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a-D-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, Melibiaz, EC.
3.2.1.22) basit ve kompleks oligo- ve polisakkaritlerin (rafinoz, melibiyoz,
stakiy0z, galaktomannan) o-1,6-bagli D-galaktoz birimlerini hidrolizleyen
ekzoglikozidazlardir. Galaktoz konjugatlarinin  a-galaktozidik  baglarmin
transgalaktozilasyon reaksiyonlarinda da gorev yapan a-galaktozidazlar dogada
olduk¢a yaygi olarak bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bulunurlar.
Hem hidrolaz hem de transferaz aktiviteleri a-galaktozidazlarin endiistriyel ve
medikal alandaki uygulamalar1 i¢in olduk¢a Onemlidir. a-Galaktozidazlar, gida
isleme ve hayvan besleme prosediirleri, seker endiistrisi, kagit ve kagit hamuru
endiistrisi, kan grubu doniisiimleri ve Fabry hastaliginin tedavisi gibi cesitli

biyoteknolojik ve medikal uygulama alanlarma sahiptir.

Enzim immobilizasyonu teknolojisi enzim stabilizasyonu i¢in ana
metodlardan birisi oldugundan son yillarda olduk¢a O6nem kazanmistir. Bu
baglamda, enzim immobilizasyonu teknolojisinde kullanilabilecek enzim
immobilizasyon yontemleri her gecen giin artmaktadir. Son yillarda enzim
immobilizasyonunda, ¢apraz baglh enzim agregatlarinin (Cross-Linked Enzyme
Aggregates; CLEAs) hazirlandigi enzim immobilizasyon teknigi oldukca
revagtadir. Immobilizasyon i¢in bir tastyiciya gereksinim yoktur. Genellikle yeterli
safliktaki proteinler bifonksiyonel reaktiflerle ¢apraz baglanarak ¢capraz bagli enzim
agregatlari olusturulur. CLEA’ lar iyi mekanik 6zelliklerinin yani sira oldukga aktif
enzim preparatlaridir. Ciinkli enzimatik aktivite icermeyen ¢ok yiiksek oranda
yabanci materyal icermezler ve c¢ok sert kosullarda bile artmis kararlilik

gosterebilirler ki bu onlarin uygulamalarin1 daha da degerli hale getirmektedir.
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CLEA’ nin 6nemli bir avantaji, immobilizasyon sirasinda kullanilan proteinin ¢ok

saf olmasina gerek yoktur, ham enzim preparatlar1 da kullanilabilmektedir.

Bu ¢alismada, misirdan (Zea mays) izole edilen ve kismi olarak saflastirilan
a-galaktozidaz enziminin capraz bagli enzim agregatlari (CLEA) hazirlanarak
immobilizasyon gergeklestirilmistir. Kullanilan immobilizasyon prosediiriiniin
optimizasyonu i¢in immobilizasyona ¢esitli parametrelerin etkisi (amonyum siilfat
konsantrasyonu, protein miktari, glutaraldehit konsantrasyonu, tampon tiiri,
konsantrasyonu ve pH’ 1, ¢apraz baglama siiresi, capraz baglama sicakligi ve
calkalama hizi, BSA ilavesi) incelendi. Optimum kosullarda (1:5 (v/v) enzim:
amonyum siilfat orani, 7.5 mg protein ve % 0.1 (v/v) glutaraldehit, 6 saat, 4°C, 150
rpm) % 47 aktivite geri kazanimi ile CLEA hazirlandi. Hazirlanan immobilize ve
serbest enzimlerin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu gergeklestirildi. Enzim
aktivitesine etki eden bazi parametreler (sicaklik, pH, substrat spesifikligi ve
konsantrasyonu, efektor konsantrasyonlari, inhibisyon etkisi, stabilizator etkisi)
incelenerek kararlilik testleri (termal, pH, depo, operasyonel kararlilik) ve tekrar
kullanilabilirlik yapildi. immobilize ve serbest enzimlerin 40°C’ de maksimum
aktivite gosterdigi ve optimum pH degerlerinin sirasiyla pH 5.5 ve 6.0 oldugu
gbzlendi. Serbest ve immobilize enzimler i¢in farkli substratlar varliginda (pNPG,
stakiyoz, melibiyoz ve rafinoz) kinetik sabitler (Km, Vmax Ve Keat) belirlendi. Cesitli
efektorlerin enzim aktivitesi tlizerine etkileri arastirildi. a-Galaktozidaz CLEA’
smin termal, pH, depo ve operasyonel kararliliklarinin serbest enzime kiyasla
oldukea iyi oldugu belirlendi. Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin
soya siitiindeki rafinoz ve rafinoz tip oligosakkaritlerin hidroliz proseslerinde
kullanim potansiyeli ile ilgili ¢alismalar yapildi. CLEA ve serbest enzimin soya

stitlindeki rafinoz ve stakiyozun % 85’ inden fazlasini1 hidrolizledigi belirlendi.

Anahtar sozciikler: Misir (Zea mays), a-galaktozidaz, immobilizasyon, CLEA,
soya siiti, rafinoz hidrolizi.
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a-D-Galactosidases (a-D-galactoside galactohydrolase, Mellibiase, EC.
3.2.1.22) are exoglycosidases that catalyse the hydrolysis of a-1,6-bounded D-
galactose residues of basic and complex oligo- and polysaccharides (raffinose,
stachyose, mellibiose, galactomannans). They are widely distributed in nature and
found in plants, animals and microorganisms. o-Galactosidases are also involved in
transgalactosylation reactions of a-galactosidic linkages of galactose conjugates.
Both the hydrolase and transferase activity of a-galactosidases are very important
for their industrial applications. They have many potential biotechnological and
medicinal applications such as in food processing and animal feed processing, sugar
industry, pulp and paper industry, enzymatic synthesis, structural analysis,
conversion of blood type and treatment of Fabry’ s disease.

Since enzyme immobilization technology is one of the main methods for
enzyme stabilization, it has become very important in recent years. In this context,
enzyme immobilization methods that can be used in enzyme immobilization
technology are increasing day by day. In recent years, the enzyme immobilization
technique, prepared with Cross-Linked Enzyme Aggregates (CLEAS) in enzyme
immobilization, is quite popular. There is no need for a carrier for immobilization.
Generally, proteins of sufficient purity are cross-linked with bifunctional reagents to
form cross-linked enzyme aggregates. CLEA's are very active enzyme preparations
as well as good mechanical properties. Because they do not contain very high levels
of foreign material that do not contain enzymatic activity and they can show
increased stability even under extreme conditions, which makes their practice even



more valuable. An important advantage of CLEA is that the protein used during
immobilization does not need to be very pure, and crude enzyme preparations can
be used.

In this study, cross-linked enzyme aggregates (CLEA) of a-galactosidase
enzyme isolated and partially purified from maize (Zea mays) were prepared and
immobilized. The effects of various parameters (ammonium sulfate concentration,
protein amount, glutaraldehyde concentration, buffer type, concentration and pH,
cross-linking time, temperature and rate, BSA addition) were examined for
immobilization for the optimization of the immobilization procedure used. CLEA
was prepared with 47% recovery of activity at optimum conditions (1:5 (v/v)
enzyme:ammonium sulfate ratio, 7.5 mg protein and 0.1% (v/v) glutaraldehyde, 6
hours, 4°C, 150 rpm). Physical and chemical characterization of prepared
immobilized and free enzymes was carried out. Stability tests (thermal, pH, storage,
operational stability) and reusability were performed by examining some
parameters affecting enzyme activity (temperature, pH, substrate specificity and
concentration, effector concentrations, inhibition effect, stabilizer effect).
Immobilized and free enzymes showed maximum activity at 40 °C and their
optimal pH values were pH 5.5 and 6.0, respectively. Kinetic constants (Km, Vmax
and Keat) were determined for free and immobilized enzymes in the presence of
different substrates (pNPG, stachyose, melibiose and raffinose). The effects of
various effectors on enzyme activity were investigated. The thermal, pH, storage
and operational stability of a-Galactosidase CLEA was found to be quite good
compared to the free enzyme. Studies on the potential use of free and immobilized
a-galactosidase enzymes in hydrolysis processes of raffinose and raffinose-type
oligosaccharides in soy milk have been carried out. CLEA and free enzyme
hydrolyzed more than 85% of raffinose and stachyose in soy milk.

Keywords: Maize (Zea mays), a-galactosidase, immobilization, CLEA, soy milk,
raffinose hydrolysis.
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1. GiRiS
1.1 a-Galaktozidazlar

a-Galaktozidaz veya melibiyaz (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC
3.2.1.22), melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz gibi galaktooligosakkaritler ve
galaktomannanlar gibi dallanmis polisakkaritler de dahil olmak iizere o-D-
galaktozidlerden  o-1,6-bagh  galaktoz  birimlerini  hidrolizleyen  bir
ekzoglikozidazdir (Naumoff, 2004). a-Galaktozidazlar, biyoteknolojik ve tibbi
uygulamalar i¢cin farkli potansiyele sahip ¢cok yonlii enzimlerdir. Bunlar, gastrik
gaza neden olan rafinoz tip sekerler gibi besleyici olmayan
galaktooligosakkaritlerin azaltilmas1 veya giderilmesi i¢in kullanilir; boylelikle
legim bazli gidalarmn  besin degerini arttirirlar (Wang et al., 2014).
a-galaktozidazlar, seker endiistrisinde siikrozun kristallesmesini olumsuz olarak
etkileyen rafinoz ve / veya stakiyozu ortadan kaldiran faydali enzimlerdir (Ohtakara
and Mitsutomi, 1987). Baz1 a-galaktozidazlarin transglikozidaz aktivitesine sahip
oldugu da gosterilmistir (Anisha, 2011; Kurakake et al., 2015). a-Galaktozidazlarin
transferaz aktivteleriyle iiretilen galaktooligosakkaritler fonksiyonel gidalarda
probiyotik olarak kullanilabilirler (Rivero-Urgell and Santamaria-Orleans, 2001).
a-Galaktozidazlarin hamur ve kagit endiistrisinde de ilgi ¢ekici uygulamalar1 vardir
(Clarke, 2000).

a-Galaktozidazlar, medikal alanda Fabry hastaligmin tedavisinde,
hayvanlardan insana nakledilen dokularin reddinin (xenorejection) dnlenmesinde
ve kan grubu doniisiimiinde artan bir ilgi kazanmaktadir. a-Galaktozidazlar, a-
galaktozidaz A genindeki mutasyonlarm neden oldugu ve bu enzimin kusurlu
aktivitesiyle sonuglanan bir X baglantili (lokus Xq22) lizozomal depolama
bozuklugu olan Fabry hastaliginin tedavisinde enzim replasman tedavisinde
kullanilirlar (Daitx et al., 2015; Desnick, 2015). Bu hastalik, enzimin substrati olan
globotriaosilseramidin ilerleyen birikimi, plazmadaki ve 6zellikle hemizigot erkek
hastalarin vaskiiler endotelyal lizozomlarindaki ilgili glikosfingolipidler ile
karakterizedir (Desnick, 2015). Etkilenen erkeklerde kalp, bobrek ve beyindeki
tikayici hastaliga bagh olarak erken 6liimler gozlenebilir. a-Galaktozidaz tedavisi,
hayvandan alinan dokularin reddini onlemek i¢in en cazip alternatiftir; ¢linkii
domuz endotel hiicrelerinin ve lenfositlerin yesil kahve ¢ekirdegi a-galaktozidazi
ile in vitro olarak muamele edilmesi insan ksenoreaktif dogal antikorlarinin
baglanmasimi 6nemli dlgiide azaltir (Watier et al., 1996). Ayrica, rekombinant bir
taro a-galaktozidazin, Fabry hastaligindaki hastalardan alinan dokularda biriken a-



1,4 bagh galaktozil artiklarini hidrolize etmekle kalmayip ayni zamanda, a-1,3
bagli galaktozid B kirmizi kan hiicrelerini de hidrolizledigi rapor edilmistir (Chern
etal., 2012).

1.1.1 a-Galaktozidazlarin Siniflandirilmasi

a-Galaktozidazlar, substrat spesifiklikleri ve sekans benzerliklerinin
hidrofobik analizleri temel alinarak siniflandiriimiglardir. Substrat spesifikliklerine
gore: Grup I a-galaktozidazlar, melibiyoz, rafinoz, stakiyoz ve verbaskoz gibi
oligosakkaritleri hidrolize eder, Grup II a-galaktozidazlar, galaktomannan ve
galaktoglukomannan gibi polisakkarit substratlar tizerinde etkilidir (Henrissat and
Bairoch, 1996).

a-Galaktozidazlar amino asit dizilimi homolojisine gore de dort glikozil
hidrolaz (GH) ailesine ayrilirlar: GH-4, GH-27, GH-36 ve GH-57. a-Galaktozidaz
aktivitesi, GH-4 ailesinin sadece alt1 enzimi ve GH-57'nin iki enzimi ig¢in
gosterilmistir. Bilinen a-galaktozidazlarm ¢ogunlugu GH-27 ve GH-36 ailelerine
aittir (Henrissat and Bairoch, 1996). Aspergillus niger AglA (den Herder et al.,
1992) ve AgIB (de Vries et al., 1999) de dahil olmak iizere 6karyot kdkenli gogu o-
galaktozidaz, GH-27 ailesine aittir. GH-36 ailesi, Oncelikle Bacillus
stearothermophilus NUB 3621 (Fridjonsson, 1999), Thermus thermophilus
(Fridjonsson and Mattes, 2001) ve Thermus sp. T2 (Ishiguro et al., 2001) tiirtinden
elde edilen a-galaktozidazlar da dahil olmak iizere bakteriyel a-galaktozidazlari
icerir. Bununla birlikte, prokaryotik orijinli bazi o-galaktozidazlar GH-27'ye
dahildir. Benzer sekilde bazi1 dkaryotik a-galaktozidazlar da GH-36'ya dahildirler.
Ornegin, Streptomyces coelicolor A3' den bir a-galaktozidaz, GH-27 ailesinin bir
tiyesidir, oysa Trichoderma reesei a-galaktozidazi ise GH-36 ailesinin iiyesidir
(Anisha et al., 2009, 2011).

1.1.2 a-Galaktozidaz substratlari

a-Galaktozidazlar igin substratlar genellikle o-galaktozidler olarak
adlandirilirlar. a-Galaktozidler, indirgeyici olmayan terminal bir a-D-galaktozil
artig1 (ilk karbon veya anomerik karbon) iceren bir asetal bag ile karbohidrat veya
karbohidrat olmayan kisma baglanan glikozitlerdir. a-D-galaktozil gruplari, yiiksek
bitkilerin her yerinde bulunur. Cesitli oligosakkaridler, polisakaridler ile gliserol,
inositol ve belirli lipidler gibi bazi seker olmayan yapilar1 da igerirler. Bu tiir

galaktozidler, esas olarak a-galaktozidaz enzimi i¢in substrattir. a-Galaktozidazin



rutin analizi i¢in kullanilan en yaygin substrat, enzimatik hidroliz sonucu p-
nitrofenolii  serbest birakan sentetik  substrat olan  p-nitrofenil-a-D-
galaktopiranoziddir (pNPG) ve p-nitrofenol daha sonra spektrofotometrik olarak
tayin edilir (Anisha et al., 2011). a-Galaktozidazin dogal substratlar1 ise Sekil 1.1’
de gorildigi gibi oligosakkaritler ile galaktomannanlar ve galakto (gluko)
mannanlar gibi polisakaritlerdir. Bir glukoz ve galaktoz disakkaridi olan melibiyoz

tizerindeki etkisi nedeniyle a-galaktozidaz, melibiyaz olarak da bilinir (Sekil 1.2).

- melibiyoz (o-D-Galp(l—»6)-D-Glu),

- rafinoz (0-D-Galp(1—6)-o-D-Glup(1—2)-p-D-Fru),

- stakiyoz (0-D-Galp(l—6)-a-D-Galp(1—6)-0-D-Glup(1—»2)-p-D-Fru)

- verbaskoz (o-D-Galp(l—»6)-0-D-Galp(l—6)-0-D-Galp(1—»6)-0-D-Glup(1—»2)-p-D-Fru)

Sekil 1.1 a-Galaktozidazin dogal substratlar1 (Naumoff, 2004).
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Sekil 1.2 Melibiyozun a-galaktozidaz ile hidrolizi (Anisha, 2017).

Genellikle rafinoz ailesi oligosakkaritleri (RFO' lar) (Sekil 1.3) olarak anilan
rafinoz, stakiyoz ve verbaskoz, Leguminoseae familyasiin iyelerinin
tohumlarinda, koklerinde, saplarmmda ve yapraklarinda bol miktarda bulunurlar.
Bulunduklar1 yerlerde hem rezerv karbohidratlardirlar hem de don ve kurakliga
kars1 koruma amacina hizmet ederler. RFO' larin (rafinoz, stakiyoz ve verbaskoz)
yapilar1 ve a-galaktozidaz ile hidroliz yerleri Sekil 1.4' de gosterilmektedir (Anisha
et al., 2010).
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Sekil 1.3 Rafinoz ailesi sekerleri arasindaki yapisal iligki (Mulimani and Dhananjay, 2007).
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Sekil 1.4 Legiimlii bitkilerdeki baskin gaz olusumuna neden olan oligosakkaritlerden rafinoz (A),

stakiyoz (B) ve verbaskozun (C) yapilart (3£ sembolil, a-galaktozidazin hidrolitik
etkisinin yerlerini isaret etmektedir) (Anisha, 2017).



a-Galaktozidaz i¢in polimerik substratlar, Cyamopsis tetragonoloba (harnup
agact) ve Cyamopsis siliqua (kegiboynuzu agaci) gibi, Leguminosae familyasindaki
iiyelerde bol bulunan galaktomannanlar ve galakto (gluko) mannanlardir (Moreira
and Filho, 2008). C. tetragonoloba yillik bir bitkidir. Hindistan’in kurak
bolgelerinde hayvanlar i¢in bir gida {riinii olarak yetistirilir ve tohum
endosperminde guar sakizi adi verilen galaktomannan bulunur. Ke¢iboynuzu
sakizi, kegiboynuzu agaci (C. siliqu)' nin tohumlarimm endosperminden ekstrakte
edilen baska bir galaktomannan olup, Akdeniz {ilkelerinde yetisir. Bu
galaktomannanlar, bir B-1,4 bagli D-mannopiranoz iskelet ve a-1,6 bagh D-
galaktopiranoz yan gruplari igermektedir. Bu polimerik galaktoglukomananlarin
tam hidrolizi i¢in ii¢ farkli enzimin (a-galaktozidaz, f-mannosidaz ve endo-p-D-
mananaz) birlikte etki etmesi gerekmektedir (Zeilinger et al., 1993; Wang et al.,
2010; Malgas et al., 2015). Kegiboynuzu sakizinin ve guar sakizinin yapilari ve
enzimatik hidroliz yerleri sirastyla Sekil 1.5 ve 1.6' da gosterilmektedir.

H
CH,OH
(o)

HO

OH
o] - o-Galaktozidaz

Endo-p-D-mananaz p-mannosidaz

Sekil 1.5 Kegi boynuzu sakizinin yapisi ve hidrolizini katalizleyen enzimler (Anisha, 2017).

CHZ0H CH20H
&%
O === o-Galaktozidaz ==
CH,OH CH,0H
= il
’&Q/ /&Q’ /&Q/ ’&Qf‘ /&Q/o -----

Endo-p-D-mananaz p-mannosidaz

Sekil 1.6 Guar sakizinin yapisi ve hidrolizini katalizleyen enzimler (Anisha, 2017).



1.1.3 a-Galaktozidaz kaynaklar

a-Galaktozidazlar, dogada gesitli bitkilerde (Bigak Celem and Onal, 2008;
Calci et al., 2009; Bigak Celem et al., 2009; Sen et al., 2011; Bayraktar and Onal;
2013), hem omurgali hem omurgasiz hayvanlarda (Dean and Sweely 1979a; 1979b;
1979c; Alonso et al., 2005), bakteri, mantar ve mayalar gibi mikroorganizmalarda
yaygin olarak bulunur. Su anda sanayide kullanilan a-galaktozidazlarin ¢ogu
mikrobiyal kokenlidir. Filament6z aktinomisetler de dahil pek cok bakterinin -
galaktozidaz aktivitesi igerdigi Dbildirilmistir. Bakteriyel a-galaktozidaz
kaynaklarma B. stearothermophilus (Gote et al., 2006), Lactobacillus acidophilus
(Fredslund, 2011), Lactobacillus fermentum (Garro et al., 1996), Bifidobacterium
adolescentis (Leder et al., 1999), Bifidobacterium breve (Xiao et al., 2000) 6rnek
verilebilir. Streptomyces erythrus (Elshafei et al., 2001), S. coelicolor A3 (2)
(Kondoh et al., 2005), Saccharopolyspora erythraea (Post and Luebke, 2005),
Streptomyces griseoloalbus (Anisha et al., 2008; Anisha et al., 2009, 2010) ve
Streptomyces sp. S27 (Cao et al., 2010) gibi filamentoz aktinomisetler de a-
galaktozidaz kaynaklaridir. a-Galaktozidaz varligi, yiiksek termofilik eubakteri
(Rhodothermus marinus) (Gomes et al., 2000), deniz bakterisi (Pseudoalteromonas
sp.) (Bakunina et al., 1998) ve laktik asit bakterisinde (Carnobacterium piscicola)
(Coombs and Brenchley, 2001) bildirilmistir. Yiiksek asiditeye sahip karasal
volkanik havuzlarda yasayan aerobik bir mikroorganizma olan Sulfolobus
solfataricus P2' nin hipertermofilik arkeadan ender bir hiicre i¢i a-galaktozidaz
izole edilmistir ve bu farkli termostabil Sulfolobus a-galaktozidaz enzimi, arkeanin
ilk tiyesini temsil etmistir. (Brouns et al., 2006). Mantarlardan T. reesei (Zeilinger
et al., 1993), Aspergillus oryzae (Shankar and Mulimani, 2007), Aspergillus
fumigatus (Gurkok et al., 2011), Gibberella fujikuroi (Mulimani and Ramlingam,
1995), Mortierella vinacea (Galas and Miszkiewicz, 1996), Penicillium
simplicissimum (Luonteri et al., 1998), Humicola sp. (Kotwal et al., 1999),
Thermomyces lanuginosus (Puchart et al., 2000) ve Rhizopus oligosporus (Bei-
Zhong et al., 2003) a-galaktozidaz kaynaklaridir. Neosartorya fischeri P1' den
yiiksek spesifik aktiviteli, genis substrat spesifikligi ve 6nemli hidroliz kabiliyeti
olan bir termofilik a-galaktozidazin iiretildigi literatiirde bildirilmistir (Wang et al.,
2014). Fibroz mantarlar, ucuz tarimsal kalintilar lizerine ekilebilir ve genellikle
enzim maliyetini diisirmeye biiylik katkida bulunan kiiltiir ortamina yiiksek
seviyede enzim salgilamasi nedeniyle a-galaktozidazlarm iiretimi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Aleksieva et al., 2010; Awan et al., 2009). Genel olarak
giivenli sayilan mantarlar, Aspergillus ve Saccharomyces sp. a-galaktozidazlari,
gida ve yem endiistrisinde ticari olarak kullanilmaktadir. Fungal kaynaklarm yani
sira, bakterilerden elde edilen a-galaktozidazlar, 6zellikle Bifidobakteri ve laktik



asit bakterileri gibi probiyotik bakteriler O6nemli bir ilgi gormiistiir; ¢linkii
fermantasyon soya siitinde RFO' larin uzaklastirilmasi igin ya da a-galaktozidaz
iretiminde "canli kiiltiirler" olarak kullanilabilirler (Farzadi et al., 2011; Scalabrini
et al., 1998). Ekstremofilik bakterilerden elde edilen a-galaktozidazlar, soya
slitiintin pastorize edilmesi gibi bir¢ok uygulamada yiliksek isleme sicakliklarina
dayanabilen asir1 termostabil enzimlerin kaynagi olmustur (Brouns et al., 2006;
Fridjonnson et al., 1999).

1.1.4 a-Galaktozidaz aretimi

Aerobik mikroorganizmalar i¢in batik (submerged) fermantasyon, ao-
galaktozidaz iiretiminde bugiin bilinen ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir
(Elshafei et al., 2001; Anisha et al., 2008; Svastits-Diicso et al., 2009). Cizelge 1.1°
de batik fermantasyonda c¢esitli karbon kaynaklar1 iizerindeki cesitli
mikroorganizmalarin a-galaktozidaz verimleri listelenmektedir. Svastits-Diicso ve
ark. (2009), a-galaktozidaz veriminin karbon kaynagi olarak ke¢iboynuzu sakizi
veya guar sakizi ile optimize edilmis ortam iginde ii¢ ile bes kat arttigini

bildirmislerdir.

Cizelge 1.1 Batik fermantasyonda a-galaktozidazin mikrobiyal iiretimi (Anisha, 2017).

Mikrobiyal Tiirler Kati Substrat/Indiikleyici a-Galaktozidaz Verimi
Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b Locust bean gum/guar gum 6 UWmlL
Aspergillus foetidus ZU-G1 Soybean meal + wheat bran 64.75 U/mL
Aspergillus fumigatus Galactose 35.68 U/mL
Streptomyces griseoloaltbus Locust bean gum 50 U/mL
T. lanuginosus CBS 395.62/b Suaose 90 U/mL
Monascus pilosus Galactose 13.9 U/ml
Trichoderma reesei RUT C-30 Locust bean gum + galactose 0.195 U/mL
Badillus sp. JF; strain Soy effluent stream 0.6 U/mL
Baallus sp. JF strain Wheat flour + soybean seed 274 U/mL
flour
Baallus stearothermophilus Soybean meal 1.08 U/mL
Streptomyces erythrus Galactose 9.94 U/mL
Absidia griseola var iguchii ATCC 20431 Lactose 23 U/mL

a-Galaktozidazlarin indiiksiyonu i¢in kullanilan karbon kaynaginin, iiretilen
a-galaktozidazm ozellikleri tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Bacteroides ovatus' un iki indiiklenebilir o-galaktozidaz trettigi bildirilmigtir:
Galaktomannani hidrolize edebilen a-galaktozidaz I, diger galaktozitler tarafindan
degil de guar sakizi ile indiiklenirken, guar sakizi iizerine etki yapmayan o-
galaktozidaz II sentezi galaktoz, melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz ile indiiklenir
(Gherardini et al., 1985). Benzer sekilde, Aspergillus tamarii, rafinoz karbon



kaynagi olarak kullanildiginda, iki adet misel a-galaktozidaz ve galaktomannan
varliginda ekildiginde de bir salgi a-galaktozidaz tiretmektedir (Civas et al., 1984).
a-Galaktozidaz I' in iiretimi, substrat iskeletini indirgeyen mannanaz aktivitesiyle
koordineli olarak diizenlenmis gibi goriinmiistiir. Bagka bir galaktomannan olan
keciboynuzu sakizinin, T. reesei Rut C-30 (Zeilinger et al., 1993) ve S.
griseoloalbus (Anisha et al., 2008)’ den a-galaktozidaz tretimini indiikledigi
bildirilmistir. B. ovatus a-galaktozidaz 1 durumunda oldugu gibi, B.
stearothermophilus' da asilamadan 5 giin sonraya kadar o-galaktozidaz aktivitesi
elde edilmemis ve bu durum a-galaktozidazin belirgin sekilde eksprese edilmeden
galaktomannanin  oligosakkaritlere  depolimerlestirilmesinde, = mannanazin
gerektigini diistindiirmiistiir (Talbot and Sygusch, 1990). T. reesei' de yapisal olarak
diisiik a-galaktozidaz miktar1t mevcuttur ve bu enzimin, ke¢iboynuzu sakizindan
galaktozu serbest biraktig1 ve dolayisiyla indiiklenebilir a-galaktozidaz iiretimini
tetikledigi one strilmistir (Zeilinger et al., 1993). a-Galaktozidaz, melibiyoz,
rafinoz veya laktoz takviyesi sonrasinda belirgin aktivite artiglar1 gdstermemesine
ragmen, termofilik fungal Humicola sp. (Kotwal et al., 1998) ve Streptococcus
mutans (Aduse-Opoku et al., 1991) tarafindan yapisal olarak {iretildigi de
bildirilmistir. Wong-Leung ve ark. (1993), Monascus anka M9 IAM i¢in karbon
kaynaklar1 olarak seker kamis1 ve soya atiklarmin ekstraktlarini kullanmistir. Her
ikisi de mantarin biiyiimesini desteklemis, ancak seker kamisi atiginin -

galaktozidaz {iretimi i¢in daha iistiin oldugu gézlenmistir.

Bugday kepegi veya bugday unu, piring kepegi, soya unu, soya fasulyesi
kiispesi veya soya kiispesi, musir, dar1 gibi ucuz tarim kalintilar1 a-galaktozidaz
tiretiminde kullanilir (Coombs and Brenchley, 2001; Kotwal et al., 1998; Jin et al.,
2001). Rafinoz ve stakiyoz gibi birka¢ galaktoz igeren oligosakkaritler, karbon
kaynagt olarak oa-galaktozidazlarm indiikksiyonu i¢in yaygm olarak
kullanilmaktadirlar (Jin et al., 2001; Gote et al., 2004). Bu diisiik molekiil agirlikli
bilesikler M. pilosus (Wong et al., 1986) ve Corynebacterium murisepticum ATCC
21474 (Nadkarni et al., 1992) tarafindan hiicre i¢i enzimlerin ve aktinomiset S.
griseoloalbus (Anisha et al., 2010)’ un hiicre dis1 a-galaktozidazin {iretilmesi i¢in

etkili indiiktor olmuslardir.

Foda ve ark. (1995), melibiyoz veya galaktoz ile takviye edilmis Czapek-Dox
agar ortami kullanarak a-galaktozidaz tiretimi i¢in 38 mantar susunu taramiglardir.
Sadece bes sus fark edilir miktarda enzim iiretmis ve bunlardan P. janthinella’ nin,
intra- ve extracellular a-galaktozidazin olusumu igin Ustiinligli gozlenmistir. Bu

mantar ile yapilan daha ileri arastirmalarda, lupin tohumu tozunun ve soya



fasulyesinin a-galaktozidaz {retimi i¢in en 1iyi karbon kaynaklar1 oldugu

gosterilmistir.

Birka¢ oOrnekte, organizmanin ekimi ve fermantasyon ortamimda a-
galaktozidaz iiretilmesi i¢in atik ve atik yan driinleri kullanilmistir (Wong-Leung
et al., 1993). Geleneksel Cin soya fasulyesi ekmegi olan dofunun iiretiminde olusan
atik sularin, % 0,69’ u protein ve % 0,96 s1 total sekerdir ve bunun da % 0,3'i
rafinozdur. Bacillus sp. JF2' nin a-galaktozidaz iiretimi i¢in miikkemmel bir karbon
ve azot kaynag1 oldugu bildirilmistir (Li et al., 1997). ipliksi mantar Talaromyces
flavus CCF 2686" dan spesifik bir indiiktér olan 6-deoksi-D-glukoz (kuinovoz)
varliginda iiretilen sira dig1 bir a-galaktozidaz bildirilmistir (Simerska et al., 2007).

Mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonu, endiistriyel biyoteknolojide istenen
iriinlerin liretimini arttirmak igin yaygin olarak kullanilan bir baska yaklagimdir. S.
griseoloalbus' tan ilk kez a-galaktozidaz iiretimi i¢in tam hiicre immobilizasyonu
rapor edilmistir (Anisha and Prema, 2008). Kat1 Hal Fermantasyonu (Solid State
Fermentation - SSF) ile o-galaktozidaz iiretimine ait ¢ok sayida rapor
bulunmaktadir. Cizelge 1.2’ de, SSF ile a-galaktozidaz iiretmek i¢in rapor edilen
cesitli mikroorganizmalar listelenmistir. M. vinacea' dan a-galaktozidaz tretimi
icin koji yontemi ile yapilan ilk makale 1969' da yaymlanmustir (Suzuki et al.,
1969). Bugday kepekli SSF' de a-galaktozidaz tirettigi bildirilen organizmalar: A.
niger (Srinivas et al., 1993), A. oryzae (Shankar and Mulimani, 2007; Annunziato
et al., 1986; Shankar et al., 2006), Aspergillus foetidus (Liu et al., 2007), Humicola
sp. (Kotwal et al., 1998), Penicillium sp. (Wang et al., 2004), T. lanuginosus (Sonia
et al., 2005), Absidia sp. (Li et al., 2006) ve S. griseoloalbus (Anisha et al., 2010).

Cizelge 1.2 Kat1 hal fermantasyonunda (SSF) a-galaktozidazin mikrobiyal iretimi (Anisha, 2017).

Mikrobiyal Tiirler Kat1 Substrat/Indiikleyici a-Galaktozidaz Verimi®
Aspergillus niger NCIM 839 Wheat bran + guar flour + lactose 87.0 U/gds
Aspergillus oryzae Soy flour (defatted) 10.4 U/gds

A. oryzae Pigeon pea plant waste 5.12 U/gds

A. oryzae Red gram plant waste 3.4 U/gds
Aspergillus foetidus Wheat bran + soybean meal 2207.19 U/gds
Humicola sp. Soy flour 44.6 U/gds
Penicillium sp. Wheat bran + soy meal + beet pulp 185.2 U/gds
Thermomyces lanuginosus (D2Ws) Sorghum straw 13.4 U/gds
Absidia sp. WL511 Soybean meal 117.8 U/gds
Streptomyces griseoloalbus Soybean flour 197.2 U/gds

aVerilen degerler her ¢aligmada ilgili enzimler igin optimum deger olmayabilir.



10

Soya unu ve soya fasulyesi, SSF' de a-galaktozidaz iiretimi i¢in en ideal
substratlar olarak diistiniilmektedir (Shankar et al., 2006). Sonia ve ark. (2005),
yerli termofilik T. lanuginosus (D2W3) tarafindan iiretilen a-galaktozidaz da dahil
olmak tizere seliilloz icermeyen ksilanaz ve ilgili hemiseliilazlarin iretimi igin bir
stiptirge daris1 samani temelli SSF prosesi bildirmislerdir. Shankar ve Mulimani
(2007), A. oryzae a-galaktozidaz: iiretimi igin en iyi kat1 substrat olarak bugday

kepegi ile karistirilmig giivercin bezelyesi atigimi bildirmislerdir.

1.1.4.1 Endiistrivel iiretim

Birkag a-galaktozidaz preparat1 SSF kullanilarak tiretilse de, bu fermantasyon
teknigi a-galaktozidaz iiretimi i¢in endiistriyel olarak heniiz kullanilmamistir. Hem
batik fermantasyon hem de SSF yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.
Bagil verim ve kolay uygulanabilirlik, fermantasyon yontemini segmede en 6nemli
faktorlerdir (Anisha, 2017). Ticari olarak a-galaktozidaz iiretimi igin tercih edilen
mikroorganizmalar: Circinella muscae, Absidia griseola, Absidia hyalospora
(Hokkaido Seker Sirketi Ltd., Tokyo, Japonya) (Narita et al., 1976), M. vinacea
(Suzuki et al., 1974) ve B. stearothermophilus (Monsanto Company, Louis, MO)
(Delente et al., 1974). Ticari olarak ve analitik diizeyde A. niger' den (Novo Nordisk
A/S, Bagsvaerd, Danimarka) ve Escherichia coli, yesil kahve tohumu ve kavundan
(Sigma) tiretilmektedir (Knap et al., 2001).

Bir¢ok a-galaktozidaz preparati ticari olarak Bean (GlaxoSmithKline, ABD),
Gas-Zyme 3X, TerrainZyme, Jarro-Zymes Plus, EZ-Gest, Bean-Zyme (Mikeska
Uriinleri LLC, Santa Barbara, CA), Validase AGS (Valley Research, Inc., ABD),
Nutriteck a-galaktozidaz (Ultra Bio-Logics, Inc., Rigaud, QC, Kanada Boliimii),
Alpha-Gal (Novozymes) vb. ticari isimlerine sahiptirler ve diyet takviyeleri olarak
insan diyetinde kullanilirlar. Rafinozu hidrolizleyen M. vinaceae susu (Suzuki et
al., 1972) ve A. niger (Novo Nordisk) (Knap et al., 2001) tarafindan iiretilen
enzimler, pancar sekeri endiistrisinde, gida ve yem islemelerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. A. niger' den elde edilen o-galaktozidaz (Q2-zyme ve Enzalase
Group 2) (Therabiotics, Inc.) gibi bir¢ok sindirim enzimi {riiniinde bir enzim
takviyesidir. Herhangi bir B-galaktozidaz kontaminasyonu olmaksizin yesil kahve
¢ekirdeginden yiiksek oranda saflagtirilmis Glyko a-(1-3,4,6)-galaktozidaz (Glyko,
Inc.) da ticari olarak temin edilebilir (Anisha, 2017).

Fabry hastaliginin tedavisinde enzim replasman tedavisi i¢in kullanilabilen

iki rekombinant glikoprotein iiriinii vardir: Fabrazyme ve Replagal (Schiffmann et
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al., 2001; Eng et al., 2001). Fabrazyme, Genzyme Corp. (Cambridge, MA)
tarafindan ve Replagal de Transkaryotic Therapies (TKT; Cambridge, MA)
tarafindan tretilir ve pazarlanir. Fabrazyme bir Cin hamsteri yumurtalik hiicre
dizisinde {retilirken, Replagal bir insan hiicre dizisinde genetik miihendisligi
teknolojisi ile iiretilen insan a-galaktozidaz A' dir. TKT' nin gen aktivasyon
teknolojisi, genlerin klonlanmasini ve daha sonra insan olmayan hiicre soylarina
sokulmasini gerektirmeyen, terapotik proteinlerin biiylik 6l¢ekli liretimi i¢in ozel
bir yaklasimdir. Replagal, daha biiylik miktarda kompleks karbohidrat icerirken,
Fabrazyme ise sialillenmis ve fosforillenmis karbohidratin daha yiiksek bir
fraksiyonunu igerir (Lee et al., 2003). Iki glikoproteinin polipeptit sekans1 ayni
oldugu icin, karbohidrat bilesimindeki bu farkliliklar yalnizca doku dagilimindaki

farkliliklardan ve iki enzimin replasman tedavisindeki doz yanitindan sorumludur.

Genzyme Corp’ un Fabry hastaliginin enzim replasman tedavisinin
merkezinde a-galaktozidaz bulunmaktadwr. Genzyme Corp, Fabrazyme' n
pazarlanmasi i¢in ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA)’ nin onaymi almistir. Genzyme,
diinya capmda sadece 2000 ile 4000 kisinin bu hastaliktan muzdarip oldugunu
tahmin etmektedir. Ancak bu kadar az sayida hasta bile eger rekabet yoksa ve ilag
fiyat1 yiiksekse, yiiksek gelir anlamma gelebilir. Genzyme' in onde gelen
iirlinlerinden Cerezyme olarak adlandirilan ve Gaucher hastaligi ad1 verilen baska
bir nadir kalitsal bozuklugu tedavi eden ilag, yaklasik 500 milyon dolarlik satisa
sahiptir. Ilac1 sadece 3000 hasta aliyor olmasina ragmen, her biri yilda yaklasik
170.000 dolar 6demektedir. Ekim 2002' den itibaren, Fabrazyme, Avrupa Birligi'
nin 15 iilkesi de dahil olmak iizere 25 iilkede kullanim i¢in onaylanmistir. Replagal,
Avrupa Birligi' nin 15 {ilkesi dahil olmak iizere 27 iilkede ticari kullanim i¢in
onaylanmistir. TKT' nin raporlarina gore, Replagal' in satis1 2004'te yaklasik 77
milyon dolar ve tahmini mevcut pazar ABD pazarindan daha yiiksek olan Bati
Avrupa' da 190 milyon dolardir (Anisha, 2017).

Large Scale Biology Corp. (LSBC; Vacaville, CA), diinya ¢apinda Fabry
niifusunun tiim kesimlerinin potansiyel olarak ihtiyaclarina cevap verebilecek
biyolojik tiretim yontemlerini kullanarak, Enzagal markali a-galaktozidaz A'nin
yeni bir triiniini gelistirmigtir. LSBC’ nin Enzagal® 1, rakip Uriinlere gore daha
verimli ve daha fazla iiretilebilir olmustur, potansiyel olarak pazarmi genis dlglide
biiytitebilir niteliktedir. LSBC ve isbirlik¢ileri tarafindan yiiriitiilen yaygn klinik
oncesi ve imalat arastirma gelistirme ve diizenleyici degerlendirmeler, LSBC' nin
yeni Uriiniiniin hizli ve Onemli rekabet avantajlari ile ticarilestirilebilecegini
gostermistir (Anisha, 2017).
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1.1.5 a-Galaktozidazlarin saflastirilmasi ve karakterizasyonu

1.1.5.1 Molekiiler kiitle ve izoelektrik nokta

a-Galaktozidazlar, bitkisel kaynaklardan, birkag tiir mantardan, bakteriden ve
mayadan saflastirilmistir.  Cesitli mikrobiyal kaynaklardan saflagtirilmis o-
galaktozidazlarin 6zellikleri Cizelge 1.3' te listelenmistir. Mantarlar tarafindan
iiretilen a-galaktozidazlarin ¢ogu, gesitli Aspergillus ve Penicillium suslarindan
izole edilmistir. Aspergillus o-galaktozidazlar1 olduk¢a degisken molekiiler
Ozelliklere sahip heterojen bir grup olustururlar. T. lanuginosus' tan saflastiriimis
a-galaktozidazin 53 kDa oldugu tahmin edilmektedir (Svastits-Diicso et al., 2009).
Fungal a-galaktozidazlarin ¢ogu monomerik proteinlerdir ve ortalama molekiil
kiitlesi 50 kDa' dir (Puchart et al., 2004; Shibuya et al., 1995; Shibuya et al., 1997).
Bununla birlikte, L. asidofilus' tan saflastirilan a-galaktozidazin kristal yapisi
analizi, dort es monomerden olustugunu ortaya koymaktadir, her monomerde aktif
bdlgenin yapisal biitlinliigiine katkida bulunan ii¢ monomerin sikica paketlenerek
bir tetramer olusturdugu gézlenmistir (Fredslund et al., 2011).

Molekiiler kiitlelerde heterojeniteye ragmen, Aspergillus a-galaktozidazlari
icin belirlenen izoelektrik noktalar olduk¢a benzer bir araliktadir (4.2 ile 4.8
arasinda) (Ademark et al.,, 2001; Manzanares et al., 1998). Penicillium o-
galaktozidazlari, Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile belirlendigi tlizere 55-67 kDa arasindaki molekiiler kiitlelerle daha
homojen bir grup olustururlar; ancak izoelektrik noktalar1 4.0 ve 7.0 arasinda
degismektedir (Luonteri et al., 1998; Shibuya et al., 1995). Monascus pilosus’ un,
jel filtrasyonla, 150 kDa' lik molekiiler kiitleye sahip biiyiik bir a-galaktozidaz
tirettigi gozlenmistir (Wong et al., 1986).
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Cizelge 1.3 Cesitli mikroorganizmalardan izole edilen a-galaktozidaz enzimlerinin
karakteristikleri (Anisha, 2017).
M; Top PNPG igin Ku
Mikroorganizma (kDa) p pHx (O Aktif Substratlar (mM) Vs
Rhizapus sp. F78 210 na 48 50 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose 29 246.1 pmol/min/mg
ACCC30795
Talaromyces flavus 63 na. 35-45 50 pNPG, raffinose, stachyose, 0.54 0.21 mM/min
galactomannans
Thermomyces 93 39 5=55 65 PNPG, raffinose, stachyose 113 2498 pmol/min/mg
lanuginosus CBS
395.62hb
T. bnuginasus 57 52  45-50 65-70 pNPG, melibiose, raffinose 05 52.4 Ulmg
Trichoderma reesei RUT 50 52 4 60 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 12 30.1 U/img
C-30 locust bean gum
Morterella vinacea 240 54  3-40 60 Oligosaccharide chains na. na.
a-Galactosidase |
a-Galactosidase I 60 85 3-40 60 Galactomannooligosaccharnides, n.a. n.a.
galactomannans
Aspergillus fumigatus 54.7 45 55 pNPG, melibiose 0.38 0.16 pmol/min/mg
Aspergillus niger ATCC 350 415 45 60 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose 14 18000 nkat/mg
46890
a-Gal |
a-Gal Il 17 45 45 60 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 0.22 3600 nkat/mg
galactomannooligosacchardes
a-Gal Il 17 47 45 60 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose 027 3000 nkat/mg
1-Gal V 1"z 48 45 60 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 024 3200 nkat/mg
galactomannooligosaccharides
M. vinacea n.a. n.a. 4-6 n.a. pNPG, oNPG, methyl-a-0-galactoside, 043 143.5 pmol/min/mg
melibiose, raffinose, stachyose,
4-0-a-0-galactopyranosyl-o-galactose,
6-0-4-0-galactopyranosyl-o-p-o-
galactopyranosyl-1-glycerol, methyl-
p-t-arabinoside
Peniciliium 61 52 3-45 40 pNPG, raffinose family oligosaccharides, na. n.a.
simplicssimum polymeric galacto{gluco)mannans
AGL
AGLI 84 44  4-5 60 pNPG, raffinose family oligosaccharides 075 26600 nkat/mg
AGLII 61 7.0 3-45 45 PNPG, raffinose family oligosaccharides,
polymeric galacto(gluco)mannans
Penicilfurn 67 41 45 55 pNPG, galactomannooligosaccharides na. n.a.
purpurogenum
Pycnoporus cinnabarinus -~ 210 35 5 75 pNPG 0.31 630 pmolmin/mg
Monascus pilosus 150 na. 45-5 55 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose 0.8 39 pmoVmin/mg
Ganoderma luadum 249 na. 70 Melibiose, raffinose, stachyose 0.4 na.
Bacillus 247 na. 7-15 60 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 0.25 195 U/mg
stearothermophilus galactomannans
B. stearothermaphilus 1659 49 6.5-7 65 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 0.5 833 U/mg
NCIM 5146 galactomannars (limited activity)
Lactobadillus plantarum 1945 na 58 45 pNPG 0.079 2838 pmol/min/mg
Thermotoga neopolitana 61 na. 75 100-105  Polymeric galactomannans na. na.
5068
Bifidobacterium 344 na. 55 55 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 0.957 na.
adolescent's 1-1,3-0-galactobiose, a-1,4-0-
galactobiose, gal-a-1,3-gal-$-1,4-gal,
gaka-1,3-gal-p-1,4-gal-2-1,3-gal
Bifidobacterium breve 160 na. 55-6.5 37 Melibiose, raffinose, stachyose na. n.a.
Bacteraides fragilis 125 6.2 55 n.a. pNPG na. na.
Saccharopolyspora 45 na. 6.1 65 Melibiose, raffinose, stachyose 0.65 31 pmol/min/mg
erythraea
Streptomyces coelicolor 58 na 7 4 pNPG, raffinose, stachyose na. na.
A3(2)
Streptomyces
grisecloalbus
aGal | 72 441 50 65 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose, 0.79 693.4 pmolmin/mg
polymeric galactomannan
a-Gal |l 57 56 6.5 50 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose 1.0 297.3 pmolmin/mg
a-Gal Il 35 6.13 55 55 pNPG, melibiose, raffinose, stachyose 13 195.3 pmolimin/mg
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Cesitli bitki tohumlarindan elde edilen a-galaktozidazlar Cizelge 1.4° de
verilmistir. Bunlara ek olarak, mercimek tohumlarindan (Lens culinaris)
saflastirilan a-galaktozidaz enziminin jel filtrasyonu sonrasinda a-galaktozidaz | ve
a-galaktozidaz II olmak lizere enzimin iki formu gozlenmistir. Bunlarin molekiil
kiitleleri sirastyla 160 kDa ve 40 kDa olarak bulunmustur. a-Galaktozidaz I’ in
SDS-PAGE analizi sonrasi molekiil kiitlesinin 40 kDa oldugu ve bu enzimin 4
homojen alt birimden olustugu anlasilmistir. Ayrica bu enzimin izoelektrik
noktasinin da 8.0 oldugu rapor edilmistir (Dey et al, 1983). Pycnoporus
cinnabarinus a-galaktozidazinin SDS-PAGE ve jel filtrasyonu sonrast molekiil
kiitlesi sirastyla 52 kDa ve 210 kDa olarak bulunmustur. Bu sonuglar enzimin 4
homojen alt birimden olustugunu gostermistir (Ohtakara et al., 1984). Kavundan
saflastirilan a-galaktozidazin Native-P AGE sonras1 molekiil kiitlesi bazik form I ve
IT i¢in sirasiyla 84 ve 102 kDa, SDS-PAGE sonrasi ise 79 ve 92 kDa olarak
bulunmustur. Bu bazik a-galaktozidaz formlarinin izoelektrik noktalar1 ise form I
icin 5.0 ve form II i¢in 4.7 olarak bulunmustur (Gao and Shaffer, 1999). Ay
¢ekirdeginden saflastirilan a-galaktozidaz enziminin SDS-PAGE ve jel filtrasyonu
sonrast molekiil kiitlesi 40,3 kDa olarak bulunmustur (Kim et al., 2003). a-
Galaktozidaz, taze Olimsiizlik mantar1 (Ganoderma lucidu) goévdesinden
saflastirilmis ve enzimin molekiiler kiitlesi SDS-PAGE ile yaklasik 56 kDa ve jel
filtrasyon kolon kromatografisi ile de yaklasik 249 kDa olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglara gore, saflastirilan a-galaktozidazin, her biri 56 kDa' lik molekiiler kiitleye
sahip 4 alt-birimden olustugu rapor edilmistir (Sripuan et al., 2003). Cimlenen
Tachigali multijuga Benth. tohumlarindan saflastirilan a-galaktozidazin SDS-
PAGE ve jel filtrasyonu sonrast monomerik yapida oldugu belirtilmis ve molekiil
kiitlesi sirasiyla 38 kDa ve 34 kDa olarak bulunmustur (Fialho et al., 2008). Beyaz
nohut (Cicer arietinum) a-galaktozidazinin SDS-PAGE ve MALDI-TOF analizi
sonrast 45 kDa' lik bir molekiil kiitlesine sahip monomerik bir enzim oldugu
goriilmiistiir. Enzimin izoelektrik noktasi 5,6 olarak bulunmustur (Singh and
Kayastha, 2012a). Phaseolus coccineus tohumlarindan saflastirilan a-galaktozidaz
enziminin SDS-PAGE analizi sonras1 molekiiler kiitlesi 43 kDa olarak bulunmustur
(Du et al., 2013).
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Cizelge 1.4 Bazi bitki tohumlarindaki a-galaktozidazlarin molekiil kiitleleri (Dey, 1984).

a-Galaktozidaz Kaynagi Molekiiler Kiitle (Dalton) Ayirma Yontemi
Cajunus indicus 87,000 Jel Filtrasyon
Coffea sp. 26,000 Jel Filtrasyon
Cyamopsis tetragonolobus 25,000 DEAE-Seliiloz
Glycine max

I 130,000-150,000 DEAE-Seliiloz

I 40,000

i 40,000

v 25,000

Laburnum alpinum

I 150,000 -

I 30,000 Jel Filtrasyon
Lens culinaris

I 160,000 Jel Filtrasyon ve
] 40,000 SDS-PAGE
Phaseolus limensis

I 180,000 .

I 39,000 Jel Filtrasyon
Spartium junceum

I 160,000 .

I 30,000 Jel Filtrasyon
Ulex europaeus

I 160,000 .

I 42,000 Jel Filtrasyon
Vicia faba

| 160,000 Jel Filtrasyon ve
112 41,000

Vigna radiata

I 160,000 -

I 40,000 Jel Filtrasyon

Bakteriyel a-galaktozidazlar ayn1 zamanda daha kompleks bir yapiya sahip
heterojen enzim grubudur ve molekiil kiitleleri 45 ile 400 kDa arasinda degisir
(Ishiguro et al., 2001; Halstead et al., 2000). C. murisepticum' dan elde edilen a-
galaktozidaz, 320 kDa' luk bir homotetramerdir (Nadkarni et al., 1992). a-
Galaktozidazin en kompleks yapisi, Thermus sp. tiir T2' de, 400 kDa' luk molekiil
kiitlesine sahip oldugu ve ¢ozeltide oktamerik formda mevcut bulunmustur
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(Ishiguro et al., 2001). Bununla birlikte, Thermotoga neapolitana’ daki a-
galaktozidaz, 61 kDa' luk bir monomer olarak aktiftir (King et al., 1998). B.
stearothermophilus NCIM 5146' dan izole edilen a-galaktozidaz molekiiler kiitlesi
165.9 kDa ve pl 4.9 olan dimerik bir proteindir (Gote et al., 2006). S. coelicolor A3
(2) 36 ailesinin a-galaktozidazi molekiiler kiitlesi 58 kDa olan monomerik bir
proteindir (Kondoh et al., 2005). Streptomyces sp. S27' den saflastirilmis
rekombinant a-galaktozidaz SDS-PAGE' de yaklagik 82 kDa' luk tek bir protein
bandi gostermistir; Nondenatiire gradient PAGE de yaklasik 220, 320 ve 480 kDa'
luk ii¢ bant gbzlenmis ve bu da trimer, tetramer veya hekzamer dogal yapiy: isaret
etmektedir (Cao et al., 2010). Pichia pastoris' teki saflastirilmis rekombinant
Rhizomucor miehei a-galaktozidaz (RmgalB), bir tetramerdir ve SDS-PAGE' de
83.1 kDa' luk molekiiler kiitleye karsilik gelen tek bir bant gostermistir (Chen et al.,
2015).

