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OZET

Hypocrea jecorina SAF KULTURUNDEN GLUTAMAT OKSIiDAZ
ENZIMININ URETIiMi

Fatih Mehmet EYNUR
Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danigmani: Do¢. Dr. Emine KARAKUS

L-Glutamat Oksidaz (L-Glutamat Oksidaz EC 1.4.3.11), L-glutamati alfa ketoglutarat ve
amonyum iyonuna doniistiiren reaksiyonu katalizleyen 6nemli bir enzimdir. Azot
metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir. Son yillarda bu enzime olan ilgi terapotik ve
endiistriyel kullanim alanlarindan dolay1 artmistir. Terapotik acidan karaciger ve kalp
hastaliklarindaki etkilerinin incelenmesi bu enzimin aktivitesine dayandirilmaktadir.
Ayrica hazir gidalardaki mono sodyum glutamat iceriginin ileri ki yaglarda Alzheimer
hastaligini tetikledigi géz oniinde bulunursa glutamat oksidazin aktivitesinin incelenip
biyosensor iiretimine 151k tutmasi biiylik 6nem arz etmektedir.

Glutamat oksidaz aktivitesi yaygin olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri,
maya ve kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir.Hypocrea jecorina saf
kiiltiiriinden glutamat oksidaz enziminin mikrobiyal olarak iiretimi, iiretilen enzimin
optimum kosullarinin belirlenmesi ve kinetik parametrelerinin hesaplanmasi
hedeflenmistir. Calisma sonucunda elde edilen glutamat oksidaz enziminin optimum pH
degeri 8.5 ve optimum sicakligi 37 - 40°C olarak bulunmustur. Ayrica iiretilen glutamat
oksidaz enziminin termal kararlilig1 ve depolama kararliliginin oldukga yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden iiretilen enzimin kinetik
parametreleri olan Ky ve v, degerleri Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek sirasiyla Ky

degeri 2.58 mM ve v degeri 83.33 U/mgprotein olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Glutamat oksidaz, Hypocrea jecorina, enzim iiretimi, L-glutamat
oksidaz

YILDIZ TEKNIK UNiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

GLUTAMATE OXIDASE ENZYME PRODUCTION from Hypocrea
jecorina PURE CULTURE

Fatih Mehmet EYNUR
Depertmant of Chemistry
MSc. Thesis
Adviser: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

L-glutamate oxidase (L-glutamate oxidase EC 1.4.3.11) is the important enzyme that
catalyzes the deamination of L-glutamate to alpha-ketoglutarate and ammonium ions. It has
an important role in the nitrogen metabolism. Recently, L-glutamate oxidase has received
much attention with respect to its therapeutic and industrial applications. Therapeutically in
many of liver and heart diseases effects in metabolism are effected with this enzyme
activities. Also in mass food production industry the content of mono sodium glutamate (
MSG ) had very important role in Alzheimer diseases. In this case to analysing the amount of
MSG with this enzyme’s activity and for biosensor research this study is highlighted.
Glutamate oxidase activity is widely distributed in plants, animal tissues and microorganisms
including bacteria, yeast and fungi.It has aimed that microbial production of L-glutamate
oxidase enzyme from Hypocrea jecorina pure culture, determination of optimum conditions
and calculation of kinetic parameters of these produced enzymes. As a result of work, it was
determined optimum pH value as 8.5 and optimum temperature as 37-40°C for L-glutamate
oxidase enzyme produced microorganism. Ky and V. values, the kinetic parameters of
enzyme produced Hypocrea jecorina pure culture, was determined as 2.58 mM, Ky value
and, 83.33 U/mg protein of Vmax value by plotted Lineweaver-Burk graph, respectively.

In addition, thermal stability and storage stability of L-glutamate oxidase enzyme produced
from microorganism specy was determined as very high.

Keyword: L-Glutamate Oxidase, Hypocrea jecorina, enzyme production, L-glutamate.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti
Glutamat Oksidaz, L-glutamati alfa-ketoglutarata doniistiiren reaksiyonu katalizleyen énemli bir
enzimdir. Glutamat oksidaz aktivitesi genis olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri,
maya ve kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir. Mikrobiyal L-glutamat oksidazin
glutamatin amonyak metabolizmasindaki anahtar roliinii vurgulamak ve giiniimiizde ¢okc¢a
kullamilan gida aromalarindaki glutamat miktarinin analiz edilebilmesi adina biyosensor
uygulamalarina 1g1k tutmasi bu enzime karsi olan 6nemi artirmustir [1]. Mikrobiyal olarak L-
glutamat oksidaz enzimi iiretimi i¢in literatiirde Aspergillus ustus, Streptomyces sp., Streptomyces
violascens., Streptomyces endus, Candida Boidinii, Orconectes Limosus, Aspergillus ustus,
Hebeloma spp. ve Laccaria Bicolor gibi mikroorganizmalarin kullanildig: belirtilmigtir.
1.2 Tezin Amaci
Bu calismada Hypocrea jecorina mikroorganizmasi kullamlarak glutamat oksidaz enziminin
mikrobiyal olarak iiretiminin gerceklestirilmesi ve karakterizasyon calismalari yapilmasi
amaclanmgtir. Glutamat oksidaz enziminin optimum calisma kosullarim belirlemek amaciyla

tampon konsantrasyonu, pH, sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. Ayrica

enzimin Ky ve v degerleri hesaplanarak termal kararlilig: belirlenmistir.

1.3 Hipotez

Hedefledigimiz tiim calismalarimiz amacina ulasarak iirettigimiz glutamat oksidaz enziminin
optimum kosullari belirlenmis olup ileride amonyum iyonu tayini i¢in biyosensor hazirlamada
basarili bir sekilde kullanilmasi igin bir temel olusturmaktadir. Calismalarimiz glutamat
biyosensoril hazirlama dogrultusunda devam edecektir. Literatiirde Hypocrea jecorina tiiriinden
glutamat oksidaz enziminin iiretimine rastlanmamis olmasi ¢alismamizin 6zgiin oldugunu

gostermektedir.
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BOLUM 2

ENZIMLER

2.1 Genel Bilgi

Cok cesitlilik gosteren, en fazla 6zellesmis olan ve katalitik aktiviteye sahip olan
biyokatalizor etkili protein molekiillerine enzimler adi verilir. Hiicre icindeki organik
biyomolekiillerin kimyasal reaksiyonlarinin hemen hemen hepsi enzimler tarafindan
katalizlenmektedir. Bugiine kadar cesitli diizeydeki organizmalardan farkli kimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen 2000 kadar enzim kesfedilmistir [2]. Enzimler DNA
dizisindeki bilgilerin amino asit dizisine doniistiiriilmesi ile sentezlenirler. Aminoasitler
yapilarinda karboksil grubu (<COOH), amino grubu (-NH,) ve degisken bir R grubuna
sahiptirler [3]. Bilinen 20 cesit aminoasit vardir. Enzimlerin birbirinden farkli olmalarinin
nedeni aminoasit dizilimlerinin farkli olmasidir (Sekil 2.1). Enzimin aminoasit dizilimi {i¢

boyutlu yapisin1 ve hangi reaksiyonu katalizleyecegini belirler[4].

Sekil 2.1 Glutamat oksidazin 3 boyutlu kristal yapisi [5]
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Kimyasal termodinamik, dengenin AG°=-RTInK esitligine gore bir kimyasal reaksiyonun
serbest enerjisi ile baglantili oldugunu Ogretir. Reaksiyonlar, denge konsantrasyonlari
ayarlanincaya kadar devam ederler ki bu durumda serbest enerji AG=0 dir. Kataliz,
serbest enerjide bir degisme olmayip sonucu belirleyen adimin aktivasyon enerjisinin
diigtiriilmesidir. Bu, enzimin, enzim-substrat kompleksine baglanmis substrat ile
etkilesmesi sayesinde olusur [7]. Enzimlerin ayirict 6zelliklerinden biri de substrat
seciciligidir. Her biri farkli bir substrata baglanarak bu substratin iiriine doniismesine

yardimci olurlar. Sekil 2.2 enzimin substratina baglanma sekillerini gostermektedir [4].

‘5 Koenzim T’? Substrat
E BRI W Molekilli £ Molekiili  Apoenzim
Alctif Bilge \ 3 /
4

- <>
<>

i

E-S Kompleksi

Enzim subtrat keomplelsi

Sekil 2.2 Enzimin substratla baglanma sekilleri: (a) Enzim-substrat (b) Enzim-substrat-
kofaktor iliskisi [6]

Bazen kofaktor bu baglanmaya yardimci olabilmektedir. Enzimle substrati arasindaki bag
kovalent degildir. Enzimin aktif merkezi substratin dig yiizeyinin aynadaki goriintiisii

gibidir ve birbirlerini biitiinlerler. Dort cesit enzim substrat iligkisi vardir [4]:
* Elektrostatik iliskiler

* Hidrojen baglar1

* Polar olmayan (Van der Waals) baglar

* Hidrofobik iligkiler
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Sadece canlilar tarafindan sentezlenebilen enzimler hiicre icindeki reaksiyonlari
diizenleme Ozelliklerinin yan1 sira hiicre disinda da faaliyet gosterebilirler. Enzimler,
protein yapisina baglanabilen ancak kendisi protein yapida olmayan organik ve anorganik
molekiiller de icerebilirler. Bu tarz karmasik yapilarda enzimin protein kismi
“apoenzim”, protein olmayan kismi ise ‘“koenzim” olarak adlandirilr. Ikisinin
olusturdugu yapiya ise “holoenzim” denir [8]. Enzimlerin ii¢ boyutlu yapisinda yapilan
caligmalar gostermistir ki enzimler katalitik aktiviteden sorumlu “aktif bolge” olarak

adlandirilan bir bolgeye sahiptir. Bu bolge enzimin %10-%?20’lik kismin1 meydana getirir
[2].

Giiniimiizde enzimler mikrobiyoloji, biyokimya, tip, miihendislik, botanik, temizlik
maddeleri ve tarim gibi bircok alanda kullamilmaktadir [9]. Enzimler atik sularin
bertarafinda, iyilestirilmesinde, renk gideriminde, tekstil atik sularinin aritiminda, aktif
camur sisteminde ve ipek endiistrisinde biyoaktif peptidlerin par¢alanmasinda gibi cesitli

alanlarda kullanilmaktadir [10].
2.2  Enzimlerin isimlendirilmesi

Her enzime iki isim verilmistir. Birincisi giinlilk kullanim icin olan, kisa, ©nerilen
ismidir. Ikincisi enzimin detayli olarak tanimlanmasi gerektiginde kullamilan, daha

kapsaml1 sistematik ismidir [11].
2.2.1 Onerilen isim

En sik kullanilan enzim isimlerinde reaksiyonun substratina, érnegin, glukozidaz, iireaz,
siikraz, veya yapilan isin tanimina, drnegin, laktat dehidrogenaz ve adenilat siklaz, -az eki
getirilmigtir. (Not: Bazi enzimler, ilgili enzimatik reaksiyon hakkinda hicbir ipucu

vermeyen orijinal, siradan isimlerini korurlar, 6rnegin, tripsin ve pepsin.) [11].
2.2.2 Sistematik Isim

Uluslararas1 biyokimya ve molekiiler biyoloji birligi (IUBMB) enzimlerin her birinin
sayisiz alt grup igeren alt1 ana sinifa boliindiigii bir isimlendirme sistemi gelistirmistir [6].
Her enzime sistematik kod numarast verilmistir. Bu numara EC harflerinden sonra art
arda gelen dort rakamdan meydana gelir. EC numarasimi olusturan dort rakamdan ilk
rakam enzimin bagl oldugu smifi gosterirken, ikinci rakam alt sinift, ti¢iincii rakam alt alt
smifi ve dordiincti ise alt-alt smftaki seri numarasini gosterir. Enzim smiflart ve

reaksiyon tipleri Cizelge 2.1°de verilmistir [9], [12].
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Cizelge 2.1 Enzim simflar1 [7]

Enzim Smiflan Reaksiyon Tipi
Oksidorediiktazlar Indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlari
Transferazlar Fonksiyonel gruplarin transferleri
Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari
Liyazlar Cift baglara ekleme
Izomerazlar Izomerizasyon reaksiyonlar1
Ligazlar ATP boliinmesiyle bag olusumu

2.3 Enzimlerin Aktif Bolgeleri

Bir enzimin aktif bolgesi, substratlar1 (varsa kofaktorleri) baglayan ve bag yapim ile
yikiminda gorev yapan rezidiileri kapsar. Bunlara katalitik grup adi da verilir [12]. Aktif
bolge substrata komplemanter olan ii¢ boyutlu bir yiizey yaratan aminoasit yan zincirleri
icerir. Aktif bolge substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir

(Sekil 2.3). ES, sonradan enzim ve iiriine par¢alanan enzim-iiriin (EP)’e doniisiir [6].

Amineasit IT
Aminoasit I Substrar

Amineasit IIT

Bagl Substrar

(k)

Sekil 2.3 Enzimlerin aktif bolgesi: (a) Substrata komplementer ii¢ boyutlu bir yiizey
meydana getiren aminoasit yan zincirleri, (b) Enzim-substrat (ES) kompleksi [13]

1.Aktif bolge, enzimin toplam hacmine oranla kii¢iik bir kismini olusturur.

2.Aktif bolge, enzimin lineer yapisimin degisik noktalarinda bulunan gruplarin bir
araya gelerek olusturduklar1 {ic boyutlu karmasik bir bolgedir [12].

3.Substratlar enzimlere nispeten zayif kuvvetle baglanir. ES komplekslerinin denge
sabitleri 10”°-10*M arasinda degisir. Bu da 3 ile 12 kcal/mol arasinda degisen bag
enerjilerine karsilik gelir. Halbuki kovalent baglarin kuvveti 50 ile 110 kcal/mol

arasindadir [12]. Baz1 durumlarda ise enzim proteinindeki reaksiyon iki adimda
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gerceklesir. Bir reaksiyon ortagi (veya molekiilin bir kismi) once ana valense
gore protein baglanir ve ancak ikinci adimdan sonra ara bilesikten iiriin olusumu
gerceklesir [7].

4. Aktif bolgeler bir yarik veya girinti i¢inde yer alirlar. Girinti icinde, baglanma ve
kataliz i¢cin gerekli polar gruplar vardir. Girintinin apolar karakteri substratin
baglanma giiciinii de artirir [12].

5.Spesifik bir baglanma, atomlarin aktif bolgede belirli tarzda diizenlenmeleri sonucu
miimkiin olur. Substrat bu bdlgeye tam oturabilecek sekle sahip olmalidir.
Enzimle substrat arasindaki bu anahtar-kilit modeli kataliz olaymin
sterospesifikligini aciklamaktadir. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan
calismalar bazi enzimlerin aktif bdolgelerinin rijid bir yapida olmadigim
gostermistir. Bu tip enzimlerde aktif bolgenin sekli substratin baglanmasiyla
degisiklige ugramaktadir. Bolge yalmz baglanmadan sonar substrata
komplementer hale gelmektedir. Bu ikinci ¢esit baglanma modeline etkilesme

sonucu uygunluk modeli (induced fit) (Sekil 2.4) ad1 verilir [12].

