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O0OZET

Bu calismada, sakkarozun serbest maya invertazi ile hidroli-
zi kesikli diizende incelenmigtir. Deneysel calismalarda, si-
cakligi, pH'i1 ve karigtirma hizi denetlenebilen 400 ml. tep-
kime hacimli bir karistirmali kap kullanilmigtir. Kullanilan
invertaz ekmek mayasi (Bakers' Yeast) kokenli olup pH=4.5 ve

T=55°C'da maksimum aktivite gostermektedir.

Sakkarozun hidrolizinde yiiksek tepkiyen derigimlerinde
(> 0.29M. Sakkaroz) ortamdaki serbest su derisimindeki azalma
ve tepkiyen inhibisyonu tepkime hizinda diismeye neden olmak-
tadir. Bu nedenle, bu iki etki nce ayri ayri ve daha sonra
birlikte ele alinmig ve dnerilen kinetik mekanizmalara gore
tiretilen tepkime hizi bagintilarinin deneysel degerler ile
uyumluluklarz tart1§11m1§t1r. Tepkiyen inhibisyonu ve serbest
su derigimi etkileri birlikte alindifinda, en genel haliyle
Onerilen tepkime mekanizmasinda yer alan kinetik sabitlerle
ilgili bagantalar, "Goklu Dogrusal Regresyon Analizi" uygu-
lanarak hesaplanmis ve bu degerlerden yararlanilarak klasik
grafik c¢oziimleme yontemlerinin gecgerlilik sinirlari tartisil-

migtir.

Kesikli diizende g¢aligildiginda enzim aktivitesi, is-
letme kosullarindaki (pH, sicaklik, v.b.) deaktivasyonunun
yani sira tepkiyen azalmasi ve/veya iliriin inhibisyonundan da
etkilenmektedir. Invertaz-sakkaroz hidroliz sisteminde bu ig
etki bir arada goriilmektedir. Bu nedenle, invertazin sadece
igletme kosullarindaki deaktivasyonun saptanabilmesi amaciy-
la, sakkaroz azalmasi ve iiriin (D-Fruktoz) inhibisyonu etki-
lerinin tepkime hizindaki diigsmeye katkilari belirlenmis ve
bu etkilerin c¢ikartilmasiyla elde edilen gercek enzim akti-
vitesi degerleri iistel deaktivasyon modelinde kullanilmistir.
Bu caligma sonucunda, 55°C sicaklik ve pH=4.5"'de, tepkiyen
derigiminden bagimsiz gercek deaktivasyon sabiti kd=0.02417
dk—} ve invertaz aktivite yari omri 2:1/2=29 dk. olarak bu-

lunmustur.
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1. Giris
Canla sistemlerde olusan tepkimelerin hemen hemen ‘hepsi

enzimler tarafindan katalizlenir ve denetlenir. Bu tep-
kimelerin her biri ig¢in farkli ve 6zel enzim kullanilmasi

nedeniyle bilinen enzim sayisi oldukga fazladir. Endiistriyel
onemi bulunan pek ¢ok tepkimenin, canli sistemlerde g¢ok daha
kolay ve 11iml1 kosullarda gercgeklegtirilmesi enzimlerin en-

diistride kullanilabilecegi diisiincesini dogurmusgtur.

Diigiik aktivasyon enerjisi gerektiren enzimler bu
bzellikleri nedeniyle diigiik igsletme sicakligi ve basincinda
yiikksek katalitik aktivite gosterirler. Ayrica, yilkksek tepki-
me Ozglilliigi gostermelerinin dogal bir sonucu olarak, yan
iriin olugmaz veya ¢ok az olusur. Buna bagli olarak, tepkime
sonrasinda ayirma islemleri ya kullanilmaz ya da bu islemler

onemli bir yiik getirmezler.

Enzimlerin endiistriyel olarak kullanilmasi heniiz
yayginlagmamigtir. Bu konuda karsilasilan en Onemli giigliik—
ler; yiiksek aktiviteli enzimin saf ve bol miktarda canl:i
dokudan ayrilabilmesi, ayni enzimin bir c¢ok kez ve uzun sii-
re aktivitesini yitirmeden kullanilma olanaklarinin yara-
tilmasi ve geligtirilmesi, yapay enzimlerin geligtirilmesi
ve endiistriyel olgekte enzimatik tepkime kaplarinin tasarim-
larinin yapilmasidir. Gagdas enzim bilimi bu konuda akilci
¢ozlimlerin getirilebilmesi amaciyla tepkime kinetigi ve
termodinamigi, polimer kimyasi, mikrobiyal genetik gibi bi-
lim dallariyla yakin iligkiye girmigtir. Saf ve yiiksek ak-
tivitede elde edilen enzimlerin geligtirilen tutuklama
(immobilization) ve baglanma yontemleri yardimi ile siirekli
sistemlerde, uzun siire aktivitelerini kaybetmeden kullani-
labilmeleri enzimli tepkimelere ilgiyi arttirmigtir. 1960
yilina degin daha gok enzimin canli dokudan ayrilmasi konu-
sunda ¢alisan arastirmacilar, daha sonra enzim tepkimeleri-
nin kinetifi ve mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve enzimle-

rin tutuklanmasi konularina ytnelmiglerdir.



Sakkarozun asidik hidrolizi yiiksek sicakliklarda
(¥ 70°C) gerceklegtirilebilir. Yaklagik % 7-8 D~Fruktoz kay-
bina neden olan bu hidroliz tepkimesi Invertaz enzimi ile
55°C.!da herhangi bir iiriin kaybina neden olmadan gercgeklegti-
rilebilmektedir. Invertaz - sakkaroz sisteminin ele alindigz
bu kinetik c¢aligmada serbest durumdaki maya invertazi kulla-
nilmig ve hidroliz tepkimesi kesikli sistemde (batch system)

incelenmigtir.

Invertaz-sakkaroz hidroliz sisteminde yiiksek sak-
karoz derigimlerinde (» 0.29 M.) tepkiyen inhibisyonunun
yani sira sakkaroz deri§iminin artmasi sonucunda goriilen
serbest su derigimi azalmasi da, tepkime hizindaki diigmenin
ikinci bir nedeni olabilir. Bu c¢aligmanin temel amacglarindan
birisi, bu iki etkinin birlikte ele alinmasi, herhangi bir
ampirik katsayi kullanimina gerek duyulmadan, dnerilen kine-
tik mekanizmanin deneysel sonug¢larla uyumlulugunun sinanmasi
ve tepkime mekanizmasinda yer alan kinetik sabitlerin bdlge-
sel c¢oziimlemeye dayali grafiksel analiz yontemi kullanilma-
dan hesaplanmasidir. Bu kinetik sabitlerin hesaplanmasinda
"Coklu Dogrusal Regresyon (Multiple Linear Regression)
Analizi"nden yararlanilmigtir. Bu caligmanin ikinci ana amaci
ise, kesikli diizende sadece igletme kosullarina bagli olan gercek enzim
deaktivasyonunun saptanmasidir. Bu amag ile ayni enzim derisiminde gergek-
lestirilen {iriin inhibisyonu ¢alismalarindan yararlanilmig, tepkiyen deri-
gimi. ve iirlin inhibisyonundan bagimsiz deaktivasyon sabiti hesaplanmistir.

Enzim kinetiginde istatistiksel yontemlerin kul-
lanilmasi olduk¢a yenidir. I1lk kez 1961 yilinda Wilkinson
(49) tarafindan Ynerilen enzim kinetifinde istatiksel ana-
liz kullanimi, giiniimiize dek aragtirmacilarin fazla ilgisini
cekmemigtir. Oysa kinetik sistemlerin sayisal c¢gziimlemeler
ile incelendigi son aragstirmalarda, degigik varsayimlari
igeren ve farkli tepkime kosullarinda saptandigi igin kar-
silastirma olanagi olmayan grafiksel ytntem sonuglarinin



yeterli olmadigi bulunmugtur. Bu nedenle, sadece daha dogru
sonuglari degil ayni zamanda elde edilen sonug¢larin kesin-
1igini de belirleyen istatistiksel yontemlerin kullanilmaszi,
enzim kinetiginde tnem kazanmigtir. Buﬂnedenle, bu caligmada
istatiksel verilerin kullanimi ve degerlendirilmesi lizerin-
de Onemle durulmustur.



2. ENziMLi TEPKIME SISTEMLERI
2.1. Enzimler

Labaratuvar kogullarinda agir fizikokimyasal yontemle-

rin kullanilmasiyla gercgeklegtirilebilen tepkimeler, biyolo-
jik sistemlerde diisiik sicaklik ve gevre basincinda enzimler
araciligi ile kolaylikla yiriitiilir ve denetlenir. Organizma-
lardaki degismelerin btylesine hizli ve kolay olusu, bu tep-
kimelerin yasam hizina uymasini ve canliligin varolusunu
saglamaktadir. Her biyokimyasal tepkime genellikle farkli
bir enzim tarafindan katalizlenir. Enzimler, katalizledik-
leri tepkimelerde tepkiyen (= substrat) ile siki bir ilig-
kiye girmelerine ragmen tepkime sonucunda degismeksizin ka-

lirlar.

Enzimler, hayvansal ve bitkisel dokulardan veya mik-
roorganizmalardan bilinen ayirma yontemleri ile elde edilir
ve saflastairilirlar. Genellikle bu kaynaklardan biri aranan
enzim igin #iretim agisindan uygundur. Gilinlimlizde, tzellikle
gida ve ilag endiistrisinde kullanilan enzimlerin biyiik ¢o-
gﬁnlugu mikroorganizma kokenlidir (23). Son yillarda kata-
litik aktivite gosteren bazi polipeptidlerin sentezi gercgek-
lestirilmigtir. Ornegin, pepsin gibi bazi sentetik protein
parcalayici enzimler sentezlenmis fakat bu basit sentetik

enzimlerin iiretimi ve kullanimi yayginlastirilamamigtir(6).

2.1.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler, sarmal bigimde kivrilmig, yiiksek molekiil

agirlikli maddelerdir. Islev ve bicimce birbirinden farkla
iki kisimdan olugurlaf} Bunlardan birisi "Apoenzim", digeri
"Kofakttr" veya "Koenzim"dir. Koenzim enzime sikica bagl:

ise "Prostetik Grup" adini alar (16).



Enzimlerin apoenzim kismi protein molekiillerinden
olusmustur ve protein yapisi enzimden enzime degisir. Pro-
teindeki amino asitlerin diziligleri ve tiirlerinin farkli-
li1gindan kaynaklanan bu degigiklik enzimin ©zgilligini ve
6zelligini saglar. Apoenzim tek bagina katalitik aktivite

gostermez.

Kofaktbrler, apoenzime bagli ya da ayri olabildikle-
ri gibi organik veya inorganik yapida da olabilirler. Kofak-
torlerin molekiil agirliklari apoenzime gore cok diisiiktiir.
Kofaktsrler yalniz olduklarinda gergek enzime gore gok diisiik
aktivite gosterebilirler. Gercek enzim aktivitesi sadece

kofaktdr ve apoenzim bir arada oldupunda gozlenir (27).

Enzimler, yapilarinda amino asite bagli asidik (-COOH)
ve bazik (-NHZ) gruplari icerirler ve bu nedenle "Amfoterik"
6zellik gosterirler. Boylece, genellikle sulu ortamlardaki
tepkimeleri katalizleyen enzimler igin pH degeri aktivite
acisindan dnem kazanir. Ayrica, yapilarini olugturan amino
asitlerin bir kisminin hidrofilik ve diger bir kisminin hid-
rofobik olmasina bagli olarak enzimler "Ampipatik" ozellik

de gosterirler.

2.1.2. Enzimlerin Katalitik Ozellikleri

Biyolojik tepkimeleri katalize eden enzimler biyolo-
jik katalizodrler olarak bilinirler. Dogal enzimler, molekiil
biiyiikliikleri nedeniyle kolloidal taneciklerdir. Yine ayni
nedenle, mikro-heterojen katalizér olarak da adlandirilir-

lar.

Enzimlerin katalitik aktiviteleri katalizledikleri
tepkimenin hizi saptanarak belirlenir ve enzim aktivitesi
"turnover sayisi" ile verilir. Turnover sayisi, 1 mol. aktif
enzim tarafindan 1 dk.(ya da 1 sn.'de) iiriine doniigtiiriilen

tepkiyenin mol sayisi olarak tanimlanir.



Enzim aktivitesinintanimlanmasi ig¢in turnover sayi-
s1 yerine "enzim birimi"de kullanilabilir. Bir enzim birimi
(1 E.U.) dakikada 1 pmol tepkiyen katalizleyebilen enzimin
mg.olarak miktaridir. Enzim birimi genel olarak enzimin op-

timum pH ve sicakliginda verilir.

Enzimler, sadece belirli ve ©zel tepkimeleri kata-
lizlerler. Bu duruma, enzimlerin "Ozgiilligi (Spesifikligi)"
denir. Tepkime ©0zgiilliigii acisindan enzimler dort gruba ay-

rilirlar:

a. Mutlak Ozgiillik: Enzim yalniz ve yalniz bir tek
tepkimeyi katalizlér, dolayisiyla tek tepkiyene 6zgiildiir.
Ornegin, ilireyi hidrolizleyen Ureaz ve siiksinik asiti yiik-
seltgeyen Siiksinik dehidrojenaz enzimleri bu tiirden o6zgiil-
liik gosterirler (16,27,37).

b. Grup Ozgiilliigli: Enzim, yapisinda belli bir grup
bulunan tepkiyenle ilgilji tepkimeleri katalizler. Protein
parcalayan enzimlerin pek c¢ogu grup bzgiilligi gostermekte-
dir (16,27,37).

c. Tepkime ya da Bap Ozgiilliigii: Bu gruptaki en-
zimler, belli bir tepkime tiirlini katalizler ve tepkiyen ya-
pisinda bulunan belli bir baga ©zgiildiir. Lipid bagi igeren
organik esterlerin hidrolizini katalizleyen lipazlar bu tiir
szgiillige ornek olustururlar (16,27,37).

d. Sterokimyasal Ozgiilliik: Enzim tepkiyenin ste-
rokimyasal gekli ilizerine etki yapiyorsa sterokimyasal 6z-
giildiir. Laktik dehidrojenaz, laktik asitin yiikseltgenmesin-
de D-TLaktik asite kargi katalitik aktivite gdstermemesine
kargin L-Laktik asit lizerine etki yapar (16,27,37). Ayni

6zellik arijinaz enzimi igin de gegerlidir (37).



2.1.3. Yakin Cevre Ile Etkilegme

Bitiin kataliz sistemlerinde oldugu gibi, vyakin cevre
kosullari enzimli sistemlerde de c¢ok Onemlidir. Enzim sistem-
lerinde, ana tepkiyen, tepkime geriletici (inhibitdr) ve hiz-
landirici (aktivatdr) gibi maddelerin derigimleri sahip ol-
duklari dogrudan baglanma etkileri nedeniyle enzim aktivite-
sinde etkili olmaktadir. Ayrica, enzimin iyonlagma derecesi-
ni degistiren ya da yapisal bozunmalara neden olan etkiler

de enzim aktivitesini degigtirirler. Bunlar; '

a. PpH,

b. Sicaklik,

c. Akigkan kuvvetleri (Kayma gerilimi ve hidrosta-
tik basing),

d. Isima (1s1k, ses, iyonizasyon 1simasi)'dir.

Genel kural olarak, bu etkilerin yarattiklari bozun-
malar normal ¢evre kogullarinda tersinir, fakat bu kogullar-
dan uzaklagildifiinda tersinmezdir. Bazi durumlarda, her iki
tip bozunma birarada olusabilir (27).

Hidrojen iyonu degigimi (pH), enzim aktif gruplari-
nin iyonlasmalarini dogrudan etkileyerek enzim aktivitesini
degigtirir. Tepkime ortamina konulan enzimin ancak belli bir
kesri aktif haldedir. Bu kesrin alabilecegi en fazla degere
kargi gelen hidrojen iyonu derigimi optimum pH deferi ola-
caktir. Bu deger, enzimden enzime farklilik gosteren asidik
(karboksil) ve bazik (amino) gruplarin dagilimina bagli ola-
rak degisecektir. Optimum pH genelde 2-10 araligindadir.

Enzimle katalizlenen tepkimelerde sicaklik etkileri
uzun yillardan beri galisma konusu olmugtur. Enzimatik tep-
kimenin hizi kararli big¢imde artan sicaklikla once artar,

daha sonra bir maksimum vererek azalir. Bu maksimuma karsgi



gelen sicaklik, optimum sicaklik olarak bilinir ve bu deger

enzimli tepkime sistemleri icgin tanimlayicidair.

Bu tiir davranig, birbirinden farkli iki etkinin sonu-
cudur. Bunlar, kataliz tepkimesi hizinin sicaklik artisiyla
artmasi ve enzimin 1si1l deaktivasyonudur. Diigiik sicakliklar-
da deaktivasyon toplam tepkime hizini etkilemeyecek diizeyde-
dir. Fakat, sicaklik arttikca deaktivasyon Onem kazanmaya
baslar. Gok yiiksek sicakliklarda enzim deaktivasyonun hizi
tepkime hizini izlenemeyecek degerlere diigiirebilir. Bazi en-
zimler, 50~60°C.gibi sicakliklarda aktivitelerini korurlar.
Ancak, genellikle, bu sicakliklarda enzimlerin ¢ofu deaktive
olur ve bbylece katalitik tepkime hizi hemen hemen sifira
yaklagir. Optimum sicaklikta bu iki etki birbirini dengeler.

Enzimin 1s1l1 deaktivasyonunun ihmal edildigi veya
uygun bir diizeltmenin yapildigi sicakliklarda, sicakligin
katalitik tepkime hizina etkisi Arrhenius Yasasi ile agikla-
nir. Michaelis-Menten Kinetigi'nde kullanilan 6zgiil hiz sa-
bitleri, ki, k_qve kz'nin (Bkz. Boliim : 2.2.3) sicaklikla
degigimi bu yasa ile verilir (4,20,27).

Arrhenius Yasasi;

k = A eXp (— E/RT) 0-0(2—1)
big¢imindedir. Burada;

Si1klik Faktorii (Frequency Factor)
: Aktivasyon Enerjisi,

: Gaz Sabiti,

Sicaklik (OK)'dlr.

H o b

Kati veya ¢Uziinmiis haldeki proteinler artan sicak-
likla denatiire olurlar. Bu sicakliklarda proteinin yapisin-
da degigsmeler olusur. Dikkate deger degigimler, genellikle,



AS—SOOC.arallglnda gbozlenir ve 55°C. da gok hizlidar. DiBer
taraftan, yiiksek sicaklik kisa siireli etkili ise denatiiras-
yon tersinir olabilir. Protein yapisindaki enzimler de bu
ozelliklerin tiimiini gosterirler. Yiiksek sicaklik nedeniyle
ikincil (sekonder) ve iiciinciil (tersiyer) yapilar bozulur,

boylece enzim aktivitesini yitirir (deaktivasyon).

Enzimler, yiiksek hidrostatik basing¢ (5000-10000 atm.)
etkisi ile denatiire olabilirler. Bdyle yiksek basincglar,
ikincil ve iliclinciil yapilarda kirilmalara neden olur. Ayni
tirden etki, &« ve p isinlari, x 1sinlarai, katot isinlara
gibi degisik iyonizasyon 1iginlari veya ultraviyole 1ginla-
rin tagidiklari enerjinin sogurulmasi sonucunda da gozlenir.
Ultrasonik dalgalarda ise, kiiciik bir degerde ses enerjisinin
sofurulmasiyla bolgesel sicaklik artigina bagli denatiirasyon
gozlenebilir (20,27).

Enzim denatiirasyonunda degigsik kimyasal maddeleri
(alkol, aseton v.b.)'in etkilerinin yani sira ortamda bulu-

nan protein parcalayici enzimlerin etkileri de saptanmisgtir.

Denatiire olmus enzimde, c¢dziiniirlik, kristallenebi-
lirlik, molekiil agirligi, molekiil bigimi gibi fiziksel ozel-
likler degigir. Ancak, en fazla ve Onemli degigim kimyasal

kataliz aktivitesinde olusur (27).

2.2. Enzim Tepkimelerinin Kinetigi

2.2.1. Genel

Enzimlerin temel ©zellikleri, kimyasal tepkimelerin hizini
etkilemelerine ragmen islem sonunda tiiketilmeden tepkime

ortaminda kalmalaridir. Biitiin katalizorler tepkiyenle Once
bir arabilegik olustururlar, sonra bu arabilegik katalizor
ve iiriin verecek big¢imde yikilir. Katalizlenen tepkime hizi
tepkiyen kisitlamasi olmadiginda kullanilan kataliztr deri-

gimi ile orantilidair.
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Ileri ve geri yondeki tepkime hizini ayni oranda et-
kileyen kataliztr derigimi toplu dengeye katilmaz ve denge
sabitini etkilemez (27). '

2.2.2. Tek Tepkiyenli Enzim Tepkimelerinin Kinetigi

Enzim tepkimelerinin Onemli bir kisminda birden fazla

. tepkiyen yer alir. Tek tepkiyenli enzim tepkimeleri biyo-
lojik sistemlerde enderdir. Ancak, tek tepkiyenli tepkimeler-
le ulagilan kinetik sonuglar daha karmasik sistemlere dogru-
dan uygulanabilir veya yeni kuramlarin geligtirilmesinde onem-
1i ¢ikis noktalari olugturabilir.

2.2.3. Hizl1 Denge Yaklagimi ve Michaelis-Menten

Egitligi

Bitiin kataliz tepkimeleri, enzim tepkimeleri de dahil ol-
mak iizere, bir arabilesik olusumu ile ilerlerler. Ara-
bilegigin olusumu ve bozunmasi iki ayri mekanizma ile ger-
ceklegebilir (27). Bunlardan birincisi;
ky
E+S ————= ES ... (2-2)
———————

kop

k

ES— E + P e (2-3)

ve ikincisi;
k

l.
E+8 ——= ES + X ... (2-4)
k
-1
ko
ES "~ E+ P ...(2-5)

dir.
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Burada;

E : Enzim,

S : Tepkiyen,

P : Uriin,

ES: Enzim-tepkiyen arabilesgigi,

X : Diger bir arabilesgik,

kis kg Ky I1gili tepkimelerin ©zgiil hiz sabitle-
ri'dir.

Henri 1903 yilinda enzim katalizli tepkimelerde
Egitlik (2-2) ve Egitlik (2-3)'iin gegerliligini onermis,
Michaelis ve Menten ise bu Onerme ile birlikte agagida be-
lirtilen yedi temel varsayima dayali olarak genel tepkime
hizi egitligini tiiretmiglerdir (39,47).

