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Uclii faz sistemi ile saflastirilan invertaz enziminin termal kararhihginin
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OZET

Invertaz enzimi (B-fruktofuranosidaz, EC 3.2.1.26) siikrozun fruktoz ve glukoza hidrolizini katalizleyen, endiistriyel
alanda genis uygulama alanina sahip, hidrolaz sinifi enzimlerdendir. Giiniimiizde bir¢ok enzim saflagtirma teknigi
bulunmaktadir. Fakat bu yontemler genellikle uzun ve ¢ok sayida islem basamaklari icermektedir. TPP (three-phase
partitioning) yontemi ise tek adimda, kisa islem sonrasi diger tekniklere yakin oranda saflastirma
gerceklestirebilmektedir. Endiistriyel proseslerde kullanilan enzim preparatlarinin tercih edilmesinde Onemli
kriterlerden birisi bu preparatlarin kararliligidir. Enzim aktivitesinin zamana bagli olarak korunmasinda termik,
mikrobiyal yikim, pH, kimyasal inaktivasyon gibi faktorler etkilidir. Bu calisgmada kokulu kara iiziimden (Vitis
labrusca) izole edilen invertaz enziminin TPP yontemiyle saflastirilmasi sonrasi termal kararliligi incelendi.
Saflastirilan enzim 4-50 °C sicaklik araliginda stabilitesini korudu.
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Purification of invertase by three-phase partitioining systems and
determination of thermal stability

ABSTRACT

The enzyme invertase (B-fructofuranosidase, EC 3.2.1.26) is class of the hydrolase that catalyzes the hydrolysis of
sucrose into glucose and fructose. The invertase has been used in a wide range of industrial applications. In spite of
various methods have been developed for the separation and purification of enzymes, most of them involved a number
of steps and furthermore the scale up of these methods is difficult and also expensive to produce in large scale.
Therefore, the process called as three-phase partitioning (TPP) is a simple, more efficient and economical method for
separation and purification of target proteins. One of the important criteria to be preferred enzyme preparations used
in industrial processes, the stability of these preparations. Factors such as thermal, microbial destruction, pH, chemical
inactivation are effective in maintaining the enzyme activity with time. In this work, the thermal stability of invertase
that purified from Vitis labrusca by TPP process was investigated. Purified enzyme is also very stable in the
temperature range from 4 to 50 °C.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Invertazlar (B-fruktofuranozidaz, Siikraz, E.C 3.2.1.26)
B-D-fruktofuranozidlerin terminal indirgen olmayan B-
fruktofuranozid artiklarinin  hidrolizini  katalizleyen
hidrolaz sinifi enzimlerdir. Dogada olduk¢a yaygin
olarak bulunan bu enzim pek ¢ok mikrobiyal ve bitkisel
kaynaktan izole edilerek saflastirilmistir. invertaz
enzimi, kimligi ilk belirlenen proteinler arasinda
bulunmaktadir ve enzim kinetiginin prensiplerinin
¢ikarilmasinda model enzim olarak kullanilmistir [1].
Invertazlar endiistride ve genellikle gida sanayinde genis
bir uygulama alanma sahip olan enzimlerdir. Invert seker
suruplarinin eldesi, ¢ikolata tiretimi, sekerlemelerde
kullanimi, kondense siitlerin {iretimi, bebek gida
iriinlerinde tercih edilmesi ve sigir yemlerinin
hazirlanmasinda kullanimi 6rnek olarak verilebilir. Gida
sanayinde invert seker suruplarinin hazirlanmasinda ya
asit hidrolizi ya da enzimatik olarak siikrozun invertaz ile
hidrolizi gergeklestirilmektedir. Asit hidrolizi oldukca
yiiksek siddette renkli iirtinler, kiil ve istenmeyen pek cok
yan triin olusturdugu i¢in endiistriyel alanda enzimatik
hidroliz tercih edilmektedir. Hidroliz sonucu olusan
fruktoz, kolay kolay kristalize olmadig1 ve daha tath
oldugu icin gida sanayinde siikroza tercih edilmektedir.
Ayrica invertaz enzimi, analitik alanda siikroz
konsantrasyonun  tayini  amaghi  biyosensorlerde
kullanilmaktadir [2]. Sekil 1’de invertaz enziminin
reaksiyon mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 1. invertaz enziminin genel reaksiyon mekanizmasi (The overall
reaction mechanism of the enzyme invertase)

