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OZET

Yiksek Lisans

EKMEK MAYASI (Saccharomyces cerevisiae) FABRIKASI ARTIGI ELEKUSTU
MAYADAN INVERTAZ ENZiMI URETIMI

Nese OZDINC

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Hasan Murat VELIOGLU

Bu ¢alismada endiistriyel ekmek mayasi iiretiminde artik olarak agiga ¢ikan elekiistii
mayadan invertaz enzimi dretilmesi amaglanmustir. Elekiistii mayadan ekstrakte edilen ve ham
enzim olarak tanimlanabilecek, yiiksek invertaz aktivitesine sahip {riin (i) puskiirtiilerek
kurutulmus, (i1) liyofilize ve (iii) siv1 ekstrakti halinde aktivite Ol¢limiine tabi tutularak (iv)
ticari muadili ile karsilastirilmistir. Her 6rnek oOncelikle sabit sicaklik (40°C) ve 4-7 arasi
degisen pH degerlerinde enzim aktivitesi yoniinden incelenmistir. Bu analizler sonucunda
belirlenen optimum pH degeri sabit tutularak bu kez 30-70°C araliinda optimum c¢aligma
sicakliginin belirlenmesi denemeleri yiiriitiilmiistiir. Yapilan ¢alismalara gore sicakligin sabit
tutuldugu pH denemelerinde, tiim {irtinlerde optimum pH 4,5 olarak tespit edilmistir. Ticari
invertaz enziminde 3,30 u/ml, piskirtmeli kurutucudan elde edilen Grlinde 2,90 u/ml, liyofilize
urtinde 2,91 u/ml ve son olarak sivi ekstraktta 1,73 u/ml invertaz aktivite degerleri bulunmustur.
Optimum pH 4,5’de ve 30-70°C sicaklik denemeleri yapilan tiriinlerde de optimum sicaklik
40°C dir. Bu agsamada 60 ve 65°C sicakliklarm enzimleri etkiledigi gozlenmistir. Buna gére 60
ve 65°C’deki diisiik aktivite degerleri sirasiyla 0,43 u/ml, 0,50 uw/ml, 0,25 uw/ml ve 0,25 u/ml
olarak bulunmustur. Calisma sonucunda endiistride artik olarak degerlendirilen ve genelde
hayvan yemi olarak oldukca ucuz fiyata satis1 yapilan bir maddenin invertaz kaynagi olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu anlasilmistir. Tez calismast sonucunda, daha ileri
saflastirma basamaklari i¢eren enzim ¢aligmalarinin yapilabilmesi i¢in 6nemli veriler elde
edildigi sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglar, ileri calisamalara 151k tutabilecek

niteliktedir.
Anahtar kelimeler: Elekisti maya, invertaz, aktivite
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ABSTRACT

MSc. Thesis

THE PRODUCTION OF INVERTASE FROM THE BY-PRODUCT OF BAKER’S YEAST
(Saccharomyces cerevisiae) FACTORY

Nese OZDINC
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Murat VELIOGLU

In the present study, the production possibility of invertase enzyme from sieve residue
yeast, by-product of baker’s yeast (Saccharomyces cerevisiae) factory, was investigated. Crude
enzyme extracts obtained from sieve residue yeast (i) spray dried, (ii) lyophilized and (iii)
collected in aqueous form were compared with (iv) industrial invertase enzyme sample in terms
of enzymatic activity. Every sample was analyzed for enzymatic activity at constant
temperature (40°C) and at different pH values between 4 and 7 in order to find out the optimum
pH value for highest enzymatic activity. Then, the pH value was kept constant at optimum value
and the enzymatic activity was determined at different temperature levels between 30-
70°C.Optimum pH value was determined as 4,5 for all samples and the enzymatic activity was
found as 3,30, 2,90, 2,91 and 1,73 u/ml for industrial invertase enzyme, spray dried, lyophilized
and aqueous extract, respectively. The analysis at optimum pH of 4,5 and at different
temperatures showed that the highest enzymatic activity was screened at 40°C for all samples.
Additionally, there was a significant loss of enzymatic activity at 60-65°C for all
samples.Finally, the study showed that sieve residue yeast has a usage potential in invertase
production. While this by-product is sold at low price for animal feeding purposes, advanced

purification techniques can be used to create added value in this sector.

Keywords: Sieve residue yeast, invertase, activity.
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DNS : 3,5-dinitrosalisilik asit
DNA : Deoksiribo Nukleik Asit
E.U :Enzim Birimi
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1. GIRIS

Kimyasal tepkimelerin hizini arttiran biyomolekiillere enzim adi1 verilmektedir. Genel
olarak tim enzimler protein yapisindadir (Garret ve ark. 1999). Enzimler, kendileri degisiklige
ugramadan, hiicre icinde olusan binlerce tepkimenin hizini1 ve spesifikligini diizenleyen
biyolojik katalizorlerdir. Metabolik tepkimelerin her birini enzimler kontrol eder, tepkimelerin
hizlandirilmasinda gérev alir. Tepkimenin baslangicinda enzimlerin etki ettigi madde substrat,
tepkime sonucu olarak artan ve agiga ¢ikan madde de iiriin olarak adlandirilir. Genel olarak
enzimler, substratin en dis yiizeyinden etki gdstermeye baslayarak seklinde degisiklikler
olusturur ve {iriin ortaya ¢ikarirlar. Son asama olarak iiriin olusumundan sonra, enzimler baska

bir substrat i¢in hazirlanir (Bhatt 2000).

Kihne 1878 yilinda enzim terimini ilk defa ortaya atmustir. Enzim terimi Latincedeki
“En” ve “Zyme” kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusturulmustur. Tiirk¢e karsiligi En ve
Zyme kelimelerinin “iginde” ve “maya” olup, asil olarak “mayanimn igerisinde” (Enzym=In

yeast) anlamina gelmektedir.

Enzimler mikroorganizma, bitki ve hayvanlarin canli hiicreleri tarafindan sentezlenir.
Yasamin devami i¢in enzimler elzem (gerekli) olan molekiillerdir. Hucre icinde bulunan her
enzim aktivite gostermektedir. /n vivo kosullarda olabilecegi gibi in vitro (hiicre disinda)
kosullarda da aktivite gosterirler. Enzimler diisiik aktivasyon enerjisi, diistik isletme sicakligi

ve basincinda yiiksek aktivite gosterirler.

Enzimler, endiistride kullanilan kimyasal katalizorlerle kiyaslandiginda kullanimi
oldukca yaygin yardimcr ajanlardir. Yiiksek katalitik etkinlikleri ve sahip olduklar1 spesifik
ozellikleri one ¢ikan 6nemli avantajlaridir. Enzimler substrat 6zgiilliigiine sahip olmasindan
dolay1, tek bir son iiriin olusumunu saglamakta ve gereksiz yan iirliniin olusmasmi da
engellemektedir. Bu durumda, yiiksek tepkime verimi saglamasindan dolayr maaliyeti
diisiirmektedir. Cevre boyutuna bakilirsa, enzimlerin protein yapiya sahip olmalar1 biyolojik
olarak bozunabilmelerine imkan tanir, bdylelikle atik yonetimini kolaylastirir (Krajewska 2003,
Aehle 2004, Kasavi 2006, Oz¢omlekci 2006).

Invertaz (-fruktofuranozidaz, E.C 3.2.1.26) enzimi, sakkarozun fruktoz ve glukoza
cevrilmesinde kullanilan biyolojik katalizordiir. Invertaz enzimi genellikle mayalardan elde
edilmektedir. Endistri alaninda ise tatlandirici ve kristallenmeyen fruktozun eldesinde

kullanilan enzimdir (Basc1 1985, Akpmar 2004). Invertaz enzimi kimligi belirlenen proteinler



arasinda en onemli enzimlerden birisidir. Enzim kinetiginin prensiplerinin ¢ikartilmasinda

kullanilmistir (Michaelis ve Menten, 1913).

Sanayi ve genellikle gida endiistrisinde invertaz enzimi kullanimi yaygindir, bunlara
ornek olarak; sekerleme sanayiinde uygulamalar, kamig melasmin etanole fermantasyonu,

invert seker suruplarmin hazirlanmasi verilebilir.

Literatlir incelendiginde proteinler ve enzimlerin saflastirilmasi, farkli enzimlerin
aktivitelerinin hesaplanmasi, enzimlerin izolasyonu ve saflastirilmasi konusunda oldukca fazla
calisma oldugu goriilmektedir. Invertaz enzimi de bu c¢alismalar kapsaminda, iiretim,
modelleme, optimizasyon gibi alt bagliklarda incelenmis bir enzim olmakla beraber artik bir
madde olan elekistii mayadan invertaz eldesi konusu iilkemizin enzim ithalatinin azaltilmasina,

ucuz ve yerli kaynaklar kullanilarak fayda saglayacak bir ¢alisma olarak goriilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Enzimlerin Tarihsel Gelisimi

Insanlar gegmisten giiniimiize kadar enzimlerden farkl yollarla yaralanmislardir. Antik
caglarda insanlarin, peynir, mayali ekmek, bira, sarap, sirke vb. gidalarin iiretiminin yaninda
deri, keten ve civit islemede de enzimleri kullandig1 bilinmektedir (Kirk 2002). Ornegin, amilaz
enzimi kaynagi olan malt biracilikta, rennet enzimi iceren mide mukozasi peynir yapiminda,

papain enzimi i¢ceren “papaya bitki 6zii” etlerin yumusatilmasinda kullanilmaistir.

Enzimler konusunda ilk ¢aligmalar sindirim ve fermentasyon konusunda baslamistir.
Spallanzani (1729-1799) 17. yiizyilda sindirim konusunda ilk ¢alismalari1 yapan ve mide
pepsininin varligini kanitlayan ilk aragtirmacidir (Sekil 2.1). Yapilan ¢alismada, kafes i¢inde
yer alan sahinlere et parcalar1 yedirmis, ardindan sahinleri kusturarak mide sivismin eti
yumusattigini - gozlemlemistir. Boylelikle mide sivisinin  eti  yumusatmadaki O6nemi

kanitlanmistir (Buxbaum 2007).

Chemical Digestion Mechanical

of proteins Digestion

. - (49 .
Acid Pepsin =~ Muscular contractions

(Hydrochloric) (Enzyme) “\ \ (Peristalsis)
)

Gastric juices

Sekil 2.1. Mide pepsini enzimi

Kirchoff 18. yiizyillda bugday nisastasmin zamanla dekstrin ve sekere doniistiigiinii

gostermistir (Telefoncu 1986).

