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OZET

Bu caliymada, iiziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi
yapilmistir. Ekstrakte edilen ve saflastirillan tirosinaz enzimi, uygulama
alanlarindan biri olan sulardaki fenollerin giderimiyle ilgili calismalar i¢in
kullanilmistir. Ayrica piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi ile fenol giderimi
calismalarn yapilmistir. Bu deney sonuclari, iiziimden ekstrakte edilen ve

saflastirilan enzim ile karsilastirnlmistir.

Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyon ve saflasgtirma asamalari; sirasiyla,
ham enzim ekstraktinin eldesi, Triton X-100 ve PVP (polivinil pirrolidon)
kombinasyonu ile saflastirma ve son asama olan amonyum siilfat
coktiirmesidir. Spesifik aktivite iizerine, Triton X-100 ve PVP miktarimin
etkileri incelenmistir. Yapilan calismalar sonucu, % 3 (a/h) PVP ve % 4,5 (h/h)
Triton X-100 kullanildiginda en yiiksek spesifik aktivite (2874,51 U/mg protein)

gozlenmistir.

Enzimatik yolla fenol uzaklastirma verimi iizerine, enzim miktarinin, bekleme
siiresinin ve sicakhigin etkileri incelenmistir. Buna gore, tirosinaz enzimi
kullanilarak maksimum fenol uzaklastirma veriminin elde edildigi sicakhik

25 °C ve bekleme siiresi 3 saat olarak belirlenmistir.



Ayn1 enzim aktivitesini veren miktarlar kullamlarak iiziimden elde edilen
enzimle yaklasik % 75-79 ve piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi ile yaklasik
% 92-95 verimle fenol giderimi yapilmistir. Uziimden elde edilen enzim miktar

% 50 artinldiginda ise yaklasik % 82-89 fenol uzaklastirma verimi elde

edilmistir.
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ABSTRACT

In this study, tyrosinase was extracted and purified from green grape. This
extracted and purified tyrosinase was used for separation of phenol from
aqueous solutions containing phenol. Phenol separation was also studied with
pure commercial tyrosinase. Phenol separation efficiencies observed with

purified enzyme and commercial enzyme were compared.

Extraction and purification steps are firstly crude enzyme extraction, then
purification with Triton X-100 and PVP (polyvinyl pyrrolidone) and finally
precipitation with ammonium sulphate. The effects of Triton X-100 and PVP
(polyvinyl pyrrolidone) concentrations on tyrosinase spesific activity were
investigated. The maximum spesific activity of tyrosinase (2874,51 U/mg
protein) was observed with 3 % (w/v) PVP (polyvinyl pyrrolidone) and 4,5 %

(v/v) Triton X-100 concentrations in the experimantal range studied.

The effects of enzyme concentration, separation time and temperature on
phenol removal efficiency were investigated. The maximum phenol removal

efficiency was achieved at 25 °C and with a separation time of three hours.
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Phenol separation efficiencies obtained with purified enzyme and commercial
enzyme were very close each other. Using equal enzyme activities, the phenol
separation efficiencies were found as 75-79 % and 92-95 % with purified
tyrosinase enzyme and commercial enzyme, respectively. Increasing the enzyme
activity by 50 % for the separation experiments with the purified tyrosinase
enzyme in this work resulted in an increase in the phenol separation efficiency

to 82-89 %.

Science Code : 912.1.086
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Page Number: 108
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

Kat
Vimax
Km
kDa
TX-100
PVP
Co
Cs
ppm
Ui
Uio
AU;
SA
BSA

Kisaltmalar

EPA

Aciklama

Katal

Maksimum hiz

Michaelis-Menten sabiti (mM)
Kilodalton

Triton X-100

Polivinil pirrolidon

Baslangig kirletici konsantrasyonu (mg/1)
Son kirletici konsantrasyonu (mg/1)
Milyonda bir madde konsantrasyonu (mg/1)
1 degiskeninin gercek degeri

i degiskeninin orta noktadaki degeri

i degiskeninin adim aralig1

Spesifik aktivite (U/mg protein)

Bovine serum albumin

Aciklama

Cevre Koruma Kurumu
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1.GIRiS

Niifusu hizla artmakta olan diinyamizda endiistrilesmenin yol actigi baslica
sorunlardan biri de endiistriyel atiklardir. Endiistriyel atiklarin yani sira, insan ve
hayvan kaynakli atik ve artiklar da diinyamiz i¢in biiyiikliigii giderek artan bir sorun
olusturmaktadir. Ister endiistriyel kaynakl ister insan ve hayvan kaynakli olsun, bu
atik ve artiklarin yol agtiklar1 veya acacaklart sorunlarin dénlenmesi hem diinyamiz
acisindan hem de gelecek nesiller agisindan oldukea biiylik onem tagimaktadir. Yirmi
birinci yiizyilla adim attigimiz su giinlerde ¢evre bilincinin diinyamizda halen tam
olarak yerlesmemis olmasi, gelecek kusaklar agisindan biiylik bir kayiptir. Su bir
gercektir ki, cevre kalitesinin kontrolii bireysel bir istek olmaktan ¢ok toplumsal bir

gerekliliktir.

Son yirmi y1l igerisinde, atiklarin aritiminda enzimlerin kullanimina yonelik olduk¢a
dikkate deger ¢aligmalar yiriitilmistiir. Enzimlerin atik aritiminda sunduklar1 yeni

olasiliklar tizerindeki ¢calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Enzimler giinlik yasantimizda 6nemli rolii olan maddeler haline gelmistir.Bugiin
enzimlerden; gida, ilag¢ ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik maddeleri
tiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip, tarim ve

veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlanilmaktadir.

Biyoteknolojide yasanan gelismelere bagli olarak, daha iyi izolasyon ve saflagtirma
yontemlerinin kullanilmasi ile daha ucuz ve daha kolay elde edilebilir enzimlerin

tiretimi saglanmaktadir [1, 2].

Bu calismada, iiziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastiriimasi
yapilmistir. Piyasadan alinan ve liziimden elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak,
sulardaki fenollerin giderimi i¢in enzimatik metod kullanilmustir. Ilk asama olarak,
liziimden tirosinaz enziminin ekstrakte edilmesi ve saflastiriimasi yapilmustir. Ikinci
asamada ise, baglangi¢ fenol konsantrasyonu i¢in gerekli enzim miktarinin, sicakligin

ve zamanin fenol uzaklastirma verimi {lizerine etkileri incelenmistir. Piyasadan alinan



saf tirosinaz enzimi ve lizimden ekstrakte edilen ve saflastirilan tirosinaz enzimi ile

fenol giderimi ¢aligsmalar1 yapilmis, fenol uzaklastirma verimleri karsilastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzimlerin Kesfi

Biyolojik olarak enzimlerin varligi ilk olarak 1835 yilinda Isvecli kimyac1 Jons Jacob
Berzelius tarafindan tanimlanmistir. Bu arastirmaci ¢ok sayida elementi kesfeden,
kimyasal sembollerin yazilis seklini ortaya koyan ve kataliz terimini ilk kullanan

bilim adamudir.

Berzelius, patatesde nisastanin yikiminmi katalizleyen birsey bulundugunu farketmis
ve tiim dogal {irlinlerin bu tiir bir kataliz altinda olustugunu ileri slirmiistiir. Ancak
uzun yillar biyolojik katalizin kimyasal tabiati bilinmemis ve bir gizem olarak
kalmistir. 1850-1860 yillar1 arasindaki dénemde Louis Pasteur, fermantasyonun canl
hiicre varlifinda anaerobik olarak sekerin CO, ve etanole yikilmasi oldugunu

gostermistir.

1897 yilinda Eduard Buchner tesadiifen fermantasyonun kendi hazirladig1 berrak bir

stv1 tarafindan nasil katalizlendigini kesfetmistir.

2.2. Enzimler

Enzimler, canli organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve protein
yapisinda olan  biyokatalizorlerdir.  Metabolizma  olarak  adlandirdigimiz
organizmadaki biyokimyasal doniisiimlerin tiimiiniin yiiriiyebilmesi enzimler
sayesinde miimkiin olmaktadir. Organizmadaki organik maddelerin yapimi, yikimi,

kas hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimler yardimiyla yiirimektedir.

Enzimler giinliik yasantimizda 6nemli rolii olan maddeler haline gelmistir. Bugiin
enzimlerden; gida, ilag ve kimya endiistrisinde, dericilik, boya ve temizlik maddeleri
tiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip, tarim ve

veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlanilmaktadir.



Gida endiistrisinde pastorizasyon ve sterilizasyonunun uygun sekilde yapilip

yapilmadiginin tespiti i¢in enzim tayinlerinden faydalanilir.

2.2.1. Enzimlerin genel ozellikleri ve kimyasal yapilar

Enzimler c¢ok etkili ve spesifik katalizorlerdir. Enzimlerin, diger kimyasal
katalizorlere gore bircok {stiinliikleri bulunmaktadir. Enzimlerin kimyasal
katalizorlerden en onemli farki spesifik olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli
maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalize ederler. Biyokimyasal katalizorler,
reaksiyon hizimi 10*”ye kadar artirrken, diger katalizorler 10°-10° kadar

arttirabilmektedir.

Enzimler yalnmizca canli hiicreler tarafindan sentezlenir. Bu enzimlerin bir kismi
hiicre icinde kalir ve burada fonksiyon gosterir. Bu tip enzimlere ‘‘intraseliiler’’
(hiicre i¢i) enzimler denir. Baz1 enzimler ise hiicre i¢cinde sentezlendikten sonra hiicre
disina salinir ve burada fonksiyon gosterir. Bunlara da ‘‘ekstraseliiler’’ (hiicre dis1)

enzimler denir.

Bazi enzimler benzer yapida bir grup substrata etki ederken bazilar tek molekiil tiirii

uzerine etki eder.

Birbirine ¢ok benzeyen maddeleri, hatta aym1 maddenin stereoizomerlerini bile
doniisiime ugratmazlar. Bu yiiksek secicilik sayesinde en basit bir hiicrede bile ayn

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 6zel katmanlar ile olusan bu aktif merkez, katalitik aktiviteden

sorumludur.

Enzimlerin tiimii protein yapisindadir. Enzimler yapisinda protein disinda yabanci

madde icerip igermemesine gore gruplandirilabilmektedir:



- Baz1 enzimler yalnizca proteinden yani aminoasitlerden olusmuslardir. Bu tip
enzimlerde protein yapt hem spesifiklikten hem de katalitik aktiviteden sorumludur.

Ornek olarak; amilazlar, pepsin, tripsin, iireaz verilebilir.

- Baz1 enzimlerin yapisinda proteinin yanisira organik veya inorganik maddeler yer

almaktadir. Protein yapisinda olmayan bu maddelere ‘‘kofaktor’” adi verilmektedir.

- Kofaktorii ile birlesmis ve aktif halde bulunan enzimlere ‘haloenzim’ adi
verilmektedir. Haloenzimin protein kismina ise ‘‘apoenzim’’ denilir. Apoenzimlerin
protein yapisindaki aminoasit tiirleri ve dizilisleri her enzimde farklilik
gostermektedir. Bu nedenle enzimin Ozelligini ve oOzgiilliinii belirleyen kisim
apoenzimdir. Apoenzimler tek baslarina aktivite gdsteremezler, ancak koenzimle

birlikteyken katalitik aktivite kazanirlar.

Kofaktorler; inorganik iyonlar ve koenzimler olarak gruplandirilabilirler.

Koenzimler; Bazi enzimler tek baslarina da aktivite gosterebilirken biiylik bir
cogunlugunun aktivite gosterebilmesi icin baska molekiillerle kompleks olusturmasi
gerekmektedir. Bu maddelere ‘‘koenzim’’denir. Koenzimler metal iyonlar1 veya
vitamin yapisinda, veya bu yapiya benzeyen organik molekiiller olabilir. Koenzimler;
reaksiyon sirasinda enzimin aktif merkezine gevsek olarak baglanirlar ve aktivite
sonunda enzim molekiiliinden ayrilirlar. Ornegin; Nikotinamid adenin diniikleotid

( NAD"), birgok yiikseltgenme-indirgenme tepkimesinde yeralan bir koenzimdir.

Asagidaki tepkimeye gore koenzim kinetik olarak ikinci bir substrat gibi
davranmakta ve indirgenerek reaksiyondan NADH seklinde farkli bir {iriin olarak

ortaya ¢ikmaktadir .

Alkol dehidrogenaz
CH;CH,OH + NAD" «_» CH;CHO+NADH+H"
Alkol Aldehit



Inorganik iyonlar ise; kofaktdr olarak gorev iistlenen katyonlar (Ca™, Mg™,Zn™,

F e+2, Cu+2,C0+2, Ni+2, Na’, K" vb.) ve anyonlar (CI', Br, F', I" vb.) dir.

Alman Kimyac1 Emil Fischer 1894 yilinda Anahtar-Kilit ve Enzim-Substrat iligkisini
ortaya koymustur.

Enzimler genellikle sustratlardan daha biiyiikk molekiillerdir. Enzim molekiilii
tizerindeki kofaktdor ve koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat kompleksinin

sekillendigi dar bir bolge aktif merkezi teskil eder.

Enzim molekiilii 6zel bir cep igerir; bu aktif bolge olarak tanimlanir. Aktif taraf
substrati baglayarak enzim-substrat kompleksi olusturur. Enzim {iiriin yapisina
cevrilir ve sonra iirlinden enzim ayrilir.

Bir enzimatik reaksiyon su sekilde gerceklesmektedir:

E+S «—3 ES__, E+P

Bu tepkimeye gore enzim substrati ile birleserek bir ES kompleksi olusturmakta,

daha sonra da bu ES kompleksinden iiriin olugsmakta, enzim ise reaksiyon ortaminda

tekrar serbest hale gegmektedir.

v

Enzim Substrat Enzim-Substrat Kompleksi

Sekil 2.1. Anahtar-Kilit modeli



Aktif merkezin bazi 6zelikleri

- Aktif merkez enzimin protein kisminda yer alir.

- Aktif merkez belirli ¢esit, say1 ve diziliste aminoasitlerden olugsmustur.

- Substrat aktif merkeze H-baglari, Van-der Waals ve elektrostatik giiclerle ¢cok
zay1f olarak baglamaktadir.

- Baz1 enzimlerin birden fazla aktif merkezi olabilmektedir.

- Aktif merkez enzimin toplam hacminin ¢ok kiigiik bir boliimiinii olusturmaktadir.

2.2.2. Enzim Kkinetigi

1

Enzim, substrati {iriine doniistiiriirken 6nce onunla bir ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’

olusturur, daha sonra da bu kompleks iiriin ve enzime doniisiir.

Enzim kinetigi mekanizmasi su sekilde gosterilir.

k; ks
Enzim + Subtrat ——»  ES — Uriin + Enzim
4—
ko

Burada ES kompleksi, E ve S’den k; hiz1 ile olusur. ES’nin ayrigmasi ise k, hizindaki
geri reaksiyonla ve ks hizi ile iirlin ve enzime ayrigmasi ile olur. Reaksiyon kararli
duruma ulaginca ‘‘Kararli Durum Ilkesine’’ gére ES’nin olusmasi ayrigmasina esit

olur, yani derisimi degismez.

Enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk genis kinetik calismalar 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore baslangic enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 2.2). Bunun ¢éziimii ile de Es.
2.1°deki Michaelis-Menten bagintisi bulunur.



=" 72 vmax

»

K, [S]( Substrat derigimi)

Sekil 2.2. Michaelis-Menten grafigi

Michaelis-Menten Bagintis1 su sekilde tanimlanir.

2.1)

Burada Vi, hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz
olarak belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Viax/2) karsilik gelen substrat derigimi
K (Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir. Vi ve Ky, bir enzimin aktivitesini

belirleyen 6nemli enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi 3 bdlgeden olusmaktadir. Birinci bdlgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S]<<K,,) grafik dogrusaldir. Ikinci bdlgede
oldukca biiyiik subsrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal yapilamaz, reaksiyon
karisik dereceden vyiiriir. Ugiincii bélgede [S]>> Kin’dir. V=Vx olur ve reaksiyon

sabit bir hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik

saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir.



Bu amagcla eksen oOlgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru

denklemine doniistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanm1 Es. 2.2°deki Lineweaver-

Burk denklemidir [3].

1
v v 8]V

(2.2)

Bu denkleme gore ordinatta 1/Vy.x , apsiste 1/[S] degerleri olmak iizere bir dogru

elde edilir. Bu dogrunun egimi ise Ky/Vmax dir ( Sekil 2.3).

/v

Egim=——-

)a Vi

K’-I/Km

Sekil 2.3. Lineweaver-Burk grafigi

2.2.3. Enzimatik analiz ve aktivite belirleme yontemleri

Enzimler, biyolojik katalizér olmalar1 nedeniyle diinyamizdaki yasami olasi kilan

etmenlerin baginda gelmektedirler. Bu agidan enzimoloji, molekiiler biyolojinin en

Onemli alt ¢alisma alanlarindan birisini olusturmaktadir.
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Enzimlerin varliklarini, etkinliklerini, lokalizasyonlarini, kataliz mekanizmalarini,
miktarlarini, safliklarin1 vb. belirlemenin en etkin yolu onlarin aktivitelerini
Olemektir. Su ana kadar binlerce enzimin varlig1 saptanmis ve bunlara iliskin aktivite
tayin yontemleri gelistirilmistir. Herhangi bir enzim i¢in ideal bir aktivite belirleme
yolu yoktur, ¢linkii bir yontemin uygunlugu bazi faktorlere baglhidir. Bunlarin
basinda, enzimin saflifi, fizikokimyasal 6zellikleri, katalizledigi reaksiyonun tipi,
lokalize oldugu yer, dl¢lim yonteminin maliyeti, eldeki mevcut 6l¢iim cihazlarinin

niteligi ve 6l¢timiin duyarliligs ile ilgili zorunluluklar vb. gelmektedir.

2.2.4. Enzim aktiflik birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklari i¢in miktarlarinin 6l¢iimii

¢ok zordur. Ancak aktiviteleri 6l¢iilebilir.

Bir enzimin aktivitesini gesitli yollardan ifade etmek olasidir. Ornegin,1 mg enzim
proteini tarafindan birim zamanda meydana getirilen absorbans degisikligi bir birim
olarak ifade edilebilir. Fakat diinya genelinde, elde edilen sonuglar
karsilagtirabilmek i¢in daha standart bir birim tanimlamasi gelistirilmistir. Bu

uluslarasi tinite (International Unit; IU) veya enzim iinitesi olarak ifade edilmektedir.

Enzim linitesi

Optimum sartlarda, bir {inite enzim, bir dakikada 1pmol iirlinlin olusumunu (veya 1

umol substratin doniisiimiinii) katalizleyen enzim miktaridir.

Spesifik aktivite

Bir enzimin aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan diger bir birim de spesifik
aktivitedir. Bir enziminin spesifik aktivitesi, 1 miligram protein basina diisen enzim
Uinitesinin ~ sayisidir.  Spesifik aktivite, enzim iinitesi/mg protein olarak

hesaplanmaktadir.
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Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve o enzime 6zgili bir degerdir. Spesifik

aktiviteden yola ¢ikarak enzim iinitesini miligram olarak tanimlamak da miimkiindiir.

tinite/spesifik aktivite( inite/mg) = miligram enzim (2.3)

Spesifik aktivite kavrami 6zellikle bir enzimin saflifini1 kabaca tanimlamak igin
kullanilan bir dlgiittiir. Ornegin, ham 6ziitlerdeki yiiksek protein derisiminin ancak
kiiciik bir kismimi ilgilendigimiz enzime ait protein olusturmaktadir. Bu nedenle
Olctim yapildiginda oldukea yiiksek bir enzim {initesi elde etmek olasidir, fakat bu
durumda enzimin spesifik aktivitesi diisitk olacaktir. Enzimi saflagtirdikca
sollisyondaki enzim {initesi sabit kalirken, protein derisimi diisecegi icin spesifik
aktivite yiikselecektir. Enzim en yiiksek saflia eristiginde spesifik aktivite sabit bir

degere ulasacaktir.

Katal

Enzim aktivitesi birimi olarak iinite terimi gliniimiizde yaygin olarak kullanilmakla
beraber, Uluslararas1 Biyokimya Birligi, Enzim Alt Komisyonu tarafindan onerilmis
bir birim de katal (Kat)’dir. Optimum sartlarda 1 katal, 1 saniyede 1 mol substrati
irtine doniistiiren enzim miktaridir. Katal, tanimindan da anlasilacagi gibi, biiyilik
6l¢ekli bir birimdir ve bu nedenle aktiviteleri tanimlamak i¢in nanokatal ve pikokatal

birimleri ¢ok daha kullanishdir.

2.2.5. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler sunlardir :

- Ortam pH’1

- Sicaklik

- Enzim konsantrasyonu

- Substrat konsantrasyonu

- Zaman
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- Inhibitér
- Cesitli iyonlarin konsantrasyonu ve 6zellikleri

- Isik ve diger fiziksel faktorlerin etkisi

Ortam pH’1

Enzimler katalitik etki gosterirken ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagl
olarak aktiviteleri degigsmektedir. Bazi enzimler diisik pH seviyelerinde (asit
ortamda) daha aktif olmakla beraber, bazilar1 ise yiiksek pH’l1 ortamlarda (bazik
ortamda) aktiftirler. Fakat ¢cogunlukla enzim aktivitesi notral ortamlarda en fazla

olmaktadir.

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH"1 adi verilir.
Enzimatik calismalarda pH’1 optimumda sabit tutmak veya en azindan hidrojen
iyonu konsantrasyonunu elverisli durumda tutmak ic¢in tamponlar kullanilir.
Optimum pH, kullanilan tamponun cinsine, 6zel substratin yapisina ve enzimin elde

edildigi kaynaga baglidir.

