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OZET

a-GALAKTOZIDAZ ENZIMININ
IMMOBILIZASYONU ICIiN BIYOAFINITE TEMELLI
IMMOBILIZASYON PROSEDURLERININ
GELISTIRILMESI
DEMIR,Tugba
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez yoneticisi: Prof. Dr. Se¢il ONAL

Eyliil 2012, 140 sayfa

o-Galaktozidazlar (o-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC
3.2.1.22) hidrolazlarin bilinen bir smifi olup rafinoz ailesi
sekerlerin  galakto  oligosakkaritleri ~ve  galaktomannan
polisakkaritlerdeki a-1,6 bagli D-galaktoz birimlerinin hidrolizini
katalizlerler. Dogada olduk¢ca yaygin olarak bitkilerde,
hayvanlarda ~ ve  mikroorganizmalarda  bulunurlar.  o-
Galaktozidazlar ¢ok c¢esitli  biyoteknolojik ve medikal
uygulamalara sahiptir, 6rnegin; gida isleme ve hayvan besleme
prosediirlerinde, seker endiistrisinde, kagit hamuru ve kagit
endistrisinde, enzimatik sentezlerde, yapisal analizlerde, kan
grubu doniistimlerinde ve Fabry hastaliinin tedavisinde

kullanilirlar.

Enzim immobilizasyonu teknolojisi enzimlerin tekrar
kullanilabilmesini saglamak ve kararliligini gelistirmek igin etkin
bir aracidir. Enzimlerin immobilizasyonu i¢in bazi protokoller
mevcuttur ancak ¢ok azi basit ve/veya enzim Ozelliklerini

gelistirebilir niteliktedir. Bu nedenle yeni immobilizasyon
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protokollerine ihtiyac duyulmaktadir. Enzimlerin
immobilizasyonunda yeni trend enzim ve tastyici arasinda ¢esitli
biyoafinite baglarinin olusturulmasidir. Biyoafinite
immobilizasyonunda enzim tasiyicida biyospesifik etkilesimlerle

immobilize edilir.

Bu c¢alismada, «a-galaktozidaz enzimi domatesten
(Lycopersicon esculentum) izole edildi ve sonra bir biyoafinite
protokolii ile kitosan (dogal bir polimer) ve Sepabead EC-EA’da
(sentetik bir polimer) immobilize edildi. Bu immobilizasyon
protokoliinde polimerler 6nce glutaraldehid ile aktive edildi ve
ardindan 3-aminofenil boronik asit (AFBA) ile tiirevlendirildi.
Her iki Dbiyoafinite tasiyicisi oa-galaktozidaz —enziminin
immobilizasyonunda  kullamildi.  Immobilizasyon  protokolii
optimize edildi ve immobilizasyona bazi parametrelerin etkisi
arastirildi. Serbest ve immobilize enzimlerin fiziksel ve kimyasal
karakterizasyonu gerceklestirildi. Enzim aktivitesine etki eden
baz1 parametreler (pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, efektor
konsantrasyonlar1) incelenerek  kararlilik  testleri  yapildi
Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi de test edildi.
Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzimleri rafinoz hidroliz

prosesinde kullanildi.

Anahtar kelimeler: a-Galaktozidaz, domates, Lycopersicon
esculentum, immobilizasyon, kitosan, Sepabead EC-EA,

aminofenil boronik asit, biyoafinite.
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ABSTRACT
BIOAFFINITY BASED IMMOBILIZATION
PROCEDURES FOR IMMOBILIZATION OF
a-GALACTOSIDASE
DEMIR, Tugba
Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Se¢il ONAL
September 2012, 140 pages

a-Galactosidases (oa-D-galactoside galactohydrolase, EC
3.2.1.22) are a common class of hydrolases that catalyze the
hydrolysis of a-1,6-linked-D-galactose residues present in
galactooligosaccharides of sugars of the rafinose family and
galactomannan polysaccharides. They are widely distributed in
nature and found in plants, animals, microorganisms. o-
Galactosidases have many potential biotechnological and
medicinal applications such as in food processing, animal feed
prcocessing, sugar producing industry, pulp and paper industry,
enzymatic synthesis, structural analysis, conversion of blood type

and treatment of Fabry’s disease.

Enzyme immobilization technology is an effective means
to perform enzyme reuse and to improve its stability. There are
many protocols for the immobilization of enzymes but very few
are also very simple and/or very capable of improving enzyme

properties. Therefore novel immobilization protocols are still
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needed. A new trend in enzyme immobilization is to create
different bioaffinity bonds between the carrier and enzyme. In
bioaffinity immobilization the enzyme is immobilized to a matrix

via biospecific interactions.

In this study, a-galactosidase was isolated from tomato
fruit (Lycopersicon esculentum) and then immobilized on chitosan
(natural polymer) and Sepabead EC-EA (synthetic polymer) by
using a bioaffinity protocol. In this protocol, the polymers
activated by glutaraldehyde at first and then derivatized by 3-
aminophenyl boronic acid (AFBA). Both the bioaffinity supports
were used for the immobilization of a-galactosidase. The
immobilization protocol was optimized and several parameters
that effect the immobilization of the enzyme were also
investigated. Physical and chemical characterization of free and
immobilized enzymes were made. Some parameters effecting to
the enzyme activity (pH, temperature, substrate concentration and
effector concentration) were searched and stability tests (thermal,
pH, storage and operational stability) were also made. Beside of
these, usebility of the immobilized enzymes were tested. Free and
immobilized a-galactosidases were also used in the hydrolysis of

raffinose.

Keywords:  a-Galactosidase, tomato, Lycopersicon
esculentum, immobilization, chitosan, Sepabead EC-EA,

aminophenyl boronic acid, bioaffinity.
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1. GIRIS

a-D-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22), basit
ve kompleks oligo- ya da polisakkaritlerin hidrolizini katalizleyen hidrolaz sinifi
glikozidazlardir. Metanol, fenol ve 4-nitrofenol glikozidlerinden, disakkaritler ve
disakkarit tiirevlerinden (6rnegin; melibioz, melibionik asit), trisakkaritlerden
(6rnegin; rafinoz), oligosakkaritlerden (6rnegin; stakiy6z) ve galaktolipidlerden
terminal o-galaktozil artiklarini hidrolizlerler. Dogada oldukc¢a yaygin olarak
bulunan a-D-galaktozidazlar, ¢ok c¢esitli biyokimyasal teknikler kullanilarak

bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan izole edilerek saflastirilmiglardir.

Kompleks karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarimin belirlenmesinde,
organik sentezlerde, yap1 analizlerinde, medikal alanda ve endiistriyel proseslerde
pek ¢ok kullanim alani bulunan o-D-galaktozidazlar, 6zellikle seker endiistrisi
icin olduk¢a Onemli enzimlerdir. Rafinoz, sukrozun kristalizasyonunu
engelleyerek kristalize seker verimini diigiiren bir trisakkarit olup, cesitli
kaynaklardan ¢ikarak hazirlanan serbest ve immobilize o-D-galaktozidaz
preparatlar1 ile hidrolizlenerek ©nemli oranda ekonomi saglanmaktadir. Bu
nedenle a-D-galaktozidazin ¢esitli kaynaklardan en ekonomik ve verimli sekilde

izolasyonu, saflastirilmas1 ve immobilizasyonu olduk¢a 6nemlidir.
1.1 Galaktozidazlar

Galaktozidazlar, glikozidazlarin bir alt sinifi olan hidrolitik enzimlerdir.
Glikozidazlar da glikozil bilesikleri iizerinde etkili olan oldukca genis ve dnemli
bir enzim grubudur. Basit glikozidler ile kompleks oligo- ve polisakkaritlerdeki
glikozidik baglarin hidrolizini katalizlerler. Glikopiranozil gruplar ile glikozidik
baglarin anomerik konfigiirasyonlarina kars1 oldukc¢a spesifik olan glikozidazlar,
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda olduk¢a yaygin olarak bulunurlar.
Yaklagik olarak 150 yildan bu yana arastirmacilar glikozidazlarla ilgili farkli
caligmalar yapmaktadirlar. Uzun zamandan beri Biyokimya’nin en ilging
aragtirma konularindan birisi olmasina ragmen glikozidazlarin molekiiler
ozellikleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgi edinilebilmis ve sadece
birka¢1 kristalize edilebilmistir. Amilaz ve lizozim kristal formda elde edilen

glikozidaz sinifi enzimlerdir.

Glikozidazlarin ~ bir kismi  glikozil  artiklarimi  oligosakkaritlere,

polisakkaritlere ve diger alkolik reseptorlere transfer ettikleri halde hidrolazlar



sinifina dahil edilirler. Glikozidazlar, O-glikozil, N-glikozil ve S-glikozil
bilesiklerini hidrolizleyen enzimler (EC 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3) olarak ii¢ gruba
ayrilirlar ve ¢ok cesitli glikozidik baglar iizerinde etkilidirler. Ornegin; o-amilaz
(EC 3.2.1.1), B-amilaz (EC 3.2.1.2), ekzo-1,4-a-D-glukozidaz (EC 3.2.1.3),
sikloheptaglukanaz (EC 3.2.1.12) ve siklohegzaglukanaz (EC 3.2.1.13) o-1,4-
glikozidik baglarini, amilopektin-1,6-glukozidaz  (EC 3.2.1.9), oligo-1,6-
glukozidaz (EC 3.2.1.10) ve dekstranaz (EC 3.2.1.11) a-1,6-glikozidik baglarini,
o-galaktozidaz ise a-1,6-glikozidik bagi hidrolizler. Temel olarak yiiklii grup
icermeyen substratlarla ilgilidirler. Tiim belirleyici gruplar ya hidroksil gruplar1 ya
da hidrojen atomlaridir. Bu nedenle de spesifiklikleri bir model ile belirlenmelidir.
Genel olarak belirli bir monosakkarit halkasina spesifiktirler, fakat bagl aglikon
grubu yiiksek ya da diisiik bir etkiye sahiptir ve bazen de enzim aglikona spesifik
olabilir. Glikozidazlar 6zellikle seker halkasinin konfiglirasyonuna spesifiktirler.
Ornegin; a-galaktozidazlar monosakkarit, oligosakkarit, glikopeptid ve fenole o.-
bagl terminal galaktoz artiklarini, 3-galaktozidazlar ise B-1,6-, B-1,4- veya B-1,3-
bagl terminal galaktoz artiklarini hidrolizleyebilirler (Onal, 2000).

Glikozidazlar, genel olarak endo- ve ekzo- glikozidazlar olarak iki gruba
ayrilirlar.  Glikoproteinler iizerinde etkili olan endoglikozidazlar; endo-f3-
galaktozidaz (EC 3.2.1.103), endoglikozidaz D (EC 3.2.1.96), endoglikozidaz F
(EC 3.2.1.96), endoglikozidaz H (EC 3.2.1.96) ve glikopeptidaz F (EC 3.2.1.18)
dir. Polisakkaritler {izerinde etkili olan endoglikozidazlar; a-amilaz (EC 3.2.1.1),
selilaz (EC 3.2.1.4), hyalurinidaz (EC 3.2.1.45), lizozim (EC 3.2.1.17) ve
pullulanaz (EC 3.2.1.41) dir. Ekzoglikozidazlar ise sadece terminal artiklar
iizerinde etkilidirler. Bunlar; B-N-asetil-D-glukozaminidaz (EC 3.2.1.30), B-
amilaz (EC 3.2.1.2), amiloglukozidaz (EC 3.2.1.3), B-fruktozidaz (EC 3.2.1.26),
a-L-fukozidaz (EC 3.2.1.51), a-galaktozidaz (EC 3.2.1.22), B-galaktozidaz (EC
3.2.1.23), oa-glukozidaz (EC 3.2.1.20), B-glukozidaz (EC 3.2.1.21), B-
glukuronidaz (EC 3.2.1.31) ve ndraminidaz (EC 3.2.1.18) dir (Onal, 1994;
Agrawell and Bahl, 1968).

Glikozidazlar yapisal karakterizasyonlarda da kullanilan 6nemli bir enzim
grubudur. Niikleer manyetik rezonans (NMR), hizli atom bombardmani,
elektrospray-kiitle spektrometrisi gibi analitik metodlarin gelismesiyle beraber
yap1 tayinlerinde enzimlerin kullanimi biiyiik olasilikla azalacaktir. Fakat bu
tekniklerin elde edilemedigi durumlarda enzimler hala oldukea giiclii ve etkili bir
ara¢ olmaya devam edecektir. Oligosakkaritlerin yapilarmin aydinlatilmasinda

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



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

Enzim Kaynak Hidrolizlenen Bag

o-Mannozidaz- 1 A. saitoi Maa 1-2 Man

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

B-Galaktozidaz Baklagil tohumu GalB1-3,4,6

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

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

o-Norominidaz A. ureafaciens NeuAc/NeuGcea2-3/6Gal

a-Glukozidaz- 1 Domuz karacigeri  Glcal-2Glc

a-Glukozidaz- 11 Domuz karacigeri  Glcal-3Glc ve Glcal-3Man

Galaktozidazlar, ekzoglikozidazlarm en iyt bilinen smifidirlar.
Ekzoglikozidazlar, glikoprotein ve glikolipidlerdeki karbohidrat yapisin1 modifiye
ederler. Bu enzimler O-glikozil bilesiklerini hidrolizleyen enzimler olup a- ve -
galaktozidazlar olarak iki gruptan olusurlar. a-Galaktozidazlar (o-D-galaktozid
galaktohidrolaz, EC  3.2.1.22) (melibiaz); galaktoz oligosakkaritleri,
galaktolipidleri iceren o-D-galaktozidlerdeki terminal, indirgen olmayan o-D-
galaktoz artiklarim1 ve a-D-fukozidleri de hidrolizlerler. B-Galaktozidazlar (B-D-
galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23) (laktaz); B-D-galaktozidlerdeki terminal
indirgen olmayan B-D-galaktoz artiklarini hidrolizlerler. Bu gruptaki enzimlerden
bazis1 a-L-arabinozitleri de hidrolizlemektedir (Bergmeyer, 1973; Gaudreault and
Webb, 1983; Harpaz et al., 1978).



1.1.1 a-Galaktozidazlar ve a-galaktozidazlarin biyokimyasi

a-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22), dogada
oldukca yaygin olarak bulunan hidrolaz sinifi enzimlerdir. Cok sayida o-D-
galaktopiranozidik bagin hidrolizini katalizlerler (Harpaz et al., 1978; Guiseppin
etal., 1993).

- Metanol, fenol ve 4-nitrofenollerin glikozidleri,

- Disakkaritler ve disakkarit tiirevleri; melibioz, epimelibioz, melibiyonik

asit,

- Trisakkaritler; rafinoz,

- Oligosakkaritler; stakiyoz.

Sekil 1.1°de enzimin genel hidroliz reaksiyonu verilmistir.

CH,0H CH,0H
A oy — | + ROH
ROH ——> .
OH o-p Tt OH O—R
OH OH

Sekil 1.1 Genel reaksiyon mekanizmasi.

Yapilan caligmalarda Phaseolus vulgaris o-galaktozidazinin insan ve
tavsan eritrosit membranindaki o-1,3-galaktozil artiklarina karsi aktif oldugu
(Dhar et al., 1994), Vigna radiata a-galaktozidazinin yine tavsan eritrositlerindeki
a-galaktozidik baglar1  hidrolizledigi (Dey, 1984), kahve tohumu «-
galaktozidazinin kirmizi hiicrelerdeki gliko-konjugatlardan terminal a-galaktoz
artiklarin1 (Zhu and Goldstein, 1994) ve Colocasia esculenta o-galaktozidazinin
ise galaktoz iceren konjugatlarda a-1,4- ve a-1,6- baglarin1 (Chien and Lin-Chu,
1991) hidrolizledigi belirtilmistir.

a-Galaktozidazlar ¢ok ¢esitli kaynaklardan; mikroorganizmalar (Sirisha et
al., 2010; Gote et al., 2006; Nadkarni et al., 1992; Svastits-Diicso et al., 2009;
Wong et al., 1986; King et al., 2002; Farzadi et al., 2010; Kotwal et. al.,1999; El-
Shebawy et al., 2007;Talbot and Sygusch, 1990; Lopez-Gallego et al., 2004;



Galili et al., 1985; Zeilinger et al., 1993; Mitsutomi and Ohtakara, 1985; Ohtakara
and Mitsutomi, 1987; Telefoncu et al., 1998), hayvansal dokular (Dhar et
al.,1993; Dean and Sweely, 1979; Alonso et al., 2005; Bishop and Desnick, 1981)
ve bitkilerden (Shen et al., 2008; Kang and Lee, 2000; Dey, 1984; Chrost and
Schmitz, 1999; Soh et al., 2006; Zhu and Goldstein, 1994; Guimaraes et. al.,
2001; Chien and Lin-Chu, 1991; Haibach et al., 1991; Itoh et al., 1986; Kusiak et
al., 1978; Burns, 1990; Shivanna, 1990; Balasubramaniam and Mathew, 1986;
Cuourtois and Petek, 1988; Dey et al., 1983; Zhu et al., 1995; Naik et al, 1985;
Onal and Telefoncu, 1998) farkl1 biyokimyasal teknikler kullanilarak izole edilip
saflagtirilmistir. Bu saflastirma ¢alismalarinin yaninda a-galaktozidazlarla yapilan
immobilizasyon caligmalar1 ise olduk¢a az sayidadir. Mikrobiyal kaynakli o-
galaktozidazlarla yapilan immobilizasyon c¢alismalar1 (Filho et al., 2007; Liu et
al., 2007; Mitsutomi and Ohtakara, 1985; Ohtakara and Mitsutomi, 1987) ise daha
cok endiistriyel olarak kullanim alani bulmustur (Linden, 2002; Mitsutomi and
Ohtakara, 1985; Ohtakara and Mitsutomi, 1987; Mansour and Khalil, 1998).

o-Galaktozidazlar ¢ok genis uygulama alani olan enzimlerdir. Enzim
saflastirilmasinda  kullanilan metodlarda dikkate deger Olclide bir gelisme
olmasina ragmen kontamine glikozidazlarin ortamdan uzaklastirilmasi hala
oldukca giic bir islemdir. Eger hazirlanan a-galaktozidaz preparati diger
glikozidazlar tarafindan kontamine edilmiyor ve genis bir aglikon spesifikligine
sahipse, yapisal analizlerde ve kompleks karbohidratlarin  biyolojik
fonksiyonlariin belirlenmesinde (Naik et al, 1985; Gidley et al., 1992; Ibatullin et
al., 1993; Takayanagi et al., 1992), enzimatik sentezlerde (Galili et al., 1985;
Hashimoto et al., 1993; Cantacuzene and Attal, 1991), transglikolizasyon
reaksiyonlarinda (Hashimoto et al., 1993; Golubev and Neustroev, 1993;
Mitsutomi and Ohtakara, 1988), cesitli polimerlerin sentezinde (Bulpin et al.,
1990) ve hayvanlar ile insanlarda midede gaz olusumuna neden olan rafinoz
oligosakkaritlerin (rafinoz, stakiydz ve verbaskoz) hidrolizinde (Linden, 2002;
Gaudreault and Webb, 1983; Mansour and Khalil, 1998; Thanankul et al., 1976;
Porter et al., 1990; Shivanna et al., 1989; Ohtakara et al., 1984; Somiari and
Balogh, 1993) kullanabilecek uygun bir preparattir.

Seker endiistrisinde a-galaktozidazlar, melastaki rafinozu hidrolizleyerek
kristalize seker verimini artirmak amaciyla biyoteknolojik proseslerde
kullanilmaktadir (Itoh et al., 1986; Slominski, 1994). Biyoteknolojik uygulama
alanlar1 nedeniyle o-galaktozidazlar olduk¢a Onemli ve degerli bir enzim

grubudur.



Medikal alanda ise a-galaktozidazlar ile 3-0-a-D-galaktopiranozid igeren
tip-B eritrositleri O-tip eritrositlere doniistiirebilmektedir (Wong et al., 1986;
Maly et al., 1985; Ito et al., 1993). Insanlarda goriilen Fabry hastalig1 termolabil
lizozomal a-galaktozidaz-A enzimi eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir
(Froissarta et al.,, 2003; Erdés et al., 2008; Yoshimitsu et al.,, 2010;
Balasubramaniam and Mathew, 1986; Coppola et al., 1994; Ishii et al., 1993). a-
Galaktozidazlarin  bdyle  medikal amacglar icin  enzim  terapisinde
kullanilabilecekleri de bilinmektedir (Wong et al., 1986; Balasubramaniam and
Mathew, 1986).

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

Cyamopsis tetragonolobus a-galaktozidazinin anyonik karakterli o.-
galaktozidaz-A ve katyonik karakterli a-galaktozidaz-C, formlarinin glikoprotein
yapida oldugu ve her iki formun karbohidrat igeriginin sirasiyla % 32 ve % 28
oldugu belirlenmistir. Gaz-sivi kromatografisi analizine gore O6nemli oranda
ramnoz, fukoz ve arabinoz icerdikleri, a-galaktozidaz-C,’nin karbohidrat
kisminin galaktoz, ksiloz ve glukozdan ibaret oldugu fakat a-galaktozidaz-A’nin
eser miktarda galaktoz icerirken hi¢ glukoz ve ksiloz icermedigi belirlenmistir
(Shivanna et al., 1990). Vicia faba a-galaktozidazi da ksiloz, mannoz, glukoz ve
glukozaminden olugmus bir glikoproteindir. Glikoprotein yapisindaki enzim
dinlenme halindeki tohumlarda aktif formda bulunabilir. Tohumun ¢imlenmesi
sirasinda agiga c¢ikan sekerler konjugati agregatlagtirmaz ve enzim tekrar aktive
edilir (Dey et al., 1983). Thermus thermophilus HB8 a-galaktozidazi iki alt
birimden olusmus bir protein olup, diisiik molekiil kiitleli (74.1 Da) alt birimin bir
glikoprotein oldugu Schiff-periyodat boyamasi ile belirlenmistir (Telefoncu et al.,
1998).

a-Galaktozidazlarin yapist ve molekiiler etki mekanizmalari {izerine ¢ok
az sayida arastirma mevcuttur (Dey and Pridham, 1972; Mathew and

Balasubramaniam, 1987). Bu amagla yapilan ¢alismalardan birisinde Trichoderma



reesei a-galaktozidazinin x-1ginlar1 difraksiyonu gerceklestirilebilmistir (Golubev
and Neustroev, 1993).

o-Galaktozidazlarla yapilan klonlama g¢alismalar1 da son yillarda oldukca
bliyiik bir 6nem ve hiz kazanmistir. Saflastirilan enzimin oldukga biiyiik miktarda
iiretilebilmesi ve enzimatik ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in a-galaktozidazdan
cDNA klonunun izole edilerek dizisinin aydinlatilmas1 gerekmektedir. Bu amagla
yapilan ¢alismalardan birisinde kahve c¢ekirdegi a-galaktozidazini kodlayan
cDNA once klonlanmis ve ardindan dizisi aydinlatilmistir. ¢cDNA klonu 378
aminoasitlik bir proteini kodlayan tek bir okuma sistemi icermektedir. Diger
kaynaklardan elde edilen cDNA klonlar1 ile % 52-80 arasinda bir dizi
homologlugu gostermektedir. a-Galaktozidaz cDNA’s1 ¢ok ¢esitli kaynaklardan;
insan, Aspergillus niger, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Cyamopsis
tetragonolobus ve bitki tohumlarindan klonlanmigtir. Bu kaynaklardan izole
edilen enzim, kahve cekirdegi oa-galaktozidazi ile kiyaslandiginda, fizyolojik
kosullar altinda B-grubu antijenlerinden terminal galaktoz artiklarinin
uzaklastirilmasinda kahve a-galaktozidazinin daha etkin oldugu tespit edilmistir
(Zhu and Goldstein, 1994; Bergkamp et al., 1992; Watkins et al., 1962).

Primer yapilarindaki benzerlik ve hidrofobik grup analizlerine dayali
olarak a-galaktozidazlar {i¢ glikozil hidrolaz smnifi altinda toplanirlar. Smif 4,
prokaryot a-galaktozidazlarini, simif 27, 6karyot a-galaktozidazlarini, sinif 36 ise
her iki orijinli o-galaktozidazlart igermektedir. Penicillium simplicissimum o-
galaktozidazlarindan o-galaktozidaz I'1 kodlayan gen iiretilerek, saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Klonlanan bu gen, agll, sinyal dizisini de kapsayan 435

aminoasidi kodlamaktadir (Lounteri et al., 1998).

1.1.2 oa-Galaktozidazlarin etki mekanizmasi

Spesifik biyokatalizorler olan enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek
gecis haline varmayr kolaylastirirlar ve gegis halinin kararliligini arttirarak
reaksiyonu hizlandirirlar. Enzimler bunu substrat baglama merkezlerinin
spesifikligi ve katalitik gruplarin optimal diizenlenisi sayesinde basarirlar.
Enzimatik kataliz i¢in asit-baz katalizi, kovalent kataliz, metal iyonu katalizi,
¢cozgen katalizi gibi ¢esitli mekanizma tipleri dnerilmektedir (Uslan, 1997). Cogu
kaynaktan elde edilen o-galaktozidazlarin kimyasi ve kinetigi hakkindaki
bilgilerin yetersizliginden dolay1 a-galaktozidaz etki mekanizmasina ait ¢cok az

gercek bilinmektedir.



a-Galaktozidazlarla ilgili hemen hi¢bir bag kopmasi ¢alismasi
yapilmamustir. Fakat diger glikozidazlar diisiiniildiigiinde, substratin galaktoz-
oksijen baglar1 biiylik olasilikla kopmaktadir. Niikleer manyetik rezonans (NMR)
ve polarimetri ¢alismalar1 serbest galaktozil artiklarinin substrat ile ayni1 anomerik
konfigiirasyona sahip olduklarini gostermistir (Dey and Pridham, 1972; Mathew
and Balasubramaniam, 1987). Eger C; karbon atomunda iki ardisik inversiyon
varsa ya da sadece bir yandaki niikleofil ile baglanabilen bir karbonyum iyonu
varsa konfigiirasyon korunur. Konfigiirasyonun korunmasi da ¢ok adimli bir dizi

reaksiyondan ibarettir (Mathew and Balasubramaniam, 1987).

Asit-baz katalizi fumaraz, maltaz, maya invertazi, B-galaktozidaz gibi
enzim sistemlerinde etkilidir. Aril-a-galaktozidleri ile tatli badem o-D-
galaktozidazinda yapilan spesifiklik calismalari, aglikonun elektronik yapisinin
enzimatik hidroliz hizinda dikkate deger bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
log Vmax, aromatik halka {izerindeki substituentleri Hammet sabitlerine (o) karsi
grafige gecirildiginde iki diiz ¢izgi (p= -0.054 ve -1.5) elde edilmistir. Bunlar
fenil-a-galaktozide (o = 0) kars1 gelen noktada kesilir. Bu aril glukozidazlarinin
alkali ve asit hidrolizine benzer ve bu yiizden aktif merkezdeki bazik ve asidik
gruplarin varlig1 olarak yorumlanabilir. Yapilan kinetik ¢alismalarda bu gruplarin
strastyla karboksil ve imidazol oldugu belirlenmistir. Metilen mavisi varligindaki
fotooksidasyon ve Ag' iyonlar ile inhibisyon da bu yorumlar1 desteklemistir.
Buna benzer bir durum Vicia faba a-galaktozidazinda goriilmistiir. Tatli badem
a-galaktozidazi ile yapilan ¢alismalarda p-nitrofenil-o-D-galaktozidin aktif
merkeze baglanmasinin asidik bolgedeki grubun pK,’smni distirdigt, pH
optimumunun alkali bolgesinde grup ayrilma degerlerini arttirdig1 goriilmistiir.
Enzim molekiiliindeki substrat ile yapilmis degisikliklerin enzimin pH araligim

genislettigi goriilmiistiir (Dey and Pridham, 1972).

Bu sonuglara dayanarak tatli badem a-galaktozidazinin etki mekanizmasi
ile ilgili olarak iki adimli bir mekanizma Onerilmistir. Burada aglikon, karboksil
ve imidazol gruplarinin anlagmali etkisiyle ayrilir. Sonra su ya da alifatik alkol
olabilen bir akseptdr molekiiliin (R OH) reaksiyonu ile devam eder ve transfer ya
da hidroliz {irlinleri olusumu ile son bulur. Biiyiik olasilikla imidazol grubunun
elektrofilik bir atag: glikozil-oksijen bagini par¢alamak icin yeterli olur. Galaktoz
kisminin  C;-karbonunda bir karbonyum iyonu olusur. Tim iki adiml
mekanizmada biiyiik olasilikla iki Walden inversiyonu olusur, son iiriinde
anomerik konfigiirasyonun korunmasi ile sonuglanir. Karbonyum iyonu olusumu

ister istemez rasemizasyona gerek duymaz. Konfigiirasyon bir ara molekiiliin



enzime spesifik olarak baglanmasi ile stabilize edilebilir (Sekil 1.2) (Dey and
Pridham, 1972).

Sekil 1.2 iki adimli mekanizma.

Ayrica bir alternatif olarak tek adimli bir etki mekanizmasi Onerilmistir.
Bu model, enzim, substrat ve akseptoriin karboksil ve imidazol gruplar ile iiglii
bir kompleks olusumunu kapsamaktadir. Galaktoz kismimin karbon atomundaki
bir 6n-yliz atagi ile konfigiirasyonu korunmus bir iiriin olusur (Sekil 1.3) (Dey and
Pridham, 1972).

0 /«H H
IlT ;[]]; \—NH
R

Sekil 1.3 Tek adimli mekanizma.

Fenil-a-galaktozidlerin molekiiler modelleri incelendiginde, bu bilesigin
Cl ve 1C sandalye konformasyonlarinin 0On-yliz atagina izin vermedigi
goriilmiistiir. Bu sterik engel B2 ve 3B bot konformasyonlarinda yoktur. Teorik

olarak 3B konformasyonu tercih edilir. Bu yiizden tek adimli mekanizmada
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galaktoz kismimin konformasyonu enzim-substrat kompleksi olusumu sirasinda
C1’°den 3B konformasyonuna doniisebilmektedir (Dey and Pridham, 1972).

