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OZET

a-GALAKTOZIDAZ ENZIMININ EKSTRAKSIYONU VE
SAFLASTIRILMASI ICIN TERS MISEL SISTEMLERININ
GELISTIRILMESI

GEZER, Kadriye

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Se¢il ONAL
Kasim 2012, 124 sayfa

a-D-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) dogada
olduk¢a yaygin olarak bulunan hidrolaz sinifi enzimlerdir. Bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal kaynaklardan c¢ok ¢esitli teknikler ile izole edilerek saflastirilan bu
enzimler galaktooligosakkaritler ve polisakkaritlerde bulunan a-1,6-galaktoz
birimlerini hidrolizlerler. Ozellikle seker endiistrisinde onemli bir potansiyele
sahip olan a-galaktozidazlar, kompleks karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarinin
belirlenmesinde, organik sentezlerde, yapr analizlerinde ve medikal alanda

olduk¢a dnemli uygulama alanlari olan enzimlerdir.

Bu ¢alismada, misirdan (Zea mays) izole edilen a-D-galaktozidaz enzimi
ters misel sistemi (Reverse Micelles Systems; RMs) kullanilarak saflastirildi. Ters
misel sisteminde misel olusturmak i¢in surfaktan olarak Aerosol OT (AOT) ve
setil trimetil amonyum bromiir (CTAB) surfaktanlar1 kullanildi. Ters misel
sistemini optimize etmek ve enzimi iyi bir verimle saflastirabilmek igin sistemi
etkileyen temel parametreler (surfaktan tipi ve konsantrasyonu, pH, iyonik siddet,
sisteme eklenen protein miktari, sulu faz/organik faz orani) incelendi. Saflastirilan
a-galaktozidaz enzimi karakterize edildi. Bu amagla, enzim aktivitesine ve
kararliligina sicaklik ve pH’mn etkisi incelenerek kinetik sabitler (Km Ve Vmax)
belirlendi. Ayrica, D-galaktozun enzim aktivitesine etkisi arastirildi ve inhibisyon
kinetigi belirlendi.

Sonug olarak Aerosol OT (AOT) tabanli ters misel sistemi icin oda
sicaklginda 50 mM’lik sitrat tamponuyla (pH 6), 50 mM KCI tuz ¢ozeltisi ve 1 mg

protein igerek sekilde, 1:1 faz oram1 (v/v) ile sistem hazirlandi. Setil
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trimetilamonyum bromiir (CTAB) ters misel sistemi i¢in ise yine oda sicakliginda
50 mM’lik sitrat tamponuyla (pH 4.5), 2 mg protein igerek sekilde, 1:1 faz oran
(v/v) ile sistem hazirlandi. Optimize edilmis kosullarda, ters misel sistemi ile a-
galaktozidaz enzimi AOT surfaktani igeren ters misel sistemiyle %47 aktivite
verimi ile 4,8 kat saflastirildi, CTAB surfaktani iceren ters misel sistemiyle ise
%89 aktivite verimi ile 2,0 kat saflastirildi. Her iki ters misel sistemi ile
saflagtirilan enzimlerinin optimum sicaklik ve optimum pH ‘s1 sirasiyla 37°C ve
pH 4,5 olarak belirlendi. Saflastirilan enzimin, 4-50°C ve pH 4.0-6.5 araliginda
oldukga kararli oldugu belirlendi. a-Galaktozidaz enziminin Ky, ve Vimax degerleri
sirastyla 4.54 mM ve 0.05 U (AOT tabanli ters misel sistemi) olarak belirlendi,
2.27 mM ve 0.29 U (CTAB tabanli ters misel sistemi) olarak hesaplandi. D-
Galaktozun oa-galaktozidaz enzimi inhibitérii oldugu ve inhibisyon tipinin
kompetetif oldugu belirlendi. Geleneksel ¢ok adimli metodlara kiyasla a-
galaktozidaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan bu tek adimi ters misellerle
ekstraksiyon metodu bast, ekonomik ve etkili bir metod olup hazirlanan enzim
preperati sahip oldugu katalitik Ozellikler bakimindan endiistriyel alanda

kullanilabilecek uygun bir enzim preperatidir.

Anahtar Kelimeler: Ters misel sistemi, RMS, AOT, CTAB, Zea mays, o-

galaktozidaz, misir, protein izolasyon ve saflagtirmasi.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF REVERSE MICELLES SYSTEMS FOR THE
EXTRACTION AND PURIFICATION OF o-GALACTOSIDASE

GEZER, Kadriye
Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Se¢il ONAL
November 2012, 124 pages

a-Galactosidases (o-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.22) are a
common class of hydrolases which are widely distributed in nature. They have
been isolated and purified with different techniques from various sources, such as
plants, animals and microorganisms. They catalyse the hydrolysis of a-1,6-
galactose bonds which found in galactooligosaccharides and polysaccharides. a-
Galactosidases which has a significant potential especially in the sugar industry
are enzymes having important application areas. These provide to determine the
biological functions of complex carbohydrates, organic synthesis, structural

analysis and applications in the medical field.

In this study, a-D-galactosidase isolated from corn (Zea mays) and
purified by reverse micelles systems (RMs). Aerosol OT (AOT) and cetyl
trimethylammonium bromide (CTAB) surfactants were used to create micelle in
reverse micelle system. The main parameters (surfactant type and concentration,
pH, ionic strength, amount of protein added to the system, the aqueous
phase:organic phase ratio) were analyzed to optimize reverse micelles systems and
to purify enyzme effeciently. The purified a-Galactosidase was also characterized.
For this aim, the effect of pH and temperature on the activity and stability of the
enzyme and determination of kinetic parameters (K, and Vmax) Were also

investigated.

As a result, it is decided to prepare the cationic surfactant AOT based reverse

micelles system with 1:1 (v/v) phase ratio, 50 mM KCI salt concentration
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including 1 mg protein and 50 mM sodium citrate buffer (pH 6) in room
temperature. For CTAB based reverse micelles system, it is decided to prepare
with 1:1 (v/v) phase ratio, 50 mM sodium citrate buffer (pH 4,5) in room
temperature, including 2 mg protein. Under optimised conditions, with AOT
based reverse micelles system o-galactosidase enzyme is purified with 4,8 fold
and 47% activity recovery. With the CTAB based reverse micelles system a-
galactosidase enzyme is purified with 2,0 fold and 89% activity recovery. The
optimum temperature and pH were found as 37°C and pH 4.5, respectively for the
enzyme purified with both reverse micelles system. Purifed enzyems were very
stable in the temperature range of 4-50°C and also pH 4.0-6.5. The Ky and Vinax
values of purified enzyme were calculated as 4.54 mM nd 0.05 U (AOT based
system) and 2.47 mM and 0.29 U (CTAB based system). It was found that D-
galactose was an inhibitor for corn a-galactosidase and the type of inhibition was
as competitive. Compared to multi-step methods, extraction with reverse micelles
systems is verys simple, economc and effective method. Beside of this, according

to catalytic properties of the enzyme it caan be used for industrial applications.

Key words: Reverse micelles systems, RMS, AOT, CTAB, Zea mays, o-
galactosidase, corn, isolation and purification of proteins.
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1.  GIRis

a-D-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22), a-
bagli indirgenemeyen terminal galaktoz artiklarimi kiiclik oligosakkaritlere
(melibioz, rafinoz ve daha biiylik galaktopolisakkaitler ve galaktolipitler)
indirgeyen ekzoglikozidazdir. Baska bir deyisle, basit ve kompleks oligo- ya da
polisakkaritlerin  hidrolizini katalizleyen hidrolaz simifi  glikozidazlardir.
Disakkaritler ve disakkarit tiirevlerinden metanol, fenol ve 4-nitrofenol
glikozidlerinden, (6rnegin; melibioz, melibionik asit), trisakkaritlerden (6rnegin;
rafinoz), oligosakkaritlerden (6rnegin; stakiy6z) ve galaktolipidlerden terminal o -
galaktozil artiklarin1  hidrolizlerler. Dogada olduk¢a yaygin  olarak
bulunmaktadirlar. o-D-galaktozidazlar, ¢ok cesitli biyokimyasal teknikler
kullanilarak bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan izole edilerek

saflastirilmaktadirlar.

a-Galaktozidazlar iki karbohidrat artigi arasindaki glikozidik bagi
hidrolizleyen glikozil hidrolazlar (EC. 3.2.1 — 3.2.3) arasinda 6nemli bir gruptur.
Oligo- ve polisakkaritlerin biyolojik fonksiyonlarmin cesitlendirilmesi glikozil
hidrolazlarin bir¢ok Onemli basamakta miidahalesi ile olur : polisakkaritin
depolanmasi, patojenlere karsi savunma, hiicre i¢ine patojenlerin penetrasyonu,
hiicre yiizeyindeki karbonhidratlarin devir hizi vs. (Henrissat et al.,, 1995).
Kompleks karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarinin belirlenmesinde, organik
sentezlerde, yap1 analizlerinde, medikal alanda ve endiistriyel proseslerde pek ¢cok
kullanim alani bulunan a -D-galaktozidazlar, o6zellikle seker endiistrisi icin
oldukga o©nemli enzimlerdir. Bu oOnem, genellikle rafinozun sukrozun
kristalizasyonunu engelleyerek kristalize seker verimini diisliren bir trisakkarit
olmasindan kaynaklanir. Cesitli kaynaklardan ¢ikarak hazirlanan a-D-
galaktozidaz preparatlari ile rafinozun hidrolizlenmesiyle 6nemli oranda ekonomi

saglanmaktadir.



1.1 Galaktozidazlar

Galaktozidazlar 6zellikle hidrolaz aktivitesi tasiyan ve glikozidazlarin bir
alt sinifi olan hidrolitik enzimlerdendir. Glikozidazlar da glikozil bilesikleri
tizerinde etkilidir, basit glikozidler ile kompleks oligo- ve polisakkaritlerdeki
glikozidik baglarin hidrolizini katalizlerler. Glikozidazlarin bir kismi glikozil
artiklarin1 oligosakkaritlere, polisakkaritlere ve diger alkolik reseptorlere transfer
ettikleri halde hidrolazlar sinifina dahil edilirler. Glikopiranozil gruplar ile
glikozidik baglarin anomerik konfigiirasyonlarina karsi oldukca spesifik olan
glikozidazlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda olduk¢a yaygin
olarak bulunurlar. Uzun zamandan beri (yaklasik olarak 150 yil) biyokimya’nin
en ilgin¢ arastirma konularindan birisi olmasina ragmen glikozidazlarin molekiiler
ozellikleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgi edinilebilmis ve sadece
birkagi kristalize edilebilmistir. Kristal formda elde edilen glikozidaz smifi

enzimlere 0rnek olarak amilaz ve lizozim verilebilir.

Glikozidazlarin ~ bir  kismi  glikozil artiklarin1  oligosakkaritlere,
polisakkaritlere ve diger alkolik reseptdrlere transfer ettikleri halde hidrolazlar
siifina dahil edilirler. Glikozidazlar, O-glikozil, N-glikozil ve S-glikozil
bilesiklerini hidrolizleyen enzimler (EC 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3) olarak ii¢ gruba
ayrilirlar ve gok gesitli glikozidik baglar iizerinde etkilidirler. Ornegin; a-amilaz
(EC 3.2.1.1), B-amilaz (EC 3.2.1.2), ekzo-1,4-a-D-glukozidaz (EC 3.2.1.3),
sikloheptaglukanaz (EC 3.2.1.12) ve siklohegzaglukanaz (EC 3.2.1.13) «-1,4-
glikozidik baglari, amilopektin—1,6-glukozidaz (EC 3.2.1.9), oligo-1,6-
glukozidaz (EC 3.2.1.10) ve dekstranaz (EC 3.2.1.11) a-1,6-glikozidik baglar1, o-
galaktozidaz ise o-1,6-glikozidik bagi hidrolizler. Temel olarak yiikli grup
icermeyen substratlarla ilgilidirler. Tiim belirleyici gruplar ya hidroksil gruplar1 ya
da hidrojen atomlaridir. Bu nedenle de spesifiklikleri bir model ile belirlenmelidir.
Genel olarak belirli bir monosakkarit halkasina spesifiktirler, fakat bagl aglikon
grubu yliksek ya da diisiik bir etkiye sahiptir ve bazen de enzim aglikona spesifik
olabilir. Glikozidazlar 6zellikle seker halkasinin konfigiirasyonuna spesifiktirler.
Ornegin; a-galaktozidazlar monosakkarit, oligosakkarit, glikopeptid ve fenole a.-
bagl terminal galaktoz artiklarini, 3-galaktozidazlar ise B-1,6-, B-1,4- veya 3-1,3-

bagli terminal galaktoz artiklarini hidrolizleyebilirler.

Glikozidazlar, genel olarak endo- ve ekzo- glikozidazlar olarak iki gruba

ayrilirlar. Glikoproteinler iizerinde etkili olan endoglikozidazlar; endo-f3-
galaktozidaz (EC 3.2.1.103), endoglikozidaz D (EC 3.2.1.96), endoglikozidaz F



(EC 3.2.1.96), endoglikozidaz H (EC 3.2.1.96) ve glikopeptidaz F (EC 3.2.1.18)
dir. Polisakkaritler tizerinde etkili olan endoglikozidazlar; a-amilaz (EC 3.2.1.1),
selilaz (EC 3.2.1.4), hyalurinidaz (EC 3.2.1.45), lizozim (EC 3.2.1.17) ve
pullulanaz (EC 3.2.1.41) dir. Ekzoglikozidazlar ise sadece terminal artiklar
tizerinde etkilidirler. Bunlar; B-N-Asetil-D-glukozaminidaz (EC 3.2.1.30), -
amilaz (EC 3.2.1.2), amiloglukozidaz (EC 3.2.1.3), B-fruktozidaz (EC 3.2.1.26),
o-L-fukozidaz (EC 3.2.1.51), a-galaktozidaz (EC 3.2.1.22), B-galaktozidaz (EC
3.2.1.23), a-glukozidaz (EC 3.2.1.20), pB-glukozidaz (EC 3.2.1.21), B-
glukuronidaz (EC 3.2.1.31) ve néraminidaz (EC 3.2.1.18) dir (Onal, 1994;
Agrawell and Bahl, 1968).

Glikozidazlar yapisal karakterizasyonlarda da kullanilan 6nemli bir enzim
grubudur. Niikleer manyetik rezonans (NMR), hizli atom bombardmani,
elektrospray-kiitle spektrometrisi gibi analitik metodlarin gelismesiyle beraber
yapt tayinlerinde enzimlerin kullanimi biiylik olasilikla azalacaktir. Fakat bu
tekniklerin elde edilemedigi durumlarda enzimler hala oldukca giiclii ve etkili bir
ara¢ olmaya devam edecektir. Oligosakkaritlerin yapilarinin aydinlatilmasinda

kullanilan baz1 ekzoglikozidazlar Cizelge 1.1 *de verilmistir (Onal, 2000).



Cizelge 1.1 Oligosakkarit yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan bazi
ekzoglikozidazlar (Onal, 2000).

Enzim Kaynak Hidrolizlenen Bag

o-Mannozidaz- | A. saitoi Maao 1-2 Man

Hegsozaminidaz Baklagil tohumu GalNACc/GIcNAcp 1-2,3,4,6

B-Galaktozidaz Baklagil tohumu Galp1-3,4,6

a-Fukozidaz C. lampas Fucal-2GalGalp1-3(Fucl-4)
GIcNAC

o-Galaktozidaz Kahve tohumu Galal-3,4,6

o-Norominidaz A. ureafaciens NeuAc/NeuGca2-3/6Gal

o-Glukozidaz- | Domuz karacigeri  Glcal-2Glc

a-Glukozidaz- 1l Domuz karacigeri  Glca1-3Glc ve Glcal-3Man

Galaktozidazlar, ekzoglikozidazlarin en 1yi bilinen smifidirlar.
Ekzoglikozidazlar, glikoprotein ve glikolipidlerdeki karbohidrat yapisint modifiye
ederler. Bu enzimler O-glikozil bilesiklerini hidrolizleyen enzimler olup, a- ve j3-
galaktozidazlar olarak iki gruptan olusurlar. o-Galaktozidazlar (o-D-galaktozid
galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) (melibiaz); galaktoz oligosakkaritleri,
galaktolipidleri igeren o-D-galaktozidlerdeki terminal indirgen olmayan o-D-
galaktoz artiklarin1 ve o-D-fukozidleri de hidrolizlerler. B-Galaktozidazlar (B-D-
galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23) (laktaz); B-D-galaktozidlerdeki terminal

indirgen olmayan p-D-galaktoz artiklarini hidrolizlerler. Bu gruptaki enzimlerden




bazis1 a-L-arabinozitleri de hidrolizlemektedir (Bergmeyer, 1973; Gaudreault and
Webb, 1983; Harpaz et al., 1987).

1.1.1 a-Galaktozidazlar ve a-galaktozidazlarin biyokimyasi

o-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22), dogada
oldukca yaygin olarak bulunan hidrolaz sinifi enzimlerdir. Cok sayida o-D-
galaktopiranozidik bagin hidrolizini katalizlerler (Harpaz et al., 1987; Guiseppin
etal., 1993):

- Metanol, fenol ve 4-nitrofenollerin glikozidleri,

- Disakkaritler ve disakkarit tiirevleri; melibioz, epimelibioz, melibiyonik
asit,

- Trisakkaritler; rafinoz,

- Oligosakkaritler; stakiyoz.

Sekil 1.1°’de enzimin genel hidroliz reaksiyonu verilmistir.

CH,0H CH,0H
T o =—= ] + ROH
ROH s=——= .
oH 0-r T i 0-R
OH OH

Sekil 1.1 Genel reaksiyon mekanizmasi.

Yapilan c¢aligmalarda Phaseolus vulgaris o-galaktozidazinin insan ve
tavsan eritrosit membranindaki a-1,3-galaktozil artiklarina karsi aktif oldugu
(Dhar et al., 1994), Vigna radiata a-galaktozidazinin yine tavsan eritrositlerindeki
a-galaktozidik baglar1  hidrolizledigi (Dey, 1984), kahve tohumu o-
galaktozidazinin kirmizi hiicrelerdeki gliko-konjugatlardan terminal o-galaktoz
artiklarin1 (Zhu and Goldstein, 1994) ve Colocasia esculenta a-galaktozidazinin
ise galaktoz igeren konjugatlarda a-1,4- ve a-1,6- baglarini (Chien and Lin-Chu,
1991) hidrolizledigi belirtilmistir.



a-Galaktozidazlar ¢ok cesitli kaynaklardan; mikroorganizmalar (Nadkarni
et al., 1992; Wong et al., 1986; Talbot and Sygusch, 1990; Lopez-Gallego et al.,
2004; Galili et al., 1985; Zeilinger et al., 1993; Mitsutomi and Ohtakara, 1985;
Ohtakara and Mitsutomi, 1987; Telefoncu et al., 1998), hayvansal dokular (Dhar
et al.,1993; Dean and Sweely, 1979a; 1979b; Alonso et al., 2005; Bishop and
Desnick, 1981) ve bitkilerden (Dey, 1984; Zhu and Goldstein, 1994; Chien and
Lin-Chu, 1991; Haibach et al., 1991; Itoh et al., 1986; Kusiak et al., 1978; Burns,
1990; Shivanna, 1990; Balasubramaniam and Mathew, 1986; Cuourtois and
Petek, 1988; Dey et al., 1983; Zhu et al,, 1995; Naik et al, 1985; Onal and
Telefoncu, 1998) farkli biyokimyasal teknikler kullanilarak izole edilip
saflagtirilmistir. Bu saflastirma ¢alismalarinin yaninda o-galaktozidazlarla yapilan
immobilizasyon caligmalar1 ise olduk¢a az sayidadir. Mikrobiyal kaynakli o-
galaktozidazlarla yapilan immobilizasyon calismalar1 (Mitsutomi and Ohtakara,
1985; Ohtakara and Mitsutomi, 1987) ise daha ¢ok endiistriyel olarak kullanim
alan1 bulmustur (Mitsutomi and Ohtakara, 1985; Ohtakara and Mitsutomi, 1987;
Mansour and Khalil, 1998).

Farkli kaynaklardan saflastirilan o-galaktozidazlarin  bir  kisminin
glikoprotein karakterinde oldugu tesbit edilmistir. Cephalosporium/Acremonium
(Zaprometova and  Ulezlo, 1988), hindistan cevizi (Balasubramaniam and
Mathew, 1986), karpuz (Citrullus battich) (Itoh et al., 1986), mercimek (Lens
culinaris) (Dey et al., 1983) ve fasulye (Dey, 1984) a-galaktozidazlarinin birer
glikoprotein olduklar1 ve genellikle bitkisel kaynaklali, 6zellikle de tahil kaynaklh
enzimlerin, glikoprotein karakteri gosterdigi belirtilmistir.

Cyamopsis tetragonolobus o-galaktozidazinin anyonik karakterli o-
galaktozidaz-A ve katyonik karakterli a-galaktozidaz-C, formlarinin glikoprotein
yapida oldugu ve her iki formun karbohidrat igeriginin sirastyla % 32 ve % 28
oldugu belirlenmistir. Gaz-sivi kromatografisi analizine gore Onemli oranda
ramnoz, fukoz ve arabinoz igerdikleri, a-galaktozidaz-C,’nin karbohidrat
kisminin galaktoz, ksiloz ve glukozdan ibaret oldugu fakat a-galaktozidaz-A’nin
eser miktarda galaktoz icerirken hi¢ glukoz ve ksiloz icermedigi belirlenmistir
(Shivanna et al., 1990). Vicia faba o-galaktozidazi da ksiloz, mannoz, glukoz ve
glukozaminden olugmus bir glikoproteindir. Glikoprotein yapisindaki enzim
dinlenme halindeki tohumlarda aktif formda bulunabilir. Tohumun ¢imlenmesi
sirasinda agiga c¢ikan sekerler konjugati agregatlagtirmaz ve enzim tekrar aktive
edilir (Dey et al., 1983). Thermus thermophilus HB8 a-galaktozidazi iki alt

birimden olusmus bir protein olup, diisiikk molekiil kiitleli (74.1 Da) alt birimin bir



glikoprotein oldugu Schiff-periyodat boyamasi ile belirlenmistir (Telefoncu et al.,
1998).

o-Galaktozidazlarin yapisi ve molekiiler etki mekanizmalar iizerine ¢ok
az sayida arastirma mevcuttur (Dey and Pridham, 1972; Mathew and
Balasubramaniam, 1987). Bu amagla yapilan ¢alismalardan birisinde Trichoderma
reesei a-galaktozidazinin x-1sinlar1 difraksiyonu gerceklestirilebilmistir (Golubev
and Neustroev, 1993).

a-Galaktozidaz enzimleri substrat spesifikligine gore iki gruba
ayrilabilirler: birinci  grup diisiik polimerizasyon derecesi ile sadece
oligosakkaritler {izerinde aktif olan gruptur, 6rnegin; melibioz, raffinoz, stakiy6z
ve galakto (gluko) mannazin kiigiik bir par¢asi. Bu enzimler genellikle aril o-
galaktozidaz gibi yapay substratlarda aktiftir. ikinci grup polimerik substratlarda
aktif olan gruptur. Fakat yine de birinci gruba benzer olarak yapay a-
galaktozidazlar kadar kisa oligosakkaritlere derecelenmis polimerlerin baslica
fragmanlarina atak yapabilir (Dey, 1978).

Bakteriyel a-galaktozidazlarin ¢ogu galaktoz igeren farkli oligosakkaritleri
hidrolizleyebilmektedir. Ancak bazi Penicillium (Dey et al., 1993) ve Aspergillus
(Bahl and Agrawal, 1969) tiirleri, Trichoderma reesei (Zeilinger et al., 1993) ve
Cyamopsis tetragonoloba’nin (Overbeeke et al, 1990) polimerik galaktomannalart
hidrolizleyebilen a-galaktozidazlar iirettikleri belirtilmistir.

Bazi organizmalarin irettigi a-galaktozidaz aktivitesine sahip enzimlerin
genellikle ¢oklu formda oldugu belirlenmistir (Ademark et al., 2001).
Penicillium simplicissimum (Lounteri et al., 1998), Aspergillus tamarii (Civas et
al.,, 1984), Aspergillus niger (Manzanares et al., 1998), Saccharomyces
cerevisiae (Naumov et al.,1996) ve Trichoderma reesei (Zeilinger et al., 1993,
Margolles-Clark et al., 1996) adli organizmalarin farkli substrat spesifikligine

sahip birden fazla a-galaktozidaz iirettikleri literatiirde belirtilmistir.

a-Galaktozidazlarla yapilan klonlama g¢aligmalar1 da oldukga biiylik bir
onem ve hiz kazanmigtir. Saflastirilan enzimin olduk¢a biiylik miktarda
tiretilebilmesi ve enzimatik Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in o-galaktozidazdan
cDNA klonunun izole edilerek dizisinin aydinlatilmasi gerekmektedir. Bu amacla
yapilan caligmalardan birisinde kahve c¢ekirdegi a-galaktozidazin1 kodlayan

cDNA once klonlanmis ve ardindan dizisi aydmlatilmistir. cDNA klonu 378



aminoasitlik bir proteini kodlayan tek bir okuma sistemi i¢ermektedir. Diger
kaynaklardan elde edilen cDNA klonlar1 ile % 52-80 arasinda bir dizi
homologlugu gostermektedir. a-Galaktozidaz cDNA’s1 ¢ok ¢esitli kaynaklardan;
insan, Aspergillus niger, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Cyamopsis
tetragonolobus ve ¢esitli bitki tohumlarindan klonlanmistir. Bu kaynaklardan
izole edilen enzim, kahve ¢ekirdegi a-galaktozidazi ile kiyaslandiginda, fizyolojik
kosullar altinda B-grubu antijenlerinden terminal galaktoz artiklarinin
uzaklastirilmasinda kahve a-galaktozidazinin daha etkin oldugu tespit edilmistir
(Zhu and Goldstein, 1994; Bergkamp et al., 1992; Watkins et al., 1962).

Primer yapilarindaki benzerlik ve hidrofobik grup analizlerine dayali
olarak o-galaktozidazlar ii¢ glikozil hidrolaz sinifi altinda toplanirlar. Sif 4,
prokaryot a-galaktozidazlarini, sinif 27, dkaryot a-galaktozidazlarini, sinif 36 ise
her iki orijinli a-galaktozidazlari icermektedir. Penicillium simplicissimum o-
galaktozidazlarindan o-galaktozidaz I’1 kodlayan gen {iretilerek, saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Klonlanan bu gen, agll, sinyal dizisini de kapsayan 435

aminoasidi kodlamaktadir (Lounteri et al., 1998).

1.1.2 a-Galaktozidazlarin etki mekanizmasi

Enzimler spesifik biyokatalizorlerdir. Aktivasyon enerjisini diisiirerek
gecis haline varmayr kolaylastirirlar ve gecis halinin kararhiligini arttirarak
reaksiyonu hizlandirirlar. Enzimler substrat baglama merkezlerinin spesifikligi ve
katalitik gruplarin optimal diizenlenisi sayesinde bunu basarirlar. Enzimatik
kataliz icin asit-baz katalizi, kovalent kataliz, metal iyonu katalizi, ¢6zgen katalizi
gibi ¢esitli mekanizma tipleri onerilmektedir (Uslan, 1997). Cogu kaynaktan elde
edilen o-galaktozidazlarin  kimyasi ve kinetigi hakkindaki bilgilerin
yetersizliginden dolayr a-galaktozidaz etki mekanizmasina ait ¢ok az gercek
bilinmektedir.

o-Galaktozidazlarla ilgili hemen hi¢ bir bag kopmasi ¢aligmasi
yapilmamigtir. Fakat diger glikozidazlar diisiiniildiiglinde, substratin galaktoz-
oksijen baglar1 biiyiik olasilikla kopmaktadir. Niikleer manyetik rezonans (NMR)
ve polarimetri ¢aligmalar: serbest galaktozil artiklarinin substrat ile ayn1 anomerik
konfigiirasyona sahip olduklarint gostermistir (Dey and Pridham, 1972; Mathew
and Balasubramaniam, 1987). Eger C; karbon atomunda iki ardisik inversiyon

varsa ya da sadece bir yandaki niikleofil ile baglanabilen bir karbonyum iyonu



varsa konfigiirasyon korunur. Konfigiirasyonun korunmasi da ¢ok adimli bir dizi
reaksiyondan ibarettir (Mathew and Balasubramaniam, 1987).

