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Ozet

Ticari bir f-Galaktosidaz enzim preparatinin (Maxilact LX-5000, Kluyveromyces
lactis) ters misel igerisinde ¢oOziiniirligii faz transfer deneyi ile yapilmistir. Faz
transfer deneyi esit hacimlerdeki su fazi ve organik ters misel fazinin (izooktan
igcerisinde sodyum 2-etilheksil siilfosuksinat (AOT)) temasi ile gerceklestirilmistir.
B-Galaktosidaz’in ters misel icerisindeki ¢oziiniirliigii; iyon giicii, pH ve protein
derisiminin fonksiyonu olarak analiz edilmistir. Su fazinda tuz derisiminin
artmasinin organik fazda c¢oziinen protein miktarini azalttigi tespit edilmistir.
Organik fazda ¢oziinen protein miktarinin su fazindaki protein derisimi ile degisimi
can egrisi seklinde olup en yiiksek ¢oziiniirliik su fazindaki protein derigiminin 3
mg/ml oldugunda gerceklestigi goriilmiistiir. Su fazinin pH’sinin proteinin organik
fazdaki ¢Oziiniirliigiine etkisi degisik tampon ¢ozelti sistemleri kullanilarak pH 5.1-
7.9 araliginda denenmistir. Organik fazdaki en yiiksek protein derisiminin (0.51
mg/ml) su fazinin pH’sinin 6.5 oldugu nokta olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kluyveromyces lactis; p-Galaktosidaz; Ters Misel; Iki Faz
Sistemi; S1vi-Sivi Ekstraksiyon

Giris

[-Galaktosidazlar f-galaktosidlerdeki bagi pargalayan enzim grubudur. p-
Galaktosidazlarin laktozu parcalayarak daha tathh ve suda ¢Oziiniirliigi yiliksek
glikoz ve galaktoza indirgeme 0zelligi bu enzime ticari bir énem katmaktadir.
Belkide en Onemlisi laktoz dayaniksizligi ceken insanlarin siit ve siit iiriinlerini
kullanabilme potansiyelini arttirilmasidir. Biiyiikk miktarlarda f-galaktosidaz
tiretimi Ozellikle mikrobial kaynaklar kullanilarak gerceklestirilmektedir. Laktazin
ticari olarak lretiminde temel olarak Kluyveromyces sp. ve Aspergillus sp.
kullanilmaktadir [1]. p-Galaktosidaz bu maya tarafindan hiicre i¢i enzim olarak
iretildiginden enzim eldesi hiicrenin kirilmasi, hiicre atiklarinin ve niikleik asitin
uzaklastirilmas1 ve f-galaktosidazin diger enzimlerden saflastirilmasi asamalarini
icermektedir. Bu islemler enzim iiretim maliyetinin %60-90’lara varan kismini
olusturmaktadir [2].
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Ters misel olarakta bilinen yag icerisinde su mikroemiilsiyonu, tek katmanh ylizey
aktif madde ile saglamlastirilmis nanometre boyutundaki su damlaciklarim iceren
organik faza verilen addir. pH ve iyon giicii ayarlanarak su igeren mikroemiilsiiyon
damlaciklar1 protein molekiillerini segici olarak oziitleye bilmektedir. Boylece
mikroemiilsiyonlar fermentasyon ortaminda yer alan proteinin diger bilesenlerden
s1vi — s1vi ayirma yontemi kullanilarak ayrilmasim etkileyen bir parametre olarak
kullanila bilmektedir. Bu sekilde bir ekstraksiyon yontemi enzimin siirekli bir
sistemde saflagtirilmasina ve iiretim isleminde gereksinim duyulan asamalarin
azaltilmasina olanak saglamaktadir [3]. Bu calismada yag icerisinde su
emiilsiyonunun f-galaktosidaz’t su fazindan organik faza ekstrakte etme
potansiyeli incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Deneylerde Kluyveromyces lactis den elde edilen ve ticari bir f-galaktosidaz
(pI=5.0; MW= ~460-480kDa [4]) preparat1 olan Maxilact LX-5000 kullanilmistir
(Gist Brocades). %99 sasflikta sodyum 2-etilheksil siilfosuksinat (AOT) Sigma
firmasindan, izooktan ve diger tiim tuzlar Fisher Chemical’dan (Pittsburgh, PA)
temin edilmistir. Tiim deneylerde Barnstead ultra iyon degistirici kolondan
gecirilen damitilmig su kullanilmistir.

