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OZET

Stevia rebaudiana ve Momordica charantia’ DAN INVERTAZ ENZIMININ TPP
YONTEMI ILE SAFLASTIRILMASI

Nihan Kiibra BELLIGUN
Yiiksek Lisans, Kimya Anabilim Dali
Danisman: Ogr. Gér. Dr. Burcu SAYGIDEGER DEMIR

Eyliil 2015, 56 sayfa

Bu ¢alismada daha 6nce TPP yontemi ile herhangi bir enzimin saflastirilmasinda
kullanilmayan fitoterapik bir bitki olan Momordica charantia’dan O6zelikle gida
sanayinde olduk¢a yaygin kullanim alani olan invertaz enziminin TPP yontemi ile
tek basamakta saflagtirllmasi i¢in yontem gelistirilmesi ve saf enzimin
karakterizasyonunun yapilmasi amaclanmistir. TPP yontemi ile invertazin bu
kaynaktan saflastirilmasi i¢in gerekli optimum sartlar belirlenmis, sonug olarak, %70
amonyum siilfat doygunlugu, 1:0,5 t-biitanol orani, ve 30 dakikalik inkiibasyon
stiresi kullanilarak %20,28 verimle 10,48 kat kismi saflastirilmistir. TPP sonrasi
toplam protein kaba homojenatta 34,86 mg’dan 0,675 mg’a azalmis, kaba
homojenatta 21,672 U/mg protein olan spesifik aktivite degeri, TPP sonrasinda
227,022 U/mg protein olarak artmistir. Sonug¢ olarak optimize edilen TPP
yontemiyle, literatiirde bulunan bir¢ok saflagtirma basamagina gore iyi bir
saflagtirma gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: TPP yontemi, invertaz enzimi, Momordica charantia, Stevia
rebudiana, enzim saflastirma



ABSTRACT

PURIFICATION OF INVERTASE ENZYME FROM Stevia rebaudiana and
Momordica charantia BY TPP METHOD

Nihan Kiibra BELLIGUN
M.Sc., Department of Chemistry
Supervisor: Lecturer Dr. Burcu SAYGIDEGER DEMIR

September 2015, 56 pages

This study was aimed to purify a widespread used enzyme particularly in the food
industry intervase from an unused phytotherapy plant Momordica charantia via
developing a single step TPP method and to identify the characterization of the pure
enzyme. Optimum conditions for TPP method was determined for the purification of
Invertase, as a result, 70% ammonium sulfate saturation, 1: 0.5 t-butanol ratio, and a
30 minute incubation time lead to 20.28% efficiency and 10.48 fold partially
purification. After TPP, total protein was decreased from 34.86 mg to 0.675 mg in
the homogenate, and the specific activity value was increased from 21.672 U/ mg
protein to 227.022 U/ mg protein. In conclusion, the optimized single step TPP
method revealed a better purification comparing to several purification methods in
the literature.

Key Words: TPP method, invertase enzyme, Momordica charantia, Stevia
rebudiana, purification of enzyme
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Biyolojik katalizorler olan enzimler; tepkimelerin aktivasyon enerjisini diiglirlir ve
substratin triinler tarafinda ilerlemesini saglarlar. Biyokimya tarihi genel olarak
enzim aragtirmalar1 ile ilgilidir. Enzim kelimesi, mayada bulunan anlamina
gelmektedir. Ilk olarak biyolojik kataliz, 1700 yilinda kesfedilmis ve mide
salgilartyla etin sindirimi lizerine yapilmis ¢aligmalarda tanimlanmigtir. Daha sonra,
1800’lerde cesitli bitki Oziitleri ve tiikriikkle nigastanin sekere doniisiimii ¢aligmalar
ile devam etmistir. Louis Pasteur 1850’lerde, maya ile sekerin alkole
fermentlenmesinin katalizinin fermentler tarafindan gergeklestigi sonucuna varmstir.
Pasteur, bu fermentlerin canli maya hiicrelerinin yapilarindan ayrilmadigini
savunmustur. Eduard Buchner ise 1897°de sekerin alkole fermentesinin maya
Oziitleriyle  saglandigmmi; bu  durumun da  fermantasyonun  hiicreden
uzaklastirlldiginda iglevini siirdiiren molekiiller tarafindan gergeklestirildigini
kesfetmistir. Bu molekiilleri Frederic W. Kiihne enzim olarak adlandirmistir. Farkli
enzimlerin Ozelliklerinin ve izolasyonunun arastirilmasi, biyokimya biliminin

gelisimini saglamistir (Nelson ve Cox, 2000).

Enzimlerin biyoteknolojide ve teknik kimyada tiirlii amagclarla kullanilmaya
baslanmis olmasi, bilim insanlarini, bu enzimlerin daha kullanisli ve daha ekonomik

duruma getirilme imkanlariin arastirilmasina yonlendirmistir.

Mikrobiyal kaynaklar sayesinde, enzim iiretiminde hammadde sorunu, ileri derecede
¢Oziilmiis haldedir. Bunun yaninda, mikrobiyal kaynaklardan enzimlerin
saflastirilmast ve izolasyonu olduk¢a masraflidir. Boylesi bir durumda, bu enzimlerin
potansiyellerinden miimkiin oldugunca faydalanmak gerekmektedir. Bilindigi iizere
enzimler, suda c¢oziinebilen, spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalar,
genellikle sulu ¢ozelti ortaminda gerceklestirildigi icin, katalizor olarak kullanilan
serbest enzimin aktivite kaybetmeden geri kazanimi imkansizdir. Tepkime
ortamindan serbest enzim, istenilen zamanda uzaklastirilamaz ve tepkimenin kontrol

edilmesi zor olur. Tepkimenin istenilen zamanda durdurulabilmesi i¢in, inhibitor



eklenmesi diisiiniilebilir, fakat tepkime ortamina bdylece yeni bir kirlilik unsuru
eklenmis olur. Uriiniin ya da iiriinlerin kirlilik unsurlarindan arindirilmasi, maliyeti
bir hayli yiikseltmektedir. Katalizor gorevindeki serbest enzimi, aktivitesini
yitirmeden tepkime ortamindan uzaklastirmak miimkiin olmadigindan enzimin tekrar
kullanilabilmesi de imkan disidir. Bu durum, enzimlerin ¢ok spesifik ve bir o kadar

da pahali katalizorler olmalar1 sebebiyle maliyeti yilikselten dnemli etmenlerdendir.

Suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya kimyasal veya fiziksel olarak baglanan enzimler,
enzim molekiiliiniin, monomer olarak suda c¢o6ziinmeyen {riin veren bir
kopolimerizasyona katilmasiyla ve suda ¢dziinmeyen mikrokapsiillerde veya suda

¢ozlinmeyen bir matriksde tutularak immobilize edilebilirler (Klibanov, 1983).

1.2. invertazlar ve Kullanim Alanlar:

Invertazlar; (B-fruktofuranozidaz, Siikraz, E.C 3.2.1.26) PB-D-fruktofuranozidlerin
terminal indirgen olmayan B-fruktofuranozid artiklarimin hidrolizini katalizleyen,
hidrolaz smifi enzimlerdendir (Kat ve Keskin, 2013). Invertazlar; kozmetik, icecek,
kagit ve ila¢ endiistrilerinde ve genellikle gida sanayinde yaygin olarak kullanilan
enzimlerdir (Kotwal ve Shankar, 2009; Bhatti ve ark., 2006; David ve ark., 2006).
Cikolata iiretimi, invert seker suruplarinin eldesi, sekerlemelerde kullanimi, bebek
gida liriinlerinde tercih edilmesi, sigir yemlerinin hazirlanmasi ve kondense siitlerin
tiretiminde kullanim1 buna 6rnek gosterilebilir. Gida sanayinde, invert seker suruplari
hazirlanmasi1 amaciyla, ya enzimatik olarak siikrozun invertaz ile hidrolizi ya da asit
hidrolizi gercgeklestirilmektedir. Endiistriyel alanda enzimatik hidroliz tercih
edilmesinin sebebi; asit hidrolizinin ve kiiliin, oldukca yiiksek siddette renkli iirtinler
ve istenmeyen pek ¢ok yan iiriin olusturmasi dolayisiyladir. Hidroliz sonucu olusan
fruktoz, daha tathi oldugu ve kolay kristalize olmadigi i¢in gida sanayinde siikroza
tercih edilmektedir. Ayrica, invertaz enzimi, siikroz konsantrasyonu tayininde,
analitik alanda, biyosensérlerde kullanilmaktadir (Telefoncu, 1986). Invertaz enzimi,
kristal sekeri (siikkroz veya sakkarozu) glikoz ve fruktoz sivi sekerlerine cevirir ve

E1103 kodu ile tanimlanmus bir gida katki maddesidir.

Sekil 1’de invertaz enziminin tepkime mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Invertaz enziminin genel tepkime mekanizmasi (Kat ve Keskin, 2013)

Invertaz enzimi, enzim kinetigi prensiplerinin cikarilmasinda model enzim olarak
kullanilmistir ve kimligi ilk belirlenen proteinler arasinda bulunmaktadir (Karkas,

2009).

Invertaz; bitkilerde, belirli hayvan dokularinda, ve mikroorganizmalarda bulunan bir
enzimdir. Invertaz enzimi giiniimiize kadar farkli kaynaklardan, cesitli geleneksel
saflagtirma prosesleri kullanilarak saflastirilmistir. Fakat bu proseslerin ¢ogu,
¢oktiirme, iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografi, ultrafiltrasyon
gibi ¢cok adimli asamalari icermektedir. Bu asamadaki basamak sayilarinin artmasi da
tirlin verimini olumsuz yonde etkilemektedir. Daha da 6nemlisi bu basamaklarin

cogu uygulamasi zor ve maliyetlidir. (Wiseman, 1995).
1.3. Enzim Saflastirmada Temel Analizler

Biyolojik katalizor olmalar1 sebebi ile enzimler, yasami miimkiin hale getiren
biyomolekiillerdir. Enzimlerin etkinliklerini, varliklarini, kataliz mekanizmalarini,
miktarlarini, safliklarini, lokalizasyonlarini, vb. belirlemekte en etkili yol, enzimlerin
aktivitelerini 6l¢mektir. Enzimler i¢in belli bir aktivite belirleme yontemi yoktur.
Bunun nedeni bir yontemin uygunlugunun degisik etkenlere bagli olmasidir. Bu
etkenlerin basinda enzimin katalizledigi tepkime tipi, safligi, lokalize oldugu yer ve
fizikokimyasal ozellikleri gelmektedir. Enzimin katalizledigi tepkimede kullanilan

substratin kullanim hiz1 tayin edilerek, enzim aktivitesi Olgiiliir. Enzimler i¢in farkli



tayin yontemleri bulunmaktadir. Segilecek tayin yontemi, kullanilacak kimyasallar

ve cihazlarin uygun olusuna bagli olarak degisir (Ers6z, 2010).

1.4. Yapilacak Analizler

Her saflagtirma basamaginin ardindan, , enzimin saflik derecesi, saflastirma verimi
ve ilgilenilen proteinle ilgili analizlerin bilinmesi gerekir. Bu durumda, her asama
icin proteinlerin aktivitelerini 6lgmek gerekmektedir. Enzimler i¢in ideal bir aktivite
belirleme y&ntemi yoktur. Ideal protein analiz yontemi ise miimkiin mertebe basit,
O0zglin ve hizli olmalidir. Hizla yapilan analizler, enzimin aktivite kaybetme
olasiligini, saflagtirma basamaklar1 arasindaki bekleme siirelerini kisaltarak
minimuma indirecektir. Her saflagtirma basamaginin verimi, ilgilenilen proteinin
spesifik aktivitesi, protein miktar tayinleri ile ilgili bilgiler ve sonuglar bir araya

getirilir ve boylece, gerekli bilgi biitiinliigii saglanir (Erséz, 2010).

ilgilenilen protein (mg ya da Unite)

Spesifik aktivite =

(1.1)

total protein (mg)

ikinci basamagin spesifik aktivitesi

Saflastirma derecesi = (1.2)

birinci basamagin spesifik aktivitesi
1.5. Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Absorbansin (A) zamana bagl degisimi (dA/dt), molar ekstinksiyon katsayisina (&)
boliinerek, absorbans degisimi izlenen maddenin, derisimdeki degisim hizi saptanmis
olur. Molar ekstinksiyon katsayisinin degeri, absorbansi veren maddenin degisimini

ve absorbansi arasindaki sabit orani ifade eder (Telefoncu, 1996).
A 2 mol
€=_cm mol (1.3)

ile formiilize edilir.

A= absorbans, C= maddenin derisimini ifade eder (cm? mol™!)



