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TIROSINAZ ENZIMININ BAZI FUNGAL KAYNAKLARDAN URETiIMi VE
AKTIVITESINE ETKILi PARAMETRELERIN ARASTIRILMASI

Daryoush Majidi

0z

Bu c¢aligmada verimli yeni bir alternatif fungal kaynaktan tirosinaz uretimi
amaclandi. incelenen funguslar arasinda Funalia trogii‘nin en yiiksek tirosinaz
ureticisi oldugu saptandi ve yuksek enzim uretimi igin bazi kulturel parametreler
optimize edildi. Uretim ortamindaki karbon ve azot kaynaklarinin tirosinaz
aktivitesine etkisi incelendiginde, glukoz ve NaNO3'un uygun oldugu saptandi. En
yuksek enzim dretimi i¢in kultur ortaminin fizyolojik kosullari incelendiginde
(Glukoz-C, NaNO3-N) 5:1 oraninda C:N iceren pH degeri 5 olan enzim Uretimi
ortaminda, 30°C’de, 200 rpm’de 7 gin inkibasyonun uygun oldugu goruldd.
Optimize kosullarda elde edilen kaba enzim ekstresi baslangi¢ kosullar ile
kiyaslandiginda enzim (retiminde artis gézlendi. Uretilen kaba tirosinaz enzimi
ekstresi pH, sicaklik ve gunlere gore dayaniklihdi incelendi. Enzimin 73°C’ye kadar
dayanikli oldugu saptandi. Ayrica -20°C’de saklanmak kosuluyla 100.glnde
enzimin dayanikli oldugu sonugu elde edildi. Tirosinaz enziminin reaksiyon
ortamindaki pH degisikliklerine dayanikliligi incelendiginde pH:3,5-7 arasi
degerlerde, enzimin dayanikh oldugu goruldi. Urettigimiz kaba enzim ekstresi
bentonite immobilize edildi. Tutuklu tirosinaz enziminin ginlere gére ve tekrarl
kullanimindaki dayanikhligi incelendiginde 8. tekrarli kullanima kadar dayanikh
oldugu ayrica -20°C’de saklanmak kosuluyla 16 gunlik olgimlerde dayanikli

oldugu gorulda.

Anahtar Kelimeler: Bentonit, Funalia trogii, Tirosinaz
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ABSTRACT

In this study, the objective was to produce tyrosinase enzyme efficiently from an
alternative fungal soruce. Among the sources investigated, Funalia trogii was
found to be the most potent tyrosinase producer and some cultural parameters
were optimized in order to maximaze tyrosinase production. When the effect of the
carbon and additional nitrogen sources in the cultural medium on tyrosinase
production was investigated, it was observed that glucose and NaNOj3; was
suitable. Some physiological conditions were optimized for enzyme production and
it was concluded that, incubation for 7 days at 30°C, 200 rpm of tyrosinase
production medium containing 5:1 ratio of (Glucose-C, NaNO3-N) C:N with pH 5,
was suitable. Temperature, pH and by days stabilities of the crude extract of
enzyme were studied and it was concluded that crude extract of tyrosinase was
stable at 73°C and pH 3,5-7 about 100 days. In the next step, crude extract of
tyrosinase enzyme was immobilized onto bentonit. In addition, repeated use and
daily stability of the immobilized enzyme was studied. Stabilities of immobilized
crude extract of tyrosinase activity at 8. Frequently reaction and until 16. day were

determined.
Keywords: Bentonit, Funalia trogii, Tyrosinase
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1. GIRIS

Gunumuzde sanayilesme ile birlikte dogal ortama yayilan endustriyel atiklarin
birikimi buyuk sorun teskil etmektdir. Bu atiklarin gevreye verdikleri zararlari
Onlemek amaciyla, yapilan c¢esitli bilimsel c¢alismalar 6nem kazanmigtir.
Konvansiyonel tipteki atik aritim teknolojileri fiziko-kimyasal ve mikroorganizmal
etkinlige dayanan biyolojik surecleri igerir. Konvansiyonel aritim teknikleriyle
kiyaslandiginda enzimatik aritimin potansiyel avantajlari sunlar olacaktir; biyolojik
ataklara dayanikh Kkirleticilere uygulanabilmesi; dugsuk ve yuksek kirletici
konsantrasyonlarinda iglev gorebilmesi; ¢ok genis pH, sicaklik ve tuzluluk
araliklarinda caligabilmesi; biyokitlenin yeni ortama uyumuna bagli olarak
meydana gelebilecek gecikmelerin olmayisi; biyokitle olusmamasi nedeniyle aritim
sonrasi ortaya ¢ikabilecek artik miktarinda azalma ve surecin kontrolinun basit ve

kolay olmasi (Karam 1997).

Endustriyel atiksulardaki fenolleri gidermede, kullanilan baslica enzimler
peroksidaz ve fenol oksidaz grubuna giren enzimlerdir (Karam 1997).
Peroksidazlar oksidorediktaz sinifindan enzimleri igceren bir grup olup, hidrojen
peroksidi oksitleyici olarak kullanmak suretiyle fenolleri okside edebilir. Bu
oksidasyon sonucunda fenoksi radikaller ortaya c¢ikar. S6z konusu fenoksi
radikaller daha sonra ¢ozelti icerisindeki diger fenol molekilleriyle veya aromatik
bilesiklerle tepkimeye girerek poliaromatik yapida polimerler olustururlar. Orijinal
fenol molekdllerinden farkli olarak, bu polimerler suda ¢éziunmeyen bilesiklerdir ve

bu nedenle sucul ortamlarda ¢Okerler (Atlow 1984).

Fenol oksidazlar oksidorediiktaz sinifinda yer alan enzimlerin olusturdugu bir grup
olup, fenolik bilesiklerin oksidasyon tepkimelerini katalizlerler. Bu enzim grubu,
tirosinaz ve lakkaz tipi fenol oksidazlar olmak Uzere baglica iki gruba ayrilir (Karam
1997). Her iki enzim grubu da aktivite gostermek i¢cin molekuler oksijenin varligina
gereksinim duyar. Ayrica, her iki enzimin de koenzimi yoktur.

Genel olarak polifenol oksidaz, fenolaz ya da katesolaz olarak da adlandirilan
tirosinaz (EC 1.14.18.1) ardisik iki tepkimeyi katalizler (Atlow 1984). Bu tepkimeler
sirasiyla; (1) monofenollerin molekuler oksijen varhdinda orto difenollere

hidroksilasyonlari  (kresolaz aktivite), (2) olugan O-difenollerin o-kinonlar
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olusturmak Uzere dehidrojenasyonlari (katesolaz aktivite) seklinde gergeklesir.
Ardisik tepkimelerin son urinu olan kinonlar kendiliginden basit filtrasyon
yontemleriyle atiksulardan kolayca uzaklastirilabilecek suda ¢6zunmeyen
polimerik yapilara donusurler. Boylece en onemli ¢evre Kirleticileri arasinda
bulunan fenolik bilegikler atiksulardan kolayca uzaklastirilabilir duruma gelirler
(Atlow 1984; Sun 1992). Tirosinaz enzimi oksitleyici ajan olarak oksijeni
kullanmasi nedeniyle, atiksulardan fenol aritiminin maliyetini peroksidazlarla
kiyaslandiginda azaltmasina karsin, bu enzimin halihazirda sapkali mantarlardan
yuksek maliyetli kimyasal islemlerle Uretiliyor olmasi, aritim maliyeti ydnunden yine
olumsuz bir konum yaratmaktadir. Fermentatif kosularda filamentdéz konumdaki
funguslardan tirosinaz Uretiminin ve bu amagla kullaniminin daha verimli ve ucuz

olacagi bir gercektir.

Bu calismada farkli fungus turleri arasindan filament6z Greme sirasinda tirosinaz
uretimi bakimindan en verimli tirin saptanmasi galkalamali-sise fermentasyon
teknigi kullanilarak gercgeklestirildi. Tirosinaz enziminin tretimi bakimindan ylksek
verimlilik gosteren sus saptandi. Enzim Uretimi icin gerekli olan optimum fizyolojik
kosullar (optimum pH, sicaklik, karbon kaynagi, azot kaynagi ve calkalama hizi ve
suresi v.b. gibi) saptandi. Calismanin devaminda elde edilen yuksek aktiviteye
sahip enzim kaynagi tutuklama c¢alismalarina dahil edildi ve bu enzimin
tutukladiktan sonra dayaniklilik ve tekrarl kullanimlardaki aktivitesi saptandi. Daha
onceden belirtildigi gibi, oksitleyici ajan olarak oksijeni kullanmasi nedeniyle
tirosinaz, antimin maliyetini peroksidazlarla kiyaslandiginda azaltmasina karsin,
hali hazirda sapkali mantarlardan saflastirilarak kullanilmasina bagl olarak
oldukga pahallya mal olmaktadir. Bu nedenle, filamentéz formda Ureyen
funguslardan elde edilecek tirosinaz enziminin  kullanilmasi, enzimin
saflagtirimasindan  kaynaklanan maliyet artisinin  6nine  gecebilecedi
dusunulmektedir. (Mai et al. 2004; Levin et al. 2008).



2. GENEL BILGI

2.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen ve protein
yapisinda olan biyokatalizorlerdir. Metabolizma olarak adlandirdigimiz
organizmadaki biyokimyasal donugumlerin tumunun yuruyebilmesi enzimler
sayesinde mumkun olmaktadir. Organizmadaki organik maddelerin yapimi, yikimi,
kas hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimler yardimiyla ylrimektedir.
Enzimler gunlik yasantimizda onemli roli olan maddeler haline gelmigtir. Bugun
enzimlerden; gida, ilag ve kimya endustrisinde, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri Uretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip,

tarim ve veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlaniimaktadir (Kirk et al. 2002).

2.2. Enzimlerin Genel Ozellikleri Ve Kimyasal Yapilari

Enzimler ¢ok etkili ve ozellikli katalizorlerdir. Enzimlerin, diger kimyasal
katalizorlere gore birgok Ustinlikleri bulunmaktadir. Enzimlerin kimyasal
katalizérlerden en dnemli farki spesifik olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli
maddeler arasindaki belirli reaksiyonlari katalize ederler. Biyokimyasal katalizorler,
reaksiyon hizini 10°”ye kadar artirirken, diger katalizérler 10°-10° kadar
arttirabilmektedir. Enzimler yalnizca canh hucreler tarafindan sentezlenir. Bu
enzimlerin bir kismi hicre icinde kalir ve burada fonksiyon gosterir. Bu tip
enzimlere “intraseluler” (hlcre igi) enzimler denir. Bazi enzimler ise hicre iginde
sentezlendikten sonra hucre digina salinir ve burada fonksiyon gdsterir. Bunlara
da “ekstraselller” (hlcre disi) enzimler denir. Bazi enzimler benzer yapida bir
grup substrata etki ederken bazilari tek molekul tard Gzerine etki eder. Birbirine
¢ok benzeyen maddeleri, hatta ayni maddenin stereoizomerlerini bile déntusime
ugratmazlar. Bu yUksek segicilik sayesinde en basit bir hlicrede bile ayni anda
binlerce biyokimyasal reaksiyon meydana gelmektedir. Enzim tarafindan
degisiklige ugratilan maddelere ‘“substrat” denir. Substratlar enzimde “aktif
merkez” denilen 6zel bir bdlgeye baglanirlar. Polipeptit zincirinin belirli kisimlarinin
O0zel katmanlar ile olusan bu aktif merkez, katalitik aktiviteden sorumludur.
Enzimlerin timuU protein yapisindadir Enzimler yapisinda protein disinda yabanci
madde igerip icermemesine gore gruplandirilabilmektedir:



-Bazi enzimler yalnizca proteinden yani aminoasitlerden olusmuslardir. Bu tip
enzimlerde protein yapi hem 6zgullukten hem de katalitik aktiviteden sorumludur.
Ornek olarak; amilazlar, pepsin, tripsin, tUreaz verilebilir.

-Bazi enzimlerin yapisinda proteinin yani sira organik veya inorganik maddeler yer
almaktadir. Protein yapisinda olmayan bu maddelere “kofaktdr” adi verilmektedir.
Kofaktort ile birlesmis ve aktif halde bulunan enzimlere “holoenzim” adi
verilmektedir. Holoenzimin protein kismina ise “apoenzim” denilir. Apoenzimlerin
protein yapisindaki aminoasit tarleri ve dizilisleri her enzimde farklilik
gostermektedir. Bu nedenle enzimin Ozelligini ve ozgullinu belirleyen kisim
apoenzimdir. Apoenzimler tek baslarina aktivite gosteremezler, ancak koenzimle
birlikteyken katalitik aktivite kazanirlar. Kofaktorler; inorganik iyonlar ve koenzimler
olarak gruplandirilabilirler (De Bolster 1997) .

-Koenzimler; Bazi enzimler tek baglarina da aktivite goOsterebilirken buyuk bir
¢ogunlugunun aktivite gosterebilmesi icin baska molekulllerle kompleks
olusturmasi gerekmektedir. Bu maddelere “koenzim”denir. Koenzimler metal
iyonlari veya vitamin yapisinda, veya bu yaplya benzeyen organik molekuller
olabilir. Reaksiyon sirasinda enzimin aktif merkezine gevsek olarak baglanirlar ve
aktivite sonunda enzim molekiliinden ayrilirlar. inorganik iyonlar ise; kofaktor
olarak gorev Ustlenen katyonlar (Ca*™®, Mg*,zn*?, Fe*?, Cu*%,Co*?, Ni*?, Na+, K*
vb.) ve anyonlar (CI', Br’, F'vb.) dir. Enzimler genellikle substratlardan daha buylk
molekullerdir. Enzim molekllu Uzerindeki kofaktor ve koenzimlerin yer aldigi,
enzim-substrat kompleksinin sekillendigi dar bir bolge aktif merkezi teskil eder.
Enzim molekuli 6zel bir cep icerir; bu aktif bolge olarak tanimlanir. Aktif taraf
substrati baglayarak enzim-substrat kompleksi olusturur. Enzim Grun yapisina
cevrilir ve sonra Urinden enzim ayrilir. Enzim substrati ile birleserek bir ES
kompleksi olusturmakta, daha sonra da bu ES kompleksinden Urin olugsmakta,
enzim ise reaksiyon ortaminda tekrar serbest hale gegmektedir (Wagner 1975).
Aktif merkezin bazi 6zelikleri:

-Aktif merkez enzimin protein kisminda yer alir.

-Aktif merkez belirli gesit, sayi ve diziliste aminoasitlerden olusmustur.

-Substrat aktif merkeze H-baglari, Van-der Waals ve elektrostatik gugclerle ¢ok
zayif olarak baglamaktadir.

-Bazi enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir.



-Aktif merkez enzimin toplam hacminin ¢ok kuguk bir bolumudnd olusturmaktadir
(Boyer 2002).

2.3. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler sunlardir:
- Ortam pH’si

- Sicaklik

- Enzim konsantrasyonu

- Substrat konsantrasyonu

- Zaman

- inhibitér

- Cesitli iyonlarin konsantrasyonu ve ozellikleri
- Isik ve diger fiziksel faktorler

2.4. Ortam pH’si

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagl
olarak aktiviteleri degismektedir. Bazi enzimler asidik sartlarda daha aktif olmakla
beraber, bazilar ise bazik sartlarda aktiftirler. Fakat ¢cogunlukla enzim aktivitesi
notral ortamlarda en fazla olmaktadir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya
0 enzimin optimum pH’si adi verilir. Enzimatik ¢calismalarda pH’yi1 optimumda sabit
tutmak veya en azindan hidrojen iyonu konsantrasyonunu elverisli durumda
tutmak icin tamponlar kullanilir. Optimum pH, kullanilan tamponun cinsine, 6zel
substratin yapisina ve enzimin elde edildigi kaynaga bagli olarak degisebilir (voet
2004).

2.5. Sicakhik

Sicakhk enzimatik reaksiyonlari da diger reaksiyonlarda oldugu gibi hizlandirir.
Her 10 °C sicaklik artmasina karsilik enzimatik reaksiyonun hizi 2 kat kadar

artmaktadir. Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belli bir sicakhgin



uzerinde dayanikhligini yitirerek denature olurlar. Enzimin maksimum aktivite

gosterdigi sicakliga optimum sicaklik adi verilir (Jencks 1987).

2.6. Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda enzim
konsantrasyonuna bagl olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekllli ne kadar
coksa reaksiyon o kadar hizli yurar. Enzimin hucrede lokalize oldugu yerde
yeterince substrat bulunmadigi i¢in reaksiyon o derece ylksek dizeyde meydana
gelmez. Substratin bol oldugu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ile

dogru orantilidir (Aragon and Sols 1991).

