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Ozet

Pektik enzimler, yiiksek molekiiler agirlikly pektik asitlerin indirgeyici olmayan uglarina atak yaparak
monogalakturonatlart olusturan enzimlerdir. Bu enzimler Saprofitik fungus, bakteri ve bazi mayalarca
olusturulmaktadiriar. Meyve ve sebze teknolojilerinde kullaniimaktadwr. Bu ¢alismada pektin, poligalakturonik
asit ve liyofilize bakteriyel pektinazin kristal yapilari, taramal elektron mikroskobunda (SEM) gériintiilenmigtir.
SEM’deki gériintiilerinde homojen kristal yapr goriilmektedir. Pektin poligalakturonik asit ve bakteriyel
pektinaz, elektron isinlarint gecirmeyecek kadar kompakt ve siki paketlenmistir. Ayrica substrat molekiillerinin
kristallerinin pektinaz enziminden daha kiiciik boyutta oldugu tespit edilmistir. Pektinazin enzimatik
aktivitesini Ca™" ve Na* gibi katyonlarin sitimiile ettigi bilinmektedir. Calismanin ikinci asamasinda pektinaz
enziminin kristal yapisinda bulunabilecek elementlerin analizi gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pektinaz, taramali elektron mikroskop (SEM), yapisal analiz, elementer analiz, pektin,
poligalakturonik asit.

Structural analysis of pectin, polygalacturonic acid and pectinase enzyme
lyophilysed
Abstract

Pectic substances are pectinic acid, pectin, pectic acid and their salts. Pectin is a polysaccaride found in
plants like fruits and vegetables etc in high level. Substances which have no methyl group are pectic acid and
polygalacturonic acid. Pectic substances are heteropolysaccarides with 30,000-300,000 molecular
weight.Pectic enzymes are known as enzyme destroying chain. Pectic enzymes produce monogalacturonates
by attaking the nonreducing end of the high molecular weight pectic acids. These are produced by
saprophytic fungi, bacteria and some yeasts. They are used in fruit and vegetable technologies. In this
research, crystal structures of pectin, polygalacturonic acid and lyophilysed bacterial pectinase samples
were studied by scanning elektron microskop. Homogenous crystal structure was observed from the images
at SEM. Pectin, polygalacturonic acid and pectinase enzyme was packed so compact and tightly that no
transiion of beam was observed. Pectin crystals have bigger size than polygalacturonic acid crystals. The
crystals of substrat molecules was determined to be smaller than pectinase enzymes. Ca’~ and Na' cations
are known to stimulate enzymatic activity In second step of study, the elements which are thought to be
present in the crystal structure of pectinase were analysed. Analysis results showed that Na, Zn and Ca
elements were found at concentrations of 60 %, 29.296 % and 6.555 %, respectively.

Keywords: Pectinase, scanning electron microscopy (SEM), structural analysis, elementary analysis, pectin,
polygalacturonic acid.
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Giris

Pektik maddeler, bitki duvarlarinda ve orta
lamelde olusan yapisal polisakkaritlerdir. Bu
maddeler biiyiik oranda anhidrogalakturonik asit
birimlerinden olusan karmasik, kolloidal karbon-
hidrat tiirevlerinden meydana gelen ytiksek su
tutma kapasitesine sahiplerdir. Bu durumda pektik
maddeleri olusturan birim, poligalakturonik asit
olup, diiz bir zincir yapmak iizere birbirleriyle
o-1.4 bagr yapmislardir. 30000-300000 molekiiler
agirlikli heteropolisakkaritlerdir. Pektik maddeler
pektinik asit, pektin, pektik asit ve bunlarin
tuzlarini igeren bir grup maddeye verilen genel
addir (Willats vd., 2001).

Pektin, meyve sebze gibi daha yiiksek bitkilerde
bulunan bir polisakkarittir. D-Galakturonik asit
iiniteleri ve metoksil gruplarint olugturmak igin
o-1.4 baglanmasiyla olusan uzun zincirli bir
dizidir (Sekil 1).

Metil grubu icermeyen bilesikler ise pektik asit
ve poligalakturonik asittir (Harpen, 1981).

Toprak, pektik mikroorganizmalarin ana deposu-
dur. Bu mikroorganizmalarin {i¢ biiyiikk grubu,
fungus, Actinomycetes ve diger bakterilerdir.
Pseudomonas, Bacillus ve Clostridiumlar gibi
bakteriler tarafindan tiretilmektedirler. Diger grup
bakteriler ise Micromonospora, Azotobacter ve
Rhizobiumlardir (Romboutz ve Pilnik, 1980).

