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BALIK PROTEINLERININ SAFLASTIRILMASINDA
KULLANILAN SON YONTEMLER

Mustafa Unliisayin®, Ruhan Erdilal, Tiilay Cagatay

Akdeniz Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Antalya

Ozet: Bu ¢alismada, son yillarda balik proteinlerinin saflastirilmasi i¢in kullanilan yontemler incelen-
mistir. Incelenen kromatografik yontemler; jel filtrasyon kromatografisi, iyon degisim
kromatografisi, affinite kromatografisi, revers faz kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromatografisi, membran kromatografisi, hizli performans likit kromatografisi (FPLC) ve
elektroforetik yontemler ise; izoelektrik fokuslama, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE), kapiller elektroforezdir. Kullanilacak olan ydntemler saflastiril-
mas1 arzu edilen proteinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri géz 6niine alinarak segil-
mektedir. Proteini, en saf halde elde edebilmek i¢in bu yontemlerin ¢ogu ardisik olarak uygu-
lanmaktadir. En fazla miktarda protein, membran kromatografisiyle, en az miktarda protein,
affinite kromatografisi ile elde edilmektedir. Son yillarda, elde edilen saf proteinler, bircok
alanda kullanima sunulmakta ve bu alan hizla gelisen bir sektor olarak diger sektorler arasinda
yerini almaktadir.

Anahtar Kelimeler: Balik, proteinlerin saflastirilmasi, kromatografik yoéntemler,
elektroforetik yontemler

Abstract: The recent methods on using for purification of fish
proteins

In this study, we have reviewed that the methods have been used to purification of fish proteins
in the recent years. These methods; the chromatographic (gel filtration, ion exchange, affinity,
reversed phase, hidrofobic interaction, membrane and fast protein liquid chromatog-
raphies-FPLC-) and electrophoretic (isoelectric focusing, sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis-SDS-PAGE-, capillary electrochromatography). Intended
pure proteins which have been selected according to the characteristics of physical, chemical
and biological could be purified and isolated by one or multiple of these methods. The
maximum protein is obtained with the membrane chromatography, minimum protein is
obtained with the affinity chromatography. In recent years, the studies about using of the pure
fish proteins to increase the nutritional value in the functional foods have been carried out.
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Giris

Proteinin saflastirilmasi bir hiicre
ekstraktindan, biyolojik aktivite kayb1 olmaksizin
proteinin izolasyonu anlamina gelmektedir. Pro-
teinler biyolojik aktivitelerini ancak sinirli pH ve
sicaklik araliginda gdstermektedir. Dolayisiyla,
saflagtirmada kullanilacak metodlar proteinin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine bagh
olarak se¢ilmelidir (Toker, 2000).

Eczacilik sanayinde hormonlar (insiilin, bovin
somatostatin), viral antijenler (hepatit B antijeni),
bliylime faktorleri (interferonlar, interleukinler,
koloni uyarici faktorler) ve antikorlarin eldesinde
protein saflagtirma yontemleri kullanilmaktadir.
Gida sanayinde bebek mamalar gibi fonksiyonel
gidalara ilave edilmesi uygun olan proteinler ve
peynir gibi gidalarin {iretilmesi i¢in zorunlu olan
enzimler de saflagtirllmaktadir. Tabaklama En-
diistrisinde de saflastirilmig proteinler kullanil-
makta, derilerin boyama islemine hazirlanmasi
amaciyla deri lizerindeki protein kisimlar, saflag-
tirtlmis baglayict proteinlerle veya saflastirilmig
proteaz enzimi ile islenerek, deriden uzaklastiri-
labilmektedir. Deterjan Endiistrisinde ise saflasti-
rilmig proteaz, protein bazli lekelerdeki proteini
parcalayarak, diisiik 1s1 ve daha az enerji ile te-
mizlik saglar. Proteinler daha fazla verim almak
icin balik ve diger hayvan yemlerine katilir, top-
rak iyilestirmesi ve organik azot kaynagi olarak
tarlalara atilirlar. Ayrica gida, kimya, genetik
miihendisligi gibi boliimlerde akademik calis-
malar dogrultusunda saflastirilmig proteinler
kullanilmaktadir (Wrolstad vd., 2005).

Ozel bir proteinin saflastirilmasi, gidalarin be-
sinsel degerindeki roliiniin ve fizikokimyasal
Ozelliklerinin daha iyi anlasilmasi igin gereklidir.
Benzer sekilde bir ¢cok enzim gidalarin tekstiir,
renk, lezzet ve besinsel degerine olan etkisini
calismak i¢in saflastirilmaktadir. Gida zehirlen-
melerine ve gida allerjilerine neden olan protein-
lerin saflastirilmast ve karakterizasyonu da bu
vakalardaki rollerinin daha iyi anlasilmasi ve
miicadele edilebilmesi bakimindan gereklidir
(Wrolstad vd., 2005).

