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OZET

Son yillarda, hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olan bitkisel kaynakli proteinlerin
modifiye edilerek gida katkis1 olarak kullanimi 6nem kazanmustir. Yaklasik olarak % 60
oraninda protein igeren musir gluteni, nigasta {liretimi sirasinda yan iriin olarak ortaya
cikmaktadir. Gilintimiizde, daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilan misir gluteninin, gida
katkis1 olarak kullanilabilmesinde en biiyiik dezavantaji ¢6ziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmasidir.
Ancak bu dezavantaj proteinin modifiye edilmesi ile ortadan kaldirilabilir. Misir proteinin
gida katkisi olarak kullanimini gelistirmek amaci ile bu ¢aligmada, misir glutenin enzimatik
hidrolizi, kapsamli bir bicimde incelenmistir.

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calismalarda; oncelikle bes farkli ticari enzim
(Alcalase, Neutrase, Protamex, Flavourzyme ve PTN) kullanilmis ve bunlarin arasindan misir
glutenin hidrolizi i¢in en uygun enzimin Alcalase oldugu belirlenmistir. Daha sonra, hidroliz
derecesini belirlemek i¢in kullanilan pH-stat yontemi musir glutenin Alcalase enzimi ile
hidrolizi i¢in kalibre edilmis ve misir gluteni hidrolizatlar i¢in pK degerleri; 40°C, 50°C ve
60°C sicakliklarda sirasiyla 6.82, 6.60 ve 6.37 olarak bulunmustur. Kesikli sistemde, hidroliz
paremetrelerinin optimizasyonu i¢in, farkli substrat konsantrasyonlarinda (10-60 g protein/L),
enzim konsantrasyonlarinda (% 0.05-0.35 (hacim/hacim)), sicaklik (40-65°C) ve pH (6.5-8.5)
degerlerinde deneyler gerceklestirilerek hidroliz derecesi, protein ¢oziiniirliigli ve enzim
stabilitesi zamana kars1 incelenmistir. Farkli proses sartlarinda gerceklestirilen bu deneyler
sonucunda hidroliz i¢in optimum proses sartlari; substrat konsantrasyonu 30 g protein/L,
enzim miktar1 % 0.25 (hacim/hacim), sicaklik 55°C ve pH 8 olarak belirlenmistir. Optimum
proses sartlarinda, 120 dakika siireyle gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda, % 28.4
hidroliz derecesi, % 85.3 protein ¢oziinlirliigii elde edilmis ve enzimin aktivitesini yaklasik
% 74 oraninda kaybettigi saptanmistir. Calismada; hidroliz iirlinlerinin, kademeli enzim
ilavesinin ve glutene uygulanan; 1s1l, mikrodalga, sonik ve nisasta hidrolizi 6n islemlerinin
hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkileri ayrica incelenmistir. Ultrasonikasyon uygulamasi ile
gerceklestirilen hidroliz deneyleri ile, sonikasyon parametrelerinin hidroliz reaksiyonu ve
enzim stabilitesi tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen tiim veriler analiz edilerek; hidroliz,
¢coziinlirliik ve enzim inaktivasyonu i¢in kinetik modeller elde edilmis, misir gluteninin
hidrolizinin =~ Michaelis-Menten  Kinetigine uygunlugu, baslangic hiz  deneyleri
gergeklestirilerek ayrica incelemistir. Hidroliz reaksiyonu i¢in Michaelis-Menten kinetik
parametreleri; Ky= 53.77 g/L, Vmax= 5.94 mmol/L.dak olarak elde edilmis, ayrica bu
parametrelerin sicaklik ve pH ile degisimi incelenmistir. Alcalase enzimi i¢in {iriin inhibisyon
tiiriiniin  unkompetitiv oldugu belirlenmis ve inhibisyon sabiti Ki= % 44.68 (hidrolizat
hacmi/reaksiyon ¢ozeltisi hacmi) olarak hesaplanmistir.

Anahtar Kelimeler: Misir gluteni, Alcalase, enzimatik hidroliz, proses degiskenleri,
optimizasyon, kinetik
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ENZYMATIC HYDROLYSIS OF CORN GLUTEN: OPTIMIZATION OF PROCESS
PARAMETERS, HYDROLYSIS, SOLUBILIZATION AND ENZYME
INACTIVATION KINETICS

ABSTRACT

Over the last decade, modified plant proteins as an alternative to proteins from animal sources
are increasingly being used as food additives. Corn gluten which contains approximately
60 % proteins is a by-product from the production of starch from maize. Currently, its main
use is as an animal feed. The major drawback of using corn gluten in foods is that it is very
insoluble in water. However, its solubility can be increased by modification. In the present
work, a comprehensive study on the hydrolysis of corn gluten was performed to improve its
utilization in food products.

In the present study, firstly, a general survey of enzymatic hydrolysis and solubilization of
corn gluten was performed with five commercial enzyme preparations (Alcalase, Neutrase,
Flavourzyme, Protamex and PTN) in order to choose appropriate enzyme; and as a result
Alcalase was chosen as proper enzyme among them. Then, the calibration of pH-stat for corn
gluten hydrolysis by Alcalase was performed and the pK values of the corn gluten
hydrolysates were determined as 6.82, 6.60 and 6.37 for the temperatures of 40°C, 50°C and
60°C respectively. For optimization of the process parameters, hydrolysis reactions were
performed at different substrate concentrations (10-60 g protein/L), enzyme concentrations
(0.05-0.35 % (v/v)), temperatures (40-65°C) and pH values (6.5-8.5); and the degree of
hydrolysis, solubility of corn gluten and residual enzyme activity were investigated depending
on processing time. The optimum process conditions for hydrolysis and solubilization were
obtained as 30 g/L substrate concentration, 0.25 % (v/v) enzyme concentration, 55°C and pH
8. Under these conditions, the values of degree of hydrolysis and solubilization were found as
28.4 % and 85.3 % respectively; and enzyme lost its activity by 74 % at the end of 120 min
processing time. The effect of hydrolysis products and pretreatments applied to substrate;
such as thermal treatment, microwave irradiation, sonic treatment and starch removal; on
hydrolysis were also investigated. Hydrolysis experiments under ultrasonication were
performed in order to investigate the effects of sonication parameters on hydrolysis and
enzyme stability.

Modelling studies were performed to determine the kinetics of hydrolysis, solubilization and
enzyme inactivation. The Michaelis-Menten kinetics was examined with initial rate assays,
and the kinetic parameters, Ky, and Ve were estimated as 53.77 g/L and 5.94 mmol/L.min.
The effects of temperature and pH on Michaelis-Menten parameters were also examined. The
type of inhibition for Alcalase determined as uncompetitive; and the inhibition constant, K,
was estimated as 44.68 % (hydrolysate /substrate mixture; v/v).

Key Words: Corn gluten, Alcalase, enzymatic hydrolysis, process parameters, optimisation,
kinetics
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1. GIRIS

Proteinler; biiylime ve yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi ig¢in gerekli olan enerji ve
aminoasit kaynagi olduklar1 icin besinsel olarak, yiyeceklere benzersiz Ozellikler

kazandirdiklari i¢in de fonksiyonel olarak temel gida bilesenleridir.

Proteinlerin besinsel ve fonksiyonel ozellikleri, protein hidrolizi ile modifiye edilebilir.
Modifiye edilmis proteinler gidalarin; ¢6ziiniirliik, yag ve su baglanma kapasitesi, viskozite,
emiilsifiye olma ve kopilirme gibi fonksiyonel oOzelliklerini gelistirmek icin gida katki
maddeleri olarak; veya kanser, akut ve kronik karaciger rahatsizligi, bagirsak iltihabi, kisa
bagirsak sendromu, fenilketoniiri, crohn hastaligi, ilseratif kolit, pankreas iltihabi, besin
alerjisi gibi hastaliklarda medikal amacli kullanilmak iizere iiretilen besinlerde, ayrica protein
takviyesi saglamak amaci ile yaslilar ve sporcular i¢in 6zel olarak iiretilen gidalarda ve kilo-
kontrol diyetlerinde kullanilabilirler (Giese, 1994; Schimidl vd., 1994; Frokjaer, 1994;
Clemente, 2000; Kim vd., 2004a; Karamac vd., 2002).

Proteinler, peptid baglarinin pargalanmasi sonucunda, bozunarak farkli boyutlarda peptidlere
ve serbest amino asitlere doniisiirler. Hidroliz olarak adlandirilan bu bozunma; enzimatik,
asidik ve bazik olarak gerceklestirilebilir. Asidik ve bazik hidrolizin kontrolii zordur ve elde
edilen iirlinlin besinsel degeri diisiiktiir. Kimyasal hidroliz sonucu istenmeyen yan liriinler ve
toksit maddeler olusabilir. Asidik ve alkali hidrolizin tersine, enzimatik hidroliz daha i1limh
proses sartlarinda (pH 6-8, 40-60°C) gerceklesir ve yan reaksiyonlart minimize eder.
Enzimatik hidroliz sonucu elde edilen {iriinlerde aminoasit kompozisyonu ham iiriiniinki ile
benzerdir. Ayrica elde edilen hidrolizat nétralize edildiginde daha az tuz igerir. Enzimatik
hidrolizde son iiriiniin fonksiyonel 6zellikleri spesifik enzim se¢imi ve reaksiyon kosullarinin
belirlenmesi ile kontrol edilebilir. Reaksiyon sonucunu etkileyen parametreler; sicaklik, pH,
enzim-substrat oranit ve reaksiyon siiresidir (Adler-Nissen, 1976; Adler-Nissen, 1986;

Clemente, 2000; Drago ve Gonzalez, 2001; Kim vd., 2004a).

Beslenme amacli olarak gelistirilen protein hidrolizatlarinin eldesi i¢in daha ¢ok hayvansal
kaynakli proteinler kullanilmigtir. Hayvansal kaynaklar i¢inde en 6nemli protein kaynagi,
besin degeri acisindan ve ticari olarak eldesi kolay oldugu i¢in siittiir. Hidroliz i¢in genellikle
slit proteini olarak kazein ve peynir alti suyu kullanilir (Clemente, 2000). Protein eldesi i¢in
kullanilan diger hayvansal kaynaklar et, kollajen, jelatin, balikk ve yumurtadir (Adler-Nissen,
1986; Giese, 1994). Ancak son zamanlarda hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olarak

bitkisel kaynakli proteinlerin kullanimi1 giderek artis gostermektedir (Friedman, 1996;



Clemente, 2000). Bitkisel protein kaynaklar1 arasinda en ¢ok soya proteinin hidrolizi {izerine
caligmalar (Adler-Nissen, 1978a; Adler-Nissen, 1978b; Constantinides ve Adu-Amankwa,
1980; Adler-Nissen, 1986; Don vd., 1991; Achouri vd., 1998; Wu vd., 1998; Lee vd., 2001;
Jung vd., 2004; Surowka ve Zmudzinski, 2004; Chiang vd., 2006; Lamsal vd., 2006; Lamsal
vd., 2007) gergeklestirilmistir. Soyanin yani sira; bezelye (Moreno ve Cuadrado, 1993;
Karamac vd., 1998; Periago vd., 1998; Soral-Smietana vd., 1998; Sijtsma vd., 1998; Soral-
Smietana vd., 1999; Karamac vd., 2002), nohut (Marquez ve Fernandez, 2002), bakla
(Raymundo vd., 1998; Lqari vd., 2005) ve bugday (Bombara vd., 1997; Nouri vd., 1997,
Drago ve Gonzalez, 2001; Popineau vd., 2002; Wang vd., 2006; Kong vd., 2007a; Kong vd.,
2007b; Wang vd., 2007a; Wang vd., 2007b) iizerlerinde gergeklestirilen caligmalarla dikkat

ceken bitkisel protein kaynaklar1 arasinda yer almaktadir.

Yaklasik olarak % 60 oraninda protein iceren misir gluteni, nigasta liretimi sirasinda yan {iriin
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Hardwick ve Glatz, 1989; Adler-Nissen, 1986). Daha ¢ok hayvan
yemi olarak kullanilan musir glutenin, gida katkisi olarak kullanilabilmesi i¢in en biiyiik
dezavantaji ¢Ozlnirligiiniin ¢ok diisiik olmasidir (Hardwick ve Glatz, 1989). Ancak bu
dezavantaj proteinin modifiye edilmesi ile ortadan kaldirilabilir. Literatiirde misir protenin
hidrolizi iizerine ¢ok sinirli caligmalar gergeklestirilmistir (Adler-Nissen, 1977; Hardwick ve
Glatz, 1989; Mannheim ve Cheryan, 1992; Briones-Martinez vd., 1997; Suh vd., 2000-2003;
Kim vd., 2004a-b; Zheng vd., 2006). Misir nisastasi iiretiminin yilda yaklasik 100000 ton
oldugu tilkemizde, yilda yaklasik 23000 ton misir proteini tiretilmektedir [1]. Bu nedenle bu
calismada, protein kaynagi olarak misir gluteni se¢ilmis ve misir glutenin enzimatik hidrolizi,

kapsamli bir bicimde incelenmistir.

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calismalarda; oncelikle bes farkli ticari enzim
(Alcalase, Neutrase, Protamex, Flavourzyme ve PTN) kullanilmis ve bunlarin arasindan misir
glutenin hidrolizi i¢in en uygun enzimin Alcalase oldugu belirlenmistir. Daha sonra, hidroliz
derecesini belirlemek i¢in kullanilan pH-stat yontemi musir glutenin Alcalase enzimi ile
hidolizi i¢in kalibre edilerek hidroliz paremetrelerinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
Calismada hidroliz iriinlerinin, kademeli enzim ilavesinin ve glutene uygulanan; 1sil,
mikrodalga, sonik ve nigasta hidrolizi 6n islemlerinin hidroliz reaksiyonu ilizerindeki etkileri
ayrica incelenmistir. Hidroliz reaksiyonu ultrasonik ortamda da gergeklestirilerek, sonikasyon
parametrelerinin hidroliz reaksiyonu ve enzim stabilitesi {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Kesikli sistemde gergeklestirilen optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen tiim veriler

analiz edilerek; hidroliz, ¢oziiniirliik ve enzim inaktivasyonu icin kinetik modeller elde



edilmistir. Misir gluteninin hidrolizinin Michaelis-Menten kinetigine uygunlugu, baslangi¢
hiz deneyleri gerceklestirilerek ayrica incelemis, reaksiyon icin Michaelis-Menten kinetik
parametreleri ile bu parametrelerin sicaklik ve pH ile degisimi ve Alcalase enzimi i¢in {iriin

inhibisyon tiirli belirlenmistir.



2. PROTEIN HiDROLIZi

Protein, peptit baglar1 ile birlesmis amino gruplari i¢eren uzun bir polimer zinciridir. Amino
gruplart arasindaki baglar1 sulu ortamda kirarak, proteni daha kisa pargalara ayirma islemi
hidrolitik bozunma veya hidroliz olarak isimlendirilir. Hidroliz reaksiyonu sirasinda amid
baglar1 kirilir ve su molekiiliiniin eklenmesi ile peptitler ve/veya serbest amino asitler aciga

cikar (Sekil 2.1) (Adler-Nissen, 1993).
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Ry, R; ve Rj: amino asit gruplari, E: enzim
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Sekil 2.1 Protein hidrolizi (Van der Ven C., 2002)

Proteinlerin enzimatik hidrolizi proteaz enzimleri tarafindan katalizlenir. Genel olarak proteaz
enzimleri tarafindan katalizlenen protein hidrolizi ii¢ ardisik reaksiyon sonucu gerceklesir

(Sekil 2.2) (Adler-Nissen, 1986);

(1) Peptit zinciri (substrat) ve enzim arasinda enzim-substrat kompleksinin olugmasi
(2) Peptit baginin kirilmasi ile olusan iki yeni peptitten birinin aciga ¢ikmasi
(3) Ikinci peptit ve enzim kompleksine su molekiilleri tarafindan yapilan niikleofilik atak

sonucunda ikinci peptit ve enzimin serbest kalmasi

K H,0
E+s *—5 ES —> EP+H-P ——% E+P-OH+H-P'

E: enzim, S: substrat, ES: enzim substrat kompleksi, P ve P’: agiga ¢ikan peptitler,

k.4, ki, ky, k3: reaksiyon hiz sabitleri

Sekil 2.2 Proteaz enzimi tarafindan katalizlenen hidroliz reaksiyonu (Adler-Nissen, 1986)



Hidroliz reaksiyonu sirasinda kirilan peptit bag sayisi, proteaz enziminin katalitik verimini ve
reaksiyonun ilerleme derecesini gosterir. Hidroliz islemi sirasinda kirilan peptit bag sayisi
hidroliz esdegeri (/) olarak isimlendirilir; ve g protein basina esdeger mol miktar1 olarak

(eqv/g protein) ifade edilir.

Hidroliz esdegeri serbest amino gruplarinda meydana gelen artisin belirlenmesi ile 6l¢iiliir.
Serbest amino gruplariin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla kullanilan bir¢ok yontem
mevcuttur. Bunlar arasinda gilinimiizde kabul gormiis ve engok kullanilan yontem

trinitrobenzen stilfonik asit (TNBS) yontemidir (Bkz. B6liim 6.5) (Adler-Nissen, 1986).

Herhangi bir protein i¢in toplam peptit bag sayist hyp, (eqv/g protein) olarak gosterilirse

hidroliz reaksiyonunun ilerlemesi diger bir deyisle hidroliz derecesi;

HD =% 100% 2.1)

top

olarak ifade edilebilir. 4, degeri proteinin amino asit kompozisyonundan, temel amino

asitlerin g protein basina mol sayilar1 toplanarak hesaplanabilir (Adler-Nissen, 1986).



3. BITKIiSEL PROTEIN KAYNAKLARI

Bitkisel gidalar beslenmemizde 6nemli yer tutmaktadir. Besinler yolu ile alinan enerjinin

yaklagik % 80’1 ve proteinlerin % 65’1 bitkisel gidalardan saglanir (Sathe, 2002).

Bitkisel proteinler daha ¢ok tohum (¢ekirdek) igeren bitkilerden saglanir. Bu bazda bitkisel
protein kaynaklar1 tahillar ve baklagiller olmak iizere iki ana smifa ayrilabilir. Tahil
cekirdekleri yaklasik % 10-15, baklagil sinifina giren bitki ¢ekirdekleri ise yaklasik % 20-40
oraninda protein icerir. Baklagiller protein bakimindan tahillara gére daha zengindirler, ancak
diinya ¢apinda tahil tiretimi baklagillere gore daha fazla oldugundan, tahillardan baklagillere
gore ii¢ kat daha fazla protein saglanir (Larkins vd., 1993; Shewry ve Halford, 2002). Cizelge
3.1 ve 3.2°de tahil ve baklagiller smifina giren ¢ekirdek (tohum) bitkileri ve bu bitkilerin
protein icerikleri verilmistir. Tahil ve baklagillerin disinda protein kaynagi olarak kullanilan
diger bitkiler; pamuk tohumu, susam, ay ¢ekirdegi ve kolza tohumu olarak siralanabilir (Adler

Nissen, 1986).

Cizelge 3.1 Tahil tohumlarinin ortalama protein igerikleri (Lastity, 1984)

Tahl % Protein (kuru madde)
Bugday 12.2
Cavdar 11.6

Arpa 10.9

Yulaf 11.3

Misir 10.2

Dar1 10.3
Sorgum 11.0

Piring 8.1




Cizelge 3.2 Baklagiller smifina giren bitki tohumlarmin ortalama protein igerikleri
(Sathe, 2002)

Baklagiller % Protein (kuru madde)
Fasulye (genel) 17.5-28.7
Barbunya 26.3-31.3
Boriilce 18.3-35.0
Soya 31.2-52.9
Bakla 20.3-41.0
Act bakla 34.0-43.0
Bezelye 23.5
Nohut 12.4-30.6
Mercimek 21.7-31.4
Yer fistig1 25.4-33.8

Bitkisel proteinleri tanimlamak ve siniflandirmak igin ¢ok ¢esitli kriterler kullanilmustir.
Konuyla ilgili ¢alisan ilk arastirmacilar (Osborne, 1924: Mandal ve Mandal, 2000; Shewry
vd., 2002 tarafindan kaynak gdsterilmistir) siniflandirmalarin1 proteinlerin bazi ¢oziiciiler
icinde ¢oziiniirliigiine dayali olarak yapmislardir. Hala gecerliligini koruyan ve yaygin olarak

kullanilan bu siniflandirmaya gore bitkisel proteinler dort ana gruba ayrilir:

1. Suda ¢6ziinen, albiiminler
Seyreltik tuzda ¢oziinen, globiilinler

Alkol-su karisiminda ¢dziinen, prolaminler

i

Seyreltik asit veya alkali ortamda ¢6ziinen, glutelinler

Baklagiller sinifinin ana proteinleri tuzda ¢6ziinen globiilin proteinleridir. Tahillar da az
miktarda globiilin igerir; ancak ana proteinleri alkol-su karisiminda ¢oziinen prolaminlerdir
(Larkins vd., 1993). Tahil proteinleri siilfiir igeren amino asitler (metiyonin, sistein)
bakimindan zengin lizin bakimindan fakirdirler. Baklagil proteinleri ise lizin bakimindan
zengin, siilfiir iceren aminoasitler bakimindan fakirdirler (Larkins vd., 1993; Shewry ve

Halford, 2002).



3.1  Misir Gluteni

Misir gluteni, nisasta tiretimi i¢in, misirin 1slak 6gilitme islemi sirasinda yan {iriin olarak elde
edilen degerli bir fonksiyonel proteindir. Sekil 3.1’de akis diyagrami sunulan misirin 1slak

oglitme islemi baslica dort agama igerir.

[k asamada, musir koganindan ayrildiktan ve yabanci maddeler uzaklastirildiktan sonra, musir
taneleri su ve silfiir dioksit ile 1slatilarak (35- 47°C’de, 24-36 saat) sisirilir. Bu islem sirasinda
musirin temel besin igeriginin biiyiik bir kism1 suya geger. Islem sonunda, siiziilerek ayrilan

¢Ozelti kism1 misir suyu olarak konsantre edilir.

Ikinci asamada, siklon seperatorler kullanilarak, diisiik yogunluktaki tohum kismi ayrilir.
Yaklasik olarak % 85 yag iceren bu kisim eleklere alinarak nisastay1 uzaklastirmak igin
yikanir. Daha sonra, mekanik islem ve ¢oziiciiler ile yag tohumdan ayrilir, filtre edilerek son

haline getirilir. Geriye kalan tohum artiklar1 hayvan yemi katkist olarak kullanilir.

Ugiincii asamada, cekirdeginden ayrilan musir hamuru ogiitiilerek kepek (lif), nisasta ve
protein karisitmindan ayrilir. Ayrilan nisasta-protein karigimi nisasta seperatorlerine

gonderilir. Lif kismi (kepek) misir suyu ile sulandirildiktan sonra hayvan yemi olarak satilir.

Son asamada, nigasta ve protein birbirinden santrifiijlenerek ayrilir. Geriye kalan nisasta
fraksiyonu % 1-2 protein ihtiva eder. Bu nedenle bir seri yikama isleminden daha
gecirildikten sonra, % 99.5 saflikta nisasta elde edilir (Shukla ve Cheryan, 2001; Thompson
vd., 2006; [2; 3]). Misir ve misirdan elde edilen tohum ve glutenin icerdigi ana bilesenler

Cizelge 3.3’de sunulmustur.

Misir glutenin karekteristik 6zelliklerine bakildiginda; siilfiir iceren amino asitler (metiyonin,
sistein) bakimindan zengin, lizin bakimindan fakir bir protein kaynagidir. Diger tahillara gore
kepek orani diigiiktiir. Bitkisel protein kaynagi olarak en fazla arastirma konusu olmus soya
tohumlarinin aksine proteinin parcalanmasini engelleyen inhibitorler igermemektedir. Sari

renktedir. Antioksidan vitamin grubuna ait beta-karoten bakimindan zengindir [4].



Misir

\ 4

Misir  tanelerinin - kogandan
ayrilmasi ve temizlenmesi

Daldirma ¢ozeltisi

Islatma tanklar1 »  Buharlastiricilar
Ekstraktorler:
Seperatorler: Tohumun Tohum Tohum
ayrilmasi ™ ekstraksiyonu
Ogiitiiciiler
\ 4
. Kepek
Yikama elekleri Misir yagi
Santrifiijler
Nisasta yikama
A\ 4
Tohum
kiispesi
Nisasta
A 4 A\ 4 \ 4
Agir Hafif
Gluten Gluten Konsantre
misir
ekstraktifi

Sekil 3.1 Misirin 1slak 6gilitme islemi i¢in akis diyagrami [3]
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Cizelge 3.3 Misir, misir tohumu ve misir gluteninin kimyasal igerigi (Shukla ve Cheryan,
2001)

Bilesen Misir (%) % Kuru madde miktari
Tohum Hafif gluten Agir gluten

Nisasta 62.0 8.3 27 20
Protein 7.8 18.4 23 65

Yag 3.8 33.2 2.4 4

Kiil 1.2 10.5 1 1
Digerleri* 10.2 29.6 46 10

Su 15.0 - - -

*Kepek, azot, pentozanlar, fitalik asit, ¢6ziiniir seker, sar1 renk pigmenti (xanthophylls)

Giliniimiizde misir gluteninin baglica kullanim alan1 yem sanaiidir. Yem katki maddesi olarak
kiimes ve biiyilkkbas hayvan beslemeciliginde, ayrica protein kaynagi olarak kopek
mamalarinda kullanilmaktadir [1; 5]. 1991 yilinda misir glutenin yabani bitkilerin biiyiimesini
engelledigi Iowa State Universitesi tarafindan kanitlanns ve dogal herbisit olarak 1991
yilinda patent almistir (Christians, 1991). 1994 yilinda alinan yeni bir patente (Christians vd.,
1994) ise, misir gluteni hidrolizatlarinin kendisinden daha aktif herbisit oldugu kanitlanmistir
[5; 6]. Birgok bitkisel protein gida katkisi olarak kullanilmaktadir. Misir gluteninin, gida
katkis1 olarak kullanilabilmesi i¢in en biiyiilk dezavantaji ¢Oziniirliigiinin c¢ok diistk
olmasidir. Ancak bu dezavantaj proteinin modifiye edilmesi ile ortadan kaldirilabilir

(Hardwick ve Glatz, 1989).
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4. PROTEOLITIiK ENZIMLER

Proteolitik enzimler, proteinlerdeki peptit baglarinin par¢alanmasini katalizleyerek proteinleri
farkli molekiiler boyuta peptit ve serbest aminoasitlere donistiiriirler (Rao vd., 1998;
Clemente, 2000). Kaynaklarina gore; bitkisel, hayvansal, ve mikrobiyal olmak {izere ii¢ sinifa,
etki mekanizmalarina gore endo-peptidazlar ve exo-peptitazlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar

(Adler-Nissen, 1986).

4.1 Proteolitik Enzimlerin Kaynaklarina gore Siniflandirilmasi

4.1.1 Bitkisel proteazlar

Bitkilerden proteaz elde edilmesi; tarim i¢in alan saglanabilmesi, iklimsel sartlarin uygunlugu
gibi bir¢ok faktore bagli olmakla beraber, ¢cok fazla zaman gerektiren bir prosestir. En ¢ok

bilinen bitki kdkenli proteazlar; papain, bromealin ve keretinazdir (Rao vd., 1998).
Papain

Kullanimi ¢ok eskiye dayali olan bitkisel bir proteazdir. Bat1 ve Orta Afrika ile Hindistan da
tropikal iklime yakin iklim 6zellileri gosteren bolgelerde yetisen Carica papaya meyvesinin
0z suyundan ekstrakte edilir. Enzimin performansi, bitkinin kaynagina, yetistigi yerin iklimsel
kosullarina ve enzim eldesinde kullanilan ekstraksiyon ve saflastirma yOntemlerine bagh
olarak farklilik gosterir. Enzim pH 5-9 araliginda aktiftir, ve substrat varliginda 80 veya
90°C’ye kadar stabildir. Endiistriyel olarak yiiksek ¢oziiniirliikkte ve tatlandirici (aroma verici)

protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde kullanilir (Baeza vd., 1990; Rao vd., 1998).
Bromelain

Ananas suyu veya gdvdesinden elde edilir. Enzim sistein proteaz olarak karekterize edilir. pH

5-9 araliginda aktiftir, inaktivasyon sicakligi 70°C’dir (Rao vd., 1998; Hemavathi vd., 2007).
Keretinaz

Baz1 botanik bitki gruplari, sag-tiiy hidroliz eden bu proteazi iiretir. Tily ve yliniin

pargalanmasi, lizin gibi temel aminoasitlerin eldesi i¢in dnemlidir (Rao vd., 1998).
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4.1.2 Hayvansal proteazlar

En ¢ok bilinen hayvansal kaynakli proteazlar; tripsin, chymotripsin, pepsin ve rennindir. Bu
enzimler saf olarak biiyiik miktarlarda elde edilirler. Ancak iiretimleri, kesim icin hayvanlarin

elde edilebilirligine, politik ve zirai diizenlemelere baglidir (Rao vd., 1998).
Tripsin

Bagirsaktan elde edilen sindirim enzimidir. Serin proteazidir. Karboksil gruplarinmi lizin ve

arginin molekiillerine baglanyan peptitleri hidroliz eder (Rao vd., 1998).
Chymotripsin

Pankreatik eksraktlarda bulunur. Saf chymotripsin oldukg¢a pahali bir enzimdir ve yalnizca
diagnostik (tanisal) ve analitik uygulamalarda kullanilir. Karboksil gruplarinin fenilalanin,
tirozin veya triptofan molekiillerinden herhangi birine baglandigi peptitleri hidroliz eder.
Cogunlukla siit proteini hidrolizatlarinin alerjik etkisini ortadan kaldirmak i¢in kullanilir (Rao

vd., 1998).
Pepsin

Hemen hemen tiim omurgalilarin midelerinde bulunan asidik bir proteazdir. iki hidrofobik
amino asit arasindaki peptit baglarmin hidrolizini katalizler. Oncelikli olarak aromatik amino
asitlere (fenilalanin, tirozin ve tiriptofan) kars1 6zgiillik gosterir. Mide i¢in optimum pH
aralig1 2-4 iken pepsin pH 1-2 araliginda optimum aktivite gosterir. pH 6 degerinin iizerinde

inakive olur (Rao vd., 1998; Klomklao vd., 2007).
Rennin

Emziren memelilerin midelerinden elde edilen pepsin benzeri bir proteazdir. k-kazeindeki tek
peptit bagin1 parcalayarak ¢oziinmeyen para- k-kazein ve C-son uglu gliopeptit olusmasini
saglar. Cogunlukla siit {iriinleri endiistirisinde aroma verici stabil siit pihtis1 (lor, kesmik) elde

etmek i¢in kullanilir (Rao vd., 1998).

4.1.3 Mikrobiyal proteazlar

Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlarin, artan enzim taleplerini karsilamaya yetmemesi,
mikrobiyal proteazlara olan ilginin artmasmma neden olmustur. Mikrobiyal enzimler,
kullanilacaklar1 alanlar icin gerekli karekteristik ozelliklerin hemen hemen tiimiine sahip

olduklar1 i¢in bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlara tercih edilirler.
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Bakteriler

Ticari enzimlerin bircogu, oOzellikle ndtral ve alkali enzimler, Bacillus smifina ait
organizmalarca {iretilir. Bakteri kaynakli notral enzimler pH 5-8 araliginda aktiftirler ve
hidrofobik amino asit ¢iftlerine olan ilgileri ile karakterize edilirler. Is1 toleranslari diisiiktiir.
Bakteriyel alkali proteazlar ise, alkali pH degerlerinde (pH 10) gosterdikleri yiiksek
aktiviteleri ile karakterize edilirler. Optimum ¢alisma sicakliklar1 60°C civarindadir (Rao vd.,

1998).
Fungiler

Fungal proteazlar genis bir pH araliginda (pH 4-11) aktiftirler ve genis bir substrat seciciligine
sahiptirler. Ancak bakteriyel enzimlere gore diisiik reaksiyon hizlarina ve daha diisiik 1s1
toleransina sahiptirler. Asidik fungal proteazlar i¢in optimum pH aralig1 4-6.5’tur. Ancak pH
2.5-5 araliginda stabilitelerini korurlar. Notral fungal proteazlar, metalloproteazdir ve pH 7

degerinde aktiftirler (Rao vd., 1998).

4.2 Proteolitik Enzimlerin Etki Mekanizmasina gore Siniflandirilmasi

4.2.1 Exo-peptidazlar

Uc noktalardaki peptit baglarini hidrolizleyerek amino asitleri N-son ucundan veya C-son

ucundan sistematik bir sekilde ayirirlar (Clemente, 2000).
Aminopeptidazlar

Polipeptit zincirinin serbest N-son ucuna etkirler ve tek bir amino asit molekiiliiniin veya bir
dipeptit veya tripeptidin serbest kalmasini saglarlar. Bircok bakteri ve fungide bulunurlar.

Genellikle hiicre i¢i enzimidirler (Rao vd., 1998).
Karboksipeptidazlar

Polipeptit zincirinin serbest C-son ucuna etkirler ve tek bir amino asit molekiiliiniin veya bir
dipeptitin serbest kalmasini saglarlar. Enzimin aktif kisminda bulunan aminoasit 6zelligine
gore  karboksipeptidazlar  kendi  iclerinde, serin  karboksipeptidazlar, = mettalo
karboksipeptidazlar ve sistein karboksipeptidazlar olmak iizere {i¢ sinifa ayrilirlar (Rao vd.,

1998).
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4.2.2 Endo-peptidazlar

Endopeptidazlar protein molekiiliindeki peptit baglarini gelisi glizel kirarak olduk¢a uzun
peptitlerin agiga ¢ikmasmi saglarlar (Clemente, 2000). Endopeptidazlar aktif katalitik
bolgelerine gore; serin proteazlar, sistein proteazlar, metallo proteazlar ve aspartik proteazlar

olmak iizere dort alt gruba ayrilirlar (Adler-Nissen, 1986; Rao vd., 1998).
Serin proteazlar

Serine proteazlar aktif bolgelerinde bulunan serine grubuna gore karekterize edilirler.
Genellikle nétral ve alkali pH degerlerinde aktif olan serin proteazlari i¢in optimum pH araligt
7-11"dir. Serin proteazlar kendi i¢lerinde Serin alkali proteazlar ve Subtilisinler olmak iizere

iki alt sinifa ayrilirlar (Rao vd., 1998).
Sistein proteazlar

Katalitik merkezlerinde —SH (thiol) fonksiyonel grubu bulunan sistein proteazlari serin
proteazlarina benzer endopeptidazlardir. Serin proteazlarindan farkli olarak noétral pH

degerlerinde yiiksek aktivite gosterirler (Adler-Nissen, 1986).
Metallo proteazlar

Temel bir metal atomu, genellikle Zn, igerirler ve ndtral pH degerlerinde aktivite gosterirler.
Stabiliteleri Ca*" varliginda artar, ancak metal atomunu uzaklastiric1 giiglii bir ajan (EDTA

gibi) varliginda inaktive olurlar (Adler-Nissen, 1986).
Aspartik proteazlar

Aktif bolgelerinde bulunan aspartik asit molekiilene bagli olarak asidik proteazlar olarak

tanimlanirlar. Diisiik pH degerlerinde (pH 3-4) aktivite gosterirler (Rao vd., 1998).