2.7. Substrat Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu reaksiyon hizini belli bir stire lineer olarak artirmaktadir.
Enzim substratina kargi doygunluga ulastiginda reaksiyon hizi degismeden devam
eder. Bu durumda enzim maksimum hiz ile g¢alisiyor demektir. Maksimum hiz
Vmax ile gosterilir. Reaksiyon hizinin %2 V nax degerine ulastigi zamanki substrat
deg@erine Michaelis-Menten sabiti (Km) denilmektedir. Enzimin substratina ilgisi ne

kadar fazla ise Km deg@eri o kadar kugukttr (voet 2004).

2.8. Zamanin Etkisi

Bir enzim reaksiyonun hizi belirli bir zamanda Uretilen UriunUn miktari ile
belirlenmektedir. Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon surerken
reaksiyonun hizi giderek duser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan
uranlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin
zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu onleyen maddelerin tesekkul etmesi ve
substratin tukenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan kaldiriimasi
icin enzim calismalari gogunlukla substratin yaklasik % 10'unun sarf edildigi

reaksiyonun baglangi¢ asamasinda gerceklestirilir.

2.9. inhibitor

inhibitorler, enzimatik tepkimelerin  hizini azaltan maddelerdir. inhibitorler,
substratin enzimin aktif merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin

olusumunu o6nlerler.



2.10. Enzimlerin Siniflandiriimasi

Enzimler kullanildiklari substratin veya katalizledikleri reaksiyon tipine goére
adlandiriimaktadir. Enzimin etkiledigi substrat ve reaksiyon tipi —az eki getirilerek
adlandinimistir. Ancak son zamanlarda bu sekilde adlandiriilmalari 6nemini
kaybetmistir. Yeni kesfedilen ve sayilari guinden glne artan enzimler Uluslararasi
Biyokimya Birligi tarafindan yeni bir adlandirimaya ve siniflandiriimaya tabi

tutulmustur. Buna gore enzim siniflari asagidaki gibidir (Shen 2007):
- Oksidoreduktazlar

- Transferazlar

- Hidrolazlar

- Liyazlar

- Izomerazlar

- Ligazlar

2.10.1. Oksidorediiktazlar

Redoks reaksiyonlarini katalizler. Bu sinif enzimlerin substratlari genellikle
elektron ve hidrojen vericidir. Dehidrojenazlar ve reduktazlar bu gruptandir.
Oksijen, elektron veya hidrojen alicisi ise bu durumda oksidazlar olarak

isimlendirilirler. Alkol-dehidrojenaz, redlktaz, tirosinaz bu grubun érnekleridir.
2.10.2. Transferazlar

Transferazlar Verici Uzerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat molekuline
tasinmasini katalizleyen enzimlerdir. Amino-transferazlar, CoA-transferazlar bu

grubun 6rnekleridir.

2.10.3. Hidrolazlar

Ester, glikozid, peptid, C-N, C-C, C-X, P-N, asit anhidrit baglarin hidrolizini

katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, fosfatazlar bu grubun 6rnekleridir.



2.10.4. Liyazlar

Liyazlar Cift bag olusumunu ve c¢ift baga katilma reaksiyonlarini katalizleyen

enzimlerdir. Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun 6rnekleridir.

2.10.5. izomerazlar

Molekulin geometrik veya yapisal ¢evrilmesini katalizleyen enzimlerdir. Aminoasit
rasemazlar, glukozfosfat-izomerazlar, yag asidi cis-trans izomerazlar,

fosfogluktomutazlar bu grubun ornekleridir.

2.10.6. Ligazlar

Ligazlar ATP’nin AMP ve PPi'ye parcalanmasindan acgiga ¢ikan enerjiden
yaralanarak iki molekllu birbirine baglayan enzimlerdir. Aminoasitleri aktive eden

enzimler, acilCoA — sentetazlar bu grubun érnekleridir.

2.10.7. Fenol oksidazlar

Polifenol oksidazlar (PPO) bakir iceren oksidoreduktazlardir. Substratlari fenolik
bilesiklerdir.  Substratlarini  oksijen  esliinde esmer renkli bilesiklere
oksitlemektedirler. Bu olay gida teknolojisinde “enzimatik esmerlesme olarak
bilinir. Ozellikle bitkilerde yaygin olarak bulunan PPO’lar hayvansal dokularda ve
kif mantarlarinda da bulunmaktadir (Yemenicioglu and Cemeroglu 2003).
Polifenol oksidazlar iki sinifa ayrilirlar. Tirosinazlar (EC 1.14.18.1) ve lakkazlar (EC
1.10.3.2). Her iki enzim grubu da molekuler oksijen varliginda aktif hale gelirler ve
koenzim kullanmazlar (Karam and Nicell 1997). Schoenbein 1856 yilinda,
oksijenin oksitleyici ajan olarak kullanilarak bazi bitkilerde aerobik oksidasyonun
gerceklestigine dikkati cekmesiyle; kimyada ilk olarak oksidazlarla ilgilenilmigtir. Bir
kag yil sonra Bertrand, Yoshida’nin lakkaz Uzerine yaptigi ¢calismay gelistirmis ve
bazi mantar turlerinde lakkaz enziminin var oldugunu bulmustur. Bourquelot ve
Bertrand birlikte yaptiklari arastirmada Russula fortens ve Russula nigricans gibi
bazi mantar turlerinin ekstraktlarinin renginin bekleme sirasinda 6nce kirmizi daha
sonra da koyu kahverengi veya siyah oldugunu gozlemlemislerdir. Bourguelot ve
Bertrand R. nigricans mantarinin ekstraktindan kristal halinde bir madde
ayirmiglardir. Bu kristal maddenin ¢ozeltisinin mantar ekstrakti ile temas ettirilmesi
sonucunda, aerobik oksidasyonun basladigi ve ilk olarak kirmizi renkli ¢ozeltinin

ve daha sonra da melanine benzer siyah bir Grinun olustugu bildirilmistir. Kristal
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madde daha sonra Bertrand tarafindan tirozin amino grup asidi olarak
tanimlanmistir. Lakkazin tirozinin Uzerinde aktif olmadiginin bulunmasi Bertrand’i
adi “tirosinaz” olan yeni bir oksidazi kesfettigini anlamasina yol agmistir. Bertrand
tirosinazin p-hidroksifenil etil amin, p-hidroksifenil metil amin, p-hidroksifenil amin,
p-hiroksifenil propiyonik asit, p-hidroksifenil asetik asit, p-kresol ve fenol gibi diger
bazi aromatik monohidroksi fenollerin oksidasyonunu katalizledigini de bulmusgtur.
Diger taraftan bu bahsedilen bilesiklerde hidroksi gurubu bulunmadiginda, bu
enzim ile herhangi bir oksidasyonun olmadigi bildirilmistir. Bu ilk enzim
calismalarini takip eden sonraki galismalarda tirozin Gzerine enzimin etkisi ve bitki
ve hayvan pigmentasyonu ile ilgili olarak melanin olusumu incelenmigtir. Bertland
tirosinazin dnceden bilenen diger iki oksidaz enzimi olan lakkaz ve peroksidazdan
farkh olarak tirozinin oksidasyonunu katalizledigini bildirmistir. Ayrica biyolojik
urinlerde tirozinin  bulunup bulunmadidinin  belirlenmesinde bu enzimin
kullanilabilecegi saptanmistir (Nelson and Dawson 2006). Bertarnd’in tirosinaz ve
lakkaz ile ilgili yaptigi arastirmalarin ardindan, polifenol oksidazlar tzerine yapilan
calismalar oldukca artmistir. Tirosinaz afinite kromotografisi ile saflastirilan ilk
enzimdir ve oksijeni organik bir molekulin (fenol) yapisina dogrudan katabilme

Ozelligine sahip enzimler arasinda da ilk tanimlanan enzimdir.

2.11. Enzim Uretiminde Mikrobiyal Kaynaklar

Enzimler, hicrelerde biyokimyasal reaksiyonlari katalize eden protein yapisinda
molekullerdir. Hucrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler c¢esitli
amaglarla kullanilmak Uzere gunlik ve ekonomik hayata girmistir Her enzim igin
aktivitelerinin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu deg@erlerin Uzerinde ve
altinda aktivite duser. Bununla beraber butin enzimlerin pH — aktivite egrileri ayni
sekilde degildir (Bhat 2000). Yuksek sicakliklarda biyoteknolojik iglemleri
gerceklestirmek pek cok fayda saglamaktadir. Sicakhgin arttirlmasi organik
bilesiklerin ¢cozunurlugu ve biyolojik olarak kullanilabilme agisindan énemli etkilere
sahiptir. Sicakligin artmasi beraberinde viskozitenin dismesini ve organik
bilesiklerin diflizyon katsayisinin artmasini da beraberinde getirmektedir. Sonug
olarak kuglk alanlarda yuksek reaksiyon hizi gergeklestirimektedir (Niehaus ve
ark. 1999). Enzimler ile katalizlenen reaksiyon 0 — 40 °C arasinda reaksiyon hizi
yukselir. Fakat 40 °C’de enzim zarar gérmeye baslar. Bdylece reaksiyon yavaslar

ve 60 °C’de enzim tamamen bozulur. 40 °C sicaklik genellikle enzimler igin
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optimum isidir (Bhat, 2000). Endustrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler
genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma
kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore Kkatalitik
aktivitelerinin ¢ok yuksek olmalari, istenmeyen yan Urlin olusturmamalari, daha
istikrarli ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987).
Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim dretme yeteneklerine goére dedil,
mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de secilmistir.
Gunumuzde endustride mikrobiyal kaynakh enzimlerin kullanimi artmistir (Demain
and Solomon 1981).

Ekstremofilik mikroorganizmalar; volkanlarin yuksek sicakliklarinda, kutuplarin
dusuk sicakliklarinda, ¢ok dusuk ve ¢ok yuksek pH degerlerinde (pH 0-3 veya pH
10-12) veya ¢ok yuksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-30) yasamak i¢in adapte
olmuslardir (Niehaus ve ark., 1999). Bu sekilde farkli ekolojik kosullarda yasayan
mikroorganizmalar termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik bakteriler seklinde
siniflandinimistir (Zeikus 1979). Buralarda yasayan termoasidofilik ve alkalifilik
bakterilerden elde edilen enzimler asiri pH ve sicaklik kosullarina dayanikli oldugu
icin endustriyel alanda yodun olarak kullaniimaya baslanmistir (Kindle 1983).
Ticari oneme sahip olan enzimlerin ¢ogu, hidrolazlar seklinde tanimlanmakta olup,
mikrobiyal kokenlidir. Bu enzimlerin ¢cogu ekstraselller olarak bulunur ve yuksek
molekuler agirliga sahip substratlarla gorev yaparlar. Ekstraselliler enzimler,
besiyeri ve hucre duvarinin digi ile baglanti halinde olan enzimler olarak tanimlanir
(Madsen 1973; John 1998). Bugline kadar 2000’den fazla enzim tanimlanmis ve
bunlardan yaklasik 100 tanesi ticari olarak kullanima uygun bulunmustur. Fakat
gunumuzde bunlardan sadece 18 tanesi endustriyel amagla Uretilmektedir (Zeman
1985). Enzim teknolojisinin giderek gelismesi urunlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin gok ylksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endustriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar daha da 6nem
kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim Uretimi blyuk boyutlara
ulasmig ve kullanimi giderek yayginlagsmistir (Gessesse 1998).
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2.11.1. Endustride kullanilan baslica mikrobiyal kaynakli enzimler

2.11.1.1. Proteaz

Proteazlar enzimlerin olduk¢a karmasik bir grubunu olustururlar ve oldukga farkli
fizikokimyasal ve katalitik Ozelliklere sahiptirler. Proteaz sentezinin hucresel
kontrolinden sorumlu mekanizma henlz tam olarak bilinmemekle beraber alkali
proteazlarin Uretimi amino asit veya amonyum gibi hizli bir sekilde metabolize
edilebilen azot kaynaklar ile baskilanmaktadir. Diger ortam bilesenleri kuguk
sekerler ve mineraller enzim sentezini etkilemektedir. Potansiyel proteaz kullanimi
ve maksimum enzim Uretimi ile endustriyel islemlerin maliyetini dusurmek
amaclanmaktadir (Mabrouk. S.S. and M.S. 1998; Kaur 2001) Alkali proteazlar,
bakteri, kuf, maya gibi c¢esitli kaynaklardan elde edilse de, Alkalifilik Bacillus
biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir, ¢linkd ¢ok genis cesitli
ortamlardan izolasyonu nispeten kolaydir (Singh 2000). Bununla birlikte Bacillus,
hem kompleks hem de sentetik besiyeri gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik
Bacillus tarafindan uretilen alkali proteazlar yuksek sicaklik ve pH'ya dayanikhdir
(Johnvesly 2001); Ayrica Bacillus turleri post-eksponansiyal ve durgunluk
fazlarinda da ekstrasellller proteazlar Uretebilmektedir (Mabrouk. S.S. and M.S.
1998; Singh 2000).

2.11.1.2. Amilaz

Karbohidrazlarin en énemli kaynagdini Bacillus olusturmaktadir. Bir karbohidraz
olan a-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Radley 1976) . a-amilaz
enzimi, nisasta molekulundeki a-1,4 baglarini parcalayarak glikoz, maltoz,
maltotrioz ve a-limit dekstrinlerin olusumunu sagdlar. Nisasta, ¢ok sayida glikoz
molekulinun farkl sekillerde baglanmasiyla olugsmus polisakkarit 6zellikte bir
bilesiktir. Bazi bakteriler ve mantarlar tarafindan uretilen a-amilaz, B-amilaz,
glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimler nisastayl parcalama yetenegine
sahiptirler (Lee 1996). Termostabil a-amilazin uygulama alani olduk¢a genislemis
ve cesitlenmistir. Bu enzimler tekstil ve kagit enduistrisinde, nigsastanin
sivilagtiriimasinda, ekmek, glikoz ve friktoz suruplar ve tutkal Uretiminde, alkol
fermantasyonunda kullaniimaktadirlar (Bailey 1987). Bira, damitma, firincilik ve
tekstil endustrisinde kullanilan, Bacillus ve Aspergillus tarafindan Uretilen, ayrica

arpa ve bugday maltinda da bulunabilen enzimler, amilaz ve endo -glukanazlardir
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(Demain and Solomon 1981) . Tekstil endustrisinde dokuma sirasinda ipliklerin
saglam ve duzgun olmasi ve kopmamasi igin iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile
muamele edilmektedirler. Bu isleme hasillama adi verilir. Kumas dokunduktan
sonra, kumastaki fazla nisastanin uzaklastiriimasi gerekir. Bu isleme de hasil alma
adi verilmektedir. Hagil alma ajani olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi
kullaniimaktadir (Tarakcioglu 1979). Gida endustrisinde, nigastanin a-amilaz
enzimi ile hidrolize edilmesi sonucu acgiga ¢ikan Urlnler, yaygin sekilde
kullanilmaktadir. a-amilaz enzimi ekmekgcilikte, ekmegin bayatlamasini
geciktirmesinden ve raf omrinu uzatmasindan (2-3 gun) dolayr yaygin olarak
kullaniimaktadir. Meyve suyu endustrisinde de uygulama alani bulan enzim,
Ozellikle elma ve armut sularinin berraklastiriimasinda kullaniimaktadir. Meyveler
tam olgunlagsmadan toplandiginda meyvede hala nisasta bulundugu i¢in meyve
suyunda bulaniklik meydana gelmektedir. Bu sorun, ortama a- amilaz ilave
edilerek giderilmektedir (Eksi 1988).

