ENZIMATIK-OPTIK YONTEMLERLE GLIKOZ,
MALTOZ VE DEKSTRIN TAYINLERI
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0. Giris :

Ozellikle tip bilimi igin geligtiriimis bulu-
nan baz ydntemler, ‘sonralan ﬁ/dig“;er bilim dal-
larinda da kullanilma olanadina kavugmustur.
Bu arada, gida maddelerinin bilegimini daha
kesin olarak saptamak ve hatta imaldt sirasin-
da olusan geligmeleri izlemek igin enzimatik -
optik yontemlerden yararlantimast gittikge art-
maktadir. Gesitli gida maddelerinde oldugu gi-
bi malt ve bira teknolojisinde de vyerini alan
ve oldukea kesin sonuglar veren yintemlerden
tiglinit bu derleme ile sunmakta yarar gdril-
muistir,

1. Glikoz tayini :

Maltoz, dekstrin ve sakkaroz tayinlerinde
oldugu gibi, bazi enzimlerin (sakkaraz, mal-
taz, sellobiyaz) aktivitelerinin Olgiilmesinin
esasini tegkil ettigi icin glikoz tayini biylk
onem tagimaktadir, Gesitli enzim ve ko-enzim
preparatlarindan yarartamiarak yapilan bu ana-
lizin prensibi agagida actklanmigtir (Bergme-
yer 1970; Boehringer 1971).

Formiil (1) geredince, hekzokinaz (HK]
enzimince katalize edilen reaksiyon sonucu gli-
koz, glikoz - 6 - fosfata- ve ortama verilen ade-
nozin - 3 - fostat (ATP) ile adenozin-2-fosfata
(ADP) déniigir.

: HK
(1) Glikoz + ATP ——— G-6-P + ADP

Glikoz . 6 - fosfat - dehidrogenazt yardim
ile, formil (2) de gorlldugi gibi, reaksiyona
giren glikoz - 6 - fosfattan, glikonat - 6 - fosfat
meydana gelir: Bu arada, nikotinamid - adenin -
dindkleotidfosfat (NADP)) ise’ indirgenmig ni-
kotinamid - adenin - diniikleotidfosfata -donii-
siir... . N L

G-6-P-DH
(2) G-6-P + NADP ———F———— Gli-
konat-6-P -4+ NADPH 4 H+
Boylece olugan ve spektrofotometrede 366
nm de yapilacak &lgiimle saptanabilen NADPH,
ortamdaki glikoz ile ayni ekivalan miktarda
meydana gelmis olmaktadir.

Gerekli gizeltiler :

1. Tampon erivik (0,3 M trietanolamin,
pH = 76 ve 4 mM Mg++) : 11,2 g trietanola-
min - hidrokloriir ve 0,2 g MgSQy . 7H,O tarti-
hip 150 mi destile suda ¢zlindGrilir, 4 ml ka-
dar 5N NaOH ile pH s1 7.6 ya ayarlanir. Su ile
200 ml ye tamamlanir,

2. NADP (yaklagik 11,5 mM) : 50 mg NA-
DP-Na, tartifir ve 5 ml destile suda ¢éziliir
(Bu cozelti :-4+4°C de 4 hafta dayanikldir).

3. ATP (yaklastk 81 mM) : 250 mg ATP-
Na, tarttlir ve 5 ml su ile gdzlindUriilir (+4°C
de 4 hafta dayaniklidir]).

4. Hekzokinaz/Glikoz - 6 - P - dehidrogenaz
karisimi (1 mg HK/ml ve 0,5 mg G6P-DH/ml) :
Mililitrede 2 mg protein ihtiva eden hekzoki-
nazdan 0,5 ml ve mililitrede ¥ mg protein ih-
tiva eden G6P-DH dan 0,5 ml kangtirilarak kul-
lanthir (4-4°C de bir wvil dayanikhidir].

Deney :

Deneyin sagltkh sonu¢ wvermesi igin nu-
muneler, litrede 0,4-08 g glikoz ihtiva edecek
sekilde seyrsltilmelidir. Bﬁyleée bulunan sey-
reltme faktorii (F) not edilir. Sonra, 1 cm. 15tk
yollu cam kiivetiere eriyiklerden agadidaki mik-
tarlar pipetlenir. Denemeler paralel yiriti!-
meli ve sicaklik 20-25°C ler arasinda olmal:-
dir.

