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PEKTINAZ ENZIMININ FARKLI iKi DESTEK UZERi*NE IMMOBILIZASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

Immobilization of Pectinase onto Two Different Support and Its
Characterization

Fadile YENER Glizide YUCEBILGIC
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dall
OZET

Bir enzim kompleksi olan Pektinaz enzimi alginat ve florisil destek lzerine
immobilize edilmistir. Belirlenen optimum kosullarda serbest ve immobilize
Pektinaz icin maksimum aktivite sirasiyla 69.4 ve 20.7 U/mg protein olarak
dlglilmis, Ky degerleri sirasiyla 8.04 ve 0.36 mg/ml olarak belirlenmistir. immobilize
Pektinaz’in tekrar kullanilabilirligi kesikli, karistirmali reaktér modelinde arastiriimis
ve 20 kullanimdan sonra immobilize Pektinaz'in baslangigtaki aktivitesinin %
94°UnlU korudugu belirlenmistir. Florisil destek Uzerine yapilan immobilizasyonda,
denenen kosullarda enzimin destege baglandidi baglandiktan sonra aktivite
go6stermedigi gézlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Pektik enzimler, exopoligalakturonaz,alginat,florisil.

ABSRACT:

Pectinase enzyme, a enzyme complex, was immobilized onto alginate and
florisil support. Maximum activity of free Pectinase was measured as 69.4 U/mg
protein and maximum activity of immobilize Pectinase was measured as 20.7 U/mg
protein at predetermined optimum conditions. The Ky values for free and
immobilized Pectinase were determined as 8.04 and 0.36 mg/ml, respectively.
Reusability of the immobilized Pectinase was investigated in a batch type stirred
reactor. After 20 reuses, the residual activity of immobilized Pectinase was about
94 % of its initial activity. In the immobilization onto the florisil support, it was
observed that the enzyme was bound to the support.However, no activity was
observed.

Keywords: Pectic enzymes, exopolygalacturonase, alginate, florisil.

Girig

Pektik enzimler, genelde polisakkaritleri pargalayan zincir kirici enzimler
olarak bilinmektedirler. Bitki hiicrelerinin orta lamelinin ve primer hicre duvarinin
yapisini olusturan pektik asit ve pektini pargalayan bu enzimler bakteri, mantar,
bdcek, nematod ve protozoada bulunmaktadirlar.Pektin molekilinde bulunan
metanol ile esterlesmis galakturonik asit miktarinin % 50’nin altinda ve ustiunde
olmasina gore dislk ve yuksek esterlesme dereceli pektin seklinde degerlendirme
yapiimaktadir (Acar ve Gékmen, 2004).
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Pektinin  yapisinda poligalakturonik asit, rhamnogalakturonik asit,
galaktanlar ve arabinogalaktanlar vardir (Celestino ve ark., 2006).Bitkisel kaynakl
pektik enzimler olduk¢a yuksek molekul agirlikh pektik asitleri tercih ederler ve
pektatlarin indirgeyici olmayan uglarina atak yaparak monogalakturonat
olustururlar. Oligo ve digalakturonatlari da parcalarlar.Pektolitik enzimlerin
biyosentezi indiksiyon veya katabolik represyon mekanizmasi ile kontrol edilir
(Telefoncu, 1997).

Pektik maddelere etki eden ve kisaca pektik enzimler denilen grupta ¢ok
sayida enzim yer almaktadir (Sunnotel ve Nigam, 2002).Pektik enzimleri, pektin
molekdlinin galakturonan omurgasina olan etkilerine gore pektinesterazlar (ester
bagini hidrolize edici enzimler) ve depolimerazlar (zincir kirici enzimler) olarak iki
sinifa ayirarak incelemek olasidir (Aks6z, 1985).Depolimerazlar, pektik maddeler
uzerinde iki farkl mekanizmayla ¢alisirlar. Birincisi, glikozidik baglari hidroliz eden
hidrolitik reaksiyon. ikincisi, glikozidik baglari su katiimasi olmaksizin kiran trans-
eliminasyon reaksiyonu. Depolimerazlarin bu sinifi liyazlar olarak adlandirilir. Bu
farkh kirilma reaksiyonlari pektinazlarin siniflandiriimasinda kullanilir (Soares ve
ark., 1999).

