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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Saccharomyces cerevisiae KAYNAKLI INVERTAZ ENZIMI URETIMINE
ULTRASONIKASYON PARAMETRELERININ ETKiSININ ARASTIRILMASI

Sabriye Bikre ORAL
Tekirdag Nanuk Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Hasan Murat VELIOGLU

Invertaz enzimi bilimsel dilde B-fruktofuranozidaz ya da stikraz olarak bilinmektedir.
Hidrolaz smifina ait olan bu enzim kaynak olarak hayvan, bitki ya da mikroorganizmalardan
yararlanilarak elde edilebilmektedir. Invertaz enzimi intraselliiler yani hiicre icerisinde faaliyet
gosteren bir yapiya sahiptir. Protein yapisinda olan invertaz enzimi herhangi bir dis faktor
olmadikca tiim faaliyetini hiicre duvarindan gecemedigi i¢in hiicre igerisinde gergeklestirir. Bu
calismada Saccharomyces cerevisia kaynakli ekmek mayasi fabrikasi atigi olan elekiistii
mayadan invertaz tiretimi gergeklestirilmistir. S. cerevisia ‘dan intraelliiler yapida olan invertaz
enzimini Uretebilmek i¢in ultrasonikasyon cihazi kullanilarak ses dalgalar1 yardimi ile hiicre
yapisma zarar verilmistir. Elde edilen enzimin protein miktar1 ve enzim aktivitesinin
maksimum diizeyde olabilmesi i¢in ultrasonikasyon cihazi i¢in siire, giic (amplitiit) ve maya
miktar1 parametreleri gercgeklestirilen deneylerde arastirilmistir. Cevap yiizey yontemi
kullanilarak rastgele olusturulan 20 farkli deneme modeli elde edilmistir. Gergkelestirilen
deneyler sonucunda en yiiksek protein miktarinin 23,92 mg/ml’de, 45 dakika, %70 amplitit ve
% 36,82 gram degerlerinde oldugu, enzim aktivitesinin ise en yiiksek oldugu degerlerin 1720
[U/ml, 45 dakika, % 70 amplitiit ve % 36,82 gram oldugu tespit edilmistir. Calismadaki amag
en yiiksek protein miktar1 ve invertaz enzimi aktivitesine ulagsmaktir. Bu sebeple kullanilan
parametre araliklarinda belirlenen model denklemin tahmin basarisin1 6lgmede daha anlamli
sonuglar vereceginden kullanilan paket programda “response optimizer” se¢enegi ile en yliksek
degerleri saglayan parametreler belirlenmistir. Protein tayini optimizasyonu i¢in % 49,5, enzim
aktivitesi i¢in %52 basar1 saglanabilmistir.

Anahtar kelimeler: invertaz Enzimi, Ultrasonikasyon, Optimizasyon
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ABSTRACT
MSc. Thesis

INVESTIGATING the EFFECTS of ULTRASONICATION PARAMETERS on the
PRODUCTION of INVERTASE ENZYME from Saccharomyces cerevisiae

Sabriye Bikre ORAL
Tekirdag Namik Kemal University
Gaduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agriculture Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Murat VELIOGLU

Invertase enzyme is scientifically known as B-fructofuranosidase or sucrase. This enzyme,
which belongs to the hydrolase class, can be produced by animals, plants, or microorganisms.
Invertase is an intracellular enzyme and it cannot pass through the cell wall. Invertase was
produced by a waste product including sieve yeast (Saccharomyces cerevisiae), obtained from
a baker yeast factory. In order to extract the invertase enzyme, the cell was disrupted by an
ultrasonication device using sound waves. Since the protein amount and enzyme activity of the
obtained enzyme should be at maximum level, the parameters of time, power (amplitude) of
ultrasonication, and yeast amount were investigated in the experiments. In the study, 20
different experiments were conducted which were randomly generated using the response
surface methodology. As a result of the experiments, the highest protein amount was found as
23.92 mg protein/ml crude extract using following parameters: 45 min ultrasonication time,
70% amplitude, and 36.82% yeast concentration. Also, the highest enzyme activity was found
to be 1720 IU/ml crude extract using following parameters: 45 min ultrasonication time, 70%
amplitude, and 36.82% yeast concentration. The aim of the study was to reach the highest
protein amount and invertase enzyme activity. The model equations were used to predict the
amount of protein and invertase activity in crude extract at optimum conditions: ultrasonication
time, amplitude and yeast concentration. Finally, it was recorded that the accuracy of the model
for prediction of protein amount was 49.5% and that of invertase activity was 52%.

Key words: Invertase Enzyme, Ultrasonication, Optimization
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda olusan tiim reaksiyonlarmm uygun kosullar altinda
gerceklesmesini saglayan, bu reaksiyonlar1 koordine eden protein yapisinda 0zel biyolojik
katalizorlerdir (Beilen ve Li, 2002; Panke ve Wubbolts, 2002). Enzimler intraselliler enzim
(endoenzim) ve ekstraselliller (ekzoenzim) olmak {izere iki farkli formda sentezlenir.
Intraselliiler enzimler; hiicre igerisinde sentezlenmelerine ragmen, disar1 ¢ikamayip hiicre
icerisinde rol oynarlar. Biiyiik bir enerji agiga ¢ikarirlar ve oksidasyon-rediiksiyon olaylarinin
ayarlanmasinda gorev alirlar. Ekstraselliiler veya diger adiyla ekzoenzimler ise hiicre i¢erisinde
sentezlenip disar1 salgilanirlar. Hidrolitik olarak aktivite gosterirler (Atasagungil, 1965; Topal,
1985).

Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin canli hiicrelerinden sentezlenir.
Canlilarin dogal {iriinii olmas1 sebebiyle enzimler ¢evre ile uyumludur. Biyolojik olarak
parcalanabilme yeteneg§ine sahip olmalarmdan dolay1 imha problemi olusturmazlar. Enzimler,
geleneksel kimyasal katalizorlere kiyasla kullanim1 avantajhi yapilardir. Genellikle kimyasal
katalizorlerden ¢ok daha tstiin olan yiiksek bir Kkatalitik aktiflige ve yiiksek spesifik
ozgiilliiklere sahiptirler. Bu 0Ozgiilliikkleri ile katalize edilmis reaksiyonun yan reaksiyonlar
tarafindan bozulmamasini yani istenen son triin elde edilerek istenmeyen yan iiriiniin ortadan
kaldirilmasmi saglarlar. Enzimlerin kullanimi sayesinde yiiksek reaksiyon verimi
saglanmasindan dolay1 endiistriyel kullanimlarda maliyet diismektedir (Hasan, Shah ve

Hameed, 2005; Kat, 2013; Krajewska, 2003).

Invertaz enzimi, bilimsel dilde B- fruktofuranozidaz ya da sakkaroz olarak tanimlanip
E.C.3.2.1.26 numarasina sahiptir. Glikozit hidrolaz smnifinin bir liyesi olan invertaz enzimi,
sakkarozun monosakkaritlerine parcalanmasini katalize eder (Yiicekan ve Onal, 2012;

Sirisatesuwon, Ninchan ve Sriroth, 2020).

Kesfedilen ilk enzimlerden birisi olan invertaz, ilk olarak mayadan izole edilmistir
(Bracho ve Whitaker, 1989). Kimligi belirlenen proteinler arasinda énemli bir yere sahip olan

invertazdan enzim kinetiginin prensipleri olusturulurken model enzim olarak faydalanilmigtir.

Invertazlar yiyecek, igecek, kozmetik, ilag ve kagit sanayisinde birgok potansiyel
uygulama alanma sahiptir. Dogada yaygin olarak bulunan invertazlarin varlig: bitkilerde, baz1

hayvanlarin dokularinda ve mikroorganizmalarda kesfedilmistir (Margeti¢ ve Vujci¢, 2017).



Ulkemizde basarili bir sekilde iiretimi yapilan ve ekmek mayasi olarak da
isimlendirilen Saccharomyces cerevisiae en Onemli invertaz kaynaklarindan birisidir.
Ekmekgilikte mayanin enzim {iretebilme ozelliginden daha c¢ok olusturdugu sekerlerden
yararlanarak karbondioksit olusturma yetenegi 6n plandadir. Bulk halinde iiretilmesi esnasinda
S. cerevisiae hiicre icerisinde invertaz enzimi salgilamaktadir. ilerleyen asamalarda iiriiniin
endiistriyel kullanim amagli doniistiiriilmesinde de invertaz enzimi hiicre igerisinde kalmaktadir

(Leon-Gonzalez, Gonzalez-Valdez, Mayo-Deloisa ve Rito-Palomares, 2015; Ozding, 2019).

Invertazin ticari olarak iiretilmesinde en dnemli asamalardan iki tanesi; enzim iireticisi
mikroorganizma olan mayanin ¢ogaltilmas1 ve maya hiicrelerinin igerisinden invertazin en az
aktivite kaybi ile disar1 alinmasidir. Tez kapsaminda kullanilacak enzim kaynagi maya,
halihazirda iiretimi tamamlanmis ve yapisinda invertaz oldugu bilinen ancak ekmekgilik
acisindan yeterli 6zellikleri tasimadig i¢in artik olarak degerlendirilen elekiistii mayadir. Bu
sebeple enzim liretiminin ilk basamagi olan maya ¢ogaltim1 bu tez kapsamina dahil degildir.
Maya hiicresinden intraseliiler bir enzimi, aktivite kaybma imkan vermeden, sulu dis ortama
almak i¢in ¢ok sayida yontem kullanilabilmektedir. Bunlar; 1s1l islem, ultrasonikasyon, darbeli
elektrik alan, deterjan uygulamasi, alkali uygulamasi, osmatik sok seklinde siralanabilir
(Atasugungil, 1965).

Yapilmis olan calismalar incelendiginde enzimlerin hiicre i¢inden alinmasinda
ultrasonikasyonun kullanimmin uygun bir yontem oldugu diisiiniilmektedir. Yiiksek ses
dalgalar1 yardimi ile hiicre igerisi protein yapisina en az zarari vererek hiicre dis yapisi
parcalanmakta ve enzimce zengin sivi santrifiijlenerek ortamdan ayrilmaktadir. Bir¢ok iiretim
prosesinde oldugu gibi, maya hiicresine uygulanacak ultrasonikasyon isleminin de en uygun
sartlarda gerceklestirilmesi, yliksek verimli ve yliksek aktiviteli invertaz eldesi i¢in cok
onemlidir. Proses optimizasyonu olarak da adlandirilan uygun sartlarin belirlenmesinde klasik
istatistik ve deneme planlama yaklagimlar1 yaninda son yillarda sikca kullanilan, temel bilesen
analizi, yapay sinir aglar1 ve cevap ylizeyl yontemi gibi istatistiksel yOntemler de

bulunmaktadir.

Cevap ylizeyi yontemi (response surface, RSM) optimizasyonda kullanilan ¢ok
degiskenli teknikler arasinda yer alan bir metodtur. Bu metod, istatistiksel 6ngoériler yapmak
amaciyla bir veri dizisinin davranigini tanimlamasi gereken deneysel verilere bir polinom
denkleminin sigdirilmasini temel alan matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir butunudur.

Bir cevap ya da ilgilenilen cevaplar dizisi birkag degiskenden etkilendiginde iyi bir sekilde
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uygulanabilir. Amag, en iyi sistem performansini elde etmek icin bu degiskenlerin seviyelerini

ayni anda optimize etmektir (Bezerra, Santelli, Oliveira, Villar ve Escaleira, 2008).

