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OZET

D-TAGATOZ 3-EPIMERAZ ENZiMi URETiMi VE FRUKTOZDAN ALLULOZ
(PSIKOZ) ELDESI

Erva PARILDI
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Osman KOLA
Agustos 2019, 72 sayfa

Bu calismada rekombinant DNA teknolojisiyle D-Tagatoz 3-Epimeraz enzimi iiretilmis ve bu
enzim kullanilarak fruktoz nadir bir seker olan alluloz (psikoz)’a doniistiirilmistiir. D-
Tagatoz 3-Epimeraz enzim geni Escherichia coli JM109’dan izole edilip PCR ile
cogaltilmigtir. Konake1 hiicre olarak da Escherichia coli JM109 kullanilmis ve enzim geni
plazmid yardimiyla bu mikroorganizmaya aktarilmistir. Gen aktarimi yapilan konak hiicre
uygun siire ve sicaklikta bekletilerek enzim iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen enzim

saflagtirma kolonu yardimiyla saflastirilmis ve saf enzim elde edilmistir.

Enzim iretiminden sonra %50’lik fruktoz ¢ozeltisi hazirlanmis ve iiretilen enzim fruktoz
¢ozeltisi tizerine belirli bir oranda ilave edilmistir. Karigim 5 farkli tiipe boliinerek 24 saat
boyunca 20°C, 40°C, 60°C, 70°C ve 80°C’de etiivde bekletilmis ve 8. saate kadar her 2 saatte
bir HPLC cihazinda analiz yapilmistir. Sekizinci saatten sonra 24 saate kadar bekletilmis ve
24 saatin sonunda yine her bir sicaklikta tutulan enzim/fruktoz karisimindan 6rnek alinarak
HPLC ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda fruktozun alluloza doniisiimii igin en uygun

sicakligin 60°C oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: alluloz, psikoz, fruktoz, nadir seker, enzim iiretimi



ABSTRACT

D-TAGATOSE 3-EPIMERASE ENZYME PRODUCTION AND PRODUCING
ALLULOSE FROM FRUCTOSE

Erva PARILDI
Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Osman KOLA
August 2019, 72 pages

In this study, D-Tagatose 3-Epimerase enzyme was produced by recombinant DNA
technology and fructose was converted to a rare sugar, allulose (psicose) by using this
enzyme. D-Tagatose 3-Epimerase enzyme gene was isolated from Escherichia coli JM109
and amplified by PCR. Escherichia coli JM109 was also used as host cell and enzyme gene
was transferred to this microorganism with the help of plasmid. Enzyme production was
carried out by incubating the host cell at the appropriate time and temperature. The produced

enzyme was purified by means of purification column and pure enzyme was obtained.

After enzyme production, a fructose solution (50%) was prepared and the enzyme was added
into this solution in a certain ratio. The mixture was tranferred into 5 different tubes and
incubated at 20°C, 40°C, 60°C, 70°C and 80°C. These solutions were analyzed by HPLC
every 2 hours for 8 hours. After the 8th hour, the tubes were kept for 24 hours and at the end
of 24 hours the sample from each tube was taken and analyzed by HPLC. As a result of the
analysis, the optimum temperature for the conversion of fructose into allulose was found to be
60°C.

Keywords: allulose, psicose, fructose, rare sugar, enzyme production
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1. GIRIS

Beslenme ve saglik arasindaki iligkinin 6nemi eski ¢aglardan beri bilinmektedir. Hipokrat'in
2500 y1l 6nce soyledigi “Gidaniz ilaciniz, ilaciniz gidaniz olsun" s6zii bu iliskinin ciddiyetini
acikca ortaya koymaktadir. Gida tiiketiminin asil amac1 beslenme gereksinimini karsilamak ve
enerji saglamak olsa da, dogru ve dengeli bir diyet sayesinde viicutta gida kaynakl
patojenlerin ¢ogalmasinin ciddi oranda dnlenebilecegi, yaslanma siirecinin yavaslatilabilecegi
ve hayat sartlarinin iyilestirip insan Omriinlin uzatilabilecegi unutulmamalidir. Besin
maddeleri, bagirsak mikrobiyotas: ve konak¢1 metabolizmasi arasindaki etkilesimler iizerinde
yapilan arastirmalar, geleneksel beslenmenin saglik ve yaslanma iizerindeki olumlu ve
olumsuz etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 agiga ¢ikarmakta ve insanoglunun
belirli ihtiyaglarini hedef alan, yenilik¢i gidalarin tasarimi i¢in faydali bilgiler saglamaktadir.
Bu arastirmalar dzellikle yash yetiskinler icin daha bilyiik énem arz etmektedir. Insanoglu
yaslandikca giderek artan glikoz intoleransinin ortaya ¢ikmasina karsin, karbonhidratlar her
yasta diyetteki ana enerji kaynagi olarak kullanilmaya devam etmektedir, ¢iinkii giinliik enerji
thtiyacinin en az %50's1 karbonhidratlardan saglanmaktadir. Yaslandikca tat alma duyusunda
gerceklesen genel diislise ragmen, ¢ignenmesinin kolay olmasi ve agizda biraktigi keyif ve
haz veren sekerli tat sebebiyle, yiliksek karbonhidrath yiyecekler yasghilar tarafindan sikca
tercih edilmektedir. Bununla birlikte, yaglanma, artan insiilin direnci, metabolik sendrom ve
diyabet riskini de beraberinde getirdiginden dolay1r bu yaslarda beslenme konusunda daha

dikkatli olunmasi gerekmektedir (Ajmone Marsan et al., 2014).

Insanoglu her giin farkinda olmadan fazla miktarda seker tiiketmektedir. Sekerler esas olarak
yasamak, enerji elde etmek ve gidalara daha iyi bir tat kazandirmak gibi ¢ok nemli iglevlere
sahip olsa da, ¢ok fazla seker tiikketimi saglik agisindan ¢esitli riskler olusturmaktadir (Hashii
et al., 2015). Sekerler arasinda 6zellikle fruktozun yiiksek miktarda aliminin obezite, insiilin
direnci, hipertansiyon gibi hastaliklarla dogrudan iliskisi oldugu, bu hastaliklarin ise tip 2
diyabet olusumu riskini artirdigir bilinmektedir (S. E. Kim, Kim, Kim, & Sung, 2017,
Seraphim et al., 2017). Gliniimiizde giderek artan kalp krizi olaylarinin hareketsiz yagam tarzi
ve yogun seker igerikli, 6zellikle de fruktoz igerikli beslenme ile iliskili oldugu tespit
edilmistir (Putakala et al., 2017). Ayrica metabolik sendromun olusmasinda gidalarla alinan
fruktozun biiyiik bir etken oldugu bilinmektedir (Jiménez-Maldonado, Ying, Byun, & Gomez-

Pinilla, 2018). Bu olumsuzluklari 6nlemek i¢in seker alimini azaltmak gereklidir. Bununla



birlikte, seker ve/veya seker iceren yiyecek ve iceceklerin alimimi siki bir sekilde kontrol
etmek miimkiin degildir. Bu noktada sekerle tatlandirilmis tirlinler yerine, tatli bir tada sahip
olan fakat daha az kalori saglayan yapay tatlandiricilarla tiretilen iirtinlerin tiiketilmesi yararh
olabilecek bir yaklasimdir (K. Itoh et al., 2015). Yapay tatlandiricilar, kalorisiz bir sekilde
tatlilik saglayabilmeleri sebebiyle diyabet ve obezite hastalar1 i¢in bir ¢ikis yolu olarak
goriinse de diyabet kontroliinde bir fayda saglamamakta, hatta diyabet riskini artirmaktadir.
Bunun yaninda kanser riski gibi diger saglik problemlerine de sebep olabilmektedir. Yapilan
bircok ¢alismada yapay tatlandiricilarin tip 2 diyabet riski ile iliskili oldugu ve bu nedenle
sekerle tatlandirilmig iirlinler igin saglikli bir alternatif olamayacagi tespit edilmistir. Cesitli
yapay tatlandiricilarin kronik yorgunluk, beyinde tiimor olusumu, DNA hasar1 gibi birgok
ciddi probleme yol agabilecegi tespit edilmistir (Temps, 2018).

Biitiin bu olumsuzluklar ve saglik tehditlerinden dolay1, son yillarda bu sekerler yerine, daha
saglikli ve kalorisiz olan, birgok fonksiyonel 6zelligi bulunan nadir sekerlerin tiiketimine ilgi
artmistir (S.-E. Kim, Kim, Kim, & Sung, 2017). 2010’Iu yillarin basina kadar fareler {izerinde
yapilan deneylerle allulozun metabolizmasi ve kalori degeri test edilmis, fakat insan viicuduna
olan etkisiyle ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamistir (lida et al., 2010). 2010’lu yillarin
sonuna dogru ise yapilan birkag¢ ¢alisma ile birlikte allulozun insan metabolizmasi lizerindeki

etkileri de arastirilmaya baglanmistir (Han et al., 2018).

Hem nadir sekerlerin bu ¢esitli fonksiyonel 6zelliklerinden dolayi, hem de viicuda ¢ok fazla
yaygin seker alinmasi durumunda i¢ organlarinin yaglanmasi, obezite riski, metabolik
degisimler ve tip 2 diyabet riskinin artmas1 gibi durumlarla karsilasildigindan dolay1, yaygin
sekerlerin alimin1 azaltmak amaciyla, bu sekerlerin yerini nadir sekerler almaya baglamigtir

(S. Kimetal., 2017).

Nadir sekerler arasinda ¢ok Onemli bir yere sahip olan D-alluloz, kalorisiz bir tatlandirici
olmasimin yaninda, kandaki glikoz seviyesini diisiirme, insiilin direncini iyilestirme, viicuttaki
yag birikimini azaltma ve ates diisiirme gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonu diizenleme 6zelligine
de sahiptir (O’Charoen, Hayakawa, Matsumoto, & Ogawa, 2014; A. Yoshihara et al., 2017;
W. Zhang, Yu, Zhang, Jiang, & Mu, 2016). Sadece 0.39 kcal’lik bir enerjiye sahip olmasi ve
yasam kalitesini etkileyen bir¢ok hastaligi engellemesi sebebiyle D-alluloz gida endiistrisinde
saglikli bir tatlandirici olarak kullanilmaya baslanmistir (Hadipernata & Ogawa, 2016;
Ushijima, 2014).



Bu calismanin amaci, kolay bulunabilen, yaygin ve ¢ok ucuz bir seker olan fruktozdan
enzimatik yolla nadir bir seker olan ve her iirlinde rahatlikla seker yerine kullanilabilen
allulozun iiretilmesidir. Bu amagla, rekombinant DNA teknolojisiyle 6nce D-tagatoz 3-
epimeraz (DTE) enziminin tretimi gerc¢eklestirilmis ve bu enzim kullanilarak kalori degeri
yiiksek olan fruktozun diigiik kalorili tatlandiric1 ve dolgu maddesi olarak kullanilabilecek

olan alluloz (psikoz)’a doniistiiriilmesi ile gida katki maddesi tiretimi gerceklestirilmistir.

Ayrica bu ¢alismada alluloz tiretimi i¢in gerekli olan ve diinyada ticari olarak iiretimi ve satisi

bulunmayan DTE enziminin iilkemizde ilk kez liretimi ger¢eklestirilmistir.

Yapilan bu calisma ile glinlimiizde saglik agisindan olumsuz etkileri ve zararlari sikga
tartisilan fruktozun alimini azaltmak, bunun yerine fonksiyonel bir¢cok ozelligi ve genis
kullanim alanlar1 bulunan, dogal olarak ¢ok zor bulunabilen degerli bir seker olan D-allulozun

kullaniminin yayginlagsmasini saglamak amaglanmistir.