Alt birim molekiil kiitlesi temelinde, bakteriyel a-galaktozidazlar iki gruba
ayrilmustir (Ishiguro et al., 2001). Birinci grup a-galaktozidazlar S. mutans (Aduse-
Opoku et al., 1991), B. stearothermophilus (Fridjonsson et al., 1999), E. coli Raf
A (Aslanidis et al., 1989), B. breve (Xiao et al., 2000) ve Pseudomonas fluorescens
(Halstead et al., 2000)’ tan olusurlar ve bunlarin molekiil kiitlesi 80 kDa’ dan daha
fazladir. Thermus brockianus (Fridjonsson et al., 1999), Thermotoga maritima
(Liebl et al., 1998) ve T. neopolitana (King et al., 1998)' dan elde edilen a-
galaktozidazlar 53-65 kDa araliginda molekiiler kiitleye sahiptirler ve bunlar ikinci
gruba dahildirler. Bakteriyel a-galaktozidazlarin izoelektrik noktalari ise 4.5 ile 6.9
araligindadir (Gote et al., 2006; Berg et al., 1980).

1.1.5.2 a-Galaktozidazlarin multimolekiiler formlari

a-Galaktozidazin multimolekiiler formlarinin altinda yatan biyokimyasal
neden, proteolitik bdliinme veya proteinlerin diferansiyel glikozilasyonu gibi
posttranslasyonel modifikasyonlar olabilir. T. lanuginosus a-galaktozidazi,
proteinin  diferansiyel glikozilasyonuna baglh olarak mikro heterojenite
sergilemektedir (Puchart et al., 2000). Bazen izoenzimler iki ayr1 genin tiriintdiir.
B. stearothermophilus KVE39' da, iki farkli gen, agaA ve agaB ile diizenlenen iki
o-galaktozidaz izoenzimi tespit edilmistir (Ganter et al., 1988). Izoenzimlerin
ekspresyonu, mikroorganizmanin biiyiimesi i¢in ortamda bulunan karbon ve azot
kaynagmmm bir fonksiyonu olarak belirgin sekilde degisebilir (Naessens and
Vandamme, 2003). S. griseoloalbus a-galaktozidazlarin ii¢ formunu iiretir: a-Gal I,
a-Gal II ve a-Gal III. a-Gal | hem galaktooligosakkaritler hem de polimerik
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galaktomannanlar iizerinde etkinken, o-Gal II ve o-Gal Ill, sadece
galaktooligosakkaritler {izerinde etkindir (Anisha et al, 2009). Biri
galaktooligosakkaritler i¢in ve digeri de galaktomannanlar i¢in spesifik olan a-
galaktozidazlarin iki formu, M. vinacea (Suzuki et al., 1970), A. tamarii (Civas et
al., 1984) ve B. ovatus (Gherardini et al., 1985)' den saflastirilmistir. a-Galaktozidaz
aktivitesi sergileyen fakat molekiil kiitlesi ve pl' da farklilik gdsteren coklu
proteinler, A. niger' den rapor edilmistir (Ademark et al., 2001; Manzanares et al.,
1998).

Bitkisel a-galaktozidazin ilk multimolekiiler formlarmmn varligi Petek ve
Dong (1961) tarafindan bildirilmistir. Coffea sp. ve Plantago ovata tohumlarindan
enzimin iki formu kolon kromatografisi ile ayrilmistir. Dey ve Pridham (1969),
Vicia faba tohumlarinda molekiiler agirliklar1 bakimindan farkli iki a-galaktozidazi
(I ve II) jel filtrasyonu ile ayrmiglardir. V. faba' dan a-galaktozidaz I1, CM-seliiloz
kolon kromatografisi kullanilarak yaklasik olarak benzer molekiil agirliga sahip iki
aktif fraksiyon 11! ve 11? elde edilmistir (Dey et al., 1971). Bununla birlikte, enzim
I, bu uygulama ile ¢oziilememistir. Suzuki ve ark. (1970), DEAE-Sephadex kolon
kullanarak, M. vinacea' da ii¢ a-galaktozidaz formu saptamis ve bilesenlerden birini
kristallendirmiglerdir. Buna ragmen, enzimin {i¢ formunun benzer molekiil
agirhiklarna  sahip olup olmadigi  bilinmemektedir.  a-Galaktozidazin
multimolekiiler formlar1 ¢ok benzer ozelliklere sahip olabilir ve bu nedenle
¢oziilmesi zor olabilir. Ornegin A. niger' den elde edilen enzim, Sephadex G-200,
Bio-Gel P-200, DEAE-Sephadex ve DEAE seliilloz kolonlarda kromatografi ile
degerlendirildiginde homojen; ancak CM-seliiloz kolondan ge¢irildiginde ti¢ aktif
form haline gelmistir (Dey and Pridham, 1972).

Bir organizmanin biyolojik ekonomisi goz Oniine alindiginda, bir enzimin
multimolekiiler formlarmin iiretimi, ayn1 tepkimeyi katalize ettigi icin bosa gider.
Bu durum, ¢ok formlu enzimlerin kendilerini iireten organizmaya sundugu spesifik
avantajlarla dengelenir. Farkli kinetik parametreler, segicilikler, diizenleyici
ozellikler ve stabiliteye sahip ¢ok formlu enzimler degisen ¢evre kosullari, besin
maddelerinin kullanilabilirligi ve metabolik ihtiyacla basa c¢ikabilmek i¢in
organizmaya esneklik ve uyarlanabilirlik kazandrirlar (Anisha, 2017).

1.1.5.3 Glikoprotein dogasi

Fungal a-galaktozidazlarin ¢ogu glikozillenmis proteinlerdir (Ademark et al.,
2001; Kotwal et al., 1999; Manzanares et al., 1998). Bununla birlikte, Rhizopus sp.'
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den saflastirilan o-galaktozidaz glikozillenmemis proteindir (Cao et al., 2007).
Genel olarak bakteriyel a-galaktozidazlar glikozillenmemistir (Gote et al., 2006).
a-Galaktozidazlarin karbohidrat icerigi sadece birka¢ Ornekte tahmin edilmistir;
bilesimi ve yapisal analizi hakkinda ¢ok az galisma yapilmistir. M. vinacea' den
elde edilen a-galaktozidazin, % 10.8 notr seker ve % 2.7 D-glukozamin igerdigi
belirlenmistir (Suzuki et al., 1970). Cephalosporium acremonium o-galaktozidazi
yaklagik % 27 notr seker icerir; karbohidrat bilesimleri, 2: 7: 3: 11 molar oranlarda
N-asetilglukozamin, mannoz, galaktoz ve sialik asittir (Zaprometova et al., 1990).
T. lanuginosus a-galaktozidaz1 % 5.3 karbohidrat (% 56 D-mannoz, % 8 D-
galaktoz, % 36 D-glukozamin ve < % 1 D-glukoz) igerir. Karbohidratlarin, enzim
yapisini, aktivitesini ve stabilitesini dengede tutmada onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Karbohidrat kisimlari, enzimler lizerindeki proteolitik saldiriya
kars1 direng de kazandirir (Rezessy-Szabo et al., 2007).

Bitkisel kaynakli o-galaktozidazlardan M. vinacea' dan izole edilen a-
galaktozidaz enziminin % 2,7 D-glukozamin ve % 10,8 heksoz iceren bir
glikoprotein oldugu bildirilmistir (Suzuki et al., 1970). Bakla (V. faba)’ dan
saflastirilan a-galaktozidaz enziminin ksiloz, mannoz, glukoz ve glukozamin
artiklarini igeren glikoprotein oldugu gosterilmistir (Dey et al., 1982). Mercimek
tohumlarindan (L. culinaris) saflastirilan a-galaktozidaz enziminin % 0,94
glukozamin ve % 2,9 mannozdan olusan glikoprotein yapida bir enzim oldugu
bildirilmistir (Dey et al., 1983). Beyaz nohut (C. arietinum) a-galaktozidazinin
karbohidrat igerigi yaklasik % 8-10 arasinda bulunmus ve Schiff reaktifi ile
isaretlenen Native-PAGE sonrasi enzimin bir glikoprotein oldugunu dogrulamistir
(Singh and Kayastha, 2012a).

1.1.5.4 pH ve sicakhigin etkileri

Genellikle, bakteriyel a-galaktozidazlarin pH 6.0-7.5 araliginda bir optimum
pH degeri varken (Gherardini et al., 1985), mantar ve maya a-galaktozidazlarmin
pH optimumu 3.5-5.0 araligindadir (Ulezlo and Zaprometova, 1982). Saflastirilmis
S. coelicolor 36 ailesi a-galaktozidazi, pH 7.0' da en aktiftir ve 1 saatten fazla bir
stire pH 7.0 ile 9.5 arasinda aktivitesi stabildir (Kondoh et al., 2005). Benzer
sekilde, Streptomyces sp. S27' den saflastirilmis rekombinant a-galaktozidaz, pH
7.4' te optimal olarak aktiftir (Cao et al., 2010). a-Galaktozidaz i¢in en asidik pH
optimum pH 3.0-4.5" de P. simplicissimum (Luonteri et al., 1998), M. vinacea
(Shibuya et al.,, 1997) ve A. niger (Ademark et al., 2001) gibi mantarlarda
gozlenmistir. N. fischeri i¢cin optimal pH 4.5' dur (Wang et al, 2014). T.
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lanuginosus a-galaktozidazinin, pH 4.6-4.8' de optimum diizeyde aktif oldugu ve
pH 4.0-7.0 araliginda kararli oldugu rapor edilmistir (Svastits-Diicso et al., 2009).
Yiiksek spesifik aktiviteye sahip rekombinant R. miehei o-galaktozidazinin
optimum pH degeri, pH 5.5' dur ve pH 5.5-9.5 arasinda stabildir (Chen et al., 2015).
L. fermantumdan o-galaktozidazinin, pH optimumunda bir kayma gozlenmistir
(Schuler, 1985). Benzer sekilde, Penicillium duponti’ nin o-galaktozidazlari,
substrat bagimli farkli pH optimumu gostermektedir (Arnaud et al., 1976).

Bitkisel kaynakli o-galaktozidazlardan biri olan P. cinnabarinus a-
galaktozidazini optimum pH degeri 5.0 olarak bulunmus ve enzimin genis bir pH
araliginda (pH 3.0-9.0) kararli oldugu bildirilmistir (Ohtakara et al.,, 1984).
Oliimsiizlik mantar1 (G. lucidu) gdvdesinden saflastirdiklar1 a-galaktozidaz
enziminin optimum pH degeri pH 6.0’ dir ve enzim pH 5.0 — 7.0 arasinda kararhidir
(Sripuan et al., 2003). Cimlenen T. multijuga Benth. a-galaktozidazi i¢in pH 5.0’ in
optimum oldugu ve pH 4.0-6.0 arasinda baslangic aktivitesinin % 70’ inden
fazlasini korudugu bildirilmistir (Fialho et al., 2008). A. terreus hiicrelerinin tirettigi
ti¢ hiicre dis1 a-galaktozidazlardan (E1, E2 ve E3) E1 ve E2 a-galaktozidazlari, pH
5.0' te maksimum aktivite sergilerken, E3 a-galaktozidazinin pH 5.5' te daha aktif
oldugu gozlenmistir. Ayrica, E1 ve E2 enzimlerinin pH 4-7' de 6 saat boyunca
kararl olduklar1 belirtilmistir (Ferreira et al., 2011). Singh ve Kayashta (2012a),
beyaz nohut (C. arietinum) a-galaktozidazinin optimum pH’ sin1 4.5 olarak
bulmuglar ve enzimin 4.0-6.0 arasinda kararli oldugunu gozlemislerdir. P.
coccineus a-galaktozidazimin optimum pH degeri 3.0 olarak bulunmus ve enzimin
pH 2.0-4.0 arasinda oldukg¢a kararli oldugu bildirilmistir (Du et al., 2013).

Kaynagima bagli olarak, a-galaktozidazlar sicaklik optimumlarina ve termal
stabilitelerine gore farklilik gosterirler. Diger endiistriyel uygulamalarda da oldugu
gibi seker {iretim silirecinde kullanilan yiiksek sicakliklar nedeniyle a-
galaktozidazlarin  yiiksek  sicakliktaki  stabilite ve aktivitesi  6nemli
ozelliklerindendir (Fridjonsson and Mattes, 2001). Penicillium purpurogenum o-
galaktozidazi sadece 40°C' nin altindaki 1siya dayaniklidir (Shibuya et al., 1995).
M. vinacea (Shibuya et al., 1997) ve M. pilosus (Wong et al., 1986) a-
galaktozidazlar1 55°C' nin altinda stabildir. Streptomyces sp. S27° den saflastirilmis
rekombinant a-galaktozidaz, optimal olarak 35°C' de aktiftir (Cao et al., 2010). R.
miehei' nin rekombinant a-galaktozidazinin optimum sicakligt 55°C olarak
belirlenmistir ve ayn1 zamanda 55°C' ye kadar stabildir (Chen et al., 2015). Bununla
birlikte, termostabil a-galaktozidazlar ¢ok cesitli mikrobiyal kaynaklardan elde
edilmigtir. T. neapolitana 5068 (TN5068) a-galaktozidazi 100-103°C' lik optimum
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sicaklikta, 90°C' de 2 saat ve 100°C' de 3 dakika yarilanma émrii olan simdiye kadar
izole edilen en termoaktif a-galaktozidazdir (Duffaud et al.,1997). Hipertermofilik
arkea S. solfataricus' tan izole edilen a-galaktozidazm optimum sicakligmin 90°C
oldugu goézlenmistir (Brouns et al., 2006). Thermoanaerobacterium
polysaccharolyticum a-galaktozidazi 70°C' de 36 saat siireyle stabil kalmistir (King
et al., 2002). a-Galaktozidazin trimerik ve tetramerik formlari, monomerik ve
dimerik formlarla karsilastirildiginda yiiksek termal kararliliga sahiptir (Gote et al.,
2006). Termofilik mantar T. lanuginosus' tan saflagtirilmis a-galaktozidaz, 60-66°C
sicaklik araliginda maksimum katalitik aktivite gosterir ve 70°C' de stabildir
(Svastits-Diicso et al., 2009). Benzer sekilde, N. fischeri kaynakli dogal ve
rekombinant a-galaktozidazin 60-70°C' de optimum sicaklifa sahip oldugu
bildirilmektedir (Wang et al., 2014). P. cinnabarinus’ tan saflastirilan -
galaktozidaz enziminin optimum sicaklik degeri 75°C olarak bulunmus ve bu
sicaklikta enzimin kararl oldugu bildirilmistir (Ohtakara et al., 1984). Sripuan ve
ark. (2003), Oliimsiizlik mantar1 (G. lucidu) goévdesinden saflastirdiklar1 a-
galaktozidaz enziminin optimum sicaklik degerinin 70°C oldugunu bildirmislerdir.
Enzim 70°C' de 30 dakika boyunca tamamen kararhlik gostererek aktivitesini
korumus ve 80°C' de 30 dakika sonunda baglangi¢ aktivitesinin hala % 30’ unu
koruyabilmistir. Cimlenen T. multijuga Benth. a-galaktozidaz enziminin optimum
sicaklik degerinin 50°C oldugu ve 12 saat 40°C yada 200 saat 35°C de inkiibe
edildikten sonra bile baslangic aktivitesinin % 75’ ini korudugu goézlenmistir
(Fialho et al., 2008). A. terreus a-galaktozidazlarinin (E1, E2 ve E3) maksimum
aktivite gosterdikleri optimum sicakliklar smrasiyla 60, 55 ve 50°C olarak
bulunmustur. E2 a-galaktozidazi, 50°C' de 70 saat boyunca baslangi¢ aktivitesinin
% 90" m1 korumustur (Ferreira et al., 2011). Beyaz nohut (C. arietinum) o-
galaktozidazi i¢in optimum sicakligin 50°C oldugu gozlenmis ve bu sicaklikta
enzimin oldukca kararli oldugu rapor edilmistir. 50°C’ nin tizerine ¢ikildik¢a artan
inkiibasyon zamanina bagl aktivitede kayiplar gézlenmistir (Singh and Kayastha,
2012a). Du ve ark. (2013), P. coccineus’ den izole ettikleri a-galaktozidaz
enziminin optimum sicaklik degerini 70°C olarak bulmuglar ve bu sicakliktan sonra
enzim aktivitesinde hizli bir diislis oldugunu rapor etmislerdir. Enzimin 60°C' de
30 dakika inkiibasyon isleminden sonra baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 56' sin1
kaybettigini ve 70°C' de 30 dakika siireyle tamamen aktivitesini kaybettigini
bildirmiglerdir. Guar fasulyesi (C. tetragonolobus) a-galaktozidazinm optimum
sicakliginin 50°C oldugu ve enzimin 24 saatten fazla bir siire 37°C’ de ve 30 dakika
50°C’ de kararli oldugu bildirilmistir (Malgas et al., 2015).
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1.1.5.5 Metal ivonlarinin ve sekerlerin etkileri

a-Galaktozidazlarin aktivitesini etkileyen genis bir kimyasal yelpazesinin
oldugu bilinmektedir. Hg*?, Ag*? ve Cu*? gibi iki degerlikli metal katyonlarmnm o-
galaktozidaz aktivitesi iizerinde belirgin inhibisyon etkileri oldugu bulunmustur
(Gote et al., 2006; Fridjonsson et al., 1999). Bu durum aktif bolgedeki histidinin
karboksil, amino ve imidazol gruplarmnm tiyol gruplar1 ile reaksiyonunu isaret
etmektedir (Dey and Pridham, 1972). Bununla birlikte, Cu*? (Sripuan et al., 2003),
Mn*2, Mg*? ve K* (Elshafei et al., 1993; Scigelova and Crout, 2000; Rezessy-Szabo
et al., 2007) i¢in de aktive edici bir etki gosterdigi rapor edilmistir. Cogu diger metal
katyonlarmm a-galaktozidaz aktivitesi lizerinde hi¢ veya az etkisi oldugu
bulunmustur (Gote et al., 2006; Kondoh et al., 2005; Rezessy-Szabo et al., 2007,
Sripuan et al., 2003). T. lanuginosus' tan saflastirilmis o-galaktozidaz, Mg*2, Mn*?
ve K* iyonlartyla énemli dlciide aktive olurken, Ca*?, Ag* ve Hg*®' nin varlhig
nedeniyle 6nemli derecede inhibe edilir (Svastits-Diicso et al., 2009).

a-Galaktozidaz aktivitesi aym1 zamanda bazi sekerler ve seker tiirevleri
tarafindan etkilenir. Genellikle galaktoz, melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz varliginda
substrat olarak p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid ile aktivite tayini yapildigina bu
sekerlerin, o-galaktozidaz aktivitesi {izerinde inhibitdr bir etkisi oldugu
bildirilmistir (Gote et al., 2006; Scigelova and Crout, 2000). Bunun nedeni, bu
bilesiklerin galaktoz kalmtilarmin enzimin aktif bolgesi i¢in yarigmasi ve p-
nitrofenil-a-D-glikopiranozid (pNPG) galaktozil kalintisina analog olmasidir.
Ancak Suzuki ve ark. (1970), M. vinacea a-galaktozidazinin iizerinde D-galaktozun
inhibisyonunun karma bir tip oldugunu bildirerek, enzim {lizerindeki yarigmali ve
yarismasiz baglanmasini 6nermistir. M. vinacea (Suzuki et al., 1970) ve Aspergillus
ficuum (Zapater et al., 1990) a-galaktozidazlar1 D-glukoz ile rekabet edilemez
sekilde inhibe edilirken, A. ficuum' dan elde edilen a-galaktozidaz mannoz ile
yarigmasiz inhibisyon gostermistir (Zapater et al., 1990). Luonteri ve ark. (1998),
P. simplicissimum' da ii¢ tane o-galaktozidaz varhigi bildirilmistir; AGL II,
galaktozun diger iki enzim olan AGL I ve AGL III' e kiyasla {iriin inhibisyonuna
kars1 daha fazla direng gosterdigi bildirilmistir.

1.1.5.6 Substrat spesifikligi

a-Galaktozidazlar, substratin anomer segiciligi agisindan ¢ok spesifiktir,
ancak glikon ve aglikon spesifikliginde bir miktar esneklik gostermektedirler. a-

Galaktozidazin etkisiyle serbest birakilan iirinlin anomerik konfigiirasyonu,
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substrat i¢cindeki a-galaktozidik baglant tiiriine ragmen, 6zellikle a-° dir, drnegin
a-1, 2, a-1, 3, a-1, 4, a-l, 6 gibi (Puchart et al., 2000; Zaprometova et al., 1990;
Comfort et al., 2007). Bununla birlikte, pek ¢ok enzim, glikon artiklar1 i¢in mutlak
spesifiklik gostermemekte ve yapisal analog B-L-arabinopiranozidleri ve a-D-
fukopiranozidleri hidroliz etmektedir (Berg et al., 1980). Substratin aglikon grubu
hidroliz {lizerinde belirgin bir etkiye sahip olabilir veya olmayabilir; dolayisiyla
bir¢ok galaktozidaz, drnegin metil, etil, n-propil veya a-naftil galaktoz, p-nitrofenil-
a-D-galaktopiranozid; melibiyoz ve rafinoz igin hidrolize olabilir (Halstead et al.,
2000; Shabalin et al., 2002). Cogu mikrobiyal a-galaktozidaz ortak noktada, pNPG
ve oNPG gibi sentetik veya aril glikozitleri, melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz gibi
dogal a-galaktozidlerden daha kapsamli sekilde hidrolize edebilirler; bu da aril
glikozitlerin alkil tiirevlerinden daha iyi substratlar oldugunu belirtir (Anisha et al.,
2009). A. niger a-galaktozidazi sadece sentetik substrati hidrolizlemis ve melibiyoz,
rafinoz ve stakiyoz gibi dogrusal yapilarda a-1,6 bagh galaktoz terminalini
kesememistir (Kaneko et al., 1991).

Daha once belirtildigi gibi, a-galaktozidazlar iki tiptir, bir grup sadece
oligomerik substratlar iizerinde aktiftir ve diger grup oligomerik ve polimerik
substratlar tizerinde aktiftir. Genellikle GH 27 a-galaktozidazlar polimerik ve
oligomerik substratlar iizerinde aktifken, GH 36 o-galaktozidazlar sadece
oligomerik substratlar tizerinde etkindir. GH 36 ailesindeki a-galaktozidazlarin
cogu, tetramerik yapiya sahip biiyiik enzimlerdir ve dolayisiyla polimerlerden
galaktoz hidrolizleme kabiliyeti muhtemelen sterik olarak smirlandirilmistir
(Fridjonsson et al., 1999; Aduse-Opoku et al., 1991; Aslanidis et al., 1989). A.
tamarii (Civas et al., 1984), P. simplicissimum (Luonteri et al., 1998), B. ovatus
(Gherardini et al., 1985) ve B. stearothermophilus' un (Talbot and Sygusch, 1990)
trimerik ya da tetramerik a-galaktozidazlari polimerik substratlara karsi ¢ok az veya
hi¢ aktiviteye sahip degildir. GH-36 ailesinde iki fungal a-galaktozidaz, T. reesei
AGLII (Margolles-Clark et al., 1996) ve A. niger a-Gal | (Ademark et al., 2001),
melibiyoz ve rafinoz gibi oligosakkaritlere karsi daha spesifiktir ve polimerik
substratlar lizerinde ¢ok az veya hig aktiviteye sahip degildirler. GH 27 ailesindeki
a-galaktozidazlar genellikle daha kiigiiktiir ve en azindan bazilar1 monomerdirler
(Luonteri et al., 1998; Shibuya et al., 1997). GH 27" deki bir¢ok a-galaktozidazi, T.
reesei AGLI (Margolles-Clark et al., 1996), M. vinacea a-galaktozidaz Il (Shibuya
et al., 1997), P. simplicissimum AGLI (Luonteri et al., 1998) ve A. niger AgIB (de
Vries et al., 1999; Manzanares et al., 1998) galaktozu bozulmamis galaktomannan
polimerlerinden salabilirler. Melibiyoza kars1 ihmal edilebilir hidrolitik aktiviteye

sahip, ancak keg¢iboynuzu sakizi ve guar sakizinda aktif olan bir a-galaktozidaz,
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filamentli mantar T. flavus CCF 2686' dan saflastirilmistir (Simerska et al., 2007).
Chen ve ark. (2015), R. miehei' den rafinoz ve stakiyoza spesifisite gosteren ve
besleyici olmayan RFQ' lar1 tamamen hidrolize eden bir rekombinant o-

galaktozidaz bildirmislerdir.

Bitki a-galaktozidazlar1 tohum, meyve, yaprak ve kokte bulunur. a-
Galaktozidazlar, aktiviteleri i¢in optimum pH' ya gore asit veya bazik olarak
smiflandirilir (Keller and Pharr, 1996). Bitki tohumlarindan ve yapraklarindan izole
edilen a-galaktozidazlarin ¢ogu asidik enzimlerdir ve GH 27 ailesine aittir. GH 27
enzimlerinin, kovalent bir glikozil-enzim ara maddesinin olusumunu i¢eren klasik
Koshland ¢ift yer degistirme mekanizmasini kullanmalar1 beklenir (Rigden, 2002).
Rafinoz ve stakiyozu biinyesinde barindiran bitkilerde bazik pH optimumuna kars1
notral olan a-galaktozidazlar bulunmustur (Bachmann et al., 1994; Lee et al., 2004;
Blochl et al.,, 2008). Diger a-galaktozidazlarla yapilan karsilastirmalar, bazik
enzimlerin rafinoz ve stakiyoz sentazlara daha ¢ok benzedigini ve GH 36 ailesine
ait olduklarint gostermistir (Blochl et al., 2008). GH 27 ve 36 aileleri arasinda
katalitik mekanizmanin korundugu disiiniildiigiinde, piring (Oryza sativa) o-
galaktozidazimna gore numaralandirmis Aspl06 ve Aspl07 iki bitisik muhtemel
proton verici olarak gosterilmistir. Bunlar, B-iplik¢ik 2' yi ve sirasiyla 36 ve 27
ailelerinde korunan Gly-Trp ve Cys-Trp’ i izler. Yine, korunmus bir Trp' nin
katalitik bolgeye yakin konumlandirilmasi, substrat baglanmasinda bir roli
kuvvetle diisiindiirmektedir (Rigden, 2002).

Sripuen ve ark. (2003), bir¢ok sentetik ve dogal substrati kullanarak
Olimsiizlik mantar1 (G. lucidu) govdesinden saflastirdiklar1 a-galaktozidaz
enziminin aktivitesindeki degisimleri gézlemlemisler ve sentetik substratlardan
pNPG, dogal substratlardan da rafinoz, melibiyoz ve stakiyozun enzim i¢in uygun
substratlar oldugunu bildirmislerdir. P. coccineus (Du et al., 2013) ve ¢imlenen T.
multijuga Benth. (Fialho et al., 2008) tohumlarindan saflastirilan a-galaktozidaz
enzimi ke¢iboynuzu sakiz1 ve guar sakizi gibi polimerik substratlara kiyasla rafinoz,
melibiyoz, stakiyoz gibi oligosakkaritlerle daha yiiksek aktivite gostermislerdir. A.
terreus’ un hiicre dis1 ii¢ a-galaktozidazi (E1, E2 ve E3) pNPG, melibiyoz, rafinoz
ve stakiyozu hidroliz etmistir. Ayrica E1 ve E2 enzimleri, guar sakizi ve

keciboynuzu sakizi substratlarini da hidrolize edebilmistir (Ferreira et al., 2011).
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1.1.5.7 Transglikozilasyon reaksiyonu

Bircok  mikrobiyal  a-galaktozidazin, Ozellikle yiiksek  substrat
konsantrasyonlarinda  hidrolitik  aktiviteye ek olarak transglikozilasyon
aktivitelerine de sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 1.7) (Anisha, 2011; Kurakake et
al., 2015; Scigelova and Crout, 2000). Transglikozidaz aktivitesinde, akseptor rolii
sudan baska basit alkoller, hidroliz iiriinleri (Hashimoto et al., 1995), sakkaritler
veya ikinci bir substrat molekiilii (substrat transglikozilasyonu) gibi hidroksil
bilesikleriyle saglanir (Weignerova et al, 2001). «o-Galaktozidazlarin
transglikozidaz aktivitesinin 0zgilinliigii ve kinetigi, bir¢ok arastirmaci igin
aragtirmanin odak noktasi olmustur (Savelev et al., 1996). Genellikle heksozlar
galaktoz molekiillerinin daha 1yi akseptoriidiir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalar,
suyun ve organik akseptorlerin ayni bolgede baglandigini géstermistir, bu nedenle
hidroliz ve transfer reaksiyonlar1 enzim molekiiliiniin aynm1 yerinde, muhtemelen
ayni1 mekanizmalarla gerceklesir. a-Galaktozidazlarm, yiiksek konsantrasyonlarda
monosakkaritler ile inkiibe edildiginde oligosakkaritleri sentezledigi bilinmektedir
ve bu prosediir bircok glukoz ve galaktoz tiirevlerinin hazirlanmasi igin
kullanilmistir (Ajisaka and Fujimoto et al., 1989; Spangenberg et al., 2000). Essiz
bir transglikozilasyon potansiyeline sahip hiicre dis1 bir a-galaktozidaz, bir
filamentli mantar olan T. flavus CCF 2686' dan izole edilmistir (Simerska et al.,
2007; Weignerova et al., 2001; Simerska et al., 2006). Bu enzim, a-1,3 baglarinin
olusumu i¢in selektif bir tercihle pNP-a-Gal' nin transglikozilasyonunda olagandisi
bir bolge segiciligi gostermis (Weignerova et al., 2001) ve bir akseptor olan p-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozil-(l,3)-6-O-asetil-D-galaktopiranozid gibi p-
nitrofenil-6-0-asetil-a-D-galaktopiranozidi tolere etmistir (Simerska et al., 2006).
Kendine 0zgli segiciligine ek olarak, bu indiiklenebilir enzim, a-galaktoz
kalintilarinin ~ substrat  ¢Ozilinlirliiglinii  artrmak  i¢in  transglikozilasyon
reaksiyonlarinda yardimci bir ¢6ziicii olarak kullanilan tert-butil alkol gibi sterik
olarak engellenmis alicilara aktariminda aktif bulunmustur (Simerska et al., 2007;
Simerska et al., 2006; van Rantwijk et al., 1999).
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Sekil 1.7 Genel transglikozilasyon mekanizmasi (https://www.cazypedia.org/index.php/

Transglycosylases).

1.1.5.8 Proteaz direnci

Bilim diinyas1 her zaman yeni Ozelliklere sahip mikrobiyal enzimlere
yonelmektedir. Bu amagla, ¢esitli arastirma gruplari, farkli 6zelliklere sahip gesitli
enzimlerin genis bir repertuarma sahip organizmalar1 aragtirmiglardir. Cao ve ark.
(2007), Rhizopus sp. F78 ACCC 30795' den hem notr hem de alkali proteazlara
kars1 direng gostererek tibbi, gida, hayvan yemi ve seker endiistrisinde olasi
uygulamalar1 i¢in temel olusturacak proteaza direngli yeni bir a-galaktozidazin
saflastirildigini bildirmiglerdir. Cesitli notr proteazlarla (subtilisin A, proteinaz K,
kollajenaz, tripsin ve o-kimotripsin dahil) yapilan islem sonrasinda, enzim
aktivitesinin % 70' inden fazlasimi korumustur. Enzim aktivitesi alkali proteazlar

(proleather ve alkalin proteaz dahil) tarafindan az miktarda aktiflestirilmistir.

Streptomyces sp. S27° den saflastirilmis rekombinant a-galaktozidazin, bazi
ndtr proteazlara (a-kimotripsin, subtilisin A ve kollajenaz) direncli oldugu
bildirilmistir (Cao et al., 2010). Dahasi, melibiyoz, stakiyoz, rafinoz ve soya
fasulyesi unu da dahil olmak {izere dogal substratlar i¢in hidrolitik kabiliyet
gOstermistir. Bagirsak proteazlariyla kombine edildiginde enzim, soya fasulyesi
iriinlinde RFO' lar i¢in daha ytiksek hidrolitik 6zellik saglamustir.

1.1.5.9 Galaktoz toleransi

Son {iriin inhibisyonu, enzimlerin katalitik verimliliginde bir azalmanin pek
cok nedeninden biridir. Son iiriin inhibisyonuna kars1 direngli bir enzim bu agidan
avantajl olacaktir. S. griseoloalbus’ un yeni bir galaktoz toleransl a-galaktozidaz
rettigi bildirilmistir (Anisha et al., 2009). Bu aktinomisetle iiretilen o-
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galaktozidaz, 100 mM kadar yiiksek galaktoz konsantrasyonlarina tolerans
gosterebilmistir. Aksine, A. niger (Ademark et al., 2001) ve B. stearothermophilus
(Gote et al., 2006) a-galaktozidazlarinin, galaktoz tarafindan inhibe oldugu rapor
edilmistir. S. griseoloalbus tarafindan iiretilen a-Gal 1l ve a-Gal I11 de galaktoz ile
inhibe olmaktadir (Anisha et al., 2009).

1.1.6 Tiir iyilestirmesi

Yeni bir a-galaktozidaz kaynagi bulmak veya a-galaktozidazin potansiyelini
gelistirmek i¢in arastirmalar diinyada ¢apinda devam etmektedir. Saccharomyces
carlsbergensis gibi maya suslarindaki a-galaktozidaz, MEL geni tarafindan
kodlanir (Sumner-Smith et al., 1985). Bununla birlikte, ticari olarak firmlama igin
kullanilan Saccharomyces cerevisiae suslart MEL' dir. Liljestrom ve ark. (1988),
MEL geninin S. cerevisiae' ye dahil edildigini bildirmis ve bunun sonucunda ekmek
mayasi, pancar pekmezinde bulunan rafinozu kullanmaya baslamis ve ticari olarak
daha yiiksek biyo kiitle ve a-galaktozidaz iiretmistir. Turakainen ve ark. (1993), S.
cerevisiae suslarinda a-galaktozidaz iiretiminin doza bagh oldugunu bildirmistir,
diger bir deyisle, birkagc MEL geni igeren suslar, yalnizca bir gen igeren suslardan
10 ile 100 kat daha fazla a-galaktozidaz iiretmektedir. Enzim iiretimi, galaktoz
indiiksiyonu ile daha da arttirilir. S. cerevisiae suslar1 a-galaktozidaz tiretiminde
diger Saccharomyces suslarma gore daha etkilidir. Bir MEL lokusunu tasiyan
suslarda glukoz baskilamasi ¢ok sikidir; ancak birka¢ MEL lokusuna sahip suslarda
daha az sikidir, boylece glukozun varligi bile MEL geninin sentezlenmesini
tamamen bastirmaz. Enzim iiretiminde boyle doza bagh bir iyilestirme, a-
galaktozidaz kodlayan genin asir1 ekspresyonu ve klonlanmasi ile a-galaktozidazin

endistriyel liretimini iyilestirme imkani oldugunu diisiindiirmektedir.

Birka¢ arastrmaci, heterojen konakcidaki c¢esitli mikroorganizmalardan
genlerin klonlanmasi ve ekspresyonunu bildirmistir. E. coli ve Saccharomyces a-
galaktozidazin iiretiminde ekspresyon konakeilari olarak siklikla kullanilir. a-
Galaktozidaz geninin klonlanmasi ve asir1 ekspresyonunun, enzim verimini 6nemli
Olgiide arttirdigi bulunmustur. 2015 yilinda Chen ve ark., termofilik mantar R.
miehei' den RmgalB olarak adlandirilan a-galaktozidaz genini klonlamislar ve bunu
P. pastoris' de ifade etmislerdir. Rekombinant a-galaktozidazin (RmgalB), yiiksek
hiicre yogunluklu fermentorde 1953.9 U / mL gibi yiiksek seviyelerde salgilandigi
bildirilmistir. Rekombinant enzim ayn1 zamanda 505.5 U / mg' lik ¢ok yiiksek bir
spesifik aktivite sergilemistir. Bir baska ¢alismada, termofilik N. fischeri P1' de
GH-27 ailesine ait ve 423 U / mg gibi yiiksek spesifik aktivitesi olan bir hiicre dis1
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a-galaktozidaz (Gal27A) tespit edilmis, kodlama geni (1680 bp) klonlanmis ve
fonksiyonel olarak P. pastoris' de ifade edilmistir (Wang et al., 2014). Arastiricilar,
P. pastoris' teki yiiksek verim (3.1 g/ L) dikkate alindiginda rekombinant rGal27A'

nin endiistriyel uygulamalar i¢in daha elverisli oldugunu bildirmislerdir.

Thermus sp. tiirti T2 (Ishiguro et al., 2001), T. brockianus ITI 360 (agaT)
(Fridjonsson et al., 1999) ve T. neapolitana (agaA) (King et al., 1998) gibi
hipertermofilik mikroorganizmalardan termostabil a-galaktozidaz kodlayan
genlerin klonlanmas:t ve ekspresyonunu bildiren c¢aligmalar bulunmaktadir.
Halstead ve ark. (2000), P. fluorescens subsp. seliillozdan a-galaktozidaz A' nin
klonlanmasmi1 ve yiiksek seviyede ekspresyonunu ve bunun galaktomannan

hidrolizindeki roliinii kanitlamislardir.

Cao ve ark. (2010) Streptomyces sp. S27 ACCC 41168’ den tam uzunlukta bir
a-galaktozidaz geni (2226 bp) klonlamis ve E. coli' de asir1 eksprese etmistir.
Rekombinant enzim, GH 36 ailesine ait a-galaktozidaz ile daha yiiksek benzerlik
gostermistir, memelilerin ve kiimes hayvanlarinin bagirsak kosullarma benzer
kosullar altinda optimal etkinlik goOstermistir. Ayrica ndtr proteazlara (a-
kimotripsin, subtilisin A ve kollajenaz) kars1 direng gostermis; melibiyoz, stakiyoz,
rafinoz ve soya fasulyesi unu da dahil olmak tizere dogal substratlar igin hidrolitik
kabiliyet gostermistir. Bagirsak proteazlariyla kombine edildiginde enzim, soya
fasulyesi iriinlinde RFO' lar i¢in daha yiiksek hidrolitik 6zellik gostermistir.
Aragtiricilar, bu olumlu 6zelliklerin Streptomyces sp. S27 a-galaktozidazinin gida

ve yem sanayiinde soya isleme i¢in iyi bir aday olmasini sagladigini dogrulamustir.

1.1.7 a-Galaktozidazlarin uygulama alanlari

1.1.7.1 Gida endiistrisi

a-Galaktozidazlar gida endiistrisinde yaygin olarak uygulanmaktadir; soya ve
diger baklagil tiirevli gida iirlinlerinden rafinoz ve stakiyoz gibi besleyici olmayan
RFO’ larin yiiksek miktarlarmi iceren sekerlerin hidrolizinde goérev yapar.
Genellikle, piyasada bulunan a-galaktozidazlar, gidalarda mevcut olan gaza neden
olan RFO' lar1 indirgemek icin oral olarak almabilen sindirim takviyeleri

formundadir.
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Sova siitii ve baklagillerdeki rafinoz ailesi oligosakaritlerin (RFO'lar)
hidrolizi

Soya fasulyesi, yiiksek protein igerigi, esansiyel yag asitleri, vitaminler ve
mineraller gibi ¢esitli besleyici faydalarindan dolayr miikemmel bir gida olarak
kabul edilmektedir. Cesitli besinsel faydalara ragmen soya siitiiniin tiiketimi, soya
fasulyesinde yiiksek miktarlarda bulunan rafinoz ve stakiyoz gibi sindirilemeyen
oligosakaritlerin varlig1 nedeniyle pek fazla popiilerlik kazanmamistir. Bu sekerler
a-1,6 baglarini hidrolize etmek icin gerekli olan a-galaktozidaz enzimi, insanlarin
ve monogastrik hayvanlarin pankreasinda olmadigindan dolay1 sindirimleri
gerceklestirilemez. Sonu¢ olarak, diyetle alinan tiim stakiyoz ve rafinoz
sindirilemez, boylece abdominal rahatsizlik, gaz veya irin gibi gastrointestinal
bozukluklar ortaya cikar. Dolayisiyla, soya siitiiniin tiiketimini artrmak icin
besleyici olmayan RFO' larin uzaklastirilmasina yonelik yontemlerin gelistirilmesi
esastir (Katrolia et al., 2013).

Birka¢g arastirmaci, RFO' larin soya siitiinden etkin bir sekilde
uzaklastirilmasi i¢in A. oryzae (Kapnoor and Mulimani, 2010), P. purpurogenum
(Ramalingam et al., 2010) ve Humicola sp. (Kotwal et al., 1999) gibi mikrobial a-
galaktozidazlarin kullanimin1 géstermislerdir. Soya siitiiniin Bifidobacterium ve
LAB tiirleri gibi verimli bir sekilde biiyiiyebildigi probiyotik bakterileri de i¢eren
bir ¢ok bakteriyel a-galaktozidaz, in vitro olarak baslatici kiiltiirler halinde veya in
situ gastrointestinal sistemde olmak iizere, soya siitiiniin RFO' larin1 hidrolize
etmek i¢in basarili bir sekilde kullanilabilir (Donkor et al., 2007; Garro et al., 2004;
LeBlanc et al., 2005; Patil et al., 2010). Bir LAB susu olan L. fermentum CRL 722,
ist sindirim sisteminde bir galaktozidaz aktivitesi de kazanmis ve uzun siire
kemirgenlerde giivenle uygulanabilmistir (LeBlanc et al., 2005). Kalsiyum aljinatta
immobilize A. oryzae hiicrelerinin, akiskan yatakli reaktorde siirekli sistemde soya
siitit RFO' larin hidrolizinde hizli, kolay, basit, ucuz ve ¢ok yonlii bir teknik
sundugu rapor edilmistir (Kumar and Mulimani, 2010). Bugday kepegi lizerinde
yetistirilen A. terreus hiicreleri, ti¢ hiicre dis1 formda a-galaktozidaz (E1, E2 ve E3)
iiretmistir. Soya siitii RFO' lerin bu enzimlerle muamele edilmesi sonucu, E1 a-
galaktozidazinin, 12 saatlik reaksiyon sonrasinda stakiyoz igerigini sifira
diistirdiigii, E2' nin rafinozun toplam hidrolizini arttirdig1 rapor edilmistir. Soya
stitiindeki oligosakkaritlerin tamamen uzaklastirilmasinin, her iki enzimin
sinerjistik etkisi ile saglanabilecegi ileri siiriilmistiir (Ferreira et al., 2011).
Termofilik N. fischeri P1' den saflastirilan hiicre dis1 a-galaktozidaz (Gal27A) ve
rekombinant a-galaktozidaz (rGal27A) soya siitii hidrolizinde basaril1 bir sekilde
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kullanilmis ve Gal27A ile muamele edildikten sonra, soya siitliniin rafinoz ve
stakiyoz icerigi sirastyla % 69.9 ve % 94.5 oraninda azalmistir. Ayni kosullar
altinda, rGal27A, rafinozun % 72.5' ini ve stakiyozun da % 54.8' inde
hidrolizlemistir (Wang et al.,, 2014). Soya siitii oligosakkaritleri, immobilize
Chaetomium madarasense AUMC 9376 a-galaktozidazi ile muamele edildikten
rafinoz ve stakiyoz miktarlari sirasiyla 3.9° dan 1.2 mg/100 mL' ye (% 69.2 azalma)
ve 6.17° den 2.2 mg/100 mL' ye (% 64.3 azalma) diistiriilmistiir (Abo-Elmagd,
2014). Pleurotus djamor a-galaktozidazi (PDGI), baklagillerdeki sindirilemeyen ve
gaza neden olan stakiyoz ve rafinoz gibi oligosakkaritlerin 17 saatte tamamen
hidrolizini gergeklestirmistir (Hu et al., 2017).

Baklagiller, proteinlerin, liflerin ve diger gerekli besin maddelerinin kaynagi
ve diinyadaki bir¢ok insan i¢in diyetin 6nemli bir parcasini olustururlar. Bununla
birlikte, soya fasulyesi gibi, diger bakliyatlar da gaz olusumundan sorumlu olan
sindirilemez RFQ' lar1 igerir. Cesitli bakliyatlarda RFO' larin a-galaktozidaz ile
bozunmasi, 1slatma ve pisirme gibi geleneksel yontemlerden daha etkili oldugu
ispatlanmustir (Katrolia et al., 2012; Pugalenthi et al., 2006; Song and Chang, 2006).
Immobilizasyonun endiistriyel kullanimmin bu tiir bakliyatlarm islenmesinde etkili
oldugu gosterilmistir (Patil et al., 2009).

Alfa-galaktooligosakkaritler (GOS) ve veni transglikozilasyon iiriinleri

liretimi

Gilintimiizde, GOS gibi fonksiyonel gida maddeleri, sayisiz saglik faydalari
icin giderek prebiyotik olarak tesvik edilmektedir. Bifidobacterium adolescentis a-
galaktozidazinin transgalaktozilasyon aktivitesini kullanarak yeni bir trisakarit olan
a-D-Galp-(1—» 6)-a-D-Galp-(1—» 6)-D-Glcp, bagirsak bakterileri tarafindan
metabolize edilmistir (van Laere et al., 1999). Tzortzis ve ark. (2003), ¢esitli
Bifidobakterilerin ve Laktobasillerin biiyiimesini destekleyen glikozil transfer
reaksiyonlarindaki melibiyoz ve rafinozdan oligosakkaritleri sentezlemek igin
Lactobacillus reuteri a-galaktozidazi kullandi. Bifidobacterium bifidum NCIMB
41171'in tim hiicrelerini kullanarak prebiyotik a- ve B-GOS sentezi Goulas ve ark.
(2009) tarafindan arastirilmistir. Islem sirasinda bir a-bagl transgalaktozillenmis
dissakarit iiretildi. A. nidulans FGSC (AgIC) 'den rekombinant bir GH 36 ailesi a-
galaktozidaz, 13 a-galaktooligosakkaritleri olusturan transglikozilasyon
reaksiyonunu etkili bir sekilde katalize edebilir (Nakai et al., 2010). Bunlardan besi
yeni prebiyotik oligosakkarit adaylarini, 6rnegin a-(1,6) bagh GOS' u temsil
etmistir. Yamashita ve ark. (2005) a-GOS' un ters reaksiyon ile iiretilmesi igin A.
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niger a-galaktozidazi kullanmistir. a-Galaktobioz, a-galaktotrioz ve daha biiyiik
oligosakkaritlerden olusan iyi bir a-GOS f{irlinii elde edilmis ve bu da yeni iglevsel

gidalar olarak ticari kullanimlarini gostermistir.

Seker pancart endiistrisi

Seker pancart endistrisinde, rafinoz pancar sekerinin  normal
kristallesmesinin oniinde bir engel teskil eder. Pancar pekmezindeki rafinozun
galaktoz ve siikroza hidrolizi yoluyla enzimatik olarak uzaklastirilmasi, pancar
sekeri kristallestirme verimliligini 6nemli 6lgiide artirabilir ve daha iyi bir verim
saglayabilir. T. neapolitana (King et al., 1998), M. vinacea (Shibuya et al., 1997)
ve A. griseola (Fallahpour et al., 2002)’ dan izole edilen enzimler melastaki
oligosakaritleri hidrolize ederek seker endiistrisinde fayda saglamstir.

1.1.7.2 Yem sanayi

Kanath hayvanlarin ve domuzlarin diyetleri esas olarak soya fasiilyesi yemi
icerir, bu da midede gaz olusmasi gibi gastrik problemlere neden olur ve bdylece
bagirsaklardaki beslenme gecis oranini arttirir ve yem kullanimini azaltir. Bunun
nedeni gevis getirmeyen hayvanlarda bagirsak a-galaktozidaz eksikligidir ve
rafinoz ve stakiyozun uzaklastirilmasi i¢in hayvan yeminin a-galaktozidaz ile 6n
isleme tabi tutulmasi sindirilebilirligi ve besin alimmi gelistirebilir ve sindirim
viskozitesini diistirebilir. Memelilerin ve kiimes hayvanlarmnin bagirsaklar1 i¢in
proteaza direngli enzimlere benzer fizyolojik pH ve sicaklikta aktif olan o-
galaktozidazlar, yem katki maddeleri olarak kullanilmak iizere avantajlidir (Cao et
al., 2009; Cao et al., 2010; Mi et al., 2007). Calismalar, a-galaktozidaz takviyesi
tizerine domuz yavrular1 (Pan et al., 2002; Veldman et al., 1993) ve tavuklarda
(Ghazi et al., 2003) soya fasulyesi oligosakaritlerinin biiyiime performansini, besin

alimini ve ideal sindirilebilirligini arttirdigini géstermektedir.

1.1.7.3 Medikal uygulamalar

Insanlarda Fabry hastahigi, a-galaktozidaz A' nin (a-GalA) mutasyona
ugramug aktivitesinden kaynaklanan ve kan damarlarinda bir glikolit birikmesine
neden olan, diger doku ve organlarda agrili ndropati ve renal, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler disfonksiyona yol agan, X baglantili resesif bir glikolipid depolama
bozuklugudur (Morel and Clarke, 2009). Sekil 1.8’ de a-galaktozidaz enziminin
Fabry hastahigindaki etkisi gosterilmistir. inaktif mutant a-galaktozidazlar, terminal
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galaktoz sekerlerini ayirabilirler, boylece glikosfingolipidlerin bozunmasini
onlerler. Terminal glikol (sphingo) lipid a-galaktozil artiklarin1 hidrolize edebilen
a-galaktozidazlar, Fabry hastaliginin tedavisinde yararl olabilmektedir (Liu et al.,
2007; Utsumia et al., 2005). Enzim replasman tedavisinin hastaligi basariyla tedavi
ettigi gosterilmistir. Cin hamsteri yumurtalik hiicreleri tarafindan tretilen
agalsidase beta (Fabrazyme) ve agalsidase alfa (Replagal) olmak iizere iki
rekombinant enzim klinik arastirmaya uygulanmistir (Eng et al., 2001; Morel and
Clarke, 2009; Pastores, 2007). ilag sirketleri Shire ve Genzyme, Fabry hastaliginin
tedavisinde sirasiyla Replagal ve Fabrazyme markalar1 altinda agalsidase alfa ve
agalsidase beta liretmektedir. Agalsidase alfa ve beta, hem insan a-galaktozidaz A
enziminin rekombinant bi¢imleridir hem de dogal enzimle ayni1 amino asit dizisine
sahiptir. Agalsidase alfa ve beta, oligosakkarit yan zincirlerinin yapisinda farklilik
gosterir (Katrolia et al., 2013). Fabry hastaliginin tedavisine yonelik yiiriitiilen
calismalarin birinde, termolabil a-galaktozidaz (o-galaktozidaz A) ve termostabil
a-galaktozidaz (a-galaktozidaz B) insan plasentasindan saflastirilmis ve her iki
enzim preparatina kars1 antikorlar iiretilmistir. Iki enzim preparat1 arasinda capraz
reaktivite bulunmamustir. Standart ¢ift immiin diflizyon teknikleriyle test
edildiginde, anti-A serum, o-galaktozidaz A ile reaksiyona girmis, ancak o-
galaktozidaz B preparatlariyla reaksiyona girmemistir. Tersine, anti-B serum, a-
galaktozidaz B ile reaksiyona girerken, a-galaktozidaz A ile reaksiyona
girmemistir. Fabry hastaligi olan bir hastadaki fibroblastlarin a-galaktozidaz
aktivitesi, anti-B serumuyla tedavi edilerek neredeyse tamamen ortadan kaldirilmus,
buna karsin normal fibroblastlardan gelen enzimin sadece kiigiik bir kismi1 bu
antikor ile uzaklastirilmistir (Beutler and Kuhl, 1972). Fabry hastaliginda
replasman tedavisinde homolog enzim elde etmek i¢in normal bir insanin
idrarindan saflastirilan a-galaktozidazin iki izoenzimi (a-galaktozidaz A ve a-
galaktozidaz B) kullanilmistir. Tavsanlarda bu saflastirilan o-galaktozidaz
kullanilarak antiserum tiretilmistir. Normal idrar a-galaktozidazinin anti-serumla
inkiibe edilmesi, bir Fabry idrarinin veya bdbrek preparatinin eszamanli olarak
bulunup bulunmadigina bakilmaksizin, a-galaktozidaz aktivitesinde diisiise neden
olmustur. Bu durumda Fabry hastaliginda ¢apraz reaksiyona giren herhangi bir
materyal bulunmadigi sonucuna varilmistir (Rietra et al., 1974). Rekombinant insan
a-galaktozidaz A' y1 iliretmek icin metotrofik bir maya olan P. pastoris
ekspresyonunun kullanildig1 baska bir ¢aligmada, saflastirilan rekombinant o-
galaktozidaz A Fabry hastaligindan tiiretilen fibroblastlar tarafindan alinmis ve
normal enzim seviyeleri bu kosullar altinda onarilmistir. Rekombinant enzim
tizerinde bulunan karbohidratlarin analizi, karmasik karbohidratlara kiyasla N-bagh
yiiksek-mannoz yapilarin baskim oldugunu isaret etmistir. insan a-galaktozidaz A
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da dahil olmak iizere insan kaynakli glikoproteinler, yiiksek mannozlu ve karmagik
karbohidrat icerdiklerinden, bocek hiicrelerinden veya P. pastoris' ten saflastirilmis
rekombinant glikoproteinlerin insanlarda antijenik olduguna dair bir rapor
bildirilmemistir (Chen et al., 2000).
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Sekil 1.8 a-Galaktozidaz ve Fabry Hastaligi (Garman and Garboczi, 2004).

a-Galaktozidazin bir diger 6nemli tibbi uygulamasi da kan gruplarmin
doniistiiriilmesidir. Cesitli kan hastaliklarindan ve kaza geg¢irmis olan hastalarin
yasamlarini kurtarmak i¢in, kan bagisinin 6nemi biiyiiktiir. a-Galaktozidaz oligo
veya polisakkaritler, glikolipidler, glikoproteinlerdeki terminal a-D-galaktoz
artiklarin1 hidrolize eder ve grup 6zelligine sahip kan eritrositlerini seritler. a-
Galaktozidazin bu 6nemli 6zelligi hematolojik uygulamada evrensel vericinin
kanini olusturmak i¢in kullanilabilir. Bitkisel (Chern et al., 2012; Zhu et al., 1996)
ve mikrobiyal a-galaktozidazlar (VVarbanets et al., 2001), kan grubundaki B-RBC'
nin antijeninden a-1,3-baglantili galaktozu, B grubundan O grubuna doniistiiriir
(Sekil 1.9). Yeni GH 110 familyas: a-1,3-galaktozidazlar dallanmis B kanali i¢in
notr pH, yiiksek spesifik aktivite ve substrat spesifikligi gibi uygun ozellikler
sergilerler ve enzimatik doniisiim gibi biyomedikal uygulamalarda onlar1 faydali
hale getirir (Liu et al., 2007, 2008). Taro (Colocasia esculenta) a-galaktozidazinin
kullanildig1 ¢alismada enzim insan kan grubu B antijeninin 0' a doniisiimiinde, B
grubu kirmizi kan hiicrelerinin igerdigi (1—»3)-bagh a-D-galaktozil u¢ gruplarini
parcalamada iyi bir aktivite gostermistir. Bu gruplarin grup B antijeninden (H
antijenine doniistimii) hidrolizi, hemoliz ve hemagliitinasyon testleri ile izlenmistir.