Bu tez kapsaminda, en yiiksek enzim aktivitesine ulasabilmek i¢in ultrasonikasyon
prosesi parametreleri olan siire, amplitiit ve ¢ozeltide kullanilan maya miktarini optimize etmek
amaglanmugtir. Ultrasonikasyon iglemi ile en yiiksek enzim aktivitesine sahip ham enzimin elde
edilmesi ileri saflastirma ¢alismalarinda ¢ok daha kaliteli bir hammadde ile ¢alisabilme olanagi

saglayacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enzimlerin Kisa Tarihi

[k ¢aglardan bu yana insanlar enzimlerden yararlanmislardir. Ornegin; maya, ekmek,
peynir, sarap, bira gibi gida {riinlerinin liretiminin diginda deri, keten, ¢ivit islenmesinde de
enzimlerden yararlanildigi bilinmektedir (Kirk, 2002). Ilyada destaninda M.O. 600 civarmnda
peynir tiretiminde siitli kesmek i¢in fisin (incir agaci 6zii) kullanimindan bahsedilmistir. Sarap
{iretimi i¢in mayalarm kullanimi ¢ok eski bir yontemdir ve ilk olarak M.O. 2100 civarinda

Hamurabi Kanunlarinda bahsedilmistir (Buxbaum,2007).

Enzimlerle ilgili bilimsel calisma ve bulgular 18. yiizyildan sonra ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Spallanzani 1783 yilinda yapmis oldugu calismada atmaca mide suyunun eti
yumusattigini gozlemleyerek midede pepsin enziminin varligim tespit eden ilk bilim insani

olmustur (Buxbaum,2007).

Kirchoff’un 1811 yilinda bugday nisastanin zamanla dekstrin ve sekerlere dontistiigiinii
tespit etmesi, 1830 senesinde Robiquet, Boutron ve Chalan’in amigdalinin ac1 badem tarafindan
hidrolizlendigini bulmalari, enzim alanindaki yapilmis ilk ¢alismalar olarak kabul edilmistir

(arar, 2008).

Enzimoloji alanindaki en onemli gelismelerden birisi Fransiz kimyagerler Payen ve
Persoz’un 1833 yilinda, nisastayr sekere doniistiiren termostalabil bir maddeyi alkol
coktiirmesiyle saflastirmalar1 olmustur. Giinlimiizde amilaz olarak tanimlanan bu enzim ilk
zamanlarda diastaz olarak adlandirilmis ve bugiin enzimlere dair ¢ogu geleneksel ve tiim

sistematik isimlendirmedeki —ase eki temelini bu ¢alismadan almistir (Caligkan, 2011).

1834 yilinda, Alman bilim insan1 Schwann, pepsin enzimini oldukca yliksek saflikta
izole etmistir (Buxbaum,2007). Berzelius 1835 yilinda, giinlimiizde amilaz olarak
isimlendirdigimiz diastaz ile nisastayr hidrolize etmis ve 1838 yilinda enzimler i¢in ilk kez

katalizor (biyokatalizor) ifadesini kullanmistir.

Enzimlerin kesfinin ilk zamanlarinda ¢ogu arastirmaci, fermentasyon olaylarinda
mayalar ve mayalarin etkilerini inceledigi i¢in, enzimleri tanimlamak amaciyla ferment
sozcliglinii kullanmiglardir. Louis Pasteur, 1850’lerde seker ve maya varhiginda alkol

fermentasyonunun gerceklestigini gozlemlemis olup, fermentasyonun canli hiicrelerde



gerceklestigi fikrini savunmustur. Bu fikrin aksine Liebig, fermentasyonun sadece canli
hiicrelerde gerceklesmeyecegini, cansiz ortamlarda da olabilecegini iddia etmistir. Frederick

W. Kiihne, 1878de ilk kez bu fermentleri enzim terimi ile tanimlamistir (Topal, 1985).

Biichner, 1897 yilinda maya hiicrelerinden izolasyon gerceklestirerek, enzimlerin canlt
maya hiicreleri disinda da ayn1 fonksiyonlarini yerine getirdigini ispat ederek, dnceden yaganan

fikir ayriliklarma son vermistir (Hammamchi, 2014; Ozding, 2019).

1894 yilinda Emil Fischer, enzimlerin substratlaria olan 6zgiinliiklerini ortaya koyarak
anahtar-kilit modelini, 1959 yilinda ise Koschland uyum olusturma (el eldiven) modelini
kullanarak enzimlerin spesifikligini ortaya koymuslardir. Her iki model dogrultusunda bugiin

hala gegerliligini korumakta olan adimlar atilmistir.

1926 yilinda Sumner, fasulyeden ilk kez {reaz enziminin izolasyon ve
karakterizasyonunu gerceklestirmistir. 1947’de iireaz kristallerinin tamamen proteinden
meydana geldigini ileri slirdiigii hipotezi ile Sumner Nobel 6diiliinii almay1 hak kazanmigstir
(arar, 2008). Bunun ardindan 1930’larda John Northrop ve Moses Kunitz pepsin ve tripsin

enzimlerini kristalize edip, bunlarin protein yapida olduklarini1 bulmuslardir.

Enzimler, metabolik tiim reaksiyonlarin ilimli kosullarda ger¢eklesmesini saglayan ve
bu reaksiyonlar1 koordine eden kimyasal bakimdan protein ana yapida olan molekiillerdir.
Yiiksek sicaklikta denatiire olup etkinliklerini kaybederler. Bunun haricinde ortam pH's1, ¢esitli
aktivitor ve inhibitorler, basing gibi faktorlerin enzimlerin ¢alisma hizlarini ve mekanizmalarini

etkiledigi yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (Atasagungil, 1965).

Enzimlere dair ¢aligmalar yirminci yiizyilin sonlarina dogru artis géstermistir. Bunun
sonucu olarak pek ¢ok enzim saflastirilmistir. Bircok enzimin kimyasal yapist ve calisma
mekanizmasi agiklanmigtir. Farkli alanlarla enzim kullanimi her gegen giin artmakta ve

yayginlagsmaktadir.

2.2. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Enzimler ile yapilan ¢aligmalarin ilk yillarinda, kesfedilen enzimin sonuna —az eKi
getirilerek isimlendirme yapilmustir. Ornegin; iireaz, lipaz, amilaz gibi. Fakat 1950’lerin sonuna
gelindiginde bulunan enzim sayisinin artmasi ve arastrmacilarin ayni enzime farkli isimler

vermelerinden dolayr karisikliklar yasanmistir. Bu karigikliklarin ortadan kaldirilmasi icin



Uluslararas1 Biyokimya Dernegi (Intarnational Union of Biochemistry) tarafindan, 1956 yilinda
Uluslararast1 Enzim Komisyonu (International Comission on Enzyme) kurulmustur. Bu
komisyonun gorevi; enzimlerin adlandirilmasi, siniflandirilmasi, aktivite birimlerinin ve enzim

kinetigi ile ilgili sembollerinin belirlenmesi olmustur.

Enzimlerin adlandirilmast ve numaralandirilmas: ig¢in temelde ii¢ ana prensip
belirlenmistir. Birincisi; tek enzimler igin, sonu —az eki ile biten isimler kullanilmalidir.
Ikincisi; enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore isimlendirilmelidir. Ugtinciisii; birbirinden
farkl tipte birden ¢ok reaksiyon adimini katalizleyen enzimler adlandirilirken katalizledigi ilk
reaksiyon adimi esas alinmalidir. Biri sistematik digeri ise geleneksel olmak tizere enzimler

genellikle iki isime sahiptir (Aehle, 2004).

1961 yilinda enzim komisyonunun hazirladigi rapora gore enzimler katalizledikleri
reaksiyon tipine gore alt1 ana gruba ayrilmistir. Bu alt1 grubun dort ile on ti¢ arasinda degisen
alt siniflar1 mevcuttur. Bu simniflarda yer alan her enzim dort rakam ile belirlenen bir enzim kod

numarasi (E.C. No) ile ifade edilmistir.

1. Birinci rakam, enzimin alt1 ana béliimden hangisinde yer aldigini ifade eder.
2. Ikinci rakam, etki ettigi kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu simgeler.
3. Ugiincii rakam, alic1 grubu gosterir.

4. Dordincl rakam, serinin alt-alt sinifinin numarasini tanimlar.

Katalizdekleri reaksiyonun tipine gore adlandirilan enzimlerin alt1 ana grubu asagidaki

gibidir:

1. Oksidorediktazlar: Oksidasyon (ylkseltgenme) ve reduksiyon (indirgenme)
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Yiikseltgenme reaksiyonu; molekiile oksijen
eklenmesi veya hidrojen ayrilmasi, indirgenme reaksiyonu; molekiilden oksijen ayrilmasi veya

hidrojen eklenmesi olarak tanimlanabilir.

2. Transferazlar: Bir molekiilden hidrojen disinda kalan gruplarm transferini

katalizleyen enzim smifidir.

3. Hidrolazlar: Bu grup, su katilmasi ile baglarin pargalandigi hidroliz tepkimelerini
katalizlemektedir. C-O, C-N, C-C gibi baglar hidrolitik olarak yikima ugrar.



4. Liyazlar: Hidroliz ya da oksidasyon reaskisyonu disinda yollarla cesitli kimyasal
baglar1 kirabilen, genellikle bunu yeni bir ¢ifte bag olusumu ve ¢ifte baga katilma seklinde

gerceklestirirler.

5. Izomerazlar: Molekiil icindeki geometrik ya da yapisal yeniden diizenlemeyi
katalizlerler. Katalizledikleri izomerizasyon tiplerine gore; rasemaz, epimeraz, izomeraz,

tautomeraz, mutaz gibi degisiklik gésteren isimler alabilirler.

6. Ligazlar: Fosfat enerjisinden yararlanarak yiiksek enerjili baglarm C, O, S ve N

arasinda yeni bag olusumunu katalize ettigi enzimlerdir (Atasagungil, 1965).

Enzimlerin adlandirilmasi ve smiflandirilmasma dair bazi 6rnekler “Cizelge 2.1'de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve smiflandirilmasi

Enzim Sinifi Enzim Enzim Kod (E.C.)
Oksidorediiktazlar Alkoldehidrogenaz 1.1.11
Transferazlar Hekzokinaz 2.7.1.2

Hidrolazlar Invertaz 3.2.1.26

Liyazlar Purivat dekarboksilaz 41.1.1
[zomerazlar Alanin rasemaz 5.1.1.1

Ligazlar Purivat karboksilaz 6.4.1.1

2.3. invertaz Enzimi

E.C.3.2.1.26 enzim koduna sahip olan invertazlar (B-fruktofuranozidaz), sakkarozun
glikoz ve fruktoz hidrolizini katalize etmek amaciyla spesifik olarak tanimlanmis hidrolaz sinifi
enzimlerdir (Bhatti, Asgher, Abbas, Nawaz ve Sheikh, 2006; Osman, Kara, Uzun, Besirli ve
Denizli, 2005).

Invertaz enzimi; invert seker surubu iiretimi, sekerleme ve biskiivi tiretimi, meyve suyu

ve alkollii icecek iiretimi, bebek mamasi iiretimi, hayvan yemi {iretimi ve farmasotik



uygulamalar gibi invert sekerin sakkaroza tercih edildigi ¢ok farkli endiistri kollarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Guimaraes, Terenzi, Polizeli ve Jorge, 2007; Sirisatesuwon vd., 2019).

Genel tepkime mekanizmast “Sekil 2.1 ”de gosterilmis olan invertaz karboksilik grup
bakimindan zengin, krem renkli ve sivi yardimi ile ¢dziinebilen bir enzimdir. Kimligi ilk

belirlenen proteinler arasinda yer almasi da invertaz enziminin dnemini arttirmaktadir.
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Sekil 2.1. invertaz enziminin genel tepkime mekanizmasi (Kat ve Keskin, 2013)

Invertaz enzimi ile yapilmis olan ¢alismalar incelendiginde bitkiler, baz1 hayvan
dokular1 ve 6zellikle mikroorganizmalar ile kontrollii kosullar altinda ¢alisildiginda enzim elde

edildigi gozlemlenmistir.

