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ÖZET

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

�nvertazlar sukrozun, fruktoz ve glukoza hidrolizini katalizleyen hidrolazlar s�n�f�na 
ait bir enzimdir. �nvertazlar genellikle g�da endüstrisinde yayg�n bir �ekilde 
kullan�lmaktad�r. �nvertazlar�n kullan�m� ile invert �eker �uruplar�n�n eldesi, çikolata 
üretimi, kondense sütlerin üretimi, s���r yemlerinin haz�rlanmas� ve bebek g�da 
ürünlerinin üretimi gerçekle�tirilmektedir. 

Protein ve enzimlerin safla�t�r�lmas�nda tek ad�mda ve dü�ük maliyette oldu�u için 
afiniteye dayal� teknikler ön plana ç�kmaktad�r. Endüstriyel bir enzim olan invertaz, 
dü�ük maliyet ve kolay uygulanabilirli�i aç�s�ndan TPP (three-phase partitioning) 
yöntemi ile ak dut bitkisinden safla�t�r�ld� ve karakterize edildi. 
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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.



BÖLÜM 1. G�R��

�nvertaz (�-fruktofuranozidaz, E.C 3.2.1.26), (Sukraz), �-Dfruktofuranozidlerin 

indirgenmemi� �-fruktofuranozid ucundan katalizleyen hidrolazlar s�n�f�na ait bir 

glukoenzimdir. �nvertaz, hafif krem renkli, suda çözünebilen, karboksilik grupça 

zengin asidik bir enzimdir. Do�ada bitkisel (örne�in üzüm, patates, bambu, tütün, 

ananas, havuç, mango, pirinç, arpa, yulaf, elma, portakal, �eftali, domates, kavun, 

soya fasulyesi, nohut vb.) ve mikrobiyal (örne�in; Sacromises cerevisia, Aspergillus

niger vb.) kaynaklarda bulunmaktad�r [1, 2]. 

�nvertazlar sanayide ve genellikle g�da endüstrisinde yayg�n bir �ekilde 

kullan�lmaktad�r. �nvertazlar�n kullan�m� ile invert �eker �uruplar�n�n eldesi, çikolata 

üretimi, kondense sütlerin üretimi, s���r yemlerinin haz�rlanmas� ve bebek g�da 

ürünlerinin üretimi gerçekle�tirilmektedir. Endüstride invert �eker �uruplar�n�n 

haz�rlanmas�nda asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz kullan�lmaktad�r. Asit 

hidrolizi kullan�m�nda yüksek �iddette renkli ürünler, kül ve istenmeyen birçok yan 

ürün olu�tu�u için endüstriyel alanda enzimatik hidroliz kullan�lmaktad�r. Reaksiyon 

sonucu olu�an fruktoz kolayca kristalize olmad��� ve daha tatl� oldu�u için g�da 

endüstrisinde sakkaroza tercih edilmektedir. Bir di�er yandan invertaz enzimi 

analitik amaçla sakkaroz konsantrasyonunun tayini amaçl� biyosensörlerde 

kullan�lmaktad�r [3]. 

Günümüzde enzim safla�t�rma konusunda birçok yöntem kullan�lmaktad�r. Fakat bu 

yöntemlerin ço�u çöktürme, iyon de�i�im kromatografisi, jel filtrasyon 

kromatografisi, ultrafiltrasyon gibi çok basamakl� a�amalar� içermektedir. 

Safla�t�rma i�leminde basamak say�s�n�n artmas� ürün verimini olumsuz 
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etkilemektedir. Di�er bir yandan da bu basamaklar�n çoklu�u zor ve pahal� 

yöntemler içermektedir.  

Yapt���m�z çal��mada ak duttan  (Morus alba) izole edilen invertaz enzimi üçlü faz 

yöntemiyle (TPP) uygun tuz konsantrasyonu, pH, s�cakl�k gibi parametrelerin etkileri 

incelenerek optimizasyonu sa�land�. Optimize edilen TPP yöntemi ile tek ad�mda 

safla�t�r�ld�.  

�



BÖLÜM 2. ENZ�MLER 

2.1. Enzimler Hakk�nda Genel Bilgi

Enzimler biyokimyasal reaksiyonlar� katalizleyen protein yap�s�ndaki biyolojik 

katalizörlerdir. 1897 de E. Buncher�in maya ekstrakt� kullanarak fermantasyonla 

alkol elde etmesiyle ba�layan ilk enzim çal��malar� 1926 y�l�na gelindi�inde Sumner 

taraf�ndan fasulyeden üreaz enzimini kristallendirilmesiyle devam etmi�tir. 

Günümüzde farkl� kaynaklardan safla�t�r�lm�� 2000 dolay�nda enzim bulunmaktad�r. 

Bunlar�n da 200 kadar� kristalize edilebilmi�tir [4, 5]. 

Katalitik RNA moleküllerinin bir k�sm� hariç, bütün enzimler protein yap�dad�r. 

Enzimlerin katalitik aktivitesi protein konformasyonlar�n�n sa�laml���na ba�l�d�r. 

E�er enzimler denatüre olur ve alt birimleri olan amino asitlere dönü�ürlerse katalitik 

aktiviteleri yok olur. Bu sebepten dolay� protein enzimlerinin birincil, ikincil, 

üçüncül ve dördüncül yap�lar� katalitik aktivite için esast�r.  

Baz� enzimler amino asit kal�nt�lar� d���nda aktivite için kimyasal gruplara 

gereksinim duymazken baz�lar� kofaktör ve koenzim ad� verilen yap�lara ihtiyaç 

duyarlar. Tablo 2.1�de kofaktör olarak Fe2+, Mg2+, Zn2+ gibi bir veya daha fazla 

inorganik iyonlar ve koenzim olarak tan�mlanan kompleks organik ve metallorganik 

moleküllerin baz�lar� ve enzimleri gösterilmi�tir. Baz� durumlarda aktivite için hem 

koenzim hem de kofaktör gerekebilir [6, 7]. 
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Tablo 2.1. Baz� enzimlere ait kofaktör ve koenzimler
Enzim Kofaktör Enzim Koenzim 

Sitokrom oksidaz Cu2+ Pirüvat dehidrogenaz Tiamin pirofosfat 

Sitokrom oksidaz, katalaz, 
peroksidaz 

Fe2+ ve Fe3+ Monoamin oksidaz Flavin adenin 
nükleotid 

Piruvat kinaz K+ Laktat dehidrogenaz NAD 
Heksokinaz, glukoz 6-fosfat, 
piruvat kinaz 

Mg2+ Glikojen fosforilaz Pridoksal fosfat 

Arjinaz, ribonükleotit redüktaz Mn2+ Asetil CoA karboksilaz Koenzim A 
(CoA) 

Dinitrogenaz Mo Pirüvat karboksilaz Biotin 
Üreaz Ni2+ Metilmalanonil mutaz 5� Deoksiadenosil 

kobalamin 

Glutatyon peroksidaz Se Timidilat sentaz Tetrahidrofolat 

Enzim molekülüne çok s�k� veya kovalent olarak ba�lanan gruplar prostetik grup 

olarak adland�r�l�rken katalitik olarak aktif olan enzim molekülüne holoenzim ad� 

verilir. Bu tür enzimlerin protein k�sm�na ise apoenzim veya apoprotein ismi verilir 

[6]. 

Prostetik gruplar enzim molekülünü s�k�ca genellikle kovalent ba�larla ba�land��� 

için kataliz s�ras�nda ayr�lmayan karbohidrat (glikoprotein), lipid (lipoprotein) veya 

nükleik asit (nükleoprotein) gibi organik moleküller olabilirler [8]. 

Enzimler biyolojik ortamda çok az miktarda bulunduklar� için miktar ölçümlerinin 

yerine aktivite ölçümleri yap�lmaktad�r. Enzim aktivitesi bir enzim taraf�ndan 

katalizlenen enzimatik reaksiyonun h�z�n�n, enzim etkisiyle en uygun ko�ullarda 

belirli bir sürede ürüne dönü�türülen substrat miktar�na göre ifadesidir [9, 10]. 

A�a��da enzim aktivitesini göstermek için kullan�lan tan�mlar verilmi�tir. 

Enzim Ünitesi (U): 25Cº de, bir dakikada, optimum �artlarda, 1�mol substrat� ürüne 

dönü�türen enzim miktar�d�r. 

Spesifik Aktivite: 1 mg protein ba��na dü�en enzim ünitesi (U/mg protein) olarak 

verilir. Enzimin safl�k derecesini gösterir. 



5�
�

Molar Aktivite (Dönü�üm Say�s�): Bir tek enzim molekülü taraf�ndan birim zamanda 

ürüne dönü�türülen substrat molekülü say�s�d�r. 

Katal: 1 saniyede 1 mol substrat� reaksiyona sokan enzim miktar�d�r. Enzimlerin 

katalitik aktivitesi hacimden ba��ms�z oldu�u için genellikle katal kullan�l�r. 1 

U=16,7 nkat�d�r [5, 11]. 

Enzimlerin aktif bölgesi, substratlar� (varsa kofaktörleri) ba�layan ve ba� yap�m� ile 

y�k�m�nda görev alan amino asitleri kapsar. Bunlara katalitik grup ad� da verilir. 

Enzimlerin özellikleri birbirinden farkl� olmas�na ra�men aktif bölgelerin ortak 

özellikleri a�a��da maddeler halinde verilmi�tir. 

1) Aktif bölge, enzimin toplam hacmi dü�ünüldü�ünde enzim üzerinde çok 

küçük bir bölgeyi olu�turur. 