30 dakika sonra hiicreler B' den H aktiviteye kismi doniisiim gostermis ve doniistim
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120 dakika i¢inde bagarili bir sekilde tamamlanmistir (Chien and Lin-Chu, 1991).
Davis ve ark. (1997), rekombinant fasiilye (Phaseolus vulgaris) o-D-
galaktozidazinin (rGal) a-D-galaktozil artiklar1 ve bozulmus B oligosakkarit i¢in
oldukga spesifik oldugunu ve preparatlarda saptanabilir hemaglutinin veya proteaz
aktivitesini mevcut olmadigini bildirmislerdir. Ayrica rGal’ mn, hiicre slispansiyon
analizlerinde dogal insan eritrositlerindeki B kan grubu antijenine karsi aktif
oldugunu ve enzimatik olarak doniistiiriilmiis evrensel olarak transfiize edilebilir
tipteki O RBC' lerin potansiyel seri liretiminde faydali olabilecegini bildirmislerdir.
a-Galaktozidazin kullanildig1 baska bir caligmada, B antijeni enzimatik olarak
ortadan kaldirilmis ve RBC iinitelerinin hastalarina transflizyon yapilabilirligi
ortaya koyulmustur. Bu ECO (enzimatik olarak B grubundan O grubuna doniisen)
RBC iinitelerinin, emniyet ve etkinlik bakimmdan dogal O grup {initelerinden ayirt
edilemez nitelikte oldugu, higbir reaksiyon veya hemolizin ger¢eklesmedigi rapor
edilmistir (Kruskall et al., 2000). Kahve c¢ekirdegi (Coffea canephora) a-
galaktozidazinin kullanildigi B kan grubunun enzimatik doniisiimii pH 5.5' te
yaklasik olarak 6 mg/mL enzim ile % 80-90 hematokritte yapilmistir. Ortaya ¢ikan
dontstiiriilmiis O hiicreleri, transfiizyon deneylerinde normal olarak islev gormiis
ve belirgin bir ters klinik parametre gdstermemislerdir. Bu veriler daha onceki
yayinlarla birlikte, RBC' lerin enzimatik doniistimiiniin uygulanabilir oldugunu ve
B grubundan enzimatik O grubuna doniistiiriilmiis (B-ECO) hiicrelerin klinik
transflizyonda tedavi edilmemis hiicreler gibi islev gorebilecegini agikca
gostermistir (Olsson et al., 2004). Beyaz nohut (C. arietinum) a-galaktozidazinin
kullanildig1 ¢alismada hiicrelerin daha az kararh oldugu asidik pH (pH 6.0)’ da,
enzim terminalindeki a-baglh galaktozu B kan grubundan ayirarak O kan grubuna

doniistiirmiistiir (Singh and Kayastha, 2012a).
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Sekil 1.9 Kirmiz1 kan hiicresi yiizeyindeki AB antijenik karbohidrat yapilar1 ve O kan grubuna
dontisiimleri (Chapanian et al., 2014).
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1.2 immobilize Enzimler

Biyokataliz, kimya endiistrisi i¢in yesil ve siirdiriilebilir siireglerin
gelistirilmesi agisindan birgok avantaja sahiptir (Sheldon, 2004; Sheldon et al.,
2007). Enzimler yenilenebilir kaynaklardan iiretilir ve dogal, biyouyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilir. Boylece metal katalizorlerinin kalintilarinin
triinlerden uzaklastirilmasina iligkin proseslerin - maliyetlerinden kagmalir.
Reaksiyonlar, yiiksek kemo-, regio- ve enantioselektifliklerde, ¢6ziicii olarak suda
iliml1 kosullar altinda (ortam sicakligi ve fizyolojik pH' da basing) gergeklestirilir.
Biyokatalitik sentezler genelde daha kiigiik pargali ve kademeli olarak ekonomiktir,
ayni1 zamanda daha az enerji yogunlugu vardir ve geleneksel organik sentezlere gore
daha az atik tretirler. Bu avantajlara ragmen, enzimlerin operasyonel ve depolama
istikrarinin  olmamasi, maliyetli geri kazanim ve geri doniisim ve iiriin
kontaminasyonu ticarilestirilmelerini engellenmektedir. Ancak bu engeller genelde
enzimin immobilizasyonu ile asilabilir. Immobilizasyon daha iyi depolama ve
operasyonel stabilite saglar, kolay uzaklastirilabilir ve yeniden kullanilabilir.
Dahasi, immobilize enzimler cilde niifuz edebilen serbest enzimlerin aksine
hipoalerjeniktir (Hanefeld et al., 2009; Sheldon, 2007).

Enzimler enerji, gida ve kimya endistrilerindeki ilgili biyoteknolojik
stireglerde Onemli bir rol oynamaktadirlar (Andualema and Gessesse, 2012;
Bornscheuer, 2014; Illanes, 2012). Bununla birlikte, sanayi diizeyinde karh
olabilmek icin, endiistriyel enzimler, kolay tasima ve calisma usullerine, stabilite
ve yeniden kullanima izin vermelidirler. Bu amagla, enzim immobilizasyonu
kaliteli endiistriyel biyokatalizorleri tiretmek igin bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmustir
(Singh et al., 2013).

Immobilizasyon, enzimlerin Katalitik aktivitesini koruyan, tekrar ve siirekli
kullanimma izin veren belirli bir boslukta enzimlerin smirlanmasi olarak
tanimlanmaktadir (Brena et al., 2013). Dahasi, kaliteli biyokatalizorleri elde etmek
icin enzimlerin immobilizasyonu diger kriterleri karsilamalidiwr. Herhangi bir
immobilize enzim, ayrilmaya ve yeniden kullanilmaya yardimci olmak i¢in hem
tasarlanmis katalitik olmayan gereklilikleri (sekil, boyut, kalinlik, uzunluk, vb.)
hem de hedef bilesikleri doniistiirmek igin tasarlanmuis katalitik gereklilikleri
(aktivite, se¢icilik, kararlilik, pH ve sicaklik optimumu, vb.) igermelidir (Cao et al.,
2003).
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Enzimlerin immobilizasyonu, reaktivitelerini degistiren sekil, saglamlik ve
agregasyon durumlarmi etkiler (Palomo et al., 2002). Bu nedenle, enzim
immobilizasyonu da enzim segiciligini modiile etmek icin kullanilmistir (Palomo,
2009; Mateo et al., 2007; Rodrigues et al., 2013). Immobilize enzimler serbest
enzimlere gore daha kullanish ve avantajli molekiillerdir. immobilize enzimlerin
serbest enzimlere gore iistiinliikleri Cizelge 1.5° de siralanmistir (Onal, 2000).

Cizelge 1.5 Iimmobilize enzimlerin serbest enzimlere iistiinliikleri (Onal, 2000).

» Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler (siizme, santrifiijleme vb.)

ve {rilinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.
» Cevre kosullar1 (pH, sicaklik vb.) karsi daha dayaniklidir.
» Birc¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir.
» Siirekli iglemlere uygulanabilir.
» Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.
> Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
» Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.
» Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterir.
» Enzimin kendi kendisini par¢alamasi (otoliz) olasilig1 azalir.
» Mekanistik ¢aligmalar i¢in uygundur.
» Otomatik islemlere imkan verir.

» Endiistriyel boyutta 6nemli bir ekonomi saglar, {iretim kayb1 azalir.

1.2.1 Immobilizasyon yéntemleri

Enzim immobilizasyonu i¢in fiziksel veya kimyasal etkilesime sahip
yontemler kullanilir. Fiziksel yontemler kullanildiginda, enzim, fiziksel olarak
destek yapis1 tarafindan baglandig1 veya sikistigi icin yapisal degisikliklere
ugramaz. En 6nemli avantaji, tutuklanmis veya kapsiillenmis immobilize enzimin

neredeyse dogal halini korur olmasidir; yeniden kullanilmasina izin vererek ve ¢ogu
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durumda enzim stabilitesinde bir iyilesme saglamistir (Matsumoto and Ohashi,
2003; Raviyan et al., 2003; Mazurenko et al., 2015). Bununla birlikte, ana
dezavantaj, destek ile enzim arasindaki birlesmenin ¢ok zayif olmasidir;
biyokatalizor sulu ortamda calisirken enzim kagisina neden olur. Adsorpsiyon,
tutaklanma ve kapsiilleme, fiziksel olarak immobilizasyonun daha temsili tiirleridir.
Buna karsm, kimyasal immobilizasyon protein yapisini degistirebilir, ¢ilinkii
enzimlerin sekilleri, rijitlikleri ve agregasyon durumlarimni degistirebilen kimyasal
baglarla destek ve / veya yiizeye baglanirlar (Cao, 2006). Genel olarak kullanilan
immobilizasyon yontemleri Sekil 1.10” da gosterilmistir.

IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

TASIVICTYA BAGLAMA CAPRAZ BAGLAMA ENKAPSULASYON

JELDE KANAIDA

=

Sekil 1.10 immobilizasyon yontemleri (Holmberg et al., 2014).

FIZIKSEL IYONIK KOVALENT
ADSORBSIYON BAGLAMA BAGLAMA

"

>

Enzimlerin bir destege kovalent baglanarak immobilizasyonu, proteinlerin
geri dondiiriilemez sekilde baglandigi bir ydntemdir. Immobilizasyonu
gerceklestirmek icin, proteinlerin ylizeyinde tipik olarak bulunan lizin gibi amino
asitlerin reaktif amino gruplar1 esas olarak kullanilir. Bu amino asitlerle, enzimlerin
destegin reaktif bir grubuna kovalent baglanmasi, oldukc¢a kararl bir kovalent bag
Olusturur. Epoksitler, enzim icindeki lizin amino gruplariyla reaksiyona giren
destekler tlizerinde ¢ogunlukla reaktif gruplar olarak kullanilirlar (Mateo et al.,

2007). Kovalent baglanma, diger immobilizasyon tiplerine kiyasla enzim ile destek
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arasinda en kuvvetli bag saglar ve enzimin destekten kagisini en aza indirebilir
(Cao, 2006). Yeniden kullanimina izin vermenin yani sira, desteklerin ¢ogu enzime
koruyucu bir bariyer saglar (Brady and Jordaan, 2009). Ancak, ¢ogu durumda,
kullanilan desteklerin yiiksek fiyatlara sahip olmasi nedeniyle, immobilize
biyokatalizorlerin tiretim maliyeti ylikselmektedir (Sheldon, 2011). Diger yandan,
tastyicisiz immobilizasyon veya kendi kendine immobilizasyon, iki enzim
molekiiliiniin bifonksiyonel ¢apraz baglayici ajanlar veya basit ¢capraz baglayicilar
araciligiyla bir destek kullanmadan baglanmasini saglamaktadir. Bu amagla en ¢ok
kullanilan bifonksiyonel bilesik, kiiclik bir dialdehit molekiilii olan glutaraldehit
(GA)' dir (Talekar et al., 2013). Kendiliginden immobilizasyonun bazi avantajlar1
sunlardir: Biyolojik katalizor kiitlesi bagina daha biiyiik hacimsel aktivite, artmis
spesifik aktivite, daha kolay tiretim, diisiik tiretim maliyetleri, daha ytiksek saflik,
daha az miidahale ve / veya kirletme ve daha diisiik kiitle transferi kisitlamalari
(Cao et al., 2003; Sheldon, 2007). Tas1yic1 igermeyen immobilize enzimler, yiiksek
verim ve lretim gerektiren islemlerde avantajli katalizorlerdir, burada enzimler

geleneksel kat1 destekler vasitasiyla stabilize edilmezler (Illanes et al., 2009).

Birgok immobilizasyon stratejisi olmasima ragmen, higbiri tiim siireclerdeki
tiim enzimlerin kisithiliklarini  asamamaktadir. Immobilizasyonun spesifik
stratejilerinin se¢imi, enzimin dogurdugu smirlamalar ve kullanilacag: siire¢ gibi
bircok faktdre bagli olacaktir. Dolayisiyla, en iyi enzim immobilizasyon tekniginin
secimi, uygulama taleplerine ve maliyet iiretimi ile immobilize biyokatalizoriin
dogrudan uygulanmasi tizerindeki potansiyel kullanimlar1 arasindaki dengeye bagli
olacaktir. Bu baglamda, capraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA) teknolojisi son on
bes yilda genis bir enzim yelpazesinde basartyla kullanilmistir ve enzim
immobilizasyonunda kolay, hizli, verimli ve uygun bir yaklasim oldugu
kanitlanmistir (Garcia-Galan et al., 2011).

1.2.1.1 Taswyic1 icermeyen immobilizasyon tiirleri, avantajlan ve
dezavantajlan

Tastyic1 igermeyen immobilize enzimler, bir destege ihtiya¢ duymazlar.
Genellikle capraz bagli enzimlerin (CLE), kristalize enzimlerin (CLEC) ve
agregatlasmis enzimlerin (CLEA) dogrudan capraz baglanmasiyla diretilirler
(Velasco-Lozano et al., 2015).

Bu yapilarin ilk raporu Quiocho ve Richards (1966) tarafindan tarif edilmis

ve ¢oziinmeyen protein baglantilarmin glutaraldehit gibi bifonksiyonel capraz
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baglayict kimyasal gruplar kullanilarak elde edilebilecegini bulmuslardir. Capraz
baglanmis enzimler (CLE) olarak bilinen bu bagl proteinler, katalitik aktivitelerini
korumustur. Baglant1 ileri diizeyde saflastirilmig enzimlerle yapildiginda, bagl
proteinler ¢apraz bagli enzim kristalleri (CLEC) olarak bilinirler (Quiocho and
Richards, 1964). Bununla birlikte, Quiocho ve Richards (1964)' in ¢alismasi
yaymlandiginda, immobilizasyon arastirmalarindaki ¢abalar, CLE' nin sergiledigi
diisiik aktivite ve stabilitesini koruma giiclinden dolayi, adsorpsiyon, tutuklama ve
kimyasal baglanma yoluyla immobilizasyona odaklanmistir (Sekil 1.11). Bu yapilar
1990'lh yillarda daha yogun bir sekilde incelenmeye baglanmistir (Cao, 2006;
Sheldon, 2007).
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Sekil 1.11 Enzim immobilizasyon yaklagimlari, geri doniisiimsiiz yontemler (Brena et al., 2013).

CLE, ¢ozeltideki proteinler ile olusturulur ve enzimler, 1 ile 100 pm
boyutlarina sahip ¢apraz baglayici bir madde ile birbirine baglanir. Dogal enzimlere
kiyasla, bu tiir biyokatalizorler termal stabilitelerini gelistirir, ancak pH, ¢apraz
baglama maddesi miktari, iyonik kuvvet ve sicaklik gibi cesitli faktorlere dikkat
edilmesini gerektirir. Bununla birlikte, CLE, dogal aktivite diisiik olmasi
(genellikle% 50'den az), zayif ¢ogaltilabilirlik ve diisiik mekanik stabilite gibi
dezavantajlara sahiptirler (Cao et al., 2003). Bu sakincalar, CLE' yi bir jel matrikse
veya membranlara sikistirarak kismen asilmistir (Thomas et al., 1974; Broun et al.,
1969; Khare et al., 1991).
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CLE ile birlikte, sert kosullar altinda yiliksek kararliligi nedeniyle sulu
olmayan ortamdaki biyotransformasyonlara uygun CLEC f{iretimine ydnelik
caligmalar yapilmistir (Quiocho, 1966). CLEC, capraz baglayici bir madde ile
birlikte baglanan kristal proteinlerdir. Sicaklik, pH, organik ¢dziiciiler ve proteolize
kars1 gelistirilmis mekanik dayaniklilik ve yiiksek stabilite saglamislardir (Sheldon,
2007; Gogoi et al., 2010; Roy and Abraham, 2006). Ornegin lipaz-CLEC, dogal
diisiik-pH gastrik kosullar1 altinda ilag iletimini iyilestirmek icin gelistirilmistir
(Hetrick et al., 2014). CLEC ile elde edilen katalitik aktivite, enzim Kristallerinin
boyutu kontrol ederek iyilestirilebilir. Kristal boyutunun minimize edilmesinin,
korunmus katalitik etkinligi arttirdigi  bulunmustur. Ancak, proteinlerin
kristallestirilmesi zahmetli adimlar gerektirir, bu da iiretim maliyetini arttirir (Brady
et al., 2004).

Kristalizasyon ile karsilastirildiginda, enzim molekiillerini bir araya getirmek
i¢cin daha ucuz bir yontem ve daha fazla ¢apraz baglama, tuzlari, organik c¢oziiciileri
veya noniyonik polimerleri ekleyerek proteinleri ¢oktiirmektedir (Sheldon, 2011;
Sheldon and Van, 2013). Bu fikir ilk olarak Sheldon’ un laboratuvarlarinda (Cao
et al., 2000) penisilin G amidazi ile yapilmis ve daha sonra CLEA Technologies
(Hollanda) tarafindan piyasaya siiriilmiistiir. Capraz baglanmis enzim agregatlari
(CLEA), kovalent olmayan bir sekilde baglanarak bir arada kalan kat1 partikiilleri
olusturan saflastirilmamis coktiirilmis enzimlerden elde edilir. Bu CLEA,
glutaraldehit gibi ¢apraz baglayici bir madde ile kovalent baglandiktan sonra kalic1
olarak ¢oziinmez hale gelir (Sheldon, 2007; Cao et al., 2000). CLEC ve CLEA, bir
destege baglanan biyokatalizorlere gore 10 ile 1000 kat daha fazla aktivite gosterir
(U g biyokatalizor) (Sheldon, 2007; Tischer and Kasche, 1999; Toral et al., 2007;
Alagoz et al, 2015; Zhou et al., 2015). Sonug olarak, tasiyici igermeyen immobilize
enzimlerin kullanilmasi, yiiksek tiiretkenlik ve verim, uzun siire kararlilik ve
destekler iizerinde geleneksel immobilizasyon yontemleri ile etkin sekilde stabilize
edilemeyen kararsiz enzimleri gerektiren prosesler i¢in faydali olabilir. Ayrica,
reaksiyon siiresini uzatmaksizin, yeniden kullanim sirasinda aktivite kaybini telafi
eden yiiksek miktarda enzimle reaktorleri beslemek miimkiin oldugundan,
tasiyicisiz immobilize enzimlerin kullanimi agik¢a avantajlidir (Cao et al., 2003;
Sheldon et al., 2013). Buna karsilik, destekler iizerinde hareketsiz kilian enzimler,
ayn1 doniigiim seviyelerini elde etmek i¢in reaksiyon siiresinin uzatilmasina neden
olan, reaktoriin % 10-20' sinden daha fazlasini isgal etmektedir (Illanes et al., 2006).
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1.2.2 Capraz bagh enzim agregatlar1 (CLEA)

Tastyiciya baglanma veya kapsiilleme, kaginilmaz olarak, katalitik olmayan
bir kiitlenin biiylik bir oraninin (toplamin % 90-99'u) uygulanmasi nedeniyle,
katalitik aktivitenin seyreltilmesine ve dolayisiyla daha diisiik tiretkenliklere (kg
enzim Uriini bagina) yol acar. Aksine, enzim molekiillerinin ¢apraz baglanmasi
tasiyict igermeyen bir yontemdir ve ortaya ¢ikan immobilize biyokatalizor yiiksek
oranda aktif enzim igerir. Protein yiizeyindeki reaktif NH> gruplar1 ile glutaraldehit
arasindaki reaksiyon sonucu proteinlerin ¢apraz baglanmasi ilk olarak 40 yil 6nce
gelistirilmistir (Sekil 1.12)(Cao et al., 2003). Bu gibi ¢apraz baglanmis enzimler
(CLE'ler), sulu bir enzim ¢o6zeltisinin bir sulu glutaraldehid ¢ozeltisi ile
karistirilmasiyla elde edilmektedir (Khare and Gupta, 1990). Bununla birlikte, CLE'
ler distik aktivite, zayif ¢cogaltilabilirlik ve diisiik mekanik stabilite sergilerken,
jelatinimsi dogalar1 nedeniyle islenmesi zordur. Dolayisiyla, bir tasiyiciya
baglanma enzim immobilizasyonu i¢in en yaygin kullanilan metodoloji haline
gelmistir. 1990'larin basinda Altus Biologics, endiistriyel biyokatalizorler olarak
capraz bagl enzim kristalleri (CLEC' ler) kullanimini tanitmistirlar. CLEC' lerin,
genis bir enzim araligi i¢in gecerli oldugu ve 1s1, organik ¢dziiciiler ve proteoliz ile
¢cOziinebilir hale gectigi ve daha fazla denatiirasyona ag¢ik olduklar1 goriilmiistiir.
Operasyonel kararliligi, kontrol edilebilir parcacik boyutu ve geri donilisim
kolayligi, yiiksek katalizor ve hacimsel iiretkenlikleri ile birlikte onlar1 endiistriyel
biyokataliz i¢in ideal bir hale getirmistir. Ancak, CLEC' lerin dogasinda olan bir
simirlamasi, yiiksek saflikta bir enzim gerektiren zahmetli ve masrafli bir prosediir
olan enzimin Kkristallestirilmesi ihtiyacindandir (St. Clair and Navia, 1992;
Margolin, 1996).
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NHs*—) Lizin artiklarinin serbest amino grubu

Sekil 1.12 Enzimlerin ¢apraz baglayici ajanlar ile etkilesimi (Yan et al., 2015).

Gegen yillarda kristallesmenin  belki de enzimin sulu tampondan

cokeltilmesi, son derece saf enzim gerektirmeyen basit ve daha ucuz bir yontemle
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degistirilebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu, ¢apraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA'
lar) olarak adlandirilan, yeni bir immobilize enzim sinifi gelistirilmesine yol
acmustir (Cao et al., 2000; Sheldon et al., 2005).

1.2.2.1 CLEA: Yontem

Proteinlerin sulu soliisyonlarina tuz veya suda karisabilir organik ¢oziiciiler
veya noniyonik polimerler eklenmesi, tersiyer yapisinin bozulmasima yol agmadan
kovalent olmayan bag ile bir arada tutulan fiziksel agregatlar olarak ¢okmesine
neden olur. Bu ¢okeltiye su ilavesi, enzimin ¢6ziinmesiyle sonuglanir. Aksine,
enzim ylizeyindeki reaktif gruplarin (6rn. lizin artiklarinin serbest amino gruplari)
glutaraldehit gibi bir bifonksiyonel ajan ile reaksiyona sokulmasiyla bu fiziksel
agregatlarin ¢apraz baglanmasini saglar ve bu agregatlar Katalitik aktivitelerini
muhafaza ederek kalici olarak ¢oziinmez hale gelirler. Coktiirme, enzim
saflastirmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontem oldugu i¢in, CLEA olusumu
esasen saflastirma ve immobilizasyonu tek bir islem halinde birlestirir (Sekil 1.13)
(Lopez-Serrano et al., 2002).
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gluataraldehit
2. Yikama
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Capraz-Bagh Enzim
Agregatlan (CLEA)

Sekil 1.13 Organik bir ¢ozgen igerisinde CLEA'nin hazirlanma islemi (Lopez-Serrano et al., 2002).

Glutaraldehit, genellikle ucuz oldugu ve ticari miktarlarda kolayca
bulunabildigi i¢in tercih edilen bir ¢apraz baglayici ajandir. Yillarca proteinler igin
capraz baglayici olarak kullanilmigtir (Walt and Agayn, 1994; Wine et al., 2007).
Lakin kimyasi karmasiktir ve tam olarak anlasilamamistir (Walt and Agayn, 1994).
Capraz baglama, komsu enzim molekiillerinin yiizeyi izerindeki lizin artiklarinin
serbest amino gruplarmnin, glutaraldehidin aldol kondensasyonundan kaynaklanan
oligomerler veya polimerlerin reaksiyonu yoluyla olusur. Bu, Schiff baz olusumunu
ve a,B-doymamis aldehit pargalarina Michael tipi 1,4 ilave etmeyi gerektirebilir.
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Capraz baglamanin derecesi karisimin pH' sina baghdir (Wine et al., 2007). Daha
az karmasik kimyay1 igeren diger dialdehitler de ¢apraz baglayic1 olarak
kullanilabilir. Baz1 enzimlerle 6rnegin nitrilazlarla bazen, glutaraldehit ¢apraz
baglayict olarak kullanildiginda diisiik veya hi¢ aktivite korunumu
gozlemlenmemis, ancak g¢apraz baglayici olarak geri doniisiimsiiz amin baglari
olugturmak i¢in Schiff baz boliimlerinin sodyum borohidriir ile indirgenmesinin
ardindan dekstran polialdehid kullanilarak iyi aktivite geri kazanimi elde edilmistir
(Mateo et al., 2004). Galaktozun galaktoz oksidaz ile katalizlenmis aerobik
oksidasyonu ile olusturulmus olan galaktoz dialdehid de potansiyel bir protein
capraz baglayici olarak onerilmistir (Schoevaart and Kieboom, 2002).

Her enzim, farkli sayida lizin kalintis1i sahip olan farkli bir molekiil
oldugundan, her enzimin ¢apraz baglanma kosullarinda farkli davranis
gostermesini beklenir. Aslinda, ¢apraz baglanma az lizin kalintilar1 igeren veya hig
bulunmayan enzimler ile etkisiz olabilir ve sulu ortamda kagaklara kars1 kararsiz
olan CLEA' lara yol acabilir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in basariyla
kullanilan bir yaklagim, enzimin koagregatlarinin polietilenimin gibi bir poliamin
ile ¢apraz baglanmasidir (Lopez-Gallego et al., 2005).

Yukarida da bahsedildigi gibi, CLEA yontemi bir¢ok calismada etkin bir
sekilde kullanilmistir. Cizelge 1.6° da enzim agregatlarmin kullanildigi gesitli

yaklasimlar kisaca 6zetlenmistir.

Cizelge 1.6 Enzim agregat tipleri (Roy et al., 2017).

Agregat Tipi Ozelligi

Bu agregatlar oldukca yiiksek aktiviteyi
korurlar ve orta derecede yiiksek sicaklik ve
Coziinmeyen amorf Kimyasal agregatlar yardimci organik ¢oziiciiler gibi denatiire edici
kosullar altinda biraz daha gelismis kararlilik
gosterirler.

Bu yaklasimda protein, ¢okelti formunda
mevcut oldugunda capraz baglanir. Bu strateji,
biyolojik aktivitenin daha yiiksek diizeyde
tutulmast (¢ok sayida ornekte % 100),
parametrelerin (kimyasal agregat olusumu,
Capraz bagh enzim agregatlar1 (CLEA) capraz baglayici miktari, sicaklik, pH ve iyonik
kuvvet gibi birka¢ faktor arasinda hassas bir
denge gerektirir) daha kolay kontrol
edilmesiyle daha iyi tekrarlanabilirlik ve
denatiire kosullara karsi daha yiiksek mekanik
stabilite ve kararlilik sunar.
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Cizelge 1.6 Enzim agregat tipleri (Roy et al., 2017) (devam).

Polimer katkih CLEA

Enzimin polietilenimin  (PEI) veya PEI-
dekstran  siilfat  kanigimlariyla  birlikte
¢oOkeltilmesi ile olusturulur. Bu, enzimin
aktivitesi, Ozgiinliigii ve enantioseciciliginde
onemli degisiklikler meydana getirir. Bu
yaklasim, yiizeylerinde diisik sayida lizine
sahip enzimlerin CLEA' larmin hazirlanmasi
i¢in kullanilabilir

Proteik besleyici olarak sigir serum
albumini (BSA) ile CLEA

BSA ilavesi, enzim preparatindaki protein
konsantrasyonunun diisiik oldugu ve / veya
enzim aktivitesinin, agregatlar elde etmek igin
gereken yiiksek glutaraldehit
konsantrasyonuna karsi savunmasiz oldugu
durumlarda, CLEA' larin elde edilmesini
kolaylastirir.

Capraz bagh baskih agregatlar (CLIP)

Farkli ¢oktiiriiciiler, genis ¢apraz baglanma ile
"dondurulmus" farkli enzim
konformasyonlarna neden olur. Bu ilging
yaklagima c¢apraz baglh baskili (CLIP) yaklagim
denir.

Kombi-CLEA yaklagimi, CLEA' y1 ¢ok

Kombi-CLEA basamakli doénitisiimler igin ¢oklu enzim
kompleksine doniistirmeyi amaglamaktadir.
Bu yaklagimda, CLEA, basamakli olmayan

Cok amach CLEA reaksiyonlari katalize etmek icin birka¢ enzim

aktivitesi icerebilir.

Ici bos fiber zarinin melez biyoreaktorii ve
lakkazin CLEA' lan

Aromatik farmasétiklerin uzaklastirilmasinda
atik su aritimi igin kullanilir.

Kitosan kullamilan lakkaz CLEA

Kitosan, karbodiimid birlesimi  yoluyla
enzimin karboksil gruplari arasina sokulmak
lizere bir uzatici olarak kullanilmistir. Termal
stabilite artmuis, ancak kimyasal denatiirasyona
kars: stabilite saglanilamamistir.

Capraz baglayici olarak rekombinant V.
spinosum tirozinazinin kullanimi

Lizozim ve CAL B gibi kompakt globiiler
proteinlere fenol ilavesi, tirozinaz eklenerek
CLEA' larin olusumunu kolaylastirmistir.

Hizh PREP CLEA' lar

N-asetil muramik asit-aldolaz CLEA' lar,
karsilikli bir bozucu (Hizli PREP) dispersiyon
halinde aldolaz aktivitesinde iki kat artig
meydana getirmistir.

CO:-genisletilmis misel ¢ozeltilerinde
sentez icin CLEA' lar

Trypsin, CO, ile genisletilmis ters misel
¢ozeltilerinde ¢okeltilmis ve sonra dendritik
CLEA' lar vermek iizere capraz baglanmstir.
Bu yontemle elde edilen CLEA' larin aktivitesi
geleneksel yontemle elde edilenlere kiyasla
gelistirilmistir.
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Cizelge 1.6 Enzim agregat tipleri (Roy et al., 2017) (devam).

Fenilalanin amonyakinin yeni melez manyetik
capraz bagli enzim agregatlari, enzim
agregatlarinin manyetit nanopargaciklarinin
Rhodotorula glutinis‘ten fenilalanin birlikte  agregasyonu ve daha sonra
amonyum liyazimin melez CLEA' s1 glutaraldehitle capraz baglanmasiyla
gelistirilmistir. HM-PAL-CLEA\' lar, harici bir
manyetik  alan kullanarak  reaksiyon
karisimindan kolayca ayrilabilir.

MSG-CLEA' lar, , sicaklik ve denatiirantlar
gibi ¢esitli deaktivasyon kosullarina karsi
miikemmel enzim stabilitesini sergilemistir ve
ayn1 enzimin serbest PAL ve geleneksel CLEA'
lara kiyasla daha yiiksek depo kararlilig:
gOstermistir.

Bunlar, enzim agregatlarinin, manyetik alan
kullanarak reaksiyon karigimindan ayrilabilen
amino islevsellestirilmis manyetit
nanopartikiillerinin kimyasal capraz
baglanmastyla hazirlanmustir. {1k aktivitenin %
100'd manyetik CLEA' larda, buna karsin alfa
amilaz CLEA' larinda lizin artiklarinin diistik
olmasi nedeniyle sadece % 45'i bulunmustur.
Lipaz, dnce amonyum siilfat kullanarak silika
gozeneklerinde ¢oktiiriilmiis ve daha sonra
glutaraldehit ile c¢apraz baglanmigtir. Bu
3D diizenine sahip, makro gozenekli silika CLEA' lar, milkemmel termal ve mekanik
icine sikisan CLEA' lar stabilite sergilemis, organik ve sulu fazda 16
giin  calkalandiktan sonra  baglangictaki
aktivitenin =~ % 85" inden = fazlasmi
koruyabilmistir.

Ketorediiktazlar tarafindan katalize edilen
degerli kiral alkollerin sentezinde kofaktor
rejenerasyonu, bu CLEA' lar ile daha etkin bir
Ketorediiktaz ve D-glukoz dehidrojenazin sekilde miimkiin olmustur. Ketorediiktaz ve D-
kombi CLEA' lar1 glukoz dehidrojenazin  kombi-CLEA' lari,
substrat etil 4-kloro-3-oksobiitanoatin (COBE)
tekrar tekrar etkin bir sekilde dontstiiriilmesini
saglamistir.

Mikro gozenekli silika jelde (MSG-CLEA'
lar) fenilalanin amonyum liyazinin CLEA'
s1

Alfa amilazin manyetik CLEA' lan

1.2.2.2 Optimizasyon protokolleri

CLEA preparatlarmin optimizasyonu, sicaklik, pH, konsantrasyon, karigtirma
orani, ¢oktiirme ajani, katki maddeleri ve g¢apraz baglayici ajan gibi degisken
parametrelerin etkilerinin incelenmesini igerir. Coktiiriiciiniin dogasi, ongdriilen
sekilde aktivitenin iyilesmesi lizerinde onemli bir etkiye sahiptir ve bu nedenle,
polietilen glikoller (PEG' ler) gibi polimerlerin suda ¢o6ziinebilir tuzlarin ve organik
coziiciilerin taranmasi gereklidir. Coktiiriictilerin ilk taramasinda, olusan agregat
miktar1 belirlenir ve daha sonra sulu tamponda yeniden ¢éziindiiriiliir ve aktiviteleri
Olctiliir. Agregatlar, tamponda yeniden ¢oziindiiklerinde tutulmayan, ancak ¢apraz

baglandiklarinda korunacak olan, olumsuz bir konformasyonda enzim igerebilirler.
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Dolayisiyla, capraz baglamada daha ileri tarama i¢in iyi agregat verimi saglayan
birkag¢ ¢oktiiriicii ajan segilmesi onerilir (Sheldon, 2011).

CLEA c¢oktlirmesinin ilk asamasinda, enzimlerin fiziksel agregatlarinin
olusumuna neden olacak ¢oktiiriiciiler eklenir. Coktiiriiciiler ya inorganik tuzlar ya
da organik ¢oziiciiler olabilir. Bunlarin birincisi, enzimlerin hidrasyon durumunu
degistirerek veya enzimlerin elektrostatik iticiligini en aza indirerek caligir
(Burgess, 2009). Ikincisi, ortamin dielektrik sabitinin azalmasi ve suyun organik
¢oOziicii tarafindan kademeli olarak yer degistirmesi nedeniyle protein etrafindaki
¢cozgen tabakasmnin azalmasi nedeniyle calisir (Aehle, 2007). CLEA' larin
hazirlanmasinda ¢ok cesitli ¢oktiiriiciiler kullanilmistir. Cizelge 1.7° de ¢apraz
baglanmadan Once ve sonra 12 enzimin enzim agregatlarinin aktivitelerine
coktiiriiclilerin etkileri gosterilmektedir. Yiiksek iyonik giicii, dielektrik sabiti ve
hidrofilik 6zelliklerinden dolayr amonyum siilfat, asetonitril, tert biitil alkol ve
polietilen glikol (PEG) en sik kullanilan ¢oktiiriiciilerdir (Burgess, 2009). Buna
karsilik, metanol, dimetilformamid (DMF) ve dimetil siilfoksit (DMSO) enzim
aktivitelerinin kaybina neden olmustur (Schoevaart et al., 2004).

Cizelge 1.7 Cozinmiis agregatlarin % 90 (v/v)’ lik ¢oktiiriicti kullanildiktan ve ¢apraz baglandiktan

sonra aktivitesi (Schoevaart et al., 2004).

Chlketiiriici ($0%3) Cald CalBE TIL Eml GOx GalOx Lakkaz pfGal Tnpsan ADH FDH Fitaz

1 Tampon 1040 100 100 100 100 100 104 100 104 100 100 100
2 Metanal 3 64 43 21 0 3 0 0 52 0 2 19
3 Etanal 43 L 258 187 15 19 47 0 135 1 n W
4 1-Propancl 48 i0 1510 223 8% 83 85 B 129 1 13 66
5 }-Propancl 43 77 1689 95 04 100 9% 82 144 f 55 9%
] rerr-Banl alkol 142 100 179 934 116 107 139 oo 148 13 o0 33
7 Aseton 07 52 178 6 ™ 7 38 63 185 4 9 M
& Asetonitnl e 75 561 428 116 93 27 g8 151 b | B 79
9 DME 231 100 1013 561 113 38 18 mo4a 7 o9
10 Eul lakta: 86 19 108 14 127 93 108 g8 142 4 123
11 Dovgun (NHe:50: 101 131 113 133 W01 74 139 23 186 100 g 32
i? DME 6 12 62 3 1 1 i 0 85 I 0 19
13 DMSO = 0 ®m 43 2 0 0 0 131 0 0 5
14 PEG 115 138 141 102 114 32 186 100 153 44 g1 B0
Capraz baglama sonras: 263 177 327 934 100 95 11 100 51 20 7 100

Lakkaz enzimi i¢in, amonyum siilfat, tert-biitil alkol ve PEG iyi ¢oktiiriiciiler
olarak diisiiniilmiistiir, ¢iinkii lakkazin aktivitesi ¢oktiikten sonra artmustir. Ote
yandan, DMF, DMSO ve metanol, lakkaz aktivitesinde dnemli bir kayba neden
olduklar igin kotii ¢oktiiriiciilerdir. Asetonitril ¢oktiiriicii olarak kullanildiginda,
lakkazin yalnizca % 27' sinin etkin kaldig1 kaydedilmistir. Bununla birlikte, ayni
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coktiirtici glukoz oksidazin (GOXx) hiperaktivitesine (% 116) yol agmuistir.
Amonyum siilfatta da benzer sonuglar goézlemlenmistir. Lakkaz ve glukoz
oksidazin agregatlarinin aktivitelerinin % 139" u ve % 101' i kalmis, fitaz ve
galaktoz oksidaz (GalOx) sirasiyla % 52 ve % 74 aktivite gostermislerdir. Test
edilen alkoller arasinda tert-butil alkol, birgok enzim agisindan CLEA olusturmak
icin iyi bir ¢oktiiriicii olarak kabul edilebilirken, metanol ¢ogu durumda aktivitenin
tamamen kaybma neden olmustur. Metanol (% 18) ile tert-butil alkol (% 91)
arasindaki aktivitenin farki, metanolden (-0.69) (Hansch et al., 1995) tert-butil
alkole (0.58) (Hansch et al., 1995) artan hidrofobiklik ve enzimlerin hidrasyon
durumunun degistirilmesi i¢in azalan kapasite ile agiklanabilir. Enzimlerin
hidrasyon durumundaki degisiklikler, enzimin konformasyonunu ve aktivitesini
olumsuz bir sekilde etkileyebilir (Zhen et al., 2013).

Coziinmiis agregatlarin aktivitesinin, CLEA' larda immobilize enzimlerin
korunmus aktivitelerinden farkli olabilecegi unutulmamalidir. Cizelge 1.7' de
gosterildigi gibi, ¢Oziilmiis agregat ve CLEA' larda ki enzimlerin korunan
aktivitesinin diismesi tiim 6rneklerde gdzlenmistir. Ornekler i¢in, ¢dziilmiis agregat
ve CLEA' larda PEG ile ¢oken lakkazin aktiviteleri baslangig¢ aktivitesinin % 186’
s1 Ve gapraz baglama sonras1 % 50’ sidir. Benzer sonuglar glukoz oksidazda (% 114
ve % 100) gozlenmistir (Schoevaart et al., 2004).

Amonyum siilfat CLEA preparatlar1 i¢in yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, bazi calismalar amonyum siilfat ile c¢apraz baglayicilar arasindaki
reaksiyonun kat1 agregatlarin olusumunu durdurabilecegini bildirmistir. Ozellikle,
Ribeiro ve Rabaga (2011), naringinaz ¢dzeltisine amonyum siilfat ilave edildiginde
cokelti olusmadigini bildirmistir. Bu c¢ozeltiye glutaraldehit ilave edildiginde
glutaraldehit ile amonyum siilfat ve / veya proteinler arasindaki reaksiyona bagli
olabilen saridan kahverengiye bir renk olusmustur. Sulek ve ark. (2011), amonyum
siilffatin yaban turbu peroksidazi (HRP) ¢oktiirmesinde etkin olmayan roliini
bildirmiglerdir. % 90 doygunluktaki amonyum siilfat ekledikten sonra agregat
bulunamamuis ve 3 saat inkiibe edilmistir.

Coktiiriiclilerin tiiriine ek olarak, ¢oktiiriici konsantrasyonlart CLEA' larin
geri kazanim aktivitesini de etkiler. Agregat i¢indeki enzimlerin kalan aktiviteleri,
coktliirme ve denatiirasyon arasindaki rekabetin bir sonucudur. Cokme yavas
oldugunda enzim, yapisina uygulanan giiclii kuvvet nedeniyle denatiire edilebilir
(Schoevaart et al., 2004). Cokme daha hizli ger¢eklesirse enzim supramolekiiler

yapilarin olusumu daha kolaydir ve enzimin denatiirasyonu sinirhidir. Cizelge 1.7,
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enzimlerin ¢oktiiriilmesi igin % 90 amonyum siilfat doygunlugu kullanildiginda,
farkli enzimlerin CLEA' larinin nispeten yiiksek aktivitede kaldigmi gostermistir.
Bu ¢alismada aragtiricilar, amonyum siilfat konsantrasyonunun CLEA' da glukoz
oksidazin kalan aktivitesi iizerindeki etkisini vurgulamislardir. Glukoz oksidazin
aktivitesi, % 90 amonyum siilfat doygunluklar1 ile ¢oktiiriildiigiinde yiiksek
olmustur. Aksine, diisiik konsantrasyonda ¢oktirme (< %70 amonyum siilfat
doygunluklar1) kullanildiginda kismi denatiirasyon ve eksik ¢okelme bildirilmistir
(Schoevaart et al., 2004).

Aytar ve ark. (2008), lakkaza ¢ok benzer 6zelliklere sahip bir bakir bagl
oksidaz olan tirozinaz CLEA’ sinin olusumunu bildirmislerdir. Calismalarinda
amonyum siilfatin, CLEA' da tirozinazin kalan aktivitesi lizerine etkisi rapor
edilmistir. Tirozinaz CLEA’ s1 yiikksek amonyum siilfat konsantrasyonlarinda
neredeyse tiim aktivitesini korumustur. Ayrica, agregat morfolojisinde degisme
oldugu bildirilmistir. Diisiik bir amonyum siilfat konsantrasyonunda (% 40
doygunluk), CLEA kaba taneli ve daha az yapiliyken, buna karsilik % 80
doygunlukta ince taneli ve daha gbzenekli yapilar gézlenmistir. Tikel ve ark.
(2013), baska bir oksidorediiktaz olan katalaz {izerine ¢Oktiiriicti konsantrasyonun
etkisini bildirmistir. Amonyum siilfat konsantrasyonunu % 50" den % 70' e
artirarak, CLEA' daki katalazin etkinligi % 30 arttirilmistir.

CLEA' larda enzimlerin kalan aktivitesi {izerinde organik solvent
konsantrasyonunun etkileri de bildirilmistir (Zhao et al., 2008; Kaul et al., 2007).
Zhao ve ark. (2008), CLEA' da immobilize lipazin aktivitesinin artan aseton
miktarina bagl olarak arttigini bildirmislerdir. Kaul ve ark. (2007), artan gesitli
organik ¢oOziicii konsantrasyonlar1 ile nitrilaz aktivitesinin artis gosterdigini ve
nitrilaz CLEA’ sinm izopropil alkol (% 85, v/v) kullanarak kendi dogal aktivitesinin
% 95 ini korudugunu belirlemislerdir. Ote yandan, ¢oktiiriiciiniin lipaz pargacik
boyutu tiizerindeki etkisinin olusum siireci, Yu ve arkadaslar1 tarafindan
bildirilmistir (Yu et al., 2006). Lipaz CLEA’ sinin pargacik boyutu amonyum siilfat
fraksiyonundan etkilenmistir. Genel olarak, daha yiiksek konsantrasyonda bir
coktiiricii kullanmak, enzimlerin konformasyonel degisimini smirlar ve yiiksek

aktivite geri kazanimiyla birlikte tam agregasyon saglar.

Coktiirme zamani bu siirecte dnemli bir parametredir. Bu parametrenin tam
kontrol edilemediginden bahsetmek gerekir. Ornegin, Matijosyté ve ark. (2010),
coktiiricti maddeleri ve lakkaz ¢ozeltisini 1 saat karistirarak lakkazin ¢okeldigini
bildirmiglerdir. Canaba ve ark. (2007), lakkazin ve ¢Oktiiriiciilerin 16 saat inkiibe
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edildigini bildirmiglerdir. Ayni1 ¢alisma grubu bir ¢oktiiriicti ile yalnizca 2 saat
inkiibe ederek CLEA lakkazi olusumunu bildirmistir (Kumar et al., 2014). Bu
gruptaki bir baska caliymada, lakkaz, aseton ile 90 dakika karistirilarak
¢okeltilmistir (Arca-Ramos et al., 2016). Enzimlerin bir kag¢ saat organik ¢oziiciilere
daldirilmas1 enzim konformasyonlarinda ve aktif alanlarin denatiirasyonunda
degisikliklere neden olabilir (Pchelintsev et al., 2009; Bidmanova et al., 2014).
Sulek ve ark. (2011), aseton i¢ine 40 dakika daldirma nedeniyle HRP aktivitesinin
azaldigin1 bildirmiglerdir. Coktiirme kosullarini kontrol etmenin, daha kii¢iik
agregat elde edilmesine ve glutaraldehidin ¢oktiiriilmiis enzim kiimelerine niifuz
etmesini azaltmasma ve ayni zamanda tniform CLEA pargaciklarmin elde
edilmesine yardimci olabilecegi Onerilmistir. Coktiirme siiresinin  kontrolii,
hidrofobik ¢o6ziiciilerin neden oldugu enzim konformasyonunun degigsimini

korumaya yardimci olabilir.

Ozetle, farkli konformasyon ve ozelliklerinden dolay: farkli enzimlerin
CLEA preparatlar1 igin birka¢ ¢oktiiriici kullanilabilir. Organik solventlerin
enzimlerin aktivitesi lizerindeki etkileri hidrofobik 6zelliklerine baghdir. Hizl
¢Oktiirme, enzimlerin denatiirasyonunu tam agregasyon ile sinirlar. Saglam ve aktif
CLEA' lar i¢in ¢oktiiriiciilerin uygun sekilde taranmasi ve konsantrasyonlarinin
optimize edilmesi ve c¢oktiirme siiresinin uzatilmasi gereklidir. Su anda,
uygulanabilir ¢oktiiriiciiniin ve konsantrasyonunun se¢imi genellikle ampiriktir
(Schoevaart et al., 2004; Zhao et al., 2008; Aytar and Bakir, 2008; Tiikel et al.,
2013; Sheldon, 2011).

Capraz baglayici ile enzim arasindaki oran agik¢a dnemli bir faktérdiir. Oran
cok diistikse, yeterli gapraz baglanma meydana gelmez ve ¢oziinmeyen CLEA' lar
olusmaz; eger ¢ok yiiksek ise ¢ok fazla capraz baglanma meydana gelir ve enzimin
aktivitesi i¢in gerekli esnekligin tamamen kaybolmasina neden olur. Her enzim,
cesitli lizin kalintilarini igeren essiz bir yiizey yapisina sahip oldugundan, optimum

oran her enzim i¢in belirlenmelidir (Sheldon, 2011).

Capraz baglayicinin enzime orani, CLEA' larin pargacik boyutunun
belirlenmesinde de 6nemlidir (Yu et al., 2006). Partikiil boyutu, biiyiik 6lgekli
uygulamalar acgisindan onemli bir 6zelliktir; ¢linkii operasyonel kosullar altinda
dogrudan kiitle transferi ve filtreleme 6zelliklerine etki eder. CLEA' larin tipik
partikiil boyutu 5-50 um' dir ve filtreleme 6zelligi batch islemler i¢in genellikle
yeterlidir. Bununla birlikte, baz1 biiyik o6lgekli uygulamalar icin, reaksiyonu,

biyokatalizér dolu bir yatak iizerinde siirekli bir ¢alisma modunda gerceklestirmek
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gerekebilir. Bu, kolon iizerinde biiyiikk bir basing diislisiinden kaginmak igin
nispeten biiyiik partikiiller gerektirir. Artan partikiil boyutu ve mekanik stabiliteye
sahip CLEA' larin hazirlanmasina yonelik bir yaklagim, bunlar1 bir polivinil alkol
matrisinde (Lentikats olarak adlandirilir) kapsiillemektir (Wilson et al., 2004).

CLEA' larm Onemli bir avantaji, ¢ok zayif enzim ekstraktlarindan,
muhtemelen dogrudan fermantasyon ile elde edilen 6ziitlerden hazirlanabilmesidir.
Bununla birlikte, bazen diisiik protein icerikli enzim preparatlarindan CLEA
olusumunu saglamak zordur. Bu gibi durumlarda, CLEA olusumu, proteik besleyici
olarak adlandirilan sigir serum albiimini (BSA) gibi ikinci bir proteinin
eklenmesiyle desteklenebilir (Shah et al., 2006).

Capraz baglama isleminin bir diger 6nemli parametresi, CLEA' larda
immobilize enzimlerin kalan aktivite oranimni1 maksimuma ¢ikarmak igin optimize
edilmesi gereken capraz baglanma siiresidir. Capraz baglanma siiresinin, olusan
enzim preparatinin mikroyapi yapisal diizenini ve enzimlerin katalitik 6zelliklerini
etkiledigi bulunmustur (Sulek et al., 2011; Pchelintsev et al., 2009; Cui et al., 2012).
Enzimler ve glutaraldehid arasindaki ¢apraz baglanma siiresi genis bir aralikta
(birkag¢ saniye ila saat arasinda) degisir (Migneault et al., 2004). Kisa ¢apraz
baglama siiresinde yetersiz ¢apraz baglanma ve kotii CLEA' nin operasyonel
istikrar1 gézlemlenmistir. Diistik ¢apraz baglayici konsantrasyonunda ve uygun bir
capraz baglama zamaninda, CLEA' Ilar Kkalan aktivitesini maksimum
gergeklestirebilirler. Daha yliksek bir ¢capraz baglayici konsantrasyonu ile, verimli
capraz baglanmay1 elde etmek daha kisa zaman alabilir. Asir1 ¢apraz baglanma,
enzimlerin uzun bir c¢apraz baglanma zamam i¢in asm1 glutaraldehid
konsantrasyonu ile ¢apraz baglandigi zaman gézlenmistir (Talekaret al., 2013;
Illanes et al., 2009; Zhenget al., 2011).

