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OZET

Anahtar kelimeler: Uclii Faz Sistenivvertaz, Tanin—Demir Bilggi

Invertazlar, hidrolaz sinifi enzimlerinden olup, si#un friktoz ve glukoza
hidrolizini katalizlerler.Invertazlar, Uzim suywarap, sampanya gibi iceceklerde
yaygin olarak bulunan ve gida sanayinde gbmiuygulama alanina sahip, genellikle
kristalize olmayan invergeker suruplarinin eldesinde kullanilan ve gdola eldesi

kolay olan enzimlerdir.

Protein ve enzimlerin saflariimasinda son zamanlarda kullanilan yeni
biyokimyasal yontemler arasinda affiniteye dayaknikler 6n plana ¢ikmaktadir.
Endustriyel bir enzim olan invertaz, tanin-demiretinere kolay, rejenerasyonun
midmkin ve immobilizasyon maliyetinin gik oldusu bir yontem olan fiziksel

adsorpsiyon ile immobilize edildi.



SUMMARY

Keywords :Three-phase partitioningpvertase, Tanin-iron composite

Invertases are enzymes of hydrolase class whiclyziaig the hydrolysis of glucose
to fructose and sucrosivertases, found in grape juice, wine, champaguefeod

industries, such as commonly beverages with a vadge of applications, it's used
to produce invert sugar syrup is often non-crystallin nature, that are easy

retrieval.

Used in the purification of proteins amthzymes has recently come to the fore new

techniques based on affinity of biochemical methods

An industrial enzyme invertase, immobilized on taimon composite, easy, low and

regeneration is possible method of immobilizedt fieysical adsorption.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

Invertaz  g-D-fruktofuronozid fruktohidrolaz; E.C. 3.2.1.26)Sifkraz), p-D-
fruktofuranozidlerin terminal indirgen olmayarm-fruktofuranozid artiklarinin
hidrolizini katalizleyen hidrolaz sinifina ait glo&nzimdir.invertazlar sikroza etki
ederek glukoz hidrolizini veya @sen derecelerde fruktosil aktarimini
gerceklatirirler. Bunun icin tepkiyerg-D-fruktofuranozil grubu icermelidir. Dfada
yaygin olarak bulunan bu enzim bitkiséirfegin; liziim, patates, bambu, tiitiin,
ananas, havug, mango, piring, arpa, yulaf, elmatakal, seftali, domates, kavun,
soya fasulyesi, nohut vbve mikrobiyal (6rnegin; Sacromises cerevisia, Aspergillus

niger,vb.) kaynaklarda bulunmaktadir [1].

Invertazlar endistride ve genellikle gida sanayipetss bir uygulama alanina sahip
olan enzimlerdir. Bunlara invergeker suruplarinin eldesi, c¢ikolata Uretimi,
sekerlemelerde kullanimi, kondense sitlerin Uretinebek gida Urlnlerinde tercih
edilmesi ve iir yemlerinin hazirlanmasinda kullanimi 6érnek dtavarilebilir. Gida
sanayinde invergeker suruplarinin hazirlanmasinda asit hidrolizi ya daiermtik
olarak sukrozun invertaz ile hidrolizi gerceilalmektedir. Asit hidrolizi oldukca
yukseksiddette renkli drtinler, kil ve istenmeyen pek cak yiriin olgturdusu icin
endustriyel alanda enzimatik hidroliz tercih edikteglir. Hidroliz sonucu okan
fruktoz, kolay kolay kristalize olmagh ve daha tath oldgu icin gida sanayinde
sulkroza tercih edilmektedir. Ayrica invertaz enzinanalitik amacla sikroz

konsantrasyonun tayini amacli biyosensorlerde kuli@aktadir.

Gunumize kadar bircok agtamaci tarafindan invertazin safiamlmasi konusunda
cesitli teknikler gelistirilmi stir. Fakat bu tekniklerin ggu ¢oktirme, iyon désim
kromatografi, jel filitrasyon kromatografi, ultrétfiasyon gibi cok adimli samalari
icermektedir. Bu gamadaki basamak sayilarinin artmasi Urin veriminmsuz

etkilemektedir. Daha da 6nemlisi bu basamaklarigucoygulamasi zor ve pahali



yontemler icermektedir. Yagmiz calsmada kokulu kara tuzimdeNifis labrusca
ya da isabella)izole edilen invertaz enzimi Gcliu faz yontemiylePH) uygun tuz
konsantrasyonu, pH, sicaklik gibi parametrelerkilei incelenerek optimizasyonu
sgilandi. Optimize edilen TPP sistemi ile invertaz ienztek adimda safldrildi.
Daha sonra safiariimis olan bu enzimin demir-tanin kompoziti Uzerine
immobilizasyonu gercekséirilerek serbest ve immobilize enzimin aktiviteler

karsilastirildi.



BOLUM 2. ENZIMLER VE iMMOB iLiZASYONU

2.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler secicilgi ve aktivitesi yuksek, biyokatalizérlerdir. Her zmde proteini
olusturan amino asitlerin sayisl, dizilsirasi ve molekullerin konformasyonu belirli
bir diizen igerisindedir ve bu diizen enzimin substsacicilgini belirler. Segicilgin
belirlenmesinde rol alan enzimlerin sahip @duaktif bdlge, enzim-substrat
kompleksi olgturmak ve substrati Grtiine datiirmek tGzere substrataghanir. Aktif
bdlge protein ylzeyinde, go zaman bir ¢catlak ve oyujeklinde olan t¢cboyutlu bir
olusumdur ve substrat buraya coklu zayif etiilderle balanir. Bir enzimin
substrata bdanmasi anahtar-kilit modeli ve induklergmiyum modeli ile aciklanir.

Dogada oldukca yaygin olarak bulunan pek cok mikrdbiya bitkisel kaynaktan
Invertaz enzimi izole edilngiiir. Invertaz, kimlgi ilk belirlenen proteinler arasinda
bulunmaktadir ve enzim kingtnin prensiplerinin ¢ikarilmasinda model enzim

olarak kullaniimgtir [2].

2.1.1.invertazlar ve biyokimyalari

Invertaz  g-D-fruktofuronozid fruktohidrolaz; E.C. 3.2.1.26)Sifkraz), p-D-
fruktofuranozidlerin terminal indirgen olmayarm-fruktofuranozid artiklarinin
hidrolizini katalizleyen hidrolaz sinifina ait glo&nzimdir.invertazlar sikroza etki
ederek glukoz hidrolizini veya @sen derecelerde fruktosil aktarimini
gerceklatirirler. Bunun icin tepkiyerg-D-fruktofuranozil grubu icermelidir. Dfada
yaygin olarak bulunan bu enzim bitkisel (G¢me UzUm, patates, bambu, tatdn,
ananas, havug, mango, piring, arpa, yulaf, elmatakal, seftali, domates, kavun,

soya fasulyesi, nohut vb.) ve mikrobiyal (6give S. cerevisia, A. nigeryb.)



kaynakta bulunmaktadir [1ekil 2.1’de invertaz enziminin reaksiyon mekanizmas

gosterilmitir.
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Sekil 2.1.Invertaz enziminin genel reaksiyon mekanizmasi

Son yillarda invertazlarla yapilan klonlama galalari da oldukca buyik bir 6nem
ve hiz kazanmtir. Saflgtirilan enzimin oldukca biyiuk miktarda Uretilmese v
enzimatik ozelliklerinin geditirilmesi icin invertazin cDNA klonunun izole editk
dizisinin aydinlatiimasi gerekmektedir. Bu amacépnian ¢cakmalardan birisinde
Saccharomyces cerevisia@ternal invertazini kodlayan cDNA klonlangnive
ardindan dizisi aydinlatilrsgtir [3]. Invertaz enziminin ti¢ boyutlu yap&ekil 2.2'de
gosterildi [4].
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Sekil 2.2.Invertaz enziminin tig-boyutlu yapisi



Bitkiler c¢dzundrlikleri, hicresel lokalizasyonlargptimum pH ve izoelektrik
noktalarina gore; vakular (Inv-V), hicre duvariraglb(Inv-CW) ve nétral (Inv-N)
invertazlar olmak Uzere U¢ gk invertaz izoenzimine sahiptirler [5]. Vakular
invertazlar ve hicre duvarina ghainvertazlar benzer enzimatik ve biyokimyasal
Ozelliklere sahiptirler. Ayrica yuksek derecedezmrdizi homolojileri ile birlikte iki
tane korunmgl amino asit motifleri icerirler. Bu iki invertaz idg&k optimum pH’a
sahip olup-fruktofuranozidaz aktivitesi gosterir. Cunkl sikuo ve dger -fruktoz
iceren oligosakkaritlerin fruktoz artiklarina sasdak hidrolizlerler. Stkroz igin Km
degerleri diyuik milimolar aralgindadir. Bunun yaninda bu iki invertaz izoenzimi
birer N-b&h glikoproteindir ve cgunlukla molekil kitlesinin 55 ve 70 kDa arasi
kismini karbohidrat kalintisi ajturur. Invertaz aktivitesi silfidril gruplarini bloke
eden ajanlar (Hgve Ag) tarafindan inhibe edilmektedir. Reaksiyon uriinler
tarafindan da inhibe edilirler; glukoz yamasiz inhibitér olarak, fruktoz ise
yarismall inhibitor olarak etki gosteriinvertaz izoenzimleri kiicik gen aileleri (iki
tane vakular invertaz gen ailesi ve alti tane higcrearina bgl invertaz gen ailesi)
tarafindan kodlanmaktadir. Genomik organizasyoimtrenekzon yapisi monokot ve
dikot invertaz genleri arasinda korungtur. TUm bitki, bakteri ve fungus invertaz
genlerinde var olan ¢ok dnemli bir 6zellik; dokané nikleotitten okan kicuk bir
ekzonun varfiidir. Bu ekzon, N-DPN-G/A kutusgeklinde ¢ tane amino asiti
kodlamaktadir. WECP/V amino asit motifinde ise akunvertazlar valin arina,
hiicre duvarina I@h invertazlar ise valin yerine prolin agtna sahiptir. Vakular

invertazin amino asit motifiekil 2.3."” te gosterildi [5].