Payen ve Persoz Fransiz kimyagerler 1833 yilinda, filizlenmis arpadan nisasta
hidrolizinden daha ¢ok etkili olan maddeyi elde ederek daha sonraki ¢aligmalarda diyastaz

olarak adlandirmislardir.

Pasteur enzim biliminin ortaya ¢ikmasinda 6nemli katkilariyla seker ve maya varliginda
alkol fermentasyonunun gercgeklestigini ortaya koymustur. Buna karsilik Liebig, fermentasyon
i¢in canli hiicreye gereksinim olmadigini savunmustur. 2 goriis arasindaki farklilik 1870-1890
yillar1 arasinda devam etmigtir. Tartismalar sonucunda 1897 yilinda Biichner maya
hicrelerinden izolasyon yaparak, enzimlerin canli maya hiicreleri disinda da aymi

fonksiyonlarini yerine getirdigini kanitlayarak, tartigmaya son vermistir.



Fischer 1894 yilinda, enzimlerin substratlarna 6zgii olan spesifikliklerini ortaya
koyarak, anahtar-kilit modelini tanimlayarak, bazi1 kavramlarin enzimoloji alanmna girmesini

saglamustir (Sekil 2.2).

C + E » CE » A+ B + E
at Enzim  Substrat — Enzim Iriin Enz
@ E
Substrat  Enzim Subsrat Oran Enzim
Enzim

Sekil 2.2. Fischer’in Anahtar-kilit modeli (Zbynek Prokop ve ark. 2012)

Fischer’in 1894 yilinda enzimlerin spesifikligini anlatan “anahtar-kilit” (lock-and-key)
modeline karsilik, 1959 yilinda Koschland enzim spesifikligi konusunda “uyum meydana
getirme” (induce-fit) modelini 6ne stirmistiir. Bu modellerin 1s18inda giiniimiizde hala

gegerliligini koruyan adimlar atilmustir.

James B. Sumner 1926 yilinda, Cornell Universitesinde ilk kez iireaz enzimini
fasulyeden izole etmistir (Lehninger ve ark. 2004). Ureaz kristallerinin tamamen proteinden
olustugunu ortaya ¢ikartan Sumner, enzimlerin preotein yapili olduklarini ileri siirmiistiir ve bu
teziyle 1947 de Nobel 6diiliinii kazanmistir. Devaminda 1930 yilinda Norhrop, pepsin enzimini

saf halde elde ederek Nobel 6diline layik bulunmustur (G6zlkara 1989).

Enzimler ge¢misten giiniimiize farkli calismalarla incelenmistir. Her gegen gun

enzimlerin farkli alanlarda kullanim1 da yayginlagmaktadir.

2.2 Enzimlerin Yapisi

Enzimler, biyolojik reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapili molekullerdir. Her bir
enzimin proteini olusturan amino grup asitlerin sayisi, dizilisi ve molekiillerin konformasyonu

belli bir dizayn icerisindedir.

Protein yapisinda olmayan, metal iyonlarindan olugan yan gruplara kofaktdr denir.
Koenzim ise, enzimlerin aktivite yapisinda olmasini saglayan karmasik organik molekiillerdir.
Kofaktorler yiiksek sicakliklara dayanikli yapilardir. Kofaktor ve koenzimler enzimlere sik1 ya

da gevsek baglanabilirler.



Enzimlerin dis yiizeyine baglanan ve protein yapisinda olmayan gruplar da vardir,
bunlara prostetik grup adi verilir. Sekil 2.3’de gosterildigi gibi bir enzim koenzimi ya da
kofaktorii ile bagliysa ve aktif durumdaysa holoenzim adini alir. Bunun tam aksine bir enzim
koenzimi ve kofaktorii ile enzimden ayrilir ve inaktif durumda olursa apoenzim adini alir
(GOzukara 1997). Enzim aktivitesi koenzim ve apoenzim bir arada oldugunda optimum sonug

elde edilir (Bailey ve ark. 1977).

Kofaktor kendi i¢inde 3 gruba ayrilir; koenzimler, prostetik grup ve inorganik iyonlar

dir.
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Sekil 2.3. Kofaktor, koenzim, apoenzim ve haloenzim yapisi ( Day P.R. 1996)

Enzimlerin aktif bdlgesine baglanan ve enzimler {izerinde aktivite gdosteren molekiile
substrat denir. Substratin baglandig1 ve enzimatik reaksiyonun gergeklestigi bu bolge aktif
merkez adim1 alir. Aynm1 zamanda “katalitik merkez” ya da “substrat merkezi” gibi farkh
sekillerde adlandirilir. Her bir enzimin kendine 6zgii bir substrati bulunur. Enzim-substrat
iliskisi anahtar- kilit iliskisine benzetilir. Substrat anahtar, enzim de Kilide benzetilerek
aralarinda geometrik olarak uyumlu kompleks yapi olusur (Sekil 2.4). Buna karsiik 1958
yilinda Koshland’in uyum modeline gore ise; enzimler esnek (inducked fit) yapili olup, aktif
bolgeleri substrat ile birlesince stirekli sekil degistirmektedir, sabit bir aktif bolgeye baglanmaz
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. Fischer’in anahtar-kilit modeli
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Sekil 2.5 Induced fit modeli

2.2.1 Enzimlerin Katalitik Yapisi

Enzimler tepkimelerin hizin1 arttiran, tepkime sonucunda kendileri degisiklige
ugramadan ve harcanmadan ¢ikan molekiillerdir. Enzimler tepkimelerin kinetik 6zelligini
etkilemektedir. Enzimlerin aktiviteleri, katalizledikleri reaksiyonun hizina gore belirlenir.
Enzim aktivitesi “turnover sayis1” ya da “enzim birimi” olarak ifade edilir. Enzim birimi normal
kosullarda dakikada 1 mol enzimin {iriine doniistiirdiigli substrat miktar1 olarak ifade edilir.
Bagka bir tanima gore, bir enzim birimi (1 E.U) dakikada 1 pmol substrat katalizleyen enzimin

mg olarak miktaridir. Optimum pH ve sicaklikta enzim birimi en ideal degeri verir.

Enzim seg¢iciligi, enzimleri diger kimyasal katalizérlerden ayiran en 6nemli 6zelliktir.
Enzimler her tepkimeyi katalizlemezler. Bu duruma “enzim segiciligi” denir. Enzimler,

reaksiyon segiciligi yoniinden dort gruba ayrilirlar (Pekin 1979).
Mutlak secicilik: Enzim tek bir tepkimeyi katalizler, tek substrata secicidir.
Grup secicilik: Enzim, yapisinda belli bir grup substrat ile ilgili tepkimeleri katalizler.

Tepkime ya da bag segicilik: Enzimler, belli bir tepkime {irliniinii katalizler. Substrat yapisinda

bulunan belli bir baga se¢icidir.
Sterokimyasal segicilik: Enzim burada substratin sterokimyasal sekliyle etkileniyorsa se¢icidir.

2.3 Enzimlerin Sistematigi
2.3.1 Enzimlerin Isimlendirilmesi ve Siniflandirilmasi

Enzimlerin sayisi 1950’lerin sonuna kadar hizli bir sekilde artis gostermistir.
Aragtirmacilarin ayn1 enzime farkli isimler vermelerinden dolay1 isimlendirmede karigikliklar
meydana gelmistir. Karisikliklarin diizenlenmesi amaciyla 1956 yilinda Uluslararast Enzim

Komisyonu (International Comission on Enzyme) kurulmustur.



Enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi i¢in ii¢ genel prensip kabul edilmistir.
Birincisi; -az eki ile biten enzim isimleri, tek enzimler i¢in kullanilmalidir. ikincisi;
katalizledikleri tepkimelere gore enzimler adlandiriimalidir. Ugiinciisii; katalizlenen tepkime
tipine gore enzimler adlandirilmalidir. Bu {i¢ prensip enzim komisyonu (E.C.) tarafinca
belirlenen kod numaralar1 kullanilarak enzimlerin adlandirilmasini saglar. Enzimler, genellikle
iki isme sahiptir. Biri sistematik biri de yaygim kullanilan isimlerindendir. Enzimler, sistematik
ismi ve E.C. kodu ile tanimlandiktan sonra, verilen isimle karigiklik olmadan kullanilabilir

(Aehle 2004).

Enzim komisyonuna g0re enzimler katalizledikleri tepkimeye gore alt1 ana gruba ayrilir
ve her biri farkli bir kod numaralari ile tanimlanir. “E.C.” 6n ekiyle baslayan kodlar noktalarla

birbirinden ayrilmis dort farkh gorevi ifade eder.

) ilk rakam, enzimin hangi alt siiftan hangisine ait oldugunu gosterir.
i) ikinci rakam, enzimin alt sinifin1 tanimlar.
iii) ucuinct rakam, ikinci alt grubu temsil eder.

iv) dordinciu rakam, enzimin alt-alt sinifinin seri numarasimi tanimlar.

Bu tanimlamaya gore enzimlerin smiflandirilmasi asagidaki gibidir:

Enzim Simifi 1: Oksidorediiktazlar, oksidasyon (yiikseltgenme) ve rediiksiyon (indirgenme)
tekpimelerini katalizleyen enzim sinifidir. Yikseltgenme tepkimeleri; bir molekiile oksijen
eklemek ya da hidrojen ayirmak, indirgenme tepkimeleri; bir molekiilden oksijen aymrmak ya

da hidrojen eklemek anlamina gelmektedir.

Enzim Sinifi 2: Transferazlar, bir molekiilden H+ disinda, carbon, azot ve fosfor tasiyan

gruplar1 diger molekiile tasinmasimi katalizleyen enzim grubudur.

Enzim Smifi 3: Hidrolazlar, tepkimelere su katilmasi sartiyla baglarin parcalanmasini
katalizleyen enzim grubudur. Diastaz, maltaz, invertaz, amilaz, pepsin ve tripsin 6rnek

verilebilir.

Enzim Sinif14: Liyazlar, hidroliz ve oksidasyon tepkimeleri haricinde farkli kimyasal baglar1

kirabilen enzim grubudur. C-C, C-O, C-N gibi baglarin eliminasyonu ile katalizlenir.