Metanoliin en biiyiik dogal kaynagi pektindir.
Metanolii kullanan mikroorganizmalarin pektin
esterazi lrettigi bilinmektedir. D-galakturonat,
pektat ve pektin iceren iireme ortamlarinda
mikroorganizma tarafindan {iretilen enzimin
tiretim hiz1 degismektedir (Bonnin vd., 2002).
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Pektin, insanlar ve hayvanlarin intestinal bos-
lugundaki sindirici enzimler tarafindan pargala-
namamakta fakat kolondaki bakteriler tarafindan
kismen yikilmaktadir (Romboutz ve Pilnik, 1980).

Pektik enzimler, genelde polisakkaritleri parcala-
yan zincir kirict enzimler olarak bilinmektedirler.
Bitki hiicrelerinin orta lamelinin ve primer
hiicre duvarinin yapisini olusturan pektik asit ve
pektini pargalayan bu enzimler bakteri, mantar,
bocek, nematod ve protozoada bulunmaktadirlar.
Mikroorganizmal pektin yikimi bitki patojenite-
sinde, simbiyotik yasamda, bitkisel artiklarin
bozunumunda, bitkisel besinlerin sindiriminde
onemli rol oynamaktadir. Ayrica meyve sularinin
berraklastirilmas1 ve pektinin uzaklastirilmasi
gibi pek ¢ok endiistriyel amagclar i¢cinde kullanil-
maktadirlar (Aksoz, E. ve Aksoz, N., 1985).

Bitkisel kaynakli pektik enzimler olduk¢a yiiksek
molekiil agirlikli pektik asitleri tercih ederler ve
pektatlarin indirgeyici olmayan uglarina atak
yaparak monogalakturonat olustururlar. Oligo
ve digalakturonatlar da parcalarlar. Substratlarini
tek zincir etki mekanizmasina gore iiriine
gevirirler. Kalsiyum (Ca™) iyonu varliginda
sitimiile olurlar. Pektatlarin tamamen hidrolize
olmamasinin nedeni, substratlarin yapilarindaki
diizensizlik nedeniyle oldugu seklinde yorumlan-
maktadir (Federici vd., 2001).

Pektik maddelere etki eden ve kisaca pektik
enzimler denilen grupta da ¢ok sayida enzim yer
almaktadir. Pektik enzimleri, pektin molekiiliiniin
galakturonan omurgasina olan etkilerine gore
pektinesterazlar (ester baginmi hidrolize edici
enzimler) ve depolimerazlar (Zincir kirict
enzimler) olarak iki siifa ayirarak incelemek
olasidir (Aksoz, E. ve Aksoz, N., 1985).

CooH

oH

Sekil 1. Pektin molekiiliinde tekrarlanan metilli ve metilsiz D-galakturonik asit birimleri,
(Romboutz ve Pilnik, 1980, Aksoz, E. ve Akséz N., 1985)
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Endo-poligalakturonazlar ¢ok sayida bitki patojeni
ya da saprofitik fungus, bakteri ve baz1 mayalarca
olusturulurlar. Son yillarda ¢ok sayida endo-
poligalakturonan Ozellikle funguslardan olmak
lizere tam olarak saflastirilmistir.  Endo-
poligalakturonazlarin da mikroorganizmalara
bagli olarak degisik molekiiler formlarda
olabilecekleri saptanmis ve ¢esitli izoenzimleri
bulunmustur. Bu enzimlerin ¢ogu 30,000-35,000
Da molekiiler agirlikli olup bir cogunda gluko-
protein orijini gdzlenmistir (Cho vd., 2001).

Endo-poligalakturonazlar, poligalakturonat igin
spesifiktir.  Enzim aktivitesi i¢in substratin
kalsiyum tuzu gereklidir. Serbest tetragalakturonat
anyonu, kompetitif bir inhibitérdiir (Romboutz
ve Pilnik, 1980).

Endo-poligalakturonaz aktivitesi substrat yogun-
lugunun azalmasi veya indirgen gruplarin artma
hiz1 6lgiilerek saptanmaktadir. Pektinlerin hidroliz
oram ve derecesi, esterifikasyonun artisiyla hizlica
azalmaktadir (Parenicova vd., 2000).

