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OZET

Bu caliymada, tirozinaz enzimi kullamilarak L-DOPA ( 3,4- Dihidroksifenil
alanin) iiretimi yapilmistir. L-DOPA, 1967’den beri Parkinson hastaliginin
tedavisinde tercih edilen bir ilactir. Parkinson, beyin hiicrelerinin kaybi sonucu
titreme, kasilma, hareket yavashgi ile karekterize edilir. Tirozinaz enzimi
kullanilarak immobilizasyon islemi yapilmistir. Enzim bakir-alginat jeller icine
hapsetme yontemi kullamlarak, immobilize edilmistir. Immobilize enzim,
calkalamali erlenlerde ve sabit yatakhh reaktorde, L-Tirozin’den L-DOPA

iiretilmesi icin kullamlmistir.
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ABSTRACT

In this study, L-DOPA (L - 3,4 - Dihydroxyphenylalanine) was produced by
using tyrosinase enzyme. L-DOPA, has been the preferred drug for
treatment of Parkinson’s disease since 1967. Parkinson is being
characterized with tremors, rigidity, slowness of speech as a result loss of
brain cells. Immobilization has been made by using tyrosinase enzyme.
Enzyme has been immobilized by using the method of entrapment in copper-
alginate gels. Immobilized enzyme has been used for L-DOPA production

from L-Tyrosine in batch reactor and plug flow reactor.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

xiii

Bu c¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

pL
IU
uv

Q

Kisaltmalar

EC
GF

IF

IEC
L -DOPA

L — Tirozin

MM
PEG
PGE

PVP
SDS

Aciklama

Alfa

Beta
Dalton
Mikro Litre
Unite

Ultraviyole

Cozelti akis hizt

Aciklama

Enzim Komisyonu

Jel filtrasyonu
[zoelektrik odaklama

Uluslararas1 Enzim Komisyonu

L — 3,4 — Dihidroksi fenilalanin
4 — hidroksi — L - fenilalanin

Molekiil kiitlesi
Polietilen glikol

Poliakrilamit jel elektroforezi
Polivinilpirolidin

Sodyum dodesil siilfat



1. GIRIS

Parkinson hastaligi, algilama yetenegi ve karar mekanizmasinin zayiflamasina neden
olan, beyin ve sinir sistemini etkileyen norolojik bir bozukluktur. Parkinson
hastaliginin  tedavisinde  yillardir  L-3,4-dihidroksifenil alanin (L-DOPA)
kullanilmaktadir. Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan higbir ilag heniiz L-
DOPA’nin yerini alamamigtir. Biiyiime hormonu miktarin1 artirmasi sebebiyle,
L - DOPA’ nin Parkinson hastaligindaki tedavi edici etkisi yaninda yaslanmay1

geciktirici etkisi de mevcuttur.

L-DOPA’nin diger enantiyomeri olan D- formunun ilag¢ olarak etkinligi yoktur, hatta
alimmasi halinde yan etkiler gozlenir. Bu nedenle sadece L- DOPA enantiyomerini
elde etmek i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. Enzimler spesifik yapida olduklarindan
sadece bir enantiyomerin olugmasini saglarlar. L-DOPA iiretiminde tirozinaz enzimi

kullanilmaktadir.

Tirozinaz, affinite kromatografisi ile saflastirilan ilk enzim olma o0zelligine
sahip olmasmin yaninda, molekiiler oksijeni organik bir molekiiliin yapisina
dogrudan katabilme o6zelligine sahip enzimler arasinda da ilk tanimlanan

enzimdir.

Bu ¢alismanin amaci, Parkinson hastalifinin tedavisinde kullanilan L-DOPA adh
ilacin biyotransformasyonla elde edilmesidir. Biyotransformasyon mikroorganizma
ya da enzim kullanilarak, organik bir maddenin bagka bir organik maddeye

dontstiiriilmesi islemidir.

Bu caligmada, Sigma firmasindan temin ettigimiz tirozinaz enzimi kullanilarak
immobilizasyon islemi yapildi. Enzim bakir alginat jeller i¢ine hapsetme ydntemi
kullanilarak, immobilize edildi. Immobilize enzim, ¢alkalamali erlenlerde ( kesikli
sistem ) ve sabit yatakli reaktorde (siirekli sistem), L- Tirozinden L-DOPA

tiretilmesi i¢in kullanildi.



2. GENEL VE TEORIK BILGILER

2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, canli organizmadaki biyokimyasal olaylarin 1liman kosullarda
gerceklesmesini  saglayan, belirli kimyasal reaksiyonlari hizlandiran protein

yapisindaki bilesiklerdir.

Enzimlerin etkinlikleri kimyasal katalizorlerden 10 ®—10'® kat daha fazladur.
Enzimler sadece bir substrata veya ayni fonksiyonlu grubu olan substrat
serisine karst etkindirler. Hatta ayni maddenin izomerlerinden sadece biriyle
reaksiyon verebilen ¢ok spesifik enzimlerde vardir. Bu segicilik 6zelliklerinden
dolay1, en basit hiicrede bile ayni anda ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon

meydana gelebilir.

Hiicredeki reaksiyonlar yan {iriin olusturmazlar, reaksiyonlar %100 verimle
sonuglanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da ve canlinin viicut sicakliginda
gerceklesir. Biyokimyasal reaksiyonlar az enerji ve diisiik sicaklikta gerceklesir.
Normal laboratuvar kosullarinda yiiksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren pek cok
reaksiyon, enzimlerin kullanilmasiyla daha diisiik sicaklikta ve enerjide

gergeklestirilebilir (1).

Enzimler spesifik oluslar1 ve ¢ok diisiik derisimlerde bile substrat reaksiyonlarini

katalizlemelerinden dolay1 sanayide dnemli kullanim alanina sahiptirler.

Enzimler gida ve kimya endiistrisinde; tip, eczacilik, ziraat, gibi alanlarda teshis,

tedavi ve biyolojik savag gibi amaglarla kullanilirlar (2).



Uluslararast1 Enzim Komisyonu (IEC), katalizledikleri reaksiyon tipine gore

enzimleri alti ana grupta toplamistir. Bunlar:

1. Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Tirozinaz
enzimi oksidorediiktaz sinifi bir enzimdir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferinin oldugu reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

4. Liyazlar: C-C, C-O, C-N gibi gruplar arasinda ¢ift bag olusturarak substrattan bazi
gruplarin ayrilmasini katalizleyen enzimlerdir, veya tam tersi bazi gruplarin ¢ift
baga katilma reaksiyonlarin1 katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Substratin izomerinin olustugu reaksiyonlari katalizleme 6zelligine
sahip enzimlerdir.

6. Ligazlar (Sentazlar): Bag olusumunun gergeklestigi reaksiyonlar: katalizleyen

enzimlerdir (1).

2.2. Tirozinaz

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya
katekolaz olarak da adlandirilabilir. Birgok bitki dokusunda, bazi funguslarda
ve insanlarda dahil olmak iizere hayvansal organizmalarin ozellikle deri, sa¢ ve
gdz pigmentlerinde bulunur. Tirozinaz’in 6zellikle mantar, yumru patates, elma,
avokado, muz, seftali, kahve tohumlari, cay yapraklarindaki konsantrasyonu
oldukca yiiksektir. Ayrica pring, i1spanak, bugday, yulaf, bezelye, kayisi,
liziim, armut, zeytin, fasulye, domates, bakla yapragi, muisir yapraklar1 gibi

sebze ve meyvelerde de tirozinazin bulundugu tespit edilmistir (3-6).

Tirozinaz, melanin olusumunda goérevli temel bir enzimdir. Baz1 kanser
tiirlerinde kanserli hiicrede tirozinaz aktivitesinin artmast bu kanser tiirlerinin
tedavisinde tirozinazin Onemine dikkati ¢ekmistir. Tirozinaz tirozinin, DOPA ve

DOPA kinona oksidasyonunu katalizler. Takip eden tepkimeler sonucunda



melanin olusumu gercgeklesir. Melaninin proteinlerle olan etkilesimi enzimatik

degildir (7). Sekil 2.1°de tirozinden, melanin olusumu goriilmektedir.

Tirozinaz, melanin eldesindeki biyokimyasal yolda asagida gosterildigi sekilde

gorev alir:

1) Tirozinin, dihidroksifenil alanine ( DOPA ) hidroksilasyonu
2) DOPA’ nin DOPA kinona oksidasyonu
3) 5,6 - dihidroksi indoliin, indol - 5,6 - kinona oksidasyonu

mcoaﬁ Tirozinaz H COH Tirozinaz OOH
HO NH, 0, H NH, 0, NH,

Tirozin DOPA DOPA kinon

H H
N +CO, cooH_ O, i@ﬁcom
5,6-Dihidroksiindol DOPA krom L3ko-DOPA krom

indol-5,6-kinon

Melanin

Sekil 2.1. Tirozinin, bitkisel tirozinaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu

Melanin koyu igerikli ve 1giktan koruyucu diye bilinen renklendirici bir madde
veya bir c¢esit pigmenttir. Melanin pigmentinin derideki temel goérevi giinesten

gelen ultraviole 1smlarimi sogurarak derinin zarar gdérmesini engeller. Giines



derideki melanin pigmentinin artmasina neden olarak bronzlagsmaya sebep olur.
Melanin  pigmenti g6z ve beyin gibi viicudun diger bdlgelerinde de etkilidir.
Gozdeki retina ve retinanin fovea denilen bolgesinde bulunur. Ayrica ilag

tutuklamada biyopolimer olarak da melaninden yararlanilir.

