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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BETA-GALAKTOSIDAZ ENZIMININ MiKROBIYAL HUCRELERDEN
[ZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Asli UYANIK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Atilla OKTEMER

Es Danisman : Dog. Dr. Elif LOGOGLU

Beta-Galaktosidaz, (Laktaz , E:C: 3.2.1.23) bir dissakkarit olan laktozun glikoz ve
galaktoza hidrolizini katalizleyen enzimdir. Beta-Galaktosidaz enzimi hidrolaz enzim
sinifindan olup, dogada yaygin olarak bulunmaktadir ve mikrobiyal kaynaklardan
(bakteri, maya, kiif) izole edilmektedir.

Yapilan calismada, Beta-Galaktosidaz enzimi Kluyveromyces lactis NRRL-Y1140
mayasindan saflastirilmistir. Kluyveromyces lactis NRRL-Y1140 mayasi, uygun besi
ortaminda cogaltilip, ultrasonikator ile hiicre duvari parcalanmistir. Elde edilen ham
ekstrakttan, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi teknikleri
kullanilarak enzim saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin aktivitesi spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir.

Elektroforez teknigi kullanilarak, saflastirilan Beta-Galaktosidaz marker enzim ile aym
yerde gozlemlenmistir.

Temmuz 2008, 72 sayfa

Anahtar Kelimeler : Beta-Galaktosidaz, Kluyveromyces lactis NRRL-Y1140, jel
filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, elektroforez.



ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION AND CHARACTERISATION OF BETA-GALACTOSIDASE
ENZYME FROM MICROBIAL CELLS

Asli UYANIK
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Graduate School of Naturel and Applied Sciences
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Supervisor : Prof. Dr. Atilla OKTEMER

Co-Supervisor: Dog. Dr. Elif LOGOGLU

Beta-Galactosidase (Lactase, E:C: 3.2.1.23) is an enzyme which catalyses hydrolysis
glucose and galactose which are monosaccharides bringing about lactose that is a
disaccharide. Beta-Galactosidase enzyme is classified in hydrolase enzyme category.
This enzyme which is widespread in nature and isolated from microbial sources
(bacteria, yeast, mold).

In this work, Beta-Galactosidase enzyme was purified from yeast Kluyveromyces lactis
NRRL-Y1140. Yeast Kluyveromyces lactis NRRL-Y1140, were grown in proper feeding
conditions, cell wall being disrupted with ultrasonicator. By using the obtained crude
protein extract, enzyme was purified with gel filtration chromatography and ion-
exchange chromatography techniques. Purified enzyme activity was determined using
as a substrate orto-nitrophenol-beta-D-galactopyranoside spectrophotometrically.

Purified enzyme of Beta-Galactosidase was observed in the same place with marker
enzyme using SDS-PAGE technique.

July 2008, 72 pages

Key Words : Beta-Galactosidase, Kluyveromyces lactis NRRL- Y1140, gel filtration
chromatography, ion- exchange chromatography, electrophoresis.
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalardaki reaksiyonlar1 yiiksek segicilik ve verimle
katalizledikleri i¢in in vitro olarak ¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir. Enzimler
protein yapisinda biyokatalizorlerdir. Ilk kez Berzelius tarafindan kullanilan ve 1840
yilinda ders kitaplarina gegen “Protein” adi yunanca bir numara, birinci sirada olmak
anlamina gelen proteuo kelimesinden tiiretilmistir.
Sayisiz hayat fonksiyonu proteinlere baglidir ve proteinsiz bir canli s6z konusu olamaz.
Her hiicrenin bileseni olan proteinlerin

- enzimatik kataliz

- tasinim

- depolama

- mekanik destek

- koordine hareket

- sinir uyarilarinin iletimi

- bagisiklik

- biiyiime ve farklilasmanin kontrolii
gibi fonksiyonlar1 vardir.
Proteinlerin saflastirilmasi hem bu fonksiyonlari yapan molekiiliin belirlenmesi ve
olayin mekanizmasimin aydinlatilmasi hem de in vitro kosullarda endiistriyel veya

analitik amagla kullanilma olanaginin arastirilmasi agisindan biiyiik 6nem tasir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI VE KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kaynak Arastirmasi

Tanaka et al. (1975), Aspergillus oryzae Xkiiltiiriinden 2-propanol fraksiyonasyonu,
DEAE- Sefadeks A-50 ve Sefadeks G-200 kolon kromatografileri ile Beta-Galaktosidaz
enzimi saflastirmiglardir. Enzimin ONPG (o-nitrofenil-beta-D-galaktopiranosit)
substratina kars1t optimum pH’1 4,5, substrat olarak laktoz kullanildiginda ise pH 4,8
bulunmustur. Kararli pH araligi 4,0-9,0 ve optimum sicaklik 46 °C 6lgilmiistiir.
Enzimin molekiil kiitlesi Sefadeks jel filtrasyon ve sakkaroz yogunluk gradient santrifiij

ile 105 kDa hasaplanmistir (Tanaka et al., 1975).

Tomino and Meisler (1975), C57BL fare karacigerlerinden saflastirdiklar1 Beta-
Galaktosidaz enzimini sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile tek bir band olarak godzlemlemislerdir. Denatiire ve indirgenmis enzimin
molekiil kiitlesi 63 kDa bulunmustur. Beta-Galaktosidaz’in dogal seklinin pH 5,0 de
240 kDa’luk bir tetramer oldugu, bazik pH’da molekiil kiitlesi 113 kDa’luk dimer
yapida oldugu gozlenmistir (Tomino and Meisler ,1975).

Zagustina ve Tikhomirova (1976) bitkinin yapraklarinda lekelere yol agan bir mantar
tiiri olan Curvularia inaequalis’in siv1 kiiltiirinden, DEAE- Seliiloz kromatografisi ve
hidroksiapatit kullanilarak spesifik aktivitesi mg protein basina 50 {inite, yliksek saflikta
Beta-Galaktosidaz enzimi elde etmistir. Enzim ONPG (optimum pH 3,7-4,5) ve
laktozun (optimum pH 3,9-5,3) hidrolizi ile bulunmustur. Enzimin izoelektrik noktasi
pH 4,4°de gozlemlenirken, optimum sicaklik 60 °C olarak belirlenmistir. Molekiil
kiitlesi 115-126 kDa arasinda ve enzimin aminoasit bilesimi saptanmistir. Km degerleri,
ONPG i¢in 0,55-107, laktoz icin 4,5-107dir. Poliakrilamit jel disk elektroforezde
spesifik aktivite olan tek bir band aciga ¢ikmistir. Enzimin homojenligi ultrasantrifiijle

saglanmistir (Zagustina and Tikhomirova, 1976).

Letunova et al. (1981) bir mantar tiirii olan Alternaria tenius Kiltiir sivisindan Beta-

Galaktosidaz enzimini, aseton ¢Oktiirmesi, DEAE-Seliiloz iyon degisim kromatografisi,



hidroksiapatit ~ adsorpsiyon = ve  N-(beta-D-galaktopiranozil-thiocarbamol)-beta-
aminocaprol-AN-Sefaroz 4B affinite kromatografisi ile homojen olarak saflagtirmigtir.
Homojen enzimin ultrasantrifiij ve SDS ve SDS’siz poliakrilamit jel elektroforez ile
varlig1 ispat edilmistir. Enzimin spesifik aktivitesi mg protein basma 160 U, molekiil
kiitlesi g¢esitli metotlar kullanilarak 142-176 kDa, izoelektrik noktasi pl 4,6, optimum
sicaklik 60-65 °C olarak belirlenmistir. ONPG ve laktoz i¢in optimum pH 3,8-4,4 ve
3,6-4,8 bulunmustur. Calisma sonucunda enzimin bir glikoprotein oldugu ve % 30’un
tizerinde karbonhidrat igerdigi belirtilmistir. EDTA ve pCMP varlig1 Beta-Galaktosidaz
aktivitesini etkilemez. Glikoz enzim aktivitesine inhibitor etkisi yapmazken, Galaktoz

yarismali inhibitor gibi davranir (Letunova ef al., 1981).

De Macias et al. (1983), Arjantin sert peynirlerin yapimi ve bunlarin 6zelliklerinin
calisilmasi i¢in dogal mayalardan izole edilen Lactobacillus helveticus’dan Beta-
Galaktosidaz izole etmistir. Enzim DEAE- Selilloz ve Sefaroz 6B-DEAE-seliiloz
kromatografileri ve agaroz-p-aminofenil-b-D-thiogalaktosit affinite kromatografisi ile
14 kat saflastirilmistir. Saf ekstrakt poliakrilamit jel elektroforezinde tek bir band ile
kanitlanmistir. Maksimum enzimatik aktivite 50 mM fosfat tamponu i¢inde pH 6,5 ve
42 °C’de gozlenmistir. Km degerleri ONPG ve ONPG + 10 mM laktoz igin 4,46 x 107
ve 8,9 x 107°dir. Glikoz, galaktoz, galaktoz-6-fosfat ve laktat yarismali olmayan
inhibitor gibi davranir. ONPG’nin enzimatik hidroliz aktivasyon enerjisi 11,400 cal/ mol
olarak Ol¢iilmiistiir. Enzimin molekiil kiitlesi 250 kDa hesaplanmis, buna gore enzimin
molekiil kiitlesi 65 kDa olan 4 altbirimden olusmus oligomerik bir enzim oldugu

aciklanmistir (De Macias et al., 1983).

Di Cioccio et al. (1984), sigir karacigerinden affinite kromatografisi ile Beta—
Galaktosidaz enzimini saflastirmistir. Burada ana saflagtirma adimi aktif hale getirilmis
divinil siilfon ile destekli D- Galaktoz bagli Sefaroz kolon {izerinde yapilan afinite
kromatografisidir. Denatiire enzimin molekiil kiitlesi 67 kDa’dur. pH 7,0’de native
enzimin molekiil kiitlesi 68 kDa iken pH 4,5-5,0’de 141 kDa olarak saptanmistir
(DiCioccio et al., 1984).



Javeri and Uhlenbruck (1984), tavuk karacigerinden Beta-Galaktosidaz enziminin
izolasyonu arastirmistir. Bunun igin belirlenen izolasyon prosediirii, 6nce amonyum
siilfat ¢oktiirmesi ve arkasindan Con-A Sefaroz 4-B kolonunda Lektin kromatografisi,
DEAE-Seliiloz kolonunda iyon degisim kromatografisi, Sefaroz 6-B kolonunda jel
filtrasyon =~ ve  p-aminofenil-thio-beta-D-galaktosit-agaroz ~ {izerinde  affinite
kromatografisidir. Bu deneyler sonucunda Beta-Galaktosidaz 9% 11 geri kazaniml
enzim aktivitesi ile 3000 kat saflastirllmistir. SDS-poliakrilamit jel elektroforezde
molekiil kiitlesi 200 kDa iizerinde proteinin varligi gézlenmistir (Javeri and Uhlenbruck,

1984).

Brandao et al. (1987) bitki koklerini etkileyen, bitkilerde sararma ve solgunluga neden
olan toprak kokenli fungal etmen Fusarium oxysporum’dan Beta-Galaktosidaz enzimini
izole etmistir. Fusarium oxysporum’un hiicre ekstraktindan Beta-Galaktosidaz enzimi,
sicak sok ve ardindan DEAE-seliilloz DE-52 ve Sefadeks G-100 kromatografileri ile
saflagtirllmistir.  Saflagtirilan enzim SDS jel elektroforez iizerinde homojenligi
gorilmistiir. Enzimin izoelektrik noktasi 3,83; optimum pH ve sicakligi ise 5,0 ve 55
C’dir. Enzimin molekiil kiitlesi jel filtrasyon ile 224 ve SDS-PAGE ile 36 kDa
hesaplanmistir. Buna gore enzimin heksamer yapida oldugu diistintilmiistiir. (Brandao et

al., 1987).

Mbuyi-Kalala et al. (1988), yetiskinlerde laktaz noksanliginda insan laktazinin kinetik
davraniglarinin  gorevini yapmasi i¢in Saccharomyces lactis mayasindan Beta-
Galaktosidaz enzimini saflagtirmislardir. S. Lactis’ten elde edilen Beta-Galaktosidaz,
insan laktazina gore daha kolay elde edilebilir. Siitiin laktozunun hidrolizinde ticari
olarak kullanilan S. Lactis enzim preparatinin ( Maxilact 40,000) Beta-Galaktosidaz’in
dort izozimini igerdigi bulunmustur. Dort enzimin her biri i¢in ayirma ve saflastirma
yontemleri gelistirilmistir. Calismalar sonucuna enzimlerin molekiil kiitlesi, kinetik
davranisi, izoelektrik noktasi, pH’a tepkisi, spesifik hacmi ve metal iyonlarina karsi
duyarlhiliginin farkli oldugu saptanmistir. Dort enzimin gozlenen molekiil kiitleleri 630

kDa, 550 kDa, 41 kDa ve 19 kDa olarak belirtilmistir (Mbuyi-Kalala et al., 1988).



Mutoh et al. (1988), ¢alismalarinda, normal kontrol ve GM; gangliosidosisin yetiskin
halindeki hastanin karacigerlerinden homojen olarak Beta-Galaktosidaz enzimini
saflagtirmiglardir. Purifikasyon, DEAE- Sefaroz hizli akis, Con A- Sefaroz, p-
aminofenil-1-thio-beta-D-galaktopiranozit-Sefaroz ve QAE- Mono Q kromatografileri
ile saglanmigtir. Normal ve mutant enzimler sirastyla %10 verimle 5000 kat ve %34
verimle 1800 kat saflastirilmistir. Saflastirilan normal enzim TSK jel G-4000 SW
kolonunda ayrisarak, li¢ yerde simetrik pik ve enzim aktivitesi vermistir. Bu {i¢ pikten
enzimin goriinen molekiil agirliklart 800 (polimer), 140 (dimer) ve 65 kDa (monomer)
iken mutant enzim iki yerde simetrik pik ve enzim aktivitesi vererek ayrilmistir.
Saflagtirilan mutant enzimin varolan dimerik formu yokken monomerik formun molekiil
kiitlesi 60 kDa gozlenmistir. Normal ve mutant purifiye enzim preparatlar
merkaptaetanol ile muamaele edildikten sonra SDS-poliakrilamit jel elektroforezinde
sirastyla molekiil agirliklart 65 ve 60 kDa olarak tek band halinde gozlemlenmistir.
Saflagtirilmis enzim preparatlarinin  karakteristiklerini gosteren bu datalar GM1
gangliosidosisin erigkin halindeki hastalarin yapisal olarak degisik beta galaktosidaza

sahip oldugunu kanitlar (Mutoh et al., 1988).

Pisani et al. (1990), bir archaebacterium olan Sulfolobus solfataricus’un ham
ekstraktlarindan iyon degisim ve affinite kromatografisi igeren bir prosediirle termofilik
ve termokararli Beta-Galaktosidaz’t homojen olarak saflastirmislardir. Homojen
enzimin o-nitrofenil-beta-D-galaktopiranosit (ONPG) substratina karst  spesifik
aktivitesi 75°C’de 116,4 {inite/mg olarak hesaplanmigtir. Molekiil kiitlesi ¢aligmalarinda
S. solfataricus Beta-Galaktosidaz’inin benzer ya da es alt birimlerden olusan 240+/-

kDa’luk bir tetramer oldugu kanitlanmistir (Pisani et al., 1990).

