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Uclii Faz Ayrim (UFA) ile Geleneksel Enzim Saflastirma
Tekniginin Karsilastirilmasi; UFA ile Saflastirilan p-Galaktosidazin
Termodinamik Ozellikleri

Yonca DUMAN!

OZET: Enzimlerin yaygm endiistriyel kullanimlar1 mevcuttur. Ancak bu énemli biyokatalizorlerin saflastirma
maliyetleri kullanim alanlarmi kisitlamaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar enzimlerin saflagtirma
basamaklarimi diisiirerek maliyet ve zaman tasarrufu yapmak yéniindedir. Bu amagla Uglii faz yontemi (UFA)
ile enzim saflastirmasi1 6nemli bir yéntemdir. Hedef enzim Uglii faz yénteminde t-biitanol ve amonyum siilfat ile
kullanilarak enzim ¢ozeltisi tuzlu ara fazda ¢oktiiriiliir. Metodun basitliginin yani sira hizli sonug vermesi ve diisiik
maliyeti endiistriyel kullanimin1 cazip hale getirmektedir. Bu ¢alismada enzimlerin geleneksel yontemler ile UFA
saflastirilma protokolleri karsilastirilarak ydntemlerin birbiri {izerine iistiinliikleri tartisildi. Ayn1 zamanda UFA
Yontemi ile saflastirilan B-galaktosidaz enziminin termodinamik 6zellikleri ve AG*, 62.21 kJ mol'; A*_ | -13.56 kJ
mol'; A* . 0.25 kJ mol'; AH?, 26.06 kJ mol'; AS*, -0.12 kJ mol'K"! olarak hesaplandi.
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Comparision of Three Phase Partitioning (TPP) and Convantional
Enzyme Purification; Thermodynamic Parameters of
B-Galactosidase Purified by TPP

ABSTRACT: Enzymes have many industrial applications. Unfotunately purification cost restricts of using area
of this importatant biocataliyst. Recent years studies on enzyme purification is about reducing of purification cost
by reducing steps and time saving. Three phase partitioning (TPP) is important purification method. TPP uses t-
butanol and ammonium sulfate to precipitate enzymes and proteins from aqueous solution. The simplicity of the
method combined with its rapid result make this a popular choice in large scale protein purification. In this study
thermodynamic parameters of B-Galactosidase as AG*, 62.21 kJ mol'; A* _, -13.56 kJ mol"'; A?_ , 0.25 kJ mol’';
AH?, 26.06 kJ mol''; AS?, -0.12 kJ mol'K-! which was purified by TPP.
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GIRIS
Enzimlerin Genel Ozellikleri

Biyokimyasal  katalizor  olan  enzimlerin
reaksiyonlar1 yiiksek verimle gerceklesir. Enzimlerin
etki ettikleri maddeler tek ve belirlidir. Enzimlerle
reaksiyon veren bu maddelere “substrat” denir (Tiiziin,
1991). Enzimler, katalizledikleri reaksiyonlarin
aktivasyon enerjisini diiglirlir ve dengeye daha ¢abuk
ulagmasin1 sagladiklart gibi cansiz ortamlarda da
gorevini yaparlar. Enzimler, bu katalizor faaliyetini
gergeklestirdigi sirada bazi faktdrlerin etkisi altinda
kalirlar. Bunlar; sicaklik, pH, enzim konsantrasyonu ve
substrat konsantrasyonu, substrat ylizeyi, ve inhibitor-

aktivatorlerdir. (Uyanik, 2008).
p-Galaktosidaz (Laktaz) Enzimi

hidrolizleyen reaksiyonu katalizleyen enzimdir.
Dort  esit

zincirinden olusan homotetramer

Hidrolazlar smifina girer. aminoasit
B-galaktosidaz

enzimi mevcuttur.

Dogada yaygin olarak bulunan bu enzim mikrobiyal
(Puri et al., 2010; Panesar et al., 2011, Vermaa et al.,
2012) bitkisel (Kang et al., 1994; Lee et al., 2003) ve
hayvansal (Okada and O’Brien, 1968; Altman et al.,
1997) kaynaklardan izole edilebilmektedir.

