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OZET

Anahtar kelimeler: Uclii Faz Sistemi, invertaz, SDS-PAGE

Invertazlar sukrozun, fruktoz ve glukoza hidrolizini katalizleyen hidrolazlar smifina
ait bir enzimdir. Invertazlar genellikle gida endiistrisinde yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Invertazlarin kullanimi ile invert seker suruplarinin eldesi, ¢ikolata
tiretimi, kondense siitlerin iiretimi, sigir yemlerinin hazirlanmasi ve bebek gida
iiriinlerinin iiretimi gergeklestirilmektedir.

Protein ve enzimlerin saflastirilmasinda tek adimda ve diisiik maliyette oldugu icin
afiniteye dayali teknikler 6n plana ¢ikmaktadir. Endiistriyel bir enzim olan invertaz,
diisiik maliyet ve kolay uygulanabilirligi agisindan TPP (three-phase partitioning)
yontemi ile ak dut bitkisinden saflastirildi ve karakterize edildi.

viii



PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE
ENZYME INVERTASE FROM WHITE MULBERRY (Morus alba)
BY USING THREE-PHASE PARTITION

SUMMARY

Keywords: Three-phase partitioning, invertase, SDS-PAGE

Invertases which catalyzing the hydrolysis of sucrose to glusoce and fructose are
enzymes of hydrolose class. Invertases are generally used widely in the food
industry. Invert sugar syrup obtained, chocalate production, the production of
condensed milk, baby food preparation and production of cattle feed are carried out
by use of invertase.

Techniques based on affinity has come to fore because of purification of proteins and
enzymes in one step and at low cost. An industrial enzyme invertase, it was purified
and from white mulberry plant with methoh of TPP (three-phase partitioning) in term
of low cost and easy applicability.



BOLUM 1. GIRIS

Invertaz (B-fruktofuranozidaz, E.C 3.2.1.26), (Sukraz), B-Dfruktofuranozidlerin
indirgenmemis B-fruktofuranozid ucundan katalizleyen hidrolazlar sinifina ait bir
glukoenzimdir. Invertaz, hafif krem renkli, suda ¢dziinebilen, karboksilik grupca
zengin asidik bir enzimdir. Dogada bitkisel (6rnegin iizlim, patates, bambu, tiitiin,
ananas, havug, mango, piring, arpa, yulaf, elma, portakal, seftali, domates, kavun,
soya fasulyesi, nohut vb.) ve mikrobiyal (6rnegin; Sacromises cerevisia, Aspergillus

niger vb.) kaynaklarda bulunmaktadir [1, 2].

Invertazlar sanayide ve genellikle gida endiistrisinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Invertazlarin kullanimi ile invert seker suruplarmin eldesi, ¢ikolata
iretimi, kondense siitlerin iiretimi, sigir yemlerinin hazirlanmas1 ve bebek gida
drlinlerinin tretimi gerceklestirilmektedir. Endiistride invert seker suruplarinin
hazirlanmasinda asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz kullanilmaktadir. Asit
hidrolizi kullaniminda yiiksek siddette renkli iiriinler, kiil ve istenmeyen bir¢cok yan
iirlin olustugu i¢in endiistriyel alanda enzimatik hidroliz kullanilmaktadir. Reaksiyon
sonucu olusan fruktoz kolayca kristalize olmadigi ve daha tathh oldugu i¢in gida
endiistrisinde sakkaroza tercih edilmektedir. Bir diger yandan invertaz enzimi
analitik amagcla sakkaroz konsantrasyonunun tayini amagli biyosensorlerde

kullanilmaktadir [3].

Giliniimilizde enzim saflastirma konusunda bir¢cok yontem kullanilmaktadir. Fakat bu
yontemlerin ¢ogu ¢Oktiirme, iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon
kromatografisi, ultrafiltrasyon gibi ¢ok basamakli asamalar1 icermektedir.

Saflastirma isleminde basamak sayisinin artmasi {irlin - verimini olumsuz



etkilemektedir. Diger bir yandan da bu basamaklarin ¢oklugu zor ve pahali

yontemler icermektedir.

Yaptigimiz calismada ak duttan (Morus alba) izole edilen invertaz enzimi ii¢lii faz
yontemiyle (TPP) uygun tuz konsantrasyonu, pH, sicaklik gibi parametrelerin etkileri
incelenerek optimizasyonu saglandi. Optimize edilen TPP yontemi ile tek adimda

saflastirildi.



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. 1897 de E. Buncher’in maya ekstrakti kullanarak fermantasyonla
alkol elde etmesiyle baslayan ilk enzim calismalar1 1926 yilina gelindiginde Sumner
tarafindan fasulyeden iireaz enzimini kristallendirilmesiyle devam etmistir.
Giiniimiizde farkli kaynaklardan saflastirilmis 2000 dolayinda enzim bulunmaktadir.

Bunlarin da 200 kadar kristalize edilebilmistir [4, 5].

Katalitik RNA molekiillerinin bir kismi hari¢, biitiin enzimler protein yapidadir.
Enzimlerin katalitik aktivitesi protein konformasyonlarmin saglamligina baglidir.
Eger enzimler denatiire olur ve alt birimleri olan amino asitlere doniisiirlerse katalitik
aktiviteleri yok olur. Bu sebepten dolayr protein enzimlerinin birincil, ikincil,

ticlinciil ve dordiinciil yapilar: katalitik aktivite i¢in esastir.

Baz1 enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite i¢in kimyasal gruplara
gereksinim duymazken bazilar1 kofaktor ve koenzim adi verilen yapilara ihtiyag
duyarlar. Tablo 2.1°de kofaktor olarak Fe’*, Mg®", Zn*" gibi bir veya daha fazla
inorganik iyonlar ve koenzim olarak tanimlanan kompleks organik ve metallorganik
molekiillerin bazilar1 ve enzimleri gosterilmistir. Bazi durumlarda aktivite icin hem

koenzim hem de kofaktor gerekebilir [6, 7].



Tablo 2.1. Bazi1 enzimlere ait kofaktor ve koenzimler

Enzim Kofaktor Enzim Koenzim

Sitokrom oksidaz Cu™ Pirtivat dehidrogenaz Tiamin pirofosfat

Sitokrom  oksidaz, katalaz, Fe’* ve Feo Monoamin oksidaz Flavin adenin

peroksidaz niikleotid

Piruvat kinaz K" Laktat dehidrogenaz NAD

Heksokinaz, glukoz 6-fosfat, | Mg™" Glikojen fosforilaz Pridoksal fosfat

piruvat kinaz

Arjinaz, riboniikleotit rediiktaz | Mn”" Asetil CoA karboksilaz Koenzim A
(CoA)

Dinitrogenaz Mo Pirtivat karboksilaz Biotin

Ureaz Ni** Metilmalanonil mutaz 5’ Deoksiadenosil
kobalamin

Glutatyon peroksidaz Se Timidilat sentaz Tetrahidrofolat

Enzim molekiiliine ¢ok siki veya kovalent olarak baglanan gruplar prostetik grup
olarak adlandirilirken katalitik olarak aktif olan enzim molekiliine holoenzim adi

verilir. Bu tiir enzimlerin protein kismina ise apoenzim veya apoprotein ismi verilir

[6].

Prostetik gruplar enzim molekiiliini sikica genellikle kovalent baglarla baglandig
icin kataliz sirasinda ayrilmayan karbohidrat (glikoprotein), lipid (lipoprotein) veya

niikleik asit (niikleoprotein) gibi organik molekiiller olabilirler [§].

Enzimler biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklari i¢in miktar dl¢timlerinin
yerine aktivite Olglimleri yapilmaktadir. Enzim aktivitesi bir enzim tarafindan
katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle en uygun kosullarda
belirli bir siirede iirline doniistiiriilen substrat miktarina gore ifadesidir [9, 10].

Asagida enzim aktivitesini gostermek i¢in kullanilan tanimlar verilmistir.

Enzim Unitesi (U): 25C° de, bir dakikada, optimum sartlarda, 1pmol substrat1 iiriine

doniistiiren enzim miktaridir.

Spesifik Aktivite: 1 mg protein basina diisen enzim tinitesi (U/mg protein) olarak

verilir. Enzimin saflik derecesini gosterir.



Molar Aktivite (Doniisiim Sayisi): Bir tek enzim molekiilii tarafindan birim zamanda

iiriine doniistiiriilen substrat molekiilii sayisidir.

Katal:

1 saniyede 1 mol substrati reaksiyona sokan enzim miktaridir. Enzimlerin

katalitik aktivitesi hacimden bagimsiz oldugu icin genellikle katal kullanilir. 1
U=16,7 nkat’dir [5, 11].

Enzimlerin aktif bolgesi, substratlari (varsa kofaktorleri) baglayan ve bag yapimi ile

yikiminda gorev alan amino asitleri kapsar. Bunlara katalitik grup adi da verilir.