/\ Substratlar Uriin ‘\/\
| o 2\
4
* L —_ \ - \ o * J

Enzim-Substrat
Kompleksi

Sekil 2.4 Etkilesme sonucu uygunluk modeli (induced fif) [14]

2.4 Enzim Aktivitesi Tayini

Bir ¢ozelti veya doku ekstrakt: i¢cindeki enzim miktari, enzimin katalitik aktivitesinden

faydalanarak bulunur. Bu is icin enzim hakkinda su bilgiler gerekmektedir [12]:

1.Katalizlenen reaksiyon denkleminin net stokiyometrisi,
2.Enzimin kofaktdr veya metal iyonuna ihtiyacinin olup olmadigi,
3.Substrat ve varsa kofaktorii i¢in Ky degerleri,

4.0Optimum pH’s1,
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5.Enzimin kararli ve aktivitesinin yiiksek oldugu sicaklik araligi,
6.Substratin kaybolus veya iiriiniin olusum hizlariin tespit edilebildigi basit bir

analitik metod.

Bir ¢ozelti i¢indeki enzim aktivitesi “enzim iinitesi” cinsinden verilir. 25°C’da ve optimal
sartlarda 1 pmol (10° mol) substrat bir dakikada iiriine déniistiiren enzim miktarina

“enzim iinitesi” denir ve EU veya U seklinde gosterilir [12].

Uluslararas1 0l¢ii sistemine gére zaman birimi “saniye”, madde miktart birimi “mol”
oldugundan bu sistemde enzim aktivite birimi kataldir. 1 katal enzim, belirli sartlar

altinda saniyede bir mol madde doniisiimiine sebep olur [12].

Baz1 enzimler icin 6zel iinite tanimlari da vardir. “Spesifik aktivite” (6zgiil aktivite)
terimi de mg protein basina diisen enzim iinitesi (U/mg protein) olarak tarif edilir. Bu,
enzim safliginin bir 6l¢iisiidiir ve enzim izolasyonu esnasindaki basamaklarda maksimum

ve sabit bir degere ulagir. Boylece enzimin saf halde elde edildigi anlagilir [12].

Birim zamanda bir enzim molekiili tarafindan doniisime ugratilan substrat
molekiillerinin sayisim (veya ayni sey olan umol enzim bagina pmol substrat sayisini,
yani molar aktiviteye turnover sayisi denir. Turnover sayisinin hesaplanmasi icin yalniz
enzim aktivitesi degil, bagil molekiil kiitlesi de bilinmelidir. Yiiksek bir turnover sayisi

katalizlenen reaksiyonun ¢ok hizli yiiriidiigii anlamindadir [7].

2.5 Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktorler

2.5.1 Substrat Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonda yapilan artirma reaksiyon hizimi artirir. Bunun nedeni, enzim
molekiillerinin daha fazla substrat molekiilleri ile carpigarak reaksiyon yoniinii iiriinlere
dogru ilerletmesidir [15]. Fakat bir noktadan sonra substrat konsantrasyonu ne kadar
artarsa artsin hizin sabit kaldig1 gozlenir. Bunun nedeni biitiin enzimlerin dolu olmasi1 ve
calismasidir. Buna “maksimum hiz (v__ ) denir [4].

max

2.5.2 Enzim Miktan

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarda substrat konsantrasyonu yiiksek miktarda ise,

reaksiyonun baslangi¢c hiz1 (v, ), enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artarken

reaksiyon hizi belli bir diizeye vardiginda ise azalr [16].
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2.5.3 pH Etkisi

Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu degerlerin
izerinde ve altinda aktivite diiser. Bununla birlikte biitiin enzimlerin pH-aktivite egrileri

ayn sekilde degildir. Bir enzimin pH-aktivite iligskisinde etkili olan faktorler [12]:

1.Substrat1 baglamada gorev alan ve enzimin aktif bolgesinde bulunan iyonlasabilir
gruplarin pK’si,

2.Enzime baglanma olayinda gorev goren substrat gruplarinin pK’si,

3.Enzim iizerindeki katalitik goreve sahip gruplarin pK’si,

4.Enzimin biyolojik olarak aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’st.

pH-aktivite egrileri, her bir pH i¢in substratla doyurulmus enzim ¢ozeltileri ile yapilan

deneyler sonucu elde edilir. Ciinkii bir cok enzimin Ky sabiti pH ile degisir [12].

Bir enzimin optimum pH’s1 normal hiicre i¢i ortami pH’s1 ile ayn1 degildir. Bu durum
hiicre i¢indeki enzim aktivitesinin kontroliinde, pH-aktivite iliskisinin Onemini

gostermektedir [12].
2.5.4 Sicakhk Etkisi

Sicakliktaki artis kimyasal reaksiyonlara katilan molekiillerin kinetik enerjilerinin
artmasina ve reaksiyon hizinin belli oranda yiikselmesine yol acgar. Enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar da kimyasal reaksiyonlara benzer 6zellikler gosterir [4]. Isinin
daha da arttirilmas1 sonucunda enzimin ii¢ boyutlu yapist bozularak denatiirasyona bagh
olarak reaksiyon hizinda bir azalma meydana gelir [4], [11]. Sekil 2.5°de bir enzimin

denatiirasyona ugramadan dnceki ve sonraki yapisi gosterilmistir.
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-bivolojik akrivitesini kavbeder

Enzim Denatiire enzim

Sekil 2.5 Enzim denatiirasyon ve renatiirasyonu [17]

Enzim yapisindaki bozulmalar aktif merkezin konfigiirasyonunu degistirir ve enzimin
katalitik 6zelligi kaybolur. Reaksiyon hizi optimum sicaklia ulasincaya kadar artar,

optimum sicaklikta en yiiksek seviyeye ulagir [18].
2.5.5 Kofaktor Konsantrasyonu

Bazi1 enzimler, enzimatik reaksiyon i¢in gerekli olan bir nonprotein kofaktorle birlesirler.
Siklikla karsilagilan kofaktorler arasinda metal iyonlar ( Zn**, Fe*") ve koenzim olarak
bilinen, genellikle vitamin tiirevi olan (NAD", FAD, koenzim A) organik molekiiller yer
alir. Holoenzim, kofaktoriiyle birlikte enzimi ifade eder. Apoenzim, holoenzimin protein
kismim ifade eder. Uygun kofaktdr yoksa, apoenzim biyolojik aktivite gOsteremez.

Prostetik grup enzimden ayrilamayan sikica bagli bir koenzimdir [11].

2.6 Enzim Kinetigi
2.6.1 Michaelis-Menten Esitligi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarinin incelendigi bir
konudur. Kimyasal kinetigin temel prensipleri burada da gecerlidir. Ger¢i kimyasal
kinetik, reaksiyon hizlarinin kantitatif incelenmesini kapsamasinin yanisira reaksiyonlarin
mekanikmalariyla da ilgilenir. Fakat, burada enzim kinetigi bashgi altinda daha ¢ok
biyokimyasal reaksiyonlarin hizlar1 kantitatif olarak incelenerek ve buna etki eden

faktorleri de ele alinacaktir [12].

Kimyasal reaksiyonlarin kinetigi ile ilgili genel prensiplerin enzimli reaksiyonlarda da
uygulanir. Bununla beraber bu reaksiyonlarda bazi farkli 6zellikler vardir. Bunlarin en

Onemlisi enzimlerin substratlarina doyma olayidir. Diisiik substrat konsantrasyonunda,
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reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuyla orantili olarak artar, yani reaksiyon substrata
gore birinci mertebededir. Substrat konsantrasyonu arttirildigi zaman, reaksiyon hizi
artisinda bir azalma goézlenir ve bu boéliimde reaksiyon sifirinci ile birinci mertebeler
arasinda karigik bir mertebeye sahip olur. Substrat daha da artirildiginda hiz sabitlesir ve
substrat konsantrasyonuyla degismez. Bu bdliimde reaksiyon sifirinci mertebededir ve
biitiin enzim molekiilleri substratla birlesmis, yani doymus haldedir. Biitiin enzimler s6zii
edilen doygunluk 6zelligini gosterirler. Ancak, her birisinin bu hale erisebilmeleri farkli

substrat konsantrasyonlarinda miimkiin olur [12].

Enzimlerin biyolojik katalizorleri oldugunu biliyoruz. Kimyasal katalizorlerin
reaktantlarla daha diisiik enerjili ge¢is kompleksleri olusturdugunu biliyoruz. Enzimler de
substratlariyla ve bazen de koenzimleriyle kompleksler olusturur (ES ile gosterilir).

Doygunluk durumunda ortamdaki biitiin enzim ES halindedir, yani [E1]=[ES]’dir [12].

t‘-‘:'I'.i}: [

Yo Ve |

Realsiyon Hiz, ¥

Substrat Konsantrasyvonu, [3]

Sekil 2.6 Enzimatik reaksiyonun hizina substrat konsantrasyonunun etkisi [18]

1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk basamaginda
bir ES olusmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zelliginden yola ¢ikarak, Sekil 2.6’daki
grafigi verecek bir model gelistirdiler. Bu model bir ¢cok enzimin kinetik 6zelligini
aciklamada basarili olmustur. Michaelis ve Menten, enzimli bir reaksiyonu Esitlik 2.1°de

verilen denklemle gosterdiler.
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E+Se==ES—b S E+P @

Buna gore; enzim (E) ve substrati (S) k; hiz sabiti ile ES; enzim-substrat kompleksini
olusturmaktadir. ES kompleksinin iki yolu vardir: Ya k, hiz sabiti ile tekrar E ve S’ye
ayrisacak veya ks hiz sabiti ile liriine (P) doniistiirecektir. Burada iirlintin tekrar ES
kompleksine doniisemeyecegi farz edilmektedir. Uriin konsantrasyonunun ihmal
edilebilecek seviyede oldugu baglangi¢ durumunda, bu varsayim tamamen dogrudur.

Yukaridaki reaksiyonda iiriiniin olusum hiz1 Esitlik 2.2°de verilmektedir.

v=2E 1 Es) 22)
dt

Burada ES terimini enzim ve substrat konsantrasyonlar1 gibi bilinen degerler cinsinden
gostermemiz gerekmektedir. ES’nin olugsma ve parcalanma hizlar1 Esitlik 2.3 ve 2.4°te

verilmektedir.

d[ES] Zkl[E][S] (2.3)
dt
—% = k,[ES]+ k,[ES] 24)

ES kompleksi konsantrasyonunun reaksiyon boyunca nisbeten sabit kaldigi, yapilan
spektroskopik calismalarda bulunmustur. Bu da ES kompleksi olusma hizinin pargalanma

hizina esit olmasiyla miimkiindiir. Boylece Esitlik 2.5 elde edilir.

d[ES]_ _d[ES]
dt dt

(2.5)

k[EJ[S]=(ky + Kk )IES]+[ES]

Buradan [ES] ¢ekilip bir diizenleme yapilirsa Esitlik 2.6 elde edilir.
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Es] - LENS]

= (2.6)
(k, +k;)/k,

Bu esitlikteki sabitleri tek bir terimde toplamak icin (ko+ks)/kj=Ky yazariz. Burada

Ky’ ye Michaelis sabiti adi verilir. Bu sabit yerine kondugu zaman Esitlik 2.7 elde edilir.

[ES]= % 2.7

M

Esitlik 2.7°de pay’da bulunan [E] ve [S] terimleri incelenirse burada herhangi bir andaki
S konsantrasyonunu baslangictaki ile aym alabiliriz. Ciinkii enzim konsantrasyonu
substrat konsantrasyonundan pek cok defa kiigiik oldugundan reaksiyon boyunca S
konsantrasyonunun degigsmedigini kabul ederiz. Fakat serbest haldeki enzim
konsantrasyonu ([E]), toplam enzim konsantrasyonu ([Er]) ile [ES] arasindaki farka

esittir (Esitlik 2.8).
[E]=[E]-[ES] (2.8)
Bu ifadeyi Esitlik 2.7°de [E]’nin yerine koyarsak Esitlik 2.9 elde edilir.

(ES]= (LE;] —K[ES])[S] 29

M

Esitlik 2.9’u [ES] icin ¢ozdiigiimiizde Esitlik 2.10 elde edilir.

[S]
[ES]=[E, ]| ———— (2.10)
[S]+K,,
V= k3[ES ] denkleminde [ES] yerine Esitlik 2.10’da elde edilen denklem konursa
Esitlik 2.11 elde edilir.
[S]

v=k|E, | ——— 2.11
5[ T][S]+KM (2.11)
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[E]=[ES] doygunluk halinde reaksiyon maksimum hizla yiiriir. Oyleyse
Vix — k3[ET] olacaktir. Elde edilen bu denklem Esitlik 2.11°de yerine koyulursa

Esitlik 2.11 elde edilir.

max [

I N

=D - 2.11)
[S]+K,,

Bu esitlige Michaelis-Menten denklemi adi verilir ve Sekil 2.6’daki egrinin kinetik
ozelliklerini ifade eder. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda Ky>>[S] olacagindan [S]

ihmal edilir ve denklem diizenlenir (Esitlik 2.12).

1%
y=-—"T2%[§] (2.12)
M
Sekil 2.6’daki egrinin baglangi¢ kism1 Esitlik 2.12°deki v-[S] iliskisini gostermektedir.
[S]>>Ky oldugu yiiksek substrat konsantrasyonunda Esitlik 2.11°deki Ky ihmal edilir ve

v =v,_.. olur. Burada biitiin enzim substratla doymus ve artan [S] ile hiz degismeyen bir
sabit maksimum hiza ulagmistir.
Hizim v /2 oldugu durumda, degerleri Michaelis-Menten esitliginde (Esitlik 2.11)

yerine koyarsak, K, =[S] sonucunu elde ederiz. Buradan Ky sabitinin tanimini,

“maksimum hizin yarisma erisildigi andaki substrat konsantrasyonu” olarak

aciklayabiliriz. Birimi de mol/L’dir.

Michaelis-Menten denklemi, enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde, biitiin enzimler
icin temel bir fikirdir. Fakat bir cok enzim, bu esitligin ¢ikarilmasi esnasinda kabul edilen
ideal sartlara uymayabilir. Mesela birden fazla enzim-substrat kompleksinden sonra iiriin
olusabilir. Yani reaksiyon Esitlik 2.12°deki gibi tek basamakta degil, birden ¢ok
basamaklar halinde gerceklesir.
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E+St=o A ESls== [EZ)5=={EP1—>E+P (2.12)

Bunun disinda bazi reaksiyonlarda iki veya daha fazla sayida substrat olabilir. Bdyle bir
durumda ES;, ES, ve ES;S, gibi {i¢c ayr1 enzim-substrat kompleksi olusabilir. Bu tip
enzim reaksiyonlarimin kinetik analizi c¢ok karmasiktir ve c¢oziimleri bilgisayarlar
araciligiyla yapilir. Bununla birlikte biitiin enzimlerin kinetiginin analizinde baslangictaki

Michaelis-Menten esitliginden faydalanilir (Esitlik2.1).
262 K, ve v__ Degerlerinin Onemi

Enzimlerin Ky degerleri birbirlerine gore farkhilik gosterir. Bir ¢ok enzim icin bu deger
10" ile 10°M arasindadir. Ky degeri enzim konsantrasyonuna bagli degildir. Substratin
yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip

enzimlerde, her substrat icin ayr1 bir Km degeri vardir [12].

Ky degerinin iki anlami vardir. Birincisi Ky, enzimin aktif bolgelerinin yarisinin doldugu
substrat konsantrasyonudur. Ikincisi, Km degerinin hiz sabitleriyle

K, =(k,+k;)/k seklinde esitligi bulunmaktadir. Bu esitlikten faydalanarak

anlasilmaktadir ki Ky degeri, enzimin substratina olan ilgisinin bir dl¢iitiidiir. Yiiksek Ky

zayif baglanmayi, diisiik Ky kuvvetli baglanmayi ifade eder [12].

