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OZET

B-GALAKTOSIDAZ ENZIMININ FARKLI BiR YONTEM ILE
SAFLASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZI
OZGE ALKAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIiMYA ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF.DR. OKTAY ARSLAN)
(ES DANISMAN:DR. ADEM ERGUN)
BALIKESIR, SUBAT - 2021

B-Galaktosidaz (B-D-galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23 BGal), bir¢ok oligosakkaritlerden, D-
galaktozil rezidiilerinin hidrolizini katalizleyen bir enzimdir. BGal’in, hidrolitik aktivitesi
basta siit teknolojisi olmak iizere gida endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ayrica BGal, transgalaktozilasyon aktivitesi ile prebiyotik iiretim proseslerinde uygulama
alan1 bulmustur.

Bu c¢alismada, Aspergillus niger’den Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal
yapisina sahip hidrofobik etkilesim jeli kullanilarak [-Galaktosidaz, ilk defa
saflagtirilmistir. Bu amacla s6z konusu jel, ilgili yontemlere gore sentezlenmistir.
Aspergillus niger’de tretilen p-Galaktosidaz, %90 Amonyum silfat ile c¢oktirme
isleminden sonra, direkt dengelenmis hidrofobik etkilesim kolonuna yiiklenmistir. 1M
(NH4)2SOg iceren 0,1M Na2HPO4 (pH 8 ) ve 0,1 M NaxHPO4 (pH 8,0) eliisyon tamponu ile
enzim, %53,8 verim ve 234,7 derece ile saflastirilmistir. Bu degerlerin literatiir verileriyle
karsilastirildiginda  yiiksek oldugu goriilmektedir. p-Galaktosidaz saflastirilmasinda
kullanilan hidrofobik jel, uygun kosullarda muhafaza edilmesi ile uzun siire kullanilabilir
olmasi elde edilen enzimin maliyetini 6nemli 6lgiide diistirecektir.

S6z konusu ¢alismanin yerli enzim iiretimi i¢in farkindalik olusturacagi ve ¢calismadan elde
edilecek sonuglarin gerek temel bilimlerde gerekse gida mithendisligi alaninda yaygin etki
gosterecegi kanaatindeyiz.

ANAHTAR KELIMELER: B-Galaktosidaz, Aspergillus niger, Hidrofobik etkilesim

kromotografisi, Saflagtirma.
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ABSTRACT

PURIFICATION OF B-GALACTOCIDOSE ENZYME WITH A DIFFERENT
METHOD
MSC THESIS
OZGE ALKAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF.DR. OKTAY ARSLAN)
(CO-SUPERVISOR: DR. ADEM ERGUN)
BALIKESIR, FEBRUARY- 2021

B-Galactosidase (B-D-galactohydrolase, EC 3.2.1.23 BGal) is an enzyme that catalyzes the
hydrolysis of D-galactosyl residues from many oligosaccharides. The hydrolytic activity of
BGal is widely used in the food industry, especially in dairy technology. In addition, BGal
has found application area in prebiotic production processes with its transgalactosylation
activity.

In this study, P-Galactosidase was purified for the first time using a hydrophobic
interaction gel with the chemical structure of Sepharose 4B-L-tyrosine-1-naphthylamine
from Aspergillus niger. For this purpose, the gel was synthesized according to the relevant
methods. B-Galactosidase produced in Aspergillus niger was loaded directly into the
equilibrated hydrophobic interaction column after precipitation with 90% Ammonium
sulphate. The enzyme was purified with an elution buffer of 0,1M Na>HPO4 (pH 8) and 0,1
M NazHPO4 (pH 8.0) containing 1M (NH4) 2S04, and obtained with 53.8% yield and 234.7
degrees. It is seen that these values are higher than the data reported in the literature. The
hydrophobic gel used in the purification of -galactosidase will significantly reduce the
cost of the obtained enzyme, as it has a longer shelf life when kept under suitable
conditions.

We believe that the study in question will raise awareness for domestic enzyme production

and the results obtained from the study will have a widespread effect on both basic
sciences and food engineering.

KEYWORDS: p-Galactosidase,  Aspergillus  niger,  hydrophobic interaction
chromatography, purification.
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1. GIRIS

11 Enzimler

Tim canli hiicreler, metabolizma ad1 verilen olagan {istii biyokimyasal aktivitenin cereyan
ettigi bolgelerdir. Canli bir organizmada siirekli olarak devam eden kimyasal ve fiziksel
degisim siirecine metabolizma denilmistir. Yeni doku olusumu, eski dokularin yikimi,
besinlerin enerjiye doniistliriilmesi, atitk malzemelerin imhasi, yeniden iiretim, kisacasi
'vasam' olarak nitelendirdigimiz tiim faaliyetler, s6z konusu biyokimyasal reaksiyonlarin
sonuglaridir. Bununla birlikte, bu biyokimyasal reaksiyonlarin neredeyse higbiri
kendiliginden gerceklesmez. Hiicre igin gerekli bilesikleri uygun miktarda ve zamanda
olusturmak icin enzimatik kataliz denen olagan iistii bir sistem tasarlanmistir. Bu nedenle
canli organizmalardaki tiim kimyasal reaksiyonlarin meydana gelmesinden enzimlerin

sorumlu oldugu bilinmektedir [1].

Enzimler; spesifikligi, 1liman kosullarda olaganiistii katalitik gii¢leri ve aktivitelerinin
kontrol edilebilir olmasi gibi 6zellikleri ile diger klasik katalizérlerden ayrilmaktadir. Cogu
protein yapisinda olan enzimler, s6z konusu olagan iistii 6zelliklerin aydinlatilmasi ile bu
molekiillerin farkli amaglar i¢in endiistride kullanma diisiincesi, olduk¢a heyecan verici

yeni ¢aligsma alanlarinin dogmasina sebep olmustur [2].

Insanoglu, neredeyse tarihin baslangicindan bu yana enzimleri farkinda olmadan ekmek ve
peynir yapimi gibi ¢esitli amaglar i¢cin kullanmistir. Enzimlerin bilingli olarak endiistride
ilk uygulanmasi, buzagi midesinden izole edilen rennin enziminin peynir yapiminda
kullanilmasidir. Almanya’da bulunan 6zel bir firmada, 1914 yilinda hayvanlardan izole
edilen tripsin enziminden, temizlik endiistrisi i¢in ilk ticari enzim preparati hazirlanmigtir.
1930 yilimin ortalarinda peynir {retimine ek olarak, enzimlerin gida endustrisinde
kullanilmas1 biraz daha genislemistir. Mikrobiyal enzimlerin gida endiistrisinde baslica
kullanimi, nisasta endiistrisinde 1960’11 yillarda baslamistir. Giiniimiizde bir¢ok endiistriyel
enzim sirketleri, ¢esitli uygulamalar i¢in farkli enzimler tretmektedir. Ginimizde

diinyada milyar dolarla ifade edilen katma degeri yiiksek bir enzim pazari olusmustur [1].

Endiistriyel enzimler, hayvan veya bitki dokularindan ekstrakte edilmesine ragmen bir¢ogu
bliyiik reaktorlerde spesifik mikroorganizmalar kullanilarak iiretilmektedir. Gida

endiistrisinde kullanilmak amaci ile enzim kaynag: secilirken, en 6nemli kriter, ilgili



organizmanin GRAS-statiisline sahip olmas1 gereklidir. Diger bir ifade ile Genel Olarak
Giivenli Kabul Edilebilir olmalidir. Ayrica segilecek organizmanin makul bir siire i¢inde
yuksek miktarlarda istenilen enzimi dretebilmelidir. Endistriyel organizmalardan, tipik
olarak litre basina 50 gramdan fazla hiicre dis1 enzim iiretmesi beklenir. Bu nedenlerle
giiniimiizde endistriyel enzimlerin ¢ogu, Aspergillus ve Trichoderma, organizmalari

kullanilarak tiretilmektedir [3].

Enzimlerin endiistride kullanilmasi i¢in farkli diizeylerde saflastirilmasi gerekmektedir.
Ozellikle gida endiistrisinde kullanilacak enzimlerin yiiksek diizeyde saflastiriimasi
olduk¢a onemlidir. Bu nedenle enzimlerin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi i¢in teknik ve
yontemlerin gelistirilmesi, biyoteknoloji alanindaki gelismelerin ¢ogu icin belirleyici
olmustur. Bir enzimin safligi, yapi-fonksiyon iliskileri veya potansiyel endiistriyel

uygulamalar icin bir 6n kosuldur.

Giinlimiizde enzimleri saflagtirmak icin, proteinin biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerine
bagl olarak ¢ok cesitli teknikler gelistirilmistir. Molekiiler boyut, net yiik, biyospesifiklik
ve hidrofobisite gibi proteinin Ozelliklerine bagli olarak sirasi ile Jel filtrasyon, iyon
degisim, afinite ve hidrofobik etkilesim kromatografisi en sik kullanilan yontemlerdir.
Protein saflastirma stratejisi belirlenirken, hedef molekiiliin yap1 ve ozellikleri ile s6z

konusu yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 dikkate alinmalidir [4].