1.2.2.3 Capraz baglanmanin kimvasal dogasi ve en fazla Kullanilan

capraz baglayicilar

Glutaraldehit (GA), CLEA' nin hazirlanmasi i¢in en sik kullanilan c¢apraz
baglayict ajandir, ¢linkii yiiksek doniisiim etkinligi saglar, bunun yaninda diisiik
maliyetli ve pazarlanabilirligi yiiksektir (Sheldon, 2011). Bununla birlikte,
nitrilazlar gibi baz1 enzimler, bu dialdehidi ¢apraz baglayici ajan olarak kullanirken
aktivite geri kazanimi ¢ok diisiik veya hemen hemen sifirdir (Sheldon, 2007). Mateo
ve ark. (2004), biiyiik bir polialdehid molekiiliinii (dekstran polyaldehit) test
etmistir. Bu capraz baglayici ile olusturulmus CLEA, GA ile yaygin olarak
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olusturulanlara kiyasla daha yiiksek aktivite (10-90 kat) sunmustur. Dahasi, GA ile
capraz baglanmis nitrilazlarin CLEA' s1, aktivitesini tamamen kaybetmistir. Bu etki,
proteinin igerisine girmeyi ve onun tersiyer yapisini yok etmeyi basaran ajanin
kiigiik boyutuna (0.1 kDa) dayandirilir ve boylece aktivite tamamen kaybedilmistir.
Ikinci etki, uzun zincirli bir polimer olan dekstran polialdehitle (100-200 kDa)
gozlenmemistir. Bununla birlikte, daha az denatiire edici olmasina ragmen,
dekstran polialdehit (DP) her zaman GA' dan {istiin degildir. Valdés ve ark. (2011),
GA ve DP ile ¢apraz baglanmig Burkholderia cepacia lipaz PS' nin CLEA' sinin
aktivitesi, boyutu, stabilitesi ve yeniden kullanilabilirligini karsilastirarak,
glutaraldehidin, daha kii¢iik, diizgiin capraz baglanmis, aktif, kararli ve yeniden
kullanilabilir biyokatalizérleri olusturdugunu ve daha biiylik dekstran polialdehid
ile elde edilenlerden daha iyi olduklarini rapor etmislerdir.

Diger capraz baglayici ajanlar1 GA' dan farkli bulan az sayida ¢aligma
mevcuttur. Bunlarin arasinda, Mateo ve ark. (2004) ilk kez dekstran polialdehid
kullanmiglardir. Mileti¢ ve Loos, (2009) kullanilan diepoksitin ¢apraz baglanma
derecesi ve zincir boyutunun enzimin termostabilitesine bagl olan farkli zincir
uzunlugundaki diepoksitleri kullanarak CalL-B lipazin CLEA' sin1 hazirlamislardir.
Wang ve arkadaslar1 (2011), GA ile hazirlanan CLEA' ya kiyasla, Geobacillus sp.
'nin rekombinant lipazinin ¢apraz baglayici ajan olarak p-benzokinonun 50°C' de
90 dakika boyunca kullanilmasiyla termostabiliteyi bes kat arttigini bildirmislerdir.
Benzer sonuglar yiiksek biyouyumlu peroksidaz ve iireaz-CLEA' siin hazirlanmasi
icin gapraz baglayici olarak L-lizinin kullanilmasiyla elde edilmistir (Ayhan et al.,
2012). Bununla birlikte, tiim bu ¢apraz baglayic1t maddeler, protein-amino gruplari
ile capraz baglayici maddelerin reaktif grubu arasindaki kovalent baglarin
olusumuna dayanmaktadir. Talekar ve ark. (2014), pektinin glukoamilaz i¢in GA'
ya gore daha uygun bir ¢apraz baglayici oldugunu gostermis; GA-CLEA' ya kiyasla
daha aktif ve kararh pektin-CLEA elde etmistir.

Bagka bir ¢alisma da, lakkaz-CLEA’ s1 (Arsenault et al., 2011) i¢in ¢apraz
baglayici olarak karboksille aktive edilmis protein amino gruplarinin kitosan ile
capraz baglanmasi ve lipaz-CLEA i¢in polietileniminlerin (Velasco-Lozano et al.,
2014) capraz baglanmasidir. Proteinlerin karboksil ile aktiflestirilmis capraz
baglanmasi, karboksil gruplarmin amino gruplarina goére daha bol olmasi avantajina
sahiptir. Boylelikle protein rijitliginin ve termal kararliligin artmasi ile daha yiiksek
kimyasal modifikasyon derecesine ulasilir (Velasco-Lozano et al., 2014; Galvis et
al., 2012).
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Ote yandan, c¢apraz baglama maddesinin konsantrasyonu, c¢apraz
baglanmanin derecesini diizenler ve bu nedenle, CLEA' nin son yapisini degistirir;
bu da CLEA’ nin aktivitesini ve stabilitesini etkiler. Wilson ve ark. (2009), capraz
baglanma derecelerindeki fazlaligin, sefaleksin {iretimi i¢in hazirlanan penisilin
acilaz CLEA’ larinmin verimliligini, stabilitesini ve performansini diisiirdiglini
bulmuslardir. Majumder ve ark. (2008), Pseudomonas cepacia lipazinin CLEA
aktivitesinin, stabilitesinin ve enantiyoseciciliginin farkli GA konsantrasyonlari
kullanilarak 6nemli derecede modifiye edilebilecegini gostermistir. Bulgulari, daha
yilksek bir ¢apraz baglanma derecesinde CLEA' nin termostabilitesinde artig
oldugunu gostermis; bununla birlikte, aktivite ve enantio segiciligi, enzim
rijitliginin yiiksek derecesi nedeniyle tehlikeye girmistir. Ayrica, CLEA' nin
morfolojisinin, konsantrasyonunu arttirarak artan ¢apraz baglanma derecesine bagl
oldugunu ve daha diisiik katalitik aktivite ile sonug¢lanan molekiiliin rijitlik
derecesini arttirdigini kanitlamiglardir. Buna ek olarak ¢apraz baglama zamani ve
sicakligt CLEA' nin nihai etkinliginde de gegerlidir, ¢linkii daha uzun zamanlar
(Cruz et al., 2012; Kim et al., 2013) ve yiiksek sicakliklar (Arsenault et al., 2011;
Yang et al., 2012) daha yiiksek capraz baglanma derecelerine yol agar, dolayisiyla
bu 6zelligi degistirir. pH da, capraz baglama asamasinda onemli bir rol oynar,
clinkii GA, ortamin pH kosullarina bagli olarak monomerik veya polimerik
formlarda olabilir. GA' nin alkali ve asidik kosullar altinda capraz baglama
asamasinda elde edilen reaksiyonun nihai iirtinleri farklidir (Wine et al., 2007);
clinkii GA vyiiksek pH degerlerinde polimerize olma egilimi gosterir (Valdés et al.,
2011; Wilson et al., 2009). Ayrica Yu ve ark. (2006), CRL' nin CLEA pargacigmin
boyutunun, pH' dan etkilendigini ve alkalik ortamda daha biiyiikk boyuta sahip
oldugunu kesfetmislerdir.

1.2.2.4 CLEA' larin avantajlan

CLEA' lar endiistriyel biyokataliz baglaminda bir¢cok ekonomik ve ¢evresel
faydaya sahiptir. Ham enzim ekstraktlarindan kolaylikla hazirlanirlar ve tasiyici
maliyetlerini (genellikle pahali) onlerler. Genellikle 1s1, organik ¢oziiciiler ve
otoproteoliz ile denatiirasyona yoOnelik gelistirilmis saklama ve operasyonel
kararhlik gosterirler ve sulu ortamda kagislara kars1 kararlidirlar. Ustelik, yiiksek
katalizor verimliliklerine (kg biyolojik katalizor basina iiriin kg'mi) sahiptir ve
kolaylikla geri kazanilabilir ve geri donistiiriilebilirler. Yine bagka bir avantaji,
coklu biyotransformasyonlar1 bagimsiz olarak veya katalitik kaskat iglemleri olarak
katalizleyebilen CLEA' lar1 temin etmek tizere iki veya daha fazla enzimi birlikte
harekete ge¢irme imkani saglamasidir (Sheldon, 2011).
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Tim immobilize enzimlerde oldugu gibi, kati1 bir katalizérde diflizyonel
sinirlamalar nedeniyle aktivite kaybi beklenebilir. Bununla birlikte, CLEA" lar
oldukca gozenekli malzemelerdir ve organik sentezde kullanilan biyokatalitik
doniisimlerde  bunlar1  kullanirken  herhangi bir  difiizyonel smirlama
gozlemlenmemistir. Buna karsin, kolorimetrik testlerde difiizyonel sinirlamalar
gozlemlenmistir ki genelde bu reaksiyonlar ¢ok hizlidir. Sonu¢ olarak, bu
denemelere dayanan aktiviteler, CLEA' nin 6ngoriilen biyotransformasyonda diisiik
bir aktiviteye sahip olduguna dair yanlis sonuca yol agabilir. A¢ikgasi, yukarida
belirttigimiz gibi diflizyon oram1 da parcacik boyutundan (Ornegin; capraz
baglayici/enzim orani) etkilenir. Optimum hizlar daha kii¢iik pargaciklarla
gozlemlenir, ancak pratik hususlar (6rnegin filtrasyon kolayligi) daha biiyiik
parcaciklarin kullanimini zorlar (Sheldon, 2011).

CLEA' nin biiyiik 6l¢ekli uygulamalari i¢cin 6nemli bir 6zelligi, kiitle transferi
kisitlamalar1 ve filtrelenebilirlik {izerinde dogrudan etkisi olan pargacik boyutudur
(Sheldon, 2011). Tipik olarak, bir CLEA pargacik boyutu, 0.1-200 um arasinda
degisir. Bununla birlikte, filtreleme ve santrifiij gibi iyilestirme islemlerinin gerekli
oldugu endiistriyel proseslerin uygulanmasi esnasinda, partikiil biiyiikligliniin
artmasi, kiitle transferi sinirlamalarii tesvik eder ve dolayisiyla genel aktivitesinde
azalma olur (Montoro-Garcia et al., 2010). CLEA boyutunu belirleyen faktorler
arasinda, enzim miktar1 ve ¢apraz baglayicinin konsantrasyonu oOnemli rol
oynamaktadir (Talekar et al., 2013). Candida rugosa lipazi CLEA’ s1 i¢in, her iki
parametre, biyolojik katalizoriin nihai halini degistirebilir ve bu enzimin laurik asit
hidrolizinde optimum aktivitesi 40-50 um partikiiller ile elde edilmistir (Yu et al.,
2006).

CLEA, kiitle transferi kisitlamasini sunan "kiimeler" olarak adlandirilan daha
biiyiilk boyuttaki (> 1 um) agregatlar olusturabilir. Gelecekteki ¢aligmalar,
kiimelenme olusturma egilimi az olan CLEA olusumunu amaglamaktadir. Son
zamanlarda, karistrrma hizin1 ve zamanini arttrmanin, CLEA' y1 biiyiitmeksizin
kiitle transferinde bir artis elde etmek ve serbest enzimin baslangic aktivitesinin %
100' {inli geri kazanmasina izin verdigi i¢in kiimelenmelerin olusmasini 6nledigi
bildirilmistir. Bu amacla, karsilikli hiicre bozucu (FastPrep®) kullanilmistir. Bir
vorteksin kullanimiyla karsilastirildiginda, FastPrep® kullanimi, sadece 30-60 sn
muamele sirasinda CLEA boyutunu azaltarak aktivitenin % 100" Gnd geri
kazandirir. Aksine, bir girdabin kullanilmas1 baslangigtaki aktivitenin % 80' ini geri
kazanmak icin 90 dakika boyunca karistirma gerektirir (Montoro-Garcia et al.,
2010; Aytar and Bakir, 2008; Garcia-Garcia et al, 2011). CLEA' nin kiitle
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transferini artirmak i¢in bir bagka ¢aba, gézenek olusturan ajan olarak nisasta ilave
edilerek gozenekli CLEA' nin (p-CLEA) elde edilebildigini kanitlamigtir (Wang et
al., 2011). Tastyict icermeyen immobilize enzimlerin avantajlarina ragmen,
arastiricilar enzim agregatlarinin boyutunu tam olarak nasil kontrol edecegini,
esnekliklerini nasil artirabilecegini, ayrica kararliligi, segiciligi ve aktiviteyi
modiile etmek i¢in kesin metodolojileri bilmediginden, baz1 dezavantajlar1 vardir
(Cao et al., 2003). Ne yazik ki, en iyi performans i¢in immobilize enzimlerin
tasarim1 hala bliylik Ol¢iide deneyseldir ve detayli karakterizasyon g¢aligmalari
yoktur (Sheldon, 2007).

1.2.2.5 CLEA’ larin Sitniflandirilmasi

Morfolojilerine gore, CLEA su sekilde smiflandirilabilir: Tip 1. Bu CLEA’
larin ¢ap1 1 pm civarinda dl¢iiliir ve CLEA basma 8x108 enzim molekiilii iceren ve
kiiresel bir yapiya sahip agregatlar olusturan CalL-B gibi biiyiik hidrofobik
yiizeylere sahip diisiik glikozillenmis enzimlerden olusurlar (Sekil 1.14A). Tip I1.
Cap1 0,1 um' den az olan ve biiyiik hidrofilik yiizeyleri olan ve C. rugosa lipazlar1
ve Prunus amygdalus oksinitrilazlar1 gibi yiiksek glikozilasyon seviyeleri olan
enzimden olusurlar. Bu tip CLEA’ lar, CLEA basma yaklasik 8x10° enzim
molekiilii igerir ve hafif diizensiz sekillerde agregatlar olup tip 1' dekilerden daha
kiigiiktiirler (Sekil 1.14B) (Schoevaart et al., 2004).

Sekil 1.14 CLEA morfolojisi. A) Tip 1, CaL-B'nin CLEA, amplifikasyon X3500; B) Tip 2, CRLA
CLEA, amplifikasyon X25000 (Schoevaart et al., 2004).

1.2.3 CLEA teknolojisi ile enzimatik katalitik 6zelliklerin iyilestirilmesi

CLEA' nin nihai katalitik davranigindan sorumlu birkac faktor vardir. Bazi

calismalar, bu gibi etkenleri tanimlama ve anlama ¢abalarint CLEA' nin teknoloji
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hazirlig1 tizerindeki etkilerine aywrmiglardir ve enzimlerin katalitik 6zelliklerini
CLEA olarak immobilizasyon yoluyla gelistirmek icin farkli stratejileri
ozetlemektedir (Talekar et al., 2013; Sheldon, 2011; Cui and Jia, 2015).

1.2.3.1 CLEA aktivitesinin gelistirilmesi

CLEA aktivitesi, ¢coktiiriicii ajan, katki, ¢apraz baglayici, ¢apraz baglanma
stiresi, enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH ve calkalama gibi baz1 faktorlere
baghdir. Coktlirme ajanlar1 ve ¢oktiirme kosullari, CLEA' nin hazirlanmasinda
hayati bir rol oynamaktadir. Enzimin daha aktif bir konformasyonunu
indiikleyebilirler (Lopez-Serrano et al., 2002). Ancak, her enzimin kullanilan
¢oktliirme ajanina verecegi tepki farkli olacagindan, tiim enzimler igin tek bir

¢oktiirme ajanini genellestirmek dogru olmaz (Sheldon, 2011).

Yapilan bir arastrma, CLEA hazirlig1 sirasinda, enzimlerin ¢okeltilmesi ile
capraz baglama asamasi arasindaki zaman siiresinin, elde edilen enzim preparatinin
yapisal diizenini biiylik Olgiide etkiledigini gostermistir. Bu farkli 6zelliklere bir
ornek olarak, hem polietilenglikol (PEG6000) hem de GA ile ¢apraz baglanarak
coktiiriilen penisilin agilazin (PA) (taze: ¢oktiirmeden hemen sonra ¢apraz
baglanmis ve olgun: yedi giin 4°C' de bekletildikten sonra ¢apraz baglanmuis)
CLEA' s1 degerlendirilmistir (Pchelintsev et al., 2009). Olgun CLEA' nin taze
CLEA' ya gore daha biliyiikk boyutlarda oldugu gozlenmistir; ayrica, kinetik
calismalar, olgun CLEA' nin hem sentez hem de hidroliz reaksiyonlarinda daha
etkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle, agregatin biiytlikliigliniin PA' in kovalent
modifikasyonlarinin derecesini diizenleyebilecegini ve bu nedenle de kendi CLEA'
larmin katalitik Ozelliklerini etkileyebilecegini gostermislerdir. Benzer sekilde,
CLEA boyutunun da kullanilan ¢oktiiriicii tuzlarmnm tiiriine ve konsantrasyonuna
gore degistigi bulunmustur (Yu et al., 2006; Aytar and Bakir, 2008). Coktiiriicii
ajanlar olarak kullanilan organik ¢dziiciiler, enzimler i¢cin denatiire edici olabilir.
Bu tiir maddelerin neden oldugu hasar, dncelikle ¢oziiciilerin proteine baglh suyu
uzaklastirdigindan, proteinin esnekligindeki azalmadan kaynaklanmaktadir. Bu
sorunu ¢ozmek icin Wang ve ark. (2011), glikoz, trehaloz ve sukroz gibi sekerler
varliginda ¢oktiirmeyle CLEA' nin hazirlanmasini incelemistir. Elde edilen CLEA

birkac denatiire edici ¢6zgene karsi stabilize edilmistir.

Ote yandan, ¢oktiirme basamaginda katki  maddeleri ilavesi
degerlendirilmistir. Triton X-100, sodyum dodesil siilfat ve crown (tag) eterlerinin

kullaniminin, CLEA aktivitesine etkisini gosterilmistir (Schoevaart et al., 2004,
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Lopez-Serrano et al., 2002; Gupta et al., 2009). Triton X-100 eklenmesi, dimerler
olusturmaya egilimli olan T. lanuginosus (TLL) gibi lipazlarin aktivitesini
arttirrken, Candida antarctica B (CAL-B) lipazi, Triton X-100 varligindan pek
fazla etkilenmemistir (Wilson et al., 2006).

Yiizey aktif maddeler ve crown eterler gibi katki maddeleri nedeniyle
lipazlarin aktivasyonu genellikle hazirlanma asamasinda enzimin dondurulmasi ve
daha aktif konformasyonuna atfedilmektedir (Theil, 2000). Katki maddeleri
enzimle kovalent olarak baglanmadigindan, sabit bir katalitik konformasyonda
immobilize edilmis enzimi birakarak uygun bir organik solvent yardimiyla CLEA'
dan kolayca yikanabilirler (Sheldon, 2007).

Lizin icerigi az olan proteinlerden CLEA hazirlig1 zorlasir ¢iinkii lizin
kalmntilari, GA kullanildiginda c¢apraz baglama asamasinda ana rol oynar. Bu
problem, polilizin (Yamaguchi et al., 2011) ve polietilenimin (Wilson et al., 2006;
Lopez-Gallego et al., 2005) gibi primer amino gruplar1 igeren polimerlerle
proteinlerin ¢oktiiriilmesi ile ¢oziilebilir; organik ¢oziiciiler ile protein arasindaki
temasi1 Onleyen, pozitif yiliklii bir mikro ortam olustururlar ve bu organik ¢oziiciiler
varliginda yliksek stabilite saglarlar (Montes et al., 2007; Pan et al., 2011). Diger
bir alternatif ise, ilgili enzimin ¢apraz baglanmasini gergeklestirmek i¢in protein ve
amino gruplarinin kaynagi olarak hizmet eden bir protein besleyici olarak sigir
serum albiiminin (BSA) kullanilmasidir (Majumder et al., 2008; Shah et al., 2006).
BSA varliginda hazirlanan CLEA' nin BSA olmadan hazirlananlara kiyasla
katalitik dogal aktiviteyi daha yiiksek oranda korudugu bildirilmistir. P. cepacia
lipaz1t CLEA’ s1 elde etmek i¢in BSA eklenmesi dogal aktivitesinin % 100' iinii elde
etmekle birlikte, BSA yoklugunda ayni immobilize enzim sadece % 0.4' de
kalmigtir (Shah et al., 2006 ). CLEA' nin hazirlanmasinda BSA ilavesi, ¢apraz
baglamanin performansini, boyutunu ve esnekligini ve CLEA' nin stabilitesini
gelistirir (Garcia-Garcia et al., 2011; Velasco-Lozano et al., 2014; Cruz et al., 2012;
Shah et al., 2006). Dahasi, BSA' nin CLEA preparatina eklenmesi, proteolizi

engeller, biyokatalizoriin stabilitesini arttirir (Cabana et al., 2007).

CLEA hazirlanmasi1 esnasinda spesifik substratlarla yapilan biyolojik baski,
daha aktif konfiglirasyonun c¢apraz baglanmasmi destekleyen dogal enzim
aktivitelerinin siirdiiriilmesini saglar. L-fenilalaninin sentezi sirasinda serbest
enzime kiyasla daha aktif ve kararli olan transsinamik asitlerle fenilalanin amonyak
liyaz1 (PAL) i¢in substrat destekli tedaviler uygulanmistir (Cui et al., 2015). Ustelik

substrat baskisi, trioktanoin ile baskilanmis lipaz CLEA’ s1 i¢in gdzlemlendigi
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ilizere, ¢apraz baglant1 basamagi esnasinda aktif kalintilarin korunmasi igin bir
alternatif olabilir ve mevcut trigliserid bulunmadiginda 2 kat daha aktiftir (Velasco-
Lozano et al., 2014).

1.2.3.2 CLEA' nin stabilitesinin gelistirilmesi

Genellikle, biiyiik Ol¢ekli reaksiyon kosullarinda diisiik dogal enzim
kararliligi, endiistriyel biyoproselerle hizli birlesmelerine engel olan temel
dezavantajdir. Bu nedenle, cesitli sert tliretim kosullarinda dogal enzimlerin
dengelenmesi saglanmalidir. Sicaklik ve pH, endiistriyel seviyedeki enzim
aktivitesi lizerinde zararl etkilere sahip operasyonel parametrelerdir. Dengeler
olusturan sicakliklara kars1 enzim kararlilig1, molekiiliin rijitlik derecesine baghdir
(Bommarius and Paye, 2013). Yani, molekiil ici ve molekiiller aras1 kovalent
baglarin sayis1 arttik¢a, termal kararlilik da artar. Bu nedenle, enzimlerin kovalent
immobilizasyonu, sicakliga karsin biiyiik Ol¢lide enzimin stabilizasyonu ile
iligkilidir. Termostabilizasyona iliskin birkag¢ 6rnek, farkli enzimlerin CLEA olarak
immobilizasyonu ile tanimlanmistir (Kartal et al., 2011; Arsenault et al., 2011;
Galvis et al., 2012; Dong et al., 2010). CLEA hazirlanmasi sirasinda, ¢apraz
baglanma zamaninin, ¢apraz baglayict konsantrasyonunun ve capraz baglayici
tipinin etkisi, nihai CLEA' nin termostabilizasyon etkisinde dogrudan yer alir.
Termostabilite CLEA eldesi i¢in kullanilan ¢oktiirlicii ajanin tiirline de bagh
olabilir. Tert-butanol ile ¢okelen penisilin G agilaz CLEA' smin termostabilitesi
DME ve PEG ile elde edilenden daha yiiksek bulunmustur (Kopp et al., 2014). Ote
yandan, CLEA' nin PEI varliginda (katki maddesi veya capraz baglayici olarak)
hazirlanmasi, lipaz CLEA' nin termal stabilitesini artiran yararh etkiler ortaya
koymustur (Velasco-Lozano et al., 2014; Yan et al., 2012).

Dogal enzimlerin diger bir zayifligi da, yiiksek substrat ya da iirlin
konsantrasyonlariin olumsuz etkisidir. CLEA' nin yaklagimi, substrat veya {iriin
inhibisyonunu azaltmak igin etkili bir arag olarak kullanilmistir. Cui ve ark. (2015),
transsinamik asitler ile baskilanmis fenilalanin amonyak liyazi CLEA' sinin substrat

inhibisyonunu 6énemli 6l¢iide azalttigini gostermislerdir.

Sicaklik ve substrat / iiriin inhibisyonunun yani sira asit veya alkali kosullar,
enzim stabilizasyonunda onemli konulardir. Enzimler belli pH araliklarinda daha
aktiftir ve belirli bir pH degerinde maksimum aktivite gosterir. Bununla birlikte,
bir¢ok hidrolitik ve sentetik reaksiyonlar, enzimleri siklikla denatiire edecek asidik

veya alkali kosullar gerektirir, dolayisiyla dogrudan uygulamalarin1 engeller.
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CLEA immobilizasyonu ayrica enzimlerin daha genis bir pH araliginda stabilitesini
arttirmak icin basariyla kullanilmaktadir. Ornegin, Brassica rapa’ dan izole edilen
peroksidaz CLEA' s1, serbest enzimle karsilastirildiginda asitlik kosullarinda daha
yiiksek aktivite gdstermektedir (Tandjaoui et al., 2015). Ote yandan, glutamat
dekarboksilazin alkali degerlerinde stabilitesinin arttirilmasi, reaksiyon sirasinda
pH artis1 ile karakterize edilen y-aminobiitirik asit iiretimine izin verir (Dinh et al.,
2015). L-fenilalanin sentezi sirasinda fenilalanin liyazin CLEA' sinda da benzer bir
etki gdzlenmistir (Cui et al., 2015).

Klibanov, hidrolitik enzimlerin organik ¢oziiciilerde ¢ok sayida sentetik
reaksiyonu katalize ettigini gosterdiginden, bilim adamlar1 denatiire edici
¢oziiciilerin bulundugu dengeli biyokatalizorleri yogun bir sekilde arastirmaya
baslamiglardir. Bu alandaki CLEA teknolojisi, solvente direngli enzimatik
biyokatalizorleri sunma konusundaki yetkinligini de dogrulamistir (Sheldon et al.,
2013; Sheldon, 2012). CLEA hazirlanmas: sirasinda PEI gibi yiiklii polimerlerin
eklenmesi, ¢coziicii ve dengesizlige kars1 koruyucu etkiye sahiptir, ¢iinkii ¢oziliciiniin
ve enzimin temasini engeller (Wilson et al., 2006; Pan et al., 2011; Vaidya et al.,
2012).

Endiistriyel biyokatalizérler de yiiksek depolama kararliligmi gerektirirler.
Bu amaca yonelik olarak, CLEA, enzimlerin yliksek saklama kosullarini saglamis
oldugunu gdstermistir. Ornegin, amiloglukozidaz-CLEA’ s1, 60 giin sonra 4°C' de
baslangi¢ aktivitesinin % 98' ini muhafaza ederken, serbest enzim ayni depolama
kosullarinda 5 giin sonra baslangi¢ aktivitesinin % 50' sinden fazlasini1 kaybetmistir
(Gupta et al., 2015). Dahasi, deniz boyalarinda uygulanan proteaz-CLEA’ s1, bu tiir
oksitleyici kosullarda 28 giinliikk depolamadan sonra % 900' liik bir asir1 aktiflesme
sergileyerek stabilize edilmistir (Skovgaard et al., 2010). CLEA' nin yiiksek
depolama kararliliginin diger iyi 6rnekleri de literatiirde ele alinmistir (Martinez et
al., 2014; Park et al., 2013).

1.2.3.3 CLEA' nmin seciciliginin gelistirilmesi

Enzim segiciligi, degerli bilesiklerin hazirlanmasinda enzimlerin giiglii
araglar haline gelmesini saglayan ¢ekici katalitik 6zelliklerden biridir. Dolayisiyla,
arzu edilen segiciligin modifikasyonu ve modiilasyonu, bilimsel toplulugun asil
amacidir. Sheldon, CLEA tarafindan katalize edilen, lipazlar, proteazlar, amidazlar,
esterazlar, nitrilazlar, peroksidazlar ve nitril hidratazin enantioselektif asimetrik

sentetik ¢Oziiniirliklerini 6zetlemistir (Sheldon, 2012). Enzim segiciligindeki
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gelisme, birkag faktére baghdir. Ozellikle Majumder (2008), GA
konsantrasyonunun P. cepacia lipazi CLEA’ nin aktivitesini, kararliligini ve
enantioseciciligini farkli sekilde etkiledigini ortaya koymustur.

Biyokatalizoriin ~ segiciligi, CLEA' nin hazirlanmas: sirasinda katki
maddelerinin kullanilmas: ile de etkilenir. Wilson ve arkadaglari (2006),
polietilenimin ve dekstran siilfat varhiginda Alcaligens sp. lipazinn CLEA
enantioseciciligini ¢oktiirme ajanlar1 olarak degerlendirmisler; Triton X-100 ilavesi
glisidil butirat hidrolizinde aktiviteyi ve enantiosegiciligini degistirir. Dahasi, lipaz-
CLEA’ s1 hazirlamasi sirasinda BSA eklenmesi, S-mandelik asidin hidrolitik
¢cOzlniirliigh swrasinda enzim enantiosegiciligine belirgin bir etki gostermistir
(Velasco-Lozano et al., 2014). Dahasi, yakin zamanda Yarrowia lipolitica lipazinin
manyetik-CLEA’ smin enantiosegiciliginin  ve aktivitesinin S-2-oktanoliin
¢ozlinmesi sirasinda alternatif bir manyetik alan tarafindan biiylik oranda
etkilendigi bildirilmistir. Bu son etki ¢ogunlukla mikroskopik karistiricilar olarak
manyetik-CLEA' nin davranisina dayandirilmistir (Liu et al., 2015).

1234 Enzim depo kararhhgnin ve tekrar kullanilabilirliginin
gelistirilmesi

Depo kararliligi ve tekrar kullanilabilirlik, enzimlerin endiistriyel
uygulamalarini genisletmek i¢in ana zorluklardir. Bir¢ok ¢alisma, CLEA' larin
stabilitesinin arttigimi bildirmistir. CLEA' larmn tekrar kullanilabilirligi, immobilize
pahali enzimlerin reaksiyon ortamindan ayrilmasini kolaylastirmak i¢cin 6nemli bir
diger nedendir. Daha iyi kararliligmm baslica nedeni, enzim disosiyasyonunu
onleyerek ve yapilarmi stabilize eden enzim molekiilleri arasinda olusan CLEA'
larm ve birbiri arasindaki kovalent baglarin sonucunda enzimlerin agregat iginde
¢apraz baglanmasindan kaynaklanabilir (Sheldon, 2011; Sheldon et al., 2005; Park
et al., 2012; Vinoth Kumar et al., 2012). Ornegin, zayif operasyonel kararlilik ve
tekrar kullanilabilirlik nedeniyle, azo boyalarinin giderilmesinde serbest lakkazin
uygulanmasi ekonomik olarak uygulanabilir degildir. Lakkazin CLEA olarak
immobilizasyonu literatiirde gosterildigi gibi operasyonel stabiliteyi ve tekrar
kullanilabilirligi arttirmak i¢in potansiyel bir ¢oziimdiir (Fernandez-Fernandez et
al., 2013).
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1.2.4 Multi-CLEA' lar ve kombi-CLEA' lar

Ilave proteinler, ¢oktiirme ve capraz baglanma yoluyla CLEA' lara dahil
edilebilir. Bu diisiince, birden fazla enzim igeren ham enzim ekstraktlariyla cok
amagli CLEA' larin olusturulmasma neden olur. Ornegin, Gupta ve arkadaslari,
lipaz, fosfolipaz A2 ve R-amilaz aktivitesi igeren domuz pankreatik aseton tozu
ekstraktindan bir CLEA hazirlamislardir. Her {i¢ enzim aktivitesi CLEA' da
tamamen tutulmus ve R-amilaz kayda deger bir aktivite kaybi olmaksizin 3 kez
yeniden kullanilmistir (Dalal et al., 2007). Benzer sekilde, pektinaz, ksilanaz ve
seliiloz aktiviteleri sergileyen ¢ok amacli bir CLEA, ticari preparat Pectinex Ultra
SP-L'den hazirlanmistir. Bu ¢ok amagli CLEA, ii¢ bagimsiz reaksiyonunun
gerceklestirilmesi igin kullanilabilir: poligalakturonik asit (pektinaz aktivitesi),
ksilan (ksilanaz aktivitesi) ya da karboksimetil seliilozun (seliiloz aktivitesi)
hidrolizi. Ug¢ enzimle birlikte CLEA, serbest enzimlere kiyasla artan termal
kararhilik sergilemistir ve aktivite kaybi olmaksizin {i¢ kez kullanilabilmistir. Bu tiir
CLEA' lar, farkli enzim gruplarindan olustuklar1 ve bagimsiz olarak farkli
biyotransformasyonlarin gerceklestirilmesi i¢in kullanilabildikleri igin Multi-
CLEA ismini alirlar (Dalal et al., 2007).

Ote yandan, swrrayla iki veya daha fazla biyotransformasyonu, yani
multienzim kaskat proseslerini ger¢eklestirmek amaciyla, tek bir CLEA' da iki veya
daha fazla enzimin kasitli ortak harekete gecirilmesi de Ongoriilmiistiir. Bu tiir
katalizorlere de kombi-CLEA (Sekil 1.15) adi verilmektedir (Ahumada et al.,
2016).
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Sekil 1.15 Kombi CLEA olusumu (Ahumada et al., 2016).
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1.2.5 Kaskat reaksiyonlarinda kombi-CLEA

Gliniimiizde, kaskat reaksiyonlari, ayri islemler yerine tek bir adimda
yiiriitiilebilen ¢ok basamakli reaksiyon iglemlerinin hazirlanmasi i¢in avantajli bir
yaklasimi temsil etmektedir (Muschiol et al., 2015). Immobilize ¢coklu enzimatik
sistemler, kararsiz ara iriinlerin birikiminden kagmilmasi, ikincil istenmeyen
reaksiyonlarin azaltilmasi, ¢oklu kaskat reaksiyon proseslerinin basarilmasi ve
kofaktorlerin in situ yenilenmesi gibi gesitli avantajlar sunmaktadir (Garcia-Galan
et al., 2011). Birden fazla tipte enzim igeren kombi-CLEA’ lar iiretmek i¢in benzer
stratejiler kullanilir. Kombi-CLEA, kaskat reaksiyonlarinda S-mandelik asit ve ¢cok
amagcl tepkimeler igeren proseslerde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Chmura
et al., 2013; Mateo et al., 2006). Bunlarin 6rnekleri, ayn1 anda ii¢ aktiviteyi iceren
pektinaz, ksilanaz ve seliillozun kombi-CLEA' s1 ve alkil feriilatlarin {iretimi i¢in
cesitli feruloil esterazlari kombi-CLEA' sidir (Vafiadi et al., 2008). Ayrica, kombi-
CLEA yaklagimi, sicaklik ve kimyasal denatiirasyonun sert kosullarinda yiiksek
kararlilik sergileyen lakkaz ve tirozinaz esasli CLEA' nin birlestirici etkisi ile atik
sularda asetaminofenin biyolojik olarak parcalanmasi i¢in de uygulanmistir (Ba et
al., 2014).

Bazi1 ¢ok asamali reaksiyonlar, siklikla, bozunumlarmi O6nlemek i¢in
korunmasi gereken kararli ara tirtinlerin olusumunu gerektirirler. (S)-hidroksinitril
liyaz ve bir nitrilazdan olusan kombi-CLEA, bu tiir uygulamalara miikemmel
orneklerdir. Bu kombi-CLEA, (S)-2-hidroksikarboksilik asit amidlerin iki kademeli
kaskat sentezinde uygulanmuistir; nitril doniistiiriicli enzimin korunmasiyla (van Pelt
et al., 2009), (S)-2-hidroksinnitril ara maddesinin rasemizasyonunun 6nlenmesi
gerekir. Son biyolojik doniisiim de katalizor olarak biitiin hiicreler ile
gerceklestirilmistir; bununla birlikte kombi-CLEA stratejisi, uygun c¢oziiclide
(diizopropileter) daha yiiksek kararlilik sunmus ve tiim hiicrelere gére daha kolay
bir geri doniisiim biyokatalizatoriidiir (van Rantwijk and Stolz, 2015).

1.2.6 Reaktor tasarimi

Farmasotik ve hassas kimyasal endiistrilerinde immobilize enzimlerin
uygulanmasi, genellikle, filtreleme veya santrifiijleme ile iyilestirme iceren toplu
islemler icerir. Diger endiistrilerde (6rn. sivi ve kati yag islenmesi), siirekli
islemlerde daha ¢ok kural vardir ve immobilize enzimler dolgulu yatak reaktorlerde
kullanilir. Bu genellikle kolon iizerinde biiyiik bir basing diisiisiinii 6nlemek igin

olduk¢a biiylik parcaciklar gerektirir. Bununla birlikte, biiylik pargaciklarin



61

kullanilmas1 diflizyon sinirlamalarina yol acabilir, bu da daha diisiik reaksiyon

oranina neden olur ve bu nedenle bir uzlasma bulunmasi gerekir (Sheldon, 2011).

Bir alternatif, nispeten yogun olmasi gereken cok kiiciikk parcaciklari
icerebilen bir akiskan yatak kullanmaktir. Aksi takdirde kolondan atilirlar.
Fonksiyonellestirilmis manyetik nanopartikiillerin varliginda c¢apraz baglamay1
gerceklestirerek manyetik CLEA' lar son yillarda gelistirilmistir. Ortaya ¢ikan
manyetik CLEA' lar manyetik dekantasyon ile ayrilabilir veya manyetik olarak
stabilize edilmis bir akigkan yatakta kullanilabilir (Sheldon, 2011).

1.2.6.1 Membran bulamac (slurry) reaktorii

Alternatif olarak, Membran Bulamag¢ Reaktorii (MSR) kullanilabilir. Burada
CLEA reaktorde tutulur, zira membranin goézeneklerinden ge¢mek igin ¢ok
biiytiktiir. Tersine, substrat ve iirlin reaktdr icine ve disina pompalanabilir. Kiiglik
ve / veya genis parcacik boyutu olan CLEA' lar kullanilabilir, boylece yiiksek
reaksiyon oranlarinin bir araya getirilmesinin kolaylastirilmas1 miimkiindiir. Bu
ayni zamanda islem kosullarinin daha iyi kontrol edilmesini saglar, akig proses
adimlarin1 ortadan kaldirir ve biyokatalizoriin son derece verimli bir sekilde
kullanilmasini saglar. Yiiksek katalizor yiiklemeleri miimkiindiir, bu da zaman-
zaman verimin yiiksek olmasina neden olur. Prensip olarak, siirekli veya batch olan
standart karigtirmali tank reaktorleri, yalnizca kiigiik degisiklikler uygulayarak bir
membran bulamag¢ reaktoriine doniistiiriilebilir ve piyasada bir¢ok ucuz, boyut
secici membran mevcuttur ve MSR' de kullanilabilir (Sorgedrager et al., 2008).

MSR' nin yiiksek katalizor ylikleme kapasitesinden faydalanilarak CLEA'
larin hazirlanma kolaylig1 ve reaktor icindeki katalizoriin tutulmasi, endiistriyel
Olgekte siirekli biyotransformasyonlarin gerceklestirilmesi icin cok uygun maliyetli
bir sistem sunar (Sheldon, 2011).

1.2.6.2 Mikrokanal reaktorlerinde CLEA

Mikroreaktor teknolojileri, hassas kimyasallarin iiretimi i¢in hizla popiilerlik
kazanmaktadir (Roberge et al., 2008). Baslica yararlari, klasik reaktorlere kiyasla
hacim oranlarma gore ¢ok daha biiylik ylizey alaninin bir sonucu olarak son derece
etkili bir 1s1 alisverisi ve kiitle transferinin olmasidir. Mikrokanal enzim reaktorleri
ayrica biyotransformasyonlarin hizli taranmasini ve optimizasyonunu saglayabilir.

Sonu¢ olarak, enzimin immobilize edilmesini gerektiren mikrokanal enzim
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reaktdrlerinin uygulanmasina hizla artmakta olan bir ilgi vardir, ya enzim ayr1 ayr1
ya da mikrokanal yiizeyine eklenmistir (Miyazaki and Maeda, 2006; Thomsen et
al., 2007).

1.2.7 Kati1 matrisler ve nanopartikiillerle CLEA’ nmin birlestirilmesi

Tasiyict icermeyen immobilize enzimler, diisiik mekanik stabilite ve sert
karistirma kosullar1 sergilediginden, endiistriyel seviyelere heniiz tam olarak
Olceklenemedigi i¢cin dezavantaja sahiptir (Talekar et al., 2013; Cui and Jia, 2015;
Wilson et al., 2004).

CLEA' nin mekanik stabilitesini arttirmak amaciyla, polimer ve matrislerde
bunlarin stabilitesini arttirmalarini saglayan cesitli arasgtirma gruplari, bunlarin
kapsiillenmesi, kaplanmasi ve tutuklanmasi lizerinde ¢alismislardir. Moon ve ark.
(2007) kimotripsin ve Mucor javanicus lipazi CLEA’ s1 hazirlamiglar ve bunlar
hiyerarsik olarak sirali gozenekli mezo-gdzenekli bir mezoselliiler silika matrisinin
(HMMS) gbzeneklerinde sikismislardir. Bu malzeme 37 nm bosluklara sahiptir ve
burada CLEA, GA ile ¢apraz baglandiktan sonra tutulur ve disar1 ¢ikamaz; ¢ilinkii
bu kiigiik deliklerin her biri, CLEA' nin gegemedigi ve gozeneklerde tutuldugu 13
nm ¢apindaki kanallarla birlestirilmistir. Bu tip tutuklama ile, 200 rpm’ de 2 hafta
karistirilan CLEA' nin stabilitesinin arttirilmasi miimkiin olmus ve bu da

kimotripsin otolizinin inhibisyonunu engellemistir (Moon et al., 2007).

Benzer bir sekilde, penisilin agilaz CLEA’ lari, organik coziiciiler i¢inde
olduk¢a kararli oldugu ortaya c¢ikan polivinilalkol (LentiKats®) sert polimer
matrisinin bir hidrojelinin i¢inde kapstillenmistir; mekanik karistirma igleminde 50

giin boyunca aktivitesinin % 95' ini 20°C' de muhafaza etmistir (Wilson et al.,
2004).

Farkli bir alternatif, CLEA' nin amino-fonksiyonlu manyetik nanopartikiiller
(manyetik-CLEA) ile ¢apraz baglanmasi yoluyla (Talekar et al., 2016) veya
manyetik par¢aciklardaki enzimlerin dogrudan ¢apraz baglanmasiyla (CLEMPA)
stabilizasyonudur (Tudorache et al., 2013). Bu tiir yapilar, biyolojik katalizorlere
daha yiiksek operasyonel kararlilik, daha kolay ayirma ve tekrar kullanma gibi
iyilestirmeler saglarken, CLEA’ larin da yiginlasmasinin oniine gegilmektedir (Cui
and Jia, 2015). Ayrica CLEA manyetik boncuklara manyetik kaplamali mezo-

gozenekli silika olarak ¢apraz baglanmis ve 35 giin boyunca ¢alkalandiktan sonra
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baslangigtaki aktivitelerini siirdiirmiis ve biyokatalizor 35 kez tekrar
degerlendirilebilmistir (Lee et al., 2009).

CLEA formundaki immobilizasyon teknolojisi bir¢ok ve ¢esitli enzimlere
basariyla uygulanabilir oldugu kanitlanmistir, endiistriyel biyokatalizorlerin arag
katalogu icin yeni bir segenck haline gelmistir. Bu alanda, hareketsizlestirilmis
agregatlarin tutuldugu yiizeyler ve tiriinler reaktorden pompalanan membranlar gibi
bazi reaktor konfigiirasyon tipleri 6nerilmistir (Hilal et al., 2004; Sorgedrager et al.,
2008). Ayrica, siirekli reaktorlerde CLEA kullanilmistir (Wilson et al., 2008).

1.2.8 Siirekli proseslerde CLEA’ lar

CLEA' lar, paket yatakl reaktorlerde, perfiizyon sepeti reaktorlerinde ve
membran reaktorlerde biyokatalizor olarak kullanilabilir (Sekil 1.16). Bu
proseslerde enzimlerin inhibisyonu, membranlar kullanilarak reaktorlerden
reaksiyon triinlerinin yerinde ¢ikarilmasiyla azaltilabilir (Sorgedrager et al., 2008;
Xu et al.,, 2012). CLEA' lar serbest enzimlere gore daha biiyilk oldugundan,
inhibitorler reaktorlerden uzaklastirilirken reaktorlerde etkin  bir sekilde
tutulabilirler (Taboada-Puig et al., 2011; Ba et al., 2013). Ornegin, Cabana' nin
grubu (Cabana et al., 2007, 2009) nonilfenol, triklosan ve bisfenol A" nin % 95'
inden fazlasini ortadan kaldirmak igin Coriolopsis polyzona’ dan bir akiskan yatakli
reaktorde (Cabana et al., 2007) ve bir perfiizyon sepet reaktoriinde (Cabana et al.,
2009) lakkaz CLEA’ sinin immobilizasyonunu bildirmistir. Ardindan, bu grup, atik
sularda aromatik bilesiklerin siirekli bozunmasi i¢in hibrid biyoreaktér ve
mikrofiltrasyon membraninda immobilize CLEA lakkazmin kullanilmasini
gostermistir (Ba et al., 2014).

=
Flow:metrs immobilize Enzim
Besleme | — Reaktori
Rezervuan \ /
Termometre
Pompa

@ Pompa

Sicaklik Kontrolii

Omekleme

Sekil 1.16 Enzimatik reaktor sisteminin genel sematik diyagrami (Zhou and Chen, 2001).
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Taboada-Puig ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada bisfenol
A' nin uzaklastirilmasi igin zar igerisinde ¢ok yonlii peroksidaz ve glukoz oksidaz
kombi-CLEA’ lar1 immobilize edilmistir. Kombi-CLEA' 1 bu membran reaktorii
43 saat boyunca siirekli olarak ¢alistirilmis ve % 90 oraninda bisfenol A
cikarilmigtir. Hilal ve ark. (2004), lipaz CLEA’ siin mikro gézenekli polimerik
zara gomiilmesini bildirmistir. Bu membran reaktorii CLEA aktivitesinde herhangi
bir kayip olmaksizin 2 hafta boyunca ¢alistirilmistir. Son olarak, Sorgedrager ve
ark. (2008) penisilin amidaz CLEA’ sinmn bir membran bulamag¢ reaktoriinde
Penisilin G' nin 6-amino penisilanik asite stirekli hidrolizi i¢in yaklasik % 75-85'

lik bir verimle kullanimini bildirmistir.
1.2.9 a-Galaktozidazlar ve CLEA teklojisi ile ilgili gelecekten beklentiler

Biyoteknolojik uygulama alanlar1 nedeniyle o-galaktozidazlar oldukga
degerli ve 6nemli bir enzim grubudur. a-Galaktozidazlarin en dnemli uygulama
alanlarindan birisi seker endiistrisidir. Seker endiistrisinde, seker pancar1 veya seker
kamisindan cikilarak sakkaroz iiretimi yapilmaktadir. Uretim sirasinda
kristallendirme adimindan 6nce surup % 0,1 oraninda rafinoz igermektedir.
Rafinoz, D-galaktoz, D-glukoz ve D-fruktozdan olusmus bir trisakkaritttir. Sukroz,
Steffen prosesi ile melastan geriye kazanildiginda proses buharinda rafinoz icerigi
artar. Konsantrasyon % 4-5’ e ulastiginda siikroz kristalizasyonu biiyiik olciide
engellenir ve siikroz verimi Onemli oranda azalir. Bu problem rafinozun a-
galaktozidaz enzim ile hidroliziyle ¢Oziilmekte ve biiyiik bir ekonomik yarar
saglanmaktadir (Onal, 2000).

Immobilizasyon islemi enzime kararhlik, tekrar kullamilabilirlik, kolay
uygulanabilirlik ve maliyet agisindan avantaj sagladig1 i¢in immobilize enzimler
endiistriyel proseslerde tercih edilmektedirler. Ayrica immobilize enzim, gidalarin
alerjik etkilere neden olabilecek enzimlerce (proteinler) kontamine olmasini
engellemektedir. Capraz baglanmis enzim agregatlarmin (CLEA'lar) hazirlanmasi
pek c¢ok avantaji ve sadeligi nedeniyle son yillarda siklikla kullanilmaya
baglamistir. CLEA teknolojisi hem saflastirma hem de immobilizasyonu tek
asamal1 bir igleme doniistiiriir ve oldukca saf enzimlere ihtiya¢c duymaz (Yusof et
al., 2016). Literatiirde daha 6nce o-galaktozidaz enzimi ile yapilmig CLEA
caligmas1 bulunmamaktadir. a-Galaktozidazin yukarida saydigimiz avantajlarinin
yani sira, CLEA ile immobilizasyonu sonucu kararlilifindaki gelismeler de goz
Oniine alindiginda, 6zellikle seker endiistrisi basta olmak iizere birgok sanayi kolu

icin etkin bir preparat hazirlanacagi beklenmektedir. Elde edilecek sonuglarin a-
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galaktozidaz ve CLEA alandaki mevcut literatiirlere olumlu yonde katki yapacag1

ve hayata gecirilebilir olacag1 diistiniilmektedir.

Genis ¢apli immobilizasyon teknikleri i¢cinde, ¢apraz bagl enzim agregatlari
(CLEA) hazrrhigm basitligi, diisiik tiretim maliyeti ve hizli optimizasyon ve
pazarlama siiresinin kisalmasi gibi cazip avantajlar sunmaktadir. Yiiksek aktivite
geri kazanimi, diisiik veya hi¢ alerjeniklik, gelismis termal kararlilik, organik
coziiciilere kars1 daha 1yi tolerans ve proteolize kars1 gelistirilmis direng sergileyen
saglam, geri donilisimlii katalizorleri olusturmak i¢in ham madde olarak
kullanilabilirler. CLEA teknolojisinin, biyokataliz siire¢lerini yararli bir ara¢ haline
getiren ¢ok ¢esitli enzimlere uygulanabilir oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte,
CLEA' nin istikrarmi, endiistriyel proseslerdeki performansi ve yeni ¢apraz
baglayici ajanlar bulmay1 amaglayan sayisiz ¢alisma olacaktir. Teknik, katalitik
kaskat siireclerinde avantajl olarak kullanilabilen iki veya daha fazla enzim igeren
kombi-CLEA' larmm hazirlanmasina uygulanabilir. Mikrokanal reaktorlerde
immobilize CLEA' larin kullanimi, biyotransformasyonlarin ve sonugta siirekli
iiretim siireclerinin hizli taranmasi ve optimizasyonunda belirgin bir potansiyele
sahiptir. Kisaca, CLEA' larin gelecekte endiistriyel biyotransformasyonlarda ve
immobilize enzim gerektiren diger alanlarda yaygin olarak uygulanacagma

inanilmaktadir.

Soya siitii yliksek protein igerigine sahip olan, esansiyel amino asitleri dengeli
ve yeterli miktarda biinyesinde bulunduran soya fasulyesinden elde edilmektedir.
Ozellikle ¢ocuklar icin inek siitii yerine onerilen bir icecektir. Ayrica soya siitii
gelismekte olan tilkeler igin diisiik maliyetli bir preparattir ve soya fasulyesi laktoz
icermediginden laktoz-intolerant popiilasyon i¢in 6nemli bir besin kaynagidir.
Ancak soya fasulyesi de diger leglimlii bitkiler gibi yiiksek oranda
o-galaktooligosakkaritler (stakiyoz ve rafinoz) igermektedir. Memelilerde
pankreatik a-galaktozidaz eksik oldugu i¢in bu sekerlerin sindirimi zordur. Bu
nedenle soya siitiinde bulunan rafinoz tip galaktooligosakkaritlerin enzimatik
yollarla pargalanmasi Onem tasimaktadir (Gote et al., 2004; Prashanth and

Mulimani, 2005; Naganagouda et al., 2007; Cowan and Fernandez-Lafuente, 2011).

Bu projede, misirdan izole edilerek gradient amonyum siilfat (% 35 - % 85)
coktlirmesi ile kismi olarak saflastirilan o-galaktozidaz enzimi igin amonyum

stilfatin ¢oktiiriicii ajan ve glutaraldehitin capraz baglayict olarak kullanildig:
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immobilizasyon yontemi ile ¢apraz baglh enzim agregatlar1 (CLEA) hazirlanmistir.
o-Galaktozidaz enziminin immobilizasyonu igin optimizasyon calismalar1 ve
ayrica serbest ve immobilize enzimler igin karakterizasyon ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Immobilizasyonun optimizasyonu icin amonyum siilfat
konsantrasyonu, protein miktar, GA konsantrasyonu, tampon tiirii, tampon
konsantrasyonu ve tampon pH’ 1, ¢apraz baglama siiresi, capraz baglama sicakligi
ve karistrma hizi, BSA ilavesi gibi parametrelerin immobilizasyona etKkisi
incelenmistir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda ise sicaklik, pH, substrat spesifikligi
ve konsantrasyonu, efektor, inhibisyon tiirii ve stabilizatorlerin enzim aktivitesine
etkisi incelenmis ve ayrica kararlilik testleri (termal, pH, depo ve operasyonel) ile
tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalart yapilmistir. Serbest ve immobilize enzimler
kiyaslanmistir. Hazirlanan soya siitiindeki rafinoz ve rafinoz tip oligosakkaritlerin
hidrolizinde immobilize ve serbest a-galaktozidaz enzimlerinin kullanim

potansiyeli arastirilmistir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1 Materyal

Bu ¢aligmada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgiler ilgili boliimlerde

ayrintili olarak verilmistir.

Kullanilan kimyasal maddeler; p-Nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (PNPG),
Sitrik asit, Borik asit, Glutaraldehid, KCI, NaCl, FeSO4.7H-0, Sukroz, Rafinoz,
Stakiyoz, Na/K Tartarat, 3,5-Dinitrosalisilik asit, Glisin ve Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Molekiiler Kiitle Standartlar1 Sigma
Chem. Co (St. Louis, CA)’dan, p-Nitrofenol, Amonyum siilfat, NaOH, HCI,
MgCl,.6H20, CaCly, ZnS04.7H20, NaH2PO4 ve Na;HPO4 E. Merck (Almanya)’
den, S1gir Serum Albiimini (Albiimin Fraksiyon V) ve Coomasie-Brilliant Blue G-
250 Bio-Rad Laboratuvarlar1 (Richmond, CA) ve BDH Ltd. (Poole, UK)’ den,
MnSO4.H20, Galaktoz, Glukoz, Fruktoz, Laktoz, Maltoz, Melibioz ve H>SO4
Fluka’ dan, NaoCO3, CuS0O4.5H20 ve Etanol Riedel’ den temin edilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan a-galaktozidaz enzimi misir (Zea mays) unundan
izole edilmistir. Ticari a-galaktozidaz enzimlerinden Alpha Galactosidase
Powder; Advanced Enzyme Tecnologies (India), Ltd., Validase AGS; Valley
Research Inc.(South Bend)’ den ve a-Galactosidase DS30; Amano Enzyme
Inc.(Japonya)’ den saglanmistir. Enzim kaynagi olarak kullanilan misir unu
ile soya siitii hazirlanmasinda kullanilan soya unu yerel marketlerden satin

alinmistir.