B-Galaktosidaz
tamamen eksikliginde laktoz intolerans1 meydana
gelmektedir. Laktoz intoleransi, siitiin baskin sekeri
laktozun yeterli sindirilememesinden kaynaklanir.

enziminin  yetersizligi veya

laktoz intoleransinin fazla olmasi

sebebiyle endiistride diisiik laktozlu veya laktozu

Diinyada

B-Galaktosidaz (E.C. 3.2.1.23), Sekil 1°’de  hidrolizlenmis siit ve siit lirlinlerinin {iretilmesi 6énem
gosterildigi gibi laktozu, glikoza ve galaktoza  kazanmustir.
CH;OH
0. OH
CH,OH OH CH-0OH
OH o O 0. OH
OH OH oh
\ HO
OH +H0 OH
CH,OH 2
OH 0. OH
OH
OH

1

Sekil 1. Laktoz molekiiliiniin enzimatik hidrolizi

Ca*?, B-galaktosidazin bilinen bir inhibitéridir
(Greenberg and Mahoney, 1982). Fakat siitteki

kalsiyum 1iyonlar1 kazeine bagli oldugundan,
B-galaktosidazi inhibe etmez (Garman et al.,
1996). pB-Galaktosidaz enzimi laktozun disinda

ayrica sentetik substratlar olan orto-nitrofenil-f3-
D-Galaktopiranosit (ONPG) ve para-Nitrofenil-
a-L-arabinopiranosit (PNPG)  hidrolizini  de
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katalizlemektedir. B-Galaktosidaz enzimi, ONPG’nin
hidrolizini katalizlediginde substrat, galaktoz ve orto-
nitrofenol (ONP) bilesenlerine ayrilmaktadir (Sekil
2). Renksiz bir bilesik olan ONPG, bu reaksiyon
sonucunda olusan ve ¢ozeltini rengini sar1 yapan
ONP ile enzim aktivite tayinlerinde kullanilmaktadir
(Chandler et al., 1998).
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CH,0H

NO;
O o B-Galaktosidaz

UFA ile Saflastirilan B-Galaktosidazin Termodinamik Ozellikleri

OH

OH

orto-nitrofenil- B-D-Galaktopiranosit
(ONPG), renksiz

CH,OH
OoH +
OH NO;
OH
OH
galaktoz o-nitrofenol

(sar)

Sekil 2. ONPG’in B-galaktosidaz ile hidrolizi

B-Galaktosidazin Endiistriyel Uygulamalari

B-Galaktosidaz enzimi gida endiistrisinde laktozun
hidrolizini ger¢eklestiren en onemli enzimlerden biridir.
Endiistriyel uygulamalardaki teknolojik ve c¢evresel
avantajlar1  asagidaki gibi siralanabilir (McBean
and Miller, 1998; Jurado et al., 2002). 1. Laktoz
intoleransinin giderilmesiyle, laktozun enerji kaynag:
olarak kullanilmasi, 2. Laktoz hidrolizi sirasinda
disen pH’da gelisimi zor olan Bifidobacterium
tirlerine, galakto-oligosakkaritlerin substrat olarak
etki gostermesi ve bagirsaktaki Bifidobacterium
tiirlerinin gelisimine yardime1 olmasi (Macfarlane et
al., 2008), 3. Siit ya da peynir alt1 suyundaki laktozun
hidroliziyle, gida igeriginin teknolojik ve karakteristik
ozelliklerinin ~ gelisimi:  ¢Oziiniirligli  arttirma,
tatlandirma giiciiniin artig1, yogurt gibi iiriinlerin
fermantasyonunu kolaylastirma, 4. Peynir alt1 suyunun
biyolojik pargalanabilirliginin artig1. Diisiik laktozlu siit
iiretiminde, pastorize edilmeden Once siitiin igerisine
eklenen sivi enzim 24 saat boyunca bekletilir ve daha
sonra laktoz hidrolizini durdurmak igin siit pastorize
edilir.