Tirozinaz enzimi kromozom 11 iizerindeki tirozinaz geni tarafindan iiretilir. Bu
genin mutasyonu bir ¢esit albinizme neden olur. Ciinkii degisen gen tarafindan
tiretilen enzimde dogru calismaz. Albinizmli insanlarin goézlerinde, derilerinde
ve saclarinda ya ¢ok az pigment bulunur, ya da hi¢ bulunmaz. (Bazen sadece
gbzlerde de bulunabilir.) Bu yiizden derileri, sa¢ — tiiy — kil gibi keratin yapilar
beyaz renkli ve gozleri kirmizidir. Beyaz renkli hayvanlarin albino olup
olmadiklari, géz renklerine bakilarak anlagilir. Ayrica kanin pithtilasmamasi, duyma

bozuklugu, zeka geriligi gibi problemleri olan bir¢ok albinizm tiirleri de mevcuttur.
2.2.1. Tirozinaz’in molekiiler ozelligi

Tirozinaz substratlariyla reaksiyona girmemis halde iken %85 met tirozinaz, %15
oksi tirozinaz halindedir. Reaksiyon sirasinda bunlar deoksi tirozinaz iizerinden
birbirlerine doniiserek katalizor gorevlerini yerine getirirler. Sekil 2.2°de Met

tirozinaz, oksi tirozinaz ve deoksi tirozinazin yapilari goriilmektedir (8,9).

OH
2 OH 2 N N

N | L.
AR %WCL"Jq :;Cu Cuf:;
1 > N PN

N

o Deoksi tirozinaz
Met tirozinaz

N ?H 2 (TH 2
7

. H\/H\N
R

Oksi tirozinaz

N

Sekil 2.2. Met tirozinaz, oksi tirozinaz ve deoksi tirozinazin yapilari



Tirozinaz aktivitesi i¢in bakirin gerekli oldugunu, Kubowitz 1938’ de yaptigi
bir deneyle gostermistir. Once potasyum siyaniir ile enzimdeki bakir atomunu
uzaklastirdifinda enzimin aktivitesinin kayboldugunu ve uzaklastirdigi bakir

atomu yenilendiginde ise aktivitenin tekrar kazanildigini gézlemlemistir (10).

Tirozinaz oligomerik yapiya sahip bir enzimdir. Bu yapiyr olusturan alt
birimlerin sayis1 enzim kaynagma goére farklilik gosterir. Tirozinazin molekiil
kiitlesi 30000 D dolaylarinda olan ve her biri birer bakir atomu iceren o6zdes
4 alt kistmdan olustugu ileri siiriilmektedir. Bu goriisii destekleyen deneyler
Jolley ve arkadaslar1 tarafindan yapilmustir. S. nigrifaciens’den saflastirilan her
bir molekiil basina bir bakir atomu igeren tirozinazin molekiil kiitlesi 18000 D
iken  Streptomyces glaucescens’den saflastirilan  tirozinazin molekiil kiitlesi

29000 D oldugu bildirilmistir (11).

Fungiler disindaki diger tiirlerden elde edilen aktif monomerik tirozinazin bir
bakir atomu  igerdigi gOriilmiistiir. Arastirmalar mantar ve fungi kaynakli
tirozinazinin bir ¢ift bakir atomu igerdigini gostermistir. Aktif merkezdeki bakir

atomlarinin sayist mekaniksel ve fonksiyonel énem tasimaktadir (12).

Duckworth ve arkadaslar1 1970 yilinda mantardan saflagtirdiklar1 tirozinaz
enziminin tam olarak aminoasit analizini yapmislar ve enzimin Ozellikle
aspartik asit ve glutamik asit bakimindan zengin oldugunu bulmuslardir.
Cizelge 2.1’ de farkli kaynaklardan izole edilmis tirozinaz enzimini olusturan alt

birimlerin sayis1 ve uygulanan ayirma metodlar1 gériilmektedir.



Cizelge 2.1. Farkli kaynaklardan izole edilmis tirozinaz enzimini olusturan alt
birimlerin sayis1 ve uygulanan ayirma metotlar (13).

Enzim Kaynag1

Alt Birimlerin Sayis1 '

Ayirma Metodu

Elma kabugu 2 PEG, PVP, Triton X-100,
DEAE-Seliiloz %, SGE
Elma 3 PGE, % 8, pH 8,6
Elma Kloroplasti 3 Triton X-100, DEAE-Seliiloz % Agar jel
(134000; 67000; 24000) elektroforezi; Sefadeks G-100 *
Armut 2 Sefadeks G 25 2, DEAE-Seliloz %
Hidroksilapatit %; PGE (pH 9,3)
Kiraz 3 PEG + aseton, DEAE-Seliiloz 2, PGE
Seftali 4 Tampon ekstrakti, aseton ¢oktiirmesi,
DEAE-Seliiloz’
kayisi 2 Tampon ekstraktt ( swrasiyla pH 5 ve
pH 7),
Uziim kloroplast: 3 PGE, IF
Uziim suyu ve |2-5 PGE
kabugu
Muz 2 Tampon ekstrakti, aseton ¢oktiirmesi,
(60000; 12000) (NH,),S0,, Sefadeks G-100 %; PGE
Patates| 11 PGE % 8
Patates2 10 Tampon ekstrakti, pH 5,3 ile birlikte
(132000) benzoik ve askorbik asit,sodyum siilfat
fraksiyonu; Sefadeks G-200 *; PGE
Bakla 4 Aseton  ¢Oktiirme,  (NH4),SO, ile
doyurma, SGE
Patlican 2 (NH4),SO, fraksiyonu,
DEAE-Seliiloz
Domates (7 kiiltiir) 3-5 PGE
Salatalik (2 kiiltiir) 2-3 PGE
Sogan (2 kiiltiir) 5-7 PGE
Seker kamisi 2 Sefadeks G-200 *
(130000; 32000)
Mantar 4 Dondurma, aseton ¢oktiirmesi, (NH;),SO4
(a, B, 7, 0) ile doyurma, elektroforez, hidroksilapatit
(SDS ile birlikte 119000;
34500)

PEG = Polietilen glikol; PVP = Polivinilprolidin; SGE = Nisasta jel elektroforezi;
PGE = Poliakrilamit jel elektroforezi; IF = Izoelektrik odaklama;
GF = Jel filtrasyonu; SDS = sodyum dodesil siilfat; MM = Molekiil kiitlesi

1: Molekiil kiitleleri parantez i¢indedir 2: Kromotografik basamaktir



2.3. Levodopa ( L-DOPA ) Ozellikleri

2001 Nobel Kimya Odiilii sahibi W. Knowles, 2000 Nobel Tip Odiilii sahibi
A.Carlsson ve TUnlii boksor Muhammed Ali” yi bir araya getiren ortak bir
nokta vardir ki o da Levodopa (L - DOPA)’ dir. Sekil 2.3’de L-DOPA’nin

molekiil ve ti¢ boyutlu yapist gériilmektedir.

HO
OH

MNH4
HO

Sekil 2.3. L-DOPA’nin molekiil ve ii¢ boyutlu yapisi

Sistematik adi  : L - 3,4 - dihidroksifenil alanin
Kapali formiilii : CoH; ;04N

Molekiil kiitlesi : 197,19 g /mol

Erime noktas1  : 276 —278 °C

Beyaz renkli, kokusuz, tatsiz, kristal toz halindedir. Yapisinda ( -OH, -COOH
ve —NH, gibi) polar gruplarin bulunmasi, sudaki ¢Oziintirligiini artirir. HC1
ve formik asitte kolayca c¢oziiniirken, etanol, benzen, kloroform ve etil
asetatta ¢oziinmez. Atmosferik oksijen ile hizla oksidasyona ugrar ve kararir

(14).



L-DOPA bitki ve hayvanlarda bulunan, yapisindan da agik¢a goriilebildigi gibi
bir aminoasit tiirevidir. Ayn1 zamanda yapisinda, cikolata da bulunan ve beyinde

mutluluk hormonu olarak bilinen feniletilamin’i gérmek miimkiindiir.

Tirozin aminoasidi insan kammnda 5,5. 10° M derisiminde bulunur. Tirozin
hayvansal organizmada elzem amino asit olan fenil alaninden sentezlenir. Fenil
alaninin fenil alanin hidroksilaz enzimiyle hidroksillenmesi sonucu tirozin olusur,

dolayistyla tirozin elzem amino asit degildir.

