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Oz: Nisasta kaynakli glukoz suruplari endiistriyel uygulamalarda genis bir paya sahip olmasina ragmen temelde saglikla ilgili
tartigmalar tiiketicilerde sakkarozun kullanimini 6ne ¢ikarmaktadir. Sakkaroz, asitlestirme veya enzimatik yontemlerle invert
sekerler adi verilen glukoz ve fruktoz monomerlerine hidroliz edilebilirler. Bu yontemlerden enzimatik hidroliz islemi
geleneksel kimyasal proseslere gore daha diisiik sicakliklarda gerceklesmesi ve daha az toksik atik firetmesinden dolayi
endiistride tercih edilen bir yontemdir. Bununla birlikte, hidroliz isleminde kullanilan enzimler genellikle yeniden kullanimi
zor ve stabilitesi diisilk molekiiller olup, iiretim maliyetlerinin yiliksek olmasi endiistriyel Olgekte uygulanmasini
zorlagtirmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci sakkarozun invertaz enzimi yardimiyla hidrolizinde 6nemli olan bagimsiz degiskenlerin
sakkaroz doniisiim orani, hidrolizi verimi ve toplam indirgen seker konsantrasyonu tizerine etkisinin Merkez Kompozit Dizayn
(MKD) deneysel tasarim yontemi kullanilarak detayli olarak belirlenmesidir. MKD ile gergeklestirilen deneylerde incelenen
bagimsiz degiskenler ve cevap degiskenleri arasinda enzim aktivitesini de igeren model bir denklem olusturulmustur. Bagimsiz
degiskenlerin incelenen araliklari igerisinde, matematiksel model ifadenin hem indirgen seker konsantrasyonu hem de
doniisiimiin maksimum oldugu sartlar i¢in yapilan optimizasyon islemi sonucunda; sakkaroz konsantrasyonu 190,16 g/L, enzim
aktivitesi 55,36 U/mL, sicaklik 33,46 °C, reaksiyon siiresi 131,10 dk ve karigtirma hizi1 120,86 rpm olarak belirlenmigtir. Sonug
olarak, sakkarozun enzimatik hidrolizi i¢in verimli ¢alisma kosullar1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Invertaz enzimi, hidroliz verimi, optimizasyon, sakkaroz doniisiim orani.
Optimization of Enzymatic Hydrolysis of Sucrose

Abstract: Although starch-derived glucose syrups have a wide share in industrial applications, health-related discussions
mainly highlight the use of sucrose by consumers. Sucrose can be hydrolyzed by acidification or enzymatic methods to form
glucose and fructose monomers, called invert sugars. Among these methods, enzymatic hydrolysis process is a preferred
method in the industry because it occurs at lower temperatures and produces less toxic waste compared to traditional chemical
processes. However, the enzymes used in the hydrolysis process are generally molecules that are difficult to reuse and have
low stability, and their high production costs make it difficult to apply them on an industrial scale. The aim of this study was
to determine in detail the effect of the independent variables that are important in the hydrolysis of sucrose by the invertase
enzyme on sucrose conversion rate, hydrolysis efficiency, and total reducing sugar concentration using the Central Composite
Design (CCD) experimental design method. A model equation including enzyme activity was established between the
independent variables and response variables examined in the experiments performed with MKD. Within the examined ranges
of the independent variables, as a result of the optimization process for the conditions where both the reducing sugar
concentration and the conversion of the mathematical model expression are maximum; sucrose concentration was determined
as 190.16 g/L, enzyme activity as 55.36 U/mL, temperature as 33.46 °C, reaction time as 131.10 min, and mixing speed as
120.86 rpm. As a result, efficient processing conditions for the enzymatic hydrolysis of sucrose were determined.

Keywords: Invertase enzyme, hydrolysis yield, optimization, sucrose conversion rate.
1. Giris

Sekerler modern beslenmenin 6nemli bir bilesenidir ve sadece bir¢ok meyve, sebze ve yemislerde dogal
olarak bulunan miktarlarla degil, ayn1 zamanda islenmis yiyecek ve igeceklere eklenen tatlandiricilar olarak da
uygulama bulmaktadir. Ayrica, besinlere metabolize edilebilir enerji kattiklarindan dolay1 bunlara ‘kalorili’ veya
‘besleyici’ tatlandiricilar da denir [1]. Yaklasik %70' seker kamisindan, geri kalan %30'u ise seker pancarindan
tiretilen sakkaroz en 6nemli bir seker tiridir [2]. Sakkaroz, glikozil alt initesindeki C1 (hemiasetal) ile fruktozil
tinitesindeki C2 (hemiketal) arasinda bir eter bagiyla (yani glikozidik bag) baglanan [3] ve su molekiillerinin agiga
cikmasiyla glukoz ve fruktoz molekiillerinden olusan bir disakkarittir [4]. Ayrica, sakkaroz bir¢ok alanda
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hammadde olarak kullanilabilen ve kolayca bulunabilen en ucuz karbon kaynaklarindan biridir [5]. Sakkaroz,
glukoz ve fruktoz esasli misir suruplari gibi farkli hammadde kaynaklarina gore daha ekonomik oldugu ifade
edilmektedir [6-8]. Yiyecek ve icecek endiistrisinde genellikle tatlandirici olarak kullanilan sakkaroz ayrica 6nemli
bir biyoyakit olan etanoliin disinda 5-Hidroksimetil furfural (HMF), biyodizel ve leviilinik asit gibi diger
biyoyakitlarin/yesil kimyasallarin {iretimi igin bir hammadde olarak da kullanilmaktadir [9].