Vacuolar invertase:

NDPN WECVDF
signal N-terminal mature C-terminal
peptide propeptide polypeptide extension

Sekil 2.3. Hucre duvari ve vakular invertazlarin amasit motifi

Vakular invertazlar, vakuolda lokalize olup pH 5(6- arasi asidik optimum pH’a
sahiptirler. Vakuolar invertazlar, c¢6zinir asidiknvertazlar olarak da
adlandinimaktadir. Vakulde depolanan sikrozun yssiden ve metabolik
prosesler i¢in siukrozun yeniden mobilizasyonundaruraludurlar. Ayrica meyve



dokularinda ve olgun yumrularda karbohidrat demrgesi regilasyonunda
gorevlidirler [5, 6]. Hucre duvarina Pl invertazlar ise ekstraseliler, apoplazmik
veya periplazmik invertazlar olarak karakterize liddr. Hicre duvarina b
invertazlar dgik optimum pHa (pH 3,5-5,0) ve yuksek izoelektniloktaya
sahiptirler. Bu tip invertazlar hiicre duvarina iyohir sekilde b&lanirlar. Stikrozun
floemde hidrolizini katalizleyerek yikim Grtinlermhicre duvarinda bulunan heksoz
transporter proteinleri ile floemden stoplazmayangesini sglarlar [5, 6]. Uglinci
tip invertazlar olan noétral invertazlar ise, alkaéya stoplazmik invertazlar olarak
adlandirilabilirler. Alkali denmesinin sebebi optim pH’larinin pH 6,8-8,0 arasinda
olmasindan, sitoplazmik denmesinin sebebi ise gillese lokalizasyonun
stoplazmada olmasindan dolayidir. Bu tip invertadlaik enzim aktivitesine sahip
olup aktivitesini hizla kaybegiinden fizyolojik fonksiyonu hakkinda sinirli bilgi
mevcuttur. Buglne kadar ancak birka¢ tane notreériaz klonlanip karakterize
edilmistir [5, 6].

2.1.2.invertazlarin etki mekanizmasi

Enzimler kendileri dgismeksizin bir tepkimenin hizini g@stiren katalizérlerdir.
Enzimler yuksek derecede 6zguldir ve aktivitelesntkol edilir. Katalitik olarak
aktif olan bazi RNA’lar tanimlanmasinagraen neredeyse butliin enzimler protein

yapidadir.

Enzimatik kataliz icin asit-baz katalizi, kovalddtaliz, metal iyonu katalizi, cdzgen
katalizi gibi ceitli mekanizma tipleri onerilmektedir [6]. Enzimiar reaksiyon

mekanizmalarinin aydinlatiimasinda en o6nemli adktif anerkezinde yer alan
aminoasit yan zincirlerinin ve bunlarin konumlaninibelirlenmesidir. Bu
aminoasitler bglanma merkezi ve katalitik merkezde aktif olarakegoalirlar. Cgu

kez X-ginlari yontemi uygundur fakat en cok kullanilan tgin secimli olarak
reaksiyon veren reaktiflerle yapilan modifikasyoalignalaridir [5]. Thermotoga

maritimainvertazinin kristal yapisiekil 2.4’ de verildi [6] .
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Sekil 2.4. Thermotoga maritimévertazinin kristal yapisi

2.1.3.Invertazlarin izolasyonu ve saflgtiriimasi

Saflatirmanin amaci daha sonraki gaialarda kullanilabilecek uygun bir protein
preparatinin hazirlanmasidir. Bunun igin 6ncelikjereksinim duyulan protein
miktari, ne duzeyde bir saflik iste@idi ne diizeyde bir aktivite kaybinin tolere
edilebilecgi, ne kadar zaman ve para harcanabgebelirlenmelidir. Saflatirilacak
olan enzim secilen kaynakta hem kararli olmali feErbol miktarda bulunmalidir.
Ayrica kolay sglanabilir, bol ve ucuz kaynaklar daima tercih etili. Enzimlerin
izolasyon ve safkdirilmasinda her zaman en etkili, en hizli ve eoneknik prosesler
belirlenmeye cafilir. izolasyon adiminda genellkle homojenizasyon ve
homojenatin separasyonu gercektdir. Saflastirmanin ilk adimlarinda daha c¢ok
deristirme yontemleri, daha sonra ise kromatografik ielen kullanilir [7].
Izolasyon ve safiirmada kullanilan teknikler; amonyumsiilfat ve ovijactzgen
ile fraksiyonlama, 1si muamelesi, asidifikasyorgnydesisim, jel kromatografisi ve
izoelektirik fokuslama olarak siralanabilir. Oldakgiksek saflikta ve hemen hemen

homojen bir invertaz preparatinin hazirlanalgilgok az cakma mevcuttur [6].

Literatlrlerde verilen invertaz izolasyon, sgfilema ve karakterizasyon
calismalarinda bitkisel kaynaklara 6rnek olarak, zam@karmut [9], patates [10],
sogan [11], Gzam [12], thtin [13], soya fasulyesi [1Kdvun [15], bambu [16keker
pancari[17], papaya [18], domates [19], enginaf,[@Ortakal [21] veriimektedir.

2.1.4.Invertazlarin uygulama alanlari

Invertazlar endistride ve genellikle gida sanayiyeles bir uygulama alanina sahip

olan enzimlerdir. Bunlara inverteker suruplarinin eldesi, c¢ikolata Uretimi,



sekerlemelerde kullanimi, kondense sitlerin Uretioe@bek gida Urinlerinde tercih
edilmesi ve giir yemlerinin hazirlanmasinda kullanimi 6rnek dkavarilebilir. Gida
sanayinde invegekersuruplarinin hazirlanmasinda ya asit hidrolizi yaedaimatik
olarak sukrozun invertaz ile hidrolizi gerceilalmektedir. Asit hidrolizi oldukca
yukseksiddette renkli drtnler, kil ve istenmeyen pek calk yirtin olgturdusu icin
endustriyel alanda enzimatik hidroliz tercih edikteglir. Hidroliz sonucu okan
fruktoz, kolay kolay kristalize olmaghi ve daha tath oldgu icin gida sanayinde
sukroza tercih edilmektedir. Ayrica invertaz enzinanalitik alanda sukroz

konsantrasyonun tayini amacli biyosensorlerde kuli@aktadir [22].

Sukroz polarize stk dizlemini sga (+66,5, dekstrorotatori), hidroliz sonucu
meydana gelegeker kargimi ise polarize stk dizlemini sola (-33,3, levorotatori)
cevirir. Bu nedenle, buslem inversiyon hidroliz Grini deinvert seker olarak
adlandirihr. Stkrozun tatliik derecesi 100 olatedbul edildginde, invertsekeri
olusturan glukoz ve fruktozun tatlihk dereceleri siydes 70 ve 180’dir. Bu nedenle
invert seker gdeger miktardaki sikrozdan daha fazla tathlikglsa ve sekerli
urunlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilwert sekerin dger bir kullanim
amaci da kristalizasyon kontrolidur. Sidkrozun Hidrosonucu olgan invert
sekerdeki glukoz ve fruktozun sudaki toplam c¢ozuikigri siikrozun tek bBana
cozundrlignden daha  fazladir.  Kristalizasyonun  azalmasindaikrog
konsantrasyonun azalmasi da etkilidir. Bu sebeaplerli tUrtnlerde invergeker
icerigi cok 6nemlidir. Orngin; lokumda invertseker icerginin fazla olmasi lokum
dilimlerinin birbirine yapgmasina ve depolama sorunlarina, yetersiz olmasi ise
kristallenmeye ve piruzli yapiya neden olmaktabhwversiyon cikolata kapl sivi
veya krem dolgulusekerlemelerin Uretiminde de kullaniimaktadir. Kidpa ve
kaplama glemleri dolgu kisim kati iken yapilir. Daha son@giliya verilen invertaz
enzimi sukrozu invertsekere dongtlrir ve c¢oOzindrlikteki dgsimle dolguda
yumwsama veya sivikanma gorilur. Seker endustrisinde, kammelasinin etanole
fermantasyonu, §ir yemlerinin ve invertseker suruplarinin hazirlanmasi, likor,
yapay bal ve dondurulmutatli ve benzeri Uretimlerin yapiimasinda kullanil
biyoteknolojik proseslerde invertaz enzimleri kallanaktadir. Biyoteknolojik
uygulama alanlari nedeniyle invertazlar oldukca nilineve deserli bir enzim
grubudur [22].



2.2. Enzimlerinimmobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu icin gafirilen yontemler ve materyaller, biyoteknoloji,
biyokatalizasyon, protein @dim sistemi ve biyosensdrler gibi farkli uygulama
alanlarinda 6nem kazanan bir alan ojtaa Enzimimmobilizasyonunda amagclanan,
biyouygunligu olan fonksiyonel materyallerin dizayni ve enzinfigzlanabildigi,
ayni zamanda aktivite ve stabilitesiningdb yapisina yakin oranda korunabgidi
sistemlerin gelitiriimesidir [23]. Immobilize enzimleri dzellikleri, enzim vestgic
materyalin 6zeliklerine ldir. immobilize enzim bu iki parametreyle kimyasal,
biyokimyasal, mekanik ve kinetik 6zellikler kazan@ok sayida endustriyel, analitik
ve Klinik islemlerde serbest enzimler substrat ¢ozeltisi ilaskalir ve trin elde
edildikten sonra ekonomik olarak geri kazanllamazl&nzim saflgtirma
islemlerinin zor kagullar altinda olmasi ve yiksek maliyet gerektirmesiyaninda
sadece bir kere kullanilabilmeleri, genellikle ika& gida endustrisinde biyokatalizor
olarak veya kimyasal analizlerde spesifik olarakldtulan enzimler icin 6nemli
dezavantajlart okiurmaktadir. Bu nedenle, enzimlerin farkli immaobasyon
yontemleri ile immobilize edilerek kararliliklarmiartiriimasi, tekrar kullanima
olanak tanimasi ile Uretim maliyetinin ghiesinin yani sira enzimatik proseslerin
surekli olarak da yapilabilmeleri bu yontemin suguwnemli avantajlari arasinda

yer almaktadir.

Immobilize enzimin verimi, kdanma sirasindaki kayiplardan ve enzimin destek
materyalinin godzeneklerinden sizmasindan dolayiliraz&erimi distren bu
durumlara kayn alinabilecek o©6nemler ise, stsicinin parcacik boyutlarinin
dUsUrdlmesi, enzim yikleme miktarinin azaltilmasi veimi taglyict materyalin di
ylizeyine bglamaktir. Immobilizasyon gleminin aks semasiSekil 2.5'te verildi
[23].
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2.2.1. Fiziksel metotlar

2.2.1.1. Polimer matrikste tutuklama

Yontemin esasi, enzim molekullerinin etrafinda mar bir & olusturulmasina
dayanir. Enzim moleklli ¢ozeltide serbesttir fajadin kafes yapisi ile enzimin
hareketi sinirlandiriingiolur. Jel kafesinin, enzimin sizmasini engellekederecede
siki olmasi gerekmektedir. Jel yapi, enzimigadicikmasini engellerken, substrat ve
reaksiyon sonucu ofan Urinun serbestge giri ¢ikisini  s&lar. Bu tlr
immobilizasyon gleminde en c¢ok kullanilan matriks materyalleri, ipkfilamid,

pektin, jelatin, agar ve silika jeldir.

