdir. Ancak ¢ogu
durumda s6z konusu proteine protein olmayan daha kiigiik yapili organik veya anorganik
molekiillerin baglanmasiyla olusmus proteid yapist gozlenir. Bu son durumda enzimin
protein kismi "Apoenzim" protein olmayan parcasi ise "Prostetik Grup" veya "Koenzim"
olarak tanimlanmaktadir. Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasinin birinci adimi protein
zincirindeki aminoasit dizilis sirasinin  bagka bir deyisle "primer yapi"sinin
aydinlatilmasidir. Gilinlimiizde enzimlerin primer yapisinin aydinlatilmasina yonelik ¢ok

duyarli ve otomatize edilmis sistemler gelistirilmistir.

Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasinda ikinci adimi sekonder yapinin belirlenmesi
olusturur. Sekonder yapi, bir protein zincirindeki amino asitlerin R gruplar1 dikkate
alimmaksizin zincirin uzaydaki konformasyonunu ifade eder. Sekonder yapinin olusumu
biiyiik dl¢iide protein zincirinin primer yapisi tarafindan belirlenir. Bununla beraber primer
yapinin olusumunda peptid baglarindaki mezomeri ve C=0 grubu oksijeni ile HN-grubu
hidrojeni arasinda meydana gelen hidrojen koprii baglar1 6nemli bir yer tutar. Bir proteinin
dolayistyla bir enzimin sekonder yapist a-heliks ve B-katlanmis yaprak yapisi olmak tizere
iki ana gruptan ve bunlarin dort farkli diizenlenis seklinden olusabilmektedir. Enzimlerin
yapisinin aydinlatilmasinda tiglincti adim, ii¢ boyutlu yapinin olusumunda son derece etkili
olan "tersiyer yapi'"nin belirlenebilmesidir. Bir enzimin tersiyer yapisi, o enzimin protein
zincirinde yer alan aminoasitlerin R gruplarinin da dikkate alinarak uzaydaki konumunun
belirlenmesidir. Bu konumu protein zincirindeki hidrojen koprii baglari, disiilfit kopriileri,

iyonik iligkiler ve hidrofobik etkilesimler belirlemektedir.

Birden fazla alt birimden olusmus enzimlerde yapi aydinlatilmasinda "kuarterner yap1"

belirlenmesi dordiincii adimi1 olusturur. Bilindigi gibi pek ¢ok enzim alt birim olarak
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ifade edilen birden c¢ok polipeptid zincirinden meydana gelir. Bu polipeptid zincirleri
arasindaki iligski ve toplam molekiiliin uzaydaki konformasyonu onun kuarterner yapisini

olusturur.

2.4.3 Enzimlerin Eldesi

Enzimler, ticari olarak mikroorganizmalarin fermantasyonu ile iiretilirler. Uretimi igin
patates nisastasi, soya fasulyesi, tuz, misirozii ve seker gibi dogal iirlinler kullanilir.
Ornegin, pankreatik enzimler, pankreas, pihtilasmuis kan, karaciger gibi kesim evi
atiklarindan hazirlanirken, malt enzimleri ise filizlenmis arpalardan ayristirilir. Bu

maddeler, istenilen enzimi olusturmak iizere patojenik olmayan belli mikroorganizmalar ile

isleme sokulurlar (Shukla N., Shukla, P.K., 2009).

2.4.4 Enzim Katalizi

Molekiiller arast kimyasal reaksiyonda, molekiiller, yeterli enerji diizeyine sahipse
reaksiyon kendiliginden meydana gelmektedir. Bir reaksiyonun hizi, uyarilmis durumdaki
molekiillerin konsantrasyonlar1 ile orantilidir. Kimyasal reaksiyonun hizini arttirmak igin
iki yol vardir: Birincisi, sicakligi arttirarak molekiillerin termik hareketlerini, kinetik
enerjilerini arttirmak ve uyarilmis durumdaki molekiil sayisini arttirmaktir. Ikincisi ise
sisteme katalizor ilave etmektir. Katalizorler kimyasal reaksiyonun aktiflesme enerjisini
diigiirerek reaksiyonu hizlandirirlar.  Katalizorli  sistemde serbest enerji  degisimi

katalizorsiize kiyasla daha diisiiktiir.

Canli sistemler i¢in reaksiyonlarin enzimatik katalizi esastir; biyolojik olarak uygun sartlar
altinda katalizlenmeyen reaksiyonlar, yavas olmak egilimindedirler. Biyomolekiillerin
¢ogu, hiicre i¢inde bulunan noétral pH, 1limli sicaklik ve sulu ¢evrede oldukea stabildirler.
Yiyeceklerin sindirilmesi, sinir sinyallerinin gonderilmesi veya kaslarin kasilmasi igin
gerekli reaksiyonlar, kataliz olmadan yararli bir hizda meydana gelmez. Bir enzim, belli bir
reaksiyon icin enerjetik olarak daha uygun spesifik bir ortam saglayarak bu problemleri

atlatir.
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activation
energy

total energy ————-

reaction pathway ——

Sekil 2.3 Enzim katalizini gosteren drnek sema. [2]

Enzimle katalizlenen bir reaksiyonun ayirt edici 6zelligi, enzim iizerinde aktif merkez
denen bir cep simirlari iginde meydana gelmesidir. Aktif merkez, enzim molekiilii tizerinde,
substrat baglama 6zelligine sahip 6zel bolgedir. Aktif merkez tarafindan tutulan ve enzimin
etki ettigi molekiil, substrat diye adlandirilir. Basit bir enzimatik reaksiyon su sekilde

yazilabilir.

Bir kimyasal reaksiyonda belirli bazi maddelerden (substratlar, S) belirli baska bazi
maddeler (iriinler, P) olusur. Gegis diizeyi kuramina goére, her kimyasal tepkimede,
substrat ve iirlinler arasinda kararsiz bir ara {irlin olusumu 6ngoriiliir; gecis durumundaki
kararsiz bilesik, kararli temel bilesiklere gore daha ¢ok serbest enerji icerir ve daima daha
kararli bir bilesige doniismek iizere parcalanir. Bir kimyasal reaksiyonda ge¢is durumuna
ulagmak i¢in gerekli enerji, aktivasyon enerjisi olarak bilinir. Aktivasyon enerjisi, S—P
gibi her hangi bir reaksiyonu koordinat diyagrami ile gdstermek suretiyle daha kolay

anlatilabilir:
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4 transition state
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Reaction coordinate
Sekil 2.4 Aktivasyon enerjisini gosteren sema [3]

Termodinamik bilgilerimize goére, substratlarin ve iiriinlerin belirli serbest enerjileri vardir.
Substratlar ve {irlinler arasinda bir enerjetik bariyer de vardir. Molekiillerin reaksiyona
ugramalar1 icin bu bariyeri agmalari, dolayisiyla daha yiiksek bir enerji diizeyine
yiikselmeleri gerekir. Bu bariyer, reaksiyonlasan gruplarin ayarlanmasi, gegici anstabil
yiiklerin olusmasi, bag yeniden diizenlenmeleri ve reaksiyonun gerektirdigi diger
degisikliklerin olmasi i¢in bir enerji (aktivasyon enerjisi) gerektigini gosterir. Enerjinin en
yiiksek oldugu ve gecis durumu diye adlandirilan bir noktada olusan ara iiriiniin S’ye ve
P’ye dogru gidis olasiligi birbirine esittir. Aktivasyon enerjisi (substratlar ve triinler
arasindaki enerjetik bariyer), gecis durumu ve temel durumun (S veya P) enerji diizeyleri

arasindaki farka (AGy , veya AG, ) esittir. Aktivasyon enerjisi bir reaksiyonun hizini

yansitir. Yiksek bir aktivasyon enerjisi yavas bir reaksiyona karsilik gelir; diisiik bir
aktivasyon enerjisi ise hizli bir reaksiyona karsiliktir. Ancak aktivasyon enerjisini serbest
enerji degisikligi veya standart serbest enerji degisikligi ile karigtirmamak gerekir.
Kimyasal reaksiyonlarin hizlari, enerji bariyerini asmak i¢in yeterli enerjili molekiillerin
sayisimi artiran sicaklik yiikseltilmesi (1sitma) suretiyle artirilabilir. Alternatif olarak bir
katalizor eklenerek aktivasyon enerjisi (substratlar ve iirlinler arasindaki enerjetik bariyer)
diistirtilebilir.