Giliniimiize kadar bir¢ok arastirmaci tarafindan invertazin
saflastirilmasi konusunda gesitli teknikler gelistirilmistir.
Fakat bu tekniklerin ¢ogu, ¢oktiirme, ion-exchange
kromatografi, jel filitrasyon kromatografi,
ultrafilitrasyon gibi ¢ok adimli agamalar1 icermektedir.
Bu asamadaki basamak sayilarinin artmast, {irlin verimini
olumsuz etkilemektedir. Daha da Onemlisi bu
basamaklarin ¢ogu, uygulamasi zor ve pahali yontemler
icermektedir [3]. Yaptigimiz calismada kokulu kara
tztimden (Vitis labrusca) izole edilen invertaz enzimi
iiclii faz yontemiyle (TPP) tek adimda saflastirilmustir.

Uclii faz sistemleri, son zamanlarda gelistirilmis, protein

cokelmesinin kollektif bircok basamagini kapsayan bir
biyoayirim teknigidir. TPP genellikle proteinlerin
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ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi prosesinde 6n ya da son
islem olarak bazen de tek adimda saflastirma amach
kullanilabilen, uygulamasi kolay bir tekniktir [4-8]. TPP
(Three-phase partitioning), iki ya da daha fazla bilesigin
ya da grubun, tek basamakli ekstraksiyon ile ayrimim
gerceklestirir. Ug sivi fazin  farkli fizikokimyasal
ozelliklerinden dolayi, bu sistemler tek bir ekstraksiyonla
iki ya da daha fazla bilesigin ayriminin yeni olasiliklarini
sunmaktadirlar. Konveksiyonel bir bicimde "salting out",
proteinleri izoiyonik c¢oktiirme, yardimer ¢ozenle
¢oktiirme, osmolitik ve kozmotropik ¢oktiirme gibi pek
cok teknigi iceren prensipleri ortaklasa g¢alistiran bir
biyoayrim teknigidir. Uglii faz sistemleri (TPP) biyolojik
molekiillerin (Srnegin; protein, hiicre, organel ve
biyolojik membranlar) ekstraksiyonu ve
saflagtirilmasinda kullanilan se¢imli ve etkin bir metottur

[9].

Enzimlerin igerdigi protein yapilar, yiikselen sicaklik ile
denatiirasyona ugrayarak aktivitede kayiplara sebep olur.
Enzimlerin sicaklik, inkiibasyon gibi termal etkenlere
karst hassas olmalari, endiistriyel ve analitik alandaki
uygulamalarin1 da birinci derecede etkiler. Bu nedenle
enzimlerin stabil olduklar sicaklik araliklar1 proseslerde

tercih edilir. Protein yapilart 50 °C’nin iizerindeki

sicakliklarda denatiire olmaktadirlar. Ug  boyutlu
yapisinda degisiklik olan enzimin aktivitesinde
denatiirasyona bagli diisiis gozlenir. Endiistriyel
proseslerde  kullanilacak  enzim  preparatlarinin

aktivitelerindeki bu kayip, enzimlerin saflastirildiklar:
kaynaga gore farklilik gosterebilmektedir [10].
Yaptigimiz ~ ¢alismada  TPP  yontemiyle  Vitis
labrusca’dan saflagtirilan invertaz enziminin termal
kararliligi incelenmistir. Termal kararlilik enzimin
sicakliga karsi gostermis oldugu zamana bagimli bir
tolerans ve Dbaslangic  aktivitesini  koruyabilme
yetenegidir.

2. MATERYAL VE METOD (METARIAL AND
METHOD)

2.1. Materyal (Metarial)

Kullanilan kimyasal maddeler, Na/K tartarat tetrahidrat
(C4H4sKNaO¢.4H,0), t-butanol, amonyum  siilfat
((NH4)2S0,), asetik asit, o-fosforik asit, 3,5-dinitro
salisilik asit, coomasie-brilliant blue, siikroz, Sigma
Chemical Co. (St. Louis, CA)’den temin edilmistir.

