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One Cikanlar

« Seliilazlar (E.C. 3.2.1.4), seliilozun 1,4 B-D glikozit baglarini hidroliz edip B-glikoz birimlerini agiga ¢ikarir.
* Meyve suyu tiretiminde kullanilan seliilazlar, meyve suyunu berraklastirarak {iriin verimini arttirmaktadirlar.
* Bacillus sp. S35°ten elde edilen ekstraseliiler seliilazin karakterizasyonu yapilmistir.

* S35 seliilaz asidik ve termostabil bir enzimdir.

» Enzimin optimum kosullar altinda elma, geftali ve {iziim sularin1 berraklagtirma kabiliyeti belirlenmistir.

ISALISHANIND IZ YD

Makale Bilgileri Oz

ISIDaa S 4 TN deN A

Bu ¢alismada, elma, iiziim ve seftali sularimin berraklastiriimasimda mikrobiyal seliilaz enziminin kullaniima
Gelis: 08/10/2025 potansiyeli arastirilmistir. Bu amagla, Bacillus sp. S35 susundan seliilaz enzimi izole edilmistir. Enzimin
Kabul: 04/11/2025 endiistriyel potansiyelini belirlemek amaciyla karakterizasyonu yapilmistir. S35 seliilaz, pH 5,0 'te ve 40°C de
optimum aktivite gostermigstir. Enzim, pH 4,0-10,0 ve 25-60°C araliklarinda oldukga stabil olup asit-alkali
ve termostabil karakter sergilemistir. Ca*?, Cu*2, Mg*2 ve Zn*2 iyonlarina maruz kaldiginda aktivitesini,

Anahtar Kelimeler swrastyla, %89, %82, %88 ve %89 oranlarinda koruyan seliilazin aktivitesi, Co™? ve Mn*2 iyonlarimin

varliginda %134 ve %130’a yiikselmistir. S35 seliilaz, %0,02 p-merkaptoetanol ve 1 mM iyodoasetamid
Seliilaz, inhibitorlerinin varliginda aktivitesinin tamamini korumustur. 1 mM EDTA varliginda %28 oranminda aktivite
Bacillus sp., kaybetmistir. Enzim, %10’luk aseton, asetonitril, n-biitanol, etanol, gliserol, izopropanol ve metanol
Meyve Suyu varliginda, sirasiyla, %89, %77, %70, %84, %64, %80 ve %77 oranlarinda stabil kalmistir. Meyve suyu
Berraklastirma, berraklastirlmast analizinde yapilan gegirgenlik ol¢iimiine gore, enzim en iyi berraklik oranini (%C) sefiali
Transmitans suyundaki aktivitesi (%1421) sonucunda gostermistir. Indirgen seker miktari analizinde de en yiiksek verim

3 saatlik inkiibasyon sonucunda seftali suyunda elde edilmistir. Elde edilen bulgular, S35 seliilaz enziminin,
meyve sularinin berraklastiriimasi amaciyla icecek endiistrisi proseslerinde yer alabilecek potansiyel bir
aday oldugunu gostermektedir.

Characterization of Thermostable and Acidic Cellulase and Its Use in Clarification of Fruit Juice

Highlights
* Cellulases (E.C. 3.2.1.4) hydrolyze the 1,4 B-D glycoside bonds of cellulose, releasing B-glucose units.
« Cellulases used in fruit juice production increase product yield by clarifying the juice.
« Extracellular cellulase obtained from Bacillus sp. S35 has been characterized.
* S35 cellulase is an acidic and thermostable enzyme.
» The enzyme's ability to clarify apple, peach, and grape juices under optimal conditions has been determined.

Abstract

This study examined the potential use of microbial cellulase in clarifying apple, grape, and peach juices. The
enzyme was isolated from Bacillus sp. S35 strain and characterized to assess its industrial potential. S35
cellulase showed optimal activity at pH 5.0 and 40°C. It was highly stable across pH ranges of 4.0-10.0 and
temperatures of 25-60°C, demonstrating acid-alkaline and thermostable properties. The enzyme retained
89%, 82%, 88%, and 89% activity when exposed to Ca?*, Cu?*, Mg?*, and Zn?* ions, respectively, and its
activity increased to 134% and 130% with Co?*, and Mn?* ions. S35 cellulase remained fully active in the
presence of 0.02% f-mercaptoethanol and 1 mM iodoacetamide inhibitors. It lost 28% activity with 1 mM
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acetonitrile, n-butanol, ethanol, glycerol, isopropanol, and methanol, respectively. Clarity tests (C%) in fruit
Cellulase, juice clarification revealed the enzyme achieved 1421% activity in peach juice. The highest reducing sugar
Bacillussp, efficiency was observed after a 3-hour incubation in peach juice. These results suggest that S35 cellulase has
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1. GIRIS

Seliilazlar, 30 yildan fazladir yaygin olarak kullanilan ve genis uygulama yelpazesine sahip endiistriyel
enzimlerdendir. B-1,4-glikozidik baglari hidrolize ederek seliilozu parcalayan ve fermente edilebilir
sekerlere doniistiiren biyokatalizorlerdir. Seliilolitik enzimler, endoglukanazlar (EC 3.2.1.4) (1,4-B-d-
glukan-4-glukanohidrolaz veya karboksimetil seliilaz), ekzoglukanazlar [Sellobiyohidrolaz (EC 3.2.1.91)
ve selodekstrinaz (EC 3.2.1.74)] ve p-glukozidazlar (EC 3.2.1.21) olmak iizere ii¢ ana grupta
siiflandirilmaktadirlar [1, 2].

Bakteri ve mantarlar dahil olmak {izere ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedirler [2].
Seliilazlarin ¢ogu yiiksek aktivite géstermeleri ve bol miktarda enzim iiretme kapasitesi olan mantarlardan
elde edilmektedir. Son yillarda, yiiksek seliilloz igerikli tarimsal hammaddelerin 6zellikle biyoyakit
iiretiminde tercih edilmesiyle bakteriyel kdkenli seliilazlara yonelim artmistir. Bakteriyel seliilazlar, ¢oklu
enzimatik kompleksler olusturabilme, 6zgiilliik, yiiksek segicilik, asir1 pH, sicaklik ve tuzluluk gibi zorlu
kosullarda daha yiiksek aktivite ve kararlilik gdsterme gibi cazip Ozellikleri sayesinde biiyilik 6lgekli
endiistriyel proseslerde tercih edilir olmustur. Bu enzimlerin elde edildigi bakterilerin basinda Bacillus
cinsine ait tiirler gelmektedir [3, 4].