2.2.1.2. Mikrokapsulleme

Yontemde enzim molekulleri yari gecirgen bir mennbila kusatilir. Yari gecirgen
membranin godzenek capl substrat ve drlnlerin sipeciizin verecek boyutta
secilmelidir. Mikrokapsulleme yonteminde herhangirbodifikasyon olmadiindan
enzim aktifligi, serbest enzim aktiftine ¢cok yakindir. Bu yontemle buyuk ytzey-
hacim oranina ukalir. Yiizey-hacim oraninin biyuk olmasi, mikrokalpgiérisinde
olusan enzim substart tepkimesini artirir. Bu yontemd@zvantaji mikrokapsulleme

sirasinda yuksek protein gklerine gerek duyulmasidir [24].

2.2.1.3. Membran reaktorler

Mikrokapsulleme ydnteminin, buyik olcekli ve mekarvlarak akg dinamgine
uygun, surekli sistem amach bir immobilizasyon tgmidir. Membran reaktorler,
oyuk fiber, tubuler ve kaskat yapilarinda olabdirl Zarin 6zelli, substrat ve Urin
giris clkisina izin vereceksekilde yari gecirgen olmasi ve prosesin mekanik

etkileriden enzimi koruyacak derecede dayangdir [25].
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2.2.2. Kimyasal Metotlar

2.2.2.1. Adsorpsiyon

Enzim immobilizasyon teknikleri arasinda yer alats@psiyon yontemi;siemin
basit ve ucuz olmasi, yuksek katalitik aktiviteglaanasi ve en onemlisi tutuklu
enzimin  inaktivasyonundan sonra destek  materyalinitekrar  tekrar
kullanilabilmesine olanak sunmasi gibi nedenlerdelayl diger metotlardan daha
yuksek bir ticari potansiyele sahiptir. Ayni zamaratisorpsiyon yoéntemi, enzimlerin
nanopartikillere immobilizasyonundaki en populentgondir [23]. YOntem; yilizeyi
aktif, suda c¢ozinmeyen bir stsuici destek materyalinin enzim cozeltisiyle
karstirllmasi ve enzim fazlasinin yikanarak uzsktdmasi temeline dayanir.
Enzimin, tgiyiclya b&lanmasinda Van der Waals, hidrofobik etkieler ve
hidrojen balari etkilidir. immobilizasyonda etkili olan bu plar, zayif balar
olmasindan dolayi, immobilize enzimglemler esnasinda destek materyallerinden
uzaklgabilir. Bu durum, absorbsiyon ile immobilizasyon ny@mine dezavantaj
kazandirir. Prensip olarak bir proteinin aktif yyieede absorbsiyonu tersinir bir
islem olabilir.

Enzimin tglyiciya b&lanmasinda etkili olan Van der Waals kuvvetleridinzim
adsorpsiyonunda, en c¢ok kullanilarsiyecilar gozenekli cam, diatome togra
bentonit, seramik, kollodyum, silikajel, kil, akk&rbon, njasta, gluten ve kalsiyum
fosfattir.

Yontemin avantajlari; immobilizasyosleminin basit olgu, enzim konformasyonu
Uzerine etkinin az okw, desisik 6zelliklere sahip tayicilarin secilebilir olmasidir.
Adsorpsiyonun en oOnemli dezavantaji ise enziminogesyonudur. Genellikle
siddetli hidrodinamik kuvvetler vaginda enzim serbest halde tepkime ortamina

gecmektedir [25].
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2.2.2.2. Kovalent Bglanma

Enzim ile suda ¢co6zinmeyen aktiflieilmis destek arasinda kovalentgbalusumu
enzimlerin immobilizasyonu icin sik¢a kullanilanr kekniktir. Bu teknik, enzim
turevlerinin kararli olmasini 8kr ve enzimin ¢Ozeltiye geg¢mesini engeller.
Kovalent b&lanma genelde enzimin yapisinin ve fonksiyonel ignup bilindigi

durumlarda kullanilir.

Iki basamakla gercekien bu yontemde, ilk olarak kati destek materyallaraktive
edilmesi gerekmektedir. Bu gultuda, destek materyali amino, karboksil vb. gibi
fonksiyonel gruplar tamalidir. Bu fonksiyonel gruplarin yapisina ghaolarak
glutaraldehit, karbodiimid, epiklorhidrin vb. gibicesitli aktifleyici ajanlar
kullanilarak immobilizasyon sieminin birinci basam@ani oluturan ylzey
modifikasyonu gercgekigirilmis olur. ikinci asamada ise enzimin modifiye edilen
destek materyaline kovalent glanmasi glemi gerceklstirilir. Kovalent bglanma
yoluyla enzim tutuklanmasinin, g durumlarda, sicaklik, denaturantlar ve organik
¢cozlculere kar yuksek direng kazandigligosterilmgtir. Bu gelsmelerin kapsami,
enzimin d@asi, destek materyalinin tipi ve tutuklama yOntegitii sistemin dier
kosullarina b&h olmaktadir. Tayici ile enzim arasindaki bigeme ya dgrudan
bilesikler arasindaki bganti ile ya da "spacer” denilenghanti ajanlari aracgh ile
gerceklatirilir. Spacer enzimlere blylk O6lclide hareket Gl vermekte,
bdylelikle enzim aktivitesi, bazi 6zel fdlar altinda dgrudan talyiciya b&lanms
enzimin aktivitesinden daha fazla olabilmektediu ¥ntemin sgladigi en 6nemli
avantaj, guclu kimyasal Basayesinde enzim stabilitesinin yukselmesidir. Hent
baglanmada kullanilan yontemlerin pahal ve kagrkaolmasi, zor deney kallar
altinda enzim yapisinin bozulmasi ya da enziminf dkilgesinin maskelenmesi,
enzmin geri kazaniminin gliik olmasi bu yéntemin kullanimini kisittamaktad6
27, 28, 29].

2.2.2.3.1yonik Baglanma

Bu yontem, iyon d@stirme yetengine sahip, suda ¢6zinmeyesiyacilara enzimin

iyonik baglanmasi temeline dayanirlyonik balanma, ilimh kagullarda
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gerceklatirildi ginden enzimin konformasyonunda ve aktif merkezimt#gisiklik
gorilmez. Yontemin dezavantaji, enzim ilgiyeci arasindaki bg kovalent bg
kadar gucli olmagindan enzim kaginin meydana gelmesidir. Sephadex, amberlite,
dowex gibi iyon dgistirici recineler taiyici olarak kullaniimaktadir [30].

2.2.2.4. Capraz Bglanma

Kugik molekullt iki veya ¢oklu fonksiyonel reak#afl enzim molekdilleri arasinda
baglar yaparak suda c¢ozinmeyen kompleksleringsralsini sglar. Yontemde,
molekdl ici ba&larin yani sira molekuller arasi ddurleri de s6z konusudur.
Enzimleri immobilize etmek icin tek birslemde iki veya daha c¢ok fonksiyonel
maddelerin kullaniimasi bu yonteme blyuk bir avakezandirmaktadir. Enzimin
yapidan sizmasi da oldukca gigctir. Yontemin uygném esnasinda glan kontrol
zorlugu, enzim aktivitesinde ve aktif merkezinde meydaedebilecek dgsimler
yonteme dezavantaj olarak yansimaktadir. En colamkuén capraz Rgama
reaktifleri; glutaraldehit, klorformat ve karbonilshidazol, metal iyonlari ve
epiklorohidrindir. Capraz kiama yontemi, enzimlerin aktif bdlgelerinde ¢cok tie
degisikliklere yol acabilir, ayrica difizyon kisitlamalagoérulebilir. Capraz b
enzimler mekanik bakimdan cok kararsizdir ve gédellimmunolojik testlerde
kullaniimiglardir [31].

Immobilizasyon stratejile§ekil 2.6’da 6zetlendi [29].
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Adsorpsiyon Kovalent Banma Affinite Tutuklama

Sekil 2. 6. Enzim immobilizasyon stratejileri
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2.3.Immobilizasyonun Avantajlar

Enzimlerin, ylksek sicakliklardan ve organik c¢odéoien etkilenmeleri gibi
nedenlerden dolayr canli mikroorganizmalarda gdstri kararhliklarinda,
laboratuvar keullari icerisinde bir kayip s6z konusudur. Enzinmer
immobilizasyonuyla bu kararsizliklarin @o ortadan kaldirilsa da tamamen yok
edilememektedirimmobilizasyon ile enzimin kararlgh artmakta, tekrar kullanimi
sglanabilmekte, tepkimeler kontrol edilebilmekte vekgek saflikta Grlnler elde
edilebilmektedirimmobilize enzimler, serbest hallerine gore inhibisyan daha az
etkilenirler. immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilmeleri, madti 6Gnemli olctide
disirmekte ve substrat dlctimleri icin uygun enzim lkagfari sglamaktadir [32].
Deneysel uygulamalar icin bitki ve hayvanlardaneeédlilen enzimler, enduistriyel
uygulamalar icin ise mikroorganizmalardan elde exdienzimler kullaniimaktadir.
Bunun nedeni, enzimlerim mikrobiyolojik kaynaklard elde edilmesi, bitki ve
hayvanlardan elde edilmesinden dahal#timaliyetli olmasi, Gretimin zamaninin

daha kisa olmasi ve geraralikta Uretim yapilabilmesidir.

3.4. Kompozitler

Istenen amag icin tek farina uygun olmayip farkl iki ya da daha fazlalmeaneyi
istenen Ozellikleri sdayacak sekilde, belirli sartlar ve oranlarda fiziksel olarak
makro yapida bir araya getirilerek elde edilen maleye kompozit malzeme denir.
Kompozit malzemelerde yapiy! gturan bilgenler birbiri icerisinde ¢dziinmezler,
kimyasal olarak tepkimeye girmezler. Ozellikle nli&taistemlerde d§iik oranlarda
bile olsa, bir miktar ¢c6ziinme bgenler arasinda kompozit 6zelliklerini etkileyebilen
ara yuzey tepkimeleri gorulebilir. Kompozit malzderde cekirdek olarak kullanilan
bir fiber malzeme bulunmakta, bu malzemenin c¢ewdsi hacimsel olarak
cogunlugu olusturan bir matris malzeme bulunmaktadir. Bu iki neafe grubundan,
fiber malzeme kompozitin dayanikllik ve yllgt@a 6zellgini, matris malzeme ise,
plastik deformasyona gage olabilecek catlak ilerlemelerini 6nleyici rol mymakta
ve kompozit malzemenin kopmasini geciktirmektetiompozit malzeme tarleri
genel olarak, metal kompozitler, seramik kompoewie polimer kompozitler olarak

siniflandirilir.
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3.4.1. Demir-tanin bilesigi

Taninler kimyasal agidan, hidroliz olabilen tanmie kondanse taninler olmak tzere
Iki ana grupta incelenir. Birinci grupta yer alaminler bir asit ya da enzimlgsinde
hidroliz olarak gallik asit, pirokageék asit veseker gibi, suda ¢dziinebilen bilder
verir. Suda az, alkolle asetonda iyi ¢6zunir. Hidrolabilen taninlerin en iyi bilinen
orneklerinden biri gallotanenlerdir. Cok daha gdnir grup olan kondanse taninler
ise hidroliz olamazlar. Bunlar 1si kasinda kuvvetli asitlerle ya da bazi yukseltgeyici

maddelerle flobafen denen koyu kirmizi renkli ¢cénéa bilgikler olusturur.