2) Aktif bölge, üç boyutlu bir yap�dad�r. Enzimin lineer yap�s�n�n de�i�ik 

yerlerinde bulunan amino asitlerin bir araya gelerek olu�turduklar� karma��k 

bölgelerdir.  

3) Substratlar enzime zay�f kuvvetle ba�lan�r.  ES   kompleksinin   denge   sabiti  

10-2-10-8 aras�nda de�i�ir. 

4) Aktif bölgeler bir yar�k ve girinti içinde yer al�rlar ve su moleküllerinin 

giremedi�i çukur bölgelerdir. Yap�s� incelenen enzimlerde bu bölgelerin 

substrata özgü oldu�u görülmü�tür. Girintinin içinde ba�lanmay� ve katalizi 

kolayla�t�racak polar gruplar bulunmaktad�r. 

5) Aktif bölgelerin yap�s� spesifik bir ba�lanmay� gerektirir. 

6) �ekil 2.1�de gösterildi�i gibi substrat�n enzime ba�lanabilmesi için özel bir 

yap�da olmas� gerekir (Anahtar-kilit modeli). Bazen ise substrat�n ba�lanmas� 

aktif bölgenin �eklini de�i�tirebilir (Etkile�me sonucu uygunluk modeli) [12, 

13]. 
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�ekil 2.1. Etkile�me sonucu uygunluk ve anahtar-kilit modellerinin �ematik gösterimi 

2.2. Enzimlerin Adland�r�lmas� 

Her enzime bir sistematik kod numaras� verilmi�tir. Bu numara E.C. (Enzyme 

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

enzimin ba�l� oldu�u grubu gösterirken, ikincisi alt grubu, üçüncüsü alt alt grubu 

belirtir. Dördüncü rakam ise, enzimin ayn� üç rakama sahip enzimler aras�ndaki 

s�ras�n� verir.  

Enzimlerin ayr�ld�klar� 6 ana grup �unlard�r: 

1) Oksidoredüktazlar: �ki substrat aras�nda redoks reaksiyonlar�n� katalizleyen 

enzimlerdir. 

2) Transferazlar: �ki substrat aras�nda hidrojen d���ndaki gruplar�n transferini 

katalizleyen enzimlerdir. 

3) Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojenür veya P-N 

ba�lar�n�n bir H2O molekülünün kat�lmas�yla hidrolizini katalizleyen 

enzimlerdir. 

4) Liyazlar: Hidrolizden farkl� bir mekanizma ile substratlardan gruplar�n 

uzakla�t�r�l�p, çift ba�lar�n olu�turuldu�u reaksiyonlar� katalizleyen 

enzimlerdir. 

5) �zomerazlar: Geometrik, optik ve yap�sal izomerlerin birbirine 

dönü�türülmesini katalizleyen enzimlerdir. 
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6) Ligazlar: ATP ve GTP gibi yüksek enerjili fosfat bile�iklerinden fosfat 

ba��n�n kopmas� sonucu ortaya ç�kan enerji yard�m�yla iki molekülün 

ba�lanmas� reaksiyonlar�n� katalizleyen enzimlerdir. 

Pankreas taraf�ndan salg�lanan proteolitik enzim tripsin olarak adland�r�ld��� gibi 

birçok enzim katalizledikleri reaksiyonlar hakk�nda bilgi vermeyen özel adlara 

sahiptirler. Di�er enzimlerin ço�u katalizledikleri reaksiyonlar ve substratlar�n�n 

sonuna �az eki getirilerek adland�r�l�rlar.  Örne�in ATPaz ATP�yi parçalayan bir 

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

2.3. Enzimlere Etki Eden Faktörler 

Enzim taraf�ndan katalizlenen reaksiyonlar üzerine; enzim ve substrat 

konsantrasyonlar�n�n, s�cakl���n, ortam pH�n�n, zaman�n, reaksiyon ürününün, 

koenzim ve kofaktör konsantrasyonlar�n�n, ���k ve di�er fiziksel faktörlerin, allosterik 

etki, hormon ve di�er biyolojik maddelerin etkisi vard�r [9]. 

2.3.1. Enzim konsantrasyonunun etkisi 

Enzim katalizli reaksiyonlar�n h�z�, enzimin substrat�na doygun oldu�u ko�ullarda 

enzim konsantrasyonuna ba�l� olarak do�rusal bir �ekilde artmaktad�r. Bunun sebebi 

de her enzim molekülünün bir di�erinden ba��ms�z olarak hareket etmesidir. Enzimin 

hücrede lokalize oldu�u yerde yeterli substrat bulunmad��� durumlarda enzim miktar� 

fazla olmas�na ra�men, reaksiyon o derece yüksek h�zda meydana gelmez [14]. 

2.3.2. Substrat konsantrasyonunun etkisi 

Enzim konsantrasyonunun ve di�er bütün �artlar�n sabit oldu�u ko�ullarda 

ba�lang�çtaki tepkimenin h�z�, substrat konsantrasyonunun artt�r�lmas�yla lineer bir 

�ekilde artarken, enzim substrat doygunlu�una ula�t�ktan sonra ise reaksiyon h�z� 

sabit kalmaktad�r [15]. 
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2.3.3. S�cakl���n etkisi 

Bütün kimyasal reaksiyonlar gibi enzim katalizli reaksiyonlar�n h�zlar� da s�cakl�kla 

artmaktad�r. Bu art�� tipik olarak her 10 ºC�lik art��a kar��l�k iki kat düzeyindedir. 

Fakat enzimler, protein yap�s�nda olduklar� için s�cakl�k belirli bir seviye ula�t�ktan 

sonra denatüre olur ve reaksiyon h�z� azalmaya ba�lar [16]. 

2.3.4. pH etkisi 

H+ konsantrasyonu tepkime h�z�n� çe�itli yollarla etkiler. �lk olarak, katalitik 

prosesler genellikle enzim ve substrat�n etkile�ime girebilmesi için iyonla�m�� ya da 

iyonla�mam�� spesifik gruplara ihtiyaç duyar. Örne�in katalitik aktivite, enzimin 

amino grubu protonlanm�� formuna (-NH3
+) gereksinim duyabilir. Alkali pH�da bu 

grup protonlanmaz, sonuç olarak enzimin h�z� dü�er. �kinci olarak a��r� pH enzimin 

denatüre olmas�na sebep olabilir. Çünkü katalitik olarak aktif protein molekülünün 

yap�s� amino asit zincirinin iyonik karakterine ba�l�d�r. Enzimin maksimum aktivite 

gösterdi�i pH�a ise optimum pH denir. Örne�in sindirim enzimlerinden biri olan 

pepsin enziminin optimum pH�� 2�dir [17]. 

2.4. �nvertazlar ve Biyokimyalar� 

�nvertazlar, glikozidazlar s�n�f�n�n bir alt s�n�f� olan hidrolitik enzimlerdir. 

Glikozidazlar da glikozil bile�ikleri üzerinde etkili olan oldukça geni� ve önemli bir 

enzim grubudur. Basit glikozidler ile kompleks oligo- ve polisakkaritlerdeki 

glikozidik ba�lar�n hidroliz reaksiyonunu katalizlerler. Glikopiranozil gruplar� ile 

glikozidik ba�lar�n anomerik konfigürasyonlar�na kar�� oldukça seçici olan 

glikozidazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yayg�n bir �ekilde 

bulunurlar. Yakla��k olarak 150 y�ldan bu yana ara�t�rmac�lar glikozidazlarla ilgili 

farkl� çal��malar yapm��lard�r. Uzun zamandan beri biyokimyan�n en ilginç ara�t�rma 

konular�ndan birisi olmas�na ra�men glikozidazlar�n moleküler özellikleri ve etki 

mekanizmalar� hakk�nda çok az bilgi edinilebilmi� ve sadece birkaç� kristalize 
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edilebilmi�tir. Amilaz ve lizozim kristal formda elde edilen glikozidaz s�n�f� ait 

enzimlerdendir [18]. 

�nvertaz (�-fruktofuranozidaz, E.C 3.2.1.26), (Sukraz), �-Dfruktofuranozidlerin 

indirgenmemi� �-fruktofuranozid ucundan katalizleyen hidrolazlar s�n�f�na ait bir 

glukoenzimdir. �nvertaz, hafif krem renkli, suda çözünebilen, karboksilik grupça 

zengin asidik bir enzimdir. Do�ada bitkisel (örne�in üzüm, patates, bambu, tütün, 

ananas, havuç, mango, pirinç, arpa, yulaf, elma, portakal, �eftali, domates, kavun, 

soya fasulyesi, nohut vb.) ve mikrobiyal (örne�in; Sacromises cerevisia, Aspergillus 

niger vb.) kaynaklarda da bulunmaktad�r [1, 2]. �nvertaz enziminin genel reaksiyonu 

�ekil 2.2�de üç boyutlu yap�s� ise �ekil 2.3�de gösterilmi�tir [19, 20]. 

�ekil 2.2. �nvertaz enziminin genel reaksiyon mekanizmas� 

�ekil 2.3. �nvertaz enziminin üç boyutlu yap�s� 
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Bitkiler çözünürlükleri, hücresel lokalizasyonlar�, optimum pH ve izoelektrik 

noktalar�na göre; vakular (Inv-V) invertazlar, hücre duvar�na ba�l� (Inv- CW) 

invertazlar ve nötral (Inv-N) invertazlar olmak üzere üç çe�it invertaz izoenzimine 

sahiptirler. 

