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OZET

Enzimler biyokimyasal resksiyonlar katalizleyen ve yasayan tiim hiicrelerde bulunan protein
molekiilleridir.

B-Galaktozidaz ( B-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23 ), laktozu monosakkarit
birimleri glukoz ve galaktoza hidrolizleyen enzimdir. B-Galaktozidaz, dondurulmus konsantre
tatlilardaki peyniralti suyu atif1 laktozun hidrolizinde ve diinya genelinde siit tiiketimine bagh
olarak goriilen laktoz intoleransinin giderilmesinde kullanilmaktadir. B-Galaktozidaz eksikligi
tiim popiilasyonun yaklasik %70’inde goriilen bir problemdir. B-Galaktozidaz laktozu yan
reaksiyonlar olmadan hidrolizlemektedir.

Ticari B-galaktozidazlar Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger ve Eschericia coli’den
saflastirilmigtir. Siit ve peyniralti suyu gibi siit tiriinlerindeki laktozun hidrolizi son yillarda
¢ok ilgi ¢ekici bir konu haline gelmistir. B-Galaktozidazlar, galaktozil transfer reaksiyonlarim
katalizleyerek belli oligosakkaritlerin sentezini gergeklestirmektedir.

Hypocrea jecorina QM9414 seliilolitik ve hemiseliilolitik enzimlerin iiretimi i¢in endiistriyel
olarak kullamlan bir kiifdiir.

Bu c¢alisma ile H jecorina QM9414°den B-galaktozidaz indiiksiyonunun optimum
kosullarinin saptanmasi1 amaglanmigtir. Mikroorganizmadan enzimin kismi saflastirilmasi
gerceklestirildi.

Anahtar kelimeler: Hypocrea jecorina, B-galaktozidaz, laktoz, kismi saflagtirma



ABSTRACT

Enzymes are protein molecules that catalyse a biochemical reaction and found in all living
cells. They are usually obtained from plants, animals and microorganisms.

B-Galactosidase (B3-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.23, the enzmye that hydrolyzes
lactose into its component monosaccharide units of glucose and galactose.

B3-Galactosidase can be used in solving the probleus associated with whey disposal lactose
crystallization in frozen concentrated desserts and milk consumption by lactose-intolerant
populations of the world. B-Galactosidase deficiency is a wide spread problem occuring in
approximately %70 of the world’s population. B-Galactosidases are able to hydrolyse lactose
without side reactions.

Commercial B-galactosidases have been purified in particular from Kluyveromyces lactis,
Aspergillus niger or Escherichia coli. Its application to the hydrolysis of lactose in dairy
products, such as milk and cheese whey, has received much attention in the last years.
B-Galactosidases are capable of catalyzing synthesis of certain oligosaccaharides via the
galactosyl transfer reaction.

The Hypocrea jecorina QM9414 is a fungus and industrially applied for the production of
cellulolytic and hemicellulolytic enzymes.

The objectives of this thesis are to determine the optimum conditions for B-galactosidase
induction and partial purification of the enzyme from H. Jecorina.

Key words: Hypocrea jecorina, B-galactosidase, lactose, partial purification.
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1. GiRiS

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canlihga zarar vermeyecek 1limh kosullarda
gerceklesmesini saglayan biyokatalizorlerdir. Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmasi
durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarindaki pekg¢ok
alanda yararlanabilme imkanini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle enzimlere iliskin tiim
nicelik ve 6zellikleri bir biitiin olarak inceleyen enzimoloji bilim dali, basta biyokimya ve
molekiiler biyoloji olmak {iizere fizikokimya, bakteriyoloji ve mikrobiyoloji, genetik, botanik
ve tarim, farmokoloji ve toksikoloji, patoloji, fizyoloji, tip, miihendislik, biyomiihendislik gibi
bilim dallar ile ¢esitli endiistriyel alanlar i¢in biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu oldukg¢a eskidir. Insanlar farkinda olmadan
enzimlerden, ekmek, peynir, bira, sarap vb. Maddelerin yapiminda ve ayrica ilag olarak
yararlanmiglardir. Bu gibi islemler ilk biyoteknolojik prosesler olarak tanimlanabilirler. Buna
karsilik enzimler hakkinda bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular gectigimiz yiizyilda
gozlenmeye baglanmistir. Hiicre dig1 bir aktivitenin oldugu ilk kez 1783 yilinda Spallanzi
tarafindan atmacanin mide suyunun eti eritebildigi gosterilerek kanitlanmistir. Daha sonra
1811 yilinda Kirchoff’un bugday nisastasinin zamanla dekstrin ve sekerlere dontistiigiinii
belirlemesi, 1830 yilinda Robiquet, Boutron ve Chalan’in amigdalinin ac1 badem tarafindan

hidrolizlendigini kesfetmesi, enzimoloji konusundaki ilk ¢aligmalar olarak gosterilebilir.

Payen ve Persoz’un 1833 yilinda nigastayr sekere doniistiiren termobil bir maddeyi alkol
¢Oktiirmesiyle elde etmeleri enzimoloji alanindaki en onemli kilometre taslarindan biri
olmustur. Bugiin amilaz olarak bilinen bu enzim o giinlerde diastaz olarak adlandirilmis ve
giiniimiizde enzimlere iliskin pek ¢ok geleneksel ve tiim sistematik adlandirmalardaki —ase eki

kaynagini bu ¢aligmadan almstir.

Enzimlerin kesfinin basladig1 ilk yillarda pek ¢ok arastirmaci fermantasyon olaylarinda
mayalar ve etkilerini géz oniine aldiklan i¢in enzimleri tammlamaya yonelik olarak ferment
terimini kullanmiglardir. Enzimler i¢in®’katalizor’’sozctigii ilk kez 1838 yilinda Berzelius

tarafindan,‘’enzim’’s6zctigii ise 1878 yilinda Kiihne tarafindan kullanilmigtir.

Cagdas enzim kimyasi ¢aligmalari, enzimatik reaksiyonlarla ilgili, Michelis-Menten varsayimi
ve Summer tarafindan 1926 yilinda iireazin izolasyonu ile baslamistir. Proteinlerin
saflagtirilmas1 ve yapilarinin aydinlatilmas: ile ilgili yeni kimyasal ve fiziksel teknikler
gelistirildikten sonra 1953’de insiilinin aminoasit dizisinin saptanmasi, bundan bes yil sonra

124 aminoasitten olusan riboniikleazin aminoasit dizisinin aydinlatilmasi ve 1969°da



Merrifield ve g¢alisma arkadaslarinin biyolojik aktivite gosteren riboniikleaz1 kimyasal sentez

yoluyla elde etmeyi basarmalari enzimolojinin geligsmesine biiyiik katki saglamistir.

Enzimlerin ilgili reaksiyonlar1 ilimli kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bir bi¢imde katalizliyor
olmalari, onlarin ayrintili enzimolojik arastirmalarin paralelinde, gesitli pratik uygulamalarda

da kullanimlarin1 giindeme getirmistir.

Katalizor, aktivasyon enerjisini diigiirerek gecis haline varmay1 kolaylastirir ve gegis halinin
kararhiligim arttirarak reaksiyonu hizlandirir. Bir denge reaksiyonu s6z konusu ise dengeye
varmay1 c¢abuklastirir. Bir enzim de bunu substrat baglama merkezlerinin spesifikligi ve

katalitik gruplarin optimal diizenlenisi sayesinde basarir.

Endiistriyel katalizér olarak enzimlerin klasik kimyasal katalizorlere asagidaki tstiinliikleri

vardir.

> lleri derecede substrat spesifikligi, istenmeyen yan iiriinlerin olusumunu biiyiik &lgiide
elimine etmekte ve sadece materyal maliyetini diisiirmekle kalmayip ¢evre sorunu da
yaratmamaktadir.

» Baz stereospesifik reaksiyonlar enzimlerin yardimi1 olmaksizin gergeklestirilemezler.

» Operasyon kosullarimin 1siya duyarhi substratlart bozma olasihgim azaltir ve
operasyonun korozyon etkilerini ve enerji gereksinmesini diigiirtir.

» Reaksiyon hiz1 yiiksektir.

Bir enzimden herhangi bir alanda yararlanabilme imkami biiyiik olgiide ekonomik
parametrelerle ilgilidir. Enzimler canli materyallerden elde edilmek zorundadirlar. izolasyon
ve saflastirma islemleri ¢ok emek gerektiren pahali proseslerden olugmaktadir. Bu

nedenlerden dolay:1 enzimler genellikle pahali materyallerdir.

Enzimlerin eldesinde genellikle bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan
yararlanilmaktadir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler bilimsel ve ticari 6nemlerine
karsin biiyilk miktarlarda elde edilemezler. Ozellikle bitkisel kaynakli enzim aktivitesinin
cogu kez mevsimlere bagimli olmasi, ayrica diger ekonomik ve cevresel faktorler, bunlarin
endiistriyel enzim tretimnde kullanilmalarimi sinirlar. Bu nedenle enzim kaynagi olarak
mikroorganizmalarin kullanilmas: gittikge artan 6nem kazanmaktadir. Mikroorganizmalarin
¢ok hizli biiyiime ve iireme giigleri dolayisiyla aktivitelerinin ¢ok fazla olmasi,
fermentasyonun kisa siirmesi ve fermentasyon ortamlarmin hazirlanmasindaki maliyet
diigiikliigii nedeniyle biiylik Olgekteki fermentasyon islemlerinin ekonomik olmasi,
endiistriyel enzim {iretiminde mikrobiyal kaynaklarin kullanilmasini arttirmustir.



Son yillarda biyoteknoloji uygulamalarindaki hizi gelismeler ve rekombinant DNA
teknolojisinin kullanilmasi ile enzimlerin daha ekonomik ve etkin tekniklerle iiretilmesi
miimkiindiir. Uygulanan modern teknikler ile segilen mikroorganizmanin enzim tiretim diizeyi
arttirilabilir. Bu amagla ya enzimi kodlayan genin kopya sayisinin arttirilmasina ya da genin
giiclii bir promotorun kontroliinde ekspresyonunun gergeklesmesine yonelik ¢aligmalar
yapilmaktadir.

Enzimlerin ticari olarak kullammlarinda, kullanim alanlarina goére o6zellikleri, dolayisiyla
miktar ve maliyetleri 6nemli degisiklikler gosterir. Her bir alanda kullanilan enzimlerin
fiyatlar1 beklenen ozelliklerine gore birkag dolardan birkag bin dolara kadar
degisebilmektedir. Genelde tonlar diizeyinde kullamilan endiistriyel enzimlerin saflik
diizeyleri diisiik oldugu i¢in fiyatlar1 da diisiik olmaktadir. Bunun yani sira gram ve miligram
diizeyinde kullanilan bilimsel ve analitik enzimler yiiksek saflik diizeyinde olduklar i¢in

yiiksek fiyatlarla pazarlanmaktadirlar.

Enzimlerin katalitik potansiyeli ve tabiati anlasildiktan sonra, endiistri bu ¢ok faydal
maddelerden genis Olgiide yararlanmaya baglamistir. Enzimlerin uygulama alanlarinin her
gegen giin artmasi enzimlerin daha ekonomik, daha etkin tekniklerle iiretilmesini daha da
O6nemli kilmigtir. Bu nedenle de biiyiik 6lgekli enzim iiretim tesislerinin kurulmasi ve
optimizasyonu ¢aligmalar1 son yirmi yildan beri giindemdedir. Enzimlerin aminoasitlerden
kimyasal sentezleri teorik olarak miimkiin olsa da, pratikte uygulanabilirligi ¢ok siirli olup
ekonomik degildir. Bugiin ticari olarak satilan tiim enzimler biyolojik kaynaklardan, biiyiik
6lgitide mikroorganizmalardan izole edilmektedir ve endiistriyel uygulama olanagi bulmus

mikrobiyal bu enzimlerin ¢ogu hidrolaz simfindandir.

izole edilmis enzimler, kendilerini igeren mikroorganizmalara ¢ogu kez tercih edilmektedirler.
Ciinkii, izole enzimler daha spesifik olarak etki etmekte, potansiyelleri daha iyi standardize
edilmekte, satis ve saklama igin kolayliklar saglamaktadirlar. Cizelge 1.1°de endiistride
yaygin olarak kullanilan bazi enzimler verilmistir (Telefoncu A.,1997).



Cizelge 1.1 Endiistride kullamlan bazi enzimler

Enzim

Uygulama Alam

Lipazlar

Yaglarin pargalanmasi ve interesterifikasyon

Rennin, pepsin

Peynir iiretimi

Cesitli proteazlar

Sindirime yardimci, dericilik

Papain

Etin gevreklestirilmesi

Papain, fisin, bromelain

Biranin soguga dayanikliliginin arttirilmasi

Tripsin, papain, fisin, pepsin

Balik pres suyu vizkozitesinin diisiiriilmesi

Amilaz, pullulanaz Nisasta hidrolizi

Invertaz Sakkaroz inversiyonu

Pektinazlar Meyve suyu, sirke ve sarap
berraklastirilmasi

Niikleazlar Lezzet kontrolii

Diger hidrolitik enzimler Besin maddesinden istenmeyen ve toksik
bilesiklerin uzaklastiriimasi

Oksidazlar Oksidasyonun  Onlenmesi  ve  besin
maddelerinde renk kontrolii

Pronoz, amino peptidaz Amino asit tiretimi

Laktaz (B-galaktozidaz)

Peynir atik suyu ve siitteki laktozun

hidrolizi
Seliilaz Seliiloz hidrolizi
Amiloglukozidaz Dekstroz tiretimi
Aminoagilaz Aminoasit rasemik karigimlarinin ayrilmasi

Penisilin amidaz

Penisilin tiretimi




2. GALAKTOZIDAZLAR

Galaktozidazlar, galaktoz ve galaktozdan farkl bir diger seker molekiilii arasindaki glikozidik
bag1 koparan enzimlerin bir simifim olustururlar. Hidrolazlarin glikozilazlar alt siifinin
glikozidazlar grubunda yer alirlar. Glikozidik bagin a- veya B- ¢esidine etki etmelerine gore
a-galaktozidazlar ve B-galaktozidazlar olmak iizere iki alt gruba ayrilirlar (1).

2.1 a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22)

a-Galaktozidaz (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, melibiyaz, a-D-galaktozidaz
a-D-galaktozidaz A) a-D-galaktozil gruplan igeren oligosakkaridlerdeki indirgen olmayan
terminal ugtaki a-(1—6) bagh a-D-galaktozil kalintilarim katalizleyen bir ekzoglikozidazdir.
Rafinoz ailesi sekerlerinden rafinoz, stakiyoz, melibiyoz, verbaskoz gibi oligosakkaritler ile
galaktomannan, deve kemigi zamki ve B kan grubu polisakkaritleri gibi substratlar lizerinde
etki gostermektedirler. Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de a-D-galaktoz ile a-D-galaktozil grubu igeren

bir trisakkarit olan rafinozun Haworth goriiniimleri gosterilmistir.