Enzimlerin ozellikleri birbirinden farkli olmasma ragmen aktif bolgelerin ortak

ozellikleri asagida maddeler halinde verilmistir.

1y

2)

3)

4)

5)
6)

Aktif bolge, enzimin toplam hacmi diisliniildiigiinde enzim {izerinde ¢ok
kiigiik bir bolgeyi olusturur.

Aktif bolge, lic boyutlu bir yapidadir. Enzimin lineer yapisinin degisik
yerlerinde bulunan amino asitlerin bir araya gelerek olusturduklar1 karmasik
bolgelerdir.

Substratlar enzime zayif kuvvetle baglanir. ES kompleksinin denge sabiti
102-10® arasinda degisir.

Aktif bolgeler bir yarik ve girinti i¢inde yer alirlar ve su molekiillerinin
giremedigi ¢ukur bolgelerdir. Yapist incelenen enzimlerde bu bdlgelerin
substrata 0zgii oldugu goriilmiistiir. Girintinin i¢inde baglanmayi ve katalizi
kolaylastiracak polar gruplar bulunmaktadir.

Aktif bolgelerin yapisi spesifik bir baglanmay1 gerektirir.

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi substratin enzime baglanabilmesi i¢in 6zel bir
yapida olmasi gerekir (Anahtar-kilit modeli). Bazen ise substratin baglanmasi
aktif bolgenin seklini degistirebilir (Etkilesme sonucu uygunluk modeli) [12,
13].



Iyi substrat

// s Katii substrat

Eope—t Enzimun akaf yapisa

Enzimin inakuf vapis:

Sekil 2.1. Etkilesme sonucu uygunluk ve anahtar-kilit modellerinin sematik gosterimi

2.2. Enzimlerin Adlandirilmasi

Her enzime bir sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. (Enzyme

Commission) harflerinden sonra artarda gelen dort rakamdan ibarettir. Birinci rakam

enzimin bagl oldugu grubu gdsterirken, ikincisi alt grubu, ti¢linciisii alt alt grubu

belirtir. Dordiincli rakam ise, enzimin ayni li¢ rakama sahip enzimler arasindaki

sirasini Verir.

Enzimlerin ayrildiklar1 6 ana grup sunlardir:

1))

2)

3)

4)

5)

Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasinda redoks reaksiyonlarimi katalizleyen
enzimlerdir.

Transferazlar: ki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir.

Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojeniir veya P-N
baglarinin bir H,O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir.

Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin
uzaklastirithip, ¢ift baglarin  olusturuldugu reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimlerdir.

Izomerazlar:  Geometrik, optik ve yapisal izomerlerin  birbirine

dontstiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir.



6) Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat
baginin kopmasi sonucu ortaya c¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin

baglanmasi reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Pankreas tarafindan salgilanan proteolitik enzim tripsin olarak adlandirildigi gibi
bircok enzim katalizledikleri reaksiyonlar hakkinda bilgi vermeyen 6zel adlara
sahiptirler. Diger enzimlerin ¢ogu katalizledikleri reaksiyonlar ve substratlarinin
sonuna —az eki getirilerek adlandirilirlar. Ornegin ATPaz ATP’yi pargalayan bir

enzimken, ATPsentaz ATP sentezinde gorev alan bir enzimdir [7].

2.3. Enzimlere Etki Eden Faktorler

Enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonlar {izerine; enzim ve substrat
konsantrasyonlarinin, sicakligin, ortam pH’nin, zamanin, reaksiyon {irliniiniin,
koenzim ve kofaktér konsantrasyonlarinin, 151k ve diger fiziksel faktorlerin, allosterik

etki, hormon ve diger biyolojik maddelerin etkisi vardir [9].

2.3.1. Enzim konsantrasyonunun etKisi

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda
enzim konsantrasyonuna bagli olarak dogrusal bir sekilde artmaktadir. Bunun sebebi
de her enzim molekiiliiniin bir digerinden bagimsiz olarak hareket etmesidir. Enzimin
hiicrede lokalize oldugu yerde yeterli substrat bulunmadigi durumlarda enzim miktari

fazla olmasina ragmen, reaksiyon o derece yiiksek hizda meydana gelmez [14].

2.3.2. Substrat konsantrasyonunun etkisi

Enzim konsantrasyonunun ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu kosullarda
baslangictaki tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun arttirtlmasiyla lineer bir

sekilde artarken, enzim substrat doygunluguna ulastiktan sonra ise reaksiyon hizi

sabit kalmaktadir [15].



2.3.3. Sicakhigin etkisi

Biitiin kimyasal reaksiyonlar gibi enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 da sicaklikla
artmaktadir. Bu artis tipik olarak her 10 °C’lik artisa karsilik iki kat diizeyindedir.
Fakat enzimler, protein yapisinda olduklar1 i¢in sicaklik belirli bir seviye ulastiktan

sonra denatiire olur ve reaksiyon hizi azalmaya baslar [16].

2.3.4. pH etkisi

H' konsantrasyonu tepkime hizim cesitli yollarla etkiler. Ilk olarak, katalitik
prosesler genellikle enzim ve substratin etkilesime girebilmesi i¢in iyonlagsmis ya da
iyonlasmamis spesifik gruplara ihtiya¢ duyar. Ornegin katalitik aktivite, enzimin
amino grubu protonlanmis formuna (-NH;") gereksinim duyabilir. Alkali pH’da bu
grup protonlanmaz, sonug olarak enzimin hiz1 diiser. Ikinci olarak asir1 pH enzimin
denatiire olmasina sebep olabilir. Clinkii katalitik olarak aktif protein molekiiliiniin
yapis1t amino asit zincirinin iyonik karakterine baglidir. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi pH’a ise optimum pH denir. Ornegin sindirim enzimlerinden biri olan

pepsin enziminin optimum pH’1 2’dir [17].

2.4. Invertazlar ve Biyokimyalar1

Invertazlar, glikozidazlar smifinin bir alt smifi olan hidrolitik enzimlerdir.
Glikozidazlar da glikozil bilesikleri iizerinde etkili olan olduk¢a genis ve dnemli bir
enzim grubudur. Basit glikozidler ile kompleks oligo- ve polisakkaritlerdeki
glikozidik baglarin hidroliz reaksiyonunu katalizlerler. Glikopiranozil gruplarn ile
glikozidik baglarin anomerik konfigiirasyonlarina karsi oldukca secici olan
glikozidazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin bir sekilde
bulunurlar. Yaklasik olarak 150 yildan bu yana arastirmacilar glikozidazlarla ilgili
farkli calismalar yapmislardir. Uzun zamandan beri biyokimyanin en ilging arastirma
konularindan birisi olmasina ragmen glikozidazlarin molekiiler 6zellikleri ve etki

mekanizmalart hakkinda ¢ok az bilgi edinilebilmis ve sadece birka¢i1 kristalize



edilebilmigtir. Amilaz ve lizozim kristal formda elde edilen glikozidaz smifi ait

enzimlerdendir [18].

Invertaz (B-fruktofuranozidaz, E.C 3.2.1.26), (Sukraz), B-Dfruktofuranozidlerin
indirgenmemis B-fruktofuranozid ucundan katalizleyen hidrolazlar sinifina ait bir
glukoenzimdir. Invertaz, hafif krem renkli, suda ¢dziinebilen, karboksilik grupca
zengin asidik bir enzimdir. Dogada bitkisel (6rnegin iizlim, patates, bambu, tiitiin,
ananas, havug, mango, piring, arpa, yulaf, elma, portakal, seftali, domates, kavun,
soya fasulyesi, nohut vb.) ve mikrobiyal (6rnegin; Sacromises cerevisia, Aspergillus
niger vb.) kaynaklarda da bulunmaktadir [1, 2]. Invertaz enziminin genel reaksiyonu

Sekil 2.2°de ii¢ boyutlu yapisi ise Sekil 2.3’de gosterilmistir [19, 20].
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Bitkiler ¢oziiniirliikkleri, hiicresel lokalizasyonlari, optimum pH ve izoelektrik
noktalarina gore; vakular (Inv-V) invertazlar, hiicre duvarina bagl (Inv- CW)
invertazlar ve notral (Inv-N) invertazlar olmak iizere ii¢ ¢esit invertaz izoenzimine

sahiptirler.

