6. Hafta: Ultrasantrifij ve Tuzlarin Ekstraksiyonu: Diyaliz, Salting out, Salting in,
Organik c¢oztctlerle ve Organik Polimerlerle Coktiirme
Prof. Dr. Sule Pekyardimci

Ultrasantrifiij

Proteinler, hidrostatik basing ve santriflij kuvvetlerinin etkisiyle molekil biyikliklerine
gore hizh bir sekilde ve yiiksek bir verimle fraksiyonlanabilir.

Bu islemde membran por ¢aplarn 0,001-0,02 pm arasindadir. Molekil sekli de porlardan
membran gegisini etkiler. Molekil kitlesi 100 000 Dalton olan globiler protein 100 000
NMWC olan bir membrandan gecemez, ancak dogrusal molekiiller gegebilir. NMWC deki
azalmayla membran akis hizi azalir. Bu durumda daha uzun islem slresine veya daha

yuksek basinca gerek vardir.
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Mikrofiltrasyon

Bu ydntemde yari gecirgen membran filtresine uygulanan hidrostatik basingla ¢6ziinmus

molekiiller ve su filtre edilirken hicre, hlicre organelleri ve hiicre kalintilarinin tutulma ve
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yogunlasma islemi steril kosullarda gergeklestirilir. Membran por caplari, mikrofiltrasyonda
0,02 um, ultrafiltrasyonda 0,001-0,02 um, hiperfiltrasyon veya ters osmozda ise 0,0001-
0,001 pum arasindadir. Mikrofiltreler, derin filtreler ve membran filtreleri seklinde kullanilir.
Filtrasyonda verimlilik 6nemlidir. Filtrelere uygulanan basing farki uygun akis hizini ve kiitle
transferini saglayacak degerde olmalidir. Basing farki belli bir degerin Ustlinde olursa kirlilik
tabakasi sikistigi icin akis hizi azalir. Derin filtrelerde 6li son, membran filtrelerinde ise
capraz akis tarzinda filtrasyon basarili sonuclar verir.

Mikrofiltrasyonun farkli uygulamalari:

= Biyoreaktorlerden hiicrelerin toplanmasi

= Sollisyonlardan virlis uzaklastiriimasi

= Meyva suyu ve mesrubatlarin berraklastirilmasi

= Hucrelerin fermentasyon ortamindan uzaklastirimasi

= Su saflastirilmasi

= Hava filtrasyonu

= Sterilizasyon

DIYALiz

Diyaliz, kiigiik molekilli bilesenlerin ve iyonlarin genellikle tuzlarin uzaklastiriimasinda ve
tampon degisiminde kullanilir. Ozellikle, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi iyon degisim
kromatografi yontemi uygulanacaksa, disuk iyon siddetindeki bir tamponla tuzun
uzaklastinimasi gerekir. Ayrica, diyalizle ATP gibi kiglk molekiller de ortamdan

uzaklastinlabilir.

COKTURMEYLE DERISTIRME VE SAFLASTIRMA

Proteinlerin ¢ékmesi, pH, iyonik kuvvet, organik ¢ézlicli veya polimer ilavesi gibi degisen
faktorlerle protein molekillerinin agregasyonu sonucu meydana gelir.

Coktlirme yontemleri herhangi bir analiz 6ncesi veya uygun saflastirma adimi sonrasi

proteinlerin konsantre edilmesinde ve/veya izolasyonunda kullanilirlar.



Coktirmede kullanilan  madde izleyen saflastirma adimlarinda ve  dlgim
yontemlerinde(protein, aktivite vb.) girisim yapabilir. Bu nedenle c¢6ziinen preparat;

diyaliz, ultrafiltrasyon veya jel filtrasyon gibi yontemler ile uzaklastirimaldir.

Iyonik Kuvvetin Azalmasiyla Coktiirme (Salting-in)

Iyonik kuvvetteki azalma su ilavesiyle olur ve ¢ozelti seyreltik hale gelir, konsantrasyon
azalir, ¢ozlnUrlik artar. Protein Uzerindeki ylk etkilesimleri korunur. Bdylece protein
agregasyonu onlenir.

Tuz konsantrasyonunun azaltilmasi sonucu meydana gelen agregatlagmalar, diyalizle
tuzlarin uzaklastiriimasi sirasinda proteinler arasinda artan iyonik etkilesimlerle meydana
gelir.