OH
HO OH
oH' H
- OH
- OH

Sekil 2.1 a-D-Galaktoz

OH
HO O H
H
OH H
&
OH
= OH o
H HO
OH
OH H

Sekil 2.2 Rafinoz



Ayrica glikokonjugatlar, glikoproteinler ve glikosfingolipidler iizerinde de etkilidirler. Baz1 a-
galaktozidazlar yiiksek substrat konsantrasyonlarinda transgalaktozilasyon reaksiyonlarini da
katalizlemektedirler (Christakopoulos vd., 1990; Gote vd., 2006).

a-Galaktozidaz, bir lizozomal glikozidazdir. Epididimis, seminal kabarciklar, uterus, mesane,
nefes borusu, bronslar, tiroid bezi ve sinir hiicrelerinde yiiksek aktivite gosterir. Lizozomal
a-galaktozidazin optimum pH degeri 5 olarak bilinir. o-Galaktozidaz, kompleks
karbohidratlarin derecelerini diisiirmede rol oynamaktadir. Bazen yiiksek aktivite gosterdikleri
organlarin lizozomlan, 6rnegin uterus, beyin ve epididimis lizozomlar1 simrlandirmis olabilir.
a-Galaktozidazin ekstralizozomal reaksiyonlar1 enzimin dagilmasina neden olabilir. Aym
zamanda reaksiyon diiriinlerinden veya hiicre igindeki sitoplazma lizozomlarindaki diger

enzimlerden de dagilma olur.

2.1.1 a-Galaktozidazin Etki Mekanizmasi

a-Galaktozidazin etki tarzi ile ilgili farkli mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. a-Galaktozidaz
substrat molekiiliiniin glikozidik bagim hidroliz eder ve substratla aym anomerik
konfigiirasyonu gosteren galaktozil kalintilarim meydana getirir. Farkli kaynaklardan izole
edilen a-galaktozidazlarin hidrolitik etkisinin ya aktif bolgesindeki karboksil ve imidazol
gruplarindan ya da aktif bolgesinde bulunan iki karboksil, birer tirozin ve triptofan gruplarinin
bulunmasindan ileri geldigi agiklanmaktadir (Wallenfels ve Malhotra, 1961).

a-Galaktozidaz enziminin substrat olarak melibiyoz kullandig1 genel reaksiyon Sekil 2.3°de

gosterilmigtir (2).
OH
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Melibiyoz a-D-galaktoz a-D-glukoz

Sekil 2.3 Melibiyozun hidroliz reaksiyonu



2.1.2 a-Galaktozidazin Kullanim Alanlan

Biyoteknoloji ve tipta kullanilabilirliginin yiiksek olmasi sebebiyle a-galaktozidazlara biiyiik
ilgi duyulmaktadir. Endiistriyel alandaki en biiyiik uygulamalar1 seker pancarindan seker
tiretimi, kagit hamurunun islenmesi ve kagit endiistrisi, soya tiriinlerinin iiretimi ile hayvan

yemi {iretimidir (Gote vd., 2006).

Seker pancarinin islenmesi siirecinde, kristalizasyon basamaginda meydana gelen rafinoz
inhibisyonunu  6nlemek amaciyla a-galaktozidaz tarafindan katalizlenen rafinoz

degradasyonundan yararlanilmaktadir.

Barsaklarda islev bozuklugu, siskinlik gibi sorunlara sebep olan, baklagillerde bulunan
rafinoz ve stakiyoz oligosakkaritlerinin hidrolizi a-galaktozidazin bir bagka uygulama

alamdir.

a-Galaktozidaz, kagit hamuru ve kagit endiistrisinde ksilanaz ile birlikte agartma islemlerinde
kullanilmaktadir.

Ucuz jellestirme ajam olarak kullanilan guar zamkin, deve kemigi zamki gibi daha etkin bir
jellestirici ajana doniigiimii, guar polisakkaritinden a-galaktozidazin katalizledigi bir
reaksiyonla bazi galaktozil birimlerinin uzaklastirilmasiyla gergeklestirilmektedir (Shankar ve
Mulimani, 2007).

Lizozomal glikozidaz olan a-galaktozidaz tip alaninda, matriks molekiillerinin yikilimi ile
ilgili lizozomal enzimlerin eksikliginde ortaya ¢ikan bir depo hastaligi olan fabry hastaliginin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu hastalikta proteoglikanlardan karbohidratlar kismi olarak
yikilmakta, yikilamayan bilesenler hiicre iginde membranla kaplh vezikiillerde birikmektedir.

Biriken bilesenler organin genislemesine ve fonksiyonunun azalmasina sebep olmaktadir.

Gangliozidoz grubunda yer alan Fabry hastaliginda baslica beyin, deri ve RES (karaciger ve
dalak) etkilenmektedir. Sentez hizi normal olan lipidin normal yikilimi igin gerekli olan a-
galaktozidazi kodlayan genin mutasyonu sonucu enzim yeterli olarak sentezlenememekte

veya enzimin aktivasyonu i¢in gerekli kritik protein bulunmamaktadir (Onat T. vd., 2002).



2.2  B-Galaktozidaz (EC 3.2.1.23)

B-galaktozidaz (B-D-galaktozid galaktohidrolaz, laktaz, B-laktozidaz) B-D-galaktozil gruplar
iceren oligosakkaritleri hidroliz edebildigi gibi galaktozil kalintilarinin bir molekiilden diger
molekiile aktarilmasim saglayarak transferaz aktivitesi de gosteren bir glikozidazdir.
Laktozim, trilaktaz, 8-D-galaktanaz, orizatim, sumiklat, maksilat ve hidrolat B-galaktozidazin
ticari isimleridir. B-Galaktozidaz birgok dogal (laktoz) ve sentetik (p-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozid) substrat {izerinde etki gosterir (1). Sekil 2.4 ve sekil 2.5’de laktoz ve

p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozidin molekiil sekilleri gésterilmistir.

Sekil 2.4 Laktoz

Sekil 2.5 p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid

Substratin piranoz halkasina sahip olmasi ve C-1, C-2, C-3 ve C-4 sayili karbon atomlarindaki
H- ve OH- gruplarimin konfigiirasyonunun B-galaktozidazin etki edebilecegi B-D-galaktozid

konfigiirasyonuna uymasi gerekir.

Bu enzim, glikolipidler, glikoproteinler, polisakkaritler ve laktoz gibi disakkaritlerdeki
B-galaktozil zincirinin koparilmasiyla gorevlidirler (Mahoney, 1998).



2.2.1 B-Galaktozidazin Ozellikleri
B-Galaktozidazin muhtemel kaynaklar1 bitkiler, hayvan doku ve organlari, mayalar
(intraseliiler enzim) ve mantar (ekstraseliiler enzim)lardir. Enzimin 6zellikleri kaynagina gére
farklilik gostermektedir. En yiiksek molekiil agirhgmna 520000 ile 850000 Dalton arasinda
degisen degerlerde E. coli B-galaktozidaz1 sahipken, S. fragilis ve A. oryzae igin bu degerler
sirastyla 201000 ve 90000 Dalton’dur.

Enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri de izole edilme ve indiiksiyon kosullarina bagh
olarak degiskenlik gostermektedir. Enzimin immobilizasyonu, immobilizasyon metodu ve
tagtyicinin tipi de optimum kosullar1 etkileyen diger faktorlerdir. Genel olarak mantar
kaynakli B-galaktozidazlar asidik pH’larda (2.5-4.5) optimum verirken, maya ve bakteri
kaynakl B-galaktozidazlar ise nétral bolgede (6-7 ve 6.5-7.5) optimum gosterirler. Bu
optimum pH ozelligi spesifik uygulamalar i¢in her B-galaktozidaza 6zgiinlik kazandirir.
Ornegin mantarsal B-galaktozidazlar asidik whey hidrolizi igin uygunken, mayasal ve
bakteriyel B-galaktozidazlar siit (pH 6.6) ve tath peyniralti suyu (pH 6.1) hidrolizi i¢in
kullanilirlar.

Uriin inhibisyonu yine enzimin kaynagina bagli olan bir baska o&zelliktir. A. niger
B-galaktozidaz1 galaktoz tarafindan, 4. oryzae B-galaktozidazina gére daha kuvvetle inhibe

edilir.

Termofilik organizma simifina giren baz1 B-galaktozidaz kaynagi mikroorganizmalar enzimin
termostabilitesini etkilemeleri agisindan ilgi ¢ekicidirler. 60°C ve dstiindeki yiiksek
sicakliklarda dahi uzun siire aktivitelerini koruyabilen termostabil enzimlerin iki avantaj

bulunmaktadir:
» Dabha yiiksek doniistiirme kapasitesine sahiptirler.
» Mikrobiyel kontaminasyona ugrama olasiliklar daha diistiktiir

Cizelge 2.1°de farkh kaynaklardan izole edilmis B-galaktozidazlarin 6zellikleri gosterilmistir
(Gekas ve Lopez-Leiva,1985; Onishi ve Tanaka, 1997; Casteren vd., 2000; Tanriseven ve
Dogan, 2002; Hsu vd., 2005; Nakagawa vd., 2007).
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Cizelge 2.1 Farkli kaynaklardan izole edilmis B-galaktozidazin 6zellikleri

Kaynak Optimum pH | Optimum Molekiil Aktiflestirici
Sicaklik (°C) | Agirhg (kDa) | iyonlar
A. .psychrolactophilus | 8.0 10 - B
A. niger 3.0-4.0 55-60 124 -
A. oryzae 4.5 50 - -
A. aculeatus 54 55-60 120 -
B. longum 37 6.5 - -
K. fragilis 6.6 37 201 Mn**, K"
K.lactis 6.9-7.3 35 135 Mn”*, Na*
E. coli 7.2 55-57 540 Na', K"
S. thermophilus 6.5-7.5 55 500-600 -
B. stearothermophilus | 6.0-6.4 65 215 -
S. magnum 4.5-5.5 65 135
L. bulgaricus 7.0 42-45 - -
Mucor pucillus 4.5-6.0 60 - -
Alternaria alternara 4.5-5.5 50-70 - -
Thermus aquaticus 4.5-5.5 80 570 .
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2.2.2 B-Galaktozidazin Etki Mekanizmasi

Laktozun glikozidik baginin enzimatik hidrolizi, iki 6nemli kalintiya gereksinim oldugu
bilinen genel asit katalizi yolu ile gergeklesir. Bu iki 6nemli kalinti, bir proton verici grup ve
akseptor olarak bir niikleofil ya da bir baz grubu gibi davranir. ilk olarak Wallenfels
tarafindan tanimlanan laktoz hidrolizinin Onerilen mekanizmasinda, sistein kalintis1 proton
vericisi olarak, histidin kalintis1 ise niikleofil olarak etki eder. Fakat son yillarda agiklik
kazanan Onemli bir gelisme, ¢ok cesitli mikrobiyal kaynaklardan izole edilen B-

galaktozidazlarin iki glutamik asit kalintisma (Glu*™*? ve Glu®'") sahip oldugunu gosterir.
Enzimatik reaksiyonda bu iki glutamik asit kalintis1 proton verici ve niikleofilik baz olarak

ayn1 zamanda etki eder. Sekil 2.6’da B-galaktozidazin etki mekanizmasi gosterilmistir.

RE—

Sekil 2.6 B-Galaktozidazin etki mekanizmasi

Iki basamakli mekanizmanin, ilk basamaginda enzim-galaktozil kompleksi olusur ve glukoz,
glikozid bagimin kopmast ile ayrlir. ikinci basamakta enzim-galaktozil kompleksi, hidroksil
grubu igeren bir aliciya transfer edilir. Seyreltik bir laktoz ¢ozeltisinde su veya glukoz gibi
diger sekerler alict molekiil (R-OH) olarak reaksiyona girer ve son iiriin olusur. Alic1 olarak
laktoz, daha fazla rekabet halindedir. Boylece galaktoz olusturulur ve aktif bolgeden serbest
birakilir. Diger taraftan, derisik laktoz ¢ozeltilerinde, laktoz molekiilii alici olarak daha fazla
etki etme hakkina sahiptir (Mahoney, 1998; Huh vd.,1990; Sheu vd., 1998).
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B-Galaktozidazin substrat olarak p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid kullandig1 reaksiyon
denklemi sekil 2.7°de gosterilmistir (2).

ﬁ OH
0
¥ LI:\ 4~ galaktozidaz N+\ 3 HO OOH
[ H H
HO OH
p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid p-nitrofenil 3-D-galaktopiranozid

Sekil 2.7 PNPG’nin hidroliz reaksiyonu

B-Galaktozidaz, hiicrede lizozomun her yerinde bulunur. Optimum pH degeri organ, substrat
ve tampon ¢Ozeltiye bagli olarak 3 ile 5 arasinda degisir. B-Galaktozidaz, D-galaktoz, laktoz
ve p-kloromerkiirbenzoat tarafindan inhibe edilir. Bobrek, karaciger, dalak, epididimis ve
uterus B-galaktozidaz bakimindan zengin organlardir. Enzimin baglandig: lizozomlarda ise bu
organlara oranla daha az miktarda bulunur. Dokulardaki % 4 formaldehid veya % 2.5
oraninda glutaraldehid, B-galaktozidazin yaklasik % 75’ini inhibe eder. Bu inhibisyon
dokulardaki diisiik aktiviteye veya hiicrelerdeki yetersizlie sebep olabilir. Biyokimyasal
¢alismalarin sonucuna bakilarak doku kimyasinda B-galaktozidazin aktivitesine karar verilir.
Yetiskin hayvanlarin ince barsaklarinda reaksiyona katilimi ya ¢ok zayiftir ya da hi¢ yoktur.
Buna karsilik B-galaktozidaz, geng memeli hayvanlarin ince barsaklarinda ¢ok hizl bir
sekilde emilime ugrar.

B-D-galaktopiranozidlerin alkolleri B-galaktozidaz tarafindan olusturulur. Konfigiirasyonun
olusumu C; iizerinden gerceklesir. Bu kural basit biyomolekiiler kurallarin gergeklestigi (Sn2)
reaksiyonlarla meydana gelir. Organik kimyada sik¢a karsilastigimiz bu reaksiyonlar, geri

doniigiim reaksiyonlari olarak bilinir.
OH OH

Sekil 2.8 B-D-galaktopiranozidlerin alkollerinin olugumu
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Eger iki tane dondiiriilmiis karbon varsa veya arada bulunan karbonyum iyonlar1 niikleofilin
bir yanina atak yapmigsa konfigiirasyonun korunmasi gergeklesmis olur. Konfigiirasyonun yol

actig1 bir durumdur (Wallenfels ve Malhotra, 1961).

2.2.3 B-Galaktozidazin Endiistride Kullanimi

Farkli kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz; B-(1—4)-galaktozid bagi igeren bilesiklerin
yap1 aydinlatilmasinda, laktoz intoleransi olan bebeklerin bu durumlarinin giderilmesinde ve
gida sanayiinde peynir iiretimi basta olmak {izere genis kullamim alan1 olan bir enzimdir. Eger
enzim gida sektorii uygulamalari igin kullanilacaksa, tiim B-galaktozidaz kaynaklar1 kullanim

agisindan kabul edilebilir ve giivenli degildir.

A. niger, A. oryzae ve K. sp (lactis ya da fragilis) giivenilir kabul edilir ¢iinkii bu kaynaklar

daha once pek ¢ok testlerden gegirilmis ve bu sektdrde kullanimi mevcut olan kaynaklardir.

B-Galaktozidazin, E.coli’den kolaylikla elde edilebilmesine, E. coli B-galaktozidazinin, en iyi
sekilde karakterize edilen ve en yaygin olarak tamimlanmig galaktozidaz olmasina karsilik,
yiiksek maliyeti ve koliform ekstraktlarinin sebep oldugu toksisite sorunlar1 sebebiyle gida

sektoriinde kullanimi bulunmamaktadir.