Alginat tersine cevrilebilir ¢ézindr-¢dzinmez bir polimerdir.Ayrica Cca*?
iyonlari varliginda ¢oktirulebilir bir polisakkarittir. Toksik etkisinin olmamasi,pahalli
olmamasi ve kolay uygulanabilir olmasi alginati endistriyel amaglar igin kullanisl
hale getirmektedir (Roy ve ark., 2003).

Materyal ve Metot
Materyal

Arastirmada kullanilan tim reaktifler analitik saflikta olup Merck veya
Sigma, St. Louis, MO. firmasindan saglanmistir.

Metot

Pektinaz’'in alginat destek Uzerine immobilizasyonunda Mondal ve
ark.(2003), tarafindan oOnerilen yéntem kullaniimistir.30 pl enzim ¢oézeltisi (3,75
mg/ml) pH 5.0 sodyum asetat tamponu ile 1 ml'ye tamamlanmis ardindan % 2’lik 2
ml alginat c¢oOzeltisi eklenmis ve son hacim asetat tamponu ile 4 mlye
tamamlanmigtir. Reaksiyon karisimi 3M asetik asitle pH 3,8’e getiriimistir.25°C’de
bir saat bekletildikten sonra 2M CaCl, eklenmis ve 20 dk sonra santrif(j edilmigtir.
immobilizasyon igleminden sonra immobilize enzim saf su ile siiziintiide protein
kalmayincaya kadar yikanmistir.Toplam suzintide protein tayini yapilarak g
destek basina tutuklanan mg enzim miktari hesaplanmistir.Protein tayini
Lowry(1951) metoduna gore yapilmistir.

Pektinaz’in florisil Gzerine immobilizasyonunda 6nce florisil destek ylzeyi
aktiflestirilmistir.Bunun igin 3- aminopropiltrietoksisilan kullanilarak destegin
alkilamin turevi olusturulmustur. Alkilamin tlrevinin hazirlanmasinda (silanlama)
Weetall, H.H. (1976) tarafindan literatirde bildirilen yéntem
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kullaniimigtir.Silanlanmis destege gluteraldehit baglandiktan sonra enzim destek
Uzerine dogrudan immobilize edilmeye ¢alisiimistir ( Costa ve ark., 2001).

Pektinaz enzim kompleksindeki exopoligalakturonaz aktivitesi tayini igin
Debing ve ark.,(2006)'nin énerdigi yontem kullaniimistir.immobilize Pektinaz iceren
0,2 g destek % 1’lik pektin gdzeltisinin 250 pl'si ile 45 °C’de 10 dk etkilestirilmis ve
reaksiyon 300 ul DNSA reaktifi ile durdurulmustur.4000 rpm'de 5 dakika santrifij
edilmis ve Ust faz alinmistir. Galakturonik asit igeren 6rnekler seyreltildikten sonra,
ortamdaki indirgen seker miktari Sumner, (1921) tarafindan énerilen Miller, (1959)
tarafindan gelistiriien DNSA metoduna goére belirlenmistir Agiga ¢ikan galakturonik
asit miktari standart egriden yararlanilarak bulunmustur. immobilize Pektinaz'in
aktivitesi ymol galakturonik asit dk™ mg'ldestek olarak hesaplanmistir.

immobilize Pektinaz'in aktivitesine pH'nin etkisini arastirmak icin farkl
pH'larda (3.5-5.0 asetat, 6.0 sitrat ) 25 mM tampon i¢inde hazirlanmis %’1lik pektin
¢ozeltisi kullanilmistir. 10 dakika sonunda olusan galakturonik asit  miktari
Olgllerek aktiviteler hesaplanmis ve sonuglar % maksimum aktivite olarak pH'ya
karsi grafige gecirilmistir.