. v . . Vf Xseyreltme faktori
Enzim tinitesi = 25 f (1.4)
& XVs Xd

d= 151k yolu
dA/dt= dakikada gozlenen absorbans farki
Vf= toplam hacim (mL)

Vs= eklenen enzim hacmi (mL)

1.6. Protein Konsantrasyon Olciim Yontemleri

Protein miktarinin bilinmesi, her saflastirma basamaginda gereklidir. Eger
istenmeyen proteinlerin uzaklastirildiginin bilinmesi gerekliyse, her saflagtirma
basamaginda protein derisimini bilmek biiyiik 6nem arz ediyorsa, her bir fraksiyonun
ve sonra olusacak son irilinlin spesifik aktivitesinin bilinmesi gerekliyse ve
saflagtirmanin hangi 6lgiide yapildig1 goriilecekse, protein miktarinin belirlenmesi

gerekmektedir.

Protein tayininde asagidaki yontemler kullanilmaktadir:

1. Lowry-Folin-Ciocalteau yontemi,

2. Biuret-alkalen-bakir yontemi,

3. Boya baglama yontemi,

4. 280 nm’de UV absorbsiyon (aromatik baglar) veya 205-220 nm (peptid baglar)
yontemi (Ers6z, 2010).

1.7. Amonyum Siilfat ile Coktiirme

Hidrofobik ve hidrofilik gruplarin protein molekiiliiniin yiizeyindeki dagilimi, onun
cesitli  coziiciilerdeki  ¢Oziiniirliigiinii  belirler.  Genellikle sulu  ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. pH, karisabilir organik ¢oziiciilerin inert polimerlerin ilavesi, iyon
siddeti veya bu derisimlerin sicaklik farkliliklar1 ile birlikte gergeklestirilmesiyle
proteinlerin  ¢oziiniirliigli etkilenir ve protein ¢oktiiriilir. Bdylece protein

saflagtirilmasi ve izolasyonu miimkiin olur. pH’nin nétral olmasiyla, fizyolojik iyon



siddeti genel olarak 0.15-2 M aralifindadir. Bir ¢ok enzim hiicre sivilarinda ¢oziiniir
proteinler olarak bulunur. Coziinen ile ¢dziicii arasindaki polar etkilesimler, belirli
bir dereceye varmis ayn1 yiiklii molekiiller, mevcut tuzlarla iyonik etkilesimler veya
kiigiik agregatlar arasi elektrostatik itme kuvvetleri sonucunda gergeklesir. Proteinler,
ileri derece yiizey hidrofobluguna sahipken, iyon siddetinin fizyolojik degerden sifira
dogru diisiiriilmesiyle, itme kuvvetlerinin yetersizliginden dolay1 ¢okerler. Yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda c¢oktiirme enzim saflastirmak i¢in sik kullanilan
yontemlerden biridir. Tuz iyonlari, hidrofob gruplar etrafindaki su molekiillerini
solvatasyona biiyiik ilgileri sebebiyle uzaklastirirlar. Bu sayede, bu gruplarin
birbiriyle etkilesiminin artmasiyla, agregatlasma gerceklesir. Tuz c¢oktiirmesinde
cogunlukla AH pozitiftir. Bu sebeple, daha iyi ¢oktiirme i¢in yiiksek sicaklik gerekir.
Cokelmenin simirli bir tuz konsantrasyonu bolgesinde saglanmasi yontemin
basarisidir. Coktiirmede kullanilan tuzlarin etkinligi, anyonun ytikiiyle ilgilidir. En
sik kullanilan tuzlar stilfat, fosfat ve sitrattir. Katyonun cinsi daha az etkili olsa da
kullanilmas1 tercih edilen katyonlar bir degerlikli katyonlardir. Etkinlik sirasi
NH+>K*>Na*’dir. Amonyum siilfat, en sik kullanilan tuzdur. Doygunluk derigimi 4
M’dir, doygun ¢dzeltisinin yogunlugu (1,235 g/cm’) aymi ¢ozeltideki protein
agregatlarinin yogunlugundan (1,29 g/cm®) kiiciik oldugundan santrifiijle ayirmaya
olanak verir ve ¢oziiniirliigii 0-30°C araliginda fazla degismez. Proteinleri stabilize
etmesi, amonyum siilfat ile fraksiyonlamanin avantajidir. Amonyum siilfat i¢erigi 2-3
M bir protein ¢ozeltisi veya kristalleri yillarca dayanabilir. Yiksek tuz
konsantrasyonlari, proteolizi ve bakteriyel kontaminasyonu da engeller. Bu sebeple

ticari depolama maddesi olarak kullanilabilir (Ers6z, 2010).

1.8. Biyomolekiillerin Ayrilmasi ve Saflastiriimasi

Bulunduklar1 canli kaynaklardan, biyomolekiillerin izole edilerek saflastirilmasi,
olduk¢a emek isteyen ve gii¢ bir istir. Bunun neden, saflagtirilmak istenen maddenin
yaninda, farkli ya da benzer ozellikleri olan yiizlerce farkli bilesik bulunmasidir.
Konsantrasyonlar1 ve mol kiitleleri farkliliklar gésteren bu bilesiklerin, i¢inden birini
ayirmak, bir c¢ok 0zel ve duyarli metodun birlikte kullanilmasini gerektirir.
Biyokimyasal ayirmalar icin karsilasilan en 6nemli zorluklardan biri de, pek ¢ok

biyomolekiiliin dayaniksiz olmasi; saflastirma ve ayirma sirasinda yapisinin



degismesidir. Niikleik asitlerin ¢ok ince ve uzun molekiiller olmasi sebebiyle,
pipetleme, karistirma, gibi islemler sirasinda kolayca kirilabilmesi buna ornektir.
Sicaklik, pH’nin fizyolojik degerler disinda olmasi ve bircok kimyasal madde,
niikleik asitlerin denatiirasyonuna sebep olur. Ayni etkenler, basta enzim proteinleri
olmak iizere, bazi biyomolekiillerin de, dogal yapisinin de§ismesine sebeptirler.
Biyomolekiiller, organik ¢oziiciide ¢dziinmedigi i¢in, ayirmalar genel olarak sulu
fazda yapilir. Enzimler ve hormonlar gibi, yapisi ¢cok kompleks, miktar1 ¢ok az olan
bilesiklerin kantitatif tayinleri ve saflastirllmasi, 06zel enzimolojik teknikler
kullanilmasini gerektirir. Bir maddenin saflastirilmasi sirasinda yapilmasi gereken ilk
islem; maddeyi bulundugu ortamdan uygun bir ¢dziiciiye almaktir. Ilgi duyulan
maddenin bulundugu fraksiyon secilip, o fraksiyon iizerinde saflastirma ve ayirma
islemi baslatilir. Ayirma islemlerinde, belirli prensiplere dayanan yontemler
kullanilir. Bu yontemler asagida siniflandirilmistir:

1. Diyaliz,

2. Ultrasantrifiij,

3. Kromatografi,

4. Ekstraksiyon,

5. Elektoforez (Ersoz, 2010).

1.9. Protein Ayrilmasi

Proteinler, hem hiicre disinda, hem de hiicrenin farkli bolgelerinde bulunan heterojik
bir bilesik sinifidir. Saflastirma amaciyla, protein, bulundugu hiicre fraksiyonundan
¢Ozeltiye almir. Stoplazmik proteinler i¢in hiicre zari, lizisle agilir. Bu sebepten
hipotonik ¢ozeltiye konan hiicreler, hiicre i¢ine ¢dziicii girmesi sonucu siser ve sonra
zar parcalanir. Bakteri ve bitki hiicrelerinde hiicre duvari olmasi sebebiyle, hiicre
duvarinin organik ¢oziiciilerle veya enzimatik olarak muamele edilerek pargalanmasi
gerekir. Eger protein bir organelde bulunuyorsa, organel, ultrasantrifiijle
fraksiyonunun pargalanmis hiicre homojenatindan ayrilmalidir. Sonrasinda,
konsantre tuz cozeltisi ile proteinler organelden ekstrakte edilir. Proteinin dogal
yapisini bozmamak amaciyla, bu islemler sirasinda, sicaklik ve pH uygun hale

getirilmelidir (Erséz, 2010).



1.10. Protein Tayinleri

Saflagtirma sirasinda, bu islemin ne oranda basarildigin1 gorebilmek igin, protein
miktarinin spesifik ve hassas olarak belirlenmelidir. Protein bir enzim ise, substrat
veya lrlin miktar1 uygun bir yontemle tayin edilir. Bu islem sonrasinda da enzim
aktifligine bakilir. Uriiniin kolaylikla belirlenemedigi durumlarda, eslenme
tepkimelerine bagvurularak, Triiniin daha kolay oOlciilebilen ikinci bir iiriine

cevrilmesi saglanir.

Proteinlerin izole edilmesi igin, proteinlerin tiirlii 6zelliklerinden faydalanilir. Bu
ozellikler asagidaki gibi siralanabilir:

1. Coziiniirliik farklar,

2. Biiyiikliik farklari,

3. Polarlik,

4. Isik absorpsiyonu,

5. Elektriksel yiik,

6. Diger ozellikler (Ersoz, 2010).

1.11. Coziiniirliige Dayanan Ayirmalar

Proteinlerin ¢oziiniirliigii, ¢6ziicliniin pH’sina, polarligina, ¢ozeltinin iyon siddetine
ve sicakliga baglidir. Proteinlerin ¢oziiniirliigiinii, ¢zeltide bulunan ¢ézlinmiis tuzlar

etkiler.

Proteinin ¢oziliniirliigii, diisiik iyon siddetlerinde genellikle tuz konsantrayonu ile
artar. Tuz, proteinin ¢okmesini, proteinin yiikiinii perdeleyerek engeller. Proteinlerin
¢Oziinilirliigli, iyon siddeti arttikga azalir. Bunun sebebi, tuzun hidratize olmas1 ve
proteinin ¢oziiniirligl icin gerekli ¢oziicli miktarinin azalmasidir. Cozeltinin pH’s1
ile, proteinlerin ¢oziiniirlikkleri degisir. Coziiniirliik izoelektrik noktada minimumdur.
Ciinkii bu pH’da proteinler net bir ylike sahip olmadiklarindan, hem polarligin
azalmastyla birlikte ¢oziintirliik azalir, hem de komsu molekiiller arasinda yiike baglh

itmeler ortadan kalkacagi i¢in molekiiller bir araya gelir ve ¢cokme baglar. Bu pH’ nin



istinde ve altinda ise proteinlerin ¢Oziiniirligli artar. Proteinlerin, aminoasit
bilesimleri farkli oldugu i¢in, her proteinin farkli izoelektrik pH’s1 vardir. Bu
sebeple, ¢oktiiriilmek istenen proteinin izoelektrik noktasina c¢ozeltinin pH’s1
ayarlanir ve bdylece, ayrilmak istenen proteinin ¢okmesi ve diger proteinlerin de
cOzeltide kalmasi saglanir. Sicaklik, coziintirliigii etkilediginden dolayi, iyi bir

¢oktiirme i¢in uygun sicaklik se¢imi saglanmalidir (Erséz, 2010).

1.12. Biiyiikliik Farkina Dayanan Ayirmalar

1.12.1. Diyaliz

Biiyiikliik farkina dayanan en basit ayirma yontemi diyalizdir. Amag; proteini kii¢lik
molekiillerden ve ortamda bulunan iyonlardan ayirmaktir. Genellikle yar1 gegirgen
diyaliz zarlari, seliiloz asetattan yapilmistir. G6zenekleri 1-20 nm ¢apindadir. Diyaliz
keseleri, agir metal safsizliklarin1 gidermek ve esit biiyiikliikte gbzenek biiytikliigii
saglamak i¢in On islemden gecirilmelidir. Coktiirmeyle ayrilan proteinler, ¢okme
sirasinda ortamdaki iyonlar1 absorblar. Bunlar1 uzaklagtirmak amaciyla, diyaliz
kesesine konan protein ¢ozeltisi, uygun bir tampon igerisine daldirilir. Osmotik
basing farkindan dolayi, iyonlar ve kiigiik molekiiller distaki tampon ¢ozeltiye
gegerler. Tamponun araliklarla yenilenmesiyle de proteinin kiiciik molekiil ve

iyonlardan kurtarilmasi saglanir (Erséz, 2010).

1.12.2. Ultrasantrifiij

Makromolekiillerin ¢okmesi i¢in, santrifiijlemek suretiyle, merkezka¢ kuvvetinden
faydalanilarak ¢oktiirme yapilabilir. Cozeltideki bir tanecigin ¢okme hizi asagidaki
sebeplere baghidir:

a) Tanecigin sekli, biiylikliigii ve yogunlugu,

b) Coziicliniin yogunlugu ve vizkositesi,

¢) Uygulanan merkezka¢ kuvvetinin biiyiikligt (Ersoz, 2010).