Vakular ve hiicre duvarina bagli invertaz tiirleri benzer enzimatik ve biyokimyasal
ozelliklere sahiptirler. Ayrica yiiksek derecede benzer dizi homolojileri ile birlikte iki
tane korunmus amino asit motifleri igerirler. Bu iki invertaz asidik optimum pH’a
sahip olup B-fruktofuranozidaz aktivitesi gosterir. Ciinkii sukrozun ve diger B-fruktoz
iceren oligosakkaritlerin fruktoz artiklarini hidrolizlerler. Sukroz i¢in Km degerleri
diisitk milimolar araligindadir. Bunun yaninda bu iki invertaz izoenzimi birer N-bagh
glikoproteindir. Molekiil kiitlesinin 55 ve 70 kDa aras1 kismin1 karbohidrat kalintisi
olusturur. Invertazlarda bulunan siilfidril gruplarini bloke eden ajanlar (Hg ve Ag’)
tarafindan inhibe edilmektedir. Reaksiyon iirlinleri tarafindan da inhibe edilirler;
glukoz yarismasiz inhibitor olarak goérev alirken, fruktoz ise yarigmali inhibitor
olarak etki gosterir. Invertaz izoenzimleri kiiciikk gen gruplar (iki tane vakular
invertaz gen ailesi ve alt1 tane hiicre duvarina bagl invertaz gen ailesi) tarafindan
kodlanmaktadir. Genomik organizasyon ve intronekzon yapist monokot ve dikot
invertaz genleri arasinda korunmustur. Tim bitki, bakteri ve fungus invertaz
genlerinde var olan ¢ok dnemli bir 6zellik; dokuz tane niikleotitten olusan kiiciik bir
ekzonun varligidir. Bu ekzon, N-DPN-G/A kutusu seklinde {i¢ tane amino asiti
kodlamaktadir. WECP/V aminoasit motifinde ise vakular invertazlar valin artigina,
hiicre duvarina bagl invertazlar ise valin yerine prolin artifina sahiptir. Bu tek
aminoasitteki farklanma, hiicre duvarina bagli invertazlarin vakular invertazlara gore

daha asidik bir pH’a ve farkli substrat spesifikligine sahip olmasina neden olur.

Vakular invertazlar, vakuolda lokalize olup pH 5,0-5,5 arasi asidik optimum pH’a
sahiptirler. Vakuolar invertazlar, ¢Oziiniir asidik invertazlar olarak da
adlandirilmaktadir. Vakulde depolanan sukrozun seviyesinden ve metabolik
prosesler i¢in sukrozun yeniden mobilizasyonundan sorumludurlar. Ayrica meyve
dokularinda ve olgun yumrularda karbohidrat dengesinin regiilasyonunda

gorevlidirler.



11

Hiicre duvarina bagl invertazlar ise ekstraseliiler, apoplazmik veya periplazmik
invertazlar olarak karakterize edilirler. Hiicre duvarina bagli invertazlar diigiik
optimum pH’a (pH 3,5-5,0) ve yiiksek izoelektrik noktaya sahiptirler. Bu tip
invertazlar hiicre duvarmma iyonik bir sekilde baglanirlar. Sukrozun floemde
hidrolizini katalizleyerek yikim {irlinlerinin hiicre duvarinda bulunan heksoz

transporter proteinleri ile floemden stoplazmaya gegmesini saglarlar.

Ucgiincii tip invertazlar olan nétral invertazlar ise, alkali veya stoplazmik invertazlar
olarak adlandirilabilirler. Alkali denmesinin sebebi optimum pH’larinin pH 6,8-8,0
arasinda olmasindan, sitoplazmik denmesinin sebebi ise subseliiler lokalizasyonun
stoplazmada olmasindan dolayidir. Bu tip invertazlar diisiik enzim aktivitesine sahip
olup aktivitesini hizla kaybettiginden fizyolojik fonksiyonu hakkinda smirli bilgi
mevcuttur. Bugiine kadar ancak birka¢ tane nétral invertaz klonlanip karakterize
edilmigtir. Asidik invertazlara karsi, notral invertazlar glikozillenmemistir ve
yalnizca sukrozu hidrolizlemektedir. Bu sebeple, fruktofuranozidaz degildirler.
Notral invertazlarin aktivitesi yikim {iriinlerinden giiclii bir sekilde inhibe olmaktadir
fakat agir metal iyonlarindan etkilenmemektedir. Notral invertazlar sadece

siyanobakteriler ve bitkilerde bulunmaktadir [18, 21].

2.4.1. invertazlarin etki mekanizmalari

Asp-23, niikleofilik bir reaksiyonla sukrozun fruktoz kismi ile kovalent bir ara iiriin
olustururken sukrozun glukoz kismi Glu-204’den bir proton alarak ayrilir. Daha
sonra, su molekiiliinlin niikleofilik reaksiyonuyla fruktoz invertaz enziminden ayrilir.

Invertaz enzimi igin olas1 bir reaksiyon mekanizmas1 Sekil 2.4’de gosterilmistir [22].
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Sekil 2.4. Invertaz enzimini etki mekanizmasi

2.4.2. invertazlarn izolasyonu ve saflastiriimasi

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler, biyokatalizorlerin diger bir deyisle
enzimlerin kullanim alanlariin artmasina neden olmus ve yeni uygulama alanlarinin
da ortaya c¢ikmasi ile enzimlerin saf olarak elde edilmesi daha biiylik Onem
kazanmistir. Proteinlerin saf olarak eldesi kendisi i¢in bir son nokta degildir,
saflastirilmast istenen protein eldesi daha sonraki caligmalar icin gereklidir. Bu
caligmalar proteinin aktivitesi, yapist ya da islev iliskileri iizerinde olabilmektedir.
Bir saflastirma tekniginin hedefi proteini en diisiik maliyet, yiiksek derecede saflik ve
verimle elde etmektir. Bunu basarabilmek i¢in saflastirma tekniginin ve adimlarinin
secimi akillica yapilmali ve adim sayisin1 en aza indirecek sekilde siralanmalidir.
Hedef proteinimiz i¢in saflastirma tekniginin se¢imi calismamizin amaci
dogrultusunda degismektedir. Secilecek teknik icin proteinlerin farkli yapisal

Ozelliklerinden yararlanilmaktadir [23].

Literatiirde verilen invertaz izolasyon, saflastirma ve karakterizasyon ¢aligmalarinda
bitkisel kaynaklara Ornek olarak, portakal [24], seker pancari [25], liziim [26],
enginar [27], zambak [28], armut [29], sogan [30], papaya [31], domates [32], bambu
[33], tiitlin [34], kavun [35], patates [36], soya fasulyesi [37] verilmektedir.
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2.4.3. Invertazlarin uygulama alanlar

Invertazlar sanayide ve genellikle gida endiistrisinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Invertaz enzimlerinin kullanim ile invert seker suruplarimin eldesi,
cikolata iiretimi, kondense siitlerin iiretimi, sigir yemlerinin hazirlanmasi ve bebek
gida triinlerinin iretimi gerceklestirilmektedir. Endiistride invert seker suruplarinin
hazirlanmasinda asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz kullanilmaktadir. Asit
hidrolizi kullaniminda yiiksek siddette renkli iiriinler, kiil ve istenmeyen bir¢ok yan
iirlin olustugu i¢in endiistriyel alanda enzimatik hidroliz kullanilmaktadir. Reaksiyon
sonucu olusan fruktoz kolayca kristalize olmadigi ve daha tath oldugu i¢in gida
endiistrisinde sakkaroza tercih edilmektedir. Bir diger yandan invertaz enzimi
analitik amacla sakkaroz konsantrasyonunun tayini amacli biyosensorlerde

kullanilmaktadir.

Sukroz polarize 151k diizlemini saga (+66,5, dekstrorotatori), hidroliz sonucu
meydana gelen seker karisimi ise polarize 151k diizlemini sola (-33,3, levorotatori)
cevirir. Bu nedenle, bu islem inversiyon, hidroliz {iriinii de invert seker olarak
adlandirilir. Sukrozun tatlilik derecesi 100 olarak kabul edildiginde, invert sekeri
olusturan glukoz ve fruktozun tatlilik dereceleri sirasiyla 70 ve 180°dir. Bu nedenle
invert seker esdeger miktardaki sukrozdan daha fazla tathilik saglar ve sekerli
firiinlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilir. Invert sekerin diger bir kullanim
amacit da kristalizasyon kontroliidiir. Sukrozun hidrolizi sonucu olusan invert
sekerdeki glukoz ve fruktozun sudaki toplam ¢oziiniirliikkleri sukrozun tek basina
cOziiniirliiglinden  daha  fazladir.  Kristalizasyonun  azalmasinda  sukroz
konsantrasyonun azalmasi da etkilidir. Bu sebeple sekerli {irtinlerde invert seker
icerigi ¢ok dnemlidir. Ornegin; lokumda invert seker iceriginin fazla olmasi lokum
dilimlerinin birbirine yapismasina ve depolama sorunlarina, yetersiz olmasi ise
kristallenmeye ve piiriizlii yapiya neden olmaktadir. Inversiyon ¢ikolata kapli sivi
veya krem dolgulu sekerlemelerin iiretiminde de kullanilmaktadir. Kaliplama ve
kaplama iglemleri dolgu kisim kat1 iken yapilir. Daha sonra dolguya verilen invertaz
enzimi sukrozu invert sekere doniistiiriir ve ¢oziniirlikteki degisimle dolguda

yumusama veya sivilagsma goriiliir. Seker endiistrisinde, kamis melasinin etanole
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fermantasyonu, sigir yemlerinin ve invert seker suruplarinin hazirlanmasi, likor,
yapay bal ve dondurulmus tatli ve benzeri liretimlerin yapilmasinda kullanilan
biyoteknolojik proseslerde invertaz enzimleri kullanilmaktadir. Biyoteknolojik
uygulama alanlar1 nedeniyle invertazlar oldukca oOnemli ve degerli bir enzim

grubudur [3].