Diaz et al. (1996), Aspergillus nidulans mantarin miselyum (mantarin lifsel kismi)
ekstraktindan affinite kromatografisi ile saflagtirilan Beta-Galaktosidaz 120 ve 97
kDa’luk monomerlerden olusan 450 kDa’luk multimerik bir enzim oldugunu
bulmuglardir. Elde edilen bu enzim sadece laktoz ve p-nitrofenil-beta-D-galaktosit

(PNPGQG) gibi beta-galaktosit substratlarina kars aktiftir (Diaz ef al., 1996).



Shaikh et al. (1999), termofilik mantar Rhizomucor sp.’den DEAE-seliiloz
kromatografisi ve ardindan Sephacryl S-300 jel filtrasyon kromatografisi ile homojen
bir ekstraseliiler Beta-Galaktosidaz enzimi saflastirmistir. 1ki es altbirimden olusan
native enzimin molekiil kiitlesi 250,000 Da olarak bulunmus, ayrica enzimin asidik bir
protein oldugu ve izoelektrik noktasinin pl 4,2 oldugu belirtilmistir. Saf Beta-
Galaktosidaz’in bir glikoprotein ve % 8 notral seker icerdigi goriilmiistiir. Enzim
aktivitesi i¢in optimum pH 4,5 ve optimum sicaklik 60°C hesaplanmistir. Grup-spesifik
reaktifler kullanarak aktif bolge karakterizasyonu calismalarinda triptofan ve lizin

kalintilarinin enzimin katalitik aktivitesinde onemli bir rol oynadigi gosterilmistir

(Shaikh et al. 1999).

Li et al. yaptigi calismada (2001), Hindistan, Endonezya ve Amerika’nin sicak
bolgelerinde yetisen baklagiller familyasindan olan, yenilebilir mung bitkisi
tohumlarindan elde edilen bes giinliik filizlerden Beta-Galaktosidaz’in bes izoformu
izole edilmistir. Beta—Galaktosidaz II ve III, asit karistmi ¢oktiirmesi, amonyum siilfat
fraksiyonasyonu, dietilaminoetil- seliiloz (DEAE) kromatografisi, con-A-Sefaroz ve
kromatofokuslama prosediirii tarafindan elektroforetik homojenite ile saflastirilmistir.
Beta —Galaktosidaz I, II ve III’ iin, molekdil kiitlesi 38 ve 48 kDa’luk iki esit olmayan
altbirim iceren 87 kDa’luk ayni molekiil kiitlesine sahip oldugu bulunmustur. Beta —
Galaktosidaz IV ve V’in molekiil kiitleleri ise 45 ve 73 kDa olarak bulunmustur (Li et
al.,2001).

Nagy et al. (2001), Penicillum chrysogenum NCAIM 00237 tiir mantardan intraseliiler
Beta-Galaktosidaz’i, amonyum siilfat c¢oktiirmesi, DEAE-sefadeks kolonunda iyon
degisim kromatografisi, affinite kromatografisi ve kromatofokuslama prosediirleri ile 66
kat % 8 verimle saflagtirmistir. ONPG (o-nitrofenil-beta-D-galaktopiranosit) substratina
kars1 spesifik aktivite 5,84 Umg/l bulunmustur. Aktivitenin optimum pH’1 4,0, optimum
sicakligr 30°C” dir. 66 kDa’luk monomerlerinden olusan enzimin molekiil kiitlesi 270

kDa olarak saptanmistir (Nagy et al., 2001).

Lee et al. yaptig1 arastirmalarda (2003), seftaliden saflastirilip karakterize edilen Beta-

Galaktosidaz enziminin molekiil kiitlesi 42 kDa olarak bulunmustur. Saflastirilan enzim,



Beta —Galaktosidaz’in substrati olan ONPG (orto-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozit)’e
kars1 yiiksek aktivite gostermistir. Enzim aktivitesinin optimum pH’1 3,0°diir. Ancak pH
3.0-10 arasinda aktivite kararli kalmistir. Optimum sicaklik 50 °C olarak belirlenmistir

(Lee et al., 2003).

De Alcantra et al. (2006), Hymenaea courbaril L. bitkisinin tohumundan ¢ikan ilk
yapraklardan (kotiledon) saflastirdiklar1 Beta-Galaktosidaz enziminin molekiil kiitlesi
52-62 kDa olarak belirlemistir. Optimum pH 3-4 arasi olup, enzim aktivitesi 50 °C’nin

tizerinde lineer olarak artmaktadir (De Alcantra et al., 2006).

Nguyen et al. (2006), Lactobacillus reuteri’nin iki tiirii olan L103 ve L461°de varolan
hiicre i¢i Beta-Galaktosidaz enzimleri amonyum siilfat fraksiyonasyonu, hidrofobik
etkilesim ve afinite kromatografisi ile saflastirmistir. Iki enzim de 35 kDa ve 72 kDa’luk
altbirimler iceren, molekiil kiitlesi 105 kDa olan heterodimerdir. L. Reuteri L461 ve
L103 beta-gal.’1n izoelektrik noktalar1 3,8-4,0 araliginda bulunmustur. Iki enzimin de en
aktif oldugu pH aralig1 6-8’dir. Bununla birlikte enzimler pH 8’de kararli degillerdir
(Nguyen et al., 2006).

Todorova-Balvay et al. (2006) yaptig1 ¢calismada, Aspergillus oryzae H26-10-7 mutant
tiirden hiicre dis1 Beta-Galaktosidaz enzimi metal-iyon affinite kromatografisi (IMAC)
ile saflagtinlmistir. Saflagtirilan enzim sodyum dodesil stilfat poliakrilamit jel
elektroforez (SDS-PAGE) ile karakterize edilmistir. Bu fungal Beta-Galaktosidaz 113
kDa’a karsilik bir protein olarak tespit edilmistir. Elde edilen enzim, sentetik substrat o-
nitrofenil-beta-D-galaktopiranozit’de bes kat daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (Todora-Balvay et al., 2006).

Erythrina indica, tropikal Asya ve Kuzey Avustralya’da yetisen, siyah tohumlar1 olan
orta boylu bir dikenli agactir. Erythrina indica’da saptanan glikozidazlardan biri Beta-
Galaktosidaz’dir. Kestwal and Bhide (2007), enzimin homojen preparatindan iyon
degisim ve arkasindan jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan Beta-Galaktosidaz

enziminin molekiil agirliklarin1 74 ve 78 kDa olarak dimer halde SDS-PAGE ile ayri



ayr1 bulmustur. Enzim aktivitesinin optimum pH’1 4,4 ve optimum sicakligi 50 °C” dir

(Kestwal and Bhide, 2007 ).

O’Connel and Walsh (2007), Kluyveromyces marxianus DSM5418 mayasindan
tirettikleri Beta-Galaktosidaz enzimini, jel filtrasyon, iyon degisim ve hidroksiapatit
kromatografilerinin homojen kombinasyonu ile saflastirmistir. Denatiire (123 kDa) ve
dogal (251 kDa) molekiil kiitleleri, enzimin homodimer oldugunu o6nerir. Saf enzimin
optimum pH’1 6,8, optimum sicakligi 37 °C olarak bulunmustur (O’ Connel and Walsh,
2007).

2.2 Kuramsal Temeller

2.2.1 Enzimlerin genel ozellikleri;

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen protein yapisindaki biyokimyasal
katalizorlerdir (Zaborsky, 1973). Enzim reaksiyonlarinda yan iiriin meydana gelmez,
verim % 100°diir. Enzimler spesifiktir, etki ettikleri maddeler tek ve belirlidir.
Enzimlerle reaksiyon veren maddelere “SUBSTRAT” adi verilmektedir (Tiiziin 1991).
Enzimler katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek hizi, kimyasal

reaksiyonlara gore 10® - 10'"kat arttirirlar (White et al. 1978).

o Biyolojik reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diislirerek ¢abuk dengeye
ulagmasini saglar.
. Enzimler 55°C ’nin altinda tekrarlanabilir reaksiyonlar vermektedirler

. Enzimler cansiz ortamda da gorev yaparlar.

2.2.2 Enzim reaksiyonlarim etkileyen faktorler

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 gerceklestirdiklerinde bazi faktorlerin etkisi altinda

kalirlar. Bunlar;



Sicakhk: Her enzim reaksiyonunun optimal bir sicaklik diizeyi vardir. Insanda bu
sicaklik 36,5 derecedir. 0°C’de enzimler inaktiftir. Enzim reaksiyonlarinda sicakligin
her 10°C artmasina karsilik enzimin reaksiyon hizi bir ve ya ti¢ kat kadar artmaktadir.
Bazi enzimlerde bu artis daha fazla olmaktadir. Hayvansal kaynakli enzimler genellikle
optimum sicakliga ancak 40-50°C arasinda erigirken, bitkisel kaynakli enzimlerde bu
deger genellikle 50-60°C arasindadir. Bu sicakliklarin tizerinde enzimlerin isiya bagh
olarak denatiire olma hiz1 enzimin reaksiyon hizi artisindan daha hizli oldugu igin

enzim aktivitesi azalmaktadir.

& Reaksiyon hazi

—
40 50 60 =

Sekil 2.1 Enzim tepkime hiz1

pH: (asitlik-bazlik oran1): Enzim reaksiyon hizi farkli hidrojen iyonu konsantrasyonuna
bagli olarak degismektedir.Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’ya o enzimin
optimum pH’ s1 ad1 verilmektedir. Optimum pH’ nin her iki yaninda enzim reaksiyonu
yavaslamaktadir. Enzimlerin aktivite goOsterdikleri optimum pH degeri enzimden
enzime farklihk gostermektedir. Optimum pH degeri tampon sistemleri ile
saglanmaktadir. Optimum pH c¢esitli kosullara baglidir. Bu kosullari, kullanilan
tamponun cinsi, substratin yapist ve enzimin elde edildigi kaynak olarak siralamak

mumkundiir.

Substrat konsantrasyonu: Ortamda reaksiyon hizini artirict yapilardan biri de enzim
ve substrat miktaridir. Her ikisinin miktar1 belirli oranlarda artirilirsa reaksiyon hizi

surekli artar.
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Sekil 2.2 Reaksiyon hizinin degismesi

Enzim konsantrasyonu: Enzim reaksiyonunun hizi, enzimin substrata doygun oldugu
kosullarda enzim konsantrasyonuna bagli olarak lineer bir bigimde artmaktadir. Buna
sebep de her enzim molekiiliiniin digerinden bagimsiz olarak davranmasidir. Ortamda
ne kadar ¢ok enzim molekiilii ¢alisiyorsa reaksiyon da o kadar hizli yiiriiyecektir.
Substratin ¢ok oldugu kosullarda reaksiyon hizi enzim konsantrasyonu ile lineer bir

sekilde artmaktadir.

Zaman: Bir enzim reaksiyonunun hiz1 belirli bir zamanda olusan iiriiniin miktar1 ile
belirlenmektedir. Genellikle enzim aktivite tayinlerinde tayin siiresi 5 dakika olarak

belirlenmistir.

Su: Enzim reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in ortamda belirli oranda su bulunmasi
gerekir. Ciinkli molekiillerin birbirine ¢arparak reaksiyonu gerceklestirebilmesi i¢in
hareketi saglayacak sivi bir ortamin olmasi gerekir. Tohumlarda su miktar az

oldugundan enzim reaksiyonlari minimal seviyede gerceklesmektedir.

Substrat Yiizeyi: Enzimden etkilenen maddenin ylizeyindeki artis tepkimeyi

hizlandirr.
Inhibitérler ve Aktivatorler: Bazi kimyasal maddeler enzimleri etkisiz hale getirir.

Baz1 yilan, akrep zehirleri ve Ca®", Na" gibi iyonlar kimyasal olarak enzim aktivitesini

etkilemektedir. Bunlara inhibitorler denir. Baz1 maddelerin ortamda bulunmasi enzim
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¢alismasini hizlandirir. Béyle maddelere aktivator denir. K™ ve Mg™ gibi bazi iyonlar

ve su aktivatore ornek verilebilir.

2.2.3 Enzimlerin siniflandirilmasi

Her enzimin 4 rakamli bir numaras1 vardir, 6érnegin, 3.6.1.3. "ATP fosfohidrolaz" da
birinci numara sinifini, ikinci numara alt sinifini, {iglincii numara grubunu, dordiincii

numara da kendine 6zgii sira numarasint verir. Buna gore enzim smiflari sunlardir:

Oksidorediiktazlar: Redoks tepkimelerini katalizler.

a) Dehidrogenazlar: Elektron kazandirici tepkimeleri etkilerler.

b) Oksidazlar: Elektron kaybeden tepkimeleri etkilerler.

c) Rediiktazlar: Substrat1 bir rediiktor araciligiyla indirgeyen enzimlere

denir. Ornegin, Asetaldehit rediiktaz, asetaldehiti alkole rediikler.

d) Transhidrogenazlar: Bir molekiilden digerine hidrojen tastyarak onu rediiklerler.

e) Hidroksilazlar: Substratlarina bir hidroksil ya da su molekiilii katan enzimlere
denir, 6rnegin, fenilalanin hidroksilaz bir hidroksil grubunu fenilalanine ekleyerek onu
tirozine doniistiiriir.

Transferaz Enzimler: Hidrojenin disinda bir atomun veya atom grubunun (metil,
karboksil, glikozil, amino, fosfat gruplar1) bir molekiilden digerine aktarilmasinm
saglarlar.

Dekarboksilazlar: Karboksilik asitlerden CO* ¢ikmasini saglarlar.

Hidrolaz Enzimler: Bir molekiil su sokmak suretiyle ya da su molekiilii araciligiyla
molekiillerin yikilmasini saglayan enzimlerdir. Ester, peptit, asitanhidrit ve glikozidik
baglarina etki ederler (Beta-Galaktosidaz enzimi laktozu glikoz ve galaktoza hidroliz
etmektedir).

a) Esterazlar: Ester bagim1i yikan enzimlerdir (lipaz, riboniikleaz, fosfataz,
pirofosfataz, glikozidaz).

b) Proteazlar: Peptit bagin1 yikan ezimlerdir (proteinaz).

Liyazlar: Su molekiilii ¢cikarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir, 6rnegin C-C bagi,

aldolaz ve dekarboksilazla yikilir. Keza C-0 ve C-N bagin1 yikanlar da vardir.
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Izomerazlar: Molekiil icinde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren
enzimlerdir.

Ornegin; rasemaz, epimeraz.

Ligazlar (= Sentetazlar): Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine

baglanmasini; 6rnegin amino asitlerin ve yag asitlerinin aktiflesmesini saglarlar.

Enzimler yapi olarak iki kisimda incelenir.

a )Basit enzimler:

Sadece protein molekiiliinden olusurlar.

b )Bilesik enzimler:

Protein yapisina protein olmayan kofaktér veya koenzim denen yapilarin bagli oldugu

enzimlerdir. Bunlara holoenzim de denir.

Apoenzim

— » protein (profeir)

KoernEim
fvitamin, mineral, v.s.)

Basit erzim Bilegik enzim

Sekil 2.3 Enzimlerin genel yapisi

Ikinci gruba giren enzimlerde protein &zelliginde olan ve yalmizca amino asitlerden
olusan tasiyicit kisma apoenzim, buna bagli protein olmayan gruba ise koenzim adi
verilir. Enzimlerin ¢ogu bilesik yapidadir. Koenzim olmadan protein kisim is géremez.
Koenzim olarak; bazi vitaminler ve baz1 mineraller (kofaktor) olmak iizere iki molekiil
c¢esidinin herhangi birisi gérev yapabilir.