Enzim Smifi 5: izomerazlar, geometrik ve optik izomerlerin rasemizasyonunu katalize eden
enzim grubudur. Yaptiklar1 izomerasyonlara gore; rasemazlar, epimerazlar, cis-trans,

izomerazlar, mutazlar ve sikloizomerazlar olarak bilinmektedirler.
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Enzim Snifi 6: Ligazlar, fosfat baglarinin yiiksek enerjilerini kirarak carbon ile carbon, azot,

kiikiirt ve oksijen baglanmasini katalize eden enzim grubudur (Keha ve Kiifrevioglu 2010).
Asagidaki ¢izelge 2.1.’de enzim smiflarma ait bazi1 6rnekler verilmistir.
Cizelge 2.1. Enzim Smiflandiriimasi ve Ornekleri

Ana Gruplar Enzim Kod

Oksidorediiktazlar | Laktat 1.1.1.27
dehidrogenaz

Transferazlar Alanin 2.6.1.2
transminaz

Hidrolaz Invertaz 3.2.1.26

Liyaz Piruvat 4111

dekarboksilaz

izomeraz Alanin rasemaz | 5.1.1.1
Ligaz Glutamin 6.3.1.2
sentetaz

2.4 Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Tim kataliz sistemlerinde oldugu gibi, enzimin yakin ¢evre kosullar1 ¢ok 6nemlidir.
Ana tepkiyen, tepkimeyi inhibe eden ve tepkimeyi aktivite eden maddelerin derisimleri enzim
sistemlerinde Onemli bir yere sahiptir. Buna bagh olarak enzimin iyonlagsma derecesini
degistiren veya yapisinin bozulmasina sebep olan etkiler enzim aktivitesini degistirirler. Enzim
aktivitesine etki eden faktorlerin tepkime iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in farkli kosullar
altinda enzim tepkimesi belirlenir. Enzim aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan substrat
miktar1 ya da olusan {irlin miktar1 dl¢iiliir. Boylelikle enzim aktivitesi hiz olarak tanimlanir

(Goziikara, 1989). Enzimatik tepkimelerin aktivitesini etkileyen faktorler agagida verilmistir:

2.4.1 Substrat Konsantrasyonu
Enzim hizina etki eden tiim faktdrler ve enzim konsantrasyonu sabit tutuldugunda,
enzim hiz1 artan substrat miktarmna gore belli bir noktaya kadar artis gosterir ve maksimum

noktaya ulasinca sabit kalarak devam etmektedir (Nalbantoglu 2013) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Substrat konsantrasyonun enzim hizina etkisi

Enzim konstantrasyonunun (ve diger biitiin kosullarin) sabit tutuldugu kosullarda,
substrat konsantrasyonu arttirildikca reaksiyon hizi hiperbolik bir egri gosterecek sekilde
artmaktadir. Bu iliski Sekil 2.6 da goriilmektedir. Km degeri Michaelis-Menten sabitidir ve
maksimum enzim hizinin yarist olan Vmax/2 degerine erigilmesini saglayan substrat

konsantrasyonudur.

Enzimlerin ¢ogunlukla Kmdegeri 102 ve 10° mol/l araliginda degistigi bilinmektedir.

Kmdegeri ne kadar ¢ok diisiik olursa, enzimin substrata olan ilgisi de o kadar biiytik olur.

2.4.2 Enzim Konsantrasyonu
Enzim aktivitesini etkileyen tiim kosullar sabit tutuldugunda, dogrusal bir grafik
olusmaktadir. Enzim konsantrasyonu artikga enzim hizi da ona bagli olarak dogru orantili

sekilde artmaya devam eder (GOzikara 1997) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Enzim konsantrasyonun enzim hizna etkisi
Enzim konsantrasyonu ile enzim hiz1 baz1 durumlarda sapmalar olusturabilir. Bunlar:

1. Oksijen gibi sinirli ¢dziinen substratlarin varlhigiyla
2. Substratin karakteristik 6zellikte olmamasiyla

3. Tepkime zincirlerinin birbirine bagli olmamasiyla



4. Farkli substrat, tampon madde veya inhibitor varligiyla

2.4.3 Ortam pH’s1

Enzimlerin bulundugu ortam pH degerini etkilemektedir. Enzimlerin aktivitesi ortamda
yer alan hidrojen iyonlarinin derisimlerine gore farklilik gostermektedir. Enzimatik
tepkimelerin ortaminda bulunan asitlik-bazlik derecesini ifade eden H+ yapist bozulur. pH
degisimi, enzimlerin aktif merkezindeki iyonizasyonu bozarak, substrat molekiiliiniin
¢oOziiniirligiinii degistirir. Enzimlerin aminoasit zincirindeki iyonik yapilar denatiire oldugu i¢in
katalitik aktivitelerini kaybederler. Her bir enzimin aktivitesinin optimum oldugu pH degeri
vardir, buna “optimum pH” denir (Sekil 2.8). Bu pH degerinin {izerinde ya da altinda aktivite

diiser (Stimengen 2011, Bhat 2000).

Tepkime hiz:

Optimum
/(en uygun)

Sicakhk({C)

0 | 55
Sekil 2.8. Ortam pH’ sinin enzim hizina etkisi
Aktif merkezin iyonik 6zelligi degistigi icin enzim-substrat iligkiside degismektedir. Bu
sebepten dolay1 enzim ile ¢aligilan ¢alismalarda ortam pH degeri miimkiin oldugunca optimum
halde tutulmalidir. Bunun i¢in tampon ¢6zeltiler kullanilir ve optimum pH enzimin kaynagina

gore degisebilir. Her enzim i¢in optimum pH farklidir. Optimum pH aralig1 2-10 arasinda

degismektedir (Sekil 2.9)
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Sekil 2.9.Farkli enzimlerin optimum pH’lar1

Cesitli kosullarda enzimlerin optimum pH’ s1 degismektedir. Bu degisikliklere sebep

olan faktorler arasinda; enzimlerin elde edildigi kaynak, kullanilan substrat tipi,
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konsantrasyonu, sicaklik ve tepkime siiresi sayilabilir. Farkli enzimlerin optimum PH araliklar1

asagidaki ¢izelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Farkli enzimlerin ortam pH’lar1

Enzimler Optimum pH
Alkalin fosfataz (sit) 10.00
Beta-amilaz (patates) 5.00
Katalaz (s1gir akcigeri) 3.10
Katepsinler (karaciger) 3.50-5.00
Fisin (incir) 6.50
Glukoz oksidaz 5.60
Lipaz 7.00
Lipoksidaz 7.00-9.00
Polifenol okidaz 6.00
Tripsin 8.00
2.4.4 Ortam Sicakhg

Enzimlerin hizin1 ve stabilitesini etkileyen faktorlerden biridir. Diger tiim kosullar sabit
tutuldugunda, sicaklik arttik¢a reaksiyonun hizi da belli bir noktaya kadar artmaya devam eder.
Bu noktadan sonra sicaklik artislari devam ederse enzim hizi ¢ok ani diisiisler gergeklesir.
Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri doniis noktasina “optimum sicaklik” adi
verilmektedir (Sekil 2.10).

Optimum s1cakhik

Reaksivon Hiz

0 30 40 50 60 70 80
Sicaklik.C®

Sekil 2.10.0rtam sicakligmmin enzim hizma etkisi

Enzimin hizi, diisiik sicakliklardan baslayarak her 10°C de bir yaklasik iki katina
cikmaktadir. Enzimatik olmayan reaksiyonlar i¢inde gegerli olan bu durum Q1o = 2 seklinde
ifade edilmekte olup “ sicaklik katsayis1” adin1 almaktadir.
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Enzimatik tepkimelerin bir ¢ogu i¢in sicaklik ortalamasi 30-50°C arasinda optimum
olarak verilir. Hayvansal kaynakli enzimlerin optimum sicaklig1 bitkisel kaynakli enzimlere
gore daha disiiktiir. Enzimler mikroorganizmalardan elde ediliyorsa da farklilik gdsterebilir.
Bazi termofilik mikroorganizmalarin optimum sicakligi 70-72°C gibi yiiksek sicakliklara
sahiptirler. Ornegin sicak sularda yasayan Thermus aquaticus’un DNA polimeraz enziminin

optimum sicaklig1 72°C dir.

Optimum sicaklik kosulu ayn1 zamanda pH ve reaksiyon siiresini de etkileyen dnemli
bir faktordiir. Sicaklik eger 60°C’nin iizerine ¢ikarsa enzimler genellikle denatiire olmakta,
hizin1 kaybederek etkisiz hale gelmektedirler. Bu sebepten dolay1 gida liretiminde istenmeyen
enzim faaliyetlerinin Onlenmesi ve gida malzemelerinin Ozellikle konserve haline
getirilmesinde 6nem tasimaktadir. Gidalarin enzimatik yapisinin bozulmalar1 sicaklik kontrolii
kapsaminda; dondurma, haslama, pastorizasyon, sterilizasyon, fosfolipaz aktivitesi, bulanik

meyve suyu vs yapiminda dnem tasimaktadir.

2.4.5 Su Aktivitesi (aw)

Enzim aktivitesi genellikle sulu sistemler icinde gergeklestirilir. /n vitro kosullarda
enzimatik reaksiyonlar sulu ¢6zelti olan hiicre sitoplamasinda gerceklesmektedir. Diger yandan
hiicre membranlarinda lipid depolarinda, ETS (elektron transport sistemi) ile ger¢eklesen de

bulunmaktadir.

Su aktivitesinin enzim hizini belirlemesinde 3 temel yontemden yararlanilmaktadir. Bu
3 yontemin ortak prensibi, sabit kosullarda artan su aktivitesine bagli olarak, karsi gelen enzim
hizlarinin belirlenmesi ve bu degerlerin grafige gecirilmesini kapsamaktadir. Ydntemin tek
farki, birinci yontemde sulu ¢6zelti ile calisilirken, diger iki yontemde su yerine organik

cozlcuye yer verilmesidir.

2.4.6 Enzim Inhibitérleri

Reaksiyon ortamida bulunduklarinda, enzimatik reaksiyon hizin1 azaltan maddelere
“inhibitor” adi verilmektedir. Dogal ve yapay olan bu maddeler enzim hizinin 6nlenmesi ve
kontrol altinda tutulmasinda vasita olarak kullanilir. Inhibitdrler hem etki mekanizmalarmin
hem de metabolik yollarin bilinmesinde biyokimyacilar agisindan oldukc¢a 6nem tagimaktadir
(Keha ve Kiifrevioglu 2010). inhibitorler, tersinir ve tersinmez olarak ikiye ayrilir. Tersinmez
inhibitorler, ya aktif merkeze baglanir, ya da enzim molekiiliiniin konformasyonunu
degistirerek, aktif merkez yapisini tamamen bozarlar. Bu maddeler enzim aktivitesini tamamen

yok ettiklerinden 6nem tasimazlar. Tersinir inhibitorler ise enzimlerle arabilesik olustururlar.
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Michaelis-Menten sabiti veya maksimum tepkime hizinin degerlerini azaltici yonde etki

ederler.

