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OZET

SELULAZ ENZIMININ SULU iKILi-FAZ EKSTRAKSIiYON
SISTEMLERI iLE SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

TURKEL, Yeliz
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Secil ONAL
Agustos 2021, 175 sayfa

Seliilazlar (endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukozidaz, EC 3.2.1.4)
endiistriyel alanda 6zellikle tekstil, kagit, deterjan ve gida endiistrisinde kullanilan
hidrolitik enzimlerdir. Protein ve enzim saflastirilmasi islemlerinde kullanilan pek
cok biyokimyasal izolasyon ve saflastirma metodu mevcut olmasina ragmen
afiniteye dayal1 yeni bir teknik olan sulu ikili-faz sistemleri (Aqueous two-phase
systems, ATPS) son yillarda enzim saflastiriimasinda siklikla kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, seliilaz enzimi bezelyeden (Pisum sativum ) ekstrakte edilerek
PEG/Tuz sulu ikili faz sistemi ile saflastirildi ve karakterize edildi. Sulu ikili-faz
sisteminin optimizasyonu gergeklestirilmis, enzim aktivitesine etki eden bazi
parametrelerin etkisi incelenerek kararlilik testleri (termal, pH, depo) yapilmistir.
Enzim aktivitesi dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile, protein tayini ise Bradford
metodu ile gerceklestirilmistir.

%15 (w/w) PEG-6000, %10 (w/w) Na:SO4 (pH 6,0, 25 © C) kullanilarak
hazirlanan sulu ikili-faz sisteminde seliilaz enzimi tuzca zengin alt fazda toplandi
ve 2 kat saflagtirildi. Enzimin optimum pH ve sicaklig1 ise sirastyla pH 4.5 ve 55° C
olarak belirlendi. Enzimin Kv ve Vmax degerleri sirasiyla 1,7 g/mL ve 37,2 U olarak
belirlendi. Polimer-tuz tabanli ATPS ile saflastirilan bezelye seliilaz1 genis bir pH
ve sicaklik araliginda oldukga kararli bir enzimdir. Geleneksel metodlara kiyasla,
seliilazin saflastirilmasinda kullanilan bu tek adimli ekstraksiyon metodu basit,
ekonomik ve etkili bir metod olup hazirlanan enzim preparati ise sahip oldugu
katalitik ozellikleri bakimindan gida ve yem sanayindeki uygulamalarinda
kullanilabilecek uygun bir preparattir.

Anahtar kelimeler: Seliilaz, Pisum sativum, Sulu ikili-Faz Sistemleri (ATPS),
Enzim Saflastirma, Enzim Karakterizasyonu.






ABSTRACT

PURIFACATION AND CHARACTERIZATION OF CELLULASE
ENZYME BY AQUEOUS TWO-PHASE EXTRACTION SYSTEMS

TURKEL, Yeliz
Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Secil ONAL
August 2021, 175 pages

Cellulases (endoglucanase, exoglucanase and B-glucosidase, EC 3.2.1.4) are
hydrolytic enzymes that used in the industrial area, especially in the textile, paper,
detergent and food industry. Although there are many biochemical isolation and
purification methods used in protein and enzyme purification processes, Agqueous
two-phase systems (ATPS), a new technique based on affinity, has been frequently
used in enzyme purification in recent years.

In this study, cellulase was extracted from pea (Pisum sativum) and purified
by using a PEG/Salt aqueous two-phase system and characterized. Optimization of
the ageous two-phase system was carried out and stability tests (thermal, pH and
storage) were performed by examining the effect of some parameters affecting
enzyme activity. The enzyme activity and protein amount were determined by the
dinitrosalicilic acid and Bradford methods, respectively.

The cellulase enzyme was partitioned in the salt-rich bottom phase of % 15
(w/w) PEG-6000, % 10 (w/w) NazSOa4 (pH 6.0, 25° C) aqueous two-phase system
and purified with 2 fold. The optimum pH and temperature were determined as to
be pH 4.5 and 55° C, respectively. The Ku ve Vmax values were found as 1,7 g/mL
and 37,2 U, respectively. The pea cellulase purified with a polymer-salt based
ATPS is a very stable enzyme over a wide range of pH and temperature. Compared
to the traditional methods this single-step extraction method used in purification of
cellulase is a simple, economical and effective method. The enzyme is a suitable
preparation that can be used in food and feed applications due to its catalytic
properties.

Keywords: Cellulase, Pisum sativum, Aqueous Two-Phase Systems (ATPS),
Enzyme Purification, Enzyme Characterization
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ONSOZ

Bu ¢alismada, seliilaz enzimi bezelyeden (Pisum sativum ) ekstrakte edilerek
PEG/Tuz sulu ikili-faz sistemi ile saflastirildi ve karakterize edildi. Sulu ikili-faz
sisteminin optimizasyonu gergeklestirilmis, enzim aktivitesine etki eden bazi
parametrelerin etkisi incelenerek kararlilik testleri (termal, pH, depo) yapilmistir.
Enzim aktivitesi dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile protein tayini ise Bradford
metodu ile gerceklestirilmistir. Kullanilan PEG/Tuz sulu ikili faz sistemleri tek
adimda saflastirma uygulamalar1 i¢in uygun bir yontemdir. Hazirlanan seliilaz

preparatinin ise pek ¢cok endiistriyel alanda kullanima uygun olmasi amaglanmustir.

Bu c¢alismamin gerceklestirilmesindeki desteklerinden dolayr danigsmanim
Prof. Dr. Segil ONAL’a, bu siirecte yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen

degerli aileme ve arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

[ZMIR
02/ 08/ 2021

Yeliz TURKEL
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1. GIRIS

Seliilazlar (E.C 3.2.1.4), seliilozun yapisindaki B-1,4 glikozidik baglarin
hidrolizinde gorev alan, pek ¢cok mikrobiyal ve bitkisel kaynaktan izole edilebilen
hidrolaz sinifi enzimlerdir. Seliilaz enzimleri basit yapida olan substratlarin tek tip
baglarin1 hidrolizlemektedir fakat seliillozun kristal yapis1 degredasyona karsi
oldukc¢a dayaniklidir. Bu nedenle, seliilozun verimli bir sekilde degredasyonu i¢in

coklu enzim sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Seliilazlarin yiiksek spesifikligi, toksik etkilerinin olmamasi ve optimum pH
ve sicaklik gibi 6zelliklerinin 1limli araliklarda olmasi inorganik katalizorlere gore
daha avantajli olmalarini saglamaktadir. Seliilazlar endiistriyel alanda &zellikle
hayvan yemlerinde 6nemli oranda uygulama alan1 bulmustur. Bu uygulamalar1 gida
sanayi uygulamalar1 ve kagit, deterjan, tekstil sanayileri takip etmektedir. Seliilaz
enziminin genel kullanim alanlar1 arasinda; meyve ve sebze sularinin elde edilmesi
ve berraklastirilmasi, meyve nektar ve piirelerinin iiretimi, zeytinyag iretimi, firin
iriinlerinin kalitesinin arttirilmasi, bira ve sarap endiistrisi, hayvan yemi iiretimi
(monogastrik ve ruminant hayvan yemlerinin tiretimi), tekstil endiistrisi ve ¢camasir
deterjani endiistrisi, denim kumasglarin biyolojik taglanmasi, biyoetanol iiretiminde
kullanim1 yer almaktadir. Endiistriyel anlamda istenilen sonuca ulasabilmek
enzimlerin daha yeni yontemlerle etkin bir sekilde izolasyonu ve saflastirilmasina

baghdir.

Proteinler ve enzimlerin saflastirilmasinda pek ¢ok biyokimyasal izolasyon
ve saflagtirma yontemi mevcut olmasma ragmen son yillarda afiniteye dayali
yontemlerin (afinite ¢oktiirmesi, afinite membranlari, sulu ikili-faz ve tglii-faz
sistemleri gibi) 6zellikle enzimlerin saflastirilmasinda aktif bir sekilde kullanildig:
goriilmektedir. Bu ¢alismada, bezelyeden izole edilen seliilaz enzimi sulu ikili-faz
sistemi (ATPS) kullanilarak saflastirildi. Seliilaz kaynagi olarak segilen bezelye,
kolay temin edilebilmesi, ekonomik bir kaynak olmasi, ayrica seliilaz miktar1 ve
aktivitesi agisindan zengin olmasi nedeniyle uygun bir enzim kaynagidir. Sulu ikili-
faz sistemi (ATPS) olarak polimer-tuz (PEG-Tuz) sistemi segildi. ATPS ile seliilaz
enziminin saflastirma kosullar1 optimize edildi ve bu amagla uygun tuz tiirii, tuz

konsantrasyonu, PEG molekiil kiitlesi, PEG konsantrasyonu ve pH gibi c¢esitli



parametrelerin etkisi incelendi. Ayrica saflastirilan enzimin biyokimyasal
karakterizasyonu gerceklestirildi. Enzim aktivitesi ve kararliligina sicaklik, pH,

substrat konsantrasyonu gibi bazi1 parametrelerin etkisi arastirildi.

1.1 Glikozidazlar

Seliilazlar, glikozidazlarin bir alt smifi olan hidrolitik enzimlerdir.
Glikozidazlar (EC 3.2.1.-) iki ya da daha sayidaki glikozidik baglarin
degredasyonunda etkilidirler (Henrissat et al., 1998).

Uzun yillardir enzimolojinin 6nemli arastirma konularindan birisi olmalarina
ragmen glikozidazlarin molekiiler 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda ¢ok
az bilgi edinilebilmis ve sadece birkag¢ tanesi kristalize edilebilmistir. Amilaz ve
lizozim kristal formda elde edilen glikozidaz smifi  enzimlerdendir.
Karbohidratlarin genis 0Ol¢lide sterokimyasal degiskenlik gosterme o6zelligi
nedeniyle indirgen hegzasakkaritlerin 10'?’nin iizerinde izomerinin olmasi ihtimali
de oldukga yiiksektir. Canli organizmalar; depolama, yiiksek spesifiklikte sinyal
olusturma ve daha pek c¢ok biyolojik fonksiyonlarda oligosakkaritleri ve
polisakkaritleri kullanarak bu gesitlilikten yararlanmaktadir. Temel olarak ytiklii
grup icermeyen substratlarla ilgilidirler. Tiim belirleyici gruplar ya hidroksil
gruplart ya da hidrojen atomlaridir. Bu nedenle de spesifiklikleri bir model ile
belirlenmelidir.

Substrat spesifikligi ve enzimlerin yapisal benzerligine gore yapilan
siniflandirmalar, seliilazlar i¢in en ¢ok gecerli olan siniflandirmalardir. Bir diger
secenek ise reaksiyon mekanizmasina gore olandir. Substrat spesifikligine gore
seliilazlar, ekzoglukanazlar diger bir adiyla sellobiyohidrolazlar ve
endoglukanazlar olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadirlar. Seliilaz enzimleri
sinerjistik etki ile ¢alisan enzimlerdir. Endoglukanaz (EG), sellobiyohidrolaz
(CBH) ve B-glikozidaz sinerjistik galistiklari i¢in “ger¢ek seliilazlar” olarak
adlandirilmamaktadir. Bu enzimler, sellodekstrin ve sellobiyazlar {izerinde etkili
iken seliiloz tizerinde tek basina katalitik aktivite gosterememektedir. Substrat
spesifikligine bagli smiflandirma sahip oldugu zorluklar nedeniyle yeni bir

siiflandirma ¢esidine ihtiyag oldugunu gostermistir (Andersen, 2007).



Glikozidazlar, genel olarak endo- ve ekzo- glikozidazlar olarak iki gruba
ayrilirlar.  Glikoproteinler tizerinde etkili olan endoglikozidazlar; endo-f-
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
tizerinde 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-fruktofuranozidaz (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), a-glukozidaz (EC 3.2.1.20), B-glukozidaz (EC 3.2.1.21), B-glukuronidaz
(EC 3.2.1.31) ve nérominidaz (EC 3.2.1.18) dir (Onal Tatar, 1994; Agrawell and
Bahl, 1968).

Glikozil hidrolazlar i¢in aminoasit sekanslarindaki benzerlik esas alinarak
siiflandirma yapilmistir. Bu siniflandirma ile 45°ten daha fazla aile olusturulmusg
ve bu enzimlerin yap1 ve fonksiyonlar1 adina bilgi edinilmesinin kolay hale gelmesi
amaglanmistir. Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB) tarafinca yapilan substrat
spesifikligine dayali adlandirma, sekans ve yapisal olarak yapilana gore oldukga
farklilik gostermektedir. Glikozidik baglar1 bozan, degistiren veya olusturan
enzimlerin yapisal olarak iliskili katalitik ve karbohidrat baglayict modiillerinin
aileleri hakkinda siirekli giincellenen bilgiler “Carbohydrate Active Enzyme

Database” sunucusunda (http://ww.cazy.org/) mevcuttur.

Baz1 glikozil hidrolaz enzimlerinin substratlar1 ve glikozidik baglar: {izerine
etkisi Sekil 1.1°de gosterilmistir. Sekil 1.2°de ise, Aile 6 ve 7 ‘de bulunan glikozil
hidrolazlarin katalitik alanlarinin temel katlanmalar1 ile B-tabakalarin ve heliks

yapilar1 gosterilmistir ( Davies and Henrissat, 1995).
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Sekil 1.1 Cesitli substratlarin glikozil hidrolazlar tarafindan hidrolizi. a. Laminarin b. Laktoz c.

Seliiloz d. Ksilan e. Amiloz f. B-1,3-1,4 glukan i¢in; kirmizi ile isaretli yerler -1,3-glukanazlar

tarafindan ve mavi renkle igaretlenen yerlerde ise B-1,3-1,4 glukanazlar tarafindan kesilen baglar

gosterilmistir. g. Kitin h. Kitobiyoz i. N-asetil muramik asit ve N-asetilglukozamin igeren bakteri

hiicre duvari j. Glukokonjugat bagh sialik (Davies ve Henrissat, 1995).
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Family 1 Family 2 Family 5 Family Family 6 Family 7
(rellthohydmlasel (endoglucanase)

Family10 Family 11 Family 13 Family 14

Family 15 Family 16 Family 17 Family 18 Family 19 Family 22
Family 23 Family 24 Family 33 Family 34 Family 45

Sekil 1.2 Aile 6 ve 7 glikozil hidrolazlarmin katalitik alanlarinin temel katlanmalari ile -

tabakalarin ve heliks yapilarinin (kirmizi) gésterimi (Davies ve Henrissat, 1995).

1.1.1 Seliilazlar ve seliilazlarin biyokimyasi

Seliilaz enzim sistemi igerisinde ii¢ ana enzim bulunmaktadir. Bunlar; 1)
ekzoglukanazlar (1,4-B-D-glucan sellobiyohidrolaz, EC 3.2.1.91), 2) endo-$-1,4-
glukanaz (EG ya da endo-1,4-B-D-glukan 4-glukanhidrolaz, EC 3.2.14) ve 3) p-
glukozidaz (BG, EC 3.2.1.21) (Sukumaran et al., 2005). Endoglukanazlar
sellilozlar1 rastgele pargalayarak oligosakkaritleri, sellobiyozlari ve glukozlar
olustururken, ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar) seliilozdaki (-1,4-D-
glukozidik baglar1 hidrolizleyerek indirgenmemis uglardan sellobiyozlarin serbest
kalmasimi saglamaktadir. B-glikozidazlar ise sellobiyozlart glukoza hidrolize
etmektedir (Haki and Rakshit, 2003).
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Sekil 1.3 Seliilozun seliilaz enzim sistemi ile glukoza hidrolizi.

Seliilazlar ¢esitli mikrobiyal kaynaklardan; (Rajoka and Malik, 1997;
Christakopoulos et al., 1999; Nikolov et al., 2000; Huang and Monk, 2004; Singh
etal., 2004; Topuz et al., 2007; Jo et al., 2008; Liu et al., 2008; Rastogi et al., 2010;
Shanmughapriya et al., 2010; Das et al., 2010; Trivedi et al., 2011; Annamalai et
al., 2011; Peng et al., 2011; Rodhe et al., 2011; Korpole et al., 2011) farklh
biyokimyasal teknikler kullanilarak izole edilip saflastirilmistir.

Seliilazlar oldukg¢a genis uygulama alani olan enzimlerdir. Yemlerin besin
degerlerini arttirmak amaciyla monogastrik ve ruminant yemlerinin iiretimi (Bhat,
2000; Kiran et al., 2006) i¢in yem endiistrisinde, hemiseliilaz ve pektinazlarla
meyve suyu iiretiminde (Soares et al., 2001) ve firincilik alaninda iiriin kalitesinin
arttirilmas1 (Bhat, 2000) gibi uygulamalar i¢in gida endiistrisinde, kumaslarda
(Sukumaran et al., 2005) ve liflerin istenilen sekilde modifikasyonu (Pazarlioglu et
al., 2005) gibi uygulamalar i¢in tekstil endiistrisinde, alkalin seliilazlarin kesfi ile
(Horikoshi, 1999) deterjan endiistrisinde, kagitlardaki miirekkebin enzimatik
yollarla uzaklastirilmas1 (Schafer et al., 2007) gibi uygulamalar i¢in kagit
endiistrisinde ve seliillozik materyallerin glukoz ve diger fermente edilebilir
sekerlere c¢evrimi ile etanol gibi ¢esitli fermantasyon {iriinlerinin {iretimi
(Sukumaran et al., 2005), zirai ve endiistriyel atiklarin sakkarifikasyonu (Kiran et
al., 2006) gibi bir¢ok endiistriyel uygulamalarda seliilazlar kullanilmaktadir. Ayrica
pigment ekstraksiyonunda enzim kombinasyonlarinin kullanimi (Bunea et al.,
2009), biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu (Puri et al., 2011), bakteriyel biyofilmin



giderimi (Kumar, 2008; Barnett et al., 2009), farmasétik endiistrisi (Karmakar and
Ray, 2011; Chen et al., 2005; Al-Ghazzewi et al., 2007) ve endiistriyel
biyoteknolojik c¢alismalarda termostabil seliilaz enzimleri i¢in uygulamalar da
bulunmaktadir (Sharma et al., 2019).

Seliilazlar, tamamen farkli kivrim yapilarina sahip GH ailelerinde
bulunmalarina ragmen bazi ortak ozellikler gostermektedirler. Ornegin; GH-A
klaninda og/Bs-barrel ve GH-C klaninda -sandvig goriiniis olarak bazi benzerlikler
bulundurmaktadirlar. Ksilanazlar, amilazlar ve kitinazlar gibi karbohidrat
polimerleri tizerinde etki gosteren diger enzimlerle ortak olarak, proteinin bir tarafi
boyunca uzanan ve birkag ardisik seker kalintilar1 bulunmaktadir. Genellikle her iki
tarafta en az iki glukoz birimini baglayan uzun bir substrat oluklar1 vardir. Oluk,
hidrojen bag1 kalintilart ile kaplidir ve birka¢ aromatik kalinti olan yan zincir,
genellikle ayr1 seker baglayici alt birimleri olusturan hidrofobik alanlar olarak
bulunmaktadir. Endoglukanazlar genellikle acik bir baglanma yarigi
bulundururken, ekzoglukanazlar seliiloz zincirini ¢evreleyen genisletilmis halkalar
bulundurmaktadir. Boylece bir substrat baglama tiineli olusturmaktadir (Divne et
al., 1994; Rouvinen et al., 1990).

Transkripsiyon analizi ve genom dizilimi c¢alismalari, biyokiitle
degradasyonunda kullanilabilecek enzimleri tanimlamak igin Trichoderma reesei
olarak da bilinen ipliksi bir fungus olan Hypocrea jecorina ile yapilmistir (Foreman
et al., 2003). Bu seliilotik sistemde Cel6A ve Cel7A olmak iizere iki CBH
(ekzoglukanaz, sellobiyohidrolaz) ve Cel5A, Cel5B, Cel7B, Cel12A, Cel45A,
Cel61A, Cel61B ve Cel74B olmak tizere sekiz EG (endoglukanaz) olarak on seliilaz
enzimi bildirilmistir. X-1sinlant kristalografisi ile yapist aydmlatilan ilk seliilaz
enzimi, H. jecorina Cel6A’nin katalitik alan yapisidir (Rouvinen et al., 1990). H.
jecorina’nin bilinen 10 seliilazindan 4’1 i¢in X-1s1nlar1 kristalografisi ile 3 boyutlu
yapilar; Cel6A ( Rouvinen et al., 1990), Cel7A (Divne et al., 1994), Cel7B
(Kleywegt et al., 1997) ve Cell2A (Sandgren et al., 2001) i¢in belirlenmistir.
Ucgiiniin kristalizasyonunun ancak seliiloz baglayici domainin (CBD) Kkatalitik

alandan ayrilmasi sonucu miimkiin oldugu bildirilmektedir.

Sekil 1.4’te goriildiig gibi, H. jecorina Cel12A birbiri iizerine yigilmis ve
biikiilmiis, biiyiik dl¢iide paralel olmayan A ve B seklinde katlanan 15 uzun B-
seridinden olusmaktadir. Yapida, B-tabakasinin dis biikey yiizeyine karsi sikisan



tek bir o-heliks bulunmaktadir. Enzim kompakttir ve boyutlar1 yaklasik olarak
40x40x30 A seklindedir. H. jecorina Cel12A proteininde, Cys 4 ve Cys 32 Alve
A2’de [ ipliklerini kopriileyen bir disiilfit bagi olusturmaktadir (Sandgren et al.,
2005).

(b)

Sekil 1.4 ( a) ve (b) farkli agilardan H. jecorina Cel12A’nin kristal yapis1 (Sandgren et al., 2005).

Pisum sativum’dan izole edilen endoglukanazin (EGL 2) Sekil 1.5’de 3
boyutlu yapist ve Sekil 1.6°da aminoasit dizilimi gosterilmistir. 506 aminoasitten

olusan endoglukanaz glikozil hidrolaz 9 (Seliilaz E) ailesine aittir.



Sekil 1.5 Endoglukanazin (EGL 2) 3 boyutlu yapisi (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9SSU7).

10
MALSLSLTTI
60
ILFFQOGORSG
110
FPMAFTTTML
160
VOVGDAKKDH
210
VFRKSDPTYA
260
DGLLWGAAWL
310
LLSKEFLVQON
360
SNMQYVTSTT
410
LGDNPLKMSY
460
KSPNPNILMG

HSFGQL

20

LLSLESFFLL
70
KLPSNQRISW
120
SWSVIEFGGL
170
ACWERPEDMD
220
KILVRRAIRV
270
HKATKNPMYL
320
VKSLHDYKGH
370
FLLVTYAKYL
420
MVGYGPRYPQ
470
AVVGGPDQHD

30

HTHANPFRST
80
RRDSGLSDGS
130
MKSELPNAKK
180
TPRSVEFKVDA
230
FOQFADKHRRS
280
KYTIQTNGQIL
330
SDNEVCSLIP
380
TKSHSVVNCG
430
RIHHRGSSLP
480
RFPDQRSDYE

40

HHHNHPHFAT
90
ALHVDLVGGY
140
AVRWATDYLL
190
NAPGSEVAAE
240
YSNALKPEVC
290
GAAEFDNTEG
340
GAGSSSAQYT
390
GTTVTPKRLR
440
SMAVHPGKIQ
490
QSEPATYVNA

50
HNYRDALTKS
100
YDAGDNVKEG
150
KATAHPNITIY
200
TAAALAAASL
250
PEYCSYSGYQ
300
WDNKHVGARTI
350
PGGLLFKMSD
400
TLAKRQVDYL
450
CSAGFGVMNS
500
PLVGTLAYLA

Sekil 1.6 Endoglukanazin (EGL 2) aminoasit dizilimi (http://www.uniprot.org/uniprot/ Q9SSU7).

Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii)’dan izole edilen ekzoglukanaz I (
CBH I)’in Sekil 1.7°de 3 boyutlu yapist ve Sekil 1.8’de aminoasit dizilimi

gosterilmistir. 505 aminoasit iceren ekzoglukanaz | (CBH 1), serin, treonin ve prolin

acisindan zengin bir karbohidrat baglama alan1 (CBM) ve yiiksek oranda glikozile




10

edilmis baglayici dizisi ile birlestirilen bir katalitik domain olmak tizere iki iglevsel

alandan olusur.
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Sekil 1.7 Ekzoglukanaz I ( CBH I)’in 3 boyutlu yapisi (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9P8P3).

10
MYRKLAVISA
60
DANWRWTHDT
110
TTSGDALTLOQ
160
CGLNGALYFEV
210
NVEGWEPSSN
260
CSGDSCGGTY
310
LTVVTQFATD
360
FGGTSEFTDKG
410
STPGAKRGSC
460
PGTSTTRAPP

YSQCL

20

FLAAARAQQV
70
KSTTNCYDGN
120
FVTASNVGSR
170
SMDADGGQSK
220
NANTGVGGHG
270
SNDRYGGTCD
320
GSISRYYVON
370
GLAQINKAFQ
420
STSSGVPAQV
470
SSTGSSPTAT

30

CTQQAETHPP
80
TWSSTLCPDD
130
LYLMANDSTY
180
YPGNAAGAKY
230
SCCSEMDIWE
280
PDGCDWNPYR
330
GVKEQOPNAQ
380
GGMVLVMSLW
430
EAQSPNSKVI
480
QTHYGQCGGT

40

LTWQKCTASG
90
ATCAKNCCLD
140
QEFTLSGNEF
190
GTGYCDSQCP
240
ANSISEALTP
290
LGNTSFEFYGPG
340
VGSYSGNTIN
390
DDYAVNMLWL
440
YSNIRFGPIG
490
GWTGPTRCAS

50
CTPQOGSVVL
100
GANYSGTYGV
150
SFDVDVSQLP
200
RDLKFINGQOA
250
HPCETVGQTM
300
SSFALDTTKK
350
TDYCAAEQTA
400
DSTYPTNATA
450
STGGNTGSNP
500
GYTCQVLNPF

Sekil 1.8 Ekzoglukanaz I ( CBH I)’in aminoasit dizilimi (http://www.uniprot.org/uniprot/ Q9P8P3).

Yapilan baska bir c¢alismada da, piring kabugunu degrede eden bir

mikroorganizma topraktan

saflastirilmistir

calisgmanin devaminda B.
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amyoliquefaciens DL-3 olarak adlandirilmistir. B. amyoliquefaciens DL-3 seliilazi,
glikozil hidrolaz aile 5’in ( GH5) katalitik domaini (Gly-31 ila Asn-332 arasi) ve
aile 3 seliiloz baglayic1 domain (CBM3) (Glu-350 ila His499) igeren modiiler bir
yapiya sahiptir. Bir¢ok Bacillus endoglukanazindaki modiiler organizasyon
(GH5/CBMQ) gibi (http://afmb.cnrs mrs.fr/CAZY /index.html), B.
amyoliquefaciens DL-3 seliilazinin da katalitik alan1 N-terminal kisminda ve CBM

ise C-terminal kisminda bulunmaktadir (Lee et al., 2008).

Seliilazlar, bagimsiz katlanmalarin oldugu farkli yap1 ve fonksiyona sahip alt
birimlerin bir araya gelmesi ile olusmaktadir. Bu karmasik enzim sistemi genellikle
bir katalitik birim, bir veya daha fazla substrat baglayict yada kompleksi
olusturmada gorevli yardimci birimlerden olusmaktadir. Baglayicit birimler
genellikle glisin, prolin, serin ve treonince zengin peptidlerdir (Williamson et al.,
1992 ). Yaygin olarak seliilazlar, bir katalitik domain (CD) ve bir karbohidrat
baglayict domain (CBM) olusmaktadir (Sekil 1.9).

@-Dockerin
F

C i E % G :
Sekil 1.9 Seliilazin 3 boyutlu yapisindaki farkli alanlarin gsterimi (Pirich et al.,2020).

Katalitik alan (CD) ve buna bagh selilloz baglayici alan (CBM) aerobik
mikroorganizmalarin kompleks olmayan enzim sistemlerinde bulunmaktadir. Bu
alanlar genellikle prolin ve hidroksi aminoasit igeren bir baglayici peptid ile
tutulmaktadir. Seliillozun degredasyonu igin katalitik alan ve seliiloz baglayici alan
oldukg¢a 6nemlidir (Ohmiya et al., 1997). Sekil 1.10’da gosterildigi gibi seliiloz

baglayici domain; tek, ¢ift veya iiclii alan olarak mevcuttur ve proteinin C- veya N-
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terminali {izerinde konumlandirilabilmektedir. Prolin ve treonin agisindan zengin
bir baglayic1 sekans yoluyla katalitik alana baglanmaktadirlar (Lakhundi et al.,
2015).

Calaly damdn lnker EXG, Cellulomonas fimi
lirkar ¢ ki CEHIL Trichoderma reesel
Catalytic domain fiker EGE, Clostridinm thermocellum

Sekil 1.10 Kompleks olmayan seliilazlarla gosterilen ¢oklu domainlerin organizasyonu (Lakhundi

etal., 2015).

Bir selillazin CD’i seliillozun degredasyonundan sorumlu iken CBD ise,
katalitik aktivite géstermez. Coziiniir dzellikte olmayan kristal seliiloz, enzimin
sogurumundan sorumludur (Henrissat ve Davies, 2000 ). CBD bu sayede katalitik
alana  substratin  yaklagsmasimi  saglayarak  seliilozun  degredasyonunu
kolaylastirmaktadir (Lynd et al., 2002). CBM’ler, seliilazlar ve ksilanazlarda
yaygin yardimci alan olarak bulunmaktadir. Cogu birincil yapidaki benzerliklere
gore bes ana aile olarak; I, II, III, IV ve VI seklinde siniflandirilabilmektedir. Ug
ilgisiz, islevsel CBM ise V, VII ve VIII ailelerine yerlestirilmiglerdir. Bu ailelerin
her birinde bulunan birkag CBM’nin seliiloza affinite gosterdigi ve digerlerinin
yalnizca sekans karsilagtirmasi temeline dayandigi bildirilmektedir. Aile 1
CBM’leri fungaldir ve ilk kez T. reesei seliilazinda tanimlanmistir. 33-36 aminoasit
uzunlugundadir ve yiiksek oranda korunmus olarak bulunan diziler genellikle C-
terminaldir. Seliiloz ile etkilesim i¢in 6nemli oldugu diisiiniilen en az dort korunmus
aromatik kalint1 ve iki distilfiir kopriisii olusturan dort sistein igermektedir. Aile 11;
C.jirni, P. fluorescens subsp cellulosa, S. lividans ve T. fusca gibi tiirlerde
bulunmaktadir ve fungal temsilcisi yoktur. Aile 11 CBM’leri yaklasik 100 artik
uzunlugundadir. Tam olarak korunmus dort triptofan artig1 ve bir disiilfiir kopriisii

olusturan yiiksek diizeyde korunmus iki sistein artig1 icermektedir. Aile II CBM
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‘leri; seliilazlar, ksilanazlar ve iki kitinazin yani sira bir arabinofuranosidaz ve bir
asetil esteraz da bulunmaktadir. Aile III CBM’leri Bacillus spp. Clostridium spp.
ve Caldocellum saccharolyticum gibi tiirlerde bulunmaktadir. 130-170 aminoasit
artig1 icermektedir. Aile IV, aile II ile baglantili kii¢iik bir CBM grubunu
icermektedir. Aile IV ise, agirlikli olarak ksilanazlarda bulunan yeni bir CBM ailesi
olarak bilinmektedir (Tomme et al., 1995).

1.1.2 Seliilaz sistemi enzimleri

Seliilozun verimli bir sekilde degredasyonu i¢in ¢oklu enzim sistemlerine
gereksinim duyulmaktadir (Bayer et al., 1998). Kompleks olmayan enzim sistemi
ve kompleks enzim sistemleri ti¢ enzim grubundan (endoglukanaz, ekzoglukanaz
ve B-glukozidaz) olusmaktadir. Bu enzimler selillozun verimli bir sekilde

degredasyonu i¢in koordineli bir sekilde ¢alismaktadirlar (Lynd et al., 2002).

1.1.2.1 Endoglukanazlar

Endoglukanazlar, B-1,4 glikozidik baglara rastgele etki ederek farkli
uzunluktaki oligosakkaritler ile ekzoglukanazlar i¢in yeni zincir uglar1 agiga
cikarirlar (Boisset et al., 2000). Molekiiller arasi baglar1 ayirmada gorevli olduklari
gibi seliilozik substratin polimerizasyon derecesini ve CMC’un spesifik
vizkozitesini azaltmakta da gorevlidirler (Zhang et al., 2006; Andersen, 2007).
Aktivite tayinleri i¢in genellikle polimerizasyon derecesi yiiksek CMC gibi seliiloz
tiirevleri kullanilmaktadir (Zhang et al., 2006).

Bazi EG’nin yapisi ¢oziilerek, kiigiik bir loopa sahip olduklari ve bundan
dolay1 oluk seklinde bir yap1 olusturduklari goriilmiistiir. Oluk seklindeki bu yapiya
uzun zincirli selitlozun hidroliz i¢in girdigi diistiniilmektedir (Davies et al., 1993;
Davies et al., 1996; Kleywegt et al., 1997; Sandgren et al., 2000). X-ray analizi ile
yapist aydinlatilan H. insolens Cel45A Sekil 1.11°de gosterilmistir (Andersen,
2007).
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Sekil 1.11 Endoglukanazin yapist A: H. insolens’ den elde edilen endoglukanaz V (Cel45A)’in

yapist. B: Seliiloz tizerindeki endoglukanazlarin animasyon gosterimi (Andersen, 2007).

Cesitli EG'lerin hidroliz modelleri i¢in, mikrokristalin (Avicel), amorf seliilloz
(Fosforik asitte sisirilmis Seliiloz - PASC) ve ¢6ziiniir karbohidrat polimerleri
(Karboksimetil seliiloz - CMC dahil) ¢ok ¢esitli substratlar tizerinde c¢alisilmigtir
(Karlsson et al., 2002). Sekil 1.11°de goriildigi gibi Cel7B (EG 1), Cel5A (EG 11),
Cell2A (EG IlI), Celd5A (EG V) ve ¢ekirdek Cel45A ile yapilan galismalar
sonucunda olusan 6ncelikli iiriinlerin farkli oldugu goriilmistiir. Cel45A enziminin
diger enzimlere gore iiriin olusum modelinde dikkate edilmesi gereken bir farklilik
gozlenmistir. T. reesei ‘den elde edilen Cel45A enziminin sellooligosakkaritler
tizerinde higbir etkisi gézlemlenmemisken (Karlsson et al.,2002), H. insolens’den
elde edilen Cel45A enziminin daha uzun sellooligosakkaritler tlizerinde etkili
oldugu goriilmistir (Schou et al.,1993) T. reesei ve H. insolens’in Cel45A
endoglukanazlari, aymi glikozil hidrolaz ailesinde olmasma ragmen hidroliz

modelleri agisindan farklilik géstermistir.

1.1.2.2 Ekzoglukanaz

Uzun seliiloz zincirinin indirgen ve indirgen olmayan ucundan etki ederek
ana Urlin olarak glukoz, sellobiyoz ya da sellooligosakkaritleri agiga ¢ikaran ve
CMC’ye kars1 diisiik, Avicele kars1 yiiksek aktivite gosteren enzimler ekzoglukanaz
olarak adlandirilirlar (Lynd et al., 2002; Sukumaran et al., 2005; Zhang et al.,
2006). Amorf yapidaki seliiloz ve ¢oziiniir sellodekstrinler hem endoglukanazlar
hem de ekzoglukanazlar i¢in subsrat olarak kullanilabildigi i¢in seliilaz karigimi

icinde bulunan ekzoglukanazlar i¢in spesifik bir substrat bulunmamaktadir (Zhang
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et al., 2006). Tiim ekzoglukanazlarin, mikrokristalin seliiloz lizerinde etki etmeleri
onemli 6zelliklerindendir (Terri, 1997). Avicel, ekzoglukanaz aktivitesini 6lgmede
en ¢ok kullanilan substrattir (Bhat and Bhat 1997; Zhang et al., 2006). CBH’larin
aktif bolgesi EG’lara kiyasla bir tiinel igerisinde bulunmaktadir. T. reesei’den elde
edilen CBH I (Cel7A) igin bu tiinel 50 A uzunlugunda iken, (Divne et al., 1994)
CBH 1l (Cel6A) icin ise bu tiinel 20 A seklinde ve daha kisa olarak bulunmustur
(Rouvinen et al., 1990). CBH II’ye benzeyen sellobiyohidrolazlarin da
endoglukanaz aktivitesine sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 1.12).

Sekil 1.12 Sellobiyohidrolaz yapisi. A: T. reesei’den elde edilen CBH I (Cel7A)’nin katalitik
bolgesinin sematik gosterimi B: Seliiloz iizerindeki sellobiyohidrolazin animasyon gdsterimi.

(Andersen, 2007).

CBH | seliiloz zinciri iizerinde enzimatik degredasyon sirasinda indirgen
uctan indirgen olmayan uca dogru ilerlerken (Barr et al., 1996; Boisset et al., 2000),
CBH II’de tersi bir durum s6z konusudur ve enzimatik degradasyon boyunca

indirgen olmayan ugtan indirgen uca dogru ilerlemektedir (Moiser et al., 1999).