2.2 Cihaz ve Sistemler

Caligmanin deneysel kisimlarinda kullanilan arag ve geregler: Blender
(Simbo, Tiirkiye), homojenizator (Silverson STL 2, UK), santrifiij (Hettich
Universal 30 RF, Almanya), mini jel sistemi (Biorad, Amerika), derin dondurucu
(Ugur, Tirkiye), orbital karistirict (IKA Labortechnik KS 260 basic, Almanya),
vorteks (IKA MS 2, Almanya), lineer karistirmali su banyosu (Memmert,
Almanya), spektrofotometre (Perkin-Elmer Lambda 35 UV/Vis, ABD), pH-metre
(Hanna Instrument, ABD), yliksek performans sivi kromatografisi (HPLC) (DAD
ve RID dedektorler) (Agilent HP1260, Almaya), HPLC kontrol programi (HP-
Chemstation, Agilent, Almanya), HPLC kolonu (LC-NH> 5,0 um, Supelco,



68

Almanya), tek kullanimlik siringa filtre (Millipore Millex-GN, Naylon, 0,20 um),
distile su cihazlar1 (Fistream, England ve Milli-Q Milipore, ABD).

2.3 a-Galaktozidaz Aktivitesi Tayini
2.3.1 p-Nitrofenil-a-D-galaktopiranozid ile aktivite tayini

o-Galaktozidaz aktivitesi, enzimin sentetik bir substrati olan p-nitrofenil-a-
D-galaktopiranozid (pNPG) kullanilarak tayin edilmistir. Aktivite yOntemi,
onceden kullanilan bir ydntemin (Itoh et al., 1986) modifiye edilmis halidir (Onal,
2000). Prosediirde esas, Olglim karisiminda aciga ¢ikan p-nitrofenoliin alkali
ortamda tayinidir. Reaksiyon asagida verilmistir (Sekil 2.1).

HQ
OH 0 a-Galaktozidaz oH 0
> +
- OO_Noz HO OH
OH OH
p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid p-nitrofenol

Sekil 2.1 p-Nitrofenil-o-D-galaktopiranozid (pNPG)’ nin a-galaktozidaz ile hidrolizi (Cao et
al., 2016).

o-Galaktozidazin aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karigimi; 0,5 mL sodyum
sitrat tamponu (100 mM; pH 5,0) ve 0,25 mL 2 mM pNPG (pH 5,0 ve 100 mM
sitrat tamponunda hazirlanmig) ve 0,25 mL uygun oranda seyreltilmis enzim
¢ozeltisi icerir. Immobilize enzimin aktivite dl¢iimiinde reaksiyon karisimi1 0,25 mL
serbest enzim yerine ayn1 hacimde tamponda siispanse edilmis 2,5 mg immobilize
enzim igerir. Reaksiyon karigimi, 37°C’ de 30 dakika boyunca lineer karistirmali su
banyosunda calkalanarak inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon, 3,5 mL
200 mM sodyum borat tamponu (pH 9,8) ilave edilerek durdurulur. A¢iga ¢ikan p-
nitrofenol miktari, 400 nm’ de absorbans okunarak spektrofotometrik olarak
belirlenir. Kor, 0,25 mL enzim ¢dzeltisi yerine sodyum sitrat tamponu (100 mM,
pH 5,0) igerir. Enzim aktivite miktarlarinin hesaplanmasinda, 0,01-0,25 umol p-
nitrofenol konsantrasyon araligi ile hazirlanan p-nitrofenol standart grafigi

kullanilir.
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Bir a-galaktozidaz aktivite birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda
dakikada 1 pmol p-nitrofenol agiga ¢ikaran enzim miktaridir (Unite).

2.3.2 Rafinoz ile aktivite tayini

a-Galaktozidaz aktivitesi, enzimin dogal bir substrati olan rafinoz
kullanilarak tayin edilmistir. Prosediirde esas, Olglim karisiminda agiga ¢ikan
galaktozun dinitrosalisilik asit reaktifi (DNS reaktifi) ile 546 nm’ de
spektrofotometrik olarak belirlenmesine dayanir (Miller, 1959). Reaksiyon asagida
verilmistir (Sekil 2.2).

OH

OH
0
HO
OH
0
OH
o M o M M on
HPo o o-D-galaktozidaz  HQ)y o L 0
OH \/on + ) —m OH oH * HOW
OH OH
0 0 OH OH
HO HO

Rafinoz Siikroz Galaktoz

Sekil 2.2 Rafinozun a-galaktozidaz ile hidrolizi (Daude et al., 2012).

DNS Reaktifi: 1 g DNS, 20 mL 2 N NaOH ¢ozeltisine eklenir ve tizeri kapali
olarak 1sitilarak ¢dziiliir. Son hacim distile su ile 50 mL’ ye tamamlanir. Uzerine 30

g Na/K tartarat ilave edilir ve ¢oziildiikten sonra son hacim 100 mL’ ye tamamlanir.

a-Galaktozidazin aktivite dl¢limiinde reaksiyon karigimi; 0,5 mL sodyum
sitrat tamponu (100 mM, pH 5,0) ve 0,25 mL rafinoz (100 mM ve pH 5,0 sitrat
tamponunda hazirlanmis) ve 0,25 mL uygun oranda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi
icerir. Reaksiyon karigimi, 50°C’ de 1 saat boyunca lineer karistirmali su
banyosunda calkalanarak inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon ortammdan
alinan 1 mL 6rnek tizerine 1 mL DNS reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda
10 dakika inkiibe edilir. Karisim sogutulduktan sonra 10 mL bidistile su ilave
edilerek vorteks ile karigtirilir. Ag¢iga ¢ikan galaktoz miktar1 546 nm’ de
spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor, 0,25 mL enzim ¢dzeltisi yerine 100 mM
sitrat tamponu (pH 5,0) icerir. Enzim aktivite miktarinin hesaplanmasinda 2,5-50

uM galaktoz konsantrasyon araligi ile hazirlanan standart grafigi kullanilir.
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Bir o-galaktozidaz aktivite birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda

dakikada 1 uM galaktoz agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Unite).
2.4 invertaz Aktivitesi Tayini
Invertaz enziminin aktivitesi, siikroz hidrolizi ile ag18a ¢ikan indirgen seker

miktarmm DNS ile 546 nm’ de spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi ile tayin edilir
(Sekil 2.3) (Miller, 1959).

CHon CHQOH
CHZOH CH20H
In\ ertaz
HO o H -0 HO
CH,OH CH,OH
Siikroz Glukoz Fruktoz

Sekil 2.3 Siikrozun invertaz ile hidrolizi (https://www.decodedscience.org/processing-

chemistry-sugarcane/43324).

Invertaz aktivite Slgiimiinde reaksiyon karisimi; 0,6 mL sodyum asetat
tamponu (0,2 M, pH 5,0), 0,2 mL 0,5 M sukroz (0,2 M, pH 5,0 sodyum asetat
tamponunda hazirlanmis) ve 0,2 mL uygun oranda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi
icerir. Reaksiyon karigimi 37°C’ de 30 dakika boyunca lineer karistirmali su
banyosunda calkalanarak inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra reaksiyon ortamindan
alinan 1 mL 6rnek tizerine 1 mL DNS reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda
10 dakika inkiibe edilir. Karisim sogutulduktan sonra 10 mL bidistile su ilave
edilerek vorteks ile karistirilir. A¢iga cikan indirgen seker miktar1 546 nm’ de
spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor, 0,2 mL enzim ¢6zeltisi yerine sodyum
asetat tamponu (0,2 M, pH 5,0) igerir.

Bir invertaz aktivite birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda sukrozdan

dakikada 1 pmol glukoz ag¢iga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Unite).
2.5 Aktivite Geri Kazanimi ve Agregasyon Verimi

En uygun ¢oktiirme ¢ozgeni, enzim ve glutaraldehit konsantrasyonlar1 ve

temas siiresi gibi farkli proses parametreleri, % aktivite geri kazanim ve %
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agregasyon verimi olmak flizere iki degerlendirme parametresi temel alinarak
optimize edilmistir (Sekil 2.4) (Vaidya et al., 2012).

CLEA'nm total aktivitesi (U)
()  Aktivite Geri Kazammi (%) = x 100
CLEA olusturmak icin kullantlan toplam serbest enzim aktivitesi (U)

Kalan cozeltinin total aktivitesi (U)
(b)  Agregasyon Verimi (%) =|1- x 100

CLEA olugturmak icin kullanlan toplam serbest enzim aktivitesi (U)

Sekil 2.4 Aktivite geri kazanimi (%) (a) ve agregasyon verimi (%) (b) (Vaidya et Al., 2012).
2.6 Protein Tayini

Enzim preparatlarinin ve immobilizasyon sonrast yikama sularmin protein
konsantrasyonlar1 Bradford metodu ile belirlenmistir (Bradford, 1976). Boya
baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve
Coomassie Brillant Blue G250 boyasinin kullanildig1 yontemdir. Y dntem, organik
boyalarin asidik gruplar1 ile proteinlerin bazik gruplarmin (Lys, Arg) etkileserek

renk olusturmasini esas almaktadir.

Sigir serum albumininin (BSA), distile suda hazirlanmisg 1 mg/mL’ lik stok
standart ¢ozeltilerinden 0,02—0,2 mg/mL konsantrasyon araligi ile hazirlanan BSA

standart grafigi kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

Bradford Reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue (CBB) G250; % 95°1ik 50
mL etanolde ¢oziiliir. Uzerine 55 mL % 88 (w/v)’lik fosforik asit ilave edilerek son
hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanir ve filtre edilir. Reaktif 20°C’ de 2 hafta
dayaniklidir.

Her bir 6rnegin (standartlar ve bilinmeyen protein drnekleri) protein miktari

asagidaki prosediire gore belirlenmistir:

a) 0,1 mL standart protein, bilinmeyen protein 6rnegi ve distile su (kor igin)

tiiplere pipetlenir.

b) 2 mL Bradford reaktifi eklenir ve vorteks ile karigtirilir.
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) Tim tiipler oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

d) Her bir 6rnegin 595 nm’de absorbansi okunur.

e) Protein konsantrasyonlari, hazirlanan BSA standart grafigi (0,02-0,2
mg/mL BSA standartlart) kullanilarak hesaplanir.

2.7 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
ve Molekiiler Kiitle Tayini

SDS-PAGE, poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygin olarak kullanilani
olup, protein karigimlarinin 6zelliklerini analizlemek agisindan énemlidir. Protein
saflik kontroliinlin bir dl¢ilistidiir ve proteinin molekiil boyutuna gére bir ayrim
yapmasi nedeniyle bagil molekiil kiitlesi tayininde de kullanilir. O nedenle,
misirdan izole edilen a-galaktozidaz preparatinin safligini kontrol etmek ve
molekiil kiitlesini belirlemek icin SDS-PAGE kullanild1.

Poliakrilamid jel elektroforezi, Laemmli (1970) tarafindan gelistirilen
yonteme gore mini jel sistemi ile gerceklestirildi. Y ontem heterojen tampon sistemi
temeline dayanir. Ayirma kapasitesi olduk¢a iyi olan bu yontemde, c¢alisilan
proteinler yiiriitiicli jele girmeden Once diizenleyici jelde, elektroforez tamponu ve
jel arasindaki pH ve iyonik siddet vasitasiyla dengelenerek konsantre edilirler.

Tayin i¢in gerekli olan ¢ozeltiler:

Akrilamid/bis (A/B) : 30 g Akrilamid ve 0,8 g bis-N,N’-Metilenbisakrilamid distile

suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlanwr, filtre edilir ve

kahverengi sisede 4°C’de saklanir.

Alt Tris (LT) : 18,2 g Tris hidroksiaminometan, 2 mL % 20 SDS distile suda
¢oziiliir, pH’s1 derigik HCl ile 8,8’e ayarlanir ve distile su
ile 100 mL’ye tamamlanarak 4°C’de saklanir.

Ust Tris (UT) : 6,06 g Tris, 2 mL % 20’1ik SDS distile suda ¢oziiliir, pH’s1
derisik HCI ile 6,8’e ayarlanir ve distile su ile 100 mL’ye
tamamlanarak 4°C’de saklanr.

Amonyum persiilfat (AP) : 100 mg/mL’lik sulu ¢ozeltisi taze hazirlanmalidir.
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Reservuar tamponu: 7,58 g Tris, 36 g Glisin ve 2,5 g SDS 250 mL distile suda

¢Oziilerek hazirlanir.

2.7.1 Polimerizasyon protokolii

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin bir ¢apraz baglayici ajan ile
kopolimerizasyonu sonucu olusur. Poliakrilamid jeller i¢in en ¢ok kullanilan ¢apraz
baglayict ajan da N,N’-metilenbisakrilamid(Bis)dir. Akrilamid polimerizasyonu
serbest radikal katalize bir 6rnektir. Reaksiyon, amonyum perstilfat ve N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED) ile baslatilir. TEMED, persiilfat iyonunun
dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal olusumunu saglar. Aktif
monomer, aktiflenmemis monomer ile reaksiyon verir ve polimer zincirin uzamast
baslar. Uzayan polimer zincir ¢apraz bagli metilen bisakrilamid ile birlikte
yapilanir. Oksijen, serbest radikalleri uzaklastirdigindan ve polimerizasyonu
engellediginden tiim jel ¢ozeltileri kullanilmadan 6nce vakumlanmali ve oksijen

uzaklastirilmalidir.

Kaliteli bir SDS-PAGE igin su faktorlere dikkat etmek gerekir: Oldukga
yiiksek safliktaki reaktifler, dogru baslangic konsantrasyonlar: (yiriitiicii jel i¢in %
0,04 ve diizenleyici jel i¢in % 0,1), sicaklik (polimerizasyon i¢in genellikle 23°C),
cozeltilerin gazsizlastirilmasi (oksijen polimerizasyonunun inhibiritoriidiir) ve jel

olusturma tamponlarmin pH’s1.

Misir a-galaktozidazinin SDS-PAGE’ i i¢in, % 12’ lik akrilamid monomeri

kullanilmistir. Polimerizasyon protokolii (iki jel i¢in) asagida verilmistir:
o  (Cozelti 1, 2 ve 3 karistirilarak oda sicakligina getirilir.

e 5 dakikalik gazsizlastrma islemi ardindan ¢ozelti 4 ve 5 swastyla

eklenerek yavasca karistirilir.

e  Yiiriitiicii jel dokiiliir, gece boyunca ya da 3 saat bekletilir. Ardindan
diizenleyici jel dokiilerek 1-1,5 saat bekletilir.

2.7.2 Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforeze uygulanmasi

Ornek tamponunun (3,55 mL distile su, 1,25 mL UT, 2,5 mL gliserol, 2 mL
% 10 SDS, 0,2 mL % 0,5, w/v, bromfenol mavisi) 950 pL’ sine 50 pL B-
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merkaptoetenol eklendi. Orenkler 95°C° de 5 dakika inkiibe edilerek jel
kuyucuklarma 20 uL 6rnek uygulanda.

Anod ve katod reservuarlarindaki Tris/glisin/SDS tamponu ile elektroforez
yiiriitiildii. Proteinlerin elektroforezinde diizenleyici jelde 80 volt ve yiiriitiici jelde
100 volt gii¢c uygulandi. Bromfenol mavisinin olugturdugu bant jele ulasmadan 0,5

cm Once elektroforez islemine son verildi.
2.7.3 Protein bantlarinin boyanmasi

Jellerin boyanmasinda Coomassie-Brillant Blue metodu kullanildi. Bu
boyama metodunun esasi boyanin asidik pH’ da proteinlere baglanmasidir. Jeller,
Coomassie Blue ¢ozeltisi (% 50 metanol,v/v; % 10 asetik asit, v/v, ve % 0,05
Coomassie Brillant Blue R 250 , w/v) ile 1 saat boyunca yavasca ¢alkalandi. Jelde
olugsan mavi renk % 40 metanol (v/v) ve % 10 asetik asitten (v/v) olusan ¢ozelti ile

gece boyu yikandi.

2.8 Miusir Unundan izole Edilen a-Galaktozidaz Enziminin Kismi

Saflastirilmasi

a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) enzim kaynadi olarak iilkemizde bol
bulunmasi, ekonomik olmasi ve a-galaktozidaz aktivitesinin yiiksek olmasi nedeni
ile misir (Z. mays) unu segildi. Enzim basta mikrobiyal kaynaklar (Anisha et al.,
2010; Fredslund, 2011; Wang et al., 2014) olmak iizere bir¢ok ¢alismada bitkisel
(Bigak Celem et al., 2009; Sen et al., 2011; Bayraktar and Onal, 2013) ve hayvansal
(Dean and Sweely 1979a; 1979b; 1979c; Alonso et al., 2005) kaynaklardan izole

edilip, saflastirilarak fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Bu calismada, amacimiza uygun bir enzim preparati hazirlamak icin a-
galaktozidaz enzimi temel biyokimyasal tekniklerle misir unundan izole edilerek
tuz c¢oOktiirmesi ile kismi olarak saflastirildi. Hazirlanan bu enzim preparati
kullanilarak a-galaktozidaz enziminin ¢apraz bagl enzim agregatlart (CLEA)
hazirlandi.  Enzimin izolasyonu ve kismi saflastirilmasinda  sirasiyla
homojenizasyon, santrifiijleme, amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz islemleri

uygulandu.

Yerel pazardan temin edilen misir unu pH 6,0 50 mM sitrat tamponu ile
1slatilarak 4°C’ de gece boyu bekletildi. Ardindan 6nce blender yardimiyla ve sonra



75

homojenizator ile homojenize edildi. Homejenat i¢indeki artiklar1 uzaklagtirmak
icin ¢ift kat tiilbentten siiziildii. Filtrat 9.000 rpm’ de 15 dakika 4°C’ de
santrifiijlendi. Santrifiijata % 85’ lik amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapilarak gece
boyunca 4°C’ de bekletildi. Amonyum siilfatli preparat 9.000 rpm’ de 30 dakika
4°C’ de santrifiijlendi ve enzimatik aktiviteye sahip ¢okelek ayrildi. Cokelek,
tamponda (50 mM sitrat tamponu, pH 6,0) ¢6ziilerek ayni tampona karsi gece
boyunca 4°C’ de diyalizlendi. Diyaliz sirasinda diyaliz tamponu ilk bir saat sonunda
ve sonrasinda da birkag¢ kez degistirilerek enzim ¢ozeltisi gece boyunca diyalize
brrakildi. Diyalizatta aktivite ve protein tayini yapilarak ileri saflasgtirma
islemlerinde kullanilmak iizere -20°C’ de depolandi Enzim aktivitesi, protein
miktar1 ve spesifik aktivitesi sirasiyla 0,84 U/mL, 18,4 mg protein/mL, 0,046 U/mg
olarak belirlendi.

Immobilize  a-galaktozidazlarin  endiistriyel ~ hidroliz  proseslerinde
kullaniminda preparatin igerdigi invertaz enziminin a-galaktozidaz ile yarigsmamasi
i¢cin invertaz orant miimkiin oldugunca diisiik bir enzim preparatina ihtiyag duyulur.
Bu nedenle, misirdan hazirlanan protein preparatmma (% 85 amonyum siilfat
cokelegi) gradient amonyum siilfat ¢oktiirmesi (% 35 - % 85) uyguland1 ve her iki
enzimin (a-galaktozidaz ve invertaz) baskin olarak bulundugu tuz fraksiyonlar1
belirlendi. a-Galaktozidaz aktivitesi yiiksek ve invertaz aktivitesi diisilk enzim
preparati elde edebilmek i¢cin hazirlanan enzim preparatina (% 85’ lik amonyum
stilfat ¢oktiirmesinden elde edilen) dnce % 35’ lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulandi. Elde edilen ¢okelek uzaklastirildiktan sonra ardindan tist faza % 85’ lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi. % 35’ lik ve % 85’ lik ¢oktiirme sonrasi
elde edilen ¢okelekler yine tamponda (50 mM sitrat tamponu, pH 6,0) ¢oziilerek
ayn1 tampona kars1 gece boyu 4°C’ de diyalizlendi. % 85’ lik ¢okelegin diyalizati
immobilizasyon islemlerinde kullanilmak tiizere derin dondurucuda -20°C’ de
sakland1. a-Galaktozidaz aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik aktivitesi sirasiyla
1,69 U/mL, 26,4 mg protein/mL, 0,064 U/mg olarak belirlendi. Hazirlanan bu
preparat hem protein miktar1 hem de o-galaktozidaz aktivitesi agisindan
immobilizasyon islemleri i¢in olduk¢a uygun bir enzim preparatidir. Enzim

preparatinin safligi ve enzimin molekiiler kiitlesi SDS-PAGE ile belirlendi.
2.9 a-Galaktozidaz Enziminin immobilizasyonu
Misirdan izole edilerek tuz g¢oktiirmesi ile kismi olarak saflastirilan o-

galaktozidaz enzim preparatinin ¢apraz baglayici olarak glutaraldehit ve ¢oktiirme

ajan1 olarak da amonyum siilfatin kullanildig1 ¢apraz bagli enzim agregatlari
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(CLEA) hazirlanarak  immobilizasyonu  gerceklestirildi.  Immobilizasyon
islemlerinin optimizasyonu amaciyla a-galaktozidaz enziminin immobilizasyonuna
cesitli parametrelerin etkisi incelendi. Hazirlanan immobilize enzimler, kullanilan
immobilizasyon yontemi ve elde edilen immobilizasyon verimleri agisindan

kiyasland1 ve biyokimyasal olarak karakterize edildi.

2.9.1 a-Galaktozidaz enziminin capraz bagh enzim agregatlarinin
(CLEA) hazirlanmasi

Misir unundan izole edilerek saflastirilan ve ticari (a-Galactosidase DS30;
Amano Enzyme Inc.) olarak temin edilen o-galaktozidaz enzimi asagida verilen
prosediir kullanilarak immobilize edildi: 1 mL tamponda (100 mM, pH 5,0 sitrat
tamponu) hazirlanmis serbest a-galaktozidaz ¢ozeltisine (7,5 mg protein) 5 mL
(1:5, v/v) amonyum siilfat ¢ozeltisi (%90 (w/v) doygun ¢6zelti) ve son
konsantrasyonu % 0,2 (v/v) olacak sekilde glutaraldehit ¢ozeltisi ilave edildi.
Ornekler 4 °C' de 2 saat boyunca 150 devir/dakika hizla karistird1. Kontrol drnekleri
(glutaraldehit icermeyen) ve immobilizasyonun gergeklestigi  Ornekler
(glutaraldehit iceren) olmak iizere iki sistem hazirlandi. Ornekler 7000 rpm de 20
dakika santrifiijlendi ve c¢okelekler ayrildi. Glutaraldehit igeren c¢okelekler,
glutaraldehit fazlasini uzaklastirmak i¢in 1 mL 100 mM, pH 5,0 sitrat tamponu ile
yikandi. Kontrol amagli hazirlanan (glutaraldehit icermeyen) 6rneklerde aktivite ve
protein tayinleri yapildi. Immobilizasyonun gergeklestirildigi drnekler ise kendi
tamponu ile tekrar yikandi. Immobilize enzimlerde aktivite tayini, ytkama sularmda

ise hem aktivite hem de protein tayini yapilarak verimleri hesaplandi.

Immobilizasyon sonrasi elde edilen sonuglar 1s181nda, ticari o-galaktozidaz
(o-Galactosidase DS30; Amano Enzyme Inc.) enzim preparati ile hazirlanan ¢apraz
bagl enzim agregatlarinin (CLEA) verimlerinin diisiik olmas1 sebebiyle, bitkisel
bir kaynak olan musir enzim ekstrakti ile immobilizasyon g¢aligmalarma devam

edilmistir.

2.9.1.1 Amonvyum siilfat konsantrasyonunun CLEA verimine etkisi

Capraz baglama ile immobilizasyon isleminde ©nemli adimlardan ilki,
coktiirlici ajan olan amonyum siilfat ile ortamdaki proteinlerin etkin bir sekilde
coktiiriilmesidir. Bu amacla, 7,5 mg protein iceren 1 mL enzim ¢ozeltisi ve % 0,2
(v/v) glutaraldehit iceren ortama 1:0,4, 1:0,7, 1:1,25; 1:3; 1:5 ve 1:8 (v/v)
oranlarinda doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90, w/v) ilave edilerek 4°C’ de 2
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saat orbital karistiricida 150 rpm’ de karistirma yapilarak yukarida Bolim 2.9.1° de
belirtilen prosediir kullanilarak CLEA’ lar hazirlandi. Glutaraldehitin fazlasinin
uzaklastirilmast icin 1 mL 100 mM sitrat tamponu (pH 5,0) ile yikama yapildi.
Yikama sularinda aktivite ve protein tayinleri yapildi. immobilize enzimlerin

aktivitesi tayin edilerek aktivite verimleri hesaplandi.

CLEA' larin protein igerigini belirlemek i¢in muhtemel yontemler iyi bilinen
Lowry, Biuret veya Bradford testleri olabilir; ancak bu yontemlerin immobilize
enzimler i¢in bazi siirlamalar1 vardir. CLEA' larda bulunan proteinin miktarinin
belirlenmesi igin bir zorluk daha ortaya ¢ikar: Lowry, Biuret veya Bradford testleri,
sadece bu metotlarda kullanilan kolorimetrik reaktiflerle reaksiyona girmek i¢in
mevcut proteinin fraksiyonunu nicellestirir. Agregat ¢cekirdeginde veya zor erisime
sahip herhangi bir bdlgede bulunan proteinin, sézii edilen testler tarafindan
nicellestirilemeyecegi ve dolayisiyla spesifik aktivitenin artacagi anlamina gelir.
Toplam proteinin miktarin1 belirlemek i¢in alternatif bir segenek, onu CLEA
sentezinde kullanilan baglangic protein miktarmi ve ayrica CLEA hazirlandiktan
sonra ortamdan santrifiijle uzaklastirilan siipernatant ve glutaraldehitin fazlasinin
uzaklastirilmasi i¢in yapilan yikama adimlarinda kalan toplam protein miktarini
hesaplamaktir (Torres et al., 2013). Bu amagla, glutaraldehit bulunmayan kor
protein ¢oktiirme denemeleri ile ortamda ¢oken protein miktar1 belirlenmistir. Asil
orneklerdeki siipernatant ve yikama sularinin protein miktar1 hesaplanarak ¢oken
protein miktarindan ¢ikarilmis ve ¢oken toplam protein miktarina ulagilmistir. Bu
asamadan sonra yapilan her denemede kontrol amacgh glutaraldehitsiz kor

denemeler kullanilmistir.
2.9.1.2 Protein miktarinin CLEA verimine etkisi

Capraz baglama ile immobilizasyon isleminde ortamdaki proteinlerin
konsantrasyonu 0nemli diger bir parametredir. Bu amacla, 1:5 (v/v) oraninda
doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90° lik) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit i¢eren
ortama 1,0; 2,5; 5,0; 6,0; 7,5 ve 9,0 mg protein igeren 1 mL enzim ¢ozeltisi ilave
edilerek 4°C’ de 2 saat orbital karistiricida 150 rpm’ de karistirma yapilarak CLEA’
lar hazirlandi. Glutaraldehitin fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in 1 mL 100 mM sitrat
tamponu (pH 5,0) kullanildi. Yikama sularinda aktivite ve protein tayinleri yapildi.

Immobilize enzimlerin aktivitesi tayin edilerek aktivite verimleri hesapland.
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2.9.1.3 Capraz baglavici ajan glutaraldehid konsantrasyvonunun CLEA
verimine etkisi

Capraz baglayici ajan glutaraldehitin uygun optimum konsantrasyonunu
belirlemek igin 7,5 mg protein iceren 1 mL enzim ¢ozeltisi ve 1:5 (v/v) oraninda
doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90’ lik) iceren ortama son konsantrasyonu %
0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,5; 1,0 (v/v) olacak sekilde glutaraldehit ilave
edilerek 4°C’ de 2 saat orbital karistiricida 150 rpm’ de karistirma yapilarak CLEA’
lar hazirlandi. Glutaraldehitin fazlasinin uzaklastirilmasi igin 1 mL 100 mM sitrat
tamponu (pH 5,0) kullanildi1. Yikama sularinda aktivite ve protein tayinleri yapilda.

Immobilize enzimlerin aktivitesi tayin edilerek aktivite verimleri hesaplandi.

2.9.1.4 Tampon tiirii, konsantrasyonu ve pH’ imin CLEA verimine etkisi

Enzimin maksimum verimle immobilize edilerek CLEA’ larinin hazirlanmasi
icin immobilizasyon kosullar1 (tampon tiirii, konsantrasyonu ve pH) optimize
edildi. Bu amagla dncelikle tampon tiirii ve pH’ 1 belirlemek i¢in 1:5 (v/v) oraninda
doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90” lik) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit iceren
ortama 100 mM pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 ve 6,5 sitrat tamponlar1 ve 100 mM pH 6,5;
7,0; 7,5; 8,0 fosfat tamponlarinda hazirlanmis 7,5 mg protein iceren 1 mL enzim
cozeltisi ilave edilerek 4°C’ de 2 saat orbital karistiricida 150 rpm’ de karistirma
yapildi ve CLEA’ lar hazirland1.

Enzimin daha yiiksek verimle ¢apraz baglanmasini saglamak icin tampon
konsantrasyonu optimize edildi. Bu amagla, immobilizasyon isleminde 25, 50, 75,
100 ve 150 mM sitrat tamponu (pH 5,0) kullanildi. CLEA hazirhigi, ortamda 7,5 mg
protein iceren 1 mL enzim ¢6zeltisi, 1:5 (v/v) oraninda doygun amonyum siilfat
¢ozeltisi (% 90, wiv) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit olacak sekilde 4°C* de 2 saat
orbital karistiricidda 150 rpm’ de karistrma  yapilarak  gerceklestirildi.
Glutaraldehitin fazlas1 kullanilan tamponlar araciligiyla yikanarak uzaklastirildi.
Yikama sularinda aktivite ve protein tayinleri yapildi. Immobilize enzimlerin

aktivitesi tayin edilerek aktivite verimleri hesaplandi.

2.9.1.5 Capraz baglanma siiresi, sicakhigr ve karistirma hizinin CLEA
verimine etkisi

Capraz baglama siiresi, sicaklig1 ve karistirma hizi CLEA olusumunda test
edilmesi gereken parametrelerdendir. En uygun ¢apraz baglama siiresini belirlemek
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icin 7,5 mg protein iceren 1 mL enzim ¢ozeltisi, 1:5 (v/v) oraninda doygun
amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90, w/v) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit igeren ortam
oncelikle 4°C” de 1, 2, 4, 6, 8, 10 ve 24 saat orbital karistiricida 150 rpm’ de
karigtirma yapilarak CLEA’ lar hazirland1.

Capraz baglama siiresi belirlendikten sonra ayni ortam (7,5 mg protein igeren
1 mL enzim ¢ozeltisi, 1:5 (v/v) oraninda doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90,
wiv) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit igeren) 4, 20, 30, 37 ve 50°C” de 6 saat orbital
karigtiricida 150 rpm’ de karistirma yapilarak CLEA’ lar hazirlandi ve en uygun

capraz baglama sicaklig1 belirlendi.

Son olarak karistrma hizinin immobilizasyona etkisi incelendi. Ayni
immobilizasyon ortamina (7,5 mg protein igeren 1 mL enzim ¢ozeltisi, 1:5 (v/v)
oraninda doygun amonyum stilfat ¢ozeltisi (% 90, w/v) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit
iceren) 4°C’ de orbital karistiricida 50, 100, 150, 200 ve 250 rpm’ de karistirma
yapilarak CLEA’ lar hazirlandi. Her bir denemede ortamdaki fazla glutaraldehitin
uzaklastirilmasi i¢gin 1 mL 100 mM sitrat tamponu (pH 5,0) kullanildi. Yikama
sularinda aktivite ve protein tayinleri yapildi. Immobilize enzimlerin aktivitesi tayin

edilerek aktivite verimleri hesaplandi.

2.9.1.6 BSA ilavesinin CLEA verimine etkisi

Bazen diisiik protein icerikli enzim preparatlarmdan CLEA olusumunu
saglamak zordur. Bu gibi durumlarda, CLEA olusumu, proteik besleyici olarak
adlandirilan sigir serum albiimini (BSA) gibi ikinci bir proteinin eklenmesiyle
desteklenebilir (Shah et al., 2006). immobilizasyon ortamma (1:5 (v/v) oranmnda
doygun amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90’ lik) ve % 0,2 (v/v) glutaraldehit igeren)
1:3, 2:2, 3:1 ve 4:0 (kontrol) mg (w/w) oranlarinda Enzim:BSA ilavesi yapilarak
son toplam protein miktar1 7,5 mg olacak sekilde 4°C’ de 6 saat orbital karistiricida
150 rpm’ de karistirma yapilarak CLEA’ lar hazirlandi. Glutaraldehitin fazlasinin
uzaklastirilmast i¢gin 1 mL 100 mM sitrat tamponu (pH 5,0) kullanildi. Yikama
sularinda aktivite ve protein tayinleri yapildi. Immobilize enzimlerin aktivitesi tayin

edilerek aktivite verimleri hesaplandi.
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2.10 a-Galaktozidaz Enziminin Karakterizasyonu
2.10.1 a-Galaktozidaz aktivitesine bazi1 parametrelerin etkisi

Enzimin spesifikligi dogal substrata karsi ¢ok yiiksek olmalidir; ancak enzim
bu dogal substratlardan uzak bilesiklere karsi kullanildiginda, bu deger onemli
Olclide azalabilir. Bu durumda, enantioselektifligin gelistirilmesi, endiistriyel
acidan ilgili bir proses elde etmek igin kritik bir gereklilik olabilir. Enzim
seciciligini arttiran bir¢ok arag¢ arasinda yine protein immobilizasyonunu gii¢lii bir
teknik olarak bulmak miimkiindiir. Bir proteinin immobilizasyonu, aktif bolgede
bir miktar degisiklik olusturarak protein gruplarmm genel hareketliligini azaltir.
Dahasi, kataliz sirasinda biiylik konformasyonel degisiklikler ge¢iren enzimler, bu
degisiklikler hareketsiz hale getirildiginde bozulabilir ve tamamen degismis
katalitik 6zelliklere sahip immobilize enzimler iiretebilir (Singh et al., 2013).

Immobilize ve serbest enzimlerin aktivitelerinin kiyaslanabilmesi i¢in ¢apraz
baglanan enzim miktar1 bilinmelidir. Bu amagla immobilizasyon dncesi serbest
enzimin aktivite ve protein miktar1 belirlenir. Immobilizasyon sonrasi yikama
sularinda da ayni tayin yontemleri kullanilarak aktivite ve protein miktar1 tayinleri
yapilir. Capraz baglama ile immobilize edilmis protein miktar1 da ilave edilen
protein ile yikama sularindaki baglanmayan protein miktar1 arasindaki farktan
hesaplanarak belirlenir.

Misirdan izole edilen ve ticari olarak temin edilen o-galaktozidazlarin
aktivite ve protein miktar tayinleri Boliim 2.3 ve 2.6” da agiklanan yontemler ile
belirlendi. o-Galaktozidazlarin aktivite, protein ve spesifik aktivite degerleri

Sonuglar ve Tartigma boliimiinde ilgili tablolarda verildi.
2.10.1.1 Sicakhk

Cogu kimyasal tepkimelerde oldugu gibi, enzim tarafindan katalize edilen
reaksiyon hizi, sicaklik arttikga artmaktadir. Sicaklik arttikga tiim molekiiller
arasindaki ¢arpismalar artar. Bunun nedeni, sicaklik artisini izleyen hiz ve kinetik
enerjideki artistan kaynaklanmaktadir. Molekiiller daha hizli hareket ettigi igin,
enzimler ve substratlar arasindaki ¢arpigsmalar da artar. Reaksiyon hiz1 sicaklik ile
birlikte maksimum seviyeye yiikselir, daha sonra sicaklik artis1 ile denatiirasyon
sebebiyle aniden azalir. Bu nedenle immobilize enzimin etkin bir sekilde

caligabilecegi sicaklik araligmin belirlenmesi gerekir.
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Optimum sicaklik, enzimin en iyi ¢alistig1 ve maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik degeridir. a-Galaktozidazlarm saflastirildiklar: kaynaklara gére optimum
sicaklik degerleri de degisiklik gosterir. Ornegin; bitkisel kaynakli o-
galaktozidazlar i¢in optimum sicaklik degeri 37-40°C iken, mikrobiyal kaynakli a-
galaktozidazlar i¢in daha yiiksek sicakliklarda gozlenebilir. Serbest ve immobilize
enzim aktivitesine sicakligin etkisi genellikle optimum egrileri ¢izilerek izlenir. Bu
grafik, bagil aktivitenin sicaklik ile degisimini gosterir. Genellikle inkiibasyon
stresi arttikca termal denatlirasyon nedeniyle optimum sicaklik diiser.
Immobilizasyon sonrasinda enzimin fiziksel veya kimyasal degisikligine bagli

olarak optimum sicaklig1 genellikle degisir.

Serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin aktivitelerine sicakligin etkisini
incelemek amaci ile 4-80°C (4, 25, 30, 37, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80°C) sicaklik
araliginda enzimatik aktivite olgiilmiis, serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin
optimum sicaklik degerleri belirlenmistir. Ayrica bu degerlerden ¢ikilarak cizilen
Arrhenius diyagramlarindan (1/T” ye karsilik log aktivite) aktivasyon enerjileri
hesaplanda.

2.10.1.2 pH

Optimum pH degeri, enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH olarak
tanimlanir ve enzimin aktif bolgesi ¢evresinde bulunan amino asitlerin pKa' sina
dayanmaktadir. Optimum pH' daki degisim, serbest enzim ile ilgili olarak
immobilize enzimler arasinda asidik veya bazik bolgeye kaymalar seklinde
gbzlemlenmistir. Degisimin derecesi, kullanilan immobilizasyon yonteminin
tiiriine ve ayrica tasiyicili enzim immobilizasyonunda matrisin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerine (matrisin yiikii ve yiizey alant) baglhdir.

Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim prepatlarinin aktivitelerine
pH’mn etkisinin belirlenmesi igin inkiibasyon tamponunun pH’ 13-6 (100 mM sitrat)
ve pH’ 1 6,5-7,5 (100 mM fosfat) arasinda degistirilerek standart kosullarda
aktiviteleri tayin edildi. Serbest ve immobilize enzimler i¢in olusturulan pH-aktivite
grafiklerinden tiim enzimlerin optimum pH’ 1 belirlendi. Her bir deneme seti ¢ift

caligild.
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2.10.1.3 Substrat spesifikligi ve kinetik parametreler

Enzimler, substrat ve reaksiyon i¢in spesifiktir. Bunun anlami, yalnizca bir
substratin ya da yapisal olarak iligkili olan, substratlarin olasi tepkimelerinden
sadece birini katalize eden bir substrat ailesinin doniigiimiinii katalize ettigi
anlamina gelir. Enzim bir substrat iizerinde yalnizca hareket edebildiginde, enzimin
substrat icin mutlak ozgilliilk gosterdigi soylenir. a-Galaktozidazlarin ¢esitli
sentetik (pNPG: p-nitrofenil a-D-galaktopiranozid; oNPG: o0-nitrofenil a-D-
galaktopiranozid) ve dogal (melibiyoz, laktoz, rafinoz, stakiyoz, siikroz, keci
boynuzu sakizi, guar sakizi) substratlar: ile ilgili yapilmis ¢caligmalar mevcuttur
(Kaneko et al., 1991; Manzanares et al., 1998; Varbanets et al., 2001; de Rezende
et al., 2005; Gote et al., 2006; Reis et al., 2010; Du et al., 2013; Wang et al., 2016;
Hu et al., 2016).

Substrat konsantrasyonunun artirilmasi, reaksiyon oranmi arttirr. Bunun
nedeni, daha fazla substrat molekiiliiniin enzim molekiilleri ile ¢arpismasi sonucu
daha fazla iiriin olusmasidir. Bununla birlikte, belli bir konsantrasyondan sonra,
artisin reaksiyon hizi iizerinde herhangi bir etkisi olmayacaktir; ¢linkii substrat
konsantrasyonu artik sinirlayici faktér olmayacaktir. Enzimler etkin bir sekilde

doymus olacak ve miimkiin olan en yiiksek oranda calisacaklardir.

o-Galaktozidazin substrat spesifikliginin tayini i¢cin sentetik bir substrati olan
PNPG ve dogal substratlarindan melibiyoz, rafinoz ve stakiyozun enzim
aktivitesine etkisi incelenerek doygunluk substrat konsantrasyonlari1 ile Ky V& Vmax

degerleri belirlendi.

p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (pNPG):

Doygunluk substrat (pNPG) konsantrasyonu ve Km ile Vmax degerlerini
belirlemek i¢in 50 mM sitrat tamponunda (pH 6,0) hazirlanmis 10 mM stok pNPG’
den ¢ikilarak farkli substrat konsantrasyonlar1 ile (0,05- 2,5 mM) enzim aktivitesi
tayin edildi. Her enzim formu i¢in ¢ift deneme yapildi. Substrat konsantrasyonu ile
aktivite arasinda c¢izilen grafikten substrat doygunluk konsantrasyonu belirlenerek
1/[S] ile 1/V arasinda c¢izilen Lineweaver-Burk diyagramlarindan Km, Vmax Ve Keat

degerleri hesaplandi.
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Melibiyoz, Rafinoz ve Stakiyoz:

Doygunluk substrat konsantrasyonu ile Km, Vmax Ve Keat degerlerinin
belirlenmesi i¢in sitrat tamponunda hazirlanmig (100 mM, pH 5,0) 100 mM stok
rafinozdan ¢ikilarak 2,5-50 mM konsantrasyonlarinda rafinoz; 25 mM stok
stakiyozdan ¢ikilarak 0,5-15 mM konsantrasyonlarinda stakiyoz; 50 mM stok
melibiyozdan ¢ikilarak 1,0-25 mM konsantrasyonlarinda melibiyoz substrat olarak

kullanildig1 enzim aktiviteleri tayin edildi. Her deneme seti ¢ift tekrarli ¢aligildi.
2.10.1.4 Efektor etkisi

Iyonlarm enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerindeki etkisi genelde
Hoffmeister serisini veya kozmotropik diizeni izler: kozmotropik anyonlar ve
kaotropik katyonlar enzimleri stabilize ederken, kaotropik anyonlar ve
kozmotropik katyonlar bunlar1 kararsizlastirir. Iyonik sivilarm (IL) enzim
aktivitesi/kararlilik/ enantiosegiciligi iizerine olan etkisi, 6zellikle IL ortaminda az
miktarda su oldugunda karmasiktir. Bununla birlikte, hidrofilik IL' lerin sulu
soliisyonlar1 reaksiyon ortami olarak kullanildiginda, enzimler, Hofmeister
serisini izler gibi goriiniir, ¢linki IL' ler suda ayr1 iyonlara ayrigir. Yiksek
konsantrasyonlarda hem kozmotropik hem de kaotropik anyonlarin enzimi farkl
mekanizmalarla inhibe ettigine inanilmaktadir. Kozmotropik anyonlar belirgin
Michaelis sabitini diigiiriir ve aktivasyon bariyerini arttirirken, kaotropik olanlar
ters etki yapar. Aktif alan esnekligi, enzim islevinde 6nemlidir. Kozmotropik
anyonlar yiiksek rijitlik olustururken, kaotropik anyonlar yliksek esneklik saglar.

Her iki durum enzim aktivitesini diistiriir (Zhao, 2005).

Enzimlerin katalitik aktivite gosterdikleri ortamlarina ilave edilen kimyasal
etmenlerin (iyonlar, sekerler, selatlayici ajanlar, tuzlar, deterjanlar, vb) aktivite
iistiine etkileri arttirict (aktivatdr) veya azaltici (inhibitdr) yonde olabilir. Cesitli
kimyasallar (CaCl,, CuS0O4.5H,0, KCI, HgCl, NaCl, MgCl,.6H.0, MnCl;,
FeS04.7H20, ZnSO4.7H.0, Na;COs, EDTA, SDS, (NH4)2SOs) ve seckerler
(galaktoz, glukoz, sukroz, fruktoz, laktoz, maltoz, melibiyoz, rafinoz) enzimatik
reaksiyon ortamina eklenerek enzim aktiviteleri {lizerine etkileri incelendi.
Ortamdaki konsantrasyonlar1 10 mM olacak sekilde metaller ve sekerler aktivite
tayin ortamina ilave edildi. Standart aktivite tayini kosullarinda tiim denemeler iki
tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Aktivator ve inhibitorler belirlendikten
sonra, bunlarm degisen konsantrasyonlarinin etkisi ve inhibisyonun tiirii
belirlendi.
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2.10.1.5 inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi

a-Galaktozidaz enzimi ile yapilan calismalarda, agiga ¢ikan galaktozun
kuvvetli inhibisyon etki gosterdigi birgok caligmada belirtilmistir (King et al, 2002;
Guimaraes et al., 2001; Soh et al., 2006; Viana et al., 2006; Hu et al., 2017). Bu
amagla, 50 mM sitrat tamponunda (pH 6,0) hazirlanmis 10 mM stok pNPG’ den
cikilarak hazirlanan farkli substrat konsantrasyonlarmini (0,05- 2,5 mM) igeren
ornek tiiplerine galaktozun farkli konsantrasyonlarmi (2,5; 5,0 ve 10 mM) ilave
edilerek enzim aktivitesi tayin edildi. Her 6rnek igin ¢ift deneme yapildi. Substrat
konsantrasyonu ile aktivite arasinda cizilen grafikten 1/[S] ile 1/V degerleri
hesaplandi ve Lineweaver-Burk diyagramlar1 olusturularak inhibisyon tiirleri
belirlendi.

2.10.1.6 Stabilizatorlerin etkisi

Enzimlerin depolanmasi igin kullanilan stabilizatorler, aktivite kayiplarini
onlemek ve belli kosullar altinda uzun siire enzimin saklanmasina imkan saglar.
Stabilizator etkisinin incelendigi calismada ise immobilize ve serbest o-
galaktozidaz enzimleri 2 ay siire ile -20°C de stabilizatér eklenerek muhafaza
edilmistir. Bu amagla, ti¢ farkl stabilizator (%10 (w/v) Siikroz, %20 ve %30 (v/v)
Gliserol) igceren ve stabilizator igermeyen olmak iizere toplam 4 6rnek hem serbest
hem de immobilize enzim preparatlar1 i¢in hazirlanmistir. 2 ayin sonunda standart
aktivite 6l¢tim kosullarinda kalan aktiviteler dlgiilerek, stabilizatorlerin aktiviteye

etkisi belirlenmis ve birbiri ile kiyaslanmustir.
2.10.2 Kararhhk testleri

Enzim kararliligi, aktivite kaybinin operasyonel kosullar altinda zamanla
kontrol edilmesi ile tespit edilebilir. Aktivite bozulmasi, birinci dereceden kinetik
kurallara uyan termal inaktivasyonda oldugu gibi basit kinetik kurallara gore
ilerlediginde kalan aktivite bile Ongdriilebilir. Komplikasyonlar, farkli enzim
tirlerinin karigimlar1 baglanma veya i¢ kararhiliklarinda farkhiliklara sahip
oldugunda veya kiitle transferi etkileri diisiik etkinliklere neden oldugunda ortaya
¢ikar. Ikinci durumda, diisiik verimlilik sonucu diisiik aktivite, enzimin yalnizca bir
kismmin aktif oldugunu gosterir. Kullanilmayan kisim basit¢e enzimin inaktive
oldugu sekilde degistirilebilir. Baska bir deyisle, kiitle transferi ile kontrol edilen
reaksiyonlar, enzim aktivitesinin bozulmasima ¢ok daha az duyarli goriinmekte ve

bdylece yanliglikla bir stabilizasyon izlenimi yaratmaktadir. Uygulamada, yalnizca
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faaliyetin zaman c¢izelgesini takip ederek operasyonel kararlilig1 belirlemek degil,
ayn1 zamanda iiretkenligini veya alternatif olarak, olusan {iriine iligkin tiiketimini
izlemek de onerilir (Tischer and Kasche, 1999).

Enzimin depo kararlilig1 6nemlidir; ancak reaktor performansini yoneten bir
enzimin operasyonel kararliligidir; sicaklik, pH, substrat ve destabilize edici
ajanlarin varliginin karmasik bir fonksiyonudur. Uretim maliyetleri ve kiitle
transferi etkileri en aza indirildiginde bile, immobilize enzimlerin esas maliyete
katkilarini, kararhiliklar1 belirlenir. Immobilize enzimlerin artan operasyonel
stabilitesi, yiksek  maliyet  avantaji  elde etmek  icin  sarttir
(http://slideplayer.com/slide/7708111/).

2.10.2.1 Termal kararhhk

Ayn1 miktar protein igeren serbest ve immobilize enzimlerin termal kararlilik
tayininde, once bu enzimlerin 30 dakika boyunca farkl sicakliklarda (4, 25, 30, 37,
40, 50, 60, 65°C) inkiibe edildi ve ardindan standart kosullarda aktiviteleri ol¢iildii.

Her bir sicaklik degeri i¢in 6rnekler ¢ift ¢alisilmastir.

On inkiibasyon zamanina bagimli termal kararliliklarmn1 belirlemek icin ayn1
miktar protein igeren serbest ve immobilize enzim preparatlar1 37°C, 40°C ve 50°C’
de farkli siirelerde (5-10-15-20-25-30-45-60-75-90-105 ve 120 dakika) inkiibe
edildi ve ardindan geriye kalan aktiviteleri standart kosullarda 6l¢iildii. Her bir

zaman degeri i¢in ¢ift 6rnek ve bir kor deneme yapildi.

2.10.2.2 pH kararhhgi

Serbest ve immobilize enzim aktivitesi ve kararliligmma pH’ m etkisini
incelemek amaci ile diizenlenen deney setinde, ayn1 miktar protein igeren serbest
ve immobilize enzimler i¢in inkiibasyon tamponunun pH’ 1, pH 3,0-6,0 sitrat
tamponu (100 mM) ve pH 6,5-7,5 fosfat tamponu (100 mM) araliginda
degistirilerek 2 saat boyunca 4°C’ de bekletildi. Standart kosullarda geriye kalan
aktiviteleri tayin edildi. Her bir set ¢ift calisildi.

2.10.2.3 Depo kararhhig:

Depo kararlilig1 ile operasyonel kararlilik arasinda ayrim yapmak faydalidir.

Depo kararliligi uygun bir formiilasyonla saglanir. Cogu zaman, birkac¢ katki
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maddesi, enzimi 6nerilen saklama kosullarinda denatiirasyondan korur. Bu sekilde
sevkiyat ve dagitim desteklenmektedir (Tischer and Wedekind, 1999).

Depo kararliliginin belirlenmesi i¢in, serbest ve immobilize enzimler -20°C
de 8 ay boyunca depolanmis ve belirli zaman araliklarinda aliman 6rneklerde geriye

kalan aktiviteleri standart kosullarda tayin edilmistir.

2.10.2.4 Operasyonel kararhhk

Operasyonel kararlilik, pH, sicaklik, c¢oziiciiler, safsizliklar ve protein
denatiirasyonuna veya islevsel gruplarin modifikasyonuna katkida bulunan ve
boylece inaktivasyonu arttiran diger faktorlerin secilen reaksiyon kosullarindan
kaynaklanan ¢aligma kosullarinin ve zararlh etkilerin biitliniinii i¢erir. Operasyonel
kararlilik enzimin performansin1 ve maliyet avantajlarini belirler. Operasyonel
kararlilik, reaktorden belirli zaman araliklarinda alman Orneklerin standart
kosullarda aktivitesinin 6l¢iilmesi ile belirlenir (Tischer and Wedekind, 1999).

Diflizyonsuz reaksiyonlar i¢in, zamana bagli inaktivasyon, birincil
reaksiyona gore iissel aktivite bozulmasi gibi ¢esitli inaktivasyon oranlar1 boyunca
ilerleyebilir. Bu durumda, inaktivasyon orami Arrhenius denklemi ile sicaklik
bagimhilig1 icin verilen degere benzer sekilde tarif edilebilir. Tam difiizyon
kontrollii reaksiyonlarda, yani diisiik verimliliklerde, toplam immobilize enzim

miktarinin yalnizca kiiciik bir kismi ¢alismaktadir (Tischer and Wedekind, 1999).