BOLUM 3. UCLU FAZ AYIRMA SISTEMLERI

Uclii faz ayirma sistemleri (TPP), t-biitanol ve su karisimi igeren bir ¢ozeltide
proteinlerin tuzla c¢oktiiriilmesini iceren bir metottur [16]. TPP (Three-phase
partitioning) genellikle proteinlerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi prosesinde, ©6n
akim ya da son akim islemi olarak bazen de tek adimda saflastirma amagh

kullanilabilen uygulamasi kolay bir tekniktir [2].

t-Biitanol su ile her oranda karisabilir fakat belirli miktarda amonyum siilfat
katilmasiyla karisim, t-biitanoliin iistte sulu fazin altta toplandig iki faza ayrilir. Eger
baslangi¢ ¢ozeltisinde protein bulunuyorsa bu iki fazin arasinda proteinin yer aldigi
ticlincii bir faz olusabilir. Amonyum siilfat miktar1 klasik salting out’da oldugu gibi
coktiiriilecek proteinin tiirline ve miktarina gore belirlenir. Bunun yam sira klasik
salting out’un aksine protein ¢okelegi biiyiik oranda dehidratize olur ve diisiik tuz
bileseni igerir. Bu nedenle devam eden silirecte tuz giderme islemlerine ihtiyag

duyulmaz [16].

TPP’de, ilk olarak protein iceren sulu ¢ozeltiye %?20’lik bir oranda t-biitanol
katilmalidir. Bunun sonucunda proteinin ¢dzliciisii su ve yardimei ¢oziiciisii t-biitanol
ile dengeye geldigine inanilmaktadir. Boylece protein karisimindaki ¢oziiciilerin
bagil dagilimlarima baglh olarak kismen hidratlanmakta ve kismen de t-
biitanollenmektedir. Amonyum stilfatin ilavesi lizerine su molekiilleri tuz iyonlari
tarafindan c¢ekilerek bu iyonlarin hidratlanmalarina neden olurlar. Tuz t-biitanole
oranla daha yiiksek su ilgisine sahiptir ve bu nedenle dncelikle su molekiillerini
ceker. Protein yoklugunda bu durum c¢ozeltinin iki faza ayrilmasia ve bir miktar
suyun t-biitanol i¢in ulasilamaz hale gelmesine neden olur. Eger ortamda protein

mevcutsa ortamdaki proteinin ulagabilecegi ¢oziicii ve yardimei ¢oziicili arasinda yeni
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bir dengenin kurulmasini saglar. Biraz daha amonyum siilfat ilavesinde mevcut
proteini ¢ozebilecek oranda serbest su molekiil kalmaz ve proteinin bir kism1 ¢oker.
Bu noktada proteinin biiylik bir kismi t-biitanollenir. Bu durum proteinin
yogunlugunda bir azalmaya neden olur. Tuz ilave siirdiiriildiik¢e c¢o6zeltinin
yogunlugu da artar ve proteinin yogunlugu ile ¢ozeltinin yogunlugu arasindaki fark
azalir. Oyle bir an gelir ki daha fazla protein ¢oktiirmek miimkiin olmaz. TPP
yonteminde proteinin yogunlugu, artan (NH4),SOs konsantrasyonu ile azalir ve

protein ¢okeltisinin yiizmesi kolaylasir [16].

TPP bugiine kadar birgok proteinin saflastirilmasinda kullanilmistir. Ornegin,
watermelon dan o-galactosidase [38], Bacillus notto’dan nottokinaz [39], chick
pea’den [-galactosidase [40], Lactobacillus acidophilus’dan B-galactosidase [41],
fish viscera’dan alkalin proteaz [42], domatesten pektinaz [43], tatll patatesten
katalazin [44] saflastirllmasinda kullanilmigtir. Bu c¢alismada TPP tek adimhi
saflastirma teknigi olarak kullanilmis ve ak duttan (Morus alba) ekstrakte edilen
invertazin, amonyum siilfat konsantrasyonu, t-biitanol enzim konsantrasyonu,

sicaklik, pH, gibi parametrelerin optimizasyonu ile maksimum verim hedeflenmistir.

3.1. TPP’yi Etkileyen Parametreler

TPP’nin uygulanmasi esnasinda biitlin proteinlerin fazlar arasinda toplanmasi
beklenmez. Ayirmayr etkileyen ve farklilastiran parametreler mevcuttur. Bu
parametreler tuz konsantrasyonun etkisi, pH etkisi, sicakligin etkisi, hidrofobisite

etkisi gibi fiziksel kosullar olarak siralanabilir.

Amonyum stilfat konsantrasyonu, ekstraktin biitanol fazina orani, pH ve sicaklik gibi
faktorlerin degisik kombinasyonlart denenerek selektif kosullar elde edilebilir.
Fizikokimya esaslt TPP tekniginin kompleks bir yapida oldugu, iyonik kuvvet,
kosmotropi, ara yiizey gerilimi, osmotik stres ve yigilma etkilesimleri gibi cesitli

faktorlerden etkilendigi diistintilmektedir [45].
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3.1.1. Tuz konsantrasyonunun etkisi

TPP kosolvent ¢oktiirme, izoiyonik ¢oktiirme ve salting out ilkesini i¢eren ve ham
siispansiyonlarda da dogrudan kullanildigindan biyoayirma teknikleri arasinda
alternatif bir metottur. Nispeten basit ve ucuz bir teknik oldugu i¢cin TPP protein
saflastirmasinda kullanilmaktadir [44]. Yiiksek oranda tuz konsantrasyonuna sahip
TPP sisteminde salting out etkisi biiylik rol oynamaktadir. Proteinlere salting out
etkisi ilk olarak stilfat konsantrasyonuna ikicisi olarak da proteinlerin net yiikiine
baglidir. Genellikle ilk olarak minimum %20 (w/v) tuz konsantrayonu ile baslanir ve
optimize edilir. Diisiik konsantrasyonlardan baslanarak optimize edilmesi en kritik

noktalardan birisidir [2, 46].

3.1.2. pH etkisi

pH TPP’nin ¢ok Onemli bir parametrelerinden biri olarak rapor edilmistir.
Proteinlerin yiikii ve fazlar aras1 elektrostatik etkilesimden dolay1r pH TPP sisteminde
makromolekiillerin  ¢okmesini ve dagilimini etkilemektedir [47]. Proteinler
izoelektrik noktadaki pH degerinde net sifir yiike sahiptir. izoelektrik noktanin
altindaki pH degerlerinde ise iyonik etkilesimler hidrofilik dagilimdan {istiin
gelecektir ve pozitif yiiklii proteinler sulu alt faza dogru dagilacaktir [2]. Domatesten
invertaz enziminin saflastirilmasinda sistemin pH’1 4,5 [48], ekmek mayasindan
invertazin saflastirildigr bir baska calismada ise sistem pH’1 6 [49] olarak rapor

edilmistir.

3.1.3. Sicakhigin etkisi

TPP icin en uygun sicakligin oda sicakligi oldugu belirtilmistir. Fakat enzimden
enzime gore farklilik gostermektedir. Calisilan yiiksek sicakliklarin proteinin i
boyutlu yapisinda olusturdugu deformasyon ve denatiirasyondan dolayr enzim

aktivasyonu ve verimi olumsuz etkilenmektedir [2, 50].
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3.1.4. Hidrofobisite etkisi

Saflastirilacak enzim ekstrakti igerisinde yer alan protein yapilarinin igerdigi
hidrofobik ve hidrofilik yan gruplar TPP sisteminde ara yiizey fazinda
toplanabilmeleri {iizerine etkisi, ortamimn pH’iyla iligkilidir ve icerdikleri yan
zincirlerin yiikleri sistemin pH’in1 da belirler. TPP de sulu alt fazin hidrofobisitesi
ortama ilave edilen amonyum siilfat ile arttirilarak izoelektrik noktasina ulastirilmis

protein yapilar1 orta fazda toplanmaya zorlanir [2].