Gergeklestirilen alluloz iiretimiyle, hem ¢ok ucuz bir hammadde olan fruktoz ekonomik
degeri yiiksek olan alluloza doniistiiriilerek ekonomiye katki saglanacak, hem de yiiksek
fruktozlu misir surubu tiiketiminde karsilagilan birgok saglik sorununun oniine gecilecektir.
Uretilen alluloz diisiik kalorili tatlandirict ve dolgu maddesi olarak gida maddelerinin

tiretiminde giivenle kullanilabilecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Karbonhidratlar

Insan beslenmesinde rol alan temel gida bilesenlerinden biri olan karbonhidratlar, dogada ¢ok
yaygin ve bol bulunabilen, insan viicudunda asil enerji kaynagi olarak kullanilan organik
bilesikler olarak bilinirler (Gil-Campos, San José Gonzalez, & Diaz Martin, 2015).
Karbonhidratlar sadece insanoglu i¢in degil, var olan biitiin canli organizmalarin yagamini
stirdiirebilmesi i¢in elzemdir. Yapisal 6ge ve enerji kaynagi olarak kullanilmalarinin yani sira,
aromatik aminoasitler gibi ©6nemli yapitaglarinin biyosentezinin baslatilmasinda da
kullanilirlar. Ayrica, gida endiistrisinde tatlandirict olarak ve fermantasyon i¢cin hammadde
olarak kullanilirlar (Allard, Giraud, & Naismith, 2001). Yapilari, kendilerine 6zgii tatlar1 ve
yiiksek besinsel lif icerigiyle karbonhidratlar bazi gidalarin daha lezzetli bir hale gelmesini,
daha c¢ok istah acici olmasini ve daha doyurucu bir forma ulagsmasini saglarlar.
Karbonhidratlar en yaygin ismiyle “seker” olarak bilinirler. Bu sekerler gidalara tathilik
vermeleri ve aromay iyilestirmelerinin yaninda, donma ve kaynama noktalarint modifiye
etmek, gidalara dogal yolla renk vermek ve gidalart muhataza etmek amaciyla da kullanilirlar

(Gil-Campos et al., 2015).

Glikoz, sakkaroz ve fruktoz gibi tatl mono ve disakkaritler (Sekil 1) dogada ¢ok yaygindir ve
dogal olarak bir¢cok meyve ve sebzede mevcuttur. Kaynaklar1 ve miktarlar1 degisse de bu
sekerler her zaman insan diyetinin bir pargasi olmustur (Edwards, Rossi, Corpe, Butterworth,
& Ellis, 2016). Karbonhidratlar gidalarla birlikte alindiktan sonra metabolizma tarafindan
sindirilir ve glikoza ayristirilir. Daha sonra viicut tarafindan absorblanir ve enerji ihtiyaci i¢in
kullanilir. Sakkaroz, maltoz ve fruktoz gibi bircok seker ¢esidi bulunmaktadir, fakat
bunlardan en ¢ok bilineni glikozdur. Glikoz insan beyni tarafindan enerji kaynagi olarak

kullanilir (Hashii et al., 2015).
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Sekil 1. Dogada Yaygin Bulunan Bazi Mono ve Disakkaritler

2.2. Nadir Sekerler

Kisinin bir giin igerisindeki toplam seker tiiketim miktarin1 tam olarak tespit etmek ¢ok
zordur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ne gore harcanan toplam enerjinin en fazla %10’u seker
ile saglanmalidir. ideal olani ise %35’lik bir orandir. Bu oran giinlilk 25 g sekere denk
gelmektedir. Yani sadece bir sise maden suyu i¢ildiginde bile alinmasi gereken giinliik seker
miktariin lizerine ¢ikilmis olunmaktadir. Buna ragmen, insanoglunun meyve suyundan veya
diger tath yiyecek ve iceceklerden tamamen uzak durmasi miimkiin degildir. iste bu noktada,
bu problemin ¢6ziimii olabilecek saglikli bir sekere ihtiyacimiz vardir ve bu seker “nadir

seker” olarak isimlendirilmektedir (Hashii et al., 2015).



Uluslararas1 Nadir Sekerler Orgiitii nadir sekerleri “dogada ¢ok az bulunan monosakkaritler
ve onlarin tiirevleridir.” seklinde tanimlamistir (Muniruzzaman, Mcintosh, Hossain, l1zumori,
& Bhattacharjee, 2016).

2.2.1. Bashca Nadir Sekerler

Tiim heksoz ve pentozlar igerisinde sadece yedi tanesi (D-glikoz, D-galaktoz, D-mannoz, D-
fruktoz, D-ksiloz, D-riboz ve D-arabinoz) dogada bol miktarlarda bulunmaktadir (Tang, 2012;
W. Zhang, Li, Jiang, Zhang, & Mu, 2017). Bilinen en yaygin ketoheksozlar D- ve L-
izomerleri bulunan tagatoz, alluloz, sorboz ve fruktozdur. Bu sekiz seker igerisinden D-
tagatoz, D-alluloz, D-sorboz, L-tagatoz ve L-fruktoz dogada ¢ok az bulunmalarindan dolay1
nadir sekerler (Sekil 2) olarak kabul edilir (Li, Gao, Nakanishi, Gao, & Cai, 2013; Nagata,
Mizuta, Kanasaki, & Tanaka, 2018).

OH
CHOH o H CHOH o OH CHOH o CHOH  on 8. on
H H H OH OH OH i -
OH CH,OH H CH,OH H H
H CH OH
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OH H
Alluloz Fruktoz Tagatoz Sorboz

Sekil 2. Dogada bulunan nadir sekerler

2.2.2. Nadir Sekerlerin Tarihcesi

Nadir sekerler hakkinda bilinen ilk calismalar 1970 yilinda, Kagawa Universitesi’nde Ken
Izumori adinda bir profesor tarafindan yapilmaya baslanmistir. Izumori’nin nadir sekerler
konusunda ilk calismasi allulozdan daha c¢ok tagatoz iiretimi {izerine olmustur. Bu ilk

calismada tagatoz siitte bulunan galaktozdan elde edilmistir (Hashii et al., 2015).

1991 yilinda, Ken Izumori fruktozu D-alluloza dontistiirebilen bir mikroorganizma kesfetmis
ve ayni zamanda D-allulozun sadece zuina isimli bir bitkide bulundugunu tespit edip bu

bitkiyi ¢gogaltma islemlerine baglamistir (Ushijima, 2014).

Nadir seker kullanilarak {iretilen bir surubun piyasaya ¢ikmasi, D-allulose'un ticarilesmeye

dogru attig1 ilk adim olmustur. Japonya'da biiyiik iireticilerin bu surubu kullanarak tirettikleri



tiriinleri piyasaya siirmelerine bagli olarak, nadir sekerler ilk olarak Japonya’da adimi

duyurmaya baglamistir (Ushijima, 2014).

Nadir sekerler son yillarda diigiik kalorili tatlandirict ve dolgu maddesi olarak kullanim
acisindan da yogun bir ilgi gérmektedir. Buna ragmen bu sekerlerin biyolojik fonksiyonlar1 ve
fiziksel etkileri ile ilgili ¢alismalar ¢ok smirhidir (Takata et al., 2005). Nadir sekerlerin
bulunmalarinin zor olmasi, bulunduklarinda ise ¢ok sinirli miktarda bulunmasi ve ¢ok pahali
olmasi uygulama alanlarini kisitlamaktadir ve kimyasal sentezi zor oldugu i¢in, iiretimi artan
talebi karsilayamamaktadir (Li, Gao, Nakanishi, Gao, & Cai, 2013; Muniruzzaman et al.,
2016; K. Yoshihara, Shinohara, Hirotsu, & Izumori, 2003).

Nadir sekerlerin cesitli alanlarda kullanimiyla ilgili hala yeterli bilgi bulunmamakta ve bu
konuda genis capli arastirmalar yapilmasi gerekmektedir. Buna bagli olarak, son yillarda nadir
sekerlerle ilgili ¢alismalarin giderek arttigi goriilmektedir (Muniruzzaman et al., 2016). Bu
mevcut duruma bakilarak, yeni ve ekonomik nadir seker tiretim metodlarinin gelistirilmesi

gerektigi goriilmektedir (K. Yoshihara, Shinohara, Hirotsu, & lzumori, 2006).

2.2.3. Nadir Sekerlerin Uretim Yontemleri
Nadir sekerler ¢ok smirli miktarda bulunduklart i¢in dogal kaynaklardan ekstrakte
edilememektedir. Bu sebeple, nadir sekerlerin yaygin sekerlerden sentezlenmesi amaciyla

birgok kimyasal ve enzimatik metod gelistirilmistir (Wen et al., 2016).

Yeni nadir seker tiretim metodlar1 kesfedilmeden 6nce nadir sekerlerin oldukca pahali oldugu,
alluloz’un grammin 40000-50000 yen arasinda oldugu bilinmektedir. O doénemde bilim
adamlar1 nadir sekerlerin potansiyellerini tam olarak bilmedikleri i¢in bu konuda yok denecek

kadar az ¢aligma vardir (Hashii et al., 2015).

Yeni bir nadir seker iiretim yontemi gelistirmek isteyen bir grup arastirmaci Enterobacter
aerogenes kullanilarak allitolii alluloza doniistiirmeyi denemisler ve ¢calisma sonunda allitoliin
%10’unun alluloza donistiigiinii analitik yontemlerle tespit etmislerdir (Gullapalli et al.,
2007).

Bakteriler enzimler araciliiyla nadir seker iiretebilmektedir. 1970’11 yillarda Izumori ve ekibi
bu bilgiden yola ¢ikarak nadir seker iiretebilecek bir bakteri arayisina girmislerdir. Bunun i¢in
bir¢ok farkli bolgeden toprak ornekleri toplamiglardir. Sonunda istedikleri bakteriyi Kagawa

Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden aldiklar1 topraktan izole etmeyi basaran ekip, daha sonra bu



bakterinin gelisebilecegi ve seri bir sekilde nadir seker iiretiminin saglanabilecegi bir cihaz
gelistirmislerdir. Boylece, 1994 yilinda ilk kez, ¢ok pahali ve ¢ok az miktarda bulunan nadir
sekerlerin ucuz ve seri bir sekilde iiretimini saglamiglardir. Profesér Izumori biitiin nadir
sekerlerin enzimler araciliyla birbirine donistiiriilebilecegini de boylece kesfetmistir (Hashii

etal., 2015).

2001 yilinda ise Kagawa Universitesi’nde Nadir Seker Arastirma Merkezi kurulmus ve burasi
diinya tizerinde bir¢ok nadir sekerin seri tiretiminin yapildig1 tek yer olma ozelligine sahip

olmustur (Hashii et al., 2015).

2.2.3.1. Izumoring Stratejisi

Nadir sekerlerin ve bunlarin iginde de allulozun tretimi i¢in Ken Izumori tarafindan
“Izumoring stratejisi” denilen ve birgok nadir monosakkaritin genis ¢apta tiretimini miimkiin
kilan bir strateji gelistirilmistir. Bu stratejiye gore, mikrobiyal ve enzimatik doniigiimlerle

tiretilmesi istenen nadir sekerin sentezi kolayca kurgulanabilmektedir (Muniruzzaman et al.,

2016; Tang, 2012).

[zumoring semas1 (Sekil 3), yapilan ¢alismalara dayanarak nadir sekerlerin iiretimin yollarini
gosteren bir semadir. Bu semada goriildiigii gibi, birbirine doniisebilen 34 c¢esit seker
cizgilerle birbirine baglanmustir. Iki seker arasindaki bu cizgiler, séz konusu iki sekerin
birbirine doniismesini saglayan enzimi temsil etmektedir. Boylece, ucuz ve bol miktarda
bulunan D-glikoz ve D-fruktoz gibi sekerlerin, D-alluloz gibi degerli ve zor bulunan sekerlere
doniismesinin miimkiin oldugu goriilmektedir. Burada yer alan tiim sekerler monosakkaritler
grubundandir. Bununla birlikte maltoz ve laktoz gibi ucuz disakkaritler kullanilarak da nadir
seker Uretimi i¢in yontem gelistirme ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu disakkaritlerin modifiye
edildikten sonra enzimlerle kendini olusturan monosakkaritlere pargalanip, bu
monosakkaritler araciligiyla nadir sekerlere doniistiiriilmesi planlanmaktadir (Hashii et al.,

2015). Alluloz, Izumoring stratejisinde anahtar sekerdir (K. Yoshihara et al., 2006).

Izumoring stratejisinde monosakaritlerin karsilikli doniisiimii oksidorediiktazlar, aldoz
izomerazlar, D-tagatoz 3-epimeraz ve aldoz rediiktazlarla gergeklestirilir (K. Kim, Kim, Oh,
Cha, & Rhee, 2006; Tang, 2012).

[zumoring stratejisine gére mikrobiyal doniisiimler daha ucuz gergeklestirilebilirken,

enzimatik doniigiimler ise hem o6lgeklendirilebilir hem de daha kolay kontrol edilebilir bir



yontemdir. Immobilize enzim kullanimi ise serbest ve ¢oziinebilir enzime gore birgok
iistiinliige sahiptir. Bunlar; immobilize enzimlerin tekrar tekrar kullanilabilmesi, son {iriiniin
kolayca elde edilip saflastirilabilmesi ve immobilizasyon islemiyle enzimin bazi 6zelliklerinin

(aktivite, stabilte, vb.) gelistirilebilmesi gibi 6zelliklerdir (Li et al., 2013).