Enzimlerin v___degerleri de birbirlerinden ¢ok farklidir. Ayn1 zamanda substratin yapisi,

pH, sicaklik ve iyonik siddetle de degisirler [12]. v enzimin katalitik aktivitesinin bir
ifadesidir. Ciinkii v, =k;[E,]ile verilen maksimum hiza belirli konsantrasyondaki

enzimin substratiyla doygunluk durumunda erisilir. Doygunlugun ¢ok iizerindeki substrat

konsantrasyonlarinda hiz, enzim miktariyla dogru orantilidir [12].
2.7 Glutamat Oksidaz Enzimi

Sistematik olarak L-Glutamat: oksijen oksidorediiktaz olarak isimlendirilen enzimin diger
isimlendirme sekilleri de glutamat oksidaz, glutamik asit oksidaz ve L-glutamat
oksidaz’dir [20]. Glutamat oksidaz enziminin prekiirsorlerinin hidrolizi ile elde edilen ii¢
boyutlu yapisi bize genel olarak L-amino asit oksidazlarin yapis1 hakkinda bilgi vermistir.
[5]. Glutamat oksidaz, katalizledigi kimyasal reaksiyona bagli olarak enzim
numaralandirma sistemine gore ise EC 1.4.3.11 seklinde isimlendirilir. Sekil 2.7’de

glutamat oksidazin ait oldugu enzim smifi sematize edilmistir.
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E.C. 1. ... Oksidorediiktazlar
*\X
“‘\ R
E.C.14. ... CH-(NH); Grubu verici enzimler

<
S -

N

E.C.1.4.3. ... Ala grubun Oksijen oldugu enzimler
N..X
N\
E.C. 1.4.3.11 L-Glutamat Oksidaz

Sekil 2.7 Glutamat oksidaz enziminin dahil oldugu enzim sinifi [21]

Bu enzim oksidatif aminsizlestirmeye ugrayarak L-glutamattan, alfa-ketoglutarat ve NHj

olusumunun katalizinden sorumludur (Sekil 2.8) [22].

o]
o]
" ’</\ + 0=0 4 Hooe=p® 4
LT EeE NH; + HO-OH
i OH OH
L-glutamat + 02 + HG&EP alfa-ketoglutarat

NH3 + HzOz

Sekil 2.8 L-glutamat oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon [20]

Enzim, katalizledigi reaksiyon sonucu aciga cikan alfa-ketoglutarat ‘tan dolay1 cysteine
ve dolayli olarak diabet hastalifinin incelenmesinde onemli bir rol oynamaktadir [23].
Bunun yaninda enzimin nerotoksin ilgili Ozelliginden faydalanilarak biyosensor
gelistirilmesi de saglanmis bu sekilde nerotoksik aminoasit analizi icin biyoanalitik
calismalar yapilmistir [24]. Enzim A-tipi Glutamat toksisitesinde énemli bir rol oynar.
Bu duruma gore Gutamat oksidazin yiiksek diizeylerinde A-tipi glutamat toksisitesinde
Onemli bir azalma kaydedilmistir. Boylece oksidatif metabolik yollarda sinirsel iletimde

yiiksek toksisite olusturan glutamatin enzim sayesinde azaldig: goriilmiistiir [25].

L-glutaminaz fermente gidalarda glutamik asit iceriginin artmasina sebep olur bu da

gidalarda lezzet artisimi saglar. L-glutaminaz glutamik asit sentezinde aktivite gosteren bir
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enzimdir bu da Shoyu Kojil’nin enzimik sindiriminde onemli bir katki maddesidir. Cin
yemeklerinde tat arttirict olarak kullanilan mono sodyum glutamatin (MSG; glutamik
asidin endiistriyel kullanim formu) yerini L-glutaminaz almistir. Bunun en biiyiik nedeni
bazi insanlarin glutamata karsi alerjik fonksiyon gostermesidir [1]. Mono sodyum
glutamat bazi insanlarda hirilt, kalp atis hizinda degismeler ve nefes alma zorlugu gibi

negatif etkilere sebep olduguna dair tartigmalar bulunmaktadir [26].

Glutamat miktar1 glutamin enzimi i¢inde metabolik yolda bir 6nciil madde sentezini
sagladigindan Onemlidir ve glutaminaz genellikle soya sosu gibi fermente gidalarda
lezzetli tad1 denetleyen 6nemli bir enzim olarak kabul edilmektedir. Soya sosu yapiminda
lezzetli bir tat elde edebilmek icin glutamik asit diizeyinin yiiksek olmasi onemlidir.
Gidalarda ortamin glutamik asit derisimini artirarak tat verici Ozelliginden dolayr gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilir. Bu benzersiz tat “umami” adi1 ile

adlandirilmaktadir [1], [27], [28].

Dilimiz bes temel tadi1 birbirinden ayirt edebilir. Bunlar, tatl, tuzlu, aci, eksi ve umamidir
(Sekil 2.9) [30]. Temel tat, 6teki tatlarin kombinasyonuyla olusturulamayacak, bagimsiz
bir tattir. Temel tatlardan umami, 1908'de Dr. Kikunae Ikeda tarafindan kesfedilmistir.
Kendisi kombu dashi (esmer su yosunu varek 6zii) tadina odaklanmis ve tat bileseninin
glutamat oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu tada "umami" admi vermistir [31]. Umami,
Japonya’da yiizyillardir bilinen bir tattir; ancak arastirmacilar, dildeki umami tat
alicilarin1 yeni kesfettiler (Sekil 2.10). Ozellikle, glutamat igeren besinlerden umami
duyumu aliyoruz [30]. Bu tadi, balik, et iiriinleri, peynir, domates, bezelye, misir gibi

besinlerde buluruz [27], [30].

Tatls
Zavun

Tuzlu Umami Keskin
- Tuz -Ceviz -Kahve

Salata Limoniu

Eksi
*Limon

Sekil 2.9 Dilimizin ayirt ettigi tatlar [32]

' Shoyu; soya fasulyesi, kavrulmus bugday, deniz tuzu ve kojiden (Aspergillus oryzae) yapilmis, soya sosu
icin kullanilan Japonca bir kelimedir. Nemli ortamda fermente olup gelisen sporlar benzersiz bir enzim
tiretirler. Bu yontemle soya sosu iiretimi Japonya’da 1600°1ii yillardan beri uygulanan bir yontemdir [35].
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Sekil 2.10 Dildeki tat alicilar1 [31]

Glutamat oksidaz enziminin endiistriyel uygulamasinin yan sira terapotik kullanim alan
da bulunmaktadir. Bu enzim biyolojik sivilarda ©Onciil reaksiyonlardaki aktiviteleri

incelenmesini saglayarak bir ¢cok karaciger ve kalp rahatsizliklarinin tedavisinde etkin rol

oynar [33].

Sekil 2.11 Glutamat oksidaz enziminin yapisi [34]

Memeli hiicrelerinde L-glutamat oksidaz enziminin (Sekil 2.11) eksikligine bagl dolayh
bir sekilde Histidinemi rahatsizligina da neden oldugu bazi metabolik yollarla
kamtlanmistir. Buna gore Histidaz eksikligine baghh kalitsal bir hastalik olan
Histidinemi’de plazmada ve idrarda histidin miktar1 artar. Histidinin transaminasyonuyla
olusan imidazolpiriivik asit ve imidazolasetik asit gibi metabolitleri
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idrarla atilir. En 6nemli belirtisi cocuklukta goriilen konusma kusurlaridir. FIGLU
atilm: Folat eksikliginde ve glutamat-formimino transferaz eksikliginde idrarla
FiGLU (N°-formiminoglutamat) atihmu artar. By, vitamini eksikliginde de folat, N°-
metiltetrahidrofolat seklinde kalip FH, sekline doniisemez ve sonucta FIGLU atilimi
artar. [35] ( Sekil 2.12)

H
HC—C —CH;,— C—COO0O™
i Y |

4 .__\—.__:C /NH NH3"’ Histidin
H
i\* MNHGS
He O _—
HoO w
H
e OC—C\— CHz — CHz — COO™
HMNe  NH A forrm rmino -
E‘ glutamat

THF
g M S -formirmino-THF

H
—00C —C —CHy — CHp— COO—
NTE glutam at

Sekil 2.12 Histidin metabolizmasi. [35]

Glutaminaz enzimi barsagin ana solunum yakit1 olan amonyum ve glutamat iiriinlerini
olusturur. Glutaminaz enzimi barsak metabolizmasinin merkezinde gorev alan enzimdir:
Glutaminaz enziminin katalizledigi reaksiyon sayesinde amino gruplarinin nakli
kolaylasir. Enerji verimine yonelik ya da pirimidin niikleotidlerin biyosentezinde de
gorev alir. Yapilan caligmalarda barsakta glutamin yoklugunda korelmeler (atrofi)

meydana geldigi gdzlenmistir [36].

Glutaminaz aktivitesi genis olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve
kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir. Mikrobiyal L-glutaminazin
antitiimor aktivite 0zelligi fark edildiginden beri bu maddeye kars1 ilgi ve 6nemi artmistir
[1]. Glutaminaz enzimi fonksiyonlarinin 6nemini Ozetlemek gerekirse, L. glutaminaz
enzimi antiretroviral' ajan olarak, L-glutamil transfer reaksiyonlari ile theanine gibi bazi
0zel kimyasallarin sentezinde, L-glutamin miktarinin tayini icin biyosensor
uygulamalarinda ve gida endiistrisinde tat ve aroma artiric1 olarak genis kullanmim alanina
sahiptir [38], [39]. Glutamat oksidaz enziminin literatiirde farkli mikroorganizma

tiirlerinden iiretimi gerceklestirilmistir. Bunlardan bazilar1 Cizelge 2.2’de sunulmustur.

" HIV viriisiiniin viicutta cogalmasim ve etkinlesmesini engelleyen, tedavi eden.
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Cizelge 2.2 Glutamat Oksidaz tiretiminde kullanilan mikroorganizmalar

Bakteriler Maya Fungi
Streptomyces sp. Candida Boidinii Aspergillus Ustus
Streptomyces violascens Hebeloma spp.
Streptomyces endus Laccaria Bicolor

Sukhacheva ve arkadaslar1 (1999), Streptomyces sp. Z-11-6 mikroorganizmasini
kullanarak L-glutamat oksidaz enzimi iiretmislerdir. Bu dogrultuda; eklenen substratlarin
nem icgeriklerinin (%60), asilanan mikroorganizma konsantrasyonunun (5mL), karbon
kaynaklarmin (glukoz, misir ekstrakti), azot kaynaginin ( (NHy),SO..) ve inkiibasyon
sicakliginin (26°C) enzim iiretimine etkilerini ¢alismistir. Yaptiklar1 ¢alismalar sonucu
elde edilen optimum degerler soyledir: Optimum sicaklik 37 °C, bunabagli pH kararlihi
ise 5,5 -9,5 degerleri arasinda 60 dakika inkiibasyon zamani ile belirlenmistir [33].

Supawadee Wachiratianchai ve arkadaslart (2004), Streptomyces sp. 18G
mikroorganizmasini kullanarak hiicredisi L-glutamat oksidaz enzimini {iretmislerdir. Bu
dogrultuda; asilanan mikroorganizma konsantrasyonunun (0.5ml), karbon kaynaklarinin
(patates  nisastast), azot kaynaklarmin (yag: almmis soya ) L-glutamat
konsantrasyonunun (%0.005) ve inkiibasyon sicakliginin (27°C) enzim iiretimine
etkilerini ¢caligmistir. Calisma sonucu elde ettikleri optimum degerler soyledir: Optimum

inkiibasyon sicakligi 37°C, optimum pH degeri 7.0-7.4 olarak bulmuglardir [40].

Chien-Yuan Chen ve arkadaslar1 (2001), Streptomyces platensis NTU 3304.
mikroorganizmasini kullanarak kat1 ortam fermantasyonu metodu ile L-glutamat oksidaz
enzimi iiretimislerdir. Calisma sonucu elde ettikleri optimum degerler soyledir: Optimum
sicaklik 25°C, optimum pH degeri 8.0 ve karbon kaynagi olarak en iyi degeri de patates

nisastasinda elde etmistir [41].

Fukunaga ve Arkadaslan (1997), Candida Boidinii mikroorganizmasini kullanarak kati
ortam fermantasyonu metodu ile L-glutamat oksidaz enzimi iiretimistir. Bu dogrultuda;
agro-endiistriyel kaynaklarin  (malt ekstrakti, vb.), asilanan mikroorganizma
konsantrasyonunun (0.3mL),karbon kaynaklarinin (glukoz, musir kamusi likorii ), pH

degerinin (pH 6.0), azot kaynaklarinin (NH,Cl, Pepton vb.) ve inkiibasyon sicakligini

(30 °C) enzim iiretimine etkilerini caligmistir. Yaptigi ¢calismalar sonucu, pH degeri 7.0,
agillanan mikroorganizma konsantrasyonu 3g olacak sekilde 30°C inkiibasyon

sicakliginda 7 giin inkiibe edilerek maksimum enzim aktivitesi elde edilmistir [42].
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BOLUM 3

AMINO ASITLER

3.1 Genel Bilgi

Proteinler yasayan sistemler icinde en fazla miktarlarda bulunan ve en fazla fonksiyona
sahip molekiillerdir [11]. Proteinler; sekil, biiyiikliik, yiik, hidrojen bag1 yapma kapasitesi
ve kimyasal aktivite yoniinden birbirinden farkli R gruplarim bulunduran yirmi cesit
amino asit ihtiva eder. Bakteriden insana kadar biitiin tiirlerin, biitiin proteinleri aym
yirmi amino asitten yapilmis olup, bu protein alfabesi yeryiiziinde hayatin baslangicindan
beri gecerliligini siirdiirmektedir. Proteinlerin birbirinden son derece farkli fonksiyonlari,
aynen ciltler dolusu kitabin 29 harften yazilmasi gibi, sdzii gecen amino asitlerin degisik

diziligleri ile ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.1) [12].

Polipeptid zinciri

o ". o o0,
P ?’ 2 S

B coo’ b ﬁ

‘o . Aminoasitler

Amino grubu
H— COOH
Karbhoks

grubu
R grubu

Aminoasit

Sekil 3.1 Polipeptid zinciri ve amino asitler [43]
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Yani biitiin proteinler lineer amino asit polimerleri olarak ortak bir yapisal 6zellige
sahiptirler. Proteinler inamlamayacak kadar ¢ok cesitli fonksiyon {iistlenirler [6]. Hiicre

kuru agirligimin %50’ sinden fazlasi proteindir [44].

Standart amino asitlerin hepsi viicutta metabolik ara iirlinlerden sentez edilememektedir.
Viicutta sentezlenemeyen, protein yapisi i¢cin besinlerle alinmasi zorunlu olan amino

asitlere esansiyel amino asitler denir (Cizelge 3.1) [45].

Viicutta metabolik ara iiriinlerden sentez edilebilen amino asitler, esansiyel olmayan

amino asitler olarak bilinirler(Cizelge 3.1) [45].

Cizelge 3.1 Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler [45]

Esansiyel Amino asitler Esansiyel Olmayan Amino asitler
Arginin* Alanin

Histidin* Asparagin

Iz016sin Aspartat

Losin Glutamat

Valin Glutamin

Lisin Glisin

Metiyonin Prolin

Treonin Serin

Fenilalanin Sistein (Metiyoninden)
Triptofan Tirozin (Fenilalaninden)
* Cocuklarda esansiyel olup yetigkinlerde

olmayan amino asitler.