1. Enzim bir katalizleyicidir (1835-1837'de Berze-

lius tarafindan Onerilmigtir.,).

2. Enzim ve tepkiyen enzim-tepkiyen arabilegigini
olugturmak icin hizla tepkime verirler (1902'de Brown tara-

findan dnerilmigtir.).

3. Tek tepkiyen ve tek enzim~tepkiyen arabilegifi
vardir ve enzim-tepkiyen arabilesigi serbest enzim ve iiriin

olugturacak bigimde bozunur.

4. Enzim, tepkiyen ve enzim-tepkiyen arabilesigi
dengededir, ayrica ES'ninserbest enzim ve tepkiyene ayrig-
ma hizi serbest enzim ve iirline bozunma hizindan daha hiz-

ladzir.

5. Tepkiyen derisimi enzim derigsiminden cok daha
fazladir, bdylece ES arabilesiginin olusumu tepkiyen deri-

simini degistirmez.

6. Tepkime hizi ES arabilegiginin serbest enzim

ve {iriine bozunmasina bagladir.
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7. Tepkime hizi baglangi¢ tepkime hizi olarak ali-
nir ve bdylece ters yondeki tepkime hizi (k_z) ihmal edile-

bilir.

Tepkimenin dengede oldugu diigsiincesine dayali olan bu
varsayima "Hizli Denge Varsayimi" denir. Burada ayrigma sa-
biti (XK ),

X, - [}E] ][S] o6
ES
geregi, o
[ES] =-[-E-3—<-S-LS—]- coe (2-7)

dir. Enzim ig¢in kiitle denkligi ise,

[E] = [E], [ES] | eo. (2-8)
olarak yazilabilir. Esitlik (2-7) ve Egitlik (2-8) birles-
tirilip gerekli diizenlemeler yapildiginda;

(5] = oo
> (2-9)
(s]
1+ X
s
- [£], [s]
E S
= — 0 "~ -
[Es] Ky 5] (2-10)
elde edilir. Uriin olusum hizi,
d[P]
r = ——— =k, [ES] ce. (2-11)

dir. Egitlik (2-10) Egitlik (2-11)'de yerine konursa tepki-

me hizi icgin,

_ky [8,[8]

Kg + [_S]

(2-12)

elde edilir. En yiiksek tepkime hiza (rm), aktif enzimin tii-
miiniin enzim-tepkiyen arabilesigi olugturdugu durumda gtzle-

nebilir. Bu durumda;
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[ES] = [E], ... (2-13)

ve

r. =k, [E], cee (2-18)

dir. Egitlik (2-12)'de gereken diizenleme yapildiginda
r £s]
r = ee. (2-15)
Ky + [s]

elde edilir. Bu egitlik Michaelis-Menten Egitligi olarak bi-
linir. Egitlikte r. maksimum tepkime hizi ve KS Michaelis
Sabiti'dir. Fiziksel olarak, KS, en yiiksek tepkime hizinin
(rm) yarisini saflamak igin gerekli olan tepkiyen derigimi-
dir, dolayisiyla enzimin "Doygunluk Derisimi" olarak ta ad-
landirilir. Tanimlanan deneysel kosullarda sabit olan KS,

- genellikle pH, sicaklik, iyon giicii gibi etkilerle defigir.
Michaelis sabiti tepkiyen derigimi ile tepkime hizinin nicel
bagimliligini belirleyerek, enzim icin tanimlayici bir sa-

bit olma zelligini tasir.

2.2.4, Yatiskin Durum Yaklagimi ve Brigpgs-Haldane
Egitligi

Michaelis ve Menten'in hizli denge yaklagimi ile tiiret-
tikleri tepkime hizi egitlifi daha genel bir yaklasim-
la Briggs ve Haldane (1925) tarafindan yatigkin durum kine-
tigi temelinde geligtirilmistir. Bazi durumlarda, ES ara-
bilegiginin serbest enzim ve tepkiyene ayrisma hizinin, ser-
best enzim ve {iirine bozunma hizina yakin -veya daha kiigiik

olmasi bu tiirden bir yaklasimi gerektirir (27,39).

Yatigskin durum varsayimina gore, ES arabilegiginin
olusum hizi tiketim hizina egit, diger bir deyigle ES ara-
bilegiginin net iiretim hizi sifir olarak yazilabilir. Bu
kogul, ES derigiminin tepkiyen derigiminden g¢ok kiigiik ol-
dugu baglangic¢ kogullarinda gegerlidir. A
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d [Es] .
™ = k; [E][s]- k_; [ES]-k, [ES]=0 ... (2-16)
Boylece
N (2-17)
= —_— . (2-1
“n k

olmak kogulu ile ES derisimi igin,

[e], [s]

[Es] = .(2-18)
K, + [s]
ve tepkime hizi ig¢in,
r
m [S]
r = ———-———-—[ .oo(2"'19)

Ko+ [5]

elde edilir. Esitlik (2-6) ve (2-17)'den goriildiigi gibi Km
Kg farklidir, ancak tepkime hiz bagintilari iki yaklagim
igin de ayni bigimdedir. [Bkz. Egitlik (2-15) ve (2-19) 1.

Enzim tepkimelerinin kinetiginde hem hizli denge ve
hem de yatiskin durum varsayimlarinda elde edilen basglangig
tepkime hizi tepkiyen derigimi ile dogrusal olmayan bir de-
gisim gosterirler. Ancak 1/ Baglangi¢ tepkime hizi (=1/r )-
na ks. 1/Tepkiyen derigimi (=1/[S]) isaretlendiginde bir
dogru elde edilir. Bu dogrunun egimi, apsis ve ordinat ke-
sim noktalari kullanilarak maksimum tepkime hizi (rm) ve
Ks veya Km hesaplanabilir. Lineweaver-Burk Dogrusu olarak
adlandirilan bu dogru Michaelis-Menten egitligi ic¢in asagi-
daki bicimdedir. [Sekil (2-1) ).

1 s 1 1

+
r ro [S] L

...(2-20)
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1r

0 1/1s1

Sekil (2-1) : Lineweaver-Burk dogrusu

2.3. 1Inhibisyon Kinetigi

2.3.1. Inhibitbrler

Tepkime ortaminda bulunduklarinda, enzim katalizledigi
tepkimenin hizini diigliren bilesiklere "inhibitosr!

denir. Inhibitdrler, tersinir ve tersinmez olarak ikiye
ayrilirlar. Tersinmez inhibitorler enzim etkinligini tiimiiy-
le yok eden maddelerdir, enzim kinetifi acisindan fazla dnem
tagimazlar. Ikinci tip inhibitdrler ise enzimlerle arabi-
lesik olusturarak ya Michaelis Sabiti (KS)'ni ya da maksi-
mum tepkime hizi (rm) degerini veya her ikisini de azaltici

yonde etkiler.

Basit inhibisyen tiirlerinin tartigilmasinda, Botts
ve Morales tarafindan Onerilen mekanizmadan yararlanilir.

(14). Bu mekanizma asagidaki bigimdedir:
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Bu genel gosterimdeki alti tepkimede rol alan E,ES,
EI ve EIS gibi dort temel bilesik vardir. Buradan, basit
inhibisyon tiirlerine gegerken bazi tepkimeler yok sayilir.
Boylece yarigmali, sinirli yarismali, yarismasiz ve karigik

inhibisyon tiirlerine ulasilir.

Bazi arastirmacilar, EI ve IE arabilegiklerinin
farkli oldugunu; EI'da tepkiyenin baglandigi bolgeye bagla-
nan inhibitoriin IE'de farkli bir bolgeye baglandigini ileri
stirmektedirler. Bu farklilik, uygulamada yarar saglamaz ve
genel mekanizmada gereksiz karigsikliklar olusturur. EIS ara-
bilegigi igin boyle bir farklilik stz konusu degildir, inhi-
bitor ve tepkiyen enzimin farkli bolgelerine baglanirlar
(4,16,47).

2.3.2. Inhibisyon Tiirleri

a. Yarismali Inhibisyon (Competetive Inhibition)

Bu tip inhibisyonda, tepkiyen ve inhibitdr enzimin
aktif btlgesine baglanmak icin yarisirlar. Boylece, EI
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arabilegigi enzim-inhibitbr arabilesifi igin stz sahibi olur.
Yarigmali inhibisyon kinetiginde asagidaki tepkimeler gecer-
lidir (16,47).

Denge Sabiti

(Es]

E+ 8§ —/—m ES Ke &= —/————
= ® [E] [s]
[E] [T
E +1 ;;:::f: E1 K; = ______LL_
[EI]
k

ES —2 3> P +E

Hizli denge varsayimiyla, yarigmali inhibisyon icin hiz
bagintisi;

r= ] ... (2-21
K (1 +—%§1 )+(s] ( )

bicimindedir. Burada; I, serbest inhibitordiir. Egitlik
Michaelis-Menten bicgiminde yazilirsa,

‘mg  [5] ... (2-22)

rmg ve ng inhibitor varligindaki goriiniir
(apparent) r, ve K_'dir.

elde edilir.

r =r e..(2-23)

) L (2-248)

dir.
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b. Yarismasiz Inhibisyon (Non-Competetive Inhibition)

Bazi inhibitdrler, ES arabilegigi olugumunu etkilemez-
ler ve boylece KS degerini degigtirmezler. Ancak, L degeri
kiiciiliir. Bu durum, yarigsmali inhibisyonun kargitidir ve ya-
rigmasiz inhibisyon olarak adlandirilir. Yarismasiz inhibis-

yonda agagidaki tepkimeler gecerlidir (16).

Denge Sabiti

P __E1L
E S—‘——— ES TS

o mm

E+ I ——> EI

o [er]
EI :
EI +S ——> EIS Ks'=_£__l_L§l ...(2-25)

[EIS]

ES I
ES+ 1 ———=> EIS i' =_£_;l_£;1
[E1s]

k2
ES —> E + P

Olusan EIS arabilegigi iirtin olusturmadifi icin irin
olusum hizi, sadece ES arabilegifinin ayrigma hizina bagli-
dir. Enzim, EI bicimindeyken tepkiyene kargi ilgisinin deBig-
memesi nedeniyle Ks=Ks' alinabilir. Ayni durum ES ic¢in de

gegerlidir ve Ki = Ki‘ alinabilir.

Yarismasiz inhibisyon icin hizli denge varsayildigin-

da tepkime hizi

r_ .S
r = z b ... (2-26)
[1]
(1+ ) (Kg+[s])
K.
1

seklindedir, ve



19

sg = Ks ce. (2-27)
r
Tng = T (2-28)
| oas il '

dir.

c. Karigik Inhibisyon (Mixed Inhibition)
Inhibitsr etkisiyle, hem Ks hem de r degigiyorsa, bu
tir inhibisyona karigik inhibisyon denir. Enzim, substrat ve

inhibitor etkilegmeleri asagidaki bic¢imdedir (16).

Denge Sabiti

E + 8§ ————> ES KS

E + I === EI Ki
!

EI+ S ———= EIS Ks
i

ES+ I &———= EIS Ki

kZ
ES > E+ P
EIS ———> EI + P

Bu tepkimelerde inhibisyon tiiriinlin 8zelliginden dola-
yi, K5=KS' K;=K; ' ve ky9=k,' alinamaz. EIS arabilegiginin ayri-
garak iirlin vermedigi varsayilirsa, iiriin olusum hiza r=ky [Es]
olur. Hizli denge varsayimiyla tepkime hizi,

r
r = n ...(2-29)

1+ % + % [I] + [1]
.B] Ky &] Kit

dir. Egitlik Michaelis-Menten bi¢iminde yazilirsa,
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rm
(1 + [rl/xp)
_ ... (2-30)
r = -
K, (1+ [11/x.) / ( ] +[
s i 1‘“?—”)} 5]
i
Bu durumda,
[1]
Tng = rm/ (1 + K ) ... (2-31)
i
Ky (1+[s]/ky)
ng = 1] ... (2-32)

(1 + —x T )
i

dir.

d. Sinirli Yarismali Inhibisyon (Un-competetive
Inhibition)

Bu tlir inhibisyonda, enzim-inhibit6r arabilegegi
olusmaz, ancak inhibitsr ES arabilesifi ile baglanir. Inhi-

bisyon ig¢in asagidaki tepkimeler gecerlidir (16)

Denge Sabiti :

E+ S ~——- ES K
— S
ES + I ——> EIS ’ Ki'

ko
ES —~%-3% E + P

Hizli denge varsayimi ile tepkime hizi,

r= K ... (2-33)

dir. Bu esgitlikte,



21

m.
r =
m oo (2-34)
® [1] .
i
ve
K
K = S ... (2-35)
sg [1]
1 +
Ki'
dir.

1/r k.g. 1/[8] dogrusunun egimi, inhibitor derigi--
minden bagimsizdir ve KS/rm sabit degerdedir. Egitlik (2-29)
Esitlik (2-33) ile kargalagtirildiginda, sinirli yarismali
inhibisyonun, K; 'nin sonsuz degeri ig¢in karigik inhibisyo-
nun bir asimptotik durumu oldugu gbriiliir (4, 16).

2.3.3. Inhibisyon Tiirlerinin Saptanmasi

Yarigmali, yarigmasiz, karigik ve sinirli inhibisyon
tiirleri, dogrusal inhibisyon tiirleri olarak bilinir.
Giinkii, 1/rmgve ng/rmg degerlerinin inhibitdr derigimiyle
degisimi dogrusaldar. Dogrusal inhibisyon tiirlerinin &zel-

likleri Gizelge (2-1)'de verilmistir (4,16)

Gizelge (2-1) : Dogrusal Inhibisyon Tiirlerinin

Ozellikleri

Inhibisyon Tiirii Tng * Kég/rmg Kgg
Yarigmalz r Ks(1+[IJ/Ki) Ks(1+lI|/Ki)
Inhibisyon r
Yarismasiz L K (1+[1] /K;) K,
Inhibisyon TIFRiTT] Tm
Karigik m Ks (1+[1) /R3)  Kg(1+(1) /R3)
Inhibisyon 1+[I]/Ki' ro 1+[I)/Ky"
Sinirli Yarismali Tm K K
Inhibisyon ; — -

e 1+[1] /Ky " 5 1+ 1] /K"

* Bu deger 1/r kg. 1/[S] grafifinin egimidir.
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Ortamda inhibitor varken saptanan rmg ve ng degerleri
inhibisyon tiirleri hakkinda bilgi verir. Eger rmg=rm ise ya-
rigmali inhibisyon, Kngégu;ise yarigmasiz inhibisyon vardir.
Kgg ve r degerleri inhibitdrsiiz duruma gore degisgmig ise,
karigik veya sinirli yarigmali inhibisyon vardir. Bunlarin
tiimiinde dogrularin kesisme noktalarina gore kadar verilir.
Sekil (2-2)'de, inhibisyon tiirleri icin dogrularin biribir-
leriyle ve eksenle kesim noktalari goriilmektedir. Genellikle,

A

Al
r
m

S

>
—> B g
IR 1 o
K, Keq (s (s3
a-Yarigmal inhibisyon b-Yarigmasiz inhibisyon
A $
n L
. | /
l.mg\/ 2%
mg
N T~
‘\\‘~r ////// m
m
N ' . R o
Cs
Ks  Kgq ) “s " i

c-Karisik inhibisyon d-Sinirhr yarismals inhibisyon

Sekil : (2-2) Degisik inhihisyon tiirleri icin 1/r ks 1/[S]

dogrulari ve kesim noktalarai.
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sabit-inhibitor derigimlerinde c¢izilen 1/r ks. 1/[S] dogru-
larinin kesim noktalarina bakilarak inhibisyon tiirii saptanir.
Ornegin, yarismali inhibisyonda dogrular 1/r ekseni iizerinde
ayni noktada kesigirlerken, karisik inhibisyonda dogrular bu
eksenin diginda bir noktada kesisirler. Sinirli yarigmali
inhibisyonda, efim sabit Ks/rm.oldugundan dogrular birbirine
paraleldir (16). inhibisyon tiirleri ic¢in verilen bu genel
kinetik bagintilar ve grafikler tepkiyen ve inhibitoriin ¢o~-

ziinlir oldugu homojen ortamlar icin gecgerlidir.

2.3.4. Tepkiyen ve Uriin Inhibisyonlari

Bazi enzim tepkimelerinde, yiiksek tepkiyen derisimlerinde,
enzim aktivitesinin azaldigi goriiliir. Bu davraniga "Tepkiyen
Inhibisyonu" denir. Bu durumda deneysel olarak elde edilen

en yiliksek baglangi¢ hizina karsi gelen tepkiyen derigimi(sm)'—
nden yiiksek tepkiyen derisimlerinde baslangi¢ tepkime hizi-
nin azaldigi godzlenir. Sekil (2-3) bu degisimi nitel olarak

gostermektredir.

I
|
|
I
|
|

Baslangig Tepkime Hizi

S
Y

Tepkiyen Derisimi

+
Sekil (2-3): Tepkiyen derisiminin baglangicg
hizina etkisi
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Tepkiyen inhibisyonu, Michaelis-Menten hlzll.denge
yaklagimi ile agiklanabilir. Kabul edilen mekanizma, ikinci
bir tepkiyen molekiiliiniin ES arabilegigine baglanmasina daya-
nir (4). Onerilen tepkime basamaklari agagidaki bigimdedir.

Denge Sabiti

k
E + 8 *'_ki—‘—;' ES Ks
k ok
ES + S ?_—_ﬁ‘ ESS Kz— 2 ...(2_36)
‘ k k
-2 2
ky
ES———— E + P
Bu durumda, enzim ig¢in kiitle denkligi;
(E] = [E] + [Es] + [Ess] ... (2-37)

dir. Bu denklik ve denge sabitleri dikkate alinarak yapilan
iglemler sonucunda tepkime hizi igin,
r K, [s]
r = ...(2-38)
2
[s]° + &, [s] +K_K

2

bagintisi elde edilir.

Bazi tepkimelerde iiriin derisimide belli bir degerden
sonra tepkime hizini diisiiriicii iglev goriir. Bu durumda, iiriin
" inhibitsr olarak alinir ve iirin derigimi parametre alinarak
inhibisyon tiirii saptanir. Inhibisyon tiiriinlin saptanmasindan
sonra kinetik sabitler ©nerilen mekanizmaya gtre hesaplanir.
(Inhibisyon tiiriiniin saptanmasi ile ilgili ayrinitili bilgi

Bolims 2.3.2 ve 2.3.3'de verilmigtir.)
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2.4, Enzimlerin Deaktivasyonu

Enzimler tepkime sirasinda =zamanla aktivitelerini yitdi=-
rirler. Kimyasal katalizorlere benzer bigimde deaktive
olan enzimler daha da duyarlidirlar. Enzimlerin deaktivas-
yonu iiriin inhibisyonu, enzim zehirlenmesi ve enzim denatii-
rasyonu gibi nedenlerle olugabilir. Enzim zehirlenmesi ak-
tif bolgelerin bazi bilegiklerle tersinmez tepkime vermesi
sonucunda goriiliir. Enzim denatiirasyonu ise, igletme kogul-
lari nedeniyle enzim molekiil yapisinda olugan degigmelere
baglidir. Boylece, aktif bolge derigimi hizla azalir. pH
1n, sicaklifin ve karigtirmanin neden oldufu katalitik ak-
tivite kaybi bu tiirdendir. Cilinkii, deaktivasyon enzime ka-
talitik aktivitesini kazandiran sarmal ve iigiinciil (tersiyer)

yapilarin bozunmasindan ileri gelmektedir.

Sabit sicaklik ve pH'da yiiriitiilen bir tepkimede,
enzim deaktivasyon hizi tepkiyen ve iriin derigiminden ba-
gimsiz ise deaktivasyon icin iistel deaktivasyon (exponential
deactivation) ve tersi dogrusal deaktivasyon (inverted linear
deactivation) modelleri kullanilabilir (13, 17).

2.4.1. Ustel Deaktivasyon Modeli

Enzim derigimine gore, birinci dereceden olan bu
modelde aktif enzim derigiminin deaktivasyonla degigimi

asagidaki bicimde verilir (13):

a [E]

-k, [E c.. (2-39)
dt a [F]

Burada, kd enzim deaktivasyonu hiz sabiti'dir ve sicakliga

Arrhenius tipi bir baginti ile baglidir.
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Enzim aktivitesi (a), herhangi bir andaki tepkime hi-
zinin baglangi¢ tepkime hizina orani olarak tanimlanir. Ozgiil
tepkime hiz sabitinin tepkime siliresince baglangictaki degeri-
ni korudugu diisiiniiliirse enzim aktivitesi, herhangi bir andaki
aktif enzim derigiminin tepkime baglangicindaki enzim derigi-

mine orani olarak da alinabilir. Diger bir deyisgle;

= ’ = a LI 2 (2—40)

dir. .Burada, "t indisi" herhangi bir an, "o indisi" baglan-
gic kogsullari igin kullanilmigtir. Egitlik (2-40) Esitlik
(2-39)'da yerine konursa deaktivasyon hizi igin,

da
— = kda TR (2—'41)
dt
denkligi elde edilir. Bu egitliBe gbre,
a =agq kgt : ce. (2-42)
veya
a
In — = - kdt ... (2-43)
a
o

dir. a, enzimin baglangi¢ aktivitesidir. Tepkimenin yiirii-
tiildiigi kosullarda enzim kararligi, isletme kararliga
(operational stability) olarak bilinir. Igletme kararligi-
nin Slgiisii, enzimin "Aktivite Yari Omri (Z 1/2)"diir ve en-
zimin baslangig¢ aktivitesinin yariya diismesi ic¢in gegen
zaman olarak tanimlanir. Egitlik (2-43)'den aktivite yari
omrld igin,

_ In 2 -
lez——dr > e e (2 44)

bulunur.
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2.4.2. Tersi Dogrusal Deaktivasyon Modeli

Bu modele gtre, enzim deaktivasyonu enzim derigsimi cinsinden
asagidaki bicimde yazilabilir (13),
[E],

E] = —2— ee. (2-45)

1+kdt

Ustel deaktivasyon modelinde anlatilan diizenlemeler

bu model ic¢in de uygulanabilir ve deaktivasyon igin,

a
o

a = —2 .. (2-46)
1+k gt

bagintisi elde edilir.