Seliilazlar, biyoyakitlar ve biyorafineri endiistrisinde, tekstilde, ilag¢ endiistrisinde, deterjan endiistrisinde,
gida ve yem endiistrisinde kullanilan olduk¢a 6nemli bir enzim grubu olup, kiiresel enzim pazarinin
yaklagik olarak %20’sini olusturmaktadirlar [5]. Seliilolitik enzimler, meyve suyu berraklagtirma gibi gida
isleme endiistrileri i¢in oldukga faydali enzimlerdir. Enzim uygulamasi, meyvenin suyunu ¢ikarma siirecini
kolaylastirmakta, iirliniin kalitesini artirmakta ve meyve suyu iiretim siireglerinde maliyet tasarrufu
saglamaktadir. Bitki hiicre duvarlarinin enzimatik islemle pargalanmasi, hiicrelerdeki bilesenlerin daha
kolay agiga ¢ikmasini saglamaktadir. Boylelikle yiiksek verimde meyve suyu elde edilebilmektedir [6].
Enzimlerin kullanimi, meyve suyunun berrakligini arttirmasinin yaninda, icecegin homojen olmasini
saglamakta ve i¢imini kolaylastirmaktadir. Dolayisiyla tiiketiciler tarafindan iirlinlerin daha iyi kabul
gormesi saglanmaktadir [7].

Meyvelerin yapisinda bulunan pektin, nisasta, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi polisakkaritler, meyve
sularinin mikrofiltrasyon yoluyla islenmesi sirasinda bulaniklida sebep olmaktadir. Ayni zamanda
membran ylizeyinde ve filtrede tutulan pargaciklar, filtrasyonun performansini azaltmaktadir [6]. Bunun
yant sira, diisilk oranda meyve suyu geri kazanimi, ¢gékelme isleminin uzun siirmesi, diisiik verim, zaman
ve lezzet kayb1 gibi dezavantajlar olugsmaktadir. Dahasi, filtre yardimcilar1 ve durultma maddelerinin
eklenmesi, renk, aroma ve lezzet degisikligi gibi istenmeyen durumlara yol agabilmektedir [3]. Meyve suyu
isleme uygulamalar icin sorun olusturan bu olumsuz durumlarmm iistesinden gelmek amaciyla {iretim
stirecinde pektinaz, amilaz, seliilaz, hemiseliilaz, ksilanaz, glukozidaz, amiloglukozidaz ve glukanaz gibi
enzimler kullanilmaktadir.

Enzimler, meyvelerdeki polisakkaritlerin hidroliz edilmesini ve dolayisiyla meyve suyundaki bulanikligin
azalmasini, meyve suyunun berraklastirilmasini, vizkozitesinin azaltilmasini ve depolama stabilitesinin
artirnlmasin1 kolaylastirmaktadir [1, 8, 9]. Kompleks substratlardaki seliilozdan yararlanmak ve zorlu
endiistriyel proseslere dayanmasi icin Ozellikle termostabil, asidofilik ve genis pH araliginda aktivite
gosterebilen seliilazlara ihtiyag vardir [2, 4, 10].

Bu caligmada, dogal bir izolat olan Bacillus sp. S35 susundan termostabil, asidik, genis pH araliginda stabil
kalan ve organik solventlere direncgli yeni bir selillaz enzimi izole edilmistir. Karakterize edilen enzim;
elma, lizim ve seftali sularmin berraklastirilmasi prosesinde kullanilmis ve enzimin meyve suyu
endiistrisinde kullanilma potansiyeli arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bacillus sp. S35 Susundan Seliilaz Uretimi

Laboratuvar sus koleksiyonunda yer alan Bacillus sp. S35’in seliilaz aktivitesini belirlemek amaciyla, sus,
oncelikle pepton (10 g/L), et oziitii (10 g/L), maya (5 g/L), ve glikoz (1 g/L) ihtiva eden ve pH’1 6,0 olan
stv1 besi yerine inokiile edilmistir. Kiiltiir, 30°C’de, 180 rpm’de ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Canlandirma igleminden sonra sus, pepton (5 g/L), maya (5 g/L), KH2PO4 (1 g/L), MgS04.7H,0 (0,2 g/L),
NaCl (5 g/L), karboksimetil seliiloz (CMC) (10 g/L) ve agar (15 g/L) iceren CMC-agar besi yerine [11, 12]
(pH 6,0) ekilip, 30°C’lik etiivde 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda susun seliilaz aktivitesini kalitatif
olarak belirlemek i¢in koloninin gelistigi besi yerinin iizerine %0,1’lik Kongo kirmizisi soliisyonu eklenmis
ve 15 dakika bekletilmistir. Ardindan boya dokiiliip besi yerinin {izerine 1 M NaCl eklenerek sus kolonisi
15 dakika boyunca yikanmistir. Boyama isleminden sonra koloninin etrafinda olusan sar1 renkli berrak
zonun varligl, susun, seliilaz tiretimi bakimindan pozitif oldugunu gostermektedir [13, 14].

Seliilaz tireticisi oldugu belirlenen Bacillus sp. S35 susunun 24 saatlik kiiltiiriinden, pepton (5 g/L), maya
(5 g/L), KH2PO4 (1 g/L), MgS0..7H,0 (0,2 g/L), NaCl (5 g/L) ve karboksimetil seliiloz (CMC) (10 g/L)
igeren enzim iiretim besi yerine %5 oraninda inokiile edilmistir. Kiiltiir, 30°C’de, 180 rpm’de ve 72 saat
inkiibe edilerek susun seliilaz {iretmesi saglanmistir. Siire sonunda, kiiltiir 7.000 rpm’de 20 dakika 4°C’de
santrifiij edilmistir [5]. Islem sonunda elde edilen ve ekstraseliiler seliilaz1 (S35 seliilaz) iceren siipernatant,
ileriki ¢aligmalarda ham enzim kaynag1 olarak kullanilmisgtir.