Enzimler, olaganistii katalizorlerdir. Glukoz molekiiliniin laboratuvar kosullarinda CO, ve
H,O’ya doniistimii termodinamik yonden olanaklidir; ancak bunun igin yiiksek basing ve

sicaklik gerekir. Hiicre icinde ise ayni tepkime enzimlerin etkisiyle c¢ok kolaylikla

gerceklesmektedir. Enzimler de katalizorlerin reaksiyon dengelerini etkilememe kuralina
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uyarlar. S—P reaksiyonunu katalize eden her hangi bir enzim, aym1 zamanda P—S

reaksiyonunu da katalize eder; enzimin rolii, S ve P’nin karsilikli doniisiimlerini

7 14
hizlandirmaktir. Enzimler vasitasiyla meydana getirilen hiz artis1 10 -10 derecesindedir.

Bir enzim, bir dakikada milyonlarca substrat molekiiliiniin tiriine doniisiimiinii saglar ki bir
enzim molekiilii bagina bir saniyede liriine ¢evrilen substrat molekiilii sayisina déniisiim
sayis1 denir. Bir enzim, reaksiyon siirecinde tilkenmez ve denge noktasini etkilemez.
Bununla beraber, uygun enzim varsa reaksiyon hizi artacagindan reaksiyon dengeye ¢ok

daha hizl1 ulasir.

Enzim etkisini agiklamak icin substrat ve enzimin fonksiyonel gruplar1 arasindaki kimyasal
reaksiyonlar iyice incelenmistir. Enzimleri enzim olmayan birgok katalizorden ayiran,
spesifik enzim-substrat kompleksi (ES) olusmasidir. Enzim tizerindeki spesifik amino asit
yan zincirleri, metal iyonlari, koenzimler gibi fonksiyonel gruplar, substrat ile gegici olarak
etkilesebilirler ve reaksiyon igin substrati aktive ederler. Enzim tizerindeki, substrat ile
etkilesen kiiclik gruplar, birgok durumda diisiik enerjili reaksiyon yolu saglayarak
aktivasyon enerjisini azaltirlar ve bu nedenle reaksiyonu hizlandirirlar. Daha diisiik
aktivasyon enerjisi i¢in gerekli enerji, genellikle enzim ve substrat arasindaki zayif,
nonkovalent etkilesimden tiirer. ES kompleksinde enzim ile substrat arasindaki etkilesime,
protein yapisini stabilize eden hidrojen baglari, iyonik baglar ve hidrofobik Van der Waals
etkilesimleri gibi giicler arac1 olur. ES kompleksinde her zayif etkilesimin olusmasi,
etkilesim i¢in bir stabilite derecesi saglayan kiiclik miktarda serbest enerji salinmasi ile
birliktedir. Enzim-substrat etkilesiminden tiireyen bu enerji, baglanma enerjisi olarak
adlandirilir; reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirmek i¢in enzimler vasitasiyla

kullanilan serbest enerjinin baglica kaynagidir.

2.4.4.1 Enzimlerin Substrat Spesifikligi

Enzimler, bir ortamda bulunan ve yapilar1 birbirine ¢ok benzeyen cesitli substratlardan
yalniz biriyle reaksiyon verir. Her enzim belli bir substrat igin spesifiktir. Substrat
acisindan enzim spesifikliginin protein kismi tarafindan gerceklestirildigi kabul

edilmektedir. (Goodenough, P., 1992)

2.4.5 Enzimlerin Etki Spesifikligi

Bir kimyasal reaksiyonda teorikte birden fazla yan iiriin olusabilmektedir. Ancak enzimler
reaksiyona girdiklerinde sadece bir iiriin olustururlar. Bu olaya enzimin etki spesifikligi

denir.
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2.4.6 Enzimatik Reaksiyonlarin Mekanizmasi

Enzim molekiilii reaksiyonu katalizleyebilmek i¢in substrat ile bir kompleks
olusturmalidir. Enzimin aktif merkezleri molekiiliin niifuz eden bolgeleri ile karst karsiya
gelmektedir. Bu, enzimi substrata karst ¢ceker ve her iki molekiiliin oryante olmasina izin
verir. Boylece bir enzim — substrat kompleksi olusumu anahtar — kilit mekanizmasi ile

baslamuis olur.

Biyoreaksiyon, olusan enzim — substrat kompleksindeki aktivasyon enerjisini diisiiriip,
reaksiyon hizinin artmasiyla devam eder. Son olarak, kompleks, reaksiyon {irlinlerinin
aciga cikmastyla parcalanir. Orijinal enzim tekrar kullanima elverislidir. Proses, enzim
kimyasal bir madde veya ¢ok ug¢ bir pH ya da sicaklik ile aktivitesini kaybedene kadar

devam eder.

2.4.7 Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin,
enzim etkisiyle optimal kosullarda belirli siirede iirline doniistiiriilen substrat miktarina
gore ifadesidir. Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siirede daha fazla
substrat molekiilinii iiriin haline donistiirir. En ¢ok kullanilan enzim aktivitesi birimi,
[U’dir. 1 IU enzim aktivitesi, optimal kosullarda, 1 dakikada 1pumol substrati degistiren
enzim etkinligini ifade eder ki bu da 1 saniyede 16,67 nmol substratin iiriine

dontistiirilmesine karsiliktir.

Genel olarak enzim aktivitesi denince, enzim katalizli reaksiyonun hizi ve aktivitesi
anlasilmaktadir. Enzimlerin aktivite birimlerinin birbirleriyle karsilastirilabilmesi igin
Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) enzim aktivitesi i¢in birimi “Uluslararast Birim (U)”

olarak tanimlamistir.

Uluslararast Birim (U) : Standart kosullar altinda (doygun substrat konsantrasyonu,
optimum pH, inhibitorsiiz fakat aktivator iceren ortam), dakikada lpmol substrati

doniisiime ugratan enzim aktivitesidir.

Spesifik aktivite : 1 mg enzim tarafindan dakikada doniisiime ugratilan substratin pmol

olarak miktaridir.

Aktif Merkez Aktivitesi : Bir aktif merkez tarafindan dakikada doniisiime ugratilan

substrat molekiillerinin sayisidir.
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Molekiiler Aktivite ( Turnover Sayisi) : Bir enzim molekiilii tarafindan dakikada doniisiime

ugratilan substrat molekiillerinin sayisidir.

Katal ( SI birimleri kullanilarak olusturulan birim) : Saniyede bir mol substrat1 doniisiime
ugratan enzim aktivitesidir. Katal ¢ok biiylik bir birimdir (1kat=6.109U). Bu nedenle
pratikte, mikrokatal (ukat) veya nanokatal (nkat) birimleri kullanilir. (Telefoncu, 1986)

2.4.8 Mikrobiyal Enzimler ve Endiistrideki Kullanim Alanlari

Hiicrelerde oldukca 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler, biyokimyasal reaksiyonlari
katalize eden protein yapisinda molekiillerdir ve g¢esitli amaglarla kullanilmak tizere

giindelik ve ekonomik hayata girmistir.

