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OZET
Bu calismada, tirosinaz enzimi (E.C. 1.14.18.1) Ca-aljinat ve poli(akrilamit-ko-
akrilik asit) kullanilarak binari yontemi ile immobilize edilmistir. Serbest ve
immobilize enzimlerin maksimum hiz1 (Vmaks.) ve Michaelis-Menten sabiti
(Km) incelendi. Ayn1 zamanda serbest ve immobilize enzim iizerine pH,
sicakhk, depolanma kararhhg, tekrar kullammm sayis1 ve termal kararhhk
incelenmistir. Serbest ve binary yontemiyle Ca-alginate ve P(AAm-co-AA)
iizerine immobilize edilen enzimin pH’s1 7 ve 5,5 olarak bulunmustur. Serbest
ve immobilize enzim icin optimum sicakhk ise 30 ve 35°C olarak tespit
edilmistir. Serbest enzim icin K,, ve Vya degerleri sirasiyla 0,6 mM ve 0,07
mM.dakika™, ve immobilize enzimler icin ise K,, degerleri 0,78 mM ve 1,41 mM,
ve Vmaks. degerleri 0,07 mM.dakika™, 0,01 mM.dakika™ ve 0,01 mM arasinda
bulunmustur. Enzimin tekrar kullamim sayisi, depolama ve termal kararhhg:

ikili immobilizasyon ile arttirilmistir.
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ABSTRACT
In the present study, binary immobilization of tyrosinase (E.C. 1.14.18.1) by
using ca-alginate and poly(acrylamide-co-acrylic acid) [P(AAm-co-AA)] was
achieved. Maximum reaction rate (’'max) and Michaelis—Menten constant (Km)
were investigated for free and binary immobilized enzymes. The effect of pH,
temperature, storage stability, reuse number and thermal stabilty on the free
and immobilized tyrosinase were also examined. For free and binary
immobilized enzymes on Ca-alginate, P(AAm-co-AA), optimum pH was found
to be 7 and 5, respectively. As for optimum temperature of free and immobilized
enzymes was observed to be 30 and 35°C. For free enzyme maximum reaction
rate (Vmax) and Michaelis—Menten constant (K,,) values were found 0,6 mM and
0,07 mM.min" as respectively the samevalves for binary immobilized enzyme
were found in the range of 0,78 mM - 1,41 mM and 0,01 mM.min" - 0,01
mM.min"', respectively. Reuse number, storage and thermal stability of free

tyrosinase was increased by binary immobilization.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis bazi kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Ac¢iklama

kD Kilo Dalton

Vinaks Maksimum hiz

K Michaelis-Menten

K i Inaktivasyon sabiti

t10 Yarilanma siiresi
Kisaltmalar Aciklama

AA Akrilik asit

AAm Akrilamit

DOPA 3,4-dihidroksi fenilalanin
ECH Epiklorhidrin

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit
P Poli

TEMED N, N, N,’N’-tetrametiletilendiamin
Alj Aljinat

P(AAm-ko-AA) Poli(akrilamit-ko-akrilik asit)



1. GIRIS

Son 25 yil igerisinde, atiklarin aritiminda enzimlerin kullanimina yonelik ¢caligmalar
yapilmistir. Bu konudaki caligmalar halen yogun bir sekilde devam etmektedir.
Enzimlerin atik aritiminda kullanilmasinin en 6nemli nedeni daha ucuz, daha hizl,

daha giivenilir ve daha kolay elde edilebilir olmasidir.

Fenol ve aromatik aminleri iceren aromatik bilesikler 6nemli bir kirletici grubunu
olustururlar ve bu kimyasallarin yarattig1 c¢evre kirlilikleri bir¢ok iilkede siki bir
sekilde kontrol altinda tutulmaktadir. Fenolik kirleticiler komiir, petrol, odun, metal

kaplama, boya ve plastik gibi ¢cok ¢esitli endiistrilerin atik sularinda bulunurlar.

Endiistriyel atik sulardaki fenolleri gidermede kullanilan baslica enzimler peroksidaz
ve fenoloksidaz grubuna giren enzimlerdir. Peroksidazlar oksidorediiktaz smnifindan
enzimleri igeren bir grup olup, hidrojen peroksidi oksitleyici olarak kullanmak

suretiyle fenolleri okside edebilirler.

Kompleks canli sistemlerinde calisan enzimler spesifiktir ve yan iirlin olusumuna
neden olmadan yiiksek verim eldesini saglarlar. Enzimlerin spesifikligi ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile substrat reaksiyonlarini katalizlemelerinden dolay1 sanayide
onemli kullanim alanlar1 vardwr. Enzim katalizli reaksiyonlar inhibitorlerin,
aktivatorlerin ve substratlarin konsantrasyonlarini tayin etmek i¢in uzun zaman
analitik amac¢li kullanilmistir. Bir¢ok avantaja sahip olmalarina karsin endiistriyel
uygulamalarda kullanilan enzimler smirhidir. Analitik reaktif olarak kullanilan
enzimler deney sartlarina ve ¢evre kosullarma ¢ok duyarli olup yiiksek sicakliklarda,
asidik ve bazik ¢ozeltilerde aktifliklerini kaybederler (28). Ciinkii enzimlerin pek ¢cogu
kararsizdir. Enzimlerin izolasyonu ve aritilmasi ekonomik degildir. Bu nedenle
enzimlerin bir kez kullanim1 yerine immobilize edilerek tekrarlanabilir kullanimlara

girmeleri ekonomik agidan biiylik 6nem tasr.



Bu ¢alismada tirosinaz enzimi Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) polimerler] kullanilarak
hapsetme ve kovalent baglama yontemi ile immobilize edildi. Immobilize ve serbest
tirosinazin aktifligine etki eden g¢esitli parametreler incelenerek, birbiri ile

karsilastirildi.



2. TIROSINAZ

Bourquelot ve Bertrand (5) tarafindan yapilan ¢aligmalarda, bazi mantar ¢esitlerinin
(Russula fortens ve R. Nigricinas) ekstraktlarinin renginin oksidasyon siirecinde dnce
kirmiziya, daha sonra koyu kahverengi veya siyaha dondiigiinii gozlemlemislerdir (38)
Bu arastiricilar, yaptiklar1 daha sonraki arastirmalarda R. Nigricans’in ekstraktindan,
eksrakttaki bir oksidaz sisteminin varliinda melanin benzeri tirlinler olusturan bir
maddeyi kristalize etmislerdir. Bu madde, daha sonralar1 Bertrand tarafindan tirozin
amino asidi olarak tanimlanmistir. Tirosinaz, molekiiller oksijeni kullanarak
monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonlarint ve o-difenollerin o-kinonlara
dehidrojenasyonlarmni katalizler ve olusan kinon bilesikleri enzimatik olmayan bir
polimerizasyona ugrarlar (28). Yani tirosinaz, pigment yapmak i¢in tirosin amino
asidini DOPA’ya (3,4-dihidroksi fenilalanin) ¢evirmeye yardim eden bir ¢esit enzim

yada 6zellesmis proteindir.

Tirosin ise bir amino asit yada protein yap1 tasidir. Tirosin genelde yiyeceklerden alinir

ve sistem bunu melanin yapmakta kullanir.

Tirosinaz, afinite kromotografisi ile saflagtirilan ilk enzim olma Ozelligine sahip
olmasmni yani sira, molekiiler oksijeni, organik (fenolik) bir molekiiliin yapisina
dogrudan katilabilme 0zelligine sahip enzimler arasinda da ilk tanimlanan enzimdir.
Poli fenol oksidaz, fenolaz, katesol oksidaz, monfenol oksidaz, kresolaz
(monofenolaz) ve katesolaz (difenolaz) olarak da bilinen tirosinaz (EC.1.14.18.1)
bir¢ok bitki dokusunda (31), baz1 mantarlarda (26), boceklerde, bazi organizmalarda,
bakterilerde, memeli hayvanlarin organlarinda ve insanlarda bulunur. Yiiksek yapili
bitkilerde enzim, bitkiyi bocek ve mikroorganizma atiklarina karsi korur; bitki
yaralandiginda mikroorganizmalarin daha ileri ataklarina olanak tanimayan ve

korumay1 6nleyici bir melanin tabakasi olusturur.

Tirosinaz bdceklerde dis iskeletin sertlesmesine yardimci olurken, diger taraftan

mikroorganizmalara karst sentezledigi melanin icerisinde hapsederek koruma



sagladig1 ileri siiriilmiistiir (30). Insanlarda ise tirosinaz cildin, sa¢in ve gdziin

pigmentlerinden sorumludur.

Tirosinaz meyve ve sebzelerin iglenmesi ve depolanmasi siireglerinde iiriiniin
kalitesini ve ekonomik degerini belirleyen ¢ok 6nemli bir enzimdir (26). Kararma
yiizlinden bazi meyvelerde her yil yariya yakin verim kayb1 olmaktadir. Bircok meyve
ve sebze oksijenin igeriye girisine yol agan zedelenme, kesik ve diger mekanik
hasarlar sonucunda melanin olusumuna bagl olarak kararirlar. Hasarl iirlinlin rengi,
kotii tadi ve besinsel deger kaybi tiiketici acisindan istenmeyen sonuglardir. Seftali,
kaysi, muz v.b. diger bazi tropik meyve ve sulari, patates, marul ve diger lifsi sebzeler
kararmaya aciktirlar. Karideste siyah lekelerin olugsmasi Oonemli bir ekonomik
sorundur. Tirosinaz aktivitesi ¢ay, kahve, kuru erik, kuru incir, siyah iizim gibi bazi
ticari irilinlerin kalitesi agisindan istenen bir Ozelliktir. Ayrica, tirosinaz tarafindan
olusturulan melanin; glinesin zararlh 1smlarina kars1 miikemmel bir koruyucudur. Buna
ek olarak, tirosinaz aktivitesi ile olusan bazi, ¢oziiniir pigmentlerin gida renklendiricisi

olarak kullanilabilme olanaklar1 vardir (42).