Tirozin, kandan ndrona gecerek hidroksilasyonla 6nce L — DOPA’ ya sonra
dekarboksilasyon tepkimesi ile dopamin’e doniisiir. Bu reaksiyon Sekil 2.4’de
gosterilmektedir. L-DOPA, bir ndrotransmitter madde olan dopaminin Oncii
maddesidir. Dopamin, katekolaminler ( noradrenalin, adrenalin diger katekolamin
bilesikleridir) grubuna giren bir amin tiirevidir; kimyasal olarak monoamin
yapisinda olan bir bilesiktir. Sinir hiicrelerinin (ndron) birbirlerine temas ettigi
(sinaps) bolgelerde, uyarilarin (impulslarin) iletilmesinde rol oynayan kimyasal
molekiillere  norotransmitter madde denir. Sekil 2.4’de  L-Tirozin’den,

katekolaminlerin olusum mekanizmasi goriilmektedir.
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Tirogi 1 DOFA
g—CH —CHQ—NHQ ﬂﬂu = CH —CH, —hH; dekathoksllaz
o
CO0H 0 2
TR P N COoH
L-Tinzin L.DOPA
(3,4 Dihidroksifenil alanin)
ey - HO
e s F CH — CH, —NH,
oy HO™ .
H Dopamin Hiradrenalin
Feniletanolamin

W-metiltrans foras

H H
7 | 'TH—CHQ—N(
CH,
H U, OH
Adeensdin

Sekil 2.4. L-Tirozin’den katekolaminlerin olusum mekanizmast

Dopamin, beyinden gelen hareketin yonelimi ve kontroliiyle ilgili komutlarin
kaslara ulagmasina yardimci olur. Yumusak ve amaglhi kas hereketlerinin, titreme
ya da sarsilma olmadan gerceklesmesini saglar. Parkinson hastaliginin nedeni;
kas aktivitesinde dogrudan gorev alan ayni zamanda dopamin adli kimyasal
maddeyi lreten, beyin hiicrelerinin kaybidir. Beyinde hareketlerimizden sorumlu
olan hiicrelerin ufak bir boliimiiniin hasara ugramasi, eksilmesi ve dejenerasyonu
sonucu ortaya cikar. Hastalarda titreme, kaslarda sertlik, konusma zorlugu gibi

semptomlar goriliir.
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2.4. Enzimlerin Immobilizasyonu

Enzimlerin reaksiyonlar1 spesifik olarak ve yiiksek bir hizla katalizlemelerinden
faydalanmak amaciyla onlar1 canli organizma disinda kullanabilmek diisiincesi
bilim adamlarimi faaliyete gegirmistir. Ik olarak 1926 yilinda Sumner tarafindan
tireaz enzimi kristal halde elde edilmistir. Daha sonralar1 ¢ok sayida enzim
cesitli kaynaklardan izole edilmis ve oldukca saf preparatlar seklinde ve cogu

kristalize halde piyasaya siiriilmiistiir.

Enzim saflastirilmast  6zel teknikler gerektirdiginden maliyetide oldukca
yiiksektir. Bunun yani sira, serbest enzimin aktifligini kaybetmeden istenildigi
anda reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi ¢ok giictiir. Bu durum pahali olan
enzimlerin tekrar tekrar kullanilmasina engel olur. Reaksiyonun istenilen anda
durdurulmasi i¢in inhibitor katilmasi durumunda ise zaten enzim tarafindan
kirletilmis olan reaksiyon iirlinlerine yeni bir kirlilik unsuru eklenmis olacaktir.
Uriinlerin bu kirlilikten aritilmasi igin kompleks ayirma islemlerine gerek vardir
ki bu da maliyeti bir kat daha artirir. Yukarida sayilan teknik ve ekonomik
problemlerden dolay1r serbest enzim yerine tutuklanmis enzim kullanilmasinin
daha uygun olabilecegi dislinliilmiis ve bu amagcla tutuklanmis enzim
sistemlerinin hazirlanmas1 ve teknolojide kullanimi son senelerde biiyiikk O6nem

kazanmustir (15).

Immobilizasyon kelime anlanmi olarak, " tutuklanmis, hareketi sinirlandirilmus,
¢oziinmez hale getirilmis " demektir. Enzimlerin ya da mikroorganizmalarin
fiziksel ve / veya kimyasal yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar,
siirekli kullanimin1 saglamak amaciyla organik veya inorganik tasiyicilara

(destek maddesi ) tutturulmasidir (16).
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Immobilize enzimlerin sagladig1 avantajlar sunlardir ( 15) :

* Defalarca kullanilabilmekte bu da iiretim maliyetini diisiirmektedir.

* [stenildigi anda ortamdan uzaklastirilmas1 miimkiin oldugundan reaksiyonlarin
kontrollii yiiriitiilmesini saglamaktadir.

* Serbest enzime gore kararlilig1 artmaktadir.

* Siirekli proseslerde kullanilabilmektedir.

Son yillarda immobilize enzim sistemleri tedavi amaciyla yapay hiicre ve
organ yapiminda kullanilmaya baslanmasi bu alanda c¢ok biiylik bir asamadir.
Tip ve eczacilik gibi saglik alanlarinin yani sira immobilize enzim sistemleri
gida, ¢evre ve kimya endiistrisinde yaygin olarak kullamlmaktadir. Ozellikle
enzim elektrodlarin yapimu ile analitik amach kullanimi  yayginlagmistir.
Immobilize enzimler organik sentezler gibi c¢ok daha spesifik alanlarda da

kullanilmaktadir.
2.5. Immobilizasyon Metotlari

1) Adsorbsiyon
2) Kovalent baglanma
3) Hapsetme (Entrapment)

4) Enzimlerin birbirine baglanmasi

Sekil 2.14’de immobilizasyon metotlar1 sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.5. Cesitli immobilizasyon metotlarinin semalar1  a) Adsorpsiyon
b) Kovalent baglama c) Hapsetme d) Enzimlerin birbirine baglanmasi

Bu immobilizasyon tekniklerinden hangisinin secilecegi, enzimin aktivitesine,
kararliligina, cinsine, immobilizasyon amacina, metodun basitligine ve ekonomik

olusuna gore belirlenir.

Biz ¢aligmamizda immobilizasyonun fiziksel temele dayali metodlarindan

‘Hapsetme’ yontemini kullandik.

2.5.1. Hapsetme ( Entrapment) ile immobilizasyon

Bu yontemde enzimler, suda ¢oziinmeyen polimerik matriks veya yar1 gegirgen
membranlarda hapsedilirler. Bu amacla kalsiyum aljinat, k-karojen gibi polimerler
kullanilir. Degisik c¢esitleri vardir. Polimer matriks i¢inde immobilizasyon igin,
enzim ¢ozeltisi polimer ¢ozeltisiyle polimerlesmeden dnce karistirilir. Polimerlesme
esnasinda enzim molekiilleri polimere baglanmaz ama fiziksel olarak polimerin

icinde kalir. Kimyasal bir baglanma olmamasi yontemin O6nemli avantajidir..
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Yontemin dezavantaji  substratin polimer kilifi gecerek polimerin bosluklarina
yerlesmis enzim molekiiline ulasmasindaki (difiizlenmesindeki) giicliiktiir,
dolayistyla diflizyon problemi vardir.  Anlagilabilecegi gibi substratin biiyiik
molekiilli olmasi halinde yontem sonu¢ vermez. Yontem kiiclik molekiillii

substratlar i¢cin uygundur (15,17,18).

2.5.2. Enzimlerin bakir —alginat ile immobilizasyonu :

Alginatlar

Alginatlar, alginik asit tuzlar1 olup, kahverengi yosunda, hiicre i¢i maddesi olarak
bulunurlar (19). Bu deniz bitkilerinin, ortamda belirli divalent katyonlarin

bulunmasi halinde jel olusturma ozellikleri vardir.

Alginik asit, iki ayr1 tipte monosakkaritten meydana gelmistir. Bunlar o-L-
Glukuronik asit (G) ile PB-D-Mannuronik asitin (M) p(1->0—4) seklinde
baglanmasiyla meydana gelmistir. O halde alginik asit ve tuzlart MM ve GG
homopolimer bloklar1 ile diizensiz M ve G birimlerinden olusan dizelere de sahip

blok kopolimerleridir.

Aljinat jelleri enzim immobilizasyonunda antibiyotik iiretimi ve ¢ok sayida organik
maddelerin sentezi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica enzim elektrodlarin yapimi da

bu dogal polimerle basariyla gerceklestirilmektedir.

Genellikle hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilan bu metod enzimler igin
kullanildiginda bazi 6zel tekniklerin kullanilmasi gerekir. Aljinat ile enzimlerin
immobilizasyonunda; Sodyum aljinat ¢ozeltisine enzim ilave edildikten sonra, bu
cozelti 0,2 M CuCl; ¢ozeltisine damla damla ilave edilir. Sodyum aljinat CuCl,
ile temas ettiginde Na - Cu degisimi nedeniyle suda c¢ozlinmeyen bakir aljinat
kiirecikleri meydana gelir. Enzim molekiilleri serbest halde bu kiirecikler i¢inde

bulunur. Zamanla enzim molekiilleri bu jellerden disar1 sizarlar. Bu durumu 6nlemek
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icin ¢apraz baglayicilar (glutaraldehit, hekzametilen diamin gibi) kullanilmaktadir

(15,17,18).

