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OZET

Mucor miehei rennet ( EC 3.4.2.3. ) katalizlemede etkili olan iki adet aspartat bulunduran bir
aspartik proteinazdir. Bu enzim molekilii oldukca fazla sayida glukoz molekiiliini bagh
bulundurmaktadir ve termostabilitesi yiksektir. Mucor miehei rennet sit proteinlerinin
koagiilasyonunu, bunun sonucu olarak piht: ( teleme ) olusumunu saglamaktadsr.

Bu ¢ahismada on inceleme olarak Mucor miehei rennetin HyO, ile yikseltgenmesi ¢aligildi.
“Steady state” ve “Time Master” spektrofluorometreler kullamlarak enzimin fluoresans
ozellikleri belirlendi. Farkli pH ve sicakhklarda enzim ¢ozeltilerinin fluoresans spektrumlar
kaydedildi. Enzimin optimum aktivite g6sterdigi pH aralif belitlendi. Safsizlik kontrolii ve
enzimin elektroforezdeki davramisim belirlemek iizere 6rnege SDS ve dogal poliakrilamid jel
elektroforez yontemleri uygulands.

Enzim / dekstran mol oram 10, 20, 30 almarak Mucor miehei rennetin yiikseltgenmis
durumdaki dekstrana baglanmas1 saglandi. Elde edilen enzim - polimer konjugatlan yukarida
belirtilen yontemlerle incelendi. PH : 5-7 arahifinda enzim — polimer konjugatlanmn enzime
gore daha aktif oldufu belirlendi. Konjugatlarn “Time Master” spektiofluorometre ile
belirlenen fluoresans ozelliklerinin de enzimle elde edilenden daha farkh oldugu gorildi.

Anahtar Kelime: Mucor miechei rennet, aspartik proteaz, fluoresans, konjugat, dekstran



ABSTRACT

Mucor miehei rennet is an aspartic proteinase ( EC 3.4.2.3. ) and contains two catalytically
essential aspartate residues. The molecule of this enzyme is highly glycosylated and exhibits
high thermostability. Mucor miehei rennet promote milk protein coagulation, which results in
the formation of curd in cheesemaking.

In the present of work, first the oxidation of Mucor miehei rennet with H2O; was studied. The
fluoresans characteristics of the enzyme were investigated using “seady-state “and “time
master” spectrofluorometers. The fluoresans spectra of the enzyme solutions in different pH
and temperatures were recorded. The optimum activity pH range of the enzyme was
determined. SDS and naturel polycrylamide gel electrophoresis techniques were applied for
the determination of impurities and electrphoretic behavior of the enzyme.

The coupling of Mucor michei rennet oxidized dextran was performed using 10, 20, 30 mol
ratios ( enzyme/dextran ). The obtained enzyme-polymer conjugates were analyzed with the
method mentioned above. Enzyme — polymer conjugates were more active then the enzyme
at pH 5-7. The fluorescence characteristies of conjugates recorded with “time-master”
spectrofluorometer were also different.

Keywords: Mucor miehei rennet, fluorescence, aspartic proteinase, conjugate, dextran



1.GIRIS

Peynir eldesinde siitin koagilasyonunu saglamak iizere kullamlan enzimler rennet olarak
adlandirilmaktadir. Rennet hayvanlardan, bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Eskiden geng danalanin 4. midesinden elde edilen % 75-95 kimozin ve%5-25
pepsin bulunduran kangim peynir elde etmek iizere tercih edilmekteydi. 1960’lardan sonra
olduk¢ca zahmetli ve pahali yontemlerle bu belirtilen kaynaktan elde edilen enzim ihtiyac
karsilayamaz duruma geldi. Son yillarda peynir iiretiminde mikrobial rennetler, 6zellikle Mucor
miehei rennet yaygin olarak kullamlimaktadir.

Bu ¢aligmada baglangigta 6n ¢aligma olarak ticari Mucor mriehei rennetin H,0; ile yiikseltgenerek
termolabil 6zellik kazanmas: kisaca incelendi. Satin alinan % 8,5 protein ve % 91,5 tuz iceren saf
Mucor miehei rennetin ozelliklerini belirlemek iizere deneysel g¢aligmalar yapilds. Saf enzimin
pH: 5-7 arasinda aktivite gosterdigi maksimum aktivitenin pH:5’te oldugu gozlendi. Daha diigik
pH degerlerinde siit proteinleri kendiliginden ¢oktiigii icin Mucor miehei rennetin koagiilasyon
etkisi gozlenemedi. SDS ve farkli pH’larda poliakrilamid jel elektrofarezi uygulanarak enzimin
davramslan belirlendi. “Stedy state” ve “Time-Master” spektrofluorometreler kullamilarak,
molekiiliinde bulunan ii¢ adet triptofan vasitasiyla enzimin fluoresans karakteristikleri belirlendi.

Yiikseltgenmis dekstran ile enzim/polimer mol oram1 10, 20, 30 alinarak Mucor miehei rennet-
dekstran konjugatlant elde edildi. Bu konjugatlarin tuz igeren ve dializlenmis 6rneklerinde
aktivite tayinleri yapildi. Konjugatlarda enzim aktivitesinin daha yiksek oldugu, 6zellikle mol
oram 30 abnan Ornekte pthti olusum siiresinin epeyce kisa oldugu gozlendi. Farkh pH ve
sicakliklarda “Time-Master” spektrofluorometre ile kaydedilen “ time resolved ” emisyon
spektrumlarn ve bozunma grafiklerinden hesaplanan fluoresans émrii degerlerinin saf enzim ile
elde edilenden farkli oldugu belirlendi.



2. TEORIK KISIM

2.1 Genel Bilgi

Enzimler, biyokimyasal katalizorler olarak davranirlar. Kendilerinde hi¢bir degisim olmadan
diger maddelerde spesifik kimyasal degigimlere neden olurlar. Enzimlerin molekiildeki spesifik
kimyasal baglara etki etmesi, arzu edilen bilegiklerin {iretiminin kontrol edilebilir durumda
olmasim saglar. Enzimler protein olduklarindan dolay, yiiksek sicaklikta inaktif hale gelirler,
Inaktive olduklan kesin sicaklik enzime gore degisir ve spesifik bir iglem i¢in dogru enzim
segiminin yapilmas: gerektigi zaman 6nemli bir hal alir. Cogu durumlarda amag yitksek
sicaklik siiresince enzimin aktivitesini siirdirmektir, diger bir taraftanda {iretim bittiginde enzimi
tam olarak inaktive etmektir. Reaksiyonun ilerlemesi i¢in optimum sicaklik sinirlarinin olmasi
gerektiginin yanisira enzimlerde de aktif olduklan optimum pH simirlan vardir , ki buda enzimin
elde edildigi kaynaga gore farklilik gosterir.

Peynir endiistrisinde sitiin koagiilasyonunu kontrol etmesi igin kullamlan herhangi bir enzime
isaret etmek istendiginde “rennet” terimi kullamlmaktadir .Hayvan ve mikrobial kaynaklardan
elde edilmektedir. Cok eskiye dayali olarak peynir iiretiminde diger hayvanlardan elde edilen
rennetler gére dana’dan alinan rennet tercih edilmis, sebebi de peynirde en iyi tat , doku ve
verimi saglamig olmasidir (Pszczola, 1989).

Dana renneti, gen¢ danalann kannlarninin 4. bolgesinden ekstrakte edilir. Tipik olarak iki enzim
icerir. Kimozin (%75-95) ve pepsine (%5-25) olmak iizere. Kimozine yunancadaki gastric liquid
denen mideye ait sivi anlamina gelen “chyme™den tiremigtir. Ingilizcede ise kimozin'e
(rennetten tiiretilmig olarak) renin denilmektedir. Kimozin (EC.3.4.23.4) pepsine goére dabha
yiksek spesifitede siitii pihtilagtirma aktivitesine sahiptir ve kazeinin oldukg¢a kiigiik bir kismini
kirarak siitiin koagilasyonunu katalizlemektedir. Pepsin ise spesifik olmayan proteolitik
aktivitesinden dolay: tiim protein afim zayiflatir, bu protein ag: siit yagim sikigtirir ve peynir

veriminin diismesine neden olur.

Peynir tretiminin artmast ile diinyada dana rennetine olan ihtiya¢ giderek artmmgtir. 1960’lardan
sonra gen¢ hayvanlarin etlerinde mevcut olan dana kannlan peynir iireticilerine yeterli
gelmemeye baglad: (Barach, 1985) . Buna karsilik daha yagli danalar kullamlamazdi, ¢iinkii
yaslanmms hayvanlann karinlanindan alinan rennet'te kimosin diizeyi diigmekte pepsin diizeyi ise



artmaktadir (Walstra ve Jennings 1984) . Daha yiiksek diizeyde kimozin igeren rennet peynir
yapiminda daha fazla fonksiyon gosterecegi igin daha yagh danalarin kullammi etkili olmaz.
Bagka bir yagh hayvan eti de yiiksek pepsin diizeyinden dolay: kullanilamaz. Ornegin yetiskin
bovine rennetinde %70-99 bovine pepsine ve %1-30 kimosin bulunur.

Bu durum peynir treticilerini endiistride kullamlmak iizere rennet elde etmenin farkh yollarim
aramaya zorlamgtir. Coziimlerden biri dana etinden elde edilen renini domuzun midesinden
ekstrakte edilerek elde edilen porcine pepsin ile %50 oraminda kanstinlarak  kullanilmasidir.
Diger bir yenilik ise 60l yillardaki ilk bagarili mikrobial rennet iiretimidir (Pszczola, 1989).

Rennetin alt1 tane major tipi mevcuttur. Bunlardan iigii hayvan kaynakli olan Dana, sigir ve
domuzda elde edilen rennet. Mikrobial olanlar ise Endothia parasitica, Mucor michei ve
Mucor pusillus'dan elde edilen rennettir. Son zamanlarda rekombinant DNA teknigi ile bilim
adamlan dana karmindan alinan kimozinin tiretiminden sorumlu geni izole ederek bunlar.
E.Coli bakterisi , Klyveromyces marxianus mayasinin sugu lactis ve Asprgillus niger mantarinin
susu awamori mikrobial kimozinin tretimi i¢in uygun olan mikroorganizmalardan elde etmeyi
bagardilar . Ancak rekombinant DNA teknigi ile elde edilen enzimler iizerinde heniiz aragtirmalar
devam etmektedir.

2.2 Peynir Uretimi

2.2.1 Siitiin Ozellikleri

Sut dogada bulunan besin degeri yiksek bir gida maddesidir. Tiirlerine gore farkhliklar
gostermekle birlikte hemen tiim siit gesitleri vitaminler (genellikle thiamin, riboflavin, pantotenik
asit ve A, B; ve D vitaminleri) , mineraller (kalsiyum, potasyum, sodyum, fosfor ve eser
metaller), proteinler (gogunlukta kazein), karbohidratlar (genellikle laktoz) ve lipidler (yaglar)
icermektedir. Siatteki tek 6nemli noksanlifin  demir ve vitamin C igermemesi oldugu
belirtiimektedir. Belirtilen maddelerin siit igindeki miktarlari tiirlere gore genis olgide
farkhliklar gostermektedir. Ornefin inek siti %87,1 su , %3,4 protein, %3,9 yag, %49
karbohidrat ve %0,7 mineral igermektedir. Inek siitii ve kegi siitii oldukga benzer ozellikler



gostermektedir. Insan siitiinde bulunan protein ve mineral miktarinin inek ve kegi siitiinde olanin
yansindan daha az oldugu belirtilirken, seker igerifinin 1,5 kat daha fazla oldugu ifade
edilmektedir. At siitiinde diger siitlere kiyasla protein ve yag miktar: oldukga diigik degerdedir.
Renkgeyigi siitiinde ise protein, mineral ve yag miktan yiiksektir ve az miktarda karbohidrat
bulunmaktadir.

Tim siitler mikron buyiikliginde kiirecikler (globuller) seklinde dagilmis halde yaklasik %3,9
oraninda yag icermektedir. Yag emiilsiyonlan globullerin yiizeylerinde absorbe olan fosfolipidler
ve protein kompleksleri tarafindan stabilize edilmektedirler. Yag globulleri sudan daha hafif
oldugundan, bunlar sulu fazda yikselerek siitiin yiizeyinde biraraya gelirler. Yagda ¢oziinen
Vitamin A ve D kremada yogunlagmig durumdadr.

Siitte Kazein, B-laktoglobulin ve o-laktalbumin olmak tizere baghca ig¢ tir protein
bulunmaktadir. Bunlann iigii de globiiler proteindir Globuler proteinler kompakt halde kiiresel
yapida kalmaya egilim gosterirler ve fibroz proteinlerine gore kolloidal siispansiyon geklinde
suda daha kolay ¢oziinebilirler. Viicut i¢in gerekli tiim esas aminoasitleri igermesinden dolayx siit,
ozellikle protein kaynag: olarak 6nemli bir besin maddesidir. Peynir eldesinde siit proteinlerinin
iiriin ve peynir suyunda dagilimm asagidaki tabloda verildigi gibidir.

Cizelge 2.1 St proteinleri

Siit Proteinleri % Total % Peynir su he
Kazein 17
B-lactoglobulin 10 58
a-lactalbumin 2 13
Immunoglobulinler 2 12
Serum albumin 1 6
Minor proteinler 2 12

Siitteki esas protein olan kazein bir fosfoproteindir. Fosfat gruplan aminoasidlerin yan
zincirlerindeki baz1 hidroksil gruplarina baglanarak fosfo protein yapisi olusturmaktadir. Kazein ,
siitte kalsiyum kazeinat tuzu seklinde bulunmaktadir. Kazein molekiil agirhig ve igerdiéi fosfor
gruplant miktan farkh ola ¢ tir proteinin kangimdir. Bu tiirler, 6zellikleri ve igerdigi baz
gruplann oranlan agagidaki tabloda verildigi gibidir.



Cizelge 2.2 Kazein gegsitleri ve 6zellikleri
Kazeinler % Mol basma P Mol basinaSH Mol basma S-S M, pK

os1Kazein 45-55 8 0 0 23,500 46

B-Kazein 25-35 5 0 0 24,000 5,0
Kappa Kazein 8-15 1 0 1 19,000 3,742
Gamma Kazein 3-7 1 0 0 20,000 5.8

Alfa ve beta kazeinin molekiil agirhgi 25.000 dolayindadir ve bunlar sirasiyla molekiil bagina 9
ile 4-5 kadar fosfat grubu bulundurmaktadirlar. Her ikisi de suda ¢oziinme 6zelligine sahiptir.
Molekiil agirh@ 8.000 dolayinda olan kappa kazein 1-2 fosfat grubuna sahiptir. Kappa kazein
misellerin olusumunu saglayarak diger iki tiirtin suda ¢6ziinmesinden de sorumludur .

Kalsiyum kazeinatin izoelektrik noktas: pI: 4,6 *dir. Bu protein pH’s1 4,6’dan daha az olan sulu
ortamda ¢oziinmez. Siitiin pH’s:t 6,6 oldugundan, kazein bu ortamda negatif yiklidir ve tuzu
seklinde ¢6ziinmiis durumdadir.Eger siite asit ilave edilirse, kazein misellerinin yiizeyindeki
negatif yik nétralize olur (fosfat gruplarimn protonlagmasi sonucu ) ve notral protein ¢oker,
kalsiyum iyonlan ise ¢ozeltide kalir. Bu islem, sit kesildigi zaman meydana gelmektedir.

Ca- cazeinat + 2H » Kazein+ Ca ™ @D

Yaglar ve proteinler ¢oktiirilerek siitten uzaklastinildifinda, sulu ortamda ¢6znmeyen
karbohidratlar ise peynir alt1 suyunda (whey) kalmaktadir. Siitteki esas karbohidrat laktozdur.
Laktoz [4-O-(B-D-galaktopiranoz) ] memeliler tarafindan sentez edilen tek karbohidrattir. Bu
karbohidrat bir molekiil D-glukoz ve bir molekiill D-galaktozun 1- 4 glikozidik bagiyla

birlesmesinden olusmakta ve 'mammary gland’de sentez edilmektedir.
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Sekil 2.1 Laktoz Molekiilii
2.2.2 Peynir Eldesi

Peynir siitiin pihtilagtinlip peyniralti suyunun ayrilmasmdan sonra, pthtinin degisik sekillerde
islenmesiyle elde edilen bir siit tiriinidar. Sitiin pihtilagtiriimasi, peynir yapiminda en nemli
asamalarindan birisi olup, bu agamada elde edilen pithtimn reolojik ve biyokimyasal nitelikleri,
elde edilecek peynirin Ozelliklerini ve verimini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle kaliteli
peynir iiretiminde siitiin pihtilagtiriimas: agamas: 6nem tagimaktadir.

Siitiin pihtilagtirilmasi iki farkli yontemle gergeklestirilir.
1- Asid ile pihtilagtiriima
2-Enzim etkisiyle pihtilagtinlma

Birinci yontemle siitiin pihtilagtirilmas: , siitii ya kendi halinde bir siire bekleterek , yada siite
laktik kiiltiir, asid ve laktonlardan birinin ilavesiyle pH degerini diigtirerek gerceklestirilebilir. Bu
yontemde izoelektrik noktanin (pH:4,6) lizerinde bir pH’da pihtilagma yapildiginda 1sil iglemden
yararlanilir (siitiin %0.25 LA’da 82° C de pihtillagmas: gibi). Bu yontemle kazeinin izoelektrik
noktasinda ya da buna yakin bir pH’da elde edilen pihtilar taneli ve esnek olmayan bir yap:
gostermektedirler. Bu tir uygulama enzimle pihtilagtirmaya gore, oldukga simirli olarak
kullanilmaktadir (Scott, 1981; Fox, 1987).



Ikinci yontemde siitiin pihtilagtiriimasi proteolitik enzimlerin etkisi ile saglanmaktadir. Bu enzim
preparatlan Peynir Mayas: olarak da adlandinlmaktadir. Peynir mayalan «-kazeini, Para -x-
kazein ve makropeptide parcalayarak siitiin pihtilagmasin1 gergeklestirmektedirler (Schwimmer,
1981).