Faz transferi isleminde esit volumdeki (~4 ml) her iki faz manyetik karistirici
kullanilarak 25 dk temas ettirilmis [5, 6], elde edilen karistm 4000 rpm de 10 dk
santrifiij edilerek faz ayrimi saglanmustir. Organik faz izooktan igerisinde 200 mM
AOT den su faz1 ise 10 mM tampon ¢ozelti ve 1 mg/ml — 2.5 mg/ml proteinden
meydana gelmektedir. Su fazinin pH ve iyon giicli tampon ¢ozelti kullanilarak ve
sodyum Kkloriir eklemek sureti ile ayarlanmistir. pH 5.1- 5,7 araliginda sodyum
asetat tampon c¢ozeltisi, pH 5.8- 7.9 araliginda fosfat tampon c¢ozeltisi
kullanilmustir.

Ticari enzim preparatindaki toplam protein derisimi Bradford metodu kullanilarak
belirlenmistir [7]. Organik ve su fazindaki protein derisimi ultraviyole absorsiyon
yontemi ile 280 nm de UV-visible spektroskopi kullanilarak tesbit edilmistir
(Shimadzu UV 160U, Kyoto, Japan). Okumalar oOrneklerin 310 nm deki
absorbsiyonlar ¢ikartilarak diizeltilmistir [8].

Organik fazin su igerigi Karl Fisher titrator DL18 kullanilarak belirlenmistir
(Mettler, Hightstown, NJ).

Bulgular ve Tartisma
Su fazindaki tuz derisimindeki artisin organik fazin su igerigine etkisi sekil 1°de
goriilmektedir.
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Sekil 1. Su fazinin tuz derigimindeki Sekil 2.  f-galaktosidazin iki faz
artisin organik fazin su igerigine etkisi  icerisinde ¢ozliniirligli iizerine pH’ nin
etkisi

Su fazinin tuz derisimindeki artisin organik fazda ¢oziinen protein miktarini
azalttig1 tespit edilmistir. Organik fazda ¢6ziinen protein miktarinin tuz derisimine
bagli olarak toplam proteinin %26’sindan %18’ine diistiigii bulunmustur.

Organik fazdaki en yiiksek protein derisiminin (0.51 mg/ml) su fazinin pH’sinin
6.5 oldugunda gergeklestigi sekil 2’de goriilmektedir. Su igerigindeki degisim ters
misel damlaciginin capim degistireceginden, c¢alismanin bu kisminda su fazinin
iyon giicii 10 mM tampon ¢ozeltisine eklenen NaCl miktari ile net sodyum derisimi
100 mM olacak sekilde sabitlenmistir. Organik fazin su igeriginin tiim pH degerleri
icin ~45 oldugu bulunmustur.

Organik fazda c¢oziinen protein miktarinin su fazinin protein derisiminin 3 mg/ml
oldugu noktada en yiiksek degere ulastig1 Sekil 3’de goriilmektedir.

Sekil 3. Su fazinin protein

derisiminin f-galaktosidazin organik
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Su fazinin protein derisimimdeki artisin organik fazin su igerigini 50 den 23 kadar
diisiirdiigii belirlenmistir.
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Sonuc ve Oneriler

Su fazinin tuz ve protein derigimi arttikca organik fazin su igerigi diismekte buna
bagli olarak nano boyuttaki mikroemiilsiyon su damlaciklarinin ¢ap1 azalmaktadir.
Bunun da organik fazda ¢oziinen protein miktarimi azalttigr belirlenmistir. f-
galaktosidazin ters misel i¢inde ¢Oziiniirliigiiniin su fazinin pH’sina bagh olarak
onemli bir sekilde degistigi bulunmustur.

Bundan sonraki calismalarda faz transferi islemi enjeksiyon yontemini takiben
enzimin organik fazdan su fazina ekstraksiyonunda kullanilabilecegine karar
verilmistir.
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