Sicaklik

Sicaklik enzimatik reaksiyonlar1 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 sicakligin iizerinde
dayanikliligmi yitirerek denatiire olurlar. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi

sicakliga optimum sicaklik ad1 verilir.

Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda enzim
konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekiilii ne kadar
coksa reaksiyon o kadar hizli yiiriir. Enzimin hiicrede lokalize oldugu yerde yeterince

substrat bulunmadig1 i¢in reaksiyon o derece yiiksek diizeyde meydana gelmez.
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Substratin bol oldugu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ile dogru

orantilidir.

Substrat konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu reaksiyon hizim1 belli bir siire lineer olarak artirmaktadir.
Enzim substratina kars1 doygunluga ulastiginda reaksiyon hizi degismeden devam
eder (Sekil 2.4). Bu durumda enzim maksimum hiz ile calisiyor demektir.
Maksimum hiz V. ile gosterilir. Enzim maksimum hiz ile c¢alisirken enzim
molekiillerinin yarisina bagli substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten sabiti
(Kim) denilmektedir. Enzimin substratina ilgisi ne kadar fazla ise K, degeri o kadar

kiictiktiir.

Vv
A

Vmax

) Vmax

K (Substrat)

Sekil 2.4. Enzimatik reaksiyonun hizi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi
Zamanin etkisi

Bir enzim reaksiyonun hizi belirli bir zamanda iiretilen {irliniin miktar1 ile

belirlenmektedir.

Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken reaksiyonun hizi giderek
diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan {iriinlerin aralarinda birleserek

aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu
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onleyen maddelerin tesekkiil etmesi ve substratin tiikenmesi gibi faktorlerdir. Bu
faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in enzim c¢aligmalar1 c¢ogunlukla
substratin yaklagik % 10'unun sarfedildigi reaksiyonun baglangic asamasinda

gergeklestirilir.

Inhibitér

Inhibitorler, enzimatik tepkimelerin hizim azaltan maddelerdir. Inhibitérler,
substratin enzimin aktif merkezine baglanip, enzim-substrat kompleksinin

olusumunu Onlerler.

2.2.6. Enzimlerin siniflandirilmasi

Enzimler kullanildiklar1 substratin veya katalizledikleri reaksiyon tipine gore
adlandirilmaktadir. Enzimin etkiledigi substrat ve reaksiyon tipi —az eki getirilerek
adlandirilmigtir. Ancak son zamanlarda bu sekilde adlandirilmalart O6nemini
kaybetmistir. Yeni kesfedilen ve sayilar1 giinden giine artan enzimler Uluslararasi
Biyokimya Birligi tarafindan yeni bir adlandirilmaya ve siniflandirilmaya tabi

tutulmustur. Buna gore enzim siniflar1 asagidaki gibidir.

- Oksidorediiktazlar
- Transferazlar

- Hidrolazlar

- Liyazlar

- Izomerazlar

- Ligazlar (Sentetazlar)

Yeni siniflamada enzimlere 4 numara verilmektedir. ilk numara enzimin alt1 siniftan
hangisine ait oldugunu, ikinci numara etki ettigi kimyasal yapiy1 veya fonksiyonel
grubu, ticlincii numara akseptorii, dordiincli numara ise belli bir sinifta enzimin aldigi
sira numarasint gostermektedir. Sekil 2.5°de tirosinaz enziminin kodlandirilmasi

gosterilmistir.
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E.C.1.14.18.1
L Enzim sira numarasi
Akseptdr oksijen

Alt sinifi ve etkiledigi bag difenol tiirevleri
Sinifi

Smiflamasi

Enzim

Sekil 2.5. Tirosinaz enziminin kodlandirilmasi

Oksidorediiktazlar

Redoks reaksiyonlarinm katalizler. Bu sinif enzimlerin substratlar1 genellikle elektron
ve hidrojen vericidir. Dehidrojenazlar ve rediiktazlar bu gruptandir. Oksijen, elektron
veya hidrojen alicist ise bu durumda oksidazlar olarak isimlendirilirler. Alkol—

dehidrojenaz, rediiktaz, tirosinaz bu grubun 6rnekleridir.

Transferazlar

Verici tizerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat molekiiliine tasmmasini
katalizleyen enzimlerdir. Amino-transferazlar, CoA-transferazlar bu grubun
ornekleridir.

Hidrolazlar

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

katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar, fosfatazlar bu grubun 6rnekleridir.

Liyazlar

Cift bag olusumunu ve ¢ift baga katilma reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.

Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun 6rnekleridir.
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[zomerazlar

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

fosfogluktomutazlar bu grubun 6rnekleridir.

Ligazlar

ATP’nin AMP ve PPi’ye parcalanmasindan agiga ¢ikan enerjiden yaralanarak iki
molekiilii birbirine baglayan enzimlerdir. Aminoasitleri aktive eden enzimler,

acilCoA — sentetazlar bu grubun 6rnekleridir.

2.3. Tirosinaz Enzimi

2.3.1. Tirosinaz enzimi hakkinda genel bilgi

Tirosinaz enziminin sistematik adi; 1,2-benzendiol : oksijen oksidorediiktaz’dir.
Tirosinaz aynm1 zamanda polifenol oksidaz, fenolaz, katekol oksidaz, monofenol
oksidaz, kresolaz ve katekolaz olarak da bilinir. Tirosinaz ilk olarak 1856 yilinda

Schobenbein tarafindan mantar iginde kesfedilmistir [4,5].

Tirosinaz bakir i¢eren bir enzimdir. Tirosinazin aktif merkezinde her biri ti¢ histidin
aminoasidi grubuna baglanmis iki bakir atomu bulunmaktadir. Aktif merkezdeki iki

bakir atomu iki tane oksijen atomuyla etkilesim halindedir.

Sekil 2.6’da tirosinaz enziminin yapist degisik acilardan gosterilmektedir. Bakir
atomlar1 yesil renkte, molekiil yilizeyi kirmizi renkte, aktif merkezdeki bakir atomlari

ile koordine olmus histidin aminoasitleri mavi ¢izgi seklinde belirtilmistir.
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Sekil 2.6. Tirosinaz enziminin yapisinin degisik ac¢ilardan gosterimi (A,B,C,D,E) [6]

Tirosinaz ndtr tampon ve oda sicakliginda oldukea kararlidir. pH>8, pH<S5 ve yiiksek
sicaklikta kararsizdir. Tirosinaz enzimi, fenolleri gidermedeki iistiin yetenegi ile son
yillarda aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Tirosinaz enzimi fenol doniigiimiinii,

pH=7"de etkin bir sekilde katalizler [1].

Tirosinaz bir¢ok bitki dokusunda, bazi mantarlarda, iiziim, seftali, ayva, elma,
pancar, patates, 1spanak gibi meyve ve sebzelerde ayrica bocek ve insanlarin da dahil
oldugu bazi yiiksek yapili canlilarda bulunur. Yiiksek yapilt bitkilerde enzim, bitkiyi
bocek ve mikroorganizma ataklarina karsi korur; Dbitki yaralandiginda
mikroorganizmalarin daha ileri ataklarina olanak tanimayan ve kurumay1 6nleyici bir
melanin tabakasi olusturur. Tirosinaz boceklerde dis iskeletin sertlesmesine yardimci
olurken, 6te yandan mikroorganizmalara karsi, onlart sentezledigi melanin igerisine
hapsederek koruma sagladig ileri siiriilmiistiir. Insanlarda ise tirosinaz cildin, sagin

ve gbziin pigmentasyonundan sorumludur [7-10].

2.3.2. Tirosinazin molekiiler 6zellikleri

Tirosinaz tipi fenol oksidazlarin molekiiler agirliklar1 izole edildikleri kaynaklara

gore oldukca degiskenlik gostermektedir. Dort farkli yiiksek yapili bitki tiirtinden
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izole edilen tirosinaz enziminin molekiiler agirliklar1 33.0 kDa ile 200.0 kDa arasinda
degismektedir. Mantar kaynakli tirosinaz enziminin genel olarak kabul goriilen
molekiiler agirhg 128.0 kDa’dur [11]. Uziim tirosinazinin molekiiler agirhigi ise
40.680 kDa‘dur. Tirosinaz enzimi i¢in katekol sustrati kullanildiginda, enzimin K,

(Michaelis-Menten sabiti) degeri 3.06 mM’dir.
2.3.3. Tirosinazin katalizledigi tepkimeler
Tirosinaz bakir igeren bir enzimdir. Bu enzim monofenollerin oksidasyonunu

katalizlemek i¢in molekiiler oksijeni kullanir. Tirosinaz iki tane oksidasyon

reaksiyonunu katalizler (Sekil 2.7).

2H"
DH

Ema‘t-D

/r

ony-mC Ed-ouqr ':> + H,0

o 3H
Q + H;O
cH f’ ;

Ecuy-D

HD OH

Sekil 2.7. Tirosinaz enzimi ile fenol giderim mekanizmasi, (1) Monofenollerin o-
difenollere hidroksilasyonu, (2) o-difenollerin tirosinazla o-benzokinonlara
dehidrojenasyonu. M:monofenol ve D:difenol

Birinci halkada tirosinaz, oksijenle monofenollerin (CsHsOH) oksidasyonunu
gerceklestirir. Bu siiregte dort enzim durumundan geger (Edeoxys Eoxy, Eoxy-m Ve
Emee.p). Ikinci halkada enzim bes halden (Edeoxy> Eoxys Eoxy-D, Emets V€ Emer-n) gecerek
o-difenolleri (C¢HsO,) oksitlemis olur. Bu iki halka, birbiriyle oligomerler meydana

getiren o-kinonlarin (C¢H40,) olugmasini saglar [12].
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2.3.4. Tirosinazin endiistriyel uygulama alanlari

Gerek antim gerekse gida, saglik ve kozmetik endiistrisinde olsun tirosinazin
giinimiizde bircok uygulama alan1 vardir. Tirosinaz, meyve ve sebzelerin
islenmesinin ardindan enzimatik kararmaya ve buna bagl olarak maddi kayiplara yol
acmasi nedeniyle, ilk olarak gida sektoriine yonelik arastirmalar yapan arastiricilarin
ilgisini ¢ekmistir. Bu alandaki arastirmacilar hasat ve isleme sonrasi enzimin

aktivitesini minimuma indirebilmek i¢in bir¢ok arastirma yapmislardir.

Ozellikle gay fermantasyonunda tirosinaz aktivitesi cok dnemli bir isleve sahiptir;
tirosinaz aktivitesinin yiiksek olmasi ¢ayn kalitesini arttiran bir 6zelliktir. Tirosinaz
enziminin aritim, kozmetik ve tibbi uygulamalara yonelik 6nemi ise son zamanlarda

giderek artan bir yogunlukta dikkatleri ¢cekmektedir [13].

Tirosinazin gida endistrisindeki 6nemi

Cogu tarimsal kokenli gida maddesi tirosinaz igerigi nedeniyle enzimatik kararmaya
maruz kalir ve bunun sonucunda iiriiniin kalitesi diiser. Ozellikle meyve ve
sebzelerin islenme siirecinde O, temasina neden olabilecek herhangi bir durum,
tirosinaz aktivitesine bagli olarak kararmaya yol agmakta ve maddi kayiplara neden
olmaktadir. Bu nedenle, gida sektorii i¢in ¢esitli inhibitdrler kullanarak tirosinaz
enziminin aktivitesinin kontrolii ve buna bagli olarak enzimatik kararmanin
onlenmesi olduk¢a onemlidir. Tirosinaz aktivitesini inhibe etme yeteneginde olan
bir¢cok bilesik bilinmesine karsin, bu inhibitdrlerin enzimatik kararmayi kontrol
edebilme yetenekleri inhibitor, substrat ve O, konsantrasyonuna, pH’a, sicakliga ve
enzimin kaynagina bagli olarak farklilik gosterir. Tirosinaz, siyaniir, karbon
monoksit, sodyum dietil-ditiyokarbamat, tropolon, 2-merkaptobenzotiyazol, azid ve
EDTA gibi ¢esitli ajanlar tarafindan inhibe edilebilmektedir. Ayrica, tuzlarda dahil
olmak iizere, bazi inorganik iyonlarda tirosinazi inhibe edebilmekle birlikte, NaCl
haric bu bilesiklerin bircogu toksik olduklarindan, kullanimlar1 siirlidir. Taze
soyulmus sebze ve meyvelerin kararmasini 6nlemek i¢in kullanigh olan NaCl, diisiik

konsantrasyonlarda zayif bir inhibitordiir [14-17].
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Tirosinaz aktivitesi bazi gida iriinleri agisindan onlenmesi gereken bir aktivite
olmakla birlikte aktif tirosinaz; cay, kahve, kakao, kuru {iziim, kuru erik, kuru incir
vb. gibi gida iiriinleri acisindan olduk¢a dnemlidir. Ozelikle tirosinaz aktivitesinin
yiiksek olmasi ¢ayin kalitesini arttiran bir ozelliktir. Ayrica, tirosinaz aktivitesi ile

olusan bazi ¢Oziiniir pigmentler gida renklendiricisi olarak kullanilmaktadir.

Tirosinazin tibbi uygulama alanlari

Tirosinaz, melanin olusumunda gorev almasi nedeniyle tibbi alanda da dikkatleri
tizerine c¢ekmistir. Suda ¢Oziinmeyen heteropolimer yapidaki melanin, 5,6-
dihidroksiindol ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit birimlerinden olusur ve
ozellikle kozmetik sanayi tarafindan gilinesin ultraviyole 1s18indan korunmak
amaciyla iretilir. Ayrica, bazi kanser tiirlerinde kanserli hiicrede tirosinaz
aktivitesinin oldukca arttig1 gozlemlenmis ve bu kanser tiirlerinin tedavisinde
enzimin bu 6zelliginden faydalanilmas: giindeme gelmistir. Memelilerde tirosinazin
aktif bicimi melanositler icerisinde bulunan 6zellesmis sitoplazmik graniiller olan
melanozomlarda yer alir. Dewey ve ark. (1977) tirosinazin bir substrati olan 4-
hidroksianizoliin farelerde Harding-Passey melanomasinin gerilemesine sebep
oldugunu bildirmislerdir. Tirosinazin kullanildig: bir bagka dnemli alan ise Parkinson

hastaliginin tedavisinde kullanilan L-DOPA’ nin tiretimidir [18].

Tirosinazin fenollerin gideriminde kullanimi

Fenoliin tanimi ve genel ozellikleri

{ Hron

Sekil 2.8. Fenol molekiilii

Fenoller (C¢HsOH), aromatik bilesikler arasinda en Onemli organikler olarak

bilinirler. Fenoller, beyaz renkli, kristal yapidadirlar ve kendine has kokular1 vardir.
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Ancak havada yiikseltgenerek pembemsi bir renk almaktadir. Kendilerine 6zgii
tatlar1 ve kokular1 vardir. Fenoller benzenin hidroksi tiirevleri olarak isimlendirilirler.
Monohidroksi benzen gibi tek hidroksil grubuna sahip fenollerin hos ve tatlimsi bir
kokusu varken, ¢ift hidroksil grubuna sahip fenoller (difenoller) hafif kokulu, ii¢c ya
da daha c¢ok hidroksil grubu iceren fenoller (polifenoller) tiimiiyle kokusuzdur. Erime
noktas1 43 °C olan fenol, oda sicakliginda kati haldedir. 43 °C lizerinde organik
¢oziiciilerin ¢oguyla, 80 °C’nin tizerindeki sicakliklarda ise suyla her oranda karisir.

Yakici ve zehirli bir madde olarak bilinmektedir [19].

Fenoller, igerdikleri (-OH) grubu nedeniyle ilk bakista alkol izlenimi verse de suda
cok smirli olan (K,=1x10"% hidrolizi sirasinda az miktarda H" ve fenil kokiine
ayrisir ve bu nedenle de zayif bir asit gibi davranir. Asitligi nedeniyle fenole
baslangigta karbolik asit denmistir. 1800°lii yillarda, Ingiliz cerrah Joseph Lister,
fenoliin hastanelerde antiseptik olarak kullanilabilecegini sdylemistir. O tarihe kadar
enfeksiyonlarin nedeninin mikroorganizmalar degil kokular oldugu sanilmistir ve
antiseptik kullanilmamistir. Giiniimiizde antiseptik olarak fenoliin yerini daha az
tahris edici bilesikler almistir. Ancak cagdas antiseptiklerin bir ¢ogu hala fenolik
gruplar icermektedir [20].

Dogal fenol, tas komiirii katranindan elde edilebilmesine ragmen giiniimiizde
sentezle de liretimi yapilmaktadir. Fenol en eski dezenfektanlardan biridir. Fenoliin
biitiin tiirevleri mikrop 6ldiiriicii olup, bu 6zellik halkada alkil grubu oldugu zaman
daha da artar. Alkil zincirindeki karbon sayisi 6 iken Oldiiriicii etki maksimuma

erisir.

Fenollerin klor tiirevleri Ozellikle bakteri ve mantarlara karsi ¢ok etkindirler.
Ornegin, pentaklorfenol mantarlara, kalas ve tahtalar1 giiriimelerden ve termitlerden
korumak i¢in kullanilir. Klor baglanmis difenol bilesiklerinden 2,2-dihidroksi-3,3-
5,5-6,6- hekzaklordifenil metanin fenol katsayis1 125°tir. Bu bilesik mikrop dldiiriicti

sabunlarin, dis macunlariin ve ¢esitli koku gidericilerin yapiminda kullanilir.
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Fenol ve homologlar1 zehirli maddeler olup hayvansal dokular iizerinde yakici
etkileri vardir. Bu nedenle kullanilirken deriye temas ettirilmemeli ve buharlar

solunmaktan kacinilmalidir.

Fenol ve tiirevlerinin kaynaklar: ve kullanim alanlar

Fenoliin diinyadaki ve Tiirkiye’deki kullanim alanlarindan en énemlisi fenolik regine
tiretimidir. Fenolik regineler, kagit endiistrisi, kauguk isleme endiistrisi ile izolasyon

ve yiiksek siirtlinmeye dayanikli malzeme imalatinda kullanilmaktadir.

Bisfenol A eldesinde de yine fenol gereklidir ve bu malzemede epoksi, polikarbonat
fenoksi ve polisiilfonat regineler ile korozyona dayanikli poliester iiretiminde

kullanilmaktadir.

Boya ve ila¢ endiistrisinde kullanilan klorofenoller, regineler, antioksidan ve
plastiklestiricilerde kullanilan alkil fenoller, yiizey aktif maddeler, yine fenolden elde
edilen 6nemli bilesiklerdir. Ayrica gesitli fenol tiirleri de salisilik asit (boya ve ilag
sanayinde), anisol (insektisit, parfiim yapiminda ¢oziicli olarak), pikrik asit (boya,
ilag, patlayic1 endiistrisinde), fenilsiilfatlar (plastiklestiriciler, hidrolik akiskan

tiretiminde) genis Olclide kullanilmaktadir.

Fenollii atiksularin kaynaklar

Fenollii atiksularin olugmasina yol agan bir¢cok endiistriyel faaliyet arasinda, yag
rafinerileri, kimyasal tesisler, patlayici lreticileri, regine iiretimi ve kok firinlar
onemli yer tutmaktadir. Fenol igeren atiksularin diger kaynaklar1 arasinda orlon
tiretimi, kagit liretim tesislerinde kostik havali temizleyiciler, azot isleme, tekstil
fabrikalari, fiberglas iiretimi, dokiimhaneler ve kullanilmis kauguklarin geri

kazanildigi tesisler gosterilebilir ve miktarlar1 da Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Karbonizasyon prosesi sirasinda suya énemli miktarda fenol karigsmaktadir. Demir
celik fabrikalari, kok ve havagazi iiretim tesisleri karbonizasyon prosesi ile

isletilmektedir [21].

Cizelge 2.1. Baz1 endiistrilerin atiksularinda bulunan fenolik bilesen
konsantrasyonlari [22]

Endiistri Fenol Konsantrasyonu (mg/1)
Genel petrokimya 50-600
Benzen rafinerileri 210-230
Azot isleme prosesleri 250
Katran damitma fabrikalari 300
Lastik gerikazanim prosesleri 3-10
Orlon yapimi 100-150
Plastik fabrikalar 600-2000
Fiber-board fabrikalar1 150
Karbonizasyon prosesleri 500
Fenolik reg¢ine iiretimi 1600
Corap fabrikalari 6000
Sentetik fenol 12-18
Plastik regineler 369
Fiber-glas tiretimi 40-400

Fenol ve tiirevlerinin canlilar tizerine etkileri

Icme ve besin endiistrisi sularinda fenoliin mevcudiyeti suyun tadii bozar. Fenol
iceren su klorlandiginda zehirli poliklorlu fenoller olusur. EPA (Environmental
Protection Agency) yiizey sularinin 1 ppb’den az fenol igerebilecegini belirtmektedir.

Fenol varlig1 suda tat ve koku olarak anlasilabilir (0.01-0.1 mg/1).

Fenol cilt, agiz ve i¢ toplardamarlar yoluyla insanlar iizerinde olumsuz etkiler yapar.

Midede iyilestirilmesi zor yaralar acar. Lokal etkileri; cilt tahrisi, tende beyazlama,
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kizarmalar ya da derin yaralardir. Sistematik etkileri; kalp ritmini bozma, metabolik

dengesizlikler, nefes darlig1, akut bobrek yetmezligi ve koyu idrardir.

Fenol buharinin solunmasi halinde zehir etkisi yaptig1 kabul edilmektedir. Fakat bu
yolla Oliimiin gergeklestigi goriilmemistir. Fenoliin solunmasiyla ortaya ¢ikan
semptomlar; yemek yiyememe, asir1 kilo kaybi, bas agrisi, salyalanma ve koyu

idrardir.