Peynir iiretiminde standardize ve pastorize edilen siit, segilen mayalanma sicakhifina kadar
sogutulur. Uygulanan mayalanma sicaklig: genellikle 20°C’nin iizerinde ve 40°C’nin altindadir.En
fazla uygulanan ise 30°C dolayinda mayalanmadir. Ciinkii 21-27 °C “ler arasinda elde edilen piht1
yumusak ve jelimsi , 30 °C °de elde edilen siki ve kesim swrasinda kiigiik pargalar haline
getirilmesi zor nitelikte , 33-36 °C ‘ler arasinda elde edilenler ise sert ve lastiksi ozelliktedir
(Scott, 1981) . Mayalama sicaklifina getirilen siite bazi maddeler ilave edilmektedir. Bunlar
igerisinde ozellikle kalsiyum kloriir ( CaCly) ve 'starter’ kultiirleri 6nemlidir. Peynir mayasindan
once siite katilan kalsiyum klorir pihtilasmayr kolaylastirmaktadir. Fazla miktarda kullamlan
kalsiyum kloriir ise pihtilagma agisindan bir yarar saglmadig: gibi , ac1 tat olugmasina da neden
olmaktadir. Starter kiiltiiriiniin mayalama asamasindaki temel iglevi ise asid olugturmasidir. Siitiin
mayalama sicaklifina sogutulmasindan hemen sonra ilave edilen starter kiiltiirleri , 6ngorilen
siire iginde sitiin asidligini belirli bir diizeye yiikselterek 6n olgunlagmasmi gergeklestirirler. PH
'mn diiglirilmesi ptht1 olugum siiresini ve piht1 formasyonunu olumlu yonde etkilemektedir.
Ancak belirli bir degerin altina diigmemesi gerekir. Ciinkii, mayalanma sirasinda ortamun asid
dizeyi yiikseldikce, elde edilen piht1 da asid piht1 niteliini almaktadir. Enzimlerin etkisiyle siitiin
koagiilasyonu sonucu olusan pihti peynir ¢esidine uygun biiyiikliiklerde kesildikten sonra
kangtirilip tuzlanarak kaliplara aktariimakta, burada belirli bir siire kendi halinde siiziildiikten
sonra baskiya alinarak siizme tamamlanmaktadir.

Peynir elde edildikten sonra tiiketimine kadar gegen siirede peynirin tadi, kokusu, rengi, ve
yapisinda degismeler meydana gelmektedir ve bu agsama peynirin olgunlagsmasi olarak
adlandinlmaktadir. Bu agamada enzimlerin ve mikroorganizmalarin (bakteri, kiif , mayalarin)
faaliyetleri sonucu su kaybi, laktozun fermentasyonu , proteinlerin ve siit yaginin pargalanmasi
gibi olaylar meydana gelmektedir ve sonugta peynir kendine 6zgii nitelikleri kazanmaktadir
(Demirci, 1996).




2.2.2 Peynir Eldesinde Kullanilan Proteazlar

Peynir elde edilmesinde kullanilan proteazlar (proteinazlar) aspartik proteinaz (EC .3.4.23) olarak
bilinen enzim smifina girmektedirler. Bu enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri pH aralig:
1.5-5.0 olup, aktif merkezleri iki aspartik asid artif1 bulundurmaktadir. (Voynick ve Fruton, 1971
; Dalgleish , 1982) Aspartik proteinaz enzimlerinin ¢ogu yap: ve sekuans homologudurlar ( Smith
ve Yada , 1991).

Bu enzimlerin peynir yapiminda bagarili sonu¢ vermesi, sadece siiti pihtilagtirma ozelliklerine
bagli degildir. Peynir iiretiminde yer alan enzimlerin proteolitik 6zellikleri de 6nem tagimaktadir.
(Dalgleish 1982) .Aspartik proteazlar bu konu edilen aktiviteleri ile ilgili olarak farkhiliklar
gostermektedirler. Omegin kimozinin proteolitik aktivitesine oranla sttii pthtilagtirma aktivitesi
(MCA/PA) daha yiiksek iken , domuz(porcine) pepsininde bu oran daha diisiik degerdedir. Aktif
merkezlerinde aspartik asid igermeyen tripsin, o-kimotripsin, papain gibi proteazlann siitii
pihtilagtirma aktiviteleri, proteolitik aktivitelerine oranla oldukga diigliktiir. Aymt grupta yer alan
bu enzimlerin aktiviteleri arasindaki farkhiliklar konformasyonlarindaki degisikliklerden ileri
gelmektedir (Yada ve Nakai, 1986).

Aspartik proteinazlar, sitte bulunan kazein misellerinin dig yiizeyinde yer alan kappa-kazein
molekiillerindeki fenil alanin(105)-metiyonin (106) bagim hidrolizleyerek pihti olugumuna yol
acarlar. Kimozin ¢ok spesifik olarak kapa kazeinin bu bagim hidrolizlemektedir (Visser vd.,
1987; Abdel Malak, 1992 ;Turhan ve Muthi, 1997) . Omegin mikrobial rennetlerin kazein
hidrolizindeki etkisi bu belirtilen baga gok spesifik degildir ve bu da peynir eldesinde iiriiniin
kalitesini etkilemektedi.
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Sekil 2.2 Kazein Miselleri ve Kimozinin Kazeini Hidrolizi

Carlson deneysel galismalarinda, kappa-kazeinin %65’ten fazlasi hidrolizlendiginde pihti
olusumunun gergeklestigini gostermistir. Green ve galisma grubu da elektron mikroskobu ile

yaptiklari incelemelerde benzer sonucu elde etmislerdir (Van Hooydonk ve Walstra, 1087).

2.3 Mucor miehei Rennet (EC 3.4.23.6)

Fungal rennetin tretiminde kullanilan Mucor miehei susunun 6zelligi iiretilen enzimin aminoasid
kompozisyonunda ve molekiil agirliginda etkilidir (Smith ve Yada, 1991). Sadece Mucor miehei
CBS 370.65 ve NRRL 3169 suslarindan elde edilen fungal rennetlerde amino asid
kompozisyonlar1 benzerdir, ancak molekiil agirliklari farklidir. Mucor miehei’e ait birkag sus
belgelenmistir. Bunlar Dutch susu CBS 370.65 (Ottensen ve Rickert, 1970; Rickert ve Elliot,
1973) , Wallerstein susu NRRL 3420 (Sternberg, 1971) , “Cuban “ susu (Rickert ve Mc Bride —
Warren, 1975) seklinde siralanabilir ve  Rapidase proteinase da NRRL 3169 susundan
(Lagrange vd., 1980) elde edilmektedir . Rickert ve Elliot’a gore, Mucor miehei’nin CBS 370.65
susundan olan Aspartik proteazin amino asid kompozisyonu Aspss, Thrs; , Sersg, Gluss, Proyo,
Glys7, Alags, Cycs, Valyy, Mets, Ilezo, Leuar, Tyrai, Phess, Lysio, Hisg, Argy, Trps, seklindedir.
Lagrange ve arkadaslarina gore ise bu yapi; Aspsg, Thraz , Serzs, Gluas, Proys, Glys , Alag, Cycs,
Valys, Mets, Ileis, Leugo, Tyr12, Phel7, Lysl1, His2, Args, Trps tarzindadir (Smith ve Yada,
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1991; Brown vd., 1990). Mucor miehei’nin NRRL 3420 susundan olan aspartik proteazin amino
asit kompozisyonu da; Aspsz, Thris, Serss, Gluys, Alag,, Cyca, Valie, 15(Cys) 4, Mets, Ilej1, Leus,
Tyrys, Pheis,Ony, Lyss, Hisz, Args, Trps (NHs)so olarak ifade edilmektedir (Sternberg, 1971).

Literatirlerde Mucor miehei proteinazin izoelektrik noktast 3,9 ya da 4,1 olarak verilmektedir
(Brown vd., 1990). SDS-page elektroforez ile elde edilen sonuglara gore bu enzimin molekil
agirlig ise 44. 000 veya 34.000 olarak hesaplanmistir (Brown vd., 1990). Mucor miehei rennet
yaklastk olarak %6’s1 mannoz kompleksi seklinde olan karbohidrat igerigine sahiptir (Ottesen ve
Rickert, 1970).Yapiya bagh karbohidratin proteolitik aktivitelere kargt proteini korudugu, ug
boyutlu yapisim stabilize ettifi ve boylece enzimin aktif kalma siresini arttirdigt
diigiiniilmektedir (Berger vd., 1982). Molekiillerin sekonder yapilan fazla miktarda B-Sheet ve
daha az oranda a-heliks yapisi igermektedir (Yada ve Nakai, 1985). Mucor kaynakli enzimlerin
termal direnci hayvanlardan elde edilen kimozine gore oldukga fazladir ancak MCA/PA orani
daha diigiiktiir. Bu durum aragtirmacilari fungal rennetleri modifiye etmeye yonlendirmistir
(Smith ve Yada, 1991).

Peynir iiretiminde kullamlan rennetin yaklagik %60 *1 aktif olarak peynir alt1 suyunda (whey)
kalmaktadir (Holmes ve Emstrom, 1973). Mucor miehei mantarindan elde edilen rennet,
kimozine gore gok daha fazla termal stabilite gostermektedir. Mucor miehei rennet peynir
eldesinde kullanilan enzimler arasinda isiya en direngli olamdir. Peynir suyunda bulunan
sicakliga en dayamkli protein ise o-lactalbumindir (Lyster, 1970) Bu protein mucor miehei
rennete gore gok daha termalstabildir. Peynir suyunun yan Griin olarak degerlendirimesi, ornegin
bazi gida maddelerinin iretiminde kullanilmas: nedeniyle, bazi olumsuzluklara yol agtigindan
icinde kalan proteazlarmn inaktive edilmesi onemlidir. Sicakhiga bagli olarak, yani 1sitma ile
saplanan inaktivasyon biitiin proteazlar igin benzer etki gostermektedir ve bu etki pH’dan
bagimsizdir. Ancak termal inaktivasyon prosesinin hiz1 pH’ya duyarlidir. Disik pH’larda termal
inaktivasyona karg: direng artmaktadir. % 50 oraninda rennet ve pepsin igeren kangim sicaklik
etkisiyle, Mucor miehei ve Mucor pusillusa gore gok daha kolay inaktive olmaktadir (Hyslop vd.,
1979).
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2.4 Polimer-Protein Kompleksleri

Kimyasal enzimolojinin en 6nemli sorunlarindan biri enzimlerin stabillegmesi ile ilgili bilimsel
prensiplerin arastinlmasidir. Bu problemin ¢ziilmesi tipta, kimyasal teknolojide, gida sanayiinde
analitik amaglar v.b. gibi genis pratik uygulamas: olan stabil enzim preparatlarinin olusturulmasi
agisindan Onemlidir. Bu sahadaki aragtirmalarin ¢ogu, termostabil protein (enzimler)
sentezlemeye yonelmistir. Enzimlerin stabillestirme yontemlerinin bulunmasiyla giincel bir
problem olan bioorganik katalizérlerin iretimi saglanacaktir. Enzimin stabillendirilmesi
probleminin ¢6ziim yollarindan biri polimerlerden yararlanmaktir. Sentetik polimerler protein
partikiilleriyle kompleks olusturarak enzim molekiili yiizeyinde tek baglarina mikro ortii
olusturabilirler (Mustafaev.M.1, 1996)

2.5 Fluoresans Spektroskopisi

Bir molekiiliin enerjisi, elektronik(E,), vibrasyonal(Ey) ve rotasyonal(E;) enerjilerin toplamindan
olusmaktadir. Her bir elektronik enerji seviyesi bir seri vibrasyonal seviye bulundurmaktadir.
Vibrasyonal seviyeler de birbirine olduk¢a yakin olarak yer alan rotasyonal seviyeler
icermektedir. Genel bir kural olarak, oda sicaklifinda molekiillerin gogunun temel elektronik
halin en diisiikk vibrasyonal seviyelerinde bulundugu kabul edilmektedir. Molekiiler orbitalde
spinleri antiparalel olarak yerlesmis elektron ¢iftinin durumu singlet hal olarak adlandirihir. Bu

elektronlarn spinlerinin paralel oldugu durum ise triplet hal seklinde ifade edilmektedir.

Isik enerjisi absorplandiginda temel hal So’ dan yukarn dogru enerji gegisleri meydana
gelmektedir. Absorpsiyon spektrumunda birbirine ¢ok yakin olarak yer alan rotasyonal seviyeler
aras1 gegisler algilanamaz. Bazi molekiillerde vibrasyonal seviyelerin yerlesimi gok karmagik
degildir. Bu molekiillerdeki vibrasyonal seviyeler absorpsiyom spektrumunda bir seri maksimum

noktasi seklinde izlenebilir.

Herhangi uyanilmis (excite) halin iist vibrasyonal seviyelerinde bulunan bir elektron, fazla
vibrasyonal enerjisini gevresindeki molekiiller ile carpisma sirasinda verebilir. Bu islem
vibrasyonal relaksasyon olarak adlandinilmaktadir. Bir molekiiliin, yiiksek elektronik seviyenin
diisiik vibrasyonal seviyesinden, diisiik elektronik seviyenin iist vibrasyonal seviyelerine gegisi
ise “i¢ gegis” (vibrational relaxation) olarak adlandinlmaktadir (Sekil 2.3). Kural olarak
molekiiliin en disiik uyarilmig hali S;’in, en diisiik vibrasyonal seviyesine gegisi gergeklesir. Sy
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uyarilmig halde kalma siiresi (lifetime of S; state) 10 saniye dolayinda iken daha iist seviyelerde
102 saniye kadar olmaktadir.

Uyanlmg singlet hal S,’in en digiik vibrasyonal seviyesinden temel hal S,’in herhangi
vibrasyonal-rotasyonal seviyelerine geciste verilen emisyon fluoresans olarak adlandiriimaktadir.
Triplet halden temel hale gegiste olusan emisyon ise fosforesans denilmektedir(Sekil 2.3).
Fluoresans maddenin uyanlmig halde kalma siiresi fluoresans oOmrii (lifetime) seklinde
isimlendirilir. Emisyonun yiiksek hizda gerceklestigi fluoresansta omiir 10%s-10ns kadardur.
Fosforesansta emisyon fluoresansa gore daha uzun siirede gergeklesmekte ve émiir milisaniye
diizeyinde olmaktadir(Demchenko,2000; Lakowich,1986).

S, v
7
I ¢ gesis
]
]
e =gy
Absorpsiyon T,
‘ Fluoresans —
hy, Ahy, # i hy,
Fosforesans
So 1 '
Sekil 2.3 Jablonski diyagrami
2.5.1 Ayna Gériintiisii Kurah

Bir molekiiliin absorpsiyon spekturumu elektronik olarak  uyarilmig halin vibrasyonal
seviyelerini yansitmaktadir. Genellikle elektronik uyarma vibrasyonal seviyelerin yerlesim

durumunu degistirmediginden, emisyon spektrumu molekiiliin absorpsiydn spektrumunun ayna
gorintisine ¢ok yakindir (Sekil 2.4 ).
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Sekil 2.4 Fluoresans emisyonunda ayna goriintiisi

2.5.2 Stokes Kanunu

Enerjide meydana gelen kayip nedeniyle, fluoresansin dalga boyu uyaran (excitation) 1518 dalga
boyundan daima daha biiyiktiir. Kural olarak buhar fazindaki atomlar harig, absorpsiyona gére
emisyonda daima daha diisiik dalga boylarina dogru bir kayma izlenir. Bu durum ilk defa 1852
yilinda Stokes tarafindan izlendigi i¢in ‘Stokes shift” adini almigtir. Solvent etkisi ve uyarilmig
halde gerceklesen reaksiyonlar nedeniyle Stokes shift daba kapsamli boyutta
gerceklesebilir(Demchenko,2000; Lakowicz,1986).

Polar ¢éziiciilerdeki indollerin fluoresans spektrumlar1 Stokes shift'in orijini konusunda 6nemli
bilgiler vermektedir. Yapilan deneysel caligmalarda, indol tiirevlerinin polaritesi farkl
coziiciilerde elde edilen fluoresans spektrumlar, maksimum noktada meydana gelen Stokes
shiftin ¢éziiciiniin dielektrik sabiti ve kirilma indisi degerlerine bagli oldugunu gdstermektedir.
(Gryczynski vd., 1975; Andrews vd., 1974; Sun ve Song, 1977; Kawski, 1974; Gladchenko ve
Pikulik, 1967). Bu deneysel ¢alismalarin sonuglari, temel hale kiyasla eksite haldeki dipol
momentte énemli 6lgiide degigme meydana geldigini gostermistir.

Stokes shifti'in, indol molekiilleri ¢evresinde yer alan ¢oziicii molekiillerinin yerlesim diizeninin
eksite halde hizla degiserek farkli bir durum almasindan ileri geldigi sonucuna vanlmigtir (Szabo
ve Rayner, 1979).
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2.5.3 Fluoresans Omrii ve Kuantum Verimi

Kuantum verimi birim zamanda, “steady-state” sistemde yayinlanan foton sayisinin, absorplanan

foton sayisina oranina denir. Hiz sabitleri I" ve k uyarilmig hali azaltir. Kuantum verimi,
Q=I/T+k 22

formiila ile ifade edilmektedir.

Fuoresans emisyonundaki duruma bezer 6rnek olusturan radyoaktif bozunmada deaktivasyonun
radyasyon hizi, radyoaktif bozunma hizindan daha kiiciik ise ( k<< I') kuantum verimi 1’e
yaklagabilir. Hesaplamalarda kolaylik saglamasi agisindan tiim olast bozunma prosesleri tek hiz
sabiti k ile ifade edilerek, tek bir grup olarak degerlendirilmektedir.

Fluoresans 6mrii (lifetime) ise, molekiiliin uyanlms halde kaldig1 ortalama siiredir. Genellikle bu

siire 10ns dolaymndadir. Omiir,
T=1/T+k (23)

esitligi ile verilmektedir.

Bazi molekiiller t= 1 aminda fotonlarini yayarlar. Bir tek eksponensiyal bozunmada t= 1 “den 6nce

molekiliin %63 ‘i ve t> 1 aninda da %37’si degisime ugramaktadir.

Fluoresans emisyonu gerc¢eklesirken, i;1ma diginda i¢ gegisler v.b. ile enerji kayiplar1 meydana

gelmediginde hesaplanan fluoresans 6mriine 'intrinsic' fluoresans 6mri denir ve

1=1/T 2.4)
formiilii ile ifade edilir. Kuntum verimi ile fluoresans 6mrii arasindaki baglant: ise

Q=1/1 2.5)

formiilii ile verilmektedir( Lakowicz, 1986)
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Kuantum verimi, oda sicakligindaki sivi ¢ozeltide son derece kiigiik deferdedir. Triplet halden
singlet hale gegisler simetri nedeniyle engellenmistir ve emisyon hiz1 yaklagik 10° dak™ veya
daha kiigiik olmaktadir. k degeri yaklagik 10° dak™ oldugundan fosforesans kuantum verimi de
oda sicakliginda diigiik degerdedir(Demchenko,2000; Lakowich,1986).

Triptofan ve triptofan tiirevlerinin fluoresans bozunmalar1 (decay) tek eksponensiyal kinetik
tarzina uymaktadir. Triptofanin 20°C’de fluoresans 6mrii (lifetime) yaklagik 3ns kadardir . Tek
foton sayma fluoresans teknikleri(single photon counting fluorescence techniques) ile elde edilen
sulu cozeltilerdeki triptofanin fluoresans bozunma grafiklerinden fluoresans omriiniin
hesaplanmasinda, iki eksponensiyal kinetikler kullamlmigtir.(Ranyer ve Szabo, 1978). Bu sekilde
335 nm’deki maksimum emisyon ile ilk lifetime 0,5 ns, 350 nm’deki maksimum ile diger lifetime
3,1 dolayinda bulunmugtur. Birden fazla triptofan iceren proteinlerde multi eksponensiyal
kinetikler kullamilmaktadir ve bilegenlerin degeri dalga boyuna baglidir(Szabo ve Rayner, 1980).

