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TESEKKUR

Calismalarim boyunca degerli yardim ve katkilariyla beni yonlendiren Hocam
Prof. Dr. Selma ATES’e ve tecriibelerinden faydalandigim Ars. Gor. Miige
GOKDERE’e ve laboratuvarinda bulunan ultrasantrifiij cihazin1 kullanmami
saglayan Yr. Doc¢. Dr. Sule COSKUN’a tesekkiir ederim. Ayrica manevi
destekleriyle beni  yalmiz  birakmayan cok degerli arkadasim  Esra
CORTENLIOGLU’na, her zaman yamimda olan ve desteklerini esirgemeyen aileme

ve esime tesekkiirii bir borg bilirim.
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Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

Km
D

LU
Vi

Kisaltmalar

ABD
HRP
CPO
LiP
PPO
IEC
THBP
DHBP
PEG
SGE
PGE
IF
GF
SDS
MM

Kisaltmalar

Aciklama

Enzim sabiti
Dalton
Unite

Enzimin maksimum hizi

Aciklama

Amerika Birlesik Devletleri
Yaban turbu peroksidazi
Kloroperoksidaz
Lignin peroksidaz
Polifenol oksidaz
Uluslararas1 Enzim Komisyonu
Tetrahidrobiopterin
Dihidrobiopterin
Polietilen glikol
Nisasta jel elektroforezi
Poliakrilamit jel elektroforezi
Izoelektrik odaklama
Jel filtrasyonu
Sodyum dodesil siilfat
Molekiil kiitlesi
Aciklama



KAT
L-DOPA
DICEA
PVP

13

Enzim saflastirma derecesi
3,4 — dihidroksifenilalanin
Dietil-ditiyokarbamat

Polivinilpirolidin
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1.GIRiS

Recine, plastik, metal kaplama, boya, kimyasal madde, tekstil, madencilik, ve kagit
endiistrilerinin, komiir doniisiim tesislerinin, petrol rafinerilerinin ve diger pek ¢ok
endiistriyel calisma alanlarinin atik sularinda fenol ve aromatik amin gibi toksik
aromatik bilesikler bulunmaktadir. Bunlar pek cok iilkede oldugu gibi ABD’de de
kirletici maddelerin onemli kismini olustururlar ve siki bir sekilde denetlenirler.
Cogu aromatik bilesikler toksiktir ve aromatik bilesikleri iceren atik sular ¢evreye

verilmeden Once bu bilesikler atik sulardan uzaklastirilmalidir (1).

Endiistriyel atik sulardan fenolleri uzaklastirmak igin geleneksel metotlardan
bazilari; ekstraksiyon, mikrobiyal oksidasyon, aktif karbon iizerine adsorbsiyon,
kimyasal oksidasyondur. Bu metotlar etkili olmakla beraber yiiksek maliyet,
arindirma eksikligi, tehlikeli yan iiriinlerin olusumu ve sinirli konsantrasyon araligina
uygulanabilinmesi gibi dezavantajlar1 vardir. O nedenle daha iyi teknolojiye ihtiyac

duyulmaktadir (2).

Enzimler yiiksek secimli katalizor olduklarindan atik sulardaki belirli maddeleri
uzaklastirmak i¢in kullanilmalan diisiinilmiistiir (3). Bu fikir ilk olarak 1930’Iu
yillarda ortaya atilmasina ragmen, atik sulardaki kirliliklerin uzaklastirilmas: icin
enzimlerin kullanilmasi 1970°li yillardan sonra giindeme gelmistir. Cok yavas
olabilecek bir kimyasal reaksiyon, enzimlerin kullanilmasiyla hizli bir sekilde
gerceklestirilebilir ve kimyasal aritma islemleri ile yapilamayan doniisiimler
enzimler kullanilarak yapilabilir. Enzimler substratlar1 veya ayni genel gruptaki
bilesik tiirleri i¢cin son derece spesifiktir. Bu spesifiklik, enzimlerin hi¢bir kimyasal
reaktif kullanmadan c¢ok yiiksek stokiyometrik verimle hedef kirleticilerin se¢imli
olarak uzaklastirmasina izin vermektedir. Enzim spesifikligi, istenilmeyen veya
gereksiz olan ve eger gergeklesirse kimyasal tiiketiminin artmasindan dolay: aritma
maliyetinin de artmasina sebep olacak reaksiyonlar1 engeller; dolayisiyla enzimatik
islemler geleneksel kimyasal islemlere gore avantajlidir (4). Mikroorganizmalarin
direkt kendilerinin kullanildig1r biyolojik aritim teknikleriyle karsilastirildiginda,

enzimatik aritimin avantajlari olarak sunlar1 gostermek miimkiindiir: Biyolojik
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ataklara  dayanikli  bilesiklere uygulanabilmesi; oldukca genis  kirletici
konsantrasyonlarinda islem yapilabilmesi; Enzimler genis pH, sicaklik ve tuzluluk
araliklarina mikroorganizmalardan daha dayanikli olmasi; sok yiikleme etkilerinin
yoklugu; biyokiitlenin yeni ortama uyumundan dolay1 olusabilecek gecikmelerin
olmayisi; biyokiitle olusmamast nedeniyle aritim sonrasi ortaya cikabilecek atik

miktarinda azalma ve siirecin kolay ve basit olmasidir (1).

Baz1 arastirmacilar  yaban turpu peroksidazi (HRP), Caldariomyces fumago
fungusundan elde edilen kloroperoksidaz (CPO), Phanerochaete chrysosporium
fungusundan elde edilen lignin peroksidaz (LIP), bazi mikrobiyal kaynakli lakkaz ve
Agaricus bisporus mantarindan elde edilen Polifenol oksidaz (PPO genellikle
tirozinaz olarak bilinir) gibi bazi enzimlerin fenolik kirliliklerin oksidasyonunu
katalizleyebildigini kanitlamiglardir (3). Bu arastirmacilara gore endiistriyel atik
sulardaki fenolik bilesikleri gidermede ¢esitli peroksidazlar ve fenol oksidaz grubuna
giren enzimler kullanilmaktadir. Her iki gruptaki enzimler de oksidorediiktaz sinifi

enzimlerdir.

Peroksidazlar cesitli reaksiyonlar1 katalizleyebilirler fakat biitiin reaksiyonlarda
peroksidazin aktivite gosterebilmesi icin hidrojen peroksit gibi bir peroksitin ortamda
bulunmasi gerekir. Hidrojen peroksit ilk olarak enzimi oksitler ve enzimi aktif hale
getirir (1). Aktif halde bulunan enzim de oksidasyona ugramasi istenen substrati
oksitler. Bu oksidasyon sonucunda fenoksi radikalleri olusur. Bu fenoksi radikalleri
daha sonra ¢ozelti igerisindeki diger fenol molekiilleriyle veya diger aromatik
bilesiklerle reaksiyona girerek poliaromatik yapida iiriinler olustururlar. Orijinal
fenol bilesiklerinden farkli olarak bu polimerler suda ¢oziinmezler ve ¢okerler (4).
Daha sonra ¢oken polimerleri basit filtrasyon yontemiyle ¢cozeltiden uzaklastirmak ve
bu durumda atik sular1 toksik olan ve istenmeyen bilesenlerden arindirmak
miimkiindiir (5). Ancak ekonomik acidan bakildiginda bu metodun en 6nemli
dezavantaji oksitleyici ajan olarak kullanilan hidrojen peroksidin oldukc¢a pahali
olmast ve aritim siirecinde islem maliyetini artirmasidir. Bu dezavantaj goz Oniine
alinarak peroksidazlara alternatif olarak fenol oksidazlarin kullanilmasina yonelik

caligmalar yapilmaktadir. Calismalarin bu yone kaymasinin baslica nedeni ise fenol
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oksidazlarin oksidant olarak hidrojen peroksidaz yerine molekiiler oksijeni
kullanmalaridir. Boylece peroksidazlarin kullanilmasindan dogan ekstra bir aritim

maliyeti ortadan kalkmaktadir (4).

Enzimatik ¢alismalar sulu ortamda gerceklestirildigi i¢in, katalizor olarak kullanilan
serbest enzimleri kolayca geri kazanmak miimkiin degildir. Ayrica enzimi geri
kazanma islemi maliyeti arttirmaktadir. Fakat genellikle pahali olan enzimlerin bir
defadan fazla kullanilabilmeleri, uzun siire inaktive olmadan saklanabilmeleri, pH ve
1s1 kararlhiliklarinin  artmasi istenir. Enzimlerin ©zelliklerini bu istenen sartlari
gerceklestirecek sekilde degistirmek icin uygun destek materyalleri kullanilarak

immobilizasyon teknikleri gelistirilmeye calisilmaktadir.

Bu c¢alismada, tirozinaz enzimi yurdumuzda bolca bulunan ve enzimin en zengin
dogal kaynaklarindan biri olan mantardan (A. bisporus) izole edildi ve kismi olarak
saflagtirilldi. Kismi olarak saflagtirdigimiz serbest enzimin V. ve K, degerleri
saptandi. Enzim kitosan kiirecikler {izerine kovalent baglanma teknigi ile immobilize
edildi. Bu sekilde hazirlanan immobilize enzim sabit yatakli reaktdrde fenol

giderilmesinde kullanildi.
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2. GENEL VE TEORIK BiLGIiLER

2.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler hiicrelerdeki biyokimyasal olaylarin ilimli kosullarda gerceklesmesini

saglayan ve protein yapisinda olan biyokimyasal katalizorlerdir.

Enzimler, diger kimyasal katalizorlerden bir cok acidan farklidir. Her seyden once
katalitik etkinlikleri kimyasal katalizorlerden 10° - 10'° kat daha fazladir. Enzimler
son derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya aym fonksiyonlu grubu olan
substrat serisine karsi etkindirler. Hatta ayni maddenin izomerlerinden sadece
birisiyle reaksiyon verebilen ¢ok spesifik enzimler de vardir. Bu yiiksek secicilik
sayesinde en basit hiicrede bile ayn1 anda pek cok sayida biyokimyasal reaksiyon
meydana gelir. Hiicredeki reaksiyonlarda yan iiriin olusturmazlar, reaksiyonlar %100
verimle sonuclanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da ve canlinin viicut
sicakliginda gerceklesir. Biyokimyasal reaksiyonlar az enerji ve diisiik sicaklikta
gerceklesir. Normal laboratuar kosullarinda yiiksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren
pek cok reaksiyon, enzimlerin kullanilmasiyla daha diisiik sicaklikta ve enerjide

gerceklestirilebilir (6).

Eskiden enzimler gelisigiizel bicimde isimlendirilirlerdi. 1970’lere kadar pek cok
enzim incelenmis, saf kristal formda elde edilen enzimlerin sayis1 artmis ve zamanla
adlandirmada biiyiik bir kargasa ortaya ¢ikmistir. Biyokimya Cemiyeti tarafindan bir
Uluslararasi Enzim Komisyonu (IEC) kurulmustur. Enzimlerin adlandirilmasi ve
siniflandirilmasinda uygulanacak kurallar1 tespit etmek {iizere olusturulan IEC

katalizledikleri reaksiyon tipine gore enzimleri alt1 ana grupta toplamistir. Bunlar:

1. Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme olaym katalizleyen enzimlerdir.

Tirozinaz enzimi oksidorediiktaz sinifi bir enzimdir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferinin oldugu reaksiyonlari katalizleyen

enzimlerdir.
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3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarim katalizleyen enzimlerdir.

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

5. izomerazlar: Substratin izomerinin olustugu reaksiyonlar1 katalizleme ozelligine
sahip enzimlerdir.

6. Ligazlar (Sentazlar): Bag olusumunun gerceklestigi reaksiyonlar1 katalizleyen

enzimlerdir (6).

2.2. Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar substratlarin indirgenmesini yada yiikseltgenmesini katalizleyen
enzim siifidir. Bir substratin indirgenmesi veya yiikseltgenmesi sekil 2.1.°de
gosterildigi gibi ¢ok ¢esitli yollardan olabilir. Bunlardaki farklilik; elektron alicinin
kaynagi ( B, O, yada H,O, ) ve olusturulan iiriinlerdedir (7).

A.  AH,+B > A+ BH, [1.1]
B. AH, + O ———» A + H;O, [1.2]
C. 2AH, + O, ——— 2A + H;0 [1.3]
D. A+H,O+B —»» AO + BH, [1.4]
E. A+H0O, —» AO + H)O [1.5]
F. A+0 —» AO, [1.6]
G. A+0O,+BH, —» AO + B + H,O [1.7]

Sekil 2.1. Oksidorediiktaz smifi enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tiirleri
(denklem 1, 2, 3,4,5,6,7)
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Oksidorediiktazlarin ¢ok biiyiikk bir kismi A tipi reaksiyonlart (denklem 1)
katalizlerler. Bu reaksiyonlarda enzimler NAD" , NADP' , ferrisitokrom ve
yiikseltgenmis lipoik asit gibi bir B alicisina hidrojenlerin ve/veya elektronlarin
katilmas1 yoluyla substratin yiikseltgenmesini saglarlar. A tipi reaksiyonlari
katalizleyen enzimlere ‘“dehidrojenazlar” denir. B ve C tipi reaksiyonlarda da
(denklem 2 ve 3) substratin yiikseltgenmesi hidrojenin ve/veya elektronlarin
uzaklastirilmasi yoluyla yapilir. Ama bu reaksiyonlar A tipi reaksiyonlardan birkac

onemli yonden farklidir:

1. B ve C tipi reaksiyonlarda molekiiler oksijen kullanilmasindan dolayi, bu
reaksiyonlar yalnizca aerobik kosullar altinda gerceklesir. A tipi reaksiyonlar ise hem

aerobik hem de anaerobik kosullar altinda gerceklesebilir.

2. B ve C tipi reaksiyonlar kofaktdrde dahil olmak iizere ii¢ substrath reaksiyonlardir.
B ve C tipi reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlere oksidazlar denir. Ornegin sekil
2.2.°de gosterildigi gibi glukoz oksidazin katalizledigi reaksiyonda biitiin reaksiyon
0O,, B-D-glukoz ve FAD tarafindan gerceklestirilir. A tipi reaksiyonlarda ise iki
substrat ( AH, ve B ) kullanilir.