1.12.3. Kromatografi

Kromatografi kelimesi, Yunanca “chroma” (renk) ve “Graphein” (yazmak)
kelimelerinden olusmustur. Ik kez, goriiniir renkli bitki pigmentlerin ayrilmasinda
yirminci yiizyihn baglarinda kullanilmis bir tekniktir. Kromatografi; farkh
bilesiklerin farkli fazlarda degisken sekilde dagilmasina dayanir. Her daim hareketli
faz (mobil faz) ve duragan faz (stasyonel faz) vardir. Hareketli faz, duragan fazin
tizerinden gecer ve ayrilmasi istenen maddeyi de beraberinde siiriikler. Ayrilacak
madde bilesenleri, farkli derecede duragan fazla etkilesime girerler. Duragan fazla
etkilesimi az olan bilesenler daha cabuk, etkilesimi fazla olan bilesenlerse daha agir
hareket ettiklerinden bilesenler birbirinden ayrilirlar. Bilesiklerin bilesenlerine
ayrilmasinda, bilesenler ile duragan faz arasindaki etkilesimin tabiatina gore,
gelistirilmis farkli kromatografik yontemler mevcuttur. Bu etkilesim, spesifik
baglanma ozelliklerine, molekiil biiyiikliigiine, polariteye ya da elektrostatik ¢ekim

giicline baghdir (Telefoncu,1996).

1.12.3.1. iyon Degisim Kromatografisi

Bu adsorpsiyon kromatografisi elektrostatik ¢ekime dayananir. Ornekte bulunan
bilesenler yiiklii duraan faza olan afinitelerine gére ayrilmaktadirlar. Iyon
degistiriciler, iki kistmdan olugmaktadir:

1. i¢inde ve yiizeyinde kimyasal olarak (kovalent baglarla) baglannus yiiklii gruplar
bulunan ii¢ boyutlu, ¢apraz baglarla baglanmis, ¢6ziiniir olmayan dolgu maddesi
(matriks).

2. Hareketli kars1 iyonlar. Karsi iyonlar tersinir olarak ayni yiikteki bagka iyonlarca,
¢Oziinlir olmayan dolgu maddesinde, herhangi bir degisiklige yol a¢madan

degistirilebilirler (Boyer, 1993).

Iyon degistirici dolgu maddesi, eger pozitif gruplarla kimyasal olarak baglanmus ise,
kars1 iyonlar negatif olur. Bu tiir iyon degistiriciler negatif iyonlar1 degistirdikleri

icin anyon degistiriciler adin1 alirlar. Benzer sekilde, eger dolgu maddesi negatif
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gruplarla kimyasal olarak baglanmis ise, karsi iyonlar pozitif olur. Bu tiir iyon

degistiriciler pozitif iyonlar1 degistirdikleri i¢in katyon degistiriciler adim alirlar.

Dolgu maddesi; polisakkaritler, sentetik recgineler, aliiminyum silikatlar, vb. olabilir.
Dolgu maddesinin tabiati, iyon degistiricilerin bozulabilen biyolojik maddelere karsi
davranisini, mekanik kararliligini, akis 6zelligini ve kismen de kapasitesini belirler.
Sentetik regineler ilk kullanilan iyon degistiricileridir. Bunlar, atiklardan iyonlarin
kazanilmasinda, suyun demineralizasyonunu ve su kalitesini diizeltmede
kullanilmistir. Iyon degistiricilerin bu tiirleri, yiiksek derecede vyiiklii gruplarla
kovalent olarak baglanmis hidrofobik polimer dolgu maddeleridir ve biyolojik
maddelerin saflastirilmasinda uygun degildir. Zira polimerlerin hidrofobik olusu ve
yuksek yik yogunlugu biyolojik maddelerin denatiire olmalarina sebep olur.
Biyolojik maddelerin ayrimi i¢in kullanilan ilk iyon degistiriciler, Peterson ve Sober
tarafindan 1956’da gelistirilen seliiloz iyon degistiricilerdir. Hidrofilik tabiatindan
dolayi, seliillozun proteinleri denatiire etme egilimi ¢ok diisiiktlir. Giiniimiizde ¢ok
farkl1 destek maddeleri kullanilmaktadir; ancak en yaygin tercih edilen destek

maddesi protein fraksiyonlanmasi i¢in seliilozdur (Erséz, 2010).

Iyon degistiricilerin yiiksek kapasitesi, cok biiyiik hacimlerin prosesine ve konsantre
sekilde eldesine imkan verir. Iyon degisim kromatografisi ile ayirmada esasen iki
etap mevcuttur: ilk etap 6rnek tatbiki ve iyon degistirici iizerinde adsorpsiyon. Ikinci
etap ise adsorbe edilen 6rnek bilesenlerinin kolondan ayrilmis olarak eliie edilmeleri

(Boyer, 1993).

1.12.3.2. Molekiiler Eleme Kromatografisi

Molekiiler eleme kromatografisnin temel prensibi, kiirecik seklinde olan pordz
matriksin ¢dziicii ile ¢evrelenmis olarak bir kolona doldurulup, {izerinden 6rneklerin

gecirilmesidir.

Matrikse uygulanacak 6rnek igerisindeki molekiil boyutlar1, durgun fazdaki matriks

gozeneklerine gore daha kiiciik ve daha biiyiik haldedir. Matriksin gozenek
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bliyiikliigiine gore daha kiiciik olan molekiiler, matriksin gozenekleri igine girerler ve
kolon boyunca daha yavas hareket ederler. Gozenek biiyiikliigiine gére daha biiytik
olan molekiillerse, matriks tarafindan disar1 birakilirlar ve dolayisiyla kolonu
oncelikle terk ederler. Ara biiylikliikteki molekiiller, matriks gdzenekleri icine
girebilirler; fakat kolon i¢inde kiiciik molekiillere gore daha kisa siire kalirlar.
Boylece, molekiillerin hepsi kolondan azalan biiyiikliikk sirasina gore eliie olurlar.
Molekiiler eleme, iire varliginda, yiiksek ve diisiik iyon konsantrayonunda, 37°C’de
soguk odada ve deneyin gerekli oldugu ortam sartlarinda gergeklestirilebilir.
Molekiiler eleme i¢in kullanilan regineler sunlardir:

a. Sepharose,

b. Sephacryl,

c. Sephadex.

Molekiiler eleme i¢in kullanilan regine tipleri ise sunlardir:
A. Sepharose 2B, 4B, 6B,

B. Sepharose-CL 2B, 4B, 6B,

C. Sephacryl S-200, 30, 400, 500, 1000,

D. Sephadex G-Tipleri (Ersoz, 2010).

1.13. TPP: Three Phase Partitioning (U¢ Fazh Boliimleme)

Sulu ¢ozeltilerden protein ve enzimleri ¢Oktiirmek i¢in t-biitanol ve amonyum
stilfatin kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontem hem baglangic diizeyinde hem de ileri
diizeyde saflastirma icin faydalidir. TPP c¢aligmalarinin gelisimi 1972’lere (Tan ve
Lovrien, 1972) dayanmaktadir. Bu giine kadar TPP yontemi kullanilarak 25

civarinda enzim ve protein izole edilmistir.

TPP ile coktiiriilen proteinler t-biitanol ile birlikte ¢okmektedir. Bu yontemde;
protein-t-biitanol ikilisi lipoprotein davranisi gibi tuzlu su ¢ozeltisinin yiizeyinde
bulunurlar. Yani; t-biitanol proteinin ylizeyde kalmasimi saglamis olur. Yiiksek
konsantrasyonlardaki siilfat iyonlarinin kozmotropik etkisi nedeniyle c¢oktiigii

diistiniilmektedir.
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Elektrostatik kuvvetler proteinlerin konformasyonunu sikistirir ve ayrica protein
hidrasyonunun yoniinii degistirmeye katkida bulunur. Hem TPP hem klasik tuzla
coktiirmede, protein-tuz, protein-protein (siki konformasyon) etkilesimi pH’ya
baglidir. Siilfat konsantrasyonu 0,5-3 M araliginda oldugunda asir1 derecede hidrate

olmus stilfat anyonlar1 birikme egiliminde olur ve proteinleri dislar.

Tersiyer biitanol normalde suyla tamamen karigir fakat ortama (amonyum siilfat gibi)
yeterli miktarda tuz eklendiginde ¢ozelti, altta su faz1 ve iistte t-biitanol faz1 olmak
tizere iki faza ayrilir. Eger sulu fazda protein mevcutsa, konsantrasyona bagli olarak
amonyum siilfat eklendiginde, alt ve {ist faz arasinda iigiincii bir faz olusur. “Uc fazl
boliimleme” ya da TPP olarak adlandirilan bu temel yoOntem, proteinlerin

izolasyonunda ve konsantre edilmesinde yardimcidir.

1= f—>
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Sekil 1.2. TPP igin genel metod (Dennison, C., and Lovrien, R. (1997)

Tersiyer biitanol de bir yiikleme ajani (Zu") olarak siilfatin kozmotropik etkisi gibi
oda sicaklig1 ve iizerindeki sicakliklarda etkindir, ancak etanol gibi zayif kozmotrop
etkiye sahip ¢oziiciiler bu etkiyi yalmz sifir ve altindaki sicakliklarda gosterirler; oda
sicakliginda etkin degildirler. Birgok enzim ve protein kosolvent-su karigimlarinda
aktivitelerini ve fonksiyonlarmi kaybederken, bazi enzimler ise t-biitanol-su
icerisinde aktiftir. Bu nedenle bu konudaki biitiin c¢aligmalar t-biitanol ile

yapilmaktadir.
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Tersiyer biitanol-su istenmeyen proteinlerin eliminasyonu konusunda da faydali
olabilir (Eritrosit enzimlerinden TPP araciligiyla hemoglobinin ayrilmasi) (Pol ve
ark., 1990). TPP’de sadece t-biitanol degil, diger kosolventler de kullanilabilir.
Ancak metanol ve etanol gibi kosolventlerin TPP i¢in yaygin olarak kullanimlari

uygun degildir (Lovrien ve ark., 1994).

1.13.1. Hofmeister Serisi

Anyonlar: SO4* > HPO4* > asetat” > Cl" > NO3~
Katyonlar: Mg?" > Li* > Na*"= K" > NH4"

Siilfat kozmotrop (von Hippel ve Schleich, 1969) ve anyonik olarak Hofmeister
serisinin baginda yer alir (Collins ve Washabaugh, 1985). Siilfat bir anyon ve t-
biitanol ndtral bir molekiil oldugu halde yeterince yiiksek konsantrasyonlarda buna
benzer bilesik ciftleri kullanildiginda ve esas ¢6ziicii su oldugunda bu bilesik
ciftlerinin fizikokimyasal davraniglar1 bakimindan birbirlerini gili¢lendirdikleri

aciktir.

TPP’de pH miidahalesi, farkli siilfat konsantrasyonlar1 ve protein molekiiliiniin
yiikiine (Zu") bagh olarak asagidaki bes etken 6nemlidir;

« lIyonik kuvvet etkileri

»  Kozmotropi

*  Cukur yiizey gerilimini arttirma

*  Osmotik stres (dehidrasyon)

» Harici yiikkleme ajani

Proteinler net pozitif yiike (Zu") sahip oldugunda, iki degerlikli siilfat anyonlari
(SO4%) proteinle etkilesme egilimindedir. Protein molekiilleri fark edilecek derecede
net pozitif yiikle yiiklendiginde (Zu") genlesmis formdan sikigtirilmis konformasyona
gectigi goriilmektedir (Matulis ve Lovrien, 1996).
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Siilfatin salting out giiciiniin mekanizmasi ya da siilfat iyonunun islevinin kuvvetli
pH bagimliliginin temel nedeni; siilfat anyonlarinin protein molekiillerine baglanmis
olmasi, artan makromolekiiler biiziilme (daralma) ve konfomasyonel biiziilme

davranigidir.

Hofmeister serisinde iyi kozmotrop 6zellige sahip diger inorganik anyonlar, 6zellikle
de fosfat anyonlari, tahmin edilebilecegi gibi siilfata benzer sekilde davranir ve bazen
gercekten aym etkiyi yapar (Collins ve Washabaugh, 1985). Inorganik anyonun bagl
oldugu protein molekiilii prosesin bir parcasi oldugunda, siilfat ve fosfat arasinda bu

ayirma prosesinin pH bagimlilig1 agisindan biiyiik, belirgin farkliliklar: vardir.

TPP icin genel olarak su adimlar izlenir:

1. Protein 6zelliklerinin analizi
2. TPP’nin optimizasyonu
-pH
-Sicaklik

3. Total protein ve biyoaktivite (enzim, hormon, vs.) 6l¢iimleri

1.13.2. TPP’nin Avantajlar

1. TPP genellikle klasik tuzla ¢oktirmeden daha az amonyum siilfat
gerektirdiginden maliyeti klasik tuzla ¢oktiirmeden daha azdir.