Klor igeren fenollerin zehirleyici etkisi ise izomere bagli olarak degisim gosterir.
Klorlu fenollerin ¢ogu deride ve gozde oldukga yipratici 6zelligi sahiptir ve yine
zehirleyici miktarlar1 deriden adsorplanabilir.

Fenol uzaklagtirma yontemleri

En 6nemli fenol giderme yontemleri sunlardir;

- Koagiilasyon (pihtilastirma)

- Adsorpsiyon

- Enzimatik yontem

Enzimatik yontem

Endiistriyel atiksulardaki fenolleri gidermede kullanilan baglica enzimler tirosinaz ve
peroksidaz enzimleridir [2]. Peroksidazlar oksidorediiktaz sinifindan enzimleri i¢ceren
bir grup olup, hidrojen peroksidi oksitleyici olarak kullanmak suretiyle fenolleri
okside edebilirler. Bu oksidasyon sonucunda fenoksi radikaller ortaya ¢ikar. So6z
konusu fenoksi radikaller daha sonra ¢ozelti igerisindeki diger fenol molekiilleriyle
veya aromatik bilesiklerle tepkimeye girerek poliaromatik yapida polimerler
olustururlar. Orijinal fenol molekiillerinden farkli olarak, bu polimerler suda
¢oziinmeyen bilesiklerdir ve bu nedenle sulu ortamlarda ¢okerler [23]. Fenolik

bilesiklerin peroksidazca katalizlenen ¢okeltileri, bu kirleticilerin giderimini oldukga
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kolaylastirmaktadir. Ciinkii, suda ¢oziinebilen fenolik bilesiklerin aksine, ¢dziiniir
olmayan polimerler basit filtrasyon yontemleri kullanilarak atiksudan kolayca
uzaklagtirilabilirler. Peroksidaz enzimini kullanarak atiksulardaki cesitli fenolleri,
aromatik aminleri, hidrokarbonlar1 ve poliklorlu bifenilleri uzaklagtirmak olanaklidir
[24-27]. Ancak ekonomik acidan bakildiginda, yukarida so6z edilen yontemin en
onemli dezavantajlarindan birisi, oksitleyici ajan olarak kullanilan H,O; ’nin pahali
olmas1 ve tepkime sirasinda yiiksek miktarlarda tiiketildiginden bu sekildeki aritim
siirecinin isletim maliyetini arttirmasidir. Bu nedenle, son yillarda peroksidaz
enzimine alternatif olarak bakterilerde, meyvelerde, sebzelerde, funguslarda ve
hayvanlarda olduk¢a yaygin olarak bulunan tirosinaz enziminin kulanilmasi fikri
agirhik kazanmistir. Bu tercihin baglica nedeni; fenol oksidazlarin oksitleyici ajan

olarak H,O, yerine, molekiiler oksijeni (O,) kullanmalaridir.

Fenol oksidazlar oksidorediiktazlar sinifinda yer alan enzimlerin olusturdugu bir grup
olup, fenolik bilesiklerin oksidasyon tepkimelerini katalizler. Bu enzim grubu,
tirosinaz ve lakkaz tipi fenol oksidazlar olmak {izere baslica iki gruba ayrilir [2]. Her
iki enzim grubu da aktivite géstermek i¢in molekiiler oksijenin varligina gereksinim

duyar.

Tirosinaz fenollerin uzaklastirilmasinda ardisik iki tepkimeyi katalizler. Bu
tepkimeler sirastyla; (1) monofenollerin molekiiler oksijen varliginda orto difenollere
hidroksilasyonlari, (2) olusan difenollerin o-kinonlar olusturmak iizere
dehidrojenasyonlar seklinde gerceklesir. Ardisik tepkimelerin son iiriinii olan
kinonlar kendiliginden basit filtrasyon yoOntemleriyle atiksulardan kolayca
uzaklagtirilabilecek suda ¢oziinmeyen polimerik yapilara dontistirler. Boylece en
onemli cevre kirleticileri arasinda bulunan fenolik bilesikler atiksulardan kolayca

uzaklastirilabilir duruma gelirler [23, 28].
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2.4. Yizey Aktif Maddeler

Tiim yiizey aktif veya yiizey gerilimli molekiiller, yliksek molekiil agirliginda polar
molekiillerdir. Molekiiliin bir ucunun sudaki ¢oziiniirliigl, diger ucunun yagdaki
¢cOziinlirliigi fazladir. Sudaki ¢oziiniirliikk karboksil, siilfat, stilfonat, veya hidroksil
gruplariin molekiiliin bir ucunda bulunmasindan kaynaklanir. Yagdaki ¢oziiniirliik

ise, organik bir grubun bulunmasindandir [29].

Yagda ¢oziinen kisim: Organik grup
Suda ¢éziinen kisim: COO” Na', SO, Na', SO;”Na', OH

2.4.1. Sentetik yiizey aktif maddeler

1945 yilindan beri sentetik ylizey aktif maddeler sabunun yerine temizlik amaglar
icin kullanilmaktadirlar. En biiylik avantajlari, sert sularla bile, bu sularda bulunan
Ca™, Mg™ iyonlar ile ¢okelen sabunlar gibi ¢oziinmeyen ¢okelek vermemeleri ve
fazla harcanmay1 gerektirmeden sonug verebilmeleridir. Piyasada satilan yiizey aktif
maddelerin sadece %20-30’luk kismi aktif madde (surfactant) ve %70-80’lik kismi
ise c¢esitli katki maddelerinden olusmaktadir. Katki maddeleri arasinda sodyum
stilfat, sodyum tripolifosfat, sodyum pirofosfat, sodyum silikat v.b. gibi maddeler
sayilabilir. Sentetik yiizey gerilimli maddeler ii¢ ana gruba ayrilirlar. Iyonik

(anyonik, katyonik), iyonik olmayan (noniyonik) ve amfoterik [30,31].

Iyonik viizey aktif maddeler

Bu yiizey aktif maddeler anyonik ve katyonik ylizey aktif maddeler olmak iizere iki
gruba ayrilir. Iyonik deterjanlar, proteinlerin hem hidrofilik hem de hidrofobik

ucuyla etkilesirler. Bu nedenle proteinlerin fonksiyonunu inaktif hale getirirler.
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Anyonik yiizey aktif maddeler

Anyonik yiizey aktif maddelerin ¢ogu, sodyum tuzlar1 olup, iyonize olduklarinda,
Na' ve (-) degerlikli, yiizey gerilimli bir iyona ayrisirlar. Molekiiliin biiyiik ve etkili
kismi sulu ¢6zeltide anyon olarak bulunur. En c¢ok bilinenleri siilfatlar ve

stilfonatlardir.

Katyonik yiizey aktif maddeler

Bunlar kuaterner amonyum hidroksitin tuzlaridir. NH4OH molekiiliindeki, tiim
hidrojen iyonlar1 yerine alkil gruplar ge¢mistir. Yiizey aktif ozellikler katyonda
mevcuttur. Katyonik deterjanlar dezenfektan ozellikleri nedeni ile saglik amagclari

i¢in kullanilirlar.

Noniyonik viizey aktif maddeler

Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler iyonize olmazlar ve bu nedenle sudaki
¢Oziiniirliikleri tasidiklar1 organik radikaller dolayisiyladir. Bu yiizey aktif maddeler
yikli olanlara gore, tuzlu ortamlara ve ¢ozeltinin pH’mma daha az duyarli olma
Ozellikleri vardir. Noniyonik deterjanlar, proteinleri ¢ozerler ve onlara baglanirlar.
Proteinlerin  hidrofilik uclar1 deterjana baglanmaz. Bu nedenle, proteinler

fonksiyonlarini kaybetmeden noniyonik deterjana baglanirlar.

Amfoterik yiizey aktif maddeler

Hem anyonik (eksi uglu) hem de katyonik (art1 u¢lu) fonksiyonel gruplar igeren

ylizey aktif maddelere amfoterik yiizey aktif maddeler denir.

2.5. Ayirma ve Saflastirma

Biyokimyasal ayirma ve saflastirma, cesitli teknikler kullanilarak yapilmaktadir.

Ayirma ve saflagtirma islemlerinde kullanilan teknikler Boliim 2.5.1°de verilmistir.
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2.5.1. Ayirma ve saflastirma teknikleri

Uzerinde ¢alisilacak molekiil grubunu diger molekiillerden ayirip saf sekilde elde
etmeye yoOnelik bir seri islem uygulanir. Bu islemler, karigimdaki molekiil
gruplarinin genellikle ¢oziinme 6zelliklerine, yogunluk, elektriksel yiik gibi fiziksel
karakteristiklerine veya diger molekiillere ilgisine gore birbirlerinden ayrilmalarini

saglayan yontemleri kapsar [32].

Enzim kaynagindan enzimin cikarilmasi

Bu islem her kaynak i¢in farkl sekillerde yapilabilir. Mesela bakteri i¢in sonikasyon

kullanilirken, bitki i¢cin ezme yontemi kullanilabilir.

Santrifiijleme

Bu teknik, santrifiij adi verilen aletler yardimiyla yiiksek hizda dondiiriilerek
merkezka¢ kuvveti olusturulan bir alanda partikiillerin davranigi temeline dayanir.
Hiicre organellerinin ve biiyiik partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilabilen ve

¢esitli asamalarda bagvurulabilecek bir islemdir.

Coktiirme

Bu yolla ayirma, su veya c¢oziicii iceren bir ortamda istenilen ya da istenmeyen
molekiillerin ¢oktiiriilerek kati halde ayrilmasi temeline dayanir. Ornegin; amonyum
ve sodyum siilfat proteinleri ¢oktiirmede sikc¢a kullanilan anorganik tuzlardir. Belirli
doygunluk derecesine gore eklenen amonyum siilfat degisik molekiil agirligindaki
enzimlerin ¢okmesine neden olur. Coktiirme islemlerinde istenilen aralik bulundugu

zaman diger proteinlerden kurtulmus olunur.
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Izoelektrik noktaya gore coktiirme

Aranilan enzimin izoelektrik noktasina gore belli bir pH araliginda karistirilarak

¢oktiirme islemi yapildiginda yine bir ¢ok proteinden kurtulmus olunur.

Diyaliz

Bu teknik seyreltik bir sulu ¢ozeltideki molekiillerin ayrilmasi igin kullanilabilir.
Istenmeyen kiiciik maddelerden kurtulmak igin yapilan bir islemdir. Cozelti,
makromolekiileri gecirmeyen fakat su vb. kiiclik molekiillerin gegisine izin veren,
yar1 gegirgen bir zara (diyaliz tlipline) konulup uygun bir tampona (veya saf suya)
daldirilir. Ultrafiltrasyon temeline gore su diyaliz tiipiiniin digina ¢ikarken igeride

ayirimi istenen makromolekiiliin konsantre bir ¢ozeltisi kalir.

Isitma

Aranilan enzimin 6zellikleri g6z 6niinde bulundurarak belirli dereceye kadar 1sitma

islemi yapildiginda ilgilenilmeyen diger proteinlerden kurtulmus olunur.

Kromatografi

Kromatografi, karigimi olusturan molekiillerin biri sabit digeri hareketli iki faz
sistemi arasinda hareket ederken farkli derecelerde adsorbsiyon, dagilma veya iyon
degisimine ugrayarak ayrilmalar1 temeline dayanir. Proteinler ¢ogunlukla kolon
kromatografisiyle ayrilir. Bu teknikte bir soliisyon i¢indeki protein karigimi porlu bir
tutucu igeren kolondan gegcirilir. Tutucu tiplerine gore, iyon degisimi, jel filtrasyonu
ve afinite kromatografileri gelistirilmistir. Saflastirma islemlerinden en c¢ok
saflagtirma derecesi veren islemdir. Molekiil biiytikligii, elektriksel yiik gibi degisik
ozelliklerden yararlanilarak hazirlanan kolonlardan numune gegirildigi zaman ytiksek

bir saflagtirma yiizdesi elde edilir.
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Siizme (Filtrasyon)

Karisim filtre edici bir materyalden gegirilerek, siispansiyonda bulunan partikiillerin
stvi kisimdan ayrilmasidir. Bu yolla, kullanilan gézeneklerin ¢apina gore, filtreden
gecen kisimda belli biiytikliikte partikiil bulunabilecegi gibi, bunlarin tamami da

filtrenin tUizerinde kalabilir.

Ekstraksiyon

Bir maddenin bir fazdan diger faza gecirilmesi islemidir. Bu islem i¢in iki fazin
birbirine karigmamasi ve birbiri i¢inde dagilmamasi sarttir. Ekstraksiyon ig¢in
cogunlukla organik yapidaki ¢oziiciiler kullanilir. Ekstraksiyonda temel amag, bir
bilesenin fazlardan birinde kantitatif denebilecek Ol¢iide toplanmasidir. Bir bagka
ifade ile bu islem, maddenin konsantre edilmesi veya girisimlerin giderilmesi i¢in

ayrilmasidir.

2.5.2. Ayirma ve saflastirma isleminde kullanilan kimyasallar

Deneysel ¢alismada ayirma ve saflagtirma islemlerinde kullanilan kimyasallar:

Triton X-100

Noniyonik (polar) deterjan olan Triton X-100 (polietilen glikol p-izooktilfenil eter:
oktilfenoksi polietoksi etanol: 4-(1,1,3,3-tetrametilbiitil)fenil-polietilen glikol)
yapisinda bulunan polietilen oksitten dolayr hidrofilik bir 06zellik gdsterir.
Hidrofobik 6zelligi ise, alkil benzenden (izooktil fenil) dolayidir. Triton X-100 hem
polar hem de nonpolar gruplar igerir. Triton X-100 tuzlu ortamlara ve ¢ozeltinin
pH’ma kars1 diger yiizey aktif maddelere gore daha az duyarlidir. Noniyonik bir

deterjan oldugundan, proteinleri denatiire etmez.

Bu deterjanin kapali formiilii Cs4Hg01, olup, molekiil agirligr 624,9 g/mol’diir. Agik

formiilii ise Sekil 2.9’da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Triton X-100 acik formiilii

Polivinil pirrolidon (PVP)

Molekiil formiilii (C¢HoNO), olup, ortalama molekiil agirlhigi 360,000 g/mol’diir.
Molekiil yapist ise Sekil 2.10°da goriildiigii gibidir.

e

N

\
| —CHCH, — |
n
Sekil 2.10. PVP (polivinil pirrolidon) yapisi

Enzimin ekstraksiyonu sirasinda enzim kaynaginin yapisinda bulunan fenolik
maddelerin oksidasyonunun ve polimerizasyonunun Onlenmesindeki en etkili yol,
ortamdaki  substratlarin  ¢oziinmeyen bir polimere baglanarak ortamdan

uzaklastirilmasidir. Fenol baglamada en yaygin kullanilan madde PVP’dir.

Amonvyum siilfat (NH4)2SO4)

Molekiil agirligr 132,14 g/mol’diir. Enzimlerin saflastiriimasinda en ¢ok kullanilan
tekniklerden biri yliksek tuz konsantrasyonlarinda ¢oktiirmedir. Coktiirmede en ¢ok
kullanilan tuz amonyum siilfattir. Amonyum siilfat proteinleri koruyucu 6zelliginin
olmast ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinin olusabilecek bakteriyel etkileri

engellemesinden dolay1 en ¢ok tercih edilen maddedir.

Belirli doygunluk derecesine gore eklenen amonyum siilfat gibi maddeler degisik
molekiil agirhigindaki enzimlerin ¢okmesine neden olmaktadir. Coktiirme islemleri

belirli araliklarda yapildigi zaman istenmeyen diger proteinlerden kurtulmus olunur.
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2.5.3. Saflastirma islemiyle ilgili parametrelerin belirlenmesi

Toplam Aktivite

Toplam aktivite, enzimin bir mililitredeki {inite cinsinden aktivitesinin, enzimin

hacimsel miktariyla (mL) ¢arpilmasiyla belirlenmistir.

Toplam Aktivite = Ekstrakt hacmi (mL) X Aktivite (Unite/mL) (2.4)

Toplam Protein

Toplam protein enzim ¢ozeltisinin igerdigi toplam protein miktar1 olup, 1 ml enzim
¢Ozeltisinin igerdigi protein miktariin enzim ¢ozeltisinin hacimsel miktariyla
carpilmasiyla belirlenmistir.

Toplam Protein = Ekstrakt hacmi (mL) X 1ml ekstraktin i¢erdigi protein (mg) (2.5)

Spesifik Aktivite

Spesifik aktivite degeri mg protein basina diisen aktiviteyi gdstermekte olup, toplam

aktivitenin toplam protein miktarina boliinmesiyle belirlenmistir.

Spesifik Aktivite = Toplam Aktivite / Toplam Protein (2.6)

Saflik Diizeyi

Saflastirma isleminin herhangi bir asamasinda ulasilmis olan saflik diizeyi, belirli bir
asamadaki spesifik aktivitenin ham ekstraktin spesifik aktivitesine bdliinmesiyle

hesaplanmistir.

Saflik Diizeyi = Saflastirma sonucu ulasilmis spesifik aktivite /

Ham ekstraktin spesifik aktivitesi 2.7)
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Aktivite Verimi

Bu deger saflastirma igleminin farkli basamaklarinda meydana gelen aktivite kaybini
veya aktivite diizeyini gostermekte olup, herhangi bir asamadaki toplam aktivitenin

ham ekstraktin toplam aktivitesine ylizde oran1 olarak gosterilmistir.

2.6. Deneysel Tasarim

Deneysel tasarim iki ana baglik altinda incelenebilir. Bunlar; geleneksel deneysel

tasarim ve istatiksel deneysel tasarimdir.

2.6.1. Geleneksel deneysel tasarim

Geleneksel deneysel tasarimda, deney sonucunu etkileyecek degisik faktorler
belirlendikten sonra, secilen herhangi bir faktoriin deney sonucunu nasil etkiledigini
gormek lizere bu faktor, diger biitiin faktorler sabit tutularak degistirilir ve bdylece
secilen faktoriin deney sonucunu nasil etkiledigi goriiliir. Deneyler biitiin faktorler
icin, her seferinde sadece secilen faktoriin degistirildigi ve bunun disindaki diger

faktorlerin sabit tutuldugu kosullarda tekrarlanir [33, 34].

2.6.2. Istatiksel deneysel tasarim

Istatiksel deneysel tasarim yonteminde, bir seferde sadece bir degiskenin
degistirilmesi yerine, daha az deney yapilarak daha fazla bilgi edinebilmek amaciyla,
onceden diizenlemis deneysel plana gore faktorlerin etkileri calisilir. Istatiksel deney
tasarim yoOntemlerinden en ¢ok kullanilanlari, Box-Wilson Tasarimi, Faktoriyel

Tasarim ve Kismu1 Faktoriyel Tasarim yontemleridir [33-35].

Box-Wilson deneysel tasarimi, bir prosesin matematiksel modelini olusturmak tizere
gelistirilmis, prosesi etkileyen faktor sayisinin belirledigi sayida deney igeren bir
deney setidir. Box-Wilson deneysel tasarim metodunda, bagimsiz her bir faktor bes

aynt diizeyde tanimlanir. Bu tasarimda ii¢ ayri tip kombinasyon vardir. Bunlar;
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eksenel, faktoriyel ve orta noktalardir. Eksenel nokta her bir faktoriin ug seviyede ve
diger faktorlerin orta nokta seviyesinde oldugu degerleri icermektedir. Orta nokta ise
her bir faktoriin averaj seviyesindeki degerde yapilan tek deneydir. Deneysel

hatalarin tahmini i¢in, bu orta noktadaki deney ii¢ veya bes kez tekrarlanir.

Problemlerin analiz ve modellemesinde cevap ylizeyi metodolojisi kullanilir.
Ormnegin bir proseste x; sicakliginda x, basincinda maksimum verim elde etmek
istendigi varsayilirsa, iiriin sicakligin ve basincin fonksiyonu olarak soyle ifade

edilir:

y= f(X], Xz) (28)

Tahmin edilen cevap;

E(y) = f(x1, x2) =1 (2.9)

ile gosterilirse, cevap ylizeyi olarak adlandirilan yiizey;

n = f(x1, X2) (2.10)

ile tanimlanir.

Pek cok cevap yiizeyi metodolojisi probleminde cevapla bagimsiz degiskenler
arasindaki iligki bilinmez. Bu nedenle, cevap ylizeyi metodolojisindeki ilk adim “y”
ile bagimsiz degiskenler arasinda fonksiyonel bir baginti kurmak i¢in uygun bir
yaklagim bulunmasidir. Eger cevap bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonu
olarak modellenebiliyorsa 1. dereceden bir model olusturulur. 1. derece (dogrusal)

model Es. 2.11°deki gibidir.

y = Bot Bixi + Baxat Baxs (2.11)
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Eger sistemde kavislenme varsa 2. derece model gibi dogrusal olmayan polinomlar

kullanilmalidir. 2. derece model;

y =Bo+ Bixi + Baxa + Bsxs + Paxi+ Bsxa’+ Pexs” (2.12)

olarak veya parametrelerin birbirine olan bagimliligini iceren model;

y = Bot BixrtPaxa +Paxat Baxi*+ Psxa®+ Pexs + Brxixat Psxixst Poxax; (2.13)

olarak verilir.

Polinomlardaki (regresyon denklemleri) parametrelerin hesaplanmasinda en kiigiik
kareler yontemi kullanilir. Cevap ylizeyi analizleri hazirlanan ylizeye gore daha sonra
yapilir. Eger hazirlanan ylizey dogru cevap fonksiyonu i¢in uygun bir yaklagim
ise daha sonra hazirlanan yiizeyin analizleri gergek sistemin analizlerine esit olabilir.
Cevap ylizeyi metodolojisinin temel amaci, sistem i¢in optimum igletim sartlarini

belirlemek ya da isletim karakteristiklerini i¢eren faktor araligi bolgesini bulmaktir.

