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SIMGE LIiSTESI

o Alfa
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Y Gamma

A Dalga boyu

mg Miligram

ul Mikrolitre
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enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ...
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik BSA ¢6zeltisinin 20l ’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ...
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik BSA ¢ozeltisinin 40uL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ...
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 100pulL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ...
UV dedektor ile 280 nm’de %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin SpL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ...
UV dedektor ile 280 nm’de %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin 10pL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ...
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%0,01,%0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri igin 5,10,20,40,
100p1 enjeksiyonlarda UV dedektor ile 280nm’de elde edilen alan
AEBETIEIT oo
%0,01,%0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri i¢in 5,10,20,40,
100ul enjeksiyonlarda UV dedektor ile 280nm’de elde edilen

yikseklik deferlerl ..o
%0,01, %0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA gozeltﬂenmn farkli
hac1mlerde enjeksiyonu ile UV dedektorden 280nm’de elde edilen

alan deBerlerl ..o
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280nm’de elde edilen kromatogrami — ..............cccoeeeiieeiiiiieee.

Polimer : Amilaz orani’na karsi UV 280nm’de elde edilen Amilaz alam

Polimer ;: Amilaz orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Amilaz

Brafifl o

yiksekligi grafifi  ......coooiiiii e

Polimer : Amilaz orani’na karsi UV 280nm’de elde edilen Polimer

alant Grafifi ..o s

Polimer ;' Amilaz orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Polimer

yiksekligi grafifl  ...ooivoeie s

Polimer : Amilaz orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Konjugat

alant grafifi ..o

Polimer : Amilaz orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Konjugat

yilkseklifi grafifi ...

Polimer : Amilaz oram 0,5 olan ¢6zeltinin 100l enjeksiyonuyla RI

dedektorde elde edilen kromatogrami —— ......ooooiiiiiieieiiee,

Polimer : Amilaz oram 1 olan g¢ézeltinin 100ul enjeksiyonuyla RT

dedektorde elde edilen kromatogram ...

Polimer : Amilaz orami 3 olan ¢6zeltinin 100l enjeks1yonuyla RI

dedektorde elde edilen kromatogrami ...

Polimer : Amilaz oram 5 olan ¢6zeltinin 100l enjeksiyonuyla RI

dedektorde elde edilen kromatogrami — ...............ccoooiieiiiiie

Polimer : Amilaz oram 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI

vi

67

68

69

70

71

72

73

75

76
78
78
79
79
80
82
82
83
83
84
84
86
86
86

87



Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil

Sekil

Sekil

Sekil

Sekil

Sekil

Sekil
Sekil
Sekil

Sekil

3.92

3.93

3.94

3.95

3.96

3.97

3.98

3.99

3.100

3.101

3.102

3.103

3.104

3.105

3.106

3.107

3.108

3.109

3.110

3.111

3.112

3.113

dedektorde elde edilen kromatogrami ... 87
Polimer : Amilaz orani’na karg1 RI dedektorde’de elde edilen a-Amilaz

alant rafifl ..o s 89
Polimer : Amilaz orani’na karst RI dedektor’de elde edilen oi-Amilaz

yoksekligi grafifii ... 89
Polimer : Amilaz orani’na karst RT dedektérde elde edilen Polimer

alant Grafifi ..o 90
Polimer : Amilaz orani’na kargt RI dedektor’de elde edilen Polimer

yikseklifi grafii ..o 90
Polimer : Amilaz oram’na karst RI dedektor’de elde edilen Konjugat

alant Grafifi ..o 91
Polimer : Amilaz oram’na kars1 RI dedektor’de elde edilen Konjugat

yuksekligi grafifil  ...oooooiiiiie 91
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin Sul’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram  ............cccoociiiiiiiii 93
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin 10l ’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ... 93
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°1lik Rennet ¢ozeltisinin 20ul’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ... 94
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin 40ul.’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ... 94
UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik Rennet ¢ozeltisinin 100l lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram ... 95
Rennet i¢in 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine

kargt UV 280nm’de elde edilen alan grafigi  ..........ccoooceeiviiniiiiiiinn 96
Rennet igin 0,05g/100ml.’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine

karg1 UV 280nm’de elde edilen yikseklik grafigi = ..o 96
RID’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin SpL’lik enjeksiyonundan elde

EAICY” S U N . .......... SO Y .. 98
kromatogram

RID’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin 10uL’lik enjeksiyonundan elde

edilen e 98
kromatogram

RID’de %0,05’lik Rennet ¢ozeltisinin 20l lik enjeksiyonundan elde

dilen e 99
kromatogram

RID’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin 40ul.’lik enjeksiyonundan elde

edilen e 99
kromatogram

RID’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin 100ul.’lik enjeksiyonundan elde

edilen e 100
kromatogram

Rennet igin 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine

kargt RID’de elde edilen alan grafifi ..o, 101
Rennet i¢in 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine

karsi RID’de elde edilen yiikseklik grafigi = ................. s 101
Rennet : Polimer oram 0,5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV

280nm’de elde edilen kromatogrami — ............cccooeiiiiiiee 103
Rennet : Polimer orani 1 olan ¢dzeltinin 100pl enjeksiyonuyla UV

280nm’de elde edilen kromatogramt  ..........ccccoevviiiiiiiiiiiie e 103

vii



Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekl
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil

Sekil
Sekil

Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil

Sekil

3.114
3.115
3.116
3.117
3.118
3.119
3.120
13.121
3.122
3.123
3.124
3.125
3.126
3.127
3.128

3.129
3.130

3.131
3.132
3.133
3.134
3.135a
3.135b
3.136
3.137

3.138

Rennet : Polimer oram 3 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogramt  ......... et
Rennet : Polimer orant 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogramu ...
Rennet : Polimer oramt 10 olan ¢dzeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogrami  ..................coocoooiiiie e
Rennet : Polimer orani 20 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogramu ...l
Rennet : Polimer oram 30 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogrami ...,
Rennet : Polimer orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Rennet alan
BAfiBl oo,
Rennet : Polimer orant’na kargt UV 280nm’de elde edilen Rennet
yiksekligl grafifi ..o
Rennet : Polimer orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Polimer

alanmt grafifi ..o
Rennet : Polimer orant’na kargt UV 280nm’de elde edilen Polimer
yiuksekligi grafii ...
Rennet : Polimer oram 0,5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla

RID’de elde edilen kromatogrami — .............ccooooiiiiiiiii e,
Rennet : Polimer orant 1 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de
elde edilen kromatogrami ..o,
Rennet : Polimer oram 3 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de
elde edilen kromatogrami  ...........c..ocoooiiiiiii e
Rennet : Polimer oram 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de
elde edilen kromatogrami ..o,
Rennet : Polimer oram 10 olan ¢&zeltinin 100ul enjeksiyonuyla

RID’de elde edilen kromatogrami  ............cccooiiieiiiiiii e, S
Rennet : Polimer orant 20 olan ¢ozeltinin 100pl enjeksiyonuyla

RID’de elde edilen kromatogrami  .............c.coooooviiiiiiiieee
Rennet : Polimer orani’na karsi RID’de elde edilen Rennet alant grafigi
Rennet : Polimer orani’na karst RID’de elde edilen Rennet yiiksekligi

BIAfISl oo
Rennet : Polimer oran’na karst RID’de elde edilen Polimer alam

BIALISL oo
Rennet : Polimer orant’na kargt RID’de elde edilen Polimer yiiksekligi

BIAfIS oo
UV dedektdrde Rennet-Polimer karnigimindaki Rennet’in ve polimersiz
cozeltideki Rennet’in konsantrasyona kargt alan grafigi = ........................
UV dedektorde Rennet-Polimer kangimindaki Rennet’in ve polimersiz
cozeltideki Rennet’in konsantrasyona karg: yikseklik grafigi ...
RID’de Rennet-Polimer kangimindaki Rennet’in ve polimersiz

cozeltideki Rennet’in konsantrasyona kargi alan grafi§i — ........................
RID’de Rennet-Polimer kanigimindaki Rennet’in ve polimersiz

cozeltideki Rennet’in konsantrasyona karg1 yikkseklik grafigi =~ ..............
Polimer : Rennet oran1 0,5 olan ¢dzeltinin 100p] enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogrami  .................cccoeiei i
Polimer : Rennet oram 3 olan ¢ozeltinin 100l enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogrami — ..............ccceceiiiiiiiii,
Polimer : Rennet orani 5 olan ¢ozeltinin 100u1 enjeksiyonuyla UV

viii



Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil
Sekil

Sekil
Sekil

3.139

3.140

3.141

3.142

3.143

3.144

3.145

3:146

3.147

3.148

3.149

3.150

3.151

3.152

3.153

3.154

3.155

4.1
4.2

280nm’de elde edilen kromatogrami — .............cccoooeeiiiieiii e
Polimer : Rennet oram 10 olan ¢dzeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV
280nm’de elde edilen kromatogrami  ........c.ocoeieeiiiiiieiien e
Polimer : Rennet orant’na kargi UV 280nm’de elde edilen Rennet alam

GIAfIBl et s
Polimer : Rennet orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Rennet

yiksekligi grafifi ..o
Polimer : Rennet orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Polimer

alani grafifi ..o
Polimer : Rennet orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Polimer
yukseklii grafifi ..ot
Polimer : Rennet orant’na karst UV 280nm’de elde edilen Konjugat

alant Grafifl ..o s
Polimer : Rennet orant’na kars1 UV 280nm’de elde edilen Konjugat
yiksekligi grafifi oo
Polimer : Rennet oram 0,5 olan ¢6zeltinin 100l enjeksiyonuyla RI

dedektor’de elde edilen kromatogrami — ............ccoeeeiiiiiiiicee
Polimer : Rennet orani 1 olan ¢6zeltinin 100l enjeksiyonuyla RI
dedektor’de elde edilen kromatogrami ...
Polimer : Rennet oram 3 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI
dedektor’de elde edilen kromatogrami — .........c..oocoeeoiveiieiieeeeee
Polimer : Rennet orani 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI
dedektor’de elde edilen kromatogrami ...
Polimer : Rennet orant’na karst RI dedektor’de elde edilen Rennet alan
CIAfISl e
Polimer : Rennet orant’na karg1 RI dedektor’de elde edilen Rennet
yiuksekligi grafifi ..o
Polimer : Rennet orant’na karsi RI dedektor’de elde edilen Polimer

alant rafifi ...
Polimer : Rennet orant’na karst RI dedektor’de elde edilen Polimer
yitksekligi grafifi ...
Polimer : Rennet orant’na karg: RI dedektor’de elde edilen Konjugat

alant grafifi ..o
Polimer : Rennet orani’na kargi RI dedektor’de elde edilen Konjugat
yiksekligi grafifi ...
Enzimin polimerden fazla oldugu sistemde olusan reaksiyon modeli......

Polimerin enzimden --fazla oldugu sistemde olugan reaksiyon modeli...



CIZELGE LiSTESI

Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge

Cizelge
Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge .

Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge

Cizelge
Cizelge

Cizelge
Cizelge

Cizelge

2.1
22
3.1
3.2
3.3

3.4
3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19

3.20
3.21

3.22
3.23

3.24

Sayfa

SUL Proteinlerl  ...oocooiiiiiiieeeete e 11
Kazein gesitleri ve 6zellikleri  .............oocoo i 11
UV dedektorle 280nm’de farkli konsantrasyondaki BSA ¢ézeltileri

ile elde edilen kromatogramlardan okunan degerler — ........................ 31
RI dedektor ile elde edilen farkli konsantrasyondaki BSA

kromatogramlarmn sonuglart .. 42
UV dedektorle 280nm’de elde edilen a-Amilaz kromatogramlarimn

SOMUGIATT .ot 49
RID ile elde edilen o-Amilaz kromatogramlarinin degerleri ... 54
UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin

o-Amilaz’a ait SONUCIATT cooeiieieiec s 61
UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarlmn

Polimer’e ait sonuglart ., 61
RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin

o-Amilaz’a ait SOMUGIATT oot 68
RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarimin Polimer’e

AL SONUGIATT  ..ooiiii e 68
UV dedektorde Amilaz-Polimer karigimu ¢6zeltisi ile o.-Amilaz

cozeltisi alan sonuglar ., 72
UV dedektorde Amilaz-Polimer karnigimu ¢ozeltisi ile oi-Amilaz

cozeltisi yikseklik sonuglart ..., 73
RID’de Amilaz-Polimer karisimu ¢ozeltisi ile a-Amilaz ¢ozeltisi

alan SONUGIAIT ... e 75
RID’de Amilaz-Polimer kangimi ¢ozeltisi ile a-Amilaz ¢ozeltisi

yikseklik SONUGCIATT ..ot 76
UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin

o-Amilaz’a ait SONUCIATT oo 81
UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin

Polimer’e ait sonuglart .. 81
UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin

Konjugat’a ait sonuglar ..o 81
RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin o~

Amilaz’a ait sonuglart e, 88
RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin Polimer’e

At SONUGIATT ..ot 88
RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarimn

Konjugat’a ait sonuglar ..o 88
UV dedektorle 280nm’de elde edilen Rennet kromatogramlarinin

EBEIIETT  ..ooiiiieiiic e 95
RID’de elde edilen Rennet kromatogramlarmin degerleri ... 100
UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin

Rennet’e ait SOMUGIAIL  .......oooiiiiiiieiccce e 107
UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlannmn |

Polimer’e ait SONUGIATT ..o, 107
RID’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin Rennet’e

AL SONUGIATL ..ottt 114
RID’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin Polimer’e

At SOMUGIATT ..o e 114



Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge

Cizelge

3.25

3.26

3.27

3.28

3.29

3.30

331

332

3.33

3.34

UV dedektorde Rennet-Polimer kariginu ¢ozeltisi ile Rennet

cOzeltisi alan SONMUGIATT ..o 118
UV dedektorde Rennet-Polimer kangimi ¢ozeltisi ile Rennet

¢Ozeltisi yitkkseklik sonuglart ... 119
RID’de Rennet-Polimer karnigumi ¢ozeltisi ile Rennet ¢6zeltisi alan

SOMUGIATT oot . 121
RID’de Rennet-Polimer karnigimi ¢ozeltisi ile Rennet ¢ozeltisi

yikseklik sonuGlart ... 122
UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin

Rennet’e ait SONUGIATT  .....oooiivviiiiiiiecc e 126
UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin

Polimer’e ait SONUGIATT  ......ooooiiiiiiieiicee e, 126
UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin

Konjugat’a ait SONUEIar ..o s 126
RI dedektor’de elde edilen Rennet - Pohmer kromatogranﬂarmm '
Rennet’e ait sonuglar et et e e eennnieenies 132
RI dedektor’de elde edilen Rennet - Pohmer kromatogramlanmn ‘
Polimer’e aif SONUCIANT  .....cooooiiiiiiee e 132
RI dedektor’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin

Konjugat’a ait SONUCIArT ..o 132



ONSOZ

Tez calisma konumu belirleyen, caligmamn uygulamasini yonlendiren ve degerlendirilmesini
saglayan, her konuda bilgilendiren ve desteklerini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr.
Mehmet Mustafaev AKDESTEye,

Yiksek lisans hayatim boyunca yardimlarim benden esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr.
Huriye KUZU’ya,

Yiiksek lisans hayatim siresince her tiir konuda yardimlarini ve desteklerini benden
esirgemeyen degerli hocam Dog Dr. Inci ATAC’a,

Yiiksek Lisans galigmalarim igin bana destek olan Dog. Dr. Guney OZAY’a ve Dr. Cemil
0GUZ’a,

Tezimin butiin asamalarinda yardimint ve destegini esirgemeyen sevgili esime,
Egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyen aileme,

sevgimi ve saygilanimi belirtmeyi borg bilirim.