1.1.2.3. B-Glukozidazlar

B-glukozidazlar (BG) sellobiyozu ve kisa zincirli sellooligiosakkaritleri

glukoz forma dontistiirerek seliilozun degredasyonunu tamamlar. Enzimatik olarak
sellobiyozun olusumu olduk¢a 6nemli bir adimdir. Sellobiyozun, EG ve CBH
aktivitesini inhibe etme gibi bir 6zelliginin bulunmasi bu 6nemi arttirmaktadir. BG
aktivitesi, sellobiyozun EG ve CBH iizerindeki inhibisyon etkisini azaltarak hiz
siirlayict adimi olusturmaktadir (Duff and Murray, 1996; Tolan and Foody, 1999).

Bu nedenle ticari seliilaz enzim preparatlarina BG aktivitesi eklenmektedir.
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T. reesei kiiltiir siipernatantindan iki BG izole edilmistir (Chen et al., 1992)
fakat yapilan ¢alismalarla, bu enzimlerin biiyiik bir kisminin hiicre duvarina bagl
oldugunu bulunmustur (Messner et al., 1990; Usami et al., 1990). T. reesei’den elde
edilen BG’lar glukoz tarafindan inhibisyona ugramaktadir. Ornegin ; T. reesei’den
elde edilen BG I i¢in, substrat olarak p-nitrofenil-glukoz kullanildiginda elde edilen
inhibisyon sabiti 182 uM iken, reaksiyon ortaminda 5 mM glukoz kullanildiginda
624 uM’a yiikselmistir (Chen et al., 1992; Watanabe 1992; Gunata and Vallier,
1999; Decker et al., 2000).

Sekil 1.13’de Fervidobacterium islandicum B-glukozidazinin yapisi
gosterilmistir. FiBgl1A, sekiz B ipligi ve sekiz a-sarmal sergileyen tipik bir
korunmus protein kati olan TIM-barrel kivrimina sahiptir. Niikleofilik Glu360 ve
genel asit / baz Glul87, sirasiyla -8 ve B-4 ipliklerinde bulunur (Jabbour et al.,
2012).

Sekil 1.13 Fervidobacterium islandicum B-glukozidazinin 3 boyutlu yapisi (Jabbour et al., 2012).

1.1.3 Seliilazlarin Katalitik Mekanizmasi

Glikozidik baglarin kataliz mekanizmasi i¢in, bir proton donérii ve bir
niikleofil/baz gerekmektedir. Bu mekanizmalarin prensibinde anomerik karbonun
ya alitkonmasi ya da ters ¢evrilmesi bulunmaktadir. Katalitik aktivite, iki aspartik
asit veya glutamik asit ile saglanmaktadir (Mosier et al., 1999). Seliilazlar etki
mekanizmalarina gore; ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar), endoglukanazlar
(endo-p-1,4 glukanaz) ve B-glukozidazlar olarak incelenmektedirler.
Ekzoglukanazlar, selilloz polimerini biitiin olarak ya da endo-B-1,4 glukanaz

yardimiyla parcalanmis kisimlarin u¢ kisimlarindan parcalama islemini
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yirlitmektedir.  Parcalanma sonrasinda sellobiyoz ortaya c¢ikmaktadir.
Endoglukanazlar, selilloz polimerinin genelde amorf bolgesinden pargalama
yapmaktadir. Oligosakkaritler parcalama islemi sonucunda agiga ¢ikan en son
triindiir. B-glukozidaz enzimleri ise ortaya ¢ikan sellobiyoz pargalarini glukoz

birimlerine bolmektedir (Lynd et al., 1991; Kudug, 2013) (Sekil 1.14).

110 HO HO
n L1 0 0
— UH OH OH
Endocellulase . C 0
OH OH o |

Cellulose
l Exocellulase
Celluose ratal)
elluoss I:'f]':. slal) ]_Jl'_:l o
0 Cellobiase .
OH (B=plucosidase) J 0
HC oH @ Ok
[ H
OH
H
Glucose

Cellobiose or Cellotetrose

Sekil 1.14 Seliilozun seliilaz enzim sistemi ile hidrolizi (Karmakar and Ray, 2011).

Seliiloz molekiilii gok kararli bir yapiya sahiptir. B-glukozidik bagin 25°C’de
yarilanma Omrii 5-8 milyon yil kadardir. Fakat enzim aracilifiyla seliilozun
hidrolizi olduk¢a cabuk gergeklesmektedir. Karbon atomunun atmosfere geri
kazandirilmasinda bu islem olduk¢a biiyiilk 6nem tagimaktadir (Kudug, 2013;
Wolfenden and Snider, 2001). Seliilazin, seliilozun yiizeyine yapistig1 ve substrat
boyunca hareket ederek bir takim Kkatalitik reaksiyonlar1 gerceklestirdigi
bulunmustur. Enzim, substrattan ayrilarak ve substratin bagka bir bolgesi ile
etkileserek katalitik aktivitesini gostermektedir (Kiran et al., 2006).

Trichoderma harzianum'dan izole edilen Endoglukanaz 3 enziminin, 3
boyutlu yapisini, selilloz baglama modiilii olmayan endoglukanazlarla yapisal

organizasyonunu ve substrat tanima bolgelerini belirlemek i¢in molekiiler dinamik
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simiilasyonlar kullanilmistir. TheEG3'lin {i¢ boyutlu yapisi, X-151n1 kristalografisi
ile belirlenmistir ve Sekil 1.15°de gosterilmektedir. Yapi, Sekil 1.15B ve 1.15C'de
gosterildigi gibi, disbiikey ve i¢biikey kisimlarin sirasiyla alti (A1-A6) ve dokuz
(B1-B9) iplikten olusturuldugu anti-paralel B-yapraklariin iki yaprak¢igindan
olusmaktadir. B -seritleri birkag ilmek ve ti¢ a-heliks (H1, H2 ve H3; Sekil 1A, 1C)
aracili@iyla baglanir (Prates et al., 2013).

\ Tyrii2
e.,,,& Y _g
Glul17 B
(nuclegphil £
Asp100
(assistant) Tyr7
Lo
Glu201 . %‘,
(ac. catalyst )
Trp23 ©

Sekil 1.15 Trichoderma harzianum endoglukanaz 3’iin ( Eg3) kristal yapisi, yapisal organizasyonu
ve substrat tanima bolgeleri (Prates et al., 2013).

Glikozidazlar, ¢ok yaygin enzimlerden olusan bir grup olup c¢esitli protein
katlanmalar1 ve substrat spesifiklikleri gostermektedirler. Glikozidazlarin hepsinde
olan ortak ozellik; glikozidik bagin yikimindan sorumlu katalizle ilgili
mekanizmay1 gerceklestiren, Kritik bir yerde lokalize olmus iki tane asidik
aminoasit arti§ina ortak olmalaridir. Bu degismez aminoasitler, niikleofilik olarak
davranan aspartat ve genel asit-baz gibi davranan glutamattir. Glikozidik bagin
enzimatik olarak hidrolizi iki tane stereokimyasal yol (anomerik konfigiirasyonun
retansiyonu (tutma) yada inversiyonu (tersine ¢evirme) ile miimkiin olmaktadir.
(Alberto et al., 2004).

Retansiyon mekanizmasina sahip glikozidazlar, ikili yer degistirme
mekanizmasiyla karbohidrat halkasindaki anomerik karbonun konfigiirasyonunu
koruyarak glikozidik bagin hidrolizini katalizlemektedir (Sekil 1.16). Bu enzimler
bazen transglukozilleme yetenegi gostermektedir. Bu enzimlerin katalitik
mekanizmasi karbohidratin bulundugu diizlemin iki yaninda lokalize olmus iki tane

karboksilik artigin birbirinden ayr1 kimyasal reaksiyonu gerceklestirmesine
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dayanmaktadir. Ilk adimda (glikozilleme); bir karboksilik grup genel-asit katalizi
prensibine gore ayrilacak grubun koparilmasini saglar ve hemen es zamanl olarak
ikinci karboksilik grup tarafindan niikleofilik bir atak sonucu glikozil-enzim ara
{iriinii olusturulur. ikinci adimda (deglikozilleme); ilk artik, genel-baz gibi
davranarak gelmekte olan niikleofili (hidroliz reaksiyonu ise su molekiili;
transglikozilleme ise alkol) aktive eder ve sonunda karbohidrat hidrolizlenmis olur.
Iki karboksilik artik arasindaki mesafe yaklasik olarak 5.5 A kadardir (Mosier et
al., 1999; Davies and Sinnott, 1997; McCarter and Withers, 1994).

Inversiyon mekanizmasina sahip glikozidazlar, tek adimli niikleofilik yer
degistirme adimiyla anomerik konfigiirasyonun ters ¢evrilmesine neden olurlar. Bu
nedenle B-glikozidik bagin hidroliziyle, {irlinler kisminda a-glikozidik bag
meydana getirirler veya belirtilenin aksini gergeklestirirler (Sekil 1.16).
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Sekil 1.16 (a) Retansiyon mekanizmasi (b) Inversiyon mekanizmas: (Sandgren et al., 2005; Davies
and Henrissat, 1995).

Bu katalitik mekanizmaya sahip olan enzimler, ilk adimda genel-asit katalizi
ile ayrilacak grubun ayrilmasini saglayan bir karboksilik artik ve ardindan genel-
baz katalizi ile su molekiiliiniin niikleofilik olarak karbohidrat halkasinin karsi
tarafina baglanmasini saglayan ikinci karboksilik artigin yardimiyla glikolitik bagin
hidrolizini gerceklestirdikleri belirtilmistir. Inversiyon mekanizmasina sahip
enzimlerde iki karboksilik artik arasindaki mesafe retansiyon mekanizmasina sahip
enzimlerden daha az kisitlanmistir ve bu aralik 6.5-9.5 A kadardir (Sinnot, 1990;
McCarter and Withers, 1994).

Clostridium  thermocellum  sellobiyohidrolazinin ~ (CelS) inversiyon
mekanizmasi ile sellooligosakkarit hidroliz mekanizmasi Sekil 1.17°de verilmistir

(Saharay et al., 2010).
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Sekil 1.17 Clostridium thermocellum sellobiyohidrolazinin (CelS) inversiyon mekanizmasi ile
sellooligosakkarit hidroliz mekanizmasi (Saharay et al., 2010).

Enzimlerin reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda baglanma merkezi
ve katalitik merkezde goérev alan aminoasitler gorev almaktadir. Bu dogrultuda
kullanilan X-1ginlar1 yontemi uygundur ancak en ¢ok kullanilan yontem segimli

olarak reaksiyon veren reaktiflerle yapilan modifikasyon c¢aligmalar1 olarak
bilinmektedir (Uslan, 1997).
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1.1.4 Sinerjizm

Seliilolitik enzimler arasindaki sinerji, iki veya daha fazla enzimin birlesik
etkisinin, tek tek olan etkisinin toplamindan daha yiiksek bir etki hizina yol agtigi
zaman ortaya ¢ikar (Mansfield et al., 1999).

Kompleks olmayan seliilolitik sistemde endoglukanaz ve ekzoglukanaz
enzimleri bir kombinasyon halindedir ve bireysel enzimlerin sinerjistik
aktivitelerini igermektedir (Ohyima et al., 1997).

Seliilaz sistemi ii¢ enzim grubundan olusan (endoglukanaz, ekzoglukanaz ve
B-glukozidaz) ve seliilozun verimli bir sekilde degredasyonu igin koordineli ¢alisan
sistemlerdir (Lynd et al., 2002).

Seliilozun hidrolizinin ilk adim1 endoglukanaz ve ekzoglukanaz tarafindan
katt substrat {izerinde, ikinci adim ise [-glukozidaz tarafindan sivi fazda

gerceklesmektedir (Zhang et al., 2006; Andersen, 2007) (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18 Kompleks olmayan seliilaz sistemi tarafindan selillozun enzimatik degredasyonunun

sematik gosterimi (Zhang et al., 2006).

Seliilaz sistemi, enzimlerin tek basina gosterdigi aktiviteden daha yiiksek bir
aktiviteye sahiptir. Sinerjizm olarak adlandirilan bu olgunun dort formu

bulunmaktadir:
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1. Endoglukanaz ve ekzoglukanaz arasindaki sinerji (Beldman et al., 1988;
Nidetzky et al., 1993; Nidetzky et al., 1994)

2. Ekzoglukanaz- ekzoglulanaz arasindaki sinerji (Henrissat et al, 1985;
Medve et al., 1994)

3. B-glukozidaz ve ekzoglukanaz arasindaki sinerji

4. Katalitik alan ve seliilaz baglayici alanlar arasindaki sinerji

Kompleks seliilaz sistemi diger bir adiyla seliilozomlarin yapilarindaki
seliilazlar arasinda optimum diizeyde sinerjizm bulunmaktadir. Seliillozomlar,
seliiloz hidroliz tiriinlerinin hiicreye olan mesafesini kisaltip bu oligosakkaritlerin
verimli bir sekilde hiicre i¢ine alinmasini saglamaktadir (Bayer et al., 1998).

Cok islevli bir seliilazin varsayimsal etki mekanizmasi ve A. thermophilum
Cel9A/Cel48A enziminin tim modillerinin (GH9-CBM3c-CBM3a-CBM3a-
GH48) seliiloz yiizeyindeki varsayilan siralamasi ve diizenlemesi Sekil 1.19°da
gosterilmistir. GH9 modiiliiniin yarigindaki (aktif bolge) seliilloz zinciri ve
CBM3'lerin  seliilloz ile etkilesimi, tiim enzimin alt goriiniimiinde (C)
gosterilmektedir. Bu panelde bir dekristalize seliiloz zinciri goriintiillenmektedir. Bu
bes modiil, kristalin seliilozun hidrolizi i¢in sinerjik olarak islev gormektedir. Mavi
ve leylak rengi ile gosterilen iki CBM3a, tiim enzim molekiiliinii seliiloza baglamak
icin kristalin seliilozun bitigik yiizeylerine spesifik olarak baglanmaktadir. Gri
olarak gosterilen CBM3c'nin seliiloz yiizeyini bozdugu ve pembe GH9'un rastgele
bir dahili pozisyonda seliiloz zincirini kirabilecegi bildirilmektedir. Daha sonra
kirik zincir, seliiloz zincirinin selobiyoza hidrolize edildigi GH48 tiinelinin girigine
yonlendirilmektedir. Bu bes modiildeki varsayilan anahtar baglama kalintilar1 (a)
'da kirmiz1 gubuk modelleri olarak gosterilmektedir. Tiinelden ¢ikan iki sellobiyoz
kalintis1 yesil renkte goOsterilmistir. Uzatilmis modiiler baglayici peptitler ise
gosterilmemistir (Xu et al., 2011).
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Cellulose

Sekil 1.19 Cok islevli bir selillazin varsayimsal etki mekanizmasi ve A. thermophilum
Cel9A/Cel48A  enziminin tiim modiillerinin  (GH9-CBM3c-CBM3a-CBM3a-GH48)  seliiloz

yiizeyindeki varsayilan siralamasi ve diizenlemesi ( Xu et al., 2011).

Saflagtirllmig seliilolitik enzimler arasindaki sinerji iizerine yapilan ¢ok
sayida calisma mevcuttur. Yapilan bu ¢alismalar, sinerjinin tek tek enzimlerin
oranina, substrat doygunluguna yani enzim konsantrasyonuna ve substratin
fizikokimyasal 6zelliklerine bagli oldugunu dogrulamaktadir. (Woodward et al.,
1988; Nidetzky et al., 1993; Henrissat et al., 1985) Ornegin; mikrokristal seliilozun
hidrolizinde sinerjizim derecesinin belirlenmesi i¢in seliilaz konsantrasyonlariin
rolii izerine yapilan bir caligamaya gore, T. reesei‘den saflastirilan Cel5A (EG 1),
Cel7A (CBH 1) ve Cel6A (CBH Il) enzimlerinden 20 ug/ml kullanildiginda
optimum sinerjizm derecesi (DS) 2.03 elde edilmistir. Enzim miktarlart 10
ug/mL’ye diisiiriildigiinde ise sinerjizm derecesi 1.49’a diistiigii goriilmistiir. Daha
yiiksek enzim yliklemeleri kullanilarak, sinerji derecesinde ilave bir diislis
gbzlenmis ve bunun ekzoglukanazlarin (CBH) endoglukanazlara gore (EG) daha
cok tercih edilen adsorbe edilmis enzim oldugu ve rekabet¢i adsorpsiyondan

kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir (Woodward et al., 1988).
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Bir diger ¢alismada ise; ii¢ grup seliilolitik enzim arasindaki sinerji, Avicel
ve fosforik asitte sisirilmis selilloz / Avicel substratlarinin hidrolizi {izerinden
incelenmek istenmistir. Calismada, Humicola insolens ‘ten Cel45A (EG V) ve
Cel6A (CBH I1) enzimlerinin ve Penicillium brasilianum ‘dan ise Cel3A (B-
glukozidaz) enziminin farkli mol yiizdelerinin yirmi karisimi kullanilmustir. (3-
glukozidazin fazla ilave edilmedigi veya ilave edilmedigi Onceki caligmalarin
aksine, burada maksimum toplam seker ftretimi igin ikili ve tgli seliilaz
karisimlarma (Cel3A'nin farklt mol yiizdeleri dahil) odaklanilmistir. Coziiniir
hidroliz {irtinlerinin konsantrasyonuna dayanan hassas hidroliz modelinin
belirlenmesi ve tiriinlerin tespitinin yapilmasinda uygun metodun secilmesinin

onemi vurgulanmistir (Andersen et al., 2008).

1.1.5 Seliilazlarin izolasyonu ve saflastirilmasi

Enzimler ¢ok cesitli biyokimyasal yontemler kullanilarak izole edilmekte ve
saflastirilabilmektedir. Enzimlerin izolasyon ve saflastirilmasinda her zaman en
etkili, en hizli ve en ekonomik yontemler belirlenmeye calisilir. izolasyon adiminda
genellikle homojenizasyon ve homojenatin hazirlanmasi, saflagtirma adiminda ise
deristirme yontemleri ve kromatografik teknikler kullanilmaktadir (Telefoncu,
1996.)

Seliilaz kaynagi olarak mikrobiyal, hayvansal ve bitkisel kaynaklar secilerek,
bilinen genel ekstraksiyon yontemleri ile enzim izole edilmis ve saflastirilmistir.
Saflagtirilan bu enzimler farkli uygulama alanlar1 icin karakterize edilmistir.
Izolasyon ve saflastirmada kullanilan teknikler; amonyum siilfat ve organik ¢6zgen
ile fraksiyonlama, 1s1 muamelesi, asidifikasyon, iyon degisim kromatografisi, jel
kromatografisi ve izoelektirik fokuslama vb. olarak siralanabilmektedir.

Seliilaz enziminin izolasyon, saflagtirma ve karakterizasyon caligmalarinda
mikrobiyal kaynak olarak Trichoderma koningii (Wood and McCrae, 1978),
Gloephyllum sepiarium (EGS) ve Gloeophyllum trabeum (EGT) (Mansfield et al.,
1998), Melanocarpus albomyces, Myceliophthora thermophila, Chaetomium
thermophilum ve Sporotrichum thermophilum (Miettinen-Oionen et al., 2003),
Trichoderma lignorum (Baig et al., 2004), Trichoderma reesei (Ahamed and
Vermette, 2008), Trichoderma virid (Beldman et al., 1985), Pseudomonas

fluorescens (Bakare et al., 2005), Aspergillus niger ve Aspergillus nidulans (Ali
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and El-Dein, 2008), Aspergillus heteromorphus (Singh et al., 2009), Acremonium
cellulolyticus C-1 (Fang et al., 2008), Clostridium thermocellum (Romeniec et al.,
1992), Bacillus subtilis (Kim et al., 1997), Paenibacillus campinasensis BL11 (Ko
et al., 2010), Bacillus licheniformis (Aygan et al., 2011), Bacillus cereus (Yan et
al., 2011) gibi kaynaklar kullanilmistir.

Hayvansal kaynak olarak Aulacophora atripennis, Aulacophora abdominalis,
Chrotogonus trachypterus, Dysdercus koenigii, Aulacophora foveicollis, Oxya
chinensis, Hieroglyphus banian, Coccinella scutellaris, Mylabris pustulata, Apis
dorsata ve Apis mellifera gibi bocek tiirleri (Sami and Shakoori, 2007), Japon deniz
kestanesi (Nishida et al., 2007) ve birkag metazoan tarafindan sentezlenen endojen
seliilazlar icin bazi termitler, salyangozlar ve solucanlar 6rnek verilmektedir
(Bignell et al.,2011; Watanabe et al., 1998; Watanabe and Tokuda, 2001). Bitkisel
kaynak olarak bezelye (Wong et al., 1977), avokado (Hatfield and Nevins, 1986)
ornek kaynaklardir. Yakin zamanda, selillazlar Chlamydomonas reinhardtii,
Gonium pectorale ve Volvox carteri gibi yesil mikroalglerde de arastirilmig ve GH9
ailesine ait katalitik alanlar1 (CD), metazoan endojen seliilazlara yiiksek sekans
homolojisini gosterdigi bulunmustur. Alg seliilazlart modiilerdir ve bazi iiyelerde
varsayilan immunoglobulin (Ig) benzeri ve bilinmeyen alanlara ek olarak varsayilan
yeni sistein bakimindan zengin karbonhidrat baglama modiilleri (CBM'ler),
prolin/serin (PS) bakimindan zengin baglayicilardan olusmaktadir. Gonium
pectorale'den elde edilen seliilazin, baglayicilar, bir C-terminal ve CBM ile ayrilmis
iki CD'den olustugu bulunmustur (Guerriero et al., 2018). Bu kaynaklardan izole
edilen enzimler i¢in birden fazla saflastirma yontemi bir arada kullanilmistir.
Ornegin; Trichoderma virid seliilazlar1 i¢in jel filtrasyon kromatografisi, anyon
degisim kromatografisi, katyon degisim kromatografisi ve affinite kromatografisi
yontemleri kullanilmistir (Beldman et al., 1985). Gloephyllum sepiarium (EGS) ve
Gloeophyllum trabeum (EGT) endoglukanazlari igin; amonyum siilfat ile ¢oktiirme,
hidrofobik etkilesim kromotografisi ve jel filtrasyon kromotografisi yontemleri
kullanilmistir (Mansfield et al., 1998). Avokado seliilazi i¢in ise izoelektrik
fokuslama ve jel filtrasyon yontemleri kullanilmistir (Hatfield and Nevins, 1986).
Saflastirilan seliilazlar endiistriyel pek ¢ok prosesde uygulama alani1 bulmustur (Ko

etal., 2010; Yan et al., 2011).
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1.1.6 Seliilazlarin fiziksel 6zellikleri

1.1.6.1 Seliilazlarin multimolekiiler formlari ve molekiil kiitleleri

Genellikle proteinlerin safliginin kontrolii, saf proteinin alt birim yapilarinin
incelenmesi ve molekiil kiitlesi tayini i¢in poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
yontemleri kullanilmaktadir. Poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygin olarak
kullanilan1 Laemmli tarafindan gelistirilen Sodyum Dodesil Siilfat Poli-Akrilamid
Jel Elektroforezidir (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). SDS-PAGE ile proteinler
biyolojik ve biyokimyasal aktivitelerini yitirmektedirler ve bu durumda dogal
kosullar altinda elektroforez (PAGE) tercih edilmektedir. Proteinlerin molekiiler
kiitlelerinin belirlenmesinde kullanilan SDS-PAGE’ne alternatif bir metod olarak
molekiiler boyuta gore ayirma yapan jel filtrasyon kromatografisi kullanilmaktadir
(Zihnioglu, 1996).

Seliilazlarin molekiiler kiitleleri ve yapilar1 tiirden tiire ve kullanilan
metotlara bagli olarak farklilik gdstermektedir. Ornegin; Aspergillus niger ticari
seliilazinin SDS-PAGE ile molekiil agirliginin 26 kDa oldugu bulunmustur (Hurst
et al, 1977). C. thermocellum’dan bir endoglukanaz (1,4-B-D-glukan
glukanohidrolaz, EC 3.2.1.4) saflastirilmis ve SDS-PAGE ile molekiil agirligi 76
kDa olarak bulunmustur (Romeniec et al., 1992). Organik atik kompostundan B.
subtilis CK-2 susu saflagtirilmig ve saflastirilan enzimin SDS-PAGE’te yaklasik
olarak 35,5 kDa agirhginda oldugu goriilmiistiir (Aa et al., 1994). Izole edilen iki
endoglukanazin (Gloephyllum sepiarium (EGS) ve Gloeophyllum trabeum (EGT)
kaynakli) saflagtirllmasi icin ¢esitli kromatografik yontemler kullanilmistir.
EGS’nin molekiil kiitlesi 45,1 kDa ve EGT nin EGS ile benzerlik gostererek 40,5
kDa molekiil agirliginda oldugu bulunmustur (Mansfield et al., 1998). Mutant B.
pumilus’mn drettigi enzim saflastirilmis ve saflastirilan bu enzimin SDS-PAGE ile
80 kDa ve jel filtrasyon kromatografisi ile de 170 kDa molekiil agirliginda oldugu
belirlenmistir. (Kotchoni et al., 2006). T. viride ‘den izole edilen ticari seliilazdan,
kitosanaz ve karboksimetil seliilaz (CMCaz) enzimleri saflastirilmis ve SDS-PAGE
ile molekiil agirliginin 66 kDa oldugu bulunmustur (Liu and Xia, 2006). Deniz
sularindan  karboksimetil selilozu  hidrolizleyen = mikroorganizmalar
saflagtirilmistir. Saflastirilan karboksimetil seliillazin molekiil kiitlesinin SDS-
PAGE ile 56 kDa civarinda oldugu bulunmustur (Kim et al., 2009). H.insolens ‘ten
izole edilen Cel45A enziminin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 43 kDa iken, H.



27

insolens ‘ten izole edilen Cel6A enziminin molekiil kiitlesi 65 kDa’dir (Andersen
etal., 2008). EG I1I (diisiik molekiiler kiitleli endo-B-1,4-glukanaz) genini kodlayan
genomik ve cDNA klonlarmi Trichoderma reesei QM9414'ten izole edilmistir.
SDS-PAGE ‘ni izleyen immiinoblot analizi ile rekombinant EG III enzimlerinin
molekiil kiitleleri sirasiyla; E. coli, S. cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe
icin 25, 28, 29 kDa olarak bulunmustur. Maya rekombinant EG III enziminin
parcalarinin molekiil kiitlesinin, endoglukanaz H ve a- mannozidaz ile islemden
sonra 25 kDa’ya kadar diistiigii goriilmistir (Okada et al., 1998). Trichoderma
virid’den izole edilen seliilaz enziminin homojen sekilde saflastirilmasi DEAE-
Sepharose anyon degisim kromatografisi ile gergeklestirilmis ve molekiil kiitlesi
SDS-PAGE ile 87 kDa olarak bulunmustur (Yasmin et al., 2013). Piring ¢eltik tarla
topragindan elde edilen Bacillus sp., MSL2 susundan izole edilen seliilaz enzimi
boyut diglama kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan seliilazin
molekiil kiitlesinin, SDS-PAGE ve zimogram analizi ile 48 kDa oldugu
goriilmistiir (Sriariyanun et al., 2016).

Kompleks seliilaz sistemi seliilozom olarak adlandirilmaktadir. Seliilozomlar,
hiicre seliilozik materyal lizerinde gelisti§i zaman seliilolitik bakterilerin hiicre
duvarinda ¢ikint1 benzeri yapilar olusturmaktadir. Farkli mikroorganizmlardan elde
edilen seliilozomlarla yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Sonug olarak, her ne kadar
selillozom igerigi tiirden tiire degisiklik gosterse  de mikroorganizmalarin
seliilozomlariin ayni yapiy1 gosterdigi bulunmustur (Lynd et al., 2002

C.thermocellum seliillozomunun yapisi, biyokimyasal, immunokimyasal,
ultrayapisal ve genetik teknikler kullanilarak ¢6ziilmistiir. (Bayer et al., 1994).

Seliillozom 197 kDa agirliginda olup biiyiik ve katalitik olmayan iskelet
proteini (CipA) icermektedir. 9 kohesin, 4 X-modiilii (hidrofilik modiil) ve seliiloz
baglayict alan (CBM) igeren bu protein multidomainli bir yapidir. Katalitik kisimlar
selilozom olusturmak i¢in baglayici (dockerin) kisimlart ile CipA proteininin
kohesini ile birlesmektedir (Sekil 1.20). Katalitik alanlarin iskelet protein {izerinde
birlesimleri, i¢erikleri ve sinerjistik aktivite gibi yetenekleri netlik kazanamamustir.
Seliilozom bilesiminin degisebilecegi ve katalitik alanlarin belirli kohesinlere

baglanmadig1 varsayilmaktadir (Béguin and Lemaire, 1996).
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Sekil 1.20 C. thermocellum’a ait selillozomun seliiloz tizerindeki etkisi (Pérez et al.., 2002).

Seliilozomlar kararli ve biiyiik komplekslerdir. Molekiil kiitleleri 2-16 MDa
ve poliseliilozom oldugunda ise 100 MDa’a ulagsmaktadir. Seliillozomlarin 6zellikle
iskelet kisimlar1 biiylik oOlciide glikozillenmistir (Béguin and Lemaire, 1996;
Coughlan, 1990; Schwarz, 2001). Selillozomlarin proteazlara karsi korumasinda ya

da kohesin-dockerin taninmasinda glikozil gruplar1 gérev almaktadir(Gerwig et al.,
1993).

1.1.7 Seliilazlarin kinetik ozellikleri

1.1.7.1 Seliilazlarin aktivitesine substrat konsantrasyvonunun etkisi ve

substrat spesifiklikleri

Seliiloz, D-anhidroglukopiranoz birimleri ve bu birimlerin B-1,4-glikozidik
baglarla bir araya gelmesiyle olusmus lineer yapiya sahip bir polimerdir (Sekil

1.21).
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Sekil 1.21 Seliilozun yapisal olarak tekrarlayan sellobiyoz birimleri (Andersen, 2007).

Seliilozun enzimatik degradasyonunu etkileyen faktorler iki grupta
incelenmektedir. Bunlar enzimle ilgili faktorler; enzim konsantrasyonu,
adsorpsiyon, sinerji gibi (Andersen, 2007) ve substrat ile ilgili faktorler;
kristalizasyon yiizdesi (Crl), polimerizasyon yiizdesi (DP), erisilebilirlik seklinde
siralanabilmektedir. Kristalizasyon yiizdesi substrat reaktivitesinin bir gostergesi
olarak belirtilmektedir. Seliilozik subsratlarin polimerizasyon derecesi (DP) ise ug
ve i¢ kisimlardaki B-glukozidik baglarin ¢okluguyla ifade edilir (Zhang and Lynd,
2004).

Seliilaz aktivitesini belirlemede kullanilan substratlar ¢oziiniir ve ¢oziiniir
olmayan tiirdedir. Coziintir substratlar diisiik polimerizasyon derecesine sahip
sellodektrinler, 2-6 seker biriminden olusan seker yapilari ve onlarin tiirevleri ile
CMC gibi uzun polimerizasyon derecesine sahip seliiloz tiirevleridir (Zhang et al.,
2006). Seliilaz aktivitesi igin ¢oziiniir olmayan substratlar; mikrokristal seliiloz gibi

safliga yakin seliilozlar ve a-seliiloz saf olmayan seliilozlardir.

Farkli kaynaklardan saflastirilan seliilazlarin ¢esitli substratlara karst
gosterdigi  spesifiklikler farkli ¢alismalarda incelenmistir. Hiicre dis1 bir
endoglukanaz, ksilanaz iireten Aspergillus niger BO3 susunun kiiltiir sivisindan
izole edilmistir. Enzimin substrat spesifikligi; karboksimetil seliiloz, filtre kagidi ve
farkli glikozidler kullanilarak belirlenmistir. izole edilen endoglukanaz enzimi,
21.01 mg/mL Km degeri ile karboksimetil seliilozda maksimum aktivite
gostermistir (Dobrev and Zhekova, 2012). GH12 endoglukanazlari, genellikle
¢Oziinilir ve ¢oziinmez substratlara kars1 farklr aktiviteler sergilemektedir. EglA’nin
CMC’ye yonelik aktivitesi; Whatman® kagidi ve Avicel®’e ydnelik aktivitelerinden
sirasiyla 14 kat ve 145 kat daha yiiksek bulunmustur (Bauer et al., 1999). T.
neopolitana’dan izole edilene iki endoglukanaz CelA ve CelB enzimlerinin, amorf
seliiloza kiyasla CMC’ye sirasiyla 130 kat ve 40 kat daha fazla aktivite goriilmistiir
(Bok et al.,1998). Gloephyllum trabeum’ dan izole edilen Cell2A enziminin de
CMC’ye yonelik amorf ¢oziinmez seliiloza (fosforik asitte sisirilmis seliiloz )

olandan 800 kat daha fazla aktivite gosterdigi bulunmustur (Cohen et al., 2005).
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Yiiksek karboksimetil seliiloz indirgeme aktivitesi gosteren bir Bacillus
subtilis susu olan BEC-1, orman topragi 6rneginden izole edilmistir. Biyokimyasal
Ozelligini karakterize etmek i¢in endoglukanaz geni Egl173 sustan klonlanarak
Escheria coli’de eksprese edilmistir. Saflagtirllmis Egl173’tin farkli aktivitelerle;
CMC, filtre kagidi, B-glukan, metil-seliiloz, kitin gibi hem ¢6ziiniir hem de ¢oziintir
olmayan seliilozlar1 hidrolize ettigi goriilmiistiir (Zhu et al., 2011). Termofilik
bakteri Acidothermus cellulolyticus 11B ABK52392 rekombinant AcCell12B
enziminin ¢esitli substratlar tizerine etkisi arastirilmistir. Rekombinant AcCell2B
‘nin arpa B-glukanlarina (B-1,3-1,4 baglantilar1) karsi yiiksek spesifik aktivite
gosterdigi bulunmustur. AcCell2B; CMC, RAC ve Avicel® e kars1 da yiiksek
aktivite gosterirken, laminarin (8-1,3 bag), nisasta (a-1,4 bagi) ve ksilana (3-1,4
bagli ksiloz alt birimleri) kars bir aktivite géstermemistir. Sodyum karboksimetil
seliiloz (CMC) ve rejenere amorf seliilloz (RAC) i¢in hidrolitik aktivite degerleri
sirastyla 118,3 ve 104,0 U/mg olarak bulunmustur. CMC igin Km Ve Vmax degerleri
de sirastyla 25,47 mg/mL ve 131,75 U/mg olarak hesaplanmistir (Wang et al.,
2015). Genis substrat spesifikliginin fungal [B-D-glukozidazlarin genel
ozelliklerinden oldugu bilinmektedir. H. grisea var. thermoidea’dan izole edilen 3-
D-glukozidaz enziminin genis substrat spesifikligi incelenmistir. Enzimin; pNP-
Fuc, pNP-Gal, pNP-Glc gibi sentetik substratlar {izerinde daha etkili oldugu
goriilmiigtiir. Sentetik substratlarin yiiksek hiz ve affinite lizerinde daha etkili
olmasmin fungal kaynakli B-D-glukozidazlarin kinetik ozelliklerinden oldugu
bilinmektedir. (Nascimento et al., 2015). Cizelge 1.1°de ¢esitli kaynaklardan izole

edilen seliilazlar i¢in hesaplanan Km degerleri verilmistir.
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Cizelge 1.1 Cesitli kaynaklardan izole edilen seliilazlar i¢in hesaplanan K degerleri.

Seliilaz Kaynagi Seliilaz Substrat Kwm Referans
Melanocarpus sp EG I CMC 20 mg/mL
MTCC 3922 ' EGII CMC 13,3 mg/mL Kaur et al., 2007
EGI Barley-B-glukan 2,0 mg/mL
EGII Barley-B-glukan | 6,66 mg/mL
Aspergillus niger Ekstraseliiler CMC 21,01 mg/mL Dobrev and
BO3 seliilaz Zhekova, 2012
Jonesia quinghaiensis Endoglukanaz CMC 8,69 mg/mL Linetal., 2016
(JgCel5A)
Peniophora sp. Endoglukanaz Barle)c/:—l\fil-glukan 35498mg//mll Trinh et al., 2013
NDVNO1 © mgim
Seliiloz 0,31 mg/mL | Aung et al., 2001
Trichoderma viride Seliilaz
CMC 0,35 mg/mL
Pamuk fibrili 0,33 mg/mL
Aspergillus oryzae B-glukozidaz p-NPBG 0,55 mM Riou et al., 1998
Sellobiyoz 7,0 mM
. CMCaz CMC 0.8 mg/mL Sriariyanun et
Bacillus sp. MSL2 al.. 2016
| - Ekstraseliiler CMC 1,243 mg/mL | Dehghanikhah et
Bacillus subtilis sp. N
seliilaz al.,2020
BC1
. . Avicelaz | Avicel 87 mg/mL Kim ,1995
Bacillus circulans
. CMCaz CMC 3,4 mg/mL Huang and
Caldibacillus g Monk,gzoo4
cellulovorans

1.1.7.2 Seliilaz aktivitesi ve kararliligina sicakhigin etkisi

Tiim kimyasal reaksiyonlar gibi enzim katalizli reaksiyonlar da sicakliga
bagimlidir ve reaksiyonun hizi sicaklikla artis gostermektedir. Bu artis durumu
siirekli degildir. Inkiibasyon siiresine bagimli olarak dnce bir duraklama ve sonrada
gerileme gostermektedir. Protein yapisindaki enzimler siklikla denatiirasyona
ugramaktadir. Belirli calisma kosullarinda farkli sicakliklarda enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik denir. Optimum sicaklik inkiibasyon

siiresine bagimli bir parametredir (Telefoncu, 1986).