Prostetik grup: Organik bilesiklerdir. Apoenzim’e devamli bagh kalirlar. Ornegin,
katalaz enziminin prostetik grubu hem molekiiliidiir.
Vitaminler: Organik bilesik olan bu yapilar gecici olarak Apoenzime baglanirlar.
Metal iyonlari: Enzim aktivitesinin ¢ogunda metal iyonlarma ihtiya¢ vardir. Bunlara

kofaktor de denir.
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Mikroorganizma ile bitki ve hayvanlardan elde edilen ¢ok sayida enzim, yapilarina ve
kontrol ettikleri reaksiyonlarin mekanizmalarina gore karakterize edilmektedir.
Mikroorganizmadaki enzim sistemlerinin yiirliyebilmesi i¢in ekzo ve endo olmak iizere
iki tiirli enzim vardir :

-Ekzo enzimler; iireme ortaminda bulunan kompleks bilesikleri, hidroliz ve ayrisma ile
daha basit ve ¢oziinebilen maddelere parcalayarak hiicre i¢ine girebilecek hale getiren
enzimlerdir.

-Endo enzimler; hiicre i¢i metabolizmasii vyiiriitiirler (Bilgehan, 1992). Enzim
reaksiyonlarinin spesifikligi ve yiiksek reaksiyon verimine ulagilabilirligi enzimleri
ticari 6onemi yiiksek olan materyaller sinifina sokmaktadir. Bir kez kullanimin getirdigi
yiiksek maliyet ve islem sonunda enzimin triinlerden ayrilmasinin zor olmasi ¢esitli

immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesine yol agmuistir.

Immobilizasyon, biyolojik olarak aktif maddelerin (enzim, hiicre, hormon) katalitik
aktivitelerini kaybetmeksizin defalarca ve siirekli kullanilabilmesi amaciyla cesitli

tasiyicilara yerlestirilmeleridir.

Immobilize enzimler, reaksiyon ortaminda ¢dziinmedigi icin, ortamdan kolaylikla
ayrilabilmesi daha saf iirlin elde edilebilmesine ve bir¢ok kez kullanilabilmesine olanak

vermektedir.

Laktoz (Siit sekeri)

Laktoz, bir galaktoz molekiilii ile bir glikoz molekiiliiniin Gal(B1—4)Gle bigiminde
kondensasyonu ile olusmus molekiil yapisina sahip disakkarittir. Onemli miktarda
yalnizca siitte bulunur. Tatlilig1 diistiktiir (Stryer, 1981, Chapman and Hall, 1990).

e (likoz ve galaktozdan olusur.

e Siit sekeri, yeni doganlar i¢in enerji kaynagidir.

e Sindirim kanalin1 uyarir, fizyolojik gelisimi saglar.

e Patojen bakterilerin ¢ogalmasini onler.

e Emilimi diistiktiir, ishal sekillenebilir.

e Laktoza toleransi olmayan bireyler mevcuttur.
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Glikoz

Galaktoz

Sekil 2.4 Laktoz

En sik tiiketilen laktoz kaynaklar1 sunlardir:
e Siit

e Tereyagl

e Margarin

e Peynir

e Siittozu

e Bazi hamur iirlinleri

e (Cikolata

e Baz hazir gidalar

e Yogurt

Laktoz siitlin baglica karbonhidrati olup yaklasik %3-8 (kiitle/hacim)’ini
olusturmaktadir. Laktoz konsantrasyonu siitiin kaynagina gore 50-100 g/L arasinda
degismektedir. Laktozun hidrolizi asitlerle veya enzimatik olarak saglanabilmektedir.
Asit kullanilan iglemlerde siitteki laktoz hidroliz edildiginde siit ve siitiin tiirevlerinin
tadinda, kokusunda ve renginde bozulma goriilmektedir. Laktoz hidrolizi enzimatik
olarak gergeklestiginde ise siitiin sadece tathiliginda bir degisiklik olusmakta, siitiin

tatlilik oran1 4 kat artmaktadir (Pivarnik et al. 1995).
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2.3 Beta-Galaktosidaz ( Laktaz ) Enzimi

Beta-Galaktosidaz, (Laktaz, E:C:3.2.1.23) bir dissakkarit olan laktozu, kendisini
meydana getiren monosakkaritler olan glikoz ve galaktoza hidrolizini katalizleyen

enzimdir.

Laktoz —  Glikoz + Galaktoz

Bu hidroliz tepkimesi asagidaki basamaklarda ger¢eklesmektedir.

1. Enzim + Laktoz — Enzim - Laktoz kompleksi
2. Enzim - Laktoz kompleksi — Galaktosil — Enzim + Glikoz

3. Galaktosil — Enzim + H,O — Galaktoz + Enzim

CoHn0, + H,0 =—> C,H,0, + C,H,0,

Sekil 2.5 Laktoz molekiiliiniin enzim ile hidroliz edilmesi

Beta-Galaktosidaz, hidrolaz enzim sinifina girer. Sistematik ismi Beta-D-Galaktosid-
galaktohidrolaz olan enzim dogada yaygin halde bulunmaktadir. Beta-Galaktosidaz
enzimi dort esit aminoasit zincirinden olusan bir homotetramerdir. Her zincirin laktoz
molekiilii ile etkilesen bir aktif bolgesi vardir. Dogada yaygin olarak bulunan bu enzim
mikrobiyal kaynaklardan da (bakteri, maya, kiif) izole edilmektedir. Beta-Galaktosidaz

enzimi biyoteknolojide 6zellikle de siit teknolojisinde olduk¢a 6nemli yere sahiptir.

15



Beta—Galaktosidaz enziminin yetersizligi veya tamamen eksikliginde laktoz intoleransi
meydana gelmektedir. Laktoz intoleransi, siitlin baskin sekeri laktozun yeterli
sindirilememesinden kaynaklanir. Diinyada laktoz intoleransinin fazla olmasi sebebiyle
endiistride diisiik laktozlu veya laktozu hidrolizlenmis siit ve siit iirlinlerinin iiretilmesi

Oonem kazanmustir.

Wallenfels and Malhotra (1961), E-coli'den izole ettikleri laktazi kullanarak laktozun
hidroliz mekanizmasini tanimlamiglardir. Bunun disinda c¢esitli yayinlarda laktozun
hidroliz mekanizmas1 ve galaktozil transfer reaksiyonunun mekanizmasi
tanimlanmaktadir (Richmond 1981, Rouwenhorst et al., 1989, Mahoney 1998, Zhou
and Chen 2001). Bu c¢alismalarda Onerilen reaksiyon mekanizmasinda Beta-
Galaktozidaz'in aktif bolgesinde proton verici olarak sistein ve proton alic1 olarak ise
histidin aminoasiti bulunmaktadir. E. Coli ve K. Fragilis’ den izole edilen enzimler,
noétral pH’da hem siilfidril grubu igermekte hem de niikleofil gorevini yiiklenen
imidazol grubu araciligiyla glikozid baginin ayrilmasini kolaylastirmaktadir. Kiiflerden
izole edilen Beta-Galaktosidaz ise, niikleofil olarak rol oynayan bir karboksil grubunu

ve elektrofil gérevini yapan bir imidazol grubunu icermektedir.

Laktozun enzimatik hidrolizinin ve galaktozil transfer reaksiyonunun mekanizmasi

sirastyla sekil 2.6- 2.7 'de gosterilmistir.

a.beta—galaktozidaﬂn akhfbolgesmde bar  beta galal{_tomdaz k_omp]_ek_s+g1ukoz
laktoz molekili.

Sekil 2.6 Beta-Galaktosidaz tarafindan laktozun hidrolizi (Richmond 1981)
Beta-Galaktosidaz enziminin nétral pH’da hidroliz mekanizmasi (Stlfidril

grubu proton alan, imidazol grubu proton veren olarak davranir) .
(Richmond 1981).
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mono-, di-, -, fetra-

beta-galaktordaz-galaktoz moleliti betagalaktoridann aktif béloesinde galaktoz
weya daha yiksek bir oligosaldoant molelili

Sekil 2.7 Beta-Galaktosidaz tarafindan katalizlenen galaktozil transfer reaksiyonu
(Richmond 1981)

Son zamanlarda Beta-Galaktosidaz i¢in yeni bir aktif bdlgenin oldugu ileri siiriilmiistiir
(Zhou and Chen, 2001). Bu aktif bolgede glutamik asit artig1 bulunmaktadir. Mikrobiyal

kokenli baz1 Beta-Galaktosidazlarda iki tane glutamikasit artigi bulunmaktadir

482 551 . . N .
(Gluve Glu  gibi). Bunlardan birisi proton alict ve digeri ise proton verici olarak

gorev yapmaktadir. Reaksiyonun mekanizmasi sekil 2.8 'de gosterilmektedir:

482 482

(@)
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452
472

(b)

Sekil 2.8 Aktif bolgesinde proton verici ve proton alic1 olarak iki tane glutamik asit
artig1 bulunan Beta-Galaktosidazin katalizledigi hidroliz mekanizmasi (Zhou

and Chen, 2001)

a) Enzim-galaktozil kompleks olusumu ve es zamanl glikozun serbest kalisi (Zhou and Chen 2001)
b) Enzim-galaktozil kompleksi hidroksil grup igeren aliciya aktarilir.

Bununla birlikte farklt mikrobiyal kaynaklardan saflagtirilan Beta-Galaktosidaz'in aktif

bolgesinde bulunan glutamik asitlerin pozisyonlari, protein zincirinin uzunlugu ve

molekiil kiitlesi farklidir. Cizelge 2.1'de baz1 6rnekler verilmektedir.
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2.3.1 Beta-Galaktosidaz enziminin bulundugu kaynaklar

Cizelge 2.1. Beta-Galaktosidaz Enziminin Bulundugu Kaynaklar

(Gekas,Lo’pez-Leiva 1985)

Bitkiler Seftali, kayisi, badem, kefir taneleri, yaban giilii, kahve

Hayvan Organlar1 | Ince bagirsak, Beyin ve deri dokusu

Mayalar Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Candida
pseudotropical, Brettanomyces anomolus, Wingea robersii

Bakteri Escherichia  coli, Thermus aquaticis, Bacillus sp.,
Bacillusmegaterium streptococus lactis, Streptococus
thermophilus,Lactobacillus bulgaricus, Lactabacillus helvenous,
Bacillus  circulans,Bacillus  steorotherrphilus  lactobacillus
sporogenes

Mantar Neurospora crassa, Mucur pucillus, Alternaria palmi,

Asperigillus foetudut, Mucur mieheri curvularia inoegualis,
Asperigillus niger, Fusorium moniliforme, Asperigillus flovus,

Alternaria alternara, Asperigillus oryzeae, Asperigillus phoenicis

2.3.2 Beta-Galaktosidazin fizyolojik onemi ve eksikligi

Beta-Galaktosidaz enzimi, viicutta ince bagirsak duvar hiicreleri tarafindan salgilanir,

laktozun ince bagirsakta bu enzimle hidrolizlenmesi sonucu olusan glikoz ve galaktoz

yine ince bagirsaktan absorplanarak kan dolagimina geger ve karacigerde metabolize

edilir. Enzimin ince bagirsakta iiretimi yeni dogan bir bebek i¢in ¢ok Onemlidir

(Lartillot 1993). Sindirilmemis laktoz ¢ocuklarda ve yetiskinlerde higbir ise yaramadigi

gibi ¢ocuklukta biiyiimeyi engellemektedir (Stryer 1981).
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GM, Gangliozidozis hastalig1 lizozomal bir enzim olan Beta-galaktozidaz enzim
eksikligi sonucu meydana gelen otozomal resesif kalitim gosteren bir lipit depo
hastaligidir. Cesitli klinik bulgular1 olan bir grup hastaliktir. Infantil formunda
hepatosplenomegali, 6dem, dokiintii, makiiler kiraz kirmiz1 nokta, disostozis multiplex
ve kardiomegali bulgular1 vardir. Geg ortaya ¢ikan formunda ataksi, disartri ve serebral
palsi benzeri spastisite bulgulari vardir. Tan1 beyaz kan hiicrelerinde ve kiiltiir cilt

fibroblastlarinda enzim eksikliginin saptanmasi ile konur.

2.3.3 Laktoz intoleransi

Yillarca, inek siiti midede siskinlik, hazimsizlik, iirtiker plaklar1 (viicutta olusan
kasintili kizarikliklar) gibi istenmeyen rahatsiz edici semptomlarin kaynagi diye bilinir.
Bu reaksiyonlar laktoz intoleransindan kaynaklanir. Beta—Galaktosidaz enziminin
yetersizligi veya tamamen eksikliginde laktoz intoleranst meydana gelmektedir. Laktoz
intoleransi, siitlin baskin sekeri laktozun yeterli sindirilememesinden kaynaklanir.
Laktoz intoleranst olan kisilerde ince bagirsak duvarindan ¢ok az miktarda laktoz
molekiilii hiicre igerisine ve geride kalan biiylik miktardaki laktoz viicut tarafindan
kullanilamaz. Sindirilemeyen laktoz ince bagirsaklardan kalin bagirsaga hareket eder.
Burada iki olay meydana gelmektedir; bunlardan birincisi fiziksel digeri ise
biyokimyasal bir islemdir. Fiziksel islemde, ince bagirsak sivisindaki laktoz
molekiillerinin tanecik sayisinin artmasi sonucunda olusan osmotik etki ile dokulardaki
stvi ince bagirsaga cekilir. Biyokimyasal islemde ise; laktoz, kolondaki bakteriler
tarafindan fermente edilerek organik asitler ve CO, ’ye doniistiiriiliir. Bu maddeler sislik
hissi, mide bulantisi, karin bolgesinde kramplar, gaz ve bir ¢ok ishal semptomlarina yol
acmaktadir (Kretchmer 1972, Dewit et al. Greenberg et al. 1981, Rosado et al. 1987).
Bu semptomlar laktoz alindiktan yarim saat ile iki saat arasinda bir siire sonra baslar.
Semptomlarin siddeti kisinin laktozu tolere edebilmesine gore degisir. Daha seyrek
olarak cocuklarda laktaz iiretimi dogustan diisiik olabilir. Bir¢ok insan icin ise laktaz
eksikligi dogal olarak zamanla gelisen bir durumdur. Yaklasik 2 yasindan sonra, viicut
laktazi daha az iiretmeye baslar. Bununla birlikte bircok insan yaslanmadan Once

semptomlarla karsilagsmayabilir. Beta-galaktosidaz'in insan bagirsaginda bulunmasina
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ragmen bazi kisilerde yasam boyunca hi¢ aktivite gostermedigi veya aktivitesinin

zamanla kaybedebildigi rapor edilmektedir (Pivarnik ez al. 1995).

2.3.4 Beta-Galaktosidaz enziminin biyoteknolojik uygulamalar

Gilinlimiizde Beta-Galaktosidaz siit endiistrisinde bir¢ok degisik amag¢ i¢in artan

oranlarda kullanilmaktadir.

Laktozu hidrolizlenmis siit ve siit {irlinlerinin avantaji laktozun hidrolizini tesvik
etmektedir. Glikoz ve Galaktoz kolay ¢oziinebilen, kristallenmeye yatkinlig1 az olan ve
tatlandirict olarak kullanilabilen sekerlerdir. Laktoza goére daha kolay absorbe ve
metabolize edilmektedir. Hidroliz iirtinleri glikoz ve galaktozun tatliliginin laktoza gore
daha yiiksek olmasi, laktozun hidrolizlenmesinin kazandirdigr 6nemli bir ekonomik

avantajdir.