3.1.5. TPP’nin uygulama alanlar

TPP, proteinlerin konsantre edilmesinde ve izolasyonunda kullanilir. Proteinlerin
inaktif kompleks karigimlarindan renatiirasyonunda kullanilabilir. Metal ve organik
bilesikleri iceren kompleks sistemlerin analizi ve ayirimi ig¢in umut verici bir
sistemdir. Farmasotik endiistrisinde ve atik su aritiminda kullanilabilir. Proteinlerin/
enzimlerin biyolojik ayirnminda alt akim ve iist akim basamaklarinin her biri icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkisel materyallerden yag ekstraksiyonu i¢in uygun
bir strateji olarak umut vermektedir. Ham siispansiyonlarin genis hacimlerinden
proteinlerin  direkt olarak ayiriminin  iyi oldugu bir yoldur. Enzimatik
reaksiyonlarmin hizlarinin hesaplanmasinda kullanighi bir yontemdir. Protein gibi
biyolojik molekiiller genellikle ¢ok seyreltik soliisyonlarda bulunmaktadir ve bu
yiizden geri kazanmiminda genellikle ilk adim deristirme islemi olmaktadir. Ozellikle
rekombinant DNA uygulamalarinin artmasi protein liretiminde geleneksel proseslere
ve TUriinlerin geri kazanimina yeni bir bakis agisi olusturmustur. Geleneksel
yontemlerde saflastirma islemi santrifiigasyon, filtrasyon ve deristirme gibi birkag
adimdan olugmaktadir. Cogu zaman proses sayisinin veya adimlarinin artmasi hem
zaman kaybina yol agmakta hem de iirlin kaybin1 artirmaktadir. Sulu ikili faz sistemi,
geleneksel yontemlerdeki bu eksikliklerin iistesinden gelmektedir. Uygun bir
optimizasyona sahip sulu ikili faz sistemi, berraklastirma, deristirme ve kismi
saflagtirma adimlarinin entegre oldugu tek adimli bir saflastirma prosesi saglayarak

hem iiriin verimini gelistirmekte hem de iiriin geri kazanim maliyetini azaltmaktadir

[2].



BOLUM 4. MATERYAL VE METOD

4.1. Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler, Na/K Tartarat Tetrahidrat (C4H4KNaO¢.4H,0) , t-
Biitanol, Sodyum Kloriir (NaCl), Sodyum Hidroksit (NaOH), Amonyum Siilfat
((NH4),SO4), Sodyum Dihidro Fosfat, Metanol, Asetik Asit, Etanol, o- Fosforik
Asit, SIAL markasindan temin edilmistir. 3,5-Dinitro Salisilik Asit, Bradford
reaktifi, Coomassie-Brilliant Blue, Sukroz Sigma Chemical Co. (St. Louis, CA)’den

temin edilmistir.

Invertaz kaynag olarak Sakarya’da yetistirilmis, ak dut ( Morus alba ) kullanilmistir.

4.2. Metod

4.2.1. Invertazin aktivite tayini

Invertaz enziminin aktivite tayininde esas, substrat olarak sukroz kullanilarak
enzimatik reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan invert sekerin miktarinin Dinitrosalisilik
(DNS) asit metodu ile belirlenmesidir. Aktivite tayininde inkiibasyonlar Stuart
Scientific calkalamali su banyosunda (SBS-35), spektrofotometrik Ol¢limler ise
Perkin Elmer marka cihazla gergeklestirilmistir. DNS metodunun esasi indirgen
sekerlerdeki serbest karbonil gruplarinin (C=0) varligimni test etmektir. Bununla
birlikte glukozdaki fonksiyonel aldehit grubu ile fruktozun fonksiyonel keton
gruplarinin oksidasyonunu ve ayni anda alkali kosullar altinda 3,5-Dinitrosalisilik
asidin  3-amino,5-nitrosalisilik asit indirgenmesini icermektedir (Sekil 4.1).

Reaksiyonda bir mol seker bir mol 3,5-Dinitrosalisilik asit ile reaksiyona girerek 3-
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amino,5-nitrosalisilik asit olugturmaktadir. Nitroaminosalisilik asit konsantrasyonu

546 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilebilmektedir.

Aldehit grubu oksidasyon » Karboksil grubu

indirgeme : : N .
3,5-Dinitrosalisilik asit g » 3-Amino,5-nitrosalisilik asit

Sekil 4.1. DNS yo6nteminin prensibi

Invertaz enzimi Sekil 2.2°de gosterilen reaksiyon ile sukrozun hidrolizini katalizler.
Hidroliz reaksiyonu sonucunda olusan glukoz ve fruktoz indirgen sekerler oldugu
icin bu monosakkarit karisimi “invert seker” olarak adlandirilir ve agiga ¢ikan glukoz

ile fruktoz indirgen sekerdirler ve bazik bir ¢cozeltide aldehit ve keton olustururlar.

Yapilarinda anomerik karbon bulunan sekerler indirgen sekerlerdir. Bunlar kimyasal
olarak diiz zincirli olabilecekleri gibi halka yapisinda da bulunabilmektedir ve bu iki
yapt formu kendi aralarinda dengededir. Hemi-asetal veya hemi-ketal gruplar1 bosta
olduklarinda indirgen sekerler alkali kosullar altinda ortamda bulunacak oksitleyici
etkenler (Ornegin; Cu?") karsisinda indirgeyici bir madde haline gelmektedir; sekerin
karbonil grubunun oksijen molekiilii ile yiikseltgen arasinda olusan olan redoks
tepkimesi yiikseltgeni indirgemektedir. Bir seker oksitlendigi zaman onun karbonil
gruplart (Ornegin; aldehit ve keton gruplar1) karboksil grubuna doniismektedir.
Ornegin; glukoz kimyasal olarak sulu ¢dzeltide glukopiranoz formu ile dengede olan
aldehit formunda bir aldoheksozdur. Fizyolojik pH’da glukopiranoz yapisi iistiin
sekildir. Aldehit endiol dengesi, glukozun kolaylikla indirgenmesini ve
yiikseltgenmesini saglar. Yani glukozun formiilii aldehit ya da kisa dmiirlii reaktif tiir
olan enol seklinde yazilabilir. Asagida Sekil 4.2°de belirtildigi gibi alkali ¢ozeltilerde
enol anyonuna doniisiim tercih edilmektedir. Cifte bagin varligi ve enol anyonundaki
negatif yiik, glukozu bakir (Cu®") ve demir (Fe*") gibi orta derecede oksitleyici
etkenlerle oksitlenebilen aktif bir rediikleyici madde (indirgen seker) haline getirir.
Sicak alkali ¢ozeltide glukoz, Cu®" (kiiprik) iyonlarmmi hemen Cu’ (kiiproz)

iyonlarina indirger.
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Sekil 4.2. Glukozun enol anyonuna doniisiim reaksiyonu

4.2.1.1. DNS reaktifi hazirlanmasi

1 g DNS 20 mL 2 N NaOH ¢ozeltisine eklenir, 1sitilarak ¢oziiliir ve son hacim distile
su ile 50 mL’ye tamamlanir. Daha sonra iizerine 30 g Na/K tartarat ilave edilir ve

karistirilarak toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Invertazin aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karisimi; 0,6 mL, 0,2 M sodyum asetat
tamponu (pH 5,0), 0,2 mL, 0,5 M sukroz (asetat tamponunda hazirlanmis) ve 0,2 mL
uygun oranda seyreltilmis enzim c¢ozeltisi igerir. Reaksiyon karigimi, 37°C’de 30
dakika boyunca lineer karistirmali su banyosunda ¢alkalanarak inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon ortamindan alman 1 mL 6rnek {izerine 1 mL DNS
reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir. Karigim
sogutulduktan sonra 10 mL bidestile su ilave edilerek vorteks ile karistirilir ve aciga
cikan invert seker miktar1 546 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kér 0,2 mL
enzim ¢ozeltisi yerine 0,2 M sodyum asetat tamponu (pH 5,0) icerir. Enzim aktivite
miktarlarinin  hesaplanmasinda 1-10 umol glukoz konsantrasyon araligi ile
hazirlanan standart grafigi kullanilir. Bir invertaz aktivite birimi, yukarida belirtilen
kosullar altinda dakikada 1 pmol glukoz aciga ¢ikaran enzim miktar1 olarak

tanimlanmistir (IU/mL) [36].
4.2.2. Protein tayini (Bradford metodu )

Bu yontem Sekil 4.3’de gosterilen Coomassie brilliant blue G-250 (organik)
boyasimin farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde degisik siddette mavi
renk ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Boyanin 6zellikle arginin
gibi bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino asitlere baglanma egiliminde

oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapisinin énemi
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vardir. Duyarlilik sinirlari, total reaksiyon karisiminda 5-100 pg protein/mL olan bu
yontemde asidik boya proteine baglanir ve 595 nm’de maksimum absorbans verir.
Bu deneyde standart protein olarak genellikle boya baglama kapasitesi yliksek olan
BSA (s1gir serum alblimini) kullanilir. S1gir serum albiimininin (BSA), distile suda
hazirlanmis 1 mg/mL’lik stok standart ¢ozeltisinden 0,02-0,25 mg/mL konsantrasyon
aralig1 ile hazirlanan standart grafigi kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonlari
hesaplandi. Cam kiivet kullanimi1 boyanin cama absorplanmasina neden oldugundan

polistiren kiivetlerde 6lgtim alinir.