Siit, yaklasik 6 milyar insanin diyetinin onemli bir bilesenidir. Memelilere verilen siit
iiretme yetenegi ile hem yavrularin1 beslemek hemde diinyanin bircok yerinde insanlara
yasamlar1 boyunca siit saglamaya devam etmektedirler. Ancak siit sekeri olarak da bilinen
laktoz, siit {iriinlerinde ve gida endiistrisinde biiyiik bir sorun olmus ve olmaya devam
etmektedir. Laktoz intoleransinin tiim diinyada yaygin olmasi, diinya niifusunun biiyiik bir
kisminin siitlin bilinen faydalarindan yararlanamayacagi anlamina gelmektedir [5]. Ayrica
konsantre siit iirlinleri ve donmus gida maddelerinde laktozun, kumlu doku olusturmasi
onemli problemlerdendir. Siit {irlinleri atiginin, "biyolojik-oksijen-ihtiyac1" yiikiine dnemli
bir katki sagladigi da bilinmektedir. Laktozun hidrolizi, laktoz icermeyen gidalar
gelistirilerek laktoz intoleransiyla miicadele etmek i¢in umut verici bir siirectir. Ayrica s6z
konusu molekiiliin hidrolizi, laktozun sebep oldugu diger problemlerin ¢éziimii i¢cinde son

derece onemli olacagi diistiniilmektedir [6].



[-Galaktosidaz (B-D-galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23 BGal), basta laktoz olmak tizere birgok
oligosakkaritlerden, D-galaktozil kalintilarinin hidroliz reaksiyonlarmi katalizleyen bir
enzimdir. Enzim, s6z konusu hidrolitik aktivitesinin yaninda, transgalaktozilasyon
aktivitesi ile de dikkat ¢ekmektedir. Bu sekilde farkli kimyasal yapilara sahip prebiyotik
tiretiminde PBGal enzimlerinin kullanilabilecegi fikri, bu enzim {izerinde ¢ok yogun

caligmalarin yapilmasina sebep olmustur [7].

Yiiksek Lisans tezi kapsaminda, fGal, Aspergillus niger organizmasi kullanilarak iiretilmis

ve tarafimizdan sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli kullanilarak saflastirilmistir.

Global enzim pazarinin 2019 yilinda yaklasik 7 milyar dolar oldugu ve 2024 de bu degerin
10 milyar dolar olacag: diisiiniilmektedir. Ayrica deger bazinda %6,7 yillik bilesik biiytime
orani kaydedilecegi diisiiniilmektedir [8-12]. Ancak Ulkemizde enzim Uretimi kesinlikle
arzu edilir diizeyde degildir. Saf enzimlerin ¢ok biiylik paralar verilerek ithal edilmesi,
iilkemizde gida endiistrisinde enzimlerin kullanilmasini olumsuz yonde etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle c¢alismamizin bu alanda biiyiik farkindalik olusturacagi

diisiincesindeyiz.

12 Endustriyel Enzimler

Yiizyillar boyunca enzimler, bira ve peynir tiretimi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmistir.
Hem ge¢miste hem de giinlimiizde enzimler, bitki ve hayvan dokular1 gibi dogal
kaynaklardan elde edilmektedir. Bununla birlikte, yillar gectikce, biyoteknolojideki
gelismeler daha farkli ve daha yiiksek verimli enzim cesitlerinin elde edilmesini saglamstir.
Enzimlerin endiistriyel uygulamalardaki c¢ekiciligi, diger kimyasal katalizorlere kiyasla
sundugu bazi temel faydalara baglanabilir. Katalitik fonksiyon, spesifiklik ve 1liman
kosullarda calisma kabiliyetleri gibi 6zellikleri, enzimleri ¢esitli uygulamalarda tercih edilen

bir katalizor yapmaktadir [1, 4, 5].

Endistriyel enzimler, analitik veya tanisal kullanim igin yiiksek derecede saflastirilmis
enzimlerin aksine, kismen saflastirilmis veya enzim topluluklar1 olarak hazirlanir ve
ticarilestirilir. Endiistriyel enzimler ¢ok ¢esitli bitki, hayvan veya mikrobiyal kaynaklardan

tiretilebilir. Ancak ¢cogu durumlarda mikrobiyal kaynaklar tercih edilir. Mikrobiyal enzimler,



proteazlar ve karbonhidratazlar gibi hiicre dist olabilirler ki bu toplam satiglarin biiyiik bir
bolimiinii olusturur. Ayrica glikoz oksidaz gibi hucre icinde gorev yapan enzimler de
endiistride onemli kullanim alan1 bulmustur. Mikroorganizmalarin kendisi katalizér olarak
kullanilamadigr durumlarda hiicre i¢i enzimlerin farkli yontemlerle hiicreden ayrilmasi

gerekmektedir [6, 8].

Enzimlerin gergek anlamda endiistride kullanimlari, mikrobiyal proteazlarin yikama
tozlarma eklenmesiyle basarilmistir. Bu amagla ilk ticari enzim olan Bacillus proteaz
1959'da pazarlandi ve ilk biiyiik deterjan iireticisi onu 1963 yillarinda kullanmaya basladi.
Endistriyel enzim ireticileri ¢ok ¢esitli uygulamalar igin farkli enzimleri
pazarlamaktadirlar. Diinya enzim pazarinda yaklasik olarak 2,2 milyar ABD dolarlik bir
cirodan s6z edilmektedir. Deterjanlar (% 30), tekstil triinleri (% 12), nisasta (% 12),
firincilik (% 11), biyoyakit (% 9) ve hayvan yemi (% 8), endiistriyel olarak yaklagik% 80'i
olusturmaktadir [2, 3].

Endiistriyel enzimler, biyoteknolojinin kalbidir. Biyoteknoloji ve genomikteki gelismeler,
ticarilestirme icin taze enzim kaynaklarinin ve iiretim suslarinin kesfedilmesine yardime1
olmustur. Enzimlerin ¢alisma kosullar1 ve performansi, istenen degere gore

ayarlanabilmektedir [1, 4, 5].

Enzimler sadece kimyasal islemler i¢in degil, aym1 zamanda mekanik ve fiziksel islemler
icin de kullanilabilir. Nisastanin hidrolizinde asidi degistirmek i¢in amilazlarin
kullanilmast kimyasal islemler i¢in iy1 bir ornektir. Kotlarin asindirmasinda siingertasi
yerine seliiloz pargalayict veya degistirici enzimlerin kullanilmasi, mekanik bir islemin
yerini alan enzimlerin miikkemmel bir 6rnegidir. Proteaz enzimleri kullanilarak, ¢amasir
temizligi i¢in yliksek sicaklik direnci gibi fiziksel islemler yerine kolaylikla uygulanabilir

[1,9, 10].

Biyoteknolojideki  gelismelerle enzim uygulamalarimin  ufku her gegen giin
genislemektedir. Enzimler artik daha 6nce ticari olarak uygun olmayan sentetik islemlerle
rekabet edebilecek daha yeni islemlerde kullamlmaktadir. Ornegin, giiniimiizde birgok
sirket, seliilozik biyokiitleyi yakitlarda kullanilmak iizere etanole doniistiirebilen daha

farkli enzimler Uzerinde galismaktadirlar. Bir diger 0rnek ise nisastadan seker eldesin de



enzim teknolojisinin kullanilmasidir. Bu sekilde yiiksek fruktozlu misir surubu tiretimi

milyar dolarlik bir endiistriye doniistiirmektedir [10, 11].

13 Enzimlerin Gida Endiistrisinde Kullanim

Gida endiistrisi, tiretim siire¢lerinde temel olarak ¢ok cesitli bitkisel ve hayvansal {iriinleri
kullanmaktadir. Bu durum daha genis {riin cesitliliginin tliketiciye sunulmasini
saglamaktadir. 8000 yil1 agkin siiredir gida triinleri iiretmek icin kullanilan biyoteknoloji,
gida hammaddelerinin nihai {rlinlere donistiirilmesinde kullanilan  yOntemlerin
gelistirilmesini saglamaktadir. Ekmek, alkollii i¢cecekler, sirke, peynir, yogurt ve diger bir¢ok
gida, c¢esitli mikroorganizmalarda bulunan enzimler kullanilarak yapilmistir. Giliniimiizde
biyoteknoloji, yeni iirlinler sunarak, maliyetleri diisiirerek ve gida iireticilerinin uzun siiredir
giivendigi siirecleri iyilestirerek gida endiistrisinde biiylik farkindalik olusturmaktadir.

Stiphesiz, bu farkindalik gelecekte de artarak devam edecektir [1,5,9].

Biyoteknoloji, enzimler, emiilgatérler ve baslangic kiiltiirleri gibi yeni materyaller
kullanilarak, islevsellik, besin degeri, tat ve doku gibi duyusal 6zelliklerde birgok
tyilestirmeler saglamistir. Ayrica biyoteknoloji, atik, gida giivenligi, paketleme ve benzeri
sorunlar ile basa ¢ikmak i¢in farkli yontemler sunmaktadir. Biyoteknolojide enzimler,
bilesenlerin ve {rilinlerin islevsel, besleyici ve duyusal ozelliklerini degistirebilir ve
tyilestirebilir ve bu nedenle s6z konusu molekiiller, her tiirlii gida iirliniiniin islenmesinde

ve tiretiminde yaygin uygulama alani bulmuslardir [4,5].

Gida {iiretiminde enzimlerin bir¢ok avantaji vardir. Birincisi ve en onemlisi, enzimlerin
geleneksel kimyasal bazli teknolojiye alternatif olarak kullanilmasidir. Enzimler bu
nedenle cok ¢esitli islemlerde sentetik kimyasallarin yerini alabilir. Bu, enerji tiikketim
seviyelerini ve lriinlerin biyolojik olarak parcalanabilirligini diisiirerek proseslerin ¢evresel
performansinda avantaj saglar. Dahasi, enzimler eylemlerinde klasik kimyasal
katalizorlerden daha spesifik olduklarindan, enzimle katalize edilen siireclerde, daha az yan
iiriin olusur. Sonugta, enzimlerle katalize olan iirlinler daha kaliteli ve daha az kirlilige
sahiptir. Enzimler, iliman kosullarda reaksiyonlar1 katalize ederek, yiyeceklerin ve gida

bilesenlerinin 6nemli 6zelliklerine ( antioksidant gibi ) zarar vermeyen operasyon



kosullarinin uygulanmasina izin verir. Son olarak enzimler, gerceklesmesi ¢ok gili¢ gibi

goriinen igslemlerin de kolayca ilerlemesini saglarlar [11, 12].