2. Proteinlerin konsantre edilmesi ve boliimlere ayrilmasi, TPP’nin faydali ve
onemli bir 6zelligidir. Bir TPP dongiisii icerisinde bazen 100 kat konsantrasyon

etkenine ulagilir.

TPP bir derisimleme ya da su giderme asamasidir. Ham proteinden ekstrakte

edilmis %0.2-1 kadar yar1 kat1 proteinin mL’si basina 2-10 mg istenen protein

elde edilebilir.

3. Kirleticiler; 6rnegin; lipidler, tercihen organik ¢oziiciilerle ¢oziiniirler. Bunlar

t-biitanol tabakasindan uzaklastirilir. Bu 06zellik sayesinde bazen diisiik
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molekiil agirlikli bilesikler; 6rnegin; lipidler, fenolik bilesikler ve bazi

deterjanlar ayrilmis olur (Dennison ve Lovrien, 1997).

1.14. Momordica charantia

Sekil 1.3. Momordica charantia

Momordica charantia L. kabakgiller familyasina ait, iilkemizde kudret nar1 adiyla
bilinen ve ekonomik agidan énemli tibbi bir bitkidir (Paul ve Raychaudhuri, 2010).
Latince adi Momordica “isirmak” anlamina gelir (Taylor, 2002). Diinya iilkelerinde
bilinen diger adlari; papailla, melao de sao caetano, sorosi, a'jayib al maasi,
assorossie, balsam elmasi, chin li chih, ejinrin gule khandan, fu-kua, k'u kua kurela,
kor-kuey, ku gua, lai p'u t'ao, pava-aki, salsamino, ac1 kabak, sorci, sorossi, sorossie,
sorossies, pare, peria laut, peria (Taylor, 2002), ac1 kavun, act hiyar (Rangahau,
2002), armut balsami, karela (Brown, 1995)’dir. Tek yillik olan bitkinin, filizleri
sarilict ince ve uzun, yapraklar1 5-7 loblu ve 5-10 cm genisligindedir (Brown, 1995).
Yapraklarin koltuk altlarinda tek olarak sari renkli erkek ve disi ¢igeklere sahiptir
(Taylor, 2002). Meyveleri sigile benzer yogun cikintili, kiit veya sivri, uzun veya
kisa boylarda olabilmektedir (Rangahau, 2002). Ziimriit yesili renkli gen¢ meyve,
olgunlastik¢a sari-turuncu renk alir, u¢ noktalarindan ii¢ parcaya ayrilarak geriye
dogru kivrilir (Brown, 1995; Taylor, 2002) ve parlak kirmizi renkte etli olan
tohumlar agiga ¢ikar (Rangahau, 2002).
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Minimum sicaklik istegi 15-18°C’dir (Brown, 1995). Diger kabakgiller
familyasindaki bitkiler gibi yetistirilmektedir. Uretim, fidelerle erken ilkbaharda
yapilir. Cigeklenmeden sonra meyveler 10-15 giin i¢inde olgunlasirlar ve 10-15 cm
biiyiikliige ulasinca hasat edilirler. Ilk hasat, dikimden 70-80 giin sonra
yapilmaktadir. Meyve verimi 5-6 ton/ha civarindadir (Rangahau, 2002).

Kokeninin Cin ve Hindistan oldugu bilinmektedir (Rangahau, 2002). Afrika ve Asya,
Amazonlarda dahil olmak iizere Karayipler ve Gliney Amerika boyunca tropik
bolgelerde dogal olarak yetisir (Brown, 1995). Momordica cinsi igerisinde
Momordica chinensis, M. elegans, M. indica, M. operculata, M. sinensis, M.
charantia ve Sicyos fauriei tirleri yer almaktadir (Taylor, 2002). Hindistan’da
Kudret Narinin birgok tiirii bulunmakla birlikte (Behera, 2004), yaygin olarak
Momordica charantia var. charantia blylik meyveli ve Momordica charantia var.
muricata kiigiik ve yuvarlak meyveli olan iki tiirii yetistirilmektedir (Chakravarty,

1990).

Glinlimiizde kudret nar1 tarimi1 Hindistan, Cin (Behera ve ark., 2008), Malezya,
Afrika ve Gliney Amerika’da ekonomik olarak yapilmaktadir (Raj ve ark., 1993).
Ayrica Japonya, Tayvan, Tayland, ABD ve nadiren Avusturalya’da da
yetistirilmektedir (Rangahau, 2002). Ulkemizde Bursa ve Yalova civarlarida bahge

tarimi seklinde kiigiik alanlarda tiretilmektedir.

Yaygin olarak yetistirildigi iilkelerde yapraklar ve siirgiinlerde acilig1 gidermek i¢in
tuzlu suda haglama veya 1slatilma yapilmak sureti ile sebze olarak
degerlendirilmektedir (Brown, 1995). Tohumlar miishil etkisi nedeni ile yemek i¢in
tavsiye edilmez. Olgun meyveler morodicine adli bir alkoloid nedeni ile ac1 bir tada
sahiptir ve bu nedenle olgunlasmamis meyvesi yenir (Rangahau, 2002), sebze olarak
tilkketilir (Paul ve Raychaudhuri, 2010; Yuan ve ark., 2008). Ayrica ¢ig halde,
pisirilerek ve kizartilarak tiiketilebilir (Brown, 1995) veya igecek hazirlanmasinda

kullanilabilir (Yuan ve ark., 2008).

Kudret narinin halk arasinda tibbi tedaviyi destekleyici olarak kullaniminin uzun bir

gecmisi vardir. Taylor (2002)’un bildirdigine gore; yapraklarindan yapilan gaylari
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seker hastaliginda, kolit tedavisinde gaz giderici, yaralarda ve sancilarda dahili ve
harici olarak, solucan ve parazitleri diistirmede kullanilmaktadir. Ayrica kizamik,
hepatit ve atesli durumlar icin antiviral oldugu belirtilmektedir (Grover ve Yadav,
2004). Brezilya halk tibbinda tiimdr, yara, romatizma, sitma, adet agrilari, seker
hastaligi, ates, kiirtaji indiiklemek ve afrodizyak olarak, ayrica cilt problemleri,
vajinit, hemoroit, uyuz, kasintilh dokiintii, egzama ve cilizam hastaliklarina karsi
(Koller, 2008), Meksika’da tiim bitki diyabet ve dizanteriye karsi, kokler ise
afrodizyak olarak, Peru’da bitkinin yaprak veya diger toprak iistii kisimlar1 kizamik
ve her tiirli iltihap tedavisinde (Kumar ve Bhowmik, 2010), Hindistan, Cin ve
Amerika’da geleneksel diabet tedavisinde saglikla ilgili sikayetlerin giderilmesinde
(Yeh ve ark., 2003), Filipinler’de (Reyes ve ark., 2006), Asya, Dogu ve Latin
Amerika iilkelerinde antidiyabetik ve antihiperglisemik olarak kullanilmaktadir
(Ahmed ve ark., 2001). Momordica charantia L.’nin olgun meyveleri ¢ok eskiden
beri Tiirk halk hekimliginde, yaralarin hizli iyilesmesi i¢in harici ve peptik ilser

tedavisi i¢in dahili olarak kullanilmaktadir (Giirbiiz ve ark., 2000).

Tim bitkideki etkili maddeler; momorcharins, momordenol, momordicilin,
momordicins, momordicinin, momordin, momordolol, charantin, charine,
cryptoxanthin, cucurbitins, cucurbitacins, cucurbitanes, cycloartenols, diosgenin,
elaecostearic acids, erythrodiol, galacturonic acids, gentisic acid, goyaglycosides,
goyasaponins ve multiflorenol’dur (Murakami ve ark., 2001; Parkash ve ark., 2002).
Genel kimyasal bilesimi olgunlasmamis meyvelerde diger kabakgillere benzerdir
(Behera, 2004). Meyvelerinde; polypeptide- p insulin, ascorbigen (Lolitkar ve Rao,
1966), amino acids — aspartic acid, serine, glutamic acid, threonine, alanine, g-amino
butyric acid ve pipecolic acid ve luteolin (Yuwai ve ark., 1991) bulunur. Ayrica
demir, Vitamin A ve C i¢in iyi bir kaynaktir (Behera, 2004; Rangahau, 2002).
Tohumlarinda, galaktoz, lektin (Wang ve Ng, 1998), primidin niikleozid vicine
(Khanna ve Mohan, 1973), peptid (Panagariya ve Dixit, 2004), fenolik asitler; gallik
asit, katesin, klorojenik asit, epikatesin ve antioksidantlar icerdigi bildirilmistir

(Horax ve ark., 2005).

Deneylerle ispatlanmis klinik caligmalarda ise hipoglisemik (Jayasooriya ve ark.,

2000; Panagariya ve Dixit, 2004), anti-hiperglisemik (Ahmed ve ark., 2001; Grover
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ve ark., 2002), antiiilser (Glirbiliz ve ark., 2000), antioksidan (Horax ve ark., 2005;
Kubola ve Siriamornpun, 2008; Liu ve ark., 2010; Wua ve Ng, 2008), antidiabetik
(Krawinkel ve Giidriin, 2006; Reyes ve ark., 2006), hipolipidemik (Ahmed ve ark.,
2001; Nerurkar ve ark., 2006), antikanserojen, hipokolestrolemik (Ahmed ve ark.,
2001), antiviriis (Nerurkar ve ark., 2006), antibakteriyel (Braca ve ark., 2008;
Roopashree ve ark., 2008), bocek oldiiriicii (Cheng ve ark., 2004), trigliserit
diisiiriicii (Senanayake ve ark., 2004), antimutagenik (Sumanth ve Chowdary., 2010),
immiinostimiilan,  antitimor, antibiyotik, antiinflamatuar (Taylor, 2002),
antimikrobiyal, abortisid, antifertility ve antihelmintik (Paul ve Raychaudhuri, 2010)

oldugu belirlenmistir.

1.15. Stevia rebaudiana

Sekil 1.4. Stevia rebaudiana (Erisim

Adresi:http://www.gardensonline.com.au/GardenShed/PlantFinder/
Show_3009.aspx Erigim Tarihi: 25.05.2014)

Stevia rebaudiana; Paraguay ve Brezilya’da yetisen chrysanthemum ailesinden,
yabani ve kiigiik bir ¢al tiiriidiir. 60-90 cm boyunda, ortalama 25°C’de ve bazi tiirleri
2300-2900 m yiiksekliklerde yetisebilen, nemli ortamlar1 seven, bir bitki tiiriidiir
(Cortes ve ark.,, 2007). Anavatant Giiney Amerika’dir. Paraguay, Brezilya,
Kolombiya, Meksiko, Uruguay, Guatemala, Peru, Japonya ve Giiney Kore’de
yetistirilmektedir; ayrica Kaliforniya ve Ingiltere’de de yetistirilmektedir. Kuzey
Amerika’da tespit edilebilen 80’in iizerinde ¢esidi, Giiney Amerika’da ise 200’{in
tizerinde yerli tiirii oldugu tahmin edilmektedir (Nunes ve ark., 2007; Tadhani ve

ark., 2007; Richard, 2009).
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1.16. Calismanin Amaci

Daha once invertaz enziminin saflagtirilmadigi bir kaynak olan Stevia rebaudiana
bitkisinden ve Momordica charantia meyvesinden invertaz enzimini tek basamakta
saflastirmak icin TPP yontemini optimize etmek ve saflastirilan enzimin optimum

parametrelerini belirlemek.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Sharma ve Gupta, 2001. TPP yontemiyle, havuctan (Dacus carrota) fosfolipaz D
saflagtirilmistir. TPP’nin tek adimlik islemi sonrasi 13 kat saflastirma ve %72 geri
kazanim aktivitesi elde edilmistir. SDS-PAGE analizi sonrasinda yaklasik olarak 60
kDa minimum molekiiler agirligina denk gelen tek bir ¢izgi goriilmiistir.
Saflastirilmis enzimin, optimum pH araliginin 6,0-6,5 oldugu ve enzimin 30°C’nin
tizerindeki sicakliklarda stabil olmadig1 anlagilmistir. Kinetik ¢alismalar sonucu Km=
9,5 mM ve Vmax= 0,35 mL/dk oldugu goriilmiistiir. TPP ile saflastirilan enzimin

DEAE-seliiloz kolonunda iki izoenzime ayristig1 bulunmustur.