immobilize Pektinaz'in aktivitesine iyonik giiciin etkisini belirleyebilmek igin
daha 6nce belirlenmis olan optimum pH'larda ve farkli tampon derisimlerinde (5,
10, 25, 50, 75, 100 mM) hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullaniimistir.

immobilize Pektinaz'in aktivitesinin sicaklikla degisimini incelemek igin
daha o6nce belirlenmis olan optimum pH ve tampon derisiminde hazirlanmis
substrat cozeltileri kullanilarak farkli sicakliklarda (35, 40, 45, 60°C) aktivite tayini
yapimistir.

Serbest ve immobilize Pektinaz’in aktiviteleri optimum sartlarda farkli
substrat derisimlerinde Ol¢liimis ve Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Ky ve Viax
degerleri belirlenmistir. Ayrica serbest ve immobilize Pektinaz icin katalitik etkinlik
parametreleri hesaplanmistir.

immobilize Pektinaz'in tekrar kullanim kararliigi belirlenirken kesikli ve
karistirmali kolon reaktor kullaniimigtir. 1 g immobilize Pektinaz 1 ml % 1’lik pektin
¢Ozeltisi bulunan kolona eklenmis ve 10 dakika sonunda alttaki muslugun agilmasi
ile kolon bosaltilmigtir. Enzim aktivitesi olusan galakturonik asit miktari olglilerek
hesaplanmistir. Kolon bosaltildiktan 30 sn sonra ayni kolona tekrar 1 mL substrat
cOzeltisi eklenerek ayni sekilde aktivite belirlenmis ve bu islem 20 kez
tekrarlanmigtir.  Kalan aktivite ilk kullanimdaki aktivitenin  %'si  olarak
hesaplanmistir.

Arastirma Bulgular ve Tartisma

Optimum kosullar, immobilizasyon metoduna, destegin tlrtine v.b. bagl
olarak serbest ve immobilize enzimler igin farkliliklar gésterirler. Serbest ve alginata
immobilize edilmis Pektinaz’in aktivitesine pH'nin etkisini arastirmak igin 3.5-6.0
araligindaki farkli pH'lardaki tampon c¢ozeltileri kullanildi. Sonuglar Sekil 1'de
gOsterilmektedir.
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Sekil 1. Serbest ve immobilize Pektinaz aktivitesinin pH’ya bagli olarak
degisimi (s):immobilize Pektinaz, (o):Serbest Pektinaz

Serbest ve immobilize Pektinaz i¢in maksimum aktivitenin goéruldigua pH
degeri degismemis ve 5.0 olarak kalmistir. farkli desteklere degisik yontemlerle
immobilize edilmis olan Pektinaz enzimi igin pH 3.0-5.0 araliginda degisen farkh
optimum pH degerleri rapor edilmigtir (Li ve ark., 2007).

immobilize Pektinaz igin iyonik gliciin aktiviteye etkisi aragtirilmis ve
maksimum aktivitenin goruldigu tampon derisimi 25 mM olarak hesaplanmistir.
Genel olarak enzimatik reaksiyonlarda ortamdaki iyonlarin miktari enzimin
aktivitesini ve kararlihdini etkilemektedir. Dusik iyon derisimi enzimin kararlihdini
saglamada yetersiz kalabilecedi gibi, reaksiyon ortaminda bulunan ylksek
orandaki iyon miktari enzim ile substratinin etkilesiminin azalmasina neden
olabilmektedir.immobilize Pektinaz igin tampon derigiminin artmasiyla birlikte
aktivitede de buyik oranda bir azalma gortlmustar.