Karkas (2009) tarafindan yapilan ¢alismada enzim kaynagi olarak S. cerevisiae
kullanilmistir. Enzim aktivitesine etki eden bazi faktorlerin etkisi incelenmis pH, sicaklik ve
depolama gibi bazi kararlilik testleri uygulanmistir. Enzim aktivitesi dinitrosalisilik asit (DNS)
yontemi ile, protein tayini ise Bradford yontemi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen invertaz
enziminin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 186 mM ve 29,8 U olarak bulunmustur. Ekstrakte
edilerek saflastirilan invertaz enziminin endiistride rahatlikla kullanilabilecek 6zelliklere sahip

oldugu bildirilmistir.

Sahin (2015) yapmis oldugu g¢alismada ak dut (Morus alba) meyvesinde bitkisel
kaynakli invertaz ekstrakt1 elde etmistir. Invertaz enzimi basit ve geleneksel metodlar ile ak
duttan izole edilmistir. Enzimin izolasyonu ve kismi saflastirmasinda homojenizasyon ve
santrifiijleme adimlar1 sirasiyla takip edilmistir. Yapilan invertaz ve protein tayini sonucunda
4,01 U/mg spesifik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Uygulanmis olan ileri saflagtrma
teknikleri ile bu aktivitenin 5 kat attirildig1 ifade edilmistir.



Bir diger ¢calismada, enzim kaynagi olarak kokulu kara tiziim (Vitus alba) kullanilmistir.
Aragtirmaci temin ettigi liziimleri ¢aliymaya uygun bir enzim preparati elde etmek i¢in invertaz
enzimini geleneksel metodlar ile izole ederek kismi olarak saflastirmistir. Enzimin izolasyonu
ve kismi saflagtirilmasinda sirastyla; homojenizasyon ve santrifiijleme adimlarini takip etmistir.
Elde edilen preparat ileri saflagtirma yontemlerinden olan ii¢ fazli saflagtirma sisteminde enzim
kaynag1 olarak kullanilmistir. Invertaz enzimi aktivitesi DNS, protein tayini ise Bradford
yontemleri ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda invertaz enziminin aktivite, protein
ve spesifik aktivite degerleri sirasiyla 4,3 U, 0,95 mg ve 4,5 U/mg olarak bildirilmistir. Kokulu
kara tGzimden invertaz enzimi 10,3 gibi yiiksek bir saflastirma katsayisiyla saflagtirilmistir.
Elde edilen enzim ile yapilan ileri saflastrma ve immobilizasyon caligmalari sonucunda
baslangi¢ aktivitesinin %10’a yakinini koruyabildigi tespit edilmistir. Arastirmaci daha yiiksek
aktivite gosteren immobilize enzim eldesine dair ¢aligmalara devam edilecegini bildirmistir
(Kat, 2013).

Yine bitki kaynakl invertaz liretimi ¢aligmasinda Yiicekan (2008), enzim kaynagi
olarak domatesi kullanmis olup spesifik aktivite degerinin saf enzim i¢in 31 U/mg seviyesinde

oldugunu bildirmistir.

Duman ve Kaya (2014) tarafindan patatesten invertaz eldesine yonelik bir ¢alisma
gergeklestirilmistir. Saflastirilan enzimin kinetik ozellikleri arastirilmis, patatesten invertaz

enzimi geri kazanim oranmin oldukea yiiksek oldugu sonucuna varilmastir.

Akardere, Ozer, Bigcak Celem ve Onal (2010) mikroorganizma kdkenli bir kaynak olan
S. cerevisiae kullanarak invertaz enzimi tiretimi gergeklestirmislerdir. Ticari olarak satilan
ekmek mayasmin kullanildigi c¢alismada enzim aktivite degerinin 136,5 IU/ml olarak

bulundugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Uygun kaynak belirlendikten sonra, invertaz enzimi eldesi gerceklestirilmekte ve
amacina uygun olarak farkli sektorlerde kullanilmaktadir. Fakat inverteaz enzimi yapisindan
kaynakli olarak bulundugu ortama direkt olarak salgilanamadigi i¢in baz1 miidahalelere gerek

duyulmaktadir.

2.4. Ultrasonikasyon

Enzim tretiminde oncelikle uygun bir kaynak secilir. Bu kaynak bitki, hayvan ya da

mikrorganizma kokenli olabilir. Uretilecek enzimin intraselliiler ya da ekstraselliiler enzim olup
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olmadigina dair arastirma yapilir. Ekstraselliiler enzimler hiicrenin bulundugu ortama direkt
olarak salinmaktadir. Ayn1 durum intraselliiler enzimler i¢in gegerli degildir. Intraselliiler
enzimlerin hicre duvar1 ve ilgili yapilari; ultrasonikasyon, dondurup ¢dzdiirme, soguk sok,
osmatik sok, kat1 kirma, sivi kirma, deterjan uygulamasi, alkali uygulanmasi, EDTA ve lizozim
uygulanmasi gibi islemler ile muamele edilip parcalanmasi ile hiicre igeriginin disartya alinmasi

gerekmektedir ( Atasungil, 1965; Weijers ve Van’t Riet, 1992; Wiseman, 1993).

Hiicre pargalanmasi i¢in kullanilan teknikler arasinda ultrasonikasyon (sonikasyon),
laboratuvar olgeginde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Wang ve Sakakibara, 1996).
Ultrasonikasyon, insan isitme esiginin (> 16 kHz) {izerinde frekanslara sahip ses dalgalar1
olarak tanimlanir ve en temel tanimiyla, frekans1 20 kHz veya daha fazla olan basing dalgalarmi

ifade eder (Demirddven ve Baysal, 2008).

Genel olarak, ultrason ekipmani 20 kHz ile 10 MHz arasindaki frekanslar1 kullanir. 20
ile 100 kHz arasinda olan daha diisiik frekansh fakat daha yiliksek giiclii ultrason, olusturdugu
kavitasyon (gaz kabarciklarinin patlamasi) ile mikroorganizmalar1 inaktive etmek i¢in gida
islemede kullanilmaktadir (Demirdoven ve Baysal, 2008). Diisiik yogunluklu ultrason;
fizikokimyasal Ozellikler hakkinda bilgi saglarken, yiiksek yogunluklu ultrason;
emiilsifikasyon, homojenizasyon ve ekstraksiyon icin kullanilmaktadir. Ultrasonikasyon,
gidalarin kalitesini arttirmak i¢in kullanilan hizli, etkili ve glivenilir bir yontemdir. Ayrica farkli

ozelliklere sahip yeni gida tiriinlerinin gelistirilmesinde de kullanilmaktadir (Soria ve Villamiel,

2010).

Kim ve Zayas (1989) tarafindan yapilmis olan ¢alismada, ultrasonikasyon yardimi ile
kimozin ekstraksiyonunun isleme parametreleri incelenmistir. Kimozin ekstraksiyonunun
ultrasonikasyon ile muamelesi sonucu optimal parametreler; spesifik yogunluk 20 kHz ve

frekans 36 W/ cm?, uygulanma siiresi 80 d, sicaklik 25 °C olarak bildirilmistir.

Salvia officinalis (adagayi)’den farmasotik olarak aktif bilesiklerin elde edilmesinde
geleneksel ve ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon yontemlerinin karsilastirilmas: amaciyla
bir calisma yapilmistir. Salisova, Toma ve Mason (1996)’a gore bu ¢aligmada kullanilan
ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon sayesinde, geleneksel ekstraksiyona gore daha kisa
strede daha yuksek verimde ekstrakt elde edildigi belirlenmistir. Tekrarli ve kontrollii bir
sekilde gegeklestirilen deneylerin sonucuna gore Salvia officinalis 'ten ultrasonikasyon banyosu

kullanilarak elde edilen ekstraktin optimum kosullarinin 30 °C’de 12 saat oldugu bildirilmistir.
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Ultrasonikasyon banyosuna mekanik karistrma eklenmesi ile 20 °C’de 2 saat siire ile
gerceklestirilen deneyde aktif bilesiklerin %60 diizeyinde bir ekstraksiyon gergeklestigi sonucu
elde edilmistir. Bununla birlikte, bu teknigi kullanirken karsilagilan tek zorluk, ekstraksiyon

sicakliginin dogru bir sekilde kontrol edilememesi oldugu sonucuna varilmistir.

Vinatoru (2001) tarafindan gerceklestirilen derleme tarzi galismada ise sifali bitkilerden
biyoaktif bilesiklerin ultrasonikasyon destekli ekstraksiyonun yardimui ile eldesi arastirilmistir.
Arastirmalar sonucunda ultrasonikasyonun ¢dziicli ekstraksiyonuna yardimeci oldugu ve
fitofarmasotik ekstraksiyon endiistrisi i¢in etkili bir ara¢ oldugu ispatlanmistir. Ultrasonikasyon
destekli ekstraksiyonun, hem kii¢iik hem de biiyiik 6l¢ekte kullanilabilen ¢cok yonlii bir teknik
oldugu bildirilmistir.

Gida ve ilag endiistrisi i¢in gergeklestirilen bir ¢alismada ultrasonikasyon yardimai ile
¢ozlcl olarak biitanol, etil asetat ve etanol kullanilmasi ile Rosmarinus Officinalis (biberiye)
bitkisinden karnizoik asitin ekstraksiyon verimini arttirmak hedeflenmistir. Sicaklik 47 ve 53
°C arasinda sabit tutularak bitkinin hem kurutulmus hem de taze yapraklar1 kullanilarak
ultrasonikasyon gerceklestirilmistir. Ultrasonikasyonun her ii¢ solvent i¢in de karnisoik asit
verimini arttirdigi ve ekstraksiyon siiresini azalttigi1 belirlenmistir. Ayrica sonikasyon isleminin
coziicii etkisini azalttig1 tespit edilmistir. Ekstrakte edilmis karnizoik asit seviyelerine
bakildiginda ultrasonikasyon etkisinin gida ve ilag¢ sanayisinde istenilen amag i¢in kullanimimin
biiyiik bir potansiyale sahip oldugu sonucuna varilmistir ( Albu, Joyce, Paniwnyk, Lorimer ve
Mason, 2004).

Vanilya bitkisinden vanilin ekstraksiyonu esnasinda geleneksel soxhlet ve
ultrasonikasyon destekli ekstraksiyonun karsilastirilmasi amaciyla Jadhav, Rekha, Gogate ve
Rathod (2009) tarafindan bir ¢aligma yapilmistir. Her iki ekstraksiyon yontemi i¢in farkli islem
periyotlarinin incelendigi calismada; 6 farkli ¢oziicii (etanol, metanol, asetonitril, aseton,
hekzan ve kloroform), numune miktar1 1-3 g, calisma sicakligi 90-100 °C, ¢alisma i¢in 30-90
d olacak sekilde ¢calisilmistir. Geleneksel soxhlet yonteminde 95 °C’de 66,67 ml/g ¢6ziicii orani
kullanilarak 8 saatte 180 ppm vanilin ekstrakti elde edilmistir. Ayni sicaklik ve ¢oziicii oraninda
ultrasonikasyon destekli ekstraksiyonda ise 1 saat i¢inde 140 ppm vanilin ekstrakti tespit
edilmistir. Islem siiresi ve elde edilen ekstrakt miktar1 agisindan bakildiginda ultrasonikasyon

destekli ekstraksiyon ile daha verimli bir ¢alisma gergeklestirilecegi sonucuna varilmistir.
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Escherichia coli’nin ultrasonikasyon yontemi ile inaktivasyonunun saglandigi bir
caligma Furuta vd. (2004) tarafindan gergeklestirilmistir. Sonikatérde 27,5 kHz’den yiiksek
yogunlukta dalgalarla ¢alisgilmistir. E. coli hiicrelerinin %99 duizeyinde inaktivasyonu icin 180

amplitiit genlikte ¢alisilmas1 gerektigi tespit edilmistir.

Fahmi, Khodaiyan, Pourahmad ve Emam-Djomeh (2011) yaptiklar1 g¢alismada
ultrasonikasyon uygulamasmin soya fasulyesinden ekstrakte edilen soya siitiiniin protein igerigi
ve reolojik 6zellikleri tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Calismada islem sicakligi 20 ve 40
°C, islem siireleri 20, 40, 60 d gibi farkli islem parametreleri ve 35 kHz frekansli dalga boyu
kullanilmistir. Ultrasonikasyon uygulamasinin soya siitliniin protein icerigini yaklasik %6,3

gibi 6nemli bir oranda arttirdig1 sonucuna varilmistur.