Vakular ve hücre duvar�na ba�l� invertaz türleri benzer enzimatik ve biyokimyasal 

özelliklere sahiptirler. Ayr�ca yüksek derecede benzer dizi homolojileri ile birlikte iki 

tane korunmu� amino asit motifleri içerirler. Bu iki invertaz asidik optimum pH�a 

sahip olup �-fruktofuranozidaz aktivitesi gösterir. Çünkü sukrozun ve di�er �-fruktoz 

içeren oligosakkaritlerin fruktoz art�klar�n� hidrolizlerler. Sukroz için Km de�erleri 

dü�ük milimolar aral���ndad�r. Bunun yan�nda bu iki invertaz izoenzimi birer N-ba�l� 

glikoproteindir. Molekül kütlesinin 55 ve 70 kDa aras� k�sm�n� karbohidrat kal�nt�s� 

olu�turur. �nvertazlarda bulunan sülfidril gruplar�n� bloke eden ajanlar (Hg+ ve Ag+) 

taraf�ndan inhibe edilmektedir. Reaksiyon ürünleri taraf�ndan da inhibe edilirler; 

glukoz yar��mas�z inhibitör olarak görev al�rken, fruktoz ise yar��mal� inhibitör 

olarak etki gösterir. �nvertaz izoenzimleri küçük gen gruplar� (iki tane vakular 

invertaz gen ailesi ve alt� tane hücre duvar�na ba�l� invertaz gen ailesi) taraf�ndan 

kodlanmaktad�r. Genomik organizasyon ve intronekzon yap�s� monokot ve dikot 

invertaz genleri aras�nda korunmu�tur. Tüm bitki, bakteri ve fungus invertaz 

genlerinde var olan çok önemli bir özellik; dokuz tane nükleotitten olu�an küçük bir 

ekzonun varl���d�r. Bu ekzon, N-DPN-G/A kutusu �eklinde üç tane amino asiti 

kodlamaktad�r. WECP/V aminoasit motifinde ise vakular invertazlar valin art���na, 

hücre duvar�na ba�l� invertazlar ise valin yerine prolin art���na sahiptir. Bu tek 

aminoasitteki farklanma, hücre duvar�na ba�l� invertazlar�n vakular invertazlara göre 

daha asidik bir pH�a ve farkl� substrat spesifikli�ine sahip olmas�na neden olur. 

Vakular invertazlar, vakuolda lokalize olup pH 5,0-5,5 aras� asidik optimum pH�a 

sahiptirler. Vakuolar invertazlar, çözünür asidik invertazlar olarak da 

adland�r�lmaktad�r. Vakulde depolanan sukrozun seviyesinden ve metabolik 

prosesler için sukrozun yeniden mobilizasyonundan sorumludurlar. Ayr�ca meyve 

dokular�nda ve olgun yumrularda karbohidrat dengesinin regülasyonunda 

görevlidirler. 
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Hücre duvar�na ba�l� invertazlar ise ekstraselüler, apoplazmik veya periplazmik 

invertazlar olarak karakterize edilirler. Hücre duvar�na ba�l� invertazlar dü�ük 

optimum pH�a (pH 3,5-5,0) ve yüksek izoelektrik noktaya sahiptirler. Bu tip 

invertazlar hücre duvar�na iyonik bir �ekilde ba�lan�rlar. Sukrozun floemde 

hidrolizini katalizleyerek y�k�m ürünlerinin hücre duvar�nda bulunan heksoz 

transporter proteinleri ile floemden stoplazmaya geçmesini sa�larlar. 

Üçüncü tip invertazlar olan nötral invertazlar ise, alkali veya stoplazmik invertazlar 

olarak adland�r�labilirler. Alkali denmesinin sebebi optimum pH�lar�n�n pH 6,8-8,0 

aras�nda olmas�ndan, sitoplazmik denmesinin sebebi ise subselüler lokalizasyonun 

stoplazmada olmas�ndan dolay�d�r. Bu tip invertazlar dü�ük enzim aktivitesine sahip 

olup aktivitesini h�zla kaybetti�inden fizyolojik fonksiyonu hakk�nda s�n�rl� bilgi 

mevcuttur. Bugüne kadar ancak birkaç tane nötral invertaz klonlan�p karakterize 

edilmi�tir. Asidik invertazlara kar��, nötral invertazlar glikozillenmemi�tir ve 

yaln�zca sukrozu hidrolizlemektedir. Bu sebeple, fruktofuranozidaz de�ildirler. 

Nötral invertazlar�n aktivitesi y�k�m ürünlerinden güçlü bir �ekilde inhibe olmaktad�r 

fakat a��r metal iyonlar�ndan etkilenmemektedir. Nötral invertazlar sadece 

siyanobakteriler ve bitkilerde bulunmaktad�r [18, 21]. 

2.4.1. �nvertazlar�n etki mekanizmalar� 

Asp-23, nükleofilik bir reaksiyonla sukrozun fruktoz k�sm� ile kovalent bir ara ürün 

olu�tururken sukrozun glukoz k�sm� Glu-204�den bir proton alarak ayr�l�r. Daha 

sonra, su molekülünün nükleofilik reaksiyonuyla fruktoz invertaz enziminden ayr�l�r. 

�nvertaz enzimi için olas� bir reaksiyon mekanizmas� �ekil 2.4�de gösterilmi�tir [22]. 
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�ekil 2.4. �nvertaz enzimini etki mekanizmas� 

2.4.2. �nvertazlar�n izolasyonu ve safla�t�r�lmas�

Son y�llarda biyoteknoloji alan�ndaki geli�meler, biyokatalizörlerin di�er bir deyi�le 

enzimlerin kullan�m alanlar�n�n artmas�na neden olmu� ve yeni uygulama alanlar�n�n 

da ortaya ç�kmas� ile enzimlerin saf olarak elde edilmesi daha büyük önem 

kazanm��t�r. Proteinlerin saf olarak eldesi kendisi için bir son nokta de�ildir, 

safla�t�r�lmas� istenen protein eldesi daha sonraki çal��malar için gereklidir. Bu 

çal��malar proteinin aktivitesi, yap�s� ya da i�lev ili�kileri üzerinde olabilmektedir. 

Bir safla�t�rma tekni�inin hedefi proteini en dü�ük maliyet, yüksek derecede safl�k ve 

verimle elde etmektir. Bunu ba�arabilmek için safla�t�rma tekni�inin ve ad�mlar�n�n 

seçimi ak�ll�ca yap�lmal� ve ad�m say�s�n� en aza indirecek �ekilde s�ralanmal�d�r. 

Hedef proteinimiz için safla�t�rma tekni�inin seçimi çal��mam�z�n amac� 

do�rultusunda de�i�mektedir. Seçilecek teknik için proteinlerin farkl� yap�sal 

özelliklerinden yararlan�lmaktad�r [23]. 

Literatürde verilen invertaz izolasyon, safla�t�rma ve karakterizasyon çal��malar�nda 

bitkisel kaynaklara örnek olarak, portakal [24], �eker pancar� [25], üzüm [26], 

enginar [27], zambak [28], armut [29], so�an [30], papaya [31], domates [32], bambu 

[33], tütün [34], kavun [35], patates [36], soya fasulyesi [37] verilmektedir. 
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2.4.3. �nvertazlar�n uygulama alanlar�

�nvertazlar sanayide ve genellikle g�da endüstrisinde yayg�n bir �ekilde 

kullan�lmaktad�r. �nvertaz enzimlerinin kullan�m� ile invert �eker �uruplar�n�n eldesi, 

çikolata üretimi, kondense sütlerin üretimi, s���r yemlerinin haz�rlanmas� ve bebek 

g�da ürünlerinin üretimi gerçekle�tirilmektedir. Endüstride invert �eker �uruplar�n�n 

haz�rlanmas�nda asit hidrolizi ya da enzimatik hidroliz kullan�lmaktad�r. Asit 

hidrolizi kullan�m�nda yüksek �iddette renkli ürünler, kül ve istenmeyen birçok yan 

ürün olu�tu�u için endüstriyel alanda enzimatik hidroliz kullan�lmaktad�r. Reaksiyon 

sonucu olu�an fruktoz kolayca kristalize olmad��� ve daha tatl� oldu�u için g�da 

endüstrisinde sakkaroza tercih edilmektedir. Bir di�er yandan invertaz enzimi 

analitik amaçla sakkaroz konsantrasyonunun tayini amaçl� biyosensörlerde 

kullan�lmaktad�r. 

Sukroz polarize ���k düzlemini sa�a (+66,5, dekstrorotatori), hidroliz sonucu 

meydana gelen �eker kar���m� ise polarize ���k düzlemini sola (-33,3, levorotatori) 

çevirir. Bu nedenle, bu i�lem inversiyon, hidroliz ürünü de invert �eker olarak 

adland�r�l�r. Sukrozun tatl�l�k derecesi 100 olarak kabul edildi�inde, invert �ekeri 

olu�turan glukoz ve fruktozun tatl�l�k dereceleri s�ras�yla 70 ve 180�dir. Bu nedenle 

invert �eker e�de�er miktardaki sukrozdan daha fazla tatl�l�k sa�lar ve �ekerli 

ürünlerin haz�rlanmas�nda yayg�n olarak kullan�l�r. �nvert �ekerin di�er bir kullan�m 

amac� da kristalizasyon kontrolüdür. Sukrozun hidrolizi sonucu olu�an invert 

�ekerdeki glukoz ve fruktozun sudaki toplam çözünürlükleri sukrozun tek ba��na 

çözünürlü�ünden daha fazlad�r. Kristalizasyonun azalmas�nda sukroz 

konsantrasyonun azalmas� da etkilidir. Bu sebeple �ekerli ürünlerde invert �eker 

içeri�i çok önemlidir. Örne�in; lokumda invert �eker içeri�inin fazla olmas� lokum 

dilimlerinin birbirine yap��mas�na ve depolama sorunlar�na, yetersiz olmas� ise 

kristallenmeye ve pürüzlü yap�ya neden olmaktad�r. �nversiyon çikolata kapl� s�v� 

veya krem dolgulu �ekerlemelerin üretiminde de kullan�lmaktad�r. Kal�plama ve 

kaplama i�lemleri dolgu k�s�m kat� iken yap�l�r. Daha sonra dolguya verilen invertaz 

enzimi sukrozu invert �ekere dönü�türür ve çözünürlükteki de�i�imle dolguda 

yumu�ama veya s�v�la�ma görülür. �eker endüstrisinde, kam�� melas�n�n etanole 
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fermantasyonu, s���r yemlerinin ve invert �eker �uruplar�n�n haz�rlanmas�, likör, 

yapay bal ve dondurulmu� tatl� ve benzeri üretimlerin yap�lmas�nda kullan�lan 

biyoteknolojik proseslerde invertaz enzimleri kullan�lmaktad�r. Biyoteknolojik 

uygulama alanlar� nedeniyle invertazlar oldukça önemli ve de�erli bir enzim 

grubudur [3]. 
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BÖLÜM 3. ÜÇLÜ FAZ AYIRMA S�STEMLER�

Üçlü faz ay�rma sistemleri (TPP), t-bütanol ve su kar���m� içeren bir çözeltide 

proteinlerin tuzla çöktürülmesini içeren bir metottur [16]. TPP (Three-phase 

partitioning) genellikle proteinlerin ekstraksiyonu ve safla�t�r�lmas� prosesinde,  ön 

ak�m ya da son ak�m i�lemi olarak bazen de tek ad�mda safla�t�rma amaçl� 

kullan�labilen uygulamas� kolay bir tekniktir [2]. 

t-Bütanol su ile her oranda kar��abilir fakat belirli miktarda amonyum sülfat 

kat�lmas�yla kar���m, t-bütanolün üstte sulu faz�n altta topland��� iki faza ayr�l�r. E�er 

ba�lang�ç çözeltisinde protein bulunuyorsa bu iki faz�n aras�nda proteinin yer ald��� 

üçüncü bir faz olu�abilir. Amonyum sülfat miktar� klasik salting out�da oldu�u gibi 

çöktürülecek proteinin türüne ve miktar�na göre belirlenir. Bunun yan� s�ra klasik 

salting out�un aksine protein çökele�i büyük oranda dehidratize olur ve dü�ük tuz 

bile�eni içerir. Bu nedenle devam eden süreçte tuz giderme i�lemlerine ihtiyaç 

duyulmaz [16]. 

TPP�de, ilk olarak protein içeren sulu çözeltiye %20�lik bir oranda t-bütanol 

kat�lmal�d�r. Bunun sonucunda proteinin çözücüsü su ve yard�mc� çözücüsü t-bütanol 

ile dengeye geldi�ine inan�lmaktad�r. Böylece protein kar���m�ndaki çözücülerin 

ba��l da��l�mlar�na ba�l� olarak k�smen hidratlanmakta ve k�smen de t-

bütanollenmektedir. Amonyum sülfat�n ilavesi üzerine su molekülleri tuz iyonlar� 

taraf�ndan çekilerek bu iyonlar�n hidratlanmalar�na neden olurlar. Tuz t-bütanole 

oranla daha yüksek su ilgisine sahiptir ve bu nedenle öncelikle su moleküllerini 

çeker. Protein yoklu�unda bu durum çözeltinin iki faza ayr�lmas�na ve bir miktar 

suyun t-bütanol için ula��lamaz hale gelmesine neden olur. E�er ortamda protein 

mevcutsa ortamdaki proteinin ula�abilece�i çözücü ve yard�mc� çözücü aras�nda yeni  
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bir dengenin kurulmas�n� sa�lar. Biraz daha amonyum sülfat ilavesinde mevcut 

proteini çözebilecek oranda serbest su molekül kalmaz ve proteinin bir k�sm� çöker. 

Bu noktada proteinin büyük bir k�sm� t-bütanollenir. Bu durum proteinin 

yo�unlu�unda bir azalmaya neden olur. Tuz ilave sürdürüldükçe çözeltinin 

yo�unlu�u da artar ve proteinin yo�unlu�u ile çözeltinin yo�unlu�u aras�ndaki fark 

azal�r. Öyle bir an gelir ki daha fazla protein çöktürmek mümkün olmaz. TPP 

yönteminde proteinin yo�unlu�u, artan (NH4)2SO4 konsantrasyonu ile azal�r ve 

protein çökeltisinin yüzmesi kolayla��r [16]. 

TPP bugüne kadar birçok proteinin safla�t�r�lmas�nda kullan�lm��t�r. Örne�in, 

watermelon dan �-galactosidase [38], Bacillus notto�dan nottokinaz [39], chick 

pea�den �-galactosidase [40], Lactobacillus acidophilus�dan �-galactosidase [41], 

fish viscera�dan alkalin proteaz [42], domatesten pektinaz [43], tatl� patatesten 

katalaz�n [44] safla�t�r�lmas�nda kullan�lm��t�r. Bu çal��mada TPP tek ad�ml� 

safla�t�rma tekni�i olarak kullan�lm�� ve ak duttan (Morus alba) ekstrakte edilen 

invertaz�n, amonyum sülfat konsantrasyonu, t-bütanol enzim konsantrasyonu, 

s�cakl�k, pH, gibi parametrelerin optimizasyonu ile maksimum verim hedeflenmi�tir. 

3.1. TPP�yi Etkileyen Parametreler

TPP�nin uygulanmas� esnas�nda bütün proteinlerin fazlar aras�nda toplanmas� 

beklenmez. Ay�rmay� etkileyen ve farkl�la�t�ran parametreler mevcuttur. Bu 

parametreler tuz konsantrasyonun etkisi, pH etkisi, s�cakl���n etkisi, hidrofobisite 

etkisi gibi fiziksel ko�ullar olarak s�ralanabilir. 

Amonyum sülfat konsantrasyonu, ekstrakt�n bütanol faz�na oran�, pH ve s�cakl�k gibi 

faktörlerin de�i�ik kombinasyonlar� denenerek selektif ko�ullar elde edilebilir. 

Fizikokimya esasl� TPP tekni�inin kompleks bir yap�da oldu�u, iyonik kuvvet, 

kosmotropi, ara yüzey gerilimi, osmotik stres ve y���lma etkile�imleri gibi çe�itli 

faktörlerden etkilendi�i dü�ünülmektedir  [45]. 
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3.1.1. Tuz konsantrasyonunun etkisi

TPP kosolvent çöktürme, izoiyonik çöktürme ve salting out ilkesini içeren ve ham 

süspansiyonlarda da do�rudan kullan�ld���ndan biyoay�rma teknikleri aras�nda 

alternatif bir metottur. Nispeten basit ve ucuz bir teknik oldu�u için TPP protein 

safla�t�rmas�nda kullan�lmaktad�r [44]. Yüksek oranda tuz konsantrasyonuna sahip 

TPP sisteminde salting out etkisi büyük rol oynamaktad�r. Proteinlere salting out 

etkisi ilk olarak sülfat konsantrasyonuna ikicisi olarak da proteinlerin net yüküne 

ba�l�d�r. Genellikle ilk olarak minimum %20 (w/v) tuz konsantrayonu ile ba�lan�r ve 

optimize edilir. Dü�ük konsantrasyonlardan ba�lanarak optimize edilmesi en kritik 

noktalardan birisidir [2, 46]. 

3.1.2. pH etkisi

pH TPP�nin çok önemli bir parametrelerinden biri olarak rapor edilmi�tir. 

Proteinlerin yükü ve fazlar aras� elektrostatik etkile�imden dolay� pH TPP sisteminde 

makromoleküllerin çökmesini ve da��l�m�n� etkilemektedir [47]. Proteinler 

izoelektrik noktadaki pH de�erinde net s�f�r yüke sahiptir. �zoelektrik noktan�n 

alt�ndaki pH de�erlerinde ise iyonik etkile�imler hidrofilik da��l�mdan üstün 

gelecektir ve pozitif yüklü proteinler sulu alt faza do�ru da��lacakt�r [2]. Domatesten 

invertaz enziminin safla�t�r�lmas�nda sistemin pH�� 4,5 [48], ekmek mayas�ndan 

invertaz�n safla�t�r�ld��� bir ba�ka çal��mada ise sistem pH�� 6 [49] olarak rapor 

edilmi�tir. 

3.1.3. S�cakl���n etkisi

TPP için en uygun s�cakl���n oda s�cakl��� oldu�u belirtilmi�tir. Fakat enzimden 

enzime göre farkl�l�k göstermektedir. Çal���lan yüksek s�cakl�klar�n proteinin üç 

boyutlu yap�s�nda olu�turdu�u deformasyon ve denatürasyondan dolay� enzim 

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

Safla�t r lacak! enzim! ekstrakt ! içerisinde! yer! alan! protein! yap lar n n! içerdi�i!

hidrofobik! ve! hidrofilik! yan! gruplar! TPP! sisteminde! ara! yüzey! faz nda!

toplanabilmeleri! üzerine! etkisi,! ortam n! pH� yla! ili�kilidir! ve! içerdikleri! yan!

zincirlerin! yükleri! sistemin! pH� n ! da! belirler.! TPP!de! sulu! alt! faz n! hidrofobisitesi!

ortama!ilave!edilen!amonyum!sülfat! ile!artt r larak!izoelektrik!noktas na!ula�t r lm �

protein!yap lar !orta!fazda!toplanmaya!zorlan r![2].!