2.6. Reaktorler

Kimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi kaplara genel olarak reaktér ( ya da

tepkime kab1 ) denilmektedir. Baslica reaktor gesitleri olarak;

1) Siireksiz ( kesikli ) ve yart siireksiz ( yar1 kesikli ) reaktorler
2) Siirekli karistirmali reaktorler

3) Sabit yatakl1 reaktorler

sayilabilir. Ozellikle immobilize enzimlerle veya immobilize mikroorganizmalarla

calisilirken kullanilan reaktorler, cogunlukla sabit ve akiskan yatakli reaktorlerdir.

2.6.1. Siireksiz ( kesikli ) reaktorler

Bu tiir reaktorler, genellikle basit bir tepkime kabi veya tepkime tankindan
olugmaktadir. Reaksiyona girecek maddeler ve katalizr bu kabin igine
konularak istenilen oranda iiriin olusuncaya kadar, uygun kosullarda ve iyice
karistirilarak  bekletilir. Reaksiyon  bitiminde karisim, reaktérden ¢ikarilarak
istenilen {riinler ayrilir ve saflastirilir. Bu arada reaktor temizlenerek yeni
bir islem i¢in kullanilmaya hazirlanir. Sekil 2.6° da siireksiz (kesikli) bir

reaktdriin semasi goriilmektedir.
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Sekil 2.6. Siireksiz ( kesikli ) reaktorler

Reaksiyona giren maddelerin yavas yavas katildig1 ve zamanla olusan iiriinlerin
belirli silireclerde alindig1 yar siireksiz ( yari kesikli ) reaktorler de bu grubun

alt tirii olarak kabul edilmektedir. Sekil 2.7°de bdyle bir reaktdr semasi

goriilmektedir.
Beslenme l
(Reaksiyona giren
maddeler)
i T T T g W W
O
\/ﬁ

Uriin
Sekil 2.7. Yar siireksiz ( yar1 kesikli ) reaktorler

Siireksiz  reaktdrde istenilen verimde iirlin olusabilmesi ig¢in gecen siireye,
reaksiyona giren maddelerin reaktorde kalis siiresi adi verilir. Bu siire
reaksiyonun mekanizmasi ile hizina, c¢evresel kosullara, reaksiyon ortaminin

kanistirilma derecesine ve reaktoriin hidrodinamik karekterine bagimlidir.
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2.6.2. Siirekli karistirmah reaktorler

Bu tiir reaktorlerde besleme ile iirlin alim islemleri siirekli olarak yapilmakta
ve tepkime sirasinda ortamin ideal olarak karistirilmast saglanmaktadir. Bu
ilkeye gore calisan reaktorler tekli ya da c¢oklu ( dizi reaktorler ) olabilir. Dizi
reaktorlerdeki hizli karistirma, reaksiyon karigtminin  bir reaktdorden Otekine

homojen bir sekilde kolayca akmasini saglamaktadir.

Bu tiir reaktorler Sekil 2.8 ve Sekil 2.9’ da sematik olarak gosterilmektedir.

Beslenme i

e

Uriin

Sekil 2.8. Siirekli karistirmali reaktorler

BESLENME

0 n o R

- oo CJO Ob oo

Sekil 2.9. Siirekli karistirmali n - dizi reaktorler
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2.6.3. Sabit yatakh reaktorler

Bu tlir reaktdrlerde reaksiyona giren maddeler oOnce karigtirllir ve kolon

bicimindeki bir reaktérden pompalanarak kolonun o&teki ucundan iiriinler

alinir.

immobilize
enzim

Besleme
akimi

Sekil 2.10. Sabit yatakli reaktorler

Bu tir reaktorler cogunlukla attk sularin  artilmasi islemlerinde
kullanilabilmektedir. ~ Ayrica homojen reaksiyon karisimlarinin katalizatorler
tizerinde reaksiyona girdigi durumlarda da uygun sonuglar vermektedir. Bu
nedenle, Ozellikle immobilize enzimler i¢cin kullanilir. Bu ilkeye gore ¢alisan

Oonemli reaktorler arasinda yer almaktadir (20).
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2.7. Biyotransformasyon
Biyokatalizor olarak enzim ya da mikroorganizma kullanilarak bir A substratindan

istenen B iirliniin bir ya da birka¢ basamakta olusumuna biyotransformasyon denir.

Biyotransformasyonun sematik gosterimi sekil 2.11°de gosterilmistir.

Organizma
/ F ermentasyon \
Enz1m Hucre

Tutuklanmig En&A Tutuklanmls Hiicre

Substrat(lar) —| Biyotransformasyon |——» Urun(ler)

Sekil 2.11. Biyotransformasyonun sematik gosterimi

2.7.1. Biyotransformasyonun o6zellikleri

1. Tepkime spesifikligi : Enzim tek bir biyotransformasyon tepkimesi gergeklestirir
ve yan tepkimeler olmaz.

2. Bolgesel spesifiklik : Eger substrat molekiiliinde esdeger birka¢ grup ya da benzer
reaktif bulunuyor ise enzim belirli bir bolgeyi katalizler.

3. Stereospesifiklik : Enzim aktif merkezi asimetrik ¢evre saglar. Bu da rasemik
substratlarin enantiyomerleri arasinda ayrim yapmaya izin verir. Boylece sadece
bir ya da tercih edilen enantiyomerlerden en az olani katalizlenir.

4. Ilimh tepkime kosullar1 : Tepkimenin aktivasyon enerjisi enzim ve substratin ara
tepkimeleri ile oldukca diisiiriilmektedir. Boylece biyotransformasyon en fazla 40
°C sicaklikta, yaklasik notral pH ve normal basing altinda gergeklesmektedir.
Hatta kararsiz molekiiller diger yan tepkimeler ya da arzu edilmeyen bozunmalar

olmaksizin gerceklesmektedir.
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2.7.2. Biyotransformasyon tepkimeleri

Optikge aktif bilesenlerin iiretilmesi: Biyotransformasyon proseslerin pek ¢cogunda
optikce aktif (kiral) molekiillerin olusumu séz konusudur. Kimyasal {iretimler
sonunda rasemik karisimlar elde edilir. Bu karisimdan optikce aktif olan bilesenin
ayrilmasi enzimler yoluyla olur. Mikroorganizma kullanilarak yapilan {iretim sonucu

ise tek bir enantiyomer elde edilir.

Rasemik karigimlarin ayrilmasi: Rasemik karigimlarin enantiyomerlerini ayirmak
icin enantiyosec¢imli enzimler kullanilmaktadir. Kimyasal yontemlerle bu ayirmanin
yapilabilmesi olduk¢a zordur. Iki enantiyomerin birbirinden ayrildigi ayirma
proseslerinde, istenen enantiyomerin maksimum verimi % 50 ile sinirlidir. Rasemik
karisimda istenmeyen enantiyomer rasemizasyonla istenilen enantiyomere
dontistiiriiliir. Hidrolitik enzimlerin ¢ogu, enantiyosec¢imli hidroliz ile rasemik bir
karisgtmin - ayrilmasi  sonunda optikce aktif bilesenlerin elde edilmesinde

kullanilmaktadirlar.

Benzer reaktif gruplar arasindaki fonksiyonel grup sec¢imi: Kimyasal tepkimelerle
karsilagtirildiginda enzimler ayni molekiildeki benzer reaktif fonksiyonel gruplar

arasinda sec¢im yapabilirler.

Secimli olarak yapiya fonksiyonel grup katilmasi: Mikrobiyal tepkimelerle, se¢cimli
olarak yapiya istenilen pozisyonda fonksiyonel gruplar katilabilir. Bu islemi

kimyasal yontemlerle yapmak ¢ok giictiir.

Iliml1 tepkime kosullari: Kimyasal tepkimeler birka¢ adimda gergeklesirler ve ¢evre
icin zararl yan tepkimeler olusturabilirler. Tepkime kosullart 1limli degildir. Bunun
aksine biyotransformasyon proseslerinde tepkime, 1liml1 kosullarda ve tek bir adimda

gergeklesmektedir.

Mutasyon ile biyosentez: Mutasyona ugratilan mikroorganizmalar ile gerceklestirilen

biyokimyasal tepkimelerdir.
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2.7.3. Biyotransformasyon tiirleri

Biyotransformasyonlar, biiyiiyen hiicreler, dnceden biiyiitiilmiis hiicreler, tutuklanmis

hiicreler ya da saf enzimler ile gergeklestirilebilirler.

Biiyliyen hiicreler ile biyotransformasyon: Mikrobiyal iireme sirasinda tepkime
ortamma eklenen substrat i¢in optimum ekleme zamam belirlenmelidir.
Biyotransformasyon, asilamadan sonra maksimum verime ulagincaya kadar

surdirulmelidir.

Onceden biyiitiilmiis hiicreler ile biyotransformasyon: Ik adimda mikroorganizma
optimum kosullar altinda ¢ogalir. Biyokiitle, filtrasyon ile ya da santrifiij ile ayrilir.
Ikinci adimda hiicreler substrat igeren optimum pH degerindeki destek ¢ozeltisi ya da

su eklenerek siispansiyon hale getirilir. Bu sistemin avantajlar1 sunlardir;

* Substratin ya da iirliniin mikroorganizma biiyiimesine olan negatif etkisi ortadan
kaldirilir.