Tersinir-tersinmez inhibitorler arasindaki en dnemli fark; tersinir inhibitorlerin enzimle
kisa siirede kovalent bag olmayan yapi olusturmalari ve olusan baglarin diyaliz ya da jel

filtrasyonunla ayrilmasidir.

2.4.7 Aktivitorler
Enzim reaksiyonlarmi pozitif yonde etkileyen bilesiklere “aktivitor” adi verilmektedir.
2 grupta toplanabilir; ilk grup sadece substratla birleserek aktivitor rolii oynar, ikinci grup ise

serbest enzimle birleserek aktivitor rolii oynar (Goziikara 1989).

2.4.8 Basing

Gida iiretim proseslerinde enzimleri tek basingla inaktive ederek basing yaratilmaktadir.
Fakat yiiksek sicakliklar kayma kuvvetiyle birlikte uygulanarak, basin. Enzimin inaktivitesine
sebep olmaktadir. Yiiksek basing; pektinesteraz, lipaz, polifenol oksidaz, lipoksigenaz,
peroksidaz, fosfataz, katalaz gibi bazi1 enzimlerin {izerine uygulanmis olup, inaktive ettigi

ortaya c¢ikarilmistir.

Enzim hizma etki eden bu faktorlerin yanisira; tepkime siiresi, tepkime triinleri, 151k,

hormonlar ve radyasyon sayilabilir.

2.5 Invertaz Enzimi

Invertazlar (B-fruktofuranozidaz) enzim kodu E.C 3.2.1.26 olarak bilinen (Sukraz), p-
D- fruktofuranozidlerin indirgen olmayan p-fruktofuranozidaz artiklarinmn hidrolizin katalize
eden hidrolaz sifi enzimlerdir. Cok sayida al- 2- glikoidik bagin hidrolizini katalize ederler
(Guimardes, 2007; Warchol, 2002; Janer, 2004; Nakamura, 1988; Alvaro-Benito, 2007).
Sakkarozun hidrolizlenmesi sonucunda glikoz ve fruktoz meydana gelir. Olusan kimyasal sekil

2.11. de Haworth formiilii ile gosterilmistir.

CH,OH

Sakkaroz
(Stikroz)

Glikoz + fruktoz

7 CH,OH

H

webders.net

Sekil 2.11. Sakkarozun hidroliz tepkimesi (Haworth Formuli)

13



Invertaz enzimi genellikle ekmek mayasi ve bira mayasmdan elde edilir.
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces carbergenesis mikroorganizmalari invertaz
acisindan endiistriyel oneme sahip mikroorganizmalardir. Maya invertazinin optimum pH

aralig14.0-5.5 arasindadir. Bu pH aralig1 invertazin en kararl oldugu araliktir.

Invertaz enziminin kimligi ilk belirlenen proteinler arasinda yer almaktadir. Invertazlar,
krem renkli, suda ¢oziinebilen, karboksilik grupca zengin olan bir enzimdir. Kat1 yapili

invertazlar 1siya kars1 dayanikhdir.

Invertazlar bitkisel; Uzim, patates, bambu, titiin, ananas, havug, mango, piring, arpa,
yulaf, elma, portakal, seftali, domates, kavun ve nohut vs. mikrobiyal kaynaklardan;
(Sacromises cerevisia, Aspergillus niger) elde edilebilmektedir (Hepokur 2007, Kat 2013).
Mikrobiyal kaynakli invertaz enzimleriyle yapilan ¢aligmalar daha ¢ok endiistri alanindadir

(Tomotani ve ark 2006, Bayramoglu ve ark 2003, Sanjay ve ark 2006).

invertaz
H HO \ + |<H H\,
OH H on H

sukroz glukoz ktoz

Sekil 2.12. Invertaz enziminin genel tepkime mekanizmasi (Reddy and Maley, 1990)

Invertaz enzimi, endiistriyel alanda ve 6zellikle gida sanayinde olduk¢a uygulama alani
bulunmaktadir. Ornegin; sekerleme sanayindeki uygulamalar, kamis melasinm etanole
doniistiiriilmesi fermentasyonu, sigir yemlerinin hazirlanmasi, ¢ikolata iiretimi, invert seker
suruplarmun hazirlanmasi sayilabilir. Endiistride invert seker suruplarinin yapilmasinda asit
hidrolizi veya enzimatik hidroliz kullanilmaktadir. Asit hidrolizi kullaniminda yiksek oranda
renkli drdinler, kiil ve istenmeyen yan iriinlerin olusmasindan dolay1r enzimatik hidroliz

kullanimi yoniinde bir degisim s6z konusudur (Telefoncu 1986).

Biyoteknolojik caligmalarda farkli enzimlerin kullanimi da olduk¢a yaygindir.
Enzimlerin farkli metodlarla izolasyonu, saflastirilmasi yapildigi gibi enzim aktivite 6l¢limii de
dikkat ceken bir konudur. . invertaz eldesi ve aktivite tespit calismalar literatiirde oldukga
yaygm olmasma karsin artik olarak degerlendirilen bir {irlinden enzimin elde edilebilme

potansiyelini ortaya koymak amaciyla yiiriitiillen bu tez ¢alismasinda, farkli pH ve sicaklik
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degerlerinde enzim aktivitesi tayini ve bu degerlerin ticari muadil enzim ile karsilagtirilmasina

calisilmistir.

Tez kapsaminda invertaz enziminin elde edilecegi hammadde olarak kullanilan elekiistii
maya liniversitemiz yakininda yer alan ve ekmek mayasi (Sacchoromyces cerevisia) Gretimi
gerceklestiren Lesaffre Turquie A.S fabrikasindan temin edilmistir. Ayni artik madde
kullanilarak gerceklestirilen “elekiistii mayanimn maya ekstrakti tiretiminde kullanim1” konulu
ve TUBITAK 2241/A Sanayi Odakli Lisans Bitirme Tezi Destekleme Program tarafindan
desteklenen proje bu tez ¢alismasi i¢in temel olusturmustur. Proje sonucunda olumlu sonuglar
elde edilince bir sonraki asama olan elek {istii mayadan tez calismasi olarak invertaz enzimi

aktivite varligmin arastirilmasina karar verilmistir.

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Tez ¢aligmasi kapsaminda hammadde olarak kullanilan elekiistii maya, Lesaffre Turquie
A.S fabrikasindan yaklasik 3 kilogram kadar, seffaf posetle paketlenmis, 1s18a maruz
birakilmayacak sekilde almarak, en kisa zamanda laboratuvar kosullarina getirilmistir.
Analizler gergeklestirilinceye kadar 1sik almayacak sekilde yaklasik +4°C’de muhafaza

edilmistir.
3. 2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Tez caligmasinda kullanilan kimyasal maddeler; sodyum fosfat tamponu, asetat
tamponu, NaOH, CuSOQa, Kl, H2SO4, Na2S203, toluen, KNaCsH40s Merck firmasindan (Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya), nisasta, ticari invertaz enzimi, DNS, %10’luk sodyum siilfit ve

glukoz standardi yerel iiretici ve tedarik¢ilerden temin edilmistir.
3. 3. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Tezde kullanilan cihaz ve ekipmanlar sunlardir: pH metre (Mettler Toledo, Columbus,
ABD), ultrasonikatér (Q Sonica LLC, NY, ABD), santrifij (Sigma 3-18K, Almanya),
puskirtmeli kurutucu (Buchi, B-290, Isvigre), hassas terazi (Ohaus, PA-224-A, Isvigre),
manyetik karistiric1 (Stuart, CB162, Ingiltere), el tipi pH metre (Milwaukee, 02-19, ABD), su
banyosu (JK-WBN-150A, Cin), vorteks (Hinotek, QL-866, Cin), spektrofotometre (Mecasys
Optizen POP, UV-Vis, Kore) ve liyofilizator (Christ, Alpha 2-4 LD Plus, Almanya).
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3.4. Yontem
3.4.1. Elekiistii Mayanin Hidroliz Islemi

Temin edilen elekiisti maya topaklanmis halde oldugundan havanda toz hale
getirilmistir. Toz haldeki elekiistii maya sonraki islemlerin yapilacag1 Hacettepe Universitesi

Gida Miihendisligi Laboratuvari’na uygun kosullarda gotiirilmiistiir.

Ultrasonikasyon dncesi 6rnegin ¢ozdiiriilmesinde kullanilacak pH 7,6 ik 50 mM sodyum fosfat
tamponu, 8,9 g Na;HPO4* 2H>0 1000 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve pH degeri
1 N HCI ve 1 N NaOH kullanilarak sabitlenmistir.

Sekil 3.1°de gosterilen islem basamaklar1 takip edilerek; 10 g 6rnek iizerine 500 ml saf su
eklenerek manyetik karistiricida 15 d boyunca tam bir ¢oziinme saglanacak sekilde
karistirilmigtir. Homojen hale gelen sivi karisimdan 250 ml alinarak ayri bir kapta 250 ml
tampon ¢ozelti ile karistirilmigtir. Ultrasonikator ile 20 KHz frekansta 10 s siireli 8 tekrarda
parcalanan hiicre yapisindan salinan proteince yogun sivi kismin ortamdan toplanmasi i¢in
santrifiij asamasina gec¢ilmistir. Karistmdan 50 ml’lik falkon tiiplerine aktarilan 6rnekler 10000
rpm’de 10 d boyunca oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Protein ve dolayisiyla enzim agisindan
zengin siipernatant falkon tiiplerinden agzi1 kapali cam kaplara aktarilarak ileri analizler

yapilincaya dek buzdolab1 sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. Elek iistii mayanin hidroliz asamalar1
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3.4.2 Puskirterek Kurutma

Piiskiirterek kurutma, sivi Orneklerin sicak hava ortamina piiskiirtiilmesiyle 6rnegin
icindeki suyun evaporasyonu sonucunda toz halde elde edilmesine dayanan islemdir.
Plkarttlen 6rnek emilsiyon, stispansiyon ve soliisyon halinde olabilir. Ve elde edilen triin de
graniil yapili ya da partikiil halinde olabilir. Sonug olarak elde edilen Griintin formu, verilen

soliisyonun 6zelliklerine gore ve kurutucunun dizaynina gore degismektedir.