Sakkaroz, yliksek sicakliklarda asit ilavesi ile asidik veya ilimli kosullarda invertaz enzimi yardimiyla
enzimatik olarak hidrolize edilebilir [10]. Enzim bazli proseslerin geleneksel kimyasal proseslere gore daha diisiik
sicakliklarda (30-40 °C civarinda) c¢alistigi, daha az toksik atik trettigi ve ¢ok daha az yan {iiriin igerdigi
bilinmektedir [11]. Invertaz veya B-fruktofuranosidaz (EC.3.2.1.26) enzimi, sakkarozun monomerlerine
pargalanmasini katalize eden hidrolitik bir enzimdir [12]. Invertaz enzimi genis bir pH araliginda (3,5-5,5) nispeten
yiiksek aktivite sergilemekle birlikte optimum pH’s1 4,5'e yakindir. Genel olarak invertaz enzim aktivitesi 55°C
civarinda maksimuma ulagir. Invertaz enzimi, agir metaller tarafindan giiglii bir sekilde inhibe edilebilir [13].
Sakkaroz invertaz enzimiyle hidroliz edildiginde baglangigta hazirlandigi konsantrasyondan daha diisiik (yaklasik
%10) konsantrasyonlarda invert seker olarak bilinen glukoz ve fruktozun esmolar bir karigimi olusur [14, 15]. Bu
invert gekerlerden biri olan fruktoz, sakkarozdan daha tatlidir ve yiyecek ve igecek endiistrisinde tatlandirict olarak
yaygm bir sekilde kullamlmaktadir [16]. Bu ekstra tathilik (invert surup), meyve aromali igeceklerde kullanilan
karbonhidrat tatlandiricilarinin miktarina yaklasik %20 daha az ihtiya¢ duyulmasina ve dolayisiyla daha uygun bir
maliyet etkinligine yol agabilmektedir [17, 18]. invert sekerler, kremler, regeller, yapay bal ve siv1 seker iiretiminde
de yaygn olarak kullanilmaktadir [19]. Fruktoz ayrica biyoyakitlar ve biyodizelin yani sira dimetilfuran (DMF),
5-etoksimetilfurfural (EMF), HMF ve 2,5-furandikarboksilik asidi (FDCA) tiretmek i¢in hammadde olarak da
tercih edilmektedir [9]. Bununla birlikte, fruktozun yiiksek fiyati bu degerli iiriinlerin iiretiminde 6nemli bir
dezavantajdir. Glukoz ise gidalarin bircogunda bulunmasinin yani sira insan ve enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde de merkezi bir rol oynar [1]. Ayrica, farmasétikler, deterjanlar, betonlar, biyolojik olarak
pargalanabilen polimerler ve gida endiistrilerinde yaygin uygulamalari olan glukonik asit (GA) liretmek i¢in temel
hammadde kaynag: olarak da kullanilmaktadir [20, 21]. Glukoz GA’nin disinda, naylon, plastik ve gida katki
maddelerinin diretimi i¢cin onemli kimyasallar olan glukuronik asit ve tiirevlerine de oksitlenebildigi farkl
caligmalardan bilinmektedir [22]. Glukozun bu degerli iriinlerinde {iretimlerinde kullamlmasi yiiksek girdi
maliyetlerinden dolay1 farkli hammadde arayiglarina neden olmaktadir [23].

Sakkaroz ayrica invert seker liretmek i¢in asidik ortamda (pH 2-3) yiiksek sicakliklarda da (70-85 °C) hidroliz
edilebilir. Ancak asit hidrolizi, istenmeyen {iriin olusumu, yiiksek enerji tiiketimi, diisiik verim ve ekipmanin
yiiksek korozif egilimi gibi dezavantajlara sahiptir [24]. Enzimatik olarak sakkarozun hidrolizi, hidroliz
reaksiyonunun daha ilimli sicaklik ve pH kosullar altinda gergeklestirilmesi [24] ve daha yiiksek kalitede invert
sekerlerin elde edilmesi nedeniyle asit hidrolizine gore daha fazla kullanilan bir yontemdir [25, 26]. Ayrica, asit
hidrolizi ile elde edilen renkli hidroliz iiriinlerinin aksine enzimatik hidroliz {irtinlerinin renksiz olma avantaji da
bulunmaktadir [25, 27]. Bu durum, enzimatik hidroliz islemini 6zellikle yiyecek ve igecek endiistrisindeki
uygulamalarda tercih edilir hale getirmektedir [26]. Ozetle, sakkarozun hidrolizinde enzimatik hidroliz islemi,
asidik hidroliz yontemleri gibi geleneksel tekniklerden daha verimli bir yontemdir [4]. Bununla birlikte, kullanilan
enzimlerin yeniden kullanimimin zor, stabilitesinin diigiikk ve iretim maliyetinin yiiksek olmasi, bunlarin
endiistriyel 6lgekte uygulanmasini zorlagtirmaktadir [28]. Ayrica, kullanilan biyokiitle kaynagmimn maliyeti de
endiistriyel lretimlerde onemli bir girdi kalemidir. Bu kapsamda calismanin amaci, dogada farkli bitkisel
maddelerden bol miktarlarda elde edilebilen ve kismen daha uygun maliyetli sakkarozun invertaz enzimi
yardimiyla hidrolizinin optimize edilmesidir. Sakkarozun invertaz enzimiyle hidrolizi [29, 30] uzun zamandir
bilinen ve buna yonelik gergeklestirilen bir¢ok ¢aligma olmasina ragmen, substrat kaynagi olarak sakkarozun ticari
olarak temin edilen invertaz enzimi yardimiyla hidroliz sartlarinin optimizasyonunu ve etkisini ortaya koyan
modellemesinin yapildig1 bir ¢aligma bilgimize gore literatiirde bulunmamaktadir.

Sakkarozun enzimatik olarak hidroliz verimi, inkiibasyon siiresi, sicaklik ve karigtirma hizi gibi ¢evresel
kosullarin yani sira kullanilan enzimin aktivitesi ve sakkaroz konsantrasyonunun optimize edilmesiyle artirilabilir.
Optimize edilmis sartlar hidroliz verimini artirir ve tiretim maliyetlerini de azaltir. Geleneksel optimizasyon
yontemleri zahmetli ve zaman alicidir. Ayrica bu yontemler uygulanirken degiskenler arasindaki etkilesimler
dikkate alinmaz. Proses optimizasyonuna alternatif bir yaklagim, proses optimizasyonu icin birden fazla faktorii
aym anda inceleyebilen, Merkez Kompozit Dizaynm1 (MKD) adi verilen istatistiksel yontemdir. Istatistiksel
optimizasyon ile uygun sekilde planlanmig bir dizi deney yalnizca zaman kaybmi ve {iretim maliyetlerini
azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda s6z konusu degiskenlerin etkilesimleri de dahil olmak {izere optimum degerlerin
belirlenmesine de yardimci olur [31]. Sonug olarak, bu ¢aligmada, enzimatik hidroliz, sakkaroz biyokiitlesinden
glukoz ve fruktozun elde edildigi temel proseslerden biri oldugundan hidroliz prosesinin optimize edilmesiyle
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indirgen seker {iretim veriminin artirilmasi ve tiretim maliyetlerinin azaltilmasini saglayacak model denklemin
elde edilmesi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metotlar
2.1 Deneylerde kullanilan cihazlar ve kimyasallar

Calismada %99,5 safliktaki ticari olarak temin edilen sakkaroz, enzimatik hidroliz deneylerinde substrat
kaynag olarak kullanilmistir. Sakkarozun hidrolizinde ticari olarak temin edilen Alfasaol NT100 marka invertaz
(B-fruktofuranozidaz, E.C 3.2.1.26) enzimi kullanilmistir. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sodyum asetat
trihidrat (CHsCOONa.3H,0) (Tekkim, TK.170500.01002) ve pH’sinin ayarlanmasinda hidroklorik asit (HCI)
(Merck, 1.00314.2500) kimyasallar1 kullanilmistir. Tampon ¢ozeltilerin pH degerleri Thermo Scientific marka pH
metre kullanilarak dl¢iilmiistiir. Invertaz enzim aktivitesi deneylerinde inkiibasyon islemleri Wisebath markali su
banyosunda gergeklestirilmistir. Sakkarozun enzimatik hidrolizi isleminde karistirici olarak Selecta marka
calkalayic1 kullamlmistir. invertaz enzim aktivitesi ve hidroliz ortaminda bulunan sekerlerin (sakkaroz, glukoz ve
fruktoz) analizleri i¢in Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC, Shimadzu marka, LC-20AT) kullanilmugtir.