Gilinlimiizde "Izumoring" stratejisi ile mikrobiyal ve enzimatik doniisiimler araciligiyla bir¢ok

nadir sekerin biiyiik miktarlarda tiretimi miimkiindiir (Muniruzzaman et al., 2016).
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Sekil 3. Izumoring semasi



2.2.3.2. Nadir Seker Uretiminde Kullamilan Enzimler

20001 yillarin basina kadar, D-fruktozun D-alluloza doniistiiriilmesinde sadece ii¢ bakteri
kullanilmis ve bunlarin Pseudomonas cichorii, Agrobacterium tumefaciens ve Sinorhizobium
sp. oldugu tespit edilmistir. 2009 yilinda ise Zhang ve ark. tarafindan Rhodobacter
sphaeroides kullanilarak alluloz tiretimi gergeklestirilmistir (L. Zhang, Mu, Jiang, & Zhang,
2009).

Bugiine kadar Pseudomonas sp. ST-24, Agrobacterium tumefaciens, Rhodobacter
sphaeroides SKO11, Clostridium cellulolyticum H10, Clostridium scindens 35704,
Clostridium bolteae, Treponema primitia, Ruminococcus sp., Mesorhizobium loti,
Desmospora sp. ve Clostridium sp.’den 11 tane DTEase tanimlanmis ve alluloz iiretimi i¢in
kullanilmistir. Alluloz i¢in yiiksek substrat 6zgiilliigli gosterdiginden dolayi, Agrobacterium
tumefaciens, Clostridium cellulolyticum H10, Clostridium scindens 35704, Clostridium
bolteae, Treponema primitia, Ruminococcus sp., Desmospora sp. ve Clostridium sp.’den izole
edilen DTEase’lar genellikle D-psicose 3-epimerase (DPEase) olarak adlandirilmistir (Ishida,
Kamiya, Itoh, Kimura, & Izumori, 1997; H. Itoh et al., 1994; K. Kim et al., 2006; Li et al.,
2015; Tseng et al., 2018).

2.2.3.3. Nadir Sekerlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Monosakkaritler dogada bulunma sekillerine gére dogal ve nadir sekerler olarak iki gruba
ayrilabilir (Muniruzzaman et al., 2016). Dogada yaygin bulunan monosakkaritler insan
viicudunda herhangi bir fiziksel aktivite gostermezler. Bu sekerler genellikle hiicrede enerji
tiretimi igin kullanilirlar (Morimoto, Yoshihara, Furumoto, & Takata, 2015). Aksine, nadir
sekerler dogada ¢ok az miktarda bulunmalarina ragmen, bilinen bircok biyolojik
fonksiyonlara ve eczacilik, farmakoloji, kozmetik, gida sanayi, aroma endiistrisi ve diger
bircok endiistriyel alanda biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir (Li et al., 2013; Tang,
2012). Birbirlerinin sentezi i¢in 6ncii maddeler olarak kullanilan degerli kaynaklardir (K. Kim
et al., 2006). Ayrica bir¢ok dogal iiriiniin de baslangi¢c materyali olarak kullanilirlar (Lee et
al., 2017; Li et al., 2013). Nadir sekerler potansiyel birer antiviral ve antikanser ila¢ ikamesi

olduklari igin tipta her gegen giin daha ¢ok ilgi ¢ekmektedirler (Li et al., 2013).

Yiiksek maliyet ve zor bulunma gibi problemlerden dolayr nadir sekerlerin pratikteki
uygulamalar1 ve kullanim alanlari heniiz tam olarak arastirilamamistir. Nadir sekerlerin

fiziksel etkileriyle ilgili bilgiler de oldukga kisitlidir. (Muniruzzaman et al., 2016). Maliyeti ve
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bulunma zorluguna ragmen nadir sekerler gida katkisi, diyet seker, antioksidan, antiviral ve
antikanser ajan, glikozit inhibitorii ve niikleozid analoglar1 olarak kullanim potansiyellerinden

dolay1 ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Muniruzzaman et al., 2016).

Nadir sekerler saglik agisindan da olduk¢a onemlidir. Bilim adamlar1 nadir sekerleri ilag

hammaddesi olarak kullanmaktadirlar (Hashii et al., 2015).

Nadir sekerler ayn1 zamanda tarimsal bitkilerin zararli boceklere kars1 dayanikli olmasinda ve
bu bitkilerin gelisiminin  kontrol altina almmasinda kullanilmaktadir. Kagawa
Universitesi'nden arastirmacilar, nadir sekerleri kullanarak tarim kimyasallar1 ve giibre
tiretmigler ve bunu bitkiler lizerinde denemislerdir. Arastirmalar sonucunda nadir sekerlerin
bitkilerin hormonlar1 {izerinde etkili oldugunu kesfetmislerdir. Kullanilan nadir sekerin
yogunluguna bagli olarak bitki gelisiminin hizlandirabilmenin veya durdurabilmenin miimkiin
oldugunu gozlemlemislerdir. Alluloz veya D-alloz gibi nadir sekerlerin absorbsiyonuyla, bitki
genlerinin cesitli hastaliklara dayanikli hale geldigini gormiislerdir. Dolayisiyla nadir sekerler
dogal ve zararsiz, insan ve g¢evre icin giivenli tarim kimyasali olarak kullanim imkani

bakimindan biiyiik potansiyele sahiptir (Hashii et al., 2015).

Baz1 nadir sekerler tatli bir tada sahiptir ve metabolize olmalar1 zordur. Bu sebeple diisiik
kalorili tatlandiric1 olarak kullanilirlar. D-tagatoz ve eritritol {izerine yapilan arastirmalar,
diger nadir sekerlere gore daha ileri diizeydedir ve bunlarin enerji degerleri sirasiyla 6.3 ve
1.7 kj/g'dir. Allulozun agiz yoluyla alindigi bir c¢alismada idrar ile atilimi %15 ila %25
arasinda degismistir, bu da allulozun ince bagirsak tarafindan emilebilecegini
diistindiirmektedir. Bir baska ¢alismada, damardan uygulanan allulozun yaklasik% 98'inin 6
saat i¢inde idrarla atildig: bildirilmistir. Bu bulgular, ince bagirsakta absorbe edilen allulozun
kan dolasimina gegebilecegini ve onemli dl¢iide metabolize edilmeden idrarla atilabilecegini

gostermektedir (lida et al., 2010; lwasaki et al., 2018).

2.3. Alluloz ve Uretimi

Bilinen bir¢ok 6zelliklerinin yaninda, sekerin insan sagligina olumsuz etkileri uzun yillardan
beri hem halk arasinda hem de bilimsel anlamda 6nemli bir mesele olmustur (Malik & Hu,
2015). Seker, ilk caglardan beri insan beslenmesinde temel besin maddelerinden biri olarak
bilinmesine ragmen, yliksek miktarda seker tiiketiminin obezite de dahil olmak iizere kalp
hastaliklar1, diyabet, karaciger hastaliklar1 gibi birgok hastalik riskini artirdigir bilinmektedir
(K. Itoh et al., 2015).
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Fruktoz, meyve ve meyve sularinda dogal olarak bulunan, gida ve igeceklerde siklikla yapay

tatlandirici olarak kullanilan bir monosakkarittir (Batt et al., 2017).

Istah kontroliinde ve gida tiiketimi ve viicut agirliginin diizenlenmesinde gérev alan leptin ve
adiponektin gibi hormonlarin salgilanmasi {izerinde fruktoz tiikketiminin biiyiik etkisinin
oldugu bilinmektedir. Leptin, gida tiiketimini azaltmada etkili olan sitokinler ve kemokinlerin
tiretimini artiran bir hormondur (S. Kim et al., 2017). Glikozun aksine fruktoz, bu
hormonlarin salgilanmasini uyaramadigindan, hormon eksikligi ile istah kontroliinlin tam
olarak gergeklestirilemedigi, dolayisiyla normal sinirdan daha fazla gida alimiyla birlikte

obezite ve kilo artig1 gibi durumlarla karsilasildig: tespit edilmistir (Seraphim et al., 2017).

Son yillarda gosterdigi artis sebebiyle obezite diinya ¢apinda dnemli bir halk problemi olmaya
baslamistir. Obezite, asir1 kilolu olma durumu olarak tanimlanan, temel olarak viicuttaki fazla
yag oraniyla ve ¢ok sayida saglik sorunuyla iliskili olan, yaygin bir beslenme bozuklugudur.
Obezite g¢ogunlukla sebep oldugu insiilin direncinin bir sonucu olarak tip 2 diyabetle
iliskilendirilmistir. 2011 verilerine gore niifusunun obezite yiizdesi en diisiik olan iilke %4.1
ile Japonya iken, bu oranin %36.5 ile en fazla oldugu tilke Amerika olmustur (K. Itoh et al.,
2015). Ozellikle, sekerle tatlandirilmis igeceklerin, sekerlemelerin ve yiiksek oranda glikoz ve
fruktoz iceren tatlilarin tiikketimindeki artigin, son zamanlarda obezitenin yayginlasmasina
onemli bir katki sagladig: tespit edilmistir (K. Itoh et al., 2015). Ana bileseni fruktoz olan
kola gibi gazli icecekler, yag icerigi yliksek fast food tarzi gidalarla birlikte siklikla
tilketilmektedir. Boylece ayni anda viicuda hem yag hem de fruktoz alimi, karaciger
yaglanmasini1 ¢ok daha hizli bir sekilde gerceklestirmektedir. Siirekli olarak fruktoz aliminin
metabolik bozukluklar1 ve kalp hastaliklarmi tetikledigi, vaskiiler fonksiyonda degisiklige
sebep oldugundan dolay1 hipertansiyona yol agtigi, beyin fonksiyonlar1 agisindan ciddi bir
tehdit olusturdugu ve alkole baglh karaciger hastaliklarini tetikledigi tespit edilmistir
(Jiménez-Maldonado et al., 2018; Li, Cai, Qi, & Wang, 2011; Sousa et al., 2017; Thomes et
al., 2017).

Son yillarda sakkaroz ve yiiksek fruktozlu misir surubu tiiketiminin artmasina bagli olarak

fruktoz tiikketimi de dnemli seviyede artis gostermistir (Jensen et al., 2018).

Nadir sekerler diinya ¢apinda her gegen giin adin1 daha fazla duyurmaktadir. Bu sekerlerden
biri olan D-alluloz ise insanoglu i¢in nadir sekerlerin odak noktasi olmustur (Hashii et al.,
2015).
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Alluloz, ideal bir sakkaroz ve yiiksek fruktozlu misir surubu ikamesidir (W. Zhang, Li, Jiang,
Zhang, & Mu, 2017). Sakkarozun %70'i kadar tatliliga sahip olmasina ragmen, hepatik
lipojenik enzimlere kars1 gosterdigi inhibisyon etkisine bagli olarak kalori degeri sifira ¢ok
yakin (0.2 kcal/g) bir sekerdir (Iwasaki et al., 2018; O’Charoen et al., 2014; Yingling, 2013).
Sakkarozun yalnizca %0.3’1 kadar bir enerjiye sahiptir (Chan et al., 2012). Bu 6zelliginden
dolay alluloz sindirilemeyen karbonhidratlar grubuna girer. bir sekerdir (Fahey, 2011).

Alluloz, iiretildiginde beyaz, kokusuz bir toz seklindedir ve suda kolayca ¢dziiniir. Indirgen
bir seker olarak, gidalardaki amino asit, peptid ve proteinlerle 1s1l isleme tabi tutuldugunda,
D-glikoz ve D-fruktoza gore daha diisiik seviyede maillard reaksiyonu gergeklesir. Bu
maillard reaksiyonu {riinleri antioksidan aktiviteye sahiptir ve jel kuvveti, su tutma kapasitesi
gibi jellesme ozelliklerini iyilestirir (Hossain et al., 2015; Tseng et al., 2018). Allulozun,
gidanin tekstiirli ve agizda biraktig1 his gibi kalite kriterlerini ve gida maddesinin depolanma
stabilitesini iyilestirdigi tespit edilmistir (Patel et al., 2016). Ayrica gidalara hos bir aroma
kazandirdig1 ve isleme sirasinda olusan maillard reaksiyonu boyunca ger¢eklesen oksidasyon

stiresini de kisalttig1 bilinmektedir (W. Zhang et al., 2016).