Endiistride kullanilan B-galaktozidazlar baslica S. lactis, S. fragilis gibi mayalardan ve
A. niger gibi kiiflerden {iretilir. Son yillarda B-galaktozidazlar, B. stereothermophilis,
B. bifidum ve B. infantis bakterilerinden de saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Degisik
mikroorganizmalardan tiirevlendirilen B-galaktozidazlar farkli o6zelliklere sahiptir. Bu
ozellikler, molekiil agirligi, protein zincirinin uzunlugu ve aktif bdlgenin pozisyonudur

(Gekas ve Lopez-Leiva,1985).

Endiistriyel penisilin iiretiminde kullanilan Penicillium chrysogenum fermantasyonunda
laktoz karbon kaynag olarak kullamlmaktadir. Penisilin biyosentezinde 6nemli olan laktozun
kullanilmasi, B-galaktozidazlarin bu Penicillium tiirii kiiflerden de saflagtinlmasina neden
olmustur. Saflagtirilan enzim pH 3.0°da %15, pH 4-5 araliginda %95 aktif, pH 7.0’d %30
aktiftir. Enzimin optimum sicaklik araligi 27-37°C, molekiil agirhig: ise 270 kDa’dur.

B-galaktozidazlar, bitki dokularina genis bir sekilde dagilmistir. Bitkilerin yetistirilmesinde,
meyvelerin olgunlagtinlmasinda ve birkag biyolojik proseste bu enzimin katkisi vardir.
Meyve olgunlagsmasinin ve yumugamasinin bir karakteristigi de hiicre duvarlan igeriklerinin

mobilize olmasidir. Meyvelerin hiicre duvarlarindaki monomerik galaktozun artmasi elma,
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domates, avokado, kavun, kivi ve mango {iizerinde yapilan g¢alismalar ile agiklanmistir

(Wallenfels ve Malhotra, 1961).

Insan organizmasinda ince barsaklarda bulunan B-galaktozidaz, laktozdaki B-galaktozid
baginin hidrolizini saglayarak siit ve siit iiriinlerinden organizmanin yararlanmasina olanak
verir. Bununla birlikte diinya popiilasyonunun %70’inde intestinal B-galaktozidaz eksikligi
oldugu tahmin edilmektedir. Amerika’da yapilan bir aragtirmaya gére Amerika’da yasayan
Afrikalilar’in  %45-81°1, Meksikalilar’in  %47-74’ii, Asyalilar’in = %65-100°1,  yerli
Amerikalilar’in %50-75’inde B-galaktozidaz eksikligi yiiziinden laktozun malabsorbsiyonu
goriilir. Bu gibi durumlarda sadece intestinal distress, diyare gibi patolojik olaylar
goriilmekle kalmaz, bu enzimin absorpsiyonunu arttiran Ca®*, Mg?*, Mn?* gibi minerallerin de
malabsorpsiyonu sonucunda ostreoporozun gelisimi hizlanabilir. Ayrica irretable kolon

sendromu ve abdominal agr gibi patolojik olaylar da ortaya ¢ikabilir.

Sadece siit ve siit iiriinleriyle beslenen bebekler i¢in, intestinal B-galaktozidazin varlig: biiyiik
O6nem tasir. Bu enzimin eksikliginde bebeklerde laktoz hidroliz edilemediginden glukoz ve
galaktozun emilmesi olanaksiz hale gelir. B-galaktozidaz eksikligi bulunan bebeklerin
beslenme bozuklugunu gidermek iizere ¢esitli galigmalar yapilmigtir. Bu amagla gesitli
kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz sivi halde siite katilmis ve kapsiil veya enterik tablet

halinde verilerek laktoz intoleransi nlenerek siitten yararlanim saglanmistir (3).

Cesitli yontemlerle elde edilen B-galaktozidaz sadece laktoz intolerans: olan bebeklerin siit
tirlinlerinden yararlanmasim1 saglamak amaciyla kullanilmaz, peynir iiretiminde de iiretim
hizim ve lezzet kalitesini arttirmak amaciyla kullanilir. Bu amagla Amerika Birlesik
Devletlerinde bir bilim adami, peynir yapiminda sik¢a karsilagilan ve en eski sorunlardan biri
olan acilagsmay: engelleyecek, ¢oziimii B-galaktozidaza bagh olan ve tiim diinyada peynir

tireticilerinin maliyetlerini oldukga diigiiren yeni bir teknoloji gelistirmisgtir.

Peynir yapimindaki en 6nemli sorun, peynirlerin olgunlagsma ve aromalarinin gelismesi igin,
depolanmasidir. Ornegin Cheddar peynirlerinin olgunlasmasi 6-12 ay, Parmesan’in
olgunlagmasi ise 12 ay siirmektedir. Bu siire zarfinda, istenmeyen aromalar ve acilik
gelisebilmektedir. Bu sorunu ¢dzmek igin, peynir yapimi kaynatilmig ve 1lik hale getirilmis
siite baslatic1 kiiltiiriin katilmasiyla baslatilmaktadir. Kiiltiirler, gesitli bakteri suslarini ihtiva
ederler. Bunlar siitteki proteini pargalayarak hem peynirin aromasini verirler hem de daha
cabuk olgunlagmasina yardimci olurlar. Cogu zaman B-galaktozidaz kaynag: ilave kiiltiir

olarak Lactobacillus bulgaricus kullamlir. Bunun amaci aciign azaltarak aromayi
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zenginlestirmektir. Yapilan ¢ahigmalara goére, B-galaktozidazi iireten genler baslatict
kiiltiirdeki bakterinin bir pargasi oldugundan, gelecekte iireticilerin ek kiiltiir ilavesine
gereksinim kalmayacaktir (4). Cizelge 2.2°de yaygin olarak kullamlan B-galaktozidaz
kaynaklan gosterilmistir (Gekas ve Lopez-Leiva,1985; Onishi ve Tanaka, 1997; Montanari
vd., 2000; Casteren vd., 2000; Ilyes vd., 2004; Hsu ve Chou, 2005; Kim vd., 2006; Panesar
vd., 2007).
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Cizelge 2.2 Yaygn olarak kullamlan B-galaktozidaz kaynaklari

BITKI ORGAN MAYA BAKTERI MANTAR
Seftali Barsak Kluyveromyces Escherichia coli Aspergillus
lactis aculeatus
Kayisi Beyin Dokusu | Kluyveromyces Lactococcus lactis | Aspergillus niger
[fragilis
Yabani giil | Deri Dokusu | Kluyveromyces Lactobacillus Aspergillus
marxianus bulgaricus flavus
Kahve - Kluyveromyces Lactobacillus Aspergillus
taneleri cereviside helveticus foetidus
Kefir - Wingea roberstsii | Lactobacillus Aspergillus
taneleri sporogenes oryzae
Badem - Sirobasidium Lactobacillus brevis | Aspergillus
magnum phoenicis
Kabayonca | - Candida Lactobacillus Aspergillus
cekirdegi pseudotropicalis plantarum nidulans
- - Brettanomyces Bacillus Mucor miehei
anomalus stearothermophilus
- - Bacillus Moucor pucillus
megaterium
- - Bacillus circulans Fusarium
moniliforme
- - Streptococcus lactis | Alternaria palmi
- - - Streptococcus Alternaria
thermophilus alternara
- - - Thermus aquaticus | Curvularia
inaegualis
- - - Bifidobacterium Sulfolobus
bifidum solfataricus
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2.2.4 B-Galaktozidaz ile ilgili Cahsmalar

Biyoteknolojinin son yillarda hizla gelismesi, enzimlerin gesitli mikroorganizmalar tarafindan
tiretilmesine ve enzim elde etme yontemlerine yenilerinin eklenmesine olanak saglamis,
endiistride kullamilan enzimler i¢in optimum kosullarin belirlenmesi bir¢ok arastirmacinin

ilgisini ¢eken bir konu haline gelmistir.

Yapilan literatiir ¢alismas1 sonrasinda B-galaktozidaz ile ilgili elde edilen bazi galigmalar

asagida 6zetlenmistir.

Gamauf vd., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada; H. jecorina Bga-1 kodlanmis ekstraseliiler
3-galaktozidazinin saflagtirilmas1 amaciyla, ORF’si pki-1 kodlayan genin promotor bdlgesine
aktarilmis ve olusan rekombinant kiiltiir, D-glukoz varliginda kiiltiive edilmistir. Elde edilen
filtrata SDS/PAGE analizi uygulanarak 110kDA dolayinda tekli protein bandi verdigi
g6zlenmis, jel-filtrasyon kromatografisi ile yaklagik olarak aym1 degerde molekiiler agirlig:
gozlenen dogal enzim ile karsilagtirilarak enzimin glikoprotein yapida bir monomer oldugu
sonucuna varilmis, izoelektrik noktasi 6.6, saflastirma oram 9.9, saflastirma verimi ise 12.8
olarak tespit edilmigtir. Saflasgtinlan H. jecorina bga-1’in substrat spesifikligi; ONPG, metil-
B-D-galaktozid ve cgesitli disakkaritlere kars1 6lgiilmiis ve kinetik sabitleri hesaplanmigtir.
Bga-1’in laktoz, laktuloz ve galaktobiyoz gibi disakkaritlerle ayrica aril ve alkil-B-D-
galaktozidlerle aktif oldugu tespit edilmistir. Katalitik Ozelliklerine gore laktitol ve
laktobiyonik asitin en zay1f, o-nitrofenil-B8-D-galaktozid ve laktulozun ise en giiglii substratlari
oldugu bulunmustur. Galaktozidlerin hidrolizi ig¢in optimum pH 5.0 iken optimum sicaklik
60°C olarak gozlenmigtir. Bu ¢alismada GH35 ailesine mensup H. jecorina B-galaktozidazi
karakterize edilmistir. Her ne kadar daha once yapilan g¢aligmalarda B-galaktozidaz pekgok
farkli kaynaktan saflagtirilmis ve karakterize edilmis olsa da, GH ailesi ile olan iliskisi
bilinmemektedir ve bu durum elde edilen verilerin kargilagtirilmasini zorlagtirmaktadir. Bu
sebeple, B-galaktozidaz in enzimolojik dzelligini GH35 ailesinin bir iiyesi olarak tammlayan
ilk ¢aligma olarak bilinen bu g¢aligmanin 6nemi biiyiiktiir.

Staniszewski vd., (2007) tarafindan yapilan ¢aligmada; peynirali suyu varhginda
Saccharomyces cerevisiae ve B-galaktozidaz ile etanol fermantasyonu igin matematiksel bir
model geligtirilmigtir. Biyokiitle artigimin kinetik parametreleri, glukoz igeren ortamda
bilyilyen maya hiicrelerinden ve immobilize edilmis enzim ile laktoz i¢eren ortamda bilyliyen
maya hiicrelerinden elde edilen verilere gore, en kigiik kareler metodu kullamlarak
hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglara gore, sekerden yararlanma derecesi, biyoreaktordeki

etanol konsantrasyonu, istenilen miktarda son iirlin olusumunu meydana getirecek etanol
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ayrigmasi igin gerekli olan zamanin da bu metod kullanilarak hesaplanabilecegi agiklanmigtir.

Nakagawa vd., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada; Arthrobacter psychrolactophilus F2
kiiltiiriinden elde edilen soguk aktif B-galaktozidaz kodlayici gen, soguk aktif ekspresyon
sistemi ile Escherichia coli hiicrelerine aktarilmis ve rekombinant enzim rBgIAp karakterize
edilmigtir. Saflagtirilan rBglAp dogal enzim ile benzer 6zellik gostermistir. Rekombinant
enzim 0°C’de yiiksek aktivite gostermis, optimum sicaklign 10°C, optimum pH’s1 8.0 olarak
tespit edilmigtir. Ayrica rBglAp’min 5 dakikalik kisa bir inkiibasyon siiresinde, 50°C’de
inaktif oldugu goézlenmistir. Bunun &tesinde rBglAp 2.7 ve 42.1 mM K,, degerleriyle hem
ONPG’yi hem de laktozu hidrolizleyebilmistir. Bir {inite rBglAp 24 saatte 1 mL siit i¢indeki
laktozun %70’ini hidrolizlemistir. Sonug¢ olarak rBglAp’nin yiiksek sicakliklarda kararsiz
olan, soguk aktif bir enzim oldugu ve meyve suyu, dondurma iiretimi gibi gida

uygulamalarinda kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Panesar vd., (2007) tarafindan yapilan c¢alismada; enzim ekstraksiyonu ve hiicre
membraninin laktoza olan zayif gecirgenliginin giderilmesi amaciyla, hidrolize siit laktozu
tiretimi i¢in gegirgen Kluyveromyces marxianus NCIM 3465 hiicreleri kullamlmustir.
Biyokiitle yiiklemeleri, sicaklik, karistirma ve reaksiyon siiresi gibi farkli iglem parametreleri,
yagsiz siitteki maksimum laktoz hidrolizi i¢in bu hiicrelerin kullanimi ile optimize edilmistir.
Optimum kosullar altinda etanol-gegirgen maya hiicreleri siit laktozunu %89 oraninda

hidrolizlemiglerdir.

Ladero vd., (2006) tarafindan yapilan ¢alismada; Thermus sp. T2 kiiltiiriinden {iretilen
immobilize edilmis ve edilmemis B-galaktozidazin termal ve pH inaktivasyonu incelenmistir.
Termal inaktivasyon deneyleri 50g/L  laktoz igeren laktoz tampon ¢ozeltisinde, pH
inaktivasyon denemeleri ise 50 mM(pH 7.2) fosfat tamponunda gerceklestirilmistir. Termal
inaktivasyon igin sicaklik aralifi 60-90°C; pH inaktivasyonu i¢in ise asidik pH 3-5 ve bazik
pH 10-13 olarak segilmistir. Termal inaktivasyon kinetigi enzimin formuna bagh olarak
farklihk gostermistir: 60-90°C arasinda serbest enzim iki kademeli birinci derece reaksiyon
gosterirken, immobilize enzim 80-90°C arasinda aymi eilimi gostermistir. Daha diisiik
sicakliklarda, sadece tek kademeli reaksiyon gerceklesmistir. Her iki durumda da, enzim
kararlihigim korumasina ragmen, immobilize enzim 60°C’den 70°C’ye aktivitesini daha az
yitirmistir. Asidik pH igin, tek kademeli birinci dereceden reaksiyon egilimi géstermis, her iki
durumda da inaktivasyon saglanmustir. Basit durumda, iki kademeli birinci dereceden basit bir
model secilmistir. Asidik kosullarda, endiistriyel uygulamalar i¢in dnemli olan peyniralt:

suyu, immobilizasyon ile saglanan kararhilik ile kinetik parametrelerini etkilemigtir. pH



19

inaktivasyonu i¢in kinetik parametrelerin degisimi incelenmis ve ¢ok degiskenli lineer

olmayan regresyon teknikleri kullanilarak en iyi kinetik denklem seg¢ilmistir.

Hsu vd., (2005) tarafindan yapilan calismada; Bifidobacterium longum CCRC 15708,
Bifidobacterium longum B6 ve Bifidobacterium infantis CCRC 14633 Kkiiltiirleri tarafindan
B-galaktozidaz iiretimi, en yiiksek B-galaktozidaz iiretimini ve en yiiksek spesifik aktiviteyi
gosteren B. longum CCRC 15708 ile karsilagtirilarak incelenmistir. B. longum CCRC 15708
ile yapilan ileri ¢aligmalarda, en yiiksek B-galaktozidaz iiretminin, karbon ve azot kaynagi
olarak laktoz ile maya ekstraktinin kullanildig1 besi ortamlarinda elde edildigi saptanmustir.
Ideal enzim iiretimi, 37°C’de ve pH 6.5 degerlerinde gozlenmistir. Bu optimum kosullar
altinda, 18.6 U/mL’lik en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesi, %4 laktoz, %3.5 maya ekstrakti,
%0.3 K;HPOg4, %0.1 KH,PO4, %0.05 MgS04,7H,0 ve %0.03 L-sistein igeriginde, 16 saat
fermantasyondan sonra elde edilmistir. En yiiksek transgalaktozilasyon aktivitesi, bu besi

ortami i¢inde 14-16 saat fermantasyondan sonra gergeklesmistir.