2.11.1.3. Seliilaz

Seluloz, bitki biokutlesinin yaklasik % 40’in1 olusturmaktadir. Yaklasik 15000 glikoz
biriminin R-1,4- glikozidik baglar ile linear bir sekilde baglanmasi ile olusur.
Selulozun suya karsi yuksek cekiciligi olmasina ragmen, suda hi¢ ¢ézliinmez.
Seluloz glikoza, en az ug farkh enzimin sinerjistik galismasi ile hidrolize olabilir. Bu
enzimler; endoglukanaz, ekzoglukanaz ve R-glukosidaz'dir (Niehaus et al. 1999).
Selulozu hidrolize eden enzimler genis capta mantar ve bakterilerden elde
edilmektedir. Boyle enzimler ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda kullaniimaktadir.
Ticari olarak en c¢ok kullanilan selllaz Trichoderma sp. (Teeri et al. 1998)
tarafindan  Uretilmektedir. ~ Ayrica  selulazlar  Aspergillus, Penicillium,
Basidiomycetes ve Bacillus suglarindan elde edilmektedir (Tomme et al. 1995; Ito
1997). Deterjanlarda seltlazin varligi renklerin canlanmasina, yumusamasina ve
partikll halindeki topragin uzaklasmasina neden olmaktadir. Ayrica selulaz kot
pantolonlarin biyolojik olarak taslanmasinda kullaniimaktadir (Niehaus et al.
1999). Selllazin diger kullanim alanlari, selllozik biyokutlenin ve yemlerin besin
deg@erini ve sindirilebilirliligini artirmak, zirai ve endustriyel atiklarin enzimatik

sakkarifikasyonudur (Niehaus et al. 1999).
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2.11.1.4. Ksilanaz

Bitki hiicre duvarlari mikroorganizmalarin canl bitki dokusuna gegisini engellemek
icin bir bariyer meydana getirmektedir (Gamerith 1992). Dogal olarak bulunan
lignoselllozik bitki biyokutlesinin igeriginin % 20-30’unu heterojen polisakkaritler
olan ve selllozla iligkili bir sekilde bulunan hemiselllozik materyaller olugturur.
Biyokutle, dunyanin yakit ihtiyacini kargilayan ve yeterince kisa bir donguye sahip
olan alternatif dogal kaynaklardir. Ksilan, yuksek bitkilerin hdcre duvarinin
hemiselUlozik kisminin temel bilegsenidir ve yuksek potansiyelde kullanigl son
drtinlere pargalanabilen ikinci en bol kaynaktir (Yang 1995; Salles 2000). Pek ¢ok
bakteri ve mantar ksilan1 sindirmek icin ksilanaza ihtiyag duyar. Bu nedenle
patojenler ve saprofitler hicre duvari pargalayan enzimler Gretmektedirler
(Gamerith 1992; Salles 2000). Cevresel dizenlemeler kagit ve kagit hamuru
endustrisinde agartma isleminde klor kullanimini sinirlamistir (Yang 1995). Pek
¢ok bakteri ve mantarin ksilanaz Uretimi icin ¢alisiimis olmasina ragmen bunlardan
sadece birkag! alkalifiliktir. Ilk ksilanaz ile agartma galismalari mantar ve mayalarin
bilinen enzimlerinin kullanimina odaklanmistir. Ancak bunlarin aktivite gosterdikleri
optimum pH asidiktir. Agartma iglemi ise guclu alkali kosullar altinda
gerceklestirimektedir. Bu nedenle alkali kosullar altinda enzimatik agartma
isleminde fonksiyon gdsterebilmesi, enzim igin olduk¢a dnemli bir karakteristiktir
(Puchart 1998). Termostabil alkali ksilanazlarin kullanimi enzimle kagit hamuru
agartma icin pH ve sicaklik ayarlamalarini oldukg¢a indirgeyerek dnemli derecede
teknik ve ekonomik avantaj saglamigtir. Yliksek miktarlarda bulunurlar. Bu
nedenle, ksilenaz atik sudaki ksilan’t ksiloz’a donustlrilmesi igin kullanilr.
Enzimatik hidrolizin etkili islemlerinin geligtiriimesi hemiseltlozik atiklarin

muamelesinde yeni umutlar ortaya ¢ikarmigtir (Wong 2000).

2.11.15. Lipaz

Lipazlar, yaglar ve yag asidi esterlerini hidroliz ederler. Enzim, emulsiyonun yag-su
gecis fazinda katalizi gergeklestirir ve enzim reaksiyonunun hizi, olusan ylzey
alanina bagimhdir. Lipazlar yag asitlerinin zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag
asidinin pozisyonu ve substrat’in fiziksel durumuna uygun spesifiklik gosterirler. 4-
10 C atomlu yag asitleri daha uzun C zincirli yag asitlerinden daha hizl bir sekilde

hidroliz olarak yagin yapisindan ayrilir ve serbest hale gecerler (Abbas 2002).
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Lipolitik enzimlerin aktivitesi sut endustrisinde Onemlidir. Lipazlar tereyagina
aroma kazandirmada, ¢ikolata endustrisinde, kremalarda, karamellerde kullanim
alanina sahiptir. Margarinler, firin Grlnleri ve bitkisel Grtnler gibi Urlnlerde lipazla
modifiye edilmis tereyadi Urlnleri aroma gelistirici olarak kullaniimaktadir. Lipazlar
bakteri, maya ve kufleri igeren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda
uretiimektedir. Lipazlar gida endustrisinde, biyomedikal uygulamalarda,
biyosensorler ve pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayiinde, cevre
yonetiminde, kozmetik ve parfim sanayiinde uygulama alanlari bulmaktadir.
Endustriyel olarak en yaygin kullanilan lipaz Ureticisi mikroorganizmalar; Candida
sp., Pseudomonas sp., Rhizopus sp.'dir. Son yillarda biyoteknoloji alaninda
lipazlarin kullaniminda hizli bir artig goézlenmektedir. Bu nedenle lipazlarin asir
uretimini saglamak amaciyla yonlu mutasyonlar yardimiyla sus geligtirme
calismalarina agirhk verilmigtir. Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin basinda
proteinler, yaglar ve nisasta gelir. Bu lekeleri yUksek sicaklikta kimyasal
deterjanlar yoluyla gidermek mumkunse de, enzimlerin kullaniimasi dusuk
sicaklikta ve daha az mekanik ener;ji ile istenen temizligi saglar. Ayrica ¢imen, kan,
sut ve ter lekelerini gikarmakta biyolojik olmayan deterjanlara gore ¢ok daha
etkilidir. Deterjanlarda kullanilan enzimlerden proteazlar yumurta, kan gibi
lekelerdeki proteinleri parcgalar; lipaz yag lekelerini, amilaz ise nisasta bazli lekeleri
cikartmakta etkilidir. Camasirlarin yipranmasiyla olusan selll6z fibriller ise, selllaz
enzimi ile pargalanarak ¢amasirlarin daha yumusak olmasi ve renklerini korumasi
saglanir (Hiol 2000). Lipaz enzimi dericilikte de kullanilan enzimlerden biridir. Bu
enzim, yalniz derinin ylzeyindeki degil, igindeki yaglari da temizleyerek, deriyi
tabaklama ve boyama gibi iglemler i¢cin daha uygun hale getirir. Deriler iglenirken
bu amacla bazi proteinler parcalanip, deriden uzaklastirilir. Deriye ne derecede
esneklik kazandirilacag! ise, derinin kullanilacagi alana baghdir. Lipaz enzimi,
unda bulunan %1-2 civarindaki lipid (yag) icerigine etki etmektedir. Bu enzim
iginde kullanim miktari ve tipi oldukga ©6nemlidir. Ornegdin, yiksek miktarlarda
kullanimda hamur Ozellikleri agisindan sorunlar yagsanmasina neden olmaktadir.
Ote yandan uygun lipaz tipinin secilmesi de énemlidir. Unlara uygun lipaz tipinin
ilavesi; Hamurun iglenebilirliginde kolaylik, hamur stabilitesinde artig, ekmek igi

yumusaklik, ekmek hacminde artig saglar.
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2.11.1.6. Tirosinaz

Tirosinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya
katekolaz olarak da bilinir. Dogada ¢ok yaygin olan tirosinaz, substrat olarak tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifenilalanine karsi 6zgullik goésterir.
(Wasserman 1995). Tirosinaz dogada ¢ok yaygindir. Daha c¢ok bitkilerde
bulunmasina ragmen, mikroorganizmalarda genellikle de funguslarda ve bazi
hayvan organlarinda bulunur (Vamos-Vigyazo 1981). Yapilan arastirmalar 6zellikle
mantar, yumru patates, seftali, elma, muz, avokado, c¢ay yapraklari, kahve
tohumlari ve tutin yapraklarinda diger kaynaklardakine gore daha yuksek
konsantrasyonlarda oldugunu gostermistir (Witkop 1985) . Ayrica kayisi, yabani
gul, enginar, yabani piring, Ispanak, yonca, bugday, yulaf, bezelye, sekerkamisi
yapragi, bakla yapraklari, fasulye, domates, misir yapraklari , izim, armut, zeytin,
gibi meyve ve sebzelerde de tirosinaz'in oldugu tespit edilmistir (Vamos-Vigyazo
1981; Oktay 1995). Bu yapilan c¢alismalar dogrultusunda tirosinaz enziminin
muhtemelen butun bitkilerde bulundugu seklinde bir genellemeye gidilmesi yanlis
olmaz. Bitki hucrelerinde enzimin miktari ve dagilimi meyve veya bitkilerin tlrune,
yasina ve olgunluguna baghdir. Yesil yapraklarda enzimin buyuk bir bolumu
kloroplastlardadir. Patates yumrusunun hemen hemen batin hicresel
fraksiyonlarda protein miktariyla orantili bir dederde tirosinaz enzimi igerdigi
bulunmustur. Taze elmada ise kloroplast ve mitokondrilerde toplanmistir. Yine
enzimin Uzumun kabugunda UzUmun oOzsuyundan veya etli kismindan daha
yuksek oldugu bulunmustur. Tirosinaz enzimi elmanin batin kisimlarinda
belirenmesine ragmen elma ve armudun her ikisinin suyu tirosinaz
aktivasyonundan hemen hemen yoksundur ve tirosinaz neredeyse tamamen
posada kalmaktadir. Benzer sonug on alti seftali, t¢ kiraz ve Ug¢ erik kultirinde de
bildirilmigtir. Kloroplast ve mitokondri fraksiyonlarindan elde edilen enzimin
substrat spesifikligi de farkhdir (Vamos-Vigyazo 1981). Bitkilerdeki tirosinaz icerigi
tarimsal tekniklerden de etkilenir (6rnegin seker kamigi yapraklarinda aktivite
dlzeyi, toprak eser element olarak bakir ile muamele edildiginde artar) (Vamos-
Vigyazo 1981). Tirosinaz bitkisel dokularda oncelikle inaktif formlar halinde
sentezlenmekte ve zamanla cesitli etkenlerle, 6rnegin dokuda dogal olarak
bulunan proteazlar veya bir takim solunum metabolitlerince aktif hale

getiriimektedirler. Bu nedenlerle bitkisel dokularda ¢ogu zaman bu enzimin bir
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kismi inaktif formda, bir kismi ise aktif formda bulunmaktadir. Ornegin aktif
formdaki enzimlerin, inaktif formdakilere orani; ispanaklarda 1:2, marullarda 2:1 ve
domateslerde 1:1 oldugu halde bazi bakla, fasulye ve bezelye g¢esitlerinde tim
tirosinaz enzimlerinin inaktif formda bulunabildigi belirlenmistir (Cemeroglu, B.,
Yemenicioglu, A 2001). insanlarda dahil olmak lizere hayvansal organizmalarin
Ozellikle de deri, sa¢ ve goz pigmentlerinde bulunur (Witkop 1985). Onslow, siyah
irk tavsanlarin derilerinde; Gessard, murekkep baliginin mirekkep kesesinde;
Pinhey, bazi kabuklu hayvanlarin kaninda; Bhagvat ve Richter eklem bacaklilarin
kaninda tirosinaz enzimin var oldugunu bildirmislerdir. Arnow derinin gunes 1s1g1
ile bronzlagsmasinin tirosinaz etkisiyle oldugunu bildirmistir (Nelson and Dawson
2006). Tirosinaz boceklerdeki dis iskelet olusumunda da 6nemlidir. (Wada et al.
1995).

2.11.2. Fungal kaynakl tirosinaz enzimi

Tirosinaz enziminin, Funguslarda, spor uretimi ve dayanikliligi ayrica virtlans
faktorlerinde 6nemli rolt oldugu gosterilmigtir (Kurahashi Y 1998). Fungal kaynakli,
Ozellikle Basidiomicete olan Agaricus bisporus tirosinaz Uzerinde calismalar hiz
kazanmistir (Robb DA 1981). Ozellikle bu fungusta depolanmasi sirasinda olusan
kararmalar ¢alismalara 6nem kazandirmigtir (Jolivet S 1998). Neurospora crassa
(Kupper U 1989; Kanda K 1996), Lentinula edodes (Kanda K 1996) ve Aspergillus
oryzae (Nakamura M 2000) funguslari Uzerinde yapilan c¢alismalar, Tirosinaz
enziminin biyokimyasal ve molekiler yapisi hakkinda yeni bakis acilari ortaya

cikartmistir.

2.11.3. Tirosinazin molekiiler 6zelligi

Tirosinaz oligomerik yaplya sahip bir enzimdir. Bu yapiy! olusturan alt birimlerin
sayisi enzimin kaynagina goére farkliik gdsterir. Agaricus bisporus tirosinazinin
molekul agirligi ayirma metotlarina goére degismekle birlikte, minimum 26000 —
32000 D ve en yuksek olarak ise 120000 — 128000 D arasinda olarak saptanmis
ve genel olarak molekul agirhgr 128000 D. olarak bildirilmigtir (Strothkamp et al.
1976). Tirosinazin molekuler agirhigi 30000 D dolaylarinda olan ve her biri birer
bakir atomu igeren 6zdes 4 alt kisimdan olustugu ileri surtlmektedir. Bu gorusu
destekleyen deneyler Jolley ve arkadaglari tarafindan yapiimistir (Jolley Jr et al.
1974; Strothkamp et al. 1976). S.nigrifaciens’den saflastirilan her bir molekil
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basina 1 bakir atomu igeren tirosinazin molekidl agirligi 18000 D iken S.
glaucescensden saflastirilan tirosinazin molektl agirhigi 29000 D olarak
bildiriimistir (Mayer 2006). Arastirmalar fungal kaynakli tirosinazininda bir ¢ift bakir
atomu icerdigini gostermistir. Aktif merkezdeki bakir atomlarinin sayisi mekaniksel
ve fonksiyonel onem tasimaktadir (Strothkamp et al. 1976). SDS-akrilamit jel
elektroforezi ile yapilan bir ¢alismada fungustan elde edilen tirosinazin molekl
agirhgr 43000 D olan agir (H) ve 13400 D olan hafif (L) iki tip polipeptit zincirine
sahip oldugu ve bunlarin aminoasit bilesiminin farkli oldugu gdsterilmistir.
Ekstratlarda biri 120000 D molekuler agirliginda L2H2 yapisina sahip, digeri
69000 D molekiuler agirhginda L2H yapisinda olan 2 bakir atomlu formu
bulundugu gosterilmigtir. Bu 2 yapidan L2H2 kregolaz ve katekolaz aktivitelerine

sahip degilken, L2H bu aktiviteleri gésterebilmektedir (Mayer 2006).

211.4. Tirosinazin katalizledigi tepkimeler ve ongorilen reaksiyon
mekanizmalari

Tirosinaz aktif merkezinde bakir bulunan ve ardisik iki farkh reaksiyonu
katalizleyebilen bir enzimdir. Bu reaksiyonlar sekil 2,1.’de gosterilmistir. Sekil
2.1.a’da monofenollerin molekuler oksijenle O-difenollere hidroksillenmesidir. Sekil
2.1.a’da substrat olarak krezol kullaniimasi halinde aktiviteye kresolaz aktivitesi
denir. Kresolaz aktivitesi sekil 2.2.’deki gibi yazilir.Sekil 2.1.b. O-difenollerin
oksijenle O-kinonlara yukseltgenmesidir. Bu enzimatik aktiviteye de katekolaz
aktivitesi denir (Jerzy Dec 1995; Wasserman 1995). Kinonlar ¢ok kararsizdir, sekil
2.1.c.’de gosterildigi gibi reaksiyonlar hizla devam eder ve enzimatik olmayan bir
polimerlesmeye yol acar. Farkli kaynaklardan izole edilen tirosinaz degisik
oranlarda olmak Uzere her iki aktiviteyi de gdsterebilmektedir. Bu oranlar izolasyon
ve saflastirma sirasinda veya fiziksel islemlerle degisebilir ve bazen kresolaz
aktivitesi tamamen kaybedilebilir. Cay yapragi, titln, hintkirazi, muz, armut ve tath
kirazdan izole edilen tirosinaz enzimi, kresolaz aktivitelerini kaybederken; patates,
elma, seker pancari yapragi, bakla ve mantar gibi cogu kaynaktan izole edilen
tirosinaz enzimi her iki aktiviteyi gosterir. Tirosinaz substratlariyla reaksiyona
girmemis halde iken %85 met tirosinaz, %15 oksi tirosinaz halindedir. Reaksiyon
sirasinda bunlar deoksi tirosinaz uUzerinden birbirlerine donuserek katalizor

gorevlerini yerine getirirler (Andrawis and Kahn 1990).
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Sekil 2.1. Tirosinaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar ve polimer Grindn
olusumu
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Sekil 2.2. Tirosinazin kresolaz aktivitesi
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2.11.5. Tirosinaz enziminin substratlari ve katalizleme hizlan

Tirosinazin substratlari basta tirozin, katekol ve L-DOPA olamk Uzere katehin (3-
hidroksi flavan), sinamik asitsterleri, klorojenik asit, 4-metil katekol, p-kresol, p-
hidroksi ve 3,4-dihidroksi fenilpropiyonik asit, kafeik asit ve aromatik aminler olarak
siralanabilir. Bunlardan tirozin ve L-DOPA hayvan kaynakl tirosinaz igin 6zgul
substratlar iken, diger kaynaklardan elde edilen (fungus ve yuksek yapili bitkiler)
tirosinaz, tum substratlarini etkileyebilmektedir (Nelson Duran 2000). Sekil 2.3'te

bir aromatik aminin tirosinaz ile oksidasyonu gosterilmektedir.