2.2. Metod (Method)

2.2.1. TPP Sistemlerinin Hazirlanma Prosediirii
(Preparation Procedure of TPP Systems)

Uglii faz sistemleri, proteinlerin sulu ¢ozeltisine,
genellikle tuz olarak amonyum siilfat ve bir organik
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¢cozgen olarak butanol eklenmesiyle olusur. Uygun
kosullar altinda ii¢ faz olusur. Butanolce zengin list faz
(non-polar bilesikleri igerir), polar bilesikleri iceren sulu
fazdan ara yilizey protein c¢okeltisi ile ayrilir.
Saflagtirilmig protein dagilimi, Gstteki organik ¢dzgen
faz1 ile alttaki sulu fazin arasindaki ¢dziinmeyen ara
yiizeyde goriiniir [11]. Caligmada, 2mL enzim ekstrakti,
farklt amonyum siilfat doygunluklarima (%20, %30, %40,
%50 ve %60) getirildi ve farkli enzim/t-butanol oranlari
(1,0:1,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0) saglanacak sekilde
t-butanol eklendi. Karisim oda sicakliginda 1 saat
bekletildikten sonra 4,000 rpm’ de 10 dakika
santrifiijlenerek faz ayrimi gozlendi. Ust faz dikkatlice
pipetlenerek ortamdan uzaklastirildi. Orta ve alt faz
toplanarak aktivite ve protein degerleri tespit edildi.
Amonyum siilfat konsantrasyonu, ekstraktin butanol
fazina orani, pH ve sicaklik faktorlerinin degisik
kombinleri denenerek selektif kosullar elde edilmistir.

2.2.2. invertazin Aktivite Tayini (Determination of
Intertase Activity)

Invertaz enziminin aktivite tayininde esas, substrat olarak
stikroz kullanilarak enzimatik reaksiyon sonucunda agiga
¢ikan invert sekerin miktarinin dinitrosalisilik (DNS) asit
metodu ile Dbelirlenmesidir. ~ Aktivite tayininde
inkiibasyonlar ~ Stuart  Scientific  ¢alkalamali su
banyosunda (SBS-35), spektrofotometrik o6lgiimler ise
Perkin Elmer marka cihazla gergeklestirilmistir. DNS
metodunun esasi indirgen sekerlerdeki serbest karbonil
gruplarmin  (C=0) varligin1 test etmektir. Bununla
birlikte glukozdaki fonksiyonel aldehit grubu ile
fruktozun fonksiyonel keton gruplarinin oksidasyonunu
ve ayni anda alkali kosullar altinda 3,5-dinitrosalisilik
asitin  3-amino-5-nitrosalisilik asite indirgenmesini
icermektedir. Reaksiyonda bir mol seker bir mol 3,5-
dinitrosalisilik asit ile reaksiyona girerek 3-amino,5-
nitrosalisilik asit olugturmaktadir. Nitroaminosalisilik
asit konsantrasyonu 546 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciilebilmektedir [11].

2.2.3. invertazin Protein Tayini (Bradford Metodu)
(Determination of Invertase Protein)

Bu yontem Coomassie blue G-250 (organik) boyasinin
farkl1 konsantrasyonlardaki protein ¢6zeltilerinde degisik
siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak
gelistirilmistir. Boyanin 6zellikle arginin gibi bazik
amino asitlere ve bazi1 aromatik amino asitlere baglanma
egiliminde oldugu gosterilmistir. Dolayistyla bu
yontemde proteinin primer yapisinin Onemi vardir.
Duyarlilik sinirlari, total reaksiyon karigiminda 5-100 pg
protein/mL olan bu yo6ntemde asidik boya proteine
baglanir ve 595 nm’de maksimum absorbans verir. Bu
deneyde standart protein olarak genellikle boya baglama
kapasitesi yiiksek olan BSA (sigir serum albiimini)
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kullanilir. Sigir serum albiimininin (BSA), distile suda
hazirlanmis 1 mg/mL’lik stok standart ¢ozeltisinden
0,02-0,25 mg/mL konsantrasyon araligi ile hazirlanan
standart  grafigi  kullanilarak  6rnek  protein
konsantrasyonlart hesaplandi. Cam kiivet kullanimi
boyanin cama absorplanmasma neden oldugundan
polistiren kiivetlerde 6l¢iim alinir [11].