2.2. Standart Enzim Aktivitesi Tayini

Aktivite tayininde, Santana ve arkadaslarinin galismasindan [7] modifiye edilen yontem kullanilmisgtir.
Standart enzim aktivitesini 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemiyle tayin edilmistir [15]. Bu amagla, 0,2
mL ham seliilaz ve 0,2 mL 0,2 M sitrat fosfat tamponu (pH 5,0 ve %1 CMC substratini igeren) karistirilarak
40°C'deki su banyosunda 60 dakika inkiibe edilmistir. Karisima, 0,4 mL DNS reaktifi eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Karigim, 100°C'de 10-15 dakika inkiibe edilmistir. Olusan rengin absorbansi 540 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢lilmiistiir.

2.3. pH ve Sicakhigin, Seliilazin Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerindeki Etkileri

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in 0,2 M konsantrasyonda hazirlanan ve
%1 CMC substrat1 i¢eren sitrat-fosfat (pH 4,0 ve 5,0), sodyum fosfat (pH 6,0-8,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0
ve 10,0) tampon ¢ozeltileri kullanilmigtir. Analizde, 0,2 mL seliilaz ve 0,2 mL farkli pH’lardaki tamponlar
30°C’de 1 saat su banyosunda inkiibe edilmistir. Reaksiyon siiresinin ardindan standart enzim aktivite
tayini gerceklestirilmistir. En yiiksek rolatif aktivite degeri gosteren deger (%100) optimum pH olarak
belirlenmistir [16]. Enzimin pH stabilitesinin tayini amaciyla, enzim ile 0,2 M konsantrasyonda hazirlanan
ve substrat igermeyen Sitrat-fosfat (pH 4,0 ve 5,0), sodyum fosfat (pH 6,0-8,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0 ve
10,0) tampon ¢ozeltileri esit hacimde karistirildiktan sonra 1 saat 25°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra,
standart enzim aktivite tayini gergeklestirilerek enzimin farkli pH’lardaki kalan aktivite degerleri, kontrol
ile kiyaslanarak hesaplanmistir. Kontrol olarak enzimin optimum pH ve sicakliktaki aktivite degeri (%100)
kullanilmistir [17].

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin tespiti i¢in, 0,2 mL seliilaz ve 0,2 mL substratli pH
5,0 tamponu karistirilarak 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60°C’lerdeki sicakliklarda 1 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan standart enzim aktivite analizleri yapilmistir [18]. Enzimin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi
icin, 1 mL seliilaz, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60°C’lerdeki sicakliklarda 6n inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra, her sicakliktaki enzim drneginden alinip, enzimin optimum aktivite kosullarinda standart enzim
aktivite analizi gergeklestirilmistir. Enzimin kalan aktivite degerleri, kontrol ile kiyaslanarak
hesaplanmustir. Kontrol, enzimin optimum pH ve sicakliktaki aktivite degeridir (%100) [12].
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2.4. Cesitli Kimyasallarin, Seliilazin Aktivitesine Etkileri

Enzimin, cesitli kimyasal ajanlarin varhigindaki aktivitesinin belirlenmesi amaciyla enzim, 5 mM
konsantrasyondaki CaCl,, CoCl,, CuCl, HgCl,, MgCl,, MnCl; ve ZnCl; gibi metal kloriir tuzlariyla, 1 mM
konsantrasyondaki iyodoasetamid, 1,10-fenantrolin, fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF),
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetraasetik asit (EGTA), 2,5 mM N-alfa-tosil-L-lizin
klorometil keton (TLCK) ve %10 B-merkaptoetanol gibi ¢esitli inhibitoér ve selatér maddelerle, aseton,
asetonitril, n-biitanol, etanol, izopropanol, gliserol ve metanol ¢esitli organik ¢oéziiciilerin %10’luk
konsantrasyonlartyla 1 saat 25°C'de inkiibe edilmistir. On inkiibasyonun ardindan, enzimin kalan aktivitesi
standart enzim aktivite tayiniyle belirlenmistir. Kontrol olarak, kimyasallara maruz kalmamig enzimin
optimum pH ve sicakliktaki aktivite degeri kullanilmistir (%100) [3, 5, 12, 19].

2.5. Meyve Suyunun Berraklastirilmasinda Seliilazin Etkisi

Meyve sulariin ¢ikarilmast icin calismada kullanilan elma, {iziim ve seftali meyveleri, Adana’daki
(Tiirkiye) yerel bir marketten temin edilmistir. Oncelikle musluk suyunda iyice yikannan meyvelerin
kabuklar1 soyulup ¢ekirdekleri elle ayrilmistir. Ardindan meyveler dilimlenerek ev tipi 6giitiicii yardimiyla
ogltiilmiistiir. Olusan meyve posasindan meyve suyunun ayristirilmasi igin 0giitiilmiis posa, temiz bir
tillbentten siiziilmiistiir. Elde edilen meyve sulari, deneyde kullanilmak iizere steril cam siselere
aktartlmistir [18, 20].

Meyve sular1 ve S35 seliilaz, ¢esitli konsantrasyonlarda karigtirilmistir. Meyve suyu:S35 seliillaz enzimi
karigim oranlar1 1:1 (v:v) ve 1:5 (v:v) olarak belirlenmistir. Her karisim 40°C'de 100 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyonlarmn 1. saatinde ve 3. saatinde &rnekler alarak, hem meyve suyunun berraklik
analizi (%Clarity, %C) hem de indirgen seker miktar1 analizi (DNS yontemiyle) yapilmstir [5].

Meyve suyu berrakliginin analizi i¢in gegirgenlik Olglimii (%Transmitans, %T) UV-visible
spektorfotometrede 660 nm dalga boyunda distile suya kars1 yapilmistir. Yiizde gegirgenlik (%T), meyve
suyu berrakliginin bir 6lgiisii olarak kabul edilmistir. Kontrol olarak, enzimle islem gérmemis meyve suyu
kullanilmigtir. Berraklik (%C) hesaplamada kullanilan formiil asagidaki gibidir [5, 20, 21]:

T1-T2

%C =

x 100,

T1=Meyve suyu ve enzim karigiminin inkiibasyon sonrasi transmitans,
T2 = Enzim igermeyen meyve suyunun transmitansi (kontrol).