Cizelge 2.2 Sekerlerin tatlilik oranlar

Sekerin Ad1 Tatlilik
Sakaroz 100
Laktoz 40
Glikoz 75
Galaktoz 70

Laktoz intoleransi rastlanan kisilerin tiiketimine sunulacak olan siitteki laktozun
hidrolizi, laktozun kolay kristalize olabilmesi nedeniyle dondurma gibi donmus
yiyeceklerin kristallenmesini 6nlemek ve sekerleme {iretiminde tatlilik oranini arttirmak
icin Beta-galaktozidaz kullanilmaktadir. Ayrica fermente ve alkolsiiz igkilerin
tiretiminde (Pivarnik et al. 1995) ve firincilikta mayanin gelismesi i¢in (Pomeranz

1964) Beta-galaktozidaz enziminden faydalanilmaktadir.
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Sekil 2.9 Siitteki laktozun hidrolizine ait islem semasi

Beta-Galaktosidaz kullanilarak gelistirilmis baz: siit iiriinlerini su sekilde siralayabiliriz:

- Diisiik laktozlu siit

- Laktozu hidrolizlenmis siitten yogurt iiretimi

- Laktozu hidrolizlenmis siitten peynir tiretimi

- Diisiik laktozlu konsantre dondurma

- Peynir alt1 suyu laktozundan tath surup tiretimi

Laktozu hidrolizlenen siitten iiretilen peynir, normal siitten yapilandan daha hizli bir

sekilde olgunlagmaktadir.

Laktozu hidrolizlenmis siitten yapilan yogurt sadece tatlilik oraninin artmasindan dolay1
geleneksel yogurda tercih edilmekle kalmaz ayni zamanda yogurt yapiminda bu siitlin

kullanilmas1 yogurt olusum pH’ 1na ulasilmasi i¢in gereken siireyi kisaltmaktadir.
Laktozun enzimatik hidrolizi, peynir endiistrisinde bir yan iiriin olan ve birikimi 6énemli

bir ¢cevre problemine neden olan peynir alti suyunun seker igeriginden yararlanmayi

gelistiren bir ¢ok biyoteknolojik islemin temelini teskil etmektedir. Peynir endiistrisi
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biiyiilk miktarda peynir alti1 suyu iiretmektedir (kullanilan toplam suyun hacimce
yaklasik % 83°1).

Bu iiriin orijinal siitiin toplam besin unsurlarinin yaklasik %50’sini icermektedir. Beta-
Galaktosidaz siit endiistrisinde atitk madde olan peynir alti suyunun bir¢ok

degerlendirilebilir materyale doniismesinde kullanilmaktadir.

Laktazin peynir alt1 suyu ve iirlinlerine uygulanmasi ile daha yogun suruplar, alkolli
icecekler, hayvan yemi ve tatli yapiminda yararli sonuglar elde edilmektedir. Peynir alti
suyunda yiiksek oranda bulunan laktozun geri kazanilmasiyla biskiivi, ¢ikolata,
dondurma, hazir c¢orba ve sarkiiteri {riinlerinin imalatinda belirli oranlarda
kullanildiginda siit tozunun yerine kullanilabilen bir {iriin elde edilmekte ve ayni

zamanda ekonomiye katki saglanmaktadir (Uhlig 1998).

Beta-Galaktosidaz sentezi i¢in genel olarak peynir altt suyu ve seker kamisi

kiispesinden yararlanilmaktadir.
Peynir alti suyundaki yiiksek siit sekeri icerigi dolayisiyla bazi tesisler bu sekerin bir

kismini kristalize laktoz olarak elde ederler. Daha sonra temizlenerek ilag ve sekerleme

endustrisinde kullanilmaktadir.
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Endustride laktazn ((-galaklosidaz enzimi} uygulanmasi { Birch, 1981 )

Sekil 2.10 Endiistride laktazin uygulanmasi

A, : Farmasotik Uygulamalar : Laktazin agiz yoluyla alinmasi; asitli laktaz direkt olarak sindirilirken ,
notral laktaz enterik kapli olarak sindirilebilir.

A,B : Tiiketici tarafindan direkt olarak siite laktazin uygulanmasi; notral laktaz tiiketici tarafindan siite
eklenmektedir. Buzdolabinda bir gece beklettikten sonra kullanilan laktaz miktarina bagli olarak siit
kismen ve ya tamamen hidrolizlenir.

C, D : Gida endiistrisindeki uygulamalar1

Siitteki laktozun hidrolizi siit iiriinlerinin pazarlanmasinda potansiyelin artmasina neden olmaktadir.
Tatliligin artmasi, laktozun kristalizasyonunun azalmasi, iiriiniin kalitesini arttirdig1 i¢in bu durum laktozu
normal sindiren ve Beta-Galaktosidaz eksikligi olan tiiketicilere yonelik yeni pazarlarin olugmasina
olanak saglayabilmektedir.

2.3.5 Hiicre: Kluyveromyces lactis NRRL-Y-1140

Yiiksek kalitede enzimlerin iiretimi i¢in mikrobiyal hiicreler en uygun kaynaklardir.
Mayalar etil alkol iiretiminde, gliserinin fermantasyonunda, ekmek yapiminda, besin ve
yem mayaciliginda kullanilan endiistriyel 6neme sahip organizmalardir. Eumyetes alt
boliimiinde, klorofil icermeyen, gergek mantar olan ve dogada yaygin olarak bulunan ve

sitoplazma, ¢ekirdek, yedek besin depolar1 olan vakuoller ve metakromatik cisimcikler
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icerirler. Mayalar endiistride bircok iiriinlin elde edilmesinde kullanilan

mikroorganizmalardir. Saccharomyces hiicrelerinin yaklasik 30 tiirii bulunmaktadir.

Laktoz icerigi bulunmayan besi ortamlarinda yetisen hiicrelerde Beta-Galaktosidazin
enzim diizeyleri diisliktiir. Besi ortamina laktoz ilavesi ilk hiicre jenerasyonu boyunca
Beta-Galaktosidaz aktivitesinde 10 misli artis saglar. Enzim indiiksiyonu bir baglaticinin
siirekli hazir bulunmasina ihtiyag duyar, cilinkii baslaticinin uzaklagmasi enzim
seviyesinde bir azalmaya sebep olmaktadir (Dickson et al. 1980, Sheetz 1980).
Galaktosidaz iiretimi mayanin cinsine ve gelisme kosullarina baglidir. Mayalardan
enzim elde edilmesi enzimatik iglemlerde karsilagilan yiiksek maliyetin ¢6ziimii i¢in son

yillarda 6nemli bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.

Kluyveromyces lactis maya hiicrelerinin gelistirilmesinde laktoz kullanilmasi oldukga
bliyiik onem tasimaktadir. Cilinkii laktoz metabolizmada hem Beta-Galaktosidazin
aktivitesini hem de laktoz tagima sisteminin indiiksiyonunu gerceklestirir. Laktoz, enerji
gerektiren bir tasiyict islem aracilifiyla hiicre igine taginir, bu laktoz tasima sistemi
laktoz ic¢in ¢ok spesifiktir. Bu sistem laktoz ve galaktoz tarafindan tesvik edilirken
glikoz tarafindan gii¢lii bir sekilde bastirilmaktadir (Dickson 1983., Boze et al. 1987,
Moulin et al. 1987).

Calismada kullanilan Kluyveromyces lactis NRRL-Y-1140 hiicresinin icerdigi Beta-
Galaktosidaz enzimi bir endo enzimdir. Bu nedenle saflagtirma islemi yapmadan 6nce

hiicre parcalama islemlerinden yararlanarak enzimin kazanilmasi gerekmektedir.

Kluyveromyces lactis enzimi optimum 35-40 °C sicaklik ve pH 6,6-6,8’de en aktif
durumda iken + 4 °C sicaklikta da aktivite gosterdigi bulunmustur. Hiicre enzimin bu
ozelliginden dondurulmus siit iiriinleri yapiminda yararlanilmaktadir (Chapman and Hall

1990) .

Mikrobiyal Beta-Galaktosidaz’larin ticari 6nemi diger kaynaklar (Bitkiler, hayvan
organlar1) ile karsilastirildiginda daha fazladir. Bakteri, maya ve mantar kaynaklari

laktaz icin ¢ok iyi kaynaklardir. Mikrobiyal Beta-Galaktosidaz’lar farkli 6zellikler
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gosterirler.  Beta-Galaktosidazlar, mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvan
dokularinda yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bununla birlikte bakteriyal kaynakli Beta-
Galaktosidazlar daha ¢ok tercih edilmektedirler. Ciinkii yiiksek enzim aktivitesi
gosterirler ve kararlidirlar (Godfrey and West 1996). Ticari enzim preparatlarinin
hazirlanmasinda kaynak olarak daha ¢ok Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis
ve Candida pseudotropicalis adli mayalar, Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae
kiifleri, Basillus stearothermophillus ve diger bazi bakteriler kullanilmaktadir. Cizelge
2.3’de ticari Beta-Galaktosidaz enzimlerinin onemli karakteristikleri verilmistir (Fox

1985).

Cizelge 2.3 Baz Ticari Beta-Galaktosidaz Enzimlerinin Onemli Ozellikleri

KAYNAK MOLEKUL |PH Optimum | Aktivator Iyonik
AGIRLIGI |Optimum sicaklik(°C) Inhibitdrler
x 10°

A.Niger 124 3.0-4.0 [55-60 - -

A.Oryzae 80 5.0 50-55 - -

K. Lactis 135 6.5—7.3 |35 K" Mg™" Ca™,Na'

K. Fragilis 201 6.6 37 K" Mg”" Mn*"|Ca™ , Na"

E. Coli 540 7.2 40 K" Mg" Na |-

B. Subtilis - 6.5 50 - -

B. Stearother 215-230 |5.8—-6.4 |65 Mg2+ -

S. Thermophilus ~ |530 7.1 55 K" Mg” Mn*"|Ca®™”

L. Thermophilus 540 6.2 55 - -

Ca™? Beta -Galaktozidazlarn inhibitérii olarak bilinmektedir. Fakat siitte bulunan Ca ™
iyonlarinin tamami kazeine baglidir ve ¢ozelti icerisinde serbest haldebulunmamaktadir.
Bu nedenle Beta-Galaktozidazin aktivitesini inhibe etmemektedir

(Garman et al. 1996).

Giliniimiizde en ¢ok kullanilan ticari enzim preparatlar1 Lactozym ve Macilact’ tir.

Lactozym, Kluyveromyces fragilis’ den izole edilen bir Beta-Galaktosidaz’dir. Sivi
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halde bulunan bu enzimin pH’s1 6.5, optimum sicakligi 37 °C olup, sodyum ve kalsiyum
iyonlar1 varliginda inhibe olmaktadir. Saccharomyces lactis adli mayadan izole edilen
Maxilact enzim preparatinin optimum ¢alisma kosullar1 ise 6.3 — 6.7 pH ve 30 °C’dir.
Agir metallerle inhibe olan bu enzimin aktivatorleri potasyum, magnezyum ve
manganezdir. Bu enzim preparatlarinin ¢esitli siit ve siit lirlinlerine uygulanmasi ile yeni

siit mamullerinin tiretimi gergeklestirilmistir ( Anonymous 1987 ).

Beta-Galaktosidaz enzimi, laktozun disinda orto-nitrofenil-B-D-Galaktopiranosit
(ONPG) ve para-Nitrofenil-o-L-arabinopiranosit (PNPG) gibi sentetik substrat
bilesikleriyle de reaksiyona girmektedir. Beta-Galaktosidaz enzimi, ONPG ile hidroliz
reaksiyonuna girdiginde, substrat, galaktoz ve orto-Nitrofenol (ONP) bilesenlerine
ayrilmaktadir. Renksiz bir bilesik olan ONPG, bu hidroliz reaksiyonu sonunda olusan
ve ¢ozeltiye sar1 renk veren orto-Nitrofenol sayesinde enzimin aktivite degerlendirme

calismalarinda kullanilabilmektedir (Chandler ez al. 1998)

OH

CH,OH GH, OH

oH
OH o 0 o 0
- OH *
OH B- Gal
NG, NG,
CH
o B- Galakioz ONP
ONPG [Sar)

Sekil 2.11 ONPG’nin enzim ile hidroliz tepkimesi (Chandler et al. 1998)

Beta-Galaktosidaz enzimi endiistrideki kullanim alanlarinin yaninda toksisite testlerinde
caligilan enzimler arasindadir. Giiniimiizde ¢evredeki kirlilik yiikiinlin gerek endiistritel
gerekse tarimsal aktiviteler sonucunda giderek artmasi toksisite testlerinin onemini
artirmistir (Bitton and Koopman 1992). Yapilan bir c¢alismada yasadigimiz c¢evrede
bulunabilecek mikropsal ve enzimatik toksisite testi gelistirilmesi amaglanmistir. Toksik
etkilerin belirlenmesinde Bacillus sp. tarafindan sentezlenen Beta-Galaktosidaz enzimi
kullanilmistir.  Bacillus cinsi bakteriler Beta-Galaktosidaz enzimini genellikle

ekstraseliiler olarak sentezlemektedir. Calismada cevre kirleticileri arasinda yer alan ve
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toksik bilesikler olarak tanimlanan 4- Klorfenol, 2,4- Diklorfenol ve 2,4,6- Triklorfenol
bilesiklerinin bakterinin lireme, Beta-Galaktosidaz sentezi ve aktivitesi tizerindeki
etkileri incelenmistir. Toksisite testlerinde kullanilan enzimler arasinda yer alan -
Galaktosidaz enzimi ile gerek biyosentezi gerekse aktivitesi bakimindan birgok
arastirmada calisilmistir (Koopman et al. 1988). Beta-Galaktosidaz biyosentezi testi,
atik su sistemlerinde gerek organik kimyasal bilesiklerin gerekse cesitli agir metallerin
toksisitesinin degerlendirilmesi bakimindan kullanigh bir metot olarak ongdriilmiistiir

(Koopman et al. 1988).

Beta-Galaktosidaz enzimi ayrica tipta ELISA tekniginde kullanilan enzimler
arasindadir. Kanda belirli bir antikorun varligin1 saptamak ya da diizeyini belirlemek

amacli yapilan kan testidir. AIDS teshisinde biiyiik rol oynar (Gacesa 1987 ).
2.4 Enzim saflastirmada planlama ve strateji

Protein yapis1 ve islevinin anlasilmasi i¢in birgok farkli proteinle ¢calismalar yapilmistir.
Bir protein hakkinda herhangi bir ayrintiyr ¢alismak i¢in bu diger proteinlerden
ayrilmali ve uygun tekniklerle 6zellikleri tanimlanmalidir. Bu yontemler biyokimyanin

en eski dallarindan olan protein kimyasindan gelmektedir.

Bir proteinin 6zelliklerini, aminoasit bilesimini ve dizisini tanimlayabilmek i¢in 6nce
saf olarak elde edilmesi esastir. Hiicreler binlerce farkli ¢esit protein icermektedir ve
bunlardan sadece bir tanesinin saflastirilmasi bir proteinin digerinden farkli
ozelliklerinin olmasiyla saglanabilir. Ornegin pek ¢ok protein, &zgiil olarak baska
biyomolekiillerle baglanir ve baglanma 6zellikleriyle proteinler ayristirilabilir.