Enzimlerin reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda en 6nemli adim
enzim aktif merkezinde yer alan aminoasit yan zincirlerinin ve bunlarin
konumlarinin belirlenmesidir. Bu aminoasitler baglanma merkezi ve katalitik
merkezde aktif olarak gorev alirlar. Cogu kez x-1sinlar1 yontemi uygundur. Fakat
en c¢ok kullanilan yontem sec¢imli olarak reaksiyon veren reaktiflerle yapilan

modifikasyon ¢alismalaridir (Uslan, 1997).

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

Balasubramaniam, 1987).

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

yapilmaktadir. Thermus thermophilus HBS ile yapilan kimyasal modifikasyon
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caligmalar1 sonunda, o-galaktozidazin aktif merkezde veya aktif merkez
yakininda serbest karboksil gruplar1 ve triptofan artiklar1 i¢erdigi belirlenmistir.
Ayrica yine aktif merkezde veya yakininda yer alan histidin ve sistein artiklarinin

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

Protein olarak enzimler ¢ok cesitli biyokimyasal teknikler kullanilarak
izole edilip saflastirilabilirler. Saflagtirmanin amaci daha sonraki c¢aligmalarda
kullanilabilecek uygun bir protein preparatinin hazirlanmasidir. Bunun igin
oncelikle gereksinim duyulan protein miktari, ne diizeyde bir saflik istendigi, ne
diizeyde bir aktivite kaybinin tolere edilebilecegi, ne kadar zaman ve para
harcanabilecegi belirlenmelidir. Saflagtirilacak olan enzim segilen kaynakta hem
kararli olmali, hem de bol miktarda bulunmalidir. Ayrica kolay saglanabilir, bol
ve ucuz kaynaklar daima tercih edilirler. Enzimlerin izolasyon ve
saflastirilmasinda her zaman etkili, hizli ve en ekonomik prosesler belirlenmeye
calisilir.  izolasyon admminda genellikle homojenizasyon ve homojenatin
separasyonu gercgeklestirilir. Saflagtirmanin ilk adimlarinda ise daha c¢ok
deristirme yontemleri, daha sonra ise kromotografik teknikler kullanilir
(Telefoncu, 1996).

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

Literatiirde  verilen  a-galaktozidaz  izolasyon, saflastirma  ve
karakterizasyon c¢aligmalarinda bitkisel kaynak olarak papaya (Soh et al., 2006),
portakal (Burns, 1990), kavun (Gao and Schaffer, 1999) domates ve ananas (Onal
and Telefoncu, 1998; Pressey, 1984), hindistan cevizi (Lounteri et al., 1998), soya
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fasulyesi (Porter, 1992), karpuz (Itoh, 1986), kahve tohumu (Weiser, 1992),
mercimek (Dey et al., 1983), alacal1 at fasulyesi (Phaseolus vulgaris) (Dhar et al.,
1994), mas fastilyesi (Vigna radiata) (Dey, 1984) ve legiimlii bitki [69], hayvansal
kaynak olarak insan plasentasi (Kusiak et al., 1978) ve insan karacigeri (Dean and
Sweely, 1979; Alonso et al., 2005), mikrobiyal kaynak olarak Rhizomucor miehei
(Katrolia, 2012), Aspergillus parasiticus (Shivam and Mishra, 2010), Bacillus
stearothermophilus (Gote et al., 2006), Candida guilliermondii H404 (Hashimoto
et al,, 1993), Bacillus fragilis (Liu et al., 2007), Pycnoporus cinnabarinus
(Ohtakara, 1984), Bacillus stearothermophilus (Talbot and Sygusch, 1990),
Aspergillus niger (Somiari and Balogh, 1993), Mortierella vinacea (Thanankul et
al., 1976), Escherichia coli (Nagao et al., 1988), Trichoderma reesei RUT C-30
(Zeilinger et al., 1993; Kristufek et al., 1994), Candida javanica (Cavazzoni et al.,
1987) ve Monascus pilosus (Wong, 1986), Penicillium simplicissimum (Lounteri
et al., 1998), Thermus thermophilus HB8 (Telefoncu et al., 1998) ve Humicola
sp. (Kotwal et al., 1999) enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Bu kaynaklardan izole edilen a-galaktozidazlar, genellikle tuz ¢oktiirmesi
(Dhar et al., 1994; Lounteri, 1998), anyon ya da katyon degisim kromatografisi
(Itoh et al., 1986), affinite kromatografisi (Sundaram and Yarmush, 1993),
hidrofobik etkilesim kromatografisi (Talbot and Sygusch, 1990; Lounteri, 1998)
ve jel filtrasyon teknikleri (Itoh et al., 1986; Ohtakara et al., 1984) kullanilarak
saflastirilmislardir. Saflastirilan a-galaktozidazlar basta biyoteknolojik prosesler
olmak {izere bir¢ok alanda uygulama imkani bulmuslardir (Thanankul et al., 1976;

Balasubramaniam and Mathew, 1986).

1.1.4  «a-Galaktozidazlarin fiziksel 6zellikleri

1.1.4.1 oa-Galaktozidazlarin multimolekiiler formlar1 ve molekiil

kiitleleri

Genel olarak proteinlerin safliginin kontrolii, saf proteinin alt birim
yapilarinin incelenmesi ve molekiil Kkiitlesi tayini i¢in poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) yontemlerinden yararlanilmaktadir. Poliakrilamid jel
elektroforezinin en yaygin kullanilan1 Laemmli tarafindan gelistirilen Sodyum
Dodesil Siilfat PoliAkrilamid Jel Elektroforezidir (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
SDS-PAGE ile proteinler biyolojik ve biyokimyasal aktivitelerini yitirdikleri i¢in
bu durumda dogal kosullar altinda elektroforez (PAGE) tercih edilmektedir.

Proteinlerin molekiler kitlelerinin belirlenmesinde kullanilan SDS-PAGE’ne
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alternatif bir metod da molekiiler boyuta goére aymrma yapan jel filtrasyon
kromatografisidir (Zihnioglu, 1996).

o-Galaktozidazlarin molekiiler kiitleleri ve yapilar1 kaynaktan kaynaga ve
kullanilan tayin ydntemine bagli olarak farklilik gostermektedir. Ornegin;
Phaseolus vulgaris a-galaktozidazinin SDS-PAGE ile 38,3 ve 39,6 kDa’luk iki
izoenzime sahip oldugu bulunmustur (Dhar et al., 1994). Aspergillus parasiticus
(Shivam and Mishra, 2010) a-galaktozidazinin molekiil kiitlesinin SDS-PAGE ile
67,5 kDa oldugu belirtilmistir. Candida guilliermondii H-404 o-galaktozidazinin
a-galaktozidaz-I ve a-galaktozidaz-II olarak iki formu bulundugu ve bu iki
enzimin de ayni molekiiler kiitleye sahip oldugu belirlenmistir. Enzimin
molekiiler kiitlesi SDS-PAGE ile 64 kDa, jel filtrasyonu ile 270 kDa olarak
hesaplanmistir  (Hashimoto et al., 1993). Bacillus stearothermophilus a-
galaktozidazinin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 79,9 kDa ve jel filtrasyon ile
165,9 kDa olarak belirlenmistir ( Gote et al., 2006). Pycnoporus cinnabarinus o-
galaktozidazinin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 52 kDa, jel filtrasyonu ile 210
kDa olarak bulunmus ve enzimin dort identik alt birime sahip oldugu belirtilmistir
(Ohtakara et al., 1984). Cyamopsis tetragonolobus a-galaktozidazinin o-
galaktozidaz-A, a-galaktozidaz-C; ve a-galaktozidaz-C, olmak flizere ii¢ formu
vardir. Ikinci formun 97 kDa molekiil kiitlesine sahip anyonik form oldugu ve 42
kDa’luk iki identik alt birime sahip oldugu bulunmustur (Shivanna et al., 1990).
Corynebacterium  murisepticum’dan  saflastirilan  a-galaktozidazin  ise
homotetramerik bir protein olup her bir alt birimin 83 kDa oldugu SDS-PAGE ile
belirlenirken, jel filtrasyonu ile 320 kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu
belirlenmistir  (Nadkarni et al., 1992). Penicillium simplicissimum o-
galaktozidazinin ii¢ formu (a-galaktozidaz I, II ve III) saflastirilarak molekiil
kiitlelerinin sirasiyla 61, 84 ve 61 kDa oldugu bulunmustur (Lounteri et al., 1998).
Cizelge 1.2° de ¢esitli kaynaklardan izole edilerek saflastirilan a-galaktozidazlarin
molekiil kiitleleri verilmistir (Onal, 2000).
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Cizelge 1.2. Baz1 a-galaktozidazlarin molekiil kiitleleri (Onal, 2000).

a-Galaktozidaz Kaynag1 a-Galaktozidaz ~ Molekiil kiitlesi(kDa)
Yontem
Vicia faba o-Galaktozidaz-I 209 Jel Filtrasyonu

o-Galaktozidaz-I1I 38

Vicia sativa o-Galaktozidaz-I 166 Jel Filtrasyonu
o-Galaktozidaz-I11 77

Lens culinaris o-Galaktozidaz-I 160 SDS-PAGE
o-Galaktozidaz-11 40

Portakal a-Galaktozidaz-I 36,3 SDS-PAGE
a-Galaktozidaz-1I 39,8

Domates a-Galaktozidaz-1 44 Jel Filtrasyonu

a-Galaktozidaz-1I 19

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

1.1.5 a-Galaktozidazlarin kinetik 6zellikleri

1.1.5.1 a-Galaktozidazlarin aktivitesine substrat konsantrasyonunun
etkisi ve substrat spesifiklikleri

a-Galaktozidazlarin enzimatik aktivitelerinin tayininde yapay veya dogal
substratlar ~ kullanilmaktadir.  Yapay  substratlar  substitue  fenil-o-D-
galaktozidlerdir ve en ¢ok kullanilan aktivite Ol¢lim substratlaridirlar. o-
Galaktozidazlarla etkilesen bu substratlarin reaksiyonu sonucu galaktoz ve p-
nitrofenol artiklar1 olusur. Melibioz, rafinoz ve stakiydz o-galaktozidaz aktivitesi
tayininde kullanilan dogal substratlardir. a-Galaktozidaz, melibiozu galaktoz ve
glukoza, rafinozu galaktoz ve sukroza, stakiyozii ise galaktoz, sukroz ve rafinoza
hidrolizler. Genellikle fenil-a-D-galaktozidlerin yliksek konsantrasyonlar1 enzimi
inhibe ederken melibioz, rafinoz ve stakiydz gibi galaktoz iceren oligosakkaritler

boyle bir inhibisyon gostermemektedir.
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Genellikle glikozid substratlarin tek bir karbon atomundaki hidrojen ve
hidroksil gruplarinin konfigiirasyonlarindaki degisme, ilgili hidrolazin hidrolitik
karakterini ya tamamen inhibe eder, ya da hizimi diisiiriir. a-Galaktozidazlarda
substratin hidroliz hizina etki eden iki faktor vardir. Bunlardan birincisi, halka
yapis1 piranoid yapida olmali, ikincisi ise 1, 2, 3 ve 4 nolu C atomlarindaki H ve
OH gruplarinin konfigiirasyonu o-D-galaktoza benzerlik gostermelidir. Diger
glikozidazlarda, B-galaktozidaz, B-glukozidaz ve a-mannozidaz gibi, substratin
glikozil yapisinin C-6 karbonundaki degisiklikler genellikle a-galaktozidazlarca
tolere edilir. Bu nedenle [-L-arabinozidler de baz1 «-galaktozidazlarca
hidrolizlenebilmektedir. Ayrica D-galaktoz konfiglirasyonuna sahip bir bilesik
olan p-nitrofenil-a-D-fukozit de a-galaktozidazlarla hidrolizlenebilmektedir. D-
glisero-D-galakto-heptozidlerin de o-galaktozidazlar igin substrat olarak
kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir (Yoshida et al., 1987).

Enzimlerin substrata olan afinitesi (1/K,,), blylik ol¢iide glikon
yapisindaki yapisal degisikliklere bagimlidir ve yapiya gore su sira izlenir: a-D-
galaktozid, a-D-fruktozid ve a-D-arabinozid. Bu da, substratin enzime baglandig:

spesifik noktalardan birisi galaktozun primer alkol grubundan dolayidir.

Bir substratin aglikon grubu glikozidazlarla hidrolizde belirli bir etkiye
sahip olabilir ya da olmayabilir. Normal olarak bu grup, hidrolizi tamamen inhibe
etmez. Dogal olarak olusan sentetik o-D-galaktozidlerin ¢esitli o-
galaktozidazlarla hidrolizlenebildigi bilinmektedir. Galaktozidler: metil-, etil-, n-
propil-, fenil-, o-nitrofenil-, m-nitrofenil-, p-nitrofenil-, o-kresil-, m-kresil-, m-
klorofenil-, 1-naftil-, 2-naftil- ve 6-bromo-2-naftil-o-D-galaktozidler, galaktinol,
digalaktozilgliserol ve oa-D-galaktozilfloriir. — Oligosakkaritler:  melibioz,
epimelibioz, melibitiol, melibiyonik asit, rafinoz, umbelliferoz, planteoz,
manninotrioz, stakiyoz ve verbaskoz. Bu polisakkaritler D-galaktozil artiklarinin
o-1,6-baglar ile baglandig1 -1,4-bagli D-mannozil artiklarindan olugsmuglardir.
Bitkisel kaynaga gore de galaktoz igerigi degismektedir.

Genel olarak aril-o-D-galaktozidleri alkil tiirevlerinden ve disakkaritlerden
daha iyi substratlardir. K;,, ve Vi degerleri arasindaki iliski aglikonlarin degisimi
ile oldukca diizensizdir ve enzimin substrata olan yiiksek ilgisinin yiiksek Vax
degerleri ile paralel olmas1 gerekmez. Ilgiye etki eden faktorler biiyiik olasilikla
olduk¢a komplekstir ve aromatik substituentin pozisyonunu, biiyiikliginii,

elektronik etkisini ve hidratasyon derecesini de kapsar.
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Galaktoz iceren oligosakkaritlere (melibioz, manninotrioz gibi) bagh
olarak, terminal indirgen ucun indirgenmesi enzimatik hidroliz hizin1 diisiiriir.
Indirgen grubun oksidasyonu, melibiozun melibiyonik aside doniisiimiinde,
hidroliz hizim1 etkilemedigi tesbit edilmistir. o-Galaktozidlerin homolog
serilerinde hidroliz hizi, zincir uzunlugu arttirilarak diisiiriilebilir (Dey and
Pridham, 1972). Cizelge 1.3’de ¢esitli kaynaklardan saflagtirllan o-
galaktozidazlarin substrat spesifiklikleri ile ilgili sonuglar verilmistir (Onal, 2000).

Cizelge 1.3 a-Galaktozidazlarin substrat spesifiklikleri.

a-Galaktozidaz a-Galaktozidaz ~ Substrat Km

Kaynag (mM)

Coffea canephora oa-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galakto 0,26
piranozid

Cucurbito pepo  a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktozid 1,4
o-nitrofenil-a-D-galaktozid 1,0
m-nitrofenil-a-D-galaktozid 2,0

Rafinoz 36,4
Stakiyoz 4,5
Colocasia a-Galaktozidaz p-nitrofenil-o-D- 0,28
esculenta galaktopironozid
Portakal o-Galaktozidaz I  p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,47

o-Galaktozidaz II  p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,23

Ananas o-Galaktozidaz p-nitrofenil-o-D- 0,22
galaktopironozid

Candida javanica o-Galaktozidaz p-nitrofenil-o-D- 11
galaktopironozid

Monascus pilosus o-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,8
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1.1.5.2 a-Galaktozidaz aktivitesi ve kararliligina sicakligin etkisi

Tiim kimyasal reaksiyonlar gibi, enzim katalizli reaksiyonlar da sicakliga
bagimhidir ve reaksiyonun hizi sicaklikla artis gosterir. Fakat bu artis siirekli
degildir. Ozellikle 40°C’ nin iizerinde inkiibasyon siiresine bagiml1 olarak once
bir duraklama, daha sonra da gerileme gosterir. Ana yapisi protein olan enzimler
sicaklikla denaturasyona ugrarlar. Belirli ¢alisma kosullarinda farkli sicakliklarda
enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklifa optimum sicaklik denir.
Optimum sicaklik inkiibasyon siiresine bagimli bir parametredir (Telefoncu,
1986).

a-Galaktozidazlar da kaynaklarina bagli olarak ¢esitli kararlilik dereceleri
gosterirler. Genellikle a-galaktozidazlarin ¢ogunun optimum sicaklik degerleri
37-40°C arasinda degismektedir. Fakat mikrobiyal kaynakli termostabil o-
galaktozidazlar igin bu deger 40°C’nin ¢ok iistiine de ¢ikabilmektedir. Ornegin;
Pycnoporus cinnabarinus (Ohtakara et al., 1984), Trichoderma reesei RUT C-30
(Zeilinger et al., 1993), Monascus pilosus (Wong et al., 1986), Thermus
thermophilus HB8 (Telefoncu et al., 1998) i¢in optimum sicaklik degerleri
sirastyla 75, 60, 55 ve 80°C olarak belirlenmistir. Cladosporium cladosporides o.-
galaktozidazinin 40-60°C araliginda, Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae o-
galaktozidazlarinin 40-50°C aralifinda 30 dakika siireyle inkiibe edildiginde
oldukg¢a termostabil olduklar1 gézlenmistir. Daha yliksek sicakliklara ¢ikildiginda
enzim aktivitesinde bir azalma olurken, C. cladosporides igin 70°C’de, A. niger
ve A. oryzae i¢in 65°C’de tamamen bir aktivasyon gerceklesmektedir (Mansour
and Khalil, 1998). Candida guilliermondii H404 a-galaktozidazlarindan o-
galaktozidaz 1 ve II i¢in optimum sicaklik 75°C olarak belirlenmistir. Bu
enzimlerin sirastyla 70°C ve 45°C’nin altindaki sicakliklarda kararli olduklari
belirlenmistir (Hashimoto et al., 1993). Pycnoporus cinnabarinus o-galaktozidazi
icin optimum sicaklik degeri 75°C olup enzim pH 5,0’de kararlidir. pH 3,5 ya da
90°C’ de enzim tamamen aktivitesini kaybetmektedir. 75°C’ nin altindaki
sicakliklarda aktivitede pek kayda deger bir kayip olmazken, 80°C ve iizerindeki
sicakliklarda enzim inaktive olmaktadir (Ohtakara et al., 1984). Candida javanica
a-galaktozidazi, p-nitrofenil-o-D-galaktopiranozid (PNPG) ve melibioz igin
maksimum aktiviteyi 70°C’ de gostermektedir. Sicakligin enzim kararliligina
etkisi incelendiginde, 15 dakikada 30°C’ de inkiibasyon sonucu enzim baslangig
aktivitesini % 100 korurken, 60°C’ de % 80’ini, 80°C’ de ise % 60’ 11
koruyabilmektedir (Cruz et al., 1981). Penicillium simplicissimum o-
galaktozidazlarindan o-galaktozidaz II, pH 5,0 ve 60°C’ de ve ayn1 zamanda pH
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8,0 ve 50°C’ de 24 saat boyunca baslangic aktivitesinin % 80’ini korurken
(Lounteri et al., 1998), 50°C’ nin lizerinde 60 dakika inkiibasyona maruz kalan
Trichoderma reesei RUT C-30 a-galaktozidazi da baslangi¢ aktivitesinin % 80’
ini koruyabilmistir (Zeilinger et al., 1993). Thermus thermophilus HB-8 a-
galaktozidazinin optimum sicaklik degeri 80°C olarak belirlenmis ve bu degerin
rapor edilmis o-galaktozidazlar arasinda en yiliksek sicaklik degeri oldugu
belirtilmistir. Ayrica, enzimin 100°C’ de bile aktivitesini % 85 oraninda korudugu
tespit edilmistir. Yiksek sicaklik optimumuna sahip olmasi ve termostabil olmasi
nedeniyle T. thermophilus HB8 a-galaktozidazinin yiiksek sicakliklarda isleyen
proseslerde uygun olabilecegi one striilmiistiir (Telefoncu et al., 1998). Soya
fasulyesi a-galaktozidazinin 70°C’ de dahi 1s1iya dayanikli bir enzim oldugu ve de
oligosakkarit hidroliz prosesleri ig¢in gerekli 1s1 sartin1 (50°C) sagladigi igin
kullanimmin uygun oldugu bildirilmistir (Porter et al., 1992). Aspergillus niger,
Saccharomyces olivaceus, Prumus amygdalus, Candida ensiformis ve sigir
karacigeri o-galaktozidazlar1 disiik sicakliklarda saklanabilirken, Vicia faba
enzimi sifirin altindaki sicakliklarda tamamen inaktive olmaktadir (Dey and
Pridham, 1972). Aspergillus parasiticus a-galaktozidaz1 o-nitrofenil-o—D-
galaktopiranozid (oPNG) substrati i¢in maksimum aktiviteyi 50°C’ de
gostermektedir. 65°C° de, 30 dakika siire ile inkiibe edildiginde oldukca
termostabil oldugu gézlenmistir (Shivam and Mishra, 2010). Tachigali multijuga
a-galaktozidazi ise maksimum aktiviteyi 50°C’ de gostermektedir. 30 ve 40°C’ de
kararli yapidadir ancak 50°C’ de 30 dakika bekletildiginde aktivitesinin %79’unu
kaybetmektedir (Fialho et al., 2006). Bacillus stearothermophilus a-galaktozidazi
ise termostabil Ozellik gostermektedir. Optimum aktiviteyi 65°C° de
gostermektedir ve 70°C’ de bile 80 dakika sonunda aktivitesinin % 50’ nin altina
diistiigii  belirtilmistir (Gote et al., 2006). Cizelge 1.4° de cesitli o-
galaktozidazlarin termal kararliliklari ile ilgili bazi sonuglar verilmistir (Onal,
2000).
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Cizelge 1.4 o-Galaktozidazlarin termal kararliliklari.

a-Galaktozidaz Sicaklhik (°C) Zaman Aktivite
Kaynagi kayb1 (%)
Vicia faba 60 30 dk 42
Sigir karacigeri 55 5dk 20
Bacillus thermophilus 65 24 sn 30
Candida javanica 60 15 dk 20
Penicillium 50 24 sn 20
simplicissimum

Trichoderma reesei RUT 50 60 dk 20
C-30

1.1.5.3 a-Galaktozidaz aktivitesi ve kararhligina pH’in etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorlerden en onemlisi pH etkisidir.
Inkiibasyon ortamimin pH’s1, protein molekiiliiniin tamaminin yiik ve dissosiasyon
durumu yaninda aktif merkezi de etkilemektedir. pH etkisi 6zellikle su sonuglara
neden olmaktadir: enzim proteinin tersinir olmayan denaturasyonu ve optimum
pH bolgesi disinda koenzim veya prostetik gruplarin aktif merkezden ayrilmasi.
Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH, optimum pH’dir. H' iyonu
konsantrasyonundaki degisme Ozellikle aktif merkezinde asidik veya bazik
gruplar tasiyan enzimler, hidrolazlar i¢in ¢ok etkindir ve enzimin aktivite
gosterdigi pH skalasi da oldukga dardir (Telefoncu, 1986).

a-Galaktozidazlarin optimum pH degerleri kullanilan enzim kaynagina,
substrata, inkiibasyon zamani ve sicakliga gore oldukga genis bir aralikta farklilik
gostermektedir. Bazen o-galaktozidazlar iki optimum pik verirken, ¢ogu tek
optimum piki verir. o-Galaktozidazlarin ¢ogu genis bir asidik pH araliginda

kararhidir.

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

incelenmesi agisindan oldukca énemlidir (Onal, 2000).

Cladosporium cladosporioides a-galaktozidazinin optimum pH’st p-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (PNPG) i¢cin pH 7,0; melibioz, rafinoz ve
stakiyoz i¢in pH 5,0 olarak bulunmustur. pH 6,3’ de tiim substratlar i¢in bagil
aktivite % 90 olup, bu pH’da enzim oldukca kararlidir (Cruz et al., 1981).
Trichoderma reesei RUT C-30 a-galaktozidazi, PNPG ile pH 4,0’de optimum
gosterirken pH 4,0-8,0 gibi oldukca yaygin bir aralikta kararlidir. Yalniz enzimin
diisiikk pH’ larda yiiksek pH’lardan daha kararli oldugu belirtilmistir (Zeilinger et
al., 1993). Penicillium simplicissimum o-galaktozidazlarindan a-galaktozidaz I ve
IT pH 3,0-4,5 araliginda, a-galaktozidaz III ise pH 4,0-5,0 araliginda genis bir
optimuma sahiptir (Lounteri et al., 1998). Citrullus battich (karpuz) o-
galaktozidazina pH’ nin etkisi yapay substratlar ve oligosakkaritler kullanilarak
incelenmistir. Yapay substratlardan p-nitrofenil-a-galaktozid ve 4-MU-a-
galaktozid kullanildiginda enzimin optimum pH’s1 sirastyla pH 5,8 ve 6,0 olarak
bulunmugtur. Oligosakkaritlerden melibioz, rafinoz ve stakiydz ise pH 3,5-5,5
araliginda oldukc¢a genis bir pH optimum aralig1 gdstermektedir. Sonugta karpuz
a-galaktozidazinin dogal substratlar1 hidrolizledigi ve optimum pH’sinin yapay
substratlarinkinden daha diisiik oldugu belirtilmistir (Itoh et al., 1986). Cesitli o-
galaktozidazlarin optimum pH degerleri Cizelge 1.5° de verilmistir (Onal, 2000).
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Cizelge 1.5 a-Galaktozidazlarin optimum pH degerleri.

a-Galaktozidaz a-Galaktozidaz Substrat Optimum
Kaynag pH
Domates a-galaktozidazI PNPG 5,7
a-galaktozidaz I1
Ananas o-galaktozidaz PNPG 5,5
Portakal a-galaktozidazI PNPG 5,0
a-galaktozidaz I1 4,5
Phaseolus vulgaris o-galaktozidaz PNPG 6,4
Lens culinaris o-galaktozidaz PNPG 0,1
o-galaktozidaz PNPG 4,7
Vigna radiata a-galaktozidaz PNPG 5,5-6,0
Citrullus battich o-galaktozidaz ~ PNPG 5,8
4 MUP 6,0
Rafinoz 3,5-5,5
Melibioz
Stakiyoz
Kahve tohumu o-galaktozidaz ~ PNPG 6,0
Colocasia esculenta o-galaktozidaz ~ PNPG 6,0
Candida o-galaktozidazI PNPG 4,5
guilliermondii H404 o-galaktozidaz I1
Bacillus a-galaktozidaz ~ PNPG 7,0-7,5
stearothermophilus
Aspergillus oryzae a-galaktozidaz ~ PNPG 4,5
Aspergillus niger a-galaktozidaz ~ PNPG 5,0
Mortierella vinacea o-galaktozidaz ~ Melibioz 4,0-6,0




22

Trichoderma reesei o-galaktozidaz PNPG 4,0
RUT C-30
Insan plasentasi a-galaktozidaz A 4MUP 4,4

a-galaktozidaz B

Domuz karacigeri a-galaktozidaz Fenil-a-D-galaktozid 5,2
Fare beyni a-galaktozidaz PNPG 4,9

1.1.6 a-Galaktozidazlarin fizyolojik 6nemi ve uygulama alanlar:

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

a-Galaktozidazlarin pek ¢ok kullanim alan1 mevcuttur. Diger glikozidaz
aktivitelerinden yoksun galaktozidaz preparatlar1 ile yapilan karbohidrat yapi
caligmalar1 ve membran modifikasyon ¢alismalar1 olduk¢a 6nemlidir (Dhar et al.,
1994).

Glikozidazlar, hem hidrolitik aktiviteleri nedeniyle glikozidik baglarin
hidrolizinde kullanilabilirler, hem de transglikolizasyon aktiviteleri nedeniyle
karbohidrat yapilarinmi ¢esitli bilesiklerin hidroksil gruplarina transfer edebilirler.