Seliilazlar da kaynaklarina bagl olarak ¢esitli kararlilik dereceleri gosterirler.
Genellikle seliilazlarin ¢ogunun optimum sicaklik degeri 40-50°C arasinda
degigsmektedir. Fakat mikrobiyal kaynakli termostabil seliilazlar i¢cin bu deger
50°C’nin ¢ok fiistiine de ¢ikabilmektedir. Ornegin; Trichoderma sp. 1S-05’in
(Andrade et al., 2011) optimum sicaklik degeri 60° C iken, Paenibacillus alvei
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(Mostafa et al., 2020), Bacillus vallismortis RG-07 (Gaur and Tiwari, 2015)
seliilazlart i¢in optimum sicaklik degerleri sirasiyla 70 ve 95°C olarak

belirlenmistir.

Trichoderma sp. 1S-05 susundan elde edilen seliilaz enziminin optimum
sicaklik, pH ve kararlilik degerleri incelenmistir. Seliilaz enziminin pH 3,0 ve 60
°C’de optimum degerlere ulastigi goriilmektedir. 60 °C’de 4 saatlik inkiibasyon
sonunda da termal kararlilik gostermekte ve maksimum aktivitesinin % 59,6’dan
fazlasin1 korumaktadir. Trichoderma sp. 1S-05 susunun biyoetanol {iretimi igin

uygun kosullari sagladigi goriilmektedir (Andrade et al., 2011).

Beyaz ciiriik¢iil bir fungus olan Pycnoporus sanguineus’tan izole edilen
endoglukanaz, B-glukozidaz ve FPaz (filtre kagidi aktivitesi) enzimlerinin
aktiviteleri 30-80°C araliginda incelenmistir. Her bir enzimin optimum degerinin
farkli sicakliklarda oldugu belirlenmistir. Endoglukanaz i¢in optimum sicaklik
60°C, FPaz ve B-glukozidaz igin ise 55°C olarak bulunmustur. 60°C’nin tizerindeki
sicakliklarda FPaz ve [-glukozidaz aktivitelerinde Onemli Ol¢iide azalma
gozlenirken, endoglukanaz aktivitesinin 70°C’de %83 oldugu goriilmiistiir.
Enzimlerin termal kararlilig1 40, 50 ve 60°C olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta 48
saatlik bir inkiibasyondan sonra incelenmistir. 40" C’de tiim seliilaz enzimleri iyi
bir termal kararlilik gosterip aktivitelerini onemli Ol¢iide korurken 50°C’de
ozellikle B- glukozidaz aktivitesinde hafif bir diisiis gézlenmistir. 60°C’de ise
aktivitelerde belirgin azalma goézlenmistir. Bu sonuglar, P. sanguineus kaynakli
endoglukanazlarin tekstil endiistrisi gibi yliksek sicaklik gerektiren endiistriyel
proseslerde kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica 40-50°C’de yiiksek termal
kararlilik gdstermesi seliilazlarin biyokiitle doniistiirme islemlerinde kullanilmak

tizere yeterli 6zelliklerde oldugunu da agiklamaktadir (Falkoski et al., 2012).

Karbon kaynagi olarak Eichhorna crassipes (su stimbiilii) kullanilarak yerel
fungus izolatindan saflastirilan seliilaz enziminin boya degradasyon potansiyeli
incelenmigtir.  Sicakligin  selillaz  aktivitesine etkisi 30-80°C araliginda
arastirilmistir ve optimum sicaklik 40°C olarak bulunmustur. 40°C’nin tizerindeki
sicakliklarda termal kararliliktaki azalmanin sicakliga bagli denatiirasyondan

kaynakli olabilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan calisma boya giderme islemi igin
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fungus biyokiitlesinin tekrar kullanilabilecegini gostermektedir (Talekar et al.,
2011).

Gryllotalpa africana’nin seliilolitik bagirsak izolat1 olan Acinobacter junii
GAC 16.2°den saflastirilan seliilaz enziminin optimum sicaklik degeri 50 °C olarak
bulunmustur. GAC 16.2 seliilazi, pH 6,0-9,0 ve 40-60°C sicaklik araliklarinda %
60’1n lizerinde kararlilik gostermistir. A. junii GAC 16.2 seliillazinin seliilozik
atiklar1  parcalama potansiyelinin  endiistriyel uygulamalarda etkili bir

biyoteknolojik arag olarak kullanilabilecegi diistiniilmistiir (Banerjee et al., 2020).

Farkli termal su oOrneklerinden izole edilen termofilik Bacillus suslari
kaynakli enzim aktiviteleri iizerine sicakligin etkisi incelenmistir. Bu ¢alisamada
yiiksek sicakliklarda aktivite gosteren enzimleri iireten birka¢ sus tanimlanmistir.
Izole edilen B62 ve B120 suslarmin her ikisinin de amilaz, proteaz, seliilaz, ksilanaz
ve mannaz enzimlerini iirettigi goriilmiistiir. B100 susundan izole edilen seliilaz
enziminin Geobacillus sp. T1 ile benzer 6zellikler gosterdigi ve 70 °C’de en yiiksek
aktivite degerini gdsterdigi bulunmustur. B22 ve B160 suslarindan izole edilen
seliilaz enzimleri ise 90 °C’de yiiksek aktivite gostermistir. Sonuglar dogrultusunda
yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen biyoteknolojik prosesler i¢in uygun tiirlerden
olabilecegi ifade edilmistir (Thebti et al., 2016).

Fungus kaynakli {irtin kaybini onlemek amaciyla kimyasal fungisitlere
alternatif olarak bitkisel fungisit kullanilmasinin ekolojik a¢idan daha giivenli
olacag diistiniilerek yeni stratejiler gelistirilmistir. Yapilan ¢alismada; Kaempferia
angustifolia Rosc., dar yaprakli tavus kusu zencefilinin sulu yaprak ekstresi
kullanilarak bitkiler tizerinde zararli etkileri olan Fusarium oxysporum’un
yayilmasini kontrol etmek amaclanmistir. Neurospora crassa 987A ve 988A ve
Fusarium oxysporum suslarindan seliilaz iiretimi gergeklestirilmistir. N. crassa ile
F. oxysporum’un seliilolitik inhibisyonunu karsilastirmak i¢in N. crassa kontrol
amaclh kullanilmistir. Optimum sicaklik denemeleri her enzimin optimum pH
degerinde gergeklestirilmistir. N. crassa 987A igin pH 6,0 fosfat tamponu ve 70°C
optimum degerler olarak bulunurken F.oxysporum icin pH 4,0 asetat tamponu ve

60°C optimum degerler olarak bulunmustur (Basak and Rangan, 2018).
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B-glukozidaz, seliilaz enzim kompleksinin 6nemli bir bilesenidir. Sellobiyozu
ve kisa zincirli sellooligosakkaritleri glukoza hidrolize etmenin yani sira
sellobiyozun, B-1,4-endoglukanaz ve ekzoglukanaz {izerindeki inhibisyonunu da
onlemektedir. Penicillium simplicissimum’dan izole edilen  [-glukozidaz
enziminin optimum sicaklik degerini belirlemek igin; 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’de
calisilmistir. Optimum sicaklik degerinin 60°C oldugu ve sicaklik 60°C’nin tizerine
¢ikarildiginda aktivitede keskin bir diisiis oldugu goriilmistiir. Enzim, 50°C’de 4
saatlik bir 6n inkiibasyon boyunca iyi bir termal kararlilik gostermistir. 80°C ve
daha yiiksek sicakliklarin ise enzim denatiirasyonuna neden oldugu gézlenmistir.
Enzimin, 50°C’de 4 saat boyunca gosterdigi kararlilik lignoseliilozik biyokiitlelerin
enzimatik hidrolizi sirasinda kullanimi i¢in olduk¢a uygun oOzellikte oldugu

belirtilmistir (Bai et al., 2013).

Bacillus kaynakli alkalin seliilazlarin ¢ogu 40°C-6 °C arasinda maksimum
aktivite gostermektedir. Termal kararlilik analizleri enzimin 20°C-45°C sicaklik
araliginda olduke¢a kararli olduklarimi gostermistir. Bacillus subtilis AS3 alkalin
seliilazinin optimum sicaklik degeri 45°C bulunurken, enzimin 20-45°C araliginda
yiiksek kararlilik gosterdigi gortilmistiir. Enzim 60°C’de, 30 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda aktivitesinin % 50’den fazlasini, 60 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ise
% 40’11 korumaktadir. 80°C’de 60 dakikalik bir inkiibasyon sonrasinda ise enzim

aktivitesi gozlenmemektedir (Deka et al., 2013).

Biiytlik endiistriyel uygulamalar i¢in oldukc¢a 6nemli olan seliilaz enziminin
dretimi i¢in farkli deniz aktinomisetleri incelenmistir. En yliksek verimde enzim
tiretimi Streptomyces ruber’de olmustur ve optimum sicaklik degeri 40°C olarak
belirlenmistir (El-Sersy et al., 2010). Cizelge 1.2°de ¢esitli seliilazlarin termal

kararliliklari ile ilgili baz1 sonuglar verilmistir.
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Cizelge 1.2 Seliilazlarin termal kararliliklari.

Seliilaz kaynagi Sicakhik | Zaman | Aktivite Referans
(&) (saat) kaybi
(%)
Pseudomanas sp. 50 1 0 Goel et al., 2019
Neurospora crassa 50 6 30 Yazdi et al., 1990
(ekzoglukanaz)
Jonesia quinghaiensis JgCel5A 60 1 20 Linetal., 2016
Thermobifida fusca UPMC901 70 24 6 Zaunidin et al., 2019
Trichoderma sp. 1S-05 60 4 40,4 Andrade et al., 2011
Trichoderma longibrachiatum 40 1 0 Hamdan and
Jasim,2018

Paenibacillus alvei ( CMCaz) 70 1 4,34 Mostafa et al., 2020
Bacillus vallismortis RG-07 95 1 5 Gaur and Tiwari, 2015
Neurospora crassa (- 55 36 80 Yazdi et al., 1990
glukozidaz)

1.1.7.3 Seliilaz aktivitesi ve kararhiligina pH’1n etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorlerden bir digeri de pH’dir.
Inkiibasyon ortamimin pH’s1, protein molekiiliiniin tamaminin yiik ve dissosiasyon
durumu yaninda aktif merkezini de etkilemektedir. pH etkisi ile, enzim proteinin
tersinir olmayan denaturasyonu ve optimum pH bdlgesi disinda koenzim veya
prostetik gruplarin aktif merkezden ayrilmasi gibi durumlar goriilebilmektedir.
Enzimlerin  maksimum aktivite gosterdikleri pH, optimum pH olarak
adlandirilmaktadir. H* iyonu konsantrasyonundaki degisim ozellikle —aktif
merkezinde asidik veya bazik gruplar tasiyan enzimler, hidrolazlar i¢in oldukga
onemlidir ve enzimin aktivite gosterdigi pH skalasi ise olduk¢a dardir (Telefoncu,
1986).

Seliilazlarin optimum pH degerleri kullanilan enzim kaynagina, substrata,
inkiibasyon zamani ve sicaklifina gore olduk¢a genis bir aralikta farklilik

gostermektedir.
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Seliilaz aktivitesine pH etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda yaygin
olarak ¢6ziiniir substrat kullanimi tercih edilmektedir. Bir¢ok ¢alismada pH 4,0-5,0
arasinda c¢an seklindeki pH profilleri bildirilmektedir. Saf seliiloza etki eden
seliilazlarin, ¢Oziiniir ve ¢Oziinmez substratlar tizerinde pH profillerindeki
farkliliklar tespit edilmis fakat sistematik bir tablo ortaya ¢ikmamistir. Kullanilan
substratin dogas1 ve kinetik parametreler iizerindeki ayirt edici 6zelligi nedeni ile
pH etkisi sistematik bir calisma gerektirmektedir. Bu dogrultuda, hem ¢oziiniir hem
de ¢6ziinmez substratlar i¢in farkli sicaklik araliklarinda pH ¢alismalar1 yapilmustir.
pH’mn enzimatik aktivite lizerine etkisini incelemek amaciyla; Trichoderma
reesei’den Cel7A, Cel7B, Cel6A ve Rosamsonia emersonii’den Cel7A enzimleri
saflagtirilmistir. pH 2,0-7,0 ve sicaklik 20°C-70°C arasinda degistirilmis ve farkli
konsantrasyonlarda hem ¢oziintir pNPL (4-nitrofenil-D-laktopiranosid) hem de
¢Oziiniir olmayan Avicel kullanilmistir. Coziinlir olmayan Avicel kullanildiginda
her iki Cel7A enzimininde asidik kosullara tolerans gosterdigi gézlenmistir. pNPL
kullanildiginda ise, dort enzimin tiimii i¢in optimal pH’in hem iistiinde hem de
altinda cidi bir aktivite kayb1 olmustur. Optimum pH ise her iki substrat tiirii igin
pH 4,0-5,0 degerleri arasinda bulunmustur. Yapilan ¢alismada, seliilaz aktivitesi
tizerine pH etkisinin genel karakterizasyonu igin ¢Oziiniir substratlarin yaygin

olarak kullanilmas1 gerektigi vurgulanmaktadir (Rejel et al., 2019).

Seliilaz aktivitesine pH’1n etkisinin anlasilmasi, pH etkisinin enzim kaynag:
ve sSubstrata gore degisiminin incelenmesi agisindan oldukca Onemlidir.
Clostridium straminissolvens (CSK1) bakteri susundan izole edilen seliilaz enzim
aktivitesi CMC varliginda pH 2,0-12,0 arasinda incelenmis ve optimum pH degeri
6,0 olarak bulunmustur. pH 5,0-10,0 arasinda enzimin % 90’dan daha fazla aktivite
gosterdigi ve notre yakin pH degerlerinde nispeten daha kararli oldugu goriilmiistiir
(Wang et al., 2017). Bacillus subtilis Bc1’den izole edilen hiicre dist seliilazinin
optimum pH degeri ve kararlilig1 incelenmis ve optimum pH degeri 8,0 olarak
bulunmustur. Ayrica sonuglarda , enzimin pH 4,0-10,0 gibi genis bir aralikta
olduk¢a kararli oldugu ve aktivitesinin % 75’ini korudugu tesbit edilmistir
(Dehghanikhah et al., 2020). Bacillus coagulans karboksimetil seliilazinin ise genis
bir pH araligina sahip oldugu bulunmus ve optimum pH degeri ise 6,0 olarak
belirlenmistir. Alkali pH degerlerinde ise aktivitede azalma goriilmektedir (Odeniyi
et al., 2009).
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Fungal seliilazlar i¢in optimum pH degeri tiirden tiire degisim gostermektedir.
Cogu zaman bu degisim pH 3,0-6,0 arasindadir fakat farkli pH araliklari da
mevcuttur. Aspergillus niger NRRL 567’den saflastirilan ekzoglukanaz ve
endoglukanaz enzimleri i¢in optimum pH degeri pH 3,5 (Ghori et al., 2012),
Trichoderma longibrachiatum seliilazinin optimum pH’s1 4,8 ve pH 3,0-6,0
araliginda kararli (Pachauri et al., 2018), Rhizopus oryzae’den saflastirilan iki hiicre
dis1 endoglukanaz enzimleri igin optimum pH 5,0-6,0 arasinda bulunurken
(Murashima et al., 2002); Aspergillus niger’den saflastirilan Fpaz, CMCaz ve -
glukozidaz enzimleri i¢in optimum pH 6.0-7.0 ve Trichoderma sp.’den saflastirilan
ayni enzimler i¢in optimum deger pH 6,5 olarak bulunmus ve enzim aktivitelerinin
de pH 5,0-8,0 arasinda kararli oldugu belirlenmistir (Gautam et al., 2010).
Aspergillus terreus’tan saflastirilan seliilaz enzimi i¢in ise optimum pH degerinin
pH 4,0-7,0 arasinda oldugu bildirilmistir (Megha et al., 2015). Cesitli seliilazlarin

optimum pH degerleri Cizelge 1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3 Seliilazlarin optimum pH degerleri.

Seliilaz kaynagi Seliilaz Substrat | Optimum Referans
pH
Clostridium Seliilaz CMC 6,0 Wang et al., 2017
straminisolvens (CSK1)
Cellulomonas sp. ASN2 Endoglukanaz CMC 7,5 Irfan et al., 2012
Tribolium castaneum Endoglukanaz | Agarve | 4,8ve6,8 | Rehman etal., 2009
CMC
Helminthosporium sp. Seliilaz Filtre 3,0 Sivaramanan, 2014
kagidi
Bacillus subtilis 1AJ3 Cel5A | -------- 4,5 Ma et al., 2020
Rasamsonia emersonii Cel7A Avicel 4,5 Rgjel et al., 2019
Aspergillus niger Endoglukanaz CMC 6,0 Akiba et al., 1995
IFO31125
Aspergillus terreus M11 Endoglukanaz Filtre 2,0 Gao et al., 2008
kagidi
Aspergillus oryzae B-glukozidaz pNPG 5,0 Riou et al., 1998
Penicillium simplicissium B-glukozidaz Salisin 4,4-52 Bai et al., 2013
H-11




38

1.1.7.4 Seliilaz aktivitesine cesitli kKimyasallar ve inhibitorlerin etkisi

Inhibitdrler enzimatik reaksiyonun hizin1 azaltan yada yok eden maddelerdir.
Inhibisyon olusturan maddelerin etki seklinin belirlenmesi sonucunda sdz konusu
enzimlerin  metabolizmadaki 6nemlerini aydinlatabilmek i¢in inhibisyon
caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Baz1 durumlarda inhibitorlerin faydalar1 da
s0z konusudur. Bir¢cok enzim igin spesifik inhibitorler iiretilmektedir. Bu
inhibitdrler kontaminasyona neden olan ve ana enzim preparatindan ayrilmasi gii¢

veya imkansiz olan enzim aktivitelerinin ortadan kaldirilmasinda kullanilmaktadir

(Telefoncu, 1986).

Seliilazlarla yapilan inhibisyon c¢aligmalar1 genel olarak; metal iyonlari,
kimyasal ve organik bilesikler, sekerler ve tiirevleri iizerine olmustur. Metal
iyonlari, aminoasitlerin amin0 veya karboksilik asit grubu ile etkilesime girerek
enzimatik aktiviteyi etkinlestirme veya inhibe etme 6zelligi gostermektedir (Ishida
et al.,1980). Na*, K*, Ca*2, Mn*?, Fe*?, Co*2, Cu*?, Ni*?, Zn*2, Hg*? ve Fe*® gibi
mono-, di-, trivalent metal iyonlari seliilazlarin karakterizasyon g¢alismalarinda
yaygin olarak incelenmistir (Mandels and Reese, 1965). Yapilan bir ¢alismada, otla
beslenen bir siit ineginin rumenindeki bakteri toplulugundan seliillaz enzimlerini
tanimlamak i¢in islevsel metagenomik tarama gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda
izole edilen rekombinant Cell14b22 enziminin aktivitesi iizerine metal iyonlarinin
etkisi incelendiginde; aktivitenin Mn*2 ile 6nemli lgiide arttigi, Cu*? ve Fe*® ile de
onemli ol¢lide azaldigr goriilmiistiir (Gong et al., 2012). Karbon kaynagi olarak
seker pancart kiispesinin kullanildigi ortamda biyiitilen A. glaucus XC9
endoglukanazinin, kiiltiir filtrat1 ile yapilan bir caligmada, enzim aktivitesinin Fe*2
ve Mn*? iyonlari ile artarken Cd*2, Pb*? ve Cu*2 iyonlari ile aktivitenin inhibisyona
ugradig1 goriilmiistiir (Tao et al., 2010). Bir baska ¢alismada ise, Trichoderma sp.
IS-05 susundan izole edilen seliilaz enzimlerinin; Co*?, Cu*? ve Mn*2 varhiginda
inhibe oldugu ve aktivitelerinin azaldigi goézlenmistir. Bu iyonlarin, birgok
mikrobiyal seliilaz i¢in inhibitor etkisi gosterdigi de bilinmektedir (Andrade et
al.,2011). Ayrica EDTA (etilen diamin tetra asetik asit), B-merkaptoetanol ve DPPE
(1,2-bis difenilfosfino-etilen) gibi selatlama ajanlari, inhibitdrlerin metal iyonlar
ile kompleks olusturarak bazi enzim aktivitelerini 6zellikle seliilazlar1 aktive veya

inhibe edebilmektedir (Miyano et al., 1985). Ornegin; Bacillus vallismortis RG-07
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seliilazt EDTA ile aktive olurken (Gaur and Tiwari, 2015), Trichoderma viride
seliilazt EDTA ile inhibe olmaktadir (Igbal et al., 2011).

Iki degerlikli iyonlarin seliilazlar iizerindeki etkisi net bir sekilde
aydinlatilamamistir. Aminoasitler iizerinde redoks etkisi gostererek aktiviteyi
arttirdiklar1 veya azaltiklan diisiiniilmektedir (Tejirian et al., 2010). Iyonik yiikiin
yani sira, iyon yaricapinin enzim aktivitesi ve kararliligi tizerinde etkisi oldukga
blyiiktiir. Biiylik yarigapin katalitik aminoasitler lizerinde etkisi daha az iken,
kiiciik yaricapin ise enzimin genel yapisini degistiren yiiklii aminoasitler iizerinde
daha yogun bir ¢ekim kuvveti uyguladig1 goriilmiistiir (Coolbear et al., 1992; Zeng
etal., 2014). Seliilaz aktivitesine ¢esitli bilesiklerin etkisi Cizelge 1.4’te verilmistir.

Kimyasal ve organik bazi bilesikler de seliilaz aktivitesi izerinde inhibisyon
etkisi gostermektedir. Izopropanol, dimetilformamid (DMF) gibi organik
¢oziicliler, 2,3-dikloriir-1,4-naftokinon gibi ilaglar, fenilmerkiirik asetat ve etilen-
bis-ditiyokarbamat gibi fungisitler, fenilmerkiirik nitrat ve 8-hidroksikinolin gibi
dezenfaktan ve antibiyotikler, Triton X-100 ve Tween 20, 40, 60, 80 ve 100 gibi
non-iyonik yiizey aktif maddeler ve sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi iyonik yiizey
aktif maddeler, seker ve tlirevleri, fenolik bilesikler, oksin gibi bitki hormonlari,
oktil gallat gibi gida katki1 maddeleri, sodyum azid gibi iyonik katilar aktiviteye etki
eden bilesikler olarak siralanmaktadirlar (Reese and Mandels, 1957; Li et al., 2013;
Hsieh et al., 2015; Azadian et al., 2017).

Bacillus sonorensis HSC7 seliilazinin aktivitesine organik ¢oziiciilerin etkisi
incelendiginde enzimin metanol, kloroform ve dietileter ile aktive oldugu;
izopropanol ve DMF ile inhibe oldugu goriilmistiir (Azadian et al., 2017). Vanilin,
trans-sinnamik asit, hidroksibenzoik asit, tannik asit, gallik asit gibi fenolik
bilesikler lignin veya seliilozun hidrolizi sirasinda agiga cikabilmektedir. Bu
bilesikler hidroksil, karbonil, metoksil gruplariin varligima baglh olarak endo-
lekzoglukanazlar ve [B-glukozidaz aktiviteleri igin potansiyel inhibitorlerdir
(Jonsson et al., 2013; Qin et al., 2016; Ximenes et al., 2011). Ornegin; Aspergillus
niger’den izole edilen glukozidaz enziminin, Trichoderma reesei’den izole edilen
enzimlere gore fenolik bilesiklere karst daha direngli oldugu goriilmiistiir. Fenol

molekiilleri arasinda tannik asidin hem deaktivasyona hem de geri dontigiimlii
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inhibisyona neden oldugu bulunmustur. Inhibisyon giiciiniin; enzim tiiriine,
mikroorganizma tiiriine ve mevcut fenolik bilesiklerin tiiriine bagli oldugu

bilinmektedir (Ximenes et al. 2011).

Cizelge 1.4 Cesitli inhibitorlerin seliilaz aktivitesine etkisi.

Seliilaz kaynag inhibitér Konsantrasyon Bagil Referans
Aktivite
(%)
Pseudomonas sp. Triton X-100 5mM 0 Goel et al., 2019
SDS 5mM 0
SDS 1 mM 37,16
Bacillus sonorensis Cu*? 1 mM 57,61 Azadian et al., 2017
HIS Izopropanol % 5 (vIv) 73
DMF % 5 (vIv) 61
SDS 5mM 56
Penicillium Cu*? 10 mM 29,08 Bai et al., 2013
simplicissium H-11 o' 10 mM 73.05
Bacillus vallismortis Hg* 5mM 46 Gaur and Tiwari,
RG-07 10 mM 25 2015
Aspergillus niger Triton X-100 5mM 33,9 Pachauri et al., 2018
subsp. awamori P2 5 mM 63.5
Aspergillus terreus EDTA 10 mM 61 Gao et al., 2008
M1l Cu*? 2mM 41
Hg*? 2mM 23
Bacillus sp. BEC-1 Mn*2 1mM 56 Zhuetal., 2011
(Egl173) Hg*2 1 mM 32
Rhizopus oryzae Murashima et al.,
RCE1 Co*? 10 mM 33 2002
RCE2 Co*? 10 mM 30
RCE1 Zn*? 10 mM 27
RCE2 Zn*? 10 mM 30
RCE1 Pb*? 10 mM 13

RCE2 Pb*2 10 mM 10
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Bacillus sonorensis HSC7 seliilazinin aktivitesine organik ¢oziiciilerin etkisi
incelendiginde enzimin metanol, kloroform ve dietileter ile aktive oldugu;
izopropanol ve DMF ile inhibe oldugu goriilmiistiir (Azadian et al., 2017). Vanilin,
trans-sinnamik asit, hidroksibenzoik asit, tannik asit, gallik asit gibi fenolik
bilesikler lignin veya selillozun hidrolizi sirasinda agiga cikabilmektedir. Bu
bilesikler hidroksil, karbonil, metoksil gruplarinin varligina bagl olarak endo-
lekzoglukanazlar ve [-glukozidaz aktiviteleri igin potansiyel inhibitorlerdir
(Jonsson et al., 2013; Qin et al., 2016; Ximenes et al., 2011). Ornegin; Aspergillus
niger’den izole edilen glukozidaz enziminin, Trichoderma reesei’den izole edilen
enzimlere gore fenolik bilesiklere karst daha direngli oldugu goriilmiistiir. Fenol
molekiilleri arasinda tannik asidin hem deaktivasyona hem de geri doniisiimlii
inhibisyona neden oldugu bulunmustur. inhibisyon giiciiniin; enzim tiiriine,
mikroorganizma tiirine ve mevcut fenolik bilesiklerin tiirline bagli oldugu

bilinmektedir (Ximenes et al., 2011).

Sekerler ve tiirevlerinin seliilaz aktivitesine inhibisyon etkisi gosterdigi
bilinmektedir. Glukozidaz aktivitelerinin glukoz tarafindan inhibisyonu siklikla
karsilagilan bir durumdur (de Cassia Pereira et al., 2016; Pereira et al., 2015).
Selilloz yikim iriinleri olan sello-oligosakkaritlerin ve sellobiyozun endo- ve
ekzoglukanazlar1 inhibe ettigi bilinmektedir. Sellobiyoz ve ksilobiyoz gibi
disakkaritler, mannoz ve galaktoz gibi monosakkaritler bazi ekzoglukanaz
aktivitelerini; ksilooligomerler ise, ksiloglukan ve ksilan {izerine etki eden
endoglukanazlar1 inhibe edebilmektedir (Payne et al., 2015; Qing et al., 2011,
Hsieh et al., 2014).

1.1.8 Seliilazlarin uygulama alanlari

Selillaz enziminin kullanim1 ilk olarak 1980’lerin basinda hayvan
yemlerindeki uygulama ile baglamis ve gida uygulamalari, kagit, deterjan ve tekstil
alanindaki uygulamalar ile devam etmistir. Son 20 yilda seliilazlarin biyoetanol
tiretimi, miirekkebin uzaklastirilmasi, kumaslarda biyoparlatim ve yumusakliginin
artirilmasi, kagit dogal fibrillerinin biyoislenmesinde kullanimi (6zellikle tekstil
alaninda) dikkat ¢ekici olmustur. Seliilaz ile muamelenin kaba odun fibrillerinin

(Douglas cami gibi) sekil ve yapisini degistirmeyi sagladigi goriilmistiir (Karmakar
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and Ray, 2011). Seliilaz enzimi ile yapilan immobilizasyon (Pazarlioglu et al.,
2005) ve zirai ve endiistriyel atiklarin sakkarifikasyonu gibi c¢aligsmalar da
bulunmaktadir (Kiran et al., 2006).

Diinyada son zamanlarda seliilaz ve hemiseliilazlar1 yogun miktarda igeren
enzim preparatlarinin kullanimi yogun ilgi gormiistiir. Bu preparatlarin kullanimi
ile yemlerin besleyici 6zelligi, gevis getiren hayvanlarin siit verimi ve viicut agirligi
artirmak amaclanmistir (Karmakar and Ray, 2011). Bu dogrultuda, enzim
preparatlarinin in vivo ve in vitro deneylerle karakterize edilmesi gerekmektedir
(Bhat, 2000).

Yapilan bir ¢alismada, Trichoderma seliilazinin yem katki maddesi olarak
kullanilmasinin yemden yararlanma oranini ve tahil bazli gidanin sindirilebilirligini
onemli Olgiide iyilestirdigi goriilmiistiir (Bedford et al., 2003). Gevis getirenlerin
yemleri seliilloz, hemiseliiloz, pektin ve lignin iceren bilesimden dolayr oldukga
karmagiktir. Bir dizi baska calisma, yem sindirilebilirligini artirmak i¢in seliilaz
preparatlarinin kullanilmasinin miimkiin oldugunu ileri stirmtistiir (EI-Adawy et al.,
2008; Murad et al., 2009). Seliilazlar, lignoselilloz materyallerin, B-glukanlarin
kismi hidrolizini, tahil tanelerinin kabuklarinin soyulmasini sagladig: i¢in daha iyi
bir sindirim saglamakta ve sonucta hayvanlarin besin emilimini iyilestirmektedir
(Cowan, 1996; Dhiman et al., 2002). Iyilestirilmis sindirim ve besin emilimi,
hayvanlarin sagligi tizerinde olumlu bir etkiye sahiptir (Bhat, 2000; Karmakar and
Ray, 2011; Shrivastava et al., 2011).

Gevis getiren hayvanlarin besin emilimi lizerinde olumlu etkisi olan seliilazla
muamele edilmis bir diyetle beslenen ineklerden elde edilen siitte yag ve protein
iceriginin daha zengin oldugu goriilmistiir. Calismalar ayn1 zamanda, enerji ve
protein sindiriminde bir degisiklik oldugunu ve protein sentezinde artis oldugunu
da gostermistir (Murad and Azzaz, 2010; Zheng et al., 2000; Knowlton et al., 2002).

Seliilazlarin bir diger kullanim alani1 gida uygulamalaridir. Meyve sularinin
bulanikligy; seliiloz, hemiseliiloz, lignin, pektin, nisasta, metaller, proteinler ve
tanenler gibi yapilarin varligindan kaynaklanmaktadir (Vaillant et al., 2001).
Seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlar {izerindeki arastirmalar ile birlikte meyve
bilesenleri tizerindeki bilginin artmasi saglanmistir (Grassin and Fauguembergue,

1996).. Maserasyon enzimleri olarak bilinen seliilaz, hemiseliilaz ve pektinazlar ile



43

meyve suyu liretiminde verimi arttirmak, uygulama siiresini azaltmak ve degerli
meyve bilesenlerinin izolasyonunu gelistirmek hedeflenmistir. (Karmakar and Ray,
2011).

Gidalarin duyusal 6zellikleri gida biyoteknolojisinde 6nemli rol oynayan
meyvelerin aroma zelliklerini, tatlarint ve dokusunu igermektedir. Cesitli meyve
ve sebzelerin duyusal Ozellikleri, pektinazlar ve seliilazlar gibi enzimlerin
inflizyonu ile degistirilebilmektedir (Baker and Wicker, 1996). Enzim
bilesimlerinin, meyvelerin aromasinin yani sira besin degeri iizerinde artiric1 bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Shoseyov and Bravdo, 2001). Immobilize B-
glukozidaz, ¢ay ve benzeri iceceklere eklendiginde ugucu yaglarin igerigindeki
artisa bagli olarak onemli bir aroma artis1 ile sonuglanmigtir (Su et al.,2010). Meyve
sularinin enzim destekli islenmesinin renk kalitesini, meyve suyu verimini ve saglik
yararlarimi iyilestirdigi bulunmustur.

Genis ¢esitlilikteki meyve ve sebzelerden ekstraksiyon veriminin artisi i¢in
de bu enzimlerin kullanimi mevcuttur. Seliilazlarm tek basina veya pektinazlar gibi
diger hidrolitik enzimlerle kombinasyon halinde kullaniminin zeytinyaginin yani
sira ekstraksiyon iizerinde verim artirict bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Sharma et al., 2013). Bu enzimler, zeytin hamurunda bulunan koloidal ve
lipoprotein yapilarina 6nemli 6l¢iide etki ederek gelismis kalite ve gdriinlime sahip
yagin salimimini saglamaktadir (Najafian et al., 2009; Sharma and Sharma, 2007;
Ranalli et al., 2005; de Faveri et al., 2008). Ekstrakte edilen zeytinyaginda fenolik
icerik ve antioksidan aktivitedeki onemli artis kalitesini de ylikseltmektedir

(Mortabit et al., 2014; De Faveri et al., 2014).

Enzimler, ekmek ve hamur kalitesini iyilestirmedeki etkilerinden dolay1
firmcilik endiistrisinde biiylik ilgi gormiistiir. Seliilazlar ve diger hidrolitik
enzimleri iceren enzim kombinasyonlar1 ekmegin hacmini, kalitesini ve saklama
stabilitesini iyilestirmek ve bdylece ekmek yapim islemlerinde emiilgatdrlerin
kullanimin1 azaltmak i¢in kullanmilmistir (Pilar and Rafael, 2004). Seliilazlar,
hemiseliilazlar, amilazlar, lipazlar ve fosfolipazlar1 iceren enzim karigiminin
kullanilmas1 hamurun tadinda iyilesme, uzun raf 6mrii ve pisirme sonrasi hacimde

artigla sonuglanmistir (Boutte et al., 2009).
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Seliilazlarin ksilanaz ve ligninazlar ile birlikte kagit hamuru ve kagit
endiistrisinde kullanimi son yillarda yogun ilgi gérmiistiir. Enzimlerin kullanilmasi
biiyiikk oranda enerji tasarrufunun saglanmasina katkida bulunmustur. Seliilazlar,
seltilozun 6giitiilerek kagit haline getirilme asamalarinda iiretilen kiigiik partikiilleri
degrede ederek, kagit hamurunun siiziilme O6zelliklerinin gelistirilmesine katki
saglamaktadir. Seliilazlar ayrica miirekkebin kagittan ¢ikmasini saglayarak geri
dontstiiriilmiis  kagitlarin  tekrar kagit yapiminda kullanilma 6zelliklerini
gelistirmektedir. Enzimatik olarak miirekkebin uzaklastirilmasi daha az kimyasal
kullanimini saglayarak kagit endiistrisinin ¢cevreye karsi olusturdugu olumsuz etkiyi
azaltmaktadir. Genellikle enzimatik olarak miirekkep giderimi fibrillerin direncinde
ya ¢ok az ya da hi¢ kayiba neden olmazken uygulamanin genel yeterliligi toner
miktar1 ve tipi ve diger kontaminantlarin varligi gibi degiskenlere bagl olarak
degismektedir. Kiiciik partikiillerin 6nemli miktarda hidrolizinin fibriller arasi
baglar1 zayiflatmasindan dolay1 fazla enzim kullanimindan kaginilmalidir
(Karmakar ve Ray, 2011). Seliilazlar ayrica kolaylikla biyodegrede edilebilen kalin
kartonlarin hazirlanmasinda, kagit havlu ve hijyenik kagitlar dahil yumusak

kagitlarin iiretiminde de kullanilmaktadir (Sukumaran, 2005).

Seliilazlarin en ¢ok goriilen tekstil uygulamalari biyotaglama ve biyoparlatma
islemleridir. Hem seliilaz sisteminin tamami1 hem de seliilaz sistemi komponentleri
tekstil endiistrisinde kullanilarak kumasin 6zelliklerini gelistirmektedir. Ornegin;
bazi seliilaz sistemi enzimleri pamuklu kumaslarin tiiylerinin uzaklastirilmasi ya da
temizlenmesinde kullanilirken, saf endoglukanaz ya da endoglukanaz enzimi ile
zengin  karisim eskimis goriiniimlii ve yumusak kumaslarin iiretilmesinde
kullanilmaktadir. Taslamada kullanilan enzimler ya optimum aktivite pH 4,5
civarinda olan asidik seliilazlar ya da optimum aktivite pH 7,0 ve alt1 civarinda
olan notral seliilazlardir (Bhat, 2000; Karmakar and Ray, 2011 ).