Gaur ve ark., 2007. Protein saflastirilmasinda kullanilan TPP’nin ii¢ ¢esit bitki
kaynagindan (Mango c¢ekirdegi, soya fasulyesi ve piring kepegi) yag
ekstraksiyonunda kullanilmasi  aragtinnlmigtir.  Optimize edilmis kosullarda
proteinlerin, iistte bulunan yag igerikli t-biitanol ve alttaki sulu faz arasinda ara
cokelti olarak bulundugu goézlenmistir. Preparatlarin ticari olarak satilan bir protein
karisimi olan Protizyme™ ile 6n isleme alinmasi sonucunda sirasiyla %98 , %86 ve
%79 (w/w) oranlarinda yagin artigina neden oldugu goriilmiistiir (soya fasulyesi,
piring kepegi, mango ¢ekirdegi). Bu yontemin etkinligi, klasik ¢oziicii ekstraksiyon
yontemi ile karsilastirilmis; daha az zaman gerektirdigi ve t-biitanoliin klasik ¢oziicii
ekstraksiyon yonteminde kullanilan n-hekzan ¢oziiclisiinden daha giivenli oldugu

anlagilmistir.

Saxena ve ark., 2007. TPP yontemi, ragi (parmak darisi) (Eleusine coracana)’nin
cift fonksiyonlu amilaz/proteaz inhibitoriiniin saflastirilmasinda kullanilmistir.
Proteinlerin etkili saflastirilmasi i¢in gerekli olan c¢esitli sartlar optimize edilmistir.
Birinci basamakta %30 amonyum siilfat doygunlugu ile 1:1 (v/v) oraninda kaba
ekstrakt/t-biitanol eklenmesi sonucu sirasiyla 8,9 ve 8,65 kat saflastirma ile %83 ve
%80 amilaz ve tripsin inhibitdrlerin verimi hesaplanmustir. Ikinci basamakta ise %60
amonyum siilfat doygunlugu ve 1:2 (v/v) oraninda sulu faza t-biitanol eklenmesi ile
sirastyla 20,1 ve 16 kat saflastirma ile %39,5 ile %32 verimle amilaz ve tripsin
inhibitorleri elde edilmistir. SDS-PAGE analizi sonucunda bu inhibitdr proteinin

yeterli saflikta elde edildigi ve molekiiler agirliginin 14 kDa oldugu anlagilmistir.
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Dhananjay ve Mulimani, 2008. o-galaktosidaz ve invertazin ii¢ fazli ayristirma
sisteminde, degisik kosullar altinda (amonyum siilfat, t-biitanol/kaba ekstrakt orani,
sicaklik ve pH) kolayca ayirt edilebilen orta fazda biriktigi goriilmistiir. o-
galaktosidaz ve invertaz sirastyla 15 ve 12 kat saflagtirilmis ve %50 ile %54 aktivite
geri kazanimi saglanmistir. TPP ile elde edilen ara fazdaki ¢okelti SDS-PAGE ile
analiz edilmistir. Her iki saflastirilmis ¢okelti de SDS-PAGE’de elektroforetik

homojenite gdstermistir.

Narayan ve ark., 2008. Ipomoea palmata yapraklarindan TPP kullanilarak
peroksidaz saflagtirllmigtir. Birinci TPP dongiisiinde, su fazina kaba ekstrakt/t-
biitanol orani 1:1 iken ve %30 amonyum siilfat doygunlugunda, 37°C’de %160
aktivite geri kazanimi ve 2 kat saflastirma elde edilmistir. Sivi fazin ikinci TPP
dongiisiinde 18 kat saflagtirma ve %81 aktivite geri kazanimi elde edilmistir. SDS-
PAGE analizinde yeterli saflagtirma bulunmus ve peroksidazin molekiil agirliginin
20,1 kDa oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma, su anki literatiir degerlerine gore birincil
saflagtirma teknigi olarak daha yiiksek bir saflastirma ve aktivite geri kazanimin
saglamigtir. Bu ylizden peroksidazin saflastirilmasinda TPP’nin ilgi cekici bir ilave

islem basamagi oldugu diistiniilmiistir.

Hussain ve ark., 2009. Bu calismada, ilk olarak tuza dayanikli bolgesel CP77-400
(CP-77) varyasyonu seker kamiginin (Saccaharum officinarum L.) ¢6ziinebilir asit
invertazinin (C.A.L) kinetik ve termodimaik o6zellikleri aragtirllmigtir. C.A.I., FPLC
yontemi kullanilarak belirgin bir sekilde homojen olarak saflastirilmistir. Kaba enzim
yaklasik 13 kat saflastirilmis ve %35 geri kazanim saglanmistir. Dogada monomer
halinde bulunan bu invertazin, jel filtrasyonundaki molekiiler agirhigr ve SDS-
PAGE’deki alt iinite agirliginin 28 kDa oldugu bulunmustur. C.A.I. yiiksek derecede
asidik ozellik gostermistir ki pH’st 2,0’dan az bulunmustur. Asidik karakterin
olmadig1 durumlarda kataliz sirasinda proton transferinin pKa = 2,4 karboksil
gruplariin bazik karakterde gergeklestigi anlasilmistir. C.A.L. tarafindan siikroz
hidrolizi i¢in kinetik sabitlerinin Km= 55 mg/mL; Kca= 21 s7'; Keat/Kmm = 0,38 oldugu
ve termodinamik parametlerin AH'= 52,6 kJ/mol; AG'=71,2 klJ/mol; AS'=-57
J/mol.K; AG™e-s= 10,8 kJ/mol ve AG"e-r = 2,6 kJ/mol oldugu bulunmustur. Ayrica

geri doniisiimsiiz termodenatiirasyonun kinetik ve termodinamik ozellikleri cesitli
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1silarda (53 — 63°C ) belirlenmistir. C.A.I.’nin yar1 6mrii 53°C ve 63°C’da sirasiyla
112 ve 10 dk olarak olclilmiistiir. 55°C’de yar1 Oomiir siiresinin beklenmedik bir
sekilde 53°C’dekinin iki katt oldugu gorilmiistiir. 55°C’de C.A.L’min geri
doniisiimsiiz termal stabilitesinin AG™- AH" - AS” degerleri sirasiyla 107,7 kJ/mol,
276,04 kJ/mol ve 513 J/mol.K oldugu goriilmiistiir.

Chaiwut ve ark., 2010. Kurumus papaya yapraklari, taze meyve kabuklarina iistiin
bir proteolitik aktivite sergilemistir. Proteazlar, pH:7,0’da fosfat tampon soliisyonu
ile ekstraksiyonlar1 sonrasinda suya oranla proteolitik aktivitelerini korumustur.
SDS-PAGE analizi sonucu; kuru papaya kabuklar ekstraktlarinin genis bir protein
band: icerdigi goriilmistiir. TPP ile papaya kabuklari proteazlarinin izolasyonunun
optimizasyonu i¢in belirli bir t-biitanol/kaba ekstrakt orani, amonyum siilfat
doygunlugu ve TPP dongiileri gerekmistir. Kaba ekstraktin t-biitanole oraninin 1:0,5
(v/v) oldugu, %20’lik amonyum siilfat doygunlugunda alt fazda en yiiksek proteolitik
geri kazanimi (%253,5) ve 15,8 kat saflastirma goriilmiistiir. Daha sonra TPP %55
doygunluktaki amonyum siilfat soliisyonu birinci basamaktaki alt faza eklenerek
optimize edilmistir. Sonucta 10,1 kat saflastirma ve 9%89,4 geri kazanim
saglanmistir. Bu calisma, TPP yonteminin papaya kabuklarinda proteazlarin

ekstrasyonunda etkili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Akardere ve ark., 2010. TPP yontemi, hamur mayasinda (Saccharomyces
cerevisiae) tek adimda invertazi saflastirmada kullanilmigtir. Amonyum stilfat
konsantrasyonu, ham ekstraktin t-biitanole oram1 ve pH gibi c¢esitli parametrelerin
invertazin eldesine etkileri, saflastirma katsayis1 ve geri kazanim aktivitesini
belirlemek ic¢in aragtirllmigtir. Optimize kosullarda (%50 (w/v) amonyum siilfat
doygunlugu, 1:0,5 kaba ekstrakt/t-butanol orani ve pH:4,0) enzimin 15 kat
saflastirildigr ve %363 aktivite ile geri kazanimi belirlenmistir. TPP ile elde edilen
enzimin SDS-PAGE’de kayda deger bir saflikta oldugu goriiliip, molekiiler
agirhiginin 52 kDa oldugu bulunmustur. Optimum sicaklik ve pH’nin sirasiyla 60°C
ve 6,0 oldugu bulunmustur. Saflastirilmis enzimin ayrica 4,0 ve 6,5 pH araliginda ve
4-50°C sicaklik araliginda oldukga stabil oldugu gozlenmistir. Km ve Vmax degerleri:

Lineweawer-Burk egrisine gore sirasiyla 0,19 M ve 29,8 U olarak bulunmustur.
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Ozer ve ark., 2010. Protein saflastirmada kullanilan; ii¢ fazli bir ayristirma teknigi
olan TPP, domatesten invertaz enziminin saflastirilmasinda kullanilmistir. Invertazin
saflagtirlmasinda en yiiksek saflik ve verimi elde etmek i¢in amonyum siilfat
doygunlugu, t-biitanol/kaba ekstrakt oram1 ve pH gibi ¢esitli parametreler
belirlenmistir. Goriilmiistiir ki pH: 4,5’te, %50 amonyum siilfat doygunlugunda, 1:1
(v/v) t-biitanol/kaba enzim orani ile birlikte tek basamakta %190 invertaz aktivitesi
geri kazanimi ve 8,6 kata varan saflik elde edilmistir. Son olarak enzim karakterize
edilmis ve genel biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Enzimin SDS-PAGE analizi
sonucu kaydadeger miktarda enzim saflastirildigir bulunmus ve enzimin yaklasik 20
kDa oldugu goriilmiistiir. Bu calisma gostermistir ki; invertazin saflastirilmasinda

TPP, basit, hizl1 ve ekonomik bir tekniktir.

Rajeeva ve Lele, 2011. Etkili bir biyoseperasyon teknigi olan TPP Ganoderma sp.
WR-1 tiiriiniin fermantasyon kiiltiirlerinden lakkazin saflastirilmasinda kullanilmistir.
Iki adimlik prosediirde, lakkaz seperasyonu i¢in amonyum siilfatin fizyokimyasal
parametleri, sulu fazin t-biitanol’e orani, sicaklik ve pH optimize edilmistir. Birinci
basamakta %20 amonyum siilfat ile 1/0,5 (v/v) sulu faz/t-biitanol oraninda pH:7,0’da
lakkazin ¢ogunun alt sulu fazda oldugu goriilmiistiir. ikinci basamakta amonyum
stilfat oran1 %90’a c¢ikarilmig ve birinci basamaktaki diger parametrelerin aym
kalmasiyla, lakkaz konsantrasyonunun ara fazda oldugu goriilmistir. Bu iki
basamakli TPP sonunda lakkazin %60 geri kazanimi ve 13,2 kat saflastirilmasi
saglanmigtir. Calisma sonucu, bu yontemin lakkazin saflastirilmast  ve

yogunlastirilmasinda hizli, basit ve son derece etkili bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Sen ve ark., 2011. Bu calismada, pepinodan (Solanum muricotum) o-galaktosidaz
enzimi TPP yontemi ile saflastirilmistir. Cesitli parametrelerin (amonyum siilfat
doygunlugu, kaba ekstraktin t-biitanole orani, pH) a-galaktosidaz eldesine etkileri, en
yiiksek saflik kati ve verimini elde etmek i¢in arastirllmistir. Sonuglara gore,
pH:5,25’te %50 amonyum siilfat doygunlugu (w/v) , 1:1,5 (v/v) kaba ekstrakt/t-
biitanol orani ile a-galaktosidazin 6,2 kat saflagtirildigi ve %127 aktivite geri
kazanimi bulunmustur. Elde edilen o-galaktosidazin karakterizasyonu ve
biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. SDS-PAGE analizi sonucu;

enzimin yeterli miktarda saflastirildigi goriilmiis ve molekiil agirliginin 38 kDa
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oldugu bulunmustur. Enzim aktivitesine ve stabilitesine etki eden ¢esitli parametreler
(sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu) de ¢alisilmistir. Optimum sicaklik ve pH’nin
strastyla 50°C ve 5,5 oldugu goriilmiistiir. Enzimin 37°C ve 45°C sicaklik araliginda
ve ayrica 4,5 ve 7,0 pH araliginda olduk¢a stabil oldugu goriilmiistiir. Kinetik
sabitlerin: Km ve Vmax sirasiyla 0,37 mM ve 0,46 U oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma
gostermistir ki; pepinodan a-galaktosidazin saflastirilmasinda TPP teknigi oldukca
ilgi cekici bir yontemdir ve ayrica TPP ile elde edilen enzimin karakteristik

ozellikleri enzimi endiistriyel kullaniminda iyi bir aday haline getirmektedir.