2.2 invertaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Deneysel tasarimda bagimsiz degisken olarak tanimlanan invertaz enzim aktivitesi ‘Creative Enzymes:
Enzymatic Assay of invertase [32]" protokolii takip edilerek &lgiilmiistiir. ilk olarak, 100 mM sodyum asetat
tampon ¢ozeltisi (25 °C, pH 4,6), 200 mL distile suda CH;COONa.3H;0 kimyasalinin ¢ozdiiriiliip, 1 M HCI ile
pH’1nin 4,6 ya ayarlanmasiyla hazirlanmistir. Daha sonra, invertaz enzimi aktivite deneylerinde kullanilmak iizere
distile su yardimiyla 10 kat seyreltilerek enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra,
9%99,5 safliktaki sakkaroz kullanilarak konsantrasyonu 200 g/L olacak sekilde substrat ¢dzeltisi hazirlanmigtir. 0,5
M 100 mL HCI ¢ozeltisi deney sonunda enzim aktivitesini durdurmak i¢in kullanilmistir. Aktivite tayini i¢in
gerekli tiim malzemeler hazirlandiktan sonra 2 mL’lik kiivet igerisine sirasiyla 1 mL tampon, 0,5 mL substrat ve
son olarak 0,1 mL enzim ¢dzeltisi eklenerek 37 °C’lik bir su banyosunda 5 dk boyunca inkiibasyona birakilmstir.
Bu siirenin sonunda 0,1 mL HCI ¢6zeltisi ile reaksiyon durdurulmustur. Numuneler 0. saatten baslayarak belirli
stirelerde HPLC ile analiz edilerek her bir siirenin sonundaki sakkaroz, glukoz ve fruktoz konsantrasyonlari
belirlenmistir. Son olarak elde edilen sonuglar kullanilarak asagida verilen Denklem 1 yardimyla invertaz
enziminin aktivitesi hesaplanmistir. Invertaz enziminin aktivitesi belirlendikten sonra tasarimdaki enzim miktarina
denk gelecek sekilde gerekli hacimdeki enzim hidroliz ortamina eklenmistir. Bir {inite (U) degeri, 25 °C’de
dakikada sakkarozdan 1 pmol glukoza esdeger indirgen seker salimmim katalizleyen enzim miktari olarak
tanimlanmigtir. Enzimatik aktivite degeri sakkaroz ¢ozeltisi i¢in U/mL olarak ifade edilmistir [33, 34].

pumol glukoz

U/mL = x (seyreltme orani) (D)

mL enzim x dakika

2.3 Sakkarozun enzimatik hidrolizi ve optimizasyon ¢calismalari

Sakkarozun invertaz enzimi yardimiyla hidroliz edilmesi deneylerinde %99,5 safliktaki sakkaroz substrat
kaynagi olarak kullanilmigtir. Sakkarozun enzimatik hidrolizi i¢in enzim aktivitesi, substrat konsantrasyonu,
sicaklik, siire ve karistirma hizi gibi bagimsiz degigkenlerin en uygun degerleri deneysel tasarim ile belirlenmistir.
Deneysel calisma sablonu MKD’ye gore tasarlanmis ve Tablo 1’de verilmistir. Tablo 1 yardimiyla farkli
konsantrasyonlardaki sakkaroz ¢ozeltileri hazirlanarak 250 mL’lik erlenlere 50 mL sivi hacmi olacak sekilde
ayrilmistir. Her bir erlene belirlenen miktarlarda enzim eklendikten sonra farkli sicaklik, siire ve karistirma
hizlarinda sakkarozun enzimatik hidrolizi islemi gergeklestirilmistir. Deneyler sonunda, sakkaroz, glukoz ve
fruktoz miktarlart HPLC kullanilarak belirlenmistir. Deneysel ¢calisma sonrasinda istatiksel analizler DesignExpert
8.0% (State-Ease, USA) yazilimi yardimiyla incelenerek en uygun hidroliz sartlari belirlenmistir. Cevap
degiskenleri olarak sakkaroz doniigiim orant, hidroliz verimi ve toplam indirgen seker konsantrasyonu segilmis ve
asagida verilen Denklem 2, 3 ve 4 yardimiyla hesaplanmustir.
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o Chasl kkaroz~Ckal Kk
Sakkaroz doniisiim orani (%) = g Saxaror Zaansataro?x 100 #))

Cbaslanglg sakkaroz

Hidroliz verimi (g/g) = “atukez™Cfruktor @3)
Cbaslanglg
Toplam indirgen seker konsantrasyonu (g/L) = Cgiyukoz + Crruktoz (4)

Tablo 1. Enzimatik hidroliz i¢in en uygun sartlarin belirlenmesi amaciyla segilen degiskenler ve incelenen aralik degerleri.

Bagimsiz degiskenler -0 0 +a
Sakkaroz konsantrasyonu, g/L 50 200,0 350
Enzim aktivitesi, U/mL 10 42,5 75
Sicaklik, °C 20 30,0 40
Reaksiyon siiresi, dk 15 97,5 180
Karigtirma hizi, rpm 30 115,0 200

2.4 Analizler

Calisma boyunca gergeklestirilen tiim deneysel c¢alismalar, iki paralel numune ile gergeklestirilmis ve
bunlarin ortalamasi deneysel sonug olarak kullanilmistir. Numune analizleri 6l¢iilen iki numune degeri arasindaki
bagil hata %10°dan fazla oldugunda tekrarlanmistir. Calismada, optimizasyon iglemlerinde MKD deneysel tasarim
metodundan faydalanilmigtir. Bu arastirma yontemiyle, farkli cevap degigkenlerini (sakkaroz doniisiim orani,
hidroliz verimi ve toplam indirgen seker konsantrasyonu) dikkate alarak optimizasyon yapilmasina imkan
saglayacak model ifadeler elde edilmistir. Elde edilen bu model denklemlerin ANOVA (Analysis of Variance) test
sonuglar1 incelenmistir. Onerilen model denklemin sayisal ¢oziimleme yontemi yardimiyla farkli cevap
degiskenleri i¢in ¢ozliimii yapilmis ve belirlenen optimum noktalarda dogrulama deneyleri gerceklestirilmistir.
Deneysel tasarimin olusturulmasi ve sonuglarin istatiksel olarak degerlendirilmesi ve model ifadenin
¢oziimlenmesi islemlerinde DesignExpert 8.0® (Stat-Ease Inc. Version 8.0) yazilimindan faydalanilmstir.