* Her adimda substrat optimizasyonu yapilmaktadir.

* Ortam bilesenleri mikroorganizma kontaminasyonuna neden olmaz ve steril olmay1
gerektirmez.

* Optimum dontlisiim oranini hizini veren hiicre derigimi kolaylikla belirlenir.

* Ortam karmasik olmadigindan iiriin uzaklagtirmasi kolaydir.

Tutuklanmig  hiicreler ile biyotransformasyon: Tutuklanmig hiicreler ile
gergeklestirilen biyotransformasyonlar, serbest hiicreler ile gerceklestirilenlere gore
daha kararli isletme olanagia sahiptir. Tutuklanmis hiicreler biyotepkime
ortamindan kolayca kolaylikla uzaklastirilabilir ve tekrar kullanilabilirler.
Tutuklanmis biyokiitle ortamda tutulabiliyorsa biyotransformasyon siirekli olarak
gerceklestirilebilir. Uriin olusum hiz1 yiiksektir ve inhibisyon etkisi minimumdur.
Boylece biyokatalizoriin kararlili§i ve maksimum etkinligi korunur. Tutuklamanin ek

maliyet getirmesi ve diflizyon kisitlamalar1 bu yontemin dezavantajlarindandir.
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Saf enzimler ile biyotransformasyon: Biyotransformasyonda saf enzim kullaniminin

nedenleri agagida belirtilmistir;

1. Hiicre membran1 uygun substrat ve iiriiniin gegmesini onliiyor ise,

2. Uriinlerin bozunmasina ya da arzu edilmeyen yan tepkimelere diger enzimlerin
varlig1 neden oluyor ise,

3. 1lgili enzim hiicre tarafindan salgilaniyor ve biyokiitleden uzaklastirildiktan sonra
kolayca saflagtirilabiliyor ise,

4. Enzim hayvan ya da bitki dokularindan elde ediliyor ise,

5. Kullanilan enzim ticari bir kullanima sahip ise.

Enzim saflagtirma islemi uzun zaman alan, yorucu ve pahali bir yontemdir ve
hiicrenin pargalanmasi, ekstraksiyon, deristirme, fraksiyonlama, ¢oktiirme ve

kurutma gibi basamaklari gerektirir.

Cok fazli sistemler ile biyotransformasyon: Cok fazli sistemlerin avantajlar1 genel

olarak asagidaki gibidir:

1. Sudaki ¢6ziiniirliigii diisiik olan substrat ve/ya da {iriinlerin yiiksek derisimlerinde
calisilir.

. Tepkime dengesi, ilgili fazlar arasinda iiriin ve substrat dagilimi ile degistirilebilir.

. Su aktivitesinin azalmasiyla tepkime dengesi degisir.

. Substrat ve {iriin inhibisyonu azaltilir.

. Biyokatalizor ya da {iriin uzaklastirma kolaydir.

. Mikroorganizma bulagma riski diigiiktiir.

. Biyokatalizorler daha kararhidir.

o N AN N B WD

. Tepkime hiz1 ytiksektir.
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Farkli mikroorganizmalarla katalizlenen ardisik biyotransformasyon adiminin
birlestirilmesi: Iki ardistk basamak gerektiren biyotransformasyon farkli
mikroorganizmalar tarafindan katalizlenebilir. Baz1 ardisik biyotepkimeler tek bir

biyoreaktorde mikroorganizma karigimi kullanimi ile gergeklestirilebilir (21).

2.8. L—-DOPA Uretim Calismalar

2.8.1. Kimyasal yolla yapilan L. — DOPA iiretim ¢calismalar:

DOPA, asimetrik C atomu tasidigindan, DL enantiyomerlerine sahiptir. D -
formunun ilag olarak etkinligi yoktur, hatta alinmasi halinde yan etkileri gozlenebilir.
Bu nedenle sadece DOPA’nin L-enantiyomerini elde etmek icin c¢aligmalar
yapilmaktadir ( 22,23). Sekil 2.12°de Vanilin’den ve Sekil 2.13’de L-Tirozin’den L-

DOPA iiretim mekanizmasi goriilmektedir.

COOH COOH
| = Pd /C
HO CHO  + $H2 —> R—C= o
CHG NHCOGH; NHCOGH;
3
Vanilin N-Benzoil glisin
( 3-metoksi-4-hidroksi
benzaldehit)
(fOOH |COOH ‘) COOH
H / HO
R—CHyCH — > RCH—CH — 2. H I—gC—,éH
| " NH,
NHCOGH; NHCOGH;
N-Benzoil DL-DOPA N-Benzoil L-DOPA L -DOPA

Sekil 2.12. Vanilin’den, L-DOPA iiretim mekanizmasi
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(CHyC0 ),0
HO Chz—GH-COOH = CH,C00 CHg—liJH—EDDH

L NHCOCH,

N, O -Diasetil - L -Tirozin

L - Tirozin
AICl; / CH,COCI AICH; / 100 °
100 "
2N HCI . . . I
Ol CHZ-'[FH—CUDH - HC H—CH—COOH
: s HCOCH,
C“*.rq NH, LH‘; COCH,
4 0
3 - asetil - L - Tirozin 3 - N - Diasetil - L -Tirozin
H:D: I N-HDH
HO GHE—{le—CDDH
MH-
H i
L - DOPA

Sekil 2.13. L-Tirozin’den L-DOPA iiretim mekanizmasi

Kimyasal olarak, L- izomerini elde etme ¢aligmalarindan biriside asimetrik kataliz
kullanmaktir. Asimetrik kataliz kullanilan ¢alismalar ¢ok basamakli ve zahmetlidir.
Asimetrik kataliz olan bu ¢alismada, Sinkonin - Pd / C kullanilmistir. Sekil 2.14°de

asimetrik indirgenme yolu ile L-DOPA iiretimi gortilmektedir.
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H . Bn Bn HO
1 iia iib
—_— —_— <2
H Bn Bn

1 2
0
Bn CHO  Bm N 0 Bn X -COOH
iii .
=l COPh
Bn Bn Ph Bn
3 4 5
COCH
COOH COOH Vi /\/\gH
COPh NHCOPh \ | 5
- 6 (N- Asetil- L- DOPA ) 7(L-DOPA)

Sekil 2.14. Asimetrik indirgenme yolu ile L-DOPA tiretimi
(1i: aseton/K,CO;, BnCl, % 75 ; iia: DMF, POCl;, % 42 ; iib:
DMSO, NaH % 80, mineral yagi, BnCl,, % 40 ; iii: Ac,O, NaOAc,
N- benzoilglisin, % 77 ; iv: a- NaOH, 2 M, b- HCl, %93 ; v: THF,
Pd / C, sinkonin, H,, % 65 ; vi: HBr, % 60)

L — DOPA iiretiminde diger bir yol da, bitkisel kaynaklardan Vicia faba ve Mucuna

pruriens gibi bakla tiirlerinin organik ¢oziiciiyle ekstraksiyonudur ( 24-26).
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2.8.2. Hiicre kullanilarak yapilan L — DOPA iiretim ¢alismalar:

Her ne kadar ihtiyact karsilamak i¢in L-DOPA {iretiminin ¢ogu kimyasal
olarak yapilsa da, son zamanlardaki arastirmalar , tirozinaz ve tirozin hidroksilaz
enzimlerinin kullamildig1 enzimatik, Escherichia coli ve Erwinia herbicola ‘nin

kullanildig1 mikrobiyolojik iiretimine yogunlagmistir.

Ucuz bir hammadde olan benzenden L - DOPA iiretimi toluen dioksijenaz,
toluen cis - glikol dehidrojenaz ve tirozin fenol liyaz (Tpl, EC 4.1.99.2 )
enzimlerini igeren FE.coli kullanilarak, hibrid metabolik yollar1 gerceklesmistir.
Bu yontemde, toluen dioksijenaz ve toluen cis — glikol dehidrojenazin ardisik
aktivitesi ile  benzenden  katekol sentezlendi. Ancak benzenin hiicreler
tizerindeki  toksik etkisi nedeniyle 4 saatlik slirede 3 mM’ dan daha az
sentezlendi . Bu ylizden benzene karst daha direncli olan Pseudomona
aeruginosa alternatif olarak kullanildi ve L — DOPA iiretimi 9 saatlik siirede 14
mM olarak elde edilmistir (27). Sekil 2.15°de Benzen’den L-DOPA iiretiminin
hibrit yolu goriilmektedir.
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Benzen @

NAD O, .
< Toluen dioksijenaz
Y
NAD & H
= e OH
Benzen cis-
dihidrodiol X e OH
NAR] Zn
AB Toluen cis- dihidrodiol
dehidrojenaz
NADH
OH
Katekol @
OH
COO"
(|:= NH,* Tirozin fenol liyaz
| (Tpl)
CH;4
Pruvat
H
|
‘00C— Cc— CH, — OH
NH; OH
L-DOPA

Sekil 2.15. Benzenden, L-DOPA iiretiminin hibrit yolu

L — DOPA iki hidroksil grubu tasiyan bir fenolik asittir ve filizlenmekte olan
bakla tohumlarinda olduk¢a bol bulunan sekonder metabolittir. Bakla (vicia
faba ) bitkisinin tohum, kabuk ve meyveleri yiiksek oranda fenolik asit igerir.
Ultraviole 1sinlarina maruz birakilarak yetistirilen bakla tohumlarinda, pentoz -
fosfat yolunun ilk basamaginda gorevli bir enzim olan Glukoz -6 - fosfat
dehidrojenaz ( G6PDH ) uyarilir. Boylece pentoz - fosfat yolunun c¢alismasi ile,
fenolik bilesiklerin ve L - DOPA’nin iiretimi de artirilmis olmaktadir (28).