Inkiibasyon sonras1 enzim-meyve suyu reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan indirgen seker miktarinin tayini
amaciyla, 6rneklerin absorbansi 540 nm dalga boyunda kor tiipiine karsi (enzim igermeyen meyve suyu)
Ol¢iilmiigtiir [8, 18].

3. BULGULAR

Calismamizda, karakterizasyonunu yaptigimiz ve meyve suyu berraklastirma analizinde kullandigimiz
seliilazin iireticisi Bacillus sp. S35 susunun koloni morfolojisi ile CMC substratini igeren kati besi yerindeki
seliilaz aktivitesi Sekil 1a’da gosterilmistir. S35 susundan izole edilen S35 seliilaz enziminin CMC igeren
katt besi yerindeki aktivitesini belirlemek amaciyla, enzim pH’t 6,0 olan CMC-agar besi yerine
damlatilmistir (100 pL). Enzimin, 40°C’de 4 saatlik inkiibsyonu sonucundaki hidrolitik aktivitesi Seki/
1b’de gosterilmistir.
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(@ (b)
Sekil 1. (a) Bacillus sp. S35 susunun CMC-agar besi yerindeki koloni morfolojisi ve seliilaz aktivitesi,
(b) S35 seliilazin CMC-agar besi yerindeki aktivitesi

Sekil 2a’da S35 seliilazin optimum aktivitesine ait grafik yer almaktadir. Enzim optimum aktivitesini pH
5,0’te gostermistir. Enzimin, pH 4,0 ve 6,0’da da, sirastyla, %99 ve %88 oranlarinda oldukga yiiksek rolatif
aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Bu bulgulara gore, bakteriyel kokenli seliilazin asidik karakterde bir
enzim oldugu belirlenmistir. Enzim pH 7,0’de %83 oraninda aktivite sahipken, alkali kosullarda (pH 8,0-
10,0) ortalama %73 rolatif aktivite sergilemistir. pH stabilite profiline gore S35 seliilaz, 60 dakika boyunca
pH 4,0 ve 5,0’te ortalama %62 oraninda stabil kalmistir (Seki/ 2b). Ayrica alkali pH degerlerinde ortalama
%46,3 oraninda kararlilik sergilemistir. Grafikteki bulgulara gore, seliilaz genis araliktaki pH degisimlerine
dayanikli ve kararhidir. Bu degerlere gore, enzim, basta asidik kosullarin oldugu prosesler olmak {izere,

notral ve alkali kosullarda gerceklesen selillaz aracili birgok endiistriyel uygulamada yer alabilir
niteliktedir.

83

Ralatif aktivite (%)
Kalan aktivite (%)

4 5 6 7 8 9 10

(@) " (b)

Kontrol 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 2. pH'in, seliilazin aktivitesi (a) ve stabilitesi (b) iizerine etkileri

S35 seliilaz, maksimum aktivitesini 40°C’de gostermistir. 25-45°C araliginda ortalama %95,3 oraninda
rolatif aktivite sergileyen enzimin mezofilik karakterde oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3a). Enzim, 45-55°C
araliginda ortalama %86 oraninda rolatif aktiviteye sahip olup, termofilik 6zelliktedir. Enzimin aktivitesi
55°C’den sonra diisiise gecmekle birlikte, 60°C’de %67 oraninda Ol¢iilmistiir. Seliilazin termal
kararliligina ait bulgular Seki/ 3b’de yer almaktadir. Enzim, 60 dakika siireyle 25-50°C araligindaki gesitli
sicakliklara maruz birakildiginda aktivitesinin neredeyse tamamini korumustur. Maksimum stabilitesini
optimum sicaklik degeri olan 40°C’de gostermekle birlikte, 25-50°C araliginda ortalama %96 oraninda
stabil kalmistir. Elde edilen bulgular, enzimin genis bir sicaklik skalasinda ¢ok yiiksek oranda stabilitesini
korudugunu, termostabil ve termotolerant karakterde bir enzim oldugunu goéstermektedir. Bu stabilite
0zelligi sayesinde, termal kosullardaki proseslerde kullanim potansiyeli yiiksek bir adaydir. Enzim, yiiksek
sicaklik uygulamalarina sahip proseslerdeki kullanilabilme potansiyeline ek olarak, 25°C ve 30°C gibi
diistik sicakliklardaki endiistriyel uygulamalarda da tercih edilebilir. Bu diigiik sicakliklardaki kararlilig:
ise, enzimin, soguga adapte bir seliilaz oldugunu géstermektedir.
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Raolatif aktivite (%)
Kalan aktivite (%)

60 20

50 0
25 30 35 40 45 50 55 60 Kontrol 25 30 35 40 45 50 55 60

( a) Sicaklik (°C) (b) Sicakhk (°C)

Sekil 3. Sicakligin, seliilazin aktivitesi (a) ve stabilitesi (b) iizerine etkileri

S35 seliilazin; ¢esitli metal iyonlarinin, inhibitorlerin, selatdrlerin ve organik ¢oziiciilerin varliginda
gostermis oldugu aktivite degerleri Cizelge I°de sunulmustur.

Ca*?, Cu*?, Mg*? ve Zn*? varhiginda enzim aktivitesini neredeyse tamamen koruyarak, sirastyla, %89, %82,
%88 ve %89 oranlarinda stabil kalmistir. Co*2 ve Mn*? iyonlarmin enzimin aktivitesini, sirasiyla, %34 ve
%30 oranlarinda arttirmasi, S35 enziminin yapisal stabilitesini korumada rol aldiklarin1 gdstermektedir
[19]. Enzimin, metal iyonlarina karsi dogal bir dirence sahip olmasi, onu bu tiir iyonlarin yer aldigi
endiistriyel proseslerde kullanilmasina avantaj saglamaktadir [10]. Ayrica, Hg*? seliilazin aktivitesini %51
oraninda inhibe etmistir. Hg*? iyonunun seliilaz aktivitesini inhibe etmesi, enzimin yapisindaki tiyol
gruplarina baglanmasiyla ve enzimdeki triptofan ya da amino asit kalintilarmin karboksil grubu ile
etkilesiminden kaynakli olabilecegi bildirilmistir [16, 22]. Bu sebeple enzimin protein konformasyonu
degisir ve enzim inaktif olur [18].