Endo-poligalakturonazlar, substrat olarak oligo-
galakturonatlar kullanildiginda farkli atak meka-
nizmalar1 géstermektedirler. Bu farklar enzimin
aktif merkezinin yapisi ile yakindan ilgili olmakla
birlikte, 6zellikle katalitik gruplarin durumu ve
substrat baglama bolgesinin biiyiikliigi ile ilgilidir
(Malttei vd., 2001). Substrat molekiiliindeki
karboksil gruplarmmin ve baz1 ikincil alkol
gruplarinin enzim-substrat iligkisinde rol aldig:
sanilmaktadir (van Santen vd., 1999).

Erwinia cinsinden saflastirilan ekzo-poligalak-
turonaz enzimi Ca’ iyonuna karsi daha az
duyarl olup, Na" iyonlarinin varhginda aktivite
artis1 gozlenmistir. Molekiiler agirliklar: 28,000-
35,400 Da arasinda degismektedir (Pickersgill
vd., 1998).

Endopektinaz enzimi Ca™ ve diger katyonlarmn
esterlesme orani varliginda sitimiile olmaktadir.
Ozellikle Ca"™ ve Na™ iyonlarmin enzimatik
aktiviteyi stimule ettigi bilinmektedir. Bu
sitimulasyon, ortamin pH’sine ve substratin
esterlesme oranma baghdir. Endo-pektinazlar
endo enzim olup, substrattaki glikozidik baglari

kopararak substrat ¢ozeltisinin viskozitesini hizl
bir sekilde diisiirmektedir. En diisitk molekiil
agirlikli ve tamamen metillenmis tetra ve tri
galakturonatlar1  parcalayan  endo-pektinaz,
Aspergillus niger ve Aspergillus foncecanus tan
saflagtirilmis enzim, substrati ile baglandiginda
substratta yer alan karboksil gruplarimin ve
tirozin kalintilarinin etkin olduguna ait deliller
bulunmaktadir. Bir pektik asit (substrat) ¢ozelti-
sinin  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 a-1.4 glikozit baglarini hidrolize
eder, galakturonik asit kalintilarin1 aciga ¢ikartir.
Ekzo-poligalakturonazlar, yiiksek bitkilerde, baz1
boceklerin barsak sistemlerinde, baz1 fungus ve
bakterilerde bulunmaktadir. Bu enzimin varligi
genellikle galakturonik asit monomerlerinin
serbest indirgenmis gruplarinin tayini ile yapil-
maktadir (Kawano vd., 1999).

Pektinaz, endiistriyel pektik enzim preparatlari
icin kullanilan genel bir isimdir. Aspergillus
niger tarafindan pektinaz yapimi, meyve ve sebze
suyu teknolojilerinde ¢ok fazla uygulanmaktadir.
Pektinaz tiretimi pH 3.5-4.5 arasinda olmaktadir.
Meyve ve sebze teknolojilerinde kullanilmakta-
dir. Ticari pektinazlar, meyve {riinlerinin tadinm
etkilemektedir. Enzim iretimi, indiikleyici
olmadan daha fazla miktarda enzim {ireten ve
katabolik baskilamaya direngli mutantlarin
secimi yoluyla gerceklestirilebilir (Romboutz ve
Pilnik, 1980).

Bu calismada pektin, poligalakturonik asit ve
liyofilize bakteriyel pektinaz Orneginin kristal
yapilart incelenerek pektinaz enzimi ve substrat
molekiillerinin  biiytikliikleri  karsilagtirilmasi
amaglanmistir. Ayrica Pektinaz enzim kristalinin
elementer analizi ile enzim kristaline yansiyan
elektron siddetlerine ve kristalde yer alan Na ve
Ca elementlerinin konsantrasyonlarina bakilarak
enzimin aktivite gostermesi i¢in hangi elementlere
daha fazla gereksinim duydugu belirlenmeye
calisilmustir.
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Deneysel ¢calismalar

Taramal elektron mikroskobunda (SEM)
poligalanturonat, pektin ve pektinaz 6rnekle-
rinin incelenmesi

Ticari poligalakturonat, pektin ve Aksoz E ve
Aksoz N. (1985) tarafindan bakteriden elde
edilmis liyofilize pektinaz 6rnegi, bir filtre kagidi
iizerine alinarak caplari 1 mm biyiikligiinde
olan taneler halinde bir pens yardimiyla ayrildi.
Bu o6rneklerden yaklasik 10 adet secilerek
stamblar {izerine yerlestirildi. Stamblardan
goriintii elde etmek i¢in Polaron marka SC500
model altin kaplama cihaziyla 2 dakika altin
tozuyla kaplandi. Stamblar iizerindeki altin tozu
ile kaplanan ornekler Jeol Scanning Microscop
(JSM)-5600 taramali elektron mikroskobunda
(SEM) incelendi (Hayat, 1981).