Biyoteknoloji ile iiretilen ilk ticari iirlin, peynir yapiminda kullanilan bir enzimdir.
Biyoteknolojik gelismelerden once, s6z konusu enzimin buzagilarin, kuzularin ve yavru
kecilerin midesinden ¢ikarilmasi gerekiyordu, ancak giiniimiizde bu enzimi sifreleyen gen

mikroorganizmalara aktarilarak olduk¢a ucuz ve giivenli bir sekilde iiretilmektedir [1, 8].

Gida endiistrisinde, farkli amaglar i¢in ¢ok sayida enzim triinii kullanmaktadir. Mikrobiyal
diinyanin olaganiistii ¢esitliliginden nasil yararlanilacagini ve gida islemede dnemli olacak

yeni enzimlerin nasil elde edilecegi arastirildikca bu sayinin daha da artacagi

diistiniilmektedir [9, 12].

1980'lerin basindan beri, enzim iireten sirketler, iiretim verimliligini ve kalitesini artirmak
ve yeni irilinler gelistirmek i¢in genetik miihendisligi tekniklerini kullanmaktadirlar.
Burada hem endustri hem de tiketiciler icin, daha iyi Grlinler ve suregler elde etmek igin

yeni yontemlerin gelistirilmesi biiyiik avantajlar saglayacaktir [9, 10].

Enzimlerin gida endiistrisinde kullanilmasi enzim kalintis1 sorununu beraberinde
getirmektedir. Ancak bugiine kadar, gidalardaki enzim kalintilarina kars: tiiketici alerjisi
olduguna dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Endiistride kullanilan enzimlerin
ya immobilize formda ya da ¢ok az miktarda kullanildigi bilinmektedir. Bu nedenle
gidalarda goriilen enzim kalintilarinin seviyeleri alerjiye neden olmayacak kadar diisiik
oldugu tahmin edilmektedir. Buna ragmen, olasi alerjik reaksiyonlara karsi iireticiler,
kullanilan enzimleri s1v1, graniil, kapsiil veya immobilize formda iireterek ¢esitli koruyucu

onlem alirlar [1, 7, 11].

14 Endustriyel Enzimlerin Uretimi

Gecgmiste, enzimler esas olarak bitki ve hayvan kaynaklarindan izole edilmekteydi. Bu
nedenle, daha smirli sayida ve yiiksek bir maliyetle enzimler iiretilmekteydi. Giiniimiizde
bakteri ve mantarlar, ¢esitli enzimlerin ticari tretimi igin kullanilmaktadir [13,14].
Enzimlerin verimliligini artirmak i¢in ¢esitli mikroorganizma tiirleri se¢ilmis veya genetik
olarak degistirilmistir. Cogu durumda, degistirilmis genler mikrobiyal kokenlidir, ancak
farkli soydan da gelebilirler. Ornegin, buzagilarin midesinde bulunan ve peynir Gretimi

sirasinda siitiin kesilmesine neden olan bir enzim olan kimozini kodlayan DNA, mayalara



(Kluyveromyces lactis), bakterilere (Escherichia coli) ve kiflere (Aspergillus niger)
basartyla klonlanmistir. Bu rekombinant mikroorganizmalar tarafindan ekspre edilen

kimozin su anda ticari olarak iretilmektedir ve peynir yapiminda yaygin olarak

kullanilmaktadir [13,15].

Mikroorganizmalardan enzim uretimi, s6z konusu organizma igin gerekli metabolitlerin
oldugu dev tanklarda gerceklestirilir. Bu sekilde iiretilen enzimler uygun yontemlerle
ekstrakte edilir, saflagtirilir ve gida endiistrisinde farkli proseslerde kullanilir. Saflagtirilmis
enzimler hiicre icermediklerinden DNA ve diger makromolekiilleri icermemesi ¢ogu

durumda bulyuk bir avantajdir [13,14].

Genetik teknolojiler sadece enzimlerin iiretim verimliligini artirmakla kalmamis, ayni
zamanda kullanilabilirliklerini, maliyetlerini ve kalitelerini de olumlu yonde degistirmistir.
Bu durum, enzimlerin gida endiistrisinde verimli ve kontrolli bir sekilde kullanilmasina

onemli katkilar saglamistir [13,15].

Tiim bunlara ilaveten, enzim miihendisligi ile, yiiksek aktivite, termostabilite, substrat
spesifikligi ve optimum pH gibi arzu edilen 6zellikleri veren modifiye enzimler iiretmek
mumkin gordlmektedir. Enzim mihendisliginde ilgili genlerdeki baz dizilisleri
degistirilerek hedef proteinin amino asit yapist modifiye edilmektedir. Bu modifikasyonlar
enzimin Ui¢ boyutlu yapist incelenerek planl bir sekilde gerceklestirilir. Ancak elde edilen
enzimin aktivitesi ve ilgili kosullardaki stabilitesi beklenildigi sekilde ¢ogu zaman
gerceklesmemektedir. Bu nedenle s6z konusu miihendislik islemlerinin defalarca yapilmasi
gerekmektedir. Bu sekilde iiretilen bazi enzimler ve kullanim alanlari Tablo 1.1°de

verilmistir [13,16].



Tablo 1.1: Gen teknolojisi kullanilarak iiretilen ve pazarlanan bazi enzimler ve kullanim

alanlar1 [13,14].

Enzim Uygulama Alani

a-Amilaz Bira yapimi, mayalama

Katalaz Pisirme, demleme, damitma, nisasta
Kimozin Mayonez

B-Glukanaz Peynir

a-Glukotransferaz Bira yapimi, mayalama

Glukoz izomeraz Nisasta

Glukoz oksidaz Nisasta

Hemiselllaz Pisirme, yumurta, mayonez

Lipaz Pisirme

Maltojenik amilaz Doymus ve doymamis yaglar
Mikrobiyal peynir mayasi Peynir, nisasta, pisirme

Fitaz Mandira

Proteaz Nisasta

Pullunaz Pisirme, mandira, damitma, balik, et,

nisasta, sebze

Ksilanaz Pisirme, nisasta

15 BGal Enzimi

Laktozun hidroliz reaksiyonunu katalizleyen PGal, siit {irlinleri, gida isleme ve ilag
endiistrilerinde 6nemli bir bilesen oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir. fGal’in
hidrolaz aktivitesinin yaninda, galaktozil birimlerini spesifik sekerlere farkli sekilde (Orn.,
Gal (Bl — 3) Gal (Bl — 4) Gal (Bl — 6)) transfer reaksiyonunu katalizledigi
bilinmektedir. fGal’in bu aktivitesi, galatooligosakkarit (GOS) sentezinde dnemli bir arag

olarak kullanilmaktadir. [7, 17, 18].

1970 yilinda, ilk olarak E. coli BGal enziminin primer yapist saptanmistir (1024 amino
asit) [7, 19]. 24 yil sonra, proteinin dort zincirden olusan bir tetramer sahip oldugu

kesfedilmistir. Laktozun hidrolizinin, BGal enziminin aktif bolgesinde gerceklestigi tespit



edilmistir. Substratin -glikozit bag, aktif bolgede bulunan glutamat rezidiisiiniin terminal

karboksil grubu tarafindan parcalandigi bulunmustur [7, 20].
1.5.1 pGal’in Kaynaklar

BGal’lar, mikroorganizmalarda (bakteriler, mantarlar, mayalar), bitkil-erde (6zellikle
badem, seftali, kayisi, elma) ve hayvan organlarinda bulunur [3, 21, 22]. Aspergillus sp. ve
Kluyveromyces sp. Kluyveromyces lactis kaynakli fGal’lar, en yaygin olarak endiistride
kullanilirlar [3, 23, 24].

Fungal BGal enzimlerinin optimum pH degerleri 2.5-5.4 aralifinda olduklar i¢in, peynir
alt1 suyu gibi asidik tirlinlerde bulunan laktozun hidrolizi i¢in en etkilidirler. Fungal pGal
termostabil olmalarina ragmen galaktoz konsantrasyonunun artmasiyla iirlin inhibisyonuna

ugramalar biiyiik bir handikaptir [3, 25].

Aspergillus oryzae kulttrinden 2-propanol fraksiyonasyonu ile DEAE-Sephadex A-50 ve
Sephadex G-200'de kolon kromatografisiyle saflastirilmigtir. S6z konusu enzimin, o-
nitrofenil B-D-galaktopiranosit (ONPG) ve laktoz substratlar1 i¢in optimum pH degerleri
sirasi ile 4.5 ve 4.8 olarak bulunmustur. Ayrica ilgili enzimin stabil oldugu pH araligi 4.0-

9.0 oldugu saptanmistir. Optimum sicaklik ise 46 ° C oldugu bildirilmektedir. Enzimin
molekiil agirligi, Sephadex jel filtrasyon kromotografisi ve sukroz yogunluk gradyant
santrifiijleme metodlar1 kullanilarak molekiil agirliginin yaklasik 105 kDa oldugu
belirlenmistir. ONPG ve laktoz substratlar1 kullanilarak enzimin Michaelis sabitleri

sirastyla 7.2 x 1074 M ve 1.8 x 102 M olarak bulunmustur [3, 26].