CH,OH CH,OH
0 _ (Kendiliginde)
H%O OH —>E AD H%O .0 + H)Oy ————— D - glukonat
OH 0, OH

-D-Glukoz Kararsiz

Sekil 2.2. B-D-glukoz’un oksidasyonu

3. B ve C tipi reaksiyonlarda koenzim olayin dongiisii tamamlandigi zaman
yenilenir. Soyle ki sekil 2.3.’de gosterildigi gibi elektronlar once FAD’ye aktarilir,
FADH, olusur daha sonrada FADH, elektronlar1 oksijene aktararak tekrar FAD
haline doner. A tipi reaksiyonlarda ise kofaktor tiikenmedikce yenilenme yapilmaz

yani ikinci bir enzim sistemi baglanmadigi siirece kofaktor yenilenmez.
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AH, A B BH,

E-FAD E-FAD.AH, E-FADH, E-FADH,.B E-FAD
E-FADH,.A E-FAD.BH,

Sekil 2.3. B ve C tipi reaksiyonlarda kofaktoriin yenilenmesi

4. Genelde A tipi reaksiyonlar tersinirdir. Oysa B ve C tipi reaksiyonlar tersinmezdir.

4 — 7 denklemlerinin tanimladigi reaksiyonlar substrata bir yada daha ¢ok oksijen
atomunun katilmasi yoluyla substratin yiikseltgenmesini saglarlar. Bu reaksiyonlarda
substrata oksijen katilmaktadir. Isaretli HZISO, H21802 yada 1802 kullanilarak oksijen
atomunun nereden geldigi belirlenebilir. D tipi reaksiyonlarda (denklem 4) oksijen
sudan gelir ve NAD*, NADP" yada O, gibi bagka bir reaktanta (denklemde B olarak
gosterilen) gereksinim vardir. E tipi reaksiyonlarda (denklem 5) H,O,’den gelen
oksijen substrata katilir. E tipi reaksiyonlarin tipik enzimleri peroksidaz ve

katalazdir.

F ve G tipi reaksiyonlar (denklem 6 ve 7), denklem 1’den 5’e kadar tanimlananlardan
oldukca farkhidir. Ciinkii O, molekiiliinden gelen oksijen atomu substrata katilir. F
tipi reaksiyonlarda O, molekiiliiniin her iki atomuda substrata katilir. G tipi
reaksiyonlarda ise bir oksijen atomu substrata katilirken diger oksijen atomu NADH
yada NADPH gibi indirgenmis bir koenzimi yiikseltgemek icin kullanilir.
Koenzimdeki H atomlar1 oksijene aktarilarak su olusumu saglanir. Boylece koenzim
de yiikseltgenmis sekline (NAD*, NADP") déner. G tipi reaksiyonda '*0, kullanimi

sonucunda iiriin olarak hem A'®0 hem de H2180 olusur.

F ve G tipi reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlere “oksijenazlar” denir. Oksijenazlar
dioksijenazlar (F tipi) ve monooksijenazlar (G tipi ) olmak {iizere iki alt sinifa

ayrilirlar.  Sekil 2.4.’de gosterilen katekol 1,2—oksijenaz [katekol: oksijen
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1,2-oksidorediiktaz; EC 1.13.1.1] enzimiyle katalizlenen reaksiyon dioksijenazlara

ornektir.
OH
18 Katekol ~~ ¢ ooH
0, >
. cBooH
1,2 oksijenaz
OH ! AN
Katekol cis,cis mukonik asit

Sekil 2.4. Katekoliin katekol 1,2-oksijenaz katalizorliigiindeki reaksiyonu

Monooksijenazlar da kendi aralarinda, katalizin olmasi i¢in BH,’nin reaksiyon
karistmina eklenmek zorunda olup olmamasina gore i¢ monooksijenazlar ve dig
monooksijenazlar olmak {iizere ikiye ayrilirlar.  Polifenoloksidazlar ig
monooksijenazlara Ornektir. Sekil 2.5.°de gosterildigi gibi gerekli olan BH;

(bir o-difenol) monofenollerin hidroksilasyonu yoluyla sistem i¢inde iiretilir.

OH OH O

OH 0]
Polifenol oksidazlar

'

Polifenol oksidazlar

\/

fenol o-difenol o-kinon

Sekil 2.5. Bir monofenoliin polifenol oksidaz katalizorliigiindeki oksidasyonu

Diger taraftan sekil 2.6.°da gosterildigi gibi fenilalanin hidroksilaz da bir dis
monooksijenaz Ornegidir ve bunun ig¢in sisteme tetrahidrobiopterin (THBP)

eklenmesi gerekir. Bu madde dihidrobiopterin ( DHBP) e yiikseltgenir.
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OH
Fenilalanin
+ 0y + THBP “yqoiGiter v O+ DHE
CH T
HIC-NH2 HIC—NHz
COOH COOH

Sekil 2.6. L-Fenil alaninin fenil alanin hidroksilaz araciligiyla oksidasyonu

2.3. Kiiltiir Mantarlar

Dogada kendiliginden yetisen bir bitki olarak mantarlar ¢ok eski devirlerden beri
insan oglunun dikkatini ¢ekmis; biiyli, zehir, ilag ve besin maddesi olarak
kullanilmislardir. Dogada yetisen mantarlar ylizbini asan tiiriiyle biiyiik bir grubu
olustururlar. Bu kadar genis bir toplulugun icinde ¢ok degisik ozellikler gosteren
mantarlar bulunmakta ve ¢ok degisik amaglarla kullanilmaktadir. Dogal mantarlar
yeme acisindan zehirli ve zehirsiz olmak iizere iki gruba ayrilir. Zehirli mantarlarin
icinde muskarin, atropin, o — amanitin, § — amanitin, y — amanitin, niyosiyanin gibi

maddeler bulunur.

Sebze olarak yetistirilen sapkali mantar tiirlerinin tiimii Basidiomyetes sinifina
girmektedir. Bu tiirlerin basinda Agaricus bisporus, Agaricus bitorquis, Agaricus
campestris ile baz1 Pleurotus, Volvaria, Lentinus, ve Flammulina tiirleri yer alir.
Ulkemizde oldugu gibi diinyada da en cok yetistirilen tiir Agaricus bisporus’tur.

Ulkemizde ticari mantar yetistiriciliginin tiimii yine bu tiir ile yapilmaktadir.

Agaricus bisporus tiirii, Agaricales takimi, Agaricae familyasi, agaricus cinsine girer.

Bu durumda kiiltiir mantarinin sistematigi asagidaki gibidir:
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Alem : Plantae

Grup : Thallophyta

Sube : Mycota

Alt Sube : Eumycotina

Smif  : Basidiomycetes

Alt Smif : Homobasidisidiomycetidae
Takim : Agaricales

Familya : Agaricaceae

Cins : Agaricus

Tiir : Agaricus bisporus

Sebze olarak yetistirilen yemeklik mantarlar saprofittirler. Yani besin maddesi
gereksinimlerini ciirlimiis veya ciiriimekte olan organik maddelerden saglarlar. Bu
nedenle dogada o6lii bitki ortiistiniin bol bulundugu ortamlarda; ormanlarda cayir ve
meralarda cesitli artiklarin bulundugu alanlarda goriiliirler. Yetistirilmeleri de buna
benzer olarak; ciirlimiis sap, saman, talas, giibre, yaprak gibi organik maddeler

tizerinde gercgeklestirilir (8).

Yenilebilen mantarlarin et kadar lezzetli oldugu soylenir. Protein yiizdesi acisindan
bakildiginda ete ulasamazlar ancak; eti lezzetli kilan bazi maddeler mantarlarda da

vardir (8).

Dogada yetisen mantarlar ile Kkiiltiirii yapilan mantarlar, tiirlere gore degisen
oranlarda besin degerlerine sahiptir. 100 g kiiltiir mantarinin ortalama besin degerleri
cizelge 2.1 de ve kiiltiir mantarinin bilesiminin diger sebze tiirlerinin bilesimleriyle

karsilastirilmasi da cizelge 2.2 de gosterilmektedir (8).
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Cizelge 2.1. Cesitli arastirmacilarin yaptiklart 100 g kiiltiir mantarinin (A. bisporus)
besin degerleri ile ilgili ortalama analiz sonuglart

Su 89,15
Protein 4,02
Yag 0,26
Azotsuz Maddeler 3,75
Seliiloz 0,92
Kiil 0,97

Cizelge 2.2. 100 g kiiltiir mantarlariin besin degerinin, diger sebze tiirlerinin
100 g’nin besin degerleriyle kiyaslanmasi

Sebzeler Su Protein Karbonhidrat Yag

Kiiltiir mantar1 91,1 2.4 4,0 0,3
( A. bisporus)

Taze bezelye 743 6,7 17,7 0,4
Taze fasulye 88,9 2.4 7,7 0,2
Karnabahar 91,7 2.4 4,9 0,2
Patates 73,8 2,0 19,1 0,1
Kereviz 93,7 1,3 3,7 0,2
Lahana 92,4 1,4 5,3 0,2

100 g taze kiiltiir mantar1 yendig,inde ancak 20-40 cal’lik bir enerji vermektedir.
Proteinin sindirilme degeri % 70’dir. Mantar besin degeri acgisindan esas nemini,
icerdigi vitaminler ile bazi asidik ve bazik maddelerden alir. A vitamini hemen
hemen hi¢ yokken B kompleks vitaminleri ile C vitamini agisindan ¢ok, D vitamini
bakimindan da oldukca zenginidir. Meyve ve sebzelerle kiyaslandiginda iyi bir Lizin,

Arginin, Histidin ve Treonin kaynagidir. Insan icin gerekli tiim aminoasitleri icerir.
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Yapilan arastirmalara goére miikemmel bir folik asit kaynagi olan A. bisporus
mantarinin kandaki seker seviyesini diisiirdiigli ve kolesterolii azalttigr icin kalp ve
damar hastaliklarinda diyet olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Mineral madde

icerigi acisindan da uygun bir besin maddesi oldugu ifade edilmektedir (8).

2.4. Polifenol Oksidazlar

Polifenol oksidazlar (PPO) bakir iceren oksidorediiktazlardir. Substratlar1 fenolik
bilesiklerdir. ~ Substratlarim1  oksijen esliginde esmer renkli bilesiklere
oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde “enzimatik esmerlesme olarak bilinir.
Ozellikle bitkilerde yaygin olarak bulunan PPO’lar hayvansal dokularda ve kiif

mantarlarinda da bulunmaktadir (9).

Polifenol oksidazlar iki sinifa ayrilirlar. Tirozinazlar (EC 1.14.18.1) ve lakkazlar
(EC 1.10.3.2). Her iki enzim grubu da molekiiler oksijen varliginda aktif hale gelirler

ve koenzim kullanmazlar (1).

2.4.1. Polifenol oksidaz enzimlerinin kesfi

Schoenbein 1856 yilinda, oksijenin oksitleyici ajan olarak kullanilarak baz1 bitkilerde
aerobik oksidasyonun gerceklestigine dikkati cekmesiyle; kimyada ilk olarak
oksidazlarla ilgilenilmistir. Oksidazlar hakkindaki bilgilerimizi gelistirmedeki bir
sonraki asama ise; Yoshida’nin yaptigi ¢alismada lak agacinin lateksinde lakkazin
varligin1 gozlemlemesidir. Bir ka¢ yil sonra Bertrand, Yoshida’nin lakkaz iizerine
yaptigr calismayi gelistirmis ve baz1i mantar tiirlerinde lakkaz enziminin var
oldugunu bulmustur. Bourquelot ve Bertrand birlikte yaptiklari arastirmada
Russula fortens ve R. nigricans gibi bazi mantar tiirlerinin ekstraktlarinin renginin
bekleme sirasinda once kirmizi daha sonra da koyu kahverengi veya siyah oldugunu
gozlemlemislerdir. Bourguelot ve Bertrand R. nigricans mantarinin ekstraktindan
kristal halinde bir madde ayirmislardir. Bu kristal maddenin ¢ozeltisinin mantar
ekstrakti ile temas ettirilmesi sonucunda, aerobik oksidasyonun basladig1r ve ilk

olarak kirmizi renkli ¢6zeltinin ve daha sonra da melanine benzer siyah bir {iriin
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olustugu bildirilmistir. Kristal madde daha sonra Bertrand tarafindan tirozin amino
asidi olarak tanimlanmistir. Lakkazin tirozinin iizerinde aktif olmadiginin bulunmasi
Bertrand’1 ad1 “tirozinaz” olan yeni bir oksidazi kesfettigini anlamasina yol agmustir.
Bertrand tirozinazin p-hidroksifenil etil amin, p-hidroksifenil metil amin,
p-hidroksifenil amin, p-hiroksifenil propiyonik asit, p-hidroksifenil asetik asit,
p-kresol ve fenol gibi (tirozinden baska) diger bazi aromatik monohidroksi fenollerin
oksidasyonunu katalizledigini de bulmustur. Diger taraftan bu bahsedilen bilesiklerde
hidroksi gurubu olmadiginda, bu enzim ile herhangi bir oksidasyonun olmadigi

bildirilmistir.

Bu ilk enzim caligmalarini takip eden sonraki ¢alismalarda tirozin iizerine enzimin
etkisi ve bitki ve hayvan pigmentasyonu ile ilgili olarak melanin olusumu
incelenmistir. Bertland tirozinazin 6nceden bilenen diger iki oksidaz enzimi olan
lakkaz ve peroksidazdan farkli olarak tirozinin oksidasyonunu Kkatalizledigini
bildirmistir. Ayrica biyolojik iirlinlerde tirozinin bulunup bulunmadiginin

belirlenmesinde bu enzimin kullanilabilecegi saptanmistir (10).