Seliilaz enzimi kumaslardaki sert ¢ikint1 seklindeki yapilar1 uzaklastirarak
daha diiz ve parlak kumaslarin hazirlanmasini saglamaktadir. Bu teknik
biyoparlatma olarak adlandirilmaktadir ve aymi zamanda renk parlakligini
gelistirmede de kullanilmaktadir (Karmakar and Ray, 2011).

Petrol iriinlerinden ya da biyokiitleden {iretilebilen etanoliin ¢ogu
yenilenebilir kaynaklardandir. Tarimsal atiklar gibi lignoseliilozik biyokiitlenin

etanol {iretiminde kullanimi1 da 6nemli seviyededir. Son yillardaki teknolojik
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ilerlemelerle lignoseliilozik biyokiitleden daha az bir maliyetle etanol tiretimi
miimkiin kilinmistir (Joshi et al., 2011).

Fermantasyon tiriinlerine ya da biyokiitlenin etanole doniistiiriilmesi i¢in saf
enzim kullannmi su anda ekonomik degildir fakat etkili stratejiler ve aktif
arastirmalar yapilmaktadir. Genel olarak seliillozik biyokiitle, substrat olarak
kullanilan dikkat ¢ekici bir kaynak o6zelligi gostermektedir (Karmakar and Ray,
2011).

Selillaz enzimlerinin uygulama alanlar1 arasinda yeni yaklasimlar da
mevcuttur. Pigment ekstraksiyonunda enzim kombinasyonlariin kullanimi
nispeten yeni bir yaklagimdir. Karotenoidler, toksik olmamasi ve genis renk
yelpazesine sahip olma gibi 6nemli biyolojik 6zelliklerinden dolay1 dogal gida
boyasi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada; Physalis
alkekengi L.’nin ¢anak yapraklarindan (sepallerinden) karotenoid ekstraksiyonu
i¢in seliilazlarin ve hemiseliilazlarin bir kombinasyonu kullanilmistir. Bu durum,
solvent ekstraksiyonuna kiyasla pigmentlerin daha iyi geri kazanimi ile
sonug¢lanmustir (Bunea et al., 2009). Bir baska ¢alismada ise pektinolitik, seliilolitik
ve hemiseliilolitik aktivitelere sahip enzim preparatlarinin, domates kabuklarindan
likopen geri kazaniminda 6nemli 6l¢iide artis sagladigi bulunmustur. Boylelikle
kat1 atik olan domates posasindan ve domatesten enzim destekli likopen
ekstraksiyonunun, atik {riinlerden yiiksek verimli pigment ekstraksiyonu igin
ekonomik olarak fayda saglayacagi goriilmiistiir (Lavecchia and Zuorro, 2010).

Seliilazlar, bitkilerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda da uygulama
alan1 bulmustur. Enzimlerin tek basina veya kombinasyonlar1 halinde, bitki
hiicrelerinden biyoaktif maddelerin salinimint arttirdigi yapilan ¢aligmalarla
desteklenmistir. Stevia rebaudiana bitkisinden bir tatlandirici olan steviosid, enzim
destekli ekstraksiyon ile yiiksek verimle ekstrakte edilmistir (Puri et al.,2011).
Seliilazlarin karotenoidler, antosiyaninler, glikozidler, flavonoidler, fenolikler,
vanilin gibi birgok biyoaktif bilesigin ekstraksiyonunda kullanilabilecegi
kanitlanmistir.  Yapilan caligmalar sonucunda enzimlerin; gida takviyeleri,
nutrasotikler ve fonksiyonel gidalar olarak kullanilabilen ¢esitli dogal bilesiklerin
salimimi i¢in siireci katalize ettigi ortaya ¢ikmaktadir (Khandare et al., 2011; Puri
et al.,2011; Fu et al., 2008).

Seliilazlar, farmasétik endiistrisinde ticari biyokatalizorler olarak uygulama

alan1 bulmustur. Bitkilerden veya bitki {iriinlerinden tibbi olarak ilgili bilesiklerin
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salimmasinda 6nemli rol oynadiklari goriilmiistiir. Polifenoller gibi bilesikler,
antioksidan Ozellige sahiptir ve serbest radikal temizleyiciler olarak kabul
edilmektedirler. Bu sayede ¢ok sayida hastaligin goriilme sikligini1 azaltmaktadirlar.
Seliilaz, proteaz ve amilaz enzimlerinin farkli tahillardan biyoaktif polifenollerin
ekstraksiyonunda verim artist sagladigi sonucuna ulasilmistir (Bhanja et al., 2009;
Do et al., 2009).

Insan metabolizmasmin selillozu sindirmekte giicliik ¢ekmesi sebebiyle
seliilaz takviyelerinin giiniimiizdeki kullanimi 6nemli artis gdstermistir. Ornegin;
Digestin, P-A-L Plus Enzimler, Polienzim Plus gibi seliilaz igeren takviyeler
sindirime yardimci araglar olarak kullanilmaktadir (Karmakar and Ray, 2011). Bir
bagka yeni yaklasim ise, seliilazlarin prebiyotiklerde kullanilmasidir. Diyetlerdeki
prebiyotikler, {ist gastrointestinal sistemi gecen ve kalin bagirsakta yararl
bakterilerin biliylimesi i¢in bir substrat gorevi goren ve sindirilemeyen lifleri
icermektedir. Bu liflerin, seliilaz ve mannazlarin etkisiyle daha verimli prebiyotik
etki gosterdigi bulunmustur. Seliilazlarin ve mannaz hidrolizatlarinin etkili
prebiyotikler olarak kullanilmasi, calismalarda goriildiigii gibi hizla gelisim
gostermektedir (Chen et al., 2005; Al-Ghazzewi et al., 2007; Huang et al., 2007).

Bakteriyel biyofilmin giderilmesi konusunda seliilaz enzimi ile ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Calismalarda, bakteriyel biyofilm olusumunu engellemek
icin; amilazlar, seliilazlar ve proteazlar gibi karbohidratlar {izerinde etkili olan
enzim bilesimleri kullanilmistir (Orgaz et al., 2006). Bu dogrultuda ¢esitli enzim
kombinasyonlari iceren kitler gelistirilmistir. Bu kitler; seliilazlar, hemiseliilazlar,
proteazlar, amilazlar ve esterazlar gibi enzimlerin farkli miktarlarin1 igermektedir.
Kitler, kat1 yiizeylerde biyofilm olusumunu 6nlemek i¢in P. aeruginosa’ya karsi
test edilmistir. Kitlerin asidik, nétr ve bazik pH degerinde, civik kiifiin % 80’ini
gidermede 6nemli 6l¢iide etkili oldugu goriilmistiir (Kumar, 2008; Barnett et al.,
2011).

Biyoteknolojik ¢aligsmalar igin seliillaz enziminin degerli bir arag olabilecegi
ongoriilmektedir. Bu dogrultuda gelismis sindirilebilirlige sahip transgenik
biyoyakit iirtinleri gelistirmek icin sentetik bir glikozil hidrolaza bitkiden tiiretilmis
bir karbohidrat baglama modiilii eklenmesi amacglanmistir. Calismada kullanilan
CEL-HYB1- CBM enzimi, hibrit mikrobiyal seliilaz olan CEL-HYB1 ve domates
(Solanum lycopersicum) SICel9C1 seliilazinin CBM’sinden olusturulmustur. CEL-
HBY1 ve CEL-HBY1-CBM enzimleri Pichia pastoris kullanilarak in vitro
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tiretilmistir. Boylelikle, endojen bir bitkiden iiretilmis CBM 'nin seliilaz enzimlerine
eklenmesinin hidrolitik aktiviteyi arttirabilecegi gortilmiistiir (Byrt et al., 2012).
Seliilaz enzimi ile yapilan immobilizasyon (Pazarlioglu et al., 2005) ¢alismalari,
zirai ve endiistriyel atiklarin sakkarifikasyonu gibi ¢aligmalar da bulunmaktadir

(Kiran et al., 2006).

2. SULU IKILI-FAZ SISTEMI (ATPS)

Rekombinant proteinlerin ve enzimlerin iiretimi i¢in uygun maliyete yeterli
saflagtirmayr  gerceklestirebilen  yontemlerin  gelistirilmesine  gereksinim
duyulmaktadir. Farkli makromolekiillerin endiistriyel kullaniminin son yillarda
artis gostermesiyle 6nemli 6l¢giide saflik saglayan, diisiik maliyetli ve biiylik dlgekte
uygulanabilen yeni izolasyon ve saflastirma yontemleri gelistirmek igin
calisilmaktadir. Bu noktada sivi- sivi ekstraksiyon sistemleri ilgi cekmektedir. Stvi-
stv1 ekstraksiyon sistemlerinde genel olarak organik ¢6zgen kullanilmaktadir. Bu
durum proteinlerin ¢ézliinememesine ve denaturasyonuna sebep olmaktadir.

Swvi-sivi ikili faz sistemleri iki polimer veya polimer/tuz ¢ozeltileri
kullanilarak da olusturulabilmektedir. Ilk kez 1896 yilinda Martinus Willem
Beijerinck tarafindan nisasta ve jelatinin karigtirilmasiyla ikili fazin gézlemlenmesi
sonucunda bulunmustur. Sonrasinda bu sistemler “Sulu Ikili-Faz Sistemleri
(Aqueous Two-Phase System, ATPS)” olarak adlandirilmis ve Albertson tarafindan
1956 yilinda ilk kez biyomolekiillerin geri kazaniminda kullanilmistir. Albertson
caligmalar1 ile biyolojik molekiillerin fazlar arasinda se¢imli dagildigini ortaya
koymustur. Diger caligmalarinda ise farkli sistemler olusturarak farkli polimer
konsantrasyonlariin ve molekiil kiitlelerinin etkilerini incelemis ve bu sistemlerin
faz diyagramlarini olusturmustur (Goja et al., 2013; Igbal et al., 2016).

Sulu ikili-faz sistemleri artik gliniimiizde biyolojik molekiillerin (6rnegin;
protein, hiicre, organel ve biyolojik membranlar) ekstraksiyonu ve
saflastirilmasinda kullanilan se¢imli ve etkin bir metoddur. En yaygin sulu ikili-faz
sistemleri hidrofilik ve farkli iki polimer (genellikle polietilen glikol (PEG) ve
dekstran) veya bir polimer ve bir tuz (6rnegin, fosfat, siilfat veya sitrat tuzlari)
tarafindan olusturulan polimer—polimer veya polimer-tuz sistemleridir. Bu

komponentlerin  kritik konsantrasyonlar1 {izerinde ikili-faz kendiliginden



48

olusmaktadir. Polimer-polimer sisteminde her bir faz kendisini olusturan polimerce
zengindir. Polimer-tuz sisteminde ise fazlardan bir tanesi sistemi olusturan
polimerce, diger faz ise tuzca zengindir. Polimer polimer sistemlerinde fazlar
kendilerini olusturan polimerce zengindir. Polimer tuz sistemlerinde ise fazlardan
biri tuzca digeri ise polimerce zengindir. PEG/Dekstran sistemleri kiigiik dlgekte
makromolekiillerin, membranlarin, hiicre partikiillerinin ya da hiicrelerin
ayrilmasinda kullanilirken PEG/Tuz sistemleri daha c¢ok biiyiik o6lcekteki
ekstraksiyonlarda kullanilirlar. PEG/Tuz sistemleri, PEG/Dekstran sistemlerine
gore daha diisiik viskozite ve maliyete sahip olduklarindan daha avantajlidirlar. Her
iki sistemde biyouyumludur ve % 70-90 gibi oldukga yiiksek su igeriginden dolay1
biyomolekiiller i¢in toksik olmayan ilimli bir c¢evre olusturmaktadir. Ayrica
polimerlerin protein ve enzim aktivitesi ile yapisina stabilize edici etkileri vardir.
Sulu ikili-faz sistemlerinin bilinen kromatografi, filtrasyon, santrifiijleme ve
elektroforez gibi ayirma ve saflastirma tekniklerine gore bazi avantajlart vardir. Tek
bir adimdan olusan islem sayesinde istenilen proteinin deristirilmesi ve
saflagtirmasini saglamaktadir. Sulu ikili-faz sisteminin bir bagka olumlu yani ise
Olgek biiyiitmenin miimkiin olmasidir. Diger olumlu yanlarn ise; ara yiizey
geriliminin diisiik olmasi nedeniyle biyomolekiillerin degradasyonunu minimize
etmesi, uygulama zamani ve enerji tasarrufu saglamasi, yiikksek verimle ayirimin
gergeklestirilebilmesi ve maliyetinin olduk¢a az olmasi seklindedir (Yue et al.,
2007; Negrete et al., 2007).

Faz sistemine, molekiillerin genel karakteristik 6zellikleri ve ortamdaki
etkilesimlerine bagli olarak molekiiller iki faz arasinda sec¢imli olarak dagilirlar.
Fazlar arasinda kiiciik molekiiller tarafsizca dagilirken, makromolekiillerin dagilimi
degiskendir. Pek ¢ok bilim adami proteinlerin neye gore dagildigini modelleme
yapmaya ¢alismigsa da bu ¢ok giictiir. Bu sebeple yol gosterecek genis kapsamli bir
teori veya kuram yoktur. Biyomolekiillerin fazlara dagilimini agiklamak igin
genellikle sistematik aragtirma yapmak gerekmektedir. Dagilimi etkileyen
faktorlerin belirlenmesi ve bu faktdrlerden lehte olanlarla bir veya daha fazla set
varyasyonlar olusturularak en iyi ayrimi saglayan kosul elde edilmeye
calisilmaktadir.

Sulu ikili-faz sistemi iki adimdan olusan bir prosesdir. ilk adim dengeleme ve
son adim da faz ayriminin gerceklesmesidir. Dengeleme; sistemi olusturan

komponentlerin (protein ekstrakti, polimer ve tuz) ilave edilmesi ve karistirilmasi
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ile iki fazin kendiliginden dengeye gelmesi icin dispersiyonunu icerir. Dengeleme
adimi1 ¢cogu zaman hizli bir prosestir (25 © C *de 2-3 dk hafif vorteksleme ve 15 dk
bekletme). Faz ayrimi adimi ise, iki faz arasindaki ayrimin belirgin olma
asamasidir. Fazlar arasindaki yogunluk ve viskoziteleri arasindaki kiiglik
farklanmalardan dolay1 birka¢ dakikadan birka¢ saate kadar degisen araliklarda
santrifiij isleminin (4000 rpm, 10 dk gibi) yer aldig1 operasyon basamagidir.

2.1 Faz Diyagramlari

Faz diyagrami belirli bir sulu ikili-faz sistemi igin potansiyel ¢alisma alanini
aciklar ve pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonu gibi belirli kosullar altinda bu sisteme
ozgiidiir (Sekil 2.1). Faz diyagramlari, fazlar1 olusturan bilesenlerin (PEG ve tuz
gibi) konsantrasyonlari, alt ve iist fazlardaki diger bilesenlerin konsantrasyonlari ve
faz hacimlerinin oranlar1 hakkinda bilgi vermektedir.

Faz diyagramlar1 binodiyal egri ve “tie-line” olarak adlandirilan 6zel ve
baglantili bolgelerden olusmaktadir. Binodiyal egri, faz diyagramini ikiye
bolmektedir. Egrinin iist bolgesi birbiri i¢inde karismayan olmast muhtemel sulu
ikili faz sisteminin, egri ve egrinin alt bolgesi ise tek fazin olustugu bilgisini
vermektedir. Olmasi1 beklenen tim sulu ikili-faz sistemleri binodiyal egri
tizerindeki birbiri ile baglantili iki nod arasinda cizilen ve “tie-line” olarak
adlandirilan hatlar tizerinde koordinatlanmis halde bulunmaktadir. Tie —line hatlar
alt ve st fazlardaki bilegenlerin olmasi gereken son konsantrasyonlarini
belirtmektedir (T ve B).
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Binodal

Node

Polymer Y % (w/W)

Polymer/salt X % (w/w)
Sekil 2.1 Faz Diyagramlari (Hatti — Kaul, 2000 ).

Ayn1 baglantili hatlar iizerinde ilerlendiginde alt ve iist fazdaki bilesenlerin
son konsantrasyonu degismezken, fazlarin total kompozisyonlari ve faz hacimleri
farklanir (A1, A2 ve A3). Binodiyal egri ve tizerinde iki fazin total kompozisyonu
ile hacimlerinin esit oldugu noktalara “kritik nokta (Cp)” denilmektedir. Kritik
noktaya yaklasildik¢a, binodiyal egri alt ve list faz bilesimlerinin konumu ve egilimi
bazinda tahmin edilebilmektedir. Kritik nokta tie-line hattinin orta noktalarinin
ekstrapole edilmesi ile belirlenmektedir (Hatti-Kaul, 2000; Salabat, 2001).

2.1.1 Binodiyal egri

Sulu ikili-faz sistemlerinin olusumu, iki polimerin ya da bir polimer ve tuzun
karigtirllmas1 ve sadece belirli konsantrasyon araliklarinda bulunduklar1 zaman
gozlenmektedir. Sulu ikili-faz sistemlerinde hazirlik asamalarinda kullanilmak
iizere binodiyal egri olusturmak i¢in sistem parametrelerinin secilmesi
gerekmektedir. PEG/Dekstran ve PEG/Tuz sistemleri i¢in faz diyagramlar
olusturulmustur. Bazi metotlar ile polimer-polimer ya da polimer-tuz sistemleri igin
binodiyal egri gelistirilebilmektedir. Binodiyal egri olusturmak icin iki metot;
tirbidometrik titrasyon metodu (1) ve cloud-point metodu (2) bulunmaktadir (Sekil
2.2).

Tiirbidometrik titrasyon metodu (1) olduk¢a hizli ve yaygin bir metotdur.

Bilinen total bilesim ve agirliktaki faz bilesenleri karistirilarak bulanik sistem
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serileri hazirlanir. Su veya diger ¢ozgenlerin yardimiyla berrak ve tek bir faz
olusuncaya kadar karisim seyreltilir. Bulanikliktan berrakliga gegis olan noktada
faz bilesimi hesaplanir ve egri lizerinde isaretlenir. Cloud —point metodu (2) da ayni
prensibe dayanmaktadir. Konsantrasyonu bilinen bir polimer bir test tiipiine alinir.
Daha sonra konsantrasyonu bilinen baska bir polimer ya da tuz ¢ozeltisi yavasca
ilave edilir ve karistirilir. Karisim ilk baslarda berraktir fakat ilave edilen ikinci
¢ozelti belirli bir degerin tlizerine ¢ikmaya basladig: kritik noktadan (cloud-point)
itibaren karigim bulaniklagsmaya ve iki faza ayrilmaya baglar. Bu karisimin kiitlesi
hesaplanir ve olusan ikili fazin bilesimi hesaplanir, egride isaretlenir. Karisim
seyreltilerek prosediir tekrarlanir. Bu metotlar Dekstran/metilseliiloz  gibi
birbirinden farkli biiyiiklikteki polidispers polimerler ile galisildiginda hatali
sonuglar vermektedir (Hatti —Kaul, 2000; Vazguez, 2018).
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Sekil 2.2 Turbidometrik titrasyon ve cloud-point metodlar1 (Hatti —Kaul and Kaul, 2000; Vazguez,
2018).

2.1.2 Tie —line hatlar

Tie —line hatlarinin uzunluklarinin birimi faz bilesimlerinin konsantrasyon
birimleri gibi % (w/w) seklinde ifade edilir. Tie-line hatlarinin uzunlugu ve

fazlarin kiitlesi asagidaki denklem ile baglantilidir;
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V iist £ iisd Vait 0 ar = DF/ ED

“V”ve *p 7 ifadeleri iist ve alt fazlarin sirastyla hacim ve yogunluklarini ve DF
ile ED ise gosterilen tie-line hatlarinin uzunluklarini ifade etmektedir (Sekil 2.3).
Tie—line hatlar1 genellikle paraleldir ve bu nedenle egimi digerlerinin ¢izilmesinde
kullanilmaktadir. Faz bilesimlerinin analizi ve her bir fazdaki polimer ve tuz
konsantrasyonlarinin belirlenmesi rutin olarak optik rotasyon (polarize 1s1k
diizlemini dondiirebilen asimetrik bir merkez igeren faz bilesenleri), kirilma indisi,
kuru agirhik veya iletkenlik Olglimlerinin bir kombinasyonu kullanilarak

yapilmaktadir (Glyk et al., 2014).

ES
B (Ust faz kompozisyonu)
PEG o Ik fuz
Yew/w
D (Total Komp.)
o Koitik Nokia
*Tek Faz
F(All Faz Komp,)

»
Pollmer/Twz
Yew/w

Sekil 2.3 Tie —line hatlar1 (Glyk et al., 2014).

Faz diyagramlariin bir diger 6nemli 6zelligi ise, verimli dl¢lide saflagtirma
yapabilmek i¢in gerekli optimum sistem bilesenlerinin belirlenmesini saglamasidir.
Protein geri kazanimi ve saflastirilmasi i¢in uygun sulu ikili-faz sistemi segmek i¢in
hedeflenen proteinin selektivitesinin diger proteinlerden yiiksek olmalidir.
Selektivite (a);

a =Kp /K¢
seklinde ifade edilmektedir. Kp, hedeflenen proteinin dagilim katsayisi iken Kc
diger proteinlerin dagilim katsayisini ifade etmektedir. Ayni tie-line hatt1 izerinde

proteinlerin dagilim katsayis1 ayn1 kalmaktadir. Bu nedenle hedeflenen proteinin
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secimliligi de belirli bir tie —line hatt1 {izerindeki tiim faz bilesimleri i¢in sabittir.
Sabit secimlilik, istenilen proteinin saflastirilmasi sirasinda saflagtirma faktoriiniin
faz oranlarinin g¢esitlendirilerek iyilestirilmesine olanak saglamasi agisindan
onemlidir. Faz orani;
Faz Orani = Ust Faz Kiitlesi / Alt Faz Kiitlesi = DF / ED

seklinde ifade edilmektedir. Diisiik faz orani, yiiksek saflagtirma faktorii anlamina
gelmektedir. ED uzunlugundaki yiikselme faz oranini diisiirmektedir. Faz oraninin
diismesi nedeniyle istenilen proteinin verimi de diismektedir. Bu sebeple, verim ve
saflagtirma faktorii arasindaki dengeyi saglayan optimum faz oraniin se¢imine

dikkat edilmelidir (Hatti- Kaul, 2000; Balasubramaniam, 2003).

2.2 Dagilma Katsayis1 (K)

Sulu ikili-faz sistemlerinde molekiillerin fazlar arasindaki dagilimi, dagilma

katsayisi (K) ile;

K= Cist / Cait

ifade edilmektedir. Cgsc ve Car sirasiyla list ve alt fazlardaki protein
konsantrasyonlarini belirtmektedir. Dagilma katsayis1 fazlarin, materyallerin ve
sicaklik 6zelliklerinin bir fonksiyonudur. Coziinen konsantrasyonundan ve fazlarin
hacim oranlarindan bagimsizdir. Proteinin dagilim katsayisi belli bir tie-line
hattindaki tiim sistemler icin sabittir. Dagilma islemi pek c¢ok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Dagilma katsayisini belirlemek i¢in bu faktorlerin deneysel
calisma ile optimize edilmesi gerekmektedir. Dagilim katsayis1 ve onu etkileyen
faktorlerin  logaritmik formu asagidaki denklemde oldugu gibi ifade
edilebilmektedir :

In K= In KO + In Kelec + In thob + In Kbiosp + In Kbﬁy + In Kkonf +

Burada Kelec; proteinin net yiikii, pH; iyon dagilimi ve polimerin yiikii tarafindan
belirlenen elektrostatik etkileri, Knfob; hidrofobikligi, Kbiosp; sistemin i¢inde bulunan
ligandla olan afiniteye dayali etkilesimleri, Kpiy; protein ve polimerin biiyiikliigiini,

Kkonf; konformasyonal etkileri ve K°ise hesaba katilmayan diger faktorleri ifade
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etmektedir. Farkli faktérler birbirinden bagimsiz olmayabilir. Ornegin; bir proteinin
hidrofobikligi polimer—polimer ya da polimer- tuz sistemleri igin belirleyici bir
dagilim faktorii olabilmektedir (Igbal et al., 2016).

2.3 Dagilma Mekanizmasi

Sulu ikili-faz sistemlerinde dagilmayi kontrol eden mekanizma genellikle
bilinmemektedir. Fazda yer alan partikiiller kendisini ¢evreleyen molekiillerle
hidrojen bagi, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler ve van der Waals gibi zayif
giicler olusturarak etkilesim halinde olabilmektedir. Ancak bu etkilesimlerin
katkilarini tahmin etmek oldukga zordur ve muhtemelen net etkileri iki fazda farkli
olmaktadir (Glindiiz, 2000). Dengedeki bir sistemde, bir partikiiliin bir fazdan diger
faza hareketi i¢in gerekli olan enerji (AE) ile dagilma katsayis1 arasindaki iliski;

Cl / CZ = eAE/kT
olarak ifade edilir. C1 ve C, sirasiyla faz 1 ve faz 2’deki partikiillerin
konsantrasyonlaridir, “k” Boltzman sabiti ve “T” ise mutlak sicakliktir.

AE dagilan partikiiliin biiylikliigiine baghdir. Partikiil ne kadar biiyiik olursa
kendisini ¢evreleyen fazla birlikte o kadar ¢ok atomla etkilesim i¢cinde olacaktir.

Brensted dagilma ile ilgili olarak asagidaki esitligi;

C1/ Cp = eMMkT

onermektedir. M molekiiler agirlik ve A ise molekiiler agirlik disindaki 6zelliklere
bagl faktordiir. Kiiresel bir partikiil i¢in ise esitlikte M yerine partikiiliin ylizeysel

alanini (A) ifade eden esitligin;

C1/Cop =T

dikkate almmasmi gerektigini belirtmektedir. Bu durumda A yiizeysel alan
disindaki oOzelliklere baghh faktorii gostermektedir. Yiizeysel ozellikler ylizey
gerilimi, birim alandaki yiizey serbest enerjisi ile ifade edilmelidir. Bundan dolay1
hem biiyiikliik hem de ylizey alan1 6zellikleri dagilmayi belirlemede biiylik 6neme
sahiptirler. Bu esitlik yiiksek derecede seciciligi ifade ettigi igin yiizeysel alan
disindaki ozelliklerde meydana gelen kiiciik degisiklikler dagilim katsayisinda
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nispeten biiyiik degisikliklere neden olacaktir (Silva and Franco, 2000). Aym
zamanda partikiilin net yiikiide (Z) dagilmay: etkilemektedir. Eger ki fazlar
arasinda Ui-Uz seklinde bir elektrik potansiyel farki bulunuyorsa esitlikte Z (Uz-

U>) enerji terimi de olmalidir;

C1/Ca=exp (M + Z (U1-Uy)) / KT)

Esitlikte A biiyiikliik ve net yiik disindaki faktorleri gostermektedir. Boylelikle,
dagilmay1 etkileyen toplam etki biiylikliik, hidrofobisite, yilizeyin yiikii ve
partikiiliin ya da makromolekiiliin konformasyonu gibi faktorlere boliinmektedir

(Albertsson, 1986).

2.4 Protein Dagihmim Etkileyen Parametreler

Proteinler, canli organizmalarda en o©nemli biyomolekiillerden biridir;
metabolizma, biyoproses, sinyal iletimi, hiicresel ve hiicre dis1 yapilar gibi bir¢ok
reaksiyon ve fonksiyonellikten sorumludurlar. Proteinlerin fizikokimyasal
ozellikleri ¢ok 1y1 bilinmektedir ve niikleik asit, polisakkarit veya lipitlere gore daha

kolay karakterize ve izole edilebilmektedir (Goja et al., 2013).

Faz sisteminin ve molekiillerin genel karakteristik 6zelliklerine ve ortamdaki
etkilesimlerine bagli olarak molekiiller iki faz arasinda sec¢imli olarak
dagilmaktadirlar. Sistem komponentlerinin tipi, polimerin molekiil agirligi, pH,
sistemde bulunan iyonlarin tiirii ve konsantrasyonu gibi proteinlerin dagilmasin
etkileyen faktorler hakkinda oldukga fazla bilgiye ulagsmak miimkiindiir. Proteinin
kendi dagilimim etkileyen ozellikleri ise; hidrofilik/hidrofobiklik karakteri ile
yiikiine etkiyen molekiil kiitlesi ve ylizeyinde yer alan amino asit artiklaridir. Ancak
farkli sistemlerde, tiim bu ylizey 6zelliklerinin proteinin dagilimina ne gibi katkida
bulunacagina dair ¢ok az sey bilinmektedir (Berggren et al., 2000). Sulu ikili-faz
sistemlerinde proteinlerin dagilmasinda; polimer tiirii ve molekiil agirligi, tuz tiirii

ve konsantrasyonu , sicaklik, pH gibi parametreler de etkilidir.

PEG/Tuz sistemlerinde biyomolekiillerin dagilimmi gosteren temel

mekanizma sematik olarak Sekil 2.4’te gosterilmistir. PEG/Tuz sistemlerinde
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biyomolekiillerin dagilimi, tst fazda bulunan polimerin “hacimsel diglama
ilkesi” ve alt fazda bulunan, tuz fazimi olusturan tuzun “salting-out” etkisine

baghdir (Sekil 2.4a). Ust fazda polimer tarafindan isgal edilen hacim polimerin
derisiminin artmasi ile artmaktadir (Sekil 2.4b). Bu durum polimer zincir
uzunlugunun ve molekiil kiitlesinin artmasi ile iist fazda biyomolekiiller i¢in
yeterince alan kalmamasiyla sonuglanacaktir. Bu durumda biyomolekiiller alt faza
yonelme egiliminde olacaklardir (Sekil 2.4c). Bu etki “hacimsel dislama etkisi”
olarak adlandirilmaktadir. Biyomolekiillerin ¢oziliniirliigii alt fazdaki tuz
konsantrasyonunun artisiyla azalmaktadir. Bu durumun etkisiyle alt fazdaki
biyomolekiiller iist faza dagilim egiliminde olmaktadir ve bu etkiye  salting —out”
denilmektedir (Sekil 2.4d). Yiiksek polimer konsantrasyonu ve molekiil kiitlesi ve
yiiksek tuz konsantrasyonu igeren sulu ikili-faz sistemlerinde biyomolekiiller faz
ayriminin oldugu ara kesitte birikmektedir (Sekil 2.4¢e) (Babu et al., 2008; Raja et
al., 2011).
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Sekil 2.4 PEG/Tuz sistemlerinde biyomolekiillerin dagilmas: (Babu et al.,2008).

PEG/Dekstran sistemlerinde, iist faz PEG acisindan alt faz ise bagil
yogunluklar1 nedeniyle dekstran agisindan zengindir (Kim et al., 2015) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 PEG/Dekstran sistemlerinde biyomolekiillerin dagilmasi (Kim et al., 2015).

2.4.1 Polimer konsantrasyonu ve molekiil kiitlesinin etkisi

Polietilen glikol (PEG) ve dekstran sulu ikili-faz sistemlerinde yaygin olarak
kullanilan polimerlerdir. Her iki polimer de toksik etki gostermedigi i¢in gida ve
farmasotik uygulamalarda kullanilmaktadir. Sulu ikili-faz sistemleri i¢in ¢ok sayida
polimer ile galisilmistir. PEG/Dekstran, PEG/Fikol, Dekstran/Fikol sistemleri
ornek olarak verilebilir (de Barros et al., 2016). Dekstran yiiksek saflikta olup
pahali bir materyal oldugu i¢in endiistriyel uygulamalarda PEG/Tuz sistemleri daha
cok tercih edilmektedir (Synder et al., 1992).

Genellikle polimer konsantrasyonunun artmasi ile proteinlerin dagilimi tek
tarafli olmaktadir. Bu durum dagilma katsayisinin 1’in yukarisina ¢ikmasi ya da
altina diismesiyle agiklanmaktadir. Eger bir polimer tiirii kendisinden daha diistik
molekiil kiitleli polimer tiirli ile yer degistirirse, proteinlerin dagilimi polimeri
igeren faza dogru olacaktir. Bu sebeple genelde yiiksek molekiil kiitleli ve diistik
konsantrasyona sahip polimerler tercih edilmektedir. Polimer konsantrasyonu
arttik¢a, yogunluk, kirilma indisi ve fazlar arasindaki viskozite artmaktadir (Raja et
al., 2011).
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Polietilen glikol (PEG) hidrofobik karaktere sahip bir polimerdir. Bu nedenle
molekiil kiitlesinin artmasi ile hidrofobik karakteri de artacaktir. PEG molekiil
kiitlesinin protein dagilimina etkisi Flory Huggins teorisi temel alinarak
aciklanmaktadir. Protein ve PEG arasindaki se¢imli iliski, PEG molekiil kiitlesinde
belli bir noktadaki artis ile proteinleri dislamaya baglamasindan sonra azalacaktir.
Bu dislama etkisi ile proteinler tuz fazina yonelecektir. Bu nedenle yiiksek molekiil
kiitleli PEG tiirleri protein saflastirilmasinda hedeflenen protein i¢in uygulanacak
prosediirlerde tercih edilmemektedirler (Johansson et al., 2011). Diisiik molekiil
kiitlesine sahip PEG tiirleri kullanildiginda da neredeyse tiim proteinler iist faza
gececek ve kontamine proteinlerin varligr sebebiyle etkin olmayan bir ayirma ve

saflastirma meydana gelmis olacaktir.

Bu nedenle genellikle orta dereceli molekiil kiitlesine sahip PEG tiirleri tercih
edilmektedir. PEG’in zincir uzunlugundaki artis hidrofobik karakterini de
arttirmaktadir. Hidrofobik karakter arttik¢a hidrofobik karakterdeki proteinler {ist
faza daha kuvvetli gegme egiliminde olacaktir. Se¢imli ayrim ve saflastirma igin
optimum PEG konsantrasyonu ve molekiil kiitlesi se¢ilmelidir (Su and Chiang,
2006).

2.4.2 Tuz tiirii ve konsantrasyonunun etkisi

Sulu ikili-faz sistemlerini olusturmada genellikle (NHa4)2SO4, NaxSOs,
KH2PO4, KoHPO4, NaH2PO4, NazCsHsO7 ve MgSOg4 gibi tuzlar kullanilmaktadir.
Tuzlarin secimi, fazlar arasindaki hidrofobisiteyi arttirma yeteneklerine gore
olmaktadir. Buna bagli olarak PEG ve protein arasindaki hidrofobisite arttik¢ca daha
etkili bir ekstraksiyon ger¢eklesmis olur (Goja et al., 2013).

Sulu ikili-faz sistemlerinde tuz tiirii ve konsantrasyonu biyomolekiillerin
dagilma davranigin1 ve ekstraksiyon verimliliklerini etkilemektedir. Sulu ikili-faz
sistemlerinde tuzlarin dagilmaya olan etkisi alt ve {ist fazlar arasindaki tuz
iyonlarinin esitsizligi ve bu dagilim sonucunda olusan elektrik akimindaki
farklanma seklinde olmaktadir. Bu farklanma sebebiyle pek ¢ok durumda alt faz
negatif yiikli, list faz ise pozitif yiikliidiir. Bunun sonucunda olusan elektriksel itme
kuvvetleriyle pozitif yiiklii iyonlar alt faza, negatif yiiklii iyonlar ise iist faza gitme
egilimi gostermektedir (Han and Lee,1997; Sripokar et al., 2017).
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Dagilmaya etki eden tuzlarin molekiil biiylikligii ve konformasyonu, fazlar
arasindaki elektrik potansiyeli, hidrofobik karakteri gibi 6zelliklerinden en baskin
olan1 hidrofobik karakteristikliktir. Hidrofobik etki molekiillerin apolar
kalintilarinin su ile olan etkilesimi olarak agiklanmaktadir. Bir materyalin
hidrofobisitesi sulu ortamdaki hidrojen bagi, van der Waals, elektrostatik etkilesim
gibi biitiin etkilesimlerinin 6lglimii olarak da tanimlanabilmektedir (Goja et al.,
2013).

PEG/Tuz sistemlerinde tuz tiirii ve konsantrasyonu protein ve hidrofobik
ortam arasindaki hidrofobik etkilesimlere etki etmektedir. Tuz iyonlari, protein
tizerinde bulunan karsit yiiklii iyonlarla etkileserek ¢ift katli iyon gruplari
olusturmaktadir. Buna bagli olarak proteini saran tuzlarin etrafindan su molekiilleri
uzaklasir ve proteinin hidrofobik kisimlar1 tuz konsantrasyonundaki artisla beraber
kademeli olarak agikta kalmaya baglar (Bonomo et al., 2006). Tuz iyonlarinin
proteinin davramigina etkisi genellikle Hofmeister serisindeki pozisyonlariyla

iligkilidir. Hofmeister serisi anyonlar i¢in;

SO4% > HPO4? > CH3COO > CI > Br > I' > SCN’
ve katyonlar i¢in;
Li* > Na* > K* > NHs*> Mg*?

seklinde etki etmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, serinin sol tarafinda yer
alan iyonlar “salting- out” etkisiyle proteinlerin ¢oziiniirliikklerini azaltarak
hidrofobik etkilesimlerini arttirmis olurlar. Bunun sonucunda proteinler tuz
bakimindan fakir ve polimer bakimindan zengin olan iist faza yonelirler (Glyk et
al.,2017).