Deneysel ¢alisma siirecinde, ortamda bulunan glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi sekerlerin miktarlar1 HPLC
ile ICE-Coregel-87H3 HPLC kolonu ve 5 mM H,SO4 mobil fazi kullanilarak analiz edilmistir. Enzim aktivite
belirleme ve hidroliz deneylerinde ortamda bulunan seker miktarlari Refraktif Index Dedektorii (RID) ile analiz
edilmistir. Akis hiz1 0,6 mL/dk olup kolon sicaklig1 30 °C’ye ayarlanmistir. Analiz siiresi her bir 6rnek igin toplam
25 dk olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi belirleme ve hidroliz ortami numuneleri, 50 kat oranlarda
seyreltilerek, 0,45 pum’lik polipropilen filtreler yardimiyla filtreleme iglemi yapildiktan sonra igerdigi seker
miktarlar1 tespit edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 Sakkarozun enzimatik hidrolizi i¢cin optimizasyon sonuclar:

Sakkarozun hidrolizi, asidik veya enzimatik olarak gerceklestirilebilir. Kullanilan asit ¢evreyi kirletmesinin
yaninda ekipman i¢in korozif etkiye sahip olmasi ve yan triinlerin olugmas1 gibi dezavantajlara sahiptir. Yiiksek
Ozgiilliik ve afiniteye sahip enzimatik islem ¢ok daha ilimli sartlarda gergeklesen bir reaksiyondur ve yan iiriin
olusumunun olmamasi enzimatik yontemin 6nemli avantajlaridir [35].

Bu ¢alismada, sakkarozun hidrolizi igin ticari invertaz enziminin en uygun hidroliz sartlart aragtirilmistir.
Sakkarozun enzimatik hidrolizinde 6nemli olan degigkenlerin, sakkaroz doniisiim orant, hidrolizi verimi ve toplam
indirgen seker konsantrasyonu iizerine etkisinin detayli olarak belirlenmesi amaciyla MKD yardimiyla olusturulan
deneysel caligma tablosu ve elde edilen deneysel sonuglar Tablo 2°de goriilmektedir.
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Tablo 2. Sakkaroz doniigiim orani, hidrolizi verimi ve toplam indirgen seker konsantrasyonu igin
MKD tasarim matrisi ve deneysel sonuglar.

Deney Sakkaroz Enzim Sicaklik, Siire, dk Karistirma Sakkaroz Hidroliz Toplam indirgen
no konst., g/L aktivitesi, °C hizi, rpm doniisiim verimi, g/g | seker konst., g/L
U/mL orani, %
1 136,93 28,84 25,80 62,81 79,26 56,42 0,57 76,15
2 263,07 28,84 25,80 62,81 79,26 40,08 0,40 104,50
3 136,93 56,17 25,80 62,81 79,26 80,85 0,81 109,65
4 263,07 56,16 25,80 62,81 79,26 56,50 0,56 146,95
5 136,93 28,84 34,20 62,81 79,26 68,40 0,67 92,43
6 263,07 28,84 34,20 62,81 79,26 49,25 0,49 129,20
7 136,93 56,16 34,20 62,81 79,26 88,99 0,89 122,18
8 263,07 56,16 34,20 62,81 79,26 65,47 0,64 171,25
9 136,93 28,84 25,80 132,19 79,26 84,52 0,85 115,10
10 263,07 28,84 25,80 132,19 79,26 70,27 0,70 184,70
11 136,93 56,16 25,80 132,19 79,26 100,00 0,99 135,88
12 263,07 56,16 25,80 132,19 79,26 87,05 0,87 228,18
13 136,93 28,84 34,20 132,19 79,26 90,60 0,89 123,03
14 263,07 28,84 34,20 132,19 79,26 75,59 0,76 198,60
15 136,93 56,16 34,20 132,19 79,26 100,00 0,99 135,63
16 263,07 56,16 34,20 132,19 79,26 91,37 0,92 240,03
17 136,93 28,84 25,80 62,81 150,74 58,70 0,59 80,25
18 263,07 28,84 25,80 62,81 150,74 32,91 0,32 85,10
19 136,93 56,16 25,80 62,81 150,74 83,61 0,82 114,40
20 263,07 56,16 25,80 62,81 150,74 54,27 0,54 141,88
21 136,93 28,84 34,20 62,81 150,74 70,24 0,69 95,65
22 263,07 28,84 34,20 62,81 150,74 39,61 0,39 103,20
23 136,93 56,16 34,20 62,81 150,74 90,98 0,89 123,13
24 263,07 56,16 34,20 62,81 150,74 62,41 0,61 163,33
25 136,93 28,84 25,80 132,19 150,74 81,72 0,81 112,63
26 263,07 28,84 25,80 132,19 150,74 61,74 0,63 163,68
27 136,93 56,16 25,80 132,19 150,74 100,00 0,99 136,10
28 263,07 56,16 25,80 132,19 150,74 81,56 0,81 213,45
29 136,93 28,84 34,20 132,19 150,74 91,53 0,91 124,93
30 263,07 28,84 34,20 132,19 150,74 72,31 0,73 190,75
31 136,93 56,16 34,20 132,19 150,74 100,00 0,99 136,18
32 263,07 56,16 34,20 132,19 150,74 89,43 0,90 234,20
33 50,00 42,50 30,00 97,50 115,00 100,00 1,02 50,85
34 350,00 42,50 30,00 97,50 115,00 57,51 0,57 199,75
35 200,00 10,00 30,00 97,50 115,00 37,01 0,37 73,18
36 200,00 75,00 30,00 97,50 115,00 97,19 0,97 193,33
37 200,00 42,50 20,00 97,50 115,00 67,06 0,65 129,50
38 200,00 42,50 40,00 97,50 115,00 96,29 0,96 191,95
39 200,00 42,50 30,00 15,00 115,00 25,09 0,25 50,38
40 200,00 42,50 30,00 180,00 115,00 95,69 0,96 191,98
41 200,00 42,50 30,00 97,50 30,00 85,16 0,83 166,10
42 200,00 42,50 30,00 97,50 200,00 89,95 0,88 176,85
43 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,63 0,89 177,00
44 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,55 0,88 176,50
45 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,28 0,89 178,25
46 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,48 0,89 177,30
47 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,65 0,88 176,00
48 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,38 0,89 177,55
49 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 88,88 0,57 177,05
50 200,00 42,50 30,00 97,50 115,00 89,33 0,40 177,45

MKD’ye gore hazirlanan deneysel matrise uygun elde edilen deneysel ¢alisma sonuglar: DesignExpert 8.0®
yardimiyla gesitli matematiksel modellere uyumlulugu istatistiksel olarak incelenmistir. Sakkaroz doniisiim oran,
hidroliz verimi ve toplam indirgen seker konsantrasyonu i¢in istatiksel analizler sonucunda elde edilen deneysel
verilere en uygun matematiksel model ifadenin kuadratik (ikinci derece) formdaki denklem oldugu Tablo 3’den

goriilmektedir.
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Tablo 3. Matematiksel model ifadelerinin istatistiksel analiz sonuglari.