Bertarnd’in tirozinaz ve lakkaz ile ilgili yaptig1 arastirmalarin ardindan, polifenol
oksidazlar iizerine yapilan calismalar olduk¢a artmistir. Tirozinaz afinite
kromotografisi ile saflastirilan ilk enzimdir ve oksijeni organik bir molekiiliin (fenol)
yapisina dogrudan katabilme ©zelligine sahip enzimler arasinda da ilk tanimlanan

enzimdir (5).
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2.4.2. Tirozinaz

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya
katekolaz olarak da bilinir. Tirozinaz ismi substrat olarak enzimin tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifinilalanine kars1 spesifikligi nedeniyle

verilmistir (7).

Tirozinaz dogada ¢ok yaygindir. Daha yaygin olarak bitkilerde bulunmasina ragmen,

mikroorganizmalarda genellikle de funguslarda ve bazi hayvan organlarinda bulunur

(11).

Dogada ¢ok yaygin olmasiyla beraber yapilan arastirmalar 6zellikle mantar, yumru
patates, seftali, elma, muz, avokado, ¢ay yapraklari, kahve tohumlari, ve tiitiin
yapraklarinda diger kaynaklardakine gére daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu
gostermistir (12). Ayrica kayisi, yabani giil, enginar, yabani piring, 1spanak, yonca,
bugday, yulaf, bezelye, sekerkamisi yapragi, bakla yapraklari, fasulye, domates,
misir yapraklart , lizlim, armut, zeytin, gibi meyve ve sebzelerde de tirozinazin
oldugu tespit edilmistir (11,13 - 16). Bu yapilan ¢alismalar dogrultusunda tirozinaz
enziminin muhtemelen biitiin bitkilerde bulundugu seklinde bir genellemeye

gidilmesi yanlis olmaz.

Bitki hiicrelerinde enzimin miktar1 ve dagilimi meyve veya bitkilerin tiiriine , yasina
ve olgunluguna baghdir. Yesil yapraklarda enzimin biiyiik bir bolimi
kloroplastlardadir. Patates yumrusunun hemen hemen biitiin hiicresel fraksiyonlarda
protein miktartyla orantili bir degerde tirozinaz enzimi igerdigi bulunmustur. Taze
elmada ise kloroplast ve mitokondrilerde toplanmistir. Yine Enzimin iiziimiin
kabugunda {iiziimiin O6zsuyundan veya etli kismindan daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Tirozinaz enzimi elmanin biitiin kisimlarinda belirlenmesine ragmen
elma ve armudun her ikisinin suyu tirozinaz aktivasyonundan hemen hemen
yoksundur ve tirozinaz neredeyse tamamen posada kalmaktadir. Benzer sonug onalti
seftali, iic kiraz ve ii¢ erik kiiltiiriinde de bildirilmistir. Kloroplast ve mitokondri

fraksiyonlarindan elde edilen enzimin substrat spesifikligi de farklidir (11).
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Bitkilerdeki tirozinaz igerigi tarimsal tekniklerden de etkilenir (6rnegin seker kamisi
yapraklarinda aktivite diizeyi, toprak eser element olarak bakir ile muamele

edildiginde artar) (11).

Tirozinaz bitkisel dokularda Oncelikle inaktif formlar halinde sentezlenmekte ve
zamanla cesitli etkenlerle, 6rnegin dokuda dogal olarak bulunan proteazlar veya bir
takim solunum metabolitlerince aktif hale getirilmektedirler. Iste bu nedenlerle
bitkisel dokularda ¢ogu zaman bu enzimin bir kismi inaktif formda, bir kismi ise
aktif formda bulunmaktadir. Ornegin aktif formdaki enzimlerin, inaktif formdakilere
orant; 1spanaklarda 1:2, marullarda 2:1 ve domateslerde 1:1 oldugu halde baz1 bakla,
fasulye ve bezelye cesitlerinde tiim tirozinaz enzimlerinin inaktif formda

bulunabildigi belirlenmistir (9).

Insanlarda dahil olmak iizere hayvansal organizmalarin 6zellikle de deri, sag ve goz
pigmentlerinde bulunur (12). Onslow, siyah irk tavsanlarin derilerinde; Gessard,
miirekkep baliginin miirekkep kesesinde; Pinhey, baz1 kabuklu hayvanlarin kaninda;
Bhagvat ve Richter eklem bacaklilarin kaninda tirozinaz enzimin var oldugunu
bildirmiglerdir. Arnow derinin giines 15181 ile bronzlagsmasinin tirozinaz etkisiyle
oldugunu bildirmistir (10). Tirozinaz boceklerdeki dis iskelet olusumunda da

onemlidir (17).

Tirozinazin molekiiler 6zelligi

Tirozinaz oligomerik yapiya sahip bir enzimdir. Bu yapiy1 olusturan alt birimlerin
sayis1 enzimin kaynagina gore farklilik gosterir. Cizelge 2.3 de fakli kaynaklardan
izole edilen tirozinaz enziminin ka¢ alt birimden olustugu, uygulanan ayirma
metotlari ile birlikte verilmistir (11). Mantar (A. bisporus) tirozinazinin minimum
molekiil kiitlesi ayirma metotlarina gére 26 000 — 32 000 D ve en yiiksek asagi
yukar1 120 000 — 128 000 D olmasiyla birlikte genel olarak kabul edilen molekiil
kiitlesi 128 000 D’dur (18).
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Cizelge 2.3. Farkli kaynaklardan izole edilmis tirozinaz enzimini olusturan alt
birimlerin sayis1 ve uygulanan ayirma metotlari

Enzim Kaynag

Alt Birimlerin Sayis !

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 2

Armut 2 Sefadeks G 25 *, DEAE-Seliloz %
Hidroksilapatit *; PGE (pH 9,3)

Kiraz 3 PEG + aseton, DEAE-Seliiloz 2, PGE

Seftali 4 Tampon ekstrakti, aseton coktiirmesi,
DEAE-Seliiloz’

kayisi 2 Tampon ekstrakti ( swrasiyla pH 5 ve
pH7),

Uziim kloroplasti 3 PGE, IF

Uzim suyu ve | 2-5 PGE

kabugu

Muz 2 Tampon ekstrakti, aseton c¢oktiirmesi,

(60000; 12000) (NH,),S0,, Sefadeks G-100 %; PGE
Patatesl 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  c¢oktiirme,  (NHy),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 *

Mantar

(1300005 32000)

4
(a, B, v, 6)

Dondurma, aseton ¢oktiirmesi, (NH4),SO4
ile doyurma, elektroforez, hidroksilapatit

(SDS ile birlikte 119000;
34500)

Not: PEG = Polietilen glikol; PVP = Plivinilprolidin; 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
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Tirozinazin molekiiler kiitlesi 30000 D dolaylarinda olan ve her biri birer bakir
atomu iceren Ozdes 4 alt kistmdan olustugu ileri siiriilmektedir. Bu goriisii
destekleyen deneyler Jolley ve arkadaslar1 tarafindan yapilmastir. S. nigrifaciens’den
saflagtirilan her bir molekiil basina 1 bakir atomu iceren tirozinazin molekiil kiitlesi
18000 D iken Streptomyces glaucescens’den saflastirilan tirozinazin molekiil kiitlesi

29000 D oldugu bildirilmistir (19).

Fungiler disindaki diger tiirlerden elde edilen aktif monomerik tirozinazin bir bakir
atomu icerdigi goOriilmiistiir. Arastirmalar mantar ve fungi kaynakl tirozinazinin bir
cift bakir atomu igerdigini gostermistir. Aktif merkezdeki bakir atomlarinin sayisi

mekaniksel ve fonksiyonel 6nem tagimaktadir (18).

SDS-akrilamit jel elektroforezi ile yapilan caligmada mantardan elde edilen
tirozinazin molekiil kiitlesi 43000 D olan agir (H) ve molekiil kiitlesi 13400 D olan
hafif (L) iki tip polipeptit zincirine sahip oldugu ve bunlarin aminoasit bilesiminin
farkli oldugunu gostermistir. Ekstraktlarda en baskin olan bi¢im asagi yukar1 120000
D molekiil kiitleli L,H, yapisi olmasina ragmen bu yapinin kresolaz ve katekolaz
aktivitesine sahip olmadigl bunun yani sira 69000 D molekiil kiitleli L,H yapisinin

iki bakir atomuna ve her iki aktiviteye de sahip oldugu bildirilmistir (19) .

Duckworth ve arkadaslar1 1970 yilinda mantardan saflastirdiklari tirozinaz enziminin
tam olarak aminoasit analizini yapmislar ve enzimin Ozellikle aspartik asit ve
glutamik asit bakimindan zengin oldugunu bulmuslardir. Cesitli kaynaklardan izole
edilen tirozinaz enziminin aminoasit analizlerinden elde edilen bilgiler

cizelge 2.4.”de verilmektedir (5).
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Cizelge 2.4. Cesitli kaynaklardan saflastirilan tirozinaz enziminin amino asit bilesimi

Amino

Asit

Alanin
Arjinin
Aspartik
asit
Sistein
Glutamik
asit

Glisin
Histidin
[zol6sin
Losin
Lizin
Metiyonin
Fenilalanin
Prolin
Serin
Treonin
Tirozin
Valin

Tiriptofan

Mantar
%omol

H L
6,6 |43
43 |43
12,4 | 13,7
05 |07
11,3 | 7,9
5,5 11,5
2,8 1,4
51 |57
76 |65
40 |43
2,5 1.4
58 150
83 |65
53 179
6,1 |72
48 3,6
55 165
1,5 1,4

Bugday | Uziim

J%omol

39
10,3

11,4

9,1
1,8
39
73
5,7
L5
3.9
6.9
8,5
5,7
3,8
6,1
1,0

Jomol

8,2
3,7
12,8

0,1-0,4
9.2

7,2
2,0
5,6
6,9
5.9

3.9
85
7,9
5.9
5.9
6,9

Ispanak | Patates

%% mol

7,1
3,0
12,6

2,2
5,5

7.9
2,4
43
9,2
55
2.2
5.2
8,6
73
59
2,5-2.8
7.9
0,6

%%omol

7,8
3.9
10,7

1,4
10,0

8,1
2,0
5,5
9,1
6.5
2,0
4,6
5,5
7,1
5,5
3,4-3,6
6,8

N.
crassa
%o mol
8,1
4,9
10,8

0,2

6.2
2,5
32
8,1
42
0,7
5.9
7.6
10,3
5.4
49
5.6
2,9

Yer
elmasi
%%omol
11,0

2,2

1,7

10,2

12,6
0,5
43
8,4
48
1,2
44
6,0
8,4
7.5
2.5
7.2
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Tirozinazin katalizledigi tepkimeler ve Ongoriilen reaksiyon mekanizmalari

Tirozinaz aktif merkezinde bakir bulunan ve ardistk iki farkli reaksiyonu

katalizleyebilen bir enzimdir. Bu reaksiyonlar sekil 2.7.’de gosterilmistir.
Sekil 2.7.a. monofenollerin molekiiler oksijenle o-difenollere hidroksillenmesidir.
Sekil 2.7.a reaksiyonunda substrat olarak krezol kullanilmasi halinde aktiviteye

kresolaz aktivitesi denir. Kresolaz aktivitesi sekil 2.8.”deki gibi yazilir.

Sekil 2.7.b. o-difenollerin oksijenle o-kinonlara yiikseltgenmesidir. Bu enzimatik

aktiviteye de katekolaz aktivitesi denir (7,20).

OH OH
OH
Tirozinaz
a. + 02 —_— + HzO

Fenol Katekol
OH o
OH 0
Tirozinaz
b- 2 o2 + 2H,0
Katekol o-Benzokinon
o OH 0 o
0 OH 0 o
C. + H,0 —> —_— ;
OH OH OH

n

polimer

Sekil 2.7. Tirozinaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar ve polimer iiriiniin olusumu
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Kinonlar ¢ok kararsizdir, sekil 2.7.c.’de gosterildigi gibi reaksiyonlar hizla devam

eder ve enzimatik olmayan bir polimerlesme gozlenir.

OH OH
OH
Tirozinaz
+ 120, >
CH, CH;
p-krezol 4 - metil katekol

Sekil 2.8. Tirozinazin kresolaz aktivitesi

Farkli kaynaklardan izole edilen enzim farkli oranlarda kresolaz ve katekolaz olmak
tizere iki aktiviteye sahiptir. Bu oranlar izolasyon ve saflagtirma sirasinda veya
fiziksel islemlerle degisebilir ve bazen kresolaz aktivitesi tamamen kaybedilebilir.
Cay yapragi, tiitiin, hintkirazi, muz, armut ve tath kirazdan izole edilen tirozinaz
enzimi, kresolaz aktivitelerini kaybederken; patates, elma, seker pancar1 yapragi,
bakla ve mantar gibi cogu kaynaktan izole edilen tirozinaz enzimi her iki aktiviteye

de sahiptir.

Tirozinazin katalizledigi monofenollerin hidroksilasyonu ve difenollerin oksidasyon
reaksiyonlarinin mekanizmalar1 iizerine pek ¢ok c¢alisma yapilmis ve bu

mekanizmanin sekil 2.9.” daki gibi oldugu Onerilmistir.

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 2.10.°da met

tirozinaz, oksi tirozinaz ve deoksi tirozinazin yapilar1 gosterilmektedir (5,21,22).
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Sekil 2.9. Tirozinazin difenol oksidasyonu (A) ve monofenol hidroksilasyonu (B)

mekanizmasi (23).
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OH, OH,

NG | N ~ 7
/ '/// / Cu Cu
/ H\ /CH\N N/I I \N

Met tirozinaz

Oksi tirozinaz

Sekil 2.10. Met tirozinaz, oksi tirozinaz ve deoksi tirozinazin yapilari

O-difenol ve O; ‘nin enzime baglanma sirasi iizerine yapilan arastirmalar O;’nin ilk
basamakta baglandigimi gostermistir. Bu yiizden mekanizmanin sekil 2.11°de
gosterildigi gibi sirali mekanizma seklinde oldugu diisiiniilmiistiir. Burada B

o-difenol ve Q benzokinondur (7).