Kér deneme

_ Asil deneme
Gozeltiler (A) )
Puifer (1) 2,5 ml 25 ml
NADP (2) 0,10 ml, -.0,10 ml
ATP (3) 0,10 ml 0,10 ml
Numune (F) 020 mi. . —- .
Destile su - 020 ml
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nan-glikoz toplamim gbsterecektir. Sadece sak-
karoz saptanmak istendiginde, ortamda &nce-
dén bulunan glikozun t;.xkanlmasn gerekecekt:r
Ancak maltoz tayininde bu gikarmaya gerei
yoktur. Zira, zaten ortamda bulunan glikoz de-
gerinin maltozla bulunandan da cikariimasi ge-
rekecektir. Su halde, maltozla asagida anlat:-
lacagt sekilde bulunacak olan glikoz degerin-
den, yukarda bulunan, (8) .ile gosterilen ve
hem sakkarozun pargalanmasindan olusan ve
hem de ortamda bulunan glikoz toplaminmin ¢i1-
kariimasi yeterlidir.

Bundan sonra asil maltoz tayini yapiima-
hdir. Bunun igin gerekli ¢dzeltiler sunlardir.:

1. Asetat - puffer (0,1 M, pH-6,6) : 1,36 g
sodyumasetat 3H,0 tartilp 80 ml destile su-
da gdziindiiriiliir. 1 ml kadar 0,1 N asetik asit
ilte pH 6,6 ya ayarlanir ve su ile 100 ml ye
tamamlanir. :

2. g-glukozidaz (5 mg protein/ml) : Enzim
preparatt seyreltilmeden oldugu gibi kullamhr
( +4°C de 6 ay dayandkiidir).

3. Diger ¢bzeltiler aynen glikoz tayininde
oldugu gibidir.

Numune analiz 6ncesi yine gerektigi kadar
seyreltilir ve seyreltme faktérl (F,) not edi-
lir. Sonra, numunede bulunan maltozun g - gli-
kozidaz tarafindan pargalanmasi islemi yaptir-
lir. Bu amagla tuplere asagidaki m:ktarlar pi-
petlenir. o

Santrifiij tiiplerine veya tuplére -

Asil deneme Kér deneme
Gozeltiler (A) (K}
Asetat - puffer (1) 0,50 ml 0,50 m!
Numune (Fg) 0,50 ml —_
Destile su .= 0,50 ml
o - glikozidaz 0,05 ml 0,05 ml

karistiritdiktan sonra 20-25°C lerde 20 dakika
bekletilir. Kaynamakta olan su banyosunda 3
dakika tutulur ve santriflije edilir veya siiziiliir.
Stiziintlide glikoz tayini yapilir. Normal glikoz
tayininde astl deneme igin numune, kor dene-
me igin ise destile su pipetlenmektedir. Bura-
da ise, asil deneme igin asil deneme tipiiniin
shziintiisinden, kor ‘igin: de- kér deneme-siiziin-
tiisiinden pipetlenir ve su verilifiez. . - :

: Maltoz tayini |gm de AE degert bulunur
AE, = A[E-E, - K(E;- El]

.. Daha énce yapilan 6n sakkaroz taym: ve
1Igil| seyre]rme faktorleri de. dikkate alinarak,
numunemn litresinde bulunan maltoz [DraWert
ve Hagen (1971b) e gbre maltoz + maltotrioz)
miktari séyle hesaplanabilir. .

(M) Maitoz + maltotrioz g/t = [ (AE, x
Fm X 0797 x 2,1) — (AE, x F, x
0,856) ] x 0,95
Bu formillde sunlar gdsterilmigtir :
AE, = Maltoz tayini amacryla yepilan gii-
koz tayininde ekstinksiyonlar farki,
F., = Maltoz tayini &ncesi yapilan seyrelt-
me faktdrii . .
0,797 = Glikoz hesabindan .sabit sayi,

2.1 = Maltoz pargalanmasi swasmdaki
seyreltme,

AE, = Sakkaroz tayini icin bulunan eks-
tmksnyonlar farki, -

0,856 = Sakkaroz taylnl icin glikoz hesabi

sabit sayis, 3 .
F, = Sakkaroz tayininde yapilan sey-
reltme faktorii,
095 = Glikozdan maltoza gevirme fakto-
ril,

Bulunan sonug, istendigi taktirde ayrica )
analize tabi tutulan numunenin kurumaddesinde
% olarak da hesaplanablilir. Ornegin, bir sira-
nin 100 g ekstraktinda maltoz + maltotrioz
gram olarak style hesaplanabilir :

‘ 10 M-
Maltoz +maltotrioz 9/100 g ekstrak! = ———
e

(e) ile o swradaki ekstrakt (kurumadde) mik-

tari g/100 mi olarak gdsterilmistir.

3. Dekstrin tayini :

Dekstrinlerin seyreltik asitlerle kaynatilip,
hidrolize edilerek yapi ta$lar| olan glikozlara
pargalanmas: ve bdylece olusan Uriiniin tayin
edilmesinden sonra - hesaplanarak bu!unmasu
gerekmektedir.

Hidrolizasyon : . o

Bu iglem, Pawlowski - Schild (1972) veya
Stlbereisen vé Kremkow' {(1966) ya da Drawert
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