Enzim Saflastirma Stratejisi

Bir proteinin &zelliklerini ve aminoasit dizilimini
tanimlayabilmek igin dnce o proteinin saf olarak elde
edilmesi gereklidir. Hiicrelerde binlerce farkli gesit
protein igerigi vardir ve bunlardan sadece birinin
saflagtirilmas1 o proteinin diger proteinlerden farkli
Ozelliklerinin  olmastyla  gerceklesebilir.  Enzim
saflagtirmanin temel stratejisi, en diigiik maliyetle en
yliksek saflik oranina ulagmaktir. Saflastirilacak enzim

oncelikli olarak tespit edilmelidir. Analitik amach
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caligmalarda az miktarda enzim ama miimkiin olan
en yiiksek saflik orani istenirken endiistriyel kullanim
icin ise bu durum tam tersidir. Bu strateji belirlenirken
hususlardan birisi
bulunabilirligidir. ~ Ciinkil

maliyet ve zaman olduk¢a 6nemlidir. Enzim saflagtirma
siireci icerisinde dikkat edilmesi gereken bir husus da
enzim aktivitesinin korunmasi ve miimkiinse artmasidir.

onemli de enzim kaynaginin

saflagtirma  stratejisinde

Enzim aktivitesinin korunmasini saglamak adina
yapilan islemler ve enzimin muhafazasi her zaman
+4°C’de yapilmalhidir (Bollag et al., 1994; Erarslan ve

ark., 2008).
Enzim Saflastirmada Temel Yontemler
Enzimin kaynagindan enzimin izole edilmesi

Kaynak tiirline gore farkli yontemler segilebilir.
Bakteriler i¢in sonikasyon kullanilirken bitkiler icin
ezme yontemi kullanilabilir. Hiicre disinda bulunan
enzimlerin izole edilmesi ek bir iglem gerektirmezken,
hiicre i¢cinde bulunan enzimler i¢in hiicre duvart ve
zarinin yikimi saglanmalidir. Bu yikimi saglamak igin
kimyasal ya da fiziksel islemler yapilabilir (Angal and
Harris, 1990).

Kimyasal islemler: Uygun tampon c¢ozeltiler
igindeki hiicre ¢ozeltisi ile organik ¢oziiciiler, enzimler
ve deterjanlarla muamele edilerek hiicre duvarinin

yikimi saglanir.

Fiziksel islemler: Tampon ¢dzeltisi igerisinde
bulunan hiicre c¢ozeltilerine mekanik parcalama
teknikleriyle yapilmasidir. Ozmotik sok, ses dalgalari,
homojenizasyon, cam bilyelerle pargalama teknikleriyle

uygulanabilir (Angal and Harris,1990).
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Santrifiijleme

Degisik  basamaklarda uygulanabilecek  bir
islemdir. 1. basamaktan sonra hiicre organellerinin ve
biiyiik partikiillerin uzaklastirilmasi igin kullanilabilir.
Bunun yani sira amonyum siilfatla ¢oktiirme isleminden
sonra da yapilir. Cok defa bagvurulabilecek bir islemdir.

Denatiirasyonu 6nlemek i¢in bu islem de +4°C’de

b 40Tk (NH):S04

Amonyum siilfat coktiirmesi

Belirli doygunluk derecesine gore eklenen
amonyum = siilfat degisik molekiil agirligindaki
enzimlerin ¢okmesine neden olur. Sekil 3°te gosterildigi
gibi c¢coktiirme islemlerindeki istedigimiz aralig:
buldugumuz zaman diger proteinlerden kurtulmus
oluruz.
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Sekil 3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi (Ay ve ark., 2010)

yapilmalidir.
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Tuz ¢oktiirmesinden sonra enzimde bulunan tuzdan
ve istenmeyen diger kiigiik molekiillerden uzaklagmak

4 saat

sonra dengede

icin diyaliz islemi yapilir. Sekil 4’te 6rnek diyaliz islemi
gosterilmistir.

sonra dengede

Sekil 4. Diyaliz uygulamasi (Ay ve ark., 2010)

Protein ¢ozeltisi, kicik molekiilleri gegiren
fakat biliylik molekiillerin ge¢isini engelleyen yari
gecirgen bir membran olan diyaliz torbasina konur
ve uygun tampon ¢ozelti igerisine birakilir (Erarslan
ve ark., 2008).