Tirozinaz Tirozinaz
+ 0 —mm— + O - -

OH 0

NH,
NH, 2 H

Aromatik Amin o-Amino Fenol o-Amino Kinon

Sekil 2.3. Aromatik aminlerin tirosinaz katalizérliginde oksidasyonu

Tirosinaz ayrica klorofenollerin de hidroksillenmesi ve daha sonra da oksitlenmesi
reaksiyonlarini da katalizleyebilir. Olusan kinon bilesigi ise polimerlesecektir.
Boylece toksik bir bilesik olan klorofenol polimerleserek ¢okecek ve ortamdan basit

filtrasyon yontemleriyle uzaklastirilabilecektir (Jerzy Dec 1995).

2.11.6. Tirosinaz enzimizinin optimum pH ve sicaklik degerleri

Tirosinaz enziminin optimum pH’s1 enzimin kaynagina ve substrata gore ¢ok genis
bir araliktadir ve genellikle pH 4,0 ile 7,0 arasinda farliliklar géstermektedir. Birkag
kaynaktan elde edilen tirosinaz enzimiyle yapilan arastirmalarda pH 4,0'in
altindaki pH degerlerde enzimin inaktif oldugu bildirilmistir. Patatesten v.s nin
olusturdugu tirosinaz enzimi, substrat olarak pirogallol ve klorojenik asit
kullanildiginda pH 5,0’da inaktif iken, mandalinadan elde edilen tirosinaz enzimi
6,0'Iin altindaki pH degerlerinde pirogallolu oksitleyememektedir (Vamos-Vigyazo
1981). Tirosinaz enziminin sicakhga dayanikhligi da optimum pH, optimum sicaklik
ve substrat spesifikligi gibi enzimin izole edildigi kaynaga gore de degisir. Tirosinaz
enzimi sicakliga kargi ¢cok dayanikli degildir. Dokularda veya ¢ozeltilerde bulunan
tirosinaz enzimi 70-90 °C’lere kisa bir sure maruz kaldigidinda katalitik

fonksiyonlarini tamamen ya da kismen kaybetmektedir (Vamos-Vigyazo 1981).
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2.11.7. Tirosinaz enziminin inhibitorleri ve aktivatorleri

Tirosinazin inhibisyonu ile enzimatik kararmanin onlenmesi gogu kez bir arada ele
alinmaktadir. Ancak kararma sadece enzimin inaktif olmasiyla degil ayni zamanda
reaksiyon icin gerekli iki substrattan birinin (O, veya fenolik bilesik)
uzaklastirlmasiyla da onlenebilir. Meyve ve sebzelerde ¢odu kez enzimatik
reaksiyonlara bagh olusan kararma istenmeyen bir durumdur. Tirosinaz enziminin
kararmaya sebep olacak oksidasyonlari katalizlemesini 6nlemek amaciyla
tirosinaz enzimi inhibitorleri hakkinda detayl ¢caligmalar yapilmig ve bu ¢alismalar
halen de devam etmektedir. Siyanlir, karbon monoksit, sodyum dietil-
ditiyokarbamat (DICEA), askorbik asit, azit ve potasyum metil ksantat gibi
metallerle kompleks olusturan ligandlarla tirosinazin prostetik gurubunda bulunan
bakirin selat olusturmasi sonucu tirosinaz inhibisyona ugrar. Florur, azit ve borat
gibi inorganik iyonlarin da tirosinazi inhibe ettikleri gortlmustur. Bakladan elde
edilen tirosinaz enziminde florir yarismasiz inhibitorken, azit karigik tip
inhibitordlr. Borat'in da yarismali inhibitér oldugu gosterilmigtir. Polivinilpirolidin
(PVP) gibi ¢ozunebilir polimerler de tirosinazin yarismali inhibitérleridir. PVP gibi
¢ozunur polimerlerle inhibe olan enzim, ortama anyonik deterjan eklenmesi ile
tekrar aktivite gosterebilmektedirler (Vamos-Vigyazo 1981). Fungal tirosinazinin
hidrojen peroksit, askorbik asit, fenil hidrazin, gallik asit, ferrosiyanir ve NH,OH
gibi indirgeyici bir ajan ile reaksiyonu enzimin inhibe olmasina neden olur.
indirgeyici ajanlarin tirosinazin prostetik grubunda bulunan Cu?"yi indirgedikleri
bulunmustur (Andrawis and Kahn 1990). Fungal tirosinazi enzimatik reaksiyon
sirasinda ortamda herhangi bir inhibitérin bulunmamasi durumunda da inaktive
olabilmektedir. Bu iglem sirasinda enzime bagh bakir atomu salinir. Son
zamanlarda Lerch ve arkadaslari N. crassa tirosinazinin inaktivasyonunun; 306.
pozisyondaki histidin amino asidinin kaybi ve buna bagli olarak bir bakir atomunun
salinmasi sonucu olustugunu bildirmiglerdir (Golan-Goldhirsh and Whitaker 1985;
Nelson and Dawson 2006). Tirosinaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar sonucu
meyve veya sebzelerde kararmalara veya meyve sularinda bulaniklik olugturmasi
gibi istenmeyen durumlara neden olmasi gida endustrisinde inhibitdrler hakkinda
¢okga calisma yapilmasina yol agmistir. Bunun yaninda tirosinaz enziminin
aktivatorleri hakkindaki galigmalar biraz arka planda kalmistir. Sodyum dodesil
sulfat (SDS) gibi anyonik deterjanlar, tirosinaz enziminin aktivatorlerinden biridir.
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Yine Uzumden elde edilen tirosinaz igin, asidik ortamda veya Ure ¢ozeltisi ile kisa
sureli temas, enzimin aktifligini 4 ile 10 kat artirmaktadir. Aktivatorlerin etkileri yine
optimum pH, optimum sicaklik veya substrat spesifikligindeki gibi izole edilen
kaynaga gore degismektedir. Ornegdin ortama Cu®* ilavesi turptan elde edilen
tirosinazin aktivitesini arttirdigi, patatesten elde edilen tirosinazi ise etkilemedigi
gOzlenmigtir. Aktivatorler hakkinda fazla ¢alismanin olmamasina bagl olarak, bu
aktivatorlerin nasil ¢alistigi hakkinda da pek bilgi yoktur. Aktivatorlerin bakir iceren
enzim monomerlerinden oligomer olusturdugu ve bdylece enzimi biyolojik aktiflik
icin gerekli olan polimer yapisina getirdigi dusunulmektedir. Enzim aktivitesi, suni
gubrelerde bulunan eser elementlerden, olgunlagsmaya yardimci olan maddelerden
ve radyasyonlar gibi fiziksel islemlerden etkilenir. Bu etkiler bitkideki enzim
proteininin sentezini artirabilir, dogal inhibitorleri ortamdan uzaklastirabilir, substrat
yapisini degistirebilir veya hicre duvari gegirgenligini degistirebilir ve bunlardan

dolayi da enzim aktivitesini arttirabilirler (Vamos-Vigyazo 1981).

2.11.8. Tirosinazin uygulama alanlari

Tirosinaz enzimi gida, saglik, kozmetik ve aritim endustrilerinde uygulama alani
bulunabilen bir enzimdir. Tirosinazin 6zellikle dogada bulunan pek c¢ok bitki ve
meyvelerde yer almasi, tirosinazin ilk olarak gida sektorunde dikkat cekmesine

sebep olmustur.

2.11.8.1. Tirosinazin gida endiistrisi icin 6nemi

insanlar bir gidayl segerken onun gérinisine, lezzetine, besinsel degerine ve
dokularina dikkat ederler. Bir gidada dogal rengi disinda bir kararma s6z konusu
olabilir, dokusunda ve lezzetinde bir bozunma olabilir ve yine meyve sularinda ya
da sarap gibi igeceklerde bulanikliklar veya c¢okelmeler olusabilir. Bunlar da
tuketici icin istenilmeyen durumlardir ve tuketici bu durumdaki drunleri tercih
etmemektedir. Bu tercih edilmeyen drunler, gida sektorinde ylksek maliyete
sebep olmaktadir. S6z konusu istenilmeyen durumlarin olusmasinin sebeplerinden
biri de tirosinaz aktivitesidir. Gida sektori genellikle bu durumlari ortadan
kaldirmak igin, tirosinazin inhibisyonu Utzerinde ¢alismaktadir. Ancak c¢ay, kahve,
kakao kuru Uzum, kuru erik, kuru incir gibi Urtnlerin gérunum ve lezzet bakimindan

istenilen duruma gelebilmesi igin tirosinaz enziminin aktif olmasi gereklidir. Bu gibi
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durumlarda ise yukaridaki islemden farkli olarak enzimin inhibe olmamasi
gereklidir (Maurice R. Marshall 2000).

2.11.8.2. Tirosinazin Tibbi Uygulama Alanlari

Tirosinaz, melanin olusumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda da dikkatleri
Uzerine ¢ekmigstir. Suda ¢dzlinmeyen heteropolimer yapidaki melanin, 6zellikle
kozmetik sanayi tarafindan gunesin ultraviyole isigindan korunmak amaciyla
uretilir.  Ayrica, ila¢ tutuklamada biyopolimer olarak da melaninden
yararlanilmaktadir. Tirosinaz enziminden 3,4 dihidroksifenilalanin (L-DOPA)
sentezlenir (Rubio et al. 1971; Sugurman 1990). L-DOPA 1967°den beri Parkinson
hastaliginin tedavisindeki ilag Uretiminde kullaniimaktadir. Ganimuizde ise L-
DOPA cogunlukla kimyasal olarak uUretilmesine kargin, mikrobiyolojik yolla,
tirosinaz hidroksilaz ve tirosinaz Uretimi Uzerine yodunlagiimaktadir ancak bu tip
uretim daha pahaldir. Cunkl bir saflastirma basamagina gereksinim s6z

konusudur. Bu da maliyeti yukseltmektedir.

2.11.8.3. Tirosinazin ¢evre sorunlarinin gideriminde kullanim alanlari

Atik sulardaki fenolleri ve aromatik aminleri gidermek icin peroksidaz ve hidrojen
peroksidin kullanilir. Peroksidaz enzimlerinin gesitli fenolik bilesikleri degisik pH ve
sicaklik kosullari altinda aritma 6zellikleri bulunmasina karsin, hidrojen peroksidin
yuksek maliyeti endustriyel olcekte kullaniimasina engel olusturmaktadir (Nicell
1993). Bu nedenle peroksidazlara alternatif olarak bakterilerde, meyvelerde,
sebzelerde, funguslarda ve hayvanlarda olduk¢a yaygin olarak bulunan ve
oksitleyici ajan olarak O, ‘ni kullanan tirosinaz enziminin kullaniimasi fikri agirlik
kazanmistir. Atlow ve arkadaslari atik sulardaki fenol ve onun tirevlerini
immobilize tirosinaz kullanarak okinonlara ve dusuk molekul agirlikl polimerlere
donusturmuslerdir (Atlow et al. 1984). Tirosinaz enziminin oksitleyici ajan olarak
oksijeni kullanmasi bir avantaj olmakla birlikte, sapkali mantarlardan saflastirilan
tirsoinazin maliyeti oldukga yuksektir. Bu nedenle ucuz enzim dretimi ve

saflagtirma yéntemlerinin gelistiriimesine ihtiyag vardir.

2.12. Enzimlerin immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon, ‘¢coézinmez hale getirilmis, tutuklanmis,

baglanmis, hareketi sinirlandiriimis’ demektir. Bilindigi gibi enzimler suda ¢ézunen,
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spesifik katalizorlerdir. Endustriyel uygulamalarin  ¢ogu sulu ¢ozeltilerde
gerceklestirildiginden katalizor olarak kullanilan ve reaksiyon ortaminda ¢6zinur
olarak bulunan serbest enzimin aktivitesini yitirmeden, kullanildigi ortamdan geri
kazanilmasi muUmkun degildir. Ayrica Urunun enzimden ayriimasi da maliyeti
artirmaktadir. Enzimin yeniden kullanilmasi mumkin olmaz. Bu ise enzimlerin ¢ok
spesifik, ama o olgude de pahali katalizbrler olmalari nedeniyle maliyeti ylkselten
onemli bir etmendir (Bickerstaff 1997). Enzimler, suda ¢ézinmeyen bir matrikse
baglandiklarinda, matrikslerin i¢inde tutulduklarinda veya Kkatalitik etkileri
kaybolmadan birbirlerine baglandiklarinda immobilize olurlar. immobilize
enzimlerin Ozellikleri kullanilan yonteme ve matriksin yapisina baglh olarak
degisebilir.
immobilize enzimlerin sagdladigi bazi avantajlar sunlardir (Bickerstaff 1997) :

e Urlinler saf olarak elde edilebilir.

e Enzimler defalarca kullanilabilir.

e Surekli prosesler gergeklestirilebilir.

e Uretim maliyeti diger.

2.12.1. immobilizasyon metotlari

Degisik dogal veya sentetik pek c¢cok matriks enzimlerin immobilizasyonunda
kullaniimaktadir. Enzimler bu matrikslere asagidaki metotlardan biriyle immobilize
edilirler (Sekil 2.4).

2.12.1.1. Adsorpsiyon

Enzimler degisik matrikslere adsorbe edilebilirler. Adsorbsiyon fiziksel ve iyonik
adsorbsiyon olmak uzere ikiye ayrilir. Adsorbsiyonda islem c¢ok basittir.
Biyokimyasal materyal (enzim ya da hiicre), matriks ile uygun kosullarda (optimum
pH ve optimum sicaklik) karistirilir. Fiziksel adsorpsiyonda enzim ile matriks
arasinda van der Waals, hidrojen baglari gibi zayif etkilesimler, iyonik
adsorbsiyonda ise elektrostatik etkilesmeler meydana gelir. iyonik adsorbsiyon,
fiziksele gore daha etkindir. Baglanmamis biyolojik materyalin uzaklastirilmasi igin,
materyal, adsorbsiyon igsleminden sonra bolca yikanir. iyonik baglanma, enzimlerin
bir matrikse 6zel olarak baglanmasini saglar. Enzimlerin optimum aktiviteye sahip

olduklari pH’da tasidiklar net yuke bagli olarak, negatif veya pozitif yuk tasiyan
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iyon degistirici recgineler iyonik adsorbsiyonda kullaniimaktadir. Sikga kullanilan
adsorbanlar cgizelge 2.1.de verilmektedir (Woodward 1985; Soylemez 1996).
Adsorbsiyon metodunun basit, ucuz ve kisa suren bir yontem olmasi, enzimde ve
matrikste bir degisikligin meydana gelmemesi ve desorpsiyon sonucu matriksin
geri kazanilabilmesi bu metodun avantajlaridir. Dezavantaji ise, enzimin matrikse
zayif etkilesimlerle baglanmasindan dolayr enzimin sizinti yaparak udrinu
kirletmesidir (Bickerstaff 1997).

2.12.1.2. Kovalent baglanma

Enzim matrikse kovalent baglarla baglanir. Bir enzimin kovalent olarak bir matrikse
baglanmasinda kullanilan fonksiyonel gruplar genellikle serbest amino veya
karboksil gruplaridir. Sulfidril, hidroksil veya imidazol gruplari da kullanilabilir. Cok
cesitli matriksler bu amagla kullanilabilirler. Bunlar gesitli polimerler, sellloz, por6z
cam, komur ve seramik gibi matrikslerdir. Kovalent baglanma yontemi iki adimda
gerceklestirilir. Birinci adimda matriks aktif hale getirilir. ikinci adimda da enzim
baglanir. Kovalent baglanmaya ornek olarak Siyanojen bromur aktivasyonu ve
Karbodiimit  aktivasyonu verilebilir;Siyanojen  bromur aktivasyonu: Cesitli
polisakkaritler siyanojen bromur kullanilarak aktif hale getirililer ve enzimlerin
amino gruplariyla sekil 2.15.°da gosterildigi seklide kovalent bag olustururlar
(Bickerstaff 1997), Karbodiimit aktivasyonu: Karboksil grubu tasiyan matriksler
karbodiimitler kullanilarak aktif hale getirilip enzimlerin immobilizasyonunda
kullanilabilirler.(Bickerstaff 1997) .