Melanin koyu igerikli ve 1siktan koruyucu diye bilinen renklendirici bir madde ya da
bir g¢esit pigmenttir. Melanin pigmentinin derideki temel gorevi giinesten gelen
ultraviole 1sinlar1 sogurarak derinin hasar goérmesini engeller. Gilines derideki melanin
pigmentinin artmasina neden olarak bronzlagmaya sebep olur. Cogu albinismli insanin
derisinde melanin pigmenti yoktur ve giinese maruz kalinca bronzlagsmazlar. Bunun
sonucunda derileri glines 1s1gma karst ¢ok duyarhidir ve yaniklar olusur. Melanin
pigmenti g6z ve beyin gibi viicudun diger bdlgelerinde de etkilidir; fakat melaninin

buralarda tam olarak ne yaptigi bilinmemektedir. Melanin retinada ve retinanin fovea

denilen bolgesinde bulunmakta ve gelisme sirasinda melanin pigmentinin eksikliginde
tam olarak gelismemektedir. Retinanin diger bolgeleri melaninin varhiginda ya da
yoklugunda normal olarak gelismektedir. Gelisim sirasinda retinada melanin yoksa
gbzle beyin arasindaki sinirlerin baglanis1 da degismektedir. iriste de melanin vardir
ve bu irise 151k gecirmez bir 6zellik kazandirir. Albinismde, iristeki pigment azdir ve
bu yiizden iris 1518a kars1 yar1 saydamdir yine de iris tam olarak geligir ve iglevini

yerine getirir. Melanin melanosit denilen 6zel hiicrelerde olusur. Bu hiicre deride,


http://members.tripod.com/alisengoz/Ay.html#Melanin
http://members.tripod.com/alisengoz/Ay.html#Retina
http://members.tripod.com/alisengoz/Ay.html#Fovea
http://members.tripod.com/alisengoz/Ay.html#iris

sacgta, gbziin iris ve retina bolgelerinde bulunur. Tirosinaz melanine doniisimii iki

tirliidiir. Bunlar siyah-kahverengi eumelanin ve kirmizi-sar1 pheomelanindir.

Tirosinaz melaninin olusumunda temel enzimdir. Tirosinaz tirosini DOPA’ ya (3.,4-
dihidroksi fenilalanin) onu da DOPA quinone’ye doniistiirmekle goérevlidir. Sonra
DOPA quinone siyah-kahverengi eumelanin ya da kirmizi-sar1 pheomelanini olusturur.
Tirosinaz enzimi kromozom 11 iizerindeki tirosinaz geni tarafindan iiretilir ve bu
genin mutasyonu bir g¢esit albinisme neden olur, ¢linkii degigsmis gen tarafindan

iiretilen enzim dogru calismaz.

Albinism; sadece gézde ya da hem gbz hem de deride pigment miktarinin azhigini
iceren bir gurup kalitsal durumdur. Albinisimli insanlarin goézlerinde, derisinde ve
saclarinda ya cok az pigment bulunur ya da hi¢ bulunmaz (bazen sadece gozlerde
bulunabilir) onlar ebeveyinlerinden bir genin degismis kopyasini alirlar ki bu genlerde
dogru ¢aliymamaktadir. Degismis gen viicudun melanin denilen bir pigmenti normal
miktarda {retmesini engeller. Ayrica zeka geriligi, duyma bozuklugu, kan

pihtilasmamasi gibi degisik sorunlar1 olan bagka albinism ¢esitleride vardur.

2.1. Tirosinazin Molekiiler Ozellikleri

Tirosinaz tipi fenol oksidazlarin molekiiler agirliklar1 izole edildikleri kaynaklara gore
oldukca degiskenlik gostermektedir. Dort farkli bitki tiirlinden izole edilen tirosinaz
enziminin molekiiler agirliklart 33.0 kD ile 200.0 kD arasinda degismektedir. Mantar

kaynakli tirosinaz enziminin genel olarak kabul géren molekiiler agirligi 128.0 kD’dir.

Patates, domates, bakla ve {iziim tirosinazlarinin sentezinden sorumlu genlerin
cDNA’larindan primer aminoasit dizilimi tespit edilmistir. Yiiksek yapili bitkilerden
elde edilen tirosinazlarm molekiiller agirliklart 40.680 - 58.082 kD arasinda
degismesine karsm, bakla bitkisinden elde edilen tirosinazin molekiiller agirliginin
doniigiim sonrast islemler sonucunda 40.0 - 42.0 kD’a diistiigiine dair kanitlar
bulunmustur. Streptomyces glaucescens ve S. Antibioticus mantarlarindan elde edilen

tirosinaz enziminin molekiiler agirliklar1 swrasiyla 30.900 ve 30.736 kD iken,
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Neurospora crassa mantarindan elde edilen tirosinaz enziminin molekiiler agirlig
46.000 kD olarak saptanmistir. Mantar kaynakli tirosinaz’in molekiiler agirlig:r 128.0
kD, insan ve fare kaynakli yiiksek yapilt hayvan tirosinaz’inin molekiiler agirligi ise

strastyla 62.610 ve 57.872 kD olarak bulunmustur (7).

Cesitli kaynaklardan izole edilen tirozinazin jel elektroforezi, jel filtrasyon ¢aligmalari
enzimin degisik bi¢cimlerinin bulundugunu géstermistir. Enzimin degisik bigimlerinin
olmasi, enzim ve diger proteinler arasindaki etkilesimler kadar, benzer veya farkl alt
birimlerin birlesmesine, ayrilmasina, enzimin izolasyona ve saflastirilmasmna da

baghdir.
2.2. Tirosinazin Katalizledigi Tepkimeler

Tirosinaz aktif merkezinde bakir atomu bulunan iki fonksiyonlu bir enzim olup,
birbirini takip eden iki tepkimeyi katalizler (Sekil 2.1). Bu tepkimelerden birincisi (a)
monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu, ikincisi (b) ise o-difenollerin o-
kinonlara dehidrojenasyonlaridir. Tepkime sonucu olusan kinonlar daha sonra
enzimatik olmayan bir tepkimeyle polimerize olurlar. S6z konusu bu polimerler suda

coziinmezler.
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Sekil 2.1. Tirosinaz enziminin katalizledigi tepkimeler

Tepkime a’daki BH,; NADH, NH,OH ve H,O gibi kimyasal maddelere gereksinim
duyulan bir o-difenoldiir. Eger tepkime baglangicinda ortama BH, eklenmezse
monofenolaz veya hidroksilaz (kresolaz) aktiviteye sahip tirosinazlar bir duraksama
faz1  gecirirler. Enzim, ihtiya¢ duydugu kofaktérii, monofenollerin o-
hidroksilasyonlarini katalizleyerek yavas yavas kendisi olusturabilir. Tepkime ortamini

BH, olarak 1.10"M o-difenol (Katesol) eklendiginde enzim normal kinetigini gosterir

(42).

Eger tepkimedeki substrat tirozin aminoasidi ise olusacak polimer melanindir.
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Polimerik pigmentler
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Sekil 2.2. Tirosin substratinin tirosinaz enzimi ile biyolojik pigmentlere doniisiimii

2.3. Tirosinazin Substrat ilgisi

Yiiksek yapili bitkilerden ve mantarlardan elde edilen tirosinazlar bir¢ok fenolik
bilesik (hem mono- hem de o-difenoller) lizerine etkide bulunabilirler. Enzimin
kaynagina ve safligma bagl olarak, ayni substratlar i¢in bile kinetik parametrelerde

(K Ve Vimaks ) biiyiik farkliliklar gézlenmistir (41).

Zawistowski ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yer elmasindan
saflagtirilan yliksek molekiiller agirlikli tirosinazin monohidroksi, o-dihidroksi ve
polihidroksi fenollere kars1 aktifken, diisiik molekiil agirlikli alt birimlerinden sadece

o-dihidroksifenollere kars1 etkin olduklarmi bildirmislerdir.

Meyve ve sebzelerde bulunan en 6nemli dogal fenolik tirosinaz substratlar1 katesinler
(difenolaz veya oksidaz), sinnamik asit esterleri, 3,4-dihidroksi fenilalanin (DOPA) ve

tirozindir.

2.4. Enzimatik Tepkime Mekanizmasi ve Bakirin Rolii

Tirosinaz bakir iceren bir proteindir. Kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalarda aktif
merkezin her biri ii¢ histidin grubuna bagl iki bakir atomu bulundugu tespit edilmistir
(Sekil 2.3). Sekiz farkli organizmadan saflastirilan tirosinaz ile N.crassa’dan elde
edilen tirosinazin aminoasit dizilimi karsilastirildiginda, ayni pozisyonda bulunan en

azindan bes histidin aminoasidinin korundugu goriilmiistiir (38). Bu nedenle,



tirosinazin tepkime mekanizmasina yonelik olarak One siiriilecek herhangi bir

modelde, bakir atomunun roliiniin g6z dniinde bulundurmas1 gerekmektedir.

His 187 His 95
\ /o
‘ /C — His 306
/ 11 H

His 281 His104

Sekil 2.3. Tirosinazin bakir merkezli sekli

Kubowitz tarafindan yapilan bir deneyde, tirosinaz aktivitesi i¢in bakirin gerekli
oldugu gostermistir. Bu deneyde 6nce potasyum siyaniir yardimiyla enzimdeki bakir
atomunu uzaklastirmis ve bunun sonucunda enzimin aktivitesinin kayboldugu,
uzaklastirilan bakir atomunun yenilendiginde ise aktivitenin yeniden kazanildigi

gozlenmistir (13).