Xii



OZET

Alfa-Amilaz ve Rennet enzimlerinin Dekstran Siilfat Aldehit ile suda ¢oziinebilen kovalent
konjugat olusturma mekanizmas: ilk kez HPLC yo6ntemiyle incelendi. Calismada iki farkl
dedektor (UV ve Refraktif indeks) kullanilds.

Konjugasyon reaksiyonu farkli enzim-polimer oranlarinda gergeklestirildi. 0,5 — 30 araliginda
olusturulan homojen karigimlar kromatografik analizde kullamldi. Alnan sonuglara
dayamlarak Dekstran Silfat’m her iki enzimle de suda ¢oziinebilen kovalent konjugat
olugturma mekanizmasi incelendi.

Anahtar Kelimeler: Amilaz, rennet, HPLC, Refraktif indeks, UV, konjugat
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ABSTRACT

The characteristics of water soluble covalent conjugation between aldehyde derivatives of
dextran sulphate and both o-Amylase and Rennet enzymes were determined by HPLC
method for the first time. In this work two different detection system, UV and Refractive
Index, were used.

Different ratios of enzyme and polymer were used for the conjugation reaction. The
homogenous mixes between 0,5 and 30 mol ratios were used for chromatographic analyzing.
According to the results of chromatography, the characteristics of water soluble covalent
conjugation between aldehyde derivatives of dextran sulphate and both enzyms were studied.

Keywords: Amylase, Rennet, HPLC, Refractive Index, UV, conjugate
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1.GIRIS

Suda ¢oziinen polimerler son zamanlarda polimer kimya sahasinda gerek teorik gerekse pratik
uygulama olarak genis galisma alani bulmustur. Ozellikle suda ¢oziinen sistemler (polimerler,
polikompleksler ve diger polimer modifikasyonlari) imminolojik acgidan (fizyolojik aktif
maddeler olarak kullanilmasimin diginilmesi) buytk bir kazang olarak goriilmektedir. Bu
amagla fizikokimyasal yontemler aracilifiyla bu sistemlerin yapisi hakkinda genis bilgi elde

edebilmek i¢in ¢alismalar sirdirilmektedir.

Bu tip sentetik polimerler tipta ve biyolojik temelli bilimlerin diger sahalarinda son
zamanlarda pratik uygulamalar bulmustur. Ornek olarak; sentetik polimerlerin adjuvant etkisi
. “(organizmanin bagigikligim arttirmak icin antijenlerle birlikte organizmaya girebilen yardimei
‘kimyasal maddeler), kanin dolagimim engelleyen tortularin ¢oziilmesi etkisi (antitrombojen),
antimikrobiyal etkisi, ilaglarin etken maddelerinin uzun zaman organizmada saklamimast
etkisi (prolongation), ila¢ saliim sistemleri (organizma igindeki ilacin yavag yavas serbest

birakilmast) gibi etkileri gosterilmistir.

Zayif immunojenik antijenlerin (haptenler, proteinler, polisakkaritler) farkli kokenli sentetik
polielektrolitlerle (PE) baglanmasi sonrasinda organizmada antijen-PE’ye karsi bagisikhgin
arttigy gosterilmigtir (Petrov ve Khaitov, 1988). Fizyolojik sartlar altinda oldukg¢a saglam olan
kompleksler en yiksek aktiviteyi gosterir (Kabanov vd., 1978; Petrov vd., 1979). Kompleks
iceren sistemler, bilesenlerin fonksiyonel gruplarmin kovalent baglarla baglandigi yerlerde
PE’nin pargalar1 ve antijen molekiilleri arasindaki elektrostatik ve hidrofobik etkilesim ile
saglanmigtir (dengeye gelmistir) (Petrov, 1979). Ayrica polimer antijenle konjige edildigi
zaman, kovalent bag olusumunda kendi katihimlarimn bir sonucu olarak antijenik
determinantin (belirtgen) kimyasal yapisinda kismi bir degigiklik olabilir. Bu durum
teknolojik uygulamalar i¢in uygun degildir. Ciinki ana reaksiyon urtinii ile birlikte serbest
bilesenler de ortamda yer alir. Bu bilegenlerin ana trtinden ayrilmas: gerekir, ayriimadig
takdirde sistemde polimer ile antijenin garpraz baglanmas: esnasinda kalir. Bu istenmeyen
durum arastirmalara bagka bir boyut kazandirmugtir. Boylece polielektrolitler ile antijenleri
metal varliginda baglamuglardir, hem tagtyict polimerin ve antijenin yapisinda ¢ok oOnemli
degisikler olmamis hem de istenmeyen serbest bilesenler olugmammstir (Mustafaev ve
Kabanov, 1981). Elektrostatik bagh zehirli olmayan PE’ler ile protein anfcijenieﬁnin metal
(Cu®") varliginda olusturulan Ggli ve suda g¢oziinen yapilar immiinolojik agidan yiksek

koruma saglamugtir (Mustafaev ve Norimov, 1990).



o-Amilaz ve Rennet enzimlerinin Dekstran Siilfat Aldehit ile suda ¢6ziinebilen kovalent
konjugat olusturma mekanizmas: itk kez HPLC yontemiyle incelendi. Caligmada iki farkl:
dedektor (UV ve Refraktif Indeks) kullanildi. Konjugasyon reaksiyonu farkh enzim-polimer
oranlarinda gerceklestirildi. 0,5 — 30 araliginda olusturulan homojen kanigimlar kromatografik
analizde kullanildi. Alinan sonuglara dayanilarak Dekstran Siilfat’in her iki enzimle de suda

¢oziinebilen kovalent konjugat olusturma mekanizmasi incelendi.



2. TEORIK KISIM

2.1 Genel Bilgi

Enzimler, biyokimyasal katalizorler olarak davramrlar. Kendilerinde degisim olmadan diger
maddelerde spesifik kimyasal degigimlere neden olurlar. Enzimlerin molekiildeki spesifik
kimyasal baglara etki etmesi, arzu edilen bilegiklerin iretiminin kontrol edilebilir durumda
olmasi saglar. Enzimler protein oldugundan yiiksek sicaklikta inaktif hale gelirler,
Inaktive olduklar kesin sicaklik enzime gore degisir ve spesifik bir iglem igin dogru enzim
se¢iminin yapimas: gerektigi zaman 6nemli bir hal alir. Cogu durumlarda amag¢ yiiksek
sicaklik siiresince enzimin aktivitesini sirdiirmektir, diger taraftan da tretim bittiginde
enzimi tam olarak inaktive etmektir. Enzimlerin optimum sicaklik smirlari ve optimum pH

sinirlart vardir ki bunlar da enzim tiiriine ve elde edildigi kaynaga gore farkliik gosterir.

2.2 o -Amilaz enzimi
Payen ve Persoz’un 1833 yilinda nisastayr sekere dontistiiren termolabil bir maddeyi, alkol
¢oktiirmesi ile elde etmeleri enzimoloji alanindaki ¢nemli adimlardan biri olmugstur. Bugiin

amilaz olarak bilinen bu enzim, nisasta endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir.

Cok genis bir aileden olugan amilazlarnin dogada fazla miktarda bulunan ¢esidi a-amilazlardr.
o-amilazlar (1,4-o-glukan 4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) bir ¢ok hayvan, bitki ve protist
genera denen tek hiicreli mikroorganizmalarda uretilirler. a-amilazlar, nigastanin fraksiyonlan
olan amiloz ve amilopektindeki ayn1 zamanda hayvan ve insanlarda karacigerde depo gorevi
yapan glikojendeki «-(1,4) glikozid baglanm hidrolizleyerek, a-konfigiirasyonunda
oligosakkaridler {dreten endohidrolazlardir. o-Amilazlar o-(1,6) glikozid baglarina

saldirmazlar.

o-Amilazin etki mekanizmast ve fizikokimyasal ozellikleri enzimin kaynagma da baghdir.
Ticari 6neme sahip olan amilaz, bakteriyel a-amilazdir. Literatirde agiklandigt gibi a-
amilazlarin optimum pH degeri 4-6 arasindadir(Kazuhiko,1993;Ishikava,1990). pH aktivite
profilinin kesin pH optimumlan enzim kaynagina gore degismektedir. a-Amilazlar, bir enzim
molekiili bagma en az bir atom kalsiyuma sahip olan kalsiyum-metaloenzimlerdir. Kalsiyum
iyonu ve substrat varhgmda daha genis bir pH arahgmda kararhdilar. Saflagtrilmig o-

amilazlar 50°C’nin tistiinde aktivitelerini hizla kaybederler.



o-Amilazin  kapsamli kullanim alanlarindan  biri, nisasta endstrisidir.  Nigastay1
pargaladiklarindan dolayr amilazlar, eczacibikta siklo dekstrinlerin Uretiminden glukoz

suruplarina kadar gesitli Gretim dallarinda uygulama alam bulmaktadirlar.

Nisasta enzimatik hidroliz ile glukoz suruplarma donistarilebilir ve bu suruplar gida
endiistrisinde tatlandirict olarak kullamilirlar. Hidroliz islemi kimyasal olarak da yapilabilir
fakat bu durumda maliyet yiikselmektedir. Enzimatik hidroliz daha uygun ve etkili bir yontem
oldugundan kullammu yaygindir. Pargalanma sirasinda, “limit dekstrinler” ile birlikte
fermente olan sekerler olugsmaktadir. Bazi bira tirlerinin tretiminde, (light bira gibi) daha
diigik karbohidrat ve daha yiiksek alkol igerigine sahip bir Griin elde etmek igin, bu limit

dekstrinlerin oram diigtirilmektedir.

a-Amilazlar bira ve maya endistrilerden baska deterjan sanayiinde, meyva suyu iretiminde,
kagit ve kumas endistiirilerinde de yaygin olarak kullamlmaktadirlar (Brzozowski and
Davies, 1997).

Tekstilde ¢ozgii iplikleri, tezgahta gergin durmalan ve aginmalara karst dayamikli olmalan
icin nigasta gibi koruyucu bir madde ile kaplanmaktadir (Hagillama). Nisastali hagilin
sokilmesi igin, nisastamn suda ¢oziinen Urinlere pargalanmasinda amilaz enzimi

kullanilmaktadir (Bager, 1983).
2.2.1 Amilaz Familyasimmn Etkiledigi Substratlar

2.2.1.1 Nisasta

Nigasta daha c¢ok patates gibi yumrulu bitkilerde ve musir, fasulye, bugday, piring gibi
tahillarda bulunmakla birlikte, bitiin bitki hiicreleri nigasta yapma yetenegine sahiptirler.
Nigasta iki farkhi yapisal formda bulunmaktadir. Bunlardan biri amiloz digeri ise
amilopektindir.

Amiloz, nisastanin lineer fraksiyonu olup o~(1,4) glikozid baglan: ile baglanmus durumda
1100 ile 4400 glukoz tnitesi icermektedir. Bu form tamamiyle dallanmamis uzun zincirden
meydana gelmektedir. Nigastann dallannmg fraksiyonu olan amilopektin ise; o-(1,4) baglan

yaninda dallanma yerlerinde o(1,6) baglart da bulundurmaktadir.(Beazell, 1941).
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2.2.1.2 Glikojen

Hayvan hiicrelerinde karbohidrat depo maddesi olan glikojen karaciger dokusunda fazla
miktarda olmakla birlikte, iskelet kaslarinda da bulunmaktadir. Karaciger hiicrelerinde biiyiik
glikojen graniillere rastlanmaktadir. Glukojen bir D-glukoz polimeridir. Glikojenin molekul
yapist amilopektine benzemekle birlikte daha stk dallanma goriilmektedir.. Glukoz Uniteleri
diiz zincirlerde a-(1,4) baglan ile, dallanma noktalarinda ise a-(1,6) baglan ile baglanarak

glikojen molekiiliinii meydana getirmektedirler(Buryan, 1991; Dordick, 1991).



2.2.2 o-Amilazin Etki Mekanizmasi

o-Amilazlar (1,4-o-glukan 4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) nisastamin fraksiyonlari olan
amiloz ve amilopektin ile glikojen ve maltooligosakkaridlerdeki a-(1,4) glikozid baglarinin
hidrolizini katalizleyen bir endohidrolazdir. I¢ kisimdaki baglara daha yitksek ilgi gosterirler
ve uzun zincirlerde daha aktiftirler. Bu enzimin kopardigi baglanin yeri sabit olmadig icin

sonugta triinlerin bir karngimi meydana gelir (Minxie, 1994).

o-Amilaz mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarin karbonhidrat metabolizmasinda énemli
rol oynamaktadir. Memelilerde o~-amilaz tikritkte ve pankreas salgisinda bulunmaktadir.
Insandaki ci-amilaz, kromozom 1 iizerindeki bir multigen ailesi tarafindan kodlanmakta ve tek

bir polipeptid zincirinde 478 aminoasidden olusmaktadir(Mischa,1996).

Insanda nigastanin sindirimi birkag asamada gergeklesmektedir. Baslangicta tiikritk ai-amilaz,
polimerik nisastadaki kisa oligomerleri pargalayarak kismen sindirimi saglar. Kismen
sindirilen nigasta, biiyilk oOlglide pankreasta sentezlenen a-amilaz ile daha kiicik
oligosakkaridlere hidrolizlenir. Olusan oligosakkarid karigimu maltoz, maltotrioz ve ¢ok

sayida a-(1,6) ve a-(1,4) oligoglukanlart igermektedir.

Bir ¢ok mantardan a-amilaz Gretilmekle birlikte en ¢ok incelenen ve genellikle ticari olarak
kullamlan Aspergillus oryzae o-amilaz (TAKA)’dir. Bu enzim nigastanin o~(1,4) baglarina
saldiran fakat o-(1,6) baglarina saldirmayan bir endohidrolazdir. Belirtilen enzim ile nisasta

%60 oraninda maltoza doniigturtlebilmektedir(Gary, 1995).

2.2.3 a-Amilazin Molekiil Yapis: ile Tigili Ozellikler

o-Amilazin molekul agurhgt 55200 Da dolayindadir ve molekilii sicakliga kargi onemli
olgude stabilite gostermektedir. Bu enzimin dikkate deger termostabilite ¢zelligi, artan iyonik

etkilesimler, azalan yiizey alam ve i¢ kisimdaki artan paket etkilesimlerden ileri gelebilir.