Membranlar

Mambranlar kullanilan adimda kii¢iik molekiiller
yarli gegirgen bir membrandan gecerken ¢ozelti
konsantre edilmekle birlikte, ayn1 zamanda diisiik
molekiil agirligina sahip molekiillerin uzaklastirilmasi
icin de kullanilir (Sekil 5). Bu yontem ile yar1 gecirgen
membrana santrifiij ya da hidrostatik basing uygulamasi

110

ile secilen membranin gdzenek boyutuna bagli olarak
partikiillerin uzaklastirilmasi esastir. Ultrafiltrasyon
membranlarda gézenek boyutlar1t NMWC; (Nominal
Molecular Weight Cut-off) degerine gore belirlenir.
Membranlarin gézenek biiyiikliikleri homojen degildir.
NMWC
degeri hedef proteinin molekiil agirligindan anlaml
derecede kiiciik olmalidir NMWC; membrandan

Bu nedenle kullanilacak membranlarin

gecisi miimkiin olmayan kiiresel (globiiler) protein
molekiiliiniin en diisiik molekiil kiitlesini verir. 1 kDa
ile 100 kDa arasinda NMWC degerine sahip ticari
membranlar mevcuttur. Tuz ve su molekiillerinin
uzaklastirilmasinin yani1 sira ¢alisilacak proteinin

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Idwr Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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molekiil agirligina bagh olarak secilecek membran

UFA ile Saflastirilan B-Galaktosidazin Termodinamik Ozellikleri

proteinlerin uzaklastirilarak saflagtirma islemine katki

uygulamasi sayesinde diisik molekiil agirlikli  saglanabilmektedir.
Kiigiik
Proteinler Molekilller Ty ve Su
@ . . . (210 A AA A
Filtrasvon yonu [
(310 A AL A

Sekil 5. Ultrafiltrasyon ¢aligma prensibi (Erarslan ve ark., 2008)
Isitma sicakligi ifade etmektedir. Formiilden de anlasildigi gibi
Proteinlerin 1sitma iglemi ile denatiirasyonu, sicaklik degisimi E_’y1 etkilemekte ve bu da protein

termodinamik kurallarina uygun olarak tek basamakl
hiz sabitiyle tanimlanabilir. Bu durumda hiz sabiti
k ’nin sicaklikla iligkisi;

dink, E,
— ot (1)
dT RT
formiliyle ifade edilir E , proteinin temel

denatiirasyonunun aktivasyon enerjisini; k,, proteinin
temel denatiirasyon hiz sabitini; R, gaz sabitini ve T ise

denatiirasyonuna sebep olmaktadir. Her proteinin farkli
E_, degeri oldugundan, protein denatiirasyon-sicaklik
gfaﬁk egrisi de farkli olacaktir. Aranilan proteinin
Ozelliklerini goz oOniinde bulundurularak, yiiksek
sicakliklara dayanikli olan proteinler olan termotolerant
proteinler i¢in yapilan 15 dakikalik 1sitma ile birlikte
diger istenmeyen proteinler denatiire edilmis olacaktir.
Sekil 6 A sicaklik ve denatiirasyon arasindaki iliskiyi
gostermekte 6 B ise sicaklifa bagli denatiirasyonu
simgelemektedir.
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Sekil 6. Sicaklik ile protein denatiirasyon grafigi
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Ardindan yapilan buzlu sogutma ve santrifiij
islemi ile denatiire edilen proteinler c¢oktiiriilerek
uzaklastirilmaktadir (Olichon et al., 2010; Nostro and
Ninham, 2012).

Izoelektrik noktasina gore ¢oktiirme

Her proteinin net yiikiiniin sifir oldugu bir pH degeri
vardir buna izolelektrik (pI) noktasi denir. Izoelektrik
noktasinda net yiikiin sifir olmasi yiiklii yapilarin
olmadig1r anlamina gelmemektedir, negatif ve pozitif
yiiklii yapilar yine protein yapisinda bulunmaktadir.
Bu pl degerinin altinda protein pozitif yiiklii iken,
pl degerinin iizerindeki pH’larda negatif yiiklidiir.
Protein ¢ozeltisinin izoelektrik noktasina yakin ya da
esit olarak ayarlanan pH ile yapilan ¢oktiirme iglemidir.
Izoelektrik noktasinda o proteinin ¢oziiniirliigii en
diisiik diizeydedir, proteinin yiikler arasi etkilesimi
ve van der Waals etkilesimleriyle ¢oker. Izoelektrik
coktiirme, genellikle hedef proteinden ¢ok istenmeyen
proteinleri ¢oktiirmek icin kullanilmaktadir. Bunun
nedeni, izoelektrik noktasina yakin degerde olan
proteinin elektrostatik kuvvetlerle proteinin {i¢ boyutlu
yapisinin  bozulmasidir. Hedeflenen proteinin pl
degerinden daha diisiik pH ayarlanarak istenmeyen
proteinlerin bir kismini santrifiij islemiyle ¢oktiirerek
uzaklastirmis oluruz (Scopes, 1984).