0)) o-difenol (B) H,O Benzokinon (Q)
E-2Cut E-2Cu**.0, E-2Cu*".0,.B E-2 Cu*.Q E-2 Cu?
E-2Cu*. H,0 .Q

Sekil 2.11. O-difenollerin oksidasyon mekanizmast

Tirozinaz enziminin substratlar1 ve katalizleme hizlari

Hayvan  dokularindan  elde edilen tirozinaz, tirozin ve L-DOPA
(3,4-dihidroksifenilalanin) iizerine digerlerine gore daha spesifikken fungus ve
yiiksek yapili bitkilerden elde edilen tirozinaz o kadar spesifik degildir. Tirozinazin

substratlar1 basta tirozin, katekol ve L-DOPA olmak iizere katehin (3-hidroksi
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flavan), sinamik asit esterleri , klorojenik asit, 4-metil katekol, p-kresol, p-hidroksi
ve 3,4-dihidroksi fenilpropiyonik asit, kafeik asit ve aromatik aminler siralanabilir

(24). Sekil 2.12.’de bir aromatik aminin oksidasyonu gosterilmektedir.

Tirozinaz _ o Tirozinaz
+ O2 + 2

OH 0
NH

. . - i o-Amino Kinon
Aromatik Amin o-Amino Fenol

Sekil 2.12. Aromatik aminlerin tirozinaz katalizorliiglinde oksidasyonu

Tirozinaz ayrica klorofenollerin de hidroksillenmesi ve daha sonra da oksitlenmesi
reaksiyonlarini katalizleyen bir enzimdir. Sekil 2.13.’de klorofenoliin oksidasyonu
gosterilmektedir. Daha sonra olusan kinon bilesigi polimerlesecektir. Boylece toksik
bir bilesik olan klorofenol polimerleserek cokecek ve ortamdan basit filtrasyon

yontemleriyle uzaklastirilabilecektir (20).

Cl
OH Cl

+ . Tirozinaz
+ 0, + 2H" + 2e >

OH O
Cl o Cl

Tirozinaz

Sekil 2.13. 2-klorofenoliin tirozinaz katalizorliigiinde o-kinonkloriire oksidasyonu
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Substrat spesifikligi ve katalizlenme hizi enzimin elde edildigi kaynagin cinsine
yasina ve enzimin izole edilis sekline gore degisiklik kazanir. Cizelge 2.5.’de farkli

kaynaklardan izole edilmis enzimin K, degerleri gosterilmektedir (11).

Cizelge 2.5. Farkli kaynaklardan elde edilen tirozinaz enziminin farkli substratlar
icin K, degerleri

Substrat K (mmol.I"") Enzim Kaynag1
Klorojenik Asit 1,66 Elma kloroplasti
16,1 Armut
1,20 Kayisi
2,50 Uziim
1,40 Patates yumrusu
2,40; 1,10 Seker kamist
0,22 Mantar
[zoklorojenik Asit 0,36 Kayisi
Kaffeik Asit 0,63 Elma kloroplasti
0,50 Kayisi
5,50 Uziim
2,10 Patates yumrusu
6,00; 8,70 Seker kamist
(+) — Katehin 1,48 Elma Kloroplasti
2,10 Armut
0,74 Kayisi
1,00 Uziim
(-) — Epikatehin 0,55 Kayist
p — Kresol 0,67 Patates
Katekol 4,60 Elma
20,9 Armut
120 Seftali
2,40 Kayisi
3,06 Uziim
0,11 Patates Kabugu
4,80 Patates Yumrusu
1,68 Patlican
2,50; 3,00; 4,00; Mantarl
22,0 Mantar2
4 — Metilkatekol 1,40 Kayisi
L - DOPA 11,8 Patates yumrusu
2,0 Seker Pancart

Mono ve dihidroksi fenollerin siibstitiisyon merkezi tirozinazin atak yapabilmesi

bakimindan onemli bir faktordiir. Monofenoller de p-pozisyonunda CH, den biiyiik
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bir grup varsa daha kolay hidroksillenebilir ve p-siibstitiie 3,4-dihidroksi fenollerin
oksitlenme hiz1 ise 2,3-dihidroksi fenollerden daha biiyiiktiir. Halkada
3- pozisyonunda bir siibstitiient bulunmasi muhtemelen sterik engelden dolay1
enzimin substrata karsi afinitesini azaltir. Enzimin substrat aktivitesini para
pozisyonunda elektron verici bir grubun bagli olmasi artirirken, elektron alict bir

grubun bulunmasi azaltmaktadir (11).

Optimum pH ve sicaklik

Tirozinaz enziminin optimum pH’s1 enzimin kaynagina ve substrata gore ¢ok genis
bir araliktir ve genellikle pH 4,0 ile 7,0 arasinda farliliklar gostermektedir. Birkac
kaynaktan elde edilen tirozinaz enzimiyle yapilan arastirmalarda 4,0’1n altindaki pH
degerlerinde enzimin inaktif oldugu bildirilmistir. Patatesten elde edilen tirozinaz
enzimi pirogallol ve klorojenik asit i¢cin pH 5,0’da inaktif iken, mandalinadan elde
edilen tirozinaz enzimi 6,0’1n altindaki pH degerlerinde pirogallolu oksitleyemez.
Cizelge 2.6.da ¢esitli kaynaklardan izole edilen tirozinaz enziminin bazi substratlar

icin optimum pH degerleri gosterilmektedir (11).

Fakli kaynaklardan izole edilen tirozinaz enziminin optimum sicaklik degerleri de
Cizelge 2.7.’de gosterilmektedir (11). Cizelge 2.7.’de gosterilen farkli kaynaklardan
izole edilen tirozinaz enziminin optimum sicaklik degerlerini de dikkate alirsak

tirozinaz enziminin optimum sicaklig1 genellikle 25 °C ile 35 °C arasindadir (23).

Tirozinaz enzimi sicakliga karsi ¢cok dayanikli degildir. Dokularda veya ¢ozeltilerde
bulunan tirozinaz enzimi kisa siireli 70 °C ile 90 °C arasinda bir sicaklia maruz
kalmasi katalitik fonksiyonlarinda tamamen yada kismen tahribatlara sebep olmaya
yeter. Yine tirozinaz enziminin sicaklifa dayanikliligi da optimum pH, optimum
sicaklik ve substrat spesifikligi gibi enzimin izole edildigi kaynaga gore de degisir

(11).
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Cizelge 2.6. Cesitli kaynaklardan izole edilen tirozinaz enziminin ¢esitli substratlar
i¢cin optimum pH degerleri

Enzim Kaynag Optimum pH Substrat
Seftali 6,0-7,0 Katekol
Kiraz 4,0 4 — Metil katekol
4,2 Katekol
4,5 Klorojenik asit
7,5 Katehin
Uziim 6,2 Klorojenik asit
6,5 Katekol
7,0 Katehin, Pirogallol
Mandalina 72-17,6 Pirogallol
Avokado 5,3-6,7 4 — Metil katekol, DOPA
Patates 5,8 Katekol
Patlican 5,0-6,8 Katekol
Mantar 55-70 Katekol
6,0-7,0 p-Kresol

Cizelge 2.7. Farkli kaynaklardan izole edilen tirozinaz enziminin optimum sicaklik

degerleri
Enzim kaynagi Optimum sicaklik ( °C) Substrat
Kayisi 25 Katekol
Muz 37 Katekol
Elma 25-30 Klorojenik asit
Patates 22 Katekol

15-35 Pirogallol
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Tirozinaz enziminin inhibitorleri ve aktivatorleri

Tirozinazin inhibisyonu ile enzimatik kararmanin 6nlenmesi cogu kez ayni ve benzer
konu gibi ele alinmistir. Ancak kararma sadece enzimin inaktif olmasiyla degil aynm
zamanda reaksiyon i¢in gerekli iki substrattan birinin ( O, veya fenolik bilesik)
uzaklastinlmasiyla da Onlenebilir. Meyve ve sebzelerde cogu kez enzimatik
reaksiyonlara bagli olusan kararma istenmeyen bir durumdur. Tirozinaz enziminin
kararmaya sebep olacak oksidasyonlar1 katalizlemesini onlemek amaciyla tirozinaz
enzimi inhibitorleri hakkinda detayli ¢calismalar yapilmis ve bu calismalar halen de

devam etmektedir.

Siyaniir, karbon monoksit, sodyum dietil-ditiyokarbamat (DICEA), askorbik asit, azit
ve potasyum metil ksantat gibi metallerle = kompleks olusturan ligandlarla
tirozinazin prostetik gurubunda bulunan bakirin selat olusturmasi sonucu tirozinaz

inhibisyona ugrar.

Floriir, azit ve borat gibi inorganik iyonlarin da tirozinazi inhibe ettikleri
goriilmiistir. Bakladan elde edilen tirozinaz enziminde floriir yarismasiz
inhibitorken, azit karigik tip inhibitordiir. Boratin da yarismali inhibitér oldugu
bulunmustur. Polivinilpirolidin (PVP) gibi coziinebilir polimerler de tirozinazin
yarigsmali inhibitorleridir. PVP gibi ¢oziiniir polimerlerle inhibe olan enzim, ortama

anyonik deterjan eklenmesi ile tekrardan aktivite gosterebilmektedirler (11).

Mantar tirozinazinin hidrojen peroksit, askorbik asit fenil hidrazin, gallik asit
ferrosiyaniir ve. NH,OH gibi indirgeyici bir ajan ile reaksiyonu enzimin inhibe
olmasina neden olur. Indirgeyici ajanlarin tirozinazin prostetik grubunda bulunan

Cu**’yi indirgedikleri bulunmustur (22).

Mantar tirozinazi enzimatik reaksiyon sirasinda ortamda herhangi bir inhibitoriin
bulunmamasi1 durumunda da inaktive olabilmektedir. Bu islem sirasinda enzime baglh

bakir atomu salinir. Son zamanlarda Lerch ve arkadaslar1 N. crassa tirozinazinin



41

inaktivasyonunun; 306. pozisyondaki histidin amino asidinin kayb1 ve buna bagh

olarak bir bakir atomunun salinmasi sonucu olustugunu bildirmislerdir (10,25).

Tirozinaz enzimi katalizledigi reaksiyonlar sonucu meyve veya sebzelerde
kararmalara veya meyve sularinda bulaniklik olusturmasi gibi istenmeyen durumlara
neden olur. Bunlar1 engellemek amac ile gida endiistrisinde inhibitorler hakkinda
cokca calisma yapilmis, bunun yaninda tirozinaz enziminin aktivatorleri hakkindaki

caligmalar biraz arka planda kalmistir.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi anyonik deterjanlar, tirozinaz enziminin
aktivatorlerinden biridir. Yine iiziimden elde edilen tirozinaz icin, asidik ortamda
veya iire ¢ozeltisi ile kisa siireli temas, enzimin aktifligini 4 ile 10 kat artirmaktadir.
Aktivatorlerin  etkileri yine optimum pH, optimum sicaklik veya substrat
spesifikligindeki gibi izole edilen kaynaga gore degismektedir. Ornegin ortama Cu®*
ilavesi turptan elde edilen tirozinazin aktivasyonunun artirirken, patatesten elde

edilen tirozinazi ise etkilemedigi gbzlenmistir.

Aktivatorler hakkinda fazla caligmanin olmamasina bagli olarak, bu aktivatorlerin
nasil calisigi hakkinda da pek bilgi yoktur. Aktivatorlerin bakir iceren enzim
monomerlerinden oligomer olusturdugu ve boylece enzimi biyolojik aktiflik icin

gerekli olan polimer yapisina getirdigi diisliniilmektedir.

Enzim aktivitesi, suni giibrelerde bulunan eser elementlerden, olgunlasmaya
yardimci olan maddelerden ve radyasyonlar gibi fiziksel islemlerden etkilenir. Bu
etkiler bitkideki enzim proteininin sentezini artirabilir, dogal inhibitorleri ortamdan
uzaklastirabilir, substrat yapisini degistirebilir veya hiicre duvari gecirgenligini

degistirebilir ve bunlardan dolay1 da enzim aktivitesini arttirabilirler (11).
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Tirozinazin uygulama alanlari

Tirozinaz enzimi gida, saglik, kozmetik ve aritim endiistrilerinde uygulama alani
bulunabilen veya bulabilecegi diisiiniilen bir enzimdir. Tirozinazin 6zellikle dogada
bulunan pek cok bitki ve meyvelerde bulunmasi, ilk olarak tirozinazin gida

sektoriinde dikkat cekmesine sebep olmustur.

Tirozinazin gida endiistrisi icin Onemi

Insanlar bir giday1 secerken onun goriiniisiine, lezzetine besinsel degerine ve
dokularina dikkat ederler. Tabi ki ilk dikkati ceken goriiniisiidiir. Bir gidada dogal
rengi disinda bir kararma s6z konusu olabilir, dokusunda ve lezzetinde bir bozunma
olabilir ve yine meyve sularinda yada sarap gibi iceceklerde bulanikliklar veya
cokelmeler olusabilir. Bunlar da tiiketici i¢in istenilmeyen durumlardir ve tiiketici bu
durumdaki {iriinleri tercih etmemektedir. Bu tercih edilmeyen iiriinler, gida
sektoriinde yliksek maliyete sebep olmaktadir. Bu bahsedilen istenilmeyen
durumlarin olugmasinin sebeplerinden biri de tirozinaz aktivitesidir. Gida sektorii
genellikle bu istenilmeyen durumlari ortadan kaldirmak i¢in, tirozinazin inhibisyonu
tizerinde ¢alismaktadir. Ancak c¢ay, kahve, kakao kuru iiziim, kuru erik, kuru incir
gibi iirlinlerin goriinim ve lezzet bakimindan istenilen duruma gelebilmesi icin
tirozinaz enziminin aktif olmasi gereklidir. Bu gibi durumlarda ise yukaridaki

islemden farkli olarak enzimin inhibe olmamasi gereklidir (26).