Alluloz sentezinde kullanilan en yaygin metod, fruktozun D-tagatoz 3-epimeraz enzim grubu
tarafindan C-3 pozisyonunda izomerizasyonuna dayanmaktadir (Li et al., 2015). D-allulozun
seri iretim metodunun olusturulmasinda ve D-alluloz kullanarak iirlin iiretiminin

gelistirilmesinde her gegen giin ilerleme kaydedilmektedir (Ushijima, 2014).

2.3.1. Allulozun Kimyasal Yapisi

D-fruktozun karbon-3 epimeri olan D-alluloz fonksiyonel bir nadir sekerdir (Lim et al., 2009;
Zhang et al. 2016). Bu seker pseudo-fruktoz adiyla da bilinmektedir (Fahey, 2011). Molekiiler
formiilii CéH1206, molekiil agirlig ise 180.16 g/mol’diir. Alluloz (Sekil 4) bir keton grubuna
sahiptir ve indirgeyici bir D-ketoz gibi davranir. Bu seker Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan “D-ribo-2-hexulose” olarak adlandirilmigtir (W. Zhang et
al.,, 2016). Uluslararasi nadir sekerler oOrgiitii tarafindan 2014 yilindaki nadir seker
sempozyumunda D-psikozun adlandirilmasi konusu ele alinmis ve “D-psikoz” yerine “D-
alluloz” isminin kullanilmasi1 6nerilmistir (Morimoto et al., 2015). Literatiirde ise bu seker
cogunlukla “D-psikoz” olarak gecer. Bu isim, D-psikozun izole edildigi psikofuranin
antibiyotiginden gelmektedir (He et al., 2015; W. Zhang et al., 2016). Allulozun bazi
ozellikleri asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 1).
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Sekil 4. D-alluloz (D-psikoz)

Tablo 1. Tatlandiric1 olarak allulozun biyolojik ve kimyasal 6zellikleri (Mu, Zhang, Feng,
Jiang, & Zhou, 2012)

Kimyasal sumf Karbonhidrat ket(.)z mf)nosakkarit,
D-fruktozun 3-epimeri

CAS No. 551-68-8

Molekiiler formiilii C6H1206

Molekiil agirhg 180.156 g/mol

Fiziksel form Kat1 beyaz kristal

Koku Yok

Erime sicakhg: 96 °C

Optik cevirme [0]?%/D=—85° (c=1, H20)

Coziiniirliik %74 wiw (25 °C) ve %83 w/w (50°C)

Goreceli tathhk %10 (w/w) soliisyonda %70

Is1l etki 0.007 kcal/g (fare deneyleriyle)

Maillard reaksiyonu | Evet

Toksisite Hayir (fare deneyleriyle)

Diizenleme durumu | Seker ikamelerinde GRAS bir bilesen olarak onaylanmistir

2.3.2.  Allulozun Elde Edildigi Kaynaklar
Alluloz, seker kamiginda fermente olmayan kisim olarak, bugdayda ise serbest seker olarak
bulunmaktadir (Lim et al., 2009). Bunun disinda, pancar kokiinden elde edilen pekmezde,

bugdayda ve psikofuranin antibiyotiginde az miktarda mevcuttur (Gullapalli et al., 2007).
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Belirli baz1 bakterilerde, meyve suyu ve kola gibi iceceklerde ¢ok az miktarda bulunur
(Hossain et al., 2015; Kimura et al., 2017). Meyveli kahvaltilik gevreklerde de dogal olarak
bulunan allulozun, 1s1l islemler sirasinda D-fruktozun déniisiimiiyle olustugu tespit edilmistir
(Matsuo et al., 2011). Cay bitkisinde de ¢ok az miktarda alluloz bulunmaktadir (Al-Baarri,
Legowo, Pramono, Sari, & Pangestika, 2018).

Itea adi verilen bir siis bitkisinde de belirli bir miktarda alluloz bulunmaktadir (Gullapalli et
al., 2007). Itea bitkisinin govde ve yapraklarinda yapilan arastirmalarda baskin sekerin her
zaman alluloz oldugu ve govdede yaz kis maksimum seviyede bulundugu tespit edilmistir. Bu
bitki 6 giin boyunca karanlik ortamda bekletilmis ve karbonhidrat icerigindeki degisim
incelenmistir. Bu siire i¢inde tiim ¢6zilinebilir karbonhidratlarin neredeyse tamami yok olurken
alluloz miktarinda 6nemli bir azalma gozlenmemistir. Diger bitki tiirlerinde nisastanin
tistlendigi depolama fonksiyonunu Itea bitkisinde allulozun istlendigi diistintilmektedir (Kull

& Baitinger-Haardt, 1977).

Diinya tizerindeki 230.000 ¢esit bitkiden biri olan ve Japonya’da yetisen Zuina bitkisi alluloz
iceren ve Uretebilen tek bitkidir. Bu sebeple, Zunia bitkisi “nadir seker agaci” olarak da

bilinmektedir (Hashii et al., 2015).

Cesitli gidalar her 100 gramda 0.5-130.6 miligrama kadar alluloz bulundurabilir. Meyve sulari
21.5 mg, kola 38.3 mg alluloz igerir. Insan viicudunun giinliik alluloz alim miktari yaklagik
0.2 gramdir (Kimura et al., 2017). Oshima et al., 2006 tarafindan yapilan bir ¢alismada bazi

gida orneklerinin D-alluloz icerigi arastirilmis ve sonuglar tablo halinde verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Bazi gidalarin alluloz igerigi

Gida Maddesi Alluloz icerigi (mg/100 g)
Kola 38.3

Kahve 0.5

Meyve suyu 21.5

Domates suyu 2.4

Kurutulmus incir 29.6

Kurutulmus kivi 94

Kuru {iztim 38.7
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Seftali konservesi 15
Mandalina konservesi 8.4
Kiraz konservesi 2.0
Misir gerezi 47.0
Misir gevregi 2.2
Karamel sos 83.0
Kahverengi seker 71.1
Kiymali sos 15.8
Akcaagac surubu 57.9
Ketcap 39.8
Damla c¢ikolatali kurabiye 6.4
Kasutera (stinger kek) 11.0
Yo-kan (sert kaplamali jelibon) 11.2
Kawarasenbei (piring krakeri) 27.3
Kurokarintou (kizartilmis hamur tatlis1) 95.6
Soya sosu ile 1zgaralanmig balik 39.1
Fermente soya fasulyesi 7.8

2.3.3.  Alluloz Uretimi

Alluloz iiretimi, yaygin olarak mikroorganizmalar tarafindan enzim {retilmesi ve bu
enzimlerin etkisi ile fruktozun biyo doniisiime ugratilmasi yoluyla gergeklestirilir (W. Zhang
et al., 2016). Ancak, bu amagla dretilmis ticari bir enzim preparati gliniimiizde
bulunmamaktadir. Bu nedenle, alluloz {iretimi ¢cok sinirli diizeyde kalmaktadir. Mevcut yapida
ise ABD’de alluloz iiretiminde FDA-GRAS onay1 almis 3 firma bulunmaktadir (Matsutani,
SamYang, CJ Cheilledang) (FDA, 2016). Ticari enzim preparatinin bulunmamasi ve kisith
tiretim olanaklar1 nedeniyle, allulose iiretiminde kullanilabilecek enzim iiretimi ve bu amagla
kullanilabilecek mikrobiyal kaynaklar iizerinde gerek bilimsel gerekse ticari ¢aligmalar biiyiik

bir hizla devam etmektedir.

Allulozun enzimatik iiretimi disinda dogrudan bakteri hiicreleri ilavesiyle de iiretilebildigi
gorilmiistiir. Hiicreler, enzimlere gore daha stabil ve cevresel sartlara daha direncli olacagi ve
hiicre kullanimi ile saflagtirma, hiicre pargalama, c¢oktiirme, ayristirma gibi birgok proses

asamas1 elimine edilebilecegi icin, liretimin ticari olarak daha uygun bir hale gelecegi
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diisiiniilmiistlir. Bu islem i¢in rekombinant E. coli hiicrelerinin, digerlerine kiyasla alluloz
tiretimi i¢in ¢ok uygun ve verimli oldugu, fakat GRAS bir mikroorganizma olmadig: i¢in E.
coli tarafindan tretilen allulozun gidalarda katki maddesi olarak kullanimimnin sakincali

olacagi bildirilmistir (Park et al., 2016).

2.3.3.1. Allulozun Kimyasal Yolla Uretimi

Alluloz, o6nceki yillarda farkli metodlar ve farkli hammaddeler kullanilarak iiretilmeye
calisilmis ve her bir yontemin verimliligi analiz edilmistir. Bunlardan biri olan kimyasal
sentez yonteminde, sulu ve asidik bir ¢dzeltide molibdat iyonlarinin katalitik etkisiyle D-
fruktozdan alluloz iiretilmistir (Bilik & Tihlarik, 1973). Yine D-fruktoz, etanol ve trietilamin
icerisinde kaynatilarak alluloza doniistiiriilmustir (Doner, 1979). Bunun gibi diger birgok
kimyasal sentez ¢alismasinda iiretimin ¢ok zahmetli oldugu ve genis caph iiretim yapilmak
istendigi durumlarda bu metodlarin yetersiz kaldig: tespit edilmistir (Takeshita, Suga, Takada,
& Izumori, 2000). Ayrica, kimyasal sentez caligmalarinin zahmetli ve pahali olmasi, uzun ve
karmagik saflagtirma prosesleri gerektirmesi, koruyucu kullanimi ve bu koruyucularin
iiretimden sonra uzaklastirilmasi ihtiyaci, ve kullanilan kimyasallarin yan iiriin olusturmasi
gibi bazi dezavantajlarinin oldugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak sonugta ¢cok az miktarda
tiriin elde edilmesi sebebiyle pek tercih edilmemektedir (Takeshita et al., 2000; Wen et al.,
2016; W. Zhang et al., 2016).

Bu sebeple ¢ogu zaman enzim kullanilarak fruktozdan biyo doniisiim yoluyla sentezlenmesi

tercih edilmistir (K. Yoshihara et al., 2006).

2.3.3.2. Allulozun Enzimatik Yolla Uretimi

Monosakkaritlerin birbirine doniisiimii i¢in temel olarak 3 enzim grubu kullaniimaktadir.
Bunlardan ikisi izomerazlar grubuna dahil olan keto-aldol izomerazlar (EC 5.3.1) ve
karbonhidrat epimerazlar (EC 5.1.3)’dir. Ugiincii grup ise oksidorediiktazlardir. Bu iic
gruptaki enzimlerin tamami nadir seker tiretiminde kullanilmaktadir, fakat her birinin kendine
has avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Bu li¢ grup arasinda epimerazlar, nadir sekerlerin
iretimi igin potansiyel olarak en kullanigh biyokatalizorlerdir (Beerens, Desmet, & Soetaert,
2012). Sadece bir karbon atomundaki konfigilirasyonlar1 farkli olan monosakkaritlerin
birbirine doniismesi olaymna epimerizasyon denir. Tanimi basit olmakla birlikte, boyle bir

donlisim kimyasal acgidan olduk¢ca karmagiktir. Karbonhidratlar son derece kararh
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oldugundan epimerizasyon olay1 kendiliginden kolayca gerceklesmez. Bununla birlikte, bir
karbonhidratin hemen hemen her stereojenik merkezi bir enzim tarafindan epimerizasyona

ugratilabilir (Allard et al., 2001).

Epimerazlar C1 ve C2 pozisyonlarinin modifikasyonlar1 ile sinirli diger iki enzim simifinin
aksine genis bir yap1 yelpazesine erisebilirler. Fakat, ne yazik ki epimerazlarin ¢ogu, bir fosfat
veya niikleotit grubuna sahip sekerler iizerinde aktiftir ve bu 6zellikleri iiretim maliyetlerini
biiyiik dl¢lide artirir. Bununla birlikte son zamanlarda ortaya ¢ikan D-tagatoz 3-epimeraz,
ucuz bir substrat olan fruktozdan alluloz iiretimini miimkiin kilarak bu durumun disinda
kalmis ve dikkat ¢eken bir istisna olmustur. D-tagatoz 3-epimerazin (DTE), bircok ketozun
C3 pozisyonunda epimerizasyonunu katalize ettigi ve nadir seker iiretimi i¢in ¢ok kullanigh
bir enzim oldugu tespit edilmistir. Bu enzim hem tekli hem de ¢oklu enzim reaksiyonlarinda,
cesitli karbonhidratlarin sentezi i¢in kullanilmakla birlikte, laboratuvar dlgeginde tiim olasi

ketoheksozlar iiretmek i¢in de kullanilmistir (Beerens et al., 2012).