4.3 Proteolitik Enzimlerin Kullanim Alanlari
Cok genis kullanim alanina sahip olan proteazlar cogunlukla deterjan ve gida endiistirisinde
kullanilirlar.

Deterjan endiistrisi

Proteazlar evde kullanilan deterjanlardan, lens ve dis protezlerini temizlemek i¢in kullanilan
0zel temizlik maddelerine kadar tiim deterjan tiirlerinde kullanilan standart bir deterjan

bilesenidirler. Yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde aktif olma ve deterjanlara eklenen diger
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ayirict ve oksitleyici ajanlarla uygunluk gosterme, proteazlarin deterjanlarda kullanilabilmesi
icin gerekli olan temel sartlardir. Giliniimiizde piyasada yer alan deterjanlarda kullanilan

proteazlarin tiimii Bacillius kokenli mikroorganizmalarca iiretilen serin proteazlaridir (Rao

vd., 1998).
Guda endiistrisi

Stit endiistrisi: Proteazlarin siit endiistirisindeki ana kullanim alanim1 peynir iiretimi
olusturmaktadir. Peynir iiretiminde proteazlar Phe105-Met106 peptit bagini hidrolizleyerek
para- x-kazein ve makro peptidaz olusturmak ve siitii pthtilagtirmak i¢in kullanilirlar (Rao vd.,

1998).

Ekmek Uretimi: Bugday unu ekmek ve unlu mamullerin iiretiminde kullanilan ana bilesendir.
Bugday unu ¢oziinilir olmayan ve hamur 6zelliklerini belirleyen bir protein olan gluteni ihtiva
eder. Ekmek iiretiminde proteazlar bugday glutenini modifiye etmek, dolayisi ile hamurun
karisma stiresini kisaltmak ve ekmek hacmini artirmak i¢in kullanilirlar (Bombara vd., 1997;

Rao vd., 1998).

Soya iirtinlerinin iiretimi: Soya yliksek protein igerigine sahip degerli bir besin maddesidir.
Bu alanda proteazlar bircok gidada katki maddesi olarak kullanilan soya proteinin
modifikasyonu ve fonksiyonel oOzelliklerini gelistirmek ic¢in kullanilmaktadirlar (Adler-

Nissen, 1986; Rao vd., 1998).

Protein hidrolizatlarindaki acit tatin giderilmesi: Protein hidrolizatlarinin aci1 tada sahip
olmasi, hidrolizatlarin gida ve saglik {riinlerinde kullanimlarma en biiyiik engeli
olusturmaktadir. Aci tadin yogunlugu hidrolizatta bulunan hidrofobik amino asitlerle dogru
orantilidir. Ayrica peptitin tam ortasinda bulunan piroline molekiilii de ac1 tada sebep olabilir.
Hidrolizattaki ac1 tad hidrofobik amino asitler ve pirolin molekiiliiniin peptidazlar ile

parcalanmasi ile giderilebilir (Pedersen, 1994; Rao vd., 1998).

Aspartam sentezi: Aspartam yapay tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Proteazlar hidroliz
enzimleridir ancak belirli ve kontrollii kinetik kosular altinda ters reaksiyonuda katalizlerler.
Bacillus thermoprotyolyticus kaynakli bir proteaz olan thermolysin aspartam sentezinde

kullanilmaktadir (Rao vd., 1998).
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Deri endiistrisi

Derinin islenmesi, 1slatma, tily giderimi, inceltme ve tabakalama gibi bir¢ok adim igerir.
Derinin islenmesi i¢in kullanilan klasik yontemler sodyum siilfit gibi ¢evreye de zarar veren
zararhi kimyasallar igerir. Bu kimyasallara alternatif olarak enzimlerin kullanilmasi hem
islenen derinin kalitesini artirir; hem de ¢evre kirliligini azaltir. Proteazlar deri endiistrisinde;
derinin kollajen olmayan bilesenlerinin segici hidrolizi, albiiminler ve globulinler gibi lifsiz
(nonfibrillar) proteinlerin uzaklastirilmasi, 1slatma isleminde hayvan derisinin sigirilmesi
(mikrobial proteazlar), deriden tily ve yiniin giderilmesi icin (alkali proteazlar)

kullanilmaktadir (Rao vd., 1998).
Ilag endiistirisi

Genis cesitlilik ve 6zellik gosteren proteaz enzimleri ilag endiistirisinde tedavi etkinligi

ylksek ajanlarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Rao vd., 1998).
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5. GLUTEN HIDROLIZI ILE iLGILI CALISMALAR

Gilintimiizde, hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olan bitkisel kaynakli proteinlerin gida
katki maddeleri olarak kullanimi oldukga artis gostermistir. Bitkisel protein kaynaklar
arasinda en ¢ok soya proteinin hidrolizi iizerine calismalar gergeklestirilmistir. Gluten
bugday, arpa ve misirdan elde edilen degerli bir proteindir. Literatiirde gluten hidrolizi
lizerine gergeklestirilen ¢alismalar oldukea sinirli olmakla beraber son yillarda hiz kazanmaya
baslamistir. Bu bdliimde; glutenin enzimatik hidrolizi ile ilgili literatiirde yer alan ¢aligmalar

incelenmis ve kisaca 6zetlenmistir.

Kong vd. (2007a) tarafindan gergeklestirilen calismada, bugday glutenin (% 5 agirlik/hacim)
hidrolizi Tripsin (pH 8.5, 47°C), Pepsin (pH 2, 37°C), Pancreatin (pH 8.5, 37°C) ve Alcalase
(pH 8.5, 60°C) enzimleri kullanilarak gerceklestirilmis ve bugday gluteni hidrolizati
hazirlamak i¢in en uygun enzim Alcalase (Alcalase i¢in 360 dakika sonunda elde edilen
hidroliz derecesi % 15.8) olarak sec¢ilmistir. Calismada daha sonra Alcalase enzimi ile
hazirlanan farkli hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarin (% 5, % 10 ve % 15) baz
fonksiyonel ozellikleri incelenmis, hazirlanan tiim hidrolizatlar i¢in pH 2-12 araliginda
¢Oziiniirliik degerlerinin % 60°dan fazla oldugu, ham glutenle karsilastirildiginda, diistik
hidroliz derecesine (% 5) sahip hidrolizatin emiilsifiye olma ve kopilirme o6zelliklerinin
(kontrol deneyi i¢in % 84, % 5, % 10 ve % 15 hidroliz derecelerine sahip hidrolizatlar igin
strast ile % 158, % 115 ve % 90 hacim artis1 bildirilmistir) oldukg¢a yiiksek oldugu, kopiik

stabilitesinin hidroliz derecesi arttik¢a azaldig1 rapor edilmistir.

Kong vd. (2007b) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada bugday glutenin hidrolizi Alcalase
(pH 8.5, 60°C), Tripsin (pH 8.5, 47°C), Pepsin (pH 2, 37°C), Pancreatin (pH 8.5, 37°C),
Neutrase (pH 7, 50°C) ve Protamex (pH 6.5, 50°C) enzimleri kullanilarak ger¢eklestirilmis ve
hidroliz verimi en yiiksek enzim, Alcalase olarak bildirilmistir. Calismada daha sonra
Alcalase enzimi ile farkli hidroliz derecesine sahip hidrolizatlar hazirlanmis ve hazirlanan tiim
hidrolizatlar icin pH 2-12 araliginda ¢0ziiniirlik degerlerinin % 60°’dan fazla oldugu
bildirilmistir. Calismada elde edilen hidrolizatlarin SDS-PAGE profilleri (Sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) incelenmis, ve ham gluten ile karsilastirildiginda

tiim hidrolizatlarin molekiiler agirliklarinin 40 kDa degerinin altinda oldugu rapor edilmistir.

Wang vd. (2007a) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, bugday gluteni (% 8 (agirlik/hacim))
papain enzimi (1500 U/g substrat) ile pH 6.5 degerinde, 50°C sicaklikta 8 saat siire ile

hidroliz islemine tabi tutulmus ve hidroliz derecesinin ilk 4 saatte hizli bir artis gdsterdigi, 6
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saat sonunda % 10.9 degerine ulastig1 ve bu degerde sabitlendigi, ortalama peptit zinciri
uzunlugunun 3 saatlik hidroliz sonunda 24 amino asit birimi oldugu, 8 saat sonunda bu
degerin 8 amino asit birimine diistiigli bildirilmistir. Ayrica hidroliz reaksiyonu sirasinda
hidrolizatin azot igerigi (¢oziintirliigii) farkli formlarda (¢6ziiniir azot, peptit azot, amino azot)
zamana bagli olarak incelenmis, ¢0ziiniir azotun 6 saat siiresince arttig1 sonra sabitlendigi,
amino azotun 8 saat siiresince artis gosterdigi, peptit azotun 6 saat siiresince arttig1 daha sonra
azaldig1 bildirilmistir. Calismada hidrolizatlarin molekiiler agirlik dagilimi dort farkli aralik
icin (>15 kD, 15-10 kD, 10-5 kD, <5 kD) zamana kars1 incelenmis ve hidroliz siiresi arttik¢a
molekiiler agirliklar1 15 kD’un iizerinde olan peptitlerin azaldigi, 5 kD altinda molekiiler
agirlikli peptitlerin belirgin sekilde arttigi rapor edilmistir. Hidrolizat ¢dzeltisinin protein
icerigi bugday glutenin igerdigi gliadin, ¢oziiniir ve ¢dziinmeyen glutenin peptitleri i¢in ayr1
ayr1 incelenmis, gliadin peptitlerinin ilk 4 saat i¢inde hizli bir bi¢cimde azaldigi (protein
iceriginin % 55 baslangi¢ degerinden, 4 saat sonunda % 15 degerine, 8 saat sonunda % 12.5
degerine diistiigii belirtilmistir), ¢oziiniir glutenin proteinlerinin ilk 6 saatte diisiis gosterdigi
sonra hemen hemen sabitlendigi (protein igeriginin % 12 baglangi¢ degerinden 6 saat sonunda
% 2.5 degerine distiigli belirtilmistir), ¢oziinmeyen glutenin peptitlerinin zamanla stirekli
azaldig1 (protein igeriginin % 28 baslangi¢ degerinden 8 saat sonunda yaklasik % 18 degerine
diistiigii belirtilmigtir) bildirilmistir.

Wang vd. (2007b) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, bugday gluteni (% 8 (agirlik/hacim))
90°C’de 30 dakika siiresince 1s1l 6n isleme tabi tutulduktan sonra, papain enzimi (6000 U/g
substrat) ile pH 6.5 degerinde, 50°C sicaklikta 6 saat siire ile hidroliz islemi gerceklestirilmis
ve elde edilen hidrolizat, peptitlerin molekiiler agirliklarina gére membran ultrafiltrasyonu ile
5 kDa (memrandan gegen; protein icerigi % 26.4) ve 5-K (memranda alikonan; protein igerigi
% 53.8) olmak iizere iki fraksiyona ayrilarak, hem hidrolizat ¢o6zeltisinin hem de
fraksiyonlarinin antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Hidrolizat, 5 kDa fraksiyonu ve 5-K
fraksiyonu arasinda, en yiiksek antioksidan aktivitesini 5 kDa fraksiyonunun gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica, membran filtrasyonu sonucu elde edilen fraksiyonlarin hidrolizatla

karsilastirildiginda ylizey hidrofobisitilerinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Apar ve Ozbek (2007) tarafindan gerceklestirilen calismada, musir gluteninin hidrolizi
Neutrase enzimi kullanilarak gerceklestirilmis ve substrat konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, sicaklik, pH ve hidrolizat miktarinin, misir gluteninin hidroliz ve
¢Oziiniirliigiine etkisi incelenmistir. Calismada hidroliz reaksiyonu igin optimum proses

parametreleri, 10 g/L substrat konsantrasyonu, 4 mL/L enzim miktari, 45°C sicaklik ve pH
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6.5 olarak belirlenmis ve bu sartlarda % 37.2 hidroliz derecesi ile % 52 protein ¢oziiniirligi
elde edildigi rapor edilmistir. Calismada hidroliz reaksiyonun mekanizmasi ve kinetigi ayrica
incelenmis; hidroliz ile protein ¢oziiniirliikk kinetiginin ekponansiyel bir denklemle ifade

edilebilecegi bildirilmistir.

Wang vd. (2006) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada bugday gluteninin hidrolizi, % 8
(agirlik/hacim) gluten konsantrasyonunda, 48°C’de pH 6.8 degerinde Protamex enzimi (2000
U/g substrat) ile 10 dakika stireyle gerceklestirilmis ve % 2.8’lik hidroliz derecesi elde
edilmistir. Daha sonra elde edilen hidrolizat, membran ultrafiltrasyonu ile dort fraksiyona
(100-K, 50-K, 20-K ve <20-K) ayrilarak, fraksiyonlarin fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir.
Calismada incelenen Ornekler i¢in elde edilen hidrofobisite degerleri en yiiksekten diisiige,
100-K fraksiyonu, 50-K fraksiyonu, fraksiyonlara ayrilmamis hidrolizat, 20-K fraksiyonu,
hidrolizlenmemis gluten ve <20-K fraksiyonu ig¢in siralanmig, tiim fraksiyonlar ig¢in
¢Oziiniirliiglin, fraksiyonlara ayrilmamis hidrolizat ve hidrolizlenmemis glutenden daha
yiiksek oldugu ve sicaklikla azaldigir bildirilmistir. Calismada, tiim fraksiyonlar ve
fraksiyonlarina ayrilmamig hidrolizat ¢ozeltisi i¢in kopiirme Ozelliginin islem goérmemis
glutene gore oldukca yiiksek oldugu, en yiiksek kopiirme 6zelliginin 50-K fraksiyonu ig¢in
elde edildigi (% 160 hacim artis1), kopiik stabilitesi incelendiginde 100-K fraksiyonun en

yiiksek, <20-K fraksiyonunun ise en diisiik stabiliteyi gosterdigi rapor edilmistir.

Zheng vd. (2006) gerceklestirdikleri ¢alismalarinda misir glutenini 160-180°C’de 1-1.5
MPa’da ¢ift burgulu ekstriiderden gecirmisler ve daha sonra, % 10 (agirlik/hacim) gluten
iceren ¢ozeltiyi pH 6.5 degerinde 70°C sicaklikta 180 dakika boyunca alfa-amilaz enzimi (30
U/L) ile muamele ederek glutenden nisastayr uzaklastirmiglardir. On islem sonrasi gluten
hidrolizi i¢in Alcalase enzimini kullanmislar ve belirledikleri optimum proses sartlarinda (pH
8 degerinde, 60°C sicaklikta, 20 g H,O/g protein, 48 mAU/g protein enzim ilavesi) hidroliz
islemini gerceklestirmislerdir. Caligmalarinin sonucunda belirlenen optimum sartlarda gluten
hidrolizinin, glutenin ekstriiderden gecirilmesi ve nigastanin uzaklastirilmasi ile % 32.16
degerinden % 39.54 degerine yiikseldigi, elde edilen protein ¢oziiniirliigiiniin % 79.2 oldugu
rapor edilmistir. Calismada, hidrolizat ¢ozeltisindeki peptitlerin molekiiler agirlik dagilima,
30, 60 ve 120 dakikalik hidroliz islemlerinden sonra 5.100-1.190, 3.800-660 ve 3.710-660 Da
olarak belirlenmis, ayrica hidrolizat ¢ozeltisinin antioksidan aktivitesi incelenmistir. Caligsma
sonucunda, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip ve amino asit dizilimi, Phe-Pro-Leu-Glu-Met-

Met-Pro-Phe olan yeni bir peptidin saflastirildigi rapor edilmistir.



20

Kim vd. (2004a) tarafindan, yiiksek ACE inhibitor aktivitesine sahip, yiiksek ¢oziiniirliikte
hidrolizat elde etmek amaci ile gergeklestirilen ¢alismada, misir glutenine uygulanan nigasta
uzaklagtirma ve 1s1l denatiirasyon On islemlerinin protein ¢oziiniirligli tlizerindeki etkisi
incelenmistir. Nisasta uzaklastirma 6n islemi % 10 (agirlik/hacim) gluten konsantrasyonunda,
pH 6 degerinde, 60°C ve 80°C sicaklik degerlerinde, nisastanin amilaz enzimi (Termamyl
120L) ile hidrolizlenmesiyle gerceklestirilmis ve baglangigta % 3.25 olan nisasta igeriginin
180 dakikalik islem sonrast 60°C ve 80°C sicakliklar1 igin sirasi ile % 0.31 ve % 0.09
degerlerine diistiigli rapor edilmistir. Nisasta uzaklastirma 6n isleminden sonra gluten
cozeltisine 30 dakika siire ile 80°C ve 100°C’de 1s1l denatiirasyon islemi uygulanmistir. On
islem uygulanan gluten ¢ozeltisi, 50°C’de, 6 saat boyunca Flavourzyme enzimi ile inkiibe
edilerek protein hidrolizi gergeklestirilmis ve 1s1l 6n islem ile protein ¢dziliniirliigiiniin arttig
rapor edilmistir (6 saat sonunda sirasi ile kontrol, 80°C 1s1l 6n islem sonrasi, 100°C 1s1l 6n
islem sonrasi i¢in hidrolizat protein icerikleri yaklasik olarak 20, 30 ve 43 mg/mL olarak elde
edilmistir). Calismada, 1s1l 6n islem siiresinin hidroliz reaksiyonuna etkisi ayrica incelenmis
ve On islem siiresinin 15 dakikadan 60 dakikaya cikarilmasi ile protein ¢oziiniirliigiiniin
yaklasik olarak 37 mg/mL degerinden 47 mg/mL artif1 (6 saatlik protein hidroliz islemi
sonunda) bulunmustur. Hidrolizat ¢ozeltisinin ACE inhibitor aktivitesi, 6 farkli enzim
(Protomax, Flavourzyme, Proleather, Protease A, Aroase-10, Pescalase) kullanilarak her
enzimin kendi optimum sicaklik ve pH degerinde gergeklestirilen hidroliz deneyleri ile
incelenmis, bu deneyler sonucunda en yiikksek ACE inhibitdr aktivitesi ve protein
¢Oziiniirliigiiniin Flavourzyme enzimi ile elde edildigi rapor edilmistir (8 saatlik islem sonrasi;
ICso= 0.18 mg kat1, protein miktari= 87.4 mg/mL). Caligmada, Flavourzyme enzimi ile elde
edilen hidrolizat ¢ozeltisinin nem sorpsiyon 06zelligi ayrica incelenmis ve elde edilen

hidrolizatin etkili bir su-baglama ajan1 oldugu rapor edilmistir.

Kim vd. (2004b) tarafindan gerceklestirilen calismada, nisasta uzaklastirma ve 1s1l
denatiirasyon 6n islemlerinden sonra, Flavourzyme enzimi kullanilarak hazirlanan (Kim vd.
2004a) misir gluteni hidrolizatinin ACE inhibitor aktivitesi, emulsifiye edici ve kopilirme
ozelliklerinin membran ultrafiltrasyonu kullanilarak gelistirilmesi amaglanmistir. ki tiir
ultrafiltrasyon membran1 kullanilarak (10 ve 5 kDa ayiric1) hidrolizat ¢ozeltisi; 10 kDa
(% 58.3), 5-10 kDa (% 27.2) ve <5 kDa (% 14.5) olmak iizere ii¢ fraksiyona ayrilmistir. ACE
inhibitor aktiviteleri incelendiginde, hidrolizat,10 kDa ve <5 kDa fraksiyonlar i¢in IC 50
(% 50 ACE aktivitesini inhibe etmek igin gerekli olan ACE inhibitdr konsantrasyonu)
degerleri sirasi ile 0.018, 0.05, 12.32 ve 207.33 mg kat1 olarak rapor edilmis, elde edilen

ortalama hidrofobisite degerleri iginse, fraksiyonlar arasinda 6nemli derecede bir fark
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bulunmadigi bildirilmistir. Calismada hidrolizat ve fraksiyonlarinin emiilsifiye edici ve
kopiirme ozellikleri pH 3-8 araliginda incelenmis, emiilsifiye edici aktivite degerlerinin pH
degeri ile arttig1, en yiliksek emiilsifiye edici aktiviteye ve stabiliteye <5 kDa fraksiyonunun
sahip oldugu, <5 kDa ve >10 kDa fraksiyonlarmin pH 6 degerinin altinda kopilirme
kapasitelerinin zayif oldugu, <5 kDa fraksiyonunun kopiik stabilitesinin pH ile arttigi, 5-10
kDa fraksiyonun kopiik stabilitesinin pH 4 degerine kadar azaldigi daha sonra arttigi rapor

edilmistir.

Suh vd. (2003) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada misir glutenin hidrolizi 6 farkli ticari
enzim (Protomax, Pescalase, Flavourzyme, Proleather, Protease A, Aroase-AP10) kullanilarak
her enzimin kendi optimum sicaklik ve pH degerinde, % 5 (agirlik/hacim) substrat
konsantrasyonunda gergeklestirilmis ve en yiikksek ACE inhibitor aktivitesi ve protein
¢Oziinilirliigliniin Flavourzyme enzimi ile elde edildigi rapor edilmistir (8 saatlik islem sonras;
ICso= 0.18 mg kat1, protein miktari= 87.4 mg/mL). Calismada, hidrolizat ¢6zeltisinin ACE
inhibitor aktivitesi, Flavourzyme (karisik tiir), Pescalase (endo-proteaz) ve Protease A (exo-
proteaz) enzimleri i¢in daha kapsamli incelenmis ve Flavourzyme enziminin tek basina
kullanilmasina kiyasla Pescalase ve Protease A enzimlerinin 1:1 (agirlik bazinda) oraninda
birlikte kullanilmasi ile yiiksek ACE inhibitor aktivitesine sahip hidrolizat elde etmek igin
gerekli olan reaksiyon siiresinin 8 saatten 4 saate indigi rapor edilmistir. Ayrica, Flavourzyme
ve Pescalase-Protease A enzim karisimi kullanilarak elde edilen hidrolizat ¢dzeltilerinin
ylizey hidrofobisiteleri incelenmis, her iki durum i¢in elde edilen ortalama hidrofobisite

degerlerinin 1400 kcal/mol kritik degerinden diisiik oldugu rapor edilmistir.

Popineau vd. (2002) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada bugday gluteni Protease 2500S
enzimi ile 0, 5 ve 10 mg sistein/g gluten varliginda hidrolizlenerek, % 2.6 hidroliz derecesine
sahip ti¢ farkli hidrolizat ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0, 5 ve 10 mg sistein/g gluten varliginda elde
edilen hidrolizatlar i¢in ¢oziinen peptit miktarlar1 (¢6ziinen peptit/toplam protein) sirasi ile
% 60 (hidrofilik fraksiyonu % 55, hidrofobik fraksiyonu % 45), % 74 (hidrofilik fraksiyonu
% 51, hidrofobik fraksiyonu % 49) ve % 72 (hidrofilik fraksiyonu % 53, hidrofobik
fraksiyonu % 49) olarak bildirilmistir. Calismada, elde edilen hidrolizat ¢ozeltileri iki farkl
membrandan gecirilmis (50 kg/mol ve 150 kg/mol); hidrolizatlar, membranlardan gecen
fraksiyonlar ve membranlar tarafindan tutulan fraksiyonlar i¢in, kdplirme ve emiilsiyon
olusturma 6zellikleri pH 4 ve 6.5 degerlerinde iki farkli tuz konsantrasyonunda (% 0.2 ve % 2
NaCl) incelenmistir. Membranlar tarafindan tutulan fraksiyonlarin hidrofobik, membranlardan

gecen fraksiyonlarin hidrofilik peptitler bakimindan zenginlestigi; hidrolizatlarin koptirme
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kapasitesine sahip oldugu ancak olusan kopiiklerin stabil olmadigi, membranlardan gecen
fraksiyonlarin sadece pH 6.5 degerinde kopiik olusturdugu ve bu kopiik stabilitesinin ¢ok
diisiik bulundugu ve hi¢ emiilsifiye olma o6zelli§i gostermedikleri, membranlar tarafindan
tutulan fraksiyonlarin stabiliteleri yliksek kopiik olusturduklari ve hidrolizat ¢ozeltisi ile
karsilagtirildiklarinda daha iyi emiilsiyon stabilitesi gosterdikleri rapor edilmistir. Membranlar
tarafindan tutulan fraksiyonlarin fonksiyonel 6zelliklerinin pH ve iyonik giicten etkilenmedigi
ayrica kendi aralarinda karsilastirildiginda; farkli miktarlarda sistein ilavesinin hidrolizat
¢cozlinlirliigiinii  arttirmadigi ve farkli membran kullaniminin hidrolizat fraksiyonlarinin

fonksiyonel 6zelliklerini degistirmedigi bildirilmistir.

Drago ve Gonzalez (2001) tarafindan gergeklestirilen calismada, 1s1l islem uygulanmig
bugday gluteni (98°C’de 25 dakika) Aspergillus oryzae kaynakli fungal proteaz enzimi ile,
% 8 (agirhik/agirlik) protein konsantrasyonunda, % 5 enzim/substrat oraninda, pH 4.25
degerinde, 55°C sicaklikta hidroliz islemine tabi tutularak, diisiik (0.5 saat sonunda, % 14),
orta (2 saat sonunda, % 26) ve yiiksek (6 saat sonunda, % 42) hidroliz derecesine sahip
hidrolizatlarin ¢ozilintirliikkleri ve kopirme oOzellikleri farkli pH degerlerinde (4, 6.5 ve 9)
incelenmistir. Calismada ¢oziiniirliigiin hidroliz derecesi ile arttigi, ayni hidroliz derecesine
sahip ornekler icin en yiiksek kopiirme kapasitesinin pH 9 degerinde elde edildigi ancak
hidroliz derecesinin artmasi ile kopiirme kapasitesinin azaldigi rapor edilmistir. Su
absorplama kapasitesi incelendiginde; 1s1l islem uygulanan glutenin absorpsiyon 6zelliginin
ham glutene gore daha yiikksek oldugu, hidroliz islemi sonrasi elde edilen Grneklerin

absorpsiyon 6zelliklerinin ise ham glutene gore daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Suh vd. (2000) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada, aci tadi giderilmis ve yiiksek ACE
inhibitor aktivitesine sahip musir gluteni hidrolizatlarinin eldesi amaglanmistir. Calismada
% 5 agrlik/hacim konsantrasyonunda musir gluteni pH 8.5 degerinde, % 0.5 (g enzim/g
gluten) oraninda Pescalase ve Termolase enzimi kullanilarak 6 saat siire ile hidroliz islemine
tabi tutulmus, elde edilen hidrolizat c¢ozeltileri membran filtrasyonundan (10 kDa)
gecirildikten sonra 6 farkli aktif karbon (Koent CPG, Koent PWA, Koent RC, Juensei graniil,
Juensei toz) ve aktif kil (Juensei) ile 2 saat siire ile muamele edilmistir (islem i¢in % 10
oraninda aktif karbon kullanilmistir). Aktif karbon muamelesi sonucunda aci tadin azaldigi,
duyusal degerlendirme sonucunda en diisiik aci tat Ozelliginin, Pescalase enzimi ile elde
edilen hidrolizat ¢ozeltisi icin Koent PWA ve aktif kil ile muamele sonucunda, Termolase
enzimi ile elde edilen hidrolizat ¢ozeltisi iginse Koent RC ile muamele sonucunda elde

edildigi, her iki enzim ile elde edilen hidrolizat ¢6zeltisi i¢in en diisiik ACE inhibitor aktivite
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degerlerinin (Pescalase ve Termolase hidrolizatlar1 i¢in sirast ile, yaklagik % 50 ve % 52)
Koent RC ile muamele sonucunda elde edildigi bildirilmistir. Aktif karbonla muamele
sonucunda toplam azot igeriginin Pescalase ve Termolase hidrolizatlar1 i¢in 136-42 mg ve
134-108 mg deger araliklarinda elde edildigi, aktif karbonla muamele dncesinde bu degerlerin
148 mg ve 135 mg oldugu rapor edilmistir. Calismada hidrolizatlarin yiizey hidrofobisiteleri
ayrica incelenmis, aktif karbonla muamele sonucunda yiizey hidrofobisite degerlerinin
diistiigii, Pescalase enzimi ile elde edilen hidrolizat ¢ozeltisi i¢in en diisiikk hidrofobisite
degerinin Koent PWA ile muamele sonucunda (elde edilen hidrofobisite degeri: 13.3, aktif
karbola muamele oncesi elde edilen deger: 38), Termolase enzimi ile elde edilen hidrolizat
cozeltisi i¢inse Koent RC ile muamele sonucunda (elde edilen hidrofobisite degeri: 9.9, aktif

karbola muamele oncesi elde edilen deger 29.9) elde edildigi bildirilmistir.

Bombara vd. (1997) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada, hidroliz derecesine bagli olarak
bugday unu proteinlerinin fonksiyonel o6zellikleri incelenmistir. Bugday unu proteininin
hidrolizi Aspergillus oryzae kaynakli notral proteaz enzimi kullanilarak, 54°C sicaklikta, 26.6
mg/g ¢ozelti protein konsantrasyonunda, 0.25/100-3/100 arasinda degisen enzim/substrat
oranlarinda, pH 5.9 degerinde gerceklestirilmistir. Calismada, bugday proteinlerinin
molekiiler agirlik dagilimi degerlerinin enzim ile muamele sonucu diistiigii, ¢oziinen protein
degerinin hidroliz derecesi ile lineer olarak degistigi (hidroliz derecesinin % 0’dan % 36.7’ye
artmasi ile % 7.1°den % 53’e arttig1), viskozitenin ve akma geriliminin % 14 hidroliz derecesi
degerine kadar hizla azaldigi, emiilsiyon kapasitesinin yaklasik % 3.8 hidroliz derecesi
degerine kadar diistiigli ve bu degerden sonra da yiikseldigi, Bauman su ve yag absorpsiyon
kapasitesinin % 3.8 hidroliz derecesinde maksimum artis1 gosterdigi rapor edilmistir.
Caligmada ayrica modifiye edilen un ile pigirme testleri yapilmis ve kek hacminin % 3.8 ve
% 14.1 hidroliz derecesine kadar modifiye edilen unlar kullanildiginda % 10 artt1g1, en yiiksek
kek hacmi artisinin (% 17) ise modifiye edilmemis un ile % 14.1 hidroliz derecesine kadar

hidrolizlenmis unun yar1 yariya karistirilarak kullanilmasi ile saglandig bildirilmistir.

Briones-Martinez vd. (1997) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, misir gluteni
hemisphaericin ve mexicain proteinazlari ile muamele edilmistir. Caligmada hidroliz islemine
tabi tutulmamis gluten ile 1 saat ve 3 saat hemisphaericin ile muamele edilmis gluten igin
¢oziinlirliik degerleri sirasi ile % 42, % 64 ve % 64, su absorpsiyon kapasitesi degerleri; 3.36
3.33 ve 4.23 g/g protein, yag absorbsiyon kapasitesi degerleri; 2.45, 6.88 ve 7.52 g/g protein,
emiilsifiye aktivite indeksi degerleri; 4.69, 5.39 ve 4,99 m?g protein olarak bildirilmistir.

Hidroliz islemine tabi tutulmamis gluten ile 1 saat ve 3 saat mexicain ile muamele edilmis
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gluten i¢in ise ¢oOziiniirliik degerleri sirasi ile % 42, % 75 ve % 82, su absorpsiyon kapasitesi
degerleri; 3.36 3.00 ve 3.13 g/g protein, yag absorbsiyon kapasitesi degerleri; 2.45, 5.48 ve
7.4 g/g protein, emiilsifiye aktivite indeksi degerleri; 4.69, 8.03 ve 9.19 m?/g protein olarak

rapor edilmistir.

Nouri vd. (1997) tarafindan gercgeklestirilen ¢alismada, bugday gluteninden ekstrakte edilen
gliadin, pepsin enzimi ile hidroliz iglemine tabi tutulmustur. Arastirmacilar, 0.286-4 mM
arasinda degisen substrat konsantrasyonlarinda, pH 2 degerinde, 25°C sicaklikta, 2 mg/mL ve
4 mg/mL enzim konsantrasyonunda gerceklestirdikleri kinetik deneyler sonucunda,
Michaelis-Menten parametrelerini 2 mg/mL enzim konsantrasyonu i¢in; K= 7.5 10* mol/L,
Vina= 8.47 10° -NHyeq/L.dak, 4 mg/mL enzim konsantrasyonu i¢in; Ky= 6.9 10* mol/L,
Via=12.7 10® —NH,eq/L.dak olarak belirlemislerdir. Calismada gliadin konsantrasyonunun
(10-200 g/L) hidroliz reaksiyonu fiizerindeki etkisi incelenmis ve 420 dakikalik reaksiyon
stiresi sonunda elde edilen hidroliz derecesi degerlerinin hemen hemen sabit kaldig1 (% 1.36-
1.55) dolayisi ile hidroliz derecesinin gliadin konsantrasyonundan bagimsiz oldugu rapor
edilmistir. Calismada, karigtirici hizinin hidroliz reaksiyonu {izerindeki etkisi 100-750
devir/dakika araliginda incelenmis ve hidroliz derecesinin 250 devir/dak karistirici hizina
kadar artig1, 500 devir/dak degerinden sonra ise (750 devir/dak) azaldigi bildirilmistir.
Sicakligin reaksiyon iizerindeki etkisi 25-50°C sicaklik araliginda incelenmis ve sicakligin
25°C degerinden 50°C arttirilmasi ile hidroliz derecesinin % 43 artig1 (25°C igin 420 dakika
sonunda elde edilen hidroliz derecesi % 1.26, 50°C i¢in 420 dakika sonunda elde edilen

hidroliz derecesi % 1.8) rapor edilmistir.