Kromatografik Yontemler

Saflagtirma yoOntemleri arasinda en yiiksek
saflastirma oram1  veren yontem kromatografik
yontemdir. Kolon igerisindeki durgun faz ile hareketli
ornek bileseni arasinda yapilan bir ayirma islemidir.
Jel aymrma  kromatografisi,  makromolekiilleri
boyutlarma gore ayirir. Capraz bagh dekstran
dolgulariyla proteinleri ayirmada ve proteinlerin
molekiil agirliklariin tayininde olduk¢a kullanilan bir
yontemdir. Iyon degistirme kromatografisinde, kolon
dolgu materyali 0.5 M yiiklii gruplar bulundurmaktadir
Proteinlerin  yiikleri yan zincirlerinde bulunan
yiiklii gruplarin varliginda pH ile degisir. Bu sayede
noétrallesen protein ¢ozeltisinde, kolon materyali ile
zit yiiklii olan proteinler kolona adsorblanirken, ayni
yikli proteinler kolonu g¢abuk terk eder. Absorbant
DEAE (Dietilaminoetil) anyon degistirici olarak, CM
(karboksimetil) katyon degistirici olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Afinite kromatografisi: Kolon igerisindeki afinite
adsorbani protein disindaki yapilarla bag olugturarak spesifik
proteinlerin kolon igerisinde hareket ederek ayrilmasim
saglar. (Erarslan ve ark., 2008; Olichon et al., 2010).
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Elektroforez

Elektroforez,  proteinlerin  goriintiilenmesini
saglayan analitik bir yontemdir. Proteinlerin saflik
derecesi Olciimiine, izoelektrik noktalarmin tayinine
ve yaklagik molekiil agirlign tayinine olanak saglar.
Elektroforezde proteinler genellikle c¢apraz bagh
polimer olan poliakrilamidden yapilmis jeller ile
yapilir. Akrilamidin, N,N metilen-bis akrilamit ile
polimerizasyonu sonucunda olusturulan jelde metilen,
capraz baglanmayi saglar. Jeller elektroforez kaplarina
dokiilerek olusturulur. Elektriksel potansiyelden (E)
aldig1 giic ve poliakrilamit jelin elek goérevi yapmasi
ile proteinler yiik/kiitle oranina gore hareketini
gerceklestirir (Bollag et al., 1994).

Uc¢ Fazh Ayirma (UFA) Yéntemi

Geleneksel protein saflastirma yontemlerine kiyas
ile; UFA, saflastirmada uygulanan hizhi ve etkili bir
yontemdir. Yontemin temeli, ham enzim ¢dzeltisine
yiiksek konsantrasyonda amonyum siilfatin (0.8-2.4M)
ve suda ¢ozliniirliigi kisith alifatik bir alkoliin (genellikle
t-biitanol) ilavesiyle yapilir. Metanol, etanol, 1-propanol,
2-propanol ve t-biitanol gibi alkoller suda ¢oziinmelerine
karsin kozmotrop tuzlart ¢dzmemektedir bu ylizden
iki ayrt siv1 faz (alkol fazi iistte ve tuzlu sulu faz altta
olmak iizere) olusur. Biyolojik ve kimyasal proseslerde
¢oOzeltideki bazi iyon etkileri o iyonlara 6zgiidiir. Bu 6zgiin
iyon etkileri Hofmeister olay1 olarak adlandirilmustir.
Asagida Hofmeister serisi olarak tanimlanan anyon
ve katyon siralamalart verilmistir. Siralama proteini
coktiirme kapasitelerine gore yapilmistir (Nostro and
Ninham, 2012).

$O,>>H,PO, > CH,COO" > CI > NO,
Mg?>Li*>Na" = K" > NH,’

Liyotropik (su ¢ekme giicii) seride, klordan 6nceki
anyonlar kozmotrop, klordan sonrakiler ise kaotrop
olarak adlandirilir (Atav ve ark., 2009) Kozmotrop
ifadesi “konumlayic1” anlamiyla ¢ozeltiyi dengeleme
gbrevi yapar. Kaotrop ifadesi ise “konum bozucu” olarak
proteinlerin yapisini diizlestirerek hidrofobik kisimlari
etkisiz hale getirir ve ¢oziniirliigiini arttirir. Tuz igeren
cozeltiler, icerdigi tuzun kozmotropik ya da kaotropik
olmasima bagli olarak; kozmotrop etki gdsteren tuz,
¢ozeltinin iyonik kudretini yiikselteceginden olusan
hidrofobik etkilesimlerle proteinlerin sudanuzaklasarak,
kiimelesmesini saglayip ¢cokmesine (salting-out) neden
olur. Eger tuz kaotrop etkiye sahip ise, iyonik kudretin

