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OZET

FARKLI BESIYERI BILESIMLERI VE FERMENTASYON STRATEJILERI
KULLANILARAK MIiKROBIYAL POLIGALAKTURONAZ URETIMININ
OPTIMIZASYONU

Ercan KARAHALIL

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. irfan TURHAN

Subat 2020; 121 sayfa

Uretim maliyetlerini diisiirmek amaciyla fermentasyon ortaminda diisiik maliyetli
materyallerin kullanimi son yillarda aragtirmacilar tarafindan benimsenen bir yaklagim
olmustur. Bu ¢alismada Aspergillus sojae ile poligalakturonaz enzimi iiretiminde 11
farkli karbon kaynag1 ve 9 farkli azot kaynagi denenmis olup en verimli secilenler ile
biyoreaktér denemeleri gerceklestirilmistir. Fermentasyon ortamindaki asir1 fungal
gelisimin kontrolii i¢in mikropartikiil teknigi kullanilmis ve tiim denemelerde tekrar
edilebilir sonuclar elde edilmistir. Kii¢lik 6l¢ekli (5-L) biyoreaktdrde substrat miktari ile
hava akis hiz1 Merkezi Kompozit Tasarimi kullanilarak en yliksek enzim aktivitesi i¢in
optimize edilmistir. Bu amagcla, optimum kosullarda (54.14 g/L substrat miktari, 0.25 vvm
havalandirma hizi) gerceklestirilen fermentasyonlar i¢in en yiikksek enzim aktivitesi
ultrafiltrasyon sonrasinda 126.91 U/ml olarak tespit edilmistir. Belirlenen optimum
kosullar kullanilarak kii¢iik ve biiyiik 6lcekli (30-L) biyoreaktorlerde gerceklestirilen
enzim {Uretimlerine ait deneysel sonuclarm 10 farkli matematiksel model ile uyumu
incelenmigtir. Kiiclik 6l¢ekli biyoreaktdr denemeleri icin deneysel veriler ile en uyumlu
modeller Modifiye Gompertz, Modifiye Richards, Modifiye Lojistik ve Huang modelleri
olarak tespit edilmistir. Biiyiik 6l¢ekli iiretim icin ise deneysel verilere en yakin aktivite
tahminleri Modifiye Richards ve Modifiye Lojistik modelleri ile saglanmistir.

Fermentasyonlardan elde edilen fermente sivi Ornekleri enzimin kismi
saflastirmasi i¢in 10 ve 100 kDa’lik ayirma sinirlarinda ultrafiltrasyon kullanilmaistir.
Ultrafiltrasyon Oncesi ve sonrasina ait Orneklerde protein miktar tayini yapilmis ve
bdylece spesifik aktivite degerleri belirlenmistir. Ayirma sinirmnimn 100 kDa oldugu
ultrafiltrasyonda spesifik enzim aktivitesinde 2.45 kat artig saglanmis ve 278.90 U/mg
olarak belirlenmistir. Ultrafiltrasyon sonrasinda elde edilen permeat ve retentat 6rnekleri,
enzimin toz formda ticari bir preparat olarak {iretilebilme potansiyelini belirlemek
amaciyla liyofilizasyon (dondurarak kurutma) islemine tabi tutulmus ve saflagtirma
katsayilari tespit edilmistir. Uretilen poligalakturonazin pektin, karboksimetil seliiloz ve
poligalakturonik asite olan ilgisi incelenmis ve Km degerleri sirasiyla 21.2, 10.8 ve 4.1
mg/ml olarak bulunmustur. Bununla birlikte, enzimin pektin, karboksimetil seliiloz ve
poligalakturonik asit substratlarinda Vmax degerleri sirasiyla 101.7, 33.7 ve 40.2 pmol
dk* mg™? olarak belirlenmistir. Uretilen poligalakturonaz Ag*, K* ve Na* iyonlar ile
etkilesime gectiginde aktivitesi stabil kalirken EDTA ajani, Ba?*, Fe®*, Mn?*, Co?* ve Sr?*
iyonlarinin enzim {izerinde inhibitér etki gosterdigi tespit edilmistir. Son olarak,



fermentasyon Oncesi, fermentasyon siireci ve fermentasyon sonrasi asamalarda
kullanilmis olan hammadde, sarf ve enerji giderlerinin gilincel birim fiyatlar1 esas alinarak
temel bir maliyet analizi hazirlanmistir.

Tez sonucunda; fermentor ortaminda asir1 kiif gelisimi ile kontrolii zorlagsan
calisma kosullart mikropartikiil kullanimi ile iyilestirilerek standart-tekrar edilebilir
iretimler gergeklestirilmis, iiretim verilerinin matematiksel modellerle uyumluluklari
belirlenmis, iiretilen poligalakturonaz basarili bir sekilde karakterize edilmis, kismi
olarak saflastirilmis ve liyofilizasyon ile toz formda elde edilmistir. Ayrica dogal karbon
kaynaklarimin kullanimi i¢in temel bir maliyet analizi yapilarak poligalakturonazin diisiik
maliyet ile liretim potansiyeli ortaya konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Poligalakturonaz, Biyoreaktor, Mikropartikiil, Merkezi
Kompozit Tasarim, Matematiksel modelleme, Ultrafiltrasyon, Liyofilizasyon, Maliyet
analizi
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF MICROBIAL POLYGALACTURONASE
PRODUCTION USING DIFFERENT MEDIA COMPOSITIONS AND
FERMENTATION STRATEGIES

Ercan KARAHALIL

PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN

February 2020; 121 pages

In recent years, the evaluation of low-cost materials in fermentation media to
reduce production costs has been an approach adopted by researchers. In this study, 11
different carbon sources and 9 different nitrogen sources were used in the production of
polygalacturonase enzyme from Aspergillus sojae, and bioreactor experiments were
carried out with the most efficient ones. To control excessive fungal growth in
fermentation media, microparticle technique was used and thus repeatable results were
obtained in all trials. In a small-scale bioreactor, the concentration of substrate and
aeration rate are optimized using the Central Composite Design for the highest enzyme
activity. For this purpose, after ultrafiltration, the highest enzyme activity was determined
as 126.91 U/ml for the fermentations performed under optimum conditions (54.14 g/L
substrate concentration, 0.25 vvm aeration rate). Enzyme production was performed in
small (5-L) and large-scale (30-L) bioreactors using the determined optimum conditions
and the compatibility of the experimental results with 10 different mathematical models
was investigated. The most compatible models with experimental data for small-scale
bioreactor trials were determined to be Modified Gompertz, Modified Richards, Modified
Logistics and Huang models. For large-scale production, activity estimates closest to
experimental data were calculated with Modified Richards and Modified Logistics
models.