Mannheim ve Cheryan (1992) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada, misir gluteninin;
¢cOziinilirlik, berraklik, koplirme, nem sorpsiyonu gibi fonksiyonel ozellikleri, enzimatik
hidrolizle membran teknolojisinin kombine kullanimi ile modifiye edilmistir. Caligsmada,
misir  gluteninin  Alcalase enzimi ile hidrolizi; % 8 (agirlik/hacim) substrat
konsantrasyonunda, 200 (agirlik/agirlik) substrat/enzim oraninda, pH 8 degerinde, 50°C
sicaklikta gergeklestirilmis ve 4 saat sonunda % 27.7 hidroliz (= % 35.9 substrat doniistimii)
degerine ulasildig: bildirilmistir. Enzim konsantrasyonun hidroliz reaksiyonuna etkisi, 0-1.75
mg/mL araliginda degisen enzim miktarlar1 icin, % 1 (agirlik/hacim) substrat
konsantrasyonunda, pH 9 degerinde ve 50°C sicaklikta incelenmis ve % substrat
dontisiimiiniin 0.50 mg/mL enzim konsantrasyonuna kadar artig1 (% 45), bu degerden sonra
degismedigi rapor edilmistir. Substrat konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonuna etkisi ise,

% 0.125-2 (agirlik/hacim) araliginda degisen substrat miktarlar1 i¢in 0.1 mg/mL enzim
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konsantrasyonunda, pH 9 degerinde 50°C sicaklikta incelenmis ve % substrat doniisiimiiniin
substrat konsantrasyonu ile azaldigi, hidroliz i¢in optimum substrat/enzim oranin 20
(agirhik/agirlik) oldugu bildirilmistir. Calismada hidroliz verimini artirmak i¢in glutene 5
farkli 6n islem uygulanarak (1- Sistein ile muamele, 2- disiilfit reduktaz ile muamele, 3-
sussinik anhidrit ile muamele, 4- 1s1l 6n islem, 5- Na-Siilfit ile muamele) bu 6n islemlerin
hidroliz verimine etkisi ayrica incelenmis, Sistein ve Na-Siilfit ile muamele sonucunda
hidroliz veriminin belirgin sekilde etkilendigi (substrat doniisiimiiniin Sistein ile muamele
sonucunda % 47-50, Na-Siilfit ile muamele sonucunda % 48.5-50.7 degerlerine yiikseldigi)
rapor  edilmistir.  Arastirmacilar, 0.068-2 mg/mL  arasinda degisen  substrat
konsantrasyonlarinda, 0.1 mg/mL enzim miktar1 ile pH 9 ve 50°C sicaklikta
gerceklestirdikleri kinetik deneyler sonucunda; 6n islemsiz, glutenin Na-siilfit ve Cysteine ile
muamele edildigi 6n islemler sonrasinda, misir gluteni-Alcalase reaksiyonu i¢in Michaelis-
Menten parametrelerini belirlemislerdir. Calismada ©6n islemsiz, glutenin Na-siilfit ve
Cysteine ile muamele edildigi 6n islemler sonrasinda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari
icin K, degerlerinin siras1 ile % 0.310, % 0.574, ve % 0.796 (agirlik/hacim), Vpax
degerlerinin 6.8x107, 16.8x10” ve 26.9x10™ mg/mL.dak olarak elde edildigi bildirilmistir.
Calismada ayrica elde edilen hidrolizat ¢6zeltisinin membran filtrasyonundan gegirilmesinin,
proteinin fonksiyonel 0Ozelliklerine etkisi incelenmig, hidrolizat ¢dzeltisinin membran
filtrasyonu sonucunda iki peptit fraksiyonunun elde edildigi, filtrasyon sonucunda yiiksek
hidroliz derecesinde baslangi¢c kopiik hacminin arttig1 ancak kopiik stabilitesinin azaldigi,
protein ¢Oziiniirligiiniin arttig1 bildirilmistir. Ayrica enzim ile modifiye edilmis proteinlerin
¢coziinilirliik ve berrakliginin yiliksek hidroliz derecesinde daha iyi oldugu, elde edilen tiim
hidrolizat ¢ozeltilerinin nem sorpsiyon kapasitelerinin hidrolizlenmemis glutenden daha

yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Hardwick ve Glatz (1989) tarafindan geceklestirilen ¢alismada, misir glutenin hidrolizi bir
alkali proteaz enzimi olan Alcalase 2.4 L ile gerceklestirilerek, enzim konsantrasyonu ve
gluten boyutunun hidroliz reaksiyonu tizerindeki etkileri incelenmistir. % 8 (agirlik/hacim)
substrat konsantrasyonunda, pH 9 degerinde 50°C sicaklikta, 0.375-0.75 AU/L araliginda
degisen enzim konsantrasyonlarinda gerceklestirilen deneylerde, reaksiyon hizi; hem hidroliz
derecesi hem de ¢dzilinen protein miktari ile takip edilmistir. Calismada enzim miktar1 artik¢a
hidroliz ve ¢oziiniirlik degerlerinin arttigi (4 saat sonunda, 0.75 AU/L enzim
konsantrasyonunda elde edilen maksimum hidroliz derecesi yaklasik olarak % 9; 0.5 AU/L
enzim konsantrasyonunda elde edilen maksimum ¢6ziinen protein miktar1 yaklasik olarak 29

g/L), 6giitme islemi sonucunda glutenin yiizey alaninin dort kat arttig1; ancak bunun hidroliz
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reaksiyonunun verimine Onemli bir katkisinin olmadigi rapor edilmistir. Arastirmacilar
reaksiyon kinetigini, elde edilen deneysel sonuglar1 baz1 kinetik modeller ile karsilagtirarak
incelemigler ve kullandiklar1 modeller arasindan lineer ve basitlestirilmis iiriin inhibisyon

modellinin en iyi sonucu verdigini rapor etmislerdir.

Adler-Nissen (1977) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, misir proteinin (% 8), Alcalase
enzimi (% 2 enzim/substrat) ile 50°C, pH 8 degerinde hidrolizi gergeklestirilmis ve 240
dakika sonunda % 13 hidroliz derecesi elde edildigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada misir
gluteninin Neutrase enzimi ile hidrolizi i¢in, hidrolizatin su absorpsiyon kapasitesi degisen
enzim konsantrasyonlarinda (% 0.15, % 0.3 ve % 0.6 enzim/substrat), pH 7 degerinde, 50°C
sicaklikta, % 8 protein konsantrasyonunda, ¢ozeltinin viskozitesi takip edilerek incelenmis ve
yiiksek viskozite degeri (su absorbsiyon kapasitesi) elde edebilmek i¢in optimum

enzim/substrat oraninin % 0.3 olarak saptandigi bildirilmistir.
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6. MATERYAL VE YONTEM

6.1 Kullanilan Cihazlar

Reaktor

Gergeklestirilen deneyler i¢in, ¢calisma hacmine gore {i¢ farkli reaktor kullanilmistir;

e 400 mL toplam hacme sahip, 8 cm ¢apinda, 10.5 cm yiiksekliginde cam reaktor
e 150 mL toplam hacme sahip, 5 cm ¢apinda, 8 cm yiiksekliginde cam reaktor

e 100 mL toplam hacme sahip, 4.5 cm ¢apinda, 6.5 cm yiiksekliginde cam reaktor

Kontak termometreli 1sitici karistirici

Reaksiyon ¢ozeltisinin sicakligini ve karistirma hizini kontrol etmek amaci ile, IKA marka bir

kontak termometreli 1sitict karigtirict kullanilmistir.
Karigtirict fonksiyonu

Motor: 12 VDC

Hiz araligi: 150-1200 devir/dak

Isitict fonksiyonu

Isitic1 giicti: 500 W

Ulasabilecegi maksimum tabla yiizey sicakligi: 450°C
Kontak termometre

Olgiim aralig:: -10 - 400°C

Olgiim dogrulugu: + 0.3

Kontrol sapmasi: + 1

PH kontrol iinitesi

Reaksiyon ¢ozeltisinin pH degerini kontrol etmek amaci ile, alpha pH 800 markali bir pH

kontrol edici, Cole-Parmer markali cam bir pH elektrodu ve Masterflex markali bir perilstatik
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pompa kombine olarak kullanilmustir.

pH kontrol edici

pH araligi: 0-14 pH, Dogruluk : + 0.01 pH

mV araligi: -1000 -1000 mV, Dogruluk: + 1 mV
Perilstatik pompa

Pompa hizi: 1.6-100 devir/dak

Ayarlanabilir akis hiz araligi: 0.1-3400 mL/dak

Terazi

Hidroliz reaksiyonunun pH-stat metodu ile ototitrasyonu sirasinda, ortama ilave edilen baz
miktarini belirleyebilmek amaci ile bilgisayar baglantis1 bulunan, 0.001 g hassasiyete sahip,

0-410 g tartim kapasiteli SCALTEC SBA 41 markal1 bir terazi kullanilmistir.

Su Banyosu

Gergeklestirilen deneyler sirasinda gerekli analizler i¢in; 6 L rezarvuar hacmine sahip, 0-
150°C araliginda ayarlanabilir PolyScience markali bir su banyosu kullanilmistir. Ayrica,
sonik ortamda gerceklestirilen hidroliz deneylerinde, reaktor sicakligini kontrol etmek amaci
ile; 6 L rezarvuar hacmine sahip, -20-150°C araliginda ayarlanabilir, sogutma o6zelligi

bulunan PolyScience markali ikinci bir banyo kullanilmistir.

Mikro santrifuj

Analiz 6ncesi 6rnekleri hazirlamak amaci ile Hettich markal, 12x2.2 mL (1.2 Kg/dm’)
kapasiteli, 0-13000 devir/dak aralifinda ayarlanabilir donlis hizina sahip bir santrifuj

kullanilmistir.

Spektrofotometre

Orneklerin absorbans degerlerini belirlemek icin 200-1100 nm araliginda okuma yapabilen,

Shimadzu marka UV-150-02 ¢ift 1s1nl1 spektrofotometre kullanilmistir.
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Sonikator

Substrata sonik On islem uygulamak ve hidroliz reaksiyonunu ultrasonik ortamda
gergeklestirmek amaci ile, akustik giicti 20-200 W araliginda, ¢alisma frekansi % 10-% 100
araliginda ayarlanabilen, Bandelin Sonopuls (HD 2200) marka, 12.7 mm c¢apinda titanium

uclu (TT13) sonikator kullanilmistir.

Mikrodalga firin

Substrata mikrodalga 6n islemi uygulamak amaci ile, 530x500x322 mm boyutunda, 30 L firin
hacmine sahip, 180-900 W araliginda ayarlanabilen mikrodalga giiciine, 40-250°C araliginda
ayarlanabilir firin 6zelligine sahip, Argelik firmasi tarafindan iiretilen MD 594 iiriin kodlu

firin kullanilmastr.

6.2 Kimyasal Maddeler

Kullanilan tiim kimyasallar yiiksek saflikta olup, Sigma-Aldrich, Fluka, J.T.Baker ve Fisher

firmalarindan temin edilmistir.

Proteaz enzimleri

Misir gluteninin hidroliz isleminde kullanilan proteaz enzimleri (Cizelge 6.1) ticari enzimler

olup Novozymes (Novo Nordisk A/S Danimarka) firmasindan saglanmistir.

Cizelge 6.1 Calismada kullanilan proteaz enzimlerinin 6zellikleri

Enzim Kaynag Aktivitesi Tiri

Alcalase 2.4L Bacillius licheniformis 2.4 AU/g endopeptidaz

Neutrase 0.8L Bacillius amyloliquefaciens 0.8 AU/g endopeptidaz

Protamex Bacillius licheniformis, Bacillius 1.5 AU/g kompleks
amyloliquefaciens

Flavourzyme 1000L Aspergillus oryzae 1000 LAPU/g  kompleks

PTN P-110 Pankreas 11000 LVU/g  endopeptidaz
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Hidroliz reaksiyonlarinda kullanilan misir gluteni (protein igerigi % 62) Cargill firmasindan

temin

gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 6.2°de sunulmustur.

edilmigtir. Glutenin amino asit kompozisyon analizi

TUBITAK tarafindan

Cizelge 6.2 Misir glutenin amino asit kompozisyonu

Aminoasit mg/g protein mmol/g protein
Alanin 86.91 0.9754
Glisin 25.65 0.3417
Valin 44.47 0.3796
Losin 128.33 0.9783

[zoldsin 36.17 0.2757
Treonin 27.48 0.2307
Serin 52.51 0.4997
Prolin 106.11 0.9216
Aspartik asit 145.27 1.0914
Metiyonin 22.62 0.1516
Glutamik asit 156.64 1.0646

Fenilalanin 59.10 0.3578

Lizin 15.75 0.1073
Histidin 32.31 0.2082
Triozin 48.45 0.2674

Hidroksiprolin 12.22 0.0932
Triptofan*® 5.40 0.000026
Sistein*® 20.00 0.1651
Arginin* 27.00 0.1550
Taurine* 54.00 0.4315

* Degerler Adler-Nissen (1986)’den alinmustir.



31

6.3 Protein Hidroliz Deneyleri

Hidroliz reaksiyonlari, sicaklik, pH ve karistiric1 hiz1 kontrol modiilleri ile kombine edilmis,
bir cam reaktdr igerisinde gergeklestirilmistir. Hidroliz reaksiyonlari; pH, sicaklik ve
karigtirict hizi ayarlar1 yapildiktan ve sistem stabil hale geldikten sonra gluten ¢ozeltisine
enzimin ilave edilmesi ile baglatilmistir. Hidroliz reaksiyonunun pH-stat metodu ile
ototitrasyonu sirasinda, ortama ilave edilen baz miktar1 reaksiyon siiresi boyunca 30 saniye
araliklarla bilgisayar ile kaydedilerek hidroliz derecesi belirlenmistir. Ayni zamanda
reaksiyon ¢ozeltisinden belli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin analizi ile ¢6ziinen protein
miktar1 ve enzim aktivitesi zamana bagli olarak incelenmistir. Gergeklestirilen tiim deneyler
iki kez tekrarlanmistir ve tekrarlanan iki deney arasindaki maksimum fark + % 5 sinirindadar.

Protein hidroliz deneyleri i¢in kullanilan deney diizenegi Sekil 6.1°de verilmistir.

pH-metre

Termokapl

Probu

Pompa Reaktor

Sicaklik kontrollii

KOH | 1s1tic1 karistirict
¢Ozeltisi

)

Hassas| Terazi

- j

[ ) — c—2 EI\
= {wm\\

Bilgisayar

Sekil 6.1 Protein hidrolizi deney diizenegi
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6.4 pH-Stat Metodu ile Hidroliz Derecesinin Belirlenmesi

pH-Stat yontemi, reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan veya tiiketilen hidrojen iyonlar1 nedeni ile
degisen pH degerini sabit tutmak icin kullanilan bir yontemdir. ilk olarak Danimarka’da
Carlsberg laboratuvarinda ortaya ¢ikarilan yontem (Jacobsen vd., 1957), genellikle proteolitik
reaksiyonlarin kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem ile hidroliz derecesi, hidroliz
reaksiyonu sirasinda serbest hale gegen protonlarin ototitrasyonu sirasinda ortama ilave edilen

baz miktar dlgiilerek belirlenmektedir (Adler-Nissen, 1986).

6.4.1 Materyaller
KOH cozeltisi
Hidroliz reaksiyonlarinin oto titrasyonu i¢in kullanilan 0.5 M KOH c¢ozeltisi, 28 g KOH

kristalini 1000 mL saf suda ¢6zerek hazirlanmstir.

6.4.2 Hidroliz derecesinin hesaplanmasi

Hidroliz derecelerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanilmistir. Yontem i¢in 6rnek bir

hesaplama Ekler boliimiinde Ek 1°de verilmistir.

HD=Bx N, xLx-Lx L s 100% ©6.1)

a P M tot

B : Baz miktari

N, : Baz normalitesi

a : o-NH gruplarinin ortalama ayrilma sabiti
Py, : Protein miktar1 (g)

hwp. : Toplam peptid baglar1 (meqv/g protein)

HD : % Hidroliz derecesi

6.5 TNBS Yontemi ile Serbest Amino Gruplarimin Belirlenmesi

Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) yontemi, serbest amino gruplarinin konsantrasyonunu

belirlemek amaciyla endiistiride en yaygmn kullanilan yontemdir. Enzimatik hidroliz
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reaksiyonlart konusunda gegcerliligi ispatlanmig olan bu yontem, ilk olarak Okuyama ve
Satake (1960), Satake vd. (1960) tarafindan kullanilmis, daha sonra Adler-Nissen (1979)

tarafindan yenilenmistir.

ND? INH; — Dﬂ

- a5 &

O:N S0, — (N NH— + S0y + H
NO; NO,

Sekil 6.2 TNBS’in amino gruplari ile reaksiyonu (Adler-Nissen, 1979)

TNBS metodu, TNBS ile pirimer amino gruplarinin arasindaki reaksiyon (Sekil 6.2) sonucu
ortaya ¢ikan kromofor’un (Chromophore) spektrofotometrik Slgiimiine dayali bir yontemdir.
Bu reaksiyon hafif alkali ortamda gerceklesir ve pH degeri diisiiriilerek sonlandirilir.
Reaksiyon sonucu kromoforun 1s1ik absorblayici 6zelligi nedeni ile agik sar1 bir renk olusur.
Absorbans veya optik yogunluk olarak 6l¢iilen bu rengin siddeti, ¢cozeltide bulunan serbest
amino asit konsantrasyonu ile dogru orantilidir. TNBS 1518a duyarli oldugu i¢in reaksiyon 151k

almayan ortamda gerceklestirilmelidir.

6.5.1 Materyaller

TNBS cozeltisi

% 0.1’lik (agirlik/hacim) trinitrobenzen siilfonik asit dihidrat (TNBS) c¢ozeltisi, % 5’lik
(agirlhik/hacim) olarak temin edilen TNBS ¢ozeltisinin saf su ile seyreltilmesi ile kullanimdan
hemen Once hazirlanmistir. Cozeltiyi 1siktan korumak i¢in ¢ozeltinin hazirlandig balon joje

aliminyum folyo ile kaplanmstir.
Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi

0.2125 M alkali fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak icin, % 3.32°lik (agirlik/hacim)
NaH,P04.2H,0 ¢ozeltisi, pH degeri 8.2 degerine ulasincaya kadar yavasca % 3.78’lik
(agirlik/hacim) Na,HPO4.2H,0 c¢ozeltisine ilave edilmistir (hacimsel oran yaklasik olarak
43:1000). % 3.32’lik (agirlik/hacim) NaH,PO4.2H,O ve % 3.78’lik (agirlik/hacim)
Na,HPO4.2H,0 ¢ozeltileri, NaH,PO4.2H,0 ve Na,HPO4.2H,O kristallerini saf suda ¢ozerek

hazirlanmustir.
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Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi

% I’lik (agirhik/hacim) SDS c¢ozeltisi, sodyum dodesil siilfat kristallerini saf suda ¢ozerek

hazirlanmastir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi

0.1 M HCI ¢ozeltisi, 1 M’lik HCI ¢ozeltisinin saf su ile seyreltilmesi ile hazirlanmistir.
Lésin standarn

1.5 mM l16sin standarti, 16sin kristallerini % 1’lik (agirlik/hacim) SDS ¢ozeltisinde ¢ozerek

hazirlanmustir.

6.5.2 Yontem

Reaksiyon ¢ozeltisinden belirli zaman araliklari ile alinan hidrolizat 6rnekleri, enzim inaktive
edildikten ve santrifiijlendikten sonra, amino grup konsantrasyonlar1 0.25-2.5 mM araliginda
olacak sekilde % 1’lik SDS ile seyreltilmistir. Daha sonra 0.25 mL’lik 6rnekler deney
tiiplerine alinarak {iizerlerine 2 mL 0.2125 M sodyum fosfat tampon (pH 8.2) ve 2 mL
% 0.1’lik trinitrobenzen siilfonik asit ilave edilerek karanlik ortamda 50°C sicaklikta 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Reaksiyon deney tiiplerine 4 mL 0.1 N HCI ilave edilerek
durdurulmus ve oOrneklerin absorbans degerleri 340 nm’de kontrol c¢ozeltisine karsi
okunmustur. Kontrol ¢ozeltisi i¢in 0.25 mL hidrolizat 6rnegi yerine 0.25 mL % 1’lik SDS
kullanilmistir. Standart olarak 1.5 mM L-16sin kullanilmistir. Analizler 3’er kez tekrar edilmis
ve elde edilen degerlerin ortalamalar1 alinmistir. Tekrarlanan analizler arasindaki maksimum

fark + % 5 sinirindadir.

6.5.3 Hesaplamalar

Losin amino esdegeri, 16sin-NH, (meqv/g protein) asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir. Yontem i¢in 6rnek bir hesaplama Ekler boliimiinde Ek 2°de verilmistir.

( A bS ornek ) %
standart
(A bS standart )

PM

x SF

1o sin— NH ,(meqv/ g) = (6.2)

Abs: Absorbans degerleri

Cstandare - Standart olarak kullanilan 16sin konsantrasyonu (meqv/L)
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SF : Seyrelme faktorii

Py Cozeltideki toplam protein miktart (g/L)

6.6 OPA Yontemi ile Serbest Amino Gruplarimin Belirlenmesi

Nielsien vd. (2001) tarafindan, TNBS yontem ve metodolojisi temel alinirak gelistirilen
O-fitaldialdehit (OPA) yontemi, serbest amino gruplarinin konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla kullanilan yeni bir yontemdir. Yontemi TNBS yontemininden farkli kilan nokta
icerdigi kimyasal reaksiyondur. OPA ve serbest amino gruplari arasindaki reaksiyon, TNBS
yerine beta-merkaptoetanol varhiginda gergeklesir (Sekil 6.3). Bu reaksiyonda OPA’nin
birincil amino gruplar1 ve SH-bilesikleri (dithiothretiol, DTT) ile etkilesmesi sonucunda,
340 nm de 151k absorblayan renkli bir bilesik meydana gelir. Absorbans veya optik yogunluk
olarak olgiilen rengin siddeti, ¢ozeltide bulunan serbest amino asit konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

1

CHO c
AN
@: * H:N—-R: — @: N—R: T 2H,0
r
CHO =cH

Sekil 6.3 OPA reaksiyonu (Nielsen vd., 2001)

6.6.1 Materyaller

OPA ayraci

7.62 g disodyum tetraborat dekahidrat ve 200 mg sodyum dodesil siilfat (SDS) 150 mL
deiyonize suda ¢oziilmiistiir. 160 mg O-fitaldialdehit, 4 mL etanolde ¢oziildiikten sonra bu
karisima ilave edilmistir. 176 mg dithiothretiol de (DTT) karisima ilave edildikten sonra

karisim 200 mL’ye tamamlanmistir.
Serin standarti

0.9516 mM, serin standarti, serin kristallerini saf suda ¢ézerek hazirlanmistir.
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6.6.2 Yontem

Reaksiyon ¢ozeltisinden belirli zaman araliklari ile alinan hidrolizat 6rnekleri, enzim inaktive
edildikten ve santrifiijjlendikten sonra toplam protein igerigi % 0.1-1 (agirlik/hacim) olacak
sekilde saf su ile seyreltilmistir. Daha sonra, 400 pL’lik 6rnekler deney tiiplerine alinarak
tizerlerine 3 mL OPA ayiraci ilave edilmis ve ¢ozelti 5 saniye karistirtlmistir. Tam olarak 2
dakika sonunda Orneklerin absorban degerleri 340 nm’de kontrol ¢ozeltisine karsi
okunmustur. Kontrol ¢dzeltisi i¢in 400 pl hidrolizat 6rnegi yerine 400 pl su, standart i¢in ise
hidrolizat 6rnegi yerine 400 pul 0.9516 mM’lik Serin ¢ozeltisi kullanilmistir. Analizler 3’er
kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalari alinmistir. Tekrarlanan analizler

arasindaki maksimum fark + % 5 smirindadir.

6.6.3 Hesaplamalar

Serin amino esdegeri, serin-NH, (meqv/g protein) asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir. Yontem i¢in drnek bir hesaplama Ekler boliimiinde Ek 2’de verilmistir.

(Absr'imek ) >
s tan dart
(A bss tan dart )

Py

x SF

serin— NH ,(meqv/ g ) = (6.3)

Abs: Absorbans degerleri
Cstandare - Standart olarak kullanilan serin konsantrasyonu (meqv/L)
SF: Seyrelme faktorii

Py Cozeltideki toplam protein miktart (g/L)

6.7 Folin Lowry Yontemi ile Coziinen Protein Miktarinin Belirlenmesi

Ik olarak Lowry vd. tarafindan 1951 yilinda tamimlanan, Lowry yontemi protein analizi i¢in
yaygin olarak kullanilan, en degerli yontemlerden biridir. Renk o6l¢iimiine dayali olan bu

metod iki farkli reaksiyon adimi igerir (Lowry vd., 1951);

1. Bakir iyonu ile amid bagi arasinda olusan kompleks sonucu alkali ortamda indirgenmis
bakir, Cu’, olusur.

2. Folin-Ciocalteu maddesi triozin ve triptofan maddeleri ile indirgenir. Indirgenen Folin-
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Ciocalteu maddesi mavi renk verir.

Protein miktarlar1, 500-750 nm dalga boyu araliginda indirgenen Folin-Ciocalteu maddesinin

renk siddeti degerleri okunarak belirlenir.

6.7.1 Materyaller

A aywract
20 g Na,COs, 1 L’1lik 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
B ayiraci

0.5 g CuS04.5H,0, 100 mL’lik % 1°lik (agirlik/hacim) sodyum tartarat ¢ozeltisinde ¢oziilerek

hazirlanmastir.

C ayiract

Kullanimdan hemen 6nce, 100 mL A ayiraci ile 2 mL B ayiract karigtirilarak hazirlanmistir.
D ayiract

Folin-Ciocalteu Lowry maddesinin 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmesi ile hazirlanmistir.

Hazirlanan D ayiraci kullanima kadar koyu bir sisede buzdolabinda saklanmustir.
Potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi

pH degeri 7 olan 25 mM fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 2.105 g KH,PO4 ile 2.174 g
K,HPO4.3H,0 900 mL saf suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra 5 N KOH ¢ozeltisi kullanilarak

¢oOzeltinin pH degeri 7’ye ayarlanmig ve hacmi 1000 mL’ye tamamlanmustir.

6.7.2 Yontem

Reaksiyon ¢ozeltisinden belirli zaman araliklari ile alinan hidrolizat 6rnekleri, enzim inaktive
edildikten ve santrifiijlendikten sonra toplam protein igerigi 0.4 g/L’yi ge¢meyecek sekilde
fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Daha sonra deney tiiplerine alinan 1 mL’lik 6rneklerin
tizerine 5 mL C ayiraci ilave edilerek ornekler 10 dakika 25°C sicaklikta bekletilmistir. 10
dakika sonunda deney tiiplerine 0.5 mL D ayiraci ilave edilmis ve 6rnekler 30 dakika 25°C’de
inkiibe edildikten sonra absorbans degeri 750 nm’de referans ¢ozeltisine karsi okunmustur.
Referans ¢ozeltisi 6rnekle ayni sekilde, 1 mL 6rnek yerine 1 mL fosfat tampon kullanilarak
hazirlanmistir. Analizler 3’er kez tekrar edilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalari

alinmistir. Tekrarlanan analizler arasindaki maksimum fark + % 5 sinirindadir.
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6.7.3 Hesaplamalar
Yontem icin standart egrinin hazirlanmasi

Cozilinen protein miktarinin tayini i¢in, sigir serum albumini (BSA) fosfat tampon ¢ozeltisinde
coziilerek belirli konsantrasyonlarda hazirlanmis ve standart olarak kullanilmistir. Hazirlanan
BSA ¢ozeltilerinin konsantrasyon degerleri ve bu degerlere karsilik 750 nm dalga boyunda
okunan absorbans degerleri Cizelge 6.3’de, ortalama absorbans degerlerine karsi ¢izilen

standart egri Sekil 6.4’de verilmistir.

Protein konsantrasyonu hesaplamak i¢in kullanilan denklem lineer regrasyon analizi

sonucunda;

C (g/L) = 0.4501 x (Absorbans degeri) — 0.0217 (6.4)

olarak belirlenmistir. Elde edilen denklem i¢in standart sapma (o) ve regresyon katsayist (R?)

degerleri sirasiyla 0.0105 ve 0.9966 olarak bulunmustur.

Protein ¢oziiniirligii (Xpc);

(6.5)

C; : herhangi bir zamandaki protein konsantrasyonu (g/L)
Cy: hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢dzlinmiis protein miktar1 (g/L)

Croplam: toplam protein konsantrasyonu (g/L)

olarak tanimlanmistir. Yontem i¢in 6rnek bir hesaplama Ekler boliimiinde Ek 3°de verilmistir.



Cizelge 6.3 Folin Lowry yontemi i¢in standart egri verileri
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BSA Kons. Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 Ortalama
(mg/mL) Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans
0 0 0 0 0
0.025 0.081 0.079 0.089 0.083
0.050 0.161 0.156 0.160 0.159
0.075 0.224 0.235 0.234 0.231
0.100 0.288 0.291 0.293 0.291
0.125 0.347 0.356 0.344 0.349
0.150 0.392 0.403 0.398 0.398
0.175 0.446 0.456 0.464 0.455
0.200 0.508 0.508 0.511 0.509
0.225 0.562 0.567 0.547 0.559
0.250 0.609 0.619 0.615 0.614
0.300 0.714 0.706 0.704 0.708
0.350 0.792 0.799 0.807 0.799
0.400 0.909 0.906 0.915 0.910

Protein konsantrasyonu (g/L)

0.45

0.40 1

0.35 1

0.30 1

0.25 A

0.20 A

0.15 A

0.10 A

0.05 A

Sekil 6.4 Folin Lowry yontemi i¢in olusturulan standart egri

0.2

0.3

04 05

Absorbans degeri

0.6

0.7

0.8

0.9

1
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6.8 Enzim Aktivite Tayini

Literatiirde proteolitik aktivite tayini i¢in kullanilan birgok yontem mevcuttur. Genel olarak
bu yontemlerde aktivite tayini i¢in kullanilan substratlar kazein, hemoglobin ve azokazeindir
(Tomarelli vd., 1949; Sarath vd., 1989; Aikat ve Bhattacharyya, 2000; Ferreira vd., 2003;
Barros ve Malcata, 2004; Novozymes’ Analytical method). Kazeinin veya hemoglobinin
kullanildig1 aktivite tayin yontemlerinde enzimin substratla inkiibasyonundan sonra agiga
¢ikan protein miktar1 Lowry (Lowry vd., 1951) veya Bradford (Bradford, 1976) yontemleri ile
tayin edilmekte olup enzim aktivitesi buna gore belirlenmektedir. Ancak, bu calismada
reaksiyon c¢ozeltisinden alman Ornekler saf enzim ¢ozeltileri olmadigi, ayni zamanda
¢Ozlinmiis misir proteini de i¢erdiginden, yapilan deneysel calismalar gostermistir ki, bu iki
substratin (kazein ve hemoglobin) kullanildigi yontemler, enzim ¢dzeltisi i¢in inkiibasyon

Oncesi protein analizi yapilip fark alinsa bile saglikli sonuglar vermemektedir.

Azokazein, kazeine turuncu siilfanilamid gruplarinin baglanmasi ile modifiye edilmis bir
proteindir. Azokazeinin substrat olarak kullanildig1 yontemlerde, enzim aktivitesi inkiibasyon
sonunda azokazeinin pargalanmasi ile serbest hale gecen sulfanilamid gruplart sonucunda

aciga cikan turuncu renk yogunluguna gore belirlenmektedir (Tomarelli vd., 1949).

Yapilan 0n denemeler sonucunda, Alcalase enziminin degisen reaksiyon kosullarinda
stabilitesini belirleyebilmek ve enzimin inaktivasyon kinetigini incelemek amaciyla,
Azokazein yontemi bu calisma icin en uygun yontem olarak secilmistir. Calismada Tomarelli

vd. (1949) tarafindan tanimlanan yontem modifiye edilerek kullanilmistir.

6.8.1 Materyaller

Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi

7.4 pH degerine sahip 0.1 M fosfat tampon c¢ozeltisi hazirlamak icin, % 1.56’lik
(agirlik/hacim) NaH,PO4.2H,0 c¢ozeltisi, pH degeri kontrol edilerek yavasca % 1.78’lik
(agirlik/hacim) Na,HPO4.2H,O ¢ozeltisine ilave edilmistir (hacimsel oran yaklasik olarak
1:4). % 1.56’lik (agirlik/hacim) NaH,P0O4.2H,0 ve 1.78’lik (agirlik/hacim) Na,HPO4.2H,0
cozeltileri, NaH,PO4.2H,0 ve Na,HPO4.2H,0 kristallerini saf suda ¢ozerek hazirlanmistir.

Azokazein ¢ozeltisi

% 2’lik (agirlik/hacim) azokazein ¢ozeltisi, azokazeini, 7.4 pH degerine sahip 0.1 M fosfat

tamponda ¢ozerek hazirlanmastir.
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TCA (Trikloroasetik asit) ¢ozeltisi
% 10’luk (agirlik/hacim) TCA ¢ozeltisi, TCA kristallerini saf suda ¢6zerek hazirlanmstir.
NaOH cozeltisi

1 M NaOH c¢ozeltisi, % 4 agirlik/hacim oraninda NaOH’1 saf suda ¢ozerek hazirlanmstir.

6.8.2 Yontem

Belirlenen zaman araliklarinda reaktdrden alinan 6rnekler santrifiijlendikten sonra, ele gegen
supernatant ¢ozeltisi 0.1 N fosfat tampon (pH 7.4) ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Daha sonra, 0.5
mL’lik 6rnekler deney tiiplerine alinmis ve 1.5 mL azokazein ¢ozeltisi ilavesi ile 40°C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon, deney tiiplerine 2 mL % 10’luk (agirlik/hacim) TCA
ilavesi ile sonlandirilmigtir. Oda sicakliginda 10 dakika bekletilen ornekler 5 dakika
santrifiijlendikten sonra, supernatant ¢ozeltisinden alinan 2 mL’lik 6rneklere 2 mL 1 N NaOH
ilave edilerek absorbans degerleri 440 nm’de referans ¢ozeltisine kars1 okunmustur. Referans
cozeltisi ornekle ayni sekilde hazirlanmistir, ancak seyreltilmis enzim 6rneklerine azokazein
¢ozeltisinden dnce TCA ilave edilmistir. Ornek analizleri 3’er kez tekrar edilmis ve elde
edilen degerlerin ortalamalar1 alinmistir. Tekrarlanan analizler arasindaki maksimum fark

+ % 5 smirindadir.

6.8.3 Hesaplamalar

Yontem igin standart egrinin hazirlanmasi

Aktivite tayini i¢in, Alcalase enzimi fosfat tamponu ile seyreltilerek belirli tinite degerlerinde
hazirlanmis ve standart olarak kullanilmistir. Hazirlanan enzim c¢ozeltilerinin aktivite
degerleri ve bu degerlere karsilik aktivite tayin yontemi sonucunda 440 nm dalga boyunda
okunan absorbans degerleri Cizelge 6.4’de verilmis, ortalama absorbans degerlerine karsi

cizilen aktivite degerleri Sekil 6.5’de sunulmustur.

Lineer regrasyon analizi sonucunda aktivite hesab1 i¢in kullanilan denklem;

a (AU/L) = 2.3443 x (Absorbans degeri) + 0.0407 (6.6)

olarak belirlenmistir. Elde edilen denklem icin standart sapma (o) ve regresyon katsayisi (R?)



42

degerleri sirasiyla; 0.0342 ve 0.9982 olarak bulunmustur.

% Aktivite degert,

A=100x2 (6.7)

a,

ap : t=0 anindaki enzimin aktivitesi (AU/L)
a; : herhangi bir zamandaki enzim aktivitesi (AU/L)

A : herhangi bir zamandaki % enzim aktivitesi

olarak tanimlanmistir. Yontem i¢in 6rnek bir hesaplama Ekler boliimiinde Ek 4’de verilmistir.