Protein kaynagi genellikle doku veya mikrobiyal hiicrelerdir.

Enzim saflastirma stratejisinde, temel kriter; en diisiik maliyetle, en yiiksek saflik ve

enzim aktivitesini elde etmektir.
Oncelikle saflastirilacak enzimin ne igin gerekli olduguna karar verilmelidir. Laboratuar

caligmalari i¢in az enzim ama saflik derecesi miimkiin oldugu kadar yiiksek, sanayideki

kullanim1 i¢in ise ¢ok enzim ama saflik derecesinin yiiksekligi pek de fazla olmayan

28



enzim numunesi istenir. Enzimle ilgili verilerin toparlanip ortaya konmasi hayati 6neme
sahiptir. Strateji belirlenirken yapilmasi gereken hususlardan birisi de enzim kaynagidir.

Maliyet ve zaman saflagtirmada oldukca énemlidir.

Dikkat edilmesi gereken en Onemli hususlardan birisi de ezim aktivitesinin
korunmasidir. Ne yapilirsa yapilsin enzim aktivitesi azalacaktir. Ama bu azalis1 en aza

indirecek sekilde gerekli onlemler alinmaya ¢alisilmalidir:

e Enzim her zaman +4 °C’ de saklanmalidir.
e Her enzim i¢in uygun bir tampon kullanilmadir.

o Kullanilan arag-gereg, kimyasallarin saglikli olmasi1 gerekmektedir.

2.4.1 Belli Bash Saflastirma islemleri

1. Enzim Kaynagindan Enzimin Cikarilmasi: Bu islem her kaynak i¢in farkl
sekillerde yapilabilir. Mesela bakteri i¢in sonikasyon (ses dalgalariyla pargalama)
kullanilirken, bitki i¢cin ezme yontemi kullanilabilir. Hiicre disinda bulunan enzimlerle
yapilan calismalar enzimin izole edilmesi i¢in ek islem gerektirmez, halbuki hiicre
icinde bulunan enzimler i¢in hiicre duvari ve zarinin bir bariyer olarak difiizyon
kisitlamasina neden olacagi agiktir. Bu engeli asabilmek i¢in ¢esitli hiicre pargalama

yontemleri gelistirilmistir (Angal and Harris 1990).

-Hiicre parcalama islemleri

Hiicre zar1 parcalanmasi hiicre i¢i proteinlerin yalitilmasi i¢in gereklidir. Rekombinant
DNA teknolojisi ile yapilan caligmalar maya ve bakterideki bircok farkli proteinin

koloniler halinde bulunduklarin1 gostermektedir. Parcalama yontemleri kimyasal ve

fiziksel olarak iki grup altinda incelenmektedir.

29



i) Kimyasal iglemler

Kimyasal islemlerde uygun tamponlardaki bakteri ve maya hiicre ¢ozeltisi ile organik
coziiciiler, enzimler, deterjanlar ve bazlarla muamele edilir. Toluen veya deterjanla
hiicrelerin muamele edilmesi sonucunda zar lipidleri ¢6ziinecegi i¢in bu yolla hiicre ici
proteinlerin serbest kalmasi saglanabilmektedir. islem sirasinda hiicre duvari tamamen
bozulmadig1 i¢in zara bagli proteinlerin ¢ogu hiicre icerisinde kalmaktadir (Jeffry

1980).

ii) Fiziksel par¢alama

Uygun tamponlardaki bakteri ve maya hiicre ¢ozeltilerine ¢esitli mekanik pargalama
tekniklerinin uygulanmasidir. Fiziksel par¢alama iglemleri, osmotik sok, ses dalgalari
(sonikasyon), homojenizasyon, cam bilyelerle par¢alama olarak gruplandirilmaktadir

(Angal and Haris 1990).

Osmotik sok : Osmotik basingtaki ani degisiklik sonucunda hiicrenin dis zar1 pargalanir.
Bu metot 6zellikle bakteri periplazmina yerlesmis olan proteinlerin kazanilmasi i¢in

secici bir iglemdir.

Ses dalgalar: ( sonikasyon ) : Siddetli ultrasonik dalgalar hiicre siispansiyonunda buhar
kabarciklart olusumunu arttirir, bu olusum hiicre zarinin ¢ékmesine ve yikilmasina
sebep olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre ¢dzeltisinin viskozlugunda azalma ve
kopiirme goriiliir. Islem sirasinda proteolitik bozunma ve proteinlerin denatiirasyonu ile
onemli miktarda 1s1 agiga cikmaktadir. Sicakligin artmasiyla proteinlerin denatiire
olmamas i¢in sogutma iglemi uygulanmalidir. Bu metot 6zellikle bakteri hiicrelerinin

analitik Ol¢ekte parcalanmasinda kullanilabilmektedir.

Homojenizasyon : Homojenizatorde yiiksek basing altinda, siirekli olarak donen metal
icine hiicre pompalanmasi ile gergeklestirilen parcalama islemidir. Basincin siddeti ve
aniden diismesi hiicre zarmin pargalanmasma neden olur. Islem sonunda hiicre

¢oOzeltisinin vizkozitesinde azalma goriilmektedir. Mekanik enerjinin biiylik miktarinin
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dagilmasindan dolayr sicaklik 15°C’ye kadar ¢ikabilmekte ve proteinlerin
denatiirasyonuna sebep olabilmektedir. Bu nedenle parcalama islemi Oncesi ve
homojenizasyon boyunca yapilmasi gereken sogutma i¢in homojenizator i¢inden gecen
sogutucular ¢cok yonlii olarak kullanilmalidir. Parcalama islemi sonucunda olusan hiicre
yikintilart biiyiik yogunlukta kiigiik parcalardan olusmaktadir, filtrasyonun zorlugu ve

katilagsmaya yatkinliklarindan dolay1 elde edilen enzimlerden ayrilmasi sorunludur.

Cam bilyelerle par¢alama : Kiiglik cam bilyelerin (R 0,3-0,4 mm) bulundugu bilye
degirmeninde hiicre silispansiyonu yiiksek hizda c¢alkalanir. Optimum hiicre
konsantrasyonu mikroorganizmaya gore degismektedir.

Homojenizasyondan Onemli bir farki, hiicre konsantrasyonu parcalama verimini
etkilerken, ¢alkalama hizindaki artisin parcalama iizerindeki etkisi daha azdir. islem
sonucunda 1s1 enerjisindeki artis sogutma ceketleri ile disiiriilmektedir. Proteinlerin
denatiirasyonunun 6niine gegebilmek igin sicaklik 0-4 °C arasinda tutulmalidir.

Bu metot yiiksek lifli mikroorganizmalarin parcalanmasi i¢in de kullanilmaktadir

(Angal and Haris 1990).

2. Santrifiijleme: Degisik basamaklarda uygulanabilecek bir islemdir. 1. basamaktan
sonra hiicre organellerinin ve bliylik partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilabilir.
Bunun yanmi sira amonyum siilfatla ¢oktiirme isleminden sonra da yapilir. Cok defa

bagvurulabilecek bir islemdir.

3. Amonyum Siilfatla Coéktiirme : Belirli doygunluk derecesine gore eklenen
amonyum siilfat degisik molekiil agirligindaki enzimlerin ¢dkmesine neden olur.
Coktiirme islemlerindeki istedigimiz araligi buldugumuz zaman diger proteinlerden

kurtulmus oluruz.
4. Diyaliz: Istenmeyen kiiciik maddelerden kurtulmak igin yapilan bir islemdir.
5. Isitma: Aradigimiz enzimin de Ozelliklerini goz Oniinde bulundurarak belirli

dereceye kadar 1sitma islemi yaptigimizda ilgilenmedigimiz diger bazi proteinlerden

kurtulabiliriz.
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6. Izoelektrik Noktaya Gore Coktiirme: Aranilan enzimin izoelektrik noktasina gére
belli bir PH araliginda karistirilarak ¢oktiirme islemi yapildiginda yine bir ¢ok

proteinden kurtulmus oluruz.

7. Kolon: Saflastirma teknikleri i¢inde en cok saflastirma derecesi veren islem
kromatografik tekniklerdir. Kromatografi bir drnek i¢indeki komponentlerin hareketli
ve durgun fazlar arasinda yapilan diferansiyel bir ayirma islemidir. Molekiil biiytikliigii,
elektriksel yiik, afinite gibi degisik 6zelliklerden yararlanilarak hazirlanan kolonlardan

numune gegirildigi zaman yiiksek bir saflastirma yiizdesi elde edilir.

Proteinleri fraksiyonlamada kullanilan en giiglii teknik olan kolon kromatografisinin
avantaji, proteinleri yiik, biiyiikliik, baglanma afinitesi ve diger Ozelliklerine gore
ayrrmasidir. Uygun kimyasal 6zellige sahip pordz kat1 maddeyle kolon kaplanir (duran
faz) ve tampon ¢ozelti (hareketli faz) bundan filtre edilir. Protein i¢eren ¢ozelti kolonun
tepesinden birakilir, kati matriks iizerinden bu c¢ozelti filtre olur. Her bir protein
Ozelligine gore hizli veya yavas olarak kolon boyunca hareket eder. Protein bandin
genisligini ayrisan proteinlerin farkli 6zellikleri ve difiizyonel dagilimlart belirler.

Kolon uzunlugu arttirildiginda protein ¢dzeltisinin kolondan ¢ikis siiresi uzar.

Kromatografik metotlarin gelistirilmis olani HPLC veya yiliksek performans sivi
kromatografisidir. HPLC’de yiiksek basingli pompalar kullanilir ve protein molekiilleri
kolonun asagisina dogru hizla itilir, yiiksek nitelikli kromatografik madde bu basingh
akimin ezici kuvvetine karst koyacak sekilde yapilmistir. HPLC’de kolondan gecis
siiresi oldukca azaltilmig, bodylece protein bantlarin diflizyonel dagilmasi

sinirlandirilabilmis ve yiliksek ¢oziiniirliikte ayrisma saglanmustir.

2.5 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Molekiil biiyiikliiklerine gore proteinleri ayirmada kullanilan en uygun ve en etkili
yontem, jel filtrasyon kromatografisidir. Genel adiyla disarilama kromatografisi olarak
da bilinen bu kromotografide duran faz, polimer yuvalarina su emdirilip olusturan bir

jel, yiiriiyen faz sividir. Bu metotta bir kolona kuvvetli hidratize olmus polimer materyal
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konulur. Bu materyal Sefadeks, Sefaroz gibi bir polisakkarit veya Biogel gibi bir
poliakrilamid tiirevi olabilir. Jel partikiilleri degisik biiytikliikte porlara sahip sekilde

hazirlanabilir.

Polimer materyal iyice yikanir, tamponla dengelenir ve daha sonra ayni tampon iginde
¢cozlinmiis olan protein karisimi kolona uygulanir. Biiyiik molekiillii proteinler jel
partikiillerinin porlarina giremezler ve hizlica yiirtirler. Kiigiik molekiillii proteinler ise,
porlara girerler ve akislar1 engellenir. Boylece eliiatta 6nce biiyiik molekiillii proteinler,
daha sonra da kiigiilen molekiil biiyiikliigline gore proteinler toplanirlar.

Bu islem siizme isleminin tersidir. Eliiatlar kiiciik fraksiyonlar halinde toplanarak,

gerekli analizler yapilir
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Sekil 2.12 Bir Sefadeks kolonunda farkl biiytikliikteki iki proteinin ayrilmasi
(a)’da protein karigimu tatbik ediliyor.

(b)’de kii¢lik molekiiller porlara giriyor, biiyiikk molekiiller yiiriiyorlar .

(c)’de iki protein birbirinden ayriliyor.

Jel filtrasyon kromatografisi, diger makromolekiiller, viriisler, ribozomlar, hiicre
cekirdekleri ve hatta bakteriler gibi ¢ok daha biiyiik yapilarin karigimlarinin

ayrilmasinda da kullanilabilir. Bu durumlarda sadece uygun porlu partikiiller
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secilmelidir. Bu metodda ayirma giicli o kadar biiytiktiir ki, bu basit metod proteinlerin

molekiil kiitlesinin tayininde de kullanilabilir.

Jel filtrasyon kromatografisinde en sik kullanilan duran faz, Sefadeks ticari adiyla bir
Isvec firmasi tarafindan piyasaya siiriilen polimerdir. Sefadeks, bir karbonhidrat olan
dextranin ii¢ boyutlu hale getirilmesi ile elde edilir. Fazla miktarda hidroksil grubu
icermesi dolayisiyla suya ve elektrolit ¢ozeltilerine ilgisi fazladir. Bu sivilart emerek
yar1 saydam jel tanecikleri olusturur, bu esnada hacmi artar, elde edilen jel tanecikleri

kolona doldurulabilir.

Jellerin ozelliklerini belirlemede kullanilan temel terim “su kazanim degeri”’dir. Bir
gram kuru jelin yuvarlarinin gozenekleri tarafindan emilebilen su miktara o jelin su
kazanim degeri denir. Su kazanim degeri 10 ile ¢arpilarak ve oniline G harfi getirilerek
jelin ticari adinin sonuna yazilir. Ornek olarak Sefadeks G-15 jelinin su kazanim degeri
1,5’tur (1g madde 1,5 g su emebilir). Bir jelin su kazanim degeri arttikca gdzenek
blytikligl de artar. G-10 jeli ile molekiil kiitlesi ancak 700’e kadar olan molekiiller
ayrilabildigi halde G-200 jeliyle molekiil kiitlesi 5.000 ile 800.000 arasinda olan
bilesikler ayrilabilir.

Jel Turi Avirma Kesri (Dalton)

Sefadeks G-10
Sefadeks G-15
Sefadeks G-25
Sefadeks G-50
Sefadeks G-75
Sefadeks G-100
Sefadeks G-150
Sefadeks G-200

700

1.500
1.000-5.000
1.500-30.000
3.000-70.000
4.000-150.000
5.000-400.000
5.000-800.000

Sefadeks’ten baska ticari adlarla piyasaya siiriilen jeller de vadir. Bunlardan Amerika’da

imal edilen ve Biogel ticari adiyla piyasaya striilenler ii¢ boyutlu poliakrilamid
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polimerleri yuvarlarindan olusmustur. Daha biiyiik molekiillerin, mesela bazi proteinler
ve viriislerin ayrilmasinda agardan elde edilen ve nétral bir polisakkarit olan agaroz jeli
(Sefaroz) kullanilir (agar, siilfat asidi ile esterlesmis heksoz birimlerinden olusan

galaktozlardan olusur).

Yukarida bahsedilen jeller su veya sulu g¢ozeltiler i¢in uygun olanlardir. Jellerdeki
hidrofil gruplar1 bazi reaktiflerle etkilestirilerek hidrofob gruplara g¢evrilebilir. Ayrica
polistirenin ii¢ boyutlu hale getirilmesiyle elde edilen jel yuvarlari, lipitler gibi hidrofob
maddelerin ayrilmasinda kullanilabilir. Bu ayrilmalarda yiiriitlicii sivi olarak organik

¢oziiciiler kullanilabilir

Kolonun Hazirlanmasi ve Dengelenmesi

Jel filtrasyon kromatografisinde en sik kullanilan Sefadeks kati halde bulunur. 100 ml
yatak hacmi olusturmak iizere;

20 gram Sefadeks G-25,

10 gram Sefadeks G-50,

8 gram Sefadeks G-75,

5 gram Sefadeks G-100

3 gram Sefadeks G-200 alinir.

