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GIRIS ve AMAC

insanlar, hicbir bilgiye sahip olmadiklar halde, enzimatik olaylardan
cesitli besin maddelerinin Gretilmesi igin binlerce yiIl yararlanmiglardir.
Gercekten, mayali ekmek, peynir, yogurt ve sarap yapimi ¢ok eski cadlardan
beri bilinmektedir. Ancak, biokimyasal olaylardan, daha sonra enzim olarak
adlandirlan bazi maddelerin sorumlu oldugu dugincesi gegen yuzyilin
ortalarina dogru geligmistir. 1833 yilinda Payen ve Persoz (57), malt
ekstresinden alkol ile géktardlkleri kisimda, i1siya dayanaksiz olan ve nisastayi
sekere dénasturen bir madde bulmuglar ve guniimizde amilaz adiyla bilinen bu
maddeye, ¢bziinmeyen nisastayli suda c¢6zUnebilen dekstrinleri meydana
getirme 6zelliginden dolayi, yunanca "ayirma" anlamina gelen diastaz adini
vermiglerdir. 1850 yilinda ise, diastazdan bagka, laktaz, (ireaz, emilsin, pepsin,
tripsin gibi enzimler karigimlar halinde de olsa bilinmektedir (51).1878 yilinda
Willy Kiihne (36) metabolik reaksiyonlari hizlandiran biyolojik katalizatérler igin
"mayada bulunan" anlamina gelmek UGzere ilk kez "enzim" s&zclUguni
kullanmigtir. Canhi hicreler tarafindan sentezlenmekle birlikte, enzimlerin, bir
kere meydana geldikten sonra, canli ortam diginda aktivite gésterebileceklerini
Eduard Bichner (58) 1897 de ispatlamig ve maya hiicrelerinden bazi enzimleri
ayirmayi bagarmistir.

Enzimler genellikle bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan
elde edilirler. Bitkisel kaynakli enzimlere érnek olarak malt diyastazi, papain,
bromelin ve fisin, hayvansal kaynakli olanlara pankreas enzimleri, pepsin,
katalaz ve rennin verilebilir. Amilaz, ¢esitli proteazlar, lipazlar, invertaz ve
selllaz daha ¢ok mikroorganizmalardan elde edilirler.
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Bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler, bilimsel ve ticari énemlerine
kargin, buylk miktarlarda elde edilemezler. Ozellikle bitkisel kaynakli enzim
aktivitesinin cogu kez mevsimlere bagimh olmasi, ayrica diger ekonomik ve
cevresel faktdrier, bunlarin endistriyel enzim Gretiminde kullaniimalarini sinirlar.
Bu nedenle enzim kaynag@i olarak mikroorganizmalarin kullaniimasina dogru
gittikce artan bir egilim vardir. Enzim elde edilmesinde mikroorganizmalarin
6nem kazanmasinin baslica nedenleri, mikroorganizmalarin ¢ok hizli blyime
ve Ureme gucleri dolayisiyla aktivitelerinin ¢ok fazla olmasi, fermentasyonun
kisa sUrmesi ve fermentasyon ortamlarinin hazirlanmasindaki maliyet
disuklagu nedeniyle buyluk olgekteki fermentasyon iglemlerinin  ekonomik
olmasidir. Bugin peynir yapiminda kullanilan kimozin Mucor miehei, Mucor
pusillus ve Endothia parasitica adli mantarlardan, nigasta endustrisinde
dekstrin, glukoz ve maltoz surubu Uretiminde kullanilan a-amilaz Bacillus
subtilis ve Aspergillus oryzae'den, sut ve peynir suyunda bulunan laktozun
hidrolizlenmesinde kullanilan B-galaktozidaz Kluyveromyces lactis ve
Kluyveromyces fragilis adlarindaki mayalardan veya Aspergillus niger ve
Aspergillus oryzae'den, seker Uretiminde verimin artinimasinda kullanilan o-
galaktozidaz ise Mortierella vinacea'dan elde edilmektedir (27).

Enzimlerin uygulama alanlarinin her gegen gun artmasi, daha ekonomik
ve etkin tekniklerle Gretiimelerini daha da énemli kilmigtir. Ozellikle son yillarda
rekombinant DNA teknolojisinde kaydedilen hizli gelismeler biyoteknoloji
uygulamalarinda yeni ufuklar agmigtir. Endiistriyel 6nemi olan proteinlerin gogu
canli organizmada oldukg¢a distk miktarlarda bulunurlar ve bu nedenle ticari
acidan kendi dogal kaynaklarindan elde edilmeleri elverigli olmaz. Enzimlerin
dretim dlzeylerinin artirimas), ancak rekombinant DNA teknolojisinin
kullaniimasiyla mamkun olmaktadir. Bu amagla ya enzimi kodlayan genin kopya
sayisinin arttinimasina (gen klonlanmasi), ya da genin gugli bir promotértn
kontroliinde ekspresyonunun gerceklesmesine yoénelik ¢aligmalar yapiimaktadir
(75,76).

Endustriyel uygulama olanagi bulmug enzimlerin ¢ogu hidrolaz
sinifindandir ve blylk 6l¢lide mikroorganizma kaynakiidir.



a-Galakiozidaz (EC 3.2.1.22, a-D-galaktozid galaktohidrolaz) (8) a-D-
galaktozil gruplari iceren oligosakkaritleri hidroliz edebildigi gibi galaktozil
kalintilarinin bir molekulden diger molekile aktariimasini saglayarak transferaz
aktivitesi de gosterebilir (22). a-Galaktozidaz bircok dogdal (melibioz, rafinoz,
stakiyoz, verbaskoz, galaktomannanlar, B kan gurubu oligosakkaritleri) ve
sentetik  (p-nitrofenil-a-D-galaktopiranoz, metil-a-D-galaktopiranoz) substrat
Uzerinde etki gdsterir (22,73). Substratin piranoz halkasina sahip olmasi ve C-1,
C-2, C-3 ve C4 sayili karbon atomlarindaki H ve OH gruplarinin
konfigirasyonunun  a-galaktozidazin  etki  edebilecedi  a-D-galaktoz
konfiglrasyonuna uymasi gerekir. a-Galaktozidazin substrat Gzerine etki ederek
gosterdigi aktiviteye gére substratlar p-NPG >> rafinoz, stakiyoz > metil-o-D-
galaktopiranozid seklinde siralanabilir (73).

a-Galaktozidazin etki tarzi ile ilgili farkli mekanizmalar ileri sGrGimastor.
a-Galaktozidaz substrat molektltnin galaktoz-oksijen badini hidroliz eder ve
substratla ayn anomerik konfiglrasyonu gésteren galaktozil kalintilari meydana
getirir. Dey'e (23) gbre a-galaktozidazin hidrolitik etkisi, aktif bodlgesinde
karboksil ve imidazol gruplarinin, Mathew ve Balasubramaniam’a (43) gére ise
iki karboksil ve birer tirozin ve friptofan gruplarinin bulunmas: ile
aciklanmaktadir.

Tath badem o-galaktozidazinin aktif bdlgesinde karboksil ve imidazol
gruplarinin yer aldif fotooksidasyon ve Ag® inhibisyonu ile saptanmis olup, tatl
badem a-galaktozidazinin etki mekanizmasinin iki basamakta gergeklestigi ileri
sOrtlmustar (23). imidazol grubu galaktozun C-1 atomunda karbonyum iyonu
olusumu ile glikozid baginin kopmasini saglar. Aglikonun uzaklastiriimasindan
sonra su veya seker gihi bir akseptér molekulin (R'OH) reaksiyona girmesi
sonucunda son Urtn olugur ve karboksil grubu akseptér molekilinden (R'OH)
protonu uzaklastinr (Sekil 1).



Sekil 1. iki basamakli mekanizma

Tek basamakli mekanizmaya gére enzim, substrat ve akseptér bir U¢ll
kompleks olugtururlar (Sekil 2). Karboksil ve imidazol gruplarinin etki tarzi iki
basamakli mekanizmada agiklanan ile aynidir (23).
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Sekil 2. Tek basamakli mekanizma

o-Galaktozidazin dogal substrati ve bitkilerin yedek polisakkaridi olan
galaktomannanlar B-(1—4) glikozid baglariyla bagh $-D-mannozil kalintilardan
olusan zincirden bagka, bu zincire a-(1—6) glikozid bagdlariyla bagli o-D-
galaktozil yan zincirlerini igerirler (18,24). Galaktomannanlarin yapisi Sekil 3'de
gosterilmigtir.
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Sekil 3. Galaktomannanlarin yapisi

Galakiomannanlar ve bunlarin oligosakkarid kisimlarindaki glikozid
baglari ¢ enzim tarafindan hidroliz edilebilir: (1—6)-a-D-galaktoz yan zincirini
uzaklastiran a-galaktozidaz (EC 3.2.1.22) (24), (1—>4)-B-D-mannan iskeletini
oligosakkaritlere hidroliz eden B-mannanaz (EC 3.2.1.78, mannan endo-1,4-B-
mannozidaz)(45) ve B-D-mannooligosakkaridleri D-mannozlara hidroliz eden
exo-B-mannozid mannohidrolaz (EC 3.2..1.25, B-mannozidaz; exo-3-mannanaz)
(45,46).

Bitkiler diinyasinda Leguminosae familyasi galaktomannan bakimindan
zengin olmakla birlikte (7,24,43) Palmae, Anonaceae, Rubiaceae ve
Convolvulaceae tirlerinin tohumlarinda da galaktiomannanlara rastlanmigtir
(24,45).

Cyamopsis tetragonobola (guar) ve Ceratonia siliqua (kegiboynuzu)
galaktomannanlarinin gida, kozmetik, ila¢ gibi ¢esitli endtstri alanlarinda kivam
verici, slUspansiyon yapici ve yapigtirnci olarak genig kullanmm alanlan
bulunmaktadir (13).