Ultrasonikasyon ve santrifligasyon sonrasi elde edilen stipernatant piskuirtmeli kurutucu
kullanilarak toz hale getirilmistir. Bu asamada cihaz 60 ve 90 °C arasinda degisen sicakliklarda
calistirilmigtir. Cihazin uzun siire kullanilmamasi sebebiyle silipernatant sivinin toz hale
gelmesi 1 giin boyunca stirmiistiir. Siv1 halde verilen 6rnek sistemden 6rnek toplama alaninda
toz halde elde edilmistir. Enzim aktivitesi ¢alismalarinda kullanilmaya yetecek bir miktar
toplanana dek tekrar edilen kurutma islemi neticesinde yaklasik 10 g toz 6rnek agzi kapali
saklama kaplarinda buzdolab1 kosullarinda ileriki analizlere kadar muhafaza edilmistir (Sekil

3.2).

Sekil 3.2 Puskurtmeli kurutucu
3.4.3 Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon)

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon) stispansiyon halde veya ¢6zelti halinde bulunan
driinlerin dondurulmasi ve sonrasinda siiblimasyon yoluyla gaz fazinin uzaklagtirilmasi
yontemine dayali bir islemdir. Bu asamada iirlinler kat1 halden sivi faza ge¢gmeden diisiik

basmca maruz kalarak kurutulmaktadir.

Ultrasonikasyon ve santrifligasyon sonrasi elde edilen siipernatant liyofilizator
kullanilarak toz hale getirilmistir. Ornekte su miktarmnim yiiksek olmasi ve cihaz kapasitesinin

diisiik olmasi dolayisiyla yaklasik 4 giin siiren liyofilizasyon islemi neticesinde yar1 yapiskan
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kat1 tiriin elde edilmistir. Elde edilen iiriin buzdolab1 kosullarinda ileriki analizler i¢in muhafaza

edilmistir.
3.4.4 Elekustii Maya Ekstrakti

Calismada karsilastirma yapma olanagi saglamak ve kurutma iglemlerinin
olusturabilecegi olumsuz etkileri gézlemlemek amaciyla santrifiigasyon sonrasi toplanan
slipernatanttan higbir iglem yapilmadan muhafaza edilen kisim yine buzdolabi kosullarinda

ileriki analizlere kadar muhafaza edilmistir.
3.4.5 invertaz Aktivite Tayini

Tez kapsaminda invertaz enzim aktivitesi belirlemek ve elde edilen ham enzimin ticari
muadili ile karsilastirmasmi yapmak amaciyla iki farkli yontem kullanilmistir. Titrasyon ve
spektrofotometre temelli bu iki yontemden elde edilen sonuglar elekistii mayada invertaz
varligim ortaya koymak amaciyla kullanilmistir. Piiskiirterek kurutulmus, liyofilize edilmis,
stv1 ekstrakti halde elde edilmis ve ticari olarak temin edilmis invertaz aktivitesine sahip 6rnek

degerlendirilmistir.
3.4.5.1. Titrasyon metodu ile enzim aktivite tayini

Prosediire gore, 4 farkli 6rnek oncelikle invertaz enziminin optimum calisma sicaklig1
olan 40 °C’de pH araliklar1 4-7 arasinda degisiklikler yapilarak aktivite 6l¢timiine alinmistir.
Ardindan, ilk asamada belirlenen optimum pH’da sicaklik 30-70 arasinda degistirilerek aktivite

Olctilmiistiir.

Prosediirde 8 farkli kimyasal madde kullanimi mevcuttur. Kullanilan ¢6zeltilerin

hazirlanmasi asagidaki gibidir:

% 5’lik sakkaroz soliisyonu: 11k olarak 80 mM asetat tamponu hazirlanmustir. Bunun icin 6,56
g CH3COONa ile 4,8 ml asetik asit behere konulur, toplamda hacmi 1000 ml’ye tamamlanur,
manyetik karistirict da balik yardimiyla karistirilir. pH denemeleri i¢in yapilan ¢aligmalarda
sodyum asetat tamponu pH 4-7 arasinda 1N HCI1 ve IN NaOH {le ayarlanir. Bu islemden sonra
5 g sakkaroz tartilir, 100 ml 50 mM’lik asetat tamponundan konularak, ¢dzeltinin korunmasi
icin birka¢ damla tolten eklenerek, homojen hale gelene kadar manyetik karistiricida balik

yardimu ile karigtirlir.

Alkali Cozeltisi: 103 g NaOH ve 86,50 g Rochelle tuzu 250 mI’lik erlene konularak saf suyla

tamamlanir, manyetik karigtiricida homojen hale gelene kadar ¢ozdiiriiliir.
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CuSOs Cozeltisi: % 6,93’lik CuSOs ¢ozeltisi icin 63,9 g CuSOs 1000 ml’ye saf su ile

tamamlanir. Magnetik karistiricida homojen hale gelene kadar ¢ozdiiriiliir.

Potasyum Iyodiir (KI) Cozeltisi: % 30’luk potasyum iyodiir ¢ozeltisi igin, 300 g KI 1000 ml

saf suyla tamamlanir. Homojen hale gelene kadar magnetik karistiricida ¢ozindaralr.

Sulfirik Asit (H2SO4) Cozeltisi: % 25°lik siilfirik asit ¢ozeltisi igin, 25 ml siilfirik asit 100 ml saf

su ile tamamlanir. Magnetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirilir.

Sodyum Tiyosilfat (Na2S203) Cozeltisi: 50 mM olacak sekilde, 4000 ml igin 49,638 gr Na>S203
ve 4 g NapCOs saf'su ile magnetik karistiricida tamamen homojen hale gelene kadar ¢ozdiiriiliir.
Bu ¢Ozelti kullanmadan 3-4 giin 6nce hazirlanmalidir. Tez ¢alismasinda bu ¢6zelti ilk olarak

250 ml olarak hazirlanmistir.

COziinen Nisasta Cozeltisi: Yapilacak her analiz igin nisasta ¢Ozeltisi taze olarak
hazirlanmalidir. Bunun i¢in %2’lik nisasta ¢6zeltisi i¢in 2 g nisasta 100 ml saf su ile magnetik

karistiricida homojen hale gelene kadar ¢6zdiiriiliir ve kaynatilir.

Enzim Sollisyonu (Seyreltici): 50 mM asetat tamponu hazirlanir. Bunun i¢in 4,1 g sodyum asetat
(CH3COONa) ile 3 ml asetik asit behere konulur, toplamda hacmi 1000 ml’ye tamamlanir,
magnetik karistirica balik yardimiyla karistirilir.  pH denemeleri i¢in yapilan c¢alismalarda

sodyum asetat tamponu pH 4-7 arasinda IN HCI ve IN NaOH {le ayarlanir.

Ik asama olarak, hazirlanan 50 mM ve 80 mM asesat tamponlarindan sakkaroz
soliisyonu ve enzim soliisyonu hazirlanir. Sakkaroz soliisyonu i¢in 80 mm asetat tamponundan
100 ml alinir, icerisine 5 g sakkaroz tartilarak magnetik karistiricida ¢ozdiiriiliir. Coziinen

soliisyona birka¢ damla toliiene eklenir ve kullanima hazir hale gelmistir.

Bu islem calisilacak 4-7 pH aralig1 i¢in her zaman yeniden hazirlanir. Clinkii hazirlanan
50 mM ve 80 mM asetat tamponlarinin pH’lar1 4-7 arasinda hazir halde cam siselerde

saklanmustir.

Enzim soliisyonu i¢in 50 mM asetat tamponundan, toplam hacmi 250 ml olacak sekilde
elimizde bulanan 4 farkli invertaz enzimi aktivitesi dl¢iilecek iiriinlere gore farkli oranlarda

hazirlanir.

Ticari invertaz enziminden 0,5 ml alinip, ilizerine 249,5 ml 50 mM asetat tamponu

eklenir.
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Piiskiirtiilerek  kurutulmus Ornekten 1:50 oraninda seyrelterek bir karigim
olusturulmustur. 0,25 g iiriin 12,5 ml saf su ile homojen hale gelene kadar ¢6zdiiriilmiistiir.

Ardindan bu karisimdan 0,5 ml alinip, iizerine 249,5 ml 50 mM asetat tamponu eklenmistir.

Liyofilize edilmis 6rnek aslinda tamamen toz halde olmasi beklenirken yapiskanimsi ve
suda ¢oziinmeye meyilli bir yapida oldugundan kurutulmus 6rnek hazirlanmasidakine benzer
sekilde, 8,04 g liyofilize edilmis Ornekten 1:50 oraninda sulandirma islemi yapilarak
kullanilmistir. 0,25 g liyofilize 6rnek 12,5 ml saf su ile tamamen ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan

bu karisimdan 0,5 ml alinip, tizerine 249,5 ml 50 mM asetat tamponu eklenmistir.

Ekstrakt 6rnegi santifiij sonrasinda toplanan siipernanat kisimdir. Toplanan siipernatant
yeterince sulu bir karisim oldugundan enzim soliisyonu hazirlanirken, 1 ml 6rnek alinip tizerine

249 ml 50 mM asetat tamponu eklenmistir.