Cevap degiskenleri Model Standart R? RZ%adj Rpred
sapma

Dogrusal 8,60 0,831 0,812 0,790

Sakkaroz déniigiim _ 2FI 9,17 0,852 0,786 0,780

Ikinci dereceden 3,84 0,978 0,963 0,903

orani Ugiincii dereceden 2,11 0,997 0,989 0,558

Dogrusal 0,084 0,84 0,82 0,80

2FI 0,090 0,86 0,79 0,79

Hidroliz verimi ikinci dereceden 0,040 0,98 0,96 0,90

Ugiincii dereceden 0,023 0,99 0,99 0,56

Dogrusal 21,93 0,80 0,78 0,75

Toplam indirgen 2FI 20,25 0,87 0,81 0,81

seker konsantrasyonu ikinci dereceden 7,75 0,98 097 0,93

Ugiincii dereceden 4,25 0,99 0,99 0,70

Onerilen modelin tanimlayiciligini artirmak amacryla kuadratik model igerisinde bulunan sonug degiskenine
etkisi 6nemsiz olan terimler ¢ikarildiktan sonra elde edilen matematiksel model ifadenin istatistik degerleri Tablo

4’de goriilmektedir.

Tablo 4. Indirgenmis ikinci dereceden model denklemin istatistiksel verileri

Sakkaroz doniisiim orani Hidroliz Toplam indirgen seker
verimi konsantrasyonu

Standart sapma 3,63 0,038 7,51
Ortalama 76,85 0,76 147,46
Varyans katsaysi (C.V) % 4,72 5,03 5,09
Tahminlenmis kalint1 hata 1690,39 0,19 7363,04
kareler toplann (PRESS)

R? 0,978 0,976 0,984
Adj-R? 0,967 0,962 0,974
Pred-R? 0,91 0,902 0,931
Adeq. Precision 37,38 33,21 41,57

Modelin deneysel sonuglarla uyum derecesi, korelasyon katsayis1 R ve coklu regresyon katsayis1 R?’nin
degerine bakilarak kararlastirilir [36]. R?’nin degeri 1’e ne kadar yakinsa, deneysel sonuglar ile indirgenmis model
ifadeden elde edilmis degerler arasindaki iliski o 6l¢iide iyidir. Guan ve Yao [37] tarafindan yapilan arastirmalar,
iyi bir model uyumu igin regresyon katsayis1 R?’nin 0,8 olmasinin genel olarak yeterli oldugunu géstermektedir.
Matematiksel modele eklenen her bir bagimsiz degisken, bagiml degiskeni aciklama yetenedi olmasa bile R?
degerinin biiyiimesine neden olmaktadir. Bu durum ise modelin agiklayiciliginin iyilestigi gibi yanlig bir sonug
dogurmaktadir. Bu nedenle modele katkis1 olmayan degiskenleri dikkate almayarak daha gercekei bir R? degeri
hesaplanmakta ve bu deger ayarlanmig/diizeltilmis R? (Adj-R?) olarak ifade edilmektedir [38, 39]. Bu bilgiler
dogrultusunda Tablo 3.3’de goriildiigii gibi sakkaroz doniisiim orani igin 6nerilen model denklemin R?’si yaklasik
%98 gibi bir degerde olmasi, Adj-R?’nin ise yaklasik %97 olmasi modelin deneysel verilerle uyumunu
dogrulamaktadir. Hidroliz verimi igin 6nerilen model denklemin R?’si ise yaklasik %98, Adj-R%’nin ise %96
olmast modelin uyumlu oldugunu géstermektedir. Son olarak, toplam indirgen seker konsantrasyonu i¢in dnerilen
model denklemin R?’sinin %98, Adj-R?’sinin ise %97 olmasi modelin deneysel verilerle uyumlu oldugunu
dogrulamaktadir. Bu sonuglar tasarimda elde edilen deneysel verilerle, program tarafindan dnerilen indirgenmis
kuadratik model denklem sonuglari arasindaki uyumun yeterli olduguna isaret etmektedir. ‘Adequate Precision
(Yeterli Kesinlik)’, sinyal giiriiltii oranin1 6lger. Bu ifadenin 4'ten biiyiik bir degerde elde edilmesi hedeflenir.
Sakkaroz doniisiim orani, hidroliz verimi ve toplam indirgen seker konsantrasyonu i¢in elde edilen degerler (37,38,
33,21 ve 41,57) yeterli bir sinyalin oldugunu gostermektedir.

Deneyler sonucunda elde edilen sakkaroz doniisim orani, hidroliz verimi ve toplam indirgen seker
konsantrasyonu icin Onerilen kuadratik formdaki model ifadelerin ANOVA test sonuclart Tablo 5’de
gorlilmektedir. ANOVA test sonuglarina gore p-degeri 0,05’ten kiigiik olan terimler sonug degiskeni i¢cin 6nemli
terimlerdir. Bu durumda, sakkaroz konsantrasyonu, enzim aktivitesi, ortam sicaklig1 ve reaksiyon siiresi bagimsiz
degiskenlerinin hem lineer hem de iissel etkileri tiim sonug degiskenleri i¢in 6nemli etkiye sahiplerdir. Ayrica,
sakkaroz konsantrasyonu ile reaksiyon siiresi ve karigtirma hizi arasindaki etkilesim ile invertaz enzim aktivitesi
ile reaksiyon siiresi arasindaki etkilesim, incelen tiim sonug¢ degiskenleri i¢in 6nemli olarak goriilmektedir. Bu
bagimsiz degiskenlerdeki degisim ile diger bagimsiz degiskenlerin de optimum degerini degistirecektir. Her iig
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cevap degiskeni icin de 0,1'den biiyiik degerler, model terimlerinin 6nemli olmadigini1 gostermektedir. Sonug
degiskeni olarak toplam indirgen seker konsantrasyonu incelenen model ifadenin ANOVA test sonucunda
sakkaroz konsantrasyonu ile enzim aktivitesi ve reaksiyon ortam sicakliginin etkisinin de onemli oldugu
goriilmektedir. Diger parametreler ile karsilastirildiginda karistirma hizinin, incelenen aralikta ve erlen sisteminde
sonug degiskenleri {izerine etkisinin ¢ok dnemli olmadig1 da goriilmektedir.

Tablo 5. Sakkarozun enzimatik hidrolizi deneylerinde sakkaroz doniisiim orani, hidroliz verimi ve toplam indirgen seker
konsantrasyonu igin ANOVA test sonuglar1.