Galaktomannanlarin  yapisindaki galakioz icermeyen  bdlgeler
karrageenan, agar ve ksantan gibi jel yapici polisakkaridlerle etkileserek adi



etkilegirler. Bu nedenle guar zamki daha az etkili jel promotéri olarak bilinir. o~
Galaktozidazin etkisiyle guar galaktomannanlarinin yapilarindaki galaktoz
kalintilarinin  uzaklagtinlmas: ile jellesmeyi arttirici 6zellikleri kegiboynuzu
zamkina benzeyen modifiye galaktomannanlar elde edilir (25). Guar
galaktomannanlarinin a-galaktozil kalintilarini hidroliz edebilen az sayida o-
galaktozidaz bildiriimigtir. Agrawal ve Bahl (2), Aspergillus niger ve Phaseolus
vulgaris a-galaktozidazlarinin guar ve kegiboynuzu galaktomannaniarindaki
toplam a-D-galaktozil kalintilarinin %30-40'ni uzaklastirdiklarini bildirmiglerdir.
Penicillium ochrochloron' dan ylksek aktiviteli ekstraselller o-galaktozidaz
homojen halde elde edilmis ve modifiye galaktomannalarin  Gretiminde
kullanilabilecegi ileri strGimastar (25). Son yillarda guar a-galaktozidaz geni
Hansenula polimorfa ve Saccharomyces cerevisiae adli mayalarda
klonlanmigtir (32).

o-Galaktozidazin diger substrati olan rafinoz [a-D-galaktopiranozido-
(1-6)-a-D-glukopiranozido-(1—2)-B-D-fruktofuranozid], seker pancarinda,
pamuk tohumunda ve soya fasulyesinde bol miktarda bulunan indirgen olmayan
bir trisakkariddir (24). Rafinoz, stakiyoz, verbaskoz ve ajugoz gibi o-D-
galaktoziloligosakkaridler Leguminosae familyasinin birgok tarinin tohum, kék
ve yapraklarinda degisik miktarlarda bulunmaktadirlar. Omegin soya fasulyesi
tohumlari %5 sakkaroz, %1 rafinoz, %4 stakiyoz ve eser miktarda verbaskoz
icermektedir (34). Insan ince barsak mukozasinin epitel hiicreleri a-galaktozidaz
salgilamadiklan i¢in (31), a-D-galaktoziloligosakkaridler sindirilemezier ve kalin
barsaktaki bakterilerin etkisiyle fermentasyona ugrarlar, acgida cikan cesitli
gazlar flatulansa neden olurlar. Flatulansta bag dénmesi, konsantrasyon
bozuklugu, hafiza zayiflamasi gibi belirtiler de gérulebilir (70). Flatulansa neden
olan faktérlerin azalthiimasi igin birgok arastirma yapilmigtir (16,24):

a. genetik manipulasyonla yeni tlrlerin geligtiriimesi ve oligosakkarid

oraninin azaltiimasi

b. oligosakkaridlerin solventlerle uzaklagtiriimasi

c. tohumlarin suda bekletiimesi ve filizlendirilmesi

d. oligosakkaridleri hidroliz eden enzimlerin kullaniimas:



GunUmuzde, rafinozu D-galakioz ve sakkaroza hidroliz eden a-
galaktozidazi iceren, Talactase ve Beano ( Lactaid, USA) ticari adlar altinda
piyasaya sunulan enzim preparatlari flatulansin tedavisinde kullaniimaktadir
(42).

Melibioz [6-a-D-glukopiranoz-o-D-galaktopiranozid] rafinoz yapisinda
bulunan ve invertazin rafinoz Gzerine etkisiyle meydana gelen bir disakkariddir
(24). Melibioz a-galaktozidaz tarafindan en kolay hidroliz edilen substrat olarak
bildirilmigtir (6).

Stakiyoz [a-D-galaktopiranozido-(1—6)-a-D-galaktopiranozido-(1—6)-o-
D-glukopiranozido-(1—2)-B-D-fruktofuranozid] indirgen olmayan bir
tetrasakkarid olup ilk kez Japon enginari kéklnden kristal halde elde edilmistir
(24).

Melibioz, rafinoz ve stakiyoz'un kimyasal yapilari Sekil 4'de gésterilmistir.

Bir pentasakkarid olan verbaskoz ve heksasakkarid olan ajugoz rafinoz
ile birlikte bitkilerde bulunur.

Bazi a-galaktozidazlar B kan grubu oligosakkaridierinden terminal o-D-
galaktozil gruplan uzaklastirir (21). 3-O-a-D-galaktopiranozid kalintisi igeren tip
B eritrositleri, tip O eritrositlere a-galaktozidazin etkisiyle déntsgebilirler (73).

Bitkisel a-galaktozidazlar, tohumlarin filizlenmesi sirasinda karbohidrat
depolarinin tlketiimesinde ve osmoregulasyonda gérev alirar (73). o-
Galaktozidazin bitkilerin galaktolipid metabolizmasinda da énemli rol oynadigi
bildirilmistir (72). Bitkiler dinyasinda Leguminosae familyasindan arpa figi (59),
fasulye (2), bakla (20), bezelye (7), tirfil (78), kaba yonca, soya fasulyesi, guar
ve keciboynuzu (44) tohumlarindan a-galaktozidaz elde edilmis ve ileri

derecede saflagtirnimigtir.
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Mikroorganizma kaynakli o-galaktozidazlar maya (32,37,73) ve cesitli
bakteriler (26,56,65,69) diginda, Aspergillus niger (1,6,12,41,66), Aspergillus
oryzae (3,4), Aspergillus tamarii (14,15), Aspergillus nidulans (61), Aspergillus
ficuum (80) gibi bagta Aspergillus turleri olmak Uzere Penicillium jantinellum
(28), Penicillium purpurogenum (63), Penicillium duponti (5) gibi cesitli kuf
mantarlarindan elde edilmis ve kinetik dzellikleri incelenmigtir. Bunlarin yanisira
Monascus pilosus (79), Pycnoporus cinnabarinus (55), Cephalosporium
acremonium (81), Trichoderma reesei (82), Mortierella vinacea (68) gibi
mantarlardan saf olarak elde edilmistir. Aspergillus oryzae, Aspergillus niger ve
Mortierella vinacea mantarlari gida endUstrisinde fermentasyon Urtinlerinde
kullanilirlar ve GRAS (generally recognised as safe) kabul edilirler (60).

Cagimizda hizla gelisen biyoteknoloji uygulamalarinda buylk 6nem
tagiyan isiya dayanikll a-galaktozidazlar, Thermotoga neapolitana (26), Bacillus
stearothermophilus (69) gibi bakterilerden  ve Aspergillus niger (12),
Pycnoporus cinnabarinus (49) adli mantarlardan elde edilmiglerdir. Termofilik
organizmalardan elde edilen a-galaktozidazlar yiksek optimum temperatiure
sahip olmalarn ve ter_'mostabil dzellik géstermeleri nedeniyle, dzellikle yluksek
temperatlr gerektiren iglemlerde kullantliriar.

Kuf mantarlar ile yapilan aragtirmalarda p-D- fruktofuranozidaz (invertaz)
ve a-D-galaktozidaz aktivitelerinin hicre zarinin dig kisminda gortldagu
bildirilmigtir (9). Ekstraselller, bir baska deyigle hiicre tarafindan digariya
salgilanan enzimler, izolasyonlari ve elde ediligleri kolay oldugu igin, endistride
daha ileri saflagtirma iglemine gerek kalmadan kullanilabilmektedirier.
Aspergillus niger (1,66), Aspergillus oryzae (1,17), Penicillium brevicompaktum
(48) kuf mantarlarindan ekstraseller a-galaktozidazlar elde edilmigtir.

Gunumuzde rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak Escherichia
coliden saf a-galakiozidaz elde ediimektedir (64). Bunun yanisira
Saccharomyces cerevisiae (32), Hansenula polymorpha (74) gibi mayalar
klonlanmig genlerin ekspresyonunda kullaniimaktadir. Genetik y&ntemlerin
uygulanmasiyla istenilen Grinl daha yUksek verimle Uretebilen mutantlar
geligtiriimektedir. Omegin duglk Uretkenlife sahip olan Saccharomyces
cerevisiae var. uvarum ve Saccharomyces cerevisiae var. carisbergensis



suslarinda a-galaktozidaz sentezinden sorumlu MEL 1 geninin kopya sayisinin
artirimasi ile a-galaktozidaz Uretiminde artis elde ediimesi mumkun olmustur
(38).

insan ve memelilerin cesitli organ, doku ve biyolojik sivilarindan a-
galaktozidaz elde edilmesi ve &zelliklerin incelenmesiyle ¢ok sayida aragtirma
yapiimigtir (11,19).

o~Galaktozidaz elde edilmesinde cgesitli saflastirma ydntemlerinden
yararlaniimigtir. a-Galaktozidaz amonyum stlfat ya da aseton ve etanol gibi
organik ¢oézlcllerle ¢oktirme, kolon kromatografisi (iyon degistirici ve
hidroksilapatit), jel filtrasyon gibi ayirma yéntemlerinin kullaniimasiyla g¢esitli
kaynaklardan elde edilmistir (1,2,4-6,12,14,15,21,25,26,28,48,49,55,66,73). Son
yillarda affinite kromatografisinin uygulanmasi a-galaktozidazin saflagtirma
igleminin hizlandiriimasina olanak saglamigtir. Adsorban olarak Sepharose 4B
ve 6B veya concanavalin A, ligand olarak o-D-galaktopiranozilaminin
kullaniimasiyla insan dalak, plazma ve plasentasindan spesifik aktivitesi ylksek
olan a-~galaktozidaz A elde edilmistir (11).

Lizozomlarda bulunan ve glikolipidleri hidroliz eden a-galaktozidaz
biosentezinde meydana gelen genetik bir kusur globotriozilseramid'in lizozom
icinde birikimine yol agar ve X-bagl ressesif bir kalitsal hastalik olan ve deri
dékintuleri, bébrek ve kalp yetmezligi, alt ekstremitelerde agr ile karakterize
olan Fabry hastaligi ortaya ¢ikabilir (53).

Enzimler, kalitsal hastaliklarin tedavisinde de gittikce artan bir 6énem
kazanmaktadir. Rekombinant DNA teknolgjisi ile kusurlu genin dizeltiimesi, ya
da bagka genin onun yerine yerlestiriimesi ve ekspresyonun gergeklegmesi ile
bu hastaligin tedavisi mimkin olabilir, fakat bu yaklagimlar hala geligmelerinin
basglangi¢ safhasindadir (77).