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Idwr Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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diisiik olmasiyla birlikte proteinlerin hidrofobik
ylizeyinin diizlesmesine ve hidrofilik etkilesime girerek
cOziiniirligiini arttiric1 (salting-in) etki gostermesine
neden olur. Coktiirmenin (salting-out) mekanizmasi
NaCl ve t-biitanol varliginda su sekilde agiklanmistir:
disiilk konsantrasyondaki t-biitanol molekiillerinin
cevresine 20 su molekiilii kafes gibi yerleserek sikistirir.
Bunun sonucunda t-biitanolde bulunan alkol grubu
ile metil grubu arasindaki dimer yapinin hidrofobik
etkilesimler sonucunda gevsemesine neden olur. NaCl
ilavesiyle, biitanoliin alkol gruplar1 anyona (CI) ilgi
gosterir ve amfifil kiimelesme egilimini arttirir. Boylece
faz ayrim1 gerceklesir.

UFA ile t-biitanol iliskisi su sekilde agiklanabilir:
t-biitanol, UFA sirasinda ¢dken proteinlere batmama
ozelligi kazandirir. Ara fazin tamponda tekrar
cOziinmesiyle spesifik ve toplam aktivite geri kazanilir
ve bazen bunda artis olabilir. Siilfat iyonunun yiiksek
konsantrasyonu, kozmotrop davrandigi gibi t-biitanol
de oda sicakliginda ve daha yiiksek sicakliklarda
kozmotrop davranir. Fakat geleneksel yodntem
olan tuzla ¢oktiirme gibi kozmotropi de UFA’nin

UFA ile Saflastirilan B-Galaktosidazin Termodinamik Ozellikleri

mekanizmasimin tamamini olusturmaz. Elektrostatik

kuvvetler, protein konformasyon sikigikligindan
olusan kuvvet, protein hidrasyon kaymalar1 da 6nemli

faktorlerdendir (Dennison and Lovrein, 1997).

UFA tekniginin 6nemli bir avantaji biiyiik ve
kiiciik olgekli galismalara uygulanabilmesidir. Diisiik
hizda uygulanan santrifiij ile proteinler pelet (ara) faza
gecer. Olusan iist fazda genellikle organik solventlerde
UFA’nin
onemli olmasimnin bir bagka sebebi, diisiik molekiil

cozlinebilen kontamine yapilar vardir.
agirhikli yapilarin; lipidlerin ve fenollii yapilarin

uzaklastirilmasidir.

Sekil 7°de UFA ile faz olusumlar1 gosterilmistir.
Orta faz genellikle birka¢ dakikadan sonra olugsmaya
baslar. Ust ve alt fazlardaki hidrasyon kaymalari,
eklenen amonyum siilfat ve t-biitanol miktarlarina goére
degiskenlik gosterebilmektedir. Genellikle baslangic
¢Ozeltisinin mL bagina 0.2-0.5 mL t-biitanol orami

yeterli olmaktadir.

) Amonyum siilfat t-bitanol
Hedef Protein ——» M0y 0 —  » <«— t-biitano
0 900 t-biitanol «—— An faz
Oug 0 «— Sulu faz
— &

Sekil 7. UFA’nin uygulanmasiyla olusan fazlarin gosterimi (Dennison and Lovrein, 1997)

UFA, maliyet agisindan degerlendirilecek olursa
diger yontemlerle kiyaslandiginda; harcanan amonyum
siilfat miktar1, protein saflastirmada ara islemlerden
biri olan tuzla ¢oktiirme islemine gore cok diisiik
olacagindan ve geri kazaniminin da miimkiin oldugu
diisiintiliirse olduk¢a makul bir maliyet tablosu ortaya
¢ikmaktadir.

Uygulamanin bir énemli artis1 da optimal pH ve
sicaklik gibi deneysel caligmalar1 kolaylastiran bir
uygulama olmasidir.