Cizelge 6.4 Aktivite tayini i¢in standart egri verileri

Enzim Deneme 1 Deneme 2 Deneme 3 Ortalama
Aktivitesi Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans
(AU/L)
0 0 0 0 0
0.1 0.037 0.030 0.028 0.032
0.2 0.067 0.069 0.060 0.065
0.3 0.102 0.091 0.105 0.099
0.4 0.130 0.146 0.122 0.133
0.6 0.262 0.251 0.236 0.250
0.8 0.324 0.347 0.320 0.330
1.2 0.493 0.476 0.462 0.477

1.6 0.685 0.679 0.664 0.676
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Absorbans degeri

Sekil 6.5 Aktivite tayini i¢in olusturulan standart egri

6.9 Aminoasit Kompozisyon Analizi

Misir gluteninin ve deneyler sonucunda elde edilen hidrolizat ¢dzeltilerinin aminoasit
kompozisyon analizleri TUBITAK tarafindan, Phenomenex EZ Faast GC-FID amino asit
analiz kiti ve Varian GC, CP-3800GC cihazi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

6.10 SEM Analizleri

Orneklerin  SEM analizleri, TUBITAK tarafindan Jeol-JSM 840 tarayici mikroskopu

kullanarak gergeklestirilmistir.

6.11 Teorik caliyma

Niimerik hesaplamalar icin MATLAB 5.0 programi kullanilmigtir. Marquardt-Levenberg
metodu (Levenberg, 1944; Marquardt, 1963) kullanilarak deneysel veriler ile teorik veriler

arasinda minimum farki veren parametreler hesaplanmistir. Deneysel veriler ile teorik
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verilerin farkina esit olan SSR istatistik degerleri asagidaki formiile gére hesaplanmustir.

Nd
SSR=)" (C&" —Ch*)? (6.7)

m=1
Burada, Ng toplam veri sayisidir. Standard sapma, o, asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
6> = §*= (SSR)min / (m-p) (6.8)

Burada, p parametre sayisi ve s> varyanstir.



45

7. ARASTIRMA BULGULARI

7.1  Hidroliz Reaksiyonu i¢in Uygun Enzimin Se¢imi

Misir  glutenin  hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda kullanilacak uygun enzimi
belirleyebilmek amaciyla bes ticari proteaz enzimi ile 6n denemeler gergeklestirilerek,
enzimlerin misir gluteninin hidrolizi ve ¢dziiniirliigii {izerindeki etkinlikleri incelenmistir. On
denemeler i¢in secilen proteaz enzimleri Alcalase, Neutrase, Flavourzyme, Protamex ve
PTN’dir. On denemeler tiim enzimler igin belirtilen sicaklik ve pH ¢alisma araliklar1 goz
ontlinde bulundurularak, 50°C sicaklikta ve pH 7 degerinde gergeklestirilmistir. 20 g protein/L
substrat iceren 200 mL c¢ozelti esit linitede enzim ilavesi (0.35 AU/g protein) ile 60 dakika
siiresince reaksiyona tabi tutularak, baz sarfiyatlar1 ve ¢Oziinen protein miktarlar1 zamana

bagli olarak incelenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 7.1 ve 7.2°de grafiksel olarak

sunulmustur.

24
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Sekil 7.1 Farkli enzimler i¢in zamana karsilik elde edilen baz sarfiyati degerleri, T= 50°C,
pH= 7, S= 20 g protein/L, E= 0.35 AU/g protein (A Flavourzyme, % PTN, ¢ Neutrase,

e Protamex, m Alcalase)
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Sekil 7.2 Farkli enzimler i¢in zamana kars1 elde edilen ¢ozlinen protein miktarlari, T= 50°C,
pH= 7, S= 20 g protein/L, E= 0.35 AU/g protein (A Flavourzyme, % PTN, ¢ Neutrase,
e Protamex, m Alcalase)

Grafikler incelendiginde Alcalase enziminin; misir glutenin hidroliz ve ¢oziiniirliigiinde, diger
enzimlerden daha etkin oldugu agikca goriilmektedir. Alcalase enzimi i¢in 60 dakika sonunda
elde edilen baz sarfiyati ve ¢dziinen protein miktar1 degerleri sirasi ile 20.83 mmol/L ve 11.35
g/L’dir. Elde edilen deneysel veriler sonucunda en yiiksek etkinlige sahip olan Alcalase
enziminin, misir gluteninin enzimatik hidrolizinin optimizasyonu i¢in gergeklestirilecek olan

diger tiim deneylerde kullanimina karar verilmistir.

7.2  pH-Stat Kalibrasyonu

pH-Stat yonteminde hidroliz derecesi, hidroliz reaksiyonu sirasinda serbest hale gegen
protonlarin ototitrasyonu i¢in ortama ilave edilen baz miktarindan direkt olarak, daha 6nce
Boliim 6.4.2°de verilmis olan Esitlik 6.1 kullanilarak hesaplanir. Ancak hidroliz derecesinin

dogru bir sekilde hesaplanabilmesi i¢in pH-stat’in kalibre edilmesi gerekir.
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HD = Bx N, xLx—L s« 100% 6.1)

a M tot

Esitlik 6.1°deki o terimi pH-stat yontemi icin kalibrasyon faktoriidiir ve asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanir.

107777%

R TYZE (7.1)

Esitlik 7.1’den de goriildiigii gibi pH-stat kalibrasyonu, hidrolizatlar i¢in pK degerinin
belirlenmesidir. Amino asit gruplar i¢in pK degeri sabit degildir. Amino asit 6zelligi, peptid

zincir uzunlugu ve sicaklikla degismektedir (Adler-Nissen, 1986).

Bu ¢alismada, pH-stat kalibrasyonu icin Adler-Nissen (1986) tarafindan tanimlanan yontem
kullanilmistir. Yontemde hidroliz reaksiyonu siiresince pK degerinin sabit oldugu kabul edilir.
Hidroliz reaksiyonu siiresince, hem baz sarfiyatindaki artig, hem de serbest amino gruplarinin
konsantrasyonlarindaki artig, hidroliz derecesi ile dogru orantilidir. Bu nedenle, baz sarfiyati
ile serbest hale gegen amino gruplari arasinda lineer bir iliski sz konusudur. Dolayisi ile
kalibrasyon, hidrolizat orneklerinde bulunan serbest amino grup konsantrasyonu ile baz

sarfiyat1 arasindaki lineer iliskiyi belirlemek sureti ile gergeklestirilir.

Bir referans sicaklik secilerek, bu sicaklikta farkli pH degerlerinde gerceklestirilen deneyler
icin baz sarfiyati ve serbest amino grup konsantrasyonu arasindaki lineer iligki belirlendikten
sonra, elde edilen dogrularin egimlerden yararlanilarak pK degerleri, Esitlik 7.2 kullanilarak
hesaplanabilir. Esitlik 7.2’nin tiiretilisi Cizelge 7.1’de verilmistir (Adler-Nissen, 1986;
Dzwolak ve Ziajka, 1999; Karamac vd., 2002; Camacho vd., 2001).

pK = pH, +log(e, —e, )—log(10"""""" xe, —e, ) (7.2)

e: egim

pH2> pH, olmalidir.



48

Cizelge 7.1 Esitlik 7.2’nin tiiretilisi (Adler-Nissen, 1986)

pH-Stat icin: dB =a xdh

TNBS reaksiyonu i¢in: d(losin— NH, ) =k xdh

Egim, e

1

oo d(lésin— NH, )
dB

=kxa

a” =1+1077"

Iki farkli pH degeri igin, pH, > pH,:

e, —e, =kx(10""" — 19P* P )

e, —e, =kx10"" x (10" 1) (a)

vE

e, x 1077 — e, = fex (10771 4 JoPE — 1 — 107 )
e, x 10777 —e = fx (1077 1) (b)

denklemleri elde edilir.

a denklemi, b denklemine boliindiigiinde;

€, —€

]OPHZ_pHI xe, —e,

= JoP* (c)

¢ denkleminin logaritmasi alindiginda;
pK = pH, +log(e, —e, )—log(10""""" xe, —e, )

esitligi elde edilir.

* OPA reaksiyonu i¢in aym denklem d(losin— NH,)=kxdh ifadesi yerine
d(serin— NH , ) = k x dh ifadesi yerlestirilerek ayni1 sekilde tiiretilir.
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Referans bir sicaklikta pK degeri biliniyorsa veya hesaplanmissa, farkli bir sicakliktaki pK
degeri, referans sicaklikla aynm1 pH degerinde ek bir deney gerceklestirilmesi ile, asagidaki
esitlik (7.3) kullanilarak hesaplanalabilir. Esitlik 7.3’in tiiretilisi Cizelge 7.2°de verilmistir
(Adler-Nissen, 1986).

0

pK = pH, +log| < x(1+ 107" )—1} (7.3)
e
e ve eg ayn1 pH degerinde elde edilmelidir.

Cizelge 7.2 Esitlik 7.3’1in tiiretilisi (Adler-Nissen, 1986)

Ana esitlik: e =k x(1+107"")

Standart sicaklik Ty da pK= pKy ve T sicakligindaki pK degeri icin ana esitlik diizenlenirse:
e, =kx(1+10""") (a)

e=kx(1+107"") (b)

a ve b denklemleri oranlandiginda;

1+1077 = L (14 107507 )

€

pK:pH+log{ix(]+]0”K””H)—]

€

esitligi elde edilir.

Bu c¢alismada, referans sicaklik 50°C olarak se¢ilmis ve bu sicakliktaki pK degeri, pH 6.5, 7,
7.5 ve 8 degerlerinde hidroliz deneyleri gergeklestirilerek hesaplanmigtir. Ayrica pH 7.5
degerinde 40°C ve 60°C’de deneyler yapilmis ve referans sicaklikta elde edilen verilerden

yararlanilarak bu sicakliklar i¢in de pK degerleri hesaplanmistir.

100 mL’lik ¢6zelti hacminde gerceklestirilen deneyler i¢in sabit proses sartlari; 30 g protein/L
substrat konsantrasyonu, % 0.15 (hacim/hacim) enzim konsantrasyonu ve 1 saat reaksiyon
stiresidir. Reaksiyon sirasinda baz sarfiyat1 kaydedilmis, belirli zaman araliklarinda reaksiyon
cozeltisinden alinan 6rneklerde serbest hale gegen amino asit gruplarinin analizi hem TNBS

metodu, hem de OPA yontemi ile yapilmistir. Her iki yontem i¢inde, baz sarfiyati ile serbest
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hale gegen amino asit gruplari arasindaki dogrusal korelasyonun yiiksek oldugu saptanmustir.
Elde edilen deneysel sonuglar Sekil 7.3-7.6’da, deneysel verilere uyan lineer modellere ait
katsayilar ve istatiksel degerler Cizelge 7.3-7.6’da sunulmustur. Elde edilen sonuglar

kullanilarak hesaplanan pK degerleri ise Cizelge 7.7 ve 7.8’de 6zetlenmistir.

2.0

1.8 1

1.6 1

1.4 1

1.2 1
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0.8 1

Losin-NH2 (meqv/g)

0.6 1

0.4 1

0.2 1

0.0
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 2.0

B (meqv/g)

Sekil 7.3 50°C’de farkli pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlar1 icin TNBS
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karst baz sarfiyati
degerleri, E= % 0.15 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ pH 6.5, A pH 7, o pH 7.5, x pH 8,
— modeller)

Cizelge 7.3 50°C’de farkli pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlar1 i¢in TNBS
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina kars1 baz sarfiyati degerleri
icin elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatiksel degerler

pH Egim (e) Kesim noktas1 Standart Sapma (o) R?

6.5 1.8479 0.2257 0.0375 0.9883
7.0 1.2169 0.1514 0.0378 0.9938
7.5 0.9696 0.2471 0.0672 0.9862

8.0 0.8808 0.2805 0.0206 0.9990
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Serin-NH: (meqv/g)
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Sekil 7.4 50°C’de farkli pH degerlerinde gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlar: i¢in OPA
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz sarfiyati
degerleri, E= % 0.15 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ pH 6.5, ApH 7, o pH 7.5, x pH 8,
— modeller)

Cizelge 7.4 50°C’de farkli pH degerlerinde gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlar: i¢in OPA
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz sarfiyati degerleri
icin elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatiksel degerler

pH Egim (e) Kesim noktas1  Standart Sapma (o) R’

6.5 2.0131 0.2111 0.0320 0.9927
7.0 1.2782 0.2232 0.0400 0.9937
7.5 1.0471 0.2068 0.0442 0.9948

8.0 0.9615 0.2482 0.0412 0.9968
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Sekil 7.5 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlari i¢in
TNBS yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina kars1 baz sarfiyati
degerleri, E= % 0.15 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (o 40°C, A 50°C, o 60°C,— modeller)

Cizelge 7.5 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari i¢in
TNBS yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina kars1 baz sarfiyati
degerleri i¢in elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatiksel degerler

Sicakhik Egim (e) Kesim noktas1  Standart Sapma (o) R?
40°C 1.0370 0.1780 0.0604 0.9583
50°C 0.9696 0.2471 0.0672 0.9862

60°C 0.9265 0.2516 0.0570 0.9918
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Serin-NH: (meqv/g)
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Sekil 7.6 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlart i¢cin OPA
yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz sarfiyati
degerleri, E= % 0.15 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (o 40°C, A 50°C, o 60°C,
— modeller)

Cizelge 7.6 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari i¢in
OPA yontemi ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz sarfiyati
degerleri i¢in elde edilen lineer modellere ait katsayilar ve istatiksel degerler

Sicakhik Egim (e) Kesim noktas1  Standart Sapma (o) R’
40°C 1.1348 0.2592 0.0350 0.9877
50°C 1.0471 0.2068 0.0442 0.9948

60°C 0.9996 0.3413 0.0289 0.9982
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Cizelge 7.7 50°C’de farkli pH degerlerinde gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlar i¢in Esitlik
7.2 kullanilarak hesaplanan pK degerleri

TNBS reaksiyonu ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyat1 degerlerinden elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan degerler

pH1 pH 2 Egim (eq) Egim (ez) pK
6.5 7 1.8479 1.2169 6.50
7 7.5 1.2169 0.9696 6.62
7.5 8 0.9696 0.8808 6.68
6.5 7.5 1.8479 0.9696 6.55
7 8 1.2169 0.8808 6.65
6.5 8 1.8479 0.8808 6.57
ORT. 6.60

OPA reaksiyonu ile belirlenen serbest amino asit grup konsantrasyonlarina karsi baz
sarfiyat1 degerlerinden elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan degerler

pH1 pH 2 Egim (ey) Egim (ez) pK
6.5 7 2.0131 1.2782 6.56
7 7.5 1.2782 1.0471 6.56
7.5 8 1.0471 0.9615 6.63
6.5 7.5 2.0131 1.0471 6.56
7 8 1.2782 0.9615 6.57
6.5 8 2.0131 0.9615 6.57
ORT. 6.58

Cizelge 7.8 pH 7.5 degerinde farkli sicakliklarda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonlari i¢in
Esitlik 7.3 kullanilarak hesaplanan pK degerleri

TNBS yontemi ile elde OPA yontemi ile elde
edilen veriler i¢in edilen veriler i¢in
Sicakhik Egim (e) pK Egim (e) pK ORT. pK
40°C 1.0370 6.81 1.1348 6.84 6.83
*50°C 0.9696 6.60 1.0471 6.58 6.59
60°C 0.9265 6.37 0.9996 6.34 6.36

*Referans sicaklik degeri
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Cizelge 7.7 ve 7.8 incelendiginde her iki yontemle yapilan kalibrasyon sonucunda hesaplanan
pK degerlerinin birbirine oldukca yakin oldugu goriilmektedir. Sonug olarak, elde edilen tiim
degerler géz onilinde bulunduruldugunda, misir gluteni hidrolizatlari i¢in pK degerleri; 40°C,

50°C ve 60°C sicakliklarda sirasiyla 6.83, 6.59 ve 6.36 olarak bulunmustur.

Herhangi bir sicaklikta pK degeri biliniyorsa farkli bir sicakliktaki pK degeri, teorik olarak
Gibbs-Helmholtz esitligi (Esitlik 7.4) kullanilarak da hesaplanabilir (Adler-Nissen, 1986).

AH’ 1 1
N L

a-amino gruplari igin iyonlasma entalpisi (4H”) Steinhardt ve Beychok (1964) tarfindan 45
KJ/mol olarak rapor edilmistir. Bu deger Esitlik 7.4’e yerlestirildiginde, 40 ile 50°C i¢in pK
degerleri arasindaki farkin yaklasik 0.23 birim, 50 ile 60°C iginse bu farkin yaklasik 0.22
birim olmas1 gerektigi hesaplanmaktadir. Elde edilen deneysel sonuglar incelendiginde
(Cizelge 7.8); 40 ile 50°C’deki pK degerleri arasindaki farkin 0.24 birim, 50 ile 60°C’deki pK

degerleri arasindaki farkin ise 0.23 birim olmasi sonuglarin giivenirliligini artirmaktadir.

7.3 Kesikli Sistemde Proses Parametrelerinin Optimizasyonu

7.3.1 Gluten konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Substrat konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisini incelemek amaciyla hidroliz
reaksiyonlar1 10-60 g protein/L arasinda degisen farkli protein konsantrasyonlarinda, % 0.25
(hacim/hacim) enzim ilavesi ile 50°C sicaklik ve pH 7’de gergeklestirilmistir. 120 dakikalik
reaksiyon siiresi boyunca hidroliz dereceleri, protein ¢oziiniirlik dereceleri ve enzim
stabiliteleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen sonuglar, Sekil 7.7-7.12°de grafiksel

olarak sunulmustur.
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Sekil 7.7 Farkli substrat konsantrasyonlar1 i¢cin zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi
degerleri, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ 10 g protein/L, m 20 g protein/L,
A 30 g protein/L, @ 40 g protein/L, x 50 g protein/L, o 60 g protein/L , — kinetik modeller)

Hidroliz derecesi ve protein coziiniirligli degerlerinin substrat konsantrasyonuna bagl
degisimleri incelendiginde (Sekil 7.7 ve 7.8), substrat konsantrasyonu artirildiginda, hidroliz
reaksiyonun ve ¢ozliniirliik hizlarinin, dolayisi ile hidroliz derecesi ve protein ¢oziiniirlilk

derecesi degerlerininde azalmis oldugu goriilmektedir.

Hiz profilleri incelendiginde tiim substrat konsantrasyonlari i¢in hidroliz reaksiyonunun ve
protein ¢Oziiniirliigliniin baslangicta hizli ilerledigi daha sona yavaglayarak azaldigi, tipik
hidroliz ve ¢Oziiniirlik egrilerinin elde edilmis oldugu goriilmektedir (Sekil 7.7 ve 7.8).
Hidroliz reaksiyonu ve protein ¢oziiniirligli hizlarindaki bu diisiis, a) enzime maruz kalan
peptit baglarinin konsantrasyonunun azalmasi, b) hidroliz derecesinin ve ¢oziiniirliigiin
baslangi¢ substrat konsantrasyonu artik¢a azalan limit bir degere ulasmasi sonucunda olusan
yatiskin hal yaklasimi, ¢) substrat ve/veya hidroliz iiriinlerinden kaynaklanabilecek enzim

inhibisyonu, d) enzim inaktivasyonu, sebeplerinden birine veya birkacina bagli olabilir.

Misir gluteninin Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in, substrat konsantrasyonunun hidroliz

reaksiyonu tizerindeki etkisi Mannheim ve Cheryan (1992) tarafindan da, % 0.125-2
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(agirlik/hacim) araliginda degisen substrat miktarlart i¢in 0.1 mg/mL enzim
konsantrasyonunda, pH 9 degerinde 50°C sicaklikta incelenmis ve % substrat doniisiimiiniin
substrat konsantrasyonu ile azaldigi, hidroliz i¢in optimum substrat/enzim oraninin 20

(agirhik/agirlik) oldugu bildirilmistir.
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Sekil 7.8 Farkli substrat konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik
derecesi degerleri, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ 10 g protein/L, m 20 g
protein/L, A 30 g protein/L, ® 40 g protein/L, x 50 g protein/L, o 60 g protein/L, — kinetik
modeller)

Hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢oziiniirlilk derecesi degerlerine bagli degisimleri
incelendiginde (Sekil 7.9), calisilan biitlin substrat konsantrasyonu degerleri i¢in, hidroliz
derecesi degerleri ile ¢oziiniirliik degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu ve tiim deneysel

verilerin hemen hemen ayn1 bir dogru tlizerinde bulunduklar1 goriilmektedir.

Substrat konsantrasyonun enzim stabilitesine etkisi incelendiginde (Sekil 7.10), calisilan tiim
substrat baslangi¢c konsantrasyonlari i¢in, enzim stabilitesinin ilk on dakikada hizli bir diisiis
gosterdigi, daha sonra ise islem sonuna kadar yaklasik olarak % 55 degerinde sabit kaldig:

saptanmistir. Bu nedenle ilk on dakikada gii¢lii bir substrat inaktivasyonunun meydana geldigi
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diistiniilebilir. Ancak calisilan tiim substrat konsantrasyonlar1 i¢in inaktivasyon diizeyinin
yaklagik olarak aymi oldugu saptanmustir. Bu durumda; 10 g protein/L baslangic substrat
konsantrasyonunun enzim bozunmasina sebep olabilecek asir1 deger oldugu ve bu

konsantrasyon tizerindeki degerlerin daha fazla bir inaktivasyona neden olmadig: sdylenebilir.
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Sekil 7.9 Farkli substrat konsantrasyonlar: i¢in hidroliz derecesi ile ¢oziiniirlilk derecesinin
degisimi T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ 10 g protein/L, m 20 g protein/L,
A 30 g protein/L, @ 40 g protein/L, x 50 g protein/L, o 60 g protein/L )

Elde edilen sonuglarin gercekten substrat inaktivasyonundan kaynaklanip kaynaklanmadigina
aciklik getirmek amaciyla, enzim stabilitesinin glutensiz ortamda; suda ve fosfat tampon
¢ozeltileri igersinde incelendigi kontrol deneyleri gergeklestirilmis ve sonuglar Sekil 7.11°de

grafiksel olarak sunulmustur.

Sekil 7.11°den goriildiigli gibi suda ve fosfat tampon ¢ozeltisinde enzim stabilitesi zamanla
siirekli bir azalma egilimi gostermistir. 10 g protein/L substrat i¢ceren deney, su ve fosfat
tampon ¢oOzeltide glutensiz ortamda gerceklestirilen deneylerle karsilastirildiginda, ilk on
dakikada enzim stabilitesinde meydana gelen diisiisiin, substrat inaktivasyonuna dayanmadig,

ayrica 20 dakikalik iglem siiresinden sonra substrat ve/veya hidroliz {irlinlerinin enzim
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stabilitesi {izerinde koruyucu etkisi oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak, substrat
inaktivasyonunun olmadigi saptanmistir. Bu durumda baglangi¢ substrat konsantrasyonundaki
artis ile hidroliz dererecesi ve ¢oziiniirlik degerlerindeki azalma; a) enzimin substrat ile
doyunurluga ulagsmasindan dolay1 reaksiyonun limitlenmesi, b) substrat konsantrasyonu
artikca su aktivitesinin azalmasi, c¢) substrat miktarinin artmasi ile viskozite artigina dayali
olarak kiitle transferinin azalmasi ya da limitlenmes, d) {iriin ve/veya substratin sebep oldugu

tersinir inhibisyon nedenlerinden birine veya birkagina bagli olabilir.
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Sekil 7.10 Farkl1 substrat konsantrasyonlari i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ 10 g protein/L, m 20 g protein/L,
A 30 g protein/L, ® 40 g protein/L, x 50 g protein/L, 0 60 g protein/L , — kinetik model)

Calisilan tiim substrat konsantrasyonlar1 i¢in, 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde
edilen % hidroliz derecesi, % protein ¢oziiniirliigii ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 7.9
ve Sekil 7.12°de Ozetlenmistir. Cizelge 7.9 ve Sekil 7.12 incelendiginde, % hidroliz ve
% protein ¢oziiniirliik derecelerinin 30 g protein/L substrat konsantrasyonu degerinden sonra
belirgin sekilde azaldig1 goriilmektedir. Bu nedenle 30 g protein/L substrat konsantrasyonu
optimum substrat konsontrasyonu olarak secilmis ve diger tiim deneylerde baslangi¢ substrat

konsantrasyonu olarak bu degerin kullanimina karar verilmistir.
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Sekil 7.11 Enzim stabilitesi kontrol deneyleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) (A fosfat tamponda, ¢ 10
g protein/L substrat varliginda, m saf suda)

Cizelge 7.9 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, 120 dakikalik islem siiresi sonunda elde
edilen % hidroliz ve ¢oziiniirliik dereceleri, ¢oziinen protein miktarlart ve % enzim aktivite
degerleri (T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim))

So HD PC PCm A
(g protein/L) (%) (%) (g/L) (%)
10 25.23 67.51 6.97 56.90
20 23.23 67.10 13.82 58.03
30 22.61 66.31 20.57 57.20
40 19.07 55.98 23.56 54.51
50 18.01 46.98 25.97 53.33
60 16.51 47.23 30.53 53.42

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmiis protein miktar1 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 g protein/L substrat
konsantrasyonlari i¢in sirasi ile 0.68, 1.24, 2.01, 2.67, 3.40 ve 4.16 g/L’dir.
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Sekil 7.12 % Hidroliz derecesi, % protein ¢oziiniirligii ve % enzim aktivite degerlerinin
substrat konsantrasyonu ile degisimi, T= 50°C, pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ hidroliz
derecesi, m protein ¢oziiniirliigi, A enzim aktivitesi)

7.3.2 Enzim konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Enzim konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisini incelemek amaciyla 30 g protein/L
substrat iceren 200 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisine % 0.05-0.35 (hacim/hacim) arasinda degisen
miktarlarda Alcalase enzimi ilavesi yapilarak, hidroliz reaksiyonlar1 50°C sicaklik ve pH 7
degerinde, 120 dakika boyunca gerceklestirilmistir. Hidroliz dereceleri, protein ¢oziintirlilk
dereceleri ve enzim stabiliteleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen sonuglar Sekil

7.13-7.17°de grafiksel olarak sunulmustur.

Hidroliz derecesi degerlerinin enzim konsantrasyonuna bagli degisimleri incelendiginde
(Sekil 7.13), enzim konsantrasyonu artirildiginda, hidroliz reaksiyonun hizinin dolayist ile
hidroliz derecesi degerlerinin de artmis oldugu goriilmektedir. Ancak, % 0.25 (hacim/hacim)
enzim miktarinin iizerindeki enzim degerleri i¢in, hidroliz derecesi degerlerinin artisinin daha
yavas bir sekilde gerceklestigi ve birbirine oldukca yakin oldugu goriilmektedir. % 0.25
(hacim/hacim) enzim miktarinin lizerindeki degerler i¢in reaksiyonun daha yavas ilerlemesi,

substratin enzim ile doyunurluga ulagmasindan dolayr hidroliz reaksiyonunun diger
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faktorlerden ¢ok substrat konsantrasyonu tarafindan limitlenmis olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 7.13 Farkli enzim miktarlari i¢in zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
T= 50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ % 0.05 (hacim/hacim), m % 0.1 (hacim/hacim),
A % 0.15 (hacim/hacim), ® % 0.2 (hacim/hacim), x % 0.25 (hacim/hacim), o % 0.3
(hacim/hacim), A % 0.35 (hacim/hacim), — kinetik modeller)

Protein ¢oziiniirliikk derecelerinin enzim konsantrasyonuna bagli degisimleri incelendiginde
(Sekil 7.14), enzim miktarn arttirildiginda hidroliz derecesi degerleri ile benzer sekilde,
¢oziinlirliik degerlerinin de artmis oldugu; % 0.25 (hacim/hacim) enzim miktarinin {izerindeki
enzim degerleri i¢in, ¢oziiniirlikk degerlerindeki artisin daha yavas bir sekilde gerceklestigi
goriilmektedir. Bu durum yine, substratin enzim ile doyunurluga ulasmasindan dolayi,
hidroliz reaksiyonunun diger faktorlerden ¢ok substrat konsantrasyonu tarafindan limitlenmis

olabilecegini gostermektedir.

Misir gluteninin Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in enzim konsantrasyonunun hidroliz
reaksiyonu iizerindeki etkisi Mannheim ve Cheryan (1992) tarafindan da, 0-1.75 mg/mL

araliginda degisen enzim miktarlari i¢in, % 1 (agirlik/hacim) substrat konsantrasyonunda, pH
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9 degerinde ve 50°C sicaklikta incelenmis, bu c¢alisma ile benzer sekilde % substrat
dontistimiiniin belirli bir enzim konsantrasyonuna kadar (0.50 mg/mL) arttig1 bu degerden

sonra degismedigi rapor edilmistir.
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Sekil 7.14 Farkli enzim miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliikk derecesi
degerleri, T= 50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ % 0.05 (hacim/hacim), m % 0.1
(hacim/hacim), A % 0.15 (hacim/hacim), ® % 0.2 (hacim/hacim), x % 0.25 (hacim/hacim),
g % 0.3 (hacim/hacim), A % 0.35 (hacim/hacim), — kinetik modeller)

Hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢oziiniirlilk derecesi degerlerine bagli degisimleri
incelendiginde (Sekil 7.15), ¢alisilan biitiin enzim konsantrasyonu degerleri i¢in, hidroliz
derecesi degerleri ile ¢oziiniirliik derecesi degerleri arasinda lineer bir iligki oldugu ve tiim

deneysel verilerin ayn1 bir dogru {izerinde toplandiklar1 goriilmektedir.

Kullanilan enzim miktarinin enzim stabilitesi {izerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 7.16),
calisilan tiim enzim miktarlart i¢in, enzim stabilitesinin yine ilk on dakikada hizli bir diisiis
gosterdigi daha sonra ise islem sonuna kadar sabit kaldigi, ancak enzim miktar arttikga enzim

aktivitesinin sabitlendigi degerlerde de belirgin bir artis oldugu saptanmustir.
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Sekil 7.15 Farkli enzim miktarlari i¢in hidroliz derecesi ile ¢6ziiniirliik derecesinin degisimi,
T= 50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ % 0.05 (hacim/hacim), m % 0.1 (hacim/hacim),
A % 0.15 (hacim/hacim), ® % 0.2 (hacim/hacim), x % 0.25 (hacim/hacim), o % 0.3
(hacim/hacim), A % 0.35 (hacim/hacim))

Calisilan tiim enzim miktarlart i¢in, 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz derecesi, % protein ¢oziniirliigii ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 7.10 ve
Sekil 7.17°de ayrica Ozetlenmistir. Cizelge 7.10 ve Sekil 7.17 incelendiginde, hidroliz ve
protein ¢oziiniirliik derecelerindeki artisin % 0.25 (hacim/hacim) enzim miktarindan sonraki
enzim miktar1 degerleri i¢in belirgin sekilde yavasladigi ve hemen hemen sabitlendigi agikca
goriilmektedir. Bu nedenle % 0.25 (hacim/hacim) enzim miktar1 optimum enzim degeri olarak

secilmis ve diger tlim deneylerde bu degerin kullanimina karar verilmistir.
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Sekil 7.16 Farkli enzim miktarlar1 i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
T= 50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ % 0.05 (hacim/hacim), m % 0.1 (hacim/hacim),
A % 0.15 (hacim/hacim), ® % 0.2 (hacim/hacim), x % 0.25 (hacim/hacim), o % 0.3

(hacim/hacim), A % 0.35 (hacim/hacim), — kinetik modeller)

Cizelge 7.10 Farkli enzim miktarlarinda, 120 dakikalik islem siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz ve ¢oziiniirliik dereceleri, ¢ozilinen protein miktarlari ve % enzim aktivite degerleri
(T=50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L)

E HD PC PCwy A
(%, hacim/hacim) (%) (%) (g/L) (%)
0.05 13.61 36.01 12.16 36.88
0.10 15.67 47.76 15.47 47.89
0.15 17.93 56.99 17.99 48.22
0.20 20.62 59.74 18.72 49.27
0.25 22.61 66.31 20.48 57.20
0.30 22.40 67.80 20.95 58.01
0.35 22.58 66.83 20.75 63.52

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmiis protein miktart % 0.05, % 0.10, % 0.15, % 0.20, % 0.25, % 0.30 ve
% 0.35 enzim miktar1 deneyleri i¢in sirasi ile 2.12, 2.19, 2.09, 1.98, 2.01, 1.92 ve 2.10 g/L’dir.
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Sekil 7.17 % Hidroliz derecesi, % protein ¢oziiniirligii ve % enzim aktivite degerlerinin
enzim miktari ile degisimi, T= 50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ hidroliz derecesi, m protein
¢ozlinlirliigii, A enzim aktivitesi)

7.3.3 Sicakhigin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Sicaklik artisinin reaksiyon hizini artirdigl ancak enzimlerinde yapisal olarak bozunmalarina
neden oldugu bilinmektedir. Sicaklik artisinin hidroliz derecesine ve ¢oziinen protein
miktarina etkisini incelemek ig¢in 30 g protein/L substrat iceren 200 mL’lik reaksiyon
¢ozeltisi, pH 7 degerinde, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 40-65°C arasinda degisen
sicaklik degerlerinde 120 dakika boyunca hidroliz islemine tabi tutulmustur. Hidroliz
dereceleri, protein c¢Oziiniirliik dereceleri ve enzim stabiliteleri zamana bagh olarak

incelenmis, elde edilen sonuglar Sekil 7.18-7.22°de grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 7.18 Farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ 40°C, m 45°C, A 50°C, e 55°C,
x 60°C, 0 65°C, — kinetik modeller)

Hidroliz derecesi ve protein c¢Oziiniirliik derecelerinin sicakliga baghh degisimleri
incelendiginde (Sekil 7.18 ve Sekil 7.19); maksimum hidroliz ve ¢oziiniirliikk degerlerinin
55°C’de elde edildigi, dolayisi ile bu sicaklik degerinin misir gluteninin hidroliz reaksiyonu
icin optimum deger oldugu saptanmistir. 60°C’de hidroliz ve ¢oziiniirliik derecelerinin, islem
stiresinin ilk 60 dakikasinda 55°C’deki degerlerden biraz daha yiiksek oldugu, ancak daha
sonraki zaman diliminde bu degerlerin 55°C’deki degerlerin altinda seyrettigi goriilmektedir.
Sekil 7.18 ve Sekil 7.19 incelendiginde, yaklasik 30. dakikadan sonra 65°C sicaklik degeri
icin elde edilen hidroliz ve ¢oziiniirliik derecesi degerlerinin zamana baglh olarak
degismedikleri ve sonug olarak reaksiyonun durdugu goriilmektedir. Bu durum, 65°C’de

enzimin stabilitesini koruyamamasi ve bozunmasi ile agiklanabilir.
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Sekil 7.19 Farkli sicakliklar i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oziintirliik derecesi degerleri,
pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ 40°C, m 45°C, A 50°C, e 55°C,
x 60°C, 0 65°C, — kinetik modeller)

Sicaklik deneylerine ait hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢oziiniirliik derecesi degerlerine
bagh degisimleri incelendiginde (Sekil 7.20), calisilan biitiin sicaklik degerleri i¢in, hidroliz
derecesi degerleri ile c¢oziiniirlik derecesi degerleri arasinda lineer bir iligki oldugu

goriilmektedir.