Bilimsel arastirmalarda, a-galaktozidaz glikoprotein ve glikolipidlerin yapi
ve fonksiyonlarinin aydinlatimasinda kullaniimaktadir (33). o-Galaktozidaz
oligosakkarid zincirinin ucunda yer alan monosakkaridin katildig glikozid bagini
spesifik olarak hidroliz ederek serbest kalan monosakkaridin taninmasina

olanak saglar.
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o-Galaktozidazin besin endUstrisinde yaygin bir kullanilma alani vardir.
Pancar veya geker kamigindan geker elde edilmesi sirasinda, kristallendirme
igleminden once surupta %0.05-1 dlzeyinde bulunan rafinoz, sakkarozun
kristallendiriimesini kismen engelleyecedi ve verim dugmesine neden
olabilecedi i¢in, a-galaktozidaz ile hidroliz edilir ve énemli 6igide ekonomik
yarar saglanir. Ancak, s6z konusu iglemde kullanilan a-galaktozidaz
preparatinin, sakkarozu glukoz ve fruktoza parcalayan invertazi, safsizlik olarak
icermemesi son derece 6nemli oldudu icin (54), seker endustrisinde, saf enzim
yerine, a-galaktozidaz aktivitesi ylksek ancak invertaz aktivitesi diisik olan
Mortierella vinacea'nin 61U miselyumu immobilize edilerek kullanilmaktadir (68).

ao-Galaktozidaz soya sUth Oretiminde de kullaniimaktadir. Soya
tohumlarindan elde edilen soya sUtnin, bilegimi inek sttline benzedidi igin,
Ozellikle laktoz intoleransi olan bebeklere veya barsaklarindaki laktaz seviyesi
diglk olan yetigkinlere inek sOta yerine verilmesinin 6nemi yillarca
vurgulanmigtir. Ayrica protein bakimindan ¢ok zengin oldugu icin bazi Glkelerde
inek st yerine kullaniimaktadir (70). Yukarida séz( edilen avantajlara kargin
soya sutl bol miktarda rafinoz ve stakiyoz gibi sindiriimeyen oligosakkaridleri
icerir ve adlan gegen oligosakkaridlere karsi duyarliik gdsteren kisilerde
flatulansa neden olur. Bu nedenle, béyle durumlarda soya sitine o-
galaktozidaz ilave edilerek oligosakkaridlerin hidrolizi saglanir. Aspergillus
oryzae (17), Mortierella vinacea (70), Cladosporium cladosporioides (16) ve
Lactobacillus fermenti’den (65) elde edilen a-galaktozidaz preparatlarin soya
sutlne ilavesiyle oligosakkaridleri hidroliz ettikleri bildirilmigtir.

Guntmizde gesitli fermentasyon Grlinlerine olan gereksinimin artmasi ile
mikroorganizmalardan fermentasyon iglemi sonucu saf enzim elde etme
yontemlerini geligstirmek ve bu alandaki maliyeti dustirmek amaciyla yapilan
caligmalar hizlanmigtir. Enzimlerin elde edilmesinde kUf mantarlarinin énem
kazanmalarinin baglica nedenleri, patojen olmayan tarlerinin bulunmasi, siratle
cogalmalan, bir¢ok substrati karbon ve enerji kaynadi olarak kullanmalaridir
(58,60).

Aspergillus turleri, toprakta, ¢Urimisg bitkisel materyelde g¢ogalan ve
onlarin degradasyonunda rol alan canlilardir. Kif seklinde mantarlar olan
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Aspergillus turlerinden Aspergillus flavipes ile yapilan galismalarda proteinaz
(10) ve ksilanaz (62) gibi enzimler elde edilmis ve saflagtinimigtir. Ancak,
literatlrde, Aspergillus flavipes glikozidazlari ile yapilmig herhangi bir aragtirma
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu c¢aligmada Aspergillus flavipes'ten besin
endustrisinde ve tipta kullanian, ayrica oligosakkaridlerin yapilarinin
aydinlatiimasi gibi bilimsel aragtirmalarda yararlanilan o-galaktozidaz aktivitesi
gobsteren enzimlerin elde edilmeleri ve kismen saflastirildiktan sonra bazi kinetik

6zelliklerinin incelenmesi amagclanmistir.
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GEREG ve YONTEM

Calismamizda kullanilan Aspergillus flavipes ATCC 11013 kaf mantar
istanbul Tip Fakuitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
tarafindan saglandi.

Hidroksilapatit kolon kromatografisinde laboratuarimizda elde edilen
hidroksilapatit, dietilaminoetilseltloz (DEAE-sellloz) kolon kromatografisinde
dietilaminoetilsellloz (Sigma D-3764) kullanildi.

Santrifljj iglemlerinde, HETTICH 16R sogutuculu santrif(lj, kolorimetrik
élcimler ve UV alandaki incelemelerde SHIMADZU UV 1208 spektrofotometre,
pH d&icimlerinde RADIOMETER 92 pH metre, kolon kromatografilerinde
STALPRODUKTOR fraksiyon toplayici, enzim aktivitesi tayinlerinde
THERMOMIX su banyosu, poliakrilamid jel elekiroforezinde PLEUGER
ACRYLOPHOR 142 cihazi ve LKB-3371 E gu¢ kaynagi kullanildi. Besiyerlerin
sterilizasyonunda HIRAYAMA otoklav, besiyerlerin inkiibasyonunda HERAEUS
etlvden yararlanildi. Hidroksilapatit hazirfanmasinda Na;HPO4.12 H,O (Merck
6573), CaCl».2H,0 (Merck 2380), NaOH (Merck 6482); hidroksilapatit ve DEAE-
sellloz  kolon kromatografilerinde kullanilan tamponlarin hazirlanmasinda
KoHPO42HO (Merck 105101), KH2PO4 (Merck 4871); protein miktar
tayinlerinde standart olarak sigir serum albumini (Fluka 05470 ) ile Na;,COs
(Merck 106398), Na-K tartarat (Merck 8085), CuSO,; (Riedel 12849),
Na;WO04.2H-0 (Merck 6672), Na2Mo04.2H,0 (Merck 6521), %85 HzPO4 (Merck
564), derigik HCI (Merck 314), Li»S04.H20 (Merck 5695), brom (Merck 1945);
o-galaktozidaz, o-glukozidaz, B-glukozidaz aktivitelerinin tayininde substrat
olarak sirasiyla 4-nitrofenil-o-D-galaktopiranozid (Fluka 73653), 4-nitrofenil-a-D-

glukopiranozid (Fluka 73673), 4-nitrofenil-3-D-glukopiranozid (Fluka 73674) ve
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standart olarak 4-nitrofenol (Fluka 73560), enzim aktivitesi tayini sirasinda
kullanilan Mc llvaine tamponun hazirlanmasinda sitrik asid (Merck 242) ve
Na;HPO4.12H,0 (Merck 6573), enzim aktivitesinin durduruimasinda Na,COs
(Merck 106398); amilolitik aktivitenin tayininde substrat olarak nisasta (Merck
1253), standart olarak maltoz (Serva 28390), invertaz aktivitesinin tayininde
substrat olarak sakkaroz (Difco 0176-17 ), standart olarak glukoz (Fluka 49140)
ve fruktoz (Merck 5320) kullanild..

Poliakrilamid jel elekiroforezi igin, jellerin hazirlanmasinda: N,N'-
metilenbisakrilamid (Merck 805968), akrilamid (Merck 800830), 3-
dimetilaminopropionitril (Merck 803224) , potasyum ferrisiyanir (Merck 4971),
amonyum persilifat (Merck 1200); elektroforez tamponunun hazirlanmasinda
Tris (hidroksimetil) aminometan(Fluka 93350), glisin (Merck 500188), jellerin
boyanmasi icin Coomassie brillant blue R-250 (BDH Chemicals 42660),
dekolorasyon igleminde metanol (Merck 6008), asetik asit (Merck 56) kullanidi.

Besiyerinin hazirlanmasinda pepton (Difco 0118-17-0), MgSO4.7H20
( Merck 55826) ve KCI (4935) kullaniidi.

ASPERGILLUS FLAVIPESIN INDUKLENEBILEN BAZI
GLIKOZIDAZLARININ INCELENMESI

Aspergillus flavipes'in bazi glikozidazlarinin indiksiyonu igin optimum
sartlarin belirlenmesinde,besiyeri bilegimi, substrat konsantrasyonu, inkiibasyon
suresi, pH gibi bazi parametrelerin, enzim aktiviteleri Uzerine etkileri aragtirildi.

inokulum hazirlanmasi

Calismada kullanilan Aspergillus flavipes ATCC 11013 susunun
egik Sabouraud dekstroz agar besiyerinde Uretilen kultrQ, Petri kutusundaki
Sabouraud dekstroz agar besiyeri (izerine yayilarak 22°C de 7 gin inkube
edildi. Inkiibasyon sonrasi olusan sporlar steril fizyolojik tuzlu su ile toplanarak

mililitrede 5x107 spor igeren stspansiyon hazirlandi.
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Besiyerleri bilegiminin ve optimum kosgullarin belirlenmesi

incelenen glikozidazlarin indiksiyonu igin aga§idaki substratliar belirtilen
konsantrasyonlarda kullanildi.

a-amilaz %1 nigasta
a-glukozidaz %1 maltoz
B-glukozidaz %0.4 se“obioz

a-galaktozidaz %0.2 melibioz

Besiyerlerinin hazirlanmasinda organik azot kayna@: olarak pepton,
anorganik azot kaynagi olarak (NH4)2HPO,, fosfat kaynagi olarak KH.PO4, Mg
kaynag: olarak MgSQ..7H-0 kullanildi. Besiyerlerinin pH'lari KCI ile ayarlandi.
Yukarida sayillan maddeleri degisik oranlarda igeren besiyerlerinin
kullaniimasiyla elde edilen glikozidazlann aktiviteleri 6&lgllerek besiyeri
bilesimindeki maddelerin ideal konsantrasyonlari saptandi.

Aspergillus flavipes’in incelenen glikozidazlarinin inkGbasyon siresine
baglh olarak gdsterdikleri aktiviteleri saptamak amaciyla, inkilbasyon stresince
her besiyerinden her gin 1ml'lik érnekler alindi ve aktiviteleri él¢llerek en
yuksek aktivitenin géruldiga gin saptandi.

a-Galaktozidaz, a-glukozidaz, B-glukozidaz ve a-amilaz indiksiyonu igin
besiyerinin optimum pH'sini belirlemek amaciyla pH'lar 3; 3.5; 4; 4.5; 5; 5.5; 6;
6.5; 7 olan besiyerleri hazirlandi. inkibasyon siresince her gin alinan
6rneklerde adi gecen glikozidazlarin aktiviteleri aragtirild.