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Cilinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli
enzimlere gore katalitik aktivitelerinin c¢ok yiliksek olmalari, istenmeyen yan iiriin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi
avantajlar1 vardir. Ekstremofilik mikroorganizmalar; yiiksek ve diisiik sicakliklarda, pH
degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-30)
yasamak {lizere adapte olmuslardir. Bu kosullarda yasayan bakterilerden elde edilen
enzimler ekstrem pH ve sicaklik kosullarina dayanikli olduklari i¢in endiistriyel alanda
yogun olarak kullanilmaya baslanmislardir. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi,
driinlerin kullanim alanlarimin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilan ¢esitli
aragtirmalar daha da dnem kazanmaktadir. Endiistriyel alanda en ¢ok kullanima sahip olan
enzimler proteaz, amilaz, seliilaz, ksilanaz ve lipaz dir. Endiistrinin hemen her alaninda

kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.

Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakl
enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan {iriin
olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir
(Wiseman, 1987). Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim iiretme yeteneklerine gore degil,
mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de secilmistir. Bugiin endiistride
kullanilan bircok enzim mikrobiyal kokenli oldugu ig¢in, endiistriyel enzimlerin

kullaniminda, mikroorganizma kullanim1 artmistir .
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2.4.8.1 Proteaz

Proteazlar, dogada bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin dekompozisyonunda
onemli rol oynamaktadirlar ve bdylece besin dongiisiinii saglamakta ve ayrica bitkilerin
besinleri alabilmelerini saglamaktadir. Proteazlar enzimlerin olduk¢a kompleks bir
grubunu olusturular ve oldukg¢a farkli fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere sahiptirler.
Proteaz sentezinin hiicresel kontroliinden sorumlu mekanizma heniiz tam olarak
bilinmemekle beraber alkali proteazlarin iiretimi amino asit veya amonyum gibi hizli bir
sekilde metabolize edilebilen azot kaynaklari ile baskilanmaktadir. Diger ortam bilesenleri
kiiciik sekerler ve mineraller enzim sentezini etkilemektedir. Potansiyel proteaz kullanimi
ve maksimum enzim Uretimi ile endistriyel islemlerin maliyetini distiirmek
amaglanmaktadir (Mabrouk vd., 1998). Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin
yaklasik % 60’1n1 olusturmaktadir. Proteazlar, camasir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira,
fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde kullanilmaktadir. Alkali
proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilse de (Singh J. vd., 2000)
alkalifilik Bacillus biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir, ¢iinkii ¢ok genis
cesitli ortamlardan izolasyonu nispeten kolaydir. Proteazlarin diger ilging bir kullanim
alan1 ise deniz Crustacea atiklarinin deproteinizasyonudur. Kimyasal islemlerin iistesinden
gelmek i¢in mikroorganizmalarin veya proteolitik enzimlerin kullanilmasi {izerine

caligsmalar yapilmaktadir.

2.4.8.2 Amilaz

Bir karbohidraz olan o-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir, a-amilaz
enzimi, nisasta molekiiliindeki a-1,4 baglarini pargalayarak glikoz, maltoz, maltotrioz ve a-
limit dekstrinlerin olusumunu saglar. Nisasta, ¢ok sayida glikoz molekiiliiniin farkl
sekillerde baglanmasiyla olusmus polisakkarit 6zellikte bir bilesiktir. Bazi bakteriler ve
mantarlar tarafindan iretilen o-amilaz, B-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi
enzimler nisastayr parcalama Yyetenegine sahiptirler. Uygulama alanlarn oldukg¢a
genislemis ve c¢esitlenmistir. Bu enzimler tekstil ve kagit endiistrisinde, nisastanin
stvilagtirllmasinda, ekmek, glikoz ve fruktoz suruplart ve tutkal iiretiminde, alkol
fermentasyonunda kullanilmaktadirlar (Bailey ve Ollis, 1987). Bira, damitma, firincilik ve
tekstil endiistrisinde kullanilan, Bacillus ve Aspergillus tarafindan iiretilen, ayrica arpa ve
bugday maltinda da bulunabilen enzimler, amilaz ve endo (-glukanazlardir. (Demain ve
Solomon, 1981). Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin

olmasi ve kopmamas i¢in iplikler nigasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedirler.
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Bu isleme hasillama adi verilir. Kumas dokunduktan sonra, kumastaki fazla nisastanin
uzaklastirilmasi gerekir. Bu isleme de hasil alma adi verilmektedir. Hasil alma ajan1 olarak
da yaygin olarak a-amilaz enzimi kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde, nisastanin a-amilaz
enzimi ile hidrolize edilmesi sonucu agiga ¢ikan iiriinler, yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Bu iiriinlerden dekstrin, nigastanin glikoza kadar hidrolize olmasindan 6nce olusan kisa
molekiillii ilk tirtindiir. Dekstrinler ¢oziiniirligii yliksek ve dayanikli bir {irlin olup, yogun
surup kivaminda bir maddedir ve bu maddeler gidalarda viskozite arttirici, yani,

koyulastirici dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir.

2.4.8.3 Seliilaz
Seliiloz, bitki biyokiitlesinin yaklasik % 40’1 olusturmaktadir. Yaklagik 15000 glikoz

biriminin B-1,4- glikozidik baglar ile linear bir sekilde baglanmasi ile olusur. Seliillozun
suya karsi yiiksek ¢ekiciligi olmasina ragmen, suda hi¢ ¢éziinmez. Seliiloz glikoza, en az
ti¢ farkli enzimin sinerjistik ¢alismasi ile hidrolize olabilir. Bu enzimler; endoglukanaz,
ekzoglukanaz ve Bglukosidaz’dir. Seliilozu hidrolize eden enzimler genis ¢capta mantar ve
bakterilerden elde edilmektedir. Boyle enzimler ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaktadir. Ticari olarak en ¢ok kullanilan selillaz Trichderma sp. tarafindan
tiretilmektedir. Ayrica seliilazlar Aspergillus, Penicilliun, Basidiomycetes ve Bacillus
suslarindan elde edilmektedir (Tomme, P. vd., 1995). Seliilolitik enzimler, sivi kazancini
arttirmak ve iyi bir renk elde etmek icin alkol tiretiminde kullanilmaktadir. Deterjanlarda
selillazin varlig1 renklerin canlanmasina, yumusamasina ve partikiil halindeki topragin
uzaklagsmasina neden olmaktadir. Ayrica seliilaz kot pantolonlarin biyolojik olarak
taglanmasinda kullanilmaktadir. Seliilozun enzimatik hidrolizi i¢in genellikle yapilan
caligmalar seliilaz salgilayan mikroorganizmalarin ortama dogrudan ilave edilmesi seklinde
gerceklestirilmistir ancak elde edilen verimin diisiik oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber,
seliilaz1 seliiloz ile dogrudan muamele etmek daha iyi bir ¢oziimdiir. Bu islem oncelikle
selillazin {iretilmesi, kismen saflastirilmasi ve hidroliz ¢alismalar1 i¢in kullanilmasi

seklinde gerceklestirilebilir. Pek ¢cok mikroorganizmanin seliilaz {irettigi bulunmustur.

Trichoderma reesei gibi seliilolitik mikroorganizmalar kristal seliillozu pargalayan ve
sinerjistik olarak aksiyon gdsteren enzim serisi iiretebilir. Cogu durumlarda prokaryotik -
1,4-glukanazlar, selillozun sadece ¢oziinebilir formlarina (Karboksimetilseliloz ve
hidroksimetilseliiloz) ait glikosidik baglarin hidrolizini katalizlemektedir. Hiicre dis1
mikrobiyel B-glukanaz, bira endiistrisinde, zirai atiklarin biyokonversiyonunda ve fungal

bitki patojenlerinin biyolojik olarak kontroliinde uygulama alanina sahiptir.
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2.4.8.4 Ksilanaz

Bitki hiicre duvarlar1 mikroorganizmalarin canli bitki dokusuna gecisini engellemek i¢in
bir bariyer meydana getirmektedir. Dogal olarak bulunan lignoseliilozik bitki
biyokiitlesinin igeriginin % 20-30’unu heterojen polisakkaritler olan ve seliilozla iliskili bir
sekilde bulunan hemiseliillozik materyaller olusturur. Biyokiitle, diinyanin yakit ihtiyacini
karsilayan ve yeterince kisa bir dongiiye sahip olan alternatif dogal kaynaklardir. Ksilan,
yiiksek bitkilerin hiicre duvarinin hemiseliillozik kisminin temel bilesenidir ve yiiksek
potansiyelde kullanisli son iiriinlere pargalanabilen ikinci en bol kaynaktir (Yang,J. vd.,
1995). Pek cok bakteri ve mantar ksilani sindirmek i¢in ksilanaza ihtiya¢ duyar.Bu nedenle

patojenler ve saprofitler hiicre duvari par¢alayan enzimler tirctmektedirler .