Ikinci asama; sicaklik sabit tutulup 4-7 pH araliklar1 denenerek farkli pH’larda invertaz
aktivite degisimlerine bakilmustir. Sicaklik su banyosunda 40°C’ye sabitlenip pH 4.00’dan
baslanarak Ph 7.00 ye kadar bu agsamada ayni1 islemler yapilmustir. Caligmalarda érnek ve blank
olmak iizere iki farkli seklide yapilmistir. 1 ml sakkaroz (substrat) ¢ozeltisi test tlipii igine
pipetlenmisir. Test tiipii 40°C’ye 1sinmis su banyosunda 5 d boyunca bekletilmistir. 40°C’de
dengelenen test tiiptine 1 ml daha 6nceden hazirlanmis enzim ¢6zeltisi eklenmistir. Ardindan
test tiipii icindeki tepkimeyi durdurmak i¢in 2 ml alkali ¢6zeltisi eklenmis ve 40°C’de su
banyosunda 3 d bekletilmistir. Bu asamada blank 6lgerken, enzim ¢6zeltisi yerine 2 ml alkali
coOzeltisi eklenmis ve 40°C’de 3 d bekletildikten sonra 1 ml enzim ¢dzeltisi konulmustur.
Buradaki amag¢ enzimle substratin baglanmasini engellemektir. Tepkimesi durdurulan test
tiiptindeki siv1 6rnek 100 ml’lik erlene aktarilmistir. Test tiipii 3 ml saf su yardimi ile 3 kez
calkalanmis ve durulanmistir. Erlendeki sivi ornek igine 2 ml CuSOgs eklenmis, magnetik
karigtiricida 1sitict kismi agik olacak sekilde kaynar hale gelene kadar beklenmistir. Erlendeki
ornek kaynamaya baslayinca 2 d beklenmistir. Kaynayan ve siiresi dolan erlen akan ¢esme suyu
altinda oda sicakligina gelene kadar sogutulmustur. Soguk olan 6rnege sirastyla KI ve H2SO4
cozeltilerinden 2 ml eklenmis ve erlen calkalanmistir. Tamamen karisan erlen icine taze
hazirlanmis ve kaynar halde olan nisasta ¢ozeltisinden birka¢c damla damlatilmig ve titrasyon
degeri okunmustur. Titrasyon degeri Ol¢climiinde cam biiret sodyum thiosiilfat ¢ozeltisi ile
doldurulmus ve renk degisimleri gozlemlenene kadar kontrollii sekilde titrasyon yapilmustir. Tlk
asamada nisasta ¢ozeltisi eklenince sivinin rengi bakir renklidir. Titrasyon yapildik¢a bakir

renginden yesile dogru gecis olmaktadir, yesile dondiigli andaki biiret tizerindeki deger not
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edilmigstir. Titrasyon islemi devam ettikge yesil olan renk acik pembe rengine dogru

gitmektedir.

Bu asamalarin sonucunda sicaklik 40°C’de sabit tutulup pH araliklar1 denenerek 4 farkli
ornegin invertaz aktivite degerleri Ol¢lilmiistir. Bunun sonucunda optimum pH araligi
bulunarak, diger islem de optimum pH sabit tutularak, 30-70°C arasinda su banyosu sicakligi
degistirilerek invertaz aktivite tayini yukarda anlatilan tiim asamalarin aynisi yapilarak

Olctilmiistiir.

Yapilan invertaz aktivitesi hesaplanmasi asagidaki formiile gore yapilmistir.

Atiter (b —t) * F xd
volume activity (U/ml ) = 0(600 *)Vs :

= Atiter x F * 1,66 x df

U: Unit
ml : Mililitre
Atiter: Titrasyon Farki
b: Blank
t: Test
F: Konstrasyon Faktorii
df: Diliisyon fark1
0,600: 50 mM Na titrasyon farki
1,66: Sabit
Vs: Ornek Hacmi

3.4.5.2. Spektrofotometrik metod ile enzim aktivite tayini

DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) (Miller G.L, 1959) ¢o6zeltisi, 10 g NaOH, 10 g DNS saf
su ile ¢oziindiiriiliip, hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir. Olusan bu karigimdan 100 ml alinarak

icerisine 1 ml %10’luk sodyum siilfit ilavesi yapilmistir.

Rochelle tuzu igin, 400 g sodyum fosfat tartarat tartilarak, hacmi 1000 ml saf su ile

magnetik karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir.
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DNS analizi igin; 0-0,5 g/L konsantrasyonlarda glukoz soliisyonlar1 hazirlanir. Test tiipii
icinde yer alan, invertaz aktivitesi dl¢iilen 4 farkli 6rnekler ve blanklar buzdolabindan ¢ikartilir.
Test tiipii icine homojen yapida olan her bir 6rnekten 1 ml 6rnek eklenir, tizerine 2 ml DNS
ilave edilip 90°C’ye ayarl1 su banyosuna 15 d boyunca inkiibasyona birakilir. inkiibasyon siiresi
sonunda her bir test tiiptine 1 ml Rochelle tuzu eklenir ve vortekslenir. Test tiipleri ardindan
bos bir kapta bulunan 20 °C’lik su banyosunda oda sicakligma kadar kontrollii sekilde

sogutulur. Soguyan 6rnekler 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunur.
4.BULGULAR

4.1. Ham enzim eldesi

4.1.1. Ham enzim verimi

On hazirlik asamalar1 dikkate alindiginda, ultrasonikasyon sonrasi santrifiije alinan
1000 ml ¢ozelti icerisinde 10 g elekiistlii maya bulunmaktadir. Piiskiirtmeli kurutucuya beslenen
1000 ml sipernatanttan 2 g toz halde ham enzim elde edilmis olup verim %20 olarak
hesaplanmistir.

Ikinci yontem olan liyofilizasyonda ise cihaza konan 1000 ml siipernatanttan yaklasik 6
g yar1 yapiskan halde ham enzim elde edilmistir. Kuru madde analizi de yapilan bu triinde
verimin prosesin tamami i¢in %18 oldugu goriilmiistiir. Sivi ekstrakt olarak kullanilan

slipernatant i¢in ise herhangi bir verim hesabi1 yapilmamastir.

Her ne kadar ileri saflastirma basamaklari ile bu verimin bir miktar daha diisecegi kabul
edilse de proses edilen her 100 g elekistii mayadan yaklasik 20 g ham enzim elde edilebilecegi

anlasilmaktadir.

Enzim {iretimi, izolasyon, saflastirma ve karakterizasyon gibi kapsamli basamaklar
iceren, en Onemli maliyet kalemi olarak enzimin ireticisi olan canliyr (bitki, hayvan,
mikroorganizma) gelistirmek veya tedarik etmek olan zahmetli ve maliyetli bir prosestir. Son
yillarda hayvansal kaynakli enzimler bazi etik kaygilar sebebiyle, bitkisel kaynakli enzimler ise
iiretim maliyetleri sebebiyle daha az tiretilir hale gelmistir. Bunlarin yerini mikrobiyal kaynakl
enzimler almaktadir. Mikroorganizmalar kullanilarak enzim iiretiminde izolasyon ve
saflagtirma gibi islemlerin yapilmasi belirli bir maliyet getirse dahi en 6nemli maliyet kalemi
mikroorganizmanin gelistirilmesi swrasinda kullanilan besin ortami ve gelisme sartlarinin
saglanmasi i¢in yapilacak harcamalardir. Bu sebeple halihazirda hiicre igerisinde enzim tiretmis
olan ancak ¢esitli sebeplerle artik olarak degerlendirildiginden ekonomiye kazandirilamayan

“bulk” halindeki mikroorganizmalardan enzim geri kazanimini konu alan bu tez ¢aligmasmin
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daha ileri saflastrma asamalarmin denenecegi arastirmalara temel olusturacagi

disiiniilmektedir.
4.2.Invertaz Aktivite Tayini
4.2.1. Titrasyon metodu ile enzim aktivite tayini

Titrasyon metodu kullanilarak; sicaklik 40°C’de sabit tutulup 4-7 arasinda degistirilen
pH degerleri ve optimum pH kullanilarak 30-70°C’de denemeler yapilmistir.

4.2.1.1. Sabit sicaklik degisen pH degerlerinde enzim aktivite tayini

Enzimler, protein yapisinda bulunduklarindan yiiksek sicaklik enzimlerin yapisina ve
aktivitesinin hesaplanmasina olumsuz sonug¢ gostermektedir. Bu sebepten yapilan literatiir
arastrmalarinda invertazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 40-45°C olarak verilmistir
(Jones ve ark. 1970, Mendonides ve ark. 2014). Calismamizda sicaklik sabit tutulup, pH

denemeleri i¢in yapilan analizde sicaklik 40°C olarak seg¢ilmistir.
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Yukarida verilen sekillerde, sicakligin 40°C’de sabit tutulan ve pH araliklar1 4-7

arasinda degistirilen iirlinlerin invertaz aktivite degerleri verilmistir.

[1k olarak sekil 4.1 de ticari invertaz enziminin sonuglarma bakildiginda, piyasadan satm
alinan Tito marka ticari invertaz enzimin prosediire gore invertaz aktivite degerleri verilmistir.
40°C’de optimum pH 4,5’ta 3,30 u/ml olarak bulunmustur. Yani pH 4,5’te ticari invertaz
enzimin aktivitesi 3,30 u/ml olarak bulunmustur. pH 6,5’e baktigimizda ise en diisiik aktivite

degeri 0,96 u/ml olarak bulunmustur.

Sekil 4.2 de wverilen piskiirterek kurutulmus ornekten elde edilen sonuglara
bakildiginda, sicaklik yeniden 40°C’de sabit tutulup optimum aktivitenin bulundugu pH degeri
4,5 olarak bulunmustur. pH 4,5’te invertaz aktivite degeri 2,90 u/ml bulunurken, en diisiik

aktivitenin hesaplandigi pH degerleri 6/6,5 ve 7 olarak gorilmektedir.

Liyofilize tirtinden yapilan sekil 4.3 te verilen invertaz aktivite degerine gore optimum
pH yeniden 4,5 olarak tespit edilirken, bulunan deger ise 2,91 u/ml olarak goérilmektedir. Buna
karsilik en diisiik aktivitenin goriildiigii pH degeri 7 iken, burdaki aktivite degeri 0,43 u/ml

olarak gorulmektedir.

Son olarak sekil 4.4 te elekiistii mayanin ekstrakt invertaz aktivitesine bakildiginda
optimum pH 4,5 ve degeri 1,73 iken, en disik aktivite pH 6,5°ta 0,43 u/ml olarak

hesaplanmastir.

Invertaz aktivitesi hesaplanan tiim &rneklere bakildiginda, tiim 6rneklerin 6lgimiinde
bulunan optimum pH degeri 4,5 olarak bulunmustur. Dolasiyla bir sonraki deneme olan

optimum pH degeri 4,5 kullanilarak, 30-70°C arasi sicakliklarin denemesi yapilmistir.

4.2.1.2. Optimum pH degisen sicakhk degerlerinde enzim aktivite tayini

Sicakligmn sabit tutuldugu, optimum pH araliginda en iyi aktivite sonucunu veren pH ilk
aktivite 0lgiminde hesaplanmigstir. Optimum pH kullanilarak sicaklik denemeleri yapilmustir.
Sicakliklar 30 ile 70°C aras1 degisen su banyosu ayarlanarak invertaz aktivite tayini

hesaplanmaigtir.
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Sekil 4.6. Optimum pH’da 30-70°C aras1 sicaklik denemesi piiskiirterek kurutulmus 6rnek

sonuclari
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Yukar1 verilen gizelgelerde, optimum pH 4,5 kullanilarak sicakligin 30-70°C arasi

denenmis invertaz aktivite sonuglar1 verilmistir.