Yukarida belirtilen galigmalarin sonucunda her glikozidaz igin ayri, ayri
besiyeri bilesimi belirlendi.

o-Glukozidaz igin B-Glukozidaz igin

pepton 5 gL pepton 5 gL
KH2PO4 8 gL KH2PO4 7 gl
(NH4)2PO4 2 gL (NH4)2PO4 3 gL
MgS047HO0 0.5¢g/L MgS04.7H.O0  0.5¢g/L
maltoz 10 gL sellobioz 4 gL
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a-Amilaz igin o-Galaktozidaz i¢in

pepton 5 gL pepton 15
KH2PO4 7 gl KH2PO4 15
(NH4)2PO4 3 gl MgS047H0 5
MgS04.7H.0 0.5¢g/L KClI 5
Nigasta 10 gL Melibioz 2

Besiyerlerin hazirlanmasi ,inokiilasyonu ve inkiibasyonu

g/L.
g/L.
g/L

Besiyerlerinin bilesimine giren maddeler tartildi, distile suda iyice

¢6zindaralda ve 250 ml lik erlenmayerlere 100 ml lik miktarlarda dagitilarak

otoklavda 120°C de 20 dakika sterilize edildi. Her birine Aspergillus flavipes

stispansiyonundan bir ml inokiile edildi ve 30° C'lik etlivde inkiibe edildi.

ASPERGILLUS FLAVIPES EKSTRASELULER
a-GALAKTOZIDAZLARININ ELDE EDILMESI

Pepton (15 g/L), KH2PO4 (15 g/L), MgSO4 (5 g/L) ve KCI (5 g/L) igeren
besiyeri hazirlandi. Substrat olarak % 0.2 oraninda melibioz ilave edilerek 250

ml'lik erlenmayerlere 100'er mi lik kisimlar halinde aktarildi. Otoklavda 120°C de

20 dakika sureyle sterilize edildikten sonra 1 ml Aspergillus flavipes

stispansiyonu (5x107 spor/ml) ile inokle edildi ve 13 giin 30°C'lik etiivde inkilbe

edildi. Bu strenin sonunda kultir +4°C de 5000xg devirde 15 dakika sireyle

santrifije edildi. Daha sonra supernatant miktari ve enzim aktivitesi élgtldu. o-

Galaktozidaz izoenzimleri, ortamdaki tuzlar bir gin siireyle +4°C de distile suya

kargl dializ ediimesiyle uzaklagtirildiktan sonra sirasiyla, hidroksilapatit ve

DEAE-sellloz kolonlarindan gegiriimek suretiyle elde edildi.
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Hidroksilapatit kolon kromatografisi

Laboratuarimizda Tiselius, Hjerten ve Levin'e (71) gbre hazirlanan
hidroksilapatit, alt ucu ince bir cam pamugu ile kapatiimis 2 cm ¢apinda cam
kolona yuksekligi 15 cm olacak sekilde dolduruldu. Kolon, hacminin G¢ kat:
kadar pH’si 6.8 olan 5 mM potasyum fosfat tamponu gegirilerek dengelendi. o-
Galaktozidaz aktivitesi gdsteren dializ edilmig supernatant kolona uygulandi.
Kolondan énce ortamdaki peptonu uzaklagtirmak icin 5mM tampon gegirildi.
Elusyon, sUtundan sirasiyla 20 mM, 50 mM, 100 mM, 500 mM ve 1M pH’s| 6.8
olan potasyum fosfat tamponlarn gegcirilerek gerceklestirildi. Fraksiyonlar 3.2 mi
lik hacimlar halinde, 38 mi/saat akig hizi ile toplandi. a-Galaktozidaz aktivitesi
gbsteren tuplerin igerikleri, ellie olduklar tamponlara gére ayri ayri, biraraya
getirildi ve distile suya karg dializ edildi. Enzim ¢&zeltilerinin konsantrasyonu,
dializ kesesine konulan ¢ozeltilerin +4°C de bir gece sakkaroz iginde
bekletiimesiyle saglandi. Hidroksilapatit kolon kromatografisiyle elde edilen ve
a-galaktozidaz aktivitesi gisteren fraksiyonlardan herbirine DEAE-sellloz kolon
kromatografisi uygulandi.

Dietilaminoetilseliiloz (DEAE-seliiloz) kolon kromatografisi

Ongérilen kolon hacminin her 2.5 mi'si icin 1g DEAE-seliloz tartildi ve
distile su icinde 30 dakika manyetik karistirici ile karigtinldiktan sonra karigim
bir gece +4°C de bekletildi. Daha sonra alt ucu kiiglk bir parga cam pamudu ile
kapatiimig 2 cm g¢apinda cam kolonlara yUksekligi 12 cm oluncaya kadar
dolduruldu. Bu suretle hazirlanan kolonlar, pH’si 6.8 olan 10 mM potasyum
fosfat tamponu gegirilerek dengelendi. Hidroksilapatit kolon kromatografisiyle
elde edilen fraksiyonlardan herbiri ayri DEAE-seltloz kolonlarina uygulandi.
Bundan sonra, her kolondan énce, pH si1 6.8 olan 10 mM potasyum fosfat
tamponunun, daha sonra adi gegcen tampona sirasiyla konsantrasyonlart 20
mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM ve 1M olacak gekilde NaCl
ilavesiyle hazirlanan tamponlarnn gecirilmesiyle ellisyon gerceklestirildi ve
fraksiyonlar 2,8 mllik hacimiar halinde toplandi. En ytksek o-galaktozidaz
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aktivitesi gdsteren tlp icerikleri biraraya getirildikten sonra distile suya karsi

dializ edildi ve deneylerde kullaniimak Gzere +4°C de sakland..

ENZiM AKTIVITESININ OLCULMESI

Bu calismada gerek a-galaktozidaz, a-glukozidaz, B-glukozidaz ve a-
amilaz aktivitesi gosteren kultirlerde, gerekse o-galaktozidaz izoenzimlerinin
saflagtirma asamalarinda elde edilen ¢ozeltilerde asagida belirtilen aktivite
tayini yéntemleri uygulandi.

a-Galaktozidaz, a-glukozidaz ve p-glukozidaz aktivitelerinin
blglilmesi

Enzim aktivitesi, 37°C de, dakikada agida ¢ikan umol 4-nitrofenol (umol
4-nitrofenol/dakika) olarak, spesifik aktivite ise 37°C de, dakikada 1 mg enzim
proteinin acida cikardigi umol 4-nitrofenol (umol 4-nitrofenol/ dak./mg protein)
olarak belirtildi.

o-Galaktozidaz, a-glukozidaz ve B-glukozidaz aktivitelerin dlgimlerinde,
substrat olarak sirasiyla, 4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid, 4-nitrofenil-o-D-
glukopiranozid ve 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozidin 1/50 M ¢bzeltileri ve tampon
olarak pH'si 4.8 olan Mc llvaine sitrat-fosfat tamponu (47) kullanildi.

Acktivite deneyinin yapiligi

Bir deney tibinde Mc livaine sitrat-fosfat tamponu (pH 4.8) ve substrat
codzeltisinden 100 er ul Vorteks mikser de kanstirildi ve tip 37°C'lik su
banyosunda 5 dakika bekletildi. Daha sonra, 100 ul enzim ¢ézeltisi ilave edildi
ve karigim 30 dakika sireyle 37°C’lik su banyosunda birakildi. Bu strenin
sonunda tiibe 3 mi 0.2 M Na>COs ilavesiyle enzim reaksiyonu durduruldu.

Diger taraftan enzim ve substrat kontrol deneyleri, enzim ve substrat
¢Ozeltileri yerine ayni miktarda distile su kullaniimas suretiyle gerceklestirildi.

o-Galaktozidazin substrat {izerine etkisiyle agiga ¢ikan 4-nitrofenole ait

sari rengin absorbansi ile enzim ve substrat kontrol deneylerinin absorbanslar
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spektrofotometrede , ayri ayri, 0.2 M NaxCOs'a kargi , 420 nm dalga boyunda
6lguldl. Elde edilen degerin, 4-nitrofenolln regresyon denklemine
uygulanmasiyla enzim tarafindan bir dakikada agiga cikartilan 4-nitrofenol

miktari umol olarak belirlendi.

4-Nitrofenol standart egri denkleminin elde edilmesi

4-Nitrofenol standart egri denkleminin elde edilmesi icin 6nce 4-
nitrofenolin sudaki 2000 umol‘iik ¢ézeltisi hazirlandi. Bu ¢bzeltinin distile su ile
seyreltimesiyle konsantrasyonlar 1600 umol, 1200 umol, 800 umol, 400 umol,
200 wmol ve100 umol olan ¢dzeltiler elde edildi ve absorbanslari 0.2 M
Na,COsa karsi 420 nm'de olculd. Deney bes kez tekrarlandi ve bulunan
degerlerden, en klguk kareler yonteminin uygulanmasiyla 4-nitrofenoliin
regresyon denklemi elde edildi ve standart egrisi cizildi (Sekil 5).

a-Amilaz aktivitesinin dlglilmesi

a-Amilaz aktivitesinin incelenmesinde Somogyi (67) ve Nelson (52)
yénteminden yararlanildi. Enzim aktivitesi reaksiyon ortaminin mi sinde bir
dakikada hidroliz edilen uM a-1,4-glukozid bag olarak belirtildi.

a-Amilaz aktivitesinin 6igilimesinde gerekli substrat, %1g lik nisasta
cézeltisinin pH si 5.9 olan fosfat tamponu ile 1:1 oraninda seyreltiimesiyle, her
gun yeniden hazirlandi.

Ayiraclar

A- 25 g susuz sodyum karbonat, 25 g sodyum potasyum tartarat, 25 g
sodyum bikarbonat ve 200 g susuz sodyum sulfat 800 mi distile su iginde
¢6zllda ve 1 litreye tamamlandi.

B- 30 g bakir stlfat (CuS0O4.5H20) 200 ml distile suda ¢6zlldu ve
cozeltiye 4 damla derigik sulflrik asid ilave edildi.

C- 25 g amonyum molibdat 450 ml distile suda ¢6zlld ve 21 ml derigik
sulfurik asid ilave edildi'. Bu ¢ozeltiye 3 g sodyum arsenat (NaHAsO4.7H20)'in
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25 ml distile sudaki ¢bzeltisi, yavag yavas ve surekli olarak karigtirarak eklendi.
Karigim distile su ile 500 ml ye tamamlandi ve 1 gece 37°C lik etGvde bekletildi.
D- 1.0 ml B ayiracinin 25 ml A ayiracina ilave edilmesiyle hazirland:.