Taninler, ayrica tripsin ile a-amilazlarin sindideki aktivitesini, substratlarla
kompleks tekil ederek oOnlerler veya onlara ganarak protein ve gasta
sindiriminin aksamasina yol acarlar. Taninler, wita B ile de kompleks okturarak

emilimini 6nlerler,Sekil 2.7.’da fenolik bilgikler iceren tanin yapisi verildi.

Manyetit, spinal yapisindaki ferrimanyetik, 08 formuliyle gdsterilen demir
mineralidir. Ferro-ferrik oksit olarak da bilinenamyetit ayrica demir 2-3 oksit
olarak da adlandirlir. Kimyasal formuli FeO,Be seklinde de yazilmaktadir. Bu
gosterim demirin iki farkli dgerlige ayni anda (2+ ve 3+) sahip ofdunu
gostermektedir. Manyetik 6zedlni 858 K'in Gizerinde kaybetmektedir.

Sekil 2.7. Tannik asit yapisi



BOLUM 3. UCLU FAZ SISTEMLERI

Uclii faz sistemleri, son zamanlarda g@iimis protein cokelmesinin kollektif
bircok basamani kapsayan bir biyoayirim telgidir. TPP (Three-phase
partitioning) genellikle proteinlerin ekstraksiyorwe saflgtiriimasi prosesinde 6n
akim ya da son akimslemi olarak bazen de tek adimda sgffana amacl

kullanilabilen, uygulamasi kolay bir tekniktir [38].

Rekombinant proteinlerin ve enzimlerin dretimi icimakul fiyata yeterli
saflgtirmayi gerceklgtirebilen teknolojilerin gelimesine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu
sebeple bilim insanlari daha ekonomik protein saflaa teknikleri gektirmek icin
ugrasmaktadirlar. Son elli yilda, aarmacilar protein geri kazanimi ve
saflgtirilmasi icin sivi-sivi ekstraksiyon sistemleritgge duymaktadirlar. Normalde
sivi-sivi  ekstraksiyonu organik ¢ozgenlerin kultami icermektedir. Ancak
proteinler organik ctzgenlerde c¢dzinememekte veatdessyona gramaktadir.
Uclii faz sistemleri, proteinlerin sulu ¢ozeltisinggnellikle tuz olarak amonyum
sulfat ve bir organik ¢ozgen olarak butanol eklesiyle olusur. Uygun kgullar
altinda uc¢ faz olur. Butanolce zengin st faz (non-polar gheeri icerir), polar
bilesikleri iceren sulu fazdan ara ylzey protein ¢okeltie aynlir. Saflatiriimis
protein dg&ihmi, Ustteki organik ¢ozgen fazi ile alttaki sufazin arasindaki

¢c6zinmeyen ara yuzeyde gorunur [39, 40].

Butanolce zengin Ust faz genellikle lipitleri ya laidrofobik materyalleri uzakiarir.
Ara yuzey fazi protein ¢okeltisidir. Alttaki sulaZ geriye kalan proteinleri, hiicre
debrisini, kontaminantlari vb. icerir [33]. Bigen amonyum silfat konsantrasyonu
butanoliin hacmi ve sicaklik ile hedef proteininna glzey tabakasinda birikimi,
oldukca secimli bir bicimde gercekteilebilir. Bazen TPP iki kez argk olarak

uygulanir.ilk TPP adimi, kontaminant proteini ya da proteinleraklatirir ve sulu
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faz istenen proteini iceririkinci TPP adimi, hedef proteininin satialmasiyla

sonuglanir.

TPP, iki ya da daha fazla hglgin ya da grubun, tek basamakl ekstraksiyonu ile
ayrimini gerceklgirir. Ug sivi fazin farkli fizikokimyasal 6zellikrinden dolayi, bu
sistemler tek bir ekstraksiyonla iki ya da dahaldabilesigin ayriminin yeni
olasiliklarini sunmaktadirlar. Konveksiyonel bircioide "salting out”, proteinleri
izoiyonik c¢okturme, yardimci ¢ozgenle coktirme, ofitik ve kozmotropik
¢coktirme gibi pek cok tekgi iceren prensipleri ortakja calstiran bir biyoayrim
teknigidir. Uclii faz sistemleri biyolojik molekdillerin (ptein, hiicre, organel ve
biyolojik membranlar) ekstraksiyonu ve saflalmasinda kullanilan secimli ve etkin
bir metottur. TPP bugline kadar bircok proteininlagsaifilmasinda kullanildi.
Ornesin, E. coli'den ekstrakte edilen sig floresan prtoteinin [41], domatesten
pektinazin [42], ragiden proteaz inhibitérinuB][savuctan fosfolipaz D’nin [44],
Aspergillus sojaalen ekzo-poligalakturonazin [45], turptan peroksidd46], tavuk
bagirsggindan alkalin fosfatazin [47]Aspergillus oryzaden invertaz ve o-
galaktozidazin [48] safi&rilmasinda kullanilngtir. Bu calgmada TPP tek adimli
saflgtirma tekngi olarak kullaniimg ve kokulu kara UzimdenVitis labrusca)
ekstrakte edilen invertazin, amonyum sulfat komsaybnu, t-butanol/enzim
konsantrasyonu, sicaklik, pH gibi parametrelerirtinozasyonu ile maksimum

saflgtirma kat sayisi ve verim hedeflergtim

3.1. TPP’ yi Etkileyen Parametreler

Batin proteinlerin fazlar arasindaki tabakada toplasi beklenmez. Bu ayirma
islemini etkileyen ve farklandiran parametreler meuwwgu Bu parametreler;
hidrofobisite, proteininin molekilergali g1, sicaklik, pH gibi fiziksel kgullar olarak

siralanabilir.

Amonyum sulfat konsantrasyonu, ekstraktin butamalrfa orani, pH ve sicaklik
faktorlerinin  deisik kombinleri denenerek selektif kallar elde edilebilir.

Fizikokimsayal esasli TPP telgni kompleks bir yapidadir ve iyonik kuvvet,
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kozmotropi, ara yuzey gerilimi, osmatik stresgiyma etkilegimleri gibi faktorler
icerdigi dusinulmektedir.

Proteinlerin TPP prosesi icerisinde farkli davgtem olduzu gorisi de mevcuttur.
Proteinlerin ara ylzeye absorplanmasli, skaaz fazlar arasindaki gerilimin
dismesinden kaynakli bir korelasyon gozlenir. Bu ik farasinda ofan arayiiz
tabakasinda proteinin elde edilmesi bir c¢okturmgeminden c¢ok bir bdlinme

prosesidir.

TPP teknginde su ve butanol karmi, belirli amonyum siilfat konsantrasyonlarinda
iki faza ayrilir ve proteince zengin arayizey solmu go6zlenir. Buradaki enzim
aktivitesinde arty gozlenir. Pigmentler, lipitler ve enzim inhibitérl Ust faza

konsantre olurken, sakkaritler gibi polar kompatesrdlt fazda toplanirlar [49].

3.1.1. Tuz konsantrasyonunun etkisi

Uclu faz sistemlerinin bilinen ayirma ve saflana tekniklerine (kromatografi,
filtrasyon, santrifiljleme ve elektroforez) gore bawantajlari vardir. Uglii faz ayirma
teknigi Ozellikle tek adimda safjarma icin uygundur. Bir adimdan gan bir
islemle istenilen proteinin detiriimesi ve saflatirmasini gercekktirebilmektedir.
Uclii faz sisteminin bir bka Ustinligl ise olcek biyutmenin kolayca mimkin
olmasidir. Yontemin g@er avantajlari ise; proses zamani ve enerji titkatn disuk
olmasi, yuksek rezolusyon ve verimlilikte ayirimgerceklgtirilebilmesi ve
maliyetin digik olmasi olarak siralanabilir [50]. Yiksek orandtuz
konsantrasyonuna sahip TPP sisteminde salting thigi &tylk rol oynamaktadir.
Prensip olarak sulfat iyonu, salting out etkisimg barkli sekilde go6sterir. Bunlar,
iyonik siddet etkisi, kosmotropi, lgoytizey gerilimi, ozmatik basincin artmasi, sulfat
iyonunun proteinin pozitif yan zincirlerine ganmasi ve yabanci ajanlarin
uzaklgtiriimasi olarak siralanabilir [35, 51]. Saltingtaikisini ilk olarak amonyum
sulfat konsantrasyonu, ikincil olarak ise protefmenet yuki belirler [52]. Bu
nedenle tuz konsantrastonu ilk olarak %20 gibsU#tt ylzdelerde bdanarak

optimize edilmesi kritik bir noktadir.
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3.1.2. pH Etkisi

Uclii faz sistemlerinde enzimler pH’a daolarak farkli davraiar gosterirler.
Proteinler, genellikle izoelektrik noktalarina (pilestiklarinda ¢cokelmeye kkarlar,
Uclu faz sisteminin pH'1 proteinin iyonize olabilgmuplarini ve yiizeyindeki yiklere
etki etmektedir. pH'In d@stirilmesiyle proteinlerin net yuki gtk pH'da pozitif,
yiuksek pH'da ise negatif olmaktadir. Proteinleretaitrik noktadaki pH’'da net sifir
ylike sahiptir.izoelektrik noktanin altindaki pH gerlerinde ise iyonik etkilgmler
hidrofilik dagilimindan dstiin gelecektir ve pozitif yikli protein sulu alt faza
dogru dasilacaktir [35, 1]. Ekstrakte edilen enzim solUsyomerisinde fakli
izoelektrik noktalarina sahip birden fazla proteatacgindan, sistemler icin
kullanilan pH’lar farkhlik gosterebilmektedir. Payadan invertaz enziminin
saflgtirilmasinda sistemin pH’1 7,0 [53], ekmek mayasmahvertazin saffgurildigi
bir diger calsmada ise sistem pH'1 4,5 olarak optimize ed$imi49].

3.1.3. Sicakiin Etkisi

Uclu faz sistemleri oda sicafinda gerceklgirilebilen, uygulamasi kolay
sistemlerdir. Sistemde sicakin birincil etkisi saflatirilan protein yapisi tzerinedir.
Genel olarak enzimlerin optimum gaha aralgl 25-60 C°’ dir. Cakilan yiksek
sicakliklarin  proteinin  G¢ boyutlu yapisinda giludusu deformasyon ve

denattrasyondan dolay! enzim aktivasyonunu ve velimmsuz etkilemektedir [6].