Broth samples obtained from fermentations were passed through an ultrafiltration
system using the membranes of 10 and 100 kDa as cut-off value for partial purification
of the enzyme. Crude enzyme and ultrafiltered solutions were analyzed for quantification
of total protein, and thus specific activity values were determined. Lyophilization (freeze-
drying) process was implemented to the permeate and retentate samples obtained from
ultrafiltration to determine the potential of the enzyme to be produced as a commercial
preparation, and its purification coefficients were calculated. The affinity of the produced
polygalacturonase to the substrates of pectin, carboxymethyl cellulose, and
polygalacturonic acid was examined, and Km values were calculated as 21.2, 10.8 and 4.1
mg/ml, respectively. Further, Vmax values of the enzyme in the substrates of pectin,
carboxymethyl cellulose, and polygalacturonic acid were determined as 101.7, 33.7 and
40.2 pmol min? mg%, respectively. It was found that EDTA agent, Ba?*, Fe**, Mn?",
Co?* and Sr?* ions have an inhibitory effect on the enzyme, although the produced
polygalacturonase was stabile during interaction of the enzyme with Ag*, K* and Na*



ions. Finally, basic a cost analysis was prepared based on the current unit prices of raw
materials, consumables and energy expenditures for upstream and downstream
processing.

In the fermenter, operation conditions that are difficult to control due to excessive
fungal growth were improved with the use of microparticles and standard-repeatable
productions were achieved. The compatibility of production data with the mathematical
models was determined. Polygalacturonase was successfully characterized, partially
purified and lyophilized. In addition, an economic analysis was prepared for the
fermentation performed with natural carbon sources to show the low-cost production
potential of the polygalacturonase.

KEYWORDS: Polygalacturonase, Bioreactor, Central Composite Design, Cost analysis,
Lyophilization, Mathematical modeling, Microparticle, Ultrafiltration
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ONSOZ

Diinyada basta tarim ve gida endiistrisi olmak iizere bir¢ok iiretim alaninda agiga
cikan atik ve yan triinler degerli bilesenler acisindan zengin olmasina ragmen katma
degeri yiiksek iirlinlere doniistirmede yeterince degerlendirilememektedir. Hizli
kentlesmeye karsin atik yonetimi stratejilerinin gelistirilmesindeki yavag ilerleme
endiistriyel atiklarin birikmesine yol agmaktadir. Bu atiklarin birgogunun hastaliklara
neden olan mikroorganizmalar i¢in iyi bir gelisme ortami olmasi ve uzun siire ¢evrede
kalmalar1 endiselere neden olmaktadir. Diinya niifusunun gelecek yillarda daha yiiksek
bir ivme ile artmasinin beklenmesi ve buna paralel olarak da kiiresel gida talebinin artmasi
s6z konusu oldugundan endiistriyel atik miktarinda da 6nemli bir yiikselis olacagi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle siirdiiriilebilir atik yOnetimi modellerinin ve alternatif
degerlendirme alanlarinin arastirilmasi daha fazla 6nem kazanmaya baslamistir. Ayrica
atik degerlendirme icin arastirmacilar tarafindan 6ne siiriilen degerlendirme alanlarinin
ekonomik degeri de 6nem tasimaktadir. Dolayisi ile atik bir materyalin kompozisyonunda
bulunan bilesenlerden miimkiin olan en degerli iirlinlerin iiretiminin gerceklestirilmesi
hedeflenmektedir. Ornegin bir endiistriyel atigin gida katki maddesi ya da nutrasotik
bilesen iiretimi gibi bir amagla kullanimi yem ya da giibre zenginlestirilmesinde
kullanimina nispeten ekonomiye daha fazla katki saglayabilmektedir. Atiklarin
degerlendirilmesinde uygulanabilir en etkin teknolojilerden birisi de fermentasyon
islemidir. Sinirli degerlendirme alanina sahip ve karbonhidratlarca zengin olan birgok
endiistriyel atik fermentasyon teknigi ile katma degeri yiiksek liriinlerin iiretiminde
kullanilabilmektedir. Ustelik biiyiik 6lgekli fermentasyonlar icin maliyeti yiiksek saf
kaynaklarin yerine zengin karbon ve azot icerigine sahip tarimsal ve endiistriyel atiklarin
kullanilarak proses maliyetlerinin disiiriilmesi son yillardaki ¢alismalarin odak
noktalarindan birisi olmustur.

Narenciye meyveleri (portakal, greyfurt, limon, mandalina vb.) diinyada en ¢ok
yetistirilen meyveler arasinda olup artan tiiketici talebi nedeniyle lilkemizde ve diinyada
da tiretimi her y1l artmaktadir. Bu artis ile birlikte narenciye isleme endiistrilerinde agiga
c¢ikan yillik toplam atik miktarinin da artmasi beklenmektedir. Narenciye meyvelerinde
yas meyve kiitlesinin yaklasik yarisini atiklarin olusturmasi ve iilkemizin de onemli
narenciye ireticilerinden biri olmasi agiga ¢ikan biiylik miktardaki atik hakkinda fikir
vermektedir. Yapisinda cesitli flavonoidler, karotenoidler, diyet lifi, polifenoller, ugcucu
yaglar, askorbik asit ve bazi eser elementlerin 6nemli miktarda bulunmasi bu atiklarin
ekonomik degerini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte narenciye atiklarindaki yiiksek
seker igeriginin enzim gibi katma degeri yiiksek metabolitlerin fermentasyonla tiretimi
icin kullanilabilme potansiyeli son yillarda arastirmacilarin ilgisini ¢cekmektedir. Bu
amagla enzim, organik asit ve etanol gibi pek ¢ok iiriiniin mikrobiyal iiretiminde substrat
olarak degerlendirildigi cok sayida arastirma yapilmis olup farkli fermentasyonlar i¢in
kullanim olanaklari aragtirllmaya devam etmektedir.