3.1.5. TPP�nin uygulama alanlar�

TPP,! proteinlerin! konsantre! edilmesinde! ve! izolasyonunda! kullan l r.! Proteinlerin!

inaktif! kompleks!kar � mlar ndan! renatürasyonunda!kullan labilir.!Metal! ve!organik!

bile�ikleri! içeren! kompleks! sistemlerin! analizi! ve! ay r m ! için! umut! verici! bir!

sistemdir.!Farmasotik!endüstrisinde!ve!at k!su!ar t m nda!kullan labilir.!Proteinlerin/!

enzimlerin! biyolojik! ay r m nda! alt! ak m! ve! üst! ak m! basamaklar n n! her! biri! için!

yayg n!olarak!kullan lmaktad r.!Bitkisel!materyallerden!ya�!ekstraksiyonu!için!uygun!

bir! strateji! olarak! umut! vermektedir.! Ham! süspansiyonlar n! geni�! hacimlerinden!

proteinlerin! direkt! olarak! ay r m n n! iyi! oldu�u! bir! yoldur.! Enzimatik!

reaksiyonlar n n! h zlar n n! hesaplanmas nda! kullan �l ! bir! yöntemdir.! Protein! gibi!

biyolojik! moleküller! genellikle! çok! seyreltik! solüsyonlarda! bulunmaktad r! ve! bu!

yüzden!geri!kazan m nda!genellikle!ilk!ad m!deri�tirme!i�lemi!olmaktad r.!Özellikle!

rekombinant!DNA!uygulamalar n n!artmas !protein!üretiminde!geleneksel!proseslere!

ve! ürünlerin! geri! kazan m na! yeni! bir! bak �! aç s ! olu�turmu�tur.! Geleneksel!

yöntemlerde! safla�t rma! i�lemi! santrifügasyon,! filtrasyon! ve! deri�tirme! gibi! birkaç!

ad mdan!olu�maktad r.!Ço�u!zaman!proses! say s n n!veya! ad mlar n n! artmas !hem!

zaman!kayb na!yol!açmakta!hem!de!ürün!kayb n !art rmaktad r.!Sulu!ikili!faz!sistemi,!

geleneksel! yöntemlerdeki! bu! eksikliklerin! üstesinden! gelmektedir.! Uygun! bir!

optimizasyona! sahip! sulu! ikili! faz! sistemi,! berrakla�t rma,! deri�tirme! ve! k smi!

safla�t rma!ad mlar n n!entegre!oldu�u! tek!ad ml !bir!safla�t rma!prosesi!sa�layarak!

hem!ürün!verimini!geli�tirmekte!hem!de!ürün!geri!kazan m!maliyetini!azaltmaktad r!

[2].!



BÖLÜM 4. MATERYAL VE METOD 

4.1. Materyal 

Kullan�lan kimyasal maddeler, Na/K Tartarat Tetrahidrat (C4H4KNaO6.4H2O) , t- 

Bütanol, Sodyum Klorür (NaCl), Sodyum Hidroksit (NaOH), Amonyum Sülfat 

((NH4)2SO4), Sodyum Dihidro Fosfat, Metanol, Asetik Asit, Etanol, o- Fosforik 

Asit, SIAL markas�ndan temin edilmi�tir. 3,5-Dinitro Salisilik Asit, Bradford 

reaktifi, Coomassie-Brilliant Blue, Sukroz Sigma Chemical Co. (St. Louis, CA)�den 

temin edilmi�tir.  

�nvertaz kayna�� olarak Sakarya�da yeti�tirilmi�, ak dut ( Morus alba ) kullan�lm��t�r. 

4.2. Metod 

4.2.1. �nvertaz�n aktivite tayini 

�nvertaz enziminin aktivite tayininde esas, substrat olarak sukroz kullan�larak 

enzimatik reaksiyon sonucunda aç��a ç�kan invert �ekerin miktar�n�n Dinitrosalisilik 

(DNS) asit metodu ile belirlenmesidir. Aktivite tayininde inkübasyonlar Stuart 

Scientific çalkalamal� su banyosunda (SBS�35), spektrofotometrik ölçümler ise 

Perkin Elmer marka cihazla gerçekle�tirilmi�tir. DNS metodunun esas� indirgen 

�ekerlerdeki serbest karbonil gruplar�n�n (C=O) varl���n� test etmektir. Bununla 

birlikte glukozdaki fonksiyonel aldehit grubu ile fruktozun fonksiyonel keton 

gruplar�n�n oksidasyonunu ve ayn� anda alkali ko�ullar alt�nda 3,5-Dinitrosalisilik 

asidin 3-amino,5-nitrosalisilik asit indirgenmesini içermektedir (�ekil 4.1). 

Reaksiyonda bir mol �eker bir mol 3,5-Dinitrosalisilik asit ile reaksiyona girerek 3-
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amino,5-nitrosalisilik asit olu�turmaktad�r. Nitroaminosalisilik asit konsantrasyonu 

546 nm�de spektrofotometrik olarak ölçülebilmektedir. 

�ekil 4.1. DNS yönteminin prensibi 

�nvertaz enzimi �ekil 2.2�de gösterilen reaksiyon ile sukrozun hidrolizini katalizler. 

Hidroliz reaksiyonu sonucunda olu�an glukoz ve fruktoz indirgen �ekerler oldu�u 

için bu monosakkarit kar���m� �invert �eker� olarak adland�r�l�r ve aç��a ç�kan glukoz 

ile fruktoz indirgen �ekerdirler ve bazik bir çözeltide aldehit ve keton olu�tururlar. 

Yap�lar�nda anomerik karbon bulunan �ekerler indirgen �ekerlerdir. Bunlar kimyasal 

olarak düz zincirli olabilecekleri gibi halka yap�s�nda da bulunabilmektedir ve bu iki 

yap� formu kendi aralar�nda dengededir. Hemi-asetal veya hemi-ketal gruplar� bo�ta 

olduklar�nda indirgen �ekerler alkali ko�ullar alt�nda ortamda bulunacak oksitleyici 

etkenler (Örne�in; Cu2+) kar��s�nda indirgeyici bir madde haline gelmektedir; �ekerin 

karbonil grubunun oksijen molekülü ile yükseltgen aras�nda olu�an olan redoks 

tepkimesi yükseltgeni indirgemektedir. Bir �eker oksitlendi�i zaman onun karbonil 

gruplar� (Örne�in; aldehit ve keton gruplar�) karboksil grubuna dönü�mektedir. 

Örne�in; glukoz kimyasal olarak sulu çözeltide glukopiranoz formu ile dengede olan 

aldehit formunda bir aldoheksozdur. Fizyolojik pH�da glukopiranoz yap�s� üstün 

�ekildir. Aldehit endiol dengesi, glukozun kolayl�kla indirgenmesini ve 

yükseltgenmesini sa�lar. Yani glukozun formülü aldehit ya da k�sa ömürlü reaktif tür 

olan enol �eklinde yaz�labilir. A�a��da �ekil 4.2�de belirtildi�i gibi alkali çözeltilerde 

enol anyonuna dönü�üm tercih edilmektedir. Çifte ba��n varl��� ve enol anyonundaki 

negatif yük, glukozu bak�r (Cu2+) ve demir (Fe3+) gibi orta derecede oksitleyici 

etkenlerle oksitlenebilen aktif bir redükleyici madde (indirgen �eker) haline getirir. 

S�cak alkali çözeltide glukoz, Cu2+ (küprik) iyonlar�n� hemen Cu+ (küproz) 

iyonlar�na indirger. 
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�ekil 4.2. Glukozun enol anyonuna dönü�üm reaksiyonu 

4.2.1.1. DNS reaktifi haz�rlanmas�

1 g DNS 20 mL 2 N NaOH çözeltisine eklenir, �s�t�larak çözülür ve son hacim distile 

su ile 50 mL�ye tamamlan�r. Daha sonra üzerine 30 g Na/K tartarat ilave edilir ve 

kar��t�r�larak toplam hacim distile su ile 100 mL�ye tamamlan�r.  

�nvertaz�n aktivite ölçümünde reaksiyon kar���m�; 0,6 mL, 0,2 M sodyum asetat 

tamponu (pH 5,0), 0,2 mL, 0,5 M sukroz (asetat tamponunda haz�rlanm��) ve 0,2 mL 

uygun oranda seyreltilmi� enzim çözeltisi içerir. Reaksiyon kar���m�, 37°C�de 30 

dakika boyunca lineer kar��t�rmal� su banyosunda çalkalanarak inkübe edilir. 

�nkübasyondan sonra reaksiyon ortam�ndan al�nan 1 mL örnek üzerine 1 mL DNS 

reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkübe edilir. Kar���m 

so�utulduktan sonra 10 mL bidestile su ilave edilerek vorteks ile kar��t�r�l�r ve aç��a 

ç�kan invert �eker miktar� 546 nm�de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kör 0,2 mL 

enzim çözeltisi yerine 0,2 M sodyum asetat tamponu (pH 5,0) içerir. Enzim aktivite 

miktarlar�n�n hesaplanmas�nda 1�10 �mol glukoz konsantrasyon aral��� ile 

haz�rlanan standart grafi�i kullan�l�r. Bir invertaz aktivite birimi, yukar�da belirtilen 

ko�ullar alt�nda dakikada 1 �mol glukoz aç��a ç�karan enzim miktar� olarak 

tan�mlanm��t�r (IU/mL) [36]. 