2.2.4. Termal Profili Ve Kararhihigi (Thermal Profile
and Stability)

TPP sisteminin orta fazindan toplanan invertaz enziminin
protein tayini yapildi. Ayni protein konsantrasyonlarina
sahip enzim soliisyonlar1 6ncelikle 0-80 °C arasindaki
farkli sicakliklarda 30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda
DNS aktivite tayin yontemi kullanilarak aktiviteleri tayin
edildi. Bagil aktiviteleri hesaplanarak karsilastirmasi
yapildi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA (RESULTS AND
DISCUSSION)

3.1. invertaz Enziminin TPP Sistemi ile
Saflastirilmasi (Purification of The Enzyme Invertase
TPP System)

Yaptigimiz ¢alismada kokulu kara tiziimden elde edilen
enzim ekstrakti TPP sistemi ile tek adimda saflagtirildi.
Farkli enzim/t-butanol oranlart (1,0:1,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5
ve 1,0:2,0) ve farkli amonyum siilfat konsantrasyonlari
(%20, %30, %40, %50 ve %60) kullanilarak faz sistemi
optimize edildi. Enzim agirlikli olarak orta fazda toplandi
ve gosterdigi yiiksek aktivite verimi Sekil 2°de verildi.

250 A
—_ .. TN
§ 200 - m aktivite verimi (%)
E 150
%]
>
& 100 A
=
2 50 -
<

0 |
alt faz orta faz ust faz
Fazlar

Sekil 2. TPP sisteminde invertaz enziminin fazlar arasinda dagilimi
(%50 amonyum siilfat doygunlugu, 1,0:1,0 enzim/t-butanol) (The
distribution system of the phases of the enzyme invertase TPP (50%
ammonium sulfate saturation, 1,0:1,0 enzyme / t-butanol))

TPP sisteminde enzim hangi fazda toplanacagi enzimin
icerdigi amino asitlerin karakteristigine ve izoelektrik
noktalarma bagli olarak farklilik gostermektedir. Bu
nedenle ayni enzimin farkli kaynaklardan elde edilen
ekstraktlarinda da fazlar arasi dagilimlar1 degisiklik
gosterebilmektedir [11]. TPP sistemi diger ¢ok adimli,
maliyeti yiiksek kromatografik saflastirma tekniklerine
kiyasla uygulamas: basit, maliyeti disiik, genis
hacimlerde  kullanilabilir ve oda  sicakliginda
gerceklestirilebilen bir biyoayirim teknigidir.

3.2. Saflastirlan invertaz Enziminin Termal
Kararhhg (Thermal Stability of the Purified Enzyme
Invertase)

Invertazin katalitik aktivitesine 0-80 °C araligindaki
sicaklik degerlerinin etkisi incelendi. Enzim belirtilen
sicakliklarda 30 dakika inkiibe edildi ve sonrasinda
aktivite tayinleri yapildi. Sekil 3’te goriildiigii gibi enzim
50 °C’de maksimum aktivite gosterdi ve bu sicaklik
sonrasinda kademeli olarak aktivitesini kaybetmeye
bagladi. 4-50 °C araliginda enzim baslangi¢ aktivitesinin
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%95’1ni korurken, 60-80 °C araliginda aktivitesini hizla
kaybederek 80 °C’de bu deger %0,1’¢ diismiistiir.
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Sekil 3. TPP sistemi ile saflagtirilmis invertaz enziminin 30 dk
inkiibasyonu sonucunda 0-80 °C araligindaki bagil aktivite degerleri
(Relative activity values as a result of incubation of 30 min of purified
with TPP system invertase enzyme between 0-80 C)

Sicakligin yiikselmesi ya da inkiibasyon siiresinin
uzamasi gibi termal etkenler protein yapidaki enzimin iig
boyutlu yapisinda denatiirasyona sebep olarak, enzim-
substrat iligkisinin saglanamamasi, aktif merkezin
yapisal olarak bozulmasi ve fonksiyon gosterememesi
gibi sonuclara yol agarak aktivitede kayiplara sebep
olmaktadir. Bu nedenle endiistriyel uygulamalarda
calistlan enzimin kararliligin1 koruyabildigi sicaklik
araliklar1 tercih edilmekte ve bu araligin belirlenmesi
o6nem tagimaktadir. Enzimin kararlilik derecesi yani
zamana baglh aktivitesini koruyabilme yetenegi,
proseslerde uygulanabilirligi arttirmakta ve maliyeti
onemli oranda etkilemektedir [1].
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