Yiiksek tuz konsantrasyonlari, proteinlerin list faza dagilmasi, saflastirma
veriminin diisiik olmasi, proteinlerin ¢6kelmesi, enzimlerin aktivitesinin
kaybolmasi gibi pek ¢ok soruna neden olabilmektedir. Bu nedenle tuz tiirii ve
konsantrasyonu saflastirilmasi hedeflenen proteinin iyi bir saflastirma katsayisi ve
geri kazanimla saflastirilabilmesi agisindan kritiktir ve en uygun optimum kosullari

belirlenmelidir (Sripokar et al., 2017).
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2.4.3 pH etkisi

Sulu ikili-faz sistemlerinde protein dagilimi sistemin pH’ma da baghdir.
Genel olarak bir sistemdeki protein dagilim katsayist ve pH araliginin iyonik
kompozisyondan etkilendigi bilinmektedir. Sulu ikili-faz sisteminin pH’1 proteinin
iyonize olabilen gruplarina ve yiizeyindeki yiiklere etki etmektedir. Net yiikiin sifir
oldugu nokta izoelektrik noktadir. Bu noktada protein dagilimi pH’dan bagimsiz
olarak hareket etmekte olup ¢cogunlukla PEG ve tuzun protein iizerindeki hidrofobik
etkilesimleri kuvvetli hale gelmektedir. izoelektrik noktanm altindaki pH
degerlerinde ise iyonik etkilesimler hidrofilik dagilim gdsterecektir ve pozitif yiiklii
proteinlerin/enzimlerin negatif yiiklii alt faza dogru dagilimi s6z konusu olacaktir.
Izoelektrik noktanm iistiindeki pH degerlerinde ise iyonik etkilesimler hidrofobik
dagilim gosterecektir ve negatif yiiklii proteinlerin/enzimlerin pozitif yiikli iist faza
dogru dagilimi s6z konusu olacaktir (Johansson, 1985; Saravanan et al.,2008;
Kavakgioglu ve Tarhan, 2013).

2.4.4 Sicakh@in etkisi

Yapilan diger ¢aligmalarda da ifade edildigi gibi polimer-tuz etkilesimleri
termodinamik agidan endotermik yani 1s1 alan etkilesimlerdir. Sicakligin artis1 bu
reaksiyonun gergeklesmesini daha istemli hale getirecektir (Pei, 2009). Sicaklik faz
bilesimini etkileyip protein dagilimina etki edeceginden ve polimerin ve tuzun
¢ozlniirltigiini etkileyeceginden 6nemli bir parametredir. Faz olusumu i¢in gerekli
sistem sicakligi, polimer ve tuzun kritik sicakliginin lizerinde olmalidir ve sabit
tutulmalidir. Bir yandan polimer varliginda proteinler denaturasyona kars1 daha
dayanikli hale geldiklerinden yiiksek sicakliklarda bile protein dagilimi
olabilmektedir (Bamberger et al., 1985; Ratanapongleka, 2010).

2.4.5 Hidrofobik etkilesimler

Sulu ikili-faz  sistemlerinde  hidrofobik  etkilesimler  proteinlerin
saflagtirilmasinda etkin rol oynarken ayni zamanda bu sistemlerin kimyasal
kimligini olusturmaktadir. Bir polimere hidrofobik gruplarin  kovalent

baglanmasiyla hidrofobik etkilesimler arttirilabilmektedir. Bir protein yiizeyinde ya
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da aktif merkezinde hidrofobik gruplar varsa protein dagilim katsayisi
degistirilebilmektedir ve afinite dagilimi adin1 almaktadir. Yontem cesitli hiicre ve
hiicre partikiillerinin hidrofobik 6zelliklerini belirlemede ve hidrofobiklige bagh

ayirmada kullanilabilmektedir (Asenjo and Andrews, 2011).

2.4.6 Protein konsantrasyonunun etkisi

Protein konsantrasyonu doygunluk noktasina yaklastik¢a sistemde doygun
hal durumu gozlenecektir. Protein konsantrasyonu doygunluk noktasinin {izerine
cikarildiginda ideal protein dagilimindan sapma gozlenebilecegi igin ¢okmeye
neden olacak ve buna bagli olarak geri kazanim diigiik olacaktir. Bu nedenle, sulu
ikili-faz sistemlerinde protein konsantrasyonu doygunluk noktasinin altinda bir
deger olmalidir. Genellikle 1 gramlik bir ikili-faz sisteminde 1 mg protein

konsantrasyonu optimum degerdir (Schmidt, 1995).

2.4.7 Zamanin etkisi

Sistemde bulunan kiigiik damlalarin, karistirma islemi sirasinda biitiinleserek
biiyiik damlalar olusturmasi ve en sonunda da sistemin disperse halden homojen
hale ge¢mesi i¢in belli bir zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Fazlarin farkli yogunluk
ve viskozite 6zellikleri geregi faz ayriminin gerceklesmesi sistemden sisteme farkli
zamanlarda ger¢eklesmektedir. PEG/dekstran ve PEG/tuz sistemleri en kisa siirede

olusan sistemler olarak bilinmektedir (Albertsson, 1986).

2.4.8 Diisiik molekiil kiitleli maddelerin etkisi

Iyonik olmayan polimerlerden olusan sistemler 0.1-1.0 M arasindaki seker
veya NaCl, KCI, Na)COs, NaClOs; gibi tuzlarin ilavesinden oldukga
etkilenmektedir. Bunun yani sira bu maddelerin eklenmesiyle faz diyagrami ve
kritik nokta ¢ok fazla etkilenmemektedir. Faz sistemi sadece 1 M’dan yiiksek tuz
konsantrasyonlarindan etkilenmektedir (Albertsson, 1986; Ferreira and Teixeira,

2011). Sulu ikili-faz sistemine faz olusturucu tuzun yaninda ikinci bir tuzun ilave
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edilmesi spesifik proteinlerin belirli bir fazdaki dagilma katsayisini degistirme
imkanini arttirmaktadir (Yue et al., 2007).

2.5 Sulu ikili-Faz Sisteminin Uygulama Alanlar

Protein gibi biyolojik molekiiller genellikle ¢ok seyreltik soliisyonlarda
bulundugu i¢in geri kazaniminda ¢ogunlukla ilk adim deristirme iglemi olmaktadir.
Biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda ve geri kazaniminda pek ¢ok geleneksel
yontem mevcuttur. Bu yontemlerde saflastirma islemi santrifiijleme, filtrasyon ve
deristirme gibi bir dizi adim igermektedir. Bu geleneksel yontemlerin her bir
asamasinda hedef enzim ya da proteinde bir miktar kayip olacagi icin geri
kazanimda diistik olmaktadir. Uygun bir optimizasyona sahip sulu ikili-faz sistemi,
berraklastirma, deristirme ve kismi saflastirma gibi bir dizi adimin entegre oldugu
tek adimli bir saflastirma saglamaktadir. Bu sayede geleneksel yontemlerdeki
eksikliklerin iistesinden gelinmektedir. Geri kazanim ve verimin yiliksek olmasi,
minimum protein denatiirasyonu, yiizey geriliminin ve maliyetin diisiik olmas1
yontemin kullanilabilirligini arttirmaktadir. Uygun faz kompozisyonlar1 segilerek
bir ya da daha fazla adimli sulu ikili-faz sistemleri kullanilarak biyolojik
molekiillerin saflagtirllmasi gergeklestirilebilmektedir (Ketnawa et al., 2017).
Ornegin; Rhodotorula glutinis fenilamonyak liyaz (PAL, EC 4.1.3.5) enzimi
geleneksel tuz coktiirme yontemleri ile 1,32-2,5 kat arasinda saflastirilmis ve
yontemin verimi % 52,8-80,0 arasinda degisiklik gostermistir. Enzim sulu ikili-faz
sistemi ile once % 11,0 PEG-1000/ % 14,0 Na2SO4 ve daha sonra ikinci adimda %
11,0 PEG-1000 / % 14,0 Naz2S04 / % 5,3 NaxCOs sistemi ile 9,3 kat saflastirma
katsayis1 ve % 80,6 verim ile saflastirilmistir (Yue et al., 2007). Lentinus
polychrous Lev lakkaz (benzendiol: oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) enzimi
% 12,0 PEG—4000 / % 16,0 KH2PO4 / % 0-5 NaCl (pH 7.0 ) sulu ikili-faz sistemi
ile 3,01 kat ve % 99,08 verim ile saflagtirilmistir (Ratanapongleka, 2012). Tavuk
yumurtast lizozim (EC 3.2.1.17) enzimi % 16,1 PEG—6000 / % 12,0 Na2SO4 / 500
mM NaClO4 (25 °C ve pH 10,0) sulu ikili-faz sistemi sayesinde oldukga verimli ve
ekonomik bir sekilde 7,6 kat ve % 70 verim ile saflagtirilmistir (Su and Chiang,
2006). Clostridium perfringens proteaz enzimi bir fermantasyon ortamindan % 22
PEG- 10000 / % 8 Na-sitrat (pH 8.5) sistemi ile 0,57 dagilma katsayisi, 4,3

saflagtirma katsayist1 ve % 131 verimle saflastirilmistir (Porto et al., 2007).
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Albacore Tuna (Thunnus alalunga ) mide proteaz enzimi, mide ekstrakti ve
asitlendirilmis mide ekstrakti olarak iki farkli 6rnek halinde incelenmistir. Mide
ekstrakti i¢in; % 25 PEG -1000 / % 20 MgSOs sulu ikili-faz sistemi ile 7,2 kat ve
% 85,7 verim ile saflagtirma saglanirken, asitlendirilmis mide ekstrakti igin; % 15
PEG -2000/ % 15 MgSOas sulu ikili-faz sistem ile 2,4 kat ve % 89,1 verim ile
saflagtirma saglanmistir (Nalinanon et al., 2009). Phanerochaete chrysosporium
katalaz enzimi (hidrojen peroksit oksidorediiktaz; EC 1.11.1.6) % 18 PEG -1000 /
% 12 KoHPO4 ( pH 8,2) sistemi ile 5,72 kat ve % 91,95 verimle saflastirilmistir
(Kavakgioglu ve Tarhan, 2012).

Sulu ikili-faz sistemi ayrica bitki dokularindan enzimlerin verimli bir sekilde
saflastirilmasinda da kullanilmaktadir. Ornegin; Carica papaya latex bitkisinin
yapraklarindan papain (EC 3.4.22.2 ) % 14 PEG- 3350 / % 20 potasyum sitrat / %
5 NaCl (4 ° C ve pH 7,0) sulu ikili-faz sistemi ile 12 kat ve % 74,17 verimle
saflagtirilmistir (Tswiio et al., 2017). Ananas bitkisinden (Ananas comosus L.
Merrly) enzim karisimi halinde meyve bromelain (EC 3.4.22.33) enzimi ve
polifenol oksidaz (PPO, EC 1.14.18.1) enzimi % 15 PEG -1500 / % 14 fosfat sulu
ikili-faz sistemi ile 4,0 kat ve % 228 verimle meyve bromelaini, 2,7 kat ve % 90
verimle polifenol oksidaz saflastiriimistir (Babu et al., 2007). Ipomoea palmetta
bitkisinin yapraklarindan peroksidaz (POD, EC 1.11.1.7) enzimi PEG/amonyum
stilfat sistemi ve ardindan jel fitrasyon kromatografisi ile saflagtirilmistir. % 24
PEG-6000 / % 7,5 (NH4)2SO4 / % 2 NaCl sistemi kullanilarak ekstrakt hacminde
istenen deristirme saglanmis ve enzim 0,042 dagilma katsayisi, 2,18 saflagtirma
katsayisi ve % 91,5 verim ile deristirilerek saflastirilmistir (Srinivas et al., 1999).
Bazi uygulamalarda sulu ikili-faz sistemleri kismi saflagtirma saglayarak bir 6n
islem olarak da kullanilabilmektedir. Ornegin; Morus rotunbiloba dut
yapraklarindan peroksidaz (POD, EC 1.11.1.7) enzimi % 20 PEG — 8000 / % 8.9
(NH4)2SOg4 sistemi kullanilarak enzim 0,018 kat saflastirilmigtir. Ardindan iyon
degisim kromatografisi i¢in DEAE seliilloz kolon ve g¢ift jel filtrasyon
kromatografisi i¢in Sephadex G -75 kolonlar1 kullanilarak ekstrakt i¢in uygun
deristirme saglanmis % 43,4 verimle 157,4 kat deristirilerek saflastirilmistir
(Luanghiran et al., 2004).

Sulu ikili-faz sistemleri, DNA izolasyonunda geleneksel yontemler olarak
bilinen izopropanol ve amonyum siilfat ¢oktiirmelerine gerek duyulmadan tek

adimda ve hizli bir sekilde DNA izolasyonunun gerceklesmesini saglamaktadir
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(Sekil 2.5). Kaotropik ajan ve deterjan iceren PEG/Tuz sistemleri ile niikleik asitler
alt faza oldukca yiiksek bir verimle dagilmaktayken istenmeyen proteinler ve diger
hiicresel materyaller iist faza dagilmaktadir. Ornegin; Escherichia coli hiicrelerinin
lizisi ile ac1ga ¢ikan alkali lizatta yer alan plazmid DNA’s1 (pDNA) % 19 PEG-600
/ % 16.5 sodyum sitrat-amonyum siilfat / % 20 lizat (pH 6,9) sistemi ile tuzca zengin
alt fazda % 91,1 verim ile % 17,2 saflikta izole edilmektedir. Sulu ikili-faz
sisteminin birka¢ adimda tekrarlanmasiyla pDNA iist fazda daha yiiksek saflikta
elde edilmistir (Gomes et al., 2009). Bir baska ¢alismada ise polietileniminin (PEI)
sulu ikili-faz sistemlerinde bir affinite ligand1 olarak kullanilmasi ve alkali lizatta
bulunan plazmit DNA (pDNA)’nin polipleksler (DNA’y1 korumak igin tasarlanmis
polimer —-DNA kompleksi) halinde elde edilmesi amaclanmustir. iki adimda
saflastirma  saglanmistir. Ilk adimda PEG-600 /amonyum siilfat sistemi
hazirlanarak safsizliklar {ist fazda toplanmustir. Ikinci adimda PEG 3350 / dekstran
110 sistemi hazirlanmis ve RNA’nin pDNA ile ayn1 fazda olmamasi igin sisteme
0,2-0,5 M amonyum siilfat ilave edilmistir. % 0,2 pPEI igeren PEG-3350 / dekstran-
110 sistemi ile, istenmeyen pek ¢ok RNA ve proteinden uzaklastirilarak pDNA alt
fazda % 100 verimle saflastirilmis ve gen terapisi uygulamalari i¢in 53 nm boyutlu

polipleksler elde edilmistir ( Duarte et al., 2007).
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Sekil 2.6 Sulu ikili faz sistemi ile DNA izolasyonu (Trindade et al.,2005).

Membran proteinlerinin izolasyonu normalde olduk¢a zor ve zaman isteyen

bir prosediirdiir. Ancak sulu ikili-faz sisteminin kullanilmasi bu sorunun ¢éziimiinii
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miimkiin hale getirmistir. Non-iyonik deterjanlar (Ornegin; Triton X-114, Tween -
20, C2EOs; penta etilen glikol mono-n-dodesil eter gibi) kullanilarak yiiksek
sicakliklarda kompleks biyolojik sistemlerden integral membran proteinlerince
zengin preparatlar hazirlanabilmektedir (Sivars and Tjerneld, 2000). Ornegin;
Nocardia rhodochrous kolesterol oksidaz (EC 1.1.3.6) enzimi etoksilenmis non-
iyonik C12EOs deterjani ile olusturulmus sulu ikili-faz sistemi ile tek adimda kismi
olarak 5 kat saflastirma katsayis1 ve % 90 verimle saflastirilabilmistir (Minuth et
al., 1995). 11-B-hidroksistreoid dehidrogenaz membran proteini ilk adimda Tween
20/Dekstran 500 sistemi ile in-situ olarak % 75 geri kazanimla iist fazda (deterjan
faz1) toplanmistir. Protein yeterli saflikta olmadigi i¢in alt faz (polimer faz1) atilmis
ve ikinci adimda sisteme metal-afinite reginesi igeren bir polimer ilave edilerek son
adimda, alt fazda membran proteinin se¢imli bir sekilde saflagtirilmasi saglanmistir
(Sekil 2.6) (Roobol-Bboza et al., 2004). Bir baska ¢alismada ise; Escherichia
coli’den sitokrom bo3z ubikinol oksidaz membran proteini i¢in metal selatlayici
iceren polimerler (PEG — iminodiasetik asit — Cu*? gibi) ve non —iyonik deterjanlar
(Triton, Tween gibi) kullanilarak olusturulan sulu ikili-faz sistemi ile, 0,015 kat
olan dagilma katsayist 4 katlik bir saflastirma ile polimer fazinda membran

proteinin saflastirilmasi saglanmistir (Sivars et al., 2000).
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Sekil 2.7 Sulu ikili faz sistemiyle membran proteinin izolasyonu (Roobol-Béza et al., 2004).
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Sulu ikili-faz sistemleri ile aminoasit ve peptit gibi diisiik molekiil kiitleli
biyomolekiillerin saflastirilmasina yonelik cesitli calismalar mevcuttur. Aminoasit
ve peptitlerin polimerce zengin (PEGce) iist fazda toplanmasi hidrofobik
karakterlerinin arttirilmasiyla saglanmistir. Sonrasinda PEG fazinda bulunan
aminoasit ve peptitlere ¢oktiirme islemi uygulanarak oldukga temiz bir ¢ozelti elde
edilmistir. Bu ¢alismalar daha karmasik proteinlerin sulu ikili-faz sistemlerindeki
davraniglarinin anlasilmasina yardimci olmustur (Eiteman and Gainer, 1990).
Ornegin; PEG/K2HPO4 (293 K) sulu ikili-faz sisteminde L-glutamik asit, L-
fenilalanin ve L- lizin aminoasitlerinin dagilimi incelenmistir (GroBmann et
al.,1997). PEG/Dekstran sulu ikili-faz sisteminin elektroforez yontemiyle birlikte
kullanildigi ~ bir ¢alismada; glutamik asidin, fenilalanin ve triptofan
aminoasitlerinden se¢imli bir sekilde ayrimi gergeklestirilmistir (Zhai et al., 2001).
Glisin, alanin, 2- aminobiitirik asit, valin, 16sin, treonin, metiyonin, triptofan ve
tirozinin iyonik sivi bazli ve fosfat tuzu igeren sulu ikili-faz sistemlerinde

hidrofobiklige bagli ayrisma davranislari incelenmistir (Pei et al., 2012).

Biyoteknoloji alaninda en fazla ilgiyi ham materyallerden protein izolasyonu
ve saflastirilmasini saglayan sulu ikili-faz sistemleri ¢ekmektedir. Sulu ikili-faz
sistemleri sanayide biiylik Olceklerde protein geri kazanmimi i¢in de
kullanilmaktadir. Ornegin; Escherichia coli homojenatindan ZZ-kutinaz-(WP)a
proteini iki adimli ATPS ile biiyiik 6l¢ekte ¢alisiimistir. EOsoPOso/ Amilopektin ve
EOs0POs0/C12-18EO5 sistemleri ile 500 litrelik bir fed- batch reaktoriinde yaklagik
konsantrasyonu 2,36 g/L olacak sekilde elde edilmistir (Kepka et al., 2003).
Ipomoea palmetta yapraklarindan elde edilen peroksidaz enzimi i¢in sulu ikili-faz
sistemi ve ultrafiltrasyon yontemi birlikte kullanilmistir. PEG -1550 / K2HPO4 / %
2 NaCl ATPS ile; 5,9 saflastirma katsayisi, 9,7 kat aktivite kazanci ve % 76 geri
kazanim saglamak amaciyla ultrafiltrasyon yontemiyle kombine edilerek biiyiik
Olgekte calisilmistir (Srinivas et al., 2002). Rekombinant Trichoderma reesei
kaynaklt bir flizyon proteinin kiiltiir ortamindan ayrimi non-iyonik deterjan
(Agrimul NRE 1205 ) kullanilarak olusturulan sulu ikili-faz sistemi ile saglanmistir.
Hacim olgek biiylitme yapilarak 10 mL’den 1200 L’ye basarili bir sekilde
cikarilmistir (Selber et al., 2003). Siirekli karistirmali kontaktor (Sekil 2.7)
icerisinde Clostridium perfringens Tip A mikroorganizmasinin bulundugu ham
materyalden % 15 PEG -8000 / % 20 NaH2PO4 (pH 8,0 ) sulu ikili-faz sistemi ile
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a-toksin, 113,9 dagilma katsayisi, 4,6 saflastirma katsayisi ve % 230 verimle
PEGce zengin iist fazda toplanmistir (Cavalcanti et al., 2007). Ancak, sulu ikili-faz
sisteminin sahip oldugu biitiin 1yi 6zelliklere ragmen dagilma mekanizmasi tam
olarak bilinmediginden biiyiik sistemdeki ¢alismalarin deneysel olarak optimize

edilmesi gerekmektedir.
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Sekil 2.8 Siirekli karistirmali kontakt6r (Cavalcanti et al., 2007).

Sulu ikili-faz sistemleri ile gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde de siklikla
kullanilan, suda ¢6ziinebilen ve dogal renklendirici olarak bilinen fenolik bilesik ve
flavonoid sinifindan olan betalain ve antosiyaninlerin de saflastrilmasi miimkiin
olmaktadir. Ornegin; PEG — 6000 / Amonyum siilfat sistemi ile betalainlerin % 70-
75 verimle iist fazda toplanmasi saglanmistir. Seker yapilarinin betalainlerden
uzaklagtirilmas1 amaglandigr icin % 80-90 verimle seker artiklar1 alt fazda
toplanmigtir (Chethana et al., 2007). Dut (Morus atropurpurea Roxb.)
antosiyaninleri % 30 etanol / % 20 amonyum siilfat / % 10 dut ekstrakt1 / % 40
distile su (pH 4,5 ) ATPE sistemi ile antosiyaninler % 90 alt fazda toplanan seker
artiklarindan uzaklastirilmistir. Antosiyaninler % 85 verimle iist fazda toplanarak
saflagtirilmistir. Ardindan HPLC—ESI-MS/MS ile 5 tiir antosiyanin tanimlanmistir
(Wu et al., 2011). Vaccinium uliginosum Linn meyvesinin antosiyaninleri % 30
etanol / % 19 amonyum siilfat ATPS ile % 96,09 geri kazamimla ekstrakte
edilmistir. Antosiyaninler, sulu ikili-faz sistemi sonrasinda kolon kromatografisi

yontemi kullanilarak saflagtirilmistir (Hua et al., 2013).
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Sulu ikili-faz sistemleri biyoteknolojik alandaki uygulamalarla smirh
kalmay1p analitik uygulamalara da sahiptir. Sulu ikili-faz sisteminde molekiillerin
dagilmasi, faz bilesenlerinin etkilerinin yaninda kendilerinin yiizeysel ve
konformasyonel oOzellikleriyle de ilgili oldugundan analitik analizler
yapilabilmektedir. Hiicre fragmanlarini alt popiilasyonlara ayirarak yiik ve yiizeysel
hidrofobik 6zelliklerinin ve bununla birlikte tuz ve pH kosullarinin degistirilmesi
ile proteinlerin izoelektrik noktalarinin belirlenmesini saglamaktadir (Hatti-Kaul,
2000). Ornegin; PEG-8000 / Fosfat ATPS sistemi ile E. coli hiicresinin
fragmanlarindan inkliizyon pargalari fraksiyonlarina ayrilmistir (Walker and
Lyddiatt, 1998). Bir baska ¢alismada ise; 39 streptokok susu ve 12 stafilokok susu
yiizey ylkii ve hidrofobiklik ozellikleri acisindan incelenmistir. Bakterilerin
izoelektrik noktalar1 Dekstran / PEG sistemleri ile belirlenmistir (Miorner et al.,
1982).

Sulu ikili-faz sistemlerinin uygulama alanlar1 her gegen giin diger endiistriyel
uygulamalar ve atik giderimlerini icerecek sekilde genisletilmektedir. Cevresel
sorunlarin ¢dziilmesinde ve endiistriyel alanda delim, kesim, ezme gibi proseslerde
kullanilan su bazli sogutucu sivilarda meydana gelen mikrobiyal biiylimenin
biyodegredasyonunu saglamak zordur ve operatorler igin mesleki riskler
tasimaktadir. Bu sogutucu sivilardan, mikroorganizmalarin ve inorganik
partikiillerin uzaklastrilmasi sulu ikili-faz sistemleri ile saglanabilmektedir (Hatti-
Kaul, 2000). Tekstil alaninda kullanilan boyalar, ¢evre kirliligine yol acan metal
iyonlart ve organik maddeler, ham petroldeki aromatiklerin uzaklastirilmasi gibi
atik degerlendirmesinde sulu ikili-faz sistemlerinin daha ¢ok kullanilabilecegi
diigtiniilmektedir (Hatti- Kaul, 2000; Rito Palomares, 2002). Ayrica affinite
kromatografisi ile birlikte terapdtik antikorlarin analitik veya klinik amach

uygulamalarda kullanimi igin ¢alisamalar yapilmaktadir (Platis and Labrou, 2009).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Bu ¢aligmada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgiler ilgili boélimlerde
ayrintili olarak verilmistir.

Kullanilan kimyasal maddeler; D(+)-Glukoz monohidrat (CsH1206. H20),
Polietilen Glikol (PEG, MW,; 3000, 4000, 6000, 8000, 10000) Fluka
Biochemika’dan, Amonyum Siilfat ((NH4)2SO4), Sodyum Hidroksit (NaOH),
Magnezyum Siilfat (MgSO4), Sodyum Siilfat (Na2SOs), Potasyum Kloriir (KClI),
Sodyum Sitrat (NazCeHgO7), Sodyum Kloriir (NaCl), Sodyum Karbonat (Na.COs),
Magnezyum Kloriir (MgCl2), Baryum Kloriir (BaClz. 2H20), Kalsiyum Kloriir
(CaClz), Mangan Siilfat (MnSOas. H20), Cinko Stilfat (ZnSOs. 7H20), Demir Kloriir
(FeCls. 6H20), E. Merck (Darmstad-FRG)’den, Coomasie-Brilliant Blue Bio-Rad
laboratuarlari, (Richmond CA) ve BDH Ltd. (Poole, UK)’den temin edilmistir.
Na/K Tartarat, Etanol, Fosforik Asit, Bakir Siilfat (CuS0O4.5H20), Mangan Kloriir
(MnCl2.4H20), Nikel Kloriir (NiCl2.6H20), Civa Kloriir ( Hg2Cl2) ve Asetik Asit
Riedel-de Haén’den, Sodyum Asectat, Karboksimetil seliloz (CMC), 3,5-
Dinitrosalisilik Asit (DNS), Sigir Serum Albumini (Albumin Fraksiyon V) Sigma
Chemical Co. (St. Louis, CA)’den temin edilmistir. Kullanilan diger tiim

kimyasallar analitik safliktadir.

3.2 Seliilaz Aktivitesi Tayini

Selillaz enziminin aktivite tayini, substrat olarak karboksimetil seliiloz
(CMC) kullanilarak enzimatik reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan indirgen seker
miktarmin Dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ile belirlenmesine dayanmaktadir.
Aktivite tayininde inkiibasyonlar c¢alkalamali su banyosunda (Memmert Su
Banyosu, WNB Serisi), spektrofotometrik oOlctimler ise Perkin Elmer marka
spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Reaksiyonda bir mol glukoz bir mol 3,5-
Dinitrosalisilik asit ile reaksiyona girerek 3-amino-5-nitrosalisilik asit
olusturmaktadir (Garriga et al., 2017). Reaksiyon sonucu olusan ({iriin

konsantrasyonu 546 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilmektedir.
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Sekil 3.1 DNS yonteminin prensibi (Garriga et al., 2017).

Seliilaz enzimi Sekil 3.2°de gosterilen reaksiyon ile CMC’nin yikimini
katalizler. Reaksiyonu sonucunda olusan glukoz ve fruktoz indirgen sekerler

oldugu i¢in bu karisim “indirgen seker” olarak adlandirilir.
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Sekil 3.2 Seliilozun seliilaz ile hidroliz reaksiyonu (Sankarraj and Nallathambi, 2017).

Yapilarindaki anomerik karbonu agikta olan sekerler indirgen sekerlerdir.
Bunlar kimyasal olarak diiz zincirli ya da halkali yapida bulunabilmektedir. Bu iki
yap1 formu kendi aralarinda denge halindedir. Bir seker oksitlendigi zaman onun
karbonil gruplar1 olarak bilinen aldehit ve keton gruplari karboksil grubuna

dontigmektedir. Cifte bagin varligi ve enol anyonundaki negatif yiik, glukozun bakir
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(Cu*?) ve demir (Fe™®) gibi orta derecede oksitleyici etkenlerle oksitlenebilen aktif

bir indirgeyici madde haline gelmesini saglamaktadir.

DNS Reaktifi: Tartilan 1 g DNS, 20 mL 2 N NaOH ¢6zeltisine eklenir ve
1sitilarak ¢dziiliir. Son hacim distile su yardimi ile 50 mL’ye tamamlanir. Uzerine
30 g Na/K Tartarat ilave edilir ve karistirilarak toplam hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlanir.

Seliilaz aktivite tayini i¢in reaksiyon ortaminda; 0,25 mL distile su, distile
suda hazirlanmis 0,25 mL % 1’lik (w/v) CMC ve 0,25 mL enzim ¢ozeltisi igerir.
Reaksiyon karisimi 50 © C’° de 5 dakika boyunca lineer karistirmali su banyosunda
calkanalarak inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon ortamma 0,5 mL DNS
reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir. Karigim
sogutulduktan sonra 5 mL distile su ilave edilerek vorteks ile karistirilir. Agiga
¢ikan invert seker miktar1 546 nm’ de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor 0,25
mL enzim c¢oOzeltisi yerine distile su igerir. Enzim aktivite miktarlarinin
hesaplanmasinda 0,1-10 umol glukoz konsantrasyon araligi ile hazirlanan standart

grafigi kullanilir.

Bir seliilaz aktivite birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda dakikada 1
pumol glukoz agiga ¢ikaran enzim miktari olarak tanimlanmigtir (U/mL). Enzimin
spesifik aktivitesi (U/mg) aktivitenin (U/mL) protein miktarina (mg/mL)

oranlanmasi ile hesaplandi.

3.3 Protein Tayini

Selillaz enzim preparatinin protein konsantrasyonlarmin tayini Bradford
(Bradford, 1976) metodu ile gergeklestirildi. Boya baglama temelli yontemlerin en
yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G-250
boyasiin kullanildigr yontemdir. Yontem, organik boyalarin asidik gruplarn ile
proteinlerin bazik gruplarinin (Lys, Arg) etkileserek renk olusturmasini esas

almaktadir.
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Sigir serum albiimininin (Bovine serum albiimin; BSA), distile suda
hazirlanmis 0,25 mg/mL’lik stok ¢6zeltisinden 0,02—0,25 mg/mL konsantrasyon
araligi ile hazirlanan standart grafigi kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonlari

hesaplandi.

Bradford Reaktifi: 40 mg Coomassie Brillant Blue G250 % 95°lik (w/v) 50
mL etanolde 20-30 dakika boyunca karismaya birakilarak ¢oziiliir. Uzerine 55 mL
% 88’lik (v/v) fosforik asit ilave edilerek 20 dakika daha karigtirilir. Son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlanir ve filtre edilir.

Her bir 6rnegin (standartlar ve bilinmeyen protein 6rnekleri) protein miktar
asagidaki prosediire gore belirlenmistir;

a) 0,1 mL standart protein, bilinmeyen ve uygun oranda seyreltilmis protein

ornegi ve distile su (kor igin) plastik 6lglim kiivetlerine pipetlenir.
b) 2 mL Bradford reaktifi eklenir ve vorteks ile karistirilir.
¢) Tim plastik 6l¢iim kiivetleri oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

d) Her bir 6rnegin absorbansi 595 nm’de okunur.

Protein konsantrasyonlari, hazirlanan standart grafigi (0,02-0,25 mg/mL BSA

standartlar1) kullanilarak hesaplanir.

Seliilaz enziminin izolasyonu ve sulu ikili-faz sistemi ile saflastirilmasi

sirasinda gerekli protein tayinleri bu yontemle gerceklestirilmistir.

3.4 Sulu Ikili-Faz Sistemi (ATPS) ile Selillazin Bezelyeden (Pisum

Sativum) Izolasyonu ve Saflastirilmasi

Seliilaz (E.C 3.2.1.4) enzim kaynag: olarak, kolay temin edilebilen, ekonomik
ve yliksek enzim aktivitesi igeren bezelye (Pisum sativum) se¢ilmistir. Bir ¢ok
seliilaz saflastirma ¢alismasinda enzim, ¢esitli mikrobiyal ve bitkisel kaynaklardan
bilinen genel izolasyon ve saflastirma metodlar1 kullanilarak izole edilip,
saflagtirilarak, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir (Tangnu et al., 1981,
Mansfield et al., 1998; Mawadze et al., 2000; Bakare vd., 2005; Zhou et al., 2008;
Kumar et al., 2018; Liu et al., 2018).
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Seliilaz enziminin saflastirilmasi giic ve maliyeti yiiksek bir islemdir. Elde
edilen enzim ¢ogunlukla yiiksek aktiviteli olmasina ragmen ¢ok az miktardadir.
Calismada daha sonraki hedefimize uygun i¢in seliilaz enzimi bezelyeden izole
edilerek kismi olarak saflastirilmistir. Enzimin izolasyonu ve kismi
saflagtirllmasinda sirasiyla 6giitme, homojenizasyon, ve santrifiijleme gibi islem
basamaklar1 yer almistir ve izole edilen enzim sulu ikili-faz saflagtirma sisteminde
kullanilmustir.

Bezelye tartilip porselen havan igerisinde 6giitiildii ve tizerine 50 mM sodyum
asetat tamponu (pH 4,5) eklendi. Karistm homojen bir preparat elde edilinceye
kadar once blender ile ve ardindan homojenizator ile homojenize edildi. Hiicre
kalmtilarim uzaklastirmak igin homojenat 5000 rpm’de 10 dakika, +4 ° C’de
santrifiijlendi (Hettich 30RF, FRG). Cokelek atildiktan sonra geriye kalan
santrifiijat daha sonraki saflastirma c¢alismalarinda kullanilmak iizere derin
dondurucuda (Ugur, Nazilli) -20 °® C’de saklandi. Hazirlanan bu preparat hem
protein miktari hem de seliilaz aktivitesi agisindan sulu ikili-faz saflastirma sistemi
icin oldukca uygun bir preparattir. Saflagtirma calismalarinda kullanilacak olan
bezelye seliilazinin protein miktari, aktivitesi ve spesifik aktivite degerleri ilgili

boliimlerde yeri geldikge verildi.

3.4.1 Sulu ikili faz sisteminin hazirlanmasi

Stok PEG (% 50, w/v), amonyum siilfat (% 50, w/v), magnezyum siilfat (%
50, w/v), sodyum siilfat (% 30, w/v) ve sodyum sitrat (% 50, w/v) ¢ozeltileri distile
su ile hazirlanmistir. Sulu ikili-faz sistemi (ATPS) uygun PEG ve tuz miktarlari ile
1,25 mL seliilaz santrifiijat1 ilave edilerek 15 mL’lik dereceli santrifiij tiiplerinde
hazirlanmistir. PEG molekiil agirligimin (PEG MW; 3000, 4000, 6000, 8000 ve
10000 ) ve tuzlarin [( NH4)2SO4, MgSO4, Na2SO4 ve NazCeHgO7] seliilaz enziminin
dagilimima etkisini incelemek icin farkli polimer—tuz kompozisyonlarina sahip
ATPS’ler hazirlanmistir.  Sistemlerin faz kompozisyonlart konu ile ilgili
makalelerde (Klomkloa et al., 2005; Salabat, 2006; Yue et al., 2007; Chaiwut et al.,
2010 Ferreira and Teixeira, 2011) mevcut olan faz diyagramlarina dayanmaktadr.
10 g olan son sistem agirligini ayarlamak igin bidistile su kullanilmistir. Sistemin
pH’1 gereksinim dogrultusunda NaOH veya HCl kullanilarak ayarlanmistir. Sistem
2-3 dakika hafif bir vorteksleme yapilmis ve faz ayriminin gergeklesmesi i¢in oda
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sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir (Hettich 30RF, FRG). Alt ve tist fazlar Pasteur pipeti ile dikkatlice
birbirinden ayrildiktan sonra fazlarin hacimleri kaydedilmistir. Her bir fazda
enzimatik aktivite ve protein miktar tayinleri yapilmistir. Sulu ikili-faz sistemi
parametrelerinin analizi i¢in tiim denemeler oda sicakliginda (25+2° C ‘de) her bir
deneme seti igin {i¢ set halinde ¢alisilarak gergeklestirilmistir. Sulu ikili-faz
sisteminin optimizasyonunda kullanilan kosullar Sonuglar ve Tartisma boliimiinde

detayl olarak aciklanmistir.
3.4.2 Dagilma parametrelerinin belirlenmesi

Hedef biyomolekiiliin etkili bir ayriminin yapilabilmesi i¢in fazlar arasindaki
dagilim davraniglar1 asagidaki parametrelerin degerlendirilmesi ile miimkiindiir:

Faz hacim oram (VR); list fazin hacminin (Vyst) alt fazin hacmine (Vai)
oranidir :

_ Vst
Vi = v
Alt

Proteinlerin dagilim katsayis1 (Kp); sirasiyla alt ve iist fazdaki protein
miktarlarinin orani seklinde tanimlanmaktadir:

P
Kp — alt
Pi‘lst

Pis;; st fazdaki protein konsantrasyonunu, Par; alt fazdaki protein
konsantrasyonunu ifade etmektedir.
Invertaz enziminin dagihm katsayis1 (Ke); sirasiyla alt ve iist fazdaki

seliilaz enziminin aktivitelerinin orani seklinde belirtilmektedir:
Aalt
Aﬁst

Aiss; ust fazdaki seliilaz aktivitesini, Aai; alt fazdaki selulaz aktivitesini ifade

K, =

etmektedir.
Spesifik aktivite (SA); her bir fazdaki enzimatik aktivitenin (U/mL) yine her
fazdaki protein konsantrasyonuna (mg/mL) orani olarak ifade edilir ve U/mg

protein olarak gosterilir:
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Bir fazdaki enzimatik aktivite
SA = - .
O fazdaki protein konsantrasyonu

Saflastirma katsayis1 (PF); alt fazdaki spesifik aktivitenin (SA) santrifiijatin

spesifik aktivitesine orani ile hesaplanmaktadir ve;

SAalt

PF = ———m88—
SASantrifiijat

olarak belirtilmektedir.