Glikozidazlarin bu transglikozilasyon aktivitesi ¢esitli oligosakkaritlerin
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enzimatik sentezinde kullanilabilir (Yanahira et al., 1998). a-Bagl galaktozidik
baglarin hidrolizi kadar o-bagli galaktooligosakkaritlerin transgalaktozilasyon
veya tersinir reaksiyonlarla sentezi de a-galaktozidazlarin Onemli bir
uygulamasidir. Transgalaktozilasyon reaksiyonu ile a-galaktozidazin olusturdugu
a-bagli galaktooligosakkaritler, ¢ok az ¢alisma sonucunda elde edilebilmistir. o-
Bagli galaktooligosakkaritler ayni zamanda tersinir reaksiyon ile de
olusturulabilmektedir. Genellikle bu reaksiyonlar ile olusturulan o-bagl
galaktooligosakkaritler birbirinden ayrilmasi giic olan pozisyonel izomerlerin bir
karisimidir. Fakat bu oligosakkaritler o-galaktozidazlarin transgalaktozilasyonu
icin dondr substratlar olarak uygundur (Hashimoto et al., 1995). Baslangi¢
materyali olarak ucuz ve kolay elde edilebilmesi nedeniyle, tersinir reaksiyonlar
kullanilarak yapilan oligosakkarit sentezlerinde, laktoz hidrolizatlar1 (galaktoz ve
glukoz karigimi) kullanilabilir. Yalniz bu durumda 6nemli olan, reaksiyonda
kullanilan enzim preparatinda o-galaktozidazdan baska glikozidazlarin (-
galaktozidaz, oa-glukozidaz ve B-glukozidaz gibi) bulunmamas: gerekmektedir
(Hashimoto et al., 1993). C. guilliermondii H404 enzimi olduk¢a kuvvetli bir
transgalaktozilasyon aktivitesine ve oldukca genis bir akseptor spesifikligine
sahiptir. Enzimin tersinir reaksiyonu ile laktoz hidrolizatlarindan sentezlenen o.-
bagli  galaktooligosakkaritler, transgalaktozilasyon i¢in uygun dondr
substratlaridir ve ¢ok c¢esitli yeni o-bagli galaktooligosakkaritler bu yolla
iretilebilmektedir (Hashimoto et al., 1995). Bu organizma, intraselliiler olarak o-
galaktozidazin yanisira ¢ok az da olsa P-galaktozidaz, o-glukozidaz ve [3-
glukozidaz gibi diger glikozidazlar1 da tiretmektedir. Bu glikozidazlar da laktoz
hidrolizatin1 kullanan o-galaktozidazlarin tersinir reaksiyonlarma etki ederler.
Saglam hiicrelerdeki glikozidazlar, a-galaktozidaza herhangi bir zarar vermeden
1s1sal islemle inaktive edilebilir. Boylece 1sisal islem gérmiis hiicreler, laktoz
hidrolizatlarindan  tersinir reaksiyon ile o-baglh galaktooligosakkaritleri
sentezleyecek olan oa-galaktozidaz preparati olarak kullanilabilir. C.
guilliermondii H404 o-galaktozidazi, temel olarak o-(1,6)-bagh galaktozidazlari,
az da olsa bununla beraber a-(1,1)-, a-(1,2)- ve a-(1,3)- bagh galaktozidazlari,
eser miktarda da a-(1,4)-galaktozidazlar1 sentezlemektedir. Fakat o-(1,5)-
galaktobiozlar1 sentezleyememektedir. Tersinir reaksiyonlar sonucu olusan iiriin
bilesimi biiyiik dl¢lide enzimin substrat spesifikligi ile yakindan ilgilidir. Maya o-
galaktozidazinin tersinir reaksiyonu ile galaktozdan o-galaktobioz, Mortierella
vinacea ve Pycnoporus cinnabarinus a-galaktozidazlariin tersinir reaksiyonu ile
galaktoz ve sukrozdan o-galaktozil-sukroz sentezlenmistir (Hashimoto et al.,
1995). Termostabil bir enzim olan Candida guilliermondii a-galaktozidazi uygun

bir akseptor yoksa tek bir transfer iiriinli sentezler. Donér substrat olarak melibioz
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kullanildiginda ise ana iiriin O-a-D-galaktozil-(1,6)-O-a-D-galaktozil (1,6)-D-
glukoz’dur. Enzim oldukga genis bir akseptor spesifikligine sahiptir. D-Glukoz,
D-galaktoz, maltoz, maltitol ve 1,4-biitandiol bu enzimin katalizledigi

transgalaktozilasyon reaksiyonlarinda en etkin akseptorlerdir.

Enzim ayn1 zamanda oa-galaktozil artiklarini pentozlara (L-arabinoz, D-
ksiloz ve D-riboz) ve metil pentozlara (D-fukoz ve D-ramnoz) transfer edebilir.
Akseptor laktoz, maltoz, sukroz iken ana transfer {riini sirasiyla O-o-D-
galaktozil-(1,6)-O-B-D-galaktozil-(1,4)-D-glukoz, O-a-D-galaktozil-(1,6)-O-o-D-
galaktozil-(1,4)-D-glukoz ve O-a-D-galaktozil-(1,6)-O-a-D-galaktozil-(1,2)-B-D-
fruktozid (rafinoz) dir (Hashimoto et al., 1995). Genellikle a-galaktozidazlarin
galaktozil artiklarini akseptor sekerin primer alkol grubuna tercihen transfer ettigi
bilinmektedir. Akseptdr olarak rafinoz kullanildiginda transfer {iriinii olarak
stakiyéz olugmaktadir. Pycnoporus cinnabarinus o-galaktozidazi rafinoz tip
oligosakkaritlerin ~ yamisira  a-(1,3)-bagli  galaktozidik  baglar  iceren
oligosakkaritleri de sentezler, fakat miktar olarak daha azdir. Enzim, rafinoz simifi
oligosakkaritlerin terminal galaktoz artiklarint C3 ve C6 hidroksil gruplarina,
sukrozun glukoz artigin1 C3 hidroksil grubuna transferini katalizler (Mitsutomi
and Ohtakara, 1988). Kahve ¢ekirdegi a-galaktozidazi kullanilarak p-nitrofenil-o.-
D-galaktopiranozidden 1-deoksinojirimisine bir transgalaktozilasyon reaksiyonu
yapilmistir. Ana iriin olarak 6-O-o-D-galaktopiranozil-1-deoksinojirimisin
olugsmustur. Bunun da fizyolojik 6nemi kan-glukoz diizeyinin regiilasyonunda
etkin bir bilesik olmasidir. Ayrica yine ayni enzim ile transgalaktozillenmis 1-
deoksinojirimisin sentezlenebilmektedir. Bu da antihiperglisemik ve tiikriik salgis1
ajan1 olarak 6nemli bir bilesiktir (Paek et al., 1998). Immobilize edilmis Bacillus
circulans a-galaktozidazinin transglikozilasyon reaksiyonu ile asidik karakterli 3-
(1,3) bagh disakkaritler sentezlenmistir. Galaktozil donérii olarak laktoz, akseptdr
olarak N-asetilndraminik asit ve glukuronik asit kullanilmistir (Naundorf et al.,
1998). Monascus pilosus a-galaktozidazi ile yapilan calismalarda, enzimin
melibioz, rafinoz ve stakiyozii kendi temel bilesenlerine hidrolizledigi ve yeni bir
oligosakkarit olusmadigi tesbit edilmistir. Bu nedenle enzimin transferaz
aktivitesine sahip olmadigma ya da ¢ok ¢ok diisiik olduguna karar verilmistir
(Wong et al., 1986).

Fabry hastalig1, insanlarda goriilen ve termolabil lizozomal o-galaktozidaz
A eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir. Insan orijinli lizozomal -
galaktozidazlar Fabry hastaligi ile ilgili olduklari i¢in ilging molekiillerdir.

Normal insan dokularinda enzimin o-galaktozidaz A ve a-galaktozidaz B olmak
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tizere iki formu bulunur. Fabry hastaligina yakalanan kiside a-galaktozidaz A
aktivitesi eksikken, B aktivitesi ya normal ya da yiiksek bir degerdedir (Wong et
al., 1986; Dean and Sweely, 1979). Lizozomal bir depolama hastalig1 olarak
siniflandirilan bu hastalikta bir asit o-galaktozidazi olan seramidtriheksozidaz
enzimi eksik olup, buda enzimin dogal substrati olan seramidtriheksozid
kullanilarak  belirlenir.  Enzim  eksikligi  belirli  bir diizeye kadar,
seramidtriheksozidin ve diger glikolipidlerin bazi dokulardaki lizozomlar i¢indeki
birikimine dek artis gosterir. O nedenle lizozomal bir depolama rahatsizligidir.
Metabolizmanin dogustan gelen bu grup bozukluklar1 o6zellikle Onemlidir.
Endositoz ile yonetilen enzim, hiicrenin enzim eksikligi oldugu lizozomal sisteme
ulagabilir. Bu kaybolmus enzim aktivitesi toropatik degerde olabilir. Fabry
hastaligi da oOzellikle bu tip terapide uygundur. Depolanmis materyalin ana
lokalizasyonu merkezi sinir sistemi disindadir ve hastalik yavas bir iyilesme
gosterir. Fabry hastaliginda terapi amaci ile enzimin kullanilmasi immiinolojik
komplikasyonlara da neden olabilir (Rietra et al., 1974; Desnick et al., 1979;
Veale et al., 1992).

o-Galaktozidazlar gesitli prokaryot ve Okaryotlardan saflastirilmislardir.
Terminal o-D-galaktozid artiklart hem glikoprotein hem de glikolipidlerde
bulunur. Cogu oOkaryotik o-galaktozidaz, benzer diisiik molekiil kiitleli
kromojenik substrat spesifikligine sahiptir, fakat yiiksek molekiil kiitleli
oligosakkaritler ve glikokonjugatlara kars1 aktivitesi degiskendir. Baz1 a-
galaktozidazlar hiicre membran1 glikokonjugatlar1 {izerindeki o-D-galaktozil
artiklarina kars1 aktivite gosterirler. Bu 0Ozellikteki galaktozidazlar ozellikle
karbohidrat yap1 ¢aligmalar1 ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanighdirlar.
Diger glikozidaz aktivitesinden bagimsiz a-galaktozidazlar ise 6zellikle membran
modifikasyon ¢aligmalarinda 6nemlidirler. Glikoprotein ve glikolipidlerdeki
kompleks seker zincirleri, 0karyotlarin biiylime ve gelismesinde, immiin sistemde

kendini tanimada 6nemli rol oynarlar.

Bazi o-galaktozidazlar belirli karbohidrat membran yapilarii modifiye
edebildikleri i¢in immiin cevabr modiile ederler. Ornegin, B-kan grubu yapisi
terminal bir o-D-galaktozil artigi igerir ve bu grubun uzaklastirilmas: bu

determinantin antijenik aktivitesini de yok eder.

Phaseolus vulgaris o-galaktozidazinin insan ve tavsan eritrosit
membranindaki o-(1,3)-galaktozil artiklarina karsi aktif oldugu belirlenmistir.

Membran glikokonjugatlarina karst gosterdigi enzimatik aktiviteden dolayr bu
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enzim, dogal eritrositlerdeki ~membran yapilarinin  modifikasyonunda
kullanilabilecektir. Membrandan terminal o-D-galaktozid artigini hidrolizledigi
i¢cin enzim tip-B eritrositlerinin tip-O eritrositlerine doniisiimiinde uygun olacaktir
(Dhar et al., 1994; Liljestrom and Liljestrom, 1987). Yine boyle bir uygulama
domates (Pressey, 1984), karpuz (Itoh et al., 1986), taro (Chien and Lin-Chu,
1991) ve Coffea canephora (Haibach et al., 1991) a-galaktozidazlar1 ile de
yapilmistir. A ve B eritrositlerin O-tip eritrositlere doniisiimii ile ilgili olarak
Goldstein ve arkadaslar1 da ¢esitli ¢alismalar yapmaktadirlar (Lenny et al., 1991;
Goldstein, 1989; Lenny et al., 1994).

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

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

o-Galaktozidazlarin en Onemli uygulama alanlarindan birisi de seker
endistrisinde rafinozun hidrolizinde kullanilmasidir. Rafinoz, sukrozun
kristalizasyonunu engelleyerek kristalize seker verimini diigiiren bir trisakkarittir.
Cesitli  kaynaklardan hazirlanan o-galaktozidaz preparatlart ile rafinoz
hidrolizlenerek verim arttirilabilmekte ve ayni zamanda da oldukca 6nemli bir

oranda ekonomi saglamaktadir (Mitsutomi and Ohtakara, 1984).

1.2 immobilize Enzimler

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek
ilimh kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bunlar regiile eden, suda ¢oziiniir
spesifik biyokatalizatorlerdir. Son yillarda enzimler kimya, biyoteknoloji, gida ve
cok cesitli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Enzimlerin pahali ve ortam
kosullarina dayaniksiz olmasi, bilim adamlarmi enzimlerin daha kullanisli ve

ekonomik hale getirilme olanaklarinin arastirilmasina yoneltmistir.
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Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gerceklesmektedir. Bu
nedenle katalizator olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri
kazanilmasi olanak disidir. Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istendigi anda
uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii ¢ok giictiir. Reaksiyonun istenilen
anda durdurulmasi i¢in ortama inhibitor katilabilir. Fakat serbest enzim tarafindan
kirletilmis olan reaksiyon {iriinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru eklenmis
olacaktir. Uriin ya da iiriinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritilmasi maliyeti ¢ok
artirmaktadir. Katalizator olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan
aktivitesini yitirmeden c¢ikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden
kullanilmasi1 da s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin ¢ok spesifik ama o dlgiide
pahali katalizatorler olmalar1 nedeniyle maliyeti yiikselten 6nemli bir etmendir.
Ayrica serbest enzimler siirekli iiretim sistemlerine de uygulanamazlar. Tiim bu
sorunlardan dolay1r enzimleri endiistriyel acidan daha cekici hale getirmek i¢in,
enzimler immobilize edilirler. Enzimler, suda ¢dziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel
veya kimyasal olarak baglanarak, suda c¢Oziinmeyen {irlin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak ilave edilmesiyle, suda
¢coziinmeyen bir matriks veya mikrokapsiilde tutuklanarak immobilize edilirler
(Telefoncu, 1997).

Immobilizasyon, enzim teknolojisinin en eski ve en pratik tekniklerinden
birisidir. immobilize enzimler ve bunlarin uygulamalari ile ilgili ¢aligmalar siirekli
olarak gelismeye devam etmektedir. Immobilize enzimler, gida sanayinde,
klinikte ve endiistriyel alanda pek c¢ok uygulama alani bulurlar. Enzimlerin
katalitik potansiyellerinden maksimum bir sekilde yararlanabilmek icin, en uygun
immobilizasyon  yOnteminin  belirlenerek  sartlarin  optimize edilmesi
gerekmektedir. Her enzim i¢in ideal tasiyic1 ve immobilizayon yontemi se¢iminde
bilimsel standartlarin olustugunu sdylemek miimkiin degildir. Tasiyict ve
immobilizasyon yontemi segilirken hem immobilize enzimin karakteristikleri ve
kullanilacag1 alan hem de segilen yontem ile tasiyict kombinasyonunun
smirlamalarinin - ve  6zelliklerinin uyumuna dikkat edilmelidir. Immobilize
enzimler serbest enzimlere gore daha kullanisli ve avantajli molekiillerdir. Cizelge

1.6 da immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore istiinliikleri verilmistir
(Onal, 2000).
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Cizelge 1.6 Immobilize enzimlerin serbest enzime iistiinliikleri.

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilirler (stizme,
santrifiijleme vb.) ve {riinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem
yaratmaz.

e Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) kars1 daha dayaniklidir.

e Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir, siirekli islemlere uygulanabilir,

e Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.

e  Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterir.

¢ Enzimin kendi kendisini par¢alamasi(otoliz) olasilig1 azalir.

¢ Endiistriyel boyutta 6nemli bir ekonomi saglar, iiretim kaybi azalir.

Enzimleri endiistriyel agidan daha cekici hale getirmek ig¢in, 6zellikle son
otuz yilda enzim immobilizasyonu {izerine yapilan arastirmalar yogunlasmis olup
bu alanda yapilan yaymlarin sayisi da yildan yila logaritmik olarak artig

gostermektedir.

1.2.1 Enzim immobilizasyon yontemleri

1960’ 11 yillardan bu yana enzimlerin immobilizasyonlar1 i¢in bir ¢ok
immobilizasyon yontemi gelistirilmistir. Enzim immobilizasyonunda kullanilan
bu yontemlerin smiflandirilmasi i¢in bir¢ok sema hazirlanmistir. Genel olarak
enzim immobilizasyonunda kullanilan yontemler Sekil 1.4° te siniflandirilmigtir
(Telefoncu, 1997).
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‘ Enzim immobilizasyon Yontemlei

‘ GGztinmez Formda Immobiizasyon ‘ QGzinen Formda Immobilzasyon
I
%l— — Utrafitiasyon | | | Hollow-Fiher
Bagama Tutudama Membranla embranlr
! : ! ! : ! (6zinen-Cozlinmeyen
Gapraz Enzim Tagiyo Jelde Mikiokapsilleme Lipozom Enzinler
Baglama Kopolimerizasyonu Baglama Tutuklama Teknigi
I
I I I I I I
Fizlksel Adsorpsiyon ve Iyonk Selat Baglama Kovalent Biyospesiik
Adsorpsiyon | | Gapraz Balama| | Baglama Baglama Baglama

Sekil 1.4 Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi (Telefoncu,
1997).

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak yontemi secerken, immobilizasyon
sirasinda  veya immobilizasyondan sonra enzim aktif merkezinin zarar
gormeyecegi bir yontem olmasina dikkat edilmelidir. Boyle bir se¢im yaparken
enzimin yapist ¢ok iyi bilinmelidir. Enzim ile tasiyici arasinda herhangi bir
baglanma s6z konusu ise ya bu baglanmanin aktif merkez {izerinden
gerceklesmeyecegi tasiyicilar secilmeli ya da immobilizasyon islemi sirasinda
aktif merkez korunmalidir. Uygun immobilizasyon yonteminin se¢iminde dort ana
kriter g6z Oniine alinmalidir; glivenilirlik, maliyet, aktivitenin korunmasi ve
kararlilik. Bir enzimin immobilizasyonunda ayrica enzimatik aktivitenin en

yiiksek diizeyde korundugu yontemin se¢ilmesi 6nemlidir.

Immobilize enzimler suda ¢dziinen ve suda ¢dziinmeyen olmak iizere iki
formda hazirlanabilirler. Suda ¢6ziinen formda immobilize enzim hazirlanirken
enzim ¢Ozeltisi bir membran ile iirlin ve substrattan ayrilir ve dogal durumda
kalmas1 saglanir. Bu amagcla ultrafiltrasyon ve mikrofiltrasyon membranlarindan
yararlanilir. Kofaktore gereksinim duyan enzimlerin immobilizasyonunda enzim,
polietilen glikol gibi suda ¢6ziinen polimerlere kovalent olarak baglanir. Suda
coziinmeyen formda enzim preparati hazirlamak ic¢in kullanilan immobilizasyon

yontemleri;
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a) tastyictya baglama yontemleri,

b) ¢apraz baglama yontemleri,

¢) kopolimerizasyon yontemleri

d) tutuklama yontemleri olarak siniflandirilir.

1.2.1.1 Tasiviciya baglama yontemleri

En eski enzim immobilizasyon teknigidir. Protein olan enzim molekiiliiniin
yapisindan yararlanilan yontemlerdir. Tasiyicitya baglama kimyasal (kovalent
veya iyonik) veya fiziksel(adsorptif) bicimde gergeklesir. Molekiil yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik boélgeler bu baglanmada rol
alirlar. Adsorbsiyon, iyonik baglama, selat baglama, biyospesifik baglama ve
kovalent baglama en ¢ok kullanilan tasiyiciya baglama yontemleridir. Enzime
gore tastyict secimi Onemlidir. Baglanmis enzim miktar1 ve enzimin
immobilizasyonundan sonraki aktivitesi tagtyicinin yapisina ¢ok bagimlidir. Genel
olarak tastyicinin hidrofil karakteri ve birim kiitle yiizeyi arttikga bagli enzim

miktar1 da artar.
Adsorbsiyon;

En basit immobilizasyon yontemidir. Yontem, yiizey aktif suda
coziinmeyen bir adsorbanin enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin agirisinin
iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir. Enzimin tasiyiciya
baglanmasinda etkin olan Vander Waals kuvvetleridir. Adsorban olarak ¢ogu kez
aktif karbon, goézenekli (por6z) cam, diatome topragi, silika jel ve nisasta
kullanilir. Islemin basit olmasi, 1liml1 kosullarda gerceklesmesi, degisik bigim ve
yikteki tasiyicilart se¢me olanagi vermesi bir yandan immobilizasyon
gerceklesirken diger yandan enzim saflastirmasina olanak vermesi agisindan
adsorbsiyon yontemi oldukca avantajli bir yontemdir. Fakat optimal kosullarin
saglanmasi gii¢ oldugu ve desorbsiyon sonucu enzimin reaksiyon ortamina serbest

hale gecerek iiriinleri kirlettigi i¢in de sakincalidir.
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Iyonik baglama;

Iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen tastyicilara enzimin
iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Bazen iyonik baglama ile birlikte
fiziksel adsorbsiyonda etkili olmaktadir. Iyonik baglama ¢ok yumusak kosullarda
gergeklestiginden enzim konformasyonunda ve aktif merkezde degisiklige neden
olmaz. Ancak enzim ile tasiyici1 arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigi
i¢in enzim kagis1 s6z konusudur. Bu yontem iyon degistirici kalint1 igeren destek
katilar1 iizerine enzim molekiillerinin iyonik bagla baglanmalar1 esasina dayanir.
Bu sekilde enzimin katiya kiyasla baglanmasi fiziksel adsorpsiyondan daha giiglii
bir baglanmadir. Ayrica bu yontemde enzimin fiziksel konformasyonal degisimi

¢ok az oldugu i¢in enzim aktivitesi oldukga yiiksektir.
Selat baglama;

Baz1 gecis metallerinin selat yapma 6zellikleri sayesinde enzimlerin organik

veya inorganik tasiyicilara baglanmasi s6z konusudur.
Kovalent baglama;

Bu immobilizasyon yontemi ile enzimler ile tasiyicilar arasinda kovalent
bag olusmasina dayanir. Enzimler, reaktif tasiyicilara kovalent olarak baglanirlar.
Bu bag, tasiyic1 yilizeyindeki fonksiyonel gruplarla enzim yiizeyindeki aminoasit
artiklarina ait gruplar arasinda gergeklesir. Bu yontemde kullanilan tasiyicilar
reaktif degillerse yardimci reaktif ile aktivite edilmeleri gerekir. Kovalent

baglama yontemleri ile ilgili ayrintili bilgi bir sonraki boliimde verilmistir.
Biyospesifik baglama;

Enzimler ile enzimlerin ilgi duydugu molekiiller arasindaki biyospesifik

etkilesimlerden yararlanilir.

Tasiyiciya baglama yontemlerinin yararlar1 ve sakincalan ¢izelge 1.7’ da

kiyaslanmistir (Telefoncu, 1997).
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Cizelge 1.7 Tasiyiciya baglama yontemlerinin yarar ve sakincalar1 (Telefoncu,

1997).
Yararlan Sakincalari
- Reaksiyon ortamindan istenilen - Baglanma aktivite i¢in zorunlu
anda uzaklastirilabilir, aminoasit artiklar1 {izerinden

gerceklesebilir.
- Uriinleri kirletmez,
- Enzimin tasiyiciya baglanmasi

- Degisik  fiziksel = formlarda 0zel ve masrafli  hazirlik
tiretilebilirler, gereklidir,

- Tastyicinin yapisina bagli olarak - Polimer tastyicinin  neden
yeni spesifikler kazanabilirler, oldugu sterik engelleme nedeni

ile aktivite azalabilir.
- Siirekli sistemlere uygundur.

Tastyiciya baglanma sonucu enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin degismesi dogaldir. Enzim molekiiliiniin hareket yetenegi sinirlanr,
konformasyonu degisir, kimyasal kovalent baglanma durumunda yiikii ve
kimyasal yapis1 degisir (Telefoncu, 1997). Immobilizasyon yontemlerinin cesitli

karakteristik 6zellikleri agisindan kiyasi Cizelge 1.8 de verilmistir.
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Cizelge 1.8 Immobilizasyon ydntemlerinin kiyaslanmas1 (Onal, 2000).

Karakteristik Kovalent | Adsorbsiyon | Iyonik Capraz Tutuklama
Baglama Baglama Baglama
Hazirlama Zor Kolay Kolay Zor Zor
Enzim . - . .
Aktivitesi Yiiksek Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek
Bag Giicii Kuvvetli Zayif Orta Kuvvetli Kuvvetli
Substrat C . oy N .
Spesifikligi Degigebilir Degismez Degismez Degisebilir | Degismez
. Miimkiin . - Miimkiin Miimkiin
Rejenerasyon Degil Miimkiin Miimkiin Degil Degil
Genel Orta Disiik Orta Diisiik Diisiik
Uygulanabilirlik ¥ ? ?
Immobilizasyon | v Diisiik Diisiik Orta Diisiik
Masrafi ¥ d d

1.2.1.2 Tasiviciya kovalent baglama ile immobilizasyon

Enzimlerin reaktif tasiyicilara kovalent olarak baglanmasi protein
kimyasinda bilinen yontemlerle ve genellikle sulu ortamda gerceklestirilir.
Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek en onemli nokta
baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar {izerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeniyle bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Tasiyictya kovalent baglanma enzim zincirindeki aminoasitlerin
tasidigt  fonksiyonel  gruplar  lizerinden  gerceklesmektedir.  Enzim
immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilar reaktif degillerse yardimer bir reaktif
ile aktive edilmeleri gerekir. immobilizasyon ¢ok yumusak kosullarda (oda
sicakligl, notral pH vb.) gerceklestirilmelidir. Tastyici suda ¢oziinmemeli, biiyiik
Olciide hidrofobik karakterli olmamali, suda islanabilmeli ve mekanik olarak da
kararli olmalidir. Bu tiir tasiyicilarin se¢ciminde enzim-tastyict baginin aktivite igin

zorunlu gruplar {iizerinden olmamasi yaninda tasiyicinin enzim tarafindan
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parcalanmamasi, mikroorganizma iiremesine olanak vermemesi, pH ve ¢ozgenlere
kars1 dayanikli olmas1 gibi 6zellikler tasimasina dikkat edilmelidir (Telefoncu,
1997).

1.2.1.3 Biyoaffinite temelli immobilizasyon

Enzim immobilizasyonu c¢alismalarinda en aktif alanlardan birisi
enzimlerin inert ve suda ¢oziinmez materyaller {izerinde immobilizasyonudur.
Boyle bir immobilize enzim sisteminin en temel bilesenleri enzim ve tasiyici olup
baglanmada enzimin dogasi ve yapisi ile immobilizasyon kimyasida oldukca
onemlidir. Enzim immobilizasyonunda yeni trend tasiyict ile enzim arasinda
cesitli biyoafinite baglarinin yaratilmasidir. Afinite sistemlerinin genis cesitliligi

enzim immobilizasyonu i¢in bir ¢ok olanagin olmasina imkan tanir.

Biyoafinite  temelli immobilizasyonda protein/enzim, tasiyiciya
biyospesifik etkilesimlerle baglanir. Afinite kromatografisinde kullanilan tiim
afinite ciftleri afinite ile enzim immobilizasyonunda kullanilir. En bilinen
ornekleri lektin-seker, antijen-antibadi, biyotin-avidin olarak siralanabilir.
Aragtiricilar son yillarda immobilizasyonun kolayligi, kimyasal modifikasyonlarin
cogu kez gerekmedigi ve genellikle stabilitenin artmasina neden oldugu ig¢in
biyoafinite destek materyallerinin gelistirilmesi ve enzim immobilizasyonunda
kullanilmas1 {izerinde yogunlasmislardir. Proteinlerin/enzimlerin biyoafinite
immobilizasyonunda iki farkli strateji izlenir (Sekil 1.5). Bu stratejilerden ilkinde
(A) once matriks aktivite edilir ve uygun afinite ligand: ile tiirevlendirilir. Daha
sonra hedef protein/enzim ortama eklenir. Enzim sert ortam kosullarina dayanikli
degildir. Afinite ligand1 olarak substrat/liriin analogu kullanilmis ise enzimi
liganttan ayirmak oldukga zordur. Ikinci stratejide (B) enzim nce matrikse afinite
gosteren molekiille konjuge edilir ve olusan biyokonjugat ligant iizerinden

matrikse baglanir.
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Sekil 1.5 Proteinlerin biyoafinite immobilizasyonu i¢in kullanilan iki farkli
strateji: (A) Enzim (E), matrikse bagli olan afinite ligandina duyarhdir. (B)

Enzim, immobilizasyon i¢in matrikse afinite gdsteren molekiile konjuge edilir.

Biyolojik molekiillerin biyoafiniteye dayali immobilizasyonunda artik
klasik gorlisiin disina ¢ikilmistir ve daha genis kapsamda incelenmektedir.
Biyoafinite temelli immobilizasyonda hedef protein ile etkilesime girecek olan
ligand biyolojik temelli olan ya da olmayan maddeler olabilmektedir; boyalar,
metal-iyon kompleksleri veya peptid gibi yapilar afinite ligand1 olarak
kullanilabilmektedir. Ligand seceneklerinin artmasi ile lektin, monoklonal
antibadiler gibi yiikksek fiyatlh biyolojik afinite ligandlarinin  yerine
kullanilabilecek daha ucuz alternatifler elde edilmistir. (Gupta and Roy, 2002)
Afinite ortaminin elde edilmesi icin afinite ligand1 genellikle matrikse kovalent
olarak baglanir (Hermanson et al., 1992; Gupta and Roy, 2002). Eger afinite
ligand1 biyolojik olarak aktif bir protein 6rnegi ise (antibadi, lektin vb) ligandin
matrikse baglanma basamaginda ligandin enzimin baglanacagi bolgelerinin acgik
kalmasi, serbest olmasi gerekmektedir. Biyolojik ligand kullanmilarak
gergeklestirilen immobilizasyon ¢aligmalar1 daha zahmetli ve masrafli olmaktadir.
(Bilkova et al., 1997).

1.2.2 Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar

Bir immobilize enzim sisteminin en 6nemli ii¢ bileseni enzim, tasiyict ve
immobilizasyonda kullanilan yontemdir. Tasiyict materyal bir membran, suda

¢Oziiniir bir kat1 ya da polimer bir matriks olabilir.
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Enzimlerin immobilizasyonunda genel olarak dogal veya sentetik birgok
organik ve inorganik materyal kullanilmaktadir. Genel olarak bir tasiyicinin sahip

olmas1 gereken 6zellikler Cizelge 1.9 da verilmektedir (Telefoncu, 1997).

Cizelge 1.9 Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilarda aranan genel
ozellikler (Telefoncu, 1997).

*Hidrofilik karakter, *Kovalent baglamada kullanilacak
tagtyicilarin 1liml kosullarda

*Kimyasal ve termal kararlilik, reaksiyon veren fonksiyonel gruplar
igermesi,

*Suda ¢6zlinmemesi,
*Mikroorganizmalara kars1 direnglilik

*Gozenekli (pordz) yapi, *Ucuz olmast,

*Mekanik stabilite ve uygun *Rejenere olabilmesi,
partikiil formu,

Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar morfolojilerine gore
(pordz, pordz olmayan ya da jel tipi) ya da kimyasal kompozisyonlarina gore
siiflandirilirlar. Enzim immobilizasyonunda tasiyici olarak sentetik polimerlerin
kullanilmasi, mikrobiyal ataklara karsi inert olmasi, yliksek kararlilia sahip
olmas1 ve kompleks tampon bilesenlerinin kullanilmasinda c¢esitli segenekler

olmasi gibi baz1 avantajlar saglamaktadir.

Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicilarin se¢iminde bazi
kriterlere dikkat edilmelidir. Bunlar; immobilizasyon yontemi, substratin yapisi,
reaktdr tipi ve mekanik oOzellikleridir. Immobilizasyon iyonik veya kovalent
baglama ile gerceklestirilecekse tasiyicinin fonksiyonel gruplar igermesi gerekir.
Substrat biiylik molekiillii ise 6zellikle tutuklama yontemleri ve pordz tasiyicilar

difiizyon ve sterik engellemeden dolay1 pek uygun degildirler (Onal, 2000).
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1.2.3 o-Galaktozidaz enziminin kitosanda biyoafinite temelli
immobilizasyonu

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz {iriinlerinin dis
iskeletlerinde, kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan
dogal bir polisakkarit olan kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen,
reaktif fonksiyonel amino gruplarima sahip, kimyasal yapi olarak seluloza
benzeyen ve dogada selulozdan sonra en sik rastlanan biyopolimerdir (Shepherd,
1997; Terbojevich and Muzzarelli, 2000). Beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yari
seffaf partikiil veya toz halinde bir madde olan kitosan sindirim enzimlerine
dayaniklidir. Buna karsin bazi bakteriler tarafindan parcalanir. Suda ¢oziinmez.
Sadece asidik ¢oziiciilerde (pH<6.0) ¢oziiniir. C6zmek icin asetik asit, formik asit,
laktik asit gibi organik asitler kullanilir. inorganik asitlerde ¢6ziinme sinirlidir (%
1 hidroklorik asitte ¢Oziiniir; siilfirik ve fosforik asitte ¢ozlinmez). Kitosan
solisyonlarmin pH 7.0 ve {lizerinde stabilitesi bozulur. Ayni sekilde oda
sicakliginda uzun siire muhafaza kitosan soliisyonlarinin stabilitesini olumsuz
etkilemektedir.

Bir polisakkarit olan kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi-B-D-
glukoz (N-asetil glukozamin)'dan olugmaktadir. Kitin’in diisiikk derecede
deasetilasyonu yoluyla elde edilen kitosan ise (1—4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz
(glukozamin) olarak bilinmektedir. Kitosan, 3 ¢esit reaktif fonksiyonel gruba
sahiptir. C-3, C-6 pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda ise bir amino
grubu bulunmaktadir (Terbojevich and Muzzarelli, 2000).

’

Sekil 1.6 Kitosanin kimyasal yapisi.
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Kitosan, ¢oktiirme, nem tutma, film olusturma, antimikrobiyal etki, enzim
immobilizasyonu gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 nedeniyle ilag, kozmetik, tip, tarim
gibi c¢esitli endiistrilerde bircok kullanim alanlarina sahiptir. Kitosanin bu
fonksiyonlarinda pozitif iyonik tabiata sahip olmasiin onemli bir rolii vardir.
Benzer fonksiyonlar1 nedeniyle gida endiistrisinde de  kitosandan
yararlanilmaktadir. Kitosan son yillarda adindan sik¢a bahsedilen diyetetik
yardimc1 maddeler arasinda yer almaktadir. Sindirim enzimleri tarafindan
hidrolize edilememesi, yiiksek viskozitesi, jel olusturma ve yiiksek su baglama
yetenegi gibi Ozelliklerinden dolay1 bitkisel diyetetik liflere benzerlik
gostermektedir ve canli organizmada benzer etkiler olusturmaktadir. Bagirsak
hareketlerinin ve sindirim faaliyetlerinin diizenlenmesi, bagirsak mikroflorasinin
(bifidobakterilerin) desteklenmesi, kan kolesterol seviyesinin diizenlenmesi (LDL
kolestroliin  distiriilmesi, HDL  kolestroliin  artirilmasi), kanbasincinin
diisiiriilmesi, karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi fonksiyonel etkilerinin
yani sira sindirim yoluyla alindiginda ya da emilimini azaltarak (pozitif ytiklii bir
bileflik olmasindan dolayr negatif yiiklii olan yag asitlerine baglanarak) kilo
kaybmi desteklemesi oldukca ilgi ¢ekmistir (Han et al., 1999; Wuolijoki et al.,
1999).

Gilintimiizde kitosanin dogal 6zelliklerinden dolayr bir¢ok kullanim alam
bulunmaktadir. Biyouyumlulugu, toksik olmayan yapisi, fizyolojik olarak kararli
olmasi, antibakteriyel yapisi, hidrofilik olmasi, kolay jel olusturma o6zelligi ve
proteinlere karsi yiiksek afinitesinden dolayr da enzim immobilizasyon
caligmalarinda 6zellikle tercih edilmektedir (Krajewska, 2003).

Cesitli immobilizasyon yontemleri kullanilarak kitosanda lipaz (Kuo et al.,
2011; Rodrigues et al., 2007 ), o-transaminase (Y1 et al., 2007), proteaz (Li et al.,
2011), tireaz (Chellapandian and Krishnan, 1997), o-amilaz (Kumari and
Kayastha, 2010), a-galaktozidaz (Singh and Kayastha, 2012) ve peroksidaz
(Monier et al., 2009) gibi enzimler basariyla immobilize edilmistir.

Kitosan  tasiyictmin  aktivasyonu  ¢esitli  reaktifler  vasitasiyla
gerceklestirilir. Bunlar CNBr, epoksit, CDI, siilfonil kloriir, periyodat,
triazin, diazonyum, glutaraldehid, N-hidroksisiiksinimid, divinil siilfon ve
nitrofenil kloroformat olarak siralanabilir. Bu caligmada, kitosan tasiyicinin
amino gruplari Once glutaraldehit ile aktive edilmis ve ardindan
aminofenilboronik asit (AFBA) tasidigi amino grubu iizerinden aktif tasiyiciya

kovalent olarak baglanmistir. Boronik asit ile tiirevlendirilen kitosan tasiyici
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protein ve/veya enzim ile bir araya getirildiginde boronat ligandi gerek
karbohidrat artiklarinin gerekse aminoasit artiklarinin cis diolleri ile etkilesip ester

olusturarak immobilize edilmektedir.

H-C=0O
NH »" NH \
H-C=O
Glutaraldehat
Ty
n
H.N - AFBA

Sekil 1.7 Kitosanin glutaraldehit ile aktivasyonu ve Aminofenilboronik asit (AFBA) ile

reaksiyonu.

1.2.4 o-Galaktozidaz enziminin Sepabead EC-EA’da biyoafinite
temelli immobilizasyonu

Biyolojik olarak aktif molekiillerin tasiyictya kovalent olarak
baglanmasinda ilk adim kimyasal olarak inert tagtyicinin aktivasyonudur. ikinci
adim ise aktive edilen tasiyiciya ligandin baglanmasidir. Destek materyalinin
protein ve diger polimerlerle minimum Coulombik ve hidrofobik etkilesimde
oldugu kabul edilir. Matriks gegirgen bir por yapisina sahip olmali ve partikiiller

basinca dayanikli olmalidir.

Uygun bir aktivasyon-baglama semasinin olusturulmasinda rol
oynayan faktorler; olusturulan kimyasal bagin tipi, ligand ve tasiyic1 arasindaki
kovalent bagin kararliligi ve sterik etkilerdir. Tasiyicinin aktivasyonu g¢esitli
reaktifler vasitasiyla gerceklestirilir. Bunlar CNBr, epoksit, CDI, siilfonil
kloriir, periyodat, triazin, diazonyum, glutaraldehid, N-hidroksisiiksinimid,

divinil siilfon ve nitrofenil kloroformat olarak siralanabilir.
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Tastyicinin  aktivasyon dilizeyi (umol aktif grup/g tasiyici) optimize
edilmelidir. Aktivasyon diizeyi ile baglanan ligant miktar1 dogru orantili olarak
degismeyebilir. O nedenle tasiyici i¢in uygun aktivasyon diizeyi ve uygun ligant
miktar1 belirlenmelidir. Uygun bir yontemle aktive edilmis ¢6ziinmez, inert
tastyiciya ligantin kimyasal olarak direkt ya da bir uzatict kol (spacer arm) ile
baglanmasi enzim immobilizasyonunda kullanilan bir yontemdir. Ligantin bir
uzatict kol ile aktive edilmis tasiyiciya baglanmasi genellikle etkinligi
artirmaktadir (Stryer et al., 2005).

a-Galaktozidaz enziminin immobilizasyonunda polimetilakrilat tabanli
sentetik tasiyicilardan Sepabead EC-EA kullanilmistir. Sepabead EC-EA,
etilendiamin aktif grubu tasiyan bir sentetik bir tasiyict olup genel ozellikleri

Cizelge 1.10° da verilmistir.
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Cizelge 1.10 Sepabead EC-EA tasiyicinin genel o6zellikleri
Chemical Co (Resindion S.R.L)].

[Mitsubishi

SEPABEADS® EC-EA

@

Gariiniis Kiiresel yapida, beyaz, mat tanecikler
Matriks Polimetilakrilat

Aktif grup Etilendiamin

Fonksiyonel Grup | Min. 0,6 pmol/g 1slak agirlik
Yogunlugu

Partikiil Boyut Araligi 150-300 pm

“M” Sinifi 200-600 pm

Yogunlugu >1.1 g/ml

Su Tutma Kapasitesi 55-65%

Gozeneklilik >25%

Ortalama por ¢api >30 nm

Sicaklik Stabilitesi 0-60°C

pH Stabilitesi 0-14

Tavsiye Edilen |24°C

Depolama Sicaklig:

Depolama Siiresi 6 ay

Sepabead tastyicilarin destek metaryali olarak kullanildigi ¢ok sayida
enzim immobilizasyon ¢alismasi vardir. Escherichia coli penicilin G agilaz
Sepabead EC-EA ve Sepabead EC-HA

sonucunda enzimin termal ve pH kararliligmin arttig

enziminin, tastyicilarinda
immobilizasyonu
belirlenmistir ( Zuza et al., 2008). Candida rugosa lipaz enzimi de amino gruplari
iceren Sepabead EC-HA ile Sepabead EC-EA tasiyicilarinda ve epoksi grubu
iceren Sepabead EC-EP’ de kovalent olarak immobilize edilmistir (Prlainovi¢ et

al., 2011). Domates a-galaktozidaz enzimi Sepabead EC-EA ve Sepabead EC-HA
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tagiyicilarinda kovalent olarak immobilize edilmis ve yiiksek sicakliklarda
immobilize enzimlerin serbest enzime kiyasla daha kararli oldugu, pH 3.0- 6.0
arasinda serbest ve immobilize o-galaktozidaz enzim preparatlarinin kararl
olmasmna ragmen, ayni kosullarda uzun siire bekletildiginde immobilize

enzimlerin aktivitesinin daha yavas azaldigi belirtilmistir (Bayraktar et al., 2011).

Bu tez c¢alismasinda Sepabead EC-EA’ nmn amino gruplart &nce
glutaraldehid ile aktive edilmis ve ardindan aminofenilboronik asit (AFBA) ile

tiirevlendirilerek a-galaktozidaz enziminin immobilizasyonunda kullanilmistir.

1.3 Boronik Asit ve Tiirevleri

Boronik asitler yapisal olarak trivalent boron igeren organik bilesiklerdir
ve yapilarinda ii¢ degerlikli bor elementine bagl alkil siibstitiienti (C-B bag1) ve
iki hidroksil grubu igerirler (Sekil 1.8). Boronik asitler kovalent ve doniisiimlii
olarak cis 1,2 yada 1,3 dioller ile susuz yada bazik ortamda bes yada alt1 karbonlu
siklik esterleri olustururlar. Bazik kosullarda, boronat ligand1 diizlemsel trigonal
konfiglirasyondan hidroksil grubu iceren bilesiklerle kovalent olarak etkilestigi
tetrahedral boronat anyonu formuna iyonlasir. Boronik asitler normal kosullarda
dogada bulunmayip, borik asitten genellikle boraksin karbondioksit ile
asidifikasyonu sonucu sentetik olarak sentezlenen abiyotik bilesiklerdir. Boronik
asitlerin 1limhi organik Lewis asitlerine benzer kimyasal 6zellikleri, reaksiyon
ortamindaki stabiliteleri ve hazirlanma kolayliklar1 bu bilesik ve tiirevlerini
sentetik ara bilesikler igerisinde c¢ekici kilmaktadir. Diisiik toksisiteleri ve
parcalanma iiriinlerinin dogaya zarar vermemesinden dolayr da yesil bilesikler
sinifindadir (Hall, 2006).

Bilegik Genel Formal Kirmyasal vap
{,O H
Boranik &sit RB(OH}z R—B
N
OH
Baronik Ester L
(Boronst esteri) RB(OR), R—B
OR"
AN
Barinik Asit
orinik & RZEIOH {'B_OH
R
Barinik Ester R.:
(Borirat esteri) RZEOR HB—OR"
R

Sekil 1.8 Boronik asit ve borinik asidin esterleri (Hall, 2006).
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Boronik asit tiirevlerinin reaktivitesi ve kimyasal 6zelligi boron atomuna
bagl siibstitiient gruba gore farklanir. Reaktif gruplara gore boronik asitler alkil,
alkenil ve aril boronik asit olarak siniflandirilabilirler (Hall, 2006) (Sekil 1.9).

Boronik Azt R Molekiil Kitlesi

HO OH

“\B.f

Fenil Boronik asit Fenil 121.93

2-Tivoenilboronik azit Tivaten @\B I':H 197 96

HO._.OH

Metilbaronit: asit Metil ? 59 86
CH,
HO
ciz-Propenilboronik asi propEn H.C ‘B—DH A5.90
N/

Sekil 1.9 Boronik asit tiirevleri (Hall, 2006).

Boronat anyonlar1 ile etkilesen hidroksil gruplarinin komsu karbon
atomlarinda ve ayni diizlemsel konfigilirasyonda yer almas1 gerekir. A¢ik zincirli
poliollerde hidroksil gruplar1 C-C bag1 etrafinda oldukca serbest donebildikleri
icin boronat anyonlar1 ile kompleks olusumunu saglayan uygun konfigiirasyonlar
kolayca saglanir ve etkilesim kuvveti, karbon zincirinin uzunlugu ile artar. Kapali
halka igeren karbohidratlar i¢in hidroksil gruplarinin konformasyonu daha az
serbestlige sahiptir. Normal olarak 1,2 cis-diol grubuna sahip olmayan
karbohidratlar ise halka esnemesi ve mutarotasyon yolu ile borat ile tepkimeye
girerler. Katekoller ve tiirevleri hem borat hem de boronat ile kompleks
olusturabilir. Aril diollerle olusturulan boronat kompleksi, seker cis-diolleri ile
olusturulanlardan daha kararlidir. Etkilesime ait bir mekanizmada, trigonal
diizlemsel boronik asidin tetrahedral boronat anyonu olusturacak sekilde
iyonlastig1 ve bu anyonun cis-diolle siklik bir boronat esteri olugturmasi onerilir.

Diger bir mekanizma, diol oksijen atomlarinin boronik aside niikleofilik saldirisi



44

sonucu birbirleri ile dengede anyonik ve nétral tiirlerin bir arada olusmasi
seklindedir. Ligand komplekslesmesi ile ilgili B-NMR ve spektroskopik
Olctimlere dayali olarak onerilen mekanizmada ise nétral fenilboronik asidin cis-
diol varliginda komplekslesmis bir anyon vererek kompleks olusturdugu ve bu
kompleksin bazik kosullarda ayrismadig: kabul edilir (Chakka, 2006). (Sekil 1.10)
Notral boronik asit ise bazik kosullarda iyonlasir. Cis-diollerle etkilesim igin
gerekli tetrahedral boronat anyonunun kararliligi, fenil halkasina elektron ¢eken
gruplarin (nitro gibi) sokulmasi ile artirilir. Ayrica fenil halkasinin yol agtigi
ikincil hidrofobik baglanmalar azaltilir. Riboz gibi bazi karbohidratlar i¢in uygun
cis-dioller hatta cis-trioller boronatlarla kuvvetle etkilesirler. Literatiirde
fenilboronik asit diesterleri i¢in rapor edilen ayrisma sabiti degerleri azdir.
Boronat-hidroksil etkilesiminde ikincil etkilesimler de s6z konusudur (Liu, 2007).
Bunlar yiiksiiz boratin amin ve karboksillerle yiik transfer tepkimeleri, fenil
bileseninden kaynaklanan hidrofobik etkilesimler, aktif tetrahedral formda
boronat anyonundan kaynaklanan iyonik etkilesimler ve boronatlarin hidroksil
gruplarindan kaynaklanan hidrojen bagi olusumudur. Boronatlarin cis-diollerle
olusturduklart kompleksleri incelemek i¢in, elektrokimyasal ve kalorimetrik
titrimetri, iletkenlik, spektrofotometre, NMR, kromatografi, elektroforez, X-
isinlart  kirmmimi, absorpsiyon spektroskopisi, floresans isaretleme ve enzim
inhibisyonu gibi teknikler kullanilir (Ramamurthy et al, 1999).

O
o o

+ Diol .

O 1
Cro o,

Sekil 1.10 Boronat-diol ester olusumu (Springsteen, 2003).

Boronat ligandlar1 ile immobilizasyonda cis/diol ester olusumu yani sira
ikincil etkilesimlerde rol oynamaktadir. Hidrofobik etkilesimler, iyonik
etkilesimler, Hidrojen bag1 ve yiik transfer etkilesimleri ile de boronat ligandina
baglanmalar gergeklesmektedir. Boronat immobilizasyon ve kromatografi
sistemleri ile karbohidratlar, niikleozid, niikleotid ve niikleik asitler,

glikoproteinler ve enzimler ayristirilabilir. (Bergold and Scouten, W.H., 1983).
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1.3.1 Fenilboronik asit (PBA)

Immobilize boronatlarin  biyomolekiiller ile etkilesimi genellikle
fenilboronik asidin (PBA) ligand olarak kullanildig1 sistemlerde incelenmistir.
Ciinkii PBA’nin kararlilig1 yiiksektir ve fenil boronik asit tiirevlerinin sekerlerin,
niikleotidlerin  ve proteinlerin ayriminda kullanilabildigi uzun yillardir
bilinmektedir.

Biyomolekiil ayrilmasinda boronat ligandlarinin birincil etkilesimi
hidroksil gruplar1 ile olur. Hidroksil gruplarinin konfigiirasyonu ve boronat
ligandinin koordinasyonu kompleks olusumunda iki onemli faktordiir. Bazik
kosullarda, fenilboronik asit ligandi (PBA) diizlemsel trigonal konfigiirasyondan
hidroksil gruplar igceren bilesiklerle kovalent olarak etkilestigi tetrahedral boronat
anyonu formuna iyonlasir (Liu et al, 1995). Olusan siklik diesterden kompleks
olarak soz edilir (Sekil 1.10). Notral kosullarda, hidroksil gruplart ve trigonal
olarak koordine edilen boronat ligandini iceren nétral kompleksler de olusabilir.
Ancak sulu ¢ozeltilerde notral komplekslerin ¢ogu hidrolize kars1 yeterince kararli
degildir.

Boranat anyonlari ile etkilesen hidroksil gruplarinin komsu C atomlarinda
ve ayni diizlemsel konfiglirasyonda yer almasi gerekir. A¢ik zincirli poliollerde
hidroksil gruplar1 C-C bag: etrafinda oldukga serbest donebildikleri i¢in boronat
anyonlart ile kompleks olusumunu saglayan uygun konfigiirasyonlar kolayca
saglanir ve etkilesim kuvveti karbon zincirinin uzunlugu ile artar. Kapali halka
iceren karbohidratlar i¢in hidroksil gruplarinin konformasyonu daha az esneklige
sahiptir. Normal olarak 1,2 cis diol grubuna sahip olmayan karbohidratlar ise
halka esnemesi ve mutorotasyon yolu ile borat ile tepkimeye girerler. Aril
diollerle olusturulan boronat kompleksi, seker cis diollerle olusturulan boronat
komplekslerinden daha kararlidir. Nétral boronik asit bazik kosullarda iyonlasir.
Cis diollerin etkilesimi i¢in gerekli tetrahedral boronat anyonunun kararlilig
ancak fenil halkasma elektron ¢eken gruplarin (nitro gibi) ilavesiyle arttirilir.
Ayrica fenil halkasinin yol agtigi ikincil hidrofobik baglanmalar azaltilabilir.
Boronat hidroksil etkilesiminde yiiksliz boratin amin ve karboksillerle yiik
transfer tepkimeleri, fenil bileseninden kaynaklanan hidrofobik etkilesimler ,aktif
tetrahedral formda boronat anyonundan kaynaklanan iyonik etkilesimler ve
boronatlarin hidroksil gruplarindan kaynaklanan hidrojen bagi olusumu gibi

ikincil etkilesimlerde s6z konusudur (Springsteen, 2002) (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11 Fenilboronik asitle diol arasindaki baglanma (Springsteen, 2002).

1.3.1.1 Fenil boronik asit tiirevleri

Fenil boronatlarin hidrofobik yapida olmast nedeni ile protein,
glikoprotein  ve  poliniikleotidleri  gibi  makromolekiillerin  ayrilmasinda
kullanilmas1 zordur. Hidrofobik etkilesimlerle istenmeyen biyomolekiillerin
spesifik olmayan baglanmasi da gerceklesir. Bu nedenle fenil halkasina cesitli
siibstitlientlerin takilmasi ile hidrofobik etkilesimler azaltilmaya ¢alisilir ya da 2-
karboksietan boronik asit gibi fenil halkas1 igermeyen boronat ligandlar
sentezlenmistir. Her biri farkli baglama bolgeleri ile farkli bag yapilar1 olusturarak
cesitli molekiillerin tan1 ve ayrilmasinda kullanilmaktadir. Sekil 1.12” de ¢esitli

fenil boronik asit tiirevlerinin kimyasal yapilar1 verilmistir (Hall, 2006).



HO OH
@) ‘/\‘:l\
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HO OH
«© ~B-
o
NHCOCH>CHCOOH
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Sekil 1.12 Fenil boronik asit tiirevleri, (a) 3-amino fenil boronik asit, (b) N-(3-
dihidroksiborilfenil)siiksinamik asit, (¢) N-(4-nitro-3 dihidroksiborilfenil)siiksinamik asit,
(d) 3-nitro-4-(6aminohekzilamido)fenil boronik asit, (e) 6-aminokaproil-3-aminofenil

boronik asit, (f) O-dimetilaminometil-benzenboronik asit (Hall,2006).

1.3.1.2 Fenil boronik asitin uygulama alanlari

Fenil boronik asidin genis alanda uygulamalari vardir. Bunlar; klinik
analizlerde (glikozillenmis hemoglobin artis1 ile olusan glisemi tanisi),
karbohidrat tanimasi, niikleozid, modifiye niikleozid, niikleotid, riboniikleotid,
oligoniikleotid, niikleik asitlerin tanimasi, deoksi tlirevleri se¢imi, cAMP’den
niikleotid ayirimi, niikleotidil peptid izolasyonu, katekol aminler tanimasi,
glikoproteinler ve enzimlerin ayrilmasinda, biyomolekiil izolasyonu, dopamin,
laktik asit gibi kii¢iik molekiillerin ayrilmasinda, katekol estrojen ve hormon
secimi, proteazlar i¢in inhibitdr olarak, diyabetlerde glisemik kontrolde HbA1C
saptanmasinda, hipoksantin, inosin belirlenerek patolojik bozukluklarin
saptanmasinda, bazi patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite gosterimi, sensor
yapimi ve kontrollii ilag salim sistemleri gibi ¢ok ¢esitli kullanim alanlari

mevcuttur.
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1.3.2 Aminofenil boronik asit (AFBA)

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan boronat ligand1 bir¢ok biyomolekiile afinite
gosteren 3-aminofenil boronik asittir (AFBA) ve pK, degeri 8,8 dir (Cizelge 1.11).
Meta-amino grubu kat1 destege baglanmasinda etkilidir. Amino grubu iizerinden
aktive edilen tasiyiciya kovalent olarak baglanir. Boronik asit ile tlirevlendirilen
tagiyici protein ve/veya enzim ile bir araya getirildiginde boronat ligandi protein
iizerindeki gerek karbohidrat artiklarinin gerekse aminoasit artiklarinin cis diolleri
ile etkilesip ester olusturarak immobilize edilir (Liu and Scouten, 2000). Bu
calismada, dogal bir tasiyici olan kitosan ve sentetik bir tasiyict olan Sepabead
EC-EA 3-aminofenil boronikasit ile tiirevlendirildikten sonra a-galaktozidaz
enziminin immobilizasyonunda kullanilmistir. Enzimi iyi bir aktivite verimi ile

immobilize etmek i¢in immobilizasyon ortaminin optimizasyonu ¢alismalari

gergeklestirilmistir.

Cizelge 1.11 Aminofenil boronik asitin biyoafinite gosterdigi molekiiller.

Hedef Molekiil

Ornekler

Protein

Eritroprotein (EPO), membran
glikoprotein, serum protein-

fetuin, transferrin

Karbohidrat

Arabinoz, fruktoz, galaktoz,

inositol, laktoz, sorbitol

Niikleotid/ Niikleozid Adenozin, deoksiadenozin,
sitidin, guanozin, tiridin,
timidin

Niikleik asit Oligoniiklotidler ve RNA
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1.4 immobilize Enzimlerin Uygulama Alanlar

Enzimler ¢ok eski yillardan beri ekmek, peynir, bira, sarap gibi maddelerin
yapiminda, ilag yapiminda  kullanilmaktadir.  Enzimlerin  izolasyonu,
saflagtirilmast ve yapilarinin tayini ile ilgili yapilan ¢alismalarda katalitik
potansiyeli ve tabiat1 daha iyi bir sekilde anlasilmis ve endiistride bu ¢ok faydali
maddelerden genis Olgiide yararlanmaya baslanmistir. Endiistriyel katalizatorler
olarak enzimler klasik kimyasal katalizatorlere gore bazi iistlinliiklere sahiptirler.
Ileri derecede substrat spesifikligi, istenmeyen yan iiriinlerin olusumunu biiyiik
Olclide elimine etmekte ve sadece materyal maliyetini diisiirmekle kalmayip ¢evre
sorunu da yaratmaktadir. Bazi stereospesifik reaksiyonlar enzimlerin yardimi
olmaksizin gerceklestirilemezler. Operasyon kosullarinin 1siya duyarli substratlari
bozma olasiligin1 azaltir ve operasyonun korozyon etkilerini ve enerji
gereksinmesini diisiiriir. Reaksiyon hizi yliksek ve maliyet diisiiktiir. Bu
avantajlara ragmen enzimlerin izolasyonu ve saflastirilmasi ¢cok pahalidir. Cogu
enzim canli hiicre disinda olduk¢a dayaniksizdir ve ¢ozlinen formda sulu ortamda
kullanilir. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gerceklestirildiginden
katalizor olarak serbest enzimlerin kullanilmasi bir¢ok sakinca yarattigi igin

immobilize enzimler tercih edilirler (Telefoncu, 1986; Telefoncu, 1996) .

Immobilize enzimler; tibbi, analitik ve endiistriyel uygulamalar olmak
izere ii¢ alanda kullanim imkani bulmustur. Tibbi uygulamalara tedavi amacglh
kullanimlar, yapay organlar, analitik uygulamalara analiz otomatlari,
biyosensorlerin hazirlanmasi, ELISA testleri, endiistriyel uygulamalara L-
aminoasit {iretimleri, siit sekerinin parcalanmasi ve rafinoz hidrolizi 6rnek
verilebilir. Endiistriyel agidan bakildiginda immobilize enzimlerin olduk¢a genis
bir uygulama alanina sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu uygulama alanlar1 genel
olarak, biyotransformasyonlar, gida sanayi, deterjan sanayi, deri sanayi, tekstil
sanayl ve diger sanayiler olarak siralanabilir. Endiistriyel uygulama olanag:
bulmus enzimlerin ¢ogu hidrolaz smifi enzimlerdir. Endiistriyel enzimler

igerisinde proteolitik enzimlerin pay1 % 60, glikozidazlarin pay1 ise % 20’ dir.

Biyotransformasyonlar, enzimler veya bunlar1 igeren mikroorganizmalar
tarafindan  katalizlenen kimyasal doniismlerdir. Aminoasit doniistimleri
(aminoasit, rasemik karigimlarindan L-aminoasit iiretimi, L-aminoasit sentezi,
hidroksiasitlerden aminoasit sentezi), antibiyotik doniistimleri (6-aminopenisilanik
asit iiretimi, yar1 sentetik penisilin {iretimi), diger biyokimyasal doniistimler (L-

Malik asit {retimi, iirokanik asit {iretimi), organik sentezler (hidrolitik,
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oksidasyon-rediiksiyon, glikozil transfer ve halojenleme reaksiyonlari)

biyotransformasyonlarin en 6nemli uygulamalaridir.

Gida sanayinde immobilize enzimler olduk¢a genis bir uygulama alani
bulurlar. Genellikle hidrolaz, oksidorediiktaz ve izomeraz sinifi enzimler (a- ve B-
amilaz, glukoamilaz, glukonaz, seliilaz, laktaz, glukoz oksidaz, pektinaz, proteaz,
glukoz izomeraz gibi) kullanilirlar. Siit teknolojisi (laktozun hidrolizi), protein
modifikasyonu (soya protein hidrolizatlarinin hazirlanmasi), nisasta sanayi
(yiiksek fruktozlu misir surubu {iiretimi, maltoz iiretimi), bira sanayi, lipid
modifikasyonu (yaglarin enzimatik interestarifikasyonu), meyve suyu sanayi,
ekmek sanayi ve aspartam {iretimi immobilize enzimlerin kullanildig1 endiistriyel
proseslerdir. Gida sanayisinde kullanilacak enzimlerin giivenilirligi ve saglik

acisindan toksik olup olmadigi test edilmelidir.

