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Özet 
Ticari bir β-Galaktosidaz enzim preparatının (Maxilact LX-5000, Kluyveromyces 

lactis) ters misel içerisinde çözünürlüğü faz transfer deneyi ile yapılmıştır. Faz 
transfer deneyi eşit hacimlerdeki su fazı ve organik ters misel fazının (izooktan 
içerisinde sodyum 2-etilheksil sülfosuksinat (AOT)) teması ile gerçekleştirilmiştir. 
β-Galaktosidaz’ın ters misel içerisindeki çözünürlüğü; iyon gücü, pH ve protein 
derişiminin fonksiyonu olarak analiz edilmiştir. Su fazında tuz derişiminin 
artmasının organik fazda çözünen protein miktarını azalttığı tespit edilmiştir. 
Organik fazda çözünen protein miktarının su fazındaki protein derişimi ile değişimi 
çan eğrisi şeklinde olup en yüksek çözünürlük su fazındaki protein derişiminin 3 
mg/ml olduğunda gerçekleştiği görülmüştür. Su fazının pH’sının proteinin organik 
fazdaki çözünürlüğüne etkisi değişik tampon çözelti sistemleri kullanılarak pH 5.1-
7.9 aralığında denenmiştir. Organik fazdaki en yüksek protein derişiminin (0.51 
mg/ml) su fazının  pH’sının 6.5 olduğu nokta olarak bulunmuştur. 
Anahtar Kelimeler: Kluyveromyces lactis; β-Galaktosidaz; Ters Misel; İki Faz 
Sistemi; Sıvı-Sıvı Ekstraksiyon 
 
Giriş 
β-Galaktosidazlar β-galaktosidlerdeki bağı parçalayan enzim grubudur. β-
Galaktosidazların laktozu parçalayarak daha tatlı ve suda çözünürlüğü yüksek 
glikoz ve galaktoza indirgeme özelliği bu enzime ticari bir önem katmaktadır. 
Belkide en önemlisi laktoz dayanıksızlığı çeken insanların süt ve süt ürünlerini 
kullanabilme potansiyelini arttırılmasıdır. Büyük miktarlarda β-galaktosidaz 
üretimi özellikle mikrobial kaynaklar kullanılarak gerçekleştirilmektedir. Laktazın 
ticari olarak üretiminde temel olarak  Kluyveromyces sp. ve Aspergillus sp. 
kullanılmaktadır [1]. β-Galaktosidaz bu maya tarafından hücre içi enzim olarak 
üretildiğinden enzim eldesi hücrenin kırılması, hücre atıklarının ve nükleik asitin 
uzaklaştırılması ve β-galaktosidazın diğer enzimlerden saflaştırılması aşamalarını 
içermektedir. Bu işlemler enzim üretim maliyetinin %60–90’lara varan kısmını 
oluşturmaktadır [2].  
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Ters misel olarakta bilinen yağ içerisinde su mikroemülsiyonu, tek katmanlı yüzey 
aktif madde ile sağlamlaştırılmış nanometre boyutundaki su damlacıklarını içeren 
organik faza verilen addır. pH ve iyon gücü ayarlanarak su içeren mikroemülsüyon 
damlacıkları protein moleküllerini seçici olarak özütleye bilmektedir. Böylece 
mikroemülsiyonlar fermentasyon ortamında yer alan proteinin diğer bileşenlerden 
sıvı – sıvı ayırma yöntemi kullanılarak ayrılmasını etkileyen bir parametre olarak 
kullanıla bilmektedir. Bu şekilde bir ekstraksiyon yöntemi enzimin sürekli bir 
sistemde saflaştırılmasına ve üretim işleminde gereksinim duyulan aşamaların 
azaltılmasına olanak sağlamaktadır [3]. Bu çalışmada yağ içerisinde su 
emülsiyonunun β-galaktosidaz’ı su fazından organik faza ekstrakte etme 
potansiyeli incelenmiştir.  
 
Materyal ve Yöntem 
Deneylerde Kluyveromyces lactis den elde edilen ve ticari bir β-galaktosidaz 
(pI=5.0; MW= ~460-480kDa [4]) preparatı olan Maxilact LX-5000 kullanılmıştır 
(Gist Brocades). %99 sasflıkta sodyum 2-etilheksil sülfosuksinat (AOT) Sigma 
firmasından, izooktan ve diğer tüm tuzlar Fisher Chemical’dan (Pittsburgh, PA) 
temin edilmiştir. Tüm deneylerde Barnstead ultra iyon değiştirici kolondan 
geçirilen damıtılmış su kullanılmıştır. 
 