Bu model, kiiciik kd degerlerinde ve kisa zaman aralik-
larinda gergeklestirilen caligmalar igin iistel deaktivasyon
modeli ile c¢akigir. Ciinkii,

-k .t 1 1
e d = = 2 00.(2—47)
k,t t 3
e d t
1+k.t+k + k +
d d 9 d ¢
veya
_ 1
ekgt =~ . (2-48)
1+kdt

olarak yazilabilir.
1

Bu model ig¢in aktivite yari 6mrﬁ,2:1/2 = -

olarak bulunur. d
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Bu iki model, enzim deaktivasyonunun tepkiyen derigi-
mine bagli olmadigi veya sabit tepkiyen derisimlerinde ge-
gerlidir. Siirekli sistemlerde tutuklanmis enzimlerle caligi-
lirken tepkiyen derigimi sabit tutulabilir ve her iki model
uygulanabilir. Kesikli kaplarda ise, kisitlayici olmayan
tepkiyen derigimlerinde ve kisa zaman araliklarinda caligi-

larak bu sartlar saglanir.

Deaktivasyon hiz sabiti tepkiyen derigiminin bir fonk-
siyonu oldugunda, George enzim derisimi ig¢in asagidaki egit-
1igi yazmigtir (17).

d [E] a [S]

dt b + [s]

+c [S] [E] e (2-49)

Bu egitlik Altomare (2) ve 0'Neill (33) tarafindan tepkiyen
hidrojenperoksitin deaktive ettifi tutuklanmis katalaz igin
tepkime-kabi tasariminda kullanilmigtir. Diisiik hidrojenpe-
roksit derisimlerinde ([314 «b) Egitlik (2-49) asagidaki
bicime doniigiir:

d [E]

dt

= -k [E] [s] ... (2-50)

ve bu egitlik Altomare tarafindan tutuklanmis kataliz igin

uygulanmigstir (2,3).
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3. INVERTAZ-SAKKAROZ SISTEMININ OZELLIKLERI
3.1. Sakkaroz

3.1.1. Genel

Ticari olarak seker adiyla bilinen sakkaroz kimyasal
olarak - D - glukopranozil- F- D - fruktofuransit'tir ve
kapali formiild C12 H22 Oll'dir. Sakkaroz, bdlgelere bagli
olarak geker kamigi (Saccharum offianarum L.)'ndan veya ge-
ker pancari (Beta vulgaris)'ndan elde edilir. Siipiirge darisa
(Sargum vulgare) ve akaga¢ (Accer saccharum)'dan da sakkaroz
elde edilebilir. Bu iki geker kaynagi daha cok seker surubu
elde etmek igin kullanilir, ne siipiirge darisi ne de akagag
gseker iiretiminde ticari ®nem tagimaz (36,40).Sakkaroz biitiin
kara bitkilerinin zsularinda, tohumlarinda, ¢giceklerinde,

dallarinda ve koklerinde vardir.

3.1.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

D-Fruktoz ve D-Glukoz'un glukozidik bag ile baglanmasi sonu-
cu olusan sakkaroz bir disakkarittir. Sakkarozun Fischer ve

Haworth formiilleri agagida verilmistir.

H\ V2
¢ - CH,OH
| |
HCOH 0—C
| I
HCH (0] HOCH
| | 0
HOCH HCOH
| |
HC J HC
| |
CH, OH CH, OH

Sekil (3-1): Sakkoroz (ClZHQZO]J)~Fischer
formiilii.
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!

Sekil (3-2) : Sakkaroz (C12H22011)-Haworth

formiili.

Sakkaroz suda yiiksek oranda ¢oziinir. Seyreltik etil

alkol ve amonyakta da ¢oziinmesine kargin susuz alkol, eter,

kloroform ve susuz gliserolde c¢tziinmezdir. 184°C!de yumusar
ve bir kismi dekompoze olarak (bozunarak) erir. Bu bozunma
sonunda ketonlar ve diger karbohidratlar olugur. Sakkarozun
vzgiil agirligi, d=1.58056, yiizey enerjisi 224 erg/cm%'dir.

Sakkarozun onemli bir fiziksel ©zelligi de tatlilifi-

dir. Tatlilik karsilastirmasinda sakkaroz standart alinir.
Cizelge (3-1)'de sakkaroz ve diger gekerlerin bagil tatli-

liklari verilmigtir.

Cizelge (3-1): 20°C'da % 10'luk seker g¢dzeltilerinin
bagil tatlaliklari (36).

Fruktoz 120 Galaktoz 67
Sakkaroz 100 Mannitol 64
Gliserol 77 Laktoz 39
Glukoz 69

Sakkarozun iki onemli kimyasal 6zelligi vardar:
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a. X~ D -Glukoz ve §~D-Eruktoz bir molekiil su ayril-
masi ile birlesgirken bu iki monosakkarittin serbest haldeki
karbonil gruplari asetal bagi olugtururlar; bu nedenle de

sakkaroz indirgeyici 6zellik gidstermez.

b. Sakkarozun verdifi en nemli tepkime, hidroliz
tepkimesidir. Glukozidik bag, seyreltik alkali ve ndtr ¢bzel-
tilerde kararlidir. En fazla kararlilik pH 9'dadir. Sakkaroz,
hidrojen iyonu, amonyum iyonu ve katalitik akﬁivite gosteren
enzim (invertaz)'in varlifinda kolaylikla hidroliz olur. So-
nucgta iriin olarak 1/1 (mol. ce) oraninda D-Glukoz ve D-Fruktoz
dan olugan indirgenmis gekerler karisimi (invert geker) olu-

sur.

Asit hidrolizi ile invert geker iiretildiginde % 7-8
oraninda D-Fruktoz kaybi sz konusudur. Fruktoz, fruktodi-
anhidritler bigiminde kaybedilir. Enzimatik hidrolizde bu
tirden bir fruktoz kaybi stz konusu degildir. Asagidaki ¢i-
zelgede, genel olarak, sakkarozun asit hidrolizinde tepkime

tamamlanma siireleri verilmistir:

Cizelge (3—2): Asit Hidrolizinde Tepkime Tamamlanma
Siireleri (40).

Sgcaklik % 99.99 Sakkaroz Doniisiimi I¢in Gerekli Zaman

C 0.01N HC1 0.1N HC1 0.795 N mC1
20 3511 sa. 328 sa. ‘ 30.8 sa.
25 1673 sa. 156 sa. 14.6 sa.
30 818 sa. 76 sa. 7.1 sa.
35 409 sa. 38.2 sa. 3.5 sa.
40 209 sa. 19.3 sa. 106.0 dk.
50 58 sa. 5.4 sa. 29.3 dk.
60 17.5 sa. 1.6 sa. 8.7 dk.
70 5.6 sa. 31.4 sa. . 2.76 dk.
80 2.02 sa. 11.3 dk.

90 0.74 sa.
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3.2. Invertaz
3.2.1. Genel

Hidroliz enzimlerinin alt grubu olan karbohidrazlardan
invertaz ¢ok eski yillardan beri bilinir. Ilk defa Dumas

ve Boulley (1828) mayalarin sulu ortamda sakkarozu hidroliz-
lediklerini gormiis ve daha sonra Persoz (1833) mayanin inver-
siyon 6zelligini saptamigtir. Enzimin hiicreden tziitlenmesi
1860'da Berthelot tarafindan gerceklestirilmigtir. Uzun siire-
den beri bilinmesi nedeniyle invertaz, enzim kinetiginde pek
¢ok caligmada kullanilmis ve bunun sonucunda hakkinda olduk-

ca fazla bilgi birikimi olusmustur.

Sakkaroz molekiiliiniin fruktoz veya glukoz kismina etki-
mesine bagli olarak iki tip invertaz ‘saptanmistir. Bunlar,
fruktosidaz (p—D-fruktofuransidaz, @—h—fruktosidaz, fruk-
toinvertaz) ve glukosidaz (X-n-glukosidoinvertaz, X—gluko-
piranosidaz)'dir (42). '

Invertaz ( @-D-fruktofuranosidaz (EC. 3.2.1.26) sak-
karoza etki ederek glukoz hidrolizini veya degigsen derece-
lerde fruktosil aktarimini gergeklestirir. Bunun ig¢in tepki-
§Nulp—D~fruktofuranosil grubu icermelidir (38). Hidroliz tep-
kimesi sonucunda olusan karigim sakkaroz ¢ozeltisinin goster-
digi optik dvnmeden farkli bir optik donme gtsterir. Bu ne-
denle, olusan sekerler karisimina "Invert Seker", olaya
ise "Inversiyon" denilmistir.

Sakkaroz + H,0 —3 D(+)-Glukoz + D(-)-Fruktoz

2
(X)p= + 66.5° ()p=+52.5° (&) = - 92°

(X)p= - 20°
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3.2.2. Invertaz Kaynaklari

Invertaz yaygin olarak mayalardan elde edilir. Ancak,

otumsu bitkilerde, olgunlagma sirasinda arpa ve domateste,

seker pancarinin sap ve yapraklarinda ve patateste de bulu-
nur. Ayrica, omurgasizlarda; kan, yumurta, tiikriik, bagirsak
ve bzellikle arailarin bal keselerinde, deniz anasi gibi il-
kel hayvanlarda ve omurgalilarda metabolik enzim olarak sap-

tanmigtir (44).

Invertaz igin mikroorganizma kaynaklari ¢ok daha
tnemlidir. Ozellikle mayalar, invertazin ana kaynaklaraidir.
Ekmek mayasi, bira mayasi ve hatta laktoz fermente eden ma-
yvalarda invertaz vardir. S.albicans, S. actosporus ve Torula
tiirleri digsinda kalan Saccharomyces tiirleri invertaz icerir-
ler. Invertaz kaynagi olabilecek mikroorganizma tiirleri
sunlardir (5,8,38,44).

Saccharomyces calsbergensis

S. cerevisiae

S. ludwigii

S.fragilué

S.melis

Aspargillus oryzae

Aspergillus niger
Thermobakterium mobile

Candida utilis

Neurospara crassa

Bacillus subtilis

Invertaza ayrica, yegil alglerde, Vibrio cholerae,

Streptococci ve Pneumococci gibi patojenik mikroorganizma-
larda da rastlanmigtir. Ancak, invertaz yaygin bicimde bira
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ve ekmek mayasindan elde edilir. Mikroorganizmalar iginde

Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces carbergenesis'in

endiistriyel onemi vardir (23).

3.2.3. Maya Invertazi

Invertazin biiyiik bir kismi, maya hiicresinde protdplazma

ile hiicre zari arasina yerlesmistir, bununla beraber,

bazi tiir mayalar enzimi bulunduklari ortama verebilirler. Ay-
rica, protoplazma ve vakuollerde yerlegmis invertaz tiirleri
de saptanmigtir. Hiicre ig¢i invertazin elde edilmesi i¢in ma-
yanin 6liim evresi (autholysis) ne yaklagmasi beklenir. Genel
olarak, hiicre disi invertaz hiicre ig¢i invertazdan ¢ok daha

azdir.

Maya invertazinin optimum pH degeri 4.0-5.5 araligin-
dadir ve bu aralik invertazin en kararli oldugu pH aralifai-
dir. Yapilan ayrintili calismalarla optimum pH degeri 4.5
olarak saptanmigtir (44). Kati haldeki kurutulmusg invertaz
1siya ¢ok dayaniklidir. Salkowski kati invertazin lOSOCJa,
hatta vakumda 145-160°C’a kadar bozunmaksizin 1sitilabildi-
gini saptamigtir. Invertazin cozeltideki 1s1l kararliligi
kullanilan preparatin safligina baglidir. Ham invertaz pre-
paratlari saf olanlardan daha fazla dayaniklidirlar. Bu ne-
denle, degisik enzim preparatlari icin ortak bir optimum
sicaklik saptamak ¢ok zordur. Ticari invertaz icin diisiik

sakkaroz derigsimlerinde optimum sicaklik 55°C. olarak verilir.

invertazin katalitik aktivitesini -SH gruplari saglar
ve tepkiyene baglanma asidik (-COOH) bblgesinde olusur. En-
zimin galigabilmesi ig¢in tepkiyenin @—D—fruktofuranosil
grubunu igermesi gerekir. Enzim zellikle C-6 ve C-3 karbon-
larinda bulunan -OH ve glukozidik oksijenle birlegir. Ortam
pH'ina gbre enzim-tepkiyen (ES) arabilegiginin olusum bigimi
Sekil (3-3)'de verilmigtir.
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OH H [¢) H
Lo M o A '
+ CcO N
Z N\ pHs3 ZN\ oives L2\
Enzim p——— Enzim ——— Enzim
pH<3 pH<6.6
CH_OH CH. OH
- 2 -
H ° , O-R ° 2
- H -]
c” PH>6.6 c—O®
OH H —— OH H
HOCH, pH<6.6 HOCH
2
H OH H OH
0 H 0
| | l
o) N+ co N
Z\ Z
Enzim Enzim

Sekil (3-3) : Invertaz-sakkaroz arabilegiginin
olusumu (27).

invertaz, hidroliz aktivitesine ek olarak, su digin-
daki uygun alicilarla aktarim (transfer) tepkimelerini de
katalizler (38). Bu iglem, yiiksek oligasakkaritlerin veya
sakkarozun tekrar olugmasina neden olabilir. Ornegin, maya
invertazi, sakkarozun D-fruktosil grubunu serbest D-Glukoz
ve D-Fruktozun aldehit grubuna aktararak ii¢ disakkaritin
olugumunu katalizler. Bunlar; O- B -D-fruktosil-(2—> 6)-D-
glukoz, 0- p -D-fruktosil-(2 —» 1)-D-fruktoz (inubiyaz)
ve O- @ -D-fruktosil-(2 —» 6)-D-fruktoz (levanbiyaz)'dur.
Maya @—fruktositam ile oligosakkarit olusum miktarlara
Cizelge (3-3)'de verilmigtir:
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Cizelge (3-3) : Maya ﬁ—Fruktasida21 ile Oligasakkarit
Olusumu (38).

Sakkaroz Derigimi (%)
2 10 30 60
Toplam indirgenmis seker,
D-Fruktoz olarak (mg/ml) 7.49 10.92 8.21 5.64
Oligosakkaritlerdeki ketozlar,
D-Fruktoz olarak (mg/ml) 0.11 1.15 2.03 1.44

Gizelge (3-3) incelendiginde yiiksek derigimli sakaroz
cbzeltilerinde invertaz aktarim aktivitesinin Onemli deger-
lere ulasabilecegi goriiliir. Ancak, invertazin eldesinde en-

diistriyel onemi olan S.cerevisia gibi maya tiirlerinden elde

edilen enzim 6nemli bir aktarim aktivitesi gtstermez (51).

3.2.4. Invertazin Etkinligini Degistiren Maddeler

Maya invertazi agir metallerle, ©zellikle Ag+ ile

hizla inhibe olur. Her invertaz molekiili bagina 7-8 Ag+ iyo-
nu oldugunda tam, fakat, tersinir inhibisyon olusur (38).
Invertazin Zn+2 ile inaktivasyonu tersinir, yarigmasiz ve
pH bagimlidar (4). Ag+ iyonlari enzimin histidin kismini et~

2

kileyerek inhibisyon yaratair. Zn+2 ve Hg+ ve Hg+2 iki enzim

molekiiliinii dimer olusturacak bicimde baglar.

Diisiik deri§im1erdéki iire, invertazi fiziksel 6zellik-
lerini fazla degigtirmeden tersinir bigimde inaktive eder.
Katalitik bolgeye iire baglanmasi ile olusan bu inaktivasyon
yiiksek iire derigimlerinde ikincil ve iiglinciil yapilarin bo-
zulmasi big¢imine doniisir ve bu durumda tersinmez inhibisyon
goriilir. Anilin ise patates invertazini mayé invertazindan

daha az etkiler.



37

Invertaz icin en tnemli bir inhibitdr de tepkime irii-
nii D-Fruktoz'dur (27). Yarismali inhibisyon tiiriinde etkiyen
bu inhibittr ile ilgili ayrintili bilgi bu calismanin ileri
bsliimlerinde verilmigtir (Bkz: Bolim : 4.4 ve Boliim : 6.5)

3.2.5. Invertazin Uygulama Alanlarzi

invertaz gida endiistrisinde onemlidir (33). Derisik
sakkaroz ¢ozeltilerinin hidrolizi daha tatli suruplarin olug-
masina neden olur. Ciinkii, indirgenmig gseker D-Fruktoz'umn tat-
1111k orani indirgenmemis geker sakkarozdan daha fazladir.
Invert surubun kaynama noktasi daha yiiksek ve donma noktasi
daha diigiiktiir. Invertaz etkisi ile olusan monosakkaritler
sakkarozdan daha fazla c¢dziiniirdiir ve yiiksek derigimdeki su-

ruplari hemen kristallenmez.

Tim bu 6zellikleri ile invert seker gida endiistrisin-
de sekerli ve tatli yiyeceklerde tercih edilmektedir.

3.2.6. Invertaz Ile Sakkarozun Hidroliz Kinetipi
Konusunda Yapilan Calismalara Genel Bir

Bakisg

Sakkarozun enzim ile hidrolizi tepkimesi enzim kinetigi ca-
ligmalarinda oldukga yaygin bir bicgimde yer almigtir. Bu ko-
nudaki arastirmalar, genel olarak, tepkime kinetiginin aydin-
latilmasi ve tepkimeyi katalizleyen enzim olan invertazin
deéktivasyonu ile ilgilidir. Ozellikle, invertazin aktivite-
sini diisiren etkiler iizerinde yofun caligmalar yapilmigtir.
Giiniimize kadar yapilan arastirmalarin bilimsel temelleri ve

ulagilan sonuclara kisaca bakmak yararli olacaktair.

Invertaz ile ilgili kinetik caligmalarda, tepkime hi-
zinin tepkiyen derigsimiyle degigsiminin belli bir deger
(¥ 2 10 w/v veya 0.29 M. sakkaroz)'e kadar Michaelis-Menten
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kinetigine uydugu, fakat, artan tepkiyen derigsimiyle tepki-
me hizinin azalma gostererek bu kinetikten saptigi gdzlen-
migtir. Invertaz aktivitesinin diistiiii bu bslge, arastirma-
cilar tarafindan degisik yorumlarla aciklanmaya c¢aligilmis-
tir. I1k calismalarda, enzimin aktivitesini yitirmesinin ana
nedeni olarak tepkiyen inhibisyonu one siiriilmiis, ancak, daha

sonra degigsik parametrelerin etkileri arastirilmistir.

Mc Laren (31), Michaelis-Menten kinetiginde sapmayi
sakkaroz derigimi ile degigen ©zliiliglin bir sonucu olarak
ifade etmig ve baglangi¢ tepkime hizinin tepkime ortaminin
bagil akiskanligina dogrusal olarak bagli oldugunu ileri

siirmiigtiir. Mclaren'in ®nerdigi ampirik baginta

1.2 r  [s]

(Mn/M) ... (3-1
Kp + [s] }‘o/‘ ( )

bicimindedir. Burada;

)Lo

1.2 katsayisi ise Michaelis-Menten egitliginin deneysel veri-

]

25°C'daki suyun 6zliliigi (cP)

25%°'daki sakkaroz cozeltisinin oszlilugi (cP) ve
lere uygunlugunu saglamak igin kullanilan ampirik katsayadir.

Invertaz aktivitesini sakkaroz ¢tzeltisinin 6zluluigi-
ne baglamak amaciyla yapilan diger bir caligsma ise Vitolo ve
Cuhna tarafindan gercgeklegtirilmigtir (50). Bu arastirmada
% 5-50 (w/v) sakkaroz derigimi araliginda o6zgiil invertaz ak-
tivitesi (SIA) izlenmigtir. Ozliiliik degerleri, 1.15-6.90 cP
araliginda degisen sakkaroz ¢ozeltileri icin asagidaki denk-

lemler elde edilmistir:

/4 2.03

= 9.054M - 5.006 ee. (3-2)
SIA *1 .15 J*
6.9
,f‘ l = 1.19§)«+ 11.8 (3-3)
SIA ce

3.05
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Burada, SIA mg. indirgenmis seker/mg. enzim.dk. birimi ile
verilmigtir. Sonug¢ olarak, bu gallgmalafla ozglilliigiin hid-
roliz tepkimesi hizina (veya enzimin aktivitesine) etkisi

belirlenmig, fakat ileri siiriilen modeller yiiksek tepkiyen

derigiminde baglangi¢ tepkime hizindaki diismeyi tam olarak
aciklayamamigtair.

Invertaz-sakkaroz sisteminde artan tepkiyen derigi-
miyle su derisimi azalmaktadir. Su derisimindeki azalmanin
tepkime hizina etkisiyle ilgili bir g¢alisma Nelson ve
Schubert (32) tarafindan gerceklegtirilmigtir. Bu galigmada,
tepkime ortamina % 10-20 oraninda alkol eklenmig ve elde
edilen hidroliz tepkimesi hizlari karsilastirilmigtir. Degi-
gik sakkaroz derigimlerinde tekrarlanan bu iglem sonucunda
Sekil (3-2)'de nitel degigimi verilen egriler elde edilmistir.

(4)
(M)
(2)
(3)

Sakkaroz Derisimi

Tepkime Hizi

0

Sekil (3-4) : Sakkaroz derigiminin maya invertazinin
aktivitesine etkisi (1) Alkolsiiz ortam,
(2) % 10 Alkol icerikli ortam, (3) % 20
Alkol igerikli ortamlarda (4) Michaelis-
Menten yaklagimi ile elde edilen egriler
(16,32,38).
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Bu egriler, su derigimi apsise alinarak yeniden c¢izildiginde
derigik sakkaroz derigimlerinde serbest su derigiminin hid-
roliz hizi igin kisitlayici degisken oldugu goriliir. Elde
edilen hidroliz haizlari Gizelge (3-4)'de verilmistir.

Cizelge (3-4): Degigik sekkaroz ve alkol derisimlerin-
de hidroliz hizlara (32). ’
(pH=4.5, Tepkime Sicaklip1=25°C)

% 0 Alkol % 10 Alkol % 20 Alkol
Su Hidroliz Su Hidroliz Su Hidroliz
Sakkaroz Derigimi Hizi Derigimi Hizi Derigimi  Hizi
(% w/v) (mol/it) (DDD/dk) (mol/it) (DDD/dk) (mol/it)  (DDD/dk)
20 43.3 0.0428 41.9 0.0280 35.5 0.0177
30 44.9 0.0360 38.4 0.0236 32.0 0.0137
40 41.4 0.0301 35.0 0.0197 28.5 0.0106
50 38.0 0.0235 31.5 0.0153 24.9 0.00716
60 34.4 0.0178 26.0 0.0109 - -
70 35.9 0.0124 = = = -

DDD : Donmedeki degigim derecesi (Degrees Change in rotation)
Olusan invert geker derisiminin bir &lgiitiidir.

Bu caligmada ulasilan en onemli sonug, invertazin hid-
rolizinde su azalmasinin sakkaroz artmasiyla birlikte tepki-
me hizini azaltici bigimde etkiledifinin gtriilmesidir. Arag-
tirmacilar, alkol kullaniminin tepkime hizinda ¢ok az da olsa

bir inhibisyon etkisinin olacagini belirtmiglerdir.