2.12.1.3. Hapsetme

Bu yontemde enzimler jellerin veya polimerlerin i¢inde tutulurlar. Bu amagla
kalsiyum aljinat gibi polimerler kullanilir. Degisik cesitleri vardir. Polimer matriks
icinde immobilizasyon igin, enzim ¢ozeltisi polimer ¢ozeltisiyle polimerlesmeden
once karigtirilir. Polimerlesme esnasinda enzim molekulleri polimere baglanmaz
ama fiziksel olarak polimerin iginde kalir. Kimyasal bir baglanma olmamasi
yontemin énemli avantajidir. Yontemin dezavantaji substratin polimer kilifi gegerek
polimerin bosluklarina yerlesmis enzim moleklline ulasmasindaki gugluktir,
dolayisiyla difizyon problemi vardir. Anlasilabilecedi gibi substratin blyuk
molekulli olmasi halinde yontem sonu¢ vermez. Yontem kiguk molekulli

substratlar i¢in uygundur (Bickerstaff 1997) .
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2.12.1.4. Enzimlerin birbirine baglanmasi

Enzimler iki veya daha fazla fonksiyonel grubu olan cesitli maddeler kullanilarak
birbirlerine kovalent olarak baglanabilirler. Glutaraldehit bu maksatla sikga
kullanilir. Glutaraldehit ile diger iki enzim molekulli kovalent olarak baglanir. Bu
yontemde destek materyal yoktur. Bu nedenle enzimler birbirleri icin matriks
olarak kullanilirlar. Islem sonunda jelatimsi, dayaniksiz bir yapi olugur ve bu

nedenle tercih edilmez (Bickerstaff 1997).

E B E
E E E— E
b)
=

a)
E E
Aere) AN
o o ~

Sekil 2.4. Cesitli immobilizasyon metotlarinin semalari

a) Adsorpsiyon, b) Kovalent baglama, c) Hapsetme, d) Enzimlerin birbirine

baglanmasi
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Cizelge 2.1. Enzim immobilizasyonunda sikg¢a kullanilan destek materyalleri ve

bunlarin etkilesim turleri (Soylemez 1996)

Etkilesimler Adsorban

Fiziksel adsorbsiyon Aktif karbon, silikajel, altimina, cam,

nisasta, kil

Iyonik baglanma Katyon degistiriciler: (Anyonik recine,
- yuklu)
CM-selltiloz
Dower 50
Amberlite CG-50
Anyon degistiriciler: (Katyonik recine,
+ yiiklir)
DEAE-selltiloz
DEAE-sephadex
Amberlite IR-45

2.12.2. Tirosinazin immobilizasyon ¢aligmalari

immobilizasyon islemlerinin avantajlarindan yararlanabilmek icin, tirosinaz
enzimiyle pek ¢ok immobilizasyon galismalari yapilmistir. iki kitosan film arasina
adsorpsiyonla immobilize edilen tirosinazin aktivitesinin %45 oldugu ileri
surilmektedir. Toksik karigimdan segici olarak fenollerin uzaklastiriima
performansini gorebilmek igin; amino grubu igeren kitosan jel film Uzerine tirosinaz
adsorplanarak, fenollerin o-kinonlara donusumuinu saglanmis ve enzim igeren
kitosan jelin performansinin tirosinaz kitosan oranina bagh oldugu fikri ileri
surtlmastir (Duran et al. 2002). Wada ve arkadaslar tirosinazi kuvvetli bir asidik
katyon degistirici recine olan Diaion WK-20 Uzerine adsorpsiyonla ve 1-etil-3(3—
dimetil-aminopropil) karbodiimid ile gapraz baglanma ile immobilize ettiklerinde
aktivitenin %83.7 kaybettigini saptamiglardir. immobilize tirosinaz 25 °C de 96 saat
saklandiginda ilk aktivitesini %50 korurken ¢dzunur enzim %20 koruyabilmigtir.
Aljinat jel icine tirosinaz hapsedilerek immobilizasyon yapilmig ve substrat olarak
tiaflavin kullaniimistir. immobilize tirosinazin spesifik aktivitesi immobilizasyon

islemi suresince ¢ozunlUr tirosinazla karsilastirildiinda %7 aktivitede, Km
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degerinde de %40 bir azalma olmustur. Tiaflavinin Grine donuUsmesi reaktor
icindeki immobilize tirosinazla 20-30 dakikalik bir islem sonunda elde edilmistir

(Wada et al. 1995) Tirosinaz bir ¢esit kil minerali olan montmorillonete’nin bir
kompleksi olan Ca-montmorillonite (Ca-Mte) ya da farkli hidroksialiminyum-
montmorillonite (AlI(OH)x-Mte) kompleksleri Gzerine immobilize edildiginde Ca-
montmorillonite’nin (Ca-Mte)’nin hidroksialiminyum-montmorillonite (Al(OH)x-Mte)
komplekslerinden daha ¢ok tirosinaz molekult adsorplandigi bulunmustur. Yalniz
(Al(OH)x-Mte) kompleksinde AI(OH)x miktarinin artmasiyla da tirosinaz
adsorpsiyonunun arttigini ve hatta Ca-montmorillonite Gzerine adsorplanan enzim
miktarinin iki kati daha fazla enzim adsorplanabilecegi gézlemlenmistir (Wada et
al. 1995; Naidja et al. 1997).
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3. LABORATUVAR GALISMALARI VE YONTEMLER

3.1. Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

Tirosinaz Uretimi igin potent fungus kaynagini saptamak amaciyla Hacettepe
Universitesi Biyoloji Boliimi Biyoteknoloji Anabilim Dali stoklarinda bulunan
fungus kulturlerinden, Giberella fujikuroi, Rhizopus stolonifer, Rhizopus arrhizus,
Trametes versicolor, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus chrsosporium, Pleurotus
eryngii, Aspergillus niger ve Funalia trogii kullaniimistir. Fungal stok kultirlerin
surekliligi 20 gunluk araliklarla Potato Dextrose yatik-Agar besiyerlerine yapilan
aktarimlarla gergeklestirildi. Deneylerde kullanilan stok kulttir 30°C’de 10 glinlik
inkibasyonun ardindan +4° C'de saklandi. Tirosinaz Uretimi amaciyla sivi
besiyerine ekilecek funguslarin stok kultirl +4°C’de en fazla 3 gln bekletildikten

sonra ekim kaynagi olarak kullanildi.

3.2. Tirosinaz Uretim Ortaminin Hazirlanmasi

Funguslarin tirosinaz Gretimini arastirmak ve optimize etmek amaciyla, N.
crassa’dan tirosinaz uretimi icin kullanilan Vogel minimal sivi besiyeri (Horowitz
1970) iceriginde bazi degisiklikler yapilarak kullanildi. Karbon kaynagi olarak
Vogel ortaminda yer alan sukroz yerine Michel ve arkadaslari tarafindan 6nerilen
sekilde glukoz kullanildi (Michel 1991). Modifiye-Vogel besiyeri su sekilde
hazirlandi: ana-stok ¢oOzeltisine (g/100 ml olarak; Na-sitrat: 15, KH,POg4: 25,
MgS0O,4,7 H,O: 1.0, CaCl, H,O: 0.5) iz-element ¢ozeltisinden ( g/100 ml olrak
Sitrikasit, 1 H,O: 2.5, ZnS0O,4.7 H,0:2.5, Fe (NH4)2 (SO4)2. 6 H,O: 0.5, CuS04.5
H,O: 0.125, MnSO,4.1 H,0: 0.025, H3BO3: 0.025, H3P(M03040). H,O: 0.025) %1
(V/V) oraninda eklenerek elde edilen karisima daha sonra %2 oraninda glukoz
eklenip 1N HCI ile pH’si 4.7°e ayarlandi. Bu sekilde hazirlanip 250 ml’lik Erlen-
Mayer siselerinde 100 ml hacimde dagitilan ve daha sonra 1.5 atmosfer basing
altinda 110 °C de 25 dakika sureyle otoklavda sterilize edilen modifiye Vogel sivi-
besiyerleri enzim galismalarinda kullanildi. Mikroorganizmalarin stok kultarleri 10
ml steril distile su ile suspanse edilerek ekim icin kullanildi. Hazirlanan migelyum
suspansiyonundan 2 ml steril kosullarda olmak Uzere Vogel besiyeri iceren Erlen-
mayer siselerine ilave edildi (Lépez et al. 2006). 150 rpm’de, 30° C'de 10 glnliik

sureyle inkibasyondan sonra elde edilen kulturler 6nce tllbentten sonra Whatman
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no:1 kagidindan suzildu. Filtrat enzim aktivitesi Olgumlerinde enzim kaynagi

olarak kullanildi.

3.3. Enzim Taramasi Ve Aktivitesinin Olgiilmesi

3.3.1. Enzim tarama testleri

Tirosinaz enzimi varligi yoninden bolim 3.1'de belirtilen fungal kulturlerin
taramasi asagida bolim 3.3.2’'de anlatilan aktivite o6lgimi teknigine goére
yapilarak, renk veren kultirler artt (+) ve renksizler eksi (-) olarak
degerlendirilmigtir (Sekil 3.1).

[N A SR

Sekil 3.1. Trisonaz enzimi ile L-DOPA reaksiyonu sonrasinda olusan renk

degisikligi
3.3.2. Tirosinaz aktivitesinin olgiimu

Tirosinaz aktivitesini taramak i¢in en yaygin yontem, tirosinaz’'in 6zgul substrati
olan L-DOPA’nin kullanildigi yontem olup, enzimin aktivitesini olgmekte
kullaniimaktadir  (Sun 1996). Bunun ig¢in enzim kaynaginin 3 ml’sine, fosfat
tamponu (50 mM , pH 7.0) igerisinde hazirlanmig 10 mM L-DOPA ¢oOzeltisinden
0.3 ml eklendi. Kor tupunde test tuplerinden farkli olarak kaynatilarak inaktive

edilmis enzim kayna@i kullanildi. Tepkime ve kor tipleri 28’C’de 15 dakika inkiibe
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edildi ve spektrofotometrede (SHIMADZU® UV-1700 PharmaSpec) 475 nm dalga
boyundaki absorbans artigi okundu. Elde edilen deney sonuglari enzim aktivitesi
acisindan deg@erlendirildi ve bu degerlendirmede enzim aktivitesi hesaplandi. Bir
unit enzim aktivitesi deney kosullarinda 15 dakikada absorbans miktarinda 0.001

artisa neden olan enzim miktari olarak tanimlandi.

3.4. Kiiltiirlerde Uremenin Olgiilmesi

Kultirlerde ureme miktari hucre kitlesindeki kuru agirlik cinsinden hesaplandi. Bu

igslem filtrasyon yontemiyle gerceklestirildi.
3.5. Enzim Uretimine Etki Eden Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

Enzim Uretimi agisindan secilen potent susun tirosinaz Uretimini optimize etmek

icin cesitli fizyolojik kosullarin enzim Uretimi Gzerine etkileri arastirildi.

3.5.1. Calkalamal ve statik inkiibasyon sartlarinin tirosinaz sentezine
etkisinin arastiriimasi

Calkalamali ve statik inkibasyon kosullarinin tirosinaz dretimine etkisinin
saptanmasi icin, temel besiyerlerine F. trogii iki paralel grup olacak sekilde ekildi.
Birinci grup drnekler 150 rpm dongusel ¢alkalama hizina sahip inkibatorde (Braun

certomat®), diger grup statik kosulda 30 °C’'de, 10 gun Uretildiler. Bu sure

sonunda tirosinaz aktivitesi ve ureme miktari saptandi.

3.5.2. Calkalamal inkiibasyonda c¢alkalama hizinin tirosinaz sentezine
etkisinin arastiriimasi

Calkalamali inkibasyonda calkalama hizinin enzim Uretimi Uzerine ne gibi bir
etkide bulundugunu incelemek amaciyla hazirlanan Vogel besiyerlerine, F. trogii
ekimi yapildi. Kaltarler 30 °C’de, 10 gun sureyle 4 farkli hizda (r.p.m 100, 150, 200,

250) inkubasyona tabi tutuldu ve inklibasyon sonunda tirosinaz aktivitesi ve ureme

miktari saptandi.

3.5.3. Tirosinaz sentezine inkiibasyon siiresinin etkisi

Calismada kullanilan temel besiyerlerine F. trogii ekildi. 30 °C'de, 200 rpm’
calkalamali inkUbatorde uremeye terkedildi. 2-12 gunler arasinda olmak tzere her

24 saatte bir tirosinaz aktivitesi ve Ureme miktari belirlendi.
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3.5.4. Tirosinaz sentezi i¢in uygun sicakhgin arastiriimasi

Yapilan calismalarda uygun inkubasyon sicakligini bulmak icin temel besiyeri
ortamina F. trogii ekildi. Kultarler 25, 30, 35, 40 ° C’lere ayarlanmig inkubatorlerde
200 rpm hizinda calkalamali olarak 7 giin tiremeye terk edildi. inkiibasyon sonrasi

ureme, tirosinaz aktivitesi ve ireme miktari saptandi.

3.5.5. Tirosinaz sentezi i¢gin uygun pH degerinin arastiriimasi

Enzim sentezlerine pH degerinin etkinligini incelemek igin, 0,1N HCI ve 0,1N
NaOH ile pH 3 ile 9 arasinda farkl olarak hazirlanan temel besiyerlerine F. trogii
ekildi. Ortamlar 30 °C’de, 200 rpm calkalamali hizina ayarlanmis inklbatérde 7

glin uretildiler. inkiibasyon sonrasi ireme ve tirosinaz aktivitesi belirlendi.

3.5.6. Ureme ortamina ilave edilen azot kaynaklarinin tirosinaz enzimi
tretimine etkisi

Tirosinaz sentezi ile besiyerindeki en uygun azot kaynagi arasindaki iligkiyi
belirlemek amaciyla, temel besiyerinde azot kaynagi olarak kullanilan NH4NO3
yerine NaNOg3, (NH4),SO4, pepton ve maya Ozutu iceren besiyerleri hazirlandi ve
besiyerlerin pH’s1 5’e ayarlandi. Hazirlanan besiyerlerine secilen potent susun
ekimi yapildi. Kdultirler daha sonra 30 °C’de, 200 rpm’de 7 gun sureyle
inkiibasyona kaldiriidilar. inkiibasyon sonunda kiltir ortamlarinda tirosinaz

aktivitesi ve Ureme miktari 6l¢uldu.

3.5.7. Ureme ortaminda NaNO; miktarinin, tirosinaz enzim liretimine etkisi

Tirosinaz verimi agisindan en uygun azot kaynagl olarak saptanan NaNOj3'in
organizma agisindan uygun yogunlugunu belirlemek igin, farkh miktarlarda (g/L O,
0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1) NaNOgsiceren 7 besiyeri hazirlandi ve besiyerleri pH’si 5’e
ayarlandi. Hazirlanan besiyerlerine F. trogii ekimi yapildi. Kultirler daha sonra
30°C’de, 200 rpm’de 7 giin slireyle inkiibasyona kaldirildilar. inkiibasyon sonunda

kultar ortamlarinda tirosinaz aktivitesi ve ureme miktari 6lgulda.
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3.5.8. Ureme ortamina ilave edilen karbon kaynaklarinin tirosinaz enzim
uretimine etkisi

Mikroorganizmanin tirosinaz sentezi igin uygun karbon kaynagini belirlemek
amaciyla degisik karbon kaynaklari (Ksiloz, Glukoz, Sakkaroz, Fruktoz, Maltoz,
Laktoz, Rafinoz, Nisasta ) iceren besiyerleri hazirlandi. Ancak temel alinan
modifiye Vogel minimal sivi besiyerinden farkl olarak, bu besiyerlerinde onceki
calismalarda optimize edilen miktarlarda azot kaynagdi (NaNO3 ) kullanildi. Ayrica,
besiyerine glukoz yerine denenecek karbon kaynaklari, glukozla ayni miktarda (10
g/L) olmak kosuluyla eklendi ve besiyerlerin pH’si 5 olarak ayarlandi. Hazirlanan
besiyerlerine segilen F. trogii ekimi yapildi. Kiltirler daha sonra 30 °C’de, 200
rom'de 7 giin sireyle inkiibasyona kaldirildilar. inkiibasyon sonunda kiiltir

ortamlarinda tirosinaz aktivitesi ve ureme miktari olgulda.

3.5.9. Ureme ortaminda yer alan glukoz miktarinin, tirosinaz enzim iretimine
etkisi

Tirosinaz verimi agisindan en uygun karbon kaynagi olarak saptanan glukoz’un,
enzim Uretimi acgisindan uygun yogunlugunu belirlemek igin farkli miktarlarda ( g/L
olarak: 0, 10, 15, 20, 25, 30 ) glukoz iceren 6 besiyeri hazirlandi ve besiyerlerin
pH’si 5 olarak ayarlandi. Ancak, temel alinan modifiye Vogel minimal sivi
besiyerinden farkl olarak, bu besiyerlerinde dnceki ¢alismalarda optimize edilen
miktarda azot kaynagi (NaNO3) bulunmaktadir. EKim sonrasi kultarler 30 °C’de,
200 rpm’de 7 giin sireyle inkiibasyona kaldirlidi. inkiibasyon sonunda kiiltir

ortamlarinda tirosinaz aktivitesi olguldu.