Asit-baz katalizi fumaraz, maltaz, maya invertazi, [3-galaktozidaz gibi
enzim sistemlerinde etkilidir. Aril-a-galaktozidleri ile tatli badem o-D-
galaktozidazinda yapilan spesifiklik ¢alismalari, aglikonun elektronik yapisinin
enzimatik hidroliz hizinda dikkate deger bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
l0g Vmax, aromatik halka tizerindeki substituentleri Hammet sabitlerine (o) karsi
grafige gecirildiginde iki diiz ¢izgi (p= -0.054 ve -1.5) elde edilmistir. Bunlar
fenil-a-galaktozide (o = 0) kars1 gelen noktada kesilir. Bu arilglukozidazlarinin
alkali ve asit hidrolizine benzer ve bu yiizden aktif merkezdeki bazik ve asidik
gruplarin varlig1 olarak yorumlanabilir. Yapilan kinetik ¢alismalarda bu gruplarin
strastyla karboksil ve imidazol oldugu belirlenmistir. Metilen mavisi varligindaki
fotooksidasyon ve Ag" iyonlar ile inhibisyon da bu yorumlar1 desteklemistir.
Buna benzer bir durum Vicia faba a-galaktozidazinda goriilmiistiir. Tatli badem
a-galaktozidazi ile yapilan ¢alismada p-nitrofenil-a-D-galaktozidin aktif merkeze
baglanmasinin asidik bolgedeki grubun pK’smi disiirdiigii, pH optimumunun
alkali bolgesinde grup ayrilma degerlerini arttirdignr goriilmiistiir. Enzim
molekiiliindeki substrat ile yapilmis degisikliklerin enzimin pH araligim

genislettigi goriilmiistiir (Dey and Pridham, 1972).

Bu sonuglara dayanarak tatli badem o-galaktozidazinin etki mekanizmasi
ile ilgili olarak iki adimli bir mekanizma onerilmistir. Burada aglikon, karboksil
ve imidazol gruplarinin anlagmali etkisiyle ayrilir. Sonra su ya da alifatik alkol
olabilen bir akseptor molekiiliin (R” OH) reaksiyonu ile devam eder ve transfer ya
da hidroliz {irtinleri olusumu ile son bulur. Biiyiik olasilikla imidazol grubunun
elektrofilik bir atag glikozil-oksijen bagini pargalamak i¢gin yeterli olur. Galaktoz
kisminin Cj-karbonunda bir karbonyum iyonu olusur. Tim iki adiml
mekanizmada biiyiik olasilikla iki Walden inversiyonu olusur, son iiriinde
anomerik konfigiirasyonun korunmasi ile sonuglanir. Karbonyum iyonu olugumu
ister istemez rasemizasyona gerek duymaz. Konfigilirasyon bir ara molekiiliin
enzime spesifik olarak baglanmasi ile stabilize edilebilir (Sekil 1.2) (Dey and
Pridham, 1972).
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Sekil 1.2 iki adimli mekanizma.

Ayrica bir alternatif olarak tek adimli bir etki mekanizmasi Onerilmistir.
Bu model, enzim, substrat ve akseptoriin karboksil ve imidazol gruplar ile iicli
bir kompleks olusumunu kapsamaktadir. Galaktoz kisminin karbon atomundaki
bir 6n-yiiz atagi ile konfigiirasyonu korunmus bir iiriin olusur (Sekil 1. 3) (Dey
and Pridham, 1972).

0 r,.fl'l H
Ill' :[|]: \\_N H
R

Sekil 1.3 Tek adimli mekanizma.

Fenil-a-galaktozidlerin molekiiler modelleri incelendiginde, bu bilesigin
Cl ve 1C sandalye konformasyonlarinin On-yliz atagina izin vermedigi
goriilmiistiir. Bu sterik engel B2 ve 3B bot konformasyonlarinda yoktur. Teorik
olarak 3B konformasyonu tercih edilir. Bu ylizden tek adimli mekanizmada
galaktoz kisminin konformasyonu enzim-substrat kompleksi olusumu sirasinda
C1’den 3B konformasyonuna doniisebilmektedir (Dey and Pridham, 1972).
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Enzimlerin reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda en 6nemli adim
enzim aktif merkezinde yer alan aminoasit yan zincirlerinin ve bunlarin
konumlarinin belirlenmesidir. Bu aminoasitler baglanma merkezi ve katalitik
merkezde aktif olarak gorev alirlar. Cogu kez X-1sinlar1 yontemi uygundur. Fakat
en cok kullanilan yontem se¢imli olarak reaksiyon veren reaktiflerle yapilan

modifikasyon ¢alismalaridir (Uslan, 1997).

Hindistan cevizinden saflastirilan o-galaktozidaz i¢in Onerilen etki
mekanizmasinda, 3,8 pK;, degerine sahip olan grup karboksil grubudur ve iyonize
formda bulunur. Bu karboksilat anyonu sadece karbonyum araci iyonunu stabilize
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda niikleofilik atagi bir taraftan karbonyum iyonuna
yoneltir. Bu yiizden {irlin substrat ile aynmi konfigiirasyonu korur. Galaktoz
molekiilii karbonyum iyonu olustugunda yarim sandalye konformasyonuna sahip
olabilir. pK; 6,5 degerine sahip olan grup ise ya protonlanmis formda bulunan bir
imidazol grubudur ya da lizozimde oldugu gibi bir karboksil grubudur. Bu grup,
etrafindaki triptofan ve tirozin artiklarinin varlig: ile olusan hidrofobik ¢evreden
dolayr korunmustur ve katalizde H® verici olarak gérev yapar. o-
Galaktozidazlarin etki mekanizmasi ile ilgili yapilan tiim ¢alismalar sonucunda,
triptofan, tirozin ve karboksil gruplariin genellikle aktif merkezde ya da aktif
merkezin  yakininda  bulundugu sonucuna  varilmistir (Mathew and
Balasubramaniam, 1987).

Trichoderma reesei kaynakli o-galaktozidazlarla yapilan bir ¢aligmada,
enzimin aktif merkezinde prostetik bir —SH grubunun bulundugu belirtilmistir.
Hidrojen peroksit, prostetik —SH grubunu aktif merkezdeki mikrogevre ile
stabilize edilen S-OH grubuna yiikseltgeyebilir ve etkin bir sekilde glikozid
hidrolizini de katalizler (Kauchurin et al., 1993). Vigna radiata o-galaktozidazinin
aktif merkezinde ise biiyiik olasilikla bir enzim molekiilii bagina 12 adet karboksil
grubu ile 9 adet histidin imidazol grubu bulundugu ve bu gruplarin enzimin etki
mekanizmasinda onemli bir rol oynadig: tesbit edilmistir (Dey, 1984). Kahve
cekirdegi a-galaktozidazinin iki tirozin artigindan (105. ve 108. pozisyonda), 108
pozisyonundakinin a-galaktozidazin Kkatalitik aktivitesi ig¢in ©Onemli oldugu
belirlenmistir. Ayrica kahve o-galaktozidazinin katalitik mekanizmasinda gorev
alan diger 6nemli artiklarin belirlenebilmesi i¢in daha ileri diizeyde caligsmalar da
yapilmaktadir. Thermus thermophilus HBS ile yapilan kimyasal modifikasyon
caligmalar1 sonunda, a-galaktozidazin aktif merkezde veya aktif merkez

yakininda serbest karboksil gruplari ve triptofan artiklari icerdigi belirlenmistir.
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Ayrica yine aktif merkezde veya yakininda yer alan histidin ve sistein artiklarinin

da enzimatik aktivite acisindan gerekli olabilecegi tesbit edilmistir.
1.1.3 a-Galaktozidazlarin izolasyonu ve saflastirilmasi

Protein olarak enzimler ¢ok cesitli biyokimyasal teknikler kullanilarak
izole edilip saflastirilabilirler. Saflagtirmanin amaci daha sonraki caligmalarda
kullanilabilecek uygun bir protein preparatinin hazirlanmasidir. Bunun ig¢in
oncelikle gereksinim duyulan protein miktari, ne diizeyde bir saflik istendigi, ne
diizeyde bir aktivite kaybinin tolere edilebilecegi, ne kadar zaman ve para
harcanabilecegi belirlenmelidir. Saflastirilacak olan enzim seg¢ilen kaynakta hem
kararli olmali, hem de bol miktarda bulunmalidir. Ayrica kolay saglanabilir, bol
ve ucuz kaynaklar daima tercih edilirler. Enzimlerin izolasyon ve
saflagtirilmasinda her zaman en etkili, en hizlh ve en ekonomik prosesler
belirlenmeye ¢alisilir. Izolasyon adiminda genellikle homojenizasyon ve
homojenatin separasyonu gerceklestirilir. Saflagtirmanin ilk adimlarinda ise daha
cok deristirme yontemleri, daha sonra ise kromotografik teknikler kullanilir
(Telefoncu, 1996).

a-Galaktozidaz enzimi mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal kaynaklar
secilerek, bilinen ekstraksiyon yontemleri ile izole edilip, saflastirilmis ve
saflagtirilan bu enzimler karakterize edilerek ¢esitli uygulama alanlarina
sunulmustur. o-Galaktozidazlar genellikle hiicre igerisinde ve de diger
glikozidazlarla birarada bulunurlar. O nedenle bu aktiviteleri cogu kez birbirinden
ayirmak oldukg¢a zor olmaktadir. izolasyon ve saflastirmada kullanilan teknikler;
amonyumsiilfat ve organik ¢0zgen ile fraksiyonlama, 1s1 muamelesi,
asidifikasyon, iyon degisim, jel kromatografisi ve izoelektrik fokuslama olarak
siralanabilir. Olduk¢a yliksek saflikta ve hemen hemen homojen bir o-
galaktozidaz preparatinin hazirlanabildigi ¢ok az ¢aligma mevcuttur. Enzimin ilk
kristal formu, bir fungus olan Mortierella vinacea’dan izole edilen o-
galaktozidazdir (Thanankul et al., 1976).

o-Galaktozidaz enziminin izolasyon, saflastirma ve karakterizasyon
calismalarinda bitkisel kaynak olarak portakal (Burns, 1990), domates (Onal and
Telefoncu, 1998; Pressey, 1984), hindistan cevizi (Lounteri et al., 1998), soya
fasulyesi (Porter, 1992), karpuz (Itoh, 1986), kahve tohumu (Weiser, 1992),
mercimek (Dey et al., 1983), alacal1 at fasulyesi (Phaseolus vulgaris) (Dhar et al.,
1994), mas fasiilyesi (Vigna radiata) (Dey, 1984) , hayvansal kaynak olarak insan
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plasentas1 (Kusiak et al., 1978) ve insan karacigeri (Dean and Sweely, 1979a;
1979b; Alonso et al., 2005), mikrobiyal kaynak olarak Candida guilliermondii
H404 (Hashimoto et al., 1993), Pycnoporus cinnabarinus (Ohtakara, 1984),
Bacillus stearothermophilus (Talbot and Sygusch, 1990), Aspergillus niger
(Somiari and Balogh, 1993), Penicillium simplicissimum (Lounteri et al., 1998),
Mortierella vinacea (Thanankul et al., 1976), Escherichia coli (Nagao et al.,
1988), Trichoderma reesei RUT C-30 (Zeilinger et al., 1993; Kristufek et al.,
1994), Candida javanica (Cavazzoni et al., 1987) ve Monascus pilosus (Wong,
1986), Thermus thermophilus HB8 (Telefoncu et al., 1998) ve Humicola sp.
(Kotwal et al., 1999) kullanilmistir. Bu kaynaklardan izole edilen a-
galaktozidazlar, genellikle tuz ¢oktiirmesi (Dhar et al., 1994; Lounteri, 1998),
anyon ya da katyon degisim kromatografisi (Itoh et al., 1986), affinite
kromatografisi  (Sundaram and Yarmush, 1993), hidrofobik etkilesim
kromatografisi (Talbot and Sygusch, 1990; Lounteri, 1998) ve jel filtrasyon
teknikleri (Itoh et al., 1986; Ohtakara et al., 1984) kullanilarak saflagtirilmislardir.
Saflagtirilan o-galaktozidazlar bagta biyoteknolojik prosesler olmak iizere birgok
alanda uygulama imkani bulmustur (Balasubramaniam and Mathew, 1986;
Thanankul et al., 1976).

1.1.4 a-Galaktozidazlarin fiziksel ozellikleri

1.14.1 o-Galaktozidazlarin multimolekiiler formlar: ve

molekiil kiitleleri

Proteinlerin safliginin kontrolli, saf proteinin alt birim yapilarinin
incelenmesi ve molekiil kiitlesi tayini i¢in poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygin
kullanilan1 Laemmli tarafindan gelistirilen Sodyum Dodesil Siilfat PoliAkrilamid
Jel Elektroforezidir (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). SDS-PAGE ile proteinler
biyolojik ve biyokimyasal aktivitelerini yitirdikleri i¢in bu durumda dogal
kosullar altinda elektroforez (PAGE) tercih edilmektedir. Proteinlerin molekiiler
kiitlelerinin belirlenmesinde kullanilan SDS-PAGE’ne alternatif bir metod da
molekiiler boyuta gore ayirma yapan jel filtrasyon kromatografisidir (Zihnioglu,
1996).

a-Galaktozidazlarin molekiiler kiitleleri ve yapilar1 kaynaktan kaynaga ve
kullanilan tayin ydntemine bagl olarak farklilk gostermektedir. Ornegin;
Phaseolus vulgaris a-galaktozidazinin SDS-PAGE ile 38,3 ve 39,6 kDa’luk iki
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izoenzime sahip oldugu bulunmustur (Dhar et al., 1994). Candida guilliermondii
H-404 a-galaktozidazinin a-galaktozidaz-1 ve a-galaktozidaz-I1 olarak iki formu
bulundugu ve bu iki enzimin de aymi molekiiler kiitleye sahip oldugu
belirlenmistir. Enzimin molekiiler kiitlesi SDS-PAGE ile 64 kDa, jel filtrasyonu
ile 270 kDa olarak hesaplanmistir (Hashimoto et al., 1993). Pycnoporus
cinnabarinus o-galaktozidazinin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 52 kDa, jel
filtrasyonu ile 210 kDa olarak bulunmus ve enzimin dort identik alt birime sahip
oldugu belirtilmistir (Ohtakara et al., 1984). Cyamopsis tetragonolobus a-
galaktozidazinin o-galaktozidaz-A, a-galaktozidaz-C; ve a-galaktozidaz-C,
olmak iizere ii¢ formu vardir. ikinci formun 97 kDa molekiil kiitlesine sahip
anyonik form oldugu ve 42 kDa’luk iki identik alt birime sahip oldugu
bulunmustur (Shivanna et al., 1990). Corynebacterium murisepticum’dan
saflagtirilan o-galaktozidazin ise homotetramerik bir protein olup her bir alt
birimin 83 kDa oldugu SDS-PAGE ile belirlenirken, jel filtrasyonu ile 320 kDa
molekiil kiitlesine sahip oldugu belirlenmistir (Nadkarni et al., 1992). Penicillium
simplicissimum a-galaktozidazinin ¢ formu (a-galaktozidaz 1, 11 ve IlI)
saflastirilarak molekdil kiitlelerinin sirasiyla 61, 84 ve 61 kDa oldugu bulunmustur
(Lounteri et al., 1998). Cizelge 1.2° de c¢esitli kaynaklardan izole edilerek

saflastirilan o-galaktozidazlarin molekiil kiitleleri verilmistir (Onal, 2000).
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Cizelge 1.2. Baz1 a-galaktozidazlarin molekiil kiitleleri.

o-Galaktozidaz Kaynagi  a-Galaktozidaz Molekiil kiitlesi(kDa) Yontem

Vicia faba a-Galaktozidaz-1 209 Jel Filtrasyonu
a-Galaktozidaz-11 38
Vicia sativa a-Galaktozidaz-1 166 Jel Filtrasyonu
a-Galaktozidaz-I1 "
Lens culinaris o-Galaktozidaz-I 160 SDS-PAGE
40

a-Galaktozidaz-11

Portakal . 36,3 SDS-PAGE
a-Galaktozidaz-I

39,8
a-Galaktozidaz-11

Domates 44 Jel Filtrasyonu
o-Galaktozidaz-I

19
o-Galaktozidaz-I1
Insan karacigeri 90 SDS-PAGE
) o-Galaktozidaz B
Insan plasenta dokusu 103 SDS-PAGE
o-Galaktozidaz A
117 Jel Filtrasyonu

a-Galaktozidaz B

1.1.5 a-Galaktozidazlarin kinetik ozellikleri

1151 o-Galaktozidazlarin aktivitesine substrat
konsantrasyonunun etkisi ve substrat spesifiklikleri

a-Galaktozidazlarin enzimatik aktivitelerinin tayininde yapay veya dogal
substratlar ~ kullanilmaktadir.  Yapay  substratlar  substitue  fenil-o-D-
galaktozidlerdir ve en c¢ok kullanilan aktivite Ol¢lim substratlanidirlar. o-
Galaktozidazlarla etkilesen bu substratlarin reaksiyonu sonucu galaktoz ve p-
nitrofenol artiklart olusur. Melibioz, rafinoz ve stakiyoz a-galaktozidaz aktivitesi
tayininde kullanilan dogal substratlardir. a-Galaktozidaz, melibiozu galaktoz ve

glukoza, rafinozu galaktoz ve sukroza, stakiyozii ise galaktoz, sukroz ve rafinoza
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hidrolizler. Genellikle fenil-a-D-galaktozidlerin yiiksek konsantrasyonlar1 enzimi
inhibe ederken melibioz, rafinoz ve stakiydz gibi galaktoz i¢eren oligosakkaritler

boyle bir inhibisyon gostermemektedir.

Genellikle glikozid substratlarin tek bir karbon atomundaki hidrojen ve
hidroksil gruplarinin konfigiirasyonlarindaki degisme, ilgili hidrolazin hidrolitik
karakterini ya tamamen inhibe eder, ya da hizim1 distiriir. a-Galaktozidazlarda
substratin hidroliz hizina etki eden iki faktor vardir. Bunlardan birincisi, halka
yapist piranoid yapida olmali, ikincisi ise 1, 2, 3 ve 4 nolu C atomlarindaki H ve
OH gruplarinin konfigiirasyonu a-D-galaktoza benzerlik gostermelidir. Diger
glikozidazlarda, B-galaktozidaz, p-glukozidaz ve a-mannozidaz gibi, substratin
glikozil yapisinin C-6 karbonundaki degisiklikler genellikle a-galaktozidazlarca
tolere edilir. Bu nedenle p-L-arabinozidler de bazi «-galaktozidazlarca
hidrolizlenebilmektedir. Ayrica D-galaktoz konfigiirasyonuna sahip bir bilesik
olan p-nitrofenil-a-D-fukozit de o-galaktozidazlarla hidrolizlenebilmektedir. D-
glisero-D-galakto-heptozidlerin de a-galaktozidazlar igin substrat olarak
kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir (Yoshida et al., 1987).

Enzimlerin substrata olan afinitesi (1/Ky), biliyik 6l¢iide glikon
yapisindaki yapisal degisikliklere bagimlidir ve yapiya gore su sira izlenir: o-D-
galaktozid, a-D-fruktozid ve o-D-arabinozid. Bu da, substratin enzime baglandigi

spesifik noktalardan birisi galaktozun primer alkol grubundan dolayidir.

Bir substratin aglikon grubu glikozidazlarla hidrolizde belirli bir etkiye
sahip olabilir ya da olmayabilir. Normal olarak bu grup, hidrolizi tamamen inhibe
etmez. Dogal olarak olusan sentetik o-D-galaktozidlerin ¢esitli -
galaktozidazlarla hidrolizlenebildigi bilinmektedir. Galaktozidler: metil-, etil-, n-
propil-, fenil-, o-nitrofenil-, m-nitrofenil-, p-nitrofenil-, o-kresil-, m-kresil-, m-
klorofenil-, 1-naftil-, 2-naftil- ve 6-bromo-2-naftil-o-D-galaktozidler, galaktinol,
digalaktozilgliserol ve a-D-galaktozilfloriir.  Oligosakkaritler:  melibioz,
epimelibioz, melibitiol, melibiyonik asit, rafinoz, umbelliferoz, planteoz,
Manninotrioz, stakiydz ve verbaskoz. Bu polisakkaritler D-galaktozil artiklarinin
a-1,6-baglar ile baglandigi B-1,4-bagli D-mannozil artiklarindan olusmuslardir.
Bitkisel kaynaga gore de galaktoz igerigi degismektedir.

Genel olarak aril-o-D-galaktozidleri alkil tiirevlerinden ve disakkaritlerden
daha iyi substratlardir. Ky, Ve Vimax degerleri arasindaki iliski aglikonlarin degisimi

ile oldukca diizensizdir ve enzimin substrata olan yiiksek ilgisinin yiiksek Vmax
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degerleri ile paralel olmas1 gerekmez. Ilgiye etki eden faktorler biiyiik olasilikla
oldukca komplekstir ve aromatik substituentin pozisyonunu, biiyiikliigiini,
elektronik etkisini ve hidratasyon derecesini de kapsar.

Galaktoz igeren oligosakkaritlere (melibioz, manninotrioz gibi) bagh
olarak, terminal indirgen ucun indirgenmesi enzimatik hidroliz hizim1 diisiirir.
Indirgen grubun oksidasyonu, melibiozun melibiyonik aside doniisiimiinde,
hidroliz hizim1 etkilemedigi tesbit edilmistir. o-Galaktozidlerin homolog
serilerinde hidroliz hizi, zincir uzunlugu arttirilarak diisiiriilebilir (Dey and
Pridham, 1972). Cizelge 1.3’de ¢esitli kaynaklardan saflastirilan o-
galaktozidazlarin substrat spesifiklikleri ile ilgili sonuglar verilmistir (Onal, 2000).

1.15.2 o-Galaktozidaz aktivitesi ve kararlihigina sicakligin
etkisi

Tiim kimyasal reaksiyonlar gibi, enzim katalizli reaksiyonlar da sicakliga
bagimhidir ve reaksiyonun hizi sicaklikla artis gosterir. Fakat bu artig siirekli
degildir. Ozellikle 40°C’ nin {izerinde inkiibasyon siiresine bagimli olarak 6nce
bir duraklama, daha sonra da gerileme gosterir. Ana yapisi protein olan enzimler
sicaklikla denaturasyona ugrarlar. Belirli calisma kosullarinda farkli sicakliklarda
enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik denir.
Optimum sicaklik inkiibasyon siiresine bagimli bir parametredir (Telefoncu,
1986).

a-Galaktozidazlar da kaynaklarina bagli olarak ¢esitli kararlilik dereceleri
gosterirler. Genellikle a-galaktozidazlarin ¢ogunun optimum sicaklik degerleri
37-40°C arasinda degismektedir. Fakat mikrobiyal kaynakli termostabil o-
galaktozidazlar igin bu deger 40°C’nin ¢ok {istiine de ¢gikabilmektedir.



Cizelge 1.3 a-Galaktozidazlarm substrat spesifiklikleri (Onal, 2000).

18

a-Galaktozidaz a-Galaktozidaz Substrat Km
Kaynag (mM)
Coffea canephora o-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galakto piranozid 0,26
Cucurhbito pepo o-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktozid 1,4
o-nitrofenil-a-D-galaktozid 1,0
m-nitrofenil-o-D-galaktozid 2,0
Rafinoz 364
Stakiyoz 45
Colocasia esculenta o-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktopironozid 0,28
Portakal o-Galaktozidaz | p-nitrofenil-o-D-galaktozid 0,47
a-Galaktozidaz I p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,23
Ananas a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktopironozid 0,22
Candida javanica o-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktopironozid 11
Monascus pilosus o-Galaktozidaz p-nitrofenil-o-D-galaktozid 0,8
Pycnoporus o-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktopironozid 0,31
cinnabarinus
Candida guilliermondii a-Galaktozidaz | p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,6
H404 o-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,73
Melibioz 3,6
Rafinoz 17
Stakiyoz 1
a-Galaktozidaz I1 o-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,61
0,65

p-nitrofenil-a-D-galaktozid
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Pycnoporus cinnabarinus (Ohtakara et al., 1984), Bacillus thermophilus
(Talbot and Sygusch, 1990), Trichoderma reesei RUT C-30 (Zeilinger et al.,
1993), Monascus pilosus (Wong et al., 1986), Thermus thermophilus HB8
(Telefoncu et al., 1998) i¢in optimum sicaklik degerleri sirasiyla 75, 60, 60, 55 ve
80°C olarak belirlenmistir. Cladosporium cladosporides o-galaktozidazinin 40-
60°C araliginda, Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae a-galaktozidazlarinin
40-50°C araliginda 30 dakika siireyle inkiibe edildiginde oldukg¢a termostabil
olduklar1 goézlenmistir. Daha yliksek sicakliklara ¢ikildiginda enzim aktivitesinde
bir azalma olurken, C.cladosporides i¢in 70°C’de, A. niger ve A. oryzae igin
65°C’de tamamen bir aktivasyon ger¢eklesmektedir (Mansour and Khalil, 1998).

Candida guilliermondii H404 a-galaktozidazlarindan o-galaktozidaz | ve
IT igin optimum sicaklik 75°C olarak belirlenmistir. Bu enzimlerin sirasiyla 70°C
ve 45°C’nin altindaki sicakliklarda kararli olduklar1 belirlenmistir (Hashimoto et
al., 1993). Pycnoporus cinnabarinus a-galaktozidazi i¢in optimum sicaklik degeri
75°C olup enzim pH 5,0°de kararhdir. pH 3,5 ya da 90°C’ de enzim tamamen
aktivitesini kaybetmektedir. 75°C’ nin altindaki sicakliklarda aktivitede pek kayda
deger bir kayip olmazken, 80°C ve iizerindeki sicakliklarda enzim inaktive
olmaktadir (Ohtakara et al., 1984). Candida javanica a-galaktozidazi, p-
nitrofenil-o-D-galaktopiranozid (PNPG) ve melibioz i¢in maksimum aktiviteyi
70°C’ de gostermektedir. Sicakligin enzim kararliligina etkisi incelendiginde, 15
dakikada 30°C’ de inkiibasyon sonucu enzim baslangic aktivitesini % 100
korurken, 60°C” de % 80’ini, 80°C’ de ise % 60’ 1n1 koruyabilmektedir (Cruz et
al., 1981). Penicillium simplicissimum a-galaktozidazlarindan a-galaktozidaz I,
pH 5,0 ve 60°C’ de ve aym1 zamanda pH 8,0 ve 50°C’ de 24 saat boyunca
baslangi¢ aktivitesinin % 80’ini korurken (Lounteri et al., 1998), 50°C’ nin
tizerinde 60 dakika inkiibasyona maruz kalan Trichoderma reesei RUT C-30 a-
galaktozidazi da baslangi¢ aktivitesinin % 80’ ini koruyabilmistir (Zeilinger et al.,
1993). Thermus thermophilus HB-8 a-galaktozidazinin optimum sicaklik degeri
80°C olarak belirlenmis ve bu degerin rapor edilmis o-galaktozidazlar arasinda en
yiiksek sicaklik degeri oldugu belirtilmistir. Ayrica, enzimin 100°C’ de bile
aktivitesini % 85 korudugu tespit edilmistir. Yiiksek sicaklik optimumuna sahip
olmasi1 ve termostabil olmasi nedeniyle T. thermophilus HB8 a-galaktozidazinin
yiiksek sicakliklarda gergeklesen proseslerde uygun olabilecegi one siiriilmiistiir
(Telefoncu et al., 1998). Soya fasulyesi a-galaktozidazinin 70°C’ de dahi 1siya
dayanikli bir enzim oldugu ve de oligosakkarit hidroliz prosesleri i¢in gerekli 1s1
sartin1 (50°C) sagladigi i¢in kullaniminin uygun oldugu bildirilmistir (Porter et al.,
1992). Aspergillus niger, Saccharomyces olivaceus, Prumus amygdalus, Candida
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ensiformis  ve sigir karacigeri a-galaktozidazlari  diisiik  sicakliklarda
saklanabilirken, Vicia faba enzimi sifiri altindaki sicakliklarda tamamen inaktive
olmaktadir (Dey and Pridham, 1972). Cizelge 1.4’de cesitli a-galaktozidazlarin

termal kararliliklar ile ilgili baz1 sonuglar verilmistir (Onal, 2000).