2.6 “Time-Resolved” Fluoresans

Fluoresans maddelerin emisyon dalga boyundan bagka bozunma siiresi ile de karakterize
edilebilecegi diigtinilmiistir. Belirli dalga boyunda 151k enertjisi ile ¢ok kisa zaman aralifinda
uyarilan fluoresans maddenin verdigi emisyonun zamana bagl olarak degismesi, yani bozunma
profili elde edilmektedir. Fluoresans madde uyanldifinda meydana gelen reaksiyonlar (fenol ve
naftolde proton kaybi), yiik transfer kompleksi olugmasi (antrasen ve aminler arasinda), solvent
dipolar relaksasyonu, ¢oziiciiye karst duyarlilik, bir ¢ok maddenin emisyonunun ‘pulse’ ile
uyarilmayi takiben, zamana bagh olarak daha biiyiik dalga boylarina kaymasina sebep olur(Sekil
2.5). Bu belirtilen sebeplerle zamana bagli olarak gergeklesen kayma, zaman-ayinnmh fluoresans
spektrumu ‘TRES-Time Resolved Emission Spectra’ ile izlenebilir. TRES spektrumu uyarilma
‘pulse’unu takiben gesitli zamanlarda almnarak elde edilmektedir TRES olgtimleri
makromolelillerin sekil ve durumu hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir(Lakowicz,1986).
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I

Dalgaboyu

Sekil 2.5 Uyarilmayi takiben zaman araliklari ile alinan spektrumlar

2.7 Protein Molekiillerinin Fluoresans Ozelliklerinden Yararlanilarak incelenmesi

Proteinlerin yapisinda fluoresans veren {i¢ aminoasid bulunmaktadir. Bunlar triptofan(trp)
tirozin(tyr), ve fenil alanin(phe)’dir. Bu aminoasidlerin absorpsiyon spektrumlann Sekil 2.6’da
gosterilmistir. Ancak proteinlerde fenil alaninin kuantum verimi diisiik degerde oldugundan, bu
aminoasid artifindan ileri gelen emisyon ihmal edilebilir olarak alimir. Fuoresans vermesi igin
proteinler genellikle 280nm dolayinda dalga boyunda i1sik ile uyariimaktadirlar. Proteinlerin
280nm’de absorpsiyonu tirozin ve triptofan artiklarindan ileri gelmektedir. Proteinlerde yalnizca
triptofamin verdigi fluoresansi elde etmek igcin 290nm'den biyilk dalga boyunda uyarma
yapilmalidir (Sekil 2.6, Sekil 2.7).

Fluoresans spektroskopisi protein molekiiliiniin ¢ozeltideki durumu hakkinda bilgi vermektedir.
Proteinlerin verdigi fluoresans ¢ozeltinin pH degeri, ¢oziiciiniin dielektrik sabiti, sicaklik gibi
faktorlerden etkilenmektedir. Alinan fluoresans spektrumian, protein molekiillerinin substrat ile
etkilegimi, elektron aligverisi, assosiasyon reaksiyonlari, denatiirasyon v.b. izlenmesine de olanak
tamimaktadir(Lakowicz,1986).
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2.8 Elektroforez

Elektroforez terimi bir elektrik alamin etkisi altinda yiiklii bir partikilin go¢ etmesi olarak
tanimlanabilir. Amino asitler , peptidler , proteinler, niikleotidler ve niikleik asitler gibi 6nemli
biyolojik molekiiller iyonize olan gruplar igermektedirler ve boylece herhangi bir pH’da soliisyon
icerisinde élektrikc;e yiiklii katyonlar (+) ve anyonlar (-) olarak bulunurlar. Bir elektrik alan
etkisiyle bu yiiklii partikiiller net yiiklerine bagimli olarak katoda ve anoda dogru go¢ ederler.
Elektriksel alanda g6¢ hizlan ve mobiliteleri ; alamn siddetine, molekiillerin net yiikiine,
biiyiikliidiine, sekillerine ve molekiillerin hareket ettikleri ortamin iyonik siddetine , viskozitesine
ve sicakligina baghdir.

Elektroforez protein kanigimmin bilesenlerinin ¢dzmek ve ayirmak igin kullamlan ideal bir
analitik yontemdir. Proteinler izoelelektrik noktalarinda (pI) hari¢ diger pH’larda yiiklenirler, ve
elektrik alanda yiklerinin yogunlufuna bagl olarak gogederler. Genelde omek bir destek
maddesi iizerinde gb¢ ederler. Bu matriks kagit, selilloz asetat, nisasta jel, agaroz veya
poliakrilamid jel olabilir.iglem strasinda 1s1 agiSa ¢ikmasi sebebi ile olabilecek yayilmalar ve
difizyonun engellenmesi ve ayrilmig proteinlerin immobilizasyonunun zenginlestirilmesi, bu
destek materyali tarafindan saglanir.Polyakrilamid jel elektroforezi yitksek ayirma kapasitesinden
dolay1 en ¢ok tercih edilen yontemdir . Proteinlerin ayrilmasi amaciyla bir ¢ok elektroforez
teknidi mevcuttur.Bunlarin temeli : boyut, net yiikk ve hidrofobiklik gibi G¢ ana 6zelligin birinin
veya fiigliniin kombinasyonuna dayamir. Dogal kosullarda elektroforez ; genelde ¢oziiniir

proteinlerin, biyolojik ve enzimatik 6zelliklerinin kaybolmadan analizlenmesinde kullanifir.

Buna karsin daha sert ve denatiire edici kosullar daha az ¢oziniir proteinlerin analizinde
kullanilir. Onemli bir prosediir olan , anyonik deterjan sodyum dodesil siilfat varliginda
gergeklestirilen Poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler molekiler biytklige gore
karakterize edilirler. Protein saflagtinlmasindaki diger 6nemli yontem ise izoelektri noktalara
gore ayrim yapan izoelektrik fokuslamadir.

Protein saflastirilmasinda genel olarak Poliakrilamid jel Elektroforezi ; protein safliginin
kontrolu, fraksiyonlama, saf proteinin alt birim yapisinin incelenmesi, molekiil kiitlesi tayini,
izoelektrik nokta tayini, izoenzimlerin belirlenmesi v.b. kullamm alanlanina sahiptir.
Elektroforetik metodlarin dikkate deger dezavantaj: ise, diger saflagtirma yontemlerine gére daha



19

zaman alict olmasidir. Ancak son yillarda son derece popiiler olan minyatiir elektroforez

sistemlerinin kullanimi ile bu problem agilmgtir.

2.8.1 Poliakrilamid Jeller

Akrilamid monomerlerinin bir ¢apraz baglayict ajanla polimerizasyonu sonucu meydana
gelir Poliakril amid jelleri i¢in kullamlan en ¢ok kullamlan gapraz baglayici ajan N,N metilen
bisakrilamid (Bis)tir. Akrilamid polimerizasyonu serbest radikal katalize bir 6rnektir. Reaksiyon ,
amonyum persiilfat ve N,N,N’ N’-tetrametilendiamin (TEMED) ile baglatilir. TEMED npersiilfat
iyonunu katalizleyerek serbest radikal olugumunu saglar. Bu sekilde uzun uzun zincirli akrilamid
, caprazbagh bisakrilamid ile birlikte yapilanir. Akrilamid jeldeki gozenek boyutu akrilamid ve
bisakrilamid’in konsantrasyonlarim degistirerek ayarlanabilir. (%3-30 akrilamid konsantrasyonu
aralifinda) Disiik yiizdeli jeller biyiik gbzenek gapina, biyiik yiizdeli jeller kiicik .gdzenek
¢apina sahiptir.

2.9 Proteinlerin Elektroforezi
2.9.1 Dogal Sartlarda Poliakrilamid Jel Elektroforezi
2.9.1.1 Siirekli Bolge Elektroforezi (CZE)

Ayirma analizlenen proteinin yiik ve boyut 6zellikleri temeline dayanir.Uygun jel konsantrasyonu
proteinlerin boyutuna bagli olarak segilmelidir. Bu yontemle proteinlerin aktiviteleri test
edilebilir. Ancak bu sistem sadece ¢oziiniir proteinler ve elektroforez sirasinda agregatlagmayan
proteinler igcin uygulamr. Tek homojen tampon sisteminde gahsllmaktadlf, tampon ve pH
segiminde bir simirlama yoktur.Ana avantaji jel hazirlanmasi ve elektroforez yonteminin hizh ve
basit olmasidir.Ana dezavantaj ise, disiik ayirma kapasitesidir ve seyreltik 6rek soliisyonlarinin
analizi i¢in uygun degildir.
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2.9.2 Denatiire Edici Kogullar Altinda Elektroforez

2.9.2.1 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygin olarak kullanilanidir ve proteinlerin karigimlarim
analizlemek agisindan 6nemlidir Protein saflik kontroliiniin bir dl¢iisiidiir ve protein boyutuna
gore bir ayrim yapmas: sebebiyle bagil molekiil kiitlesi tayinindede kullamilir. SDS-PAGE ‘e
uygulanacak proteinlerin merkaptoetanol ile disiilfit baglar1 kiriir ve SDS ile denatiire edilir.
Sodyum Dodesil siilfat anyonik bir deterjandir.Proteinlerin bilyiik kismi gram protein bagina 1.4
gr SDS-baglar. Boylece polipeptid zincirlerin net yiikkii maskelenir ve negatif yiikli SDS
molekiilleri igeren bir seri olusur.Negatif yiikli protein-SDS kompleksleri uzunluk bagina aym
net yiike sahip olduklan i¢in uygulanan elektrik alanda ayni mobilite ile molekail kiitlelerine gére
molekiiler eleme prensibine gbre anoda dogru ilerler Kiigiik proteinler daha izl hareket ederken,
jelin gbézenek boyutuna bagh olarak, biyiik proteinler siirtiinme etkisiyle daha yavas hareket
ederler. Saf bir protein SDS jel elektroforezinde tek bant verir. Ancak proteinin alt birimlerinin
farkli farkli molekiler kiitlede olmasi durumunda ise birden fazla bant gérmek
miimkiindiir. Ayrica aym ve benzer molekiil kiitlesine sahip proteinler bu yontemle aynlamazlar.
Bu yontemin en ciddi dezavantaji elekroforez sonrasinda proteinlerin enzimatik yada biyolojik
aktivitelerini yitirmeleridir. Avantaji ise proteinlerin molekiil kiitlelerinin tayinine olanak
saglamasidir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Materyal ve Yontem

3.1.1 Kullamilan Cihazlar

“Time Meﬁ’ PTI C71 model spektroflorometre

e “Quanta Master” PTI model spektroflorometre

e Aktivite tayininde Clifton model su banyosu

e UV-Vis. Shimadzu Model 150 02 Spektrofotometre

e E-C 120Apparatus Corporation mini protein Elektroforezi
e Bio-Rad Power PAC 300 gii¢ kaynag:

e Cyber Scan marka pH metre

e Cary 3 Bio UV-Visible Spektrofotometre

¢ Jel Kurutucu (Gel Drayer) EC 355 E-C Apparatus Corporation
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3.1.2 Kullamilan Maddeler
Saf Mucor miehei Rennet Sodyum hidroksit Etil alkol
Ticari Mucor miehei rennet Hidroklorik asit N,N,N’,N’-tetrametilendiamin
(TEMED)
Sitrik Asit %30’luk Hidrojen Peroksit Tris
Asetik asit Kalsiyum kloriir Potasyum hidrojen fosfat
Sodyum dihidrojen fosfat Amonyum Persiilfat Dekstran siilfat
Agaroz Glisin Sodyum monohidrojen fosfat
Sodyum kloriir Potasyum dihidrojen fosfat Sodyum Periyodat
Gliserol -Merkaptoetanol
Bromfenol Blue Yagsiz Siit tozu (Pinar)
Sodyum Dodesil Siilfat
Human Serum Albumin
Sodyum hidrojen karbonat Akrilamid
Sodyum hidroksit N,N’-Methylene-bis-akrilamid
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3.2. Termolabil Enzim Eldesi i¢cin Yapilan On Calisma
3.2.1 Deneyin Yapils:

Sanayide kullanilan yaklagik 125.000 kuvvette Mucor miehei Rennetten alinan 100 ml 6rnege
belirli hacimlerde %30 ‘luk H,O, ilave edildi. Baglica metiyonin oksidasyonunun gergeklestigi
belirtilen reaicsiyon her giin normal aktivite ve termal aktivite Olgiimleri yapilarak izlendi
(Coraelius ve Elkbart, 1982)

3.3 Aldehitik Dekstran Siilfat — Mucor michei Rennet Konjugatinin Hazirlanmasi
3.3.1 Kullamilan Cozeltiler

A)' Tuzsuz Fosfat Tamponu (pH:7,2)
52,2 gr K;HPO4 600 ml suda ¢oziildi, tizerine 600 ml suda ¢ézilmiis 27,2 gr KH,PO, ilave
edildi ve kangtinild.

B) PBS Tamponu
8,4 gr NaCl'iin 20 ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢oziinmesiyle hazirland.

C) Aldehitik Dekstran Siilfat Polimeri
Dekstran siilfatin suda ¢oziilmiis ¢ozeltisine NalO; ilave edildi. Kangim 20°C’de 5 saat
karigtirildi, ve sonra 24 saat dializ edilerek sentez iglemi tamamlandi.(Sacco vd.,1998)

D) Aldehitik Dekstran Siilfat Polimer Cozeltisi
2 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

E) Enzim Cozeltisi (Stok)
0,09315 gr Mucor miehei renet 3 ml PBS tamponunda ¢oziilerek hazirlands .
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Sekil 3.1 NalQy ile yiikseltgenmis dekstran molekiilii

3.3.2 Deneyin Yapihsi

Dprot / Dpoly Oram 10,20 ,30 alinarak, konjugat elde etmek tizere Mucor miehei rennetten ilave

edilecek miktarlar (3.1) formiiliinden hesaplandi.

Nprot/ Npoly = Cprot X Mpoty / Cpoly X Mprot (3.1
Cpoly= 0,1 gr/ ml

Moty =500.000 Dalton

Miennet =44.000 Dalton

PH’s1 7 olan Polimer-protein karigimi bir gece + 4°C ‘deki soguk odada kanistirilarak bekletildi.
Olusan konjugatlar buzdolab: soguklugunda(+4°C) korundu.

Konjugatlarin tuzsuz ortamdaki ozelliklerini incelemek igin  konjugat ornekleri dializ
membranina konuldu ve tuzsuz fosfat ¢ozeltisine kars: dializ edildi(+ 4°C ‘deki soguk odada bir

gece karnigtinilarak bekletildi). Dializ edilmis konjugat 6rnekleri buzdolabi sogiklugunda korundu.
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3.4 Mucor miehei Rennetin Ozelliklerinin incelenmesi

3.4.1 Aktivite Tayini

Literatiirde verilen yonteme goére, siit tozunun destile suda ¢6ziinmesi ile hazirlanan siit 6rnegi
30dakika karanlikta bekletildi. Ticari enzim omeginin 2 mP’si pH degeri 5.50 olan asetat
tamponu ile 50 m!l’ye seyreltildi. iki adet 250 ml siit 6regi 32°C’lik su banyosunda termal
dengeyi saglamak iizere yaklagtk 10 dakika bekletildi. Siit orneklerine seyreltilen enzim
orneginden 5ml ilave edildi. Pihtinin oldugu an go6zlendi ve siire kaydedildi. Gerekli
hesaplamalar yapilarak aktivite degerleri belirlendi. (Kokusho vd., 1976). Bu yontem termolabil
enzim eldesi i¢in uygulanan iglemden 6nce, ve sonra da reaksiyonun gidigini izlemek iizere enzim
orneklerine uygulandi. (MCU Assay, Valley Research Inc.)

Farkli pH’larda saf enzimin (%91,5 oraninda NaCl igermektedir ) ve dializlenmig saf enzimin
aktiviteleri de tayin edildi. Ayrica sentez igleminde enzim/polimer mol oram 10 ,20, 30 alinan
enzim-dekstran konjugatlarinin ve bunlarin dializlenmis 6rneklerinin farkli pH ’larda aktiviteleri
tayin edildi.

Bu denemelerde enzim, siit 6rnegi ve CaCly ¢ozeltisi aym: pH’lardaki tampon ¢ézeltilerde
hazirlandi(Tablo 7.1). Farkh olarak, ¢ok ufak hacimlar kullanilmakla birlikte, pH 7'de hazirlanan
konjugat 6rekleri , herhangi pH ayan yapilmadan belirli pH'daki siite eklendi. Siit proteinleri
asidik ortamda, herhangi proteolitik enzim etkisi olmaksizin da ¢okelti olugturabilmektedirler
(Demirci, 1996). Bu nedenle enzim aktivitesine pH etkisini gézlemek iizere, bu proteinlerin
¢okelti olusturdugu pH aralif belirlendi.

3.4.1.1 Kullanilan Cozeltiler

e 66,23 g CaCl, 100 ml tamponda ¢oziildi. Bu ¢ozeltiden 1.35 g tartilip tamponla 1 It ‘ye
seyreltildi. 110 g siit tozu belirtilen ¢ozeltide ¢6ziildii ve hazirlanan siit 6rnedi karanlikta 30
dakika bekletildi.

e 1 gr Mucor miehei rennet 25 ml tamponda ¢6zildi.
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Cizelge 3.1 Mucor miehei rennetin ativite tayininde kullanilan tampon ¢ozeltiler

PH Kullanilan Tampon
50 0.05 M Asetik Asit
55 0.05 M Asetik Asit
6.0 0.05 M NaH,PO,
6.5 0.05 M NaH,PO,
7.0 0.05 M NaH,PO,

3.4.2 Termal Aktivite Tayini

Asetat tamponuyla seyreltilmis ticari enzim 6rnegi 65.6°C’deki su banyosuna konularak 15
dakika bekletildi. Bu 6rnekler tam 15 dakika sonra buz banyosunda 5 dakika birakildi. Yukarida
verilen yontemde oldugu gibi piht1 olusum siiresi gézlenerek, sicaklik etkisine maruz birakilan
orneklerde aktivite tayini yapildi. Boylece enzimin aktivitesine sicakhifin etkisi gorilmiis
oldu.(Thermal Labile Assay, Valley Research Inc.)