Aktivite deneyinin yapiligi

200 pl substrat, bir deney tubi icinde , 37°C’lik su banyosunda 5 dakika
bekletildi ve Uzerine 200 ul enzim ¢dzeltisi ilave edildi. Tam 10 dakika sonra
karigima 1 ml D ayiraci eklendi ve tibin adzi yagh pamukla kapatilarak kaynar
su banyosunda 20 dakika birakildi ve bu sirenin sonunda soguk su iginde
sogutuldu. Bundan sonra tzerine 1 ml C ayiraci eklendi ve karigim calkalandi,
10 dakika bekletildi ve 10 ml distile su ilavesi ile seyreltildi. Meydana gelen
rengin absorbansi spektrofotometre de 520 nm dalga boyunda élguldi. Ayni
islemler enzim co6zeltisi yerine 0.2 ml distile su kullanilarak kontrol deney
yapildi. a-Amilaz aktivite 6lgcmelerinde spektrofotometrede okunan degerin,
standart maltoz egrisine ait degerlerle karsilastinimasiyla, 0.4 ml enzim-substrat
karigimindaki maltoz miktar "a" pg olarak saptandi.

a ug maltoz/dakika
1U = x2.5
360.3(maltoz molekul agirhg)

esitliginden yararlanilarak, 1dakikada 1 ml hidrolizatta koparilan uM glukozid

bagi sayisi bulundu.

Maltoz standart egri denkleminin elde edilmesi

Maltoz standart egri denkleminin elde edilmesi igin énce maltozun 1800
ug/ml'lik cozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltinin distile su ile seyreltimesiyle
konsantrasyonlari 1440 pug/mi, 1080 ug/ml, 720 pug/mil, 360 pug/ml ve 90 ug/mi
olan ¢ozeltiler elde edildi. Cézeltilere Somogyi-Nelson ydntemi uygulandiktan
sonra olugan renklerin absorbanslari 520 nm de 6lgtldh. Deney bes kez
tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kOclk Kkareler ydnteminin
uygulanmasiyla, regresyon denklemi elde edildi ve standart egrisi ¢izildi (Sekil
6).
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invertaz aktivitesinin 8igiilmesi

invertaz aktivitesinin incelenmesinde Somogyi-Nelson mikro-metodu
uygulandi (14).

invertaz aktivitesi, 37°C de dakikada agida ¢ikan pmol heksoz (glukoz ve
fruktoz) miktari olarak belirtildi. Substrat olarak 4000 umol’lik sakkaroz ¢ézeltisi
kullanildi.

Aktivite deneyinin yapiligi

Bir deney tibunde enzim ve substrat ¢bzeltilerinden 100 er ul, Mc llvaine
sitrat-fosfat tamponundan (pH 4.8) 50 ul karnigtinidi ve tip 37°C lik su
banyosunda 15 dakika bekletildi. Enzim reaksiyonu 0.5 mi D ayiraci eklenerek
durduruldu. 0.5 ml distile su ilave edildi ve tibin agzi pamukla kapatilarak
kaynar su banyosunda 20 dakika birakildiktan sonra soguk su iginde sogutuldu.
Bundan sonra Gzerine 0.25 ml C ayiraci eklenen karigim iyice calkalandi ve 3
ml distilie su ile seyreltiidi. Meydana gelen rengin absorbansi
spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda ©6lclldld. Ayni iglemler enzim
cozeltisi yerine 100 pl distile su kullanilarak kontrol deney yapildi.

Glukoz ve fruktoz standart egri denkleminin elde edilmesi

Glukoz ve fruktoz standart edri denkleminin elde ediimesi icin 6nce
glukoz ve fruktoz’'un 4mM’'lIk ekimolar ¢ézeltisi hazirlandi. Bu ¢bzeltinin distile
su ile seyreltiimesiyle konsantrasyonlari 3 mM, 2 mM, 1 mM, 0.5 mM ve 0.25
mM olan c¢ozeltler elde edildi. Cobzeltlere Somogyi-Nelson yéntemi
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslari 650 nm de élguldi. Deney
bes kez tekrarlandi ve bulunan degerlerden, en kiglk kareler ydénteminin
uygulanmasiyla, regresyon denklemi elde edildi ve standart edrisi cizildi (Sekil
7).
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POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

Aspergillus flavipes'ten elde edilen ekstraselller o-galaktozidazlarin
saflik derecelerinin incelenmesi icin yapilan poliakrilamid jel elektroforezinde
Acrylophor 142 (Pleuger) elektroforez kabini, LKB-3371 gu¢ kaynagi, 6 mm ¢ap
ve 60 mm boyunda elektroforez tupleri, 100 ml'sinde 3 g tris ve 14.4 g glisin
iceren stok gozeltinin distile su ile 10 kez seyreltimesiyle hazirlanan ve pH’si
8.3 olan tris-glisin tamponu kullanildi.

Poliakrilamid jel olugumu i¢in asadidaki stok ¢ézeltiler hazirland..

A - 100 ml sinde 30 g akrilamid ve 0.8 g N,N’-metilenbisakrilamid iceren
akrilamid ¢ézeltisi

B - 2.5 kez seyreltilmig stok tris-glisin tampon ¢ézeltisinin 100 ml sinde
1.6 g B-dimetilaminopropionitril iceren B-dimetilaminopropionitril ¢cézeltisi

C - %3 luk potasyum ferrisiyanur ¢ozeltisi

D - %0.7 lik amonyum persulfat ¢dzeltisi

Poliakrilamid jeller A, B, C ve D ¢dzeltilerin egit hacimlarda karnstirilarak
elekiroforez tuplerine doldurulmasi ve oda temperatirinde bir saat
bekletiimesiyle hazirland..

Orneklerden 70-120 pg protein ve %40 sakkaroz iceren 200'er pl,
poliakrilamid jellere ayri ayri uygulandi ve jel bagsina 5 mA akimla 40 dakika
sureyle elektroforez yapildi. Her fraksiyon iki ayr jele uyguland..

Elektroforez bitiminde jellerden biri 2 mm lik kisimlara dilimlendi . Her bir
kisim, ayri ayri 1’er ml distile su igeren tiplere aktarildi ve tipler +4°C de bir
gece buzdolabinda bekletildi. Ertesi ginl her bir tlpte o-galaktozidaz ve
invertaz aktiviteleri "enzim aktivitesinin 6lgUlmesi" kisminda belirtildigi gibi
incelendi.

Diger jel % 0.25'lik Coomassie brillant blue R-250'nin metanol:su:asetik
asid (45.5:45.4:9.2) karigimindaki ¢ozeltisinde 15 dakika boyandiktan sonra
asetik asid:metanol:su (7.5:5:87.5) karigimindan olugan dekoloran ¢dzeltide 2
gln slreyle, ¢ozelti her gin degistirilerek, bekletildi. Buradan alinan jeller asetik
asid:metanol:su (10:5:85) karigimi igeren tuplere yerlegtirilerek sakland..
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PROTEIN MIKTAR TAYINi

o-Galaktozidaz izoenzimlerinin saflagtirma asamalarinda elde edilen

cozeltilerde protein miktar tayinleri Lowry (40) yéntemine gére gerceklestirildi.

Ayiraclar

1-A Ayiraci: % 2 NaxCOs gozeltisi (0.1 N NaOH'te)

2-B Ayiracl: % 2 Na-K tartarat ¢ézeltisi 1 ml
% 1 CuSO4 1 mi
A Ayiraci 98 ml

3-Folin Ayiraci: 2N Folin Ayiraci (29)

1500 ml'lik yuvarlak dipli balona 100g sodyum tungstat (Na;WO4.2H,0),
25 g sodyum molibdat (Na-MoQ4.2H20), 700 ml distile su, 50 ml %85 fosforik
asid ve 100 ml derigik HCI aktarildi. Geri sogutucu altinda 10 saat isitildi ve
karigima 150 g lityum sulfat, 50 ml su ve birka¢ damla brom ilave edildi. Brom
fazlasini bertaraf etmek igin 15 dakika 1sitildi, sogutuldu ve 1000 ml'ye distile su
ile tamamlandi.

4-%0.9 NaCl ¢ozeltisi

Deneyin yapiligi

Bir deney tabtine 100 pl érnek ve 100 ul %0.9 NaCl ¢dzeltisi alind.
Uzerine 2 ml B ayiraci ilave edildi. On dakika oda sicaklifinda bekletildikten
sonra 100 ul Folin ayiraci eklendi. Oda temperattrinde, 45 dakika birakild.
Olusan mavi mor renkli ¢ézeltinin 660 nm’deki absorbansi, ayira¢ kérine karsi
spektrofotometrede okundu. Bu absorbans de@erinin, sigir serum albumini
standart e@risine uygulanmasiyla, protein miktari mg/mi olarak belirlendi.

T.C. YOKSEXG
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Sigr serum albumini standart egri denkleminin elde edilmesi

Sigir serum albuminin distile sudaki 1 mg/ml'lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu ¢dzeltinin distile su ile seyreltiimesiyle konsantrsyonlari 0.2 mg/ml, 0.4
mg/ml, 0.6 mg/ml ve 0.8 mg/ml| olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr ayri,
Lowry deneyi uygulandi. Olgilen absorbans degerlerine en kugik kareler
yénteminin uygulanmasi ile sigir serum albumini regresyon denklemi elde edildi
ve standart egrisi ¢izildi (Sekil 8).

ASPERGILLUS FLAVIPES'TEN ELDE EDILEN
EKSTRASELULER o- GALAKTOZIDAZ iZOENZIMLERININ
KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

o-Galaktozidaz aktivitesi gbsteren fraksiyonlarin optimum pH’larin,
optimum temperatirlerini ve 4-nitrofenol-o-D-galaktopiranozide kargi Km
degerlerini saptamak amaciyla agagida belirtilen incelemeler gergeklestirildi.

Enzim aktivitesi lizerine pH’min etkisinin incelenmesi

o-Galaktozidaz izoenzimlerinin optimum pH'larini saptamak igin pH
sinirlari  2.2-7.6 olan Mc llvaine sitrat-fosfat tampon ¢b6zeltileri kullanilarak,
degisik pH degerlerinde elde edilen enzim aktiviteleri ordinatta, pH degerleri
absiste gbsterilerek a-galaktozidaz aktivitesi gdsteren fraksiyonlardan her birine
ait pH egrileri cizildi.

Enzim aktivitesi lizerine temperatiiriin etkisinin incelenmesi

o-Galaktozidaz izoenzimlerinin optimum temperatirlerini belirlemek

amaclyla enzim aktivitesi 15-75°C arasinda degisen temperatirlerde, her

defasinda 5°C’er, optimum temperatir dolaylarinda ise 1°C'er derece artirmak

suretiyle, "enzim aktivitesi OlcUimesi" baghgi altinda belirtildigi sekilde
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gergeklestirildi. Enzim aktivitesi ordinatta, temperatir ise absiste gésteriimek

suretiyle a-galaktozidaz izoenzimlerine ait temperatlr egrileri gizildi.

Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisinin

incelenmesi

o-Galaktozidaz izoenzimlerinin aktiviteleri, enzim konsantrasyonu sabit
tutularak, 4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozidin sudaki 0.02 M, 0.01 M, 0.005 M,
0.0025 M ve 0.00125 M lik cbzeltilerinde, bundan &énce aktivite 6lcme
deneylerinde uygulanan ydntemle tayin edildi. En kuglk kareler yontemi
uygulanarak izoenzimlerin Lineweaver-Burk dogrusu cizildi ve adi gegen
dogrunun denklemi elde edildi. Bu denklemden yararlanilarak o-galaktozidaz

aktivitesi gésteren fraksiyonlarin Km ve Vmax lari hesapland..
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Absorbans (420 nm)

Absorbans (520 nm)

0.8 1
0,7 1
0.6 1
0.5 -

0.4 - y = 0,0003721x + 0,0096814
0,3 -
0,2 -

0,1 1

T 1 I | T T 1] L) ] T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Konsantrasyon (umol)

Sekil 5. 4-Nitrofenol standart egrisi ve regresyon denklemi.

0,8
0,7 4
0.6
0,5 1

0,4 -
0,3 A y = 0,0003881x - 0,004361
02

0,1 4

T T T T T T L

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Konsantrasyon (ug/mi)

Sekil 6. Maltoz standart egrisi ve regresyon denklemi.
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Absorbans (650 nm)

Absorbans (660 nm)

0,9
0.8 - e
0,7 A
06 -
0.5 y = 0,000205x + 0,0185
04
0.3 A
0,2
0,1 -

T T ' T 1 ¥

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Konsantrasyon (umof)

Sekil 7. Glukoz ve fruktoz standart egrisi ve regresyon denklemi

0,7 A
0,6
0,5 -

0.4

03 - y = 0,0006205x + 0,0082

0.2 -

0,1 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/mil)

Sekil 8. Sigir serum albumini standart edrisi ve regresyon denklemi.
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BULGULAR

Aspergillus flavipes tarafindan o-galaktozidaz, a-glukozidaz, B-
glukozidaz ve a-amilaz'in indiksiyonu Tablo 1’de bilesimi verilen besiyerlerine
sirasiyla %0.2 melibioz, %1 maltoz, % 0.4 sellobioz ve %1 nigasta substratlar
ilave edilerek gerceklestirildi.

Besiyerlerin optimum pH’larini saptamak amaciyla pH'lari 3; 3.5; 4; 4.5;
5; 6.5; 6; 6.5; 7 olan besiyerlerinde adlari gegen glikozidazlarin aktiviteleri
Slgtldl ve a-glukozidaz ile B-glukozidazin pH’si 6, a-amilazin pH'si 6.5, a-
galaktozidazin pH'si 5 olan besiyerlerinde en yiUksek aktivite goésterdikleri
belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Aspergillus flavipesten a-glukozidaz, B-glukozidaz, a-amilaz ve a-
galaktozidaz indlksiyonu igin kullanilan besiyeri bilegimleri (g/L) ve optimum

pH'lan.

Enzim pepton KH.POs; ( NH4):HPOs M@S047H,O KCI| pH
a-Glukozidaz 5 2 0.5 -
B-Glukozidaz 2 0.5 -
o-Amilaz 3 0.5 - 6.5
o-Galaktozidaz] 15 15 - 5 5
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inkibasyon siresince ortamdaki enzim aktiviteleri élgllerek a-
glukozidazin 11. ginde, B-glukozidazin 12. gunde, a-galaktozidazin 13. ginde

ve a-amilazin 6. ginde en ylksek aktiviteyi gosterdikleri saptandi (Sekil 9).

120 -
100 4

80 -

Enzim aktivitesi ( Unite/ml)
(o]
o

40 -

20 -
0 — -1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 9. Aspergillus flavipesin indUklenebilen bazi glikozidaziarinin
inkUbasyon suresine badl olarak gésterdikleri aktiviteleri.
B-glukozidaz - —A—; a-galaktozidaz - —€—;

o-glukozidaz —=—; a-amilaz - —@—

Aspergillus flavipes susundan hazirlanan spor stspansiyonu ile inokille
edilen ve % 0.2 g melibioz iceren besiyerinin 13 giin 30°C de inklbe edilmesiyle
olugan miselyumun santrifiljle uzaklastinimasiyla elde edilen ve a-galaktozidaz
aktivitesi gobsteren 44.2 mg protein iceren 74 ml hacimdeki supernatant
hidroksilapatit kromatografi sGtununa uygulandi. Artan molaritedeki fosfat
tamponlariyla gerceklestirilen elisyon sonucunda 20 mM, 100 mM ve 500 mM
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tamponlaria elle olan fraksiyonlarda G¢ ayri a-galaktozidaz aktivitesi gorildu
(Sekil 10). Sirasiyla Fla, Flb ve Flc olarak adlandirilan bu fraksiyonlar,
poliakrilamid jel elektroforezi ile incelendikten sonra ayri ayri dializ ve konsantre
edildi ve DEAE-sellloz kolonlarina uygulandi.

6.3 mg protein igeren 47 ml Fla nin, DEAE-sellloz kolonundan 300 mmol
NaCl iceren pH'si 6.8 olan 10 mM potasyum fosfat tamponuyla ellie olan
fraksiyonlarinda o-galaktozidaz aktivitesi goriild ve en yUksek aktivite gésteren
fraksiyonlar birlestirilerek Fila olarak adlandinidi (Sekil 11).

1.43 mg protein igceren 35 ml FIb'nin, DEAE-sellloz kolonundan 200
mmol NaCl iceren pH'si 6.8 olan 10 mM potasyum fosfat tamponuyla elGie olan
ve o-galakiozidaz aktivitesi gdsteren fraksiyonlar birlestirilerek Fllb olarak
adlandinidi (Sekil 12).

3.2 mg protein iceren 64 ml Flc fraksiyonunun, yapilan DEAE kolon
kromatografisinde biri 200 mmol NaCl iceren digeri 1mol NaCl iceren pH’si 6.8
olan potasyum fosfat tamponuyla elle olan iki o-galakiozidaz aktivitesi
gbézlendigi saptandi ve en yuksek aktivite gésteren tlp igerikleri birlegtirilerek
sirasiyla Fllcy ve Fllc; olarak adlandirildi (Sekil 13).

Aspergillus flavipes o-galaktozidazlarinin elde edilme agamalarindaki
protein miktarlar ve aktiviteleri Tablo 2'de gésterilmistir.

20 mM, 100 mM ve 500 mM tamponliariyla hidroksilapatit kolondan elle
edilen o-galaktozidaz izoenzimlerin safliklarini saptamak amaciyla yapilan
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) sonucunda a-galaktozidaz aktivitesi
gosteren protein bandlarinin yanisira, invertaz aktivitesi gbsteren protein
bandlarin da bulundugu géralda (Sekil 14). En yuksek aktivite gosteren Flc
fraksiyonun DEAE-sellloz kolonundan geciriimesiyle elde edilen Flic
fraksiyonunun poliakrilamid jel elektroforezinde biri a-galaktozidaz digeri

invertaz olmak (zere birbirlerine gok yakin iki band gézlemlendi (Sekil 15).
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0,4 T 35
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E 0.3 1 ¢ - 25 %‘
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Tup sayisi

Sekil 11. Fla fraksiyonun DEAE-selUloz kromatografisi elisyon grafigi.
Kolon: 2x12cm, 6rmek hacmi: 7 ml (6 mg protein), akig hizi: 36 mi/saat.
Proteinlerin 280 nm’deki absorbanslari (—e—), enzim aktivitesi (—e—).

0,12 7
+ 16

. 0,1 -
E ~
§ 0,08 - 112 8
S £
0 0,06 - 3
s 50 mM 200 mM T8 o
S 0,04 - NaCl NaC! S
2 z
< +4 <

0,02 -

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiip sayisi

Sekil 12. Flb fraksiyonun DEAE-seltloz kromatografisi eltsyon grafigi.
Kolon: 2x12 cm, érnek hacmi: 2.8 ml (1 mg protein), akig hizi: 34 mi/saat.
Proteinierin 280 nm’'deki absorbanslari (—e—), enzim aktivitesi (—e—).
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Tup sayisi

Sekil 13. Flc fraksiyonun DEAE-sellloz kolon kromatografisi ellisyon
grafigi. Kolon: 2x12 cm, 6rnek hacmi: 10 mi (3.2 mg protein),
akis hizi 34 mi/saat .

Proteinlerin 280 nm’deki absorbanslari (—e—), enzim aktivitesi (—e—).
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Fla FIb Flc Fla FIb Flc

Sekil 14. Hidroksilapatit kromotagrafisiyle elde edilen fraksiyonlarin
poliakrilamid jel elektroferogramlari. == a -galaktozidaz, === invertaz

FHCE FIICl

Sekil 15. Flic, fraksiyonun poliakrilamid jel elekiroferogrami.

=== o —galaktozidaz e iNVErtaz
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Flla fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesinin degisik pH larda incelenmesinde,

enzimin pH 4.5-5.0 arasinda en ylksek aktiviteyi gdsterdigi goralda (Sekil 16).

Aktivite( gmol/dak.)

(=]
[44]
1

Sekil 16. Flla fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi
Uzerine pH’'nin etkisi.

Temperaturun Flla fraksiyonu o-galaktozidaz aktivitesi Gzerine olan etkisinin

incelenmesinde, degisik temperatirierde yapilan aktivite dlgmelerinde, enzimin
48°C de en yuksek aktiviteyi gosterdigi saptandi (Sekil 17).

8 1
7 4

(3, I -]
1 1

Aktivite (umol/dak.)

- N W

—) (]

L

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temperatiir (°C)

Sekil 17. Flla fraksiyonu a-galakozidaz aktivitesi
Uzerine temperatirin etkisi.
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Filb fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi Gzerine pHnNnin  etkisinin

incelenmesinde, enzimin pH 4.5-5.0 arasinda en yiksek aktiviteyi gosterdigi
gézlemlendi (Sekil 18).

3,5 -

Aktivite (umol/dak.)
= N
- O N O,

e
[, ]
1

pH

Sekil 18. Flib fraksiyonun a-galaktozidaz aktivitesi
Gzerine pH'nin etkisi.

Temperaturin Fllb fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi Gzerine olan etkisinin

incelenmesinde, enzimin 50°C de maksimum aktivite gésterdigi saptandi (Sekil
19).

N WA OO N
PR T TR R T |

Aktivite (umol/dak.)