Cizelge 1.4. a-Galaktozidazlarin termal kararliliklari.

a-Galaktozidaz Kaynagi Sicakhik Zaman Aktivite kaybi

(°C) (%)
Vicia faba 60 30 dk 42
Sigir karacigeri 55 5dk 20
Bacillus thermophilus 65 24 sn 30
Candida javanica 60 15 dk 20

60 15 dk 40
Penicillium simplicissimum 50 24 sn 20
Trichoderma reesei RUT C-30

50 60 dk 20

1153 a-Galaktozidaz aktivitesi ve kararhihigina pH’in

etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorlerden bir digeri pH’dir.
Inkiibasyon ortamimin pH’s1, protein molekiiliiniin tamaminin yiik ve dissosiasyon
durumu yaninda aktif merkezi de etkilemektedir. pH etkisi 6zellikle su sonuglara
neden olmaktadir: enzim proteinin tersinir olmayan denaturasyonu ve optimum
pH bolgesi disinda koenzim veya prostetik gruplarin aktif merkezden ayrilmasi.
Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH, optimum pH’dirr. H' iyonu
konsantrasyonundaki degisme Ozellikle aktif merkezinde asidik veya bazik
gruplar tasiyan enzimler, hidrolazlar i¢in ¢ok etkindir ve enzimin aktivite
gosterdigi pH skalas1 da oldukg¢a dardir (Telefoncu, 1986).
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o-Galaktozidazlarin optimum pH degerleri kullanilan enzim kaynagina,
substrata, inkiibasyon zamani ve sicaklifa gore oldukca genis bir aralikta farklilik
gostermektedir. Bazen o-galaktozidazlar iki optimum pik verirken, ¢ogu tek
optimum piki verir. o-Galaktozidazlarin ¢ogu genis bir asidik pH araliginda

kararlidir.

Bakteriyel a-galaktozidazlar pH 6,0-7,5; fungal ve maya o-
galaktozidazlar1 pH 3,5-5,0; hayvansal a-galaktozidazlar pH 3,5-5,5; bitkisel a-
galaktozidazlar ise pH 3,5-6,5 arasinda pH optimumu verirler. Asagida gesitli o-
galaktozidazlarla yapilan caligmalar sonucu elde edilen optimum pH ve pH
kararlilik verileri sunulmustur. o-Galaktozidaz aktivitesine pH’ nin etkisinin
anlagilmasi, bu pH etkisinin enzim kaynagi ve substrata gore degisiminin

incelenmesi agisindan oldukca énemlidir (Onal, 2000).

Cladosporium cladosporioides o-galaktozidazinin optimum pH’s1 p-
nitrofenil-o-D-galaktopiranozid (PNPG) i¢in pH 7,0; melibioz, rafinoz ve
stakiyoz i¢in pH 5,0 olarak bulunmustur. pH 6,3’ de tiim substratlar i¢in bagil
aktivite % 90 olup, bu pH’da enzim olduk¢a kararhidir (Cruz et al., 1981).
Trichoderma reesei RUT C-30 a-galaktozidazi, PNPG ile pH 4,0’de optimum
gosterirken pH 4,0-8,0 gibi olduk¢a yaygin bir aralikta kararhidir. Yalniz enzimin
diisiik pH’ larda yiiksek pH’lardan daha kararli oldugu belirtilmistir (Zeilinger et
al., 1993). Penicillium simplicissimum o-galaktozidazlarindan a-galaktozidaz | ve
Il pH 3,0-4,5 araliginda, a-galaktozidaz Il ise pH 4,0-5,0 araliginda genis bir
optimuma sahiptir (Lounteri et al.,, 1998). Citrullus battich (karpuz) o-
galaktozidazina pH’ nin etkisi yapay substratlar ve oligosakkaritler kullanilarak
incelenmistir. Yapay substratlardan p-nitrofenil-o-galaktozid ve 4-MU-a-
galaktozid kullanildiginda enzimin optimum pH’s1 sirasiyla pH 5,8 ve 6,0 olarak
bulunmustur. Oligosakkaritlerden melibioz, rafinoz ve stakiyoz ise pH 3,5-5,5
araliginda olduk¢a genis bir pH optimum arali1 géstermektedir. Sonugta karpuz
a-galaktozidazinin dogal substratlar1 hidrolizledigi ve optimum pH’sinin yapay
substratlarinkinden daha diisiik oldugu belirtilmistir (Itoh et al., 1986). Cesitli a-
galaktozidazlarin optimum pH degerleri Cizelge 1.5° de verilmistir (Onal, 2000).
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Cizelge 1.5 a-Galaktozidazlarin optimum pH degerleri.

a-Galaktozidaz a-Galaktozidaz Substrat Optimum
Kaynag pH
Domates a-galaktozidaz | PNPG 5,7
a-galaktozidaz 11
Ananas a-galaktozidaz PNPG 55
Portakal PNPG 50

o-galaktozidaz |

a-galaktozidaz I 4,5

Phaseolus vulgaris o-galaktozidaz PNPG 6,4

Lens culinaris . PNPG 6,1
o-galaktozidaz
) PNPG 4,7
o-galaktozidaz
Vigna radiata PNPG 5,5-6,0
o-galaktozidaz
Citrullus battich PNPG 58
-galaktozidaz .
og 4 MU-a-galaktozid 6,0
Rafinoz 3,5-5,5
Melibioz
Stakiy6z
Kahve tohumu a-galaktozidaz PNPG 6,0
Colocasia esculenta a-galaktozidaz PNPG 6,0
Candida guilliermondii o-galaktozidaz | PNPG 4,5
H404 a-galaktozidaz I
Bacillus a-galaktozidaz PNPG 7,0-7,5
stearothermophilus
Aspergillus oryzae PNPG 4,5

o-galaktozidaz
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Aspergillus niger a-galaktozidaz PNPG 5,0

Mortierella vinacea a-galaktozidaz Melibioz 4,0-6,0

Trichoderma reesei o-galaktozidaz PNPG 4,0

RUT C-30

Insan plasentasi a-galaktozidaz A 4MU-a.-D-galakto- 4,4
piranozid

o-galaktozidaz B

Domuz karacigeri o-galaktozidaz Fenil-a-D-galaktozid 5,2

Fare beyni . _ 49
4 a-galaktozidaz PNP-o.-D-galaktozid

Fare karacigeri a-galaktozidaz 2-naftil-a-D-galaktozid 4.0-4.5

1.1.6 a-Galaktozidazlarin fizyolojik 6nemi ve uygulama alanlar

a-Galaktozidazlar, dogada olduk¢a yaygin olarak bulunan glikozidaz siifi
enzimler olup galaktooligosakkaritler ve polisakkaritlerde bulunan o-1,6-bagl
galaktoz birimlerini hidrolizler. Bu enzimin ana fizyolojik fonksiyonu,
galaktooligosakkaritleri hidrolizlemesi ve olusan serbest sekerlerin de hazir enerji
kaynag1 olarak kullanilabilmesidir (Shivanna et al., 1990; Ohtakara et al., 1984).
Tohumlardaki  a-galaktozidazlar, polisakkaritlerin ~ kullanimindan  Once,
¢imlenmenin baslangi¢ adiminda D-galaktoz igeren oligosakkaritleri mobilize
ederler. Sonugta D-galaktoz olusur ve bu da glikolitik yola gonderilerek burada
tilketilir. Boylece fide olusumu icin gerekli olan baslangi¢ enerjisi de bu sekilde
saglanmis olur (Dey et al.,, 1983). Ayrica a-galaktozidazlarin bazi besin
maddelerinin (hurma, hindistan cevizi gibi) hiicre duvarlarinin gelismesinde ve
¢imlenme asamasinda onemli bilesenler olduklar1 belirlenmistir
(Balasubramaniam and Mathew, 1986; DeMason et al., 1992).

a-Galaktozidazlarin pek c¢ok kullanim alan1 mevcuttur. Diger glikozidaz
aktivitelerinden yoksun galaktozidaz preparatlar1 ile yapilan karbohidrat yapi

calismalar1 ve membran modifikasyon calismalar1 olduk¢a 6nemlidir (Dhar et al.,
1994).
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Glikozidazlar, hem hidrolitik aktiviteleri nedeniyle glikozidik baglarin
hidrolizinde kullanilabilirler, hem de transglikolizasyon aktiviteleri nedeniyle
karbohidrat yapilarii gesitli bilesiklerin hidroksil gruplarina transfer edebilirler.
Glikozidazlarin bu transglikozilasyon aktivitesi ¢esitli oligosakkaritlerin
enzimatik sentezinde kullanilabilir (Yanahira et al., 1998). a-Bagh galaktozidik
baglarin hidrolizi kadar a-bagli galaktooligosakkaritlerin transgalaktozilasyon
veya tersinir reaksiyonlarla sentezi de «-galaktozidazlarin Onemli bir
uygulamasidir. Transgalaktozilasyon reaksiyonu ile a-galaktozidazin olusturdugu
o-bagl galaktooligosakkaritler, ¢ok az ¢alisma sonucunda elde edilebilmistir. o-
Bagli galaktooligosakkaritler aym1 zamanda tersinir reaksiyon ile de
olusturulabilmektedir. Genellikle bu reaksiyonlar ile olusturulan o-bagl
galaktooligosakkaritler birbirinden ayrilmasi gii¢ olan pozisyonel izomerlerin bir
karisimidir. Fakat bu oligosakkaritler o-galaktozidazlarin transgalaktozilasyonu
icin dondr substratlar olarak uygundur (Hashimoto et al., 1995). Baslangi¢
materyali olarak ucuz ve kolay elde edilebilmesi nedeniyle, tersinir reaksiyonlar
kullanilarak yapilan oligosakkarit sentezlerinde, laktoz hidrolizatlar1 (galaktoz ve
glukoz karigimi) kullanilabilir. Yalniz bu durumda 6nemli olan, reaksiyonda
kullanilan enzim preparatinda a-galaktozidazdan baska glikozidazlarin (-
galaktozidaz, a-glukozidaz ve B-glukozidaz gibi) bulunmamasi gerekmektedir
(Hashimoto et al., 1993). C. guilliermondii H404 enzimi olduk¢a kuvvetli bir
transgalaktozilasyon aktivitesine ve oldukca genis bir akseptor spesifikligine
sahiptir. Enzimin tersinir reaksiyonu ile laktoz hidrolizatlarindan sentezlenen o.-
bagli  galaktooligosakkaritler, transgalaktozilasyon i¢in uygun dondr
substratlaridir ve ¢ok g¢esitli yeni a-bagli galaktooligosakkaritler bu yolla
iiretilebilmektedir (Hashimoto et al., 1995). Bu organizma, intraselliiler olarak o-
galaktozidazin yanisira ¢ok az da olsa P-galaktozidaz, o-glukozidaz ve f3-
glukozidaz gibi diger glikozidazlar1 da tiretmektedir. Bu glikozidazlar da laktoz
hidrolizatim1 kullanan a-galaktozidazlarin tersinir reaksiyonlarina etki ederler.
Saglam hiicrelerdeki glikozidazlar, o-galaktozidaza herhangi bir zarar vermeden
1s1sal iglemle inaktive edilebilir. Boylece 1sisal islem gormiis hiicreler, laktoz
hidrolizatlarindan  tersinir reaksiyon ile o-bagli galaktooligosakkaritleri
sentezleyecek olan a-galaktozidaz preparati olarak  kullanilabilir. C.
guilliermondii H404 a-galaktozidazi, temel olarak o-(1,6)-bagh galaktozidazlari,
az da olsa bununla beraber a-(1,1)-, a-(1,2)- ve a-(1,3)- bagl galaktozidazlari,
eser miktarda da o-(1,4)-galaktozidazlart sentezlemektedir. Fakat o-(1,5)-
galaktobiozlar1 sentezleyememektedir. Tersinir reaksiyonlar sonucu olusan iiriin
bilesimi biiyiik dl¢lide enzimin substrat spesifikligi ile yakindan ilgilidir. Maya o.-
galaktozidazinin tersinir reaksiyonu ile galaktozdan o-galaktobioz, Mortierella



25

vinacea ve Pycnoporus cinnabarinus a-galaktozidazlarinin tersinir reaksiyonu ile
galaktoz ve sukrozdan o-galaktozil-sukroz sentezlenmistir (Hashimoto et al.,
1995). Termostabil bir enzim olan Candida guilliermondii a-galaktozidazi uygun
bir akseptor yoksa tek bir transfer iirlinii sentezler. Dondr substrat olarak melibioz
kullanildiginda ise ana iiriin O-a-D-galaktozil-(1,6)-O-a-D-galaktozil (1,6)-D-
glukoz’dur. Enzim olduk¢a genis bir akseptor spesifikligine sahiptir. D-Glukoz,
D-galaktoz, maltoz, maltitol ve 1,4-biitandiol bu enzimin Kkatalizledigi

transgalaktozilasyon reaksiyonlarinda en etkin akseptorlerdir.

Enzim ayn1 zamanda o-galaktozil artiklarimi pentozlara (L-arabinoz, D-
ksiloz ve D-riboz) ve metil pentozlara (D-fukoz ve D-ramnoz) transfer edebilir.
Akseptor laktoz, maltoz, sukroz iken ana transfer {riinii sirasiyla O-a-D-
galaktozil-(1,6)-O-p-D-galaktozil-(1,4)-D-glukoz, O-a-D-galaktozil-(1,6)-O-a-D-
galaktozil-(1,4)-D-glukoz ve O-a-D-galaktozil-(1,6)-O-a-D-galaktozil-(1,2)-p-D-
fruktozid (rafinoz) dir (Hashimoto et al., 1995). Genellikle a-galaktozidazlarin
galaktozil artiklarini akseptdr sekerin primer alkol grubuna tercihen transfer ettigi
bilinmektedir. Akseptdr olarak rafinoz kullanildiginda transfer {iriinii olarak
stakiyéz olusmaktadir. Pycnoporus cinnabarinus o-galaktozidazi rafinoz tip
oligosakkaritlerin ~ yanisira  a-(1,3)-bagli  galaktozidik  baglar  igeren
oligosakkaritleri de sentezler, fakat miktar olarak daha azdir. Enzim, rafinoz sinifi
oligosakkaritlerin terminal galaktoz artiklarin1i C3 ve C6 hidroksil gruplarina,
sukrozun glukoz artigint C3 hidroksil grubuna transferini katalizler. Kahve
cekirdegi a-galaktozidazi kullanilarak p-nitrofenil-o-D-galaktopiranozidden 1-
deoksinojirimisine bir transgalaktozilasyon reaksiyonu yapilmistir. Ana iiriin
olarak 6-O-a-D-galaktopiranozil-1-deoksinojirimisin  olusmustur. Bunun da
fizyolojik 6nemi kan-glukoz diizeyinin regiilasyonunda etkin bir bilesik olmasidir.
Ayrica yine aym enzim ile transgalaktozillenmis 1-deoksinojirimisin
sentezlenebilmektedir. Bu da antihiperglisemik ve tiikriik salgis1 ajani olarak
onemli bir bilesiktir (Paek et al., 1998). Immobilize edilmis Bacillus circulans p-
galaktozidazinin transglikozilasyon reaksiyonu ile asidik karakterli B-(1,3) bagh
disakkaritler sentezlenmistir. Galaktozil dondrii olarak laktoz, akseptdr olarak N-
asetilnéraminik asit ve glukuronik asit kullanilmistir (Naundorf et al., 1998).
Monascus pilosus a-galaktozidazi ile yapilan ¢aligmalarda, enzimin melibioz,
rafinoz ve stakiyozii kendi temel bilesenlerine hidrolizledigi ve yeni bir
oligosakkarit olugmadig1 tesbit edilmistir. Bu nedenle enzimin transferaz
aktivitesine sahip olmadigina ya da ¢ok cok diisiik olduguna karar verilmistir
(Wong et al., 1986).
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a-Galaktozidazlar degisik katalitik Ozellikleriyle c¢esitli endiistriyel
uygulamalarda yogun kullanim potansiyeline sahiptirler. Enzim saflagtirilmasinda
kullanilan metodlarda dikkate deger Olglide bir gelisme olmasina ragmen
kontamine glikozidazlarin ortamdan wuzaklagtirilmas: hala olduk¢a gii¢ bir
islemdir. Eger hazirlanan a-galaktozidaz preparati diger glikozidazlar tarafindan
kontamine edilmiyor ve genis bir aglikon spesifikligine sahipse, yapisal
analizlerde ve kompleks karbohidratlarin  biyolojik  fonksiyonlarinin
belirlenmesinde (Naik et al., 1985; Gidley et al., 1992; Neustroev et al., 1993;
Ibatullin et al., 1993; Takayanagi et al., 1992), enzimatik sentezlerde (Galili et al.,
1985; Hashimoto et al., 1993; Cantacuzene and Attal, 1991), transglikolizasyon
reaksiyonlarinda (Hashimoto et al., 1993; Golubev and Neustroev, 1993;
Mitsutomi and Ohtakara, 1988), cesitli polimerlerin sentezinde (Bulpin et al.,
1990) ve hayvanlar ile insanlarda midede gaz olusumuna neden olan rafinoz
oligosakkaritlerin (rafinoz, stakiydz ve verbaskoz) hidrolizinde (Gaudreault and
Webb, 1983; Mansour and Khalil, 1998; Thanankul et al., 1976; Porter et al.,
1990; Shivanna et al., 1989; Ohtakara et al., 1984; Somiari and Balogh, 1993)
kullanabilecek uygun bir preparattir. Galaktozidazlar degisik katalitik
ozellikleriyle cesitli endiistriyel uygulamalarda yogun kullanim potansiyeline
sahiptirler.

Medikal alanda ise a-galaktozidazlar ile 3-0-a-D-galaktopiranozid i¢eren
tip-B eritrositleri O-tip eritrositlere donistiirebilmektedir (Wong et al., 1986;
Maly et al., 1985; Ito et al., 1993). Insanlarda goriilen Fabry hastalig1 termolabil
lizozomal a-galaktozidaz-A enzimi eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir
(Balasubramaniam and Mathew, 1986; Coppola et al., 1994; Ishii et al., 1993).
Fabry hastaligi glikosfingolipit metabolizmasinin a-Gal A geninde
mutasyonundan kaynakli X-bagli dogustan gelen bir hatadir. Iki haftada bir
strastyla 0.2 and 1 mg/kg dozlariyla verilen iki enzim agalsidase-a (Replagal®)
and agalsidase-p (Fabrazyme®) mevcuttur (Topaloglu et al., 1999, Schiffmann et
al., 2000, Germain et al., 2002). a-Galaktozidazlarin boyle medikal amaglar igin
enzim terapisinde kullanilabilecekleri de bilinmektedir (Wong et al., 1986;
Balasubramaniam and Mathew, 1986). Insan orijinli lizozomal o-galaktozidazlar
Fabry hastalign ile ilgili olduklari i¢in ilging molekiillerdir. Normal insan
dokularinda enzimin o-galaktozidaz A ve a-galaktozidaz B olmak iizere iki formu
bulunur. Fabry hastaligina yakalanan kiside o-galaktozidaz A aktivitesi eksikken,
B aktivitesi ya normal ya da yiiksek bir degerdedir (Wong et al., 1986; Dean and
Sweely, 1979). Lizozomal bir depolama hastaligi olarak smiflandirilan bu
hastalikta bir asit a-galaktozidazi olan seramidtrineksozidaz enzimi eksik olup, bu
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da enzimin dogal substrat1 olan seramidtriheksozid kullanilarak belirlenir. Enzim
eksikligi belirli bir diizeye kadar, seramidtriheksozidin ve diger glikolipidlerin
bazi dokulardaki lizozomlar igindeki birikimine dek artig gosterir. O nedenle
lizozomal bir depolama rahatsizligidir. Metabolizmanin dogustan gelen bu grup
bozukluklar1 6zellikle 6nemlidir. Endositoz ile yonetilen enzim, hiicrenin enzim
eksikligi oldugu lizozomal sisteme ulasabilir. Bu kaybolmus enzim aktivitesi
toropatik degerde olabilir. Fabry hastalif1 da 6zellikle bu tip terapide uygundur.
Depolanmis materyalin ana lokalizasyonu merkezi sinir sistemi digindadir ve
hastalik yavas bir iyilesme gosterir. Fabry hastaliginda terapi amaci ile enzimin
kullanilmas1 immiinolojik komplikasyonlara da neden olabilir (Rietra et al., 1974;
Desnick et al., 1979; Veale et al., 1992).

o-Galaktozidazlar gesitli prokaryot ve Okaryotlardan saflastirilmislardir.
Terminal o-D-galaktozid artiklar1 hem glikoprotein hem de glikolipidlerde
bulunur. Cogu oOkaryotik o-galaktozidaz, benzer diisiik molekiil kiitleli
kromojenik substrat spesifikligine sahiptir, fakat yiiksek molekiil kiitleli
oligosakkaritler ve glikokonjugatlara kars1 aktivitesi degiskendir. Baz1 a-
galaktozidazlar hiicre membrani glikokonjugatlar1 iizerindeki a-D-galaktozil
artiklarina kars1 aktivite gosterirler. Bu Ozellikteki galaktozidazlar ozellikle
karbohidrat yap1 caligsmalar1 ve biyoteknolojik uygulamalar i¢cin kullanighdirlar.
Diger glikozidaz aktivitesinden bagimsiz o-galaktozidazlar ise 6zellikle membran
modifikasyon ¢aligmalarinda 6nemlidirler. Glikoprotein ve glikolipidlerdeki
kompleks seker zincirleri, karyotlarin biiylime ve gelismesinde, immiin sistemde

kendini tanimada 6nemli rol oynarlar.

Baz1 a-galaktozidazlar belirli karbohidrat membran yapilarini modifiye
edebildikleri i¢in immiin cevabr modiile ederler. Ornegin, B-kan grubu yapisi
terminal bir o-D-galaktozil artigi igerir ve bu grubun uzaklastirilmasi bu

determinantin antijenik aktivitesini de yok eder.

Phaseolus vulgaris o-galaktozidazinin insan ve tavsan eritrosit
membranindaki o-(1,3)-galaktozil artiklarina karsi aktif oldugu belirlenmistir.
Membran glikokonjugatlarma karst gosterdigi enzimatik aktiviteden dolayr bu
enzim, dogal eritrositlerdeki membran yapilarinin = modifikasyonunda
kullanilabilecektir. Membrandan terminal o-D-galaktozid artigini hidrolizledigi
icin enzim tip-B eritrositlerinin tip-O eritrositlerine doniigiimiinde uygun olacaktir
(Dhar et al., 1994; Liljestrom and Liljestrom, 1987). Yine boyle bir uygulama
domates (Pressey, 1984), karpuz (Itoh et al., 1986), taro (Chien and Lin-Chu,
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1991) ve Coffea canephora (Haibach et al., 1991) a-galaktozidazlari ile de
yapilmistir. A ve B eritrositlerin O-tip eritrositlere doniisiimii ile ilgili olarak
Goldstein ve arkadaslar1 da 20 yildan beri ¢alismalar yapmaktadirlar (Lenny et al.,
1991; Goldstein, 1989; Lenny et al., 1994).

o-Bagl galaktooligosakkaritler ve rafinoz, stakiyoz gibi o-galaktozidik
baglar iceren oligosakkaritler bitkilerde ve oOzellikle de soya fasulyesi, seker
kamis1 ve baklagillerin depo organlarinda (tohum, kok, yumru gibi) bolca ve
yaygin olarak bulunurlar. Bu oligosakkaritler kuvvetli biliylime faktorleridir ve
bazi besinlerde bulunurlar. a-galaktozidazlar da genellikle bu bilesiklerin
metabolik olarak kullanilmasinda goérev yapan hidrolitik ajanlardir. o-
Galaktozidaz insanlarda salgilanmayan bir enzimdir. Bu nedenle soya fasulyesi
gibi baz1 baklagiller mideye indikten sonra kalin bagirsaga gecerler. Burada a-
galaktozidaz tireten bakteriler tarafindan anaerobik olarak fermente edilir ve gaz
olusur. Bu da uzun zamandir bilinen ciddi bir problemdir. Kalin bagirsak sonunda
bulunan gazin basincinda meydana gelen bir artis, basagrisi, bag donmesi, goz

kararmasi, mental karisiklik ve konsantrasyon bozuklugu gibi sikayetlere yol acar.

Ozellikle gida sanayinde enzimin kullanimi dikkat ¢ekicidir; legiim bazli
gidalarin besin degerini arttirmak icin, antinutritiv galakto oligosakkaritlerin
(rafinoz ailesi sekerler) ayristirllmasi ve indirgenmesi i¢in (Cristofaro et al.,
1974) kullanilabilmektedirler. Pancar sektoriinde bu etki melasdan rafinozu
ayirmay1 kolaylastirmada ve kristalizasyon ile sukroz verimini arttirmada
kullanilir (Kobayashi and Suzuki, 1972). Probiyotik fonksiyonu olan gidalarda
galakto oligosakkaritlerin tiretimi a-galaktosidaz enziminin transfer reaksiyonuyla
ve transferaz akitivitesiyle saglanabilmektedir (Rezessy-Szabo et al., 2003).

a-Galaktozidazlarin en Onemli uygulama alanlarindan birisi de seker
endustrisinde rafinozun hidrolizinde kullanilmasidir. Rafinoz, sukrozun
kristalizasyonunu engelleyerek kristalize seker verimini diigiiren bir trisakkarittir.
Cesitli  kaynaklardan hazirlanan o-galaktozidaz preparatlart ile rafinoz
hidrolizlenerek verim arttirilabilmekte ve ayni zamanda da oldukc¢a 6nemli bir
oranda ekonomi saglamaktadir (Mitsutomi and Ohtakara, 1984). a-Galaktozidaz
melastaki rafinozu hidrolizleyerek kristalize seker verimini artirmak amaciyla
biyoteknolojik proseslerde kullanilmaktadir (Itoh et al., 1986; Slominski, 1994).
Biyoteknolojik uygulama alanlar1 nedeniyle a-galaktozidazlar olduk¢a 6nemli ve

degerli bir enzim grubudur.
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a-Galaktozidazlar ~aym1  zamanda ahsap  tiirevi  metaryallerin
modifikasyonunda  da  kullanilabilir,  ¢linkii ~ galaktomannazlar  ve

galaktoglukomannazlar yumusak ahsaptaki hemiseliilozlarin bas grubudur (Clarke
et al., 2000).

1.2  Emiilsiyon ve Mikroemiilsiyon Sistemleri

Enzimler canlilardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran suda ¢6ziiniir
spesifik biyokatalizatorlerdir. Canlilardaki dneminin yani sira endiistriyel anlamda
da biiyiik dneme sahip molekiillerdir. Ozellikle son yillarda kimya, biyoteknoloji,
gida gibi ¢ok cesitli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Enzimlerin pahali ve
ortam kosullarina dayaniksiz olmasi, bilim adamlarin1 enzimleri daha kullanisli ve

ekonomik hale getirilme olanaklarinin arastirilmasina yoneltmistir.

Ozellikle ¢ok sayida bilesenden olusan ham preparatlarda proteinlerin
ayirma ve izolasyonu hala olduk¢a zordur ve bu nedenle giiniimiizde bu amaglar
icin yeni biyoayirma yontemleri gelistirilmektedir. Mevcut kullanilan geleneksel
yontemlerin cogu hem oldukc¢a pahali, hem de zaman alicidir. Ayrica ¢ogu kez 6n
islemlere gereksinim duyulmaktadir. Son elli yildir, arastirmacilar protein geri
kazanim1 ve saflagtirilmasi icin sivi-sivi  ekstraksiyon sistemlerine ilgi
duymaktadirlar. Sivi-sivi ekstraksiyonu, yiiksek secimlilik ve etkinlik, siirekli
isletim modeline uygunluk ve 6l¢ek biiyiitmenin kolay olmasi ayrica diisiik
maliyet gibi faktorlerden dolay: endiistriyel ayirma sistemlerinin en dikkat ¢ekici
olanidir. S1vi-sivi ayirma tekniklerinden olan sulu ikili faz sistemleri (ATPS), ii¢lii
faz ayirma (TPP) sistemleri ve ters misel sistemleri (RMS) biyolojik 6neme sahip
bircok molekiiliin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda etkin bir sekilde
kullanilmistir (Hatti Kaul, 2000; Dennison and Lovrien, 1997; Pires et al., 1996).