O
NS

Sekil 4.3. Coomassie brilliant blue G-250

a) Bradford reaktifi:

40 mg Coomassie Brillant Blue G-250 % 95°lik 50 mL etanolde ¢oziiliir. Uzerine 55
mL % 88’lik fosforik asit ilave edilerek son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanir ve

filtre edilir.
b) Protein tayini:
Protein konsantrasyonu dl¢iilecek uygun oranlarda seyreltilmis 6rnek ve standartlarin

100 uL’si kiivetlere pipetlenir. Uzerine 2 mL Bradford reaktifi eklenerek 10 dk oda

sicakliginda bekletilir. 595 nm’de 6lgiim alinr.
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4.2.3. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve
Molekiiler Kiitle Tayini

SDS-PAGE, protein karigimlarinin 6zelliklerinin analizlenmesi agisindan Onemli
olan jel elektroforezinin en yaygin olarak kullanilan tiiridiir. Protein saflik
kontroliiniin bir Ol¢iisiidiir ve proteinin molekiil boyutuna goére bir ayrim yapmasi

nedeniyle bagil molekiil kiitlesi tayininde de kullanilir [3].

SDS-PAGE uygulanan protein ornekleri Thermo Electron markali elektroforez
iinitesi kullanilarak ve Laemmli [51] metoduna uygun olarak yiiriitiildi. Metod
heterojen tampon sistemi temeline dayanir. Ayirma kapasitesi oldukg¢a iyi olan bu
yontemde, calisilan proteinler yiiriitiicii jele girmeden Once diizenleyici jelde,
elektroforez tamponu ve jel arasindaki pH ve iyonik siddet vasitasiyla dengelenerek
yogunlastirilirlar.  Proseste, 150 V potansiyel, %4 lik yiikleme jeli ve %15 lik
yiirlitme jeli kullanildi. Soliisyonlarin ve jellerin hazirlanis protokolleri, Tablo 4.1,

4.2,4.3 ve 4.4 de verildi [3].



Tablo 4.1. SDS-PAGE soliisyonlarimin hazirlanma protokolleri

Cozeltiler Eklenecekler Miktar
Akrilamid 116,8 g
%40 Akrilamid (37,5:1) N,N’-Metilen bisakrilamid 32¢g
Deiyonize su 300 mL
%30 Amonyum persiilfat Amonyum persulfat 1,5¢
Deiyonize su 5SmL
Yiiriitme jeli tamponu Deiyonize su 300 mL
(1,5 M Tris-HCL, pH 8,8, 500 Tris 90,75 ¢
mL’ye tamamlanir) Konsantre HCI 8 mL
Yiikleme jeli Tamponu Deiyonize su 300 mL
(1,0 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
%4 SDS 8 mL
4x SDS-PAGE Sample Buffer
10% B-Mercaptoethanol 4 mL
0.5 mg/mL Bromfenol Mavisi 20 mg
Deiyonize su 15 mL
Rezarvuar tamponu Tris 30,3 ¢
10xSDS-PAGE (1L’ye Glisin 144 g
tamamlanir) SDS 10 g
Etanol 150 mL
Glasiyel asetik asit 50 mL
Coomassie Boyama (stain) —
Soliisyonu Deiyonize su 300 mL
Coomasie Brilliant Blue—R-
250 te
Etanol 1200 mL
Destain Soliisyonu Glasiyel asetik asit 400 mL

Deiyonize su 24L




Tablo 4.2. Yiiriitme jeli ylizdelerine gore ayirma boyutlar araliklari

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

Ak duttan (Morus alba) invertazin izolasyonunda SDS-PAGE’ te kullanilan jellerin

hazirlanisi;

Tablo 4.3. Yiiriitme jeli (%]15) hazirlama protokolii

Eklenecekler Miktar

Deiyonize su 2,2 mL

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,6 mL

%40 Akrilamid 3,0 mL

%20 SDS 200 pL
%10 Amonyum persiilfat 20 uL
TEMED 8 uL

Tablo 4.4. Yiikleme jeli (%4) hazirlama protokolii

Eklenecekler Miktar
Deiyonize su 3,9 mL
1,0 M Tris-HCI, pH 6,8 500 puL
%40 Akrilamid 500 pL
%20SDS 100 pL
%30 Amonyum persiilfat 16 uL

TEMED

8 uL
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4.2.3.1. Polimerizasyon protokolii

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin bir c¢apraz baglayict ajan ile
kopolimerizasyonu sonucu hazirlanir. Poliakrilamid jeller i¢in en ¢ok kullanilan
capraz baglayici ajan N,N’-metilenbisakrilamid (Bis) dir. Akrilamid polimerizasyonu
serbest radikal katalize bir ornektir. Reaksiyon, amonyum persiilfat ve N,N,N’,N'-
tetrametiletilendiamin (TEMED) ile baglatilir. TEMED, persiilfat iyonunun
dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal olusumunu saglar. Aktif
monomer, aktiflenmemis monomer ile reaksiyon verir ve polimer zincirin uzamasi
baglar. Uzayan polimer zincir ¢apraz bagli metilen bisakrilamid ile birlikte yapilanir.
Oksijen, serbest radikalleri uzaklastirdigindan ve polimerizasyonu engellediginden

tiim jel ¢ozeltileri kullanilmadan 6nce vakumla oksijen uzaklastiriimalidir [18].

Kaliteli bir SDS-PAGE ig¢in su faktorlere dikkat etmek gerekir: Oldukga yiiksek
safliktaki reaktifler, dogru baslangi¢ konsantrasyonlari (yiiriitiicii jel i¢in %0,04 ve

diizenleyici jel icin 9%0,1), sicaklik (polimerizasyon ic¢in genellikle 23 OC),
cozeltilerin gazsizlastirilmast (oksijen polimerizasyonun inhibitoriidiir) ve jel

olusturma tamponlarinin pH’1dir [18].
4.2.3.2. Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforeze uygulanmasi

Hiicre 6rneklerinde; hiicre ekstraktindan 100 pL alinir, hiicre ekstrakt1 20 uL, 6rnek
tamponu ile slispanse edilir. Hazirlanan tiipler kaynar su banyosunda 5 dk kaynatilir.
12,000 rpm’de 30 dk santrifiij edilir. Soliisyon 6rneklerinde; 5-10 pg protein iceren
soliisyondan bir hacim alinir ve esit hacimde 6rnek tamponu eklenir. Hazirlanan

tiipler kaynar su banyosunda 5 dk kaynatilir. 2,000 rpm’de 30 dk santrifiij edilir. 50

uL ornek, 50 pL 6rnek tamponu ile karistirilip 100 Clik su banyosunda 5 dakika
kaynatilir. Genel olarak yiiriitiicii jelin her araligina 20 pL 6rnek uygulanir. Bos
araliklar ise, elektroforez sirasinda proteinlerin dagilmasini1 6nlemek i¢in 20 pL 0,1
M Tris/HCl (pH 6,8) ve on islem tamponu ile doldurulur. Anod ve katod
reservuarlarindaki Tris/glisin/SDS tamponu ile elektroforez yiiriitiiliir. Proteinlerin

elektroforezinde diizenleyici jelde 25 mA/jel ve yiiritiicii jelde 35 mA/jel akim
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uygulanir. Bromfenol mavisinin olusturdugu bant jele ulasmadan 0,5 cm Once

elektroforez islemine son verilir [19].

4.2.3.3. Protein bantlarinin boyanmasi

Jellerin boyanmasinda Coomasie-Brilliant Blue G-250 metodu kullanilmistir. Bu
boyama metodunda esas, boyanin asidik pH’da proteinlere baglanmasidir. Jeller,
Coomasie Brilliant Blue G-250 (%45 metanol / % 9 asetik asitte hazirlanmis %25°1lik
cozeltisi) c¢ozeltisi ile 1 saat boyunca yavasga ¢alkalanir. Jelde olusan mavi zemin,
jelin %10 metanol ve %14 asetik asitten olusan sulu ¢ozeltisi ile gece boyunca

yikanarak boyadan temizlenir [52].