3.2 Amino Asitlerin Yapisi ve Ozellikleri

Amino asitler, bir asit ve bir amino grubu iceren bilesiklerdir [44]. a-Amino asitler, a-
karbon atomuna bir amino grubu (—NH,), bir karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen
atomu (—H) ve bir yan grubun (-R) baglanmasindan olusurlar (prolin hari¢) (Sekil 3.2)
[12].
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Sekil 3.2 Amino asitlerin yapisal 6zelikleri

Fizyolojik pH’da (yaklasik pH 7.4) karboksil grubu dissosiye olarak negatif yiiklii
karboksil iyonunu (-COQ") olusturur ve amino grubu protonlanir (-NH;"). Proteinlerde
bu karboksil ve amino gruplarmin hemen hepsi peptid baginin yapisinda yer alir ve
kimyasal reaksiyonlara giremez (hidrojen bagi olusumu hari¢). Bu yiizden, bir amino
asidin proteindeki roliinii belirleyen, yan zincirlerin yapisidir. Bu nedenle amino asitleri
yan zincirlerinin Ozelliklerine gore nonpolar ya da polar (yiiksiiz, asidik veya bazik)

olarak simiflandirilir [11].

A.Nonpolar yan zincirli amino asitler
Glisin (Gly, G) Alanin (Ala, A) Valin (Val, V)
Losin (Leu, L) Izol6sin (Ile, I) Fenilalanin (Phe, F)
Triptofan (Trp, W) Metiyonin (Met, M)  Prolin (Pro, P)

B.Yiiksiiz polar yan zincirli amino asitler

Serin (Ser, S) Treonin (Thr, T) Tirozin (Tyr, Y)

Asparagin (Asn, N)  Sistein (Cys, C) Glutamin (Gln, Q)
C.Asidik yan zinciri olan amino asitler

Aspartik Asit (Asp, D) Glutamik Asit (Glu, E)

36



D.Bazik yan zinciri olan amino asitler

Histidin (His, H) Lizin (Lys, K) Arginin (Arg, R)

3.2.1 i¢ Tuz Formu

Karboksil grubu asit grubu olarak H' saliverebilir. Bazik amino grubu amonyaga benzer,

H" iyonu baglar. Her iki grup dissosiye olursa Sekil 3.3 teki gibi bir i¢ tuz olusur [7].

H
\Il\I/ i \\\ HIl\Tg
1Y
H—(lj—R ‘; H—(li—R
!
//C . //C\

o o) O o°

H H
Hxl A H__ | _-H H__ _-H
| OH L OH" |
H—C—R = H—C—R = H—C—R
é H | H é
4 //C\ ¢ N,

o” “o—H o’ 0% o o
diisiik pH notral pH viiksek pH
degerlerinde (i¢ tuz) degerlerinde

Sekil 3.4 I¢ tuz olusum reaksiyonu [46]

Belirli bir pH degerinde amino asidin i¢ tuz formu hakim olarak bulunur (Sekil 3.4). Bu

nokta izoelektrik nokta olarak tanimlanir. Izoelektrik nokta asidik ve bazik gruplarin pK

degerlerinden hesaplanir [7].

K. + pK .
PR T PRy Izoelektrik nokta
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3.3 Amino Asitlerin Amino Gruplarimmin Metabolizmasi

Amino asit katabolizmasmin ilk basamagi alfa-amino grubunun ayrilmasidir. Bu
transaminasyon ile saglanir. Glutamata aktarilan azot gruplarinin serbestlestirilmesi olayi

ise oksidatif deaminasyon ile saglanir [44].

3.3.1 Transaminasyon

Bir amino asidin a-amino grubunun, bir a-keto aside naklidir. Reaksiyon sonunda serbest
NHj; aciga ¢cikmaz. Transaminasyon, nonesansiyel amino asitlerin biyosentezinde, bircok
amino asidin yikiliminda ve amino asitlerin degis tokusunda kullanilir [44].

3.3.2 Oksidatif Deaminasyon

Burada amino grubu, serbest amonyak halinde aciga ¢ikar. Baglica karaciger ve bobrekte
ve sadece mitokondrilerde meydana gelir. Bdylece amino asitlerin amino gruplari

amonyak halinde aciga ¢ikmis olur (Sekil 3.5) [44].

‘Prolin H Triptotan ‘ ‘ Histidin ‘ ‘ Serin ‘ ‘ Treonin ‘ ‘hietionin

\

NI,

‘ Piruvat H o-ketoasit H Olksaloasetat ‘ ‘ Puavat ‘ ‘ Glutamat H Glutamat ‘

Sekil 3.5 Karaciger-sitoplazmasinda meydana gelen deaminasyon reaksiyonlari [47]

3.4 Glutamat
3.4.1 Genel Bilgi

Glutamat (2-Aminopentanedioic acid, Glu veya E) genetik olarak kodlanan 20 amino
asitten biridir. Molekiil formiilii CsHoNO4 olup mol kiitlesi 147.13 g.mol'1 dir [48]. Yan
zinciri, fonksiyonel grup olarak karboksil grubu icermektedir ve pH 4.1°den yiiksek
pH’larda negatif yiiklenir . Kodu GAA ve GAG seklindedir [48]. Glutamatm yapis1 Sekil
3.6 ve Sekil 3.7°de, glutamata ait pK degerleri ise Cizelge 3.2’de goriilmektedir.
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HO OH
NH,

Sekil 3.6 Glutamatin yapis1 [48]

Sekil 3.7 Glutamatm ii¢ boyutlu yapisi [48]

Cizelge 3.2 Glutamat amino asidinin iyonlagabilir gruplarinin pK degerleri (25°C’da) [12]

pKi pKs pKr pl

Glutamat | 2.19 9.47 4.25 3.22

L -glutamik asit en ¢ok proteinlerde bulunan farkli oranlarda ve her protein iceren gidada
mevcuttur. Kendisinin esansiyel olmayisi kaynak cesitliligini artirmaktadir. Asagidaki
ornekler, ek olarak glutamik asit ylizdesi toplam proteine gore belirtilir ve 100 g gidaya
karsilik degerler i¢cin gegerlidir. Listede serbest oOzellikte zengin L -glutamat kaynagi

sebze ve et Uiriinleri bulunmaktadir.
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Cizelge 3.3 Belli bash gidalardaki toplam glutamat miktarlar [48]

Gida Total Protein Glutamik asit Toplam Oram
Sigir, ¢ig 2126 ¢ 3191 mg 15.0%
Tavukgogsii fileto , ¢ig 23.09 g 3458 mg 15.0%
Somon, ¢ig 2042 ¢ 2.830 mg 13.9%
Yumurta 1258 g 1.676 mg 13.3%
Inek siitii , % 3.7 yag 328 ¢ 687 mg 20.9%
Ceviz 1523 ¢ 2.816 mg 18.5%
Tam bugday unu 1321 ¢ 4328 mg 32.8%
Misir-bugday unu 693 ¢ 1.300 mg 18.8%
Pirin¢ , soyulmamis 794 ¢ 1.618 mg 20.4%
Bezelye kurutulmug 2455 ¢ 4196 mg 17.1%
Domates piiresi 1.65¢ 658 mg 39.9%

3.4.2 Glutamat ve Fonksiyonlari

Glutamat, hiicre metabolizmasinda anahtar molekiildiir. Insan viicudunda, besinsel
proteinler sindirilerek amino asitlere parcalanirlar. Bu aminoasitler de, viicutta, diger
fonksiyonel rollerde metabolik bir yakit gibi c¢alisirlar. Amino asit indirgenmesinde

anahtar proses transaminasyondur. Transaminasyon esnasinda, amino asitin amino grubu,

transaminazla katalize olan alfa-ketoasite transfer olur. Tepkime su sekilde gerceklesir:

R1-amino asit + R2-alfa-ketoasit = R1-alfa-ketoasit + R2-amino asit

En yaygin alfa-ketoasit, sitrik asit dongiisiinde ortaya cikan alfa-ketoglutarattir. Alfa-
ketoglutarat transaminasyonu sonucunda glutamat olusur. Ortaya ¢ikan alfa-ketoasit

genelde kullanishdir ve yakit olarak kullanilabilir ya da daha sonraki metabolizma

proseslerinde substrat olarak kullanilir. Bu proseslerden bazilar1 sdyledir:

Alanin + alfa-ketoglutarat = piirivat + glutamat

Aspartat + alfa-ketoglutarat = oksaloasetat + glutamat
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Piirivat ve oksaloasetat, hiicre metabolizmalarinin anahtar bilesenlerindendir ve substrat
olarak veya glikoliz, glukonejeniz ve sitrik asit dongiisii gibi temel proseslerde ara {iriin
olarak gorev yapar. Glutamat, fazla nitrojenin viicuttan atilmasinda biiyiik rol oynar.
Glutamat, suyla deaminasyon tepkimesi gerceklestirir. Deaminasyon, glutamat

dehidrojenazla katalizlenen oksidatif bir tepkimedir ve asagidaki gibidir:

glutamat + H,O + NADP" — alfa-ketoglutarat + NADPH + amonyak + H*

Amonyak, karecigerde sentezlenen iire olarak viicuttan atilir. Boylece, transaminasyon,
nitrojenin amino gruptan c¢ikartilmasini saglayan, ara iiriin olarak glutamat olusturan ve
sonunda viicuttan iire seklinde atilmasini saglayan deaminasyonla baglantilidir. Serbest
glutamik asit, soya sosu iceren bir ¢cok gidada mevcuttur. Insanlarin hissedebildigi 5
temel tadi da igerir. Glutamik asit genelde gida katki maddesi olarak ve sodyum

tuzlarinin, monosodyum glutamatin (MSG) yapisinda tat gelistirici olarak kullanilir [49].

Glutamatin glutamin ile iliskisinde glutamin beyinde beyin fonksiyonlarimin saglikli
caligmasinda goOrevli glutamik asite dOniistiiriilir ayrica nérotransmiter gamma-

aminobutirik asitin (GABA) seviyesini artirir [50] (Sekil 3.8).

Glutaminin 6zellikle niikleotit sentezinde, glutamat sentezinde ve antioksidan savunmada
Onemi olan glutatyon sentezinde, glikoneogenezde gorev alir (Sekil 3.9). Boylece
glutamin, ana solunum yakit1 ve hizli boliinen hiicrelerin metabolik prekiirsorii (6rnegin;
enterosit ve bagisiklik hiicreleri) olarak gorev alir. Bunun yaninda, glutamin, oksidatif
stresin yarattig1 hasara kars1 dogal bir koruyucu iiriin olarak gorev alir [51], [52]. Ayrica
1s1-sok proteinlerinin sentezini uyarir. Bunlara ek olarak, glutamin hiicre voliimiiniin
osmotik regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Hem hiicre ici protein sentezini uyarir
hem de proteinlerin fosforilasyonuna neden oldugu bildirilmistir [53]. Glutamin,
metabolik, antioksidan ve safra kesesi koruyucu etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler direkt
olarak glutamine veya iiriinlerine (glutamikasit veya niikleotid) baglanabilir [54].
Immiinoniitrientlerden biri olan glutamin, bagirsak hiicreleri ve lenfosit gibi hizli cogalan

hiicrelerin ana yakit kaynagidir [55].
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Sekil 3.9 Glutaminin glutamat {izerinden diger bilesiklere doniisiimii [56]

Glutamin ile ilgili olarak bir ¢cok calisma yapilmistir. Hafif olgularda parenteral

beslenmede kullanimi sonucu [51];

1.Azot dengesi diizelir
2.Kas glutamin diizeyindeki diisiis azalir
3.Immiinite diizelir.

4. Hastanede yatis siiresi azalir.
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5.Gastrointestinal sistemin bariyer fonksiyonu diizelir.

Glutamin, amonyagin viicut icerisinde tasinma ve depolanma formudur. Enterositler i¢in
birincil, beyin icin alternatif yakit kaynagidir. DNA ve protein sentezinde rol oynar.
Amonyak metabolizmasinin  6nemli  bir  bilesenidir.  Glutamatin  amonyak

metabolizmasindaki yeri Sekil 3.10°de gosterilmektedir.

METABOLIZMA <::| o-ketoasitler Glutamat NAD(P)™

Glutamat dehidrogenaz

DIYET ve I::> L T -
. - : -k : N2 ¥
VUCUT c-aminoasitler a-ketoglutarat NAD(P)H+H

PROTEINLERI

Piirin ve pirimidinler

ATP  Glutamat | I /
Biosentez ‘//>—4
Reaksivonlarina Glutamin sentetaz Cesitli

Verilen = GLUTAMIN Azot
Amid W Igeren
azotu 1.0 Glutamat bilesikler

akteriyel iireaz
IDRAR .<= URE
DOl\GLSL IDKAR

‘ AMONYAK METABOLIZMASI ‘

Sekil 3.10 Amonyak metabolizmasinda glutamatin yeri [47]

3.4.3 Glutamat ve GABA

Beyinde temel uyarici ndrotransmiter glutamat, temel baskilayici ndrotransmiter ise
GABA'’dir. Her iki norotransmiter de amino asit yapisindadir (amino asitler proteinlerin
temel yapi taslaridir) ve beyinde yaygin olarak bulunurlar (Cizelge 3.4). Glutamat
O0grenme ve hafizanin olusmasi icin gerekli bir norotransmiterdir. Glutamatm bu rolii
noronlar arasimndaki baglantilar1 giliclendirmesine dayandirimaktadir [57]. Fakat
glutamatin asir1 salgilanmasi noronlar acisindan toksik etki gosterir ve hiicre dliimiine yol
acabilir. Bu nedenle, asir1 glutamat salgisina yol acan durumlarda (6rn. beyin
damarlarinda tikanma ya da beyin zedelenmesi gibi) glutamat aktivitesini bir glutamat

antagonisti ile baskilamak beyinde olusabilecek hasar1 azaltabilmektedir [58].
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Glutamatin aksine, GABA, merkezi sinir sisteminin temel baskilayict nérotransmiteridir.

GABA reseptorlerinin  uyarilmasi, hiperpolarizasyona neden olarak bu reseptdriin

bulundugu hiicrelerin aksiyon potansiyeli olusturma olasiliklarini diisiiriir. Alkoliin etkisi

biiyiik oranda GABA reseptorleri iistiindeki etkisine baghdir. Benzer sekilde, klinikte

endige azaltic1 ilaglarin onemli bir bolimii de GABA iletimini arttrmak yoluyla etki

gostermektedir.

Glutamat ile GABA aktivitesi arasindaki denge, merkezi sinir sistemimizin saglikli

isleyisi icin biiyiik bir oneme sahiptir. Ornegin, GABA reseptorlerini baskilamak

epileptik nobetlere (sara nobetleri) neden olabilir. Bu nedenle epilepsinin bazi tiplerinde

GABA/glutamat dengesinin glutamat lehine bozuldugu diistiniilmektedir [59].

Cizelge 3.4. Baz1 nérotransmiterler ve kanitlanmis iglevleri [59].