Tamamen difiizyon kontrollii reaksiyonlarda, immobilize enzimin yalnizca
kiigiik bir kismi1 ¢alisir. Eger aktif olarak calisan enzim yikilirsa, bazi "dinlenme"
fraksiyonlar1 bir dereceye kadar enzimin yerini alabilirler. Immobilize enzimlerin
yanliglikla serbest enzimlere gore daha kararl goriinebilmelerinin bir sebebi budur.
Bu yanlig yorumlamay1 6nlemek icin, difiizyonel sinirlamalarin yoklugunda enzim
aktivitesinin kontrol edilmesi gereklidir. Endiistriyel uygulamalar i¢in, yar1 d6mriinii

degerlendirmek yerine enzimin performansini diisiinmek daha yararhidir (Tischer
and Wedekind, 1999).

Maliyet avantajlarinim elde edilmesi i¢in immobilize enzimlerin operasyonel
stabilitesinin arttirilmas: esastir. Enzim stabilitesi, yarilanma omrii aktivitesine
ulagilana kadar aktivite bozunumunun zamanla tahliliyle kontrol edilebilir. Bu,
termal inaktivasyonun birinci derece kinetigine gore gergeklesmesi durumunda
yararl bir kontrol aracidir (Tischer and Wedekind, 1999).
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Capraz baghi enzim agregatlar1 hazirlanarak immobilize edilen o-
galaktozidaz enziminin operasyonel kararlilik denemeleri substrat olarak hem
PNPG hem de rafinoz kullanilarak gerceklestirildi. pNPG ile yapilan operasyonel
kararlilik denemelerinde reaktore 2,5 mg immobilize enzim, 0,25 mL 2 mM pNPG
ve 0,75 mL sitrat tamponu (100 mM, pH 5,0) ilave edilerek 37°C’ de inkiibe edildi.
Belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin iist sivi fazi ayrilarak immobilize
enzimin aktivitesi standart a-galaktozidaz aktivite tayin yontemi ile belirlendi.
Sistem 50 saat boyunca siirekli olarak c¢alistirildi. Operasyonel kararlilik ¢alismasi
PNPG ile yapilan kararlilik c¢aligmasmma benzer sekilde rafinoz ile de
gerceklestirildi. Reaktore 2,5 mg immobilize enzim 0,9 mL sitrat tamponu (100
mM, pH 5,0) ve 0,10 mL 10 mM rafinoz eklenerek 50°C’ de inkiibe edildi. Belirli
zaman araliklarinda aliman Orneklerde DNS metodu ile enzim aktivite tayini

gerceklestirildi. Sistem 50 saat boyunca siirekli olarak calistirildi.

2.10.2.5 Tekrar kullanilabilirlik

Endiistriyel uygulamalarda immobilize enzimlerin 6nemli bir avantaji da
tekrar kullanilabilirliktir. immobilize o-galaktozidazlarin tekrar kullanilabilirlik
denemeleri substrat olarak pNPG kullanilarak 37°C’ de ve rafinoz kullanilarak
50°C’ de gerceklestirildi.

Substrat olarak pNPG’ nin kullanildig1 reaksiyon ortami; 0,5 mL 100 mM
sitrat tamponu (pH 5,0), 0,25mL 2 mM pNPG (sodyum sitrat tamponunda
hazirlanmis) ve 2,5 mg immobilize enzim preparati icermektedir. Bu karigim 37°C’
de 30 dakika inkiibe edildikten sonra immobilize enzim santrifiijlenerek ortamdan
uzaklastirildi ve st reaksiyon sivisina 3,5 mL 0,2 M borat tamponu (pH 9,8) ilave
edilerek enzimatik reaksiyon durduruldu. Ac¢iga ¢ikan p-nitrofenol miktarindan
enzimin aktivitesi belirlendi. Ayn1 enzim preparatlar1 ile 1 giinde 9 kez aktivite

tayini yapilmistir.

Substrat olarak rafinozun kullanildigi reaksiyon ortami; 0,9 mL 100 mM sitrat
tamponu (pH 5,0), 0,1 mL 10 mM rafinoz (sodyum sitrat tamponunda hazirlanmis)
ve 2,5 mg immobilize enzim preparat1 icermektedir. Bu karigim 50°C’ de 1 saat
inkiibe edildikten sonra immobilize enzim santrifiijlenerek uzaklastirildi ve tist
reaksiyon sivisinda DNS metodu ile enzim aktivite tayini yapildi. Ayn1 enzim

preparatlari ile 1 giinde 6 kez aktivite tayini yapilmigtir.
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2.11 Immobilize o-Galaktozidaz Enzim Preparatlarimn pNPG ve

Rafinoz Hidrolizinde Kullanimi

Substrat olarak p-nitrofenil-o-D-galaktopiranozid (pNPG) ve rafinoz
kullanilarak kesikli karistirmali batch sistemde a-galaktozidaz enziminin substrat
hidroliz ¢aligmalar1 gerceklestirildi.

Substrat hidroliz hizinin belirlenmesi i¢in 50 saat boyunca belirli zaman
araliklarinda ortamdan 6rnek alinarak aktivite tayini yapildi. pNPG icin kurulan
sistemlerde 2,5 mg immobilize enzim 0,25 mL, 2 mM pNPG ve 0,75 mL sitrat
tamponu (100 mM, pH 5,0) ilave edilerek 37°C’ de inkiibe edildi. Rafinoz igin
kurulan sistemler ise 0,10 mL, 100 mM rafinoz; 0,9 mL sitrat tamponu (100 mM,
pH 5,0) ve 2,5 mg immobilize enzim igermektedir ve reaksiyon 50°C’ de
gergeklestirilmistir. Baslangic aninda ve belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerde aktivite tayinleri yapilarak substrat hidroliz hizi (% Doniisiim)
belirlendi.

2.12 Soya Siitiindeki Rafinoz ve Rafinoz Tip Oligosakkaritlerin Hidrolizi
2.12.1 Soya siitiiniin hazirlanmasi

Hidroliz proseslerinde kullanilacak olan soya siitii Mulimani ve Ramalingam
(1995)’ m Onermis oldugu yontem kullanilarak yerel marketten alinan soya
unundan (soya fasulyesinin Ogiitiilmesi ile elde edilen) hazirlandi. Soya ununa,
yagh kisimlarini uzaklastirmak i¢in n-hegzan (1:1, (w/v)) ilave edildi ve iyice
karismas1 saglandi. Uzerinde olusan yag fazi Pasteur pipeti yardimiyla
uzaklastirildi. Geriye kalan soya ununa 10 hacim distile su ilave edildi ve olusan
slispansiyon icerindeki enzimatik aktivitenin sona erdirilmesi amaciyla 5 dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Coziinmeyen kisimlarin uzaklastirilmasi igin
preparat oda sicakliginda 5 dakika 5000 rpm de santrifiijlendi. Santrifiijat 4°C’ de
24 saat bekletildikten sonra tekrar oda sicakliginda 5 dakika 5000 rpm’ de
santrifiijlendi. Elde edilen santrifiijat hidroliz proseslerinde kullanilacak olan soya
siitii daha sonraki enzimatik hidroliz ¢alismalarinda kullanilmak iizere 4°C’ de

depolandi.
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2.12.2 Soya siitiinde toplam oligosakkarit miktarimin tayini

Hazirlanan soya siitiinde toplam karbohidrat miktarinin tayini i¢in Fenol-
Siilflirik Asit yontemi kullanildi (Masuko et al., 2005). 400 pL soya siitii iizerine
2,0 mL derisik siilflirik asit ilave edildikten sonra hemen 400 uL % 5 fenol (d. H20
icinde) eklendi. Vortekslendikten sonra 15 dakika beklenildi ve tekrar
vortekslenerek 10 dakika daha bekletildikten sonra (oda sicaklifina gelince)
490 nm’ de karigimin absorbanst okundu. Toplam karbohidrat miktarlarinin
hesaplanmasinda, 10-100 pg/mL galaktoz konsantrasyon araligi ile hazirlanan

standart grafigi kullanildi.

2.12.3 Kesikli karistirmal tank reaktorde (Batch Stirred-Tank Reactor)
hidroliz

Hidroliz reaksiyonlar1 kesikli karistirmali sistemlerde hem serbest hem de
immobilize enzim preparatlar1 ile gerceklestirildi. Deney tiiplerinde 1 mL soya siitii
icerisinde 0,1 U a-galaktozidaz aktivitesi icerecek sekilde serbest ve immobilize
enzimler ilave edildi. Hidroliz reaksiyonlar1 50°C* de 200 rpm’ de galkalama
yapilarak inkiibatorde gerceklestirildi. Baslangic aninda ve 4-24 saat araliginda
ornek alindi. Serbest enzimle yiiriitiilen reaksiyondan alinan 6rnek enzimatik
reaksiyonun sona erdirilmesi i¢in 10 dakika kaynar suda bekletildi. Tiim reaksiyon

ornekleri HPLC ile analiz 6ncesi -20°C’ de derin dondurucuda saklandi.
2.12.4 HPLC ile ayirim ve hidroliz derecesinin belirlenmesi

HPLC ile karbohidratlarm ayrimmda LC-NH: kolon kullanildi. Ornek hacmi
20 uL, kolon akis hizi1 1,0 mL/dakika, dengeleme tamponu (Asetonitril) (Tampon
A), eliisyon tamponu (su) (Tampon B), gradient eliisyon 0-2 dk. %20 (Tampon B),
2-5 dk %25 (Tampon B), 5-22 dk %25 (Tampon B), 22-23 dk %20 (Tampon B),
kolon sicakhigi 40°C, dalga boyu 200 nm olarak ayarlandi. Ksiloz, arabinoz,
fruktoz, glukoz, galaktoz, sukroz, laktoz, melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz HPLC
sistemine tek tek enjekte edildikten sonra her biri i¢in kolonda alikonma siireleri
belirlendi. Daha sonra karisim halinde enjekte edilen karbohidratlarin her biri i¢in
standart grafikler ¢izildi.

Refraktif indeks dedektdr (RID) kullanilarak 6rneklerdeki karbohidratlarin
tayinleri gergeklestirildi. Ornek hacmi 20 uL, kolon akis hiz1 1,0 mL/dakika, Mobil
faz: Asetonitril:su (75:25), izokratik eliisyon, kolon sicakligi 50°C ve kolon LC-
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NH kullanildi. Galaktoz, sukroz, laktoz, fruktoz, rafinoz ve stakiyoz HPLC
sistemine tek tek enjekte edildikten sonra her biri i¢in kolonda alikonma siireleri
belirlendi. Daha sonra karigim halinde enjekte edilen karbohidratlarin her biri i¢in

standart grafikler ¢izildi.

Soya siitii ve hidroliz sonrasi 6rnekler RID ve DAD (200 nm) dedektorlerinin
kullanildigt HPLC sistemine uygulanarak hazirlanan enzim preparatlar ile soya

stitlinde rafinoz ve rafinoz tip oligosakkaritlerin hidrolizlenebilirligi arastirildi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 Misir Unundan izole Edilen o-Galaktozidaz Enziminin Kismi

Saflastirilmasi

a-Galaktozidazlarin endiistriyel alanda ¢ok oOnemli cesitli uygulamalari
mevcuttur. Rafinoz ve stakiyozu hidrolizleyebilme kabiliyeti, bu enzimleri soya ve
baklagil kaynakli tiriinlerdeki sindirilemeyen oligosakkaritlerin (NDO) ortadan
kaldirilmasinda ve seker pancari endiistrisinde sakkarozun kalitesini ve verimini
arttirmak i¢in gida endiistrisinde son derece yararli kilmaktadir (Shibuya et al.,
1997). Ayrica, yemlerin besleyici degerini arttirmak i¢in hayvan yeminin 6n
muamelesinde kullanilirlar (Wang et al., 2010). Dahasi, yumusak ahsap kraft
hamurunda endol,4-p-mananazlarin agartma etkisini arttirma kabiliyetleri i¢in test
edilmistir (Clarke et al., 2000; Ratto et al., 1993). Biyoteknolojik kullanim diginda,
cesitli tibbi uygulamalarda da kullannm alani bulmaktadir. Insanlarda, ao-
galaktozidaz geninin mutasyonlar1 glikolipidlerin ve glikoproteinlerin tam olarak
pargalanmasi nedeniyle Fabry hastaligina neden olur. a-Galaktozidaz kullanan
enzim replasman tedavisi (ERT) hastaligin tedavisinde etkili olmustur (Eng et al.,
2001; Pastores, 2007). Rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak iiretilen a-
galaktozidaz, 6rnegin Fabrazyme (agalsidaz beta) ve Replagal (agalsidaz alfa) su
anda Fabry hastaligimin tedavisinde kullanilmaktadir. Tibbi alanda biiylik 6nem
tasiyan bir baska uygulama, B tipi kan antijenlerinin O-tipi antijene (evrensel kan
grubu) doniistiiriilmesidir (Liu et al., 2007; Olsson and Clausen, 2008).

a-Galaktozidaz enzimi bitkisel (Barham et al., 1971; Bigak Celem and Onal,
2008; Calci et al., 2009; Bicak Celem et al., 2009; Sen et al., 2011; Bayraktar and
Onal; 2013; Malgas et al., 2015; Kizhner et al., 2015), hayvansal (Oh et al., 2008;
Huston et al., 2017; Ugeyler et al., 2016) ve mikrobiyal (Suzuki et al., 1970; Arnaud
et al., 1976; Berg et al., 1980; Ulezlo and Zaprometova, 1982; Civas et al., 1984;
Gherardini et al., 1985; Wong et al., 1986; Ohtakara and Mitsutomi, 1987; Ganter
et al., 1988; Aslanidis et al., 1989; Zaprometova et al., 1990; Aduse-Opoku et al.,
1991; Nadkarni et al., 1992; Zeilinger et al., 1993; Mulimani and Ramlingam, 1995;
Shibuya et al., 1995; Galas and Miszkiewicz, 1996; Garro et al., 1996; Duffaud et
al.,1997; Shibuya et al., 1997; Bakunina et al., 1998; King et al., 1998; Luonteri et
al., 1998; Manzanares et al., 1998; Fridjonsson et al., 1999; Kotwal et al., 1999;
Leder et al., 1999; Gomes et al., 2000; Halstead et al., 2000; Puchart et al., 2000;
Xiao et al., 2000; Ademark et al., 2001; Coombs and Brenchley, 2001; Elshafei et
al., 2001; Fridjonsson and Mattes, 2001; Ishiguro et al., 2001; Bei-Zhong et al.,
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2003; Naessens and Vandamme, 2003; Puchart et al., 2004; Kondoh et al., 2005;
Post and Luebke, 2005; Brouns et al., 2006; Gote et al., 2006; Cao et al., 2007;
Shankar and Mulimani, 2007; Anisha et al., 2008; Anisha et al., 2009, 2010; Anisha
et al., 2009, 2011; Svastits-Diicso et al., 2009; Cao et al., 2010; Gurkok et al., 2011;
Fredslund, 2011; Wang et al., 2014; Kurakake et al., 2015; Chen et al., 2015; Cao
et al., 2016; Golotin et al., 2016; Gajdhane et al., 2016; Calhoun and Abdullahi,
2016) kaynaklardan g¢esitli saflastirma yontemleri kullanilarak izole edilmislerdir.
Bitkisel kaynakli a-galaktozidaz enzim preparatlarmnin yiiksek saflikta ve homojen
eldesi, mikrobiyal kaynakli preparatlara kiyasla daha zor olsa da, sonraki
uygulamalarda kullanilacak 6zelliklere sahip protein preparatlarinin hazirlanmasi
onemlidir. Rhizopus oryzae SUK susu ile yapilan bir caligmada kat1 yiizey
fermantasyonu (SSF) ile iiretilen a-galaktozidaz enzimi 17,74 kat saflastiriimas,
gida ve seker endiistrisinde yaygin olarak kullanilan a-galaktozidaz uygulamalari
icin miikemmel bir aday oldugu gosterilmistir (Gajdhane et al., 2016). Termofilik
mantar R. miehei' den yeni bir a-galaktozidaz geni (RmgalB) klonlanmis ve
saflagtirilmistir.  Saflastirihp karakterize edilen, sindirilemeyen rafinoz ailesi
oligosakkaritlerinin (RFO) hidrolize edilmesindeki etkinligi, gida ve yem
endiistrisinde potansiyel olarak yararli olmasmi saglamistir (Chen et al., 2015).
Yapilan bagka bir caligmada, o-galaktozidaz enzimi karpuzdan izole edilip tglii-
faz aymrma (TPP) sistemi ile 2,7 kat saflastirilmis ve %76,7 aktivite geri
kazanimiyla endiistriyel uygulamalar i¢in alternatif bir preparat olarak sunulmustur
(Bayraktar and Onal, 2013).

Bu tez calismasinda, enzim kaynagi olarak iilkemizde kolay temin edilebilen,
bol yetisen, ucuz ve a-galaktozidaz aktivitesi ile termal kararlilig1 oldukga yiiksek
olan musir se¢ilmistir. Enzim, “Materyal ve Metod” boliimiinde detayli olarak
aciklandig1 gibi bilinen genel ve geleneksel yontemler kullanilarak misirdan izole
edilip amaca uygun sekilde kismi olarak saflagtirilmistir. % 85 lik (w/v) amonyum
stilfat ¢Oktiirmesi yapilarak hazirlanan kismi saf enzim preparatinin icerdigi o-
galaktozidaz ve invertaz enzimlerinin aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik aktivite

degerleri Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1 % 85’ lik (w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi enzim preparatinin o-galaktozidaz

ve invertaz igerigi.

. Aktivite Protein Spesifik Aktivite
ENZiM _ _
(Unit) (mg) (Unit/mg)
a-Galaktozidaz 57 1250 0,046
invertaz 31 1250 0,025
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Immobilize  a-galaktozidazlarm endiistriyel hidroliz  proseslerinde
kullaniminda preparatin igerdigi invertaz, siikrozun Kristalizasyon verimini
diisiirmekte ve a-galaktozidaz ile yarigmali bir tutum sergilemektedir. Bu nedenle
kullanilacak olan enzim preparatinda invertaz orani miimkiin oldugunca diigiik
olmalidir. Bu amagla, misirdan izole edilen enzim preparatina daha 6nce yapilan
caligmalardan yola ¢ikilarak gradient amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%35 — 85, w/v)
uygulanmis ve her iki enzime ait sonuglar sirasiyla Cizelge 3.2 ve 3.3° de

verilmistir.

Cizelge 3.2 a-Galaktozidaz enziminin gradient (% 35 ve % 85, w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi

sonuglart.*

Amonyum Siilfat Spesifik Saflagtirma Spesifik
Aktivite Protein Aktivi
Konsantrasyonu " S Aktivite Kati tivite
mg .
(%) (W) (U/mg) (fold) Verimi
(%)
35 10,5 363 0,029 0,62 18,4
85 45,7 714 0,064 1,36 80,2

* a-Galaktozidaz; 57 U, 1250 mg protein, 0,046 U/mg.

Cizelge 3.3 Invertaz enziminin gradient (% 35 ve % 85, w/v) amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuclart. *

Amonyum Siilfat o ] Spesifik Saflastirma Spesifik
Aktivite Protein o Aktivit
Konsantrasyonu W ) Aktivite Kati Ivite
mg -
(%) (Wiv) (U/mg) (fold) Verimi
(%)
35 20 363 0,055 2,20 64,5
85 8 714 0,011 0,44 25,8

* fnvertaz; 31 U, 1250 mg protein, 0,025 U/mg.

Cizelge 3.2 ve 3.3” den goriildiigii izere, misirdan % 85’ lik (w/v) amonyum
siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen protein preparati a-galaktozidaz enzimi
acisindan zengindir ve invertaz icerigi de kabul edilebilir diizeydedir. Bu nedenle,
yapilacak olan immobilizasyon ¢alismalarina, 6nce % 85’ lik (w/v) amonyum siilfat
coktiirmesi ile deristirilmis ve ardindan % 35-% 85 lik (w/v) gradient tuz
coktiirmesi yapilmis o-galaktozidaz fraksiyonu ile devam edilmesine Kkarar
verilmistir. Hazirlanan enzim preparatt immobilizasyon uygulamalarinda

kullanilmak tizere -20°C’ de depolanmustir.
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Immobilizasyon ¢alismalarinda kullanilacak olan misirdan kismi olarak
saflagtirilan a-galaktozidaz enziminin safliginin kontroliinii yapmak ve molekiil
kiitlesini tayin etmek icin SDS-PAGE (Laemmli, 1970) gerceklestirilmistir.
a-Galaktozidaz enzimi i¢cin % 12° lik SDS-PAGE uyguland1 ve elektroforez
sonrasinda jel Coomassie Brillant Blue metodu ile boyandi. Elektroforegramdan
(Sekil 3.1) goriildiigi gibi a-galaktozidaz enziminin molekiil kiitlesi 18.4, 25 ve 35
kDa’ dan olusan ii¢ alt birimden olusmaktadir. Literatiirde birden fazla alt birime
sahip bitkisel kaynakli a-galaktozidazlar rapor edilmistir (Petek and Dong, 1961,
Dey and Pridham, 1969; Suzuki et al., 1970; Dey et al., 1971; Dey and Pridham,
1972; Dey, 1984). Misir unundan saflastirilan enzim preparatinda diisik de olsa
invertaz aktivitesi bulunmustur. SDS-PAGE ile elde edilen bantlardan birinin
invertaz oldugu her ne kadar diistiniilmiis olsa da, misirdan saflastirilan invertazlar
genel olarak tetramerik olma egilimindedir ve dogal bigiminde yaklasik 200 kDa
molekiil agirligna sahip olduklari bildirilmistir (McLaughlin and Boyer, 2004).

Cesitli kaynaklardan farkli yontemlerle izole edilen a-galaktozidazlarin
molekiil kiitleleri farkliliklar gostermektedir. Chaetomium madarasense AUMC
9376’ dan izole edilen a-galaktozidazin molekiil kiitlesi 86 kDa (Abo-Elmagd,
2014), R. miehei a-galaktozidazinin molekiil kiitlesi 83,1 kDa (Chen et al., 2015),
Fusarium oxysporum o-galaktozidazinin molekiil kiitlesi 40 kDa (Maruta et al.,
2017), Pleurotus djamor a-galaktozidazinin molekiil kiitlesi 40 kDa (Hu et al.,
2017), Thermus sp. T2 tiirlerinden elde edilen a-galaktozidazin molekiil kiitlesi 53
kDa (Pessela et al., 2007)’ dur. Bitkisel kaynaklardan elde edilen a-
galaktozidazidazlarin molekiil kiitleleri genellikle 25-100 kDa arasinda
degismektedir (Dey and Pridham, 1972; Gao and Schaffer, 1999; Onal, 2000;
Feurtado et al., 2001; Gao et al., 2003; Bicak Celem and Onal, 2008; Bicak Celem
et al., 2009; Sen et al., 2011; Bayraktar and Onal, 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feurtado%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11432942
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Sekil 3.1 Misir a-galaktozidazinin SDS-PAGE elektroforegrami (1: Ham ekstrakt, 2: %85
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, 3: %35 amonyum siilfat gradient ¢oktiirmesi, 4: %85
amonyum siilfat gradient ¢oktiirmesi, 5: Protein molekiiler kiitle standartlart).

3.2 a-Galaktozidaz Enziminin immobilizasyonu

a-Galaktozidaz enzimi c¢esitli kaynaklardan izole edilerek saflagtirilmis,
karakterize edilmis ve farkli immobilizasyon teknikleri kullanilarak etkin bir
sekilde immobilize edilmistir (Reynolds, 1974; Gunaratne, 1988; Thippeswamy
and Mulimani, 2002; Kotiguda et al., 2007; Mulimani and Dhananjay, 2007;
Pessela et al., 2008; Filho et al., 2008; Bayraktar et al., 2011; Costa et al., 2013;
Abo-Elmagd, 2014; Kumar et al., 2014). Literatiirde CLEA” lar alkol dehidrogenaz
(Hu et al., 2016), alkil siilfataz (Li et al., 2016), gluko amilaz (Nadar and Rathod,
2016), glukoz dehidrogenaz (Hu et al., 2016), hiicre-zarf proteinaz (Agyei and He,
2015), lipaz (Shah et al., 2006; Zhao et al., 2008; Torres et al., 2013; Khanahmadi
et al., 2015; Mahmod et al., 2015), lakkaz (Cabana et al., 2007; Matijosyte et al.,
2010; Sinirlioglu et al., 2013), tirozinaz (Aytar and Bakir, 2008; Xu et al., 2011, Xu
and Yang, 2013), a-amilaz (Talekar et al., 2012; Liu et al., 2015), aminopeptidazlar
(Stressler et al., 2015), proteaz (Mahmod et al., 2016), poli-3-hidroksibutirat
depolimeraz (Hormigo et al., 2012), peroksidaz (Tandjaoui et al., 2015), penisilin
acilaz (Shah et al., 2006, Wang et al., 2011), L-aminoagcilaz (Vaidya et al., 2012),
lizozim (Park et al., 2013), para-nitrobenzil esteraz (Park et al., 2010), papain
(Wang et al., 2010) ve B-galaktozidaz (Gaur et al., 2006) gibi bir¢ok enzimin
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immobilizasyonunda basarili bir sekilde kullanilmistir. Literatiirde a-galaktozidaz
enzimi ile yapilmis CLEA c¢alismasi bulunmamaktadir. Hem a-galaktozidazin
endiistriyel 6nemi hem de CLEA’ nin avantajlar1 disiiniildiigiinde, hazirlacak

immobilize enzimin bir¢ok ¢alisma i¢in bir 6rnek olacag diistiniilmektedir.

3.2.1 a-Galaktozidaz enziminin capraz bagh enzim agregatlarinin
(CLEA) hazirlanmasi

Misirdan izole edilerek kismi olarak saflastirilan ve ticari (a-Galactosidase
DS30) olarak temin edilen a-galaktozidaz enzimlerinin g¢apraz bagl enzim
agregatlart (CLEA) hazirlanmistir. Amano Enzyme Inc’ ten temin edilen a-
Galactosidase DS30 Aspergillus niger kaynaklidir. Her iki enzim igin o-
galaktozidaz ve invertaz aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik aktivite degerleri
hesaplanarak sonuglar Cizelge 3.4’ de verilmistir. a-Galactosidase DS30 ticari
enziminin aktivite ve protein tayinleri igin 1 mg kat1 enzim/mL’ lik stok enzim
¢ozeltisi kullanilmistir. Cizelge 3.4’ ten gorildigi iizere, ticari a-galaktozidaz
enziminin a-galaktozidaz ve invertaz aktivitesi musirdan izole edilen enzime

kiyasla oldukga ytiksektir.

Cizelge 3.4 Misirdan kismi olarak saflastirilan ve ticari enzim preparatlarim a-galaktozidaz ve

invertaz igerikleri.

o-GALAKTOZIDAZ INVERTAZ

Aktivite Protein Spesifik  Aktivite Protein Spesifik

Enzim/Kaynagi L .
Aktivite Aktivite

(U/mL) (mg/mL) (U/mg) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)

Misir 1,69 26,4 0,064 0,30 26,4 0,011

a-galaktozidazi

(Zea mays)

o-Galactosidase 16,2 0,14 116 52 0,14 3714

DS 30

(Aspergillus niger)

Son yillarda, yenilik¢i, ¢ok yonlii ve endistriyel olarak giiglii bir
immobilizasyon stratejisi olan capraz bagli enzim agregatlar1 (CLEA' lar),
¢coziinmez, katalitik olarak aktif enzimlerin {iretimi i¢in destek matrisine ihtiyag

duyulmamasi nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir ve bu siire¢ basit, hizli ve ekonomiktir.
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CLEA tekniginin, yliksek hacimsel aktivitesi, operasyonel ve depo kararhiligi
(sicaklik ve pH), mikemmel geri kazanimi, OJlgeklendirmenin kolayligi ve
saflagtirilmis enzimlere ihtiyag duyulmamasi gibi birgok avantajla dstiin bir
immobilizasyon yontemi oldugu goriilmektedir. CLEA' lar, enzimin aktif olmayan
formda suda karigabilir organik ¢oziiciiler, inorganik tuzlar ve iyonik olmayan
polimerler gibi spesifik ¢oktiirme ajanlar1 ile ¢gokeltilerek ve ardindan bifonksiyonel
capraz baglayici ajan ile gapraz baglanarak hazirlanir (Nadar et al., 2016). a-Amilaz
(Liu et al., 2015), glukoamilaz (Nadar and Rathod, 2016), aminopeptidazlar
(Stressler et al., 2015), proteaz (Mahmod et al., 2016), penisilin agilaz (Wang et al.,
2011) gibi enzimlerin immobilizasyonunda CLEA teknigi basarili bir sekilde

kullanilmastir.

Misirdan kismi olarak saflastirilan ve ticari olarak temin edilen o-
galaktozidaz enzimleri Boliim 2.9.1° de verilen prosediir ile ¢oktiiriicii ajan olarak
amonyum siilfatin doygun (% 90, w/v) ¢ozeltisi ve ¢apraz baglayici olarak
glutaraldehit kullanilarak CLEA hazirland1 ve enzimler immobilize edildi.
Immobilizasyon ortamma 7,5 mg protein igerecek sekilde o-galaktozidaz enzimi
ilave edilerek immobilizasyon gerceklestirildi. Immobilize enzimlerin aktiviteleri
tayin edilerek % aktivite verimleri ve agregasyon verimleri hesaplandi (Cizelge
3.5).

Cizelge 3.5 Ticari ve misir a-galaktozidaz enzimlerinin immobilizasyonu.

Serbest Enzim Immobilize Enzim*
. Protein o
o ) Spesifik ~ Bagh o Aktivite Agregasyon
Aktivite  Protein o _ Baglanma Aktivite o o
Aktivite  Protein o Verimi Verimi
Verimi
(Unit) (mg)  (U/mg)  (mg) (%) (Unit) (%) (%)

Misir o-Galaktozidaz

0,274 3,77 0,073 3,49 92,6 0,105 40 92

a-Galactosidase DS 30

665 7,90 84,2 4,60 58,2 15,7 2,36 12

*Tablodaki degerler 2,5 mg immobilize enzim baginadir.

Cizelge 3.5’ den goriildiigi iizere, misirdan izole edilen a-galaktozidaz ve

ticari o-galaktozidaz enzimi ile hazirlanan CLEA’ larin aktivite verimleri sirastyla
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% 40 ve % 2,36 olarak bulunmustur. Bu sonuglar 1s1ginda, aktivite ve agragasyon
verimi daha yiiksek oldugu i¢in misirdan hazirlanan enzim ile immobilizasyon
calismalarina devam edilmesine karar verildi.

3.2.1.1 Amonvyum siilfat konsantrasyonunun CLEA verimine etkisi

a-Galaktozidaz enziminin ¢apraz bagli enzim agregatlarinin hazirlanmasinda
ilk adim ¢oktiiriicii ajan olan amonyum siilfatin konsantrasyonunun belirlenmesidir.
Clinkii ¢oktlirme verimi ne kadar yiiksekse, glutaraldehit ile baglanacak molekiil
sayist da o kadar ¢ok olur. Bu amagcla, 5 mg protein igeren 1 mL enzim ¢ozeltisine
1:0,4;1:0,7; 1:1,25; 1:3; 1:5 ve 1:8 (v/v) oranlarinda doygun (% 90, w/v) amonyum
stilfat c¢ozeltisi ilave edilerek 4°C’ de 2 saat orbital karigtiricida 150 rpm’ de

karigtirma yapilarak agregasyon saglanmig ve sonuclar Cizelge 3.6’ da verilmistir.

Cizelge 3.6 Misir a-galaktozidaz enziminin agregasyonuna amonyum siilfat konsantrasyonunun

etkisi.

E | 5 & y . .
S 3 E =S Aktivite Protein Spesifik Aktivite
S E| @ &
E 8| E 2 2
< S| 2 8 &
c = 2 (Unit) (mg) (U/mg)
w «n < o

Y
1:0,4 25 0 0 0
1:0,7 37,5 0,013 0,26 0,050
1:1,25 50 0,264 1,17 0,226
1:3 67,5 0,302 2,01 0,150
1:5 75 0,336 2,19 0,153
1:8 80 0,349 2,20 0,159

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

Cizelge 3.6’ da goriildiigii tizere 1:0,4 (v/v) enzim:amonyum siilfat oraninda
(%25 amonyum siilfat konsantrasyonu) misir a-galaktozidazinin ¢okmedigi ve bu
oranin agregasyon i¢in ¢ok diisiik oldugu anlagilmistir. Artan amonyum siilfat

konsantrasyonuna bagli olarak ¢oken protein miktar1 da artmis ve 1:5 (V/V)
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oranindan sonra etkin bir ¢okme gozlenmistir. Bu nedenle sonraki immobilizasyon
asamalarinda 1:5 (v/v) enzim:amonyum siilfat orani (% 75) ile denemelere devam
edilmesine karar verildi. Benzer sekilde enzim:amonyum siilfat orani (1:5)(v/v),
beyaz ¢iirik mantar Cerrena sp. lakkazinin CLEA’ lar1 ile hazirlanan ¢aligmada
kullanilmis ve % 113' liik aktivite geri kazanimi saglanmistir (Yang et al., 2016).
Glukoamilazin manyetik makromolekiiler CLEA' larmin hazirlandigi bagka bir
caligmada, yine 1:5 (v/v) enzim:amonyum siilfat orani kullanilarak % 98 aktivite
geri kazanimi gézlenmistir (Nadar and Rathod, 2016). a-Amilazin makromolekiiler
capraz bagl enzim agregatlarmin (M-CLEA) hazirlandig1 baska bir ¢caligmada, 1:5
(v/v) enzim amonyum siilfat oram1 kullanilarak % 91 aktivite geri kazanimi
saglanmustir (Nadar et al., 2016). Talekar ve ark. (2012), Bacillus sp. alfa amilazinin
manyetik CLEA' larmin hazirlanmasinda 1:5 (v/v) enzim:amonyum siilfat oranini
kullandiklarmi ve % 100’ liikk aktivite geri kazanimi elde ettiklerini bildirmislerdir.
Tiikel ve ark. (2013), sigir karaciger katalazinin ¢apraz bagl enzim agregatlarini
(CLEA-CAT) % 70 (w/v) amonyum siilfat konsantrasyonunda hazirladiklarini
bildirmislerdir. Subtilisinin CLEA’ larmin hazirlandigi bagka bir ¢alismada,
immobilizasyon islemi sirasinda % 70 (w/v) amonyum siilfat oraninda % 73 aktivite
geri kazaniminin oldugu bildirilmistir (Sangeetha and Emilia Abraham, 2008).

3.2.1.2 Protein miktarinin CLEA verimine etkisi

Protein miktar1 immobilizasyon verimini etkileyen 6nemli parametrelerden
bir digeridir. 1:5 (v/v) oraninda doygun amonyum siilfat ¢6zeltisi (% 90, w/v) ve %
0,2 (v/v) glutaraldehit i¢ceren ortama 1,0; 2,5; 5,0; 6,0; 7,5 ve 9,0 mg protein igeren
1 mL enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 4°C’ de 2 saat orbital karistiricida 150 rpm’ de

karistirma yapilarak CLEA’ lar hazirland1 ve sonuglar Cizelge 3.7’ de verilmistir.
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Cizelge 3.7 Misir a-galaktozidaz enziminin immobilizasyonuna protein miktarinimn etkisi.

Serbest Enzim Immobilize Enzim
Protein
o ) Spesifik Bagh o Aktivite Agregasyon
Aktivite  Protein Baglanma Aktivite
Aktivite  Protein Verimi Verimi

Verimi

(Unit) (mg)  (U/mg)  (mg) (%) (Unit) (%) (%)

0,040 1,00 0,040 0,37 37 0,008 29 90

0,102 2,50 0,040 1,14 45,6 0,027 29 97

0,202 5,00 0,040 2,77 55,4 0,051 27 97

0,242 6,00 0,040 3,02 50,3 0,073 34 96

0,304 7,50 0,040 3,77 50,3 0,105 40 97

0,364 9,00 0,040 3,97 44,1 0,108 38,3 98

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

Cizelge 3.7 den goriildiigii gibi a-galaktozidaz enzimi i¢in en yiiksek %
aktivite verimi % 40 ile 7,5 mg protein ile hazirlanan CLEA’ dan elde edilmistir.
7,5 mg proteinin altindaki miktarlarla hazirlanan CLEA’ larin aktivite verimleri
daha distktiir. 7,5 mg’ n iizerindeki degerde ise ortamda artan protein miktari,
capraz baglama sonrasi enzim-substrat iligskisini engelleyici bir konformasyona
sahip olmus olabilir ve bu nedenle de aktivite de bir miktar diisme gézlenmesi, bu
sterik engele baglanabilir. Nadar ve Rathod (2016), glukoamilazin manyetik
makromolekiiler CLEA' larin1 hazirlamak ig¢in immobilizasyon ortamma 8 mg
protein igeren 2 mL enzim c¢oOzeltisi ilave ederek ideal CLEA prosediiriinii
olusturmuglar ve % 98 aktivite geri kazanimi saglamislardir. Kizileik meyvesi
(Corni fructus) a-amilazinin manyetik c¢apraz bagli enzim agregatlarmin
(MCLEAs-amilaz) hazirlanmasinda 5 mg protein igeren 1 mL’ lik enzim ¢ozeltisi,
CLEA olusumu i¢in kullanilmis ve % 95 aktivite geri kazanimi saglandig1 rapor
edilmistir (Liu et al., 2015). Bacillus sp. alfa amilazinin CLEA' larinin hazirlanmasi
icin 5 mg protein iceren 1 mL serbest alfa amilaz ¢6zeltisi immobilizasyon
prosediiriinde kullanilmistir (Talekar et al., 2012). Mantar tirozinazinin CLEA’
larmin hazirlanmasinda ortama 1 mg / mL tirozinaz ilave edilerek % 100 aktivite

verimi ile immobilizasyon saglanmistir (Aytar and Bakir, 2008). Mung fasiilyesi
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epoksit hidrolazlarm (EH) ¢apraz bagl enzim agregatlar1 (CLEA)’ nin hazirlandig1
baska bir caligmada, immobilizasyon ortamina ilave edilen 20 mg protein i¢eren 1
ML enzim ¢ozeltisi ile % 95 aktivite verimi ile CLEA’ lar hazirlanmistir (Yu et al.,
2013). Pseudomonas sp. lipazinin (PSL) c¢apraz bagli enzim agregatlari (CLEA)
icin 30 mg/mL enzim ¢6zelti kullanilarak % 45,1’ lik aktivite verimi elde edilmistir
(Zhao et al., 2008).

3.2.1.3 Capraz baglavia ajan glutaraldehit konsantrasyonunun CLEA
verimine etkisi

CLEA hazrrlamasinda capraz baglayicinin rolii, enzim aktivitesi ve
operasyonel stabilite i¢cin ¢ok Onemlidir. Geleneksel olarak, CLEA hazirlanmasi
icin mevcut ¢apraz baglayici olan glutaraldehit, proteinler arasinda diisiik maliyet,
kolay kullanim ve sayisiz enzimle kovalent bag olusturma kabiliyeti nedeniyle
yogun sekilde kullanilmistir (Nadar et al., 2016).

Capraz baglayici ajan olarak glutaraldehit konsantrasyonun belirlenmesi i¢in
musir a-galaktozidaz enzimi CLEA’ lar1 farkli glutaraldehid konsantrasyonlari
kullanilarak hazirlanmistir. Yukarida optimize edilen kosullarda (1:5 (v/v)
enzim:amonyum siilfat, 7,5 mg protein) ¢apraz baglayici ajanin % 0,05-1,00 (v/v)
konsantrasyon araligi ile ¢apraz baglama islemleri gergeklestirilmis ve sonuglar

Cizelge 3.8 de verilmistir.



102

Cizelge 3.8 Misir a-galaktozidaz enziminin immobilizasyonuna glutaraldehit konsantrasyonunun

etkisi.
Immobilize Enzim
. Bagh Protein L
ST i e A A0 ATon

y Miktar Verimi
(%) (mg) (%) (Unit) (%) (%)
(VIv)
0,05 0 0 0 0 0
0,10 2,36 63 0,133 41 96
0,20 2,51 67 0,109 34 99
0,50 2,45 65 0,064 20 100
0,75 2,44 65 0,035 11 100
1,00 2,42 64 0,035 11 100

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

Cizelge 3.8’ den goriildiigii gibi % 0,1 (v/v) (yaklasik 100 mM) glutaraldehit
konsantrasyonu % 41 aktivite verimi ile en yiiksek degere sahiptir. % 0,05
glutaraldehit konsantrasyonunda ortamda bulunan proteinler ¢apraz baglanamadigi
icin  immobilizasyon  ger¢eklesmemistir. % 0,1  (v/v) glutaraldehit
konsantrasyonunun iizerine ¢ikildiginda ise aktivitede diistisler gozlenmektedir.
Glutaraldehitin yiiksek konsantrasyonlarinda aktivitedeki diisiisiin nedeni, enzimin
aktivitesi icin gerekli esnekligin bir kismini kaybetmesine neden olan asir1 capraz
baglanma olayindan veya daha fazla capraz baglanmanin, giicli bir difiizyon
direnci ile ¢ok gii¢li CLEA' ya neden olmasindan kaynaklanabilir. Genellikle,
glutaraldehit kullanilarak hazirlanan CLEA' larmn aktivitesi, enzimin tiirline ve
glutaraldehitin konsantrasyonuna oldukc¢a bagimli gériinmektedir. Bu, enzimin
yiiksek reaktivitesi ve kiigiik glutaraldehit boyutundan kaynaklanmaktadir (Dong et
al., 2010; Yu et al.,, 2013). Hem alkol dehidrogenazin (ADH) hem de glukoz
dehidrogenazin (GDH) ortak-¢apraz bagl enzim agregatlarinin (ortak-CLEA’ lar)
hazirlandig1 ¢alismada, glutaraldehit konsantrasyonu % 0,05 (v/v) olarak
belirlenmistir (Hu et al., 2016). Glukoamilazin manyetik makro molekiiler CLEA'
larinin hazirlanmast i¢in glutaraldehit ve pektinin kullanildig1 ¢aliymada, her iki

capraz baglama ajani i¢in uygun konsantrasyon % 1,5 (v/v) olarak belirlenmistir
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(Nadar and Rathod, 2016). Subtilisinin CLEA' larinin hazirlanmasi igin en iyi
glutaraldehit  konsantrasyonunun % 4 (v/v) oldugu ve glutaraldehit
konsantrasyonunda daha fazla artisin, agregatlarin katalitik aktivitesini azalttig1
tespit edilmistir (Sangeetha and Emilia Abraham, 2008). Mantar tirozinaz CLEA’
larinin hazirlanmasi i¢in olusturulan immobilizasyon prosediirde % 2’ lik (V/v)
glutaraldehit konsantrasyonu kullanilmistir (Aytar and Bakir, 2008). Sigir karbonik
anhidraz (bCA) enziminin normal ve manyetik nanopartikiillii (NP) capraz bagl
enzim agregatlarmm (CLEA) hazirlandigi ¢alismada, 100 mM glutaraldehit
konsantrasyonu kullanilarak immobilizasyon prosediirii hazirlanmistir (Peirce et
al., 2017). Pektinazin kombi-CLEA' larmin hazirlandig1 baska bir caligmada
glutaraldehit konsantrasyonu 110 mM olarak belirlenmistir (Goetze et al., 2017).
Kakao lipaz1t CLEA’ larinin {iretimi i¢in hazirlanan immobilizasyon prosediiriinde
glutaraldehit konsantrasyonu 70 mM olarak belirlenmistir (Yusof et al., 2016).

3.2.1.4 Tampon tiirii, konsantrasyonu ve pH’ imin CLEA verimine etkisi

Misir a-galaktozidaz enziminin maksimum verimle capraz bagli enzim
agregatlarmim hazirlanmasi i¢in immobilizasyon ortaminda kullanilan tamponun
tiirti, konsantrasyonu ve pH’ 1 optimize edilmistir. Bu amagla, farkli tampon tiirleri
(sodyum sitrat ve sodyum fosfat), konsantrasyonlar1 (25-150 mM) ve pH’ larinda
(pH 3,0-8,0) 7,5 mg protein iceren 1 mL enzim ¢6zeltisi, 1:5 (v/v) oraninda doygun
amonyum siilfat ¢ozeltisi (% 90’ lik) ve % 0,1 (v/v) glutaraldehit olacak sekilde
4°C’ de 2 saat orbital karistiricida 150 rpm’ de karistirma yapilarak gergeklestirildi.
Her bir deney seti icin aktivite, % aktivite ve agregasyon verimleri hesaplandi
(Cizelge 3.9 ve 3.10).

Cizelge 3.9’ dan gorildigi tizere, musir o-galaktozidaz enzimi sitrat
tamponunda pH 5,0 de en yliksek aktivite verimini (% 46) gostermistir. pH 5,0’ in
altindaki degerlere inildikce aktivite diismekte ve pH 3,0 de artik immobilize enzim
aktivitesi goriilmemektedir. Ciinkii diisiik pH degerinde ¢cdken protein miktari az
oldugundan, ortamda proteine gore daha yogun olarak bulunan glutaraldehit bu
proteinlerin sikica ¢apraz baglanmasini saglamis ve enzimin substrati ile olan
etkilesimini engellemis olabilir. Fosfat tamponu ile yapilan denemelerde ise pH 6,5’
de % 24’ lik aktivite verimi gozlenmistir. Fosfat tamponunda artan pH degerleri
aktivitede diisiislere neden olmus ve pH 8,0’ e ulastiginda aktivite gézlenmemistir.
Bunun nedeni, ortamda artan pH’ a bagl olarak proteilerin denatiire olmas1 ve

glutaraldehitin yogun ¢apraz baglar olusturmasi olabilir.
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Tampon tiirii (sodyum sitrat) ve pH (5,0) belirlendikten sonra, tamponun
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 25-150 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda CLEA’ lar hazrlanmigs ve sonuglar Cizelge 3.10° da
gosterilmistir. Cizelge 3.10° dan goriildiigi tizere 100 mM sitrat tamponu (pH 5,0)
% 45’ lik en yiiksek aktivite verimiyle CLEA olusumunu saglamistir. Bu degerin
altindaki ve iistiindeki iyon konsantrasyonlarinda benzer agregasyon verimleri elde
edilmis olmasina ragmen, immobilize enzimin aktivitesi ve aktivite verimleri daha
disiiktiir. Bu nedenle, yapilacak olan enzim immobilizasyon ¢caligmalarina 100 mM
iyon siddeti ile devam edilmesine karar verildi. Pektinazin kombi-CLEA' larinin
hazirlandig1 bir ¢alismada, immobilizasyon g¢aligmalar1 i¢in 50 mM pH 4.8 sitrat
tamponu kullanilmistir (Goetze et al., 2017). Glukoz oksidaz ve yaban turbu
peroksidazinin kombi-CLEA’ larinin hazirlandigi ¢alismada 100 mM pH 5.0 fosfat
tamponu CLEA hazirlanmasi i¢in uygun bulunmustur (Nguyen and Yang, 2017).
Glukoamilazm  manyetik makromolekiiler ~CLEA' larmin  hazirlandigi
immobilizasyon prosediirinde 100 mM pH 5.0 sodyum asetat tamponu
kullanilmistir (Nadar and Rathod, 2016). a-Amilazin makromolekiiler ¢apraz bagl
enzim agregatlarinin (M-CLEA) hazirlandig1 ¢alismada ise 100 mM pH 6.0 sodyum
asetat tamponu kullanilmistir (Nadar et al.,, 2016). Candida boidinii format
dehidrojenazi (FDH)’ nin CLEA’ larin1 hazirlamak i¢in 100 mM pH 7.0 fosfat
tamponu kullanilmistir (Kim et al., 2013). Aspergillus melleus L-aminoagilazinin
CLEA’ larmin hazirlanmasi i¢in uygun tamponun 50 mM pH 8.0 fosfat tamponu
oldugu belirlenmistir (Vaidya et al., 2012).
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Cizelge 3.9 Misir a-galaktozidazinm immobilizasyonuna tampon tiirii ve pH’ 1n etkisi.*

immobilize Enzim

Bagh Protein o Aktivite  Agregasyon
. o Aktivite L o
Tampon/pH Protein Baglanma Verimi Verimi
Miktari Verimi
(mg) (%) (Unit) (%) (%)
Sitrat
3,0 0,79 21 0 0 0
4.0 1,26 33 0,025 27 92
5,0 2,49 66 0,101 46 93
6,0 2,94 78 0,079 34 96
6,5 1,65 45 0,032 31 98
Fosfat
6.5 1,81 48 0,027 24 97
7,0 2,10 56 0,002 6 100
75 2,66 71 0,001 5 100
8,0 2,40 64 0 0 0

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.
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Cizelge 3.10 Misir a-galaktozidazinin immobilizasyonuna sitrat tamponu (pH 5,0)

konsantrasyonunun etkisi.*

Immobilize Enzim
Tampon Bagh Protein o Aktivite  Agregasyon
Konsantrasyonu Protein  Baglanma Aktivite Verimi Verimi
Miktan Verimi
(mM) (mg) (%) (Unit) (%) (%)
25 4,06 54 0,145 26 98
50 4,86 65 0,167 30 97
75 4,93 66 0,190 35 98
100 5,36 71 0,246 45 98
150 5,08 68 0,175 32 98

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

3.2.1.5 Capraz baglanma siiresi, sicakligi1 ve karistirma hizinin CLEA
verimine etkisi

Misr a-galaktozidaz enzimi ile CLEA hazirlanmasinda en uygun
glutaraldehit konsantrasyonu optimize edilen kosullarda % 0,1 (v/v) olarak
belirlenmistir. Bu asamadan sonra, ¢apraz baglama isleminin siiresi, sicakligi ve
karistirma hizi1 optimize edilmistir. Oncelikle etkin bir ¢capraz baglanma saglanmas1
icin en uygun siire belirlendi. 1-24 saat arasinda degisen siirelerde CLEA’ lar

hazirland1 ve aktivite verimleri hesaplandi (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11° den anlasildig1 lizere artan ¢apraz baglama siiresine bagl olarak
immobilize enzim aktivitesi de artig gostermekte ve 6 saatte % 47’ lik aktivite
verimi ile en yiiksek degeri vermistir. Bu nedenle, sonraki immobilizasyon
calismalarinda ¢apraz baglama siiresisin 6 saat olmasina karar verilmistir. 1 saatlik
capraz baglanma siiresi, ¢apraz baglanma reaktifi glutaraldehit ve amino asitler
arasindaki yetersiz reaksiyon nedeniyle diisiik bir aktivite geri kazanimma yol
acmustir. Buna karsilik daha uzun c¢apraz baglanma siireleri, CLEA’ larin pargacik
boyutunun artmasi nedeniyle gereksiz c¢apraz baglanma ve / veya diflizyon

sinirlamalar1 yiiziinden esneklik kaybina neden olmustur. CLEA’ larin pargacik
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boyutu daha biiyiik olursa, CLEA pargaciklarinin iginde kalan enzim
molekiillerinin substrat ile etkilesimi kisitlanacaktir (Rehman et al., 2016).
Kullanilan enzime baglh olarak CLEA hazirlama asamasinda ¢apraz baglanma
siiresi farklilik gostermektedir. Ornegin, nanopartikiillerin (NP) ilavesi ile Rhizopus
arrhizus lipazinn CLEA' larmi hazirlamak i¢in uygulanan immobilizasyon
prosediiriinde, ¢apraz baglanma siiresi 2 saat olarak bulunmustur (Wang et al.,
2017). Pektinazin kombi-CLEA' larinin hazirlandig1 bagka bir ¢aligmada, 5 saatlik
capraz baglanma siiresi ile kombi-CLEA’ lar elde edilmistir (Goetze et al., 2017).
Sigir karbonik anhidraz (bCA) enziminin normal ve manyetik nanopartikiillii (NP)
CLEA’ larmin hazirlandig1 ¢alismada, immobilizasyon prosediirii 16 saatlik ¢apraz
baglanma ile tamamlanmistir (Peirce et al., 2017). Kakao lipaz1 CLEA’ larinin
hazirlandig1 baska bir calismada, 17 saat inkiibasyon sonrasinda en yiiksek aktivite
verimine sahip CLEA’ lar elde edilmistir (Yusof et al., 2016). R. oryzae lipaz1
uygun ¢Oktiiriicli ve capraz baglama ajani ile 1 saat karistirilarak CLEA’ lar
hazirlanmistir  (Kartal, 2016). Bacillus sp. alfa amilaznin CLEA' larmin
hazirlanmasi igin 3 saatlik inkiibasyonun yeterli oldugu goriilmiistiir (Talekar et al.,
2012). Penisilin agilaz CLEA’ larmnin hazirlanmasi i¢in ise 3 saat inkiibasyon
sonrasinda CLEA’ lar elde edilmistir (Shah et al., 2006).

Cizelge 3.11 Misir a-galaktozidazinin immobilizasyonuna ¢apraz baglama siiresinin etkisi.*

Immobilize Enzim
Capraz Bagh Protein ctivi Aktivite  Agregasyon
Baglanma Protein  Baglanma Aktivite verimi Verimi
Siiresi Miktar1  Verimi
(saat) mg) ) Uiy ) (%)
1 2,66 35 0,088 26 95
2 3,48 46 0,140 41 97
4 3,53 47 0,144 42 97
6 3,69 49 0,160 47 98
8 3,23 43 0,112 33 99
10 3,15 42 0,089 26 99
24 3,12 42 0,040 12 100

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.
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Capraz baglama siiresi 6 saat olarak belirlendikten sonra, capraz baglanmanin
gerceklesecegi  sicakligin - belirlenebilmesi  igin  4-50°C arasindaki degisen
sicakliklarda immobilizasyon gercgeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 3.12° de
verilmistir. Cizelge 3.12” den anlasildigi iizere 4°C’ nin % 43 aktivite verimi ile en
uygun sicaklik oldugu belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda kullanilmasina karar
verilmistir. Artan sicakliga bagli olarak aktivitede Onemli oranda diismeler
gozlemlenmistir. Bunun nedeni protein yapisinda olan enzimin yapisinin bozulmasi

ve protein denatiirasyonunun gerceklesmesi olabilir.