Adulkar ve Rathod (2014) tarafindan yiiksek yag icerikli siit tirtinleri atik suyunun
ultrasonikasyon destekli enzimatik ©On aritmasi iizerine bir g¢alisma gerceklestirilmistir.
Katalizor olarak lipaz z enzimi kullanilan ¢alismada 2000 mg/l yag icerigi olan siit {irliniiniin
enzimatik On hidrolizi gerceklestirilmeye calisilmistir. Farkli islem parametrelerinin denemis
oldugu ¢alismada %78’lik maksimum hidroliz i¢in; %0,2 enzim yiiklemesi yapilip, 30 °C
sicaklikta, 25 kHz’de 165 W ultrasonikasyon giiciiyle calisilmistir. Ultrasonikasyon etkisi
altindaki 6n hidrolizin geleneksel yontemlere kiyasla reaksiyonun siiresini 24 saatten 40
dakikaya diisiirdiigii tespit edilmistir. Ileride gergeklestirilecek ¢alismalarda ultrsonikasyonun

kullanilmasi ile zamandan tasarruf saglanacagi kanitlanmistir.

Domates peroksidazinin inaktivasyonu iizerinde sicaklik ve ultrasonikasyonun etkisi
Sahin Ercan ve Soysal (2011) tarafindan incelenmistir. Termal inaktivasyon i¢in 63, 64, 65, 66
ve 67 °C sicakliklar ile calisilmistir. Ultrasonikasyonun domates peroksidazi iizerine etkisini
gozlemlemek icin 20-150 saniye siireyle %15, %25, %40, %50 ve %70 gii¢ araliklari
arastirilmistir. Ultrasonik gii¢ arttikga inaktivasyon oranmin arttigi gozlemlenmistir. %100
oraninda peroksidaz inaktivasyonun 150 saniye %50 gii¢ ve 90 saniye %75 giigte oldugu tespit
edilmigtir. Sicaklik ve islem siiresinin domates Oziitliniin peroksidaz igeriginde 6nemli bir
azalma gdzlenirken, ultrasonik islem sonucunda domates 6ziitiiniin peroksidaz icerigi tizerinde

onemli bir etkiye sahip olmadigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Tang, Huang ve Lim (2003) ultrasonikasyonun kitosan molekilleri ve nanopartikiller
tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla bir ¢aligma yapmislardir. Molekiiler agirligi 146

kDa olan kitosan HCI’nin ve %96 olan deasitilasyon derecesinin artan ultrasonikasyon genligi
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ve stiresi ile azaldigi tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda yiiksek yogunluktaki
ultrasonikasyonun kitosan ve nanopartikiillerinin islevlerini etkileyecek onemli tahribat
olusturdugu, ultrasonikasyon ile daha diisiik giic ve daha kisa siirelerde calisilmasi gerektigi

sonucu elde edilmistir.

Siirekli  ultrasonikasyon igleminin Vaccinium corymbosum (yaban mersini)
mikrobiyolojik, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri (zerine etkisi ile ilgili bir caligma
gergeklestirilmistir. Mohideen vd. (2015) ultrasonik islemcinin siirekli akis hiicresine 24 mL /
d ya da 93,5 mL / d'da pompalayip ve burada 13,88 + 2,45, 43,45 + 4,12 ve 73,60 + 5,35 (J /
mL) olmak iizere ii¢ islem seviyesinde sonike islemi gergeklestirmislerdir. Ultrasonikasyon
uygulanmis ve ultrasonikasyon uygulanmamis sular, koliformlar, toplam aeroblar, mayalar ve
kiifler i¢in analiz edilmistir. Ultrasonikasyonun mikrobiyal sayimlar1 6nemli 6lglide azalttigi
tespit edilmistir. Ultrasonikasyon iglemi, yaban mersini suyunun antosiyaninlerini ve rengini
korudugu gozlemlenmistir. Calisma sonucunda, ultrasonikasyonun 1s1l isleme kiyasla alternatif

bir yontem olabilecegi gosterilmistir.

Salehan, Sulaiman ve Ajit (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Labisia pumila
bitkisinin ekstraksiyonunda ultrasonikasyon ve sicakligin etkisi incelenmistir. Caligmada siire
1-8 saat, sicaklik 40, 50, 60 ve 80 °C, sonikasyon giicii %40 ve drnek orani 1:10 olacak sekilde
deneyler gerceklestirilmistir. Gallik asit ekstraktinin 6 saatte 50 °C’ye kadar yiikselen sicaklikta
arttig1 bulunmustur. Ultrasonikasyon yardimiyla gerceklestirilen ekstraksiyon ile en yiksek
gelisme 50 °C'de 2,26 kat oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar tarafindan ultrasonikasyonun
herhangi bir kimyasal yardim olmadan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunu gelistirdigi

sonucuna varildig bildirilmistir.

Paniwnyk, Beaufoy, Lorimer ve Mason (2001) yapmis olduklar1 ¢alismada Sophora
japonica bitkisinin tomurcuklarindan elde edilen ekstraktm ultrasonikasyon ile eldesini
incelemiglerdir. Coziicii olarak seyreltik sulu alkali ve metanol kullanan geleneksel
ekstraksiyon yontemleri, ayn1 ¢oziiciiler i¢inde ultrasonik ekstraksiyon ile karsilastirilmstir.
Geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle 2 saat slreyle 80 °C sicaklikta ekstrat elde edildigini,
ultrasonikasyon ile ekstraksiyon gerceklestirildiginde 1 saat gibi kisa bir siirede 40 °C’de
ekstratta %50’lik bir verim artis1 oldugunu belirlemislerdir. Ekstraksiyonlarda ultrasonikasyon
yonteminin kullanilmasi, ekstraksiyon siiresinde 6nemli bir azalma ve verimde maksimum artis

saglamigtir.
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Balasundaram ve Harrison (2005) ultrasonikasyon, yiiksek basingli homojenizasyon ve
hidrodinamik kavitasyon kullanarak S. cerevisiae hiicrelerinin pargalanmasi ile invertaz enzimi
eldesini incelemislerdir. Ultrasonikasyon, yiikksek basingli homojenizasyon ve hidrodinamik
kavitasyonun invertaz salmimindaki enerji verimliligi hesaplanip, ii¢ ekipman kendi arasinda
karsilastirilmigtir. Bozulma igin kullanilan ii¢ cihazdan hidrodinamik kavitasyonun, S.
cerevisiae’den invertaz salimminin diger ikisine kiyasla daha verimli oldugu sonucu elde

edilmistir.

Aureobasidium pullulans’m, sakkarozdan fruktooligosakkarit (FOS) udretimi igin
fruktosiltransferazin (EC 2.4.1.9) ana kaynagmi olusturdugu bilinmektedir. A. pullulans
organizmasinin hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 fruktosiltransferazi iirettigi yapilan arastirmalar
sonucu tespit edilmistir. Lateef, Oloke ve Prapulla (2007), gerceklestirmis olduklari caligmada
ultrasonikasyonun A. pullulans CFR 77'den fruktosiltransferaz salinimi tizerindeki ve ardindan
fruktooligosakkaritlerin enzimatik tiretimi {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Akustik gii¢
(W) ve islem siiresi (d) enzim eldesi i¢in se¢ilmis parametrelerdir. 3, 6, 9, 12 ve 15 dakikalik
islem stiresi i¢in 20, 40 ve 50 W'lik ii¢ akustik gii¢ seviyesi ¢alisilmistir. Akustik gii¢ ve
sonikasyon suresinin, FOS dretimi icin A. pullulans CFR 77'den hiicre igi fruktosiltransferazin
verimli salmimu tizerindeki etkisinin arastirildigi bu ¢alismada sonikasyonun 9 dakika icinde

20 W'lik akustik giiciin en verimli model oldugu sonucuna varildigi bildirilmistir.

Vargas, Piao, Domingos ve Carmona (2004), yapmis olduklar1 ¢alismada siikroz ile
pepton ve seker melasi ile pepton igeren iki farkli ortama yerlestirilen Aspergillus niger'den
invertaz enzimi saliimi ve aktivitesi tizerine ultrasonun etkilerini arastirmiglardir. Sonikasyon
20 kHz’lik bir ultrason kullanilarak 20 ve 40 amplitiitte, 2-10 dakikalik periyotlar {izerinde
gerceklestirilmistir. Sonikasyon varliginda ve yoklugunda kiiltiir stipernatanlarinin toplam ve
spesifik aktiviteleri karsilastirilmistir. Her iki amplitiit i¢cin incelenmis olan zaman
periyotlarinda toplam invertaz aktivitesinde 6nemli bir artig saglanmis ve en yiliksek degerlerin
elde edildigi amplitiit degerinin 20 oldugu sonucuna varmislardir. Ultrason ile hiicre bozulmasi
saglanmis, boylece invertaz salinimi gergeklestirilmis ve 4 dakika sonra enzimin aktivasyonu
da meydana gelmistir. Invertaz iiretiminde, ekstraksiyon ve aktivasyon igin en iyi kosullarm;
seker melas1 ile pepton ortaminda 20 amplitiitte 8 dakika periyodu oldugu sonucuna
varmislardir. Bu yontemin ayn1 zamanda endiistriyel islemlerde kullaniminin biiyiik potansiyal

tagidig1 sonucu elde edilmistir.
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Aktif camurdaki mikroorganizmalar tarafindan salinan hidrolitik enzimler, buradaki
organik madde bozunmasimdan sorumludur. Fakat, bu kaynagin optimal ¢ikarma prosediirii
heniiz iyi bir sekilde olusturulmamistir. Karn, Kumar ve Pan (2013) proteaz ve lipazin
ekstraksiyonu icin iyonik olmayan bir deterjan (TritonX-100) ve katyon degisim reginesi ile
birlikte ultrasonikasyon yardimi ile par¢alama kullanarak aktif camurdan ekstrakt eldesi lizerine
caligma gergeklestirmislerdir. Lipaz ve proteaz ekstraksiyonunda sirasiyla %0,1 ve %1 Triton
X-100 konsantrasyonunun giiglii bir etkiye sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Aktif ¢amur
prosesinden farkli enzimler i¢in enzim ekstraksiyon prosesinin daha yakindan incelenmesi
gerektigi ve bu calismanin enzimlerin diger endiistrilerden de ekstraksiyonu i¢in bir temel

olusturabilecegi caligmacilar tarafindan bildirilmistir.