Su derisimindeki azalmanin hidroliz tepkimesine etki-
sinin ac¢iklanabilmesi amaciyla Bowski Saini, Ryu ve Vieth

(7) tarafindan asafidaki mekanizma Gnerilmis,

E+S§—_——=_—_—> ES LS (3"1)
ko
ES + W —= 5 E + P ... (3-2)

ve tepkime hizi igin,
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_r, [s]
"k + B

[W] .. (3-3)

bagintisi elde edilmigtir. Bu esgitlikte,
r, =k, [E]olW], ee. (3-4)

olarak tanimlanip, egitlik ampirik diizeltme uygulanarak tep-

kime hizi,

1.04 S
r = ‘m [ ! ~—lﬂ1— ... (3-5)

LR 1

olarak verilmigtir. Burada,[ W] toplam su derigimi, [wjg'ZSOCf
da 55.33 mol.H20/1t. ve 1.04 ampirik katsayidir. Bu hiz ba-
gintisi yiksek sakkaroz derigimindeki diigsmeyi kismen agikla-
makta, fakat elde edilen kuramsal tepkime hizlari deneysel

degerlere yeteri kadar uyum saflamamaktadir.

Enzim sistemlerinde, optimum tepkiyen derigiminden
biiyik derisimlerde goriilen hiz diismesinin en 6nemli nedeni
genellikle, tepkiyen inhibisyonudur. Sakkarozun invertaz
ile hidrolizinde de ayni tiirden bir etki stz konusudur.
Bowski, Saini, Ryu ve Vieth(7) sakkaroz-invertaz sistemin-
de Laidler (27)'in tnerdigi tepkiyen inhibisyonu modelini
kabul etmigler ve deney sonuclarini karsilagtirmislardair.
Tepkiyen inhibisyonu mekanizmasi Sekil (3-5)'de veril-

migtir.
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| |/ E\_

Sekil (3-5) : Invertaz icin tepkiyen inhibis-

yonu mekanizmasi (5)

Burada, inaktif arabilesikler tepkiyen-enzim (SE)
ve tepkiyen-enzim-tepkiyen (SES) arabilegikleridir. Bu me-

kanizma kullanilarak tepkime hizi igin,

1+ (K +K) [s] +K K ' [5]?

bagintisi elde edilmigtir. Bu egitlikten yararlanilarak,

1 1 1 K, K.' (Rg+ XD
= ¢ ==t  rg]s S 3-7)
r k, K [E], [s] szS[E’}O I(ZKS[E]O

esitligi tlretilmigtir. Diigsiik tepkiyen derigimlerinde [S],
yiikksek tepkiyen derigimlerinde ise 1/ [S] terimleri ihmal
edilerek tepkime hizina ks. tepkiyen derigimi icin iki bdlge
ve bu bélgelerdé gecerli iki ayri denklik elde edilmistir.

Bu denklikler kullanilarak grafiksel ¢oziimleme ile,



43

kZKs [E], = 0.0103 mol.Glukoz/mol.Sakkaroz,dk. ...(3-3)

KS+K 6.27 1t/mol. Sakkaroz ...(3-9)

t

7.26 1t2/(mol Sakkaroz)>2 ...(3-10)

n

N |
Kele'

olarak elde edilmistir. Bu calismada szS[EL) ve K+ K, sa-
bitleri diisiik sakkaroz derigimi btlgesinden, KSKt' sabiti ise
yiikksek sakkaroz derigimi bdlgesinden saptanmigtir.

Sakkaroz derigimi igin 0.040-2.060 M.araliginda yapi-
lan deneylerde hesaplanan tepkime hizi degerlerinin
optimum tepkiyen derigimine (¥ 0.29M.) kadar deneysel deger-
lere tam uyum g&sterdigi, ancak daha yiiksek derigimlerde hiz-
da diigsme goriilmesine ragmen uygunluk saglanamadigi gtzlenmig-

tir.

Sakkarozun invertaz ile hidrolizinde tepkime hizini
azaltici yonde etki gosteren tepkiyen inhibisyonu ve su de-
risimi azalmasinin bir arada ele alindigi bir calisma Bowski,
Saini, Ryu ve Vieth (7) tarafindan gergeklegtirilmistir. Bu
aragtirmada tepkime hizi, kinetik mekanizma ©nerilmeksizin

serbest su derigimiyle orantili kabul edilerek
k, X, [E]. [ s] [WF]

1+ (R+K,) [s]+ 1<sx<t"[s]2 [WJ

... (3-11)

r=

seklinde verilmigtir. Bu e§itlikte;

Serbest su derigimi (mol/1t)

[Wr)
[w:]

1l

Toplam su derigimi (mol/1t)

‘dir ve [Wf]/ @ﬂ orani sakkaroz degimine bagli olarak hesap-
lanmigtir. Egitlik (3-11) adi gecgen aragtirmacilarin invertaz
i¢in sadece sakkaroz inhibisyonu dikkate alindiginda elde
ettikleri tepkime hizi esitligi [Bkz. Egitlik (3-6)] 'nin
serbest su derisimine gtre diizeltilmig bicgimidir.
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Daha once tepkiyen inhibisyonu kinetiginden bulunan
. 1 -
sabitler (k,K_ [E],s (K,+K. ) ve K K ') kullanilarak he
saplanan tepkime hizi ks. sakkaroz derigimi egrisi c¢izilebi-
lir. Galismada bu islem yapilarak model egrinin deneysel
sonu¢larla uyum sagladigi belirtilmisgtir.

Invertazin tepkimesiz durumdaki 1si11 kararliligi Oos-
hima, Sakimoto ve Harano (34,35) tarafindan tartisilmig ve ulagilan de-
neysel sonug¢lar serbest ve tutuklanmig enzimler icin irdelen-
migtir. Degigik pH degerlerinde ve tepkiyen igermeyen tampon
cozeltilerde sabit deaktivasyon sicakliginda belirli bir siire
bekletilen invertazin aktivitesi daha sonra, kesikli diizende
caligsan karigtirmali kapta saptanmistir. Bu kademedeki hidro-

liz tepkimesinin hizi,

d[s] k, [E][s] ... (3-18)
kK, + [s]

—

dt

egitligiyle aciklanmistir.

Invertazin 1s1l deaktivasyonu ortamda tepkiyen olma-
digindan tepkiyen derigiminden bagimsiz olarak birinci de-
rece tepkime kinetigi ile enzim derisgimine baglanmigtir.
Isil on igslemdeki aktivite diismesinin aktif enzim derigimine

bagliligi asagidaki egitlikle verilmigtir.

d[E]¢q
-— = kg [E] 4 ...(3-19)

dty

Burada,

1y

kd : Deaktivasyon hiz sabiti (dk~
ty * Deaktivasyon siiresi (dk),

[E]l,4 : tg anindaki enzim derigimi (mol/lt veya mg/lt)
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dir. Egitlik (3-19) kullanilarak enzim derigiminin zamanla

degisimi igin,
—ln[E]td/ [E]o = 1n (r/r_) = k4 t,4 ...(3-20)

elde edilmistir. Bu egitlikte "o indisi" baglangi¢ kosulla-
rini tanimlamaktadir. Deaktivasyon hiz sabiti (kd)'nin hesap-
lanmasinda invertazin tampon ¢bzeltide bekletildigi siire te-
mel alinmistar. Deneysel sonug¢lar enzim deaktivasyonunun si-
caklikla ve tutuklama ile arttigini gostermektedir. Ancak,
invertazin tepkiyensiz ortamda yiiksek sicaklikli tampon ¢&-
zeltilerde tnceden deaktive edilmesinden &tiirii bu caligmada
elde edilen deaktivasyon hiz sabiti igletme kararlifinin 81-
giiti olmayip sadece depolama kararlilifinin bir tlgiiti ni-
teligidedir. Bu nedenle de kinetik agidan pek Onem tagima-
maktadair.
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4. SAKKAROZ HIDROLIZ SISTEMININ TANIMLANMASI VE
KINETIGI

4.1. Genel

Hidroliz tepkimelerinde ortamdaki su derigimi ana tepkiyene
gbre oldukca fazladir ve tepkime ile harcanan su miktari top-
lam derisimi ¢ok degistirmez. Bu nedenle, su ikinci bir tep-
kiyen olarak gbziikmez ve sabit kabul edilerek ©zgiil tep-
kime hizi (veya tepkime hiz sabiti) kapsamina alinir (16).
Ancak, yiliksek ana tepkiyen derigimlerinde, su derigiminin
azalmasindan Otiirii, bu diislince gegerliligini yitirir. Boyle-
ce, yliksek tepkiyen derigimlerinde suyun ikinci bir tepkiyen

olarak dikkate alinmasi gerekir.

Invertaz-sakkaroz sisteminde de su derisiminin ayni
tiirden etkisi vardir. Bu konuda giliniimize dek gerceklegtiri-
len calismalarda arastirmacilar ya su etkisini ampirik sekil-
de yerlegtirerek Michaelis-Menten egitligini yeniden diizen-
lemigler (Browski, Saini, Ryu ve Vieth) ya da ortamda sakka-
roz derigimi artmasinin dogal bir sonucu olan 6zliilik arti-
gini Michaelis-Menten kinetiginde yerlegtirmeye (Mc Laren)

calismislardir (Bkz. Bolim : 3.2.6).

Bu iki yaklagimin digsinda ve daha tutarli sonucglar
verebilen difer bir diiglince ise, tepkime hizinin diigmesinden
serbest su derisiminin azalmasinin etkili oldugu savaidair.
i1k defa Nelson ve Schubert (32) tarafindan 6ne siiriilen bu
disiince Browski, Saini, Ryu ve Vieth (7) tarafindan benim-
senmigtir (Bkz. Boliim : 2.3.6). Buradaki serbest su derigi-
mi azalmasi, hem sakkaroz derigiminin artmasiyla su (¢oziicii)
derigiminin diismesinden hem de sakkaroz molekiillerinin tep-
kime ortamindaki su molekiillerini hidrojen bagi ile baglama-
sindan kaynaklanmaktadir. Einstein (1956), sakkarozun hidra-

tasyon diizeyi ig¢in kuramsal olarak 7 mol. su/mol. sakkaroz
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degerini elde etmis, daha sonra Combes ve Monsan (1983)
1.8M. sakkaroz derigimine kadar bu degerin 5 mol. su/mol sak-
karoz oldufunu gostermislerdir (10). Hidroliz tepkimesinde
yer alan serbest su derigimi, calisilan sakkaroz derigimine
kargi gelen toplam su derigiminden baglanmis su derigiminin

¢ikartilmasi ile elde edilir (7).

Bu calismada iizerinde durulan konulardan birisi yiik-
sek sakkaroz derigimlerinde ( »0.29M.) hidroliz hizinda go-
riilen diigligiin nedenlerinin saptanmasidir. Bu durum yukarida
da bahsedildigi gibi ya su derigiminin azalmasinin ya da sak-
karoz inhibisyonunun veya her iki etkinin birlikte gotziikme-
sinin sonucu olabilir. Yapilan deneysel caligmalarda bu iki
etki ayri ayri ele alindiginda hizdaki diigsmenin acgiklanama-
di1g1 saptanmigtir (Bkz. Bolim : 6.4.2 ve Bolim : 6.4.3). Ayri-
ca diger arastirmacilar tarafindan da benzer yaklasimlarin
uygulanmasi nedeniyle bu iki etkinin ayri ayri kinetik ince-
lenmesi bu boliimde sunulmamisg, ancak tepkime mekanizmalari
ve g¢ikarilan tepkime hiz bafintilari EK : I-1 ve EK: I-2'de
verilmistir. Her iki etkinin birlikte incelendigi durumla

ilgili kinetik yaklagim ise Bolim : 4.2'de verilmigtir.

4.2. Su Derisimi ve Sakkaroz Inhibisyonu Etkileri
Birlikte Alindiginda Tepkime Kinetigi

Daha onceki bdliimlerde (Bkz. Boliim : 3.2.6 ve 4.1) serbest
su derisimi azalmasinin ve sakkaroz inhibisyonunun tepkime
hizina etkileri ayri ayri incelenmistir. Invertaz-sakkaroz
sisteminde, artan sakkaroz derigimi ile serbest su derigi-
minin azalmasinin dogal bir sonucu olarak bu iki degisim
biribiriyle iliskilidir. Boylece, iki etkinin bir arada ele
alinmasi uygun olacaktir. Bu durumda dnerilen mekanizma asga-

gidaki bicimde verilebilir;
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Denge Sabiti

E+S ——= ES K
E+S ——> SE Ky
ES+S ——= ESS - K.
SE+S———> ESS ) K,'

k
ES#Hp—=2> E + G + F

Enzim ig¢in kiitle denkligi,
[Els = [E] + [BS] + [sE] + [ESS] cev (4-1)

geklindedir. Hizli denge kabuluyle yazilan denge sabitleri ve

Egitlik (4-1) kullanildifinda enzim icin yazilan kiitle
denkligi,

2
] (K, +K ) s
(] =(1+ —2—2— [s1+ ——L——')[E] oo (4-2)
g Kg Ky Ke K¢
ve
[&] - Kg KKt B ‘ cer (4-3)

K KK w32

R t' + Kt'(Ks+Kt) [s] + Ks[s]
olarak elde edilir. Michaelis sabiti (Ks) kullanilarak enzim-
tepkiyen arabilegifi derisimi icin,

E] [s]

s
KK ' [E] [s]
= tt o . oo (4=8)
9 )
KSKth' + K,t'(Kt+KS) [s] + Ks [s]

elde edilir. Buna gore tepkime hizi bajintiszi,
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d [
r = —d—t:—;[—-]= k, [es] [Wg]
k, [El, KeK' [8]0] oo (4-5)

. K 12
K, KR '+ Kt'(Kt+K,S) [s] + s [s]
dir. Maksimum tepkime hizi,

r. = kz [E]o [W]o
geklinde Esitlik (4-5)'de yerinde konursa,

r ok, K [S] el a6

Ky K K "+K R HK) [s] + Ky '[S‘]‘2 [W]o

r=

bagintisi elde edilir. Mekanizmada yer alan tepkimeler geregi

denge sabitleri igin,

K - 1=K K 1 —
s B =R K (A=)

yazilabilir. Egitlik (4-7) Egitlik (4-6)'da yerine konursa,
her iki etkiyide kapsayan tepkime hizi bagintisi,
1
rm K1; Ks [S] [WFA ...(4"8)
2 .
K KK T+ ' (R 4K ) [s] + K, (8] [W],

r=

olarak elde edilir.

4.3. Invertaz-Sakkaroz Sistemi Kinetik Sabitlerini

fceren Katsayilarin Bulunmasi

Onceki boliimde su derigimi ve sakkaroz inhibisyonu etkileri-
nin birlikte alindigi en genel durum ic¢in bulunan tepkime hiz

bagintisi Egitlik (4-8) - yeniden diizenlenirse;

. 1 K
[wl)Ks ' + ['WJO (14—

M W) [s] + _

r  IpKg' Iy [S] rnm ”

.(4-9)
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elde edilir. Bu bagintidaki kinetik sabitler daha ®nceki ca-
lismalarda (7) yapildigi gibi diigiikk ve yiiksek tepkiyen deri-
gimi bolgelerinde bazi ihmallerle bulunabilir. Soyle ki, di-
siik sakkaroz derigimlerinde Egitlik (4-9)'un sag tarafindaki
birinci terim, yliksek sakkaroz derisimlerinde ise ikinci te-
rim difer terimler yaninda ihmal edilmektedir. Boylece hiz
bagintisi, deneysel veriler kullanilarak grafik c¢oziimleme ile
kinetik sabitlerin bulunabilecegi bigime indirgenmektedir.
Ancak bu sabitlerin deBerleri bilinmeden isin baginda bu ih-
mallerin yapilmasi pek tutarli gbziikmemekte ve ne kadar yiik-
sek veya ne kadar diisiik sakkaroz derigimlerinde ihmallerin ge~
gerli olabilecegi sorularini akla getirmektedir. Bu nedenle
bu tiir ihmaller yapilmaksizin tim sakkaroz derigimlerinde ge-
cerli genel bir ¢oziim yapabilmek ve kinetik sabitleri bula-
bilmek amaciyla bu galismada istatistiksel bir yontem olan
"Goklu Dogrusal Regresyon (Multiple Linear Regression) Ana-
lizi" (18) kullanilmistir.

[vg]
Egitlik (4-9) incelendiginde, -

ninin [SJ ve é bagimsiz degiskenlerine degigik katsayi-

bagimli degisgke-

larla bagli oldu u goriliir. Bu egitlikte,

[¥g]

y = ...(4-10)
r
X = [s] ... (4-11)
1
X9 7 ’E;r' e (4-12)
ve .
[w]o (KS+K )
— b t
B0 = T Kt «..(4-13)
W
B, = (o , .. (4-18)
L Ks, .
W1, x
B, = ———;3——5 ... (4-15)

m
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olarak tanimlanirsa,
y = By x; + By x5 + B ... (4-16)

seklinde dogrusal bir baginti elde edilir. Bu bagintidaki,

invertaz-sakkaroz sisteminin kinetik sabitlerini igeren kat-
sayilarin bulunabilmesi icin "Goklu Dogrusal Regresyon Ana-
1izi" yapilmis ve bununla ilgili bilgisayar programi EK: I-3

de verilmigtir.

4.4, Su Etkisi ve Uriin Inhibisyonu

Sakkarozun invertaz ile hidrolizinde iiriinlerden biri olan
D-Fruktoz'un yarigmali inhibisyon yarattigfi defisik cgaligma-
larda (27) belirtilmigtir. Ancak serbest su derigimindeki
diismenin ve iiriin inhibisyonunun tepkime hizina etkilerinin
birlikte ele alindi1g1 caligmalara rastlanilamamistir. Sakka-
roz inhibisyonunun ihmal edilebildigi sakkaroz derigimlerin-
de bu iki etki birlikte alindiginda onerilen tepkime mekaniz-

mas1i ve tiiretilen kinetik bagintilar agsagida verilmisgtir:

Denge Sabiti

E + S —=——= ES Kg
[E]F]
E+F —_/——= EF Ki= —_— L (4-17)
K [EF]
ES+iy —=2%E + F + G
Denge sabitleri ve enzim ig¢in kiitle denkligi,
[E]o=[ E] + [EF] + [ES] ...(4-18)

dikkate alindiginda,
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[E] , [s]
ES = .. (4-19)
K, (1 +—%l)+[s]
i

elde edilir. Tepkime hizi ise,

d [6]
r = ——— =k, [ES] W]
dt

k E siiw
= 2 [ ]o.[-][ FJ ... (4-20)

k(1 + %1:—]— ) + [s]

dir.
Maksimum tepkime hizi,
r = kz[E]o [W]o
Esitlik (4-20)'de yerine koyuldugunda,
r [s] W

r = In ( : F:l) ce. (4-21)

K, (1+ -‘-%2—3—> + 51 W1,

elde edilir. Bu egitlikte, D-Fruktoz derigimi parametre alin-

di1ginda,

K. =K (1 + [_F]-) ... (4-22)

yerlegtirilirse tepkime hizi igin,

r [S] vz ]

) oo (4-23)
Ksg © [31  [V]

bagintisina ulagilir. Egitlik (4-21) ve Egitlik (4-23)'de ge-
rekli diizenlemeler yapildifinda sirasiyla tepkime hizi igin
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W1 [W].K [¥] 1 (W]
T, ) TR, e
ve
W K: 1
[ F] _ [w]d sg + [V, ... (4-25)
r r (s] L

bagintilari elde edilir. O halde sakkaroz inhibisyonunun ih-
mal edilebilecegi sakkaroz derigimlerinde, baslangicta orta-
ma eklenen D-Fruktoz derisimleri parametre alinarak ¢izilen
baglangig [Wg] /r ks.1/[S] grafikleri dogru vermeli ve bu dog-

rular ordinat ilizerinde ayni noktada kesigmelidirler.

4.5. Invertazin Deaktivasyonu

Enzim deaktivasyonunda yaygin olarak uygulanan iistel deakti-
vasyon modeli tepkiyen ve iiriin derigiminde bagimsiz olarak
agiklanmig, boylece deaktivasyon enzim aktivitesine birinci
dereceden kinetik ile baglanmistir (Bkz. Boliim : 2.4.1). Bu
kinetik siirekli diizende calisan sistemlerde tepkiyen derigi-
mi sabit tutularak, kesikli diizende calisan sistemlerde ise
kisa zaman araliklarinda tepkiyen ve iiriin (inhibitor) deri-
simlerinin fazla degismedigi kabul edilerek uygulanabilir.
Fakat, kesikli diizende uzun zaman araliginda calisildiginda
tepkiyen azalmasi ve/veya iiriin inhibisyonu nedeniyle bu mo-
del igletme sirasindaki deaktivasyonun ac¢iklanmasinda dogru-

dan uygulanamamaktadir.

Bu durumda, sadece igletme kogullarina (pH, sicaklik,
karigstirma hizi) bagli deaktivasyonun saptanmasi igin, tepki-
me hizinda goriilen diismeye, tepkiyen azalmasi ve iiriin inhi-
bisyonu etkilerinin saptanmasi ve bu etkilerin c¢ikartilmasz

gerekmektedir. Bu etkilerin digsinda gozlenen ilave hiz
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diiglisiiniin sadece igletme kosullarindaki enzim deaktivasyonun-
dan ileri geldigi gbzoniine alinarak iistel deaktivasyon mode-
1i agagida aciklandigir bigimde uygulanmigtir.

Herhangi bir t aninda tepkime ortaminda olusan D-Glu-
koz, dolayisiyla D-Fruktoz (inhibitér) ve ortamda kalan sak-
karoz derigimleri saptanir. Caligilan ayni enzim derisiminde
daha ©once hazirlanmig ilirtin inhibisyonu grafiklerinden [Sekil
(6-10)] saptanan sakkaroz ve D-Fruktoz derisimlerine karsi
gelen tepkime hizi ( [Wg] /r) ; bulunur. Saptanan bu hiz degeri
sakkaroz derigimi azalmasinin ve inhibittr (D-Fruktoz) olu-
gsumunun hiz diglirici etkisini kapsamakta ancak enzim deakti-
vasyonunu icermemektedir. Yani baglangigta ortama konulan
enzim hi¢ deaktive olmasaydi sdzkonusu t aninda bu hiz de-

geri gbzlenecektir.