Bakteriyel kaynakli BGal, uygulama kolayligi, enzimin katalitik aktivitesinin yiiksek
olmas1 ve nispeten stabil olmasi gibi nedenlerle laktozun hidrolizi ig¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [3, 27]. Laktokok, streptokok ve lactobasil'in ¢esitli bir grubunu olusturan
laktik asit bakterileri (LAB), asagidaki nedenlerden dolay1 bilimsel caligmalarin odag:
haline gelmistir. Bunlardan en 6nemlisi s6z konusu organizmalarin patojen olmamasindan
dolay1 yiiksek saflagtirma islemleri yapmadan proseslerde kullanilabilir olmasidir. Bazi

suslarin probiyotik aktiviteye sahip olmasi bir diger avantaj oldugu sdylenebilir [3, 28, 29].

Dogal yasam alan siit iiriinleri ortam1 oldugu i¢in Kluyveromyces lactis mayasi, 6nemli bir

ticari BGal kaynagidir [3, 30, 31]. Maya BGal enzimi uretiminin ilgi ¢ekici olmasinin en



Oonemli sebebi c¢ok sayida insan tarafindan tiiketilen laktozsuz siit {retiminde

kullanilmasindir [3, 32, 33].

BGal enzimlerinin birgok bitki dokusunda bulundugu saptanmistir. Bu enzimlerin bitki
blylmesi, meyve olgunlasmasi ve laktoz hidrolizini igeren bir dizi biyolojik siirecte rol

oynadig1 gosterilmistir.
1.5.2 Gida Endiistrisinde pGal

Siit ve peynir alt1 suyundaki laktozun enzimatik hidrolizi, farkli sicaklik ve pH calisma
kosullarinda, farkli konfigiirasyonlara sahip c¢esitli reaktorlerde gerceklestirilmistir.
Enzimin maliyeti, prosesin ekonomisini belirleyen en 6nemli faktdrlerden biri oldugundan,
enzimin siirekli sistemlerde calisilmasi daha fazla tercih edilmistir [7, 34]. Teknik olarak
uygulanabilir prosesler arasinda, serbest enzimin dogrudan ilavesi ile islem sonucunda
membran prosesleriyle enzimin geri kazanilmasi seklinde oldugu gibi immobilize
enzimlerin kullanimi tarzinda da uygulamalar vardir. Ham enzim preparatlarinin
maliyetinin yiiksek olmamasi ve kismen stabil olmas1 ¢ok kiiciik isletmelerin bile laktozsuz
siit iretmek amaciyla kullanilmasina imkan saglamaktadir [7, 35, 36]. Ancak immobilize
BGal’larin, siirekli proseslerde kullanilmasi, kontrollii {iriin olusumunda, reaksiyon
karistmindan enzim geri kazanilmasinda biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Bu nedenle

immobilize BGal’lar ¢esitli mithendislik tasarimlarinda kullanilmaktadir [7, 37, 38, 39].
1.5.3 pGal’in Substrati Laktoz

Laktoz, D-galaktozil B (1 — 4) D-glikozdan olusan bir disakkarittir. Suda kismen ¢ozunir
(15 ° C'de 170 g L!), yalnizca memelilerin siitiinde bulunur ve sukrozdan alt1 kat daha az

tatli bir sekerdir [40, 41].

Laktoz, siit serumundan ultrafiltrasyon, buharlastirma ve kristallestirme yoluyla elde
edilmektedir. Bu molekiil ilk defa 1633'te Italyan Fabrizio Bartoletti tarafindan izole
edilmistir [40, 42].

Siitteki laktoz, ¢ozilintirliik, kristallesme, erime sicakligi ve optik rotasyon ozelliklerindeki
farkliliklardan dolay1 a-laktoz ve B-laktoz (sirasiyla o ve B konumundaki galaktozun C4
hidroksil grubu) olmak tizere iki izomere sahiptir. Laktoz ayrica susuz veya hidratlanmis

formda bulunabilir. Hidratlanmis a -laktoz, 93.5 © C'nin altindaki bir sicaklikta
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kristalizasyonla elde edilirken, susuz B-laktoz daha yiiksek sicakliklarda elde edilmektedir
[40, 43].

Laktoz, yiiksek sicakliklarda siit proteinlerinin amino gruplarina katilarak, siitiin
kararmasina (Maillard reaksiyonu) ve laktoz molekiillerinin karamellesmesine neden
olabilir [40, 44]. Isil islemler aynm1 zamanda az miktarda da olsa laktuloz (galaktozil-

fruktoz) molekiillerinin olusmasina sebep olurlar [40, 43].

Laktoz, laktoz sentetaz enziminin etkisiyle meme bezinde glikoz ve galaktozdan
sentezlenir. Laktoz sentetaz, galaktosiltransferaz aktivitesine ve diizenleyici etkilere sahip
baska bir alt iiniteden olusmustur (a-laktalbiimin). Ilki, bir galaktozil grubunun, N-
asetillaktozamin olusturmak i¢in UDP-galaktozdan N-asetilglukozamin transferini katalize
eder. Alfa-laktalbiimin, birinci alt birim ile kombinasyon halinde, disakkariti olusturmak
icin UDP-galaktoz ve glikoz birlesimini katalize eder. Gebelik doneminde fetiisiin

bagirsagindaki enzim konsantrasyonu artar [40, 45].

Laktoz, memelilerin siitiindeki kuru maddenin ana bilesenidir. Bu molekiiliin miktari, yag
ve proteinlerle ters orantili oldugu saptanmistir. Laktoz miktari, insan, inek, koyun ve keg¢i
siitlerindeki ortalama degerleri sirastyla 70 g L, 48 g L™, 41 g L™ ve 46 g L™ seklinde
degistigi belirlenmistir [40, 46].

Laktoz, kivam ve yapiskan gibi fizikokimyasal oOzellikleri nedeniyle islenmis etler,
margarinler, kahvaltilik gevrekler, hazir yemekler ve gida takviyeleri gibi pek ¢ok gidada

bilesen olarak kullanilmaktadir [40, 47].

Insan viicudundaki fizyolojik kullamimi icin laktoz, bagirsakta laktaz enzimi tarafindan
onceden hidrolize edilmelidir. Laktoz ince bagirsaga ulastiginda, glikoz ve galaktoza
parcalanir. Her iki monosakkarit, membran proteinlerinin araciligiyla aktif tasima yoluyla
absorbe olurlar. S6z konusu absorbsiyon, SGLUT 1 (Sodyum-Glikoz Baglantili Tasiyict 1)
tasiyicisi ile aktif transportla gerceklesir. Monosakkaritler daha sonra GLUT 2 (Glukoz
Tasiyict 2) ile kolaylastirilmis difiizyon yoluyla kanda taginirlar. Glikoz bir enerji kaynag:
olarak kullanilirken, galaktoz hem enerji hem de glikolipidlerin ve glikoproteinlerin bir
bileseni olarak kullanilabilir [40, 48, 49].

11



Emilmeyen laktoz, ozmotik aktiviteye sahiptir. Stviy1 ve elektrolitleri bagirsak liimenine
ceker. Hz ve CO2 gibi gazlar iireten bagirsak bakterileri tarafindan fermente edilir. Sonugta

cok sayida molekiil bagirsaklarda olusarak biiyiik bir ozmotik basinca sebep olur [40, 50].
1.5.4 BGal’mn Saflastirilmasi

BGal, iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromotografisi, afinite kromotografisi, ¢inko klorir, protamin silfat ve amonyum sulfat

¢oktiirme gibi farkli ayirma teknikleri ile farkli kaynaklardan saflagtirilmistir [7].

Chakraborti ve ark., Bacillus sp MTCC 3088 kaynagindan BGal enzimini 36,2 kat
saflastirmistir. Bu amagla sirasiyla ZnCl; ¢oktlirmesi, iyon degisimi, hidrofobik etkilesim
ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanilmistir. Islem sonunda % 12,7'ik
saflastirma verimi elde edilmistir [51]. Juajun ve ark., Bacillus licheniformis DSM 13
organizmasini kaynak olarak kullanip, fGal enzimini saflagtirmistir. Saflagtirma islemini
affinite kromografisi kullanarak yapmistir. Calismalar sonucunda fGal enzimini 5,3 kat ve
%73’lik verim ile saflastirdiklarini bildirmislerdir [52]. Ayrica, Karan ve ark., pGal
enzimini jel filtrasyon ve ardindan hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
saflagtirmiglardir. Enzim kaynagi olarak Halorubrum lacusprofundi organizmasini
kullanmiglardir. Saflastirma katsayisim1 29,47 ve % 17,82°lik bir verim elde ettikleri
saptanmigtir [53]. Steers ve ark., Escherichia coli kaynagimi kullanarak BGal enzimini
affinite kromotografisi ile saflagtirmiglardir. Saflastirma isleminin sonucunda % 95 verim
elde etmiglerdir [54]. Pisani ve ark., iyon degisim ve affinite kromotografi yontemleri ile
BGal enzimini Sulfolobus solfataricus kaynagindan saflastirmiglardir. Calismalar
sonucunda s6z konusu enzimi 966 kat ve % 28’lik verim ile saflagtirdiklar1 rapor edilmistir
[55]. Ayrica Distler ve ark., fGal enzimini afnite kromatografisi ile sigir testislerinden 600
kat saflagtirmistir [56]. Hung ve ark., Bifidobacterium infantis HL96 organizmasi kaynak
olarak kullanilarak rekombinant BGal enzimi saflastirilmistir. Saflagtirma islemi i¢in iyon
degisim kromotografisi kullanilmistir. Sonucta 15.5 kat enzim saflastirilmistir [57]. Fisher
ve ark., fGal enzimini termofilik mantar olan Thermomyces lanuginosus'dan sirasiyla
amonyum sulfat ¢oktirmesi, hidrofobik etkilesim ve iyon degisim kromatografisi ile
saflagtirmiglardir. Enzimi 1212,1 kat saflagtirabilmis ve %12’lik verim elde etmislerdir
[58]. Pal ve ark., once amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonrasinda iyon degisim ve jel

filtrasyon kromotografisi yontemiyle badem (Amygdalus communis)’den BGal enzimini
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50,9 kat saflastirmislardir. Hesaplanan verim %33 tiir [59]. Kang ve ark., Trabzon hurmasi
meyvesinden PGal enzimi 114 kat ve %15 verimle jel filtrasyon ve iyon degisim
kromotografisi kullanilarak saflastirmislardir [60]. Rao ve ark., Streptococcus
thermophilus kaynagindan BGal enzimini jel filtrasyon ve iyon degisim kromotografisiyle
56 kat %25 verimle saflastirmislardir [61].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

21 Materyal

2.1.1 Aspergillus niger

Tez calismasinda ana kiiltiir olarak kullanilmis olan Aspergillus niger, Nisan 2019
tarihinde Yildiz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Kimya Bolumi Biyokimya
Anabilim Dalinda gérev yapan Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL’den temin edilmistir.