3.5 Mucor miechei Rennetin ve Polimer Konjugatlarmm Farkh pH’lardaki Tampon
Cozeltilerde Degisen Sicakliklarda Fluoresans Ozelliklerinin incelenmesi

3.5.1 Ornegin Hazirlanmas:

0.2 gr saf Mucor miehei renneti 10 ml tamponda ¢ozerek hazirlanan farkli pH’lardaki
orneklerden 250 ul alip ilizerine 5ml tampon eklendi , pH ‘st kontrol edildi, gerektiinde ayar
icin 0.1 N NaOH / 0.1 N HCI ¢ozeltileri kullanildi. Hacmi 10 ml ‘ye tamamlanarak ¢ozeltinin
son pH’s1 okundu.
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Cizelge 3.2 Mucor miehei rennetin steady state spektrofluorometresinde fluoresans
Ozelliklerinin incelenmesinde kullanilan kullamlan tampon ¢ozeltiler

Kullamlan Tampon Cozeltiler pH Araliklan
0.1 M Sitrik Asit 1-25
0.05 M Asetik Asit 3-5
| 0.05 M NaH,PO, 6-8
0.05 M Tris 9

3.5.1.1 “Steady State” Fluoresans Spektroskopisi

Omekler, seyrelmeyle absorbsiyonlar 0.05 - 0.15 araligina ayarlanarak 6lgiim almaya uygun
hale getirildi.. Uyarma dalga boyu hem 290 nm’ye hemde 300nm’ye ayarlanarak steady state
fluoresans spektroskopisinde PH’s1 1.25 ,3.17, 5.49, 7.14, 9.11 olan enzim ¢dzeltilerin 10 ile 65
% C arasi degisen sicakliklarda okunan steady state emisyon spektralanindan , dalgaboyundaki

kayma ve fluoresans siddetindeki degisim okundu .

3.5.2 ()megin Hazirlanmasi

1 gr saf Mucor miehei rennet 25 ml tamponda ¢oziiliir . Fluoresans dlgiimii yapilacak émekler bu
enzim ¢ozeltisinden 400 pl almp 3600 ul’ ye aym tamponla seyreltilerek hazirlanir ve pH’st

kontrol edilir.
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Cizelge 3.3 Mucor miehei rennetin Time master spektrofluorometresinde fluoresans
ozelliklerinin incelenmesinde kullanilan kullamlan tampon ¢ozeltileri

Kullanilan Tampon Cozeltiler Caligtiklar: pH Araliklan
0.05 M Asetik Asit 3-5
0.05 M NaH,PO, 6-8
- 0.05 M Tris 9

3.5.2.1 “Time — Master” Fluoresans Spektroskopisi

pH’s1 3,5,7,9o0lan dmeklerin 10 ile 65 °C arast degisen sicakhklarda uyarma dalga boyunu
297 nm’ye ayarlayarak “Time- Master” fluoresan spektroskopisinde time-resolved emisyon
spektrumlarini aldik . Sicaklik degigsimine baghi olarak maksimum dalga boyunu ve bu dalga
boyuna karsilik gelen fluoresans giddetini okuduk. Bozunma”decay” spektrumlarindan
uyarma dalga boyu 297 nm, emisyon dalga boyu ise time resolved spektrumlarda kaydedilen

maksimum dalga boyuna ayarlanarak fluoresans émiirleri okundu.

3.5.3 Ornegin Hazirlanmasi

o 2,5ml 10 oranl: konjugattan alnip 0,5 ml tampondan ilave edildi ve pH’st okundu.

o 1,25 ml 20 oranl: konjugattan alinip 1,75 ml tampondan ilave edildi ve pH’s1 okundu.

o 0,833 ml 30 oranli konjugattan alimp 2.167 ml tampondan ilave edildi ve pH’st okundu.
Konjugatlar Cizelge 3.3’teki tamponlarla farkli pH’larda hazirlandi.

3.5.3.1 “Time — Master” Fluoresans Spektroskopisi

pH degeri 3,5,7,9 dolayinda olan konjugat drneklerin 10 ile 65 °C aras: degisen sicakliklarda
uyarma dalga boyunu 297 nm’ye alinarak time- resolved emisyon spektrumlan kaydedildi.
Sicaklik degisimi ile birlikte maksimum dalga boyu ve bu dalga boyuna karsilhik gelen
fluoresans siddeti okundu. Bozunma 'decay' spektrumliarindan uyarma dalga boyu 297 nm ve
emisyon dalga boyu ise time resolved spektrumlarinda belirlenen maksimum dalga boyu olarak

alind1 ve fluoresans omiirleri hesaplandi.
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3.6 Mucor miehei Rennetin Dogal ve SDS Elektroforezi

3.6.1 Farkh pH’larda Tek Jel Kullanarak Yapilan Dogal Elektroforez

3.6.1.1 pH 8,8 Tamponu Kullanilarak Yapilan Dogal Elektroforez
3.6.1.1.1 Kullamlan Cozeltiler
A) %30 Akrilamid/Bisakrilamid karigimi:

29g akrilamid ve 1g N,N’-Metilen-bis Akrilamid kangstinldi ve 100ml destile suda ¢oziildi. Bu
cozelti renkli sigede 4°C’de 30 giin saklanabilir.

B)1.5 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:8.8):
18.1g Tris 100ml destile suda ¢oziildi. HCl ile pH’s1 8.8 ayarlandi Bu gozelti 4°C’de
saklanabilir.

C) IM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:6.8):

12.1g Tris 100 ml destile suda g¢ozilerek pH’st HCI ile 6.8 ayarlandi. Bu ¢ozelti 4°C’de
saklanabilir.

D)%10 Amonyum Persiilfat (w/v):

0.1g Amonyum Persiilfat 1 ml destile suda ¢oziildii.

E)Yiikleme Tamponu (Sample Buffer):

1M Tris-HCLpH 6.8 1.0 ml
Gliserin(Gliserol) 1.6 ml
%0.5(w/v) ‘bromfenol blue’ 0,4 ml

destile su 5.0 mi
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F) Yiiriitme Tamponu (Running Buffer):
45g Tris-base ve 216g glisin kangtinldi, ve sonra bu kangim 3 litre destile suda ¢6ziildii.Bu
¢oOzeltiden 600 ml alinip 3 litreye tamamlandi.

G) Mucor miehei rennet enzim ¢6zeltisi:
0.2 gr enzim 5ml destile suda ¢oziilerek, elektroforez uygulanacak olan 6rnek ¢ozelti hazirlandi.

H) Polimer-Mucor miehei rennet konjugat ¢ozeltileri:

Hazirlama sirasinda mol oranlant 10, 20 ve 30 olarak alinan konjugatlarin ¢ézeltilerinden 15ul
elektroforez diskine uyguland: . Standart olarak ise 0,075 gr saf enziminl5 ml PBS’teki ¢6zeltisi
kullanilds.

3.6.1.1.2 Deneyin Yapihsi

Bu islemde 3.6.1.1.1 béliimiinde verilen ¢ozeltiler kullamld:. pH 8,8 olan tek bir jel hazirlandi.

%10 “luk 10 ml jelin hazirlamsg:

Destile su 41 ml
%30 Akrilamid kansim 33 ml
1.5M Tris (pH 8.8) 25 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1 ml
TEMED 0.004ml

Jel disk icine dokiilerek kuyucuk tara yerlestirildi ve jelin polimerlesmesi igin yaklagik 30
dakika beklendi. Bundan sonra tarak ¢ikarildi ve disk elektroforeze yerlestirildikten sonra iizerine
hazirlanan yiritme tamponu ilave edildi.15 pl yikleme tamponu ile 15ul enzim 6megi
kangtinldiktan sonra kuyucuklara verildi. Hazirllk tamamlandiktan sonra akim uygulanarak
yaklasik 1 saat beklendi.Bu siirenin sonunda disk, elektroforezden ¢ikarilarak jel yikand: ve boya
gozeltisine konuldu. 50-60 °C’de 30 dakika beklendikten sonra ‘destraing buffer’da bantlar
gozlendi.
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3.6.1.2 pH: 4 Ortaminda Yapilan Dogal Elektroforez

3.6.1.1.1 boluminde hazirlananiara(konjugat ¢ozeltisi harig) ilave olarak; 0,05M Asetik Asid
gozeltisi (pH:4) hazirlands.

PH:4 olan yikleme tamponu:

Daha 6nce hazirlanan yiikleme tamponundan 1ml alindi ve 1ml asetik asid tamponu eklendikten

sonra pH 4’e ayarland1.

Yiiriitme Tamponu (Running Buffer):
14,4g glisin 1litre 0,05M asetik asid ¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlandi.

%10 “luk 10 ml jelin hazirlamgi:

Destile su 4,1 mli
%30 Akrilamid kangimi 33 ml
0,05M Asetik asid (pH 4) 25 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1 mi
TEMED 0.004 ml

Elektroforez iglemi daha énce yapildig: gibi tekrarlandi.

3.6.1.3 pH: 5,5 Ortammda Yapilan Dogal Elektroforez

3.6.1.1.1 bolimde belirlenen ¢ozeltiler hazirlandi. (konjugat ¢ozeltisi hari¢) Ek olarak; 0,05M
Asetik Asid ¢ozeltisi de (pH:5,5) hazirland:.

PH’s1 5,5 olan yiikleme tamponu:

Yikleme tamponundan Iml alimp,Iml asetik asid tamponundan konuldu ve pH’st 5,5%e

ayarlandi.
Yiiriitme Tamponu (Running Buffer):

14.,4g glisin 1litre 0,05M asetik asid ¢ozeltisinde ¢ozilerek hazirlandi.
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%10 ‘luk 10 ml jelin hazirlamsi:

Destile su 4,1 ml
%30 Akrilamid kangimi 33 ml
0,05M Asetik asid (pH 5,5) 25 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1 ml
TEMED 0.004 mi

Elektroforez islemi daha 6nce yapildig: gibi tekrarlandi.

3.6.2 Mucor miehei Rennetin Denatiire Edici Kosullarda Elektroforezi (SDS-PAGE)

3.6.2.1 Kullamlan Cozeltiler

A)%30 Akrilamid/Bisakrilamid karigimi:
29g akrilamid ve 1g N,N’-Metilen-bis Akrilamid kangstirniip 100ml destile suda ¢ozildii.Bu
cozelti renkli sisede 4°C’de 30 giin saklanabilir.

B)1.5 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:8.8):

18.1g Tris 100m! destile suda ¢6zildii ve HCI ile pH’s1 8.8 ayarlandi. Bu ¢ozelti 4°C’de
saklanabilir.

C) 1M Tris-HCI gozeltisi (pH:6.8):

12.1g Tris 100 ml destile suda ¢oziilerek pH’s1 HCI ile 6.8 ayarland:. Bu ¢6zelti 4°C°de
saklanabilir.

D) %10 SDS (w/v):

Suirekli kanigtirarak 10g SDS 60 ml suda ¢6ziildi ve destile su ile 100ml’e tamamlandi.

E) %10 Amonyum Persiilfat (w/v):

0.1g Amonyum Persiilfat 1 ml destile suda ¢oziildii. Bu ¢6zelti her kullanmada taze olarak
hazirlands.
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F)Yiikleme Tamponu (Sample Buffer):

1M Tris-HCLpH 6.8 1.0ml
Gliserol - 1.6ml
%10 SDS 1.6ml
%0.5(w/v) ‘bromfenol blu 0.4ml
B-merkaptoetanol 0.4ml
destile su 8.0ml

G) Yiiriitme Tamponu (Running Buffer):
45g Tris-base,15g SDS ve 216g glisin kangtirildi ve 3 litre destile suda ¢o6ziildii. Bu ¢ozeltiden
600 ml alinip 3 litreye tamamlandi.

H) Mucor miehei rennet enzimi:
0.4 gr enzim 5Sml destile suda ¢ozilerek elektroforez uygulanacak olan érnek ¢ozelti hazirlandi.

3.6.2.2 Deneyin Yapilisi

A)%10 “luk 10 ml alt jelin hazirlamg:

%30 Akrilamid karigim 33 ml
1.5M Tris (pH 8.8) 25 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.1 ml
%10 SDS 0.1 ml
TEMED 0.004 ml
Destile su 40 ml

(TEMED en son eklenir)
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B)%5°lik 5Sml st lejin hazirlamgi:

%30 Akrilamid karigimi 0,83 ml
1.0M Tris (pH 6.8) 0,63 ml
%10 SDS- 0.05 ml
%10 Amonyum Persiilfat 0.05 ml
Destilesu 34 ml
TEMED 0,005 ml (TEMED en son konulur)

Alt jel ve ust jel disk i¢ine dokiilerek kuyucuk taraf yerlestirilir ve jelin polimerlesmesi i¢in
yaklagik 30 dakika beklenir. Sonra tarak ¢ikarilir ve disk elektroforeze yerlestirilip iizerine
hazirlanan ytiriitme tamponu ilave edilir. 15ul ylikleme tamponu ile 15ul enzim 6megi karnistirthip
S-S baglarim kirmak icin birka¢ dakika 95 °C’deki su banyosunda tutulur ve kuyucuklara
verilir Bir kuyuya da test olarak aym sekilde hazirlanan BSA ¢ozeltisi konur. Sonra akim
uygulanarak yaklagik 1 saat beklenir.Bu siirenin sonunda disk elektroforezden g¢ikanlarak jel
yikamr ve boya ¢ozeltisine alinir. 50-60 °C’de 30 dakika beklendikten sonra “destraing buffer’da
bantlar g6zlenir.




35

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 On ¢aligmada, 125.000 kuvvetindeki ticari Mucor miehei rennetin 0,1 N NaOH ve 0,1N HCl
ile pH’s1 5,2 ve 7,0’a ayarlanan ¢ozeltilerine, 6nce 1lt enzim ¢ozeltisine 150 ml %30°luk H>O,
olacak sekilde peroksid ilave edildi (Coraelius ve Elkbart, 1982). %30°’luk H,O, miktarim 2, 4, 5
ve 7,5 kat azaltarakda denemeler yapildi. H;O,’in metiyonin gruplannin metiyonin silfokside
yitkseltgemesi esasma dayanan modifikasyon reaksiyonu +4° C’de ortalama 10 giin takip edildi.
Hergiin enzim ¢zeltisinin pH’s1 kontrol edildi, normal aktivite ve termal aktivite tayini yapildi.
Bu denemeler sonucu pH’s1 7 olan enzim ¢dzeltisinin normal aktivitesinin pH’s1 5 olan enzim
¢ozeltisine gore daha kararli oldugu belirlendi .Termal aktivite iki pH’da da giderek diistii ve
sifirlandi. Boylece termolabile enzim elde edildi. Diigiik HyO, miktarlaninda da aym bagarih
sonuglar gozlendi.. (Ek1, Sekil 1-10) .

4.2 Mucor miehei rennet (Type II From Mucor miehei Sigma lot:60K1175) enziminin substrati
kazein proteinidir. Kazein proteininin izoelektrik noktast 4.6 dir. Caligmamizda substrat olarak
siit kazeinini kullanarak 32 °C ‘de ve pH’s1 5, 5,5, 6, 6,5, 7 olan ortamlarda (hem substrat
hemde 6mek ortam: aym pH’da olmalidir) enzimin piht: olugturma siiresinin tayini yapildi.
Ortamin pH’s1 5°ten kiigiik oldufu zaman ¢oken siit kazeinine asitligin de etkisi olacag igin
sadece enzimin etkisini gozlemlemek mimkiin olmayacaktir. Bundan dolayr ¢alijmamizi
pH:5’ten baglatildi. pH: 5 ile 7 aralifinda piht1 olusum siiresi izlendi .pH arttik¢a piht1 olugturma
stiresi de artt1 , dolayisiyla enzimin aktivasyonunun azaldig: belirlendi. PH:5-7 araliginda dializ
iglemi gormiiy enzim Orneklerinin aktivite tayini yapildi.Dializ iglemi gormiiy enzimde tuzlu
enzime gore daha ¢abuk piht1 olusumu gézlendi. (Ek 1, Sekil 11) Dializ iglemi gormiis konjugat
orneklerinde, mol oram 30 alinan konjugatta pihti olusumunda gecikme gozlendi. (Ek 1, Sekil
13) En iyi sonug 20 oranli konjugatta elde edildi. Dializ iglemi gormemis konjugat 6rneklerinde
ise en kisa stirede piht1 30 oranl: 6rnekte belirlendi. (Ek 1, Sekil 12)

4.3 Mucor miehei rennetin (Type II From Mucor miehei Sigma lot:60K1175) 0.1g / 10ml des.su,
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerinin pH ile 0,01N NaOH sarfiyati(ml) arasinda gizilen
titrasyon egrisinden izoelektrik noktas: ( pI) ~ 6,8 olarak belirlendi . (Ek 1, Sekil 14).
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4.4 Dogal sartlarda pH 4, 5,5, 8,8 olan ortamlarda PAGE Elektroforezi yapildi . SDS-PAGE
elektroforezi ile enzimin alt birimlerinin olup olmadigina bakildi ve saflifn kontrol edildi.
Literariire gore Mucor miehei rennetin subiinitesi bulunmamaktadir (Brown vd., 1990) ancak
bizim ¢aligmada kullandigimiz Type II From Mucor miehei Sigma iiretimi (Iot:60K1175 ) olan
enzimin iginde %91,5 oramnda NaCl tuzu bulunmaktadir.Bundan dolay: yaptiimiz SDS- Page
elektroforezinde birden ¢ok bant gézlendi. Dogal sartlardaki PAGE elektroforezden elde edilen
sonuglara gore pH’s1 4, 5,5 olan ortamlara gore pH:8.8 olan ortamda enzim bantlannin  jel
lizerinde daha ¢ok yol almasi enzimde pozitif yikli gruplann daha ¢ok oldugunu
gostermektedir. Normal enzimde dogal PAGE elektroforez uygulamasinda en iyi yiirime pH:8.8
olan ortamda gergeklestiinden mol oram 10,20,30 alinan konjugat érnekleri de bu pH’da
yiritiildi. Elde edilen bantlarin jel iizerinde aldig1 yol normal enzim ile aym olurken bantlardaki
renk yogunlugunda farklihk gozlendi. Mol oram 10 alinan konjugata ait bant en silik yani
baglanmams protein oram en diigiik , mol oram 30 olan konjugata ait bant ise en fazla renk
yoZunlugu gosterdiginden dolayr baglanmamis protein oranina sahip oldugu belirlendi. (Ek 1,
Sekil 15)

4.5 Farkh pH’lardaki tamponlar kullamlarak hazirlanan Mucor miehei rennet g¢ozeltilerinin
10,20,30,32, 37,40,45,50,55,60,65°C sicakliklarda ‘steady-state’ spektrofluorometrede 290 ve
300 nm dalga boylaninda uyarma ile emisyon spektrumlan elde edildi. Alinan spektrumlarin
maksimum noktalanindaki fluoresans giddetleri ve bu noktalarin bulundugu dalga boylan
okundu. Cozeltilerin pH degerleri ile fluoresans siddetleri ve yine pH degerleri ile kaydedilen
dalga boylar: ‘arasinda grafikler cizildi. (Ek 1, Sekil 16,18, 20, 22 ). Ayrca ¢ozeltilerin
sicakliklar: ile fluoresans siddetleri ve ek olarak bu sicakliklar ile maksimum noktalarin
bulundugu dalga boylan arasinda grafikler elde edildi (Ek 1, Sekil 17, 19, 21, 23).