Ultrasonikasyon su ve atik su aritimi i¢in ileri oksidasyon proseslerinde kullanilan
yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Genel olarak ultrasonikasyon, fiziksel ve kimyasal
kirleticilerin yani sira patojenik mikroorganizmalar1 da sonikasyon yontemiyle yok edebilen ve
parcalayabilen bir dezenfeksiyon islemidir. Budari, Ali, Hamid ve Musa (2015), incelemis
olduklar1 c¢alismada dezenfeksiyon siirecinde bakteriyel bozulma i¢in ultrasonikasyon
yontemini gozden gegirmislerdir. Su ve atik su aritma ¢aligmalarinda fiziksel aritma yontemi
olarak; 1s1l islem, darbeli elektrik alan ve membran aymrmadan yaralanilmaktadir.
Dezenfektanlarin kullanildig1 kimyasal aritma yontemleri arasinda; ozon, klor dioksit, brom,
brom kloriir, bakir/giimiis, potasyum permanganat ve hidrojen peroksit kullanildigina yapilan
arastirmalar socunda ulasilmistir. Gergeklestirilmis olan c¢alismada ultrasonikasyon
Escherichia coli bakterisinin tizerine bes dakika uygulanmasmin ardindan diger fiziksel ve
kimyasal aritma yontemlerinden daha etkili bir sonug¢ elde edildigi arastirmacilar tarafindan
gbzlemlenmistir. Dezenfeksiyon isleminde mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesi veya
bozulmasi, su temini gergeklestirilen tesislerde Onemli bir konudur. Geleneksel
mikroorganizma aritma yontemleri bazi siirlamalara ve uygulama zorluklarma sahiptir. Bu
sebeplerden dolayi yenilik¢i ve ¢evre dostu bir uygulama olan ultrasonikasyon teknolojisinin
su ve atik su aritma islemlerinde mikroorganizmalardan kurtulmak i¢in kullanilmasinda yeni

bir alternatif olusturacagi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Ultrasonikasyon isleminde bu ¢aligma icin dnemli olan parametreler amplitiit, siire ve
¢ozeltide kullanilan maya miktari olarak belirlenmistir. En dogru parametrelerin se¢imi yani bu
prosesin optimize edilmesi verimlilik agisindan ¢ok Onemlidir. Proses parametrelerinin

seciminde geleneksel istatistiki yaklagimlar kullanilabilmesine karsin, belirli parametre
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araliklarinda daha detayli proses modelleme olanagi veren modern tekniklerin kullanimi son
yillarda yayginlasmaktadir. Temel bilesen analizi, yapay sinir aglar1 ve cevap ylizeyi yontemi
gibi proses modelleme ve optimizasyonunda kullanilan yontemler literatiirde siklikla

kullanilmaktadir.

2.5. Cevap Yuzey Yontemi

Cevap ylizeyi yontemi ( Response Surface, RSM), cok c¢esitli alanda deneysel model
olusturma ve optimizasyon ic¢in kullanimi tercih edilen istatistiksel tekniklerin bir
kombinasyonudur ( Alvarez, Ilzarbe, Viles ve Tanco, 2016). RSM ilk olarak 1950’lerde Box
ve Wilson tarafindan gelistirilmistir. Ekstraksiyon islemi, gida muhafazasi, fermantasyon, tarim
ve diger mithendislik alanlarmni iceren cesitli deneysel tasarimlarda cevap yiizeyi yontemi
uygulanmistir (Alvarez, I1zarbe, Viles ve Tanco, 2016; Myers, Montgomery, Vining, Borror ve

Kowalski, 2004).

Cevap ylizeyl yontemi; deneylerin tasarimi, regresyon Yyoluyla yanit yiizeyi
modellemesi ve optimizasyon olmak {izere ii¢ asamadan meydana gelmektedir (Said ve Amin,

2015).

Yigit, Aktas ve Sahan (2013), yapmis olduklar1 ¢alismada endiistride iy1 bilinen bakteri
kiltdrlerinden L. brevis’in ¢ogalma kosullarini cevap yiizey yontemi kullanarak optimize
etmek ve ¢ogalma kinetiklerini arastirip gézlemlemeyi hedeflemislerdir. Calisma iki kistmdan
meydana gelmektedir. Birinci kisimda; uygun mikroorganizma ve bu mikroorganizmanin
biliylime ortamlarmi belirlenmistir. Bunun yani1 sira ¢ogalma hizini etkileyen parametreler; pH,
sicaklik (°C) ve Cd iyonu derisimi (mg/L) olarak belirlenmis ve bu parametrelerin uygun
araliklar1 tespit edilmistir. Ikinci kisimda; cevap yiizeyi yontemi icinde yer alan merkezi
kompozit tasarim ile 6zgiil cogalma hiz1 yanit olarak alinarak ii¢ parametrenin optimizasyonunu
calismiglardir. L. brevis i¢in en iyi 6zgiin ¢ogalma hizi kosullar1 pH 5,72, sicaklik 33,01° C ve
Cd derigimi ise 34,01 mg/L olarak bildirilmistir. Belirlenen optimum kosullar altinda en yiiksek

0zgiil cogalma hiz1 0,0797 1/saat olarak model esitliginden hesaplanmuistir.

Das, Roy, Bhattacharjee, Chakraborty ve Bhattacharjee (2015), gerceklestirmis
olduklar1 calismada serbest ve hareketsiz modda laktoz hidrolizi i¢in yanit yiizey metodundan
(RSM) yararlanarak proses degiskenleri arasindaki etkilesimleri optimize etmeyi

hedeflemislerdir. Opimize edilecek parametreler olarak; sicaklik (15-45 °C), ¢Ozelti pH (5-9)
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ve [-galaktosidaz enzim konsantrasyonu (2,8 mg/mL) belirlenmistir. Serbest modda
maksimum laktoz hidrolizi elde etmek i¢in sicakhigin 35,5 °C, pH’nin 6,7 ve enzim
konsantrasyonunun 6,7 mg/mL seklinde optimize edilmistir. Immobilize modda ise sicaklik 30
°C’de, pH 5’te, enzim konsantrasyonunun degeri 5,2 mg/mL seklinde optimize edilmistir.
Serbest moddaki enzim ile sadece kesikli ¢alisilabilecegi, ancak immobilize enzim modu ile
hem kesikli hem de siirekli islem icin kullanilabilecegi tespit edilmistir. Immobilize enzimin,
daha iyi enzim termostabilitesine, pH toleransina, birka¢ dongii i¢in yeniden kullanilabilir ve
enzim aktivitesinin kaybim1 énlemeye yardimci oldugu tespit edilmistir. immobilize enzimin

yeniden kullanilabilir olma 6zelliginin islem maliyetini diisiirecegi bildirilmistir.

Bir baska calismada ise Velioglu ve Celikyurt (2016), bakteriyel ve fungal alfa amilaz
{iretimini cevap yiizeyi ydntemi ile modellemislerdir. Uretimde besin bileseni olarak siine zarar1
gormiis bugday ve kirik piring kullanilmistir. Elde edilen model denklemlerine ait R2 degerleri
bakteriyel enzimin siineli bugday ve kirik pirincten iiretildigi calismalar i¢in sirastyla 0,719 ve
0,621, fungal enzimin stineli bugday ve kirik piringten tiretildigi ¢aligmalar igin sirasiyla 0,965
ve 0,922 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢calisma sonucunda elde edilen degerler ve optimizasyon
sonuglar1 dogrultusunda Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens ile stneli
bugdaydan a-amilaz iiretimi ¢alismasinda en yiiksek enzim aktivitesinin 33,27°C, 77 saat ve
0,39 g/100 ml siineli bugday varliginda ulasilabilecegi model tarafindan tahmin edilmistir. Ayn1
bakteri kullanilarak ve substrat olarak kirik piring varliginda en yiiksek enzim aktivitesinin ise
bilesen miktar1 ve sicaklik degerleri siineli bugday kullanilan deneme parametreleri ile ayni
olmak sartiyla 86. saatte en yiiksek degerine ulasacagi model tarafindan tahmin edilmistir.
Aspergillus foetidus kullanilarak siineli bugdaydan ve kirik piringten a-amilaz Uretimi
calismasinda en yiiksek enzim aktivitesine sicakligin 33,27°C, ortama eklenen siineli bugday
ya da kirik piring oranmnin 6,11 g/100ml oldugu ve fermentasyonunu 105. saatinde ulasildigi
tespit edilmistir. Calisma sonuglarina bakildiginda hem bakteriyel hem de fungal a-amilaz
iiretiminde kullanilan mikroorganizmalarin optimum enzim iiretme sicakliginin 28-32°C
araliginm tstiinde oldugu bulunmustur. Yapilmis olan arastirma bu araliktaki optimizasyon
icin yeterli olmasma ragmen, kullanilacak suslarin 6zelliklernin de dikkate alinarak, 30-40°C
araliZinm optimizasyon ¢aligmalarinda denenmesi faydali olacagi arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir.

Kobalt (Co) atik sularda bulunan en dnemli agir metallerden biridir. Kimyasal bazli

endiistrilerdeki atik sularda bulunan Co gibi bazi metaller toksik veya zararl etkiye sahip

17



olabilir. Bu nedenle ¢evresel tehlikeye neden olan atik sularda toksik metallerin giderilmesi
onem arz etmektedir. Sahan ve Yimaz (2017), ger¢eklestirmis olduklar1 ¢aligmada dogal
pomza minerali ile sulu ¢6zeltilerden Co(ll) iyonunun adsorpsiyonla giderimi kesikli sistemde
incelemiglerdir. Merkezi kompozit tasarim (MKT) iceren cevap ylizey yontemi (RSM) pH,
baglangic Co(II) konsantrasyonu (Co) ve sicaklik (T, °C) gibi adsorpsiyonu etkileyen 6nemli
ortam kosullarinin optimize ve modellenmesi amaciyla bir cevap yiizeyi gelistirmek basarili bir
sekilde uygulanmigtir. MKT’de deneysel sonuglarin uydugu quadratik modelden elde edilen
model esitligi ile optimum kosullar belirlenmistir. Bu kosullar sirasiyla; pH 7,79, Co 69,84
mg/L ve sicaklik 20 °C olarak bulunmustur. Bu optimum kosullarda adsorpsiyon kapasitesi
2,816 mg/g ve adsorpsiyon yilizdesi ise %40,32 olarak hesaplanmistir. Daha sonra program

tarafindan elde edilen bu bilgilerin deneylerle dogrulandig: aktarilmistir.

Tiirken ve Pala (2016), yapmis olduklar1 calismada antioksidan icerigi yiiksek bir meyve
olan visneden elde edilen visne suyuna uygun sicaklik kosullarinda (20°C, 30°C, 40°C), farkli
genlik degerlerinde (% 50, % 75, % 100) ve farkl siirelerde (2, 6, 10 dakika) ultrasonikasyon
islemi uygulamiglardir. Visne suyunun antioksidan aktivite degeri deneysel olarak belirlenmis
ve cevap yiizey metodu kullanilarak modellenmistir. Olusturulan model i¢in optimizasyon
genetik algoritma (GA) teknigi kullanilarak yapilmistir. Calisma sonucunda, antioksidan
aktivite optimum degerlerini belirlemek amaciyla cevap yiizey metodu ile GA birlikte
kullaninminin miimkiin olabilecegi gozlemlenmistir. Modelleme igin yanit yiizey metodu ve
optimizasyon i¢in GA’ nin kullanilmasi, etkin ve sistematik bir yaklasim sagladigi

bildirilmistir.