Termostabil o-amilazin ii¢ boyutlu yapist X-ray kristallografi yontemi ile incelenmigtir.
Yapimun 478 aminoasit kalintist ve 294 su molekili icerdigi goralmugtir. Sekil 2.7°de de
gorildugii gibi yapisinda 9 tane triptofan(trp) bulunmaktadir(Swift et.al, 1991). Ayrica o-
amilazin Ca®* ve CI' iyonlarm baglama ozelligi vardir. o-Amilazlar, bir enzim molekiilii
bagina en az bir atom kalsiyuma sahip metaloenzimlerdir. Ca®* iyonlarmun aktivite iizerine
etkisi incelenmig ve Ca** iyonunun mikromolar seviyelerinin, o-amilazin yapisiu stabilize

etmeye yaradifi goriilmiistiir (Bush, 1989).
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Sekil 2.3 Aspergillus oryzae a-Amilazinin aminoasid diziligi

a-Amilaz proteini G¢ birimden(domain) olusmugtur. En biyik boyutlu olan Domain A
yaklagik 291 aminoasid artig1 icermektedir ve o heliks sarmallariyla gevrilmis '8-stranded
paralel B-barrel' yapisindan ibarettir. Ug aktif bolge kalintist olan Asp231, Glu 261 ve
Asp328 Domain A’da yerlesmustir. CI” iyonlar: da aktif bolgeye baglanmstir. Domain A’nin
ilging ozelligi 1-99 ve 169-404 kalintilarim igeren iki polipeptit zincirinden meydana gelmis
olmastdir.104-206 aminoasid artig1 bulunduran Domain B, Domain A’min ii¢incii o-heliks ve
'B-strand' arasina sokulmus durumdadir. Heliks yap: kii¢iik olmasina ragmen ilk basta B-yapist
olusmugtur. Domain B’nin katlanmas;, Ca?* iyonlaninin bagl bulundugu Domain A’nin -

barrel duvarlarma kargt bir cep olusturmaktadir. Domain B’nin ana zincir atomlan igin termal



faktorler, Domain A ve C’ninkilerden daha yiksektir. 297-482 aminoasid artig1 igeren domain
C, '8-stranded anti paralel B-barrel' icide tutulur ve fazlasi Domain A ile asosiye olmustur.
Domain C farkli kaynaklarin o-amilazlan arasinda en degisken olamidir. o-Amilazin kalsiyum

ve klor iyonu baglama pozisyonu literattirde gosterilmistir (Gary,1995;Hwank,1997).

o-Amilazlarin optimum pH’lari genellikle 4-7 arasindadir. pH aktivite profilinin kesin
optimum pH aralii enzimin kaynagina gore degismektedir. Saflagtinlmig o-amilazlar
50°C’nin iizerinde aktivitelerini hizla kaydederler. Bu inaktivasyon iglemi kalsiyum ve

substrat etkisiyle azaltilabilir. Etkili olduklar sicaklik araligi ise 20-40 °C'dur.

o-Amilazin 5 alt Unitesi yani substrat baglama bolgesi vardir. a-Amilazin bu bolgelerine
substratin yerlesmesi isleminde maksimum katalitik aktivitenin, nétralden daha ¢ok asidik

pH’da oldugu gorilmiistir(Kazuhiko,1993;Ishikava,1990).

2.3 Mucor miehei Rennet (EC 3.4.23.6)

Fungal rennetin tretiminde kullamlan Mucor miehei susunun ozelligt iretilen enzimin
aminoasid kompozisyonunda ve molekul agirhiginda etkilidir (Smith ve Yada, 1991). Sadece
Mucor miehei CBS 370.65 ve NRRL 3169 susglarindan elde edilen fungal rennetlerde amino
asid kompozisyonlar1 benzerdir, ancak molekul agirliklar 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 Aspsz, Thrsz, Sersg,
Glugs, Pross, Glys7 , Alage, Cycs, Valyy, Mete, llez, Leusi, Tyrai, Phess, Lysio, Hisz, Args, Trps,
seklindedir. Lagrange ve arkadaglarina gore ise bu yapi; Aspsg, Thry,, Seras, Glugs Prois, Glyss
. Alagy, Cycy, Valys, Mets, Iles, Leugo, Tyrl2, Phel7, Lysll, His2, Argy, Trps tarzindadir
(Smith ve Yada, 1991; Brown vd., 1990). Mucor miehei’nin NRRL 3420 susundan olan
aspartik proteazin amino asit kompozisyonu da; Asps,, Thrig, Serss Gluis, Alag,, Cycs, Valis,
Y4(Cys) 4, Mets, Iley;, Leujs, Tyris, Pheis,Omny, Lyss, Hisy, Args, Trps (NHa)so olarak ifade
edilmektedir (Sternberg, 1971).

Literatiirlerde 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 molekiil agirhg: ise 44. 000 veya 34.000 olarak hesaplanmustir (Brown vd., 1990).

Mucor miehei rennet yaklagik olarak %6’s1 mannoz kompleksi seklinde olan karbohidrat



icerigine sahiptir (Ottesen ve Rickert, 1970).Yapiya bagh karbohidratin proteolitik aktivitelere
kars1 proteini korudugu, Gi¢ boyutlu yapistm stabilize ettigi ve boylece enzimin aktif kalma
siiresini arttirdigy digtniilmektedir (Berger vd., 1982). Molekiillerin sekonder yapilar fazla
miktarda B-Sheet ve daha az oranda o-heliks yapisi igermektedir (Yada ve Nakai, 1985).
Mucor kaynakli enzimlerin termal direnci hayvanlardan elde edilen kimozine gore oldukga
fazladir ancak MCA/PA oram daha dusiiktir. Bu durum arastirmacilann fungal rennetleri

modifiye etmeye yonlendirmigtir (Smith ve Yada, 1991).

Peynir iiretiminde kullamlan rennetin yaklagik %60 ’1 aktif olarak peynir alt1 suyunda (whey)
kalrpaktadn (Holmes ve Ernstrom, 1973). Mucor miehei mantarindan elde edilen rennet,
kimozine gore ¢ok daha fazla termal stabilite gostermektedir. Mucor miehei rennet peynir
eldesinde kullanilan enzimler arasinda istya en direngli olamdir. Peynir suyunda bulunan
sicakliga en dayamkl protein ise a-lactalbumindir (Lyster, 1970) Bu protein mucor miehei
rennete gore ¢ok daha termalstabildir. Peynir suyunun yan {irtin olarak degerlendirimesi,
ornegin bazi gida maddelerinin tretiminde kullanilmasi nedeniyle, bazi olumsuzluklara yol
actigindan iginde kalan proteazlarin inaktive edilmesi onemlidir. Sicakliga bagl olarak, yani
isitma ile saglanan inaktivasyon bitiin proteazlar igin benzer etki gostermektedir ve bu etki
pH’dan bagimsizdir. Ancak termal inaktivasyon prosesinin hiz1 pH’ya duyarhidir. Dusik
pH’larda termal inaktivasyona kars1 direng artmaktadir. % 50 oraninda rennet ve pepsin igeren
karigim sicaklik etkisiyle, Mucor miehei ve Mucor pusillusa gére g¢ok daha kolay inaktive

olmaktadir (Hyslop vd., 1979).

Peynir endiistrisinde siitiin koagiilasyonunu saglayan enzimler rennet olarak adlandirilir.
Rennet hayvan ve mikrobial kaynaklardan elde edilmektedir. Guntimiizde peynir iiretiminin
fazla miktarda olan rennet ihtiyaci mikrobiyal tiretim ile kargilanmaktadir. Cok eskiden beri
sirden mayasi olarak bilinen dogal rennet peynir eldesinde kullamlmugtir. Halen peynirde en

iyi tat, koku ve verim saglamasi nedeniyle dana renneti tercih edilmektedir (Pszczola, 1989).

Dana renneti, gen¢ danalarin sindirim sistemindeki 4. bolgesinden (sirden) ekstrakte edilir.
Bu rennet Kimozin (%75-95) ve pepsin (%5-25) olmak tizere iki tlir enzim igermektedir.
Kimozin yunancadaki gastric liquid denen mideye ait stvi anlamina gelen “chyme”’den
tiiremigtir. Kimozin (EC.3.4.23.4) pepsine gore daha spesifik olarak sutii pihtilagtirma
aktivitesine sahiptir. Pepsin spesifik olmayan proteolitik aktivitesinden dolayr tiim protein

agint zayiflatir,

Rennet baglica dana, sigir ve domuzdan elde edilmekte idi. Giderek artan talep iizerine

gindeme gelen mikrobial rennet ise Endothia parasitica, ~Mucor michei ve Mucor



10

pusillus'dan elde edilmektedir. Son zamanlarda Rekombinant DNA teknigi ile bilim adamlar
dana sirdeninden elde edilen kimozinin retiminden sorumlu geni izole ederek E.Coli
bakterisi , Klyveromyces marxianus mayasinm susu lactis ve Asprgillus niger mantarinin susu
awamori vasitasiyla, peynir Uretiminde tercih edilen bu renneti mikrobial kimozinin tretimi
i¢in uygun olan mikroorganizmalardan iiretmeyi bagardilar. Ancak Rekombinant DNA teknigi

ile kimozin tiretimi konusunda aragtirmalar devam etmektedir.
2.3.1 Peynir Uretimi

2.3.1.1 Siitiin Ozellikleri

Sut dogada bulunan besin degeri .yﬁksek bir gida maddesidir. Tirlerine gore farkhlhiklar
gostermekle birlikte hemen tim siit gesitleri vitaminler (genellikle thiamin, riboflavin,
pantotenik asit ve A, B; ve D vitaminleri) , mineraller (kalsiyum, potasyum, sodyum, fosfor
ve eser metaller), proteinler (¢ogunlukta kazein), karbohidratlar (genellikle laktoz) ve lipidler
(vaglar) igermektedir. Sutteki tek onemli noksanligin demir ve vitamin C igermemesi oldugu
belirtilmektedir. Belirtilen maddelerin sit igindeki miktarlan tiirlere gore genis olgiide
farkliliklar gostermektedir. Ornegin inek siiti %87,1 su , %3,4 protein, %3,9 yag, %49
karbohidrat ve %0,7 mineral igermektedir. Inek siitii ve kegi siitii olduk¢a benzer ozellikler
gostermektedir. Insan siitiinde bulunan protein ve mineral miktarimun inek ve kegi siitinde
olanin yarisindan daha az oldugu belirtilirken, seker igeriginin 1,5 kat daha fazla oldugu ifade
edilmektedir. At sutiinde diger sitlere kiyasla protein ve yag miktart oldukga disik
degerdedir. Ren geyigi sttiinde ise protein, mineral ve yag miktar yiksektir ve az miktarda

karbohidrat bulunmaktadir.

Tum siitler mikron buyukluginde kirecikler (globuller) seklinde dagimis halde yaklasik
%?3,9 oraninda yag icermektedir. Yag emilsiyonlari globullerin yiizeylerinde absorbe olan
fosfolipidler ve protein kompleksleri tarafindan stabilize edilmektedirler. Yag globulleri
sudan daha hafif oldugundan, bunlar sulu fazda yiikselerek siitiin yiizeyinde biraraya gelirler.
Yagda ¢oziinen Vitamin A ve D kremada yogunlagmig durumdadir.

Sitte Kazein, B-laktoglobulin ve «a-laktalbumin olmak Uzere baglica ¢ tir protein
bulunmaktadir. Bunlanin i¢ti de globtler proteinlerdir Globuler proteinler kompakt halde
kiiresel yapida kalmaya egilim gosterirler ve fibroz proteinlerine gére kolloidal stispansiyon
seklinde suda daha kolay ¢oziinebilirler. Viicut i¢in gerekli esas aminoasitlerin tamamin
icermesinden dolay: siit, ozellikle protein kaynag: olarak 6nemli bir besin maddesidir. Peynir

eldesinde st proteinlerinin iriin ve peynir suyunda dagilim Cizelge2.1’de verildigi gibidir.
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Cizelge 2.1 Siit proteinleri

Siit Proteinleri % Total % Peynir suyu(Whey)
Kazein 17
B-lactoglobulin 10 58
o-lactalbumin 2 13
Immunoglobulinler 2 12
Serum albumin 1 6
Minor proteinler 2 : 12

Stitteki esas protein olan kazein bir fosfoproteindir. Fosfat gruplar aminoasidlerin yan
zincirlerindeki bazi hidroksil gruplarina baglanarak fosfo protein yapisi olugturmaktadir.
Kazein , siitte kalsiyum kazeinat tuzu seklinde bulunmaktadir. Kazein molekiil agirligt ve
igerdigi fosfor gruplart miktan farkli olan dg tiir proteinin kangimdir. Bu tirler, dzellikleri ve

icerdigi bazi gruplarin oranlan Cizelge 2.2°de verildigi gibidir.

Cizelge 2.2 Kazein gesitleri ve 6zellikleri

Kazeinler % Mol Mol Mol M, pK
basina P | basina SH | basina S-S
o1 Kazein 45-55 8 0 0 23.500 4,6
B-Kazein 25-35 5 0 0 24.000 5,0
Kappa Kazein | 8-15 1 0 1 19.000 3,7-4,2
Gamma Kazein | 3-7 1 0 0 20.000 5,8

Alfa ve beta kazeinin molekiil agirligr 25.000 dolayindadir ve bunlar sirastyla molekil bagina
9 ile 4-5 kadar fosfat grubu bulundurmaktadilar. Her ikisi de suda ¢oziinme Ozelligine
sahiptir. Molekiil agirligr 8.000 dolayinda olan kapa kazein 1-2 fosfat grubuna sahiptir. Kapa

kazein misellerin olugumunu saglayarak diger iki tirtin suda ¢6ziinmesinden de sorumludur .

Kalsiyum kazeinatin izoelektrik noktas: pI: 4,6 *dir. Bu protein pH’s1 4,6’dan daha az olan
sulu ortamda ¢ozinmez. Siitiin pH’s1 6,6 oldugundan, kazein bu ortamda negatif yukludir ve
tuzu seklinde ¢6ztiinmis durumdadir.Eger siite asit ilave edilirse, kazein misellerinin

yizeyindeki negatif yitk nétralize olur (fosfat gruplarimin protonlagsmast sonucu ) ve nétral
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protein ¢oker, kalsiyum iyonlart ise ¢ozeltide kalir. Bu islem, siit kesildigi zaman meydana
gelmektedir.

Ca- cazeinat + 2H" > Kazein + Ca ** 2.1

Yaglar ve proteinler ¢oktirtilerek siitten uzaklagtinldiginda, karbohidratlar peynir alt1 suyunda
kalmaktadir. Sitteki esas karbohidrat laktozdur. Laktoz [4-O-(B-D-galaktopiranoz) ]
memeliler tarafindan sentez edilen tek karbohidrattir. Bu karbohidrat bir molekiil D-glukoz
ve bir molekiil D-galaktozun 1- 4 glikozidik bagiyla birlesmesinden olugmakta ve 'mammary

gland’de sentez edilmektedir.

CH OH
Z

H

SGalactosa Glucose
Sekil 2.4 Laktoz Molekiili

2.3.1.2 Peynir Eldesi

Peynir sitiin pibtilagtirihip peyniralts suyunun aynlmasindan sonra, pihtinin degisik sekillerde
islenmesiyle elde edilen bir trindir. Sitin pihtilagtirilmas;, peynir yapiminda en Snemli
agamalarindan birisi olup, bu asamada elde edilen pihtinin reolojik ve biyokimyasal
nitelikleri, elde edilecek peynirin 6zelliklerini ve verimini dogrudan etkilemektedir. Bu

nedenle kaliteli peynir tiretiminde siitlin pihtilagtiriimas: agamasi 6nem tagimaktadir.

Siitiin pihtilagtirilmasi iki farkl yontemle gergeklestirilir.

1-Asid ile pihtilagtinlma

2-Enzim etkisiyle pihtilagtinima

Birinci yontemle siitiin pihtilagtinimas: , siitii ya kendi halinde bir stre bekleterek , yada stite
laktik kiltiir, asid ve laktonlardan birinin ilavesiyle pH degerini digiirerek gergeklestirilir. Bu
yontemde izoelektrik noktanin (pH:4,6) izerinde bir pH’da pihtilasma yapildiginda 1sil
islemden yararlanilir (siitin %0.25 LA’da 82° C de pihtilagmast gibi). Bu yontemle kazeinin
izoelektrik noktasmnda ya da buna yakin bir pH’da elde edilen pibtilar taneli ve esnek
olmayan bir yap: gostermektedirlerBu tiir uygulama enzimle pihtilagtirmaya gére, oldukca
sinirh olarak kullanilmaktadir (Scott, 1981; Fox, 1987).
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Ikinci yontemde siitiin pihtilagtirilmast proteolitik enzimlerin etkisi ile saglanmaktadir. Bu
enzim preparatlan Peynir Mayast olarak da adlandirilmaktadir. Peynir mayalart k-kazeini,
Para -x-kazein ve makropeptide parcalayarak siitiin pihtilagmasim gerceklestirmektedirler

(Schwimmer, 1981) .