2.1.2 Kullanmilan Cihazlar ve Aletler

Tablo 2.1: Deneysel ¢alismada kullanilan cihazlar ve aletler.

Hassas Terazi WeightLab WL-603 Hassas Terazi
Manyetik Karistirict Heidolph MR Hei-Standart Isiticili
U.V Spektrofotometresi HACH DR 6000
pH Metre MettlerToledo
Otomatik Pipetler Eppendorf
Sogutmali Santrifuj SIGMA 2-16PK
Elektroforez Sistemi BIORAD
Otoklav HIRAYAMA
Vorteks HEIDOLPH Reax Control VVortex
Kromotografi kolonu Sigma (1,5x10 cm)
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2.1.3 Arastirma Calismasinda Kullanilan Coézeltiler ve Hazirlamislar:

0,5 M HCI ¢ozeltisi: 0,5 M (0,125 mol) HCI’ den 400 mL distile su iizerine 20,88 mL
ilave edilip son hacmi 500 mL’ ye getirildi.

1 M NaOH cozeltisinin:1 M (0,25 mol) NaOH’ dan 20 g tartilip bir miktar saf su ile

¢oziliir. Cozeltinin son hacmi 250 mL’ ye getirilir.

2.1.3.1 apGal’m Uretimi i¢in Kati1 Besi Yeri Ortaminin Hazirlanmas:

%?3’liik Malt ve %2’lik Agar olacak sekilde sirastyla 6 g ve 4 g ilgili maddeler tartilarak

200 mL’ ye saf su ile tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

2.1.3.2 Siv1 Besi Yeri Ortaminin Hazirlanmasi (pH 5)

apGal’in tretimi i¢in kullanilan sivi besi yeri ortaminin igerigi ve miktarlar1 asagida

verilmistir.

5,6 g amonyum sulfat, 8 g potasyum dihidrojen fosfat, 1,2 g magnezyum stilfat heptahidrat,
0,6 g kalsiyum klortir tartilir ve ilgili maddelerin tamami 960 mL 100 mM pH 5 olan sitrat
tamponunda ¢ozulir. Daha sonra ¢ozeltiye 0,6 g ure, 1 g TW20, 3 g pepton ve 20 g laktoz
ilave edilir. Son olarak asagidaki sekilde hazirlanan gerekli eser element ¢ozeltisinden 40

mL ilave edilerek son hacim 2 L’ ye tamamlanur.

S1v1 besi yeri ortaminda gerekli olan eser elementler ve c¢ozeltileri ise asagidaki sekilde

hazirlanmastir.

Eser elemen ¢ozeltisi, 0,50 g demir (1) sulfat, 0,16 g manganez silfat heptahidrat ve 0,14 g

¢inko siilfat monohidrat tartilarak son hacmi 2 L olacak sekilde hazirlanir.
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2.1.3.3 apGal Aktivite Tayini icin Cozeltiler

0,1 M Fosfat Tamponu (pH 7): 2,22 g Na2HPO4.2H20 ve 1,95 g NaH2PO4.H20 distile
suda ¢oziilerek 250mL’ ye tamamlanir. Cozeltinin pH degeri 1M NaOH kullanilarak
ayarlanir (pH 7).

0.01M ONPG c¢ozeltisi: 0,030 g ONPG, fosfat tamponu (pH 7) icinde ¢ozllerek son hacim
10mL ¢ ye ayn1 tampon kullanilarak tamamlandi. S6z konusu ¢6zelti her kullanimdan 6nce

taze hazirlandi.

1M Na2COs Cozeltisi: 31 g Na2COs.H20 distile suda ¢oziilerek son hacim 250 mL* ye

tamamlandi.

2.1.3.4 apGal Enziminin Saflastirilmasi I¢cin Kullamlan Cozeltiler

0,1 M NaHCOs Tamponu: 4,20 g (0,1 mol) NaHCO3 450 mL saf su i¢inde ¢ozildi. 1M
NaOH vasitasiyla pH 10.00° a ayarlandi ve ¢dzeltinin son hacmi 500 mL yapildi.

0,2 M NaHCOs Tamponu: 4,20 g (0,1 mol) NaHCO3z 225 mL saf su icinde ¢ozildi. 1M
NaOH vasitasiyla pH 8,8’e ayarlandi. C6zeltinin son hacmi 250 mL yapildi.

0,01 M NazHPO4 Tamponu: 0,88995 g (0,01 mol) Na;HPO4 450 mL saf su icinde
¢oziildii. 1M HCl ile pH 6’ ya ayarlandi. Cozeltinin son hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

Hidrofobik 06zellikte olan jeli dengeleme tamponu: 14,196 g (0,05 mol) NazHPO4 ve
132,14 g (1 mol) (NH4)2SO4 950 mL saf suda ¢6ziildii. 1M HCI ile pH 8,0’ e ayarlandi.

Cozeltinin son hacmi 1000 ml” ye tamamland.

Hidrofobik jele tutunan BGal enziminin eliisyon islemi icin kullanilan tampon: 0,1 M
Na;HPO4 tamponu; 7,1 g (0,1 mol) NaHPOs 450 mL saf su ile ¢ozuldi. 1M HCI
kullanilarak pH 8,0’ de sabitlendi. Tampon ¢6zeltinin son hacmi 500 mL yapildi.

Cokelek Tamponu: 0,1 M sitrik asit (pH5,2), 4,3545 g (0.01 mol) KoHPO4 ve 8,925 g
(0.01 mol) CeHgO7 tartilir. 200 mL saf su i¢inde ¢oziiliir. Son pH 5,2’ de sabitlenip son

hacim 250mL’ ye tamamlanir.
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2.1.3.5 Kantitatif Protein Tayini Yapmak Amaciyla Hazirlanan Cozelti
Coomassie brilliant blue ¢ozeltisi; 100 mg Comassie brilliant blue G-250 reaktifi 62,5
mL %95’ lik etil alkol i¢inde ¢6ziildii. Devaminda ¢ozeltinin igerisine 125mL fosforik asit

katild1. Hazirlanan ¢6zeltinin son hacmi saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi.

2.1.3.6 Hidrofobik Etkilesim Teknigiyle Saflastirilan Enzimin Elektroforezinde

Kullamlan Cozeltiler

apGal enziminin safliginin kontroliinde SDS-PAGE yontemi uygulanmistir. Bu amagla
kullanilan numune ve yliriitme tamponu Tablo 2.2 ve 2.3’ te belirtildigi sekilde

hazirlanmstir.

Tablo 2.2: SDS-PAGE’ de kullanilan numune tamponunda yer alan maddeler ve

miktarlari.
Madde Miktar
Gliserol 4,0 mL
%10’luk SDS 8,0 mL
Bromofenol mavisi 0,02 mL
B-merkaptoetanol 2 mL
Saf su 1mL
0.5 M Tris-HCI (pH 6,8) 5mL

Tablo 2.3: SDS-PAGE’ de kullanilan yiiriitme tamponunda yer alan maddeler ve

miktarlari.
Madde Miktar
Tris-Baz 39
Glisin 14,4 g
SDS 109
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Elektroforez islemindeki yigma ve ayirma jelleri: Enzimin safliginin kontrolii, %10 ve
%3 akrilamid konsantrasyonlarinda kesikli SDS-PAGE uygulanmistir. S6z konusu

konsantrasyonlar Tablo 2.4 te verildigi sekilde ayarlanmistir.

Elektroforez isleminde kullanilan renk reaktifi: 0,8 g Coomassie brilliant blue G-250,
145,44 mL metil alkol iginde ¢oziildii. Hazirlanan ¢6zeltinin igine 29,08 mL saf asetik asit
ve 145,44 mL distile su eklendi.

Elektroforez isleminde renk agma reaktifi: Bu ¢cozelti %7,5 asetik asit, %5 metanol ve
%87,5 distile sudan meydana gelmektedir ve sirasiyla maddelerin 6l¢iilen miktarlar1 37,5

mL, 25 mL ve son olarak 437,5 mL’dir.