Bugiine kadar su {iriinleri igsleme teknolojisi
acisindan proteinlerle ilgili bircok ¢aligma yapil-
mistir. Barakuda balik proteinlerinin emiilsiyon
aktivitesi, emiilsiyon kararliligi, kopiik olus-
turma, koplik hacmi kararliligi, viskozite, su
tutma kapasitesi, jel dayanikliligi gibi fonksiyo-
nel ozellikleri incelenmis ve surimi gibi tiriinlere
ilave edilebilecegi Onerilmistir (Ramachandran
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vd., 2007). Alaska polloklarinin (Theragra
chalcogramma) yan friinlerinden elde edilen
proteinlerin arzu edilen fonksiyonel ve besinsel
ozelliklere sahip olmasindan dolay1 gida endiist-
risinde kullanilmas1 Onerilmistir (Sathivel ve
Bechtel, 2006). Balik yumurtalarindan elde edi-
len proteinlerin bazi fonksiyonel 6zellikleri ince-
lenmis ve gidalarin besinsel Gzelliklerinin zen-
ginlestirilmesi i¢in ilave edilmesi uygun goriil-
mistiir (Bechtel vd., 2007). Alabalik filetolari
iizerine tuz ve seker karigiminin serpilmesiyle
olusturulan gravad balik iiriiniiniin sogukta muha-
fazas1 sirasinda proteinlerinde meydana gelen
degisimler incelenmis ve saklama kosullar1 ile
ilgili o6nerilerde bulunulmustur (Michalezyk ve
Surowka, 2007). Dondurulmus ringa baliklariin
muhafazasi boyunca proteinlerinde meydana
gelen degisiklikler incelenmis ve 3 aydan fazla
dondurulmus olarak muhafaza edilmemesi 6ne-
rilmistir (Geirsdottir vd., 2007).

Proteinlerin stabilizasyonu

Protein saflagtirmada en hassas konu, protei-
nin aktivitesinin korunmasidir. Aktivite kaybi
onlenemez ise elde edilecek iiriin miktar1 da o
kadar azalir. Onemli olan nokta, en son basa-
makta daha fazla aktif protein elde etmektir. Her
basamakta stabilizasyon kurallar1 tekrar yerine
getirilmelidir. Stabilizasyonu saglayan fiziksel ve
kimyasal faktorler; pH, sicaklik (tercihen 4°C),
oksidasyon derecesi, agir metal konsantrasyonu,
polarite, proteaz ve niikleazlarin konsantrasyonu,
saflastirmada baslangictan sona kadar gegen siire
ve elde edilecek iiriinlin ortamdaki konsantrasyo-
nudur (Toker, 2000; Janson ve Ryden, 1998).

Saflagtirma akis semasi

Balik proteinlerinin saflastirilmasi i¢in asagi-
daki adimlar izlenmektedir.

- Ekstraksiyon: Ekstraksiyon sivilagtirma an-
lamia gelmektedir ve saflagtirmanin ilk kosulu-
dur. Izolasyon kosullarina gore sadece sivilasti-
rilmis materyal kullanilir. Bu islem i¢in su, tam-
pon ve tuzlar kullanilmaktadir. Saflagtirma isle-
minin ileriki sathalarinda kullanilan matriksin
tikanmasimi Onlemek ve matriksten maksimum
performans saglamak icin, kolona uygulanmadan
once ornegi diger protein, iyon, su vb. maddeler-
den arindirmak dnemlidir (Yada, 2004).

Gidalarin ekstraksiyon agamasinda en ¢ok
distile sudan yararlanilir. Distile suda yumurta
akinda bulunan ovalbumin, kaslarda bulunan
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miyojen, kan serumunda bulunan serumalbumin
ve siitte bulunan laktalbiimin gibi albuminler
cokelir. Prosediir proteolizi 6nlemek i¢in tercihen
4°C’de belli bir zaman periyodunda (30 dk-2
saat) distile su ile 0rnegin karistiritlmasini igerir.
Coziinemeyen materyalleri uzaklastirmak igin
yapilan santrifiij isleminden sonra, fazla tuzu
elimine etmek ve kontamine olan tuzda ¢oziine-
bilir proteinleri (globulinler) ¢oktiirmek igin
siipernatant distile suya kars1 diyaliz edilir. Hedef
proteinden kayiplar1 engellemek icin diisiik mo-
lekiiler agirlikli bir membran (<8000) diyalizde
kullanilmalidir. Diyalizin tamamlanmasi ile di-
yaliz torba igerikleri santrifiij edilir (yada filtre
edilir) ve siipernatant (yada filtrat) albuminin
izolasyonu igin dondurulup kurutulur (Yada,
2004).

Amonyum siilfat [(NH4),SO,] ve sodyum klo-
rir (NaCl) gibi tuzlarda globulinler (kan seru-
mundaki serum globiilin, siitteki laktoglobiilin ve
kaslardaki miyosin, muko protein, glikoprotein,
orosomukoid, antitripsin, lipoprotein, transferin,
seruloplazmin, makroglobulin) ¢okelmektedir
(Huang ve Ochiai, 2005; Yamashita vd., 2003).
Proteinler farkli konsantrasyonlardaki ¢6ziiniir-
likklerine gore fraksiyonlanabilir. Bu proteinin
ortamda bulunan tuza kars1 hassasiyet gosterme-
sinden kaynaklanmaktadir. Diisiik iyonik giicte
protein ¢ozliniirliigii tuz konsantrasyonu ile artar
(salting in), bununla birlikte yiiksek iyonik giicte,
protein ¢ozlinlirliigli azalir (salting out). Bu yiiz-
den ¢esitli proteinler iceren bir soliisyonda
amonyum siilfat konsantrasyonu hedef proteinin
¢okme noktasinin asagisinda ayarlanabilir. Bu
hedef proteini soliisyonda birakirken istenmeyen
bir¢ok proteini ¢oktiirecektir. Bunun aksine, tuz
konsantrasyonu hedef proteinin ¢okme noktasinin
iizerinde ayarlanabilir. Bu sekilde istenmeyen
proteinlerin ¢cogunun soliisyonda kalmasi sagla-
nir. Amonyum stilfat diyaliz, Sephadex G25 ko-
lonunda tampon degis tokusu ile ya da hidrofobik
interaksiyon ile proteinden uzaklastirilabilir.
Seyreltik NaCl soliisyonu kullanilarak yapilan
ekstraktsiyonu  santrifiij ~ve  silipernatantin
(ekstrakt) suya kars1 diyalizi takip eder. Diyalize
(proteolizi engellemek igin 4°C’de) tuz soliisyonu
ile de ekstrakte edilen albuminleri globulinlerden
ayristirmak i¢in gerek vardir. Diyaliz boyunca
NaCl uzaklastiriir  ve suda ¢oziinebilen
albuminler soliisyon icine birakilirken globulinler
¢oktiiriiliir. Orn: temel globulin proteinleri 0.15
M NaCl ve 11S globulin 0.35 M NaCl ile
ekstrakte edilebilir (Yada, 2004).
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Ayrica uygun pH ve iyonik giigteki tamponlar
da ekstraksiyon i¢in kullanilmaktadir. Bunlara
HCIKCI, glisin/HCI, Na,HPOy/sitrik asit, sitrik
asit/NaOH, asetik asit /NaOH veya sodyum ase-