4.2.2. Protein tayini  (Bradford metodu )  

Bu yöntem �ekil 4.3�de gösterilen Coomassie brilliant blue G-250 (organik) 

boyas�n�n farkl� konsantrasyonlardaki protein çözeltilerinde de�i�ik �iddette mavi 

renk ortaya koymas�ndan yararlan�larak geli�tirilmi�tir. Boyan�n özellikle arginin 

gibi bazik amino asitlere ve baz� aromatik amino asitlere ba�lanma e�iliminde 

oldu�u gösterilmi�tir. Dolay�s�yla bu yöntemde proteinin primer yap�s�n�n önemi 
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vard�r. Duyarl�l�k s�n�rlar�, total reaksiyon kar���m�nda 5-100 µg protein/mL olan bu 

yöntemde asidik boya proteine ba�lan�r ve 595 nm�de maksimum absorbans verir. 

Bu deneyde standart protein olarak genellikle boya ba�lama kapasitesi yüksek olan 

BSA (s���r serum albümini) kullan�l�r. S���r serum albümininin (BSA), distile suda 

haz�rlanm�� 1 mg/mL�lik stok standart çözeltisinden 0,02-0,25 mg/mL konsantrasyon 

aral��� ile haz�rlanan standart grafi�i kullan�larak örnek protein konsantrasyonlar� 

hesapland�. Cam küvet kullan�m� boyan�n cama absorplanmas�na neden oldu�undan 

polistiren küvetlerde ölçüm al�n�r. 

�ekil 4.3. Coomassie brilliant blue G-250 

a) Bradford reaktifi: 

40 mg Coomassie Brillant Blue G-250 % 95�lik 50 mL etanolde çözülür. Üzerine 55 

mL % 88�lik fosforik asit ilave edilerek son hacim distile su ile 1 L�ye tamamlan�r ve 

filtre edilir. 

b) Protein tayini:  

Protein konsantrasyonu ölçülecek uygun oranlarda seyreltilmi� örnek ve standartlar�n 

100 µL�si küvetlere pipetlenir. Üzerine 2 mL Bradford reaktifi eklenerek 10 dk oda 

s�cakl���nda bekletilir. 595 nm�de ölçüm al�n�r. 
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4.2.3. Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve 

          Moleküler Kütle Tayini 

SDS-PAGE, protein kar���mlar�n�n özelliklerinin analizlenmesi aç�s�ndan önemli 

olan jel elektroforezinin en yayg�n olarak kullan�lan türüdür. Protein safl�k 

kontrolünün bir ölçüsüdür ve proteinin molekül boyutuna göre bir ayr�m yapmas� 

nedeniyle ba��l molekül kütlesi tayininde de kullan�l�r [3]. 

SDS-PAGE uygulanan protein örnekleri Thermo Electron markal� elektroforez 

ünitesi kullan�larak ve Laemmli [51] metoduna uygun olarak yürütüldü. Metod 

heterojen tampon sistemi temeline dayan�r. Ay�rma kapasitesi oldukça iyi olan bu 

yöntemde, çal���lan proteinler yürütücü jele girmeden önce düzenleyici jelde, 

elektroforez tamponu ve jel aras�ndaki pH ve iyonik �iddet vas�tas�yla dengelenerek 

yo�unla�t�r�l�rlar.  Proseste, 150 V potansiyel, %4 lük yükleme jeli ve %15 lik 

yürütme jeli kullan�ld�. Solüsyonlar�n ve jellerin haz�rlan�� protokolleri, Tablo 4.1, 

4.2, 4.3 ve 4.4 �de verildi [3]. 
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Tablo 4.1. SDS-PAGE solüsyonlar�n�n haz�rlanma protokolleri 

Çözeltiler Eklenecekler Miktar 

%40 Akrilamid (37,5:1) 

Akrilamid 116,8 g

N,N�-Metilen bisakrilamid 3.2 g 

Deiyonize su 300 mL 

%30 Amonyum persülfat Amonyum persulfat 1,5 g 

Deiyonize su 5 mL

Yürütme jeli tamponu 

(1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, 500 

mL�ye tamamlan�r) 

Deiyonize su 300 mL

Tris 90,75 g 

Konsantre HCl 8 mL 

Yükleme jeli Tamponu 

(1,0 M Tris- HCl, pH 6,8, 500 

mL�ye tamamlan�r) 

Deiyonize su 300 mL 

Tris 60,54 g 

HCl 36 mL 

4x SDS-PAGE Sample Buffer 

125 mM Tris-HCl, pH 6.8 1 M 5 mL 

%20 Gliserol 8 mL 

%4 SDS 8 mL 

10% ß-Mercaptoethanol 4 mL 

0.5 mg/mL Bromfenol Mavisi 20 mg 

Deiyonize su 15 mL 

Rezarvuar tamponu                

10xSDS-PAGE (1L�ye 

tamamlan�r)

Tris 30,3 g 

Glisin 144 g 

SDS 10 g 

Coomassie Boyama (stain) 

Solüsyonu 

Etanol 150 mL 

Glasiyel asetik asit 50 mL 

Deiyonize su 300 mL 

Coomasie Brilliant Blue�R-

250 
1 g 

Destain Solüsyonu 

Etanol 1200 mL 

Glasiyel asetik asit 400 mL 

Deiyonize su 2,4 L 
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Tablo 4.2. Yürütme jeli yüzdelerine göre ay�rma boyutlar� aral�klar� 

Akrilamid Yürütme Jeli Ay�rma 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) invertaz�n izolasyonunda SDS-PAGE� te kullan�lan jellerin 

haz�rlan���; 

Tablo 4.3. Yürütme jeli (%15) haz�rlama protokolü 

Eklenecekler Miktar 

Deiyonize su 2,2 mL 

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

%40 Akrilamid 3,0 mL 

%20 SDS 200 �L 

%10 Amonyum persülfat 20 �L 

TEMED 8 �L 

Tablo 4.4. Yükleme jeli  (%4) haz�rlama protokolü 
Eklenecekler Miktar 

Deiyonize su 3,9 mL 

1,0 M Tris-HCl, pH 6,8 500 �L 

%40 Akrilamid 500 �L 

%20SDS 100 �L 

%30 Amonyum persülfat 16 �L 

TEMED 8 �L 
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4.2.3.1. Polimerizasyon protokolü 

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin bir çapraz ba�lay�c� ajan ile 

kopolimerizasyonu sonucu haz�rlan�r. Poliakrilamid jeller için en çok kullan�lan 

çapraz ba�lay�c� ajan N,N�-metilenbisakrilamid (Bis) dir. Akrilamid polimerizasyonu 

serbest radikal katalize bir örnektir. Reaksiyon, amonyum persülfat ve N,N,N�,N�-

tetrametiletilendiamin (TEMED) ile ba�lat�l�r. TEMED, persülfat iyonunun 

dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal olu�umunu sa�lar. Aktif 

monomer, aktiflenmemi� monomer ile reaksiyon verir ve polimer zincirin uzamas� 

ba�lar. Uzayan polimer zincir çapraz ba�l� metilen bisakrilamid ile birlikte yap�lan�r. 

Oksijen, serbest radikalleri uzakla�t�rd���ndan ve polimerizasyonu engelledi�inden 

tüm jel çözeltileri kullan�lmadan önce vakumla oksijen uzakla�t�r�lmal�d�r [18]. 

Kaliteli bir SDS-PAGE için �u faktörlere dikkat etmek gerekir: Oldukça yüksek 

safl�ktaki reaktifler, do�ru ba�lang�ç konsantrasyonlar� (yürütücü jel için %0,04 ve 

düzenleyici jel için %0,1), s�cakl�k (polimerizasyon için genellikle 23 
o
C), 

çözeltilerin gazs�zla�t�r�lmas� (oksijen polimerizasyonun inhibitörüdür) ve jel 

olu�turma tamponlar�n�n pH��d�r [18]. 

4.2.3.2. Örneklerin haz�rlanmas� ve elektroforeze uygulanmas� 

Hücre örneklerinde; hücre ekstrakt�ndan 100 �L al�n�r, hücre ekstrakt� 20 �L, örnek 

tamponu ile süspanse edilir. Haz�rlanan tüpler kaynar su banyosunda 5 dk kaynat�l�r. 

12,000 rpm�de 30 dk santrifüj edilir. Solüsyon örneklerinde; 5-10 �g protein içeren 

solüsyondan bir hacim al�n�r ve e�it hacimde örnek tamponu eklenir. Haz�rlanan 

tüpler kaynar su banyosunda 5 dk kaynat�l�r. 2,000 rpm�de 30 dk santrifüj edilir. 50 

�L örnek, 50 �L örnek tamponu ile kar��t�r�l�p 100 C
o
�lik su banyosunda 5 dakika 

kaynat�l�r. Genel olarak yürütücü jelin her aral���na 20 �L örnek uygulan�r. Bo�

aral�klar ise, elektroforez s�ras�nda proteinlerin da��lmas�n� önlemek için 20 �L 0,1 

M Tris/HCl (pH 6,8) ve ön i�lem tamponu ile doldurulur. Anod ve katod 

reservuarlar�ndaki Tris/glisin/SDS tamponu ile elektroforez yürütülür. Proteinlerin 

elektroforezinde düzenleyici jelde 25 mA/jel ve yürütücü jelde 35 mA/jel ak�m 
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uygulan�r. Bromfenol mavisinin olu�turdu�u bant jele ula�madan 0,5 cm önce 

elektroforez i�lemine son verilir [19]. 

4.2.3.3. Protein bantlar�n�n boyanmas� 

Jellerin boyanmas�nda Coomasie-Brilliant Blue G-250 metodu kullan�lm��t�r. Bu 

boyama metodunda esas, boyan�n asidik pH�da proteinlere ba�lanmas�d�r. Jeller, 

Coomasie Brilliant Blue G-250 (%45 metanol / % 9 asetik asitte haz�rlanm�� %25�lik 

çözeltisi) çözeltisi ile 1 saat boyunca yava�ça çalkalan�r. Jelde olu�an mavi zemin, 

jelin %10 metanol ve %14 asetik asitten olu�an sulu çözeltisi ile gece boyunca 

y�kanarak boyadan temizlenir [52]. 