Norotransmiter Fonksiyon Olgu
Glutamat Beyindeki temel uyarici Asin glutamat aktivitesi sara benzeri
norotransmiterdir. Aktarilan nobetlere ve noron hasarina yol
biitiin bilgiler glutamat acabilir.
aktivitesine baglidir. Bellek
GABA Beyindeki temel baskilayici GABA etkinligini arttiran ilaglar

(y-amino biitirik asit)

norotransmiterdir. Uyku,

sakinlestirici etki gosterir ve uykuya

sakinlesme (sedasyon) egilim olusturur.

Asetilkolin Kaslarin hareketi, 6grenme ve | Alzheimer hastaliginda asetilkolin
bellek, organlarin otonom saglayan noronlarin eksildigi
kontrolii gozlenmistir.

Dopamin Hareket, 6grenme, 6diil, Parkinson hastaliginda dopamin
motivasyon saglayan noronlarin eksildigi

gozlenmistir. Sizofrenide ise
dopamin aktivitesinde artis gozlenir.
(Her iki klinik tabloda dopamin farkl
noron topluluklarindan kaynaklanir)

Serotonin Duygu-durum, istah, uyku, Serotonin seviyesindeki diisiis
diirtiisellik depresyon ve saldirganlik ile

iliskilendirilmistir.

Norepinefrin Uyaniklik ve dikkat Depresyon, dikkat eksikligi

hiperaktivite bozuklugu, narkolepsi
gibi merkezi sinir sistemini
ilgilendiren farkli bozukluklarin
tedavisinde norepinefrin etkinligini
arttiran ilaglar kullamlir
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BOLUM 4

MANTARLAR
4.1 Genel Bilgi

Bugiin diinyada, denizde, karada ve havada olmak {izere genis bir yayilig alanina sahip
mantarlar asag yukari 110000 civarinda tiire sahiptirler [74]. Bir hiicreli mikroskobik
mantarlar oldugu gibi boyu metreleri bulanlar da vardir. Mantarlar esas olarak sporla
tireyen (kriptogam) canlilar olduklarindan tiremelerini saglayan sporlari olusturmak i¢in

meyve verirler [75].

Mantarlar, makrofunguslarin meyveleridir. Mantar terimi, esas olarak makrofunguslarin
yenilebilir tiirleri i¢in kullanilir [75], [76]. Cok eski zamanlardan beri besin olarak
tilketilen mantarlarin yetistirmeciligine ilk defa 16.yy.’da Fransa’da baslanmistir.
Mevsime bagl olarak dogada kendiliginden yetisip yenilebilen mantarlar kirsal alanda
yasayan insanlarin 6nemli bir besin kaynagi durumundadir. Bugiin bile insanlar dogadan
topladiklart mantarlar1 besin maddesi olarak tiiketmektedir. Ancak dogadan toplanan
mantarlarin bazilarinin zehirli olmasi ve bunun kolay anlagilamamasi1 6nemli tehlikelere

yol agmakta kimi zaman ise 6liimciil olmaktadir [77].

Cok yakin zamanlara kadar canlilar diinyasi, bitkiler diinyas1 ve hayvanlar diinyasi olarak
ikiye ayriliyor ve mantarlar da bitkiler diinyasina dahil ediliyorlardi. Ne var ki yapilan
son arastirmalar sonucunda mantarlarin ne bitkiler diinyasina ne de hayvanlar diinyasina
ait olmadigi, ayr1 bir diinya olan mantarlar diinyasin1 olusturdugu anlagilmistir. Bu
degisikligin nedeni mantarlarla bitkiler arasinda temelde biiyiik farkliliklarin oldugunun
belirlenmesidir. Bu farkliliklardan en Onemlisi ise mantarlarin yesil renkli klorofil

maddesine sahip olmamalaridir. Bu madde bitkilere 6zgiidiir ve

45



klorofil 6ziimlemesi yapmaya ve bu yolla “karbonhidrat” yani besin maddesi olusturmaya

yarar [75].

Mantarlar, fotosentetik olmayan Okaryotik mikroorganizmalardir. Goriiniim bakimindan
mantarlar iki tiir yap1 gosterirler. Bir kismi ¢ok hiicreli iplik¢ikler olusturarak gelisirler ki
bunlara “kiif”, bir kismu ise tek tek hiicreler seklinde {ireme gosterirler, bunlara da
“maya” seklinde mantarlar denir [78]. Bu organizmalarin hiicreleri hif (hypha) adi
verilmis dallanmis iplikler halindedir. Hifler bir arada miselyum adi verilen mantar
viicudunu olustururlar [79].Mantarlarin biiyiik bir grubunu ¢iplak gozle goriilebilen kiifler
olusturur. Ekmek, limon, portakal gibi besin maddeleri iizerinde iirediklerinde, onlar1

kolay fark ederiz [78].

Mantarin insan sagligr ile ilgili yararlarmma kisaca birka¢ Ornek vermek gerekirse,
ozellikle yas1 ilerlemis kimselerde hayvansal protein insan sagligi bakimindan sakinca
yaratmaktadir. Hayvansal gidalardan alinan aminoasitler damarlarda birikerek damar
sertlifi, buna bagl olarak kalp rahatsizligi, sinir sistemi bozukluklari, enfarktiis gibi
Olimciil hastaliklara neden olmaktadir. Bu yiizden kirmizi etlerden cok beyaz etlerin
yenmesi, doktorlar ve beslenme uzmanlarinca tavsiye edilmektedir. Mantarla alinan
protein, hayvansal gidalarin yaptigi zarart ortadan kaldirmaktadir. Hatta mantarda
bulunan vitaminler, antibiyotikler, hormonlar insan sagligim korumaktadir. D1s iilkelerde
hastaneler, poliklinikler, diyet merkezleri, sisman insanlarin zayiflamasinda, kalp damar
rahatsizlig1 olanlarin beslenmesinde giinliik almalar1 gereken protein miktarin1 mantarla
karsilanmaktadir [80]. Penisilin antibiyotigi bir mantar tarafindan iiretilir. Bilindigi gibi
Fleming tarafindan ilk defa 1928 ‘de iki mikroorganizma arasindaki antagonizma
goriilmiis ve bundan yararlanarak II. Diinya savasinin sonlarma dogru ilk uygulamaya
konulan antibiyotik olarak penisilin Penicillium chrysogenum fungus tiiriinden iiretilmeye

baglanmistir [74].

Giderek bir is kolu haline gelen kiiltiir mantart yetistiriciligi, mantarin tasidig1 besin
degeri acisindan is koklu olmasinin 6tesinde saglikli beslenme agisindan da biiyiik oneme
sahiptir [81]. II. Diinya Savasi’ndan sonra teknolojideki yeni gelismelerden mantar
tiretim sektorii de etkilenmis ve modern tiretimin temelleri atilarak klimali kapali tiretim
tesisleri kurulmugtur. Kiiltiir mantari tilkemiz icin olduk¢a yeni bir besin maddesi olup

kiigiik iiretim yerlerinde iiretimi yapilmaktadir [82].
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4.2 Kiif Mantarlar:

Kiif mantarlari, 6zellikle havada bulunan sporlari nemli ve besinli ortamda cogalarak
meydana gelen mantarlardir. Binlerce ¢ok kiicliik (mikroskobik) mantarmn bir araya
gelmesiyle olusur. Kiif yapmayr saglarlar. Cevredeki atiklari ciiriiterek dogaya katkida
bulunurlar. Siitii eksitirler, sirke yapimini saglarlar. Ekmek yapiminda da maya olarak
kullanilirlar. Hastalik yapanlar1 ise ¢ok cesitli hastaliklara yol acar. Hatta bu hastaliklar
Oldiiriicti olabilirler. Ayrica kiif mantarlar1 sayesinde antibiyotik (penisilin) icat edilip
milyonlarca insanin hayati kurtulmustur. Besinleri kiiflerken besinlere tutunurlar. Bunu
hif denilen organlariyla gerceklestirirler. Bir kismi hayvanlar ve insanlarin iizerinde

parazit olarak yasarlar [83].

Tek hiicreli bakterilerden farkh olarak kiifler cok hiicreli yapilar olusturur, bazen ¢iplak
gozle bile goriilebilir. Mikroskop altinda kiifler ince mantar seklinde goriiniirler. Cogu
kiifiin yapisi; Uzerinde yasadigi gidanin i¢ yiizeylerine ulasmak icin ipliksi kokler
(miseller), gidanin iizerinde bulunan bir sap, bu sapm sonunda bulunan sporlar
seklindedir. Kiifiin goriinen rengini bu sporlar vermektedir. Hava ile temas ettiginde kiif
sporlari, hindiba tohumlar1 gibi havada asil1 kalarak bir yerden bir yere tasinir. Kiiflerin
cok ince iplikler seklinde dallar1 ve kokleri bulunmaktadir. Gida i¢inde bulunan koklerin
goriilmesi ¢ok olup, gidanin ¢ok iclerine niifuz edebilir. Kiiflii gidalarin ayn1 zamanda

bakteri tagima ihtimali de yiiksektir [84].

Kiifler hemen hemen her tiirlii ¢cevrede, icerde ve disarida tiim mevsimlerde bulunur. Kiif
gelisimini sicaklik ve nemli kosullar tesvik eder. Kiifler disarida gdlge, nemli ve ciirliyen
bitkilerin bulundugu yerlerde, icerde ise yiiksek nemli ortamlarda bulunurlar [84].
Ortam kosullar1 uygunlugunu yitirdiginde kiifler spor seklinde ortama dagilir ve uygun

kosullar1 buldugunda tekrar gelismeye baglar [84].
4.3 Hypocrea Jecorina ve Trichoderma Reesei ile baglantisi

Bir ipliksi mantar tiirii olan Trichoderma reesei, Hypocrea jecorina'mn eseysiz iireyen bir
soyudur. 7 kromozomdan olusan genomunun boyutu toplam 33 mega bazdir. Seliillozu
parcalayabilmesi 7. reesei'yi endiistriyel acidan onemli bir konuma tagimaktadir (Sekil

4.1) (6rn. kumas, kagit, biyoyakat tiretimi) [85].
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Sekil 4.1 Trichoderma reesei'nin taksonomisi

Trichoderma neredeyse 200 yil Once kiif suslar1 taksonuna dahil edildi. Taksona dahil
edilen Trichoderma susu Trichoderma viride idi ve Trichoderma'ya ait diger suslarin bu
kiif susu ile akraba olmadigi diisiiniiliyordu. Trichoderma bunu takip eden 150 yil
boyunca zaman zaman mikotaksonomiyle ilgilenen bilim adamlarinin dikkatini ¢ektiyse
de diger bilim dallarinin ilgi alanina giremedi. Bu mikroorganizma ilk olarak II. Diinya
savagi sirasinda Amerikan ordusunun Solomon Adalari’nda kullandiklar1 malzemelerin
(0zellikle pamuklu materyallerin; ¢adir, parasiit gibi) ciiriimeye baslamasini rapor etmesi
izerine yapilan uzun arastirmalar sonucunda kesfedildi. Bu calismalar sirasinda izole
edilen Trichoderma "viride" QM6a bu bolgedeki en seliilolitik kiiflerden biri olarak
tanimlandi. Bu caligmalarin yapildig: sirada biitiin Trichoderma suslar1 "T. viride" olarak
tanimlaniyordu. Yapilan morfolojik calismalar sonucu QM6a susunun essiz biyolojik
dogasinin kesfedilmesi ve susun izole eden arastirmacit Elwyn T. Reese onuruna "7.

reesei" olarak adlandirilmasi icin 20 y1l daha ge¢cmesi gerekti [86], [87].

Elwyn Reese'nin Mary Madels ile Natick Enstitiisii'nde gerceklestirdigi olaganiistii
caligmalar bu kiifii ve onun cesitli mutant suslarimi biyosentez alamindaki bir ¢ok
caligmanin konusu haline getirmistir.(Sekil 4.2) Bu kiif yiiksek miktarda salgilayabildigi

seliilaz ve hemiseliilaz'larla selillozu glukoza kadar parcalayabilir. Seliilozun ve diger
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polisakkaridlerin yapisinin belirlenmesinde ve bu karbonhidratlarin katabolizmalarinda

rol alan mekanizmalarin aydinlatilmasinda rol alan bir ¢ok ¢alismanin da konusu haline

getirdi. Reese ve Mandels'in bu caligmalar1 sonucunda Amerika’daki, Avrupa’daki ve

Asya’daki bir¢ok laboratuvar 1960'larin sonunda bas gosteren "petrol krizi" sirasinda

Trichoderma'in seliilolitik sistemini incelemeye basladi [85], [86].

h i -

Sekil 4.2 Farkli ortamlardaki Trichoderma reesei tiirlerinin goriintiisii a 7. Reesei b
Plakalar iizerinde iiretilen 7. Atroviride c Hypochrea Jecorina ‘nin giin 15181 varliginda ve
yoklugundaki tiretim halleri d T.reesei ‘nin tohumlama yapan tiirlerinin H. Jecorina ile
goriintiisii (e.f.g.h.i) Diger Trichoderma tiirlerinin farkli iireme kosullarindaki goriintiileri
[88].
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BOLUM 5

MATERYAL VE METOD

5.1 Cahsmada Kullanilan Kiif Suslar:
Bu calismada Hypocrea jecorina mikroorganizmalar kullanilmistir. Calismada kullanilan
mikroorganizma Hypocrea jecorina , Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal

Teknoloji ve Mikrobiyoloji Enstitiisii tarafindan temin edilmistir.

5.2 Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Cihazlar Marka
1 Buzdolab1 Arcelik
2 Calkalamal Inkiibator VWR-Inkubating Mini Shaker
3 Etiv Memmert
4 Hassas Terazi Sartorius-Extend
5 TIsiticih Manvetik Karistirici VELP Scientifica-ARE
6 Isiticihh Manvetik Karistirici Chiltern-HS31
7 Mantolu Isitici Termal Laboratuvar Aletleri
8 Otoklav Certoclav
9 Otomatik Pinet (10-100 uLl) Biohit Proline Plus
10 Otomatik Pinet (100—-1000 uL) Biohit Proline Plus
11 oH Metre Sartorius-PB11
12 Su Banvosu GFL
13 Saf/ Ultra Saf su Cihazi ELGA
15 Vortex Karistirici IKA Scientific-Vortex
16 UV-Vis Soektrofotometresi Agilent
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5.3 Kullamlan Cozeltiler

5.3.1 Patates Dekstroz Agar (PDA) Kat1 Besiyeri Cozeltisi

39 g patates dekstroz agar tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢oziiliip destile su ile 1
L’ye tamamlandi. Elde edilen heterojen karigim 1sitilarak homojen hale getirildi. [41]

5.3.2 Siv1 Besiyeri
0,1 g glukoz, 0.1 g KHoPOy4, 0.05 g MgS04.7H,0, 0.05 g KCI, ve 1 g L-glutamat

tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢oziiliip son hacim destile su ile 100 mL’ye
tamamlandi [42].

5.3.3 Bovin Serum Albumin (BSA) Stok Cozeltisi

1 mg/mL bovin serum albumin (BSA) stok ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in 10 mg BSA
tartilarak bir miktar destile su i¢cinde ¢6ziiliip toplam hacmi 10 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi.

5.3.4 Glutamat Cozeltisi

0.01M L-glutamat (186 g/mol) ¢6zeltisinin hazirlanmasi icin 1.86 g L-glutamat tartilarak
pH=8,5 Tris HCL tamponunda 1L’ye tamamlanarak hazirlandi.