tat, NaH,PO;/Na,HPO,, bis.tris/HCI, bis.tris
propan/HCI, trietonalamin hidroklorid/NaOH,
tris/HCl, dietonalamin, sodyumborat/HCI,

glisin/NaOH, sodyumkarbonat/sodyum bikarbo-
nat, sodyumborat/NaOH ve Na,HPO,/NaOH
tamponlar1 6rnek olarak verilebilir. Biitiin prote-
inler bir izoelektrik noktasina (pl) sahiptir.
Izoelektrik noktasi proteinlerin hi¢ net yiik tasi-
madig1 pH’dir. Proteinler kendi izoelektrik nok-
tasinda en az ¢Oziinilir. Proteinlerin izoelektrik
noktast  farkli  oldugu igin;  baslangigta
fraksiyonlama yaparken ¢ogunlukla hedef prote-
ini ¢Ozen, arzu edilmeyen proteinleri ¢okelekte
birakan bir pH degerindeki tampon kullanilabilir.
Santrifiijden sonra, hedef proteinin izolasyonu ve
saflastirilmasi icin slipernatant konsantre bir kay-
nak olarak kullanilir. Tampon ¢ozeltiler normal
konsantrasyonlarinin 10-100 kati oranlarda ha-
zirlanir ve stoklanirlar. Gerekli durumda bu
stoklardan kullanilir (Ikoma vd., 2003; Yada,
2004; Toker, 2000).

Protein konsantrasyonlari, &rneklerin asitli
sularla (pH proteinlerin pl’larina gdre ayarlanir)
ekstrakte edilmesi ile iiretilebilir. Asitli su seker,
koku ve tat maddeleri gibi baz1 kiigiik proteinler
gibi  ¢oziinebilen = maddeleri  uzaklastirir.
Ekstraksiyon pH’sinda polisakkaritler ve bazi
minerallerle birlikte proteinlerin ¢ogu ¢oziinmez
ve ¢okelekte kalir. Cokelek bir alkali soliisyonla
notralize edilir ve protein konsantrasyonu (mini-
mum %65 protein igerigi) gibi dondurulup kuru-
tulur (Janson ve Ryden, 1998).

Sodyum hidroksitte (NaOH) glutelinler (bug-
daydaki gluten vb.) ¢okelmektedir. Etanolde ise
prolaminler ya da gliadinler (somon baligindaki

salmin, ringa baligindaki klupein) ¢okelmektedir
(Aksoy, 2000).

Hedef protein bir¢ok arzu edilmeyen biyolojik
materyaller i¢inde olabilir. Ornegin; proteazin
hedef proteinin molekiiler yapis1 ve seklinin bo-
zulmasini engellemek i¢in inaktive edilmesine ya
da Ornekten cabucak uzaklastirilmasina gerek
vardir. Ekstraksiyon iglemi boyunca proteaz inhi-
bitorleri proteinlerin bozulmasini &nlemek igin
ilave edilebilir ya da proteinlerin polimerizas-
yonunu tesvik eden siilfidrili engellemek igin
rediikleyici  ajanlar ~ (merkaptoetanol  ve
ditiyotreitol) eklenebilir. Proteinlerin  metal
iyonlar tarafindan oksitlenmesini onlemek igin
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EDTA gibi metal selatlar da eklenebilir. Gida
kaynaklarindan alinan proteinlerin ¢oziinebilmesi
icin mekanik araglar (homojenizatdr, blendir ve
ultrasound)  kullanilir.  Protein  soliisyonu
ekstrakte edilince denatiirasyonu onlemek igin
sogukta (4°C) saklanir (Janson ve Ryden, 1998).

- Hiicre biitiinliigiiniin bozulmasi: Hiicre bii-
tiinliglinlin  yani hiicre zarmin bozulmasi
amaciyla kimyasal, fiziksel yada mekanik
yontemler kullanilmaktadir (Toker, 2000; Janson
ve Ryden, 1998).

Kimyasal yontemlerin uygulanmas: icin de-
terjanlar (Triton X-100) ve organik ¢oziiciilerden
yararlanilir. Bu maddeler hiicrelerin membran
yapisint bozarak hiicre iceriginin ortama ge¢me-
sini saglar. Bu yontemlerde kullanilan kimyasal-
larin  pahali olmasi, istenmeyen protein
denatiirasyonlarina neden olmasi ve ortamdan
hemen uzaklastirilmasi gibi bazi dezavantajlari
bulunmaktadir (Janson ve Ryden, 1998).

Fiziksel yontem olarak ozmotik lizis uygula-
nir. Bu metotla hiicre hipotonik bir ortama alinir
ve hiicrenin su alip siserek patlamasi saglanir
(Janson ve Ryden, 1998).