Ote yandan deneysel D-Glukoz ks. zaman grafijinden
ayni t aninda saptanan gergek tepkime hizi ——%;—- hem bu
etkileri hem de enzim deaktivasyonunu icermektedir. Bu neden-
le t anindaki enzim aktivite (a): deneysel olarak saptanan
daha diisiik tepkime hizinin ( [Wg] /r )q inhibisyon grafigin-
den saptanan deaktivasyonsuz ( [Wg] /r); tepkime hizina orani

gseklinde

Td ... (4-26)

yazilabilir. Bu hizlarin zamanla degigimleri Sekil (4-1)'de

nitel olarak gosterilmisgtir.
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o
a
N
T
v B
E
k4
Qa
v
=4
C
0 Zaman

Sekil (4-1) : Tepkime hizinin zaman ile degigimi
A : Tepkiyen azalmasi-Uriin inhibisyonu
ve Deaktivasyon olmasaydi gdzlenecek

durum (sabit tepkime hizi; rg ),

B : Tepkiyen azalmasi-{jrin inhibisyonu
etkileri varken, Deaktivasyon olma-

saydi gdzlenecek durum (ri),

C : U¢ etkinin de oldufu gergek durum (rg)-

Boylece elde edilen enzim aktivitesi degerleriyle tepkiyen

azalmasi ve iiriin inhibisyonundan bagimsiz olarak iistel deak-

tivasyon modeli uygulanir.

da - k.a
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bu modele gore gizilen bu (a/a,) kg. zaman grafigi bir doZru
vermektedir. Bu dofrunun egiminden igletme kogullarindaki
deaktivasyon hiz sabiti (kd) dolayisiyla enzim aktivite yari
omri (€ 1/2) bulunur (Bkz. Boliim 6-6).
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5. DENEY SISTEMi VE YONTEMLERI

5.1. Tepkime Sistemi ve Ortam Bilegimi

Tepkime ortami, sakkaritlerden olusan sulu ve homojen bir
¢cbzeltidir. Sakkaroz invertaz yardimiyla hidroliz edilir.
Sonugta genel haliyle mono-, di- ve tetra-sakkaritler, D-Glu-
koz ve D-Fruktoz aciga ¢ikar. Ortam ayrica, eklenen 0.02 M.

asetat tamponundan gelen Na® ve CH3 CO0~ iyonlarini da ige-
rir.

Sakkaroz ig¢in hidroliz tepkimesi;

veya

P-D-Fruktoz % -D-Glukoz

>§u tepkime sakkaroz ve suyun etkilegtigi bir bimolekiiler
tepkimedir. Seyreltik c¢ozeltilerde su derigimi ile tepkime
hizinda goriilen degigim onemli degildir ve tepkime monomole-
kiiler tersinmez tepkime olarak alinabilir (40). Ancak derigik

sakkaroz g¢tzeltilerinde, su derisiminin tepkime hizina etki-
sini dikkate almak gerekir.
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Yapilan caligsmalarda, ortam derigimleri amaca uygun
bicimde hazirlanmigtir. Uygun isletme kosullarinin saptanma-
sina ybnelik caligmalarda % 20 (w/v)'lik (0.58M) sakkaroz
cobzeltisi kullanilmistir. Tepkiyen derigimi etkileri arastiri-
lirken ortamdaki sakkaroz derigimi 0.03601-1.13902M. araligin-
da defigtirilmigtir.

Uriin inhibisyonu calismalarinda ise, tepkime basglatil-
madan nce (t= 0 aninda) ortama saptanan derigimlerde inhi-
bitor (D-Fruktoz) eklenmigtir.

Goziicli olarak sadece damitik su kullanilmigtir.

5.2. Deney Diizenegi

Kullanilan diizenek, kesikli diizende ¢alisan ve karigtirma
hizi, pH ve sicakligi denetlenen standart tepkime kabindan
olusmugtur. Galigilan sicaklikta (55°C) buharlagma ile sivi
kaybini engellemek amaciyla sizdirmaz kapak kullanmlg, sis-
tem Srnek alimi digsinda cevreye kapatilmigtir [§ekil (5—1U .
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Sekil (5-1): Deney diizenegi.
1. Tepkime kabi, 2. Tampon levha,
3. Karaistirici pervane; dortlii-diiz-bacak
(flat-blade), 4. pH-elektrodu, 5. pH-metre,
6. Ornek alma yeri, 7. Karistirici motor,
8. Varyak, 9. Denetimli (on-off) 1sitica,
10. Sabit sicak su banyosu.

5.3. Deneyin Yapilisgi

Tepkime kabi, secilen derigimde sakkaroz c¢ozeltisi ile tep-
kime hacmi 400 ml. olacak bigimde doldurulur. Kullanilan
sakkaroz ¢tzeltisi 0.02M Asetik asit-sodyum asetat (pH=4.5)

tamponu ile % 2 (v/v) oraninda tamponlanmigtir.

Kapak kapatilarak sabit sicaklik banyosuna daldirilair,
karistirmaya baslanir. Karigim istenilen sicakliga gelip
sistem 1s1]1 dengeye ulagtiginda bir pipet yardimiyla enzim
¢ozeltisi ortama eklenir, tepkime baglatilir. Tepkime iler-

lerken pH, sicaklik ve karigtirma hizinin sabitligi denetlenir.
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Tepkime sonucunda olugan D-Glukoz derigimi, uygun go-
riilen zaman araliklarinda alinan 0.2 ml.'lik orneklerde glu-
koz oksidaz-peroksidaz enzim karisimi kullanilarak saptanir
(40). Elde edilen derigim deBerleri hidroliz tepkimesinin

izlenmesi ve hiz degerlerinin saptanmasi i¢in kullanilir.

5.4. Kullanilan Aletler ve Maddeler

5.4.1. Kullanilan Aletler

a. Tepkime Kabi : Afzi rodajli 800 ml. kapasiteli yerli ya-
pim pyreks cam beherdir. Sizdirmaz kapak polipropilenden,
mil, pervane, ve dért adet tampon levha paslanmaz c¢elikten
yapilmigtir. Ozellikleri; Gap: 8 cm., Sivi yiiksekligi 8 cm.
(400 ml1.)., Pervane capi: 4 cm., Tampon levha eni: 0.8 cm.

dir.
b. Diger Aletler

Karigtirici Motor: Singer, sabit devir hizli motor.
Isitici-Denetleyici: Techne, agik-kapali denetimli
ve 0-100°C skalalzi.

pH-Metre : Pye-Unicam, Pye Model 292 pH-Metre, Kombine
elektrotlu.

Varyak : Sistem Teknik, 0-200 V araliginda ayarlana-

bilir (Karigtirma hizinin ayarlanmasi igin).

Yardimci Aletler

Voltaj Regilatsrii : Burg Otomatik Voltaj Regilatorii
2000 VA.

Santrifiij : International Clinical Santrifigue
Model Cl1.
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Magnetik Karisgtirici : Elektro-Mag., Karistirma ve
' isitma dentimli.

" Devir Olger (Tachometer) : Power Instruments Inc., Ope-
rating Directions, genisgle-
tilebilir skalali (3-30000
devir/dk.), Model B-891.

Spektrofotometre : Bausch and Lomb,
Spectronic 20.

5.4.2. Kullanilan Maddeler

invertaz : Sigma Chemical Company, No. I-5875,
Grade : VI (pH=4.5 ve T=55°C'da 220 mol.sak-

karoz/mg.enzim), Ekmek mayasi kokenli.
Peroksidaz:Merck (pH=7 ve T=25°C da 100 U/mg.)
Glukoz oksidaz: Sigma Chemical Company,

No.G-6125, Tip II (17600 Units/g. Kati),
Aspergillus niger kokenli.

Diger kimyasal maddeler
Sakkaroz : Difco, BDH (Analar)
D-Fruktoz : Merck (Analitical reagent)
o-Dionosidin 2 Hcl: Sigma Chemical Campany.
Tris : Merck (reinst)
Siilfirik Asit: Merck, BDH (Analar)
Sodyum Hidroksit: Merck (Lab. Reagent)
Asetik Asit : Merck (Lab. Reagent)
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5.5. Invertaz Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan invertaz, ekmek mayasi (Bakers' Yeast)
kokenlidir. Etiket aktivitesi pH= 4.5 ve T=55°C'da 220 pumol.

sakkaroz/mg. enzim'dir.

Bir seri deney igin gerekli toz enzim, 0.02M.asetat
tamponunda (pH=4.5) 20 mg. Invertaz/ml. olacak bicimde magne-
tik karigstiricida, kopilirme olmadan karigtirilarak (5 dk.) iyi-
ce ¢oziiliir. Coziinmeyen kisim 3 dk.'lik santrifujleme (5000 dev./
dk) ile ayrilir, homojen invertaz ¢dzeltisi elde edilir. Bu
¢6zelti her bir deneyde kullanilacak miktar kadar kisimlara
ayrilarak -25°C'daki derin sogutucu (deep freezer)dadondurulur.
Kullanilacagi zaman dondurucudan ¢ikarilan tiip, 25°C!daki suya
daldirilarak ¢ozelti eritilir ve karigtirilip kullanilir. Derin
sofutucuda invertaz ¢ozeltisinin yaklagik 90 giin aktivitesini
kaybetmeden saklanabilecegi saptanmigtir.

5.6. Kullanilan Cdzeltilerin Hazirlanmasi

5.6.1. Tepkiyen Cozeltisi

Kullanilan tepkiyen ¢tzeltilerinde gereken miktar sakkaroz
tartildiktan sonra biraz suda ¢bziiliir, istenilen hacime damitik
su ile tamamlanir. Uriin inhibisyonu ile ilgili calismalarda ise,
gereken miktardaki D-Fruktoz tepkime baglatilmadan Once tepkime

ortamina eklenir.

5.6.2. Diger Cozeltiler

a- Asetik Asit/Asetat Tampon Gozeltisi (0.02M., pH=4.5): Enzim
¢bzeltisi hazirlamak icin kullanilir. 1 1t. ¢cbzeltide 1.6 gr.
NaOH ve 6.4 ml. CH, COOH (d=1.014) olacak bicimde hazirlanir,
pH 4.5'e ayarlanir.

5.7. Tepkime Hizlarinin Saptanmasi

Degigik anlardaki tepkime hizlarinin saptanmasinda D-Glukoz de-

rigiminin zamanla degigiminden yararlanilir. Uygun goriilen
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zaman araliklarinda ortamda alinan 0.2 ml. hacimdeki Ornek-
ler Glukoz oksidaz-Peroksidaz enzimatik ytntemi ile analiz
edilmistir (Bkz. EK-II.1). Saptanan D-Glukoz derigimleri za-
mana karsi isaretlendiginde elde edilen egrinin belirli an-
lardaki egiminden D-Glukoz olugum hizlari bulunmustur. Bulu-
nan bu hizlar, diger bir anlamda, sakkaroz tiiketim hizinin

da bir olgiistidir.
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6. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISILMAST
6.1. Genel

Bu calismada, sakkarozun maya invertazi ile hidrolizinin kine-
tigi kesikli diizende incelenmigtir. Enzimlerin kullandiklarz
ortam kogsullarindan fazlaca etkilenmeleri ve bu kosullara
karsi davraniglarinin biiyiik $lcglide elde edildikleri kaynaga
bagli olmasi nedeniyle aragtirmanin baglangicinda pH ve si-
cakligin maya invertazi aktivitesine etkileri arastirilmig-
tir. Daha sonra, saptanan bu uygun kogsullarda invertaz-sakka-
roz sisteminde sakkaroz derigiminin tepkime hizina etkileri
arastirilmig ve yiiksek sakkaroz derigimlerinde (> 0.29M.)
tepkime hizinda goriilen diismenin nedenlerinin belirlenmesine
calisilmigtir. Bu diismenin nedeni tepkiyen inhibisyonu ve
serbest su derigimi azalma31.veya her iki etkinin birlikte
gozilkkmesinin olabilecegi diiglincesi ile tnce bu iki etki ayra
ayri ve daha sonra birlikte ele alinarak incelenmig, deneysel
sonu¢larla uyumluluklari kargilastirilmistir. Bu islem sonu-
cunda her iki etkinin birlikte tepkime hizinda diismeye neden
oldugu saptanmis ve bu durum igin onerilen kinetik mekanizmada

yer alan kinetik sabitlerin hesaplanmasina calisilmistir.

Sakkarozun hidroliz {iriini olan D-Fruktoz'un inhibis-
yon etkisi lizerinde durulmus ve inhibisyonun tiirii saptanmig-
tir. Tepkiyen'inhibisyonunun ihmal edilebildigi diisiik sakka-
roz derigimlerinde serbest su derigimi etkisinin de dikkate
alindig1 bu caligsmada elde edilen sonuglardan, sadece inhi-
bisyon kinetigi acisindan degil ayni zamanda kesikli diizende
igletme kogullarindaki enzim deaktivasyonunun saptanmasi agi-
sindan da yararlanilmigtir. Invertazin aktivitesinde zamanla
gbrﬁien diigmeye tepkiyen azalmasinin, iiriin (D-Fruktoz) inhi-
bisyonunun ve igletme kogsullarina bagli enzim deaktivasyo-
nunun neden oldugu goz ©niinde tutﬁlarak sadece igletme kogul-
larina bagli enzim deaktivasyonunun saptanmasina g¢aligilmig-

tir.
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6.2. Sakkarozun Hidrolizinde pH Etkileri

Maya invertazi, zayif asidik bolgede en aktif ve pH 4-5 ara-
liginda en kararli haldedir. Bununla birlikte, degisik inver-
taz kaynaklarindan saglanan enzimin pH defisimine kargi dav-

ranigi farklilik gostermektedir. Ornefin, Aspergillus oryzae

veya bagirsak dokusundan elde edilen invertaz igin en kararla
halin yiiksek pH deferleri olan 6-8 araliginda gozlendigi be-
lirtilmigtir (44). Ayrica, degisik kokenli invertazlar igin
4.2'den 7'ye kadar uzanan oldukga genig bir aralikta en uy-
gun pH degerleri saptanmigtir (8, 44). Bu nedenle, kullani-
lan invertazin aktivitesinin en yiiksek oldugu pH'in saptan-
masi amaciyla, ortam pH'y 3.5-5.5 araliginda degistirilerek
baglangi¢ tepkime hizinin degisimi izlenmig ve pH 4.5 dege-
rinde maksimum aktivite gozlenmigtir. Sekil(6-1)'de belirgin

bir big¢imde goriilen bu doniim noktasi en uygun pH degeri

-
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Sekil (6-1) : Baslangi¢ tepkime hizinin pH ile degigimi
[S]y 0.5768 M.Sakkaroz, [W]= 45.9292 M. Su
[E]()= 50mg. Invertaz/lt., T=55°C, Tepkime
hacmi=400 ml., Karistirma hizi=300 dev./dk.
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olarak alinmis ve diger ga11§ma1ar1ﬁ\tﬁmﬁ pH = 4.5'ta yliri-
tilmiigtiir. Bu deger, degigik calismalarin sonuglariyla da
uyum saglamaktadir (21, 29, 34, 46).

6.3. Sakkaroz Hidrolizinde Sicaklik Etkileri

Genel olarak enzimli tepkimelerde, sicaklik artigi ile tep-
kime hiz1 once artar ve bir maksimum vererek daha sonra aza-
lir. Bu caligmada da, serbest invertaz ile yapilan deneyler
sonucunda 30-45°C. aralifinda tepkime hizinin gok fazla de-
gigmedigi, 45°C.dan sonra ani olarak arttifi ve 55°Crda mak-
simum vererek hizla diistiigi gvzlenmigtir. Sekil (6-2)'de de

VAN

1.5

Baslangi¢c Tepkime Hizi
(’.( mol.Sakkaroz.1t™ dkx 1074
(3

Q05 § 3 é < 1 L. L 1

30 40 48 52 56 60
Sicakhik(°C)

Sekil (6-2): Baglangig tepkime hizinin sicaklikla deZigimi.
[S]o=0.5766M. Sakkaroz, [W] = 45.9292 M. Su,
[E],=50 mg. Invertaz/lt., pH=4.5,
Tepkime hacmi = 400 ml.
Karistirma hizi = 300 dev./dk.
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goriildiigi gibi 55°C. belirgin bir doniim noktasidir ve bu
deger en uygun sicaklik olarak alinabilir. Daha yiiksek si-
cakliklarda tepkime hizinda goriilen diigiigiin nedeni, enzimin
denatiire olarak aktivitesini kaybetmesidir.

Bugline kadar sicakligin degigik kaynakli serbest inver-
taz aktiviteleri lizerine etkileri oldukga fazla tartigilmis
ve bu calismada gtzlenen degigime benzer sonuglar elde edil-
mistir (21, 29, 34, 46).

6.4. Sakkarozun Hidroliz Kinetigi

Sakkarozun invertaz ile hidrolizinde baslangi¢ tepkime hizi-
nin tepkiyen derigimiyle degisimi pH=4.5 ve T=55°C.k0§u11a—
rinda incelenmigtir. Galigilan 0.0361-1.1390 M. Sakkaroz
derigim araliginda elde edilen baglangic tepkime hizi deger-
leri Gizelge (6-1)'de verilmisgtir.

Gizelge (6-1): Baglangig¢ tepkime hizinin tepkiyen
derigimi ile degisimi.

Baslangi¢ tepkime hizi

Sakkaf§§ Perigimi (jamol. Sakkaroz. 1t dk. "1)x10*
0.0361 0.2778
0.0723 0.4861
0.1084 '0.6205
0.1443 0.7639
0.2169 0.9722
0.2873 1.0556
0.4333 1.2500
0.5768 1.2418
0.7194 1.2346
0.8608" 1.2073
0.9450 1.1364
1.0282 1.0918
1.1390 1.0069
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Bu deneyler sirasinda uygulanan diger igletme kogullari ise,
Karistirma hizi = 300 dev./dk., Tepkime hacmi = 400 ml. ve
[E],= 50 mg. Invertaz/lt.'dir.

Buradan sonraki btliimlerde; elde edilen bu deneysel
sonuclari aciklayabilecek degigik kinetik modeller ayri ayri
ele alinmis ve deneysel verilere uygunluk agisindan tartigil-

migtir.

6.4.1. Michaelis-Menten Kinetigi

Michaelis - Menten kinetigi enzim kinetiginde yaygin olarak
uygulanan ve bu nedenle grafik ¢oziimlerin temelini olugturan
onemli bir yaklagsimdir. Boliim : 2.2.3'de ayrintili olarak
anlatilan bu modelde baglangic tepkime hizi [E§itlik(2—l9)],

rp L8]

KS + [s]

veya dogrusallagtirilmig .Lineweaver - Burk bigiminde
[Esitlik (2-20)],

1 K 1 1

r r [s] r

m m

bagintilariyla verilir.

Bu baginti kullanilarak tepkime hizlarinin hesaplan-
masi bagintidaki kinetik sabitlerin bulunmasi gerekir. Bu
amagla g¢izilen Sekil (6-3) Lineweaver - ‘Burk grafiginde

goriildiigli gibi deneysel sonuglar dogrusalliktan
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Sakkaroz Derisimi (M)
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1/Sakkaroz Derisimi (M)

Sekil (6-3) Serbest invertaz igin Lineweaver Burk grafigi
pH = 4.5, T= 55°C, Tepkime hacmi = 400 ml.,
Karigtirma hizi = 300 dev./dk,
[Elo = 50 mg. Invertaz/it.,
(Dogrusal bolge igin korelasyon katsayisi = 0.9994)

sapmaktadir. Ancak, dogrusal bolgenin dikkate alinmasiyla bu
kinetik sabitler, Michaelis sabiti, K_=0.1800M.Sakkaroz ve
maksimum tepkime hizi, r_= 1.7241x10%4mo1. Sakkaroz.ltfldkfl
olarak bulunmustur. Bu degerlerin kullanilmasiyla degisik
sakkaroz derigimlerinde bafintidan hesaplanan tepkime hizi
degerleri ile deneysel hizlar Sekil (6-4)'de goriilmektedir.
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Sakkaroz Derisimi(M)

Sekil (6-4) : Baglangic tepkime hizinin sakkaroz
derigimi ile degigimi
(®) : Michaelis-Menten bagintisi ile he-
saplanan degerler,
(@) : Deneysel degerler.
(Deney kogullari Sekil (6-3)'deki ile

aynidir.)

Goriildiigi gibi sakkaroz-invertaz sisteminde basglan-
gic tepkime hizinin tepkiyen derigimiyle degisimi belli bir
sakkaroz derigsimine (0.43M) kadar Michaelis-Menten kinetigi-
ne uymakta, fakat daﬁa yiiksek tepkiyen derigimlerinde tep-
kime hizinda gbzlenen diisme bu kinetik ile agiklanamamak-
tadir. Bu durum Boliim: 4.1'de tartigildigi gibi yiiksek
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sakkaroz derigimlerinde serbest su derigimindeki azalmadan
ileri gelebilir. Bu nedenle, suyun ikinci bir tepkiyen ola-
rak dikkate alinmasiyla serbest su derigimindeki diismenin

Michaelis-Menten Kinetigi'ne etkisinin Oncelikle arastiril-
masi ve ilgili bafintidan hesaplanan tepkime hizlarinin de-

neysel sonuglarla karsilastirilmasi yararli olacaktir.

6.4.2. Su Derigiminin Michaelis-Menten Kinetigi'ne
Etkisi

Invertaz-sakkaroz hidroliz sisteminde serbest su derigimi,
sakkaroz derigimi artigiyla hem ¢bziici (su) derigiminin
azalmasi, hem de sakkaroz molekiillerinin tepkime ortaminda-
ki su molekiillerini hidrojen bagi ile baglamasi nedeniyle
diismektedir (7,10). Serbest su derisiminin ikinci bir tep-
kiyen olarak ele alindigi durumda baglangi¢ tepkime hizi
igin [Bkz. EK:I.1., Egitlik (I-8)7,

y L [s] [WF]

Rg *+[8] [W],

bagintisi elde edilir (Bkz. Boliim: 3.2.6 ve EK : I.1).

Sekil (6-5) incelendiginde Egitlik (I-8) bagintisin-
dan hesaplanan tepkime hizlarinin yiiksek sakkaroz derigim-
lerinde yine deneysel degerlerden biiyiikk degerler verdigi
ve yeteri kadar uyum saglanamadigi gorilir. Esitlik
(I-8)'de tepkime hizlarinin hesaplanmasiigin kullanilan
kinetik sabitler EK : I.1l'de anlatildigi bicimde bulunmus,
Michaelis sabiti, Ks = 0.2340 M., r, = 2.0969 x 104r4m01.

Sakkaroz 1t_1 dk.—1 olarak elde edilmisgtir.
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Sakkaroz Derisimi(M)

Sekil (6-5) : Baglangic¢ tepkime hizinin sakkaroz de-
rigimi ile degigimi.