3.5.10. Ureme ortamina farkh karbon-azot oranlarinin tirosinaz enzim
uretimine etkisi

Tirosinaz verimi agisindan en uygun karbon azot oranini saptamak amaciyla farkh
Glukoz-NaNO3 (g/g 5:1, 5:2, 10:1, 10:2, 20:1, 20:2) oranlari igeren 6 besiyeri
hazirlandi ve besiyerlerin pH’si 5’e ayarlandi. Ekim sonrasi kilttrler 30 °C’de, 200
rom'de 7 gin slreyle inkiibasyona kaldirlidi. inkiibasyon sonunda kultir

ortamlarinda tirosinaz aktivitesi ve Greme miktari dl¢uldu.
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3.5.11. Baslangi¢ kosullan ile optimize edilmis kosullarin tirosinaz uretimi
acisindan karsilastiriimasi

Tirosinaz verimi agisindan optimize edilmis besiyeri hazirlandi. Ancak, temel
alinan Vogel minimal sivi besiyerinden farkli olarak, karbon ve azot kaynaklari
optmize kosullara gore eklendi ve besiyeri pH’si 5’e ayarlandi. Ekim yapildiktan
sonra besiyeri 30°C’de, 200 rpm’'de 7 giin inkiibasyona kaldirildi. inkiibasyon
sonunda optimize kualtur ortaminda tirosinaz aktivitesi Olguldu ve optimize
edilmemis temel Vogel minimal sivi besiyerinde uretilen potent susun Urettigi

tirosinaz enzimi aktivitesi ile karsilastirildi.

3.6. Tirosinaz Enziminin Dayaniklilig

Optimizasyon c¢alismalari sonucunda elde edilen modifiye besiyerine F. trogii ekimi
yapildilktan sonra, kiiltirler 7 gin sireyle inkiibasyona terkedildi. inkiibasyon
sonunda kultar 6nce tulbentten sonra Wattman No:1 kagidi kullanarak suzuldu ve

elde dilen filtrat enzim kaynagi olarak dayanikhlik galismalari igin kullanildi.

3.6.1. Kaba Enzimin sicakhk dayaniklihginin arastiriimasi

Tirosinaz enziminin sicakhk dayanikhihd@ 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 75°C’lerde
caligildi. Kaba enzim belirtilen sicaklik derecelerinde 1 saat tutuldu. Daha sonra bu
farkli sicakliklarda tutulan enzimlerin aktiviteleri saptandi. Enzim aktiviteleri bagil

aktivite (%) olarak hesaplandi.

3.6.2. Kaba Enzimin pH dayaniklihginin arastiriimasi

Tirosinaz enziminin pH dayaniklihginin belirlenmesi amaciyla 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 pH
deg@erleri calisildi. Kaba enzim belirtilen pH degerlerinde oda isisinda 1 saat
tutuldu. Daha sonra bu farkli pH degerlerindeki kaba enzimlerin aktiviteleri

saptandi. Enzim aktiviteleri bagil aktivite (%) olarak hesaplandi.

3.6.3. Kaba Enzimin gunlere gore aktivite dayanikliliginin aragtiriimasi

Gunlere gore Kaba enzimin aktivite dayanikhliginin saptanmasi amaciyla,
-20°C’de dondurularak 24 saat boyunca saklanan ve daha sonra oda isisinda
¢oOzulen kaba enzim, 25 gun boyunca gun asiri aktivite olgumleri yapildi. Daha

sonra kaba enzim 25. gunden itibaren 100. gune kadar (75 gun) -20°C’de
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saklandi. 100. gunde dondurulmusg kaba enzim oda sicakhdinda c¢ozuldukten

sonra aktivite dlgumu yapildi.

3.7. immobilizasyon Galismasi

3.7.1. Bentonit hazirlamasi

Enzim tutuklamasi igin literatir taramasi ile daha once tirosinaz tutuklanmasi igin
kullanilmamig bir matriks olan bentonit kullanildi. Sdlfurik asitte karistirildiktan
sonra distile suyla yikanan Bentonit, 30 °C’de, 5 saat slreyle kurutulmaya birakildi
(Yesiloglu 2004).

3.7.2. Tirosinaz enzimin tutuklanmasi

Optimize kosullarda ve Bolim 3.6’da anlatilan sekilde elde edilen kaba enzim,
enzim kaynagi olarak tutuklama galismalarinda kullanildi. 1 g Bentonit 5 ml distile
suda suspansiyon haline getirildi ve bu suspansiyona 3ml enzim kaynagi eklendi.

Bu sUspansiyon-enzim karigimi 15 dakika boyunca karigtirildi.

3.7.3. Kiltuirlerde hiicre-disi protein miktarlarinin dlgimii

Kulturlerde uremeye kosut olarak sentezlenen hucre-digi protein miktarlari Lowry
(Lowry 1951) tarafindan o6nerilen yontem ile olclldi. Bu yontem ile yapilan
spektrofotometrik 6lgimlerde okunan absorbans degerlerine esdeger protein
miktarlari bovin serum albumin kullanilarak yapilan standart egriden hesaplandi
(Sekil 3.2).

3.7.4. Tutuklanan enzimin aktivitesinin ol¢limu

Enzim-Bentonit suspansiyonu once tulbent sonra Wattman no:1 kagidi kullanarak
suzildu. Enzim aktivitesi Bolum 3.3.2°’de anlatildigi gibi olguldu. Tepkime tupune
enzim kaynag yerine 1 g tutuklu enzim eklendi ve fosfat tamponu (50 mM, pH:7)
kullanarak toplam hacim 3 ml'ye tamamlandi. Tepkime tupu sicak su banyosunda

28°C’de 15 dakika boyunca inkube edildikten sonra enzim aktivitesi dlguldu.
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Sekil 3.2. Lowry protein tayin metodu standart egrisi

3.7.5. Tutuklanan enzimin aktivitesinin dayanikliligi saptanmasi

Bentonit Uzerine tutuklanan tirosinaz enzimi, dondurularak/cézilerek -20°C’de
saklandi. Oda sicakhdinda c¢ozilen tutuklu enzimin aktivitesi 24 saatlik dlgimler

seklinde 20 gun boyunca yapildi.

3.7.6. Tutuklanan enzimin tekrarli kullanimindaki aktivitesinin incelenmesi

Tutuklu tirosinaz enzimi ayni sartlar altinda her aktivite oOlcumu ardindan
suzllerek, sivi fazdan ayristirildi ve distile su ile yikandiktan sonra tekrar

reaksiyon ortamina eklenerek kullanildi. Bu sekilde sekiz tekrar yapildi.
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4. SONUGLAR

4.1. Uygun Mikroorganizmanin Seg¢imi

Taranan funguslarda, tirosinaz aktivitesi F. trogii, A. niger ve T. versicolor ‘da
rastlanmaktadir (Cizelge 4.1). Tirosinaz aktivitesi bulunan funguslarin tirosinaz
aktiviteleri ve Ureme miktarlari saptandi. En yuksek tirosinaz aktivitesi gosteren F.
trogii olarak bulundu ($ekil 4.1). Kullanilan mikroorganizmalarin tirosinaz Uretim
ortamlarinda Ureme miktarlari dl¢ildigunde ise A. niger’in diger funguslardan ¢ok
daha ylUksek oranda Uredigi tespit edildi (Sekil 4.2). galismalarda kullanilan
funguslar arasinda yuksek tirosinaz aktivitesi gosteren F. trogii ilerideki ¢alismalar

icin kaynak olarak secildi.

Cizelge 4.1. Funguslarin tirosinaz aktivitesi
-Uretimler 30°C’de 140 rpm c¢alkalama hizina ayarlanmig inkiibatérde 10 giinde
gerceklestirildi. (+) degerler renk degisimi kriterine gére saptandi. Ayni tirin c¢oklu

kiiltiirleri arasindan tesdlifi segilen stoklardan yapilmigtir.

Mikroorganizma Tirosinaz aktivitesi
G. fujikuroi -
R. stolonifer -
R. arrhizus -
T. versicolor +

P. sajor-caju -

P. chrysosporium -

P. eryngii -
A. niger +
F. trogii +
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Sekil 4.1. Funguslarin tirosinaz aktivitesi
-Deneyler 30 °C'de, 140 rpm’de 10 glin inkibasyonla gerceklestirildi.

Degerler 3

calismanin ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.2. Funguslarin tremesi
-Deneyler 30 °C’de, 140 rpm’de 10 glin inklbasyonla gercgeklestirildi.

Degerler 3

calismanin ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

37



4.2. Ureme Ortaminda Ureme Ve Tirosinaz Aktivitesini Etkileyen Uygun
Fizyolojik Kosullarin Saptanmasi

4.2.1. Calkalamali ve statik inkiibasyon kosullarinin liremeye ve tirosinaz
sentezine etkisi

Tirosinaz sentezi ve Ureme uzerine statik ve calkalamali inkibasyonun etkisini
belirlemek igin Boélim 3.5.1°de anlatildigi gibi yapilan deneylerde, tirosinaz
uretiminin galkalamali inkiibasyon kosulunda daha ylksek oldugu saptandi. Ayrica
calkalamali inkibasyon kosullarinda Uremenin statik kosullardan daha yuksek
oldugu da go6zlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Cakalamali ve statik inkibasyon kosullarinin tirosinaz sentezine etkisi
-Deneyler 30 °C’de, statik ya da 140 rom’de 10 giin inkiibasyonla gerceklegtirildi. Degerler

3 ¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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4.2.2. Tirosinaz uiretimine etkili uygun ¢alkalama hizi

Segilen mikroorganizmanin (F. trogii) tirosinaz uretimi igin optimum calkalama
hizini belirlemek amaciyla, gerceklestirilien deneylerde, en yuksek aktivite ve

ureme, 200 rpm hizinda galkalamali inkibasyonda gozlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Calkalama hizinin Tirosinaz Uretimine etkisi
-Deneyler 30 °C’de, 100, 150, 200, 250 rom’de 10 glin inkiibasyonla gerceklestirildi. Degerler 3

calismanin ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

4.2.3. Tirosinaz liretimine etkili uygun inkiibasyon siiresi

Temel besiyerine ekilen ve 30° C’de 200 rpm calkalamali inkibatére 2-12 gln
uretilen F. trogii kaltlrlerinde tirosinaz aktivitesi ve Ureme saptandi. Sonuglara
gore en yuksek tirosinaz aktivitesi 7. gunde bulundu .(Sekil 4.5). 10. gunde ise

uremenin yuksek oldugu saptandi.
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Sekil 4.5. Tirosinaz Uretimi icin uygun inkiibasyon suresinin

Deneyler 30°C’de, 200 rom’de 12 giin inkiibasyonla gergeklestirildi. Degerler 3 galismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki ¢ubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

4.2.4. Tirosinaz uretimi i¢in uygun inkiibasyon sicakligi

Inklibasyon sicakliginin tirosinaz Uretimine etkisini belilemek amaciyla F. trogii

25, 30, 35, 40° C’ lerde uretildi. Elde edilen sonuglara goére 30° C’nin tirosinaz

uretimi igin en uygun sicaklik oldugu ayrica bu sicakligin Greme igin de optimum
sicaklik oldugu bulundu (Sekil 4.6).

4.2.5. Tirosinaz uretimi i¢in uygun pH degeri

F. trogii tirosinaz uretimi i¢cin uygun pH degerinin tespiti amaciyla, 3 ile 9 arasinda

farkli pH ayarlari yapilarak hazirlanan besiyerlerine ekim yapildi ve 30°C’de 200

rpm cgalkalamali inkUbatorde 7 gun Uretildi. Sekil 4.7°de goruldigu gibi tirosinaz

sentezi yanisira ureme iginde optimum pH degerinin 5 oldugu belirlendi. F. trogii
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kultar ortaminda tirosinaz aktivitesi ve diferansiyel sentez hizi ayrica saptandi

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. Tirosinaz Uretimi igin uygun inkiibasyon sicakhgi

-Deneyler 25, 30, 35 ve 40 °C’de, 200 rpom’de 7 giin

inktibasyonla gergeklegtirildi.

Degerler 3 c¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki c¢ubuklar standart sapmayi
tanimlamaktadir.
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Sekil 4.7. Tirosinaz dretimi ve fungus dremesi igin uygun pH degeri

-Besiyeri pH’lari 3,4,5,6,7,8,9 olarak ayarlandi ve ekim yapildiktan sonra 30 °C’de, 200

rom’de 7 gin inkiibasyona kaldirildi. Dederler 3 ¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki

cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.8. Tirosinaz Uretimi icin uygun pH degeri
-Besiyeri pH'lar1 3,4,5,6,7,8,9 olarak ayarlandi ve ekim yapildiktan sonra 30 °C’de, 200
rom’de 7 gin inkiibasyona kaldirildi. Degerler 3 ¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki

¢cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

4.2.6. Tirosinaz uretimine etkili azot kaynagi

Tirosinaz uretimine farkh azot kaynaklarinin etkisini incelemek igin, besiyerine
NaNO3s, (NH,4).SO4, pepton ve maya 6zutu ilave edildi ve Uretim gercgeklestirildi.
Elde edilen sonuglara gére NaNOg; iceren ortamda en ylksek tirosinaz Uretimi
gerceklestirildi (Sekil 4.9).

4.2.7. Tirosinaz liretimi i¢cin uygun NaNO; konsantrasyonu

Bolum 4.2.6’daki deneyler sonucunda, F. trogii tirosinaz uretimi igin en uygun azot
kaynagi oldugu belirlenen NaNOj3, besiyerine farkli konsantrasyonlarda eklenmis
ve en yuksek enzim Uretiminin hangi konsantrasyonda elde edilecegdi belirlenmigtir.
Sekil 4.10’da goruldugu gibi tirosinaz sentezi yanisira Ureme iginde optimum
NaNOj; konsantrasyonunun 2 g/L oldugu belirlendi. Kultir ortaminda tirosinaz

aktivitesi ve diferansiyel sentez hizi ayrica saptandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.9. Tirosinaz Uretimi igin uygun azot kaynagi
-Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 glin inklibasyonla gerceklestirildi. Degerler 3 ¢alismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.10. Tirosinaz Uretimi ve F. trogii iremesine etkili NaNO3 konsantrasyonu
Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 glin inkiibasyonla gergeklegtirildi. Degerler 3 ¢alismanin
ortalamasi olup, sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.11. Farkh konsantrasyonlarda NaNO3 iceren ortamlarda tirosinaz aktivitesi

ve diferansiyel sentez hizi

-Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 glin inklibasyonla gerceklestirildi. Degerler 3 ¢alismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

4.2.8. Tirosinaz uiretimine etkili uygun karbon kaynag

Tirosinaz Uretimi icin uygun karbon kaynagini belirlemek amaciyla farkli karbon
kaynaklari (Ksiloz, Glukoz, Sakkaroz, Fruktoz, Maltoz, Laktoz, Rafinoz, Nisasta)

denendi. Gerek Ureme ve gerekse enzim sentezi Glukoz igeren ortamda diger

kaynaklara kiyasla daha yiksek olarak saptandi (Sekil 4.12).

44



0,25 100

- 90
0,2 80 E
_ - 70 =)
E 0,15 60 %
S 2
a - 50 'S
2 £
& 01 40 g
° L
2 30 £
2005 -2 g
- 10
0 - 0
mmm Ureme (gr/100ml)
== Enzim aktivitesi
Karbon Kaynaklari (U/ml)

Sekil 4.12. Tirosinaz Uretimi i¢in uygun karbon kaynagi
Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 giin inkiibasyonla gercgeklestirildi. Degerler 3 ¢alismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

4.2.9. Tirosinaz uretimi i¢in uygun glukoz konsantrasyonu

Funalia trogii tirosinaz’inin Uretimi i¢cin en uygun karbon kaynagi olarak belirlenen
glukozun, yuksek enzim verimini hangi konsantrasyonda gosterecegini belirlemek
uzere, glukozun degisik konsantrasyonlari (0, 10, 15, 20 , 25, 30 ) g/L olarak
denendi. Sekil 4.13’te goruldugu gibi tirosinaz sentezi yanisira dreme iginde
optimum Glukoz konsantrasyonunun 10 g/L oldugu belirlendi. Kiltir ortaminda

tirosinaz aktivitesi ve diferansiyel sentez hizi ayrica saptandi (Sekil 4.14).