N.crassa tirosinaz1 i¢in dnerilen tepkime mekanizmasi (29) diger tirosinazlarla yapilan
calismalardan elde edilen bilgiler ile uyusmaktadir. o-difenol oksidasyonunun
metabolik reaksiyonundaki ara iiriinler Sekil 2.4 A’da gosterilmektedir. Oncelikle
O,’nin deoksi-tirosinazin iki Cu*? grubuna baglanmasiyla oksi-tirosinaz olusur (Sekil
2.4 A2). Oksitirosinaz (A2); tetrahedral yapida olup, Ny ligandlarindan biri eksenel
bolgeye zayif baglarla, diger ikisi ise ekvatoral bolgeye kuvvetli baglarla baglanr.
Daha sonra oksi-tirosinazin iki Cu grubu katesolun iki hidroksil grubuna baglanarak
O,-katesol-enzim kompleksini olusturur. Katesol benzokinon’a okside olurken, agiga
met-tirosinaz ¢ikar. Ac¢iga ¢ikan met-tirosinaza baska bir katesol molekiilii baglanir
(Sekil 2.4 A3). Sonugta, katesol benzokinon’a okside olurken enzim deoksi-tirosinaz
bicimine doner (Sekill 2.4 A4). Boylece dongii tamamlanmis olur. Tam bir dongii

sonucunda iki molekiil katesol okside olurken, iki O, atomu harcanmis olur. (32, 19)
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Sekil 2.4. Oksijen varliginda tirosinin difenol ve monofenoliin o-kinonlara oksitlenme

katalitik doniisiim mekanizmasi



Tirosinazin monofenol hidroksilasyon mekanizmas1 Sekil 2.4 B’de gosterilmektedir.
Tepkime in vitro olarak incelendiginde, tepkimeye giren ilk enzim bi¢iminin met-
tirosinaz oldugu gozlenmistir. Wilcox ve arkadaslarmin yaptig: bir ¢aligmada dinlenme
halindeki N.crassa tirosinazini % 85 met ve % 15 oksitirosinaz bi¢imlerinin bir
karisimi oldugu gosterilmistir (36). Bu nedenle; daha onceden de belirtildigi gibi
tepkime ortamma BH, (Sekil 2.4 A) eklenmesi monofenol hidroksilasyonunu
hizlandirmaktadir. Ciinkii ortama disaridan eklenen BH; okside olurken, met-tirosinazi
deoksi bi¢cimine donistiiriir (Sekil 2.4 Al). Ag¢iga c¢ikan deoksi-tirosinaz O, ile
birleserek oksi-tirosinazi olusturur (Sekil 2.4 A2). Oksitirosinaz Cu atomlarindan biri
araciliftyla monofenole baglanir (Sekil 2.4 B6). Takip eden basamakta, monofenol ve
O, bagmn stearik oryantasyonu, monofenoliin oksi-tirosinazdaki diger Cu™ atomuna
komsu olan orto pozisyonu ile yer degistirir (Sekil 2.4 B7). Boylece, monofenoliin
orto pozisyonu hidroksile edilmis olur. Monofenolden olusan ilk {iriin katesol olup,
enzimdeki her iki Cu*? atomuna da O, atomlar1 aracilig1 ile bagl olarak bulunur (Sekil
2.4. AS) . Katesol hali hazirda enzime bagli iken benzokinona okside olur ve enzim
deoksi forma indirgenir (Sekil 2.4 Al). Boylece enzim, yeniden oksijene baglanarak
yeni bir dongiiye girebilir Bu dongiide ilging olan nokta, monofenoliin
hidroksilasyonu sonucunda agiga ¢ikan o-difenoliin oksidasyon basamagina (Sekil 2.4
A)’daki diger iki o-difenol oksidasyon basamagina (Sekil 2.4 A3 ve A4)
benzememektedir. Bu nedenle Sekil 2.4 ‘de goriildiigii gibi, tirosinazin o-difenol

oksidasyonuna yonelik {i¢ ayr1 mekanizma s6z konusudur.

2.5. Enzimatik Tepkimeye Bagh Inaktivasyon Mekanizmasi

o-Difenoliin o-benzokinona oksidasyonu sirasinda tirosinaz nispeten yavas olan geri
doniisiimlii bir inaktivasyona ugramaktadir (5). ilk 6nceleri bu inaktivasyonun enzimin
aktivitesi i¢in gerekli olan bir g-amino grubunun o-benzokinon ile tepkimeye girmesi
sonucu ortaya ¢iktig1 disiiniilmekteydi. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
inaktivasyonun, tepkime sirasinda ag¢ia c¢ikarilan serbest bir radikal nedeniyle
olustugu ve bu radikalin enzimin aktif merkezindeki histidin bdlgelerinin bir veya
daha fazla parcalanmay1 katalizledigi gosterilmisti. Bu durum tepkime sirasinda

olusan histidin kaybinin ve bakir salinisiin nedenini agiklamaktadir. Sonug olarak, o-



difenollerin tirosinaz enzimi tarafindan katalizlenen dehidrojenasyonlar1 sirasinda ara
iiriin olarak serbest bir radikal olugsmakta ve bu serbest radikal enziminin
inaktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.5). Tepkime sirasinda agiga ¢ikan
semikinon radikalin dogrudan saptanabilmesi, muhtemelen ¢ok hizli bir sekilde o-

kinona doniistiiriildiigiinden, ancak son yillarda tespit edilebilmistir (42).

OH OH o)
|
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Sekil 2.5. o- Difenoliin dehidrojenasyonu sirasinda agiga c¢ikan serbest radikal

2.6. Tirozinazin Endiistriyel Uygulama Alanlarn

Tirosinaz enzimi endiistriyel atik sularmin ve g¢evre kirliligine neden olan biyolojik
ilaglarin (6) aritilmasinda, fenol ve tiirevlerinin tayini i¢in enzim elektrotlarmin
yapilmasinda (2), meyve sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Meyve ve
sebzelerin islenmesinin ardindan enzimatik kararmaya yol agmas1 nedeniyle ilk olarak
gida sektorliine yonelik aragtirmalar yapan arastirmacilarin  dikkatini  ¢ekmistir.
Ozellikle ¢ay fermantasyonunda tirosinaz aktivitesi ¢ok dnemli bir igleve sahiptir.
Tirosinaz aktivitesinin yiiksek olmas1 ¢ayin kalitesini arttiran bir 6zelliktir. Kozmetik
ve tibbi uygulamalara yonelik 6nemi ise son zamanlarda giderek artan bir yogunlukta

devam etmektedir.

2.7. Tirosinazin Gida Endiistrisindeki Onemi

Cogu tarimsal kokenli gida maddesi tirosinaz icerigi nedeniyle enzimatik kararmaya
maruz kalir ve bunun sonucunda iiriiniin kalitesi diiser. Ozellikle meyve ve sebzelerin
islenmesi siirecinde O, temasina neden olabilecek herhangi bir durum, tirosinaz
aktivitesine bagl olarak kararmaya yol agmakta ve maddi kayiplara neden olmaktadir.

Bu nedenle gida sektorii igin ¢esitli inhibitorler kullanilarak tirosinaz enziminin



aktivitesinin kontrolii ve buna bagl olarak enzimatik kararmanin dnlenmesi olduk¢a
onemlidir. Tirosinaz aktivitesini inhibe etme yeteneginde olan bir¢cok bilesik
bilinmesine karsin, bu inhibitdrlerin enzimatik kararmay1 kontrol edebilme yetenekleri
inhibitor, substrat, O, derisimine, pH’ya, sicakliga ve enzimin kaynagina bagl olarak
farklilik gosterir. Ayrica enzimatik kararmayi onleyen etkili inhibitdrlerin kullanimi
yiyecegin tat, koku ve hazmedilebilirligi iizerine olan etkileri ve yarattiklar1 toksite
sorunlar1 nedeniyle kisitlanmistir. Tirosinaz metal igeren bir protein oldugundan,
siyaniir karbonmonoksit, trpolon, 2-merkaptobenzotiyazol, asit ve EDTA gibi ¢esitli
metal uzaklastirict ajanlar tarafindan inhibe edilebilmektedir. Ayrica tuzlarda dahil
olmak tizere bazi inorganik iyonlar da tirosinazi inhibe edebilmekle birlikte, NaCl
hari¢ bu bilesiklerin bir ¢ogu toksik olduklarindan, kullanimlar1 smirlidir. Taze
soyulmus sebze ve meyvelerin kararmasini 6nlemek i¢in kullanigl olan NaCl, diisiik
konsantrasyonlarda zayif bir inhibitordiir (38). Tirosinaz aktivitesi bazi gida tirlinleri
acisinda onlenmesi gereken bir aktivite olmakla birlikte aktif tirosinaz; cay, kahve,

kakao, kuru iiztim, kuru incir gibi gida tirlinleri agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Diinyada en ¢ok tiiketilen igeceklerden biri olan cay, cay bitkisinin taze filizlerinden
iiretilir. Uretim siirecinde islenis bigimine gére fermente edilmis ¢ay (siyah cay) ve
fermente edilmemis cay (yesil ¢ay) olarak smiflandirilir. Siyah ¢ayin fermantasyonu
sirasinda, poli fenolleri oksitleyebilen tirosinaz kritik bir rol oynar. Cayda en ¢ok
bulunan poli fenoller katesin ve tiirevleridir. Fermantasyon siirecinde oOncelikle
katesinler o-kinonlara okside olurlar. A¢iga ¢ikan o-kinonlar daha sonra ikinci bir
oksidasyonla sar1 renkteki pigmentlere dontisiirler. Bu pigmentler ileri bir oksidasyona
ugrayarak, ¢aya rengini veren koyu kahverengi pigmentlere doniisiirler. Kafein, sar1 ve
koyu kahverengi rengi veren pigmentlerin igerigi ¢ayin kalitesini belirleyen en 6nemli
bilesendir. Caymn kalitesi toplam sar1 rengi veren pigment ile iliskili olup, ¢aydaki sar1
rengi veren pigmentin iceriginin az ya da ¢ok olmasi tirosinaz aktivitesine baglidir.
(35) yiiksek kaliteli hibrit ¢ay bitkilerindeki tirosinaz aktivitesinin, diisiikk kaliteli
bitkilere gore daha yliksek oldugunu bildirmislerdir.