Harde ve Singhal, 2012. Hidrofilik bilesenleri, proteinleri ve hidrofobik bilesenleri;
su, amonyum siilfat ve organik ¢oziiciide ayristiran bir yontem olan TPP teknigi,
Coleus forskohlii koklerinden bir diterpen olan forskolinin eldesinde kullanilmustir.
Sulu karigima t-biitanol ve amonyum siilfatin es zamanli eklenmesine dayanan bu
yontem, amonyum siilfat miktar1 ve t-biitanol oranlarina gore optimize edilmistir. Bu
optimize kosullarda maksimum %30,83 forskolin geri kazanimi elde edilmistir. TPP
sonrasinda ticari enzim preparatlari olan Stargen 002 ve Akselaraz 1500 kullanilmasi
ve ultrasonlar1 sonucunda sirasiyla %79,95 ve %83,85 geri kazanim iiriinleri elde
edilmistir. Ayrica bu islemin 12 saat siiren Soxhlet ekstraksiyonuna gore daha kisa
stirede (4 saat) tamamlandig1 goriilmiistiir. Her iki enzimin beraber kullanildig:
durumda verimin ciddi oranda arttig1 goriilmiistiir. Bu ylizden, TPP sonrasi enzim

eklenmesinin (forskolin ekstraksiyonunda) kullanilmasi tavsiye edilmistir.

Vetal ve ark., 2014. Bu calismada, Ocimum sanctum yapraklarindan ultrasonla
kombine edilmis TPP yontemi ile, ursolik asit (UO) ve oleanolik asitin (OA)
ekstraksiyonu saglanmig ve bu yontem maksimum geri kazanim igin optimize
edilmigtir. TPP teknigi O. sanctum yapraklarindan ursolik asit (UO) ve oleanolik
asitin (OA) ekstraksiyonunda kullanilmasinin miimkiin olup olmadig1 arastirilmastir.
En yiiksek verimi elde edebilmek icin ekstraksiyon verimine etki eden cesitli
parametrelerin (pH, amonyum siilfat doygunlugu, kaba ekstrakt/t-biitanol orani,
zaman ve substrat yogunlugu) etkileri aragtirllmigtir. Optimize edilmis sartlarin su
sekilde oldugu bulunmustur: zaman: 120 dk, pH:7,0, amonyum siilfat doygunlugu:
%50 (w/v), kaba ekstrakt/t-biitanol oran1 1:1 (v/v), substrat miktar1 %75. Optimize

edilmis sartlarda TPP yontemi ile elde edilen en yiiksek verimin ursolik asit (UO) ve
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oleanolik asit (OA) i¢in sirasiyla %79,48 ve %80,67 oldugu goriilmiistiir. Ancak 40
kHz ve 180 W giicteki UATPP ile bu verimin daha yiiksek oldugu (%83,36 ve
%85,58), ayrica gerekli zamanin da sadece 14 dk oldugu goriilmiistiir. Son olarak,
klasik  ¢oziicii  ekstraksiyonu ve TPP-ultrasound ekstraksiyon verimleri
karsilastirilmis ve TPP-Ultrasound yonteminin O. Sanctum yapraklarindan ursolik
asit (UA) ve oleanolik asit (OA) eldesi i¢in oldukea ilgi ¢ekici bir yontem oldugu

goriilmiistiir.

Avhad ve ark., 2014. Bu calisma, Bacillus sphaericus MTCC 3672 susundan
fibrinolitik enzimin UATPP yontemi ile elde edilmesini amaglamistir. Fibrinolitik
enzimin UATPP iglemi, amonyum stilfat konsantrasyonu, pH, t-biitanoliin besiyerine
orani, sicaklik, ultrason frekansi, ultrason c¢ikis giicii ve islem dongiisii gibi
parametreler degistirilerek calisilmistir. %65 geri doniisiime sahip ve en fazla 16,15
kat saflig1 elde edilmesini saglayan optimum parametrelerin : %80 amonyum siilfat
doygunlugu, pH:9,0, 30°C, 0,5 (v/v) t-biitanol/kiiltiir orani, 25 kHz frekans ve 150 W
ultrason ¢ikis giicli, 5 dk’lik %40 islem dongiisii ile elde edildigi anlasilmistir. Elde
edilmis enzimin SDS-PAGE analizi sonucunda, kismi saflagtirma sonunda
molekiiler agirhiginin 55-70 kDa araliginda oldugu bulunmustur. UATPP’nin
arttirtlmis  kiitle transferi sonucunda klasik TPP’ye gore daha yiiksek kat
saflagtirillmis fibrinolitik enzim elde edildigi ve islemin 1 saatten 5 dk’ya indirildigi
goriilmiistiir. Bulgularimiz UATPP’nin etkili bir biyoarastirma teknigi oldugunu

vurgulamistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan kimyasal maddeler; potasyum sodyum tartarat, t-biitanol,
sodyum hidroksit, amonyum siilfat, siikroz, 3,5-dinitro salisilik asit (DNS), sodyum
karbonat, bakir (I1) siilfat pentahidrat, Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi, fosforik asit,
trisodyum sitrat, diyaliz kesesi, sigir albiimini, etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
ve diger kimyasal ve sarf malzemeler, kimyasal malzeme satan firmalar aracilig: ile

temin edilmistir.

Calismada kullanilan cihazlar; vorteks cihazi (Dragon Lab MX-F), elektroforez
takimi1 ve gii¢ kaynagi (Atto), santrifiij cihaz1 (Hettich), etiiv (elektro-mag), manyetik
karistiricil 1sitict (Ika C-Mag HS 7), UV-visible spektrofotometre (Pharmacia), pH
metre (Hanna). Kullanilan cihazlar Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Kimya ve Biyoloji boliimleri laboratuarindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kaba Ekstraktin Hazirlanmasi ve TPP Yontemi

Sekil 3.1. Dondurulmus Momordica charantia meyvesi

Momordica charantia meyvesi, enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Dondurulmus

Momordica charantia meyvesi, mutfak robotunda hacmin 10 kati kadar fosfat
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tamponu (0,2 M pH:5,0) igerisinde homojenize edilmis ve sonrasinda stiziilerek
sliziintlinlin hacmi Ol¢lilmistiir.  (Sicaklik calisma boyunca 4°C civarinda

tutulmustur).

3.2.2. Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Sekil 3.2. %40; %50; %60 ve %70 amonyum
siilfat doygunluguna getirilmis 6rnekler

Olgiilen hacim 4’e béliinerek beherlere alinmustir. Hacme gére birinci beherdeki
ornek %40; ikinci beherdeki 6rnek %50; tigiincii beherdeki 6rnek %60 ve dordiincii
beherdeki 6rnek %70 amonyum siilfat doygunluguna getirilerek, diisiik devirde
manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Karisimlara 1:1 (v/v) oraninda t-
biitanol eklenerek 1 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda
ornekler 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiijlenmistir. Ortada olusan kat1 faz, alt ve
ist fazdan ayrilarak fosfat tamponu (0,2 M; pH:5,0) icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Her
biri i¢in invertaz aktivite tayini yapilmig ve aktivitenin en yiiksek oldugu amonyum
stilfat doygunlugu oran1 belirlenerek bundan sonraki islemlerde bu doygunluk orani

kullanilmustir.
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3.2.3. Tersiyer biitanol Miktarinin Optimizasyonu

Sekil 3.3. t-biitanol eklenmis 6rnek

Optimum amonyum siilfat doygunluguna getirilen 6rnegin hacmi Olgiilerek 4’e
boliinmiis ve beherlere alinmistir. Hacme gore birinci beherdeki 6rnege 1:0,5 (v/v);
ikinci beherdeki drnege 1:1 (v/v); liclincili beherdeki 6rnege 1:1,5 (v/v) ve doérdiincii
beherdeki 6rnege 1:2 (v/v) oraninda t-biitanol ilave edilmistir. 1 saat oda sicakliginda
bekletildikten sonra 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiijlenmistir. Ortada olusan kati
faz, alt ve ist fazdan ayrilarak fosfat tamponu (0,2 M; pH:5,0) igerisinde
cozdiirilmiistiir. Her bir ornek i¢in invertaz aktivite tayini yapildiktan sonra en

yiiksek aktiviteye sahip olan t-biitanol orani belirlenmistir.
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3.2.4. Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Sekil 3.4. Santrifiijlenmis
ornekler

Optimum t-biitanol ilavesine sahip 6rnegin hacmi dlgiilerek hacim 3’e bolinmiis ve
beherlere alinmistir. Birinci beherdeki 6rnek 15 dk; ikinci beherdeki 6rnek 30 dk;
ticiincii beherdeki 6rnek ise 60 dk siireyle oda sicakliginda bekletilmis ve sonrasinda
4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiijlenmistir. Ortada olusan kati faz, alt ve iist fazdan
ayrilarak fosfat tamponu (0,2 M; pH:5,0) icerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Her biri i¢in
invertaz aktivite tayini yapilmis ve aktivitenin en yiiksek oldugu bekleme siiresi

belirlenmistir.

Optimizasyonlar belirlendikten sonra, dondurulmus Momordica charantia meyvesi
mutfak robotunda hacmin 10 kat1 kadar fosfat tamponu (0,2 M pH:5,0) icerisinde
homojenize edilerek siizlilmiistiir (sicaklik calisma boyunca 4°C civarinda
tutulmustur). Siiziinti hacmi Ol¢lilmiis ve hacme gore optimum amonyum siilfat
doygunluguna getirilmistir. Hacme gore optimum oranda t-biitanol eklenmis ve
optimum bekleme siiresinde bekletilmistir. Ornek 4500 rpm’de 10 dk siireyle
santrifiijlendikten sonra list faz atilmistir. Alt ve orta faz 0,2 M; pH:5,0 fosfat
tamponu igerisinde homojenize edilmistir. Ornek diyaliz kesesine almarak 0,2 M;
pH:5,0 fosfat tamponu igerisinde (bir gece) diyaliz edilmistir. Diyaliz siiresince

tampon 1 defa degistirilmistir. Diyalizden ¢ikan 6rnek i¢in invertaz aktivite tayini ve
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protein tayininde Vetal ve Rathod 2015°de verilen yontem modifiye edilerek

uygulanmistir.

Sekil 3.5. Diyaliz
kesesi igerisine
alimmis 6rnek

Sekil 3.6. Diyaliz kesesi igerisindeki drnegin
uygun tampon igerisine alinmasi

3.2.5. invertaz Aktivite Tayini

Kor tiipii: 200 pL 0,5 M siikroz
800 uL 0,2 M (pH:5,0) fosfat tamponu

Ornek tiipii: 200 puL 0,5 M siikroz
600 uL 0,2 M (pH:5,0) fosfat tamponu

200 pL enzim ¢ozeltisi

Her bir tlipe yukaridaki ¢ozeltilerden belirtilen miktarlarda her biri i¢in 3’er paralel
olmak tiizere eklenerek vortekslenmis ve 37°C’de 30 dk siireyle inkiibe edilmistir.
Her tiipe 1 mL DNS reaktifi eklenerek 10 dk kaynatilmistir. Kaynatilan 6rnekler oda
sicakligia getirildikten sonra vortekslenmis ve UV-visible spektrofotometrede 546
nm dalga boyunda absorbans 6lgiilmiistiir. Yontem Ozer ve ark., 2010°da verilen

yontem modifiye edilerek uygulanmustir.

DNS reaktifinin hazirlanmasi: Enzim aktivitesini durdurmak ve indirgen seker

miktarini saptamak amaci ile kullanilmistir. 1 g DNS 50 mL saf suda ¢oziildiikten
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sonra, 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL 2 N NaOH ilave edilerek, son hacim saf su ile
100 mL’ye tamamlanmistir (Aira ve ark., 1983).

3.2.6. Lowry Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktarmi belirleyebilmek igin protein standart calismasi
yapmak gerekmektedir. Bu calisma i¢in Lowry ve ark., 1951°e gore protein tayini

yontemi modifiye edilerek uygulanmstir.

A cozeltisi hazirlanmasi: 20 g NaxCOs ve 4 g NaOH karistirilarak saf su ile 1 L’ye
tamamlanmuistir.

B cozeltisi hazirlanmasi: 0,5 g CuSO4.5H20 %!1’lik trisodyum sitrat ¢ozeltisi
igerisinde ¢Ozllmiistiir.

C cozeltisi hazirlanmasi: 50 mL A ve 1 mL B c¢ozeltileri kullanilarak taze
hazirlanmistir.

Folin ¢ozeltisi hazirlanmasi: 2:1 (v/v) oraninda sirasiyla su ve folin eklenerek
hazirlanmustir.

Standart protein ¢ozeltisi hazirlanmasi: 100 mL destile suda 50 mg s1g1ir albiimini
olacak sekilde stok ¢ozelti hazirlanmustir.

Standart protein egrisinin ¢izimi: 9 adet deney tiipii alinarak tiiplere sirasiyla 0, 10,
20, 40, 80, 160, 240, 320, 560 ve 680 pL olacak sekilde standart protein

¢ozeltisinden konulmustur.