Sakkaroz doniisiimii Hidroliz verimi Toplam indirgen seker miktari
Kaynak F-degeri p-degeri F-degeri p-degeri F-degeri p-degeri
Model 89,63 <0,0001 70,73 <0,0001 103,36 <0,0001
A-Sakkaroz konst., g/L 306,30 <0,0001 271,62 <0,0001 609,56 < 0,0001
B-Enzim aktivitesi, U/mL 327,09 <0,0001 280,44 <0,0001 301,75 <0,0001
C-Sicaklik, °C 60,37 <0,0001 53,77 <0,0001 60,29 < 0,0001
D-Siire, dk 524,92 <0,0001 484,39 <0,0001 542,31 <0,0001
E-Karigtirma hizi, rpm 0,93 0,34 0,94 0,34 1,95 0,17
AB 19,30 0,0001
AC 0,26 0,62 4,41 0,044
AD 14,69 0,0005 14,92 0,0005 89,85 < 0.0001
AE 5,56 0,03 4,40 0,04 8,12 0,0077
BC 1,65 0,21 1,18 0,29 0,73 0,40
BD 5,10 0,03 4,67 0,04 3,55 0,070
BE 0,80 0,38 041 0,53 0,91 0,35
CD 1,87 0,18 1,17 0,29 1,27 0,27
CE 0,22 0,64
A? 19,95 <0,0001 12,93 0,0011 93,28 < 0,0001
B’ 75,73 <0,0001 65,77 <0,0001 68,27 <0,0001
c? 11,61 0,0017 11,30 0,0021 11,83 0,0017
D? 124,12 <0,0001 104,14 <0,0001 107,79 < 0,0001
E? 1,61 0,21 2,79 0,11 2,41 0,13

MKD’ye gore yapilan deneysel ¢alismanin yazilim yardimiyla yapilan istatiksel analizi sonucu her bir cevap
degiskeni i¢in elde edilen matematiksel model ifade katsayilar1 Tablo 6’da kodlu degerler cinsinden verilmistir.

Tablo 6. Her bir cevap degiskeni i¢in elde edilen matematiksel model ifade katsayilari

Model terimleri Sakkaroz doniisiim Hidroliz verimi Toplam indirgen
oram model model seker miktar1 model
katsayilar katsayilari katsayilar
-208,40 -1,90 -430,93
*A +0,03 -4,93 x10* +0,45
*B +3,25 +0,03 +4,69
*C +7,84 +0,07 +13,60
*D +1,33 +0,01 +1,84
*E +0,18 +1,64 x10° +0,46
*A*B - - +6,76 x10°
*A*C +1,12 x10°° +1,30 x10°° 40,011
*A*D - +1,20 x10° +5,75 x10°®
*A*E -6,71 x10* -6,31 x10°° -1,68 x10°°
*B*C -0,01 -1,28 x10* -0,02
*B*D -3,05 x10°° -3,09 x10° -5,28 x10°°
*B*E +1,18 x10°° +8,87 x10°° +2,59 x10°°
*C*D -6,01 x10°° -5,02 x10° -0,01
*C*E - +2,11 x10°® -
* A2 -5,46 x10* -4,65 x10° -2,45 x10°°
*B? -0,02 -2,24 x10* -0,05
* C? -0,09 -9,79 x10* -0,20
* D? -4,51 x10°° -4,37 x10° -8,69 x10°°
* E? -4,84 x10* -6,73 x10°® -1,22 x10°®

237



Sakkarozun Enzimatik Olarak Hidrolizinin Optimizasyonu

Onerilen model esitligi kullanilarak hesaplanan teorik sonugclara (istatistiksel olarak tahmin edilen degerler)
kars1 deneysel olarak belirlenen sonuglarin dagilimi Sekil 1A-C*de verilmistir. Sekil 1A-C’den de goriildiigii gibi
teorik ve deneysel degerler lineer dogrunun etrafinda dagilim gostermektedir. Bu dagilim, deneysel veriler ile
modelden elde edilen verilerin uyumlu oldugunu gostermektedir. Sekil 1A-C’deki renkli kutularin her biri farklt
sartlardaki deney sonuglarini géstermektedir.

Teorik sonuglar

.....

Deneysel sonuglar

Teorik sonuglar

:::::

Deneysel sonuglar

Sekil 1. Sakkaroz doniisiim orani (A), hidroliz verimi (B) ve toplam indirgen seker konsantrasyonu (C) degerlerine ait teorik
sonuglar ile deneysel olarak belirlenmis sonuglar arasindaki uyum grafikleri

Yiizey tarama yontemiyle az sayida deneyle ¢ok sayida veri elde etmenin yaninda bagimsiz degiskenlerin
cevap degiskenine es zamanli etkileri kontur veya 3D grafikler ile analiz edilebilmektedir. Sakkarozun invertaz
enzimi yardimiyla invert sekerlere hidroliz edilmesini optimize etmeyi amaglayan deneysel tasarimin grafikleri
Sekil 2-4’de verilmigtir. Tablo 5’de verilen ANOVA test sonuglar1 incelendiginde bagimsiz degiskenlerin
birbirleriyle bir¢ok farkli varyasyonlarda etkilesime girdikleri goriilmektedir. Bununla birlikte, her {i¢ cevap
degiskeni icinde p-degeri 0,05’den kiigiik olan farkli bagimsiz degiskenlerin (AD, AE ve BD) birbirleriyle
etkilesimleri kontur grafikler yardimiyla incelenmistir. Verilen kontur grafiklerde incelenen iki bagimsiz
degiskenin cevap degiskenine es zamanli etkileri goriilmektedir. Grafiklerin kirmizidan maviye giden renk skalasi
azalan cevap degisken degerini temsil edilmektedir.

Sekil 2’de sakkaroz konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin cevap degigkenlerine es zamanli etkileri
goriilmektedir. Artan sakkaroz konsantrasyonu ile doniisiim oraninda bir diisiis gézlenmistir. DOniisiim orani
ifadesinin hesaplanma sekline uygun olarak diisiik sakkaroz konsantrasyonlarinda (55-120 g/L) daha yiiksek bir
déniisiim gozlenmektedir. Incelenen tiim sakkaroz konsantrasyonlarinda artan siire ile bir artis gdzlenmis 2 saat
sonraki sliregte doniisiim oraninda 6nemli bir degisim gozlenmemistir. Sonug degiskeni olarak toplan indirgen
seker konsantrasyonunu esas alan model ifadeden elde edilen sonug Sekil 2C’de goriilmektedir. Sakkaroz doniisiim
oraninin tam tersi ayna goriintiisii olarak elde dilen sekilde artan sakkaroz konsantrasyonuyla indirgen seker
miktar1 artmaktadir. Reaksiyon siiresi ve sakkaroz konsantrasyonunun iist noktasinda (345 g/L sakkaroz, 177 dk)
maksimum degere ulagmaktadir. Optimum degerinin incelenen aralik disinda kaldigi grafikten goriilmektedir.
Doniistim oraninin kismen diisiikk kaldigi noktada indirgen seker miktarmmin maksimum degere ulastig
goriilmektedir. Indirgen seker miktariin baslangigtaki sakkaroz oraniyla elde edilen verim ifadesinin sonug
degiskeni olarak secildigi model i¢in elde edilen Sekil 2D’de goriilmektedir. Yan iiriinlerin olusumunun olmamasi
veya etkileyecek degerde olmamasi dolayisiyla sakkaroz doniisiim orani ile benzer bir degisim gozlenmektedir.
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Sekil 2. Sakkaroz konsantrasyonu ile reaksiyon siiresinin takip edilen cevap degiskenlerine es zamanli etkisi