2.8. Tirosinazin Tibbi Uygulama Alanlan

Tirosinaz, melanin olusumunda goérev almasi nedeniyle tibbi alanda da dikkatleri
tizerine ¢ekmistir. Suda c¢Ozliinmeyen heteropolimer yapidaki melanin, 6zellikle
kozmetik sanayi tarafindan giinesin ultraviyole 1s1gmndan korunmak amacryla tretilir.

Ayrica, ilag¢ tutuklamada biyopolimer olarak da melaninden yararlanilmaktadir.

Tirosinaz enziminden 3,4 dihidroksifenilalanin (L-DOPA) sentezlenir. (31, 42).

L-DOPA 1967°den beri Parkinson hastaliginin tedavisindeki ila¢ {retiminde
kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise L-DOPA’nin ¢ogu kimyasal olarak {iretilmesine
karsin, son ¢alismalar Erwinia herbicola ve Escherichia coli (15) bakterilerinin mikro
biyolojik yolla, tirosinaz hidroksilaz ve tirosinaz iiretimi {lizerine yogunlagmistir. L-
DOPA’y1 mikrobiyolojik yollarla iiretmek daha pahalidir. Ciinkii £. Coli ve E.
herbicola tarafindan {iretilen hormonlarin ve proteinlerin saflagtirma islemlerinin

pahal1 olmasidir.

Bundan bagka bazi kanser tiirlerinde kanserli hiicrede tirosinaz aktivitesinin oldukca
artt1ig1 gozlemlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde enzimin bu 06zelliginden

faydalanilmasi giindeme gelmistir.

2.9. Tirosinazin Fenollerin Gideriminde Kullanimi

Atik sulardaki fenolleri ve aromatik aminleri gidermek icin peroksidaz ve hidrojen
peroksidin kullanilir. Peroksidaz enzimlerinin ¢esitli fenolik bilesikleri degisik pH ve
sicaklik kosullar1 altinda aritma Ozellikleri bulunmasma karsin (24), hidrojen
peroksidin yiiksek maliyeti endiistriyel 6l¢cekte kullanilmasina engel olugturmaktadir.
Bu nedenle peroksidazlara alternatif olarak bakterilerde, meyvelerde, sebzelerde,
mantarlarda ve hayvanlarda olduk¢a yaygin olarak bulunan ve oksitleyici ajan olarak
O, ‘ni kullanan tirosinaz enziminin kullanilmas1 fikri agirlik kazanmistir. Atlow ve
arkadaslar1 atik sulardaki fenol ve onun tiirevlerini immobilize tirosinaz kullanarak o-

kinonlara ve diisiitk molekiil agirlikli polimerlere doniistiirmiislerdir (28).



Tirosinaz enziminin oksitleyici ajan olarak oksijeni kullanmas1 bir avantaj olmakla
birlikte, sapkali mantarlardan saflagtirilan tirsoinazin maliyeti oldukca yiiksektir. Bu
nedenle ucuz enzim flretimi ve saflastirma yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag

vardir.



3. IMMOBILIZASYON HAKKINDA GENEL BiLGILER

Enzimler, canli hiicreler tarafindan olusturulup belirli kimyasal reaksiyonlari, kendileri
herhangi bir degisiklige ugramaksizin hizlandiran protein yapisindaki maddelerdir.
Kompleks canli sistemlerinde calisan enzimler spesifiktir ve yan iirlin olusumuna
neden olmadan yiiksek verim eldesini saglarlar. Enzimlerin bu &zellikleri, onlarin

biyokimyasal, endiistriyel ve analitik alanlarda uygulamalarina yol agmustur.

Enzimlerin spesifikligi ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile substrat reaksiyonlarini
katalizlemelerinden dolay1 sanayide 6dnemli kullanim alanlar1 vardir. Enzim katalizli
reaksiyonlar inhibitorlerin, aktivatdrlerin ve substratlarin konsantrasyonlarini tayin
etmek i¢in uzun zaman analitik amacli kullanilmistir. Analitik reaktif olarak kullanilan
enzimler deney sartlarma ve c¢evre kosullarina ¢ok duyarlidir. Bu nedenle yiiksek

sicakliklardan, asidik ve bazik ¢ozeltilerden kaginilmalidir (27).

Enzimler, gida ve kimya gibi endiistriyel, temizlik gibi giinliik yasam ve bir saglik
alani olan tip, teshis ve tedavi, ziraat ve hatta biyolojik savas gibi pek cok kullanim

alanlarinda biiyiik rol oynarlar.

Enzimler baslica; nigasta, deri, tekstil, petrol, deterjan, cay, soya, et-balik, ve ekmek
sanayinde siit ve mamulleri, alkol ve bira, aroma tat maddelerinin iiretiminde meyve
ve sebze igslemede ve son yillarda atik maddelerin aritilmasinda kullanilirlar. En
onemli kullanim alanlarindan bir digeri de tip ve eczaciliktaki uygulamalaridir. Birgok
avantaja sahip olmalarma karsin endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimler
siirhdir. Clinkii enzimlerin pek ¢ogu kararsizdir. Enzimlerin izolasyonu ve aritilmasi
ekonomik degildir. Bu nedenle enzimlerin bir kez kullanimi yerine immobilize

edilerek tekrarlanabilir kullanimlara girmeleri ekonomik agidan biiylik 6nem tasir.



3.1. Enzim Immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, katalitik proseslerde enzim molekiillerinin katalitik
aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kullanimini saglamak amaciyla bir destek

maddesine fiziksel ve kimyasal baglanmas1 olarak tanimlanabilir.

Immobilizasyon, 1916 yilinda Nelson ve grifin sakkorozu hidrolize etmek igin maya
invertaz enzimini mangal komiirline adsorbe ederek immobilizasyonun temelini
atmuglardir. immobilize enzim sistemlerinin pratik kullanimi grobhofer ve Schleith ile
baglamistir. Arastirmalarinda, karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz
enzimlerini poliaminostiren re¢inesine kovalent baglama ile immobilize etmislerdir.
IIk olarak hiicre immobilizasyonunu Chibata ve arkadaslar1 1973 yilinda yiiksek
seviyede aspartaz aktivitesine sahip E.coli bakterisini P(AAm-ko-AA) jeli icerisinde

hapsetmislerdir.

Enzimlerin ¢esitli metotlarla inert ve genellikle kat1 polimerik desteklere tutturularak
immobilize edilmesi halen pek c¢ok bilim adaminin ilgilendigi arastirma alanlarmdan
birini olusturmaktadir. Genellikle sentetik kimyasal maddeler ve sentetik makro
molekiiller destek materyali olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, destek i¢in
kullanilan kimyasallar, bazi1 durumlarda enzimleri kismen veya tamamen g¢aligamaz
hale getirebilir. Bu sebeple endiistride polimer-enzim ¢iftinin kullanimi halen
baslangi¢ asamasinda olup, kararli formda polimerik materyallerin ve cesitli amaglar
icin yeni immobilizasyon metotlarinin gelistirilmesi arastirmalar1 devam etmektedir.
Enzim immobilizasyonun da kullanilan ¢esitli sentetik ve dogal materyaller Cizelge

3.1'de verilmistir.



Cizelge 3.1. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan destek materyalleri

SENTETIK MATERYALLER DOGAL MATERYALLER
P(AAm-ko-AA) esasli polimerler Agaroz

Dakron Dekstran

Naylon Seliiloz

Polipeptitler Cam

Stiren esasli polimerler Kollajen

Akrilat esaslt polimerler Silikajel

Polivinil alkol Aliiminyum oksit

Iyon degistiriciler Zirkonyum oksit

Enzim immobilizasyon tekniklerinin sayis1 arttik¢a, immobilize enzimlerin gecerli

uygulama alanlar1 da artmaktadir. Bu alanlarin kisa bir 6zeti asagida verilmistir.

1) Stereospesifik bir doniisiim yoluyla faydali bilesiklerin tiretimi,

2) Enerji ve kaynak tiretimi (bio kiitle doniisiimii, azot sabitlestirme, suni fotosentez
gibi),

3) Cevresel problemlerin ¢6ziimii i¢in havay1 veya suyu kirleten kimyasal maddelerin
tayini,

4) Yiiksek spesifik 6zelliklere sahip ¢esitli bilesiklerin siirekli analizi,

5) Biomedikal alanda kullanimi (kontrollii ila¢ salim sistemler biyosensorler gibi).

3.2. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon yontemleri ¢ok farkli kaynaklarda degisik sekillerde

simiflandirilmalarina kars1 kimyasal ve fiziksel olmak {izere iki ana baslik altinda

toplanabilir. Cizelge 3.2'de verilmistir.



Sekil 3.1. Enzim immobilizasyonunda kullanilan immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyon

Yontemleri

AN

Baglama Tutuklama
Capraz Enzim Tastyici Jelde Mikro Lipozom
Baglama kopolime- Baglama tutuklama kapsiilleme teknigi
rizasyonu
Fiziksel Adsorpsiyon Iyonik Selat Kovalent Biyospesifik
adsorp- ve gapraz baglama baglama baglama baglama
baglama
siyon

1) Kimyasal yontemler

a) Kovalent baglama

b) Capraz baglama

2) Fiziksel yontemler

a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon

b) Hapsetme ile immobilizasyon

-Mikrokapsiil ile hapsetme yontemi

-Kafes tipi hapsetme yontemi

3.2.1. Kimyasal metotlar

Kimyasal baglama ydnteminde suda ¢dziinmeyen fonksiyonlu polimer ile enzim

molekiilii arasinda kovalent bag olusumuna dayanir. Bu yontemler c¢ogunlukla

tersinmezdir yani serbest enzimin yeniden geri kazanilmasi miimkiin degildir.