4.2.10. Tirosinaz verimi agisindan en uygun karbon azot oraninin saptanmasi

F. trogii fungusunun tirosinaz dretimi i¢in en uygun karbon-azot oranini belirlemek
uzere yapilan deneylerde en yuksek tirosinaz aktivitesi (104.5 U/ml), Karbon-Azot
orani 5 olan kulturde gozlenmistir (Sekil 4.15). Sekil 4.16'ta goruldugu gibi en

yuksek F. trogii iremesi Karbon-Azot orani 20:2 olan kulturde saptandi.
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Sekil 4.13. Tirosinaz Uretimi ve F. trogii Gremesine etkili Glukoz konsantrasyonu
-Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 glin inklibasyonla gerceklestirildi. Degerler 3 ¢alismanin
ortalamasi olup, sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda Glukoz igeren ortamlarda tirosinaz aktivitesi
ve diferansiyel sentez hizi

-Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 glin inklibasyonla gerceklestirildi. Degerler 3 ¢alismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.15. Farkl oranlarda karbon ve azot iceren ortamlarda tirosinaz aktivitesi

diferensiyal sentez hizi

-Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 giin inkiibasyonla gergeklegtirildi. Degerler 3 ¢alismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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Sekil 4.16. Tirosinaz Uretimi ve F. trogii Gremesine etkili farkli karbon ve azot

oranlari

-Deneyler 30 °C’de, 200 rom’de 7 giin inkiibasyonla gerceklestirildi. Degerler 3 ¢alismanin

ortalamasi olup, sekillerdeki cubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.,
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4.2.11. Baslangi¢ uretim ile optimize edilmis kosullarin karsilastiriimasi

Bolim 3.5’e godre hazirlanan Vogel besiyeri daha sonra Uretim kosullarinin
optimizasyonu amaciyla igerik yéninden modifiye edilmistir (Bkz 3.5). Uretim
kosullari optimize edilmemis Vogel besiyeri ile modifiye kosullarda hazirlanan
besiyerinde Ureme ve enzim Uretimi karsilagtinimigtir. Bu durumda enzim
dretiminin ve deferansiyel sentez hizinin artti§i saptanmaktadir (Sekil 4.17).
Uremenin ise daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Baslangig Uretim ile optimize edilmis kosullarinda enzim Uretimi ve
diferansiyel sentez hizinin karsilastiriimasi

Degerler 3 c¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki c¢ubuklar standart sapmayi
tanimlamaktadir.
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Sekil 4.18. Baslangi¢ Uretim ile optimize edilmis kosullarinda enzim tretimi ve
uremenin karsilagtiriimasi

Degerler 3 c¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki c¢ubuklar standart sapmayi
tanimlamaktadir.
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4.3. Tirosinaz Enziminin Dayaniklihgi

4.3.1. Kaba enzimin farkl sicakhklardaki dayaniklihgi

Enzimin farkli sicakliklarda dayanikliiginin belirlenmesi amaciyla, kaba enzim
Bolum 3.6.1°de anlatilan sekilde 20-75°C’ler arasinda degisen sicakliklarda 1 saat
on inkubasyona tutuldu ve enzim aktiviteleri olguldu. Bagil aktivite olarak
hesaplanan enzim aktiviteleri incelendiginde, 20-60°C’ler arasindaki sicakliklarda

enzim aktivitesinin buylk ¢ogunlukla korundugu 70°C’de ise dusus oldugu tespit
edildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Tirosinaz enziminin farkl sicakliklarda dayanikhligi
-Béliim 3.6.1'de anlatildigi sekilde tirosinaz enzimi farkli sicakliklarda 1 saat 6n
inklibasyona tutuldu ve enzim aktivitesi tayin edildi. Degerler 3 ¢alismanin ortalamasi
olup, sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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4.3.2. Kaba enzimin farkh pH’lardaki dayanikliligi

Enzimin farkl pH’lardaki dayaniklliginin belirlenmesi amaciyla, kaba enzim Bolium
3.6.2'de anlatilan sekilde oda sicakliginda farkh pH’larda 1 saat 6n inkiibasyona
tutuldu ve enzim aktiviteleri dlglldl. Sekil 4.20.a ve 4.20.b’de goéruldugu gibi
aktivitede pH= 3,5-5 arasi benzer degerde aktivite saptanmis bu deger pH=6’da
%20 civarinda olacak sekilde azalmistir. pH= 7’den itibaren ise aktivite ¢ok

dugsmektedir. pH= 3.5 Oncesinde ise her hangi bir aktivite degeri olgulmemigtir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Tirosinaz enziminin pH dayanikhligi

-Béliim 3.6.2°de anlatildigi sekilde tirosinaz enzimi farkll pH’larda 1 saat 6n inkiibasyona

tutuldu ve enzim aktivitesi tayin edildi. Degerler 3 ¢alismanin ortalamasi olup, sekillerdeki
¢ubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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4.3.3. Kaba enzimin glinlere gore aktivite dayanikliligi

Optimize kosullarda elde edilen tirosinaz enziminin aktivitesinin dayaniklihigini
saptamak amaciyla yapilan deneylerde, 30 gin boyunca Bo&lim 3.5.13te
anlatildigi gibi yapilan oOlgumler sonucunda, enzim aktivitesinin 7. gune kadar
yatay bir sekilde seyrettigi gozlendi daha sonra yaklagik %20’lik bir dusugle 21.
gune kadar aktiviteler tespit edildi. 22. gunden itibaren hizli bir disus gozlendi ve
25. glinde %60’lik bir aktivite kayb1 gézlendi. Daha sonra 25-100 gun arasinda (75

gln) donmus sekilde saklanan o6rnekte bu slre sonunda hi¢ aktivite kaybi
gozlenmedi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Tirosinaz enzimi aktivite dayaniklihgi
-Degerler 24 saatlik biglimlerle elde edildi. Degerler 3 ¢alismanin ortalamasi olarak
verilmistir. sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.

4.4. Bentonite tutuklu tirosinaz enzimi bulgulari
Kaba enzimin tutuklama oncesi Lowry protein tayin metoduna goére total protein
icerigi 109.7 mg/ml olarak tayin edildi. Tutuklama sonrasi bentonit uzalastirildiktan

sonra kalan kisimda tekrar protein tayini yapildi. Bu ikinci tayin sonucu protein
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icerigi 65,9 mg/ml olarak saptandi. Bu bulgu kaba enzim ekstresinde mevcut
proteinin  (109,7 mg/ml) %39,93’Unun tutuklandigini gdstermektedir. Tutuklu

enzimin aktivitesi 63,2 U/ml olarak hesaplandi.

4.4.1. Tutuklu tirosinaz enziminin dayaniklilik galigmalari

4.4.1.1. Tutuklu tirosinaz’in glinlere gore aktivite dayanikhligi

Bolum 3.7.4te anlatilan sekilde tutuklanan tirosinaz enzimi,
dondurularak/¢cozulerek - 20° C'de saklandi. Oda sicakhdinda ¢ozulen tutuklu
enzimin aktivitesi 24 saatlik olgumler seklinde yapildi. 8. gine kadar enzim

aktivitesi yatay bir sekilde seyrederken, 9. gunden itibaren hizli bir aktivite dugugu

saptandi. 17. giinden itibaren enzim aktivitesi saptanamadi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Tutuklu tirosinaz’'in glnlere gore aktivite dayaniklihgi
-Degerler 24 saatlik blgclimlerle elde edildi. Degerler 3 ¢alismanin ortalamasi olarak

verilmistir sekillerdeki gubuklar standart sapmayi tanimlamaktadir.
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4.4.1.2. Tutuklu tirosinaz’in tekrarl kullanimindaki aktivite dayaniklihg:

Bentonit Uzerine tutuklanan tirosinaz enziminin tekrarli kullnimindaki dayanikhligini

saptmak amaciyla yapilan deneylerde 8. tekrardan sonra enzim aktivitesi
saptanamadi. (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Tutuklu tirosinaz’'in tekrarl kullanimindaki dayanikhligi

-Degerler 3 c¢alismanin ortalamasi olarak verilmistir. Sekillerdeki ¢ubuklar standart
sapmayi tanimlamaktadir.
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5. TARTISMA

Polifenol oksidaz grubundan olan, Tirosinaz enzimi, dogada yaygin olarak cesitli
organizmalar ve mikroorganizmalarda yer almaktadir. Stbstrat 6zgulligu bulunan
ve reaksiyonlarin sonunda ortaya c¢ikan aktif grublar bu enzimin; fenolik
biyosensorler, L-Dopa uretimi ve fenolik kirleticilerin giderimi gibi ¢esitli alanlarda

kullanimi 6nem kazanmigtir (Fairhead and Thony-Meyer 2012).

Tirosinaz enziminin raf dmrand uzatmak ve aktivitesini arttirmak amaci guden
calismalar farkli kaynaklardan elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak devam
ettirilmektedir; Bu calismalarda farkli fungal, bitkisel veya bakteriyel kaynaklardan
elde edilen enzim kullanilagelmektedir. Yapilan galismalarda yuksek aktivite ve
dayanikhlik gibi 6zelliklerin yanisira, Uretim maliyeti ve hizli eldesi yontemleri
Uzerinde c¢alismalar da yapilmaktadir. Son yillarda her ne kadar bakteriyel
kaynaklar Uzerinde calismalar yapildiysa da, ticari olarak 6zellikle fungal kaynakh
tirosinaz enzimi hentiz énemini korumaktadir (Halaouli et al. 2006). Bakteriyel
kaynakli tirosinaz enzimi Uzerinde vyapilan c¢alismalarin uzun yillar 6nce
baslamistir. Ornegin Streptomyces grubuna ait bazi tlrlerden, elde edilen
tirosinaz, L-tirosinin melanin’e dontismesinden sorumlu olmaktadir (Skinner 1938).
Bakteriyel kaynakl tirosinaz enziminin ozellikleri Uzerinde yapilan galismalari bu
kaynaklardan elde edilenlerin fungal kaynakli enzimler kadar ylksek aktivite veya

dayaniklihga sahip olmadiklarini gostermektedir.

Fairhead ve arkadaslarn (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada tirosinaz
sentezinin yanisira, ayni kaynakta proteolitik aktivitesi olan enzimlerin de
uretildigini bunun da, tirosinaz’'in aktivite kaybina yol acgtigini gostermektedir
(Fairhead and Thony-Meyer 2010); Halen devam eden arastirmalar fungal
kaynakli tirosinaz enziminin, uzun raf émrd, hizh ve dusik maliyetli eldesi gibi

konularda yogunlagsmaktadir (Seo et al. 2003; Halaouli et al. 2006; Flurkey 2008).

En iyi karakterize edilen tirosinaz enzimi Agaricus bisporus ve Neurospora crassa
funguslarindan Uretilmigtir (Lerch 1983; Robb 1984). Gunumuzde ticari olarak
satisa sunulan yuUksek aktiviteli tirosinaz enzimi, Agaricus bisporus turinden

kimyasal yontemler kullanarak elde edilir. A. bisporusdan elde edilen enzim
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memeli hucrelerin sentezledigi tirosinaza yuksek benzerlik gosterdiginden o6zellikle
melanogenesis calismalarinda model olarak kullanilmaktadir (Chang 2009).
Fungal enzimlerin genis kullanim yelpazesi ¢evre sorunlari ve gida endustrisini de
kapsar, Ornedin cay yapraklarinin fermentasyon slrecinde sik kullanilan
enzimlerden birisi fungal kaynakli tirosinaz enzimidir (Halaouli et al. 2005).
Karakterize edilen fungal tirosinazlar genellikle hiicre-igi enzimlerdir. ilk hiicre-digi
tirosinaz enzimi filamentoz bir fungus turu olan Trichoderma reesei turunden elde
edilmistir (Selinheimo et al. 2006).

Calismamizda kullanilan filamentéz formda olan funguslar icinde hicre-digi
tirosinaz aktivitesi bulunan A. niger, T. versicolor ve F. trogii funguslari arasinda
en verimli tdrin F. trogii (Maksimum tirosinaz aktivitesi: 55 U/ml) oldugu saptandi
(Sekil 4.1). Organizma Uzerine toksik etki gostermesi s6z konusu aromatik yapida
fenolik bilesiklerin hlicre-disi ortamlarda tirosinaz gibi fenol oksidazlarla okside
edilerek toksik etkilerinin giderilmesi s6z konusu oldugundan, bu grup enzimlerin
lokalizasyon bakimindan hudcre-digi olmasi beklenen bir 6zelliktir (Apohan and
Yesilada 2005).

Calismamizda F. trogii’nin tirosinaz veriminin ¢alkalamali inkiibasyon kosullarinda,
statik kosullara kiyasla daha yuksek oldugu goézlendi (Sekil 4.3). Beyaz curikgul
funguslar aerobik karakter tasir ayrica fenol oksidaz grubu enzimlerin aktivitesi
icin oksijen gerektirir. Calkalamali inkibasyon, oksijenlenme, besiyerinin homojen
dagihminin artisina neden olmaktadir (Moreira et al. 1998; Vasconcelos et al.
2000). Calismamizda statik inkibasyon kosullarinda F. trogii'nin oldukca yavas ve
kultur yUzeyinde bir tabaka olusturarak uredigi gozlendi. Buna karsilik ¢calkalamali
kosullarda inktbe edilen mikroorganizma, ¢alkalama sureciyle saglanan ajitasyona
bagli olarak, hizli ve besiyeri icinde migelyum peletleri halinde Uremektedir.
Tirosinaz sekonder bir metabolit oldugundan Ureme safhasininin duraksama
fazinda Uretimi maksimuma ulasir (Park et al. 2008). inkiibasyondaki ¢alkalama
surecine bagh olarak Uremenin hizli olmasi, mikroorganizmanin, sekonder
metabolizma igin gerekli Ureme konumuna daha kisa slrede ulasmasina
dolayisiyla tirosinaz sentezinin artmasina yol agabilecek bir sonu¢ dogurabilir.
Yapilan deneyler sonucunda 200 rpm hizinda ¢alkalamali inkibasyon kosullarinda
yuksek tirosinaz verimine ulastigi goézlendi (66.4 U/ ml). 250 rpm hizinda ise

tirosinaz veriminin daha dusuk (42.6 U/ml) oldugu saptandi (Sekil 4.4).
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Arastiricilar yuksek calkalama hizinda yapilan inkibasyon sirasinda, uremede
olusan peletlerin parcalandigini ve proteolitik enzimlerin devreye girdigini
dolayisiyla sentezlenen proteinler ve enzimlerin parcalandigini belirtmektedirler
(Moreira et al. 1998; Wang et al. 2005). Benzer nedenlerin ¢alismamiz icinde
gegerli olabilecegi ileri surulebilir. Ancak galismamizda 250 rpm galkalama hizinda
uremenin daha dusuk olmasina bagh olarak enzim aktivitesi de dugsuk olarak

bulundugundan daha sonraki ¢alismalar 200 rpm’de surdUrdimustar.

inkiibasyon siiresinin tirosinaz enzimi sentezi lizerine etkisini saptamak amaciyla
yapilan deneylerde en yuksek enzim aktivitesi (61.9 U/ml) 7. gliinde saptandi.
Beyaz-gurukgul funguslarin sentezledigi polifenol oksidaz enzimleri ile ilgili yapilan
calismalarda inklibasyon slresi agisindan benzer sonuglar saptandigi
bildiriimektedir (Arora and Gill 2000).

Inkiibasyon sicakli§i ve tirosinaz sentezi arasindaki iligkiyi belilemek amaciyla
yaptigimiz galismada F. trogii i¢cin optimum Ureme sicakhigl olan 30 °C’nin ayni
zamanda maksimum tirosinaz sentezi (64 U/ml) icin de optimum bir sicaklik
oldugu goruldu (Sekil 4.6). Bu konuda yapilan bazi galismalarda verimli enzim
sentezi igin, optimum inkubasyon sicakligl 25-30 °C olarak rapor edilmektedir
(Thurston 1994; Pointing et al. 2000). 35 ve 40°C’de surdurtlen inkdbasyon
calismalarimizin sonucunda ise daha dusuk aktiviteler elde edilmektedir. Yuksek
inkiibasyon sicakligindan tirosinaz enziminin aktivitesinin dusustne, proteolitik
enzimlerin aktivite artis1 ve besi ortamindaki proteinlerin denatlirasyonunun neden
oldugu bazi arastiricilar tarafindan ileri surtlmektedir (Nyanhongo et al. 2002;
Birhanli and Yesilada 2010). Ancak bizim ¢alismamizda bu nedenlerden daha cok,
ureme igin 35 ve 40%lerin uygun olmadigi ve dogal olarak da enzim sentezinin

azaldigi gibi bir degerlendirmeye gitmek daha dogru olmaktadir.

Secilen potent mikroorganizmanin hangi ortam pH’sinda en yuksek verimde
tirosinaz Urettigini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde en ylksek tirosinaz
aktivitesi (72 U/ml) pH’si 5 olan érnekte tespit edildi. pH’si 3 olan kiltirde en
dusuk aktivite, pH’s1 8 olan drnekten itibaren ise tirosinaz aktivitesi tespit edilemedi
(Sekil 4.7). Kiltar ortami pH’si fungusun Uremesi dolayisiyla enzim sentezini
etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir. Beyaz-¢urikgil funguslarda, kalttr ortaminin

asidik pH’si, fenol oksidaz ve ligninolitik enzimlerin sentezini arttirmaktadir.