Deterjan sanayisinde, yikama etkinliginin artirilmasinda, deri sanayinde
deri isleme prosesinin yikama adiminda, seker sanayisinde rafinozun hidrolizinde,
selillozun parcalanmasinda, tekstil sanayisinde iplik kalitesinin arttirilmasinda

yine immobilize enzimlerden yararlanilmaktadir (Onal, 2000)

1.5 Immobilize Enzimler ve o-Galaktozidazlarla ilgili Gelecekten
Beklentiler

Enzimler canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin ¢ok
yumusak kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bunlar1 regiile eden spesifik
biyolojik katalizatorlerdir. Bu biyokatalizatorlerin kimya ve biyoteknolojide
cesitli amaglarda kullanilmaya baslanmasi bilim g¢evrelerini bu katalizatorlerin
daha ekonomik ve kullanigli hale getirilme olanaklarinin arastirilmasina
yoneltmistir. Bilindigi gibi enzimler suda c¢o6ziinen spesifik katalizatorlerdir.
Endiistriyel uygulamalarin  ¢ogu sulu ¢ozeltilerde gergeklestirildiginden
katalizator olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri
kazanilmasi olanak disidir. Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenildigi an
uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontrolii de giictlir. Enzimin reaksiyon
ortaminda aktivitesini yitirmeden ¢ikarilabilmesi miimkiin olmadigindan yeniden
kullanilmasi da s6z konusu degildir. Bu da enzimlerin ¢ok spesifik ama o 6l¢iide
pahali katalizatorler olmalari nedeniyle maliyeti maliyeti artiran Onemli bir
etmendir. Tiim bu sorunlari olumlu yonde ¢6ziimleyebilmek, enzimleri endiistri

icin daha c¢ekici hale getirmek i¢in Ozellikle son otuz yilda enzim
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immobilizasyonu arastirmalar1 yogunluk kazanmustir. Immobilize enzimler de

tibbi, analitik ve endiistriyel alanda uygulamalar bulmustur (Telefoncu, 1997).

a-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) basit
ve kompleks, oligo ve polisakkaritlerin hidrolizi katalizleyen enzimlerdir. Cok
cesitli kaynaklardan (bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal) farkli yontemlerle izole
edilerek saflastirilan bu enzimlerin bir ¢ok uygulama alani mevcuttur.
Ozellikle seker endiistrisinde dnemli bir potansiyele sahip olan a-galaktozidazlar,
analitik amacli olarak kompleks karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarinin
belirlenmesinde, organik sentezlerle, yapi analizlerinde ve medikal alanda

onemli uygulama alanlar1 bulmustur.

CH,0H

CH,0H
HO 8]
HO &
OH R —
; o Galaktosidaz OH H s HO i
OH 0 H CH o

HOH,C
@L‘z HOH;@L
oH
OH
H H

Sekil 1.13 o -Galaktozidaz enzimi ile rafinoz hidrolizi.

Seker endiistrisinde, seker pancar1 veya seker kamisindan c¢ikilarak
sakkaroz iiretimi yapilmaktadir. Uretim sirasinda kristallendirme adimindan &nce
surup % 0,1 oraninda rafinoz igermektedir. Rafinoz; D-galaktoz, D-glukoz ve D-
fruktozdan olusmus bir trisakkarittir. Stikroz, Steffen prosesi ile melasdan geriye
kazanildiginda proses buharinda rafinoz igerigi artar. Konsantrasyon % 4-5'
e ulastiginda siikroz kristalizasyonu biiyilik dl¢iide engellenir ve siikroz verimi
Oonemli oranda azalir. Bu problem rafinozun a-galaktozidaz enzimi ile hidrolizi

ile ¢oziilmekte ve biiyiik bir ekonomik yarar saglanmaktadir.

Burada 6nemli bir nokta a-galaktozidaz enzim preparatinin safsizlik olarak
invertaz aktivitesi igermemesi gerekmektedir. Seker sanayinde siikrozun
kristalizasyonunu engelleyerek verimi diisiiren rafinoz, ¢esitli c¢alismalarda
hazirlanan  serbest ve immobilize a-galaktozidazlarla  hidrolizlenerek
biyoteknolojik prosesler icin uygun olacak kosullar ve sistemler belirlenmistir
(Onal, 2000).
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2. MATERYAL ve METOD
2.1 Materyal

Bu c¢alismada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgiler ilgili

boliimlerde ayrintili olarak verilmistir.

Kullanilan ~ kimyasal = maddeler; p-Nitrofenil-a-D-galakto-piranozid
(PNPG), 3-aminofenil boronik asit (AFBA), glutaraldehid ve kitosan, Sigma
Chem. Co (St.Louis,USA)’den, Sitrik asit, Borik asit, p-Nitrofenol, Amonyum
siilfat, Na/K Tartarat, NaOH, HCI E. Merck (Darmstad-FRG) ‘den, Sigir Serum
Alblimini (Albiimin Fraksiyon V), Glisin ve Coomasie-Brilliant Blue Bio-Rad
Laboratuvarlart (Richmond CA) ve BDH Ltd. (Poole, UK) ‘den temin edilmistir.
Bu ¢alismada kullanilan a-galaktozidaz enzimi domatesten (Lycopersicon
esculentum) izole edilmistir. Enzim kaynagi olarak kullanilan domates
lokal marketlerden satin alinmistir. Iimmobilizasyonda kullanilan Sepabead
EC-EA Resindion S.R.L (Mitsubishi Chemical Co., Milan, italya) adli

firmadan temin edilmistir.
2.2 a-Galaktozidaz Aktivitesi Tayini (PNPG ile)

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

tayinidir. Reaksiyon asagida verilmistir:
p-Nitrofenil-a-D-galaktozid + H,O M, p-Nitrofenol + D-Galaktoz

a-Galaktozidazin aktivite 6lgiimiinde reaksiyon karigimi; 0,5 ml sodyum
sitrat tamponu (50 mM, pH 5,0) ve 0,25 ml PNPG (2 mM ve pH 5,0 sitrat
tamponunda hazirlanmis) ve 0,25 ml uygun oranda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi
icerir. Reaksiyon karisimi, 37°C’de 30 dakika boyunca lineer karistirmali su
banyosunda (SBS-35, Stuart Scientific, UK) ¢alkalanarak inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon, 3,5 ml sodyum borat tamponu (200 mM, pH 9,8)
ilave edilerek durdurulur. Ac¢iga ¢ikan p-nitrofenol miktari, 400 nm’de absorbans

okunarak (Pharmacia LKB, Novospec II, UK) spektrofotometrik olarak belirlenir.
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Enzim aktivite miktarlarinin hesaplanmasinda, 0,02-0,25 pmol p-nitrofenol

konsantrasyon aralig1 ile hazirlanan standart grafigi kullanilir.

Bir a-galaktozidaz aktivite birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda

dakikada 1 pmol p-nitrofenol agiga ¢ikaran enzim miktaridir (Unit).
2.3 a-Galaktozidaz Aktivitesi Tayini (Rafinoz ile)

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

verilmistir:

Rafinoz + H,Q &D-galakiozidaz » Sakkaroz + D-Galaktoz

DNS Reaktifi: 1 gram DNS, 20 ml 2 N NaOH ¢ozeltisine eklenir ve tizeri
kapali olarak 1sitilarak ¢oziiliir. Son hacim distile su ile 50 ml” ye tamamlanur.
Uzerine 30 gram Na/K tartarat ilave edilir ve ¢oziildiikten sonra son hacim 100

ml’ ye tamamlanir.

a-Galaktozidazin aktivite dl¢limiinde reaksiyon karisimi; 0,5 ml sodyum
sitrat tamponu (50 mM, pH 5,0) ve 0,25 ml rafinoz (100 mM ve pH 5,0 sitrat
tamponunda hazirlanmig) ve 0,25 ml uygun oranda seyreltilmis enzim ¢ozeltisi
igerir. Reaksiyon karigimi, 50 °C’de 1 saat boyunca lineer karigtirmali su
banyosunda (SBS-35, Stuart Scientific, UK) c¢alkalanarak inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon ortamindan alman 1 ml 6rnek iizerine 1 ml DNS
reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir. Karisim
sogutulduktan sonra 10 ml bidistile su ilave edilerek vorteks ile karistirilir. Agiga
cikan galaktoz miktar1 546 nm’ de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor 0,25
ml enzim ¢ozeltisi yerine 50 mM sitrat tamponu (pH 5.0) icerir. Enzim aktivite
miktarinin hesaplanmasinda 2,5- 50 pM galaktoz konsantrasyon araligi ile

hazirlanan standart grafigi kullanilir.

Bir o-galaktozidaz aktivite birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda

dakikada 1 pM galaktoz agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
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2.4 Protein Tayini

Protein miktarlarinin tayini Bradford (Bradford, 1976) metodu ile
gerceklestirilmistir. Boya baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250 boyasimnin kullanildig
yontemdir. Yontem, organik boyalarin asidik gruplar1 ile proteinlerin bazik

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

S1gir serum albiimininin (BSA), distile suda hazirlanmis 1 mg/ml’lik stok
standart ¢ozeltisinden 0,02-0,25 mg/ml konsantrasyon araligir ile hazirlanan

standart grafigi kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.
Bradford Reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue G250 %95°lik 50 ml

etanolde ¢oziiliir. Uzerine 55 ml %88 (w/v)’lik fosforik asit ilave edilerek son

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

dayaniklidir.

Her bir Ornegin (standartlar ve bilinmeyen protein Ornekleri) protein

miktar1 agsagidaki prosediire gore belirlenmistir:

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

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

e) Protein konsantrasyonlari, hazirlanan standart grafigi (0,02-0,2 mg/ml
BSA standartlar1) kullanilarak hesaplanir.

a-Galaktozidaz enziminin izolasyonu ve tastyicilarda immobilizasyonu

sirasinda gerekli protein tayinleri bu yonteme gore yapilmstir.
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2.5 Aminofenil Boronik Asit Tayini

Kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarin amino gruplari uygun
glutaraldehid konsantrasyonlari ile aktive edildikten sonra, tasiyicilar % 20 (v/v)
dioksan icerecek sekilde % 5’ lik (w/v) aminofenil boronik asit (AFBA) ¢ozeltisi
ile 24 saat boyunca 200 rpm’de karistirildi. Tasiyicilara baglanmayan AFBA,
tastyicilarin 10 ml, 0,1 M, pH 6 sodyum borat tamponu ile iki kere yikanmasi ile
ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen santrifiijatlar distile su ile uygun oranda
seyreltilip 295 nm’ de absorbanslar1 okunarak, standart grafiginden AFBA miktar1
tayin edildi. Immobilizasyon ortamina eklenen AFBA miktarindan, santrifiijattaki
baglanmayan AFBA miktarinin c¢ikarilmasiyla tasiyicilara baglanan AFBA
miktar1 hesaplandi. Santrifiijjattaki AFBA miktarin1 belirlemek icin 0,05-5,0
mg/ml AFBA konsantrasyon araligi ile hazirlanan standart grafigi kullanilmistir
(Caml et. al., 2002).

2.6 Domates a-Galaktozidazinin  izolasyonu ve Kismi
Saflastirilmasi

a-Galaktozidaz (EC 3.1.3.22) enzim kaynag: olarak yiiksek enzim aktivitesi
iceren domates secilmistir. Birgok a-galaktozidaz calismasinda enzim basta
mikrobiyal kaynaklar olmak {izere bitkisel ve hayvansal kaynaklardan izole edilip,

saflastirilarak fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Bu caligmada, daha sonraki amacimiza uygun bir enzim preparati
hazirlamak i¢in a-galaktozidaz enzimi geleneksel tekniklerle domatesten izole
edilerek kismi olarak saflastirilmigtir. Kismi saf enzim preparat1 Sepabead EC-EA
ve kitosan tasiyicilarda biyoafinite ile immobilize edilmistir. Enzimin izolasyonu
ve kismi saflastirilmasinda sirastyla homojenizasyon, santrifiijleme, amonyum

stilfat ¢coktiirmesi ve diyaliz islemleri uygulanmistir.

Lokal marketlerden temin edilen domates ilk 6nce musluk suyu ile daha
sonra distile su ile yikandi. Disg kabuklar ¢ok ince bir sekilde kesilerek
uzaklastirildi ve domatesler bicakla parcalara ayrildi. 1 M NaCl iceren, 50 mM
sodyum sitrat tamponunda (pH 5,0) Once blender, sonra homojenizator ile
homojenizasyon yapilarak filtre edildi. Filtratin pH” s1 (4.52) 1 M NaOH ile pH
5.7 ‘e ayarland1 ve 4° C de 1 — 2 saat bekletildi. Filtrat 10,000 rpm, 4° C’de, 15
dakika santrifiijlendi ve santrifiijatta aktivite ve protein tayinleri yapildi. Ardindan

santrifiijata %85’ lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi ve 4 °C’ de gece boyu
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bekletildi. Ertesi giin 30 dakika boyunca, 4 °© C’ de manyetik olarak karistirildi ve
ardindan 10,000 rpm’de, 4 ° C’de 30 dakika santrifiijlendi. Enzimatik aktivite
iceren amonyum siilfatli ¢okelek 50 mM, pH 5.0 sitrat tamponunda ¢ozildii ve
gece boyu ayni tampona karsi diyalizlendi. Diyalizatta aktivite ve protein tayini
yapildiktan sonra, diyalizat immobilizasyon islemlerinde kullanilmak iizere -20 °©

C’de derin dondurucuda depolandi.

Hazirlanan a-galaktozidaz enzim preparati hem protein miktar1 hem de -
galaktozidaz aktivitesi acisindan immobilizasyon i¢in uygun bir protein
preparatidir. Immobilizasyon ¢alismalarinda kullanilacak enzim preparatinin
protein miktari, aktivite ve spesifik aktivite degerleri sirasiyla 2,072 mg/ ml, 0,632
Unit/ml ve 0,305 U/mg’dur.

2.7 a-Galaktozidaz Enziminin Kitosan ve Sepabead EC-EA ° da
Immobilizasyonu

Domatesten kismi olarak saflastirilan a-galaktozidaz enzim preparati
aminofenilboronik asit (AFBA) ile tiirevlendirilen kitosan ve Sepabead EC-EA
tastyicilarda biyoafinite ile immobilize edildi. Immobilizasyonun optimizasyonu
amactyla uygun glutaraldehid konsantrasyonu, AFBA konsantrasyonu ve protein
miktarmin belirlenmesi i¢in farkli bilesimlerde deney setleri kuruldu. Her iki
tastyicida enzimin yiiksek verimle immobilize edildigi kosullar optimizasyon

sonucunda belirlendi.

Sepabead EC-EA ve kitosan tastyicilar (1 g) 10 ml, 25 mM pH 7.0 sitrat-
fosfat tamponu ile yikand1 ve 4000 rpm’ de 5 dakika santrifiijlendikten sonra {ist
faz ortamdan uzaklastirildi. Tastyicilarin amino gruplarini aktive etmek amaciyla
kitosan ve Sepabead EC-EA’ ya igerisindeki konsantrasyonu sirasiyla %1,5 (v/v)
ve %1,25 (v/v) olacak sekilde 5 ml glutaraldehit ¢ozeltisi eklenerek oda
sicakliginda orbital karistiricida (IKA Labortechnik, KS/25, basic, FRG) 20-30
dakika 150-200 devir/dakika hizla karistirildi. Ust sivi filtre edildikten sonra
tastyicilar 5 ml, 25 mM, pH 7.0 sitrat-fosfat tamponu ile iki defa yikandi. Kitosan
ve Sepabead EC-EA tasiyicilara sirasiyla igerisinde 200 mg ve 10 mg AFBA
iceren 25 mM, pH 7.0 sitrat-fosfat tamponunda hazirlanan AFBA ¢ozeltisi
eklenerek gece boyu oda sicakliginda 200 rpm’ de karistirildi ve ardindan filtre
edildi. Tastyicilar 10 ml, 0,1 M, pH 7.0 sitrat-fosfat tamponu ile iki kere yikandu.

Yikama sularinda ve siipernatantta baglanmayan AFBA miktar1 tayin edildi.
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AFBA ile tiirevlendirilen tasiyicilardaki aktif kalan bos uclarin bloke edilmesi i¢in
5 ml, 3 M Glisin ¢ozeltisi ile gece boyu blokaj yapildi. Filtre edildikten sonra
tastyicilar 10 ml, 0,1 M, pH 6 sitrat-fosfat tamponu ile iki kere yikandi. AFBA ile
tiirevlendirilen tasiyicilara (Kitosan-AFBA ve Sepabead- AFBA) sirasiyla 2,0 mg
ve 1,0 mg protein igerecek sekilde enzim c¢ozeltisi eklenerek 24 saat oda
sicakliginda 200 devir/dakika hizla karistirildi. Siire sonunda siipernatantlarda
aktivite ve protein tayini yapilarak tekrar oda sicakliginda 24 saat karistirilmadan
bekletildi. immobilize enzimler 10 ml, 25 mM, pH 6.0 sitrat tamponu ile ikiser
kez yikandi ve filtre edildi. Yikama sular1 ve tiim filtratlar birlestirilip aktivite ve

protein tayinleri yapildi.

Tastyicillarda immobilize edilen enzimlerin ¢apraz baglanmast ig¢in
immobilize enzimler glutaraldehit ¢ozeltisi ile muamele edildi. Kitosan ve
Sepabead EC-EA’ da immobilize edilen enzimler sirasiyla igindeki
konsantrasyonu % 1,5 ve % 0,005 (v/v) olacak sekilde glutaraldehit ¢ozeltisi ile
25 dakika boyunca orbital karistiricida 160 devir/ dakika hizla karistirildi.
Ardindan 10.000 rpm’ de 4 ° C’ de santrifiijjlenerek silipernatant ortamdan
uzaklastirildi. Capraz baglama islemi sonrasinda tasiyicilar 10 ml, 25 mM, pH 7.0
sitrat-fosfat tamponu ile orbital karistiricida 200 devir/dakika hizla 20 dakika
karistirilarak yikandi ve filtre edildi. Capraz bagli immobilize enzimlerin aktivite

tayinleri yapildi.

Bu asamadan sonra, kitosan ve Sepabead EC-EA tastyicilarda immobilize
edilen enzimlerin karakterizasyon ve kararlilik caligmalar1 yapilarak serbest

enzimle kiyaslandi.
2.8 immobilizasyon Ortaminin Optimizasyonu
2.8.1 Glutaraldehit konsantrasyonunun etkisi

Immobilizasyon islemine baslamadan 6nce ilk olarak kitosan ve Sepabead
EC-EA tastyicilarin glutaraldehit ile aktivasyonu gergeklestirildi. 1 g kitosan 0.1
M, pH 6 sitrat-fosfat tamponu ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki [% 0,25 -
0,5-1,0-125-1,5-1,75-2,0 - 3,0 (v/v)] 5 ml’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile
muamele edilerek aktive edildi. 100 mg AFBA ile tiirevlendirildikten sonra
tizerine 2,072 mg protein igerecek sekilde enzim c¢dozeltisi uygulandi. 1 g
Sepabead EC-EA tasiyicisi ise 0.1 M, pH 6 sitrat-fosfat tamponu ile hazirlanan
degisen konsantrasyonlarda [% 0,1- 0,25- 0,5- 1,0- 1,25- 1,5- 1,75- 2,0 (v/v)] 5
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ml’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ile aktive edildikten sonra 50 mg AFBA c¢ozeltisi (25
mM, pH 7.0 sitrat-fosfat tamponu) ile tiirevlendirildi ve 2,072 mg protein igeren
enzim ¢ozeltisi eklendi. 24 h oda sicakliginda 200 devir/dakika hizla
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 24 h karistirmadan bekletildi. immobilize
enzimler 10 ml, 25 mM pH 6.0 sitrat tamponu ile iki kez yikandi, filtre edildi,

yikama suyu ve filtratlar birlestirilerek aktivite ve protein tayinleri yapildi.
2.8.2 AFBA konsantrasyonunun etkisi

Kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarda immobilizasyon sirasinda
tagiyicilarin  aktivasyonu icin  en uygun glutaraldehid konsantrasyonu
belirlendikten sonra AFBA miktar1 optimize edildi. 1 g kitosan ve Sepabead EC-
EA tasiyicilart sirastyla igerisindeki konsantrasyonu %1,5 ve %1,25 (v/v) olacak
sekilde 5 ml glutaraldehit ¢ozeltisi ile aktive edildikten sonra, her iki tasiyiciya
farkli miktarlarda AFBA (kitosan igin; 25, 50, 100, 150, 175, 200, 250, 300, 350
mg, Sepabead EC-EA i¢in; 2, 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100 mg) icerecek sekilde pH
7.0 sitrat-fosfat tamponu ile hazirlanan AFBA c¢ozeltileri eklenerek tastyicilar
tirevlendirildi ve uygun AFBA miktar1 belirlendi. Tiirevlendirilen tasiyiciya
2,072 mg protein iceren 5 ml enzim c¢ozeltisi ilave edilerek enzim

immobilizasyonu gerceklestirildi.
2.8.3 Immobilizasyon ortaminin pH’ i etkisi

Optimum glutaraldehit konsantrasyonu ve ABFA miktar1 belirlendikten
sonra ortam pH’min immobilizasyon iizerine etkisi incelendi. Her iki tasiyici
optimize edilen kosullarda hazirlandiktan sonra farkli pH degerlerindeki (pH 4,5—
5,0- 5,5~ 6,0- 6,5~ 7,0) sitrat tamponu 25 mM ortaminda a-galaktozidaz
enziminin immobilizasyonu gerceklestirildi. Enzimin immobilizasyonu ig¢in

ortamin uygun pH degeri belirlendi.
2.8.4 immobilizasyon ortaminin iyon siddetinin etkisi

Glutaraldehid konsantrasyonu, AFBA miktar1 ve immobilizasyon
ortaminin pH’1 belirlendikten sonra, her tasiyici i¢in belirlenen bu sabit kosullarda
immobilizasyon islemi farkli iyon siddetlerindeki ( 5- 10- 20- 25- 50 mM ) sitrat
tamponu icerisinde gercgeklestirildi. Kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarda

enzimin immobilizasyonu i¢in en uygun iyon siddeti degeri belirlendi.
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2.8.5 immobilize edilen enzimin capraz baglanmasi icin gerekli
glutaraldehit konsantrasyonunun belirlenmesi

Biyospesifik  etkilesimlerden faydalanarak immobilizasyon islemi
gergeklestirildikten sonra istenmeyen aktivite kayiplarin1 engellemek amaciyla
enzim molekiilleri arasinda ¢apraz baglantilar kurulmasi i¢in, immobilize edilmis
enzimler tekrar glutaraldehit ile muamele edilerek ¢apraz baglama gergeklestirildi.
Hem kitosan hem de Sepabead EC-EA tasiyicilarda optimize edilen kosullarda
immobilizasyon islemi gergeklestirildikten sonra capraz baglama icin degisen
glutaraldehit oranlar1 [% 0,25- 0,5- 0,75-1,0 — 1,25— 1,5— 1,75 2,0— 3,0 (v/v)] ile
calisild.

Bu asamadan sonra serbest enzim, kitosanda kovalent bagli immobilize
enzim, kitosanda kovalent ve c¢apraz bagli immobilize enzim, Sepabead EC-
EA’da kovalent bagli immobilize enzim ve Sepabead EC-EA’da kovalent ve
capraz bagli immobilize enzim kullanilarak karakterizasyon ve kararlilik

calismalar1 yapildi.
2.9 Immobilize a-Galaktozidaz Enziminin Karakterizasyonu
2.9.1 a-Galaktozidaz aktivitesine baz1 parametrelerin etkisi

Tastyiciya baglanma sonucu enzim molekiiliinlin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinde degisme gozlenebilir. Enzim molekiiliiniin hareket yetenegi
siirlanir, konformasyonu degisir, kimyasal kovalent baglanma durumunda yiiki
ve kimyasal yapisi degisir. Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin
spesifik aktivitesinde diisme beklenir ancak hi¢ degismedigi veya arttig1 durumlar

da s6z konusudur.

Immobilize ve serbest enzimlerin aktivitelerinin kiyaslanabilmesi igin
tastyiciya baglanan enzim miktar1 bilinmelidir. Bu amagla immobilizasyon dncesi
serbest enzimin aktivite ve protein miktar1 belirlenir. immobilizasyon sonrasi
yikama sularinda da ayni tayin yontemleri kullanilarak 6l¢iim yapilir. Tasiyicida
immobilize edilmis protein miktar1 da ilave edilen protein ile yikama sularindaki

baglanmayan protein miktar1 arasindaki farktan hesaplanarak belirlenir.

Domatesten izole edilen a-galaktozidazin aktivite ve protein tayinleri daha

onceki boliimlerde agiklanan yontemler ile belirlenmistir. o-Galaktozidazlarin
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aktivite, protein ve spesifik aktivite degerleri Sonuglar ve Tartisma boliimiinde

ilgili tablolarda verilmistir.
2.9.1.1 Sicakhik

Sicaklik, enzimlerin katalitik aktivitesi i¢cin énemli parametrelerden biridir.
Belirli ~ sicaklik  limitlerinin  {izerindeki  degerlerde  enzim  proteinin
denaturasyonundan  dolay1  aktivitede azalma gbzlenir. Bu nedenle
immobilizasyonun sebep oldugu sicakliga bagimlilik calismalari enzimler ve

kimyasal katalizatdrlerin kiyaslanmasinda faydali bilgiler verebilir (Onal, 2000).

Belirli ¢alisma kosullarinda farkli sicakliklarda enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik denir. a-Galaktozidazlarin ¢ogunun
optimum sicaklik degerleri 37-40°C arasinda degismektedir. Serbest ve
immobilize enzim aktivitesine sicakligin etkisi genellikle optimum egrileri
cizilerek izlenir. Bu grafik bagil aktivitenin sicaklik ile degisimini gosterir.
Genellikle inkiibasyon siiresi arttik¢a termal denatlirasyon nedeniyle optimum
sicaklik diiser. Immobilizasyon sonrasinda enzimin optimum sicaklig degisimler
gdzlenir (Onal, 2000).

Serbest ve immobilize «a-galaktozidazlarin aktivitelerinin sicakliga
bagimliligin1 belirlemek amaci ile 4-80°C (4, 25, 30, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 70,
80°C) sicaklik araliginda c¢alisilarak serbest ve immobilize domates -

galaktozidazlarinin optimum sicaklik degerleri belirlendi.
29.1.2 pH

Ortamin pH’ 1 enzim aktivitesini etkileyen O6nemli faktorlerden birisidir.
Clinkii enzimler protein yapidadirlar ve c¢evre kosullarindan etkilenirler.
Bunlardan birisi de ortamin pH’1dir. Bu nedenle immobilizasyonun neden oldugu
pH-aktivite davranislarindaki degisimler hakkinda elde edilen bilgiler, enzim
proteinin yapi-fonksiyon iliskisini anlamak ve hidroliz i¢in optimum c¢aligma
kosullarini belirlemek agisindan faydali olacaktir. Enzimlerin maksimum aktivite
gosterdikleri pH, optimum pH’dir. a-Galaktozidazin optimum pH degerleri
kullanilan enzim kaynagina, substrata, inkiibasyon zamani ve sicakliina gore
oldukca genis bir aralikta farklilik gostermektedir (Onal,2000).
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Serbest ve immobilize a-galaktozidaz enzim prepatlarinin aktivitelerine
pH’mn etkisinin belirlenmesi i¢in standart aktivite tayininde enzimler, pH 1,5-
2,0’deki Glisin/HCI tamponu (50 mM), pH’s1 2,6-7,0 araligindaki sitrat/fosfat
tamponu (50 mM), pH ’s1 7,0-8,0 aralifindaki fosfat tamponu (50 mM) ve pH ’s1
8,0-9,0 araligindaki Tris/HCI tamponunda (50 mM) 37°C ’de 30 dakika inkiibe
edildi ve geriye kalan aktiviteleri tayin edildi. pH-aktivite profili olusturularak

serbest ve immobilize enzimlerin optimum pH’s1 belirlendi.

2.9.1.3 Substrat konsantrasyonu

o-Galaktozidaz enziminin sentetik bir substrat1 olan PNPG’ nin ve dogal
bir substrati olan rafinozun enzim aktivitesine etkisi incelenerek doygunluk

substrat konsantrasyonlari ile K,, ve Viax degerleri belirlenmistir.

PNPG ile yapilan denemelerde, doygunluk substrat konsantrasyonu ve
K ve Vimax degerlerini belirlemek icin 10 mM stok PNPG’ den c¢ikilarak farkl
substrat konsantrasyonlarinda (0,05- 2,0 mM) enzim aktivitesi tayin edildi.
Serbest ve immobilize enzimler i¢in ¢ift deneme yapilmistir. Rafinozun substrat
olarak kullanildig1 denemelerde ise, doygunluk substrat konsantrasyonu ve K, ve
Vmax degerlerini belirlenmesi i¢cin 100 mM sitrat tamponunda hazirlanmis stok
rafinozdan ¢ikarak farkli konsantrasyonlarinda (2,5- 50 mM) enzim aktivitesi

tayin edildi. Her deneme icin ¢ift calisildi.

Substrat konsantrasyonu ile aktivite arasinda ¢izilen grafikten substrat
doygunluk konsantrasyonu belirlendi. 1/S ile 1/v arasinda ¢izilen Lineweaver-

Burk diyagramlarindan K, ve V.« degerleri hesaplandi.

2.9.1.4 Efektor tiiri ve konsantrasyonu etkisi

Bir enzimin aktivitesi yalmizca fiziksel etmenlerden degil kimyasal
etmenlerden de etkilenmektedir. Bu etkiler aktiviteyi artiric1 (aktivasyon) veya

diisiiriicii (inhibisyon) yonde olabilir.

Cesitli kimyasallar (FeCls, CaCl,, MgCl,, CuSO4, HgCl,, KCI, NaCl, FeSOs,
ZnS04, MnCly, MnSO4, Na,CO3) ve sekerler (Galaktoz, Glukoz, Siikroz, Fruktoz,

Laktoz, Maltoz, Melibioz, Rafinoz) enzimatik reaksiyon ortamina eklenerek
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enzim aktiviteleri iizerine etkileri incelendi. Metaller ve sekerlerin ortamdaki
konsantrasyonlart 10 mM olacak sekilde aktivite tayin ortamina ilave edildi.
Standart kosullarda tiim 6rnekler iki kez calisilarak aktiviteleri tayin edildi.

2.9.2 Kararhlik testleri

Ozellikle endiistriyel proseslerde kullanilacak olan immobilize enzim
preparatlarinin ~ kararliliklart  dikkat  edilmesi  gereken en  Onemli
parametrelerdendir. Immobilize enzimin kararlihigindan anlasilan belirli calisma
kosullarinda enzimin aktivitesinin zamana bagimli olarak korunmasidir. Bu
siradaki enzim aktivite kaybi ¢esitli nedenlere dayanir. Bunlar, mikrobiyal yikim
ve termik, pH veya kimyasal inaktivasyon olarak siralanabilir. Bunun disinda
tagtyicinin parcalanmasi veya baska sebepler ile matriksten enzim kagisi da

aktivite kaybina neden olur.