Tablo 2.4: Elektroforezde kullanilan jeller.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
(%10) (%03)
Akrilamid/Bis(%630) 3,5mL 0,54 pL
Distile su 4 mL 2,5mL
1.5 M Tris-HCI(pH 8.8) 2,5mL -
%10’luk SDS 100 pL 40 pL
TEMED 5 pL 4 pL
%10’luk amonyum 500 pL 266 pL

persulfat
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22 Kullanilan Yontemler
2.2.1 Kat1 Besi Yerinde Aspergillus niger’in Gelistirilmesi

%3’liik Malt ve %2’lik Agar ¢ozeltisi, tercihe gore petri kaplarina veya deney tiiplerine
yaklasik 15’er mL olacak sekilde dokiildii. Daha sonra ¢ozeltiler, 121°C” de 15 dakika
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon isleminin ardindan makul sicakliga inen besi yeri steril
bir ortamda katilasir ve Aspergillus niger kiifiiniin kati besi yerine zarar vermeyecek

sekilde ekimi yapildi (Sekil 2.1). 30°C” de 1 hafta inkiibasyona birakildi [62].

Sekil 2.1: Ekim yapilmis besi yeri ortami.

2.2.2 Siv1 Besi Yeri Ortaminda apGal Uretimi

Materyal kisminda belirtildigi sekilde hazirlanan sivi besi yeri, 121°C’ de 15 dakika
otoklavda steril edildi. Steril olan kat1 besi yerinde bulunan Aspergillus niger saf steril su
ile ¢Ozelti ortamina alinarak sivi besi yerine ekimler gergeklestirilmistir (Sekil 2.2). Daha

sonra ¢alkalamali inkiibatérde 30°C’ de 3giin inkiibasyona maruz birakildi [62].
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Sekil 2.2: Sivi besi yerine ekim yapma hazirlik agamasi.

Ekim yapildiktan sonra, inkiibasyon siiresi boyunca 24 saatte bir olmak lizere apGal

aktivite 6lglimu gergeklestirilmistir.

2.2.3 apGal Aktivite Tayini

aPGal aktivite 6l¢limiiniin temel prensibi, substrat olarak kullanilan ONPG’ nin enzimatik
pargcalanmasi sonucu olusan renkli bilesigin (ONP) 410 nm’ de spektrofotometrik
Olcimiine dayanir [62]. Bu amagla kullanilan maddeler ve miktarlar1 Tablo 2.5° te

verilmistir.

Tablo 2.5: BGal enziminin aktivite tayini.

Numune Kor
Enzim (apQG) 1mL -
Substrat (ONPG) 0,6 mL 0,6 mL
Saf Su 0,4 mL 1,4 mL
*
1M Na2CO3 4 mL -

*37°C’ de 30 dakika inkiibasyon

Reaksiyonu durdurmak amaciyla 1M NaCOz ilave edildikten sonra 410 nm’ de
spektrofotometrede kore karsi dl¢lim yapildi. afGal aktivitesi sonucu olusan ONP’ nin

miktari, 410nm “de ve ilgili kosullarda 4,5.10% Lmol*cm™ ekstriksiyon katsayisi
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kullanilarak hesaplandi. Bir enzim {initesi (EU), yukarida anlatilan kosullar altinda ONPG’
den agiga ¢ikan 1 pmol ONP miktar1 olarak tanimlandi [63].

2.2.4 Kantitatif Protein Tayini

Numunelerdeki protein tayini Bradford metoduna goére yapilmistir. Bu metodun temel
prensibi asitli ortamda proteinlerin Comassie brilliant blue G-250 ile kompleks vermesi
esasina dayanir [64]. Protein tayini i¢in oncelikle standart egri olusturuldu. Bu amagla 1
mg/mL serum albiimin ¢ozeltileri standart olarak kullanilmigtir. Serum albiimin stok
¢ozeltisinden 10 farkli deney tiiplerine farkli miktarlarda pipetlemeler yapildi (0-100 pL).
Daha sonra 5mM Fosfat tamponu ile hacimler 0,1 mL’ye tamamladi. Son olarak, her bir
tipe 5 mL Comassie brilliant blue G-250 reaktifinden eklenerek 10 dakika vortekste
karistirildi. Elde edilen boya-protein kompleksleri 595 nm’ de spektrofotometrede
absorbans degerleri belirlenerek standart grafik olusturuldu. S6z konusu grafik Sekil 3.13°

te verilmistir.

Her bir numunedeki protein-boya kompleksleri, yukarida belirtilen yontemler kullanilarak,
elde edilmis ve absorbans degerleri saptanmistir. Her bir numune i¢in elde edilen
absorbans degerlerine karsilik gelen protein miktarlar1 standart egri kullanilarak

belirlenmistir. Ilgili boya-protein kompleksi Sekil 2.3 te gdsterilmistir.

Sekil 2.3: Comassie brilliant blue G-250- protein kompleksleri.
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2.2.5 apGal’in Amonyum Siilfatla Coktiiriilmesi

aPGal, hidrofobik etkilesim teknigi ile saflagtirnlmadan ©nce salting out islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlar1 (%0-100) elde etmek i¢in kati
amonyum silfat kullanilmistir. Tartilan amonyum silfat dncelikle toz haline getirilerek,
+4°C “ de ornek igerisine yavas yavas karistirilarak eklendi. S6z konusu sekilde eklenen
amonyum siilfatin 6rnek i¢inde tamamen ¢6ziildiigii kontrol edildikten sonra, bir gece
+4°C’ de bekletildi. Daha sonra 10.000 rpm’ de +4°C’ te 1 saat santriflij edilerek olusan
cokelek slipernatantdan ayrildi. Son olarak hedef enzim igerdigi diisiiniilen ¢okelek, 0,1 M
sodyum fosfat tamponu i¢inde ¢oziildii. Bu islemlerden sonra hem siipernatantta hem de

fosfat tamponu icine alinan ¢cokelekte apGal aktivitesi gergeklestirildi.

2.2.6 aBGal Enziminin Hidrofobik Etkilesim Teknigi ile Saflastirilmasi
2.2.6.1 Hidrofobik Etkilesim Tekniginde Kullanilan Jel Sentezi

aPGal enziminin saflastirilmasinda kullanilan jelin sentezi i¢in Sinan ve ark. tarafindan
gelistirilen metot uygulanmistir [65]. Hidrofobik karakterde ligantin Sepharose 4B’ ye
baglanmasi icin aktiflestirme islemi gergeklestirildi. Bu islem Sepharose 4B, CNBr ile
muamele edilerek gergeklestirildi. ilk olarak 50 mL Sepharose 4B saf su ile iyice
yikandiktan sonra iizerine 80 mL CNBr eklendi. Yavas tempoda karistirilan 6rnegin pH
degeri 11° e cikarildi ve reaksiyon bu pH degerinde muhafaza edildi. ilgili aktivasyon

reaksiyonu sekil 2.4’ te gdsterilmistir.

o OCN
+ coner _> g
NCO

Sepharoz 4-B Aktiflesmis Maknks

Sekil 2.4: Sepharose 4B aktiflestirme basamagi.

Hazirlanan aktiflesmis matriks tlizerine 50mL’sinde 0,0375 g tirozin iceren soguk 0,1 M

NaHCO3 (pH:10) tamponu ilave edildi. Elde edilen siispansiyon 1,5 saat boyunca
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karistirildi. Daha sonra karisim 1 gece +4°C’ de bekletildi ve jel, reaksiyona girmeyen L-
tirozin molekiillerini uzaklastirmak i¢in bol su ile yikandi. Yikama iglemine 0,2M NaHCOs3
(pH 8.8) tamponu ile devam edildi. Bu isleme, yikama ¢ozeltisinin 280nm ‘de absorbans
vermeyinceye kadar devam edildi. L-tirozin bagli matriks 0,2M NaHCO3z (pH 8.8)
tamponu igine alind1 (Sekil 2.5).

gooH M

A —L () —on
|l

k
. O
OCN L-Taoem | iCCH i{
g 7/ xco HN e OH
NCO I I
H

H

Aktiflepmiy Matrks

Sepharose-48-L-Twomn

Sekil 2.5: Aktif Matrikse L-Tirozin baglanmasi.

Hidrofobik jelin sentezinin son asamasinda, ligant olarak kullanilan 1-naftilamin
bilesiginin L-tirozine baglanma islemi gergeklestirildi. Bu amagla 0,12 g 1- naftilamin,
ortalama 0 °C sicaklikta 40 mL 1 M HCI i¢inde ¢oziildii. 0,375 g NaNO2 iceren 0°C * deki
cozelti, 1-naftilamin karigimima oldukca yavas tempoda ilave edildi. Bu isleme yaklasik
olarak 11-13 dakika devam edildi. Islem sonucunda séz konusu ligant, diazolanarak L-
tirozine baglanmaya hazir hale getirildi. Daha sonra diazolanmis naftilamin siispansiyona
yavas yavas eklenerek, yaklasik 3,5 saat karistirildi. Bu islemler soguk ortamda ve pH 9,5’
ta gerceklestirildi. Karistirma islemi bittikten sonra hidrofobik karakterdeki jel, bol soguk
su ile yikandiktan sonra ardindan 0,01M Na:HPO4 (pH: 6) ile yikama islemine devam
edildi ve jel aym tamponda muhafaza edildi. Saflastirma isleminde kullanilan jelin

kimyasal yapis1 ve kenetlenme reaksiyonu Sekil 2.6’ da verilmistir.
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Sekil 2.6: 1-Naftilamin bilesiginin baglanmasi.

2.2.6.2 apGal Enzimi Saflastirma Basamag

Tarafimizca sentezlenen hidrofobik karakterdeki jel, boyutlari 1,5 x10 cm olan kolona
uygun bir sekilde paketlendi (Sekil 2.7). Daha sonra 1M (NH4)2SOg4 igeren 0,1M Na;HPO4

(pH 8) tamponu ile kolonun dengeleme islemi gerceklestirildi.
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Sekil 2.7: Kolona paketlenmis jel.