(@): Deneysel degerler,

(®): Su derigimi etkisi dikkate alindigin-
da Michaelis-~Menten bagintisindan he-
saptanan degerler.
pH = 4.5, T = 550C, Karigstirma hizi =
300 dev./dk,

Tepkime Hacmi = 400 ml.,
[E]O = 50 mg. Invertaz/1t.

6.4.3. Sakkaroz Inhibisyonu

Enzimli tepkimelerde yiiksek tepkiyen derigsimlerinde baslan-
g1¢ tepkime hizindaki diismenin “nemli bir nedeni de tepkiyen
inhibisyonudur. Sakkaroz-invertaz hidroliz sisteminde hizin

diismesi sakkaroz inhibisyonunun sonucu olabilir Bu inhibisyon
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icin Laidler'in snerdigi mekanizmaya dayal:i olarak tepkime
hizi igin [Bkz. EK : I-2, Esitlik (I-16)],

ry Kt Ks' [s])

g, (517

+RgT(R+ R [S] YK KT Ky

bagintisi elde edilir (Bkz. BSlim 3.2.6 ve EK : I.2). Bu
bagintiya gore hesaplanan tepkime hi1zi deperleri ve deneysel

deperler Sekil (6-6)'da goriilmektedir.

Baslangic Tepkime Hizi
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Sekil (6-6)

(@):
(®):

Sakkaroz Derisimi (M)

Baglangi¢ tepkime hizinin sakkaroz de-
rigimi ile defigimi

Deneysel degerler,

Sakkaroz inhibisyonu dikkate alindiginda

hesaplanan degerler.
pH=4.5, 1=55°C, Karigtirma Hiz1=300 dev/dk.

Tepkime Hacmi=400 ml. [El)=50 mg. Inver-
taz/1t.
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Sadece tepkiyen inhibisyonu dikkate alindiginda bas-
langic tepkime hizindaki degigmelerin tam olarak agiklana-
madigi gﬁrﬁlmektedir. Diisiik sakkaroz derigimlerinde (€0.14 M)
deneysel degerlere uyum gdsteren bu kinetik yaklasim yiiksek
sakkaroz derigimlerinde diigiik hiz degerleri verirken deney-
sel degerlerden oldukga biiyiik sapmalar gdstermektedir.

Sakkaroz inhibisyonu bagintisindan tepkime hizi de-
gerinin hesaplanmasinda kullanilan kinetik sabitler EK: I-2
de belirtildigi bicimde, bir takim ihmallerle uygulanan gra-

fik ¢oziim sonucunda,

0.01705 (mol. Sakkaroz)Z/1tZdk., ... (6-1)

Tnks' =
Ks/rm = 10.85 dk., e (6-2)
1 KS
(1 + E—_)= 58.70 1t. dk./mol. Sakkaroz ...(6-3)
r ‘
m t

olarak bulunmustur.

6.4.4. Su Derisimi ve Sakkaroz Inhibisyonunun

Tepkime Hizina Birlikte Etkileri

Bu boliime kadar birbirinden ayri olarak ele alinan serbest
su derigimindeki diisme ve sakkaroz inhibisyonu etkileri sak-
karozun enzimatik hidroliz kinetigini tam olarak aciklaya-
mamigtir. Invertaz-sakkaroz sisteminde bu iki etki birlikte
g6z Oniinde tutuldugunda baglangig¢ tepkime hizai igin Egit-
1ik (4-8) ,
K K" (8] [Wg]
r

K [S1? + k' (K + K) [S]+ K S S
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elde edilmistir (Ayrintili agiklama ig¢in Bkz. Boliim : 4.2).
Bu bagintida [WF] serbest su derigimi olarak tanimlanmig ve
sakkarozun 55°C'daki yogunluklari kullanilarak hesaplanmig-
tir (Bkz. EX: III.1 ve EK : III.2). Bu bagintiya gore
tepkime hizi degerlerinin bulunabilmesi ic¢in bagintidaki
kinetik sabitlerin saptanmasi gerekir. Bunun ic¢in tepkime

hiz1 esitligi dogrusallastirildiginda,

Fe) Oy gy, Moy 1 0o g, s
r rp /' L [s] o K,

bagintisi elde edilir. Bu bagintidan ihmaller yapilmadan
grafik ¢bziimle katsayilarin bulunmasi imkansizdir. Bu neden-
le baginti y = By Xy * B2 Xy ¥+ Bo big¢iminde diizenlenmig ve
coklu dogrusal regresyon analizi (Bkz. Boliim : 4-3) kullani-
larak egitlikte yer alan katsayilar hesaplanmigtir. Bu kat-
sayilar ve hesaplanan deferleri Cizelge (6-~2)'de verilmistir.

Gizelge (6-2): Hesaplanan Katsayilar ve t-Oranlari

Sira Degisken Katsayi JKatsayl (*)
No. (x) (B) Degeri t-Orani
- K
0 (o (. B ) 2449,58  19.8577
r K.
m t
1 [s] ¥, 330.54  2.1247
) r K
m s
2 1 W] «x 619.05 77.0446
fo) .S

£s] m

(*) E-oranl katsayinin standart hatasina orani olarak tanim
anmistir.

Su derigimi 55°C!da [W], = 54.8194 M. olarak alinir-
sa, invertaz-sakkaroz hidroliz sistemindeki kinetik sabit-

ler icgin,
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0.1659 mo1% 1t72-dx™% e (6-4)
= 3.9570 mo1-l1t. .. (6-5)
- 1.8728 mo1? 1t72 ... (6-6)

7

verilebilir. Bu degerlerin Egitlik (4-8)'de kul-
degigik sakkaroz derisimleri icgin bagintidan

hesaplanan tepkime hizlari ve deneysel degerler Sekil (6-7)
ve Sekil (6-8)'de goriilmektedir. Serbest su derigimi diismesi

1.2 i o G——Ng\e
3 e
o . e
=
i g// \\\0
3 o9l
'~ .
N
[o]
s
r H
E
1\03_/
~ .

1 i i 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Sakkaroz Derisimi (M)
Sekil (6-7): Baglangic tepkime hizinin sakkaroz

derigimi ile degigimi.

(o) : Deneysel degerler,

(e) : Serbest su derisimi ve sakkaroz inhi-
bisyonu etkileri birlikte ele alindigin-
da hesaplanan degerler.

pH=4.5, T=55°C, Karistirma hizi1=300 dev./dk,

Tepkime hacmi=400 ml., EE]O=50 mg. invertaz/lt..
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Sekil (6-8) : [Wg] /r'nin sakkaroz derigimi ile
degigimi
(o) : Deneysel degerler

(@) : Serbest su derisimi ve sakkaroz inhi-
bisyonu etkileri birlikte ele alindigin-
da hesaplanan degerler.

(Deneysel kosullar Sekil (6-7) ile aynidir.)
ve sakkaroz inhisiyonu etkilerinin birlikte ele alindigi ki-
netik modele gore hesaplanan tepkime hiz degerleri tiim sak-
karoz derigimlerinde (0.8361—1.1390 M) iyi bir uyum goster-

mektedir. (Hesaplanan degerlerinin deneysel deger-

r
lerden sapma oranlari EK : III.4'de verilmigtir.)
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Bu sonuca ulagilmasinda kullanilan ¢oklu dogrusal
regresyon analizinin sonug¢lari iizerinde biraz daha durmak
yararli olacaktir. Bu regresyon analizi sonucunda hesapla-
nan goklu determinasyon katsayisi, r2 =0.9991'dir. Bunun
anlami, bagimli degisken [V%]/r'deki degisimlerin % 99.91'-
inin 1/[S] ve [S]'deki degigimler ile agiklanabilecegidir.
Ayrlca,lbaglmll degigsken ile bagimsiz degigkenler arasinda-
- ki ili§kinin sikiliginin lgiisi olan g¢oklu korelasyon kat-
sayisi, r=0.9995 olarak hesaplanmistir. Bu ¢ok Onemli iki
bulgunun sonucunda, invertaz-sakkaroz sistemi i¢in Oneri-
len mekanizma geregi hesaplanan kinetik sabitlerin kesin-
liklerini iyi ve galigan sakkaroz derigimi araliginda agik-
layici oldugu sdylenebilir.

Elde edilen sonug¢larin istatistiksel olarak geger-
1i1igi, uygulanan von-Neuman testi ile saptanmigtir (Bkz.
EK : III.5). Bu test sonucunda 1.2062~3.1928 araliginda ol-
masi gereken v-orani ig¢in 1.6697 bulunmustur. Bu deger bu
btlimde gimdiye kadar verilen tiim sonuglarin istatistiksel

agidan anlamli oldufunun bir gostergesidir.

Daha once yapilan aragtirmalarda kinetik sabitlerin
hesaplanmasinda kullanilan grafiksel ¢tziimler yiiksek sakka-
roz derigimlerinde [W]oKs/rm[S] teriminin diigiik sakkaroz de-
rigimlerinde ise [W] [S]/r K ' teriminin ihmal edilmesine
dayalidir (Bkz. Boliim 4.2 ve 4.3). Bu calismada ise, bu tiir-
den ihmallere gerek duyulmadan coklu dogrusalfegresyon ana-
1izi uygulanarak kinetik sabitler bulunmug ve genig sakkaroz
derigimi araliginda gecerli olan tepkime hizi bagintisi ge-
ligtirilmigtir. $imdi bu bagintidan yararlanarak diigiik ve
yiksek yontemlerinde ihmal edilen terimlerin onem (agirlik)

oranlarina (significant ratio) bakalim:

Cizelge (6~4) incelendiginde diigiik sakkaroz derisim-
lerinde (< 0.5768 M.) [W]o [S]/rmKS' teriminin gok ©nemli
olmamasina kargin, yiliksek sakkaroz derigimlerinde [EﬂoKs/kﬂrm
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Cizelge (6-4) : Invertaz-sakkaroz hidroliz sisteminde

yapilan ihmallerin [WF]/r degerine

etkisi.
Sakkaroz"DeriSimi. Onem Orani (1)* Onem Oranl(Z)**

(M) . (%) (%)
0.0361 , 0.06 4
0.0723 0.21
0.1084 0.43 > 100
0.1443 0.70
0.2169 1.35 N2
0.2873 2.06 84.66
0.4333 3.69 55.15
0.5768 o 5.41 40.56
0.7194 7.18 32.02
0.8608 8.98 26.26
0.9460 10.06 23.76
1.0282 11.14 21.53
1.1390 12.57 19,28

. [, [S1/x, X!
* : Onem Orani (1)= x 100

: K
[, Ky/rg [8] + (/50010 52

olarak tanimlanmigtir ve diigiik sakkaroz derigsimlerinde
. ' . . OY e ‘ :
W], [s]/r K. ' teriminin &nem oranidir.

[W], X, /r, [5]

*% : Onem Orani (2)= x 100

K
s
[W]o [s]/r kgt + [W],/r, (1+ T—)
olarak tanimlanmigtir ve yiiksek sakkaroz derigimlerinde
[Wl, Kg/rm [S] teriminin tnem oranidir.
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terimi oldukca ©Onemlidir. Ornegin, 1.1390 M.'lik yliksek sak-
karoz derigiminde bile |W| K /r |S| teriminin tnem orani

% 19.28'dir. |W| |S|/r K ' teriminin 0.5768 M. Sakkaroz de-
rigimine kadar ©onem orani en fazla % 5.41'dir. 0.5768 M. ve
daha diisiik sakkaroz derigimlerinde bu terimin ihmal edile-

bilmesiyle,

el [,% 1 [, o, K

+ [S] * (1 + )
S ' K
r r [s] r K, ro t
genel hiz bagintisi [Egitlik (4-9)],
W Wl K 1 W K
el Ddl kg L L Sy e
r r, [s] P K

bigimine doniistir. Diigiik sakkaroz derigimlerinde, bu egit-
lige gore, [WF]/r kg 1/[S] g¢izildiginde bir dogru elde edil-
melidir. Bu dogrunun egim deferi [WJOKS'/rm‘ ordinat kesim
noktasi ise, [Wjo(1+ KS/Kt)/rm'l verecektir. Grafik ¢o-
ziimleme sonucunda bulunan bu degerler ¢oklu dogrusal reg-
resyon analizi ile saptanan katsayilar (Blve Bo) yaklagik
egit olmalidir. Bu diisiinceden hareketle, Onem" oraninin

% 2.06 oldugu 0.0361 - 0.2873 M. Sakkaroz derisimi araligin-
da yapilan grafiksel c¢ozimde bir dogru elde edilmis

[Sekil (6-9)] ve Esgitlik (6 - 7)'de yer alan kinetik sabit-
leri icerene bagintilar Egitlik (6 - 8) ve Egitlik (6 -9)'-

da verildigi bigimde,



81

®
S
o
X
015 |
I
x
]
v
2
210 ¢
° o /
3
[72]
..6‘ @
g /
- /P
"5 .
;n. /.
[ )
/ ] | 1

8 16 24
1/Sakkaroz Derisimi ( M)

o

Sekil (6-9) : LH%L—-k$.1/Sakkaroz derigimi degisgimi
(Deney kosullari Sekil (6-7) ile ayni-

dir.)
W]
——98 = 611.71 (6-8)
Tm
W K
UO (1 +—==2—)= 2614.28 ... (6-9)
rs . Kt

olarak bulunmustur. Bu degerler gergekten ¢oklu dofrusal
regresyon analizi ile elde edilen degerlere c¢ok yakindir

[Bkz. Cizelge (6-2)]. Ote yandan, bu derisim aralipinda, tep-
kime hizlari, sadece su derigimi etkisinin dikkate alindigi Michaelis-—

Mente nkinetigi ile aciklanabilmekte deneysel ve ilgili bagintidan
hesaplanan tepkime hizlari uyum ig¢inde olmaktadir [Bkz. Sekil (6-5)].
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Bu nedenle 0.0361-0.2873 M. Sakkaroz.derigimi araliginda,
tepkiyen inhibisyonuna yol acan tepkimelerin ihmal ediilebi-
lecek diizeylerde oldugu'kabul edilebilir.

6.5. Su Derigiminin Uriin Inhibisyonuna Etkisi

Enzim sistemlerinde elde edilen iiriinlerin tepkime hizini dii-
slirlici etkileri olabilir ve buna {iriin inhibisyonu denir (Bkz.
Bolim : 2.3.4). Sakkaroz-invertaz sistemi icin ayni tiirden
bir etkinin varligi degisik caligmalarda su derigimi etkileri
dikkate alinmadan arastirilmig ve bu amagla sabit sakkaroz
derigiminde baslangicta degisik derigimlerde iiriin (D-Fruktoz)
iceren ortamlar hazirlanarak elde edilen baglangi¢ tepkime
hizlari kargilastirilmigtir. Serbest su derisiminin ve irtiin
inhibisyonunun tepkime hizina birlikte etkilerinin ele alin-
dig1 bu calismada deneyler tepkiyen inhibisyonunun ihmal edi-
' lebildigi (Maksimum “nem orani % 1.35, Bkz. Bolim : 6.4.4)

sakkaroz derigim araliginda (0.0723-0.2169 M.) gerceklestiril-
migtir. Kullanilan D-Fruktoz derigimi araligi ise 0-0.4386M.'-

dir.

Bir dizi deney sonucunda elde edilen baglangi¢ tepki-
me hizlari kullanilarak Lgﬁl— kg. 1/Sakkaroz derigimi c¢izil-
diginde Sekil (6-9)'deki degisim elde edilir. [WF] degerleri
55°C. daki sakkaroz gozeltilerinin yogunluklari kullanilarak
hesaplanmigstir (Bkz. EKtﬁF%II.l). Sekil (6-10) incelendiginde
elde edilen dogrularin.

ekseni tizerinde ayni noktada ke~
sigtikleri goriiliir. Diger bir deyigsle artan D-Fruktoz (inhi-
bitdr) derisgimi ile r deferinin sabit kalmasina karsin Ksg
degeri artig gosterir. Bu durum, sakkarozun invertazla hid-
‘rolizinde iirlin D-Fruktoz'un yarigsmali inhibisyona neden ol-
dugunu gosterir (Bkz. Boliim : 4.4 ). Artan D-Fruktoz derigi-

mi ile degisgen K, degerleri Cizelge (6-5)'de verildigi gibi-

g
dir.
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Sekil (6-10): Uriin inhibisyonu.
pH= 4.5, T=55°C, Karistirma hizi= 300
dev./dk., Tepkime hacmi = 400 ml.

D-Fruktoz derigimleri (Ia): (®):0-0000 M,

(o) : 0.1462 M., (e) : 0.3000 M.,
(e) : 0.3500 M., (#) : 0.4000 M.,
(o) : 0.4386 M.'dir.
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Cizelge (6-5) : Serbest invertaz icin D-Fruktoz
derigiminin Ksg ‘ye etkisi; pH=4.5,

T=55°C
D-Fruktoz .
Derigimi Ksg
(M) : (M)

0.1462 0.7631
0.3000 1.1817
0.3500 1.4629
0.4000 1.6269
0.4386 2.1798

6.6. Invertazin Deaktivasyonu

Enzimlerin deaktivasyonu g¢ogunlukla iistel deaktivasyon mode-
1i ile agiklanir (Bkz. Boliim : 2.4.1). Uriin inhibisyonu et-
kisinin ve tepkiyen inhibisyonunun ihmal edilebildigi durum-
larda gegerli olan bu model bazi enzimler igin agiklayici
olamamaktadir (42, 43, 46). Invertazin deaktivasyonu kesikli
diizende incelendiginde, tepkiyen azalmasi ve iirin inhibisyonu
etkileri nedeniyle bu modelden sapma gbriilmektedir. Invertaz-
sakkaroz sistemi igin ilistel deaktivasyon modeli [E§itlik
(2—41)] kisa zaman araliklarinda dogrudan uygulandiginda de-
gigik baglangi¢ tepkiyen derisimleri igin farkli goriiniir de-
aktivasyon sabitleri (kdg) bulunmugtur,[gizelge (6—6[[. Us-
tel deaktivasyon modelinden sapmanin bagka bir gdstergesi de
kesikli tepkime kabinda uzun siire c¢aligildiginda tepkiyen
azalmasindan &tiirii belirli zaman araliklari ig¢in farkli de-
aktivasyon sabitlerinin saptanmasidir (15). Birinci derece-
den deaktivasyon modeli herhangi bir 6n iglem yapilmadan uy-
gulandiginda bulunan deaktivasyon sabitleri tepkiyen azalma-
s1, Uriin inhibisyonu ve igletme kosullarindaki enzim deakti-
vasyonunun bilesimini ifade eder. Sadece igletme kogullarina

bagli enzim deaktivasyonunun belirlenmesi ve bununla ilgili
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Gizelge (6-6): Goriinir deakti?asyon sabitleri (kdg).

Sakkaroz Baslangig kdg
Derigimi -1

(M) (dk ™)
0.0723 0.2022
0.1443 0.1018
0.2169 0.0813
0.2873 0.0701
0.4333 0.0541
0.5768 0.0369
0.7194 0.0303
0.9450 * 0.0255
1.0282 0.0148
1.1390 0.0111

deaktivasyon sabitinin hesaplanmasi amaciyla Boliim (4-5)'de
ayrintilari ile verilen islem uygulanmigtir. Bu islem, enzim
aktivitesi (a)'nin, deneysel tepkime hizi (rd)'nln tepkiyen
azalmasi ve iiriin inhibisyonu etkileri altinda ulasilabilecek
en yiiksek tepkime hizi (ri)'né orani olarak tanimlanmasina
ve bu gekilde bulunan aktivitenin iistel deaktivasyon mode-

linde kullanilmasina dayanir.

Elde edilen rqy ve r degerlerinin zamanla degigimi
0.5768 M. Sakkaroz derigimi igin incelendiginde tepkiyen
azalmasi ve iirtin inhibisyonu etkilerini iceren ry ile bu
etkilere ek olarak igletme kogullari deaktivasyonunu da
iceren deneysel tepkime hizi ry arasinda belirgin bir fark
goriilmektedir [Sekil (6-11)]. Herhangi bir anda ry'nin daha
diisiik olmasi enzim deaktivasyonunun bir sonucu olmakta ve

bu fark deaktivasyona karsi gelmektedir.



86

o
J\
‘Tn

|
|
|
l
I
|
|
I
I
|
!
!
|
|
l
!
|
i

(r(mol Sakkaroz.(t 1dk’1)x10-l'
T
(o]
/
[ ]

g 0.8 ‘\ Y

.‘é e l’;

a o

"

T o 4 B \
o
\o\o rd

) PLe . e 1 q 1
0" " 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

Sekil (6-11): Tepkime hizinin zamanla degigimi.
( ® ): Tepkiyen azalmasi, iriin inhibisyonu
ve enzim deaktivasyonu etkileri al-
tinda hizin (rd) zamanla degisimi,

( 0 ): Tepkiyen azalmasi, iiriin inhibisyonu
etkileri altinda enzim deaktivasyonu

yokken hizin (ri) zamanla degisimi.

PH = 4.5, T.= 5S°C, Karistirma hizi =
300 dev./dk., Tepkime hacmi = 400
ml., [E], = 50 mg. Invertaz/it.,
[s],= 0:5768 M. Sakkaroz.,

[W] = 45.9292 M. Su.

Benzer farklilik, goriinlir enzim aktivite (ag=rd/ro s T
Baglangig¢ tepkime hizi) ve gergek enzim aktivitesi (a=rd/ri)
zamana karsi grafige gecgirildiginde de goriilmektedir
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@ekil (6-12)]. Degisik gekilde tanimlanan iki enzim akti-
vitesi arasindaki bu fark, yine tepkiyen azalmasi ve iiriin

inhibisyonu etkilerinin birinde dikkate alinmasi degerinde

alinmamasindan kaynaklanmaktadir.

1.0

0.5

Enzim Aktivitesi

1 1 1
10 20 30 40 50
Zaman (dk)

Sekil (6-12) Enzim aktivitesinin zaman ile degigimi.
( ® ): Gergek enzim aktivitesi (a =rd/r ) eprisi,
(o ): Gorunur enzim aktivitesi (a; -rd/q))eg351,
pH= 4.5, T= 55°C, Karigtirma hi1z1=300 dev./dk., Tepki-
me hacmi= 400 ml., [E] o = 50 mg. Invertaz/1t.,
[s], = 0.5768 M. Sakkaroz,[W] = 45.9292 M. Su

Bu deneysel verilere dayali olarak uygulanan ydntemle (Bkz.
Boltm : 4-5) ozellikle diigiik sakkaroz derisimi bdlgesinde
hesaplanan gergek deaktivasyon sabitleri Gizelge (6-7)'de
verilmigtir. Bu gizelgeye gtre, 0.2169-0.5768 M. Sakkaroz
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Cizelge (6-7): Gergek deaktivasyon sabitleri (kd).