Immobilize enzimin depo ve operasyonel kararliliklarida incelenmesi
gereken Onemli parametrelerdir. Genellikle immobilize enzimlerin depo
kararliliklar1 serbest enzimlerinkinden daha iyidir. Ancak tersi durumlarla da
karsilagilabilmektedir. Enzimin uzun siire saklanmasi durumunda aktivite
kaybmin o6lgiisii enzimin depo kararliligidir. Bu siire i¢inde enzimin katalitik
potansiyelinden yararlanilmaz yani enzim is yapmaz. Operasyonel kararlilik ise
enzimin ig yapma siliresince aktivitesindeki degismeyi gosteren bir parametredir.
Operasyonel karalilik ne kadar yiiksek ise enzimin katalitik potansiyelinden o
Olclide yaralanilabilir. Operasyonel kararliligin 6l¢iisti ise enzimin reaktdrdeki
yart Omridiir (t;2). Yani enzim aktivitesinin yarisinin kaybolmasi i¢in gegen
siiredir (Onal,2000).

2.9.2.1 Termal kararhhk

Enzimler protein yapidadirlar ve 1siya karsi kararli degildirler, bu nedenle
sicaklik yiikseldikce inkiibasyon siiresine bagimli olarak aktivite kaybi hizlanir.
Sicaklik sabit tutulsa bile yalniz inkiibasyon siiresinin uzamasi bile denaturasyon
sonucu aktivite kaybina neden olur. Eger bir enzimin termal kararlilig
immobilizasyonla artiyorsa bdyle enzimlerin kullanim1 pek c¢ok alanda yaygin
olacaktir (Onal, 2000).
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Termal kararhilik tayininde, aymi miktar protein igeren serbest ve
immobilize enzimler 6nce 30 dakika boyunca farkli sicakliklarda (4 -25- 37- 40-
50- 55- 60- 65- 70- 80 °C) inkiibe edildi ve sonra standart kosullarda aktiviteleri
Olgiildi. Her bir sicaklik i¢in 6rnekler ¢ift calisiimastir.

Oninkiibasyon zamanina bagimli termal kararliliklarin1 belirlemek igin
ise serbest ve immobilize enzim preparatlar1 6nce 50°C ve 37°C’de farkh
stirelerde ( 15 dk- 30 dk- 45 dk- 60 dk- 90 dk- 120 dk- 180 dk- 240 dk- 24 h )
inkiibe edildi ve ardindan geriye kalan aktiviteleri standart kosullarda 6l¢iildii. Her

bir zaman ig¢in ¢ift 6rnek ve bir kor deneme yapilmustir.

2.9.2.2 pH kararhhg

Ortam pH ’simin enzim aktivite ve kararlilifina etkisini incelemek amaci
ile diizenlenen deney setinde enzim, 50 mM sitrat/fosfat ve fosfat tamponlarinda
farkli pH °‘larda (sitrat/fosfat: 2,6; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; fosfat:
7,0; 7,5; 8,0) 2 saat boyunca 4°C ’de bekletildi ve ardindan standart kosullarda
aktiviteleri tayin edildi. Her bir deneme c¢ift ¢alisildi.

2.9.2.3 Depo kararhlhig:

Depo kararliligi, immobilize enzimlerin uygulamalarin ilgilendiren 6nemli
bir parametredir ve enzimin uzun siire saklamanmasi durumunda enzimin aktivite
kaybinin bir 6l¢iisiidiir (Onal, 2000).

Depo kararliligin1 belirlemek i¢in, 4°C’ de ayn1 kosullarda saklanan serbest

ve immobilize enzimlerden 16 hafta boyunca belirli zaman araliklarinda 6rnekler

alinarak aktiviteleri standart kosullarda tayin edildi.

2.9.2.4 Operasyonel kararlilik

Enzimlerin operasyonel kararlilii, immobilize sistemlerin endiistriyel
uygulamalarinda 6nemli bir parametredir. Operasyonel kararlilik, immobilize
enzimin kesikli karistirmali batch sistemden belirli zaman araliginda alinan

orneklerin standart kosullarda aktivitesinin Olgiilmesi ile belirlenir. Operasyon
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zaman1 ile enzim aktivitesindeki azalma arasindaki iliski belirlenerek
biyokatalizoriin yar1 dmrii (t,,) hesaplanir (Onal, 2000).

Kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarda kovalent olarak immobilize edilen
ve kovalent olarak immobilize edildikten sonra c¢apraz baglanan immobilize
enzim Orneklerinin operasyonel kararlilik denemeleri kesikli karistirmali batch

sistemde hem PNPG hem de rafinoz substratlar1 kullanilarak gergeklestirildi.

Substrat olarak PNPG’ nin kullanildig1 sistem 400 mg immobilize o-
galaktozidaz, 2,5 ml 2 mM PNPG ve 7,5 ml 50 mM sitrat tamponu (pH 6.0)
icermektedir. Rafinozun substrat olarak kullanildig: sistemde 400 mg immobilize
a-galaktozidaz, 0,1 ml 100 mM rafinoz ve 9 ml 50 mM sitrat tamponu (pH 6.0)
icermektedir. Operasyon sicakligi substrat olarak PNPG’ nin kullanildig1 sistemde
37 °C ve rafinozun kullanildig: sistemde 50 °C olarak se¢ilmistir. Sistemden farkli
zaman araliklarinda alinan Orneklerin aktiviteleri standart kosullarda tayin

edilmistir.
2.9.3 Tekrar kullanilabilirlik

Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi 6zellikle endiistriyel proseslerde
olduk¢a 6nemlidir. Immobilize a-galaktozidazin tekrar kullamlabilirlik denemesi
PNPG substrati kullanilarak 37 ve 50°C ’de gerceklestirilmistir.

PNPG’nin substrat olarak kullanildig: reaksiyon ortami; 0,5 ml 50 mM sitrat
tamponu (pH 6), 0,25ml 2 mM PNPG (sodyum sitrat tamponunda hazirlanmis) ve
40 mg immobilize enzim preparati igerir. Bu karisim 37°C ‘de 30 dakika inkiibe
edildikten sonra immobilize enzim ortamdan uzaklastirildi ve iist reaksiyon
stvisina 3,5 ml 200 mM borat tamponu (pH 9.8) ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. Aciga ¢ikan p-nitrofenol miktarindan enzimin aktivitesi belirlendi.
Ayni1 enzim preparatlari ile 1 giinde 5 olmak tizere 3 giinde toplam 15 kez aktivite

tayini yapilmistir. Gece boyunca drnekler 4°C’ de saklanmustir.
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2.10 immobilize oa-Galaktozidaz Enzim Preparatlarimin PNPG ve

Rafinoz Hidrolizinde Kullanimi

Immobilize a-Galaktozidaz enziminin enzimatik substrat hidroliz
caligmalarim1  gergeklestirmek  icin  substrat  olarak  p-nitrofenil-a-D-
galaktopiranozid (PNPG) ve rafinoz kullanildi. Hidroliz caligmalar1 kesikli

karistirmali sistemde gercgeklestirildi.

PNPG i¢in kurulan kesikli karigtirmali sistemde 400 mg immobilize enzim,
7,5 ml, 50 mM sitrat tamponu (pH 6.0) ve 2,5 ml, 2 mM PNPG; rafinoz i¢in
kurulan sistemde 400 mg immobilize enzim, 0,1 ml 100 mM rafinoz ve 9 ml 50
mM sitrat tamponu (pH 6.0) bulunur. Rezervuar bilesenleri siirekli manyetik
olarak karistirilir. Hidroliz sicakligi PNPG i¢in 37 °C ve rafinoz i¢in 50 °C olarak
kullanilmistir. Baslangic aninda ve reaksiyon devam ettikge belirli zaman
araliklarinda sistemden alinan orneklerin aktivite tayinleri yapilarak % dontisiim

hesaplanda.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 «a-Galaktozidaz Enziminin Domatesten  (Lycopersicon
esculentum) Izolasyonu ve Kismi Saflastiriimasi

o-Galaktozidazlar (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) basit ve
kompleks oligo- ve polisakkaritlerin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Cok
cesitli uygulama alanlarina sahip olan bu enzimlerin farkli kaynaklardan
izolasyonu, saflastirilmasi, karakterizasyonu ve immobilizasyonu son yillarda
oldukca 6nem kazanmistir. Enzim, analitik amagli olarak kompleks
karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarmin belirlenmesinde, organik sentezlerde,
yap1 analizlerinde, medikal alanda enzimoterapide ve kan grubu doniisiimlerinde,
gida sanayinde Ozellikle seker endiistrisinde 6nemli uygulama alanlar1 bulmustur
(Fialho et al., 2008; Naik et al.,1985; Galili et al., 1985; Hashimoto et al., 1993;
Ito et al., 1993; Yoshimitsu et al., 2010; Anisha et al., 2008). a-Galaktozidaz
enziminin ¢ok g¢esitli uygulama alanlarindan dolayi, bu enzimin farkli
kaynaklardan izolasyonu ve saflastirilmasi son yillarda olduk¢a 6nem kazanmustir.
Enzim, bitkisel (Shen et al., 2008; Kang and Lee, 2000; Chrost and Schmitz,1999;
Soh et al., 2005; Chien and Lin-chu,1991; Dey, 1984; Guimaraes et. al., 2001;
Haibach et al., 1991; Itoh et al., 1986; Kusiak et al., 1978; Shivanna et al., 1990;
Balasubramaniam and Mathew, 1986; Courtois and Petek, 1988; Dey et al., 1983,
Zhu et al., 1995; Zhu and Goldstein, 1994; Naik et al., 1985; Pressey, 1984;
Lounteri, 1998; Weiser et al., 1992; Dhar et al., 1994; Onal and Telefoncu, 1998;
Yoon and Hwang, 2008), mikrobiyal (Sirisha et al., 2010; Gote et al., 2006;
Nadkarni et al., 1992; Svastits-Diicso et al., 2009; Nadkarni et al., 1992; Farzadi
et al.,2010; Kotwal et. al.,1999; Wong et al., 1986; King et al., 2002; El-
Shebawy et al., 2007; Talbot and Syrusch, 1990; Herder et al., 1992; Galili et al.,
1985; Zeilinger et al., 1993; Mitsutomi et al., 1985; Ohtakara and Mitsutomi,
1987;Hashimoto et al., 1993; Ohtakara et al., 1984; Somiari and Balogh, 1993;
Lounteri et al., 1998; Thanankul et al., 1976; Nagao et al., 1988; Kristufek et al.,
1994; Cavazzoni et al., 1987; Kotwal et al., 1999) ve hayvansal (Dhar et al.,
1993; Dean and Sweeley,; Kusiak et al., 1978; Yasuda et al., 2004) kaynaklardan
bilinen genel izolasyon ve saflagtirma teknikleri kullanilarak izole edilip
saflagtirllmis ve karakterizasyonu yapilarak uygulamaya sunulmustur. Her ne
kadar oldukg¢a yiiksek saflikta ve hemen hemen tamamen homojen bir a-
galaktozidaz preparatinin hazirlanabildigi ¢ok az sayida ¢alisma mevcut ise de,
onemli olan daha sonraki ¢aligmalarda kullanilabilecek amaca uygun bir protein

preparatinin hazirlanmasidir. a-Galaktozidazlar genellikle hiicre icerisinde ve de
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diger c¢esitli glikozidazlarla bir arada bulunurlar. Bu nedenle cogu kez bu
aktiviteleri birbirinden ayirmak zor olmaktadir. Eger hazirlanan enzim preparati
diger glikozidazlar tarafindan kontamine edilmiyor ve genis bir aglikon

spesifikligine sahip ise bahsedilen bir¢ok kullanim alani i¢in uygun olacaktir.

Bu c¢alismada, enzim kaynagi olarak domates (Lycopersicon esculentum)
secilmistir. Domatesin, oldukg¢a yiiksek o-galaktozidaz aktivitesine ve uygun
protein igerigine sahip olmasi nedeniyle immobilizasyon ¢alismalar i¢in uygun
bir enzim kaynagi olacagi diisiinlildii. Ayrica domates, ililkemizde her mevsim
kolaylikla temin edilebilen, bol bulunan ve ucuz bir kaynak olmasindan dolay1 da
enzim kaynagi olarak tercih edildi. Tamamen saf enzim preparatinin hazirlanmasi
icin oldukca zahmetli ve yiiksek maliyetli yontemlere ihtiya¢ duyuldugundan bu
calismada, secilen enzim kaynaklarindan a-galaktozidaz enziminin domatesten
izole edilip kismi olarak saflastirilarak immobilizasyon c¢alismalarinda

kullanilmasina karar verildi.

o-Galaktozidaz enzimi “Materyal ve Metod” boliimiinde agiklandigi gibi
geleneksel yontemler ile domatesten izole edilip calismanin amacina ydnelik
uygun kismi saf enzim preparatlar1 hazirlandi. Immobilizasyon islemlerinde
kullanilmak {izere hazirlanan a-galaktozidaz preparatinin aktivite, protein ve
spesifik aktivite degerleri sirastyla 0,632 U/ml, 2,072 mg/ml ve 0.305 U/mg
olarak belirlendi. Her bir immobilizasyon adiminda kullanilan a-galaktozidaz
preparatlarinin  protein igerigi, aktivite ve spesifik aktivite degerleri ilgili

boliimlerde ve ¢izelgelerde verildi.

3.2 a-Galaktozidaz Enziminin Sepabead EC-EA ve Kitosan’ da

Immobilizasyonu

Domatesten izole edilerek kismi olarak saflastirilan o-galaktozidaz
enziminin kitosan (dogal polimer) ve Sepabead EC-EA (sentetik polimer)
tastyicilarda biyoafinite temelli immobilizasyonu gergeklestirildi. Tasiyicilarin
amino grubu glutaraldehid ile aktive edildikten sonra tasiyicilar Amino fenil
boronik asit (AFBA) ile tiirevlendirildi. Domatesten izole edilerek hazirlanan
glikoprotein karakterdeki a-galaktozidaz enziminin aminoasit ve seker artiklarinin
cis diolleri kitosan ve Sepabead EC-EA iizerindeki AFBA ile etkilesip ester bagi

olusarak immobilize edildi.
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Kitosan, enzim immobilizasyonunda kullanilan dogal bir polimerik
tagiyicidir. Dogada yaygin olarak bulunur, antimikrobiyal Ozelliktedir ve
maliyetleri disiiktiir (Krajewska, 2003; Shepherd,1997; Tebrojevich, 2000).
Cesitli immobilizasyon yontemleri kullanilarak kitosanda lipaz (Kuo et al.,2011;
Rodrigues et al., 2007 ), o-transaminase (Yi et al., 2007), proteaz (Li et al.,2011),
iirecaz (Chellapandian and Krishnan, 1997), a-amilaz (Kumari and Kayastha,
2010), a-galaktozidaz (Singh and Kayastha, 2012) ve peroksidaz enzimleri
(Monier et al., 2009) basariyla immobilize edilmistir. Sepabead tasiyicilar da
enzim immobilizasyonunda kullanilmak iizere sentezlenmis polimetakrilat-tabanli
sentetik tasiyicilardir (Resindion S.R.L., Mitsubishi Chemical Co., Milan, Italy).
Oldukg¢a yiliksek mekanik stabiliteleri, diisiik sikisabilirlik o6zellikleri ve
mikrobiyal ataklara yiiksek dayanikliliklar1 gibi miikemmel 6zellikleri nedeniyle
ozellikle endiistriyel uygulamalar i¢in olduk¢a uygun tasiyicilardir (Zuza et al.,
2008; Prlainovic et al., 2011; Bayraktar et al., 2012). Farkli fonksiyonel gruplar
tagiyan Sepabead tastyicilarda D-aminoasit oksidaz (Gallego et al., 2005), epoksit
hidrolaz (Mateo et al., 2007), fruktozil transferaz (Ghazi et al., 2005), glutaril
acilaz (Alonso et al., 2005), enterokinaz (Kubitzki et al., 2008), B-galaktozidaz
(Pessela et al., 2003; Torres and B. Viera,2012) ve amilaz (Nwagu et al., 2012)

gibi bir¢ok enzim basariyla immobilize edilmistir.

Aminofenil boronik asit (AFBA) ile yapilan ¢aligmalar giliniimiizde gittik¢e
onem kazanmaktadir. AFBA’ nin protein, karbohidrat, niikleotid, niikleozid ve
niikleik asitlere olan ilgisinden yaralanilarak ¢esitli calismalar gerceklestirilmistir.
Soya fasiilyesi P-amilaz enzimi, AFBA ile tlirevlendirilen kitosan tasiyicida
adsorplanarak saflastirilmistir (Arruda and Santana, 2003). Antibiyotik direnci
acisindan 6nemli olan B- laktamaz enziminin de AFBA ile tiirevlendirilen agaroz
tastyicida yiiksek verimle saflastirildigi belirtilmistir (Cartwright and Waley,
1984).

Immobilize ~ enzimler  reaksiyon  sonunda  ortamdan  kolayca
uzaklastirilabildikleri, ¢evre kosullarina (pH, sicaklik vb.) karsi daha dayanikli
olduklari, bir¢cok kez ve wuzun siire kullanildiklar, siirekli islemlere
uygulanabildikleri, dogal enzime kiyasla daha kararli olduklar1 ve endiistriyel
boyutta 6nemli bir ekonomi saglayip iiretim kaybini azalttiklari i¢in tercih edilirler
(Onal, 2000).

Bu calismada, domatesten kismi olarak saflastirilan a-galaktozidaz enzimi
boliim 2.7° de belirtildigi sekilde glutaraldehid ile aktive edilerek ABFA ile
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tiirevlendirilen kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarda immobilize edildi.
Uygun optimum immobilizasyon kosullarinin belirlenebilmesi igin sirasiyla
glutaraldehit konsantrasyonu, AFBA miktari, enzim miktari, ¢alisma ortaminin
pH’1 ve iyon siddetinin o-galaktozidaz enziminin immobilizasyonuna etkisi
incelendi. Immobilizasyon kosullar1 optimize edildikten sonra serbest ve

immobilize enzimin genel biyokimyasal karakteristik 6zellikleri belirlendi.

3.2.1 Glutaraldehit konsantrasyonunun belirlenmesi

Biyolojik olarak aktif molekiillerin tasiyiciya baglanmasinda ilk adim
kimyasal olarak inert tastyicinin aktivasyonudur. Ikinci adim ise aktive edilen
tastyictya ligandin baglanmasidir. a-Galaktozidaz enziminin kitosan ve Sepabead
EC-EA tasiyicilarda immobilize edilmesi i¢in ilk 6nce tasiyicilarin amino
gruplariin glutaraldehid ile aktive edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in her iki
tagiyicinin sabit miktarlarina (1g) farkli konsantrasyonlarda glutaraldehid ¢ozeltisi
eklendi. Kitosan i¢in % 0,25-3,0 (v/v), Sepabead EC-EA igin ise % 0,1-2.0
(v/v)’'lik glutaraldehid konsantrasyon araligir kullanilarak aktivasyon yapildi.
Aktivasyonun ardindan her iki tasiyiciya sabit miktarda AFBA (200 mg) eklendi
ve AFBA glutaraldehid vasitasiyla amino grubu lizerinden tasiyicitya kovalent
olarak baglandi. Yine her iki tasiyiciya 2,072 mg protein ¢ozeltisi eklenerek
enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Cizelge 3.1 ve 3.2° de sirasiyla kitosan
ve Sepabead EC-EA’ da o-galaktozidaz immobilizasyonunun sonuglari
verilmistir. Cizelgelerden goriildiigii gibi uygun % glutaraldehid konsantrasyonu
kitosan i¢in % 1,5 (v/v) ve Sepabead EC-EA i¢in % 1,25 (v/v) olarak belirlendi.
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Cizelge 3.1 Glutaraldehit (GA) konsantrasyonunun kitosanda a-galaktozidaz

immobilizasyonuna etkisi.*

Glutaraldehit Bagh Bagh immobilize | Spesifik Spesifik | Aktivite
Konsantrasyonu | Aktivite | Protein Enzim Aktivitesi | Aktivite Verimi
Aktivitesi Verimi

(%) (%) (%) L) (U/mg) (%) (%)

0,25 354 31,7 0,109 0,166 54,5 17,2

0,5 47,5 35,0 0,184 0,169 55,4 29,1

1,0 72,2 54,1 0,192 0,171 57,0 30,4

1,25 73.4 52,5 0,248 0,227 75,7 39,2

1,5 77,2 51,4 0,272 0,255 83,6 43,0

1.75 77,2 50,7 0,232 0,218 72,7 36,7

2,0 78,0 50,6 0,224 0,213 71,2 354

30 78,2 50,3 0,198 0,190 62,3 31,3

*Kitosan: 1000 mg, AFBA: 200 mg, Protein miktari: 2.072 mg, Enzim aktivitesi: 0.632 U

% X Glutaraldehit, Tampon: 25 mM (pH=6.0) sitrat.
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Cizelge 3.2 Glutaraldehit konsantrasyonunun Sepabead EC-EA’ da

a-galaktozidaz immobilizasyonuna etkisi.*

Glutaraldehit Bagh Bagh Immobilize Spesifik Spesifik | Aktivite
Konsantrasyonu | Aktivite | Protein Enzim Aktivitesi | Aktivite Verimi
Aktivitesi Verimi

(%) (%) (%) V) (U/mg) (%) (%)

0,1 89,5 18,2 0,056 0,149 31,1 5,6

0,25 90,3 20,1 0,075 0,180 37,6 7,4

0,5 90,3 20,5 0,077 0,182 38,0 7,7

1,0 91,1 24,7 0,095 0,186 38,3 9,6

1,25 91,9 30,9 0,120 0,188 39,2 12,1

1.5 90,6 24,8 0,096 0,168 35,1 9,6

1,75 90,3 24,1 0,065 0,129 27,0 6,6

20 90,0 22,2 0,058 0,127 26,5 5,8

* Sepabead EC-EA: 1000 mg, AFBA: 50 mg, Protein miktari: 2.072mg, Enzim aktivitesi: 0.992
U, % X Glutaraldehit, Tampon: 25 mM Sitrat(pH=6.0).

3.2.2 Aminofenil boronik asit miktarimin belirlenmesi

Aktivasyon diizeyi ile baglanan ligant miktar1 dogru orantili olarak
degismeyebilir. O nedenle tasiyici icin uygun aktivasyon diizeyi ve uygun ligant
miktar1 belirlenmelidir. Bunun i¢in iki tagiyicininda sabit miktarlari (1 g), kitosan
icin % 1,5 (v/v), Sepabead EC-EA i¢in % 1,25 (v/v) konsantrasyonunda
glutaraldehid ¢ozeltisi ile aktive edildi. Aktivasyonun ardindan kitosan tasiyiciya
25 mg-350 mg ve Sepabead EC-EA tasiyiciya ise 2 mg-100 mg arasinda degisen
miktarlarda AFBA uygulandi. Her iki tasiyiciya 2,072 mg protein ¢ozeltisi
eklenerek enzim immobilizasyonu ger¢eklestirildi. Kitosan ve Sepabead EC-EA
icin uygun AFBA miktar1 sirastyla 200 mg ve 10 mg olarak belirlendi (Cizelge
3.3 ve 3.4).
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Cizelge 3.3 AFBA miktarinin kitosanda a-galaktozidaz immobilizasyonuna

etkisi.*
AFBA Bagh Bagh immobilize Spesifik Spesifik | Aktivite
Miktar1 | Aktivite Protein Enzim Aktivitesi | Aktivite | Verimi
Aktivitesi Verimi
(mg) (%) (%) (V) (U/mg) (%) (%)
25 65,1 36,7 0,120 0,157 51,8 19,9
50 71,8 444 0,168 0,182 59,9 27,2
100 80,1 46,7 0,176 0,184 60,6 27,9
150 83,7 448 0,208 0,188 61,6 33,6
175 85,4 53,3 0,214 0,193 63,6 324
200 86,8 52,5 0,272 0,250 82,0 36,1
250 95,8 54,8 0,233 0,206 67,5 37,0
300 95,9 452 0,227 0,207 68,1 36,1
350 96,0 47,9 0,208 0,209 68,8 34,1

* Kitosan: 1000 mg, Protein miktar:: 2.072 mg, Enzim aktivitesi: 0.632 U, % 1.5 (v/v)
Glutaraldehit, X mg AFBA, Tampon: 25 mM sitrat (pH 6.0).
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Cizelge 3.4 AFBA miktarinin Sepabead EC-EA’da o-galaktozidaz
immobilizasyonuna etkisi.*

AFBA Bagh Bagh immobilize Spesifik Spesifik | Aktivite
Miktarnn | Aktivite Protein Enzim Aktivitesi Aktivite Verimi
Aktivitesi Verimi

(mg) (%) (%) L) (U/mg) (%0) (%)
5 91,5 30,6 0,119 0,188 39,3 11,9
10 91,9 30,9 0,120 0,189 38,5 12,1
20 91,9 33,4 0,128 0,184 38,7 13,0
25 94 .4 34,4 0,127 0,178 37,2 12,8
50 94,7 46,3 0,120 0,125 26,1 12,1
100 94,9 46,4 0,117 0,121 25,2 11,8

* Sepabead EC-EA: 1000 mg, Protein miktari: 2.072 mg, Enzim aktivitesi: 0.992 U,
% 1.25 (v/v) Glutaraldehit, X mg AFBA, Tampon: 25 mM Sitrat ( pH 6.0).

3.2.3 Protein Miktarmin Belirlenmesi

Kitosan ve Sepabead EC-EA uygun glutaraldehit konsantrasyonu ve AFBA
miktarlar ile tiirevlendirildikten sonra AFBA baglanmayan aktif uclar glisin ile
bloke edildi. Ardindan AFBA {izerinden enzim immobilizasyonu gerg¢eklestirildi.
Protein miktarinin enzimin immobilizasyonuna etkisini incelemek i¢in kitosan
tastyicida 0,52- 4,14 mg ve Sepabead EC-EA tasiyicida 0,52- 2,072 mg protein
immobilize edildi. % 1,5 (v/v) glutaraldehit ile aktive edilerek 200 mg AFBA ile
tiirevlendirilen kitosanda maksimum spesifik aktivite verimi (% 86,53) 2,072 mg
protein miktari ile elde edilirken, % 1,25 (v/v) glutaraldehid ile aktive edilerek 10
mg AFBA ile tiirevlendirilen Sepabead EC-EA’ da en yiiksek spesifik aktivite
verimi (% 52) 1,036 mg protein miktari ile elde edildi (Cizelge 3.5 ve 3.6).
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Cizelge 3.5 Protein miktarinin kitosanda a-galaktozidaz immobilizasyonun

etkisi.*
Protein Bagh Bagh Iimmobilize | Spesifik | Spesifik | Aktivite
Miktari Aktivite | Protein Enzim Aktivitesi | Aktivite Verimi
Aktivitesi Verimi
(mg) (%) (%) ) (U/mg) (%) (%)
0,52 83,5 100 0,037 0,074 28,5 27,6
1,04 85,8 54,7 0,096 0,170 64,5 35,3
1,55 86,3 459 0,150 0,211 80,2 36,9
2,07 88,6 44,8 0,211 0,227 86,5 38,8
3,11 87,2 38,9 0,222 0,184 70,0 27,2
4,14 87,3 36,7 0,222 0,146 55,4 20,4

* Kitosan: 1000 mg, AFBA: 200 mg, Enzim: 0,305 U/mg, % 1.5 (v/v) Glutaraldehit,

Tampon: 25 mM sitrat (pH 6.0).
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Cizelge 3.6 Protein miktarmin Sepabead EC-EA’ da a-galaktozidaz
immobilizasyonuna etkisi.*

Protein Bagh Bagh | immobilize | Spesifik | Spesifik | Aktivite
Miktar1 | Aktivite Protein Enzim Aktivitesi | Aktivite Verimi
Aktivitesi Verimi

(mg) (%) (%) ) (U/mg) (%) (%0)
0,52 90,3 47,5 0,043 0,174 36,3 9,0
0,78 92,5 46,0 0,065 0,182 38,0 13,6
1,04 92,4 31,2 0,090 0,250 52,0 18,8
1,30 91,6 31,4 0,100 0,246 51,4 20,9
1,55 90,7 31,7 0,101 0,207 43,2 21,1
2,07 90,2 30,8 0,122 0,190 39,2 25,5

*Sepabead EC-EA: 1000 mg, Enzim: 0,479 U/mg, AFBA: 10 mg, Enzim: 0,479 U/mg,

% 1,25 (v/v) Glutaraldehit, Tampon: 25 mM sitrat (pH 6.0).
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3.2.4 Immobilizasyon ortamimin pH’1nn ve iyon siddetinin belirlenmesi

Immobilizasyon islemine ortam pH’ s1 ve iyon siddetinin etkisinin

incelenmesi amaciyla her iki tasiyict optimize edilen kosullarda hazirlandiktan

sonra 25 mM sitrat tamponunda farkli pH’ larda enzim immobilizasyonu

gerceklestirildi. a-Galaktozidaz enziminin immobilizasyonu i¢in en uygun pH
kitosan tasiyici i¢in pH 6.0 (Cizelge 3.7) ve Sepabead EC-EA i¢in pH 5.0 (Cizelge
3.8) olarak belirlendi. Bu optimum pH degerlerinde farkli iyon siddetindeki

tamponlarla yapilan immobilizasyon sonrasinda her iki tasiyict i¢in 25 mM

tampon konsantrasyonunun uygun olduguna karar verildi (Cizelge 3.9 ve 3.10).