Kimyasal yontemle immobilize edilen enzimin kimyasal ve fiziksel ozellikleri
degisebilir. Kararlilik ve dayaniklilik acisindan pek c¢ok istiinliik ortaya cikarken
kinetik 6zelliklerinde farkliliklar goriilebilir.

Kimyasal yontemle immobilize edilen enzimin, serbest haline gore farkli aktiviteye
sahip olmasinda, enzim ve destek maddesinden baska reaksiyon sartlarina da baglhdir.
Elde edilen enzim destek sistemi, serbest enzime gore daha diisiik katalitik etkinlik
gosterebilir. Bu durumun biiyiik molekiil agirlikli substratlarin ve makro molekiillerin

sterik etkisinden ileri geldigi one stiriilmiistiir (3).

a) Kovalent Baglama:

Kovalent baglama, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gruplarmin bilindigi
durumlarda kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri, aktif ucunun

yapisi, pH, sicaklik ve organik ¢oziiciiler gibi faktdrlerden dolay1 smirli sayida yontem

kullanilabilir.

Kovalent baglama ile immobilizasyon iki basamakta gergeklesir. Birinci basamak
destek maddesinin aktiflestrilmesi, ikinci basmak enzimin kovalent baglanmasi
seklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino gibi fonksiyonel gruplar
tagimalidir. Bu fonsiyonel gruplarin yapisina bagl olarak epiklor hidrin, karbodiimit,

gibi ¢esitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

Kovalent baglama yonteminin en biiyiilk avantaji, baglarin c¢ok kuvvetli olmasi
nedeniyle her tiirli ortamda kullanilabilir. Enzim destek materyali {izerinde yer
aldigindan substrat ile temast kolaydir. Ayrica enzim molekiilii ve destek materyali
birlikte genellikle 1s1l kararlilik gdsterirler. Yontemin dezavantaji, destek materyali ile

enzim arasinda siki etkilesim enzimin dogal konformasyonunu bozar (17).



b) Capraz Baglama:

Kiiciik molekiillii iki veya ¢ok fonksiyonlu maddeler, enzim molekiilleriyle aralarinda
baglar yaparak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olugmasini saglarlar. Molekiil i¢i
baglanmalar yaninda molekiiller arasi baglanmalarda s6z konusudur (38). Capraz
baglanma ile enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasma ragmen enzimlerdeki
0zel fonksiyonel gruplarin capraz baglayic1 olarak kullanilabilmesi i¢in gereken

sartlarin se¢imi ve olusturulmasi zordur.

Enzim aktifligi; reaksiyon siiresi, iyonik siddet, pH, sicaklik, capraz baglayict madde
ve enzim konsantrasyonu gibi faktorler ve bunlar arasindaki dengeye baghdir. Bu
yontemin en Onemli avantaji; tek bir islemde enzimleri immobilize etmek i¢in ¢ok
fonksiyonlu maddelerin kullanilabilmesidir. Yontemin dezavantaji ise molekiiller arasi
capraz baglanma reaksiyonunun kontrol edilmesindeki giigliiklerdir. Capraz baglanma
reaksiyonu ¢ok 1liml sartlarda gerceklesmediginden bazi durumlarda 6nemli dlgiide

aktivite kayb1 s6z konusudur.

3.2.2. Fiziksel metotlar

Fiziksel yontemler kovalent bag olugsmasina dayanmayan, enzimin belirli bir yere
tutturulmasint igerir. Enzim immobilizasyonu elektrostatik etkilesme, iyonik bag
olusumu, enzimler arasi etkilesme gibi belirli fiziksel kuvvetlere bagli kalmaktadir.
Immobilizasyon, enzimin destek maddesindeki mikro bélmeler igerisinde veya
gbdzenekli membranlara tutturulmasiyla saglanir. Bu yontemin kovalent baglama ve
capraz baglama ile immobilizasyondan ayrilan en 6nemli 6zelligi enzim molekiiliiniin

kimyasal olarak herhangi bir tastyiciya baglanmamig olmasidir.



a) Adsorpsiyon ile immobilizasyon:

Enzim immobilizsyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Adsorpsiyonun
asil amac1 enzim immobilizasyonu olmayip enzim saflastirmaktir. Ancak son 20-25
yildan beri suda c¢ozliinmeyen tastyicilarda adsorpsiyon yOnteminin enzim

immobilizasyonunda oldukca sik kullanildigi goriilmektedir.

Bu yontem, suda c¢oziinmeyen kati matriksin (adsorban) enzim c¢ozeltisi ile
karistirilmast ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.
Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler; hidrojen baglari, van
der walls kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir (10). Iyonik baglanma ile
immobilizasyon proteinin yiiklii gruplar1 ile destek materyalinin karsit yiikleri
arasindaki c¢ekim kuvvetlerine dayanir. Enzim ile adsorban (destek maddesi)
arasindaki zayif baglardan dolay1 adsorplanan enzimin kullanim esnasinda tasiyicidan
uzaklagmasi bir dezavantajidir. Bu yontemde enzim aktifligini biiyiik Ol¢iide korur.
Adsorpsiyon ile immobilizasyonun tersinir olmas1 bu destek maddesinin ve enzimin

baska amagclar i¢in tekrar kullanimini saglar.

b) Hapsetme Ile Immobilizasyon:

Bu metot polimerik matriks yapisinda veya yari gecirgen membranlarda enzimin
hapsedilmesine dayanir. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve {irliniin diflizyonuna
izin verirken proteinin difiizyonunu engellemesi i¢in yeterli derecede siki olmasi
gerekir. Bu metot her ¢esit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitiin hiicreleri veya farkli
captaki mikroorganizmalar1 hapsetmek icin ¢ok genel kullanilabilir (43). Bu yontemi,
kovalent baglama ve ¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en 6nemli 6zellik
enzim molekiiliinlin fiziksel ve kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis

olmasidir. Hapsetme metodu mikrokapsiil ve kafes tipi olmak tizere iki gruba ayrilir.



Mikrokapsiil ile hapsetme metodu

Mikrokapsiil ile hapsetme metodu, gozenekleri 10-1000 pm ¢apl, yar1 gecirgen
membranlar i¢ginde enzim molekiillerinin hapsedilmesine dayanir. Yar1 gegirgen
membran, biiyiik protein ve enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasina engel olurken,
kiigtik substrat ve iiriinlerin serbest¢e girip ¢ikmasina izin verir.

Yar1 ge¢irgen mikrokapsiillerin hazirlanmasinda iki genel metot uygulanmaktadir.
Bunlardan birincisi koagiilasyona dayali olup kimyasal bir reaksiyon icermeyen basit
bir yontemdir. Faz ayrimi polimerizasyonu diye adlandirilir. Coziicii i¢inde enzim ve
membran maddesi ¢Oziiliir ve bu ¢ozelti, mikro damlaciklar halinde ¢oktiiriicii
maddeye ilave edilir. (8, 9). Teknigin spesifik olmayis1 ve basitliginden dolay1 bu

yontem biitiin enzimlere uygulanabilmektedir.

Diger mikrokapsiilleme metodu, kimyasal 6zellik tasiyan ara ylizey polimerizasyon
metodudur. Bu metot da c¢oOktiirlici madde iginde enzim ¢dzeltisinin mikro
damlaciklar1 hazirlanir. Iki stvinm birlesme noktalarinda polimerlesme goriiliir. Yar1
gecirgen mikrokapsiil membrani iyi bilinen poliamid sistemi ile yapilir ve ¢ok ¢esitli
diaminlerle, diasit halojentirleri kullanilarak amid kopolimerleri elde edilir (8). Bu yar1
gecirgen mikro kapsiil membranin gozenek caplari; substrat molekiillerinin kapsiil
icine girisine ve Urlin molekiillerinin disar1 ¢ikisina olanak verecek biiytikliikte
olmalidir.

Mikrokapsiilleme ile hapsetme yonteminde herhangi bir modifikasyon olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine ¢ok yakidir. Bu yontemin dezavantajlari;
mikrokapsiil olusumu sirasinda yiiksek protein konsantrasyonuna gerek olmasi ve

yiiksek molekiil agirlikli substrat ve iiriinler i¢in sinirli olmasidir.

Kafes tipi hapsetme metodu

Bu yontem; yiiksek derecede c¢apraz bagli bir polimerin enzim ¢dzeltisi i¢inde
olusturulmas: temeline dayanir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer N,N’-

metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir.



Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢apraz baglar1 arasinda tutuklanmakta ve
bdylece ¢ozeltiye gegmeleri engellenmektedir. Kafes tipi immobilizasyonda; capraz
bag yiizdesi Oyle ayarlanmalidir ki, enzim molekdilleri tutuklanabilsin ama substrat
molekiillerinin enzim molekiillerine ulagsmasina engel olmasim. Capraz bag yiizdesinin
asir1 olmasi substratin enzim aktif merkezlerine ulagmasmi engellemekle kalmayip
enzimin zincir yapisini da zorlayip aktivite kaybina neden olabilir. Bu oran enzime ve
tagiyiciya bagli olarak degisir. Bu yontemle immobilize edilecek enzimin substratinin

kiigiik molekiillii olmasi1 gerekir (11).

Bu yontemin avantajlari:

- Cok kolay kullanilabiliyor olmasi,

- Gergek bir fiziksel yontem olmasi,

- Cok az miktar enzim ile gerceklesmesi,

- Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV 1sinlar1 enzim yapisini ve aktifligini
kimyasal proseslerden daha az etkilemesi,

- Ortamdaki ¢apraz baglayict ve monomer derisimini degistirmek suretiyle farkl
biiyiikliikte gdzenek iceren polimerik kafes tiretebilmesi,

- Polimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde gergeklesmesidir (4).

Yontemin dezavantajlar1 ise; immobilizasyon isleminde, jel olusumu sirasinda
yiiriyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakligmin enzimi inaktif hale
getirmesi olasiliinin bulunmasidir. Ayrica ¢apraz bagli polimerin ag Orgiistinden

enzimin sizma ihtimali de vardur.