%90 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen 6rnek yaklasik 5 mL dengeleme tamponu
icinde ¢oziildii ve kolona yiiklendi. Daha sonra yikama islemi ayni tampon kullanilarak

gercgeklestirildi.

Elisyon islemi, (NH4)2SOs4 gradienti olusturularak gerceklestirildi. Bu amagla 1M
(NH.)2SO4 iceren 0,1M Na;HPO4 (pH 8 ) ve 0,1 M NayHPO4 (pH 8,0) tamponlari
kullanilmistir. Ortamdaki tuz konsantrasyonu yavas yavas tuzsuz tampon aracilifiyla
azaltilarak jele tutunmus enzimin jelden uzaklagsmasi saglandi. Saflastirma basamaklari
sirasinda ornekler 2 mL fraksiyonlar halinde toplandi. Toplanan 6rneklerin tamaminda 280
nm’ de protein tayinleri yapilmigtir. Protein iceren fraksiyonlarda afGal aktivite islemleri

gerceklestirilmistir.

2.2.7 apGal Enziminin Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kromotografisi ile saflastirilan afGal enziminin elektroforez islemi

farkli akrilamid konsantrasyonlarinda (ayirma jeli %10, yigma jeli %3) gerceklestirilmistir.
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Elektroforez islemine baglamadan 6nce kullanilan cam plakalar saf su ve ardindan etanol
ile iyice yikandi. S6z konusu cam plakalar uygun sekilde sabitlendikten sonra dnce ayirma
jeli daha sonra yigma jeli elde edildi. Ornekleri uygulamak igin yigma jeli

polimerlesmeden Once tarak sabitlenerek kuyucuklar olusturuldu [66].

Elektroforez iglemi uygulanacak ornekler, numune tamponuna alinarak 90°C’* de 5 dakika
isitildi. Bu sayede denatiire olan Ornekler sogutulduktan sonra diizenekteki kuyucuklara
uygun sekilde yiiklendi. Sistem tamamen kapatildiktan sonra ilk olarak 80V’ta 60 dakika
yiiriitiildii bu silire sonunda 6rnekler yigma jelinde konsantre edilmis oldu. Bu noktadan
sonra akim 120 V olacak sekilde ayarlanarak elektroforez islemine 2 saat boyunca devam
edildi. Orneklerin yiiriitiildiigii jel cam plakalardan dikkatlice almarak boyama ¢ozeltisi
igerisine yerlestirildi ve 60 dakika boyunca karigtirildi. Son olarak jel, renk agma islemi

icin uygun ¢ozeltiye alinarak bantlar goriinttlendi.
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3. SONUCLAR
31 Kati Besi Yerinde Kiif Uretimi

Kat1 besi yeri olarak malt ve agar, materyal yéntem bolimuinde belirtilen oranlarda
kullanilarak, Aspergillus niger hem petri kabinda hem de deney tiipiinde iiretilmistir. Bu
amagla steril ortamda ekim yapilmis ve 30°C’ de bir hafta sonra sonuglar gézlemlenmistir.

Elde edilen bulgularin goriintiileri Sekil 3.1 ve 3.2” de verilmistir.

Sekil 3.1: Petri kabinda inkiibasyon sonucu olusan kiif kiiltiirt.
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Sekil 3.2: Deney tiipiinde inkiibasyon sonucu olusan kiif kiiltiirti.

32 Sivi Besi Yeri Ortaminda Uretim

S1v1 besi yeri ortami ilgili maddelerin yontemler kisminda belirtilen miktarlarda hazirlanip
otoklavda steril edilmistir. Daha sonra Aspergillus niger, kati1 besi yerinden alinarak gerekli
ekimler yapilmistir. Son olarak ornekler, gerekli inkiibasyonlardan sonra aPfGal enzimi

tiretilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.3°te gosterilmistir.

Sekil 3.3: apGal enzimini igeren sivi besi yeri ortami. a) 24 saat.
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Sekil 3.3 (devam) b) 48 saat. C) 72 saat.

33 Farkh Laktoz Konsantrasyonlarinda apGal’in Aktiviteleri

apGal’in dogal substrati olan farkli konsantrasyonlarda laktoz igeren sivi besi yeri
ortamlar1 hazirlanarak, substratin enzim iiretimine etkisi incelenmistir. Bu amagla sivi besi
yeri ortaminda belirli periyotlarda enzim aktivitesi yapilarak afGal’in iretimi takip
edilmistir. Bu isleme dort giin boyunca devam edilmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki

grafiklerde gosterilmistir (Sekil 3.4).

10

8

EU/mL

Giinler

Sekil 3.4: Farkli konsantrasyonlarda laktoz i¢eren sivi besi yeri ortamindaki enzim

aktiviteleri. a) 0,01 M.
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Sekil 3.5: Degisik diizeylerde laktoz igeren sivi besi yeri ortamindaki enzim

aktivitelerin toplu olarak gosterimi.

34 apGal’in Aktivite Takibi

afGal’in, ONPG substrat1 kullanilarak sekiz hafta boyunca aktivite tayinleri yapilmistir.
S6z konusu analizler yedi glinde bir tekrar edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.6’da

verilmistir.
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Sekil 3.6: Haftalik Aktivite Takip Sonuglari.

35 Kantitatif Protein Tayini

Ham ekstraktta ve HEK sonrast elde edilen fraksiyonlarda kantitatif protein tayini
yapilmigtir. Bu amagla, Comassie brilliant blue G-250 proteinlerin asitli ortamda
olusturduklart kompleksin renk siddetinin Olciilmesine dayanan Bradford yontemi
kullanilmistir. Standart egrinin olusturulmasi i¢in serum alblimin proteini kullanilmistir.

Elde edilen standart egri grafigi Sekil 3.7°de gosterilmistir.

0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

ug Protein

Absorbans (595 nm)

Sekil 3.7: Numunelerdeki protein tayini i¢in kullanilan standart egri.
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36 apGal’in Saflastirilmasi
3.6.1 Amonyum Sulfat Cokturmesi

Uretilen besi ortamindan alinan 6rnekler amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile derisik hale
getirilmistir. Bu amagla farkli doygunluk olusturacak sekilde amonyum siilfat kullanildi.
En uygun amonyum sulfat yuzdesi 90 olarak tespit edilmistir. Bu yontemle afGal’in

konsantre edilmesi saglanirken daha da 6nemlisi HEK i¢in hazir hale getirilmistir.
3.6.2 Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi

Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip jel ile paketlenmis ve
dengelenmis kolona, amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ile kismen saflastirilan apGal
yiiklenmistir. Yontem bdliimiinde belirtildigi sekilde yikama eliisyon islemleri ilgili
cozeltiler kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen tiim fraksiyonlarda kalitatif protein
tayinleri yapilmistir. Protein igeren fraksiyonlarda ise ONPG substrati kullanilarak enzim
aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. Hem ham ekstraktta hem de amonyum siilfat
coktirmesi ve HEK’ten elde edilen fraksiyonlarda enzim aktivitesi ve protein tayini
gerceklestirilmistir. Her bir numune igin spesifik aktiviteler ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Son
olarak saflastirma dereceleri saptanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8 ve Tablo 3.1°de

verilmistir.
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Sekil 3.8: apGal’in HEK ile saflastirilmasi.

Tablo 3.1: aBGal’in Saflagtirma Tablosu.

Total Protein Toplam .. Toplam Spesifik

. ) P . Aktivite p : P . %  Saflastirma
Hacim Miktar1 Protein UimL) Aktivite Aktivite Verim  Derecesi
(mL) (mg/mL) (mg) (U) _ (Ulmg)

Ham Ekstrakt 37 0,01961 0,72557 22,22 822,21 114196 100

Saflagtirma
Basamagi

Hidrofobik
Etkilesim 2 0,00083 0,00165 221,17 44235 268091 53,8 234,76
Kromotografisi

37 SDS-PAGE ile apGal Saflik Kontrolii
apGal’in saflik kontrolii i¢in Boliim 2.2.7°de anlatildig1 bicimde deney yapilmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 3.9°da gosterilmistir.
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Sekil 3.9: SDS-PAGE islemi ile elde edilen apGal bantlari.
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada, Aspergillus niger’den Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin Kkimyasal
yapisina sahip hidrofobik etkilesim jeli kullanilarak BGal, ilk defa tarafimizca
saflastirilmistir. BGal, 6zellikle siit endiistrisinde biiylik oranda kullanim alani bulmustur.
Siit, besleyici bir gidadir ve saglikli beslenmenin en 6nemli parcasidir. Ne yazik ki birgcok
tiikketici laktoz intoleransi nedeniyle siitiin faydalarindan yararlanamamaktadir [3]. BGal
enzimi kullanilarak laktozsuz siit tiretimi gergeklestirilmektedir. Ancak maliyetinin yiiksek
olmasi bir¢ok tiiketiciyi olumsuz etkilemektedir [13]. Bunun en 6nemli nedeni laktozsuz
stit Uretiminde kullanilan BGal’in saflagtirllmasinin zaman alict ve maliyetinin yliksek
olmasidir. Giris boliimiinde de belirtildigi gibi fGal sadece laktoz intoleransina sahip
kisiler i¢in laktozsuz siit iiretmek degil ayn1 zamanda siitiin tatlilik derecesini de
arttirmaktadir [8, 15]. Ayrica enzimin transgalaktozilasyon aktivitesiyle prebiyotik

sentezinde oldukca 6nemli oldugu bilinmektedir.