Ozellikle Bati Avrupa iilkeleri ve Kuzey Amerika’da ksilanazlar, aga¢ kabuklarmin
¢ikartilmasinda, geri doniistiiriilmiis liflerin boyasinin ¢ikarilmasinda ve kagit hamurunun
¢oziilmesinin hazirlig: icin seliilozun saflastirilmasinda 6nemli derecede kullanilmaktadir
(Yang, J. vd., 1995). Kagit hamuru agartma da kullanilan biyolojik metodlarda, ksilanaz,
ksilanin %20’sini segici olarak uzaklastirmakta ve klor igeren agartma kimyasallarint %25
azaltmaktadir. Pek ¢ok bakteri ve mantarin ksilanaz tretimi i¢in galisilmis olmasina
ragmen bunlardan sadece birkaci alkalifiliktir. Ilk ksilanaz ile agartma caligmalar1 mantar
ve mayalarin bilinen enzimlerinin kullanimina odaklanmistir. Ancak bunlarin aktivite
gosterdikleri optimum pH asidiktir. Agartma islemi ise giliglii alkali kosullar altinda
gerceklestirilmektedir. Bu nedenle alkali kosullar altinda enzimatik agartma isleminde

fonksiyon gosterebilmesi, enzim i¢in olduk¢a 6nemli bir karakteristiktir. Termostabil alkali

ksilanazlarin kullanimi enzimle kagit hamuru agartma igin pH ve sicaklik ayarlamalarini

oldukca indirgeyerek onemli derecede teknik ve ekonomik avantaj saglamistir .

Ksilan, zirai ve gida endiistrilerinin atiklarinda yiiksek miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle,
ksilanaz atik sudaki ksilan’1 ksiloz’a doniistiiriilmesi i¢in kullanilir. Enzimatik hidrolizin
etkili iglemlerinin gelistirilmesi hemiseliilozik atiklarin muamelesinde yeni umutlar ortaya

cikarmistir .

2.4.8.5 Lipaz

Lipazlar, yaglar ve yag asidi esterlerini hidroliz ederler. Enzim, emiilsiyonun yag-su geg¢is
fazinda katalizi gerceklestirir ve enzim reaksiyonunun hizi, olusan yiizey alanina
bagimhidir. Lipazlar yag asitlerinin zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag asidinin

pozisyonu ve substrat’in fiziksel durumuna uygun spesifiklik gosterirler. 4-10 C atomlu
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yag asitleri daha uzun C zincirli yag asitlerinden daha hizl bir sekilde hidroliz olarak yagin
yapisindan ayrilir ve serbest hale gecerler. Lipolitik enzimlerin aktivitesi siit endiistrisinde
onemlidir. Yiksek lipolizis ¢esitli peynirlerin {iretiminde zorunlu olmaktadir. Peynir
yapiminda kullanilan renninin kiitlesinde, proteolitik enzimler gibi lipazlarda mevcuttur.
Lipazlar tereyagina aroma kazandirmada, ¢ikolata endiistrisinde, kremalarda, karamellerde
kullanim alanina sahiptir. Margarinler, sorteningler, firin iiriinleri edilmis tereyag: tirtinleri
aroma gelistirici olarak kullanilmaktadir ve bitkisel {iriinler gibi iirlinlerde lipazla modifiye

edilmis tereyag iirlinleri aroma gelistirici olarak kullanilmaktadir.

Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin basinda proteinler, yaglar ve nisasta gelir. Bu lekeleri
yiikksek sicaklikta kimyasal deterjanlar yoluyla gidermek miimkiinse de, enzimlerin
kullanilmas1 diisiik sicaklikta ve daha az mekanik enerji ile istenen temizligi saglar. Ayrica
¢imen, kan, siit ve ter lekelerini ¢ikarmakta biyolojik olmayan deterjanlara gore cok daha
etkilidir.Deterjanlarda kullanilan enzimlerden proteazlar yumurta, kan gibi lekelerdeki
proteinleri parcalar; lipaz yag lekelerini, amilaz ise nisasta bazli lekeleri ¢ikartmakta
etkilidir. Camasirlarin yipranmasiyla olusan seliiloz fibriller ise, selillaz enzimi ile
pargalanarak ¢amasirlarin daha yumusak olmasi ve renklerini korumasi saglanir. (Kiymaz,

AN., 2007).

2.4.8.6 Pektinaz

Pektinin, pektik asidin veya oligo-D-galakturonatin tercih edilen substrat olmasina,
pektinazlarin trans-eleminasyon ya da hidroliz yoluyla is gérmelerine ve pargalamanin

rastgele ya da sirayla yapilmasina gore pektik enzimler 3 sinifa ayrilmislardir.

Pektin Esterazlar (PE)

Pektinmetil hidrolaz olarak da bilinen pektin esterazlar, pektik asidi olusturan pektinin
metoksil grubunun deesterifikasyonunu hidrolizler.

Glikozidik baglar hidrolizleyenler

= Polimetilgalakturonazlar (PMG)

a -1,4-glikozidik baglarin hidrolitik parcalanmasini katalizler. Endo-PMG, tercihen yiiksek
miktarda esterlesmis pektinin a -1,4-glikozidik baglarini rastgele pargalar. Ekso-PMG ise
pektinin a -1,4-glikozidik baglarimi pektin zincirinin indirgen olmayan ucundan sirayla

pargalarlar.
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= Poligalakturonazlar (PG)

Pektik asitteki a -1,4-glikozidik baglarin hidrolizini katalizler. Endo-PG, pektik asidteki o
-1,4-glikozidik baglar1 rastgele parcalar. Ekso-PG ise sira ile pargalar.

Glikozidik Baglar1 Bolenler

Trans-eleminasyon ile a -1,4-glikozidik baglar1 bolerler ve bunun sonucunda, olusan
galaktronik asidin indirgen olmayan ucunda C4 ve C5 karbonlarinin arasinda doymamis

bag iceren galaktronidin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar.

= Polimetilgalakturonat Liyazlar (PMGL)

Trans-eliminitif bolme yolu ile pektinin pargalanmasini katalizler. Endo-PMGL baglarin
rastgele boliimesini katalizler, ekso-PMGL ise trans-eleminitif boliinmeyle pargalanmay1

saglar.
= Poligalakturonat Liyazlar (PGL)

Trans-eliminasyon yolu ile pektik asitteki a -1,4-glikozidik baglarin boliinmesini katalizler.
Endo-PGL glikozidik bagin rastgele, ekso-PGL ise sira ile boliinmesini saglar.Pektik
enzimler, genelde polisakkaritleri parcalayan zincir kirict enzimler olarak bilinmektedirler.
Bitki hiicrelerinin orta lamelinin ve primer hiicre duvarinin yapisini olusturan pektik asit ve
pektini parcalayan bu enzimler bakteri, mantar, bdcek, nematod ve protozoada
bulunmaktadirlar. Mikroorganizmal pektin yikimi bitki patojenitesinde, simbiyotik
yasamda, bitkisel artiklarin bozunumunda, bitkisel besinlerin sindiriminde &nemli rol
oynamaktadir. Ayrica meyve sulariin berraklastirilmasi ve pektinin uzaklastirilmas: gibi

pek ¢ok endiistriyel amaglar i¢inde kullanilmaktadirlar. (Vitali, J. vd.,1998).