3.1.4. Hidrofobisite etkisi

Saflgtirllmak istenen enzim ekstrakti icerisinde yemagbeotein yapilarinin icergi
hidrofobik ve hidrofilik yan zincirlerin Uc¢lu faz igeminde ara ylzey fazinda
toplanabilmeleri Gzerine etkisi, ortamin pH’iyla daskilidir ve icerdikleri yan
zincirlerin yakleri sistemin pH’ini da belirler. FPde sulu alt fazin hidrofobisitesi
ortama katilan amonyum silfat ile artirilarak isk#tik noktasina ukdirimis
protein yapilar orta fazda toplanmaya zorlanir.
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3.1.5. TPP'nin kullanim alanlari

TPP, proteinlerin inaktif kompleks kammlarindan renatirasyonunda, konsantre
edilmesinde ve izolasyonunda kullaniimaktadir. Me&ta organik bilgikleri iceren
kompleks sistemlerin analizi ve ayirimi igin umuriei bir sistemdir. Farmasotik
endustrisinde ve atik su aritiminda kullanilablnzimlerin biyolojik ayiriminda alt
akim ve st akim basamaklarinin her biri icin yayglarak kullaniimaktadir.
Bitkisel materyallerden ya ekstraksiyonu i¢in uygun bir strateji olarak
gelistirilmi stir. Ham suspansiyonlarin ggriiacimlerinden proteinlerin direkt olarak
ayiriminin iyi  oldgu bir yoldur. Enzimatik reaksiyonlarinin hizlarinin
hesaplanmasinda kullahi bir yontemdir. Protein gibi biyolojik molekiller
genellikle ¢cok seyreltik soliisyonlarda bulunmaktaeh bu ylizden geri kazaniminda
genellikle ilk adim destirme islemi olmaktadir. Ozellikle rekombinant DNA
uygulamalarinin artmasi protein uretiminde geleakksoseslere ve urunlerin geri
kazanimina yeni bir bakiacisi olgturmuwstur. Geleneksel yontemlerde saflama
islemi santrifigasyon, filtrasyon ve dgitme gibi birka¢c adimdan ofmaktadir.
Cogu zaman proses sayisinin veya adimlarinin artmasi raman kaybina yol
acmakta hem de Urin kaybini arttirmaktadir. Sulli fz sistemi, geleneksel
yontemlerdeki bu eksikliklerin tstesinden gelmektetygun bir optimizasyona
sahip sulu ikili faz sistemi, berraklarma, dertirme ve kismi saflgirma
adimlarinin entegre olgu tek adimli bir saflgirma prosesi sdayarak hem Grin

verimini gelstirmekte hem de Urindn geri kazanim maliyetini szaktadir [1].



BOLUM 4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler, Na/K tartarat tetdwht (GH;KNaGs.4H0), t-
Butanol, sodyum Kklorir (NaCl), sodyum hidroksit @d), amonyum sulfat
((NH4)2SOy), metanol, asetik asit, N,N-Metilen bisakrilamidN,N,N,N-
Tetrametilendiamin (TEMED), etanol, o-fosforik tasiglisin Sigma Aldrich
firmasindan temin edilrgiir. 3,5-Dinitro salisilik asit, sodyum fosfat, H@rd
reaktifi, akrilamid, sodyum dodesil silfat (SDSnh@yum persuilfat, Coomasie-
Brilliant Blue, stikroz, bovin serum albumin, Signholecular Weight Marker
(M.W. 14,000-66,000) Sigma Chemical Co. (St. LoGi8)'den temin edildi.

Invertaz kayng olarak Sakarya'da yatirilmis, kokulu kara tizim\(itis labrusca
kullanildr.

4.2. Metod

4.2.1.Invertazin aktivite tayini

Invertaz enziminin aktivite tayininde esas, subswédrak siikroz kullanilarak
enzimatik reaksiyon sonucunda ggicikan invergekerin miktarinin dinitrosalisilik
asit (DNS) metodu ile belirlenmesidir. Aktivite tfaynde inkibasyonlar Stuart
Scientific calkalamali su banyosunda (SBS-35), sp&kometrik olcimler ise
Perkin Elmer marka cihazla gerceftlglmistir. DNS metodunun esasi indirgen
sekerlerdeki serbest karbonil gruplarinin (C=0) nganl test etmektir. Bununla
birlikte glukozdaki fonksiyonel aldehit grubu ileruktozun fonksiyonel keton
gruplarinin oksidasyonunu ve ayni anda alkakukar altinda 3,5-dinitrosalisilik

asitin 3-amino,5-nitrosalisilik asite indirgenmeasigermektedir. Reaksiyonda bir
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mol seker bir mol 3,5-dinitrosalisilik asit ile reaksiya girerek 3-amino,5-
nitrosalisilik asit olgturmaktadir. Nitroaminosalisilik asit konsantrasy@?6 nm’de

spektrofotometrik olarak 6lculebilmektedir.

Aldehit grubu siffasyon s Karboksil grubu
3,5-Dinitrosalisilik asit ndirgenmg 3-Amino,5-nitrosalisilik asit

Sekil 4.1.Dinitro salisilik asit (DNS) yontemi ile aktiviteayin prensibi

Invertaz enzimBekil 2.1'de gosterilen reaksiyon ile siikrozun hlihiai katalizler.
Hidroliz reaksiyonu sonucunda @an glukoz ve fruktoz indirgegekerler oldgu
icin bu monosakkarit kagumi “invert seker” olarak adlandirilir ve aa cikan glukoz

ile fruktoz indirgensekerdirler ve bazik bir ¢ozeltide aldehit ve ketolnstururlar

[6].

Yapilarindaki anomerik karbonu acikta olaekerler indirgensekerdir. Bunlar
kimyasal olarak diiz zincirli olabilecekleri gibilka yapisinda da bulunabilmektedir
ve bu iki yapi formu kendi aralarinda dengededientitasetal veya hemi-ketal
gruplari bagta olduklarinda indirgensekerler alkali keullar altinda ortamda
bulunacak oksitleyici etkenler (Orgie; Cu®) kamisinda indirgeyici bir madde
haline gelmektedir;sekerin karbonil grubunun oksijen molekilu ile yllkgen
arasinda olgan olan redoks tepkimesi yukseltgeni indirgemektedir seker
oksitlendpi zaman onun karbonil gruplan (Ogie; aldehit ve keton gruplar)
karboksil grubuna doninektedir. Orngin; glukoz kimyasal olarak sulu ¢ozeltide
glukopiranoz formu ile dengede olan aldehit formaubér aldoheksozdur. Fizyolojik
pH'da glukopiranoz yapisi Ustugekildir. Aldehit endiol dengesi, glukozun
kolaylikla indirgenmesini ve yukseltgenmesinglsa. Yani glukozun formula aldehit
ya da kisa 6murlu reaktif tir olan engklinde yazilabilir. Aagida Sekil 4.3'de
belirtildigi gibi alkali c6zeltilerde enol anyonuna d@iin tercih edilmektedir. Cifte
bagin varlgl ve enol anyonundaki negatif yiik, glukozu bakiu’®@ ve demir (F&)
gibi orta derecede oksitleyici etkenlerle oksitleihen aktif bir redikleyici madde
(indirgenseker) haline getirir. Sicak alkali ¢ozeltide gluk@i™ iyonlarini hemen

Cu'tiyonlarina indirger [6].
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H—C=0 H—C—OH Alkali pH H—C—O°
—_— ” —_— ” + HZO
H—(|Z—OH (|Z—OH C—OH
Aldehit Enol Enol Anyon

Sekil 4.2. Glukozun enol anyonuna dgiiin reaksiyonu
4.2.1.1. DNS reaktifinin hazirlanmasi

1 g DNS, 20 mL 2 N NaOH cozeltisine eklenir, larak ¢c6zilir ve son hacim
distile su ile 50 mL'ye tamamlanir. Daha sonra 30 g Na/K Tartarat ilave

edilir ve kargtirilarak toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamlanir.

Invertazin aktivite olcimunde reaksiyon kami; 0,6 mL, 0,2 M sodyum asetat
tamponu (pH 5,0), 0,2 mL, 0,5 M siikroz (asetat tamymda hazirlanm) ve 0,2 mL

uygun oranda seyreltilmienzim c¢ozeltisi icerir. Reaksiyon kami, 37 °C'de 30
dakika boyunca lineer katirmali su banyosunda calkalanarak inktube edilir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon ortamindan alinan 1vmek tizerine 1mL DNS
reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 ildakinkiibe edilir. Kagim
sogutulduktan sonra 10 mL bidestile su ilave edilevekieks ile kantirilir ve acga
ctkan invertseker miktari 546 nm’de spektrofotometrik olarakitbeshir. Kor 0,2 mL
enzim cozeltisi yerine 0,2 M sodyum asetat tamp@hi 5,0) icerir. Enzim aktivite
miktarlarinin  hesaplanmasinda 1-4imol glukoz konsantrasyon ar@l ile
hazirlanan standart grafikullanilir. Bir invertaz aktivite birimi, yukara belirtilen
kosullar altinda dakikada Iumol glukoz agta cikaran enzim miktari olarak

tanimlanmgtir (IU/mL) [1].
4.2.1. Protein Tayini (Bradford metodu )

Bu yontem, Coomassie blue G-250 (organik) boyadiamkii konsantrasyonlardaki
protein ¢ozeltilerinde disik siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak
gelistirilmi stir. Boyanin 6zellikle arginin gibi bazik amino dere ve bazi aromatik
amino asitlere hdanma giliminde oldusu gosterilmgtir. Dolayisiyla bu yontemde
proteinin primer yapisinin 6nemi vardir. Duyarlilgnirlar, total reaksiyon



25

karisiminda 5-100 pg protein/mL olan bu yontemde adidika proteine danir ve
595 nm’de maksimum absorbans verir. Bu deneydelataprotein olarak genellikle
boya bglama kapasitesi yiuksek olan BSAgisiserum albimini) kullanilir. §ir
serum albdmininin (BSA), distile suda hazirlagmi mg/mL’lik stok standart
¢cozeltisinden 0,02-0,25 mg/mL konsantrasyon @réke hazirlanan standart grgifi
kullanillarak 6rnek protein konsantrasyonlari hesiag Cam kivet kullanimi

boyanin cama absorplanmasina nedengpiddan polistiren kuvetlerde olgtim alinir

[1].

Bradford Reaktifi:

40 mg Coomassie Brillant Blue G250 %95’lik 50 miamalde ¢ozilir. Uzerine 55
ml %88'lik fosforik asit ilave edilerek son hacinmstille su ile 1 L'ye tamamlanir ve

filtre edilir.

Protein tayini:

Protein konsantrasyonu 6lculecek uygun oranlargeekgmis drnek ve standartlarin
100 pL'si kiivetlere pipetlenir. Uzerine 2 mL Bradfaeaktifi eklenerek 10 dk oda
sicaklginda bekletilir. 595 nm’de ol¢gtim alinir.

4.2.3. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Poliakrilamid JeElektroforezi (PAGE) ve
Molekuler Kitle Tayini

SDS-PAGE, protein kagimlarinin 6zelliklerinin analizlenmesi acisindaneini
olan jel elektroforezinin en yaygin olarak kullamidir. Protein saflik kontrolinin
bir 6lcusiudur ve proteinin molekul boyutuna goredyrim yapmasi nedeniyle ga
molekdl katlesi tayininde de kullanihir [6].