Bu ¢aligmada iilkemizdeki endiistriyel atiklar iginde 6nemli bir paya sahip olan
narenciye atiklarindan portakal kabugunun substrat olarak kullanilmasiyla
poligalakturonaz enzimi iiretimleri gergeklestirilmistir. Laboratuvar olgeginde
gergeklestirilen bu liretimlere ait sonuglarin endiistriye aktarilabilir ve gelecek yillarda
yapilacak daha kapsamli projelere de 1s1ik tutacak nitelikte bir ¢alisma oldugu
diisiiniilmektedir. Diinyada bir¢ok biyoteknoloji sirketi tarafindan iiretilen s6z konusu



enzim saflastirildiktan sonra oldukgca yiiksek bir fiyatla satisa sunulmaktadir. Ulkemizin
de ithal ettigi bu iirlinlerin endiistriyel 6l¢ekte liretilmesi hem {ilke ekonomisine katki
saglayabilecek hem de iiretici a¢isindan yeni is alanlar1 olusabilecektir.

Bana bu konuyu arastirma imkanini saglayan, ¢alismalarim sirasinda karsilastigim
giicliikkleri agmada yardim ve destegini esirgemeyen ve lirettigi ¢oziimler ile her zaman
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1. GIRIS

Enzimler, herhangi bir reaksiyonu hizlandiran katalitik etkiye sahip protein bazli
makromolekiillerdir. Reaksiyona girdikleri substrata yiliksek diizeyde spesifiklik gosteren
enzimler substratlara etki mekanizmasina bagl olarak rastgele ya da terminal uglardan
baslamak tizere etki ederler ve rastgele olanlar endoenzimler, terminal uglardan etki
edenler ise ekzo enzimler olarak adlandirilirlar. Gida, yem, madencilik, deterjan ve kagit
iiretim prosesleri basta olmak {izere endiistrinin farkli kollarinda ¢ok genis bir kullanim
alanina sahip olan enzimlerin kimyasal katalizorlerle karsilastirildiginda bir¢ok iistinligii
bulunmaktadir (Dubey vd. 2019). Daha spesifik ve ¢evre dostu olmasinin yaninda enerji
tasarrufu da saglamasi enzimatik katalizi kimyasal yontemler karsisinda daha avantajl
bir konuma getirmistir. Bitki, hayvan ve mikroorganizma gibi farkli biyolojik
kaynaklardan elde edilebilen enzimlerin endiistriyel amagli kullanimlar igin gereken
Ozellikte ve yliksek miktarda eldesi mikrobiyal kaynaklardan saglanabilmektedir. Ayrica
tiretim kolaylig1 agisindan ve fizikokimyasal 6zellikleri daha iyi olan bir enzimin tiretimi
icin de mikrobiyal kaynaklar tercih edilmektedir.

Pektinazlar, yaygin olarak bitkilerin orta lamelinde ve primer hiicre ¢eperinde
bulunan kompleks heteropolisakkaritlerin (pektin ve pektik maddeler) par¢calanmasindan
sorumlu bir kolektif enzim grubudur (Fratebianchi vd. 2018). Ayrica pektinazlar bazi
meyveler basta olmak tizere yiiksek bitkilerde yaygin bir sekilde bulunmakta ve dogal
olgunlasma siireglerinde pektik materyallerin modifikasyonunda yer almaktadirlar.
Meyvelerde en fazla bulunan bilesen olan glikozidik baglari pargalama, dallanmay1
giderme veya degistirme yetenegine sahiptirler. Pektinaz grubu enzimler de-esterifiye
edici enzimler (pektin esterazlar), depolimerize edici enzimler (hidrolazlar ve liyazlar) ve
protopektinazlar seklinde reaksiyon mekanizmalar1 ve pektik materyallerin galakturonan
yapisina etkisine gore siniflandirilirlar. Genel olarak siniflandiriimalar1 pektat liyazlar
(EC 4.2.2.2), pektin esterazlar (EC 3.1.1.11) ve poligalakturonazlar (EC 3.2.1.15) olmak
lizere U¢ alt kategoride yapilmaktadir. Bu ¢aligmada iretilen poligalakturonaz,
homopoligalakturonan omurgasinda a-1,4-glikozidik baglarinin hidrolizini katalize eden
depolimerize edici bir pektinazdir (Nakkeeran vd. 2012).

Fermentasyon teknigi ile enzim iiretimine yonelik yapilan giincel c¢aligmalarin
odak noktalarindan birisi de diisiik maliyetli substrat kullanimu ile diisiik maliyetli enzim
tiretimi olmustur. Diisiik maliyetli substratlarin kullanilmas1 fermentasyonun proses
maliyetini distirmekle birlikte atiklarin ¢evreden uzaklastirilmasiyla ilgili sorunlar1 da
ortadan kaldirir. Ozellikle tarrm ve gida endiistrisinde ag13a ¢ikan karbon ve azot igerigi
bakimindan zengin atiklar arastirmacilar tarafindan fermentasyon besiyerinde
degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Endiistride agiga c¢ikan atiklar
arasinda iilkemizde ve diinyada yillik olarak en yiiksek miktara sahip materyallerden biri
de portakal kabugudur. Diinyada yillik portakal {iretimi yaklasik 51 milyon ton, dnemli
bir portakal iireticisi konumunda olan iilkemizde ise 4.3 milyon ton olarak tespit edilmis
olmast agiga ¢ikan kabuk miktar1 hakkinda bir fikir verebilir (TAGEM 2018). Portakal
kabugu gibi atiklarin elden ¢ikarilmasi, hayvan yemi ya da pektin 6n maddesi olarak
degerlendirmek amaciyla kabugun soyulmas: endiistri i¢in zorluk teskil etmektedir.
Alternatif bir kullanim alani olarak, yapisinda galakturonik asit igerigi cinsinden yaklasik
%23 pektin bulunan portakal kabugu poligalakturonaz iiretiminde bir siiredir
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degerlendirilmektedir (Fratebianchi vd. 2017; Rodriguez-Fernandez vd. 2011). Bu
calismada da portakal kabugu fermentasyon besiyerinde substrat olarak kullanilmstir.