Pektik maddelere etki eden ve kisaca pektik enzimler denilen grupta ¢ok sayida enzim yer
almaktadir. Pektik enzimleri, pektin molekiiliiniin galakturonan omurgasina olan etkilerine
gore pektinesterazlar (ester bagini hidrolize edici enzimler) ve depolimerazlar (Zincir kirict
enzimler) olarak iki sinifa ayirarak incelemek olasidir. Pektinazlar ¢ok sayida bitki patojeni
ya da saprofitik fungus, bakteri ve bazi mayalarca olusturulurlar. Son yillarda ¢ok sayida
pektinaz Ozellikle funguslardan olmak iizere tam olarak saflagtirilmistir.Pektinazlarinda
mikroorganizmalara bagli olarak degisik molekiiler formlarda olabilecekleri saptanmig ve
cesitli izoenzimleri bulunmustur. Bu enzimlerin ¢ogu 30,000-35,000Da molekiiler agirlikli

olup bir ¢gogunda glukoprotein orijini gozlenmistir. (Parenicova, L., 2000)
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Pektinazlar, poligalakturonat i¢in spesifiktir. Enzim aktivitesi i¢in substratin kalsiyum tuzu
gereklidir. Serbest tetragalakturonat anyonu, kompetitif bir inhibitérdiir (Romboutz ve
Pilnik, 1980). Pektik maddelere etki eden ve kisaca pektik enzimler denilen grupta ¢ok
sayida enzim yer almaktadir. Pektik enzimleri, pektin molekiiliiniin galakturonan
omurgasina olan etkilerine gore pektinesterazlar (ester bagini hidrolize edici enzimler) ve

depolimerazlar (Zincir kirici enzimler) olarak iki sinifa ayirarak incelemek olasidir.

Endo-poligalakturonazlar ¢ok sayida bitki patojeni ya da saprofitik fungus, bakteri ve bazi
mayalarca olusturulurlar. Son yillarda ¢ok sayida endopoligalakturonan ozellikle
funguslardan olmak iizere tam olarak saflastirilmistir. Endopoligalakturonazlarinda
mikroorganizmalara bagli olarak degisik molekiiler formlarda olabilecekleri saptanmig ve
cesitli izoenzimleri bulunmustur. Bu enzimlerin ¢ogu 30,000-35,000 Da molekiiler agirlikli

olup bir gogunda glukoprotein orijini gozlenmistir . (Van Santen vd., 1999)

Endo-poligalakturonazlar, poligalakturonat igin spesifiktir. Enzim aktivitesi i¢in substratin
kalsiyum tuzu gereklidir. Serbest tetragalakturonat anyonu, kompetitif bir inhibitordiir
(Romboutz ve Pilnik, 1980). Endo-poligalakturonaz aktivitesi substrat yogunlugunun
azalmasi veya indirgen gruplarin artma hiz1 6lgiilerek saptanmaktadir. Pektinlerin hidroliz
orant ve derecesi, esterifikasyonun artisiyla hizlica azalmaktadir.  Endo-
poligalakturonazlar, substrat olarak oligogalakturonatlar kullanildiginda farkli atak
mekanizmalar1 gostermektedirler. Bu farklar enzimin aktif merkezinin yapisi ile yakindan
ilgili olmakla birlikte, 6zellikle katalitik gruplarin durumu ve substrat baglama bolgesinin
biyiikliigi ile ilgilidir. Substrat molekiiliindeki karboksil gruplarinin ve bazi ikincil alkol
gruplarinin enzim-substrat iligkisinde rol aldig1 sanilmaktadir. (Pickersgill, R. vd., 1998).

Endo-pektinazlar endo enzim olup, substrattaki glikozidik baglari kopararak substrat
¢ozeltisinin viskozitesini hizl1 bir sekilde diisiirmektedir. En diisiik molekiil agirlikli ve
tamamen metillenmis tetra ve tri galakturonatlar1 parcalayan endo-pektinaz, Aspergillus
niger ve Aspergillus foncecanus’tan saflastirilmis enzim, substrati ile baglandiginda
substratta yer alan karboksil gruplarinin ve tirozin kalintilarinin etkin olduguna ait deliller
bulunmaktadir. Bir pektik asit (substrat) ¢ozeltisinin endo-poligalakturonazlarla etkilesimi
sonucunda, yogunlugunun %50 diismesi, a-1,4 glikozit baglarinin ancak %2 kadarinin
hidrolize oldugunu gostermektedir (Hirose vd., 1999). Ekzo-poligalakturonaz, pektin
polimerinin dis kisimlarindaki o-1,4 glikozit baglarini hidrolize eder, galakturonik asit
kalintilarin1 agiga cikartir. Ekzo-poligalakturonazlar, yiliksek bitkilerde, bazi boceklerin

barsak sistemlerinde, baz1 fungus ve bakterilerde bulunmaktadir. Bu enzimin varlig
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genellikle galakturonik asit monomerlerinin serbest indirgenmis gruplarinin tayini ile

yapilmaktadir (Kawano, C.Y. vd., 1999).
2.5 Pektinazlarin Kullanim Alanlari

Pektinaz, endiistriyel pektik enzim preparatlari i¢in kullanilan genel bir isimdir. Aspergillus
niger tarafindan pektinaz yapimi, meyve ve sebze suyu teknolojilerinde c¢ok fazla
uygulanmaktadir. Meyve ve sebze teknolojilerinde kullanilmaktadir. Ticari pektinazlar,
meyve Uriinlerinin tadimi etkilemektedir. Enzim iiretimi, indiikleyici olmadan daha fazla
miktarda enzim iireten ve katabolik baskilamaya direngli mutantlarin se¢imi yoluyla
gerceklestirilebilir.Pektinazlar 60 yildan daha fazla siiredir gida ve meyve suyu tiretiminde
kullanilmaktadir. Ticari pektinaz iretiminde kullanilan asil mikroorganizma A.niger dir.
Yiiksek poligalakturonaz aktivitesine sahip pektik enzimlerin kullanimi ile meyve

suyundaki bulanikligin kararli hale gelmesi basarilmistir.

Kullanim alanlarina gore pektinazlar ikiye ayrilir; asidik pektinazlar (optimum pH < 7) ve
alkali pektinazlar (optimum pH > 7) .Gida endiistrisinde ve sarap yapiminda kullanilan
asidik pektik enzimler genellikle mantar kokenlidir ve 6zellikle A.niger’den gelmektedir.
Asidik pektinazlar elma suyu ve sarabi, armut suyu, lizim suyu ve sarabi, ¢ilek suyu,
bogiirtlen suyu, portakal suyu ve limon suyu yapimi, trunggil kabuklarindan yag eldesi,

kuru hayvan yemi, mango, seftali, guava, papaya, ananas ve muz sularinin yapimudir.

Alkali pektinazlar genellikle bakteri kokenlidir ve endiistride en ¢ok Bacillus spp. Kokenli
olanlar kullanilirlar. Alkali pektinazlarin endiistride kullanildig1 alanlar; keten, kenevir ve
rami liflerinin ayrilmasi, pektik atik sularin muamelesi, Japon kagidi iiretimi, kagit tiretimi,

yag ekstraksiyonu, ¢ay ve kahve fermantasyonudur.