Mekanik yontem olarak Fransiz presi,
sonikasyon ve homojenizasyon islemleri uygula-
nir. Fransiz presi; celik bir kaba yerlestirilen
hiicre siispansiyonu iizerine uygulanan yiiksek
basingla, hiicreler kiiciik bir delikten gegirilerek
membran yapilarinin pargalanmasina dayanir.
Sonikasyon; hiicre siispansiyonuna daldirilan
sonikatdr, titresim yaparak ve yiiksek ses dalgala-
riyla hiicre biitiinligliniin  bozulmasimi saglar.
Homojenizasyon; en ¢ok kullanilan y&ntemdir.
Cam homojenizatér kabinda pistonun diizenli
doniisli ya da vurusu ile saglanan mekanik giicle,
hiicreler piston ve cam g¢eper arasinda sikistirilir,
hiicre zar1 parcalanir, hiicre igerigi tampona ge-
ger, elde edilen siispansiyon, biitiinliigii bozul-
mamig bircok organeli igerir ve homojenat olarak
adlandirilir (Janson ve Ryden, 1998).

- Konsantrasyon: Konsantrasyon amactyla
santrifiij, zonal ultrasantrifiigasyon, diyaliz ve

ultrafiltrasyon  yoOntemlerinden  yararlanilir
(Toker, 2000; Janson ve Ryden, 1998).
Santrifiij;  Sulu  karnigimlar  (siispansi-

yon/homejenat)’a santrifiij kuvveti uygulandi-
ginda, daha biiyiik ve yogun komponentler, daha
hizli ¢okerler. Santrifiij islemi 6rnege bagl olarak
10000-50000 devirler arasinda ve 15-30 dk siir-
mektedir. Diisiik hizli santrifiij tam hiicreleri,
deney ortamindan ayirirken, yiiksek hizli santri-
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fiij farkl biiyiiklik ve yogunluktaki subseliiler
organelleri ayirir. Differensiyel santrifilij uygula-
masinda homojenat, gittikge artan santrifiij kuv-
vetine maruz birakilarak fraksiyonlarina ayril-
mas1 saglanir. Kiitle biiyilidiik¢e, ¢okmesini sag-
layan santrifiij giicii azalir (Ramachandran vd.,
2007; Chomnawang vd., 2007; Martinez-Alvarez
ve Gomez-Guillen, 2006; Huang ve Ochiai,
2005). Zonal ultrasantrifiigasyon; yogunluk esa-
sina dayanir ve santrififje gore daha hassas bir
yontemdir. Yogunluk ve biiyiikliik olarak birbi-
rine ¢ok yakin olan organeller, differansiyel sant-
rifiijle ayrilamaz. Bu amacla zonal santrifiigasyon
kullanilir. Plastik bir tiipte % 5-20 konsantras-
yonda sukroz ¢ozeltileri olusturulur. En iiste
homojenat uygulanir. 100.000 devirde santrifiij
yapilir. Homejanat, yogunluguna uyan tabakalara
dagilir (Toker, 2000; Janson ve Ryden, 1998).

Diyaliz; molekiil bityiikliigiine baglh diflizyon
anlamma gelmektedir. Yar1 gegirgen bir
membran araciligiyla filtrasyon yapilir. Protein-
ler, tuz, iyon ve kiiciik molekiillerden ayrilir.
0.22um filtreler steril filtrasyon ya da ekstra te-
miz ornekler i¢in tavsiye edilir. Ultrafiltrasyonun
prensibi diyalize benzer. Ultrafiltrasyon tiipiiniin
alt kisminda yar gegirgen bir membran bulunur.
Ustten uygulanan basingli azot gazi ile ¢oziicii ve
kiiciik molekiiller membran disina ¢ikar. 1 000-
30 000 kDa molekiiler agirlik engelleyici
membranlar kullanilir (Wunschel vd., 2005;
Ebran vd., 2000; Toker, 2000; Janson ve Ryden,
1998).

Saflastirmada kullamilan yontemler

Proteinlerin saflastirilmasi i¢in kullanilan
kromatografik ya da elektroforetik yontemler
proteinlerin fiziksel, kimyasal ya da biyolojik
ozelliklerine bagli belli prensipler altinda segilir.
Proteinler biiyliklik ve kiitlesine gore jel
filtrasyon kromatografisi, tagidiklar1 net yiiklere
gore iyon degisim kromatografisi veya
izoelektrik fokuslama, biyolojik aktivitelerine
gore affinite kromatografisi, polaritelerine gore
revers faz kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve membran kromatografisi yon-
temlerinden yararlanilmaktadir. Tim kolon
kromatografilerinde prensip ayni sekildedir. On-
celikle kolon, proteinleri secici adsorblayan bir
maddeyle (katt porlu matriks) doldurulur.
Matriks sistemin sabit faz kismimni olusturur.
Daha sonra protein karisimi kolona tatbik edilir
ve kolon tampon ¢dozelti ile yikanir. Tampon
¢Ozelti sistemin mobil faz kismidir. Sonugta
adsorbe edilmeyen proteinler kolondan once,
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adsorbe edilen proteinler daha ge¢ c¢ikarlar
(Toker, 2000; Janson ve Ryden, 1998).