Sicakligin enzim stabilitesi tizerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 7.21), 40-55°C sicaklik
araliginda, sicaklik artisina bagl enzim inaktivasyonun olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Bu
aralikta enzim aktivitesi yine ilk on dakika igersinde hizli bir diisiis gdstermis daha sonra ise
islem sonuna kadar stabil kalmigtir. 55°C’den sonra enzim inaktivasyon hizi oldukga artmais,

65°C’de ise enzim 30 dakika igerisinde tamamen inaktive olmustur.
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Sekil 7.20 Farkli sicakliklar i¢in hidroliz derecesi ile ¢oziintirliikk derecesinin degisimi, pH= 7,
E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ 40°C, m 45°C, A 50°C, e 55°C, x 60°C,
0 65°C)

Caligilan tiim sicaklik degerleri i¢in, 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz derecesi, % protein ¢oziniirliigii ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 7.11 ve
Sekil 7.22°de ayrica 6zetlenmistir. Cizelge 7.11 ve Sekil 7.22 incelendiginde, 55°C sicaklik
degerine kadar % hidroliz ve % c¢oziiniirliik derecelerinin artig gosterdigi bu sicaklik
degerinden sonra ise azalmaya basladigi agik¢a goriilmektedir. Bu nedenle misir glutenin
hidroliz ve ¢oziinlirliigii icin optimum sicaklik degeri 55°C olarak belirlenmis ve yapilacak

diger tiim deneylerde bu sicaklik degerinin kullanimina karar verilmistir.
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Sekil 7.21 Farkli sicakliklar icin zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ 40°C, m 45°C, A 50°C, e 55°C,
x 60°C, 0 65°C, — kinetik modeller)

Cizelge 7.11 Farkli sicaklik degerleri icin, 120 dakikalik islem siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz ve ¢oziiniirliikk dereceleri, ¢6ziinen protein miktarlar1 ve % enzim aktivite degerleri
(pH= 7, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L)

T HD PC PCy A
°O) (%) (%) (g/L) (%)
40 15.14 41.48 13.55 64.92
45 18.93 58.24 18.27 57.22
50 22.61 66.31 20.48 57.20
55 23.11 75.32 23.08 49.47
60 21.45 73.33 22.56 8.79
65 9.00 37.66 12.67 0.00

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmiis protein miktar1 40, 45, 50, 55, 60 ve 65°C sicaklik degerlerinde
gergeklestirilen deneyler igin sirast ile 1.90, 193, 2.01, 1.97, 2.11 ve 2.24 g/L’dir.



71

100

% Degerler
D
S
>

30 A
20 A *

10 A A ¢

O T T T T [AAN
40 45 50 55 60 65

Sicakhk (°C)

Sekil 7.22 % Hidroliz derecesi, % protein ¢oziiniirligii ve % enzim aktivite degerlerinin
sicaklik ile degisimi, T= 50°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ hidroliz derecesi, m protein
¢coziinlirliigii, A enzim aktivitesi)

7.3.4 pH’1mn hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

pH degisiminin protein yapisim1 modifiye ettigi, enzimatik reaksiyonlarda enzim-substrat
baglanmasin1 dolayisiyla reaksiyonun katalizlenmesini, ayni zamanda enzim stabilitesini
etkiledigi bilinmektedir. pH degisiminin hidroliz reaksiyonuna etkisini incelemek icin 30 g
protein/L substrat igeren 200 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisi, pH 6.5-8.5 araliginda degisen pH
degerlerinde, 55°C sicaklikta, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 120 dakika boyunca
hidroliz islemine tabi tutulmustur. Hidroliz dereceleri, protein ¢oziiniirliik dereceleri ve enzim
stabiliteleri zamana bagli olarak incelenmis, elde edilen sonuglar Sekil 7.23-7.27°de grafiksel

olarak sunulmustur.
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Sekil 7.23 Farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
T=55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5, @ pH 8,
x pH 8.5, — kinetik modeller)

Hidroliz derecesi ve protein ¢oziniirliik derecelerinin pH’a bagh degisimleri incelendiginde
(Sekil 7.23 ve Sekil 7.24); hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayis1 ile hidroliz ve ¢6ziiniirliik
derecesi degerlerinin pH 8 degerine kadar artis gosterdigi, pH 8.5 degeri icin elde edilen
sonuclarin ise hemen hemen pH 8 degeri ig¢in elde edilen sonuglarla ayni oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 7.24 Farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik derecesi degerleri,
T=55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5, @ pH 8,
x pH 8.5, — kinetik modeller)

Farkli pH degerleri i¢in; hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢oziiniirliik derecesi degerlerine
bagl degisimleri incelendiginde (Sekil 7.25), calisilan biitiin pH degerleri i¢in, hidroliz
derecesi degerleri ile c¢ozlinlirlik derecesi degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 7.25 Farkli pH degerleri i¢in hidroliz derecesi ile ¢oziiniirlilk derecesinin degisimi,
T=55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5, @ pH §,
x pH 8.5)

pH’1n enzim stabilitesi lizerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 7.26), pH 6.5-7.5 araliginda,
pH artigina bagl enzim inaktivasyonun oldukg¢a az oldugu, enzim inaktivasyon hizinin pH 7.5

degerinden sonra arttig1 goriilmektedir.

Caligilan tiim pH degerleri igin, 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda elde edilen % hidroliz
derecesi, % protein ¢oziiniirliigii ve % enzim aktivite degerleri, Cizelge 7.12 ve Sekil 7.27°de
Ozetlenmistir. Cizelge 7.12 ve Sekil 7.27 incelendiginde, maksimum hidroliz ve ¢6ziiniirliik
derecesinin pH 8 degerinde elde edildigi goriilmektedir. Bu nedenle pH 8, reaksiyon i¢in

uygun pH olarak segilmistir.
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Sekil 7.26 Farkli pH degerleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
T=55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ pH 6.5, m pH 7, A pH 7.5, @ pH 8§,
x pH 8.5)

Cizelge 7.12 Farkli pH degerleri icin, 120 dakikalik islem siiresi sonunda elde edilen
% hidroliz ve ¢oziiniirliikk dereceleri, ¢6ziinen protein miktarlar1 ve % enzim aktivite degerleri
(T=55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L)

pH HD PC PCy A

(%) (%) (g/L) (%)
6.5 20.55 67.73 20.93 53.36
7.0 23.11 75.32 23.08 49.47
7.5 25.69 79.49 24.26 43.05
8.0 28.38 85.25 25.86 25.85
8.5 28.85 85.67 25.98 15.08

Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmiis protein miktar1 pH 6.5, 7, 7.8, 8 ve 8.5 degerlerinde gergeklestirilen
deneyler i¢in sirast ile 1.90, 1.97, 2.03, 1.97, ve 1.99 g/L dir.
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Sekil 7.27 % Hidroliz derecesi, % protein ¢oziiniirligii ve % enzim aktivite degerlerinin pH
ile degisimi, T= 55°C, pH= 7, S= 30 g protein/L (¢ hidroliz derecesi, m protein ¢oziiniirligi,
A enzim aktivitesi)

7.3.5 Optimum proses sartlarinda elde edilen misir gluteni hidrolizatimin amino asit

kompozisyonunun incelenmesi

Boliim 7.3.1-7.3.4°de kesikli sistemde gerceklestirilen deneyler sonucunda, misir gluteninin
Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in optimum proses sartlari; 30 g protein/L  substrat
kansontrasyonu, % 0.25 (hacim/hacim) enzim miktari, 55°C sicaklik ve pH 8 olarak
belirlenmis ve optimum proses sartlarinda, 120 dakika siireyle gerceklestirilen hidroliz
reaksiyonu sonucunda, % 28.4 hidroliz derecesi, % 85.3 protein ¢oziiniirligi elde edilmistir.
Optimum proses sartlarinda elde edilen hidrolizat ¢ozeltisinin amino asit kompozisyonu
analiz edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 7.13’de sunulmustur. Cizelge 7.13
incelendiginde hidrolizat ¢6zeltisinin amino asit kompozisyonunun, ham glutenin amino asit
kompozisyonu ile hemen hemen ayni oldugu, yani hidroliz islemi sonucunda proteinin

besinsel degerini korudugu agik bir bigimde goriilmektedir.
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Cizelge 7.13 Optimum proses sartlarinda elde edilen hidrolizat ¢dzeltisinin amino asit
kompozisyon analizi

Aminoasit Ham Glute.n Hidrolizaf
(mg/g protein) (mg/g protein)
Alanin 86.91 92.03
Glisin 25.65 27.24
Valin 44.47 44.73
Losin 128.33 165.31
[zoldsin 36.17 33.27
Treonin 27.48 29.74
Serin 52.51 52.02
Prolin 106.11 104.72
Aspartik asit 145.27 94.93
Metiyonin 22.62 14.59
Glutamik asit 156.64 208.90
Fenilalanin 59.10 54.88
Lizin 15.75 13.80
Histidin 32.31 16.46
Triozin 48.45 43.94
Hidroksiprolin 12.22 4.24

7.3.6 Calismada elde edilen verilerin literatiirde varolan verilerle karsilastirilmasi

Literatiirde gluten hidrolizi iizerine gergeklestirilen ¢calismalar oldukca sinirli olmakla beraber,
son yillarda hiz kazanmaya baslamistir. Ancak, bu caligmalarin gerceklestirilme amaclar1 ve
gerceklestirildikleri proses sartlar oldukca farklilik gostermektedir. Bu ¢aligmalarda daha ¢ok
misir gluteni hidrolizatlarinin belirli baz1 fonksiyonel 6zellikleri iyilestirilmeye caligiimus,
enzim stabilitesi hi¢ incelenmemis, reaksiyon kinetigi ise Hardwick ve Glatz (1989) ve
Mannheim ve Cheryan (1992) tarafindan oldukca simirli bir sekilde incelenmistir. Bu
calismada ise 6zellikle maksimum hidroliz ve protein ¢dziiniirliigii icin proses parametreleri
ile ilgili optimizasyon c¢aligmalarina yer verilmis, enzim stabilitesi incelenmis ve reaksiyon
kinetigi lizerine detayl bir calisma gerceklestirilmistir. Cizelge 7.14’de, glutenin enzimatik
hidrolizi ile ilgili literatiirde yeralan ¢aligmalar sonucunda elde edilen hidroliz ve ¢6ziiniirliik

verileri ile deneylerin gerceklestirildikleri proses sartlar1 verilmistir.
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Cizelge 7.14 Optimum proses sartlarinda elde edilen verilerin, literatiirde varolan verilerle

karsilastirilmasi
Kaynak Substrat Enzim Proses sartlar Hidroliz Derecesi ve
Protein Coziiniirliugii
Kong vd.  Bugday  Tripsin pH 8.5, 47°C % 4.5 HD; % 75 ¢oz.
(2007a,b)  Gluteni  Alcalase pH 8.5, 60°C %15.8 HD; % 80 ¢oz.
Pancreatin pH 8.5, 37°C %11 HD; % 75 ¢oz.
Neutrase pH 7.0, 50°C % 7 HD; % 75 ¢oz.
Protamex pH 6.5, 50°C % 6.8 HD; % 75 ¢oz.
(HD degerleri 360 dak.
E/S=1:100 (agirlik) sonunda elde edilen
S=%5 degerlerdir, ¢Oziintirlik
(agirhik/hacim) degerleri ise pH 2-12
araliginda elde edilen max.
degerlerdir.)
Wang vd. Bugday  Papain pH 6.5, 50°C 6 saat sonunda,% 10.9 HD;
(2007a) Gluteni E=1500 U/g 8 saat sonunda, % 55 ¢0z.
S=%38
(agirlik/hacim)
Apar ve Misir Neutrase pH 6.5, 45°C 2 saat sonunda,
Ozbek Gluteni E=4mL/L % 37.2 HD, % 52 ¢oz.
(2007) S=10g/L
Wang vd. Bugday  Protamex pH 6.8, 48°C 10 dak. sonunda,
(2006) Gluteni E =2000 U/g % 2.8 HD
S=%38
(agirlik/hacim)
Zheng vd. Misir Alcalase Ekstriiderden 120 dakika sonunda,
(2006) Gluteni gecirme ve nisasta % 39.54 HD, % 79.2 ¢06z.
hidroliz 6n islemi
sonrast
pH 8, 60°C,
20 g H,O/g protein,
E =48 mAU/g
protein
Kim vd. Misir Nisasta hidrolizi ve 8 saat sonunda,
(2004a) Gluteni 151l 6n iglem sonrast,
Potamax pH 5.5-7.5,35-60°C % 56.2 ¢oziiniirliik
Flavourzyme pH 5-7, 50°C % 87.4 ¢oziintirliik
Proleather pH 10, 60°C % 49.7 ¢oziniirlik
Protease A pH 7, 50°C % 72.1 ¢oziintirliik
AroaseAP-10 pH 7-8, 50-55°C % 48.8 c¢oziiniirliik
Pescalase pH 8, 60°C % 72.4 ¢oziiniirlik
S=% 10

(agirlik/hacim)
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Dragove  Bugday  Aspergillus Isil 6n islem 6 saat sonunda,
Gonzalez  Gluteni oryzae sonrasi, % 42 HD, % 77.58 ¢oz.
(2001) kaynakli fungal pH 4.25, 55°C Max. ¢6z. % 79.94 (pH 9)
proteaz S =% 8 (agirlik)
E/S =5/100
Bombara  Bugday  Aspergillus pH 5.9, 54°C 1 saat sonunda,
vd. (1997) Gluteni  oryzae E/S =0.25/100- % 36.7 HD, % 53 ¢oz.
kaynakli nétral ~ 3/100
proteaz enzimi S =26.6 mg
protein/g ¢ozelti
(220g un/550 mL
su)
Briones- Misir Hemisphaericin  Belirtilmemis 3 saat sonunda,
Martinez  Gluteni  Mexicain % 64 ¢oziiniirlik
vd. (1997) % 82 ¢oziiniirliik
Nourivd. Gliadin  Pepsin pH 2, 25°C 420 dak. sonunda,
(1997) (Bugday) E/S =1/100 % 1.36- % 1.55 HD
S =10-200 g/L
Mannheim Misir Alcalase pH 8, 50°C 4 saat sonunda,
ve Gluteni E/S =1/200 % 27.7 HD
Cheryan (agirlik)
(1992) S=%8
(agirlik/hacim)
Hardwick Misir Alcalase pH 9, 50°C 4 saat sonunda,
ve Glatz Gluteni S=%38 % 9 HD (E=0.75 AU/L)
(1989) (agirlik/hacim) % 36.2 ¢oz (E= 0.5 AU/L)
E=0.375-0.75 AU/L
Adler- Masir Alcalase pH 8, 50°C 240 dak. sonunda,
Nissen Gluteni S=%38 % 13 HD
1977 (agirlik/hacim)
E/S =2/100
Bu Maisir 60 dak sonunda,
calismada Gluteni  Alcalase pH 7, 50°C % 56 ¢oziiniirlik
Neutrase S=%2 % 19 ¢ozlniirliik
Flavourzyme (agirlik/hacim) % 4 ¢oziiniirlik
Protamex E=0.35AU/g % 40 ¢oziiniirlik
PTN protein % 15 ¢oziiniirlik
Alcalase pH 8, 55°C 120 dak sonunda,
S=%3 % 28.4 HD
(agirlik/hacim) % 85.3 ¢oziintirlik
E=0.23 AU/g
protein (% 0.25

hacim/hacim)
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7.4  Hidroliz Uriin Konsantrasyonunun Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkisinin

incelenmesi

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen {iriinlerin (hidrolizatlarin), reaksiyona etkisini
incelemek amaciyla, Oncelikle deneylerde kullanilacak hidrolizatin eldesi i¢in, hidroliz
reaksiyonu belirlenen optimum proses sartlarinda gerceklestirilmistir. 120 dakikalik reaksiyon
siiresi sonunda Alcalase enzimi 1s1 ile inaktive edildikten sonra, ortamda kalan
hidrolizlenmeyen proteini ¢ozeltiden ayirmak icin, hidrolizat ¢dzeltisi sliziilmiis ve deneylerde
kullanilacagi miktarlarda kaplara konularak buzlukta saklanmistir. Daha sonra, hidrolizat
¢oOzeltisinin toplam hacime % 25, % 50, % 75, % 100 (hacim/hacim) oranlarinda ilave
edilmesiyle hazirlanan 30 g protein/L substrat iceren reaksiyon g¢ozeltileri, 55°C sicaklikta,
pH 8’de, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 120 dakika boyunca hidroliz islemine tabi

tutulmustur. Elde edilen sonuglar Sekil 7.28-7.31°de grafiksel olarak sunulmustur.

0.30

0.25 A

>0 Dl O
DA O
b B>
Al

0.20

> no
xeop m O
xo >H O
xeo DR O
>xo>un o
> D>H O
>

0.15 A

o > 1o
X0

xep> H O

0.10

Hidroliz derecesi, Xup
>o> H O
> > B O

'O-<><>
o> B O

0.05

I

0.00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Zaman (dakika)

Sekil 7.28 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi i¢in zamana karsilik elde edilen hidroliz
derecesi degerleri, T=55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ % 0
(hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), ® % 75 (hacim/hacim),
K % 100 (hacim/hacim))



81

Hidroliz derecesi ve protein ¢oziiniirlik derecelerinin hidrolizat miktarina bagli degisimleri
incelendiginde; hidrolizat miktar1 artirildiginda; hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile
hidroliz ve ¢oziiniirliik derecesi degerlerinin de azalmis oldugu goriilmektedir (Sekil 7.28 ve
7.29). Bu azalma, hidroliz iirlinlerinin enzimi inhibe etmesi veya ortamin viskozitesini

artirarak kiitle transferini engellemesi ile agiklanabilir.
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Sekil 7.29 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik
derecesi degerleri, T=55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ % 0
(hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), ® % 75 (hacim/hacim),
K % 100 (hacim/hacim))

Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi i¢in; hidroliz derecesi degerlerinin protein ¢oziiniirlikk
derecesi degerlerine bagl degisimleri incelendiginde (Sekil 7.30), hidroliz derecesi degerleri

ile ¢oziiniirliik derecesi degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu goriilmektedir.
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Sekil 7.30 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi i¢in hidroliz derecesi ile ¢oziiniirliik
derecesinin degisimi, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ % 0
(hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), ® % 75 (hacim/hacim),
x % 100 (hacim/hacim))

Hidrolizat miktarinin enzim stabilitesi iizerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 7.31), hidrolizat
miktarindaki artig ile enzim stabilitesinde artis meydana geldigi gozlemlenmistir. Enzim
stabilitesinde meydana gelen bu artig, hidrolizat ilavesi sonucu hidroliz ve protein
¢Oziinlirliigliniin azalmas1 g6z oniinde bulunduruldugunda, ¢o6zelti viskozitesinin artmasi
sonucunda enzim-substrat etkilesiminin azalmasi nedeni ile enzimin reaksiyonda daha az
kullanilmastyla veya hidrolizat ilavesi ile ¢ozelti 6zelliklerinin degismesi (viskozite, 1sil
iletkenlik vs.) sonucunda enzim stabilitesinin reaksiyon ¢dzeltisinde meydana gelen sicaklik

ve pH degisimlerinden daha az etkilenmesi ile agiklanabilir.
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Sekil 7.31 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesi i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim
aktivite degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (¢ % 0
(hacim/hacim), m % 25 (hacim/hacim), A % 50 (hacim/hacim), ® % 75 (hacim/hacim),
K % 100 (hacim/hacim))

7.5 Kademeli Enzim Ilavesinin Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

Boliim 7.3°de gergeklestirilen deneyler sonucunda, misir gluteninin hidrolizi ve ¢oziiniirligii
i¢in belirlenen optimum prosess kosullarinda (30 g protein/L substrat konsantrasyonu, % 0.25
(hacim/hacim) enzim miktar1, 55°C sicaklik ve pH 8) enzimin stabilitesini % 74 oraninda
kaybettigi saptanmistir. Bu nedenle enzim inaktivasyonunu azaltabilmek, dolayisi ile hidroliz
ve ¢Oziiniirlik verimini artirabilmek amaciyla, belirlenen optimum kosullarda toplam enzim
miktar1 sabit tutularak (2.5 mL/L = 7 AU/L), enzim kademeli sekillerde (tek kademede: 0.
dakikada, iki kademede: 0. ve 20. dakikalarda, dort kademede: 0., 15., 30. ve 45. dakikalarda)
reaksiyon ortamina ilave edilmis ve hidroliz reaksiyonu {izerindeki etkisi incelenmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 7.32-7.34’de grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 7.32 ve Sekil 7.33 incelendiginde, tek kademede enzim ilavesi ile karsilastirildiginda
kademeli enzim ilavesi ile baglangictaki enzim miktar1 diisiik oldugu i¢in reaksiyonun
baslangicta daha yavas ilerledigi, ancak ara kademelerde ilave edilen enzim ile 120 dakikalik
islem siiresi sonunda hidroliz ve ¢6ziiniirliik degerlerinin, tek kademede enzim ilavesi ile elde
edilen degerlerle esitlendigi saptanmistir. Bu durum, kademeli enzim ilavesinin hidroliz ve

¢Oziiniirliik verimine herhangi bir katkis1 olmadigini1 géstermektedir.
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Sekil 7.32 Kademeli enzim ilavesi i¢in zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
T= 55°C, pH= 8, Eioplam= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (e Tek kademede:
0. dakikada 2.5 mL/L=7 AU/L enzim ilavesi, o Iki kademede: 0. ve 20. dakikalarda 1.25
mL/L=3.5 AU/L enzim ilavesi, A Dort kademede: 0., 15., 30. ve 45. dakikalarda 0.625
mL/L=1.75 AU/L enzim ilavesi)
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Sekil 7.33 Kademeli enzim ilavesi i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oOziiniirliik derecesi
degerleri, T= 55°C, pH= 8, Eplam= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (e Tek
kademede: 0. dakikada 2.5 mL/L=7 AU/L enzim ilavesi, o Iki kademede: 0. ve 20.
dakikalarda 1.25 mL/L=3.5 AU/L enzim ilavesi, A Dort kademede: 0., 15., 30. ve 45.
dakikalarda 0.625 mL/L=1.75 AU/L enzim ilavesi)

Kademeli enzim ilavesinin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde ise (Sekil 7.34), kademeli
enzim ilavesi ile enzim stabilitesinin artirilabilecegi gozlemlenmistir. Ortama ilave edilen
toplam enzim miktar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, 2.5 mL/L’lik enzim miktar1 igin
enzimin baslangic¢ tinitesi 7 AU/L’dir. 120 dakika sonunda geriye kalan enzim aktivitelerinin
tek kademede enzim ilavesi i¢in 1.81 AU/L (geriye kalan aktivite % 26), iki kademede enzim
ilavesi i¢in 2.03 AU/L (geriye kalan aktivite % 29), dort kademede enzim ilavesi iginse 2.52
AU/L (geriye kalan aktivite % 36) oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak enzim stabilitesi,
enzim ilavesinin iki kademede ger¢eklestirilmesi ile % 12, dort kademede gerceklestirilmesi

ile % 39 oraninda artmistir.
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Sekil 7.34 Kademeli enzim ilavesi i¢in zamana karsilik elde edilen enzim aktivite degerleri,
T= 55°C, pH= 8, Eiplam= % 0.25 (hacim/hacim), S= 30 g protein/L (e Tek kademede:
0. dakikada 2.5 mL/L=7 AU/L enzim ilavesi, o Iki kademede: 0. ve 20. dakikalarda 1.25
mL/L=3.5 AU/L enzim ilavesi, A Dort kademede: 0., 15., 30. ve 45. dakikalarda 0.625
mL/L=1.75 AU/L enzim ilavesi)

7.6  Glutene Uygulanan On islemlerin Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

7.6.1 Isil 6n islemin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Proteinlerin denatiirasyonu, ikincil ve ficlinciil yapilarin parcalanmasi ve yikimini igerir.
Denatiirasyon reaksiyonlar1 peptit baglarini1 parcalayacak kadar gii¢lii olmadig: i¢in birincil
yap1 (amino asit dizilimi) denatiirasyon islemi sonrast ayni kalir. Denatiirasyon, proteindeki
normal alfa-helix ve beta tabakalarini bozar ve protein halkasini agarak proteini diizensiz bir

sekle sokar [7].

Ucgiinciil yapida yan zincirler arasinda bozunabilecek dort tiir bag etkilesimi vardir: hidrojen
baglari, tuz kopriileri, disiilfit baglar1 ve polar olmayan hidrofobik etkilesimler. Bu nedenle,

bircok madde ve durum denatiirasyona neden olabilir [7].
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100KV X500 10pm W A TUBITAK

arayiizey goriintiisii, biiylitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(a) On islem &ncesi elde edilen SEM goriintiileri

TUBITAK

TUBITAK 0.0KY 0~ 10pm
araylizey goriintiisi, bilyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, bitylitme x 1500

(b) 90°C 1s1l 6n islem sonrasi elde edilen SEM goriintiileri

arayiizey goriintiisii, biiylitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(¢) 100°C 1s1l 6n islem sonrasi elde edilen SEM goriintiileri

Sekil 7.35 Isil 6n islemin glutenin yiizey yapisina etkisi
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Is1 kinetik enerjiyi arttirdigindan, molekiiller ¢ok hizli titresir, bu molekiiller arasindaki
baglar1 zayiflatir ve parcalanmasini saglar. Bu nedenle, 1s1 hidrojen baglarin1 parcalamak ve
polar olmayan hidrofobik etkilesimleri bozmak i¢in kullanilabilir. Isil denatiirasyon sonucu
protein bozunur ve enzimatik olarak daha kolay pargalanabilir bir hale gelir. Bu amacla
calismanin bu boliimiinde, 1s1l denatiirasyon i¢in 90 ve 100°C olmak tizere iki farkli sicaklik
sec¢ilmis, 30 g/L protein iceren 200 ml’lik gluten ¢ozeltisi, enzimatik reaksiyon oncesi segilen
sicaklik degerlerine 1sitilarak bu sicaklik degerlerinde 30 dakika boyunca bekletilmistir.
Onislem sonrasi gluten morfolojisinde meydana gelen degisimi inceleyebilmek amaci ile
SEM goriintiileri alinmig ve Sekil 7.35°de sunulmustur. Sekil 7.35 incelendiginde, 1s1l 6nislem

uygulandiginda substrattaki gozenekligin arttig1 goriilmektedir.

Glutene uygulanan 1s1l 6n islem sonrasi hidroliz reaksiyonu 200 mL hacimde, daha 6nceden
belirlenen optimum proses sartlarinda; 55°C sicaklik ve pH 8 degerinde, % 0.25
(hacim/hacim) enzim ilavesi ile; gerceklestirilmistir. 120 dakikalik reaksiyon siiresi boyunca
protein hidrolizi, protein ¢oziiniirliigli ve enzim aktivitesi zamana bagli olarak incelenmis,

elde edilen sonuglar Sekil 7.36-7.38°de grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 7.36 Isil 6n islem sonrasi zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi degerleri,
T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (e kontrol (6n islemsiz
hidroliz), o 90°C’deki 1s1l 6n islem sonrasi hidroliz, A 100°C’deki 1s1l 6n islem sonrasi
hidroliz)
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Sekil 7.37 Isil 6n islem sonrasi zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik derecesi degerleri,
T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n islemsiz
hidroliz), O 90°C’deki 1s1l 6n islem sonrast hidroliz, A 100°C’deki 1s1l 6n islem sonrasi
hidroliz)

Sekil 7.36 ve 7.37 incelendiginde 1s1] 6n islemin hidroliz verimine bir katkis1 olmadigi agikga
goriilmektedir. Isil 6n islem ile 120 dakika sonunda hidroliz derecesi degerlerinde goriilen ¢cok
az diislis, hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢oziinmiis protein miktarinin 6n iglemle artig
gostermesi ile agiklanabilir. Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢6ziinmiis protein miktarinin 6n
islem uygulanmadan 1.97 g/L oldugu, 90 ve 100°C’lik 1s1l 6n islem uygulamasindan sonra

ise bu degerin 2.67 ve 2.97 g/L’ye yiikseldigi belirlenmistir.

Sekil 7.38 incelendiginde on islem sonrasi ilk 60 dakikalik siirede, kontrol deneyi ile
karsilastirildiginda aktivite degerlerinde az da olsa bir diisiis meydana geldigi goriilmektedir.
Bu durum, 1s1l inaktivasyonla proteinin ikincil veya tliglinciil yapisinda meydana gelen olasi
bozunma sonucunda bazi bilesenlerin ortaya ¢ikmasi veya direk olarak degisime ugramis olan

substratin enzim stabilitesini etkilemesi ile aciklanabilir.
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Sekil 7.38 Isil 6n islem sonrasi zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri,
T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n islemsiz
hidroliz), O 90°C’deki 1s1l 6n islem sonrasi hidroliz, A 100°C’deki 1s1l 6n islem sonrasi
hidroliz)

7.6.2 Mikrodalga 6n isleminin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Substrata uygulanan 6n islemlerde ama¢ enzimin substrattaki hedef baglara ulasabilirligini
kolaylastirmaktir. On islemler fiziksel (mekanik ve 1s1) veya kimyasal islemler (asidik ve
alkali) olarak gruplandirilabilir. Mikrodalganin enzimatik reaksiyonlarda on islem olarak
kullanimi yakin zamanda arastirma konusu olmustur. Mondal vd. (2004), gerceklestirdikleri
calismada, ti¢ farkli enzimatik reaksiyon segerek bu reaksiyonlarda substrat olarak kullanilan
poligalakturonik asit, ksilan ve karboksiseliiloza mikrodalga 6n islemi uygulamislar ve 6n
islem sonrasinda bu substratlar lizerinde pektinaz, ksilanaz ve seliilaz enzimlerinin katalitik
aktivitelerinin 6n islem uygulanmayan substratlara gore sirasi ile 1.5, 2.3 ve 1.6 kat artigini
bildirmislerdir. Zhu vd. (2006) tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada ise, piring
sapmin seliilaz enzimi ile hidrolizinde mikrodalga ©n isleminin etkisi incelenmis ve
mikrodalga 6n islemi ile alkali 6n islemi kombine kullanildiginda hidroliz reaksiyonunun

baslangi¢ hizinin arttig1 bildirilmistir.
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e
TUBITAK 5 10,0k

araylizey goriintiisii, biiyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(a) On islem oncesi elde edilen SEM gériintiileri

TUBITAK Sl 0.0 / I TUBITAK
arayiizey goriintiisii, biiylitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(b) 540 W mikrodalga 6n islemi sonrasi elde edilen SEM goriintiileri

araylizey goriintiisi, bilyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, bitylitme x 1500

(¢) 720 W mikrodalga 6n islemi sonrasi elde edilen SEM goriintiileri

Sekil 7.39 Mikrodalga 6n isleminin glutenin ylizey yapisina etkisi
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Calismanin bu boliimiinde misir glutenine mikrodalga 6n isleminin uygulanmasinin hidroliz
reaksiyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. On islemler i¢in Arcelik firmasi tarafindan iiretilen
MD 594 iiriin koduna sahip mikrodalga fir kullanilmistir. 540 W ve 720 W olmak iizere iki
farkli mikrodalga giicii secilerek, 30 g/L protein igeren 200 mL’lik gluten ¢ozeltisi, enzimatik
reaksiyon Oncesi secilen glic degerlerinde 10 dakika siiresince mikrodalga islemine tabi
tutulmustur. On islem tamamlandiktan sonra ¢ozelti hacmi kontrol edilerek, ¢ozelti tekrar 200
mL’ye tamamlanmis ve daha Onceden belirlenen optimum sartlarda hidroliz islemi
gerceklestirilmistir. On islem sonrasi gluten morfolojisinde meydana gelen degisimi
inceleyebilmek amaci ile alinan SEM goriintiileri Sekil 7.39°da hidroliz reaksiyonu sonucu
elde edilen sonuclar Sekil 7.40-7.42°de sunulmustur. Sekil 7.39 incelendiginde, mikrodalga

on islem uygulandiginda substrattaki gézenekligin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 7.40 Mikrodalga 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n
islemsiz hidroliz), O 540 W’lik mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz, A720 W’hk
mikrodalga 6n islemi sonrast hidroliz)
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Sekil 7.41 Mikrodalga 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik derecesi
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n
islemsiz hidroliz), O 540 W’lik mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz, A720 W’hk
mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz

Sekil 7.40-7.41 incelendiginde mikrodalga 6n islemi i¢in elde edilen sonuglarin 1s1l 6n islem
icin elde edilen sonuglarla hemen hemen ayni oldugu yani 6n islemin hidroliz ve ¢oziintirliik
verimine daha fazla bir katkis1 olmadigi goriilmektedir. Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan
¢ozlinmiis protein miktar1 mikrodalga 6n islemi uygulanmasi ile artis gostermistir. Hidroliz
Oncesi ortamda bulunan ¢6ziinmiis protein miktari 6n islem uygulanmadan 1.97 g/L iken, bu
degerin 540 ve 720 W’lik mikrodalga 6n islemi uygulamasindan sonra 2.56 g/L’ye yiikseldigi

bulunmustur.