Sekil 3’de karigtirma hizi ile sakkaroz konsantrasyon degisiminin cevap degiskenlerine etkisini gosteren
kontur grafikleri verilmistir. Sakkaroz doniisiim oraninin takip edildigi model ifadeden elde edilen sonuglar Sekil
3B’de verilmistir. Sekil 3B’den goriildiigii lizere yiiksek sakkaroz konsantrasyonunda karigtirma hizinin doniistim
oranina etkisi sinirli kalmaktadir. Diisiik sakkaroz konsantrasyonlarinda artan karigtirma hizi doniisiim oranini
artirmaktadir. Toplam indirgen seker miktarinin takip edildigi sonuglarda (Sekil 3D) ise doniisiim oraninda elde
edilen degerin aksine yiiksek sakkaroz konsantrasyonlarinda karigtirma hizinin etkinligi daha 6nemlidir.
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®
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Sakkaroz konst., g/l. Sakkaroz komst., g/l.

Sekil 3. Sakkaroz konsantrasyonu ile karigtirma hizinin takip edilen cevap degiskenlerine es zamanl: etkisi

Sekil 4 enzim miktar1 ve reaksiyon siiresinin cevap degiskenlerine es zamanli etkilerini gostermektedir.
Cizilen kontur grafiklerde bulunmayan bagimsiz degiskenler optimum noktada tutulmustur. Diger degiskenlerin
optimum degerde oldugu noktada segilen ii¢ sonug¢ degiskeni i¢in benzer bir degisim Sekil 4’den goriilmektedir.
58 U/mL aktiviteye kadar enzim miktarindaki artis ile sonug degiskenlerinde net bir artis gézlenmekle birlikte bu
degerinin iizerinde azalma gozlenmektedir. Benzer sekilde 2 saat siireye kadar gecen reaksiyon siirecinde sonug
degiskenlerinde artis gdzlenirken tizerindeki degerlerde azalma gozlenmektedir. En uygun hidroliz sartlar1 130 dk,
58 U/mL civarinda oldugu goriilmektedir.

239



Sakkarozun Enzimatik Olarak Hidrolizinin Optimizasyonu

SakKaroz doniisiim oram, %

Reaksiyon siiresi, dk @
Reaksiyon siiresi, dk @

Enzim miktari, U/ml Enzim miktari, U/ml

Toplam indirgen scker miktari, g/L Hidroliz verimi, g/g

177,28

Reaksiyon siiresi, dk @

Reaksiyon siiresi, dk

¢¢¢¢¢¢

s2,5

58,2143

22,5

58,2153 73,9285

Enzim miktari, U/ml Enzim miktari, U/ml

Sekil 4. Enzim miktari ile reaksiyon siiresinin takip edilen cevap degiskenlerine es zamanl etkisi

Elde edilen matematiksel model ifadeler farkli sartlar ve sonug degiskenleri i¢in ¢dziimlenebilir. Hidrolizatin
eldesinde hem sakkarozun toplam doniistimiinii hem de elde edilen son {iriiniin maksimum oldugu sartlar secilerek
yapilacak optimizasyon daha ekonomik ve akilct bir yoldur. Bu amagla, elde edilen matematiksel model ifadeyi
olusturan bagimsiz degiskenlerin incelenen araliklar igerisinde ilk olarak sadece toplam indirgen seker miktarini
ve sakkaroz doniligiim oraninit maksimize eden rakamsal degerler program yardimiyla bulunmustur. Tablo 7°de
belirlenen en uygun ortam bilesen degerleri ve bu sartlar icin Design Expert 8.0® programiyla hesaplanan toplam
indirgen seker miktar1 ve sakkaroz doniisiim orani degerleri verilmistir. Ayrica maksimum hidroliz verimi ve
sakkaroz dontiglim orani i¢in Onerilen sartlarda ulasilan deneysel sonuglar1 da Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 7. Cevap degiskenlerinin maksimum oldugu sartlar i¢in indirgenmis modelin
onerdigi ve deneysel olarak bulunan degerler

5 E Sakkaroz | Enzim . Modelin
= 2 Cevap degiskeni konst., | aktivitesi, Slc?kllk’ Siire, Kanstirma onerdigi Deneysel
£
> E g C dk hizi, rpm sonuglar
=7 5 g/L U/mL sonuclar
o =< £ P
éﬁ g b Sakkaroz d(znusum 72,09 69,27
e =3 orani, %
o— E ’= o
E5=2 Toplam indirgen | 545 055 g1 18 3625 177,28 32,81 303,22 239,53
5 < seker miktar1, g/L
= £ Hidroliz verimi, g/g 0,74 0,69
£ Sakkaroz doniigiim
N 5 = g ; orant, % 105,21 100,00
X252z Toplam indirgen 11403 59,15 266 12241 160,1 120,87 1132
=S 5T 2 seker miktari, g/L
B2 [ Hidroliz verimi, g/g 1,04 0,99
] g | Sakkaroz doniisiim
N E% g g E orant, % 102,69 98,5
SgL£=E=< indi
SESEgZ| Toplamindirgen 190,6 55,36 33,46 131,1 120,86 196,50 189,15
= L5 5w Y| seker miktar, g/L
=23
] - "E 2 | Hidroliz verimi, g/g 1,02 0,97

Tablo 7°den de goriildigii gibi sadece toplam indirgen seker miktarinin maksimum oldugu durumda sakkaroz
doniisiim orani i¢in %96,08, toplam indirgen seker konsantrasyonu igin %80 ve hidroliz verimi igin %93,24 olacak
sekilde model ve deneysel degerlerin uyumlu oldugu, sadece sakkaroz doniisiim oraninin maksimum oldugu
durumda sakkaroz doniisiim orani i¢in %95,1, toplam indirgen seker konsantrasyonu igin %93,66 ve hidroliz
verimi i¢in %95,20 olacak sekilde model ve deneysel degerlerin uyumlu oldugu belirlenmistir. Son olarak,
sakkaroz doniisiim oran1 ve hidroliz veriminin maksimum oldugu durumda sakkaroz doniisiim orani i¢in %95,92,
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toplam indirgen seker konsantrasyonu igin %96,26 ve hidroliz verimi igin %95,10 olacak sekilde model ve
deneysel degerlerin uyumlu oldugu da Tablo 7’de goriilmektedir. Elde edilen model ifadelerin farkli sonug
degiskenleriyle ¢oziimii sonucunda optimum sartlarin degistigi goriilmiistiir. Belirlenen optimum noktalarda
yapilan dogrulama deneyleri ile segilen her bir cevap degiskeni i¢in model ifadelerin sonuglarinin oldukga yiiksek
bir uyum gosterdigi gorilmiistiir. Ayrica, c¢aligmada elde edilen hidroliz isleminde en Onemli reaksiyon
parametreleri olan sicaklik ve pH degerleri, farkli bir calismada elde edilen degerler ile karsilastirildiginda
sonuglarin uyum igerisinde oldugu da goriilmektedir [2].