Fermentasyonlarin gerceklestirildigi biyoreaktor gibi sistemlerden elde edilen
veriler arasindaki iliskiler dizisini agiklamak amaciyla bazi matematiksel modeller
kullanilmaktadir. Yeni gelismelere bagli olarak biyoteknoloji ve biyoproses miithendisligi
alanlarinda hem nicelik hem de nitelik bazinda 6nemli bir veri artis1 olmustur. Ancak bu
verilerin anlamli hale getirilebilmesi i¢in veriler arasindaki iligkiler aginin tespit edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla cesitli yazilim araglari kullanilmaktadir. Ote yandan,
fermentasyon caligmalarinda {iretimin modellenmesi arastirmacilara pek ¢ok kolaylik
saglamaktadir. Farklt matematiksel modeller ile tahmin edilen degerler ile sus secimi,
substrat tercihi gibi kararlar daha kolay verilebilmektedir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Farkli fermentasyon proseslerinde iiretici olarak kullanilan mikroorganizma
gruplarindan biri de kiiflerdir. Oldukg¢a verimli sonuglar verdigi bilinen basta Aspergillus
cinsi olmak iizere ¢ok sayida kiif, kat1 ve siv1 kiiltlir tekniklerinde kullanilabilmektedir.
Fermentasyon ortamimin kontaminasyona karsi daha kolay kontrol edilebilmesi,
fermentasyon sonrasi daha az isleme ihtiyag duymasi gibi iistiinliikleri olan siv1 kiiltiir
fermentasyonlarmin kiif uygulamalarinda ise bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Asiri
hiicresel gelisim funguslar ile gergeklestirilen fermentasyon ¢alismalarinda karsilasilan
en 6nemli problemlerden biridir. Fungal tiirlerin besiyeri ortaminda asir1 gelisiminin 1s1-
kiitle-oksijen transferinin homojenitesini ve hiicre duvarindan substrat ge¢isini olumsuz
etkiledigi bilinmektedir (Karahalil vd. 2019a). Bu sorunu asmak i¢in fermentasyon
parametrelerinde degisikliklerin yapildigi uygulamalar ile birlikte giincel teknikler de
kullanilmaktadir. "Mikropartikiille zenginlestirilmis gelisme ortam1" (MPEC) teknigi
giincel yontemler arasinda en dikkat cekicilerinden birisidir. Inorganik nano ve
mikropartikiillerin ipliksi mikroorganizmalarin gelisme morfolojisi iizerine genis bir
etkiye sahip oldugu pek ¢ok ¢alisma ile ortaya konulmustur (Karahalil vd. 2019a).

Farkli substratlar ile poligalakturonaz iiretimine yonelik literatiirde yapilmis
caligmalar mevcuttur. Bununla birlikte, MPEC teknigi ile fermentorde poligalakturonaz
tiretiminin incelenmesine yonelik bir arastirmanin yapilmadigi ve tiretimin matematiksel
modellemesi ile ilgili sinirlt sayida calismanin oldugu goriilmiistiir. Bu tez calismasinin
diisiik maliyetli poligalakturonaz liretimine katki saglayacagi ve gelecekte yapilacak pilot
Olgekli ve daha kapsamli calismalara 1sik tutucu nitelikte verilerin elde edildigi
diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Pektik Maddeler ve Molekiiler Yapilari

Pektik maddeler, bitkilerde meydana gelen ya da bitkilerden hazirlanan, yiiksek
miktarda anhidro-galakturonik asit birimi i¢eren karmasik kolloidal karbonhidratlar i¢in
kullanilan bir grup tanimmidir. Bitkisel dokularda pektik maddelerin gelisimi tiim
¢ekirdeklerin boliinmeye basladigi bir zamanda ortaya ¢ikmaktadir (Allen 1901). Pektin
igeren bir zar, hiicreyi iki parcaya bolerken, orta tabakada pektik madde ile seliilozik
membranlar olusur. Bitki hiicrelerinin orta lamelinde pektin varligint gosteren ilk kisi
Mangin (1888)'dir (Bonner 1936). Pektik maddeler iizerine yapilan arastirmalar ilk
zamanlar rutenyum kirmizist ile boyamaya dayaniyordu. Bunun yaninda bitkilerde
pektinin yerini tespit etmek i¢in in situ hidroksamik asit testi de kullanilmistir (McCready
ve Reeve 1955). Ancak, ince yapiya sahip olan hiicre duvarinin ortaya ¢ikmasi elektron
mikroskobu ¢alismalari ile miimkiin olmustur (Frey-Wyssling 1948). Pektik maddelerin,
istisnasiz olarak tiim fotosentetik yesil bitkilerin hiicre duvarlarinda ve hiicreler arasinda
bulundugu bilinmektedir.