Her yil 250 tonun iizerinde L - DOPA iiretilmektedir. Bu miktarin yaklasik yarisi
Tirozin fenol liyaz (Tpl, EC 4.1.99.2 ) aktivitesine sahip Erwinia herbicola
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hiicreleri  kullanilarak  gergeklestirilmektedir. Tpl enzimi L-Tirozin igeren
ortamlarda sentezlenir ve bu yiizden hiicreler cogalirken ortama L - Tirozin
eklenmesi zorunlu hale gelmektedir. Ortama eklenen L - Tirozin, son iiriin olan
L - DOPA’y1 kirletir. Boylece reaksiyon karisimindan L - DOPA’nin ayrilmasi
gerekir. Bu dezavantaji onlemek ic¢in, genetik yapisi degistirilen E.herbicola

hiicreleri  kullanilmaktadir.

Rekombinant E.herbicola hiicrelerinin L - Tirozin eklenmeden Onemli seviyede
L - DOPA iirettigi gozlenmistir ( 12 g L'sa™ ). Bu miktar L — Tirozin igeren
ortamda gelisen hiicreler i¢cin (15 g L'sa™ ) dir (29).

L-DOPA , Mucuna pruriens gibi bitki hiicreleri kullanilarak da {retilmektedir
(30,31).

2.8.3. Enzim kullanilarak yapilan L — DOPA iiretim c¢alismalari

Mikrobiyolojik {iretimde hiicreler tarafindan {iretilen hormon ve proteinlerin
ortamda bulunmasi nedeniyle {iiriin saf degildir; oysa enzimatik iiretimde {iretim

¢ok daha ekonomik ve istenilen iirlin saf olarak elde edilir (32).

1984 yilinda Vilanova ve Iborra kurbaga derisinden izole ettikleri, tirozinaz
enzimini  Enzacryl - AA ve CPG - AA ( poliakrilamit ve go6zenekli cam
destekler ) iizerine immobilize etmislerdir. Immobilize enzimin kararliligim

degisik ozellikteki reaktorlerde incelemislerdir (33).

1996  yilinda Pialis ve Saville Nylon 6,6 membranina tutuklanan mantar
tirozinaz  enzimi ile tirozinden L - DOPA {retimini kesikli  reaktorde
calismiglardir. Tirozinaz enzimi c¢apraz baglayict glutaraldehit  kullanarak
Nylon 6,6 flzerine immobilize edilmistir. Bu c¢aligmada 500 mL hacimdeki

kesikli reaktorde 170 saatte L - DOPA (1,70 mg/ L.sa) iiretilmistir (34).
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2000 yilinda Carvalho ve arkadaslar1 kitozan jellerine tirozinaz enzimini
kovalent  baglama yontemiyle immobilize etmislerdir.  Kesikli  reaktorde

L-DOPA iiretimi ( 53,97 mg/ L.sa ) gerceklestirilmistir ( 35 ).

2002 yilinda Seetharam ve Saville zeolit {izerine tirozinazi immobilize
etmigler ve kesikli reaktérde 31 -36 mg/ L.sa araliginda L — DOPA {iretimini
gergeklestirmislerdir (32).

2002 yilinda Munjal ve Sawhney jelatin, bakir alginat ve poliakrilamit
jellere, mantardan elde ettikleri tirozinaz enzimini immobilize etmislerdir.
Immobilizasyon verimleri  jelatin icin % 88, bakir aljinat icin % 67 ve
poliakrilamit i¢in % 57 olarak saptanmistir. Reaktorde L — DOPA {iretimi
aragtirllmamustir. Bu ¢alismada Ca™, Cu™, Ba™ aljinat olmak iizere ii¢ farkli
immobilizasyon c¢aligilmigtir. En  yiiksek immobilizasyon aktivitest % 67

verimle Cu alginatta gozlenmistir (36).

2003 yilinda Ho ve arkadaslar1 polistiren {lizerine glutaraldehit c¢apraz baglayici
kullanarak, kovalent baglama yontemiyle immobilize islemini gergeklestirmislerdir.
50 mL’ lik kesikli reaktérde 36 saat sonunda 30 °C’deL - DOPA (1,4 mg/
L.sa) iiretmislerdir (37).

2003 yilinda Sharma ve arkadaglar1 tarafindan tirozinaz enzimi jelatine
hapsetme yontemi ile immobilize edilmistir. immobilizasyon verimi % 98’dir.

Bu calismada immobilize tanecikler L - DOPA iiretiminde kullanilmamistir (38).
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3. KULLANILAN MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller

L — Tirozin, L — DOPA, Tirozinaz, Glutaraldehit, Na - alginat Sigma firmasindan,
HAc ( Asetik asit ), Na,H,PO4, Na,HPO4, H;PO4, NaOH, Askorbik asit, Katekol,

CuCl,, Tris ( Hidroksimetil aminometan ) Merck firmasindan temin edildi.

Absorbans Olgiimleri i¢in Shimadzu-1601 model UV/VIS spektrofotometre, pH
Olctimleri i¢in Jenco 6173 model pH-metre, Libror EB-330 HU model analitik terazi,
Perista Bio-minipump marka peristaltik pompa, kolonunu sicakligini sabit tutmak
icin Haakecaon — Haakp5 marka sirkiilator, Niive ST 400 markali ¢alkalamali su
banyosu, Spectra System marka HPLC cihaz1 ve HPLC’de kullanilan hareketli

fazin vakum altinda siiziildiigii Nuge hunisi ve erleni kullanildu.

3.2. Enzim Aktifliginin Ol¢iilmesi

Enzim aktifligi birimi olarak 420 nm’de bir dakikada absorbansta 0,001 birimlik
degisime neden olan enzim miktar1 alindi ve bu iinite (IU) olarak tanimlandi.
Tirozinaz enziminin aktifligi o6l¢iiliirken 0,1 mL enzim ¢dzeltisi alindi ve lizerine
2,9 mL 10 mM’lik katekol ¢ozeltisinden eklendi. 1 dakika sonra 420 nm de

absorbans okundu (6).

3.3. Enzim Immobilizasyonu — Cu-Alginat Taneciklerin Hazirlanmasi

% 2’ lik ( w/v ) Na-alginat, 3 mL saf su icinde, magnetik karistiric1 yardimiyla
karistirllarak, homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen karisim igine 2 mL
( 1,650 Unite/ mL ) enzim ¢ozeltisi ilave edildi. Bir ucuna 2 mL’lik pipet
takilan peristaltik pompa yardimiyla, 10 mL, 0,2 M CuCl, ¢ozeltisinin igine,
Na — alginat + Enzim ¢0zeltisi yavas yavas damlatildi. Diizgiin kiiresel tanecikler
olusturabilmek i¢in, CuCl, ¢ozeltisinin karistirllma hizi, peristaltik pompa hizi ve

pipet damlatma yiiksekligi ayarlandi. Na — alginat, CuCl, ¢ozeltisi ile temas
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ettiginde Na — Cu degisimi nedeniyle suda c¢oziinmeyen 3 mm ¢apinda kiiresel
bakir- alginat tanecikleri olusturuldu. Elde edilen bakir -alginat tanecikleri, 0,2
M CuCl, ¢ozeltisi iginde 2 saat boyunca (+4 °C)’ de buzdolabinda bekletildi. 2
saatin sonunda, 3 kez saf su ile yikanip siiziildiikkten sonra, capraz baglayici
% 1’ lik glutaraldehit ¢ozeltisi iginde 3 dk bekletildi. Boylece taneciklerin daha
kararli olmalar1 ve enzimlerin jellerin arasindan sizmalar1 engellenmis oldu.
Tanecikler, glutaraldehit c¢ozeltisinden alindi, saf su ile yikandi ve 1iyice
stiziildiikten sonra tartildi. Bu sekilde 2,46 g bakir- alginat tanecikler elde
edildi. Boylece Tirozinaz enzimi ‘hapsetme’ yontemi ile bakir — alginat jeller
icine immobilize edilmis oldu. Sekil 3.1°de Na-alginat ile enzim immobilizasyonu

sekli goriilmektedir.