Cizelge 3.7 Immobilizasyon ortammni pH’ sinin kitosanda a-galaktozidaz

immobilizasyonuna etkisi.*

Bagh Bagh | immobilize Spesifik Spesifik | Aktivite
pH Aktivite | Protein Enzimin Aktivitesi Aktivite Verimi
(%) (%) Aktivitesi (U/mg) Verimi
V) (%) (%)
4,5 66,1 39,1 0,193 0,238 78,0 30,5
5,0 69,4 41,4 0,236 0,275 90,2 37,3
55 71,4 49,2 0,292 0,289 94,8 46,2
6,0 88,5 59,5 0,361 0,293 96,0 57,1
6,5 76,0 59,5 0,332 0,261 85,6 52,5
7,0 72,2 62,1 0,269 0,209 68,5 42,6

*Kitosan: 1000 mg, AFBA: 200 mg, Protein miktari: 2.072mg, Enzim aktivitesi:

0.632 U,

% 1.5 (v/v) Glutaraldehit, Tampon: 25 mM Sitrat (pH 6.0).
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Cizelge 3.8 Immobilizasyon ortaminin pH’ 1nin Sepabead EC-EA’da

a-galaktozidaz immobilizasyonuna etkisi.*

Bagh Bagh | immobilize | Spesifik Spesifik | Aktivite
pH Aktivite | Protein Enzim Aktivitesi Aktivite Verimi
(%) (%) Aktivitesi (U/mg) Verimi
V) (%) (%)
45 59,7 274 0,096 0,338 70,7 19,4
50 67,9 28,7 0,110 0,339 71,0 22,3
55 70,2 29,1 0,103 0,341 71,5 20,7
6,0 86,6 30,4 0,082 0,260 54,4 16,4
6,5 89,3 31,3 0,073 0,224 46,9 14,8
7,0 92,7 57,4 0,066 0,111 233 13,3

*Sepabead EC-EA: 1000 mg, AFBA:10 mg, Protein miktari: 1.036 mg, Enzim aktivitesi: 0.496
U, % 1.25 (v/v) Glutaraldehit, Tampon: 25 mM Sitrat (pH 6.0).
Cizelge 3.9 Immobilizasyon ortamimin iyon siddetinin kitosanda o-
galaktozidaz immobilizasyonuna etkisi.
iyon Bagh Bagh | immobilize | Spesifik Spesifik Aktivite
Siddeti | Aktivite | Protein Enzim Aktivite Aktivite Verimi
Aktivitesi Verimi
(mM) (%) (%) V) (U/mg) (%) (%)
5 96,6 31,5 0,222 0,258 54,0 35,1
10 90,1 44,0 0,228 0,25 52,3 36,1
25 88,5 59,5 0,361 0,293 96,1 57,1
50 75,8 42,8 0,244 0,275 57,6 38,6

*Kitosan: 1000 mg, AFBA: 200 mg, Protein miktart: 2.072 mg, Enzim aktivitesi: 0.632 U,

% 1.5 (v/v) Glutaraldehit, Tampon: X mM Sitrat (pH:6.0).
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Cizelge 3.10 immobilizasyon ortamiin iyon siddetinin Sepabead EC-EA’da

a-galaktozidaz immobilizasyonuna etkisi.

iyon Bagh Bagh immobilize | Spesifik Spesifik | Aktivite
Siddeti | Aktivite Protein Enzimin Aktivitesi | Aktivite | Verimi
Aktivitesi Verimi
(mM) (%) (%) (®) (U/mg) (%) (%)
5 89,1 35,0 0,060 0,167 35,0 12,1
10 89,6 34,1 0,083 0,235 49,3 16,8
20 79,0 30,2 0,102 0,324 67,9 20,5
25 67,9 28,7 0,110 0,339 71,0 22,3
50 58,1 28,7 0,090 0,304 63,5 18,2

*Sepabead EC-EA: 1000 mg, AFBA:10 mg, Protein miktar1: 1.036 mg,

Enzim aktivitesi:0.496 U, % 1.25 Glutaraldehit, Tampon: X mM Sitrat (pH:5.0)
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a-Galaktozidaz enziminin kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarinda
biyoafinite temelli immobilizasyonu igin optimizasyon kosullar1 belirlendikten
sonra  karakterizasyon islemleri i¢in  biliylikk Olgekli immobilizasyon
gerceklestirildi. Biiyiikk o6lgekli immobilizasyon sonucu elde edilen degerler
Cizelge 3.11°de verilmistir. Kurulan bu setler ile hazirlanan immobilize enzimler
glutaraldehid ile c¢apraz baglandiktan sonra kitosan ve Sepabead EC-EA’da
kovalent ve capraz bagli immobilize enzimler ic¢in karakterizasyon calismalari

gerceklestirildi.

3.2.5 Iimmobilize edilen enzimin capraz baglanmasi icin gerekli
glutaraldehit konsantrasyonunun belirlenmesi

a-Galaktozidaz enzimi dogal bir tasiyict olan kitosanda optimize edilen
kosullarda (% 1,5 glutaraldehit (v/v), 200 mg AFBA, 2,072 mg protein, 25 mM
pH 6.0 sitrat tamponu ve 1 g kitosan) % 59,5 protein baglanma ve % 89,5 spesifik
aktivite verimi ile immobilize edilmistir. a-Galaktozidaz enzimi ayrica sentetik bir
tastyict olan Sepabead EC-EA’ da optimize edilen kosullar altinda (% 1,25
glutaraldehit (v/v), 10 mg AFBA, 1,036 mg protein, 25 mM pH 5.0 sitrat tamponu
ve 1 g Sepabead EC-EA) % 33,1 protein baglanma ve % 71,6 spesifik aktivite
verimi ile immobilize edildi (Cizelge 3.11). Ardindan immobilize enzimler farkl
konsantrasyonlardaki glutaraldehit ¢ozeltileri kullanilarak ¢apraz baglandi.
Kitosanda immobilize edilen enzimler icin % 0,25- %3,0 (v/v) aralifinda
Sepabead EC-EA’da immobilize edilen enzimler icin %0,001-1,5 (v/v)
konsantrasyon araliginda glutaraldehit ¢ozeltisi kullanildi. En yiiksek aktivite
verimi kitosanda immobilize enzim i¢cin % 1,5 (v/v) glutaraldehit
konsantrasyonunda % 76 (Cizelge 3.12) ve Sepabead EC-EA’ da immobilize
enzim i¢in % 0,005 (v/v) konsantrasyonunda % 70 olarak belirlendi (Cizelge

3.13).
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Cizelge 3.12 Kitosanda kovalent bagli a-galaktozidaz enziminin

capraz baglanmasi.*

Glutaraldehit Konsantrasyonu Bagil Aktivite
(%) (%)
0,25 444

0,5 59,0
0,75 65,6
1 64,0
1,25 64,3
1,5 76,0
1,75 43,2
2 423

3 43,4

*Kitosan: 1000 mg, AFBA: 200 mg, Protein miktar1: 2.072 mg, Enzim aktivitesi: 0.632 U, % 1.5
(v/v) Glutaraldehit, Tampon: 25 mM sitrat tamponu (pH 6.0) kosullarinda immobilize edilen
enzimin aktivitesi (0,259 U) % 100 olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 3.13 Sepabead EC-EA’ da kovalent bagl a-galaktozidaz enziminin

capraz baglanmasi.*

Glutaraldehit Konsantrasyonu Bagil Aktivite

(%) (%)
0,001 61,18
0,005 70,0
0,0075 63,42
0,010 56,78
0,050 54,13
0,10 50,03
1,0 43,17
1,25 39,13
1,5 38,11

*Sepabead EC-EA: 1000 mg, AFBA: 10 mg, Protein miktart: 1.036 mg, Enzim aktivitesi: 0.496 U,
% 1.25 (v/v) Glutaraldehit, 25 mM sitrat tamponu (pH 5.0) kosullarinda immobilize edilen

enzimin aktivitesi (0.119) % 100 olarak kabul edilmistir.

a-Galaktozidaz enzimi ¢ok cesitli immobilizasyon yontemleri (tutuklama,
kovalent baglama, c¢apraz baglama gibi) kullanilarak kitosan ve Sepabead
tastyicilarda immobilize edilmistir. Singh ve Kayastha (2012) o- Galaktozidaz
enzimini kitosan ve Amberlite MB- 150’ de kovalent olarak sirasiyla % 62 ve %
51 aktivite verimi ile immobilize etmis ve immobilize enzimlerin
karakterizasyonu gergeklestirerek soya siitiinde rafinoz tip oligosakkaritlerin
hidrolizinde kullanilabilirliklerini arastirmiglardir. Pycnoporus cinnabarinus
kaynakli a-galaktozidaz enzimi de kitosan kiirelerde tutuklama ile immobilize
edilmis ve melastaki rafinoz tip sekerlerin hidrolizinde kullanilmigtir (Ohtakara
and Mitsutomi, 1987). Filho ve arkadaslar1 (2008), a-galaktozidaz enzimini
Sepabead EC-EP ve Sepabead EC-HA’ da kovalent olarak immobilize etmis ve
kararlilik caligmalar1 yapmislardir. Sepabead EC-EA ve EC-HA’ nin tasiyici
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olarak kullanildig1 bir diger immobilizasyon calismasinda a-galaktozidaz enzimi
iki farkli strateji (kovalent baglama ve adsorpsiyon-capraz baglama) ile
immobilize edilmis ve hazirlanan immobilize enzimlerin karakterizasyon

caligmalar1 yapilmistir (Bayraktar et al., 2011).

3.3 Serbest ve immobilize a-Galaktozidaz Enzimlerinin
Karakterizasyonu

Serbest ve immobilize a-Galaktozidaz enziminin karakterizasyonu boliim 2.9
baslhigr altindaki esaslara gore gerceklestirilmistir. Bu amagla enzimin aktivitesine

ve kararliligina bazi parametrelerin etkisi incelendi.

3.3.1 Fiziksel ve kimyasal karakterizasyon

3.3.1.1 a-Galaktozidaz aktivitesine sicakhigin etkisi

Enzimler protein yapidaki biiyiikk ve olduk¢ca komplike molekiillerdir.
Aktivitesinin korunmast i¢in {i¢ boyutlu yapinin korunmasi gerekir. Aktiviteye
etki eden Onemli parametrelerden biri de sicakliktir. Serbest ve immobilize
enzimlerin aktivitelerine sicakligin etkisi genellikle optimum egrileri cizilerek
izlenmektedir. Bagil aktivitenin sicaklikla degisimini gosteren bu grafikten enzim

icin optimum sicaklik degeri belirlenir (Telefoncu, 1997).

Sicakligin serbest ve immobilize enzimlere etkisi bolim 2.9.1.1° de
aciklandig1 gibi aym1 miktar protein igeren serbest ve immobilize enzim
aktivitelerinin farkli sicakliklarda standart kosullarda Slgiilmesiyle belirlenmis ve
bu iliski Sekil 3.1° de verilmistir.
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Sekil 3.1 Serbest ve kitosanda immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin optimum sicaklik

degerleri (substrat: PNPG, inkiibasyon siiresi: 30 dakika).

Bagil aktivite (%)
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Sicaklik (°C)
=4—Sepabead EC-EA' da kovalent bagli immobilize enzim

== Sepabead EC-EA' da capraz bagli immobilize enzim
== Serbest Enzim

Sekil 3.2 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin

optimum sicaklik degerleri (substrat: PNPG, inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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Optimum sicaklik denemeleri serbest enzim, Kitosan ve Sepabead EC-EA
tastyicilarda kovalent olarak immobilize edilmis enzim ve bunlarin ¢apraz bagh
ornekleri i¢in yapilmistir. Sekil 3.1° den goriildiigii gibi serbest a-galaktozidaz
enziminin optimum sicaklig1r 40°C, kitosan tasiyicida kovalent bagli immobilize
enzimin optimum sicaklig1 55°C, Sepabead EC-EA’ da kovalent bagli immobilize
enzimin optimum sicakligi 40°C olarak belirlenmistir. Kitosan ve Sepabead EC-
EA tasiyicida immobilize enzimlerin ¢apraz bagli 6rneklerinde ise optimum
sicaklik sirasiyla 55°C ve 40°C olarak belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
Sepabead EC-EA’ da immobilizasyon isleminin «a-galaktozidaz enziminin
optimum sicakliginda etkisinin olmadigr goézlenmistir. Cesitli tasiyicilarda
immobilize edilmis glukoz izomeraz, 16sin aminopeptidaz, kimotripsin, tripsin,
asparaginaz ve proteaz gibi bazi enzimlerin optimum sicakliklarinin
immobilizasyon sonrasinda degismedigi Orneklerde mevcuttur (Chibata, 1978;
Anwar et. al., 2009). Kitosanda kovalent ve ¢apraz bagli 6rneginde ise optimum
sicaklik degeri serbest enzime kiyasla yiikselmistir. 70°C* de serbest enzim
baslangi¢ aktivitesinin sadece % 25’ ini korurken, kitosanda kovalent bagl
immobilize enzim ve ¢apraz bagli enzim hala baslangic aktivitesinin %65 ’inden
fazlasini korumaktadir. Immobilize enzimin serbest hareketindeki engelleme
dolayisiyla sicakliktaki artistan kaynaklanan kinetik enerji kazanci oldukca
sinirlanir ve optimum sicaklikta artisla sonuglanir (Singh and Kayastha, 2012).
Genellikle bitkisel kaynakli o-galaktozidazlarin optimum sicakliklari enzimin
kaynagina ve inkiibasyon siiresine bagli olarak 37-40 °C arasinda degismektedir.
(Onal, 2000; Calc1 et al., 2010). Biyoteknolojik proseslerin genelinin yiiksek
sicakliklarda gerceklestigi diisiiniiliirse, a-galaktozidazlarin yiliksek bir optimum

sicaklik degerine sahip olmas1 dnemli bir avantaj saglayabilecektir.

3.3.1.2 a-Galaktozidazin aktivitesine pH’ 1n etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorlerden en onemlisi pH etkisidir. Bir
enzimin optimum pH’ 1, reaksiyon siiresi, sicaklik, substrat yapisi ve
konsantrasyonu, kullanilan tampon tiirii ve konsantrasyonu, ortamin iyonik
siddeti, enzimin safligi gibi bir seri deneysel parametreye bagimhidir.
Biyokimyasal reaksiyonlar in vivo kosullarda sulu ortamlarda gerceklestiginden
pH enzimin yik durumunu dolayisiyla aktivitesini ¢ok etkiler. Serbest ve
immobilize o-Galaktozidazin aktivitelerine pH’ 1 etkisi ve optimum pH bdliim

2.9.1.2° de agiklandig1 gibi belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.2° de verilmistir.
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Sekil 3.2” den goriildiigii gibi domates a-galaktozidazinin optimum pH’1
serbest enzim ve Sepabead EC-EA tasiyicida kovalent bagli immobilize enzim
icin pH 5 iken, Sepabead EC-EA tasiyicinin ¢apraz bagli immobilize 6rneginde
optimum pH 5,5 olarak belirlenmistir. Kitosanda kovalent bagli immobilize
enzimin ve capraz bagli orne8inin optimum pH’ 1 5,5 olarak belirlenmistir.
Kitosanda immobilize edilen enzimlerin optimum pH’lar1 arasinda gézlenen bu
fark kovalent baglama isleminin amino gruplar iizerinden gergeklesmesi sonucu
enzimin pozitif yiikkiinde ki azalmadan kaynaklanmaktadir. Sepabead EC-EA
tasiyicida immobilize edilen enzimlerde ise tasiyicidaki yapisal farklanma
nedeniyle pozitif yiiklerdeki azalma kitosana gére optimum pH’ 1 etkileyecek
diizeyde degildir. a-Galaktozidazlar i¢in enzim kaynagina bagli olarak degisen
farkli pH-aktivite profilleri mevcuttur. (Onal, 2000; Calci et al., 2009). Bitkisel a-
Galaktozidazlarin optimum pH araligi 3,5-6,5 arasinda degismektedir (bakiniz
Cizelge 1.4). Serbest enzim ve immobilize drnekler icin elde edilen optimum pH
degerlerinin bu aralikta olmasi immobilizasyon isleminin optimum pH {izerinde

olumsuz bir etki yaratmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.3

Serbest ve kitosanda immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin optimum pH’1
(substrat: PNPG, sicaklik: 37°C, tamponlar: 0,1 M, 2,6- 7,0 sitrat-fosfat; 7,0-
8,0 fosfat; 8,0- 9,0 Tris-HCl ).
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== Sepabead EC-EA' da kovalent bagli immobilize enzim
== Sepabead EC-EA' da ¢apraz bagli immobilize enzim
=== Serbest enzim
Sekil 3.4 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin

optimum pH’1 (substrat: PNPG, sicaklik: 37°C, tamponlar: 0,1 M, 2,6- 7,0
sitrat-fosfat; 7,0- 8,0 fosfat; 8,0- 9,0 Tris-HCl ).
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3.3.1.3 a-Galaktozidaz aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi

Immobilize enzimlerin kinetik davranislarinin  incelenmesi, kinetik
sabitlerinin tayini ve serbest enzimle kiyaslanmasi olduk¢a Onemlidir ¢iinki
immobilizasyon sirasinda enzim proteinindeki konformasyonel degisiklikler,
sterik etkiler, mikrogevre etkileri ve difiizyon etkileri immobilize enzimlerin
serbest enzimden farkli kinetik davraniglar gostermesine neden olur. Serbest ve
immobilize enzimlerin kinetik parametreleri substrat olarak PNPG ve rafinoz

kullanilarak boliim 2.9.1.3” de agiklandig1 gibi belirlenmistir.

Doygunluk substrat (PNPG) konsantrasyonunu ve K, ile Vi, degerlerini
belirleyebilmek icin 0,5-2,0 mM PNPG konsantrasyon araligi kullanilarak serbest
ve immobilize enzimlerin aktiviteleri standart kosullarda (37°C’ de 30 dakika
inkiibasyon) ol¢iilmiistiir. Sekil 3.3” ten de goriildiigii gibi doygunluk substrat
konsantrasyonu serbest a-galaktozidaz i¢in 1,25 mM, kitosan ve Sepabead EC-EA
tasiyicilarda kovalent olarak immobilize edilen enzim ve g¢apraz bagl 6rnekleri
icin 1,5 mM olarak belirlenmistir. Bu degerlerin ilizerindeki konsantrasyonlarda
aktivitede belirgin bir degisiklik gozlenmemektedir. Sekil 3.4°te, cizilen
Lineweaver-Burk diyagramlarindan (1/S’ ye karsilik 1/v) Ky ve Vmax degerleri
sirastyla serbest enzim i¢in 0,66 mM ve 0,19 U/mg; kitosan tasiyicida kovalent
bagli immobilize enzim i¢in 0,96 mM ve 0,33 U/mg, ¢apraz bagl 6rnegi icin 0,93
mM ve 0,41 U/mg olarak hesaplanmistir. Sepabead EC-EA tasiyicida kovalent
bagli immobilize enzim i¢in degerler sirasiyla 0,71 mM ve 0,18 U/mg, capraz
bagli 6rnegi icin ise sirasiyla 0,89 mM ve 0,39 U/mg olarak belirlenmistir.
Immobilize enzimlerin K., degerlerindeki artigin  nedeni, uygulanan
immobilizasyon prosediiriinde enzimin yapisal bir degisiklige ugramasinin dogal
bir sonucu olabilecegi ya da substratin immobilize enzimin aktif merkezine

yaklagsmasinin zor oldugu seklinde agiklanabilir.
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Sekil 3.5 PNPG konsantrasyonunun serbest enzim ve kitosanda immobilize a-

Galaktozidaz enzimi enzimi aktivitelerine etkisi.
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Sekil 3.6 PNPG konsantrasyonunun serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize o-

Galaktozidaz enzimi aktivitelerine etkisi.
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Sekil 3.7 Serbest ve kitosanda immobilize o-Galaktozidaz enziminin Lineweaver-Burk

diyagramlari (Substrat: PNPG, sicaklik: 37 °C , inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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@ Sepabead EC-EA' da ¢apraz bagli immobilize enzim

M Serbest enzim

Sepabead EC-EA' da kovalent bagli immobilize enzim

Sekil 3.8 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize o-Galaktozidaz enziminin Lineweaver-

Burk diyagramlar1 (Substrat: PNPG, sicaklik: 37 °C , inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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Doygunluk substrat (Rafinoz) konsantrasyonunu ve K, ile Vy,.x degerlerini
belirleyebilmek icin 2,5-50 mM rafinoz konsantrasyon araligi kullanilarak serbest
ve immobilize enzimlerin aktiviteleri standart kosullarda (50°C” de 60 dakika
inkiibasyon) Ol¢iilmiistiir. Sekil 3.5’ ten de goriildiigii gibi doygunluk substrat
konsantrasyonu serbest o-Galaktozidaz i¢in 35 mM, kitosan ve Sepabead
tastyicilarda immobilize edilen enzim ve ¢apraz bagli 6rnekleri i¢in 40 mM olarak
belirlenmistir. Bu degerlerin lizerindeki konsantrasyonlarda aktivitede belirgin bir
degisiklik gozlenmemektedir. Cizilen Lineweaver-Burk diyagramlarindan (1/S’
ye karsilik 1/v) Ky, ve Ve degerleri sirasiyla serbest enzim igin 25,06 mM ve
2,547 U/mg; kitosan tasiyicida kovalent bagli immobilize enzim i¢in 58,82 mM
ve 2,43 U/mg, ¢apraz bagli 6rnegi i¢in 53,47 mM ve 2,55 U/mg; son olarak
Sepabead tasiyicida immobilize enzim i¢in degerler sirasiyla kovalent bagh
preparat i¢in 29,76 mM ve 2,36 U/mg, ¢apraz bagli ornegi icin ise sirastyla 26,26
mM ve 3,08 U/mg olarak belirlenmistir. Kitosan tasiyicida kovalent bagli ve
immobilize bagli enzimlerin K, immobilize degerleri serbest enzimin yaklagik 2
katidir. Bu degisim enzimin immobilizasyon sirasinda yapisal bir degisime
ugramasit ya da substratin aktif merkeze yaklagsmasinin zorlasmasindan

kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir.

Cizelge 3.14 Serbest ve immobilize a-galaktozdaz enzimlerinin PNPG ve

rafinoz substratlari i¢in K, ve V. degerleri.

PNPG RAFINOZ

Km Vmax Km Vmax
Serbest Enzim 0,66 0,19 25,06 2,54
Kitosanda kovalent bagh
immobilize enzim 0,96 0,33 58,82 2,43
Kitosanda capraz bagh
immobilize enzim 0,93 0,41 53,47 2,55
Sepabead EC-EA’ da
kovalent bagh immobilize 0,71 0,18 29,76 2,36
enzim
Sepabead EC-EA’ da ¢apraz
bagh immobilize enzim 0,89 0,39 26,26 3,08
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Sekil 3.9 Rafinoz konsantrasyonunun serbest enzim ve kitosanda immobilize o-Galaktozidaz

enzimi aktivitelerine etkisi.
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Sekil 3.10 Rafinoz konsantrasyonunun serbest enzim ve Sepabead EC-EA’ da immobilize o-

Galaktozidaz enzimi aktivitelerine etkisi.
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Sekil 3.11 Serbest ve kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin Lineweaver-Burk

diyagramlar1 (Substrat: Rafinoz, sicaklik: 50 °C, inkiibasyon siiresi: 60 dakika).

4,00 -

3,00

-0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15

@ Serbest Enzim
B Sepabead EC-EA' da kovalent bagli immobilize enzim
Sepabead EC-EA' da ¢apraz bagli immobilize enzim

Sekil 3.12 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize o-Galaktozidaz enziminin
Lineweaver-Burk diyagramlari (Substrat: Rafinoz, sicaklik: 50 °C, inkiibasyon
stiresi: 60 dakika).
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3.3.1.4 Efektor tiiri ve konsantrasyonunun a-galaktozidaz enziminin
aktivitesine etkisi

Boliim 2.9.1.4° te agiklandig1 sekilde bazi kimyasal maddeler ve sekerlerin
serbest ve immobilize enzim preparatlarinin aktivitesi tizerine etkisi incelendi.
Cizelge 3.14° den goriildiigi gibi 10 mM konsantrasyonundaki metallerin tiimii
serbest enzimi farkli oranlarda inaktive etmistir. Bazi metaller immobilize
enzimleri diisiik oranda inhibe ederken bazilar1 aktive etmistir. Metallerden
Na,CO; serbest enzimi yaklagik % 44 oraninda inhibe ederken, immobilize
enzimleri % 10-15 oraninda inhibe etmistir. Soya tohumu, Bacillus circulans ve
termofilik fungus Humicola’ dan elde edilen serbest a-galaktozidaz enzimlerinin
de metal iyonlar1 tarafindan inhibe edildigi c¢alismalar literatiirde mevcuttur
(Guimardes et.al., 2001; El-Shebawy et. al., 2007, Kotwal et. al., 1999).
Cizelgeden de goriildiigii gibi kitosan ve Sepabead EC-EA tasiyicilarda
immobilize enzimin aktivitesi serbest enzimin aktivitesine kiyasla metal

iyonlarinin etkisine kars1 daha direnclidir.

Cizelge 3.15 Cesitli kimyasallarin serbest enzim ve immobilize enzim

aktivitelerine etkisi

BAGIL AKTIVITE (%)
EFEKTOR KiTOSAN KIiTOSAN SEPABEAD SEPABEAD | SeRpEST
(Kovalent) (Capraz) (Kovalent) (Capraz) ENZIM

Kontrol 100,0 100,0 100.0 100,0 100,0
CaCl, 107,5 90,7 97,5 104,3 93,5
CuS0O,.5H,0 100,9 92,7 103,2 99,1 89,5
KCI 107,8 94,7 97,3 102,9 94,4
NaCl 106,3 85,5 101,0 97,4 89,9
MgCl,.6H,0 104,0 91,4 100,9 101,5 97,2
MnSO, 104,3 98,2 100,1 106,8 97,9
ZnSO,, 111,9 96,4 96,8 98,6 73,0
FeSO, 92,5 91,1 89,0 91,4 88,8
Na,COs 90,2 86,7 84,5 85,1 56,3




95

Cesitli sekerlerin serbest ve immobilize a-Galaktozidaz enzimi {izerine etkileri
incelendiginde, sekerlerin 10 mM’lik konsantrasyonlarinin serbest enzimin
aktivitesini diisiirdiigii gézlenmistir (Cizelge 3.15). Galaktoz, sadece domatesten
saflagtirilan o-Galaktozidaz enzimi i¢in degil, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli
enzimlerin ¢ogu i¢inde inhibitér etkisi gostermektedir (King et. al, 2002;
Guimaraes et.al., 2001). Soya tohumlarindan elde edilen a-galaktozidaz enziminin
aktivitesine glukoz, galaktoz, siikroz ve melibioz sekerlerinin etkileri
incelenmistir ve timiiniin inhibitor etkisi gosterdikleri belirtilmistir (Guimaraes
et.al., 2001). Bir baska calismada, Lactobacillus acidofillus a-galaktozidazinin
aktivitesine glukoz, galaktoz, laktoz, fruktoz ve siikroz sekerlerinin inhibe edici
etkisi oldugu belirtilmistir (Farzadi et. al, 2010). Serbest enzim i¢in ve kitosanda
kovalent bagli immobilize edilen a-galaktozidaz enzimi i¢in kullanilan sekerlerin
timil inhibitor etkisi gostermektedir. Siikroz, laktoz ve maltoz kitosan tasiyicida
capraz bagli immobilize enzim ve Sepabead tasiyicida immobilize edilen enzimler

icin diisiik bir aktivasyon etkisi gostermektedir.

Cizelge 3.16 Cesitli sekerlerin serbest enzim ve immobilize enzim

aktivitelerine etkisi.

BAGIL AKTIVITE (%)

EFEKTOR | KiTOSAN | KITOSAN | SEPABEAD | SEPABEAD | SERBEST
TURU (Kovalent ) (Capraz) (Kovalent ) (Capraz) ENZIM
Kontrol 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Galaktoz 88,7 91,3 87,0 89,0 78,2
Glukoz 95,1 93,1 106,6 101,0 83,2
Siikroz 96,1 101,2 113,1 101,9 83,8
Fruktoz 94,5 95,7 108,9 100,6 88,7
Laktoz 92,3 108,0 1113 108,2 86,8
Maltoz 95,8 101,9 104,5 104,2 83,7
Melibioz 87,4 99,2 101,3 87,3 66,6
Rafinoz 97,1 96,9 99,8 88.3 74,7
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3.3.2 Kararhlik Testleri

Enzim preparatlarinin  kararliligi, belirli c¢alisma kosullarinda enzim
aktivitesinin zamana bagimli olarak korunmasidir. Enzimlerin genellikle
immobilizasyon sonucunda kararliligmin arttigi gozlenmektedir. Ozellikle
endiistriyel proseslerde kullanilacak immobilize enzimlerde, kararliliktaki olumlu

artis Onemli bir avantajdir.

Bir enzimin kararliligi; sicaklik, pH, iyon siddeti, tampon tiirii, substratin
konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, inkiibasyon zamani, aktivatér ya da
inhibitdrlerin varhigi ve yokluguna bagl olarak degisim gosterir. Ciinkii enzimler
oldukca karmasik yapili proteinlerdir ve enzimin {i¢ boyutlu yapisina etki edecek
faktorler, enzimin aktivitesine de etki ederler. (Telefoncu, 1997). Serbest ve
immobilize o-Galaktozidaz preparatlarinin kararliliklart ile ilgili sonuglar ilgili

boliimlerde grafiklerle aciklanmaistir.

3.3.2.1 Termal kararhhk

Enzimlerin kararliligina etki eden parametrelerden en 6nemlisi sicakliktir.
Ozellikle endiistriyel uygulamalar igin termal kararhilhk dikkate alinmalidir.
Genellikle enzimler diisiik sicakliklarda daha kararli olurlarken yliksek
sicakliklarda termal denaturasyon gergeklesir. Boliim 2.9.2.1° de agiklandig gibi,
hazirlanan serbest ve immobilize enzim preparatlarinin termal kararliliklar
belirlenmistir (Sekil 3.7). Bunun i¢in ayn1 miktar protein igeren serbest ve
immobilize enzim preparatlar1 farkli sicakliklarda (4-70°C) 6n inkiibasyona tabi

tutulmus sonra standart kosullarda aktiviteleri 6lgiilmiistiir.