immobilize Pektinaz’in  maksimum  aktivitesini gésterdigi  sicakligi
belirlemek igin 35-60°C sicaklik arah@i kullanildi. % maksimum aktivite-sicaklik
grafigi Sekil 3'de gosterilmektedir.immobilize Pektinaz igin optimum sicaklik 45°C
olarak belirlenmistir.immobilize Pektinaz 50°C'de baslangig aktivitesinin %73.5'ini
gosterirken 60°C'de baslangi¢ aktivitesinin % 70'ini gostermektedir.Literatlirde
Pektinaz enzim kompleksleri icin 40-60°C arasinda farkli optimum sicaklik degerleri
belirlenmistir (Li ve ark., 2007; Chellegatti ve ark., 2002).
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Sekil 3. immobilize Pektinaz'in aktivitesine sicakligin etkisi

Serbest Pektinaz i¢cin 50 mM, pH 5.0 asetat tamponu igerisinde hazirlanan
farkli substrat derigimleri kullanilarak 50°C'de belirlenen aktivite degerleri ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4'de gosteriimektedir.

immobilize Pektinaz icin 6nceden belirlenmis optimum kosullarda
hazirlanan farkl substrat derigsimlerinde, belirlenen aktivite degerleri kullanilarak
elde edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 5'de gdsterilmektedir.
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Sekil 4. Serbest Pektinaz igin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 5. immobilize Pektinaz igin Lineweaver-Burk grafigi

Serbest ve immobilize Pektinaz igin Ky, Vimax V€ Vmax/Km degerleri her bir
enzim icin gizilen Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanarak bulunmustur.Bu
sonuglar Cizelge 1’de gosterilmektedir.

Cizelge 1. Serbest ve immobilize Pektinaz’in kinetik parametreleri

Serbest Pektinaz immobilize Pektinaz
Km (mg/ml) 8,04 0.37
Vmax (umolgalakturonik asit/mg 69,4 20,7
protein.dk)
Vinax / Km 8.63 55.9

Cizelge 1’de goéruldugu gibi immobilize Pektinaz'in Ky, ve V. degerlerinin
ikiside azalmistir. Buna goére katalitik etkinlik olarak tanimlanan V., / Ky degerinin
serbest enzim igin 8,63 iken, immobilize enzim icin bu deger 55,9 olarak
hesaplanmistir. immobilize enzimin katalitik etkinligi serbest enzime gére yaklagik
6.5 kat artmigtir. immobilizasyon islemi sonunda enzimin destege baglanma
miktarinin yuksek olmasina ragmen (yaklasik %83) immobilize Pektinaz’ In
aktivitesinin daha dusuk gorulmesi destege tutuklanan enzim molekilinln
hareketinin kisitlanmis olmasina ve (¢ boyutlu yapisinda olusabilecek degisime
baglanabilir. Bunun disinda destek cevresinde proteinlerin Ust Uste birikerek
difiizyon problemlerinin gérilmesi sdylenebilir.

Literatirde enzimin katalitik etkinliginin bir 6l¢lsi olarak Vi / Ky degeri
kullanilmigtir. V,a/Ky degerinin endistriyel uygulamalarda en etkili enzimin segimi
icin kullanigli bir parametre oldugunu rapor etmislerdir (Roy, 2003; Ortega, 2004;
Sardar, 2005).
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immobilize enzimlerin tekrar tekrar kullaniimasi maliyet acisindan
endustriyel alanda en énemli faktdrdir. immobilize Pektinaz'in tekrar kullanim
kararlihginini  gésteren grafik Sekil 6'da veriimektedir. Onceden belirlenmis
optimum kosullarda kesikli reaktérde 20 kullanimdan sonra kalan aktivite baslangi¢
aktivitesinin % 94'Udr.
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Sekil 6. immobilize Pektinaz enziminin tekrar kullanim kararlilig

Pektinaz enzimi gluteraldehitle aktiflestiriimis florisil destek tzerine yaklasik
% 72 baglanma yuzdesiyle baglanmistir. Fakat enzim baglandiktan sonra
aktivitesini kaybetmis yani inaktif hale gelmistir. Enzimin aktivite gdstermemesi
amino grubu Uzerinden olan bagdlanma bdlgesinin enzimin aktif bdlgesi oldugunu
dusundidrmektedir.
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