Kimya miihendisligi bir proses i¢in maksimum iiriin verimini saglayan isletim
sartlarinin belirlenmesi ile ilgilenir bu sartlar1 saglayacak degiskenlerin her biri igin
oncelikle bir inceleme aralig1 belirlenir. Eger degiskenlerin optimum degeri hakkinda
hig bir 6n bilgi yoksa 1. derece modeli uygulanarak optimizasyona baslanir [33, 34].
Optimizasyonda parametrelerin gercek degerleri yerine kodlastirilmis degerleri

kullanilir. Bir i parametresi i¢in kodlastirilmis deger Es. 2.14’deki denklemden

bulunabilir.
X, = U =Us (2.14)
AU

Burada x;, 1 degiskeninin kodlanmis degeri, Uj, 1 degiskeninin ger¢ek degeri, Ui, i
degiskeninin taranan alanin orta noktadaki degeri ve AU; ise 1 parametresinin adim

araligidir.
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Parametrelerin kodlastirilmis degerleri olan “+1” yiiksek seviyeyi, “-1” diisiik
seviyeyi, “0” ise ortalama seviyeyi gosterir. Kodlastirilmis degerlerin kullanilmasiyla
deney sonuglart boyutsuzlastirilmis ve hesaplamalar kolaylastirilmis olur.
Kodlagtirilmis degerler kullanilarak olusturulan ve parametrelerin tanimlandigi plan

matrisleri iki faktorlii problemler i¢in Cizelge 2.2 'de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. iki faktérlii plan matrisi

Deney No X1 X2 y
1 +1 +1 4
2 -1 +1 y2
3 +1 -1 V3
4 -1 -1 V4
5 +a 0 ys
6 -a 0 Yo
7 0 +a y7
8 0 -0 yg
9 0 0 Y9
10 0 0 Yio
11 0 0 yii
12 0 0 yi2
13 0 0 yi3
14 0 0 Yi4

Bu temel bilgilerin kullanilmasi ile herhangi bir sayida faktdr iceren proseslerin
tasarimi yapilabilir. Deneysel ¢alismalar tamamlandiktan sonra, 6nerilen modeldeki
katsayilar1 belirlemek icin regresyon analizi yapilir. Model gelistirildikten sonra
modelin giivenirligini ve yeterliligini belirlemek i¢in F-testi yapilir. Bunu belirlemek

icin varyans ¢oziimlemesi ¢izelgesi olusturulur [34].
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Degisim Serbestlik Kareler Kareler Test
Kaynaklari Derecesi Toplamu Ortalamast
DK SD KT KO
Toplam n-1 YOAKT
RKO
Fy =
RAKO
Regresyon m RKT=b,XYOACT RKO=RKT/m
_ RAKT
Regresyondan n-m-1 RAKT=YOAKT-RKT RAKO =
ayrilis n-m-1

YOAKT : Y ortamlardan ayrilis kareler toplami

RKT : Regresyon kareler toplami

RAKT : Regresyondan ayrilis kareler toplami
RKO : Regresyon kareler ortalamasi

RAKO : Regresyondan ayrilis kareler ortalamasi
n : Deney sayisi

m : Bagimsiz degisken sayisi

Kullanilan diger bir istatiksel deney tasarimi olan faktoriyel tasarim metodu sistem

degiskenlerinin Ol¢limlerinin yapilmasinda kullanighdir. Bu tasarim herhangi bir

sayidaki faktor ve seviyelere uygulanabilir. Kismi faktoriyel tasarim metodlari, 2

diizlemli n sayida faktor igeren 2" tasarimlari i¢in uygundur [34].
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3. LITERATUR ARASTIRMASI

Atlow ve ark. (1984) fenolik bilesikler iceren atiksularin aritiminda tirosinazinin
kullanilmasma yonelik c¢aligmalar yapmiglardir. Bu arastirmacilar yaptiklari
calismada, tirosinaz enzimi kullanarak 0.01-1.0 g/l konsantrasyonlarindaki fenolleri
cozeltilerden basarili bir sekilde uzaklastirmiglardir. Tirosinazin fenoliin yani sira
yan grup tasiyan sudaki g¢esitli fenolleri de (kseroller, klorlu fenoller, naftol, vb.)

uzaklastirdigini bildirmislerdir [23].

Wada ve ark. (1993) fenollerin gideriminde tirosinaz kullanimina yonelik yaptiklar
calismada, fenol ¢ozeltisinin tirosinaz ile muamelesi sonucunda renksiz olan ¢ozelti
renginin koyu kahverengiye doniistliglinii bildirmislerdir. Tirosinazin c¢esitli yan
gruplar tasiyan fenolleri uzaklastirma kapasitesinin fenolik bilesigin tasidigr yan
gruba ve bunun pozisyonuna bagli oldugunu ve p-fenollerin o-fenol ve m-fenollere

gore daha yiiksek oranda giderildigini belirtmislerdir [36].

Zhang ve ark. (1997) Portebella mantarlarindan elde edilen tirosinaz, lakkaz ve
peroksidazin aktivitelerini incelemislerdir. Tirosinazin mantar i¢indeki miktarinin
lakkaz ve peroksidaza gore daha fazla bulundugunu tespit etmislerdir. Tirosinaz igin,
en iyi substratin katekol oldugunu tespit etmislerdir. Tirosinazin aktivitesini; 23°C’de
410 nm’de 0,1 M fosfat tamponu (pH= 7’de) i¢inde 15 mM katekol substrati
kullanarak belirlemislerdir. Tirosinaz i¢in katekol substrati1 kullanildiginda optimum
pH’m 7 oldugunu ve en diisiik tirosinaz aktivitesinin pH=3,5’da goriildiigiinii

sOylemislerdir [37].

Bir baska ¢alismada, Ikehata ve ark. (2000) atik sulardan fenoliin uzaklastirilmasinda
tirosinaz enzimi kullanarak, fenol aritma verimi {izerine enzim miktarinin, zamanin
ve sicakligin etkisini aragtirmiglardir. Fenol doniigiimlerinin, baglangi¢ fenol
konsantrasyonlarinin (0,5-10 mM, 47-940 mg/l) oldugu araliklarda basarili bir
sekilde gerceklestirildigini sdylemislerdir. Tirosinazin aktivitesini; 25°C’de 280

nm’de, pH=6,5’da sodyum fosfat tamponu ve L-tirosin substrati kullanarak
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belirlemislerdir. Fenol deneyleri, 0.05 M sodyum fosfat tamponunda pH=7’de
25°C’de gergeklestirilmistir. 3 saat deney siiresi sonrasinda sulu c¢ozeltide kalan
fenol konsantrasyonlarini spektrofotometrik olarak olgmiislerdir. Baslangi¢ fenol
konsantrasyonu 0.5 mM olan bir fenol c¢ozeltisi i¢in, 6 iinite/ml’lik enzim
kullanildiginda 3 saatlik deney siiresi sonunda % 100 fenol doniisiimii elde
etmiglerdir. Ayn1 zamanda yine baslangi¢ fenol konsantrasyonu 0,5 mM olan fenol
ve 4-klorofenol c¢ozeltilerini, pH=7’de 3 saatlik bir zamanda 8 ve 48 {iinite/ml

tirosinaz enzimini kullanarak tamamiyle sulardan arindirmislardir [1].

Bir bagka ¢alismada; Valero ve ark. (1988) tirosinaz enzimini iiziimlerden ekstrakte
etmislerdir. Enzimin aktivitesinin 6l¢limii i¢cin p-kresol substrati ve pH = 7’de
sodyum fosfat tamponu kullanmislardir. Olgiimler 25 'C sicaklikta ve 400 nm’de
yapilmistir. Tirosinaz enzimini; Triton X-100, PVP ve kalsiyum kloriir, sodyum
askorbat ve amonyum siilfat kullanarak saflastirmislardir. Boylece iiziimden 67 kat

saflastirma yaparak % 30 verimle tirosinaz enzimini elde etmiglerdir [38].

Rapeanu ve ark. (2004) polifenol oksidazi (PPO) iiztimlerden izole etmislerdir.
PPO’1n aktivitesinin hesaplanmasinda, substrat olarak katekol, 4-metil katekol
gibi maddeler kullanilmistir. Aktivite i¢in optimum pH ve sicakligin pH=15 ve
T= 25 C'de oldugunu goérmiislerdir. Direk olarak {liziimden ya da {iziim suyundan
diyaliz sonucu tirosinaz enzimi ekstrakte edilmistir. Uziimden ektrakte edilen
tirosinaz enziminin aktivitesini; EDTA, L-askorbik asit, benzoik asit, sitrik asit gibi
maddelerin yavaglattigini sdylemislerdir. Tirosinaz enzimini; Triton X-100, PVP ve
amonyum siilfat kullanarak saflagtirmislardir. Boylece iiziimden 135 kat saflastirma

yaparak % 8 verimle tirosinaz enzimini elde etmislerdir [39].

Delicado ve ark. (1996) mantardaki tirosinaz enzimini TX-114 ve amonyum siilfat
ile saflagtirmiglardir. Burada mantar ekstraktindan saflastirma 5,5 kat oraninda,
%84’ liik geri doniistimle saglanmigtir. Ayrica saflagtirilma sirasinda kullanilan TX-
114 ve amonyum siilfat kombinasyonunun saflastirma esnasinda olusacak enzimatik

kararmay1 6nledigini sOylemislerdir [40].
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4. MATERYAL VE METOD

Bu calismada, iiziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastiriimasi
yapilmustir. Sulardaki fenollerin giderimi icin enzimatik metod kullanilmustir. Ilk
asama olarak, lizimden tirosinaz enziminin ekstrakte edilmesi ve saflastiriimasi
yapilmustir. Ikinci asamada ise, her bir baslangi¢ fenol konsantrasyonu igin gerekli
enzim miktarlart tespit edilmis, fenol uzaklagtirmada maksimum verimin elde
edildigi sicaklik ve zaman kosullar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda, piyasadan alinan
saf tirosinaz enzimi ve lzlimden ekstrakte edilen ve saflastirilan tirosinaz enzimi
kullanilarak yapilan fenol gideriminde elde edilen fenol uzaklastirma verimleri

karsilastirtlmistir.

4.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan gesitli kimyasallar ve cihazlar Bolim 4.1.1 ve 4.1.2

verilmigtir.

4.1.1. Kullanilan kimyasallar

Deneysel ¢alismalarda,

e Tirosinaz enzimi (Sigma T3824, 50,000 tinite, > 2000 iinite/mg kat1),

e Protein tayini i¢in bradford belirteci (Bioquant Protein) (Sigma ve Merck) ve
albumin fraction V (from Bovine Serum) (Merck),

e Ekstraksiyon ve saflastirma asamalart i¢in, Triton X-100 (Merck), amonyum
stilfat (Sigma) ve polivinil pirrolidon (PVP360) (Sigma),

¢ Enzim substrati olarak katekol (Pyrocatechol (C¢HsO3)) (Merck),

¢ Fenol (Riedel De Hagen),

e Tampon hazirlamada, Merck marka disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat

(Na;HPO4.12H,0) ve sodyum fosfat (Na,HPOj,) kullanilmistir.
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4.1.2. Kullanilan cihazlar

e Gerekli tartimlarin yapilmasi amaciyla Scientech SA80 marka terazi (80 +
0,0001),

e Calisma sicakliginin 15,25 ve 35 °C’de sabit tutulmasi amaciyla Memmert
marka su banyosu,

e Cozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda, Cole Parmer Benchtop pH/mV/°C
metre ve elektrot,

e Deneyden alinan numunelerdeki fenol konsantrasyonlarinin dlgiimlerinin
gerceklestirilmesi amactyla Hach DR/4000U marka (UV/VIS) spektrofotometre,

¢ Tirosinaz enziminin iiziimden ekstraksiyonu sirasindaki cesitli basamaklarda
Niive NF 800 R marka sogutmal1 santrifiij,

e Tirosinaz enziminin {liziimden ekstraksiyonu sirasindaki amonyum siilfatla
¢oktiirme asamasinda Heidolph RZR 2020 marka karistirici,

e Tirosinaz enziminin liziimden ekstraksiyonunda, elde edilen ekstraktin aktivite,
protein miktar1 Ol¢limleri yapilana kadar, ekstraktin iginde tutuldugu buzlarin
tiretildigi Fiocchetti BF80OA marka buz makinasi,

e Tirosinaz enziminin {liziimden ekstraksiyonu sirasindaki amonyum siilfatla
¢oktliirme asamasinin yapildig1 reaktoriin 4 °C’de sabit tutulmasi i¢in Grant CR
150-26 marka soguk su banyosu,

e Tirosinaz enziminin {iziimden ekstraksiyonu sirasindaki amonyum siilfatla
coktlirme asamasinin ig¢inde yapildigi ceketli, karistiricili, krom kelepgeli cam

reaksiyon kab1 kullanilmistir.

4.2. Deneysel Yontem

Deneysel ¢alismada kullanilan yontemler;
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4.2.1. Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi

250 g liziim 125 ml sodyum fosfat tamponu i¢inde (0,1 M, pH = 7) 15 saniye blender
ile karistirllmis ve tiilbenten siliziilmistiir. Elde edilen ham enzim ekstraktinin
bozunmasini engellemek amaciyla sicaklik 4 °C’de sabit tutularak 4000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Cokelti 1 saat 4 °C’de 4000 rpm’de % 1,5 (h/h) TX-100
ve % 2,0 (a/h) PVP (polivinil pirrolidon) ile 100 ml sodyum fosfat tamponu i¢inde
ckstrakte edilmistir. Ustteki kisim, proteinleri koruyucu ozelliginin olmasi ve
olusabilecek bakteriyel etkileri engellemesinden dolayr % 30 doygunluktaki
amonyum siilfatla ¢coktiiriilmiistiir. Coktiirme islemi, reaksiyon kab1 icerisinde 1 saat
4 °C’de 100 rpm’de Kkaristirilarak yapilmistir. 1 saatin sonunda ¢6ziinmeyi
engellemek amaciyla sicaklik 4 °C’de sabit tutularak 30 dakika santrifiijlenmistir.
Ustteki kisma % 90 doygunlukta amonyum siilfat tekrar eklenmistir. 1 saat 4 °C’de
100 rpm’de reaksiyon kabi icerisinde karistirilarak tekrar ¢coktiirme yapilmistir. 1
saatin sonunda yine 4 °C’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen ¢okelek
toplanmistir ve 25 ml 0,1 M pH = 7 olan sodyum fosfat tamponu i¢inde yeniden
¢Oziindiiriilmiistiir. Boylece istenilen enzim elde edilmis ve maliyeti belirlenmistir.

(Bkz. EK-5). Saflastirma basamaklar1 Sekil 4.1 ve Resim 4.1’°de verilmektedir.

—
= % 1,5 TX-100
+% 2,0 PVP
4000 rpm
4000 rpm Eklenmesi wl saat
15dak KD

En21m
0,1M tampon g:ozeltlsl
pH=7, 15s r

+
(NH,);S0, ) (NH,),S0,
% 90, 1 saat, 4°C |- - %30, 1 saat
< =1 4°C
4000 rpm ] 4000 rpm
Enzim 4°C, 30 dak 4°C, 30 dak
Cokelek atilir.

Sekil 4.1. Enzim ekstraksiyon ve saflastirma basamaklari [39-41]
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®

Resim 4.1. Enzim ekstraksiyon ve saflastirma basamaklar1 a) Yesil iizim b) Ham
enzim ekstrakti c) Ham enzim ekstraktinin santrifiijlenmesi d) Elde edilen
cokelek ) TX-100-PVP’li ¢ozelti f) PVP ve Triton X-100 ekstrakti
g) Amonyum siilfat eklenmeden 6nceki ¢6zelti h) Amonyum siilfat
eklenmesi i) Amonyum siilfat sonrasi santrifiijleme j) Elde edilen enzim
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(2

(1)

Resim 4.1. (Devam) Enzim ekstraksiyon ve saflagtirma basamaklari a) Yesil {iziim
b) Ham enzim ekstrakti ¢) Ham enzim ekstraktinin santrifiijlenmesi
d) Elde edilen ¢okelek e) TX-100 — PVP’li ¢ozelti ) TX-100 — PVP
ekstrakt1 g) Amonyum siilfat eklenmeden onceki ¢ozelti h) Amonyum
stilfat eklenmesi i) Amonyum siilfat sonrasi santrifiijleme j) Elde edilen
enzim

Geleneksel deneysel tasarim yontemi kullanilarak sabit % 2 PVP konsantrasyonunda,
TX-100 konsantrasyonu % 0, % 1,5 ve % 6 olacak sekilde degistirilip tizimden
tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi yapilmistir. Ayrica iiziimden
ekstraksiyon ve saflagtirma yapilarak tirosinaz enziminin eldesi i¢in Bolim 5.2°de

bahsedilen istatiksel deneysel tasarim yontemi de kullanilmistir ve Cizelge 5.3°de
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gosterilen Triton X-100 ve PVP kombinasyonlar1 kullanilarak {iziimden tirosinaz

enziminin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi yapilmaigstir.

4.2.2. Piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi ile yapilan fenol giderimi deneyleri

Fenol giderimi igin ilk olarak tirosinaz enziminin 25 °C sicaklikta pH=7"deki
sodyum fosfat tamponunda katekol substrati kullanilarak aktivitesi 6l¢iilmiistiir (Bkz.
EK-2). Daha sonra 25 °C sicaklikta pH=7’deki sodyum fosfat tamponu iginde
baslangi¢ fenol konsantrasyonlar1 50, 150, 250, 350, 500, 750 ve 1000 ppm olan
fenol ¢ozeltileri igin, farkli miktarlarda saf tirosinaz enzimi kullanilarak fenol
giderimi yapilmis ve her bir baslangic fenol konsantrasyonu ic¢in gerekli enzim
miktarlart tespit edilmistir. 3 saatlik reaksiyon siiresi sonunda fenoliin tirosinaz ile

muamelesi sonucu olusan renk degisimi Resim 4.2°de gosterilmistir.

(@) (b)

Resim 4.2. Enzimatik yolla fenol giderimi a) Kor 6rnegi b) Tirosinaz ile muamele
edilmis fenol 6rnegi (3 saat sonra)
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25 °C sicaklikta ve pH = 7’de saf tirosinaz enzimi kullanilarak, enzimatik yolla sulu
cozeltilerden fenol uzaklagtirmada yeterli reaksiyon siiresinin belirlenmesinde,
baslangi¢ konsantrasyonlar1 50, 250 ve 500 ppm olan fenol ¢ozeltilerinden 30 dakika
sonra ve 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 7 saat sonra numuneler alinmistir. UV/VIS
spektrofotometre cihazinda ¢d6zeltilerdeki fenol konsantrasyonlar: Olgiilmistiir.

Zamanin son fenol konsantrasyonu iizerine etkileri incelenmistir.

Mevsimsel hava degisiklikleri attksu aritma  tesislerinin  performansini
etkilemektedir. Bu nedenle 3 saatlik reaksiyon siiresinde ve pH = 7’de saf tirosinaz
enzimi kullanilarak, sicakligin fenol uzaklastirma verimi {izerine etkilerini incelemek

amaciyla deneyler 15 °C, 25 °C ve 35 °C sicakliklarinda yapilmustir.

4.2.3. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile yapilan fenol giderimi
deneyleri

Uziimden % 3 (a/h) PVP ve % 4,5 (h/h) Triton X-100 kullanilarak elde elde edilen
tirosinaz enzimi ile, 25 °C sicaklikta pH = 7’deki sodyum fosfat tamponu i¢inde
baslangi¢ konsantrasyonu 50, 150, 250, 350 ve 500 ppm olan fenol ¢ozeltileri igin,
saf enziminkiyle ayni enzim aktivitesini veren miktarlar kullanilarak fenol giderimi
yapilmistir. Daha sonra da her bir baglangi¢ konsantrasyonu i¢in enzim miktarlar

% 50 artirilarak deneyler tekrarlanmistir.

25 °C sicaklikta ve pH = 7°de, liziimden elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak
enzimatik yolla sulu c¢ozeltilerden fenol uzaklastirmada yeterli reaksiyon siiresi
belirlenmistir. Baslangi¢ konsantrasyonlar1 50, 250 ve 500 ppm olan fenol
¢oOzeltilerinden 30 dakika sonra ve 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 7 saat sonra numuneler

alimmustir. Zamanin son fenol konsantrasyonu iizerine etkileri incelenmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Endiistri kuruluslarinin, toksik olan atiksularinin ¢evreye olan desarji gerek yurt disi
gerekse yurt i¢indeki kanunlara gore yasa disidir. Bu kuruluslar desarj akimlarini
belirli limitlerin altina indirmek zorundadirlar. Fenol de bu toksik maddeler arasinda
yer almaktadir ve Su Kirliligi Kontrol Yonetmeligi’ne gore belediye atiksu aritim
tesislerine gonderilen maksimum desarj konsantrasyonu 10 ppm olarak

belirlenmistir. Kuruluslar ¢ikis akimlarini bu degerin altina indirmek zorundadir.

Fenol uzaklastirma yontemlerinden en c¢ok kullanilanlari, enzimatik doniislim,
koagiilasyon ve adsorpsiyon metodlaridir. Bu metodlar kullanilarak fenol gibi
kirletici maddeler sulardan wuzaklastirilir. Enzimatik yolla sulardan fenollerin

uzaklastirilmasinda en ¢ok kullanilan enzim tirosinaz enzimidir [1,37].

Bu caligmanin amaci, iizimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonunu ve
saflagtirmasin1 yapmak, ayn1 zamanda piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi ve
tiziimden ekstrakte edilen ve saflastirilan tirosinaz enzimi ile sulu ortamlardan

fenollerin uzaklastirilmasinda enzimatik yontemin etkilerini incelemektir.

Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda elde edilen enzimin
spesifik aktivite degerine, Triton X-100 ve PVP miktarinin etkileri aragtirilmis ve bu
caligmalarda geleneksel yontemle birlikte, istatiksel deneysel tasarim yontemi de

kullanilmustir.

Enzimatik yolla fenol wuzaklastirma verimi Tlizerine ise, baslangic fenol
konsantrasyonu i¢in gerekli enzim miktari, bekleme siiresi ve sicakligin etkileri

incelenmistir.
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5.1. Uziimden Tirosinaz Enziminin Ekstraksiyonu ve Saflastiriimasi

Basamaklarinda Triton X-100 Miktariin Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi basamaklar1 3
asamadan olusturmaktadir. Bunlar sirasiyla; ham enzim ekstraktinin eldesi, Triton
X-100 ve PVP (polivinil pirrolidon) kombinasyonu ile saflastirma ve son asama olan
amonyum siilfat ¢Oktiirmesidir. 2.basamakta PVP miktar1 % 2 (a/h) oraninda sabit
kalmak kosuluyla Triton X-100 miktar1 degistirilerek deneyler yapilmig ve her bir
basamakta elde edilen aktivite sonuglar1 Cizelge 5.1°de gosterilmistir. Cizelge
5.1’den anlasilacag: ilizere en yiiksek spesifik aktivite ve verim % 6 (h/h) Triton
X-100 kullanildiginda elde edilmistir. Boylece % 70 verimle 16,2 kat saflagtirma

yapilarak tirosinaz enzimi elde edilmistir.

Ayrica Sekil 5.1’de Triton X-100 miktarinin spesifik aktivite {izerine etkisi
gosterilmigtir. Buradan da goriildiigii iizere, Triton X-100 miktarinin artmasi ile
spesifik aktivite degerinde artis gozlenmistir. Literatiirde, kullanilan Triton X-100
miktart % 1,5 (h/h) olarak verilmistir [38,39]. Yaptigimiz ¢aligmada, Triton X-100
miktar1 % 1,5 (h/h)’dan % 6 (h/h)’ya ¢iktiginda spesifik aktivite degerinde
yaklasik % 21 degerinde bir artis goriilmiistiir. Bu artis ve Triton X-100’{in fiyat1 da
gb6zOniine alinarak kullanilacak miktar belirlenmelidir. Elde edilen artisin ¢ok da
fazla olmadig1 diisiiniiliirse tirosinaz enzimini % 1,5 (h/h) Triton X-100 kullanarak
tizimden ekstrakte etmek ve saflastirmak dogru olacaktir. Ancak g6z Oniinde
bulundurulmasi1 gereken bir nokta da olanaklar elverdigi olc¢lide yiiksek safliktaki

enzimle ¢alismak bir¢ok olumsuz faktoriin agilmasinda bas kosuldur.
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Cizelge 5.1. Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda,
Triton X-100 miktarinin enzim aktivitesi tizerine etkisi
(pH=7,T=4°C)

Ekstraksiyon
ve Saflagtirma
Adimlari

Hacim
(ml)

Aktivite
(U/ml)

Toplam
Aktivite
L)

Protein1
(mg/ml)

Toplam
Protein

(mg)

Spesifik
Aktivite”
(U/mg
protein)

.3
Verim

(o)

Saﬂasnrma4

(n-kat)

5
Menzim

(mg)

1)Ham
Enzim
Ekstrakti

244

720

175680

1,330

324,52

541,35

100

1,00

12,98

% 2 PVP ve
%0
TritonX-100
Ekstrakti

85

1200

102000

1,110

94,35

1081,08

2,00

7,54

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

2280

57000

0,890

22,25

2561,80

32,4

4,73

4,21

2)Ham
Enzim
Ekstrakti

244

720

175680

1,330

324,52

541,35

100

1,00

12,98

% 2 PVP ve
% 1,5
TritonX-100
Ekstrakti

85

1700

144500

0,890

75,65

1910,11

82,3

3,53

10,68

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

4560

114000

0,670

16,75

6805,97

64,9

12,58

8,42

3)Ham
Enzim
Ekstrakti

244

720

175680

1,330

324,52

541,35

100

1,00

12,98

% 2 PVP ve
% 6
TritonX-100
Ekstrakt

85

1800

153000

0,780

66,30

2307,69

87

4,26

11,31

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

4920

123000

0,560

14,00

8785,71

70

16,22

9,10

'Bradford yontemi kullanilarak Ek 3’de ¢izilen grafik yardimiyla hesaplanmistir.
*Spesifik Aktivite=Toplam aktivite/Toplam protein
*Verim=(Herhangi bir asamadaki toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi)x100
*Saflastirma(n-kat)=Saflastirma sonucu ulasilmus spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
5rnenzim:Toplam aktivite/Saf enzimin SA=13,533 U/mg enzim)
(250 gram iiztimden elde edilen tirosinaz enzimi kiitlesi)
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2500
2000+
1500+
1000

500

Spesifik Aktivite
(U/mg protein)

0 1,5 6

8 Spesifik Aktivite 1081,08 1910,11 2307,69
Triton X-100 Konsantrasyonu (h/h %

Sekil 5.1. Triton X-100 miktarinin spesifik aktivite tizerine etkisi
(pH=7,T=4°C,PVP (%2, a/h))

5.2. Istatiksel Yaklasim ile Triton X-100 ve PVP Maddelerinin Saflastirma

Verimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda kullanilan
maddelerin saflastirma verimi {izerine etkisinin incelenmesi amaciyla Box-Wilson
istatiksel deneysel tasarim yontemi ile de calisilmistir. Calismalarimizda, Triton X-
100 konsantrasyonu (U; h/h) ve PVP konsantrasyonu (U,, a/h), bagimsiz
degiskenler, spesifik aktivite degeri (SA, U/mg protein) ise bagimli degisken olarak
tanimlanmistir. Cizelge 5.2°de deneysel plandaki bagimsiz degiskenlerin gercek ve

kodlu degerleri verilmektedir.

Cizelge 5.2. Deneysel planda bagimsiz degiskenler
(U;=Triton X-100 konsantrasyonu (h/h), U,=PVP konsantrasyonu (a/h))

Kodlanmig

egerler
Gergek -1,414 -1 0 +1 +1,414
Degerler
U (Wh) 0,88 1,5 3 45 5,12
U, (a/h) 0,59 1 2 3 3,41
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Triton X-100 konsantrasyonu i¢in alt deger 0,88, iist deger 5,12 se¢ilmis, orta deger
ise bu iki degerin aritmetik ortalamasi alinarak 3 olarak bulunmustur. PVP
konsantrasyonu i¢inde ayni sekilde alt deger 0,59, iist deger de 3,41 olarak secilmis,
orta degerde 2 olarak bulunmustur. Triton X-100 konsantrasyonu (U;) i¢in adim

aralig1 1,5, PVP konsantrasyonu (U,) i¢in adim araligi 1°dir.

Plan matrisinin u¢ noktalarinda yer alan o degeri, degisken sayisinin karekdkii
almarak /2 =1,414 olarak belirlenmistir. Her bir bagimsiz degisken icin, ug

noktalarin hesaplanmasinda Es. 5.1 ve Es. 5.2°de verilen kodlanmis deger esitlikleri
kullanilmigtir. Buna gore, U; parametresi i¢in u¢ noktalar, 0,88 ve 5,12 olarak, U,

parametresi i¢in u¢ noktalar, 0,59 ve 3,41 olarak hesaplanmustir.

(5.1)

(5.2)

Cizelge 5.3’de, deneysel planda bagimsiz degiskenler ile yapilan deneylerde,

kullanilan Triton X-100 ve PVP konsantrasyonu miktarlar1 gosterilmistir.
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Cizelge 5.3. Deneysel planda bagimsiz degiskenler ile yapilan deneyler
(pH=7,T=4°C)

Deney No |x; |Xx» | Deneysel parametreler

U, (Triton X-100 U, (PVP konsantrasyonu(a/h))

konsantrasyonu (h/h))
1 +1 | +1 |4,50 3,00
2 -1 | +1 | 1,50 3,00
3 +1 | -1 |4,50 1,00
4 -1 -1 1,50 1,00
5 +o |0 5,12 2,00
6 -a |0 0,88 2,00
7 0 +o | 3,00 3,41
8 0 -a | 3,00 0,59
9 0 0 3,00 2,00
10 0 0 3,00 2,00
11 0 0 3,00 2,00
12 0 0 3,00 2,00
13 0 0 3,00 2,00
14 0 0 3,00 2,00

Iki degiskenli bir Box-Wilson deney diizenleme planina gére ¢aligma, Boliim 2.6,

Cizelge 2.2°de goriildigii gibi, yi1ldiz noktasindaki (o = 1,414) dort deney ve merkez

noktasindaki dort deney ile birlikte toplam 14 deneyden olugsmaktadir. Cizelge 5.3’ de

gosterilen, deney no 9 ile 14 arasi yapilan deneyler, giivenilirligi arttirmak igin

yapilan tekrar deneyleridir.

Deneysel planda belirtilen kosullarda yapilan deneyler sonucunda elde edilen

spesifik aktivite (SA, U/mg protein) degerleri Cizelge 5.4’de verilmistir.




Cizelge 5.4. Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda,

istatiksel yontemle belirlenen sartlarin kullanilmas ile bulunan
deney sonuglar1 (pH =7, T =4 °C)
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Ekstraksiyon
ve Saflagtirma
Adimlari

Hacim
(ml)

Aktivite
(U/ml)

Toplam
Aktivite
L)

Protein1
(mg/ml)

Toplam
Protein

(mg)

Spesifik
Aktivite”
(U/mg
protein)

.3
Verim

(o)

Saﬂastlrma4

(n-kat)

5
Menzim

(mg)

1)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 3 PVP ve
% 4,5
TritonX-100
Ekstrakti

87

1992

173304

0,693

60,29

2874,51

91,71

5,70

12,81

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5790

144750

0,651

16,28

8891,28

76,60

17,64

10,70

2)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 3 PVP ve
% 1,5
TritonX-100
Ekstrakti

87

1800

156600

0,810

70,47

222222

82,87

4,40

11,57

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5085

127125

0,771

19,28

6593,62

67,27

13,08

9,39

3)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 1 PVP ve
% 4,5
TritonX-100
Ekstrakti

87

1824

158688

0,789

68,64

2311,89

83,95

4,59

11,73

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5115

127875

0,741

18,53

6900,97

67,67

13,69

9,45

'Bradford yontemi kullanilarak Ek 3°de ¢izilen grafik yardimiyla hesaplannmustir.
*Spesifik Aktivite=Toplam aktivite/Toplam protein
*Verim=(Herhangi bir asamadaki toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi)x100
*Saflastirma(n-kat)=Saflastirma sonucu ulasilmus spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
5rnenzim:Toplam aktivite/Saf enzimin SA=13,533 U/mg enzim)
(250 gram iiztimden elde edilen tirosinaz enzimi kiitlesi)




Cizelge 5.4. (Devam) Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve
saflagtirllmasinda istatiksel yontemle belirlenen sartlarin kullanilmasi
ile bulunan deney sonuglar1 (pH =7, T =4 °C)
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Ekstraksiyon
ve Saflagtirma
Adimlari

Hacim
(ml)

Aktivite
(U/ml)

Toplam
Aktivite
L)

Protein1
(mg/ml)

Toplam
Protein

(mg)

Spesifik
Aktivite”
(U/mg
protein)

.3
Verim

(%)

Saﬂasnrma4

(n-kat)

5
Menzim

(mg)

4)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 1 PVP ve
% 1,5
TritonX-100
Ekstrakt

87

1344

116928

1,089

94,74

123420

61,87

2,45

8,64

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

3240

81000

1,029

25,73

3148,08

42,86

6,25

5,99

5)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 2 PVP ve
% 5,12
TritonX-100
Ekstrakti

87

1968

171216

0,723

62,90

2722,03

90,60

5,40

12,65

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5535

138375

0,666

16,65

8310,81

73,22

16,49

10,23

6)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 2 PVP ve
% 0,88
TritonX-100
Ekstrakti

87

1380

120060

1,020

88,74

1352,94

63,53

2,68

8,87

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

3375

84375

0,969

24,23

3482,25

44,65

6,91

6,23

'Bradford yontemi kullanilarak Ek 3°de ¢izilen grafik yardimiyla hesaplanmustir.
“Spesifik Aktivite=Toplam aktivite/Toplam protein
*Verim=(Herhangi bir asamadaki toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi)x100
*Saflastirma(n-kat)=Saflastirma sonucu ulasilmus spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
5menzim:Toplam aktivite/Saf enzimin SA=13,533 U/mg enzim)
(250 gram iiztimden elde edilen tirosinaz enzimi kiitlesi)




Cizelge 5.4. (Devam) Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve
saflagtirllmasinda istatiksel yontemle belirlenen sartlarin kullanilmasi
ile bulunan deney sonuglar1 (pH =7, T =4 °C)
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Ekstraksiyon
ve Saflagtirma
Adimlari

Hacim
(ml)

Aktivite
(U/ml)

Toplam
Aktivite

L)

Protein1
(mg/ml)

Toplam
Protein

(mg)

Spesifik
Aktivite”
(U/mg
protein)

.3
Verim

(%)

Saﬂasnrma4

(n-kat)

5
Menzim

(mg)

7)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 3,41 PVP
ve %3
TritonX-100
Ekstrakti

87

1848

160776

0,759

66,03

2434,89

85,17

4,83

11,88

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5160

129000

0,711

17,78

7255,34

68,31

14,40

9,53

8)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 0,59 PVP
ve % 3
TritonX-100
Ekstrakti

87

1524

132588

0,942

81,95

1617,91

70,16

9,80

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

3825

95625

0,879

21,98

4350,54

50,60

8,63

7,07

9)Ham
Enzim
Ekstrakt

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 2 PVP ve
%3
TritonX-100
Ekstrakti

87

1810

157470

0,801

69,69

2259,58

83,32

448

11,64

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5096

127400

0,759

18,98

6712,33

67,42

13,32

9,41

'Bradford yontemi kullamilarak Ek 3’de ¢izilen grafik yardimiyla hesaplanmustir.
*Spesifik Aktivite=Toplam aktivite/Toplam protein
*Verim=(Herhangi bir asamadaki toplam aktivite/Ham ekstraktmn toplam aktivitesi)x100
*Saflastirma(n-kat)=Saflastirma sonucu ulasilmus spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
’Mensim=Toplam aktivite/Saf enzimin SA=13,533 U/mg enzim)
(250 gram tiziimden elde edilen tirosinaz enzimi kiitlesi)




Cizelge 5.4. (Devam) Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve
saflagtirllmasinda istatiksel yontemle belirlenen sartlarin kullanilmasi
ile bulunan deney sonuglar1 (pH =7, T =4 °C)
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Ekstraksiyon
ve Saflagtirma
Adimlari

Hacim
(ml)

Aktivite
(U/ml)

Toplam
Aktivite

L)

Protein1
(mg/ml)

Toplam
Protein

(mg)

Spesifik
Aktivite”
(U/mg
protein)

.3
Verim

(o)

Saﬂasnrma4

(n-kat)

5
Menzim

(mg)

10)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 2 PVP ve
% 3
TritonX-100
Ekstrakti

87

1806

157122

0,810

70,47

2229,63

83,14

442

11,61

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5090

127250

0,762

19,05

6679,79

67,34

13,25

9,40

11)Ham
Enzim
Ekstrakti

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 2 PVP ve
% 3
TritonX-100
Ekstrakti

87

1805

157035

0,807

70,21

2236,65

83,10

4,44

11,60

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5087

127175

0,762

19,05

6675,85

67,30

13,24

9,40

12)Ham
Enzim
Ekstrakt

248

762

188976

1,512

374,98

503,96

100

1,00

13,96

% 2 PVP ve
%3
TritonX-100
Ekstrakti

87

1812

157644

0,801

69,69

2262,07

83,42

4,49

11,65

% 30-90
Amonyum
Siilfat

25

5100

127500

0,756

18,90

6746,03

67,47

13,38

9,42

'Bradford yontemi kullamilarak Ek 3’de ¢izilen grafik yardimiyla hesaplanmustir.
*Spesifik Aktivite=Toplam aktivite/Toplam protein
*Verim=(Herhangi bir asamadaki toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi)x100
*Saflastirma(n-kat)=Saflastirma sonucu ulasilmis spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
’Mensim=Toplam aktivite/Saf enzimin SA=13,533 U/mg enzim)
(250 gram tiziimden elde edilen tirosinaz enzimi kiitlesi)
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Cizelge 5.4. (Devam) Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve
saflagtirllmasinda istatiksel yontemle belirlenen sartlarin kullanilmasi
ile bulunan deney sonuglar1 (pH =7, T =4 °C)

Ekstraksiyon | Hacim Aktivite | Toplam Protein1 Toplam Spesifik Verim3 Saﬂastlrma4 menzims

ve Saflagtirma | (ml) (U/ml) | Aktivite | (mg/ml) | Protein Aktivite” (%) (n-kat) (mg)
Adimlar L) (mg) (U/mg
protein)

13)Ham
Enzim
Ekstrakti 248 762 188976 | 1,512 374,98 503,96 100 1,00 13,96

% 2 PVP ve
%3

TritonX-100
Ekstrakti 87 1808 157296 | 0,807 70,21 2240,36 83,24 4,45 11,62

% 30-90
Amonyum
Siilfat 25 5093 127325 10,759 18,98 6708,38 67,38 13,31 9,41

14)Ham
Enzim
Ekstrakti 248 762 188976 | 1,512 374,98 503,96 100 1,00 13,96

% 2 PVP ve
% 3

TritonX-100
Ekstrakti 87 1811 157557 10,804 69,95 2252,42 83,37 4,47 11,64

% 30-90
Amonyum
Siilfat 25 5097 127425 10,756 18,90 6742,06 67,43 13,38 9,42

'Bradford yontemi kullanilarak Ek 3’de ¢izilen grafik yardimiyla hesaplanmistir.
*Spesifik Aktivite=Toplam aktivite/Toplam protein
*Verim=(Herhangi bir asamadaki toplam aktivite/Ham ekstraktin toplam aktivitesi)x100
*Saflastirma(n-kat)=Saflastirma sonucu ulasilmus spesifik aktivite/Ham ekstraktin spesifik aktivitesi
’Mensim=Toplam aktivite/Saf enzimin SA=13,533 U/mg enzim)

(250 gram iiziimden elde edilen tirosinaz enzimi kiitlesi)

Yapilan deneylerdeki spesifik aktivite degerlerinin belirlenmesinde Es. 5.3°de verilen

genel bir polinom denkleminden yararlanilmistir.

Spesifik Aktivite (SA)= >_b

m+n<4

X" x5 (5.3)

mn

Bu modelin regresyon ¢oziimlemesi ve analizi bir istatiksel paket programi ile

yapilmistir. Elde edilen verilerin kullanilmasiyla gelistirilen model, yapilan analizler
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sonucu anlamsizhig1 tespit edilen degiskenler c¢ikarilarak, kodlanmis degerler

cinsinden model 1 Es. 5.4’de ve model 8 Es. 5.5’deki sekilde ifade edilmistir.

SA =2246,79 + 458,30x; + 338,28x, — 106,35x:x>

—110,23x,° — 104,68x,% + 128,83 x,” x,° (R=0,995)  (5.4)

SA = 2202,20+ 458,3x; + 338,28x,— 72,44xz2 (R=0,974) (5.5)
Cizelge 5.5. Matematiksel modeller ve R degerleri

Model | Model denklikleri R

No degerleri

1 SA=2246,79+458,3x,+338,28x,-106,35x,x,—110,23x,— 104,68x,’ 0,995

+128,83x,’x,’

2 SA=2246,77+458,3x,+288,89x,-106,35x X, 78X,~72,46x,” —98,77x,°X, 0,993

3 SA=2246,77+484,12x,+338,28x,-106,35% X~ 78X,"~72,46X,"51,62X X, 0,990

4 SA=2246,77+458,3x,+338,28x,-106,35x X, 78X,°~72,46x,” 0,989

5 SA = 2202,20-106,35x,+338,28x,-458,30x x,—72,44x,’ 0,982

6 SA =2246,77 + 458,3x, + 338,28x,— 72,46x,” — 78X," 0,981

7 SA =2198,78 + 458,3x, + 338,28x,— 106,35x,x,— 66,47x, 0,981

8 SA = 2202,20+ 458,3x, + 338,28, — 72,44x,> 0,974

9 SA = 2198,78 + 458 3x, + 338,28x, — 66,47x,” 0,973

10 SA = 2160,81 + 458,3x, + 288,89x, — 98,77x,°x,’ 0,971

11 SA =2160,85 + 458,3x; + 338,28x,— 0,143x,’x,’ 0,967




Cizelge 5.6. Uziimden tirosinaz enziminin saflastirilmasi i¢in plan matrisinin
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kodlanmis degerleri ve spesifik aktivite degerleri (SA/model 1’e gore)

(pH=7,T=4°C)

Deney No | x; X SA deneysel SA nodel Relatif Hata'
1 +1 +1 2874,51 2850,94 0,819
2 -1 +1 222222 2147,04 3,383
3 +1 -1 2311,89 2387,08 -3,252
4 -1 -1 1234,20 1257,78 -1,911
5 +1,414 | 0 2722,03 2685,53 1,341
6 -1,414 | 0 1352,94 1389,46 -2,699
7 0 +1,414 | 2434,89 2569,25 -5,518
8 0 -1,414 | 161791 1612,60 0,328
9 0 0 2259,58 2246,79 0,566
10 0 0 2229,63 2246,79 -0,770
11 0 0 2236,65 2246,79 -0,453
12 0 0 2262,07 2246,79 -0,675
13 0 0 2240,36 2246,79 -0,287
14 0 0 2252,42 2246,79 0,250

: Relatif Hata = ((SAdeneysel - SAmodel)/ SAdeneysel)Xloo

Cizelge 5.6’den goriildiigii lizere model 1°deki denklem baz alindiginda, deneysel

olarak bulunan spesifik aktivite degerleri ile modelden hesaplanan spesifik aktivite

degerleri arasindaki relatif hata degerleri ¢ok kiigiiktiir. En biiyiik relatif hata % 5,52

olarak belirlenmistir.