Fruktozun C-3 pozisyonunda epimerizasyonuyla alluloza donistiiriilmesi simdiye kadar
sadece iki enzimle gerceklestirilmistir. Bunlar; Pseudomonas cichorii‘den elde edilen D-
tagatoz 3-epimeraz ve Agrobacterium tumefaciens'den izole edilen D-psikoz 3-epimeraz
(ketoz 3-epimeraz)'dir. Her iki enzim de ketoz 3-epimeraz grubundan olmasina ragmen,
Pseudomonas cichorii‘den elde edilen D-tagatoz 3-epimeraz enzimi substrat olarak tagatoz
tizerinde, Agrobacterium tumefaciens'den izole edilen D-psikoz 3-epimeraz enzimi ise fruktoz

tizerinde daha yiiksek aktivite gostermektedir (Lim et al., 2009).

Izumori ve ekibi D-tagatoz 3-epimeraz enzimini ilk olarak Pseudomonas sp. ST-24'ten izole
etmisler ve bu enzimi alluloz iiretiminde kullanmislardir. Bu mikroorganizmay: kullanarak
500 g D-fruktozdan 10 giin igerisinde 90 g alluloz tretilmistir (Li et al., 2013). Bununla
birlikte, Takeshita ve arkadaslar1 tarafindan immobilize D-tagatoz 3-epimeraz kullanilarak, D-
fruktozun siirekli epimerizasyonu ile allulozun seri iiretimini saglayan yeni bir metod
gelistirilmis ve bu metod sayesinde nadir seker ¢alismalari ilerleme kaydetmeye baslamistir

(Takeshita et al., 2000).

Ketose 3-epimerase enzimi, tiim nadir sekerlerin biyolojik {iretiminin sematize edildigi
Izumoring stratejisinde ¢ok Onemli bir pozisyonda bulunmaktadir ve allulozun biyolojik
tretiminde yeri doldurulamaz bir enzimdir. Alluloz ve D-fruktoz arasindaki C-3

pozisyonunda geri doniisiimlii epimerizasyonu katalize eder (W. Zhang et al., 2016).
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Ketose-3-epimerase ham halde, kismen ve tamamen saflastirilmis olarak, rekombinant veya
immobilize formda c¢esitli mikroorganizmalardan izole edilmistir. Bu enzimin simdiye kadar
sadece 12 cins mikroorganizmadan iiretilip tanimlandigi bilinmektedir (W. Zhang et al.,

2016).

Uretimde immobilize enzim kullanimi, serbest ve ¢oziiniir enzim kullanimina gére birgok
acidan {istiindiir. Immobilize enzim tekrar tekrar kullamilabilir ve enzimatik proses siirekli ve
kolayca kontrol edilebilir. Ayrica proses sonunda elde edilen {iriinler kolayca ayristirilip
saflastirilabilir. immobilizasyon ile enzim aktivitesi ve stabilitesi gibi baz1 6zellikler imkanlar

dahilinde iyilestirilebilmektedir (Li et al., 2013).

Alluloz sentezi yaygin olarak, D-tagatose 3-epimerase enzim grubu (DTEase, EC 5.1.3.-)
tarafindan katalizlenen D-fruktozun C-3 pozisyonunda epimerizasyonu ile gergeklestirilir
(Sekil 5). Ayrica, D-xylose isomerase ve D-psicose 3-epimerase enzimlerinin beraber
kullanilmasiyla D-glikozdan da alluloz tiretimi gergeklestirilebilmektedir (Li et al., 2015). D-
fruktoz ve D-glikoz gibi dogal ve ucuz sekerlerin baslangic materyali olarak kullanilmasi,
hem nadir sekerlerin seri iiretimi hem de uygulanan biyokimyasal metodun yiiksek verimli

olmasi bakimindan avantajlidir (Izumori, 2002).

OH
AOf -

—0 —0O

HO—F—H o ~ H—T—OH
Mikrobiyal enzim

H—1—OH » H—1—OH
H—1—OH H——OH
\‘OH \OH
D-Fruktoz D-Alluloz

Sekil 5. Fruktozun alluloza doniistimii

2.3.4. Allulozun Saghk Uzerine Etkileri

Nadir bir seker olan allulozun insanda tokluk kan sekerinin yiikselmesinin 6nlenmesi gibi
sagliga olan pek ¢ok olumlu etkileri onceki yapilan caligmalarda belirtilmistir (Kimoto-Nira et
al., 2017).

19



Diinyada bir¢ok iilkede, sekerli iiriinlere seker yerine alluloz ilave edilerek 6zellikle diyabet
ve daha bircok seker kaynakli hastalik riskinin Onemli oranda azaltilabilecegi
diistiniilmektedir (Hashii et al., 2015). Ayrica bu seker sindirim sisteminde ¢ok az emilime
ugradigindan ve yaklasik %70’1 enerjiye ¢evrilmeden ince bagirsak tarafindan absorbe edilip
24 saat igerisinde viicuttan atildigindan dolay kilo vermeye yardimer bir sekerdir (Gullapalli

etal., 2007; W. Zhang et al., 2016).

Alluloz kilo kontroliinde ve yag birikimini engellemede biiyiik dlclide etkili olsa da kilo
almay1 ve yag birikimini engelleme mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir (S.-E. Kim et
al., 2017).

Alluloz, insan viicudunda antidiyabetik olmasi, obezite ve damar sertlesmesini engellemesi ve
diger birgok 6zelligiyle yaygin sekerlerden ayrilmaktadir. Allulozun bu aktivitesinden dolayz,
alluloz igeren oligosakkaritlerin de ayni Ozellikleri gosterebilecegi tahmin edilmektedir

(Morimoto et al., 2015).

Matsuo ve Izumori (2009) ise fareler iizerinde yaptiklari bir calisma sonucunda, insan
metabolizmasinda sakkaroz ve maltoz igeren gidalar sindirildiginde, diyabet hastalarinda

tokluk sonrasi hipergliseminin 6nlenmesinde allulozun faydali olabilecegini belirtmislerdir .

Matsuo ve Izumori (2006) yine fareler iizerinde bir ¢aligma yapmuslar ve bu galismada diyete
ilave allulozun plazma glikoz ve insiilin konsantrasyolar: iizerindeki giinlik degisimi
incelenmistir. Bunun i¢in 80 adet fare 4 gruba ayrilmis, bu gruplardan ii¢ii fruktozla, allulozla
ve ikisinin karigimiyla ayr1 ayri beslenmistir. Diger grup ise kontrol grubu olarak secilmistir.
Allulozla beslenen farelerde sakkarozla beslenen farelere kiyasla plazma glikoz ve insiilin
konsantrasyonlar1 daha diisiik bulunmustur. Allulozla beslenen gruptaki kilo artiginin

digerlerine gore gozle goriiliir bigcimde diisiik oldugu tespit edilmistir .

Yapilan bir g¢alismada arastirmacilar allulozun insan metabolizmasinda yemekten sonra

meydana gelen kan sekeri artigin1 engelledigini bildirmislerdir (lida et al., 2008).

Baska bir caligmada ise sinir diyabeti olan insanlar {izerinde, alluloz aliminin tokluk sonrasi
kan sekeri artisini engelledigi tespit edilmistir. D-glukozun ince bagirsaktan emiliminin

engellenmesi, bu durumun olasi sebebi olarak goriilmektedir (Hayashi et al., 2010).

Toksisite testleri allulozun gida katkis1 olarak kullaniminin giivenli oldugunu gostermistir.

Buna oOrnek olarak, insanlar {lizerinde yapilan ve araliksiz 12 hafta siiren bir arastirmada,
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giinde 3 6glin gidalarla birlikte 5 g alluloz aliminin olagandisi bir etkiye veya klinik bir
probleme sebep olmadig bildirilmistir (Hayashi et al., 2010).

Ayrica, diger bir calismada allulozun viicuda alinan diger karbonhidratlarin etkisini bloke
ettigi anlasilmistir. Yaklasik 5 g allulozun viicuda alinan 75 g karbonhidrat iizerinde etkili
oldugu ve alinan bu karbonhidratin viicutta kan sekeri seviyesini artirma etkisini engelledigi

tespit edilmistir (Hayashi et al., 2010).

2.3.5.  Allulozla ilgili Yasal Diizenlemeler

2000’11 yillarin basinda yapilan calismalarda, allulozun kalori alimini azaltmasindan dolay1
yararli bir tatlandirict oldugu, fakat beslenmede uzun siire alluloz tiiketiminin insan sagligina
etkileri ile ilgili bilgilerin ¢ok sinirli oldugu bildirilmistir (Matsuo, 2001; Oshima et al., 2006).
Yine o yillarda, allulozun gida katkis1 olarak kullaniminin giivenilirligi heniiz test edilmemis
olsa da, bu seker FDA tarafindan 2014 yilinda GRAS listesine alinmis, c¢esitli gidalara
katilmasina ve gida takviyesi olarak kullanilmasina izin verilmistir (Hadipernata & Ogawa,
2016; Hossain et al., 2015; Oshima et al., 2006; W. Zhang et al., 2016).

Allulozun LDsp degeri 15.9-16.3 g/kg iken fruktozda bu deger 14.7 g/kg, eritritolde ise 15.3
g/kg’dir. Fruktoz ve eritritole gore yiiksek olan bu degerin sofra tuzuna (3.0 g/kg) gore ¢ok
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Alluloz sahip oldugu bu LD50 degeri (15 g/kg ve iizeri)
ile Diinya Saghk Orgiitii toksisite derecelendirme kriterlerine gére “nispeten zararsiz” (en
diisiik toksisiteye sahip madde) kategorisine dahil olmustur. Bu nedenle allulozun yiyecek
veya iceceklerde kullaniminin bir saglik tehlikesi olusturmayacagi bildirilmistir. Allulozun

kullanilabilecegi gidalar ve maksimum kullanim seviyeleri asagidaki tabloda verilmistir

(Tablo 3) (Fahey, 2011).

Tablo 3. Allulozun kullanilabilecegi gidalar ve maksimum kullanim seviyeleri (Fahey, 2011)

Gida grubu Maksimum kullanim, %
Sandvi¢ ekmegi, kek, pasta, kurabiye, 10

diyetetik veya diigiik kalorili gidalar

Sakiz 50

Yag bazli krema 10

Sert sekerlemeler 70

Dondurulmus siitli tatlilar (dondurma 5

vb.)

Gazli igecekler 2.1

Gazsiz igecekler 2.1
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Yumusak sekerlemeler 25
Yogurt (normal ve donmus) 5

Ozel t1ibbi amagl diyet gidalar 15
Kahvaltilik hazir gevrekler 10
Kahve karisimlari 30

Alluloz, metabolizmasi, enerji degeri ve toksisite testi sonuglari bakimindan GRAS listesine
dahil bir tatlandiric1 olan eritritol ile cok benzerlik gostermektedir. Her ikisi de 0.2 kcal/g
degerinde enerjiye sahiptir. Alluloz ve eritritol benzer niteliklere sahip oldugu icin seker

ikamesi olarak ikisi de gida formiilasyonlarinda rahatlikla kullanilabilmektedir (Fahey, 2011).

Allulozun iiretiminde kullanilan enzimlerin de toksik veya patolojik bir etkisinin olmadig1
tespit edilmistir. Akut toksisite ¢alismalart enzimin NOAEL (olumsuz etki tespit edilemeyen
doz) degerinin 2000 mg/kg/gilin oldugunu gostermistir. S. typhimium (TA 98, 100, 1535 ve
1357; 5000 pg/petri) ve E. coli WP2uvrA iizerinde yapilan kromozomal sapma ve mutasyon
testlerinde herhangi bir anormallik gézlenmemistir. Farelerde yapilan subakut ve subkronik
toksisite testlerine gore diyetin% 20'sine kadar alluloz kullaniminin herhangi bir olumsuz etki
gostermedigi tespit edilmistir (Fahey, 2011). Son iirlin olan allulozun iiretiminde ¢ok fazla
islem basamagi oldugu i¢in ve sonucta yliksek saflikta bir iiriin elde edildigi i¢in herhangi bir
toksik yan iriin olugsma ihtimalinin de olmadigi bildirilmistir (Yingling, 2013). Bu
Ozelliklerinden dolay1 allulozun diyetetik ve diisiik kalorili yiyecek ve iceceklerde katki

maddesi olarak kullaniminin uygun ve giivenli oldugu bildirilmistir (Fahey, 2011).