Sekil 7.42 incelendiginde 6n islem sonrasi, kontrol deneyi ile karsilastirildiginda aktivite

degerlerinde az da olsa bir diisiis meydana geldigi goriilmektedir.
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Sekil 7.42 Mikrodalga 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n
islemsiz hidroliz), O 540 W’lik mikrodalga 6n islemi sonrasi hidroliz, A720 W’hk
mikrodalga 6n iglemi sonrasi hidroliz)

7.6.3 Sonikasyon on isleminin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi

Sonikasyon isleminin proteindeki zayif baglar1 pargalayarak protein denatiirasyonuna neden
olabilecegi, ayrica substratin partikiill boyutunu diisiirerek enzim igin yilizey alanini
artirabilece8i diisiliniilerek, calismanin bu bdliimiinde sonikasyon 6n isleminin hidroliz
reaksiyonu tizerindeki etkisi incelenmistir. Sonikasyon islemi i¢in Bandelin Sonopuls (HD
2200) marka, TT13, 12.7 mm capinda titanium uclu sonikatér kullanilmistir. On islemler
% 12 (agirlik/hacim) substrat kosantrasyonunda 50 mL hacimde, 40°C sabit sicaklikta (¢ozelti
sicakligint sabit tutmak i¢in sogutucu banyo kullanilmistir), % 50 frekans araliginda 30
dakika siireyle (1 dakika ¢alisma siiresi, bir dakika bekleme siiresi) 80 W ve 120 W’lik
akustik giiclerde gergeklestirilmistir. On islem sonrasi substrat ¢dzeltisi 200 mL’ye

seyreltilmig ve daha dnceden belirlenen optimum sartlarda hidroliz islemi gerceklestirilmistir.
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TUBITAK

araylizey goriintiisii, biiyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(a) On islem oncesi elde edilen SEM gériintiileri

araylizey goriintiisii, biiyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, bilylitme x 1500

(b) 80 W sonikasyon 6n iglemi sonrasi elde edilen SEM goriintiileri

TUBITAK

araylizey goriintiisii, biiyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(c) 120 W sonikasyon 6n islemi sonrasi elde edilen SEM goriintiileri

Sekil 7.43 Sonikasyon 6n isleminin glutenin yiizey yapisina etkisi
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On islem sonrasi gluten morfolojisinde meydana gelen degisimi inceleyebilmek amaci ile
alian sem goriintiileri Sekil 7.43’de hidroliz reaksiyonu sonucu elde edilen sonuglar Sekil
7.44-7.46’da sunulmugtur. Sekil 7.43 incelendiginde, sonikasyon 6n islemi uygulandiginda

substrattaki gézenekligin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 7.44 Sonikasyon On islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen hidroliz derecesi
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n
islemsiz hidroliz), O 80 W’lik sonikasyon on islemi sonrasi hidroliz, A 120 W’lik sonikasyon
On iglemi sonrasi hidroliz)

Sekil 7.44 incelendiginde sonikasyon 6n isleminin hidroliz verimine bir katkisi olmadigi
acikca goriilmektedir. Sonikasyon o6n iglemi ile 120 dakika sonunda hidroliz derecesi
degerlerinde goriilen ¢ok az diisiis, yine hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢dziinmiis protein
miktarinin O6n islemle artis gdstermesi ile aciklanabilir. Hidroliz 6ncesi ortamda bulunan
¢Ozilinmiis protein miktar1 6n islem uygulanmadan 1.97 g/L iken, bu degerin 80 ve 120 W’lik

sonikasyon 6n islemi uygulamasindan sonra 3.01 ve 3.93 g/L’ye yiikseldigi bulunmustur.
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Sekil 7.45 Sonikasyon on islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik derecesi
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n
islemsiz hidroliz), O 80 W’lik sonikasyon 0n iglemi sonrasi hidroliz, A 120 W’lik sonikasyon
On islemi sonrast hidroliz)

Sekil 7.45 incelendiginde, on islem uygulandiginda protein ¢Oziiniirliigiiniin daha hizli
gerceklestigi, kontrol deneyi i¢in protein ¢ozlniirliigii 90. dakikada tamamlanirken, 6n islem
uygulamasi ile aym1 ¢oziiniirliik degerine 60. dakikada ulasildigi goriilmektedir. Ancak 6n
islem siiresi ve maliyeti de goz oniinde bulunduruldugunda sonikasyon islemin fazla bir

avantaj saglamadig agiktir.

Sekil 7.46 incelendiginde enzim aktivitesi ilizerinde sonikasyon On isleminin, kontrol

deneyleri ile karsilastirildiginda bir etkisi olmadig1 agikca goriilmektedir.
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Sekil 7.46 Sonikasyon On islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol (6n
islemsiz hidroliz), O 80 W’lik sonikasyon 0n iglemi sonrasi hidroliz, A 120 W’lik sonikasyon
On islemi sonrast hidroliz)

7.6.4 Nisastanin glutenden ayrilmasinin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisinin

incelenmesi

Misir gluteni % 12-20 oraninda nisasta igermektedir ve nisasta proteine kuvvetli bir bigimde
baghdir. Kim vd. (2004) gerceklestirdikleri calismada misir glutenini alfa-amilaz enzimi ile
muamele ederek nisastay1r hidrolizlemisler, daha sonra substrata 1sil denatiirasyon (80 ve
100°C°de 30 dakika) uygulamuslardir. On islem uygulanan gluteni Flavourzyme enzimi ile
hidrolizleyerek, nigasta hidrolizi+isil 6n islem uygulandiktan sonra elde edilen protein
hidroliz veriminin, sadece nisasta hidrolizi 6n islemi uygulandiktan sonra elde edilen protein
hidrolizi veriminden daha yiiksek oldugunu rapor etmisler, ancak ham gluten ile yani 6n islem
uygulanmamis gluten hidrolizi ile bir karsilastirma yapmamuslardir. Zheng vd. (2006)
gergeklestirdikleri ¢alismalarinda misir glutenini 160-180°C’de 1-1.5 MPa’da ¢ift burgulu
ekstriiderdan gecirmisler ve daha sonra alfa-amilaz enzimi ile muamele ederek nisastayi

hidrolizlemislerdir. On islem sonrasi1 gluten hidrolizi i¢in Alcalase enzimini kullannuslar ve



99

nisastanin glutenden uzaklastirilmasi ile hidroliz veriminin arttigini rapor etmiglerdir. Her iki
calismada da nisasta hidrolizi bagska bir 6n islem ile kombine olarak kullanilmistir. Bu
calismada glutenden nisasta alfa-amilaz enzimi ile hidroliz edilerek uzaklastirilmis ve 6n
isleme tabi tutulan gluten ile ham glutenin Alcalase enzimi ile hidrolizi sonucunda elde edilen

veriler karsilastirilmistir.

Nisasta hidrolizi, 30 g/L protein igeren gluten cozeltisi (= 48.2 g gluten/L) i¢in 200 mL
hacimde 65°C sicaklikta pH 6.5 degerinde, % 0.6 (hacim/hacim) Bacillius Licheniformis
kaynakli alfa-amilaz enzimi ilavesi ile 30 dakika siireyle gergeklestirilmistir. Benzer sartlarda
(pH 6.5, T= 70°C) Zheng vd. (2006), % 10 gluten (100 g gluten/L) igeren ¢ozeltiden 30
dakikada nisastanin yaklasik % 60’11 uzaklastirdiklarini rapor etmislerdir. Ayrica, saf misir
nisastanin fazlasi (20 g nisasta/L) ile, ayn1 kosullarda; 65°C sicaklikta pH 6.5 degerinde,
% 0.6 (hacim/hacim) alfa-amilaz enzimi ilavesi ile; 30 dakika siireyle kontrol amagh olarak
gerceklestirilen hidroliz deneyinde (Ek 5) nisastanin % 86’sinin hidrolizlendigi saptanmistir.
Zheng vd. (2006)’nin ¢alismalarinda kullandiklar1 gluten miktar1 bu ¢alismada kullanilan
miktarin yaklasik iki kat1 kadardir. Glutende nisasta miktar1 % 12 ile % 20 arasinda degisim
gostermektedir (Shukla ve Cheryan, 2001; Kim vd., 2003). Maksimum miktar géz Oniinde
bulunduruldugunda, 48.2 g/L gluten igeren ¢dzelti icersindeki nisasta konsantrasyonu 9.64
g/L’dir (Saf nisasta ile gergeklestirilen hidroliz deneyinde bu miktarin 2 kat1 kullanilmistir).
Biitiin bunlar dikkate alindiginda, bu ¢alisma i¢in nisasta hidrolizi 6n islemi uygulandiginda

nisastanin % 60’1ndan fazlasinin uzaklastirildig: kabul edilebilir.

Nisasta hidroliz reaksiyonu sonrasi alfa-amilaz enzimi 1s1 ile inaktive edilmis ve ¢ozelti iki
farklr sekilde; 1. direkt olarak, 2. nisasta hidroliz {iriinlerinin bir ka¢ kez saf su ile yikanarak
uzalastirilmasindan sonra, daha 6nce belirlenen optimum sartlarda protein hidroliz islemine
tabi tutulmustur. On islem sonrasi gluten morfolojisinde meydana gelen degisimi
inceleyebilmek amaci ile alinan SEM goriintiileri Sekil 7.47°de, protein hidrolizi reaksiyonu
sonucu elde edilen sonuglar Sekil 7.48-7.50°de sunulmustur. Sekil 7.47 incelendiginde,
nisasta hidroliz 6n islemi uygulandiginda substrattaki gézenekliligin arttig1 acik bir sekilde

goriilmektedir.
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10.0kV
arayiizey goriintiisii, biiylitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(a) On islem 6ncesi elde edilen SEM gériintiileri

TUBITAK SEI 100KV
araylizey goriintiisi, bilyiitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, bitylitme x 1500

(b) Nisasta hidrolizi 6n islemi sonrasi (yikama yapilmadan) elde edilen SEM goriintiileri

arayiizey goriintiisii, biiylitme x 500 partikiil yiizeyi goriintiisii, biiylitme x 1500

(¢) Nisasta hidrolizi 6n islemi sonrasi (yikama yapildiktan sonra) elde edilen SEM goriintiileri

Sekil 7.47 Nisasta hidrolizi 6n isleminin glutenin yiizey yapisina etkisi
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Sekil 7.48 Nisasta hidrolizi 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen protein hidroliz
derecesi degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol
(6n islemsiz hidroliz), O nisasta hidrolizi sonrasi direkt kullanilan ¢ozelti, A nisasta hidrolizi
sonrasi yikanarak kullanilan ¢ozelti)

Protein hidrolizi dncesi ortamda bulunan ¢oziinmiis protein miktari nigasta hidrolizi 6n islemi
uygulanmadan 1.97 g/ iken, bu degerin 6n islem uygulamasindan sonra 4.56 g/L’ye

yiikseldigi bulunmustur.

Sekil 7.48 ve 7.49 incelendiginde nisasta hidrolizi 6n islemi ile protein hidrolizi ve
¢Oziiniirliigll icin baglangi¢ hizlarmin artigi, 120 dakikalik islem sonrasi hidroliz veriminin
degismedigi, ancak oOn islem ile protein ¢Oziinlirliigiiniin daha kisa zamanda

tamamlanabilecegi goriilmektedir.
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Sekil 7.49 Nisasta hidrolizi 6n islemi sonrasi zamana karsilik elde edilen protein ¢oziiniirliikk
derecesi degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (e kontrol
(6n islemsiz hidroliz), o nisasta hidrolizi sonras1 direkt kullanilan ¢6zelti, A nisasta hidrolizi
sonrasi yikanarak kullanilan ¢ozelti)

Sekil 7.50 incelendiginde nisasta hidrolizi 6n islemi uygulanmasi ile enzim aktivitesinin 20.
dakikadan sonra azalmadigi bu degerden sonra sabit kaldigi, yani stabilitesinde belirgin bir
artis meydana geldigi goriilmektedir. Bu durum, nisastanin enzim inaktivasyonuna neden
oldugu ve alfa-amilaz ile hidroliz sonucu dekstrin ve tiirevlerine doniistiiriilerek glutenden
ayrilmasi ile substratin, enzim stabilitesini artirici bir etki kazanmig olabilecegi, ayrica gluten
ile nisasta arasindaki baglarin kirilmasi sonucu nisasta ile birlikte enzimi inaktive eden bazi

bilesenlerinde glutenden ayrilmis olabilecegi varsayimlari ile aciklanabilir.
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Sekil 7.50 Nisasta hidrolizi 6n islemi sonras1 zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite
degerleri, T= 55°C, pH= 8, S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (e kontrol (6n
islemsiz hidroliz), o nisasta hidrolizi sonrasi direkt kullanilan ¢6zelti, A nisasta hidrolizi
sonrasi yikanarak kullanilan ¢ozelti)

7.6.5 Glutene uygulanan o6n islemlerin hidrolizat amino asit kompozisyonuna

etkilerinin incelenmesi

Bolim 7.6.1-7.6.4°de glutene uygulanan; 1sil, mikrodalga, sonik ve nisasta hidrolizi 6n
islemlerinin hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. On islemlerin hidrolizat
besin degerine bir etkisi olup olmadigigni belirlemek amaci ile 6n islemler sonrasi elde edilen
hidrolizat ¢ozeltilerinin amino asit kompozisyonlar1 incelenmis ve Cizelge 7.15°de
sunulmustur. Cizelge 7.15 incelendiginde on islemler sonucunda elde edilen hidrolizat
¢Ozeltilerinin amino asit kompozisyonlarimin kontrol deneyi (6n islemsiz gerceklestirilen
hidroliz deneyi) sonucu elde edilen hidrolizat ¢o6zeltisinin ve ham glutenin amino asit
kompozisyonu ile hemen hemen ayni oldugu, yani glutene uygulanan 6n islemler sonucunda

proteinin besinsel degerini korudugu goriilmektedir.



104

Cizelge 7.15 On islem uygulamasi ile gergeklestirilen deneyler icin elde edilen hidrolizat
¢ozeltilerinin amino asit kompozisyonlari

*Hidrolizat Cozeltileri (mg/g protein)

Ham Gluten Kontrol Isi On Mikro Dalga Sonikasyon Nis. Hid.

Amino Asit mg/g protein  Deneyi  jslem Onislemi Onlislemi On Islemi
Alanin 86.91 98.42 65.98 92.28 93.93 69.92
Glisin 25.65 37.77 38.82 27.92 27.91 23.46
Valin 44 .47 50.14 63.10 47.68 4493 45.55
Losin 128.33 131.65 141.35 163.29 130.69 129.87

Izol6sin 36.17 35.17 58.34 37.54 34.48 40.03
Treonin 27.48 38.67 45.76 27.25 31.91 30.81
Serin 52.51 58.71 78.14 45.15 47.51 50.84
Prolin 106.11 70.78 84.96 104.24 104.79 76.44

Aspartik asit 145.27 83.67 100.81 81.23 81.87 171.88

Metiyonin 22.62 17.66 24.05 17.27 14.18 17.21

Glutamik asit 156.64 200.94 130.38 220.55 238.38 190.81

Fenilalanin 59.10 55.58 71.85 52.12 54.15 52.10
Lizin 15.75 26.23 15.84 13.15 15.79 14.74

Histidin 32.31 36.58 18.60 26.34 27.62 26.89
Triozin 48.45 53.35 55.85 39.68 49.18 47.00
Hidroksiprolin 12.22 4.69 6.18 4.32 2.69 12.45

*Cizelgede on islem sonrasi elde edilen hidrolizatlar i¢in verilen degerler; 100°C de gerceklestirilen 1s1l 6n
islemi, 720 W mikrodalga giiciinde gerceklestirilen mikrodalga 6n islemi, 120 W akustik giicte gergeklestirilen
sonikasyon On iglemi, nisasta hidroliz 6n iglemi sonrasi nisasta hidroliz iiriinlerinin yikanarak uzaklastirilmast,
sonrasinda gerceklestirilen protein hidrolizi deneyleri igindir.

7.7  Sonikasyon Paremetrelerinin Hidroliz Reaksiyonu Uzerindeki Etkilerinin

incelenmesi

Ultrasonikasyonun kimyasal reaksiyonlarin hizini artirmak i¢in kullanildigi bilinmektedir.
Ultrasonikasyonun enzimatik reaksiyonlar {lizerindeki etkisi ise ¢ok fazla arastirilmamustir.
Konuyla ilgili literatiirde yeralan smirli calismalar igersinde, bazi arastirmacilar

ultrasonikasyon uygulamasi sonucunda olusan kavitasyon enerjisinin  enzimatik
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reaksiyonlarin hizini arttirdigini rapor etmislerdir (Vulfson vd., 1991; Sakakibara vd., 1996;
Ramachandran vd., 2006; Sener vd., 2006). Bu nedenle, ¢alismanin bu boliimiinde hidroliz
reaksiyonu sonikasyon altinda gergeklestirilerek, sonikasyon parametrelerinin; akustik gii¢ ve

frekans araligi; hidroliz ve enzim aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmistir.
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Sekil 7.51 Farkli akustik gii¢ degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gergeklestirilen hidroliz
deneyleri i¢in zamana karsilik elde edilen ¢oziiniirliik derecesi degerleri, T= 40°C, pH= 8,

S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol deneyi, 0 20 W, A 100 W)

Akustik giiciin reaksiyon iizerindeki etkisini incelemek amaci ile hidroliz reaksiyonu, pH 8
degerinde 100 mM fosfat tampon ¢oOzelti igerisinde 30 g protein/L  substrat
konsantrasyonunda, 40°C sabit sicaklikta, % 0.25 (hacim\hacim) enzim ilavesi ile, 12.7 mm
capinda titanium uglu sonikatdr kullanilarak; % 10 frekans araliginda 20 W ve 100 W’lik
akustik giiclerde gerceklestirilmistir. % Frekans araliginin hidroliz reaksiyonu {izerindeki
etkisini incelemek amaci ile hidroliz reaksiyonu ayni sartlar altinda 20 W’lik akustik gii¢
degerinde % 10 ve % 80 frekans degerlerinde gergeklestirilmistir. Deneyler i¢in c¢alisma

hacmi olarak 100 mL secilmis ve 60 dakikalik islem siiresince (1 dakika ¢alisma siiresi, bir
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dakika bekleme siiresi) ¢Oziinen protein konsantrasyonu ve enzim aktivitesi zamana karsi
incelenmigstir. Karsilagtirma yapabilmek amaci ile ayni reaksiyon kosullarinda sonikasyon
islemi uygulanmadan da bir kontrol deneyi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar akustik
giic deneyleri icin Sekil 7.51 ve Sekil 7.52°de, % frekans araligi i¢in Sekil 7.53 ve Sekil

7.54°de grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 7.52 Farkl akustik gili¢ degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen hidroliz
deneyleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri, T=40°C, pH= 8, S= 30

g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol deneyi, 0 20 W, A 100 W)

Sekil 7.51 ve Sekil 7.52 incelendiginde akustik giiciin misir gluteninin hidrolizi i¢in reaksiyon
hizin1 arttiric1 bir etkisinin olmadigi ve Alcalase enziminin stabilitesini etkilemedigi

(azaltmadig1 veya arttirmadig) goriilmektedir.
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Sekil 7.53 Farkli % frekans degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen hidroliz
deneyleri i¢in zamana karsilik elde edilen ¢6ziiniirliik derecesi degerleri, T= 40°C, pH= 8,

S= 30 g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol deneyi, O % 10, A% 80)

Sekil 7.53 incelendiginde % 80 frekans degeri i¢in reaksiyon hizinda ¢ok azda olsa bir artig

meydana geldigi ancak bu artisin verimi fazla etkilemedigi agikca goriilmektedir.

% Frekans degerinin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi incelendiginde (Sekil 7.54), Alcalase
enziminin stabilitesinin % frekans degeri ile degismedigi ve hemen hemen kontrol deneyi ile

ayni aktivite degerlerinin elde edildigi goriilmektedir.



108

100 My
04 g
80

O» @

70

ml ] 2

60

50

| 3
| =

40

% Aktivite

30

20

10

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dakika)

Sekil 7.54 Farkli % frekans degerlerinde sonikasyon uygulamasi ile gerceklestirilen hidroliz
deneyleri i¢in zamana karsilik elde edilen % enzim aktivite degerleri, T= 40°C, pH= 8, S= 30

g protein/L, E= % 0.25 (hacim/hacim) (® kontrol deneyi, O % 10, A % 80)

Sonikasyon isleminin hidrolizat besin degerine bir etkisi olup olmadigin1 belirlemek amaci
ile, kontrol deneyi ve 20 W akustik giicte, % 80 frekans degerinde sonikasyon altinda
gerceklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda elde edilen hidrolizat ¢dzeltilerinin amino asit
kompozisyonlar1 incelenmis ve Cizelge 7.16’da sunulmustur. Cizelge 7.16 incelendiginde
sonikasyon altinda gerceklestirilen deney sonucunda elde edilen hidrolizat ¢6zeltisinin amino
asit kompozisyonunun, kontrol deneyi sonucu elde edilen hidrolizat ¢dzeltisinin ve ham
glutenin amino asit kompozisyonu ile hemen hemen ayni oldugu, dolayisi ile sonikasyon

islemi sonucunda proteinin besinsel degerini korudugu goriilmektedir.
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Cizelge 7.16 Sonikasyon altinda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu sonucunda elde edilen
hidrolizat ¢ézeltisinin amino asit kompozisyonu

Hidrolizat Cozeltileri (mg/g protein)

Amino Asit Ham Gluten Kontrol Deneyi Sonikasyon altinda
(mg/g protein) hidroliz
Alanin 86.91 98.42 83.21
Glisin 25.65 37.77 31.39
Valin 44.47 50.14 44.56
Losin 128.33 131.65 147.16
[zolsin 36.17 35.17 32.55
Treonin 27.48 38.67 30.24
Serin 52.51 58.71 47.06
Prolin 106.11 70.78 90.10
Aspartik asit 145.27 83.67 122.10
Metiyonin 22.62 17.66 22.19
Glutamik asit 156.64 200.94 182.46
Fenilalanin 59.10 55.58 51.39
Lizin 15.75 26.23 22.86
Histidin 32.31 36.58 33.41
Triozin 48.45 53.35 52.79
Hidroksiprolin 12.22 4.69 6.52

7.8 Misir Gluteni i¢cin Hidroliz, Coziiniirliik ve Enzim inaktivasyon Kinetiginin

incelenmesi
7.8.1 Elde Edilen Kinetik Verilerin Modellenmesi

7.8.1.1 Hidroliz ve ¢oziiniirliik verilerinin modellenmesi

Enzimatik reaksiyonlar genel olarak Michaelis-Menten kinetigine dayali modeller ile
karakterize edilirler (Costantinides ve Adu-Amankwa, 1980; O’Meara ve Munro, 1985;
Barros ve Malcata, 2004; Sousa vd., 2004; Tardioli vd., 2005). Ancak, literatiirde enzimatik
reaksiyon kinetigini empirik modellerle (Margot vd., 1997; Karamac vd., 2002) ve basit
eksponansiyel denklemlerle (Moreno ve Cuadrado, 1993; Gonzalez-Tello vd., 1994; Marquez
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ve Vazquez, 1999) ifade eden ¢alismalarda mevcuttur. Calismanin bu boliimiinde, Boliim
7.3’de musir gluteninin hidroliz ve ¢dziiniirliigii i¢in zamana kars1 elde edilen tiim deneysel
veriler analiz edilmis; ve hidroliz ile ¢oziiniirliik kinetiginin agagida verilen eksponansiyel

denklem (Esitlik 7.5) ile ifade edilebilecegi bulunmustur.

aX
—=a.exp(-b.X
il p( )

X:%xln(lJraxbxt) (7.5)

Esitlik 7.5°de X terimi hidroliz doniisiimiinii veya ¢oziiniirliikk oranini ifade etmektedir. a ve b
degerleri farkli deneyler igin farkli degerlere sahip denklem sabitleridir. Esitlik 7.5 igin elde

edilen katsayilar ve istatistiksel degerler Cizelge 7.17°de sunulmustur.

Bu c¢alismada, baglangic substrat ve baslangi¢ enzim konsantrasyonlart i¢in elde edilen
deneysel veriler kullanilarak yapilan modelleme calismalari sonucunda elde edilen b
katsayilarinin degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu saptanmistir. Bu nedenle, b
katsayisinin, baslangic substrat ve baslangi¢ enzim konsantrasyonu ile degismedigi, diger bir
deyisle bu parametrelerden bagimsiz oldugu kabul edilmistir. Elde edilen bu sonug¢ (b
katsayisinin, baslangi¢ substrat ve baslangic enzim konsantrasyonu ile degismemesi) daha
once literatiirde verilmis olan ¢alismalarla da desteklenmektedir (Moreno ve Cuadrado, 1993;

Gonzalez-Tello vd., 1994; Marquez ve Vazquez, 1999).

Sonug olarak, birbirine yakin olarak elde edilen b degerlerinin ortalamasi alinmis ve bu deger
yaklagik olarak hidroliz i¢in 8.86 ve ¢Oziintirliik i¢in 3.33 olarak hesaplanmistir. Cizelge
7.17°deki standart sapma (o) ve R? istatistik degerleri de, 8.86 ve 3.33 sabit degerleri
kullanilarak yapilan modelleme ¢aligsmalarina aittir. Diger bir yandan, baslangi¢ substrat ve
baslangi¢ enzim konsantrasyonu deneylerine ait veriler i¢in hesaplanan a degerleri; baslangig
substrat konsantrasyonunun artmasi ile azalig (ters orantili), baglangic enzim
konsantrasyonunun artmasi ile artis gostermektedir (dogru orantil). Ancak, sicaklik ve pH
deneysel verileri icin elde edilen degerler incelendiginde, a degerlerinin arttig1, b degerlerinin

ise her bir sicaklik ve pH degeri icin farklilik gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 7.17).



111

Cizelge 7.17 Esitlik 7.5 i¢in elde edilen katsayilar, standart sapma (o) ve R’ istatistik degerleri

Hidroliz Coziiniirliik

So (g/L) a b c R? a b G R’

10 0.0078 8.86 0.0070  0.9967  0.0225 3.33 0.0170  0.9974
20 0.0062 8.86 0.0076  0.9954  0.0237 3.33 0.0242  0.9951
30 0.0057 8.86 0.0032  0.9990  0.0202 3.33 0.0130  0.9984
40 0.0043 8.86 0.0032 09987 0.0142 3.33 0.0100  0.9986
50 0.0039 8.86 0.0039 09976  0.0105 3.33 0.0189  0.9929
60 0.0034 8.86 0.0068 09911 0.0103 3.33 0.0088  0.9986

% Ey (hacim/hacim)

0.05 0.0023 8.86 0.0091 09728  0.0062 3.33 0.0074  0.9983
0.10 0.0030 8.86 0.0027 09986 0.0101 3.33 0.0096  0.9984
0.15 0.0038 8.86 0.0026  0.9991 0.0138 3.33 0.0121  0.9981
0.20 0.0048 8.86 0.0031  0.9989  0.0165 3.33 0.0198  0.9952
0.25 0.0057 8.86 0.0032  0.9990 0.0202 3.33 0.0130  0.9984
0.30 0.0064 8.86 0.0034  0.9989  0.0232 3.33 0.0159  0.9979
0.35 0.0062 8.86 0.0046  0.9982  0.0215 3.33 0.0214  0.9961

T (°C)

40 0.0049  16.49 0.0045 09952  0.0060 2.49 0.0071  0.9988
45 0.0040 9.36 0.0043 09974 0.0113 2.62 0.0084  0.9992
50 0.0057 8.86 0.0032  0.9990  0.0202 3.33 0.0130  0.9984
55 0.0080 9.80 0.0032  0.9992  0.0349 3.63 0.0196  0.9973
60 0.0127  13.67 0.0048  0.9979  0.0507 4.45 0.0161  0.9980
65 0.0430  57.66 0.0072 09676  0.1748 14.18 0.0196  0.9863

pH

6.5 0.0071 11.10 0.0041 09982  0.0203 3.11 0.0146  0.9983
7.0 0.0080 9.80 0.0032  0.9992  0.0349 3.63 0.0196  0.9973
7.5 0.0107 9.79 0.0030  0.9994 0.0474 3.79 0.0224  0.9968
8.0 0.0134 9.65 0.0033  0.9994  0.0619 3.79 0.0245  0.9967
8.5 0.0159  10.12 0.0039  0.9992  0.0712 3.95 0.0223  0.9972
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Boliim 7.3’de elde edilen deneysel verilerden, hidroliz derecesi degerleri ile ¢oziintirliik
derecesi degerleri arasinda lineer bir iliski oldugu goriilmektedir. Bu nedenle hidroliz derecesi
ve ¢ozliniirliikk arasindaki iligki ayrica incelenmis ve gerceklestirilen tiim deneyler i¢in asagida

verilen genel bagintinin (Esitlik 7.6) kullanilabilecegi bulunmustur;

Xy =0.3239.X p —0.00011 (7.6)

Esitlik 7.6 icin R? istatistik ve standart sapma degerleri sirasiyla 0.9955 ve 0.0064 olarak
hesaplanmistir. Literatiirde hidroliz derecesi ve ¢oziiniirliikk arasindaki lineer iligski bezelye
proteinin Trypsin ile hidrolizi i¢in Soral-Smietana vd. (1998) tarafindan, bugday ununun

proteaz ile modifikasyonu i¢in Bombara vd. (1997) tarafindan da bildirilmistir.

7.8.1.2 Enzim inaktivasyon verilerinin modellenmesi

Enzim inaktivasyon kinetigi genellikle birinci mertebe inaktivasyon modeli (Chen vd., 1995;
Colombie vd., 2001; Marin-Zamora vd., 2006; Fadiloglu vd., 2006) ile ifade edilir. Ancak
enzimatik reaksiyonlarin karmagikligi nedeni ile, literatiirde enzim inaktivasyon kinetigini
birinci mertebe olmayan model denklemlerle ifade eden bir ¢ok ¢alisma da yer almaktadir
(Sadana ve Henley, 1987; Schokker ve Boekel, 1999; Ozbek ve Ulgen, 2000; Ladero vd.,
2006).

Calismanin bu bdliimiinde, enzim inaktivasyon kinetigini belirleyebilmek amaci ile Bolim
7.3’de zamana karsilik elde edilen aktivite verileri analizi edilmis ve; substrat ve enzim
baslangi¢ konsantrasyonu deneylerinin tiimii ile, 45-55°C sicaklik ve 6.5-7.5 pH araliginda
gerceklestirilen deneyler i¢in elde edilen enzim inaktivasyon verilerinin Sadana ve Henley
(1987) tarafindan tanimlanan birinci mertebe olmayan tek adim unimolekiiler enzim
inaktivasyon modeline (Esitlik 7.7) uydugu belirlenmistir. Sadana ve Henley (1987)
tarafindan tanimlanan bu inaktivasyon modelinde, enzim aktivitesi sifir degerine ulagmaz, son

asamada ulasilan belirli bir aktivite degerinde sabit kalir.

E—fo 5 g7

A= (100 — pJexp(~kp.t) + y (7.7)



113

Diger yandan, 55°C sicaklik ve pH 7.5 degerinin iizerinde gergeklestirilen deneyler igin
yapilan modelleme calismalar1 sonucunda elde edilen verilerin ikinci mertebe inaktivasyon
kinetigine (Esitlik 7.8) uydugu belirlenmistir. 55°C sicaklik ve pH 7.5 degerlerin iizerine
cikildiginda, inaktivasyon mekanizmasinin degistigi (enzim inaktivasyon kinetiginde bir
kayma meydana geldigi) elde edilen deneysel sonuglardan da (Sekil 7.21 ve 7.26) acgikca
goriilmektedir. Inaktivasyon kinetigindeki bu kayma, belirli bir sicaklik ve pH degerinin
tizerine ¢ikildiginda protein yapisinda meydana gelen deformasyonlar sonucunda enzimin

stabilitesini koruyamamasi, dolayis1 ile inaktivasyon hizinda meydana gelen artig ile

agiklanabilir.

1A = 1/4g + kit (7.8)

Esitlik 7.7 ve 7.8’de; A terimi % enzim aktivitesini, y terimi son asamada ulasilan % enzim
aktivite degerini, kp ve k: inaktivasyon (bozunma) sabitlerini (dak '), # hidroliz isleminin
stiresini ifade etmektedir. Esitlik 7.8 ve 7.9 i¢in elde edilen katsayilar ve istatistiksel degerler

Cizelge 7.18’de sunulmustur.

Alcalase enzimi i¢in inaktivasyon enerjisi 40-55°C sicaklik araligi icin, Esitlik 7.7°den elde
edilen inaktivasyon sabitleri (kp, dak ') kullamlarak Arrhenius bagntisindan hesaplanabilir

(Esitlik 7.9).

ln kD = ll’l kD() - ED/RT (79)

Inaktivasyon enerjisini (Ep) belirleyebilmek amaci ile In kp terimine karsi cizilen 1/T grafigi
Sekil 7.55’de sunulmustur. Sekilden, elde edilen verilerin Esitlik 7.9’a uygunlugu acikc¢a
goriilmektedir. Yapilan modelleme sonucunda (¢ = 0.0798, R? = 0.9920) Ej terimi, 67.86
kJ/mol olarak belirlenmistir. Elde edilen bu inaktivasyon enerjisi degeri, literatiirde daha dnce
Alcalase enzimi ic¢in bildirilen degerlerden farklilik gostermektedir. Farkli substratlar
kullanilarak gergeklestirilen ¢aligmalarda, Alcalase enzimi i¢in inaktivasyon enerjisi; Marquez
ve Vazquez (1999) tarafindan 25.35 kJ/mol, Adler-Nissen (1986) tarafindan 270.0 kJ/mol

olarak rapor edilmistir.
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Cizelge 7.18 Esitlik 7.7 ve 7.8 i¢in elde edilen katsayilar, standart sapma (o) ve R? istatistik
degerler

So(g/L) Model denklem c R?

10-60 g/L A =(100-51.96)exp(—0.3395.t) + 51.96 3.0034 0.9834

% E¢ (hacim/hacim)

0.05 A =(100-32.71)exp(—0.3111.t) + 32.71 5.0198 0.9751
0.10 A =(100-39.92)exp(—0.4146.t) + 39.92 4.9194 0.9696
0.15 A =(100—41.18)exp(—0.3714.t) + 41.18 4.2837 0.9768
0.20 A =(100—43.85)exp(—0.3441.t) + 43.85 2.8824 0.9886
0.25 A =(100-50.90)exp(—0.3261.t) + 50.90 3.8517 0.9700
0.30 A =(100-52.05)exp(—0.3322.t) + 52.05 3.7504 0.9747
0.35 A =(100-56.91)exp(—0.3244.t) + 56.91 3.2520 0.9768
T (°C)
40 A = (100—60.58)exp(—0.1304.t) + 60.58 2.9719 0.9830
45 A =(100-53.32)exp(—0.1953.t) + 55.32 3.3460 0.9791
50 A =(100-50.90)exp(—0.3261.t) + 50.90 3.8517 0.9700
55 A =(100—49.04)exp(—0.4125.t) + 49.04 2.1478 0.9915
60 1/A =1/97.94 + 0.00084.t 0.0064 0.9802
65* 1/A =1/103.01 + 0.01903.t 0.0385 0.9867
pH
6.5 A =(100-51.52)exp(—0.2329.t) + 51.52 2.0905 0.9925
7.0 A =(100—49.04)exp(—0.4125.t) + 49.04 2.1478 0.9915
7.5 A =(100—49.36)exp(—0.4213.t) + 49.36 3.0489 0.9837
8.0 1/A =1/96.01 + 0.00023.t 0.0024 0.9593
8.5 1/A =1/96.90 + 0.00045.t 0.0020 0.9940

* 0-30 dakika igin
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0.00 T \ \ \
0.003 0.00305 0.0031 0.00315 0.0032 0.00325
1/T

Sekil 7.55 Enzim inaktivasyon sabitinin sicaklikla degisimi

7.8.2 Michaelis-Menten Kinetigi

Enzim katalizinin ana kurami Michaelis-Menten ve Haldane’in ¢alismalar1 iizerine
kurulmustur (Montgomery vd., 1996). En basit enzim katalizli sistem, isomerizasyon ve
parg¢alanma reaksiyonlarinda oldugu gibi tek bir substratin {irline doniistiigii reaksiyonlardir

(Bisswanger, 2002). Reaksiyon mekanizmast;

k1 k2 k3
E+S ES EP E+P
k-1 k-2 k-3

seklinde yazilir. Burada, ES ve EP enzim-substrat ve enzim-iiriin kompleksidir. Basitlestirme
amaci ile sadece bir kompleksin olustugu (ES kompleksi), geri reaksiyonlarin 6nemsiz oldugu
sartlar aramr. Uriiniin yeterli derecede birikmedigi yani ileri ydnde baslangi¢ hizlarmin

Olctildiigli durumlarda bu sartlar saglanmis olur ve reaksiyon mekanizmast;

L k2
E+ S ES ——>F+ P

-
k-1
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seklini alir (Telefoncu, 1997). Bu mekanizma goz oniinde bulundurularak, substrat (S), enzim
(E), enzim substrat (ES) ve {iiriin (P) konsantrasyonlarinin zamanla degisimi asagidaki

esitliklerle ifade edilir;

d[S]

i =—k,[SI[E]+k_[ES] (7.10)
% =~k [SN[E]+ (k_, +k,)[ES] (7.11)
% =k, [SI[E]- (k_, +k,)[ES] (7.12)
%:kz[ES]:v (7.13)

Sistem yatigkin haldeyken, ES derisimi sabittir, yani % =0’dir. Bu durumda; Esitlik
7.12 asagidaki sekilde basitlesir;
ke [S1E] = (k_y + ky)[ES] (7.14)

Kiitlenin korunumu kanuna goére ortamdaki tim enzim serbest veya komplekslesmis halde

bulunacagina gore;

[E]o = [E] + [ES] (7.15)

yazilabilir.
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Esitlik 7.15°den [E] terimi ¢ekilir ve Esitlik 7.14°de yerine yerlestirilirse;

_ KISIE], [E],[S]
31 k([S1+k  +k, Cky+ky +
ky

(7.16)
[S]

ifadesi elde edilir. Bu ifade Esitlik 7.13’te yerine konulursa;

,_dIP] K, [EL[S]

=klES]=— KT

(7.17)

1

ifadesi elde edilir.