Seiboth vd., (2005) tarafindan yapilan ¢aligmada; laktoz metabolizmas: ve seliiloz
indiiksiyonunda H. jecorina B-galaktozidazimin rolii arastinlmigtir. Bga-1 geninin genomik
kopyas1 klonlanmistir. Bu proteinin 109.3 kDa molekiiler agirhga sahip oldugu, glikozil
hidrolaz 35 ailesi iiyesi oldugu ve laktoz varhiginda indiiklenen baslica ekstraseliiler B-
galaktozidaz oldugu tespit edilmistir. L-arabinititol ve L-arabinoz varhifinda
transkripsiyonunun ¢ok fazla olmakla birlikte, organizmanin laktoz, D-galaktoz, galaktitol D-
ksiloz ve ksilitol varhigindaki biiyiimesine oranla daha az yaygin oldugu goézlenmistir.
Bga-1 kiiltiirlerinin laktoz varliginda daha yavas biiytidiigii ve biyokiitle artislarinin daha az
oldugu gézlenmistir.

Burin vd., (2004) tarafindan yapilan c¢alismada; Aspergillus oryzae kaynakli B-
galaktozidazinin peyniralti suyundaki aktivitesi, renk koyulagmasi ve matrisindeki fiziksel
degisimlere bakilarak analiz edilmistir. Amorf sistemler, B-galaktozidaz ve peyniralti suyu
iceren ancak maltodekstrin igermeyen ¢ozeltilerin sogutularak kurutulmasi yontemiyle elde
edilmigtir. Numuneler (gbzenekli ya da 6nceden sikigtirilmig) %0, %22 ve %44 relatif nem
iceren atmosferlere maruz birakilarak 70° C’de saklanmustir. Kalan enzim aktivitesi ve renk
gelisimi, segilen zaman araliklarinda analiz edilmigtir. Enzim aktivitesindeki diisiisiin
kahverengi renk olusumuyla ters orantili oldugu ve az gozenekli sistemlerde daha belirgin
olarak gozlemlendigi belirtilmistir. Maltodekstrin ilavesi ile enzim aktivitesindeki diisiis
yavaslatilmig, renk gelisimi ve laktoz kristallenmesi geciktirilmisgtir.



20

Jurado vd., (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada; Lactozym ve Maksilat adli iki ticari B-
galaktozidazin aktivitesi iizerine pH, Ca’*, Mg>, Na', NH;" ve K' gibi iyonlarin
konsantrasyonu ve sicakligin etkisi incelenmistir. Enzimin bir ya da iki protonunun
disosiyasyonu ile enzim aktivitesinin davraniginin agiklanabilmesi i¢in iki ayr kinetik model
ortaya konmustur. -galaktozidazin sicaklikla deaktivasyonu kinetik bir modele oturtulmus ve
kinetik parametreleri hesaplanmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, ortaya konan kinetik
modellemelerin, diger aragtirmacilar tarafindan ¢aligilan farkli kaynaklardan elde edilmis B-

galaktozidazlar i¢in de kullamilabilecegi goriilmiigtiir.

Ladero vd., (2002) tarafindan yapilan ¢alismada; Thermus sp T2 ve Kluyveromyces fragilis
kaynakli B-galaktozidazin kararlilifi ve aktivitesi karsilastirilmistir. Her iki enzim de jel
gecirgenlik kromatografisi ile kismen saflagtirilmis ve molekiiler agirhiklari bulunmustur.
Metal katyonlarinin ve bazi tamponlarin enzim aktiviteleri tizerindeki etkisi tespit edilmistir.
Enzimlerin galaktozil pargaciklar1 ve B- baglar igin segiciligi, disakkaritler ve sentetik
kromojenik substratlar {izerindeki aktiviteleri belirlenmistir. Her iki enzimin de yiiksek laktoz
konsantrasyonunda kayda deger bir hidrolitik aktivite ve zayif transgalaktozilasyon aktivitesi
gosterdigi bulunmugtur. Her iki enzimin ihmli ve asin pH ile sicaklik kosullann ve aktif
kimyasal (organik ¢oziicii, oksijen peroksit, {ire ) varhgindaki kararhliklarn ¢aligilmistir.
Termofilik enzim, hidrofobik ajanlara kargi daha yiiksek dayamiklihk gosterirken, farkl
sicaklik, pH ve kimyasal sartlarda ise daha yiiksek kararlilik gostermistir. Her iki enzimle
gerceklestirilen ONPG hidrolizi iizerindeki kinetik ¢aligmalarda, genis bir sicaklik arahigi,
substrat ve iiriin konsantrasyonu denenmistir. Tiim sicaklik degerlerinde elde edilen veriler
lineer olmayan bir teknikle kinetik modellere uydurulmus ve bunlardan ikisi enzimler
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar tarif etmek amaciyla secilmistir. K. fragilis kaynakl
enzim kuvvetli bir sekilde akompetetif yolla o-nitrofenol ile inhibe edilmigstir. Termofilik
enzim, mezofilik kismina kiyasla galaktoz ile daha kuvvetli bir bi¢imde inhibe edilmistir.
Ancak enzim inhibisyonu sicakliktan etkilenmemistir.

Tannseven ve Dogan, (2002) tarafindan yapilan calismada; Aspergillus oryzae B-
galaktozidazi, gluteraldehit ile katilagtinlmus jelatin ve aljinattan meydana gelen fiber i¢inde
immobilize edilmistir. Immobilizasyon sonucunda bagil aktivite, herhangi bir azalma
gozlenmeden %56 oraminda sabit tutulmustur. Optimum kosullar immobilizasyondan
etkilenmemis, serbest ve immobilize enzim igin optimum pH 4.5, optimum sicaklik ise 50°C

olarak tespit edilmistir. Immobilize B-galaktozidazin yiiksek sicaklik ve pH’da daha kararh
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oldugu belirlenmigtir. Coziinebilir ve immobilize edilmis enzimin kinetik parametreleri de

incelenmistir.

Montanari vd., (2000) tarafindan yapilan c¢alismada; Lactobacillus brevis hiicrelerinin
ortama intraseliiler galaktozidaz salgiladigi gozlenmigstir. Enzim salgilanmasinin hiicre
boliinmesinin hemen ardindan gerceklestigi tespit edilmis, bunun hiicre otolizi ve hiicre
duvan yikilmiyla baglantili oldugu bildirilmistir. Lactobacillus plantarum hiicrelerinin,

otolizin farkli bir yolla ger¢eklesmesi sebebiyle enzimi salivermedigi tespit edilmistir.

Casteren vd., (2000) tarafindan yapilan caligmada; ekzopolisakkaritlere karsi gosterdigi
hidrolitik aktiviteden dolay ticari olarak kullanilan Lactococcus lactis subsp. cremoris B39
ve B891 kiiltiirleri tarafindan {iretilen B-galaktozidaz, Aspergillus aculeatus’tan
saflagtirlmigtir. Rekombinant enzimin molekiiler agirhg: 120 kDa, izoelektrik noktas1 5.3-5.7
arasinda, saflagtirma verimi ise %13 olarak tespit edilmistir. Optimum sicakhigi 55-60°C
arasinda, pH degeri ise 5.4 olarak bulunmustur. N-terminal amino asit zinciri temel
alindiginda enzimin muhtemelen glikozil hidrolazlarin 35. ailesine ait olabilecegi
bildirilmistir. Katalitik mekanizma transglikozilasyon iiriinlerinin substrat olarak laktoz
kullandigin1 gostermistir. B-galaktozidaz ayrica farkli iskelet yapilarina baglanmig laktozil
zincirlerine sahip iki EPSs iizerindeki aktivitesi kullamlarak da karakterize edilmistir.
Enzimin, O-deasetillenmis EPS B891°i B39’a gore daha hizli par¢aladigi gézlenmistir. Sonug
olarak EPS B891°deki asetil gruplarmin hidroliz oramm diigiirdiigii, ancak enzimin uglara
bagl tiim galaktozu serbest birakabildigi tespit edilmistir.

Zarate vd., (2000) tarafindan yapilan ¢aligmada; siit tirtinlerinde bulunan Propionibacteria’da
bulunan safranin biiyiime, hiicre membran gegirgenligi ve B-galaktozidaz aktivitesi iizerine
etkisi arastinlmigtir. Oksigal i¢eren ortamda farkli davramg gosteren, safra tolereli ve safra
toleresiz olarak adlandirilan iki grup kiiltiir gbzlenmigtir. Safra tolereli kiiltiirlerde %0.15 ve
% 0.30 oksigal igeren bilyiime ortaminda, B-galaktozidaz aktivitesinin arttifi gdzlemlenmistir.
Oksigal igeren fosfat tamponunda inkiibe edilen tiim kiiltiirlerde B-galaktozidaz aktivitesinin
arttigy tespit edilmigtir. Bu killtiirlerin membran gegirgenlikleri, daha fazla substratin hiicre
igine girerek, B-galaktozidaz tarafindan hidrolizlenmelerine olanak saglayan safra tarafinca
arttmlmigtir.  Safra varhfinda artan enzim sentezi gosteren oksigalli ortam igindeki
kiiltiirlerden elde edilen, hiicre igermeyen ekstraktlarda daha yiiksek spesifik aktiviteye
rastlanmigtir, Ayriea enzim aktivitesi Na taurokolat ve NaCl ile arttinlmigtir. Tim bu
caligmalar wiginda Propionibacteria’min safra tolereli kiltiirlerinin, membran gegirgenligini

arttirarak yiiksek enzim aktivitesi gisterdigi ve bilylime siiresince enzim sentezini arttirdiklan
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gozlenmis, safra toleresiz kiiltiirlerin ise safra igeren ortamda biiyiime gostermeyerek gegirgen
olmadiklarn sonucuna ulasilmistir. Safra toleresiz Kkiiltiirler uzun siire safraya maruz

kaldiklarinda ise B-galaktozidazin inhibe oldugu tespit edilmistir.

Onishi ve Tanaka, (1997) tarafindan yapilan ¢alismada; Sirobasidium magnum CBS6803
B-galaktozidazi, DEAE-toyopearl, butil-toyopearl, p-aminobenzil-1-tiyo-B-D-
galaktopiranozid-agaroz ve konkanavalin A-agaroz kolonlarina verilen ¢6ziiniir hiicre duvar
preparatlar1 ile %60 verimle homojen olarak saflagtirnlmisgtir. Saflagtirilan enzimin
izoelektriknoktas: pl 3.8, SDS jel elektroforezi ile bulunan bagil molekiil agirhig 67000, jel
filtrasyon ile bulunan molekiil agirligi ise 135000 Dalton olarak belirtilmistir. Optimum
enzim aktivitesi, 65°C sicaklik, pH 4.5-5.5 degerlerinde tayin edilmistir. O-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozid ve laktoz igin K, degerleri 14.3 ve 5.5 mmol L™, V. degerleri ise 33.4 ve
94.5 pmol min" mg protein” olarak hesaplanmistir. Bu enzimin yiiksek transgalaktozilasyon
aktivitesine sahip oldugu tespit edilmis ve 200 mg mL’ laktozdan 72 mg mL’
galaktooligosakkarit tirettigi bildirilmisgtir.
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3. LAKTOZ

Laktoz (1,4-O-B-D-galaktopiranozil-D-glukoz), dogada yalmizca siitte bulunan, 6 karbonlu
monosakkaritler glukoz ve galaktozun 8-1,4 glikozidik bagi ile baglanmas: sonucu olusmus
12 karbonlu bir disakkarittir. Laktoz molekiiliiniin yapis1 Sekil 2.4’de gosterilmistir. Ticari

ismi siit gekeridir ve yalnizca memeli canlilar tarafindan sentezlenmektedir.

3.1 Laktoz Hidrolizi

Karbon kaynag: olarak laktozu direkt kullanabilen ¢ok az sayidaki mikroorganizmaya kiyasla
galaktoz ve glukozu metabolize eden mikroorganizmalarin ticari 6nemi daha fazladir. Bu
sebeple, disakkaritlerin monosakkaritelere oncelikli hidrolizi, igeriginde laktoz bulunduran
peyniralti suyundan elde edilen biyoiiriinlerin sayisin1 6nemli oranda arttirmaktadir. Hidroliz
isleminden sonra, laktozun tathhigi ve ¢Oziiniirliiligiiniin artmasi, peyniralti suyunun

kullaniminm desteklemektedir.

......

1. Asidik (Katalitik) hidroliz
2. Enzimatik hidroliz

[lk metod, 1lman olmayan pH (1-2) ve sicaklik( 100-150°C) degerlerinde karakterize
edilmekteyken, ikinci metod kullanilan enzimin o&zelliklerine bagli olarak daha i1liman

kosullarda gergeklestirilmektedir.

Asidik hidroliz; asidin ¢6zelti iginde serbest oldugu homojen reaksiyonla ya da katyon
degistirici regine i¢inde bulunan asitteki hidrojen iyonlan tarafindan katalizlenen heterojen
reaksiyonla gergeklestirilmektedir. Daha Once bahsedilmis olan iliman olmayan pH ve
sicaklik kosullarinda, kisa periyotlu reaksiyon siiresinde, yiiksek dereceli hidroliz elde
edilmigtir. Tipik bir 6rnek olarak ii¢ dakikalik reaksiyon sonucunda pH 1.2, 150°C sicaklikta
%80 oraminda gergeklesen hidroliz verilebilir. Asidik hidrolizin uygulamasi kolaydir ve pahali

enzimler kullanmay1 gerektirmemektedir. Ancak bazi dezavantajlari bulunmaktadir:

1.Yiiksek sicaklik ve diigiik pH kosullarinda proteinlerin denatiire olmas: sebebiyle, siit ve
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peyniralt: suyu gibi protein igerikli laktoz ¢ozeltilerinde uygulanamaz.

2. Peyniralt1 suyunda bulunan tuz, asidin inhibe olmasina sebep olur.

3. Reaksiyon siiresi iginde meydana gelen kahverengi renk olusumu, genellikle karbonun

aktive edilmesiyle gergeklestirilen renksizlestirme basamagini zorunlu kilar.

4. Asitler, proteinler ve yaglar arasinda istenmeyen ikincil reaksiyonlar meydana gelir (Gekas

ve Lopez-Leiva, 1985).

Enzimatik hidroliz; hayvan, bitki, bakteri, maya ve mantarlarda bulunan B-galaktozidaz ile
gerceklestirilmektedir. Endiistride, sadece mikroorganizmalardan elde edilen enzimler
kullanilmaktadir. Herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin elde edilen son diiriinlerin
bozulmadan kalmasi ve besin igeriginde herhangi bir kayip olmamasi nedeni ile enzimatik
hidroliz teknik agidan daha uygundur. Laktozun enzimatik yolla hidrolizi sematik olarak Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Laktoz 3-D-galaktoz B-D-glukoz

Sekil 3.1 Laktozun enzimatik hidrolizi
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Kiifler, enzimi hiicre dis1 olarak salgilar ve bdylece kiiltiir ortamindan geri kazamim
kolaylagmis olur. Bununla birlikte genel olarak mantarlar mayalara gore daha diisiik enzim
aktivitesi gostermektedirler. Laktoz hidrolizi i¢in mikrofungal B-galaktozidaz kullanimi asidik
peyniralti suyu tarafindan sinirlandirilmigtir. Ancak, maya B-galaktozidazimin optimum pH
degeri, siit ve tath peynirali suyunun sakarifikasyonunu miimkiin kilan nétral pH

araligindadir.