56



Trametes tlurlerinde optimum kultar ortami pH’s1 4.5 olarak bildirilmistir (Yup Jang
et al. 2002). Benzer bir ¢galismada ise F. trogii fungusundan elde edilen polifenol
oksidaz enzimleri igin optimum Kkultir ortami pH’si 4-5 olarak rapor edilmigtir.
Tavares ve arkadaslari, beyaz-curikg¢ll funguslar (zerinde vyaptiklari bir
calismada, pH 4-5 araliginin, fenol oksidaz enzimleri sentezi i¢cin uygun oldugunu
rapor etmislerdir (Tavares et al. 2006). pH 4 ve 5 disinda denenen pH’larda ise
daha dusuk aktivite saptandidi bildiriimektedir (Birhanli and Yesilada 2010). Bunun
iki nedeni olabilir: disuk pH’larda, ligninolitik ve fenol oksidaz enzimlerinin sentezi
inhibe olur ya da disuk pH’larda enzimlerin 3 boyutlu yapisi dedisime ugrar ve
bunun sonucunda  aktif bodlgelerin etkilenmesi ile biyokatalitik reaksiyon
gerceklesmez. Benzer olarak T. modesta’nin sentezledigi ligninolitik enzimlerin,
4.5 pH degerinin altindaki pH’larda, asidik proteazlara karsi hassas olduklar

saptanmistir (Jonsson et al. 1997; Nyanhongo et al. 2002).

Calismamizda orgnik azot kaynagi olarak pepton ve maya 6zltl, inorganik azot
kaynagi olarak NaNOj;, NHisNO3; ve (NH4)>SO4 kullanildi. Uygun azot kaynagi
belirlenmesi deneyi sonucunda her ne kadar, organik azot kaynaklari iceren besi
ortamindaki, fungus Uremesi yuksek tespit edilmisse de 7 gunlik inklibasyon
suresince tirosinaz enziminin aktivitesi olgulememigtir. Pepton ve maya 6zutinde
azot miktarinin yuksek olmasi yanisira diger nutrientlerin de bulunmasi dreme igin
uygun bir ortam olusturmakta ancak mikroorganizmanin stres enzimi olarak
tirosinaz enziminin Uretimi fazina gegis sulresinin daha uzun olmasina yol
agcmaktadir diger bir ifade ile enzim sekonder metabolit Grini oldugundan
uremeye devam eden fungus 7. ginde sekonder metabolizmaya girmemigstir
demektir. Bu durumda 7. glinden sonra aktivitenin dlgulmesi mumkuin olabilecekse
de uretimin uzamasi bir maliyet yaratacaktir. Bu ise istenmeyen bir husus olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Ayrica 7-gunluk standart dretim suresi disinda elde edilen
bir verinin kiyaslama igin uygun olacagini séylemekte mimkin degildir. inorganik
azot kaynaklari ilave edilen enzim Uretim ortamlari arasinda en yuksek aktivite
(81.9 U/ml) NaNOj; igeren kiltirde saptandi (Sekil 4.9). Beyaz-gurikgul
funguslarda tirosinaz enziminin sekonder bir metabolit oldugu bilinmektedir (Park
et al. 2008). Mikroorganizmanin sekonder metabolit Uretimi fazina gegisini
etkileyen 6nemli faktdrlerden birisi kltar ortami ve igerigidir. Ligninolitik enzimlerin

sentezi, kultur ortami azot kaynagi tart ve miktar ile iligkilidir; beyaz-¢urukgul
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funguslarda bu enzim gruplarinin Uremesi azot kaynaginin tukenmesi ile baslar
(Keyser et al. 1978). Ligninolitik enzimlerin sentezi igin azot kaynagi olarak pepton,
maya 0zutu, sodyumnitrat, amonyumnitrat ve ure sik kullanilan kaynaklar olarak
bildirilmigtir (Keyser et al. 1978). Ligninaz disindaki bazi enzimlerin sentezi
Uzerinde vyapilan c¢alismalara bakildiginda, laktaz dretimi icin yapilan bazi
calismalarda dretim ortamlarinda azot kaynagi olarak NaNOs kullanildigi
gorulmektedir (Ismail et al. 1997). Ayrica A. pullulans ile yapilan bir baska
calismada ise Uretim ortaminda NaNOgs kullanildijinda ylksek laktaz aktivitesi
elde edilmigtir (Deshpande et al. 1989). sekonder metabolit olan gibberrellic asit
aretimi icin en uygun azot kaynagi olarak NaNOj; bildirilmistir (Basiacik Karakoc
and Aksoz 2004). Nutrientlerin tlketilmesi ile birlikte azot kaynagdinin kisitlihgi
ligninolitik enzimlerin sentezini tetikledigi bildirilmektedir (P Keyser 1978). T.
versicolor fungusu ile yapilan bir diger ¢alismada disik azot konsantrasyonunun
ligninolitik ve polifenol oksidaz enzimlerin sentezini arttirdigi bildirilmigtir (Leatham
1983). Ayrica yapilan baska bir calisma da azot kaynaginin kisithliginin,
mikroorganizmanin duraksama fazinda Uretilen enzimlerin sentezine indukleyici
etki yaptidi bildirilmektedir (Feng 2007 ). Enzim Uretimi Uzerinde yapilan diger bir
¢alismada, karbon ve azot regulasyonu yapilarak proteaz enzimlerinin sentezinin
inhibisyonu, diger enzimlerin tretimi i¢in gerekli oldugu ileri striimustir (Ooijkaas
et al. 1999; Gomes et al. 2000).

F. trogii tirosinaz Uretimi icin uygun karbon kaynaginin glukoz oldugu saptanmistir
(Sekil 4.12). Ksiloz, Rafinoz ve Nisasta iceren ortamlarda ise az Ureme ve
dolayisiyla disuk enzim aktivitesi tespit edildi. Sakkaroz igeren Uretim ortaminda
ise her ne kadar Ureme miktari, diger karbon kaynaklariyla kiyaslandiginda,
yuksek saptandiysa da enzim aktivitesinin dusuk oldugu gozlendi. Tirosinaz enzimi
uretimi ile ilgili olarak yapilan bir galismada da tirosinaz enzimi Uretimi igin uygun
karbon kaynagi olarak glukoz bildirilmigtir (Ikram Ul and Ali 2002). Benzer olarak
Mikiashvil ve arkadasglari, T. versicolor Uzerinde yaptiklari bir galismada glukoz ve
sellobiyoz’'un ligninolitik enzimlerin Uretiminde en uygun karbon kaynaklari
olduklarini bildirilmistir (Mikiashvili et al. 2005). Glukoz T. pubescens’den lakkaz
enziminin Uretiminde de yine uygun karbon kaynagi olarak bildirilmektedir
(Galhaup 2002).
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Uygun Karbon-azot oranini belirlemek amaciyla yapilan deneyler ve hesaplamalar
sonucunda en verimli tirosinaz enzimi (104.5 U/ml ) dretimi i¢in, C:N orani 5:1
olarak saptandi (Sekil 4.16). Enzim Uretimi ortaminin optimizasyonu ile ilgili olarak
yapila gelmekte olan g¢aligsmalarda genellikle, uygun karbon ve azot kaynaginin
belirlenmesi degil de daha ziyade karbon-azot orani caligmalari 6n plana
cikmaktadir (Escamilla et al. 2000). Ligninolitik enzimlerin Uretimi igin, Irshad ve
arkadaslari tarafindan uygun karbon-azot orani galismamiza benzer bir sekilde 5:1
olarak bildiriimektedir (Muhammad Irshad 2011). Bir diger ¢calismada fenol oksidaz
enzimlerinin verimli Gretiminin yine, dusuk karbon-azot oranli kultir ortamlarinda
gerceklestigi belirtiimektedir (Monteiro and De Carvalho 1998). Hatta ylksek
karbon-azot oraninin, ligninolitik enzimlerin Gretimini baskiladigi da arastiricilar
tarafindan saptanmis bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Pascal Bonnarme
1991). Bunlara ek olarak besi ortaminda yer alan asiri yuksek karbon ve dusuk
miktarda azot kaynaklarinin dretim ortaminin dengesini bozarak mikroorganizma
uremesi Uzerine inhibisyon etkisi yarattigini ileri surerek olayin agiklamasini
yapmaya calisan arastirmalara da rastlanmaktadir (Muhammad Irshad 2011).
Bunun aksine olarak dusuk miktarlardaki karbon yani sira ortamda ylksek
miktarda azot kaynagi bulundugunda ligninaz enzimi Uretiminin 6nemli dl¢ude
azaldigi bildirilmistir (Xiaoping XU 2008).

Calismamizda optimize kosullarda elde edilen tirosinaz enziminin aktivitesinin
dayaniklihgini saptamak amaciyla yapilan deneylerde, 25 gin boyunca yapilan
Olcumler sonucunda, enzim aktivitesinin 7. gine kadar yatay bir sekilde seyrettigi
g6zlenmigtir, daha sonra yaklasik %10’luk bir disusle 22. gune kadar aktivite
tespit edilmektedir (Sekil 4.21). 22. glinden itibaren hizli bir digls gdézlenmekte ve
25. ginde %60’lik bir aktivite kaybi saptanmaktadir. 75 gin boyunca -20°C’de
dondurularak saklanan ve 100. ginde oda sicakliginda ¢6zulen enzim kaynaginda
ise 25. gundeki aktivite ile kiyaslandiginda herhangi bir aktivite kaybi
gozlenmemektedir. Birhanli ve arkadaslar lakkaz ile yaptiklari bir caligmada
benzer kosullarda 30 glin sonra enzim aktivitesinde %54’IUk bir aktivite kaybi rapor
etmiglerdir (Birhanli and Yesilada 2010). Valaskova ve arkadaglari ise T.
versicolor‘dan elde edilen ligninolitik enzimlerinin aktivisinde %60-65 ‘lik bir dlisusu

42 gunde gozlemlemektedirler. (Valaskova and Baldrian 2006).
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Endustriyel enzimlerin tercih edilebilir olmalarini belirleyen en 6nemli faktorler
yuksek aktivite gostermeleri ve bunun yani sira pek c¢ok farkh kosullarda
aktivitelerini koruyabilmeleridir. Urettigimiz tirosinaz enzimin sicaklik dayanikliligin
oldukga yuksek oldugu bulundu (Sekil 4.19). Konu ile ilgili yapilan bir galismada A.
bisporus'tan elde edilen tirosinaz enziminin ylksek sicaklikta daha disuk
stabiliteye sahip oldugu belirtilmistir (Da-You Xu 2011). Tirosinaz ile ilgili olarak
yapilan bir diger ¢alismada ise ¢aligmamiza paralel olarak bu enzimin termostabil
oldugu bildiriimektedir (Aytar 2008).

Tirosinaz enziminin pH dayanikhliginin saptanmasi deneylerin sonucunda dusuk
pH’larda ylUksek aktivite saptanmisken pH 7 ve Uzeri degerlerde dusuk aktivite
Olculdu. Bu konu ile ilgili yapilan bir calismada 6 ve uzeri pH degerlerinde
tirosinazin dayanikli olmadigi gosteriimektedir (Da-You Xu 2011). Duasuk
degerlerdeki ortam pH’sinin enzimler Gzerinde bazik gruplarin natiralize etmesi,
asidik pH’lardaki dayanikhligina yol acabilecegi ileri surtilmektedir (Montoro-
Garcia and F. 2010).

Biyoteknolojik sistemlerin endustriyel kullanimlari i¢cin immobilizasyon teknolojisi
onem tasimaktadir. Endustriyel sureglerde kimyasal proseslerin  yaninda
immobilize enzim ve mikroorganizmalar gibi biyolojik katalizor sistemlerinin
kullaniimasiyla onemli biyokimyasal dontusum reaksiyonlari gerceklestiriimektedir.
Ornegin sitrik asit, etanol, laktik asit, ksilanaz, sellilaz Gibberellik asit gibi
endustriyel dnemi olan birgok Urlnin Uretiminde tutuklanmig mikroorganizmalar
veya enzimler yaygin olarak kullanilarak, Gran miktarini, verimi ve dayanikhhgi
artirma c¢aligmalari yapilmaktadir (Eikmeier and Rehm, 1987; Kwak and Rhee,
1992; Sakurai et al., 1997; Lusta et al., 2000; Ogbonna et al., 2001,(KARAKOC
2004).

Calismamizda tirosinaz Uretimi optimizasyonu sonucu elde edilen kaba enzim
kaynag! tutuklama islemlerine kullaniimaktadir. Daha onceden belirtildigi gibi,
tirosinaz, oksitleyici ajan olarak oksijeni kullanmasi nedeniyle, cesitli fenolik
bilesiklerinin aritiminda kullanilmaktadir. Bu artimin maliyeti peroksidazlarla
kiyaslandidinda daha dusuktur. Ancak, tirosinazin halen sapkali mantarlardan
saflastirilarak kullaniimasina bagl olarak bu proses yine de oldukg¢a pahaliya mal

olmaktadir. Bu nedenle, filament6z formda ureyen funguslardan elde edilecek
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kaba tirosinaz enziminin kullaniimasinin, enzimin saflagtirlmasindan kaynaklanan
maliyet artisinin dnune gegebilecegi dusuncesi ileri suriimektedir (Mai et al. 2004,
Levin et al. 2008). Bu noktadan hareketle Bolim 3.7.2'de anlatildigi gibi Bentonit
Uzerine tutuklama islemleri gerceklestiriimis ve tutuklu tirosinaz enziminin
aktivitesinin gunlere gore ve tekrarli kullanimindaki dayanikhligi saptanmistir.
Tutuklama galismalarimiz sirasinda tutuklu kaba enzim igin 24 saatlik dlgimlerde
enzim aktivitesinin 8. gline kadar yatay bir sekilde seyrettigi, 9. ginden itibaren ise
disusln saptandi§i gorulmektedir (Sekil 4.22). 17 glnden sonra ise enzim
aktivitesi saptanamamistir. Tutuklu enzimdeki bu aktivite dugslsu ile optimize
sartlarda Uretilen F. trogii tirosinazinin (kaba enzim) dayaniklihk deneyi sonuglari
(Sekil 4.13) kiyaslandiginda, tutuklama ile olusan aktivitedeki dustsunin
nedeninin tutuklu protein miktari ile iligkili oldugu dustnutlmektedir. Bélim 4.3 de
belirtildigi gibi kaba enzimde yer alan protein igeriginin %39.93’0 tutuklanmaktadir.
Bu deger ise, 43.8 mg/ml kaba enzim anlamina gelmektedir. Bu hesaptan gidilirse
tutuklanan enzimin bagil aktivitesi 144 gibi bir degere ulasir. Ancak tutuklanan
enzim aktivitesi ile kaba enzim aktiviteleri Uzerinden bir hesap yapildiginda bu kez
aktivitenin ancak % 60.4 kadarinin korundugu soylenebilir. Her iki hesaplamada da
elde edilen veriler elde ettigimiz tutuklama ve aktivite degerlerinin endustriyel

Olcekler igin gecerli oldugu bilgisini vermektedir (Yesiloglu 2004).

immobilizasyon calisamalarinda kullanilan Bentonit ¢gok ucuz bir matriks oldugu
bilinmektedir ve son zamanlarda sik kullaniimaktadir (Yesiloglu 2004). Ucuz ve
dusuk maliyetli olmasi yanisira dusuk toksisite potansiyeline sahiptir ayrica
kimyasal reaksiyonlara dahil olma olasihg cok disuktir. Ote yandan kovalent
olmayan tutuklama prosesleri, dusuk maliyetli olma yani sira nispeten daha kolay
uygulanir olarak bildiriimektedir (M. Reslow 1999). Bentonit Uzerinde tutuklanan
tirosinaz enziminin tekrarli kullanimdaki dayanikhligi incelendiginde (Sekil 4.23) 9.
tekrara kadar aktivitenin olgulebildigi gorulmektedir. Enzimin 8. tekrar kullaniminda
aktivitesinin %47.2 sini korudugu saptanmaktadir. 9. dlgcimde ise enzim aktivitesi
saptanamamigtir. Tutuklu enzimde dusuk aktivite saptanmasina kargin Bentonitin
ucuz olmasi ve dusuk toksisite potansiyeline sahip olmasi immobilizasyon
calismalarinda kullanilmasi igin bir avantaj saglamaktadir. Ayrica tutuklanmig

enzimin defalarca kullanilabilmesi ayri bir olumlu yon olarak g6z 6ninde
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bulundurulmahdir. Ancak tutuklama ile ilgili bagka kaynaklarinda da denendigi

daha ileri calismalarin yapilmasi geregi aciktir.

Sonug olarak; ¢alismamizda denenen filamentoz funguslar arasinda, F. trogiinin

yuksek verimle tirosinaz Uretimi igin uygun oldugu dusuncesi ileri surulebilir.
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