Peynir iiretiminde standardize ve pastorize edilen siit, segilen mayalanma sicakligina kadar
sogutulur Uygulanan mayalanma sicakligt genellikle 20°C’nin  Gizerinde ve 40°C’nin
altindadir En fazla uygulanan ise 30°C dolaymnda mayalanmadir. Ciinkii 21-27 °C “ler arasinda
elde edilen pthti yumusak ve jelimsi , 30 °C *de elde edilen siki ve kesim sirasinda  kiigiik
parcalar haline getirilmesi zor nitelikte , 33-36 °C ‘ler arasinda elde edilenler ise sert ve
lastiksi ozelliktedir (Scott, 1981) . Mayalama sicakligina getirilen siite bazi maddeler ilave
edilmektedir. Bunlar igerisinde ozellikle kalsiyum kloriir ( CaCl, ) ve 'starter' kiiltirleri
onemlidir. Peynir mayasindan once siite katilan kalsiyum klorir  pihtilagmay:
kolaylagtirmaktadir. Fazla miktarda kullamlan kalsiyum kloriir ise pthtilagma agisindan bir
yarar saglmadig gibi , act tat olugmasina da neden olmaktadir. Starter kiiltiiriiniin mayalama
asamasindaki temel islevi ise asid olusturmasidir. Sttlin  mayalama sicakhifia
sogutulmasindan hemen sonra ilave edilen starter kultirleri , ongorillen stre iginde siitiin
asidligini belirli bir dizeye yukselterek o6n olgunlagmasim gergeklestirirler. PH 'mn
digirilmesi pthtt  olusum siiresini ve piht1 formasyonunu olumlu yonde etkilemektedir.
Ancak belirli bir degerin altina diigmemesi gerekir. Clinkii, mayalanma sirasinda ortamin asid
diizeyi yiikseldikge, elde edilen piht1 da asid piht1 niteligini almaktadir. Enzimlerin etkisiyle
siittin  koagiilasyonu sonucu olugan pihti peynir ¢esidine uygun biiyitkliklerde kesildikten
sonra kanstirilip tuzlanarak kaliplara aktanlmakta, burada  belirli bir siire kendi halinde

siiziildiikten sonra baskiya alinarak stizme tamamlanmaktadir.

Peynir elde edildikten sonra tiketimine kadar gecen siirede peynirin tadi, kokusu, rengi, ve
yapisinda deBismeler meydana gelmektedir ve bu asama peynirin olgunlagmasi olarak
adlandinlmaktadir. Bu asamada enzimlerin ve mikroorganizmalarin (bakteri, kif , mayalarm)
faaliyetleri sonucu su kaybi, laktozun fermentasyonu , proteinlerin ve sit yaginmn
pargalanmast gibi olaylar meydana gelmektedir ve sonugta peynir kendine 6zgii nitelikleri

kazanmaktadir (Demirci, 1996).

2.3.1.3 Peynir Uretiminde Kullanilan Proteazlar
Peynir elde edilmesinde kullamlan proteazlar (proteinazlar) aspartik proteinaz (EC .3.4.23)
olarak bilinen enzim simfina girmektedirler. Bu enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri pH

aralign 1.5-5.0 olup, aktif merkezleri iki aspartik asid artif1 bulundurmaktadir. (Voynick ve
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Fruton, 1971 ; Dalgleish , 1982) Aspartik proteinaz enzimlerinin ¢ogu yapt ve sekuans
homologudurlar ( Smith ve Yada , 1991).

Bu enzimlerin peynir yapiminda bagarili sonug vermesi, sadece siitii pihtilastirma 6zelliklerine
bagh degildir. Peynir Uretiminde yer alan enzimlerin  proteolitik o6zellikleri de ©nem
tagimaktadir. (Dalgleish 1982) .Aspartik proteazlar bu konu edilen aktiviteleri ile ilgili olarak
farkliiklar gostermektedirler. Ornegin kimozinin  proteolitik aktivitesine oranla siitii
pihtilagtirma aktivitesi (MCA/PA) daha yiksek iken , domuz(porcine) pepsininde bu oran
daha dugitk degerdedir. Aktif merkezlerinde aspartik asid icermeyen tripsin, a-kimotripsin,
papain gibi proteazlarin stitli pihtilagtirma aktiviteleri, proteolitik aktivitelerine oranla oldukga
digiktor. Aym grupta yer alan bu enzimlerin aktiviteleri arasindaki farkhliklar
konformasyonlarindaki degisikliklerden ileri gelmektedir (Yada ve Nakai, 1986).

Aspartik proteinazlar, siitte bulunan kazein misellerinin dig yiizeyinde yer alan kappa-kazein
molekiillerindeki fenil alanin(105)-metiyonin (106) bagin hidrolizleyerek pihti olusumuna
yol agarlar. Kimozin ¢ok spesifik olarak kapa kazeinin bu bagim hidrolizlemektedir (Visser
vd., 1987; Abdel Malak, 1992 ;Turhan ve Mutlu, 1997) . Ornegin mikrobial rennetlerin kazein
hidrolizindeki etkisi bu belirtilen baga ¢ok spesifik degildir ve bu da peynir eldesinde triiniin
kalitesini etkilemektedi.

Carlson deneysel -¢aligmalaninda, kappa-kazeinin %65’ten fazlast hidrolizlendiginde pihti
olusumunun gergeklestigini gostermigtir. Green ve galisma grubu da elektron mikroskobu ile

yaptiklan incelemelerde benzer sonucu elde etmiglerdir (Van Hooydonk ve Walstra, 1987).

2.4 Enzim-Polielektrolit Kompleksleri

Kimyasal enzimolojinin en ¢nemli sorunlarindan birisi enzimlerin  stabillegmesinin
prensiplerinin  aragtirlmasidir.Bu problemin ¢ozilmesi tipta, kimyasal teknolojide, gida
sanayiinde, analitik amaglar v.b. gibi genis pratik uygulamas: olan stabil enzim preparatlar
olusturma agisindan olduk¢a 6nemlidir. Enzimlerin stabil hale getirilmesinde polimerlerden
yararlamlmaktadir. Sentetik polimerler protein partikiilleriyle kompleks olusturarak enzim
molekiilii yiizeyinde tek baglanna mikro ortii olusturabilirler (Mustafaev.M.1, 1996)

Enzimlerin stabillesme yoénteminin bulunmasi biyoorganik katalizérler yapmak igin de giincel
problemdir. Bu sahadaki aragtirmalarin ¢ogu, termostabil proteinler (enzimler) sentezlemek
icin  yonlendirilmigtir. Ancak yapisinda -SH grubu olan bazi enzimlerin (formik
dehidrogenazlar-FDH, alkol-dehidrogenaz-ADH v.b.) aktiflesmesi, havanin oksijem ile

gergeklesir. Bu enzimlerin agin degiskenligi, bunlann pratik uygulama imkanlarim siurlar.
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Buna gore —SH gruplarinin oksitlenmesinin, oksitlenen suilfidril gruplan ile kompleks
olusturan geg¢is metal iyonlarimin kangim ile katalizlendigi bilinmektedir. Bu durumda, konu
edilen enzimlerin stabilleymesi i¢in metal iyonlarinin baglanmasi ve uygun indirgeme
metodlanindan yararlanilmaktadir. Bu metodlar etkilidir ancak uygulanmalar1 evrensel
degildir.

Enzimlerin stabilitesi ile ilgili problemlerin ¢6ziimi igin polimerlerden yararlamiimaktir.
Sentetik polimerler protein partikiilleri ile kompleks olusturarak enzim molekiilii yiizeyinde
mikro 6rti  olugturabilirler. Polikatyon, silthidril gruplanm  havamin  oksijeni ile
oksitlenmekten korumaktadir. Enzimin polikompleks yapisinda, kimyasal stabilitesine,
polikatyon yiikliniin biyiik etkisi vardir. Makromolekiiliin pozitif yikiinin artimasi, PE’nin
sabit uzunlugunda poliinaktifleyme periyodunun iki kat artmasina sebep olmaktadir. Aym
zamanda polikatyonun yapisinda négatif yuklerin olusmast da enzimin kararliligim

inaktiflesme sartlarina getirmektedir.

Polikompleksin yapisinda asil roli, polielektrolitin pozitif yiikleri oynamaktadir. Protein-PE
¢Ozlinebilen  polikomplekslerinin = yapisina  uygun  olarak, enzimlerin  kararliik
mekanizmasinin, su sekilde oldugunu soylemek mimkiindiir. Polikatyon molekilii enzim
partikiilleri yiizeyinde pozitif yukli bir ortli meydana getirmektedir. Bu ortu ile aym tiirde
yuklenmig metal iyonlarimn, elektrostatik itme kuvveti etkisi nedeniyle protein molekiline
girmesini engellenir. Sonugta —SH gruplanmin oksijen ile katalitik oksitlenme prosesi de

ortadan kalkar(Mustafaev, 1996).

ALLOSS - LI T
- R i i}
T “l[;\/\_ il ‘
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2.5. HPLC sistemi

HPLC (Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi) analitik kimya alaminda en hizli gelisen
tekniklerden birisidir. Yiksek basing nedeniyle analiz siiresinin azalmasi, kesin sonuca
ulagma, dusik oranlarda miktar saptama, analizlerin oda sicakliginda yapilmasi sistemin
avantajlanidir ve genis kullanim alami kazandirir. En ¢ok kullanddigi yerlerden biri olan gida
biliminde, katki maddeleri, bulagsma, bozulma, karbohidratlar, renklendiriciler, yag ve yag
asitleri, tatlandirici ve ugucu bilesikler, inorganik maddeler, organik asitler, azotlu bilesikler

ve vitaminlerin analizlerinde uygun kolon ve dedektor segilerek kullamlabilmektedir.

Kromatografi, c¢agdas analittk kimya laboratuvarlarinca en ¢ok benimsenmis olan bir
“ayirma” teknigidir. Kangimlarin ayrilmasi, bilesenlerin tamisi ve miktarlar, hassas bir

sekilde, kisa zamanda yapilabilmektedir.

2.5.1 Prensip

Analizlenecek 6rnegin, biri sabit, digeri hareketli olmak iizere iki faz arasinda “Paylagim
Katsayr” larmn farklihina gore bilesenlerine ayrilmasidir. Sabit faz igeren bir kolon boyunca
hareketli faz ile tagmman Ornek, kolon iginde borular halinde defisik hizlarda yol alan
bilesenlerine ayrilarak kolonu terketmektedir. “Alikonma Siiresi” olarak tammlanan bu
kavram bilegenlerin ayrilmasinda etkin bir faktordir. Kolon ¢ikiginda dedektorce algilanan
sinyal, elektrik sinyaline donustirildikten sonra yazici veya entegratorde sonuglar “pik”
olarak almip degerlendirilir. Bu prensip hem GC (Gaz kromatografisi) hem LC (Sivi
Kromatografisi) i¢gin aynidir, ancak GC’de tagiyict faz gaz, LC de ise sividur.

2.5.2 HPLC Sisteminin Teknik Ozellikleri
Dizayn agisindan sistem

e modiler

e entegre olmak {izere iki tiir olabilir.

2.5.2.1 Modiiler Sistem
Birbirinden ayrilabilen ¢ok pargali bir sistemdir ve daha avantajhdir. Tagima, yerlestirme,
cihazi tanima kolayligi vardir. Laboratuvar bitgesine gore zamanla yeni pargalar ilave

ediilerek sistem geligtirilebilir.
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2.5.2.2 Entegre Sistem

Bir veya iki parcadan ibarettir ve zamanla sistemi gelistirme sansi azdir.

Sistem ¢aligma tarzina gore iki tiirli olabilir;
1. Isokratik sistem

2. QGradient sistem

Isokratik Sistem: En basit ve ucuz olamdir. Tek pompalidir ve kullanilan stvi (tasiyici faz)
analiz boyunca aym derigimde tutulur. Cihazin dengeye gelme siiresi kisa, kullanidan kolon

Oomrii uzundur. Rutin analiz yapan laboratuvarlara onerilebilir.

‘Gradient Sistem : Birden fazla solvent karigum kullanilir ve zamanla solvent oranlarnmn
degistirilebilme olanag vardir. Bilesenlerine zor ayrlan 6rnekler igin idealdir. Ikinci bir
pompa (hatta Uglincii), solventleri karigtirici {nite, karigim oranlarimi kontrol eden bir

programlayici tnite vardir. Ayrica isokratik olarak da ¢aligabilir.

Bunlarin disinda bir de otomatik sistem vardir ki gradient sistem initelerine ilave olarak

Otomatik Enjeksiyon Mekanizmasi bulunur.

2.5.3 HPLC Sistemi Uniteleri

e solvent besleme linitesi,
e pompa(lar),

o enjeksiyon bloku,

e kolon,

e dedektér,

e vazici olarak siralanmaktadir.

2.5.3.1 Solvent Besleme Unitesi
Sistemde tagiyici faz olarak kullamlan
e solventleri igeren gise(ler)
e pompa(lar)
e Gaz giderici: yeni sistemlerde solvent igerisinde kalabilecek hava

kabarciklanimn akig yoluna gitmesini onlemek igin bu sistem (degasser)

bulunmaktadir.



18

Solvent cihaza pompa yardimiyla verilir, belirli zamanda belirli hacimde solvent gegecek
sekilde (ml/dak.) akig hizi ayarlanabilir. Birbirinden bagimsiz olarak calisan 1, 2 veya 3

pompa olabilir.

2.5.3.2 Enjeksiyon Bloku
Analizlenen 6rnegin sisteme verildigi yerdir. Degisik firma tiriinlerinde
e septumlu (manual),

e septumsuz otomatik enjeksiyon donamml olanlari vardir.

2.5.3.3 Kolon

e  Cihazin “kalbi” sayilir.
e Genellikle paslanmaz gelikten yapilir.
e Degisik boy ve gapta olabilir.
e Fiyatlan genellikle 300.000.000 TL — 1.500.000.000 TL arasinda degisir. Genelde
kullanilan kolon 6zellii:
e 10-30cm boy
e 4.6-5mm i¢ ¢ap
e Sveya 10um dolgu maddesi partikil buyiikligi
Son zamanlarda i¢ c¢apr 1-4,6mm arasinda degisen, yiksek cozinirlikte ve daha kisa

zamanda, daha az solvent harcayarak sonug verebilme 6zelligi olan kolonlar gelistirilmistir.

Kolon Dolgu Maddesi
Tipik bir dolgu maddesi

o iyi belirlenmis partikiil bityiikliigiine
e basinca kargt uygun mekanik kuvvete

o yiksek kimyasal stabiliteye sahip olmalidir.
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Yiizeye  baglanmis  silis  faz
- hidrokarbon gruplart ile bagh
isilanol  (Si-OH)  igeren  silis:
- Bagh faz’in dogasi kromatografik

idavramg! belirler

s - Inert bir tabaka fiziksel destegi

Ince yiizey kaplamast;

isaglar

- . Inert tabaka tizerindeki ince tabakai

yrilmayr  saglayan  fonksiyonel

‘oruplan igerir.
Mikrogozenekli

- Capraz bagh polimerler iceren gel-

itipinde regineden yapilmugtir.

Makrogozenekli

- Yiiksek derecede c¢apraz bagl
{(>50%) regine igerir.
- pH 1 - 14 arasinda stabildir.
- Cesitll partikiiller ve gozenekler:

gigerebilir

Sekil 2.5 Kolon dolgu maddeleri
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2.5.3.4 Dedektor
HPLC dedektorleri 2 ana baglik altinda toplanabilir;

o Mobil faz dedektorleri: Analiz edilmek istenen maddenin varligi nedeniyle mobil

fazda meydana gelen degisikliklere cevap veren dedektéorler
- Refraktif Indeks
- Dielektrik Sabiti

- Yogunluk dedektorleri

o Analiz edilmek istenen madde dedektorleri: Analiz edilmek istenen maddenin

varligina cevap veren dedektorler
- UV absorbans
- Fluoresans dedektorler
Dedektorlerin segimi
e Analiz edilecek maddeye
e Maddenin Konsantrasyonuna baghdir.