4.5.1 Steady -State Spektroflorometreden elde edilen sonuclar;

Farkl sicakliklarda fluoresans siddeti - pH grafigi :

290 nm dalga boyunda uyarma yapilarak elde edilen “steady state" emisyon spektrumlarinda
farkh sicakliklarda pH’min artmas: ile birlikte fluoresans siddetinin degisiminde diizenli bir seyir
izlenmektedir. Fluoresans spektrumlarinda maksimum nokta 45°C’ye kadar pH~3-4 dolaymda
iken bu sicakligin iizerinde pH:5-6 dolayina kaymaktadir. Maksimum noktadaki kayma 45°C’den
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sonra yapida konformasyonel degisimin bagladifim gostermektedir. pH:7’de her sicaklikta
fluoresans siddeti minimum degerdedir. pH:7°den sonra giderek artan pH’yla birlikte hemen her
sicaklikta tekrar fluoresans giddetinde artma g6zlenmigtir. pH:3-4 dolayinda molekiilde toplanma
mevcuttur, molekiiliin dolayisiyla triptofanlarin suyla temasi daha azdir (Chadborn.N vd.,1999).
pH:75de ise molekiilde maksimum yayilmadan dolay: triptofanin suyla temasi ve quencing
etkisi maksimumdur. pH:7°den somra artan pH’yla birlikte molekillde tekrar toplanma
olmaktadir, boylece su ile temas ve quencing azalmaktadir.(Ek 1, Sekil 20) 300 nm dalga
boyunda uyarma yapilarak elde edilen fluoresans spektrumlarmda. pH’ya bagl olarak fluoresans
siddeti biraz daha diigitk olmakla birlikte benzer gidis izlemistir.(Ek 1, Sekil 22 )

Farkh pH’larda fluoresans siddeti —sicakhk grafigi:

290 nm dalga boyunda uyarma yapilarak elde edilen steady state emisyon spektrumlarinda
hemen her pH’da sicaklifa bagli olarak fluoresans giddetinde diizenli bir azalma
izlenmektedir Fluoresans siddetinde azalma sicaklik arttikga molekiilde yayilmanin oldugunu ve
suyla temasin arttifim dolayisiyla quenching etkisininde arttifim gostermektedir. pH:3’te
40°C’den sonra fluoresans siddetindeki siddetli, azalma konformasyonel degisimi gostermektedir
(Chadborn.N vd.,1999). pH:5’te fluoresans siddetinde diizenli bir azalma , pH:7’ de diisiik
siddetten baglayarak yavas azalma ,pH:9’da yiiksek siddetten baglayarak yavag bir azalma
mevcuttur (Ek 1, Sekil 21). 300 nm ‘de uyarma yapilarak elde edilen grafiklerde de benzer seyir
gozlenmektedir. Ancak fluoresans giddeti daha disiktir (Ek 1, Sekil 23).

Farkh sicakliklarda maksimum dalga boyu - pH grafigi :

Uyarma Dalga boyu 290 nm oldugunda stedy state emisyon spektrumlarindan elde edilen
maksimum dalga boyu hemen her sicaklikta pH:1-3 arasi sola kaymaktadir (blue shift),yani
molekiil toplanmigtir ve suyla temas1 azdir. pH:5’ten sonra ise 50, 55, 60, 65°C’lerde harig
maksimum dalga boyu saga kaymaktadir(red shift) ,yani molekiil agilmakta ve suyla temas:
artmaktadir . 50, 55, 60, 65° C’de pH:5,5-7 arast maksimum dalga boyunda saja kayma
pH:7’den sonra ise tekrar sola kaymanin olmasi molekiilde konformasyonel degigsimin oldugunu
gostermektedir (Ek 1, Sekil 16). 300 nm ‘de uyarma yapilarak elde edilen grafiktede benzer seyir
gozlenmektedir.(Ek 1, Sekil 18)
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Farkl pH’larda maksimum dalga boyu - sicakhk grafigi :

Uyarma dalga boyu 290 nm oldugunda stedy state emisyon spektrumlarindan elde edilen
maksimum dalga boyu pH:3 ve pH:7°de 40 °C’den sonra keskin bir saja kayma gosterdi ,yani
molekiil bu pH’larda yiiksek sicakliklarda yayilmakta, dolayisiyla suyla temas: artmaktadir.
PH.1°de yavas ve diizenli bir saja kayma (red shift)ile molekiiliin suyla temasimn oldugunu
gostermektedir., pH:5 “te safa kaymaya yonelik ¢ok az bir degisim , pH:9’da ise 50 %C’den
sonra sola kayma (red shift) molekiiliin yliksek sicaklikta toplandiini gostermektedir (Ek 1, Sekil
15) uyarma dalga boyu 300 nm oldugunda ise pH:3’te molekiil yavas ama siirekli bir sola kayma
(blue shift) molekiiliin toplandigim1 ve suyla temasin azaldifim géstermektedir.Diger pH’lar
artan sicaklifa bagh olarak dnemli bir degisim gostermemektedir (Ek 1, Sekil 17 )

4.6 “Time Master' spektrofluorometre kullamilarak, enzimin 297nm dalga boyunda uyarma
yapilarak TRES spektrumlant ve bozunma(decay) grafikleri alindi. TRES emisyonlarimn
maksimum noktasimn bulundugu dalga boylarinda uyarma yapilarak elde edilen bozunma
grafiklerinden fluoresans Omiirleri (lifetime) hesaplandi. Cozeltilerin pH degerleri ile TRES
spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu , fluoresans siddetleri ve ayrica fluoresans
Omiirleri arasinda grafikler ¢izildi (Ek 1, Sekil 24, 25, 26). Cozeltilerin sicaklik ile fluoresans
siddetleri, fluoresans Omrleri arasinda ve aynca bu sicakhiklar ile maksimum noktalarin
bulundugu dalga boylan arasinda grafikler elde edildi (Ek 1 ,Sekil 27, 28, 29).

4.6.1 'Time-Master' Spektroflorometreden Elde Edilen Sonuclar ;

Farkh pH’larda fluoresans siddeti — sicakhk grafigi:

297 nm uyarma dalga boyunda TR-emisyon spektrumlanindan elde edilen fluoresan giddetinde
sicalik arttikga tiim pH’larda diizensiz bir azalma gozlendi. Sicaklik arttikga fluoresans
siddetindeki degisimin pH: 9°da en yiiksek oldugu belirlendi. Genel olarak her pH’da molekiilde
toplanma ve sicaklik arttikca giderek agilma gozlenmektedir. (Ek 1 Sekil 27).

Farkli pH’ larda Fluoresans dmrii—sicakhk grafigi :

297 nm uyarma dalga boyunda bozunma spektrumlarindan elde edilen fluoresans 6mrii sicaklik
arttikca tiim pH’larda diizensiz bir azalma gosterdi. PH:7°de 30 °C°de , pH:5°te 30-40 °C arasinda
pH:9da 20-30 °C arasinda maksimum floresans émrii goriilmektedir. Sicaklik arttikga fluoresans
omriinde degigimin pH: 9°da en yiiksek oldugu gozlendi. Genel olarak her pH’da sicakhifin
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artmasiyla floresans omriindeki diizensiz azalma molekiilde agilma yani suyla temasin ve
quenching etkisinin artifim gostermektedir(Ek 1, Sekil 29).

Farkh pH’larda maksimum dalga boyu - sicakhk grafigi:

297 nm uyarma dalga boyunda TR-emisyon spektrumlarndan elde edilen maksimum dalga
boyu artan sicaklikia her pH’da saga kayma (red shift) géstermekle birlikte kaymamn diizensiz
oldugu gozlenmektedir. Sicaklik arttikga molekiilde agilma olmaktadir, dolayisiyla suyla temas
ve quenching etkisi artmaktadir ( Ek 1, Sekil 25) .

Farkh sicakhklardaki fluoresans siddeti - pH grafigi :

297 nm uyarma dalga boyunda TR-emisyon spektrumlarindan elde edilen fluoresans giddeti pH
arttikca o6zellikle pH:7 ve 7°den sonra 50, 55, 60, 65 %C *lerde azalma gostermistir, yani molekiil
yayilmig ve triptofanlarin suyla temas: artmigtirDiger sicakliklarda ise fluoresans siddetinde
artma bazik pH’da da devam etmigtir. PH:3-7 aralifinda ise fluoresans siddetinde her sicaklikta
artma mevcuttur.Disilk pH’larda genelde molekiil toplanma egilimindedir. Dolayisiyla suyla
temas azdir ve fluoresans siddeti daha yliksektir (Ek 1, Sekil 26).

Farkh sicakbklardaki fluoresans omrii - pH grafigi :

297 nm uyarma dalga boyunda bozunma spektrumlarindan elde edilen floresans émrii pH
arttikga 50, 55, 60, 65 °C ’lerde azalma gostermistir, yani molekiil yayilmis ve triptofanlarin
suyla temasi artmugtir. Diger sicakliklarda ise fluoresans 6mriinde artma bazik pH’da da devam
etmigtir. PH:3-7 arabiginda ise diizensiz bir seyirle birlikte genelde molekiil toplanma
egilimindedir(Chadborn.N vd.,1999). Dolayisiyla suyla temas azdir ve fluoresans 6mrii yiiksektir
(Ek 1, Sekil 28).

Farkh sicakliklardaki maksimum dalga boyu - pH grafigi :

297 nm uyarma dalga boyunda TR-emisyon spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu
diizensiz bir seyir izlemektedir.37, 40, 45, 50, 55, 60, 65 °C sicakliklarda yaklasgik pH:3 - 4,5 aras1
sola kayma(blue shift) gézienmektedir yani molekiil toplanmistir (Chadborn.N vd.,1999).
pH:4,5-6 arast dalga boyundaki artis safa kaymayi (blue shift) dogrulamaktadir. Molekiil
yayilmigtir triptofanlarin suyla temas: artmigtir. 10, 20, 30,32 °C sicakliklarda ise diigiik pH’larda
molekiilde yayilma , yiiksek pH’larda ises molekiilde toplanma g6zlenmektedir (Ek 1, Sekil 24).

BEPET
G@@YW ENGEI R
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4.6.2 Mol Oram 10, 20, 30 Olarak Alinan Enzim/Dekstran Konjugatlarimn “Time-Master”
Spektrofluorometre ile elde edilen Fluoresans sonuclar::

4.6.2.1 Mol oram 30 olan konjugat icin

Farkh sicakhk ve pH’lardaki maksimum dalga boyu degisim grafigi:

Maksimum dalga boyu sicaklik arttik¢a ¢ok az bir degigim gostermektedir. Ph arttikga maksimum
dalga boyunda saga kayma (redshift) g6zlenmekte yani molekiil agilmakta ve suyla temas oram
artmaktadir (Ek 1, Sekil 54, 55).

Farkh sicakhk ve pH’lardaki Fluoresans siddeti degisim grafigi:

Hemen her pH’da sicaklik arttikga fluoresans giddeti azalmaktadir. PH arttikga ise fluoresans
siddetinde genel olarak artmaya yonelik bir seyir izlenmektedir. 10 °C ve 32 °C’lerde daha keskin
bir azalma gozlenmektedir (Ek 1, Sekil 56, 57).

Farkh sicaklik ve pH’lardaki Fluoresans omrii degisim grafigi:

Fluoresans oémrii sicaklik arttik¢ca pH: 5 ve 6° da azalma, pH: 3 ve 8’de artma géstermektedir. PH
arttika 40, 45, 50, 55 °C’lerde artma, diisitk sicakliklarda ise azalma gostermektedir. (Ek 1 Sekil
58, 59).

4.6.2.2 Mol Oram 20 Olan Konjugat i¢in

Farkh sicakhk ve pH’lardaki maksimum dalga boyu degisim grafigi:

Maksimum dalga boyu 40 °C’lik sicaklikta hari¢ diger tiim sicakliklarda pH arttikga saga kayma
(redshift) pH 8’den sonra sola kayma gostermistir yani molekiil 6nce agilmig sonra toplanmistir
(Ek 1, Sekil 42, 43).

Farkh sicaklik ve pH’lardaki fluoresans siddeti degisim grafigi:

Genel seyir olarak pH arttikga fluoresans giddetinde keskin bir artma sadece 20 °C’de
gozlenirken, diger sicakliklarda pH artikga fluoresans siddeti daha yavag bir artma
gostermektedir (Ek 1, Sekil 44, 45).
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Farkh sicakhik ve pH’lardaki fluoresans dmrii degisim grafigi:

Sicaklik arttikga her pH’da fluoresans 6mriinde degisken bir seyir gozlenmekte. pH 7°de sicaklik
arttikca fluoresans 6mri giderek azalmakta diger pH’larda ise artma-azalma geklinde seyir
izlenmektedir (Ek 1, Sekil 46, 47).

4.6.2.3 Mol Oram 10 Olan Konjugat icin

Farkh sicaklik ve pH’lardaki maksimum dalga boyu degisim grafigi:

Genel olarak maksimum dalga boyu pH arttik¢a saga kaymigtir yani molekiiliin agiimasiyla suyla
temasi artmagtir (Ek 1, Sekil 30, 31).

Farkh sicakhik ve pH’lardaki fluoresans siddeti degisim grafigi:

Fluoresans giddeti bazik ortamda en yilksek maksimuma ulagmaktadir. Sicakliin artmasiyla
fluoresans siddetindeki azalma maksimum dalga boyundaki degisimi dogrulamaktadir (Ek 1,
Sekil 32, 33).

Farkh sicakhk ve pH’lardaki fluoresans 6mrii degisim grafigi:

Fluoresans 6mrii sicaklik arttikga tim pH’larda dalgal: bir seyirle azalma gostermektedir (Ek 1,
Sekil 34, 35).

4.6.3 Mol Oram 10, 20, 30 Olarak Alnan Dializli Enzim/Dekstran Konjugatlarinin “Time-~
Master” Spektrofluorometre ile elde edilen Fluoresans sonuclar:

4.6.3.1 Mol Oram 30 Olan Dializli Konjugat icin

Farkh sicaklik ve pH’lardaki maksimum dalga boyu degisim grafigi:

Maksimum dalga boyu pH 3-5.5 aras1 her sicaklikta saga kaymakta (redshift), pH 5.5-7 arasinda
sola kaymakta (blueshift), sonra tekrar hafif bir safa kayma gostermektedir. Genel olarak dalgali
bir seyir izlenmektedir (Ek 1, Sekil 60, 61).

Farkhl sicaklik ve pH’lardaki fluoresans siddeti degisim grafigi:
Fluoresans siddeti sicaklik arttik¢a dalgah bir seyirle azalma gostermektedir (Ek 1, Sekil 62, 63).
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Farkh sicakhk ve pH’lardaki fluoresans omrii degisim grafigi:
Fluoresans 6émri hem her pH, hem de her sicaklikta artmakla artmakla birlikte ¢ok az bir degisim
gostermektedir (Ek 1, Sekil 64, 65).

4.6.3.2 Mol Oram 20 Olan Dializli Konjugat icin

Farkh sicakhk ve pH’lardaki maksimum dalga boyu degisim grafigi:

Dalga boyu sicaklik arttikga azalma-artma seklinde bir seyir gostermekle birlikte molekiilde sola
kayma (blueshift) meveuttur, yani molekiiliin suyla temas1 azalmakta molekiil toplanmaktadir
(Chadborn.N vd.,1999), (Ek 1, Sekil 48, 49).

Farkh sicakhk ve pH’lardaki fluoresans siddeti ve fluoresans émrii degisim grafigi:
Fluoresans siddetinde sicaklik arttikga hizli bir azalma mevcuttur. Fluoresans émriinde ise genel
seyir olarak degisken bir azalma gézlenmekte;iir (Ek 1, Sekil 50, 51, 52, 53).

4.6.3.3 Mol Oram 10 Olan Dializli Konjugat i¢in

Farkh sicakhik ve pH’lardaki maksimum dalga boyu degisim grafigi:

Maksimum dalga boyu pH arttikga Once artmakta, bazik alanda ise azalmaktadir. Sicaklik

arttikca maksimum dalga boyu giderek artmakta yani saga kayma (redshift) izlenmektedir (Ek 1,
Sekil36, 37).

Farkh sicakhik ve pH’lardaki fluoresans siddeti ve fluoresans Smrii degisim grafigi:
Fluoresans siddeti bazik ortamda yiiksek degerlerdeyken, sicaklifin artmasiyla giderek
azalmaktadir (Ek 1, Sekil 38, 39). Fluoresans omrii asidik pH’larda bazik pH’ya gére ¢ok daha
yiiksek degerlerde olup genel olarak degisken bir seyir gostermektedir (Ek 1, Sekil 40, 41).
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Incelenen Mucor miehei rennet enzimi ii¢ adet triptofan icermektedir.Ortamin pH’s1 ya da
sicaklifi degistiginde molekiliin aldif forma baghi olarak, bu amino asidlerin bulunacag:
konuma gore fluoresans spektrumlarinda farkliliklar olmas: beklenir. Hazirlanan Mucor miehei
rennet cdzeltilerinde triptofan fluoresans: esas alinarak, steady-state ve  time-master
spektrofluorometre ile elde edilen sonuglarnin birbirini destekledigi gorildi.
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EKLER
EK 1 Deneysel Grafikler
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CALISMA KOSULLARI

Enzim ¢ozeltisinin pH'st: 5,0

50 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
7,5 ml %30 H,0,

(1lt'de 150 ml %30 H,0,)

Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
stiresi(giin) | Ptr olusum |y ;v qoer| PO OIS |04y iie dogeri
siiresi(s) siiresi(s)
I 389 229756 64.0 149.414/
2 539 165.724 881,3 10.850
3 654 136.596 510,0 18.750
4 87.4 102.260 244 8 18.723
5 50,7 176.178 123.7 71329
6 45,0 198.611 1533 62365
7 553 161.531 3375,6 2.833
Standart
M.m.Rennet 715 125.000 76,5 125.000
250.000 -
200.000 -
g
S 150.000
Y
o)
g 100.000 -
50.000 -
0+ ‘
0 1 2 3 4 5 6 a9 8
Reaksiyon siiresi(giin)

Sekil 1 Mucor miehei renetinpH:5'te reaksiyon siiresine bagl
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI
Enzim ¢ozeltisinin pH'st: 5,0
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
7,5ml %30 H,0,

(1 1t 75 ml %30 H,0, )
Reaksiyon +4 °C'de gergeklestirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
ey AR Piht1 olusum |Aktivite degeri PlhEI olfxsum Aktivite degeri
o siiresi(s)
suiresi(s)
46,0 123.913 61,5 104.268
42,0 135.714 728 88.448
38,5 148.052 74,0 86.655
40,5 140.741 27140 2.363
51,0 111.765 542,0 11.831
Standg 456 125.000 51,3 125000
M.m.Rennet
B
160.000
140.000 ] /\\
g 120.000 -
’g" 100.000 ~
; 80.000
=
é 60.000 -
40.000 -
20.000 -
04— ‘ ; /. ;
0 1 2 3 4 5 6
Reaksiyon siiresi(giin) J

Sekil 2 Mucor miehei rennetin pH:5'te reaksiyon siiresine bagh
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI

Enzim g¢ozeltisinin pH'st: 5,0
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
3,75ml %30 H,0,

(1 1tde 37.5ml

%30 H,0, )

Reaksiyon +4°C'de gergeklegtirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
saresi(unn) Piht1 olusum | Aktivite deferi| Pihti olusum |Aktivite degeri
siiresi(s) siiresi(s)
1,0 46,5 122.581 59,5 107.773
2,0 40,0 142.500 59,0 108.686
3,0 38,5 148.052 67,5 95.000
4.0 40,0 142.500 1049,0 6.113
5,0 51,0 111,765 625,5 10.252
Standart
M.m.Rennet 45,6 125.000 51,3 125.000
160.000 T
140.000 1
120.000 -
B
5 100.000
>§‘;o 00
; 80.000
§ 60.000 -
40.000 -
20.000
0+ : : : : : .
0 1 2 3 4 5 6
Reaksiyon siiresi(giin)

Sekil 3 Mucor miehei rennetin pH:5'te reaksiyon siiresine bagh
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI
Enzim ¢ozeltisinin pH'st: 5,0
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)

3 ml %30 H,0,

(11t'de 30 ml %30 H,0,)
Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmistir.