Ug hiz sabitini igeren terim tek bir sabitte toplanirsa;

K, _kathky (7.18)

Reaksiyon hizi, enzim substratla doygunlastiginda maksimuma ulasir. Bu durumda;

[E], =[ES] dir. Oyleyse;

vmax =k2[ES] :kZ[E]O (719)

7.18 ve 7.19 ifadeleri Esitlik 7.17°de yerine yerlestirildiginde Michaelis-Menten denklemi
(Esitlik 7.20) elde edilir (Bisswanger, 2002; Bailey ve Ollis,1987).
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_ V(5]

Michaelis-Menten denklemi iki sabit ile karekterize edilir. Birincisi Michaelis-Menten sabiti
K,,, ayrilma sabitidir ve enzim substrat arasindaki ¢ekimi ifade eder. K,, degeri ne kadar
diisiikse enzim substrat arasindaki cekim o kadar kuvvetlidir. Tkincisi maksimum hizin bir

olgiitii olan ve denklemden direkt elde edilemeyen katalitik sabit, ke dir (v, =K., /[E]p)-

k..'K, =k.yk /(k_ +k,)oran1 katalitik verim olarak tanimlanir (Bisswanger, 2002).

cat cat

K., ve Vi degerlerinin grafik yontemle eldesi

Michaelis-Menten denklemi (Esitlik 7.20), bir parametre digerine karsi ¢izildiginde, bir dogru
elde edilebilecek sekilde birka¢ formda diizenlenebilir. Elde edilen dogrunun egim ve kesim
noktas1 kullanilarak K, ve V., degerleri kolayca belirlenebilir. Bu amagla en ¢ok kullanilan

ic denkleme asagida yer verilmistir (Kuchel ve Ralston, 1988).

Lineweaver-Burkee denklemi

1_XK, N (7.21)

Esitlik 7.21 icin, 1/[S],’a karst 1/v, ¢izildiginde egim K,, /v, degerini, dogrunun y
eksenin kestigi nokta 1/v,_,, degerini, dogrunun x ekseni kestigi nokta —1/K,, degerini verir

(Sekil 7.56 (a)).

Eadie-Hofstee denklemi

vy =—K, ——+v (7.22)

Esitlik 7.22 i¢in, v, /[S], a kars1 v, degerleri ¢izildiginde egim - K,, degerini, dogrunun y

eksenin kestigi nokta v, degerini verir (Sekil 7.56 (b)).
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Hanes-Woolf denklemi

(S}, _ LSk , K,

Vo \% \%

(7.23)

Esitlik 7.23 i¢in, [S], ’a kars1 [S], /v, ¢izildiginde egim 1/v_,, degerini, dogrunun x ekseni

kestigi nokta — K, degerini, y eksenini kestigi nokta K,,/vyq. degerini verir (Sekil 7.56 (c)).

1/V,

e

1/ISlo
(a) Lineweaver-Burke grafigi
Yo [Slo/Vo
Vo/[Slo [Slo
(b) Eadie-Hofstee grafigi (c) Hanes-Woolf grafigi

Sekil 7.56 Michaelis-Menten denklemindeki kinetik parametrelerin grafik yontemlerle eldesi
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7.8.2.1 Misir gluteninin enzimatik hidrolizinin Michaelis-Menten Kkinetigine

uygunlugunun incelenmesi

Misir gluteninin  Alcalase enzimi ile hidroliz kinetiginin Michaelis-Menten kinetigine
uygunlugunu incelenmek amaciyla, hidroliz reaksiyonlar1 10, 20, 30, 40 ve 50 g protein/L
substrat konsantrasyonlarinda, daha once belirlenen optimum reaksiyon sartlarinda, 55°C ve
pH 8’de, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarin
baslangi¢ hizlarini belirleyebilmek amaciyla her deney icin sarf edilen baz konsantrasyonu
(mmol/L) ve ¢dziinen protein miktar1 (g/L) zamana karsi incelenmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 7.57 ve Sekil 7.58de grafiksel olarak sunulmustur. Baslangi¢ hizlari, deneysel verilere
uyan lineer modellerin egimlerinden hesaplanmuis, elde edilen hiz degerleri ve modellere ait

istatiksel degerler Cizelge 7.19 ve Cizelge 7.20°de verilmistir.

Baz sarfiyati verileri kullanilarak elde edilen baslangi¢ hiz degerleri icin ¢izilen Lineweaver-
Burke grafigi (R>=0.9946, 0= 0.0352) Sekil 7.59’da, ¢dziinen protein konsantrasyonu verileri
kullanilarak elde edilen baslangi¢ hiz degerleri igin cizilen Lineweaver-Burke grafigi
(R’=0.9985, o= 0.0468) Sekil 7.60’da sunulmustur. Sekil 7.59’dan kinetik parametreler
K= 53.77 g/L, Vimax= 5.94 mmol/L.dak, Sekil 7.60’dan K= 49.45 g/L, V= 2.32 g/L.dak
olarak hesaplanmistir. Baz sarfiyati verileri ve ¢oziinen protein konsantrasyonu verileri
kullanilarak elde edilen K, degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Elde edilen
bu sonu¢ ve daha onceki boliimlerde hidroliz derecesi ile protein ¢oziiniirliigii arasinda elde
edilen linneer baginti, kinetik verilerin hesabinda baz sarfiyati veya c¢Ozlinen protein

konsantrasyon verilerinden herhangi birinin kullanilabilecegini gostermektedir.



Baz sarfiyati (mmol/L)

Sekil 7.57 Farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen baz sarfiyati
degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, O S= 20
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g protein/L, A S=30 g protein/L, O S=40 g protein/L, x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.19 Farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen baz sarfiyati
verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25

(hacim/hacim)
So Egim (vo) Standart Sapma R
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)
10 0.9259 0.4733 0.9869
20 1.7077 0.5206 0.9954
30 1.9728 0.4956 0.9969
40 2.4126 0.7550 0.9951
50 3.0959 0.7570 0.9967




Sekil 7.58 Farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen ¢oziinen protein
konsantrasyonu degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L,

Coziinen protein konsantrasyonu (g/L)

14
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Zaman (dakika)

10

0O S=20 g protein/L, A S=30 g protein/L, O S=40 g protein/L, x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.20 Farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana kars1 elde edilen ¢oziinen protein
konsantrasyonu verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, T= 55°C,

pH= 8, E= 9% 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (vy) Standart Sapma R’
(g protein/L) (g/L.dak) (o)

10 0.3891 0.2739 0.9788

20 0.6856 0.2305 0.9954

30 0.8510 0.4454 0.9890

40 1.0683 0.5786 0.9882

50 1.1434 0.4933 0.9925
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Sekil 7.59 Zamana kars1 incelenen baz sarfiyati verilerinden elde edilen hiz degerleri icin
cizilen Lineweaver-Burke grafigi T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

¢
D

2.0

1.5 A

1/V (L.dak/g)

1.0

T GG T T T T T
0.04 -0.02 000 002 004 006 008 010 0.12
/S (L/g)

Sekil 7.60 Zamana karsi incelenen ¢oziinen protein konsantrasyonu verilerinden elde edilen
hiz degerleri i¢in c¢izilen Lineweaver-Burke grafigi T= 55°C, pH= 8§, E= % 0.25
(hacim/hacim)
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7.8.2.2 Sicakhk ve pH’mm Michaelis-Menten Kkinetik parametrelerine etkisinin

incelenmesi

Michaelis-Menten kinetik parametrelerinin sicaklik ile degisimini incelemek amaciyla
baslangi¢ hiz deneyleri, 10, 20, 30, 40 ve 50 g protein/L substrat konsantrasyonlarinda, pH 8
degerinde, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile 40, 45, 50 ve 55°C sicaklik degerlerinde
gerceklestirilerek baz sarfiyatt zamana bagli olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
7.61-7.63’de (T=55°C i¢in bkz Sekil 7.57) grafiksel olarak sunulmustur. Her set sicaklik
deneyi icin, deneysel verilere uyan lineer modellerin egimlerinden hesaplanan baslangi¢
hizlar1 ve modellere ait istatistik degerler Cizelge 7.21-7.23°de verilmistir (T=55°C i¢in bkz
Cizelge 7.19). Modellerden elde edilen baslangic hiz verileri kullanilarak cizilen
Lineweaver-Burke grafikleri Sekil 7.64’de sunulmus, grafiklerinden elde edilen kinetik

parametreler ve istatiksel degerler Cizelge 7.24’de sunulmustur.

Cizelge 7.24 incelendiginde, Vmax degerlerinin sicaklikla arttigi, Ky, degerlerinin ise sicaklikla
azaldig1 (enzim-substrat baglanma egiliminin artti1), dolayisi ile katalitik verimin (enzim
konsantrasyonu sabit tutuldugu icin Vy,./K; olarak hesaplanmistir) sicaklikla artigi

goriilmektedir.

Kinetik parametrelerin pH ile degisimini incelemek amaciyla baslangi¢ hiz deneyleri, 10, 20,
30, 40 ve 50 g protein/L substrat konsantrasyonlarinda, 55°C sicaklikta, % 0.25
(hacim/hacim) enzim ilavesi ile pH 6.5, 7, 7.5, ve 8 degerlerinde gercgeklestirilerek baz
sarfiyatt zamana bagl olarak incelenmis, elde edilen sonuglar Sekil 7.65-7.67°de (pH=8 i¢in
bkz Sekil 7.57) grafiksel olarak sunulmustur. Her set icin, deneysel verilere uyan lineer
modellerin egimlerinden hesaplanan baglangi¢ hizlar1 ve modellere ait istatistik degerler
Cizelge 7.25-7.27°da verilmistir (pH=8 i¢in bkz Cizelge 7.19). Modellerden elde edilen
baslangic hiz verileri kullamilarak ¢izilen Lineweaver-Burke grafikleri Sekil 7.68°de
sunulmus, grafiklerinden elde edilen kinetik parametreler ve istatiksel degerler ise Cizelge

7.28’de sunulmustur.

Cizelge 7.28 incelendiginde, hem V. hem de K, degerlerinin pH ile arttifl, Vmax
degerlerindeki artig oran1 K, degerlerindeki artig oranindan daha yiiksek oldugu i¢in katalitik

verim degerlerinin de (Vimax/Kim) pH ile artis gosterdigi goriilmektedir.



Baz sarfiyati (mmol/L)

Sekil 7.61 40°C Sicaklikta farkli substrat konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlar
icin zamana karsi elde edilen baz sarfiyati degerleri, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, © S= 40 g protein/L,

125

20

x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.21 40°C Sicaklikta farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen
baz sarfiyati verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, pH= 8, E= % 0.25

Zaman (dakika)

10

(hacim/hacim)
So Egim (vo) Standart Sapma R
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)
10 0.4454 0.1669 0.9931
20 0.7866 0.4518 0.9841
30 1.0058 0.4769 0.9891
40 1.4296 0.9554 0.9786
50 1.5908 0.9894 0.9814




Sekil 7.62 45°C Sicaklikta farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen reaksiyonlar
icin zamana kars1 elde edilen baz sarfiyati degerleri, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, O S= 40 g protein/L,

Baz sarfiyati (mmol/L)

25

126

x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.22 45°C Sicaklikta farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen
baz sarfiyati verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, pH= 8, E= % 0.25

Zaman (dakika)

(hacim/hacim)
So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)
10 0.6184 0.2757 0.9903
20 1.1418 0.5203 0.9899
30 1.4290 0.6663 0.9894
40 1.7561 0.8822 0.9877
50 1.9450 1.1656 0.9827
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Sekil 7.63 50°C Sicaklikta farkli substrat konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlar
icin zamana kars1 elde edilen baz sarfiyat1 degerleri, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, © S= 40 g protein/L,
x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.23 50°C Sicaklikta farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen
baz sarfiyat1 verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, pH= 8, E= % 0.25
(hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.7976 0.3206 0.9921

20 1.4580 0.5292 0.9936

30 1.7900 0.7835 0.9907

40 2.2339 1.3274 0.9830

50 2.4537 1.0598 0.9909
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Sekil 7.64 Farkli sicaklik degerlerinde, misir glutenin Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in elde
edilen Lineweaver-Burke grafikleri, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ 40°C, A 45°C,

0 50°C, m 55°C)

Cizelge 7.24 Sicaklik deneyleri i¢in ¢izilen Lineweaver-Burke grafiklerden elde edilen kinetik

parametreler ve grafiklere ait istatiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatiksel Sicakhik (°C)
degerler

40 45 50 55
K (g/L) 80.63 61.27 56.24 53.77
Vmax (mmol/L.dak) 4.01 4.44 532 5.94
Vmax'Km 0.0497 0.0725 0.0946 0.1105
Standart Sapma (c) 0.0558 0.0262 0.0218 0.0352
R? 0.9973 0.9987 0.9985 0.9946




Sekil 7.65 pH 6.5 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlar
icin zamana kars1 elde edilen baz sarfiyati degerleri, T= 55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim)

(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, O S= 40 g protein/L,

Baz sarfiyati (mmol/L)

12

129

x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.25 pH 6.5 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen
baz sarfiyati verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, T= 55°C,

E=9% 0.25 (hacim/hacim)

Zaman (dakika)

So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.3623 0.2249 0.9815

20 0.5853 0.3913 0.9786

30 0.7563 0.5792 0.9723

40 0.7943 0.5978 0.9732

50 0.9510 0.7367 0.9716
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Baz sarfiyati (mmol/L)

Zaman (dakika)

Sekil 7.66 pH 7 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda gerceklestirilen reaksiyonlar
icin zamana kars1 elde edilen baz sarfiyati degerleri, T= 55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, O S= 40 g protein/L,
x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.26 pH 7 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana kars1 elde edilen baz
sarfiyat1 verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, T= 55°C, E= % 0.25
(hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.5472 0.3063 0.9849

20 0.9563 0.4412 0.9897

30 1.0167 0.4383 0.9909

40 1.3956 0.8427 0.9825

50 1.5130 0.8987 0.9830




Baz sarfiyati (mmol/L)
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Sekil 7.67 pH 7.5 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlar
icin zamana kars1 elde edilen baz sarfiyati degerleri, T= 55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, O S= 40 g protein/L,
x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.27 pH 7.5 degerinde farkli substrat konsantrasyonlarinda zamana karsi elde edilen
baz sarfiyati verilerine uyan lineer modeller i¢in egim ve istatistik degerler, T= 55°C,
E=9% 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R’
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.8393 0.2711 0.9949

20 1.3058 0.5087 0.9926

30 1.7471 0.5488 0.9952

40 2.2742 1.0055 0.9905

50 2.6247 1.1349 0.9909
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Sekil 7.68 Farkli pH degerlerinde, misir glutenin Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in elde edilen
Lineweaver-Burke grafikleri, T= 55°C, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ pH 6.5, A pH 7, © pH
7.5, m pH 8)

Cizelge 7.28 pH deneyleri i¢in ¢izilen Lineweaver-Burke grafiklerden elde edilen kinetik
parametreler ve grafiklere ait istatiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatiksel pH
degerler

6.5 7.0 7.5 8.0
Kn (g/L) 31.38 35.88 47.00 53.77
Vmax (mmol/L.dak) 1.50 2.52 4.69 5.94
Vmax'Km 0.0478 0.0702 0.0997 0.1105
Standart Sapma (o) 0.0506 0.0782 0.0427 0.0352
R’ 0.9979 0.9894 0.9936 0.9946

7.8.2.3 Alcalase enzimi icin iiriin inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi

Genelikle enzim katalizli reaksiyonlarin hizi reaktan olmayan bilesenlerce etkilenir, reaksiyon
hizinda bir bilesenden dolayr azalma meydana geliyorsa bu bilesen inhibitér olarak
adlandirilir. Inhibisyon calismalar1 genellikle enzim secimliligi, aktif merkezin fiziksel ve

kimyasal yapis1 ve reaksiyonun kinetik mekanizmasi hakkinda bilgi verir.
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Ug ana tiir inhibisyon vardir;
Kompetitiv (yarigmali) inhibisyon

Inhibitdriin substrata baglanmasini engelleyecek bir tarzda serbest enzime baglanmasi sonucu
reaksiyonu engellendigi tiir inhibisyondur. Kompetitiv inhibitdr varliginda V. degeri

degismez, ancak K, degeri artis gosterir. Kompetitive inhibisyonu i¢in hiz denklemi;

Vimax [S] Vimax [S]
V= max — max (7.24)
K, 1+ [I?) 1151 Kngs +15]

1

seklindedir. Esitlik 7.24’de [I] inhibitdr konsantrasyonu, K; inhibisyon sabitidir. Kinetik
parametrelerin eldesi i¢in hiz denklemi lineer hale getirilir ve Lineweaver-Burke grafigi

cizilirse Sekil 7.69 (a) elde edilir.
Nonkompetitiv (yarismasiz) inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibitor ve substrat gelisigiizel bir tarzda, birbirinden bagimsiz olarak ve
tersinir bir sekilde enzimde farkli merkezlere baglanir. Nonkompetitiv inhibitér varliginda

Viax degeri azalirken K;,, degeri degismez. Nonkompetitiv inhibisyon i¢in hiz denklemi;

vmax
C(1+[V/K) o _ Vmaxgg, [S] (7.25)
K, +[S] K, +[S] '

seklindedir. Esitlik 7.25 lineer hale getirilir ve Lineweaver-Burke grafigi cizilirse Sekil 7.69
(b) elde edilir.

Unkompetitiv (vari yarigmali) inhibisyon

Bu tiir inhibisyonda inhibitor serbest enzime baglanmaz, enzim substrat kompleksine
baglanarak kompleksin {iriin olusturmasini engeller. Unkompetitiv inhibisyonda hem Vi,

hem de K, degeri azalir. Unkompetitiv inhibisyon i¢in hiz denklemi;
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_— (l-f-[l]/Kl) _ Vmaxgé-z[ ] (726)
K, K +[S]
T Ky
(A+[1]/K,

seklindedir. Kinetik parametrelerin eldesi icin hiz denklemi lineer hale getirilir ve
Lineweaver-Burke grafigi ¢izilirse Sekil 7.69 (c) elde edilir (Segel, 1993; Telefoncu, 1997;
Kuchel ve Ralston, 1988).

1/V,

_ Yz

1Sl 1/[Sl
(a) Kompetitive (yarigsmali) inhibisyon (b) Nonkompetitive (yarigmasiz) inhibisyon
1/V,

=

1/S]o

(c) Unkompetitive (yar1 yarigmali) inhibisyon

Sekil 7.69 Farkli inhibisyon tiirleri i¢in Lineweaver-Burke grafikleri
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Misir glutenin hidroliz reaksiyonunda Alcalase enzimi ig¢in iirliin inhibisyon tiirliniin
belirlenebilmesi amaciyla, oncelikle deneylerde kullanilacak hidrolizatin eldesi icin, elde
edilen optimum proses sartlarinda (30 g protein/L substrat konsantrasyonunda, 55°C
sicaklikta, pH 8’de, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile) hidroliz reaksiyonu
gergeklestirilmistir. 120 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda Alcalase enzimi 1s1 ile inaktive
edildikten sonra, ortamda kalan hidrolizlenmeyen proteini ¢ézeltiden ayirmak i¢in, hidrolizat
cozeltisi siiziilmiis ve deneylerde kullanilacagi miktarlarda kaplara konularak buzlukta
saklanmigtir. Daha sonra baslangic hiz deneyleri, reaksiyon ortamima % 15, 30 ve 45
(hacim/hacim) oraninda hidrolizat ilaveleri ile; 10, 20, 30, 40 ve 50 g protein/L substrat
konsantrasyonlarinda, 55°C sicaklik ve pH 8’de, % 0.25 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Her deney icin zamana karsi incelenen baz konsantrasyonu sarfiyati
(mmol/L) ve c¢oziinen protein miktar1 (g/L) degerleri Sekil 7.70-7.75°de grafiksel olarak
sunulmustur (kontrol deneyleri i¢in bkz. Sekil 7.57 ve 7.58). Her set i¢in, deneysel verilere
uyan lineer modellerin egimlerinden hesaplanan, baslangi¢ hizlar1 ve modellere ait istatiksel

degerler Cizelge 7.29- 7.34°de verilmistir.

Modellerden elde edilen baslangic hiz verileri kullanilarak c¢izilen Lineweaver-Burke
grafikleri (Sekil 7.76 ve Sekil 7.77) inhibisyon tiiriiniin unkompetitiv oldugunu gostermistir.
Lineweaver-Burke grafiklerinden elde edilen kinetik parametreler ve grafiklere ait istatiksel

degerler Cizelge 7.35 ve Cizelge 7.36’de verilmistir.

Cizelge 7.35 ve 7.36 incelendiginde, baz sarfiyat1 verileri ve ¢6ziinen protein konsantrasyonu
verileri kullanilarak elde edilen inhibisyon sabiti (K;) degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
goriilmektedir. Daha dncede belirtildigi gibi, elde edilen bu sonug¢ ve daha dnceki boliimlerde
hidroliz derecesi ile protein ¢oziliniirliigli arasinda elde edilen lineer bagint1 kinetik verilerin
hesabinda baz sarfiyat1 veya ¢dziinen protein konsantrasyonu verilerinden herhangi birinin

kullanilabilecegini gostermektedir.
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Baz sarfiyati (mmol/L)

Zaman (dakika)

Sekil 7.70 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 15 (hacim/hacim)
oraninda hidrolizat ilavesi ile gergeklestirilen reaksiyonlar i¢cin zamana karsi elde edilen baz
sarfiyat1 degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, o S= 20
g protein/L, A S=30 g protein/L, o S=40 g protein/L, s S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.29 % 15 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi i¢in, farkli substrat konsantrasyonlarinda
zamana kars1 elde edilen baz sarfiyati verilerine uyan lineer modellere ait egim ve istatistik
degerler, T=55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (v¢) Standart Sapma R’
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.8810 0.3850 0.9908

20 1.4728 0.3402 0.9973

30 1.8148 0.5358 0.9955

40 2.2470 0.8308 0.9936

50 2.5012 1.3133 0.9867
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Baz sarfiyati (mmol/L)

Zaman (dakika)

Sekil 7.71 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 30 (hacim/hacim)
oraninda hidrolizat ilavesi ile gergeklestirilen reaksiyonlar i¢cin zamana karsi elde edilen baz
sarfiyat1 degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, O S= 20
g protein/L, A S=30 g protein/L, © S=40 g protein/L, x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.30 % 30 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi icin, farkli substrat konsantrasyonlarinda
zamana karsi elde edilen baz sarfiyati verilerine uyan lineer modellere ait egim ve istatistik
degerler, T=55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (vo) Standart Sapma R?
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.8264 0.3789 0.9911

20 1.2767 0.4594 0.9937

30 1.7210 0.4231 0.9970

40 1.9268 0.5949 0.9953

50 2.1078 0.9517 0.9901




Sekil 7.72 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 45 (hacim/hacim)
oraninda hidrolizat ilavesi ile gergeklestirilen reaksiyonlar i¢cin zamana karsi elde edilen baz

sarfiyat1 degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ S= 10 g protein/L, O S= 20
g protein/L, A S=30 g protein/L, © S=40 g protein/L, x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.31 % 45 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi icin, farkli substrat konsantrasyonlarinda
zamana karsi elde edilen baz sarfiyati verilerine uyan lineer modellere ait egim ve istatistik

Baz sarfiyati (mmol/L)
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degerler, T=55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

10

So Egim (vy) Standart Sapma R’
(g protein/L) (mmol/L.dak) (o)

10 0.7675 0.4105 0.9859

20 1.1450 0.4733 0.9917

30 1.4231 0.4754 0.9945

40 1.6640 0.6176 0.9933

50 1.8900 0.8748 0.9896
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Zaman (dakika)

Sekil 7.73 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 15 (hacim/hacim)
oraninda hidrolizat ilavesi ile gerceklestirilen reaksiyonlar i¢cin zamana karsi elde edilen
¢oziinen protein konsantrasyonu degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, © S= 40 g protein/L,
x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.32 % 15 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi icin, farkli substrat konsantrasyonlarinda
zamana karsi1 elde edilen ¢6ziinen protein konsantrasyonu verilerine uyan lineer modellere ait
egim ve istatistik degerler, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (vg) Standart Sapma R’
(g protein/L) (g/L.dak) (o)

10 0.3758 0.3555 0.9653

20 0.5684 0.3175 0.9875

30 0.7512 0.4132 0.9875

40 0.8855 0.7034 0.9751

50 1.1387 0.5790 0.9896
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Zaman (dakika)

Sekil 7.74 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 30 (hacim/hacim)
oraninda hidrolizat ilavesi ile gerceklestirilen reaksiyonlar i¢cin zamana karsi elde edilen
¢oziinen protein konsantrasyonu degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, © S= 40 g protein/L,
x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.33 % 30 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi icin, farkli substrat konsantrasyonlarinda
zamana karsi1 elde edilen ¢6ziinen protein konsantrasyonu verilerine uyan lineer modellere ait
egim ve istatistik degerler, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (vg) Standart Sapma R’
(g protein/L) (g/L.dak) (o)

10 0.3496 0.3593 0.9594

20 0.5325 0.5464 0.9595

30 0.7720 0.6618 0.9712

40 0.7728 0.7873 0.9600

50 0.8698 0.7703 0.9694
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Coziinen protein konsantrasyonu (g/L)

Zaman (dakika)

Sekil 7.75 Farkli substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon ¢ozeltisine % 45 (hacim/hacim)
oraninda hidrolizat ilavesi ile gerceklestirilen reaksiyonlar i¢cin zamana karsi elde edilen
¢oziinen protein konsantrasyonu degerleri, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)
(¢ S= 10 g protein/L, O S= 20 g protein/L, A S= 30 g protein/L, © S= 40 g protein/L,
x S= 50 g protein/L)

Cizelge 7.34 % 45 (hacim/hacim) hidrolizat ilavesi icin, farkli substrat konsantrasyonlarinda
zamana karsi1 elde edilen ¢6ziinen protein konsantrasyonu verilerine uyan lineer modellere ait
egim ve istatistik degerler, T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim)

So Egim (vy) Standart Sapma R’
(g protein/L) (g/L.dak) (o)

10 0.3350 0.4416 0.9357

20 0.5128 0.4877 0.9649

30 0.6378 0.5909 0.9667

40 0.7200 0.8669 0.9455

50 0.8001 0.6978 0.9703
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Sekil 7.76 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesinde, zamana karsi incelenen baz sarfiyati
verilerinden elde edilen hiz degerleri i¢in ¢izilen Lineweaver-Burke grafikleri T= 55°C,

pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ kontrol, A % 15 (hacim/hacim), © % 30 (hacim/hacim),
B % 45 (hacim/hacim))

Cizelge 7.35 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesinde, zamana karsi incelenen baz sarfiyati
verilerinden elde edilen hiz degerleri i¢in ¢izilen Lineweaver-Burke grafiklerden hesaplanan
kinetik parametreler ve grafiklere ait istatiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatiksel % Hidrolizat ilavesi (hacim/hacim)
degerler

Kontrol % 15 % 30 % 45
Kn (g/L) 53.77 - - -
Kﬁfz (g/L) - 40.34 32.06 26.02
Vmax (mmol/L.dak) 5.94 - - -
V&2 (mmol/L.dak) - 4.43 3.45 2.74
Ki (%) - 45.06 44.32 42.19
K; (%) (ort.) 43.85
c 0.0352 0.0143 0.0204 0.0223

R? 0.9946 0.9991 0.9983 0.9980
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Sekil 7.77 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesinde, zamana karsi incelenen ¢oziinen protein
konsantrasyonu verilerinden elde edilen hiz degerleri i¢in ¢izilen Lineweaver-Burke grafikleri

T= 55°C, pH= 8, E= % 0.25 (hacim/hacim) (¢ kontrol, A % 15 (hacim/hacim), © % 30
(hacim/hacim), B % 45 (hacim/hacim))

Cizelge 7.36 Farkli miktarlarda hidrolizat ilavesinde, zamana kars1 incelenen ¢6ziinen protein
konsantrasyonu verilerinden elde edilen hiz degerleri i¢in ¢izilen Lineweaver-Burke
grafiklerden hesaplanan kinetik parametreler ve grafiklere ait istatiksel degerler

Kinetik sabitler ve istatiksel % Hidrolizat ilavesi (hacim/hacim)
degerler

Kontrol % 15 % 30 % 45
K (g/L) 49.56 - - -
Kﬁfz (g/L) - 37.06 30.80 24.99
Viax (g/L.dak) 2.32 - - -
VE™ (g/L.dak) - 1.74 1.42 1.17
K (%) - 44.49 46.26 45.79
K; (%) (ort.) 45.51

0.0468 0.1061 0.0965 0.0237

c
R? 0.9985 0.9913 0.9930 0.9996
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Kinetik verilerin literatiirde varolan verilerle karsilastirilmasi

Literatiirde, misir gluteninin hidroliz kinetigi sinirli bir sekilde incelenmistir. Bu ¢alismada

glutenin enzimatik hidroliz kinetigi kapsamli bir sekilde incelenmis ve elde edilen kinetik

verilerle, literatiirde varolan veriler Cizelge 7.37’de sunulmustur.

Cizelge 7.37 Kinetik verilerin literatiirde varolan verilerle karsilagtiriimasi

Kaynak Kinetik model Proses sartlari Kinetik sabitler
Mannheim | Michaelis-Menten pH 9, 50°C Kn=3.1¢g/L
ve Cheryan S =0.068-2 g/L Vinax= 6.8x107
(1992) E=0.1g/L g/L.dak
Hardwick Basitlestirilmis {irtin inhibisyonlu | pH 9, 50°C k= 5.27x107 g/L
ve Glatz model; S = belirtilmemis ks=1.65x10" g/L
(1989) rp=kreg([1]=[IE])/[1+([P]/K,p]| E=0.375-0.75 Kmp=3.79 g/L
rg =kgey[S]/[1+([P]/K,p] AU/L
r,.¢0ziinmeyen substrat
rs:¢Oziinen substrat
Bu Michaelis-Menten (unkompetitiv | pH 8, 55°C Baz sarfiyati
calismada inhibisyon) S =10-50 g/L verilerinden;
E =% 0.25 (hacim) | K= 53.77 g/L
Vmax [S] Vmax: 5.94
(1+[1]/K;) mmol/L.dak
STk, ; (7.26) Ki= % 43.85
ek, Y (hacim)
(Coziinen protein
kons. verilerinden;
Km=49.45 g/L
Vinax= 2.32
g/L.dak
Ki=% 45.51
(hacim)
dx pH 6.5-8.5, Denklem
- eep(=hX) (73) | 40-65°C katsayilar1 Cizelge
X: Hidroliz veya ¢oziiniirliik derecesi S =10-60 g/L 7.17°de verilmistir.

A= (100 — y)exp(—kp.t) +y (7.7)

VA = 1/4, + kit (7.8)

A: % enzim aktivitesi

E= % 0.05-0.25
(hacim)

pH 6.5-7.5,
40-55°C

pH 8-8.5,
60-65°C

Inaktivasyon
sabitleri
Cizelge 7.18°de
verilmistir.
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8. SONUCLAR

Giliniimiizde, hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olan bitkisel kaynakli proteinlerin
modifiye edilerek, gidalarin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirici katki maddeleri olarak veya
klinik amacla gelistirilen 6zel besin ve enerji igeceklerinde protein takviyesi olarak kullanimi
onem kazanmistir. Bu nedenle bitkisel kaynakli proteinlerin enzimatik hidroliz ile
modifikasyonu ve elde edilen hidrolizat 6zelliklerinin iyilestirilmesi arastirmacilarin ilgisini

¢eken bir konu olmustur.

Bitkisel protein kaynaklar1 arasinda en ¢ok soya proteinin hidrolizi {izerine g¢aligmalar
gergeklestirilmistir. Soyanin yani sira; bezelye, nohut, bakla lizerlerinde gerceklestirilen
calismalarla dikkat c¢eken bitkisel protein kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Ulkemizde,
yilda yaklasik 23000 ton misir proteini Uretilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, protein
kaynag1 olarak misir gluteni sec¢ilmis ve misir glutenin enzimatik hidrolizi, kapsamli bir

sekilde incelenmis ve elde edilen sonuglar asagida kisaca 6zetlenmistir:

1) Misir glutenin hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda kullanilacak uygun enzimi
belirleyebilmek amaciyla bes ticari proteaz enzimi ile (Alcalase, Neutrase,
Flavourzyme, Protamex ve PTN) 6n denemeler gergeklestirilerek, enzimlerin misir
gluteninin hidrolizi ve ¢oziiniirliigii iizerindeki etkinlikleri incelenmis ve Alcalase

enziminin diger enzimlerden daha etkin oldugu belirlenmistir.