%0,02 B-merkaptoetanol ve 1 mM iyodoasetamid gibi inhibitdrlerin varliginda seliilaz, aktivitesinin
tamamini korumustur. Bu duruma gore, enzimin aktif bolgesinde sistein kalintilarinin bulunmadigi ya da
uzakta oldugu, enzimin katalitik aktivitesi i¢in -SH gruplarinin gerekli olmadig1 anlasilmaktadir [16, 23].
Inhibitérik bir ajan olan 1 mM PMSF varhginda seliilazin aktivitesini %87 oraninda korumasi ve
aktivitedeki diisiik orandaki inhibisyon, enzim aktif bolgesinde bloke olan serin kalintilarinin az miktarda
oldugunu disiindiirmektedir [24]. 1| mM TLCK’ye maruz kalan seliilaz, %55 oranminda aktivite kaybi
yagsamistir. 1 mM 1,10-fenantrolin inhibitoriintin varliginda seliilaz aktivitesinin %85’ini korudugu tespit
edilmistir. 1 mM EDTA ve 1 mM EGTA gibi selatlayici ajanlarin varliginda, sirasiyla, %72 ve %96
oraninda stabil kalmustir.

EDTA’nin, selillazin aktivitesi i¢in gerekli olan bazi metal iyonlarmi selatladigi, metal iyonlarm
uzaklastirmasi sebebiyle de enzimin aktivitesinde azalma meydana geldigi ve konformasyonel stabilitesinin
etkilendigi tespit edilmistir [24]. Bu durum, S35 seliilazin bir metaloprotein oldugunu ve katalitik aktivitesi
icin bazi metal iyon kofaktdrlerine ihtiya¢ duydugunu diistindiirmektedir [10, 12].

S35 seliilazin aktivitesi, %10 konsantrasyondaki organik ¢oziiciilerden aseton, asetonitril, n-biitanol, etanol,
gliserol, izopropanol ve metanol varliginda, sirasiyla, %89, %77, %70, %84, %64, %80 ve %77 oranlarinda
korunmus ve enzim orta diizeyde inhibe olmustur. Enzimin organik ¢oziiciilerin varligindaki stabilitesi,
¢oziiciilerin yapisina baglidir. Enzimin korunan ya da artan stabilitesi, polar olmayan hidrofobik ¢oziicii
kalintilarinin, enzimin aktivitesini uyaran bir arayiiz saglamasindan kaynaklaniyor olabilir [25]. Enzimdeki
bazi su molekiillerinin organik molekiillerle degistirilmesi, enzimin yapisin stabilize edebilir [26].
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Cizelge 1. Kimyasallarin, seliilazin aktivitesi iizerine etkileri

Kimyasallar Konsantrasyon | Kalan aktivite (% + SS*)
Kontrol - 100
Metal iyonlart
Ca*? 5mM 89 +0,98
Co*? 5mM 134 +1,79
Cu*? 5mM 82 + 0,02
Hg*? 5 mM 49 + 4,67
Mg*? 5 mM 88+1,94
Mn*? 5mM 130 + 5,27
Zn*? 5 mM 89 + 0,84
Inhibitorler / Selatirler
S-merkaptoetanol %0.02 110+0
Iyodoasetamid 1mM 96 £ 0,04
Fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) 1 mM 87+1,91
Tosillizin klorometilketon (TLCK) 1mM 45 + 0,56
1,10-fenantrolin 1mM 85+0,16
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) 1mM 72+0
Etilen glikol-bis(f-aminoetil eter)-
N.N,N'.N'-tetraasetik asit (EGTA) L mM 96+1.21
Organik ¢oziiciiler
Aseton %10 89 + 1,77
Asetonitril %10 77 £3,83
n-Biitanol %10 70 £0,84
Etanol %10 84 +1,56
Gliserol %10 64+0
Tzopropanol %10 80+ 1,84
Metanol %10 77 £3,66

*SS: standart sapma

Seliilazlar, icecek endiistrisinde meyve sularimin berraklagtirilmasi proseslerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda, elma, {iziim ve seftali sular1 ile S35 seliilaz enzimi, iki farkli oranda
karigtirildiktan sonra, 1 saat ve 3 saat siirelerde 40°C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda, kontrol tiipleriyle
(enzim igermeyen meyve suyu) kiyaslanarak yapilan gorsel degerlendirmede, enzimin tiim meyve sularinda
oldukea yiiksek oranda berraklagsma sagladigi agik¢a gbzlemlenmistir (Sekil 4). Gorsel incelemede, elma
suyundaki en iyi berraklagsmanin, 1:5 oraninda hazirlanmis meyve suyu:enzim karigimmin 3 saatlik
inkiibasyonu sonucunda elde edildigi belirlenmistir (Sekil 4a). Uziim suyu ile yapilan analizde ise, en iyi
berraklagsma 1:5 oraninda hazirlanmis meyve suyu:enzim karigiminin 3 saatlik inkiibasyonu sonucunda
meydana gelmistir (Sekil 4b). Seftali suyuyla gerceklestirilen uygulamada da en iyi berraklagsma, 1:5
oraninda hazirlanmis meyve suyu:enzim karisiminin 3 saatlik inkiibasyonunda goériilmistiir (Sekil 4c). Her
meyve suyuna ait analizdeki 6 ve 8 numarali tiipler karsilastirildiginda, 3 saatlik inkiibasyonlar sonucundaki
berraklagsmanin ne kadar iyi oranda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. Meyve suyu berraklagtirmada seliilazin aktivitesi. Elma (a), iiziim (b) ve seftali (C) sularinin