Sakkaroz Basglangig

Derigimi -1

(M) ky (dk )
0.2169 0.02254
0.2873 0.02550
0.4333 0.01405
0.5768 0.02410

derisim aralaginda elde edilen gercgek deaktivasyon sabitleri
biribirine oldukg¢a yakin olup, sakkaroz derigiminden bagim-
sizdir. Gercek ve goriiniir deaktivasyon sabitlerinin tepkiyen

derigimi ile degisimi ise Sekil (6-13)'de verilmigtir.

0.2L o

0.1

Sabiti (dk™" )

Deaktivasyon
./

0 05 1.0
’ Sakkaroz Derisimi(M)

Sekil (6-13): Gergek ve goriiniir deaktivasyon sabitlerinin
sakkaroz derigimi ile degisimi
( ® ):Goriiniir deaktivasyon sabitleri,
( @ ): Gercek deaktivasyon sabitleri.
pi=4.5, T=55°C, Karistirma hiz1=300 dev./dk.,
Tepkime hacmi= 400 ml, [EJo = 50 mg. invertaz/1lt.
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Boylece, tepkiyen derisimi ile degigen goriinlir deaktivasyon

sabitleri (kdg) yerine sadece igletme kosullarina bagli tek

gercek deaktivasyon sabiti (kd) elde edilebilmektedir. Degi-

sik baslangic sakkaroz derigimleri igin belirlenen 1n (Inver-

taz Aktivitesi) degerleri zamana karsi grafige gegirildigin-
de elde edilen dagilim [Sekil (6-14)7] kullanilarak tek bir
gergek deaktivasyon sabiti bulunabilir. Sekil ( 6 - 14 )' deki

1.0
0.9
0.8

0.7
0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

1 1 1 1 'l

10 20 30 40 S0

Zaman (dk)

Sekil (6-14): Invertaz aktivitesinin zaman ile degisimi.
(o): 0.2169M. Sakkaroz,
(e): 0.2873M. Sakkaroz,
(e): 0.5768M. Sakkaroz,
(Korelasyon katsayis1=0.9079)
pH=4.5, T=55°C, Karigtirma hizi1=300 dev./dk.
Tepkime hacmi=400 ml., [EJo = 50 mg. Invertaz/lt.
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veriler kullanilarak uygulanan dogrusal fegresyon analizi
sonucunda gergek deaktivasyon sabiti, ky =0.02417 dk~ 1 ola-

rak elde edilmigtir. Bu degerler kullanilarak invertaz akti-
vite yari Omri ise, listel deaktivasyon modelinden [Bkz. Bo-
lim : 2-4 ve Egitlik (2-46)],

| in 2

< 1/2 = f—;:——— = 28 dk. 40 sn. = 29 dk.
d

olarak bulunmusgtur.
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7. SONUGLAR

Sakkarozun serbest maya invertazi ile hidrolizi, kesikli dii-
zende caligan karigtirmali bir tepkime kabinda incelenmistir.
Deneysél caligmalar, T=55°C, pH=4.5, 300 dev./dk.karistirma
hizinda ve 400 ml. tepkime hacminde gercgeklegtirilmistir. Bu

caligma ile ulagilan onemli sonuglar su gekilde siralanabilir:

1. 1Invertaz-sakkaroz hidroliz sisteminde diigiik tep-
kiyen derigimlerinde bir kisitlama getirmeyen ve sabit ali-
nan su derigimi, yilksek tepkiyen derisimlerinde oldukga aza-
lir (Bkz. EK: III-2). Serbest su derigimindeki diisme olarak
ifade edilebilen bu durum suyun ikinci bir tepkiyen olmasi
nedeniyle hidroliz hizinda diismeye neden olmaktadir [Sekil
(6—5ﬂ . Bu nedenle, invertaz-sakkaroz sistemi ig¢in iriin in-
hibisyonu, tepkiyen inhibisyonu ve enzim deaktivasyonu ile
ilgili kinetik galigmalarda gz Oniinde tutulmali ve suyun da
tepkiyen olarak alinmasiyla gerekli diizeltmeler yapilmali-
dir.

2. Tepkiyen inhibisyonu ve serbest su derigimindeki
diigsmenin etkileri biribirinden ayri kinetik modeller olarak
ele alindiginda baglangi¢ tepkime hizinda tepkiyen derigimine
bagli olarak gtriilen degigim tam olarak agiklanamamistir
[Sekil (6-5) ve Sekil (6-6)]. Diigiik tepkiyen derigimlerinde
oldukg¢a uyumlu sonucglar veren her iki model de yiiksek tep-
kiyen derigsimlerinde acgiklayici olamamaktadir.

3. Tepkiyen inhibisyonu ve serbest su derigimindeki
diigsmenin etkileri bir arada ele alindiginda uygulanan "Coklu
Dogrusal Regresyon Analizi" sonuglari baslangi¢ sakkaroz de-
rigimi ile tepkime hizindaki ({WF]/r) degisimlerin bu iki etki
ile aciklanabilecegini ortaya koymugtur. Bdylece, Onerilen

kinetik mekanizmanin ve
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W W W : W K
bl | [g? s] + [ox, 1 * [, 1+ 2
roor K s [s] Tm K,

seklinde bulunan tepkime hizi bagintisinin ¢alisilan tepkiyen
derisimi (0.0361-1.1390M. Sakkaroz) araliginda gecerli oldugu
belirlenmigtir. Uygulanan analiz sonucunda elde edilen katsayi-

lar kullanilarak, bu mekanizmadaki kinetik sabitler icgin,

r K ' = 0.1659 mol2 1t.-'2 —dk?1
m"s

K _+K _

St = 3.9570 mol 1,

st

K K ' = 1.8728 molZ 1t. 2

bagintilari elde edilmigtir. Terim ihmallerine dayali bGlgesel
grafik ¢oziimlere gerek duyulmadan elde edilen bu degerler cgali-

si1lan sakkaroz derisimi araliginin tiimiinde gecerlidir.

Bulunan hiz bagintilarindan her tepkiyen derisimi igin
hesaplanan [WF]/r degerlerinin deneysel degerlerden sapma
orani en fazla % 5.64 (Bkz. EK: III-4) olarak saptanmistir.
Ek olarak, t-oranlari [Cizelge (6-2)] dikkate alindiginda
EWF]/r'deki degisimlerin aciklayicisi olan defigkenlerden
1/[s]'in [S] teriminden daha fazla etkili oldugu stylenebi-
lir. Bu sonuclar, baglangi¢ sakkaroz derigimi ile tepkime
hizindaki degigimlerin bu iki etki ile acgiklanabilecegi,
ote yandan difer arasgtirmacilar taraflndanxgleri slirtildiigi
gibi (Bkz. Bolim : 3.2.6) 6zliigiin bu derigimde etkili di-
ger bir agiklayici dégigken olarak alinmasina gerek olmadi-
gin1 gostermektedir. Ancak 6zliiliik, farkli sakkaroz deri-
simlerinde serbest su derigsimindeki defigimin bir gdsterge-
si olabildiginden tepkime hizini etkileyen dolayli bir de-

gisken olabilmektedir.
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4. Kesikli diizende g¢alisan tepkime kabinda enzim de-
aktivasyonu ic¢in, tepkiyen derigiminden bagimsiz ve iirin in-
hibisyonunun olmadigi durumlarda gegerli olan listel deaktivas-
yon modelinin dogrudan kullanilmasi uygun olmamaktadir. Bu
etkiler ile birlikte kisa zaman araliginda hesaplanan gorii-
niir deaktivasyon sabiti sakkaroz derigimi artisi ile azalmak-
ta ve boylece her tepkiyen derigimi icin farkli deaktivasyon
sabiti elde edilebilmektedir. Bu nedenle igletme kosullarina
bagli tek bir deaktivasyon sabitinin saptanabilmesi ig¢in, her-
hangi bir andaki goriinir enzim aktivitesinde bu tir etkilerin
oldugu dikkate alinmali ve gergek aktivite saptanmalidar.
Deaktivasyon c¢alismalari sirasinda, gbriinlir enzim aktivite
(ag) degerinin gercek enzim aktivite degerinden (a) daha dii-
siik ve zamanla degigiminin daha hizli oldufu goriilmiigtir.
[Sekil (6-12)]. Bunun nedeninin, gdriiniir enzim aktivitesinin,
enzim deaktivasyonunun yani sira tepkiyen azalmasi ve iriin
inhibisyonu etkilerini de igermesi oldugu soylenebilir. Sada-
ce isletme kosullarina bagli enzim deaktivasyonunu igerecek
bigimde hesaplanan (Bkz. Bolim: 6.4.4.) aktivite degerleri,
istel deaktivasyon modelinde kullanarak farkli tepkiyen de-
risimleri ig¢in 0.02417 dk_l degerinde tek bir deaktivasyon
sabiti bulunmusg invertaz aktivite yari omri ise,21/2=29 dk.

olarak hesaplanmigtir.
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8. ELESTIRI VE ONERILER

Bu caligmada, sakkarozun invertaz ile hidrolizi konusunda
giiniimiize degfin gercgeklegtirilen tiim kinetik calismalardan
farkli olarak, baslangi¢ tepkime hizinin tepkiyen derisimi
ile degisimini bir biitiin halinde agiklayan esitlik ve bu
egitlige ait kinetik sabitleri igeren katsayilar saptanmig-
tir. Ihmallere dayali diisiik ve yiikksek sakkaroz derigimlerin-
deki bolgesel grafik coziimlerin getirdigi belirsizliklerden
arindirilmis olan bu degerler, ayni zamanda bu tiirden ihmal-
lerin gegerlilik sinirlarinin belirlenmesinde de kullanil-
migstir. Ote yandan, uygulanabilirligi kanitlanmis (49) ol-
masina ragmen enzim katalizli tepkimelerde pek az kullani-
lan dogrusal regresyon analizi ydntemi invertaz-sakkaroz
sistemi igin ilk defa uygulanmis ve ulagilan sonucglarin is-

tatistiki agidan giivenirlilik derecesi de belirlenmigtir.

Sakkaroz-invertaz hidroliz sisteminde IWIOISI/rﬁKS‘>teriminin ihmal edile-
bilecegi derigim aralifinda (0.0361-0.2873 M. Sakkaroz.) grafik c¢oziim-
leme sonucunda elde edilen katsayilar, coklu dofrusal reg-
resyon analizi sonug¢lari ile karsgilagtirildiginda, bu deger-
lerin biribirine ¢ok yakin oldufu goriiliir. Ayni tirden bir
kargilagtirma, [W]o Ks/rm [S] teriminin ihmal edilebildigi
yiiksek tepkiyen derigimlerinde de yapilabilir. Ancak, cali-
g1lan derigim araliginda (0.0361-1.1390M. Sakkaroz) bu

terim i¢in en diisik ©Ynem orani 1.1390 M. derigiminde

% 19.28 olarak bulundufundan bdyle bir karsilasgtirma yapi-
lamamigtir. Bu nedenle, daha yiiksek tepkiyen derigimlerinde
calisilarak [W]o Ks/rm[s] teriminin ihmal edilebildigi diisiik
Onem oranli bolgede de grafik ¢odziimleme yapilmali ve bulunan
katsayilar ¢oklu dogrusal regresyon analizi sonuglari ile
kargllagtlrllmalldlr..delece, yapilabilecek ihmallerin
gegerlilik sinirlari da tam olarak belirlenmis olacaktir.
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- Sakkaroz-invertaz sistemi igin Onerilen serbést su
derigimi diismesi ve tepkiyen inhibisyonu etkilerini birlikte
igeren model ve bu modelin matematiksel ifadesi olan kinetik
egitliklerin tiim sakkaroz derigimlerinde deneysel sonuglar
ile uyum icinde olmasi, izlenen ytntemin gegerli oldugunu gts-
termektedir. Bu yontemde ®nerilen mekanizmanin sinanmasi
icin hizli 6lglim tekniklerinin uygulandigi diger ytntemler de
kullanilabilir. Bu iglem sonucunda kullanilan ydntemin sinan-
masinin yani sira bu calismada saptanamayan kinetik sabitler
de (kl, k—l’ k2 v.b) hesaplanabilir. Boylece elde edilen
kinetik sabitler, ©nerilen hiz denklemlerinin sayisal ¢&zim-
lenmesinde veri olarak kullanilabilecektir. Mekanizmada yer
alan tepkimeler en genel haliyle agagidaki bigimde sirala-
nabilir:

E + S=—= ES
E + 5 —= SE

"ES+ S — ESS-
SE+ S ——= ESS
E + F —= EF

E kg

ES + Wp o==E + F + G
Gergeklestirilen kinetik c¢alisma sonucunda, diigiik sakkaroz
derigimlerinde ( [S]g4 < 0.2873M.) tepkiyen inhibisyonunun
ihmal edilebilecegi saptanmistir. Buna gdre, SE ve ESS ara-
bilegiklerinin olusumunu saglayan fepkiyen inhibisyonu tep-
kimeleri bu bolgede ihmal edilebilir. Uriin olusumu tepkime-
sinde ise, zamanla iiriin derisiminin artmasi nedeniyle, tep-
kime hiz sabiti k_2 olarak verilebilen geri ydndeki tepkime-
yi de dikkate almak gereketektir. Bu durumda, diisiik sakka-

roz degigsimlerinde mekanizmada yer alacak tepkimeler;
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E+S ——== ES ... (8-1)

EF ... (8-2)

P —3 > By ... (8-3)
ko
ES+W———=~E+F+G c.. (8-4)
F 'k_z
seklinde olacaktir. Bu tepkimelere gore asagidaki hiz ifa-

deleri yazilabilir:

ddES] = k_, [BS] - ky [E] Is] ... (8-5)
¢ [6] o [u] [msl-k,lE] (F] (6] ... (8-6)
dd&F] = k_; [EF] - k; [E] [F] o, (8-7)
a 5]

S [Es 1k, 5] iy L] [BS) K
[E] [F] (6] -k, [E] [F]-k, [E] [s]
- kd[E] ... (8-8)

d__dEE_s; = &, [E] [S]+k_, [E] [F] [6] -k,

[wF][ES]-k_l[ES] ... (8-9)
¢ Ler = ki[El[F]-k_i[EF] ... (8-10)
t
d [Ed]
ac - Ka [E] ... (8-11)
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Deaktivasyon caligmalari sirasinda serbest su derigiminin
zaman ile ¢ok degigmedigi ve deney siiresi boyunca (120 dk.)
sabit-alinabilecegi goriilmistiir. Bu caligmada elde edilen
gercek deaktivasyon sabiti ve hizli 6lgiim teknikleri ile son-
radan bulunacak difer hiz sabitleri yerlerine konularak,bu
simultane diferansiyel denklemler sayisal c¢tziimleme yontemle-
ri ile ¢¥ziilebilir. Bu amagla, Runge-Kutta-Gill Algoritmasi
kullanilabilir (30). Bbylece tepkiyen ve iiriin derigimlerinin,
ve deaktive olmusg enzim derigiminin zamanla degisimleri sap-
tanarak Onerilen tepkime mekanizmasinin gegerliligfi sinana-
bilir. '

Bu calismada elde edilen Snemli diger bir sonug ta,
gercek deaktivasyon sabitinin hesaplanmasidir. Ancak bu ca-
ligmada biribiri ile uyumlu bicimde elde edilen sonuglar son-
raki calismalarda kullanilmadan once bir takim geli§tirme
iglemleri yapilmalidir. Her ne kadar gergek deaktivasyon sa-
bitinin hesaplanmasi amaciyla onerilen yontem (Bkz. Boliim:
4.5) 0.2873-0.5768 M. Sakkaroz derigim aralipinda, diiglintil-
diigi bigimde biribirine yakin degerler vermis olsa da, ayni
tir deneme ve hesaplamalarin gok daha diigiik tepkiyen derigim-
lerinde de yapilmasi yerinde olacaktir. Ancak bu diisiik deri-
gimlerde, ortamdaki tepkiyen derigimi hizla ¢ok kiigiik deger-
lere diismekte ve bu nedenle yontem geregi kullanilan 1/[s]
degerleri hizla biiyimektedir. Bbylece iiriin inhibisyonu ca-
ligmalarinda hazirlanan grafikte tepkiyen derigimi araligi-
nin (0.0723-0.2873M. Sakkaroz) disina c¢ikilmaktadir. Bu ne-
denle, daha diisiik sakkaroz derisimlerinde gercek deaktivas-
yon sabitinin hesaplanabilmesi igin iiriin inhibisyonu g¢alig-
malarinin da daha diigiik tepkiyen ve iiriin derigsimlerinde ya-
pilmasi gerekmektedir. Ayrica, deaktivasyon caligmalarinda
anlik tepkime hizlarinin saptanmasina yonelik analizlerin
olabildigince kisa zaman araliklarinda yapilmasina &zen
gosterilmelidir. Ozellikle diisiik tepkiyen derisimlerinde
gerceklegtirilen deneylerde bu noktaya dikkat edilmelidir.
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Birinci dereceden ve temel basamak olan bir tepkime
igcin 6zgilil tepkime hizinin sicaklikla degisimi Arrhenius
Yasasi [Egitlik (2-1)] ile verilmektedir. Bu egitlik, enzim

deaktivasyon hiz sabiti igin,

Eq

1nkd= 1n A- T ... (8-12)
bigiminde yazilabilir. Degigik sacakliklarda, bu galismada
onerilen ydntemle hesaplanan gergek deaktivasyon sabitleri
kullanilarak deaktivasyon olayinin aktivasyon enerjisi hesap-
lanabilir. Bu amacgla, 1nkd k . 1/T grafige gegirildiginde
elde edilecek dogrunun egimi bu aktivasyon enerjisini vere-
cektir. Ooshima ve arkadaglarinin, serbest ve tutuklanmisg
invertazin 1s1il deaktivasyonu ic¢in aktivasyon enerjilerini
tepkimesiz durumda hesaplamalarina (34,35) kargin literatiirde
invertazin igletme kosullarina bagli deaktivasyonu ile ilgili
aktivasyon enerjisinin hesaplandigi bir calismaya rastlanil-
mamistir. Bdyle bir galigma sonucunda deaktivasyon ig¢in tep-
kimeli ve tepkimesiz durumda bulunan aktivasyon enerjilerinin

kargilastirilmasi yararli olacaktir.

Nisastanin hidrolizi ile endiistriyel dlgekte liretile-
bilen seker karigimlarinin geker endiistrisinde onemi biyiik-
tiir (26). Benzer gseker (Ornegin invert seker) c¢ozeltileri
sakkarozun invertaz ile hidrolizi sonucunda da iiretilebilir-
ler. Bununla ilgili, liretim sisteminin simulasyonu (process-
simulation) 'nun yapilmasi yararli olacaktir. Bu tiirden bir
caligma, Bowski ve arkadaslari tarafindan diisiik sicakliklarda
(25-26°C) gerceklegtirilmigtir (50). Ancak, enzimin en aktif
oldugu yiliksek sicaklik (SSOCJ ve {retim c¢alismalarin-
da tercih edilen yiiksek baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde
(11,12) calisan bir sistemin simulasyonunun yapilmasi daha
yararli olacaktir. Bu caligsmada elde edilen kinetik hiz ba-
gintisi ve tepkiyen derigiminden bagimsiz gergek deaktivas-
yon sabiti s8z konusu kosullarda gecerli oldugundan boyle
bir simulasyon calismasinda kullanilabilir.
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Enzimler suda ¢odziinmeleri nedeniyle tepkime sonucun-
da iiriin ve doniismeyen tepkiyen ile birlikte c¢tzeltide kalir-
lar. Bu nedenle siirekli sistemde bir takim caligma gili¢liik-
leri yaratirlar. Siirekli sistemlerde enzimlerin ultrafilit-
rasyon ile geri dondiiriilmeleri miimkiindiir. Ancak, son yillar-
da tutuklanmig enzimlerle caligmanin getirdigi isletme ko-
layliklari nedeniyle tutuklanmig enzim caligmalari yaygin-
lasmistir. Invertaz icin de gelistirilmig pek g¢ok tutuklama
yonteminin uygulandigi degisik caligmalar yapilmigtir (12,
21, 28, 29, 34, 45, 46). Bu caligma kapsaminda gimdiye kadar
serbest invertaz igin gerceklegtirilen ve elde edilen sonug-
larin veri olarak kullanilacafi diger calismalar tutuklanmig
invertaz igin de tekrarlanabilir. Bunlar, gercek deaktivasyon
sabiti ve aktivasyon enerjisinin hesaplanmasi, igslem simulas-
yonu v.b. caligmalardir. Ozellikle tutuklanmisg invertazin
igletme sirasindaki deaktivasyonunun incelenmesi yerinde
olacaktir. Ciinkii bugiine degin tepkimesiz ortamda yapilan cga-
ligsmalarda genel durumun aksine tutuklanmis invertazin isil
deaktivasyonunun serbest invertazdan . daha hizli oldugu ile-
ri siiriilmektedir (34, 35).
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EKLER

EK - T

I.1- Su Derisimi Etkisi Dikkate Alindifinda Michaelis-

Menten Kinetigi

Hidroliz tepkimesinde serbest su derisiminin ikinci bir tep-
kiyen olarak alindigi durumda dnerilen kinetik mekanizma ve

elde edilen hiz bagintisi agagidaki bigimdedir:

ky
E + § —> ES : W (I-1)
k_q
k,y
ES + WF —=3> E+G+F ...(I-2)

Eger,

[WF] : Serbest su derisimi,

[G] : D-Glukoz derisgimi,

[F] : D-Fruktoz derigimi,

[S] : Hidrate olmus sakkaroz derigimi,
[E] : Enzim derigimi,

[ES] : Enzim-tepkiyen arabilegigi derigimi,

kl,lgl,k2 : Tepkime hiz sabhitleri

olarak tanimlanirsa, iiriin olusumu cinsinden tepkime hizi,
d [6]

dt

[a]
[

=k, [ES] [Wg] co. (1-3)

big¢iminde yazilabilir. Burada,
k_ [£][s] |
K = 1 = .« s 0 (I—Zl')

1 (Es]
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ve

[ES] = FEi[S] «..(I-5)

dir. Ote yandan enzim kiitle denkliginden,
(e]l, = [E] + [Es] ...(I-6)

yazilabilir. Bu degerler tepkime hizi esitliginde [Esitlik
(I-6)] yerine konup diizenlenirse,

A6l Kk [E], [s]

dt kK, + [s]

r

ol e (I-7)

elde edilir. Maksimum tepkime hizi (rm) igin enzimin tamami-
nin (Eo) ES arabilesigi halinde bulundugu ve serbest su deri-
siminin maksimum diizeyde oldugu diigiiniilerek

r =k, [E]o [w]o

bagintisi yazilir. Bu tanimlamaya gore tepkime hizi asagi-

daki bicimde yazilabilir.
L [s] EWEJ
Kg* [s] W, c.. (1-8)

r =

Bu bagintida gerekli diizenlemeler yapilarak,

mel Wk, 1 [

+ (1-9)
ro [S) r.
[w.] 1 s .
elde edilir. F- ks. cizildiginde elde edilen
i - [ Wl
dogrunun egimi_ [W]o X5, ordinat kesim noktasi ise -4
m

Im
degerlerini verecektir.