Afshar ve Banisadi (2017), gida paketleme uygulamalar1 i¢in uygun potansiyele sahip
nisasta/jelatin/grafen oksit biyobozunur nanokompozit filmlerin tasarimini ve iiretimi hakkinda
bir caliyma gerceklestirmislerdir. Deneyler, hazirlanan filmlerin 6zelliklerini etkileyen proses
parametreleri olarak jelatin/nisasta agirlik oran1 (G/S agirlik orant) ve % grafen oksit (GO)
agirlik orani tanimlanarak cevap yiizeyi yontemi tizerinden Design Expert yazilimi kullanilarak
tasarlanmistir. Optimizasyon yapilmis ve optimum filmin ¢esitli 6zellikleri atastirilmistir. XRD
ve SEM goriintiileri sonucunda, grafen oksit katmanlarinin nigasta/jelatin matrisinde araya
girebilecegini ve ¢ozelti dokiim yontemiyle elde edilen matriste nanodolgu maddelerinin uygun
sekilde dagildigi dogrulanmistir. Mekanik mukavemet, termal kararlilik, yiizey hidrofilikligi ve
grafen oksitin giiclendirme etkisi uygun bariyer 6zelligi ile iligkili olabilecek GO'nun mevcut

durumunda su buhar1 gegirgenligi iyilestirilmistir. Hazirlanan filmlerin toprak altinda
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bozunmasi 6 hafta boyunca arastirilmis ve sonuglar test siiresi boyunca en az %30 agirlik kaybi
oldugunu gostermistir. Genel olarak, elde edilen sonuglar nigasta/jelatin/GO bilesiminin gida
paketleme uygulamalar1 i¢in biyolojik olarak parcalanabilen nanokompozit filmlerin iiretimi

amactyla iyi bir aday olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Yapilan bir baska ¢alismada Atacan ve Kogak Yanik (2017), fenolik madde icerigi ve
antioksidan aktivitesi yiiksek olan yaban mersininden elde meyve suyu konsantresinden
puskiirtmeli kurutucu yardimiyla meyve tozu iiretim kosullarinin cevap yiizeyi yontemi ile
optimize edilmesini hedeflemislerdir. Calismada kurutma ajani olarak maltodekstrin (DES)
kullanilmistir. Hava giris sicakligi (110-150°C) ve maltodekstrin orani (%20-80) bagimsiz
degiskenler; fenolik madde geri kazanimi ve kurutma verimi ise bagimli degiskenler olarak
belirlenmistir. Verimin ve fenolik madde geri kazaniminin maksimum oldugu optimum
kurutma sartlar1 hava giris sicakligi i¢cin 130°C, maltodekstrin orani i¢in ise %71 olarak tespit
edilmistir. Bu optimum kosulda hava c¢ikis sicakligi 76°C olarak kaydedilmistir. Optimum
kosullarda elde edilen toz yaban mersini (%3,51 nem) igin verim ve fenolik madde geri
kazanim sirasiyla %75,8 ve %86,1 olarak belirlenmistir. Elde edilen toz {iriinde ¢oziiniirlik,
yogunluk, higroskopisite, gozeneklilik, yapiskanlik, akabilirlik, cams1 geg¢is sicakligi, toplam
fenolik madde miktari, toplam antosiyanin miktari, antioksidan kapasite ve renk, kalite
parametreleri olarak incelenmistir. Calisma sonunda yaban mersini suyu konsantresinden
puskiirtmeli kurutucu kullanilarak maltodekstrin varliginda yiiksek verim ve fenolik geri
kazanimi ile mikroenkapsiile toz riin iretilebilmesinin miimkiin oldugunu gdstermistir.
Piiskiirtmeli kurutma sonrasi elde edilen yaban mersini meyve tozlarmin fenolik igerik,
antosiyanin miktari, antioksidan aktivitesi, ¢ozliniirliik, higroskopisite, yogunluk, gézeneklilik

ve renk acisindan oldukga iyi kalitede oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur.

Bu tez ¢aligmasinda da RSM yontemi kullanilmis olup, maya hiicrelerine uygulanacak
ultrasonikasyon islemine ait proses parametreleri olan siire, amplitiit ve ¢ozeltideki maya
miktar1 degerleri bagimsiz degiskenler, ham enzim ekstraktindaki enzim aktivitesi, protein

miktar1 ve spesifik enzim aktivitesi bagimli degiskenler yani cevaplar olarak secilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Tez ¢aligmasinda hammadde olarak kullanilan elekiistii maya Kirklareli Liilleburgaz’da
faaliyet gosteren Lesaffre Turquie A.S. ekmek mayas1 fabrikasindan tedarik edilmistir.
Yaklasik 10 kilograma yakin maya nem ve hava almayacak sekilde laboratuvara getirilmistir.
Analizler gergeklestirilinceye kadar vakumlu posetlere aktarilarak +4°C olan buzdolabi

kosullarinda muhafaza edilmistir.

3.1.1. Arastirmada Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan sodyum asetat trihidrat (CH:COONa*3H:0), asetik asit
(CHsCOOH), 3,5- dinitro salisilik asit (DNS), sodyum hidroksit (NaOH), Na/K tartarat
tetrahidrat (CsH4KNaOs*4H-0), siikroz, Coomasie-Brilliant Blue, etanol, o-fosforik asit,
bovine serum albumin (BSA) analitik saflikta olup Merck (Almanya) firmasindan tedarik

edilmistir.

3.1.2. Arastirmada Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

pH metre (Mettler Toledo, ABD), ultrasonikator (Bandelin HD4200, Almanya), hassas
terazi (RADWAG, Polonya), santirfij (Eppendorf AG, Almanya), spektrofotometre (Mecasys
Optizen POP, UV-Vis, Kore), manyetik karistirici (Wisestir, Kore), su banyosu ( JK-WBN-
150A, Cin), vortex mixer (ISOLAB, Turkiye).
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3.2. Metod

Calismada gergeklestirilen islem adimlar1 “Sekil 3.17”de gosterilmistir.

Ham maya Depolama Tamponlama Ultrasonikasyon
gergeklestirildi islemi gerceklestirildi

Siipernatant
deneylerde kullanild falkonlara aktarildi

Santrifiij islemi Santrifiij 6ncesi

Sekil 3.1. Calismanin islem adimlar1

3.2.1. Elekiistii Mayanin Tamponlanmasi

Uluktrasonikasyon islemi 6ncesinde kullanilacak 6rnegin ¢6zdiiriilmesi igin pH 5,0’lik
IM sodyum asetat tamponu, 6,8 g CH:COONa*3H:0’a 1000 ml saf su igerisinde pH istenilen
degerde sabitlenene kadar asetik asit (CH:COOH) eklenmesi ile hazirlanmistir.

3.2.2. Cevap Yuzeyi Yontemi Kullanilarak Ultrasonikasyon Parametrelerinin

Belirlenmesi

Ultrasonikasyon cihazi ve bazi kullanim alanlari ile ilgili literatiir 6rnekleri onceki

boliimlerde verilmistir.
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Bu calismada deneysel tasarim, tezin 6nceki boliimlerinde hakkinda bilgi verilmis olan,
cevap yiizey yontemi kullanilarak yapilmistir. Elekiistli maya hiicrelerinin pargalanmasini
etkileyen ve daha fazla miktarda invertaz enzimi elde edilmesini etkiledigi diisiiniilen siire,
ultrasonikasyonun giicli (amplitiit) ve maya miktar1 birlesik etkilerinin ortaya konmasinda

cevap ylizeyi yonteminin uygulanabilirligi test edilmistir.

Parcalanmasi yapilacak maya hiicrelerinin bilesimini etkileyecek olan siire, amplitiit ve
maya miktar1 cevap ylizeyi yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan bilesenlerin deney

araliklar1 modellenmis ve modellenmemis degerler {izerinden “Cizelge 3.1”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan bilesenlerin deney araliklari

Degiskenler Semboller Modellenmis degisken seviyeleri

-a(-1,682) -1 0 1 +a(1,682)
Sure (d) X1 19,77 30 45 60 70,23
Gug¢ (Amplitit) X2 53,18 60 70 80 86,82
Miktar (g) X3 3,18 10 20 30 36,82

Uc faktorlii merkezi bilesik tasarrm modeli ile 20 farkli deneme tamamen rastgele

siralama ile yapilmistir. Deney tasarimi “Cizelge 3.2 “de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Merkezi kompozit deney tasarimi

Deney sirasi Sure (d) Gug (%) Miktar ()
1 30 60 10,00
2 60 60 10,00
3 30 80 10,00
4 60 80 10,00
5 30 60 30,00
6 60 60 30,00
7 30 80 30,00
8 60 80 30,00
9 19,77 70 20,00
10 70,22 70 20,00
11 45 53,18 20,00
12 45 86,81 20,00
13 45 70 3,18
14 45 70 36,81
15 45 70 20,00
16 45 70 20,00
17 45 70 20,00
18 45 70 20,00
19 45 70 20,00
20 45 70 20,00

Islem gorecek maya ¢ozeltisi icin; istenilen miktarda (g) maya iizerine hazirlanan 1000
ml ( pH 5,0) tampon ¢6zeltisi eklenerek, 1 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilarak
homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Maya cozeltisinin sonikasyonu esnasinda isimmmadan
kaynakli enzim denatirasyonu probleminin agilabilmesi i¢in 6rnek bir gece boyunca buzdolabi
kosullarinda bekletilmis, deney sirasinda ise buz banyosu igerisinde ¢alisilmis ve ¢ozeltinin
sicakligr 25°C’yi agsmamistir. Cevap ylizey yonteminin vermis oldugu 20 farkli deneme
noktasma istenilen siire, amplitiit ve miktarda sonikasyon islemi dikkatli bir sekilde
uygulanmistir. Sonikasyonlar sonrasinda elde edilen ekstraktlar 50 ml falkon tiiplerine aktarilip,

+4°C, 10000 rpm’de 30 d santrifiijlenerek proteince zengin silipernatant kisimlar1 toplanmaigtir.
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Ultrasonikasyon cihazinin maya hiicrelerinde istenilen parcalamayr saglayip
saglamadig1 ve belirlenmis parametrelerin hiicre parcalamasi lizerindeki etkisini kontrol etmek

amactyla protein tayini yapilmis ve invertaz enziminin aktivitesine bakilmistir.

3.2.3. Protein tayini:

Bradford yontemi ile gergeklestirilmistir (Bradford, 1976). Ornek igerisindeki protein
konsantrasyonunu 6lgmek amaciyla kullanilan Bradford metodunun prensibi ortamdaki protein
molekdillerinin asidik ortamda Coomassie blue G-250 boyasina baglanarak spektrofotometrik
olarak Glgiilebilen kahvrengiden maviye dogru degisen bir renk olusturmasidir. Metodun temeli
bazik aminoasitler olan lisin, histidin ve arjinin kalintilarmm protein-boya kompleksi

olusturmasi iizerine kurulmustur.

100 mg Coomassie Brillant Blue G250 %95°lik 50 mL etil alkol ile manyetik
karisticida karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine 100 mL %85’lik fosforik asit eklenip son
hacim saf su ilave edilerek 1 L’ye tamamlanmistir. Protein tayininde; 1/8, 1/20 ve 1/40
seyreltme oranlar1 kullanilmistir. Seyreltme iglemi, 1/8 orani i¢in; 2 mL’lik ependorftiiplerinde,
200 pL ham ekstrakt iizerine, 1400 puL tampon ¢ozelti eklenerek, 1/20 orani i¢in 100 pL ekstrakt
1900 pL tampon ¢ozelti eklenerek ve 1/40 orani seyreltilmis olan 1/20 oranindaki tiiplerden
500 pL ekstrakt iizerine 500 pL tampon ¢ozelti eklenmesi ile gergeklestirilmistir. Seyreltme
isleminin ardindan, cam deney tiiplerine 100 puL seyreltilmis 6rnek mikropipet ile eklenmistir.
Ko6r numune i¢in ise yine cam deney tiiplerine 100 pL tampon ¢ozelti (0,2 M, pH 5,0)
eklenmistir. Daha sonra, kor ve Ornek tiiplerinin tamamima 3’er pL Coomassie blue G-250
boyast eklenmistir. Tiip icerikleri karistirildiktan sonra, spektrofotometre kiivetlerine

aktarilmustir.

Elde edilen 6rneklerin 595 nm dalga boyundaki absorbanslari, spektrofotometre ile
tespit edilmistir. Protein miktarinin hesaplanmasinda kullanilmak tizere kalibrasyon grafiginin
cizilebilmesinde, 0,1-0,7 mg/mL konsantrasyon araliginda bovine serum albumin (BSA)
standart ¢ozeltileri kullanilmigtir. Bunun igin 6ncelikle, 0,100 g BSA tartilip tampon ¢ozelti ile

50 mL’ye tamamlanarak, 2 mg/mL’lik BSA stok ¢6zeltisi hazirlanmigtir.

3.2.4. Enzim aktivite tayini:

Enzim aktivitesi siklikla IU (International Unit) veya U (Unit) birimi ile ifade

edilmektedir. Bir [U enzim aktivitesi, optimum kosullarda, 1 dakikada 1 pmol substrati iirline
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doniistiiren enzim etkinligini ifade etmektedir. Bu tez ¢alismasinda tespit edilen degerler U

birimi lizerinden verilmistir.

Ham enzim ekstraktinda aktivite tayini, dinitro salisilik asit (DNS) yontemi olarak
bilinmekte olan sakkarolitik yontemle yapilmistir. Invertaz enziminde aktivite tayininde amac,
stikroz kullanilarak enzimatik reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan indirgen seker varliginin dinitro
salisik asit (DNS) yontemi ile belirlenmesidir (Kat, 2013). Aktivite tayininde inkubasyon, su

banyosunda yapilmis ve spektrofotometrik dlgctimleri gergeklestirilmistir.