2.3.6.  Allulozun Kullanim Alanlan
Herhangi bir seker 1sitildiginda allulozun da dahil oldugu bir¢ok nadir sekere doniismektedir
ve buna bagl olarak her giin eser miktarda alluloz tiiketimi gerceklesmektedir. Yine de bu

tiiketilen miktar viicuda herhangi bir fayda saglamak icin yeterli degildir (Hashii et al., 2015).

Nadir sekerlerin en kolay kullanim sekli gidalarda katki maddesi olarak kullanilmasidir. Nadir
sekerler biitlin gidalarda rahatlikla kullanilabilir ve gidaya herhangi bir yabanci veya baskin
bir tat vermez. Pasta kekine sakkaroz yerine alluloz ilave edildiginde kekin daha yumusak ve
oksidasyona daha dayanikli oldugu, ayrica karisimda bulunan yumurtanin kokusunu da
baskiladig1 bildirilmistir. Depolama stabilitesi yiiksek oldugundan ve cogu prosese uygun

oldugundan bir¢ok uygulama alanina sahiptir (Hashii et al., 2015).
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Tatlandirict maddeler, duyusal olarak keyif veren gida ve igceceklerin iiretilebilmesi igin
kullanilmast sart olan maddelerdir. Bunun yaninda bazi tatlandiricilar tatlilik verme esiginin
altinda kullanildig1 zaman aroma diizenleyici etki gdsterir. Bu tatlandiricilardan eritritoliin
%1'in altinda kullanildigi zaman c¢aydaki ve {ziim suyundaki buruk tadi azalttig:
bilinmektedir. Bunlardan bir digeri olan alluloz da aym sekilde tatlilik verme esigi olan
%?2.7nin altindaki miktarlarda gida bileseni olarak kullanildiginda, katildigr gidanin
aromasini diizenleyici ve iyilestirici etki gostermektedir (Smythe, Fletcher, & Kolberg, 2017).
Hepatik lipojenik enzim aktivitesini baskiladigi ve enerji tiretimine katkida bulunmadigi igin
bu seker potansiyel diisiik kalorili bir tatlandirici olarak nitelendirilmistir (Lim et al., 2009; L.
Zhang et al., 2009).

Alluloz ayn1 zamanda D-alloz ve D-altroz gibi sekerlerin iiretiminde de c¢ok onemlidir
(Poonperm et al.,, 2007). Ayrica, nadir seker igeren oligosakkaritler ve glikozidlerin
fonksiyonlarin1 6grenmek amaciyla, ¢esitli disakkaritlerin hazirlanmasinda da kullanilabilir
(Li et al., 2013). Ayn1 zamanda, tarimda patojenik bakterilerin gelismesini engelleyici ve bu
bakterilere karsi bagisiklik sistemini gii¢lendirici olarak kullanilabilmektedir. Bu sebeple,
alluloz sadece bir gida bileseni olarak degil, gelecek yillarda tarim kimyasali olarak da
kullanilma potansiyeline sahiptir (A. Yoshihara et al., 2017). Ayrica alluloz modifiye yumurta
beyaz1 proteiniyle birlikte kullanildiginda 1s1 etkisiyle jellesme Ozelliklerini iyilestirdigi
goriilmiistiir (Gullapalli et al., 2007).

Alluloz fermente gidalarda da kullanilabilir. Alluloz laktik asit bakterilerinin fonksiyonlarini
etkileyerek tirliniin olgunlugunu artirirken asitligi azaltir. Alluloz ayn1 zamanda mayalarin da
fonksiyonunu etkiler ve fermente gidalarda maya fonksiyonlarinin daha etkili olmasini saglar

(Hashii et al., 2015).

Arastirmacilar gidalardaki potansiyel uygulamalar1 aragtirmaya devam ettikge, allulozun diger
onemli Ozelliklerini de kesfetmeye baslamislardir. allulozun soya siitii ile birlikte igilebilir
yogurda eklendigi bir deneyde yogurdun daha kati oldugu, tadinin daha yumusak ve daha az
eksi oldugu goriilmiistiir. Hastali§a karst direnci artirmast gibi bagka yararli etkileri vardir

(Ushijima, 2014).

Allulozun toksik 6zelligi olmadigi ve fonksiyonel gidalarda hacim artirici dolgu maddesi
olarak kullanimimin uygun oldugu bildirilmistir (L. Zhang et al., 2009). Ayrica alluloz i¢eren

gidalarin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yine sakkaroz yerine alluloz
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kullanildiginda gidanin renginde ve yapisinda iyilesme oldugu gézlemlenmistir (O’Charoen et

al., 2014).

Yapilan bir ¢caligmada, yeni ve fonksiyonel bir tatl iiretmek i¢in krem karamele seker olarak
sakkaroz yerine alluloz ilave etmisler ve iirettikleri tatlinin antioksidan aktivitesini demir
indirgeyici antioksidan giicii, ABTS ve DPPH radikal siiplirme kapasitesi gibi c¢esitli
metodlarla arastirmislardir. Calismanin sonucunda, alluloz i¢eren fiiriiniin etanolle hazirlanan
ekstraktinin sakkaroz ve fruktoz igeren ¢esitlere gore kayda deger oranda antioksidan aktivite

gosterdigini tespit etmislerdir (Sun, Hayakawa, Ogawa, & Izumori, 2007).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzeme

Bu ¢aligmada genomik DNA kaynagi ve konak hiicre olarak Escherichia coli JM109 (DSM
3423) kullanilmistir (He et al., 2015). Bu mikroorganizma DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH isimli bir Alman mikroorganizma ve Kkiiltiir
koleksiyonu firmasindan liyofilize olarak temin edilmistir. Bu tiirden izole edilen genin daha
cok sayida ve daha hizli ¢ogalmasimi saglamak amaciyla kullanilan plazmid (pUC18)
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii’nden temin edilmistir. PCR
asamasinda kullanilan primerler ise Sentromer DNA Teknolojileri (Istanbul) tarafindan
sentezlenmistir. Alluloz iiretiminde hammadde olarak kullanilacak kristal haldeki fruktoz
Merck’ten temin edilmistir. DNA izolasyonu ve diger asamalarda kullanilan hazir kitler ise

Thermo Scientific’ten temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikrobiyolojik Analizler

Liyofilize olarak laboratuvara gelen Escherichia coli IM109 i¢in Luria Bertani sivi besiyeri
(Acumedia LB Broth, Lennox) kullanilmistir. Hazirlanan sivi besiyerinde 37°C’de, aerobik
ortamda, 24 saat boyunca calkalamali inkiibatorde gelistirilen koloniler santrifiijlenmis ve

dibe ¢coken kisim bir sonraki asamada kullanilmak {izere muhafaza edilmistir.

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Yeterli miktarda ve uygun besiyerinde gelistirilmis olan bakterilerden DNA izolasyonu PCR
temelli yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Escherichia coli JM109 i¢in DNA
izolasyonu ticari izolasyon Kkiti (ThermoFisher Scientific, GeneJET Genomic DNA
Purification Kit) kullanilarak gerceklestirilmis (Sekil 6) ve Gram negatif bakteriler icin DNA
izolasyonu asamalar1 kitte belirtildigi sekilde uygulanmistir (K. Kim et al., 2006). Islemler
sonucu elde edilen DNA’dan bir miktar PCR tiiplerine alimip gerekli PCR karigimi
olusturularak, uygun sicaklik ve siirede termal dongili cihazinda bekletilmis ve istenen gen

bolgelerinin ¢ogalmasi saglanmistir (He et al., 2015).

DNA izolasyonu asamalari ise asagidaki gibidir:
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1. Her bir bakteri icin 4 ya da 5 eppendorf tiipline sivi besiyerinde gelismis taze bakteri
kiiltiirlerinden 2’ser ml aktarilmis ve tiipler 5000 p’de 10 dk santrifiijlenerek bakteri hiicreleri

tiipiin alt kisminda toplanmustir.

2. Siipernatant atilarak her bir tiipteki ¢cokelti iizerine 180 pul digestion buffer ilave edilmistir.
3. Tiiplere 20 pl Proteinase K ilave edilerek homojen hale gelene kadar vortekslenmistir.

4. Inkiibasyon sonunda drnekler 10000 @’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

5. Karigim 56°C’ye ayarlanmis su banyosunda calkalanarak 30 dk boyunca inkiibasyona

birakilmistir.

6. Karigim, tlizerine 20 pl RNAse A ilave edilerek homojen hale gelene kadar vortekslenmis

ve 10 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda tiiplere 200 ul lysis solution eklenmis ve homojen hale gelene kadar

15 sn vortekslenmistir.
8. Tiiplere 400 pul %50°1ik etanol ilave edilip tekrar vortekslenmistir.
9. Olusan karigim kolonlu eppendorf tiiplerine aktarilmis ve 6000 p’de 1 dk santrifiijlenmistir.

10. Santriflij sonunda altta kalan tlip atilmis ve kolon kismi yeni bir eppendorf tiipiine

yerlestirilmistir.
11. Kolona 500 pl wash buffer 1 eklenmis ve 8000 p’de 1 dk santrifiijlenmistir.

12. Santriflijden sonra altta kalan kisim bosaltilmis ve kolona 500 pl wash buffer 2 ilave

edilerek 15000 p’de 3 dk santrifiijlenmistir.

13. Alttaki kisim dokiildiikten sonra tiipler bos olarak bir kez daha 15000 p’de 1 dk

santrifiijlenmistir.

14. Santriflij sonunda altta kalan tlip atilmis ve kolon kismi yeni bir eppendorf tiipiline

yerlestirilmistir.

15. Kolonun tam ortasina 200 pl elution buffer ilave edilmis ve 2 dk boyunca oda sicakliginda

inkiibasyona birakilmistir.
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16. inkiibasyon sonunda tiipler 8000 p’de 1 dk santrifiijlenerek istenen saf DNA tiipiin alt

kisminda elde edilmistir.

17. Elde edilen DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

molecular biology A\

thermo %
scientific &
GeneJET Genomic DNA
Purification Kit

thermoscientific

Sekil 6. Genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilan hazir kit
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3.2.3.  DNA’nin rep-PCR Teknigiyle Amplifiye Edilmesi
E.coli JM109°dan elde edilen DNA’lar PCR ile ¢ogaltilmistir. Bu islem i¢in hazir kit
(Thermo-Phusion High-Fidelity PCR Kit) kullanilmistir. PCR Kkarisimi asagidaki gibi

hazirlanmstir:

- 5x Phusion HF buffer 10 pl

- 10mM dNTPs 1 pl

- Primer 1 (ECF) 1 ul

- Primer 2 (ECF) 1 ul

- Bakteri DNA’s1 2 ul

- Phusion DNA polymerase 0.5 ul
- Distile su 34.5 ul

Primerlerin DNA zincirlerine en iyi baglanma sicakliklarini tespit etmek amaciyla ilk

asamada dort farkli sicaklik (57°C, 58°C, 59°C, 60°C) uygulanarak PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 7).

i
oo
2;
X
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30 cycles

Sekil 7. PCR reaksiyonu ve kullanilan termal dongii cihazi
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Bu asamadan sonra baglanma sicakligi 71.2°C’ye ayarlanip ikinci bir PCR reaksiyonu daha

gerceklestirilmistir.

Cihazda PCR sartlar1 son asamada su sekilde ayarlanmistir (Sekil 8):

- Baslangic¢ denatlirasyonu 98°C’de 30 saniye
- Denatiirasyon 98°C’de 10 saniye
- Baglanma 71.2°C’de 20 saniye
- Uzama 72°C’de 30 saniye
- Son uzama 72°C’de 10 dakika

Sekil 8. Son PCR reaksiyonu ve kullanilan termal dongii cihazi

3.2.4. PCR Uriinii DNA’nin Elektroforezi
PCR sonucu ¢ogaltilan gen bolgelerinin dogru gen bolgesi olup olmadigini kontrol etmek
amaciyla PCR iirlinleri agaroz jel elektroforez sistemi ile ayrildiktan sonra olusan DNA

bantlar jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmistir.