% 2 Na - alginat + Enzim

ol

| O |
“ () ° o A .| CuCl, ¢ozeltisi (0.2 M )
® o

Sekil 3.1. Na- alginat ile enzimlerin immobilizasyonu
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3.4. L -DOPA Uretim Kosullar

3.4.1. Calkalamali erlenlerde serbest enzim kullamilarak L — DOPA iiretim

kosullari

L- DOPA fiiretimi i¢in 2,5 mM L-Tirozin, 2,5 mM Askorbik asit, 0,02 M CuCl, ve
degisik hacimlerde serbest enzim igeren ( aktivitesi: 0,283 iinite/mL), 25 ml’lik
¢ozelti kullanildi. Uretim 22° C ‘de 130 rpm’de calkalamali erlenlerde (kesikli
sistem ) gerceklestirildi. 1 saat boyunca belirli araliklarla 6rnekler alindi. HPLC’de
analizi yapilarak, iiretilen L-DOPA derisimi hesaplandi.

3.4.2. Calkalamali erlenlerde immobilize enzim kullanilarak L — DOPA

liretim kosullan

L- DOPA iiretimi i¢in L-Tirozin, Askorbik asit, CuCl, ve 2 g immobilize enzim
iceren 25 mL’lik ¢dzelti kullamldi. Uretim 22 °C’de 100 rpm’de calkalamali
erlenlerde gerceklestirildi. 1 saat boyunca belirli araliklarla 6rnekler alindi. HPLC?
de analizi yapilarak, iiretilen L-DOPA derisimi hesaplandi.

3.4.3. Sabit yatakh reaktorde L — DOPA Uretim kosullari

Bu calismada, 15 cm boyunda, 1 cm ¢apinda ve 12 cm’ hacminde, ¢ift cidarli sabit
yatakli reaktor kullanildi. 9,706 g Cu-Alginat tanecikler bu reaktdr icine dolduruldu.
Substrat ¢6zeltisi olarak; pH 7,2 olan Tris-HCI tamponunda ¢6zerek hazirladigimiz
esit hacimlerde ki 2,5 mM L-Tirozin, 2,5 mM Askorbik asit kullanildi. Bu ¢ozeltiye
0,02 M CuCl, kat1 halde eklendi. CuCl,, Cu-Alginat jellerinin dayanikliligini
saglamak icin kullanilmistir. Substrat ¢ozeltisi 0,6 mL /dak akis hiziyla  bir
peristaltik pompa vasitasiyla sabit yatakli reaktore verildi. Diger taraftan, sicakligin
22 °C’de kalmasini saglayan bir sirkiilator sabit yatakli reaktdre baglandi. Ayni
calisma, ortama 1500 mL / dak akis hiz1 ile hava verilerek tekrarlandi. Kullanma

islemlerinin sonunda her seferinde, Tris-HCI tamponunda ¢oziinmiis askorbik asit ve
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CuCl, c¢ozeltisi reaktorden gecirilerek Cu-Alginat tanecikler yikandi.Tanecikler,
Tris-HCI tamponunda ¢6ziinmiis CuCl, ¢ozeltisi iginde, buzdolabinda (+4° C)’ de
bekletildi.Toplam 1,5 saat siire i¢inde belirli zamanlarda alinan 6rnekler, Cizelge 3.1
de 6zellikleri verilen HPLC’de analizlendi. Elde edilen kromatogramlardan, iiretilen

L-DOPA derisimleri hesaplandi. Kullanilan diizenek Resim 3.1°de gosterilmektedir.

Resim 3.1. Sabit yatakli immobilize enzim reaktorii

3.5. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi ( HPLC)

Yiiksek basingli sivi kromatografisi, bir kolona silikajel gibi bir adsorban koymak ve
ayrilacak bilesigi bir siv1 fazla beraber tabii akisiyla bu kolondan gegirmek suretiyle
yapilan kolon kromatografisinden kavram olarak ¢ok farklidir. Burada tastyici sivi,
pompalarla kolona basilarak yiiksek hareketli faz hiz1 saglanmakta, ayirma ¢abuk ve
tam olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir
dedektorle tespit edilip kaydedilmektedir. Boyle yiiksek hizda gergeklestirilen

ayirmalarin  yapildigi  sivi  kromatografi  sistemlerine "yiiksek islevli sivi
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kromatografisi " denir. ( Ing. High Performance Liquid Chromatography, HPLC )
Cok yaygin kullanim alan1 olan HPLC’ de analizlenebilecek bazi maddeler arasinda

vitaminler, lipid peroksitleri, ilag ve katekolaminler sayilabilir (39).

3.6. Analiz Yontemi

Calismada kullamilan HPLC sisteminin 6zellikleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.
Hareketli faz olarak, pH 2,5 olan 25 mM fosfat tamponu kullanildi. Hareketli faz,

analize baglamadan 6nce, kolonu korumak amaciyla vakum altinda stiziildii.

Cizelge 3.1 HPLC ozellikleri

HPLC Kolon Coziicu Akis Enjeksiyo [Kolon [UV
Hiz n Hacmi | Sicaklig1 | Dedektor
Dalga boyu

25 mM
Spectra Polaris pH: 2,5 1 5uL 25°C 270 nm
SYSTEM |C—-18 A |Fosfat mL/dak

Tamponu

3.7. L -DOPA Kalibrasyon Grafigi

2,5 mM 50mL stok L - DOPA c¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltiden seyreltme
yapilarak 0,5 mM/ 0,7 mM / 1 mM /1,5 mM /1,8 mM /2 mM /2,5 mM
10 mL’lik L - DOPA ¢ozeltileri hazirlandi. Her birine 0,02 M CuCl, kati olarak
eklendi ve ¢oziildii. Daha sonra HPLC’ de 5 pL enjeksiyon hacmi, 1 mL / dk
akis hizi ve 270 nm UV dedektor dalga boyunda pik alanlar1 okundu. Sekil
3.2> deki derisim — pik alan1 grafigi c¢izilerek, L-DOPA  kalibrasyon grafigi

olusturuldu.
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Sekil 3.2. L-DOPA kalibrasyon grafigi
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4. DENEYSEL CALISMALAR
4.1. L — DOPA Uretimi

L — DOPA iiretimi boliim 3.4’de belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir. Reaksiyon
denklemi asagida verilmistir. Denklemden de goriildiigii gibi askorbik asit DOPA
kinon ve melanin olusumunu engellemektedir. Sekil 4.1°de askorbik asitin L-DOPA

olusumundaki etkisi goriilmektedir.

L HO
OH Tirozinaz OH

—_—

NH, 0, NH,
! / "

L - Tirozin
(4 - Hidroksi -L - fenilalanin )

L-DOPA
(3,4 - Dihidroksi fenilalanin )

Tirozinaz

Askorbik asit

DOPA kinon

Melanin

Sekil 4.1. L-Tirozin’den L-DOPA olusumunda askorbik asitin etkisi
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4.1.1. Calkalamal erlenlerde serbest enzim kullamlarak L — DOPA iiretimi

Boliim 3.4.1°de anlatildig: sekilde, serbest enzim kullanilarak ¢alkalamali erlenlerde
L — DOPA iiretimi ger¢eklestirildi. Bunun i¢in, ayr1 ayrt 0,5 mL /0,75 mL /1 mL /2
mL hacimlerdeki tirozinaz enzimi ortama ilave edildi. Alinan 6rneklerin, Boliim
3.6°da belirtilen HPLC analiz yéntemi ile kromatogramlari alindi.Uretilen L -DOPA
derigimleri hesaplandi. Sekil 4.2°de enzim miktarlarina karst iiretilen L — DOPA
derisimleri grafige gecirildi.

Uretilen L - DOPA Derisimi

Enzim Miktari ( mL)

Sekil 4.2. L — DOPA iiretiminin enzim miktar1 ile iliskisi ( Substrat Derigimi:
2,5 mM, T:22°C, V:50mL)

Grafikten de goriildiigii gibi enzim miktar1 arttik¢a iiretilen L — DOPA derisimi de
artmaktadir.
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4.1.2. Calkalamal erlenlerde immobilize enzim kullamilarak L. — DOPA iiretimi

Bolim 3.4.2’de anlatildigi sekilde, immobilize enzim kullanilarak ¢alkalamali
erlenlerde L-DOPA iiretimi gergeklestirildi. 0,25 mM/ 0,75 mM/ 1,25 mM/ 2 mM
2,5 mM derisimdeki substratlar i¢in, belirli zamanlarda 6rnekler alindi. Bolim
3.6°da belirtilen HPLC analiz yéntemi ile kromatogramlari alindi.Uretilen L -DOPA
derisimleri hesaplandi. Sekil 4.3’de substrat derisimlerine karsi iretilen L — DOPA
derisimleri grafige gecirildi.

18

d
16
14 /
12 /

10 /

Uretilen L- DOPA Derisimi
(mg/L)

oN MO ®
‘0\

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Substrat Derisimi (mM)

Sekil 4.3. Immobilize enzim kullanilarak c¢alkalamali erlenlerde L - DOPA
tiretimi ( Substrat Derigimi: 2,5 mM, T:22°C, V:50mL)

Alginat jelleriyle yapilan immobilizasyon isleminde CaCl, kullanilmasi ¢ok yaygin
olmasina ragmen bu g¢alismada CuCl, kullanilmistir. Bunun nedenlerini su sekilde

siralayabiliriz.

1) Cu— Alginat jeller mekanik olarak daha dayaniklidir. Enzim jellerden kolaylikla

sizamaz (36).