Hassasiyeti arttirmak icin light scattering dedektor, radyoaktif dedektor, vizkozite dedektorleri
gibi dedektorler geligtirilmigtir.

Ayrica spesifikligi ve hassasiyeti arttirmak icin birden fazla gesit dedektor kullamlabilir.



21
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Sekil 2.6 Genel HPLC sistemi

1. Mobil faz / Solvent kaplar:
2. Pompa sistemi

3. Ornek enjeksiyon sistemi
4. Kolon

5. Deteksiyon sistemi
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullamlan Cihazlar

Terazi

HPLC (Shimadzu LC 10AT VP)
HPLC Kosullar:

UV dedektor: 280nm

Refraktif indeks dedektor

Kolon: DIOL 300 (7.9mm x 50cm)
On kolon: DIOL 300

Mobil faz: 0,01M Fosfat Tamponu (pH 7.0) + 0,2M Sodyum siilfat + %0,01 Sodyum Azid
Akis hizi: 1ml/dak

Caligma Sicakligt: Oda sicakliginda
pH metre

3.2 Kullanilan kimyasallar

Saf Su: HPLC saflikta

Sodyum dihidrojen fosfat: 1,77g/ 11t

Sodyum sulfat:28,4g/ 1 It

Sodyum azide: 0,1g/11t

BSA: Bovin Serum Albumin

alfa-Amilaz

Mucor Miehei Rennet

Polimer (Dekstran siilfat aldehit): Dekstran siilfatin sudaki ¢ozeltisine NalO4 eklendikten
sonra karigim 20 °C’de 5 saat kanstirildi. Elde edilen yiikseltgenmis iiriin 24 saat dializ
islemine birakiddi. Sogutarak kurutma ile (liyofilizator) aldehid gruplari bulunduran polimer

elde edildi.

3.3 Kullamilan sarf malzemeler

Balon joje: 1000ml — 100ml — S0ml — 25ml
Beher: Cesitli hacimlerde

Erlen: Cesitli hacimlerde

Otomatik pipet: 0-100ul, 100-1000ul
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3.4 Ornek Hazirlama ve Enjeksiyon

HPLC’de incelenmek tizere agagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:
BSA c¢ozeltileri

Saf o-Amilaz ¢ozeltileri

Saf Rennet ¢ozeltileri

o-Amilaz-Polimer konjugat ¢ozeltileri

Rennet-Polimer konjugat ¢ozeltileri

3.4.1 Bovin Serum Albumin

Asagida verilen konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri hazirlandi:

%0,01°lik BSA: 0,0050g BSA tartildi mobil faz ile 50ml’ye tamamland:= 0,01g/100mL
%0,05’lik BSA: 0,0125g BSA tartildt mobil faz ile ZSmL’ye tamamlandi=0,05g/100mL
%0,1’lik BSA: 0,0250g BSA tartildi mobil faz ile 25 ml.’ye tamamlandr=0,1g/100mL

3.4.1.1 BSA enjeksiyonu ve UV dedektor ile incelenmesi

Hazirlanan BSA ¢ozeltilerinden SpuL, 10pL, 20uL, 40uL, 100uL’lik enjeksiyonlar yapildi.
UV dedektor kullanilarak 280nm’de kromatogramlar alind1 ve agagidaki sonuglar elde edildi:
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Sekil 3.1 UV dedektor ile 280 nm’de %0,01’lik BSA ¢ozeltisinin Sul’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.2 UV dedektor ile 280 nm’de %0,01’lik BSA ¢ozeltisinin 10pL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Distector A {288nm )
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Sekil 3.3 UV dedektor ile 280 nm’de %0,01’lik BSA ¢ozeltisinin 20ul.’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram

Dletector A (288nm )
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Sekil 3.4 UV dedektor ile 280 nm’de %0,01°lik BSA ¢ozeltisinin 40ul.’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.5 UV dedektor ile 280 nm’de %0,01°lik BSA ¢ozeltisinin 100uL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.6 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik BSA ¢ozeltisinin SuL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.7 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik BSA ¢o6zeltisinin 10ul’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.8 UV dedektér ile 280 nm’de %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 20uL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.9 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 40ul.’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.10 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik BSA ¢ozeltisinin  100uL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.11 UV dedektor ile 280 nm’de %0,1°’lik BSA ¢ozeltisinin Sul.’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.12 UV dedektor ile 280 nm’de %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin 10uL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.13 UV dedektor ile 280 nm’de %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin 20uL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.14 UV dedektor ile 280 nm’de %0,1°lik BSA ¢6zeltisinin 40uL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.15 UV dedektor ile 280 nm’de %0,1’lik BSA g¢ozeltisinin 100uL’lik enjeksiyonundan
elde edilen kromatogram

UV dedektorle 280nm’de BSA ¢ozeltilerinin enjeksiyonlar ile elde edilen sonuglar Cizelge

3.1°de verilmigtir.

Cizelge 3.1 UV dedektorle 280nm’de farkli konsantrasyondaki BSA ¢ozeltileri ile elde edilen
kromatogramlardan okunan degerler

Konsantrasyon Enjeksiyon Alkonma Alan Yiikseklik
(g/100mL) hacmi (uL) Zamam (dak.)
0,01 5 15,220 12232 457
0,01 10 15,239 22525 820
0,01 20 15,244 42404 1580
0,01. 40 15,255 85689 3087
0,01 100 15,273 205370 7150
0,05 5 15,225 53422 1963
0,05 10 15,244 88059 3274
0,05 20 15,243 206370 7685
0,05 40 15,260 424749 15210
0,05 100 15,290 1057402 37083
0,1 5 15,214 119606 4340
0,1 10 15,248 230749 8447
0,1 20 15,908 410165 14990
0,1 40 15,241 872935 31332
0,1 100 15,278 2082584 72346

Alinan sonuglardan faydalanarak her enjeksiyon hacmine ait konsantrasyona kars: alan grafigi

(Sekil 3.16) ve konsantrasyona karg1 yiikseklik grafigi (Sekil 3.17) elde edildi. Ayrica her
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konsantrasyona ait enjeksiyon hacmine karsi alan grafigi (Sekil 3.18) ve enjeksiyon hacmine

karg1 yitkseklik grafigi (Sekil 3.19) ¢izildi.
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Sekil 3.16 %0,01,%0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri igin 5,10,20,40,100 ul
enjeksiyonlarda UV dedektor ile 280nm’de elde edilen alan degerleri
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Sekil 3.17 %0,01,%0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ézeltileri igin 5,10,20,40,100 pul
enjeksiyonlarda UV dedektor ile 280nm’de elde edilen yiikseklik degerleri
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Sekil 3.18 %0,01, %0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltilerinin farkli hacimlerde
enjeksiyonu ile UV dedektérden 280nm’de elde edilen alan degerleri
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Sekil 3.19 %0,01, %0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltilerinin farkli hacimlerde
enjeksiyonu ile UV dedektérden 280nm’de elde edilen yukseklik degerleri

Sekil 3.16 — 3.17 — 3.18 ve 3.19°da yer alan grafiklerden goruldiigi gibi segmis oldugumuz

kolon protein ile bir etkilesime girmemektedir. Dolayisiyla kolon ¢alismalarimizda kullanmak

i¢in uygun bir kolondur.

3.4.1.2 BSA enjeksiyonu ve RI dedektdr ile incelenmesi

Hazirlanan BSA ¢ozeltilerinden SuL, 10uL, 20uL, 40pL, 100uL’lik enjeksiyonlar yapild: ve
RI dedektor kullanilarak kromatogramlar alindi ve agagidaki sonugclar elde edildi:
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Sekil 3.20 RI dedektor ile %0,01°lik BSA ¢ozeltisinin 5ul’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.20b RI dedektor ile %0,01°lik BSA ¢dzeltisinin 10pL lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.21 RI dedektor ile %0,01°lik BSA ¢ozeltisinin 20ul’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.22 RI dedektor ile %0,01°lik BSA ¢ozeltisinin 40uL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.23 RI dedektor ile %0,01°lik BSA ¢ozeltisinin 100ul.’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.24 RI dedektor ile %0,05°1lik BSA ¢ozeltisinin Sul.’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.25 RI dedektér ile %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 10uL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.26 RI dedektor ile %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 20pL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.27 RID dedektér ile %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 40pL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.28 RI dedektor ile %0,05°lik BSA ¢ozeltisinin 100uL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.29 RI dedektor ile %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin SpL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.30 RI dedektor ile %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin 10pL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.31 RI dedektor ile %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin 20pL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.32 RI dedektor ile %0,1’lik BSA ¢ozeltisinin 40pL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.33 RI dedektor ile %0,1°lik BSA ¢ozeltisinin 100pL’lik enjeksiyonundan elde edilen

kromatogram

RI dedektorle 280nm’de BSA ¢ozeltilerinin enjeksiyonlari ile elde edilen sonuglar Cizelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 RI dedektor ile elde edilen farkli konsantrasyondaki BSA kromatogramlarinin

sonuglari
Konsantrasyon Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
(g/100mL) hacmi (uL) Zamam (dak.)

0,01 5 15,702 1410 71
0,01 10 15,677 3467 164
0,01 20 15,692 8873 353
0,01 40 15,711 18365 692
0,01 100 15,740 46967 1626
0,05 5 15,683 9024 362
0,05 10 15,684 23260 864
0,05 20 15,686 45996 1705
0,05 40 15,693 101954 3684
0,05 100 15,716 208034 8157
0,1 5 15,652 26941 970
0,1 10 15,659 48614 1751
0,1 20 15,669 105323 3780
0,1 40 15,718 208900 7500
0,1 100 15,742 511611 17818
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Alnan sonuglardan faydalanarak her enjeksiyon hacmine ait konsantrasyona kargt alan grafigi
(Sekil 3.34) ve konsantrasyona kargt yikseklik grafigi (Sekil 3.35) elde edildi. Ayrica her
konsantrasyona ait enjeksiyon hacmine karst alan grafigi (Sekil 3.36) ve enjeksiyon hacmine
karg1 yiikseklik grafigi (Sekil 3.37) ¢izildi.
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Sekil 3.34 %0,01,%0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri igin 5,10,20,40,100 ul
enjeksiyonlarda RI dedektor ile elde edilen alan degerleri
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Sekil 3.35 90,01,%0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri igin 5,10,20,40,100 ul
enjeksiyonlarda RI dedektor ile elde edilen yukseklik degerleri
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BSA (Enjeksiyon Hacmine kargi Alan)
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Sekil 3.36 %0,01, %0,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltilerinin farkh hacimlerde
enjeksiyonu ile RI dedektdrden elde edilen alan degerleri
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Sekil 3.37 %0,01, %,05, %0,1 konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltilerinin farkh hacimlerde
enjeksiyonu ile RI dedektorden elde edilen yiikseklik degerleri
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3.4.2 a-Amilaz enzimi

Once saf o-Amilaz enzimi ¢ozeltisi hazirlandi, daha sonra polimer ile konjugat ¢ozeltisi

hazirland:.

o-Amilaz enziminden %0,05 konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandr:
%0,05’lik c-Amilaz:
0,0250g o-Amilaz tartild: mobil faz ile 50mL’ye tamamlandi =0,05g/100mL

Polimer sabit tutulup agagidaki oranlarda oi-Amilaz-Polimer konjugat ¢ozeltileri hazirland:.

gfénDSA: 0,606mg/ml o-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
1 : 1,212mg/ml a--Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
3 : 3,636mg/ml ai-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
5 : 6,06mg/ml o.-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

10 : 12,12mg/ml a-Amilaz ¢ézeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
20 : 24,24mg/ml o--Amilaz ¢6zeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
30 : 36,36mg/ml a-Amilaz ¢ézeltisinden 1 mL + 1,212mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

o-Amilaz sabit tutulup asagidaki oranlarda a-Amilaz-Polimer konjugat ¢ozeltileri hazirland:.

nipsa/ta
0,5 :2mg/ml a-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 1mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

1 : 2mg/ml a-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 2mg/mi polimer ¢dzeltisinden 1ml
3 : 2mg/ml o-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 6mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
5 : 2mg/ml o-Amilaz ¢gozeltisinden 1 mL + 10mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

10 : 2mg/ml o-Amilaz ¢ozeltisinden 1 mL + 20mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

3.4.2.1 Saf a-Amilaz enzimi enjeksiyonu ve UV dedektor ile incelenmesi

Hazirlanan %0,05 konsantrasyondaki saf a-Amilaz ¢ozeltisinden SpL, 10uL, 20uL, 40uL,
100uL’lik enjeksiyonlar yapildi ve UV dedektdr kullamlarak 280nm’deki kromatogramiar
alindi ve asagidaki sonuglar elde edildi:
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Sekil 3.38 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik o-Amilaz g¢ozeltisinin  SpL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.39 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik o-Amilaz g¢ozeltisinin  10uL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 340 UV dedektér ile 280 nm’de %0,05’lik o-Amilaz ¢ozeltisinin 20pL’lik

enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.41 UV dedektér ile 280 nm’de %0,05’lik o-Amilaz ¢ozeltisinin 40uL’lik

enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.42 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik o-Amilaz ¢ozeltisinin  100uL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram

UV dedektorle 280nm’de a-Amilaz ¢ozeltisinin enjeksiyonlart sonucu elde edilen sonuglar

Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3 UV dedektorle 280nm’de elde edilen o-Amilaz kromatogramlarinin sonuglart

Konsantrasyon Enjeksiyon Allkonma Alan Yiikseklik
(g/100mL) hacmi (uL) Zamam (dak.)
0,05 5 16,204 16469 531
0,05 10 16,220 34864 1117
0,05 20 16,228 65897 2111
0,05 40 16,231 130730 4101
0,05 100 16,242 324803 9893

Alinan sonuglardan faydalanarak 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine kargi
alan grafigi (Sekil 3.43) ve enjeksiyon hacmine karst yikseklik grafigi (Sekil 3.44) elde

edildi.
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Sekil 3.43 a-Amilaz ¢ozeltisinin 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine karst
UV 280nm’de elde edilen alan grafigi

alfa-Amilaz

12000

10000

8000

6000

Yiksekli

4000

2000

0 20 40 60 80 100 120
Enjeksiyon Hacmi (mikrolitre)

Sekil 3.44 o~-Amilaz ¢gozeltisinin 0,05g/100mL lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine kars1
UV 280nm’de elde edilen yiikseklik grafigi
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3.4.2.2 Saf a-Amilaz enzimi enjeksiyonu ve RI dedektor ile incelenmesi

o-Amilaz’dan %0,05 konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandi:
%0,05’lik o-Amilaz:
0,0250g a-Amilaz tartild1 mobil faz ile SOmL’ye tamamlandi = 0,05g/100mL

Elde edilen ¢ozeltiden 5uL, 10uL, 20uL, 40uL, 100uLlik enjeksiyonlar yapild;, Refraktif
Indeks Dedektorii kullamlarak kromatogramlari alindi ve agagidaki sonuglar elde edildi:
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Sekil 3.45 Refraktif Indeks Dedektor'de %0,05°lik o-Amilaz ¢ozeltisinin  Sul’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.46 Refraktif Indeks Dedektor’de %0,05°lik o-Amilaz ¢ozeltisinin 10uL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.47 Refraktif Indeks Dedektor’de %0,05°lik o-Amilaz ¢ozeltisinin 20ul’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.48 Refraktif Indeks Dedektor’de %0,05’lik o.-Amilaz ¢ozeltisinin 40uL.’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram

24
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Sekil 3.49 Refraktif Indeks Dedektor’de %0,05°lik a-Amilaz ¢ozeltisinin 100uL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram

Refraktif Indeks Dedektori'nde o-Amilaz ¢ozeltisinin enjeksiyonlar1 sonucu elde edilen
sonuglar Cizelge 3.4’de verildi.