Bu islem i¢in dnce %0.8’lik agaroz jel hazirlanmistir. Bir behere 0.24 g agaroz tartilmis ve
tizerine 30 ml TBE Buffer 1X ilave edilmistir. Bu karisim mikrodalga firinda orta ayarda 1-2

dakika bekletilmis ve tamamen ¢6ziinmesi saglanmistir. Mikrodalgadan ¢ikan sicak karigimin
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tizerine 3 pl GelRed jel goriintileme boyast eklenmistir. Daha sonra bu karigim hava
kabarcigi olusmayacak sekilde biraz karistirildiktan sonra elektroforez tankina dokiiliip
sogumasi ve tamamen katilagsmasi beklenmistir. Tamamen katilastiktan sonra 6 tiipte elde
edilen her bir PCR iiriiniinden 8 pl alinip iizerine 2 pl bromfenol blue-xylene cyanol yiikleme
boyasi eklenmistir. lyice karistirildiktan sonra PCR iiriinleri jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir.
70 V’de 1 saat jelde yiritildikten sonra olusan bantlar jel goriintileme cihazi ile

goriintiilenmistir.

Goriintiileme islemi i¢cin SYBR Green ve GelRed isimli iki farkli boya denenmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Jel goriintiileme i¢in kullanilan boyalar

3.2.5. Plazmid DNA izolasyonu
PCR ile ¢ogaltilan enzim geninin baglanmasi i¢in plazmid DNA izolasyonu yapilmistir.

Bunun i¢in asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir:

1- Onceden sivi besiyerinde gelistirilmis, plazmid igeren E.coli IM109 hiicreleri iki
deney tiipiine esit miktarda boliinmiis ve 4900 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

2- Siipernatant atilmis ve ¢0Okelti lizerine 5 ml soguk TNE buffer eklenmistir. Daha sonra
bu karisim homojen hale gelene kadar vortekslenmistir.

3- Bu karisim 4950 rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir.
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17-

Kalan ¢dzelti iizerine 200 pl lizozim soliisyonu eklenmis ve pipetle ¢ekip birakilarak
tyice karigtirllmistr.

400 ul SDS ve hemen arkasindan hizlica 300 ul Na-asetat (pH 4.8) eklenmis ve
hafif¢e karistirilmistir.

Karigim 15 dk buzda bekletilmis ve 15 dk sonunda 2 tiipteki karisim 4 ayr1 eppendorf
tiipiine esit sekilde paylastirilmistir.

Eppendorf tiipleri 15000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlenmis ve santrifiij sonunda
uistteki s1vi kisim yeni eppendorf tiiplerine alinmustir.

Tiiplerin her birine i¢indeki sivi miktar1 kadar fenol kloroform eklenmistir. Tiipler
iyice karistirilmis ve 15000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonunda tiiplerdeki sivi 2 faza ayrilmigtir. Ust fazda iginde plazmid olan
kisim, alt fazda ise fenol kloroform ve istenmeyen kisimlar toplanmistir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinip yeni eppendorf tiiplerine aktarilmis ve her birine 3’er
ul RNAse eklenmistir. Daha sonra bu karisim hafifce karistirilmastir.

Karisim 37°C’de 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda iizerlerine 300 pl kloroform
(kloroform:izoamil alkol, 24:1) eklenmistir ve iyice karigtirilmistir.

Karistm 15000rpm’de 5 dk santrifiijlenmis ve santrifiij sonunda kloroform altta
plazmid igeren kisim iistte kalmistir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinip yeni tiiplere aktarilmis ve tiiplerdeki her bir sivi
miktarinin 2 kat1 kadar iizerlerine %96-100’liikk soguk etanol ilave edilmistir.

Karisim vortekslenmis ve -70°C’de 5 dk bekletilmistir (-18°C’de 2 saat de
bekletilebilir).

Dondurucudan ¢ikan tiipler 16000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonunda plazmid beyaz nokta halinde altta toplanmis ve siipernatant
atilmistir.

Tiiplerin kurumasi i¢in 10-15 dk beklenmis ve kuruduktan sonra tiiplere 15’er ul TE

buffer ilave edilmistir.

Tiipler vortekslenmeden +4°C’ye koyulmus ve 1 giin bekletilmistir.
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3.2.6. Plazmid DNA’nin Kesilmesi
Enzim genini plazmide yerlestirmek amaciyla, izole edilen plazmid DNA kesim enzimleriyle
kiit uc olusturacak sekilde kesilmistir. Bu islem icin asagidaki reaksiyon karisimi

hazirlanmustir.

- Plazmid DNA (1 ul)
- Kesim enzimi (Smal ve HinclI) (1.5 pl)
- Kesim enzimi buffer’r (2 pl)

- Distile su (15.5 pl)

Bir onceki asamada 4 ayrn tiipte elde edilen plazmidler i¢in ayri ayr1 kesim reaksiyonu
olusturulmustur. 2 tiipte Smal, diger 2 tiipte Hincll kullanilmistir. Yukaridaki karisim 6nce
distile su, ikinci olarak plazmid DNA, daha sonra kesim enzimi buffer’s ve en son kesim

enzimi olacak sekilde eppendorf tiiplerine sirasiyla koyulmustur.

Karigim 37°C’de su banyosunda 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda 20 ul 6rnek bulunan
eppendorf tiiplerine dogrudan 4 ul boya ilave edilmis ve bu karisim igerisinden 10 pl alinarak
agaroz jele yiiklenmistir. Aym1 agaroz jele enzim genini igeren PCR iirinii 100 pl 6rnek
tizerine 20 ul boya olacak sekilde 5-6 kuyucuga bitene kadar paylastirilarak yiiklenmistir
(Sekil 10).

Sekil 10. Kesimi yapilan plazmid DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi
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3.2.7.

Agaroz Jelden DNA Saflastirma

Bu islem hazir kit (Thermo) kullanilarak gerceklestirilmistir. Santrifiijle ekstraksiyon

asamalar1 kitte belirtildigi gibi asagidaki islem sirasina gore uygulanmaistir:

1-

Jelde yiiriitiilen pUC18 plazmid DNA’lar, ayn1 kesim enzimiyle kesilenler bir arada
olacak sekilde jelden kesilip ayrilmis (Sekil 11) ve 2 eppendorf tiipiine alinmistir.
E.coli IM109 DNA’lar ise yine 2 eppendorf tiipline paylastirilacak sekilde jelden

kesilip alinmistir.

bt
Sekil 11. Plazmid DNA’nin jelden kesilip ayrilmasi

Her bir tiipteki jelin agirlig1 tartilarak tiipiin {izerine yazilmistir.

Tiiplere i¢indeki jelin agirligr kadar Binding Buffer eklenmistir.

Tiipler 50-55°C’de su banyosunda 10 dk bekletilmistir.

Erimis olan karisimlar kitin i¢inden ¢ikan saflastirma kolonlarina aktarilmig ve 15000
rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonunda alttaki toplama tiipleri bosaltilip tekrar kolona takilmistir.

Kolonlara 700 pl Wash Buffer eklenmis ve tekrar 15000 rpm’de 1 dk
santrifiijlenmistir.

Toplama tiipleri atilip kolon kismu 1.5 ml’lik kapakli eppendorf tiiplerine
yerlestirilmistir.

Kolonun tam ortasina gelecek sekilde 50 pul Elution Buffer eklenmistir.
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10- Tiipler oda sicakliginda 1 dk bekletilmis ve 15000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.
11-Bu sekilde saflastirilmis olan DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir.

Islem sonunda enzim geni ve plazmid DNA saf bir sekilde elde edilmistir.

3.2.8. Ligasyon
Kesilmis olan plazmid ve PCR iirlinli enzim geninin birlestirilmesi i¢in asagidaki karigim

verilen siraya uyularak hazirlanmigtir.

- Distile su (13.1 pl)

- E.coli IM109 DNA (1.5 ul)

- pUCI18 (Hincll ile kesilmis olan) (0.4 pul)
- PEG 4000 solution (2 pul)

- T4 DNA Ligase Buffer (2 pl)

- Enzim (T4 DNA Ligase) (1 ul)

Bunlardan pUC18 ve E.coli IM109 DNA’s1 kullanilmadan once ¢ok hafifce karigtirilmistir.
PEG 4000 solution ve T4 DNA Ligase Buffer ise vortekslenip iyice karigtirilmistir. T4 DNA
Ligase enzimi de hafifge vortekslenmistir (Sekil 12).

Sekil 12. Ligasyon i¢in kullanilan enzim ve soliisyonlar
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Bu karisim ¢ok hafif bir sekilde karigtirilmis ve 22°C’de 1 saat bekletilmistir. 1 saatin sonunda
ligasyon iglemi tamamlanmistir, fakat plazmid ve enzim geninin daha siki birlesmesi i¢in bu

karisim kullanilmadan 6nce +4°C’de 1 gece bekletilmistir.

3.2.9. Kompetent Bakteri Hazirlama ve Transformasyon

Ligasyon igleminden sonra elde edilen iiriiniin E.coli igerisine aktarilmasi igin E.coli serbest
DNA'y1 i¢ine alabilecek hale getirilmis ve transformasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu
amagla asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir. Biitiin asamalarda tiipler buz iizerinde

tutulmustur.

1- Onceden ekimi yapilmis ve gogaltilmis olan E.coli JIM109 bakterisinden 750 pl alinip
75 mI’lik LB besiyerine aktarilmis ve 37°C’de 2 saat etlivde inkiibasyona birakilmigtir
(Sekil 13).

Sekil 13. Yeterli diizeyde gelisen E.coli JM109 hiicreleri

2- Yeterli gelismenin olup olmadigini kontrol etmek amaciyla spektrofotometrede 500
nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir (Uygun sonug 0.4’tiir) (Sekil 14).
(Kor olarak otoklavlanmis LB s1v1 besiyeri kullanilmistir. Sonug 0.4086 ¢ikmustir.)
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Simple Reads Report

Collection Time: 4/25/2019 1:54:57 PM
Method:
Version 5.0.0.999
Instrument: Cary 60
Ave Time (sec) 1.0000
Read Abs nm
Zero (0.1880) 500.0
Zero (0.1882) 500.0

Sekil 14. Gelisen E.coli IM109 i¢in 500 nm’de 6l¢iilen spektrofotometre degeri

Gelisen bakteriler 10 ml’lik iki tiipe bolinmiis ve 4500 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant atilmis ve ¢okelti tizerine 4’er ml soguk MgClz (0.1 M)
ilave edilmistir. Iyice vortekslenmis ve homojen hale getirilmistir.

Daha sonra bu karisim 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

Siipernatant atilmis ve her iki tiipe 4’er ml soguk CaClz (0.1 M) ilave edilmistir. Tyice
vortekslenmis ve homojen hale getirilmistir.

Karigim 20 dk boyunca buzun iizerinde bekletilmis ve daha sonra 4500 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmisgtir.

Siipernatant atilmig ve ¢okelti tizerine 400 ul CaClz (0.1 M) ilave edilmistir. Burada
CaClz hacmi az oldugu i¢in ¢eperlere yapisma riskine karsi vortekslenmemis, pipetle
cekip birakilarak hafifce karistirnlmistir. Boylece kompetent (serbest geni almaya
hazir) bakteri elde edilmistir.

Hazirlanan kompetent bakteri eppendorf tiiplerine 200’er pl olacak sekilde
paylastirilmistir.

10- Bakteri farkli 3 eppendorf tiipline paylastirilmis ve lizerlerine asagidaki gibi isimleri

yazilmistir.

-pUC18 kontrol: 200 pl bakteri ilizerine kesilmemis pUCI18 plazmidinden 3 pl
eklenmistir.

-pUC18/HinclI+DTE: 200 pl bakteri lizerine bir 6nceki asamada ligasyon yapilmis
olan karisimdan 7 pl eklenmistir.

-Kontrol: 200 pl bakteri lizerine higbir sey ilave edilmemistir.
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11- Bu 3 tiip elde hafifce karistirilmis ve 20 dk buz tizerinde bekletilmistir.

12-20 dk sonunda hemen 42°C’ye ayarlanmis su banyosuna alinmis ve 90 saniye su
banyosunda bekletilmistir.

13- 90 saniye sonra tekrar hemen buz iizerine alinip 3-4 dk bekletilmistir. Bu sekilde ani
sicaklik degisimleriyle kompetent bakterinin plazmidi hiicre igerisine almast
saglanmistir.

14- Onceden otoklavlanmis 3 adet 25 ml’lik bos erlenin icerisine 1 ml LB s1v1 besiyeri
ilave edilmistir.