Peyniralti suyu ¢ozeltisi i¢inde serbest enzim igeren homojen fazdaki laktoz hidrolizi,
laktozun geri kazamminin olmamasi sebebiyle ekonomik degildir. Ayrica enzim
maliyetlerinin yiliksek ve iiretkenligin az olmasi enzimatik hidrolizlemede karsilasan diger
problemlerdir. Bu nedenle immobilize edilmis veya polimerizasyonla ¢oziilemeyen enzim
iceren heterojen fazdaki yontemler gelistirilerek kullaniimaya baglanmigtir. Bu yontemler

stirekli olarak kullanilabilmekte ve enzimin tekrar tekrar kullanimina olanak saglamaktadir.

Immobilize B-galaktozidaz ilk olarak 1968’de hazirlanmistir. O tarihten bu yana immobilize
B-galaktozidazin pekgok cesidi gelistirilmistir. Gelistirilen bu immobilize B-galaktozidazlarin
¢ogu Aspergillus sp. kaynaklidir. immobilizasyon igin en ¢ok tercih edilen metod, olusan son
tirinlerin gidalarda kullanimim engellemeyen glutaraldehitle kopolimerizasyonudur.

Enzimatik hidroliz i¢in ayrica immobilizasyon basamaginda B-galaktozidazin aktivite
kaybinin gergeklesmedigi, immobilizasyon sistemine benzeyen sulu ikili faz sistemleri de
gelistirilmigtir  (Siso, 1996). Cizelge 3.1°de immobilize B-galaktozidaz sistemleri
gosterilmistir (Gekas ve Lopez-Leiva,1985; Hernaiz ve Crout, 2000; Obon vd., 2000;
Tanriseven ve Dogan, 2002; Roy ve Gupta, 2003; Gaur vd., 2006; Ferraz vd., 2007; Li vd.,
2007).



26

Cizelge 3.1 immobilize B-galaktozidaz sistemleri

Kaynak Tasiyica Metod/immobilizasyon ajam

A. niger Fenolformaldehit Adsorpsiyon/Glutaraldehitle ¢apraz
recine baglanma

A. niger Kitosan Glutaraldehitle kovalent baglanma

A. oryzae Aljinat-Jelatin Capraz baglanma

A. oryzae Celite Adsorpsiyon

A. oryzae Iyon degistirici regine | Glutaraldehitle kovalent baglanma

E. coli Agaroz Hidrofobik Baglanma

E. coli Na-Mg poliakrilamid | Tutuklanma

K. fragilis Epiklorohidrin seliiloz | Kovalent baglanma

K lactis Aminoetil sepharoz Kovalent baglanma/Diazo metodu

K lactis Polietilenimin Glutaraldehitle ¢apraz baglanma

K lactis Pamuiklu dokuma Glutaraldehitle ¢apraz baglanma

B. bulgaricus Agar jel Tutuklanma

B. circulans Fenolformaldehit Adsorpsiyon/Glutaraldehitle ¢apraz
regine Duolite ES 762 | baglanma

B. circulans Eupergit C Kovalent baglanma
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3.2 Laktozun Kullanim Alanlar

Laktoz, gida endiistrisi basta olmak iizere tipta ve ila¢ sektdriinde kullanimi oldukga fazla
olan bir disakkarittir. Teknolojik olarak laktoz kolaylikla kristallendirilebilir ancak bu siit
tirtinleri endiistrisinde baz1 kisitlamalara sebep olmaktadir. Bu sebeple laktozdan genellikle
hidrolizlendikten sonra yararlanilmaktadir. Ornegin hidrolizlenmis siitten imal edilmis olan
peynirler, normal siitten iiretilen peynirlere gére daha ¢abuk yenilebilir hale gelmektedir.
Peyniralti suyunda bulunan laktozun sebep oldugu problem ise, siit iiriinlerinde yan iiriin
olarak olusan yiiksek miktardaki peyniralti suyunun atik olarak ¢evre kirliligine sebep

olmasidir. Bu da laktoz hidrolizini gerekli kilan bir bagka 6nemli unsurdur.

Peyniralti suyundan yararlanmanin en etkili yolu, glukoz ve galaktoz igeren tath bir surup
karisimi meydana getiren laktoz hidrolizidir. Tathilik derecesi %100 olarak kabul edilen
sakkaroz ile karsilastirildiginda, hidroliz sonucu olusan glukoz-galaktoz karisimi surubun
tathlign %70 olarak degerlendirilmektedir. Goriildiigii gibi tatlihk derecesi %40 olarak
degerlendirilen laktozun tatlilik derecesi, hidrolizden sonra artmaktadir.

Laktoz hidrolizi ile peyniralti suyundan elde edilen glukoz-galaktoz karisimi surup, unlu
mamiiller, dondurma ve meyve suyu yapimi basta olmak iizere, toz gorba, sekerleme, bazi
fermente siit iiriinlerinde seker kaynag olarak kullamlmaktadir. Kurabiye gibi bazi unlu
mamiillerin yapiminda kullanildiginda, bu iiriinlerde yer alan proteinlerle tepkimeye girerek,

istenilen sari-kahverengi rengin olusumunu saglamaktadir.

Bagka iiriinlerle farkli konsantrasyon ve karistirma oranlar ile hazirlanmig, laktozu
hidrolizlenmis siit iriinleri mevcuttur. Buna en iyi Ornek olarak vanilyali dondurma
yapiminda kullanilan, proteinsizlestirme ve renksizlestirme islemlerinden gegirilerek %80
oraninda kati iiriinle birlestirilmis hidrolize peyniralti suyu verilebilir. Hidrolize edilmis ve
proteinlerinden uzaklagtinlmig peyniralti suyu ayrica yiiksek enerji harcayan sporcularin
kullanimina yonelik olarak {iretilen enerji igeceklerinin tiretiminde de kullamilmaktadir (Gekas

ve Lopez-Leiva,1985; Demirhan,2007).

Laktoz, tat, koku ve renk maddelerini kolaylikla absorbe edebilme 6zelliginden &tiirii gida
endiistrisinde tasiyici ajan olarak da kullanilmaktadir (Panesar vd., 2007).
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Laktoz, antibiyotik iiretiminde kullamilan mikroorganizma kiiltiirleri i¢in karbon kaynagi
olarak degerlendirilmekte ve ilag endiistrisinde bazi farmakolojik preparatlarin
hazirlanmasinda dolgu maddesi olarak, ya da tablet halindeki bazi ilaglar ig¢in kapsiil

yapiminda kullanilmaktadir (Demirhan, 2007).

Kefir ve kimiz bakterileri yapilarinda bulundurduklan B-galaktozidaz ile laktozu kullanarak
bir alkol fermantasyonu meydana getirmektedirler. Bunun igin eksi siit mamiilleri olan kefir
ve kimiz bir miktar alkol i¢ermektedirler. Asil olarak siit laktozu, siit asidi bakterileri
tarafindan fermantasyona ugratilarak siit asidine doniistiiriilmektedir. Siitiin eksimesinin ve
yogurt yapiminin esasini bu husus teskil etmektedir. Bu sekilde, laktozun alkole
mayalanmaya diger sekerler kadar kolay ugramamasi ¢ocuk beslenmesinde daha az barsak

bozukluklar1 olmasina yardimci olmasi agisindan 6nemlidir.

Bebek mamalarinin ve baz1 6zel diyet gidalarinin hazirlanmasinda, inek siitlinlin anne siitiine
benzetilmesinde de laktoza genis Olclide yer verilmektedir. Anne siitii inek siitiinden 6nemli
Ol¢iide yiiksek oranda laktoz igermektedir ve bu sebeple ¢cocuga verilecek olan adapte edilmis
inek siitiiniin laktozca zenginlestirilmesi gerekmektedir. Ciinkii laktoz, diyetetik etki
baglaminda, yag metabolizmasinda rol oynayarak karacigerde yag birikimini Onleyici etki

yapmakta ve ¢ok sayida B vitaminin sentezlenmesini kolaylastirmaktadir (Demirhan, 2007)
3).

3.3 Laktoz Metabolizmasi

3.3.1 Laktoz Sentezi

Laktoz, galaktozu UDP galaktozdan glukoza aktaran laktoz sentetaz (UDP-galaktoz-glukoz
galaktoziltransferaz) tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzim protein A ve B olmak iizere iki
proteinden olusmaktadir. Protein A bir B-D-galaktozil transferazdir ve bazi dokularda
bulunmaktadir. Meme bezleri bu dokulara dahil degildir ve buralarda (laktozda oldugu gibi)
B-(1—4) bagiyla yapisal Onemi olan N-bagh glikoproteinlerin bileseni olan N-
asetilgalaktozamin sentezlenmektedir. Protein B ise sadece meme bezlerinde bulunmaktadir

ve bir a-laktalbumindir. Siitte bol miktarda bulunmaktadir.
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3.3.2 Laktoz Sentezinin Hormonal Kontrolii

Gebelikten 6nce ve gebelik siiresince meme bezlerinde N-asetillaktozamin sentezlenmektedir.
Gebelik boyunca steroid yapisinda olan progesteron, protein B sentezini baskilamaktadir.
Dogumla beraber progesteron diizeylerinde yiiksek oranda diisiis gozlenmektedir ve peptid
yapisinda olan prolaktin hormonunun sentezi uyarilmaktadir, bu da a-laktalbumin(protein B)
sentezini uyarmaktadir. Diizenleyici olan protein B, protein A ile kompleks olusturur ve
transferazin ~ Ozgiinligiinii  de@istirerek  asetillaktozamin  yerine laktoz  sentezi

gerceklesmektedir (Champe ve Harvey, 1997).

3.3.3 Galaktoz Metabolizmasi

Galaktozun en biiyiik besinsel kaynag: siit ve siit iiriinlerinde bulunan laktozdur ve yeni
dogan memeliler i¢in en biiyiik enerji kaynagidir. Yenidoganlarda intestinal B-galaktozidaz
tarafindan laktozun hidrolizi ile elde edilen glukoz ve galaktoz, barsaklardan emildikten sonra
kan dolasim ile tasinmaktadir. Galaktoz hiicre zarinin 6nemli bilesenleri olan glikoprotein ve
glikolipidlerin lizozomal yikilimiyla elde edilebilir. Galaktozun hiicre igine girisi de fruktoz

da oldugu gibi insiilinden bagimsizdir.
3.3.3.1 Galaktozun Fosforilasyonu

Glukoz ve fruktozda oldugu gibi bir molekiil galaktozun iki mol piriivata ¢evrilmesi sonunda
iki molekiil ATP ile iki molekill NADH elde edilmektedir. D-galaktozun metabolize
edilebilmesi i¢in fosforile edilmesi gerekmektedir. Barsaklarda siit sekeri laktozun
hidrolizlenmesiyle elde edilen galaktozun, karacigerde galaktokinaz ile ATP kuliamlarak

fosforlanmasi sonucunda galaktoz-1-fosfat olugsmaktadir.

3.3.3.2 UDP-Galaktoz Olusumu

Galaktoz-1-fosfat UDP-glukoz ve galaktaz-1-fosfatin, galaktoz-1-fosfat {iridiltransferaz
etkisiyle galaktoza g¢evrilmeden glikolitik yola giremez. Bu ise glukoz-1-fosfat-galaktoz-1-
fosfat-iiridiltransferaz enziminin etkisiyle UDP glukozdan UMP’nin ayrihip galaktoz-1-fosfata
aktarilmasiyla saglamir. Geride kalan glukoz-1- fosfat ise fosfoglukomutaz ile glukoz-6-
fosfata gevrildikten sonra glikolize katilmaktadir.
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3.3.3.3 UDP-Glukoz Olusumu

Olusan UDP-galaktoz, UDP-glukoz 4’-epimeraz ile UDP-glukoza ¢evrilmektedir. Glikojen
ve glikoprotein sentezinde kullanilan ve bir niikleotid-seker olan UDP-glukoz, glukoz 1-fosfat
ile iridin trifosfattan(UTP), UDP-glukozpirofosforilazin katalizledigi bir tepkimeyle
olugsmaktadir. Niikleotid sekerlerin olusmasinda heksoz-1-fosfat ile niikleozid trifosfat
kullanilmakta ve pirofosforilaz tepkimeyi katalizlemektedir. NAD bagimli bir enzim olan
galaktoz-4’-epimeraz ile UDP-galaktoz tersinir olarak UDP-glukoza ¢evrilmektedir. Sekil
3.2’de galaktoz metabolizmasi gosterilmistir (Onat T. vd., 2002).

galakiitd - Napp”
Aldcz S
= + “
Galaktokinaz UDP-Glukaz
GALAKTOZ Tv’@ddoztp UbDP-G : ;
pirofosforilaz
b AP ap i i
B -Galaktozidaz, /; glukoz iridittransferaz
= o
LAKTQZ Z Glukoz 1
4-epimeraz
GLIKOLIPIDLER / gt
UDP-Glukoz :
al INLER / \Gu«zefosfatzzamaga)
GLIKOZAMINOGLIKANLAR
GUKOUzZ QUWKoz

Sekil 3.2 Galaktoz metabolizmasi
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3.3.3.4 Galaktoz Metabolizmasi1 Bozukluklar

Normal siit diyeti ile beslenen bebekler galaktoz metabolizmasina bagimhidirlar. Galaktozun
yeterince metobolize edilememesine bagl olarak goriilen genetik bozukluk galaktozemi
olarak tamimlanmaktadir. Galaktozemi, galaktoz-1-fosfat iiridililtransferazin genetik
eksikligine baghdir. Bu hastalarda siit sekeri olan laktozdan elde edilen galaktoz, glukoz
metabolitlerine gevrilememektedir. Bu olgularda, galaktoz-1-fosfat, hiicrelerde birikmektedir.
Katarakt, biiylimenin yavaslamasi ve karaciger fonksiyonlarinin bozulmasina bagh olarak
sarilik goriilmektedir. Karaciger hasari genel olarak Oliimciildiir. Dogum sirasinda gébek
kordonundan alinan eritrositlerde galaktoz-1-fosfat tayini yapilarak genetik eksikligi
belirlenebilmekte ve diyetten galaktoz ¢ikarilarak hastalik tedavi edilebilmektedir.

Galaktozu fosforilleyerek galaktoz 1-fosfat olusturan galaktokinaz eksikliginde de
galaktozemi goriilebilir. Glukozun sorbitole indirgenmesine benzer sekilde galaktozun
indirgenmesi ile olusan galaktitol, katarakta ve merkezi sinir sistemi hasarina neden

olmaktadir.