-—
PR

T 1 T )

20 30 40 50 60 70 80
Temperatiir (°C)

o
-
(=}

Sekil 19. Fllb fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi
Gzerine temperatirin etkisi.
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Flic, fraksiyonu o-galaktozidaz aktivitesinin pH ya bagl olarak degigmesinin

incelenmesinde, enzimin pH 4.4-4.8 arasinda en ylksek aktiviteyi gbsterdigi
géraldu (Sekil 20).

35

w
o
1

25 -

ak.)

Aktivite (umol/d
o 5 & O

Sekil 20. Fllcq fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi

Uzerine pH nin etkisi.

Fllc, fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi

Uzerine temperatlrin etkisinin

aragtirimasi sonucunda, enzimin optimum temperatarinin 45°C oldugu
saptandi (Sekil 21).

35 -
30 -

Aktivite (umol/dak.)
- - N N
(4, o [¢,] o [4)]

1 1 L ) 1 I 1

10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatiir (°C)

Sekil 21. Fllc, fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi

Gzerine temperatirin etkisi.
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Fllc; fraksiyonu a-galaktozidaz akftivitesi Uzerine pH nin etkisinin

incelenmesinde, enzimin pH 4.5-5.0 arasinda en yuksek aktiviteyi gosterdigi
goraldu ( Sekil 22).

2,5 +

Aktivite (umol/dak.)

Sekil 22. Flic; fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi

Gzerine pH nin etkisi.

Fllc, fraksiyonu o-galaktozidaz aktivitesi Uzerine temperatlrin etkisinin
incelenmesinde, optimum temperataranin 45°C oldugu belirlendi (Sekil 23).

3 -

Aktivite (umol/dak.)
o

0,5 -
=T T T T ——p————
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temperatiir (°C)

Sekil 23. Flic; fraksiyonu a-galaktozidaz aktivitesi
tzerine temperatGrin etkisi.
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Substrat konsantrasyonunun Flla fraksiyonundaki o-galakiozidazin
aktivitesi Uzerine etkisinin incelenmesinde, bu enzimin 4-nitrofenol-a-D-
galaktopiranozide kargi Km ve Vmax degerleri sirasiyla 3.16x10° M ve 2.6 mM
4-nitrofenol/dak. olarak saptandi (Sekil 24).

Flib fraksiyonu enzim aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun
etkisinin aragtinlmasi sonucunda , Km ve Vmax degerleri sirasiyla 4.17x10° M
ve 2.4 mM 4-nitrofenol/dak. bulundu (Sekil 25).

Substrat konsantrasyonunun Fllc; fraksiyonundaki a-galaktozidazin
aktivitesi Uzerine etkisinin incelenmesinde, Km ve Vmax degerleri sirasiyla
1.9x10° M ve 11.5 mM 4-nitrofenol/dak. bulundu (Sekil 26).

Flic, fraksiyonundaki o-galaktozidazin 4-nitrofenole kargi Km'i 1.7x103M,
Vmax degeri 1.2 mM 4-nitrofenol/dak. bulundu (Sekil 27).

Aspergillus flavipes'ten elde edilen a-galaktozidaz izoenzimlerinin kinetik

6zellikleri Tablo 3'te 6zetlenmisgtir.

Tablo 3. Aspergillus flavipes a-D-galaktozidaz izoenzimlerinin dzellikleri.

Fraksiyonlar Optimum Optimum Km Vmax
pH temperatiir(C°) (M) (U) *
Flla 4.5-5.0 48 3.16x10° 2.6
Flib 4.5-5.0 50 4.17x10° 2.4
Flicy 4448 45 1.9x10° 11.5
Flic, 4550 45 1.7x10° 1.2

* mM 4-nitrofenol/dakika
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30 + y = 0,04685x + 14,5
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Sekil 24. Flla fraksiyonunun 4-nitrofenil a-D-galaktopiranozide kargi Km
degerinin saptanmasi ( -1/Km =-316.46 )
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Sekil 25. FlIb fraksiyonunun 4-nitrofenil a-D-galaktopiranozide kargi Km
degerinin saptanmasi ( -1/Km = -239.8)
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Sekil 26. Flles fraksiyonunun 4-nitrofenil o-D-galaktopiranozide kargi Km
degerinin saptanmasi (-1/Km = -526)
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Sekil 27. Flic fraksiyonunun a-D-galaktopiranozide karsi Km deg@erinin
saptanmasi (-1/Km = -588)
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TARTISMA

a-Galaktozidaz tipta flatulansin tedavisinde, besin endustrisinde ve
oligosakkaridlerin yapilarinin aydinlatiimasi gibi bilimsel arastirmalarda
kullanmak amaciyla memeli dokulari, mikroorganizmalar ve bitkiler gibi birgcok
degisik kaynaklardan elde edilmigtir (1,2,4,5,7,11,14,19,20,22,24,26,32,34). Bu
calismada ise Aspergillus flavipes'ten o-galaktozidaz, dért ayri izoenzimi
halinde ilk kez elde ediimig ve izoenzimlerin baglica kinetik &zellikleri
incelenmigtir.

Bilindigi gibi fermentasyon islemlerinin baslica amaci mimkin olan en
kisa strede ve en az hammadde kullanarak en fazla Grinlin elde edilmesidir.
Kullanilan mikroorganizmaya ve indiklenen enzime bagli olarak gerek besiyeri
bilegimi ve indukleyici olarak kullanilan substratiar, gerekse inkibasyon suresi,
optimum pH, sicaklik gibi fermentasyon parametreleri farklihk goésterirler. o-
Galaktozidazin substrat spesifisitesinin genis sinirlar icinde degistigi
bilinmektedir. Vicia faba ve Mortierella vinacea a-galaktozidazlarinin p-nitrofenil-
a-D-galaktopiranozid gibi kigik molekulli substratiar hidroliz edebildigi, ancak
galaktomannanlar  Uzerine etkili olmadi§,, Phaseolus vulgaris o-
galaktozidazlarinin ise her iki substrati hidroliz edebildigi bildirilmistir (2,59,68).
a-Galaktozidazlarin dogal substratlara (melibioz, rafinoz, stakiyoz) karsi
ilgilerinin sentetik substratlara kars) gosterdikleri ilgilerinden daha az oldugu
bildirilmigtir (21). Ylksek ekstraselluler o-galaktozidaz aktivitesi dogal
substratlardan rafinoz ve stakiyoz bakimindan zengin olan soya fasulyesi ve
bu@day kepegi kullanildigi zaman elde edilmistir (3,17). Melibioz o-~galaktozidaz

tarafindan en kolay hidroliz edilebilen dogal substrat olarak bildiriimigtir (6).




Yukaridaki literatir bulgulan gézéninde bulundurularak bu galigmada
besiyerinde indlkleyici olarak melibioz kullaniimig ve sonug¢ olarak Aspergillus
flavipes'ten doért ayri a-galaktozidaz izoenzimi elde edilmistir.

Corynebacterium murisepticum ile inokule edilen (50) ve karbon kaynagi
olarak rafinoz igeren besiyerinden miselyumun uzaklastiriimasi suretiyle elde
edilen supernatantin ince tabaka kromatografisinde, a-galaktozidazin rafinoz
Gzerine etkisi sonucu sakkaroz ve galaktoza ait lekeler gértimesi beklenirken,
substrat olarak kullanilan rafinoz (zerine a-galaktozidaz ile birlikte salgilanan
invertazin etkisiyle meydana gelen melibioz ile fruktoz saptanmistir. Bu
arastincilara goére, C.murisepticumdan o-galaktozidaz indiksiyonu rafinoz
tarafindan degil, a-galaktozidaz ile birlikte salgilanan invertazin rafinoz Gzerine
etkisiyle meydana gelen melibioz tarafindan gergeklestiriimektedir (50).
Cladosporium cladosporoides (16), Aspergillus tamarii (14,15) ve Aspergillus
oryzae (4,17) ile yapilan arastirmalarda da benzeri sonuglar bildirilmis, adlari
gecen mikroorganizmalar tarafindan ekstrasellller o-galaktozidaz yaninda
invertaz aktivitesi de saptanmig, invertazin rafinoz ve stakiyoz Uizerine etkisiyle
meydana gelen melibioz ve manninotriozun o-galaktozidaz induksiyonunu
arttirdi§i ileri sOrGlmastar. Bu calismada kolon kromatografisiyle belirlenen o-
galaktozidaz izoenzimleri disinda poliakrilamid jel elektroforezinde invertaz
bandlarinin bulunmasi literattr bulgulari ile uyum icindedir.

ao-Galaktozidazlarin, elde edilen kaynaklara goére, farkli sayida
izoenzimlerinin  bulundugu  bildiriimigtir.  Ornedin  bitkiler  dinyasinda
Leguminosae familyasindan Vicia sativa (59) ve Phaseolus vulgaris (2)
tohumlarinda bir tek a-galaktozidaz bulunmus ve ileri derecede saflagtinimistir.
Buna kargin Vicia faba (20), Pisum sativum (7), Trifolium repens (78), kaba
yonca, soya fasulyesi, guar ve kegiboynuzu (44) tohumlarinda a-galaktozidazin
birden fazla izoenzim halinde bulundugu belirlenmigtir. Mc Cleary ve Matheson
(44) kecgiboynuzu ve soya fasulyesi tohumlarindan, DEAE-sellloz
kromatografisi ile a-galaktozidaz aktivitesi gésteren (g fraksiyon elde etmigler
ve bunlardan birinin Sephadex G-200 kolonuna uygulanmasiyla iki ayri a-

galaktozidaz aktivitesi saptamiglardir. Bu c¢alismamizda hidroksilapatit kolon
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kromatografisi ile a-galaktozidazin ¢ izoenziminin ( Fla, Fib ve Flc ) bulunmasi
ve bunlardan birinin (Fic) DEAE-sellloz kolonundan elisyonu ile iki ayrn a-
galaktozidaz aktivitesi géralmesi literatur bulgulan ile ileri derecede benzerlik
gbstermektedir.

Kuf mantarlariyla yapilan aragtirmalarda, o-galaktozidazin degisik
sayida izoenzimi halinde bulundugu halde (82), bunlardan en yiksek aktivite
gosteren fraksiyon ileri derecede saflagtiriimis ve incelenmistir. Ornek olarak
Mortierella vinacea (68) ve Aspergillus niger (66)den elde edilen U¢ a-
galaktozidaz izoenziminden en yliksek aktivite g&sterenlerin ileri derecede
saflagtinldid1 ve kinetik dzelliklerinin incelendidi soylenebilir. Bu galismada,
hidroksilapatit kolon kromatografisi ile elde edilen ve en ylksek aktivite gésteren
Flc, fraksiyonunun, DEAE-sellloz kolonundan gegirilmesi ile izole edilen Flic;
fraksiyonunun, spesifik aktivitesi, optimum pH, optimum temperatir ve 4-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozide kargi afinitesi bakimindan, diger Aspergillus
tarlerinden izole edilen a-galaktozidazlarla benzerlik gdsterdigi gérilmektedir.