Reaksiyon siiresi(giin)

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
sieipin) | Phoclsade e geal TN s i
stiresi(s) suresi(s)
74,9 113.401 92.4 115327
56,2 151.134 112,0 95.188
67,2 126.489 280,1 38.051
62,5 135.900 405.4 26.286
65,7 129.281 797,1 13.369
B 136.227 SN 1.829
Starslart 68,0 125.000 85,3 125.000
M.m. Rennet
160.000
140.000 -
- 120.000 -
§° 100.000 |
S 80.000 1
§ 60.000
40.000 -
20.000 -
0 — ; ; ——.
0 1 D) 3 5 6 7

Sekil 4 Mucor miehei rennetin pH:5'te reaksiyon siiresine baglt
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI
Enzim ¢ozeltisinin pH
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)

2 ml %30 H,0,

(1 It'de 20 ml %30 H,0, )
Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
siresi(gin) | pih olusum | Aktivite degeri| Pihts olusum |Aktivite degeri
siiresi(s) siiresi(s)
122 117.642 87,2 122.208
53,4 159.208 85,4 124.854
65,1 130.472 183,4 58.104
61,4 138.447 2544 41.888
74,6 113.857 410,5 25.959
63,6 133.655 964,0 11.054
Standart
68 L ;
MlRennar ,0 125.000 85,3 125.000
180000 -
160000 |
140000 -
5 120000 -
B
2 100000
o 80000
=
S 60000 -
40000 -
20000
0 - [ : : ; —_—
0 1 ) 3 4 5 6 7

Reaksiyon siiresi (giin)

Sekil 5 Mucor miehei rennetin pH:5'te reaksiyon siiresine baglt
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI

Enzim ¢ozeltisinin pH'st: 7,0

150 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
22,5 ml %30 H,0,

(11t'de 150 ml %30 H,0,)

Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
steeslfpmn) | Pilbuolmum o o] POl |0 dee
stiresi(s) stiresi(s)
Il 74,3 117.718 11473 10.089
2 69,7 125.610 298.,0 38.842
3 63,0 138.889 510,5 22.674
4 74,0 118.243 516,3 22418
5 82,0 106.707 9830,0 1.178
6 74,3 117.766 1635,0 7.080
7 54,5 160.550 2281,6 5.073
8 497 176.198 4420,7 2.618
9 97,7 89.597 15600,0 742
10 116,5 75.107 >10800 0,0
Standart
M.m. Rennet 70,0 125.000 92,6 125.000
200.000
180.000 -
160.000 |
5 140.000
5 120000 |
g’ 100.000
E 80,000
B
% 60.000 -
40.000
Sl /\k—\/\%—
0 T = T T
& 2 Ré‘aksiyon siir651ﬁ (giin) & 10 12

Sekil 6 Mucor miehei rennetinpH.:7'de reaksiyon siiresine bagl
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI
Enzim g¢ozeltisinin pH'st: 7,0
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
7,5 ml %30 H,0,

(1lt'de 75 ml %30 H,0,)
Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon —_ —_—
siiresi(giin) tolugum |\, ;vite degeri| © o OUSUM | 4y iivite defferi
siiresi(s) stiresi(s)
ki 117.155 106,3 100.247
124 117.318 3793,3 2.809
Bk 139.815 >8100 0
il 128.693 13080,0 815
&S 124.359 71270 1.495
Standart
68,0 5.9 125.000
M.M.Rennet g o S
160.000 - T
140.000 -
120.000 ﬁ'
LE 100.000 |
®
o 80.000 1
B
%‘ 60.000 -
40.000 -
20.000 |
0 . = —_— a ‘
0 1 2 3 4 5 6

Reaksiyon siiresi(giin)

Sekil 7 Mucor miehei rennetin pH:7'de reaksiyon siiresine bagh
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI
Enzim ¢6zeltisinin pH'st: 7,0
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
37,5ml %30 H,0,

(1lt'de 37,5 ml %30 H,0,)
Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmistir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
svedi(ghn | Wb Slomn | g ) POMOMIREL [y o s
stiresi(s) stiresi(s)
73,0 116.353 97,8 108.960
61,3 138.673 528,7 20.157
62,4 136.118 2709,5 3.933
62,9 135.143 12180,0 875
63,7 133.445 62124 1.715
SR 68,0 125.000 85,3 125.000
M.m.Rennet
160.000 -
140.000
i N
B
E 100.000 -
0
ﬁ 80.000 4
2
% 60.000 4
40.000 -
20.000
0 T T — 1
0 1 5 6

2 3
Reaksiyon siiresi (giin)

Sekil 8 Mucor miehei rennetin pH:7'de reaksiyon siiresine bagli
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI

Enzim ¢ozeltisinin pH's1: 7,0
100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)

3ml %30 H,0,

(11t'de 30 ml %30 H,0,)
Reaksiyon +4°C'de gerceklestirilmigtir,

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
surcsifgnn) | PAMOMIGR |y i oger)] PUE OHIRUID | gt
stiresi(s) siiresi(s)
1 55,7 127.244 66,1 114.307
2 64,0 110.742 21i9 35.748
3 79,5 89.207 >6300 0
4 79,8 88.816 14765 5.113
5 80,4 88.153 >6420 0
Standgi 56,7 125.000 60,4 125.000
M.m.Rennet
140.000 W
120.000 -
= 100.000
’gﬂ 80.000
e - §
_-"é 60.000 -
% 40.000
20.000 4
0 T = -
0 1 2 3 4 6
Reaksiyon siiresi (giin)

Sekil 9 Mucor miehei rennetin pH:7'de reaksyon siiresine bagh
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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CALISMA KOSULLARI

Enzim ¢ozeltisinin pH'st: 7,0

100 ml M.M.Rennet (125.000 kuvvet)
2ml %30 H,0,

(11t'de 20 ml %30 H,0,)

Reaksiyon +4°C'de gergeklestirilmigtir.

Aktivite Termal Aktivite
Reaksiyon
siresi(gan) | Pihtrolusum 1, o degeri| FibfiOlusum | L degeri
stiresi(s) stiresi(s)
1 559 126.902 63,7 118.617
2 65,0 109.122 138,1 54.671
< 69.7 101.759 2366,0 3.191
4 78,1 90.807 77820 970
5 74,4 95.262 >4456 0
e 56,7 125.000 60,4 125.000
M.m.Rennet
140.000 -
120.000
100.000 -
E
T 80.000 -
ki
"
,4:-)' 60.000
fi
% 40.000
20.000
0 e . _ - G ;
0 1 2 3 4 5 6
Reaksiyon siiresi (gtin)

Sekil 10 Mucor miehei rennetin pH:7'de reaksiyon siiresine bagli
normal aktivite ve termal aktivite degerleri
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Normal Dializli
H enzimde pihtt | enzimde piht1
P olusum siiresi | olusum stiresi
(s) (s)
5.0 443 24.0
55 53,5 252
6,0 86,1 292
6,5 604,0 76,7
7,0 931,0 109,7
900 {
800 -
=700
8 600 -
‘a
g 500 -
£ 400
[=]
= 300 -
Py
200 -
100 -
0 +— : : - —

40 5,0 6,0 7,0 3,0
: oH

Sekil 11 Normal ve dializli Mucor miehei Rennetin pH' ya bagl pihti olugum siiresi grafigi
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10oranl 20oranl 30oranl
pH konjugatta | konjugatta | konjugatta
pihti olusum | pihtt olusum | piht1 olusum
stiresi siiresi stiresi
5.0 26,1 21 24.4
55 26,5 248 31,7
6,0 47,7 33,6 34
6,5 81,4 76,4 34,6
7,0 295,95 247,6 39,2

350 - ~--10 oranli konjugat
—— 20 oranh konjugat
300 - ~—®— 30 oranh konjugat
250
&
§ 200 A
8
5 150
=2
)
E 100
A
50 -
0 T —— T T T 1
4,5 5,0 2.5 6,0 6,5 7.0 73
pH

Sekil 12 Konjugat 6rneklerinin pH'ya bagh pihti olusum siiresi grafigi
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Dializ edilmis | Dializ edilmis | Dializ edilmig
10 oranh 20 oranh 30 oranl
pH konjugatta | konjugatta konjugatta
pthtt olusum | pihtt olusum | pihtiolusum
stiresi stiresi stiresi
5,0 351 20 33,2
3.5 43,1 20 49,1
6,0 435 21,4 56,2
6,5 61,9 28,9 132]7
7,0 192,8 97,8 330,9
350 - ~#—-10 oranli konjugat
- 300 + ——20 oranh konjugat
7 250 - :
o] 30 oranli konjugat
g 200
@ 150 -
©
_g 100 -
&
50 - L~
0 T T T |
45 50 55 60 65 70 715 80
pH

$ekil 13 Dializli konjugat drneklerinin pH'ya bagli pihti olusum siiresi grafikleri
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1750
2750
3250
3750
4750
5750
6750

8250
9250
9750
10250
10750
11250
11750
12750

13250
13500
13750
14000
14250
14500
14750
15000
15050
15100
15150
15200
15250
15300
15350
15400
15450
15500
15550
15600
15650
15700
15750
15800
15900
15950
16050
16100
16150
16200
16250
16300
16350
16400
16450
16500
16600
16750
16300

17100
17250
17350
17500
17800
18100
18300
18500
18850
19600
20500
20800
22550
25550
31050
34550

1,30
139
144
148
1,58
1,68
178
1,84
1,96
211
2,19
227
237
2,49
2,61
2,78
287
2,96
3,08
322
335
3,59
387
424
484
4,96
5,15
531
544
5,56
5,76
5,84
592
6,03
613
6,20
629
637
645
6,51
6,60
6,74
681
6,97
7,01
714
723
733
742
7,51
7.61
M
791
8,10
837
8,46
8,68
391
911
9,20
932
9,53
9,71
9,34
995
10,12
1044
10,74
10,89
11,16
1143
11,58

105

95

80

I

0

—
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 400

0.01N NaOH (u)

|

11,64 Sekil 14 (0,1g / 10m] des.su) Mucor michei rennetin 0,01 N NaOH ile

titrasyonu
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Std R R R Sd R g R

Tablo 1 pH:4 ortaminda Tablo 2: pH: 5.5 ortaminda

Std 10K 20K 30K R

Tablo 3: SDS Page Tablo 4: pH : 8.8 ortaminda

Sekil 15 Mucor miehei rennetin farkli pH’lardaki dogal ve SDS PAGE elektroforezi
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pH:3' te pH:5' te pH:7' de pH:9' da
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalgaboyu dalga boyu

10 333 3348 337 333

20 332 3348 335 333

30 335 3330 331 338

32 333 3418 334 334

37 335 330,0 340 335

40 338 3378 340 337

45 335 3345 349 343

50 347 3355 344 347

55 337 332,0 349 335

60 340 3355 349 339

65 342 346,0 340 340

o 7 —e—10C
e ] —=—20C
E - 30cC
a i —3e=32C
a —%—37C
§ S —e—40C
= —4—45C
2 336 ——50C
5 ——55C
S 334 ——60C
g —8—65C
2 332 4
=
330 +- T T T T T T T T v —
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 16 Mucor miehei rennetin degisen sicakliklarda, 290 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin pH'ya gore degisimi
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pH:1,25'te pH:3.17'de pH:5.49'da pH:7.14'te pH:9,11'de
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu

10 335 332 332 333 338
20 337 332 332 333 337
30 338 332 332 333 337
32 339 332 332 333 337
37 339 331 331 333 337
40 339 331 331 333 336
45 339 332 333 333 336
50 339 333 332 335 336
55 340 337 333 335 334
60 340 337 333 336 333
65 340 339 333 337 332
—&—pH:1,25
342
_ —&—pH:3,17
g 340 4 —a&—pH:5,49
€ 335 - —o—pH?7,14
cgf —¥—pH:9,11
< 336 .
20
g 334
E
,g 332 4
=
330 T —
0 20 30 40 70
Sicaklik (C)

Sekil 17 Mucor miehei rennetin degisen pH' larda 290 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin sicaklikla degisim grafigi




pH:1,25'te pH:3,17'de pH:5.49'da pH:7.14'te
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu

65

pH:9.11'de

10 342 334 335 336 342
20 342 333 335 336 342
30 342 332 336 336 342
32 341 332 357 338 342
37 341 330 336 338 342
40 340 330 336 337 342
45 340 329 337 337 342
50 340 328 336 337 342
55 341 328 336 338 342
60 341 328 BT 337 341
65 341 327 337 337 341
——10C
344 4 —8—20C
T 342 ¢
§ 34004 ——32C
g =-37C
§ 3381 —e—40C
=) 136 4 ——45C
g —s50C
g 3341 ol
8 332 60C
£ 65¢
E 330
é 328
326 ; ‘ ; ; , .
0 1 2 4 5 9 10
pH

Sekil 18 Mucor miehei rennetin degisen sicakliklarda, 300 nm uyarma dalga boyunda steady state

emisyon spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin pH'ya gore degisimi
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pH:1,25'te pH:3.17'de pH:5.49'da pH:7,14'te  pH:9.11'de

Sicaklilk  Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum

dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu
10 342 334 335 336 342
20 342 333 335 336 342
30 342 332 336 336 342
32 341 332 337 338 342
37 341 330 336 338 342
40 340 330 336 337 342
45 340 329 337 337 342
50 340 328 336 337 342
55 341 328 336 338 342
60 341 328 337 337 341
65 341 327 337 337 341

’g 344 _‘ —e—pH:125
[
S 342 - —8—pH:3,17
P
£ 340 1 —A—pH:5,49
(3
5 338 —8-—pH:7,14
B, 336 4 —%—pH:9,11
3 )
- 3348
on
3 3321
€ 330 -
8 328
c
2 326 T T T T T T ==

0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik (C)

Sekil 19 Mucor miehei rennetin degigen pH' larda 300 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:1,.25'te pH:3.17'de pH:5.49'da pH:7,14'te pH:9.11'de
Sicakhik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans
Siddeti Siddeti Siddeti Siddeti Siddeti

10 23 10,5 6,4 23 31
20 24 87 59 23 3T
30 17 73 52 2,1 42
32 1,6 7.1 5,0 2.1 5,0
37 1,6 6,1 45 20 54
40 1.4 59 44 19 6,2
45 1 44 4,0 1,8 6.5
50 1,0 32 39 1,5 7,0
55 0,8 22 34 12 7.4
60 0,6 2,0 33 1.3 8.6
65 0,5 157 2.7 1,0 9,2
» —10C
—20C
12 .3 T 0 T 0 R 0 T | s 30C
11 - —32C
—37C
10 + —40C
- 9 | ——45C
g
—50C
8 4
g ——55C
é i —60C
é, ol 65C
g~
-
wn 4 r
g,
s
B 27
1 =
0 T T T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 20 Mucor miehei rennetin degisen sicakliklarda, 290 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin pH'ya gére degisimi
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30

40

Sicaklik (C)

50

60

70

pH:1,25'te  pH:3.17'de pH:549'da pH:7,14'te  pH:9.11'de
Sicakhik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans
siddeti siddeti giddeti siddeti siddeti

10 232 10,52 6,38 2,31 9,19

20 2,10 8,69 5,91 2,31 8,59

30 1,66 7,10 5,20 2,13 7,43

32 1,57 7,10 5,01 2,07 7,03

37 1,55 6,14 4,53 1,95 6,50

40 1,44 5,85 4,44 1,89 6,17

45 1,07 443 4,06 1,80 5,39

50 0,98 322 3,86 1,45 4,96

§5 0,79 2,20 3,44 1,23 4,23

60 0,57 1,97 3,26 W 3,70

65 0,50 1,74 2,68 1,00 3,08

12
,g —e—pH:1,25
10

g —&—pH:3,17
N
E 8 —aA—pH:5,49
5 -pH:7,14
1 6 -
E —%—pH:9,11
L)
w
g
©vl
2
Q
2
=

Sekil 21 Mucor miehei rennetin degisen pH' larda 290 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:1,25'te  pH:3,17'de  pH:5.49'da pH:7.14'te pH:9.11'de
Sicaklik  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti siddeti
10 0,6 2,6 1,9 0,7 2.7
20 0,5 1,9 1,7 0,7 55
30 0,5 1,8 1,5 0,7 2,4
32 0,4 1,6 1,5 0,6 2.2
37 0,4 1,5 1,4 0,6 2.1
40 0,4 1,3 13 0,6 1,9
45 0,4 12 1.3 0,6 1,8
50 0,3 0,7 1.2 0,5 13
55 0,3 0,6 14 0,4 1.3
60 0,2 0,5 1,0 0,4 1,0
65 0,1 0,4 0,9 0,4 0,9
a0 - —10C
—20C
30C
2,5 1 —3ncC
—37C
E 56| —d0C
g —ascC
o
g —50C
é 15 1 —55C
g 60 C
g T 65¢
g "
2
=
0,5 -
0.0 . . . ; . : ‘ ; ; i
0 1 2 3 4 o 5 6 7 8 9 10

Sekil 22 Mucor miehei rennetin degigen sicakliklarda 300 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin pH'ya gore degisim grafigi