2) Tirozinaz enziminin aktif merkezinde Cu* iyonlar1 vardir ve dolayisiyla Cu®

iyonlar1 enzimi inaktive etmez (8).
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4.1.3. Sabit yatakh reaktorde farkh substrat derisimlerinde L —DOPA iiretimi

Resim 3.1’de goriildiigii ve bolim 3.4.3°de anlatildig1 gibi bir diizenek olusturuldu.
0,75 mM/ 1,25 mM/ 2,5 mM derisimlerdeki substratlar i¢in 6rnekler alindi. Boliim
3.6°da belirtilen HPLC analiz ydntemi ile kromatogramlar1 alindi. Uretilen L —
DOPA derisimleri hesaplandi. Sekil 4.4’de substrat derisimlerine karsi, {iretilen L —
DOPA derigimleri grafige gegirildi.

_ 14

£

> 1.2 /

a 1 /

a - 08

= /

2 £ 06

- /

c 04

2

'@ 0,2

:= 0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Substrat derisimi (mM)

Sekil 4.4. Sabit yatakli reaktéorde L —DOPA iiretimi
(T:22°C, Q:0,6 mL/dak )

Grafikten de goriilecegi gibi 2,5 mM derisiminde substrat ¢ozeltisi kullanildiginda
tiretilen L- DOPA derisimi 1,3 mg / L’ye kadar yiikselmistir. L-Tirozin, en fazla 2,5
mM derisiminde hazirlanabildigi i¢in daha yiiksek substrat derisimlerinde

calisilamadi.
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4.1.4. Sabit yatakh reaktorde zamanin L- DOPA iiretimine etkisi

Sekil 4.4’deki grafikten de goriildiigii lizere,sabit yatakli reaktorde tiretilen en yiiksek
L - DOPA derisimi, 2,5 mM substrat derisiminde gézlendi. Cu-Alginat jelleri iceren
sabit yatakli reaktérden 2,5 mM substrat c¢ozeltisi, 0,6 mL / dak akis hiz ile
gegirildi. Degisik zamanlarda 6rnekler alindi. Boliim 3.6°da belirtilen HPLC analiz
yontemi ile kromatogramlar1 alindi. Uretilen L-DOPA derisimleri hesaplandi. Sekil
4.5’de zamana karsi iiretilen L — DOPA derigimleri grafige gegirildi.

1,4

1,2 4

0,8 /
0,6

(mg/L)

0,2 A

Uretilen L - DOPA Derigimi

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Zaman (dak)

Sekil 4.5. Sabit yatakli reaktorde zamanin L —DOPA iiretimine etkisi
( Substrat Derigimi: 2,5 mM, T:22°C, Q:0,6 mL/dak )

Grafikten de goriildiigi gibi 15 dakika sonra 0,85 mg/L L —DOPA iiretilirken; 90
dakika sonra 1,31 mg /L L — DOPA iiretilmistir. O halde 90 dakika sonra bile
tepkime devam etmektedir, enzim sizintis1 olmamustir. Cu-Alginat tanecikler hala

dayaniklidir.
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4.1.5. Sabit yatakh reaktorde havali ortamda L — DOPA iiretimi

Boliim 4.1.4° de kullanilan reaktdr, oksijenin etkisini incelemek amaciyla 1500 mL /

dak hava verilerek tekrar kullanildi. Havanin L — DOPA tretimine etkisi incelendi.

Belirli zamanlarda 6rnekler alindi. Boliim 3.6°da belirtilen HPLC analiz yontemi ile

kromatogramlar1 alindi. Uretilen L —DOPA derisimleri hesaplandi. Sekil 4.6’da

zamana karsi iiretilen L — DOPA derigimleri grafige gecirildi.

Uretilen L- DOPA Derisimi
J

O T T

0 20 40

Zaman

60
( dak)

80

100

Sekil 4.6. Sabit yatakli reaktorde havali ortamda L — DOPA derigimleri
( Substrat Derisimi: 2,5 mM, T:22°C, Q: 0,6 mL, Havanin akis hiz:

1500 mL /dak)

Sekil 4.6’ daki grafik de goriildiigli gibi oksijen verilmesi sonucunda L — DOPA

tiretimi 60. dakika sonunda 7,69 mg / L degerine kadar yiikselmistir. Ancak 60.

dakikadan sonra oksijenin etkisiyle DOPA kinon ve melanin olusumunun artmasi ve

Cu-Alginat jellerinin goézeneklerinin tikanmasi nedeniyle derisimde bir azalma

gozlenmistir.
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4.1.6. L-DOPA’nin verimliligi

Literatiirdeki sonuglarla karsilastirma yapabilmek icin, 2,5 mM substrat ¢ozeltisi
havali ve havasiz ortamda sabit yatakli reaktorden gegirilerek, L-DOPA
verimlilikleri hesaplandi. Alman sonuclar Sekil 4.7°deki grafikte karsilastirmali

olarak goriilmektedir.

120 -
100 -
=
T ~ 80
‘= @©
5
= 60
<9
o
o E
o~ 40
-l
20

,

HAVASIZ HAVALI

Sekil 4.7. Sabit yatakl reaktorde verimliligin karsilastirilmasi
( Substrat Derisimi: 2,5 mM, T:22°C, Q:0,6 mL /dak,
Havanin akig hizi: 1500 mL / dak )

Caligmalardan elde edilen L-DOPA verimliliginin diger enzim reaktorleriyle
kargilagtirilmast Cizelge 4.1°de verilmistir (35). Sabit yatakli enzim reaktorii
kullanilarak yapilan tek bir caligma bulunmaktadir. Bu calismada da enzim
poliakrilamit ve gozenekli cam destek iizerine immobilize edilmistir. Dolayisiyla

bizim ¢aligmamizdan farkli bir immobilizasyon yontemi kullanmislardir (33).
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Cizelge 4.1. Cesitli enzim reaktorleri kullanilarak, olusan L-DOPA verimliliklerinin
karsilastirilmasi (35).

METOT

Immobilize Tirozinaz

Immobilize Tirozinaz

Immobilize Tirozinaz

Immobilize Tirozinaz

Immobilize Tirozinaz

Immobilize Tirozinaz

( Calkalamali erlen)

( Sabit yatakl1 )
reaktor

( Calkalamali erlen)

( Calkalamali erlen)
Uygun olmayan
kosullarda

( Calkalamal1 erlen)
Uygun kosullarda

( Calkalamali erlen)

L-DOPA
VERIMLILIGI
(mg/L.sa.)

27,6

53,1

1,7

44,8

54,0

1,4

HACIM | REFERANS

(mL)

20

15

500

20

20

50

33

33

34

35

35

37
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5. SONUCLAR

Bu calismada serbest ve immobilize Tirozinaz enzimi kullanilarak, L-DOPA {iretimi

gergeklestirilmistir. Bulunan sonuglar agsagida 6zetlenmistir.

1) Serbest enzim miktarinin L - DOPA {iretimi iizerine etkisi arastirilmistir. Enzim
miktart arttikea, tiretilen L - DOPA derisimide dogru orantili sekilde artmistir.En
yiiksek enzim miktari olan 2 mL tirozinaz enzimi ilavesinde, en yiiksek L - DOPA

derisimi 9,86 mg / L olarak bulunmustur.

2) Cu - Alginat jeller i¢cine immobilize edilen tirozinaz enzimi kullanilarak,
calkalamali erlenlerde farkli substrat derisimleri i¢in tretilen L - DOPA
derisimleri belirlendi. En yiiksek L — DOPA derisimi 16,76 mg/L, 2,5 Mm

substrat derisiminde gozlendi.

3) Sabit yatakli reaktorde, farkli substrat derigimlerinin L - DOPA {iretimine etkisi
arastirildi. En yiiksek L-DOPA derisimi 1,30 mg/ L, 2,5 mM substrat derisiminde

gbzlendi.

4) Sabit yatakli reaktorde, iiretilen L — DOPA derisiminin zamana bagh etkisi
arastirildi. 15 dakika sonunda 0,85 mg /L L-DOPA iiretilirken, 90 dakika sonra
1,31 mg /L iiretilmistir. Sonunda gorilmiistiir ki, 90 dakika sonunda Cu-Alginat

taneciklerinde herhangi bir bozulma, kararma veya bir enzim sizintis1 olmamustir.

5) Sabit yatakli reaktore 1500 mL/dak akig hizi ile hava verilerek, oksijenin
L - DOPA f{iretimine etkisi arastirildi. 1 saat sonunda 7,69 mg/L L - DOPA
tiretilmistir. Ancak oksijenin etkisiyle L - DOPA’nin hizli bir sekilde, DOPA
kinon ve melanine doniismesi, Cu - Alginat taneciklerin gdzeneklerini tikamasi

sebebiyle L-DOPA derisiminde bir azalma gozlenmistir.
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6) Haval1 ve havasiz ortamda sabit yatakli reaktorden 2,5 mM derisiminde, substrat
cozeltisi gegirilerek iiretilen L — DOPA verimlilikleri karsilastirildi. Uretilen
L- DOPA verimliligi havasiz ortam i¢in 18,73 mg/ L iken, havali ortam i¢in 98,56

mg / L olarak bulunmustur.
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