Kromatografik Yontemler

- Jel filtrasyon kromatografisi: Jel filtrasyon
kromatografisi diger adiyla boyut dislama
kromatografisi proteinleri molekil biiyiikliigiine
gore ayirir. Kolon, jel boncuklar [dekstran ya da
agaros veya poliakrilamid gibi polimerler-ticari
isimleri; sephadex, sepharose, biojel-, genellikle
0, mm caphdirlar) polisakkarid veya
poliakrilamid polimer] ile doldurulur. Protein
karigimimni igeren tampon, kolondan gegirilir.
Proteinlerin, matriksteki porlara takilma yiizdesi,
biiyiikliigi ile ters orantilidir. Porlara takilan
proteinler daha yavas siiriiklenirler. Bu yontemin
biiyiikk miktarda protein karigtmini saflastirabil-
mesi gibi bir avantaji varken, yavas ayirim yap-
mas1 da dezavantajidir. En iyi ayrigsma i¢in kolon
icine konulan ornek hacmi kolon hacminin
%5’ini agmamalidir. Bu ylizden elde edilen drne-
gin hacmi kiiciik olmaktadir (Yada, 2004; Janson
ve Ryden, 1998).

- Iyon degisim kromatografisi: Proteinleri,
iizerlerinde tasidiklari net yiiklere gore ayirir.
Kolon pozitif (anyon degistirici) veya negatif
(katyon degistirici) yiiklii baglayici gruplar iceren
recineyle doldurulur. Protein karigimi diisiik iyo-
nik gilicteki bir tamponla kolon boyunca tasinir.
Bu tamponun pH’s1t hedef proteinin regineye
baglanmasini tesvik edecek degere sahip olmali-
dir. Eger tampon pH’st proteinin pl’dan daha
kii¢iik tutulursa proteinin yiikii pozitif olur ve bir
katyon degistirici ile baglanir. Bunun tersine
tampon pH’s1 proteinin pl’dan daha kiigiik tutu-
lursa proteinin yiikii negatif olur ve bir anyon
degistirici ile baglanarak kolonda tutulur. Bag-
lanmayan proteinler, kolondan ilk olarak ¢ikarlar.
Iyonik giicii ya da pH’s1 farkli bir tampon kolon-
dan gegirilir bagli proteinlerin yiikii degistirilerek
kolondan ayrilmasi1 saglanir. Jel filtrasyon
kromotografisinde kullanilan kolonlardan farkli
olarak kolonlar1 kisa ve sigmandir. Proteinlerin pl
degerinin belirlenmesi baglayict grubun segile-
bilmesi bakimindan 6nemlidir. Protein gesitliligi
acisindan kapasitesi yiiksek oldugundan saflas-
tirma isleminin ilk basamaklarinda kullanilabilir.
Ayrica hedef proteinin yliksek tuz konsantras-
yonu igerikli tamponlarda olmasi arzu edilmez.
Proteindeki tuzu uzaklagtirmak icin yar1 gegirgen
membran kullanilan diyaliz uygulanabilir. Bunun
icin Once protein Ornegi bir diyaliz torbasi igine
konur ve bu torba su ya da arzu edilen diisiik
konsantrasyonlu tuzlu su tamponu igine konur.

302

Unliisayn ve ark., 3(4): 298-309 (2009)

Membran kiigiik tuz molekiillerini diyaliz torba-
smin digini ¢evreleyen su ya da diisiik tuz kon-
santrasyonlu tampon igine gecirirken proteinleri
diyaliz torbasinin iginde birakir. Protein Ornegi-
nin tuzu daha hizli bir sekilde jel filtrasyon
kromatografisi kullanilarak da uzaklastirilabilir
(Otles, 2005; Yada, 2004; Janson ve Ryden,
1998).

- Affinite kromatografisi: Enzim, hormon, vb.
spesifik proteinlerin saflagtirilmasinda kullanilir.
Kolonun dolgu maddesine, (dekstran,
poliakrilamid, selilloz vb.) spesifik protein ile
kompleks yapabilen ligandlar (baglayici grup)
baglanir. Ligand ile kompleks yapan spesifik
protein, kat1 destege baglanarak kolonda tutulur-
ken serbest proteinler kolonu terk ederler. Bagh
protein, daha sonra, pH, iyonik gii¢ ya da polarite
degisiklikleri / tuz ¢ozeltileri veya ligand ilave-
siyle kolondan ayrilir. Ligandlar kiigiik molekiil-
ler (ATP, pigment, aminoasit, kofaktdr ve iyon-
lar), niikleik asitler, sekerler, steroidler, yag asit-
leri, proteinler ve antibadiler olabilir. Ornegin;
konkavalin A glukoza ve Lektin mannoza bagla-
nan proteinlerdir ve bu yontemle saflastirilirlar
(Otles, 2005; Yada, 2004; Janson ve Ryden,
1998).

- Revers faz kromatografisi: Proteinleri
hidrofobik 6zelliklerine gore saflastirir. Ters faz
kromatografisi sabit fazin hidrofobik, mobil fazin
sabit fazdan daha hidrofilik oldugu bir
kromatografi  ¢esididir. Bu normal faz
kromatografisinin tersi bir durumdur. Protein
soliisyonu hidrokarbon zincir gruplarinin tutun-
dugu Silica boncuklar: iceren bir kolona pompa-
lanir.  Omegin;  Octasesil, Butil, Propil,
Fenildimetil. Proteinin hidrofobik gruplari bon-
cuklara baglanir. Hidrofilik proteinler kolondan
ilk cikar. Bagli proteinler genellikle asetonitril
konsantrasyonunun arttirilmasiyla  ¢ozdiiriiliir.
Bir ¢ok farkli kolon boyu vardir: 2.5-5cm, 0.4-
Icm ve 0.1-0.2cm. Kullanilan ¢oziiciiler, su + %
0.1 Triflorasetik asit veya Asetonitrildir. Kulla-
nilan ligandlar: C4, C8 ya da C18 n-alkil hidro-
karbonlardir. Yontemin avantaji, ¢éziinme daha
iyi ve daha hizli olmasi, dezavantaji ise standart
ve kolonlarin pahali olmasidir. Bu da maliyeti
arttirict bir 6zelliktir. Proteinlerin ¢ogu organik
¢Oziiciiler yiizlinden denatiire olur. Bu yiizden, bu
yontem gida sistemlerinden ziyade analitik ay-
rigmalar igin tavsiye edilir (Otles, 2005; Yada,
2004; Janson ve Ryden, 1998).