Kor tiipii: 1 mL su

5 mL C ¢ozeltisi
Ornek tiipii: 50 pL 6rnek ¢ozeltisi
950 uL su

5 mL C ¢ozeltisi

Yukaridaki ¢ozeltilerden kor tlipli icin 1, ornek tiipii i¢in 4 paralel olmak {izere,

belirtilen miktarlarda eklendikten sonra vortekslenerek 10 dk siireyle bekletilmistir.

32



Her bir tiipe 500 pL folin eklenerek vorteksleme islemi yapilmis ve tiipler yarim saat
oda sicakliginda bekletilmistir. UV-visible spektrofotometre cihazinda 660 nm

dalgaboyunda absorbans okunmustur.

3.2.7. Momordica charantia Meyvesinden Saflastirilan Invertaz Enziminin

Karakterizasyonu

3.2.7.1. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Enzimin calisti§i en uygun sicaklifin belirlenmesi amaciyla invertaz aktivite tayin
yonteminde oldugu gibi, her bir tiipe 200 pL 0,5 M siikroz, 600 pL 0,2 M (pH:5,0)
fosfat tamponu ve 200 pL enzim ¢ozeltisi her bir tiip icin 3’er paralel olmak {izere
eklenerek vortekslenmis ve farkli sicakliklarda (25, 37, ve 50°C’de) 30 dk siireyle
inkiibe edildikten sonra 1 mL DNS reaktifi eklenerek 10 dk siireyle kaynatilmistir.
Kaynatilan ornekler oda sicakligina getirildikten sonra vortekslenmis ve UV-visible
spektrofotometrede 546 nm dalga boyunda yontemde belirtilen kore karsi absorbans

Olciilmiis ve sonuglar kiyaslanmustir.

3.2.7.2. Optimum pH’nin Belirlenmesi

Enzimin ¢alistigi optimum pH’y1 tespit etmek amaciyla invertaz aktivite tayin
yonteminde kullanilan tampon c¢ozeltide pH degisikligi yapilmistir. Yontemde
kullanilan pH:5,0 tampon ¢ozeltisinin yaninda farkli pH’larda (pH: 4,0; 6,0; 7,0; ve
9,0°da) tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. Her bir tiipe 200 pL 0,5 M siikroz, 600 pL
0,2 M belirtilen pH’larda fosfat tamponu ve 200 uL enzim ¢6zeltisi her bir tiip igin
3’er paralel olmak iizere eklenerek vortekslenmis ve 37°C’de 30 dk siireyle inkiibe
edilmistir. Daha sonra Orneklere 1 mL DNS reaktifi eklenerek 10 dk siireyle
kaynatilmistir. Kaynatilan 6rnekler oda sicakliina getirildikten sonra vortekslenmis
ve UV-visible spektrofotometrede 546 nm dalga boyunda yontemde belirtilen kore

kars1 absorbanslari 6l¢iilmiis ve sonrasinda sonuglar kiyaslanmaistir.

33



3.2.7.3. Optimum Tampon Derisiminin Belirlenmesi

Enzimin ¢alistig1 optimum tampon derigimini tespit etmek amaciyla invertaz aktivite
tayin yonteminde kullanilan tampon ¢o6zeltinin derisiminde degisiklik yapilmustir.
Yontemde kullanilan 0,2 M fosfat tamponunun yaninda 0,3; 0,5; 0,7 M derisimlerde
tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. Her bir tiipe 200 puL 0,5 M siikroz, 600 puL (pH:5,0)
belirtilen derisimde fosfat tamponu ve 200 uL enzim ¢ozeltisi her bir tlip i¢in 3’er
paralel olmak {iizere eklenerek vortekslenmis ve 37°C’de 30 dk siireyle inkiibe
edilmistir. Orneklere 1 mL DNS reaktifi eklenerek 10 dk siireyle kaynatilmistir.
Kaynatilan ornekler oda sicakligina getirildikten sonra vortekslenmis ve UV-visible
spektrofotometrede 546 nm dalga boyunda yontemde belirtilen kore karsi

absorbanslari dl¢iilmiistiir. Sonrasinda sonuglar kiyaslanmistir.

Glukozun ekstinksiyon katsayis1 denklem (1.3) kullanilarak hesaplanmustir.

34



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Stevia rebaudiana Yapraklarinda invertaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Stevia rebaudiana yapraklarindan hazirlanan kaba homojenatta bakilan invertaz
enzim aktivitesi oldukca diisiik bulunmus (0,227 U/mL, 3,182 U/mg prot) ve TPP
islem basamaklarinda bu diisiik aktivitedeki enzimin de ¢esitli nedenlerle
kaybedilebilecegi gbz oniinde bulundurularak, Stevia rebaudiana’nin TPP ydntemi
ile invertaz enziminin saflastirilmasi i¢in iyi bir kaynak olmadigi sonucuna

varilmistir.

4.2. Momordica charantia Cekirdekleri ve Meyvesinde Invertaz Enzim

Aktivitesinin Olciilmesi

Momordica charantia peroksidaz enzimiyle yapilan bir ¢alismada Momordica
charantia peroksidazinin karaturp peroksidazina gore fitoterapik ve c¢evresel
arastirmalarda, ayrica biyoteknolojik uygulamalarda daha iyi bir alternatif oldugu
bildirilmistir (Fatima ve ark., 2007). Bu da, Momordica charantia’nin fitoterapik

acidan iyi bir enzim kaynagi oldugunu diisiindiirmistiir.

Yapilan calismada Momordica charantia bitkisinin olgun kirmizi ¢ekirdeklerinin
kaba homojenatinda invertaz enzimi aktivitesi 7,897 U/mL olarak bulunmusgken, sar1
olgun meyve kismindan hazirlanan kaba homojenatta 7,555 U/mL olarak
bulunmustur. Cekirdeklerde meyvesine nazaran daha yiiksek invertaz aktivitesi
bulunmasina ragmen, fitoterapik amacgli yaygin olarak kullanilan yerinin meyvesi
olmasi ve enzim kaynagi temini agisindan miktar olarak daha uygun olusundan

dolay1, enzim kaynagi olarak tiim ¢calismada meyve kismi kullanilmistir.

35



4.3. TPP Yonteminin Optimizasyonu

4.3.1. Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun Optimizasyonu

TPP yonteminin amonyum siilfat ile proteinlerin ¢oktiiriilmesi basamaginda, invertaz
aktivitesinin en yiikksek oldugu amonyum siilfat doygunlugu %70 olarak
belirlenmistir. Bu doygunlukta invertaz aktivitesi 1,228 U/mL olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.1). Amonyum siilfat konsantrasyonu protein-protein etkilesimi ve
dolayistyla proteinlerin hidrofobik etkilesimler sonucu ¢okmesi (salting out) ile
yakindan ilgilidir. Proteinlerin  ¢Oziiniirligii, bulunduklar1 ¢dzeltideki tuz
konsantrasyonuna gore farklilik  gOstermektedir. %70 amonyum  siilfat
doygunlugunda {ist fazdaki invertaz aktivitesi diismiis ve buna karsilik orta ve alt
fazda en yiiksek aktivitenin elde edildigi boliimleme gergeklesmistir. %70’den diisiik
konsantrasyonlardaki amonyum siilfat, invertazin hidrofobik yiizeyinde yeterli
degisim yapmamis olabilir. Bu nedenle orta ve alt fazda invertaz aktivitesi daha
diisiik gézlenmistir. Bundan sonraki optimizasyon c¢alismalarinda bu amonyum siilfat

oran1 kullanilmigtir.

Literatiirde, optimum amonyum siilfat doygunlugu hamur mayasindan
(Saccharomyces cerevisiae) saflastirilan invertaz enzimi i¢in %50 (Akardere ve ark.,
2010), Aspergillus oryzae kaba ekstraktindan saflastirilan enzim igin %30
(Dhananjay ve Mulimani, 2008) olarak bulunmus ve domatesten saflastirilan enzim
i¢in %50 amonyum siilfat doygunlugu (Ozer ve ark., 2010) tercih edilmistir. Farkl
kaynaklardan saflagtirllan invertaz enzimi i¢in optimum amonyum siilfat

doygunlugunun %30-70 araliginda farklilik gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Amonyum siilfat doygunluguna gore invertaz

aktivitesinin degisimi
4.3.2. Tersiyer biitanol Miktarinin Optimizasyonu

Tersiyer biitanoliin Momordica charantia invertazinin ii¢ fazli bdliimlemeyle
saflastirilmasindaki etkisi arastirilmigtir. Organik ¢oziicii olarak t-biitanoliin tercih
edilme nedeni diger c¢oziiciilere gore bircok avantajimin olmast ve benzer
caligmalarda da kullaniliyor olmasidir (Dennison ve Lovrien, 1997). Degisen t-
biitanol oranlarina karsilik yapilan aktivite 6l¢iimleri sonucu en iyi invertaz aktivitesi
2,702 U/mL ile 1/0,5 kaba ekstrakt/t-biitanol oraninda gozlenmistir (Sekil 4.2).
Tersiyer biitanoliin amonyum siilfatin varliginda eklenmesi, proteinleri soliisyondan
en alttaki sivi katmanla tstteki organik katman arasinda olusan bir ara ¢okelme
katmanina itmektedir (Saxena ve ark., 2007). Tersiyer biitanol kirleticileri
uzaklagtirarak (Dennison ve Lovrien, 1997) iiglii fazin olugmasini saglamaktadir ve
1/0,5 (v/v) oraninda bunu en iyi yapmistir. Tersiyer biitanol oran1 azaldik¢a enzimin
aktivite kazanimi diismiistiir. Yiiksek t-biitanol oranlarinda sulu fazdan t-biitanol
fazina daha fazla su ge¢mis ve bdylece sulu fazin tuz konsantrasyonu artmis olabilir.
Boylece daha yiiksek aktivite elde edilmis olunabilir. Tersiyer biitanol oran1 2 (1:0,5)
iken, enzimin katlanmig ii¢ boyutlu yapisinin i¢ine girememis ve bu nedenle enzim

denatiire olmamistir. Bundan sonraki ¢alismalarda, optimizasyon caligmasi sonucu
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bulunan en 1yi tersiyer biitanol orani (1/0,5), kullanilmistir. Literatiirde TPP yontemi
ile hamur mayasindan (Saccharomyces cerevisiae) invertaz enzimi saflastirilmasi
icin optimum t-biitanol orani, benzer sekilde 1:0,5 bulunmustur (Akardere ve ark.,
2010). Bir diger calismada ise Aspergillus oryzae kaba ekstraktindan invertaz enzimi
saflagtirilmasi i¢in optimum t-biitanol oranmi 1:1 olarak bulunmustur (Dhananjay ve
Mulimani, 2008). Enzimin saflastirildigi kaynaga gore t-biitanol orani farklilik
gosterebildiginden, t-biitanol i¢in optimizasyon calismasi yapmanin, TPP yontemi

ile calisirken 6nem arz ettigi ortadadir.

2,702

1,306
0,948

invertaz Aktivitesi (U/mL)

t-Biitanol orani

Sekil 4.2. t-biitanol oranina gore invertaz aktivitesindeki degisim

4.3.3. Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Literatiirler incelendiginde, TPP yonteminin optimizasyonunda inkiibasyon
siiresinin siklikla c¢alisilan bir parametre olmadigr goriilmiistiir. Bu c¢alismada,
Momordica charantia’dan invertaz enziminin TPP yontemi ile saflagtirilmasi icin {i¢
farklr inkiibasyon siiresi denenmis (15, 30, 60 dk) , en iyi invertaz aktivitesi (7,555
U/mL) gozlenen siire, 30 dk olarak bulunmustur. 60 dk’lik inkiibasyon siiresinde
aktivitede %63 oraninda bir diisiis gézlenmistir (Sekil 4.3). Bu durum bu siire
zarfinda enzimin bir miktar inhibe oldugunu gostermektedir. 15 dk’lik inkiibasyon
siiresinde ise tam bolimleme gerceklesememistir ki aktivite 30 dk’lik siirede

gbzlenen aktivitenin altinda kalmistir (5,886 U/mL). Enzim aktivitesinin bu denli

38



sireye bagimlilii, inkiibasyon siiresinin, yoOntemin hassasiyetinde Onemli

parametrelerden biri oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.3. Inkiibasyon siiresine bagli olarak invertaz

aktivitesindeki degisim

4.4. Lowry Protein Tayini

Lowry yoOntemine goOre yapilan standart protein tayini caligmasi sonucu Sekil
4.4°deki  grafik elde edilmistir. Hazirlanan standart BSA’larin  artan
konsantrasyonuna karsilik UV- visible spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda
okunan absorbans degerleri artis gostererek dogrusal bir grafik elde edilmistir.
Grafigin R? degeri 0,9972, dogrunun denklemi ise y=2,3606x + 0,0146 olarak

bulunmustur. Calismadaki proteinle ilgili tiim hesaplamalar bu denkleme gore

yapilmigtir.
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Sekil 4.4. Lowry 1951 yontemi ile BSA standart protein grafigi

4.5. Invertaz Enziminin Optimum Kosullarda TPP Yontemi ile Saflastirma

Degerleri

Momordica charantia’dan invertaz enziminin TPP yontemi ile saflagtirilmasi
sonucunda elde edilen aktivite degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir. Toplam protein
kaba homojenatta 34,86 mg iken TPP sonrasi 0,675 mg olarak bulunmustur. Toplam
proteinde kaba homojenatla TPP sonrasi fark olmasi islem sonrasi proteinlerin
cogunun elimine edildiginin bir gostergesidir. 1 mg protein basina aktivite degerleri
dikkati ¢eken diger parametrelerdendir. Kaba homojenatta 21,672 U/mg protein olan
spesifik aktivite degeri, TPP sonrasinda 227,022 U/mg protein olarak artmustir.
Buradan invertazin 10,48 kat saflastirildigi agikca goriilmektedir.