Cizelge 5.7. Uziimden tirosinaz enziminin saflastirilmasi igin plan matrisinin
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kodlanmis degerleri ve spesifik aktivite degerleri (SA/model 8’e gore)

(pH=7, T=4°C)

Deney No | x; X SA deneysel SA nodel Relatif Hata'
1 +1 +1 2874,51 2926,34 -1,803
2 -1 +1 222222 2009,74 9,562
3 +1 -1 2311,89 2249.78 2,687
4 -1 -1 1234,20 1333,18 -8,020
5 +1,414 | 0 2722,03 2850,24 -4,710
6 -1,414 | 0 1352,94 1554,16 -14,873
7 0 +1,414 | 2434,89 2535,69 -4,140
8 0 -1,414 | 161791 1579,04 2,402
9 0 0 2259,58 2202,20 2,539
10 0 0 2229,63 2202,20 1,230
11 0 0 2236,65 2202,20 1,540
12 0 0 2262,07 2202,20 2,647
13 0 0 2240,36 2202,20 1,703
14 0 0 2252,42 2202,20 2,230

: Relatif Hata = ((SAdeneysel - SAmodel)/ SAdeneysel)Xloo

Cizelge 5.7°de model 8 baz alinmistir. Burada deneysel olarak bulunan spesifik

aktivite degerleri ile modelden hesaplanan spesifik aktivite degerleri arasindaki

relatif hata degerleri model 1’e gore biraz daha fazladir. Ancak model 1’den daha

basit bir modeldir.

Es. 5.4 ve Es. 5.5 ’de elde edilen esitliklerin gercek degerler cinsinden ifadesi, Es.

5.1 ve Es. 5.2°deki formiiller kullanilarak, TX-100 ve PVP konsantrasyonu cinsinden

Es. 5.6 ve Es. 5.7°de gosterildigi sekilde ifade edilmistir.
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SA=1429,87 — 653,54[Triton X-100] + 184,78[Triton X-100]* — 1069,38[PVP] +
1310,16[Triton X-100][PVP] + 405,09[PVP]*— 231,89 Triton X-100]*[PVP]
— 345,26[Triton X-100][PVP]*+ 57,97[Triton X-100]*[PVP] (5.6)

SA= 319,28 + 305,53[ Triton X-100] + 628,04[PVP] — 72,44[PVP]? (5.7)

Uziimden elde edilen enzim icin maksimum spesifik aktivite degeri, Es. 5.6
kullanilarak, bir paket program yardimiyla hesaplanmistir. Buna gore, Sekil 5.2° de
goriildiigi tizere, model 1 icin maksimum spesifik aktivite degeri 3252,20
hesaplanmis ve bu degerin elde edildigi Triton X-100 ve PVP miktari, sirasiyla 5,12
(x1= 1,414) ve 3,41 (xo= 1,414) olarak bulunmustur.

PP Hhéh % 3

3000

SA HUémg protein LZXD

Triton X-100 Haéh ‘Vﬁ_

Sekil 5.2. Triton X-100 ve PVP miktarinin fonksiyonu olarak spesifik aktivite
degerini gosteren ti¢ boyutlu cevap yiizeyi, model 1’e gore (pH=7, T=4 °C)
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Es. 5.7 kullanilarak, Triton X-100 ve PVP miktarinin fonksiyonu olarak model 8’e
gbre spesifik aktivite degerini gosteren ii¢ boyutlu cevap ylizeyi Sekil 5.3’de

gosterilmistir.

PP Hhéh % 3

2

3000

SA HUéng protein L

Triton X-100 Haéh 94

Sekil 5.3. Triton X-100 ve PVP miktarinin fonksiyonu olarak spesifik aktivite
degerini gosteren ti¢ boyutlu cevap yiizeyi, model 8’¢ gore (pH=7, T=4 °C)

5.3. Piyasadan Alinan Saf Tirosinaz Enzimi ile Yapilan Fenol Giderimi

Piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi kullanilarak her bir baslangic fenol
konsantrasyonu icin gerekli enzim miktarlar1 tespit edilmis, fenol uzaklagtirmada

maksimum verimin elde edildigi sicaklik ve zaman kosullar1 belirlenmistir.

5.3.1. Baslangi¢ fenol miktarina gore saf tirosinaz enzimi kullanilarak gerekli

enzim miktariin belirlenmesi

Sulardan fenollerin uzaklastirilmasinda, farkli baslangic konsantrasyonlarindaki
fenol ¢ozeltileri ig¢in gerekli enzim miktarinin belirlenmesi gerekir. Ciinkii herbir

baslangi¢ fenol konsantrasyonu i¢in gerekli olan enzim miktarlar1 degismektedir.
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Baslangi¢ fenol konsantrasyonu 50, 150, 250, 350, 500, 750 ve 1000 ppm olan fenol
¢ozeltileri igin sicaklik (25 °C) sabit tutularak, pH = 7°de sodyum fosfat tamponu
icinde kullanilan enzim miktarlar1 her denemede arttirilmig, maksimum verimin elde
edildigi gerekli saf tirosinaz enzimi miktarlar1 belirlenmis ve elde edilen sonuglar

Cizelge 5.8 — Cizelge 5.14’de sunulmustur.

Sulardan fenol uzaklastirmada, baslangi¢ konsantrasyonlar1 50 — 1000 ppm arasinda
degisen fenol ¢ozeltileri i¢in gerekli olan saf tirosinaz enzimi miktar1 grafikleri Sekil

5.4 — Sekil 5.10°da gosterilmistir.

Fenol wuzaklastrma verimlerinin hesaplanmasinda Es. 5.8’deki denklem

kullanilmastir.

Fenol Uzaklastirma Verimi (%) = % *100 (5.8)

o

Burada; C,, baslangi¢ fenol konsantrasyonu (mg/l), Cs ise son fenol konsantrasyonu

(mg/1) olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 5.8. Baglangic fenol miktarina gore gerekli saf tirosinaz enzimi
miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co =50 ppm, pH=7, T =25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktar1 Konsantrasyonu, Cq Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 50,00 0
0,5 48,32 3,36
1 46,30 7,40
2 40,36 19,28
50
4 27,68 44,64
6 18,98 62,04
8 8,20 83,60
10 3,82 92,36
12 2,49 95,02
14 2,43 95,14

100

o0
=]
|
1

N
-
|
1

n
[e)
|
I

N
=]
|

Fenol Uzaklastirma Verimi (%)
o

0,5 1 2 4 6 8 10 12 14 16
Enzim Miktan (U/ml)

Sekil 5.4. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastirma verimi {izerine etkisi
(Co =50 ppm, pH="7,T=25°C, t=3 saat)



Cizelge 5.9. Baglangig fenol miktarina gore gerekli saf tirosinaz enzimi
miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co = 150 ppm, pH= 7, T = 25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktari Konsantrasyonu, Cs Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 150,00 0
1 143,48 4,35
2 133,58 10,95
4 101,94 32,04
150
8 64,07 57,29
10 47,46 68,36
12 30,68 79,55
16 10,60 92,93
18 8,05 94,63
20 7,64 94,91

100
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Fenol Uzaklastirma Verimi (%)

o

ekil 5.5. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastirma verimi Uizerine etkisi
S $
(Co =150 ppm, pH =7, T =25 °C, t = 3 saat)
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Cizelge 5.10. Baslangi¢ fenol miktaria gore gerekli saf tirosinaz enzimi
miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co =250 ppm, pH=7,T = 25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktari Konsantrasyonu, Cs Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 250,00 0
2,5 232,47 7,01
5 206,13 17,55
10 146,70 41,32
250
15 85,32 65,87
20 63,75 74,50
25 39,95 84,02
30 17,18 93,13
35 15,29 93,88
40 15,15 93,94

100

60 +

Fenol Uzaklastirma Verimi (%)

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 2,5 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Enzim Miktan (U/ml)

Sekil 5.6. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastirma verimi lizerine etkisi
(Co =250 ppm, pH =7, T=25°C, t =3 saat)
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Cizelge 5.11. Baslangi¢ fenol miktaria gore gerekli saf tirosinaz enzimi
miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari

(Co =350 ppm, pH=7,T = 25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktari Konsantrasyonu, Cs Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 350,00 0
2 338,08 3,41
6 299,76 14,35
12 209,64 40,10
350
18 142,52 59,28
24 96,20 72,51
36 46,82 86,62
40 35,31 89,91
44 23,25 93,36
48 23,81 93,20

100
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Fenol Uzaklastirma Verimi (%)

S

18 24 36
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40
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Sekil 5.7. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastirma verimi {izerine etkisi

(Co =350 ppm, pH="7, T=25°C, t =3 saat)



Cizelge 5.12. Baslangi¢ fenol miktaria gore gerekli saf tirosinaz enzimi
miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co =500 ppm, pH=7,T = 25 °C, t=3 saat)
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Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktar1 Konsantrasyonu, Cq Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 500,00 0
3 487,02 2,60
6 440,04 11,99
12 313,50 37,30
500
24 196,88 60,62
36 129,93 74,01
48 63,53 87,29
54 29,24 94,15
60 24,45 95,11
64 23,65 95,27

100

80

60

20 +

Fenol Uzaklastirma Verimi (%)

24 36 48 54 60 64 68
Enzim Miktanr (U/ml)

Sekil 5.8. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastirma verimi lizerine etkisi
(Co =500 ppm, pH="7, T =25 °C, t = 3 saat)



Cizelge 5.13. Baslangi¢ fenol miktaria gore gerekli saf tirosinaz enzimi

miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co =750 ppm, pH=7,T = 25 °C, t=3 saat)
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Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktar1 Konsantrasyonu, Cq Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 750,00 0
5 717,04 4,39
10 656,96 12,41
20 484,48 35,40
750
40 343,20 54,24
60 201,36 73,15
80 88,54 88,19
82 42,67 94,31
84 42,19 94,37
86 41,71 94,44

Fenol UzaklastirmaV erimi (%o)
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Sekil 5.9. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastima verimi iizerine etkisi

(Co =750 ppm, pH="7, T =25 °C, t = 3 saat)



Cizelge 5.14. Baslangi¢ fenol miktarina gore gerekli saf tirosinaz enzimi

miktarinin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari

(Co=1000 ppm, pH=7, T=25 °C, t=3 saat)
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Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktar1 Konsantrasyonu, Cq Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
0 1000,00 0
10 945,80 5,42
25 835,60 16,44
50 604,00 39,60
1000
65 433,36 56,66
85 247,38 75,26
105 154,68 84,53
115 55,38 94,46
120 54,90 94,51
125 54,42 94,56
100

80

60 |

40 -

20

Fenol Uzaklastirma Verimi (%)

(=]

Enzim Miktan (U/ml)

Sekil 5.10. Saf tirosinaz enzimi miktarinin fenol uzaklastirma verimi iizerine etkisi
(Co = 1000 ppm, pH= 7, T = 25 °C, t= 3 saat)



Farkli baslangic fenol

konsantrasyonlarinda

konsantrasyonuna etkisi Sekil 5.11°de gosterilmistir.
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enzim miktarinin son fenol
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Sekil 5.11. Farkli baglangi¢ fenol konsantrasyonlarinda saf tirosinaz enzimi
miktarinin son fenol konsantrasyonuna etkisi (pH=7,T=25 °C, t=3 saat)

Degisik baslangi¢ konsantrasyonlarindaki, C, (50 — 1000 ppm) fenol ¢ozeltileri igin
gerekli saf tirosinaz enzimi miktarlar1 Cizelge 5.15’de verilmistir.

Cizelge 5.15. Baslangi¢ fenol miktarina gore gerekli saf tirosinaz enzimi miktari
(pH=7, T=25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Gerekli Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu C,, Miktari Konsantrasyonu, Cs | Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi(%)*
50 10 3,82 92,36

150 16 10,60 92,93

250 30 17,18 93,13

350 44 23,25 93,36

500 54 29,24 94,15

750 82 42,67 94,31

1000 115 55,38 94,46

c, -C
* Fenol Uzaklagtirma Verimi (%) = OC 5 %100

o
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Cizelge 5.15’den goriildiigli {lizere, baslangi¢ konsantrasyonlart1 50 — 1000 ppm
arasinda degisen fenol c¢ozeltileri i¢in uygun enzim miktarlar1 kullanildiginda

% 95’lere varan fenol uzaklastirma verimleri elde edilmistir.

Ikehata ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢alismada atik sulardan fenoliin
uzaklastirilmasinda, tirosinaz enzimi kullanarak fenol uzaklastirma verimi iizerine
enzim miktarinin, zamanin ve sicakligin etkisini arastirmislardir [1]. Baslangi¢ fenol
konsantrasyonu 47 ppm olan bir fenol ¢ozeltisi igin, 25 °C’de 6 tinite/mI’lik enzim
kullanildiginda 3 saatlik deney siiresi sonunda % 100 fenol doniisiimii elde etmisler
ve fenol aralig1 94 — 940 ppm arasinda degisen fenol ¢ozeltilerini % 95’lere varan
fenol uzaklastirma verimi elde ederek sulardan armdirmislardir. Yaptigimiz
calismalarda ise, 50 ppm’lik bir fenol ¢6zeltisi igin 25 °C sicaklikta 10 iinite/ml saf
tirosinaz enzimi kullanildiginda yaklasgik % 92 fenol uzaklastirma verimi elde
edilmistir. Fenol araligi 50 — 1000 ppm arasinda degisen fenol ¢ozeltileri i¢in %
95’lere varan fenol uzaklagtirma verimi elde edilmistir. Bulunan sonuglar, Ikehata ve

ark.’nin bulduklar1 sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Baslangi¢ fenol konsantrasyonu 50 — 1000 ppm arasinda degisen fenol ¢ozeltileri
icin belirlenen enzim miktarlar grafige gecirilmistir (Sekil 5.12). Buradan lineer bir
dogru elde edilmis ve baslangi¢ fenol konsantrasyonu (C,) i¢in gerekli saf tirosinaz

enzimi dozunu veren bir dogru denklemi elde edilmistir.
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Sekil 5.12. Baslangi¢ fenol miktari i¢in gerekli saf tirosinaz enzimi miktar1 grafigi
(pH=7, T=25°C, t =3 saat)

5.3.2. Fenol deneylerinde saf tirosinaz enzimi kullanilarak gerekli siirenin

belirlenmesi

Fenol deneylerinde yeterli zamanin belirlenmesi i¢in degisik baslangic
konsantrasyonlarinda fenol cozeltileri hazirlanmistir. Fenollerin sulu ¢dzeltilerden
giderimindeki yeterli zaman, ilk olarak piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi
kullanilarak belirlenmistir. Baslangi¢ fenol konsantrasyonu 50, 250 ve 500 ppm olan
fenol cozeltileri i¢in gerekli enzim miktarlar1 kullanilarak, 25 °C sicaklikta, fenol
giderimi icin zamana karst son fenol konsantrasyonlari Cizelge 5.16 — Cizelge
5.18’de gosterilmistir. Cizelge 5.16 — Cizelge 5.18’den anlasilacagi iizere, 3 saatin
tizerindeki zamanlarda son fenol konsantrasyonlarinda belirgin bir degisim
olmamustir. Buna gore fenol giderimi igin yeterli zaman, 3 saat olarak seg¢ilmistir.
Ayrica zamanin son fenol konsantrasyonu lizerine etkisi Sekil 5.13 — Sekil 5.15°de

sunulmustur.



Cizelge 5.16. Fenol deneylerinde saf tirosinaz enzimi kullanilmasi ile
gerekli siirenin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co=50 ppm, enzim konsantrasyonu=10 U/ml, pH=7, T=25 °C)
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Baslangi¢ Fenol Zaman Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, (saat) Konsantrasyonu, Cs Uzaklastirma
(ppm) (ppm) Verimi(%)
0 50 0
0,5 47,10 5.80
1 41,42 17.16
1,5 30,74 38.52
50 2 22,05 55.90
2,5 13,61 7278
3 3,84 92.32
4 3,82 92.36
5 3,87 92.26
6 3,93 92,14
/ 3,88 92,24
E 50
=]
&
= 40 A
2.
g 30
E
g 20 -
=]
M
% 10 A
=
g 0 ‘ ‘
7]
0 5 10 15
Zaman (s aat)

Sekil 5.13. Zamanin son fenol konsantrasyonu {izerine etkisi, saf enzim kullanilmasi
ile (Co=50 ppm, saf enzim konsantrasyonu=10 U/ml, pH=7, T=25 °C)
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Cizelge 5.17. Fenol deneylerinde saf tirosinaz enzimi kullanilmasi ile
gerekli siirenin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co=250 ppm, enzim konsantrasyonu=30 U/ml, pH=7, T=25 °C)

Baslangi¢ Fenol Zaman Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, (saat) Konsantrasyonu, Cs Uzaklastirma
(ppm) (ppm) Verimi(%)
0 250 0
0,5 229,59 8.16
1 187,44 25,02
1,5 142,38 43,05
250 2 86,04 65,58
2,5 51,61 79.36
3 17,18 93.13
4 17,10 93.16
5 17,26 93,10
6 17,02 93,19
7 16,94 93.22
z 250
=
e 200 A
3
§ 150 -
5 100 1
S
E 50 1
g
=
g O T T
1z 0 5 10 15
Zaman (s aat)

Sekil 5.14. Zamanin son fenol konsantrasyonu tizerine etkisi, saf enzim kullanilmasi
ile (C,=250 ppm, saf enzim konsantrasyonu=30 U/ml, pH=7, T=25 °C)
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Cizelge 5.18. Fenol deneylerinde saf tirosinaz enzimi kullanilmasi ile
gerekli siirenin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co=500 ppm, enzim konsantrasyonu=54U/ml, pH=7, T=25 °C)

Baslangi¢ Fenol Zaman Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, (saat) Konsantrasyonu, Cs Uzaklagtirma
(ppm) (ppm) Verimi(%)
0 500 0
0,5 440,04 11,99
1 363,36 27.33
1,5 269,08 46,18
500 2 128,49 7430
2,5 58,73 88.25
3 29,32 04,14
4 29,56 94,09
5 29,40 94,12
6 29,64 94,10
7 29,08 04,18

500

400 ~

300 -

200 ~

100

Son Fenol Konsantrasyonu (ppm)

Zaman (saat)

Sekil 5.15. Zamanin son fenol konsantrasyonu tizerine etkisi, saf enzim kullanilmasi
ile (C,=500 ppm, saf enzim konsantrasyonu=54 U/ml, pH=7, T=25 °C)
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Farkli baslangi¢c fenol konsantrasyonlarinda C, (50 — 500 ppm) zamanin son fenol

konsantrasyonuna etkisi Sekil 5.16’da gosterilmistir.

g 500 -
>
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S 200 -
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S 100 A
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2 &;;;;
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Sekil 5.16. Farkli baslangi¢ fenol konsantrasyonlarinda zamanin son fenol
konsantrasyonuna etkisi, saf enzim kullanilmasi ile (pH=7, T = 25 °C)

Literatiirde, tirosinaz enzimi kullanarak, atik sulardan fenoliin uzaklastirilmasi i¢in
yeterli olan zaman 3 saat olarak belirlenmistir [1]. Yaptigimiz ¢calismada da 3 saatin
tizerindeki zamanlarda son fenol konsantrasyonlarinda belirgin bir degisim

olmamustir.
5.4. Uziimden Elde Edilen Tirosinaz Enzimi ile Yapilan Fenol Giderimi
Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile farkli baglangig fenol konsantrasyonlarinda

fenol giderimi yapilmis, fenol gideriminde yeterli reaksiyon siiresinin belirlenmesi,

tiztimden elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak tekrarlanmistir.
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5.4.1. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile saf tirosinaz enziminin fenol

uzaklastirma verimi iizerindeki etkilerinin karsilagtirnlmasi

Fenol giderimi deneylerinde, saf tirosinaz enziminin fenol giderimindeki etkisi ile
tizimden ekstrakte edilen ve saflastirilan tirosinaz enziminin fenol giderimindeki
etkisini karsilastirmak ic¢in, saf tirosinaz enzimi miktarlar1 ile aymi miktarlar
kullanilmistir. Baglangi¢ fenol konsantrasyonu 50, 150, 250, 350 ve 500 ppm olan
fenol ¢ozeltileri i¢in, liziimden elde edilen enzimden gerekli miktarlar kullanilarak

fenol giderimi yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 5.19°da gosterilmistir.