Invertaz enziminin geri kazanim (% R); alt fazdaki seliilazin enzimatik

aktivitesinin sisteme ilave edilen seliilazin baslangig aktivitesine oranidir ve;

Alt fazdaki enzimatik aktivite

~ Sisteme ilave edilen toplam aktivite

R %

seklinde gosterilir.

Sulu ikili faz sisteminde alt fazin verimi (% Y); asagidaki formiil ile

hesaplanir:

100V, K,
Valt Ke + Viist

Y %

Invertaz enziminin selektivitesi (a); seliilazin dagilim katsayismin (Ke) ve

proteinlerin dagilim katsayisina (Kp) oranidir:

. K,
Selektivite (o) = —
Ky
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3.5 Bezelye (Pisum Sativum) Seliilazinin Karakterizasyonu

3.5.1 pH etkisi

Enzimler protein yapisindaki molekiiller olduklari igin katalitik aktiviteleri
cevre kosullarindan onemli oranda etkilenmektedir. Bunlardan birisi de ortamin
pH’sidir. Genellikle optimum pH egrileri yardimiyla enzim aktivitesine pH etkisi
incelenir. pH’1n enzim aktivitesi tizerindeki etkisini incelemek i¢in tampon pH’s1
pH 3,0 ve pH 7,5 arasinda degistirilerek standart kosullarda aktiviteleri olgtildii.
Inkiibasyon ortammin igerdigi tampon tiirii ve pH degerleri glisin—HCI tamponu
(pH 3,0-3,5), asetat tamponu (pH 4,0-5,5) ve fosfat tamponu (pH 6,0-8,0) olarak
secildi. Enzim aktivitesi (% Bagil Aktivite) ve pH ile olusturulan grafikten enzimin

optimum pH degeri belirlendi. Olgiimler ii¢ tekrarli yapildi.

3.5.2 Sicaklik etkisi

Enzimlerin katalitik aktivitesi sicakliga bagimlidir. Belirli sicaklik
degerlerinin tizerinde denaturasyon meydana geldigi i¢in aktivitede diisme
gozlenir. Sicakligin etkisi genellikle optimum sicaklik egrileri yardimiyla izlenir.
Genellikle inkiibasyon siiresi arttik¢a termal denaturasyon nedeniyle optimum
sicaklik diiger. Seliilaz enziminin aktivitesinin sicakliga bagimliligini incelemek ve
optimum sicaklig1 belirlemek amaciyla inkiibasyon sicakligi 20-85 © C (20, 30, 40,
45, 50, 55, 60, 70, 80, 85 ° C) sicaklik araliginda degistirilerek enzim aktivitesi
Olciildii. Enzim aktivitesi (% Bagil Aktivite) ve sicaklik arasinda olusturulan

grafikten enzimin optimum sicaklik degeri belirlendi. Olgiimler ii¢ tekrarli yapildi.

3.5.3 Substrat konsantrasyonu etkisi

Doygunluk substrat konsantrasyonunu ve Kwu ile Vimax degerlerini belirlemek
icin diizenlenen deney setinde, distile suda hazirlanmis % 2 ve % 5°lik (% w/v) stok
karboksimetilseliiloz ~ ¢ozeltileri  kullanilarak  farkli  karboksimetilseliiloz
konsantrasyonlarinda (% 0,01- 2,5, w/v) aktivite tayini yapildi.

Karboksimetilseliiloz konsantrasyonu ve aktivite arasinda olusturulan grafik

yardimiyla substrat doygunluk konsantrasyonu belirlenirken, 1/S ile 1/V arasinda
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cizilen Lineweaver-Burk diyagramindan ise Ku ve Vmax degerleri hesaplandi. Her

bir substrat konsantrasyonu i¢in iki deneme yapildi.

3.5.4 Efektor tiirii ve konsantrasyonunun etkisi

Bir enzimin aktivitesi yalnizca fiziksel etmenlerden degil kimyasal
etmenlerden de etkilenmektedir. Bu etkiler aktiviteyi arttiran (aktivasyon) veya
diisiiren yada yok eden (inhibisyon) yonde olabilir.

Efektor olarak NaCl, KCI1, MgCl2.6H.0, MgS04.7H20, BaCl».2H.0, CaCls,,
MnSQO4.H20, MnCl,.H20, ZnS04.7H20, Na2COs, CuSO4, FeCls.6H20, Ni* ve
Hg"’in farkli konsantrasyonlar1 (0,1-1,0-2,5 mM) reaksiyon ortamina eklenerek
enzim aktiviteleri {izerine etkileri incelendi.

Her bir efektor tiiriniin stok ¢6zeltisi distile suda hazirlanarak 0,1-1,0-2,5
mM olacak sekilde seyreltildi. Farkli konsantrasyonlardaki efektorlerin 0,125 ml’si
ornek tiiplerine ilave edildi. Uzerlerine sirastyla 0,125 mL % 2’lik (w/v) CMC (suda
hazirlanmis) ve enzim preparatindan 0,25 mL enzim eklenip 50 ° C’de 5 dakika

inkiibasyon sonrasi standart kosullarda aktiviteleri 6l¢tildii.

3.6 Kararhhik Testleri

Enzim preparatlar1 6zellikle endiistriyel proseslerde kullanilacaklarsa en
onemli kriterlerden birisi bu preparatlarin kararliligidir. Enzimin kararlilig
konusunda anlasilan belirli ¢galisma kosullarinda enzim aktivitesinin zamana bagl
olarak korunmasidir. Aktivite kaybi ise, mikrobiyal yikim, termik, pH veya
kimyasal inaktivasyon gibi nedenlere dayanir. Bezelyeden saflastirilan seliilaz
enziminin kararliligimi belirlemek i¢in termal, pH ve depolama kararliliklar

incelenmistir.

3.6.1 Termal kararhhk

Sicaklik artis1 kimyasal reaksiyonlarin hizini arttirdigi gibi enzim katalizli
reaksiyonlarin hizin1 da arttirmaktadir fakat bu artis durumu siirekli degildir.

Enzimlerin protein yapisinda olmalar1 ve 1stya kars1 dayanikli olmamalari, sicaklik
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yiikseldikge inkiibasyon siiresine bagli olarak aktivite kaybini hizlandirir.
Inkiibasyon siiresine bagli olarak aktivitede dnce duraklama ve sonra da gerileme
goriiliir.  Sicaklik sabit tutuldugunda ise inkiibasyon siiresinin uzamasi
denatiirasyon sonucu aktivite kaybina neden olur.

Seliilazlar da kaynaklarina bagli olarak cesitli kararlilik dereceleri gosterirler.
Termal kararlilik tayininde, ayni miktarda protein iceren enzimler i¢in hem
sicakliga bagli hem de zamana bagli denemeler yapildi. Sicakliga bagimh termal
kararlilik denemeleri igin 20-85 © C aras: sicaklik degerleri segildi ve inkiibasyon
siiresi sabit tutuldu. Inkiibasyon siiresine bagimli termal kararlilik denemeleri icin
ise optimum sicaklik degerinde 15-180 dakika arasi inkiibasyon siirelerinde

denemeler yapildi.

3.6.1.1 Sicakhiga bagimh termal kararhhik

Ayn1 miktar protein iceren enzimler, 30 dakika boyunca farkli sicakliklarda
(20, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 85 ° C) lineer karistirmali su banyosunda
(Memmert Su Banyosu, WNB Serisi) inkiibe edildi. Daha sonra standart aktivite
olgiim kosullarinda (50 © C’de) aktivite tayinleri yapildi. Seliilaz aktivite
olgtimiinde reaksiyon karigimi; 0,25 mL distile su, 0,25 mL distile suda hazirlanmis
% 1’lik (w/v) CMC (karboksimetil seliiloz) ve 0,25 mL enzim ¢ozeltisi igerir.
Reaksiyon karisimi 50 © C’ de 5 dakika boyunca lineer karistirmali su banyosunda
(Memmert Su Banyosu, WNB Serisi) ¢alkanalarak inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonrasinda reaksiyon ortamina 0,5 mL DNS reaktifi ilave edilerek kaynar su
banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakilir. Karigim sogutulduktan sonra 5 mL
distile su eklenerek vorteks yardimi ile karistirma islemi uygulanir. Agiga ¢ikan
indirgen seker miktart 546 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor tiipiinde
enzim ¢oOzeltisi yerine distile su bulunmaktadir. Her bir sicaklik i¢in ornekler ¢ift

caligilmastir.

3.6.1.2 inkiibasyon siiresine bagimh termal kararhhk

Ayni miktar protein iceren enzimler, optimum sicaklikta (55 © C) belirli
stirelerde (15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 dakika) lineer karistirmali su banyosunda
(Memmert Su Banyosu, WNB Serisi) inkiibe edildikten sonra standart aktivite tayin

kosullarinda aktivite tayinleri yapildi. Seliilaz aktivitesi Ol¢limiinde reaksiyon
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karigimi; 0,25 mL distile su, 0,25 mL distile suda hazirlanmis % 1’lik (w/v) CMC
(karboksimetil seliiloz) ve 0,25 mL enzim ¢ozeltisi igerir. Hazirlanan reaksiyon
karsimlar;, 50 ° C’ de 5 dakika boyunca lineer karistirmali su banyosunda
(Memmert Su Banyosu, WNB Serisi) calkanalarak inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonrasinda reaksiyon ortamma 0,5 mL DNS reaktifi ilave edilerek kaynar su
banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakilir. Karigim sogutulduktan sonra 5 mL
distile su eklenerek vorteks yardimi ile karistirma islemi uygulanir. Agiga ¢ikan
indirgen seker miktar1 546 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor tiiptinde
enzim ¢ozeltisi yerine distile su bulunmaktadir. Her bir sicaklik i¢in 6rnekler ¢ift

calisilmigtir.

3.6.2 pH kararhhg:

Enzimlerin aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi de pH’dir.
Inkiibasyon ortaminin pH’s1, protein molekiiliiniin tamaminin yiik ve dissosiasyon
durumu yaninda aktif merkezini de etkiler. Seliilazlarin optimum pH degerleri
kullanilan enzim kaynagina, substrata, inkiibasyon zamani ve sicakligina gore
oldukg¢a genis bir aralikta farklilik gosterir.

Ortamin pH’siin enzim aktivite ve kararliligina etkisini incelemek amaciyla
hem pH bagimli hem de inkiibasyon siiresine bagimli deney setleri hazirlanmistir.
pH bagimhi pH kararlilig1 denemelerinde; 3,0-7,5 pH araliklar1 i¢in farkli tampon
tiirleri hazirlandi. Inkiibasyon sicakligi ve siiresi sabit tutularak caligildi.
Inkiibasyon siiresine bagimli pH kararliligi denemelerinde ise; optimum pH

degerinde ve + 4° C’de farkli inkiibasyon siirelerinde ¢alisildi.

3.6.2.1 pH’va bagimh pH kararhhg:

pH’ya bagimli pH kararliligini incelemek i¢in hazirlanan deney setinde enzim
50 mM glisin-HCI (pH 3,0-3,5), 50 mM asetat (pH 4,0; 4,5; 5,0; 5,5) ve 50 mM
sodyum fosfat (6,0; 7,0; 7,5) tamponlarinin farkli pH degerlerinde 1 saat boyunca
+ 4 ° C’ de inkiibe edildi. Ardindan standart aktivite kosullarinda aktivite tayinleri
yapildi. Seliilaz aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karigimi; 0,25 mL distile su, distile
suda hazirlanmig 0,25 mL % 1’lik CMC (% w/v, karboksimetil seliiloz ) ve 0,25

mL enzim ¢dzeltisi igerir. Reaksiyon karisimi 50 © C* de 5 dakika boyunca lineer
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karistirmali su banyosunda (Memmert Su Banyosu, WNB Serisi) ¢alkanalarak
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon ortamma 0,5 mL DNS reaktifi ilave
edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir. Karisim sogutulduktan
sonra 5 mL distile su ilave edilerek vorteks ile karistirilir. Ag¢iga ¢ikan invert seker
miktar1 546 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor 0,25 mL enzim ¢ozeltisi

yerine distile su igerir. Her bir deneme ¢ift ¢alisilmistir.

3.6.2.2 inkiibasyon siiresine bagimh pH kararhhgi

Inkiibasyon siiresine bagimli pH kararliligini incelemek i¢in hazirlanan deney
setinde enzim optimum pH degerinde (pH 4,5) ve 4 ° C’ de belirli siirelerde (1, 2,
3, 4, 5, 6 saat) inkiibe edildikten sonra standart aktivite kosullarinda (pH 4,5)
aktivite tayinleri yapildi. Seliilaz aktivite dl¢limiinde reaksiyon karigimi; 0,25 mL
distile su, distile suda hazirlanmis 0,25 mL % 1’lik CMC (% w/v, karboksimetil
seliiloz ) ve 0,25 mL enzim ¢dzeltisi igerir. Reaksiyon karisimi 50 © C’* de 5 dakika
boyunca lineer karigtirmali su banyosunda (Memmert Su Banyosu, WNB Serisi)
calkanalarak inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon ortamina 0,5 mL DNS
reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir. Karisim
sogutulduktan sonra 5 mL distile su ilave edilerek vorteks ile karigtirilir. Agiga
¢ikan invert seker miktar1 546 nm’ de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor 0,25

ML enzim ¢ozeltisi yerine distile su icerir. Her bir deneme ¢ift ¢aligildi.

3.6.3 Depo kararhhgi

Depo kararlilig1, enzim uygulamalarini ilgilendiren 6nemli bir parametre olup
uzun siire saklama durumunda enzimin aktivite kaybmnin bir 6l¢iistidiir. Depo
kararliligim belirlemek i¢in, 6lgek biiyiitme sonrasinda porsiyonlanan ve -20 ° C’de
saklanan enzim 6rnekleri kullanildi. 63 giin sonunda 6rnek alinarak standart aktivite
kosullarinda aktivitesi tayin edildi. Seliilaz aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karisimi;
0,25 mL distile su, distile suda hazirlanmis 0,25 mL % 1’lik CMC ( % w/v,
karboksimetil seliiloz) ve 0,25 mL enzim ¢ozeltisi icerir. Reaksiyon karigimi 50
9 C’ de 5 dakika boyunca lineer karistirmal1 su banyosunda (Memmert Su Banyosu,
WNB Serisi) ¢alkanalarak inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon ortamina
0,5 mL DNS reaktifi ilave edilerek kaynar su banyosunda 10 dakika inkiibe edilir.

Karisim sogutulduktan sonra 5 mL distile su ilave edilerek vorteks ile karigtirilir.
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Agiga gikan invert seker miktar1 546 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. Kor

0,25 mL enzim ¢ozeltisi yerine distile su igerir. Her bir deneme ¢ift ¢alisildi.
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4.  SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Seliilazin Bezelyeden (Pisum sativum) Izolasyonu ve Kismi

Saflastirilmasi

Seliilaz enziminin ¢ok cesitli uygulama alanlarindan dolay1, enzimin farkli
kaynaklardan izolasyonu ve saflastirilmasi olduk¢a 6nem kazanmistir. Enzim;
mikrobiyal (Myers and Norcote, 1959; Selby and Maitland, 1967; Tangnu et al.,
1981; Beldman et al., 1985; Fukumori et al., 1985; Chan and Au, 1987; Mawadze
and Zvauya, 1996; Bok et al., 1998; Krishna et al., 2000; Domingues et al., 2001;
Bukhtojarov et al., 2004; Juhasz et al., 2005; Narasimha et al., 2006; Kotchoni et
al., 2006; Nazir et al., 2009; Aygan et al., 2011; Shahriarinour et al., 2011), bitkisel
(Wong et al., 1977; Hatfield and Nevins, 1986; Guerriero et al., 2018) ve hayvansal
(Watanabe et al., 1998; Sami and Shakoori 2007; Bignell et al., 2011; Andriani et
al., 2011) kaynaklardan bilinen izolasyon ve saflastirma teknikleri kullanilarak
izole edilip saflagtirilmis ve karakterizasyonu yapilarak uygulamaya sunulmustur.
Seliilaz enzimi; yem katki maddesi olarak (Bedford et al., 2003) ve yemlerin besin
degerlerini arttirmak amaciyla monogastrik ve ruminant yemlerinin tiretimi igin
yem endiistrisinde (Bhat, 2000; Kiran et al., 2006), meyve sularinin ekstraksiyonu
ve berraklagtirllmasi (Grassin and Fauquembergue, 1996), zeytinyagi
ekstraksiyonu (Fantozzi et al., 1997) ve ekmek ve hamur kalitesini iyilestirmek igin
(Yurdugul et al. 2012) gida endiistrisinde, kagit hamuru ve kagit endiistrisinde (Liu
and Hu, 2012; Mai et al., 2004; Lee et al., 2007) ve tekstil endiistrisinde
(Heikinheimo et al., 2000) kullanilmistir. Ayrica endiistriyel 6lgekte deterjanlarda
da kullanilmis (Kottwitz and Schambil, 2005) ve proteazlar ve lipazlar ile
kombinasyon halinde kullanimi yeni aragtirma konularindan olmustur (Singh et al.,
2007). Seliilaz enzimi bu alanlar disinda; immobilizasyon c¢alismalar1 (Pazarlioglu
et al., 2005), pigment ekstraksiyonu ve kombinasyonlarinin kullanimi1 (Bunea et
al.,2009), biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu (Puri et al.,2011), bakteriyel
biyofilmin giderilmesi (Bhanja et al., 2009), ticari biyokatalizor olarak farmasotik
endiistri (Connolly et al., 2010 ), biyokiitlenin etanole doniistiiriilmesi (Wilkins et
al., 2007), zirai ve endiistriyel atiklarin sakkarifikasyonu (Kiran et al., 2006) gibi
endiistriyel ve biyoteknolojik uygulama alanlarinda uygulanma imkani bulmustur.

Seliilazlar genellikle bir sistem halinde ve sinerjistik halde hiicre igerisinde ve diger
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cesitli glikozidazlarla bir arada bulunurlar. Bu nedenle, ¢ogu kez bu aktiviteleri
birbirinden ayirmak oldukca zor olmaktadir. Eger hazirlanan enzim preparati
seliilaz sistemi i¢indeki enzimlerden biri ve diger enzimlerce kontamine edilmiyor

ise yukarida belirtilen bir ¢ok kullanim alani1 i¢in uygun olacaktir.

Bu ¢aligmada, enzim kaynagi olarak bezelye (Pisum sativum) secildi. Enzim
kaynagi tarama ¢alismasi sonucunda, bezelyenin diger enzim kaynaklarina kiyasla
yiiksek bir seliilaz aktivitesine sahip olmasi, protein igeriginin yiiksek olmasi
nedeniyle sulu ikili-faz sistemi (ATPS) ile seliillaz enziminin saflastirilmasinda
uygun bir kaynak olacagina karar verildi. Ayrica bezelye, iiretimi bol, ucuz ve her
zaman kolaylikla temin edilebilir olmasi nedeniyle de tercih edildi. Enzim,
“Materyal ve Metod” kisminda agiklandigi gibi bilinen ve basit yontemler ile
bezelyeden saflastirilip, ¢alismanin amacina yonelik uygun kismi saf preparat
hazirlandi. Calismada kullanilan seliilaz preparatinin protein igerigi, aktivite ve

spesifik aktivite degerleri yeri geldikge ilgili boliimlerde ve ¢izelgelerde verildi.

Bezelye ekstraktindan (5,7 mg protein/mL, 3,5 U/mg protein) yola ¢ikilarak
optimize sulu ikili-faz sistemi (% 15, w/w, PEG-6000 / % 10, w/w, NaSO4 / pH
6,0 /1,8 mL enzim) ile seliilaz enzimi santrifiijata kiyasla 2 kat saflastirildi (6,2 mg
protein/mL, 7,3 U/mg protein) ATPS optimizasyonu ve saflastirma galismalarindan

elde edilen sonuglar asagida detayl olarak agiklandi.

4.2 Sulu Ikili Faz Sistemi (ATPS) ile Bezelye (Pisum sativum) Seliilazinin

Saflastiriimasi

Bezelyeden izole edilen seliilaz enziminin (5,7 mg protein/mL, 3,5 U/mg
protein) saflastirilmasinda sulu ikili-faz sistemlerinden polimer-tuz sistemi
kullanildi. Bu amagla, polimer olarak polietilenglikol (PEG) ve tuz olarak farkli
stilfat tuzlar1 ve sodyum sitrat tuzu tercih edildi. ATPS’de faz olusturan bilesenlerin
secimi en Onemli noktalardan birisidir. Bu sistemlerde molekiillerin fazlar
arasindaki dagilim davraniglart hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, yiik, sterik
etkiler ve biyomolekiillerin 6zellikleri gibi gesitli faktorlerden dolayr oldukga
komplekstir. Uygun sistemlerin se¢imi ve tasarimimi saglayacak kapsamli ve

mekanistik bir teori mevcut degildir. Bu yiizden, bu metodun uygulamalarinda
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biyomolekiillerin optimum dagilimint saglayan en uygun ve verimli sistemin
hazirlanabilmesi i¢in deneysel optimizasyon caligmalarina ihtiya¢ duyulur. Bu
calismada tercih edilen sulu ikili-faz sistemi (PEG-Tuz) tek adimda saflastirma,
yiiksek secimlilik, diisilk maliyet ve diisiik viskoziteden dolay1 birgok sisteme
kiyasla daha avantajli sistemlerdir. ATPS’de faz olusturucu polimer olarak PEG’in
secilmesindeki ana kriter; diisiik maliyet ve dengeye ¢ok hizli ulasmasidir. Bu
sistemlerde diger Onemli bir bilesen ise tuzdur. ATPS sistemlerinin
olusturulmasinda farkl tiirde tuzlar (fosfat, sitrat, siilfat gibi) kullanilabilmektedir
(Benavides et al., 2008; Goja et al., 2013). Bu ¢alismada, polimer-tuz sistemlerinin
hazirlanmasinda siklikla kullanilan tuzlardan olan siilfat ve sitrat tuzlari tercih
edildi.

Seliilaz enziminin saflastirilmasinda kullanilacak olan sulu ikili-faz sistemini
optimize etmek ve bdylece enzimi yiiksek bir verim ve oranda saflastirmak igin
sistem i¢in Onemli olan temel parametreler (PEG molekiil kiitlesi ve
konsantrasyonu, tuz tiirii ve konsantrasyonu, pH ve enzim miktar1) incelendi. 10
mL’lik sulu ikili-faz sistemi, 15 mL’lik dereceli santrifiij tiipleri kullanilarak uygun
tir ve konsantrasyonlardaki PEG ve tuzlar ile bolim 3.5.1’de agiklandigi gibi

hazirlandi.

4.2.1 Tuz tiiriiniin belirlenmesi

Cesitli  tuzlarin  [(NH4)2SOs4, MgSOs, NaSOs, NazCeHgO7] farkli
konsantrasyonlart ile hazirlanan sulu ikili-faz sistemlerinde bezelye seliilazinin
dagilimi ve ayirimi gerceklestirildi ve sonuglar Cizelge 4.1°de verildi. Tuz tiiriiniin

belirlenmesi ¢alismalarinda polimer olarak PEG-3000 kullanildi.

Cizelge 4.1°den goriildiigli gibi bezelye seliilaz1 farkli bilesimlerdeki faz
kompozisyonlarinin ~ ¢ogunda  dagilabilmektedir. Sulu ikili-faz  sistemi
hazirlandiktan sonra iki faz olusur; bu fazlar PEG’ce zengin lst faz ile tuzca zengin
alt fazdir. Sulu ikili faz sistemleri ile yapilan ayrim calismalarinda enzimler
cogunlukla PEG’ce zengin iist faza dagilmaktadir. Fakat bezelye seliilaz1 se¢imli
bir sekilde alt faz1 (tuz fazi1) tercih etmektedir ve geri kazanimi da oldukga yiiksektir.
PEG’ce zengin iist fazin hidrofobisitesi alt fazdan daha yiiksek oldugu i¢in bu
durum enzimin oldukga hidrofilik oldugunu gostermektedir (Wu et al., 2000).
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Cizelge 4.1 Seliilaz enziminin dagilimina faz bilesimi ve tuz tiiriiniin etkisi.

Faz Kompozisyonu (%, w/w ) SAuist SAat | Kp | PF(fold) | VR | R (%0)

% 10 PEG-3000 + % 10 (NH4)2SO, ~ - - - - - -
% 10 PEG-3000 + % 15 (NH4)2SO4 0,23 0,3 | 6,66 0,1 0,36 | 11,5
% 15 PEG-3000 +% 10 (NH4)2SO4 0,63 15 | 08 0,6 4 57,7
% 15 PEG-3000 + % 15 (NH4)2S04" - - - - - -

% 10 PEG-3000 + % 10 MgSO4" - - - - - -
% 10 PEG-3000 + % 15 MgSO4" - - - - - -
% 15 PEG-3000 + %10 MgSO,” - - - - - -

% 15 PEG-3000 + % 15 MgSO4 14,8 05 | 72 0,2 1,75 19
% 10 PEG-3000+ % 10 Na»SO4 1,3 2,5 10 0,96 0,5 96
% 10 PEG-3000 + % 15 NaSO4 11 3,3 11 13 0,28 128
% 15 PEG-3000 + %10 Na,SO4 3,3 28 | 8,6 1 0,75 | 1077
% 15 PEG-3000 + % 15 NapxSO4 2 5 8 2 0,4 192
% 10 PEG-3000 + % 10 NasCsHsO7" - 2 - - - -
% 10 PEG-3000 + % 15 NaszCesHsO7 1,36 24 | 3,5 0,9 0,5 92,3
% 15 PEG-3000 + % 10 NasCsHsO7" - = - - - -
% 15 PEG-3000 + % 15 NasCeHsO7 12 18 | 31 0,7 1 69,2

* Bu faz kompozisyonlarinda faz olusumu gézlenmemistir.

Genellikle, negatif yiiklii proteinler PEG/Tuz sistemlerinde st faza, pozitif
yuklii proteinler ise alt faza se¢imli olarak dagilmaktadir (Glyk et al., 2017;
Sripokar et al., 2017). Bu nedenle alt faza dagilan seliilaz enziminin pozitif yikli
olmasi muhtemeldir. Cesitli faz kompozisyonlart ile hazirlanan sulu ikili-faz
sistemlerine ait tuz fazindaki spesifik aktivite (SAar), saflastirma faktorii (PF) ve
geri kazanim % R degerleri kiyaslandiginda tuz olarak Na2SO4’1n kullanildig: faz
sistemleri ile elde edilen sonuclar oldukca dikkat ¢ekicidir (Cizelge 4.1). Amonyum
stilffat ve sodyum sitrat kullanilarak hazirlanan farkli bilesimlerdeki faz
sistemlerinde SAar, PF ve R degerlerinin diisiik olmasi, ¢ogu faz bilesiminde faz
olusumunun gozlenmemesi ve faz hacim oranmin (Vr) 1 ve ilizerinde olmasi
nedeniyle seliilaz enziminin dagiliminda etkin olmadiklar1 belirlendi. Cizelge
4.1°den goriildiigli gibi, MgSOs4 tuzu kullanilan ATPS sistemlerinin ¢ogunda faz
olusumu gozlenmemis olup sadece % 15 (w/w) PEG — 3000 + % 15 (w/w) MgSOa4
sisteminde faz olusumu gerceklesmistir. Bu sistemde enzim, kullanilan diger tuz

tiirlerinden farkli bir davrams gostermis ve iist faza yonelmistir. Ust fazda elde
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edilen SA ve PF degerleri yiiksek olmasina ragmen sistemde ¢oziinme probleminin
olmas1 ve ¢okelme meydana gelmesi nedeniyle bu kosullar tercih edilmemistir. %
10 (w/w) PEG -3000 + % 15 (w/w) Na>SOg4 sistemi ile bezelye seliilaz1 % 128 geri
kazanim ile 1,3 kat saflastirildi. % 15 (w/w) PEG -3000 + %15 (w/w) Na2SO4
sistemi ile enzim % 192 geri kazanim ile 2 kat saflastirildi. Fakat tuz
konsantrasyonu nedeniyle aktivite geri kazaniminin aksine protein geri kazanimi
diistik oldugu igin tercih edilmemistir. Stilfat tuzlarindan Na2SO4, (NH4)2SO04 ve
MgSOs tuzlarina kiyasla proteinler arasindaki hidrofobik etkilesimleri ¢ok daha
fazla arttirma yetenegine sahip oldugundan seliilaz enzimini daha kuvvetli bir
sekilde tuz fazina yonlendirmektedir. PEG/Na>SO4 ATPS sistemi seliilaz enziminin
cogunu alt faza yonlendirdiginden enzimin sistemde dagilimi hidrofobisite ile
etkilenmektedir. Fazlar arasindaki hidrofobik farkin arttirilmasi PEG ve protein
molekiilleri arasindaki hidrofobik etkilesimlerin olma olasiligini daha da

arttiracagindan daha iyi bir saflastirmaya neden olacaktir.

Farkli tuz tiirleri kullanilarak yapilan literatiir ¢calismalarinda tuz tiirliniin
etkisi arastirilmistir. Ornegin bir calismada, PEG-6000 ve farkli tuz tiirleri
kullanilarak hazirlanan sulu ikili-faz sistemlerinde tuz tiiriiniin etkisini belirlemek
amaglanmig ve elde edilen sonuglar, MgSO4’1n salting-out giiciiniin Na>SO4 ve
(NH4)2SO4'tan daha biiyiik oldugunu gostermistir (Salabat et al., 2001). Bir baska
calisgmada ise balik proteinlerinin MgSO4, K2HPOs4 NasCeHsO7, NaxSOs,
(NH4)2PO4, K3CeHsO7 gibi farkli tuzlar kullanilarak sulu ikili-faz sisteminde
dagilimi incelenmis ve NaSOjs igeren sistemin protein dagilim katsayisinin (Kp)
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Nagaraja and lyyaswami, 2014). Calotropis
procera lateksinden elde edilen proteazin sulu ikili-faz sisteminde ayirimi sirasinda
Na-sitrat, MgSOs, KoHPO4 ve (NH4)2SO4 gibi farkli tuz tiirleri kullanilmistir. En
yiiksek proteaz geri kazanimi, MgSOs tuzu igeren sistemde ve PEG agisindan
zengin fazda bulunmustur (Chaiwut et al.,2010). Literatiir ¢alismalarinda belirli tuz
tirleri kullanilarak hazirlanan sulu ikili-faz sistemleri ve bu sistemlerin Kp, verim,
saflastirma Katsayisi, geri kazanim gibi degerleri de hesaplanmistir. Ornegin;
(NH4)2SO4 tuzu kullanilarak hazirlanan bir sistemde arpa B-galaktozidazi ve -
glukozidaz: sirastyla, 2,7 ve 2,6 Kp degerleri ile % 98,26 ve % 92,58 verimle
saflagtirllmistir (Hemavathi and Raghavaro, 2011). Misir ekstraktlarindan protein

geri kazanimi i¢in yapilan bir baska ¢alismada, sistemde Na>SOs tuzu kullanilmis
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ve % 93 verim elde edilmistir (Gu and Glatz, 2007). PEG/sitrat sistemi ile
karboksimetil seliilaz i¢in, % 88.82 geri kazanim ve 4.8 saflastirma katsayisina
ulasilmistir (Ho et al., 2017). Sonug olarak, ¢esitli tiir tuzlar sistemdeki suyun
yapisina ve hidrofobik etkilesimlere farkli sekilde etki ederler (Giindiiz, 2000). Bu
nedenle, daha sonraki calismalarda tuz olarak Na SOs kullanilmak {izere

PEG/Na;SO4 ayirma sistemleri ile devam edildi.

4.2.2 PEG molekiil kiitlesinin belirlenmesi

Sulu ikili-faz sistemleriyle gergeklestirilen ekstraksiyonlarda segimli ve
yiikksek verimli saflagtirma saglayan optimum sistemi bulmak hedeflenir. Bu
nedenle sistemin optimizasyonunda uygun polimer molekiil kiitlesinin se¢imi en
onemli noktalardan bir tanesidir. Polimer molekiil kiitlesi materyalin dagiliminda
onemlidir. Faz diyagramimni degistirerek (6rnegin faz bilesimine etki ederek) ya da
polimer-enzim etkilesimlerinin sayisin1 degistirerek materyalin fazlara dagilimini
etkiler (Engel et al., 2000; Su and Chiang, 2006). PEG molekiil kiitlesinin faz
hacimlerinin oranina (VR), enzimin dagilma katsayisina (Ke), proteinlerin dagilma
katsayisina (Kp), saflagtirma katsayisi ve enzimin geri kazanimina etkisi % 10
(w/w) PEG /% 15 (w/w) Na>SOg4 sistemi kullanilarak incelendi ve sonuglar Cizelge
4.2°de verildi.

Seliilaz enziminin PEG/Na2SO4 sisteminde dagilim1 PEG’in molekiil kiitlesine
baglidir. Bu 6zellik genelde PEG’in zincirleri ve biyomateryalin hidrofobik alani
arasindaki hidrofobik etkilesimlere dayandirilmaktadir. Genellikle PEG molekiil
kiitlesinin artmasi ile ekstraksiyon verimi azalmaktadir. Yiiksek molekiil
kiitlelerinde PEG ve protein domaini arasindaki etkilesim diismektedir ve buna
baglt olarak Ke diismektedir. Polimerin molekiil agirligindaki artisin polimerin
dislama etkisini yiikseltmesi bu durumun sebeplerinden biridir. Bunun sonucunda
polimer kendi icerisinde olusturdugu intramolekiiler hidrofobik etkilesimler ile
daha sik1 bir konformasyon kazanir ve biyomolekiiliin {ist faza dagilimini engeller.
Bu durum yiiksek viskozite ve diisiik tekrarlanabilirlik ile sonuglanir (Mohamadi et
al., 2007; He et al., 2005). Diisiik molekiil agirligina sahip polimerlerde diglama
etkisi azalacagindan istenilen protein yaninda istenmeyen proteinler de iist faza

gececek ve elverisli bir ayrim gergeklestirmek igin yetersiz kalacaktir (Cascone et
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al., 1991, Su and Chiang, 2006). Bu nedenle genellikle orta seviyede molekiil
kiitlesine sahip PEG tiirleri sulu ikili-faz sistemi i¢in en iyi se¢im olacaktir (Su and
Chiang, 2006).