I.2. Sakkaroz Inhibisyonu Kinetigi

Daha onceki bdlimlerde tek tepkiyenli bazi enzim sistemle-
rinde tepkiyen inhibisyonu igin enzim-tepkiyen (ES) arabi-
lesiginin ikinci bir tepkiyen ile enzim-tepkiyen-tepkiyen
(ESS) arabilesgigini olusturdufu ve bu arabilegigin inaktif
oldugu belirtilmigti (Bkz.Boliim : 2.3.4). Yiiksek sakkaroz
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derigimlerinde tepkime hizinda goriilen diigmenin su derigimi
azalmasi dikkate alinmadan sadece tepkiyen inhibisyonundan
ileri gelecepi diisiiniilerek invertaz igin agagidaki tepkime
mekanizmasi Ynerilmig (27)* ve bu durumdaki hiz bagintisi

bulunmustur.

Denge Sabiti

[e] [s]

E + S === ES K =
®  [Es]
E][s
E + S =—— SE K.t=-[—l[—]- ... (I-10)
[sE]
ES][S
ES+S =——— ESS K ' = __[_:.‘_[_;l_ ... (I-11)
® [Ess]
SE +S ==——= ESS Kt' = _[_S_EJE'J_ ... (I-12)
[Ess]
k)

ES ——> E+F+G

Bu tepkimedeki SE ve ESS arabilegikleri, tepkiyenin enzimin
farkli bolgesine baglanmasiyla olugmug, iiriin vermeyen ara-

bilegiklerdir. Enzim igin kiitle denkligi,
[E]lo = [E] + [ES] + [SE] + [ESS] ... (I-13)

gseklinde yazilir ve hizli denge kébulu ile denge sabitleri
dikkate alinir ise,

[£S] = —ti8 . [E]o [S] ... (I-14)
K, [s]2 + K (R +K)[S]+R K K '

olarak bulunur. Tepkime hizi bagintisi ise,

(*) : Ekler'e ait kaynaklar da ana "Kaynaklar" listesinde yer
almigtir.
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k, [Elo XX ' [s]

= . .. (I-15)
! 1
K, [8)7+K (R +K ) [S]+K K K
seklindedir. r.= kz[E]o yerine konuldugunda tepkime
hizi igin,
r K K _' [s]
r = —0L5S .o (I-16)

2 ' r
KtES] +KS (KS+Kt) [SJ+KSK';KS

bagintisi elde edilir.
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I.3. Coklu Dogrusal Regresyon (Multiple Linear Regression)

Analizi Bilgisayar Programi

18 REM #%% * 3%
28 REM mulreg: 36178 (a4@4) rev a——9/71
28 REM ##¥ contributed program ¥

35 REM %%% multiple regression /correlation#

48

1]

&0

78

%]

*@

1686
11@
12@
120
146
154
140
17@
180
194
206
218
228
250
248
250
260
276
280
290
A1)
zZilo

TED
ot o

ey
oudt

248
356
268
x78
280
3908
400
418
420
458
440
450
4560
470
480

DIM X (20@,20),A(20,20) ,D{8@,50) ,Y(20) ,M(ZD) ,5(28)
DIM T(2@),B(22),U(20,20) ,R(20,20) ,C(20,28) ,0(80) ,E (20)
READ N,V,G

FOR I=2 TO N+1

FOR J=2 TO V+1

READ D(I,d)

NEXT J
NEXT I

FOR I=2 TO N+1

LET D(I,1)=1

NEXT I

READ H,K,F1,P2

LET M=K+1

FOR I=2 TO M+1

READ E(I)

NEXT I

LFRINT "#*REGRESSION NUMBER"H":DEFENDENT VARIABLE ISYE (M+1)
LFRINT

IF H:1l THEN 37@

FOR I=1 TO V+I

FOR J=1 TO V+1

LET
FOR L=2 TO N+1

LET X=X+D(L,I)#*D(L,J)

U
&

o R U ]

=
i
P2
-
r~

LET X(I,J)=X

LET C{I,Ji=X

NEXT J

LET T(I) =X(1,I)/X(1,1)

LET B(L)=0

IF I=1 THEN Z&8

LET B(D=BER(X(I 1)/ (N-1)-X(1,I)#X(1,I)/ (N®(N-1)))
NEXT I

LFRINT "INDEX","MEANS","STANDART DEVIATIONS”
FOR I=2 TO M+1

LET M(I)=T(E(I)+1)

LET 8(I)=R(E(I}+1)

LFRINT E(I} M{I),8(1)

MEXT I

LFRINT

LFRINT

LFRINT "CORRELATION COEFFICIENTG"

IF Hx1 THEN 520

FOR I=2 TO V+1

FOR J=2 TO V+1
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499 LET R{I,J)=(N#X{I,J)=X(1,I)%X(1,J))/ (N&(N—1)%B(I)*E(J))
‘500 NEXT J
S10 NEXT 17
520 FOR I=2 TO M+l
530 FOR J=2 TO M+1
540 LET UCI,J)=R(E(I)+1,E(J)+1)
550 LPRINT U(I,d),
560 NEXT J
570 LERINT
580 LERINT
=590 NEXT I
4080 LFRINT
610 LET E(1)=0
620 FOR I=1 TO K+1
63 LET Y(I)=C(E(I)+1,E(M+1)+1)
640 FOR J=1 TO K+1.
650 LET X(I,J)=C(E(I)+1,E(J)+1)
660 NEXT J
670 NEXT I
688 FOR I=1 TO K+1
690 FOR J=1 TO K+1
700 IF 1<>J THEN 730
710 LET A(I,d)=1
720 GOTO 740
730 LET A(I,J)=0
740 NEXT J
75@ NEXT I
760 FOR I=1 TO K+1
77@ IF X(I,I) <1E-34 THEN 1510
780 LET Y(I)=Y(I)/X(I,I)
790 FOR J=1 TO K+1
BOD LET A(I,J)=ACI,d)/X(I,D)
810 IF J=I THEN 83@
B2@ LET X(I,J)=X(I,J)/X(I,I)
830 .NEXT J
B4D LET X(I,I)=1
E50 FOR L=1 TO K+1
860 IF L=I THEN 940
870 LET Y(L)=Y{L)=X{(L,I)#Y(I)
880 FOR J=1 TO K+1
890 LET A(L,J)=A(L,J)=X(L,I)*A(I,J)
9@@ IF J=I THEN 920
18 LET XAL,J)=X(L,J)=X{L,I)#*X(I,d)
208 NEXT J
3D LET X(L,I)=0
948 NEXT L
5@ NEXT I
6@ LET S&6=C(E(M+1)+1,E(M+1)+1)
970 FOR I=1 TO k+1



P80 LET S56=8&6-Y(I)#C(E(I)+1 E(M+1)+1)

14@3
1418
1426
1426
144@
1456
1468

970 NEXT 1

1apa LET 57=56/ (N-M)

1018 R2=1~(5&/((5M+1)"2)%(N~-1)2)

1828 LET R=8ER(RZ)

1050 LET 88=B0R(57)

134@ IF Fl=00 THEN 1860

1858 LFRINT "VARIANCE-COVARIANCE MATRIX®
1868 FOR I=1 TO E+1

1876 FOR J=1 TO K+1

1888 LET A(I,J)=A(1,J)%57

193 IF FI1=0 THEN 1116

11800 LPRINT A{(I,Jd),

11168 NEXT J

112@ IF F1=0 THEN 1150

1128 LFRINT

1148 LFRINT

L1E8 NEXT I

1160 LFRINT '

1170 LPRINT "INDEX","B","STD.ERROR" ,"T-RATIO"
118@ FOR I=1 TO kK+1

1198 LPRINT E(I) Y (I ,B5ORAI 1) ,Y(I)/50RACTI, 1))
1288 MEXT I

1218 LPRINT

1220 LPRINT "R-SQUARED="3RZs "R="31R

12328 LFRINT ‘

1248 LPRINT "STAND.ERROR OF EST.="3;88;"D.F.="3 (N-M)
12568 LFRINT

1268 FOR I=2 TO N+l

1278 LET Z=D(I,E(M+1)+1)-¥Y (1)

1288 FOR J=2 TO K+l

1298 LET ZI=Z-Y(J)#D(I,E{(J)+1)

1268 NEXT J

1318 LET @(I)=Z

1320 NEXT I

LEZ38 LET W=D

1348 FOR I=32 TO N+1

13508 LET W=W+(Q{I)-8(I~-1)1"2

1Z6@0 NEXT 1

1378 LPRINT

1388 IF PZ=0 THEN 1458

1398 LFPRINT "ACTUALY,"FREDICTED", "RESIDUAL"

LET I=1

LET I=I+1

LFRINT D(I,E(M+1)+1) ,D{I,E(M+1)+1)-0(1),B(1)
IF I=N+1 THEN 14350

GOTO 1410

LFRINT

LPRINT "DURBIN-WATSON STAT.="3;W/84

111



1430
144@
145@
1460
1476
148@
145@
1580
1518
1328
1538
1548
1558
1560
1576
1588
15%8
1600
1618
1620
1638

112

IF I=N+1 THEN 1458

G0TO 1410

LFPRINT

LFRINT "DUREBIN-WATSOMN STAT.="3W/86
IF HIG THEN 1498

GOTO 152

LFRINT

GOTO 130

LPRINT "CORRELATION MATRIX BECOMING SINGULARY
LFRINT

LFRINT * FROBLEM COMPLETED"
STOF

DATA

DaTaA

DATA

DaTha

DATA

DATA

DaTA

DATA

END

Bu bilgisayar programinin yazilimi Hewlett-Packard

Company tarafindan geligtirilmistir (24).
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EK-IT

II.1. D-Glukoz Analiz YOntemi

D-Glukoz glukoz oksidaz ve peroksidaz enzimlerinin karigim-
lari kullanilarak saptanabilir (41). D-Glukoz glukoz oksidaz
ile agsagidaki tepkime sonucu,

Glukoz

D-Glukoz > Glukonik Asit + H,O
. 272
Oksidaz

olusan glukonik asit renk c¢ozeltisi (kromojen) o-Dionosidin
2 Hcl ile tepkimeye girip goriiniir blgede renk veren bilegik
olusturur. Yan iiriin HZOZ ise peroksidaz ile tepkimeye girer.

Peroksidaz

HZOZ > HZO + 1/2 0

2

a. Analiz Cozeltileri

1°- Tris (hydroximethyl) hidroksimetilamin: 121g.
‘Tris 850 ml. 1 N.Hcl'de c¢oziilir ve pH=7 olacak bigimde ayar-

lanir.

2°- 0-Dionosidin 2 Hcl : 1.60 g. 0-Dionosidin 2 Hcl

1 lt.damitaik su ile ¢bziiliir ve buzdolabinda saklanir.

3°- Benzoik Asit : 2.7 g. benzoik asit yaklagik 1 1lt.
damitik suda bir saat karistirilir. Elde edilen ¢dzelti

stiziilir ve kullanailar

4°- Enzim Cozeltisi : 18 mg. peroksidaz ve 15 mg.
glukoz oksidaz 100 ml. pH=7 Tris tampon c¢ozeltisinde ¢ozii-
lir ve kullanilacak kadar kisimlara ayirilip derin donduru-

cuda saklanir.
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b. Analiz Islemi

1 ml drnek ¢bzelti ve kdr olarak kullanilacak 1 ml. benzoik
asit. ¢dzeltisi tiiplere konur. Tiiplere 0.4 ml. o-Dionosidin
2 Hel. ve 1 ml. enzim ¢bzeltisi eklenip 37°C!daki sabit si-
caklik banyosuna ?erlegtirilir. 60 dk. bekletildikten sonra
tiiplere 5 ml. H2804 (% 80'1ik) eklenir. Bu iglem ile ¢odzel-
tinin rengi turuncudan pembeye doniigiir. Cozeltiler damitak
su ile 10 ml.'ye tamamlanir ve sofurma degeri 535 nm. de
0lciilir. Bu dalga boyu degeri gerceklesgtirilen dalga boyu

taramasi sonucunda saptanmistir.

535 nm.'de farkli derigimlerdeki glukoz cbzeltileri
icin sogurma degerleri saptanmig ve boylece caligsma dogrusu
[Sekil (I1-1)] elde edilmigtir.

0.5

Sogurma

1 L 1 ]
- 50 100 150 200
Sakkaroz Derigimi (mg/It )

Sekil (II-1): Calisma dogrusu
T= 37OC,,Bek1etme siiresi = 60 dk.
(Korelasyon katsayis1=0.9965)
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EK - I1I

III.1- Sakkaroz Cozeltilerinin 55°C!daki Yopunlukla-

rinin Olciilmesi

Yogunluk 6lgiimleri piknometre ile gerceklegtirilmis ve elde
edilen yogunluk degerleri Cizelge (III-1)'de verilmistir.

Cizelge (III-1): Sakkaroz c¢bzeltilerinin 55°C!daki

- yogunluklara
‘Sakkaroz Derigimi ' Yogunluk(55°Cfdé)

(%) (mol/1t) (g/ml)

8 0.2304 1.0152

16 0.4486 1.0430
20 0.5768 1.0589

24 0.6546 1.0720

32 0.8492 1.1019
36 1.0282 1.1137
40 1.1390 1.1297

Cizelge (III-1) degerleri yogunluk ks. sakkaroz derigimi (%)
olarak ¢izildiginde Sekil (III-1) elde edilir.
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Sekil (III-1): Sakkaroz c¢ozeltilerinin yogunluklari
(T= 55°C)
(Korelasyon katsayisi =0.9998)

II1.2. Toplam Su ve Serbest Su Derigimlerinin Sakka-

roz Derisimi Ile Depisimi

Cizelge (III-2): Sakkaroz ¢ozeltilerinin toplam su
ve serbest su derigimleri (T=55°c!da)

Sakkaroz Derigimi

Toplam Su Derigimi

Serbest Su Derigimi

(mol/1t.) (mol/1t.) (mol/1t)
0.0361 54,4000 54,2175
0.0723 53.9833 53.6178
0.1084 53.5667 53.0187
0.1443 53.1444 52.4134
0.2169 52.3056 51.2091
0.2873 51.1167 49.6547
0.4333 49,7944 47.6014
0.5768 48,1222 45,9292
0.7194 46.4500 42.7950
0.8608 44,7722 40.3862
0.9450 43,7722 38.9492
1.0282 42.7667 37.5037
1.1390 35.5798

41.4278
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III.3. Herhangi Bir Andaki Serbest Su Derigiminin

Hesaplanmasi

Herhangi bir andaki serbest su derigimi; hidroliz tepkimesi
ile tiiketilen su derigimi ve sakkarozun tepkimeye girmesi
ile serbest kalan su derigimine bagli olarak asagidaki esit-
.likle verilebilir:

[wel =[wg] -]+ w '] .o (I11-1)
Burada;

[Wp], : Herhangi bir andaki serbest su derigimi (M),

[Wf]o : Baglangigtaki (t=Q) serbest su derigimi (M),

[Wg] @ Hidroliz tepkimesi ile tiiketilen su derigi-
mi (M),

[WS'] : Tepkimeye giren sakkarozun serbest birak-
tigr su derisgimi (=5[WS]) (M),

olarak verilmigtir. Hidroliz tepkimesinde tiiketilen 1 mol
sakkaroz igin 1 mol. su harcandipi ve 1 mol. D- Glukoz
elde edildigi dikkate alinarak harcanan su derigimi w1,

olusan D - Glukoz derigimine esit alinabilir.
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II1.4. Coklu Dogrusal Regresyon Analizi ile Hesapla-
nan [Wg/r Degerleri ve Deneysel Degerlerden

Sapma Oranlari

Wel/x, [Wgl /x,

Sakkaroz Deneysel Hesaplanan Sapma
Derigimi (mol | Su/ (mol. Su/mol. Oranlara

(M) Sakkaroz) Sakkaroz) (%)
0.0361 19516.70 19609.20 4.83
0.0723 11080.20 11034.90 1.33
0.1084 8544 .51 8199.25 0.27
0.1443 6861.38 6787.30 -3.20
0.2169 5267.34 5375.10 -2.35
0.2873 4703.93 4698.84 -0.91
0.4333 3808.11 4022 .81 -5.64
0.5768 3677.87 3711.20 0.11
0.7194 3466.30 3547.85 -2.05
0.8608 3345.17 3452.21 1.08
0.9450 3427.42 3418.14 4,04
1.0282 3435.03 3389.93 -0.04
1.1390 3533.60 3370.84 -0.47

III.5. Invertaz-Sakkaroz Sistemi I¢in von-Neuman

Testi Uygulamasi

von-Neuman testi ig¢in gerekli v orani,

n' =
o]

n'-1
olarak verilir. Burada,

n'= n-k

ve

=
]

Deney sayisi

~
]

Bagimsiz degisken

sayisi
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olarak tanimlanmistir. Invertaz-sakkaroz hidroliz sistemi
icin n= 13, k= 2 ve ¢oklu dogiusal regresyon analizi sonu-
cunda elde edilen Durbin-Watson katsayisi d=1.51791 dir.
Bu degerler kullanildiginda n' =13-2= 11 ve v=1.6697 elde
edilir.

v-orani tablosundan (18) p= 0.05 tnemlilik derecesi
ile V(11) = 1.2062 ve V. (11) = 3.1938 bulunur. V(1I) <
1.6897« V* (11) oldufuna gire otokorelasyon yoktur ve klasik
dogrusal regresyondan sapilmamigtir. |
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EK.-.IV.

IV.1. Deney.Verileri

A- Sakkarozun.Invertazla Hidrolizi.ile Ilgili . Deney.Verileri

a) Sakkarozun.Hidrolizinde.pH.Etkileri

Sakkaroz Derigimi : 0.5768 M. Karigtirma Hizi : 300 dev./dk.
Toplam Su Derigimi : 48.1222 M. Tepkime Hacmi  : 400 ml.
Sicaklik : 55 °c.
Baglangic Tepkime H’:Lzl_1 -4

Deney No PH v (pamol. Sakkaroz 18l dk ) x 10°

1 3.5 0.5208

2 4.0 0.9643

3 4.5 1.2418

4 5.0 1.1062

5 5.5 0.7101

Bu deneyler sonucunda elde edilen baglangic tepkime hizi de-
gerleri kullanilarak Sekil (6-1) cizilmigtir.

b) Sakkarozun Hidrolizinde Sicaklik etkileri

Sakkaroz Derigimi : 0.5768 M. Karigtirma Hizi : 300 dev./dk.
Toplam Su Derigimi : 48.1222 M. Tepkime Hacmi : 400 ml.
pH : : 4.5
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Baglangi¢ T epkime Hizi

Deney No Sicaklik(°C ) gramol. Sakkaroz 1t Lldk. 1)x107
1 30 0.7813
2 40 0.8056
3 48 0.8123
4 50 0.8765
5 53 1.0548
6 55 1.2418
7 59 1.2048
8 62 1.0243

Bu deneyler sonucunda elde edilen tepkime hizi degerleri
kullanilarak Sekil (6-2) c¢izilmisgtir.

c¢) Sakkarozun Hidrolizinde Tepkiyen Derisiminin
Etkileri
Sicaklik 55°¢C Karistirma Hizi : 300 dev./dk.
pH : 4.5 Tepkime Hacmi : 400 ml.
Sakkaroz Toplam Su
Derigimi Derigimi Baglangi¢c Tepkime Hizi -4
Deney No (M) (M) (/,L mol.Sakkaroz 1t~1dk~1)x10
1 0.0361 54.4000 0.2778
2 0.0723 53.9833 0.4861
3 0.1084 53.5667 0.6205
4 0.1443 53.1444 0.7639
p] 0.2169 52.3056 0.9722
6 0.2873 51.1167 1.0555
7 0.4333 49.7944 1.2500
8 0.5768 48.1222 1.2418
9 0.7194 46.4500 1.2346
10 0.8608 44,7722 1.2073
11 0.9450 43,7722 1.1360
12 1.0282 42.7667 1.0918
13 1.1390 41.4278 1.0069

Bu deneyler sonugunda elde edilen baglangig¢ tepkime hizi
degerleri Sekil (6-3) - Sekil (6-8)'in gizilmesinde kul-

lanilmigtair.
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d) Su Derigiminin Uriin Inhibisyonuna Etkisi -

Sicaklik : 55°C pH : 4.5
D-Fruktoz Sakkaroz
Derigimi Derisgimi Baglangic Tepkime Hizi
Deney No i (M) (M) 9Lmol.Sakkaroz.1t"1dk’l)x10—l'

1 0.1462 0.0723 0.4065

2 ’ 0.1443 0.7327

3 0.1873 1.1900

4 0.3000 0.0723 0.3829

5 0.1443 0.6024

6 0.2873 0.9259

7 0.3500 0.0723 0.2747

8 0.0900 0.3333

9 0.1443 0.5376

10 0.2873 0.8475

11 . 0.4000 0.0723 0.2431
12 0.1443 0.4902
13 0.2873 0.7423

14 0.4386 0.0723 0.2008

15 0.1443 0.3846

16 0.2873 0.6667

Elde edilen baglangig¢ tepkime hizi deferleri kullanilarak
Sekil (6-10) c¢izilmigtir.

B- Invertazin Deaktivasyonu ile Ilgili Deney Verileri

Invertazin deaktivasyonu ile ilgili calismalar sirasiyla
0.2169, .0.2873, 0.4333 ve 0.5768 M. Sakkaroz derigimlerinde
gerceklegtirilmistir. Belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerde D-Glukoz analizi (Bkz. EK.: II.1) yapilarak
D-Glukoz kg. zaman degisimleri elde edilmistir. Ornegin,
0.5768 M.Sakkaroz derigimi icgin bu defigim Sekil (IV-1)‘'de
verildigi bigimdedir.
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Sekil (IV-1)

Y N
50 100
. Zaman (dk)

: D-Glukoz-Zaman Degigimi

[s],=0.5768 M.,

Karigtirma Hizi
Tepkime Hacmi

pH=4.5, T=55°C

300 dev./dk.,
400 ml.