2) Hidroliz derecesini belirlemek igin kullanilan pH-stat yontemini, misir glutenin
Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in kalibre etmek, diger bir deyisle farkli sicakliklar i¢in
misir gluteni hidrolizatlarinin pK degerlerini belirlemek amaci ile gerceklestirilen
hidroliz reaksiyonlar1 sirasinda, serbest hale gecen amino asit gruplarinin analizi hem
TNBS metodu, hem de OPA yontemi ile yapilmigtir. Her iki yontem iginde, hidroliz
reaksiyonlar1 sirasinda serbest hale gegen protonlarin ototitrasyonu i¢in ortama ilave
edilen baz sarfiyati degerleri ile serbest hale gecen amino asit konsantrasyonu
degerleri arasindaki dogrusal korelasyonlarin yiiksek oldugu saptanmis, ve her iki
yontemle yapilan kalibrasyon sonucunda hesaplanan pK degerleri birbirine oldukga
yakin bulunmustur. TNBS metodu ile yapilan kalibrasyon sonucunda musir gluteni
hidrolizatlar i¢in pK degerleri; 40°C, 50°C ve 60°C sicakliklarda sirasiyla 6.81, 6.60
ve 6.37 olarak, OPA yontemi ile yapilan kalibrasyon sonucunda ayni sicakliklar i¢in

pK degerleri sirastyla; 6.83, 6.59 ve 6.36 olarak bulunmustur.
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Substrat konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisi incelendiginde, substrat
konsantrasyonu artirildiginda, hidroliz reaksiyonunun ve protein ¢Oziniirlik
hizlarinin, dolayisi ile hidroliz derecesi ve protein ¢oziiniirliik derecesi degerlerinin
azaldig1 saptanmistir. 120 dakikalik reaksiyon sonrasi elde edilen degerler
incelendiginde, % hidroliz ve % protein ¢ozliniirliigii derecelerinin 30 g protein/L
substrat konsantrasyonu degerinden sonra belirgin sekilde azaldigi goriilmiis, bu
nedenle 30 g protein/L substrat konsantrasyonu optimum substrat konsontrasyonu
olarak secilmis ve diger tiim deneylerde baslangi¢ substrat konsantrasyonu olarak bu
degerin kullanimina karar verilmigtir. Misir gluteninin Alcalase enzimi ile hidrolizi
icin, substrat konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu iizerindeki etkisi Mannheim ve
Cheryan (1992) tarafindan da incelenmis ve bu ¢alisma ile benzer sekilde % substrat
doniislimiiniin ~ substrat konsantrasyonu ile azaldigi, hidroliz i¢in optimum

substrat/enzim oranin 20 (agirlik/agirlik) oldugu bildirilmistir.

Substrat baslangic konsantrasyonunun enzim stabilitesine etkisi incelendiginde,
calisilan tiim substrat baslangic konsantrasyonlari i¢in, enzim stabilitesinin ilk on
dakikada hizl1 bir diisiis gosterdigi, daha sonra ise islem sonuna kadar yaklasik olarak

% 55 degerinde sabit kaldig1 saptanmaistir.

Enzim konsantrasyonunun hidroliz islemine etkisi incelendiginde, enzim
konsantrasyonu artirildiginda, hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile hidroliz
derecesi ve protein ¢Ozlinilirlik derecesi degerlerinin arttigi, ancak % 0.25
(hacim/hacim) enzim miktarinin iizerindeki enzim degerleri igin, hidroliz ve protein
cozinlirliik derecesi degerlerindeki artisin belirgin sekilde yavasladigi goriilmiistiir.
% 0.25 (hacim/hacim) enzim miktarinin iizerindeki degerler i¢in reaksiyonun daha
yavas ilerlemesi, substratin enzim ile doyunurluga ulagmasindan dolayr hidroliz
reaksiyonunun diger faktorlerden ¢ok substrat konsantrasyonu tarafindan limitlenmis
olabilecegini gostermektedir. Misir gluteninin Alcalase enzimi ile hidrolizi i¢in, enzim
konsantrasyonunun hidroliz reaksiyonu {izerindeki etkisi Mannheim ve Cheryan
(1992) tarafindan da incelenmis, ve bu caligma ile benzer sekilde % substrat
doniistimiinin belirli bir enzim konsantrasyonuna kadar (0.50 mg/mL) artti§1 bu

degerden sonra degismedigi rapor edilmistir.

Kullanilan enzim miktarmin enzim stabilitesi tlizerindeki etkisi incelendiginde,
caligilan tiim enzim miktarlar i¢in, enzim stabilitesinin ilk on dakikada hizli bir diisiis

gosterdigi daha sonra ise islem sonuna kadar sabit kaldig1, ancak enzim miktar: artik¢a
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enzim aktivitesinin sabitlendigi degerlerde de belirgin bir artis oldugu saptanmustir.
Farkli enzim miktarlar ile gergeklestirilen deneyler sonucunda, % 0.25 (hacim/hacim)

enzim miktar1 hidroliz reaksiyonu i¢in optimum enzim degeri olarak belirlenmistir.

Hidroliz derecesi ve protein ¢oziiniirliik derecelerinin sicakliga baglh degisimleri
incelendiginde, maksimum hidroliz ve ¢dziiniirlik degerlerinin 55°C’de elde edildigi,
dolayisi ile bu sicaklik degerinin misir gluteninin hidroliz reaksiyonu i¢in optimum

deger oldugu saptanmustir.

Sicakligin enzim stabilitesi lizerindeki etkisi incelendiginde, 40-55°C sicaklik
araliginda, sicaklik artisina bagli enzim inaktivasyonunun olduk¢a az oldugu, bu
aralikta enzim aktivitesinin yine ilk on dakika i¢ersinde hizli bir diisiis gosterdigi daha
sonra ise islem sonuna kadar stabil kaldig1, 55°C’den sonra enzim inaktivasyon hizinin
oldukca arttif1 ve 65°C’de enzimin 30 dakika igerisinde tamamen inaktive oldugu

belirlenmistir.

Hidroliz derecesi ve protein c¢oziiniirlik derecelerinin pH’a bagli degisimleri
incelendiginde, hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayisi ile hidroliz ve c¢oziiniirliik
derecesi degerlerinin pH 8 degerine kadar artis gosterdigi, pH 8.5 degeri icin elde
edilen sonuglarin ise hemen hemen pH 8 degeri icin elde edilen sonuglarla ayni oldugu

bulunmustur.

pH’ 1 enzim stabilitesi tizerindeki etkisi incelendiginde, pH 6.5-7.5 araliginda, pH
artisina bagli enzim inaktivasyonunun olduk¢a az oldugu, enzim inaktivasyon hizinin
pH 7.5 degerinden sonra arttigi belirlenmistir. Maksimum hidroliz ve ¢oziintirliikk
derecesi pH 8 degerinde elde edildiginden, reaksiyon i¢in uygun pH degeri 8 olarak

se¢ilmistir.

Hidroliz islemi sonunda meydana gelen iirlinlerin (hidrolizatlarin), hidroliz
reaksiyonuna etkisi incelendiginde, ortamda bulunan hidrolizat miktar1 arttiginda;
hidroliz reaksiyonunun hizinin dolayis1 ile hidroliz ve ¢Oziiniirlik derecesi
degerlerinin azaldig1 saptanmustir. Bu azalma, hidroliz iirlinlerinin enzimi inhibe
etmesi veya ortamin viskozitesini artirarak kiitle transferini engellemesi ile

agiklanabilir.

Hidrolizat miktarinin enzim stabilitesi iizerindeki etkisi incelendiginde, hidrolizat

miktarindaki artis ile enzim stabilitesinde artis meydana geldigi gézlemlenmistir.
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Kademeli enzim ilavesinin hidroliz reaksiyonuna etkisi incelendiginde, toplam enzim
miktar1 sabit tutuldugundan, kademe sayis1 arttik¢a, baslangictaki enzim miktar1 diistik
oldugu i¢in reaksiyonun baslangic hizinda bir azalma meydana geldigi, ancak ara
kademelerde ilave edilen enzim ile 120 dakikalik iglem siiresi sonunda hidroliz ve
¢oziinlirliik degerlerinin esitlendigi, dolayisi ile, kademeli enzim ilavesinin hidroliz ve

¢Oziinilirlikk verimine herhangi bir katkis1 olmadig saptanmustir.

Kademeli enzim ilavesinin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde ise, kademeli
enzim ilavesi ile enzim stabilitesinin arttirilabilecegi saptanmistir. Gergeklestirilen
deneyler sonucunda; enzim stabilitesinin, enzim ilavesinin iki kademede
gerceklestirilmesi ile % 12, dort kademede gerceklestirilmesi ile % 39 oraninda arttig1

bulunmustur.

Glutene uygulanan 1s1l 6n iglemin hidroliz reaksiyonuna etkisi incelendiginde, hidroliz
oncesi ortamda bulunan ¢oziinmiis protein miktarinin 6n islem uygulanmasi sonucu
yukseldigi ancak 1s1l 6n igslemin hidroliz ve ¢oziiniirliik verimine bir katkis1 olmadigi

bulunmustur.

On islemin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde, &n islem sonrasi ilk 60 dakikalik

stirede, enzim aktivite degerlerinde az da olsa bir diisiis meydana geldigi saptanmustir.

10) Glutene uygulanan mikrodalga 6n isleminin hidroliz reaksiyonuna etkisi

incelendiginde, hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢éziinmiis protein miktarinin 6n islem
uygulanmas1 sonucu ylikseldigi ancak on islemin hidroliz ve ¢oziiniirlik verimini

artirict bir etkisi olmadigi goriilmiistiir.

On islemin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde, 6n islem sonras1 ilk 60 dakikalik
stirede, 1s11 6n islemle benzer sekilde enzim aktivite degerlerinde az da olsa bir diisiis

meydana geldigi saptanmugtir.

11) Glutene uygulanan sonikasyon ©n isleminin hidroliz reaksiyonuna etkisi

incelendiginde, hidroliz 6ncesi ortamda bulunan ¢éziinmiis protein miktarinin 6n islem
uygulanmasi sonucu yiikseldigi, sonikasyon 6n isleminin hidroliz verimine ve hizina
bir katkist olmadigi ancak 6n islem uygulandiginda protein ¢6ziiniirliigiiniin daha hizl

gerceklestigi belirlenmistir.

On islemin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde, sonikasyonun enzim stabilitesini

etkilemedigi goriilmiistiir.
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12) Glutene uygulanan nigasta hidrolizi 6n igleminin protein hidrolizine etkisi
incelendiginde, nigasta hidrolizi 6n islemi ile protein hidroliz ve ¢oziiniirliigliniin
baslangic hizlarinin artti§i, 120 dakikalik islem sonrasi hidroliz veriminin
degismedigi, ancak o©n islem ile protein ¢Oziiniirliigiiniin daha kisa zamanda

tamamlanabilecegi saptanmistir.

On islemin enzim stabilitesine etkisi incelendiginde, nisasta hidrolizi 6n islemi
uygulanmasi ile enzim stabilitesinde belirgin bir artis meydana geldigi goriilmustiir.
Bu durum, enzim inaktivasyonuna neden olan nigastanin veya baska bilesenlerin
amilaz enzimi ile muamele sirasinda glutenden ayrilmis olabilecegi varsayimlari ile

aciklanabilir.

13) Sonikasyon parametrelerinin; akustik giic ve frekans araligi; hidroliz reaksiyonu
tizerindeki etkileri incelendiginde, akustik giliciin misir gluteninin hidrolizi igin
reaksiyon hizim1 artirict bir etkisinin olmadigi, frekans degerinin artirilmasi ile
reaksiyon hizinda ¢ok azda olsa bir artis meydana geldigi ancak bu artisin verimi fazla

etkilemedigi belirlenmistir.

Sonikasyon parametrelerinin enzim aktivitesi tizerindeki etkileri incelendiginde,
Alcalase enziminin stabilitesinin sonikasyon uygulamasi sonucunda degismedigi

(artmadig1 ya da azalmadigi) belirlenmistir.

14) Gergeklestirilen matematiksel modelleme c¢alismalar1 ile, Bolim 7.3’de musir
gluteninin hidroliz ve ¢6ziiniirliigii i¢in zamana kars1 elde edilen tiim deneysel veriler
analiz edilmis; ve hidroliz ile ¢oziiniirliikk kinetiginin asagida verilen eksponansiyel

denklem (Esitlik 7.5) ile ifade edilebilecegi bulunmustur.

aX
—=a.exp(-b.X
il p( )

X:%xln(1+axbxt) (7.5)

Esitlikte; X terimi hidroliz donilisiimiinii veya ¢oziiniirliik oranini ifade etmektedir. a ve
b degerleri farkli deneyler icin farkli degerlere sahip denklem sabitleridir. b

katsayisinin, baslangi¢ substrat ve baslangi¢c enzim konsantrasyonu ile degismedigi,
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diger bir deyisle bu parametrelerden bagimsiz oldugu saptanmis ve bu deger hidroliz
icin 8.86, ¢oziiniirliik i¢cin 3.33 olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu sonug¢ daha 6nce
literatiirde verilmis olan g¢alismalarla da desteklenmektedir (Moreno ve Cuadrado,
1993; Gonzalez-Tello vd., 1994; Marquez ve Vazquez, 1999). Diger bir yandan,
baslangi¢ substrat ve baslangic enzim konsantrasyonu deneylerine ait veriler igin
hesaplanan a degerlerinin; baslangi¢ substrat konsantrasyonunun artmasi ile azaldigi
(ters orantil1), baslangi¢ enzim konsantrasyonunun artmasi ile artis gosterdigi (dogru
orantil1) saptanmistir. Sicaklik ve pH deneyleri sonucunda elde edilen veriler i¢in
hesaplanan a ve b katsayilarinin ise herbir sicaklik ve pH degeri i¢in farklilik

gosterdigi belirlenmistir.

15) Boliim 7.3’de elde edilen veriler i¢in; hidroliz derecesi ve ¢oziiniirliik arasindaki iliski
ayrica incelenmis ve gerceklestirilen tiim deneyler i¢in asagida verilen genel

bagintinin (Esitlik 7.6) kullanilabilecegi bulunmustur;

Xy =0.3239.X pe —0.00011 (7.6)

Literatiirde hidroliz derecesi ve ¢Oziiniirliik arasindaki lineer iliski; bezelye proteinin
Trypsin ile hidrolizi i¢in Soral-Smietana vd. (1998) tarafindan, bugday ununun proteaz

ile modifikasyonu i¢in Bombara vd. (1997) tarafindan da bildirilmistir.

16) Enzim inaktivasyon kinetigini belirleyebilmek amaci ile B6liim 7.3’de zamana karsilik
elde edilen enzim aktivite verileri analiz edilmis; substrat ve enzim baslangi¢
konsantrasyonu deneylerinin timii ile, 45-55°C sicaklik ve 6.5-7.5 pH aralifinda
gergeklestirilen deneyler icin elde edilen enzim inaktivasyon verilerinin Sadana ve
Henley (1987) tarafindan verilen birinci mertebe olmayan tek adim unimolekiiler

enzim inaktivasyon modeline (Esitlik 7.7) uydugu belirlenmistir.

A= (100 — p)exp(—kp.t) +y (7.7)

Diger yandan, 55°C sicaklik ve pH 7.5 degerinin lizerinde gerceklestirilen deneyler

icin yapilan modelleme c¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilerin ikinci mertebe
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inaktivasyon kinetigine (Esitlik 7.8) uydugu belirlenmistir. Inaktivasyon kinetigindeki
bu kayma, belirli bir sicaklik ve pH degerinin {izerine ¢ikildiginda protein yapisida
meydana gelen deformasyonlar sonucunda enzimin stabilitesini koruyamamasi,

dolayist ile inaktivasyon hizinda meydana gelen artis ile agiklanabilir.

1A = 1/4g + k.t (7.8)

17) Alcalase enzimi i¢in inaktivasyon enerjisi 40-55°C sicaklik aralig1 igin, 67.86 kJ/mol
olarak hesaplanmistir. Farkli substratlar kullanilarak gerceklestirilen caligmalarda,
Alcalase enzimi icin inaktivasyon enerjisi; Marquez ve Vazquez (1999) tarafindan

25.35 kJ/mol, Adler-Nissen (1986) tarafindan 270.0 kJ/mol olarak rapor edilmistir.

18) Misir gluteninin Alcalase enzimi ile hidroliz kinetiginin Michaelis-Menten kinetigine
uygunlugunu incelemek amaciyla, gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlari i¢in baslangic
hizlar1 hem sarf edilen baz konsantrasyonu (mmol/L) hem de ¢6ziinen protein miktari
verileri kullanilarak hesaplanmistir. Baz sarfiyati verileri kullanildiginda kinetik
parametreler; K= 53.77 g/, Vima= 5.94 mmol/L.dak olarak, ¢6ziinen protein
konsantrasyonu verileri kullanildiginda; K= 49.45 g/L, Vimax= 2.32 g/L.dak olarak
hesaplanmistir. Baz sarfiyat1 verileri ve ¢oOziinen protein konsantrasyonu verileri
kullanilarak elde edilen K,, degerlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi ve daha onceki
boliimlerde hidroliz derecesi ile protein ¢Oziliniirliigii arasinda elde edilen lineer
baginti, kinetik verilerin hesabinda baz sarfiyat1 veya ¢oziinen protein konsantrasyon

verilerinden herhangi birinin kullanilabilecegini gostermektedir.

19) Michaelis-Menten kinetik parametrelerinin sicaklik ile degisimi incelendiginde, Vax
degerlerinin sicaklikla arttigi, K,, degerlerinin ise sicaklikla azaldig1 (enzim-substrat
baglanma egiliminin arttig1), dolayist ile katalitik verimin sicaklikla arttig1

saptanmigtir.

20) Kinetik parametrelerin pH ile degisimi incelendiginde, hem Vy.x hem de K,
degerlerinin pH ile arttigl, Vy.x degerlerindeki artis oram1 K, degerlerindeki artis
oranindan daha yiiksek oldugu icin katalitik verim degerlerinin de (Vm./Km) pH ile

artis gosterdigi belirlenmistir.
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21) Musir gluteninin hidroliz reaksiyonunda Alcalase enzimi i¢in iiriin inhibisyon tiiriniin
belirlenebilmesi amaciyla gerceklestirilen deneyler sonucunda, inhibisyon tiiriiniin
unkompetitiv oldugu belirlenmis ve inhibisyon sabiti baz sarfiyati verileri
kullanildiginda Ki= % 43.85 (hidrolizat hacmi/reaksiyon ¢ozeltisi hacmi) olarak,
¢oziinen protein konsantrasyonu verileri kullanildiginda Ki= % 45.51 (hidrolizat
hacmi/reaksiyon ¢ozeltisi hacmi) olarak hesaplanmistir. Elde edilen inhibisyon sabiti
(Ki) degerlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi, yine kinetik verilerin hesabinda baz
sarfiyati veya ¢Oziinen protein konsantrasyon verilerinden herhangi birinin

kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonu¢ olarak; hidroliz isleminin verimi, kullanilan enzim ve substrat miktarina, proses
sartlarina baglh olarak degismektedir. Gergeklestirilen deneysel ¢aligmalar sonucunda, misir
gluteninin Alcalase enzimi ile hidrolizi sonucu, % hidroliz derecesi ve ¢dziinen protein
miktarini maksimize edebilmek i¢in uygun proses sartlar1 belirlenmistir. Belirlenen optimum
reaksiyon sartlarinda; 30 g protein/L substrat konsantrasyonu, % 0.25 (hacim/hacim) enzim
miktari, 55°C sicaklik, pH 8, 120 dakika siireyle gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu
sonucunda; % 28.4 hidroliz derecesi ve % 85.3 protein ¢ozliniirliigii elde edilmis ve enzimin
aktivitesini % 74 oraninda kaybettigi saptanmistir. Proses paremetrelerinin optimizasyonun
yanisira, elde edilen deneysel verilerin modellenmesi sonucunda; hidroliz, protein
¢oziinlirliigli ve enzim inaktivasyon kinetiklerinin incelenmesi ile, ayrica reaksiyonun
Michaelis-Menten kinetigine dayali olarak karakterize edilmesi ile, gluten hidroliz kinetigi

icin teorik ve bilimsel agidan literatiire katkida bulunulmustur.
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EKLER

Ek 1 Hidroliz Derecesinin Hesaplanmasi

Boliim 7.3.1°de 20 g protein/L substrat konsantrasyonu i¢in, 200 mL ¢6zelti hacminde, 50°C
sicaklik ve pH 7 degerinde gerceklestirilen iki deney i¢in, pH-stat yontemi ile ototitrasyon
sonucunda kaydedilen ortalama baz sarfiyati degerleri Cizelge Ek 1.1’de verilmistir.
Ototitrasyon i¢in 0.5 N KOH ¢ozeltisi kullanilmis ve ¢ozeltinin yogunlugu 1 g/mL olarak
almmugtir. Hidroliz derecesinin hesaplanmasi asagida ayrintili sekilde aciklanmis ve

hesaplanan degerler ayni ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge Ek 1.1 Baz sarfiyati verilerinden hesaplanan hidroliz derecesi degerleri

Zaman Baz Sarfiyati Baz Sarfiyati Hidroliz Derecesi

(dak.) (4] (mL) (Xnp)
0 0.000 0.000 0.000
1 0.448 0.448 0.005
2 0.770 0.770 0.009
4 1.512 1.512 0.017
6 2.306 2.306 0.026
8 2.997 2.997 0.034
10 3.490 3.490 0.039
15 4.924 4.924 0.056
20 6.424 6.424 0.073
25 7.953 7.953 0.090
30 8.829 8.829 0.100
35 10.137 10.137 0.115
40 11.694 11.694 0.132
45 11.823 11.823 0.134
50 12.887 12.887 0.146
55 13.998 13.998 0.158
60 14.800 14.800 0.167
70 16.265 16.265 0.184
80 17.669 17.669 0.200
90 19.034 19.034 0.215
100 19.046 19.046 0.215
110 20.530 20.530 0.232

120 20.541 20.541 0.232
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Hidroliz derecelerinin  hesaplanmasinda, Boliim 6.4.2’de  verilen asagidaki esitlik

kullanilmustir;

HD=BxN, L Lo L 00

a P M htot

B : Baz miktar1 (mL); Cizelge Ek 1.1°de 3. sutun degerleridir.
Np : Baz normalitesi; 0.5 N (= 0.5 mmol/mL)

a : a-NH gruplarinin ortalama ayrilma sabiti

1oPH-PK

*= 1+10PHPK

Deneyin gerceklestirildigi sicaklik icin pK degeri 6.59 (Boliim 7.2 pH-stat kalibrasyonu
sonucu elde edilmistir) ile deneyin gergeklestirildigi pH degeri 7, yukardaki esitlikte yerine

konuldugunda;
a = 1.27 olarak elde edilir.

Py, : Protein miktar1; deneyde kullanilan protein miktar1 20 g/L dir. Deney 200 mL hacimde
gergeklestirildigi icin bu deger 4 g olarak alinir.

hsp. : Toplam peptid baglari, misir gluteni i¢in 8.7 mmol/g protein olarak alinmistir. (Bu
deger, Boliim 6°da; Cizelge 6.2’de glutenin igerdigi amino asitlerin mmol degerleri toplanarak

elde edilmistir).

Tiim bu veriler kullanilarak, 6rnek olarak 4. dakika i¢in hidroliz derecesi hesaplanirsa;

xixLXIOO
1.27 4 8.7

HD=1.51x0.5x%

HD =% 1.7 veya Xyp= 0.017 olarak elde edilir.
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Ek 2 TNBS ve OPA Analizleri ile Serbest Hale Gegcen Amino Asit Grup
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Boliim 7.2°de pH-stat yonteminin kalibrasyonu i¢in gergeklestirilen deneyler sonucunda, baz
sarfiyatt verilerine karsi hidroliz reaksiyonu sonucunda serbest hale gegen amino asit grup
konsantrasyonlarinin, 16sin amino esdegeri ve serin amino esdegeri olarak hesaplanmasini
orneklendirmek amaci ile, 30 g protein/L substrat konsantrasyonunda, 50°C’de, pH 7
degerinde, 100 ml’lik ¢o6zelti hacminde, % 0.15 (hacim/hacim) enzim ilavesi ile
gerceklestirilen iki deney sonucunda kaydedilen ortalama baz sarfiyatt ve TNBS ile OPA
analizleri sonucunda elde edilen ortalama absorbans degerleri Cizelge Ek 2.1°de verilmistir.
TNBS analizleri 6rneklerin % 1°lik SDS ile 25 kat seyreltilmesi ile B6liim 6.5.2 de anlatildig1
sekilde, OPA analizleri 6rneklerin saf su ile 45 kat seyreltilmesi ile B6liim 6.6.2°de anlatildig:
sekilde gerceklestirilmistir. Bu boliimde hesaplamalar ayrintili bir bigimde agiklanmis ve elde

edilen sonuglar ayni ¢izelgede sunulmustur.

Cizelge Ek 2.1 Ornek deney igin, ortalama baz sarfiyat1 verileri, TNBS ve OPA analizleri
sonucunda eldilen ortalama absorbans degerleri, hesaplanan baz sarfiyati, 16sin amino ve serin
amino esdegerleri

Zaman B.Sarfiyati Absorbans Absorbans B.Sarfiyati Losin-NH, Serin-NH,

(dak) (g (TNBS) (OPA) (meqv/g) (meqv/g) (meqv/g)
2 0.367 0.063 0.215 0.061 0.176 0.357
5 0.712 0.118 0.244 0.119 0.331 0.405
10 1.335 0.160 0.294 0.222 0.448 0.488
15 1.850 0.189 0.353 0.308 0.530 0.586
20 2.356 0.219 0.398 0.393 0.614 0.661
25 2.712 0.248 0.469 0.452 0.694 0.779
30 3.117 0.296 0.542 0.519 0.829 0.899
40 3.799 0.320 0.616 0.633 0.896 1.022
50 4.506 0.362 0.712 0.751 1.014 1.182

60 5.105 0.437 0.821 0.851 1.224 1.362
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Baz sarfiyati esdegerlerilerinin hesaplanmast;

pH-stat yontemi ile ototitrasyon sirasinda 0.5 N KOH ¢ozeltisi kullanilmistir. Baz ¢ozeltisinin

yogunlugu 1 g/mL alinarak 5. dakika i¢in g protein basina baz sarfiyati mol esdegerleri

hesaplanirsa;

(0.712 g x 1 g/mL x 0.5 mmol/mL)/ 3 g protein = 0.119 mmol/ g protein (= 0.119 meqv/g)

degeri elde edilir.

Losin amino esdegeri, 10sin-NH, (meqv/g protein) Boliim 6.5.3’de verilen asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

(Absb'rnek )
(Abss tan dart )

Py

x Cs tan dart X SF

[0 sin— NH y(meqv/ g ) =

Abssmer  : Cizelge Ek 2.1°de, 3. siitun degerleri

AbSsiandare : Ornek deneyler i¢in standartin ortalama absorbans degeri, 0.446
Cstandart  : Standart olarak kullanilan 16sin konsantrasyonu, 1.5 meqv/L

SF : Seyrelme faktorii, 6rnek deney igin= 25

Pu : Cozeltideki toplam protein miktari, 30 g/L

Tiim bu veriler kullanilarak, 6rnek olarak 5. dakika i¢in 16sin amino esdegeri hesaplanirsa,

(0.118)
(0.446 )
30

x[.5x25

losin— NH ;(meqv/ g )=
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losin— NH y(meqv/g)=0.331meqv/ g

degeri elde edilir.

Serin amino esdegeri, serin-NH, (meqv/g protein), B6liim 6.6.3’de verilen asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmuistir.

(Absc')'rnek )

X
(Abss tan dart )
Py

CS tan dart % SF

serin—NH 5(meqv/ g ) =

Abssmer : Cizelge Ek 2.1°de, 4. siitun degerleri

AbSgandar . Ornek deneyler i¢in standartin ortalama absorbans degeri, 0.860
Cstandarr  : Standart olarak kullanilan serin konsantrasyonu, 0.9516 meqv/L
SF : Seyrelme faktorii, 6rnek deney icin= 45

Py : Cozeltideki toplam protein miktar1, 30 g/L

Tiim bu veriler kullanilarak, 6rnek olarak 5. dakika i¢in serin amino esdegeri hesaplanirsa,

(0.244)
(0.860)
30

x0.9516 x45

serin—NH >(meqv/ g ) =

serin— NH y(meqv/ g)=0.405meqv/ g

degeri elde edilir.
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Ek 3 Protein Coziiniirlik Derecesinin Hesaplanmasi

Boliim 7.3.1°de 20 g protein/L substrat konsantrasyonu i¢in, 200 mL ¢6zelti hacminde, 50°C
sicaklik ve pH 7 degerinde gerceklestirilen iki deney igin, reaksiyon ¢dzeltisinden belirli
zaman araliklarinda alinan Ornekler, enzim inaktive edildikten ve santrifiijlendikten sonra
fosfat tampon ¢ozeltisi ile 36 kat seyreltilmis ve protein analizleri Béliim 6.7.2°de anlatilan
Folin Lowry yontemine gore gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda elde edilen ortalama
absorbans degerleri Cizelge Ek 3.1°de verilmistir. Protein ¢06ziiniirliik derecesinin
hesaplanmas1 asagida ayrintili sekilde agiklanmis ve hesaplanan degerler ayni ¢izelgede

gosterilmistir.

Cizelge Ek 3.1 Ornek deney icin Folin Lowry yontemi analizi sonucunda elde edilen veriler
kullanilarak hesaplanan protein ¢oziintirliikk derecesi degerleri

Zaman Absorbans Coziinen Protein P. Coziiniirligii

(dak) Degeri Miktar1 (g/L) (Xpo)
0 0.125 1.244 0.000

2 0.165 1.890 0.035

5 0.210 2.622 0.074
10 0.290 3911 0.142
15 0.379 5.366 0.220
20 0.428 6.161 0.262
30 0.549 8.118 0.367
40 0.634 9.495 0.440
50 0.721 10.907 0.515
60 0.782 11.891 0.568
70 0.766 11.634 0.554
80 0.857 13.105 0.632
90 0.864 13.218 0.639
100 0.878 13.453 0.651
110 0.890 13.640 0.661

120 0.902 13.828 0.671
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Protein ¢oziiniirliik derecelerinin hesaplanmasinda ilk olarak, Bolim 6.7.3’de tanimlanan
asagidaki denklem kullanilarak absorbans degerleri ¢6ziinen protein miktarlarina

doniistiirilmiistir.

C(g/L) = [0.4501 x (Absorbans degeri) — 0.0217]x SF’

SF : seyrelme faktorii

Protein miktar1 yukaridaki denklemden hesaplandiktan sonra, ¢oziiniirlik derecesi, yine

Boliim 6.7.3’de tanimlanan asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmustir.

X _ Ct B CO
e C'T oplam ~— CYO

Omek olarak yukaridaki esitlikler kullamlarak, 5. dakika icin c¢oziiniirliik derecesi

hesaplanirsa;

Cy (/L) = [0.4501 x (0.125) — 0.0217] x 36

Co (/L) =1.244 g/L

Cs (g/L) = [0.4501 x (0.210) — 0.0217] x 36

Cs (g/L) =2.622 g/L

_2.622-1.244
P 20-1.244

Xpg = 0.074

olarak elde edilir.
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Ek 4 % Enzim Aktivite Degerlerinin Hesaplanmasi

Boliim 7.3.1°de 20 g protein/L substrat konsantrasyonu i¢in, 200 mL ¢6zelti hacminde, 50°C
sicaklik ve pH 7 degerinde gergeklestirilen iki deney i¢in, zamana kars1 alinan 6rnekler fosfat
tampon c¢ozeltisi ile 5 kat seyreltildikten sonra, enzimin aktivite tayini Bolim 6.8.2°de
anlatilan enzim aktivite tayini yontemine gore gerceklestirilmis ve analizler sonucunda elde
edilen ortalama absorbans degerleri ve bu degerler kullanilarak, 6rnek olarak hesaplanan

% aktivite degerleri Cizelge Ek 4.1°de sunulmustur.

Cizelge Ek 4.1 Ornek deney igin enzim aktivite tayini sonucunda hesaplanan % aktivite
degerleri

Zaman (dak.) Absorbans Degeri % Aktivite
0 0.564 100
2 0.420 75.25
5 0.337 61.12
10 0.264 48.41
20 0.277 50.66
30 0.279 51.02
40 0.285 51.99
60 0.300 54.53
80 0.303 55.05

100 0.306 55.69
120 0.320 58.03

% Aktivite degerlerinin hesaplanmasinda ilk olarak, Boliim 6.8.3’de tanimlanan asagidaki

denklem kullanilarak absorbans degerleri enzim aktivite degerlerine dontistliriilmiistiir.

a (AU/L) =[ 2.3443 x (Absorbans degeri) +0.0407] x SF

SF : seyrelme faktorii
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Enzim aktivite degerleri yukaridaki denklemden hesaplandiktan sonra, % aktivite degerleri

yine Boliim 6.8.3°de tanimlanan asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.

A=100x2
a

Ornek olarak 5. dakika icin % aktivite degeri agik bir sekilde hesaplanirsa;

ao =[ 2.3443 x (0.564) +0.0407] x 5

ap=6.814 AU/L

as =/ 2.3443 x (0.338) +0.0407] x 5

as=4.165 AU/L

A= 100x 4.165
6.814
A=%61.12

degeri elde edilir.
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Ek 5 Nisasta Hidroliz Deneyi

Nigasta hidrolizi 6n islemi i¢in kontrol amagl olarak gergeklestirilen deneyde, 20 g/L misir
nisastasi (Calbiochem firmasindan temin edilmistir) igeren 200 mL hacimdeki ¢ozelti, 65°C
sicaklikta pH 6.5 degerinde, % 0.6 (hacim/hacim) Bacillius Licheniformis kaynakli
alfa-amilaz enzimi (Sigma firmasindan temin edilmistir) ilavesi ile 30 dakika siireyle hidroliz
islemine tabi tutulmustur. Reaksiyon siiresince, belirli zamanlarda c¢ozeltiden oOrnekler
alinarak ortamda kalan nisasta miktar1 asagida agiklanan yonteme gore belirlenerek hidroliz

derecesi hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil Ek 5.1°de grafiksel olarak sunulmustur.

Nisasta konsantrasyonu tayini

Ortamda kalan nigasta miktarinin tayini igin, reaktérden alinan 0.5 mL’lik reaksiyon ¢ozeltisi
orneklerine NaOH ilavesi ile reaksiyon durdurulmus ve enzimin inaktive edilmesi i¢in
ornekler 100°C sicaklikta 5 dakika kaynatilmistir. Daha sonra bu 6rnekler iizerine 5 mL iyot
cozeltisi (% 15 I, ve % 0.5 KI) ilave edilmis ve son hacim saf su ilavesi ile 15 mL’ye
tamamlanmistir. Cozeltideki nisasta konsantrasyonu tayini i¢in kullanilan bu son karigimin
absorbans degeri, 550 nm dalga boyundaki spektrofotometrede referans ¢ozeltisi olarak 10
mL saf su ve 5 mL iyot ¢ozeltisi kullanilarak okunmustur (Astolfi-Filho vd., 1986; Birol,
1997).

Hidroliz derecesinin hesaplanmasi

Nisasta icin hidroliz derecesi asagidaki bagint1 kullanilarak hesaplanmaistir;

abs
N — n0
[NV], o

X[ N,

nt

I _[NJo=[N];
N [N]p

x100

abs,, : t= 0 anindaki 6rnek i¢in elde edilen absorbans degeri

abs,, : herhangi bir zamanda alinan 6rnek i¢in elde edilen absorbans degeri
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[N]y : t= 0 anindaki nisasta konsantrasyonu, g/L.
[N]: : herhangi bir zamanda ortamda kalan nisasta konsantrasyonu, g/L

Hy : herhangi bir zamandaki % hidroliz derecesi

100
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Sekil Ek 5.1 Nisasta hidrolizi deneyi i¢in zamana karsi elde edilen % hidroliz derecesi
degerleri
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