SDS-PAGE uygulanan protein 6érnekleri Thermo Electmmarkali elektroforez
Unitesi kullanilarak ve Laemmli [54] metoduna uygalarak yudratalda. Metod
heterojen tampon sistemi temeline dayanir. Ayirrapasitesi oldukc¢a iyi olan bu
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yontemde, cajilan proteinler yudritictu jele girmeden ©Once duzgnlejelde,
elektroforez tamponu ve jel arasindaki pH ve iyogadet vasitasiyla dengelenerek
yogunlastirihrlar. Proseste, 150 V akim, %4 |0k yuklenadi ye %15 lik yuritme

jeli kullanildi. Solliisyonlarin ve jellerin hazirlarprotokolleri, Tablo 4.1, 4.2, 4.3 ve
4.4 'de verildi [41, 42, 55].

Tablo 4.1. SDS-PAGE solisyonlarinin hazirlanmagkaiteri

Cozeltiler Eklenecekler Miktar
Akrilamid 116,89
%40 Akrilamid (37,5:1) N,N’-Metilen bisakrilamid 3.2
Deiyonize su 300 mL
%30 Amonyum persiilfat Amonyum persulfat 159
Deiyonize su 5 mL
Ydritme jeli tamponu Deiyonize su 300 mL
(2,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 500 Tris 90,7549
mL'ye tamamlanir) Konsantre HCI 8 mL
Yikleme jeli Tamponu Deiyonize su 300 mL
(2,0 M Tris- HCI, pH 6,8, 500 Tris 60,54 g
mL’ye tamamlanir) HCI 36 mL
125 mM Tris-HCI, pH 6.8 1 M 5mL
%20 Gliserol 8 mL
4x SDS-PAGE Sample Buffer 74 SbS o mb
10% RR-Mercaptoethanol 4 mL
0.5 mg/mL Bromfenol Mavisi 20 mg
Deiyonize su 15 mL
Rezarvuar tamponu Tris 30,39
10xSDS-PAGE(1L'ye Glisin 144 g
tamamlanir) SDS 10g
Etanol 150 mL
Coomassie Boyama (stain) Glasiyel asetik asit 50 mL
Solusyonu Deiyonize su 300 mL
Coomasie Brilliant Blue—R-250 1lg
Etanol 1200 mL
Destain Sollisyonu Glasiyel asetik asit 400 mL
Deiyonize su 24L
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Tablo 4.2. Ylrutme jeli ylzdelerine gore ayirma tibgr1 araliklari

Akrilamid Yuratme Jeli Ayirma Boyutu (kDa)
%5 100-250
%7,5 40-200
%10 30-150
%12 20-120
%15 10-100
%18 6-50

Kokulu kara Gzumden invertazin izolasyonunda SD&PEAte kullanilan jellerin

hazirlangl;

Tablo 4.3. Yurutme jeli (%15) hazirlama protokolu

Eklenecekler Miktar
Deiyonize su 2,2mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,6 mL
%40 Akrilamid 3,0 mL
%20 SDS 200uL
%210 Amonyum persiilfat 20L
TEMED 8uL

Tablo 4.4. Yikleme jeli (%4) hazirlama protokoli

Eklenecekler Miktar
Deiyonize su 3,9 mL
1,0 M Tris-HCI, pH 6,8 50@L
%40 Akrilamid 500uL
%20SDS 100puL
%30 Amonyum persilfat 16l
TEMED 8L
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4.2.3.1. Polimerizasyon protokolu

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin bir apraz bglayici ajan ile
kopolimerizasyonu sonucu glur. Poliakrilamid jeller icin en ¢ok kullanilan gaz
baglayici ajan da N,Nmetilenbisakrilamid (Bis) dir. Akrilamid polimer@syonu
serbest radikal katalize bir 6rnektir. Reaksiyomoayum perstilfat ve N,N,NN'-
tetrametiletilendiamin (TEMED) ile Bhatilir. TEMED, persilfat iyonunun
dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikbisumunu sglar. Aktif
monomer, aktiflenmengimonomer ile reaksiyon verir ve polimer zincirinanzasi
baslar. Uzayan polimer zincir ¢capraz ggametilen bisakrilamid ile birlikte yapilanir.
Oksijen, serbest radikalleri uzakiadigindan ve polimerizasyonu engellgididen

tum jel ¢ozeltileri kullaniimadan 6nce vakumla gé&siuzaklatiriimalidir [6].

Kaliteli bir SDS-PAGE icinsu faktorlere dikkat etmek gerekir: Oldukca yuksek

safliktaki reaktifler, dgru balangi¢c konsantrasyonlari (yuratucu jel icin %0,02 v

duzenleyici jel icin %0,1), sicaklik (polimerizasyoicin genellikle 23 OC),
cOzeltilerin gazsizkinimasi (oksijen polimerizasyonun inhibitéruodiusge jel

olusturma tamponlarinin pH'idir [6].
4.2.3.2. Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforezeygulanmasi

Hucre orneklerinde; hiicre ekstraktindan 1@0alinir, hiicre ekstrakti 2QL, drnek
tamponu ile sispanse edilir. Hazirlanan tupler kayu banyosunda 5 dk kaynatilir.
12,000 g’ de 30 dk santriftj edilir. Solisyon ddeeinde; 5-10ug protein iceren
solisyondan bir hacim alinir veitehacimde 6rnek tamponu eklenir. Hazirlanan

tupler kaynar su banyosunda 5 dk kaynatilir. 2,00@ 30 dk santrifij edilir.

50 uL ornek, 50uL 6rnek tamponu ile kagtirilip 100 C'lik su banyosunda 5 dakika
kaynatilir. Genel olarak yuruticu jelin her agala 20 uL 6rnek uygulanir. B
araliklar ise, elektroforez sirasinda proteinletagiimasini dnlemek icin 2@L 0,1
M Tris/HCI (pH 6,8) ve 0n siem tamponu ile doldurulur. Anod ve katod
reservuarlarindaki Tris/glisin/SDS tamponu ile #leforez yarttillr. Proteinlerin

elektroforezinde dizenleyici jelde 25 mA/jel ve #iirct jelde 35 mA/jel akim
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uygulanir. Bromfenol mavisinin ojturdusu bant jele ulgmadan 0,5 cm 06nce

elektroforez glemine son verilir [1].

4.2.3.3. Protein bantlarinin boyanmasi

Jellerin boyanmasinda Coomasie-Brilliant Blue matddllaniimstir. Bu boyama
metodunda esas, boyanin asidik pH'da proteinleggabenasidir. Jeller, Coomasie
Blue (%45 metanol / % 9 asetik asitte hazirlan®R5’lik ¢ozeltisi) cozeltisi ile 1
saat boyunca yayea calkalanir. Jelde alan mavi zemin, jelin %10 metanol ve
%14 asetik asitten ojan sulu c¢ozeltisi ile gece boyunca yikanarak boyada

temizlenir [55].

4.2.4. Uglii Faz Sistemi (TPP) ileinvertazin Kokulu Kara Uziimden (Vitis
Labrusca ) Izolasyonu ve Saflgtiriimasi

Calsmada Sakarya boélgesinde wétilmis kokulu kara tzim \(itis Labrusca),

invertaz kayngl olarak secilmgtir. Kaynasin genel protein igegini invertaz

olusturmaktadir. Elde edilmesi kolay ve maliyeti sdltir. S6z konusu Uzim
kayna| sarap vesampanya yapiminda farkli aroma igenden dolay! sikc¢a tercih
edilmektedir [57, 58, 59].

Invertaz enziminin saff@irilmasi oldukca zor ve masrafli bigléemdir. Ayrica,
sonucta elde edilen enzim genellikle yuksek aldlvitakat cok az miktardir. Bu
nedenle, bu calmada daha sonraki amacimiza uygun bir enzim pregaarlamak
icin invertaz enzimi basit ve geleneksel teknilderhayadan izole edilerek kismi
olarak saflatiriimistir. Enzimin izolasyonu ve kismi saftailmasinda sirasiyla
homojenizasyon ve santrifijlemeslamleri yapilmgtir. Bu preparat Ucli faz

saflgtirma sisteminde enzim kay@&eolarak kullaniimgtir.

Kokulu kara Uzum(Vitis labrusca)dnce musluk suyu daha sonra distile su ile
yikandi, taneleri kalacajekilde ayiklandi ve 1 M NacCl iceren 0,2 M pH 5,@lgom
asetat tamponu ile blender yardimi ile homojendilie Homojenat, kara tzimden

gelen liflerden uzakkiriimak amacli tilbent bezinden suzilerek filtctldi. Elde
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edilen filtratin pH’1 5,7-6,0 aratina ¢ekildi ve 4 °C’de 2 saat bekletildi. Ardindan
°C’de 10 000 rpm’'de 10 dk santrifijlendi. Santri§pnrasinda elde edilen pellet
atilarak santrifijat ayrildi. Daha sonra santrif@ija%85’lik amonyum silfat
coktirmesi yapilarak gece boyunca 4 °C’de bekle#@ldC’de 10 000 rpm’de 30 dk
santrifijlenen amonyum sulfath enzim ¢o6zeltisindenzimatik aktivite iceren
cokelek ayrildi. Cokelek uygun miktarda 0,2 M pH Spdyum asetat tamponu ile
¢6zuldi, gece boyu tampona fa#d °C’de diyalizlendi. Diyaliz adiminda tampon
icerigi Uc kez dgistirildi. Diyaliz sonrasi diyalizat, sonrakisamalarda kullaniimak
Uzere porsiyonlandi ve -20 °C’de depolandi. Enpireparatinin protein miktari,
aktivite ve spesifik aktivite dgerleri "Sonuclar ve Dgerlendirme” bdlimunde

verilmistir.

4.2.5. Saflagtiriimi s invertazin demir-tanin bilesigi tzerine immobilizasyonu

1,0 mg/mL invertaz enzimi icerecelekilde enzim-tampon sollisyonu hazirlandi.
Tampon olarak 0,2 M pH 5,0 asetik asit tamponuakulti. Tamponda hazirlanan
1,0 mL enzim solusyonu, 1,0 mg manyetit ile G¢ mgtunca kastirildi. Sonrasinda
Miknatis yardimiyla tutulan demir-tanin-enzim yapdan tampon uzaldarildi.
Tamamen kurumasi icin +4 °C’de dort gin boyuncaukaya birakildi. Kuruyan

yapinin SEM goruntileri alindi ve aktivite dlcinmjédNS metodu ile yapildi.