70

pH:1,25'te  pH:3.17'de pH:549'da pH:7.14'te pH:9,11'de
Sicaklik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans
siddeti siddeti siddeti siddeti giddeti
10 0,6 26 1.9 0,6 27
20 0,5 1.9 g 0,6 2,5
30 0,5 1,8 1.5 06 24
32 04 16 1,4 0,6 2,2
37 0,4 1.4 1.4 0,6 21
40 0.4 1,3 1,3 0,5 1,9
45 0,3 1.2 13 0,5 1,8
50 03 0,7 1.2 0,4 1,5
55 0,3 0,6 1.1 0,4 1,3
60 0,2 0,5 1,0 0,4 1,0
65 0,1 04 0,9 03 0,9
3,0 4 —o—pH:1,25
o) —&—pH:3,17
£ 2,5 1
§ —&—pH:5,49
-2—pH:7,14
g 2,04 5
5‘ —¥—pH:9,11
= 1,54
z
=
@ 1,0 -
<
g
205
[
0,0 - ‘ T ‘ T T )
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik (C)

Sekil 23 Mucor miehei rennetin degigen pH' larda 300 nm uyarma dalga boyunda steady state
emisyon spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3' te pH:5' te pH:7' de pH:9' da
Sicakbk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu

10 333 335 337 333

20 332 335 335 333

30 335 333 331 338

32 333 342 334 334

37 335 330 340 335

40 338 338 340 337

45 335 335 349 343

50 347 336 344 347

55 337 332 349 335

60 340 336 349 339

65 342 346 340 340
o ——10C
——20C
350 30C
—e—32C
& 345 - 7 ©
s ——40C
3 340 - —8—145C
g —e—50C
'% 335 4 ——55C
= —8—60C
330 1‘ 65C

325 l : : ; ‘ ; ; ; -
0 1 ) 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 24 Mucor miehei rennetin degigen sicakliklarda, 297 nm'de uyarma yapilarak TR-emisyon
spektrumlarindan elde edilen maksimum dalgaboyu degerlerini pH'yla degisim grafigi
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pH:3' te pH:S' te pH:7' te pH:9' te
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu

10 333 385 337 333
20 352 335 335 333
30 335 333 331 338
32 333 342 334 334
37 335 330 340 335
40 338 338 340 337
45 335 335 349 343
50 347 336 344 347
35 337 332 349 955
60 340 336 349 339
65 342 346 340 340

3554 —o—pH:3

350 A —&—pl:5
_§»345 ]

~d— pH.7

5
S 340 1
g —&—pH:9
£
§ 335 A

330

325 + T r T T r T

0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik (C)

Sekil 25 Mucor miehei rennetin degisen pH' larda 297 nm uyarma dalga boyunda TR-emisyon
spektrumlarindan elde edilen maksimum dalga boyu degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3'te pH:5'te pH:7'de pH:9'da
Sicakhik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans
siddeti siddeti siddeti siddeti

10 207 29,8 30,0 47,1
20 17,1 20,4 29,0 40,1
30 16,4 23,4 26,7 36,5
32 6,5 18,6 28,9 29.1
37 6,7 18,8 28,6 32,4
40 10,9 22,2 22,1 272
45 59 12,1 2719 23,0
50 53 93 7 | 16,6
55 12,7 15.2 15,0 16,9
60 11,6 12,6 19,3 95

65 1,8 10,4 16,9 13,6

50 + —e—10C
——20C
45 4 30C
—e—32C
40 1 ——37C
—e—40C
35 4 ——45C
30 4 —e-—s0C
.g =55 C
g2 ——60C
b —e—65C
§20 4
3
=
215
|59
10 -
\5 7
0 : . ‘ : ‘
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 26 Mucor miehei rennetin degisen sicakliklarda, 297 nm'de uyarma yapilarak TR-emisyon
spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin pH'yla degisim grafigi
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pH:3' te pH:S' te pH:7' de pH:9' da
Sicakhik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans
siddeti siddeti siddeti siddeti
10 20,7 29,8 30,0 47,1
20 17,1 20,4 29,0 40,1
30 16,4 23,4 26,7 36,5
32 6,5 18,6 28,9 29,1
37 6,7 18,8 28,6 32,4
40 10,9 222 22,1 272
45 59 12,1 27,7 23,0
50 1,3 9,3 17,1 16,6
55 12.7 15,2 15,0 16,9
60 11,6 12,6 19,3 93
65 1,8 10,4 16,9 13,6
50 —o—pH:3,0
45 4
40 —e—pH:5,0
A 354 —&—pH:7,0
§ 30 -
T 25 —=&—pH:9,0
g
E’ 20 +
3 15
[
10 4
5 4
0 - T 7 T T .
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik(C)

Sekil 27 Mucor miehei rennetin degisen pH' larda 297 nm uyarma dalga boyunda TR-emisyon
spektrumlarindan elde edilen fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3'te pH:5'te  pH:7'de pH:9'da
Sicaklik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omrii omrii Omrii
10 2,5 2,2 3,0 42
20 2,1 1.3 2,7 3,1
30 1.3 22 3,1 49
32 1,0 311 1,1 32
37 1,2 1.2 1,5 3,9
40 1,8 1.5 22 39
45 0,2 1,9 2,0 2,8
50 0,7 1,4 1,4 0,2
55 0,8 1,4 1,5 1,0
60 1,0 0,5 14 0,1
65 1,6 1.5 0,7 0,1
—e—10C
6 )
—8—20C
5 30C
—e—32C
:E 4 —8—37C
.2 —e—40C
£ oA ——45C
2
= 54 ——50C
—8—55C
i ——60C
. —e—65C
0+ ,
2 10
pH

Sekil 28 Mucor miehei rennetin degisen sicakliklarda, 297 nm'de uyarma yapilarak TR-emisyon
spektrumlarindan elde edilen fluoresans 6mrii degerlerinin pH'yla degisim grafigi
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pH:3'te pH:S'te pH:7'de pH:9' da
Sicaklik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omrii omrii omrii
10 2.5 2.2 3,0 42
20 24 1,3 2.7 3
30 1.3 2.2 3.1 4,9
32 1,0 3,1 5% | 3,2
37 1.2 1.2 1,5 3,9
40 1,8 15 22 3.9
45 0,2 1,9 2,0 2.8
50 0.7 1.4 1,4 0,2
55 0,8 1,4 1,5 1,0
60 1,0 0,5 11l 0,1
65 1,6 1.5 0,7 0,1

Fluoresans 6mrii
w
o

1.0

0,0 L
0

10 20 30 40 50 60
Sicaklik (C)

Sekil 29 Mucor miehei Rennetin degisen pH' larda 297 nm'de uyarma dalga boyunda TR
emisyon spektrumlarindan elde edilen fluoresans omrii degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:4.48'de pH:6,25'te pH:6,57'de pH:8.12'de
Sicakhik  Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalgaboyu dalga boyu

10 335 333 339 333
20 334 335 336 332
30 334 334 337 332
39 333 335 331 333
37 332 336 323 333
40 336 326 3383
45 337 337 336
50 322 324 334
55 336 325
60 329 364
65
340 7
338 4 ~8—10C
336 4 —s—20C
%‘ 334 + e
2 —%—32C
5 3324 - —¢-37C
<
| 330 4 —8—40C
g ——45C
5 328 —50C
! J
= 326
324 A
322 4
320 T T T T T T
4 4,5 5 55 6 6,5 7 75 8 8,5
pH

Sekil 30 10 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatmn farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalgaboyu degerlerinin pH 'yla degisim grafi
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pH:4.48'te pH:6.25'te pH:6.57'de pH.S,lZ'de

Sicakhk  Maksimum Maksi Maksi
dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu
10 335 333 339 333
20 334 335 336 332
30 334 334 337 332
2 333 335 337 333
37 332 336 323 333
40 336 326 333
45 337 337 336
50 322 324 334
55 336 325
60 329 364
65
340 - |
33l . | ~o— pH:4,48
336 ‘ —8—pH:6,25
E, 334 A —i—pH:6,57
& 332 ] i —3¢—pH:8,12
-g 330
E 328
§ 326
324 4
322 =
320 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik °C

Sekil 31 10 oranhh M.m.rennet-dekstran konjugatinn farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumundan okunan maksimum dalga boyu degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:448'de pH:625'te pH:6.57'de pH:8.12'de
Sicakhik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti

10 16,6 25,1 19,1 20,6

20 15,1 15,7 157 19,0

30 6,5 10,7 5,6 21,0

32 5.8 10,2 159 16,5

37 6,1 79 10,6 12,5

40 0,0 8.8 133 16,8

45 0,0 72 11,6 139

50 0,0 7,0 10,8 10,3

55 0,0 8.4 5,6 0,0

60 0,0 1,6 7,6 0,0

65 0,0 0,0 0,0 0,0
30 —e—10C
—=—20C
25 4 30C
——32C
2 20 4 é —~%—37C
_% — —a—40C
é" 15 4 ——45C
& —s0cC
8 —55C
£ 10 60C

5 \
0 & T T T T T T

T

4 45 5 55 6 6,5 2 15 8 85
pH

Sekil 32 10 oranlt M.m.rennet - dekstran konjugatinn farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde
edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin pH 'yla degisim grafigi
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pH:4.48'te pH:625'te pH:6,57'de pH:8,12'de
Sicakhk Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
10 16,6 25,1 19,1 20,6
20 15,1 15,7 15,7 19,0
30 6,5 10,7 5,6 21,0
32 58 10,2 15,9 16,5
37 6,1 79 10,6 12,5
40 0,0 838 133 16,8
45 0,0 72 11,6 13,7
50 0,0 7,0 10,8 10,3
55 0,0 8.4 5,6 0,0
60 0,0 1,6 76 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0

30 4 ~o—pHL:4,48
25 —8—pH:6,25
pH:6,57
.5 20 |
3 ——pHS,12
= lisid “\K
g \
o
g 10 -
=] /\
5 /\ \\ﬂ
0 T > i )
60 70

0 10 20 30 40 50
Sicaklik °C J

Sekil 33 10 oranlt M.m.rennet-dekstran konjugatinn farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:4.48'de pH:6,25'te pH:6.57'de pH:8,12'de
Sicaklik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omurii omrii omrii
10 0,6 0,9 0,8 1,1
20 0,9 0,7 0,9 0,8
30 0,8 0,9 0,7 1,0
32 0,5 0,6 0,8 0,9
30 0,7 0.7 0,8 1,0
40 0,0 0,5 0,9 0.7
45 0,0 0,6 0,0 0,6
50 0,0 0,6 0,6 0,7
55 0,0 0,7 0,0 0,0
60 0,0 0,4 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0

12 5
——10C
1,0 —=—-20C
30C
= 0.8 - —¢—32C
E —%—37C
2 0.6 . ——40C
g0 ——145C
g ——50C
S 04
[
02
0,0 " ;
4 45 5 55 6 65 7 45 8 8,5
pH

Sekil 34 10 oranli M. m.rennet-dekstran konjugatinin farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde
edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans 6mru degerlerinin pH 'yla degisim grafigi
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pH:448'te pH:6.25'te pH:6.57'de pH:8,12'de
Sicakhk Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omrii omrii omrii
10 0,6 0,9 08 19
20 0,9 0,7 09 0,8
30 0,8 09 0,7 1,0
32 0,5 0,6 0,8 09
37 0,7 0,7 0.8 1,0
40 0,0 0,5 0,9 0,7
45 0,0 0,6 0,0 0,6
50 0,0 0,6 0,6 0,7
55 0,0 0,7 0,0 0,0
60 0,0 04 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
12 4
—&—pH:4,48
L% —=—pH:6,25
S
0,8 4 pH:6,57
E —s—pH:8,12
5 0,6 1
v -
g
°§’ 0,4
&
02 +
0,0 +—— T T T * g e )
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik’C

Sekil 35 10 oranli enzim-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans 6mrii degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3.88'de pH:595'te pH:7.13'te  pH:8.56'da
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalgaboyu dalgaboyu dalga boyu

10 329 336 330 330
20 338 335 330 329
30 336 335 330 333
32 336 336 330 332
37 330 336 333 335
40 336 335 335
45 337 335 335
50 336 335
55 334 B35
60 333
65
|
338
337 4 ——10C
—=—20C
336 30C
E‘- 335 4 A —¢—-32C
=) —%—37C
%}) 334 4 —e—40C
g 3334 ——45C
£ 3324
~
g 331 A
330
329
328 + 1 T T T ]
3 4 5 pH 6 % 8 9 J

Sekil 36 Dializ edilmis 10 oranli M.m rennet-dekstran konjugatinin farklt sicakliklarda 297nm'de uyarma
ile elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boyunun pH ile degisim grafigi
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pH:3,88'de pH:5.95'te pH:7.13'te pH:8,56'da
Sicakllk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu

10 329 336 330 330
20 338 335 330 329
30 336 335 330 333
32 336 336 330 332
37 330 336 833 335
40 336 335 335
45 337 335 835
50 336 385
55 334 335
60 333
65
339~
338 4 —e—pH:3,88
337 4 —a&—pH:5,95
pH:7,13
5 33? | —5—pH:8,56
5 3354
g 334
g 333
E 332 4
§ 331
330 4
329
328 - - T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik’C

Sekil 37 Dializ edilmig 10 oranh M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH'larda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boyunun sicaklik ile degisim grafigi
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pH:3.88'de pH:5.95'te pH:7.13'te pH:8,56'da

Sicakhk  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti giddeti siddeti siddeti
10 153 20,3 15,9 26,5
20 12,0 12,3 16,6 20,0
30 9,9 11,5 17,9 15,4
32 11,2 13,4 18,0 16,4
37 6,3 14,0 12,7 10,9
40 0,0 12,6 8,6 12,1
45 0,0 9,8 7,8 12,7
50 0,0 13,1 9,6 0,0
55 0,0 10,8 42 0,0
60 0,0 10,7 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
30 ——10C
—-—20C
25 4 30C
—¢32C
—%—-37C
g 20 + —e—40C
——45'C
% 154 % —s0C
g ——s5C
B 104 =~
2
-
5 o
0 T ~ T T .
3 4 5 6 i 8 9
pH

Sekil 38 Dializ edilmis 10 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatmmn farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma
ile elde edilen TR-emisyon spektrumlarmdan okunan fluoresans siddetinin pH ile degisim grafigi
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pH:3,88'deF pH:595'te pH:7,13'te pH:8,56'da
Sicaklik  luoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
10 153 20,3 159 26,5
20 12,0 12,3 16,6 20,0
30 9,9 11,5 17,9 154
32 112 134 18,0 16,4
37 6,3 14,0 12.7 10,9
40 0,0 12,6 8,6 12,1
45 0,0 9.8 78 1257
50 0,0 13,1 9,6 0,0
55 0,0 10,8 42 0,0
60 0,0 10,7 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
30 -
- pH:3,88
25 A
—8— pH:5,95
g 20
% \ pHT,13
% 15 23 —3—pH8,56
g
= 10
54
0 - -
0 10 20 30 40 50 60 70
Stcaklik’C

Sekil 39 Dializ edilmig 10 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin sicaklik ile degigim grafigi
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pH:3.88'de pH:595'te pH:7,13'te pH:8.56'da
Sicakllk  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omrii omrii omrii
10 09 0,6 0,6 0,6
20 09 0,5 0,7 0,6
30 0,7 0,7 0,8 0,6
32 0,7 09 0,7 09
37 0,7 0,6 0.4 0,7
40 0,0 0,8 1,0 0,4
45 0,0 0,8 0,9 0,5
50 0,0 09 0,8 0,0
55 0,0 0,6 0,8 0,0
60 0,0 0,6 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0

—e—10C
0,9 4 —=—20C
30C
E 0,8 —¢32¢C
2 —%—37C
g 0 —8—40C
é - ——45C
——50C
05 1 ——s5¢C
0,4 1
i 3 4 5 6 7 8 9

pH

Sekil 40 Dializ edilmis 10 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinn farkls sicakliklarda 297 nm'de uyarma
ile elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans dmrii degerlerinin pH ile degisim grafigi
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pH:3.88'de pH:595'te pH:7.13'te pH:8.56'da
Sicakhk Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omril omrii Omrii
10 0,9 0,6 0,6 0,6
20 0,9 0,5 0,7 0,6
30 0,7 0,7 0,8 0,6
32 0,7 0,9 0,7 0,9
37 0,7 0,6 04 0,7
40 0,0 0,8 1,0 0.4
45 0,0 0,8 0,9 0,5
50 0,0 0,9 0.8 0,0
53 0,0 0,6 0,8 0,0
60 0,0 0,6 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
1,24
|
1,0 —e—pH:3,88
«/\ —#— pH:5,95
08 pH:7,13
E ’ —5— pH:8,56
2 067 %
;5;
§ 04 w
)
02 4
0,0 + T A
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik’C

Sekil 41 Dialize edilmis 10 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farklh pH' larda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans mrii degerlerinin sicaklik ile degigim grafigi
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pH:3,23'te pH:5.31'de pH:6.50'de pH:8,32'de
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalgaboyu dalga boyu

10 338 326 331 341
20 333 330 331 340
30 331 332 332 340
32 328 336 331 340
37 335 336 332 334
40 335 340 332 337
45 334 331 337
50 340 346
59 342 340
60
65
304 ——10C
—8—20C
345 4 —4—30C
——32C
g —%—37C
_§ 340 4 —8—40C
é“ ——45C
S 335 4
=
g 330
325 4
320 T T 7 T T y
2 3 4 5 6 T 8 9
pH

Sekil 42 20 oranh M.m.rennet-dekstran konjugatimin farkh sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde
edilen TR-emisyon spektrumlanndan okunan maksimum dalga boyu degerlerinin pH 'yla degisim grafigi
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pH:3.23'teM pH:531'de pH:6.50'de pH:8,32'de
Sicakhk  aksimum  Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalgaboyu dalgaboyu dalga boyu
10 338 326 331 341
20 333 330 331 340
30 331 832 332 340
32 328 336 331 340
37 335 336 332 334
40 335 340 332 337
45 334 331 337
50 340 346
S5 342 340
60
65
230y —e—pH3,23
345 4 —&—pH:5,31
% —a—pH:6,5
2340
5 —5¢—pH:8,32
E 335
E
4
= 330 4
325 T T T T
0 10 20 30 50 60
Sicaklik °C

Sekil 43 20 oranli M.m rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boyu degerlerinin sicaklikla degisim grafigi