Bir sivinin, baska bir sivi igerisinde dispersiyonu olan ve misel iceren
sistemler emiilsiyon olarak bilinir. Emiilsiyonlarin 6zel bir tiirii olan
mikroemiilsiyon-ters misel sistemleri (Sun et al., 2005) , termodinamik agidan
kararli olup, sistem igerisindeki dagilmis sivi damlaciklarmin ¢apr 100 nm’den
kiigiik ve de gorsel olarak homojen goriinlimlii sistemlerdir. Hidrofilik-
hidrofobiklik dengesi, kolloidal dispersiyonlarin ve kendiliginden olusan bir
yapinin olusmasinda ve olusan bu yapinin kararliliginda 6nemli rol oynamaktadir.
Mikro emiilsiyon tekniginin daha iyi anlagilabilmesi i¢in emiilsiyon ve yiizey aktif
madde kavramlarimin bilinmesi gerekir. Basit bir tanimlama ile birbiri ile

karigmayan en az iki sivinin birbirleri igerisinde damlaciklar halinde dagildig:
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heterojen sistemler emiilsiyon olarak adlandirilir (Adachi et al.,1991).

Emiilsiyonlar {i¢ gruba ayrilir:

Makro emiilsiyonlar: En ¢ok bilineni mikroskopla kolayca goriilebilen ve

partikiil biiytikliigii 400 nm (0.4 mm)’ den biiylik olan opak emiilsiyonlardir.

Mikro emiilsiyonlar: Partikiil biiyiikliigii 100 nm (0.1 mm)’ den kii¢iik

olan saydam dispersiyonlardir.

Mini emiilsiyonlar: Partikiil biiylikliigi makro ve mikro emiilsiyonlar

arasinda (100-400 nm) olan mavi-beyaz emiilsiyonlardir.

Birbiriyle karismayan iki saf sivi bir emiilsiyon olusturamaz. Bir sivinin
diger bir siv1 igerisinde siispansiyon halinde dagilmasiyla elde edilen sistemin
emiilsiyon olarak nitelendirilebilmesi i¢in sistemi kararli kilacak {igiincii bir
bilesene ihtiyag vardir. Emiilsiyonlar birbiri ile karismayan en az iki sivinin
birbirleri igerisinde surfaktantlar (ylizey aktif madde) yardimiyla damlaciklar
halinde dagildigi homojen goriintimlii sistemlerdir. Bu sistemler bir hidrofilik bir
de hidrofobik iki fazdan olusurlar. Bu iki faz, emiilsiyonun i¢ ve dis faz1 olarak
adlandirilmaktadir. Dis faz siirekli faz olarak da tanimlanir ve i¢ faz1 damlaciklar
halinde tagir. Sekil 1.4’te surfaktan sekilleri ve kolloidal ¢ozeltide olusturdugu

yapilar verilmistir.
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Sekil. 1.4 Surfaktan sekilleri ve kolloidal ¢ozeltideki olusumlar.
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Sekil 1.4°te  gosterilen surfaktan sekilleri ve koloidal ¢ozeltideki
olusumlarda (a): tek kuyruklu surfaktan, (b): iki kuyruklu surfaktan, (c):normal
misel, (d): ters misel, (e): silindirik olusumlar, (f): planar lamelli faz‘1 ifade
etmektedir.

Basit veya klasik emiilsiyonlarda en az iki faz bulunur: Eger yagh fazin
(hidrofobik fazin) damlaciklar1 su i¢inde dagilirsa, bu emiilsiyona su iginde yag
(Y/S) emiilsiyonu; sulu fazin damlaciklar1 yagh faz i¢inde dagilirsa bu emiilsiyona
da yag i¢inde su emiilsiyonu (S/Y) denir (Sekil 1.5). Emiilsiyon tipinin hangisi
olacagina sistemdeki maddelerin konsantrasyonu, ylizey etkin maddenin yapisi ve
iretim islemleri etki eder (Adachi et al., 1995).

Yag Fazu

Su Fazi

Y/S tipi mikroemiilsiyon S/Y tipi mikroemiilsiyon

Sekil 1.5 Klasik emiilsiyon tiplerinin sematik goriiniisii.

Misel ve mikroemiilsiyon sistemleri makroskobik homojen ortam olarak
goriilen sistemler olsa da katalitik reaksiyonlar igin yiiksek verimli mikroskobik
heterojen ortamlardir. Surfaktan sistemleri, reaktantlarin ¢éziinmesini saglamak
icin yiiksek kapasiteye sahiptirler. Bu 6zelligi ile birlikte genis sivi-sivi ara yiizeyi
birlesince fazlar arasinda hizli bir diflizyonun olmasini saglar. Son zamanlarda,
termodinamik olarak kararli bifazik sistemler gibi misel sistemleri ve
mikroemiilsiyonlarin uygulamalari, katalitik reaksiyonlar sonucunda c¢esitli

kimyasallarin sentezlenebilecegini gostermistir.

Ters misel olarak da bilinen yag igerisinde su mikroemiilsiyonu, tek
katmanli yiizey aktif madde ile saglamlastirilmis nanometre boyutundaki su
damlaciklarini igeren organik faza verilen addir. pH ve iyon siddeti ayarlanarak su
iceren mikroemiilsiiyon damlaciklar1 protein molekiillerini segici olarak
Oayirabilmektedir (Stamanis et al., 1999). Boylece mikroemiilsiyonlar
fermentasyon ortaminda yer alan proteinin diger bilesenlerden sivi — sivi ayirma

yontemi  kullanilarak  ayrilmasii  etkileyen  bir ~ parametre  olarak
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kullanilabilmektedir. Bu sekilde bir ekstraksiyon yontemi enzimin siirekli bir
sistemde saflastirilmasina ve iiretim isleminde gereksinim duyulan agamalarin

azaltilmasina olanak saglamaktadir.
1.3 Misel Sistemleri

Ikili faz arasinda yiiksek dispersiyon yag i¢inde su tipi mikroemiilsiyon
hazirlanarak elde edilebilir. Bu mikroemiilsiyonlar hidratlanmis normal veya ters
miseller olup enzim ve suda ¢o6ziinebilen bilesikleri igeren su damlaciklaridir.
Misel, koloidal ¢ozeltide dagilmis yiizey-aktif (surfaktan) molekiillerin
kiimelenmis halidir. Polar gruplarmin su iginde ¢Ozlinmesi ve hidrokarbon
kisimlarin su tarafindan itilerek bir arada kiimelesmesi sonucu ortaya c¢ikan

yapidir.

Miseller basit kiiresel supramolekiiler tanecikler olup, amfifilik molekiiller
(surfaktanlar) tarafindan su veya su benzeri ortamlarda krittk misel
konsantrasyonun (CMC) hemen iizerindeki konsantrasyonda olusur. CMC, misel
molekiillerin olustugu en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir. Tipik bir
misel, surfaktan molekiiliinii cevreleyen ¢oziicii ile etkisim icerisinde olan
hidrofilik bas grubu ve misel sisteminin gobeginde bulunan hidrofobik bir kuyruk
kismindan olusmaktadir. Bu tip misellere normal misel denir ve tanecikler
kolloidal boyutta oldugu zaman homojenmis gibi goriiniir (Motlekar and
Bhagwat, 2001; Moroi, 1992; Morrison and Ross, 2002; Everett, 1988).

Miseller sulu ortam igerisindeki reaksiyona esdeger bir kimyasal
reaksiyonda hizlanmaya veya inhibisyona neden olabilirler. Genel olarak, misel
etkisi, bir reaksiyonu hizlandirdiginda " misel kataliz" olarak adlandirilir, fakat bu
sadece bir yaklasimdir. Reaksiyon ortami olarak misel sistemlerinin
kullanilmasinin en biiylik avantaji, katalizér komplekslerinin reaksiyon ortaminda,
daha birgok isleme gerek kalmadan suda kolay ¢oziiniirliik saglamalaridir. Misel
sistemleri bazi1 substratlar i¢in sadece diisiik miktarlarda ¢Oziiniir olmasi ve
katalizoriin ~ geri kazanimi i¢in uzun zaman gerektirmesi  sistemin

dezavantajlarindandir.

Iki tiir misel olusabilir; normal misel ve ters misel olarak adlandirilirlar.
Normal misel olusumunda hidrofilik bas kisim sulu fazla etkilesime girerken,
hidrofobik kisim organik fazla etkilesim igerisindedir. Ters misel olusumunda ise,

hidrofobik kisimlar organik faz ile etkilesim igerisindeyken, hidrofilik bas



kisimlar1 misel kiimesinin igerisine dogru yonelip sulu faz ile etkilesime

girmektedir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6 Ters misel ve normal miselin sematik gosterimi.

1.3.1 Normal misel sistemleri

Sulu ¢evrede, surfaktanlar agregatlasabilir. Bu agregatlarda i¢ merkezde

apolar sivilar bulunurken merkezin dis1 polar ¢6ziiciilerle gevrilidir. Polar ¢oziicii

ve i¢teki apolar ¢oziicli kiimesi arasina surfaktanlar siralanmistir. Surfaktanlarin
hidrofobik kuyrugu ice dogru ve hidrofilik bas gruplar1 da miselin disina dogru
yonelmistir. Normal misel Sekil 1.7°de gosterilmistir (Attwood, 1983; Pramauro

and Pelizzetti, 1996).
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Sekil 1.7 Normal miselin sematik gosterimi.
1.3.2 Ters misel sistemleri

Enzimlerin ve/veya proteinlerin ters misel uygulamalar1 yaklasik 30 yil
once baslamis ve zamanla enzimoloji alaninda 6zel bir arastirma konusu haline
gelmistir. Ik yillarda ozellikle biyoteknoloji, biyoorganik sentez ve suda
coziinmeyen substratlarin transformasyonu {izerinde durulmustur. Ters miseller
organik ¢oziicii i¢cinde bulunan, surfaktan tarafindan sabitlenmis su damlaciklarini
ifade eder (Sekil 1.8 ve 1.9). Sulu ¢ekirdek, gesitli hidrofilik ¢oziiciiler, biyoaktif
maddeler gibi biyoteknolojinin ihtiyacina yonelik biyoayirma ve biyodoniisiim
icin giivenli bir ortam saglar (Hinze, 1994;. Jean and Ache, 1978; Luisi et al.,
1988; Grandi et al., 1981; Orlich and Scchomacker, 2002).
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Sekil 1.8 Ters miselin sematik gosterimi.
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Ters misel sisteminde iki ya da daha fazla bilesigin ya da grubun, tek
basamakli ekstraksiyon ile ayrimi gergeklestirilir. 1ki sivi fazin  farkh
fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayi, bu sistemler tek bir ekstraksiyonla iki ya da
daha fazla bilesigin ayriminin yeni olasiliklarin1 sunmaktadirlar. Konveksiyonel
bir bicimde "salting out", izoiyonik ¢oktiirme, yardimei ¢ozgenle ¢oktiirme ve
osmolitik ve kosmotropik c¢oktiirme gibi pek ¢ok teknigi igeren prensipleri
ortaklasa calistiran bir biyoayirma teknigidir. Ters misel sistemi c¢ok genis
kullanim alani olan yeni sivi-sivi biyoayirma tekniklerden birisidir. Bu sistem
Ozellikle enzim ve proteinlerin ayriminda son yillarda oldukca basarili bir sekilde
kullanilabilen basit ve ¢ogu kez tek adimli bir prosediirdiir. Bu yontemde, 6zel
ekipmanlara, yiiksek sicaklik ve basinca gerek duyulmamakta, proseste hem tek
tepkime hem de birden fazla tepkime kolaylikla gergeklestirilebilmektedir. Teknik
kromatografik yontemlerin zahmetli ve zaman alici prosediirlerine de ihtiyag
duymaz. Ayrica proseste elde edilen taneciklerin sekli, biiyiikliigii ve kristal yapisi
deneysel parametreler ile kontrol altinda tutulabilmektedir. Ozetle ters misel
sistemleri, secicilik, esneklik, az islem basamaklari icermesi ve diisiik enerji
tilketimi gibi avantajlara sahip oldugundan 6zellikle biyokimyasal proseslerde
tercih edilen bir ayirma prosesidir (Thien and Hatton, 1988).

Su » Hidrofilik grup
+
Yiizey Aktif
Madde
+

Apolar Sivi

=) Hidrofobik grup

ici su dolu Kiiresel
Cok kiiglik boyutlu

Sekil 1.9 Ters misel sistemi.

Son yillarda ters misel sistemleri 6zellikle, amino asitler ve proteinleri
seyreltik ¢ozeltilerinden ayirmakta diger yontemlere alternatif bir ayirma yontemi
olarak siklikla kullanilmaktadir (Lye et al., 1995; Kilikan et al., 2000; Gupta et al.,
1994; Krei et al., 1992).

Apolar bir ¢oziicli i¢cinde, nanometre biiyiikliiglinde dagilmis yiizey aktif
madde kiireciklerine ters misel denir (Sekil 1.9). Ters misel sistemleri tekniginde
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sulu ¢ozeltilerden protein ve enzimleri ayirmak deneysel yontemlerle optimum
sartlar1 belirlenmis sulu faz ve organik faz kullanilir. Bu kiiresel yapilarin i¢i sulu
mikro havuz igerir ve polar olan amino asit, enzim, protein gibi maddeleri ¢6zer.
Bu sulu mikro havuz biyoaktif maddelerin denatiire olmadan ¢6ziinmesine ve
dogal yapisini korumasina izin verir. Ayrica ters misel sistemindeki bu havuz
organik ¢6zgen icinde ¢oziinmeyen maddelerin esit bir sekilde dagilimini da
saglamaktadir (Krishna et al., 2002; Luisi et al., 1988).

Ters misel sistemlerle ayirma, yiiklii bilesikler haline gelebilen maddeler
icin daha uygundur. Bu yontemle ayirmada, elektrostatik kuvvetler etkindir ve
ayirmay1 yiizey aktif maddeler saglar (Krei and Hustedt, 1992). Yiizey aktif
maddenin sec¢imi, ayirmak istenen amino asit veya proteinin 6zellikleri dikkate
alinarak yapilmaktadir. Amino asitler veya proteinler izoelektrik noktalarindan
diisiitk pH’ larda katyonik, yiiksek pH’larda anyonik, izoelektrik noktalarinda ise
notral 6zellik gdstermektedir. Amino asitler ve proteinler Aerosol OT (AOT) gibi
anyonik yiizey aktif maddelerle diisiik pH’ larda ayrilirken, setil trimetilamonyum
bromiir (CTAB) gibi katyonik yiizey aktif maddelerle yiiksek pH’ larda ayrilirlar.
Bu 6zellik temel zit yiikler birbirini ¢eker prensibine dayanmaktadir. Ayrica bazi
yiizey aktif maddeler (aliquat-336, dodmac gibi) kararli bir ters misel sistemi
olusturabilmek igin es ylizey aktif maddeye (hekzanol, 1-dekanol vb.) ihtiyag
duymaktadir (Changand Chen, 1995; Hilhorst et al., 1995). Es yiizey aktif
maddeler, amino asitlerin veya proteinlerin ters misel fazina ilgisini arttirabilirler
ve sistemin kararliligini saglarlar (Boyadzhiev and Atanassova, 1991; Ichikawa,
1992; Hossain, 2000).

Mikro havuz

" Yiizey aktif madde

Sekil 1. 10 Ters miselin olusumu.
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Ters misel sistemlerinde fazlar arasi protein dagilimi ve ayirma islemini
etkileyen ve farklandiran parametreler surfakan tipi ve konsantrasyonu, organik
¢ozgen tiirli ve konsantrasyonu, proteinin molekiiler agirligi, izoelektirik noktasi

ve fiziksel kosullar (sicaklik, pH gibi) olarak sayilabilir.

Ters misel sistemleri; proteinlerin sulu ¢ozeltisine, tuz (genellikle
potasyum kloriir) ve bir organik ¢ozgen (genellikle AOT/izooktan) eklenmesiyle
olusur (Liu et al., 2004; Mathew and Juang, 2005; Kelley et al., 1993; Sun et al.,
2008; Talukder et al., 2007; Motlekar and Bhangwat, 2001). Ham ekstrakta 6nce
iyon siddeti ayarlanmis uygun pH’da tampon eklenir ve ardindan organik ¢ézgen
eklendikten saniyeler veya duruma gore saatler sonra iki faz olusur. Organik faz
olarak adlandirdigimiz ist faz misellerin olustugu fazdir. Bu faz sistemden
ayirmak istedigimiz molekiil 6zelliklerine gore ya atilir ya da bu faza geri
ekstraksiyon uygulanir. Alt faz tuzca zengin faz olup polar bilesenleri igerir ve
yine molekiil 6zelliklerine gore ayristirmak istedigimiz molekiilii ya da dislanan
molekiilleri igerir. Bu faz ya atilir ya da analizlenir. Orta faz ise genellikle iki faz
arast bozunmus molekiilleri icermektedir ve filmsi ya da bulutsu diye
nitelendirebilicegimiz goriiniime sahiptir. Orta faz ¢oziindiiriiliip analizlenebilir
fakat genel olarak analiz sonuglarinda kayda deger bir aktivite gozlenmez
(Carvalho and Cabral,2000; Matzke et al., 1992; Lee and Chong, 2011; Pires et
al., 1996, Tonova and Lazarova, 2008).

Biyomolekiillerin optimum dagilimint saglayan verimli bir proses i¢in
optimizasyon ¢alismalarmma gerek duyulur. Bunun i¢in genellikle; tuz tiirii ve
konsantrasyonu, organik ¢dzgen tiirii, protein miktarinin organik ¢ézgene orani,

pH ve sicaklik gibi parametrelerin sisteme etkisi incelenir.

Ters misel sistemleri oda sicakliginda gergeklestirilebilen ayirma
sistemleridir (Regalado et al. 1994; Pileni et al., 1985; Marcozzi et al., 1991,
Philips et al., 1991). Teknik olduk¢a eckonomik olup Ol¢ek biiyiitmek de
miimkiindiir. Ters misel sisteminde kismi saf protein preparatlarinin yani sira ham
protein ekstraktlar1 da kullanilabilmektedir. Elde edilen saflastirma kati ve verim

genellikle ytiksektir.
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Ters miseller organik ¢oziicii i¢inde bulunan, surfaktan tarafindan
sabitlenmis su damlaciklarini ifade eder ve organik ¢oziicli icerisinde sulu bir
mikrogevre olusturarak proteinlerin ve diger hidrofilik molekiillerin organik fazda
¢Oziinmesini saglarlar. Sulu ¢ekirdek, cesitli hidrofilik ¢oziicliler, biyoaktif
maddeler gibi biyoteknolojinin ihtiyacina yonelik biyoayirma ve biyodoniisiim
icin gilivenli bir ortam saglar (Tonova and Lazarova, 2008; Pires et al., 1996;).
Ters miseller dinamik bir yapiya sahiptirler, birbiriyle ¢arpisirlar ve bazen de
iceriklerini degistirirler. Bu bulgular ters misellerin karisan ve su, surfaktan ve
diger materyaller acisindan igerigi degisen dinamik bir yapt oldugunu
gostermektedir. Bu ozellikleri, etkili bir kiitle transferi siireci agisindan biiyiik bir

oneme sahiptir (Sekil 1.11).

Sekil. 1.11 Anyonik surfaktan ile olusturulmus tek bir ters miselin yapisi

ve bolgeleri.

Sekil 1.11°de gosterilen ters misel anyonik surfaktanlar tarafindan
olusturulmus bir ters miseldir ve 2 bolgesinde gosterildigi gibi negatif yiiklii
surfaktanlar kiiresel bir bolge yani 1 bolgesini olustururak katyonik molekiilleri bu
havuzda su ile birlikte toplamiglardir. 3 ile gosterilen bolgede bu miselin

bulundugu organik faz’1 ifade eder.
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1.3.3 Ters misel sistemlerinin kullanim alanlari

Ters misel sistemleri; enzimatik kataliz igin reaksiyon sistemi olarak,
protein saflastirma ve ekstraksiyonunda (Aires-Barros and Cabral, 1991,
Armstrong and Li, 1988; Chang and Chen, 1995), protein yapi analizi i¢in
mikrogevre olusturmada (Andrews et al., 1994; Cardoso et al., 1998), protein geri
kazanimi i¢in (Carlson and Nagarajan, 1992; Hashimoto et al.,, 1998)
kullanilabilirler. Bir¢ok durumda biyomolekiiler ters misel i¢inde gelismis aktivite
gosterdiginden dolay1 biyosentez icin de tercih edilebilir. Ayrica bir¢ok kimyasal
reaktantlar su igerisinde diisiik ¢oziintirliige sahiptir ya da hi¢ ¢oziinmezler; bu
¢Oziinlirligli saglamak ya da vyiikseltmek i¢in de ters misel sistemleri
kullanilabilir. Ters miseller nanoreaktor olarak da kullanilabilir. Ornegin uzun
zincirli lakton tretiminde (parfum metaryalleri olarak kullanilir) sulu ¢ozeltiden
ziyade ters misel sistemiyle tiretimi tercih edilir (Sekil 1.12).

HOOC4CH2 0 CHXOH

Sekil 1.12 Ters misel sisteminde 16-hidroksi hegzadekonik asitin lipaz
katalizli reaksiyonu.
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1.3.4 Ters misel sistemlerinin avantajlari

Ters misel sistemleri kromatografik yontemlerin zahmetli ve zaman alici
prosediirlerine ve teknik donanimina ihtiya¢c duymaz. Proteinlerin salting out,
izoiyonik ¢Oktlirme, ¢ozgenle ¢oktiirme ve ozmolitik ve kozmotropik ¢oktiirme
gibi ilkelerin biitiiniinii igermektedir. Proteinin ayrimini hedef alan bu yontem
hidrofiliklik ve molekiiler kiitle gibi fiziksel kosullardan etkilenmesine ragmen,
kolaylikla biiyiik olgeklere ve dogrudan ham ekstraktlara uygulanabilir. Gerek
biliyiik 6lgeklere uygulanabilirligi gerekse maliyetinin diger yontemlere gore
diisiik olmasi sebebiyle son yillarda ters misel sistemleri siklikla tercih edilen bir
biyoayirma teknigidir. Bu yontemde; 6zel ekipmanlara, yiiksek sicaklik ve
basinca gerek duyulmamakta, proseste hem tek tepkime hem de birden fazla
tepkime kolaylikla gerceklestirilebilmektedir. Ayrica proseste elde edilen
taneciklerin sekli, biiylikliigii ve kristal yapisit deneysel parametreler ile kontrol
altinda tutulabilmektedir. Son yillarda ters misel sistemler, aminoasitleri ve
proteinleri, seyreltik c¢ozeltilerinden ayirmakta sik¢a kullanilan ve diger
yontemlere alternatif bir ayirma yontemi olarak dikkat ¢cekmektedir. Ters misel
sistemleri, segicilik, esneklik, az islem basamaklari igermesi ve diisiik enerji
tilketimi gibi avantajlara sahip oldugundan o6zellikle biyokimyasal proseslerde
tercih edilen bir ayirma prosesidir (Thien and Hatton, 1988; Tonova and
Lazarova, 2008; Paradkar and Dordick, 1993).

1.3.5 Ters misel sistemlerinin hazirlanmasi

Proteinler ve/veya enzimler ters misellerin igerisine 3 yolla alinabilir
(Luisi, 1985; Cabral and Carvalho; 2000):

1. Enjeksiyon yontemi

2. Dissolusyon yontemi

3. Faz transfer yontemi

Enjeksiyon yontemi (Sulu protein ¢ozeltisinin direkt enjeksiyonu) :

Bu yontemde diisiik miktarda protein, surfaktan iceren organik ¢ozeltiye

kuru ya da hafif sulandirilmis olarak enjekte edilir (hacim oranlar1 sartlara gore

belirlenir). Gorsel olarak berraklasincaya kadar sistem karistirilir (Sekil 1.13).
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sulu protein
cazeltisi

karngtirma

surfaktan protein igeren

izeren miseller
organik faz

Sekil 1.13 Enjeksiyon yontemi.

Dissolusyon yontemi (Kuru proteinin ortama eklenmesi) :

Surfaktan igeren organik c¢ozeltiye Once yeterli miktarda sulu faz ve
sonrasinda protein eklenerek karistirilir, fazla protein ve ¢dziinmeyen maddeler
santrifujlenerek uzaklastirilir. Ardindan tekrar belirli miktar protein eklenir,
yontem bir¢ok kez ardisik olarak tekrar edilir (Sekil 1.14).

kuru protein

arganik protein igeren
fazdaki hog misellar
mizeller

Sekil 1.14 Dissolusyon yontemi.
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Faz transfer yontemi:

Bizim de calismamizda sectigimiz bu yontem Luisi ve arkadaslarinin
gelistirdigi bir yontemdir (Luisi et al., 1985). Iki fazli bu sistemler proteinin ara
ylizeyler arasinda es zamanli tansferine dayanir. Genel olarak esit hacimde sulu
faz ve organik faz kullanmilir (Skeli 1.15). Sistemin dengeye ulagmasi gilinler
alabildigi gibi dakikalar i¢inde de tamamlanabilir. Enzimin ara ylizeyle

etkilesmesi durumda enzim inaktive olabilir.

arganik
fazdaki bhog
misellar

*g ®
* 4 ¥

kargtirma

S antrifi] o
=]

o

e ——— iki fazl ters
| misel sistemi

sulu
pratein
cazeltisi

Sekil 1.15 Faz transfer yontemi.

Genel olarak enjeksiyon yontemi ve disolusyon yontemi biyokatalitik
uygulamalarda kullanilir. Faz transfer yontemi ise protein ekstraksiyonunda tercih
edilir (Matzke and ark., 1992; Luisi, 1985; Cabral and Carvalho; 2000).

1.3.6 Ters misellerin faz transfer yontemi ile hazirlanmasi

a-Galaktozidaz enziminin biyoayiriminda kullanilacak olan ters misellerin
hazirlanmasinda faz transfer yontemi kullanilmigtir. Faz transfer yonteminde 6nce
ileri ekstraksiyon yapilir. Ileri ekstraksiyon icin surfaktan ve organik ¢dziicii
iceren bir organik faz hazirlanir. Ardindan da tampon, protein ve tuz igeren sulu

faz hazirlanarak (genellikle esit hacim oraninda) iizerine eklenir. Uygun ortam
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kosullar1 saglandiktan sonra sistemde iki faz olusur. Bu iki fazin arasinda da
genellikle filmsi bir yap1 vardir. Ust faz organik fazdir ve miselleri igerir, genel
olarak geri ekstraksiyon ile misel igindeki hedef molekiiller misel disina
cikarilmaya c¢alisilir. Alt faz ise sulu fazdir ve genellikle istenmeyen molekiilleri
igerir (Sekil 1.16). Bazen hedeflenen biyomolekiil alt fazda kalmay tercih ederek
diger molekiiller misel fazina gonderilir (Noh and Imm, 2005). Bu ¢alismada da
a-galaktozidaz enzimi ters misellerin bulundugu {ist faz yerine alt fazda kalmay1

tercih etmistir. Ust ve alt fazlarin arasinda olusan filmsi faz atilir.

ILERI EKSTRAKSIYON

ORGANIK ORGANIK WY,
Az : FAZ P 41‘(%

2
WEE |y

Q

PROTEININ
& SULU FAZ ALINDIGI YENI SULL

Faz

GERI EKSTRAKSMOM

Sekil 1.16 Faz transfer yonteminde ileri ve geri ekstraksiyon adimlarr.