Enzimlerin immobilize edilmesinin en 6nemli avantajlar1 Cizelge 3.3’de 6zetlenmistir.



Cizelge 3.2. Serbest ve immobilize enzim 6zelliklerinin karsilastirilmast

Serbest enzim Immobilize enzim

1. Reaksiyon sonunda ortamdan

uzaklastirilmasi giictiir.

2. Uriinlerde azda olsa kirlilik yapar. 2.

2. Cevre kosullarindan daha kolay
etkilenirler.

4. Her 6rnek bir kere ve kisa siire
kullanilir.

5. Kararsiz ve dayaniksizdir. 5.

6. Birbirini izleyen ¢ok adiml1
reaksiyonlarda kullanilmaz.

7. Aktivitesini cabuk kaybeder.

8. Kendi kendini parcalayabilir.

1. Siizme, santrifiijleme gibi basit
yontemlerle ortamdan kolayca
ayrilir.
Tamamen ayrildigmdan tiriinlerde
kirlilik s6z konusu olmaz.

3. Cevre kosullarina daha
dayaniklidir.

4. Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilir

Daha dayanikli ve kararlidir.

6. Cok adimli reaksiyonlara uygundur.

7. Basit immobilizasyon yontemleri
aktiviteyi artirir.
8. Kendi kendini par¢calama minimuma

indirgenir.

Enzimlerin immobilize edilmesinin bazi dezavantajlar1 vardir. Bunlarin baslicalar1

asagida Ozetlenmistir.

1. Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.

2. Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig: smirhdur.

3. Enzim tasiyicilarinin maliyeti yliksektir.

Enzimlerin immobilizasyonu sirasinda aktif gruplar korunmali ve enzim aktifligini

yitirmemelidir.



4. DENEYSEL KISIM
4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Tirosinaz (Mantar kaynakli polifenol oksidaz E.C.1.14.18.1),

= L-Tirosin,

0
Il
Ho« (O )-CH2-CH-C-OH
MH2

Molekiil Kiitlesi :181 g/mol

= L-DOPA,

0
I
Ho= () —CHE—CIH—C—DH
MNH2
!
HO
Molekiil Kiitlesi :198 g/mol

Tirosinaz, L- Tirosin ve L-DOPA Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

= Akrilamit (AAm),
H,C =—=CH
-
NH,
Molekiil Kiitlesi :198 g/mol



= Akrilik asit (AA),
H,C =—=CH

|
—o0
L

Molekiil Kiitlesi :100 g/mol

= Na-aljinat,

OH
}{ Na" "00C
Na+ _OOC O/O O OHO
HO \
Na"00C” H
= Amonyum persiilfat (APS),
I
“NH4 O S—O0—0 O NH4"

O
Molekiil Kiitlesi :228 g/mol

O =wn=—0

Yogunlugu :1,98 g/mol

N, N, N', N'-tetrametil etilendiamin (TEMED),

CH,

HiC T

Con— bt <

H,C | CH,
H H

Molekiil Kiitlesi :116,2 g/mol



= N, N’-metilen-bis-akrilamid (MBAAm),

H,C=—CH
$=o
H—N
i,
H—IlIHz
=
H,C=CH

Molekiil Kiitlesi : 156 g/mol

=  Amonyum dimolibdat: (NH4),Mo0,07;, M.A: 339,88 g/mol
= Asetik asit: CH;COOH, M.A: 60 g/mol

= Fosforik asit: H;PO4, M.A: 97,99 g/mol

= Borik asit: H;BO3;, M.A: 61,83

= Hidroklorik asit: HCL, M. A: 36,5 g/mol

*  Sodyum hidroksit: NaOH, M.A: 40 g/mol

= Askorbik asit: C¢HsOs M.A: 176,13 g/mol

*  Sodyum nitrit: NaNO,, M.A: 69 g/mol

. Kalsiyum kloriir: CaCl,, M.A: 111 g/mol

= Epikolorhidrin: CsHsClO, M.A: 92,53 g/mol

Merck (Almanya) firmasimdan temin edildi.

4.2. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre : UNICAM UV/Vis Spektrofotometre UV2
pH : Orion pH metre 420 A

Calkalamali su banyosu : ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu



4.3. Kullanilan c¢ozeltiler

1. HCI ¢ozeltisi: 2M 100mL HCI ¢ozeltisi 2,28 mL  %37’lik HCI (d=1,18g/1t)

alind1 hacmi saf su ile 100 mL' ye tamamlandi.

2. NaOH c¢ozeltisi: 2M 50mL NaOH ¢ozeltisi hazirlamak icin 3,84 g NaOH bir

miktar suda ¢oziildiikten sonra hacmi saf su ile 50 mL' ye tamamlandi.

3. Askorbik asit ¢ozeltisi: 2,5 mM 50mL askorbik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
0,0219 g askorbik asit (C¢HsOg) bir miktar suda ¢oziildiikten sonra hacmi saf
su ile 50 mL' ye tamamlandi.

4. Sodyum nitrit ¢ozeltisi : %15 (w/v) 50 mL NaNO, ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
7,5g NaNO, bir miktar suda ¢oziildiikten sonra hacmi saf su ile 50 mL' ye

tamamlandi.

5. BRT tamponu ¢ozeltisi: 2,3 mL asetik asit, 2,7 mL fosforik asit, 2,5 g borik asit

bir miktar suda ¢oziildiikten sonra hacmi saf su ile 50 mL' ye tamamlanda.

6. L-Tirosin substrat ¢ozeltisi: 2,5 mM 25 mL L-Tirosin ¢dzeltisi hazirlamak i¢in
0,0113 g L-Tirosin bir miktar BR tamponunda c¢oziildiikten sonra hacmi

tampon ¢ozeltisi ile 50 mL' ye tamamland1.

7. Enzim ¢oOzeltisi: 0,002 g tirosinaz enzimi bir miktar BR tamponunda

coziildiikten sonra hacmi tampon ¢ozeltisiyle 25 mL' ye tamamlandi.

8. Kalsiyum kloriir ¢6zeltisi: 0,3 M 500 mL CaCl, ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 16,65
g CaCl, bir miktar suda ¢oziildiikten sonra hacmi saf su ile 500 mL' ye

tamamlandi.



9. Amonyum dimolibdat c¢ozeltisi: %15 (w/v) 50 mL amonyum dimolibdat
cozeltisi hazirlamak i¢in 6,375g amonyum dimolibdat 5,1mL derisik NHj3;

coziildiikten sonra hacmi saf su ile 50 mL' ye tamamlandu.

4.4. Ca-aljinat Kullamilarak Enzim iImmobilizasyonu

1 g Na-aljinat {izerine 95 mL saf su ilave edildikten sonra bir saat magnetik karigtirici
iizerinde karistirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen karisim igerisine 5
mL ( 2 mg/25mL ) enzim ¢Ozeltisini ilave edildikten sonra 0,3 M’lik CaCl, ¢ozeltisi
icerisine 5 mL’lik pipet ile Na-aljinat enzim ¢dzeltisi damlatilarak enzimin immobilize
edildigi Ca-aljinat kiirele

ri elde edildi. Elde edilen aljinat kiireleri saf su ile 3 kez yikandiktan sonra Ca-aljinat
kiireleri 0,03 M’lik CaCl, ¢ozeltisi icerisinde 24 saat buzdolabinda bekletildi. Ca-
aljinat kiireleri epiklorhidrin ile 40 °C ‘de 12 saat magnetik karistirici iizerinde
aktiflestirildi. Epiklorhidrin ortamdan uzaklastirildi ve saf su ile 3 kez yikandiktan
sonra ortama 100 mL (8 mg) enzim ¢ozeltisi ilave edildi. 35 °C’a 12 saat magnetik
karistirict iizerinde immobilizasyon islemi gerceklestirildi. Immobilize enzim

kullamlmak iizere buzdolabinda (4 °C) sakland:.

4.5. P(AAm-ko-AA) Kullanilarak Enzim immobilizasyonu

20 mL su tiizerine 2,85 g P(AAm-ko-AA), 2 mL akrilik asit, 0.15 g bisakrilamid, 10
mg amonyum persiilfat ilave edildikten sonra ¢oziinene kadar magnetik karistirict
izerinde karistirilarak homojen bir karisim elde edildi. Bu homojen karisim igerisine 5
mL ( 2 mg/25mL ) enzim ¢ozeltisini ilave edildikten sonra petri kabina dokiildi. Daha
sonra petri kab1 buzla dolu bir kap igerine yerlestirilip iizerine ImL TEMED ilave
edildi. Polimerizasyon gerceklestirildikten sonra kiip (5x5x5) mm boyutunda kesildi.
P(AAm-ko-AA) epiklorhidrin (ECH) ile 40 °C ‘de 12 saat magnetik karistirici
iizerinde aktiflestirildi. Epiklorhidrin ortamdan uzaklastirildi ve saf su ile 3 kez
yikandiktan sonra ortama (8 g/100 mL) enzim ¢zeltisi ilave edildi. 35 °C’a 12 saat
magnetik karistiric1 {izerinde immobilizasyon islemi gerceklestirildi. Immobilize

enzim kullanilmak iizere buzdolabinda (4 °C) sakland.



4.6. L-DOPA Kalibrasyon Grafigi

1 g L-DOPA 25mL 5M’lik HCI ¢ozeltisinde ¢oziildi. Bu ¢ozeltiden seyreltilerek
cesitli konsantrasyonlarda (3,96x10" mM — 1,24X10° mM) L-DOPA ¢dzeltileri
hazirland1 ve kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 4.1).