4.2.4. Uclii Faz Sistemi (TPP) le Invertazin Ak Duttan (Morus alba ) izolasyonu

ve Saflastirilmasi

Calismada Sakarya bolgesinde yetistirilmis ak dut (Morus alba), invertaz kaynagi
olarak secilmistir. Kaynagin genel protein igerigini invertaz olusturmaktadir. Eldesi

kolay ve maliyeti diistiktiir.

Invertaz enziminin saflastirilmasi olduk¢a zor ve masrafli bir islemdir. Ayrica,
sonugta elde edilen enzim genellikle yiiksek aktiviteli fakat cok az miktardir. Bu
nedenle, bu ¢aligmada daha sonraki amacimiza uygun bir enzim preparat1 hazirlamak
icin invertaz enzimi basit ve geleneksel tekniklerle ak duttan izole edilerek kismi
olarak saflagtirilmistir. Enzimin izolasyonu ve kismi saflastirilmasinda sirasiyla
homojenizasyon ve santrifiijleme islemleri yapilmistir. Bu preparat iicli faz

saflagtirma sisteminde enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Ak dut (Morus alba) 6nce musluk suyu daha sonra distile su ile yikandi, taneleri
kalacak sekilde ayiklandi ve 1 M NaCl igeren 0,2 M pH 5,0 sodyum asetat tamponu
ile blender yardimi ile homojenize edildi. Homojenat, kara tiziimden gelen liflerden
uzaktirilmak amagch tiilbent bezinden siiziilerek filtre edildi. Elde edilen filtratin pH’1
5,7-6,0 araligina ¢ekildi ve 4 °C’de 2 saat bekletildi. Ardindan 4 °C’de 10000 rpm’de
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10 dk santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda elde edilen pellet atilarak santrifiijat ayrildi.
Daha sonra santrifiijata %85°lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak gece boyunca
4 °C’de bekletildi. 4 °C’de 10000 rpm’de 30 dk santrifiijlenen amonyum siilfatl
enzim ¢oOzeltisinden enzimatik aktivite iceren cokelek ayrildi. Cokelek uygun
miktarda 0,2 M pH 5,0 sodyum asetat tamponu ile ¢6ziildii, gece boyu tampona karsi
4 °C’de diyalizlendi. Diyaliz adiminda tampon igerigi ii¢ kez degistirildi. Diyaliz
sonrasi diyalizat, sonraki asamalarda kullanilmak {izere tiiplere konuldu ve -20 °C’de

depolandi.

Enzim preparatinin protein miktari, aktivite ve spesifik aktivite degerleri "Sonuglar

ve Degerlendirme" boliimiinde verilmistir.



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Invertaz Enziminin Ak Duttan (Morus alba) izolasyonu

Invertaz (B-D-fruktofuranozidaz; EC 3.2.1.26) invert seker iiretmek icin sukrozun
doniisiimsiiz hidrolizini katalizler. Reaksiyon karigimi 1:1 D-glukoz ve D-fruktozdan
olusur. Bitkilerde, sukrozun doniisiimiinde rol aldigi i¢in, invertazlar karbohidrat

metabolizmasi i¢in anahtar enzim olarak adlandirilirlar [53].

Invertazlar sekerleme sanayinde, kamis melasinin etanole fermantasyonunda, sigir
yemlerinin hazirlanmasinda, transfruktolizilasyon reaksiyonlarinda ve enzimatik

oligosakkarit hidrolizlerinde kullanilmaktadir [54].

Bu ¢alismada, invertaz enziminin yeni biyoayirma tekniklerinden biri olan tiglii faz
ayirma sistemi (TPP) ile saflastirilmast amaglandi. Enzim kaynagi olarak bitkisel,

eldesi kolay olan ak dut (Morus alba) tercih edildi.

Invertaz enzimi "Materyal ve Metod" béliimiinde agiklandigi gibi geleneksel
metodlar kullanilarak ak duttan izole edildi. Ardindan tUglii faz sisteminde
saflastirilmast amaglandi. Ak duttan izole edilip %85°lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilarak hazirlanan invertaz enzim ekstraktinin aktivite, protein ve spesifik aktivite
degerleri sirastyla 9,92 U, 2,47 mg ve 4,01 U/mg olarak belirlendi. Hazirlanan bu
enzim preparati ile invertaz enzimi TPP sisteminde dagilimi izlendi, enzim

saflastirilmas1 amagland.
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5.2. TPP ile Ak Dut invertazimin Saflastirilmasi

Ak duttan izole edilen invertaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan TPP

sisteminde organik c¢ozgen olarak t-biitanol ve tuz olarak amonyum siilfat tercih

edildi.

Invertaz enziminin saflastirilmasinda kullanilacak TPP sisteminin optimizasyonu ve
enzimi iyi bir verim ile yiiksek oranda saflastirmak icin sistemi etkileyen tuz
konsantrasyonu, enzim:t-biitanol orani, pH gibi parametreler incelenmistir. Bunun
icin uygun konsantrasyonda enzim, t-biitanol ve amonyum siilfat iceren ayirma
sistemleri “Materyal ve Metot” boliimiinde aciklandigr gibi hazirlandi. Optimizasyon
denemeleri sonucunda ak dut invertazi %50 (w/v) amonyum siilfat doygunlugu, 1:2

enzim:t-biitanol oran1 (v/v) ve pH 5’de %206,56 verimle ve 5,74 kat saflagtirildi.

Tablo 5.1. Ak dut invertazinin TPP ile saflastirma sonuglart (%50 amonyum siilfat, 1:2 enzim:t-biitanol, pH 5)

Enzim Aktivite ) Spesifik Saflastirma Aktivite
o Protein (mg) o ..
Cozeltisi (8)] Aktivite (U/mg) Kat1 (fold) Verimi (%)
Ham Enzim
Ekstrakt1
9,92 2,47 4,01 1 100
%385 A.S.
Coktiirmesi
TPP-orta faz 20,5 0,88 23,05 5,74 206,56

Tiim optimizasyonlar oda sicakliginda  gerceklestirildi. TPP  sistemleri
konformasyonel sikistirmay1 ve protein hidrasyonundaki degisimleri de i¢eren ¢oklu
etkinin bir arada oldugu kosullarda gerceklesmektedir. Sicaklik bu degisimlere etki
eden en onemli faktorlerden biridir. Bu nedenle genellikle saflagtirma sistemleri oda

sicakliginda gergeklestirilmektedir [2].

Literatiirde TPP sistemleri kullanilarak Calotropis procera latex proteazi %132
verimle 6,92 kat [55], Aspergillus niger inulinaz1 %88 verimle 10,2 kat [56], A. sojae
ekzo-poligalakturonazi %25,5 verimle 6,7 kat [57], havug fosfolipazi %72 verimle
13 kat [50], A. oryzae a-galaktozidazi ve invertazi sirastyla %50 verimle 15 kat ve

%354 verimle 12 kat [58] saflagtirildigi rapor edilmistir.
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5.3. Ak Duttan Invertazin Saflastirllmasinda, TPP Sisteminde Amonyum Siilfat

Konsantrasyonunun Etkisi

Invertaz enziminin TPP ile saflastirilmasinda optimizasyonu saglamak ve uygun
amonyum siilfat konsantrasyonunu en uygun enzim:t-biitanol oranini belirlemek igin
farkli amonyum stilfat konsantrasyonlar1 (%20, %30, %40, %50 ve %60) ve farkli
enzim:t-biitanol oranlar1 (1:05, 1:1, 1:1,5 ve 1:2) kullanilarak iiglii faz sistemleri
hazirlanmistir. Bunun i¢in 2 mL enzim (9,92 U/mg) %20-60 amonyum siilfat (w/v)
doygunluguna getirildi ve farkli miktarda enzim:t-biitanol (v/v) (1:05, 1:1, 1:1,5 ve
1:2) eklenerek oda sicakliginda faz ayrimi gerceklestirildi. Bu sistemlerden ak dut

invertazi i¢in elde edilen sonuglar Sekil 5.1-5” de gdsterilmistir.

TPP sistemlerinde sulu fazdan enzim ve proteinleri ¢oktiirmek igin t-biitanol ve
amonyum siilfat kullanilir. Enzim:t-biitanol orani saflagtirma isleminde son derece
onemlidir. Eger biitanol miktar1 diigiilk ise biitanol tuz ile yeterince etkilesime

girememekte, yiiksek ise protein denatlirasyonuna yol agmaktadir [2, 59].