1 g DNS, 20 mL 2 N NaOH ¢dzeltisi icerisine eklenmis ve manyetik karistiricida
karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. 30 g sodyum potasyum tartarat tetrahidrat, 50 mL saf su ile bir
cam behere eklenerek, manyetik karistirict yardimiyla ¢dzdiiriilmiistiir. iki ¢ozelti birlestirilip
homojen bir karisim olana kadar manyetik karistiricida karistirilmis ve son hacim saf su ile 100
mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen DNS ¢6zeltisi, amber renkli sisede buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

Invertazin aktivite dl¢iimiinde; enzim ekstrakty, tiiplere eklenmeden dnce hazirlanmis

olan asetat tamponu ile 1/2000 ve 1/4000 oraninda seyreltilmistir.

Sakkaroz ¢ozeltisi hazirligi igin; 1,7125 g sakkaroz tartilmis, 10 mL’lik balon jojeye
aktarilmig, az miktar tampon ¢ozelti yardimi ile vortex kullanilarak ¢6zdiiriilmiis ve son hacim

10 mL’ye tamamlanmistir. Béylece 0,5 M sakkaroz ¢6zeltisi hazirlanmistir.

Seyreltme isleminin ardindan, her bir tiipte asagida belirtilen miktarlarda ¢ozelti

olacak sekilde uygun ekleme yapildiktan sonra 30 saniye vortexlenmistir.
Kor tiipiine; 800 pL 0,2 M tampon ¢dzelti ( pH 5,0),
200 uL sakkaroz (tampon ¢ozelti ile ¢ozdiiriilmiis) ¢ozeltisi eklenir.
Ornek tiipiine; 600 uL 0,2 M tampon ¢ozelti ( pH 5,0),
200 pL sakkroz (tampon ¢ozelti ile ¢ozdiriilmiis) ¢ozeltisi,
200 pL seyreltilmis enzim 6rnegi eklenir.

Reaksiyon karisimi 37 °C’de 30 dakika boyunca lineer olarak manuel karistirilarak,
su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon ortamma 1000 uL DNS
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cozeltisi eklenerek kaynar su dolu kapta 10 dakika inkiibe edilmistir. Karisim oda sicakliginda
sogutulmugstur. Tiiplerden 200 pL almip 2 mL ependorf tiiplere aktarilip, tizerlerine 1000 puL
saf su eklenip vortex ile yaklasik 30 saniye karistrilmustir. Indirgen seker varlig:

spektrofotometrede 546 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii ile belirlenmistir.

Enzim aktivite hesaplanmasinda 2-12 umol araliginda hazirlanan glukoz kalibrasyon
grafigi kullanilmistir. 0,2378 g glukoz monohidrat tartilip, tampon ¢dzelti ile 100 mL’ye

tamamlanarak 12 pmol/mL konsantrasyona sahip stok ¢6zelti hazirlanmistir.

3.2.5. Spesifik aktivite tayini

Enzimler igin spesifik aktivite ortamda bulunan mg protein basina tespit edilen enzim
aktivitesi (IU/mg protein) seklinde tanimlanmaktadir. Bu ¢calismada elde edilen enzim aktivitesi
ve protein miktar1 verileri kullanilarak RSM analizinde cevap olarak kullanilan spesifik aktivite

degerleri hesaplanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cahismaya ait kalibrasyon grafikleri

4.1.1. Protein tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi ve esitlik

Calisma sonucunda elde edilen kalibrasyon grafigi “Sekil 4.1”de verilmistir.

0,8 y =0,9543x +0,115

R?=0,996 _»
0,7 P 4
0,6 N
20,5 -
g p
2
o
E >
<04 >
0,3 ) b
0,2 pe
0,1
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 06 0,7 0,8

Protein konsantasyonu (mg/ml)
Sekil 4.1. Protein tayinine ait kalibrasyon grafigi

Grafik iizerinde de belirtildigi lizere kalibrasyon egrisi i¢in elde edilen R? degeri 0,996

olmustur. {leriki boliimlerde yapilan protein degeri hesaplamalarinda Esitlik 4.1 kullanilmustir.

_ Ago5—0,115
Cp = 0,9543 (4.1)

Cp ham enzim ekstraktindaki protein konsantrasyonunu (mg/mL), A595 6l¢timlerin yapildigi 595 nm
dalga boyundaki absorbans degerini ifade etmektedir.

4.1.2. Enzim aktivitesi tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi ve esitlik

Calisma sonucunda elde edilen kalibrasyon grafigi “Sekil 4.2”de verilmistir.
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Sekil 4.2. Enzim aktivitesi tayinine ait kalibrasyon grafigi

Grafik iizerinde de belirtildigi iizere kalibrasyon egrisi i¢in elde edilen R? degeri 0,998
olmustur. {leriki boliimlerde yapilan protein degeri hesaplamalarinda Esitlik 4.2 kullanilmustir.

EA = As546+0,0231 (4,2)
0,0795

EA ham enzim ekstraktindaki enzim aktivitesini (IU/mL), Asse Ol¢iimlerin yapildigi 546

nm dalga boyundaki absorbans degerini ifade etmektedir.

4.2. Protein analizi sonuclarn

Arastirma kapsaminda segilen bagimsiz degiskenler olan ultrasonikasyon suresi,
ultrasonikasyona ait amplitiid degeri ve kullanilan maya miktarinin ham enzim ekstrakti
icerisinde bulunan protein miktarina etkisi arastirilmistir. Sonuglar ml ekstrakt icerisinde mg
protein olarak dl¢iilmiistiir. Segilen 20 farkli deney noktasinda protein degerleri 0,44-23,92
mg/ml araliginda bulunmugstur. Deneme deseninde en yiiksek protein miktar1 olan 23,92
mg/ml degerine 45 dakika ve %70 amplitiid degerinde %36,82 maya igeren ¢ozelti ile
ulagilmigtir. Maya hiicresine ait hiicre duvarmin saglamligmi saglayan en onemli yapilar
glukanlar, mannoproteinler ve kitinlerdir. Ultrasonikasyon isleminin 6zellikle glukanlar
lizerindeki yikic1 etkisi sitoplazmada bulunan proteinlerin hiicre disma salinmasimni
saglamaktadir. Yapilan ¢aligmalar bu etkinin sonikasyon giicli ve siiresi ile dogru orantili

olarak artt1ig1 ancak ortam sicakliginin artmasi, koplik olusumu gibi fiziksel kisitlar gibi
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sorunlar sebebiyle bu parametrelerin limitsiz olarak arttirlamayacagmi gostermistir. Ornek
bir ¢alismada S.cerevisiae ile hazirlanan %1°lik ¢ozeltinin 120, 360 ve 600 W giiciinde
ultrasonikasyona tabi tutulmasi neticesinde siire arttik¢a aciga ¢ikan protein miktarinin arttigi
5 dakika ile 25 dakika arasinda yapilan ultrasonikasyonda %100’e yakin bir protein artisi
gozlendigi belirtilmistir (Liu, Zeng, Sun ve Han, 2013). Bu tez calismasi kapsaminda
gerceklestirilen deneyler neticesinde elde edilen veriler kullanilarak ortama salinan protein
miktarini siire, gli¢ ve maya miktar1 parametrelerine bagli olarak tahmin edebilecek bir
denklem ortaya konmustur. Bu denklemin olusturulmasinda bagimsiz degiskenlerin cevap
iizerindeki dogrusal, dogrusalt+kareler, dogrusal+iligkiler ve tam ikinci derece etkileri

arastirilmis ve “Cizelge 4.1 ” de bu etkiler 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Protein tayininde sire (S), gu¢ (G) ve miktar (M) i¢in denenen modellerin 6nem
faktoreleri ve R? degerleri

Kurulan model
Dogrusal | Dogrusal+Kareler | Dogrusal+iliskiler Tam ikinci
derece
Sabit * 4 * *
Stre (S) - * - *
Gig (G) - * - *
Miktar (M) * * * *
S*S - - -
G*G - - -
M*M * - *
S*G -
S*M -
G*M -
R® 0,84 0,96 0,82 0,96

*: 8nemli (P<0,05), -: énemli degil (P>0,05)

Sonuglar incelendiginde ultrasonikasyon sonrasi maya hiicresinden ortama salinan

protein miktarin1 tahmin etmek i¢in kullanilacak Esitlik 4.3 asagida verilmistir.
P=0,5+0,2135—-0,297G — 0,076 M — 0,0016S? + 0,0029G* + 0,02M?

(4.3)
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Modelin uyum eksikligi (lack of fit) degeri istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur
(P>0,05). Bu bulgu modelin deneysel verilerle uyumlu oldugunu gostermektedir. Modelin sahip
oldugu R? degeri 0,96’dir ve esitlik kullanilarak protein miktarinin tahmininin basarili bir

sekilde yapilabilecegi anlagilmaktadir.

Esitlik incelendiginde, bu tez ¢alismasindaki parametre araliklari i¢in, ultrasonikasyon
stiresinin dogrusal etkisinin pozitif iken, glic ve maya miktar1 parametrelerinin dogrusal agidan
negatif bir etkiye sahip oldugu ancak miktar parametresinin kareler seviyesinde pozitif yonde
protein miktari etkiledigi anlasilmaktadir. Bu etkileri gorsel olarak sunabilmek igin “Sekil

4.3”, “Sekil 4.4 ” ve “Sekil 4.5 deki kontur plot grafikleri ¢izilmistir.

Protein
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Sekil 4.3. Protein miktarinin (mg/ml) ultrasonikasyon giicii ve siiresine gére degisimi
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Sekil 4.5. Protein miktarinin (mg/ml) ultrasonikasyon siiresi ve maya miktarma gore degisimi
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Elde edilen grafikler model denklemi ile uyumlu gozikmektedir. Ultrasonikasyon
stiresinin Ozellikle sabit giic degerinde c¢alisildigi durumda “Sekil 4.3 ” hizli bir sekilde
ortamdaki protein miktarmi arttirdigi, bu etkinin yiiksek giic degerlerinde daha kisa siirede
gorildiigl anlasilmaktadir. Benzer sekilde maya miktar1 da sabit gii¢ degerlerinde “Sekil 4.4.”
maya hiicresinden ortama salman protein miktarmi, beklenildigi gibi, arttrmaktadir. Apar ve
Ozbek (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada ultrasonikasyon siiresinin artisma bagh olarak
mikroorganizma hiicresinden ortama salman protein miktarinin arttig1 bulunmustur. Yiksek
ultrasonikasyon giiciiniin bu proseslerde uygulanabilir olmadigini, enerjideki artisin protein
salmimindaki artiglar oransal olarak tatmin edici sonuglar vermedigini bildiren ayni
arastirmacilar ortamdaki mikroorganizma hiicresi konsantrasyonunun salman protein miktari
ile neredeyse baglantisiz oldugunu vurgulamislardir. Ancak bu caliymada kullanilan
konsantrasyon araliginin %3-15 araliginda olusunun mevcut tez caligmasi verileri ile ortaya
¢ikan farkliligin sebebi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle Sekil “Sekil 4.4 goriildiigii gibi
sabit giic degerinde %20 maya konsantrasyonundan sonra gerceklesen artis dogrudan salinan
protein miktarini etkilemeye baslamaktadir. Benzer durum “Sekil 4.5 > de de gorilmekte olup,
slirenin sabit olmas1 durumunda da 6zellikle yaklasik %20 maya konsantrasyonu sonrasi salinan

protein miktarindaki degisim dikkat ¢ekicidir.