1,4

1,2 1

0,8 1

Absorbans

0,6 1

y = 0,2905x - 0,0071

0,4 -
R?=0,9998

0,2 -

0 T T T T
0 1 2 3 4 5

Derigsim (mM)

Sekil 4.1. L-DOPA kalibrasyon grafigi
4.7. Tirosinazin Aktiflik Tayini
4.7.1. Serbest tirosinazin aktiflik tayini

Tirosinaz aktifligini 6lgmek amaciyla Munjal ve Sawhney tarafindan 6nerilen yontem

kullanildi (25). Bunun i¢in reaksiyon balonuna 8 mL BR tamponu (pH 7), SmL (2,5



mM) L-Tirosin, 5mL (2,5 mM) askorbik asit kondu ve 40 °C’de 10 dakika su
banyosunda calkalandi. Su banyosundan alinip balon igerisine 2 mL (2,5 mM)
tirosinaz enzimi ilave edilerek tekrar calkalamali su banyosunda c¢alkalandi ve bu
sicaklikta 10 dakika bekletildi. Su banyosundan ¢ikartilan bu ¢ozeltiye 1 mL (2 M)
HCI, 1 mL (2 M) NaOH, 1 mL %15 (w/v) amonyum dimolibdat, 1 mL % 15 (w/v)
sodyum nitrit ilave edilerek 1 saat bekletildikten sonra olusan sar1 renkli L-DOPA ‘nin
UV spektrofotmetre yardimiyla 460 nm dalga boyunda absorbansi okundu.

4.7.2. Immobilize tirosinazin aktiflik tayini

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin aktifligi

Kisim 4.7.1.belirtilen metoda gore gerceklestirildi.

4.8. Aktiflige pH’min Etkisi

4.8.1. Serbest tirosinazin aktifligine pH’nin etkisi

Serbest tirosinazin aktifligine pH etkisini aragtirmak amaciyla ¢esitli pH’lar da (4,0 -
8,0) BR tamponu ile hazirlanan L-Tirosin (5 mL, 2,5 mM) ¢ozeltileri kullanildi. Kisim
4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.

4.8.2. Immobilize tirosinazin aktifligine pH’nin etkisi

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin aktifligine

pH’nin etkisini incelemek amaciyla ¢esitli pH’larda (4,0 - 8,0) Kisim 4.7.1 ‘de
belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.



4.9. Aktiflige Sicakhgin Etkisi

4.9.1. Serbest tirosinazin aktifligine sicakhgin etkisi

Serbest tirosinazin aktifligine sicakligmm etkisini incelemek amaciyla ¢esitli

sicakliklarda (20 - 55 °C) Kisim 4.7.1 “de belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.
4.9.2. Immobilize tirosinazin aktifligine sicakhigin etkisi

Ca- aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin aktifligine
sicakligin etkisini incelemek amaciyla gesitli sicakliklarda (20 - 55 °C) Kisim 4.7.1 “de
belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.

4.10. Aktiflige Substrat Derisiminin Etkisi

4.10.1. Serbest tirosinazin aktiflig¢ine substrat derisiminin etkisi

Serbest tirosinazin aktifligine substrat derisiminin incelemek amaciyla c¢esitli
derisimlerde (0,75 — 2 mM) hazirlanan substrat ¢ozeltileriyle Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen
yontemle aktiflikler tayin edildi.

4.10.2. Immobilize tirosinazin aktifligine substrat derisiminin etkisi

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin aktifligine

substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla ¢esitli derisimlerde (0,75 — 2 mM)

hazirlanan substrat ¢ozeltileriyle Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin
edildi.



4.11. Depolanma Kararhhg:

4.11.1. Serbest tirosinazin depolanma kararhhg:
Serbest tirosinazin depolanma kararliligmi incelemek amaci ile BR tamponunda
(pH:7) hazirlanan enzim ¢ozeltisi 4°C de saklandi. Belirli araliklarda enzim

cozeltisinden alman Orneklerle Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin

edildi.

4.11.2. Immobilize tirosinazin depolanma kararhhig

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin depolanma
kararliligmi incelemek amaciyla buzdolabinda 4°C de saklanan kiirelerden belirli
araliklarla alinan o6rnekler kullanilarak Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler

tayin edildi.

4.12. Termal Inaktivasyon

4.12.1 Serbest tirosinazin termal inaktivasyonu

Serbest tirosinazin termal inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkli sicakliklarda ve
farkli zaman araliklarmda (45 - 65 °C ve 10; 30; 60 dakika) inkiibe edilen enzim
cozeltilerinin aktiflikleri Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.
4.12.2. immobilize tirosinazin termal inaktivasyonu

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin termal
inaktivasyonunu incelemek amaci ile farkl sicakliklarda ve farkli zaman araliklarinda

(45 - 65 °C ve 10; 30; 60 dakika) inkiibe edilen enzim ¢dzeltilerinin aktiflikleri Kisim
4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.



4.13. immobilize Tirosinazin Tekrar Kullanim Sayisi

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin tekrar
kullanim sayisin1 6lgmek amaci ile Ca-aljinat 15 kez, P(AAm-ko-AA) 31 kez 60
dakika kullanilarak Kisim 4.7.1 ‘de belirtilen yontemle aktiflikler tayin edildi.



5. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Calismamizda Oncelikle tirosinazin aktifligine etki eden pH, sicaklik gibi cesitli
parametreler incelendikten sonra hapsetme ve kovalent baglanma yOntemleri
kullanilarak ~ Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) polimerler iizerinde enzim
immobilazyonunu gerceklestirildi. Immobilize enzim iizerine etki eden cesitli

parametreler incelenerek serbest enzimin aktifligi ile karsilagtirild1.

5.1. Serbest ve Immobilize Tirosinazin Aktifligine pH’nin Etkisi

Serbest, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin
aktifligine pH’nin etkisini incelemek amaciyla, c¢esitli pH’lar da gerceklestirilen
reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerleri Sekil 5.1°de verilmistir. Serbest
tirosinaz i¢in optimum pH 7, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize
edilen tirosinazin optimum pH 5,5 olarak bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada serbest
tirosinaz i¢in pH 6,5 iken poli(metil metakrilat-glisil metakrilat-divinil benzen) destek
maddesi iizerine tirosinaz enzimi immobilize edildiginde ise pH 7 olarak gdzlenmistir
(21).Baska bir ¢alismada da serbest tirosinaz i¢in pH 6,5, tirosinaz enzimi poli(2-
hidroksi etil metakrilat-ko-glisil metakrilat) destek maddesi iizerine poli etilen imin ile
kovalent baglanarak immobilize edildiginde pH 7 olarak gozlenmistir (23). Diger
calismalarda ise serbest tirosinaz i¢in pH 6 iken mantar kaynakli tirosinaz enzimi
seliiloz destek maddesi tizerine immobilize edildiginde pH 5,5-6 arasinda gézlenmistir
(1). Tirosinaz enzimi Cu-aljinat, poliakrilamit ve jelatin jelleri iizerine hapsetme
yontemi ile immobilize edildiginde pH 6-8 arasinda iken serbest tirosinaz enzimi i¢in
pH 7olarak gozlenmistir (25). Enzimler elektrolit karakterli olduklari i¢in, enzim
aktifligi pH ile degisme gosterir. Cok asidik veya ¢ok bazik ortamlarda enzim denatiire
olacagindan reaksiyon hizi tersinmez olarak azalir ve sifira kadar diisebilir. Sekil
5.1’de de goriildiigii gibi immobilize tirosinazin aktifliginin bazik bolgelere kaydikg¢a

azaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 5.1. Serbest ve immobilize tirosinazin maksimum aktifliginin pH ile degisimi

5.2. Serbest ve Immobilize Tirosinazin Aktifligine Sicakhgin Etkisi

Serbest, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin
aktifligine sicakhigm (15 —60 °C) etkisini incelemek amaciyla cesitli sicakliklarda
gergeklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktiflik degerleri Sekil 5.2°de verilmistir.
Serbest enzim i¢in optimum sicaklik 30°C iken immobilize enzim i¢in 35°C olarak
bulunmustur. Sicakligin artmasiyla molekiillerin kinetik enerjilerinin arttig1 ve bdylece
tiim kimyasal ve biyokimyasal reaksiyon hizlarinin da arttig1 bilinmektedir. Sicakligin
10 °C artmasiyla, reaksiyon hizlarida yaklasik olarak iki kat artar. Biyokimyasal
reaksiyonlarda da ayni durum gozlenmektedir. Serbest tirosinaz iizerine yapilan
calismalarda maksimum aktiflik 20 -30 °C, immobilize tirosinaz i¢in ise 30 -40 °C

olarak bulunmustur (1, 21, 23, 25).
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Sekil 5.2. Serbest ve immobilize enzimin maksimum aktifliliinin sicaklikla degisimi

Enzim ile polimerik destek arasinda once hapsetme sonra kovalent baglarin olusmasi
sonucunda optimum sicaklikta bir artis gozlenebilir. Dolayisiyla enzim katalitik
aktifligini gosterebilmek i¢in daha biiyiik aktiflesme enrjisine sahip olabilir. Sekil
5.1’de de goriildiigii gibi immobilize tirosinaz i¢in optimum sicaklik degerlerinin daha

yiiksek sicakliga kaydig1 gézlenmistir.

5.3 Serbest ve Immobilize Tirosinazin Aktifligine Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin
aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek amaciyla g¢esitli substrat
derisimlerinde (0,75mM — 2mM) gerceklestirilen reaksiyonlar ve kalibrasyon grafigi
yardimiyla elde edilen hizlarin tersi substrat derisiminin tersine karsi grafige
gecirilmek suretiyle Lineweaver- Burk grafigi ¢izildi. Serbest enzim i¢in K, 0,61 mM,
Vimaks. 0,07 mM.dakika™; Ca-aljinat ile immobilize edilen enzim K., 0,78 mM, Vs
0,01 mM.dakika"'iken P(AAm-ko-AA) ile immobilize edilen enzim Ky 1,41 mM,

70



Vmaks 0,01 mM.dakika? olarak bulunmustur. Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA)
kullanilarak immobilize edilen enzimin K., degerindeki artis destek, enzim ve substrat
arasindaki etkilesim, enzimdeki yapisal degisimler ve diffiizyonel sinirlamalar

nedeniyle yaklasik 7-9 kat bir artis gdzlenmistir.