Biiyiikce bir beherde saf su veya tampon icine alinarak, oda sicaklifinda 1 gece veya
90°C’de su banyosunda 4-5 saat bekletilerek polimer materyal sisirilir. Sisirilmis
materyalin i¢indeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklastirilir.

Sisirilmis ve havasi uzaklagtirilmis polimer materyali, dengeleme tamponuyla dolu
kolona i¢inde hava kabarcigi olmayacak sekilde aktarilir. Ayni1 tamponla dengeleme
islemi yapilir. Kolonun dengelendigini tespit icin, iistten ilave edilen tamponla alttan
alinan tamponun pH’s1 ve 280 nm’de absorbans degerleri araliklarla ol¢iiliir, bu deger
ayni oluncaya kadar dengeleme islemine devam edilir ve kolonun akis hiz1 yaklasik 15-

20 ml/saat olarak ayarlanir.
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Ornegin Uygulanmasi ve Eliisyon

Ornegin uygulanmasindan &nce dengelenen kolonun, jel {izerindeki tampon ¢dzeltisi jel
diizeyine indirilir. Ornegin uygulanmasi icin protein ¢dzeltisinden kiigiik hacimde (%
10’luk gliserinli olabilir, yaklasik 2-3 ml) kolona tatbik edilir. Bu protein ¢ozeltisi jele
iyice emdirilir ve {izerine birka¢ ml eliisyon tamponu dikkatlice ilave edilerek tekrar
jele iyice girisi saglanir. Daha sonra kolonun iistii eliisyon tamponuyla doldurularak

eliisyona devam edilir; eliiatlar yaklagik 3’er ml alacak sekilde tiiplerde toplanir.

Sekil 2.13 Jel filtrasyon kromatografisinde eliisyonun temsili semasi.

Degerlendirme:

Eliisyon tamponunun kor olarak kullanilmasiyla, toplanan eliiatlarin tek tek veya 2-3
tiipte bir 280 nm de absorbanslar1 Ol¢iiliir. Eliisyon almaya 280 nm’deki absorbans
degerleri sifir oluncaya kadar devam edilir. Enzim saflagtirilmasi yapiliyorsa 280 nm’de
absorbans gosteren tiiplerde yine ya tek tek veya 2-3 tiipte bir aktivite dlglimleri yapilir.
280 nm’de kalitatif protein tayini i¢in alinan absorbans degerleri ve enzim aktivite

degerleri tiip sayisina kars1 grafige gecirilir.

Kromatografi islemi sonunda enzim aktivitesi gosteren tiipler birlestirilir. Kolona tatbik
edilen numune ve birlestirilen enzim ¢ozeltileri i¢in Bradford, Lowry ve ya benzer bir
metodla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteleri

belirlenerek saflastirma oranlar1 saptanir.
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Sekil 2.14 Saflastirilan bir enzime ait jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile elde
edilen eliisyon grafigi.

2.5.1 Jel filtrasyon kromatografisi yontemiyle molekiil kiitlesi tayini

Son yillarda proteinlerin molekiil kiitleleri tayininde ¢ok kullanilan ve ¢ok basit aletlerle
gerceklestirilen bir metoddur. Ozellikle globuler (kiiresel) proteinlerde basari ile
kullanilmaktadir. Bu metodda proteinler, kromatografi islemine tabi tutulurlar. Kiiresel
proteinlerin kolondan geldigini gosteren 280 nm deki absorbansa karsilik gelen eliisyon
tampon hacmi (veya Kav degeri: distribution coefficient; dagilma katsayisi; kagit
kromatografisindeki Rf degerinin benzeri bir deger) ile proteinin molekiil kiitleleri
arasinda bir iliski vardir. Once kolondan molekiil kiitleleri bilinen saf kiiresel proteinler

akitilarak bir standart grafik elde edilir.

Bu grafik, 280 nm de maksimum absorbansin elde edildigi tiip sayisina karsi molekiil
kiitlesinin logaritmasinin ¢izilmesiyle hazirlanir. Daha sonra molekiil kiitlesi bilinmeyen
proteinin kacinci tiiplerde geldigi bulunur ve grafikten molekiil kiitlesi tayin edilir. Bu
metodun en 6nemli avantajli yonii, molekiil kiitlesi tespit edilmek istenen proteinin saf
halde olmasi gerekmemektedir. Ancak proteinin hangi fraksiyonda geldigini belirleyen

bir yontem olmalidir.

Kav degeri’nin bulunmasi i¢in asagidaki formiil kullanilir:
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Vp- Vo
Eav: —

Vt - Vo

Vp: Proteinin eliisyon hacmi

Vo: Void hacim (Mol kiitlesi 2.000

kDa olan Blue dextran’in eliisyon
hacmi)

Vt: Kolonun yatak hacmi

Sekil 2.15 Jel filtrasyon kromatografisinde Vo (void hacim) , Vt (yatak hacmi) ve Vt-
Vo degerlerinin kolonda gosterilmesi

Standart proteinlerin nasil uygulanacagi f{iretici firma tarafindan verilen protein
standartinin iizerinde belirtilmistir. Herbir standart proteinin eliisyon hacmi bulunur.
Daha sonra herbir standart protein i¢in Kav degeri hesaplanir. “log molekiil kiitlesi-
Kav degeri” grafigi cizilir. Daha sonra molekiil kiitlesi bulunmasi istenen enzim
cozeltisi kolondan gegirilerek, hangi fraksiyonda geldigi ve eliisyon hacminin ne oldugu
bulunur. Grafikten ekstrapolasyonla veya grafigin denkleminden molekiil kiitlesi

bilinmeyen proteinin molekiil kiitlesi hesaplanir.
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Sekil 2.16 Molekiil kiitlesi tayini i¢in Sefadeks G-150 kolon materyali ile yapilan jel

filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen standart grafik.
Standart olarak hekzokinaz: 100 kDa, kreatin kinaz: 8 1kDa, bovin serum
albumin: 67 kDa, deoksiriboniikleaz: 31 kDa kullanilmustir.

2.6 Iyon Degisim Kromatografisi

Bu kromotografide duran fazda bulunan ve yerlerinden kolaylikla ayrilabilen iyonlar
cevrelerindeki (yliriiyen sividaki ve karisim i¢indeki) iyonlarla yer degistirir. Bu
degisim sonucunda duran fazin fiziki goriiniimiinde degisme olmaz. Iyon degisim
kromotografisi ile ayrim i¢in iyonik yapi sarttir. Bu yontemle basit inorganik ve organik
iyonlar birbirlerinden ayrilabilecegi gibi enzimler, hormonlar ve niikleik asitler gibi
biyolojik 6nemi olan polielektrolitler de ayrilabilir.

Baslica ti¢ tip iyon degisim materyali vardir:

*Iyon degisim recineleri
*Iyon degisim jelleri

*Iyon degisim seliilozlar1

Iyon degisim reginelerinden tabii olanlarina zeolitler denir. Bunlar karigik silikat
yapisinda ve suyun sertliginin giderilmesinde kullanilan maddelerdir. Kromotografik
amacli ayrimlarda kullanilamazlar. Sentetik iyon degisim regineleri ise bu amaglara

uygundur.
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Sentetik Iyon Degisim Regineleri

Ik sentetik iyon degisim recinesi fenol siilfonik asidin formaldehitle etkilestirilmesiyle
elde edilmistir. Bu re¢ineler -SOsH, -COOH gibi asidik gruplar icermektedir.

Stiren ve divinilbenzenin {i¢ boyutlu polimerlestirilmesiyle ve daha sonra elde edilen
polimere asidik veya bazik gruplar baglanmasiyla katyon degisim veya anyon degisim

regineleri elde edilebilir.

Katyon degisim reginelerinde hidrojen iyonu (H") veya sodyum iyonu (Na'), ayrilacak
maddelerin katyonlartyla, anyon degisim recinelerinde ise hidroksit iyonu (OH") veya

kloriir iyonu (CI') ayrilacak maddelerin anyonlariyla yer degistirir.
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Sekil 2.17 Ornek birer anyon ve katyon degisim reginelerinin sekilleri

Icinde ayrilacak iyonlar bulunan karisim iyon degisim reginesi doldurulmus kolonun iist
tarafindan konur. Karigimdaki iyonlar recinelerdeki iyonlarla hemen yer degistirir. Daha
sonra kolondan iyon igeren bir ¢dzelti gegirilir. Bu iyonlar asidik, bazik veya diger
ndtral iyonlar olabilir. Cozeltideki iyonlar karigtmin iyonlarimi regineden sokerek
yiriitiirler. Bu yiirimenin hiz1 farkli iyonlar igin farkli olacagindan kolonun alt

tarafindan iyonlar birbirlerinden ayrilmis olarak ¢ikacaklardir.
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Iyi bir ayirim igin yiiriiyen fazin igerdigi iyonlarin konsantrasyonunu, érnegin pH’sin1
yavag yavas artirmak ya da azaltmak gerekir.

Sentetik iyon degisim regineleri daha ¢ok amino asitler gibi kii¢iik iyonlarin ayrimi i¢in
kullanilir. Proteinler i¢in pek kullanilmaz. Proteinler ¢ok yiiklii olduklarindan regine

tarafindan kuvvetle duran faza tutunurlar ve denatiire olmadan eliisyonlar1 gii¢ olur.

Iyon Degisim Jelleri ve Seliilozlar:

Jel filtrasyon kromotografisinde kullanilan jellere veya seliiloza iyon degisim gruplari
baglanarak iyon degisim jelleri veya seliilozlar1 elde edilebilir. yon degisim jelleri

veya seliilozlar1 reginelere gore daha biiyilik gozeneklidir.

Proteinlerin asit-baz ozelliklerine dayanilarak iyon degisim jelleri ve seliilozlar ile
saflastirma yapilmaktadir ve genelde yiliksek verim elde edilmektedir. Bu amacla
kullanilan materyaller, ¢cogunlukla seliilozun sentetik olarak hazirlanmis tiirevleridir.
Dietilaminoetil seliilloz (DEAE-Seliiloz), pH 7,0’de pozitif yiiklii gruplar igerir ve bu
yiizden bir anyon degistiricidir. Karboksimetil seliiloz (CM-Seliiloz) ise, notral pH’da
negatif yiiklii gruplar icerir ve bir katyon degistiricidir.

CHzCH.
T \ — | Seliiloz
+ “NHCHCH, —O partikiilii
CH;3;CH,
DEAE - Seliiloz
O,
N —0 Seliiloz
f CH; partikili
O

CM - Seliiloz

Sekil 2.18 Dimetilaminoetil (DEAE)- seliiloz ve Karboksimetil (CM)- seliilozun yapisi
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2.6.1 Proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan iyon degisim kolon maddeleri

Protein karigimlarinin DEAE-seliilloz kolonlar1 iizerinde ayrilmasinda ve herbir
komponentin sirayla eliisyonunda, azalan pH’l1 tamponlarin bir serisi veya artan iyonik
siddetli tuz ¢ozeltilerinin bir serisi kullanilir. Bunlarin kolondan gegirilmesi sirasinda
anyonik proteinlerin baglanmas1 azaltilir. Cilinkii pH’nin diismesiyle birlikte, iyon

degistiriciye tutunan proteinlerin negatif ytiklii bolgeleri notral hale gelir.

Yine iyonik siddetin artmasiyla pozitif iyonlar proteinin negatif ylkli bolgelerine
baglanirlar; negatif iyonlar ise, proteinlerle iyon degistiriciye baglanma hususunda
yarisa girerler. Boylece proteinler bu bdlgeye daha zayif bir kuvvetle baglanirlar ve

hatta koparlar. Eliiatlar kiigiik fraksiyonlarda toplanarak gerekli analizler yapilir.

Bu metodun onemli bir tarafi da, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisini kombine edebilmesidir. Mesela, DEAE-Sefadeks kullanilarak

proteinleri yiiklerine ve molekiil biiyiikliiklerine gére ayirmak miimkiindiir.

Iyon degisim kromatografisi yontemiyle proteinlerin saflastirilmasi sirasinda kolonun
hazirlanmasi, dengelenmesi, 6rnegin uygulanmasi ve eliisyon islemleri jel filtrasyon

kromatografisindekine ¢ok benzer. En 6nemli fark eliisyon islemindedir.

Genelde iki farkli eliisyon uygulanir:

1.Basamakl: Eliisyon:

Kolondan proteinlerin eliisyonu sirasinda degisik pH’li ve degisik iyonik siddetli
cozeltiler sirayla gecirilir. Bu yontem ¢ok zaman alicidir.

2.Gradientli Eliisyon:

Bu amagla bir gradient mikser kullanilir. Ornek olarak DEAE-Seliiloz kullanilarak pH
8.0-5.0 arasinda gradient uygulamak isteyelim. Kolonun dengelenmesi ve numune
tatbiki pH=8.0’de yapilir. Bu ortamda proteinler genelde negatif yiiklii olduklarindan
kolona tutunurlar. Daha sonra gradient mikser cihazinin kolona acilan tarafina
pH=8.0"de bir tampon ¢ozelti, cihazin diger tarafina pH=5.0"da diger bir tampon ¢dzelti

konulur.
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Gradientli mikser

Sekil 2.19 Gradientli mikser

Kolondan eliisyon tamponu akarken pH 8.0’den pH 5.0°e dogru bir gradient olusturulur.
Her protein izoelektrik pH’sina geldiginde yiiksiizlesir ve duran faza tutunamayarak
eliie edilir. Benzer durum iyonik siddet gradienti olarak da uygulanabilir. Yine kolona
acilan tarafa diisiik iyonik siddette bir ¢ozelti, diger tarafina yliksek iyonik siddette

¢oOzelti konur ve ayn1 sekilde gradient uygulanir.

2.7 Enzimin tesbiti icin Proteinlerin Elektroforezle Gozlenmesi

Proteinleri ayristirmada bir diger 6nemli teknik, yiiklii proteinlerin elektrik alanindaki
giiclerini esas alan elektroforez yontemidir. Bu yontem genel olarak biiyiik miktardaki
proteinleri saflastirmak icin kullanilmaz, daha basit ve uygun alternatifler mevcuttur ve
elektroforetik metotlar proteinlerin yap1 ve dolayisiyla islevlerini ters etkiler. Fakat
elektroforez, ozellikle faydali bir analitik yontemdir. Bu yOntemin avantaji, burada
proteinlerin hem ayristirllmast hem de goriintiilenebilmesidir. Elektroforez ile
karisimdaki farkli protein sayisin1  veya Ozgiin bir proteinin saflik derecesi tahmin
edilebilir. Ayrica elektroforez, proteinlerin izoelektrik noktalar1 ve yaklasik molekiil

agirliklar1 gibi cok 6nemli 6zelliklerini de tanimlamaya olanak saglar.

Proteinler elektroforezde genellikle ¢apraz bagli polimer olan poliakrilamitten ([-
CH,CH(CONH;)-]n) yapilmis jeller iizerinde yiiriitiiliir. Poliakrilamit (MA=5.000.000-
6.000.000) jel, akrilamit monomerlerinin, N,N metilen-bis akrilamit ile polimerizasyonu
sonucu olusur. Metilen bis akrilamit ¢apraz baglama gorevi yapar. Jel, elektroforez

kaplarinda dondurulur ve reaktiflerin konsantrasyonlarini degistirerek ¢esitli biiytikliikte
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jeller olusturulur. Bunlar genis bir pH sinirlart i¢cinde ve oda sicaklifinda sabittirler.
Poliakrilamitin biiyilk 6nemi bulunan teorik bir 6zelligide, proteinleri ayirmak igin
uygun biiyiikliikte jellerin elde edilebilir olmasidir (Aras 1975). Poliakrilamit jel bir
elek gorevi yapar ve yiik/kiitle oranina gore proteinlerin gocii yavaslar. Go¢ proteinin
seklinden de etkilenir. Elektroforezde makromolekiilii hareket ettiren giic elektriksel

potansiyel (E)’dir.