5.3.5 Tris HCI tamponu (0.05SM pH 8.5)

Henderson-Hasselbalch esitliginden (Esitlik 5.1) faydalanarak 0.05M Tris-HCl tamponu
hazirlamak i¢in gerekli olan Tris-HCL miktar1 asagida belirtildigi sekilde hesaplandi.
Normalde maddeye ait bir eslenik tuz bulunmadig icin uygun derisimdeki madde miktari

hesaplanarak derisik NaOH ile tampon titre edildi.

[A7]

[ H A] Handerson-Hasselbalch esitligi (5.1)

pH = pK_+log

(1)0,05M Tris-HCL = (m/Ma)/V
(2)0,05M Tris-HCL = ( m/157,6g/mol)/0,051t
(3)m= 0,093 g ( Tris-HCL miktar1 )

Buna gore son c¢ozelti derisik NaOH varliginda titre edilerek pH= 8,5’a ayarlandi.
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5.3.6.Nessler Reaktifi (K,Hgly)

3 g HgCl, tartilarak 25 mL saf suda coziildiikten sonra ¢ozeltiye 3g kat1 KI ilave edildi.
Kirmiz1 ¢okelek olusuncaya kadar karistirildi. Olusan kat1 Hgl ¢ozeltisi adi stizge¢ kagidi
yardim ile siiziildi. Siiziilen kat1 ayrica bir erlene alindi ve 10g kati NaOH soguk
ortamda ilave edildi ve ¢ozelti 50 ml’ye tamamlandi. Bu ekleme sonrasi karigimin
tamamen agik sar1 renge doniismesi beklendi. Istenen renge déniisen karigim tekrar adi
stizge¢c kagidi ile siiziildii ve bu kez siiziilen kisim amber siseye alindi. Amonyum

varliginda Nessler reaktifi ile meydana gelen reaksiyon Sekil 5.1°de gosterilmistir. [60]

Hg
EHgIJ,:' + NH: + 30H — » D< >I\'H:[ + 7I- + 2H:0
Hg

Sekil 5.1 Nessler reaktifinin amonyak ile meydana getirdigi reaksiyon

5.3.7. Trikloroasetikasit (TCA) Cozeltisi
1.5M trikloroasetik asit (163.39 g/mol) cozeltisinin hazirlanmas: i¢in 12.26 g TCA
tartilarak bir miktar destile su i¢cinde ¢6ziiliip toplam hacmi 50 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi. Elde edilen ¢ozelti kullanim esnasina kadar +4°C’da buzdolabinda saklandi.
[42]

5.3.8. Bradford Reaktifi

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 tartilarak iizerine 50 mL %95’lik etanol ve 100
mL %85’lik o-fosforik asit eklendi. Hazirlanan ¢ozelti manyetik karistirict yardimi ile
karistirilip toplam hacmi 1L’ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti amber siseye siiziilerek

kullanim esnasina kadar +4°C’da buzdolabinda saklandi.

54 Kiiltiir Ortamm

5.4.1 Kati Besiyeri

Kat1 besiyeri ortami olarak saf kiiltiir olarak secilen Hypocrea jecorina susunun iireme ve
canliligin1 devam ettirmesi i¢in patates dekstroz agar (PDA) hazirlandi. Bu amagla 39 g
PDA tartilip suda coziilerek hacmi destile su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlanan ¢ozelti
otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Sterilizasyon iglemi
tamamlandiktan sonra otoklavdan alinan besiyeri i¢in dogru uygulama sekli, besiyerinin
45°C’a sogutulmasi ve bu sicaklikta petri kutularina dokiilmesidir. Bu amagla hazirlanan

besiyeri 45°C’a ayarli su banyosuna alindi. Su banyosunda 1s1 aligverisi ile besiyerinin
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sicakligi 45°C dokme sicakligina geldiginde besiyeri ¢ozeltisi petri kutularina pay edildi
ve sogumaya birakildi. Katilasan besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’da buzdolabinda
sakland1 (Sekil 5.2).

Sekil 5.2 Hazirlanan kat1 besiyerleri

5.4.2 Kiif Suslarinm Uretilmesi

Kif suglarinin iiretilmesi icin Boliim 5.4.1°de petrilerde hazirlanan kati besiyerleri
kullanildi. Her bir petri kabina steril bir 6ze yardimiyla iiretilmek istenilen kiif susunun
agarindan kesilen ufak bir par¢a ekildi. Ekimi tamamlanmig petri kaplar1 30°C'a ayarli
etiivde 7 giin inkiibe edildi. Sporlanmasi tamamlanan petri kaplarinin agizlar1 parafilm ile
kapatilarak 4°C’de buzdolabmda saklandi. Bu islem taze sporlara ihtiyac duyuldukca
tekrarlandi. 4°C'lik buzdolabinda saklanan kiif suslar1 ayda bir taze besiyerlerine
aktarilarak kiif suslariin canliligini siirdiirmesi saglandi. Yapilan tiim islemler Hypocrea

Jecorina saf kiiltiirii icin belirtilen sirada gerceklestirildi.

5.4.3 Siv1 Besiyeri
Calismada glutamat oksidaz enziminin gerceklestirilecegi sivi besiyeri ortami, El-Sayed
[62] tarafindan gelistirilen fermente ortam1 uyarlanip hazirlanarak kullanildi. Siv1 besiyeri

ortami su maddeleri icermektedir:

% 0.1 Glukoz

% 0.1 KH,PO4

% 0.05 MgS04.7H,0
% 0.05 KCI

% 1 L-glutamat
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Besiyeri bilegenleri Boliim 5.3.2’de belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20
dakika sterilize edildi. Sterilizasyon islemi sonunda sivi besiyeri iceren erlenler 30°C’ye
ayarli su banyosunda 30 dakika inkiibe edilerek her 1 mL’lik saf kiiltiirii/100mL sivi
besiyeri olacak sekilde erlenlere eklenerek ¢alkalamali inkiibatorde 30°C’de 150 rpm’de
1 hafta inkiibe edildi (Sekil 5.3).

Sekil 5.3 Hypocrea jecorina sivi besiyerlerinde tiretim esnasindaki durumlari

5.4.3.1Substrat konsantrasyonunun etkisi

Boliim 5.4.3°de belirtilen modifiye sivi besiyerinin hazirlanmasinda yer alan substrat
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in %1 ile %4 arasinda L-glutamat konsantrasyonuna
sahip olacak sekilde sivi besiyerleri hazirlanarak substrat konsantrasyonunun enzim

iretimi lizerine etkisi yapilan aktivite tayinleri ile gerceklestirildi.

5.5 Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Her iki sustan elde edilen glutamat oksidaz enziminin protein miktar1 Bradford yontemi
[63]. kullanilarak belirlendi. Yaygin olarak kullanilan bu yontem, organik boyalarin,
proteinlerin asidik ve bazik gruplartyla etkileserek renk olusturmasim esas alir. Boya
baglama temelli yontemin en yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve Coomassie
Brillant Blue G-250 boyasimin kullanildigi yontemdir. Bu boya kuvvetli bir asitte
¢Oziindiigli zaman, protonlanmadan dolayr kirmizi-kahverengi arasi bir renk alir. Bu
boya, (+) yiiklil bir proteine baglandiginda ise renk maviye doniisiir. Olusan rengin UV —
Goriiniir bolge spektrofotometresinde, 595 nm’de absorbansi Olgiilerek protein tayini

gerceklestirilir [64].
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Protein standart grafiginin cizilmesi i¢in bovin serum albuminin (BSA) 1.0 mg/mL’lik
stok cozeltisi hazirland1. Elde edilen stok ¢6zeltinin seyreltilmesi ile 0.01, 0.02, 0.03, 0.04
ve 0.05 mg/ml’lik standart ¢6zeltileri hazirlandi. [64]

Cizelge 5.1 Bradford yonteminde kullanilan BSA ¢6zeltilerinin hazirlanmasi

BSA Standart Cozeltileri 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
(mg/mL)

BSA (Stok Cozelti), ml 0.1 0.2 0.3 04 0.5

Destile su, ml 99 9.8 9.7 9.6 9.5

Cizelge 5.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan standart BSA ¢ozeltilerinin her birinden 0.5
ml alinip iizerine 5 ml Bradford reaktifi ilave edildikten sonra her biri icin ayr1 ayr1 595
nm dalga boyunda UV spektrofotometresi ile absorbans 6l¢iimii yapildi (Sekil 5.4) [63].
BSA konsantrasyonlarina karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gecirilerek
standart egrisi cizildi (Sekil 5.5). Her bir BSA konsantrasyonu i¢in islem ii¢ defa
tekrarlandi.

Sekil 5.4 Bradford reaktifi ilave edildikten sonra farkli derisimlerinde BSA
¢ozeltilerinin genel goriiniimi
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Sekil 5.5 Bovin serum albumin (BSA) standart grafigi

5.6 Enzim Aktivitesi Tayini
Glutamat oksidaz enzimi, substrati olan L-glutamatin a-ketoasiti ve NH,* iyonlarina

doniistimiinii katalizlemektedir.
L-glutamat + O, + H,O = a-ketoglutarat + NH; + H,O,

Calismamizda Hypocrea jecorina saf kiiltiirii susundan iiretmis oldugumuz glutamat
oksidaz enziminin aktivitesini belirlemek igin enzimin reaksiyonu sonucu olusan NH,"

iyonlarinin Sl¢timiine dayali metot kullanilmistir [65].

Bu amacla, 1.8 mL 0.01 M glutamat igeren 0,05 M pH=8,5 Tris-HCL tamponuna 0.2 ml
ekstraselliiler enzim cozeltisi eklenerek hazirlanan cozeltide enzimatik reaksiyonun
gerceklesmesi igin 37°C’da 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 0.1 mL 1.5M TCA
eklenerek durduruldu. Bu karisimdan alinan 1 ml’lik ¢ozelti, 3.5 ml 0,05M pH=8.5 Tris-
HCI tamponuna eklendikten sonra bu ¢ozeltiye 0.5 mL Nessler reaktifi ilave edildi.
Enzimatik reaksiyon sonucu olusan NH;" iyonlar1 ile Nessler reaktifinin etkilesmesi igin
10 dakika bekletildikten sonra olusan renk siddeti 450 nm’de spektrofotometrik olarak
olciildii. Olay Cizelge 5.2° de zetlenmistir. [66]
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Cizelge 5.2 Glutamat aktivitesinin belirlenmesi icin izlenen yol

Kor Numune Cozeltisi
g 2.0 mL 0.01M L-Glutamat iceren 1.8 mL 0.01M L-Glutamat iceren
2’* 0.05 M pH=8,5 Tris-HCL tamponu 0.05 M pH=8,5 Tris-HCL tamponu
- +
) 0.2 mL enzim homojenati
( 37°C’da 30 dakika inkiibasyon ve 0.1 mL 1.5M TCA ilavesi
g ] 1 mL karigim 1 mL karigim
2:« 3.5 mL pH=8.,5 Tris-HCI tamponu 3.5 mL pH=8,5 Tris-HCI tamponu
SN 0.5 mL Nessler reaktifi 0.5 mL Nessler reaktifi
10 dakika inkiibasyon ile reaksiyonun gerceklesmesi saglanarak 450 nm’de absorbans
Olclimii yapild1.

5.7 Amonyum Standart Grafiginin Cizilmesi

Glutamat oksidaz enziminin aktivitesini belirlemek icin enzimatik reaksiyon sonucu
olusan NH4" iyonlarimin miktarinin belirlenmesi gerekir. Bu amagla, amonyum standart
grafigi cizilerek enzim aktivitesinin sayisal degeri bulunabilir. Amonyum standart
grafiginin ¢izilmesi icin 1000 mg/L’lik amonyum kloriir (NH4Cl) stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Elde edilen stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 mg/L’lik
standart ¢ozeltileri hazirland1 (Cizelge 5.3). [61]

Cizelge 5.3 Amonyum kloriir (NH4Cl) standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

NH4CI Standart 10 20 30 40 50 60
Cozeltileri (mg/L)

NH,CI (Stok Cozelti), uL 100 200 300 400 500 600

Destile su, ml 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 94

Cizelge 5.3 de belirtildigi sekilde hazirlanan standart amonyum kloriir ¢zeltilerinin her
birinden 1 mL almip iizerine 3.5 mL 0.05 M pH=8,5 Tris-HCL tamponu ve 0.5 mL
Nessler reaktifi ilave edildikten sonra reaksiyonun gerceklesmesi icin 10 dakika bekletildi
(Sekil 5.6). 3.5 mL 0.05 M pH=8,5 Tris-HCL tamponu ve 0.5 ml Nessler reaktifinden
olusan kore kars1 her biri i¢in ayr1 ayr1 450 nm dalga boyunda UV spektrofotometresi ile

absorbans degerleri 6l¢iildii [67]. Amonyum kloriir
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konsantrasyonuna karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gegirilerek standart egrisi

cizilmistir (Sekil 5.7). Her bir NH4Cl konsantrasyonu i¢in iglem ii¢ defa tekrarlandi.

T

! . — 8 —
ok B

Sekil 5.6 Standart grafigi i¢in kullanilan farkli konsantrasyondaki NH4CI ¢ozeltileri

0.8 ~

v=10.0105x
R==0.9984

.JC)
=)t
!

Absorbans
JO
T

.JC)
2

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Amonyum kloriir derigimi (mg/L)

Sekil 5.7 Amonyum kloriir standart grafigi
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5.8 Optimum pH’nin Belirlenmesi
Her enzim i¢in aktivitenin en yliksek oldugu bir pH degeri vardir. Bu degerin altinda ve
izerinde aktivite diiser. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi pH degerine o enzimin

optimum pH degeri denir.

Optimum pH degerinin belirlenmesi icin pH araligi 1.0 ile 14.0 arasinda degisen tampon
coOzeltiler hazirlanarak aktivite tayini bu pH’larda gergeklestirildi. Tampon ¢ozelti olarak
degisik pH’larda hazirlanmis Tris-HCI tamponu kullanildi. Bu tamponlar hazirlanirken
derisik NaOH cozeltisi ile titre edildi.

5.9 Optimum Tampon Derisiminin Belirlenmesi

Glutamat Oksidaz i¢in belirlenen pH’da en uygun tampon derisimi Sukhacheva ve
arkadaslarinin caligmalarinda 0,05 M olarak buldugundan ¢alismada ortalama bir deger
olarak Glutamat oksidaz i¢in tampon derisimi 0,05 olarak alinmistir.[33] Diger taraftan
bir enzimin ortamda en iyi aktivite gosterecegi 3 boyutlu yapiy1r korumasinda Tampon

derisiminin de ¢ok biiyiik etkisi vardir.

Bu nedenle calismamizda 0,01 ile 0,08 M arasinda Tris-HCI derisimleri degisen
cozeltiler varliginda aktivite tayini yapildi. (Sekil 5.8) Buna gore calisgmada hem glutamat
iceren tampon c¢ozeltileri hem de ikinci asamada kullanilan aymi 6zellikteki tamponlar

kullanild:.

= S
=1 < =) =4 3
3 o - B - it i
g g B Fow s e .
2 & A o] = A
34 ,.4, M ¥ 4

Sekil 5.8 Tampon derisiminin aktiviteye etkisinin incelenmesi
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5.10 Optimum Sicakhigin Belirlenmesi
Her enzim i¢in aktivitenin en yiiksek oldugu bir sicaklik degeri vardir. Bu degerin altinda
ve iizerinde aktivite diiser. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degerine o

enzimin optimum sicaklik degeri denir.

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in sicaklik araligi 20°C ile 70°C arasinda degisen
sicaklik degerlerinde glutamat oksidaz enziminin aktivite tayini gergeklestirildi.