Yetigkinlerde B-galaktozidaz eksikligi, laktoz intoleransina yol ag¢maktadir. Diinyada
B-galaktozidaz eksikliginin prevalanst %70-90 kadardir. B-galaktozidaz eksikligi olan
kisilerde laktoz, kalin barsak bakterileri tarafindan metabolize edilerek CO, ve H;, gazlan ile
kisa zincirli yag asitleri olusturulmaktadir. Intestinal sivinin iyonik giiciinii arttiran asitler
diyareye yol agmaktadir. Laktoz intoleranst olan baz1 kisiler yogurtta bulunan
mikroorganizmalardaki B-galaktozidaz nedeni ile yogurdu tolere edebilmektedir (Onat T. vd.,
2002).
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4. SUS

Trichoderma reesei anamorfu olarak bilinen filamentli, tropikal bir kiif olan Hypocrea
jecorina, en az bes endoglukanaz (EG; EC 3.2.1.4) ve iki ekzoglukanaz veya
sellobiyohidrolaz (CBH; EC 3.2.1.91) igeren en etkili seliilolitik enzim karigimim yiiksek
miktarda salgilayan, kristal yapili selillozun pargalanmasi i¢in bilinen en iyi organizmadir. H.
jecorina, ilk olarak 2. Diinya Savasi sirasinda Solomon adalarinda Amerikan Ordusu
tarafindan, ¢adir ve parasiit gibi pamuklu materyallerin yol a¢tifi sorunlarin sebeplerinin
arastirtlmasi sirasinda izole edilerek saflagtirnlmistir. Saflastirilan orjinal QMé6a kiiltiirii 7.
viride olarak isimlendirilmis, ancak QMé6a Kkiiltiiriiniin morfolojik olarak diger 7. viride
yapilarindan farkli oldugu bulununca isim 7. reesei olarak degistirilmistir. Bu, bilim adamlar
tarafindan yeni bir mantars1 yapi olarak kabul edilmis ve kiiltiirii ilk olarak saflagtiran Elwyen
T. Reese’den esinlenilerek isimlendirilmistir. flerleyen ¢alismalarda, QM6a kiiltiiriiniin baska
bir Trichoderma tiirii olan 7. longibrachiatum’dan ayn tutulamayacagi belirtilmistir. Son
yapilan ¢aligmalarla 7. reesei’nin, iyi tammlanmis bir tireme doéngiisiine sahip olan H.
jecorina’min klonal bir tiirevi oldugu kamtlanmistir. Dogada bitki liflerinde ve toprakta
bulunur ( Desmet vd., 2007; Sandgren vd., 2005 ). Sekil 4.1°de T. reesei’nin tireme dongiisii,

sekil 4.2°de ise H. jecorina’nin kat1 besiyerindeki genel goriiniimii gosterilmistir.

Zincir Halinde Hif
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Sekil 4.1Trichoderma reesei’nin iireme dongiisii
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Sekil 4.2 H. jecorina’min genel goriiniimii

4.1  Hpypocrea jecorina’da Laktoz Metabolizmas:

H. jecorina tarafindan endiistriyel seliilaz ya da rekombinant proteinlerin iiretimi igin
kullanilan, ¢6ziiniirligli en yiiksek ve en ekonomik karbon kaynagi, ayn1 mikroorganizma
tarafindan salgilanan ekstraseliiler B-galaktozidaz aktivitesine ihtiyag duyan laktozdur (Pail
vd., 2004; Karaffa vd., 2006; Gamauf vd., 2007).

Sﬁtsekeﬁohnhk%mfljecaﬁm’nmdoﬂﬂhabihhndabdmmmasmimkumn
laktoz varliginda bilylimesi ve laktozu metabolize etmesi ilgi gekicidir. Laktozun seliilaz
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indiiksiyonuna sebep olan mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir. Ancak B-galaktozidaz
kodlayict gen olan bga-1’in D-glukoz ve L-arabinoz tarafindan indiiklendiginin bulunmasi
B-galaktozidazin rizosfer bilesenli ve endofitik mantar olan 7richoderma’nin dogal
habitatinda bulunan bitki poli- ve oligosakkaritlerinin degradasyonunda rol almasinin sebebini
agiklamaktadir (Gamauf vd., 2007).

H. jecorina’da laktoz metabolizmasindan hiicre disi B-galaktozidaz sorumludur. Hidroliz
liriinii olan D-glukoz, direkt olarak glikolitik yola katilirken, D-galaktoz ise ya galaktokinaz
tarafindan fosforlanarak galaktoz-1-fosfata dontstiiriiliir ve Leloir yoluna katilir yada aldoz
rediiktaz tarafindan galaktitola indirgenmektedir. Galaktokinaz kodlayici gen gal-1’in
eksikligi, laktoz varliginda seliilaz ekspresyonunu azaltirken, Leloir yolunda bir sonraki
basamaktan sorumlu olan galaktoz-1-fosfat iiridiltransferaz kodlayic1 gen gal7’nin eksikligi
seliilaz indiiksiyonunda herhangi bir soruna yol agmamaktadir. Bu sonuglar galaktokinaza
bagli D-galaktozun ve galaktoz-1-fosfatin da indiiksiyon ig¢in gerekli oldugu seklinde
yorumlanmaktadir. Sekil 4.3°de H. jecorina’da D-galaktoz metabolizmas: gosterilmigtir.

I D-Galaktoz |
Aldoz reduktaz ADPH ATP \ Galaktokinaz
NADP* ADP &
Galaktitol D-Galaktoz
1-fosfat Glucoz
NAD* 5
L-Arabitol Gal-1-P : UDP. Galaktoz
dehidrojenaz A uridil- 4-epimeraz
transferaz
L-Ksilo D-Glukoz UDP-
L 3-hekzuloz | 1-fosfat Galaktoz
2 Fosfo-
? glukomutaz
D-Glukoz
L-Sorboz
6-fosfat
NADPH
L- Sorboz :
reduktaz NADP*
D-Sorbitol Py
NAD"*
Ksilitol L
dehidrojenaz
’ NADH aTp Abp
D-Fruktoz D-Fruktoz-
6-fosfat
Hekzokinaz

Sekil 4.3 H. jecorina’da D-galaktoz metabolizmasi
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1 Kullamlan Materyaller

5.1.1 Hypocrea jecorina QM9414

Calismamizda kullanilan mikroorganizma Hypocrea jecorina QM9414, Temmuz 2005
tarihinde Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve Mikrobiyoloji Enstitiisii

tarafindan temin edildi.

5.1.2 Kullamlan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1 Kullanilan Kimyasallar

KiMYASAL FIRMA/NO
MgS04.7H,0 Riedel-de Haen / 13142
Pepton Sigma / P-6588
KH,PO4 Merck / 1.04871
(NH4)2SO4 Lachema / 30786
Ce¢HsNa3;07.2H,0 Riedel-de Haen /32320
D(+)-Glukoz Riedel-de Haen / 16325
Agar-agar Merck / 1.01613
FeSO4.7H,0 Sigma / F 7002
MnS04.7H,0 Sigma / M-6528
ZnS04.H,0 Sigma / Z-4750
Na,HPO4.2H,0O Riedel-de Haen / 04272
NaH,P0O4.H,O Riedel-de Haen / 04269
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Cizelge 5.1 ( Devam )

CeHsO7.H20 Riedel-de / Haen 12022
CaCl,.2H,O Sigma / U-0631
Ure Sigma / P-7949
TW 20 Merck / 1.067657
Laktoz Acros / 128820010
ONPG Acros / 128745000
ONP Sigma / S-4132
Na;CO3.H,O Sigma / A-9647)
BSA Fluka / 27815
Coomassie Blue Merck / 1.00201
Etanol Merck / 1.00573.2500
H3PO4 Sigma / T4428
Toluen Sigma / C-2432
Kloroform Sigma / A-4206
Aseton Aldrich / D-9777-100FT
Dializ kesesi Aldrich / D-9777-100FT
Istanbul Universitesi Miithendislik
Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya
Hidroksilapatit Anabilim Dali
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5.1.3 Kullanilan Cihazlar

» Sterilizasyon iglemi igin:
Fissler marka 10L hacimli diidiiklii tencere
» Enzim indiiksiyonunu saglamak igin:
Sartorius marka calkalamali inkiibator
» Enzim aktivite ve protein tayini igin:
Philips PU8740 UV/VIS spektrofotometre
» Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin pH kontrolii igin:
CyberScan pH 500 pH metre
» Santrifiyj i¢in:
SIGMA 3K 30 santrifiij
» Hiicre i¢i B-galaktozidaz elde edilmesi ¢aligmasinda hiicre duvarim1 yikmak ve zar
bariyerini agmak igin:
GFL 1086 calkalamali su banyosu
» Amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in:
Chiltern Hotplate HS31 manyetik karistirict
» Kullanilan tampon, ¢ozelti ve kiiltiirlerin saklanmas: igin:

Bosch marka buzdolab: kullanilmistir.
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5.2 Metodlar
5.2.1 Kiiltiir Ortamm

5.2.1.1 Saf Kiiltiir Ortamm

Hypocrea jecorina QM9414 suslarinin iiretim ortam i¢in kullanilan kati besi yerinin bilegimi

(&/L):

MgS0,.7H,0 g
KH2P04 1 Og
(NH4)2S04 6g

C6H5Na307.2H20 3g
C6H|206.H20 10g
Agar-agar 20g

seklindedir. Tiim kimyasal maddeler ¢oziilerek distile su ile 980 mL’ye tamamlandi. 20 mL
pH 2.0 olan eser element ¢ozeltisi eklenerek 1000 mL hacme tamamlandi. Eser element

¢ozeltisinin bilesimi (mg/L):
FeS0O4.7H,0 250 mg
MnS0O,.7H,0O 80 mg
ZnS04.H,O 70 mg
seklindedir.

Hazirlanan kat1 besi ortam1 20 dakika 121°C’de steril edildi. Daha sonra steril petri kaplarinin
2/3’sini kaplayacak sekilde petrilere dokiildi ve sofumaya birakildi. Katilasan besi
ortamlarim igeren petriler kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Kat1 besi yerlerine saf kiiltiirden ekim yapildi. Bunun igin saf kiiltiirden alan kiigiik
miktarlar petrideki kat1 besi ortaminin ortasina birakildi ve 30°C’de, 5 giin inkiibe edildi. Bu
siirenin sonunda, besi yeri ylizeyi tamamen sporlarla kaplandi. Saf kiiltiirden bu yol ile
¢ogaltilan mikroorganizma, spor ¢ozeltisi hazirlamak ve enzim iiretim ortamina asilamak

amaciyla kullamldi. Bu yol ile hazirlanan mikroorganizma +4°C’de 3 ay boyunca canlilim
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devam ettirebilir. Ancak daha uzun bir siire kullanilacaksa bu siirenin sonunda kiiltiiriin

yenilenmesi gerekmektedir.

5.2.1.2 Enzim Uretim Ortami

Caligmada kullanilan enzim iiretim ortam1 Mandels ve Andreotti ( 1978 )tarafindan Gnerilen
fermantasyon ortaminin modifiye edilmis seklidir. Enzim iiretim ortaminin bilesimi (g/L):

(NHg )2SO4 28¢
KH,PO, 40¢
MgS04.7H,0 0.6 ¢
CaCl, 08¢g

seklindedir. Bu kimyasallar 480 mL 100mM pH 5 sitrat tamponunda ¢oziildii. Elde edilen
cozeltiye (g/L) olacak sekilde

Ure 03¢g
TW 20 05¢g
Pepton 1-2¢g
Laktoz 10g
Eser element ¢ozeltisi 20 mL

eklendi. Tiim kimyasal maddeler ¢oziilerek 1000mL hacme tamamlandi. pH 10N NaOH ile
5’e ayarlandi. 20 dakika 121°C’de steril edildi.

5.2.2 Spor Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kati besiyerinde iireyen mikroorganizmalar ¢ozelti i¢ine almak ve agilama isleminde
kullanmak igin, sporlar ekim ignesi yardimiyla yiizeyden kazinarak 5 mL steril distile su ilave

edilerek ¢ozeltiye alindi. Bu gekilde mililitrede 5x10% spor igeren siispansiyon hazirlandi.
5.2.3 B-Galaktozidaz Aktivitesinin Tayini

B-galaktozidaz aktivitesi, Fekete ve digerleri tarafindan &nerilen (2002 ) metoda gére substrat
olarak o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid (ONPG) kullamlarak spektrofotometrik olarak tayin
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edildi. ONPG’nin hidroliz reaksiyonu sekil 5.1°de gdsterilmistir.

OH OH
ZZ Pgalaktozidaz
HO ; o HO O, OH
- " = H
OH H N R \N+¢O oH H
H H % : : H H
H OH gl g 0 N OH
o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid o-nitrofenil B-D-galaktopiranozid

Sekil 5.1 ONPG’nin hidroliz reaksiyonu

Cozeltiler

1. 0.1M Fosfat Tamponu ( pH 7.0 ): 0.889g Na,HPO4.2H,0 ve 0.78g NaH,P04.H,O destile
suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. IN NaOH ile pH 7.0’e ayarlandi.

2. 0.01M ONPG Cozeltisi: 0.03013g ONPG fosfat tamponu ( pH 7.0 ) iginde ¢oziilerek balon
jojede 10 mL’ye tamamlanarak her kullanimdan 6nce taze olarak hazirland:.

3. 1M Na,CO; Cozeltisi: 12.4g Nay,CO3 H,O distile suda ¢oziilerek balon jojede 100 mL’ye
tamamlanda.

Bu y6ntemde 0.5 mL 6rnek tizerine 0.3 mL substrat ¢dzeltisi ve 0.2 ml distile su ilave edildi.
Karisim 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. 2 mL Na,COj; ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon
sonlandirildi. Absorbans degerleri, 410 nm’de 1 mL kuvars kiivet iginde spektrofotometrik
olarak kére kars1 okundu. Kér, 0.7 mL distile su igerisinde 0.3 mL ONPG ¢ozeltisinin ilave
edilmesi ile hazirlandi. Bu absorpsiyon degerinin o-nitrofenil (ONP) regresyon denklemine
uygulanmasiyla enzim tarafindan bir dakikada agiga ¢ikarilan ONP miktar1 umol/dakika
olarak belirlendi.

Bir iinite enzim aktivitesi; standart kogullar altinda bir dakikada ONPG’den 1 pmol ONP

olusmasini saglayan enzim miktaridir.
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5.2.4 ONP Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

mg/mL konsantrasyonda stok ONP ¢ozeltisi hazirlanarak bu stok ¢ozeltiden uygun
seyreltmeler ile 0.1-0.5 mg/mL aralifinda degisen konsantrasyonlarda galigma g¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen farkli konsantrasyonlardaki ONP ¢ozeltilerine enzim aktivite deneyi
uygulandi. Bu yontemde 0.5 mL ONP ¢ozeltisine 0.3 mL fosfat tamponu ( pH 7.0 ) ve 0.2 mL
distile su eklendi. Kor olarak 0.7 mL distile suya 0.3 mL fosfat tamponu ( pH 7.0 ) eklenerek
elde edilen ¢ozelti kullanildi. Deney bes kez tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine en
kiigiik kareler metodu uygulanarak ONP regresyon denklemi hesaplandi ve standart egri
grafigi ¢izildi.Sekil 5.2’de ONP standart egri grafigi verilmisgtir.

Sekil 5.2 ONP standart egri grafigi

5.2.5 Protein Tayini
Protein tayini Bradford ( 1976 ) yontemine gore yapildi. Sifir serum albumini ( BSA )

standart olarak kullanmildi.

Cozeltiler
Renk Reaktifi: 100 mg Coomassie Blue G- 250, 50 mL %96 (v/v) etanolde ¢dziildiikten sonra

100 mL %85 (v/v) o-fosforik asit eklendi. Destile su ile balon jojede 1 litreye tamamlandi.
Hazirlanan bu renk reaktifi koyu renkli cam bir sisede +4°C’de sakland.