Sicakliklar tek tek incelendiginde, en yiiksek invertaz aktivitesinin optimum oldugu
sicaklik 40°C oldugu goriilmektedir. Bu sicakligi takiben 30 ve 45 °C sicakliklarinda da
optimuma yakin degerler elde edilmistir. En diisiik invertaz aktivitesinin goriiliigii sicaklik

degeri 65°C oldugu sdylenebilir.

Elde edilen 4 farkl: iiriiniin, invertaz aktivite degerine bakildiginda; sekil 4.5 te ticari
invertaz da optimum pH’da ve sicaklik denemesinde optimum sicaklik 40°C olup aktivite
degeri 3,30 u/ml dir. En disiik aktivitenin goriildiigii sicaklik 55 ve 65 °C olup, aktivite
degerleri 0,43 u/ml dir.

Sekil 4.6 da piiskiirterek kurutulmus 6rnegin optimum pH’da ve optimum sicakligin
40°C olarak goriildiigii ve degerin 2,90 u/ml olarak bulundugu goriilmektedir. En diisiik
aktivitenin 50°C’de okunan 0,28 u/ml degeridir.

Liyofilize edilen 6rnegin sekil 4.7 de verildigi iizere, optimum pH ve optimum sicaklik
degerine bakildiginda aktivite degeri 2,91 u/ml olarak bulunmustur. En diisiik aktiviye sahip

olan sicaklik degeri 65°C olup, aktivitesi 0,25 u/ ml olarak hesaplanmustir.

Son uriinolan sekil 4.8 de verilen elekiistii maya ekstraktina bakildiginda optimum pH
ve optimum sicaklik degerinde aktivitenin en yiiksek degeri 1,73 u/ml dir. 60-65°C sicaklarina

baktigimizda iki sicaklik degerinde aktivitenin diisiik oldugu deger 0,25 u/ml olarak verilmistir.

4.2.2. Spektrofotometrik metod ile enzim aktivite tayini

Spektrofotometre metodu kullanilarak; sicaklik 40°C’de sabit tutulup 4-7 arasinda
degistirilen pH degerleri ve optimum pH kullanilarak 30-70°C’de denemeler yapilmistir.
Analiz 6ncesinde 0 ile 0,5 arasinda degisen glukoz standartlar1 hazirlanmistir. Asagidaki ¢izelge

4.9 de absorbans degerleri ve kalibrasyon grafigi verilmistir.
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Cizelge 4.1 Absorbans degerleri ve kalibrasyon grafigi

Glukoz (g/L) Absorbans
0,00 0
0,10 0,027
0,15 0,099
0,20 0,166
0,25 0,234
0,50 0,606
Absorbans
0.7
0.6 y=1.2817x-0.0677 ®
R2= 0.9663_.,.--"'

0.5

0.4

0.3 _

e
0.2
ot e
0.1 e
06— ‘e
0.00"" 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
0.1
0.2

Cizelge 4.1 da verildigi lizere spektrofotometre metodu kullanilarak yapilan glukoz
analizi sonucunda, 0 ile 0,5 arasinda degisen absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Absorbans
degerlerinin yogunlugu artikga, Olgiilen absorbans sonuglarinda giderek artan veriler elde

edilmistir.
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Sekil 4.11. Sabit sicaklik degisen pH degerlerinde liyofilize edilmis 6rnegin glukoz sonuglari
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Sekil 4.12. Sabit sicaklik degisen pH degerlerinde elekiistii maya ekstrakt1 glukoz sonuglar1
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Yukarida verilen sekillerde, sicakligin 40°C’de sabit tutulan ve pH araliklar1 4-7

arasinda degistirilen iiriinlerin invertaz aktivite degerleri verilmistir.

Ik olarak sekil 4.9 incelendiginde, en yilksek glukoz degeri pH 4’te 0,729 g/L elde
edilirken, en diistik glukoz degeri pH 7°de 0,093 g/L elde edilmistir.

Piiskiirterek kurutulan 6rnek sonuglarinin sekil 4.10 de en yiksek glukoz degerinin pH
6,5’te 0,105 g/L olarak okunurken, en diisiik glukoz degeri de pH 4’te 0,085 g/L sonucu elde
edildigi gorulmektedir.

Liyofilize elde edilen 6rnegin sonuglari sekil 4.11 de incelendiginde, en yiiksek glukoz
degerinin pH 4,5’te 0,093 g/L elde edilirken, en diisiik glukoz degeri ise pH 7’de 0,082 g/L elde

edilmistir.

Sekil 4.12 de verilen elekiistii maya ekstrakti glukoz degerlerinden en yiiksek pH 4’te
0,089 g/L bulunurken, en diistik glukoz degeri pH 4,5’te 0,077 g/L dl¢iilmiistiir.

Ticari invertaz
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x
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Sekil 4.13. Optimum pH degisen sicaklik degerlerinde ticari enzim glukoz sonuglar1
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Sekil 4.14. Optimum pH degisen sicaklik degerlerinde piiskiirterek kurutulmus 6rnegin glukoz

sonugclari
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Sekil 4.15. Optimum pH degisen sicaklik degerlerinde liyofilzie edilmis Ornegin glukoz

sonuglari
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Sekil 4.16. Optimum pH degisen sicaklik degerlerinde elekiistii maya ekstrakti aktivite

sonuglar1

Yukar1 verilen sekillerde, optimum pH 4,5 kullanilarak sicakligmm 30-70°C arasi

denenmis invertaz aktivite sonuglar1 verilmistir.

Sekil 4.13 te verilen ticari invertaz enziminin glukoz degerleri yer almaktadir. En
yuksek glukoz degeri sicaklik 65 °C olup, 1,737 g/L sonucu tespit edilirken, en diisiik glukoz
degeri de 40 °C olup 0,320 g/L olarak bulunmustur.

Piiskiirterek kurutulmus 6rnegin glukoz degerleri sekil 4.14 te verilmistir. Bu gizelgeye

gore en yiksek 35 ve 60 °C olup glukoz degeri 0,100 g/L bulunmustur.

Sekil 4.15 da verilen liyofilize edilmis 6rnekten elde edilen glukoz degerlerine bakilirsa,

en yiiksek 45 °C de 0,114 g/L olup, en diisiik 70 °C de 0,082 g/L sonucu bulunmustur.

Elekiistii maya ekstrakti glukoz degerleri de sekil 4.16 de verilmistir. Cizelgede en
yuksek 65 °C de 0,092 g/L olup, en diisiik 45 °C de 0,077 g/L olarak &lglilmiistiir.
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Endiistride kullanilan invertaz enziminin yerli kaynaklar kullanilarak diisiikk maliyetli
{iretimi iilkemizin disa bagimliligini azaltacak potansiyele sahip bir arastirma alanidir. Invertaz
enzimi bircok c¢aligmada model enzim olarak kullanilmis ve farkli kaynaklardan eldesi
basariyla gerceklestirilmistir. Bu enzimin karakterizasyonu da literatiirde bagarili bir sekilde
yapilmig  durumdadir. Ancak yapilan c¢alismalar incelendiginde  bitkiler ve
mikroorganizmalarin kaynak olarak kullanildig1 ve dolayisiyla bu canlilarin kontrollii sartlarda

gelistirilerek enzim iiretiminin saglandig1 goriilmektedir.

Karkas (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Saccharomyces cerevisiae’dan ekstrakte
edilerek saflastirilan invertaz enziminin endiistride rahatlikla kullanilabilecek 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. Mikrobiyal invertaz tiretiminin denendigi ve kaynak mikroorganizma
olarak Aspergillus oryzae’nin kullanildigr bir caligmada aktivite geri kazanimi %50
seviyesinde kalmistir (Dhananjay ve Mulimani, 2008). Yapilan bir diger ¢aligmada ak dut
meyvesinden ekstrakte edilen bitkisel kaynakli invertazin ham hali ile 4,01 U/mg spesifik
aktiviteye sahip oldugu ortaya konmus olup ileri saflastirma teknikleri ile bu aktivitenin
yaklagik 5 kat arttig1 ifade edilmistir (Sahin, 2015). Yine bitki kaynakli invertaz iiretimi
calismasinda enzim kaynagi olarak domates kullanilmis olup arastirmaci tarafindan bildirilen
spesifik aktivite degeri saf enzim i¢in 31 U/mg seviyesindedir (Yicekan, 2008). Patatesten
invertaz eldesine yonelik yapilan bir ¢alismada ise saflastirilan enzimin kinetik 6zellikleri

arastirilmis olup bitkiden enzim geri kazanim oraninin oldukca yiiksek oldugu bildirilmistir

(Duman ve Kaya, 2014).

Ekmek mayasi1 olarak da bilinen ve iilkemizde basaril1 bir sekilde ticari iiretimi yapilan
S.cerevisiae iyi bir invertaz tireticisidir. Ancak ekmekgilikte mayanin bu 6zelliginden ziyade
ortamda amilaz (disaridan una eklenen veya dogal olarak bulunan) tarafindan olusturulan basit
sekerleri kullanarak CO2 olusturma yetenegi dikkate alinmaktadir. S.cerevisiae “bulk” halinde
iiretilmesi sirasimda dogal olarak hiicre i¢inde invertaz enzimi iiretmektedir. Ileri asamalarda
iirliniin yas, kuru veya instant ekmek mayasina doniistiiriilmesinde de bu enzim hiicre
yapisinda kalmaktadir. Ancak kuru maya iiretiminin bir agsamasi olan, sulu ortamdaki ekmek
mayasinin kurutulmasi sirasinda, kurutucu tamburlarin eleklerinden gegemeyen veya
topaklanan mayalar son {iriin asamasina ulagamadan sistemden ayrilmakta ve “elekiistii maya”
adiyla artik olarak islem gormektedir. Bu artik iiriinde “maya aktivitesinin” diisiik oldugu,
paketlemede soruna yol actigi ve markete sevk edilemeyecegi kabul edildiginden bazi

durumlarda imha yoluna gidilmekte, baz1 durumlarda da ¢ok diisiik bir bedelle hayvan yemi
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iireticilerine satis1 yapilmaktadir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen verilerin literatiirde
bildirilen invertaz aktivite degerlerinden bazilarina yakin oldugu goriilmekle beraber, ileri
saflastirma  halinde invertaz Uretiminin  bu hammaddeden mimkiin olabilecegi

disiiniilmektedir.