Son 20 yildan bu yana farkli birgok meyvedeki pektin yapisi {izerine yapilan
aragtirmalar, farkli kaynaklardaki pektinlerin yap1 ve kompozisyonlarinin ¢ok degisken
oldugunu gostermistir (Nighojkar vd. 2019). Chan vd. (2017) ticari pektin tiretiminde
elma piiresi, narenciye kabugu, seker pancari kiispesi, muz kabugu, mango kabugu,
karpuz kabugu, domates kabugu, aycicegi kabugu, papaya kabugu, tutku meyvesi
kabugu, erik tozu, sisal atiklar1 gibi gesitli meyve kaynaklarinin kullanildigimi ve
icerdikleri pektin miktarinin %1.8 (kolza keki) ile %83.5 (domates kabugu) arasinda
degistigini bildirmistir. Ote yandan, aktif olarak biiyiiyen genc bitki dokulari, pektin
bakimindan yiiksektir. Pektik maddeler 1950'li yillarda, baz1 arabanlar ve galaktanlar ile
birlikte temel olarak galakturonandan olusan bir polisakkarit ti¢liisii olarak kabul
edilmistir (Nighojkar vd. 2019). Pektik polisakkaritlerin ana tironid zincirini a- (1 — 4)
glikozidik baglar ile birlestirilmis D-galakturonik asit birimleri olusturmaktadir. Ramnoz,
(1 — 2) baglarla uronidin indirgeyici ucuna ve (1 — 4) baglarla bir sonraki {iironit
tinitesinin indirgenmeyen ucuna baglanir, aksi halde diiz zincirde bir biikiilme meydana
getirir. Bununla birlikte, ramnozun mol yiizdesi pektin kaynagma bagl olarak
degismektedir (Ryden ve Selvendran 1990). Genellikle, arabinan, galaktan veya
arabinogalaktan yan zincirleri (1 — 4) ramnoza baglanir. Bunlara ek olarak, Sekil 2.1°de
gorildiigi gibi, yan zincirlerde D-glukuronik asit, L-fruktoz, D-glukoz, D-mannoz ve D-
ksiloz gibi bagka sekerler de bazen bulunabilmektedir (Venkatanagaraju ve Divakar
2017) .

Atmodjo vd. (2013) yaptiklar1 bir derleme ¢alismasinda ii¢ ana pektik polisakkarit
olan homogalakturonan (HG), ramnogalakturonan-1 (RG-1) ve ramnogalakturonan-1I
(RG-I1) 'yi yapisal olarak detayli bir sekilde agiklamistir. Pektinin yaklasik %65'i (a-1,4)
bagli D-galakturonik asitlerin bir homopolimeri olan HG'dir. Altinci1 konumdaki kismi
metil esterifikasyonu, O ve Oz konumundan daha az asetile HG verir. RG-II, bir
oktasakaritin yan zinciri ile ikame edilmis bir HG temel yapisina (backbone) ve HG temel
yapisi tizerinde Os'e bagl bir O ya da disakkarite bagli bir monosakarite sahiptir. RG-II,
pektinin %10'unu olusturur ve pektinin %20-25"ini olusturan RG-I ile karsilastirildiginda
yapisal olarak daha karmasik ve korunmus bir yapisi vardir. RG-1, yiiksek asetillenmis
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(O2 veya O3) galakturonik asit kalintilarini tekrarlayan bir yapidadir. Ayrica yapisal
veriler, HG, RG-I ve RG-II'nin, hiicre duvari iginde birbirine bagli bir pektin yapisi
olusturan temel yapist sayesinde kovalent baglarla baglandigini gostermektedir
(Venkatanagaraju ve Divakar 2017). Bununla birlikte, dogal pektinin tiim yapisi hiicre
duvarindan heniiz izole edilmemistir.
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Sekil 2.1. Pektinlerin temel yapisi (Venkatanagaraju ve Divakar 2017)

Pektik maddeler, 6zellikle metanol ile kismen esterlenmis olan biiyiik miktarlarda
karboksil gruplarinin  varligindan dolayr kimyasal o6zellikler acisindan diger
polisakkaritlerden farklilik gosterir. Esterifikasyon derecesi/metoksil igerigi, pektin
kaynagina ve kullanilan ekstraksiyon yontemine gore degisebilir. Poligalakturonik asidin
yapisindaki tiim karboksil gruplari esterlestiginde metoksil icerigi %16.32, dolayisi ile
esterlesme derecesi de %100 olur. Bununla birlikte, karboksil gruplarinin bazilar1 serbest
asitlerdir ve bir kismi da cesitli iyonlarla nétrlestirilir. C, veya Cs lizerindeki bazi
hidroksil gruplarinin %0.18-2.5 oraninda asetillenmesi saglanabilir (McComb ve
McCready 1957).

Yapilan bazi caligmalarda gesitli kaynaklardan elde edilen pektik polisakkaritlerin
molekiiler agirligr belirlenmistir. Bu calismalarda turunggillerin molekiiler agirligi,
23000-71000 Dalton; elma, erik ve armut, 25000-35000 Dalton; elma ve limonun
200000-360000 Dalton oldugu bildirilmistir. Degerler, ekstraksiyon islemine ve
molekiiler agirlik tayin yontemine bagl olarak degisebilmektedir. Pektin ¢ozeltileri,
polimerizasyon derecesine bagli olan yiiksek pozitif optik rotasyona sahiptir. D-
galakturonik asitin spesifik rotasyonu (%) +51.7° iken pektik polisakkaritlerinki yaklasik
+235°dir (Nighojkar vd. 2019).

Gelisim ve farklilagma sirasindaki pektin yapisinin degisimi ve c¢evresel
uyaranlara kars1 cevabi konusundaki bilgi birikimi siirekli artmaktadir. Bununla birlikte,
pektik polisakkaritlerin, bitkisel dokularda hiicre giicii, hiicre adezyonu, stoma
fonksiyonu ve savunma cevabi konusunda 6nemli bir rol oynadigini belirtmek gerekir
(Caffall ve Mohnen 2009). Ayrica bu polisakkaritlerin, sanayi ve tip alaninda
yapilarindaki modifikasyona gore degisen farkli uygulama tipleri bulunmaktadir (Amin
vd. 2019).
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2.2. Pektinazlar ve Etki Mekanizmalari

Bitkisel dokulardaki hiicre duvarlarinin olusumunda 6nemli bir rol oynayan,
cekirdegi selilloz ve hemiseliillozla tamamlayarak hiicresel yapiya giic ve biitiinliik
kazandiran pektini indirgeyen pektinazlar, hidrolaz grubu enzimlerdendir (Fratebianchi
vd. 2018). Bunun yaninda, pektinazlar bitkisel dokularda yaygin bir sekilde bulunmakta
ve meyve sebzelerin dogal olgunlasma siireglerinde pektik materyallerin
modifikasyonunda rol oynamaktadirlar. Pektik bilesenlerdeki glikozidik baglara etki
mekanizmalarina gore siniflandirilabilmektedirler (Nakkeeran vd. 2012).