15- Buzun iizerinde 3-4 dk bekleyen eppendorf tiipleri bu siire sonunda besiyeri ilave
edilmis erlenlere aktarilmis ve 37 °C’de 1 saat bekletilmistir.

16- 1 saat sonunda her bir erlenden 100’er pul gelismis koloni alinarak kontrol amagli hem

antibiyotikli hem de antibiyotiksiz petrilere aktarilmistir.
Bu asamada antibiyotikli LB agar hazirlamak i¢in Ampicillin (50 pg/ml) ve Xgal (20
ng/ml) saf suyla hazirlanmis stok soliisyonlar1 kullanilmigtir. 200 ml hacminde
hazirlanip otoklavlanan LB agar besiyeri sterilizasyon sonunda otoklavdan ¢ikartilip
biraz sogutulduktan sonra igerisine 200 ul ampicillin ve 400 pl Xgal ilave edilmistir.
Besiyeri petrilere dokiilmiis ve katilagsmas1 beklenmistir.

17- Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerine ekimi yapilan gelismis koloniler petrilere
yayilmig ve 37 °C’de 1 giin bekletilmistir.

18- 1 giin sonunda antibiyotikli besiyerine ekilen pUC18/HinclI+DTE enzim genini i¢eren
kolonilerin gelisimi incelenmistir. Petride mavi ve beyaz koloni gelisimi gozlenmistir.
Bu kolonilerden mavi olanlarin enzim genini i¢ine almamis pUCI18/Hincll oldugu,
beyaz kolonilerinse pUC18/HincII+DTE enzim genini igeren koloniler oldugu tespit
edilmistir.

19-DTE enzim genini igeren koloniler ikinci kez petride saf bir sekilde gelistirildikten
sonra daha ¢ok miktarda hiicre elde etmek amaciyla 2000 ml LB s1v1 besiyerine ekim
yapilmis ve 1 giin boyunca 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde 160 rpm’de inkiibasyona

birakilmustir.

3.2.10. D-tagatoz 3-epimeraz Enziminin Saflastirilmasi
LB siv1 besiyerine ekim yapilan DTE enzim genini iceren kolonilerin gelisimini gézlemlemek
amaciyla saatte bir spektrofotometre cihazinda 600 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmstir.

OD600 degeri 0.6-0.8 degerlerine geldiginde, enzim iiretimini hizlandirmak amaciyla 2000 ml
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besiyerine 0.1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilmistir. IPTG ilave edildikten sonra besiyeri

18°C’ye alinmis ve 1 gece boyunca 18°C’de 150 rpm’de gelismeye birakilmistir.

Gelisim tamamlandiktan sonra, enzimin hiicreden ayrilip saflagtirilmasi i¢in asagidaki

islemler sirastyla uygulanmistir:

10-

11-

Gelisen koloniler 8000 rpm’de 4°C’de 10 dakika boyunca santrifiijjlenmis ve
siipernatant atilarak ¢okelti bir falcon tlipiinde toplanmustir.

Cokelti iki kez %0.85°lik NaCl ile yikanmustir.

NaCl ile yikanmis ¢okelti 20 ml baglayici tampon (20 mM sodium phosphate, 500
mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 7.4) igerisinde ¢oziindiirilmustiir.

Daha sonra enzimatik lizis islemi uygulanmigtir. Bu amagla son konsantrasyonda 0.2
mg/ml lizozim, 20 pg/ml DNase |, 1 mM MgCly, 10 pl/ml Protease Inhibitor Coctail
olacak sekilde bu maddeler ilave edilmis ve oda sicakliginda 30 dk karistirilmistir.
Karigim 4°C’de 15 dk siireyle sonikasyona tabi tutulmus ve sonikasyondan sonra
karisimin pH’s1 7.4’e ayarlanmistir.

pH’s1 ayarlanan ¢ozelti 13000 p’de 4°C’de 30 dk santrifiijlenmistir.

Stipernatant His GraviTrap HP affinity chromatography column (Ni Sepharose 6 Fast
Flow) ile saflastirilmugtir.

Saflagtirma islemi i¢in His GraviTrap HP affinity chromatography kolonunun alt ucu
kesilmis ve igerisindeki siv1 iist taraftan bosaltilmistir.

Kolon workmate iizerine yerlestirilip kolondan 10 ml baglayic1 tampon (20 mM
sodium phosphate, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 7.4) gecirilmistir.

Bu islemden sonra siipernatant kolondan gecirilmis ve takiben kolon 10 ml baglayici
tampon ile yikanmistir.

Baglayici tampon kolondan tamamen gegtikten sonra 3 ml eliisyon tamponu (20 mM
sodium phosphate, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH 7.4) gegirilmis ve eliisyon

toplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

D-Tagatoz 3-Epimeraz enzimi kullanilarak fruktozdan alluloz {iretimi amaciyla yapilan

calismada elde edilen bulgular bu kisimda incelenmistir.

4.1. DNA’nin rep-PCR Teknigi ile Amplifiye Edilmesi
Primerlerin DNA zincirlerine en iyi baglanma sicakliklarini tespit etmek amaciyla denenmis
olan dort farkli sicaklik (57°C, 58°C, 59°C, 60°C) degerinden hig¢ birinde primerlerin ¢ok iyi

baglanamadig: tespit edilmistir.

71.2°C baglanma sicakligi kullanilarak gerceklestirilen ikinci reaksiyonda ise PCR sonucunda
E.coli IM109°’daki D-tagatose 3-epimerase enzim genini igeren bolgenin basarili bir sekilde

cogaltildig tespit edilmistir.

4.2. PCR Uriinii DNA’nin Elektroforezi

SYBR Green isimli goriintiileme boyasi ile hazirlanmis olan %0.8’lik agaroz jel lizerinde
yiiriitiilen PCR fiirliniinden elektroforez sonunda herhangi bir jel goriintiisii alinamamisg, daha
sonra denenmis olan GelRed goriintiileme boyasi ile hazirlanmis olan %0.8’lik agaroz jelden
istenen goriintii elde edilmistir.

Jel goriintiileme sonucu 6 tiipten dordiinde PCR {iriinii oldugu tespit edilmis ve bu bantlarin
E.coli JM109’a ait D-tagatose 3-epimerase gen bolgesi olup olmadigini kontrol etmek
amaciyla, kullanilan marker’mm molekiil agirlik skalasina bakilarak bantlarin molekiil

agirliklart tespit edilmistir (Sekil 15).

D-tagatose 3-epimerase enzim geninin molekiil agirliginin 789 bp oldugu bilindiginden (He et
al., 2015) ve kullanilan marker’la karsilastirildiginda genin bulundugu bantta 800 bp’ye yakin
bir deger okundugundan c¢ogaltilan gen bdlgesinin DTE enzimine ait oldugu

kesinlestirilmistir.
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Sekil 15. DTE enzim geninin agaroz jel goriintiisii ve kullanilan marker

4.3. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu icin gerekli islemler tamamlandiktan sonra, plazmid eppendorf
tiipiiniin alt kisminda beyaz bir nokta seklinde toplanmistir (Sekil 16). Stipernatant atilip
tiipler kuruduktan sonra tiiplere 15’er pul TE buffer ilave edilmistir. Tiipler vortekslenmeden
+4°C’ye koyulmus ve 1 giin bekletilmistir. 1 giin sonunda +4°C’den cikarilan tiipler

vortekslenmis ve plazmid bir sonraki asama olan kesme islemi i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 16. Elde edilen plazmid DNA
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4.4. Plazmid DNA’nin Kesilmesi

Plazmid DNA’nin kesilmesi igin gerekli islemler tamamlandiktan sonra, kesilmis olan

plazmid DNA’lar agaroz jelde 70 V’de 1 saat ylriitiilmiis ve jel gorilintileme cihazinda

goriintiilenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Kesilmis plazmidin jel gorlintlisii

4.5. Agaroz Jelden DNA Saflastirma

Onceki asamalarda agaroz jelde yiiriitiilen kesilmis plazmid DNA ve DTE enzim geni ayn1 jel
tizerinde ylriitiilmiis ve tek bant olacak sekilde goriintii vermelerinden yola c¢ikilarak
tamamen saflastirildigna karar verilmistir. Jelden ayrilip saflastirilan pUC18 ve DTE enzim

geni ayr1 ayr1 eppendorf tiiplerine alinmustir (Sekil 18).
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Sekil 18. Jelden saflastirilan DTE enzim geni ve plazmid DNA’s1

4.6. Kompetent Bakteri Hazirlama ve Transformasyon

Ligasyon islemi sonunda E.coli hiicrelerine aktarilan ve antibiyotik iceren LB agar besiyerine
ekilen pUC18/Hincll+DTE enzim genini i¢eren kolonilerin gelisimi incelenmistir. Petride
mavi ve beyaz koloni gelisimi gdzlenmistir. Bu kolonilerden mavi olanlarin enzim genini

icine almamis pUC18/Hincll oldugu, beyaz kolonilerinse pUC18/HinclI+DTE enzim genini

iceren koloniler oldugu tespit edilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Plazmide birlestirilmis DTE enzim genini igeren koloniler

Petriden birkag beyaz koloni dikkatli bir sekilde metal 6ze yardimiyla steril sartlarda alinmig
ve yeni bir antibiyotikli LB agara ekim yapilmistir. Petriler 1 giin boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda istenen beyaz koloniler biraz daha ¢ogaltilmis

ve gelismis olarak elde edilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Aranan kolonilerin besiyerinde ¢ogaltilmasi

4.7. Fruktozun Alluloza Doniisiimii

Enzim saflagtirma islemi sonucu elde edilen saf enzim %50’lik fruktoz ¢ozeltisi tizerine belirli
bir konsantrasyonda eklenip 10 ml’lik tiiplerde 20°C, 40°C, 60°C, 70°C ve 80°C’de
bekletilmistir. Bu karisimlarin her birinden sekizinci saate kadar her 2 saatte bir 1’er ml 6rnek
alinarak HPLC cihazina verilmis ve analiz yapilmistir. Sekizinci saatten sonra orneklerin 24
saati tamamlamas1 beklenmis ve 24 saat sonunda yine her bir sicaklikta tutulan enzim/fruktoz
karistmindan 1’er ml 6rnek alimarak HPLC ile analiz edilmistir. Sicaklik ve siireye bagh

olarak fruktozun alluloza doniisiim oranlar1 asagidaki sekilde verilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Fruktozun alluloza doniisiimiine ait kromatogramlar

49



5. SONUCLAR VE ONERILER

D-Tagatoz 3-Epimeraz enzimi {retimi ve fruktozun bu enzim aracilifiyla alluloza

doniistimiiniin gergeklestirildigi bu ¢alismada elde edilen bulgulara bakildiginda;

Uretilen enzim %50’lik fruktoz ¢ozeltisine ilave edilmis ve 20°C, 40°C, 60°C, 70°C
ve 80°C olmak tizere 5 farkli sicaklik degerinde denenmistir. DTE enziminin 20°C’de
2 saat sonunda higbir etki gostermedigi ve fruktozu herhangi bir oranda alluloza
doniistiiremedigi gorilmistiir. 20°C’de 6 saat sonra fruktozun alluloza doniismeye
basladig1 ve 24 saat sonunda daha biiylik ve belirgin bir alluloz piki olustugu tespit
edilmistir.

Enzim 60°C’de 2. saatin sonunda fruktozu alluloza doniistirmeye baslamis, 6 saat
sonunda ise daha belirgin bir alluloz piki elde edilmistir. Bu sicaktikta 24 saat sonunda
alluloz pikinin alani biraz daha biiyiimiis ve fruktozdan tamamen ayrilmistir. Enzim 48
saate kadar bekletilmis ve 48 saat sonunda allulozun alaninin biraz daha biiytidigi
tespit edilmistir.

Enzim daha diisiik konsantrasyondaki (%5) fruktoz ¢ozeltisi lizerinde de denenmis ve
60°C’de 2 saat sonunda net bir alluloz piki olusmustur.

Calisma pH 7.5 ortamda gergeklestirilmistir ve bu degerde istenen sonuca ulagilmistir.

Elde edilen bu bulgular 15181nda;

Enzimin en iyi ¢alistig1r sicaklik ve pH degerinin daha hassas tespit edilebilmesi

amaciyla birkag farkli sicaklik ve pH degeri daha denenebilir.

Enzimin hangi fruktoz konsantrasyonunda daha etkin oldugunu belirleyebilmek
amactyla birkac farkli konsantrasyonda daha fruktoz ¢6zeltisi hazirlanarak enzim ilave

edilebilir.
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