Immobilizasyonla enzimlerin K, degerlerinde bir artma gozlendigi literatiirlerde
verilmigtir. Yapilan bir calismada serbest ve immobilize tirosinaz i¢in K, 0,65 mM;
Vmaks 1890 U/mg enzim, Immobilize tirosinaz enziminin Ky 0,87 mM; Viaks 760
U/mg enzim olarak bulmustur (22). Baska bir ¢alismada da serbest enzimin K, 0,58
mM; Vs 2065 U/mg enzim, farkli destek maddeleri lizerine immobilize edilen
tirosinazin Ky, 1,44 mM ve 0,97 mM; Vyas 1055 U/mg enzim ve 1404 U/mg enzim
olarak bulmustur (21).

Substrat olarak p-kresol ve fenol kullanildiginda K, degerleri 1,22 mM ve 5,42 mM
bulunmustur (14).
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Sekil 5.3. Serbest ve immobilize enzimin aktifliginin substrat derisimi ile degisimi
5.4. Serbest ve Immobilize Tirosinazin Aktifligine Depolanma Siiresinin Etkisi

Serbest, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin
aktifligine depolanma siiresinin etkisini incelemek i¢in ¢ozeltiler 4°C’de buzdolabinda
sakland1. 100 giin sonunda serbest enzim aktifliginin %98’ini kaybederken, Ca-aljinat
ile immobilize edilen enzim %90, P(AAm-ko-AA) ile immobilize edilen enzim %95
aktifligini korudugu gorilmistiir (Sekil 5.4). Tirosinaz ALO;s; sol-jel iizerine

immobilize edildiginde 2. ayin sonunda aktifliginde yaklasik %20 bir azalma



gosterdigi belirtilmistir (37). Tirosinaz enzimi, Poli(2-hidroksi etil metakrilat-co-glisil
metakrilat) destek maddesi tizerine poli etilen imin ile kovalent baglanarak immobilize
edildiginde ise 5 giiniin sonunda %82, 3 aym sonunda aktifliginin %46’smin korudugu
bildirilmistir (23). Bu bilim adamlarinin bir baska ¢alismasinda da poli(metil
metakrilat-glisil metakrilat-divinil benzen) destek maddesi iizerine tirosinaz enzimi
immobilize edildiginde serbest enzim dort hafta sonunda daha diisiik aktiflik
gosterirken immobilize enzim ise iki ay sonunda aktifliginin %36’sim1 korudugu
bildirilmistir (21). Yapilan diger calismalarda ise Citosan kullanilarak immobilize
edilen tirosinaz enziminin 70 giin sonunda aktifliginin %75 ni korudugu bildirilmistir
(16). Gozenekli cam boncuklar {izerinde (amino|fenil]trimetoksisilan)-diazo
kullanilarak kovalent baglama yontemi ile immobilize edilen enzim 3 ayin sonunda

aktifliginin %83 nii korudugu bildirilmistir (39).
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Sekil 5.4. Serbest ve immobilize enzimin aktifliginin depolanma siiresiyle degisimi



5.5. Serbest ve Immobilize Tirosinazin Termal Kararhlig

Serbest, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin
maksimum aktifli§inin zamanla degisiminin etkisini incelemek amaciyla degisik
sicakliklarda ve degisik zaman araliklarinda kullanilan enzim ¢ozeltileri Kisim 4.7.1
‘de belirtilen yontemle aktiflikleri tayin edildi. (Sekil 5.5). Serbest tirosinaz 45 °C 60
dakikada inkiibe edildiginde yaklasik %50’sini, Ca-aljinat kullanilarak immobilize
edilen tirosinaz %60, P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinaz
yaklasik %70, aktifligini korudugu gozlendi. Serbest tirosinaz 65 °C 60 dakikada
inkiibe edildiginde yaklasik %17, Ca-aljinat kullanilarak immobilize edilen enzimin
%23, P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen enzimin yaklasik %30 aktifligini
korudugu g6zlenmistir. Yapilan bir ¢alismada 50 °C 120 dakikada serbest tirosinaz
%45°lik aktiflik gosterirken, tirosinaz enzimi poli(2-hidroksi etil metakrilat-ko-glisil
metakrilat) destek maddesi tizerine poli etilen imin ile kovalent baglanarak immobilize
edildiginde %86 ‘lik aktiflik gdstermistir. Sicaklik 60 °C oldugunda ise serbest
enzimin aktiflgi immobilize enzime gore daha hizli bir diisiis gostermistir (23).
Yapilan bir baska ¢alismada ise 50 °C 120 dakikada serbest ve immobilize enzim %44
ve %79’luk bir aktivite gosterirken, sicaklik 55 °C oldugunda immobilize enzimin

aktivitesinde bir diislis gézlenmistir (22).

Enzimler, sicaklik ve siire arttikca konformasyon degisimine ugrarlar ve buna bagl
olarak aktifliklerinde azalma ve tiimiiyle yok olma gozlenebilir. Sekil 5.5°de
goriildiigli gibi immobilize enzimler serbest enzim daha yavas inaktive olmustur.
Cizelge 5.1 de ise sicaklik arttikca ki degerlerinin arttigi, yarillanma siiresinin,
kisaldigi, aktiflesme enerjisinin ise azaldigr goézlemlenmistir. Ayrica immobilize
enzimlerin ki degerleri serbest enzime gore daha ytiksektir. Benzer sekilde immobilize

enzimlerin t;;, degerleri serbest enzime gore daha diisiik oldugu gézlenmistir.



Cizelge 5.1. Serbest ve immobilize tirosinazin termal kararliligi

45°C |55°C [60°C [65°C [45°C |55°C [60°C |65°C
ki ki ki ki tip tip tip tin

(dak™)| (dak™)| (dak™) | (dak™)| (dak) |(dak) |(dak) |(dak)

Serbest enzim (0,42 0,62 [0,66 |0,72 (1,67 |1,12 |1,06 |0,96

Ca-aljinat 0,72 10,72 10,74 10,79 10,97 (0,96 (0,94 0,87

P(AAm-ko-AA) |0,70 10,72 (0,74 0,79 (0,99 10,96 (0,94 |0,87
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Sekil 5.5. Serbest ve immobilize tirosinazin maksimum aktifliginin zamanla degisimi



5.6. immobilize Tirosinazin Tekrar Kullanim Sayisi

Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinazin tekrar
kullanim sayisini incelemek amaci ile Kisim 4.7.1°de belirtilen yontemle aktiflikleri
tayin edildi. Ca-aljinat i¢in 3 kez kullanim sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda
%94, 15 kez kullanim sonunda ise yaklasik %77, aktiflik gosterirken; P(AAm-ko-AA)
icin 3 kez kullanim sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda %99, 15 kez kullanim
sonunda %97, 31 kez kullanimin sonunda ise yaklasik %80 aktiflik gdsterdigi bulundu
(Sekil 5.6).
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Sekil 5.6. Immobilize enzimin aktifliginin kullanim sayisiyla degisimi



6. SONUCLARIN DEGERLENDIRiLMESIi

Serbest ve immobilize tirosinaz enziminin aktifligine etki eden ¢esitli

parametrelerincelendi ve elde edilen sonuglar asagida gdsterildi.

1. Serbest tirosinaz i¢in optimum pH degeri 7 olarak bulunmustur. Ca-aljinat ve
poli(akrilamit-ko-akrilik asit) kullanilarak immobilize edilen tirosinaz icin
pegeri 5,5 olarak bulunmustur.

2. Serbest tirosinaz i¢in optimum sicaklik 30°C iken Ca-aljinat ve poli(akrilamit-
ko-akrilik asit) kullanilarak immobilize edilen tirosinaz i¢in bu sicaklik degeri
35°C bulunmustur.

3. Serbest tirosinaz i¢cin Ky, degeri 0,6072 mM, Ca-aljinat ve poli(akrilamit-ko-
akrilik asit) kullanilarak immobilize edilen tirosinaz i¢in K, degerleri sirasiyla
0,779 mM ve 1,408 mM olarak bulunmustur.

4. Serbest tirosinaz igin Vg degeri 0,0737 mM.dakika”', Ca-aljinat ve
poli(akrilamit-ko-akrilik asit) kullanilarak immobilize edilen tirosinaz igin
Vimak degerleri sirasiyla 0,0117 mM.dakika” ve 0,0125 mM.dakikaolarak
bulunmustur.

5. Serbest tirosinazin 4°C da depolandiginda 100 giin sonunda serbest enzim
aktifliginin %98°ni kaybederken, Ca-aljinat ve poli(akrilamit-ko-akrilik asit)
kullanilarak immobilize edilen tirosinaz enzimi ise %90 ve %95 aktifligini
korumustur.

6. Serbest tirosinaz 45 °C 60 dakikada inkiibe edildiginde yaklasik %50, Ca-
aljinat ve P(AAm-ko-AA) kullanilarak immobilize edilen tirosinaz ise yaklasik
%60 ve %70 aktifligini korudugu gozlendi. Serbest tirosinaz 65 °C 60
dakikada inkiibe edildiginde yaklasik %17, Ca-aljinat ve P(AAm-ko-AA)
kullanilarak immobilize edilen tirosinaz ise yaklasik %23 ve %30 aktifligini
korudugu gozlendi.

7. Ca-aljinat 3 kez kullanim sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda %94, 15 kez
kullanim sonunda ise yaklasik %77, aktiflik gosterirken; P(AAm-ko-AA) 3 kez

kullanim sonunda %100, 7 kez kullanim sonunda %99, 15 kez kullanim



sonunda %97, 31 kez kullanimin sonunda ise yaklasik %80 aktiflik gdsterdigi

bulundu.
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