91

pH:3,23'te pH:5,31'de pH:6,50'de pH:8,32'de
Sicaklik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
10 223 26,9 293 39,5
20 20,6 22,5 20,4 31,5
30 9,3 21,8 19,3 26,3
32 17,6 13,9 19,3 19,5
37 40 20,3 18,8 332
40 7,0 16,1 13,4 27,0
45 0,0 15,4 14,1 253
50 0,0 15,3 0,0 14,7
55 0,0 116 0,0 15,9
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
45 ——10C
—=—20C
40 30C
35 —e—32C
3 —%—37C
g 304 ——40C
2 s ——45C
2 —50C
é 20 1 ——55¢C
8 1541
=
10
5 a
0 ]
2 3 4 5 6 7 8 9

pH

Sekil 44 20 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkh sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin pH 'yla degisim grafigi
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pH:3.23'te pH:531'de pH:6,50'de pH:8,32'de
Sicakhik  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
10 223 26,9 293 39,5
20 20,6 225 20,4 315
30 93 21,8 193 263
32 17,6 139 193 19,5
37 4,0 20,3 18,8 332
40 7,0 16,1 13,4 27,0
45 0,0 15,4 14,1 253
50 0,0 153 0,0 14,7
35 0,0 11,6 0,0 15,9
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
45
——pH:3,23
40 4
—&—pH:5,31
35 4
—&—pH:6,50
s=— 30
g " —u—pH:8,32
éf 20 4
g 15 4
=
10 4
N
0 +— : . . T a— "
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik °C

Sekil 45 20 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikia degisim grafigi
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pH:3.23'te pH:531'de pH:6.50'de pH:8,32'de
Sicaklik Fluoresans  Fluoresans Fluoresans Fluoresans

Omrii omri dmrii omrii
10 1,0 0,7 12 13
20 1,0 0,7 1,0 08
30 0,6 1,0 0,8 0,8
32 0,6 0.8 0,7 1,0
37 0,6 0,7 1,0 0,7
40 0,6 0,7 0,9 1,0
45 0,0 0,4 0,5 0,8
50 0,0 0,9 0,0 04
55 0,0 0,9 0,0 0.8
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
14 4 ——10C
—=—20C
124
30C
e 1,0 4 l\ ——-32¢C
=
$ 03] 2 ~%—37C
g —8—40C
5 0,6 ——45C
2 04 —s0'¢c
——55C
02
0,0 T T T g T v T T T T T d
2 25 3 35 - 4,5 5 5,5 6 6,5 7 755 8 8,5 9
pH

Sekil 46 20 oranli M.m rennet-dekstran konjugatinin farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans émrit degerlerinin pH 'yla degisim grafigi
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pH:3.23'te pH:5.31'de pH:6,50'de pH:8.32'de
Sicakhk Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omri omrii omrii
10 1,0 0,7 1,2 13
20 1,0 0,7 1.0 0,8
30 0,6 1,0 0,8 0,8
32 0,6 0,8 0,7 1,0
37 0,6 0,7 1,0 0,7
40 0,6 0,7 09 1,0
45 0,0 0,4 0,5 0,8
50 0,0 0,9 0,0 0,4
55 0,0 0,9 0,0 0,8
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0

L4 —e—pH:3,23
12 n —3—pH:5 31
1,0 o—" —&—pH:6,50
0,8 pH:8,32

Fluoresans oémrii
"O
[=2}
o 44—t L i)

0,4
02
0,0 ; ; ; ;
10 20 30 40 50 60 70
Stcaklik °C

Sekil 47 20 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkl pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans omrit degerlerinin sicaklikla degisim grafigi



10
20
30
32
37
40
45
50
55
60
65

pH:3,05'te pH:5.26'daM pH:7,02'de
Sicakhk Maksimum

328
326
329
328
329
331
331

95

pH:9.13'te

aksimum  Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu

338
337
337
336
339
340
341
340
338

dalga boyu
329
332
332
331
333
330
330
332
331

dalga boyu

331
333
331
336
335
336
335

342 4
340
338
336 -
334 4
332 4
330

Maksimum dalga boyu

328 4

—o—=10C
—&—20C

30C
—%-32C
—W—37C
—&—40C
—4=—=A5C

Sekil 48 Dializ edilmis 20 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinmn farkl sicakliklarda 297 nm'de uyarma
ile elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boyularmun pH'yla degisim grafigi
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pH:3.05'te pH:5.26'daM pH:7,02'de pH:9,13'te
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalgaboyu dalgaboyu dalga boyu

10 328 338 329 331
20 326 337 332 333
30 329 337 332 331
32 328 336 331 336
37 329 339 333 335
40 331 340 330 336
45 331 341 330 335
50 340 332

55 338 331

60

65

345
1 ——pH:3,05
2 340 4 //-\,\‘ .
3 pH:5,26
5 R
5 3354 .\_‘Tr\x/"\,( pH: 7,02
g /\J —3—pH:9,13
é 330 ‘\//“
325
320 T T T - - —
0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik °C

Sekil 49 Dializ edilmis 20 oranl M.m.rennet-dekstran konjugatinmn farkl pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde
edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boylarmmn sicaklikla degisim grafigi
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pH:3,05'te pH:5.26'da pH:7.02'de pH:9.13'te
Sicakbk  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti

10 14,0 26,0 15,0 18,3

20 12 20,1 13,3 12,0

30 10,3 21,7 10,6 13,7

32 10,8 20,6 10,5 83

37 5.8 16.4 82 10,1

40 87 19,6 8,5 9.7

45 59 20,0 9.4 7.8

50 0,0 9.8 4,6 0,0

55 0,0 12,8 9.8 0,0

60 0,0 0,0 0,0 0,0

65 0,0 0,0 0,0 0,0
30 —! ~—10C
—=-20C
25 | 30C
——32C
—%—37C
g 20 A —a—40C
_'% —t—145.C
g 15 \¥ =0
3 ——55C

g —

= 10 4
5 4
0 T T r T T T T |
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 50 Dialize edilmis 20 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinm farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma
ile elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin pH'yla degisim grafigi
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pH:3,05'te pH:5,26'da pH:7.02'de pH:9.13'te
Sicaklik  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
10 14,0 26,0 15,0 18,3
20 117 20,1 133 12,0
30 10,3 21.7 10,6 13,7
32 10,8 20,6 10,5 83
37 5,8 16,4 82 10,1
40 87 19,6 85 9,7
45 59 20,0 9,4 7.8
50 0,0 9.8 46 0,0
55 0,0 12,8 9.8 0,0
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
30 4
—&—pH:3,05
25 =
= —8—pH:5,26
3 20 ]
T 1 pH:7,02
2
g 15/ —3—pH:9,13
E]
= 10 - .
5 4
0 T T T it e o—
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik °C J

Sekil 51 Dializ edilmis 20 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatimun farkl pH' larda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boylarinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3,05'te pH:5.26'da pH:7,02'de pH:9,13'te
Sicakhik Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

Smrii Omrii omrii omrii
10 0,8 13 0,9 0.9
20 0,8 0,8 1,0 1,0
30 0,8 0,9 09 1,0
32 0,7 0,7 0,9 0,8
37 0,5 0,7 1,0 0,7
40 0,5 0.7 038 0,6
45 0,5 1,0 0,9 0,8
50 0,0 0,9 0,7 0,0
55 0,0 1,0 1,0 0,0
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
1,6 ——10C
-=-20C
1,4 30C
——32C
12 —¥-37C
g1 —e—d0C
= —i+—45C
§ 0,8 4 —50C
3 —ss5¢C
5 06
=
04 1
0,2 4
0 T ' T T T T T
2 3 4 3 6 7 8 9 10
pH

Sekil 52 Dializ edilmig 20 oranh M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlanndan okunan fluoresans 6mrii degerlerinin pH'yla degisim grafigi
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pH:3,05'te pH:5.26'da pH:7.02'de pH:9,13'te
Sicaklik  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii omri omrii omrii
10 0,8 13 0,9 0,9
20 0,8 0,8 1,0 1,0
30 038 0,9 0,9 1,0
32 0,7 0,7 0.9 0,8
37 0,5 0,7 1,0 0,7
40 0,5 0,7 0,8 0,6
45 0,5 1,0 0,9 0,8
50 0,0 0,9 0,7 0,0
Sh 0,0 1,0 1,0 0,0
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
16 -
14 —#—pH:3,05
—8—pH:5,26
12
pH:7,02
E 10 - ).\/“ —5¢—pH:9,13
g 4
8 08
2
=
0.6 -
0.4
0.2 ; : - . . .
0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik °C

Sekil 53 Dializ edilmis 20 oranh M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile
elden edilen TR-emisyon spektrumlanndan okunan fluoresans dmrii degerlerinin sicaklikla degisim grafigi



H:3,14'te
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pH:6,71'de

pH:8,30'da

Sicakbk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalga boyu

14
20
30
32
37
40
45
50
55
60
65

337
332
332
333
332
333
331
325
327

333
333
336
336
335
337
335
335
334

339
340
340
340
340
340
340
342
342

dalga boyu

343
339
341
342
340
341
339
337
343

345

335

330

Maksimum dalga boyu

320

——10C
—&—20C

30C
——32C
~—»—37C
~@®--40 C
——45C
—==5C
55 (C

65C

pH

Sekil 54 30 oranli M.m.rennet-dekstrant konjugatin farkli sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boyu degerlerinin pH'yla degisim grafigi
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pH:3.14'te  pH:5,25'te pH:6,71'de pH:8.30'da
Sicakhlk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalgaboyu dalgaboyu dalga boyu

14 337 333 339 343
20 332 333 340 339
30 332 336 340 341
32 333 336 340 342
37 332 335 340 340
40 333 337 340 341
45 331 335 340 339
50 325 335 342 337
55 327 334 342 343
60

65

346 4
344
342 A
340 4
338
336 4
334
332 4
330
328 4
326
324 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (C°)

~&-—pH:3,14
¥ pH.5,25
—&— pH:6,71

—8—pH:8,30

Maksimum dalga boyu

Sekil 55 30 oranh M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boylarnim sicaklikla degisim grafigi
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pH:3,14'te pH:5.25'te pH:6,71'de pH:8,30'da
Sicakhk Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
14 13,9 3.3 20,6 31,4
20 14,1 17.4 21,2 34,1
30 18,2 12,4 21,4 19,4
32 11,3 244 20,4 23,7
37 10,9 18,4 19,0 19,3
40 10,9 14,5 21,8 16,1
45 10,3 14,8 13,1 18,1
50 10,4 10,9 15,0 16,7
55 438 9,1 7.5 10,9
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
40 - ——10C
—=—2cC
354 30C
——32C
30 4 —%~—37C
g —8—40C
% 25 ——145C
@ —s0C
§ 20 * ] —ss5¢C
g 15
=
10 g /
/ S —
5 - —
0 T T T T T T \
2 3 4 5 pH 6 7 8 9

Sekil 56 30 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkl pH'larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen TR
emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin pH'yla degisim grafigi
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pH:3.14'te  pH:5.25'te pH:6,71'de  pH:8,30'da
Sicaklik  Fluoresans  Fluoresans Fluoresans  Fluoresans
siddeti siddeti siddeti siddeti
14 13,9 313 20,6 314
20 14,1 17,4 21,2 34,1
30 18,2 12,4 214 19,4
32 11,3 244 20,4 23,7
37 10,9 184 19,0 19,3
40 10,9 14,5 21,8 16,1
45 10,3 14,8 13,1 18,1
50 10,4 10,9 15,0 16,7
55 48 91 7.5 10,9
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
40 -
——pH:3,14
35,4 - pH:5,25
—&—pH:6,71
30 —&—pH:8,30
5195
6!
g 20
2118
2
=10 4
5 e
0 T T T T ]
10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik(C®)

Sekil 57 30 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3.14'te pH:5.25'te pH:6,71'de pH:8,30'da
Sicakhk Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

6mrii omrii Omrii Omrii
14 0,9 1,1 0,8 0,6
20 0,8 0,9 0,6 1,0
30 0,5 0,9 0,7 0,7
32 0,6 1,0 0,7 0,9
37 0,5 0,9 0,7 0,5
40 0,9 0,6 0,7 0,7
45 0,9 0,4 0,7 0,6
50 0,9 03 0.4 0,9
55 0,8 0,4 0.6 0,7
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
——10C
12 —=—20C
w 30C
14 —¢—32C
- —¥-37C
—e—40C
g 0,8 ——45C
—350C
g 056 ——ssc
2
2
= 04
0,2 4
0 T
2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 58 30 oranlt M.m rennet-dekstran konjugatinn farkli pH'larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlanndan okunan fluoresans 6mrii degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3.14'te pH:5.25'te  pH:6,71'de  pH:8.30'da
Sicakhk  Fluoresans Fluoresans  Fluoresans  Fluoresans
omrii omrii omrii omrii
14 09 1,1 0,8 0,6
20 0,8 09 0,6 1,0
30 0,5 09 0,7 0,7
32 0,6 1,0 0,7 0,9
37 0,5 0,9 0,7 0,5
40 09 0,6 0,7 0,7
45 0,9 0,4 0,7 0,6
50 09 0,3 0,4 0,9
55 0,8 0.4 0,6 0,7
60 0,0 0,0 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
1,2 —o—pH3,14
i~ pH:5,25
1,0 4 —a— pi:6,71
—&— pH:8,30
E 0,8
Ee)
& 06
i
Q
2 04 -
0,2
0,0 ~ T T T
0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik(C®)

Sekil 59 30 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans Smrii degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3,0'te  pH:5.22'de pH:7,07'de pH:8,74'te

Qrealchl Male<i Malees Malcei Malcei

dalga boyu dalgaboyu dalga boyu dalga boyu

10 328 337 338 334
20 329 337 339 336
30 331 336 340 338
32 330 338 340 338
37 330 337 338 338
40 333 337 329 342
45 330 338 339 341
50 334 328 342
55 334 330
60 326
65
——10C
344 - —=—-20C
30C
342 4 —%-32C
2 340 = C
8 338 1 —8—40C
53 ——a5C
g 336 A —s0C
334 4
'§ 332 4§
= 330 4
328 4
326 T T T T 7 T — —
2 3 4 5 6 T 8 9 10
pH

Sekil 60 Dializ edilmis 30 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatimn farkl sicakliklarda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan maksimum dalga boylanmn pH ile degisim grafigi
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20
30
32
87
40
45
50
55
60
65
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pH:3.0'te pH:5.22'de pH:7.07'de pH:8.74'te
Sicakhk Maksimum Maksimum Maksimum Maksimum
dalga boyu dalga boyu dalgaboyu dalga boyu

328
329
331
330
330
333
330

337 338 334
337 339 336
336 340 338
338 340 338
337 338 338
337 329 342
338 339 341
334 328 342
334 330

326

350 W
340 -
330 A

320 ~|

310

Maksimum dalga boyu

300! +—

20

T T T ——3

30 40 50 60 70
Stcaklik (C”)

—&—pH:3,0
®—pH:5,22
—&—pH:7,07

—8—pH:8,74

J

Sekil 61 Dializ edilmis 30 oranlt M.m.rennet-dekstran konjugatinn farkl pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde

edilen TR-emisyon spektrumlarmdan okunan maksimum dalga boyunun sicaklikla degisim grafigi
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pH:3.0'te  pH:5,22'de pH:7.07'de pH:8.74'te
Sicakhk Fluoresans  Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti

10 16,0 20,3 20,2 19,9

20 16,5 15,0 252 11,1

30 133 99 19,1 10,3

32 1.1 20,3 12,4 9,5

37 6,3 19,0 18,1 13,0

40 6.8 12,5 11,9 13,7

45 337 5,9 82 71

50 0,0 16,4 12,8 8,7

55 0,0 7,0 6,8 0,0

60 0,0 LY/ 0,0 0,0

65 0,0 0,0 0,0 0,0
304 ——10C
—8-20C
25 4 30C
—32C
g 20 | ~%—37C
= —e—40C
215 ——a5C
3 —s0C
% 0 —s5C

2 4
54
ol @0 .. "SR
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 62 Dializ edilmis 30 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinmn farkl: sicaklik larda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddetinin pH ile degisim grafigi
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pH:3.0'te pH:5.22'de pH:7,07'de  pH:8,74'te
Sicakhk  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

siddeti siddeti siddeti siddeti
10 16,0 20,3 20,2 19,9
20 16,5 15,0 252 111
30 13,3 9,9 19,1 10,3
32 19 20,3 12,4 9,5
37 6.3 19,0 18,1 13,0
40 6,8 25 11,9 13,7
45 3,7 5,9 82 73
50 0,0 16,4 12,8 8,7
55 0,0 7,0 6.8 0,0
60 0,0 5,7 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
30 4
25 4 —&—pH:3
—&—pH:5.22
20 1 —&—pH:7.07
—8—pH: 8.74
-g 15
B 10 -
g
g 54
=
0 T T T T —0—% 1
. 10 20 30 40 50 60 70
51
Stcaklik (°C)

Sekil 63 Dializ edilmig 30 oranli M.m.rennet-dekstran konjugatinin farkli pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans siddeti degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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pH:3.0'te  pH:522'de pH:7,07'de pH:8,74'te
Sicaklik Fluoresans Fluoresans Fluoresans  Fluoresans

Smrii omrii omrii Smrii
10 11 0,8 0,9 1,0
20 0,0 0,5 1,0 0,9
30 0,9 0,9 0,9 0,9
32 0,0 0,9 0,7 11
37 0,0 0,8 0,6 1;1
40 0,0 1,0 0,7 0,6
45 0,0 0,5 0,5 1,0
50 0,0 0,6 0,7 0,8
55 0,0 0,5 0,7 0,0
60 0,0 0,9 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
1.2 9 ——=10C
1,14 —&—20C
> 30C
1,0 4 —%-32C
o —¥~37C
92 —e—a0C
E 0,8 ——45C
e ——s0C
E 0,7 4 —55C
% 06 4
B 05
04 -
0,3
02 J T T T T T T
25 3.5 45 55 6,5 75 8,5 9,5
pH

$Sekil 64 Dializ edilmig 30 oranli M.m.rennet-deksfran konjugatinin farkls sicaklik larda 297 nm'de uyarma ile
elde edilen TR-emisyon spektrumlanndan okunan fluoresans émrt: degerlerinin pH ile degisim grafigi
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pH:30'te pH:522'de pH:7.07'de pH:8.74'te
Sicaklik  Fluoresans Fluoresans Fluoresans Fluoresans

omrii Omrii omrii omrii
10 1;1 0,8 0,9 1,0
20 0,0 0,5 1,0 0,9
30 0,9 0,9 0,9 0,9
32 0,0 0,9 0,7 1,1
37 0,0 0,8 0,6 T3
40 0,0 1,0 0,7 0,6
45 0,0 0,5 05 1,0
50 0,0 0,6 0,7 0.8
55 0,0 0,5 0,7 0,0
60 0,0 0,9 0,0 0,0
65 0,0 0,0 0,0 0,0
12 - -®-pH:5.2
L1+ 2
—&— pH:7.0
1,0 4 7
= 0,9 —8—pH:8.7
8 08
§ 071
2
§ 0,6 4
Lol
04 4
03 4
0,2 T —F —t T T — —
0 10 20 30 40 50 60 70
chakhk(Co)

Sekil 65 Dializ edilmis 30 oranli M.m rennet-dekstran konjugatinm farkl: pH' larda 297 nm'de uyarma ile elde edilen
TR-emisyon spektrumlarindan okunan fluoresans 6mrit degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
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