UFA uygulamasimi optimize ederken denenen
t-biitanol ve amonyum siilfat oranlar1 i¢in ara fazin
haricinde alt ve iist fazlarda da analizler yapilir. Boylece
hedeflenen protein, istenmeyen proteinler ve yapilarin
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hangi fazlara dagildigin1 gézlemlemek miimkiin olur
(Dennison and Lovrein, 1997).

MATEYAL VE YONTEM

B-Galaktosidazin Ham Ekstratinin Hazirlanmasi
ve UFA ile Saflastirilmasi

B-Galaktosidaz enziminin kaynagindan ham
extraktinin hazirlanmas1 ve UFA ile saflastirilmasi
daha 6nce tanimlandig1 gibi yapilmistir (Duman and
Kaya, 2013).

Saflastirilmis p-galaktosidazin Termodinamik
Parametrelerinin Belirlenmesi

Termodinamik parametrelerin hesaplanmasi,
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AG" =-RTIn [%} (kJ mol")

be

2

AG" : ONPG hidrolizine iligkin aktivasyon serbest enerjisi,

AG?, =—RTh (%j (kJ mol)

m

3)

AGL, Tranzisyon (gecis) hali baglanma serbest enerjisi,

AG,,=-RTh {KL] (kJ mol )

m

AG . : Substrat baglanma enerjisi,

AH" =E, —RT (kJ mol ™)
AH" : Entalpi degisimi,

AH" - AG”
AS" = (#j (kJ mol'.K")

AS": Entropi degisimi,

formiillerini kullanarak yapildi. Formiillerde yer

alan,
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k., Boltzman sabitini (1.38x10%) (J.LK™");

h, Plank sabitini (6.63x1034) (J.s);

“4)

)

Q)

R, gaz sabitini (8.314 J.K-'mol™);

k . turnover katsayisim ifade etmektedir (dk')
(Duman, 2008).

Nohut graniillerinden saflastirilan -galaktosidazla
katalizlenen ONPGhidrolizireaksiyonun, termodinamik
parametrelerini igeren serbest enerji diizey diyagrami
Sekil 8’de gosterilmistir.

ES*

‘ A
:‘g—’ AG# AG ;—T
B E+S e
%
7]
2 AGYs

m Y Baglanma Enerjisi
Zaman

Sekil 8. B-Galaktosidaz ile ONPG hidroliz reaksiyonunda serbest enerji diizeyi diyagrami (Duman, 2008)

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Idwr Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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BULGULAR VE TARTISMA

Enzim saflastirma  yontemi olarak UFA’n
kullanilmasi yiiksek aktivite kazancinin yaninda hizl,
ucuz ve tek basamakta yapilabilir olmasi bu siirecin
potansiyelini endiistriyel Ol¢ekteki enzim saflagtirma
uygulamalar1 i¢in yiiksek tutmaktadir. Grubumuz
tarafindan UFA ydntemi ile B-galaktosidaz (Duman and
Kaya, 2013a) enziminin yant sira invertaz (Duman and
Kaya,2014) ve katalaz(Duman and Kaya,2013b) enzimi
de basarili bir sekilde saflastirilmistir. Literatiirede
B-galaktosidaz enziminin geleneksel kromatografi
yontemlerine gore saflastirilmasi ¢alismasi rapor
edilmistir (Kishore and Kayastha, 2012). Bu ¢alismada
hedef enzim 7 basamakli siirecte %12’lik verim ile
saflastirilmistir. Saflastirilma siirecinde enzim asit ve
tuz muamelesi ile ¢Oktiiriilmiis ve ardindan 4 farkli
kromatografik adim ile saflastinllmistir. Literatiirde
rapor edilen p-galaktosidazin UFA ile saflastiriimasi
calismasinda ise (Duman and Kaya, 2013b)hedef
enzim tek basamakta %133 verim ile saflagtirilmig
ve saflastirilan enzimin detayli kinetik analizleri
gerceklestirilmistir. Kinetik analizler sonucunda elde
edilen bulgular ile geleneksel yontemler ile saflagtirilan
enzimin (Duman and Kaya, 2013a)kinetik analiz
birbirine uyumlu c¢ikmistir. Saflagtirma
basamak sayisinin az olmasi ve verimin anlaml
derecede artmasi endiistriyel amach c¢aligmalarda
enzimlerin UFA ile saflastirmasini geleneksel yontemler
ile saflastirmaya iistiin kilmaktadir.