4.2.4. Üçlü Faz Sistemi (TPP) �le �nvertaz�n Ak Duttan (Morus alba ) �zolasyonu 

          ve Safla�t�r�lmas�

Çal��mada Sakarya bölgesinde yeti�tirilmi� ak dut (Morus alba), invertaz kayna�� 

olarak seçilmi�tir. Kayna��n genel protein içeri�ini invertaz olu�turmaktad�r. Eldesi 

kolay ve maliyeti dü�üktür.  

�nvertaz enziminin safla�t�r�lmas� oldukça zor ve masrafl� bir i�lemdir. Ayr�ca, 

sonuçta elde edilen enzim genellikle yüksek aktiviteli fakat çok az miktard�r. Bu 

nedenle, bu çal��mada daha sonraki amac�m�za uygun bir enzim preparat� haz�rlamak 

için invertaz enzimi basit ve geleneksel tekniklerle ak duttan izole edilerek k�smi 

olarak safla�t�r�lm��t�r. Enzimin izolasyonu ve k�smi safla�t�r�lmas�nda s�ras�yla 

homojenizasyon ve santrifüjleme i�lemleri yap�lm��t�r. Bu preparat üçlü faz 

safla�t�rma sisteminde enzim kayna�� olarak kullan�lm��t�r. 

Ak dut (Morus alba) önce musluk suyu daha sonra distile su ile y�kand�, taneleri 

kalacak �ekilde ay�kland� ve 1 M NaCl içeren 0,2 M pH 5,0 sodyum asetat tamponu 

ile blender yard�m� ile homojenize edildi. Homojenat, kara üzümden gelen liflerden 

uzakt�r�lmak amaçl� tülbent bezinden süzülerek filtre edildi. Elde edilen filtrat�n pH�� 

5,7-6,0 aral���na çekildi ve 4 °C�de 2 saat bekletildi. Ard�ndan 4 °C�de 10000 rpm�de 
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10 dk santrifüjlendi. Santrifüj sonras�nda elde edilen pellet at�larak santrifüjat ayr�ld�. 

Daha sonra santrifüjata %85�lik amonyum sülfat çöktürmesi yap�larak gece boyunca 

4 °C�de bekletildi. 4 °C�de 10000 rpm�de 30 dk santrifüjlenen amonyum sülfatl� 

enzim çözeltisinden enzimatik aktivite içeren çökelek ayr�ld�. Çökelek uygun 

miktarda 0,2 M pH 5,0 sodyum asetat tamponu ile çözüldü, gece boyu tampona kar�� 

4 °C�de diyalizlendi. Diyaliz ad�m�nda tampon içeri�i üç kez de�i�tirildi. Diyaliz 

sonras� diyalizat, sonraki a�amalarda kullan�lmak üzere tüplere konuldu ve -20 °C�de 

depoland�. 

Enzim preparat�n�n protein miktar�, aktivite ve spesifik aktivite de�erleri "Sonuçlar 

ve De�erlendirme" bölümünde verilmi�tir. 



BÖLÜM 5. SONUÇLAR VE ÖNER�LER 

5.1. �nvertaz Enziminin Ak Duttan (Morus alba) �zolasyonu 

�nvertaz (�-D-fruktofuranozidaz; EC 3.2.1.26) invert �eker üretmek için sukrozun 

dönü�ümsüz hidrolizini katalizler. Reaksiyon kar���m� 1:1 D-glukoz ve D-fruktozdan 

olu�ur. Bitkilerde, sukrozun dönü�ümünde rol ald��� için, invertazlar karbohidrat 

metabolizmas� için anahtar enzim olarak adland�r�l�rlar [53]. 

�nvertazlar �ekerleme sanayinde, kam�� melas�n�n etanole fermantasyonunda, s���r 

yemlerinin haz�rlanmas�nda, transfruktolizilasyon reaksiyonlar�nda ve enzimatik 

oligosakkarit hidrolizlerinde kullan�lmaktad�r [54]. 

Bu çal��mada, invertaz enziminin yeni biyoay�rma tekniklerinden biri olan üçlü faz 

ay�rma sistemi (TPP) ile safla�t�r�lmas� amaçland�. Enzim kayna�� olarak bitkisel, 

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

�nvertaz enzimi "Materyal ve Metod" bölümünde aç�kland��� gibi geleneksel 

metodlar kullan�larak ak duttan izole edildi. Ard�ndan üçlü faz sisteminde 

safla�t�r�lmas� amaçland�. Ak duttan izole edilip %85�lik amonyum sülfat çöktürmesi 

yap�larak haz�rlanan invertaz enzim ekstrakt�n�n aktivite, protein ve spesifik aktivite 

de�erleri s�ras�yla 9,92 U, 2,47 mg ve 4,01 U/mg olarak belirlendi. Haz�rlanan bu 

enzim preparat� ile invertaz enzimi TPP sisteminde da��l�m� izlendi, enzim 

safla�t�r�lmas� amaçland�. 
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5.2. TPP ile Ak Dut �nvertaz�n�n Safla�t�r�lmas� 

Ak duttan izole edilen invertaz enziminin safla�t�r�lmas�nda kullan�lan TPP 

sisteminde organik çözgen olarak t-bütanol ve tuz olarak amonyum sülfat tercih 

edildi. 

�nvertaz enziminin safla�t�r�lmas�nda kullan�lacak TPP sisteminin optimizasyonu ve 

enzimi iyi bir verim ile yüksek oranda safla�t�rmak için sistemi etkileyen tuz 

konsantrasyonu, enzim:t-bütanol oran�, pH gibi parametreler incelenmi�tir. Bunun 

için uygun konsantrasyonda enzim, t-bütanol ve amonyum sülfat içeren ay�rma 

sistemleri �Materyal ve Metot� bölümünde aç�kland��� gibi haz�rland�. Optimizasyon 

denemeleri sonucunda ak dut invertaz� %50 (w/v) amonyum sülfat doygunlu�u, 1:2 

enzim:t-bütanol oran� (v/v) ve pH 5�de %206,56 verimle ve 5,74 kat safla�t�r�ld�. 

Tablo 5.1. Ak dut invertaz�n�n TPP ile safla�t�rma sonuçlar� (%50 amonyum sülfat, 1:2 enzim:t-bütanol, pH 5) 

Enzim 

Çözeltisi 

Aktivite 

(U) 
Protein (mg) 

Spesifik 

Aktivite (U/mg) 

Safla�t�rma 

Kat� (fold) 

Aktivite 

Verimi (%) 

Ham Enzim 

Ekstrakt� 

%85 A.S. 

Çöktürmesi 

9,92 2,47 4,01 1 100 

TPP-orta faz 20,5 0,88 23,05 5,74 206,56 

Tüm optimizasyonlar oda s�cakl���nda gerçekle�tirildi. TPP sistemleri 

konformasyonel s�k��t�rmay� ve protein hidrasyonundaki de�i�imleri de içeren çoklu 

etkinin bir arada oldu�u ko�ullarda gerçekle�mektedir. S�cakl�k bu de�i�imlere etki 

eden en önemli faktörlerden biridir. Bu nedenle genellikle safla�t�rma sistemleri oda 

s�cakl���nda gerçekle�tirilmektedir [2]. 

Literatürde TPP sistemleri kullan�larak Calotropis procera latex proteaz� %132 

verimle 6,92 kat [55], Aspergillus niger inulinaz� %88 verimle 10,2 kat [56], A. sojae

ekzo-poligalakturonaz� %25,5 verimle 6,7 kat [57], havuç fosfolipaz� %72 verimle 

13 kat [50], A. oryzae �-galaktozidaz� ve invertaz� s�ras�yla %50 verimle 15 kat ve 

%54 verimle 12 kat [58] safla�t�r�ld��� rapor edilmi�tir. 
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5.3. Ak Duttan �nvertaz�n Safla�t�r�lmas�nda, TPP Sisteminde Amonyum Sülfat 

       Konsantrasyonunun Etkisi

�nvertaz enziminin TPP ile safla�t�r�lmas�nda optimizasyonu sa�lamak ve uygun 

amonyum sülfat konsantrasyonunu en uygun enzim:t-bütanol oran�n� belirlemek için 

farkl� amonyum sülfat konsantrasyonlar� (%20, %30, %40, %50 ve %60) ve farkl� 

enzim:t-bütanol oranlar� (1:05, 1:1, 1:1,5 ve 1:2) kullan�larak üçlü faz sistemleri 

haz�rlanm��t�r. Bunun için 2 mL enzim (9,92 U/mg) %20-60 amonyum sülfat (w/v) 

doygunlu�una getirildi ve farkl� miktarda enzim:t-bütanol (v/v) (1:05, 1:1, 1:1,5 ve 

1:2) eklenerek oda s�cakl���nda faz ayr�m� gerçekle�tirildi. Bu sistemlerden ak dut 

invertaz� için elde edilen sonuçlar �ekil 5.1-5� de gösterilmi�tir.  

TPP sistemlerinde sulu fazdan enzim ve proteinleri çöktürmek için t-bütanol ve 

amonyum sülfat kullan�l�r. Enzim:t-bütanol oran� safla�t�rma i�leminde son derece 

önemlidir. E�er bütanol miktar� dü�ük ise bütanol tuz ile yeterince etkile�ime 

girememekte, yüksek ise protein denatürasyonuna yol açmaktad�r [2, 59]. 