berraklastirilmasinda S35 seliilazin etkisi.
1-Kontrol (1:1 meyve suyu:distile su, 1 saatlik inkiibasyon), 2-1:1 meyve suyu:enzim, 1 saatlik
inkiibasyon, 3-Kontrol (1:5 meyve suyu:distile su, 1 saatlik inkiibasyon), 4-1:5 meyve suyu:enzim, 1
saatlik inkiibasyon, 5-1 no’lu siseden alinan iist faz, 6-2 no’lu siseden alinan iist faz, 7-3 no’lu siseden
alinan iist faz, 8-4 no’lu siseden alinan iist faz.
(B: kontrol, E: enzim, A: elma, G: iiziim, P: seftali, 1h: 1 saat, 3h: 3 saat)
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Cizelge 2’de, S35 seliilazin elma, iiziim ve seftali sularmi berraklastirmasi sonucunda elde edilen
gecirgenlik (%T) ve berraklik (%C) oranlar1 verilmistir. 1:1 ve 1:5 olacak sekilde meyve suyu:enzim
oranlarinda karisimlar hazirlanarak 1 saatlik ve 3 saatlik inkiibasyonlar gergeklestirilmistir. inkiibasyonlar
sonucunda, karisimlardan ve kontrollerden (enzim igermeyen meyve suyu) numuneler alinip 660 nm dalga
boyunda transmitans dl¢timii yapilmistir. Spektrofotometredeki her ol¢iim, distile suya karsi yapildiktan
sonra Orneklerin gecirgenlikleri belirlenerek %T degerleri kaydedilmistir. Elde edilen %T degerleriyle
berraklik formiiliine gore hesaplamalar yapildiktan sonra her meyve suyuna ait %C degerleri
hesaplanmustir. inkiibasyon siireleri kiyaslandiginda meyve sularmin berrakliklarinda meydana gelen artis-
azalig degerleri Cizelge 2°de “%C 1] kolonunda belirtilmistir.

Meyve sularmin berraklik analizi bulgularmma goére, elma suyunda, 1:1 oranindaki MS:S35 seliilaz
karigiminin 1 saatlik inkiibasyonunda en yiiksek berraklik degeri dl¢iilmiistiir (%366,7). Bu deger, tiziim
suyu icin 1:5 oranindaki MS:S35 karisimimin 1 saatlik inkiibasyonunda en yiiksek olup (%203,1) seftali
suyunda ise, 1:5 oranindaki MS:S35 karisiminin 3 saatlik inkiibasyonunda en yiiksektir (%1421).

Cizelge 2. Meyve suyunun berraklik analizi (YT ve %C degerleri)

Meyve | MS:S35 1 saat 3 saat

Suyu orant %C 1|
Cesidi (vV:v) Kontrol | MS + S35 %C Kontrol MS + S35 %C

%T %T %T %T

Elma 1:1 4,2 19,6 366,7 2,5 7,3+£0,3 196 %47 |
suyu 1.5 27,7 48,4 74,73 21,3 61,4+ 0,64 189 %153 1
Uziim 1:1 34,9 75,4 116,05 31 59,3 +£0,23 91,4 %21,24 |
suyu 1.5 29,5 89,4 203,1 34,9 93,3+0,15 167 %18 |
Seftali 1:1 0,6 0,9 50 0,63 1,L1£0 74 %48 1
suyu 1:5 9 35,9 299 5,8 8823 £0,06 | 1421 | %3753 1

Enzim-meyve suyu karisimi 6rneklerinden, inkiibasyonlarin 1. saat ve 3. saatleri sonunda alinan 6rneklerle
DNS yontemine gore 540 nm dalga boyunda gerceklestirilen indirgen seker analizi sonuglar1 Sekil 5’te
gosterilmistir.

Elma suyunun gercirgenlik analizine gore en iyi sonug, 1:5 oraninda hazirlanan elma suyu:S35 seliilaz
karigiminin 3 saatlik inkiibasyonunda elde edilmistir. Elde edilen verim, 1:5 oranindaki elma suyu:S35
seliilaz karisiminin 1 saatlik inkiibasyonundaki {iriin veriminden %9, 1:1 oranindaki elma suyu:S35 seliilaz
karigiminin 3 saatlik inkiibasyonundaki iiriin veriminden %43,4 ve 1:1 oranindaki elma suyu:S35 seliilaz
karisiminin 1 saatlik inkiibasyonundaki {irlin veriminden %55,1 daha fazladir.

Uziim suyunun gercirgenlik analizine gore en iyi sonug, 1:5 oraninda hazirlanan iiziim suyu:S35 seliilaz
karigiminin 3 saatlik inkiibasyonunda elde edilmistir. Elde edilen verim, 1:5 oranindaki iizim suyu:S35
seliilaz karisiminin 1 saatlik inkiibasyonundaki {iriin veriminden %5, 1:1 oranindaki tiziim suyu:S35 seliilaz
karigiminin 3 saatlik inkiibasyonundaki iiriin veriminden %45,5 ve 1:1 oranindaki {iziim suyu:S35 seliilaz
karisiminin 1 saatlik inkiibasyonundaki {irlin veriminden %39,1 daha fazladir.

Seftali suyunun gercirgenlik analizine gdre en iyi sonug, 1:5 oraninda hazirlanan seftali suyu:S35 seliilaz
karigiminin 3 saatlik inkiibasyonunda elde edilmistir. Elde edilen verim, 1:5 oranindaki seftali suyu:S35
seliilaz karigiminin 1 saatlik inkiibasyonundaki tiriin veriminden %7, 1:1 oranindaki seftali suyu:S35 seliilaz
karisiminin 3 saatlik inkiibasyonundaki {iriin veriminden %57,4 ve 1:1 oranindaki seftali suyu:S35 seliilaz
karisiminin 1 saatlik inkiibasyonundaki iiriin veriminden %88,2 daha fazladir.
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Sekil 5. Meyve suyundaki indirgen seker analizi
4. TARTISMA

Seliilazlar, endiistriyel ve biyoteknolojik olarak olduk¢a degerli enzimlerdir. Temel olarak seliilozun
hidrolizinden sorumlu enzimler olup, meyve suyu berraklastirma proseslerinde siklikla kullanilmaktadirlar.
Meyve suyunun berraklastirilmasi, meyve suyu ve icecek endiistrisinde igecegin gorselligini ve
pazarlanabilirligini artiran 6nemli bir asamadir. Literatiirde yer alan bir¢ok ¢alisma, farklit meyve sularmin
berraklastirilmasinda kullanilmak iizere karakterizasyonu yapilan ¢esitli mikrobiyal seliilaz enzimlerini
kapsamaktadir.