5.11 Enzimin Termal Kararhhg:

Enzimin termal kararliliginin tayini i¢in mikroorganizmadan elde edilen enzim
homojenat1 25°C ile 80°C arasindaki sicakliklarda ayr1 ayr1 bekletilerek toplam 45 dakika
siresince her 15 dakikada bir 6rnek alinarak glutamat oksidaz enziminin aktivite tayini

yapilarak elde edilen sonuclar grafige gecirildi. [68]

5.12 Enzimin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Enzimin maksimum hizi (v_ ) ve Michaelis-Menten sabiti Ky ‘nin bulunmas1 icin

kinetik calismalar 10 ile 100 mM’Iik glutamat ¢ozeltileri (pH 8.5) kullamilarak
yapilmistir. Her derisime karsililk enzimin aktivitesinin  belirlenmesi  igin
spektrofotometrik olarak absorbanslar1 kaydedilmistir. Her bir absorbans degerine
karsilik aktivite degerleri Sekil 5.7°den faydalamilarak hesaplanmistir. Aktivite degerleri
Lineweaver-Burk grafiginde (1/U/mg protein’e kars1 1/[S]) yerine konularak buradan Ky

ve v degerleri bulunmustur [69].

a:

5.13 Depolama Kararhhgi
S1v1 besiyerinde iiretilen enzim siiziilerek enzim homojenati elde edildi. Elde edilen
homojenat +4°C’da depolandi. Depolama kararliliginin belirlenebilmesi i¢in 86 giin

boyunca degisik giinlerde aktivite tayini yapildi. [68]

5.14 Formiiller ve Hesaplamalar

5.14.1 Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Sekil 5.5°de ki BSA standart grafigi kullamlarak mL’deki protein miktarlar1 agsagidaki
denklem yardimiyla hesaplandi.

mg/mL Protein Miktar: Hesabu:
Absorbans = 5,0932 x BSA Konsantrasyonu (mg/mlL)
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5.14.2 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
Bir iinite (U) glutamat oksidaz aktivitesi; standart kosullar altinda bir dakikada

glutamattan 1 pmol amonyum iyonu agiga ¢ikaran enzim miktart olarak tammlandi ve

enzim aktivitesi total iinite olarak U/mL cinsinden ifade edildi.

mg/L Amonyum Miktar: Hesabu:
Absorbans = 0,0105 x NH,CI Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 5.7°deki standart NH4Cl egrisi kullamilarak bulunan amonyum iyonu
konsantrasyonu asagidaki denklemde yerine yazilarak total iinite degeri (U/mL)
hesaplandi.

Total Unite (U/mL) = [(mg amonyum iyonu /18) x (son hacim)x(SF/t)]

mg amonyum iyonu/L: Numunelerin absorbanslarina karsilik gelen amonyum iyonu
miktari; t : Inkiibasyon zamani (30 dakika); Ma : Aciga c¢ikan amonyum iyonunun
molekiil kiitlesi (18 g/mol); SF : Seyreltme Faktorii.

5.13.3Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total tinite degerleri mL’deki protein miktarina boliinerek spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik aktivite U/mg protein olarak verildi.
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BOLUM 6

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

6.1 Giris

Glutamat oksidaz enzimi, azot metabolizmasinda onemli bir role sahiptir. Son yillarda
Mono Sodyum Glutamat’in endiistriyel kullanim alanlarindan dolay1 ve Alzheimer
hastaligina etkisi incelendiginde glutamat oksidazin biyomiihendislik yoniinden daha iyi
incelenmesi gerektigini bir kez daha kanitlamistir. Mono sodyum glutamatin fermente ve
hazir gidalarda da tat artiric1 6zellik gostermekte rolii bulunmaktadir. Glutamat oksidaz
aktivitesi yaygin olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve kiifleri

kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir.

Hypocrea jecorina saf Kkiiltiiriinden glutamat oksidaz enziminin mikrobiyal olarak
iretimi, iiretilen enzimin optimum kosullarinin belirlenmesi ve kinetik parametrelerinin

hesaplanmasi hedeflenmistir.

Glutamat oksidaz enzimi glutamati 2-okzoglutarat ve amonyum iyonuna doniistiiren

reaksiyonu katalizleyen dnemli bir enzimdir.
L-glutamate + O, + H,O = 2-okzoglutarate + NH; + H,O,

Glutamat oksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde yukaridaki reaksiyon sonucu

aciga ¢ikan amonyum iyonlarinin 6l¢iimii esas alinmustir.
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6.2 Hypocrea jecorina saf Kiiltiiriinden Glutamat Oksidaz Enzim Homojenati

Eldesi

Glutamat oksidaz enziminin iiretimi icin Boliim 5.4.3’de anlatildig1 gibi karbon kaynagi
olarak %0.1 glukoz ihtiva eden, %0.1 KH,PO4, %0.05 MgS0O4.7H,0, %0.05 KCl ve
enzim liretimi i¢in substrat olarak %1 L-glutamat eklenerek sivi besiyeri olusturulmustur.
Elde edilen cozelti otoklav ile sterilizasyon islemine tabi tutulduktan sonra Boliim
5.4.1°de anlatildig1 sekilde elde edilen Hypocrea jecorina saf kiiltiirii sterilize olmus
besiyerlerine ayr1 ayr1 her 100 mL’lik hacme 1 mL mikroorganizma olacak sekilde
agillanmustir. Asilama islemi sonrasi besiyeri barindiran erlenler 30°C sicakliga ve 150

rpm ¢alkalama hizina sahip inkiibatore yerlestirilerek 7 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon islemi sonunda erlenlerin igerisinde yer alan besiyerleri siiziildiikten sonra
elde edilen ¢ozelti enzim homojenat1 olarak adlandirilmis ve enzim aktivitesi, spesifik
aktive, optimum pH, optimum sicaklik, optimum tampon derigsimi, enzim Kinetigi
caligmalarinin yiiriitiilmesi icin kullanilmistir. Analiz ¢aligsmalarinda kullanilacak enzim

homojenati +4°C’da, kullanilmayan ise -10°C’da buzdolabinda depolanmustir.
6.3 Enzim Aktivitesi Tayini

Boliim 5.6’da anlatildigr sekilde glutamat oksidaz enzimi aktivitesi, glutamat oksidaz
enziminin reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan NH4" iyonlarinin Nesslerizasyon reaksiyonu
sonucu tayini esasina dayanmaktadir [67]. Tayin, 450 nm’de spektrofotometrik olarak
mikroorganizmadan elde edilmis enzim homojenat: icin ayr1 ayri belirlenmistir. Boliim
5.5’de belirtildigi sekilde Bradford metodu (Bradford [63]) kullamlarak protein miktarlar
belirlenmis, mg protein basina diisen aktivite degerleri hesaplanarak mikroorganizma
tiriinden elde edilen glutamat oksidaz enzimi i¢in spesifik aktivite miktarlar1 tayin
edilmistir. Tiim hesaplamalar, spektrofotometrik olarak elde edilen absorbans degerleri
Boliim 5.13’te belirtilen formiiller kullamilarak hesaplanmis ve elde edilen degerler

Cizelge 6.1’de sunulmustur.

6.4 Protein tayini
Boliim 3.4.6’da anlatildig gibi ekstraksiyon ve saflagtirma iglemlerinin her basamaginda

Bradford yontemiyle protein tayinleri yapilmistir. Asagidaki Sekil 6.1’de goriildiigii gibi

BSA (bovine serum albumin) kullanilarak standart grafikler hazirlanmistir.
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Sekil 6.1 Bradford yontemiyle protein tayin grafigi

Cizelge 6.1 Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden elde edilen enzim homojenat1 sayisal

parametreleri
NH," miktan Aktivite Protein Miktari Spesifik Aktivite
(mg/L) (U/mL) (mg protein/mL) (U/mg protein)
77.87 7.21 0.42 17.167

6.5 Substrat Konsantrasyonunun Enzim Uretimi Uzerine EtKkisi

Substrat konsantrasyonunun Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ile elde edilmesi hedeflenen
glutamat oksidaz enzimi {iretimi {izerine etkisini belirleyebilmek i¢in Boliim 5.4.3’de
belirtilen s1v1 besiyerine %1 ile %4 arasinda farkli konsantrasyonlarda L-glutamat ilave
edilerek enzim iiretimi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda alinan érneklerin
Boliim 5.6’da belirtildigi sekilde aktivite tayinleri gerceklestirilmis ve elde edilen
sonuglar substrat miktarina (%) karsi total iinite (U/mL) ve spesifik aktivite (U/mg

protein) degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2 Farkli L-glutamat konsantrasyonlarinda Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden elde
edilen glutamat oksidaz enzim miktarlari

Sekil 6.2 incelendiginde, ortama eklenen substrat miktari arttikga glutamat oksidaz enzim
aktivitesinin de arttig1 goriilmektedir. Ortama karbon kaynagi olarak eklenen glukozun

tilkketilmesinden sonra mikroorganizmalar glutamata yonlenmis, onu hem karbon hem de
ihtiva ettigi iki azot atomundan dolay1 azot kaynagi olarak kullanmis ve glutamat oksidaz

enziminin iretimini gergeklestirmistir.
6.6 Enzim Aktivitesine Etki Eden Parametreler
6.6.1 pH’nin Etkisi

Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri bir pH veya pH araligi vardir. Bu optimum
pH’ nin altinda ve iizerinde aktiviteleri diiser. Enzimler kuvvetli asit ve bazlara fazla
dayanikli degildirler. Ortam pH’sindaki asir1 olmayan degisiklikler enzimin ve ¢cogu kez
de substratin iyonik durumunda degisikliklere neden olur. Enzimler kendileri i¢in asir1
pH degerlerinde aktivitelerini kaybederler. Enzimlerin maksimum reaksiyon hizina sahip
olduklart pH degerine optimum pH denir. Optimum pH’nin altinda ve iistiindeki pH’larda
enzim veya substratta mevcut fonksiyonel gruplarin yapilarinda degismeler olusur ve
reaksiyon hizi da degisime ugrar. Kovalent olmayan elektrostatik baglar, hidrojen baglari,
hidrofobik baglar ve kovalent disiilfit baglar1 enzimlerin iigiinciil ve dordiinciil yapilarim
stabilize eder. Enzim {izerindeki pozitif ve negatif gruplar arasinda olusan elektrostatik
baglar pH’dan etkilenirler. Notral pH'larda iyonlasabilen yan gruplar —COO", H;N" ve
H,N-C gruplaridir ve bunlar kuvvetli elektrostatik baglar olusturabilirler. pH 3’iin altinda
karboksil gruplari protonlanirlar (-COOH) ve elektrostatik bag olusturamazlar. pH 10’un
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lizerinde ise amonyum gruplari protonlanirlar (-NH») ve elektrostatik baglar

olusturamazlar [70].

Glutamat oksidaz enziminin aktivitesine pH’ nin etkisini incelemek i¢in farkli pH’larda
(1.0 ile 14.0 arasinda) tampon cozeltileri hazirlanip her bir pH degeri icin elde edilen
enzim homojenatinda aktivite degerleri ol¢iilmiistiir. Elde edilen sayisal degerler Cizelge
6.2 ve Sekil 6.3’te verilmis, pH’ya kars1 enzim aktivitesi (U/mg protein) degerleri grafige
gecirilmistir (Sekil 6.3).

Cizelge 6.2 Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin farkl
pH’larda elde edilen sayisal parametreleri

pH Absorbans | NH4" Miktari Total Unite Spesifik Aktivite
(mg/L) (U/mL) (U/mg protein)

6.0 0.2590 24.67 4.57 48

7.0 0.2966 28.25 5.23 54,95

8.0 0.2977 28.35 5.26 55,19

8.5 0.3206 30.53 5.66 59,65

9.0 0.3102 29.54 5.47 57,5
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20

Spesifik Aktivite (U/mg protei

pH
Sekil 6.3 Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden elde edilen glutamat oksidaz enzim
aktivitesine pH’ nin etkisi.

Cizelge 6.2, ve Sekil 6.3’de goriildiigii gibi, pH 8.5’a kadar glutamat oksidaz enziminin
aktivite degeri kademeli olarak artmistir. pH 8.5°den sonra aktivite keskin bir diisiis
66




gostermistir. Dolayistyla mikroorganizma icin elde edilen enzimin optimum c¢alisma
pH’s1 8.5 olarak secilmistir. Enzimden pH 0-5 arasinda ve pH 10-14 arasinda herhangi bir

aktivite elde edilememistir.
6.6.2 Tampon Derisiminin Etkisi

Glutamat oksidaz enzim aktivitesine tampon derisiminin etkisini arastirmak icin 8 farkli
tampon derisiminde (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07 ve 0,08M) ve enzimin
optimum pH degerinde enzim aktivitesi tayini gerceklestirilmistir. Optimum kosullarda
hazirlanmis olan ¢ozeltiler belirtilen sicaklarda 30 dakika inkiibe edilerek iiretilen enzim
aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sayisal degerler Cizelge 6.3’te verilmis, tampon
derisimine (M) kars1 enzim aktivitesi (U/mg protein) degerleri grafige gecirilmistir (Sekil
6.4).

Cizelge 6.3 Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin farkl
tampon derigimlerinde elde edilen sayisal parametreleri

Tampon Absorbans NH," Miktan Total Unite | Spesifik Aktivite

Derigimi (M ) (mg/L) (U/mL) (U/mg protein)
0,01 0.3617 34.45 3,19 138.70
0,02 0.3564 33.94 3,1 134.78
0,03 0.3624 34.51 32 139.13
0,04 0.2973 28.31 2,62 11391
0,05 0.6459 61.51 6,36 276.52
0,06 0.1757 16.73 1,55 67.39
0,07 0.1058 10.08 0,93 40.43
0,08 0.1059 10,09 0,93 40.43
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Sekil 6.4 Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin farkl
tampon derisimlerinde aktivitesi.

Bohmer ve arkadaslar1 (1989), Streptomyces Endus tiirii mikroorganizmadan {iirettikleri
glutamat oksidaz enzimi icin, Tris-HCIl, fosfat ve sitrik asit / potasyom fosfat
tamponlarinda yaptiklar1 ¢aligmalarda, enzimin maksimum aktivite gosterdigi tampon
konsantrasyonun 0.05 M oldugunu bulmuslardir. Bu sonug, tez calismasinda bulmusg

oldugumuz sonucla aymidir [89].