Literatiirde direkt sakkaroz kullanilarak ticari olarak temin edilen invertaz enzimi yardimiyla hidroliz
sartlarinin optimizasyonunun yapildig1 bir ¢aligma bilgimize gore literatiirde bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
mikroorganizma kaynakli invertaz enzimiyle sakkarozun hidrolizinin gerceklestirildigi bazi ¢calismalar literatiirde
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde Batista vd. [40] izole etikleri Aspergillus carbonarius PC-4 susu ile
ananasin atik yapraklarindan (tag kisimlari) invertaz enzim {iretimini optimize etmeyi ve iiretilen enzim yardimiyla
sakkarozu hidroliz ederek invert sekerleri iiretmeyi amaglamislardir. Calismada, kiiltiir ortam1 besin bilesenlerinin
optimizasyonunda simpleks kafes tasarimi, fizikokimyasal parametrelerin optimizasyonunda ise tek faktorli
deneysel tasarim yontemlerini kullanmislardir. Caligma sonucunda, optimize edilmis kosullarda enzim tiretimi 72
saat sonra maksimum 9,4 U/mL enzim aktivitesi ile R?=%91,85, R?%j=%85,06, yiiksek F-degeri (13,52) ve diisiik
p-degeri (0,003) ananas ta¢ atig1 ve maya ekstrakti igeren kiiltiirlerden elde edilmistir. Uretilen enzimin
fizikokimyasal kosullarinin optimizasyonu sonucunda sicaklik 20 °C, pH 5,5, karistirma hizi 180 rpm ve siire 72
saat olarak belirlenmistir [40]. Baska bir ¢calismada melas igerigindeki sakkarozun enzimatik hidroliz ile invert
sekerlere doniistiiriilmesi amaglanmustir. Yapilan MKD tasarim deneyleri sonucunda deneysel c¢alisma sartlari
melas konsantrasyonu 87,7 g/L, enzim konsantrasyonu %0,45 (v/v) ve hidroliz siiresi 15,93 saat olarak
belirlenmistir. Yapilan optimizasyon islemi sonucunda indirgen seker konsantrasyonu 43,936 g/L ve sakaroz
konsantrasyonu 1,879 g/L olup melastaki sakkaroz agirlikca yaklasik %96’lik bir verim degeri ile fermente
edilebilir sekerlere doniistiiriilmiistiir [41]. Sonug olarak, literatiirde invertaz enzimiyle sakkarozun hidroliz
edilmesine yonelik farkli caligmalar bulunmaktadir. Bu calismada, literatiirde ifade edilen c¢aligmalardan farkl
olarak sakkaroz hidrolizatinin hazirlanmasi igin hidroliz sartlariyla farkli cevap degiskenleri arasinda enzim
aktivitesini de igeren matematiksel model bir denklem ortaya konulmustur.

4. Sonuclar

Gida endiistrisinde tatlandirici ve katma degeri yiiksek endiistriyel iiriinlerin tiretiminde hammadde olarak
kullanilabilen glukoz ve fruktoz, kismen kolay temin edilebilen bir seker olan sakkarozun hidroliziyle elde
edilebilmektedir. Sakkarozun enzimatik hidrolizi, esmolar glukoz ve fruktozun (invert sekerler) bir karigimini
iiretir. Sakkarozun hidroliziyle elde edilen fruktozun tatlandirma giicii sakkarozdan daha yiiksek olmasindan dolayi
gida endiistrisinde tatlandirici olarak daha yaygin kullamilmaktadir. Hidrolizatta bulunan fruktoz, sakkarozdan
daha tatli olmasindan dolay1 daha yiiksek bir ticari degere sahiptir. Sakkarozun kismi veya tam hidroliz {iriinleri,
yiiksek higroskopisiteleri ve kristallesmeye karsi direngleri nedeniyle yiyecek ve igecek endiistrisinde tatlandirici
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, sakkarozun hidroliziyle elde edilen glukoz ve fruktozun katma degeri yiiksek
kimyasallarin {iretiminde yaygin bir sekilde kullanildiklar1 da bilinmektedir. Bu ¢alismada yiyecek ve igecek
endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan indirgen sekerlerin deneysel tasarim yontemiyle invertaz enzimi
yardimiyla hidroliz reaksiyon sartlari optimize edilmistir. Enzimatik hidroliz i¢in se¢ilen invertaz enziminin
aktivitesi belirlenerck farkli aktivitede bulunacak enzimlerin hidroliz isleminde kullanimi i¢in model ifadeler
olusturulmustur. Enzim aktivite deneylerinden ve literatiirde elde edilen verilere uygun tasarim olusturulmus ve
optimizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Hem verimin hem de indirgen sekerin maksimum olmas: amaciyla
yapilan optimizasyon iglemleri sonucunda sakkaroz konsantrasyonu 190,16 g/L, enzim aktivitesi (U/mL) 55,36,
sicaklik 33,46 °C, reaksiyon siiresi 131,10 dk ve karistirma hizinin 120,86 rpm olarak bulunmustur. Optimizasyon
islemi sonucundaki sartlarda elde edilen sakkaroz doniisiim orant %96 ve hidrolizi verimi %95 gibi yiiksek oranda
olmasi modelin 6nerdigi sonuglarla deneysel sonuglarin uyumlu oldugunu géstermistir.

Boylece, deneysel ¢alismalarda kullanilabilecek sakkaroz hidrolizatinin hazirlanmasi igin hidroliz sartlartyla
farkli cevap degiskenleri arasinda matematiksel bir iliski ortaya konulmustur. Sonug olarak, indirgen seker iiretim
proseslerinde invertaz enzimi yardimiyla sakkarozun hidrolizi igin verimli ¢alisma kosullar1 belirlenmistir.
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Yazarlar, bu calismaya 122M865 proje numarast ile 1002-Hizli Destek-A projesi kapsaminda maddi

desteginden dolay1 Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumuna (TUBITAK) tesekkiir ederler.
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