1.3.7 Fazlar arasi protein transferini etkileyen faktorler

Misel igeren organik faz ve sulu faz arasindaki protein dagilimi biiyiik
Olctlide sulu fazin 6zelliklerine baglidir; pH, iyonik siddet ve tuz tiirii. Surfaktanin
cesidi ve konsantrasyonu, ko-surfaktan varligi ve ¢dziicii tiirii gibi organik fazla
ilgili 6zellikler de protein dagilimimi etkiler. Bunlarin disinda iki fazi da
ilgilendiren sicakliktaki degisimler de biyomolekiillerin ¢oziiniirliiglinii etkiler.
Ayrica fazlar arasi transfer proteinin spesifik karakterlerine de baglhdir; izoelektrik
nokta, sekil ve biiyiikliik, hidrofobisite ve yiik dagilim gibi (Pires et al., 1996; Noh
and Imm, 2004; Lee and Chong, 2011).
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pH: Sulu ¢ozeltinin pH’1 proteinin net yiikiine karar verir. Protein ile surfaktan
gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesim proteinin organik faza transferini
destekler (Chong and Chen, 1994; Hasmann et al., 2001) Bu egilim, surfaktan
grubu ile proteinin zit yiiklerde olmasiyla gergeklesir. izoelektrik noktanin altinda
yani protein pozitif yiiklii iken protein negatif yiiklii surfaktan (anyonik surfaktan)
ile etkilesir ve organik faz i¢indeki misele transfer gerceklesir. izoelektrik nokta
iizerinde yani protein negatif yiiklii iken anyonik surfaktan ile etkilesim olmaz ve
transfer gozlenmez dolayisiyla katyonik surfaktan kullanilmalidir. Tabi bu
hedeflenen molekiiliiniin misel igine girmesi saglamak igindir (Zhou and Weng,
2006; Goklen and Hatton, 1985 ; Hilshort et al., 1992). Izoelektronik noktanin
altinda yani protein pozitif yiiklii iken katyonik surfaktan kullanilir ki surfaktanla
hedeflenen proteinimiz etkilesmesin. Ayrica izoelektronik noktanin iistiinde yani
protein negatif yiiklii iken negatif yiikli surfaktan kullanilarak yine protein ile
surfaktaninin  etkilesimi engellenir. Ozetle anlattigimiz prensibe dayanarak
caligma tipine gore, protein Ozelliklerine ve surfaktan ¢esidine gére pH ayarlamasi
yapilmalidir. Ayn1 zamanda bu ayarlamay1 yaparken ¢ok diisiik ve ¢ok yiiksek
degerlere ¢ikilmamaya 6zen gosterilmelidir ki protein denatiire olmasin (Pires et

al., 1996).

Ters misel boyutu: Ters misel i¢indeki su genellikle ikiye ayrilir; birincisi
surfaktan tabakasmma baglanmis su (damlacik c¢ekirdegindeki, organik
¢ozeltidegOziinmiis su) , ikincisi surfaktan tabakasina baglanmamis serbest sudur
(Sekil 1.17).

surfaktan

bagh su
serbest su

Sekil 1.17 Ters miselde suyun yerlesimi.
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Sabit sicaklikta damlacik boyutunu belirleyen tek parametre W degeridir
(Hai and Kong,2008).

Wy = [H20] / [surfaktan]

Diisiik Wy degeri, tiim su molekiillerinin surfaktanla hidratlastigini,
mikrogevrenin daha sabit, sert oldugunu ve surfaktan karsit iyonlarinin surfaktan
tabakasina bagli oldugunu gosterir. Wy arttikga serbest su bir ¢ekirdekten digerine
rahatlikla gegebilir. Misel boyutu proteinin li¢ boyutlu yapisimi etkiler. Proteinler
ters misellerin ara yiizeyinde c¢oziinebilir, azalan W, degeriyle tersiyer ve
sekonder yapilart degisebilir. Daha ¢ok hidrofilik 6zellik gosteren proteinler ise
miselin merkezinde yani su havuzunda ¢o6ziiniir diisik Wy degeriyle sadece
tersiyer yapilar1 degisir. Proteinin miselde bulundugu boélge ve misel boyutu
protein yapisini etkiledigi gibi geri kazanim ve aktivitenin iyilestirilmesinde

onemlidir (Hai and Kong, 2008).

fyonik siddet. iyonik siddettin artmasiyla birlikte sulu faz elektrostatik
etkilesimleri azalmaktadir, bu etki biiyiik iyonlar i¢in daha giigliidiir. Bu nedenle,
daha yiiksek bir iyonik giigte, hidrofilik biyomolekiiller ve surfaktan polar
gruplar1 arasindaki etkilesimler azalir ve kiiciik miseller olusur. Sulu faz yiiksek
iyon siddetine sahip oldugunda yiiklii surfaktan gruplar1 birbirine iyice yaklasir ve
kiiclik boyutta ters misel elde edilir. Bu misel boyutu degisikliginden dolayi
protein miselin su havuzundan dislanabilir. Bu o6zellik geri ekstraksiyonun
temellerinden birini olugturur. Sonug olarak, sulu ¢ozeltinin iyon siddetinin
artmasinin  etkisiyle organik fazda olusan miseldeki suda ¢Oziinen
biyomolekiillerin ¢oziinme kapasitesi azalir (Hatton, 1989; Kelley et al., 1993; Lu
etal., 1993; Pires et al., 1996; Sun et al., 1998).

Ters miselli iyonik ikili sistemlerde iyon tiirleri ters misel i¢ine giris i¢in
yaris i¢indedir ve bu misel ile proteinin elektrostatik durumunu belirler, daha ¢ok
yiiksek iyonik siddet kosullarinda meydana gelir. Sulu fazin iyon siddeti belli bir
degerin altinda oldugunda ters misel faz ayrimi gerceklesmez. Bu nedenle fazlar
aras1 protein transferi sulu ¢ézeltinin minumum bir iyonik siddete sahip olmasiyla

gerceklesir. Ayrica sulu ¢ozelti tamponlanmis ise icerdigi elektrolit iyon siddeti
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icin gerekli igerigi saglayabilir (Yan et al., 1997; Pires et al., 1996; Hatton et al.,
1989; Noh and Imm, 2005).

Surfaktan c¢esidi ve konsantrasyonu: Surfaktanlar ya da yiizey aktif
maddeler farkli nonpolar ve polar bolgelere sahip molekiillerdir (Sekil 1.18) hem
hidrofilik bir bas gruba hem de lipofilik (hidrofobik) kuyruk kismina sahip,
amfifilik molekiiller olarak da tanimlanabilirler. Genellikle hidrofilik kismi
siilffonat, siilfat ve fosfonat gibi gruplar igerirken, hidrofobik kisimlar1 ise
hidrokarbon zincirlerinden olusur. Tipik bir surfaktan molekiiliiniin, hidrofobik
ve hidrofilik kisimlart Sekil 1.18’de gosterilmistir. Surfaktan molekiillerinin
apolar kuyrugu tipik olarak 8 veya daha fazla karbon atomundan olusan bir
hidrokarbon zinciridir. Surfaktan yiik ¢esitleri anyonik, katyonik, zwitteriyonik ve
non iyoniktir. Calismamizda ters misel eldesinde kullandigimiz surfaktanlar AOT
ve CTAB surfaktanlaridir. Bu surfaktan molekiilleri birgok biyomolekiiliin ayrimi
ve saflagtirllmasinda etkin bir sekilde kullanilmistir (Liu and ark., 2004; Mathew
and Juang, 2005; Kelley et al., 1993; Sun et al., 2008; Talukder et al., 2007; Dong
et al., 2008; Shen et al., 2005; Hasmann et al., 2001; Zhang et al., 2000; Motlekar
and Bhangwat, 2001).

‘/\/\
st ;

Hidrofilik Hidrofobik kuyruk kism
bas Kisim

Sekil 1.18 Surfaktan molekiiliiniin sematik gosterimi.

Polar veya iyonik kismi, giiglii dipol-dipol veya iyon-dipol etkilesimlerine
sahip su molekiilleri tarafindan g¢evrelenmistir. Bu durumdan dolayr da buna
hidrofilik bas kisim denmektedir. Hidrokarbon kismi, sulu ¢ozelti igerisindeki su
molekiilleri ile minimum seviyede bir etkilesime sahip oldugundan, surfaktan
molekiillerinin  hidrokarbon  kismi  hidrofobik  kuyruk  kismi  olarak

nitelendirilmektedir. Ayrica, dispersiyon kuvvetleri ve hidrojen bagindan
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kaynaklanan su molekiilleri arasindaki giiglii etkilesimler, hidrokarbon kismi su

molekiiliinden uzaklastirmaya ¢aligmaktadir.

Organik fazda artan yiizey aktif madde konsantrasyonu proteinin
¢cOziinlirliglinii arttirir. Diger yandan yliksek surfaktan konsantrasyonu proteinin
ikinci bir faza geri ekstraksiyonunu zorlastirir. Bu nedenle, iki fazlh
ekstraksiyonda protein transferinde optimuma ulagmak i¢in minimum organik faz
kullanilip maksimum transfere ulagilmalidir. Uygun surfaktan secilerek ters
miselin protein icin segiciligi saglanir. Ornegin; kiigiik proteinlerin diisiik
konsantrasyonda surfaktan se¢imi ile ters misele girisi biiylik proteinlere gore

daha kolaylastirilmis olur (Lee and Chong, 2011) .

Surfaktan Tiirleri: Surfaktanlar molekiiliin hidrofobik boliimii igerisindeki
etkilesime gore asagidaki (Sekil 1.19) gibi siniflandirilmaktadir (Yang et al.,
2008; Lee and Chong, 2011).

|
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Sekil 1.19 Surfaktan siniflandirilmasi.

Genellikle surfaktanlarin tiimiinde uzun hidrokarbon zinciri gibi birbirine
benzer hidrofobik kuyruk kismi bulunurken, hidrofilik kisimlart birbirinden

farklilik gostermektedir.
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a) Anyonik Yiizey Aktifler: Bir lipofilik hidrokarbon grubu bir veya iki

hidrofilik grupla baglantili olan yiizey aktif maddelerdir. Cozelti i¢inde
bir negatif iyon bir de pozitif yiiklii iyon verecek tarzda disosiyasyona
ugrarlar. Anyonik kisim yiizey aktif 6zellik gosterir. Uretimleri ucuz
oldugundan &zellikle deterjan endiistrisinde olduk¢a ¢ok kullanilirlar.
Bizim de ¢alismamizda kullandigimiz AOT (Aerosol-OT, bis(2-etil-1-
hegzil)sodyumsiilfosiiksinat) anyonik bir yiizey aktif madde olup, ters
misel olusumunda ve biyomolekiillerin ayiriminda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Liu et al., 2004; Mathew nd Juang, 2005; Kelley et
al., 1993; Sun et al., 2008; Talukder et al., 2007).

b) Katyonik Yiizey Aktifler: Bir lipofilik hidrokarbon grubu, bir veya

birden fazla hidrofilik grup ihtiva ederken, ¢ozelti iginde katyon ve
anyon halde ¢oziiniirler. Katyonik kisim ylizey aktif 6zellik gosterir.
Islatici, tekstilde yumusatici ve korozyon Onleyici olarak yogun olarak
kullanilirlar.  Ornek olarak, tetraalkilamonyum kloriir (QAC)
verilebilir. Bunun disinda bizim de ¢alismamizda kullandigimiz setil
trimetil amonyum bromiir (CTAB) katyonik yiizey aktif madde olup
siklikla literatiirde kullanilmistir (Shen, 2005; Dong et al., 2008; Shen
et al., 2005; Hasmann et al., 2001; Zhang et al., 2000).

¢) Noniyonik Yiizey Aktifler: Iyonik olmayan bu molekiillerin iyon

olmayan grubunda ¢ogunlukla ¢ok sayida oksijen, azot veya kiikiirt
atomlar1 vardir. Bu tipteki molekiiller suda ¢6ziinen kisminda hidroksil
gruplar veya bir polioksi etilen zinciri igerebilir. Cozelti icinde
iyonlarina ayrigmayan bir sekil sergilerler. Su molekiilleri ile H bag1
yapmalar1 hidrofilliklerinin derecesini gosterir. Proteinlerin yiiksek
elektrostatik  etkilesimler yiiziinden deaktivite olmasi sonucu
gelistirilmislerdir. Ornek olarak; Tween 85, Span 60, TX 100
verilebilir (Sawada, 2004; Ichikawa et al., 2000; Shing, 2006).

Bu surfaktan tiirlerinin  yan1 sira degisik surfaktan tiirleri de
gelistirilmektedir. Bu tiirlere 6rnek olarak karisik surfaktanlar ve affinite bazh

surfaktanlar verilebilir.
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Karisik surfaktanlar: Iyonik misellerde protein deaktivasyonu olabilir.

Non-iyonik misel kullanimi sonucunda ise diisiik ekstraksiyon verimi ve diisiik
secicilik gozlenebilir. Bu ylizden iyonik ve noniyonik surfaktanlar1 karistirma
yoluna gidilmistir. Ornegin; Tween 80 ile AOT karisimi, AOT-DOLPA ve
CTAB-TRPO karisimlar gibi (Fan et al., 2001; Goto et al., 1998; Shen, 2005).

Affinite bazli surfaktanlar (ARMES): Ters misel sistemlerinde protein

ekstraksiyonunun segiciligini arttirmak i¢in affinite ligandlar1 organik faza
eklenebilir (Liu et al., 2008). Ornek olarak; Konkanavalin A’nin ters misele

transferi oktil beta-D-glikopiranin) organik faza ilavesiyle arttirillmistir (Woll et

al., 1989).

Farkli tip

surfaktan ve

surfaktan

sistemleri

kullanilarak  ¢esitli

biyomolekiillerin ayirimi1 basariyla gergeklestirilmistir (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6 Farkli tabanli ters misel sistemi 6rnekleri (Lee and Chong,

2011).

Ters Misel Sistemleri

Surfaktan Ornekleri

Ekstraksiyonun Yiiriitiicii
Kuvveti

Iyonik surfaktan bazli ters AOQT, Elektrostatik etkilesim
miseller sistemleri CTAB

(Liu J., 2004; Shen, 2005)

Non-iyonik surfaktan bazl Tween 85; Hidrofobik ve H-bag1
ters misel sistemleri Fosfolipitler; etkilesimleri

(Sawada, 2004, Ichikawa et TX-100

al., 2000, Shing, 2006)

Karisik surfaktan kullanimli
ters misel sistemleri

(Fan, Ouyang; Wu and Lu,
2001; Goto et al., 1998, Shen,
2005)

AOT-Tween 80;
AOT-DOLPA;
AOT-OPE4;
CTAB-TRPO

Elektrostatik etkilesim baskin
olmak {izere ek olarak
hidrofobik ve H-bag1
etkilegimleri

Affinite bazli ters misel
sitemleri
(Liu et al., 2008)

Cibacron modifiye lesitin;
Antibadi ligantlasmig AOT

Protein ve affinite ligant1
arasindaki ilgi
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Calismamizda a-galaktozidaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirmasinda
kullanilacak olan ters misel sisemlerinin hazirlanmasinda iyonik surfaktanlardan
AOT ve CTAB kullanilmistir. Bu surfaktanlarin kimyasal yapilar1 Sekil 1.20’de

verilmistir.

CTAB

0
Na
0 S0,
&)
AQT
a

Sekil 1.20 AOT ve CTAB surfaktanlarinin kimyasal yapisi.

Diger faktorler: Organik ¢ozgen gesidinin ters miselin boyutunu dolayisiyla
miselin su ¢dzme kapasitesini etkilemesi, ko-surfaktant eklenmesinin organik
fazin ¢oziinme kapasitesini arttirabilmesi, sicakhigin degistirilmesinin ters
misellerin fizikokimyasal 6zelliklerini etkilemesi, sicakligin yiikselmesi proteinin
organik fazdaki ¢oziintirliigiinii arttirmasi gibi etkiler de gozlenmektedir (Cizelge
1.7).
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Cizelge 1.7 Cesitli faktorlerin ters misel sistemlerine etkisi (Lee and

Chong, 2011).

Faktor

Ters misel sistemi ve
protein

Sonu¢

Ters misel
sisteminin su igerigi
(W) ve protein

AOT,
BSA

Tim proteini ¢ozmek icin
minimum Wo
gerekmektedir.

AQOT ters misellerinin ¢api
ve  viskositesi  Wj‘in
artmasiyla artmaktadir
Miselin  i¢indeki protein
miselin yaricapimni  6nemli
oranda etkilememektedir.

Sulu fazin pH’1 ve
iyonik siddeti

AOT,
BSA,
KC|, NaCI, CaC|2, MgC|2

Wy degeri MqgCl,
cozeltisinin pH’indan
bagimsizdir. Fakat KCl ve
CaCl, ¢ozeltisinin
konsantrasyonunun artmast
Wy 1 diisiiriir.

NaCl konsantrasyonunun
artmast ise protein verimini
arttirir.

Surfaktan
konsantrasyonu

DODMAC,
Lizozim

DODMAC
konsantrasyonunun lizozim
enzimi ekstraksiyonu
lizerine etkisi thmal
edilebilir diizeydedir.

Ara  fazdaki  ¢okelme
sebebiyle lizozim
ekstraksiyonunda  verim
diismiistiir.

Ko-surfaktan ¢esidi

AOT,
Beta laktoglobulin,
Alkol, karboksilik asit

Geri ekstraksiyon verimi
alkol ve karboksilik asit
varligina bagimhidir.

Bu ko-surfaktanlarin
eklenmesi verimi arttimistir.
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1.3.8 Fazlar arasi protein transferi yoneten yiiriitiicii kuvvetler

Cok sayida proteinle ters misel ¢alismasi yapilmistir ancak hala ileri ve
geri ekstraksiyon basamaklari tam olarak aydinlatilmamistir (Cizelge 1.8). Genel
olarak surfaktan ile proteinin zit yiiklerinin elektrostatik etkilesimiyle
ekstraksiyonun gercgeklestigi kabul edilmektedir. Elektrostatik etkilesimin yaninda
hidrofobik etkilesim ve iyon ¢iftlesme mekanizmasi gibi bagka yiiriitiici kuvvetler
de mevcuttur.

Ters misel sistemiyle ekstraksiyon da faz tranfer yontemi baslica iki
basamaktan (ileri ve geri esktraksiyon) olusur. ileri ekstraksiyon boyunca bazi
molekiiler organik fazdaki ters misellere gecer. Bu islem sonucunda eger ters
misel i¢indeki molekiil hedeflenen bir molekiilse bunun geri alinimi igin
biyomolekiiliin ikinci bir sulu faza tranferi yani ters misel iginden ¢ikarilmasi
amaclanir (Brandani et al.,1996). Fazlar arasi transfer bir takim etkilesimler
tarafindan yoneltilmektedir. Bu etkilesimler yliriitiicii kuvvetler olarak adlandirilir
ve 3 sinif altinda toplanir (Hong et al., 2000):

1. Yikli surfaktan bas grubu ile biyomolekiil arasindaki elektrostatik

etkilesim

2. Surfaktanin hidrofobik kuyrugu ile biyomolekiil ve ¢ézgen arasindaki
hidrofobik etkilesim

3. Ters misel boyutundan kaynaklanan sterik etkilesim
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Cizelge 1.8 Ters misel sistemleriyle ekstrakte edilen proteinler (Pires et
al., 1996).

Protein pl Surfaktan MW (Da)
Albumin 4,6 AOT 65000
Alkol 5,7 TOMAC 68000
Dehidrogenaz
Alkalin proteaz | 9 TOMAC; 33000
AOT
a-Amilaz 4,6 TOMAC,; 55000
CTAB;
BDBAC;
CPB; CPC;
AOT
Karbonik 4,4 DDAB 31000
anhidraz
a-Kimotripsin | 6,0 AOT; 25000
TOMAC
Sitokrom b5 4.4 CTAB; AOT 13000
Sitokrom ¢ 9,4 DDAB; Tweeb | 12000
85/Span 85;
AOT
Sitokrom ¢3 5,2;7,0;10,2 | AOT 13000
Elastan 7,6 AOT 25000
Flavodoksin 3,7 TOMAC 15000
Hemoglobin 4,4-5,4 TOMAC 60000-64000
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Hekzokinaz 4.6-4,0 TOMAC 100000

Tripsin 45 TOMAC 24500

inhibitor

Insulin 46 TOMAC 12000

Lipaz A 3,6 AOT 120000

Lipaz B 6,3 AOT 30000

Lizozim 11,0 AOT; 14400
TOMAC

Parvalbumin 43 TOMAC 12000

Pepsin <1,0 TOMAC 34000

Peroksidaz 5,6 TOMAC 40000

Renin 4.6 AOT 43000

Ribobukleaz A | 6,7 DDAB; 13700
TOMAC

Robredoksin 3,2 TOMAC 5000

Superoksit 4,3 TOMAC 14500

dismutaz

Tripsin 9,4 AQT,; 25000
TOMAC
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1.3.9 Geri ekstraksiyon

Genellikle ters misel sistemlerinde ileri ekstraksiyondan sonra hedeflenen
protein ya da kosullara gore istenmeyen molekiiller organik faza yani ters misele
gecer. Eger hedeflenen molekiiller organik faza ge¢mis ise bir sonraki adim
proteinin ters miselden geri kazanimidir, bu da ikinci yeni bir sulu faza
ekstraksiyonla (Geri ekstraksiyon) olur (Lee and Chong, 2011; Zhang et al.,
1999). Geri ekstraksiyonda genellikle misel capinin kiigiiltiilmesi i¢in tuz
konsantrasyonunun ya da sicakliginin arttirilmasi gerekir. Bazi durumlarda da
proteini misel i¢inden ¢ikartmak miimkiin olmaz; bu da proteinle surfaktan
arasindaki yiiksek hidrofobik etkilesimden kaynaklanir. Bu durumda, hidrofobik
etkilesimi bozmak i¢in polar alkollerin kullanilmasi 6nerilir (Daliya and Juang,
2007).
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2. MATERYAL ve METOD
2.1 Materyal

Bu c¢alismada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgiler ilgili

boliimlerde ayrintili olarak verilmistir.

Kullanilan  kimyasal —maddeler;  p-Nitrofenil-a-D-galakto-piranozid
(PNPG), Sitrik asit, Borik asit, p-Nitrofenol, Amonyum siilfat, NaOH, HCI E.
Merck (Darmstad-FRG) ‘den, Sigir Serum Albiimini (Albiimin Fraksiyon V),
Coomasie-Brilliant Blue Bio-Rad Laboratuvarlar1 (Richmond CA) ve BDH Ltd.
(Poole, UK) ‘den temin edilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan a-galaktozidaz enzimi
misirdan (Zea Mays) izole edilmistir. Enzim kaynagi olarak kullanilan misir
Fethiye'nin Uziimlii kasabasindan temin edilmistir. Ters misel eldesinde
kullanilan sodyum di(2-etilhegzil)siilfosiiksinat (AOT), 2,2,4-Trimetilpentan
(izooktan) ve setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB) ve 1-hekzanol Sigma Chem.
Co (St. Louis, USA)’den temin edilmistir.

2.2 a-Galaktozidaz Aktivitesi Tayini (PNPG ile)

a-Galaktozidaz aktivitesi, sentetik bir substrati olan p-nitrofenil-o-D-
galaktopiranozid (PNPG) kullanilarak tayin edilmistir. Aktivite yontemi, dnceden
kullanilan bir yéntemin (Itoh et al., 1986) modifiye edilmis halidir (Onal, 2000).
Prosediirde esas, Ol¢iim karisiminda agia cikan p-nitrofenoliin alkali ortamda

tayinidir. Reaksiyon asagida verilmistir:

p-Nitrofenil-o-D-galaktozid + H,0 %2%akozdez g Nitrofenol + D-Galaktoz

a-Galaktozidazin aktivite Ol¢limiinde reaksiyon karigimi; 0,5 ml sitrat
tamponu (50 mM, pH 6,0) ve 0,25 ml PNPG (2 mM ve pH 6,0 sitrat tamponunda
hazirlanmig) ve 0,25 ml uygun oranda seyreltilmis enzim ¢dozeltisi igerir.
Reaksiyon karigimi, 37°C’de 30 dakika boyunca lineer karistirmali su banyosunda
(SBS-35, Stuart Scientific, UK) c¢alkalanarak inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra
reaksiyon, 3,5 ml sodyum borat tamponu (200 mM, pH 9,8) ilave edilerek
durdurulur. Agiga ¢ikan p-nitrofenol miktarr, 400 nm’de absorbans okunarak
(Pharmacia LKB, Novospec Il, UK) spektrofotometrik olarak belirlenir.
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Enzim aktivite miktarlarinin hesaplanmasinda, 0,01-0,50 upmol p-

nitrofenol konsantrasyon araligi ile hazirlanan standart grafigi kullanildi.

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

2.3 Protein Tayini

Protein miktarlarinin tayini Bradford (Bradford, 1976) metodu ile
gergeklestirilmistir. Boya baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildigi
yontemdir. Yontem, organik boyalarin asidik gruplari ile proteinlerin bazik

gruplariin (Lys, Arg) etkileserek renk olusturmasini esas almaktadir.

Sigir serum alblimininin (BSA), distile suda hazirlanmis 1 mg/ml’lik stok
standart c¢ozeltisinden 0,02-0,25 mg/ml konsantrasyon araligi ile hazirlanan
standart grafigi kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonlar1 hesaplanmastir.

Bradford Reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue G250 %95’lik 50 ml
etanolde ¢oziiliir. Uzerine 55 ml %88(w/v)’lik fosforik asit ilave edilerek son

hacim distile su ile 1 It’ye tamamlanir ve filtre edilir. 20°C’de 2 hafta dayaniklidir

Her bir Ornegin (standartlar ve bilinmeyen protein Ornekleri) protein

miktar1 agagidaki prosediire gore belirlenmistir:

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

i¢in) tiiplere pipetlenir.
b) 2 ml Bradford reaktifi eklenir ve vorteks ile karistirilir.
c) Tim tiipler oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
d) Her bir 6rnegin 595 nm’de absorbansi okunur.

e) Protein konsantrasyonlari, hazirlanan standart grafigi (0,02-0,2 mg/ml
BSA standartlar1) kullanilarak hesaplanir.
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o-Galaktozidaz enziminin izolasyonu ve ters misel sistemleri ile saflastirilmasi

sirasinda gerekli protein tayinleri bu yonteme gore yapilmistir.

2.4 Misirdan a-Galaktozidaz Enziminin izolasyonu ve Kismi
Saflastiriimasi

o-Galaktozidaz (EC. 3.2.1.22) enzim kaynagi olarak, iilkemizde kolay
bulunabilen, ekonomik ve yiiksek oranda enzim aktivitesi igeren misir (Zea mays)
secilmistir.  a-Galaktozidaz ile ilgili birgok ¢alismada enzim basta mikrobiyal
kaynaklar olmak tizere bitkisel ve hayvansal kaynaklardan bilinen genel izolasyon
ve saflagtirma metodlar1 kullanilarak izole edilip, saflastirilarak, fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Bu c¢alismada, daha sonraki amacimiza uygun bir protein preparati
hazirlamak i¢in a-galaktozidaz enzimi once geleneksel tekniklerle misirdan izole
edilerek kismi olarak saflastirildi. Kismi saf protein preparati ters misel
sistemlerinde a-galaktozidaz enziminin ayiriminda ve saflastirilmasinda
kullanilmak iizere uygun kosullarda (-20°C) saklandi. Enzimin izolasyonu ve
kismi saflastirilmasinda sirasiyla homojenizasyon, santrifiijleme, amonyum siilfat

coktlirmesi ve diyaliz islemleri uygulandi.