Arastirmamizda BGal enziminin saflastirilmasi igin kaynak olarak Aspergillus niger
secilmigtir. S0z konusu enzim insanlar1 da kapsayan bir¢ok canlida bulunmasina ragmen
genellikle mikrobiyal kaynaklar tercih edilmistir [3, 7]. Bunun en onemli nedeni ilgili
organizmalarin Uretiminin ucuz ve replikasyonunun kisa siirede ger¢eklesmesidir.
Aspergillus niger organizmasmin enzim kaynagi olarak segilmesinde, ucuz, iiretiminin

kolay olmasina ilaveten patojen olmamasi da 6nemli rol oynamustir.

Enzim Uretiminde daha 6nceden standarlize edilen metod kullanilmistir. Bu nedenle enzim
iretimi tizerine pH, sicaklik ve iyonik siddet gibi parametrelerin etkisini belirleme geregi
duyulmamistir [62]. Ayrica enzimin kinetik 6zellerinin saptanmasi konusunda da benzer
nedenlerden dolay1 c¢alismalar yapilmamuistir. Literatiirde bu konuda pek cok calisma
vardir. S0z konusu ¢alismalardan elde edilen sonuglar arasinda 6nemli bir ¢eliski yoktur [3,

7,21, 37, 62].

BGal’in hidrolitik aktivitesi, spektrofotometrik yontemle saptanmistir. Literatiirde daha ¢ok
substrat olarak laktoz ve ONPG kullanilmasina ragmen arastirmamizda ONPG substratinin
kullanilmast diigiiniilmiistiir. Bunun en 6nemli nedeni afGal’in ONPG substratina karsi
ilgisinin dogal substratina gore daha yiiksek olmasidir. ONPG i¢in bulunan Km degeri 54
mM iken laktoz i¢in ayni deger 99 mM olarak saptanmistir [74]. Ayrica, ONPG’nin

enzimatik parcalanmasi sonucu olusan bilesigin (ONP) hem renkli hem de belirli 6l¢iide
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kararlt olmasi substrat tercihinde 6nemli Olglide etkili olmustur. ONPG substratinin bir
diger avantaji ise hidroliz iirliniiniin (ONP) fenolik ve fenolat yapisinin yaklagik ayni

absorbansa sahip olmasidir [62].

Aragtirmamizin en 6nemli hedefi, maliyeti diisiik ve pratik bir yontemle fGal enzimini
saflastirmaktir. Bu amagla arastirma ekibimiz tarafindan daha 6nce sentezlenen Sepharose
4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip jel, tarafimizca tekrar sentezlenmistir.
S6z konusu jel kullanilarak, farkli kaynaklardan Paroksanaz enzimi yiiksek diizeylerde
saflastirilmistir [68-77]. Ayni jelle farkli bir enzimin saflastirilmasinin maliyeti 6nemli

Olciide diisiirecegi kanaatindeyiz.

Arastirmamizda afGal’in, tarafimizca sentezlenen jel ile %53,8 verim ve 234,76 derece ile
saflagtirilmasi basarilmistir. Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli 1,5 x 10
cm Olgiilerine sahip kolona paketlenmistir. 1M (NH4)2SOg4 iceren 0,1M NaxHPO4 (pH 8)
¢ozeltisi ile kolon dengelenmistir. Kullanilan yikama ¢ozeltisi 1M (NH4)2SO4 iceren 0,1M
Na:HPOs (pH 8) olarak tercih edilmistir. Eliisyon islemi ise 1M (NHa4)2SOj4 iceren 0,1M
Na:HPOs (pH 8 ) ve 0,1 M NaxHPO4 (pH 8,0) ¢ozeltisi ile gergeklestirilmistir. HEK
kolonuna yiliklemeden Once enzim c¢ozeltisinin tuz konsantrasyonun yiiksek olmasi
gerektiginden oncelikle Amonyum Siilfat ¢oktiirme islemi uygulanmistir. Bu islem ile
enzimin saflastirllmasindan daha ziyade hem derisik hem de HEK i¢in uygun hale
getirmek hedeflenmistir. Bu nedenle bu basamakta elde edilen saflastirma derecesi dikkate
almmamistir. Literatiirde PGal enzimi farkli yontemlerle saflastirilmistir. Kullanilan

yontemlere gore ¢ok farkli ylizde verimler ve dereceler elde edilmistir.

Chakraborti ve ark., Bacillus sp MTCC 3088 kaynagindan BGal enzimini saflagtirma
calismasi yapmistir. Bu amag icin sirastyla ZnClz ¢Oktiirmesi, iyon degisimi, hidrofobik
etkilesim ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanilmasi sonucu enzim 36,2 kat
saflastirilmistir. Islem sonunda % 12,7'lik saflastirma verimi elde edilmistir [51]. Ayrica
Juajun ve ark., Bacillus licheniformis DSM 13 organizmasin1 kaynak olarak kullanip, BGal
enzimini saflagtirmistir. Saflastirma islemini affinite kromografisi kullanarak yapmustir.
Yaptig1 ¢alismalar sonucunda BGal enzimini 5,3 kat ve %73’liikk verim ile saflagtirdiklarini
bildirmislerdir [52]. Tarafimizca elde edilen saflastirma derecelerinin bu calismalara gore

oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Karan ve ark., fGal enzimini jel filtrasyon ve ardindan hidrofobik etkilesim kromatografisi
ile saflastirmiglardir. Enzim kaynagi olarak Halorubrum lacusprofundi organizmasini
kullanmiglardir. Saflastirma katsayisim1 29,47 ve % 17,82°lik bir verim elde ettikleri
saptanmustir [53]. Steers ve ark., Escherichia coli kaynagini kullanarak BGal enzimini
affinite kromotografisi ile saflagtirmiglardir. Saflagtirma isleminin sonucunda % 95 verim
elde etmislerdir [54]. Hidrofobik etkilesim teknigi ile saflastirdigimiz afGal %53,8’likk
degeri so6z konusu aragtirmaya gore daha diisiik olmasina ragmen saflastirma derecesinin

oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.

Pisani ve ark., iyon degisim ve affinite kromotografi yontemleri ile PGal enzimini
Sulfolobus solfataricus kaynagindan saflastirmislardir. Calismalar sonucunda s6z konusu
enzimi 966 kat ve % 28’lik verim ile saflastirdiklar1 rapor edilmistir [55]. Ayrica Distler ve
ark., BGal enzimini afnite kromatografisi ile sigir testislerinden 600 kat saflastirmistir [56].
S6z konusu saflagtirma derecelerinin calismamiz sonucunda elde edilen degere gore
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak calismamizda elde edilen verimin yiiksek oldugu

acikca gorulmektedir.

Bunlarin disinda farkli kaynaklardan BGal enzimi degisik yontemlerle saflagtirilmis ve
saflagtirilma dereceleri rapor edilmistir [59, 61, 78-81.] . Bu sonuglarla kiyaslandigi zaman
tarafimizca sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile elde ettigimiz saflastirma derecesinin

yuksek olmasi oldukga dnemlidir.

Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak saflastirilan
aPGal i¢cin SDS-PAGE uygulanmistir. Sekil 3.9°da goriildiigii gibi 3 farkli noktada belirgin
bantlar elde edilmistir. Tarafimizca yapilan elektroforezde elde edilen goriintiilerin

literatiirle benzerlik gdsterdigini sdylemek miimkiindiir [57, 58].

Yuksek lisans tezi olarak planlanan bu ¢alismada endustriyel 6neme sahip fGal enziminin
A. niger’den HEK ile oldukga pratik ve kisa siirede yiiksek verim ve saflastirma derecesi
ile elde edilmistir. Bu amagla kullanilan Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal
yapisina sahip jelin uygun kosullarda muhafaza edilmesi ile uzun siire kullanilabilir olmas1
elde edilen enzimin maliyetini 6nemli Ol¢lide diistirecektir. Nitekim, s6z konusu kimyasal
yapiya sahip jel, arastirma ekibimiz tarafindan yillarca sorunsuz diger enzimlerin
saflagtirilmasinda kullanilmaktadir. Saflagtirma prosediirii lizerinde daha fazla arastirma

yapilarak maliyetin disgiiriilecegi ve saflastirma derecelerinin daha da artirilabilecegi
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kanaatindeyiz. Ayrica tarafimizca sentezlenen jelin, belirli hidrofobisiteye sahip bir ¢ok
enzimin saflagtirllmasinda kullanilabilecek potansiyele sahip olmasit saflastirma

maliyetinin diismesine 6nemli katkilar saglayacaktir.

Ulkemizde biyomolekiillerin endiistride kullanim1 arzu edilir dlgiide degildir. Bu eksikligin
en 6nemli nedeninin s6z konusu molekiillerin tamamina yakinin biiyiik paralar 6denerek
ithal edilme yoluna gidilmesidir. Giris boliimiinde de belirtildigi gibi diinyada milyar
dolarlarla ifade edilen biiylik bir enzim pazari olugmustur. Yiizde yiiz disa bagimli
oldugumuz enzim ithalatin1 engellemek icin enzim saflastirilmasi konusunda daha fazla
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Ciinkii yerli enzim iiretimi, hem milyonlarca dolarin
tilkede kalmasinin hem de enzimlerin endiistride kullanilmasinin yayginlagsmasina sebep
olacaktir. Bu nedenle s6z konusu calismanin yerli enzim {iretimi i¢in farkindalik
olusturacagi ve calismadan elde edilecek sonuglarin gerek temel bilimlerde gerekse gida

miihendisligi alaninda yaygin etki gdsterecegi kanaatindeyiz.
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