4.3. Protein Analizi Optimizasyonu

Calismadaki amag¢ en yiiksek protein miktarma ulasmak olup kullanilan parametre
araliklarinda belirlenen model denklemin tahmin basarisini 6lgmek sonuglarin daha anlamli
hale gelmesine yardimc1 olacaktir. Bu amagla kullanilan istatistik paket programinin “response
surface optimizer” secenegi ile model denkleminin tahmin yapabilecegi en yiiksek protein

miktarmin elde edilecegi parametreler belirlenmistir. Bu parametreler sirasiyla;
Sure: 29,4 dakika
Ultrasonikasyon guci: % 86,81
Maya miktar1: 36,81

olarak deney tasarlandiginda model denklemin verdigi cevap olarak 25,87 mg/ml protein
miktar1 olmaktadir. Bu durumun test edilerek model denklemin optimum noktadaki basarisini
ortaya koymak amaciyla tez ¢aligmasinin son kisminda s6z konusu deney noktasinda protein

miktar1 tayini yapilmistir. Deneysel sonug olarak tespit edilen protein miktar1 degeri 12,805
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olmus ve optimum nokta i¢in model denklemin basaris1 % 49,5 olarak belirlenmistir. Sonug
olarak model denklemin parametre araliklar1 i¢in ortaya koydugu yiiksek basarmnm ( R? =0,96)
en yiiksek protein miktarint verecek parametre noktalarini belirlemede diisiik kaldigi

gozlenmistir.

4.4, Enzim aktivitesi analizi sonu¢lar

Aragtirma kapsaminda seg¢ilen bagimsiz degiskenler olan ultrasonikasyon siresi,
ultrasonikasyona ait amplitiid degeri ve kullanilan maya miktarmin ham enzim ekstraktinin
invertaz enzim aktivitesine etkisi arastirilmistir. Sonuglar ml ekstrakt igcerisinde IU enzim
aktivitesi olarak Olciilmiistiir. Secilen 20 farkli deney noktasinda invertaz aktivite degerleri 228-
1720 TU/ml araliginda bulunmustur. Deneme deseninde en yliksek enzim aktivitesi degeri olan
1720 TU/ml degerine 45 dakika ve %70 amplitiid degerinde %36,82 maya igeren ¢ozelti ile
ulagilmistir. Ultrasonikasyon teknolojisi kullanilarak hayvansal veya bitkisel dokular ile
mikroorganizma hiicrelerinden enzim ekstraksiyonu ¢ok uzun zamandir literatiirde ¢aligilan bir
konudur. Bir hiicre veya dokuyu icerisindeki hedef maddeye zarar vermeden parcalamaya
yardim eden ultrasonik kavitasyon, sivi ortamda olusan baloncuklarin bir araya gelirken
meydana getirdigi ani sok dalgalarmin hedeflenen maddeyi saran materyale (6rnegin hiicre
duvari) zarar vermesi seklinde etki gostermektedir. Bu konuda yapilan en eski ¢alismalardan
birisi hayvansal dokulardan kimozin enziminin ekstraksiyonunda ultrasonikasyonun basarisini

gostermistir (Kim ve Zayas, 1989).

Bu tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen deneyler neticesinde elde edilen veriler
kullanilarak s1vi ortamdaki invertaz aktivitesini siire, gli¢ ve maya miktar1 parametrelerine bagli
olarak tahmin edebilecek bir denklem ortaya konmustur. Bu denklemin olusturulmasinda
bagimsiz degiskenlerin cevap iizerindeki dogrusal, dogrusal+kareler, dogrusal+iligkiler ve tam

ikinci derece etkileri arastirilmis ve “Cizelge 4.2” de bu etkiler 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.2. Enzim aktivite tayininde sire (S), gic¢ (G) ve miktar (M) icin denenen modellerin
onem faktorleri ve R* degerleri

Kurulan model
Dogrusal | Dogrusal+Kareler | Dogrusal-+iliskiler Tam ikinci
derece
Sabit * * * *
Sire (S) - - - -
Gig (G) - - - *
Miktar (M) * * * *
S*S * - *
G*G * - *
M*M * - *
S*G -
S*M -
G*M *
R? 0,81 0,93 0,84 0,96

*: 6nemli (P<0,05), -: onemli degil (P>0,05)

Sonuglar incelendiginde ultrasonikasyon sonrasi elde edilen invertaz aktivitesi degerini

tahmin etmek icin kullanilacak Esitlik 4.4. asagida verilmistir.

EA = —5248 — 8,14S + 143,9G + 86,7M + 0,35% — 0,86G?% + 0,53M? — 0,235G — 0,1785SM — 0,8GM

(4.4)

Modelin uyum eksikligi (lack of fit) degeri istatistiki olarak Gnemsiz bulunmustur
(P>0,05). Bu bulgu modelin deneysel verilerle uyumlu oldugunu gostermektedir. Modelin sahip
oldugu R? degeri 0,96’dir ve esitlik kullamlarak invertaz aktivitesi tahmininin basarili bir
sekilde yapilabilecegi anlasilmaktadir. Model esitlik tam ikinci derece bir denklemdir ve esitlik
incelendiginde, bu tez ¢aliymasindaki parametre araliklari i¢in, ultrasonikasyonda kullanilan
giiciin ve ortamdaki maya miktarinin enzim aktivitesi iizerinde dogrusal etkilerinin pozitif
oldugu anlagilmaktadir. Diger taraftan ultrasonikasyon siiresinin ikinci dereceden etkisinin de
pozitif oldugu ancak gii¢ ve maya miktar1 parametrelerinin interaktif etkilerinin negatif yonde
oldugu anlasilmaktadir. Bu etkileri gorsel olarak sunabilmek igin “Sekil 4.6”, “Sekil 4.7 ”,
“Sekil 4.8” deki kontur plot grafikleri ¢izilmistir.
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Sekil 4.6. Enzim aktivitesinin (IU) ultrasonikasyon giicii ve siiresine gore degisimi
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Sekil 4.8. Enzim aktivitesinin (IU) ultrasonikasyon siiresi ve maya miktarina gore degisimi

Invertaz enziminin baslica iireticisi olan S.cerevisiae bu enzimi intraseliler ve
ekstraseliiler olarak iiretebilme yetenegindedir. Diger bir deyisle caliyma konusu invertaz
enzimi mayalar tarafindan hiicre disma da salgilanabilmektedir (Vargas, Piao, Domingos ve
Carmona, 2004). Ancak Ozellikle S.cerevisiae s6z konusu oldugunda hiicre iginde bulunan
enzim miktarinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Ultrasonikasyon islemi baslatildigi anda
ortamda (hiicre disinda) bir miktar enzim bulunmasi, ultrasonikasyon isleminin giicii ve zamana
bagl olarak ekstraseliiler invertazin kismen aktivitesini yitirirken, hiicre igerisinden disar1
alinmaya baslayan invertazin ortamdaki enzim aktivitesini arttwrmast  “Sekil
4.6”gozlenmektedir. “Sekil 4.7 > goriildiigli gibi maya miktar1 sabitken giiciin arttirilmasi
kismen enzim aktivitesini arttrrmaktadir. Benzer sekilde maya miktar1 ve ultrasonikasyon
stiresinin ortak etkisinin gosterildigi “Sekil 4.8 ” model esitlikle tutarli olarak maya miktarinin
arttirilmasinin  sabit siireler dikkate alindiginda ortamdaki enzim aktivitesini arttirdigi

gbzlenmektedir. Bu noktada vurgulanmasi gereken husus, her ne kadar modelleme yapilan
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parametre araliklarinda siirekli bir enzim aktivitesi artisina sebep oluyor gibi goriinse de,
ortamdaki maya miktarmin sonsuza kadar arttirilamayacagidir. Calisma sliresince maya
miktarmi arttrmada gozlenen en Onemli limitleyici faktor kopiik olusumu sorunudur.
Cozeltideki maya konsantrasyonunun %40°1 ge¢mesiyle ultrasonikasyon islemi kontrolli
sekilde yapilamamakta ve koplk olusumunun Oniine (herhangi bir kimyasal kopiik kirict
kullanilmadan) gecilememektedir. Sonuglarin ve parametre araliklarinin bu agidan da

degerlendirilmesi yerinde olacaktir.

4.5. Enzim Aktivitesi Optimizasyonu

Calismadaki amacg en yiiksek invertaz aktivitesine ulagsmak olup kullanilan parametre
araliklarinda belirlenen model denklemin tahmin basarisin1 6lgmek sonuglarin daha anlamli
hale gelmesini saglayabilecektir. Bu amacla kullanilan istatistik paket programmin “response
optimizer” se¢enegi ile model denklemin tahmin yapabilecegi en yiiksek invertaz enzim

aktivitesini saglayan parametreler belirlenmistir. Bu parametreler sirasiyla;
Sure: 19,8 dakika
Ultrasonikasyon glici: % 64
Maya miktar1: % 36,8

olarak deney tasarlandiginda model denklemin verdigi cevap olarak 2594 IU invertaz enzim
aktivitesi olmaktadir. Bu durumun test edilerek model denklemin optimum noktadaki basarisini
ortaya koymak amaciyla tez ¢alismasinin son kisminda s6z konusu deney noktasinda enzim
aktivitesi tayini yapilmistir. Deneysel sonug olarak tespit edilen enzim aktivitesi degeri 1348
IU olmus ve optimum nokta i¢in model denklemin basaris1 %52 olarak tespit edilmistir. Sonug
olarak model denklemin parametre araliklar1 igin ortaya koydugu yiiksek basarinm (R?=0,96)
en yiliksek enzim aktivitesini verecek parametre noktalarini belirlemede diisiikk kaldigi

gozlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hidrolaz sinifinda yer alan invertaz enzimi; seker surubu, hayvan yemi, bebek mamasi
gibi pek cok farkli sektorde invert sekerin sakkaroza tercih edilmesi sonucu kullanilmaktadir.
Invertaz enzimi eldesinde kaynak olarak hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan
yararlanilmaktadir. Bu ¢alismada invertaz enzimi eldesinde ekmek mayasi fabrikasi atigi olan
elekiisti maya ( Saccharomyces cerevisia ) kullamlmustir. Invertaz enzimi iiretiminde

ultrasonikasyon parametrelerinin etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu calismada deneysel tasarim, cevap ylizey yontemi kullanilarak yapilmistir. Elekiistii
maya hiicrelerinin parcalanmasini etkileyen ve daha fazla miktarda invertaz enzimi elde
edilmesini etkiledigi diisiiniilen siire, ultrasonikasyonun giicii (amplitiit) ve maya miktar1
birlesik etkilerinin ortaya konmasinda cevap ylizeyi yOnteminin uygulanabilirligi test
edilmistir. Ug faktorlii merkezi bilesik tasarim modeli ile 20 farkli deneme deseni rastgele
siralama ile yapilmustir. Protein tayininde deneme deseninde en yiiksek degerler 23,92 mg/ml,
45 dakika, %70 amplitiit ve %36,82 gram mayada elde edilmistir. Enzim aktivite tayini i¢in
deneme deseninde en yiiksek degerler 1720 IU/ml, 45 dakika, %70 amplitiit ve %36,82 gram
maya igeren ¢ozelti ile elde edilmistir. Calismadaki amag en yliksek protein miktari ve invertaz
aktivitesini elde etmek olup kullanilan parametre araliklarinda belirlenen model denklemin
tahmin basarisini 6l¢gmek sonuglarin daha anlamli hale gelmesini saglayabilecektir. Bu amagla
kullanilan istatistik paket programmin “response optimizer” segenegi ile model denklemin
tahmin yapabilecegi en yliksek invertaz enzim aktivitesini saglayan parametreler belirlenmistir.

Elde edilen degerler tahmini basarmin yarisina karsilik gelmektedir.

Bu sonuglar g6z 6niine alindiginda invertaz eldesinde parametrelerin simirsiz bir sekilde
arttirilamayacagi, degiskenlerden en az birisinin optimum noktada sabit tutulmasi gerektigi
sonucuna varilabilir. Bunun haricinde deneylerde en biiyiik smirlayict olan 1sinma ve kopiik
sorunun daha teknik bir yontem ile ¢oziime kavusturulmasi i¢in daha farkli galismalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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