Bira ve Sarap Biyoteknolojisinde , pektin liziimiin hiicre duvarinda bulunan en 6nemli yap1
bilesenedir. Olgunlasma esnasinda pektinaz tarafindan pargalanir, ancak iiziime ait
pektinaz bu faliyeti ¢ok yavas siirdiiriir ve bu nedenle verimi arttirmak amacl dis kaynakli
pektinaz enzimleri kullanilir. Uziimiin pektin seviyesi siranmn vizkozitesini belirler. Dis
kaynakli pektinaz enzimleri, liziimiin poligalakturonaz (PL) enzimlerini faliyete gecirir ve
vizkozitenin azalmasiyla birlikte, sikmaiglemi sirasinda daha fazla iiziim suyu elde
edilmesine yardimci olurlar. Ekstraksiyon ve berraklastirma islemlerine yardimci
olmasmin yani sira pektinaz enzimleri, atik pektinlerin yikiminda gorev alarak da slizme

isleminin kalitesini arttirmaktadir. (Herron, S.R. vd., 2000).
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Gida Biyoteknolojisinde ,
Parcalayic1 enzimler (pektinazlar,seliilazlar,hemiseliilazlar karigimi) :

Coziinebilen pektin ve hiicre duvari bilesenlerinin hidrolizi vizikoziteyi diisiiriir ve meyve
suyunun tekstiiresini saglar. Meyve sikilabilirligini arttirmak, zeytinden yagini ¢ikarmak,

aromanin, enzimlerin, proteinlerin, polisakkaritlerin ve nisatanin giderilmesinde kullanilir.
Poligalakturonazlar :

Cilek, kiraz gibi meyvelerde ve ¢ekirdekli meyvelerde doku kirilmasiyla viskoziteyi hizla

diisiiriir, meyve ezilebilirligini ve renk yogunlugunu gelistirir.
Yiiksek pro-pektinaz, diisiik seliilaz ile birlikte poligalakturonaz :
Yiiksek viskoziteli meyve piiresi tiretmi.

Diistik pektin esteraz ve hemiseliilaz ile birlikte poligalakturonaz ve pektin transeliminaz :
Diistik viskoziteli, homojen sebze suyu iiretimi.

Hemiseliilaz ile birlikte poligalakturonaz ve pektin transeliminaz :
Meyve suyunun aritilmast.

Pektinaz ve B-glukozidaz :

Meyve ve sebzelerin duyumsal 6zelliklerinin arttirilmasi.

Pektin liyaz aktiviteleri ve poligalakturonaz olmadan pektin :
Meyvenin islenmesini saglar, yiiksek kalitede ketgap tiretimi.
Ramnogalakturonaz :

Meyve suyunun stabilitesini saglar, homjen elma suyu tiretimi.
Seliilaz ve pektinaz :

Antioksidanlarin meyve ve sebzelerin posasindan ayrilmasini saglar. Koroner kalp

yetmezligi ve damar sertliginin kontrolii, meyvenin bayatlanmasinin 6nlenmesi.
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MATERYAL VE YONTEM

Kullanilan Aletler

Sterilizasyon iglemi i¢in Fissler marka diidiiklii tencere (10L)

Enzim indiiksiyonu saglamak icin Sartorios ¢alkalamali inkibator

Enzim aktivite ve protein tayini i¢in Philips PU 8740 UV/VIS Spektrofotometre
Tampon ve ¢ozelti pH kontrolii i¢in CyberScan pH 500 pH metre

Santrifiij i¢in Sigma 3K 30 santrifii

Enzim aktivite tayininde kullanilan GFL 1086 calkalamali su banyosu

Kullanilan tampon, ¢6zelti ve kiiltiirlerin saklanmasi i¢in Bosch marka

buzdolab1

Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler gizelge 3.1 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Firma No

Pepton Sigma / P-6588
MgS04.7H20 Riedel-de Haen /13142
KH2PO4 Merck / 1.04871
(NH4)2504 Lachema / 30786
Agar-Agar Merck / 1.01613
MnS04.7H20 Sigma / M-6528

BSA Fluka / 27815




28

Coomassie Blue Merck / 1.00201
ZnS0O4.H20 Sigma / Z-4750
3-5 dinitrosalisilic acid (DNS) Sigma/ 0550
NaOH (Merck 1.06498) Merck / 1.06498

3.3 Calismada Kullanilan Mantar Susu

Calismada kullanilan mikroorganizma Trichoderma reseii, Temmuz 2009 tarihinde Viyana
Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloji Enstitiisii tarafindan temin

edilmistir.

34 Mikroorganizma Uretim Ortanu ( Kat1 Besiyeri)

% 3,9 g patates-dekstroz agar (PDA), %3 malt ekstresi ve %2 agar agar kullanilarak,
PDA ve MEA kat1 besiyerleri hazirlanmigtir. 20 dakika 121 °C buharli basingta sterilize
edildi. Daha sonra steril petri kaplarinin 2/3’sini kaplayacak sekilde petrilere dokiildii ve +
4°Cde muhafaza edildi.

Kat1 besiyerlerine saf kiiltiirden ekim yapildi. Bunun i¢in saf kiiltiirden alinan kiigiik
miktarlar petrideki kati besi ortaminin ortasina birakildi. 30 °Cde 5 giin inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda besi yeri yiizeyi tamamen kaplandi. Bu yol ile hazirlanan mikroorganizma

+4 °C’ de 3 ay boyunca saklanabilir.

3.5 Spor Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kat1 besiyerinde ilireyen mikroorganizmalar1 ¢ozelti icine almak ve asilama isleminde
kullanmak i¢in, sporlar ekim ignesi yardimi ile yiizeyden kazinarak 5 ml steril su ilave

edilerek ¢ozeltiye alindi.
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3.6  Enzim Uretim Ortam ( Siv1 Besiyeri)
Enzim {iretim ortaminin bilesimi :

%10 Gliserin (v/v)
Pepton

Maya Ekstresi
KH2PO4
MgS04.7H20
FeSOa4.7H20

CaCl2.H20

seklindedir. Calismanin konusu olan enzim iiretimine etki eden optimum konsantrasyon,
optimum pH ve optimum sicakligin bulunmasi i¢in sirasiyla, uygun konsantrasyondan
sonra pH’1 3,5-6 arasinda olan ve her iiretim ortamindan toplam 4 adet erlen (100’ er ml )
ile ¢alisildi. Bulunan optimum pH yardimi ile daha sonra 25°C, 30°C, 35°C ve 40 °C de

optimum sicaklik denemesi yapildi.

Hazirlanan spor c¢ozeltisinden 0,5 ml enzim iiretim ortamina enjekte edilerek uygun

konsantrasyon, pH ve sicaklik denemeleri igin 3 giin 120 rpm ¢alkalamali inkiibatérde

inkiibe edildi.

Sekil 3.1 Farkli gliserin konsantrasyonlarina sahip, ekim yapilmis kiiltivasyon ortamlarini
inkiibator igerisinde gosteren resim (YTU Biyokimya Lab, Davutpasa)

80 ml

0,4 g/L
04 g/L
0,24 g/L
04 g/L
0,01 g/L

0,1g/L
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3.7  Enzim Aktivitesinin tayini

Pektinaz enziminin aktivitesi , Jing Debinga vd.,. tarafindan 6nerilen (2004) metoda goére

substrat olarak pektin kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Cozeltiler ;

=  50mM Sodyum asetat tamponu pH 4,8 : 0,85 g sodyum asetat ve 0,36 ml glacial asetik

asit ¢ozeltisi ¢oziilerek balon jojede 100 ml ye tamamlandi.

* % 1 lik Pektin ¢ozeltisi : 0,1 g pektin 10 ml pH’1 4,8 olan 50 mM sodyum asetat

¢Ozeltisinde ¢oziildii.

= DNS ¢ozeltisi (3,5 dinitrosalisilik asit) : 10 g 3,5-dinitrosalilik asit ; 10 g sodyum
hidroksit, 2 g fenol ve 200 g sodyum potasyum tartarat 1 litre destile suda ¢oziildii.

*» Enzim Cozeltisi (6rnek ¢ozelti) : Enzim iiretim oratamina enjekte edilen 0,5 ml spor

¢ozeltisi ile 3 giin inkiibasyon siirecinde elde edilir.