Calismamizda Fethiye’nin Uziimlii kasabasindan temin edilen yeni hasat
yas ve kuru misir a-galaktozidaz kaynagi olarak kullanildi. Yapilan 6n denemeler
sonucunda bu kaynaklarin enzim akitivitesi ve protein miktarlar1 agisindan farkli
olmadig1 belirlendi. Ayrica, yas misirin koganindan zor ayrildigi, posasinin ¢ok
olmasi ve temin edildikten sonra isleninceye degin sogukta saklanmas1 gerektigi
icin ¢aligmanin devaminda enzim kaynagi olarak kuru misirin kullanilmasina
karar verildi. 220 g kuru misir dnce oOgiitiicii ile ogiitilerek un haline getirildi,
ardindan tizerine 340 ml 50 mM pH: 6 sodyum sitrat tamponu eklenerek 1slatildi.
Bu suspansiyon once bir blender (Braun, Almanya) ve ardindan homojenizator
(Silverson STL2) yardimi ile homojenize edildi (V=400 ml). Homojenat, misirin
kendi yapisindan gelen lif ve artiklari uzaklastirilmasi amaci ile tiilbent bezinden
siiziilerek filtre edildi. Filtrat (262 ml) 10000 rpm ‘de +4°C*de 30 dk santrifiijlendi
(Hettich 30RF, FRG) . Santrifiijatta aktivite (0,024 U/ml) ve protein miktar1 (4,21
mg/ml) tayini yapilarak spesifik aktivite (0,006 U/mg) belirlendi. Daha sonra
santrifiijata % 85’lik Amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapilip gece boyunca +4°C “de
bekletildi. Ornek 10000 rpm ‘de +4°C ‘de 30 dk santrifiijlendi ve amonyum
stilfatli enzimatik aktivite igen ¢okelek ayrildi. Cokelek uygun hacimdeki sitrat
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tamponu (50 mM, pH 6.0) ile ¢oziildiikten sonra gece boyu +4°C’de yine ayni
tampona kars1 diyalizlendi. Diyaliz basamaginda diyaliz tamponu ilk bir saat
sonunda ve sonrasinda birka¢ kez degistirilerek 6rnek gece boyunca +4°C’de
diyalize birakildi. Diyalizatin aktivite (1,170 U/ml) ve protein miktar1 (24,32
mg/ml) tayinleri yapilarak spesifik aktivitesi (0,048 U/mg) hesaplandi. Misirdan
kismi olarak saflastirilan o-galaktozidaz preparati daha sonra ters misel sistemleri
ile saflastirma islemlerinde kullanilmak -20°C ’de {izere derin dondurucuda (Ugur,
Nazilli) saklandi. Hazirlanan enzim preparatt hem o-galaktozidaz aktivitesi hem
de protein miktar1 agisindan ters misel sistemleri ile saflastirma islemi agisindan

uygun bir preparattir.

25 Misir oa-Galaktozidazinin Ters Misel Sistemi ile
Saflastirilmasi

Ters misel sistemleri 15 ml ’lik tiipler igerisinde hazirlandi. Sistemde
surfaktan ~ olarak  sodyum  di(2-etilhegzil)siilfosiiksinat ~ (AOT)  ve
setildimetilamonyum bromiir (CTAB) kullanildi. Sistemde organik fazin sulu faza
orani 1:1 (v/v) olarak sabit tutuldu. Ileri ekstraksiyon basamaginda sulu enzim
¢ozeltisi AOT tabanli sistemde 1 mg protein ve 50 mM pH 6.0 sitrat tamponu,
CTAB tabanli sistemde ise 0,5 mg protein ve 50 mM pH 6.0 sitrat tamponu
icermektedir. Organik faz olusturulmasinda AOT tabanli misel sistemi i¢in 50
mM AOT igerecek sekilde izooktanda hazirlanmistir. CTAB tabanli misel sistemi
icin de organik faz 15 mM CTAB icerecek sekilde izooktan:1-hekzanol; 1:1, v/v
¢ozeltisiyle hazirlanmistir. Her iki sistem 5 dakika orbital karistiricida 300 rpm’de
karigtirlldi. Etkin faz ayriminin saglanmasi igin sistem 4000 rpm ’de 10 dakika
oda sicakliginda santrifiijlendi. Alt sulu faz ve ara faz ayrilarak aktivite ve protein
miktar1 agisindan analizlendi. Bu c¢alismada, hedef o- galaktozidaz enziminin
baskin bir sekilde alt sulu fazda kaldig1 ve istenmeyen proteinler istteki organik
fazda bulunan miseller igerisine gonderildigi i¢in tek adimli bir proses olarak
enzimin saflagtirilmasi gerceklestirildi. Boylelikle geri ekstraksiyonun zahmetli ve
zor adimlarina da ihtiya¢ duyulmadi. Ara fazda herhangi bir aktivite gézlenmedi
ve atildi. Katyonik surfaktan olarak CTAB’1n kullanildig1 bir ¢aligmada lizozim
enzimi benzer bir sekilde alttaki sulu fazda kalmustir. ileri ekstraksiyondan sonra
istenmeyen proteinler organik faza yonelmistir (Noh and Imm, 2005).

o- Galaktozidaz enziminin saflastirllmasinda kullanilacak olan AOT ve
CTAB tabanli ters misel sistemlerini optimize etmek ve bdylelikle enzimi iyi bir

verimle yiliksek oranda saflagtirmak icin sistemi ve sistemde ileri ekstraksiyonu
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etkileyen temel parametreler (pH, iyon siddeti, surfaktan konsantrasyonu, protein
miktar1 ve faz orani) incelendi. Bu parametrelerin analizinde tiim denemeler oda
sicakliginda iki kez gergeklestirildi. Her misel sistemi i¢in enzim igermeyen
uygun kor sistemler hazirlandi. Sistemin optimizasyonunda kullanilan kosullar

asagida ilgili boliimde detayli bir sekilde agiklanmistir.

Optimize edilen kosullarda saflastirilan  o-galaktozidaz — enzimi
karakterizasyon calismalarinda kullanildi ve enzimin biyokimyasal o6zellikleri
belirlendi.

26 Ters Misel Sistemlerinde 1ileri  Ekstraksiyonun
Optimizasyonu

2.6.1 pH

Sivi-sivi  ayirma sistemlerinde biyomolekiillerin  dagilimini  etkileyen
onemli parametre pH’dir. pH, hedef proteinin ve iyon kompozisyonunun yiikiine,
kontaminant yiizey karakteristigine etki eder. Boylelikle de fazlar arasindaki
dagilimin farklilagmasina neden olur (Mohammadi et al., 2007). AOT ve CTAB
tabanli ters misel sistemlerinde a-galaktozidaz enziminin dagilimmma pH’in
etkisinin belirlenmesi i¢in sistemin pH’s1 3.0-10.0 araliginda degistirilmistir.
Bunun i¢in 50 mM sodyum sitrat tamponu (pH 3.0-6.5), sodyum fosfat tamponu
(pH 6.0-8.0) ve glisin/NaOH tamponu (pH 9.0-10.0) kullanilmistir. Sistemde
CTAB (15 mM) ve AOT (50 mM) konsantrasyonlari, enzim miktar1 (AOT tabanli
ters misel sistemi i¢in 1mg, CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in 0,5 mg) ve sulu
fazin organik faza orani (1:1, v/v) sabit tutulmustur. Her bir deneme uygun kor

hazirlanarak c¢ift calisilmistir.
2.6.2 Iyon Siddeti

Ters misel sistemlerinde dagilimda etkili olan bir diger parametre iyon
siddetidir. Ciinkii iyonik siddetteki degisimler ters misel boyutuna etki eder ve
ayirmanin etkinligi degisir. Bu nedenle, iyon siddetinin enzim ayrimi Ve
dagiliminda etkisini belirlemek icin CTAB tabanli ters misel sistemlerinde 25-250
mM ve AOT tabanli ters misel sistemlerinde 25-125 mM KCI ¢ozeltisi kullanildi.
Sistemlerde CTAB (15 mM) ve AOT (50 mM) konsantrasyonlari, enzim miktar1
(AOT tabanli ters misel sistemi igin 1 mg, CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in

0,5 mg) ve sulu fazin organik faza orani (1:1, v/v) ve pH (CTAB surfaktani igeren
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ters misel sistemi igin pH 4.5 ve AOT surfaktani iceren ters misel sistemi i¢in ise
pH 6.0) sabit tutulmustur. Her bir sette uygun kor hazirlanarak denemeler ¢ift

calisiimustir.
2.6.3 Surfaktan konsantrasyonu

Surfaktan konsantrasyonu da ters misel sistemlerinde misel boyutunu ve
proteinin  ¢oziintrligini  degistirereck ayirma  etkinligini  farklandiran  bir
parametredir. Surfaktan konsantrasyonunun enzimin ters misel sisteminde
dagilimina etkisinin incelenmesi amaciyla CTAB tabanli sistemde 5-200 mM ve
AOT tabanl sistemde 25-200 mM surfaktan konsantrasyonlari ile ¢alisildi. Ters
misel sistemlerinde enzim miktar1 (AOT tabanli ters misel sistemi i¢in 1 mg,
CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in 0,5 mg), sulu fazin organik faza orani (1:1,
v/v) ve pH (CTAB surfaktani iceren ters misel sistemi i¢in pH 4.5 ve AOT
surfaktani iceren ters misel sistemi i¢in ise pH 6.0) sabit tutuldu. Farkli surfaktan
tirii ve konsantrasyonlar1 ile hazirlanan sistemler i¢cin uygun kor sistemler

hazirlanmis ve ayirma islemleri iki tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmis.

2.6.4 Protein miktarn

a-Galaktozidaz enziminin ayirimi ve saflastirilmasinda kullanilacak olan
CTAB ve AOT tabanli ters misel sistemleri i¢in uygun pH, iyon siddeti ve
surfaktan konsantrasyonu belirlendikten sonra sulu faz igerisindeki protein
miktarlar1 farklandirilarak ayrim gerceklestirildi. Bunun i¢in AOT tabanli ters
misel sisteminde 0.05-2 mg ve CTAB tabanli sistemde 0.005-5 mg protein
miktarlar1 ters misel sisteminin hazirlanmasinda kullanilacak olan sulu faz
icerisine eklendi ve ters misel sistemleri olusturularak enzimin dagilimi izlendi.
Tiim protein miktari ile ilgili optimizasyon denemeleri her bir ters misel sistemi

icin hazirlanan uygun kor kullanilarak iki set halinde gerceklestirildi.

2.6.5 Faz oram

Faz orani, ters misel sisteminde kullanilan sulu faz ve organik fazin
hacimsel oranlaridir. AOT tabanli ters misel sistemi i¢in 1:1; 1:2; 2:1; 1:3; 3:1,
CTAB ters misel sistemi ic¢in 1:1; 1:1,5; 1,5:1; 1:2; 2:1; 1:3; 3:1 faz oranlan
kullanilarak her bir misel sistemi i¢in optimize edilen kosullarda protein dagilimi

gerceklestirildi. Uygun kor sistemler hazirlanarak ¢ift calisildi.
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2.6.6 Olcek biiyiitme

Sivi-sivi ayirma tekniklerinden birisi olan ters misel sistemlerinde 6lgek
biiyiitmek miimkiin oldugundan endiistriyel anlamda kullanilabilir bir tekniktir.

Optimizasyon basamaginda AOT ve CTAB temelli ters misel sistemleri
icin 1:1 faz oranmin (sulu faz : organik faz, v/v) protein ayirirminda etkin oldugu
belirlendikten sonra sistem toplam hacmi 2, 4, 6, 8 ve 10 kata ¢ikarilarak 6lgek
bliyiitme caligmalar1 yapildi. Her bir sistem i¢in uygun bir kér hazirlandi ve her
bir set iki kez calisildi.

2.7 Ters Misel Sistemi ile Misir’dan Saflastirilan o-Galaktozidaz
Enziminin Karakterizasyonu

Surfaktan olarak katyonik bir surfaktan olan CTAB ve anyonik bir
surfaktan olan AOT kullanilarak hazirlanan ters misel sistemleri ile optimize
edilen ileri ekstraksiyon kosullart1 kullanilarak misirdan saflastirilan  o-
galaktozidaz enzimlerinin karakterizasyonu gerceklestirildi. Bu amacla, enzim
aktivitesine bazi parametrelerin (pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, efektor

tiirii gibi) etkisi incelenerek kararlilik (pH, , termal ve depo) testleri yapildi.
2.7.1 a-Galaktozidaz aktivitesine bazi1 parametrelerin etkisi

2.7.1.1 Sicakhigin enzim aktivitesine etkisi

Sicaklik enzimlerin katalitik aktivitesi i¢in 6nemli bir parametredir. Belirli
calisma kosullarinda enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicakliga optimum

sicaklik denir.

Ters misel sistemleri ile saflastirilan musir a-galaktozidazlarinin
aktivitesine sicakligin etkisinin incelenmesi ve enzimin optimum sicaklik
degerinin belirlenmesi i¢in 4-60°C sicaklik araliginda (4, 25, 30, 33, 37, 40, 43,
45, 47, 50, 60°C) calisildi. Enzim aktivitesi bu sicaklik degerlerinde standart
aktivite tayin yontemi ile Olgiildii ve sicaklik-aktivite grafiginden enzimlerin
optimum sicakligi belirlendi. Her bir ters misel sistemi i¢in deney seti cift

caligildi.
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2.7.1.2 pH ’1n enzim aktivitesine etkisi

Enzim aktivitesine etki eden onemli bir diger parametre de ortamin
pH’sidir.  Enzimatik reaksiyonlar sulu ortamda gerceklestiginden dolayr pH
enzimin yik durumunu dolayisiyla da aktivitesini etkiler. Enzimlerin maksimum
aktivite gosterdikleri pH optimum pH’dir. Misir a-galaktozidaz enziminin
aktivitesine pH’nin etkisinin incelenmesi ve enzimin optimum pH’smnin
belirlenmesi ig¢in standart aktivite tayin yonteminde enzimler pH 3.0-6,5
araligindaki sodyum sitrat tamponu (50 mM), pH 6,0-8,0 araliginda sodyum fosfat
(50 mM) tamponu ve pH 9,0-10,0 araligindaki glisin/NaOH tamponunda (50 mM)
4°C °de 30 dakika inkiibe edildi ve geriye kalan aktivitesi tayin edildi. pH-aktivite
profili olusturularak enzimin optimum pH’s1 belirlendi. Her bir ters misel
sisteminde her bir pH degeri i¢in iki deney seti hazirlandi.

2.7.1.3 Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi

a-Galaktozidaz enziminin sentetik substratt olan PNPG’nin enzim
aktivitesine etkisi incelendi. Substrat doygunluk konsantrasyonu belirlenerek K,
Ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu amacla, 10 mm stok PNPG’den cikilarak farkli
substrat konsantrasyonlar1 ile (0.05-2.5 mM) enzim aktivitesi standart kosullarda
tayin edildi. Substrat konsantrasyonuna [S] kars: aktivite (V) grafiginden substrat
doygunluk konsantrasyonu belirlendi. 1/[S] ile 1/V arasinda ¢izilen Lineweaver-
Burk diyagramindan kinetik sabitler (K Ve Vmax) hesaplandi. Her bir ters misel

sistemi i¢in iki deney seti hazirlandi

2.7.1.4 Efektor tiiriiniin enzim aktivitesine etkisi

Enzimin aktivitesi yalmzca fiziksel etmenlerden degil kimyasal
etmenlerden de etkilenmektedir. Bu etkiler aktiviteyi artirici (aktivasyon) veya
azaltici/yok edici (inhibisyon) yonde olabilir. a-Galaktozidaz enziminin
aktivitesine ¢esitli kimyasallar (FeCls, CaCl,, MgCl,, CuSO4, KCI, NaCl, FeSO,,
ZnS0,4, Na,CO3) ve sekerlerin (Galaktoz, Glukoz, Siikroz, Fruktoz, Laktoz,
Maltoz, Melibioz, Rafinoz) etkileri incelendi. Metaller ve sekerlerin ortamdaki
konsantrasyonlar1 10 mM olacak sekilde aktivite tayin ortamma ilave edildi.

Standart kosullarda tiim 6rnekler iki kez calisilarak aktiviteleri tayin edildi.
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2.7.1.5 D-Galaktozun enzim aktivitesine etkisi ve inhibisyon
Kinetiginin belirlenmesi

Bolim 2.7.1.4°de anlatildigi gibi gergeklestirilen efektor tirt ile ilgili
calisma sonunda D-galaktozun a-galaktozidaz enzimi i¢in yiiksek oranda
inhibisyona neden oldugu goriildii. Bu nedenle D-galaktoz’un inhibisyon etkisinin
ve inhibisyon tipinin belirlenmesi amaciyla farkli substrat konsantrasyonlarinda
ve farkli D-galaktoz konsantrasyonlari ile enzim aktivitesi Ol¢timii yapildi.
Substrat konsantrasyon araligi 0,05-2,5 mM ve D-galaktoz konsantrasyonu 1-10
mM olacak sekilde deney setleri hazirland1 ve enzim aktivitesi belirlendi. Cizilen
Lineweaver-Burk diyagramlarindan kinetik parametreler (Km, Vmax Ve K))
hesaplandi ve inhibisyon tipi belirlendi.

2.7.2 Kararhlik testleri

Enzim preparatlarinin kararlilign belirli ¢alisma kosullarinda enzim
aktivitesinin zamana bagimli olarak korunmasidir. Enzimlerin kararlilig1 denilince
genellikle proteinin konformasyonel kararliligindan s6z edilir. Enzimin termal, pH
ve depo kararhiliklar1 biiylik 6l¢iide konformasyonel kararliligr ile belirlenir ve
denaturasyon sonucu da inaktivasyon gerceklesir. Bir enzimin kararliligi; sicaklik,
pH, iyon siddeti, tampon tiiri, substratin varligi, ve yoklugu, enzim
konsantrasyonu, inkiibasyon zamani, aktivatdor ya da inhibitorlerin varligi veya
yokluguna bagli olarak degisim gosteren 6nemli bir parametredir. Clinkii enzimler
oldukc¢a karmasik yapili proteinlerdir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisina etki edecek bir
faktor enzimin aktivitesini de etkiler (Telefoncu, 1997).

2.7.2.1 Termal kararhhk

Enzimler protein yapida olduklart ve 1siya karst kararli olmadiklarindan,
sicaklik yiikseldik¢e inkiibasyon siiresine bagimli olarak aktivite kayb1 hizlanir.
Sicaklik sabit tutulsa bile yalniz inkiibasyon siiresinin uzamasi bile denatiirasyon
sonucu aktivite kaybina neden olur (Onal, 2000). Ozellikle endiistriyel proseslerde
kullanilacak olan ters misel enzim preparatlarinin kararliliklar1 izlenmesi gereken

en dnemli parametrelerdendir.

Termal kararlilik tayininde, enzimin 30 dakika boyunca farkl sicakliklarda
(4, 20, 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 60, 70, 80°C) inkiibe edilmesinden sonra
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standart aktivite 6l¢lim kosullarinda aktivite tayinleri yapildi. Her bir enzim igin

sicaklik denemelerinde 6rnekler ¢ift calisildi.

On inkubasyon siiresine bagimli termal kararlilik ¢alismasinda enzimler
once 37°C ve 50°C’de farkl: stireler (5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 ve 180 dakika)
inkiibe edildi ve ardindan geriye kalan aktiviteleri standart aktivite tayin
kosullarinda 6lgiildii. Her bir siire i¢in ¢ift 6rnek ve bir kontrol deneme

gergeklestirilmistir.

2.7.2.2 pH kararhhgi

Ortam pH ’smin enzim aktivite ve kararlilifina etkisini incelemek amaci
ile diizenlenen deney setinde enzim, 50 mM sodyum sitrat, sodyum fosfat ve
glisin/NaOH tamponlarinda farkli pH ‘larda (sodyum sitrat ; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0;
5,5; 6,0; 6,5; sodyum fosfat: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; glisin/NaOH : 8,0; 8,5; 9,0;
9,5) 3 saat boyunca 4°C ’de bekletildi ve ardindan ortamin pH ’s1 6,0 ’ya
ayarlanarak standart kosullarda aktiviteleri tayin edildi. Her bir enzim igin
denemeler cift calisild.

Her iki ters misel sistemi ile hazirlanan a-galaktozidaz enzimlerinin
zamana baglh pH kararliliginin belirlenmesi i¢in her bir enzim optimum pH’da
(pH 4.5) 1-6 saat boyunca +4°C bekletildi ve ardindan standart kosullarda geriye
kalan aktiviteleri olgtildi. Her bir set iki tekrarli olacak sekilde denemeler
gerceklestirildi.

2.7.2.3 Depo kararhlhig:

Depo kararliligt bir enzimin belirli saklama kosullarinda ne oranda
aktivitesini korudugunu gosterir. a-Galaktozidaz’in depo kararliligini belirlemek
icin her iki ters misel sistemiyle hazirlanan enzimler 4 °Cde aym kosullarda

saklandi ve belirli zaman araliklarinda alinan Orneklerin aktiviteleri belirlendi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 a-Galaktozidaz Enziminin Misirdan (Zea mays) izolasyonu
ve Kismi Saflastirilmasi

o-Galaktozidazlar (a-D-Galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) basit ve
kompleks oligo- ve polisakkaritlerin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Cok
cesitli uygulama alanlarmma sahip olan bu enzimlerin farkli kaynaklardan
izolasyonu, saflastirilmasi, karakterizasyonu ve immobilizasyonu son yillarda
oldukca Onem kazanmistir. Enzim, analitik amagli olarak kompleks
karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarinin belirlenmesinde, organik sentezlerde,
yap1 analizlerinde, medikal alanda enzimoterapide ve kan grubu doniigiimlerinde,
gida sanayinde Ozellikle seker endiistrisinde 6nemli uygulama alanlari bulmustur
(Filho et al., 2008; Anisha et al., 2008; Bloch et al., 2008; Anisha and Prema,
2007; Simerska et al., 2003; Eto et al., 2005; Owada et al., 2005). a-Galaktozidaz
enziminin ¢ok g¢esitli uygulama alanlarindan dolayi, bu enzimin farkl
kaynaklardan izolasyonu ve saflastirilmasi son yillarda olduk¢a 6nem kazanmastir.
Enzim, bitkisel (Shen et al., 2008; Kang and Lee, 2000; Chrost and Schmitz,1999;
Soh et al., 2005; Chien and Lin-chu,1991; Dey, 1984; Guimaraes et. al., 2001;
Haibach et al., 1991; Itoh et al., 1986; Kusiak et al., 1978; Shivanna et al., 1990;
Balasubramaniam and Mathew, 1986; Courtois and Petek, 1988; Dey et al., 1983,
Zhu et al., 1995; Zhu and Goldstein, 1994; Naik et al., 1985; Pressey, 1984;
Lounteri, 1998; Weiser et al., 1992; Dhar et al., 1994; Onal and Telefoncu, 1998;
Yoon and Hwang, 2008), mikrobiyal (Sirisha et al., 2010; Gote et al., 2006;
Nadkarni et al., 1992; Svastits-Diics6 et al., 2009; Nadkarni et al., 1992; Wong et
al., 1986; Talbot and Syrusch, 1990; Herder et al., 1992; Galili et al., 1985;
Zeilinger et al., 1993; Mitsutomi et al., 1985; Ohtakara and Mitsutomi, 1987;
Hashimoto et al., 1993; Ohtakara et al., 1984; Somiari and Balogh, 1993; Lounteri
et al., 1998; Thanankul et al., 1976; Nagao et al., 1988; Kristufek et al., 1994;
Cavazzoni et al., 1987; Kotwal et al., 1999; Sinitsyna et al., 2008) ve hayvansal
(Dhar et al., 1993; Dean and Sweeley, 1979a; 1979b; 1979c; Kusiak et al., 1978;
Yasuda et al., 2004) kaynaklardan bilinen genel izolasyon ve saflagtirma
teknikleri kullanilarak izole edilip saflastirilmis ve karakterizasyonu yapilarak
uygulamaya sunulmustur. Her ne kadar oldukga yiiksek saflikta ve hemen hemen
tamamen homojen bir a-galaktozidaz preparatinin hazirlanabildigi ¢ok az sayida
calisma mevcut ise de, dnemli olan daha sonraki c¢alismalarda kullanilabilecek
amaca uygun bir protein preparatinin hazirlanmasidir. o-Galaktozidazlar

genellikle hiicre icerisinde ve de diger ¢esitli glikozidazlarla bir arada bulunurlar.
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Bu nedenle, ¢ogu kez bu aktiviteleri birbirinden ayirmak zor olmaktadir. Eger
hazirlanan enzim preparati diger glikozidazlarca kontamine edilmiyor ve genis bir
aglikon spesifikligine sahip ise bahsedilen bir¢ok kullanim alani i¢in uygun

olacaktir.

Bu calismada, enzim kaynagi olarak musir (Zea mays) segildi. Misir,
iilkemizde 6zellikle yaz aylarinda oldukca kolay temin edilebilen, ucuz ve bol
bulunan bir kaynak olmasi, o-galaktozidaz aktivitesinin bu kaynakta yiiksek
oranda bulunmasi ve giines altinda yetisen misirdaki enzimlerin termal kararlilig
yiikksek oldugundan tercih edilmistir. Misir, protein agisindanda zengin bir
kaynaktir. Enzimlerin tamamen saf preparatinin hazirlanmasi hem oldukga
zahmetli yontemlere gerek duyulmasi hem de sonucta elde edilen enzim
miktarmin ¢ok az olmasi nedeniyle, bu g¢alismada a-galaktozidaz enzimin
musirdan izole edilerek ters misel sistemi (Reverse Micelles Systems; RMS) ile

saflastirilmasi amacglanmaistir.

o-Galaktozidaz enzimi “’Metaryal Metod’” boliimiinde agiklandigr gibi
geleneksel yontemler ile misirdan izole edildi ve %85 ’lik amonyum siilfat
coktiirmesi yapilarak deristirildi. Ters misel sistemlerinde kullanilmak {izere
hazirlanan a-galaktozidaz preparatinin aktivite, protein ve spesifik aktivite
degerleri sirasiyla 24,32 mg/ml, 1.17 U/ml, 0,048 U/mg olarak belirlendi.
Misirdan hazirlanan bu ham protein preparati kullanilarak ters misel sistemlerinde

a-galaktozidaz enziminin dagilimi incelendi ve enzim saflastirilmaya calisildi.

3.2 Ters Misel Sistemi (RMS) ile Masir (Zea mays)
a-Galaktozidazinin Saflastirilmasi

a-Galaktozidazlar endiistriyel acidan Ozellikle gida sanayinde Onemli
uygulama alanit bulan enzimlerdir. Bu nedenle cesitli bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal kaynaklardan tuz ¢oktlirmesi, membran filtrasyonu, iyon degisim,
afinite, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyonu gibi geleneksel
ayirma ve saflastirma yontemleri kullanilarak saflastirilmislardir. S6z konusu
protokollerin bir¢ogu ¢ok sayida adim igeren, zaman alici, 6lgek bliylitmenin zor
oldugu ve pahali sistemlerdir. Ayrica bu ¢alismalarda arastiricilar a-galaktozidaz
enzimini primer bir saflastirma prosesi ile olduk¢a yiiksek saflikta elde etmeyi
amaglamislardir (Sinitsyna et al., 2008; Guimaraes et al., 2001; Yasuda et al.,
2004; Cao et al., 2010; Shen et al., 2008; Rezessy-Szabo et al., 2007; Kang and
Lee, 2001; Gao and Schaffer, 1999; Appukutan and Barsu, 1987).
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Ters misel sistemleri 6lgek biliyiitmenin kolay olmasi, siirekli islem igin
uygun olmasi, yiiksek secicilige sahip olmasi nedeniyle protein saflastirmada
siklikla tercih edilmektedir (Melo et al., 2001; Harikrishna et al., 2002). Ters
misel sistemleri birgok enzimin saflagtirilmasinda ve ekstraksiyonunda etkin bir
sekilde kullanilmistir. Ornegin; Aspergillus niger ‘den setiltrietilamonyum bromiir
(CTAB) kullanilarak glukoz oksidaz enziminin saflastirilmasinda (Ferreira et al.,
2005), sodyum di(2-etilhegzil)siilfosiiksinat (AOT) kullanilarak Klusyveromyces
marxianus ‘dan inulinaz enziminin ayristirilmasinda (Pessoa and Vitolo, 1997),
CTAB ile mayadan alkol dehidrogenaz ekstraksiyonunda (Zhang et al., 2000),
CTAB ve AOT kullanilarak kirmiz turp peroksidazi saflastirilmasinda (Motlekar
and Bhanwat, 2001), TOMAC ile alkalin proteaz ekstraksiyonunda (Rahaman et
al., 1986; Wolbert et al., 1989).

Ters misel sistemleri enzimlerin yan1 sira g¢esitli proteinlerin de etkin bir
sekilde ayirimi ve saflagtirilmasinda kullanilmistir: AOT ters misel sistemi ile
albumin (Goklen and Hatton, 1986), Tween85/Span85 ve TOMAC ters misel
sistemleri ile hemoglobin (Ayala et al., 1992), CTAB sistemi ile sitokrom b5
(Pires and Cabral, 1993), AOT sistemi ile rennin (Goklen, 1986) ve soya
fasulyesinden protein ekstraktsiyonunda (Zhao et al., 2009) kullanilmastir.