- Hidrofobik etkilesim kromatografisi: Ko-
lonlar hidrofobik uclu ligandlarin baglandig:
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boncuklarla doldurulur. Ligandlar hidrofobik
bolgesi agikta birakilan proteinlere baglanir.
Boylece proteinlerin hidrofobik 6zelliklerindeki
farkliliga gore ayrismasi saglanir. Hidrofilik bol-
geleri agikta birakilan proteinler ligandlara bag-
lanmaz ve kolondan ilk olarak gikar. Ayrica bu
interaksiyon ortama yiiksek iyonik giice sahip
tamponlarin ilavesiyle arttirilabilir. Kolona bu
sekilde tutunan proteinler tuzun kademeli olarak
azaltilmasi, deterjanlarin ilave edilmesi, sicakli-
gin ya da pH’nin degistirilmesi ile kolondan ay-
rilmast  saglanir. Bu yontemde kullanilan
ligandlarin baglama giicii en yiiksekten en diisiige
dogru su sekilde siralanabilir: eter, isopropil,
butil, octil, fenil (Otles, 2005; Yada, 2004;
Janson ve Ryden, 1998).

- Membran kromatografisi: Metot, diger
kromatografi metotlarinda oldugu gibi protein
molekiillerinin kat1 bir destege adsorblanmasina
dayanir. Bununla birlikte destek ortami olarak
boncuklarin yerine ince mikroporlu membranlar
kullanilir. Bu yiizden basing kayb1 siirlayict bir
etki degildir. Membranlarin i¢ kismindaki porlar
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hedef proteini baglayan adsorblayici gruplar ice-
rir. Yontemin avantaji; rnegin membrandan akip
gecmesi hizi arttirir ve proteinin tutulma siiresini
kisaltir. Difiizyon direncinin yok edilmesinden
dolayr diger kromatografi yontemlerinin 1/10’u
sirede tamamlanir (Yada, 2004; Janson ve
Ryden, 1998).

- Hizli  performans likit kromatografisi
(FPLC): Yergekimi akis kromatografisi adi da
verilmektedir. Proteinlerin ayrigtirilmasi, saflasti-
rilmasi, belirlenmesi ve nitelendirilmesi amaciyla
fazlasiyla gelistirilmis bir kolon kromatografi
modelidir. Pompalar tampon veya 6rnegi kolon
igine iter. Fraksiyonlar kolonun digina ¢ikinca,
protein konsantrasyonlariin belirlenmesi igin bir
spektrofotometreden gecirildikten sonra tiipler
icine otomatik olarak toplanir (Otles, 2005).

Tablo 1’de balik proteinlerinin saflastiriima-
sinda kullanilan kromatografik teknikler ile ilgili
caligmalar ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 1. Balik proteinlerinin saflagtirilmasinda kullanilan kromatografik teknikler

Table 1. The chromatographic methods that have been used to purification of fish protein

Tiir ismi Proteinin Ekstraksiyon Saflastirma Yontemi Kaynaklar
Adi
Kas
Golyan Balig1 (Gobiocypris | Vitellogenin | - Affinite Kromatografisi Song vd. 2008
rarus)
Gokkusagi Alabalig Calpain ve Tris'HCL, EDTA, Iyon Degisim Saito vd. 2007
(Oncorhynchus mykiss) Calpastatin 2-mercaptoetanol Kromatografisi
Gokkusagi Alabalig Troponin, KCIl, KH,PO,, Na,HPOy,, HPLC Michalczyk ve
(Oncorhynchus mykiss) aTropomiyo | NayP,0,; MgCl, Surowka 2007
sin
Atlantik Salmonu (Salmo A-Actinin KClI, MgCl,, metilen Hizli Protein Likit Matthews vd. 2006
salar) glikol-bis (2-aminoetil eter)- | Kromatografisi
N, N, N’, N'-tetraasetik asit
(EGTA),
phenylmethanesulfonyl
florid (PMSF), sodyum
profosfat, KH,PO,
Japon Giimiis Balig1 Antifreeze Potasyum fosfat Amonyum Siilfatta Yamashita vd.
(Hypomesus nipponensis) Protein Fraksiyonlama, Jel 2003
Filtrasyon Kromatografisi,
Iyon Degisim
Kromatografisi
Tablo Devam
Deri
Liparis atlanticus, Antifreeze NHHCO; Jel Filtrasyon Evans ve Fletcher
Tautogolabrus adspersus, Protein Kromatografisi, Revers 2004
Hemitripterus americanus Faz Kromatografisi
Mukus
Kaya Balig1 (Sebastes Antibakteriy | - Iyon Degisim Kitani vd. 2007
schlegeli) el Protein Kromatografisi, Jel
Filtrasyon Kromatografisi
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Kaya Baligi (S. schlegeli) Antibakteriy | NaCl, Tris—HCl, CaCl,, Affinite Kromatografisi ve | Nagashima vd.

el Protein MnCl, Jel Filtrasyon 2003
Kromatografisi

Copra Balig1 (Misgurnus Glikoprotein | Tris-HCI Jel Filtrasyon Nakagawa vd.

anguillicaudatus) Kromatografisi 2001

Iskelet

Sar1 Yiizgegli Dil Baligt Antikoagula | Alcalas, neutras, pepsin, Iyon Degisim Rajapakse vd.