Cizelge 5.19. Uziimden PVP (%3, a/h) ve Triton X-100 (%4,5, h/h) kullanilarak elde
edilen tirosinaz enziminin fenol uzaklastirma verimi lizerine etkisi
(pH=7, T=25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, Miktari Konsantrasyonu, C; | Uzaklastirma
(ppm) (U/ml) (ppm) Verimi (%)
50 10 12,61 74,78

150 16 35,47 76,35

250 30 57,04 77,18

350 44 74,78 78,63

500 54 102,60 79,48

Cizelge 5.20°de, aymi enzim miktarlar1 kullanilarak, saf tirosinaz enziminin ve
tiziimden elde edilen tirosinaz enziminin fenol aritimindaki etkileri karsilastiriimistir.
Bu sonuglardan goriilecegi lizere, iiziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile yapilan
fenol uzaklastirma verimleri, saf tirosinaz enzimi ile yapilan fenol uzaklastirma
verimlerinden daha diistik ¢ikmistir. Bu verimlerin daha diistik ya da farkli olmasinin
nedeni, elde edilen karisimda tirosinaz enzimi disinda bazi safsizliklarin olmasi ve
saf tirosinaz enziminin kaynaginin mantar kaynakli olmasidir. Safsizliklar, enzimin
fenol ayrimindaki etkinligini olumsuz etkilemektedir. Ancak enzim miktari

artirllarak fenol uzaklagtirma verimini artirmanin miimkiin olacagi diistiniilmektedir.
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Cizelge 5.20. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile saf tirosinaz enziminin fenol
uzaklagtirma verimi iizerindeki etkilerinin karsilagtirilmasi
(pH=7, T=25 °C, t=3 saat)

Uziimden Elde Edilen Tirosinaz | Saf Tirosinaz Enzimi

Enzimi
Baglangi¢ Fenol | Enzim Son Fenol Fenol Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, |Miktar1 | Konsantrasyonu, |Uzaklastirma | Konsantrasyonu, | Uzaklastirma
C, (ppm) (U/ml) C; (ppm) Verimi (%) | Cs (ppm) Verimi (%)
50 10 12,61 74,78 3,82 92,36
150 16 35,47 76,35 10,60 92,93
250 30 57,04 77,18 17,18 93,13
350 44 74,78 78,63 23,25 93,36
500 54 102,60 79,48 29,24 94,15

Cizelge 5.20 ve Sekil

5.17°den goriildiigii  lizere farkh

baslangi¢ fenol

konsantrasyonlar1 C, (50 — 500 ppm) icin 3 saatlik reaksiyon siiresi sonunda, son

fenol konsantrasyonu (Cs), saf tirosinaz enzimi kullanildiginda iiziimden elde edilen

tirosinaz enzimine gore yaklasik 3,5 kat daha azdir.

@ saf tirosinaz enzimi

O tiziimden elde edilen

tirosinaz enzimi
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Sekil 5.17. Farkl1 baglangic fenol konsantrasyonlarinda, tizimden elde edilen
tirosinaz enzimi ile saf tirosinaz enziminin son fenol konsantrasyonu
lizerine etkisi (pH=7, T=25 °C, t=3 saat)
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Saf tirosinaz enzimi kullanilarak yapilan fenol giderimi i¢in gerekli olan enzim
miktari, iziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile fenol giderimi i¢in kullanildiginda
yaklagik % 75-79 civarinda fenol uzaklastirma verimi elde edilmistir. Bunun ig¢in,
enzim miktar1 her bir baslangi¢ fenol konsantrasyonu i¢in % 50 artirilarak fenol
uzaklastirma verimi tizerindeki etkisi incelenmis ve yapilan deney sonuglar1 Cizelge
5.21°de sunulmustur. Boylece enzim miktariin artmasi ile sulu ¢ozeltilerden fenol
gideriminde iliziimden elde tirosinaz enzimi ile yaklagik % 82-89 civarinda fenol
uzaklagtirma verimi elde edilmistir. Ayrica enzim miktarinin artirilmasi sonucu fenol

uzaklastirma verimi tizerine etkisi Sekil 5.18°de gosterilmistir.

Cizelge 5.21. Uziimden PVP (%3, a/h) ve Triton X-100 (%4,5, h/h) kullanilarak elde
edilen tirosinaz enzimi miktarinin artirilmasi sonucu fenol
uzaklastirma verimi tizerine etkisi (pH= 7, T =25 °C, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu Miktar1 Konsantrasyonu | Uzaklastirma
(Co) (ppm) (U/ml) (Cs) (ppm) Verimi(%)
50 15 8,82 82,36

150 24 22,29 85,14

250 45 31,88 87,25

350 66 40,75 88,36

500 81 55,13 88,97
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Sekil 5.18. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi miktarinin farkli baslangic
konsantrasyonlarindaki fenol uzaklastirma verimi {izerine etkisi
(pH=7, T =25°C, t =3 saat)

Sekil 5.18’den goriildiigii lizere, her bir baslangi¢ fenol konsantrasyonu i¢in enzim
miktar1 % 50 artirildiginda yaklastk % 15 — 20 arasinda fenol uzaklastirma
veriminde bir artis goriilmiistiir. Boylece fenol uzaklastirma veriminde istenilen
seviyelere ulasmak i¢in, belirlenen miktarlardan daha fazla enzim miktar1 kullanarak

calismalara baslanmalidir.

5.4.2. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile yapilan fenol deneylerinde

gerekli siirenin belirlenmesi

Fenol deneylerinde yeterli zamanin belirlenmesi i¢in degisik baslangic
konsantrasyonlarinda fenol ¢ozeltileri hazirlanmistir. Baslangi¢ fenol konsantrasyonu
50, 250 ve 500 ppm olan fenol ¢dzeltileri i¢in liziimden elde edilen tirosinaz enzimi
ile gerekli miktarlar kullanilarak, 25 °C sicaklikta, fenol giderimi i¢in zamana karsi

son fenol konsantrasyonlar1 Cizelge 5.22 — Cizelge 5.24’de gosterilmistir.
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Cizelge 5.22. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak yapilan fenol
deneylerinde gerekli siirenin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co=50 ppm, enzim konsantrasyonu=15 U/ml, pH=7, T=25 °C)

Baslangi¢ Fenol Zaman Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, C, (saat) Konsantrasyonu, Cs Uzaklastirma
(ppm) (ppm) Verimi (%)

0 50 100

0,5 48,51 97,02

1 43,81 87,62

1,5 35,95 71,85

2 24,69 50,62
50

2,5 17,21 34,42

3 8,82 17,64

4 8,85 17,70

5 8,76 17,52

6 8,79 17,58

7 8,82 17,64

£ 50

2

=

£ 40
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<
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=
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=

Q 20 A
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S 10 1

=

=

A 0 ‘ ‘

0 5 10 15
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Sekil 5.19. Zamanin son fenol konsantrasyonu {izerine etkisi, liziimden elde edilen
enzim ile (C,=50 ppm, enzim konsantrasyonu=15 U/ml, pH=7, T=25 °C)
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Cizelge 5.23. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak yapilan fenol
deneylerinde gerekli siirenin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co=250 ppm, enzim konsantrasyonu=45 U/ml, pH=7, T=25 °C)

Baslangi¢ Fenol Zaman Son Fenol Kalan Fenol
Konsantrasyonu, C, (saat) Konsantrasyonu, Cs Verimi (%)
(ppm) (ppm)

0 250 100

0,5 241,11 96,44

1 214,74 85,90

1,5 159,63 63,85

2 101,39 40,56
250

2,5 71,90 28,76

3 31,88 12,75

4 31,80 12,72

5 31,96 12,77

6 31,80 12,72

7 31,72 12,69

250

200 ~

150

100

50

Son Fenol Konsantrasyonu (ppm)

Zaman (saat)

Sekil 5.20. Zamanin son fenol konsantrasyonu {izerine etkisi, liziimden elde edilen
enzim ile (C,=250 ppm, enzim konsantrasyonu=45 U/ml, pH=7,T=25 °C)
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Cizelge 5.24. Uziimden elde edilen tirosinaz enzimi kullanilarak yapilan fenol
deneylerinde gerekli siirenin belirlenmesi i¢in yapilan deney sonuglari
(Co=500 ppm, enzim konsantrasyonu=81 U/ml, pH=7, T=25 °C)

Baslangic Zaman Son Fenol Kalan Fenol
Fenol Konsantrasyonu (saat) Konsantrasyonu Verimi(%)
(Co) (ppm) (Cs) (ppm)

0 500 100

0,5 474,60 94,92

1 417,96 83,59

1,5 313,80 62,74

2 197,49 39,50

500 2,5 132,77 26,57

3 55,13 11,03

4 55,45 11,09

5 55,29 11,06

6 55,61 11,12

7 55,29 11,06

500

400 ~

300

200 ~

100 ~

Son Fenol Konsantrasyonu (ppm)

Zaman (saat)

Sekil 5.21. Zamanin son fenol konsantrasyonu iizerine etkisi, liziimden elde edilen
enzim ile (C,=500 ppm, enzim konsantrasyonu=81 U/ml, pH=7,T=25 °C)
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Cizelge 5.22 — Cizelge 5.24’den anlasilacagi iizere, 3 saatin {lizerindeki zamanlarda
son fenol konsantrasyonlarinda belirgin bir degisim olmamistir. Buna gore iiziimden
elde edilen enzim kullanilarak yapilan fenol giderimi i¢in de yeterli zaman 3 saat

olarak belirlenmistir.

Sekil 5.22°de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarindaki fenol ¢ozeltileri i¢in iiziimden
elde edilen tirosinaz enziminin kullanilmasi ile zamanin son fenol konsantrasyonu

tizerine etkisi gosterilmistir.

—— 50 ppm

—8— 250 ppm

500 ppm

Son Fenol Konsantrasyonu (ppm)

0] 5 10 15

Zaman (saat)

Sekil 5.22. Farkli baglangic fenol konsantrasyonlarinda zamanin son fenol
konsantrasyonuna etkisi, liziimden elde edilen enzimin kullanilmasi ile
(pH=7, T=25 °C)

5.5. Sicakhgin Enzimatik Yolla Fenol Uzaklastirma Verimi Uzerine Etkisi

Deneyler, laboratuvar kosullarinda sabit 25 °C sicaklikta yapilmistir. Ciinkii enzimin
en yliksek aktivite gosterdigi sicaklik daha onceki ¢aligmalardan ve bizim yaptigimiz
calismalardan 25 °C olarak belirlenmistir. Ancak, mevsimsel hava degisiklikleri
atiksu aritma tesislerinin performansini etkilemektedir. Bunun i¢in sicakligin, enzim
aktivitesi iizerine dolayisiyla fenol uzaklastirma verimi {izerine etkilerini incelemek

amaciyla, 15 °C, 25 °C ve 35°C sicakliklarinda deneyler tekrarlanmigtir. 15 °C,
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25 °C ve 35 °C’de yapilan deney sonuglarinin karsilastirilmas: amaciyla, son fenol

konsantrasyonu ve fenol uzaklastirma verimi cinsinden Cizelge 5.25’de sunulmustur.

Cizelge 5.25. Enzimatik yolla fenol uzaklastirma verimi iizerine sicakligin etkisi,
saf tirosinaz enziminin kullanilmasi ile (pH=7, t=3 saat)

Baslangi¢ Fenol Enzim Son Fenol Fenol
Konsantrasyonu, Miktar1 | Konsantrasyonu, Cs (ppm) Uzaklastirma
TN
C. (ppm) (Uml) | (t=3 saat) Verimi (%)
T=15°C | T=25°C | T=35°C | T=15°C | T=25°C | T=35°C
50 10 6,44 3,82 11,79 87,12 92,36 76,42
250 30 28,13 17,18 53,85 88,75 93,13 78,46
500 54 50,10 29,24 101,64 | 89,98 94,15 79,67
100

S

S —¢— Co0=50 ppm

‘g 95 7 —&— C0=250 ppm

§ —+— Co=500 ppm

e 90

E

|

%

g 85

g

=)

—g' 80

)

=

75
10 15 20 25 30 35 40
Sicaklik (C)

Sekil 5.23. Farkli baglangi¢ fenol konsantrasyonlarinda, sicakligin fenol uzaklastirma
verimi iizerine etkisi (pH =7, t= 3 saat)

Sekil 5.23’den goriildigl tizere, farkli baslangic konsantrasyonlarindaki fenol

¢ozeltileri igin sicaklik 25 °C’nin Ustiine ¢iktiginda veya altina diistiigiinde fenol

uzaklastirma

performansinda azal

ma

gozlenmistir.  Atiksulardan

fenollerin
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uzaklagtirilmasinda bu degisim mutlaka gézoniinde bulundurulmalidir. Fenol
uzaklagtrma veriminin diistiigii sicakliklarda enzim miktar1 degistirilerek fenol

uzaklagtirma veriminde artis saglanabilir.

Valero ve ark. (1988) ve Rapeanu ve ark. (2004) maksimum enzim aktivitesinin
gorildigi sicakhigi 25°C olarak belirlemiglerdir. Bu degerin altinda ve iistiinde
enzim aktivitesinde belirgin bir azalma oldugunu sdylemislerdir. Bu literatiir
bilgilerine paralel olarak, yaptigimiz ¢alismada sicakligin 25 °C’ nin altina inmesi
veya listiine ¢ikmasiyla fenol gideriminde diisiis gézlenmistir. Bunun sebebi enzimin
maksimum aktivite gosterdigi sicakligin bir baska deyisle enzimin optimum
sicakliliginin 25°C olmasindan dolayidir. Optimum sicakligin altindaki ve tstindeki
sicakliklarda enzim aktivitesi diismekte dolayisiyla da fenol uzaklagtirma veriminde

azalma olmaktadir [38,39].

Ayrica Cizelge 5.25’de goriildiigii lizere baslangi¢c fenol konsantrasyonu arttikea,
fenol uzaklastirma verimi de artmistir. Baglangi¢ fenol konsantrasyonunun artmasi,
kiitle transferi itici giiciinii arttirmakta, dolayisiyla fenol molekiillerinin enzimatik

doniisiimii artmaktadir.

Baslangic fenol konsantrasyonunun artmast ile fenol uzaklagtirma veriminin
artmasinin nedeni, bir baska acidan da diisiiniilebilir. Boliim 2.2.2°de, Es. 2.1’°deki
Michaelis-Menten Bagintis1  kullanilarak 50, 250 ve 500 ppm baslangic
konsantrasyonlarindaki  fenol c¢ozeltileri icin baslangic reaksiyon hizlan
hesaplandiginda sirasiyla; Vsoppm=9,04xlO'4 mol/Ldak, stopprm:2,84xlO'3 mol/Ldak,
V500ppm=3,88xlO'3 mol/Ldak olarak bulunmustur (Bkz. EK-7). Bu sonug¢lardan
goriilecedi tizere, 50 ppm’den 500 ppm’e dogru gidildik¢e baslangic reaksiyon hizi
artmaktadir. Baslangi¢ reaksiyon hizinin artmasi molekiiller arasi carpigsma olasiligini

arttirmakta bdylece fenol molekiillerinin enzimatik doniistimii artmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan c¢aligmalarda amag, tirosinaz enziminin iiziimden ekstraksiyonun ve
saflastirilmasinin yapilmasidir. Bdylece daha ucuz maliyetle ekstrakte edilen enzim,
uygulama alanlarindan biri olan sulu ortamlardan fenollerin uzaklastirilmasinda
kullanilmistir. Degisik parametreler kullanilarak enzimatik yolla fenol giderimi i¢in
en iyi kosullar belirlenmigtir. Buna gore 25 °C sicaklikta 3 saatlik reaksiyon
stiresinde ve pH = 7’deki sodyum fosfat tamponunda, fenol araligi 50-1000 ppm
arasinda degisen fenol c¢oOzeltilerinin, saf tirosinaz enzimi ve iiziimden elde edilen
tirosinaz enzimi kullanilarak sulu ortamlardan uzaklastirilmast saglanmistir. Saf
tirosinaz enziminin ve iizimden elde edilen tirosinaz enziminin fenol uzaklagtirma

verimi lizerine etkileri incelenmis ve birbirleriyle karsilagtirma imkani bulunmustur.

Uziimden tirosinaz enziminin ekstraksiyon ve saflastirma asamalari; sirastyla, ham
enzim ekstraktinin eldesi, Triton X-100 ve PVP (polivinil pirrolidon) kombinasyonu
ile saflagtirma ve son asama olan amonyum siilfat ¢oktiirmesidir. Maksimum
spesifik aktivite degerine, Triton X-100 ve PVP konsantrasyonunun etkileri
incelenmistir. Istatiksel olarak, Box-Wilson deneysel tasarimmna gére yapilan
modelleme caligsmasi sonucu elde edilen maksimum spesifik aktivite degeri 3252,20
U/mg protein olarak bulunmustur. Bu aktivitenin elde edildigi PVP ve Triton X-100
konsantrasyonu % 3,41 (a/h) ve % 5,12 (h/h) olarak belirlenmistir. Geleneksel
deneylerde ise, en yliksek spesifik aktivite degeri (2307,69 U/mg protein), % 2 (a’h)
konsantrasyonunda PVP ve 9% 6 (h/h) konsantrasyonunda Triton X-100
kullanildiginda elde edilmistir. Geleneksel deneysel planda sabit % 2 (a/h) PVP
konsantrasyonlarinda ¢ahisilmistir. Istatiksel deneysel tasarim planma gore ise,
maksimum spesifik aktivite degerinin goriildiigii PVP konsantrasyonu % 3,41 (a/h)
olarak belirlenmistir. Bu nedenle ileriki ¢caligmalarda, PVP degiskeninin daha yiiksek
konsantrasyonlarinda g¢aligmalar yapilabilir. Bdylece enzimin spesifik aktivitesinin
dolayistyla saflastirma oraninin artmasi ile daha yiiksek verimle sulardan fenollerin

giderilecegi diistiniilmektedir.



89

Istatiksel deneysel tasarim planina gore yapilan deneylerde, iiziimden tirosinaz
enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda 2. asama olan PVP ve Triton X-100
kombinasyonu ile saflagtirma agamasinda, maksimum spesifik aktivite degeri i¢in en
uygun kosullar % 3 (a/h) PVP ve % 4,5 (h/h) Triton X-100 kullanildiginda
belirlenmistir. Daha sonra saflagtirmada son asama olan amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucu iiziimden 17,64 kat saflastirma yapilarak 250 gram tiziimden 10,70 miligram
tirosinaz enzimi elde edilmistir. % 3 (a’/h) PVP ve % 4,5 (h/h) Triton X-100
kullanildig1 kosullarda elde edilen toplam kati (protein) agirligi 16,28 mg olarak
bulunmustur. Bdylece {irliniin i¢indeki tirosinaz enzimi ylizdesi % 66 olarak
belirlenmistir. Bu enzimin spesifik aktivite degeri 8891,28 U/mg protein olarak

bulunmustur.

Sulu ortamlardan fenollerin uzaklastirilmasinda, degisik baslangic
konsantrasyonlarinda fenol ¢ozeltileri i¢in gerekli enzim miktarlar tespit edilmis ve
bu enzim miktarlar1 kullanilarak maksimum fenol uzaklastirma veriminin elde
edildigi icin sicaklik 25 °C olarak belirlenmistir. Ancak, mevsimsel hava
degisiklikleri atiksu aritma tesislerinin performansini etkilemektedir. Sicaklik
25°C’den 15 °C’ye distriildiigiinde ya da 35 °C’ye ¢ikarildiginda fenol uzaklagtirma
veriminde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Bu nedenle bu degisim mutlaka

g6zoniinde bulundurulmalidir.

Enzimatik yolla fenol uzaklastirmada incelenen diger bir parametre bekleme
siiresidir. Saf tirosinaz enzimi ve {ziimden elde edilen tirosinaz enzimi
kullanildiginda 3. saate kadar son fenol konsantrasyonu azalirken, 3. saatten sonra
son fenol konsantrasyonunda belirgin bir degisim olmamistir. Bu nedenle enzimatik

yolla fenol uzaklastirmada 3 saatlik bekleme siiresi yeterli bulunmustur.

Bu caligmada degisik baslangic fenol konsantrasyonlari igin, sulu ortamlardan
fenollerin uzaklastirilmasi deneyleri pH=7"de yapilmistir. Cesitli sanayi atiksularinin
pH’lar1 6rnegin; gida sanayisi atiksularnt pH=7,32-7,85, zeytinyagi isletmeleri
atiksular1 pH=asidik, 4,99, 5,22, 5,60, 5,20, 5,52, evsel atik sular1 pH=6,5-7,5, siit
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endiistrisi atiksular1 pH=5,5-6,5, tekstil atiksulari pH=asidik veya bazik olmakla
birlikte, tiim atiksular taze olduklarinda zayif alkalidirler ve pH’lar1 7,0-8,8 dir.
Bu sanayi atiksularinin pH’lart nétr pH’a c¢esitli maddeler eklenerek ayarlanip

fenollerin sulardan giderimi saglanabilir.

Bu calismanin sonucunda, iiziimden elde edilen tirosinaz enzimi ile farkli baslangic
fenol konsantrasyonlarinda 25 °C sicaklikta ve 3 saatlik bekleme siiresi sonunda
yaklasik % 82-89, piyasadan alinan saf tirosinaz enzimi ile yaklasgik % 92-95
verimle sulardan fenollerin giderimi saglanmustir. Uziimden elde edilen tirosinaz
enzimiyle yapilan fenol giderimi saf tirosinaz enzimi ile yapilan fenol giderimine
gore daha diisiik ¢cikmistir. Bu nedenle {iziimden elde edilen tirosinaz enzimi miktari
her bir baslangic fenol konsantrasyonu ig¢in artirildiginda fenol uzaklastirma
veriminde artis gdzlenmistir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda, farkli baslangic fenol
konsantrasyonlar1 i¢in belirlenen enzim miktarlarinin daha yiiksek konsantrasyonlari
ile calismalara baglanirsa fenol uzaklagtirma veriminde daha iyi sonuglarin elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.



10.

11.

12.

13.

91

KAYNAKLAR

Ikehata, K., ‘‘Characterization of tyrosinase for the treatment of
aqueousphenols’’, Canada Bioresource Technology, 74: 191-199 (2000).

Karam, J., A., ‘“‘Potential applications of enzymes in waste treatment’’,
J.Chem. Tech. Biotechnol , 69: 141-153 (1997).

Lineweaver, H., Burk, D., ““The determination of enzyme dissociation constant’’
J.Am.Chem. Soc., 56: 658-662 (1934).

Whitaker, J., R., “‘Principles of enzymology for the food sciences 2™ ed.”,
Marcel Dekker, New york, 2-4, 543 (1994).

Wong-Dominic W., S., ““Food enzymes structure and mechanism 1% ed.”’,
Chapman & Hall, New york, 271-272 (1995).