Enzim orneklerinin elementer analizi (EDAX)
Liyofilize bakteriyel pektinaz 6rnegi elementer
analiz i¢in stamblar {izerine alindi. Polaron marka
CA7615 model karbon kaplama cihazinda 2 dk.
karbonla kaplanarak SEM’de incelendi.

Sonuclar

Pektinaz, asidik bir optimum pH’ ya sahiptir ve
katalizledigi reaksiyon sirasinda substrat molekiilii,
enzimin aktif merkezindeki aspartik asit ve
glutamik asit gruplarina baglanirlar. 353 amino-
asitten olusan 37,676 dalton molekiiler agirliginda
ve iki disiilfid bag1 icermektedirler. (Parenicova
vd., 2000).

Bu caligmada pektinaz enziminin substratlarindan
pektinin SEM’ de x10000 biiyiitmedeki goriintii-
stinde kristalin boyutu 1.2 um (Sekil 2), x14000
bliylitmede ise 3 um’dir (Sekil 3). Diger bir
substrat olan poligalakturonik asitin SEM’deki
x10000 biiylitmedeki goriintiisiinde boyutu
0.6 um’dir (Sekil 4). Bu kristalin Sekil 5’deki
x14000 biiytitmedeki goriintiisiinde ise 1.6 pum
boyuta sahiptir. Bu sonuglara gore pektin
substrat1 poligalakturonik asit substratina gore
daha biiylik bir kristal yapiya sahiptir. Pektin
kristali poligalakturonik asit kristaline gore daha
homojen bir kristal yap1 gdstermektedir.
Poligalakturonik asit kristalleri kivrimli yapilar
gostermektedir.

Liyofilize edilmis bakteriyel pektinaz 6rneginin
SEM’de x700 biiylitmedeki goriintiisiinde protein
kristallerinin ortalama boyutu 2 um olarak
goriilmektedir (Sekil 6). x7500 biiyiitmede ise
kristallerin boyutu 0.6 pum ile 1.8 um arasinda
degismektedir (Sekil 7). x16000 biiylitmede ise
goriilen protein kristallerinin boyutu 0.8 ile
1.7 um arasinda degismektedir (Sekil 8).

Sekil 6, 7 ve 8’de goriilen pektinaz’a ait protein
kristalleri homojen bir kristal yap1 gostermektedir.
Ayrica elektron 1sinlarini gegirmeyecek kadar
kompakt ve siki paketlenmistir. Daha 6nce yapilan
yapisal sonuglar, pektin fragmentinin pargalanmasi
sirasinda enzimin Ca™" iyonuyla etkilesimini ve
konformasyonda kayda deger farklilagmalarin
oldugunu gostermektedir. Bir bitki hiicresinde
in vivo reaksiyonda ImM’lik Ca™" konsantras-
yonuna ihtiya¢ duyulmaktadir (Herron vd., 2000).

Ca'"" gibi Na"’ninda, pH 8’de enzimatik aktiviteyi
sitimiile ettigi bilinmektedir. Agir atom tiirevleri,
Ca"" baglama yerine uygun koordinasyona sahip
bir bolgeye baglanmaktadirlar. Gerekli Ca’™"
poligalakturonik asit substrati yerine proteine
direkt olarak baglanmaktadir. Biitiin protein yiizey
yiiklerinin, Ca™ baglama bolgesini gevreleyen
uzun bir bosluga yerlestigi bulunmustur. Ca™"
baglama bolgesi, Arg iceren pozitif olarak
yiiklenmistir (Vitali vd., 1998).

Calismamizda liyofilize edilmis bakteriyel pektinaz
orneginin elementer analizi gergeklestirilmistir
(Sekil 9). EDAX analiz cihazi, C ve O element-
lerini kor nokta olarak kabul etmesinden dolay1
karbonla kaplanmig Ornekte bulunan biitiin
elementlerin konsantrasyonlarini belirleyebilmek-
tedir. Analiz sonucuna gore karbonla kaplanmis
pektinaz O6rneginde Na elementi % 60 konsant-
rasyonda bulunmaktadir. Na elementini Ko
elektron kabugundan enerji yansitmakta olup
elementin saniyede yansiyan elektron siddeti
(c/s), 11.81 c/s’dir.