Havuctan (Dacus carrota) TPP yontemi kullanilarak saflagtirilan fosfolipaz-D 13 kat
saflagtirllmistir (Sharma ve Gupta, 2001). Yine TPP yontemi ile papaya kabuklari
proteazlar1 15.8 kat izole edilmis (Chaiwut ve ark., 2010), bir diger ¢alismada,
pepinodan (Solanum muricotum) o-galaktosidaz enzimi 6,2 kat saflastirilmistir (Sen
ve ark., 2011). Ganoderma sp. WR-1 tiiriiniin fermentasyon Kkiiltiirlerinden lakkaz
enzimi TPP yontemi ile 13,2 kat saflagtinlmistir (Rajeeva ve Lele, 2011).

Momordica charantia’dan invertaz enziminin TPP yontemi ile saflastirildigi bu
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calismada ise 10,48 kat saflagtirma yapilmis ve literatiirdeki ortalama saflastirma kati

elde edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda, Aspergillus oryzae kaba ekstraktindan TPP yontemiyle
saflastirilan invertaz enzimi toplam proteininin kaba homojenatta 13,5 mg iken TPP
sonrast sulu fazda 6,0 mg, ara (orta) fazda 0,6 mg; spesifik aktivitesinin kaba
homojenatta 0.44 U/mg, TPP sonrasi ise sulu fazda 0,7 U/mg, ara fazda 5,2 U/mg;
saflastirma katinin sulu fazda 61, ara fazda 12; veriminin ise sulu fazda %1.,4, ara
fazda %54 oldugu (Dhananjay ve Mulimani, 2008); domatesten TPP yontemiyle
saflagtirilan invertaz enzimi toplam proteininin kaba homojenatta 1,9 mg iken TPP
sonrast sulu fazda 0,23 mg, ara fazda 0,42 mg; spesifik aktivitesinin kaba
homojenatta 60,5 U/mg, TPP sonrasi ise sulu fazda 0,01 U/mg, ara fazda 519 U/mg;
saflastirma katinin ara fazda 8,6; veriminin ise sulu fazda %0,002, ara fazda %190
oldugu (Ozer ve ark., 2010); hamur mayasindan (Saccharomyces cerevisiae) TPP
yontemiyle saflastirilan invertaz enzimi toplam proteininin kaba homojenatta 1,56
mg iken TPP sonrasi sulu fazda 0,38 mg, ara fazda 0,23 mg; spesifik aktivitesinin
kaba homojenatta 175 U/mg, TPP sonrasi ise sulu fazda 2608 U/mg, ara fazda 78
U/mg; saflastirma katinin sulu fazda 15, ara fazda 0,5; veriminin ise sulu fazda
%363, ara fazda %6,6 oldugu (Akardere ve ark., 2010) bildirilmistir. Literatiir
bulgularina bakildiginda bu ¢alismada invertaz enziminin spesifik aktivitesi ortalama
bir degerdedir (227,022 U/mg protein). Kaba homojenattaki 34,86 mg potein TPP
islemi sonras1 0,675 mg proteine inmistir (Cizelge 4.1). Istenmeyen proteinlerin

eliminasyonu tek basamaga gore idealdir.

TPP yontemi ile tek basamakta saflastirma isleminde verimin yiiksek olmasi
istenmektedir. Az basamak kullanilmasi enzim kaybina ve denatiirasyona mani
olmaktadir. Literatiirde ara faz ve sulu fazlardaki saflastirma katimin farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Dhananjay ve Mulimani’nin 2008’de yaptig1 caligmada
sulu fazda 61, ara fazda ise 12 kat; Ozer ve arkadaslarinin 2010°da yaptig1 ¢alismada
ara fazda 8,6 kat; Akardere ve arkadaglarmin 2010°da yaptig1 calismada ise sulu
fazda 15, ara fazda ise 0,5 kat olarak bulunmustur. Saflagtirma kat1 genel olarak sulu
faza gore ara fazda daha yiiksektir (Ozer ve ark., 2010; Dhananjay ve Mulimani,
2008); fakat sulu fazda yiiksek olmasinin da miimkiin oldugu literatiirde (Akardere
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ve ark., 2010) goriilmektedir. Proteinin bir kismu sulu faza ge¢mis olabilir. Bu
sebeple orta ve alt fazin birlikte oldugu kisimda ¢alismak daha faydali olacagi
diisiincesiyle caligmada birlestirilerek kullanilmistir. Goriildiigi tizere literatiirlerde
TPP yontemi ile invertaz enziminin saflagtirllmasinda genis yelpazelerde verim elde
edilmis ve Momordica charantia invertazinin da bu aralikta bir verimle (%20,28)

kismi saflastirilmasi basarilmistir.

Cizelge 4.1. Invertaz enziminin optimum kosullarda TPP yontemi ile saflastirma degerleri

Toplam Spesifik Toplam
Saflagtirma | Hacim  Aktivite Protein Prgtein aktivite Akfivite Verim  Saflagtirma
Basamaklar | (mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg (%) kati
(mg) ; L)
protein)
Kaba
Homojenat 100 7.555 0.3486 34.86 21.672 755.5 100 1
TPP sonrasi 30 5.108 0.0225 0.675 227.022 153.24 20.28 10.48

4.6. Saflastirilan Invertazin SDS-PAGE Elektroforez ile Saflik Kontrolii

Calismada, invertaz enziminin TPP yontemi ile tek basina mi yoksa kismen mi
saflastirildigini anlamak i¢in (saflik kontrolii) 6rnekler SDS-PAGE elektroforeze
yiiklenmistir (Sekil 4.5.a.). Bant sayisinin TPP sonrasi, kaba homojenata gore
azalmasi invertazin kismen saflastirildiginin bir kanitt olmustur. Kaba homojenatta
bant sayis1 fazla iken, TPP sonrasi keskin 4 bant se¢ilmektedir (Sekil 4.5.b.). Ancak
goriintiileme tekniginin hassas olmayis1 ve elektroforez bantlarinin daginik olmasi
nedeniyle bant sayisi ve dolayisiyla TPP Oncesi ve sonrasi protein tiirii sayisi

hakkinda net bir bilgi elde edilememistir.
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I I III
Sekil 4.5. a) Kaba homojenat, amonyum siilfat presipitatt ve TPP ile kismen saflastirilmis enzimin
%15°1ik elektroforez jeline yiliklenmis ve 45mA, 200 V da yiiriitiilityorken goriintiisii. b) Elektroforez
sonrast jelin giimiis boyama ile boyanmasiyla goriintiilenen protein bantlari. (I: Protein marker, II:

Kaba homojenat, I1I: TPP sonrasrt)

4.7. TPP Yontemi ile Saflagtirilan Invertaz Enziminin Optimum Parametreleri

Momordica charantia bitkisinden TPP yontemi ile tek basamakta yapilan saflagtirma
isleminden sonra kismi olarak saflagsan enzimin c¢alistig1 iic parametre (pH, sicaklik
ve tampon derisimi) karakterize edilmistir. Bulunan degerler Momordica charantia

invertazi ile yapilacak bagka caligmalara 1g1k tutmaktadir.

4.7.1. Momordica charantia invertazinin Optimum pH’s1

pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ve 9,0 i¢cin denenen aktivite Ol¢limlerinde, en yiiksek invertaz
aktivitesi 5,108 U/mL ile pH 5,0’da gozlenmistir (Sekil 4.6). Saflastirilan invertaz
asit invertazidir. Literatiirde Aspergillus oryzae kaba ekstraktindan saflastirilan
invertaz enzimi i¢in optimum pH’nin 5,0 olmas1 (Dhananjay ve Mulimani, 2008)
bulgumuzu desteklemektedir. Diger bir ¢alismada hamur mayasindan
(Saccharomyces cerevisiae) saflastirilan invertaz enziminin optimum pH’st 4,0
olarak bulunmustur (Akardere ve ark., 2010). Ozer ve arkadaslarmin 2010 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada ise, domatesten saflastirilan invertaz enziminin optimum

pH’s1 4,5 olarak bulunmustur. Anlagilacag: lizere bitkisel kaynaklardan saflagtirilan
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invertaz enzimi pH:4,0-5,0 aralifinda (asidik bolgede) maksimum aktivite

gostermektedir.

4,857 5,108
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4,119
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2,534
2,593

"]

invertaz aktivitesi (U/mL)

[y

pH

Sekil 4.6. Momordica charantia invertazinin farkli pH’larda gosterdigi aktiviteler

4.7.2. Momordica charantia invertazimin Optimum Tampon Derisimi

Kismen saflastirilan invertaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi tampon derisimini
test etmek amacli dort farkli tampon ¢ozelti kullanilarak aktivite 6l¢iilmiistiir. Sonug
olarak en yiiksek aktivite, 0,3 M, pH:5,0 tampon ¢ozeltisi kullanildiginda 7,413
U/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.7). Literatiirler incelendiginde optimum tampon

derigimi ile ilgili calismalarin siklikla yapilmadigi anlasilmaktadir.
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invertaz aktivitesi (U/mL)
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Sekil 4.7. Momordica charantia invertazinin farkli tampon derigimlerinde

gosterdigi aktiviteler

4.7.3. Momordica charantia Invertazzmin Optimum Sicakhig

Enzim konfigrasyonunu ve kararliligini etkileyen en 6nemli parametrelerden biri
sicakliktir. Caligmada kismi saflastirilan invertaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi
sicaklik 50°C olarak bulunmustur. Bu sicakliktaki enzim aktivitesi 7,646 U/mL
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8). Enzimin yiiksek sicakliklarda g¢alisiyor olmasi,
termofilik bir enzim oldugunu ortaya koymustur. Benzer sekilde Akardere ve ark.,
(2010)’min  yilinda yaptiklar1 ¢alismada hamur mayasindan (Saccharomyces
cerevisiae) saflagtirilan invertaz enziminin optimum sicaklifinin 60°C olmasi

invertaz enziminin yiiksek sicaklikta daha iyi ¢alistigini1 gosteren bir baska bulgudur.
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Sekil 4.8. Momordica charantia invertazinin farkli sicakliklarda

gosterdigi aktiviteler
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma invertaz enziminin daha once hi¢ saflastiriimadigi bir kaynak olan
Momordica charantia bitkisinden TPP yontemiyle invertazin kismi saflastirilmasi
icin ideal bir ¢aligsma olarak kabul edilebilir. Calisma bulgular1 ve invertazin daha
once TPP yontemi ile baska kaynaklardan saflagtirllmig oldugu calismalar
incelendiginde benzer sonuglara rastlanmig, hatta enzimin spesifik aktivitesi,
saflagtirma kati1 ve saflastirma verimi bakimindan bazi ¢alismalara gore tistiinliik
sagladig1 ortaya konmustur. Sonug olarak bu ¢aligmayla, TPP yontemi kullanilarak
daha once hi¢ bu alanda c¢alisiimamis bir kaynak olan, Momordica charantia
bitkisinden 1iyi verimle kisa zamanda saflastirma yapilabilecegi gorilmiis ve
optimizasyon bulgular1 ile bu alanda literatiire katki1 saglanmistir. Literatiirden, yine
TPP igeren, daha kisa zamanda uygulanabilecek bir yontem oldugu anlagilan UATPP
yonteminin de daha sonraki ¢aligmalarda kullanilabilecegi dngoriilebilir. (Avhad ve
ark., 2014; Vetal ve ark., 2014). Bundan sonraki ¢aligmalarda TPP yontemine ek bir
yontem daha eklenerek Momordica charantia invertazinin tek basina (yiiksek

saflikta) saflastirilabilecegi umulmaktadir.
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