012 1 r 4,5
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Sekil 5.1. %20 Amonyum siilfat ve enzim:t-biitanol oraninin ak dut invertazinin saflastirma katsayisina ve

aktivite verimine etkisi



0,25

0,2 -

0,15 -

0,1

Saflastima Katsayisi

0,05 -

mm saflastirma katsayisi

== aktivite verimi (%)

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

Sekil 5.2. %30 Amonyum siilfat ve enzim:t-biitanol oranmin ak dut invertazinin saflastirma katsayisina ve

aktivite verimine etkisi
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Sekil 5.3. %40 Amonyum siilfat ve enzim:t-biitanol oranmnin ak dut invertazinin saflastirma katsayisina ve

aktivite verimine etkisi
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Sekil 5.4. %50 Amonyum siilfat ve enzim:t-biitanol oranmin ak dut invertazinin saflastirma katsayisina ve

aktivite verimine etkisi
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Sekil 5.5. %60 Amonyum siilfat ve enzim:t-biitanol oranmin ak dut invertazinin saflastirma katsayisina ve

aktivite verimine etkisi

Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de goriildiigii gibi Morus alba invertazi i¢in hazirlanan iiclii faz

ayirma sistemlerinde amonyum siilfat konsantrasyonu %20 ve %30 iken enzim
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aktivite verimi ve saflastirma katsayis1 distiktiir. Sekil 5.3’de ise %40 amonyum
silfat konsantrasyonu ile birlikte enzim saflagtirma katsayisinda ve aktivite
veriminde artis gézlenmeye baslandi. %50 doygunlukta ve 1:2 enzim:t-biitanol orani
ile hazirlanan sistemde ise Sekil 5.4’de goriildiigii gibi enzim %206,56 maksimum
verimle, 5,74 kat saflagtirildi. Sekil 5.5°de ise %60’lik doygunluktaki sistemde enzim
enzim disindaki diger safsizlik proteinleri de iist faza ¢ektiginden aktivite verimi ve
saflastirma kat sayis1 diismistiir. Ayrica, enzimler yiiksek tuz konsantrasyonunun
“salting-out” etkisi ile denatlire olduklarindan aktiviteleri ve geri kazanimlar

diismektedir.

5.4. Ak Duttan Invertazin Saflastirilmasinda TPP Sisteminde pH’min Etkisi

Uclii faz ayirma sistemlerinde énemli bir parametre sistemin pH’1 ve hedef proteinin
izoelektrik noktasidir. Ortamin pH’1 ayrimi gergeklestirecek preparat icerisindeki
biyomolekiillerin dagilimmi o6nemli ve etkin bir bicimde degistirmektedir.
Saflastirllmast  hedeflenen proteinin ve iyon kompozisyonunun yiikiine,
kontaminantlarin yiizey karakteristigine pH etki eder ve fazlar arasinda dagilimin
farklilagsmasina sebep olur [60]. Bu nedenle, sistem pH’inin optimize edilmesi
gerekir. Protein ayirma c¢aligmalarinda, eger hedef proteinin izoelektrik noktasi
biliniyorsa oncelikle proteinin izoelektrik nokta degerinden 2-4 pH birimi altindaki
pH’larda sistem hazirlanir. Birbirinden farkli izoelektrik noktalarina sahip proteinleri
iceren bir ekstrakt durumunda genellikle pH 3-7 araliginda sistemler hazirlanir.
izoelektrik noktasinin altindaki pH degerlerinde proteinler pozitif yiikliidiir ve TPP
sistemleri ile c¢oktiiriiliirler. Fakat izoelektrik nokta degerinin {izerindeki pH’larda
protein negatif ylikliidiir ve ¢okmez. Bu nedenle TPP sistemlerinin davranislari ¢cogu
kez protein izoelektrik noktasi civarinda keskin bir degisim gosterir. Yani proteinin
siilfat anyonlarina baglanmasina ya da onlar1 itmesine neden olur. Bunun sebebi
siilfat anyonunun katyonik proteinlere baglandiginda reaksiyondaki elektrostatik

komponentlerin varligidir [61].

2 mL enzim %50 amonyum siilfat (w/v) doygunluguna getirildi. Ardindan sistemin

pH’1 3-7 arasma ayarlanarak enzim:t-biitanol orami 1:2 olarak ayarlandi ve oda
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sicakliginda faz ayrimi gergeklestirildi. TPP sistemlerinde invertaz enziminin
ayriminda sistem pH’inin aktivite verimi ve saflastirma katina etkisi incelendi ve

sonuglar Sekil 5.6’da verildi.
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Sekil 5.6. Ak dut invertazinin TPP sisteminde ayrimina pH’1n etkisi

5.5. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile

TPP Yontemiyle Saflastirilan invertaz Enziminin Molekiiler Kiitle Tayini

TPP ile saflastirilan invertaz enziminin safligini1 kontrol etmek ve molekiil kiitlelerini
belirlemek i¢in SDS-PAGE analizi "Materyal ve Metod" kisminda belirtildigi gibi
%15 lik jel ile yapildi. Invertaz enzimi santrifiijata kiyasla, 1:2 (enzim:t-biitanol)
orant ve %50 amonyum siilfat konsantrasyonu ile optimize edilen sistemde 5,74 kat

saflastirildi.

Invertazlarin molekiiler kiitleleri ve yapilari kaynaktan kaynaga ve kullamlan
yonteme bagl olarak farklilik gdstermektedir. Ornegin; maya invertazinin molekiil
kiitlesi kiitle spektrometresi ile 60,64 kDa olarak [62], mango invertazinin molekiil
kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile 68 kDa, SDS-PAGE ile 65,5 kDa olarak
bulunmustur [63]. Seker kamis1 invertazinin molekiil kiitlesinin SDS-PAGE ile 28
kDa oldugu belirtilmistir [64].
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SDS-PAGE yontemiyle saflastirilan invertaz enziminin molekiil agirhigr tayini

molekdil kiitlesi 18,5 kDa olarak hesaplandi.

5.6. TPP Yontemiyle Saflastirilan invertaz Enziminin Termal Kararhhig

Enzimler genellikle diisiik sicakliklarda daha kararli iken yiliksek sicakliklarda hizla
termal denatiirasyona ugramaktadirlar [19]. Ak dut invertazinin termal kararlilig1 i¢in
aktivite tayini “Materyal ve Metod” kisminda acgiklandig1 gibi belirlendi. Bunun i¢in
enzim Once farkli sicakliklarda (4-100 °C) inkiibe edildikten sonra standart
kosullarda aktiviteleri 6l¢iildii. Elde edilen grafik Sekil 5.8°de verilmistir.

120

—o—Bagil aktivite (%)

100

80

60

Bagil Aktivite ()%
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0 T T T ﬁ ‘ 1
0 20 40 60 80 100 120
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Sekil 5.7. Invertazin termal kararliligi (Substrat: Sukroz; inkiibasyon siiresi: 30 dakika)

5.7. TPP Yontemiyle Saflastirilan Invertaz Enziminin Depo Kararhhig

Enzimin kararhiligi, belirli calisma sartlarinda enzim aktivitesinin zamana bagh
olarak stabil kalmasidir. Bu siiregte enzim aktivite kayb1 cesitli nedenlere dayanir.
Bunlar mikrobiyal yikim ve termik, pH veya kimyasal inaktivasyon olarak
siralanabilir. Depo kararliligt enzimlerin uygulama alani ile ilgili onemli bir

faktordiir. Enzimin saklanma kosullarina bagli bir parametredir [2]. TPP sistemi ile
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saflagtirilan ak dut invertazinin depo kararliligi iyi olup enzim 120 giin sonunda, +4

°C’ de depolanan invertaz, baslangi¢ aktivitesinin %80’ini korumaktadir.

5.8. Oneriler

Glinlimiizde gelistirilmis bir¢cok saflastirma teknigi bulunmaktadir, fakat TPP
yontemi basit olusu, uygulanabilirliginin kolayligi, maliyetinin diisiik olmasi ve
biiylik olgekli caligmaya yatkinligi ile kromatografik calismalar iceren ¢ok adiml

yontemlere kiyasla endiistriyel uygulamalara daha uygundur.

Icecek endiistrisinde invertaz enziminin genis bir uygulama alan1 vardir. invertaz
enzimi, liziim orjinli iceceklerin ana proteinini olusturur. Sampanya, sarap gibi
iceceklerdeki invertaz enzimi, sukrozun fruktoz ve glukoza hidrolizini katalizleyerek,
iceceklerin stabilitelerinin, berraklik ve aroma kalitelerinin azalmasina neden olur.
Sarap ve sampanya gibi iiziim kaynakli iceceklerdeki invertazin ortamdan
uzaklastirilmas1 ve istenilen konsantrasyonlarda tutulabilmesi, bu amaca uygun

iiretilmis biyosensorleri gerektirmektedir.

Bu calismada ak duttan (Morus alba) pH 5’de %206,56 verimde 5,74 kat saflagtirma
katsayisiyla yiiksek oranda saflastirildi.  Ayrica farkli bitki kaynaklar1 ile daha
onemli sonucglar ve daha yiiksek verimli sonuglar gerceklestirmeye yonelik

arastirmalarimiz siirecektir.
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