Tirozinazin fenol giderilmesinde kullanimi

Endiistriyel ve belediyesel atiklarda aromatik bilesikler mevcuttur. Son zamanlarda
cevre Kkirlenmesinin Onlenmesi amaciyla toksik olan fenolik bilesikler gibi
maddelerin atiklardan arindirildiktan sonra, ¢evreye verilmesi i¢in siki denetimler
yapilmaktadir. Bu denetimler sonucunda daha ekonomik ve uygulanmasi kolay
olabilecek, aritim yOntemleri arastirilmakta ve enzimlerden yararlanilmasi
diisiiniilmektedir. Ozellikle tirozinazin toksik olan fenolik bilesikleri uzaklastirmada

kullanilabileceginin ortaya c¢ikmasiyla bu konu iizerinde daha yogun c¢alismalar
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siirdiiriilmiis ve bilim adamlar1 bu calismalarin miihendislik alanina tasinmasinin

gerektigini bildirmislerdir.

Aragtirmalar sonucunda; Atlow ve arkadaslar1 endiistriyel atik sularindan
0,01 - 1,0 g/ konsantrasyon araligindaki fenollerin basariyla ¢oktiiriilerek ortamdan
uzaklastirilabilecegini sdylemislerdir. Ancak Wada ve arkadaslar1 bu aragtirmacilarla
uyusmayan sonuglar bildirmislerdir. Wada ve arkadaslar1 “polifenollerin tirozinazla
polimerizasyonundan sonra, herhangi bir c¢okelegin olusmadigini ve c¢o6zeltinin
renginin, renksizden kahverengiye doniistiigiini” aciklamislardir. Wada ve diger
arastirmacilar, tirozinazin safliginin ¢okelmenin olusmasinda biiyiik rol oynadigini
disiinmektedirler. Cokelme gozlenmedigine gore, reaksiyon iiriinlerinin ortamdan
alinmast i¢in, kitin gibi maddeleri adsorbans olarak kullanmislardir. Yapilan
arastirmalar sonucu, oksidasyon diiriinii olan kinonlarin ve diger yan liiriinlerin
adsorplanarak ortamdan uzaklastirilmas: icin kitosanin basariyla kullanilabilecegi

gorilmiistiir (24).

2.5. Enzimlerin izolasyonu

Bir enzimle veya proteinle c¢alismak i¢in o enzimin veya proteinin bulundugu, diger

proteinlerin de oldugu yapidan ayrilmasi gerekmektedir.

Enzim izolasyon ve saflastirma teknolojisi siirekli bir gelisim i¢indedir. Bitkisel,
hayvansal kaynakli enzimlerin saflastirilmasina devam edilmekte ama daha ¢ok

mikrobiyal enzim izolasyon ve saflastirilmasi {izerinde durulmaktadir.

Enzimlerin kaynagi, bir doku veya mikrobiyal hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki enzimleri
elde etmek i¢in Once hiicreler parcalanir ve “ham ekstrakt” denilen c¢ozelti i¢inde

enzim serbest birakilir (27).
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[zolasyon ve saflastirma islemleri ii¢ asamada olmaktadir:
1. Hiicrelerin parcalanmasi,
2. Hiicre bilesenlerinin ayrilmast,

3. Saflastirma islemi (27).

2.5.1. Hiicrelerin parcalanmasi

Bu islemde bir¢ok yontem kullanilabilir. Ama genel olarak hayvansal doku ,bitkisel
materyal ve mikroorganizmalarda farkli islemler uygulanir. Bu basamaklar ise

sOyledir:

Hayvansal dokulardan enzim izolasyonu:

* Hangi doku veya organ kullanilacaksa bu organ veya dokular dnce iyice kiyilir.
* Doku homojenize edilir.
* Ya dogrudan uygun tampon ile enzim ekstraksiyonu gerceklestirilir ya da dnce

aseton kuru tozu elde edilir, sonra bu tozdan ekstraksiyon yapilir.

Bitkisel materyalden enzim izolasyonu:

* Materyal homojenize edilir.

= Sonra gerekli kimyasallarla muamele edilir.

Mikroorganizmalardan enzim izolasyonu:

* Hiicre membraninin parcalanmasi veya gecirgenliginin arttirllmasi gerekir. Sonra

diger yontemlerde ki islemler aynen uygulanir.

Bunun i¢in yapilan islemler sirasinda sicaklik yiikselmesi, pH degisimi veya
proteazlarin serbest hale gecmesi gibi nedenler ile enzim aktivitesinin diisecegi

dikkate alinmalidir (27).
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Hiicre pargcalanmasi i¢in kullanilan yontemler kimyasal ve fiziksel yontemler

olmak iizere ikiye ayrilir (27).

Kimyvasal yontemler:

Alkali ile muamele: Mikroorganizma hiicreleri pH 11-12’de 20-30 dakikada

bekletilir. Boylece hiicre membrani parcalanir (27).

Lizozim ve EDTA ile muamele: Lizozim, yumurta akindan elde edilip, hiicre

membraninda bulunan mukopeptitlerdeki B(1-4) glikozit bagim parcalar. EDTA ise

gram(-) bakterilerin membranini pargalar (27).

Deterjanlar ile muamele: Diisiik iyon siddetinde ve uygun pH’da deterjanlar

biyolojik membranlardaki lipoproteinleri ¢dzer ve membran gecirgen hale gelir. Ama
protein denatiirasyonu ve ¢okelmesine neden olacagindan enzim iiretimi i¢in tercih
edilmez (27).

Soguk sok: Hiicre normal sicakligindan aniden 0°C’ ye sogutulur (27).

Osmotik sok: Mikroorganizma, besi ortam iceriklerinden kurtuluncaya kadar uygun

tampon ile iyice yikanip, sonra %20’lik sakkaroz ¢ozeltisinde yeniden dagitilir (27).

Fiziksel yontemler:

Ultrases: Insan kulagmin duyamayacag yiiksek frekanshi ses ile hiicre parcalanir
(27).

Dondurma ve ¢dzme: Soguk sok ve osmotik soka benzer bir etki gosterir. Tek bir

uygulama ile sonug¢ vermezse enzim aktivitesinde diisiise neden olur ¢iinkii; enzimin

yapisini bozar (27).
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Kati kirma: Endiistriyel boyutta kullanilan yontemdir. Hiicre ortamina asindirici

eklenip, hidrolik basin¢ uygulanarak hiicre parcalanir (27).

Sivi_kirma: Endiistriyel boyutta kullanilabilen en verimli yontemdir. iki sekilde

uygulanabilir (27):

a.  Yiiksek basing homojenizatorii: Yiiksek basing altinda bir igneden hiicrelerin
gecmeye zorlandigi tekniktir. Yiiksek basingtan c¢ikan hiicre membrani1 basinci

goriince parcalanir.

b. Kireli degirmenler: Cam veya aliiminyum oksit parcaciklariyla hiicreler

mekanik isleme tabi tutulur.

2.5.2. Hiicre bilesenlerinin ayrilmasi

Hiicre bilesenlerinin ayrilmasinda ¢oktiirme hizli ve etkili bir yontemdir. Bunun i¢in
notral tuzlar (setiltrietilamonyumbromiir), organik ¢oziiciiler ( Metanol, Etanol ,
Aseton) veya bazi polimerler (PEG) kullanilir. Hiicre bilesenlerinin ayrilmasinda
coktiirmeye ilaveten santrifiijleme, filtrasyon, ekstraksiyon gibi yontemler de

kullanilir (27).

2.5.3. Saflastirma islemleri

Cogu saflagtirma islemlerinde bir¢ok degisik metot enzimi tamamiyle saflastirmada
ard arda kullanilmahdir. Saflastirma islemlerinde kromotografi islemleri agirlikli
olmak iizere cesitli yOntemler kullanilir. Bu yontemler: Iyon Degisim
Kromotografisi, Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi, Jel Filtrasyon
Kromotografisi,  Affinite  (sterik-secicilik)  Kromotografisi,  Ultrafiltrasyon,

Elektroforez’dir.

Yontem secimi tamamen deneyseldir. Bu konuda literatiir taramasi yapmak her

zaman yararhdir. Literatiirde bir yontemden bahsedilmemisse, deneyerek uygun
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yontem bulunur. Iyi bir saflastirma icin ise birka¢ yontem birlikte ve ard arda

yapilmalidir. Ancak, her bir yontemden sonra numune miktar1 azalacaktir (27).

Saflastirma isleminde uygun yontem se¢mek icin asagidaki bilgilere sahip olmaliyiz:

Uriin olusumu veya substratin harcanmasini belirlemek igin bir analitik islem,

Enzim, koenzim veya kofaktor isteyen bir enzim mi?

Substrat konsantrasyonuna enzim aktifliginin baglhiligi nedir?

Optimum pH’ s1 nedir?

Enzimin kararli oldugu ve yiiksek aktiviteye sahip oldugu sicaklik araligi nedir

27).

Izolasyon ve saflastirma adimlarindan sonra sonuclar, ¢izelge 2.8.’deki 6rnek tabloda

verildigi gibi toplu olarak gosterilir (27).

Cizelge 2.8. izolasyon ve saflastirma adimlari igin 6rnek bir tablo

Islem veya Fraksiyon | Toplam Aktivite

Basamaklar hacmi Protein (linite)
(ml) (mg)

Hiicresel 1400 10000 100000

ekstrakt

Coktiirme 280 3000 96000

Iyon-Degisim 90 400 80000

Kromotografisi

Jel Filtraston 80 100 60000

Affinite 6 3 45000

Kromotografisi

Spesifik
Aktivite
(iinite/mg)

10

32

200

600

15000

Saflastirma
derecesi

(KAT)

1

32

20

60

1500
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Enzim aktifligi: Calismalarin ¢ogunda ¢ok kiiciik derisimlerde olduklarindan, (enzim
derisimleri hiicre disinda 107- 10® M araliginda, hiicre icinde de 107- 102 M
araligindadir) enzimin gercek molar derisimi bilinemez. Dolayisiyla mevcut enzim
miktari, enzim aktifligiyle aciklanir. Enzim aktifligi baslangi¢ reaksiyon hizidir.
Baslangic reaksiyon hizi da enzim kendi substratiyla etkilestirilerek, azalan substrat

derisiminden ya da olusan iiriin derisiminden gidilerek saptanir.

Enzim aktifliklerini standart hale getirmek icin Uluslararas1 Biyokimya Birligi
standart birim tanimlamistir. Bu birim, iinitedir (I.U). Unite, optimum kosullarda
(pH, T) 1 dakikada 1 pmol iiriin olusumunu saglayan (ya da 1 pmol substrati

doniisiime ugratan) enzim miktaridir.

Spesifik aktivite: Proteinin miligrami basina diisen enzim aktifligidir. Buna gore;

spesifik aktivite, enzim safligimin bir Olgiisiidiir.  Spesifik aktivite, enzimin

saflagtirilmasi sirasinda artar ve maksimum diizeye gelir. Enzim safken ise sabittir.

Saflastirma derecesi: Saflastirilmis kismin spesifik aktivitesi ham ekstraktin spesifik

aktivitesine boliinerek bulunur. Ornegin baslangica gore ne kadar —saflastigini

gosterir.

Cizelge 2.1.’de goriildiigli iizere aktivite azaldigi halde spesifik aktivite artmugtir.
Aktivite her basamakta azalir ¢linkii ¢cozeltideki diger maddeler veya kromotografik
maddelerle etkilesimler veya bazi inaktivasyonlardan dolay1 kayiplar daima meydana
gelir. Toplam protein de azalir ¢iinkii amag¢ miimkiin oldugu kadar spesifik olmayan

(istenmeyen) proteini ortamdan uzaklastirmaktir.
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2.6. Enzimlerin immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon, ‘¢coziinmez hale getirilmis, tutuklanmus,
baglanmis, hareketi sinirlandirilmis’ demektir. Bilindigi gibi enzimler suda ¢6ziinen,
spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin cogu sulu c¢ozeltilerde
gerceklestirildiginden katalizor olarak kullanilan ve reaksiyon ortaminda ¢oziiniir
olarak bulunan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden, kullanildig1 ortamdan geri
kazanilmast miimkiin degildir. Ayrica iiriiniin enzimden ayrilmasi da maliyeti
artirmaktadir. Enzimin yeniden kullanilmasi miimkiin olmaz. Bu ise enzimlerin ¢ok
spesifik, ama o Ol¢iide de pahali katalizorler olmalar1 nedeniyle maliyeti yiikselten

onemli bir etmendir (28).

Enzimler, suda c¢oziinmeyen bir matrikse baglandiklarinda, matrikslerin icinde
tutulduklarinda veya katalitik etkileri kaybolmadan birbirlerine baglandiklarinda
immobilize olurlar. Immobilize enzimlerin 6zellikleri kullanilan metoda ve matriksin

yapisina bagli olarak degisebilir.

Immobilize enzimlerin sagladig baz1 avantajlar sunlardir (28):
e Uriinler saf olarak elde edilebilir.