�ekil 5.1. %20 Amonyum sülfat ve enzim:t-bütanol oran�n�n ak dut invertaz�n�n safla�t�rma katsay�s�na ve 

                aktivite verimine etkisi
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�ekil 5.2. %30 Amonyum sülfat ve enzim:t-bütanol oran�n�n ak dut invertaz�n�n safla�t�rma katsay�s�na ve 

aktivite verimine etkisi

�ekil 5.3. %40 Amonyum sülfat ve enzim:t-bütanol oran�n�n ak dut invertaz�n�n safla�t�rma katsay�s�na ve  

  aktivite verimine etkisi 
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�ekil 5.4. %50 Amonyum sülfat ve enzim:t-bütanol oran�n�n ak dut invertaz�n�n safla�t�rma katsay�s�na ve 

 aktivite verimine etkisi

�ekil 5.5. %60 Amonyum sülfat ve enzim:t-bütanol oran�n�n ak dut invertaz�n�n safla�t�rma katsay�s�na ve 

aktivite verimine etkisi

�ekil 5.1 ve �ekil 5.2�de görüldü�ü gibi Morus alba invertaz� için haz�rlanan üçlü faz 

ay�rma sistemlerinde amonyum sülfat konsantrasyonu %20 ve %30 iken enzim 
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aktivite verimi ve safla�t�rma katsay�s� dü�üktür. �ekil 5.3�de ise %40 amonyum 

sülfat konsantrasyonu ile birlikte enzim safla�t�rma katsay�s�nda ve aktivite 

veriminde art�� gözlenmeye ba�land�. %50 doygunlukta ve 1:2 enzim:t-bütanol oran� 

ile haz�rlanan sistemde ise �ekil 5.4�de görüldü�ü gibi enzim %206,56 maksimum 

verimle, 5,74 kat safla�t�r�ld�. �ekil 5.5�de ise %60�l�k doygunluktaki sistemde enzim 

enzim d���ndaki di�er safs�zl�k proteinleri de üst faza çekti�inden aktivite verimi ve 

safla�t�rma kat say�s� dü�mü�tür. Ayr�ca, enzimler yüksek tuz konsantrasyonunun 

�salting-out� etkisi ile denatüre olduklar�ndan aktiviteleri ve geri kazan�mlar� 

dü�mektedir. 

5.4. Ak Duttan �nvertaz�n Safla�t�r�lmas�nda TPP Sisteminde pH��n�n Etkisi 

Üçlü faz ay�rma sistemlerinde önemli bir parametre sistemin pH�� ve hedef proteinin 

izoelektrik noktas�d�r. Ortam�n pH�� ayr�m� gerçekle�tirecek preparat içerisindeki 

biyomoleküllerin da��l�m�n� önemli ve etkin bir biçimde de�i�tirmektedir. 

Safla�t�r�lmas� hedeflenen proteinin ve iyon kompozisyonunun yüküne, 

kontaminantlar�n yüzey karakteristi�ine pH etki eder ve fazlar aras�nda da��l�m�n 

farkl�la�mas�na sebep olur [60]. Bu nedenle, sistem pH��n�n optimize edilmesi 

gerekir. Protein ay�rma çal��malar�nda, e�er hedef proteinin izoelektrik noktas� 

biliniyorsa öncelikle proteinin izoelektrik nokta de�erinden 2-4 pH birimi alt�ndaki 

pH�larda sistem haz�rlan�r. Birbirinden farkl� izoelektrik noktalar�na sahip proteinleri 

içeren bir ekstrakt durumunda genellikle pH 3-7 aral���nda sistemler haz�rlan�r. 

�zoelektrik noktas�n�n alt�ndaki pH de�erlerinde proteinler pozitif yüklüdür ve TPP 

sistemleri ile çöktürülürler. Fakat izoelektrik nokta de�erinin üzerindeki pH�larda 

protein negatif yüklüdür ve çökmez. Bu nedenle TPP sistemlerinin davran��lar� ço�u 

kez protein izoelektrik noktas� civar�nda keskin bir de�i�im gösterir. Yani proteinin 

sülfat anyonlar�na ba�lanmas�na ya da onlar� itmesine neden olur. Bunun sebebi 

sülfat anyonunun katyonik proteinlere ba�land���nda reaksiyondaki elektrostatik 

komponentlerin varl���d�r [61].  

2 mL enzim %50 amonyum sülfat (w/v) doygunlu�una getirildi. Ard�ndan sistemin 

pH�� 3-7 aras�na ayarlanarak enzim:t-bütanol  oran� 1:2 olarak ayarland� ve oda 
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s�cakl���nda faz ayr�m� gerçekle�tirildi. TPP sistemlerinde invertaz enziminin 

ayr�m�nda sistem pH��n�n aktivite verimi ve safla�t�rma kat�na etkisi incelendi ve 

sonuçlar �ekil 5.6�da verildi.  

�ekil 5.6. Ak dut invertaz�n�n TPP sisteminde ayr�m�na pH��n etkisi 

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

       TPP Yöntemiyle Safla�t�r�lan �nvertaz Enziminin Moleküler Kütle Tayini 

TPP ile safla�t�r�lan invertaz enziminin safl���n� kontrol etmek ve molekül kütlelerini 

belirlemek için SDS-PAGE analizi "Materyal ve Metod" k�sm�nda belirtildi�i gibi 

%15� lik jel ile yap�ld�. �nvertaz enzimi santrifüjata k�yasla, 1:2 (enzim:t-bütanol) 

oran� ve %50 amonyum sülfat konsantrasyonu ile optimize edilen sistemde 5,74 kat 

safla�t�r�ld�. 

�nvertazlar�n moleküler kütleleri ve yap�lar� kaynaktan kayna�a ve kullan�lan 

yönteme ba�l� olarak farkl�l�k göstermektedir. Örne�in; maya invertaz�n�n molekül 

kütlesi kütle spektrometresi ile 60,64 kDa olarak [62], mango invertaz�n�n molekül 

kütlesi jel filtrasyon kromatografisi ile 68 kDa, SDS-PAGE ile 65,5 kDa olarak 

bulunmu�tur [63]. �eker kam��� invertaz�n�n molekül kütlesinin SDS-PAGE ile 28 

kDa oldu�u belirtilmi�tir [64]. 
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SDS-PAGE yöntemiyle safla�t�r�lan invertaz enziminin molekül a��rl��� tayini 

molekül kütlesi 18,5 kDa olarak hesapland�. 

5.6. TPP Yöntemiyle Safla�t�r�lan �nvertaz Enziminin Termal Kararl�l��� 

Enzimler genellikle dü�ük s�cakl�klarda daha kararl� iken yüksek s�cakl�klarda h�zla 

termal denatürasyona u�ramaktad�rlar [19]. Ak dut invertaz�n�n termal kararl�l��� için 

aktivite tayini �Materyal ve Metod� k�sm�nda aç�kland��� gibi belirlendi. Bunun için 

enzim önce farkl� s�cakl�klarda (4-100 ºC) inkübe edildikten sonra standart 

ko�ullarda aktiviteleri ölçüldü. Elde edilen grafik �ekil 5.8�de verilmi�tir. 

�ekil 5.7. �nvertaz�n termal kararl�l��� (Substrat: Sukroz; �nkübasyon süresi: 30 dakika) 

5.7. TPP Yöntemiyle Safla�t�r�lan �nvertaz Enziminin Depo Kararl�l��� 

Enzimin kararl�l���, belirli çal��ma �artlar�nda enzim aktivitesinin zamana ba�l� 

olarak stabil kalmas�d�r. Bu süreçte enzim aktivite kayb� çe�itli nedenlere dayan�r. 

Bunlar mikrobiyal y�k�m ve termik, pH veya kimyasal inaktivasyon olarak 

s�ralanabilir. Depo kararl�l��� enzimlerin uygulama alan� ile ilgili önemli bir 

faktördür. Enzimin saklanma ko�ullar�na ba�l� bir parametredir [2]. TPP sistemi ile 
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safla�t r lan!ak!dut!invertaz n n!depo!kararl l � !iyi!olup!enzim!120!gün!sonunda,!+4!

ºC�!de!depolanan!invertaz,!ba�lang ç!aktivitesinin!%80�ini!korumaktad r.!

5.8. Öneriler

Günümüzde geli�tirilmi� birçok safla�t�rma tekni�i bulunmaktad�r, fakat TPP 

yöntemi basit olu�u, uygulanabilirli�inin kolayl���, maliyetinin dü�ük olmas� ve 

büyük ölçekli çal��maya yatk�nl��� ile kromatografik çal��malar içeren çok ad�ml� 

yöntemlere k�yasla endüstriyel uygulamalara daha uygundur. 

�çecek endüstrisinde invertaz enziminin geni� bir uygulama alan� vard�r. �nvertaz 

enzimi, üzüm orjinli içeceklerin ana proteinini olu�turur. �ampanya, �arap gibi 

içeceklerdeki invertaz enzimi, sukrozun fruktoz ve glukoza hidrolizini katalizleyerek, 

içeceklerin stabilitelerinin, berrakl�k ve aroma kalitelerinin azalmas�na neden olur. 

�arap ve �ampanya gibi üzüm kaynakl� içeceklerdeki invertaz�n ortamdan 

uzakla�t�r�lmas� ve istenilen konsantrasyonlarda tutulabilmesi, bu amaca uygun 

üretilmi� biyosensörleri gerektirmektedir.  

Bu çal��mada ak duttan (Morus alba)  pH 5�de %206,56 verimde 5,74 kat safla�t�rma 

katsay�s�yla yüksek oranda safla�t�r�ld�.  Ayr�ca farkl� bitki kaynaklar� ile daha 

önemli sonuçlar ve daha yüksek verimli sonuçlar gerçekle�tirmeye yönelik 

ara�t�rmalar�m�z sürecektir.  
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