Ters misel tekniginde sulu ¢ozeltilerden protein/enzimlerin ayirimi igin
uygun bir sulu faz ve organik faz kullanilir. Ham protein ekstraktina 6nce belirli
bir pH, iyonik siddet, hacime sahip tampon uygulanir ve ardindan belli
konsantrasyonda surfaktan iceren belirli hacimde organik faz eklenir. Faz ayrimi
hemen gézlenebilir (Carvalho and Cabral, 2000). Genellikle 3 faz olusur. Ust faz
organik ¢ozgen ve surfaktan igeren ters misellerin olusturdugu fazdir. Alt faz ise
tuz iceren faz olup proteinler, sakkaritler ve hiicre debrisi gibi polar bilesikleri
icerir. Ara faz ise organik ¢ozgen ve sulu ¢ozelti ara yiizeyinde olusan protein
denaturasyonundan kaynaklandigi disiiniilen filmsi  yada bulutsu diye
betimleyebilecegimiz agregatlagma goriilen fazdir (Matzke et al., 1992; Lee and
Chong, 2011; Pires et al., 1996). Ters misel sistemlerinde molekiillerin fazlar
arasindaki dagilim davraniglar1 hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler, yiik, sterik
etkiler, biyomolekiillerin o6zellikleri fiziksel kosullar gibi ¢esitli faktorlerden
dolay1 olduk¢a kompleks bir olaydir (Matzke et al., 1992; Luisi et al., 1988).
Kosmotropi, salting-out, ko-solvent ¢oktiirmesi, izoiyonik ¢oktiirme, ozmolitik
coktiirme ve protein hidrasyonu orta fazda proteinlerin ¢oktiiriilmesine yardimci
olur. Proteinler bu kosullar altinda kaynaklarina, molekiil kiitlelerine, izoelektrik

noktalarina ve pH ’ya bagiml olarak farkli dagilim davraniglar1 sergilerler (Pike
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and Dennison, 1989). Ters misel sistemlerinde molekiillerin fazlar arasindaki
dagilim davranislar1 pek ¢ok faktdrden dolayr oldukc¢a kompleks bir olaydir.
Uygun sistemlerin dizaynina ve se¢imine yol gosterecek kapsamli ve mekanistik
bir teori mevcut degildir. Bu nedenle teknigin uygulamalarinda biyomolekiillerin
optimum dagilimini saglayan en uygun sistemin hazirlanabilmesi i¢in deneysel
optimizasyon ¢alismalarina gereksinim duyulur. Dolayisiyla, proteinlerin
kompleks karigim ortamindan ters misel teknigi ile etkin bir sekilde ayrimina
cesitli proses parametrelerinin (ortamin pH’s1, ters misel sisteminin su igerigi, tuz
tiiri  ve konsantrasyonu, organik c¢ozgen ve tiirli, surfaktan tiiri ve
konsantrasyonu, protein miktari, sulu fazin organik faza hacimsel orani)
etkilerinin incelenmesi gerekir (Hai and Kong, 2008; Shin and Vera, 2002; Lee et
al., 2004; Luisi et al., 1988).

a-Galaktozidaz enziminin ters misel sistemi ile saflastirilmasinda s6z
konusu bu parametrelerin enzimin dagilim davranmisina etkisi incelendi. En iyi
saflastirma kat1 ve verimi saglanan ters misel sistemi belirlenerek optimize edilen
sistemden elde edilen enzimin karakterizasyonu gergeklestirilerek biyokimyasal

ozellikleri belirlendi.

3.2.1 Ters misel sisteminde ileri ekstraksiyon ve ekstraksiyonun
optimizasyonu

Ters misel sistemleri ile ayirma islemlerinde once ileri ekstraksiyon ve
ardindan geri ekstraksiyon yapilarak hedef molekiilin ayirimi ve dagilim
izlenerek saflastirma gergeklestirilir. Genellikle sivi-sivi ters misel ekstraksiyon
proseslerinde hedef enzim ileri ekstraksiyon islemi ile organik fazda olusturulan
ters miseller icerisine alinarak se¢imli olarak ¢oziiniirlestirilir ve ardindan geri
ekstraksiyon islemi ile sulu faza cekilerek saflastirma saglanir (Matzke et al.,
1992; Pires et al., 1996). Ancak bazen hedeflenen enzim {list organik ters misel
fazina gegmek yerine alt sulu fazda kalmay: tercih eder ve bdylelikle istenmeyen
proteinler {ist faza cekilerek saflagtirma saglanir. Bu calismada da misirdan izole
edilen a-galaktozidaz enzimi hem AOT hem de CTAB kullanilarak hazirlanan ters
misel sistemlerinde baskin bir sekilde alt sulu fazda kalmistir. Boyle durumlarda
geri ekstraksiyona gerek duyulmadigindan tek adimda ayirma yapmak miimkiin
olmaktadir. Neticede geri ekstraksiyonun zahmetli adimlarmma gerek
duyulmamaktadir. Benzer bir ¢alismada (Noh and Imm, 2005) lizozim enzimi ters
misel sistemleri ile tek adimda ayrilarak geri ekstraksiyona ihtiya¢ duyulmadan

saflastirilmistir.
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Ters misel sistemlerinde sistemi optimize ederek enzimin iyi bir verimle
ve yiiksek oranda saflagsmasini saglamak miimkiindiir. Bunun i¢in Once ileri
ekstraksiyon basamaginin optimize edilmesi, ardindan bu optimize edilmis
kosullarda ters miseller igerisine alinan enzimlerin iyi bir verimle ters misel disina

almabilmesi i¢in geri esktraksiyonun optimize edilmesi gerekmektedir.

Bu calismada, ters misel sistemlerinin hazirlanmasinda ilk basamak olan
ileri ekstraksiyona bazi parametrelerin (surfaktan tiiri ve konsantrasyonu, pH,
iyon siddeti, protein miktari, faz orani gibi) etkisi incelendi ve enzim i¢in en

uygun optimize edilmis ileri ekstraksiyon kosullar1 belirlendi.

3.2.1.1 Surfaktan tiirii

Ters misel sistemlerinde ters misel olusumunda surfaktan se¢imi oldukca
onemli bir adimdir. Ters misel olusturucu surfaktan olarak farkli tiir surfaktanlar
(anyonik, katyonik, noniyonik) kullanilabilmektedir. Anyonik surfaktan olarak
AOT (Liu et al., 2004; Mathew and Juang, 2005; Kelley et al., 1993; Sun et al.,
2008; Talukder et al., 2007; Motlekar and Bhangwat, 2001) ve katyonik surfaktan
olarak da CTAB (Dong et al., 2008; Shen et al., 2005; Hasmann et al., 2001;
Zhang et al., 2000; Motlekar and Bhangwat, 2001) bir ¢ok ¢alismada etkin bir
sekilde kullanilmistir. o-Galaktozidaz enziminin saflastirilmasinda surfaktan
olarak AOT ve CTAB olarak kullanildi. Organik fazi olusturmada gorevli olan
surfaktan1 ¢cozmek amaciyla AOT igin genellikle izooktan, CTAB i¢in ise degisik
hacim oranlarinda izooktan, n-hekzan ve hekzanol ¢6zgen sitemi kullanilmaktadir.
Bu calismada, AOT tabanli ters misel sisteminde izooktan, CTAB tabanli ters
misel sisteminde izooktan ve 1-hekzanol’iin esit hacimde (1:1) karisimi ¢6zgen
olarak kullanildi.

3.2.1.1pH

a-Galaktozidaz enziminin ters misel sistemi ile saflagtirillmasinda optimum
sartlar1 belirlemek i¢cin 6nce hem AOT tabanli ters misel sistemi i¢in hem de
CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in diger tim degiskenler sabit tutularak ortamin
pH’1 degistirildi. Sulu ¢6zeltinin pH’1 proteinin net yiikiine karar verir (Fadnavis,
1998; Nascimento, 2002; Goklen and Hatton, 1985; Qiang et al., 1998; Pessoa and
Vitolo, 1998). Protein ile surfaktan gruplar1 arasindaki elektrostatik etkilesim
proteinin fazlar arasi transferini destekler. Bu egilim, surfaktan grubu ile proteinin

z1t yiiklerde olmastyla gerceklesir. Izoelektrik noktanin altinda yani protein pozitif
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yiiklii iken protein negatif yiiklii surfaktan (anyonik surfaktan) ile etkilesir ve
organik faz igindeki misele transfer gerceklesir. izoelektrik nokta iizerinde yani
protein negatif yiiklii iken anyonik surfaktan ile etkilesim olmaz, transfer
gozlenmez dolayisiyla katyonik surfaktan kullanilmalidir. Ortamin pH’s1
ayarlanirken proteinin denaturasyonunu onlemek i¢in pH ayarlamasi oldukga
dikkatli yapilmalidir, ¢ok asidik ya da ¢ok bazik pH’larda bdlgede protein
denaturasyona ugrayabilir (Zhou and Weng, 2006; Wolbert et al.,1989; Dekker,
1991; Goklen and Hatton, 1987; Nishiki et al., 1993; Jarudilokkul et al., 1999).

AOT tabanli ters misel sisteminde enzimin ayirimina pH’m etkisinin
incelenmesi amactyla izooktanda hazirlanmis 50 mM AOT, 1 mg protein, 50 mM
KCI varliginda 1:1 (v/v) sulu faz:organik faz oraninda, farkli pH’larda ters misel
sistemleri hazirland1 ve ileri ekstraksiyon gerceklestirildi. Bu amagla 50 mM
sodyum sitrat (3,0-6,5), 50 mM sodyum fosfat (6,0-8,0) ve 50 mM glisin/NaOH
(9,0-10,0) tamponlar1 kullanildi. AOT ters misel sistemi i¢in pH’mn 5.5’tan kiigiik
ve pH 6.5’tan biiyiik oldugu pH degerlerinde ¢ok diisiik aktivite gozlendi. Bu
nedenle pH 5.5-6.0 araligindaki sitrat ve sitrat fosfat tamponlar1 ile yapilan
ayirima ait sonuglar Cizelge 3.1°de verildi. Cizelgeden goriildiigii gibi pH 6.0
sitrat ve sitrat fosfat tamponlarinda benzer aktivite verimi ve saflagtirma kat1 elde
edildi. Ayrica sitrat tamponu enzim aktivitesi tayininde de kullanildig1 i¢in bu
tamponla devam etmeye Kkarar verildi.

Cizelge 3.1 pH’in AOT tabanl ters misel sisteminde a-galaktozidazin ayirimina
etkisi*.

Tampon Aktivite Protein Spesifik Protein Spesifik Aktivite Saflagtirma
Aktivite Verimi Aktivite Verimi Kat

Tiirii ve pH Verimi

(Unit) (mg) (U/mg) (%) (%) (%) (fold)
pH:5,5 0,020 0,093 0,215 9,3 4479 417 45
Sitrat
pH:6 Sitrat 0,022 0,097 0,232 9,7 483,3 46,9 48
pH:6,5 0,019 0,096 0,207 9,6 431,2 415 43
Sitrat
pH:6 sitrat 0,021 0,091 0,235 9,4 489,6 44,6 49
fosfat
pH:6.5 0,020 0,098 0,205 9,4 427,1 41,9 43
sitrat fosfat

*sisteme eklenen protein 1 mg, 0.048 U
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CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in: 50 mM CTAB (1:1 hacimde
karistirilmis izooktan ve 1- hekzanol karisimiyla hazirlandi), 0,5 mg protein, 50
mM KCI varhiginda 1:1 (v/v) sulu faz:organik faz oraninda farkli pH’larda ters
misel sistemleri hazirlandi ve ileri ekstraksiyon gergeklestirildi. Bu amagla yine
AOT tabanli ters misel sisteminde kullanilan tampon tiirleri ve pH degerleri
kullanildi. CTAB ters misel sistemi i¢in pH 6,5’dan biiylik oldugu durumlarda
aktivitenin ¢ok diisiik oldugu goézlendi (Cizelge 3.2). Cizelge 3.2°den goriildiigii
gibi CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in pH 4.5 sitrat tamponunda enzim % 93.8
aktivite verimi ile 2,0 kat saflastirilabilmistir. Diger tampon tiirleri ve pH’larinda
gbzlenen aktivite ve saflastirma kati degerleri bu degere kiyasla oldukga

diistiktiir.
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Cizelge 3.2 pH’1n CTAB tabanl ters misel sisteminde a-galaktozidazin ayirimina
etkisi*.

Tampon Aktivite Protein Spesifik Protein Spesifik Aktivite Saflastirma
Aktivite Verimi Aktivite Verimi Kati
) Verimi
(Unit) (mg) (U/mg) (%) (%) (%) (fold)

pH:3,5 0,016 0,257 0,061 51,4 135,6 65,4 14
Sitrat

pH:4 0,021 0,251 0,082 50,2 182,2 86,2 1,8
Sitrat

pH:4,5 0,022 0,223 0,101 44,6 2014 91,7 2,0
Sitrat

pH:5 0,020 0,215 0,094 43,0 195,8 84,6 1,9
Sitrat

pH:5,5 0,019 0,337 0,058 67,4 1289 81,7 1,3
Sitrat

pH:6 0,019 0,340 0,056 68,0 1244 78,7 1,2
Sitrat

pH:6,5 0,016 0,339 0,046 67,8 95,83 65,0 1,0
Sitrat

pH:6 0,018 0,335 0,054 67,0 120 75,4 1,2

sitrat fosfat
pH:6.5 0,015 0,332 0,044 66,4 97,8 61,2 1,0
sitrat fosfat

*sisteme eklenen protein 0.5 mg, 0.024 U
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3.2.1.3 iyon siddeti

a-Galaktozidaz enziminin ters misel sistemi ile saflastirilmasinda optimum
sartlart belirlemek i¢in Once her bir sistem i¢in uygun ortam pH’1 belirlendi.
Ardindan belirlenen optimum pH’larda calisilmaya devam edilerek diger
parametreler yukarida anlattigimiz gibi sabit tutulmus ve sulu faz iyon siddeti
degistirilmistir. Bircok ¢alismada iyonik siddetin artmasiyla fazlar arasi protein
transferinin azaldigr goriilmiistiir (Hatton, 1989; Kelley et al., 1993; Lu et al.,
1993; Pires et al., 1996; Sun et al., 1998). Bizim c¢alismamizda tuz
konsantrasyonun istedigimiz protein transferine olumlu bir etkisi olmadigi
belirlendi (Cizelge 3.3). Diger ¢alismalarda oldugu gibi surfaktan ile protein
arasindaki elektrostatik etkilesimleri artan iyonik siddet ile zayiflatmak

amaclanmistir (Yan et al., 1997; Pires et al., 1996; Hatton et al., 1989).

AOT tabanl ters misel sistemi i¢in 50 mM sitrat (pH 6,0) tamponuyla, 1
mg protein, S0 mM AOT (izooktanda hazirlanmig) ¢ozeltisi ve 1:1 (v/v) sulu
faz:organik faz orani sabit tutularak degisik konsantrasyonlarda KCl ¢ozeltileri (0,
25, 50, 75, 100, 150, 200 mM ) ile ileri ekstraksiyon denemeleri yapildi (Cizelge
3.3). Cizelgeden goriildiigii gibi KCl derisimi a-galaktozidaz enzimi ayiriminda

onemli bir etki gostermemistir.

CTAB tabanli sistem i¢in 50 mM CTAB (esit hacimde karistirilmig
izooktan ve 1- hekzanol karigimiyla hazirlanmstir), 0,5 mg protein, 1:1 (v/v) sulu
faz: organik faz oranmi ve degisik konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 75, 100, 150, 200
mM) KCI ile denemeler gergeklestirildi (Cizelge 3.4). Cizelgeden goriildiigii gibi
KCI varliginda a-galaktozidaz enziminin ayirimi bu sistemde de gelistirilmemis,

aktivite verimi ve saflagtirma kat1 degerlerinde 6nemli bir artig olmamustir.
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Cizelge 3.3 KCI konsantrasyonunun AOT tabanli ters misel sisteminde a-

galaktozidazin ayirimina etkisi*.

Konsantrasyon | Aktivite |Protein Spesifik Protein Spesifik |Aktivite |Saflastirma
Aktivite Verimi Aktivite |Verimi Kat1
M ) Verimi
(mM) (Uniy | (Mo) | (Umg) | (%) (%) (%) (fold)
0 0,022 0,098 0,222 9,8 464,43 454 4,6
25 0,022 0,096 0,227 9,6 472,92 454 4,7
50 0,023 0,098 0,233 9,8 484,69 474 4,8
75 0,022 0,098 0,222 9,8 464,43 454 4,6
100 0,021 0,094 0,225 9,4 468,75 442 4,7
125 0,022 0,094 0,227 9,4 473,09 454 4,7

*sisteme eklenen protein 1 mg, 0.048 U
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Cizelge 3.4 KCIl konsantrasyonunun CTAB tabanli ters misel sisteminde a-

galaktozidazin ayirimina etkisi*.

Konsantrasyon | Aktivite |Protein Spesifik Protein Spesifik |Aktivite |Saflastirma
Aktivite Verimi Aktivite |Verimi Kati
M ) Verimi

(mM) (Unity | (mg) | (UImg) (%) (%) (%) (fold)
0 0,020 0,205 0,099 41,0 207,3 83,3 2,1
25 0,018 0,187 0,097 37,4 202,1 75,4 2,0
50 0,018 0,188 0,095 37,6 197,9 78,3 2,0
75 0,017 0,190 0,091 38,0 189,6 72,1 1,9
100 0,020 0,227 0,088 | 454 183,3 83,3 18
150 0,020 0,231 0,089 | 46,2 1854 83,3 1,8
200 0,018 0,189 0,094 37,8 195,8 74,2 1,9

*sisteme eklenen protein 0,5 mg, 0.024 U

3.2.1.4 Surfaktan konsantrasyonu

a-Galaktozidaz enziminin ters misel sistemi ile saflagtirillmasinda optimum
sartlar1 belirlemek icin hem CTAB sistemi i¢in hem de AOT sistemi i¢in diger
tim degiskenler sabit tutularak uygun pH ve iyon siddeti belirlendikten sonra
AOT ve CTAB surfaktan konsantasyonlar1 degistirilerek denemeler yapilmustir.
Surfaktan konsatrasyonu misel boyutunu etkilemektedir (Hentsch et al., 1992;
Luisi et al.,1986; Mathew and Juang, 2005; Ferreira et al., 2005).

AOT tabanli ters misel sistemi igin 50 mM sitrat pH 6,0 tamponuyla, 1 mg
protein, 50 mM KCI ¢ozeltisi ile 1:1 (v/v) sulu faz:organik faz orami sabit
tutularak degisik konsantrasyonlarda AOT ¢ozeltileri (25, 50, 100, 200 mM) ile
ileri ekstraksiyon denemeleri yapildi (Cizelge 3.5). Cizelgeden goriildiigii gibi en
yiiksek aktivite verimi (%46.8) ve saflastirma kati (4.9 kat) 50 mM AOT
varliginda elde edildi.
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Cizelge 3.5 AOT konsantrasyonunun AOT tabanli ters misel sisteminde o-

galaktozidazin ayirimina etkisi*.

Konsantrasyon | Aktivite |Protein Spesifik Protein Spesifik |Aktivite [Saflastirma
Aktivite Verimi Aktivite |Verimi Kati
(MM) ) Verimi
(Unit) (mg) (U/mg) (%) (%) (%) (fold)
25 0,016 0,074 0,211 74 439,6 32,5 44
50 0,022 0,094 0,234 8,4 487,5 458 49
100 0,022 0,098 0,229 477,1 46,7 48
9,8
150 0,022 0,098 0,226 470,8 46,2 47
9,8
200 0,022 0,098 0,225 9,8 468,7 46,2 47

*sisteme eklenen protein 1 mg, 0.048 U

CTAB tabanli sistem i¢in 50 mM sitrat pH 4.5 tamponuyla, 0,5 mg
protein, 1:1 (v/v) sulu faz:organik faz orani, KCl’siz ortamda, degisik
konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200 mM) CTAB ile
denemeler gerceklestirildi (Cizelge 3.6). Cizelgede goriildigii gibi 15 mM CTAB
konsantrasyonu ile enzim yiiksek verimle (%99.7) 2.1 kat saflagtirildu.
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Cizelge 3.6 CTAB konsantrasyonunun CTAB tabanli ters misel sisteminde o-

galaktozidazin ayirimina etkisi*.

Konsantrasyon Aktivite Protein Spesifik Protein Spesifik | Aktivite Saflastirma

Aktivite Verimi Aktivite Verimi Kati

M ) Verimi

(mM) (Unit) (mg) (U/mg) (%) %) (%) (fold)

5 0,017 0,219 0,079 43,8 164,6 70,8 1,6
10 0,020 0,219 0,092 43,8 191,7 83,3 1,9
15 0,024 0,249 0,096 45,0 207,1 99,7 21
20 0,022 0,231 0,102 46,2 2125 91,7 21
50 0,021 0,242 0,093 48,4 193,7 87,5 19
100 0,022 0,239 0,087 47,8 181,3 86,2 18
200 0,021 0,244 0,084 48,8 175,0 87,5 1,7

*sisteme eklenen protein 0.5 mg, 0.024 U
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3.2.1.5 Faz oram etKkisi

Faz orani sulu faz ve organik faz oranlarinin hacimsel olarak degisimine
dayanmaktadir (Zhao et al., 2009; Nishiki et al., 1993). Hacim oranlar1 AOT
tabanli ters misel sistemi i¢in 1:1; 1:2; 2:1; 1:3; 3:1 oranlarinda, CTAB tabanli ters
misel sistemi i¢in 1:1; 1:1,5; 1,5:1; 1:2; 2:1; 1:3; 3:1 oranlarinda
gergeklestirilmistir (Cizelge 3.7 ve 3.8). Cizelgelerden de goriildiigii lizere faz
oranlarindaki degisimin her iki ters misel sisteminde ileri ekstraksiyona 6nemli bir
etkisi olmamistir. Bu nedenle her iki sistem i¢in 1:1 faz oranlarinda ¢alismaya
devam edildi.

Cizelge 3.7 AOT tabanli ters misel sisteminde faz oranmin ayirmaya
etkisi*.

Faz Aktivite [Protein | Spesifik Protein Spesifik |Aktivite [Saflastirma

Oranlar Aktivite | Verimi | Aktivite |Verimi Kat
_ Verimi
(Unit) (mg) (%) (%) (%) (fold)
(U/mg)

1:1 0,023 0,098 0,223 9,8 484,7 47,5 4,8

1:2 0,023 0,099 0,231 9,9 4819 47,7 4,8

2:1 0,023 0,099 0,231 | 19,8 481,9 47,7 4,8

1:3 0,023 0,098 0,232 9,8 481,6 47,3 4,8

3:1 0,023 0,099 0,230 9,8 479,8 475 4,8

*sisteme eklenen protein 1 mg, 0.048 U
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Cizelge 3.8 CTAB tabanli ters misel sisteminde faz oraninin ayirmaya
etkisi*.

Faz Aktivite | Protein Spesifik Protein Spesifik |Aktivite |Saflastirma
Oranlan Aktivite | Verimi Aktivite | Verimi Kati
) Verimi
(Unit) (mg) (U/mg) (%) (%) (%) (fold)
1:1 0,025 0,256 0,096 51,2 200,0 102,5 2,0
2:3 0,025 0,276 0,091 55,2 189,6 104,6 1.9
3:2 0,025 0,279 0,088 55,8 183,3 102,5 1.8
1:2 0,024 0,272 0,088 54,4 183,3 100,4 1.8
2:1 0,025 0,275 0,089 55,0 185,4 102,5 1.8
1:3 0,025 0,273 0,093 54,6 193,5 105,4 1.9
3:1 0,023 0,264 0,088 52,8 183,3 97,1 1.8

*sisteme eklenen protein 0.5 mg, 0.024 U

3.2.1.6 Protein miktari

Ters misel sistemi ile saflagtirma ¢alismalarimizda sisteme eklenen protein
miktariin ayirmaya etkisi de incelendi. Sisteme eklenen protein miktar: etkisi
caligmalarina 6rnek olarak Nishiki ve arkadaslarinin lizozimle ile yaptigt AOT
ters misel sistemli ¢aligma (2005), Hemavathi ve arkadaslariin Hordeum vulgare
B-galaktozidaz’l ile yaptigi ¢alismalar verilebilir. Ayn1 dogrultuda hem AOT hem
de CTAB ters misel sistemleri i¢in genel optimum kosullar1 belirlendikten sonra
farkl1 protein miktarlari igeren ters misel sistemleri hazirlandi.

AOT tabanli ters misel sistemi i¢in 50 mM sitrat pH 6,0 tamponuyla, 50
mM AOT ¢ozeltisiyle(izooktanda hazirlandi), 50 mM KCI ¢ozeltisi ile 1:1 (v/v)
sulu faz:organik faz orani sabit tutularak degisik miktarlarda protein (0,25-2 mg)
eklenerek ileri ekstraksiyon denemeleri yapildi (Cizelge 3.9). Cizelgeden

goriildigl gibi maksimum saflastirma kat1 1 mg protein miktarinda elde edildi. Bu




protein miktarinin lizerindeki degerlerde hazirlanan sislerde orta filmsi tabakanin

artt1g1 ve enzimin bu tabakada denatiire oldugu gorildii.

Cizelge 3.9 Protein miktarinin AOT tabanl ters misel sisteminde a-galaktozidazin

ayirimina etkisi.

Pr‘otein Aktivite Protein Spesifik Protein Spesifik Aktivite Saflastirma
Miktar Aktivite Verimi Aktivite Verimi Kati
) Verimi

(mg) (Unit) (mg) (U/mg) (%) %) (%) (fold)
0,25 0,005 0,030 0,173 12,0 360,4 41,7 3,6
0,5 0,011 0,050 0,220 8,8 458,3 42,8 4.6
0,75 0,016 0,072 0,220 14,0 468,7 444 4.6
1 0,022 0,094 0,234 9,4 4875 45,8 4,9

CTAB tabanh ters misel sistemi i¢in 50 mM sitrat pH 4.5 tamponuyla KCl

eklemeden 15 mM CTAB, 1:1 (v/v) sulu faz:organik faz orani, degisik

miktarlarda protein (0,05-5 mg) ile denemeler gergeklestirildi (Cizelge 3.10).

Cizelgeden de goriildiigii tizere CTAB tabanli ters misel sistemi i¢in uygun

protein miktar1 2 mg’dir.




Cizelge 3.10 Protein miktarinin CTAB tabanlh

galaktozidazin ayirimina etkisi.
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ters misel sisteminde o-

Pr.otein Aktivite Protein Spesifik Protein Spesifik Aktivite Saflastirma
Miktar Aktivite Verimi Aktivite Verimi Kati
) Verimi
(mg) (Unit) (mg) (U/mg) (%) %) (%) (fold)
0,25 0,008 0,099 0,081 39,6 168,7 66,7 1,7
0,5 0,020 0,209 0,096 43,8 200,0 83,7 2,0
1 0,038 0,416 0,091 41,6 189,6 79,2 1,9
2 0,089 0,816 0,109 40,8 2271 92,7 2,3
3 0,101 1,104 0,091 50,9 189,6 70,1 1,9
4 0,122 1,294 0,094 32,3 195,8 93,7 2,0
5 0,132 1,84 0,089 19,7 185,4 55,0 1,8
3.22 Ters misel sistemlerinde a-galaktozidaz ayiriminin

tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik endiistriyel iretim prosesleri i¢in 6nemli bir parametredir.