(Limanda aspera) nt Proteinler | papain, achymotrypsin, Kromatografisi, Jel 2005

tripsin ve Tuna balig1 pilorik
seka ham enzimi

Filtrasyon Kromatografisi

Kan
Akcigerli Baramunda Albumin - Iyon Degisim Metcalf vd. 2007
(Neoceratodus forsteri) Kromatografisi
Sazan (Cyprinus carpio) Lektin Polietilen glikol, Tris-HCI Affinite Kromatografisi Nakao vd. 2007
Copra Baliklar1 (Farkli Vitellogenin | - Kapiller Elektroforez Song vd. 2005
tiirleri) (CZE), Membran
Kromatografisi (RMCP)
Kis Dil Balig Antifreeze - Boyut Diglama Marshall vd. 2005
(Pseudopleuronectes Protein Kromatografisi, Affinite
americanus) Kromatografisi, Iyon
Degisim Kromatografisi
Golyan Balig1 (Pimephales Vitellogenin | - Ultrafiltrasyon Membran Waunschel vd. 2005
promelas) Kromatografisi, lyon
Degigim Kromatografisi
Sazan (Cyprinus carpio) Vitellogenin | - Hydroxylapatite Kolon Fukada vd. 2003
Kromatografisi, Jel
Filtrasyon Kromatografisi
Copra Balig1 (Misgurnus Vitellogenin | Aprotinin, heparin Iyon Degisim Shao vd. 2004
angaillicaudatus) Kromatografisi, Boyut
ve Deniz Yayin Balig1 Dislama Kromatografisi
(Enchelyopus elongatus)
Sazan (Cyprinus carpio) Vitellogenin | - Iyon Degisim Hennies vd. 2003
Tatlisu Levregi (Perca Kromatografisi, Boyut
fluviatilis) Dislama Kromatografisi
Pacu (Piaractus Lipoprotein | NaCl Jel Filtrasyon Folly vd. 2001
mesopotamicus) Kromatografisi
Ovaryum
Medaka (Oryzias latipes) Vitellogenin | Tris—HCI, aprotinin, Hydroxylapatite Fujiwara vd. 2005
NaCl, NaNj; Kromatografi, Jel
Filtrasyon Kromatografisi
(FPLC’de)
Ot Sazani Lektin Tris—HCI, NaCl Affinite Kromatografisi Lam ve Ng 2002
(Ctenopharyngodon idellus)
Zebra Balig1 (Danio rerio) Lipovitellin | Tris-HCI, Jel Filtrasyon Holbech vd. 2001
phenylmethanesulfonyl Kromatografisi, lyon
fluoride (PMSF) Degisim Kromatografisi
Tablo Devami
Yumurta
Ispanyol Uskumrusu Lektin Tris—HCI, NaCl Affinite Kromatografisi, Terada vd. 2007
(Scomberomorous Iyon Degisim
niphonius) Kromatografisi
Ot Sazani Lektin Tris—HCl, NaCl Affinite Kromatografisi, Ng vd. 2003
(Ctenopharyngodon idellus) Iyon Degisim
Kromatografisi (FPLC’de)
Sazan (Cyprinus carpio) Lektin Tris—HCI, KCI, NaN3, Jel Filtrasyon Galliano vd. 2003
PMSF, CaCl, Kromatografisi
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Elektroforetik Yontemler

- Lzoelektrik fokuslama: Metot, bir fokuslama
sistemi iginde protein &rneginin arzu edilen pH
araligindaki tastyic1 amfolit ya da diger tastyici
tamponlarla karigmasina dayanir. Amfolit ¢ozel-
tisindeki H™ ve OH’ iyonlari, biri digerini notra-
lize ederek siiriiklenirken, fokuslama sistemi
tizerinde farkli pH degerleri olusur. Protein kari-
sim1 izoelektrik ortamina uygulanip elektroforez
yapildiginda, karisimdaki her protein kendi
izoelektrik noktasina kadar ortam iizerinde sii-
riiklenir ve durur. YoOntemin avantaji; protein
karisimlar1 jel ortami olmaksizin kendi pI’larina
gore fraksiyonlanir. Dezavantaji; proteinler kendi
pl’larinda yiiksek konsantrasyonlarda ¢okerler ve
bu fraksiyonlarin birlesmesine sebep olur. pH
gradienti olusturmak igin kullanilan amfolitler
elektrosprey iyonizasyon-mass spektrometresi
gibi sonra uygulanabilecek analizleri engelleye-
bilir. Bu problemden kaginmak i¢in amfolitleri
uzaklagtirmak {izere protein fraksiyonlar1 diyaliz
edilebilir ya da jel kromatografisinden gecirilebi-
lir. Yiiksek derecede hidrofobik proteinler 6rnek
hazirlamada ya da proteinlerin kendi pI’larina
ulastiklarinda fokuslama boyunca kaybedilebilir
(Otles, 2005; Yada, 2004; Janson ve Ryden,
1998).

- Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE): En yaygin olarak
kullanilan protein elektroforez teknigidir. Bu
metodda, 6rmek hazirlama tamponuna bir miktar
anyonik bir deterjan olan SDS eklenir. SDS, 6r-
nekteki protein molekiillerinin etrafinda bosluk
kalmayacak sekilde bir katman olusturur. So-
nugta, her molekiil, homojen bir sekilde (-) yiikle
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kaplanmis olur. Poliakrilamid, polimerizasyon-
dan oOnce akrilamid igerigi  degistirilerek
porozitesi kolaylikla degistirilebilen inert bir
destek materyalidir. Elektroforetik ayirmada
sadece etkin molekiiller kiitleye baghdir ve jel-
deki molekiiler elek dogrultusunda ayrigma ger-
ceklesir. Bu yontem daha ¢ok proteinlerin mole-
kil agirliklarinin saptanmasinda, protein safligi-
nin kontroliinde, proteinleri fraksiyonlamada, saf
proteinin alt yapisinin incelenmesinde kullanil-
maktadir (Janson ve Ryden, 1998).