¢ Enzimler defalarca kullanilabilir.

e Siirekli prosesler gerceklestirilebilir.

e  Uretim maliyeti diiser.
2.6.1. immobilizasyon metotlar
Pek c¢ok degisik dogal veya sentetik matriksler enzimlerin immobilizasyonunda

kullanilmaktadir. Enzimler bu matrikslere asagidaki metodlardan biriyle immobilize

edilirler. Sekil 2.14.’de bu immobilizasyon metotlar1 sematik olarak gosterilmektedir.
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1) Adsorbsiyon
2) Kovalent baglanma
3) Hapsetme (Entrapment)

4) Enzimlerin birbirine baglanmasi

usl
lws]
usl
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Sekil 2.14. Cesitli  immobilizasyon metotlarinin  semalar1 a) Adsorpsiyon
b) Kovalent baglama c) Hapsetme d) Enzimlerin birbirine baglanmasi

Adsorpsiyon

Enzimler degisik matrikslere adsorbe edilebilirler. Adsorbsiyon fiziksel ve iyonik
adsorbsiyon olmak iizere iki tiirliidiir. Adsorbsiyonda islem ¢ok basittir.
Biyokimyasal materyal (enzim ya da hiicre ), matriks ile uygun kosullarda (optimum
pH ve optimum sicaklik ) karistirilarak yapilir. Fiziksel adsorpsiyonsa enzim ile
matriks arasinda van der waals, hidrojen baglar1 gibi zayif etkilesimler, iyonik
adsorbsiyonda ise elektrostatik etkilesmeler meydana gelir. Iyonik adsorbsiyon,
fiziksele gore daha etkindir. Baglanmamis biyolojik materyalin alinmasi i¢in enzim

adsorblanmis materyal, adsorbsiyon isleminden sonra bolca yikanir.
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Iyonik baglanma, enzimlerin bir matrikse ©Ozel olarak baglanmasini saglar.
Enzimlerin optimum aktiviteye sahip olduklar1 pH’da tasidiklar1 net yiike bagh
olarak, negatif veya pozitif yilk tasiyan iyon degistirici regineler  iyonik
adsorbsiyonda kullanilmaktadir. Sik¢a kullanilan adsorbanlar cizelge 2.9.’de

verilmektedir (29,30)

Cizelge 2.9. Enzim immobilizasyonunda sikca kullanilan absorbanslar ve bunlarin
etkilesim tiirleri

Etkilesimler Adsorban

Fiziksel adsorbsiyon Aktif karbon, silikajel, aliimina, cam,

nisasta, kil

Iyonik baglanma Katyon degistiriciler: (Anyonik regine,
- yuklii)
CM-selliiloz
Dower 50
Amberlite CG-50
Anyon degistiriciler: (Katyonik recine,
+ yiiklii)
DEAE-selliiloz
DEAE-sephadex
Amberlite IR-45

Basit, ucuz ve kisa siiren bir yontem olmasi, enzimde ve matrikste bir degisikligin
meydana gelmemesi, islemin tersinir olmasi ve desorpsiyon sonucu matriksin geri
kazanilabilmesi bu metodun avantajlaridir. Dezavantaji ise, enzimin matrikse zayif
etkilesimlerle baglanmasindan dolay1 enzimin sizinti yaparak iiriinii kirletmesidir

(28).
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Kovalent baglanma

Enzim matrikse kovalent baglarla baglanir. Bir enzimin kovalent olarak bir matrikse
baglanmasinda kullanilan fonksiyonel gruplar genellikle serbest amino veya

karboksil gruplaridir. Siilfidril, hidroksil veya imidazol gruplar da kullanilabilir.

Cok cesitli matriksler bu amacgla kullanilabilirler. Bunlar ¢esitli polimerler, seliiloz,

por6z cam, komiir ve seramik gibi matrikslerdir.
Immobilizasyon islemi iki adimdir. Birinci adimda matriks aktif hale getirilir. Ikinci
adimda da enzim baglanir. Asagida kovalent baglanmaya iki Ornek verilmistir

(28,29,30).

Siyvanojen bromiir aktivasyonu:

Cesitli polisakkaritler siyanojen bromiir kullanilarak aktif hale getirilirler ve

enzimlerin amino gruplariyla sekil 2.15.°da gosterildigi sekilde kovalent bag

olustururlar (28).
OH 0 DCONH-E
~ E-NH,
+CHNEBr —p  CNH —P
OH ]
Folisalklcarit Immotilize Enzim

Sekil 2.15. Polisakkaritlerin siyanojen bromiir kullanilarak enzimlerin kovalent
immobilizasyonu



53

Karbodiimit aktivasyonu:

Karboksil grubu tagiyan matriksler karbodiimitler kullanilarak aktif hale getirilip

enzimlerin immobilizasyonunda kullanilabilirler. Bu immobilizasyon sekil 2.16.’de

gosterilmektedir (28).
38 kK
Il‘T NlH
COD0H + lCl — Coo —é
! u
R R

CO—MH—E+ ENHCONHE

Itntnobilize Fnzim

Sekil 2.16. Karboksil grubu tasiyan matrikslere karbodiimitlerin kullanilmasiyla
enzimlerin kovalent immobilizasyonu

Hapsetme (entrapment)

Bu yontemde enzimler jellerin veya polimerlerin icinde tutulurlar. Bu amagcla
kalsiyum aljinat, k-karojen gibi polimerler kullanilir. Degisik ¢esitleri vardir. Polimer
matriks icinde immobilizasyon i¢in, enzim c¢oOzeltisi polimer ¢ozeltisiyle
polimerlesmeden Once karistirilir. Polimerlesme esnasinda enzim molekiilleri
polimere baglanmaz ama fiziksel olarak polimerin i¢inde kalir. Kimyasal bir
baglanma olmamasi yontemin 6nemli avantajidir.. Yontemin dezavantaji substratin
polimer kilifi gecerek polimerin  bosluklarina yerlesmis enzim molekiiliine

ulagsmasindaki (difiizlenmesindeki ) giicliiktiir, dolayisiyla difiizyon problemi vardir.
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Anlagilabilecegi gibi substratin biiyilk molekiillii olmasi halinde yontem sonug

vermez. YOntem kiiciik molekiillii substratlar i¢in uygundur (28,29,30).

Enzimlerin kalsivum aljinat ile immobilizasyonu

Aljinat deniz yosunlarindan elde edilen bir polisakkarittir. o-L-Glukuronik asit ile -

D-Mannuronik asitin B(1—-0—4) seklinde baglanmasiyla meydana gelmistir.

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

bulunur.

Sekil 2.17°de aljinat ile enzimlerin immobilizasyonu gosterilmistir. Genellikle

%?2-3’liik aljinat ¢ozeltileri kullanilir.

%43 Ma-algnate + Ensim

o ® o ® CaCl, Cozeltisi (0.2 M)

Sekil 2.17. Aljinat ile enzimlerin immobilizasyonu
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Zamanla enzim molekiilleri bu jellerden disar1 sizarlar. Bu durumu Onlemek i¢in
capraz baglayicilar (glutaraldehit, hekzametilen diamin gibi) kullanilmaktadir
(28,29,30).

Enzimlerin birbirine baglanmasi

Enzimler iki veya daha fazla fonksiyonel grubu olan ¢esitli maddeler kullanilarak
birbirlerine kovalent olarak baglanabilirler. Glutaraldehit bu maksatla sikca
kullanilir. Glutaraldehit ile bir enzim molekiilii baska bir enzim molekiiliine kovalent

olarak asagidaki sekilde baglanir.

E-NH;, + OHC(CH; ); CHO + E’-H,N — E-N=HC (CH;) CH=N-E’

Bu metotda destek materyal yoktur. Bu nedenle enzimler birbirleri i¢in matriks
olarak kullanilirlar. Islem sonunda jelatimsi, dayaniksiz bir yap1 olusur ve bu nedenle

tercih edilmez (28,29,30).

2.7. Tirozinazin Immobilizasyon Cahsmalar:

Immobilizasyon islemlerinin avantajlarindan yararlanabilmek igin, tirozinaz

enzimiyle de pek ¢cok immobilizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

Iki kitosan film arasina adsorpsiyonla immobilize edilen tirozinazin aktivitesinin
%45 oldugu ileri siiriilmektedir. Toksik karisimdan segici olarak fenollerin
uzaklastirllma performansini gorebilmek i¢in; amino grubu iceren kitosan jel film
lizerine tirozinaz adsorplanarak, fenollerin o-kinonlara doniisiimiinii saglanmis ve
enzim iceren kitosan jelin performansinin tirozinaz kitosan oranina bagl oldugu fikri

ileri stirilmistiir (31).

Wada ve arkadaslar Tirozinazi kuvvetli bir asidik katyon degistirici recine olan
Diaion WK-20 iizerine adsorpsiyonla ve 1-etil-3(3—dimetil-aminopropil)

karbodiimid ile capraz baglanma ile immobilize ettiklerinde aktivite verimini %16,3
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saptamuslardir. Immobilize tirozinaz 25 °C de 96 saat saklandiginda ilk aktivitesini
%50 korurken ¢oziiniir enzim %20 koruyabilmistir. Immobilize tirozinazi ve kitosani
birlikte kullanarak 2 saat ig¢inde fenoliin %100 oraninda uzaklastirildigini

gozlemislerdir (32).

Poliakrilamit jel icine hapsetme depolama kararlihigini arttirmaktadir. immobilize
tirozinaz oda sicaklifinda veya 6 °C’nin {iistiinde bir sicaklikta 13 giin boyunca ilk
aktivitesini %43 ile %70 oraninda koruyabilmistir (31). Tirozinazin immobilizasyonu
termal kararliligr arttirir. Jelde tutuklanan tirozinazin protein yapilart korunur ve
aktivitesinin %80’ninden fazlasim1 devam ettirir. Oysa serbest haldeki tirozinaz
sicakligin etkisiyle parcalanir ve aktivitesinin %75 oraninda kaybeder. Jelde
tutuklanmis tirozinaz toksik aromatik bilesikleri farkli derecelerde uzaklastirmaktadir

(24).

Amino(fenil)trimetoksisilan ve HNO, gibi diazo baglayici ile por6z cama immobilize
edilen tirozinaz siirekli sistemlerde fenol giderilmesinde kullamlmistir. Immobilize
tirozinaz ilk aktivitesini 3 ay boyunca % 83 oraninda korumustur. Substrat olarak
10*M’Iik fenol tekrarlanarak kullanildiginda; aktivitede siirekli olarak bir diisiis
gozlemlenmis ve arka arkaya 12 oksidatif dongii gerceklestirildiginde ilk aktiviteden
%80 oraninda bir kayip olmustur. 10°M’1ik 6rnek fenol cozeltisi kullanildiginda bu

etki gozlenmemistir (31).

Tirozinaz aktiflestirilmis magnetit partikiiller iizerine immobilize edildiginde %80
oraninda immobilize olmus ve %70 ile %80 arasinda da aktivitelerini muhafaza
etmistir. Immobilize tirozinaz serbest enzimden daha yiiksek bir depolama karalilig1
gostermis ( S5 °C de 15 giinliik bir bekleme siiresinde %30 a karst %90 aktiviteyi
korumustur) ve fenol oksidasyonunu serbest enzimden daha hizli gerceklestirmistir.
Bu olay immobilize enzimin iiriin inaktivasyonuna kars1 daha az duyarh hale gelmis
olabilecegi fikri ile agiklanmistir. Enzimatik yolla fenol uzaklastirilmasi islemi
heksametilendiamin-epiklorohidrin koagiilantimin  kullanilmasiyla daha basarili

olmustur (31).
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Tirozinaz kovalent capraz baglanma ile Naylon-66 iizerine immobilize edildiginde
cOziinen enzimden 2,2 kat daha fazla benzokinon iiretilmis ve ¢éziinen enzime oranla
onda bir oraninda inaktive olmustur. Immobilize tirozinazin kararliligini oksijen
azaltmistir. Inaktivasyon oran1 100 kPa oksijen altinda 21 kPa oksijen altindakinden
3,6 kat daha hizl1 olmugstur. Naylon-66 iizerine kovalent ¢apraz baglanmis tirozinazin

katekolaz aktivitesi icin uygun oldugu goriilmiistiir (31).

Aljinat jel icine tirozinaz hapsedilerek immobilizasyon yapilmis ve substrat olarak
tiaflavin  kullanilmistir. Immobilize tirozinazin spesifik aktivitesi immobilizasyon
islemi siiresince ¢Oziiniir tirozinazla karsilastinnldiginda %7°lik, K;, degerinde de
%40’lik bir azalma olmustur. Tiaflavinin maksimum verimi reaktor icindeki

immobilize tirozinazla 20 -30 dakikalik bir islem sonunda elde edilmistir (31).

Tirozinaz bir c¢esit kil minerali olan montmorillonete’nin bir kompleksi olan
Ca-montmorillonite (Ca-Mte) ya da farkli hidroksialiminyum-montmorillonite
(Al(OH)x-Mte) kompleksleri {izerine immobilize edildiginde Ca-montmorillonite’nin
(Ca-Mte)’nin hidroksialiminyum-montmorillonite (Al(OH)«-Mte) komplekslerinden
daha cok tirozinaz molekiili adsorplandigi bulunmustur. Yalmz (AI(OH)s-Mte)
kompleksinde Al(OH)y miktarinin artmasiylada tirozinaz adsorpsiyonunun arttigini
ve hatta Ca-montmorillonite iizerine adsorplanan enzim miktarinin iki kat1 daha fazla

enzim adsorplanabilecegi gbzlemlenmistir (32,33).

Tirozinaz hidrofobik polietersiilfon kapiler membranlarina ve hidrofilik naylon
tabaka membranlarina adsorpsiyonla daha sonra gulutaraldehitle capraz baglanarak

immobilize edilmistir. (24).

Mantar tirozinazi aljinat jel, poliakrilamit jel ve jelatin icinde hapsetme yontemi ile
immobilize edilmistir. Aljinat jel i¢ine hapsetme isleminde kalsiyum aljinat (Ca-
aljinat), bakir aljinat (Cu-aljinat) ve baryum aljinat (Ba-aljinat) olmak iizere ii¢ farkli
2 degerlikli katyon iceren aljinatlar kullanilmistir. Substrat olarak L-DOPA {iretimi
icin tirozin kullanilarak, immobilize tirozinazin aktivitesi Ol¢iildii ve en yiiksek

aktivite %67 ile Cu-aljinatta gozlemlenmistir. Immobilize tirozinaz 30’ar dakikalik
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kullanilma siireleriyle 8 kez kullanilmis ve Ca-aljinata immobilize edilen enzimde
3. kullanimdan sonra ilk aktiviteye gore %?25’lik bir artisin gbzlenmesine ragmen 3.
kullanimdan sonra hi¢ aktivite gdstermemistir. Ba-aljinata immobilize edilen enzim
7. kullanimda hala ilk aktivitesini %44 oraninda korumustur ancak daha sonraki
kullanimda aktivite gostermemistir. Cu-aljinata immobilize edilen enzim 8 kez
kullanilmasina ragmen hala ilk aktivitesini %65 oraninda devam ettirmistir. 21 giin
boyunca 20 °C’de 0,1 M pH 7 olan fosfat tamponunda saklanilan immobilize
enzimler icinde; yine en iyi depolama kararlihi@ gosteren ilk aktivitesini % 67
oraninda koruyan Cu-aljinat olmustur. Poliakrilamit jel icine hapsetme yoOntemiyle
immobilize edilen tirozinazin en yiiksek aktivite verimi %57°dir ve 8 kez
kullanilmasina ragmen ilk aktivitesini %60 oraninda korumustur. Jelatin jel i¢ine
hapsetme yontemiyle immobilize edilen tirozinazin aktivitesi %88’dir ve 8 kez

kullanimdan sonra ilk aktivitesini %30 oraninda korumustur (34).