Kuf mantarlarindan elde edilen o-galaktozidaziann optimum pH'lari
asidiktir (73). Omegin Aspergillus niger (6) o-galaktozidazi pH 3.8-4.2,
Aspergillus niger (12) o-galaktozidazi 3.5-4.0, Aspergillus oryzae (4,17) o-
galaktozidazi pH 4.0, Aspergillus tamarii (15) a-galaktozidazi pH 4.8, Mortierella
vinacea (68) a-galaktozidazi pH 6.0, Monascus pilosus (79) a-galaktozidazi pH
5 te en yuksek enzimatik aktiviteyi gostermektedir. Bu ¢alismada Aspergillus
flavipes’ten elde edilen a-galaktozidaz izoenzimlerinin 4.5-5.0 olarak belirlenen
optimum pHlart  yukarida belirtilen o-galaktozidazlara ait optimum pH
degerleriyle asidik olmalari bakimindan uygunluk géstermektedir.

Bu calismada Aspergillus flavipes o-galaktozidaz izoenzimlerinin
optimum temperattrlerinin 45°C - 50°C arasinda degistikleri saptanmistir. Bu
bulgular Aspergillus oryzae (17), Saccharomyces carisbergensis (37),
Aspergillus niger den (66) elde edilen a~galaktozidazlarin 50 °C olarak bildirilen
optimum temperatirleri ile ilgili aragtirma sonuclariyla uyum géstermektedir.
Diger taraftan enzimlerin en ylUksek aktivite gosterdikleri temperatlrlin
belirlenmesi amaciyla yapilan aragtirmalarda, optimum temperatirleri oldukca
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yuksek enzimlere de rastlanmis, érnegin B. stearotermophilus, Penicillium
Jantinellum, Thermotoga neapolitana, Aspergillus niger o-galaktozidazin
optimum temperatirlerinin sirasiyla 60°C, 60°C, 75°C ve 65°C olduklan
bildirilmigtir (69, 28, 26, 12).

Kuf mantarlarin'dan elde edilen o-galaktozidaziarin 4-nitrofenil-o-D-
galaktopiranozide kargi Km degerlerinin 10%6.10° M arasinda degistigi
bildirilmigtir (65). Ornegin Aspergillus niger den izole edilen a-galaktozidazlarin
4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozide kargt Km degerleri 0.35 mM (6), 0.44mM
(1,12) olarak bulunmus, Aspergillus orysae (4), Aspergillus nidulans (61),
Monascus pilosus (79), Mortierella vinacea (68), Picnoporus cinnabarinus (55)
o-galaktozidazlarin Km degerleri sirasiyla 0.27mM, 0.4mM, 0.80 mM, 0.36
mM,1.15 mM olarak bildirilmigtir. Bu caligmada elde edilen o-galakiozidaz
izoenzimlerinin 4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozide karsi Km degerleri sirasiyla
3.16 mM, 4.17mM, 1.9 mM ve 1.7 mM olarak saptanmigtir. Bu degerler
yukarida belirtilen mantar o-galaktozidazlarina ait Km sinirlari arasindadir.
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OZET

Aspergillus flavipesin indiiklenebilen «-galaktozidaz
izoenzimleri

Bu c¢alismada, a-galaktozidaz, a-glukozidaz, B-glukozidaz ve a-amilazin
Aspergillus flavipes'ten elde edilmeleri i¢in optimal Greme kosgulian arastinid.
Bu nedenle besiyeri bilegiminin ve pH'sinin, inkiibasyon siresinin ve substrat
konsantrasyonunun enzim aktivitesi Uzerine etkisi incelendi. a-Glukozidaz ve -
glukozidaz indiUksiyonu pepton (5g/L), KHPO4 (8g/L), (NH4)HPO, (2g/L),
MgS0.4.7H20 (0.5¢/L) iceren ve pH'si 6 olan besiyerine sirasiyla %1oraninda
maltoz ve %0.4 oraninda sellobioz, a-amilaz indtksiyonu pepton (5g/L),
KH2PO4 (7g/L), (NH4)HPO4 (3g/L), MgS04.7H20 (0.5 g/L) iceren ve pH'si 6,5
olan besiyerine %1oraninda nisasta; a-galaktozidaz induksiyonu ise pepton
(15g/L), KH2PO4 (15g/L), MgS04.7H20 (5g/L) ve KCI (5g/L) igeren ve pH'si 5
olan besiyerine %0.2 oraninda melibioz ilavesi ile hazirlanan ortamlarda
gercekiestirildi ve o-glukozidazin 11. ginde, B-glukozidazin 12. ginde, o-
amilazin 6. ginde ve a-galaktozidazin 13. glinde en ylksek enzim aktivitesini
gOsterdikleri saptand..

Aspergillus flavipes'ten a-galaktozidaz izoenzimlerinin elde edilmesi igin
besiyeri otoklavda steril edildi ve Aspergillus flavipes'in spor sUspansiyonu
(5x10"spor/ml) ile inokile edilerek 13 gin 30°C de inkibe edildi. Daha sonra
santrifij iglemiyle miselyum uzaklastinldi ve elde edilen supernatant'tan
hidroksilapatit kolon kromatografisi ile Fla, Flb, Fic olarak adiandirlan o-
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galaktozidaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar, daha sonra, adlarn gecen
fraksiyonlara ayr ayn DEAE-sellloz kromatografisi uygulanmasiyla, sirasiyla
Fila, Fllb, Fllcs ve Fllc, olarak adlandirilan ve a-galaktozidaz aktivitesi gésteren
dort fraksiyon elde edildi ve izoenzimlere ait bazi kinetik 6zellikler belirlendi.

Flla fraksiyonundaki a-galaktozidazin en yuksek aktivitesini pH 4.5-5.0
arasinda gosterdigi, optimum temperatirinin 48°C oldugu saptandi. 4-
Nitrofenil-a-D-galaktopiranozide kargi gésterdigi en yUksek reaksiyon hizinin ve
Km degerinin sirastyla 2.6 mM 4-nittrofenol/dak. ve 3.16x10°M oldugu bulundu.

ao-Galaktozidaz aktivitesi gosteren Fllb fraksiyonu ile yapilan deneyler
sonucunda, enzimin optimum pH'sinin 4.5-5.0 arasinda, optimum
temperaturinin 50°C, 4-nitrofenil-o-D-galaktopiranozide karsi Km ve Vmax
degerlerinin sirasiyla 4.17x10> M ve 2.4 mM nitrofenol/dak. oldugu saptandi.

Fllci fraksiyonundaki a-galaktozidazin optimum pH’sinin 4.4-4.8
arasinda, optimum temperatGrintn 45°C, 4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozide
kargi Km ve Vmax degerlerinin sirasiyla 1.9x10° M ve 11.5 mM nitrofenol/dak.
oldugu saptandi.

Fllc, - fraksiyonundaki a-galaktozidazin optimum pH’sinin  4.5-5.0
arasinda, optimum temperatGrintn 45°C, 4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozide
kargi Km ve Vmax degerlerinin sirasiyla 1.7x10°M ve 1.2 mM nitrofenol/dak.
oldugu bulundu.
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SUMMARY
Induced a-galactosidase isoenzymes of Aspergillus flavipes

In the present study the effect of composition and pH of culture medium,
incubation time and substrate concentration was examined so that optimum
conditions for mycelial growth of Aspergillus flavipes and induction of a-
galactosidase, a-glucosidase, B-glucosidase and a-amylase from this fungus
could be determined, then a-galactosidase was induced and some of its
properties were studied. o-Glucosidase and f-glucosidase production were
induced by addition of 1% maltose and 0.4% cellobiose, respectively to the
medium consisted of peptone (5g/L), KH2PO4; (8g/L), (NH4):HPO,4 (2g/L),
MgS04.7H,0 (0.5g/L), at pH 6; a~amylase production was induced by addition
of 1% starch to the medium consisted of peptone (5g/L), KHPO4 (7g/L),
(NH4)2HPO,4 (3g/l), MgS04.7H,0 (0.5g/L), at pH 6,5 and a-galactosidase
production was induced by addition of 0.2% melibiose to the medium consisted
of peptone (15g/L), KHoPO4 (15g/L), MgS04.7H20 (5g/L) ve KCI (5g/L) at pH 5 .
a-Glucosidase, B-glucosidase, a-amylase and o-galactosidase showed
maximum activity at 11 th,12 th, 6 th and 13 th days respectively.

The culture medium prepared for induction of a-galactosidase from
Aspergillus flavipes was autoclaved, inoculated with spores at concentration of
5x10” per ml and incubated at 30°C for 13 days. Culture medium was
centrifuged and the supernatant was fractionated on hydroxylapatite column,
which resuited in three protein fractions containing a-galactosidase activity,
called Fla, Fib and Fic.These fractions were further purified by DEAE-cellulose
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chromatography, four a-galactosidase activities Flla, Flib, Fllc; and Flic, were
separated, some Kinetic properties of these isoenzymes were examined.

It was determined that optimum pH of a-galactosidase in Flla fraction
existed between pH 4.5-5.0 and optimum temperature at 48°C. Km and Vmax
values for 4-nitrophenyl-a-D-galactopyranoside were found 3.16x10°M and 2.6
mM nitrophenol/min., respectively.

Experiments on the a-galactosidase of Fllb fraction showed that
optimum pH of the enzyme was in the range 4.5-5.0 and optimum temperature
at 50°C. Km and Vmax values for 4-nitrophenyl-o-D-galactopyranoside were
found 4.17x10°M and 2.4 mM 4-nitrophenol/min., respectively.

a-Galactosidase isoenzyme in Flic, fraction exhibited optimum pH
between 4.4-4.8, optimum temperature at 45°C , Km and Vmax values 1.9x1 03
M and 11.5 mM 4-nitrophenol/min. respectively, if 4-nitrophenyl o-D-
galactopyranoside is the substrate.

It was found that a-galactosidase isoenzyme in Fllcy fraction had
optimum pH in the range 4.5 - 5.0, optimum temperature at 45°C, Km and Vmax
values 1.7x10° M and 1.2 mM nitrophenol/min., respectively.
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