2.7.1 Sodyum dodesil siilfat (SDS) elektroforez

Elektroforetik yontem ¢ogunlukla saflik ve molekiil agirligini belirlemek i¢in uygulanir
ve deterjan olan sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilir. SDS ¢ogu proteine kabaca
molekiil agirligimin belirledigi miktarda, iki aminoasit kalintisina bir molekiil SDS
olacak sekilde baglanir. Bagli SDS net negatif yiikii arttirir, proteinin i¢ yiki
maskelenir ve her proteinin yiik/kiitle orant benzer olur. Ayrica, SDS baglandiginda
proteinin dogal sekli de degisir ve birgok protein benzer sekil alir. Boylece SDS
varligina elektroforezde proteinler tamamen molekiil agirligi temel alinarak ayrilir, ufak
polipeptitler daha hizla go¢ eder. Elektroforez sonrasinda proteinler, jele baglanmayan
fakat proteinlere baglanan Coomassie blue, Glimiis nitrat (AgNOs) gibi bir boyayla
goriintlilenir. Boylece protein saflastirma isleminin gelisimi de monitorize edilebilir,
clinkii her yeni bir fraksiyonasyon basamagindan sonra boyanin protein bandinin sayisi
azalacaktir. Eger tanimlanmamis proteinin pozisyonu, molekiil agirligi bilinen bir
proteinin jeldeki gogiiyle karsilastirilirsa, molekiil agirligi tanimlanabilir. Eger protein
iki veya daha fazla alt birim igeriyorsa, bu alt birimler genellikle SDS ile ayrilacaktir ve

her biri i¢in ayr1 bant goézlenecektir (Lehninger 2005).

2.8 Enzim Aktivite Tayinlerinde Kullanilan Yontemler

Enzim aktivite tayinlerinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Aktivite tayinlerinde
genellikle ya kaybolan substrat veya meydana gelen iirlin miktar1 tayin edilerek
enzimlerin aktiviteleri Olgiilmektedir. Enzim aktivite tayininde yontem secerken o
yontemin pratik olusuna, hizli olusuna ve hassas olusuna 6zen gostermek gereklidir.

Enzim aktivite tayininde kullanilan baz1 terimler asagida verilmektedir.

44



Unite: Bir mikromol (umol) substrati bir dakikada, optimum kosullar altinda iiriine
doniistiiren enzim miktari bir {inite (IU) olarak kabul edilmektedir.
Spesifik aktivite: Bir miligram (mg) proteinde bulunan enzim iinite sayis1 spesifik

aktivite olarak kabul edilmektedir. Buna gore spesifik aktivite;

Spesifik Aktivite = Unite / mg protein

Enzim aktivite tayininde kullanilan yontemler sunlardir (Goziikara 1997)
1) Spektrofotometrik Yontem

2) Monometrik Ydntem

3) Thunberg Yontemi

4) Elektrot Yontemi

5) Polarimetrik Yontem

6) Kromatografik Yontem

7) Kimyasal Tayin Yontemi

Spektrofotometrik Yontem: Pek ¢ok enzimin substrati, {iriinli veya koenzimi goriinen
1s1kta veya ultraviyole 1skta bir tepe degeri gostererek pik vermektedir. Bu durumda
substratin kaybolmasi veya {irlinlin meydana gelisi ya da koenzimdeki degisiklik
spektrofotometreden tayin edilir. Spektrofotometrik yontem kolayligi, basitligi ve
hassas olusuyla diger yontemlere tercih edilmektedir. Bu yontemde optik yogunluk
degisimi, enzim reaksiyonunun 6l¢iilmesi olarak alinmaktadir. Belirli zamandaki optik

yogunluk degisimi, belirli miktardaki enzim {initesine esit kabul edilmektedir

Monometrik Yontem: Bir komponenti gaz alan enzimlerin aktivitelerini 6l¢gmek igin

kullanilan bir yontemdir (Dixon 1951).

Thunberg Yontemi: Cok sayidaki dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem
kullanilarak tayin edilmektedir. Metilen mavisi elektron akseptoriidiir. Bu bilesigin
okside durumu renkli, rediikte durumu ise renksizdir. Enzim aktivite tayininde ortama

belli bir miktarda metilen mavisi ilave edilir. Goz ile renk kaybolmasindaki gegen
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zaman saptanir. Deney sistemini havanin oksijeninden korumak i¢in 6zel yapidaki

Thunberg tiipti kullanilir.

Elektrot Yontemi: Cam eclektrotlar ile olusan asit firiinlerin Olgiilmesi enzim
aktivitesinin 6l¢iilmesinde kullanilan diger bir yontemdir. Ancak her enzim belirli bir
pH ‘da optimum aktivite gosterdiginden dolayr pH degismesi enzim aktivitesinin
degismesine sebep olacagi icin bu metoda itirazlar olmustur. Kullanilan ¢6zeltinin
tampon c¢ozelti olmasi nedeni ile gercekte meydana gelen asiditeyi tayin etmenin
miimkiin olmadig1 sdylenerek pH degisimini 6l¢gmek yerine ortama baz ilave ederek

ortam pH’sin1 sabit tutmanin daha iyi bir yol oldugu 6nerilmistir (Jacobsen 1957).

Polarimetrik Yontem: Pek ¢ok enzimin substrati optik¢e inaktiftir. Eger {irtinde optik
aktivite degismesi goriilecek olursa bu yontem kullanilmaktadir. Eger substrat ve

tirtiniin ikiside optikge aktif ise bu yontemin kullanilmas1 uygun degildir.

Kromatografik Yontem: Diger yontemlerle bir 6lgme yapilamadigr zaman bu metoda
basvurulmaktadir. Enzim substrat karisimlarindan belirli zaman araliklarinda 6rnekler
alinir. Kromatografik yontemde, substrat ve {irlin ya kromatografi kagidinda veya ince
tabaka kromatografisi ile birbirinden ayirt edilir. Miktar tayini i¢in leke kazinarak veya
kesilerek o madde ekstrakte edilip baska bir kimyasal yontem ile {iriin miktar1 tayini

yapilir. Pratik bir yontem degildir.
Kimyasal Tayin Yontemi: Bir¢ok enzimde reaksiyon basladiktan sonra belirli zaman

araliklarinda karigimdan 6rnek alinip substrat veya iirliniin kimyasal yontem ile miktari

tayin edilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan aletler

-Absorbans Ol¢timleri i¢in Shimadzu UV-1700 UV/VIS ve Pharmacia Ultraspec 3000
UV/ VIS Spektrofotometre,

-pH ol¢iimleri i¢cin SESA 1400 model pH- metre,

-Inkiibator olarak Niive EN 120,

-Sigma 8K 10 ve Sigma 3K30 model santrifiij,

-Mayanin pargalama iglemi i¢in Dr. Hielsher UP 200 H ultrasonikator,

-Jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisinde Pharmacia Biopilot FPLC,
-Sartorious sartocan micro 100 model ultrafiltrasyon aleti,

-Bio-Rad Protean IIxi Cell model elektroforez kullanildi.

-Mayanin iiremesi i¢in kullanilan fermentor el yapimidir.

3.1.2 Kullanilan kimyasallar

Kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup baska ek islem yapilmadi.

-Maya ekstrakti ve pepton Difco, laktoz Merck firmasindan temin edilmistir.

-Tris-HCI ve (NH4)>SO4 Quantum Biotechnologies,

-MgCl,, EDTA, Gliserin, PMSF, Na,COs;, AgNOs, Na,S;03.5H,0, KCI, K;HPO,,
KH,PO,, Etanol, Metanol, Asetik asit ve formaldehit Merck firmasindan,
-MgS0,4.7H,0, B-Merkaptoetanol, Sodyumdodesilsiilfat (SDS), Akrilamit, Bis-
Akrilamit, amonyum persiilfat, ONPG Sigma firmasindan

-Temed Biorad firmasindan temin edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Kluyveromyces lactis NRRL-Y-1140 mayasinin ¢ogaltilmasi ve parcalanmasi

Calismada kullanilan  Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140 mayasi, Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimiinden temin edilmistir.

Mayanin iiremesi i¢in uygun besi ortam1 : 10 L YPL (10 g/L maya ekstrakti, 5 g/L
pepton, 40 g/L laktoz) kullanilmistir (Becerra, 1998 ).

Maya, el yapimi fermentor kullanilarak (Sekil 3.1) 36 °C’de 24 saat bekletilerek
hazirlanmistir.

Fermentor igin; 10 L cam damacananin agzi kauguk tipa ile kapatildi. Tipaya dnceden
iki delik acildi. Deliklerden biri, ortama 0.2 p filtreden siiziilerek steril hava vermek
i¢in, digeri damacananin i¢indeki havanin 0.2 p filtreden siiziilerek disar1 ¢ikmasi igin
kullanildi.

Besiyeri igine magnet koyuldu, 121 °C’ de bir saat otoklavlandi. 36 °C’de fermentér,
manyetik karistirici ile karistirildi. Bir taraftan hava kaynagi pompadan hava verildi. 24
saatlik kiiltlirtiin 600 nm’de absorbans1 baslangig kiiltiire (kor) kars1 1,876 bulundu.
Sigma 8K 10 santrifiijle, 6000 devirde mayalarin ¢oktiiriilerek ayrilmasi saglandi.

Sekil 3.1 Kluyveromyces Lactis in gelistirildigi fermentor
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Kluyveromyces lactis NRRL-Y-1140 mayasinin pargcalanmast islemi:

Coken mayalar 3 defa resiispanse edilerek tekrar santrifiijlendi.

Maya kiiltiirtine, 20 mM Tris-HCL pH 7,8, 300 mM (NH4),SO4 , 10 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 0.1 mM PMSF ve 2uM B-Merkaptoetanol eklenmis %10 gliserin tamponu
seklinde hazirlanan parcalama ¢ozeltisi ilave edilerek ¢ozilindii (Becerra 1998). Bu
cOzelti i¢inde ultrasonikatdr kullanilarak maya 1 saat parcalandi. Daha sonra Sigma

3K30 15,000 rpm ve + 4 °C’de santrifiijlendi. Siipernatant alindi.

3.2.2 Jel filtrasyon kromatografisi

Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde, Kluveromyces Lactis’ den izole edilen -
Galaktosidaz enziminin molekiil agirliginin 135 kDa oldugu bilindigi igin, molekiil
agirhigr 10 ile 600 kDa arast proteinleri ayiran 26x60 cm’ lik Superdex 200 kolon
kullanildu.

Supernatandan 10 ml alinarak, 0.02 M pH 7,4 potasyum fosfat tamponu ile dengelenmis
olan Superdeks 200 kolonda jel filtrasyonuna tabi tutuldu. Ornek, 3 ml/dak akis hizinda
1,5 dakika arayla superfrac’da 4,5 ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi. 280 ve 260
nm’de fraksiyonlar tek tek degerlendirildi. 40 ile 60. fraksiyonlar arasinda aktivite

gozlendi. Aktif olan fraksiyonlar bir araya toplandi.

3.2.3 Amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon

Jel filtrasyon kromatografisinde aktif olan fraksiyonlar amonyumsiilfat ile ¢oktiiriilerek
Sartorious sartocan micro 100 kDa’luk ultrafiltre ile konsantre edildi. 100 kDa’dan
kiicik olanlar bir kapta toplandi. 100 kDa’dan biiyiik olanlar ayrildi. Az bir hacim
kalinca tlizerine bir miktar su ilave ederek amonyum siilfatin iyice uzaklagmasi saglandi.
Suya karsi 280 nm’de 100 kDa’dan az olan ayrilan ¢6zeltinin absorbanst 0,2 M’dan
diisiik ¢iktiginda amonyum siilfatin tamamen uzaklastigi goriildii. 100 kDa’dan biiyiik

olan ¢ozelti iyon degisim kromatografisine uygulandi.
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3.2.4 iyon degisim kromatografisi

Konsantre edilen 6rnek 0,02 M pH 7,4 potasyum fosfat tamponu ile dengelenmis olan
DEAE (16x20 cm’lik Dietilaminoetil) Seliilloz kolonda Biopilot sisteminde 1 M NaCl

esliginde lineer gradient uygulandi.

10 ml ornek 3 ml/dak akis hizinda 1,5 dakika arayla superfrac’da 4,5 ml’lik
fraksiyonlar halinde toplandi. 280 ve 260 nm’de fraksiyonlar tek tek degerlendirildi. 5-

20. fraksiyonlar arasinda aktivite gézlendi.

Sekil 3.2 Pharmacia Biopilot FPLC

3.2.5 Aktivite tayini

Saflagtirilan enzimin aktivite tayini Guarente metodu modifiye edilerek yapildi
(Becerra, 1998). Burada sodyumfosfat yerine potasyum fosfat tamponu kullanildi. Bunu
sebebi Na™ iyonlarimin Kluyveromyces lactis Beta-Galaktosidazina inhibitor etkisi
varken K" iyonlarmin Kluyveromyces lactis Beta-Galaktosidazina aktivator etkisinin

olmasidir.

0,1 M potasyum fosfat tamponu pH 7, 10 mM KCI, 1 mM MgSO4, 50 mM B-

Merkaptoetanol ile Z tamponu hazirlandi.
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Enzim ¢ozeltisi 440 ml ONPG (4 mg/ml) ile 2 ml Z tamponu i¢inde 30 °C’de bes dakika
inkiibe edildi. 1 M Na,COs’ den 0,5 ml eklenerek reaksiyon durduruldu. Aciga c¢ikan
ONP 420 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Bu sartlar altinda o-nitrofenol’iin
molar ekstinksiyon katsayist 4,5x10° L.mol'cm™dir. Molar Ekstinksiyon Katsayist; 1

molar ¢ozeltinin 1cm. lik kiivette verdigi absorbanstir.

Analiz kosullar1 altinda dakikada ONPG’ den 1 pmol ONP agiga ¢ikaran enzimin

Olciisli 1 enzim iinitesi olarak tanimlandi. Reaksiyon sekil 3.3. ‘den goriilmektedir.

OH
CH,OH GH, OH
oH
OH o 0 o 0
—— OH +
OH B- Gal
NG, NG,
CH
H
B- Galakioz ONP
ONPG [Sar)

Sekil 3.3 ONPG ile enzim reaksiyonu (Chandler et al. 1998)

3.2.6 SDS-PAGE (Sodyumdodesil siilfat-Poliakrilamit jel elektroforez)

Bu calismada Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi ile elde edilen biitiin
ekstraktlarin icerdigi enzim saflig1 arastirildi. B-Galaktosidaz varliginin kesin olarak
anlagilmas1 i¢cin DEAE seliiloz kolondan gelen fraksiyonlar ile Jel fitrasyon
kromatografisinde aktivitesi olan fraksiyonlar ve ham ekstrakt SDS- PAGE yapilarak
incelendi (Laemmli 1970).