5.TARTISMA VE SONUC
5.1 Tartisma

Bu calisma maya fabrikasi artig1 olan elekiistii mayanin, geri kazanimi konusunda
yapilan bir calisma niteligi tasimaktadir. Bu dogrultuda elekiistii mayadan farkli yollarla elde
edilen ham invertaz enzimi retimini kapsamaktadir. Artik maddenin igerigi Saccharomyces
cerevisiae barmdirmaktadir. Bu dogrultuda elde edilen iiriinlerin tamaminda maya tarafindan

dogal olarak {iretilen invertaz enzimi varlig1 s6z konusudur.

Elekiisti mayanm hidrolizi asamasmin ardindan yapilan pulskirterek kurutma
asamasinda Uriin ¢oklugu avantajken, cihazin uzun siirede ¢alisip az 6rnek vermesi dezavantaj
haline gelmektedir. islem sonunda 1 It siipernatant uriinden 2 g 6rnek almmistir. Cihazin
kullanim siiresi daha ¢ok olup daha fazla iiriin elde edilmesi durumunda, aktivite 6lclimi

esnasinda yapilan iiriiniin seyreltme islemi yapilmadan sonuca ulagmak miimkiin olabilecektir.

Piiskiirterek kurutulmus iiriin ile yapilan invertaz ve DNS seker analizi sonug¢larina
bakildiginda; ilk olarak sicakligin sabit tutulup pH degerlerinin denemesi ile belirlenen aktivite
tayininde optimum pH oranmin bulunmasi a¢isindan énemlidir. Sonuglara gore, puskirterek
kurutulmus tiriinde pH 4.5’te optimum aktivitenin 2,90 u/ml oldugu gésterilmistir. Bu degerin,
puskiirterek kurutulmus triinde seyreltme islemi yapilmamasi durumunda daha yiiksek olacagi
varsayilmaktadir. Fakat yine de bu sekilde kullanilmasi kabul edilebilir bulunmustur. Sonuglar
incelendiginde en disiik aktivitenin pH 6 / 6,5 ve 7 de 0,48 u/ml olarak bulundugu
gorilmektedir. Bu aktivite kaybinin sebebi ortamdaki hidrojen iyonu konsantrasyonu degisimi
ve buna baglh olarak enzimlerin aktif merkezindeki iyonlasma kuvvetinin bozulmasi ve substrat

¢coziinlirligliniin degigmesiyle aciklanabilir.

Diger bir deneme olan optimum pH sabit tutularak, farkli sicaklik araliklari
denemesinde ise sicaklik arttikga piiskiirterek kurutulmus Grinlerin aktivite degisimleri
incelenmistir. Buna gore, sicaklik artikga piiskiirterek kurutulmus Grunlerinin aktivite
degerlerinin genellikle diisiis gosterdigi goriilmektedir. Optimum pH ve optimum sicakligin

tespit edildigi sicaklik degeri 40°C’de 2,90 u/ml oldugu goriilmektedir. Yiiksek sicakliklar
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enzimler lizerinde olumsuz etkilere sahiptir. Enzimler protein yapisina sahip olduklarindan
yiiksek sicaklik yapilarmi denatiire etmektedir. Bu yiizden sonuglara bakildiginda, 50°C’de

aktivite degeri 0,28 u/ml olarak bulunmustur.

Liyofilize iiriin ile yapilan invertaz analizi ve DNS seker analizi sonu¢larina gore; sabit
sicaklik degisen pH denemeleri sonucunda en yiiksek aktivite degeri 40°C’de 2,91 u/ml olarak
bulunmustur. Liyofilize {iriin yapis1 geregi yapiskanimsi yapida oldugundan dolay piskirterek
kurutulmus tirtin gibi seyreltilip kullanilmistir. Seyreltilen yapilarin aktivite degerleri normale
gore daha disiik ¢iktig1 soylenebilir. En diisiik aktivite gorilen pH degerleri 6,5 ve 7 olarak
belirlenmistir. Yiiksek pH igerikleri aktif merkezindeki iyonlagsma kuvvetini bozarak substrat
¢oziniirligi etkilemektedir. Optimum pH sabit tutulup, farkli sicakliklar denendiginde 40°C
de aktivite 2,91 u/ml tespit edilmis olup, diisiikk aktivite gosteren sicaklik ise 65°C olarak

belirlenmistir.

Elekiistii maya ekstrakti ile yapilan invertaz analizi ve DNS seker analizi ise; ilk olarak
sicaklik sabit tutulup pH araliklar1 denemesi yapildiginda optimum pH 4,5 olup buradaki
aktivite degeri 1,73 u/ml olarak bulunmustur. Ekstraktn su fazmin fazla olusu aktivite
diistikligiinii agiklayabilir. En diisiik aktivite degeri pH 6,5’te 0,43 u/ml olarak tespit edilmistir.
Diger etmen olan optimum pH’da sicaklik denemeleri sonuglarina bakildiginda, ham enzimin
optimum aktivite verdigi sicaklik 40°C olarak bulunmustur. En diisiik aktivitenin oldugu

sicaklik ise 60/65°C sicakliklar olarak tespit edilmistir.

Son olarak ticari 6rnekte invertaz aktivitesi ve DNS sonuc¢larina baktigimizda; sicaklik
sabit olup pH araliklar1 denenen analizde optimum pH 4,5 olup aktivite degeri 3,30 u/ml olarak
bulunmustur. Sonuglar incelendiginde en diisiik aktivite degeri pH 6,5’te 0,96u/ml olarak tespit
edilmistir. Bu durumun aksine optimum pH’da sicaklik denemeleri yapildiginda 40°C
sicaklikta aktivite degeri 3,30 u/ml olarak bulunmustur. En diisiik aktivitenin oldugu 65°C’de
0,43u/ml olarak tespit edilmistir.

Tez ¢aligmasinda ulagilan sonuglara bakildiginda, invertaz enziminin farkli yollardan
elde edilmesiyle Olciilen aktivite degerleri farklilik gostermektedir. Piskiirterek kurutulmus,
liyofilize ve elek iistii maya ekstrakti orneklerinde Olgiilen invertaz aktivite degerleri farkl
cikmistir. Burdan yola ¢ikarak invertaz enziminin farkl iglemlere tabii tutulmasi aktivite

sonuglarini etkilemistir yargisina varilabilir.
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Literatiir galigmalarma bakildiginda, invertaz enziminin birgok kaynaktan elde edilerek
aktivite dl¢iimii yapildig1 goriilmiistiir. Invertaz enzimi kullamldig1 kaynaklar gore farklilik

gostererek aktivite sonuglar1 degismektedir. Literatiir galigmalar1 ¢izelge 5.1.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Literatiir Arastirmalari

Cahsma Yontem Materyal Optimum pH Invertaz
Sicakhk  Aktivites
i
Sing M.B, Glikoz Zambak 4,00/7,00 40/50 °C 8,07
Knox R.B 1984 Oksidasyonu Optimum 4,50 u/mg
2680
units
Varster and Ref yontemi Seker Kamisi 7,2 89,9 nkat
Botha 1998 0,273
nkat/mg
protein
Hashizune et Indirgen Armut 4,5 7,61
al. 2003 Seker Tayini nkat/mg
Islaetal. 1993  Adsorption Patates 3,00/8,00 37°C 0,067
kromotografi 5,25 u/mg
552 units
Benkeblia et Anyon Sogan 10/20°C  0,039/0,0
al.2004 degisimi 4
kromotografi 1 nkat/g
Si
Liuetal. 2006  izoelektrik Bambu 7,00 37°C 0,15
fokuslama u/mg
48 units
M.J Alam et al. Mohademen Domates 3,50/7.00 10/80 °C 2,93
2007 ve Sridher 5,00 35/40 °C u/mg
yontemi optimum  3172,3
units
Sanaa T El- Somogyi ve Bezelye 5,00 50°C  3,7u/mg
Sayed et al. Nelson
2017 Y ontemi
Douglas C. et Nelson Misir 5,00 10/30 0,37 units
al 1987 yontemi °C 0,57 units
30°C 0,81 units
0,70 units

40



(Tuz 0,51 units
Konstrasyonlar
1)
Belcarz et al. Candida Utilis 3,6/5,00 30/90 29,4
2002 Optimum4,0/4, °C u/mg
4 70 °C 10,680
units
Alvaro- Benito DNS metodu  Schwanniomyc 5,50 30/70  3-9 units
et al. 2007 es accidentalis °C
Optimu
m 45/55
°C
Bahar ve Afinite Sac. 4,00/7,00 3,18 u/mi
Tuncel 2004  kromotografi  Cerevisiae’den 3,0/4,7 4,08 u/ml
Si optimum 3,68 u/ml
QjanL.i et al. Aspergillus 4,00/6,50 3,18 u/mi
2018 foetidus 4,08 u/ml
3,68 u/ml
Maira N. de DNS ve Aspergillus 4,6/ 6,00 40/55 °C 2,5 u/mg
Almeid et al. glikoz terreus 4,6 55°C 2,87
2018 oksidaz u/mg

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, invertaz enziminin bitki, hayvan ve mikroorganizma
kaynakli birgok iiriinden elde edildigi griilmektedir. Invertazlar dogada bitkisel kaynaklardan;
iizlim, patates, bambu, tiitiin, ananas, havug¢, mango, piring, arpa, yulaf, elma, portakal, seftali,
domates, kavun ve nohut vs. elde edilirken, mikrobiyal kaynaklardan; Sacharomyces cerevisia,
Aspergillus niger’den elde edilmektedir ( Hepokur 2007, Kat 2013). Mikrobiyal kaynakli
invertaz enzimleriyle yapilan calismalarm daha cok endiistri alaninda kullanimi yaygindir

(Tomotani ve ark 2006, Bayramoglu ve ark 2003, Sanjay ve ark 2006).

5.2 Sonug

Elekustd mayadan 3 farkli yolla elde edilen ham enzimlerin ticari muadili ile
karsilagtirilmas1 yapilmistir. Bu Urlnlerdeki aktivitelerin ticari enzimde bulunan aktiviteden
diistik oldugu gozlenmistir. Ancak ulasilan sonuglarin literatiirler uyumlu oldugu ve elekiistii
mayanin invertaz kaynagi olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan tez calismasindan elde edilen verilerin 1s1¢inda daha ileri saflagtrma ve
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karakterizasyon basamaklar1 igeren ¢alismalarin yapilabilecegi dngoriilmektedir. Artik olarak
degerlendirilen bir {iriiniin katma degeri yiiksek baska bir iirline doniistiiriillmesi yoniinde
onemli sonuglara ulasilan bu tez ¢alismasinin invertaz enziminin endistriyel iiretiminde fayda

saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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