6.6.3 Sicakhigin Etkisi

Kimyasal reaksiyonlarin hiz1 genellikle sicakliktaki artisla artar. Enzimlerle katalizlenen
reaksiyonlarin hizlar1 da sicaklikla artmakla birlikte, yiiksek sicakliklarda enzimler
protein yapilarindan dolay1 aktivitelerini kaybederler. Yiiksek sicakliklar enzimatik
reaksiyonda rol oynayan fonksiyonel gruplarmn disosiye olma durumunu etkileyebilir;
enzimin aktivatorlere ve inhibitorlere ilgisini etkileyebilir; reaksiyonda substrat
olabilecek oksijeninin ¢Oziiniirliigiinii etkileyebilir. Bunlarin diginda, yliksek sicaklik
enzimleri inaktive edebilir. Reaksiyon hizinin maksimuma eristigi noktadaki sicaklik
derecesine optimum sicaklik denir. Enzimlerin biiyiikk ¢ogunlugunun optimum aktivitesi
30-40 °C’dir ve 45 °C’nin lizerinde denatiirasyon baslar. Ancak yiiksek sicakliklarda

aktivite gdsteren enzimlerde mevcuttur [9]

Glutamat oksidaz enzim aktivitesine sicakligin etkisini arastirmak icin 7 farkli sicaklikta
(20, 30, 37, 40, 50, 60 ve 70°C) ve enzimin optimum pH degerinde enzim aktivitesi tayini
gerceklestirilmigtir. Optimum  kosullarda hazirlanmis  olan  ¢ozeltiler belirtilen
sicakliklarda 30 dakika inkiibe edilerek iiretilen enzim aktivitesi belirlenmistir. Elde
edilen sayisal degerler Cizelge 6.4°te verilmis, sicakliga (°C) karsi enzim aktivitesi (U/mg

protein) degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 6.5).
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Cizelge 6.4 Hypocrea jecorina saf Kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin farkl

sicakliklarda elde edilen sayisal parametreleri

Sicakhik Absorbans NH," Miktari Total Unite Spesifik Aktivite
(mg/L) (U/mL) (U/mg protein)

20 0.4937 94.07 8.71 94.14
30 0.4981 95.04 8.80 95.1
37 0.6196 117.29 10.86 117.37
40 0.6573 131.33 12.16 131.5
50 0.5169 98.45 9.11 98.45
60 0.2507 95.51 8.84 95.53
70 0.2309 87.96 8.14 87.98
135 -
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Sekil 6.5 Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enzim aktivitesine
sicakligin etkisi

Cizelge 6.4 ve Sekil 6.5’te goriildiigi gibi, iiretilen glutamat oksidaz enziminin aktivitesi

40°C’ye kadar artmis, 40°C’den sonra enzim aktivitesi hizla diigmiistiir. Glutamat oksidaz

enzimi igin optimum sicaklik degeri 40°C olarak belirlenmistir.

69



6.7 Enzim Termal Kararhhg:

Sicakligin enzim kararhiligina etkisini belirlemek i¢in iiretilen glutamat oksidaz
enziminin, 25 °C’den 90 °C’ye kadar yedi farkli sicaklikta ayr1 ayr1 0, 15, 30 ve 45 dakika
siiresince inkiibe edilmesi sonucu enzim aktiviteleri belirlenmistir. Siire sonunda enzim
hizli bir sekilde su banyosundan cikarilip buz banyosunda sogutulmus, ardindan oda
sicakligina getirildikten sonra enzim aktivitesi 6l¢iilmiis, bagil aktivite degerleri sicakliga

kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 6.6).
120 -
100 %
80 -
60 -

20

Bagil Aktivit

0 15 30 45 60

Zaman (Dakika)

—8—250C ——400C —4&— 500C —— 600C —X=700C —8— 800C

Sekil 6.6 Hypocrea jecorina’dan liretilen glutamat oksidaz enziminin termal kararlilig

Grafikten, enzimin yiiksek sicakliklarda zamanla aktivite degerlerinde meydana gelen
degisimler goriilmektedir. Yiiksek sicakliklara c¢ikildik¢ca enzim aktiviteleri arasidaki
farklar ilk 15 dakikadan sonra 6nce %60 daha sonraki 15 dakikalik periyotlar ile geriye

kalan aktivitenin de %50 kadar ilerleyen inkiibasyon siirelerinde azalmistir.

Supawadee Wachiratianchai ve arkadaglar1 (2004), Streptomyces sp. 118G
mikroorganizmasindan {rettikleri glutamat oksidaz enziminin termal kararliligim
30°C’den 80°C’ye kadar 1 saat boyunca analiz edip grafige gecirmislerdir. Caligma
sonucunda 80°C’da 1 saat inkiibasyon sonucunda enzimin tamamen inhibe oldugunu
belirtmislerdir [40]. Calismamizda 70°C’a kadar yapilan 6l¢iimlerde 45 dakika sonucunda
enzim aktivitesinde % 80°‘e kadar bir kayip goriilmiistiir. Bu da mikrobiyal tiretimini

gerceklestirdigimiz ~ glutamat  oksidaz  enziminin termal kararliligimin  farkhi
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mikroorganizmalara benzer ve matriksden bagimsiz olabilecegini gostermektedir. Bu
durum enzimle calisilan biyo-analitik ¢alismalarda hizli ve yiiksek yanit alinabilecegini

gostermektedir.

6.8 Enzimin Aktivasyon Enerjisi ve Yar1 Omriiniin Hesaplanmasi
Sicakliga maruz kalmis enzim aktivitesindeki diisme incelenerek birinci dereceli
inaktivasyon sabiti (k), aktivasyon enerjisi (Ea) ve yar1 omiir (t ) degerleri

hesaplanmistir. Bu degerlerin hesaplanmasi asagida 6zetlenmistir.

Belli bir zaman siireci icerisinde dogal enzimin aktivitesindeki kayplar ya da
konsantrasyonundaki azalmalar birinci dereceden kinetige uyar ve asagidaki gibi ifade

edilebilir.

Burada N dogal enzimi, D denatiire olmug enzimi ve k ise (1/zaman) enzim i¢in birinci
dereceli inaktivasyon hiz sabitini gostermektedir. Enzimlerin termal inaktivasyonu

genellikle birinci dereceden reaksiyonla ifade edilir:
Et=E, ™ Esitlik 6.1

Et, t anindaki enzim aktivitesi ve Eo baslangictaki aktiviteyi, t ise sicaklik uygulama
siiresini ifade eder. Sabit sicaklikta In (Et/Eop)’in siireye karst grafigi cizildiginde,

dogrunun egimi —k’dir.

Her kimyasal tepkimenin kendine 6zgii bir aktivasyon enerjisi vardir. Bir tepkimenin
aktivasyon enerjisinin yiiksek olmasi, o tepkimenin daha zor baslayacagi anlamina gelir.
Oda sicakliginda kendiliginden gerceklesmeyen bir tepkime, tepkimeye girenler 1sitilmak
suretiyle aktivasyon enerjisine ulasilarak gerceklestirilebilir. Ayrica bir katalizor

yardimiyla da bir tepkimenin aktivasyon enerjisi diisiiriilebilir.

Enzimler biyokimyasal katalizorler olduklarindan bir biyokimyasal tepkimenin

aktivasyon enerjisini diisiirerek hizin1 10* ile 10" kat artirmaktadurlar. [71]

Hypocrea jecorina ‘dan iiretmis oldugumuz glutamat oksidaz enzimi icin termal
kararlilik calismasindan elde edilen grafigin her bir sicaklik i¢in egimleri belirlenerek her
bir sicaklikta enzimin inaktivasyon hiz sabitleri (k) ve yar1 omrii (t2) belirlenmistir

(Cizelge 6.5).

71



Cizelge 6.5 Hypcrea jecorina saf kiiltiirlinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin farkl
sicakliklarda inaktivasyon hiz sabitleri ve yar1 6miirleri.

Sicakhk (°C) | inaktivasyon hiz sabiti, k | ti» (In 2/k)

60 1,598 0,43
70 1,717 0,40
80 1,811 0,38

Aktivasyon enerjisi, bir tepkimenin gerceklesebilmesi icin asilmasi gereken enerji
degeridir. Terim ilk kez 1889 yilinda Isvegli kimyaci Svante Arrhenius tarafindan
kullanilmistir. Enzimin aktivasyon enerjisini hesaplamak icin Arrhenius esitligi, In k = A-
Ea/RT, kullanilmistir. A: Integrasyon sabiti, Ea: Aktivasyon enerjisi (cal mol ™), R:
Evrensel gaz sabiti (1,99 cal mol") ve T: Mutlak sicaklik (K). Arrhenius (In k-1/T)

grafigi ¢izilerek enzimin aktivasyon enerjisinin bulunmustur (Sekil. 6.7).

Sekil. 6.7 Aktivasyon enerjisinin bulunmasi i¢in Arrhenius grafigi

Aktivasyon enerjisi, Sekil 6.8’de ¢izilen grafigin egiminden asagidaki hesaplama

yapilarak 1,40 cal mol olarak bulunmustur.
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Sekil 6.8 Hypcrea jecorina saf kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin 60 - 80°C
arasinda elde edilen Arrhenius grafigi

Ink= -Ea/RT Esitlik 6.2
Ink / 1/T grafiginin egimi = -0,7028 = -Ea/R =-Ea/ 1,99 - Ea=1.40 cal mol-1

Yart omiir (ty2) degeri, enzim stabilitesinin belirlenmesinde yaygin bir sekilde
kullanilan bir parametredir. Belli bir sicaklikta enzim aktivitesinin yar1 yariya azalmasi
icin gereken siiredir. Enzimlerin 1s1l yolla inaktivasyonu cogunlukla birinci dereceden

kinetige uydugundan asagidaki formiilden kolaylikla hesaplanabilir:
ti2=In 2/k Esitlik 6.3

Enzimin her sicaklik i¢in yar1 dmrii Esitlik 6.3 ‘e gore hesaplanarak Cizelge 6.5°de

sunulmustur.
Enzim Kinetigi
Biyokimyasal reaksiyonlar i¢in enzimlerin kinetik parametrelerinin (Ky ve v _degerleri)

belirlenmesi, enzimle yapilan ¢aligmalar1 hakkinda 6nemli bilgi saglamasi bakimindan

cok 6nemlidir [71].

Maksimum hiz, v_ , enzimatik katalizin ulagabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Enzim

bolgeleri substrat ile tam doygunluga gecince maksimum hiza ulagir. Michaelis-Menten
sabiti, Ky, en yliksek hiz degerinin yarisina ulasmak icin gerekli substrat miktaridir,
enzime ve substrata 6zgiidiir, enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Ky’si diisiik olan bir

enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gosterir [72].
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Uretilen glutamat oksidaz enziminin kinetik parametreleri olan v_  ve Ky degerlerinin

hesaplanmas1 Boliim 5.11°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Farkli glutamat

konsantrasyonlarinda glutamat oksidaz enzim aktivitesi belirlenmis, elde edilen sayisal

parametreler Cizelge 6.6’da verilmistir. 1/[glutamat] (mM™) — 1/spesifik aktivite((U/mg

protein)'l) degerleri grafige gecirilerek Lineweaver—Burk grafigi elde edilmistir (Sekil

6.9).

Cizelge 6.6 Hypocrea jecorina saf Kiiltiiriinden iiretilen glutamat oksidaz enziminin farkl
glutamat konsantrasyonlarinda elde edilen sayisal parametreleri

Glutamat Absorbans NH, Protein Spesifik 1/ [ Spesifik
Konsantrasyonu Miktar Miktan Aktivite Aktivite]
(mM) (mg/L) mg/ml (U/mg (U/mg protein)™
protein protein)
10 0,2153 20,51 0,029 65,52 0,0153
30 0,24123 22,97 0,028 73,45 0,0136
40 0,24461 23,3 0,028 77,14 0,0129
60 0,24961 23,77 0,028 78,57 0,0127
80 0,2538 24,17 0,028 80 0,0125
100 0,25616 24,4 0,028 80,71 0,0124
0,018
0,014 —
g 0,012 -
g‘ 0,01 T T T T )
o 0,02 0,04 0,06 0,08 o, 0,12

1/[Glutamate] (mM)™'

Sekil 6.9 Hypocrea jecorina’dan iiretilen glutamat oksidaz enziminin Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 6.9°da elde edilen grafik kullamlarak Ky ve v, degerleri hesaplanmistir.
Lineweaver-Burk grafiginden yararlamlarak bulunan Ky degeri 2.58 mM; v . degeri ise

83,33 U/mg protein olarak bulunmustur. [S] > 100Ky araliginda (3. Bolge) yapilan
calisma bize dogru noktalarda kinetik ¢alistigimiz1 gostermektedir. Buradan indirgenmis

substrat derisimine ulasirsak [S’] degeri de 3,87 olarak bulunur.

Jiro Arima ve arkadaslar1 (2009), Streptomyces sp. X-119-6 mikroorganizmasimdan
tirettikleri glutamat oksidaz enziminin kinetik parametrelerini caligmis ve Michaelis-
Menten sabiti olan Ky’yi 0,23 mM, olarak rapor etmislerdir [73]. Calismamizda
mikroorganizma tiirlinden elde edilen Ky degerleri de literatiirde yer alan degerlerin
arasinda bulunmaktadir. Bu da Hypocrea jecorina mikroorganizmasindan elde edilen
glutamat oksidaz enziminin substratina olan ilgisinin cok da diisik olmadigim
gostermektedir. Literatiirde farklt mikrobiyal iiretimlerde Km degerleri 1,1 — 3,8 mM
olarak belirtilmigtir [33]. Ancak kinetik arastirmalarda ve Lineaveawer-Burk
diyagramimin elde edilmesi i¢cin Michaelis-Menten grafiginin 3. Bolgesinin kullanilmasi

gerektiginden bu degerler elde edilmistir.
6.9 Enzimin Depolanma Siiresince Kararlihgi

Hypocrea jecorina mikroorganizmasi kullanilarak iiretimi gerceklestirilmis glutamat
oksidaz enzim homojenati +4°C’da 86 giin boyunca aktivite degerleri takip edilerek

depolama kararlilig: tayin edilmistir (Sekil 6.10).
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Sekil 6.10 +4°C’da depolama sartlarinda glutamat oksidaz enzim aktivitesinin zamanla
degisimi

Sekil 6.10’dan de goriildiigii gibi her iki tiirden elde edilmis glutamat oksidaz enziminin

86 giin siiresince +4°C’de depolanmasi sonucunda %40’dan fazla bir aktivite kayb1
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goriilmemistir. Bu durum enzim ile yapilan biyo analitik calismalarda rahatlikla
kullanilabilecegini gostermektedir. Ozellikle daha sonrast igin planlamis oldugumuz
glutamat oksidaz enzim biyosensoril hazirlanmasi i¢in oldukga avantajlidir. Arima ve
arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklar1 calismalarda, Streptomyces tiirlinden izole ettikleri

enzimlerin de birka¢ aylik depolama kararliligina sahip olduklarim belirtmislerdir [73].
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BOLUM 7

SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden glutamat oksidaz enziminin mikrobiyal
olarak {iretimi, iiretilen enzimin optimum kosullarinin belirlenmesi ve kinetik

parametrelerinin hesaplanmasi hedeflenmistir.

Hypocrea jecorina saf kiiltiirli kullanilarak iiretilen glutamat oksidaz enziminin optimum
pH degeri 8.5, optimum sicakhigi 37-40°C olarak belirlenmis, enzimin termal
kararliliginin ve depolama kararliliginin oldukg¢a yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica

mikroorganizmadan liretilen enzimin kinetik parametreleri olan Ky ve v degerleri

Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek hesaplanmistir.

Yapilan tiim c¢aligmalarimiz amacima ulasarak, mikrobiyal olarak iiretilen glutamat
oksidaz enziminin liretim kosullari, optimum kosullar1 ve kinetik parametreleri belirlendi.
Literatiirde mikrobiyal olarak glutamat oksidaz enziminin Hypocrea jecorina
mikroorganizmasiyla iiretiminin  bulunmamasi, ¢alismamizin 6zglin  oldugunu
gostermektedir. Sunulan tez c¢alismasinda {retilen glutamat oksidaz enziminin
aktivitesinin, optimum sicakligimin, termal kararliliginin ve depolama kararliliginin
yiikksek olmasi, planlamis oldugumuz, glutamat tayinine yonelik ve glutamat oksidaz
enziminin immobilize edilerek biyosensér hazirlanmasi ig¢in temel olusturmasi

bakimindan biiyiik nem tagimaktadir.
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