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1.Invertaz Enziminin Kokulu Kara Uziimden (Vitis labrusca) izolasyonu

Invertazlar g-fruktofronozidaz, E.C 3.2.1.26), (SukrazB-fruktofronozidlerin
terminal indirgen olmayarB-fruktofronozid artiklarinin hidrolizini katalizleyn
hidrolaz sinifi enzimlerdir. Dgada yaygin olarak bulunan invertazlar pek cok
bitkisel ve mikrobiyal kaynaktan izole edilerek Isstiriimistir [60, 49]. Endustriyel
alanda 0Ozellikle gida sanayinde gemygulama alani bulan invertazlgekerleme
sanayinde, kargi melasinin etanole fermentasyonunda,girsi yemlerinin
hazirlanmasinda, transfruktozilasyon reaksiyontkirve enzimatik oligosakkarit
hidrolizlerinde kullanilabilmektedir [61].

Bu calsmada, invertaz enziminin yeni biyoayirma teknikielen biri olan tclu faz
ayirma sistemi (TPP) ile saflarilmasi ve saflgtirllan enzimin demir-tanin
nanopartikili Gzerine immobilizasyonu amaclandizinkayn& olarak bitkisel,
eldesi kolaysarap vesampanya uretiminin ana hammaddesi olan kokulu kaisn

(Vitis labrusca tercih edildi.

Invertaz enzimi "Materyal ve Metod" boliminde agwkl@ gibi geleneksel
metotlar kullanilarak Gzimden izole edildi. Ardindalcli faz sisteminde
saflastirlmasi amagclandi. Uziimden izole edilip %85'lik@nyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilarak hazirlanan invertaz enzim ekstraktintiva&, protein, ve spesifik aktivite
deserleri sirasiyla 4,3 U, 0,95 mg ve 4,5 U/mg oldvakrlendi.
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5.2. TPP ile Kokulu Kara Uziiminvertazinin Saflastiriimasi

Kokulu kara tztimden izole edilen invertaz enzimisaflatiriimasinda kullanilan
TPP sisteminde organik ¢ozgen olarak t-butanolizeotarak amonyum silfat tercih
edildi.

Uclii faz ayirma sistemleri yeni ggdn bir biyoayirim tekgidir. Sistem proteinlerin
salting out, izoiyonik presipitasyon, kosolvent gpi&asyonu, ozmolitik ve
kozmotropik presipitasyonu gibi birgcok farkli tegm prensiplerini kolektif bir
sekilde icermektedir. Kismi saf protein preparatian yani sira direkt ham
ekstraktlarin da kullanilabilgi bu teknikte kolaylikla dlcek biyutmekte mumkundir
[62].

Oldukca basit bir teknik olan TPP'de sulu preparalhn protein ve enzimleri
coktirmek icin bir tuz ve organik ¢dzgen kullaniiimonyum silfat gibi bir tuzun
yeterli miktarinin ortama eklenmesiyle protein e&kti ve butanol tamamen kgri
ve ortalama bir saat sonra (¢ fazinsalmu gozlenir. Ust faz butanolce zengin faz
olup non-polar bilgenleri icerirken, alt faz tuzca zengin fazdir vdapdilesenleri
icerir. Orta faz ise bir ara yuzey presipitaticergokelen proteinleri icerir [63].

Invertaz enziminin saff@iriimasinda kullanilacak TPP sistemini optimizenek ve
enzimi iyi bir verimle yiksek oranda saflaabilmek icin sistemi etkileyen tuz
konsantrasyonu, enzim/butanol orani, pH gibi pategtex incelenmgtir. Bunun igin
uygun konsantrasyonlarda enzim, butanol ve amoniitiat iceren ayirma
sistemleri "Materyal ve Metod" bélimunde aciklandyibi hazirlandi. Optimizasyon
calismalari sonucunda kokulu kara uzim invertazi %50v)v@monyum silfat
doygunligu, 1:1,5 enzim:butanol orani (v/v) ve pH 4,5te ®Z6verimle 10,3 kat
saflastirildi (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. Kokulu kara tGzim invertazinin TPP il@agfirma sonuclari (%50 amonyum stilfat, 1:1,5
enzim:butanol, pH 4,5)

- Spesifik o
Enzim . . oo Saflastirma Aktivite
Cozeltisi Aktivite (U) Protein (mg) Aktivite Kati (fold) Verimi (%)
(U/mg)
Ham enzim
ekstrakt
(%85 A.S. 4.3 0,95 4,5 1 100
coktlirmesi)
TPP-orta faz 11,6 0,25 46,4 10,3 269,7
TPP-alt faz 0,7 0,18 3,9 0,85 1,6

Tum optimizasyon caimalari oda sicaklinda gercekigirildi. Ugli faz ayirma
sistemleri konformasyonel sgkirmayi ve protein hidrasyonundaki gigmleri de

iceren coklu etkinin bir arada olgu kosullarda gerceklgen bir sistemdir. Sicaklik
bu deisimlere etki eden en 6énemli parmetrelerden biriiu nedenle genellikle

ayirma sistemleri oda sicaginda gerceklgiriimektedir [63].

Cssitli TPP sistemleri kullanilarak domates pektin&083 verimle 9 kat [63],
aspergillus oryzae invertazi %54 verimle 12 kat],|[6dspergillus oryzaeo-
galaktozidazi %50 verimle 14,5 kat [64], havu¢ &diplaz1 %72 verimle 13 kat [63]
ve Ipomoe peroksidazi % 61,7 verimle 2,3 kat [@Blsstiriimistir.

5.3. Kokulu Kara Uzumden Invertazin Saflastirimasinda, TPP Sistemine

Amonyum Silfat Konsantrasyonunun Etkisi

Invertaz enzimlerinin TPP ile saftaiilmasinda optimizasyon yapmak ve uygun
amonyum sulfat konsantrasyonunu ve enzim/butanahiar belirlemek icin farkh
amonyum stilfat konsantrasyonlari (%20, %30, %4Q0) %&%60) ve farkli enzim/t-
butanol oranlarn (1:0,5, 1:1, 1:1,5 ve 1:2) kullarak dclu faz sistemleri

hazirlamgtir. Bu sistemleri olgturmak icin2 mL enzim ekstrakti (4,5 U/mg aktiviteye
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sahip) , %20-60 ara@inda farkli amonyum silfat (w/v) doygunluklarinatigkli ve enzim
ekstraktina farkh miktarlarda t-butanol (v/v) (B0, 1:1 , 1:1,5 ,1:2 ) eklenerek oda
sicaklginda faz ayrimi gergelgtrildi. Bu sistemlerden kara Gzum invertazi icin elde
edilen sonuclarSekil 1-Sekil 5’de g0sterilmgtir. TPP sistemlerinde proteinleri
cokturebilmek icin butanol ve amonyum sulfat ardaki kagilikh ili skiden
yararlanilir. Enzim/t-butanol orani safltamada oldukca 6nemlidir. g&r butanol
miktari ¢cok dguk ise butanol tuz ile yeterince sinerjize olmaraakyiksek ise
proteinin denatirasyonuna yol agmaktadir [66].

357 mmm saflgstirma katsayisi (fold) [ 70
i) == aktivite verimi (%) %)
o
% L 50
= =
@
& L 40 £
q o
X >
© - 30 ©
E g
f—%‘ - 20 g
T
w - 10

- 0

1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0

Enzim:t-butanol (v:v)

Sekil 5.1. %20 Amonyum silfat ve enzim:t-butanolamnin, kokulu kara Uzim invertazinin
saflastirma katsayisina ve aktivite verimine etkisi
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Enzim:t-butanol (v:v)

Sekil 5.2. %30 Amonyum silfat ve enzim:t-butanol mran, kokulu kara Gzim invertazinin
saflgstirma katsayisina ve aktivite verimine etkisi

mmm saflgstirma katsayisi (fold)

== aktivite verimi

7 - - 160
T 6 L 140
S
= L 120 ©
%5 S
>
34 E
8 - 80 O
© 3 A (0]
E - 60 =
22 ] k>4
&2 L 40 X
&

1 L 20

0 = T T 0

1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-butanol (v:v)

Sekil 5.3. %40 Amonyum silfat ve enzim:t-butanolamnin, kokulu kara Uzim invertazinin
saflastirma katsayisina ve aktivite verimine etkisi
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mmm saflastirma katsayisi
=—aktivite verimi

12 - - 300
=)

§ 10 - - 250
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Enzim:t-butanol

Sekil 5.4. %50 Amonyum silfat ve enzim:t-butanolamnin, kokulu kara Uzim invertazinin
saflgstirma katsayisina ve aktivite verimine etkisi

mmm saflgstirma katsayisi

== aktivite verimi
- - 300

- 250

- 200

= =
o al
o o
Aktivite verimi (%)

Saflastirma Katsayisi (fold)
o - N w SN a1 o ~ (o]
o
o

o

1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-butanol

Sekil 5.5. %60 Amonyum silfat ve enzim:t-butanolamnin, kokulu kara Uzim invertazinin
saflastirma katsayisina ve aktivite verimine etkisi

Sekil 5.1 veSekil 5.2’de goruldgu gibi Vitis labruscainvertazi icin hazirlanan Gclu
faz ayirma sistemlerinde amonyum siilfat konsantmasy2620 ve %30 iken enzim
alt ve orta fazda yak$gk oranlarda dalim gostermektedir. Alt fazda toplanan
enzimin geri eldesi icin, alt faza ikinci bir TPBtemi uygulanabilir fakat bu ikinci

adim maliyeti arttirmaktaglem stresini uzatmakta ve daha c¢ok analienlerine
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gerek duyulmaktadir. Bu nedenle ikinci kez TPP adimuygulamak yerine
amonyum silfat konsantrasyonu %60’'a kadar arturnfekil 5.3'de ise %40
amonyum sulfat konsantrasyonu ile birlikte enzinflasairma katsayisinda ve
aktivite veriminde ari g6zlenmeye b#andi. %50 doygunlukta ve 1:1,5 enzim:t-
butanol orani ile hazirlanan sistemde $&kil 5.4’de goruldgu gibi enzim %269
maksimum verimle, 10,3 kat saftaildi. Sekil 5.5’ de ise %60’lik doygunluktaki
sistemde enzim alt fazdan Ust fazgmoilerlerken enzim dindaki dger safsizlik
proteinleri de Ust faza cekginden aktivite verimi %240’a safjairma kat sayisi ise
6,7'ye diti. Ayrica, enzimler yiksek tuz konsantrasyonunsadting-out” etkisi ile
denature olduklarindan aktiviteleri ve geri kazaamdismektedir [67].