Sodyumdodesil siilfat-Poliakrilamit jel elektroforez *de % 8’lik jel hazirlandi. 300 volt,
200 miliamper’de ornekler elektroforezde yiiriitiildii. Dort saat sonra orneklerin jelde
yirlimesi bitince, jel cikartilarak fiksasyon islemine gecildi. Fiksasyon islemi
proteinlerin jele yapismasinmi saglar. Giimiis boyama yOntemine gore jel boyanarak
gorlintiilleme saglandi. Gilimiis nitratla boyama yonteminin diger yontemlere gore

hassasiyeti yiiksektir.
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SDS-PAGE ’den elde edilen goriintii, sekil 4.11°den goriilmektedir.

4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1 Sonuclar

4.1.1 Beta-Galaktosidazin hiicre disina ¢ikarilmasi

Yapilan ¢alismada maya hiicresi Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140 B-Galaktosidaz
enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Kluyveromyces Lactis B-Galaktosidazi hiicre i¢i bir
enzim olup bu nedenle hiicre duvarinin yok edilerek enzimin hiicre disina ¢ikarilmasi

gerekmektedir.

Kluyveromyces Lactis hiicresinin gelistirilmesi optimum kosullarda 24 saatte fermentor

yardimiyla saglanmistir. Fermentor sekil 3.1°den goriilmektedir.

Optimum kosullarda gelistirilen maya hiicrelerinin hiicre duvari, bir fiziksel hiicre
parcalama islemi olan ultrasonikatdr kullanilarak parcalanmis, p-Galaktosidaz
enziminin disar1 ¢ikmasiyla yogun ve bulanik renkli bir ekstrakt elde edilmistir.
Santrifiijlendikten sonra alman silipernatant kismi ham ekstrakt olarak kullanilmis ve

280 nm’ de ham ekstraktin absorbans degeri 1,786°dur.

4.1.2 Kullanilan kromatografik yontemlerin sonug¢lari

Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140 hiicresinin hiicre duvar1 pargalanarak elde edilen
ham ekstrakttan kromatografik yontemler kullanilarak Beta-Galaktosidaz (Laktaz)
enzimi izole edilmistir. Kromatografik yontemler kullanilirken pH 7.4 potasyum fosfat
tamponu ile kolon dengelenmistir, sicaklik ise oda sicakligidir. Bu calismada, jel
filtrasyon ve iyon degisim kromatografileri uygulanmis ve elde ettifimiz saf enzim

elektroforez teknigi ile gozlemlenmistir. Sonuc¢ olarak Beta-Galaktosidaz (Laktaz)
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enzimi Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140 *den saf olarak izole edilmis ve aktivitesine
bakilmistir. Bu deneylerden elde edilen enzimlerin aktivite sonuglart boliim 4.1.3°de

gorilmektedir.

Absorbans

40 60 100

Zaman ( dak)

Sekil 4.1 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin 280 nm’de zamana
kars1 degisimi

0,8

Absorbans

Zaman ( dak)

Sekil 4.2 Iyon Degisim Kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin 280 nm’de zamana
kars1 degisimi
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4.1.3 Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140 mayasindan saflastirilan Beta-

Galaktosidaz enzim aktivite tayini

4.1.3.1 Ham ekstrakt enzim aktivite tayini

Mayayi iiretip hiicre duvarini pargaladiktan sonra baska islemleri yapmadan once elde
ettigimiz ham ekstraktin uygun kosullarda ONPG ile enzim aktivitesi 420 nm’de kore
kars1 0,620 olarak goriilmiistiir. Aktivite degeri 0,689 U/ml olarak hesaplanmistir. SDS-
PAGE ile bakildiginda ham ekstraktin markerla aym1 yerde band vermesi ekstraktin
icinde Beta-Galaktosidaz enziminin varligini kanitlamistir. Boylece bu asamadan sonra
enzimi daha saf elde etmek i¢in purifikasyon adimlari uygulanmistir. SDS-PAGE

sonucu sekil 4.11°den goriilmektedir.

4.1.3.2 Jel filtrasyon kromatografisi enzim aktivite tayini

Purifikasyon adimlarimizdan ilki olan Jel fitrasyon kromatografisi sonucu elde edilen
fraksiyonlarinin 280 nm’deki absorbanslarina bakilarak aktiflikleri incelendi. Bunun
sonucunda 53-60 no’lu fraksiyonlarin aktif enzim icerdikleri tesbit edildi. Bu
fraksiyonlar Guarente metoduna gore bu enzim ¢ozeltilerinin ONPG substrat1 ile 420
nm’de verdigi reaksiyona bagl olarak absorbans degerlerine bakildi. Enzim ile ONPG
substrat1 arasindaki reaksiyon sekil 3.3°’de verilmistir. Bu absorbans degerlerinden
saflagtirllan Beta-Galaktosidaz enzimi {inite miktarlar1 ve spesifik aktiviteleri
hesaplandi. Sekil 4.3-4.4-4.5’e gore elde edilen enzim SDS-PAGE’den de goriildiigii
gibi saf olmakla birlikte cok az miktarda olmasi sebebiyle diisiik aktivite gdzlenmistir.
50. dakikadan sonra aktivite degerleri diismeye baglamistir. En yiiksek spesifik aktivite
56. fraksiyonda gozlenmistir. Yani, mg enzime karsilik gelen enzim aktivite degeri en
yiiksek olan fraksiyon 56. fraksiyondur. 420 nm’deki absorbanslara karsilik hesaplanan
Beta-Galaktosidaz aktivitesi lineer bir artis gdostermistir (Sekil 4.4). Grafikler asagida

gorilmektedir.
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0 10 20 30 40 50 60

Zaman (dakika)

Sekil 4.3 Jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen enzimin zamana karsi iinite
miktar1

Absorbans (420 nm)
S 0 0 o0 0 e o 9o
o =~ N w A 01 OO N o O -
Il Il Il Il Il Il Il Il Il

=

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Beta-Galaktosidaz (U/ml)

o

Sekil 4.4 Jel filtrasyon kromatografisinden saflastirilan Beta-Galaktosidaz enziminin
420 nm ‘deki absorbanslarina karsilik gelen enzim aktivite degerleri
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Sekil 4.5 Jel filtrasyon kromatografisinden saflastirilan Beta-Galaktosidaz enziminin
enzim aktivitesine karsi spesifik aktivite degerleri

4.1.3.3 Iyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim aktivite tayini

Jel gecirgenlik kromatografisinden sonra ultrafiltrasyonla konsantre edilen fraksiyonlara
iyon degisim kromatografisi teknigi uygulanmistir. Iyon degisim kromatografisi sonucu
280 nm’deki ol¢iilen absorbans degerlerine bakarak enzimin oldugu fraksiyonlarin 420
nm’de aktivitesine bakilmistir. Iyon degisim kromatografisinden elde edilen aktif
oldugu diisiiniilen fraksiyonlar 5-20. tiiplerdedir. Elde edilen grafik sekil 4.6’da

gorilmektedir.

Iyon degisim kromatografisi sonuglar1 degerlendirildiginde enzim 48. dakikadan sonra
kolondan ayrilmigtir. Cizilen grafiklerde enzim igeren fraksiyonlar incelenmistir. Jel
filtrasyon kromatografisinde oldugu gibi 420 nm’deki Olgiilen absorbans degerlerine
gore hesaplanan Beta-Galaktosidaz aktiviteleri Sekil 4.7°de goriildiigii lizere lineer bir

artis gostermektedir.

Maksimum spesifik aktivite 14. fraksiyonda ol¢iilmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.6 Iyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen enzimin zamana kars1 iinite
miktari

0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 08 1

Beta-Galaktosidaz (U/ml)

Sekil 4.7 Iyon degisim kromatografisinden saflastirilan Beta-Galaktosidaz enziminin
420 nm’deki absorbanslarina karsilik gelen enzim tiniteleri

57



Spesifik Aktivite (U/mg)
[o0)
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Beta-Galaktosidaz (U/ml)

Sekil 4.8 Iyon degisim kromatografisinden saflastirilan Beta-Galaktosidaz enziminin
enzim aktivitesine karsi1 spesifik aktivite degerleri

4.1.4 Protein miktar tayini

Jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografilerinden ve aktivite gosteren fraksiyonlarin
Warburg-Christian protein tayin metoduna gore iriinlerdeki enzim miktar
hesaplanmigtir. Bu yonteme gore Jel filtrasyon kromatografisinde ortalama 2,37
mg/iinite protein enzim &rneklerinde hesaplanmistir. Iyon degisim kromatografisi
sonucunda aktif enzim c¢ozeltilerinde ortalama 0,17 mg/iinite protein miktari
bulunmustur. Buna gore her iki kromatografik yontemden elde edilen iinite-enzim

degerlerine karsilik mg protein grafigi sekil 4.9- 4.10’da goriilmektedir.
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Sekil 4.9 Jel filtrasyon kromatografisinden elde edilen iiriinlerin iinite enzim- mg
protein grafigi
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Sekil 4.10 iyon degisim kromatografisi ile elde edilen iiriinlerin iinite enzim — mg
protein grafigi
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4.1.5 SDS- PAGE ile enzimin gozlenmesi

Maya hiicresi Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140’den ham ekstrakt ve jel filtrasyon,
iyon degisim kromatografileri sonucu elde edilen aktif olarak saflastirdigimiz Beta-
Galaktosidaz enzimi yapilist 3.2.6’da anlatilan sekilde SDS-PAGE’e uygulanmis ve
Sekil 4.11 goriintiisii elde edilmistir. Bu goriintiiye gore, 135 kDa agirligindaki enzimin

bir alt linitesi marker’la ayn1 yerde goézlemlenmistir. Biitiin fraksiyonlarimizda Beta-

Galaktosidaz enziminin varlig1 goriilmektedir.

204 kDa

123 kDa

80 kDa

48 kDa

Sekil 4.11 Elde edilen SDS-PAGE goriintiisii

1 numara
2 numara
3 numara
4 numara
5 numara
6 numara
7 numara
8 numara
9 numara

ham ekstrakt
Jel filtrasyon 45
Jel filtrasyon 53
Jel filtrasyon 60
Iyon degisim 6
Iyon degisim 10
Iyon degisim 15
Marker protein
Ham ekstrakt
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Protein (Bio-Rad Prestained SDS-PAGE Standards High Range)

Myosin 204 kDa
Beta-Gal. 123 kDa
Bovine Serum Albiimin 80 kDa
Ovalbilimin 48 kDa

4.2 Tartismalar

Sunulan ¢alismada maya hiicresi Kluyveromyces Lactis NRRL-Y-1140 Beta-
Galaktosidaz enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Maya hiicrelerinde bulunan Beta-
Galaktosidaz enziminin kromatografik yontemlerle elde edilmesi aragtirilmistir.
Kluyveromyces Lactis Beta-Galaktosidaz enzimi hiicre i¢i bir enzim oldugundan
oncelikle hiicre duvar1 uygun yontemle parcalanarak enzimin hiicre disina ¢ikartilmasi

saglanmistir.

Saflagtirma iki adimda gerceklesmistir. Hiicre duvari parcalanarak aciga c¢ikan ham
ekstrakt ilk olarak pH 7,4 potasyum fosfat tamponu ile dengelenen siiperdeks-200
kolonunda jel filtrasyon kromatografisine uygulanmistir.Toplanan fraksiyonlar
spektrofotometrede degerlendirilerek aktif olanlar bir araya toplanmistir. 100 ml’lik
cozelti ultrafiltre ile konsantre edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti pH 7,4 potasyum fosfat
tamponuyla dengelenen DEAE-seliiloz kolonunda iyon degisim kromatografisine
uygulanmistir. Elde edilen fraksiyonlardan aktif olanlar elektroforez i¢in kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuglara gore iki adimda Kluyveromyces Lactis
mayasindan Beta-Galaktosidaz enziminin saflastirildigi elektroforez ile gozlenmistir.
Kluyveromyces Lactis’den saflastirilan 135 kDa’luk Beta-Galaktosidaz enzimi disinda
parcalanma T{riinlerine rastlandi. Ancak 4 numaradaki jel filtrasyonun 60.
fraksiyonunun, elektroforez goriintiisiinde daha saf oldugu goriilmektedir. Boyama,
giimiis nitrat ile yapildigindan dolay1 bu yontem diger boyama yontemlerine gére daha

hassas oldugu i¢in diger par¢alanma iiriinlerini de elektroforezde gozlemledik.

Literatiirde, Beta-Galaktosidaz enziminin elektroforez ile incelenmesi farkli

uygulamalar ile goriilmektedir. % 5-15’lik akrilamit jel elektroforezde Beta-
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Galaktosidaz enziminin tetramerik yapida olmasindan dolayr 483, 385, 239 ve 146

civarinda band gozlenmistir (Becerra et al. 1998).

Baska birka¢ uygulamada ise saflastirilan Beta-Galaktosidaz enziminin molekiil kiitlesi
elektroforezde 135 kDa gozlenmistir (Becerra et al.1998). Bizim yaptigimiz ¢aligmada
da saflastirilan Beta-Galaktosidaz enziminin molekiil kiitlesi 135 kDa civarinda ¢ikan

band ile karsilastirilarak elde edildigi goriilmiistiir.

4.2.1 Enzim aktivite sonu¢larinin degerlendirilmesi

Aktivite tayini Guarente metoduna gore yapilarak ham ekstraktin - aktivitesi
0,689 U/ml bulunmustur. Jel filtrasyon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarda
53 ile 60. tiipler arasinda aktivite gozlenmistir. Jel filtrasyon kromatografisinde
ortalama 0,568 U/ml bulunmustur. En yliksek enzim aktivite ve spesifik aktivite degeri
56. fraksiyonda gozlenmistir (Sekil 4.3-4.4). Bu noktadan sonra aktivite giderek

azalmistir.

Ultrafiltre ederek deristirdigimiz fraksiyonlara iyon degisim kromatografisi uygulanmis
ve burada 5-20. fraksiyonlarda aktivite gdzlenmistir. Iyon degisim kromatografisinde
ortalama 0,570 U/ml bulunmustur. En yliksek enzim aktivite degeri 18. fraksiyonda
(Sekil 4.7), spesifik aktivite degeri ise 14. fraksiyonda goézlenmistir (Sekil 4.8). Bu

noktadan sonra aktivite giderek azalmistir.

Enzimin aktivitesi jel filtrasyon kromatografisi sonucunda 35-40. dakikalar arasinda
maksimum degerde iken (Sekil 4.3) , konsantre edilerek iyon degisim kromatografisine
uygulandiktan sonra 6. dakikada maksimum deger gostermistir (Sekil 4.6). Aktivitenin
zamana kars1 degiskenlik gostermesi enzimin ¢abuk bozunan bir enzim olmasindan ve
kararli halini zaman i¢inde kaybetmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica hiicre yeterince
par¢calanmamis ya da pargalama iglemi sirasinda zaman ve sicakligin iyi ayarlanamamais

olmasi gibi bir ¢ok faktdr enzim aktivitesini etkilemektedir.
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Ham ekstrakt spesifik aktivite degeri 0,383 U/mg olarak hesaplanmistir.

Buna gore ikinci adim olan jel filtrasyonda, ham ekstrakta gore 2,49 kat, iyon degisim
kromatografisinde jel fitrasyon kromatografisine gore 14,44 kat , ham ekstrakta gore 36
kat saflagtirma yapilmistir.

Jel filtrasyon kromatografisinde elde edilen verim % 42 iken, iyon degisim

kromatografisi sonucu elde edilen verim % 45,2°dir.
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