Capraz baglama sicakligi da belirlendikten sonra, son olarak karistirma
hizinin belirlenmesi amaciyla 50-250 rpm arasindaki farkli hizlarda CLEA olugumu
sagland1 ve aktivite verimleri hesaplandi (Cizelge 3.13). Cizelge 3.13” den
goriildiigii lizere, artan capraz baglama hizinin immobilize enzim aktivite veriminde
cok fazla bir degisim saglamamasi nedeniyle, bu asamaya dek kullanilan ¢aligma
hizi 150 rpm ile c¢alismaya devam edilmisti. Wang ve ark. (2017),
nanopartikiillerin (NP) ilavesi ile R. arrhizus lipazinin CLEA' larin1 hazirlamak igin
4°C’ de 200 rpm karistrma hizinin uygun oldugunu bulmuslardir. Kakao lipazi
CLEA’ larinin hazirlandig1r baska bir ¢alismada, oda sicakliginda 200 rpm' de
inkiibasyon sonrasinda en yiiksek aktivite verimine sahip CLEA’ lar elde edilmistir
(Yusof et al., 2016). Pencillium notatum lipazinin CLEA” larmin hazirlandig1 baska
bir ¢alismada, CLEA olusumu i¢in yine oda sicakliginda 200 rpm karistirma hiziin
uygun oldugu bulunmustur (Rehman et al., 2016). R. oryzae lipazi uygun ¢oktiiriicii
ve ¢apraz baglama ajani ile 400 rpm' de oda sicakliginda karistirilarak CLEA’ lar
hazirlanmistir (Kartal, 2016). Penisilin agilaz CLEA’ larinin hazirlanmasi igin
4°C'de 300 rpm inkiibasyon sonrasinda CLEA’ lar elde edilmistir (Shah et al.,
2006).
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Cizelge 3.12 Misir a-galaktozidazinin immobilizasyonuna ¢apraz baglama sicakliginim etkisi.*

Immobilize Enzim
Bagh Protein L
Capraz . o Aktivite  Agregasyon
Protein Baglanma Aktivite L o
Baglama L Verimi Verimi
Miktan Verimi
O (mg) (%) (Unit) (%) (%)
4 4,66 61 0,181 43 99
20 4,97 66 0,174 41 100
30 474 63 0,143 34 100
37 4,23 56 0,113 27 100
50 3,09 41 0,083 20 100

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

Cizelge 3.13 Misir a-galaktozidazinin immobilizasyonuna c¢apraz baglama sicakligimin

etkisi.*
Immobilize Enzim
Capraz Bagh Protein Aktivit Aktivite  Agregasyon
: < ivite
Baglama Hizi Protein  Baglanma Verimi Verimi
Miktari Verimi

(rpm) (mg) (%) (Unit) (%) (%)
50 5,09 68 0,194 46 99
100 5,09 68 0,199 47 99
150 5,08 68 0,201 47 99
200 4,79 64 0,196 46 99
250 4,59 61 0,191 45 99

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

3.2.1.6 BSA ilavesinin CLEA verimine etkisi

CLEA' larim hazirlanma parametrelerinin optimizasyonu son derece karmagsik

bir siiregtir. Agregatlasmay1 veya agregatlarin ¢apraz baglamasimi degistirebilecek
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herhangi bir parametre, muhtemelen, kalan aktivite ve pargacik boyutu iizerinde bir
etkiye sahip olacaktir. Ayni sekilde, ¢apraz baglayici, ¢oktiirme ajan1 ve katkilarin
(BSA gibi) arasindaki bir¢ok etkilesim, CLEA' larin son seklini etkileyebilir (Yu
etal., 2006; Cruz etal, 2012). Ozellikle, diisik protein icerikli enzim
preparatlarindan CLEA olusumunu desteklemek i¢in proteik besleyici olarak BSA
ilavesi siklikla karsilagilan bir durumdur. Bu amagla, son toplam protein miktari
7,5 mg ve enzim:BSA orani1 1:3, 2:2, 3:1 ve 4:0 (w/w) olacak sekilde CLEA’ lar
hazirlandi ve sonuglar Cizelge 3.14’° de verildi.

Cizelge 3.14 Misir a-galaktozidazinin immobilizasyonuna BSA ilavesinin etkisi.*

immobilize Enzim
Enzim:BSA Bagh Protein . Aktivite Agregasyon
, . Aktivite N 4
Oram Protein Baglanma Verimi Verimi
Miktar Verimi
(wiw) (mg) (%) (Unit) (%) (%)
4:0 4,87 65 0,201 47 99
3:1 4,92 66 0,137 32 99
2:2 5,92 79 0,098 23 100
1:3 6,49 87 0,075 18 100

*Serbest a-Galaktozidaz; 1,69 U/mL, 26,4 mg/mL protein, 0,064 U/mg.

CLEA' larin aktivitesi, enzimin katalitik artiklar1 glutaraldehid ile reaksiyona
girdiginde serbest enzim formuna kiyasla azalir. Dolayistyla, BSA gibi bir proteinin
"besleyici" olarak kullanilmasi, amino artiklarinin miktarini arttirarak CLEA' nin
etkinligini arttirdig1 onerilmistir (Garcia-Galan et al., 2011; Kim et al., 2013).
Ancak Cizelge 3.14’ ten goriildiigii lizere, ortama ilave edilen BSA’ nin aktivite
veriminde pozitif yonde bir katkis1 olmamus, kontrol 6rnegi olan 4:0 enzim:BSA
oraninda en yiiksek aktivite verimi gozlenmistir. Bu nedenle, BSA ilavesi
olmaksizin CLEA hazirlanmasina karar verilmistir. Benzer sekilde, SDS
degradasyonu yapan Pseudomonas sp. S9 alkil siilfatazi (SdsAP) CLEA’ sinin
kullanildig1 calismada, CLEA hazirlig1 asamasinda proteik besleyici olarak ortama
ilave edilen BSA’ nin SdsAP-CLEA' larinin aktivitesi {izerine bir etkisi olmadig1
goriilmiis ve CLEA” larin hazirlanmasinda ortama BSA ilavesi yapilmamistir (Li et
al., 2016).
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3.2.2 o-Galaktozidaz enziminin capraz bagh enzim agregatlarimin

(CLEA) degerlendirilmesi

Misirdan izole edilerek kismi olarak saflastirilan o-galaktozidaz enzimi
capraz bagh enzim agregatlar1 (CLEA’ lar) hazirlanarak immobilize edilmistir.
Immobilizasyon ydntemi igin enzim immobilizasyonunun optimizasyonu
calismalar1 yapildi. immobilize enzim preparatinin hazirlanmasi igin belirlenen

optimum kosullar Cizelge 3.15” de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.15 Misir a-galaktozidaz enziminin immobilizasyonu i¢in belirlenen optimum kosullar.

Parametre CLEA
Tampon tiirii, konsantrasyonu Sitrat tamponu, 100 mM, pH 5,0
ve pH’ s1
Enzim:Amonyum siilfat orani 1:5 (v/v) (% 75 wiv, amonyum siilfat)
Protein miktar: 7,5 mg
Glutaraldehit konsantrasyonu % 0,1 (v/v)
Capraz baglama siiresi, 6 saat, 4 °C, 150 rpm
sicakhig1 ve hizi

Optimize edilen kosullarda a-galaktozidaz enzimi biiyiik 6lgekte immobilize
edilmis ve bu enzim ile karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Hazirlanan
immobilize enzim ve serbest enzimin, soya siitiindeki rafinoz ve rafinoz tip

oligosakkaritlerin hidrolizinde kullanilabilirligi arastirilmistir.

Misirdan izole edilen o-galaktozidaz enziminin ¢apraz bagli enzim
agregatlar1 (CLEA) optimize edilmis kosullarda (100 mM sodyum sitrat tamponu,
pH 5,0, 7,5 mg protein) (Cizelge 3.14) % 47 aktivite verimi ve % 90 tizerindeki
agregasyon verimi ile hazirlandi. a-Galaktozidaz enzimi ile hazirlanmisg herhangi
bir CLEA ¢alismasi literatiirde mevcut degildir. Ancak bir¢ok farkli enzimin
yiiksek verimlerle immobilizasyonu bu sekilde gergeklestirilmis ve hazirlanan
CLEA’ lar ¢esitli amaglarla farkli uygulamalarda kullanilmistir. Ornegin; fenolik
atik suyun enzimatik islemden gecirilmesinde kullanilmak amaciyla mantar

tirozinazi CLEA’ lar1 hazirlanmistir. Capraz-bagl tirozinaz enzimi agregatlari ile
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katalize edilen fenol, p-kresol, p-klorofenol ve bisfenol A gibi fenolik bilesikler,
etkin bir sekilde, 0.5-3 saat iginde tam doniisiim ile elimine edilebilmistir. Bu
yontemin ayni enzimin serbest veya geleneksel tasiyiciya immobilizasyon
yontemleriyle bagli immobilize formuyla yapilan diger kataliz islemlerinden daha
istiin oldugu gozlenmistir. Hydra sinesis testleri ile de fenol-igeren soliisyonun
toksisitesinin tirozinaz CLEA' lar1 ile muamele gordiikten sonra kayda deger dlglide
azaldig1 gozlenmistir (Xu and Yang, 2013). A. oryzae B-galaktozidazi selit lizerine
adsorpsiyon, kitosana kovalent baglama ve ¢apraz baglama ile agregasyon gibi {i¢
farkli yontemle immobilize edilmistir. Bu tekniklerin oligosakkarit sentezinde
immobilizasyon verimleri agisindan hazirlanmalari, enzimatik Ozellikleri,
kararliliklar1 ve verimlilikleri karsilastirilmistir. Km degeri her bir immobilizasyon
yontemi i¢in artmistir. Kitosan iizerinde yapilan immobilizasyon ile maksimum
enzim verimi ve oligosakkarit sentezi elde edilmistir. 60°C' de kitosanda
immobilize enzim, matriksin koruma etkisine bagh olarak kararhdir (1.6 kat).
Ancak, 65°C' de B-galaktozidazin ¢apraz bagli enzim agregatlari t1>=1.07 saat iken,
serbest enzim i¢in bu deger 0.79 saat olarak bulunmustur. Kitosanda immobilize
enzim ve CLEA' larin her ikisi de oligosakkarit sentezinde kullanilmistir. % 20
(w/v) laktozun kullanilmasiyla, 40 °C' de 2 saatte kitosanda immobilize enzim
serbest enzime gore (% 10) maksimum oligosakkarit verimi (toplam sekerlerin %
17.3"' i) vermistir. CLEA' nin 12 saatte laktoz hidrolizinde % 78 monosakkarit

verimi ile daha etkin oldugu bulunmustur (Gaur et al., 2006).

3.3 Serbest ve Immobilize Misir a-Galaktozidaz Enzimlerinin
Karakterizasyonu

Enzimlerin aktivitesi yapt ve konformasyon tarafindan belirlenmesine
ragmen, immobilizasyondan kaynaklanan cevresel degisim sadece maksimum
aktiviteyi degil, ayn1 zamanda enzim preparatinin stabilitesini de etkiler. Enzimleri
inaktive eden faktorler sistematik olarak anlasilamamistir ve enzimin kendine has
niteligine, immobilizasyon yontemine ve kullanilan reaksiyon kosullarina baghdir.
Genel olarak, immobilize enzim preparatlar1 daha iyi stabilite sergilemektedir.
Enzimatik siire¢lerin tasarimi reaktant ve {iriin segiciligi, {lriin verimini
siirlayabilecek termodinamik denge ve islem kosullarinm bir fonksiyonu olarak
reaksiyon hizi (enzim, substrat, inhibitorler, sicaklik, pH, vb.) bilgisini gerektirir.
Bir enzimin immobilizasyonu, siirekli bir reaktorde tutulmasina izin verir; ancak
baslangigtaki aktivitesi ve stabilitesi, endiistriyel uygulamalarda yararlihigini

dogrudan etkiler. Bu nedenle endiistriyel proseslerde kullanilan immobilize enzim
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preparatlarinin kararliliklarmin iyi anlagilmasit 6nemlidir (Tischer and Kasche,
1999).

Immobilize enzimlerin stabilitesini etkileyen faktorlerin anlasilmasi, daha
uzun Omiirleri olan faydali preparatlara yol agabilir ve bu teknolojinin endiistri
iizerindeki etkisini artirabilir. Immobilizasyon, bir proteinin farkli bolgelerinin
hareketsiz kalmasina neden olabilir, farkli saglamlik kazandirir ve enzimi ¢ok farkl
sekillerde bozabilir, enzimin etrafinda ¢ok farkl fiziksel 6zellikler tasiyan farkl

mikro ortamlar tiretmek bile miimkiin olabilir (Johnson, 1979).

Serbest ve immobilize misir a-galaktozidaz enzimlerinin karakterizasyonu
Bolim 2.10° da verilen agiklamalar dogrultusunda gergeklestirildi. Serbest ve
immobilize enzimlerin karakterizasyonu amaciyla enzimlerin aktivitelerine ve

kararliliklarina gesitli parametrelerin etkisi incelendi.
3.3.1 a-Galaktozidaz aktivitesine baz1 parametrelerin etkisi
3.3.1.1. Sicakhik

Enzim immobilizasyonunun ana ve birincil nedenlerinden birinin,
immobilizasyonu gerceklesen molekiillerin konformasyonel hareketliliginin smirl
olmas1 nedeniyle cesitli deaktivasyon kosullara karsi kararlilikta beklenen artig
oldugu ortaya ¢ikmistir. Belirli bir zamanda sicaklia karsi immobilize enzimlerin

direnci, enzimin potansiyel uygulamalari i¢in 6nemli ve biiylik bir avantaj olarak
kabul edilir (Mahmod et al., 2016).

Optimum sicaklik ifadesi, enzimin maksimum verimle en iyi ¢alistig1 sicaklik
degeridir. Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesine sicaklik degisimlerinin
etkisini incelemek i¢cin optimum egrileri ¢izilir. Artan inkiibasyon siiresine bagl
olarak genellikle termal denatiirasyon sebebiyle optimum sicaklikta diisiisler
gbzlenir. Immobilizasyon islemi sonrasi enzimin optimum sicakligi genellikle

degisir.

Sicakligin serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin aktivitelerine etkisinin
belirlenmesi i¢in 4-80°C araligindaki farkli sicakliklarda c¢aligilarak optimum
sicaklik grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.2). Ayni miktar protein igeren serbest ve
immobilize enzimlerin aktivitelerine sicakligin etkisi Boliim 2.10.1.1° de ayrmtili

olarak aciklandig1 gibi standart kosullar altinda 6l¢iilerek belirlenmistir. Ayrica elde
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edilen sonuglardan yola ¢ikilarak hazirlanan Arrhenius diyagramlarindan (1/T’ ye
karsilik log aktivite) aktivasyon enerjileri (Ea)hesapland1 (Sekil 3.3).

immobilize Enzim
100 Serbest Enzim

80
60

40

Bagil Aktivite (%)

20

0 20 40 60 80
Sicaklik (°C)

Sekil 3.2 Serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin aktivitelerine sicakligin etkisi.

Sekil 3.2 den goriildiigi iizere hem serbest hem de immobilize enzimler i¢in
optimum sicaklik 40°C olarak bulunmustur. Literatiir ile kiyaslandiginda, genel
olarak bitkisel kaynakl a-galaktozidaz enzimlerinin optimum sicaklik degerleri 37-
40°C arasinda degismektedir. immobilize enzimin sicaklik degisimlerine direnci
enzimlerin pratik uygulamalarinda 6nemli ve biiyiikk bir avantaj olarak kabul
edilmektedir. 40°C' in tizerindeki sicakliklarda serbest ve immobilize enzimlerin
aktivitesinde bir diisiis gézlenirken, immobilize enzim sicakliktaki artisa direnmis
ve serbest enzime kiyasla daha yiiksek aktivite kaydetmistir. Serbest enzimler,
yiiksek sicaklikta kolaylikla denatiirasyona ugrayabilirken, immobilize enzimler
muhtemelen rijid bi¢cimiyle korunmaktadir. Dolayisiyla, immobilize enzimlerin,
katalitik aktivitelerini serbest enzime kiyasla daha iyi koruyabildikleri
goriilmektedir (Tutar et al., 2009).

CLEA' larin inaktivasyon hizi sabitinin, her sicaklikta serbest formdan daha
diistik oldugu ve yiiksek termal kararliliga sahip oldugu fark edilmistir. Bu, enzim
molekiilleri ile aktif konformasyonda CLEA' larin muhafaza edilmesine katkida
bulunan ¢apraz baglayicilar arasinda olusan kovalent bag ile saglanan sertlige
atfedilebilir. Kimyasal ¢apraz baglama, 1s1 ile indiiklenen multimerik enzimin

konformasyonel degisimlerini sinirlar ve enzimin kuaterner yapisii dengeler. Bu,
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CLEA' larin ve serbest enzim tizerindeki iistiin termal stabilite ve saglam dogasini
gostermektedir (Nadar et al., 2016).

Reaksiyon hizlarmin sicaklik duyarliligi, genellikle Arrhenius denklemiyle
tanimlanir ve bu, reaksiyonu baglatmak i¢in gereken enerjiye (aktivasyon enerjisi
(Ea)) dayanir. Kimyasal reaksiyonlar i¢in, Arrhenius denklemi, aktivasyon
enerjisinin sabit degerlerini varsayarak artan sicaklik ile reaksiyon hizlarini
katlanarak arttirmay1 ongoriir. Bu nedenle, Arrhenius davranigindan sapmalar,
enzim denatiirasyonu ve proteoliz yoluyla enzim sistemlerinin sicaklik
duyarliligmin bir sonucu olarak veya Ornegin 1siyla hizlandirilmis immobilize

enzimlerin desorpsiyonu sonucu ortaya ¢ikabilir (Razavi et al., 2015).
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Sekil 3.3 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin Arrhenius diyagramlari.

Sekil 3.3 ten gorildigii lizere, serbest ve immobilize a-galaktozidazlar i¢in
cizilen Arrhenius diyagramlarindan aktivasyon enerjisi (Ea) serbest enzim i¢in 35,2
kj mol?, immobilize edilen enzim igin 35,3 kj mol! olarak bulunmustur.
Immobilize ve serbest enzim yaklasik olarak benzer aktivasyon enerjisine sahiptir.
Bu durum, termal inaktivasyonun esasen serbest ve immobilize enzim i¢in ayni
enerjik bozulmaya neden oldugunu gosterir. Yani, protein denatiirasyonunun her
iki formda aymi konformasyonel ge¢is durumunda meydana geldigini ifade
etmektedir. Immobilizasyon, proteini smirlt bir alanda hareketsiz kilmis, protein
dinamiklerini olduk¢a engellemis ama protein konfigiirasyonunu degistirmemistir
(Haouz et al., 2001). DEAE-seliiloza kovalent bagli amiloglukozidaz enziminin
serbest ve immobilize formu i¢in ¢izilen Arrhenius diyagramlarindan aktivasyon
enerjisini hesaplanmis ve bu deger serbest ve immobilize enzim i¢in 11.4 kcal/mol
olarak bulunmustur (Oneill et al., 1971). Bahar ve Celebi (1998), A. niger

glukoamilazint manyetik polistiren pargaciklarda immobilize etmislerdir. Serbest
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ve immobilize enzim i¢in aktivasyon enerjileri 14.09 kj/mol olarak bulunmustur. S.
cerevisiae invertazinin, anyon degistirici re¢ine olan DOWEX-1X8-50®' nin
adsorpsiyon kapasitesinin degerlendirilmesinde model bir enzim olarak kullanildig1
baska bir ¢alismada immobilize ve serbest enzim formlarmin siikroz hidrolizi i¢in
ayni miktarda aktivasyon enerjisi (57 kJ/mol) gerektirdigi gozlenmistir (Ribeiro and
Vitolo, 2005). Baska bir ¢alismada A. niger glikoz oksidazi glutaraldehit ile gapraz
baglanarak immobilize edilmis ve her iki enzim i¢in aktivasyon enerjisi 70 kcal/mol
olarak bulunmustur (Haouz et al., 2001).

3.3.1.2 pH

Her enzim optimum pH' da maksimum aktivite gosterir ve optimum pH' nin
istiinde veya altinda aktivite diisiiktiir. Enzimler tipik olarak pH 5-9 araliginda en
aktiftir. Proteinlerin karboksil ve amino terminallerinin yan1 sira g¢esitli amino asit
artiklari, hiicre i¢i pH araliginda bir pKj araligina sahiptir. Bu nedenle, pH' da ki bir
degisiklik, bir yan grubun protonlanmasina veya deprotonasyona ugramasina,
dolayisiyla kimyasal o6zelliklerinin degismesine neden olabilir. Ornegin,
deprotonize edilen karboksil terminali, enzim konformasyonunu degistirerck
potansiyel olarak bitisik bir alt birimle olan etkilesimini kaybedebilir. Sonug olarak,
bu konformasyon substrat afinitesinde bir azalmaya neden olabilir. Daha siddetli
bir pH degisimi, protein katlanmasini degistirebilir ve boylece enzimi tamamen
deaktive edebilir veya geri dondiiriilemez sekilde proteolize neden olabilir (Berg,
2007). pH’ 1 serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin aktivitelerine etkisi

incelenmis ve optimum pH belirlenmistir. Sonuglar Sekil 3.4’ te verilmistir.
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Sekil 3.4 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine pH’ 1n etkisi ve optimum

pH.
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Sekil 3.4” ten gorildigli gibi serbest ve immobilize o-galaktozidaz
enzimlerinin optimum pH degeri sirasiyla 6,0 ve 5,5 olarak bulunmustur.
Immobilize enzimin optimum pH’ sinda asidik tarafa dogru bu pH kaymasi, ¢apraz
baglama maddesi ve enzim arasindaki ikincil etkilesimlere baghdir. Optimum pH'
daki degisim, enzimin yiikiine baglidir. Enzimle glutaraldehitin birlesmesi, enzimin
yiizeyindeki tim mevcut amino gruplarini baglamis ve dolayisiyla enzim
yiizeyindeki bazik gruplar, enzim proteinine pozitif bir yilik verip, neticede optimum
pH' 1 daha diisiik tarafa kaydwrmustir. Yani, immobilizasyondan sonra bazik
gruplarin miktarinda bir artis meydana gelmis ve enzim daha fazla poli-katyonik
karakter kazanmistir. Capraz baglama prosediirii pH kaymasina karsin enzimatik
direnci 6nemli Olgiide artirabilir (Aytar and Bakir, 2008; Hormigo et al., 2012;
Mahmod et al., 2016; Li et al., 2016).

3.3.1.3 Substrat spesifikligi ve kinetik parametreler

Spesifiklik, bir substratin aktif bolgede atomlarin tanimlanmis bir diizenine
sahip bir enzime baglanmasi ile gerceklesir. Substratin dogru baglanabilmesi i¢in
aktif bolgenin enzimle eslesen dogru bir sekle sahip olmasi gerekir. Substrat enzime
hidrojen baglar1, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi ¢ok zayif
bag etkilesimleri vasitasiyla baglanir. Baz1 durumlarda, aktif bolge, substrat enzime
baglanincaya kadar sekil degistirmez. Maksimum baglanma enerjisi ancak dogru
substrat enzime baglandiginda basarilabilir. Bu, substrat spesifikligini ¢ok énemli
hale getirir. Substrat ge¢is halindeyken baglanma enerjisinin serbest birakilmasi
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiiriir ve boylece reaksiyonun daha hizli
olmasini saglayarak iirlinlin zamana oranla ¢ok daha kisa olmasimni saglar (Berg,
2007). Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin substrat spesifiklikleri
sentetik (PNPG: p-nitrofenil a-D-galaktopiranozid) ve dogal (melibiyoz, rafinoz,
stakiyoz) substratlar1 kullanilarak test edilmis ve sonuc¢lardan yola ¢ikilarak kinetik

parametreler (Km, Vimax Ve Keat) hesaplanmustir.

p-Nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (pNPG):

Boliim 2.10.1.3” de anlatildig: iizere, serbest ve immobilize a-galaktozidaz
aktivitesine sentetik substrati olan PNPG’ nin etkisi belirlenmistir (Sekil 3.5). Sekil
3.5” ten goriildiigii lizere serbest ve immobilize enzim igin yaklagik doygunluk

substrat konsantrasyonu sirasiyla 0,875 ve 0,75 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 3.5 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine substrat
konsantrasyonunun (PNPG) etkisi.

Kinetik parametreler Kv, Vmax Ve Keat degerleri pNPG’ nin substrat olarak
kullanildig1  kosullarda  ¢izilen Linewever-Burk diyagrami yardimiyla
hesaplanmistir (Sekil 3.6) Serbest enzim i¢in Ky, Vmax Ve Keat degerleri sirasiyla
0,82 mM, 2,05 U/mg ve 0,65 s* immobilize enzim i¢in de 0,62 mM, 5,55 U/mg ve

2,06 st olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.6 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin Lineweaver-Burk diyagramlari
(Substrat: PNPG).

Melibiyoz, Rafinoz ve Stakiyoz:

a-Galaktozidaz enziminin literatiirdeki ¢aligmalarda en yaygm kullanilan

dogal substratlar1 melibiyoz, laktoz, rafinoz, stakiyoz, siikroz, keciboynuzu sakizi
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ve guar sakizidir. Melibiyoz, rafinoz ve stakiyozun kullanildiginda enzimin
doygunluk substrat konsantrasyonu ile Ky, Vmax Ve Keat degerlerini belirlemek i¢in
2,5-50 mM konsantrasyonlarinda rafinoz; 0,5-15 mM konsantrasyonlarinda
stakiyoz 1,0-25 mM konsantrasyonlarinda melibiyoz kullanilarak serbest ve
immobilize enzimlerin aktivitesine etkisi incelenmistir (Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9). Bu
ti¢ dogal substratin doygunluk substrat konsantrasyonlar1 serbest ve immobilize

enzimler i¢in Cizelge 3.16° da verilmistir.
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Sekil 3.7 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine substrat (Melibiyoz)

konsantrasyonunun etkisi.
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Sekil 3.8 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine substrat (Rafinoz)

konsantrasyonunun etkisi.
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Sekil 3.9 Serbest ve immobilize o-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine substrat (Stakiyoz)

konsantrasyonunun etkisi.

Cizelge 3.16 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enziminin doygunluk substrat konsantrasyonu.

Substrat Doygunluk Konsantrasyonu (mM)
Substrat Serbest Enzim Immobilize Enzim
Stakiyoz 7,5 10,0
Melibiyoz 20,0 15,0
Rafinoz 40,0 40,0

Melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk
diyagramlarindan (Sekil 3.10, 3.11 ve 3.12) serbest ve immobilize enzimlerin K,
Vmax Ve Keat degerleri hesaplanmis ve Cizelge 3.17° de hem dogal hem de sentetik

substratlar i¢in bulunan degerler verilmistir.
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Sekil 3.10 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin Lineweaver-Burk diyagramlar

(Substrat: Melibiyoz).
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Sekil 3.11 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin Lineweaver-Burk diyagramlari

(Substrat: Rafinoz).
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Sekil 3.12 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin Lineweaver-Burk diyagramlari

(Substrat: Stakiyoz).

Cizelge 3.17 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enziminin kinetik sabitleri.

Serbest Enzim immobilize Enzim
SUbStrat KM Vmax kC&t KM Vmax kcat
(mM)  (U/mg) s (mM) (U/mg) (s
pNPG 0,82 2,05 0,65 0,62 5,55 2,06
Stakiyoz 5,14 1,90 0,21 1,14 3,34 0,93
Melibiyoz 9,70 1,73 0,18 2,66 2,26 0,14
Rafinoz 12,22 0,63 0,01 19,12 1,25 0,01

Cizelge 3.17” den gorildigii tizere pNPG, stakiyoz ve melibiyozun substrat
olarak kullanildig1 immobilize enzimlerin Km degeri serbest enzime gore azalmus,
Vmax degerleri ise artmistir. Bu deger immobilizasyon sonrasi enzim ve substrat
arasindaki etkilesimin giiclendigini gdstermektedir. immobilize enzimin substrata

olan daha yiiksek afinitesi, esnek bir glutaraldehit kolunun varligina bagh olabilir
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ve bu da enzimin, aktif bdlgesini substrata dogru uygun bir sekilde yonlendirmesine
yardimci olur (Sangeetha and Emilia Abraham, 2008).

Substrat olarak rafinozun kullanildig1 deneme de ise immobilize enzimin K
degerinin serbest enzimin Ky degerinden biraz yiiksek oldugu ve immobilizasyon
sonrasinda serbest enzime kiyasla Vmax degerlerinin de arttigi gézlemlendi.
Sonuglar, ¢apraz bagli immobilizasyonun diflizyon direncine bagli olarak,
substratin immobilize enzimin aktif bolgesine erisebilirligini azalttigini ve bunun
sonucunda da enzime afinitesini azalttigmi gdstermistir. Immobilizasyon
sonrasinda CLEA yapisi, sivi formdaki serbest enzime kiyasla ¢apraz baglanma
nedeniyle substratla daha az ara yiizey etkilesimine sahiptir. Vmax degeri temelde
enzimin tamamen doymus bir substrati ne kadar hizli hidrolize edebildigini dlger.
Dolayisiyla immobilize edildikten sonra Vmax degerinde bir artig, birim zaman
basina bir iirlinde doniistiiriilmek i¢cin daha az substrata ihtiya¢ duyuldugu anlamina
gelir (Lei and Bi, 2007; Rehman et al., 2013; Yu ve digerleri, 2013). Serbest
enzimle karsilastirildiginda CLEA i¢in daha yiiksek Kw, B-galaktozidaz (Gaur et
al., 2006), penisilin agilaz (Pchelintsev et al., 2009) ve tirozinaz (Xu et al., 2011)

ile hazirlanan CLEA' lar i¢in de gozlenmistir.
3.3.1.4 Efektor etkisi

Iyonlarin protein kararliligma etkisi, proteinler ve iyonlar arasindaki kimyasal
etkilesimlerin (veya selatasyonun) substratlar, ortak substrat veya enzimlerin es
faktorleri olarak kullanilan iyonlar gibi kompleksleri olusturmak icin olusabilir.
Bununla birlikte, iyon 6zgiilliigli ¢ogunlukla su yapisimi degistiren (fiziksel etki)
iyon yetenegine baglanir ve boylece protein hidratasyon ortamini etkiler. Suyun
yapisint arttiran kuvvetlice hidratlanmis iyonlara kozmotroplar (yap1 yapicilar) ve
suyun yapisini azaltan zayif derecede hidratlanmis iyonlara kaotroplar (yapisal
ayirici) adi verilir. Kozmotroplar genellikle kiigiik ve yiiksek yiiklii iken, kaotroplar
genis ve diisiik yiikliidiir. Gergekte, tiim ¢ok degerlikli iyonlar ¢ok hidrathdir, bu
nedenle kozmotropiktir.

Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine ortama ilave
edilen 10 mM konsantrasyondaki metallerin (CaCly, CuSO4.5H,0, KCI, HgCly,
NaCl, MgCl2.6H20, MnCl,, FeS04.7H.0, ZnS04.7H,0, Na,COs, EDTA, SDS,

(NH4)2S0s) etkisi incelenmis ve sonuglar Cizelge 3.13’ te verilmistir.
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Sekil 3.13 Metallerin serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim aktivitesine etkileri.

Sekil 3.13’den goriildiigii tizere MgCl, (%116), EDTA (%110) ve MnCl;
(%105) immobilize o-galaktozidaz enzimi i¢in zayif bir aktivasyon etkisi
gostermislerdir. Selatlama ajant EDTA' nin varhiginda aktivite artisin nedeni, enzim
aktivitesi igin enzimin metal iyonlarina bagimli olmadigini diistindiirmektedir.
HQgCl> (%2) ve SDS (%10) hem serbest hem de immobilize a-galaktozidaz igin
kuvvetli inhibisyon etkisi gostermislerdir. HgCly, tiole 6zgii giiclii bir inhibitordiir;
histidin amino ve imidazolium gruplariyla ve peptit baglariyla reaksiyona girer ve
enzim aktivitesinde azalmalara neden olur. SDS, proteinlerin iiciinciil ve kuaterner
yapilarmi1 bozarak asir1 derecede denatiire eden bir reaktiftir ve ortama ilave
edilmesi aktiviteyi olumsuz etkilemistir (Hu et al., 2016). Talaromyces leycettanus
JCM12802° den izole edilen termofilik a-galaktozidaz enzimi igin SDS ve Ag*
inhibitdr etki gostermistir (Wang et al., 2016). Maruta ve ark. (2017)’ nin yaptig1
calismada Ag*, Hg?* ve Zn** F. oxysporum o-galaktozidaz enziminin aktivitesini
tamamen inhibe etmistir (Maruta et al., 2017).

Efektorlerle yapilan ¢aligmanin ikinci kisminda kismi aktivasyon etki
gosteren MgClz (Sekil 3.14) farkli konsantrasyonlarmin enzim aktivitesi iizerine
etkisi incelenmistir. Sekil 3.14° ten goriildiigii lizere, MgCl2” nin 10 mM
konsantrasyonda maksimum aktivasyon etkisi gosterdigi ve bu konsantrasyonun
iizerine ¢ikildiginda ise artan iyon siddetinin enzim aktivitesini olumsuz etkiledigi

gozlenmistir.
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Sekil 3.14 MgCl,’ nin farkli konsantrasyonlarmin serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim

aktivitesine etkileri.

Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin aktivitesine ortama ilave
edilen 10 mM konsantrasyondaki sekerlerin (galaktoz, glukoz, sukroz, fruktoz,
laktoz, maltoz, melibiyoz, rafinoz) etkisi incelenmis ve sonuglar Cizelge 3.15° te

verilmistir.
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Sekerler

Sekil 3.15 Sekerlerin serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim aktivitesine etkileri.

Sekil 3.15” ten goriildigii tizere, galaktoz ve melibiyoz serbest ve immobilize
enzim aktivitesi {izerine kuvvetli inhibisyon etki gostermiglerdir. 10 mM
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konsantrasyondaki melibiyoz ve galaktoz i¢in % aktivite verimleri sirasiyla % 29
ve % 14 olarak belirlenmistir. Diger sekerler ise galaktoz ve melibiyoza oranla daha
diistik bir inhibisyon etkisi sergilemislerdir. Pleurotus djamor a-galaktozidazi ile
yapilan bir caligmada artan galaktoz konsantrasyonu (2 mM’ dan 200 mM’ a) enzim
aktivitesini % 21’ e kadar diistirmistiir (Hu et al., 2017). Papaya (Carica papaya
L.) meyvesinden elde edilen a-galaktozidaz enzimi i¢in 10 mM galaktoz
konsantrasyonu aktiviteyi % 19’ a diistirmiistiir (Soh et al., 2006).

Sekerlerle yapilan ¢alismanin ikinci kisminda kuvvetli inhibisyon etKi
gosteren galaktoz (Sekil 3.16) ve melibiyozun (Sekil 3.17) farkli
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. Sekil 3.16 ve
3.17° de gorildigl iizere artan galaktoz ve melibiyoz konsantrasyonlari enzim
aktivitesindeki diisiisii hizlandirmis ve kuvvetli inhibisyon etkisi gézlenmistir.
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Sekil 3.16 Galaktozun farkli konsantrasyonlarinin serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim

aktivitesine etkileri.
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Sekil 3.17 Melibiyozun farkli konsantrasyonlarinin serbest ve immobilize o-galaktozidaz enzim

aktivitesine etkileri.

3.3.15 inhibisyon tiriiniin belirlenmesi

Inhibitérlerin etkin bir enzim inhibisyonu gerceklestirebilmesi i¢in enzim
protein yapismin belirli yerleri ile etkilesime girmesi gerekir. Dolayisiyla,
immobilizasyon, iki farkli durumda inhibisyonu azaltabilir. Birincisi, inhibitoriin,
aktif merkezden farkli bir yerde proteinle etkilesen bir allosterik hareket
gerceklestirmesiyle olusur. Bu durumda, enzimin bu bélgede immobilizasyonu, bu
yeri deforme edebilir veya bloke edebilir; bu blokaj, inhibisyonu biiyiik 6lgiide
diisiirebilir. Ikincisi, inhibitdriin aktif bolge ile etkilesime girdigi zamandir. Bu
durumda, immobilizasyon, enzim aktif merkezini hafifce deforme ederse,
inhibitoriin baglanacagi bolgeye substratin baglanmasi saglanarak inhibisyonun
etkisinin azaltilmasi saglanir. Bu durum, substrat inhibitérden daha biiyiikse ve
enzimde daha ¢ok sayida grupla etkilesime girmesi durumunda daha muhtemel
olabilir (Mateo et al., 2007).

Galaktozun inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarini
(2,5; 5,0 ve 10 mM) igeren ¢ozeltileri Bolim 2.10.1.5’ te belirtilen substrat olarak
pNPG’ nin kullanildig1 kosullarinda ortama ilave edilmis, elde edilen
aktivite/substrat konsantrasyonu grafikleri yardimiyla ¢izilen Lineweaver-Burk
diyagramlarindan immobilize ve serbest enzimler i¢in inhibisyon tiirii belirlenmistir
(Sekil 3.18a ve 3.18b). Sekil 3.18a ve 3.18b’ de goriildiigii tizere Lineweaver-Burk
diyagramlarindaki egim g¢izgileri immobilize ve serbest enzim igin y-ekseni

tizerinde bir noktada birlesmis olup, kompetitif (yarismali) inhibisyon
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sergilemislerdir. Ayrica, bu kesim noktasi enzimin —K; (inhibisyon sabiti) degerini

verdiginden, immobilize ve serbest enzim i¢in Kj degerleri sirasiyla 0,375 ve 1,125

mM olarak bulunmustur. Kavun (Cucumis melo) a-galaktozidazinin asit ve alkali

form 1l enzimleri, reaksiyon ortamina galaktoz (Gal) ilave edildikten sonra giiglii

bir yarigmali inhibisyon sergilemisler ve K; degerleri sirasiyla 0,06 ve 1,3 mM

olarak hesaplanmigtir. Alkali form I ise 13 mm’ lik Kj degeri ile asit form ve alkali

form II’ ye gore Gal inhibisyonuna kars1 daha az duyarlilik gostermistir (Gao and
Schaffer, 1999). Beyaz c¢iiriik mantar (Cerrena sp.) lakkazmin CLEA’ larinin
kullanildig1 calismada, NaCl’ iin inhibisyon etkisi arastirilmis ve Ki degerleri

serbest ve immobilize enzim i¢in sirastyla 1,6 ve 8,3 mM olarak bulunmustur (Yang

et al., 2016).
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Sekil 3.18 Galaktozun inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi: (a) immobilize ve (b) serbest a-galaktozidaz

enzimi.
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3.3.1.6 Stabilizatorlerin etkisi

Immobilize ve serbest a-galaktozidaz enzimleri 2 ay siire ile -20°C” de Boliim
2.10.1.6° da belirtilen kosullarda muhafaza edilmis ve 2 aylik siirenin sonunda
aktivite tayinleri yapilmustir. Stabilizatorlerin serbest ve immobilize enzimlerin
aktivitelerine etkisi Cizelge 3.18’ de verilmistir.

Cizelge 3.18 Stabilizatdrlerin serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim aktivitelerine etkileri.

Bagil Aktivite (%)
Stabilizatér Serbest Enzim Immobilize Enzim
Stabilizatorsiiz (Kontrol) 87 101
% 10 Siikroz (w/v) 83 123
% 20 Gliserol (v/v) 69 100
% 30 Gliserol (v/v) 60 60

Cizelge 3.18’ den goriildiigii {izere ayni kosullar altinda farkl stabilizatorler
ile -20°C’ de 2 ay siire ile muhafaza edildikten sonra immobilize enzimin serbest
enzime kiyasla daha kararli bir yapi1 sergiledigi ve ortamdaki stabilizatorlerin de
etkisi ile aktivitesini daha iyi korudugu goriilmektedir. Ayrica, % 30 (v/v) gliserol
iceren ortam disindaki diger iki stabilizatorlii ortamda aktivasyon oldugu ve
immobilize enzim aktivitesinin % 100’ in izerine ¢iktig1 gozlenmistir.
Lactobacillus fermenti a-galaktozidazi % 20 (v/v) gliserol i¢eren ortamda -20°C’
de muhafaza edildikten sonra nerdeyse aktivitesinde hi¢c kayip gdzlenmemistir
(Gherardini et al., 1985). Poterioochromonas malhamensis a-galaktozidazi % 30
gliserol (v/v) ve % 10 (w/v) siikroz igeren iki ayri stabilizatorle -20°C” de 3 ay
muhafaza edildikten sonra yine aktivitede gozlenen 6nemli bir kayip s6z konusu

olmamistir (Dey and Kauss, 1981).

3.3.2 Kararhlik testleri

Enzimlerin stabilizasyonu, ¢esitli uygulamalarda biiyiik 6nem tagimaktadir.
Enzimler, biyokataliz, analitik kimya, gida isleme, ¢cevresel aritim, deterjan imalati,
tibbi teshisler icin biyosensor iiretimi ve diger dl¢iim uygulamalar: alanlarinda

kullanilmaktadir. Biitlin bu alanlarda, enzim molekiiliiniin biyolojik aktivitesinin
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korunmasi ¢ok onemlidir ve bu, enzimin biyolojik yapisinin stabilize edilmesine
baghdir. Cogu durumda, enzimlerin gercek stabilizasyon mekanizmasi ¢ok fazla
anlagilamamaktadir. Enzim yapilar1 ¢oziildiik¢e reaksiyon mekanizmalar1 anlasilir
ve protein katlanma ve deaktivasyon mekanizmalari islenir, enzim stabilizasyonu
mekanizmalar1 da daha iyi anlasilir hale gelir. Enzim stabilizasyonu alanindaki
uzmanhigim bilesimi ve bozunma islemleri swasinda enzim yapisindaki
degisikliklerin 6ngoriilmesinde kullanilan yontemlerin gelistirilmesiyle, belirli bir
endiistriyel uygulama i¢in bir enzimin nasil stabilize edilecegini tahmin etmek
gittikge kolaylagsmaktadir (Drago and Gibson, 2001).

Immobilize enzimlerin kullanimi, serbest enzimlerin kullanimma kiyasla
avantajldir; ¢linkii islemin sonunda enzim kolay geri kazanimini saglar, enzimatik
kararlilig1 gelistirir, stirekli iiretime olanak tanir ve iirlin akisi icinde biyokatalizor
bulunmadigini temin eder. Kimyasal ¢apraz baglama, fiziksel adsorpsiyon ve
polimerik kapsiilleme de dahil olmak iizere bircok enzim i¢in immobilizasyon
stratejisi gelistirilmis olmasina ragmen; kimyasal ¢apraz baglama kullanimi, pH' a
ve iyonik dalgalanmalara karsi ilave stabilite saglayan onemli avantajlar saglar ve
enzim, molekiiler diflizyon ve ardisik enzimatik dongiiler sirasinda ortaya ¢ikan
kayiplardan ka¢inir. Bununla birlikte, enzimatik aktivitede bir azalma
gozlemlenebilir; ¢linkli capraz baglanma, enzimin ii¢ boyutlu yapisi {lizerinde
yapisal degisikliklere neden olabilir (Skoronski et al., 2014). Serbest ve immobilize
a-galaktozidaz enzimlerinin kararlilik g¢alismalarina ait sonuglar1 asagida ilgili

boliimlerde grafikler verilerek agiklanmistir.

3.3.2.1 Termal kararhhk

Immobilize enzimlerin yararhligi, tibbi muamele, gida endiistrisi,
biyokimyasal analiz vb. konularinda yaygin olarak goriilmektedir. Amaglar1 ne
olursa olsun, termal kararliligi en 6nemli faktorlerden birisidir. Enzimlerin termal
kararliligi, enzimin reaktdr tasarimlarinda ¢ok onemli bir parametredir; clinkii
enzimin kullanim ve tekrar kullanim limitlerini, dolayisiyla islem maliyetlerini
belirler (Santos et al., 2007). Sicakligin serbest ve immobilize o-galaktozidaz

enzimlerinin kararliligina etkisi Sekil 3.19” da verilmistir.
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Sekil 3.19 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin termal kararlilig.

Sekil 3.19° dan goriildiigii iizere immobilize enzimin termal kararlilig1 serbest
enzime gore bir miktar daha yiiksektir. Artan termal kararlilik, molekiillerin
agregatlar icindeki ve arasinda intramolekiiler capraz baglantilar vasitasiyla sirali
diizenlenmesinden ve molekiillerin CLEA ig¢indeki ii¢ boyutlu diizenlenmesinin
saglamlhigindan ve molekiillerin, enzim molekiilii arasindaki ek iyonik ve
hidrofobik temasindan kaynaklanabilir. CLEA’ nin artan termal stabilitesi, organik
reaksiyonlarin yiiksek bir sicaklikta yiiriitiilmesi i¢in de gerekli olan yararli bir
Ozelliktir (Sangeetha and Emilia Abraham, 2008). Serbest enzimlerin stabilitesinin
diisik olmasinin nedeni, enzimin uzun siire inkiibasyon sonrasinda ve yiiksek
sicakliklarda kismi deaktivasyona ugramasi olabilir. Serbest enzimler s6z konusu
oldugunda, vyiiksek sicakliklarda, kuaterner, tersiyer ve sekonder protein
yapisindaki baglar koparilir ve protein denatiire edilir. Bu baglar yikildiginda,
protein (enzim) sadece peptid baglariyla birincil yapisina doniisecektir. Bu nedenle,
proteinin fonksiyonel yapis1 kaybolur, aktif ve allosterik alanlar da islevselliklerini
kaybeder (Khanahmadi et al., 2015). Bitkisel bir kaynak olan domatesten izole
edilerek kismi olarak saflastirilan ve immobilize edilen a-galaktozidaz enziminin
kullanildig1 bir ¢aligmada termal kararhiliginin serbest enzime kiyasla oldukca
arttigt rapor edilmistir (Bayraktar et al, 2011). Literatiirde ¢esitli a-
galaktozidazlarla yapilan kararlilik ¢aligmalari, enzimin genelde iyi bir termal
kararlihigi oldugunu gostermistir. Ornegin, E. coli icinde eksprese edilen
rekombinant a-galaktozidazin (rCbAga36) kullanildigi ¢alismada, enzim aktivitesi
60°C ile 75°C arasinda degisen yiiksek sicaklik seviyelerde korunmus, ancak 50°C'
nin altindaki ve 80°C" in listiinde sicakliklarda aktivite keskin bir sekilde diismiistiir
(Lee et al., 2017). Karpuz a-galaktozidazinin kullanildig1 baska bir ¢aligmada,
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enzim 4-60°C araliginda iyi bir termal kararlilik sergilemis olup, 60°C ’de baslangi¢
aktivitesinin %57’ sini korumustur. 60°C’ nin iizerindeki sicakliklarda bagil
aktivitesinde hizli diisiisler gdzlenmistir (Bayraktar and Onal, 2013). Antarktik
bakteri izolat1 Bacillus sp. LX-1 a-galaktozidazinin 45°C'de baslangig aktivitesinin
yaklagik % 88' ini muhafaza ettigi, ancak 50°C ve lizerindeki sicakliklarda hig¢bir
aktivite gostermedigi bildirilmistir (Lee et al., 2012). Pepino a-galaktozidazi, 25-
45°C sicaklik araliginda ¢ok dengeli bir termal kararlilik sergilemis ve enzim 45°C'
de baglangi¢ aktivitesinin % 60' in1 korumustur (Sen et al., 2011). CLEA sonrasinda
pek cok enzimin termal kararliliginda artis oldugu da bildirilmistir (Zhu et al., 2001;
Aytar and Bakir, 2008; Sangeetha and Emilia Abraham, 2008; Zhao et al., 2008;
Xu et al., 2011; Lai et al., 2012; Kim et al., 2013). Bacillus sp. CFR1601 Endo-f-
l,4-mananaz (Man-1601) enziminin CLEA (MB-C)’ s1 ve manyetik nanokompozit
CLEA (MB-Mag-C)’ sinin hazirlandig1 ¢alismada, MB-C, 70°C (30 dakika), 75°C
(30 dakika) ve 80°C' de (10 dakika) baslangi¢ aktivitesini sirastyla % 25.9, % 16.3
ve % 16.8” ini koruyarak serbest enzime kiyasla daha yiiksek termal kararlilik
sergilemistir. MB-Mag-C, 70°C (35 dakika) ve 75°C" de (60 dakika) inkiibasyondan
sonra baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla % 42.5 ve % 36.8' ini korumus; serbest
enzime kiyasla yine daha yiiksek bir termal kararlilik sergilemistir (Panwar et al.,
2017). Yeni proteik besleyici olarak tavuk tiiyii unu (feather meal, FM) kullanilarak
pektinazin kombi-CLEA' larmin hazirlandigi ¢alismada, kombi-CLEA-FM, serbest
enzim ile karsilastirildiginda yiiksek termal kararlilik (1.5 kat) gostermistir (Goetze
et al., 2017). Notraz ve papainin birlikte ¢apraz bagl enzim agregatlar1 (N-P-
CLEA)’ nin kullanildig1 ¢alismada, 50°C' de 30 dakika inkiibasyon sonrasi, N-P-
CLEA 'lar baslangi¢ aktivitelerini % 70.55 korurken; serbest enzim baglangig
aktivitesinin sadece % 3.78” ini korumustur (Chen et al., 2017). P. notatum lipazinin
CLEA’ smin hazirlanmasinda ¢apraz baglama ajani olarak glutaraldehit (GLA) ve
etilen glikol-bis [siiksinik asit N-hidroksisiiksinimid] (EG-NHS) kullanilmig ve bu
calismada serbest enzim 50°C' de 30 dakika inkiibe edildikten sonra baslangi¢
aktivitesinin % 56.62 sini korurken, GLA-lipaz ve EG-NHS-lipaz baslangi¢
aktivitelerinin sirastyla % 93.55 ve % 90.39' unu korumuslardir. Benzer bir sekilde,
60°C' de 30 dakika inkiibasyon sonrasi GLA-lipaz ve EG-NHS-lipazin
baglangictaki aktivitelerinin % 70.97' sini ve % 76.92' sini korurken, serbest
enzimin ayni sicaklikta sadece % 23.32 aktivitesini korumustur (Rehman et al.,
2016). A. melleus L-aminoagilaz (AP) CLEA’ larinin kullanildigi ¢aligmada,
50°C'de serbest enzim baslangi¢ aktivitesinin yalnizca % 66.4’ iinii korurken, AP-
CLEA baglangigtaki aktivitesinin % 98.5' ini korumustur. Benzer bir sekilde, 70°C'
de serbest enzim baslangi¢ aktivitesinin sadece % 4.7’ sini korurken, AP-CLEA' lar
baslangi¢ aktivitesinin % 76.6' sin1 korumustur (Vaidya et al., 2012).
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Enzimlerin endiistriyel proseslerdeki kullanimi sirasinda, onlarm katalitik
degerini belirleyen diger bir parametre de belirli sicakliklardaki 6n inkiibasyon
stiresidir. Bu amagla igerdikleri protein miktar1 ayn1 olan serbest ve immobilize a-
galaktozidaz enzimleri standart aktivite tayin sicakligi olan 37°C’ de (Sekil 3.20),
optimum sicaklik degeri olan 40°C” de (Sekil 3.21) ve endiistriyel uygulamalardaki
calisma sicakligi olan 50°C” de (Sekil 3.22), farkl siirelerde (0-120 dakika) inkiibe

edildikten sonra geriye kalan aktiviteleri standart kosullarda 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.20 Serbest ve immobilize enzimlerin on inkiibasyon siiresine bagimli termal kararlilig:

(37°C).
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Sekil 3.21 Serbest ve immobilize enzimlerin 6n inkiibasyon siiresine bagimli termal kararliligi

(40°C).
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Sekil 3.22 Serbest ve immobilize enzimlerin 6n inkiibasyon siiresine bagimli termal kararlilig:

(50°C).