Faz transferi işleminde eşit volumdeki (~4 ml) her iki faz manyetik karıştırıcı 
kullanılarak 25  dk temas ettirilmiş [5, 6], elde edilen karışım 4000 rpm de 10 dk 
santrifüj edilerek faz ayrımı sağlanmıştır. Organik faz izooktan içerisinde 200 mM 

AOT den su fazı ise 10 mM tampon çözelti ve 1 mg/ml – 2.5 mg/ml proteinden 
meydana gelmektedir. Su fazının pH ve iyon gücü tampon çözelti kullanılarak ve 
sodyum klorür eklemek sureti ile ayarlanmıştır. pH 5.1- 5,7 aralığında sodyum 
asetat tampon çözeltisi, pH 5.8- 7.9 aralığında fosfat tampon çözeltisi 
kullanılmıştır.  
  
Ticari enzim preparatındaki toplam protein derişimi Bradford metodu kullanılarak  
belirlenmiştir [7]. Organik ve su fazındaki protein derişimi ultraviyole absorsiyon 
yöntemi ile 280 nm de UV-visible spektroskopi kullanılarak tesbit edilmiştir 
(Shimadzu UV 160U, Kyoto, Japan). Okumalar örneklerin 310 nm deki 
absorbsiyonları çıkartılarak düzeltilmiştir [8]. 
Organik fazın su içeriği Karl Fisher titrator DL18 kullanılarak belirlenmiştir 
(Mettler, Hightstown, NJ). 
 
Bulgular ve Tartışma 
Su fazındaki tuz derişimindeki artışın organik fazın su içeriğine etkisi şekil 1’de 
görülmektedir.   
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Şekil 1. Su fazının tuz derişimindeki 
artışın organik fazın su içeriğine etkisi 

Şekil 2.  β-galaktosidazın iki faz 
içerisinde çözünürlüğü üzerine pH’nın 
etkisi 

 
Su fazının tuz derişimindeki artışın organik fazda çözünen protein miktarını 
azalttığı tespit edilmiştir. Organik fazda çözünen protein miktarının tuz derişimine 
bağlı olarak toplam proteinin %26’sından %18’ine düştüğü bulunmuştur. 
 
Organik fazdaki en yüksek protein derişiminin (0.51 mg/ml)  su fazının  pH’sının 
6.5 olduğunda gerçekleştiği şekil 2’de görülmektedir. Su içeriğindeki değişim ters 
misel damlacığının çapını değiştireceğinden, çalışmanın bu kısmında su fazının 
iyon gücü 10 mM tampon çözeltisine eklenen NaCl miktarı ile net sodyum derişimi 
100 mM olacak şekilde sabitlenmiştir. Organik fazın su içeriğinin tüm pH değerleri 
için ~45 olduğu bulunmuştur.   
Organik fazda çözünen protein miktarının su fazının protein derişiminin 3 mg/ml 
olduğu  noktada en yüksek değere ulaştığı Şekil 3’de görülmektedir. 
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Şekil 3. Su fazının protein 
derişiminin β-galaktosidazın organik 
fazdaki çözünürlüğüne etkisi 
 

 
Su fazının protein derişimimdeki artışın organik fazın su içeriğini 50 den 23 kadar 
düşürdüğü belirlenmiştir.  
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Sonuç ve Öneriler 
Su fazının tuz ve protein derişimi arttıkça organik fazın su içeriği düşmekte buna 
bağlı olarak nano boyuttaki mikroemülsiyon su damlacıklarının çapı azalmaktadır. 
Bunun da organik fazda çözünen protein miktarını azalttığı belirlenmiştir. β-
galaktosidazın ters misel içinde çözünürlüğünün su fazının  pH’sına bağlı olarak 
önemli bir şekilde değiştiği bulunmuştur. 
 
Bundan sonraki çalışmalarda faz transferi işlemi enjeksiyon yöntemini takiben 
enzimin organik fazdan su fazına ekstraksiyonunda kullanılabileceğine karar 
verilmiştir. 
Teşekkür  
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