Sekil 3.7° den goriildiigii gibi her iki tasiyicida immobilize edilen a-
galaktozidaz enzim preparatlarinin termal kararliliklar1 serbest enzimin termal
kararligina gore daha iyidir. Kitosanda immobilize edilen enzimler, Sepabead EC-
EA’ da immobilize enzimlere ve serbest enzime gore 1sil islemlere daha da
dayaniklidir. Kitosanda ¢apraz bagli immobilize enzim preparati 1s1 karsisinda en
kararlt olan immobilize enzimdir. 70°C’de serbest enzim baslangi¢ aktivitesine
gore % 18 aktivite gosterirken, kitosanda immobilize enzim % 36, kitosanda
capraz bagli immobilize enzim ise % 43 aktivite gostermektedir. Sepabead EC-
EA tasiyicida immobilize enzim ve ¢apraz bagli 6rnegi ise 70°C’de sirastyla % 27

ve % 31 oraninda aktivitelerini korumaktadirlar. Genellikle enzim kaynagina,
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inkiibasyon zamanina, sicakliga ve ortama bagli olarak o-galaktozidazlar igin
farkli sicaklik-aktivite ve sicaklik-kararlilik profilleri elde edilmistir (Anisha et
al., 2008; Calc1 et al., 2009; Kang and Lee, 2001). Serbest a-galaktozidaz enzimi
45°C’ den itibaren aktivitesini hizla kaybetmeye baglamistir. Ancak Sepabead EC-
EA’ da immobilizasyonla 55°C’ de, kitosan tasiyicida immobilizasyonla 60°C’ de

enzim aktivitesinin % 50’ sinden fazlasini korumaktadir.

a-Galaktozidaz enziminin 1s1 kararlili§i yani inkiibasyon zamanina bagl
termal kararliligi 37 ve 50°C ’de belirlendi. Bunun i¢in enzimler once bu
sicakliklarda farkli stireler (5, 15, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakika) inkiibe edilip
ardindan standart kosullarda geriye kalan aktiviteleri belirlendi. 37°C ve 50°C’
deki 1s1 kararlhilig1 sonuglart sirastyla Sekil 3.8 ve Sekil 3.9 ’da verilmektedir. 37
°C ’de inkiibe edilen enzimlerden 90 dakika sonunda aktivitesini en 1yi koruyan
kitosan tasiyicida kovalent olarak immobilize edilen ve ¢apraz baglanan enzimdir.
Stire sonunda enzim baglangi¢ aktivitesinin % 71 ’ini korumaktadir. Serbest
enzimin ise 90 dakika sonunda geri kalan aktivitesi % 55 olarak belirlenmistir. 50
°C ’de, 90 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda serbest enzimin kalan aktivitesi %
14, Sepabead EC-EA’ da immobilize enzim ve ¢apraz bagli drneginde kalan
aktivite sirasiyla % 33 ve % 36 iken, kitosan tasiyicida immobilize enzim ve
capraz bagl Orneginde 90 dakika sonra kalan aktivite sirasiyla % 53 ve % 59
olarak belirlenmigstir (Sekil 3.9). Artan sicaklikla Orneklerin kararliliginda
dolayisiyla aktivitesinde azalma gozlenmistir. Ancak bu azalma serbest enzimde

immobilize enzim orneklerine kiyasla daha fazladir.
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Sekil 3.13 Serbest ve kitosanda immobilize o-Galaktozidaz enzimlerinin termal kararliliklari

(Substrat: PNPG, Sicaklik: 37 °C, Inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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Sekil 3.14 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin termal

kararliliklar1 (Substrat: PNPG, Sicaklik: 37 °C, Inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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Sekil 3.15 Serbest ve kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin inkiibasyon zamanina

bagl termal kararliliklar1 (Substrat: PNPG, Sicalik 37°C, inkiibasyon siiresi: 30

dakika).
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Sekil 3.16 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin inkiibasyon

zamanina bagl termal kararliliklari (Substrat: PNPG, Sicalik 37°C, inkiibasyon

stiresi: 30 dakika).
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Sekil 3.17 Serbest ve kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin inkiibasyon zamanina

bagli termal kararliliklar1 (Substrat: PNPG, sicaklik: 50 °C; inkiibasyon siiresi: 30

dakika).

100

80

% Bagil Aktivite
3

40
20
0 1 1 1 1 J
0 20 40 60 80 100
Siire (Dakika)
== Sepabead EC-EA' da kovalent bagli immobilize enzim
== Sepabead EC-EA' da ¢apraz bagli immobilize enzim
=== Serbest Enzim
Sekil 3.18  Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin

inkiibasyon zamanina bagl termal kararliliklari (Substrat: PNPG, sicaklik: 50°C;

inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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3.3.2.2 pH kararhhgi

Tiim enzimler protein yapidadirlar. Bu nedenle kararliliklarina etki eden her
faktor proteinin sekonder, tersiyer ve/veya kuarter yapilarini etkileyecektir. Cogu
enzim asir1 asidik veya bazik kosullarda tersinmez danaturasyona ugrar. Bir
enzimin pH kararlilig1 inkiibasyon siiresi, tampon tiirii ve konsantrasyonu ve iyon
siddeti gibi bir¢ok faktor tarafindan etkilenebilmektedir. Serbest ve immobilize a-
galaktozidaz pH kararliligi boliim 2.9.2.2° de agiklandig1 sekilde oOlgiilmiistiir
(Sekil 3.10)

Sekil 3.10° dan goriildiigii gibi hem kitosan hem Sepabead EC-EA’ da
kovalent bagli immobilize edilen enzim ve capraz bagli preparatlari, serbest
enzime gore pH farklanmasindan daha az etkilenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
serbest enzimin pH 2,6’ nin altinda ve pH 7,0’ nin lizerinde aktivitesinde hizli
diisiis oldugu gozlenmistir. Sepabead tasiyicida immobilize edilen enzim
preparatlart pH 7,5’a kadar yiliksek oranda kararliligini korurken, kitosan
tastyicida immobilize enzim preparatlart pH 8’e kadar kararliligini korumaktadir.
Bu sonu¢ 6zellikle immobilize enzimin endistriyel uygulamalari icin ¢ok
onemlidir. a-Galaktozidazlar oldukca genis bir pH araliginda kararli kalabilen
enzimlerdir. Benzer pH-kararlilik ve pH-aktivite sonuglan ¢esitli  o-
galaktozidazlar igin rapor edilmistir. (Onal, 2000; Calc1 et al., 2010; Anisha et al.,
2008; Guimaraes et al., 2001).
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Sekil 3.19 Serbest ve kitosanda immobilize o-Galaktozidaz enzimlerinin pH kararlhiliklari

(Substrat: PNPG; sicaklik: 37 °C, inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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Sekil 3.20

Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin pH

kararliliklar1 (Substrat: PNPG; sicaklik: 37 °C, inkiibasyon siiresi: 30 dakika).
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3.3.2.3 Depo kararhlig:

Depo kararliligi, 6zellikle immobilize enzimlerin uygulama alan1 ile ilgili
onemli bir faktordiir. Serbest ve immobilize a-galaktozidazlarin depo kararlilig
boliim 2.9.2.3” de belirtildigi gibi 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.11° den goriildiigii gibi enzimlerin depo kararlilig1 28 hafta izlenmis
ve immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin depo kararliliklarinin serbest enzime
gore daha iyi oldugu belirlenmistir. 28 hafta sonunda serbest enzimin kalan
aktivitesi % 67 dir. Sepabead tasiyicida immobilize edilen enzim ve ¢apraz bagh
preparatinin sirastyla % 70 ve % 73 oraninda aktivitesini korudugu, kitosan
tagiyicida immobilize edilen enzim ve capraz bagl preparati ise aktivitesini % 69
ve % 74 oraninda korudugu gozlenmistir. Depo kararlilifi enzimlerin saklanma
kosullarina da baglidir. Enzimler 4-5 °C’ de saklandiklar1 zaman depolama stiresi
artmaktadir.
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Sekil 3.21 Serbest ve kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin depo kararliliklari.
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Sekil 3.22 Serbest ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimlerinin depo

kararliliklari.
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3.3.2.4 Operasvonel kararhhk

Operasyonel kararlililk enzimin is yapma siiresince aktivitesindeki
degismeyi gosteren bir parametredir ve operasyon siiresiyle operasyon sicakligina
bagimli olarak degisir. Ayrica bir enzimin katalitik potansiyeli operasyonel
kararlilig1 ile orantilidir. Operasyonel kararliligin 6l¢ilisii enzimin reaktdrdeki yari
omriidiir ve t;;, ile ifade edilir. Daha dogru bir tanimlama ile enzim aktivitesinin

yarisinin yitirilmesi i¢in gegen zamandir ve su esitlik ile hesaplanir:

t1,=0,693/kp kp=2,303/t x log (A¢/A)

t: operasyon siiresini, kp: bozunma katsayisini, Ag/A ise sirasiyla baslangi¢

ve t anindaki enzimatik aktiviteyi gostermektedir (Telefoncu, 1997).

Immobilize a-galaktozidazlar icin operasyonel kararlilik boliim 2.9.2.4° de
aciklandig1 gibi belirlenmistir. Kitosan ve Sepabead EC-EA’ da hem kovalent
hem de capraz bagli immobilize edilen o-galaktozidazlar i¢in operasyonel
kararlilik denemeleri kesikli batch sistem ile gergeklestirilmistir. Operasyonel
kararlilik denemelerinde Ornekler PNPG substrati i¢in 37 °C’ de ve rafinoz
substrat1 icin ise 50 °C’ de inkiibe edilmistir. Belirli zaman araliklarinda
sistemden ornekler alinip standart kosullarda aktivite Sl¢limleri yapilmistir. Her
iki enzim preparati i¢in bozunma katsayilar1 (kp) yukaridaki formiile gore
hesaplanmistir. Cizelge 3.16° da substrat olarak PNPG kullanilarak hesaplanan
kitosan tasiyicida kovalent bagl ve ¢apraz bagli immobilize edilen enzimler i¢in
kp degerleri, Cizelge 3.17° de ise PNPG kullanilarak hesaplanan Sepabead EC —
EA tastyicida kovalent bagli ve capraz bagli immobilize enzim preparatlar1 i¢in kp
degerleri verilmistir. Cizelge 3.16° da kp degerlerinin ortalamasi kitosanda
immobilize enzim preparati i¢in 0,0452; kitosanda c¢apraz bagli immobilize enzim
preparati i¢in ise 0,0414 olarak bulunmustur. Bu degerler dikkate alinarak enzimin
yart omrii kitosanda immobilize enzim i¢in 15,33 saat, kitosanda capraz baglh

immobilize enzim i¢in ise 16,74 saat olarak hesaplanmastir.
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Cizelge 3.17 Kitosan’ da immobilize

edilen domates o-

galaktozidazinin farkli zamanlardaki kp degerleri

(substrat: PNPG).

Operasyon siiresi ko kp
(Saat) (Kovalent baglr) (Capraz bagh)
1 0,0462 0,0197
2 0,0700 0,0571
5 0.0321 0,0487
8 0,0633 0,0468
16 0,0365 0,0397
18 0,0343 0,0420
20 0,0326 0,0398
26 0,0428 0,0364
30 0,0492 0,0424

Cizelge 3.18 Sepabead EC-EA’ da immobilize edilen domates o-

galaktozidazinin farkli zamanlardaki kp degerleri

(substrat: PNPG).

Operasyon Siiresi ko ko
(Saat) (Kovalent bagl) |  (Capraz bagh)

1/2 0,0334 0,0421
2 0,0757 0,0492
3 0,0545 0,0566

0,0478 0,0493
6 0,0447 0,0456
16 0,0436 0,0336
20 0,0456 0,0367
26 0,0502 0,0460
30 0,0565 0,0448
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Cizelge 3.18° de substrat olarak rafinoz kullanildigi zaman kitosan
tasiyicida immobilize enzim ve ¢apraz bagli immobilize enzim i¢in  kp
degerleri, Cizelge 3.19°de ise yine substrat olarak rafinoz kullanildiginda
Sepabead EC-EA tasiyicida immobilize enzim ve ¢apraz bagli immobilize enzim
icin  kp degerleri verilmistir. Cizelge 3.18” de kp degerlerinin ortalamasi
kitosanda immobilize enzim preparati i¢in 0,0504 ve kitosanda c¢apraz bagl
immobilize enzim preparati i¢in ise 0,0465 olarak bulunmustur. Bu degerler
dikkate alinarak enzimin yar1 dmrii hesaplandiginda, substrat rafinoz oldugunda
kitosanda immobilize enzim i¢in 13,75 saat, kitosanda ¢apraz bagli immobilize
enzim icin ise 14,90 saat olarak hesaplanmistir. Sepabead EC-EA’ da
immobilize enzim i¢in kp degerlerinin ortalamasi 14,46 saat, ayni tasiyicida
capraz bagli immobilize edilen enzim ic¢in 15.0 saat olarak hesaplanmistir
(Cizelge 3.19).

Enzimlerin operasyonel kararlili§1 genel yapilarina baglh olarak farklilik
gostermektedir. Kitosanda immobilize enzim, PNPG sistemde substrat olarak
kullanildiginda 24 saat sonra aktivitesinin % 32’sini korurken, kitosanda ¢apraz
bagli immobilize edilen enzim 24 saat sonunda aktivitesinin % 42’ sini
korumaktadir (Sekil 3.12). Substrat rafinoz oldugunda kitosanda immobilize
enzim ve capraz bagli 6rnegi operasyonel kararlilik agisindan benzer 6zellik
gostersede capraz bagli immobilize enzimde daha iyi sonuglar elde edilmistir
(Sekil 3.13). Sepabead EC-EA’ da immobilize enzim, PNPG sistemde substrat
olarak kullanildiginda 24 saat sonra aktivitesinin % 33’ inii, ¢apraz bagh
immobilize edilen enzim ise 24 saat sonunda aktivitesinin % 45’ ini
korumaktadir (Sekil 3.12). Rafinoz substrat olarak kullanildiginda ise 24 saat
sonunda Sepabead EC-EA’ da immobilize enzim aktivitesinin % 33’ {inii,
capraz bagl ornegi % 38’ ini korumaktadir (Sekil 3.13). Aljinatta immobilize
edilen D.Hansei hiicreleri ile substrat olarak rafinozun (10 mM) kullanildig
operasyonel kararlilik calismasinda 6 saat sonunda % 61,9 oraninda hidrolizin
gerceklestirildigi belirtilmistir (de Souza Junior et al., 2009). Operasyonel
kararlilik enzimin i yapma siirecinde aktivitedeki degismeyi gosteren bir
parametre oldugu i¢in Ozellikle endiistriyel uygulamalar i¢in Onemli bir

parametredir.
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Cizelge 3.19 Kitosan’ da immobilize edilen domates a-galaktozidazinin

farkli zamanlardaki kp degerleri.(substrat: Rafinoz).

Operasyon Siiresi kp kp
(Saat) (Kovalent bagh) (Kovalent bagl)
1 0,0496 0,0521
2 0,0513 0,0418
6 0,0448 0,0472
8 0,0577 0,0507
16 0,0441 0,0513
18 0,0378 0,0405
24 0,0503 0,0402

Cizelge 3.20 Sepabead EC-EA’ da immobilize edilen domates a-

galaktozidazinin farkli zamanlardaki degerleri (substrat: Rafinoz).

Operasyon Siiresi kp Kp
(Saat) (Kovalent bagh) (Kovalent bagh)
1 0,0246 0,0418
2 0,0759 0,0421
6 0,0685 0,0358
8 0,0449 0,0593
16 0,0522 0,0612
18 0,0475 0,0513
24 0,0398 0,0542
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Sekil 3.23 Kitosanda immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin operasyonel kararliligi (substrat:

PNPG).
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Sekil 3.24 Sepabead EC-EA’ da immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin operasyonel kararlilig

(substrat: PNPQG).
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Sekil 3.25 Kitosanda immobilize a-galaktozidaz enziminin operasyonel kararlilii (substrat:

Rafinoz).
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Sekil 3.26 Sepabead EC-EA’ da immobilize a-galaktozidazin operasyonel kararliligi (substrat:
Rafinoz)
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3.3.3 immobilize a-galaktozidazlarm tekrar kullamlabilirligi

Immobilize enzimin tekrar kullamlabilirligi endiistriyel prosesler igin
olduk¢a 6nemlidir. Enzim preparatinin ¢ok kez ve uzun siire kullanilabilmesi
endiistriyel proseslerde avantaj saglar. Kitosan ve Sepabead tasiyicilarda kovalent
bagli ve capraz bagli immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalar

boliim 2.9.2.5’ te belirtilen esaslara gore test edilmistir.

Immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirlik calismalar1 37°C ve 50°C’ de
gergeklestirilmis ve sonuglar sirasiyla Sekil 3.14 ve 3.15° de verilmistir. Bir giinde
ayni enzim preparatiyla maksimum 5 6l¢tim alinabilmis ve gece boyunca 4°C’ de
saklanip tekrar 6l¢iim alinmistir. Denemeler ii¢ giin boyunca tekrarlanmis ve her
bir giin grafikte kesikli olarak belirtilmistir. 37°C’de gergeklestirilen tekrar
kullanilabilirlik c¢alismalarinda, kitosanda kovalent bagli immobilize enzim
preparat: li¢ giin sonunda 15 kez kullanildigr durumda aktivitesinin % 39’ unu,
capraz bagli immobilize enzim preparati ise aktivitesinin % 51’ini korumaktadir.
Benzer bir c¢alismada kitosanda immobilize edilen yabani nohut a-
galaktozidazinin da 12 defa kullanilmasi sonucu aktivitesinin % 52’ sini
korudugu belirtilmistir (Singh and Kayastha, 2012). Sepabead EC-EA’da ise
kovalent bagli immobilize enzim preparat1 15 kullanim sonrasinda aktivitesinin %
29’ unu korurken, c¢apraz bagli immobilize enzim aktivitesinin % 42’ sini
korumaktadir. Genellikle, tekrar kullanimda substratin aktif merkeze siklikla ve
ardisik olarak girmesiyle aktif merkez rahatsiz edilmekte ve sonug olarak aktivite

diismektedir.
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Sekil 3.27 Kitosanda immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin 37°C’ de tekrar kullanilabilirligi.
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Sekil 3.28 Sepabead EC-EA’ da immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin 37°C’ de tekrar
kullanilabilirligi.
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Hazirlanan immobilize enzimler tekrar kullanilabilirlik c¢alismalar1 i¢in
50°C’ de gilinde 5 kez olmak lizere toplamda 10 kez kullanilmistir. 50°C’ de
gergeklestirilen tekrar kullanilabilirlik ¢alismalarinda, kitosanda kovalent bagli
enzim preparati iki giin sonunda 10 kez kullanildig1 durumda aktivitesinin % 35’
ini, capraz bagli enzim preparati ise % 51’ini korumaktadir. Bu yliksek sicaklikta
bile enzimin aktivitesini biliylik oranda korumasi endiistriyel uygulamalarda
kullanim alani bulmasi agisindan 6nemlidir. Sepabead tasiyicida kovalent bagh
enzim 10 kullanim sonrasinda aktivitesinin % 24’ iinii korurken, ¢apraz bagl
ornek aktivitesinin % 36’ sini korumaktadir. Sepabead EC-EA’ da immobilize
enzim preparatlarinin, kitosanda immobilize enzim preparatlarina gore tekrar
kullanilabilirligi daha digiiktiir. Her iki tasiyicida da immobilize edilen
enzimlerden capraz bagl preparatlarin tekrar kullanimlarinda daha uzun siire

aktivitelerini korudugu gézlenmistir.
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Sekil 3.29 Kitosanda immobilize a-galaktozidaz enzimlerinin 50°C” de tekrar kullanilabilirligi.
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Sekil 3.30 Sepabead EC-EA’ da immobilize o-galaktozidaz enzimlerinin 50°C’ de tekrar

kullanilabilirligi.
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3.3.4 Kitosan ve Sepabead EC-EA’ da immobilize a- galaktozidaz ile
PNPG ve Rafinoz hidrolizi

Deney seti boliim 2.10° de belirtildigi gibi kurulmustur. Hidroliz denemeleri
hem PNPG i¢in hem de rafinoz i¢in yapilmistir. Denemede PNPG ile hidroliz
calismas1 37°C’ de, rafinoz ile hidroliz ¢alismasi 50°C’ de zamana bagli olarak
izlenmistir. Baslangic aninda ve reaksiyon devam ettikce alinan Orneklerde
aktivite tayini yapilarak doniisiim hesaplanmistir. Substratin doniisiimii, t aninda
tiikketilen substratin orani olarak [X= (S¢-S;) /So] belirlenmistir. Substrat doniisiimi
X, baslangi¢ ve t anindaki reservuardaki substrat konsantrasyonu (So-S;) ile ifade
edilmistir. Farkli zamanlarda ki X degerleri hesaplanarak % X ile t arasinda
cizilen grafikten % donilisiim miktar1 belirlenmigstir. Sekil 3.16° da kitosan ve
Sepabead EC-EA’ da immobilize edilen enzim preparatlarinin PNPG hidrolizi
sonrast, Sekil 3.17” de ise kitosan ve Sepabead tastyicilarda immobilize edilen

enzim preparatlarinin rafinoz hidrolizi sonrast % doniisiim oranlar1 verilmistir.

Sekil 3.16 (a)’ dan goriildiigii gibi kitosanda kovalent ve c¢apraz bagh
immobilize edilen a-galaktozidaz enzimi ile hidroliz sonrasi elde edilen %
dontisiim degeri benzerdir. PNPG hidrolizinin ilk saatlerinde hidroliz hiz1 ¢apraz
bagli preparat ile daha hizli iken, ileriki saatlerde hemen hemen esitlenmistir. 30
saatin sonunda kovalent bagli immobilize enzim substratin % 54 {nil
hidrolizlerken, c¢apraz bagli immobilize enzim ile % 55 oraninda hidroliz
gerceklesmistir. Sepabead tasiyicida kovalent bagli immobilize edilen enzimin
hidroliz hiz1 ¢apraz bagli immobilize enzime oranla biraz daha yiiksektir. Sekil
3.16 (b)’ den gortildiigli gibi Sepabead tasiyiciya kovalent bagli immobilize enzim
preparat1 30 saat sonrasinda % 42 oraninda hidroliz gerceklestirirken, capraz bagl
immobilize enzim % 40 oraninda hidroliz gerceklestirmistir. Rafinozun substrat
olarak kullanildig1 caligmada ise inkiibasyon sicakligt 50°C iken kitosanda
kovalent olarak immobilize edilen a-galaktozidaz enzim preparati ile 32 saatte
rafinozun % 50 oraninda hidrolizlendigi gézlenmistir (Sekil 3.17). Kitosanda
capraz bagli immobilize edilen enzim preparatinin ise 32 saatte substratin % 55’
ini hidrolizledigi belirlenmistir. P. cinnabarinus a-galaktozidazinin kitosanda
immobilizasyonu sonras1 rafinozu 30 giinde % 85 oraninda hidrolizledigi
belirtilmistir (Ohtakara and Mitsutomi, 1987). Sepabead EC-EA’ da kovalent
immobilize edilen enzim preparatt ve g¢apraz bagli 6rnegi rafinozu 32 saatte
strastyla % 42 ve % 33 oraninda hidrolizlemistir (Sekil 3.17 b).
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Sekil 3.31 Kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimleri tarafindan PNPG’nin kesikli batch

sistemde doniisiim egrisi.
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Sekil 3.32 Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimleri tarafindan PNPG’ nin

kesikli batch sistemde doniisiim egrisi.
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Sekil 3.33 Kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimleri tarafindan rafinozun kesikli batch

sistemde doniisiim egrisi.
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Sekil 3.34 Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimleri tarafindan rafinozun

kesikli batch sistemde doniigiim egrisi.

Rafinoz ve PNPG ile gerceklestirilen hidroliz ¢alismalarinin yanisira

tiikketilen substrat ve iirlin miktarlarida izlenmistir. Substrat olarak PNPG ve

rafinozun kullanildig1 ¢caligmanin sonucunda elde edilen reaktordeki substrat ve

iriin miktarlar sirasiyla Sekil 3.18 ve Sekil 3.19° da verilmistir.
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Sekil 3.35 PNPG’ nin, kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimi ile hidrolizinde tiiketilen

substrat ve olusan {iriin miktarlar1 (umol).
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Sekil 3.36 PNPG’ nin, Sepabead EC-EA’ da immobilize o-Galaktozidaz enzimi ile hidrolizinde

tiiketilen substrat ve olusan iirlin miktarlart (umol).
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Sekil 3.37 Rafinozun, kitosanda immobilize a-Galaktozidaz enzimi ile hidrolizinde tiiketilen

substrat ve olusan iiriin miktarlart (pmol).
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Sekil 3.38 Rafinozun, Sepabead EC-EA’ da immobilize a-Galaktozidaz enzimi ile hidrolizinde

tiiketilen substrat ve olugan iiriin miktarlar1 (pmol).
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3.4 a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) Enziminin Kitosan ve Sepabead EC-
EA Tasiyicilarinda Immobilizasyonunun Genel Olarak

Degerlendirilmesi

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

Endiistriyel katalizatorler olarak enzimler klasik kimyasal katalizatorlere
gdre baz iistiinliiklere sahiptirler. immobilize enzimlerin genellikle daha kararli
yapida olmasi, reaksiyon ortamindan istenildigi zaman uzaklastrilabilmesi, tekrar
tekrar kullanilabilmesi, siirekli islemlerde kullanilabilmesi gibi endiistriyel agidan
cok onemli avantajlar1 vardir. Bu nedenle immobilizasyon islemi, son 30 yildir
enzimleri daha cekici hale getirmistir ve immobilizasyon arastirmalar1 yogunluk
kazanmigtir. Bu c¢alismada, domatesten (Lycopersicon esculentum)’dan izole
edilen a-galaktozidaz enziminin biyoafiniteye dayali immobilizasyon teknikleri
ile immobilizasyonu amaglanmistir. Domates, gerek enzim kaynagi gerekse enzim

miktar1 agisindan a-galaktozidaz enzimi i¢in oldukga ilging bir materyaldir. Enzim
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bu kaynakta oldukca yiiksek aktiviteye sahip ve kararl bir yapidadir. Her ne kadar
oldukca yiiksek saflikta ve hemen hemen tamamen homojen bir a-galaktozidaz
preparatinin hazirlanabildigi ¢ok az sayida calisma mevcut ise de 6nemli olan
daha sonraki calismalarda kullanabilece§imiz uygun bir protein preparatinin
hazirlanmasidir. Bu nedenle o-galaktozidaz enzimi domatesten izole edilerek

hazirlanmis ve immobilizasyon ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Enzimin immobilizasyonu i¢in dogal tasiyict olarak kitosan ve sentetik
tasiyici olarak ise Sepabead EC-EA tercih edilmis ve tasiyicilarin amino gruplari
tizerinden tiirevlendirme yapilarak immobilizasyon ger¢eklestirilmistir. Ligand
olarak ise giinlimiizde karbohidrat, niikleozid, niikleotid, niikleik asitler ve
glikoproteinlerin immobilizasyonunda sik¢a caligmalar yapilan 3-aminofenil
boronik asit (AFBA) kullanilmistir. Fenil boroik asit ve tlirevleri genis uygulama
alanina sahiptirler. Klinik analizlerde (glikozillenmis hemoglobin artis1 ile olusan
glycemia tanist), karbohidrat tanimasi, niikleozid, modifiye niikleozid, niikleotid,
riboniikleotid, oligoniikleotid, niikleik asitler tanimasi, deoksi tiirevleri se¢imi,
cAMP’den niikleotid ayirimi, niikleotidil peptid izolasyonu, katekol aminler
tanimasi, glikoproteinler ve enzimlerin ayrilmasinda, biyomolekiil izolasyonu,
dopamin, laktik asit gibi kiiciik molekiillerin ayrilmasinda, katekol estrojen ve
hormon se¢imi, proteazlar i¢in inhibitdr olarak, diyabetlerde glisemik kontrolde
HbA1C saptanmasinda, hipoksantin, inosin belirlenerek patolojik bozukluklarin
belirlenmesi gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Ancak fenil boronatlarin
hidrofobik yapisi nedeniyle protein, glikoprotein ve poliniikleotidleri gibi
makromolekiillerin ayrilmasinda kullanilmast zordur. Bu nedenle her biri farkli
baglama bolgeleri ile farkli bag yapilar1 olusturarak cesitli molekiillerin tant ve
ayrilmasinda kullanilan fenilboronik asit tiirevleri sentezlenmistir. Proteinlere,
karbohidratlara, niikleozid ve niikleotidlere afinitesinin yiiksek olmasi nedeni ile
3-aminofenil boronik asiti a-galaktozidaz enziminin immobilizasyonunda ligand

olarak secildi. AFBA giiniimiizde en ¢ok kullanilan boranat ligantidir.

AFBA ile tiirevlendirilmis kitosan ve Sepabead EC-EA’ da a-galaktozidaz
enziminin immobilizasyonu i¢in uygun sartlar optimizasyon yapilarak belirlendi.
Kitosan i¢in, 1000 mg kitosan % 1,5 (v/v) glutaraldehit ile aktiflenip, 200 mg
AFBA ile tiirevlendirildikten sonra, 2,072 mg protein, 25 mM pH 6,0’da;
Sepabead tasiyicida ise 1000 mg tasiyici i¢in, % 1,25 (v/v) glutaraldehit, 10 mg
AFBA, 1,036 mg protein, 25 mM pH 5.0’da uygulandiginda en verimli

immobilizasyon sonuclar1 elde edildi. Kitosan tasiyicida immobilizasyon sonrasi
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% 41,07 aktivite verimi elde edilirken, Sepabead EC-EA’da aktivite verimi %
23,9 olarak belirlendi. Immobilizasyon igin uygun kosullar belirlendikten sonra
karakterizasyon calismalar1 yapildi. Immobilize enzimler ile serbest enzim
karsilagtirildiginda; genel anlamda immobilize enzimlerin daha kararli oldugu
gozlendi. Ozellikle kitosan tasiyicida immobilize edilen enzim preparatlar1 serbest
enzimle karsilastirildiginda aktivite gosterdigi optimum sicaklik, optimum pH ve

kararlilik testleri bakimindan oldukga iyi sonuglar verdigi gozlendi.

Sonu¢ olarak; elde edilen veriler hazirlanan immobilize enzim
preparatlarinin 6zellikle endiistriyel uygulamalar i¢in oldukca iyi Ozelliklere ve
kararliliklara sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle maliyet acisindan tekrar
kullanilabilme sayisini arttirdigi, daha uzun siireler depolanabildigi icin avantaj
saglayacagini; calismanin bu alanda calisan kisilere ve literatiire olumlu katki

yapacagini diisiinmekteyiz.
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