Doan ve arkadaslar1 [5], yaptiklar1 ¢alismada Paenibacillus elgii TKUO51susundan elde ettikleri PeCel
seliilaz enziminin pH 6,0 ve 60°C'de optimum aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Enzim, 50°C'de 1
saat boyunca aktivitesinin yaklasik %80’ini, pH 4,0-10,0 araliginda stabilitesinin tamamina yakinini
korumustur. Na*, K*, Zn*?, Fe*?, Ca*?, Ba*? ve Mg*? varliginda enzimin baslangi¢ aktivitesi korunmustur.
Cu*?iyonu ile 6nemli 6lgiide inhibe olan enzimin aktivitesi, Mn*? varliginda %40 oraninda artmgtir. 2-ME,
EDTA, 1,10-fenantrolin ve PMSF ile enzim yaklasik %80’in tizerinde stabil kalmistir. Yaptiklart meyve
suyu berraklastirma analizinde 0 U, 1 U, 5 U ve 10 U miktarlarindaki PeCel seliilaz1 elma suyu ile
inkiibasyona biraktiklarinda meyve suyunun berrakliginin, sirasiyla, %34,54 + 0,62; %62,52 + 1,54,
%68,19 £ 1,85 ve %71,33 + 1,92 oranlarinda arttigin1 rapor etmislerdir. Sonug olarak, izole ettikleri
selilazin, elma suyu berrakligini arttirdigii ve dolayisiyla meyve suyu endiistrisinde kullanim
potansiyelinin yliksek oldugunu vurgulamislardir. Calismamizda karakterize etmis oldugumuz S35 seliilaz
enzimi, elma suyunu, 1:5 meyve suyu: enzim oranindaki karisimlarda 1 saaatlik inkiibasyonda %74,73 ve
3 saatlik inkiibasyonda %189 oranlarinda berraklastirarak PeCel seliilazin berraklastirma oranindan daha
yiiksek aktivite sergilemistir (Cizelge 2).

Widowati ve arkadaglarmin yaptiklar1 arastirmada, Bacillus subtilis susundan izole ettikleri seliilaz
enzimini kirmizi guava suyunun berraklastirilmasinda kullanmislardir [27]. Enzim pH 3,0-9,0 araliginda
stabilitesini korumustur. Calismada 35°C, 47,5°C ve 60°C sicakliklarda 60, 90 ve 120 dakikalik
inkiibasyonlar gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sicakliginin meyve suyunun gegirgenligi {izerinde dnemli
bir etki gosterdigi belirlenmistir. Sicaklik artiginin, meyve suyunun berraklasmasinda enzimatik reaksiyonu
hizlandirdig: tespit edilmistir. 35°C’deki inkiibasyona kiyasla, 47,5°C’deki inkiibasyon sonunda meyve
suyunun gecirgenligi artmigtir. 47,5°C ve 60°C’deki inkiibasyonlar sonucunda elde edilen gegirgenlik
degerleri arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir. Meyve suyunda berraklasma analizinde en yiiksek
%T degerini 47,5°C'deki 90 dakikalik inkiibasyon sonucunda (%23,27) elde ettiklerini bildirmislerdir.
Calismamizda meyve suyu berraklastirma analizinde kullandigimiz meyve suyu tiirleri farkli olmakla
birlikte, S35 seliilazin, bu ¢alismadaki bulgulara kiyasla daha yiiksek %T degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 2).
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Abdella ve lbrahim, Bacillus licheniformis MA1 susundan elde ettikleri ham seliilaz enzimiyle elma
suyunun berraklagtirilmasi analizini gergeklestirmislerdir. Enzimin standart aktivitesini pH 7,0’de ve
40°C'de dlgmiislerdir. 50 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda meyve suyu berraklastirma testinden elde
ettikleri veriler, enzimle muamele edilmis meyve suyu 6rneginde (%88,2 + 0,15), kontrol meyve suyuna
(%75,4 + 0,09) kiyasla, verimin dikkate deger bir oranda arttigin1 gostermistir. Enzimin, elma suyunda
berraklastirici madde olarak kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir [13]. S35 seliilaz, bu c¢aligmadaki
bulgularla benzerlik gostermekle birlikte, enzimimizin pH 5,0’te optimum aktivite sergilemesi sayesinde
meyve suyu endiistrisindeki asidik proses kosullarina daha uygun olacagini ve berraklastirict madde olarak
tercih edilebilecegini diistinmekteyiz.