sonuglari

Saflastirilmis B-galaktosidazin termodinamik
parametrelerinin belirlenmesi

Kurutulmus nuhut graniillerinden B-galaktosidaz
enziminin saflagtirilmasi  ve
kinetik parametreleri daha Once rapor edilmistir

saflastirilan  enzimin

UFA ile Saflastirilan B-Galaktosidazin Termodinamik Ozellikleri

(Duman and Kaya 2013b). Kurutulmus nohut
graniillerinden saflastirilan B-galaktosidaz ile ONPG
hidrolizi i¢in bulunan termodinamik parametreler
(AG*, AH*, AS*, AG,,AGy ), (2-5) numaral
esitliklerden yararlanilarak hesaplanmis ve Cizelge
1’de gosterilmistir. Hoyoux ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir calismada Pseudoalteromonas haloplanktis
ve Escherichia coli’den saflagtirilan B-galaktosidazin
ONPG substrati kullanarak yapilan termodinamik
parametreleri P. haloplanktis i¢in E_20.8 kJ mol', AG"
58.7 kJ mol!, AH* 18.3 kJ mol-', AS* -0.14 kJ mol-'.K"!
; E. coliigin E 26 kJ mol", AG*60.5 kJ mol", AH* 23.6
kJ mol!, AS* -0.13 kJ mol'K! olarak bulunmustur
(Hoyoux etal., 2001). Cizelge 1°de belirtilen sonuglarla,
her iki bakteriden elde edilen sonuglar kiyaslandiginda
sonuglarin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Pal ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir bagka calismada,
bademden geleneksel yontemlerle saflagtirilan
B-galaktosidazin ONPG substrat1 kullanarak bulunan
termodinamik parametreleri; E, 42.86 kJ mol’, AG*
104.96 kJ mol'. AH* 121.93 kJ mol', AS* 0.05 kJ
mol ! K! olarak bulunmustur (Pal et al., 2013). Daha
yiiksek AG" degeri destabilize ES* kompleksinin ifade
etmektedir ki; destabilize ES* kompleksi durumunda
hidrolitik reaksiyonun aktivasyon enerjisi artmaktadir
(Duman, 2008). Ayni zamanda bu c¢alismada
hesaplanan daha diisik AH* degeri ONPG’nin hidrolitik
katalizi i¢in gerekli olan enerjinin daha az oldugunu
gostermektedir. Bu durum hesaplanan AS* degeri
ile de desteklenmektedir. Yiiksek AS* degerlerinin
kataliz reaksiyonlar1 iizerindeki etkisi negatif yondedir
(Pal et al., 2013). Daha diisiik AS* degerin nohut
graniillerinden saflagtirilan B-galaktosidaz enziminin
ONPG substratin1 katalizleme yeteneginin daha fazla
oldugunun termodinamik gostergesidir.

Cizelge 1. Nohuttan saflastirilan B-galaktosidazla 37°C ve pH 2.8’de ONPG hidrolizi igin elde edilen termodinamik parametreler

Parametreler Sonu¢ Birim
AG* 62.21 kJ mol™!
AH* 26.06 kJ mol!

AS* -0.12 kJ mol'K-!
AG, 0.25 kJ mol!
AGET -13.56 kJ mol!
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SONUC

Geleneksel kromatografik saflagtirma yontemleri
ve UFA ile enzim saflastirma protokolleri incelendi.
B-galaktosidaz enziminin geleneksel kromatografik
yontemler ile saflagtirma iglemi cihaz ve maliyet
gerektiren pahalli bir ydntem olmasma karsin
UFA ile saflasirma islemi ucuz, tek adimda ve
kolaylikla gergeklestirilen metottur. UFA ile enzim
saflagtirma islemi yiiksek verim ve aktivite kazanci ile
sonlanmaktadir. Bu durum bu ¢alismada termodinamik
olarak da gozlenmistir. Yontemin [-galaktosidazin
hidrolitik aktivitesini arttirdig1; katalizin termodinamik
parametreleri hesaplanarak goézlenmistir. Saflagtirma
stirecinin, 6zellikle yiiksek aktivite kazancinin yaninda
hizli, ucuz ve tek basamakta yapilabilir olmasi bu
siirecin potansiyelini endiistriyel olgekteki enzim
saflastirma uygulamalari i¢in yiiksek tutmaktadir.
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