Matoba Y., Kumagi, T., ‘‘Crystallographic evidence that the dinuclear copper
center of tyrosinase is flexible during catalysis’’, J. Biol. Chem., 281(13): 8981-
8990 (2006).

Sherman, T., O., Vaughn, K., C., Duke, S.,O., ““A limited survey of the
phylogenetic distribution of polyphenol oxidase’’, Phytochemistry, 30: 2499-
2506 (1991).

Osuga, D., Van Der Shaaf, A., Whitater, J., R, ‘‘Protein structure-function
relationships in foods’’, Blackie Academic & Professional, Glasgow, 62-88
(1994).

Sugumaran, M., ‘‘Molecular mechanism for cuticular sclerotization’’, Adv.
Insect Physiol., 21( 9): 179-231 (1988).

Sugumaran, M., ‘‘Defense molecules 1* ed. >, Wiley-Liss, New York, 47-62
(1990).

Yada, R., Y., Jackman, R., L., Smith, J.,L., “‘Protein structure-function
relationships in foods 1* ed., Chapman and Hall, London, 38 (1994).

Duran N., Esposito E., ‘‘Potential applications of oxidative enzymes and
phenoloxidase-like compounds in wastewater and soil treatment: a reveiw’’,
Applied Catalysis B: Environmental, 28: 83-99 (2000).

Eskin, N., A., ‘‘Biochemistry of foods 4™ ed.”’, Academic Press, New York
90-92 (1990).



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

92

Mayer, A., M., Harel, E., ‘‘Polyphenol oxidases in plants’’, Phytochemistry, 18:
193-215 (1979).

Vamos-Vigyazo. L., “‘Polyphenol oxidase and peroxidase in fruits and
vegetables’’, Critic. Rev. Food Science, 15: 49-127 (1981).

Kahn, V., Andrawis, A., ‘‘Inhibition of mushroom tyrosinase by tropolone’’,
Phytochemistry, 24: 905-908 (1985).

Zawistowski, J., Biliaderis, C., G., Eskin, N., A., ‘‘Oxidative enzymes in foods
3" ed.”, Elsevier Applied Science, London and New York, 217-273 (1991).

Dewey, D., L., Butcher, F., W., Galphine, A., R., ‘‘Hydroxyanisole-
induced regression of the Harding-Passey melanoma in mice’’, J. Pathol.,
122: 117-128 (1977).

Othmer, K., “Encyclopedia of Chemical Technology 3™ ed.”, Wiley -
Interscience, U.S.,17: 373-382 (1982).

Fessenden, R., J., Fessenden, J., S., Logue, M., W., “Organik Kimya 61 ed.”,
Tahsin Uyar, Brooks/Cole Publishing Company, Boston, 517 — 518 (2001).

Sokol W., ‘‘Oxidation of phenol by P.Putida ’’, Biotech. Bioeng., 32: 1065-
1077 (1986).

Patterson, J., W., “Wastewater Treatment Technology nd ed.”, Butterworth
Publishers., U.S., 371 — 389 (1985).

Atlow, S., C., Banadonna - Aparo, L., Klibanov, A., M., ‘Dephenolization of
industrial wastewaters catalysed by polyphenol oxidase’’, Biotechnology and
Bioengineering, 26: 599-603 (1984).

Klibanov, A., M., Alberti, B., N., Morris, E., D., Felshin, L., M., ‘‘Enzymatic
removal of toxic phenols and anilines from wastewaters’’, J. Appl. Biochem. ,2:
414-421 (1980).

Klibanov, A., M., Morris, E., D., ‘“Horseradish peroxidase for the removal of
carcinogenic aromatic amines from water’’, Enzyme Microb. Technol., 3: 119-
125 (1981).

Klibanov, A., M., Tu, T., M., Scott, K., P., “‘Peroxidase catalysed removal of
phenols from coal conversion wastewater’’, J. of Science, 221: 259-261 (1983).

Nicell, J., A., Al-Kassim, L., Bewtra, J., K., Taylor, K., E., ‘“Wastewater
treatment by enzyme catalysed polymerization and precipitation’’, Biotech.
Bioeng., 7(1): 1-8 (1993).



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

93

Sun, W., Q., Payne, G., F., Moas, M., Chu, J., H., Wallace, K., K., “Tyrosinase
reaction/chitosan adsorption for removing phenols from wastewater’’,
Biotechnology Progress, 8: 179-186 (1992).

Samsunlu, A., “Cevre Miihendisligi Kimyasi1”, SAM — Cevre Teknolojileri
Merkezi Yayinlari, istanbul, 12, 86 — 88 (1999).

Stryer, L., “ileri Teknoloji Malzemeleri 3" ed.”, W.H. Freeman and Company,
New York, 44-46 (1998).

Besel, E., “Triton X-114 sulu iki-faz yOnteminin mantardan elde '_edilen
polifenoloksidazin eldesi i¢in kullanim1”, Yiiksek Lisans Tezi, ODTU Fen
Bilimleri Enstitlsl, Ankara, 26, (2003).

Temizkan, G., Arda, N., ** Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler, First
Edition’’, Biyogem, Istanbul, 8-12 (1999).

Barin, A., Y., “Fenolin sulu ortamlardan koagiilasyon yontemi ile
uzaklastirnllmas1”, Yiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlsu, Ankara, 36 — 39 (2006).

Korkmaz, K., “Sulu iki faz sistemlerde protein dagilimi”, Yiiksek Lisans Tezi,
Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi, Ankara, 34 — 39, 44 (1999).

Giindiiz, U., Korkmaz, K., “Bovine serum albumin partitioning in an aqueous
two-phase system: Effect of pH and sodium chloride concentration”, Journal
of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 743: 255-258
(2000).

Wada, S., Ichikawa, H., Tatsumi, K., ‘‘Removal of phenols from wastewater by
soluble and immobilized tyrosinase’’, Biotechnology and Bioengineering,42:
854-858 (1993).

Zhang, X.,Flurkey, W., H.,*‘Phenoloxidases in portabella mushrooms’’, Journal
of Food Science, 62: 97-100 (1997).

Valero, E., Varon, R., Garcia-Carmona, F., ‘‘Characterization of polyphenol
oxidase from airen grapes *’, Journal of Food Science, 53: 1482-1485 (1988).

Rapeanu, G., Loey, A., V., Smout, C., Hendrickx, M., ‘‘Biochemical
characterization and process stability of polyphenoloxidase extracted from
Victoria grape’’, Food Chemistry, 94: 253-261(2004).

Delicado, E., N., ““Triton X-114-aided purification of latent tyrosinase’’,Journal
of Chromatography B, 680: 105-112 (1996).



41.

42.

43.

44,

94

Scopes, R., “Protein Purification 1* ed.”, La Trobe University, New york, 261-
263, (1982).

Dilan,__E., “Polimer-tuz sistemlerinde protein dagilimi”, Yiiksek Lisans Tezi,
Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstittisl, Ankara, 71-73, (2005).

Bradford, M., M., ‘“A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding’’, Analytical Biochemistry, 72: 248-254 (1976).

Giinendi, G., “Polifenoloksidaz enziminin mantardan izole edilmesi ve
mikroenkapsiilasyon  teknigi  ile immobilize edilerek 6zelliklerinin
arastirilmas1”, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri
Enstitdsl, Ankara, 15, (1996).



EKLER

95



96

EK — 1 Tampon ¢ozeltilerle pH ayarlanmasi

Enzim — sodyum fosfat sistemlerinde pH istenilen degerlerde sabit tutulabilmesi igin
fosfat stok cozeltileri esas alinmigtir. Asagidaki grafikte goriildiigl gibi istenilen pH
degerine yakin pKa degerleri ve uygun iyonlar kullanilarak hesaplamalar yapilmistir

[42].

pKa;

pKa,

pKal

H,;PO
3 H,PO, HPO,> PO,*

Sekil 1.1. H3POy titrasyon egrisi

Bilinen pH degeri ve uygun pKa degerinden iyon konsantrasyonu oranlar1 asagidaki

formiille hesaplanabilir.
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EK — 1 (Devam) Tampon ¢6zeltilerle pH ayarlanmasi

pH = pKa, +10gM (1. 1)

H,PO,|

HPO;*
H = pKa, + 1o 4 1.2
pH = pKa, gﬂfmll (1.2)

(1.3)

H;PO, igin pKa ;=2,12, pKa ,= 7,20 , pKa 3= 12,32 olarak verilmistir. Istenilen pH
degeri sayisal olarak hangi pKa degerine daha yakinsa ona uygun formiiliin
kullan1lmas1 uygundur. Uygun pKa ve formiil se¢ildikten sonra formiilden iyon orani
hesaplamir.  Cozeltideki toplam fosfat konsantrasyonlar1 hesaplanir. Iyon

konsantrasyonundan bu iyonlari i¢eren stok ¢ozelti miktarina gegirilir.
Ornek hesaplama:
pH = 7,0 ve sodyum fosfat konsantrasyonu 0,1 M olan ¢dzelti hazirlanmasi igin

Vioplam = 100 ml igin,
Toplam fosfat miktar1 = (0,1) (1. 10" = 1.10” mol fosfat

Es. 1.2° deki pH ve pKa, degerleri yerine konuldugunda,

HPO;’

7=17,20+log —
H,PO,
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EK — 1 (Devam) Tampon ¢6zeltilerle pH ayarlanmasi

s e HPO,’
esitligi elde edilir. Esitlikten {IT(;_]J orani 0,63 olarak hesaplanir. Toplam fosfat
2 4

miktari 1.10” mol olduguna gore bunu 63/163° si HPO, mol sayisini verir.

1.1072 % =3,865.10 mol HPO,™

3,865.10~ mol HPO,™ saglanmasi i¢in 0,2M’ lik Na,HPO,.12H,0 ¢ozeltisinden 19,3

ml kullanilmustir.
Toplam fosfatin 100/162’si ise H,PO4™ mol sayisini vermektedir.

1.107 % =6,135.10"° mol H,PO4

6,135.10'3 mol H,PO4 saglanmasi i¢in 0,2M’ ik NaH,PO4 c¢ozeltisinden 30,7

ml kullanilmustir.
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EK — 2 Enzim aktivite tayini

Tirosinaz enzimi i¢in en uygun substratin katekol oldugu yapilan daha onceki
bilimsel c¢alismalardan belirlenmistir [37]. Tirosinaz enziminin aktivite tayini,
spektrofotometrik olarak 410 nm’de, 25 °C’de 3 ml reaksiyon karisimi iginde
substrat olarak 0,2 M katekol, pH=7"de 0,05 M sodyum fosfat tamponu ve yeterli
miktarda enzim kullanilarak yapilmistir. Daha sonra zamana karsi absorbans
degerleri grafige gecirilerek saf enzim aktivitesi grafigi cizilmistir (Sekil 2.1). 1 linite
tirosinaz enziminin aktivitesi katekol substrati i¢in, dakikada absorbansta 0,001

kadar artisa yol agan enzim miktar1 olarak tanimlanmastir.

0,35
£ 0,30 .
2 .
2
=
< S

0,25 A

0,20 T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (s)

Sekil 2.1. Saf enzim aktivitesi grafigi
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EK — 3 Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Bir c¢ozeltideki total protein miktarinin belirlenmesi, ayirma ve saflastirma
islemlerinin se¢iminde ve belli asamalardaki protein veriminin ve safliginin
kontroliinde 6nemli bir yer tutar. Calisilan bir enzimin spesifik aktivitesi ve

saflastirma derecesinin belirlenmesinde total protein miktarinin bilinmesi sarttir.

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in dogrudan veya dolayli birgok yontem
gelistirilmistir. Bunlar arasinda, azot miktarinin belirlenmesine dayali ve dolayl bir
yontem olan Kjeldahl yontemi ile, kizilotesi spektrofotometri, tlirbidimetri,
fluorimetri, refraktometri ve polarogafi gibi dogrudan yontemler sayilabilir. Primer
yapist bilinen bir proteinin aminoasit analizi yardimiyla da miktar tayinini yapmak
olasidir. Ancak triptofan, sistin ve sistein gibi asidik hidrolize ¢ok duyarli bazi
aminoasitlere ait veriler giivenilir degildir. Ayrica glutamin ve asparagin, hirolizden

sonra asit forma doniistiiklerinden bunlarla ilgili de hatali sonug alinabilir.

Son yillarda yararlanilan teknikler, protein c¢ozeltisinin UV absorbsiyonunun
Olciilmesi veya bir belirteg ile reaksiyonu sonucu olusan renkli bir bilesigin goriiniir
alanda spektral olarak belirlenmesi temeline dayanir. Spektrofotometrik deneylerde
renk gelisimi, ilgili proteinin aminoasit icerigi ile iliskilidir ve protein olmayan
prostetik gruplardan (6rnegin, karbonhidratlardan) da etkilenebilir. Bu nedenle
standart protein olarak yaygin bir sekilde sigir serum albumini (bovine serum

albumin, BSA) kullanilir.

Bradford yontemi, bu yontem, Coomassie brilliant blue (parlak mavi) G-250
boyasinin farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde
mavi renkli ¢ozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Boyanin
ozellikle arginin gibi bazik aminoasitlere ve bazi aromatik aminoasitlere baglanma
egiliminde oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapisinin
onemi vardir. Duyarlilik sinirlari, 6rnek konsantrasyonun 0.1-1.4 mg/ml ve 0.01-0.1
mg/ml arasinda olan bu yoétemde asidik boya proteine baglanir ve 495-595 nm

arasinda maksimum absorbsiyon degerleri elde edilir.
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EK — 3 (Devam) Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Ornek ¢dzeltinin absorbsiyonunun 595 nm’de konsantrasyonla orantili oldugu
sOylenmistir. Bu nedenle dlgiimler 595 nm’de yapilmaktadir. Bu deneyde standart
protein olarak miktar1 belirlenecek proteinin kendisi kullanilirsa en dogru sonug
alinir. Ancak bdyle bir uygulama genellikle miimkiin olmamaktadir. Standart olarak

cogunlukla kullanilmakta olan bovine serum albumin (BSA)’den yararlanilmaktadir

[43].

0,9
0,8
*
0,7 .
§ 0,6
2 0,5 1
g 0,4 1 y=7,8041x
< 03 R® =0,9892
0,2 .
0,1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Protein Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.1. Bradford kalibrasyon egrisi
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Cizelge 4.1. Uziimden elde edilen enzimin spesifik aktivitesi i¢in elde edilen model

+128,83x,°x,”

ve R degeri
Model | Model denklikleri R
No degerleri
1 SA=2246,79+458,3x,+338,28x,-106,35x,x,—110,23x,"~104,68x,” 0,995

Modele giren degiskenler: X, Xa, X1, Xo7, X17Xo, XiXo%, X1°, X527, X1X2°, X°Xo,

X2X2 X, X0t

Bagimli degisken: SA

Cizelge 4.2. Uziimden elde edilen enzimin spesifik aktivitesi i¢in elde kabul edilen

modelin varyans ¢oziimlemesi

Degisim Serbestlik Kareler Kareler Test
Kaynaklari Derecesi Toplami1 Ortalamasi

DK SD KT KO

Toplam 6 2751564,837

Regrasyon 7 25704,974 9731255,708 | F,,=2650,024
Regrasyondan | 13 2777269,811 | 3672,139

ayrilis

Modele giren degiskenler: X, X,, X% Xo%, X%Xa, Xi X202 X2, Xo°, X1 X2%, X°Xa,

X257, X X0t

Bagimli degisken: SA
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Cizelge 4.3. Uziimden elde edilen enzimin spesifik aktivitesi i¢in elde edilen model

ve R degeri
Model | Model denklikleri R
No degerleri
1 SA=2202,20 + 458,3x; + 338,28x,— 72,44x,’ 0,974

Modele giren degiskenler: X; X5, XXy, Xlz, X22

Bagimli degisken: SA

Cizelge 4.4. Uziimden elde edilen enzimin spesifik aktivitesi icin elde kabul edilen

modelin varyans ¢oziimlemesi

Degisim Serbestlik Kareler Kareler Test
Kaynaklar1 Derecesi Toplami Ortalamasi

DK SD KT KO

Toplam 6 2634386,671

Regrasyon 7 142883,140 17000402,948 | F,=1189,812
Regrasyondan | 13 2777269,811 | 14288,314

ayrilis

Modele giren degiskenler: X; X5, XXy, Xlz, X22

Bagimli degisken: SA
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EK — 5 Uriin maliyetinin belirlenmesi
Uriin maliyetinin belirlenmesi i¢in hammadde maliyetinin ve isletme maliyetinin
bilinmesi gerekmektedir. Bu maliyetler bilindiginde {iriin maliyeti, Es. 5.1’den
hesaplanabilir.
Uriin maliyeti = Hammadde maliyeti + Isletme maliyeti (5.1
Tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda kullanilan kimyasallar ve
cihazlar, ayrica hammadde maliyeti ve isletme maliyeti Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Kullanilan hammaddelerin fiyatlar

Kimyasal Fiyat Kullanilan Miktar | Maliyet (YTL)
Triton X-100 290 YTL/L 0,45 ml 0,13
PVP 460 YTL/L 030 o 0,14
Amonyum stilfat 325 YTL/kg 530 o 1,72

Disodyum hidrojen

fosfat dodekahidrat 160 YTL/kg 0.40 g 0,06

Sodyum fosfat 240 YTL/kg 020 o 0,05

Katekol 235 YTL/kg 0,03 o 0,01

Bradford belirteci 330 YTL/L 1.80 ml 0,60

Uziim 5 YTL/kg 2500 ¢ 0,13
>=2,84 YTL/mg
tirosinaz

" 1 mg tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda kullanilan yaklasik kimyasal miktar
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EK — 5 (Devam) Uriin maliyetinin belirlenmesi

Cizelge 5.2. Isletme maliyeti

Cihaz Gii¢ (kW) | Kullanim Enerji (kW.s) |Maliyet” (YTL)
Stiresi (saat)

Santrifiij 0,80 0,25 0,20 0,030

Soguk Su Banyosu | 0,50 0.20 0,10 0,020

Karistirici 0,05 0.20 0,01 0,002

Buz Makinasi 0,33 0.40 0,13 0,020

Buz Dolabi1 +

Derin Dondurucu 1,00 0,50 0,50 0,080
>=0,152 YTL/mg
tirosinaz

" 1 mg tirosinaz enziminin ekstraksiyonu ve saflastiriimasinda kullamilan cihazlarm kullanim siireleri
" Elektrik fiyati=0,15 YTL/kW.s

Es. 5.1°den faydalanilarak,
Uriin maliyeti = (2,840 + 0,152) YTL/mg tirosinaz = 3,00 YTL/mg tirosinaz olarak

bulunmustur.

Yapilan hesaplamalar sonunda iiziimden elde edilen tirosinaz enziminin maliyeti
3,00 YTL/mg tirosinaz olarak belirlenmistir. Saf tirosinaz enziminin piyasa satis

fiyati ise 35,00 YTL/mg tirosinaz olarak bilinmektedir.

Boliim 5.2 ve Cizelge 5.4’de iizimden % 3 (a’/h) PVP ve % 4,5 (h/h) Triton X-100
kullanilarak ekstraksiyon ve saflagtirma yapildiginda, toplam kati1 (protein) agirlig
16,28 mg ve elde edilen tirosinaz enzimi 10,70 mg olarak bulunmustur. Boylece elde
edilen tirliniin i¢indeki tirosinaz enzimi yilizdesi % 66 olarak belirlenmistir. Enzimin
safliginin yiikseltilmesi istendiginde yeni ayirma-saflagtirma metodlar1 ve cihazlar
kullanilmalidir. Kullanilacak olan yeni cihazlar ise, yukarida 3,00 YTL/mg tirosinaz
olarak verilen enzim maliyet degerini artiracaktir. Enzimin 35,00 YTL/mg tirosinaz

olarak verilen piyasa satis fiyati ise % 100°e yakin saf enzim i¢indir.
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EK — 6 Fenol tayini

Fenol tayini, Hach DR/4000U marka (UV/VIS) spektrofotometre kullanilarak
yapilmistir. Buna gore, fenoliin bilinen konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve
spektrofotometre yardimiyla absorbanslari dl¢iilmiistiir. Cihazin sifir ayar1 destile su
kullanilarak yapilmistir. Daha sonra absorbansa kars1 konsantrasyon degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil 6.1). Daha sonraki olgiimlerde bu
kalibrasyon grafiginden faydalanilmigtir. Kalibrasyon isleminden once, fenol igin
calisilacak dalga boyu belirlenmistir. Buna gore, spektrofotometre cihazinda yapilan
dalga boyu 6l¢timlerinde, fenol i¢in en yiiksek dalga boyu 212 nm’de Sl¢iilmiis ve bu

deger fenol i¢in ¢alisilacak dalga boyu olarak belirlenmistir.

Absorbans
=
N
|

0 - T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Fenol Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 6.1. Fenol i¢in kalibrasyon grafigi
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EK — 7 Basglangi¢ fenol konsantrasyonlar1 i¢in baslangic reaksiyon hizlarinin

hesaplanmasi

Baslangi¢ fenol konsantrasyonlart 50, 250 ve 500 ppm olan fenol ¢ozeltilerinin

baslangic reaksiyon hizlar1 Es. 7.1°de verilen denklem yardimiyla hesaplanmistir.

(7.1)

[S]50ppm=50 ppm=5,300x10*M
[STas0ppm=250 ppm=2,656x10~M
[S]500ppm=500 ppm=5,312x10°M
Kin=3,06x10"M [44].

V= Kinx2=6,12x10mol/Ldak

Bu degerler Es. 7.1°de yerine konuldugunda her bir baslangi¢c konsantrasyonu igin

elde edilen baslangi¢ reaksiyon hizlari,

V50ppm=9,04x10*mol/Ldak
V250ppm=2,84x10>mol/Ldak
Vs00ppm=3,88x10~mol/Ldak olarak bulunmustur.
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