Cizelge 3.4 RID ile elde edilen o-Amilaz kromatogramlarinin degerleri

Konsantrasyon Enjeksiyon Abkonma Alan Yiikseklik
(g/100mL) hacmi (uL) Zamani (dak.)
0,05 5 19,242 45858 1215
0,05 10 19,273 60815 1596
0,05 20 19,324 94905 2541
0,05 40 19,299 200284 5520
0,05 © 100 19,375 439303 11262

Alinan sonuglardan faydalanarak 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine karst
alan grafigi (Sekil 3.50) ve enjeksiyon hacmine karst yukseklik grafigi (Sekil 3.51) elde
edildi.
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Sekil 3.50 o-Amilaz ¢ozeltisinin 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine kargt
RID’de elde edilen alan grafigi
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Sekil 3.51 o-Amilaz igin 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine kargt RID’de
elde edilen yukseklik grafigi
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3.4.2.3 Polimer miktar1 sabit olan o-Amilaz — Polimer konjugat ¢ézeltisinin enjeksiyonu
ve UV dedektor ile incelenmesi
Polimer miktar sabit, Amilaz : Polimer oran1 0,5~ 1 -3 — 5 — 10 — 20 — 30 olan ¢ozeltilerin

UV 280nm’de enjeksiyonlari yapilarak kromatogramlan elde edildi.
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Sekil 3.52 Amilaz : Polimer oram 0,5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.53 Amilaz : Polimer oram 1 olan ¢ézeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.54 Amilaz : Polimer oram 3 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de elde
edilen kromatogram
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Sekil 3.55 Amilaz : Polimer oram 5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.56 Amilaz : Polimer oram 10 olan ¢dzeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.57 Amilaz : Polimer oram 20 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.58 Amilaz : Polimer oram 30 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram

UV Dedektorle 280nm’de farkli oranlardaki Amilaz — Polimer ¢ozeltilerinin enjeksiyonlar

Polymgdr

sonucu elde edilen degerler Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da verilmigtir.
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Cizelge 3.5 UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarimin o-Amilaz’a ait

sonuglar
Amilaz — Polimer | Enjeksiyon Alilkonma Alan Yiikseklik
orani (na/npsa) hacmi (uL) | Zamam (dak.)

0,5 100 16,719 93533 2976
1 100 16,771 167885 5314
3 100 16,689 461456 14173
5 100 16,647 944752 28602
10 100 16,649 1964276 59810
20 100 16,646 4067012 120259
30 100 16,626 6107249 183961

Cizelge 3.6 UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer krorhatogramlarlnm Polimer’e ait
sonuglari ‘

Amilaz — Polimer | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (na/npsa) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 18,683 230769 3007
1 100 18,825 272104 3868
3 100 19,342 2344399 42581
5 100 19,342 5065933 93683
10 100 19,417 12875450 201234
20 100 19,417 7688135 98118
30 100 19,308 11141394 186420

Elde edilen sonuglardan faydalanarak Amilaz-Polimer oranina karsi c-Amilaz alam grafigi
(Sekil 3.59), Amilaz-Polimer oramna karsi a-Amilaz yiksekligi grafigi (Sekil 3.60), Amilaz-
Polimer oranma karsi Polimer alani grafigi (Sekil 3.61) ve Amilaz-Polimer oramma karst

Polimer yiiksekligi grafigi ($ekil 3.62) elde edildi.
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Sekil 3.59 Amilaz : Polimer orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen a-Amilaz alam grafigi
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Sekil 3.60 Amilaz : Polimer orant’na kars1 UV 280nm’de elde edilen a-Amilaz yiksekligi
grafigi



63

850000
800000

850000 |

800000

Alan

750000

700000

6 5000 0 % s

600000
0 2 4 6 8 10 12

nA/nDSA

Sekil 3.61 Amilaz : Polimer orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Polimer alani grafigi
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Sekil 3.62 Amilaz : Polimer orant’na karg1 UV 280nm’de elde edilen Polimer Yiiksekligi
grafigi
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3.4.2.4 Polimer miktar: sabit olan a-Amilaz — Polimer konjugat ¢ozeltisinin enjeksiyonu
ve RI dedektor ile incelenmesi

Amilaz : Polmer oram 3 — 5 — 10 — 20 — 30 olan ¢ozeltilerin RI dedektorde enjeksiyonlar
yapilarak kromatogramlan elde edildi.
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Sekil 3.63 Amilaz : Polimer oram 3 olan ¢ozeltinin 100l enjeksiyonuyla RID’de elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.64 Amilaz : Polimer orani 5 olan ¢ozeltinin 100pl enjeksiyonuyla RIDde elde edilen
kromatogrami
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Sekil 3.65 Amilaz : Polimer orani 10 olan ¢dzeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.66 Amilaz : Polimer oram 20 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.67 Amilaz : Polimer oram 30 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de elde
edilen kromatogrami

RID’de farkli oranlardaki Amilaz — Polimer gozeltilerinin enjeksiyonlan ile elde edilen

sonuglar Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8 de verilmistir.
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Cizelge 3.7 RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin a-Amilaz’a ait

sonuglari
Amilaz — Polimer | Enjeksiyon Abkonma Alan Yiikseklik
oram (na/npsa) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
3 100 16,768 33966 1081
5 100 16,800 70075 2234
10 100 16,796 141179 4432
20 100 16,806 295301 9337
30 100 16,819 454551 14256
Cizelge 3.8 RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin Polimer’e ait sonuglar
Amilaz — Polimer | Enjeksiyon Abkonma Alan Yiikseklik
oram (na/npsa) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
3 100 19,392 27051182 637713
5 100 19,400 28688261 662003
10 100 19,383 26397706 638337
20 100 19,417 28539857 658582
30 100 19,442 32176442 686988

Almman sonuglardan faydalanarak Amilaz-Polimer oranina kargi a-Amilaz alani grafigi (Sekil

3.68), Amilaz-Polimer oramna kargt o-Amilaz yiksekligi grafigi (Sekil 3.69), Amilaz-

Polimer oramina karsi Polimer alami grafigi (Sekil 3.70) ve Amilaz-Polimer oranina kargt

Polimer yiksekligi grafigi (Sekil 3.71) elde edildi.
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Sekil 3.69 Amilaz : Polimer orani’na karst RID’de elde edilen a-Amilaz yiksekligi grafigi
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Sekil 3.70 Amilaz : Polimer orani’na karst RID’de elde edilen Polimer alam grafigi
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Sekil 3.71 Amilaz : Polimer orani’na kargt RID’de elde edilen Polimer yiiksekligi grafigi
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3.4.2.5 UV dedektorde a~Amilaz-polimer ¢ozeltisindeki a-Amilaz ile saf o-Amilaz
arasinda karsilastirma

Elde Edilen verilerden faydalanarak Bagli o-Amilaz ile saf o-Amilaz arasindaki iligki
Cizelge 3.9°da gosterildi.

o-Amilaz  ¢ozeltisi 0,5mg/ml konsantrasyonda hazirlandi. Kangimdaki konsantrasyona

oransal olarak hesaplanarak varld1.
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Cizelge 3.9 UV dedektorde Amilaz-Polimer kangim ¢ozeltisi ile o-Amilaz ¢ozeltisi alan

sonuglar
Anmilaz-Polimer | Amilaz-Polimer Amilaz-Polimer a-Amilaz
¢ozeltisinin karisimindaki amilaz karisimindaki ¢ozeltisinin
karisim oram konsantrasyonu (mg/ml) | o-Amilaz alam alam
0,5 0,303 93533 194759
1 0,606 167885 389517
3 1,81 461456 1163410
5 3,03 944752 1947587
10 6,06 1964276 3895174
20 12,12 4067012 7790348
30 18,18 6107249 11685522
UV Polimer Bagh alfa-Amilaz ve Saf alfa-Amilaz
14000000
12000000
10000000
8000000
c
8
<
6000000
4000000
2000000
0
5 10 15 20
—@— Polimer Bagli
Konsantrasyon (mg/mil) Saf

Sekil 3.72 UV dedektoérde Amilaz-Polimer kangimindaki a-Amilaz’in ve polimersiz
¢ozeltideki o-Amilaz’in konsantrasyona karst alan grafigi



Cizelge 3.10 UV dedektorde Amilaz-Polimer karigimi ¢ozeltisi ile ai-Amilaz ¢ozeltisi

yukseklik sonuglart
Amilaz-Polimer | Amilaz-Polimer Amilaz-Polimer o-Amilaz
¢Ozeltisinin karisimmdaki amilaz kansimindaki a- | ¢ozeltisinin
karisim oram konsantrasyonu (mg/ml) | Amilaz yiikseklii | yiiksekligi
0,5 0,303 2976 5995
1 0,606 5314 11990
3 1,81 14173 35813
5 3,03 28602 59952
10 6,06 59810 119903
20 12,12 120259 239806
30 18,18 183961 359709
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250000
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Yiikseklik

150000
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50000

10

Konsantrasyon (mg/ml)

UV Polimer Bagli alfa-Amilaz ve Saf alfa-Amilaz

15

20
—@—Polimer Bagli
—o—Saf

Sekil 3.73 UV dedektérde Amilaz-Polimer karigimindaki o-Amilaz’in ve polimersiz
¢ozeltideki o-Amilaz’in konsantrasyona karg1 yukseklik grafigi
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3.4.2.6 RI dedektirde a-Amilaz-polimer ¢ozeltisindeki a-Amilaz ile saf a-Amilaz
arasmda karsilagtirma

Elde Edilen verilerden faydalanarak Bagli oi-Amilaz ile saf o-Amilaz arasindaki iligki
asagidaki Cizelge 3.11°de gosterildi.
o-Amilaz ¢ozeltisi 0,5Smg/ml konsantrasyonda hazirlandi. Kanigimdaki konsantrasyona

oransal olarak hesaplanarak varildi.
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Cizelge 3.11 RID’de Amilaz-Polimer karigimu ¢ézeltisi ile a-Amilaz ¢ozeltisi alan sonuglan

Amilaz-Polimer | Amilaz-Polimer Amilaz-Polimer o~-Amilaz
¢ozeltisinin kansimindaki amilaz kansimindaki cozeltisinin
karisim orani konsantrasyonu (mg/ml) | a-Amilaz alan alany
3 1,81 33966 1590277
5 3,03 70075 2662176
10 6,06 141179 5324352
20 12,12 295301 10648705
30 18,18 454551 15973057

RID Polimer Bagh alfa-Amilaz ve Saf alfa-Amilaz
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Sekil 3.74 RID’de Amilaz-Polimer kangimindaki oi-Amilaz’in ve polimersiz ¢ozeltideki o
Amilaz’in konsantrasyona kars1 alan grafigi
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Cizelge 3.12 RID’de Amilaz-Polimer kangim ¢ozeltisi ile oi-Amilaz ¢ozeltisi yiikseklik

sonuglar
Amilaz-Polimer | Amilaz-Polimer Amilaz-Polimer o-Amilaz
¢ozeltisinin karisimindaki amilaz karigmundaki o- | ¢ozeltisinin
karisim oram konsantrasyonu (mg/ml) | Amilaz yiiksekligi | yiiksekligi
3 1,81 1081 40768
5 3,03 2234 68248
10 6,06 4432 136495
20 12,12 9337 272991
30 18,18 14256 409486
RID Polimer Bagh alfa-Amilaz ve Saf alfa-Amilaz
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Sekil 3.75 RID’de Amilaz-Polimer karigimindaki a-Amilaz’in ve polimersiz ¢ozeltideki o-
Amilaz’m konsantrasyona kars1 yiikseklik grafigi
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3.4.2.7 a-Amilaz miktar1 sabit olan o-Amilaz — Polimer konjugat c¢ozeltisinin
enjeksiyonu ve UV dedektor ile incelenmesi

Polimer : Amilaz oran1 0,5 — 1 —3 — 5 — 10 olan ¢ozeltilerin UV 280nm’de enjeksiyonlar
yapilarak kromatogramlan elde edildi.
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Minutos

Sekil 3.76 Polimer : Amilaz orami 0,5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.77 Polimer : Amilaz oram 1 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de elde
edilen kromatogram
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mv

11
0.0

22,5 ereeeen

Sekil 3.78 Polimer : Amilaz oram 3 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de elde
edilen kromatogram
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Mingtes

Sekil 3.79 Polimer : Amilaz oram 5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.80 Polimer : Amilaz oram 10 olan ¢dzeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami

UV Dedektorle 280nm’de farkli oranlardaki Amilaz — Polimer ¢ozeltilerinin enjeksiyonlar

sonucu elde edilen degerler Cizelge 3.13, Cizelge 3.14 ve Cizelge 15’de verilmistir.
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Cizelge 3.13 UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlannin o-Amilaz’a ait
sonuglari

Polimer - Amilaz | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (npsa/na) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 17,227 629005 18094
1 100 17,248 619813 17596
3 100 17,227 702044 19056
5 100 17,224 641619 17712
10 100 16,924 608850 10048

Cizelge 3.14 UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarimin Polimer’e ait

sonuglari
Polimer - Amilaz | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (Npsa/ny) hacmi (uL) | Zamam (dak.)