Her iki ters misel sistemi i¢in optimize edilen kosullarda sistemler ii¢ farkli kez

kurulmus ve analizler yapilmistir. AOT ve CTAB tabanli bu sistemler i¢in elde

edilen

sonuglar

sirastyla  Cizelge 3.11

ve Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelgelerden goriildiigii gibi her iki farkli sistem i¢in ayr1 kosullarda hazirlanan

her bir tekrar sistemi ile benzer sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 3.11 AOT tabanh ters misel sistem ile o-galaktozidaz ayiriminin

tekrarlanabilirligi.
Sistem Aktivite |Protein |Spesifik | Protein Spesifik Aktivite [Saflastirma
Tekrarlan Aktivite | Verimi | Aktivite |Verimi Kati
) Verimi
(Unit) (mg) (%) (%) (%) (fold)
(U/mg)

A 0,022 0,049 0,226 9,8 470,8 46,2 477

B 0,022 0,048 0,231 | 9,6 481,8 46,2 4,8

C 0,022 0,048 0,233 9,6 485,4 46,7 4,8

*sisteme eklenen protein 1 mg, 0.048 U

Cizelge 3.12 CTAB tabanli ters misel sistem ile a-galaktozidaz ayiriminin

tekrarlanabilirligi.
Sistem Aktivite |Protein |Spesifik Protein Spesifik |Aktivite [Saflastirma
Tekrarlart Aktivite | Verimi Aktivite | Verimi Kat1
) Verimi
(Uniy) | (mg) | (U/mg) (%) (%) (%) (fold)

A 0,086 0,781 0,110 39,1 2294 89,6 2,3

B 0,087 0,805 0,108 40,2 225,0 90,6 2,3

C 0,085 0,779 0,109 38,9 2271 88,5 2,3

*sisteme eklenen protein 2 mg, 0.096 U
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3.2.3 Ters misel sistemlerinde 6lcek biiyiitme

Ters misel sistemleri i¢in tiim optimum kosullar belirlendikten sonra elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda hacimler 2; 4; 6; 8; 10 kata kadar ¢ikartilarak

Olcek biiylitme ¢alismalar1 yapilmistir ( Cizelge 3.13 ve 3.14).

Cizelge 3.13 AOT tabanl1 ters misel sisteminde 6l¢ek biiyiitme.

Olgek | Aktivite |Protein |Spesifik | Protein Spesifik |Aktivite |Saflagtirma
Kati Aktivite Verimi Aktivite |Verimi Kati
) Verimi
(Unit) (mg) (%) (%) (%) (fold)
(U/mg)

2 0,021 0,094 0,228 9,4 474,3 45,8 47

4 0,022 0,098 0,226 9,8 470,8 46,2 47

6 0,022 0,094 0,264 9,4 487,5 45,2 4,9

8 0,022 0,096 0,231 9,6 481,8 46,2 4,8

10 0,022 0,096 0,233 9,6 485,4 46,7 4,8

*sisteme eklenen protein 1 mg, 0.048 U
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Cizelge 3.14 CTAB tabanli ters misel sisteminde Slgek biiylitme.

Olgek Aktivite | Protein Spesifik Protein Spesifik | Aktivite  |Saflastirma
Kati Aktivite Verimi Aktivite | Verimi Kati
) Verimi
(Unit) (mg) (U/mg) (%) (%) (%) (fold)
2 0,087 0,805 0,108 40,2 225,0 90,6 2,3
4 0,089 0,816 0,109 40,8 227,1 92,7 2,3
6 0,086 0,811 0,106 40,6 220,9 89,6 2,2
8 0,087 0,805 0,108 40,2 225,0 90,6 2,3
10 0,086 0,801 0,107 40,5 2229 89,6 2,3

*sisteme eklenen protein 2 mg, 0.096 U

Cizelge 3.13 ve 3.14’den goriildigli gibi optimizasyon basamaginda
kullanilan toplam hacmin (4 ml) farkli kat oranlari ile her iki misel sistemi igin
benzer sonuglar elde edilmistir. Sivi-sivi sistemler olgek biiylitmeye elverisli

sistemler olduklarindan endiistriyel boyutta uygulanabilir sistemlerdir.

3.3 Misir a-Galaktozidazinin Karakterizasyonu

3.3.1 a-Galaktozidazin aktivitesine sicakhgin etkisi

Sicakligin o-galaktozidaz aktivitesine etkisi “Materyal ve Metod”
boliimiinde agiklandigi gibi enzimin aktivitesinin farkli sicakliklarda standart
aktivite Olciim kosullarinda ol¢iilmesiyle belirlendi ve aktivite-sicaklik iligkisi
Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de verildi. Sekillerden goriildiigii gibi her iki misel sistemi
ile saflastirlan o-galaktozidazin optimum sicaklik degerleri 37°C olarak
belirlendi.
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Enzimler protein yapidaki biiyiikk ve olduk¢a komplike molekiillerdir.
Aktivitesinin korunmasi i¢in ii¢ boyutlu yapinin korunmasi gerekir. Aktiviteye
etki eden Onemli parametrelerden biri de sicakliktir. Reaksiyon hizi sicaklik
arttikca artar. Fakat belirli sicakliktan sonra enzim proteininin denaturasyonundan
dolay1 aktivitede diisme olur. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik
(optimum sicaklik) 6zellikle operasyonel bir parametre olmasi agisindan
onemlidir. Genellikle bitkisel kaynakli a-galaktozidazlarin optimum sicakliklar
enzimin kaynagma ve inkiibasyon siiresine bagli olarak 37-40°C arasinda
degismektedir (Onal, 2000; Calc et al., 2010; Bakunina et al., 2006).
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Sekil 3.1 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflagtirilan misir a-galaktozidazinin
optimum sicakligi.
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Sekil 3.2 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidazinin

optimum sicaklig.
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3.3.2 a-Galaktozidazin aktivitesine pH "1n etkisi

Enzim aktivitesini etkileyen onemli parametrelerden bir digeri pH ’dir.
Enzimlerin pH optimumu reaksiyon siiresi, sicaklik, substrat konsantrasyonu,
kullanilan tampon tiirii ve konsantrasyonu ve iyon siddeti gibi bir seri parametreye
bagh olarak degisir. Biyokimyasal reaksiyonlar in vivo kosullarda sulu ortamda
gergeklestiginden pH enzim yiikk durumunu dolayisiyla aktivitesini ¢ok etkiler.
AOT ve CTAB tabanli ters misel sistemleri ile saflagtirtlan misir -
galaktozidazinin aktivitesinin pH ’ya bagimli degisimi sirasiyla Sekil 3.3 ve
3.4°de verilmistir. Her iki sistemle saflastirilan enzimin optimum pH ’s1 6,0 olarak
belirlendi. Enzim genis bir pH araliginda (pH 2-6,0) oldukga aktiftir. o-
Galaktozidazlar i¢in enzim kaynagina bagli olarak degisen farkli pH-aktivite
profilleri mevcuttur. Genellikle bitkisel kaynakli enzimler i¢in optimum pH
degerleri pH 3,5-6,5 arasinda degismektedir (Onal, 2000; Calc1 et al., 2010). RMS
ile ¢aligilirken temel parametre pH ’dir, ¢iinkii proteinin net yiikiine sonug olarak
da proteinin fazlar arasi tranferine etki eder (Goklen and Hatton, 1987; Goklen,
1986; van’t Riet and Dekker ,1984; Luisi et al., 1979).
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Sekil 3.3 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflagtirilan misir a-galaktozidazinin
optimum pH’st.
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Sekil 3.4 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidazinin

optimum pH’s1.
3.3.3 a-Galaktozidazin Kinetik sabitlerinin tayini

Substrat (PNPG) konsantrasyonunun o-galaktozidaz aktivitesine etkisi
“’Materyal ve Metod’’ bolimiinde agiklandigi gibi 0.05-2.5 mM substrat
konsantrasyon araligi kullanilarak belirlendi (Sekil 3.5 ve 3.6). Substrat doygunluk
grafigiklerinden her iki sistemle saflastirilan enzimin doygunluk substrat
konsantrasyonu 1.25 mM olarak belirlendi.

Enzimin Kinetik sabitlerini (Ky, ve Vmax) belirlemek igin ¢izilen Lineweaver
Burk diyagramindan AOT tabanli ters misel sistemi enzim i¢in Ky ve Vmax
degerleri sirasiyla 4,54 mM ve 0,05 U olarak belirlendi (Sekil 3.7). CTAB tabanli
ters misel sistemi enzimi igin ise Ky Ve Vmax degerleri sirasiyla 2,47 mM ve 0,29
U olarak belirlendi (Sekil 3.8). Elde edilen kinetik degerler a-galaktozidazlar ile
ilgili diger ¢aligmalar ile benzerlik gdstermektedir (Onal, 2000; Calci et al., 2010).
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Sekil 3.5 PNPG konsantrasyonunun AOT tabanli ters misel sistemi ile
saflagtirilan misir o-galaktozidazi aktivitesine etkisi.
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Sekil 3.6 PNPG konsantrasyonunun CTAB tabanli ters misel sistemi ile

saflagtirilan misir a-galaktozidazi aktivitesine etkisi.
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Sekil 3.7 AOT tabanli ters misel sisteminde saflastirilan misir o-galaktozidazinin

Lineweaver-Burk Diyagrami.
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Sekil 3.8 CTAB tabanli ters misel sisteminde saflagtirilan misir
o-galaktozidazinin Lineweaver-Burk Diyagrami.
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3.3.4 Efektor tiirii ve konsantrasyonunun etkisi

Her iki ters misel sistemiyle saflastirilan o-galaktozidaz enziminin
aktivitesine bazi sekerlerin ve kimyasal maddelerin etkisi incelendi (Cizelge 3.15
ve 3.16). Cizelge 3.15’den gorildigi gibi 10 mM konsantrasyonundaki
sekerlerin tiimii enzimi inhibe etmistir. Bu sekerlerden 6zellikle galaktoz enzimi
kuvvetli bir sekilde inhibe ederek aktiviteyi oldukga diistirmiistiir. Galaktozun
farkl1 kaynaklardan saflastirilan bir¢ok a-galaktozidaz enzimini inhibe ettigi
calisma mevcuttur (King et al., 2002; Guimaraes et.al., 2001; Farzadi et al., 2010).
10 mM konsantrasyondaki metallerden FeCls, FeSO, ve ZnSO,4 enzimi aktive
ederken KCl ve NaCl’'nin enzim aktivitesine bir etkisi olmamustir. Diger
metallerin enzimi farkli oranlarda inhibe ettigi ve 0Ozellikle de CuSO,4 ve
Na,COs’tin enzimi oldukca yliksek oranda inhibe ettigi belirlenmistir. Soya
tohumu, Bacillus circulansve termofilik fungus Humicola’dan elde edilen serbest
a-galaktozidaz enzimlerinin de metal iyonlar: tarafindan inhibe edildigi ¢alismalar
literatiirde mevcuttur (Guimaraes et.al., 2001; EI-Shebawy et. al., 2007; Kotwal
et. al., 1999).
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Cizelge 3.15 Cesitli sekerlerin AOT ve CTAB tabanli ters misel
sistemlerinde saflastirilmis enzim aktivitesine etkisi.

SEKER BAGIL AKTIVITE (%)
EFEKTORLERI
AOT ters misel | CTAB ters misel
sistemi enzimi | sistemi enzimi
Galaktoz
12,38 10,36
Glukoz
83,33 83,73
Sukroz
88,59 88,01
Fruktoz
85,96 85,57
Laktoz
84,21 83,13
Maltoz
85,08 85,98
Melibioz
49,12 49,79
Raffinoz
83,33 83,33
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Cizelge 3.16 Cesitli kimyasallarin AOT ve CTAB tabanli ters misel sistemlerinde

saflastirilmis enzimi aktivitesine etkisi.

METAL BAGIL AKTIVITE (%)
EFEKTORLERI
AOT ters misel CTAB ters misel
sistemi enzimi sistemi enzimi
FeCl; 142,21 146,14
CacCl, 84,46 83,33
MgCl, 88,59 84,96
KCI 100 100
NaCl 100 100
CuSO, 50 51,42
Fe,SO, 185,09 181,91
ZnS0O, 104,39 101,42
Na,CO3 23,68 25,41
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3.3.4.1 D-Galaktozun a-galaktozidaz aktivitesine etkisi

Her iki ters misel sistemi a-galaktozidaz enzimi aktivitesi tizerine efektor
tiri ve konsantrasyonunun etkisini inceledigimiz ¢alisma sonucunda D-
galaktozun (10 mM) yiiksek oranda inhibisyona neden oldugu belirlendi. D-
galaktoz konsantrasyonlart 1-10 mM ve PNPG konsantrasyonlari 0,05-2,5 mM
araliginda  kullanilarak enzim aktivitesi tayin edildi. Lineweaver-Burk
diyagramindan edilen bilgiler dogrultusunda inhibisyon tipinin yarismali
(kompetitif) inhibisyon oldugu belirlendi (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Enzimin K,
degerleri diyagramdan hesaplandi (Cizelge 3.17 ve 3.18)

12T
=
|
= 1000 -
= B GALAKTOZSUZ

B0 /"' 1 M e

e 2.5 mi gal
€00 ’ x S mbd e
.-‘J
. .'X,J.
A0 .
i / .»“Jf -
l‘f___,-r ) F-—---—_‘_f - B _'___-
200 T B
" Abd =
e = L
ety 12— L
_:”nf -
1, Yo 1,10 Lk Sl 1,0 15 gkl 2 £
1/8 (mM)1

Sekil 3.9 AOT tabanli ters misel sisteminde saflastirilan misir o-
galaktozidazinin aktivitesine D-galaktoz etkisi.
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Sekil 3.10 CTAB tabanli ters misel sisteminde saflastirilan misir o-

galaktozidazinin aktivitesine D-galaktoz etkisi.

Cizelge 3.17 AOT tabanli ters misel sisteminde saflagtirilan misir o-

galaktozidazinin enzim aktivitesine D-galaktoz etkisinin kinetik parametreleri.
Kinetik Il Iy I, I3
Sabitler
(mM) (mM) (mM) (mM)
K 2.22 -
(mM)
Vinax 0,027 - - -
(V)
K, 0,99 4,99 8,79
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Cizelge 3.18 CTAB tabanli ters misel sisteminde saflagtirilan misir o.-
galaktozidazinin enzim aktivitesine D-galaktoz etkisinin kinetik parametreleri.

Kinetik I, Iy P I3
Sabitler
(mM) (mM) (mM) (mM)
K (MM) 1,69
Vimax 0,105
L)
K, - 3,71 6,37 11,24

3.3.5 Kararhlik testleri

3.3.5.1 a-Galaktozidazin termal kararhhgi

Enzimlerin kararliligi, belirli ¢alisma kosullarinda enzim aktivitesinin
zamana bagli olarak korunmasidir. Enzim kararliligina etki eden en Onemli
parametrelerden birisi de sicakliktir. Termal kararlilik enzimlerin endiistriyel

uygulamalar igin 6nemli bir kararllik tiiriidiir (Onal, 2000).

Sekil 3.11 ve 3.12‘den goriildiigi gibi AOT ve CTAB ters misel
sistemleriyle saflastirilmis musir o-galaktozidazmin 4-60°C sicaklik aralifinda
termal kararlihg calisilmis ve enzimin 4-40°C sicakhik araliginda termal
kararliliginin oldukg¢a iyi oldugu gozlenmistir. AOT tabanli ters misel misir o-
galaktozidazinin 40°C ’de baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %86,8¢ini hala
korurken 45°C’de %42’sini korumaktadir. 40°C iizerindeki sicakliklarda bagil
aktivite hizla diismektedir. CTAB tabanli ters misel musir a-galaktozidazinin 40°C
’de baslangic aktivitesinin yaklasik %89,3linii hala korurken 45°C’de %63 {inii
ve 50°C” de ise %25’ini koruyabilmistir. Genellikle enzim kaynagina, inkiibasyon
zamanina, sicakliga ve ortama bagl olarak a-galaktozidazlar i¢in farkli sicaklik-
aktivite ve sicaklik-kararlilik profilleri elde edilmistir (Anisha et al., 2008; Calc1
et al., 2009; Kang and Lee, 2001).

Enzim preparatlarinin  kararliligi  belirli c¢alisma kosullarinda enzim

aktivitesinin zamana bagimli olarak korunmasidir. Enzimlerin kararlilig1 denilince
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genellikle proteinin konformasyonel kararliligindan sz edilir. Enzimin termal, pH
ve depo kararliliklar1 biiyiik 6l¢iide konformasyonel kararliligr ile belirlenir ve
denaturasyon sonucu da inaktivasyon gergeklesir. Bir enzimin kararliligi; sicaklik,
pH, iyon siddeti, tampon tiirli, substratin varhi@ ve yoklugu, enzim
konsantrasyonu, inkiibasyon zamani, aktivator ya da inhibitorlerin varligi veya
yokluguna bagh olarak degisim gosteren 6nemli bir parametredir. Ciinkii enzimler
oldukca karmasik yapili proteinlerdir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisina etki edecek bir
faktor, enzimin aktivitesini de etkiler (Telefoncu, 1997).
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Sekil 3.11 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflsatirilan misir o-

galaktozidazinin termal kararlig;.



98

100 | ¢ —r—t
80
S
3
5 60 |
£
g
B 40 -
o
20 F
0 *—o
0 20 40 60 aa 100
Sicakhk (°C)

Sekil 3.12 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflsatirilan misir o-

galaktozidazinin termal kararlig1.

Enzimler protein yapida olduklari ve 1siya karsi kararli olmadiklarindan,
sicaklik yiikseldik¢e inkiibasyon siiresine bagimli olarak aktivite kaybi hizlanir.
Sicaklik sabit tutulsa bile yalniz inkiibasyon siiresinin uzamasi bile denatiirasyon
sonucu aktivite kaybina neden olur (Onal, 2000). Ozellikle endiistriyel proseslerde
kullanilacak olan ters misel enzim preparatlarinin kararliliklar1 dikkat edilmesi
gereken en Onemli parametrelerdendir. Ters misel enzimin kararliligindan
anlasilan belirli calisma kosullarinda enzimin aktivitesinin zamana bagimli olarak
korunmasidir. Bu siradaki enzim aktivite kaybi ¢esitli nedenlere dayanir. Bunlar,
mikrobiyal yikim ve termik, pH veya kimyasal inaktivasyon olarak siralanabilir.
Enzimin uzun siire saklanmas1 durumunda aktivite kaybinin 6l¢iisii enzimin depo
kararliligidir. Bu siire i¢inde enzimin katalitik potansiyelinden yararlanilmaz yani

enzim is yapmaz (Onal, 2000).

3.3.5.2 On inkubasyon siiresine bagh termal kararhhk

Her iki ters misel sistemi ile saflastirilan enzimler icin optimum sicaklik
(37°C) ve genel substrat hidroliz sicaklig1 olan 50 °C’ta misir a-galaktozidaz1 5,
15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 dakika bekletildi. Bu siirelerin sonunda standart
enzim aktivite 6l¢iim kosullarinda tayin yapildi ve geriye kalan aktivite miktar
belirlendi. AOT tabanl ters misel sistemi ile saflagtirilan a-galaktozidaz enzimi
i¢in zamana bagl termal kararlilik 37 °C ve 50°C igin sirasiyla Sekil 3.13 ve
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3.14°de, CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan a-galaktozidaz enzimi
i¢in sekil 3.14 ve 3.15°de verilmistir.
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Sekil 3.13 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidaz
enziminin 6n inkiibasyon siiresine bagli termal kararlihig (37°C).
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Sekil 3.14 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidaz
enziminin 6n inkiibasyon siiresine bagli termal kararliligi (50°C).
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Sekil 3.15 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misira-galaktozidaz
enziminin 6n inkiibasyon siiresine bagl termal kararlilig1 (37°C).
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Sekil 3.16 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidaz
enziminin 6n inkiibasyon siiresine bagli termal kararlilig1 (50°C).

Sonug olarak AOT ve CTAB ters misel sistemleriyle saflagtirilmig misir
a-galaktozidazinin 50°C sicaklikta termal kararliliginin oldukga diisiik oldugu
(her iki sistem i¢in de), AOT sistemi i¢in 37°C *da 90 dakikaya kadar aktivitesini
korudugu (baslangi¢ aktivitesinin %86,84linii), CTAB sistemi icin ise 120
dakikaya kadar korudugu ancak 180 dakikada baslangi¢ aktivitenin %62,60 ye
diistiigii gorilmiistiir.
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3.2.5.3 pH kararhhg

Ortam pH ’sinin enzim aktivite ve kararliligina etkisini incelemek amaci ile
diizenlenen deney setinde enzim, 50 mM sitrat, sodyum fosfat, glisin
tamponlarinda farkl pH ‘larda (sitrat ; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; sodyum
fosfat: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; glisin : 8,0; 8,5; 9,0; 9,5) 3 saat boyunca 4°C ’de
bekletildi ve ardindan ortamin pH ’s1 6,0 ’ya ayarlanarak standart kosullarda
aktiviteleri tayin edildi (Sekil 3.17 ve 3.18). Her bir ters misel sistem ig¢in
denemeler cift calisild.
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Sekil 3.17 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidazinin
pH kararlilig.
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Sekil 3.18 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflagtirilan misir

a-galaktozidazinin pH kararlilig1.

Sonug olarak AOT ve CTAB ters misel sistemleriyle saflastirilmis misir
a-galaktozidazinin 50 mM’lik sitrat tamponu pH 3-6 araliginda oldukga kararh
oldugu goézlenmistir. AOT tabanh ters misel sistemi i¢cin pH:6’da baslangi¢
aktivitesinin %57,44‘linii hala korumaktadir. CTAB sistemi igin ise pH:6’da %
70.36’s1m1 korudugu tespit edilmistir. Bu degerlerin tizerindeki pH’larda ise bagil
aktivite hizla dismektedir(Sekil 3.17 ve 3.18).

3.3.5.4 On inkiibasyon zamanina bagh pH kararhihg

Her iki misel sistemi ile saflastiran a-galaktozidaz enzimi optimum pH’da
(pH 4,5) ve enzimimiz 1, 2, 3, 4, 5, 6 saat 37 °C bekletildikten sonra aktivite
tayini standart kosullarda 6l¢iildii ardinda da geri kalan aktivite hesaplandi. 6 saat
sonun hala aktivitenin % 90’nin korundugu belirlendi.

3.3.5.5 Depo kararhlhig:

Ters misel sistemi ile saflastirilan o-galaktozidazlarin depo kararlilig:
metaryal metod bolimiinde anlatildigi gibi tayin edilmistir.  Sekil 3.19 ve
3.20’den anlasilacagi gibi enzimlerin depo kararliligi 30 giin izlenmis ve ters
misel a-galaktozidaz enzimlerinin depo kararliliklari tespit edilmistir. 30 giin
sonunda AOT ters misel enziminin ve CTAB ters misel enziminin sirasiyla %

76,32 ve % 75,87 oraninda aktivitesini korudugu goézlenmistir. Depo kararlilig



103

enzimlerin saklanma kosullarina da baglidir. Enzimler 4-5 °C’ de saklandiklar

zaman depolama siiresi artmaktadir.
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Sekil 3.19 AOT tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir a-galaktozidazinin

depo kararlilig1.
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Sekil 3.20 CTAB tabanli ters misel sistemi ile saflastirilan misir

a-galaktozidazinin depo kararlilig.
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3.4 a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) Ters Misel Sistemi ile
Saflastirilmasinin Genel Olarak Degerlendirilmesi

a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) enzimi ile ilgili izolasyon, saflastirma ve
karakterizasyon c¢alismalar1 ¢ok eski yillardan beri devam etmektedir. Enzim,
bitkisel (Chien and Lin-chu,1991; Dey, 1984; Zhu and Goldstein, 1994; Naik et
al., 1985; Pressey, 1994; Onal and Telefoncu, 1998; Yoon and Hwang, 2008),
mikrobiyal (Kotwal et al., 1999; Zeilinger et al., 1993; Mitsutomi et al., 1985;
Ohtakara and Mitsutomi, 1987; Ohtakara et al., 1984; Lounteri et al., 1998;
Sinitsyna et al., 2008) ve hayvansal (Dhar et al., 1993; Dean and Sweeley, 1979a;
1979b; 1979c; Kusiak et al., 1978; Yasuda et al., 2004) kaynaklardan bilinen
genel izolasyon ve saflagtirma teknikleri kullanilarak izole edilip saflastirilmis ve
karakterizasyonu yapilarak uygulamaya sunulmustur. Bolim 1.1.6 ‘da ayrintili
olarak aciklandig1 gibi enzim bir¢ok alanda uygulama olanagi bulmustur. a-
Galaktozidaz medikal alanda (Wong et al., 1986; Shivanna et al., 1989; Dean and
Sweley, 1979; Veale et al., 1992, Lenny et al., 1991; Goldstein, 1989; Lenny et
al., 1994), seker endiistrisinde (Itoh et al., 1986; Wong et al., 1986; Somiari and
Balong, 1993; Mansour and Khalil, 1998; Slominski, 1994; Shivanna et al., 1989;
Mitsutomi and Ohtakara, 1984; Porter et al., 1990; Mitsutomi and Ohtakara,
1988), karbohidrat yap1 caligmalari ile biyolojik fonksiyonlarin belirlenmesinde
(Gidley et al., 1992; Ibatullin et al., 1993), membran modifikasyon ¢alismalarinda
(Dhar et al., 1994), enzimatik sentezlerde (Hashimoto et al., 1993; Galili et al.,
1985; Cantacuzene and Attal, 1991; Yanahira et al., 1998), transgalaktozilasyon
reaksiyonlarinda (Hashimoto et al., 1993; Hashimoto et al., 1995a; Hashimoto et
al., 1995b; Naundorf et al., 1998; Wong et al., 1986) ve cesitli polimer sentezinde
(Bulpin and Gidley, 1990) 6nemli uygulamalara sahiptir.

Sivi- s1v1 ayirma sistemlerinden birisi olan ters misel sistemi (RMS) ile
ayrma teknigi protein geri kazaniminda hem alt akim hem de iist akim
islemlerinde oldukca kullanigh olan ve hizla gelisen yeni bir metoddur. Basit, hizli
ve ekonomik bir teknik olan RMS ‘de 6l¢ek biiylitmek de miimkiindiir. RMS
ekstraksiyonu geleneksel saflagtirma teknikleri ile kiyaslandiginda oldukga ucuz
bir tekniktir. Kromatografik ayirmalardaki ¢ok adimli islemlere ve donanimlara

gereksinim duyulmaz. Ayrica ayirim oda sicakliginda gerceklestirilebilmektedir.

Bu caligmada, misir (Zea mays) ’dan izole edilen a-galaktozidazin ters
misel sistemi ile saflastirilmasi amaclanmigtir. Misir, gerek enzim kaynagi

gerekse enzim miktar1 agisindan a-galaktozidaz enzimi i¢in oldukga ilging bir
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materyaldir. Enzim bu kaynakta oldukca yiiksek aktiviteye sahip ve kararl bir
yapidadir. Her ne kadar oldukga yiiksek saflikta ve hemen hemen tamamen
homojen bir a-galaktozidaz preparatinin hazirlanabildigi ¢cok az sayida calisma
mevcut ise de dnemli olan daha sonraki ¢aligmalarda kullanabilecegimiz uygun
bir protein preparatinin hazirlanmasidir. Bu nedenle enzim misirdan izole edilerek
RMS caligmalarinda kullanildi. RMS sisteminin hazirlanmasinda yapilan 6n
tarama islemi sonrasinda surfaktan olarak Aerosol OT (AOT) ve
setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB)’iin kullanilmasi uygun bulundu. Gerekli
optimizasyonlar yapilarak misir (Zea mays)’dan izole edilen a-galaktozidaz
enzimi RMS ile AOT tabanl sistemde 50 mM AOT izooktan sistemi, 1 mg
protein ¢ozeltisi kullanilarak, 1:1 (v/v) faz oram1 ve 50 mM sodyum sitrat pH
6,0’da yaklasik %47 aktivite verimi ile 4,8 kat, CTAB tabanli sistemde ise 15 mM
CTAB izooktan:1-hekzanol (1:1, v/v) sistemi ile, 2 mg protein ¢ozeltisi
kullanilarak 1:1 (v/v) faz oram1 ve 50 mM sodyum sitrat pH 4,5’da yaklasik %89
aktivite verimi ile 2,3 kat saflastirildi. Saflagtirilan enzimin karakterizasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen sonuclar, a-galaktozidaz enziminin biyoayiriminda
RMS sisteminin baslangi¢c adimi olarak etkin bir sekilde kullanilabilecegini ve
hazirlanan enzim preparatinin enzimin birgok sanayide uygulama alanlari igin

oldukea 1yi 0zelliklere sahip oldugu belirlendi.
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