Bu yontemde 2 ml %] lik pektin ¢ozeltisi (sodyum asetat tamponu i¢inde ¢oziilmiis) 0,5
ml enzim ¢ozeltisi ile karigtirillarak 40 °Cde 30 dakika sicak su banyosunda bekletildi.
Daha sonra oda sicakligina 1sis1 diisiiriildii. 2,5 ml DNS eklendi ve 5 dakika kaynar sicak
suda bekletildi.10 ml distile su eklendi. Absorbans degerleri, 540 nm’de 1ml kuvars kiivet
igcinde spektrofotometrede sodyum asetat koriine karsit okundu. Bu absorbsiyon degerinin
d-galakturonik asid regresyon denklemine uygulanmasiyla enzim tarafindan bir dakikada
aciga cikarilan d-galakturonik asid miktart pmol / dakika olarak belirlendi. (Debinga, J.
vd., 2007).

Bir iinite enzim aktivitesi ; standart kosullar altinda bir dakikada pektinden 1pmol D-

galakturonik asid olusmasini saglayan enzim miktaridir.

3.8 D-galakturonik asid Standart Egri grafiginin Cizilmesi

Sodyum asetat tamponu igerisinde %1 lik D-galakturonik asid ¢6zeltisi hazirlandi. Bu
¢ozeltiden 0,05-0,2 mg/ml konsantrasyonlarinda seyreltik D-galakturonik asid standartlar
hazirlandi. Seyreltik ¢ozeltilerin kullanilmasi ile her 24 saatte bir alinan 6rneklerde DNS
metodu ile 540 nm de aktivite 6l¢iimi yapildi. Elde edilen veriler en kiiciik kareler
yontemine gore diizenlendi. Absorbans ve D-galakturonik asid konsantrasyonlari arasinda

standart egri ¢izildi. Regresyon denklemi ;y = 4,688x + 0,3847 olarak bulundu.
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Cizelge 3.2 D-galakturonik asid standart egri grafigi

D-galakturonik asid standart egri grafigi
1,5
1,3
c
E 1,1
%
2 0,9
< /
0,7 —
0,5 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
konsantrasyon (mg/ml)

3.9  Protein Tayini

Protein tayini Bradford (1976) yontemine gore yapildi. Sigir serum albumini (BSA)
standart olarak kullanildi.

Cozeltiler
Renk reaktifi: 100 mg Coomassie Blue G-250, 50 mL % 96 (v/v) etonolde ¢oziildiikten
sonra 100 mL %85 (v/v) O-fosforik asid eklendi. Destile su ile balon jojede 1 L ye

tamamlandi.

Bu yontemde, 0,8 mL protein miktar1 tayin edilecek ornek {izerine 0,2 mL renk reaktifi
eklendi. Ve kore kars1 5 dakika-1 saat araliginda 595 nm de spektrofotometrik olarak

okundu.

Kor 0,8mL distile su ve 0,2 mL renk reaktifinin karistirilmasi ile hazirlandi. Elde edilen
absorbans degerlerinin BSA ile c¢izilen standart grafige uygulanmas: ile, protein miktari

mg/mL olarak hesaplandi.

3.10 BSA Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

mg/mL konsantrasyonda stok BSA ¢ozeltisi hazirlanarak bu stok ¢dzeltiden uygun
seyreltmeler yapilarak 0,2 - 1 mg/mL konsantrasyon araliindaki ¢aligma ¢ozeltileri

hazirlandi. Elde edilen standart c¢ozeltilere Bradford deneyi uygulandi. Deney bes kez
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tekrarland1. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler metodu uygulanarak grafik

cizildi. Sekil 10’ da gosterilmistir.

Cizelge 3.3 BSA standart egri grafigi

BSA standart egri Grafigi

y =0,2448x + 0,14311
0,45
0,4

0,35 __—
03 _—
0,25 _—
0 .'/
0,15
01
0,05

absorbans nm

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12

konsantrasyon mg/ml

3.11 Kiiltiir Ortaminda Pektinaz aktivitesini Etkileyen Fizyolojik kosullarin

belirlenmesi

3.11.1 Pektinaz Uretimi i¢cin Uygun Konsantrasyonun Saptanmasi

Enzim indiiksiyon ortaminda pektinaz iiretimine konsantrasyonun etkisini saptamak
amaciyla ti¢ farkli gliserin konsantrasyonuna sahip besiyerleri hazirlandi. Bu besiyeri
gliserin konsantrasyonlar1 sdyle ayarlandi, %5, %10 ve %15 (v/v) oraninda gliserin her
biri 80 ml olacak sekilde ii¢ ayr1 erlenlere konur ve 0,4 g Pepton, 0,4 g maya ekstresi,
0,24g KH2PO4 , 0,4 g M@gS04.7H20 ve 4 ml iz element eklenerek ¢ozeltiler olusturulup,

erlenlere paylastirildi.

50x iz elementi cozeltisi

250 mg/l FeSO,. 7 H,0O
80 mg/l MnS04.H,0
70 mg/l ZnS0O47H,0
100 mg/l CoCl,. 2H,0
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1. S1iv1 Besiyeri: %5 (v/v) gliserin igermektedir.
2. Sv1 Besiyeri: %10 (v/v) gliserin igermektedir.
3. S1v1 Besiyeri: %15 (v/v) gliserin icermektedir

S1v1 besiyerleri 20 dakika 121 °C’de buharli basingta sterilize edildi. Spor ¢6zeltisinden 0,5
ml her bir erlene enjekte edildi. Ug giin 30 °C 120 rpm ¢alkalamali inkiibatérde bekletildi.

Bekleme siiresinden sonra DNS yontemi ile absorbans 6l¢iildii.

3.11.2 Pektinaz Uretimi icin uygun pH ‘1n saptanmasi

Enzim indiiksiyon ortaminda pektinaz tiretiminde pH’1n etkisini saptamak amaciyla 4 adet
erlene paylastirildi. Uretim ortamlar1 0,IN HCL ve 0,IN NaOH kullanilarak 3,5-4-4,5-5-
5,5-6 gibi farkli pH lara ayarlandi. 20 dakika 121 °Cde buharli basingta sterilize edildi.
Spor ¢ozeltisinden 0,5 ml her bir erlene enjekte edildi. Ug giin 30 °C120 rpm calkalamali
inkiibatorde bekletildi. Bekleme siiresinden sonra DNS yontemi ile absorbans o6lgiildii,

protein miktarlar1 hesaplanarak total aktivite ve spesifik aktivite degerleri bulundu.

3.11.3 Pektinaz Uretimi icin Uygun Sicakh@in Saptanmasi

Enzim indiiksiyon ortaminda pektinaz iiretimine sicakligin etkisini saptamak amaciyla 400
mL enzim iiretim ortam paralelleri ile birlikte 4 adet erlene paylastirildi. Uretim ortamlar
pH’ 1 4,5 e ayarlanmis olarak 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C de 120 rpm calkalamali
inkiibatorde {i¢ giin bekletilmistir.

3.12 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

3.12.1 Total Unitenin Hesaplanmasi

Standart D-galakturonik asid egrisi kullanilarak bulunan indirgen seker miktar1 asagidaki

denklemde yerine yazilarak hesaplandi. (U/mL)

Total Unite = mg/ml indirgen seker x 100/t x Mc

mg/mL : Orneklerin absorbanslarma karsilik gelen D-galakturonik asid miktart
t . Inkiibasyon zamani (dk)

Mc . Serbest birakilan D-galakturonik asid in molekiil agirligi
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3.12.2 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total iinite degerleri mL deki mg protein miktarlarina boliinerek spesifik aktivite

hesaplandi. U / mg.
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4. SONUCLAR

Mikroorganizma once PDA kati ortamina, sonra enzim iiretim ortamina transfer edildi.
Substrat eklenip pektinaz aktivitesini etkileyen pH ve sicaklik kosullar1 belirlendi. D-
galakturonik asid standart egrisi kullanilarak indirgen seker miktarlar1 bulundu. mL’ deki

protein miktarlari total protein standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

4.1 Pektinaz Uretimi icin Uygun Konsantrasyonun Belirlenmesi

Ug giin 30 °C 120 rpm ¢alkalamali inkiibatorde bekletildi. Bekleme siiresinden sonra DNS
yontemi ile absorbans 6l¢iildii . Total iinite ve spesifik aktivite hesaplandi. Ortam pH s1 4,5

ve konsantrasyonu %10 olan iiretim ortaminda en yiiksek enzim aktivitesi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli gliserin konsantrasyonlarindaki iiretim ortamlarinda tespit edilen total
tinite ve spesifik aktivite degerleri