0,5 100 19,153 669431 9790
1 100 19,192 769260 107,43

3 100 19,192 928818 10834
5 100 19,475 816337 9087

10 100 19,917 920148 12587

Cizelge 3.15 UV 280nm’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin Konjugat’a ait
sonuglar

Polimer - Amilaz | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orant (npsa/na) hacmi (uUL) | Zamam (dak.)
0,5 100 10,532 167507 2834
1 100 10,600 254197 3519
3 100 10,736 475440 5040
5 100 10,758 867417 8467
10 100 11,550 1564557 8884

Elde edilen sonuglardan faydalanarak Polimer-Amilaz oranmna karst o-Amilaz alani grafigi
(Sekil 3.81), Polimer-Amilaz oranina kargi o-Amilaz yiiksekligi grafigi (Sekil 3.82), Polimer-
Amilaz oramna karst Polimer alani grafigi (Sekil 3.83), Polimer-Amilaz oranina karst Polimer
yiiksekligi grafigi (Sekil 3.84), Polimer-Amilaz orammna karst Konjugat alani grafigi (Sekil
3.85), Polimer-Amilaz oranina karst Konjugat yiiksekligi grafigi (Sekil 3.86) elde edildi.
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Sekil 3.81Polimer : Amilaz orant’na kargt UV 280nm’de elde edilen Amilaz alam grafigi
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Sekil 3.82 Polimer :
grafigi

Amilaz oram’na karst UV 280nm’de elde edilen Amilaz ylksekligi
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Sekil 3.83 Polimer : Amilaz orant’na kargt UV 280nm’de elde edilen Polimer alam grafigi

Yiiksekli

Polimer

SR

nDSA/mA

Sekil 3.84 Polimer
grafigi

Amilaz oran’na kargi UV 280nm’de elde edilen Polimer yiiksekligi
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Sekil 3.85 Polimer : Amilaz orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Konjugat alani grafigi
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Sekil 3.86 Polimer : Amilaz orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Konjugat yiiksekligi
grafigi
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3.4.2.8 o-Amilaz miktar1 sabit olan o-Amilaz — Polimer konjugat cozeltisinin
enjeksiyonu ve RI dedektor ile incelenmesi

Polimer : Amilaz oram 0,5 — 1 —3 — 5 — 10 olan gozeltilerin RI dedektorde enjeksiyonlar
yapilarak kromatogramlar elde edildi. Konjugat ve enzim piklerinin iyi goriinebilmesi igin

kromatogramin skalas1 konjugat pikine gore ayarlandi.
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Sekil 3.87 Polimer : Amilaz orani 0,5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektorde

elde edilen kromatogram :
40
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Sekil 3.88 Polimer : Amilaz oram 1 olan g¢dzeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektorde elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.89 Polimer : Amilaz orani 3 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektorde elde
edilen kromatogram
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Sekil 3.90 Polimer : Amilaz orant 5 olan g¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektorde elde
edilen kromatogram .
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Sekil 3.91 Polimer : Amilaz orani 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektorde elde
edilen kromatogrami

RID’de farkli oranlardaki Amilaz — Polimer c¢ozeltilerinin enjeksiyonlar1 ile elde edilen
sonuglar Cizelge 3.16, Cizelge 17 ve Cizelge 3.18’de verilmistir.
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Cizelge 3.16 RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarnmin o-Amilaz’a ait

sonuglari
Polimer - Amilaz | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (Npsa/na) hacmi (uL) | Zamani (dak.)
0,5 100 16,793 36643 1240
1 100 16,761 37240 1250
3 100 16,711 37737 1261
5 100 16,664 35604 1197
10 100 16,711 19343 550

Cizelge 3.17 RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarinin Polim

er’e ait sonuglar

Polimer - Amilaz | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
oran (npsa/na) hacmi (uL) Zaman (dak.)
0,5 100 19,358 24005523 619891
1 100 19,325 24659533 622620
3 100 19,325 25050285 617447
5 100 19,245 24030308 596640
10 100 19,264 24601219 653555
Cizelge 3.18 RID’de elde edilen Amilaz - Polimer kromatogramlarimin Konjugat’a ait
sonuglar
Polimer - Amilaz | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (Npsa/ny) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 10,221 774600 12152
1 100 10,483 1776415 25239
3 100 10,542 4540686 44353
5 100 10,625 7632034 62935
10 100 10,908 15921438 100067

Elde edilen sonuglardan faydalanarak Polimer-Amilaz oranma kargt o-Amilaz alam grafigi

(Sekil 3.92), Polimer-Amilaz oramna karst o-Amilaz yitksekligi grafigi (Sekil 3.93), Polimer-

Amilaz oramna kargt Polimer alam grafigi (Sekil 3.94), Polimer-Amilaz oranina kargt Polimer

yiksekligi grafigi (Sekil 3.95), Polimer-Amilaz oranmna karst Konjugat alam grafigi (Sekil
3.96), Polimer-Amilaz oramna karst Konjugat yiiksekligi grafigi (Sekil 3.97) elde edildi.
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Sekil 3.92 Polimer : Amilaz orani’na karst RI dedektérde’de elde edilen a-Amilaz alan
grafigi
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Sekil 3.93 Polimer : Amilaz orani’na karst RI dedektor’de elde edilen a-Amilaz yuksekligi
grafigi
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Sekil 3.94 Polimer : Amilaz oram’na karg1 RI dedektorde elde edilen Polimer alami grafigi
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Sekil 3.95 Polimer : Amilaz orani’na kargt RI dedektor’de elde edilen Polimer yitksekligi
grafigi
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Sekil 3.96 Polimer : Amilaz orani’na kargt RI dedektor’de elde edilen Konjugat alam grafigi
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Sekil 3.97 Polimer :

grafigi

Amilaz orani’na karst RI dedektor’de elde edilen Konjugat yiiksekligi
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3.4.3 Rennet enzimi
Once saf rennet enzimi ¢ozeltisi hazirlandi, daha sonra polimer ile konjugat ¢ozeltisi
hazirland:.

Rennet enziminden %0,05 konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandi:
%70,051ik rennet:
0,0250g rennet tartildi mobil faz ile 50mL.’ye tamamland1 =0,05g/100mL

Polimer miktar sabit olan asagidaki oranlarda Rennet-Polimer konjugat ¢ozeltileri hazirlandi.

nR/Npsa

0,5 :1,03 52ri1g/ml' rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
1 : 2,0704mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer ¢dzeltisinden 1ml
3 : 6,21mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer ¢6zeltisinden 1ml

5 : 10,352mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

10 : 20,70mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer gozeltisinden 1ml
20 : 41,40mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
30 : 62,10mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2,0704mg/ml polimer ¢ézeltisinden 1ml

Rennet miktar1 sabit olan asagidaki oranlarda Rennet-Polimer konjugat ¢ozeltileri hazirland.

Npsa/NR
0,5  :2 mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 1 mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

1 12 mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 2 mg/ml polimer gozeltisinden 1ml
3 : 2 mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 6 mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml
5 : 2 mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 10 mg/ml polimer ¢ézeltisinden 1ml

10 - 2 mg/ml rennet ¢ozeltisinden 1 mL + 20 mg/ml polimer ¢ozeltisinden 1ml

3.4.3.1 Saf rennet enzimi enjeksiyonu ve UV dedektor ile-incelenmesi

Hazirlanan %0,05 konsantrasyondaki saf rennet ¢ozeltisinden Sul, 10pL, 20ulL, 40uL,
100uLlik enjeksiyonlar yapildi ve UV dedektor kullandarak 280nm’deki kromatogramlar
alind1 ve asagidaki sonuglar elde edildi:
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Sekil 398 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik Rennet ¢ozeltisinin  Spl’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.99 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05’lik Rennet ¢ozeltisinin 10pL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.100 UV dedektér ile 280 nm’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin  20pul.’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Sekil 3.101 UV dedektor ile 280 nm’de %0,05°lik Rennet gozeltisinin 40pL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram
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Bietector A (288nm )
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5 250

Sekil 3.102 UV dedektér ile 280 nm’de %0,05°lik Rennet ¢ozeltisinin 100pL’lik
enjeksiyonundan elde edilen kromatogram

UV dedektorle 280nm’de Rennet ¢ozeltisinin enjeksiyonlan ile elde edilen sonuglar Cizelge

3.19°da verilmistir.

Cizelge 3.19 UV dedektorle 280nm’de elde edilen Rennet kromatogramlarimn degerleri

Konsantrasyon Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
(g/100mL) hacmi (uL) Zamam (dak.)
0,05 5 16,235 2839 141
0,05 10 16,226 6354 284
0,05 20 16,213 13144 575
0,05 40 16,225 30746 1178
0,05 100 16,255 75301 2817

Alinan sonuglardan faydalanarak 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine kars
alan grafigi (Sekil 3.103) ve enjeksiyon hacmine kargi yikseklik grafigi (Sekil 3.104) elde

edildi.




96

RENNET

80000
70000
60000
50000
40000

Alan

30000
20000
10000

0 20 40 60 80 100 120
Enjeksiyon Hacmi (mikrolitre)

Sekil 3.103 Rennet igin 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine karsi UV
280nm’de elde edilen alan grafigi
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Sekil 3.104 Rennet i¢in 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine kargi UV
280nm’de elde edilen yiikseklik grafigi
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3.4.3.2 Saf rennet enzimi enjeksiyonu ve RI dedektor ile incelenmesi

Hazirlanan %0,05 konsantrasyondaki saf rennet ¢ozeltisinden SuL, 10uL, 20pL, 40uL,

100uLlik enjeksiyonlar yapildt ve RI dedektor kullamlarak kromatogramlart alindi ve
asagidaki sonuglar elde edildi:



98

]
D 104
1 me—— Rennet €
ennet-RID 0566% -5 [
Name ©
PR SEURCURUUURNE SOUSRISIUHURC SUUUOUURUUUUIE SUUUFURIOURNE SEUSOURRUNUUOI SUURUROTOURRVOU SOORISORONE SUSSOURUORIIUNE-SUUUURUIUUTOS SUVIUUN!  SUURE SEUTUUORRUNE SEUOTUROUOROE SV
1.0 R S S ST SRS SN foneeed
>
E
0.8
d
0,0 Prmeasiizoozd
A
\—.
\
-—M\—-.
TN
.0.6 R A R R eoes
} T SR - T T : T : T + v i T 1 T t 7 t et
0 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Minutes

Sekil 3.105 RID’de %0,05’lik Rennet g¢ozeltisinin SuL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.106 RID’de %0,05’lik Rennet g¢ozeltisinin 10uL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.107 RID’de %0,05’lik Rennet ¢ozeltisinin 20pl’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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Sekil 3.108 RID’de %0,05’lik Rennet cozeltisinin 40ul’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram
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RID 104
ennet

Renne

@
Rennet-RIG 0}05% -1
Name

20 LS SO PN PSRN S RS S IR | SR ST

ENNEEERENI])

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 [ 8 10 12 14 18 18 20 22 24
Minutes

Sekil 3.109 RID’de %0,05’lik Rennet ¢ozeltisinin 100uL’lik enjeksiyonundan elde edilen
kromatogram

Refraktif Indeks Dedektoér’de Rennet g¢ozeltisinin enjeksiyonlar: ile elde edilen sonuglar
Cizelge 3.20°de verilmigtir.

Cizelge 3.20 RID’de elde edilen Rennet kromatogramlarinin degerleri

Konsantrasyon Enjeksiyon Ahkonma Alan Yiikseklik
(g/100mL) hacmi (uL) Zamam (dak.)
0,05 5 19,197 52824 2057
0,05 10 19,200 77852 2963
0,05 20 19,207 197727 7571
0,05 40 19,220 257858 9419
0,05 100 19,250 603916 20852

Alman sonuglardan faydalanarak 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine karst
alan grafigi (Sekil 3.110) ve enjeksiyon hacmine kargi yikseklik grafigi (Sekil 3.111) elde
edildi.
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Enjeksiyon Hacmi (mikrolitre)

Sekil 3.110 Rennet igin 0,05g/100mL lik koﬁsantrasyonda enjeksiyon hacmine karst RID’de
elde edilen alan grafigi
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Sekil 3.111 Rennet igin 0,05g/100mL’lik konsantrasyonda enjeksiyon hacmine karst RID’de
elde edilen yiikseklik grafigi
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3.4.3.3 Polimer miktar: sabit olan Rennet — Polimer konjugat ¢ozeltisinin enjeksiyonu ve
UV dedektor ile incelenmesi

Rennet : Polimer oram 0,5 — 1 -3 — 5 — 10 — 20 — 30 olan ¢6zeltilerin UV 280nm’de
enjeksiyonlar yapilarak kromatogramlan elde edildi.
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Sekil 3.112 Rennet : Polimer oran 0,5 olan ¢ozeltinin 100u] enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.113 Rennet : Polimer orani 1 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.114 Rennet : Polimer oram 3 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.115 Rennet : Polimer oram 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.116 Rennet : Polimer oram 10 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.117 Rennet : Polimer oram 20 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.118 Rennet : Polimer oram 30 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram
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UV Dedektorle 280nm’de Rennet — Polimer ¢ozeltilerinin enjeksiyonlan ile elde edilen

sonuglar Cizelge 3.21 ve Cizelge 3.22°de verilmistir.

Cizelge 3.21 UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarimn Rennet’e ait

sonuglar
Rennet — Polimer | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (Na/Bpsa) | hacmi(uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 16,662 47430 1415
1 100 16,699 80446 2536
3 100 16,725 257233 8233
5 100 16,702 327960 9830
10 100 16,735 884066 26724
20 100 16,731 1841394 55611
30 100 16,706 3011908 89349
Cizelge 3.22 UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin Polimer’e ait
sonuglan
Rennet — Polimer | Enjeksiyon Alkonma Alan Yiikseklik
orani (na/npsa) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 18,492 190251 2287
1 100 18,800 191437 2511
3 100 18,790 276282 3264
5 100 18,783 381359 3738
10 100 19,308 698637 6221
20 100 19,283 1139609 11566
30 100 19,705 1609516 19475

Almman sonuglardan faydalanarak Rennet-Polimer oranina kargt Rennet alami grafigi (Sekil

3.119), Rennet-Polimer oranmna karsi Rennet yiiksekligi grafigi (Sekil 3.120), Rennet-Polimer

oranmina kargt Polimer alami grafigi (Sekil 3.121) ve Rennet-Polimer oramna karst Polimer

yuksekligi grafigi (Sekil 3.122) elde edildi.
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Sekil 3.119 Rennet : Polimer orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Rennet alam grafigi
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Sekil 3.120 Rennet : Polimer orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Rennet yiksekligi

grafigi
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Sekil 3.121 Rennet : Polimer orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Polimer alani grafigi
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Sekil 3.122 Rennet : Polimer orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Polimer yitksekligi
grafigi
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3.4.3.4 Polimer miktar1 sabit olan Rennet — Polimer konjugat cozeltisinin enjeksiyonu ve

RI dedektor ile incelenmesi

Rennet : Polimer oram 0,5 -1 -3 -5 — 10 -20 olan ¢ozeltilerin RI dedektorde
enjeksiyonlan yapilarak kromatogramlan elde edildi.
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Sekil 3.123 Rennet : Polimer orani 0,5 olan ¢ozeltinin 1001 enjeksiyonuyla RID’de elde

edilen kromatogram

3

700 3
800 -
800 J--

400 oo

> 1
E 4
360 -

200 -

108 4o

RiD 104
~—— Rannat1
Rannetl.1

’"'sz'eé""“'

@
4 £
J I
4 a
* L
o 4 I[ 14 =
1 H E
3 : Kl
p o H
] [ :
1 H : :
Ty Y LI T T = T T T T T T T T T M
] 2 € ] 10 12 14 16 18 20 22 24

Minutes

Sekil 3.124 Rennet : Polimer orani 1 olan ¢ozeltinin 100u] enjeksiyonuyla RID’de elde

edilen kromatogrami
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Sekil 3.125 Rennet : Polimer oram 3 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.126 Rennet : Polimer oram 5 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RID’de elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.127 Rennet : Polimer oram 10 olan ¢ozeltinin 100l enjeksiyonuyla RIDde elde
edilen kromatogrami
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Sekil 3.128 Rennet : Polimer oram 20 olan ¢ozeltinin 100l enjeksiyonuyla RID’de elde
edilen kromatogrami
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RID’de Rennet — Polimer ¢ozeltilerinin enjeksiyonlan sonucu elde edilen sonuglar Cizelge

3.23 ve Cizelge 3.24°

de verilmistir.

Cizelge 3.23 RID’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarimin Rennet’e ait sonuglar

Amilaz — Polimer | Enjeksiyon Altkonma Alan Yiikseklik
oram (na/Dpsa) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 16,828 3866 149
1 100 16,892 7879 307
3 100 16,895 26687 1038
5 100 16,912 28698 1118
10 100 16,930 76879 3031
20 100 16,919 155724 6149
Cizelge 3.24 RID’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin Polimer’e ait sonuglari
Amilaz — Polimer | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (na/mpsa) | hacmi (ul.) | Zamam (dak.)
0,5 100 19,442 31751503 688606
1 100 19,417 28614361 680798
3 100 19,417 29560184 678990
5 100 19,442 29866627 688636
10 100 19,427 30908989 689471
20 100 19,442 32500777 687844

Alnan sonuglardan faydalanarak Rennet-Polimer oramina karsi Rennet alani grafigi (Sekil

3.129), Rennet-Polimer oranmna kars1t Rennet yiiksekligi grafigi (Sekil 3.130), Rennet-Polimer

oranma kargi Polimer alam grafigi (Sekil 3.131) ve Rennet-Polimer oranina karst Polimer
ylksekligi grafigi (Sekil 3.132) elde edildi.
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Sekil 3.129 Rennet : Polimer orant’na kargi RID’de elde edilen Rennet alani grafigi
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Sekil 3.130 Rennet : Polimer orant’na kargt RID’de elde edilen Rennet yiiksekligi grafigi
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Sekil 3.131 Rennet : Polimer orani’na kargi RID’de elde edilen Polimer alan grafigi
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Sekil 3:132 Rennet : Polimer orani’na kargt RID’de elde edilen Polimer yiiksekligi grafigi
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3.4.3.5 UV dedektorde Rennet-polimer ¢ozeltisindeki Rennet ile saf Rennet arasinda
kargilastirma

Elde Edilen verilerden faydalanarak Bagl Rennet ile saf Rennet arasindaki iligki Cizelge
25°de gosterildi.