Pektinaz grubu enzimler pektik maddeler tizerinde farkli etki mekanizmalarina
sahiptir (Sekil 2.2). Ekzo-poligalakturonazlar, PGA zincirinin indirgeyici olmayan
ucundan baglayarak monomerler ya da dimerleri serbest hale getirir. Ayrica
poligalakturonazlar endo-pektinliyazlar ve pektin esterazlar ile kombine edilerek yiiksek
oranda metillenmis pektinler pargalanabilmektedir (Sharma vd. 2013).
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Sekil 2.2. Pektinazlarin etki mekanizmasi (Venkatanagaraju ve Divakar 2017)

[k ticari uygulamas1 1930'da elma suyunun berraklastirilmasi ile gerceklestirilen
pektinazlarin daha sonraki yillarda kullanim alan1 oldukga genislemis ve gilinlimiizde de
artmaya devam etmektedir. Kiiresel gida ve igecek piyasasindaki %25°lik payiyla
pektinazlar enzim pazarinda onemli bir yere sahiptir. 2016 yilinda 30 milyon dolar
seviyesine ¢ikan piyasa degerinin 2021 yilinda 35.5 milyon dolara ¢ikmasi
beklenmektedir (Amin vd. 2019). Dogal ve rekombinant pektinazlara yonelik artan bu
kiiresel talep, sus gelisimi, genetik miithendisligi, metagenomik ¢alismalar, alan hedefli
mutajenez, yonlendirilmis evrim ve besiyeri miihendisligindeki geligsmeler ile de
yakindan iligkilidir (Amin vd. 2019).

2.3. Pektinazlarin Endiistriyel Uygulamalar

Pektinazlar endiistride genis kullanim alanina sahip enzim gruplarindan biridir.
Bilinen belli basli kullanim alanlar1 agagida sunulmustur.
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2.3.1.Meyve sularimin durultulmasinda kullanimi

Meyve suyunun jelatinimsi yapisi meyve suyunun ekstraksiyonunda bazi
zorluklara neden olmaktadir. Pektolitik enzimler, uygulandiklart meyve pulpundaki
pektini parcalayarak viskoziteyi diisirmekte ve kolay islenmesini saglamaktadir.
Mekanik ekstraksiyona nispeten % 90'dan fazla verim saglayabilen s6z konusu enzimler
meyve sulariin maserasyonunda ve ¢oziindiiriilmesinde de 6nemli rol oynamaktadir.
Meyve sularinda pektik bilesenlerin indirgenmesi ya da uzaklastirilmasi amaciyla
uygulanan geleneksel yontem birka¢ adimdan olusmaktadir. Bunlar, siispanse katilari
uzaklagtirmak i¢in santrifiij, depektinizasyon i¢in enzim uygulama, bulaniklig1 gidermek
i¢in bentonit ve jelatin gibi ajanlar ekleme ve son olarak bu ajanlar1 uzaklastirmak igin
diatome topragiyla filtrasyondur. Meyve suyu, membran teknolojisi ile Once
depektinizasyon sonra da ultrafiltrasyon ya da mikrofiltrasyon uygulanarak durultulabilir.
Agirlikll olarak elma suyu hazirlamada kullanildigi bildirilmektedir (Arunachalam ve
Asha 2010; Rebello vd. 2017).

2.3.2. Tekstil endistrisinde kullanim

Kumasa iplik dokuma yapilmadan 6nce dokuma sirasinda yipranmadan korumak
ve rahat hareket etmesini saglamak i¢in ¢ozgii iplikleri bir boyutlandirma ajani ile
kaplanmaktadir. Ge¢gmis yillardan beri pamuklu kumaslar i¢in miikkemmel film olusumu,
uygunluk ve diisiik maliyetinden dolay1 nisasta kullanilmaktadir. Ancak daha sonra
kumastan nigastanin uzaklastirilmasinda kullanilan kimyasal islem tamamen etkili
olmamaktadir (Arunachalam ve Asha 2010). Ayrica kimyasal yontemlerle gam
gidermenin ¢evresel kirlilige neden olmasi, alternatif bir yontem olarak pektinaz
kullanimini éne ¢ikarmaktadir. Ozellikle ksilanaz ile birlikte kullanildiginda biyolojik
olarak ¢oziinmeyen kirleticilerin neden oldugu kirlilik i¢in pektinazlar ¢evre dostu ve
ekonomik bir ¢oziim olabilmektedir (Sharma ve Satyanarayana 2012). Rami, keten ve
hint keneviri gibi liflerin yumusatilmasinda ve istenmeyen mumsu yapilarin
uzaklagtirllmasinda alkalin pektinazlar kullanilmaktadir (Liao 1989). Uygulandig:
bitkisel liflere zarar vermeyen bu enzimatik uygulama aym1 zamanda diisiik ener;ji
gereksinimi ile ¢evre dostudur (Gurucharanam ve Deshpande 1986). Bu nedenle birgok
arastirmaci tarafindan pamuk temizligi icin en uygun enzim grubu olarak kabul edilmistir
(Tzanov vd. 2001; Wang vd. 2007). Yapilan bir ¢alismada, pamugun farkli enzim
kombinasyonlariyla iglenmesi sirasinda yeterli 1slanabilirlik ve emiciligin seliilaz +
pektinaz ve seliilaz + pektinaz + proteaz kombinasyonlari ile elde edildigi bildirilmistir
(Karapinar ve Sariisik 2004).