Tirozinazi immobilize ederek biyosensor olarak kullanilmak iizere caligmalar da
yapilmigtir. Metil meta akrilat ve glisidil meta akrilat’in reaksiyonu ile hazirlanan
polimer iizerine tirozinaz immobilize edildiginde % 100 verimle iiriin elde edilmistir.
Iyi bir kararhlik sergileyen biyosensor, tirozinaz — modifiye polimer ve platin
elektrot ile hazirlanmistir. Bir bagka tirozinaz biyosensorii Al,Os; sol — jel iizerine
tirozinaz immobilize edilerek hazirlanmistir ( Al:H,O:HCI = 1:100:0,05). Yeni enzim
biyosensoriin hassashigini test etmek icin fenol Ornekleri iizerinde bazi analizler
yapilmis ve bu metotla standart arasinda iyi bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu

yiizden diisiik fiyatta giivenilir bir enzim biyosensorii olabilecegi bildirilmistir (31).
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3. KULLANILAN MATERYAL ve METODLAR

3.1. Materyaller

Aseton, Fenol, NHsAc (Amonyum asetat), HAc (Aasetik asit), NaH,PO4, Na,HPOy,
NaOH, (NH4),SO,4, Askorbik asit,TCA (Trikloroasetikasit) ve Katekol Merck
Firmasindan, Kitosan Aldrich Firmasindan, Gulutaraldehit Sigma Firmasindan temin
edildi. Enzim izole etmek amaciyla kullandigimiz yemeklik kiiltiir mantar1 (Agaricus
bispora) marketten satin alind1 ve Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Boliimiinde Agaricus bispora tiiriinde oldugu teyit ettirildi.

Absorbans oOlc¢timleri i¢in Hach model UV/VIS spektrofotometre, pH 6l¢iimleri icin
Jenco 6173 model pH-metre, kolondan fenol ¢ozeltisinin gecirilmesi i¢in Masterflex
Model 7518-00 marka peristaltik pompa, kolonunu sicakligini sabit tutmak igin
Haakecaon — Haakp5 marka sirkiilator, Niive ST 402 markali c¢alkalamali su
banyosu, Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde bulunan

Universal 32 R markal1 ultrasantrifiij kullanildi.

3.2. Enzim izolasyonu Ve Kismi Olarak Saflastirma

3.2.1. Enzim izolasyonu

Bir gece once dondurucuda dondurulan 100 g mantara 125 ml soguk aseton eklendi
ve homojenizatorde 2 dakika karistirilarak bulamag¢ haline getirildi. Bu bulamag
Whatman No:1 filtre kagidindan vakumda siiziildii. Filtre kagidinda kalan mantar
posast alind1 ve tizerine 125 ml soguk aseton ilave edildi. Homojenizatorde 2 dakika
karigtirilarak iyice bulamag¢ haline getirildikten sonra bu bulama¢ Whatman No:1
filtre kagidindan vakum altinda tekrar siiziildii. Filtre kagidinda kalan posa alind1 ve
90 ml %30’luk (v/v) soguk aseton icine atildi. Homojenizatérde 2 dakika karistirildi.
Bu karisimin hacmi 6l¢iildii ve ham ekstraktin protein tayini ve enzim aktivite tayini

yapildi (34).
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3.2.2. Kismi enzim saflastirma

Ham ekstrakt Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde bulunan
Universal 32 R markali ultrasantrifiij kullanilarak 9000 rpm’de 20 dakika 0 °C’de
santrifiij edildi. Ustte kalan sivi kisim alindi. Santrifiijden sonra sivi kisma 90 ml
soguk aseton damla damla -15 °C’de ilave edildi ve ultrasantrifiijde 9000 rpm’de 20
dakika 0 °C’de santrifiijlendi. Coken kistm alindi. Cokelek 30 ml pH 7 olan 0,1 M
fosfat tamponunda c¢oziildii. Cozeltiye %10 doygunluga ulasacak sekilde kati
(NH4),SOy ilave edildi ve 2 saat 4 °C’de bekletildi. Daha sonra ultrasantrifiijde
9000 rpm’de 0 °C’de 30 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan ¢ozelti alind1 ve hacmi
olciildii. Cozeltiye %60 doygunluga ulasacak sekilde kati (NH4),SO, ilave edildi.
4 °C’de 2 saat bekletildi ve ultrasantrifiijde 9000 rpm’de 0 °C’de 40 dakika santrifiij
edildi. Ayn1 numune daha sonra 9500 rpm’de 10 dakika daha santrifiij edildi. Coken
kisim alindi. En az hacimde (15 ml) pH 7 olan 0,1 M fosfat tamponunda ¢6ziildii. Bu
asamaya kadar biitiin kismi saflagtirma basamaklarinda protein tayini ve aktivasyon
tayini yapildi. Cozelti kii¢iik molekiillii proteinlerin ve tuzlarin ayrilmasi i¢in pH 7
olan 0,1 M fosfat tamponuna kars1 4 °C’de 1 saat araliklarla tampon cozelti
degistirilerek 6 saat boyunca diyaliz edildi. Diyalizden sonra diyaliz torbasinda kalan
cOzeltinin protein tayini ve aktivasyon tayini yapildi ve daha sonraki islemlerde
tirozinaz enzimi olarak kullanilmak iizere ependorf tiiplerine 1’er ml’lik kisimlar

halinde alindi. Bunlar derin dondurucuda saklandi (34).

3.3. Enzim Aktifliginin Olciilmesi

Enzim aktifligi birimi olarak 420 nm’de bir dakikada absorbansta 0,001 birimlik
degisime neden olan enzim miktar1 alindi ve bu iinite (I.U) olarak tanimlandi.
Tirozinaz enziminin aktifligi ol¢iiliirken 0,1 ml enzim ¢ozeltisi alind1 ve {iizerine
2,9 ml 10 mM’lik katekol ¢ozeltisinden eklendi. 1 dakika sonra 420 nm de absorbans
okundu (13).
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3.3.1. Ham ekstraktta enzim aktifligi tayini

Ham ekstrakt ¢ozeltisi bulama¢ halinde oldugu i¢in aktivasyon tayini yapmaya
uygun degildi. Bu bulamag¢ Once tiilbentten siiziildii. Daha sonra siiziintii yine de
bulanik oldugu icin 3500 rpm de 3 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 kisim
alindi. Bu sividan 0,1 ml alind1 ve iizerine 2,9 ml 10 mM’lik katekol ¢ozeltisinden

eklendi. 1 dakika sonra 420 nm de absorbans okundu.

3.4. Protein Tayini

Protein tayini yapilacak ¢ozeltiden 1 ml alindi. Bunun {izerine 1 ml %10’luk TCA
ilave edildi ve proteinler coktiiriildii. Bu cozelti 4500 rpm de 3 dakika santrifiij
edildi. Cokelek alind1 ve 1 ml 1M NaOH’de coziildii. Cozelti tizerine 1,5 ml biiire
reaktifi ilave edildi. Bu ¢ozelti 10 dakika 37 °C su banyosunda bekletildi. Daha sonra
sogutuldu ve 540 nm de absorbans degeri Olciildii. Standart albiimin ¢ozeltisi ile

hazirlanmis olan kalibrasyon grafiginden protein konsantrasyonu saptandi.

3.4.1. Ham ekstraktta protein tayini

Ham ekstrakt cozeltisi bulamac halinde oldugu icin protein tayini yapmak i¢in uygun
degildi. Bu bulamac Once tiilbentten siiziildii. Daha sonra siiziintiidenl ml alindi.
Bunun iizerine 1 ml %10’1luk TCA ilave edildi ve proteinler ¢oktiiriildii. Bu c¢ozelti
4500 rpm de 3 dakika santrifiij edildi. Cokelek alind1 ve 1 ml 1M NaOH’de ¢o6ziildii.
Cozelti tizerine 1,5 ml biiire reaktifi ilave edildi. Bu ¢ozelti 10 dakika 37 °C su
banyosunda bekletildi. Daha sonra sogutuldu ve 540 nm de absorbans degeri Ol¢iildii.
Standart albiimin ¢ozeltisi ile hazirlanmis olan kalibrasyon grafiginden protein

konsantrasyonu saptandi.
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3.4.2. Protein tayini icin biiire reaktifinin hazirlanmasi

3 g CuS04.5H,0 ve 9 g sodyum potasyum tartarat 500 ml 0,2 M NaOH ¢o6zeltisinde
coziildii. Cozelti icerisine 5 g potasyum iyodat eklendi ve ¢oziildii. Karistmin hacmi

0,2 M NaOH ile 1000 mI’ye tamamlandi .

3.4.3. Protein tayini icin kalibrasyon grafigi

10 mg/ml konsantrasyonunda stok albiimin ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok
cozeltiden seyreltme yapilarak 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml,
5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml ve 10 mg/ml’lik ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu c¢ozeltilerden 1’er ml alinip iizerlerine 1,5 ml biiire reaktifi ilave edildi ve
karistirildi. Bunlar 10 dakika 37 °C su banyosunda bekletildi. Daha sonra sogutulup
540 nm’de absorbanslar 6l¢iildii ve sekil 3.1.’deki kalibrasyon grafigi cizildi.

y = 0,0838x
R2 = 0,9985
0,9 -

0,8 //
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0,4

0,3

absorbans degerleri

0,2

0,1
0 / T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
protein konsantrasyonu mg/mL

Sekil 3.1 Protein kalibrasyon grafigi
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3.5. Tirozinaz Enziminin V,, ve K, Degerlerinin Tayini

Serbest tirozinaz enziminin V, ve K, degerleri Lineweaver — Burk grafigi
yardimiyla tayin edildi. Bu islem i¢in 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 7 mM, 10 mM, 14 mM,
17 mM ve 20 mM’lik katekol ¢ozeltilerinin ( [So] ) tirozinaz enzimiyle vermis
oldugu reaksiyon baslangi¢ hizlar1 saptandi ( Vo ). 1/Vy degerleri 1/[S]’ye karsi
grafige gecirildi. V,, degeri enzimin tamaminin substrata doygun olmas1 halinde elde
edilen maksimum hizdir. V,, degeri denemelerdeki enzim derisimine bagli bir sabittir
oysa K, degeri eger ayni substrat kullanilmigssa ve aym kaynaktan izole edilen
enzim soz konusu ise enzim derisiminden bagimsiz gercek bir sabittir. K, substratin
hiicre i¢i derisimini yaklasik olarak belirler. K, degeri ayn1 zamanda enzim aktif

merkezinin substrata olan ilgisini gosterir.

3.6. Enzim Immobilizasyonu

0,30 g kitosan 15 ml 0,3 M amonyum asetat ¢ozeltisinde coziildii. Bu ¢ozelti 10
ml’lik enjektor yardimiyla 30 ml %2’lik (w/v) NaOH c¢ozeltisi icerisine damlatilarak
3 mm c¢apinda kiiresel tanecikler haline getirildi. %?2’lik NaOH icerisinde 30 dakika
bekleyen kiirecikler once saf su ile daha sonra da 0,1 M pH 7 olan fosfat tamponunda
yikandi. Bu kiirecikler kovalent baglanma isleminde kullanilabilmeleri i¢in capraz
baglayici ile muamele edildi. Capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanildi. Bu
kiirecikler 30 ml %?2’lik glutaraldehit cozeltisine kondu ve 25 °C de 25 rpm
calkalamali su banyosunda 24 saat bekletildi. Kiirecikler glutaraldehit ¢ozeltisi
icerisinden alindiktan sonra once saf su ile daha sonrada 0,1 M’lik pH 7 olan fosfat
tamponu ile yikandi. Bu sekilde hazirlanan kiirecikler tartildi ve immobilizasyon
isleminde kullanildi. Immobilizasyon yontemi olarak “kovalent baglanma” yontemi
secilmistir. Hazirlanan 12,50 g kitosan kiirecikler 25 ml enzim ¢ozeltisine (2600
U/mL) kondu ve 4 °C’de 24 saat bekletildi. Tirozinaz enzimi kovalent baglanma ile
kitosan kiireciklere immobilize edilmis oldu. Reaksiyon semasi sekil 3.2.°de

gosterilmektedir.



NH, + OHC(CH,);CHO

Kitosan kiirecikleri Glutaraldehit

N=CH(CH,);CHO

Aktif Kitosan

H2N_ E

N=CH(CH ,);CH=N—E

Immobilize enzim
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Sekil 3.2. Tirozinazin capraz baglayici olarak glutaraldehit kullanilarak kitosan

kiireciklere kovalent immobilizasyonu

Immobilize enzim alindi 6nce saf su ile yikandi ardindan da 0,1 M pH 7 olan fosfat

tamponu ile yikandi ve daha sonra fenol giderme islemlerinde kullanilmak iizere

0,1 M pH 7 olan fosfat tampona konarak 4 °C’da saklandi.

Immobilizasyon isleminden sonra cozeltide kalan serbest enzim aktivasyonuna

bakildi ve immobilizasyon verimi (Yi) asagidaki formiille hesapland.

% immobilizasyon verimidir.

Yi,
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immobilizasyon isleminden sonra ¢ozeltide kalan aktivite

serbest enzimin aktivitesi

Yi=(1-R)x 100

3.7. Serbest Enzim, Immobilize Enzim ve Enzimsiz Ortamda (Kontrol Deneyi)

Fenol Giderilmesi

Serbest enzim i¢in fenol giderme deneyi yapmak icin 3,5 ml 1 mM’lik fenol ¢ozeltisi
tizerine 3,5 ml pH 7 olan 0,1 M’lik fosfat tamponu konarak hazirlanan ortama 1 ml
tirozinaz enzimi ( 1630 {inite/ml ) ilave edildi. Bu karisim ¢alkalamali su banyosunda
2 saat 25 °C de 100 rpm calkalama hizinda bekletildi. Daha sonra bu karisimdaki
enzimi denatiire etmek i¢in 15 dak. 100 °C  su banyosunda bekletildi. Ortamdaki
fenoliin kinona oksitlenmesi nedeniyle kirmizi renkli bir ¢ozelti olustu. Kinonu
ortamdan alabilmek i¢in, ortama 0,15 g kati kitosan ilave edildi ve 1,5 saat
calkalamali su banyosunda 25 °C de 100 rpm calkalama hizinda bekletildi. Cozelti
sizlildii ve siiziintiide kalan fenol derisimini bulmak icin 270 nm de absorbans
okundu. Ortamdaki fenol derisimi okunan absorbans degerine gore fenol kalibrasyon

grafiginden hesaplandi.