Rennet ¢ozeltisi 0,5mg/m! konsantrasyonda hazirlandi. Karigimdaki konsantrasyona oransal

olarak hesaplanarak varildi.
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Cizelge 3.25 UV dedektorde Rennet-Polimer karisim ¢ozeltisi ile Rennet ¢ozeltisi alan

sonuglari
Rennet-Polimer | Rennet-Polimer Rennet-Polimer Rennet
¢ozeltisinin karisimindaki Rennet kansimindaki ¢oOzeltisinin
karisum orani konsantrasyonu (mg/ml) | Rennet alam alam
0,5 0,5176 47430 77952
1 1,035 80446 155873
3 3,15 257233 474396
5 5,176 327960 779516
10 10,35 698637 1558731
20 20,7 1841394 3117461
30 31,05 3011908 4676192
UV Polimer Bagli Rennet ve Saf Rennet
5000000
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3000000
5 2500000
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2000000
1500000
1000000
500000
0
0 5 10 15 20 25 30 35
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Konsantrasyon (mg/ml) o Saf

Sekil 3.133 UV dedektdrde Rennet-Polimer kanigimindaki Rennet’in ve polimersiz
cozeltideki Rennet’in konsantrasyona kars: alan grafigi
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Cizelge 3.26 UV dedektorde Rennet-Polimer karigimu ¢ozeltisi ile Rennet ¢ozeltisi yitkseklik

sonuglarn
Rennet-Polimer | Rennet-Polimer Rennet-Polimer Rennet
¢Ozeltisinin karisimmdaki Rennet kangimindaki ¢oOzeltisinin
karigim orani konsantrasyonu (mg/ml) | Rennet yiiksekligi | yiiksekligi
0,5 0,5176 1415 2916
1 1,035 2536 5831
3 3,15 8233 17747
5 5,176 9830 29162
10 10,35 26724 58312
20 20,7 55611 116624
30 31,05 89349 174936
UV Polimer Bagh Rennet ve Saf Rennet
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% 100000
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Sekil 3.134 UV dedektérde Rennet-Polimer kangtmindaki Rennet’in ve polimersiz
¢ozeltideki Rennet’in konsantrasyona kars: yiikseklik grafigi




120

3.4.3.6 RI dedektérde Rennet-polimer ¢ozeltisindeki Rennet ile saf Rennet arasinda

karsilastirma

Elde Edilen verilerden faydalanarak Bagl Rennet ile saf Rennet arasindaki iligki Cizelge
27°de gosterildi.

Rennet ¢ozeltisi 0,5mg/ml konsantrasyonda hazirlandi. Karigimdaki konsantrasyona oransal

olarak hesaplanarak varildi.
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Cizelge 3.27 RID’de Rennet-Polimer karigimi ¢ozeltisi ile Rennet ¢ozeltisi alan sonuglar

Rennet-Polimer | Rennet-Polimer Rennet-Polimer Rennet
¢6zeltisinin karisimindaki Rennet kansimindaki gozeltisinin
karisim oram konsantrasyonu (mg/ml) | Rennet alan: alani
0,5 0,5176 3866 625174
1 1,035 7879 1250106
3 3,15 26687 3804671
5 5,176 28698 6251738
10 10,35 76879 12501061
20 20,7 155724 25002122
RID Polimer Bagh Rennet ve Saf Rennet
30000000
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20000000
g 15000000
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10000000
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Sekil 3.135a RID’de Rennet-Polimer kangimindaki Rennet’in ve polimersiz ¢ozeltideki

Rennet’in konsantrasyona karst alan grafigi
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Cizelge 3.28 RID’de Rennet-Polimer karisum ¢ozeltisi ile Rennet ¢ozeltisi yiikseklik

sonuglar1
Rennet-Polimer | Rennet-Polimer Rennet-Polimer Rennet
cozeltisinin kansimindaki Rennet kargimimdaki ¢ozeltisinin
karigim oram konsantrasyonu (mg/ml) | Rennet yiiksekligi | yiiksekligi
0,5 0,5176 149 21586
1 1,035 307 43164
3 3,15 1038 131368
5 5176 1118 215860
10 10,35 3031 431636
20 20,7 6149 863273
- RID Polimer Baglh Rennet ve Saf Rennet
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Sekil 3.135b RID’de Rennet-Polimer karigimindaki Rennet’in ve polimersiz ¢ozeltideki
Rennet’in konsantrasyona kars1 yikseklik grafigi
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3.4.3.7 Rennet miktar: sabit olan Rennet — Polimer konjugat ¢ozeltisinin enjeksiyonu ve
UV dedektor ile incelenmesi
Polimer : Rennet oram 0,5 — 3 — 5 — 10 olan ¢gézeltilerin UV 280nm’de enjeksiyonlari

yapilarak kromatogramlar elde edildi.
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Sekil 3.136 Polimer : Rennet oram 0,5 olan ¢ozeltinin 100pl enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogramu
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Sekil 3.137 Polimer : Rennet oram 3 olan ¢ozeltinin 100l enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.138 Polimer : Rennet oram 5 olan ¢ozeltinin 100u] enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.139 Polimer : Rennet orant 10 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla UV 280nm’de
elde edilen kromatogram
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UV Dedektorle 280nm’de farklt oranlardaki Rennet — Polimer ¢dzeltilerinin enjeksiyonlan
sonucu elde edilen degerler Cizelge 3.29 Cizelge 3.30 ve Cizelge 3.31°de verilmistir.

Cizelge 3.29 UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin Rennet’e ait
sonuglar

Polimer - Rennet | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
oran (npsa/ng) hacmi (uL) Zamam (dak.)
0,5 100 17,306 146194 4284
3 100 17,312 140906 4173
5 100 17,229 171521 4675
10 100 17,562 88519 1944

Cizelge 3.30 UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarinin Polimer’e ait
sonuglar '

Polimer - Rennet | Enjeksiyon Ahkonma Alan Yiikseklik
oram (npsa/ng) hacmi (uL) | Zamam (dak.) N
0,5 100 19,158 463631 : 7608
3 100 19,408 611882 7289
5 100 19,908 665467 8083
10 100 19,883 840154 13490

Cizelge 3.31 UV 280nm’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarimin Konjugat’a ait
sonuglari

Polimer - Rennet | Enjeksiyon Alikkonma Alan Yiikseklik
oran1 (npsa/ng) hacmi (uL) Zamam (dak.)
0,5 100 10,459 81682 1454
3 100 10,656 511755 4960
5 100 10,817 755616 5873
10 100 11,992 176884 8631

Elde edilen sonuglardan faydalanarak Polimer-Rennet oramina karsi Rennet alam grafigi
(Sekil 3.140), Polimer-Rennet oranina karg1 Rennet yiksekligi grafigi (Sekil 3.141, Polimer-
Rennet oranma kargt Polimer alam grafigi (Sekil 3.142), Polimer-Rennet oranma kars:
Polimer yiiksekligi grafigi (Sekil 3.143), Polimer-Rennet orammna kargt Konjugat alani grafigi
(Sekil 3.144), Polimer-Rennet oranmmna karst Konjugat yiksekligi grafigi (Sekil 3.145) elde
edildi.



127

RENNET

200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Alan

0 2 4 6 8 10 12
nDSA/nR

Sekil 3.140 Polimer : Rennet orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Rennet alami grafigi
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Sekil 3.141 Polimer : Rennet orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Rennet yiiksekligi
grafigi
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Sekil 3.142 Polimer : Rennet orant’na kargt UV 280nm’de elde edilen Polimer alant grafigi
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Sekil 3.143 Polimer : Rennet orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Polimer yiiksekligi
grafigi
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Sekil 3.144 Polimer : Rennet orani’na kargt UV 280nm’de elde edilen Konjugat alani grafigi
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Sekil 145 Polimer : Rennet orani’na karst UV 280nm’de elde edilen Konjugat yiiksekligi
grafigi
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3.4.3.8 Rennet miktari sabit olan Rennet — Polimer konjugat ¢ozeltisinin enjeksiyonu ve

RI dedektor ile incelenmesi

Polimer : Rennet oram 0,5 — 1 — 3 — 5 olan ¢ozeltilerin RI dedektor’de enjeksiyonlan
yapilarak kromatogramlart elde edildi. Konjugat ve enzim piklerinin iyi gorinebilmesi igin

kromatogramin skalasi konjugat pikine gére ayarlandi.
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Sekil 3.146 Polimer : Rennet oram 0,5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektor’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.147 Polimer : Rennet oram 1 olan ¢6zeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektor’de
elde edilen kromatogram
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Sekil 3.148 Polimer : Rennet oram 3 olan ¢dzeltinin 100l enjeksiyonuyla R1 dedektor’de
elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.149 Polimer : Rennet oram 5 olan ¢ozeltinin 100ul enjeksiyonuyla RI dedektér’de
elde edilen kromatogrami
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RI Dedektorle farkhi oranlardaki Rennet — Polimer ¢6zeltilerinin enjeksiyonlart sonucu elde

edilen degerler Cizelge 3.32, Cizelge 33 ve Cizelge 3.34’de verilmistir.

Cizelge 3.32 RI dedektor’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarimin Rennet’e ait
sonuglar

Polimer - Rennet | Enjeksiyon Alikonma Alan Yiikseklik
orani (npsa/nr) | hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 16,730 19803 601
1 100 16,763 18504 568
3 100 16,746 13228 501
5 100 16,606 17130 638

Cizelge 3.33 RI dedektor’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarimin Pelimer’e ait
sonuglar B

Polimer - Rennet | Enjeksiyon Abkonma |~ Alan Yiikseklik
orani (Npsa/ng) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 . 100 - 19,258 27149107 638375
1 100 19,261 27801965 643097
3 100 19,236 28193139 638260
5 100 19,225 27853518 633116

Cizelge 3.34 RI dedektor’de elde edilen Rennet - Polimer kromatogramlarmin Konjugat’a ait
sonuglari

Polimer - Rennet | Enjeksiyon Ahkonma Alan Yiikseklik
orani (npsa/ng) hacmi (uL) | Zamam (dak.)
0,5 100 10,231 1034890 15148
1 100 10,586 2056678 27681
3 100 10,575 5956682 50507
5 100 11,108 9373191 65037

Elde edilen sonuglardan faydalanarak Polimer-Rennet oramma kargt Rennet alami grafigi
(Sekil 3.150), Polimer-Rennet oramna kargi Rennet yiiksekligi grafigi (Sekil 3.151), Polimer-
Rennet oramina karsi Polimer alam grafigi (Sekil 3.152), Polimer-Rennet oranina karsi
Polimer yitksekligi grafigi (Sekil 3.153), Polimer-Rennet oramina kargt Konjugat alani grafigi
(Sekil 3.154), Polimer-Rennet orammna kargt Konjugat yiiksekligi grafigi (Sekil 3.155) elde
edildi.
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Sekil 3.150 Polimer : Rennet orant’na kargt RI dedektor’de elde edilen Rennet alam grafigi
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Rennet oram’na karst RI dedektor’de elde edilen Rennet yuksekligi
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Sekil 3.152 Polimer : Rennet orant’na kargt RI dedektor’de elde edilen Polimer alani grafigi
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Sekil 3.153 Polimer : Rennet oran’na karst RI dedektor’de elde edilen Polimer yiiksekligi
grafigi
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Sekil 3.154 Polimer : Rennet orant’na karst RI dedektor’de elde edilen Konjugat alam grafigi
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Sekil 3.155 Polimer : Rennet orani’na karst RI dedektor’de elde edilen Konjugat yiiksekligi
grafigi
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

Grafiklerde goruldiigih gibi UV dedektor ile ulaglan sonuglar RI dedektérden alinan
sonuglardan farkhidir. Polimer pikinden once alinan pikin hem alani hem de yiksekligi UV
dedektor ile olgtlduginde enzimin karigimdaki miktan arttikca artig gostermektedir. Fakat bu
artig RI dedektor ile yapilan ¢aligmalarda tespit edilmemektedir. Bu iki sonug polimerin
enzimle baglandigmnin bir kanitidir. Enzim miktan arttinldiginda UV dedektérde hem enzime
ait pikin hem de polimere ait pikin artig gosterdigi gorilmustir. RI dedektoriinde ise alman
sonuglar molekiil sayist ile baglantii oldugundan enzim artig gosterirken polimer sabit
kalmaktadir. Bu durum polimer’in protein ile baglanma mekanizmasinda bir polisakkarid

molekiiliine ardarda birkag proteinin baglandigim gosterir.

Ayrica sistemde kovalent konjugasyon olugmast hakkinda, enzimin saf halde verildiginde ve
polimerle karigik halde verildiginde aymi yerde gikan piklerden elde edilen sonuglardan yola
¢ikilarak grafikler hazirlanmuglardir. Bu grafiklerde gorildign gibi enzim gergekten de
polimerle baglanmistir. Ancak UV’den alinan sonuglarda yaklagtk %50°si baglaniyorsa, RI
dedektorden alinan sonuglardan yaklagik tim protein molekiillerinin reaksiyona girdigini
gorilmektedir. Bu sonuglarin degerlendirilmesi i¢in ek deneylere ihtiyag olmasina ragmen bir

farklarinin iki farkli deteksiyon yonteminden kaynaklandigini soyleyebilirim.

Diger bir bulgu olarak polimerin sabit enzimin degisken oldugu sistem ile enzimin sabit
polimerin degisken oldugu sistem kargilastinldiginda reaksiyonun gidisinin sistemdeki enzim
ve polimer oranina bagh oldugu soylenebilir. Polimerin sabit enzimin degisken oldugu yani
enzimin polimerden fazla oldugu sistemlere ait kromatogramlar incelendiginde ortamda ii¢
farkli komponentin oldugu agik¢a goriilmektedir: baglanmamus enzim, baglanmamig polimer
ve lineér enzim-polimer konjugati. Buradaki konjugat lineer yapidaki bir polimer stline
kovalent olarak baglanmg birgok enzimden olugmaktadir. Enzimin sabit polimerin degisken
oldugu yani polimerin enzimden fazla oldugu sistemlere ait kromatogramlar incelendiginde
ise ortamda 4 farkli komponentin oldugu gorilmektedir: baglanmamis enzim, baglanmamis
polimer, lineer enzim-polimer konjugatt ve bir enzime birden fazla polimerin baglandig1 ve

molekiil agirhg diger ii¢ komponente gore ¢ok daha biiyiik olan enzim-polimer konjugati.

Elde edilen verilerden yola ¢ikarak reaksiyonun olugumu hakkimda asagidaki modeller

gelistirilmigtir:
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Sekil 4.2 Polimerin enzimden --fazla oldugu sistemde olusan reaksiyon modeli

Bu g¢aligmayla ilk kez iki farkli deteksiyon yontemli HPLC analizi uygulanarak aldehit
dekstran siilfatin hem o-amilaz hem de rennet enzimleri ile suda ¢oziinebilen kovalent

konjugatlar olugturdugu kamtlanmigtir. Reaksiyonun gidiginin komponentlerin oranma bagl

oldugu ve konjugat molekiillerinin gerek saf enzim ve gerekse de polisakkarit molekiiliini

igerdigini s6ylemek mumkiindir.
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