2.3.3.Pektik madde iceren atik sularin islenmesinde kullanimi

Turunggil isleme endiistrisinde agiga ¢ikan pektik madde igeren atik sularin geri
kazanimi icin iglenmesine yonelik prosediirler birka¢ asamadan olusmaktadir. Bu
asamalar; metan olusumuna neden olan fiziksel su giderme, kimyasal koagiilasyon,
dogrudan aktif camur uygulama ve kimyasal hidroliz seklindedir. Ancak bu uygulamalar,
uzun siire gerektirdigi ve maliyetli olmasmin yaninda kullanilan kimyasallarin kirlilik
olusturmas1 gibi dezavantajlara da sahiptir. Bundan dolay1 alternatif bir yontem olarak
mikrobiyal pektinazlar pektik bilesenlerin atitk sulardan uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Sebze isleme endiistrisinde pektik madde igeren bu atik sularin alkali
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pektinazlar ya da alkali pektinolitik organizmalarla 6n islemi kararli materyalleri
uzaklastirmakta ve aktif gamur uygulamasi ile dekompoze etmektedir (Rebello vd. 2017).

2.3.4.Cay ve kahve fermentasyonlarinda kullanim

Pektinazlar, ¢ay fermentasyonlarmi hizlandirmakta ve instant cay tozlarimin
kopiikk olusumunu engellemektedir (Pasha vd. 2013; Praveen ve Suneetha 2014).
Poligalakturonaz, cay kalitesini artirmak ic¢in yaygin olarak kullanilir. Fermentasyon
sirasinda cayin rengindeki degisim, ayn1 zamanda karakteristik aromanin gelisimini de
saglamaktadir (Thakur ve Gupta 2012). Ayrica pektolitik mikroorganizmalar kahve
cekirdeklerindeki yapigkan kabugun (musilaj) uzaklastirilmasinda ve pektik maddeler
iceren fasulye kabugunun uzaklastirilmasinda kullanilabilmektedir (Arunachalam ve
Asha 2010).

Kahve ve ¢ay fermentasyonunda genellikle Bacillus tiiri bakteriler tarafindan
tiretilen alkalin pektinazlar kullanilmaktadir (Pedrolli vd. 2009). Yapilan ilging bir
calismada, substrat olarak kahve posasinin kullanildigi bir fermentasyonda iiretilen
pektinaz ile kahve posasinda musilaj giderilmesi tizerinde ¢alisilmis, bu uygulama kahve
endiistrisi i¢in de hem ekonomik, hem de katma degeri olan atik geri doniistimiinii
gosteren bir uygulama olmustur (Murthy ve Naidu 2011).

2.3.5.Kagit ve pulp endiistrisinde kullanim

Biyoteknolojideki gelismeler sonucunda, kagit ve kagit hamuru endiistrilerinin
biyo-agartma i¢in enzimlerin kullanimina olan bagimliligi arttikga, bu endiistrilerde
ksilanaz, ligninaz, mannanaz ve pektinaz gibi enzimlerin kullanimi artmaktadir (Bajpali
1999; Kirk ve Jeffries 1996). Pektinlerin varligi, yiiksek katyonik istekleri nedeniyle
kagidin olusumunda kurumayi zayiflatir ve kagidin sararmasina neden olur. Pektinazlar
PGA’lar1 depolimerize eder ve boylece siiziintiideki katyonik istegi, termo-mekanik kagit
hamurunun peroksit agartmasini azaltir (Viikari vd. 2000). Tek basina ya da farkli
mikroorganizmalar tarafindan iretilen diger enzimlerle (mannanazlar, ksilanazlar,
ligninazlar vb) kombinasyonu halinde pektinazlar, karigik sert aga¢ ve bambu kraft
hamurlarinin biyolojik olarak agartilmasi igin etkili bir sekilde kullanilmistir (Ahlawat
vd. 2008; Dhiman vd. 2009; Kaur vd. 2010). Ayrica agartma kimyasallarindaki azalmanin
atik sulardaki organoklorlu bilesiklerin azalmasini sagladig: bildirilmistir. Bir diger
uygulama alani olarak ambalaj kagidi hamurunun biyolojik olarak agartiimasi ve
miirekkebin uzaklastirilmasi, atik suyun tahliye edilmeden 6nce biyolojik ve kimyasal
oksijen ihtiyacinin azaltilmasina yardimer olmaktadir (Singh vd. 2012).

2.3.6. Hayvansal yemlerde kullanimi

Kiimes hayvanlar1 ve diger hayvanlarin yemlerinde ¢esitli enzimlerin kullanimi
1980’11 yillarin basinda denenmeye baslanmistir. Enzim kullaniminin ilk ticari basarisi
arpaya dayali besleme diyetlerinde B-glukanaz ilavesidir. Besleme enzim preparatlar
genellikle pektinazlar, glutanazlar, ksilanazlar, proteinazlar ve amilazlari igeren enzim
karisgimlaridir. Enzim ilavesi viskoziteyi azaltir ve besin 6gelerinin absorpsiyonunu
artirir. Ayrica pargcalanmayan lifleri hidrolize ederek ya da s6z konusu liflerdeki yapisal
unsurlar1 bozarak besin maddelerinin serbest kalmasini saglar, yiizey miktarini azaltir.
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Yemdeki enzim kullaniminin 6nemli etkilerinden biri de net hayvan agirligini artirmak
olmustur (Praveen ve Suneetha 2014; Rebello vd. 2017).

2.3.7.Yag ekstraksiyonunda kullanim

Bitkisel yag iiretiminde ham yag eldesi potansiyel bir kanserojen olan hekzan gibi
organik ¢oziiciilerin kullanildig1 ekstraksiyonlar ile yapilmaktadir. Pektinazlarin, aygigegi
(Kashyap vd. 2001), turunggil (Scott 1978), zeytinyag: (Ortiz vd. 2017), keten tohumu
(Kulkarni vd. 2017), hurma (Mehanni vd. 2017), gibi ¢esitli kaynaklardan yag eldesindeki
kullaniglilig1 genis capta incelenmistir. Pektinaz muamelesi diisiik yag asitleri, peroksit
degeri ve renk yogunlugu ile organik olarak ekstrakte edilen yaglardan daha st kalitede
yag vermektedir (Mehanni vd. 2017). Bununla birlikte polifenolik madde ve E vitamini
igerigini arttirabilmektedir (Iconomou vd. 2010). Ayrica, fosfolipitlerin kati fazda
tutulmasi, rafinasyon maliyetini disiirmektedir. Zeytinyag1 iretiminde ekstraksiyon
disinda zeytin taglama islemi sirasinda da eklenen enzimler daha sonraki asamalarda
ayirma islemleri ile kolayca zeytinden uzaklastirilabilmektedir (Arunachalam ve Asha
2010).