Immobilize enzim icin fenol giderme deneyi yapmak igin 3,5 ml 1 mM’lik fenol
cozeltisi tizerine, 3,5 ml pH 7 olan 0,1 M’lik fosfat tamponu konarak hazirlanan
ortama 0,5 g immobilize enzim ( 1630 unite/mL enzim iceren ) ilave edildi. Bu
karisim c¢alkalamali su banyosunda 2 saat 25 °C de 100 rpm calkalama hizinda
bekletildi. Burada c¢ozeltinin rengi degismedi ve kitosan kullamilmadi. Cozelti
stiziildii ve siiziintiide kalan fenol derisimini bulmak i¢in 270 nm de absorbans
okundu. Ortamdaki fenol derisimi okunan absorbans degerine gore fenol kalibrasyon

grafiginden hesaplandi.

Enzimsiz ortamda fenol giderme deneyi yapmak icin 3,5 ml 1 mM’lik fenol ¢ozeltisi

tizerine, 3,5 ml pH 7 olan 0,1 M’lik fosfat tamponu konarak hazirlanan karisim
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calkalamali su banyosunda 2 saat 25 °C de 100 rpm calkalama hizinda bekletildi,
ortama 0,15 g kat1 kitosan ilave edildi ve 1,5 saat ¢alkalamali su banyosunda 25 °C
de 100 rpm calkalama hizinda bekletildi. Cozelti siiziildii ve siiziintiide kalan fenol
derisimini bulmak i¢in 270 nm de absorbans okundu. Ortamdaki fenol derisimi

okunan absorbans degerine gore fenol kalibrasyon grafiginden hesaplandi.

3.8. Sabit Yatakli immobilize Enzim Reaktorii Kullamilarak Fenol Giderilmesi

12,5 g immobilize edilmis enzim 1,1 cm ¢apinda 27,5 cm yiiksekligindeki ¢ift cidarli
kolon sicakligr sirkiilator vasitasiyla kontrol edilebilen kolona dolduruldu. Kolondan
peristaltik pompa yardimiyla 2 mM 50 ml’lik fenol c¢ozeltileri farkli akis hizlarinda
30 °C’de gecirildi. Kurulan bu diizenek Resim 3.1.’de gosterilmektedir. Reaktdrden
cikan fenol cozeltisinin 270 nm dalga boyunda absorbanst okundu ve fenol

kalibrasyon grafiginden fenol derisimi hesaplandi.

Resim 3.1. Sabit yatakli immobilize enzim reaktorii
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3.9. Fenol Konsantrasyonu Tayini

Fenol konsantrasyonu tayini i¢in 25 mM’lik stok fenol ¢ozeltisinden seyreltilerek
0,01 ile 2 mM arasinda olan standart fenol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin en
kiiciik derisimden baglayarak 270 nm de absorbanslar okundu. bu absorbans
degerlerine gore Sekil 3.3.’deki kalibrasyon grafigi cizildi. Konsantrasyonu tayin
edilecek fenol c¢ozeltisinin absorbansi referansa karst 270 nm’de okundu ve

kalibrasyon grafiginden konsantrasyona gecildi.

y = 1,5295x
R%*=0,9991

3,3
3 /I

27

24

2 1 /

1,8

1,5
1,2
0,9
0,6 -
0,3 -

0

Okunan absorbans degeri

0 02 04 06 0, 1 12 14 16 18 2 2.2
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Sekil 3.3. Fenol ¢ozeltisi i¢in kalibrasyon grafigi
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1. Mantardan izole Edilen Tirozinaz Enziminin Ozellikleri

Bolim 3.2. de anlatildig: sekilde mantardan izole edilen ve kismi olarak saflastirilan
tirozinaz enzimi i¢in Bolim 3.3. ve 3.4.’de anlatildig1 sekilde enzim aktifligi ve
protein tayini yapildi. Daha sonra Teorik Bilgiler kisminda Boliim 2.5.’de anlatildigi
gibi spesifik aktivite ve saflastirma derecesi hesaplandi. Bulunan sonuglar Cizelge

4.1 de goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Enzim izolasyonu ve saflagtirma basamaklar1 sirasinda elde edilen
enzimin aktifligi, protein miktari, spesifik aktivitesi ve saflastirma

faktorii
Izolasyon Fraksiyon | Protein | Enzim Enzimin Saflastirma
Basamaklan hacim Derisim | Derisim spesifik derecesi
(ml) (mg/ml) | (Unite/ml) a!gtivitesi (KAT)
(Unite/m
g protein)
Hiicresel ekstrakt 100 2,04 4110 2014,7 1
%30 (v/v) aseton
ile c¢oktiirme ve | 95 1,08 4020 37222 1,9

9000 rpm’de
0°C’de 20 dak.
santrifiij

Soguk aseton ile

coktiirme ve 9000 | 30 1,07 5050 4719,6 2,3
rpm’de 0°C’de 20

dak. santrifiij

%10 doygunlukta

(NH4)2$O4 ile

coktiirme ve 9000 | 24 1,36 10 850 7977,9 4,0
rpm’de 0°C’de 30

dak. santrifiij

%60 doygunlukta

(NH,4),SO4 ile

coktirme, 9000

rpm’de 0°C’de 40 | 15 1,32 10 925 8276,5 4,1
dak. santrifiij,

9500 rpm’de

0°C’de 10 dak.

daha santrifiij

Diyaliz 13 0,99 13 000 13131,3 6,5
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Buna gore yapilan izolasyon ve saflastirma islemleri sonucunda enzimin ham oziite
gore 6,5 kat saflastirilmas1 miimkiin olmustur. immobilizasyon islemi icin kullanilan
enzim ¢ozeltisinin aktifligi 13000 {inite / mL, protein derisimi 0,99 mg / mL, spesifik

aktivite 13131,3 iinite / mg protein olarak bulunmustur.

4.2. Tirozinaz Enziminin V,, ve K, Degerleri

Tirozinaz enziminin V,, ve K, degerlerini bulmak icin Boliim 3.5.’de anlatildig1

sekilde Lineweaver — Burk Grafigi ¢izildi. Grafik sekil 4.1.”de goriilmektedir.

y = 1,1934x + 0,7233
R” = 0,9602

1V

‘g P

v

-08 -06 -04 -02 0 02 04 06 08 1 1,2
1/[S]

Sekil 4.1. Lineweaver — Burk Grafigi
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1/Vy’1 verir. Boylece Vy, ve K, degerleri kolayca bulunabilmektedir. Bu grafigi Bu
grafikte dogrunun x eksenini kestigi nokta — 1 / Ki,,’yi y eksenini kestigi nokta ise
kullanarak yapilan hesaplamada K, degeri 1,645 mM ve V, degeri 1,379 AA/dak.

olarak bulundu.

4.3. Iimmobilizasyon Verimi

Serbest enzim aktivitesi = 2600 U/mL

Immobilizasyon isleminden sonra ¢6zeltide kalan enzimin aktivitesi = 450 U/mL

R =450/2600
R=0,17
Yi=(1-R)x 100
Yi=% 83

4.4. Serbest Enzim, Immobilize Enzim ve Enzimsiz Ortamda (Kontrol
Deneyinde) Yiizde Fenol Giderme Degerlerinin Karsilastirilmasi

Serbest enzim, immobilize enzim ve enzimsiz ortamda yilizde fenol giderme
degerlerinin karsilagtirilmast i¢in Boliim 3.12 de yapilan deneylerin sonuclari
Cizelge 4.2.°de gosterilmektedir. Serbest enzim ve fenol ¢ozeltisi kullanilarak
yapilan calismada ortamda olusan kinon kitosan kullanilarak adsorplatildi. Fenol
giderme yiizdesi % 43,11 olarak saptandi. Immobilize enzim ve fenol ¢ozeltisi
kullanilarak yapilan caligmada ise ortamda olusan kinon dogrudan immobilize enzim
kiireciklerine baglandigi i¢in islem tek basamakta olmustur (¢Ozeltinin rengi
beyazdir), kitosan eklenmesine gerek kalmamistir. Fenol giderme yiizdesi % 40,96
olarak saptanmistir; bu deger serbest enzim kullanilarak yapilan deneyin sonucuna

cok yakindir.
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Cizelge 4.2. Serbest enzim, immobilize enzim ve enzimsiz ortamda (kontrol deneyi)
fenol giderme yiizdeleri

Calisma Ortam Giderilen Fenol Yiizdesi
Fenol ¢ozeltisi + Kitosan (Kontrol Ortam) 4,02
Fenol c¢ozeltisi + Serbest enzim + Kitosan 4311
Fenol ¢ozeltisi + Immobilize enzim 40,96

Bu deneylerde ortama kitosan eklenmektedir. Kitosan glukozamin polimeridir ve
ticari olarak hayvan kabuklarindan elde edilir, ucuz ve toksik olmayan bir maddedir.
Kitosan yapisi Sekil 4.2.°de gosterilmektedir. Kitosan yapisinda bulunana amino

gruplar niikleofilik 6zellik gosterdiginden kinonlar1 baglayabilir.

NH,

Sekil 4.2. Kitosanin agik formiilii; 1p—» O—> 47

4.5. immobilize Enzim Reaktorii Kullanilarak Giderilen Fenol Yiizdesi

Immobilize edilen enzim sabit vyatakli akiskan reaktorde fenol giderme
caligmalarinda kullanildi. Bu amagla 1 ml/dak, 3,1 ml/dak, 6,1 ml/dak, 10 ml/dak,
12,5 ml/dak. akis hizlarinda 50 ml 2 mM’lik fenol cozeltisi immobilize enzim
reaktoriinden gecirildi. Giderilen fenol yiizdesini hesaplamak i¢in Sekil 3.2.°de
verilen fenol kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3.’de

verilmektedir.
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Cizelge 4.3. Immobilize enzim reaktoriiniin  farkli akis hizlarindaki yiizde fenol

gidermesi
Akis iz Yiizde fenol
(ml/dak.) giderme
1 32,09
3,1 30,23
6,1 36,06
10 34,55
12,5 32,64

En iyi fenol giderme yiizdesi 6 mL / dak. akis hizinda saptanmistir. Reaktoriin tekrar

kullanim hizin1 saptamak i¢in de bu akis hizinda calisilmistir.

4.6. Immobilize Enzim Reaktoriiniin Kullanim Sayisi

Immobilize enzim igeren reaktoriin kac kez kullanilabilecegini saptamak amaciyla
2 mM 50 ml fenol cozeltisi reaktorden 6 mL / dak. akis hizinda gecirildi. Her
gecirme islemi sonrasinda olusan kinonlar1 ortamdan almak i¢in 50 ml 10 mM’lik
askorbik asit ¢ozeltisi ve ardindan da 50 ml 0,1 M pH 7 olan fosfat tamponu
gecirilerek reaktor yikandi. Kullanim sayis1 ve giderilen fenol yiizdesi iliskisi Sekil
4.3.°de gosterilmektedir. Sekil 4.3’de de goriilecegi gibi calismamizda kullanilan
immobilize enzim reaktorii 5 kez kullamimdan sonra fenol giderme yiizdesi
diismektedir. Ciinkii olusan kinonlar bu basamakta kalmayip teorik kisimda
belirtildigi gibi polimerlesmektedir. Olusan polimerlerde  kitosan kiireciklerin
renginin koyulasmasina neden olmaktadir. Ayrica bu polimerler fenoliin enzime
ulagmasi i¢in bir bariyer olusturmaktadirlar. Kullanim sayis1 arttikca tanecikler

koyulagsmakta fenol giderme yiizdesi de diismektedir.



73

100
90
80
70
60
50
40
30
20 -
10

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

kullanim sayisi

L 2
L 2
L 2
L 4

)

giderilen fenol yiizdesi
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

1) Tirozinaz enziminin A. bisporus mantarindan izole edilmesi ve kismi olarak
saflagtirilmasindan sonra protein derisimi 0,99 mg/ml, enzim erisimi 13000 {inite/ml,
enzim spesifik aktivitesi 13131,3 {inite/mg protein ve saflastirma derecesi 6,5 olarak

bulundu.

2) Cizilen Lineweaver — Burk Grafigi kullanilarak yapilan hesaplamada Vm
degerini 1,379 AA/dak. ve Km degerini 1,645 mM olarak bulundu. Literatiir
sonuclarina bakildiginda da mantardan izole edilen tirozinaz enzimi i¢in pH 3,82 —
7,02 araliginda Km degerleri 0,22 mM ile 2,81 mM aralifinda oldugu
bildirilmektedir. Buna gore bizim ¢alismamiz sonucunda elde edilen Km degeri bu

araliga uygundur (35).

3) Immobilizasyon islemi ardindan immobilizasyon verimi %83 olarak hesaplandi.
4) Immobilize enzim ve serbest enzimin fenol giderme oranlarinin karsilastirilmasi
amaciyla yapilan deney sonucunda serbest enzimin %43 oraninda fenol giderirken

immobilize enzim %40,96 oraninda fenol giderdigi sonucu bulunmustur.

5) Sabit yatakli immobilize enzim reaktoriinde farkli akis hizlarinda fenol giderme

deneyinde ise en iyi akis hizinin 6 ml/dak oldugu saptanmistir.

6) Calismamizda kullanilan sabit yatakli immobilize enzim reaktorii 5 kullanimdan

sonra fenol giderme yiizdesinde diisiis gozlemlenmistir.
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