5.4. Kokulu Kara Uzimden Invertazin Saflastirimasinda TPP Sistemine
pH'nin Etkisi

Uclii faz ayirma sistemlerinde onemli bir paramststemin pH’1 ve hedef proteinin
izoelektrik noktasidir. Ortamin pH’I ayrimi gergestirecek preparat icerisindeki
biyomolekillerin  dg@ilimini  énemli ve etkin bir bicimde detirmektedir.
Saflstinimasi  hedeflenen proteinin - ve iyon kompozisyomu Yyikine,
kontaminantlarin ylzey karakterigie pH etki eder ve fazlar arasindagdanin
farklilasmasina sebep olur [68]. Bu nedenkstem pH’'inin optimize edilmesi
gerekir. Protein ayirma camalarinda, ger hedef proteinin izoelektrik noktasi
biliniyorsa 6ncelikle proteinin izoelektrik noktaegkrinden 2-4 pH birimi altindaki
pH’larda sistem hazirlanir. Birbirinden farkli idektrik noktalarina sahip proteinleri
iceren bir ekstrakt durumunda genellikle pH 3-7hgrada sistemler hazirlanir.
Izoelektrik noktasinin altindaki pH gerlerinde proteinler pozitif yukludur ve TPP
sistemleri ile ¢okturulirler. Fakat izoelektrik nakdeserinin Uzerindeki pH’larda
protein negatif yukludur ve ¢cokmez. Bu nedenle Biemlerinin davraglari ¢asu
kez protein izoelektrik noktasi civarinda keskin @&sisim gosterir. Yani proteinin

sulfat anyonlarina [@anmasina ya da onlari itmesine neden olur. Burabels
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sulfat anyonunun katyonik proteinlere ghendiginda reaksiyondaki elektrostatik

komponentlerin varfidir [69].

2 mL enzim %50 amonyum sulfat (w/v) doyguglma getirildi, ardindan sistemin
pH1 3-7 arasina ayarlanarak enzim:t-butanol ordnl,5’e ayarlandi ve oda
sicaklginda faz ayrimi gerceldarildi. Uclu faz sistemlerinde invertaz enziminin
ayriminda sistem pH’inin aktivite verimi ve saflama katina etkisi incelendi ve sonuclar
Sekil 5.6 de verildi.

8 - 140
— mmm saflastirma katsayisi
377 (fold) - 120
% 6 1 ——aktivite verimi (%) L 100 &
= —
® 5 A
%) 80 g
£ a4 2
© - 60 o
£ 3 - =
f_g 5 - 40 E*EC
S
(,) 1 | l- 20

0 1 T T T T T T r O

3 4 4,5 5 55 6 7
pH

Sekil 5.6. Kokulu kara Giziim invertazinin ¢l faarena sisteminde ayrimina pH'in etkisi

5.5. Sodyum Dodesil Silfat (SDS) Poliakrilamid JeElektroforezi (PAGE) ile

TPP Yontemiyle Saflgtirilan invertaz enziminin Molekiiler Kiitle Tayini

Uclii faz ayirma tekm ile saflastirilan invertaz enziminin safiini kontrol etmek ve
molekul kutlelerini belirlemek icin SDS-PAGE analizMateryal ve Metod"
kisminda belirtildgi gibi %15’ lik jel ile yapildi.invertaz enzimi santrifiijata kiyasla,
1:1,5 (enzim:t-butanol) orani ve %50 amonyum sikfaisantrasyonu ile optimize
edilen sistemde 10,3 kat satialdi (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. Kokulu kara tzum invertazinin SDS-Poliakrilamid @éktroforeziA) Sigma Molekuler
Kitle Standartlari (ColorBurst Electrophoresis MajkB) Sulu Gc¢lu faz sistemi sonrasi invertaz
enzim preparati (20L 6rnek uygulandilC) Santrifijat (20uL 6rnek uygulandip) Ham ekstrat (20
pL dérnek uygulandr).

Invertazlarin molekiler kitleleri ve yapilari kayteak kaynga ve kullanilan
yonteme bgh olarak farklilik gostermektedir. Orpim; maya invertazinin molekiil
kitlesi kutle spektrometresi ile 60,64 kDa olard@R][ mango invertazinin molekdl
kitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile 68 kDa,DS-PAGE ile 65,5 kDa olarak
bulunmutur [71]. Seker kamgi invertazinin molekdl kitlesinin SDS-PAGE ile 28
kDa oldwgu belirtilmistir [72].

SDS-PAGE yontemiyle safjairilan invertaz enziminin molekulgaligi tayini Sekil

5.8'deki grafikten yararlanilarak molekiil kiitledl, T kDa olarak hesaplandi.

6 - y =-6,0871x + 6,3986
R2=0,9712

O T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Rf

Sekil 5.8. SDS-PAGE yontemiyle saftailan enzimin molekil @rlig1 tayin grafgi
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5.6. TPP yontemiyle saflgtirilan invertaz enziminin termal kararlili gi

Genellikle enzimler dfik sicakliklarda daha kararl olurken yiiksek siéddatda
hizla termal denaturasyon gercakig1]. Invertazin termal kararlgi icin aktivite
tayini “Materyal ve Metod” kisminda aciklagligibi belirlendi. Bunun igin enzim

once farkh sicakliklarda (4-8(°)C) inkibe edildikten sonra standart sibbarda
aktiviteleri 6lculdu. Elde edilen grafigekil 5.9'de verilmitir.

120 - == Bagil aktivite (%)

Bagil Aktivite (%)

0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 5.9.invertazin termal kararlgi (Substrat: StikroZnkiibasyon suresi: 30 dakika)

Sicaklgin yukselmesi ya da inkibasyon siresinin uzamds tgrmal etkenler,

protein yapidaki enzimin denatiirasyonuna sebepllaktivitede kayiplara sebep
olur. Ayni TPP sisteminin orta fazindan ayrilandartaz enzimi 6ncelikle 0-80 °C
arasindaki sicakliklarda 30 dk inkube edildi. Senmrda DNS reaktifi kullanilarak,

calismanin tamaminda uygulanan yontemle aktivite tayiapildi. Sekil 5.9'de
goruldigu gibi enzimin termal kararlginin 4-50 C arasinda oldukca iyi ol@u, 50

°C'de enzimin aktivitesinin %95’ ini korugu belirlendi. 50°C’ nin Gstiindeki
sicakliklarda, enzim aktivitesini hizli biekilde kaybetmektedirinvertaz enzimi

kaynasa bali olarak caitli kararlilik dereceleri géstermektedir [73].
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5.7. TPP Yontemiyle Saflgtirilan invertaz Enziminin Depo Kararlili g

Enzimin kararhlgl, belirli ¢calsma kgullarinda enzim aktivitesinin zamanagha
olarak korunmasidir. Bu siradaki enzim aktivite kagesitli nedenlere dayanir.
Bunlar, mikrobiyal yikim ve termik, pH veya kimyas@aktivasyon olarak
siralanabilir. Depo kararlgi, dzellikle enzimlerin uygulama alani ile ilgilinémli
bir faktordir. Enzimin saklanma fkallarina bgl bir parametredir. TPP sistemi ile
saflagtirilan kokulu kara Gzim invertazinin depo kargiilyi olup enzim 120 gin

sonunda, +4 °C’de depolonan invertazl@agi¢ aktivitesinin %80’ ini korumaktadir.

5.8.Immobilize ve Serbest Enzim Aktivitelerinin Karsilastiriimasi

Serbest ve immobilize enzimin aktivite ve spesiiktivite deserleri Tablo5.2'de
verilmistir. Immobilize enzim total aktivitesinin sadece %310,3i(koruyabilmitir.
Bu durum fiziksel absorpsiyonun zayif etkilaleri invertaz enziminin tutunmasini
yuksek oranda gayamamy olabilecg ya da tanin yapisinin iceggdi fenolik
yapilarinin immobilize enzimin substrata gfaini sterik olarak engellei
olabilecgini disuindtrmektedir.

Tablo 5.2.Serbest ve immobilize enzimin aktivitegeleri

Aktivite (U) Spesifik aktivite (U/mg)
Serbest enzim 11,6 46,4
immobilize enzim 1,2 1,26

Demir-tanin bilgiginin ve immobilize enzimin FTIR spektrumlagekil 5.10a ve
Sekil 5.10b’de gosterilmektedir. Demir-taninin FTBpektrumunda olmayip enzim
immobilizasyonu sonrasinda alinan FTIR spektrumuedaime ait 1643 cifide
C=0 piki, 1556 ve 1408 cthdalga boylarinda C-N ve CO@ruplarina ait piklerin
bulunmasi immobilizasyonun gercetigini gostermektedir [74, 75].
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Sekil 5.10. Tanin (a) ve invertaz imobilize edilntanin (b) FTIR spektrumlari

5.9. Oneriler

Gunumuzde geftiriimis bircok saflatirma tekngi bulunmaktadir, fakat TPP
yontemi basit olgu, uygulanabilirlginin kolaylhigi, maliyetinin digik olmasi ve
blyuk 6lcekli cagmaya yatkinig ile kromatografik cabmalar iceren cok adimli

yontemlere kiyasla endustriyel uygulamalara datyungiur.

Icecek endistrisinde invertaz enziminin gebir uygulama alani vardiinvertaz
enzimi, Uzum orjinli iceceklerin ana proteinini glurur. Sampanya,sarap gibi
iceceklerdeki invertaz enzimi, sukrozun fruktozghekoza hidrolizini katalizleyerek,

iceceklerin stabilitelerinin, berraklik ve aromalitederinin azalmasina neden olur.
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Sarap ve sampanya gibi Uzim kaynakl iceceklerdeki invertazontamdan
uzaklatiriimasi ve istenilen konsantrasyonlarda tutulaksi, bu amaca uygun

Uretilmis biyosensorleri gerektirmektedir.

Nanobiyoteknolojinin molektler aygitlar, yapay enigr, yapay fotosentetik
sistemler, biyolojik molekdllerin izlenmesi ile glan veya olsacak hastaliklarin
izlenmesi, analizlerin dgu ve hizli olarak yapilmasi gibi uygulama alankardir.
Biyolojik molekullerin tanisinda kullanilabilecekneduyarli ve spesifik yakgam,
taniyici olarak biyomolekullerinskeniklerinin kullanildgl biyoafinite sistemlerinin
(tani kitleri, biyocipler, biyosensdrler vb.) uyammasidir. Nanobiyoteknolojide yeni
egilim, pek c¢ok biyolojik molekllin (enzimler, antibder ve dger proteinler)
teknolojik boyutta cok saf ve ekonomik olarak Urdgridir. Gelgtirilen
nanomalzemeler metal, seramik, organik molekulgslutak, polimerik ya da
kompozit malzemeler olabilir. Bu anlamda, nanoyaalenzim immobilizasyonu da

oldukca ilgi ceken son gefnelerdendir [76].

Bu calsmada kokulu kara GzimdeWiis labruscg 10,3 kat saflgtirma katsayisiyla
yiuksek oranda safiarildi. Elde edilen saf enzim nano boyutlu denainit bilesigi
tzerine immobilizasyonu gercekteilerek aktivite tayin cakmalari yapildi. Serbest
enzim ile immobilize enzim aktiviteleri katastinldiginda immobilize enzimin
baslangic aktivitesinin sadece %10'u kadarini korui@gipi hesaplandi. Nano
boyutlu enzim immobilizasyon caimalarina daha yuksek aktivite gdsteren

immobilize enzim eldesi igin ¢amalarimiz devam edecektir.
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