PEG/Tuz sistemlerinde, PEG tiirii ve konsantrasyonunu belirlemek icin
yapilan pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ornegin; Aspergillus oryzae CBS
819.72'nin bir kiiltlir siipernatanindan a-amilazin dagilimi ve saflastirilmasi, sulu
ikili-faz sisteminde incelenmistir. PEG/sitrat ile hazirlanan sistemde amilaz
enziminin dagilimindaki ana faktorleri belirlemek ve saf ticari enzim preparatinin
(Bakezyme P500; DSM, Fransa) dagilimini incelemek amaciyla PEG-1000, 6000
ve 8000 kullanilmigtir. PEG- 8000 ve 6000 kullanildiginda ticari enzimin st faza
gectigi, PEG-1000 kullanildiginda ise faz olusumunun gergeklesmedigi
goriilmistiir. a-Amilaz igin % 2 ile 87 arasinda degisen bir verim ve 1,0-2,0 katlik
bir saflastirma faktori bildirilmistir (Kammoun et al., 2009). Bacillus subtilis ZJF-
1A5’in berraklastirilmis ve biitiin fermentasyon besiyerlerinden [-1,3-1,4-
glukanaz, a-amilaz ve nétr proteazlarin ayrim davranislari arastirilmistir. Yapilan
calisma sonucunda, PEG molekiiler agirligi 2000'den 6000'e yiikseldik¢e toplam
proteinin katsayis1 ve ekstraksiyon hizinin arttidi goriilmiistiir. Ozellikle PEG
konsantrasyonlar1 arttiginda, daha diisiik PEG molekiiler agirliklarinda daha yiiksek
ayirma katsayilar1 ve ekstraksiyon oranlari goriilmiistiir. Bu nedenle, daha sonraki
caligmalar i¢in faz bileseni olarak diisiik molekiil agirlikli PEG-2000 secilmistir.
PEG-2000 konsantrasyonunun ise % 20 (w/w)’ye cikarilmasi ile dagilim
katsayisinda 2,3 katlik artig goriilmesine ragmen ekstraksiyon orani ve dagilim
katsayis1t % 16 (w/w)’lik PEG konsantrasyonunda % 20 (w/w)’ye gore sabit bir
seviye gostermistir. Bu nedenle, ¢alismanin devaminda PEG-2000 konsantrasyonu
% 16 (w/w) olarak se¢ilmistir (He et al., 2005). Pangasianodon gigas’in (dev yayin
balig1) i¢ organ 6ziinden proteaz saflastirilmasi i¢in en uygun sulu ikili-faz kosulu,
%15 (w/w) PEG-2000/ %15 (w/w) NaCeHsO7/ % 1 (w/w) NaCl olarak
belirlenmistir. Enzimin saflastirma katsayis1 3,33 ve geri kazanim verimi ise %
64,18 olarak bulunmustur (Ketnawa et al., 2013). PEG- 6000/potasyum fosfat
sistemi ile; faz bilesimi (tie-line uzunlugu, TLL), pH, protein konsantrasyonu ve
faz hacim orani gibi proses parametrelerinin etkisi incelenmistir. En iyi geri
kazanim, %23,9, w/w, TLL’lik faz bilesiminde gbzlenmis ve ekstraksiyon sirasinda
daha yiliksek faz hacmi oranlarinin, ekstraksiyon fazinda proteinlerin geri

kazanilmasini iyilestirdigi goriilmiistir (Anandharamakrishnan et al., 2005).
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Bacillus thuringiensis H14 alkalin proteaz iiretimi, PEG 9000, 6000, 4000 ve
potasyum fosfattan olusan sulu ikili-faz sistemi ile yapilan ekstraktif
fermantasyonla incelenmistir. Ust faz siireklidir ve PEG agisindan zengindir, alt faz
ise dagilmis ve fosfat bakimindan zengindir. Mikrobiyal hiicreler alt fazda ve
arayiizde tutulur. Uretilen alkalin proteaz ise iki faz arasinda dagilmistir. Ayirim
katsayisi, daha yiiksek molekiiler kiitleden (9000) daha diisiik molekiiler kiitleye
(4000) dogru yiikselmistir. Ancak varyasyon fazla olmadigi igin daha ileri
caligmalarda tic PEG molekiiler kiitlesi de goz oniinde bulundurulmustur. Ancak
PEG-4000, PEG-6000 ve 9000’den daha yiiksek bir verim degeri gostermistir
(Hotha and Banik, 1997).

Cizelge 4.2 Seliilaz enziminin dagilimina PEG molekiil kiitlesinin etkisi.

PEG MW VR Ke Kp PF R
(kDa) (%)
- 0,28 314 11 13 128
P 0,26 24 16 15 153,8
6000 0,23 25 16,6 17 1654
o 0,20 15 13,8 15 146
7000 018 11 4 18 176,9

Cizelge 4.2°den gorildiigi gibi dengeden sonra sistemdeki faz hacim oranlari (VR)
0.18-0.28 arasinda ¢ok az degismektedir. Buradan ve literatiir ¢alismalarindan
anlagildig1 gibi dagilma parametrelerindeki farklanmanin PEG molekiiler boyutuna
bagl oldugu acgiktir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi PEG molekiil kiitlesinin PEG-
6000’den PEG-10000’e¢ artmasi ile polimerin dislama etkisi de arttigindan
proteinlerin dagilma katsayis1 (Kp) giderek azalmaktadir. Pek cok protein i¢in
benzer davranisa cesitli PEG/Dekstran ve PEG/Tuz sistemlerinde rastlanmistir

(Engel et al., 2000; Albertsson et al., 1990; Schmidt et al., 1994; Pico et al., 2006).
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PEG molekiil kiitlesi

Sekil 4.1 % 15 (w/v) PEG / % 10 (w/v) Na;SOs sisteminde PEG molekiil kiitlesinin protein dagilma
katsayisina (Kp) etkisi.

PEG molekiil kiitlesinin seliilaz enziminin dagilma katsayisina (Ke) etkisi de

Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 % 15 (w/v) PEG/ % 10 (w/v) Na,SO4 sisteminde

PEG molekiil kiitlesinin seliilaz enziminin dagilma katsayisina

(Ke) etkisi.
PEG MW Seliilaz Enziminin
(Da) Dagilma Katsayisi
(Ke)
3000 31,4
4000 24
6000 25
8000 15
10000 11

PEG molekiil kiitlesi arttikca hidrofobik Kkarakteri de artmakta ve seliilaz
enzimi daha se¢imli dagilmaktadir. PEG 6000 molekiil agirhiginda yiiksek
saflagtirma katsayisi (1,7 kat) ve geri kazanim degerine (% 165,4) ulasilmaktadir.
PEG 3000, 4000 ve 6000’ de en yiiksek Ke degerlerine ulagilmistir ve bu sonuglar
literatiirdeki diger ¢alismalarla oldukga benzerlik gostermektedir (Mohamadi et al.,
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2007; Chaiwut et al., 2010; Engel et al., 2000). PEG-10000 ile hazirlanan sulu ikili-
faz sisteminde seliillaz enzimi igin en yiiksek saflastirma katsayis1 (1,8 kat) elde
edildi. Ancak, PEG-4000’den itibaren PEG molekiil kiitlesi arttik¢a ortamin
viskozlugu oldukga artmaktadir (Engel et al., 2000). Bu nedenle, PEG molekiil
kiitlesinin enzimin dagilma katsayisina (Ke), proteinlerin dagilma katsayisina (Kp),
saflagtirma katsayisina (PF) ve enzimin geri kazanimina (% R) etkisi
kiyaslandiginda PEG—6000’nin ATPS i¢in en uygun polimer molekiil kiitlesi

olduguna karar verildi.

4.2.3 PEG (6000) konsantrasyonunun belirlenmesi

Seliilaz ~ enziminin  PEG/NaSOs  sisteminde  dagilimma  PEG
konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla PEG’in farkli konsantrasyonlari
(% 10-25, w/w) ve % 15 (w/w) NaxSO4 kullanildi ve sonuglar Sekil 4.2 ve 4.3’de
gosterildi. Genellikle polimer konsantrasyonunun artis1 ile fazlar arasinda
hidrofobik fark artisi gozlenecektir. Bu durum, protein ve PEG molekiilleri
arasindaki hidrofobik etkilesimlerin artis1 ve proteinlerin iist faza yonelimi ile
sonuglanacaktir (Spelzini et al., 2005; Vaidya et al., 2006, Malpiedi et al., 2009).
Sekil 4.3’den de goriildiigii gibi polimer konsantrasyonun artmasi ile alt fazda
bulunan proteinler {ist faza dogru yonelmektedirler. PEG konsantrasyonundaki bu
artig ile Kp degerleri 10,3’ten 0,6’ya ve verim ise % 91,7°den % 61,5’a kadar
azalmistir. Polimer konsantrasyonu seliilaz dagiliminda etkilidir. Seliilaz enzimi
polimer (PEG-6000) konsantrasyonu arttikca ozellikle % 10’dan % 15°e
gegildiginde alt faza yaklasik 2 kat daha se¢imli bir dagilim gostermekte (Sekil 4.2
ve 4.3) ve en yiiksek saflastirma katsayisina (1,7) ulasmaktadir. Bu nedenle en
uygun PEG konsantrasyonu hem saflastirma katsayis1 hem de se¢imlilik agisindan
% 15 (w/w) olarak segildi.
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Sekil 4.2 PEG-6000 konsantrasyonunun PEG/Na,SOs sisteminde seliilaz ekstraksiyonuna ve

dagilimina etkisi.
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Ke)
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PEG-6000 konsantrasyonu ( %, w/w)

Sekil 4.3 PEG-6000 konsantrasyonunun PEG-Na;SO; sisteminde seliilaz dagilma katsayisina (Ke)
etkisi.

PEG konsantrasyonunun enzim ve protein dagilimi tizerindeki etkisi farkli
enzimler kullanilarak hazirlanan sulu ikili-faz sistemleri ile yapilan literatiir
caligmalar1 dogrultusunda incelenmistir. Elde edilen sonuglar diger literatiir

calismalan ile benzerdir. Ornegin; Bacillus licheniformis 44MB82-G susundan
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termostabil o-amilazin saflagtirillmasi i¢in polimer-polimer bazli sulu ikili-faz
sistemleri kullanilmistir. Hazirlanan PEG-6000/fikol sistemi i¢in optimum polimer
konsantrasyonu % 15 (w/w) olarak belirlenmistir. PEG-6000/fikol sisteminde,
amilazin %90'a kadar1 alt fazda toplam proteinin (K = 22.8) yaklasik %95°i ve
proteinazin %60-75’1 iist fazda bulunmustur (Ivanova et al., 2001). Aureobasidium
pullulans a-amilazinin sulu ikili-faz sistemlerinde dagilimi yanit yiizeyi
metodolojisi yoluyla optimizasyonu ve termodinamik ve kinetik &zellikleri
arastirilmistir. % 20 (w/v) PEG-6000/ % 10 (w/v) Na-sitrat/ % 7,5 (w/v) NaCl
sisteminde, saflastirma faktorii 4,2 ve verim degeri % 88 olarak bulunmustur
(Ademakinwa et al., 2019). ATPS kullanilarak tavuk yumurta akindan lizozimin
saflastirildigr bir bagka ¢alisgmada da, PEG-6000 kullanilmigtir. Optimum kosul
olarak ise, 500 mM sodyum perklorat ilavesiyle %16,1 (w/w) PEG ve %12 (w/w)
sodyum siilfat konsantrasyonu belirlenmistir (Su and Chiang, 2006).

4.2.4 NaSO4 konsantrasyonunun belirlenmesi

Selilaz ~ enziminin  PEG/NaSOs4  sisteminde  dagilimma  tuz
konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in Na;SO4’1n farkli konsantrasyonlart (%
8-15, wiw ) ve % 15 (w/w) PEG-6000 kullanild1 ve sonuglar Sekil 4.4’te verildi.

Sulu ikili-faz sistemlerinde enzimin yiizey 6zellikleri tuz konsantrasyonu ile
degismektedir. Tuz konsantrasyonunun artisi ile proteinler hidrofobik o6zellik
kazanacagindan hidrofobik iist faza yonelme egilimi gdstereceklerdir. Ayrica tuz
konsantrasyonunun artis1 ile list faza yonelen proteinler geri c¢evrilmekte ve
proteinlerin asirisi faz ayriminin oldugu yerde ¢cokmektedir. Enzimlerin yiiksek tuz
konsantrasyonunun bir sonucu olan “salting-out” etkisi ile denatiire olmalar
nedeniyle aktiviteleri ve geri kazanimlari da diismektedir (Spelzini et al., 2005,
Klomklao et al., 2005; Antov et al., 2006, Vaidya et al., 2006; Yue et al., 2007).
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Sekil 4.4 Na,SO, konsantrasyonunun PEG/Na,SO, sisteminde seliillaz ekstraksiyonuna ve

dagilimina etkisi.

Tuz konsantrasyonu seliilaz enziminin dagilimi ve geri kazaniminda oldukga
onemlidir. Sekil 4.4’ten de goriildiigi gibi Na,SO4 konsantrasyonu % 8(w/w)’den
% 10(w/w)’ a arttirildiginda saflastirma katsayist 2 kat artig gosterip 1,25’ten en
yiiksek degeri olan 2,5’e ¢ikmakta ve enzimin geri kazanimi % 155 olmaktadir. Tuz
konsantrasyonunun % 8’den % 15’¢ arttirtlmasi protein dagilma katsayisini (Kp)
16,2’den 19,5’e cikarmaktadir. Tuz konsantrasyonunun artmasi ile alt fazda
bulunan proteinlerin hidrofobik 6zellikleri artacagindan iist faza yonelme durumu
s0z konusudur. Sonug olarak, enzimin dagilma katsay1s1 (Kp ), saflastirma katsayisi
ve geri kazanimi agisindan ¢alismanin  devaminda optimum Na>SOg4
konsantrasyonu % 10 (w/w) olarak belirlendi.

Tuz konsantrasyonunun enzim ve protein dagilimi tizerindeki etkisi farkli
enzimler kullanilarak hazirlanan sulu ikili-faz sistemleri ile yapilan literatiir
calismalar1 dogrultusunda incelenmistir. Ornegin; Bacillus pumilus kaynakli
katalaz enzimi i¢in pH 7,0’de %15 (w/w) PEG-4000 kullanilarak hazirlanan
ATPS’de %7,5 - %22,5 (w/w) arasinda degisen Na>SOs konsantrasyonlarinda
katalaz enziminin dagilimi incelenmistir. Katalaz dagilimi i¢in optimum kosullar,
%15 (w/w) PEG-4000 ve %10 (w/w) Na2SOgs olarak belirlenmistir. Saflagtirma
faktorii 3.6 ve geri kazanim ise % 98 olarak bulunmustur (Karakus and Isik, 2019).
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Domates invertazinin sulu ikili-faz sistemleri ile saflastirilmasi i¢in yapilan
calismada, %10 - %16 (w/w) arasinda degisen Na>SOs konsantrasyonlarinda
invertaz enziminin dagilimi incelenmistir. Tuz konsantrasyonundaki %210'dan
%16’ya artig, toplam proteinin (Kp) dagilim katsayilarinda sirasiyla 0.48’den
1.12’ye bir artisla sonuglanmistir. Invertaz enzimi i¢in optimum kosullar %15
(w/w) PEG-3000/ %12 (w/w) Na:SOs ve %5 (w/v) KCI (pH 4,5) olarak
belirlenmistir (Yiicekan ve Onal, 2011).

4.2.5 pH etkisinin belirlenmesi

ATPS’de biyomolekiillerin dagilimini etkileyen bir diger 6nemli faktor de
sistemin pH degeridir. Biyomolekiillerin dagilimi1 sistemde bulunan iyonlarin tiirii
ve konsantrasyonu ile de belirlenmektedir. Saflastirilmasi hedeflenen proteinin ve
iyon kompozisyonunun yiikiine, kontaminantlarin yiizey karakteristigine etki eden
Ph, fazlar arasinda dagilimi farklilagtirmaktadir (Gautam and Simon, 2006,
Mohamadi et al., 2007). PEG/Tuz sistemlerinde genellikle asidik izoelektrik
noktaya (pl) sahip negatif yiiklii proteinlerin biiyiik bir kismu {ist faza yonelirken,
pozitif yiiklii proteinler ise alt faza yonelmektedir. pH’1n yiikselmesi ile proteinler
negatif yiikli hale gelecektir ve beklenildigi gibi PEG’ce zengin {iist faz ile
proteinler arasindaki etkilesimler daha kuvvetli olacaktir ve proteinlerin dagilma
katsayist (Kp) ise biyiiyecektir (Albertsson, 1986; Rito-Palomares, 2004; Hatti-
Kaul, 2000).

Pek ¢ok literatiir ¢alismasinda sulu ikili-faz sistemlerinde proteinlerin
dagilimina pH’1n etkisi arastirilmistir. Ornegin; Kaju fistig1 agact sakiz1 ve PEG
bazli sulu ikili-faz sistemlerinde proteinlerin dagilimi {izerine yapilan bir ¢alismada,
sigir serum albiimini (BSA) ve tripsinin dagilimi incelenmistir. Dagilim tizerinde
etkili olan; polimer konsantrasyonu, pH, tuz ilavesi ve sicaklik gibi cesitli
parametrelerin etkisi arastirilmistir. pH’1in dagilim katsayilart tizerindeki etkisi,
proteinler arasinda ve sistem tipine gore degisiklik gdstermistir. BSA ve tripsin i¢in
pH 6.0, 7.0 ve 8.0°de dagilim katsayilar1 elde edilmistir. Bu pH araliginda, her iki
protein de molekiiler net yiike sahiptir. BSA negatif olarak (pl; 5,1), tripsin ise
pozitif olarak (pl; 9,2) yiiklenmistir. BSA ve tripsin dagilimi, sistem pH’mi
degistirerek ¢ok az degisiklik gostermistir ancak her iki protein i¢in pH 6,0’dan
8,0’e yiikseltildiginde dagilim katsayisinda kiigiik bir artig tespit edilebilmistir
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(Sarubbo et al., 2004). Polyporus squamosus'un sulu ikili-fazda kiiltivasyonu
sirasinda iretilen endo-pektinaz ve ekzo-pektinazin dagilimi, PEG-4000 ve ham
dekstrandan olusan sistem ile farkli baslangic pH degerlerinde calisilmistir.
Biiylitme isleminin tiim asamalarinda iiretilen biyokiitle pH’dan bagimsiz olarak
yalnizca alt faza dagilim gostermistir. Kiiltivasyonun ikinci giiniinde, ilk olarak pH
5,0'de endo-pektinazin maksimum dagilim katsayisi degeri 2,45 ve maksimum tist
faz verimi ise %80,22 olarak bulunmustur. Ekzo-pektinazin dagilim katsayist ise,
daha diisiik baslangi¢c pH’sindaki dagilim parametrelerine kiyasla, ekimin ligtincii
giiniinde yaklasik 2,5 kat ve iist faz verimi de %45’e kadar iyilesme gostermistir.
P. squamosus, pH 7,0 baslangi¢ degerinde sulu ikili-faz kiiltivasyonunda endo-
pektinaz iiretmemistir (Antov et al., 2004). % 8 (w/w) PEG-4000/ % 13 (w/w)
potasyum fosfat tuzu kullanilarak hazirlanan sistemde pH ve sicakligin,
Trichoderma reesei B-glukozidazi ve toplam proteinin dagilim katsayisi tizerindeki
etkisi arastirilmistir. Dagilim katsayilari, pH; 6,0-7,5; sicaklik; 25-55°C deger
araliklarinda arastirilmis ve bu araliklarda dagilim katsayisi artis gostermistir. En
yiiksek segicilik pH 6,5 ve 25°C sicaklikta elde edilmistir. 7.0°den diisik pH
degerleri ve 35°C’nin altindaki sicakliklar igin alt fazda %92 nin iizerinde bir 3-
glukozidaz verimi elde edilmistir (Gautam and Simon, 2006). Clostridium
perfringens tip A a-toksininin sulu ikili-faz sistemlerindeki dagiliminin incelenmesi
icin, iki ardisik yari fraksiyon tasarimi yapilmistir. Tasarimda, PEG molekiiler
kiitlesi ve konsantrasyonu, fosfat konsantrasyonu ve pH dikkate alinmistir. En
yliksek saflagtirma faktorii, verim ve dagilim katsayisi sonuglart % 15 (w/w) PEG-
8000/ % 20 (w/w) fosfat ve pH 8,0 ile bulunmustur. Bu sistem tek bir adimda, PEG
acisindan zengin fazda %230’luk aktivite verimi ve 113,9’luk dagilim katsayisi ile
4,6 katlik bir toksin saflastirmasini saglamistir (Cavalcanti et al., 2006). Yanit
ylizeyi metodolojisi kullanilarak ATPS ile Bacillus velezensis A4’ten bir seliilazin
saflagtirilmasi optimize edilmistir. Enzimin maksimum geri kazanim oran1 % 67,8
ve saflagtirma faktori 1,14 olarak % 20,75 (w/w) PEG-4000/ % 8.5 (w/w) KoHPO4/
pH 8,5 sulu ikili-faz sistemi ile elde edilmistir (Liu et al., 2019).

PEG/Na2SO0;4 sisteminde seliilaz enziminin dagilimina pH etkisini incelemek
icin sistemin pH’s1 3,0- 8,0 arasinda degistirildi ve sonuglar Sekil 4.5 de verildi.
Sekilden goriildiigi gibi, enzim pH 6,0°da % 93,1 verimle 2 kat saflastirildi. Bu pH
degerinin altinda ve iistlindeki pH degerlerinde saflastirma katsayist (PF) ve

verimde farkliliklar gorilmiistiir. Sekil 4.5’den goriildiigii gibi pH 3,0 ve 4,0



97

degerlerindeki saflagtirma katsayilar1 daha yiiksektir. Bu durum sistemdeki
proteinlerin alt fazda ¢okmesinden ve buna bagli olarak geri kazanilan protein
miktarinin az olmasindan kaynaklanmaktadir. Sekil 4.6 ve 4.7°den gorildiigii gibi,
selilaz enziminin Ke ve K, degerleri ¢ok kararsizdir. Mikrobiyal kaynakli
seliilazlarin izoelektrik noktalar1 (pl) farkliliklar gdstermektedir. Ornegin;
Chrysosporium lucknowense’nin mutant bir susunun kiiltiir ortamindan izole edilen
alt1 endoglukanaz enzimi i¢in EG: 25 kDa, pl 4.0; 28 kDa, pl 5.7; 44 kDa, pl 6.0;
47 kD, pl 5.7). 51 kDa, pl 4.8; 60 kDa, pl 3.7 ve iki selobiyohidrolaz i¢in CBH I,
65 kDa, pl 4.5; CBH II, 42 kDa, pl 4.2 (Bukhtojarov et al., 2004), Thermotoga
neapolitana'dan saflastirilan iki termostabil endoseliilazdan CelA igin 29 kDa, pl
4.6, CelB i¢in ise 30 kDa, pI 4.1 olarak bulunmustur (Bok et al., 1998). Bu yiizden
sulu ikili-faz sistemlerinde sistemin pH’1, seliilazlarin dagilimima diizensiz etki
etmektedir. Sonug olarak, literatiir ¢aligmalarina da bakildiginda PEG/Na>SO4 sulu

ikili-faz sistemi ile seliilazin saflagtirillmasinda en uygun pH 6,0 olarak belirlendi.
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1 T 40
05 A T 20
0 A r 0
mmmm Saflastirma katsayist (PF)
=@ \Verim 70,3 73 81 93 77 61,5
pH

Sekil 4.5 % 15 (w/v) PEG-% 10 (w/v) Na SO sisteminde seliilaz ekstraksiyonuna ve dagilimina
pH’1n etkisi.
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m Seliilaz enziminin dagilma

katsayst (Ke) 6.5 6,3 5,7 9,3 6,6 8
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Sekil 4.6 % 15 (w/v) PEG-% 10 (w/v) NaxSOs sisteminde pH’1n seliilaz dagilma katsayisina (Ke)
etkisi.
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pH

Sekil 4.7 % 15 (w/v) PEG-% 10 (w/v) Na,SOs sisteminde pH’1n protein dagilma katsayisina (Kp)
etkisi.

4.2.6 Seliilaz konsantrasyonunun dagilima etkisi

Hedef molekiilin ayrimi ve saflastirllmasinda sulu ikili-faz sistemine
yiiklenen protein miktar1 6zellikle biiyiik 6l¢ekli prosesler i¢in olduk¢a dnemlidir

(Antov et al., 2006). Protein konsantrasyonu doygunluk smirma yaklastikca,
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sistemde doygun hal durumu goézlenmektedir. Protein konsantrasyonunun bu
siirdan daha yiiksege ¢ikarilmasi proteinin ¢cokelmesine neden olmakta ve sonug
olarak geri kazanim diisiik olmaktadir. Bu nedenle, sulu ikili-faz sisteminde protein
konsantrasyonu doygunluk sinirinin altinda olmalidir. Genellikle her bir gramlik
sisteme 1 mg protein konsantrasyonu genellikle optimal kabul edilir (Engel et al.,
2000).

Bezelyeden izole edilerek hazirlanan seliilaz ekstrakti, % 15 (w/w) PEG-6000
/ % 10 (w/w) Na2SOs / pH 6,0 sistemine 1,5-18 mg degerleri arasinda (0,3-3,6 mL)
farkli miktarlarda ilave edilerek enzim konsantrasyonunun selillaz enzimi
dagilimina etkisi incelendi ve sonuclar Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da gosterildi.

Sekillerden gortldigii gibi, seliilaz enzim miktar1 ve diger protein
konsantrasyonlari dagilima etki etmektedir. % 15 (w/w) PEG-6000 / % 10 (w/w)
Na>SOs4 / pH 6,0 /1,5 mg protein sisteminde seliilaz enzimi alt faza kars: yiiksek bir
selektivite gostermesine ragmen (Sekil 4.8) saflastirma Katsayis1 diistiktiir. Enzim
konsantrasyonu degistikge Ke, Kp, o ve PF degerleri farklanmaktadir. Sisteme
yiiklenen enzim miktar1, hem faz hacim oranini hem de faz bilesimini degistirerek
enzimlerin dagilimina etki etmektedir (Antov et al., 2006). % 15(w/w) PEG-6000
/ % 10 (w/w) Na2SO4 / pH 6,0 / 9 mg protein igeren sistem saflastirma katsayisi (2)

acisindan en optimal sonucu verdiginden en uygun sistem olarak se¢ildi (Sekil 4.9).

70 08
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Sekil 4.8 % 15 (w/v) PEG-6000/ % 10 (w/v) Na;SO4/ pH 6,0 sisteminde seliilazin dagilimmna

(Ke) ve selektivitesine (o) enzim miktarinin etkisi.

2,5 50
2 T 40
1,5 1 T 30
mn g
[a
1 - T+ 20
05 A + 10
OT157 s [62] o |12 15 18]°
I Saflastirma katsayisi ( PF)| 0,6 | 0,65 1 2 09 | 09 | 11
==@=DProtein dazg;ir;l)a katsayi1s1 6 10 [1475] 125 | 30 | 475 | 36,6

Enzim miktar1 ( mg protein)

Sekil 4.9 % 15 PEG-6000/ % 10 Na;SO4/ pH 6,0 sisteminde seliilaz saflastirma katsayisi ve protein

dagilma katsayisina enzim miktarinin etkisi.

Sulu ikili-faz sistemlerinde enzim miktar1 ve protein konsantrasyonunun
dagilim {izerine etkisi ile yapilan ¢esitli ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Ornegin;
ATPS’de protein dagilimini etkileyen faktorlerin ve faz 6zelliklerinin degisiminin
protein dagilim katsayisina etkisini incelemek i¢in saf sigir serum albiimininin sulu
ikili-faz sistemlerindeki dagilim davranisi arastirilmigtir. Sigir serum albiimini
(BSA), % 0,1 (w/w) konsantrasyonda olacak sekilde sisteme ilave edilmistir.
20° C’de % 8 (w/w) PEG-3350/ % 6 (w/w) dekstran 37 500/ 0,05 M fosfat
tamponundan olusan sulu ikili-faz sisteminde NaCl konsantrasyonu 0.0195 M ve
pH 8,9 iken optimum protein dagilim katsayisi (Kp) degeri 0.018 olarak
bulunmustur (Giindiiz, 2000).

Seliilozun siirekli biyolojik doniisiimii i¢in bir faz sistemi tasarlama amaci ile
Trichoderma reesei OM 9414’ten endo-B-glukanaz, ekzo-B-glukanaz ve B-
glukozidazin sulu ikili-faz sistemlerindeki dagilimlari incelenmistir. Dekstran ve
polietilen glikol (PEG) bazli sistemlerin, enzimlerin alt faza tek tarafli olarak
dagilimi i¢in optimal oldugu goriilmiistiir ve polimer molekiil agirliklari, polimer

konsantrasyonu, ortamin iyonik bilesimi, pH, sicaklik ve enzimlerin seliiloza



101

adsorpsiyonunun enzim dagilim katsayilari lizerindeki etkisi arastirilmistir. Ham
dekstran ve PEG’e dayali bir faz sisteminde, fazla seliilloz mevcutken endo-f3-
glukanaz i¢in dagilim katsayisi 0,16 ve B-glukozidaz igin 0,14 olarak bulunmustur
(Tjerneld et al., 1985). Aspergillus japonicus URMS5620 tarafindan {iretilen
seliilolitik komplekslerden seliilazlarin ayristirilmasi ve saflastirilmasi igin yapilan
bir ¢alismada da ATPS kullanilmistir. Polietilen glikol (PEG) molekiiler kiitlesi
(1000-8000 g/mol), PEG konsantrasyonu (% 20-24, w/w), sodyum sitrat
konsantrasyonu (%15-20, w/w) ve pH (6.0-8.0), etkisini degerlendirmek igin bir
faktoriyel tasarim modeli kullanilmistir. B-glukozidaz (BG), endoglukanaz
(CMCaz) ve toplam seliilazdan (FPaz) olusan seliilolitik kompleksin diferansiyel
boliimlenmesi ve saflastirilmasi saglanmistir. Toplam sistemin %20°sini temsil
eden seliilaz i¢eren ham enzim tiiplere ilave edilmistir. Enzim aktivitesinin ve
protein igeriginin analizini gergeklestirmek icin de yaklasik 1,5 mL O6rnek
kullanilmustir. B-glukozidaz tercihen tuz fazina dagilim gostermis ve pH 8,0’de %
20 (w/w) PEG- 8000 ve % 10 (w/w) sodyum sitrat ile en iyi sonuglar elde edilmistir.
Enzim dagilim katsayis1 (Ke) yaklasik olarak 2,9, aktivite verimi % 77 ve
saflastirma faktori 1,9 olarak bulunmustur. FPaz ve CMCaz tercihan st faza
dagilim gostermistir ve en yiiksek enzim dagilim katsayist degerleri 2,9 ve 3,0

olarak bulunmustur (Herculano et al., 2012).

4.2.7 Optimize edilmis sistemin tekrarlanabilirligi

Sulu ikili-faz sisteminin tiim optimizasyon agamalari tamamlandiktan sonra
optimize edilmis sistemin (% 15, w/w, PEG-6000 / % 10 w/w, Na;SOs /pH 6,0/9
mg protein) tekrarlanabilirligi 5 tekrarli olarak ayni kosullarda ¢alisilmigtir. Alt
fazdaki aktivite ve protein degerleri standart aktivite ve protein tayin yontemleri ile
belirlendi. Hazirlanan 5 optimize sistemde de hem aktivite ve protein degerleri hem

de verim ve geri kazanim degerleri biiyiik 6l¢iide benzerlik gosterdi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Optimize edilmis % 15 (w/v) PEG-6000 / % 10 (w/v) Na;SO4 / pH 6,0 sisteminin
tekrarlanabilirligi.

4.2.8 Biiyiik olcekli sulu ikili-faz sistemi

Son yillarda sulu ikili-faz sistemleri ile biiyilik 6l¢ekli protein saflastiriimasi
basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Bu yeniligin getirmis oldugu en Onemli
ozelliklerden biri kimya endiistrisinde ¢ogunlukla kullanilan organik temelli
ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak kullanilabileceginin diisiiniilmesidir.
Ayrica saflagtirma adimlariin tek bir asamada birlestirilmesi ve faz ortaminin
toksik olmamasi 6nemli 6zelliklerindendir. Faz olusumu ve protein dagiliminin tam
olarak anlagilamamasi gibi nedenlerden dolay:r sulu ikili-faz sistemlerinin
uygulanmast hala smirlidir (Hatti- Kaul, 2000; Porto et al., 2008). Ancak
sistemlerin 6l¢ek bliylitmeye uygun olmasi ve siirekli islemler i¢in uygulanabilir
olmas: biiyiik 6l¢ekli endiistriyel uygulamalar i¢in onlari cazip kilmaktadir (Marcos
etal., 1999).

PEG molekiil kiitlesi ve konsantrasyonu, tuz tiirii ve konsantrasyonu, pH,
protein miktar1 gibi kosullarin optimize edildigi sulu ikili-faz sistemi [(% 15, wiw,
PEG-6000 / % 10, w/w, Na>SO4 / pH 6,0 / 9 mg protein ) (sistem hacmi 10 mL)]
farkli hacim 6l¢eklerinde (10, 20, 30, 40 ve 50 mL) hazirlandi ve seliilaz enziminin

saflagtirilmasinda kullanilabilecek biiyiik Olcekli sistemler degerlendirildi. Sekil
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4.11 ve 4.12°den goriildiigii gibi 40 mL’lik sistem ile enzim % 86,7 verim ve %
228,5 geri kazanimla 2,3 kat, 50 mL’lik sistem ile % 82,1 verim ve % 214,3 geri
kazanimla 2,1 kat saflastirildi. Saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 40 mL’lik

sistem i¢in 8 U/mg ve 50 mL’lik sistem igin ise 7,5 U/mg olarak belirlendi (Sekil
4.13).

25
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mmmm Saflastirma katsayisi (PF) 1,2 14 1,6 2,3 2,2
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Sistem hacmi (mL)

Sekil 4.11 Biiyiik 6l¢ekli PEG 6000- Na S04 sisteminde seliilaz enziminin saflagtirma sonuglar

(saflastirma katsayisi ve protein dagilma katsayisi.
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Sekil 4.12 Biiyiik olgekli PEG 6000- Na,SO, sisteminde seliilaz enziminin saflagtirma sonuglari

(geri kazanim ve verim).
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Sekil 4.13 10,20,30, 40 ve 50 mL’lik sistemlerde saflastirilan seliilaz enziminin spesifik aktivite

degerleri.

Olgek biiyiitme ¢alismalarinda hazirlanan 40 ve 50 mL’lik sistemlerin ayrim
sonrast alt fazlar1 birlestirildi, toplam hacimleri 6l¢iildii ve diyalizlendi. Diyaliz
isleminden sonra diyalizatin hacmi kaydedildi ve fraksiyonda aktivite ve protein
tayinleri yapilarak total aktivite, protein miktar1 ve spesifik aktivite degerleri
hesaplandi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Diyaliz Oncesi ve sonrasi toplam alt faz hacimlerine ait total aktivite ve protein

degerleri.

Diyaliz Oncesi Hacim Total Aktivite (U) Total Protein Spesifik Aktivite
(mL) (mg) (U/mg)

40 138 40 3,450

Diyaliz Sonras1 Hacim Total Aktivite (U) Total Protein Spesifik Aktivite
(mL) (mg) (U/mg)

45 123 35,5 3,465

Sonuglar, seliilaz enzimi ve farkli enzimler kullanilarak hazirlanan ATPS’ler
ile yapilan literatiir calismalari incelendi. Ornegin; yumurta aki lizoziminin
PEG/siilfat sistemi ile saflastirma faktori 4,0 ve verim degeri % 87 olarak
bulunmustur (Balasubramaniam et al., 2003). Termoseparasyon polimerleri ile
hazirlanan sulu ikili-faz sistemleri ile ananas meyvesinden saflastirilan bromelain

icin (Rabelo et al., 2004) saflastirma faktori 1,25 ve verim degeri % 79,5 ve
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hipertermofil Methanococcus jannaschii termostabil rekombinant a-amilazi igin ise
saflagtirma faktorii 3,31 ve verim degeri % 90 olarak bulunmustur (Li and Peeples,
2004). Bacillus subtilis karboksimetil seliilazinin kismi saflastirilmasi i¢in PEG-
6000/sitrat sulu ikili-faz sistemi kullanilmistir ve saflastirma faktorii 4,8 ve verim
degeri ise % 88,82 olarak bulunmustur (Ho et al., 2017). Candida mogii ksiloz
rediiktaz enziminin saflagtirilmasi i¢in PEG/fosfat ATPS kullanilmistir ve iist faz

icin saflastirma faktori 1,89 ve verim degeri ise % 103,5 olarak bulunmustur

(Mayerhoff et al., 2004).

4.3 Bezelye (Pisum sativum) Seliilazimin Karakterizasyonu

4.3.1 Seliilaz aktivitesine pH etkisi

Enzimlerin aktivitesine etki eden en énemli faktorlerden birisi pH etkisidir.
Bir enzimin optimum pH’si; reaksiyon siiresi, sicaklik, substrat yapisi ve
konsantrasyonu, tampon tiirii ve konsantrasyonu, ortamin iyonik siddeti ve enzimin
saflig1 gibi pek ¢ok deneysel parametreye bagimli bir degiskendir. Biyokimyasal
reaksiyonlar, in vivo kosullarda ve sulu ortamda gergeklestiginden pH, enzimin yiik
durumunu dolayisiyla aktivitesini ¢ok etkiler. Seliilaz aktivitesine pH’in etkisi ve
optimum pH’in belirlenmesi boliim 3.6.1°de agiklandigr gibi incelendi ve sonuglar
Sekil 4.14°de verildi.
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Bagil Aktivite (%)
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Sekil 4.14 Seliilaz aktivitesine pH’1n etkisi (optimum pH) (Substrat: Karboksimetil seliiloz (CMC),
Sicaklik: 50 © C, Tamponlar: 50 mM pH; 3,0-3,5; Glisin, 4,0-5,5; Asetat, 6,0-8,0 Fosfat).
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Bunun i¢in tampon pH’s1 3,0-7,5 arasinda degistirilerek enzimin aktivitesi
standart kosullarda Ol¢iildii. Sekil 4.14°den gorildigi gibi bezelye seliilazinin
optimum pH’s1 4,5 olarak bulundu. Seliilazlarin optimum pH degerleri kullanilan
enzim kaynagina, substrata, inkiibasyon zamani ve sicakligina gore oldukca genis
bir aralikta farklilik gostermektedir. Farkli kaynaklardan saflastirilan seliilazlarin
optimum pH degerlerine bakildiginda genellikle 2,0-7,5 arasinda degistigi
goriilmektedir. Ornegin; Aspergillus terreus M11 endoglukanazi igin (Gao et al.,
2008) pH 2,0, Helminthosporium sp. seliilaz1 (Sivaramanan, 2014) i¢in pH 3,0,
Bacillus subtilis 1AJ3 Cel5A enzimi igin (Ma et al., 2020) pH 4,5, Aspergillus
oryzae [B-glukozidazi i¢in (Riou et al., 1998) pH 5,0, Tribolium castaneum
endoglukanazi i¢in pH 4,8 ve 6,8 (Rehman et al., 2009), Cellulomonas sp. ASN2
endoglukanazi i¢in ise pH 7,5 optimum degerler olarak bulunmustur (Irfan et al.,
2012). Taze seker kamisi ve depolanmis seker kamigindan saflastirilan ve
karakterize edilen selillaz enzimlerinin optimum pH ve sicaklik degerleri
incelenmistir. Taze seker kamisi seliilaz1 i¢in pH 4,0 ve depolanmis seker kamisi
seliilaz1 i¢in ise pH 7,0 ve her iki kaynagin seliilaz enzimi i¢in optimum sicaklik ise
40°C olarak bulunmustur (Adetuyi et al., 2018). Nectria catalinensis seliilaz
sisteminin (endoglukanaz, ekzoglukanaz ve sellobiaz) aktivitesi ve kararliligi
iizerinde sicaklik ve pH’1n etkisi arastirilmistir. Farkli enzimler i¢in maksimum
aktivite pH 4,2-5,8 arasinda kaydedilmistir ve pH 4,8 tiim stabilite ¢alismalari igin
optimale yakin olarak degerlendirilmistir (Pardo and Forchiassin, 1999). Greyfurt
kabugu atiklarmin seliilaz ve pektinaz enzimleri ile hidrolizi ig¢in yapilan bir
caligmada, 0, 1, 2, 5 ve 10 mg protein/g kabuk kuru maddesinin pektinaz ve seliilaz
yiiklemeleri 45°C'de test edilmistir ve optimum pH 4,8 olarak bulunmustur
(Wilkins et al., 2007).