Konsantrasyon Total Unite U/ml Spesifik Aktivite (U/mg)
%5 Gliserin 0,230 0.383
% 10 Gliserin 0,437 0.410
% 15 Gliserin 0,417 0.115
0,45
0,4
0,35
o 0,3
é 0,25
<
E 0,2
&
& 015
0,1
0,05
0
yuzde 5 yuzde 10 yuzde 15

Konsantrasyon (v/v)

Sekil 4.1 Gliserin konsantrasyonunun spesifik aktivite degisimi
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4.2  Pektinaz Uretimi icin Uygun pH Degeri

Enzim iiretim ortaminin baslangic pH’lar1 3,5 -4 — 45 -5 - 55 — 6 olarak ayarlandi.
Trichoderma Reesei sporlari enjekte edildi ve 30 °Cde ¢alkalamali kosulda inkiibe edildi. 3
giinliik siire sonunda yapilan total iinite ve protein 6l¢iimler ile spesifik aktivite hesaplandi.
Ortam pH’s1 4,5 olan enzim iiretim ortaminda en yiiksek pektinaz aktivitesi elde edildigi

gozlenirken pH 3,5 ve pH 6 da en az enzim aktivite tespit edilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli pH lardaki enzim iiretim ortamlarinda tespit edilen total iinite degerleri

pH Total Unite U/ml Spesifik Aktivite (U/mg)
3,5 0,01 0.0158
4 0,270 0,879
4,5 1,055 0.99
5 0,087 0,071
55 0,324 0,601
6 0,0387 0,088

0,06
=
T 0,05
[}
= 0,04
g 0,03
2 0,02
2
S 0,01
% 0
= 35 4 4,5 5 55 6
i
o pH
0

Sekil 4.2 Farkli pH lardaki enzim iiretim ortamlarinda tespit edilen spesifik aktivite
degerleri



Total tinite U/ml
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4.3 Pektinaz Uretimi icin Uygun Sicakhk Degeri

Inkiibasyon sicakligmin Trichoderma .reesei tarafindan salgilanan pektinaz aktivitesinin
etkisini saptamak amaciyla hazirlanan enzim iiretim ortamina spor ¢ozeltileri eklendi. 25
°C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C de ( pH 4,5 © da ) calkalamali inkiibatorde 3 giin bekletildi.
Inkiibasyonun 3. giiniinde alinan &rneklerde yapilan incelemede 30°Csicaklikta Slgiilen
total iinite ve protein Ol¢iimleri sonunda pektinaz aktivitesinin en yiiksek degere ulastigi

tespit edildi.

Cizelge 4.3 Farkli sicakliklardaki enzim iiretim ortamlarinda tespit edilen Total iinite

degerleri
. Spesifik Aktivite
pH 4,5 Total Unite U/ml
(U/mg)
25°C 0,0179 0.043
30 °C 0,278 0,678
35°C 0,119 0,386
40 °C 0,00152 0.012

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

25°C 30°C 35°C 40 °C
Sicaklik (°C)

Sekil 4.3 Pektinaz enzim aktivitesinin sicakliga gore total linite degisimi
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5. TARTISMA

Mikroorganizmalarin  hiicre disina salgiladiklart  glukanazlar, kitinazlar, lipazlar,
pektinazlar ve proteazlar patojenik mantarlarin hiicre duvarindan salgilanan enzimlerdir.
Pektin, tiim kara bitkilerinde bulunan dogal bir polisakkarittir. Molekiil agirligt 30 000 —
100 000 arasinda degisir.Pektinin temel yapitas: a-galakturonik asittir. Galakturonik asitin
olusturdugu linear poligalakturonik asit ana zincirde a- 1,2 glikozidik bagla baglanmis
ramnoz molekiilleri yer almaktadir. Ramnoz molekiillerine, uzun yan zincirler veya
monomerler olarak nétral sekerler baglanmistir. Su halde pektin molekiilleri, linear zincir (
diiz bolge ) ve yan zincirlerinin bulundugu kisimlar ( tiiylii bolge ) olmak iizere 6zel bir
yapidadir. Pektin denildigi zaman, gergekte Ozellikleri benzer pektik madde grubu
anlagilmaktadir. Bircok meyve ve sebzede bulunan, hiicre duvarinin yapisinda yer alan,
hiicreleri birbirine baglayan pektik bilesikler, pektinik asit, pektik asit, pektat, protopektin
pektin gibi bilesikleri kapsamaktadir. Pektik maddeler, galakturonik asit veya galakturonik

asidin metal esterleri olup birbirlerinel-4 bagi ile zincir yaparak baglanmislardir.

Pektin, bitkisel dokularda yaygin olarak bulunmasina ragmen, her bitkiden pektin iiretimi
ekonomik olmamaktadir. Bunun yani sira bitkisel dokularda yeterli pektin bulunsa bile,
pektinin nitelikleri kullanim agisindan uygun olmayabilir. Gida endiistrisinde kullanilmak
lizere iretilen pektinin baslica hammaddeleri; turunggil kabuklart ve elma posasi gibi

meyve suyu iiretiminde olusan atiklardir.

Pektinazlar pektik maddeleri pargalayan bir grup enzimdir. Pektin bitki hiicre duvarinda
bulunan, bitki dokularinin biitiinliigiinii saglayan yapisal bir polisakkarittir. Pektik enzimler
endiistriyel olarak meyve sularinin berraklastirilmast ve konsantre edilmesi, saraplarin
berraklastirilmas:t ve keten ig¢in seliilloz liflerinin hazirlanmasinda kullanilmaktadir.
Trichoderma reesei’ de pektin metobolizmasindan sorumlu hiicre dis1 pektinaz
sorumludur. En ytiksek enzim aktivitesi %10 luk gliserin konsantrasyonunda pH 4,5 olan
besi ortaminda 30 °C sicaklikta, ¢alkalamali inkiibatorde 3 giin siire sonunda elde edildi.
Optimum kosullarda enzim aktivitesi 0,278 U/mL, spesifik aktivite 0,678 U/mg protein
olarak bulundu. Yillar boyunca filamentéz mantarlardan iretilen enzimler gida iiretim
proseslerinde kullanilmistir. Biiyiik 6lgekli fermantasyonun endiistride yaygin bir sekilde
kullanilmast , proses miihendisliginde ki ilerlemeler ve genetik olarak modifiye edilmis
suslarin gelisimi bugiin endiistri {iretiminde filament6z mantarlarin kullanilmasina neden
olmustur. Genellikle dogada bulunan suslar ihtiyactmiz olandan daha ¢ok daha diisiik
miktarlarda protein iirettiginden ticari olarak kullanilmamaktadir. Bu yilizden istenilen

hedef proteini alabilmek i¢in dogadaki suslara genetik transformasyon yapilmaktadir.
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Viyana Teknik Universitesi’nden temin edilen bu sus, rekombinant gen teknolojisi ile
pektinaz enzimi iiretme geni eklenmis olmasiyla bilinmektedir. Bu ¢alismada s6z konusu
sus kullanilarak pektinaz elde edilmistir. Bu ozellige sahip bir sus ile calismanin
arastirmacilar acisindan en biiylik avantaji; kiiltivasyon ortaminda, uzaklastirilmasi zor
olan pektine gereksinim duyulmamas: ve bdylece saflagtirma isleminde kolaylik ve

ekonomik kazang saglamasidir.

Yapilan ¢alismalarin sonucunda, genelde endiistride Aspergillus niger tarafindan iiretilen
pektinazin Trichoderma Reesei mantarindan diisik pH ve diisiik 1silarda endiistriyel

alanlarda gilivenle kullanilabilir oldugu saptanmustir.
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