Iyonik Kuvvetin Artmasiyla Coktiirme (Salting-out)

Notral tuzlarin ilavesiyle proteinlerin g¢oktirtlerek ayrilmasi yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Coktlrillen proteinlerin aktivitesi pelletin tekrar ¢dziinmesiyle geri kazanilr.
Proteinler, nétral tuzlarin ilavesiyle denatlirasyon, proteoliz ve bakterial kontaminasyona
karsi kararl hale getirilir. Cokelmenin nedeni, protein ylzeyindeki hidrofobik bdlgelerin
Ozellikleri ile ilgilidir.

Hidrofobik gruplar, genelde proteinin i¢ kisimlarinda bulunur, ancak ytizeyde de bélgesel
olarak dagiimistir. Ortamda bulunan su molekiileri bu gruplarla etkileserek onlari ice dogru
sikistirir. Ortama tuz ilave edildiginde tuz iyonlarina ayrisir, artan tuz konsantrasyonuyla,
su molekdilleri proteinin ylizeyinden uzaklasir ve proteinin hidrofobik bdlgeleri agikta kalir.
Daha sonra protein molekdillerinin ylizeyinde bulunan hidrofobik bélgeler birbirleriyle
etkileserek agregatlagsmalar meydana gelir.

Proteinlerin ¢oktirtlmesinde oldukga yaygin kullanilan tuzlardan birisi amonyum stilfattir.
(NH4)2 SO4 kullaniminin avantajlari sunlardir.

1. Doygunluk konsantrasyonu (20°C da 4,0M) gibi yliksek bir deger oldugundan bu
konsantrasyonda bircok protein coker.

2. Coziinme 1sis1 diistik oldugdu igin kolaylikla ¢éziindir.

3. Doygun (NH4),S04 ¢ozeltisinden proteinin santrifiijle uzaklastirimasi diger tuzlara

gdre daha kolaydir.



4. Bu tuzun doygun ¢ozeltisi birgok bakterinin blylmesini 6nler veya sinirlandirir.

5. Amonyum siilfat birgok proteinin denatlirasyonunu onler. Bu nedenle, saflastiriimis
proteinler genellikle doygun (NH4).S04 ¢ozeltilerinde stispansiyon halinde depolanir.
(NH4)2S04 ilavesi ekstraktin pH sini cok hafif asidik bolgeye kaydirir. pH degerini 6,0-7,5
arasinda tutmak icin 50 mM lik bir tampon kullaniimasi yeterlidir.

Organik Coziiciilerle Coktiirme

Proteinlerin cogu, aseton ve etanol gibi organik ¢ozticllerle ¢oktiirilebilir. Organik ¢oziicl
ilavesiyle bir proteinin ¢okmesi izoelektrik coktlirmeye benzer. Organik c¢ozlici bu
proteinlerin hidrofobik bdlgelerindeki su molekdlleriyle yer degistirerek ¢oziinmesini
arttirir.

Protein ¢bzeltisine organik ¢ozictlerin ilavesi, suyun dielektrik sabitini ve dolayisiyla gozme
glcunl azaltir. Proteindeki hidrofobik bélgelerin cevresinde dlizenli olarak bulunan su
molekdllerinin yerini organik ¢bzicu alir.

Denatiirasyonla Coktiirme

Proteinleri denaturasyonla ¢oktlrmede sicaklik, pH, iyonik kuvvet ve organik ¢ozlcu
faktorleri etkilidir. Denatlirasyonda, proteinin tersiyer yapisinin bozulmasiyla olusan
rastgele (random-coil) yapilar birbirine dolanarak agregatlasma meydana getirir. Birgok
bakteriyal proteinin pl dederi pH 5,0 civarindadir. Bu nedenle prokaryotlardaki
rekombinant proteinlerin baslangig saflastirma basamagi ortamin pH’ bu degere getirilerek
yapllir.

Perklorik asit veya trikloroasetik asit gibi kuvvetli asitler aktivitenin dnemli olmadigi analiz

amacl ¢oktlirmelerde kullanilabilir.

PROTEINLERIN ORGANIK POLIMERLERLE COKTURULMESI

Polietilen Glikolle Coktiirme

Organik polimerlerle proteinlerin ¢oktirilmesinde polietilen glikol (PEG) yaygin olarak
kullanilir. Ozellikle son yillarda PEG ile ¢oktiirmeye yénelik yodun arastirmalar

yapilmaktadir.