Bu yontemde, 0.8 mL protein miktari tayin edilecek Ornek iizerine 0.2 mL renk reaktifi
eklendi ve kore kars1 5 dakika — 1 saat aralifinda 595 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.
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Kor, 0.8 mL distile su ve 0.2mL renk reaktifinin karigtirilmasi ile hazirlandi. Elde edilen
absorbans degerlerinin BSA ile ¢izilen standart grafife uygulanmasiyla, protein miktar
mg\mL olarak hesaplandi.

5.2.6 Bovine Serum Albumini Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

mg/mL konsantrasyonda stok BSA ¢0zeltisi hazirlanarak bu stok ¢odzeltiden uygun
seyreltmeler yapilarak 0.1-0.5 mg/mL konsantrasyon araligindaki calisma c¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen standart ¢6zeltilere Bradford deneyi uygulandi. Deney bes kez
tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine en kiigiik kareler metodu uygulanarak serum
albumini regresyon denklemi hesapland: ve grafik ¢izildi. Sekil 5.3°’de BSA standart egri

grafigi gosterilmigtir.

Sekil 5.3 BSA standart egri grafigi
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5.2.7 Kiiltiir Ortaminda B-Galaktozidaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin
Belirlenmesi

5.2.7.1 B-Galaktozidaz Uretimi i¢in Uygun Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi

Inkiibasyon siiresinin B-galaktozidaz iiretimine etkisinin saptanmasi amaciyla enzim iiretim
ortamina H. jecorina QM9414 sporlarinin ekimi yapildi. Kiiltiirler 30°C’de etiivde 24, 48, 72
96, 120, 144 ve 168 saat siirelerde inkiibasyona birakildi.

5.2.7.2 Laktozun Farkh Konsantrasyonlarimn B-Galaktozidaz Uretimine Etkisinin
Saptanmasi

Calismalarda kullanilan enzim indiiksiyon ortaminda substrat olarak laktoz kullanildi. Laktoz

%1, %S5 ve %10 konsantrasyonlarda olmak {izere enzim indiiksiyon ortamina ilave edildi.

5.2.7.3 Statik ve Calkalamal inkiibasyon Kosullarimin B-Galaktozidaz Uretimine
Etkisinin Saptanmasi

B-Galaktozidaz iiretimine statik kosullarin etkisinin arastirilmasi igin kiiltiirler etiivde 30°C’de
sirasiyla 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat inkiibe edildi. B-Galaktozidaz iiretimine
calkalamali inkiibasyon kosullarinin etkisinin arastirilmasi i¢in ise ¢alkalamali inkiibatorde

160 rpm ¢alkalama hizinda, 30°C’de 24, 48, 72 ve 96 saat siiresince inkiibe edildi.
5.2.7.4 pH’nmn B-Galaktozidaz Uretimine Etkisinin Saptanmas:

Enzim indiiksiyon ortaminda H. jecorina’min B-galaktozidaz iiretimine pH’nin etkisini
saptamak amaciyla ortamlar 0.1N HCI ve 0.IN NaOH kullanilarak 3 ile 8 arasindaki farkli pH
degerlerine ayarlandi. Kiiltiirler 160 rpm ¢alkalama hizina sahip inkiibatérde 96 saat

inkiibasyona birakildu.
5.2.7.5 Sicakh@m B-Galaktozidaz Uretimine Etkisinin Saptanmas:

Enzim indiiksiyon ortaminda H. jecorina’mn B-galaktozidaz iiretimine sicakh@in etkisini
saptamak amaci ile ortamlar 20, 25, 30, 35, 40 ve 45°C°de 160 rpm calkalama hizina sahip
inkiibatorde 96 saat siiresince inkiibe edildi.

5.2.8 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bir iinite B-galaktozidaz aktivitesi ( U ); standart kosullar altinda bir dakikada ONPG’ den bir
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pmol ONP olugmasini saglayan enzim miktar1 olarak tanmimlandi ve enzim aktivitesi total

iinite olarak U/mL cinsinden ifade edildi.

Sekil 5.2°deki standart ONP egrisi kullanilarak bulunan ONP konsantrasyonlar1 asagidaki
denklemde yerine yazilarak total iinite ( U/mL ) hesaplandi.

Total Unite (U/mL) = [( mg ONP / mL x 1000) / (t x Mg )]

mg ONP / mL : Orneklerin absorbanslarina
karsilik gelen ONP miktar

t : inkiibasyon zaman (30 dk)

Mg . serbest birakilan ONP’nin ( 139,11 ) molekiil
agirhg ( g/ mol)

5.2.8.1 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi
Total {iinite degerleri mL’deki protein miktarina béliinerek spesifik aktivite hesaplandi.
Spesifik aktivite U/mg protein olarak verildi.

5.2.8.2 Protein Miktarimin Hesaplanmasi

Sekil 5.3’deki BSA standart egrisi kullanilarak mL’deki protein miktarlar1 hesaplandi.

5.2.9 B-Galaktozidazin Kismi Saflagtiriimasi

5.2.9.1 H. jecorina QM9414 Hiicrelerinden Hiicre ici B-galaktozidaz Eldesi

Hiicre i¢inde bulunan enzimi serbest haler gegirmek igin, hiicre duvari ve zar bariyerini agmak

gerekir. Bu nedenle ¢esitli kimyasal ve fiziksel iglemler uygulanr.

Hiicre i¢i B-galaktozidaz eldesinde, H. jecorina kiiltiir ornekleri sivi besiyerinde Boliim

anlatildig1 sekilde hazirlandi ve 25°C°de 96 saat inkiibe edildi. Elde edilen kiiltiir 5rnekleri
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10000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek ayrildi ve 2 kere bidistile su ile yikanip tekrar
santrifiijlendi. Elde edilen hiicre paketi iizerine baslangigta alinan toplam hacime esit olacak
kadar 0.1M fosfat tamponu ( pH 7.3 ) ilave edilerek hiicre ¢6zeltisi elde edildi. Hiicre ¢ozeltisi
H. jecorina hiicrelerinden, hiicre igi B-galaktozidaz elde edilmesi ¢aligmalarinda kullanildi.
Hiicre duvar1 ve zar bariyerini asarak enzimi serbest hale ge¢irmek igin kimyasal yontem

kullanildi.
5.2.9.1.1 Kimyasal Yontem

H. jecorina QM9414 hiicrelerinden kimyasal yontemle hiicre i¢i B-galaktozidaz elde edilmesi
icin iki ayr1 organik ¢oziicii sistemiyle ekstraksiyon iglemi gergeklestirildi. Bunlar; toluenle

ekstraksiyon ve etanol-kloroform (9:1) ile ekstraksiyondur.
5.2.9.1.1.1 Toluenle Ekstraksiyon

Ekstraksiyon Siiresi: Ekstraksiyon siiresi ile H. jecorina QM9414 hiicre i¢i B-galaktozidaz
enzim aktivitesi iligkisi arastinldi. Hiicre ¢ozeltisi Boliim 5.2.9.1°de verilen metoda gore
hazirlanarak 25°C sicaklikta ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Calismada orneklere 0-60
dakika araliginda degisen siirelerde ekstraksiyon islemi uygulandi ve 0.1 mL 6rnekler alinarak

B-galaktozidaz aktivite tayini yapildi.

Toluen Miktari: Hiicre pargalanmasi iizerine toluen miktarinin etkisini incelemek amaciyla
yapilan bu g¢aligmada; Bolim 5.2.9.1°de belirtilen yonteme goére hazirlanan H. jecorina
QM9414 hiicre ¢ozeltisi (1 mL) ile 0.05-0.2 mL arasinda degisen miktarlarda toluen ¢oziicii
sistemi ile 60 dakika c¢alkalamali su banyosunda sabit hizda ekstrakte edildi. Ekstraksiyon

sonucunda elde edilen drneklerin hiicre i¢i B-galaktozidaz enzim aktiviteleri tayin edildi.
5.2.9.1.1.2 Etanol-Kloroform ( 9:1; v/v ) ile Ekstraksiyon

Ekstraksiyon Siiresi: Ekstraksiyon siiresi ile H. jecorina QM9414 hiicre B-galaktozidaz
enzim aktivitesi iligkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan ¢alismada; Boliim 5.2.9.1°de verilen
metoda gére hazirlanan hiicre ¢ozeltisi (1 mL) iizerine etanol-kloroform ( 9:1; v/v ) ilave
edilerek 25°C sicaklikta galkalamali su banyosunda sabit ¢alkalama hizi uygulanarak
gerceklestirildi. Caligmada orneklere 0-60 dakika araliginda degisen siirelerde ekstraksiyon
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islemi uyguland: ve 15 dakikada bir 0.1 mL 6rnek alinarak hiicre i¢i B-galaktozidaz aktivite
tayini yapildi.

Etanol-Kloroform Miktari: Bu calismada etanol-kloroform ( 9:1; v/v ) miktarinin hiicre
pargalanmasi {izerine etkisi incelendi. Boliim 5.2.9.1°de belirtilen yonteme gére hazirlanan H.
Jjecorina QM9414 hiicre ¢ozeltisi (1 mL) tizerine 0.05-0.2 mL arasinda degisen miktarlarda
etanol-kloroform ¢oziicii sistemi kullanilarak ekstrakte edildi. Calismada ekstraksiyon islemi
0-60 dakika siire ile ¢alkalamali su banyosunda 25°C sicaklikta sabit ¢alkalama hizinda
gergeklestirildi. Degisik miktarlarda ¢6ziicii sistem ile ekstraksiyon sonucunda 15 dakikada
bir alinan 0,1 mL 6rneklerde B-galaktozidaz aktiviteleri tayin edildi.

5.2.9.2 H. jecorina QM9414 Hiicrelerinden Hiicre Disi B-galaktozidaz Eldesi

Boliim 5.2.1.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan enzim tiretim ortami 500 mL’lik erlenlere 150
mL’lik kisimlar halinde aktarilarak, spor ¢ozeltiden bu ortama ekim yapildi. Optimum
kosullar olan pH 5 ve 25°C’de 96 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
kiiltir Ornekleri + 4°C sicaklikta 10000 rpm’de 1 saat santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatantta enzim aktivitesi ve protein miktar tayini uygulandi. Ortamdaki tuzlan
uzaklastirmak amaciyla bir giin siireyle + 4°C’de distile suya kars: seliiloz dializ kesesi
( Aldrich / D-9777 ) i¢inde dializ edilerek homojenat ( 1. Dializat ) elde edildi.

5.2.9.2.1 Aseton Coktiirmesi

Diyaliz membranindan alinan 5 mL homojenata 2.5 mL soguk aseton, yavas yavas ilave
edilerek +4°C’de, 2.5 saat boyunca kanstirildi. Karigim bir gece siireyle +4°C’de
bekletildikten sonra ayni sicaklikta 10000 rpm’de 1 saat santrifiij edildi. Santrifiij isleminden

sonra, aseton ¢oktiirmesi uygulanan homojenatta ¢okelti olusumu gozlenmedi.

5.2.9.2.2 Amonyum siilfat Coktiirmesi

o dt 0 i 0

5.2.9.2.2.1 H. jecorina QM9414 B-galaktozidazim1 Ciktiiren Uygun Amonyum Siilfat
Konsantrasyonunun Saptanmasi
H. jecorina B-galaktozidazim ¢oktiirecek uygun amonyum siilfat konsantrasyonunu

belirlemek amaciyla, 25 mL’lik 10 adet behere, 5S’er mL. homojenat konuldu. Ik behere
ortamdaki konsantrasyonu % 10 olacak sekilde toz amonyum siilfat yavas yavas ilave edilerek
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kanigtirildi. Her beherde konsantrasyon % 10 arttirilarak, % 100’e kadar degisen oranlarda toz
amonyum siilfat yavag yavas ilave edilerek karistirildi. Homojenatlar igindeki amonyum siilfat
tamamen ¢6ziindiikten sonra 45 dakika daha karigtirilarak, agizlan kapatildi ve soguk dolapta
bir gece bekletildi. Bir gece soguk dolapta bekletilen her beherdeki homojenat +4°C’de 10000
rpm’de, 1 saat santrifiij edildi. Olusan ¢okelti ve siipernatantlar ayrildi. En uygun
konsantrasyonun saptanmasi amaciyla olusan ¢okeltiler 0.1 M sodyum fosfat tamponu
( pH 7.0) igerisine alindi, protein miktarlar1 ve enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen
sonuclardan Hypocrea jecorina B-galaktozidazi ig¢in en uygun amonyum  siilfat

konsantrasyonunun % 70 oldugu saptand.

5.2.9.2.2.2 H. jecorina B-galaktozidazinin % 70 Amonyum Siilfat Konsantrasyonunda

Coktiiriilmesi

H. jecorina B-galaktozidazin1 ¢oktiiren uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun % 70
oldugu saptandiktan sonra, homojenata ortamdaki konsantrasyonu % 70 olacak sekilde, toz
amonyum siilfat azar azar ilave edildi. +4°C’de manyetik karstirici ile 45 dakika
karstirildiktan sonra agz1 kapatilarak bir gece bekletildi. Ertesi giin +4°C’de 10000 rpm’de, 1
saat, santrifiij edildi. Olusan ¢6kelti ve siipernatant ayrildiktan sonra siipernatant atildi. Olusan
¢okelti 0.1 M sodyum fosfat tamponu ( pH 7.0 ) igerisine alinarak olusan c¢ozelti
% 70 amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi. Olusan ¢ozeltide B-galaktozidaz aktivitesi
ve protein miktar tayinleri yapildi. Amonyum siilfat1 uzaklastirmak amaciyla % 70 amonyum
siilfat kesiti dializ kesesine ( Aldrich / D-9777 ) konuldu. +4°C’de, destile su ile ¢ozelti sik
sik degistirilerek, manyetik karistirici ile kangtirildi ve ¢ozeltide siilfat iyonu kalmayincaya
kadar dializ islemine devam edildi. Dializ islemi tamamlandiktan sonra, dializ kesesinde
¢oken kisimlari uzaklagtirmak amaciyla ¢ozelti, +4°C’de 10000 rpm’de, 1 saat, santrifijj
edildi. isem sonrasinda iistte kalan berrak ¢ozelti alind1 ve I1. Dializat olarak adlandirilan bu
¢ozeltide B-galaktozidaz aktivitesi ve protein miktar tayini uygulandiktan sonra uygun

hacimlerde derin dondurucuda saklandi.

5.2.9.2.3 Hidroksilapatit Kolon Kromatografisi

Calismamizda kulamlan hidroksilapatit [stanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya
Boliimii Biyokimya Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Hidroksilapatit, alt ucu ince cam
pamugu ile kapatilmig, 1.27 cm ¢apinda, alt kism musluklu cam kolona, kolon yiiksekligi 9
cm olacak sekilde dolduruldu. Kolon, hacminin ii¢ kat: kadar pH 6.8 1 mM potasyum fosfat
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tamponu gegirilerek dengelendi. Kolona yaklagik olarak 200 mg protein igeren, % 70
amonyum siilfat klesiti uygulandi. Kolondan sirasiyla 1 mM, 5 mM, 20 mM, 50 mM, 100
mM, 500 mM ve 1000 mM potasyum fosfat tamponlar ( pH 6.8 ) gegirildi. 3mL’lik hacimler
halinde toplanan eluatlarin absorbanslan eliie edilen tampona karsi1 spektrofotometrede 280
nm’de (Warburg ve Christian, 1931) okundu ve eliisyon grafigi ¢izildi. Eliisyonlardaki -
galaktozidaz aktivitesi tayin edilerek aktivite degerleri de aym grafikte gosterildi.
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6. SONUCLAR

6.1 Kiiltiir Ortaminda B-Galaktozidaz Aktivitesini Etkileyen Fizyolojik Kosullarin

Belirlenmesi
6.1.1 B-Galaktozidaz Uretimi i¢in Uygun inkiibasyon Siiresi

H. jecorina’dan B-galaktozidaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek amaciyla
yapilan ¢aligmada, mantar sporlar1 ekim yapilan enzim iiretim ortaminda 24-168 saat arasinda
degisen siirelerde inkiibe edildi. 24 saatte bir alinan 6rneklerde total {inite ( $ekil 6.1 ), protein
Slgiimleri yapilarak spesifik aktivite (Sekil 6.2 ) hesaplandi.