2.3.8. Tarimsal atiklarin sakkarifikasyonu

Pektinazlar ayrica pektik bilesen icerigi bakimindan zengin tarimsal atiklarda
bulunan pektini hidrolize etmek i¢in biyorafinerilerde de kullanilmaktadir (Biz vd. 2014).
Bu atiklar basit sekerler halinde islenerek biyoetanole doniistiiriilebilmekte ya da
fermente edilebilir sekerler olarak kullanilabilmetedir (Collares vd. 2012; Hossain vd.
2011). Biyokiitlenin enzimatik hidrolizi, toksik atik agiga ¢ikarmamasi ve ekonomik
olarak uygulanabilir oldugu i¢in etkili bir islem olarak gosterilmektedir (Rebello vd.
2017).

2.4. Mikrobiyal Pektinaz Uretimi ve Kullamlan Mikroorganizmalar

Endiistriyel enzimlerin, %50's1 fungus ve maya, %35'1 bakteriyel ve %15'1 bitki
veya hayvansal kokenlidir (Anisa ve Girish 2014). Mikrobiyal kaynaklar arasinda 6nemli
bir paya sahip olan fungal organizmalarin endiistriyel Ol¢ekli enzim iretimindeki
verimliligi arastirmacilarin fungal tiirler {izerine yogunlagmasina sebep olmus Ve ticari
enzimlerin {iretimi i¢in kapsamli arastirmalar yapmaya sevk etmistir (Amin vd. 2019;
Garg vd. 2016). Bitkilerin iiriin (meyve, sebze vb.) olgunlagsma siirecinde dogal olarak
bulunmasina ragmen bitkisel materyallerden pektinaz eldesinin mevsimsel sinirlamalar
ve zayif biyokimyasal 6zellikler gibi dezavantajlari nedeni ile mikrobiyal kaynaklar daha
fazla 6ne ¢ikmigtir. Bunun disinda, endiistriyel kullanim igin gereken ozellikteki
enzimlerin tiretimi bakim ve tiretim kolayligi, biiyiik dlgekli liretim, daha az yan iiriin
olusumu, yiiksek aktivite eldesi, diisiik maliyet, yiiksek stabilite, yiiksek saflikta
tiretilebilirlik gibi iistiinliiklerinden dolayr mikrobiyal kaynaklar ile miimkiin olmaktadir.
Mikrobiyal pektinazlarin ¢ok yonliiliikleri, genis substrat 6zgiilliikleri, uyarilabilirlikleri
(inducibility) ve ¢ok cesitli pektik maddelere etki etme kabiliyetleri biyoteknolojik agidan
biiyiik bir potansiyel olmalarinin diger nedenleri olarak bildirilmistir (Coskun 2010).

Pektinolitik organizmalar c¢iirlimiis meyvelerin duvari, toprak, ¢iirliyen tarimsal
atiklar ve hayvanlar gibi pek ¢ok kaynaktan izole edilebilmektedir. Baslica pektinaz
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ireten mikroorganizmalar arasinda Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia, Actinomycetes
ve Streptomycetes gibi c¢esitli bakteriler bulunmaktadir. Ticari pektinaz tiretiminde
kullanilan en 6nemli mikroorganizma gruplarindan biri de, basta Aspergillus tiirleri
olmak {izere ipliksi funguslardir. Ornegin, Aspergillus niger iyi bir pektinaz kaynagidr.
A. niger disinda mikrobiyal pektinaz {iiretimi i¢in en fazla tercih edilen fungal
organizmalar ise Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum,
Rhizopus stolonifer, Mucor racemous, Mucor hiemalis, Penicillium jenseni, Penicillium
citrinum ve Trichoderma viride seklinde siralanabilir (Rebello vd. 2017). Aspergillus
cinsi mikroorganizmalarin pektinaz iiretiminde sikca tercih edilmesinde GRAS statiiye
sahip olmalarinin etkili oldugu bilinmektedir (Naidu ve Panda 1998). Literatiirde farkli
Aspergillus tiirleri kullanilarak pektinaz {retiminin yapildigi pek ¢ok ¢alisma
gerceklestirilmistir. Poligalakturonazlarin iiretiminde de genellikle karakteristik olarak
yiiksek aktivite gosteren Aspergillus cinsine ait mantarlar kullanilmaktadir. Bu cinsin,
Aspergillus japonicus (Teixeira vd. 2000), Aspergillus awamori (Blandino vd. 2002),
Aspergillus nidulans (MacCabe vd. 2002), Aspergillus oryzae (Fontana ve da Silveira
2012), Aspergillus niger (Sandri vd. 2013), Aspergillus sojae (Tari vd. 2008) ve
Aspergillus fumigatus (Baffi vd. 2012) gibi farkli tiirleri pektinolitik enzimlerin
tiretiminde degerlendirilmistir. Bu tez ¢alismasi i¢in de; son yillarda etkin bir sekilde
poligalakturonaz iiretimi yapilan Aspergillus sojae ATCC 20235 tercih edilmistir.
Aspergillus sojae, Asya'da miso (fermente edilmis soya fasulyesi macunu) ve soyu (soya
sosu) gibi iki fermente gidanin tiretiminde giivenli bir gegmisi olan Aspergillus oryzae ile
yakindan iligkili bir mezofilik ipliksi mantardir. ATCC'de hala A. sojae olarak birakilan
A. sojae ATCC 20235'in, morfolojik parametrelere dayanarak Aspergillus sojae olarak
smiflandirilma sartlarini karsilamadigi belirtilmis (Ushijima vd. 1982) ve alpA kisitlama
restriksiyon parga uzunluk polimorfizmine (RFLP) dayanarak Aspergillus oryzae olarak
yeniden smiflandirilmistir (Heerikhuisen vd. 2005).

2.4.1. Yapilmis ¢calismalar
Onceki béliimlerde de ifade e