Sekil 3.20° den goriildiigli iizere immobilize enzim 37°C’ de 120 dakika
inkiibasyon sonrasinda baslangic aktivitesinin % 85’ ini korurken, serbest enzim
%73’ inli korumustur. Sicaklik 40°C oldugunda, 120 dakika 6n inkiibasyon siiresi
sonrasinda immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin % 81’ ini korurken, serbest
enzim % 66’ sm1 korumustur (Sekil 3.21). Sicaklik 50°C oldugunda (Sekil 3.22),
ayni On inkiibasyon siiresi sonrasinda immobilize ve serbest enzimler sirasiyla
baslangi¢ aktivitesinin % 58’ini ve % 53’ {inii korumuslardir. Her {i¢ sicaklikta da
immobilize enzim serbest enzime kiyasla daha yiiksek termal Kkararlilik
sergilemistir. Bunun nedeni, konformasyonel degisikligi durduran molekiil i¢i ve
molekiiller aras1 kovalent ¢apraz baglardan kaynaklanabilir (Zhu et al., 2001). On
inkiibasyon siiresinin test edildigi termal kararlilik calismalarmndan birinde,
60°C'nin tizerindeki sicakliklarda 1 saatin sonunda, SDS degradasyonu yapan
Pseudomonas sp. S9 alkil siilfatazi (SdsAP) CLEA’ sinin baglangi¢ aktivitesi % 70’
e kadar kademeli olarak azalirken, serbest enzimin aktivitesi % 40' a diismiistiir (Li
et al., 2016). Epoksit hidrolazlarin (EH) CLEA' lar1 45°C' de 4 saat inkiibe
edildiginde baslangi¢ aktivitesinin en az % 85' ini korurken, serbest enzim % 68
aktivite gostermistir (Yu et al., 2013). Bacillus sp. alfa amilazinin normal ve
manyetik CLEA' larmnmn kullanildig1 ¢calismada, 50°C' de manyetik CLEA' lar 120
dakika inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin % 100’ {inii korumustur. Manyetik
CLEA' lar 60°C ve 70°C' de 120 dakika inkiibasyon sonrasinda baslangic
aktivitelerinin % 85' inden fazlasimi korurken, normal CLEA' larin aktivitesi ayni
sicakliklarda % 40 ve % 25' e diismiis; serbest enzim aktivitesini tamamen
kaybetmistir (Talekar et al., 2012). Pseudomonas sp. lipazi (PSL) CLEA’ larmin
kullanildig1 baska bir ¢alismada, 60°C' de 24 saat inkiibasyon sonrasinda serbest
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lipaz baslangi¢ aktivitesinin % 76.7’ sini kaybederken, PSL-CLEA sadece % 27.8’
ini kaybetmistir (Zhao et al., 2008). Thermus sp. T2 susu a-galaktozidazinin
saflastirildig1 calismada, enzim 50 ve 60°C' de 24 saat boyunca tamamen aktif
kalirken, 70°C ve 80°C' de aktivitesinde bir diisiis yasamistir. 70°C ve 80°C' de
baslangig aktivitesinin yartya diistiigii stireler sirasiyla 150 ve 15 dakikadir (Pessela
et al., 2007).

Endiistriyel proseslerde, yiiksek stabilite ile yiiksek enzim aktivitesi veren bir
calisma sicakligi bulmak, diisiik proses maliyetleri ve yiiksek verimlilik arasinda
bir uzlasmay1 temsil eder. Islem sicakliklar: mutlaka maksimum enzim aktivitesine
karsilik gelmez, ¢linkii bu noktada enzimin denatiirasyon hizi ¢ok yiiksektir. Bu
nedenle, islem sicakligi, enzim Omriinli uzatmak i¢cin maksimum aktiviteyi veren
sicakliktan biraz daha diisiik olmali, ancak bir biitiin olarak proses tiretkenligini
etkilemeyecek bir seviyede olmalidir. Bununla birlikte, yarilanma omrii sicaklik
artiglariyla birlikte ¢ok hizli bir sekilde azaldigindan, daha diisiik bir sicakligin
secilmesi, onemli bir aktivite kaybina ugramadan enzim stabilitesini artirabilir
(Santos et al., 2007).

Immobilizasyon enzimin konformasyonel esnekligini azaltir, enzim sertligi
ve 1s1 toleransinda bir artisa neden olur ve bu da genellikle optimum sicaklik ve
inaktivasyona kars1 kararhilik artis1 ile gosterilir. Immobilize enzimin gelismis
termal davranisi, daha yiiksek sicakliklar gerektiren cesitli endiistriyel islemler i¢in

enzim uygulamalarmin temelini olusturur (Rehman et al., 2016).

3.3.2.2 pH kararhhg

pH enzimlerin stabilitesinde dnemli bir faktordiir. Ciinkii protein yapida olan
enzimler icin pH' daki bir degisiklik, bir yan grubun protonlanmasina veya
deprotonasyona ugramasina, dolayisiyla kimyasal 6zelliklerinin degismesine neden
olabilir. Enzim konformasyonunu degistirerek potansiyel olarak bir altbirimle olan
etkilesimini kaybedebilir. Sonug olarak, bu konformasyon substrat afinitesinde bir
azalmaya neden olabilir. Daha siddetli bir pH degisimi, protein katlanmasini
degistirebilir ve boylece enzimi tamamen deaktive edebilir veya geri dondiiriilemez
proteolize neden olabilir. Kullanilacak enzimin ¢aligsma kosullar1 belirlenerek, etkin

oldugu pH araliginin belirlenmesi bu agidan 6nemlidir (Berg, 2007).

pH kararliligmin serbest ve immobilize enzimler iizerine etkisi Boliim

2.10.2.2° de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. Ayn1 miktar protein igeren serbest
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ve immobilize a-galaktozidaz enzim preparatlar1 pH 3,0-6,0 sitrat tamponu (100
mM) ve pH 6,5-7,5 fosfat tamponunda (100 mM) 2 saat boyunca 4°C’ de
bekletilmistir. Standart kosullarda geriye kalan aktiviteleri tayin edilmis ve sonuglar
Sekil 3.23” de verilmistir.

i. E. (Sitrat)
—@—S. E. (Sitrat)
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Sekil 3.23 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin pH kararlilig1.

Sekil 3.23” den goriildiigii tizere genis bir pH araliginda hem serbest (pH 3,0-
7,5) hem de immobilize enzimler (pH 3,0-6,5) % 50’ den fazla aktivitesini
korumuslardir. Pycoporus cinnabarinus’ tan iretilen immobilize o-galaktozidaz
pH 3,0-9,0 (Mitsutomi et al., 1985), alkalofilik Bacillus a-galaktozidazi pH 3,0-7,2
(Itoh et al., 1986), alkalofilik Micrococcus a-galaktozidazi pH 7.5-8.5 (Akiba et al.,
1976) araliginda kararhilik sergilemislerdir. a-Galaktozidaz enzimi i¢in genis pH
arahiginda ytiksek kararlilik sergiledigi sonuglar rapor edilmistir (Sen et al., 2011;
Bayraktar et al., 2011; Bayraktar and Onal, 2013; Hu et al., 2017). CLEA pH
kararlihigmin incelendigi bir ¢alismada, Bacillus sp. CFR1601 Endo-f-1,4-mananaz
(Man-1601) enziminin ¢apraz bagli enzim agregatt (MB-C) ve manyetik
nanokompozit CLEA (MB-Mag-C)’ s1 kullanilmigtir. MB-C igin optimum pH 7.0
bulunmus ve pH 4-10 aralig1 arasinda serbest enzime gore % 73.2 daha yiiksek
aktivite gostermistir. MB-Mag-C i¢in optimum pH 6.0 olarak bulunmus ve pH 4-9
araliginda serbest enzime gore % 46.0 daha ytiksek bir aktivite gdstermistir (Panwar
et al., 2017). Notraz ve papainin birlikte ¢apraz bagh enzim agregatlarinin (N-P-
CLEA) hazirlandigi ¢aligmada, N-P-CLEA' larin daha yiiksek bagil aktivitesi,
serbest enzimlere kiyasla pH 2 ve 4 haricinde pH 3 — 9 arasinda genis bir pH
araliginda elde edilmistir (Chen et al, 2017). SDS degredasyonu yapan
Pseudomonas sp. S9 alkil siilfatazinin ¢apraz bagli enzim agregatlarinin (SdsAP-
CLEA) hazirlandig1 ¢alismada, serbest enzim ve SdsAP-CLEA' lar i¢cin optimum
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pH degerleri sirasiyla pH 9.0 ve 7.0 olarak bulunmustur. SdsAP-CLEA' lar,
ozellikle pH 7.0' nin altindaki degerlerde, serbest enzimden daha yiiksek aktivite
sergilemistir (Li et al., 2016).

3.3.2.3 Depo kararhhigi

Depo kararliligi, immobilize edilmis enzimi serbest enzimden daha avantajli
hale getirebilen enzim 6zelliklerini degerlendiren 6nemli indekslerden biridir. Depo
kararhiligin1 ifade eden yar1 Omiir, iiretim zamami ve kullanim arasidaki
biyokatalitik bakim kapasitesi hakkinda bilgi saglar. Genel olarak, eger bir enzim
soliisyondaysa, saklama sirasinda stabil degildir ve aktivitesi yavas yavas azalir
(Keerti et al., 2014).

Bolim 2.10.2.3” de agiklandigi {izere serbest ve immobilize a-galaktozidaz
enzimlerinin depo kararlhiliklarmm belirlenmesi i¢in -20°C de 8 ay boyunca belirli
zaman araliklarinda alinan 6rneklerde geriye kalan aktiviteleri standart kosullarda

tayin edilerek belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.24° de verilmistir.
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Sekil 3.24 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin depo kararliligi (Sicaklik: -20°C).

Sekil 3.24’ ten goriildiigii lizere immobilize enzim 8. aym sonunda baslangic
aktivitesinin % 73’ iinli korurken, serbest enzim ise % 60’ ini korumustur.
Immobilizasyon sonras1 enzimin degisen yapisi, depo kararliligini da gelistirmis ve
uzun siire aktivitenin korunmasina da katki saglamistir. Domatesten izole edilerek
kismi olarak saflastirilan a-galaktozidaz enzimi Sepabead EC-EA ve Sepabead EC-
HA’ da kovalent baglama ile immobilize edilmistir. 6 ay sonra serbest ve Sepabead
EC-EA ve Sepabead EC-HA’ da immobilize enzimlerin aktiviteleri sirasiyla % 36,
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% 74 ve % 69 olarak Olciilmiistiir (Bayraktar et al.,, 2011). Aljinat kiirelerde
tutuklama yontemi ile immobilize edilen Chaetomium madarasense AUMC 9376
a-galaktozidazi i¢in yapilan bir ¢aligmada, enzimler 32 giin boyunca +4°C’ de
muhafaza edilmis ve bu siirenin sonunda immobilize ve serbest enzim aktiviteleri
sirasiyla % 88 ve % 58 olarak olgiilmiistiir (Abo-Elmagd, 2014). immobilize
Bacillus sp. LX-1 a-galaktozidazi 18 giin boyunca 37°C’ de muhafaza edilmis ve
baslangi¢ aktivitesinin % 50’ sinden fazlasini korudugu bildirilmistir (Lee et al.,
2013). Aytar ve Bakir (2008), 3 aydan uzun siire 4°C' de serbest tirozinazi ve CLEA'
lar1 muhafaza ettikten sonra, baslangi¢ aktivitelerinin sirastyla % 36’ sin1 ve % 84'
inii koruduklarmi bildirmislerdir. Oda sicakliginda 3 aydan daha uzun siire
depolanan CLEA' lar baslangigtaki aktivitelerinin % 83" iinii korumuslardir. Serbest
ve immobilize A. melleus L-aminoagilaz1 4°C' de fosfat tamponu (50 mM, pH 8.0)
icinde inkiibe edilmistir. Serbest aminoagilazin 4°C' deki depolama yar1 6mrii ~1
giin, CLEA' nin ise 40 giin olarak bulunmustur (Vaidya et al., 2012). Sigir karaciger
katalazt CLEA (CAT-CLEA)’ larinin kullanildigi bir ¢alismada, serbest enzim,
5°C' de ve oda sicakliginda 11 giin bekletildikten sonra tamamen aktivitesini
kaybetmistir. Immobilize enzim 5°C' de 30 ve 60 giinliik bekletme sonrasi
baslangigtaki aktivitesinin sirasiyla % 54 ve % 10' unu korumustur. Immobilize
enzim oda sicakligimda 30 ve 60 giinlik bekletme sonrasi ise baslangigtaki
aktivitesinin sirasiyla % 54 ve % 21' ini korumustur (Tiikel et al., 2013). Epoksit
hidrolaz (EH) CLEA’ larinin depo kararliliklar1 aragtirmak i¢in serbest enzim ve
CLEA' lar fosfat tamponunda 4°C' de 150 giin boyunca muhafaza edildikten sonra,
CLEA' lar baslangigtaki aktivitenin yaklasik % 67' sini korurken, serbest enzim
baslangi¢ aktivitesinin % 35' inden daha azin1 korumustur (Yu et al., 2013). SDS
degradasyonu yapan Pseudomonas sp. S9 alkil siilfatazinin CLEA’ larmin 4°C' de
30 giiniin sonunda liziz tamponunda (300 mM NaClI ve % 5 gliserol iceren 50 mM
pH 8.0 Tris-HCI tamponu) depolandiginda herhangi bir aktivite kaybetmemis, bu
da CLEA ile soguk depolamaya kars1 iyi bir diren¢ kazandigini gostermistir (Li et
al., 2016).

3.3.2.4 Operasyonel kararhhk

Genellikle, enzim kararliligi, enzim aktivitesinin baslangigtaki aktivitesinin
% 50' sine diistiigli an yarilanma omrii ile ifade edilir. Yarilanma 6mrii tayinlerinde
ya enzim, onceden belirlenmis bir sicaklikta farkl siireler boyunca bekletildikten
sonra standart kosullardaki kalan aktivitenin 6l¢iilmesi ya da belirlenmis kosullarda
tekrarlanan batch sistemlerde enzim baslangi¢ aktivitesinin yariya diisene kadar

toplam tepkime siiresinin 6l¢iilmesi suretiyle gergeklestirilmektedir. Her iki yontem
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de, caligma kosullar altinda enzim kararliliginin karakterizasyonu i¢in yetersizdir.
Birinci yontem, enzim protein molekiiliiniin kararhiligmi vurgular; devreden
cikarma islemi tepkime olmadiginda gergeklesir ve bu nedenle genellikle
operasyonel kararhligin bir dlgiisii degildir. Tkinci yontem, cesitli doniisiimlerde
enzim kararliligini belirlemektedir; sonuclar yalnizca ayni doniigiim profili ile
tekrarlanabilir. Tanimlanmig operasyonel enzim kararlilik Olgiimleri, substratin
sabit donilisiimiinde gergeklestirilir; bu da kararli enzimlerde sabit turnover sayisini
gosterir. Donlistim sabitini muhafaza etmek siirekli bir reaktor kullanilmasimi
gerektirir (Bommarius et al., 1992). Operasyonel kararliligi 6l¢iisii olan yar1 dmiir

(tu2) asagidaki sekilde hesaplanir:
t1/2=0,693/kD kD:2,303/t X Iog (Ao/At)

Burada t: operasyon siiresini, kp: bozunma katsayisini, Ao/A: ise sirasiyla

baslangi¢ ve t anindaki enzimatik aktiviteyi gdstermektedir (Onal, 2000).

Bolim 2.10.2.4> de belirtildigi iizere capraz bagli enzim agregatlar
hazirlanan a-galaktozidaz enzim preparatinin operasyonel kararhilik denemeleri
hem sentetik bir substrat olan pNPG hem de dogal substrati1 rafinoz kullanilarak
gergeklestirilmisti. pNPG ile yapilan operasyonel kararlilik denemelerinde
reaktore 2,5 mg immobilize enzim, 0,25 mL 2 mM pNPG ve 0,75 mL sitrat tamponu
(100 mM, pH 5,0) ilave edilerek 37°C’ de inkiibe edildi. Belirli zaman araliklarinda
alinan orneklerin st sivi faz1 ayrilarak immobilize enzimin aktivitesi standart o-
galaktozidaz aktivite tayin yontemi ile belirlendi. Rafinoz ile operasyonel kararlilik
caligmasinda reaktére 2,5 mg immobilize enzim 0,9 mL sitrat tamponu (100 mM,
pH 5,0) ve 0,10 mL 10 mM rafinoz eklenerek 50°C’ de inkiibe edildi. Belirli zaman
araliklarinda alman Orneklerde DNS metodu ile enzim aktivite tayini
gerceklestirildi. Sistem 50 saat boyunca siirekli olarak calistirildi. Bozunma
katsayis1 (kp) pNPG ve rafinozun kullanildig1 her iki sistem i¢in de hesaplanmistir
(Cizelge 3.19).
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Cizelge 3.19 Immobilize enzimin farkl1 zamanlardaki t ve Kp degerleri.

Operasyon ko (MM) t12 (saat)
Siiresi (saaf) pNPG Rafinoz pNPG Rafinoz
1 0,0046 0,0169 2,51 0,68
3 0,0027 0,0093 4,27 1,25
5 0,0027 0,0072 4,29 1,60
6 0,0030 0,0063 3,91 1,82
22 0,0019 0,0020 6,18 5,90
26 0,0017 0,0018 6,82 6,34
48 0,0010 0,0009 11,48 12,82
50 0,0009 0,0009 12,99 12,76

Cizelge 3.19° da verilen ti> ve kp degerlerinin ortalamalar1 hesaplandi ve
yukarida verilen denklemler kullanilarak ti2 ve kp degerleri hesapland1 (Cizelge
3.20). Cizelge 3.20° den goriildiigii tizere, pNPG kullanilan denemenin bozunma

katsay1 daha diisiik ve yarilanma siiresi daha uzundur.

Cizelge 3.20 Immobilize enzimlerin ortalama ty; Ve Kp degerleri.

Substrat kp (mMM) t12 (saat)
pNPG 0,0023 6,56
Rafinoz 0,0057 5,40

Immobilize enzimlerin bagil aktivitesi ile inkiibasyon siiresi arasinda ¢izilen

operasyonel kararlilik grafigi Sekil 3.25° de verilmistir.



141

100
PNPG
_ 75 Rafinoz
X
3
E 50
.
=
g
25
®
-]
0
0 10 20 30 40 50

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 3.25 immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin operasyonel kararliliklari.

Sekil 3.25° den goriildiigii izere, pNPG’ nin kullanildigi sistemde immobilize
enzimin 6. saatte hala aktivitesinin % 35’ ini korudugu gézlenmemistir. Rafinozun
kullanildig1 sistemde ise 3,5 saat sonra immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin
% 16’ stm1 korumaktadir. Bu immobilize enzim preparatlarinin endiistriyel siirekli
proseslerde tek kullanimlik serbest enzimlere kiyasla biiyiik bir avantaj sagladigi
goriilmektedir. A. niger a-galaktozidazinin Duolite A-568 iyon degistirici reginede
immobilizasyonunun yapildig1 calismada, rafinozun substrat olarak kullanildigi
reaktorde immobilize enzim 72 saatin sonunda baslangi¢ aktivitesinin % 86' sin1
korumustur (Costa et al., 2013).

Operasyonel kararlilik, bir enzimin kullannmdayken aktivitesinin geri
kazanim ile ilgilidir. Biyokataliz, biyotransformasyonlar ve analitik izleme
sistemleri i¢cin enzimleri kullanan sistemler i¢in bu o6nemlidir. Bu baglamda
aktivitenin geri kazanimi ¢ogunlukla bir yarilanma 0mrii veya enzim aktivitesi
miktarmin baslangic degerinin yarisina diismesi i¢in gecen zamana bagli olarak
Olgiilir ve bu enzimin endiistriyel proseslerdeki Onceligini ve kullanim

potansiyelini belirler.

3.3.2.5 Tekrar kullanilabilirlik

Enzimlerin immobilizasyonunun en Onemli amaglarindan biri, ayni
biyokatalizéor i¢in birden ¢ok kullanima olanak saglayan yeniden
kullanilabilirligidir ve endistriyel uygulamalarda proses ekonomisi gbz Oniine
alindiginda, immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi 6nemli bir husustur.

CLEA' larin bu alanda ¢ok umut verici bir sonucu vardir; ¢iinkii reaksiyon
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karigimindan kolayca ayrilabilir, yikanir ve tekrar kullanilirlar. Dahasi, CLEA' lar
reaksiyon ortaminda ¢6ziinmez, boylelikle ayrilmasi istenen {iriiniin karigmasini

Onler ve alt akis islemini kolaylastirir (Torabizadeh et al., 2014; Pan et al., 2014).

pNPG ve rafinozun substrat olarak kullanildigi immobilize a-galaktozidaz
enziminin tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalart Boliim 2.10.2.5° de belirtildigi gibi
yapilmistir. pNPG’ nin kullanildig1 sistemin sicakligi, standart 6l¢lim degeri olan
37°C ve rafinozun ki ise 50°C olarak ayarlanmis ve immobilize enzimler giin
boyunca kullanilmiglardir. Giiniin sonunda pNPG kullanilan sistemde immobilize
enzimler toplam 9 kez ve rafinozun kullanildig: sistemdeki immobilize enzimler de
6 kez kullanilmiglardir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26 immobilize o-galaktozidaz enzimlerinin tekrar kullanilabilirlikleri.

Sekil 3.26’° dan goriildiigii tizere pNPG kullanilan sistemde immobilize enzim
9 kullanimdan sonra aktivitesinin % 48’ ini, rafinoz kullanilan sistemdeki
immobilize enzim ise 6 kullanim sonrasi aktivitesinin % 22’ sini korumaktadir.
Tekrar kullanim esnasinda yasanan aktivite kaybinin arkasindaki neden, tamponla
tekrarlanan yikama ve santrifiij prosediirleri sirasinda immobilize enzim tizerindeki
mekanik kuvvetler olabilir. Bu kaybin bir bagka aciklamasi, immobilize enzimlerin
¢ozeltide diizgiin dagilmamis ve kolay toplanamamasi olabilir (Matijosyte et al.,
2010; Xu and Yang, 2013; Nadar et al., 2016). Her iki substrat i¢in a-galaktozidaz
enzim preparatinin endiistriyel prosesler i¢in avantajli olduklar1 gosterilmistir.
Bacillus sp. CFR1601 Endo-B-1,4-mananaz (Man-1601) enziminin ¢apraz bagl
enzim agregati (MB-C) ve manyetik nanokompozit CLEA (MB-Mag-C)’ smin
hazirlandig1 ¢calismada, ke¢i boynuzu hidrolizinde MB-C (65°C’ de) ve MB-Mag-
C (70°C’ de) 12 tekrar kullanim sonrasinda baslangic aktivitelerinin sirasiyla %
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31.08 ve % 8.6’ sm1 korumuslardir (Panwar et al., 2017). P. notatum lipazinin
CLEA’ nin hazrrlanmasi asamasinda ¢apraz baglama ajani olarak glutaraldehit
(GLA) ve etilen glikol-bis [siiksinik asit N-hidroksisiiksinimid] (EG-NHS)’ in
kullanildig1 ¢alismada, 70°C’ de 10 tekrar kullanim sonrasinda, GLA-CLEA ve
EG-NHS-CLEA’ lar1 sirastyla baglangic aktivitelerinin % 63.62' sini ve % 70.9' unu
korumuslardir (Rehman et al., 2016). Pseudomonas sp. S9 alkil siilfataz1 (SdsAP)
CLEA’ s150°C' de 10 tekrar kullanimdan sonra baglangi¢ aktivitesinin % 60" indan
fazlasint muhafaza etmistir (Li et al., 2016). Glukoamilazin manyetik makro
molekiiler CLEA' larmin ve manyetik glutaraldehitli CLEA' larmm 10 tekrar
kullanim sonrasinda baslangi¢ aktivitelerinin sirasiyla % 84 ve % 62’ sini
koruduklar1 bildirilmistir (Nadar and Rathod, 2016). Kizilcik meyvesi (C. fructus)
a-amilazinin manyetik CLEA’ lar1 5 tekrar kullanom sonrasinda baslangic
aktivitesinin % 80' ini korumustur (Liu et al., 2015). C. boidinii format
dehidrojenaz1 (FDH) capraz bagh enzim agregati (CLEA) hazirlandi. Dextran
polialdehid (Dex-CLEA) ile hazirlanan CLEA' nin kalan aktivitesi 10 devir tekrar
kullanimdan sonra % 95'in iizerindeydi (Kim et al., 2013). Sigir karaciger
katalazinin ¢apraz baghh enzim agregatlari (CLEA-CAT)’ nm kullanildig:
calismada, immobilize enzimin 35°C' de 400 dongii sonunda, baslangig
aktivitesinin yaklasik % 50' sini korudugu gozlenmistir (Tikel et al., 2013).
Streptomyces exfoliatus poli-3-hidroksibutirat (PHB) depolimerazinin ¢apraz bagh
enzim agregatlarinin (PhaZSex-CLEA) kullanildigi ¢alismada, immobilize enzim
katalitik aktivite kayb1 olmaksizin ardisik 20 seri reaksiyon i¢in tekrar kullanilmistir
(Hormigo et al., 2012). Pseudomonas sp. lipazi (PSL) CLEA' lar1 10 dongii
sonunda baslangigtaki aktivitesinin % 80.9' unu korumustur (Zhao et al., 2008).

3.4 immobilize a-Galaktozidaz Enzim Preparatlarinin pNPG ve Rafinoz

Hidrolizinde Kullanimi

Immobilize o-galaktozidaz enzim preparatlarinm hidroliz ¢alismalar1 Béliim
2.11° de belirtildigi gibi pNPG (sistem sicakligi 37°C) ve rafinozun (sistem
sicakligr 50°C) substrat olarak kullanildigi kesikli karistrmali batch sistemde
gerceklestirilmistir. 50 saat boyunca bu sistemde farkli zaman araliklarinda 6rnek
alinarak aktiviteleri 6l¢iildii ve olusan iirlin miktarlar1 her iki substrat (pNPG ve
rafinoz) i¢in hesaplandi. Substratin doniisiimii (X) asagidaki denklem kullanilarak

hesaplandt:
X= [(So-St)/So]

Burada So: baslangi¢c substrat konsantrasyonunu, St t anindaki substrat

konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bu esitlikten yola ¢ikilarak farkli zamanlardaki
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X degerleri hesaplanmis, bunlarin % X ile t zaman arasinda ¢izilen grafiklerden de

% doniisiim degerleri hesaplanmistir.

Sekil 3.27° de pNPG’ nin substrat olarak kullanildig1 reaktdrdeki iiriin ve
substrat miktarlari, Sekil 3.28” da rafinozun substrat olarak kullanildig1 reaktordeki
iiriin ve substrat miktarlar1 ve Sekil 3.29° da pNPG ve rafinozun reaktordeki

doniisiim %’ si verilmistir.
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Sekil 3.27 Kesikli karistirmali tank reaktordeki {irin ve substrat miktarlar1 (Substrat: pNPG,
Sicaklik: 37°C, pNPG So: 0,5 pmol).
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Sekil 3.28 Kesikli karistirmali tank reaktordeki {irlin ve substrat miktarlar1 (Substrat: Rafinoz,
Sicaklik: 50°C, Rafinoz Sp: 10 pmol).
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Sekil 3.29 pNPG ve rafinozun kesikli karistirmali tank reaktordeki doniigiim egrisi.

Sekil 3.29° dan gorildiigii tizere pNPG’ nin kullanildig: sistemde immobilize
enzim 6. saatte substratm % 65’ ini doniistiirmiis ve bu deger 21. saate gelindiginde
% 91° e ulasmistir ve gegen zaman i¢inde % doniisiim degerlerinde kayda deger bir
farklanma gozlenmemistir. Rafinozun kullanildig: sistemde ise immobilize enzim
6 saatte substratin % 90’ mi doniistirmiis ve sonraki zaman dilimlerinde bu

dontistim ¢ok fazla degisim gdéstermemistir.

3.5 Soya Siitiindeki Rafinoz ve Rafinoz Tip Oligosakkaritlerin Hidrolizi

3.5.1 Soya siitiiniin hazirlanmasi1 ve toplam oligosakkarit miktarinin
tayini

Soya siitii Boliim 2.12.1° de agiklanan Mulimani ve Ramalingam (1995)
tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak hazirlanmis ve fenol siilfirik asit yontemi
ile de toplam oligosakkarit miktar1 55,1 mg/mL olarak hesaplanmistir. HPLC ile

yapilacak analizlerde kullanilmak {izere soya siitii +4°C’ de muhafaza edilmistir.
3.5.2 HPLC ile ayirim ve hidroliz derecesinin belirlenmesi
a-Galaktozidaz enziminin optimize edilen kosullarda c¢apraz bagh enzim

agregatlar1 biliylik 6lgekte hazirlanarak immobilizasyon islemi gergeklestirilmis ve

hazirlanan soya siitiinde enzimatik hidroliz i¢in kullanim potansiyeli arastirilmastir.
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HPLC ile karbohidratlarin (glukoz, sukroz, melibiyoz, galaktoz, laktoz,
arabinoz, ksiloz, rafinoz, fruktoz ve stakiyoz) dogrusal tayin araliklar1 ve alikonma
stireleri (tr) belirlendi (Sekil 3.30). HPLC kosullar1 asagidaki sekilde hazirlandu:

Sistem : Agilent 1260 Infinity (Almanya)

Kolon : LC-NH: (Supelco, Almanya)(250mm x 4,6 mm, 5uM, 100 A)
Mobil Faz A : Asetonitril (Sigma, Almanya)

Mobil Faz B : Su

Akis iz : 1,0 mL/dak.
Sicakhik 1 40°C
Ornek : 20 puL (1:16 oraninda seyreltme, initial; A/B— 80:20)

Dedeksiyon : DAD 200 nm
Uygulama  : Gradient eliisyon; initial 20 % B
0-2. dakika 20 % B
2-23. dakika 20 — 25 % B
23-25. dakika 25 - 20 % B
HPLC ile ayirim sonrasinda kolondan sirasiyla ksiloz, arabinoz, fruktoz,

glukoz, galaktoz, sukroz, laktoz, melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz eliie olmaktadir.

Alikonma siireleri Cizelge 3.21° de verilmistir.

mAl

Fruktoz

Ksiloz

Sekil 3.30 Karbohidrat standartlarmm DAD (200 nm) dedektoriin kullanildigt HPLC analizine
yonelik kromatogram [HPLC Kosullari: Kolon akis hiz1 1,0 mL/dakika, dengeleme
tamponu (Asetonitril) (Tampon A), eliisyon tamponu (su) (Tampon B), gradient eliisyon
0-2 dk. %20 (Tampon B), 2-5 dk %25 (Tampon B), 5-22 dk %25 (Tampon B), 22-23 dk
%20 (Tampon B), kolon sicakligi 40°C, dalga boyu 200 nm, kolon LC-NH;].
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Cizelge 3.21 Karbohidratlarin HPLC ile kolonda alikonma siireleri (Dedektoér: DAD (200 nm)).

Karbohidratlar Alikonma Siiresi (dak)
Ksiloz 5,090
Arabinoz 5,562
Fruktoz 5,941
Glukoz 6,555
Galaktoz 6,893
Siikroz 8,554
Laktoz 9,868
Melibiyoz 10,525
Rafinoz 12,568
Stakiyoz 19,207

Refraktif indeks dedektorii (RID) kullanilarak HPLC ile karbohidratlarin
(rafinoz, stakiyoz, laktoz, fruktoz, siikroz ve galaktoz) dogrusal tayin araliklar1 ve
alikonma stireleri (tr) belirlendi (Sekil 3.31). HPLC kosullar1 asagidaki sekilde

hazirlandi:

Sistem
Kolon
Mobil Faz
Akis hizi
Sicakhik
Ornek
Dedeksiyon
Uygulama

: Agilent 1260 Infinity (Almanya)

: LC-NH: (Supelco, Almanya)(250mm x 4,6 mm, S5uM, 100 A)
- Asetonitril:Su (75:25)

: 1,0 mL/dak.

: 50°C

: 20 uL (1:16 oraninda seyreltme, mobil faz)

:RID

. [zokratik eliisyon

HPLC ile aymrim sonrasinda kolondan sirasiyla galaktoz, siikroz, laktoz,

rafinoz ve stakiyoz eliie olmaktadir. Alikonma siireleri Cizelge 3.22” de verilmistir.
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Sekil 3.31 Karbohidrat standartlarmin RID dedektdriin kullanildigt HPLC analizine yonelik
kromatogram [HPLC Kosullar1: Kolon akis hiz1 1,0 mL/dakika, Mobil faz: Asetonitril:su (75:25),
izokratik eliisyon, kolon sicakligi 50°C, kolon LC-NH].

Cizelge 3.22 Karbohidratlarin kolonda alikonma siireleri (Dedektdr: RID).

Karbohidratlar Alikonma Siiresi (dak)
Fruktoz 1,886
Galaktoz 4,348
Sikroz 5,123
Laktoz 5,991
Rafinoz 7,263
Stakiyoz 10,249

Boliim 2.12.3” de belirtildigi gibi hidroliz reaksiyonlar1 50°C’ de 200 rpm’
de kesikli karigtirmali inkiibatorde calkalama yapilarak gergeklestirilmistir.
Hazirlanan soya siitli ve enzimatik hidroliz sonras1 6rnekler DAD (200 nm) (Sekil
3.32 ve 3.33) ve RID (Sekil 3.34 ve 3.35) dedektorlerinin kullanildigit HPLC
sistemine uygulanmistir. Hazirlanan immobilize a-galaktozidaz enzim preparatlari
ile soya siitiindeki rafinoz ve rafinoz tip oligosakkaritlerin hidroliz sonrasi1 6rnekleri

HPLC ile ayrilmustir.
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Sekil 3.32 Soya siitiinde rafinoz tip oligosakkaritlerin serbest a-galaktozidaz enzimi ile hidrolizine
ait kromatogram (Dedektor: DAD (200 nm)) a) soya siitii a-galaktozidaz muamelesi b)

serbest a-galaktozidaz enzimi ile 0.an ¢) serbest a-galaktozidaz enzimi ile 24 saat.
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Sekil 3.33 Soya siitinde rafinoz tip oligosakkaritlerin immobilize o-galaktozidaz enzimi ile

hidrolizine ait kromatogram (Dedektér: DAD (200 nm))) a) soya siitii a-galaktozidaz
oncesi b) immobilize a-galaktozidaz enzimi ile 0.an c) serbest a-galaktozidaz enzimi ile
24 saat.
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Sekil 3.34 Soya siitiinde rafinoz tip oligosakkaritlerin serbest a-galaktozidaz enzimi ile hidrolizine
ait kromatogram (Dedektor: RID a) soya siitlii a-galaktozidaz 6ncesi b) serbest o-

galaktozidaz enzimi ile 0.an c¢) serbest a-galaktozidaz enzimi ile 24 saat.
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Sekil 3.35 Soya siitinde rafinoz tip oligosakkaritlerin immobilize a-galaktozidaz enzimi ile
hidrolizine ait kromatogram (Dedektor: RID) a) soya siitii a-galaktozidaz 6ncesi b)
immobilize a-galaktozidaz enzimi ile 0.an ¢) immobilize a-galaktozidaz enzimi ile 24

saat.

DAD (200 nm) dedektoriin kullanildigt HPLC sisteminde Sekil 3.32 ve 3.33’
de sirastyla serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin, RID dedektoriin kullanildig:
HPLC sistemde Sekil 3.34 ve 3.35°de sirasiyla serbest ve immobilize a-
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galaktozidazlarin soya siitiindeki rafinoz ve rafinoz tip (stakiyoz) oligosakkaritlerin
hidroliz kromatogramlar1 verilmistir. Bu kromatogramlardan yola ¢ikilarak soya
stitlindeki rafinoz (Sekil 3.36) ve stakiyozun (Sekil 3.37) hidroliz dereceleri
belirlenmistir. Sekil 3.36 ve 3.37’ den goriildiigii lizere stakiyoz hem serbest hem
de immobilize enzim tarafindan yiiksek oranda doniisiime ugratilmistir. Rafinoz ise
stakiyoza nispeten daha diisiik oranda doniistiiriilmistiir. Bu durum, hidroliz
sonrasinda bir tetrasakkarit olan stakiyozun par¢alanmasi ile agiga ¢ikan rafinozdan
ileri gelmektedir. Yani sistem bir yandan rafinozu hidrolizlerken diger yandan da
stakiyoz hidrolizi ile ortamda rafinoz birikir (Viana et al., 2006).

100 (a)
75
N
£
£ 50
R
25 immobilize Enzim
Serbest Enzim
0
0 6 12 18 24
Siire (saat)
(b)
100
75
N
°
19
3
I 50
R
25 immobilize Enzim
Serbest Enzim
0
0 6 12 18 24

Siire (saat)

Sekil 3.36 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimleri ile soya siitindeki rafinozun hidrolizi.

a) Dedektor: DAD (200 nm) b) Dedektor: RID.
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Sekil 3.37 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimleri ile soya siitiindeki stakiyozun hidrolizi.

a) Dedektor: DAD (200 nm) b) Dedektor: RID.

Sekil 3.36 (a)’ dan goriildiigii tizere, DAD (200 nm) dedektoriin kullanildig:
HPLC kromatogramlarindan elde edilen sonuglara gore, 24 saatin sonunda serbest
enzim soya siitiindeki rafinozun % 89’ unu, immobilize enzim ise % 85’ ini
hidrolizlemistir. RID dedektoriin kullanildigt HPLC kromatogramlarina ait

sonuclar1 iceren Sekil 3.36 (b)’ sonuglarina gore ise, 24 saatin sonunda serbest



155

enzim soya siitiindeki rafinozun % 96’ sini, immobilize enzim ise % 85’ ini
hidrolizlemistir. Stakiyozun hidrolizine ait sonuglarin verildigi Sekil 3.37 (a)’ den,
DAD (200 nm) dedektoriin kullanildigit HPLC kromatogramlarindan elde edilen
sonuglar, 24 saatin sonunda hem serbest hem de immobilize enzimin soya siitiindeki
rafinozun % 96’ sin1 hidrolizledigi gozlenmistir. RID dedektoriin kullanildig:
HPLC kromatogramlarina ait sonuglar1 gosteren Sekil 3.37 (b)’ sonuglarma gore
ise, 24 saatin sonunda serbest enzimin soya siitiindeki rafinozun % 93’ {indi,
immobilize enzimin ise % 85’ ini hidrolizledigi goriilmiistiir. Gerek yiiksek
kararliliklar1 gerekse hidroliz proseslerindeki etkili islevleri sebebiyle misir a-
galaktozidazit CLEA’ larmm 06zellikle seker endiistrisi basta olmak iizere bir¢ok
endiistri alaninda kullanilabilecek diizeyde etkili ve kaliteli preparatlar

olabilecekleri gosterilmistir.

Hidroliz c¢alismalarinda immobilize enzim rafinoz ve rafinoz tip
oligosakkaritlerin hidrolizinde, muhtemelen difiizyonel kisitlamaya
(immobilizasyon matrisinde dagilmaya karsi alt tabakanin direncine ve lriinlerin
dagilmaya diren¢ gostermesine) bagli olarak, serbest enzimden daha diisiik bir
bozunma yiizdesi gostermistir. Serbest a-galaktozidaz enziminin ytliksek hidroliz
dereceleri ile ilgili bircok ¢alisma rapor edilmistir (Thippeswamy and Mulimani,
2002; Prashanth and Mulimani, 2005; Kotiguda et al., 2007; Anisha et al, 2008;
Singh and Kayastha, 2012a, 2012b). P. djamor a-galaktozidazinin (PDGI)
kullanildig1 ¢alismada, soya siitiindeki rafinoz ve stakiyoz 17 saat i¢inde tamamen
hidrolize edilmistir (Hu et al., 2017). N. fischeri P1 a-galaktozidazi (Gal27A) ve
rekombinant enzimin (rGal27A) kullanildigi1 ¢calismada, Gal27A 50°C' de 3 saat
stireyle soya siitiiyle muamele edildikten sonra rafinoz ve stakiyoz igerigi sirasiyla
% 69.9 ve % 94.5 oraninda azalmistir. Aymi kosullar altinda, rGal27A, soya
stitiindeki rafinozun % 72.5' ini ve stakiyozun % 54.8' ini hidrolizlemistir (Wang
et al., 2014). Immobilize C. madarasense AUMC 9376 a-galaktozidazi soya siitii
oligosakkaritleri ile muamele edildikten sonra, rafinoz ve stakiyoz sirasiyla % 69.2
ve % 64.3 oraninda hidrolizlenmistir (Abo-Elmagd, 2014). Literatiir verileriyle
kiyaslandiginda, hazirlanan serbest ve immobilize enzimlerin (CLEA) rafinoz ve

rafinoz tip oligosakkaritlerin hidrolizlerinde oldukga etkili oldugu goriilmektedir.

Soya siitii, yliksek protein igerigi ve iyi dengelenmis amino asit yapisindan
otiirli miikemmel bir besin kaynagidir. Kolesterol veya laktoz icermez ve yalnizca
az miktarda doymus yag asitleri icerir ve laktoz intoleransi olan insanlara tedarik
edilebilir. Ancak soya siitii rafinoz ve stakiyoz gibi rafinoz ailesi oligosakkaritlerini
(RFO' lar) onemli miktarda icermesinden dolay1r biyolojik degeri ve kabul
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edilebilirligi sinirlanmaktadir. Insanlar ve diger monogastrik hayvanlar, gastrik
gaza neden olan RFO’ larin parcalanmasi i¢in gerekli olan a-1,6 galaktozil bagini
sindirim sisteminde kesen bir a-galaktozidaz enzimine sahip olmadigindan,
bozulmamis oligosakkaritler absorbe edilmez. Bu oligosakkaritler, anaerobik
mikroorganizmalarin onlar1 fermente edip, gaz olusumuna yol actigr kalin
bagirsakta birikirler (Scalabrini et al., 1998; Viana et al., 2005).

Soya temelli gidalar, hipolipidemik, antikolesterolemik ve antiaterojenik
ozelliklerin yani swra indirgenmis allerjenite nedeniyle tiiketicilere bir dizi saglik
faydasi saglayabilir. Ayrica, hormon ile iligkili cogu saglik bozuklugunun azaltilmis

riski ile baglantili olan izoflavonlar1 da igerir (Sumarna, 2008).

Singh ve Kayashta (2012b), beyaz nohut (C. arietinum) a-galaktozidaz
tedavisi ile soya fasulyesi unlarinda rafinoz ve stakiyoz igeriginin % 80 ve % 85
oraninda azaltildigini bildirmistir. Kotiguda ve ark. (2007) yaptig1 bir ¢calismada
Aspergillus oryzae a-galaktozidazi k-karrajenan ve keg¢iboynuzu sakizinin bir jel
matrisinde tutuklanmig ve soya siitiiniin hidroliz proseslerinde kullanilmistir.
Serbest a-galaktozidaz, 50°C’ de 2-4 saat inkiibasyondan sonra soya siitii rafinoz
oligosakkaritlerinin % 80 ve % 88 oraninda hidrolizine yol agarken, immobilize -
galaktozidaz sirasiyla % 68 ve % 77' lik hidroliz saglamistir. P. purpurogenum o-
galaktozidazmin kullanildig1 baska bir calismada, soya siitiindeki rafinoz ve
stakiyoz igerigi yaklasik 2 saatte tamamen hidrolizlenmistir (Ramalingam et al.,
2010). A. oryzae’ den izole edilen a-galaktozidaz enzimi soya siitiiniin 50°C’ de
yapilan hidroliz ¢alismalarinda kullanilmis ve rafinoz tip oligosakkaritlerin % 92
oraninda parg¢alanmasi saglanmistir (Girigowda and Mulimani, 2006). G. fujikuroi
a-galaktozidazinin poliakrilamid jelde tutuklanarak immobilize edildigi baska bir
calismada, 50°C’ de 3 saatlik inkiibasyondan sonra rafinoz ailesi oligosakkaritleri
serbest ve immobilize a-galaktozidaz ile sirasiyla % 79 ve % 66 oranlarinda hidroliz
gerceklestirmiglerdir (Thippeswamy and Mulimani, 2002). Beyaz nohuttan
saflastirilan a-galaktozidaz kitosan ve Amberlite’ de immobilize edildikten sonra
soya siitii hidrolizinde kullanilmistir. 8 saatin ardindan serbest, immobilize ve
Amberlite’ de immobilize a-galaktozidaz sirasiyla % 81, % 70 ve % 60 oraninda
rafinoz tip oligosakkaritlerin bozunumunu gerg¢eklestirmislerdir (Singh and
Kayastha, 2012). Prashanth ve Mulimani (2005), kalsiyum aljinatta immobilize
edilen a-galaktozidazin kullanildig1 soya siitii hidrolizinde, 50°C” de 12 saat sonra
serbest ve immobilize enzimin, soya siitiiniin rafinoz ailesi oligosakkarit igeriginde
sirasiyla % 93 ve % 81 oraninda azalttigin1 rapor etmislerdir. Viana ve ark. (2005),

soya fasulyesi o-galaktozidazini kullanarak soya siitiindeki rafinoz tip
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oligosakkaritlerin hidroliz ¢aligmalarmi 40°C’ de gerceklestirmisler ve 6 saatte

rafinoz ve stakiyozun sirasiyla % 89,2 ve % 72,3’ linii par¢calamislardir.



158

4. GENEL DEGERLENDIRME

a-Galaktozidaz veya melibiyaz (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC
3.2.1.22), melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz gibi galaktooligosakkaritler ve
galaktomannanlar gibi dallanmis polisakkaritler de dahil olmak iizere a-D-
galaktozidlerden a-1,6-bagli galaktoz birimlerini kesen bir ekzoglikozidazdir
(Naumoft, 2004). a-Galaktozidazlarin gida, yem, tibbi ve diger pek ¢ok endiistride
uygulamalar1 iyi bilinmektedir. Uzun yillardan beri, a-galaktozidaz, gidalardan
besleyici 6zelligi olmayan rafinoz tip oligosakkaritleri (RFO) uzaklastirarak
sindirimi 1iyilestirmek ve gazin tedavisi i¢in takviyeler seklinde kullanilmaktadir.
Ote yandan, besleyici endiistrideki uygulamas: bariz ticari potansiyel ve gdsterilen
faydalar nedeniyle popiilerlik kazanmaktadir. a-Galaktozidazin medikal anlamda
en Onemli uygulamasi siiphesiz, Fabry hastaliginin tedavisinde hayat kurtarici
iriinlerden 1ki tanesinin (0rnegin Fabrazyme ve Replagal) diinya capinda

kullanildig: tibbi sektorde goriilmektedir.

Enzim immobilizasyonu, enzim tekrar kullanilabilirlik sorununu ¢6zmek i¢in
ortaya atilan bir gerekliliktir. Bununla birlikte, glinlimiizde enzim Ozelliklerini
tyilestirmek ic¢in giiclii bir hale gelmistir. Boylece, immobilizasyon sonrasinda,
enzimler kararliliklari artirabilmektedirler. Bu dengeleme, enzim dayanikligini
artirabilen ¢ok yogun bir tutunmanm saglanmasi durumunda basarilabilir. Ote
yandan, eger enzim multimerik ise, ¢oklu alt birim immobilizasyonu alt birim
ayrigmasini Onleyebilir. Dahasi, enzim molekiillerini ¢evreleyen uygun bir nano-
cevre ortami olusturulursa, enzim kararlilig1 iyilestirilebilir. Bundan baska, bazi
durumlarda immobilizasyon, enzim aktivitesini (6rnegin, enzimin donmus
hiperaktif halleri ile ya da sert bir reaksiyon ortaminin zararli etkilerinden
kagmarak), ozgiinlik ya da segiciligini (konformasyon degisiklikleri yoluyla)
artirabilir. Eger immobilizasyon yOntemleri bu amaca hitap ediyorsa, enzimin
saflig1 bile arttirilabilir (Fernandez-Lopez et al., 2017).

Bu tez ¢aligmasinda, a-galaktozidaz enzimi misirdan (Z. mays) kismi olarak
saflastirilmistir. Kismi saf enzim preparatinin ¢apraz bagli enzim agregatlari
(CLEA) hazirlanarak enzimin immobilizasyonu gerceklestirilmistir.
Immobilizasyon prosediiriiniin optimizasyonu i¢in immobilizasyona ¢esitli
parametrelerin etkisi incelenmistir. Yapilan optimizasyonlar sonucunda 100 mM
pH 5,0 sitrat tamponu, 1:5 (v/v) enzim:amonyum siilfat orani (% 75, w/v), % 0,1
(v/v) glutaraldehit konsantrasyonu, 7,5 mg protein ile 4 °C” de 150 rpm’ de 6 saatte

immobilizasyon isleminin yapilmasinin uygun oldugu belirlenmistir.
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Misir a-galaktozidaz enzimi optimize edilen kosullarda % 47 aktivite verimi
ve % 99’ luk agregasyon verimi ile ¢apraz baglh enzim agregatlar1 (CLEA)
hazirlanarak  immobilize edilmistir. Immobilizasyonun — optimizasyonunun
ardindan, immobilize ve serbest enzimlerin karakterizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Sicaklik, pH, substrat spesifikligi ve kinetik parametreler,
efektor konsantrasyonu, stabilizatorler, vb. parametrelerin enzim aktivitesine
etkileri incelenmistir. Ardindan, termal, pH, depo, operasyonel kararlilik ve tekrar
kullanilabilirlik testleri de gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin karakterizasyon sonuglar.

I.E. S.E.
Optimum pH 5,5 6,0
Optimum Sicaklik (°C) 40 40
Eg (kjmol-1) 35,3 35,2
[S] pPNPG (mM) 0,75 0,875
Km pPNPG (mM) 0,62 0,82
Vmax PNPG (U/mg) 5,55 2,05
[S] Rafinoz (mM) 40 40
Km Rafinoz (mM) 19,12 12,22
Vmax Rafinoz (U/mg) 1,25 0,63
[S] Melibiyoz (mM) 15 20
Km Melibiyoz (mM) 2,66 9,70
Vmax Melibiyoz (U/mg) 2,26 1,73
[S] Stakiyoz (mM) 10 7,5
Km Stakiyoz (mM) 1,14 5,14
Vmax Stakiyoz (U/mg) 3,34 1,90
Inhibitér: Galaktoz (% Bagil Aktivite) 14 12
inhibitér: Melibiyoz (% Bagil Aktivite) 29 24
Aktivator: MgCl, (%oBagil Aktivite) 116 92
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Cizelge 4.1 Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin karakterizasyon sonuglari (devam).

I E. S.E.

Stabilizator: %10 (w/v) Siikroz (2 ay) (%Bagil Aktivite) 123 83
Stabilizator: %20 (v/v) Gliserol (2 ay) (YoBagil Aktivite) 100 69
Stabilizator: %30 (v/v) Gliserol (2 ay) (YoBagil Aktivite) 60 60
pH Kararhhk 3,0-6,5 3,0-7,5
Termal Kararhlik (120 dk, 37°C) (%Bagil Aktivite) 85 73
Termal Kararhlik (120 dk, 40°C) (%Bagil Aktivite) 81 66
Termal Kararhlik (120 dk, 50°C) (%Bagil Aktivite) 58 53
Depo Kararlihg (8 ay) (% Bagil Aktivite) 73 60
ti2 (DNPG) (saat) 6,56 -
ko (pPNPG) (mM) 0,0023 -
Operasyonel Kararhhik (pNPG, 6 saat) (%oBagil Aktivite) 35 -
t12 (Rafinoz) (saat) 54 5
ko (Rafinoz) (mM) 0,0057 -
Operasyonel Kararhlik (Rafinoz, 3,5 saat) (% Bagil Aktivite) 16 -
Tekrar Kullamilabilirlik (pNPG, 9 kez) (%oBagil Aktivite) 48 -
Tekrar Kullanilabilirlik (Rafinoz, 6 kez) (%oBagil Aktivite) 22 -
PNPG Hidrolizi (6 saat) (% Doniisiim) 65 -
Rafinoz Hidrolizi (6 saat) (% Doniigiim) 90 -
Soya Siitiinde Hidroliz (Rafinoz, 24 saat) MWD) (% Hidroliz) 85 89
Soya Siitiinde Hidroliz (Rafinoz, 24 saat) (RID) (% Hidroliz) 85 96
Soya Siitiinde Hidroliz (Stakiyoz, 24 saat) (MWD) (% Hidroliz) 96 96
Soya Siitiinde Hidroliz (Stakiyoz, 24 saat) (RID) (% Hidroliz) 85 93
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Cizelge 4.1° den goriildiigii lizere immobilizasyon sonrasinda enzimin
optimum pH degeri ¢ok az asidik gélgeye kaymis, ancak sicakliginda bir degisim
olmamistir. Ancak termal ve depo kararlilifinda bariz bir artis gézlenmistir.
Stabilizator varliginda aktivitesinin biiyiik kismini korudugu hatta kismi aktivasyon
gerceklestigi gdzlenmistir.

Rafinoz ve rafinoz tip oligosakkaritlerin hidrolizinde serbest ve immobilize
a-galaktozidaz enzimlerinin etkinligini belirlemek igin hidroliz ¢alismalari
yapilmistir. 24 saatte sistemdeki rafinoz ve stakiyozun %85’ inden fazlasinin
serbest ve immobilize enzimler tarafindan hidrolizledigi belirlenmistir. HPLC ile
karbohidrat analizine yonelik DAD (200 nm) ve RID dedektorler kullanilarak
yapilan ¢alismalar sonucunda benzer sonuglar elde edilmistir. immobilize enzim,
difiizyonel engel ve daha sterik dogasi nedeniyle, serbest enzim kadar yliksek
hidroliz derecelerine ulasamamustir. Ancak endiistride siirekli sistemlerde serbest
enzimlerin maliyet agisindan tekrar kullanimlarimin olmamasi, immobilize ile
serbest enzim arasindaki bu farkin g6z ardi edilmesine ve serbest enzimlerin yerine
alternatif olarak siirekli proseslerde immobilize enzimlerin kullanim kolaylig:

saglayabileceklerine inanilmaktadir.

Sonug olarak, a-galaktozidaz enzimi kullanilarak hazirlanan CLEA’ larin
yiiksek termal ve operasyonel kararliliginin olmasi, tekrar kullanilabilmesirafinoz
tip sekerlerin hidroliz proseslerinde kullanim potansiyellerinin olmasi nedeniyle
ozellikle seker endiistrisinde veya soya siitli isleme proseslerinde sindirilemeyen
sekerlerin  giderim caligmalarinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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