4.3.2 Seliilaz aktivitesine sicakligin etkisi

Sicaklik enzimlerin katalitik aktivitesi lizerinde etkilidir. Bagil aktivitenin
sicaklik ile degisimini gdsteren optimum egrilerinden enzimin optimum sicaklik
degerine ulasilir. Sicakligin seliilaz aktivitesine etkisi boliim 3.6.2°de agiklandigi
gibi enzimin aktivitesinin farkli sicakliklarda standart kosullarda olgiilmesiyle

belirlendi ve bu iliski Sekil 4.15’de verildi.
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Sekil 4.15 Seliilaz aktivitesine sicakligin etkisi (optimum sicaklik) (Substrat: Karboksimetil seliiloz
(CMC); Inkiibasyon siiresi: 5 dakika).

Sekil 4.15’den goriildiigii gibi enzim i¢in optimum sicaklik degeri 55°C
olarak bulundu. Enzimler protein yapidaki oldukca biyliik ve komplike
molekiillerdir. Ug boyutlu yapisinin korunmasi aktivitenin de korunmasini ifade
etmektedir. Aktiviteye etki eden Onemli parametrelerden biri de sicakliktir.
Reaksiyon hizi sicaklik artis1 ile artar fakat belli bir sicakliktan sonra enzim
proteinin denaturasyonu sonucu aktivitede diisme olur. Enzimin maksimum aktivite
gosterdigi sicaklik (optimum sicakiik) 6zellikle operasyonel bir parametre olmasi

agisindan dnemlidir.

Sekil 4.15°den goriildiigii gibi enzim ig¢in optimum sicaklik degeri 55 °C
olarak bulundu. Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda seliilazlarin optimum sicaklik
degerinin genellikle kaynaga ve inkiibasyon siiresine bagli olarak 40-60°C arasinda
degistigi goriilmektedir. Ornegin; Streptomyces ruber seliilaz1 (El-Sersy et al.,
2010) igin 40 °C, Penicillium sp 51 seliilazlar1 (Toghueo et al., 2017) igin 40-50 °C,
Monascus purpureus NRRL1992 (Daroit et al., 2008) ve Fomitopsis pinicola
KMJ812 (Joo et al., 2009) B-glukozidaz enzimleri i¢in 50 °C, Pycnoporus

sanguineus’tan izole edilen endoglukanaz, B- glukozidaz ve FPaz enzimleri igin

sirastyla 60 °C ve 55 °C (Falkoski et al., 2012) olarak optimum sicaklik degerleri
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bulunmustur. Fakat mikrobiyal kaynakli termostabil seliilazlar i¢in bu deger 60
°C’nin ¢ok iistiine de ¢ikabilmektedir. Ornegin; Aspergillus japonicas (Korotkova
et al., 2009) ve Paecilomyces thermophila (Yang et al., 2008) B-glukozidaz
enzimleri i¢in optimum sicaklik degerleri sirasiyla 65 °C ve 75 °C olarak
bulunmustur. Bacillus vallismortis RG-07 seliilazinin optimum sicaklik degeri ise
95 °C olarak bulunmustur (Gaur and Tiwari, 2015).

4.3.3 Seliilaz aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi

Seliilazlarin kinetik sabitleri genellikle kaynaklarina ve substratlarina bagh
olarak degismektedir. Bezelye seliilazinin Km degeri (substrat: karboksimetil
seliiloz, CMC) birgok seliilaz ile benzerlik gostermektedir. Literatiir ¢alismalarina
bakildiginda enzimin substrata afinitesini yansitan Km degerinin degiskenlik
gosterdigi goriilmektedir.

Bezelye selillazinin kinetik parametreleri dogal substratlardan CMC
kullanilarak boliim 3.6.3°de agiklandigi gibi test edilerek belirlendi (Sekil 4.16).
Doygunluk substrat konsantrasyonunu ve Km ile Vmax degerlerini belirleyebilmek
icin 0,1-25 mg/mL CMC konsantrasyon araligi kullanilarak enzim aktiviteleri
standart kosullarda (50 °C’de 5 dakika inkiibasyon) ol¢tilmustiir.
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Sekil 4.16 Karboksimetil seliilloz (CMC) konsantrasyonunun seliilaz aktivitesine etkisi (Substrat
[S]: Karboksimetil seliiloz, Sicaklik: 50 ° C, Inkiibasyon siiresi: 5 dakika) (Michaelis Menten
grafigi).
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Sekil 4.16’dan gortldigi gibi doygunluk substrat konsantrasyonu 10 mg/mL
olarak belirlendi. Bu degerlerin iizerindeki konsantrasyonlarda aktivitede belirgin
bir degisiklik gozlenmemektedir. Seliilaz enziminin kinetik parametrelerinin
hesaplanmasinda CMC igin hazirlanan Lineweaver-Burk diyagrami (1/S’a karsi
1/V) (Sekil 4.17) kullanildi. Lineweaver Burk diyagramindan Km ve Vmax degerleri
sirasiyla 1,7 mg/mL ve 37,2 U olarak belirlendi.
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Sekil 4.17 Seliilaz enziminin Lineweaver-Burk diyagrami (Substrat [S]: Karboksimetil seliiloz,

Sicaklik: 50 © C, Inkiibasyon siiresi: 5 dakika).

Seliilazlarin kinetik sabitleri genellikle kaynaklarina ve substratlarina bagh
olarak degismektedir. Bezelye seliillazinin Ky degeri (Substrat: CMC) Bacillus
subtilis kaynakli birgok seliilaz ile benzerlik géstermektedir. Ornegin; B. subtilis
CH43 ve B. subtilis HR68 i¢in Km degerleri sirasiyla 1,5 mg/mL ve 1,7 mg/mL
(Mawadze et al.,2000), Bacillus subtilis Bcl i¢in 1,243 mg/mL (Dehghanikhah et
al., 2020) ve Bacillus vallismortis RG-07 i¢in ise 1,923 mg/mL (Gaur and Tiwari,
2015) olarak bulunmustur. Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda enzimin CMC

afinitesini yansitan Kv degerleri oldukga genis bir aralikta farklilik gostermektedir.
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Ornegin; Bacillus subtilis (AS3) hiicre dis1 alkalin karboksimetilseliilaz1 i¢in 0,13
mg/mL (Deka et al., 2013), taze ve depolanmis Saccharum officinarum L (seker
kamisi) seliilazlar igin sirastyla 0.540 mg/mL ve 0.09 mg/mL (Adetuyi et al.,
2018), Bacillus sp. MSL2 susu seliilaz1 i¢in 0,8 mg/mL (Sriariyanun et al., 2016),
alkalofilik Bacillus sp. No. 1139 seliilaz1 i¢in 0,48 mg/mL (Fukumori et al., 1985),
Caldibacillus cellulovorans endoglukanazi i¢in 3.4 mg/ mL (Huang and Monk,
2004) termofilik aktinomiset seliilaz1 i¢in 5 mg/mL (Aboul-Enein et al., 2010),
koyun riimeninden izole edilen seliilaz i¢in 6,35 mg/mL (Francis et al., 1978),
Poronia oedipus seliilazi i¢in 11.1 mg/mL (Denison and Koehn, 1977), Aspergillus
terreus GN1 seliilaz1 i¢in 13.1 mg/mL (Garg and Neelakantan, 1982) Aspergillus
oryzae CMC-1 endoglukanazi i¢in 20 mg/mL (Javed et al., 2009), Aspergillus niger
B03 susu hiicre dis1 endoglukanazi i¢in 21.01 mg/ mL (Dobrev and Zhekova, 2012),
Acidothermus cellulolyticus 11B kaynakli endoglukanaz AcCell2B igin 25.47
mg/mL (Wang et al., 2015), Peniophora sp. hiicre dis1 endoglukanazi igin 34.8
mg/mL (Trinh et al., 2013) ve Aspergillus niger endoglukanazi igin 40 mg/mL
(Farinas et al.,, 2010) olarak farkli Km degerleri elde edildigi literatiirde

belirtilmistir.

4.3.4 Efektor tiirii ve konsantrasyonunun etkisi

Boliim 3.6.4° de agiklandig1 gibi bazi efektorlerin (metal iyonlar ve kimyasal
bilesikler) farkli konsantrasyonlarmin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendi.
Cizelge 4.5’de bezelyeden saflastirilan seliillaz enzim preparati igin ¢esitli
efektorlerin enzim aktivitesine etkisi gosterilmektedir.

Cizelge 4.5°den goriildiigii gibi seliilaz aktivitesi metal iyonlarma karsi
oldukca direnclidir. Mn*? iyonlarmin 1,0 ve 2,5 mM konsantrasyonlar1 aktivator
etkisi gostermektedir. Ba*™? iyonu ise 2,5 mM konsantrasyonda seliilaz aktivitesini
yaklasik % 51 oraninda inhibe etmektedir. Ni* ve Hg" iyonlarinin 0,1; 1,0 ve 2,5
mM konsantrasyonlart da inhibitor etkisi gostermektedir. Bunlarin yani sira diger
efektorlerin enzimi konsantrasyonlarina bagli olarak ¢ok diisiik oranda aktive ya da

inhibe ettigi belirlendi.
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Cizelge 4.5 Cesitli efektorlerin seliilaz aktivitesine etkisi.

Efektor Tiirii % Bagil Aktivite
Konsantrasyonu 0.1 mM 1mM 2,5 mM

Kontrol 100 100 100
NaCl 89 o1 95
CuSO4 106 3 &l
CaCl, 102 76 57
BaCl, 67 68 29
KCl 87 88 95
MnS04.H,0 112 157 187
MnNCl,.H,0 24 119 137
FeCls;.6H20 74 75 55
MgCl,.6H;0 88 94 08
MgS04.7H;0 55 65 61
ZnS04.7H20 85 80 72
Na;COs 101 83 86
Ni* 48 58 52
Hg" 58 50 30

Cesitli iyon ve bilesiklerin mikrobiyal kaynakli seliilaz enzimlerinin

aktivitesine etkisinin incelendigi ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Pseudomonas sp.

seliilazinin aktivitesi K*, Na*, Ca*? iyonlarinin yiliksek konsantrasyonlar1 (5 mM,

10 mM) ile azalmis ve disik konsantrasyonlarinda (1 mM) ise aktivite

korunmustur. Cu*2, Zn*2, Fe*? iyonlarmin yiiksek konsantrasyonlarinda da

inhibisyon etkisi gozlenmistir. Bu iyonlara kiyasla, Mn*? iyonlarmin yiiksek

konsantrasyonlar1 (10 mM) ile 6nemli oranda aktive olmustur (Goel et al., 2019).

Cu*, Mg*, Ca', Fe*?, Mn*? iyonlar1 Fusarium oxysporum (Olajuyigbe et al.,

2016) seliilazin1 aktive ederken; Aspergillus niger 322 (Peshin et al., 1999) seliilazi

Mn*2 ve Fe*? ile, Melanocorpus sp. (Kaur et al.,2007) seliilazi ise Cu*? ile inhibe

olmaktadir. Aspergillus fumigatus ( Pol et al., 2012) ve Penicillium pinophilim

seliilazlart Hg* ve Ni* iyonlar1 ile onemli 6l¢iide inhibe olmustur (Bagewadi et al.,

2015).
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4.4 Kararhhk Testleri

Enzim preparatlarinin kararliligi, belirli kosullar altinda enzim aktivitesinin
zamana bagimli olarak korunmasini tanimlar. Enzimlerin kararhiligi denince
genellikle proteinin konformasyonel kararliligindan sz edilir. Enzimin termal, pH
ve depo kararliliklar1 biiyiik dl¢lide konformasyonel kararlilig: ile belirlenir ve
denaturasyon sonucu da inaktivasyon ger¢eklesir. Bir enzimin kararliligi; sicaklik,
pH, iyon siddeti, tampon tiirli, substratin varligi ve yoklugu, enzim konsantrasyonu,
inkiibasyon zamani, aktivator ya da inhibitorlerin varligi ve yokluguna bagli olarak
degiskenlik gdsteren dnemli bir parametredir. Ciinkii enzimler oldukca karmagik
yapili proteinlerdir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisina etki edecek bir faktdr, enzimin
aktivitesini de etkiler (Telefoncu, 1997). Bezelyeden saflastirilan seliilazin

kararliliklari ile ilgili sonuglar ilgili boliimlerde grafiklerle agiklanmaistir.

4.4.1 Seliillazin termal kararhhg:

Enzimlerin kararliligina etki eden parametrelerden en 6nemlisi sicakliktir.
Genellikle diisiik sicakliklarda daha kararli olan enzim yapilari yiiksek sicakliklarda
hizla termal denaturasyona ugramaktadir. Seliilazin hem sicakliga bagli hem de
inkiibasyon siiresine bagl termal kararliligi boliim 3.7.1.1 ve 3.7.1.2°de aciklandigi
gibi belirlendi (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Enzim ilk olarak farkli sicakliklarda (20-
85 °C) inkiibasyona birakildiktan sonra standart kosullarda (Substrat:
Karboksimetil seliilloz, CMC; Sicaklik: 50 °C; Inkiibasyon siiresi: 5 dakika)
aktiviteleri Olciildii. Seliillazin inkiibasyon siiresine bagli termal kararliligi igin
optimum sicaklikta (55 °C) ve farkl siirelerde (15-180 dakika) inkiibe edildikten

sonra standart kosullarda aktiviteleri olgtildi.
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Sekil 4.18 Seliilazin termal kararlilig1 (Substrat: CMC; Sicaklik: 50° C; Inkiibasyon siiresi: 5
dakika).

Sekil 4.18’den gortldigi gibi enzimin sicakliga baglh termal kararliliginin
20-70 °C arasinda oldukga iyi oldugu ve 70 °C’de enzimin aktivitesinin % 88’ini
korudugu goriildii. 70 ® C’nin iizerindeki sicakliklarda ise enzim aktivitesi hizli bir
sekilde azalmaktadir. Selillaz enzimi kaynaga baglh olarak farkli sicaklik
araliklarinda kararlilik gostermektedir. Ornegin; Penicillium simplicissimum [-
glukozidazi i¢in 30-80 °C sicaklik degerleri arasinda ¢alisilmistir ve sicaklik 60
°C’nin lizerine ¢ikarildiginda aktivitede keskin bir diisiis oldugu goriilmiistiir (Bai
et al., 2013). Myceliopthora thermophila termofilik seliilaz enzimi i¢in 40-80 °C
arasinda ¢alisilmistir. En yiiksek aktivite 65 °C’de ve en yiiksek termal kararlilik 60
°C’de goriilmiistiir (Matsakas et al., 2015). Clostridium straminisolvens (CSK1)
bakteri susu seliilazinin 70 °C’nin altindaki sicaklik degerinde termal kararlilik
gosterdigi bulunmustur (Wang et al., 2017). Leopar giivesinin simbiyotik Bacillus
subtilis BC1'inden alkalofilik seliilazinin 20-80 °C araliginda termal kararlilik
gosterdigi belirlenmistir(Dehghanikhah et al., 2020).

Sekil 4.19°da enzimin inkiibasyon sliresine bagli termal kararlilik sonuglar
verilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi optimum sicaklikta enzimin inkiibasyon
siiresine baglh termal kararliliinin 15-90 dakika arasinda oldukc¢a iyi oldugu,

90.’1nc1 dakikada enzim aktivitesinin % 81’ini korudugu belirlendi. 90 dakikanin



114

tizerindeki inkiibasyon siirelerinde ise enzim aktivitesini oldukga yavas bir sekilde

kaybetmektedir.
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Sekil 4.19 Seliilazin inkiibasyon siiresine bagimli termal kararliligi (Substrat: CMC;
Sicaklik: 50 © C; Inkiibasyon siiresi: 5 dakika).

Seliilaz enzimi kaynaga bagli olarak optimum sicaklikta inkiibasyon siiresine
bagl olarak farkli kararlilik dereceleri gdstermektedir. Ornegin; Pycnoporus
sanguineus PF-2 seliilazlar1 (Falkoski et al., 2012) 40 °C ve 50 °C’de 48 saat, leopar
giivesinin simbiyotik Bacillus subtilis BC1 alkalofilik seliilaz1 (Dehghanikhah et
al., 2020) 80 °C’de 1 saat, Thermobifida fusca UPMC901 seliilaz1 (Zaunidin et al.,
2019) 70 °C’de 24 saat, Trichoderma longibrachiatum seliilaz1 (Hamdan and Jasim,
2018) 40 °C’de 1 saat termal kararlilik géstermistir. Yerli Bacillus sp. S-41 asidik
seliilaz1 50, 60 ve 100 °C’de 60 dakika termal kararlilik géstermistir ve enzim
aktivitesini sirastyla % 100, % 93 ve % 70 oranlarinda korumustur (Kocamaz and
Kocamaz, 2019). Bacillus subtilis AS3 alkalin seliilazi 60 °C’de, 30 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin % 50’den fazlasini, 60 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda ise % 40’1 korumustur. 80 °C’de 60 dakikalik bir inkiibasyon
sonrasinda ise enzim aktivitesi gozlenmemistir (Deka et al., 2013). Karajenan kati
atiklarindan izole edilen Bacillus suslar tarafindan tretilen termostabil seliilazin

karakterizasyonu i¢in yapilan bir bagka ¢alismada ise enzimin aktivitesini 50 °C'de
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90 dakika inkiibasyondan sonra % 50’nin iizerinde korudugu goriilmistiir

(Listyaningrum et al., 2018).

4.4.2 Seliilazin pH kararhhg:

Tiim enzimler birer protein yapisinda olduklar i¢in, kararliliklarina etki eden
her bir faktor proteinin sekonder, tersiyer ve/veya kuarter yapilarini etkilemektedir.
Cogu enzim agir1 asidik ya da bazik kosullarda tersinmez denaturasyona ugrar.

Bir enzimin pH kararliligi bircok faktér (inkiibasyon kosullari, sicaklik,
inkiibasyon siiresi, tampon tiirli ve konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, iyonik
siddet gibi) ile modifiye edilebilir. Selillazin hem pH’a bagli hem de inkiibasyon
stiresine bagl pH kararliligi boliim 3.7.2.1 ve 3.7.2.2°de agiklandig1 gibi belirlendi
(Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Bunun i¢in enzim 6nce farkli pH’lardaki tamponlarda 1
saat boyunca bekletildi ve ardindan standart kosullar altinda (Substrat:
Karboksimetil selilloz, CMC; Sicaklik: 50 ° C; inkiibasyon siiresi: 5 dakika)
aktiviteleri 6l¢iildii. Seliilazin inkiibasyon siiresine bagimli pH kararlilig1 i¢in enzim
optimum pH degerinde (pH 4,5) farkli siirelerde (1-6 saat) inkiibe edildikten sonra

standart kosullarda aktiviteleri ol¢iildii.
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Sekil 4.20 Seliilazin pH kararlilig1 (Substrat: CMC; Sicaklik 50 ® C; Tamponlar 50 mM: pH 3,0-
3,5; Glisin, pH 4,0-5,5; Asetat, pH 6,0-7,5 Fosfat; Inkﬁbasyon stiresi: 5 dakika).

Sekil 4.20°den gorildiigi gibi seliilaz, pH 3,0—4,5 arasinda oldukca kararlidir

ve aktivitesini yaklasik % 95 oraninda korumaktadir. pH 5,5-7,5 arasinda ise enzim
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aktivitesi onemli Ol¢lide azalmaktadir. Seliilazlar kaynak tiirii, sicaklik ve substrat
tirline bagli olarak farkli pH araliklarinda farkli kararlilik dereceleri
gostermektedirler. Ornegin; Aspergillus terreus endoglukanazi (Nazir et al., 2009)
arpa B-glukana ve ksiloglukana karst 50°C'de genis bir pH araligi olan 3,0-5,0
araliginda, Aspergillus niger proteaz direngli selillaz (Akiba et al., 1995)
karboksimetil seliiloza kars1 pH 5,0-10,0 araliginda, endofitik Fusarium oxysporum
karboksimetil seliilaz1 (Dar et al., 2013) karboksimetil seliiloza kars1 50 °C'nin
altindaki sicakliklarda pH 4,0-8,0 araliginda, Trichoderma longibrachiatum
seliilazt (Pachauri et al., 20) pH 3,0-6,0 araliginda iyi bir termal kararlilik

gostermistir.
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Sekil 4.21 Seliilazin inkiibasyon siiresine bagimli pH kararlilig1 ( Substrat: CMC; Sicaklik 50° C;
Tamponlar 50 mM: pH 3,0- 3,5; Glisin, pH 4,0- 5,5; Asetat, pH 6,0-7,5 Fosfat; Inkiibasyon siiresi:
5 dakika).

Sekil 4.21°de ise optimum pH degerindeki enzimin inkiibasyon siiresine
bagimhi pH kararhiliginin 1-5 saat arasinda olduk¢a iyi oldugu ve baslangic
aktivitesinin % 50’sinden fazlasini korudugu, 2 saat sonunda ise enzim aktivitesinin
% 90’11 korudugu belirlendi. Seliilazlar, inkiibasyon siiresine bagli olarak farkli
pH araliginda kararlilik gdstermektedirler. Ornegin; Peniophora sp NDVNO1 endo-
beta-1,4-glukanazi pH 3,5-5,5 araliginda 24 saat boyunca aktivitesini % 80’nin
tizerinde korumustur (Trinh et al., 2013). Bacillus sonorensis HSC7 asido-

termofilik ve organik solvente dayanikli karboksimetil seliilaz enziminin pH
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kararlilig1 arastirilmistir. Karboksimetil seliilazin pH kararlilig: asidik pH 3,0-6,0
araliginda ¢alisitlmistir. 1 saatlik inkiibasyon sonunda en yiiksek kararliligin pH
5,0’de oldugu bulunmustur (Azadian et al., 2017). Jonesia quinghaiensis
endoglukanazi, pH 3,0-11,0 araliginda 1 saatlik inkiibasyondan sonra %95’in
tizerinde aktivitesini korumus ve genis bir pH araliginda yiiksek kararlilik
gostermistir (Lin et al., 2016). Ksilanaz tireten bir Aspergillus niger BO3 susundan
izole edilen hiicre dis1 endoglukanaz enzimi, 40 °C'de, pH 3,0'de 210 dakika iyi bir
termal Kararlilik gostermistir (Dobrev and Zhekova, 2012).

4.4.3 Seliilazin depo kararhhgi

Depo kararliligi, enzimlerin uygulama alam ile ilgili oldugundan oldukga
onemlidir. Enzimin depolama kosullarina bagli bir parametredir. ATPS sistemi ile
saflastirilan seliillazin depo kararliligi boliim 3.7.3’de belirtildigi gibi 6l¢iildii.
Bezelye seliilazinin depo kararliligi oldukga iyi olup 63 giin sonunda baslangig

aktivitesinin % 94’{inii korumustur.
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4.5 Genel Degerlendirme

Seliilazlar (E.C 3.2.1.4) ile ilgili izolasyon, saflastirma ve karakterizasyon
caligmalar1 uzun yillardan beri devam etmektedir. Bir c¢ok farkli kaynaktan;
mikrobiyal (Myers and Norcote, 1959; Hurst et al., 1976; Wood and McCrae, 1978;
Fukumori et al., 1985; Horikoshi, 1999; Mawadze et al., 2000; Yan et al., 2011,
Chinedu et al., 2011), bitkisel ve hayvansal (Hatfield and Nevins, 1986; Watanabe
etal., 1997; Andriani et al. 2011; Guerriero et al., 2018) bilinen genel izolasyon ve
saflagtirma  teknikleri  kullanilarak  izole edilip saflagtirllan  enzimin,
karakterizasyonu yapilarak uygulamaya sunulmustur. Boliim 1.1.8’de ayrintili bir
olarak ag¢iklandigi gibi enzim birgok farkli alanda uygulama olanagi bulmustur.
Seliilaz enzimi; yem katki maddesi olarak (Bedford et al.,2003) ve yem besin
degerlerini arttirmak amaciyla monogastrik ve ruminant yemlerinin iiretimi igin
hayvan yemi endiistrisinde (Bhat, 2000; Kiran et al., 2006), meyve sularinin
ekstraksiyonu ve berrakklastirilmasi (Grassin and Fauquembergue, 1996), meyve
suyu iiretiminde hemiseliilaz ve pektinazlarin seliilaz enzimi ile kullanmi (Soares
et al., 2001), zeytinyag1 ekstraksiyonu (Fantozzi et al., 1977) ve ekmek ve hamur
kalitesini iyilestirmek i¢in (Yurdugul et al., 2012) gida endiistrisinde, kagittan
miirekkebin enzimatik olarak uzaklastirilmasi (Schafer et al., 2007), kagit hamuru
ve kagit endiistrisinde ( Liu and Hu, 2012; Mai et al., 2004; Lee et al., 2007) ve
tekstil endiistrisinde (Heikinheimo et al., 2000) kullanilmigtir. Ayrica endiistriyel
Olgekte deterjanlarda da kullanilmis (Kottwitz and Schambil, 2005) ve protezlar ve
lipazlar ile kombinasyon halinde kullanim1 yeni arastirma konularindan olmustur
(Singh et al., 2007). Seliilaz enzimi bu alanlar disinda; immobilizasyon (Pazarlioglu
etal., 2005), pigment ekstraksiyonu ve kombinasyonlarmin kullanim: (Buneaet al.,
2009), biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu (Puri et al., 2011), bakteriyel biyofilmin
giderilmesi (Hemandez- Mena and Friend, 1993), ticari biyokatalizér olarak
farmasotik endiistride (Connolly et al., 2010), biyokiitlenin etanole doniistiiriilmesi
(Wilkins et al., 2007), zirai ve endiistriyel atiklarin sakkarifikasyonu (Kiran et
al.,2006) gibi endiistriyel ve biyoteknolojik uygulama alanlar1 da bulmustur.
Yiiksek saflikta ve tamamen homojen bir seliilaz preparatinin elde edilebildigi az
sayida calisma mevcut ise de, dikkat edilmesi gerekilen nokta daha sonraki
caligmalarda kullanilabilmesi ve amaca uygun olarak hazirlanmasidir. Seliilazlar

genellikle bir sistem halinde ve sinerjistik halde hiicre igerisinde ve diger cesitli
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glikozidazlarla bir arada bulunurlar. Bu nedenle ¢ogu kez bu aktiviteleri birbirinden
ayirmak oldukga zor olmaktadir. Eger hazirlanan enzim preparati seliilaz sistemi
igindeki enzimlerden biri veya digerlerince kontamine edilmiyor ise yukarida
belirtilen bir¢ok kullanim alani i¢in uygun olacaktir.

Rekombinant proteinlerin ve enzimlerin tiretimi i¢in uygun maliyetle yeterli
saflagtirmayr ~ gerceklestiren  yontemlerin  gelistirilmesine  gereksinim
duyulmaktadir. Son yillarda, protein geri kazanimi ve saflastirilmasi i¢in sivi-sivi
ekstraksiyon sistemleri tizerinde durulmaktadir. sivi-sivi ekstraksiyonda organik
cozgenlerin kullanimi1 s6z konusudur ancak proteinler organik ¢6zgenlerde
¢Oziinemeyip denaturasyona ugramaktadirlar.

Sivi-sivi ikili-faz sistemleri polimer/polimer veya polimer/tuz ¢ozeltileri
kullanilarak olusturulabilmektedir. Sulu ikili-faz sistemleri (Aqueous Two Phase
Systems: ATPS) biyolojik molekiillerin (6rnegin; protein, hiicre, organel ve
biyolojik membranlar) ekstraksiyonu ve saflagtirilmasinda kullanilan se¢imli ve
etkin bir metoddur. Sulu ikili-faz sistemleri biyo-uyumluluga sahiptir ve % 70-90
gibi oldukgca yiiksek su iceriginden dolay1 biyomolekiiller i¢in toksik olmayan 1limli
bir ¢evre olusturmaktadir. Ayrica polimerlerin protein ve enzim aktivitesi ile
yapilarinin tizerinde stabilize edici etkileri vardir. Sulu ikili-faz sistemlerinin
bilinen kromatografi, filtrasyon, santrifiijleme ve elektroforez gibi ayirma ve
saflagtirma tekniklerine gére bazi avantajlar1 bulunmaktadir. Tek bir adimdan
olusan islem sayesinde istenilen proteinin deristirilme ve saflastirma islemleri
gerceklestirebilmektedir. Sulu ikili-faz sisteminin bir bagka olumlu yani ise 6lgek
biiylitmenin kolayca miimkiin olmasidir. Diger olumlu yanlar: ise; ara yiizey
geriliminin diisiik olmasi nedeniyle biyomolekiillerin degradasyonunu minimize
etmesi, uygulama zamani ve enerji tasarrufunun olmasi, yiiksek verimlilikle
aymrmin gergeklestirilebilmesi ve maliyetin olduk¢a az olmasidir (Yue et al.,
2007; Negrete et al., 2007).

Bu ¢alismada, bezelye seliilazinin sulu ikili-faz sistemi ile saflastirilmasi ve
karakterizasyonu amaglandi. Enzim kaynagi tarama c¢alismasi sonucunda,
bezelyenin diger enzim kaynaklarina gore daha yiiksek bir seliilaz aktivitesine sahip
olmast ve aktivite tayin asamalarinda seker girisiminin olmamasindan dolay1
seliilaz enziminin sulu ikili-faz sistemi ile saflastirilmasinda uygun bir kaynak
olacagina karar verildi. Ayrica bezelyenin, kolaylikla temin edilebilen, ucuz ve bol

bulunan bir kaynak olmasi da bir diger tercih nedenlerindendir.
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Seliilaz enzimi bezelyeden (Pisum sativum ) izole edilerek optimize edilmis
(% 15, w/w, PEG-6000 / %, w/w, 10 NaxSO4 / ( pH 6,0, 25 ° C ) ATPS ile
saflagtirildi. Enzimin genel biyokimyasal Ozelliklerini belirlemek i¢in enzim
aktivitesine etki eden bazi parametrelerin (inkiibasyon siiresi, pH, sicaklik, substrat
miktari, efektdr tiirii ve konsantrasyonu) etkisi incelenerek kararlilik testleri
(termal, pH, depo) gerceklestirildi. Enzim aktivite tayini dinitrosalisilik asit (DNS)
metodu, protein miktar tayini ise Bradford metodu ile gerceklestirildi.

ATPS’de biyomolekiillerin fazlara dagilimi degisken oldugu i¢in dagilimi
etkileyen faktorler belirlenmeli ve bu faktorlerle ¢esitli varyasyonlar olusturularak
en iyi ayirimi saglayan kosul belirlenmelidir. Seliilaz enziminin saflastirilmasinda
kullanilacak sistemi optimize etmek igin sistemi etkileyen parametreler (PEG
molekiil kiitlesi ve konsantrasyonu, tuz tiirii ve konsantrasyonu, pH, seliilaz enzimi
miktart) incelendi. Optimizasyon sonunda en uygun faz sisteminde PEG molekiil
kiitlesi 6000 Da, PEG konsantrasyonu % 15 (w/w), tuz tiiri Na»SOgs, tuz
konsantrasyonu % 10 (w/w), pH 6.0 ve protein miktart 9 mg olarak belirlendi. %
15 (w/w) PEG-6000 / % 10 (w/w) NaxSOs / (pH 6,0, 25° C) optimize sistem
kullanilarak hazirlanan sulu ikili-faz sisteminde seliilaz enzimi tuzca zengin alt
fazda baskin olarak toplandi. Enzim bu sistemde % 87 verim ile 2 kat saflastirildu.
Enzimin optimum pH ve sicakhig ise sirasiyla pH 4,5 ve 55° C olarak belirlendi.
Enzimin Kv Ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk diyagrami kullanilarak sirasiyla
1,7 g/mL ve 37,2 U olarak hesaplandi. Polimer-Tuz tabanli ATPS ile saflastirilan
bezelye seliilazinin genis bir pH ve sicaklik aralifinda oldukc¢a kararli bir enzim
preparati oldugu goriildii.

Enzimlerin ve proteinlerin saflagtirilmasinda  kullanilan  geleneksel
kromatografik yontemlere kiyasla seliilaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan
bu tek adimli ekstraksiyon yontemi (ATPS) basit, ekonomik ve etkili bir yontemdir.
Sulu ikili-faz sistemleri ¢esitli biyolojik maddelerin geri kazaniminda kullanilabilen
ve halen gelisim gosteren bir tekniktir. Klasik faz sisteminin yani sira giiniimiizde
alternatif faz sistemleri de gelistirilmektedir. ATPS proseslerinin uygulamalarinda
potansiyel egilim 6zellikle gida ve kozmetik endiistrisi i¢in biyolojik maddelerin
ayrimidir. Bu endiistrilerde ATPS proseslerinin kullanimi ticari 6neme sahip
biyolojik bilesiklerin geri kazanim i¢in gelistirilmesinin dnemini arttiracaktir. Bu
caligmada, sulu ikili-faz sistemlerinden klasik polimer/tuz sistemi kullanilarak

saflastirilan seliilaz enzimi sahip oldugu katalitik ozellikleri bakimindan gida
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sanayindeki uygulamalarinda (meyve ve sebze sularinin iiretiminde ekstraksiyon,
berraklagtirma ve stabilizasyon islemleri) ve yem sanayinde hayvan yemlerinin
hazirlanmasinda kullanilabilecek uygun bir preparattir. Ayrica sulu ikili-faz sistemi
biyouyumlu bir proses oldugu i¢in bu sistemle hazirlanan seliilaz enzim preparatlari
gida ve yem sanayilerinde giivenle kullanilabilecektir. Saflastirilan enzim hem
serbest formda hem de immobilize edilerek de gida sanayinde c¢esitli iiretim
proseslerinde ileride kullanilabilecek bir protein preparatidir.

Endiistriyel pek ¢ok alanda seliilaz enzimi ticari bir 6nem tasimaktadir. Bu
dogrultuda sulu ikili-faz sistemleri ile yapilan saflastirma ¢alismalart mevcuttur.
Ornegin; Trichoderma reesei kaynakli B-glukozidaz enzimi icin sulu ikili-faz
sistemi hazirlanmis ve pH ve sicakligin etkisi incelenmistir. ATPS % 8 (w/w) PEG-
4000/ % 13 (w/w) potasyum fosfat tuzu ile hazirlanmis ve en yiiksek selektivite pH
6.5 ve 25° C sicaklikta elde edilmistir. 7.0’den diisiik pH degerleri ve 35 © C'nin
altindaki sicakliklar igin alt fazda % 92'den fazla B-glukosidaz verimi elde
edilmistir. B-glukosidaz enzimi, kagit, tekstil ve gida endiistrilerinin yani sira etanol
tiretiminde de onemli bir rol oynamaktadir (Gautam and Simon, 2006). Yanit
yiizeyi metodolojisini kullanarak ATPS ile Bacillus velezensis A4'ten bir seliilazin
saflastirilmasi optimize edilmek istenmistir. Bu dogrultuda, % 20,75 (w/w) PEG-
4000/ %8.5 (w/w) KoHPO4/ pH 8,5 sulu ikili-faz sistemi hazirlanmistir ve enzimin
maksimum geri kazanim oran1 %67,8 ve saflastirma faktorii 1,14 olarak
bulunmustur. Seliilaz enzimleri, biyodoniisiim, kagit hamuru ve kagit, tekstil ve
deterjan enddistrisi gibi endiistrilerde ve 6zellikle biyoenerji tiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Liu et al., 2019). Bacillus subtilis karboksimetil
seliilazinin kismi saflastirilmasi i¢in sulu ikili-faz sistemi PEG/sitrat ile hazirlanmis
ve karboksimetil seliilaz i¢in, % 88,82 geri kazanim ve 4,8 saflagtirma katsayisina
ulagilmistir. Karboksimetil seliilaz; hayvan yemleri, atiksu aritma tesisleri,tekstil ve
kagit endiistrilerinde kullanilmaktadir. Ayrica, substrat olarak lignoseliilozik
biyokiitle kullanilarak biyoetanol iiretiminde de yaygin olarak uygulama alani

bulmustur (Ho et al.,2017).
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