Bhattacharya ve arkadaslari, caligmalarinda karakterize ettikleri seliilaz enziminin maksimum aktivitesini
pH 5,0°te ve 50°C’de gosterdigini belirlemislerdir. Enzimin, 30-80°C ve pH 2,0-9,0 araligindaki
degerlerdeki kararliligini belirlemislerdir. Seliilazin, pH 3,0-6,0 araliginda 4 saatlik inkiibasyondan sonra
%90-99 kalan aktivite degerine sahip oldugunu, pH 7.0’de ise aktivitesinin %80’ini korudugunu tespit
etmislerdir. Enzimin aktivitesi alkali kosullarda ise kademeli bir diisiis gdstermistir. 30, 40 ve 50°C’lerde
2 saatlik inkiibasyondan sonra %90-99 araliginda aktivitesini koruyan enzim yiiksek bir stabilite
sergilemistir. Bu stabilite 6zelligi enzimi, sicakligin genellikle 50°C civarinda seyrettigi meyve suyu
berraklastirma gibi islemler igin uygun hale getirmektedir [19]. Calismamizda karakterize ettigimiz S35
seliilazin da 50°C civarinda sahip oldugu termal kararlilig1 sayesinde meyve suyu endiistrisi i¢in 6nemli bir
aday oldugunu, literatiirdeki farkli ¢alismalarin bulgulartyla yapilan kiyaslar da desteklemektedir. Cesitli
metal iyonlarmin ve organik solventlerin, enzimin aktivitesi iizerine etkilerini incelemislerdir. Cu*? ve Fe*2
iyonlarinin, enzimin aktivitesini inhibe ettigi bildirmisler, sirasiyla, %17,5 ve %18,26 oraninda kalan
aktivite degeri Slgmiislerdir. Buna karsilik, enzimin aktivitesi Ca*?, Co*? ve Na* iyonlar1 varli§inda,
sirastyla, %87,79, %82,05 ve %86,34 oranlarinda korunmustur. Mg*? varliginda enzimin aktivitesi %28
artmigtir. Bu ¢alismadaki seliilaza kiyasla, S35 seliilaz enzimi, Cu*? ve Mg*? varliginda aktivitesinin
tamamima yakimim korumus, Ca*? varliginda da benzer kararlihg1 sergilemistir (Cizelge 1). Coziiciiler
arasinda metanol (%84,19), etanol (%83,10), izopropanol (%85,37), aseton (%82,78) ve gliserol (%88,66),
seliilaz aktivitesini orta diizeyde inhibe etmistir. Calismalarinda karakterize ettikleri seliilaz, metanol
(%84,19), etanol (%83,10), izopropanol (%85,37), aseton (%82,78) ve gliserol (%88,66) ile muamele
edildiginde enzimin aktivitesini orta diizeyde inhibe ederek S35 seliilaz ile benzer aktivite degerleri
gostermistir (Cizelge 1). Karakterize ettikleri seliilaz, elma suyunda, sadece meyve suyuna kiyasla, %42
oraninda bir artisla %94,37 oraninda berraklasma saglanustir. indirgen seker miktarinda da 50°C'deki 1,5
saatlik inkiibasyonda %0,25’lik enzim:meyve suyu karisiminda yaklasik %63’liik bir artis oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu degerlerle kiyaslandiginda, S35 seliilazin elma, ilizim ve seftali sularin1 berraklastirma
kabiliyetinin oldukga yiiksek oldugu goériilmektedir (Cizelge 2, Sekil 5).

Kanmani ve arkadaslari, Bacillus pumilus susundan elde ettikleri selillaz enzimini elma suyunun
berraklastirilmasinda kullanmiglardir. 1 mL enzim ile 5 mL meyve suyu karistmini1 50°C’de 50 dakika
stireyle inkiibasyona biraktiktan sonra kontrol olarak hazirladiklart 1 mL su ile 5 mL meyve suyu
karisimiyla kiyaslamiglardir. Yaptiklar1 gorsel degerlendirmede enzim igeren elma suyunda berraklagma
tespit etmiglerdir. Meyve sularinin bulanik olmasi, endiistriyel olarak istenmeyen bir durumdur. Tiiketici,
bulanik meyve sularina kiyasla berrak igecekler tikketmeyi tercih etmektedir. Dolayisiyla, igecek iireticileri,
irettikleri meyve sularini enzimatik yolla berraklagtirma yontemlerini uygulamaktadir. Buna ek olarak,
endustriyel proseslerdeki zorlu kosullar altinda enzimin stabilitesinin korunmasi, maliyette ve islem
stiresinde azalma saglayan en biiyiik etmenlerden biridir [28]. Calismamizda karakterize ettigimiz ve meyve
suyu berraklastirma analizini ger¢eklestirdigimiz S35 seliilaz enzimi; sahip oldugu termal stabilite ve asidik
ortamda yiiksek kararlilikta olma, organik ¢dziiciilere karsi stabilitesini koruma ve gesitli kimyasallarin
varliginda aktivitesini siirdiirme gibi gesitli 6zellikleri sayesinde meyve suyu isleme ve berraklastirma
proseslerine uygun bir enzim oldugunu gostermistir. Bu kararlilik 6zellikleri, endiistriyel proseslerde
enzimlerde aranan en 6nemli 6zelliktir.
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Dolayisiyla, S35 seliilaz enziminin, meyve suyu endiistrisinin yani1 sira, ¢esitli cevre dostu proseslere de
entegre edilebilir karaktere sahip olmasi, enzimin endiistriyel iiretimde zararli kimyasallara olan
bagimhiligin azaltilmasina da katki saglayabilecegini gostermektedir. Bu faydali katki, enzimin hem
yenilik¢i hem de 6zgilin degerini ortaya koymaktadir. Ayrica ¢alismamizda, li¢ farkli meyve suyunda, iki
farkli meyve suyu:enzim konsantrasyonunda ve iki farkli inkiibasyon siiresinde analiz etmis oldugumuz
meyve suyu berraklastirma denemeleri, S35 seliillazin yiiksek verimlilikte meyve suyu berraklastirma
potansiyeli oldugunu gdstermistir. Hem gorsel hem de kantitatif olarak degerlendirdigimizde ve enzimin
sahip oldugu karakteristik 6zellikleri géz oOniine alindiginda, enzimin meyve sularimi berraklagtirma
kapasitesi oldukga yiiksektir. Dogal bakteri susundan elde edilip ham enzim halinde kullanilmis olmasi da,
onu, literatiirdeki benzerlerinden ayiran 6nemli bir 6zellik olarak goriilmektedir. Ayrica, enzimin hem dogal
bir sustan elde edilmesi, hem de genis sicaklik ve pH skalasinda stabilitesini koruyor olmasi ¢aligmamizin
0zglin degerini artirmaktadir.

TESEKKUR
Yazar, bu calismanin arastirmasi veya yayinlanmasi ile ilgili herhangi bir finansal destek almamustir.
YAZAR KATKI ORANLARI

Nihan Arabaci: Kavramlastirma, Metodoloji, Arastirma, Materyal temini, Arastirma, Deney sonuglarinin
dogrulugunu kontrolii, igerik analizi, Makalenin yazimi-Orijinal taslak, Makalenin yazimi- inceleme ve
Diizenleme.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDiRiMi
Yazarin herhangi bir ¢ikar ¢atismasi/cakigmasi bulunmamaktadir.
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