Inkiibasyonun 144. saatinde H .jecorina’nin B-galaktozidaz aktivitesinin en yiiksek oldugu
saptandi.

Sekil 6.1 B-Galaktozidaz aktivitesinin inkiibasyon siiresine gore degisimi



50

Sekil 6.2 Inkiibasyon siiresinin B-galaktozidaz spesifik aktivitesine etkisi

6.1.2 Laktozun Farkli Konsantrasyonlarinin B-Galaktozidaz Uretimine Etkisi

Karbon kaynag: laktozun farkli konsantrasyonlarinin B—galalitozidaz tretimine etkisini
saptamak i¢in enzim {retim ortamlarina %1, % 5 veya %10 olmak iizere ii¢ farkh
konsantrasyonda laktoz ilave edildi. 24 saatte bir alinan 6rneklerde total iinite ( Sekil 6.3 ) ve
protein Sl¢limii yapilarak spesifik aktivite hesaplandi. %1 laktoz ile destekl\enen ortamdaki B-
galaktozidaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu saptand: (Sekil 6.4 ).

Sekil 6.3 B-Galaktozidaz aktivitesinin laktoz konsantrasyonuna gore degisimi



Spesifik Aktivite (U/mg protein)

24 48 72 9% 120 144 168
- Inkiibasyon Plcaatibemt) . ...

Sekil 6.4 Laktoz konsantrasyonunun B-galaktozidaz spesifik aktivitesine etkisi

6.1.3 Statik ve Calkalamah inkiibasyon Kosullarinin B-galaktozidaz Uretimine Etkisi

H. jecorina sporlar1 enzim iretim ortamina aktarildiktan sonra, statik ve g¢alkalamali
inkiibasyon kosullarinin B-galaktozidaz iiretimine etkisini saptamak amaciyla bir kismu statik
kosulda etiivde, bir kismi ise ¢alkalamali inkiibat6rde inkiibe edildi.

Calkalamali kogulda inkiibe edilen besi yerlerinde 96. saatte en yiiksek aktiviteye ulasildi.
Sekil 6.5°de B-galaktozidaz aktivitesinin statik ve calkalamali inkiibasyon kosullarina gére
degisimi, sekil 6.6’da ise statik ve calkalamali inkiibasyon kosullarimin B-galaktozidaz
spesifik aktivitesine etkisi gosterilmistir.



. 7

Sekil 6.5 B-Galaktozidaz aktivitesinin statik ve
gore degisimi

calkalamal

inkiibasyon kosullarina
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6.1.4 pH’nin B-galaktozidaz Uretimine Etkisi

%] laktoz ile desteklenen steril enzim iiretim ortaminin bagslangig pH’lann 3-8 arasinda
degisen degerlere ayarlandi. Bu ortamlara H. jecorina sporlar ekildi ve 30°C’de c¢alkalamali
kosulda inkiibe edildi. 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda yapilan total iinite ve protein
Slgtimler ile spesifik aktivite hesaplandi.

Ortam pH’s1 5 olan enzim iiretim ortaminda en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesi elde edildigi
gozlenirken ( Sekil 6.7; sekil 6.8), pH 7.0 ve pH 8.0’de misel olusumu gergeklesmedigi tespit
edildi.

Sekil 6.7 B-Galaktozidaz aktivitesinin pH’ya gore degisimi



Spesifik Aktivite (U/mg protein)

Sekil 6.8 pH’nin B-galaktozidaz spesifik aktivitesine etkisi

6.1.5 Sicakhgmn B-galaktozidaz Uretimine Etkisi

Inkiibasyon sicakliginin H. jecorina tarafindan salgilanan B-galaktozidaz aktivitesine etkisini
saptamak amaciyla hazirlanan enzim {iretim ortamina spor qﬁz;:ltileri ekildi. 20°C - 45°C
arasinda degisen sicakliklarda, calkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyonun 96. saatinde alinan &rneklerde yapilan incelemede 45°C sicaklikta misel
olusumu olmadig1 goézlendi. Yapilan total {inite ve protein Slglimleri sonunda ise 25°C
sicaklikta B-galaktozidaz aktivitesinin en yiiksek degere ulagtig: tespit edildi. B-Galaktozidaz
aktivitesinin sicaklifa gore degisim grafigi ve sicakligin B-galaktozidaz spesifik aktivitesine
etkisi sekil 6.9 ve sekil 6.10°da gosterilmisgtir.
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Sekil 6.9. B-Galaktozidaz aktivitesinin sicaklifa gore degisimi

Sekil 6.10 Sicakligin B-galaktozidaz spesifik aktivitesine etkisi
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6.2 B-Galaktozidazin Kismi Saflagtirilmas:
6.2.1 H. jecorina QM9414 Hiicrelerinden Hiicre i¢i B-galaktozidaz Eldesi

Mikroorganizmanin hiicre i¢i enzimini serbset hale getirmek i¢in bazi kimyasal metodlar
uygulandi. Bu metodlar materyal ve metod ( Boliim 5.2.9.1.1 ) kisminda anlatilmigtir. Toluen
ile ekstraksiyon ve etanol-kloroform ile ekstraksiyon yontemleri uygulandiktan sonra enzim
aktivitesi tayin edildi ve aktivite degerleri diisiik bulundu ( Sekil 6.11; sekil 6.12 ). Bu nedenle
enzimin kismi saflastirilmasi igin hiicre dig1 enzimler kullanildi.

Sekil 6.11 Toluen ile ekstraksiyonun hiicre igi B-galaktozidaz aktivitesine etkisi

Sekil 6.12 Etanol-kloroform ile ekstraksiyonun hiicre i¢i 8-galaktozidaz aktivitesine etkisi
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6.2.2 H. jecorina QM9414 Hiicrelerinden Hiicre dis1 B-galaktozidaz Eldesi

6.2.2.1 Hidroksilapatit Kolon Kromatografisi

H. jecorina QM9414 B-galaktozidaz homojenatinin % 70 amonyum siilfat kesitinin
hidroksilapatit kolonuna uygulanmasi ve 1 mM, 5 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 500 mM ve
1000 mM’a kadar farkli konsantrasyonlardaki potasyum fosfat tamponlarn ( pH 6.8 ) ile
eliisyonu sonucunda, 1 mM, 5 mM, 20 mM ve 50 mM’lik eliiatlarda B-galaktozidaz aktivitesi
goriildi. En yiliksek B-galaktozidaz aktivitesi 5 mM potasyum fosfat tamponu ile elde edilen
eliiatlarda bulundu ( Sekil 6.13 ). H jecorina QM9414 Kiiltiirlerinden elde edilen
B-galaktozidaz hidroksilapatit kolon kromatografisi ile 6.67 kez saflastirildi. ( Cizelge 6.1 ).
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Sekil 6.13 H. jecorina homojenatinin % 70 amonyum siilfat kesitinin ‘hidroksilapatit kolon
kromatografisi ellisyon grafigi.

Kolon boyutu: 1.27 x 9 cm
Kolona uygulanan protein: 200 mg/mL ; ¥
Akis hizi: 9mL/saat

Eliisyon tamponlart: pH’s1 6.8 olan 1 mM, 5 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 100 mM
500 mM ve 1000mM potasyum fosfat tamponu.
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7. TARTISMA

Enzimlerin eldesinde genellikle bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan
yararlanmilir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler bilimsel ve ticari 6nemlerine karsin
biiyiik miktarlarda elde edilemezler. Ozellikle bitkisel kaynakli enzim aktivitesinin ¢ogu kez
mevsimlere bagimli olmasi, ayrica diger ekonomik ve gevresel faktorler, bunlarin endiistriyel
enzim iretiminde kullamilmalarini  simirlar. Bu nedenle enzim kaynagi olarak
mikroorganizmalarin kullanilmas: gittikge artan 6nem kazanmaktadir. Mikroorganizmalarin
cok hizli biiyime ve iireme giigleri dolayisiyla aktivitelerinin ¢ok fazla olmasi,
fermentasyonun kisa sitirmesi ve fermentasyon ortamlarimin hazirlanmasindaki maliyet
diisiikligi nedeniyle biiyiik 0Olgekteki fermentasyon islemlerinin ekonomik olmasi,
endiistriyel enzim iiretiminde mikrobiyal kaynaklarin kullanilmasim arttirmistir. Bugiin ticari
olarak satilan tiim enzimler biyolojik kaynaklardan, biiyiik 6l¢iide mikroorganizmalardan

izole edilmektedir.

B-galaktozidaz (B-D-galaktozid galaktohidrolaz, laktaz, B-laktozidaz) B-D-galaktozil gruplar
iceren oligosakkaritleri hidroliz edebildigi gibi galaktozil kalintilarinin bir molekiilden diger
molekiile aktarilmasimi saglayarak transferaz aktivitesi de gosteren bir glikozidazdir. Farkh
kaynaklardan elde edilen B-galaktozidazlar; B-(1—4)-galaktozid bag: igeren bilesiklerin yap1
aydinlatilmasinda, laktoz intoleransi olan bebeklerin bu durumlarinin giderilmesinde ve gida
sanayiinde peynir {iretimi basta olmak tiizere genis kullamim alami olan bir enzimdir.
Endiistride kullanilan B-galaktozidazlar baslica Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis
gibi mayalardan ve Aspergillus niger gibi kiiflerden {iretilir. Son yillarda B-galaktozidazlar,
Bacillus stereothermophilis, B. bifidum ve B. infantis bakterilerinden de saflagtirilmis ve
karakterize edilmistir (Gekas ve Lopez-Leiva,1985; Hsu vd., 2005). B-galaktozidazin
Trichoderma reesei anamorfu olarak bilinen filamentli bir kiif olan Hypocrea jecorina’ dan
saflagtirllmasi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Caligmamizda,
oncelikle H. jecorina ‘da B-galaktozidaz indiiksiyonu i¢in optimum iireme kosullan ilk kez
tarafimizdan incelenmistir. Optimum {ireme kosullar belirlendikten sonra H. jecorina ‘dan B-

galaktozidazin kismi saflastirilmasi ¢aligmamizin ikinci boliimiinii olusturarak denenmistir.

Fermentasyon iglemlerinde miimkiin olan en kisa siirede ve en az hammadde kullanilarak en
fazla iiriin elde edilmesi istenir. Kullamlan mikroorganizma ve indiiklenen enzime bagh
olarak besi yeri bilesenleri, substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, optimum pH ve
optimum sicaklik gibi parametreler farkhilik gosterir. Bu ¢alismada besi yerinde indiikleyici
ajan olarak laktoz kullamlmigtir. Laktozun farkli konsantrasyonlarinin B-galaktozidaz
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tiretimine etkisini saptamak i¢in enzim tiretim ortamlarina %1, % 5 veya %10 olmak iizere ii¢
farkli konsantrasyonda laktoz ilave edildi. 24 saat araliklarla alinan 6rneklerde total iinite ve
protein 6lglimii yapilarak spesifik aktivite hesaplandi. Ug farkli konsantrasyon degeri igin
bulunan enzim aktiviteleri arasinda, konsantrasyona bagh bir artig oldugu gézlendi. Ancak
artis oraninin ¢ok yiiksek olmadigi ve spesifik aktivite degerlerinin de %]1 laktoz
konsantrasyonu i¢in en yiiksek oldugu goriildii. %5 ve %10 laktoz konsantrasyonlar1 hiper
osmotik etkiye neden olabilir. Spesifik aktivite degerlerinin bu iki konsantrasyon i¢in diigiik
olmasinin nedeni budur. Bu nedenle tiim ¢alisma %1 laktoz igeren besi ortamlarinda

gerceklestirildi.

Statik ve calkalamali inkiibasyon kosullarinin B-galaktozidaz iiretimine etkisini saptamak
amaciyla besi ortamlari, statik kosulda etiivde veya g¢alkalamali inkiibatdrde inkiibe edildi.
Calkalamal:1 inkiibatorde inkiibe edilen besi yerlerinde 96. saatte en yiiksek aktiviteye ulagildi.
Statik kosullarda etiivde gergeklestirilen fermentasyonda oldukg¢a uzun siirenin sonunda
optimum aktivite saglandi. Aerobik kiif olan H. jecorina, g¢alkalamali kosullarda havanin
oksijenini daha iyi kullanarak uygun oksijen dagilimi ve misellerin dairesel hareketi nedeniyle
laktozu daha kisada siirede metabolize etmistir. Bu nedenle, ¢alismanin tamami ¢alkalamali
inkiibatorde gergeklestirildi.

Enzim iiretimine pH etkisini incelemek amaciyla besi ortamlarinin baslangic pH’lann 3-8
arasinda degisen degerlere ayarlandi. inkiibasyon siiresi sonunda ortam pH’s1 5 olan enzim
iretim ortaminda en yiiksek B-galaktozidaz aktivitesi elde edildi. Enzim iiretim ortamina
sicakligin etkisini saptamak amaciyla besi ortamlar1 20-45°C arasinda degisen sicakliklarda
inkiibe edildi ve 25°C sicaklikta B-galaktozidaz aktivitesinin en yiiksek degere ulastigi

bulundu.

H. jecorina’da laktoz metabolizmasindan hiicre dig1 B-galaktozidaz sorumludur. Ancak hiicre
i¢ci B-galaktozidazin durumunu belirlemek ve hiicre iginde bulunan enzimi serbest hale
gegirmek igin iki ayr organik ¢oziicii sistemiyle ekstraksiyon islemi gergeklestirildi. Bunlar;
toluenle ekstraksiyon ve etanol-kloroform (9:1) ile ekstraksiyondur. Ancak her iki yontemde

de enzim aktivitesinin hiicre dig1 enzime gore daha az oldugu bulundu.

Bu nedenle enzimin kismi saflastirilmasinda, hiicre dis1 enzim indiiksiyonu kullanildi.En
yiiksek enzim aktivitesi %1 laktoz konsantrasyonunda, pH 5.0 olan besi ortaminda, 25 °C
sicaklikta, calkalamal inkiibatorde, 96 saat inkiibasyon siiresi sonunda elde edildi. Optimum
kosullarda enzim aktivitesi 3.1849 U/mL, spesifik aktivite ise 0.1054 U/mg protein olarak
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bulundu. H. jecorina QM9414 Kiiltiirlerinden elde edilen B-galaktozidaz hidroksilapatit kolon
kromatografisi ile 6.67 kez saflagtirildi.

Yapilan g¢aligmalarin sonucunda, gida endiistrisinde kullamlan ve oldukga pahali bir enzim
olan B-galaktozidazin, Hypocrea jecorina’dan yiiksek oranda saflagtinlabilir ve basta siit ve
slit trlinleri endiistrisi olmak iizere endiistriyel alanlarda giivenle kullanilabilir oldugu
saptanmistir.
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