Bu ¢alismada, elektron siddetinin enzimde bulunan
diger elementlere gore en yliksek konsantrasyonda
cikmasi, Na elementinin pektinazda en yogun
oldugunu gostermektedir. Ca elementi % 6.555
konsantrasyonda bulunmaktadir. Na elementine
oranla 10 kat daha az bulunmasi ilgi ¢ekicidir.
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ZBkY X168, 888 1 xrn KIRIKKALE

’

Sekil 2. SEM de x10000 biiyiitmede, boyutu 1.2 um olan pektin kristal yapisinin gortintiisii

KIRIKKALE

ZakL H18, BEE 1 rrn KIEIKKALE

Sekil 4. SEM de x10000 biiyiitmede, boyutu 0.6 um olan poligalakturonik asit
kristal yapisinin gortintiisii
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e
KIRIKKALE

Sekil 5. SEM de x14000 biiyiitmede, 1.6 um boyutundaki poligalakturonik asit
kristal yapisinin gortintiisii

2OKU  X¢,588  Zmm KIRIKKALE

Sekil 7. SEM’de x7500 biiyiitmede, boyutu 1.8 um’ ye kadar ulasan pektinaz enziminin
kristal yapisinin gortintiisii
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KIRIKKALE

Sekil 8. SEM de x16000 biiyiitmede, boyutu 1.7 um’ye kadar ulasan pektinaz enziminin
kristal yapisinin goriintiisii

Na elementi gibi Ka elektron kabugundan enerji
yansitmakta olmasina ragmen saniyede yansiyan
elektron siddeti 0.52 c¢/s’dir. Bu durum bakteriden
elde edilen liyofilize edilmis pektinaz enziminin
stimulasyon i¢in Ca yerine Na’ya daha fazla
ihtiya¢c duydugunu gostermektedir. Agir metal
iyonlarindan Zn elementi pektinaz enziminde
% 29.296 konsantrasyonda bulunmakta ve Lo
elektron kabugundan enerji yansitmaktadir.
Yayilan elektron siddeti ise 370 c/s’dir. Protein
kristalinde ayrica Al ve S elementleri de bulun-
makta olup Zn’ ye oranla daha az siddette elektron
yansitmasi Zn’ den daha az miktarda elektron
bulundugunu gostermektedir. Aluminyum’un
proteindeki konsantrasyonu %0.983 iken siilfiir
ise %3.091 konsantrasyonda pektinaz protein
kristalinde bulunmaktadir. Elementer analiz
sirasinda Sekil 9°da Rb, Md, V ve Cu elementleri
gozlenmektedir, ancak konsantrasyonlar1 % 0.5
degerinden daha kiigtiktiir.

Mikroskobik ve makroskobik metodlar, proteinin
atomik ayrintilarinin ¢éziimiine olanak saglamak-
tadir (Goodenough, 1992). Bu calismaya benzer
calismalara literatiirde rastlanmamistir. Bu ¢alis-
mada pektin, poligalakturonik asit ve liyofilize
bakteriyel pektinaz Orneginin kristal yapilar
SEM’ de incelendiginde pektinaz enziminin
x7500 biiylitmede 1.8 pm iken enzimin substrati
olan poligalakturonik asitin x10000 biiyiitmede
0.6 um ve enzimin diger bir substrati olan pektinin
ayni biliylitmede 1.2 um olarak 6l¢iilmesi, pektinaz

enziminin substrat kristallerinin pektinaz enzim
kristalinden daha kiiclik oldugu gozlenmistir.
Ayrica pektinaz enzim kristalinin elementer
analizi ile enzim kristaline yansiyan elektron
siddetlerine ve kristalde yer alan Na" ve Ca'™
elementlerinin konsantrasyonlarina bakildiginda
enzimin aktivite gostermesi icin Ca'  yerine
Na"ya daha fazla gereksinim duydugu belirlen-
mistir.

Spekirum

AMSPd WV Fe Ld Pd Rb
AISEbh ¥V Md Cu Ld Rb Rb

0 10 20 30
Element YoQunluk {cfsy Konsantrasyon
Ma 11.81 60078  %wit
Al 018 0.083 Kt
8 0.43 3.081 Sowt
Ca 052 f.553 Swt
n 370 29296  %wt
Toplam  100.000  %wt
10.0 kY

Sekil 9. Pektinaz enzim kristalinin elementer
analizi
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