- Kapiller Elektroforez: Bu ydntemin avan-
tajlari; duyarli olmasi, diisiik reaktif (sadece tam-
pon) sarfiyati nedeniyle test maliyetinin diisiik
olmasi, az miktarda ornekle calisilabilmesi, hizl
sonu¢ alinmasindan ve fazla sayida fraksiyon
elde edilmesinden dolayr otomasyona uygun
olmasit ve test cesitliliginin fazla olmasidir.
Kapiller elektroforez kiiciik ¢apli (25-75 um),
100 cm. uzunlugunda ‘fused’ silika bir kapiller
boru kullanilarak gerceklestirilen bir yontemdir.
Kapillerin sonundan yiiksek bir voltaj uygulandi-
ginda 6rnek molekiiller, i¢ kapiller yilizeyde asir
(+) iyonlarin katoda dogru hareketinin sonucunda
olusan bir hacim akis1 olan elektroozmotik akisla
ayrilir. Ornekteki (+) iyonlar, elektroozmotik akis
ve iyon hareketinin ayni yonde olmasi nedeniyle
kapiller ¢ikisa daha erken gelirler. Ornekteki (-)
iyonlar, ayn1 zamanda kapiller ¢ikisa hareket
ederler, ama hizlar1 daha yavastir (Janson ve
Ryden, 1998).

Tablo 2’de balik proteinlerinin saflastirilma-
sinda kullanilan elektroforetik teknikler ile ilgili
caligmalar ayrintili olarak gosterilmistir.
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Tablo 2. Balik proteinlerinin saflagtirilmasinda kullanilan elektroforetik teknikler

Table 2. The electrophoretic methods that have been used to purification of fish protein

Tiir ismi | Proteinin Ad1 | Ekstraksiyon | Saflagtirma Yontemi | Kaynaklar
Kas
Sardalya (Sardinops Miyoglobin Amonyum siilfat, etanol | SDS-PAGE Joo ve Park 2007
sagax) (Mb)
Ringa Balig1 (Clupea | Miyosin, Distile su Asit-Baz Coziiniirliigli, | Undeland vd. 2003
harengus) Nebulin, Titin SDS-PAGE
Uskumru (Trachurus Connectin ve SDS, sodyum fosfat SDS-PAGE Mitsuhashi vd.
Jjaponicus) Nebulin 2002
Deri
Nil Tilapiasi Jelatin Asetik asit, formik asit SDS-PAGE Songchotikunpan
(Oreochromis vd. 2008
niloticus)
Mukus
Gokkusagi Alabaligi Glikoprotein HEPES,NaCLKCl, Santrifiij, Ebran vd. 2000
(0. mykiss), Yilan NaHCO;, EDTA, Ultrafiltrasyon, SDS-
Balig1 (Anguilla EGTA, PMSF, pepstatin | PAGE
anguilla), Kadife Ba- A, leupeptin, aprotinin
l1g1 (Tinca tinca)
Kan
Copra Baliklar1 (Farkli | Vitellogenin - Kapiller Elektroforez Song vd. 2005
tiirleri) (CZE), Membran
Kromatografisi
(RMCP)
Sonuc¢

Balik proteinlerinin saflagtirilmasinda, arzu edi-
len proteinin saflik derecesine gore sadece tek bir
yontem kullanilabilirken ardisik olarak bir¢ogu
da kullanilabilir. Ekstraksiyon asamasindan itiba-
ren her saflastirma asamasinda toplam protein
icerigi ve Ornekte bulunan proteinlerin ¢esidi
devamli olarak kontrol edilmelidir. Miktar olarak
en fazla protein eldesine imkan veren yontemler,
membran kromatografisi, iyon degisim kroma-
tografisi, hidrofobik interaksiyon kromatografisi
ve revers faz kromatografisidir. Kiiglik miktarda
protein  saflagtirmak  istendiginde  affinite
kromatografisi tercih edilebilir (Wrolstad vd.,
2005).

Protein herkesin almak zorunda oldugu bir temel
besin maddesidir. Balik ve diger su iiriinleri pro-
tein eldesi i¢in ucuz bir hammadde alternatifidir.
Saf halde elde edilen balik proteinleri karakteris-
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tik bir koku igermez ve tiiketici kesim agisindan
protein hammadde kaynakli besinler yerine saf
proteinlerin alinmasi daha ucuza mal olur. Elde
edilen saf proteinler ¢esitli fonksiyonel gidalara
ilave edilerek gidalarm besinsel degeri arttirilabi-
lir. Protein sadece gida endiistrisinde degil ecza-
cilik sanayinde, tabaklama endiistrisinde ve hatta
sadece insanlar i¢in degil bazi zirai hayvanlarin
iretiminde ve tarimsal {iretimde kullanilabil-
mektedir. Giliniimiizde, 6zellikle sporcu protein-
leri, proteinli i¢cegekler vb. lriinlerin kullanimin-
daki artig, bu sektoriin hizla gelistigini goster-
mektedir. Bu kadar genis bir kullanim alanina
sahip olan proteinlerin ekonomik degeri diigiik
olan baliklardan saf halde elde edilmesine yone-
lik ¢alismalar yapilmasinin iilke ekonomisi igin
biiyiik bir kazang olacagi kanisindayiz.
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