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DETOKSIFIYE EDICI ENZIMLER

DETOKSIFYING ENZYMES

) Ozer KINIK, Necati AKBULUT
Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi Bolimi-IZMIR

OZET: Diinya niifusunun siirekli ve hizli bir sekilde artmasi protein yetersizlifinin ¢ziimiinde bitkisel kaynakli protein
gesitlendirilmesini gerekli kitmgtir, Ancak, bitkisel kaynakli proteinlerin bir b&lémii bunlatn iglenmeleri yada tiiketilmeleri
sirasinda uygun yontemlerin kullamm yolu ile inaktive edilmezler ise insanlarda bir takim beslenme ve sindirim
bozukluklarina yol agabilirler.

SUMMARY: Proteins of plant origin considerable promise for allviating the shortage of food protein recently facing many
segments of the world’s 'populatio'n 50 it should be recognized, however, that many plants commonly consumed by man
contain substances which may have an adverse effect on the nutritionat properties of the protein unless inactivated or
eliminated by suitable methods.

GIRiS

Diinya niifusunun siirekli ve hizh bir gekilde artmass, gidalarla alinan protein yetersizligi sorununun
¢oziimiinde bitkisel kaynakh protein gesitlendirilmesini gerekli kilmugtir. Ancak bitkisel kaynakli proteinlerin
bir kisrny, bunlarmn iglenmeleri ve titketime sunulmalan esnasinda uygun yontemlerinin kullamimi yolu ile
inaktive ve elimine edilmezler ise insanlarda baz beslenme ve sindirim bozukluklarina yol agabilirler
(LIENER, 1987). Bu maddelerin ¢ogu dogal halde zararsiz iken, bitki dokusunda bulunan enzimlerin etkisi
neticesinde toksik hale doniigebilirler. Bu yiizden plantasyonlarin biinyesindeki endogen enzimler uygun
yontemlerin secilmesi ya da kiif ve bakteri fermentasyonlart sonucu olusan eksogen enzimler ile bu
mikroorganizmalardan elde edilen enzim proparatlars toksik etkili maddelerin uzaklastirilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu cahgmada da insan ve hayvan beslenmesinde yarariamlan gida maddelerindeki
bazi toksik maddeleri detoksifiye etmek igin gerek endogen gerekse ekzogen enzimlerin kullanim olanaklar
irdelenmistir.

GOITROGENIK GLIKOSITLER

Kolza tohumu, hardal tohumu, habes tohumu gibi Crusifera familyasinda yer alan bitkiler sadece
hayvan beslenmesinde degil insan beslenmesinde de potansiyel olarak degerli bir protein kaynagmm tegkil
stmektedirler (LIENER, 1987). Yag ekstraksiyonundan sonra kalan kiispelerdeki protein miktarini oransal
olarak fazla oldugu ve amino asit bilegimlerinin de yiiksek degerli soya proteinleri ile kargilagtirilabilecegi
belirtilmektedir (LIENER, 1987). Mamafih boyle yagh tohumlarin kullammu ile silfir iceren glikositlerin
(glucosinolate) yiksek diizeyde alimmi simrhdir. Bu glikositlerin mamullerde arzu edilmeyen bilesiklere
parcalanmasi insanlarda gelismeyi Onleyici ve guatr olusumunu arttinicr etki yapmaktadir (TOOKEY ve
Ark., 1980).

Bu goitrogenik maddeler; tohumlar ezildikien ve 1slatildiktan sonra glukosinolat baglari iizerine etki
eden endogen enzimlerinden myrosinasenin (thioglucoside glukohidrolaz) ana glikositten agiga ¢ikardiklari
isotiyosiyonat ve oxazolidine- thiones’tur,

Krusifera familyas: iiyelerinin yapisinda gesitli glukosinolatlar bulunmakta olup bunlardan kolza
tohumu ile crambe tohumunun yapisinda bulunana progoitrin ismi verilmektedir. Sekil 1’de gosterildigi gibi
myrosinase enziminin aktivitesi sonucu progoitrin isotiyonate ve spontan olarak olugan bir dongi: sonucu
da goitrine (5-Vinyloxazolidline-2-throne) kadar pargalanir.
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Kolza tobumunun toksik tesiri
agapida siralanan bir veya birkag yontemin
kombine olarak kullamimi ile azaltilabilir,
a. Nemli ortamda 1sitma iglemi ile enzimin

N-0S0_- progoitrin ortadan kaldirsImas;,
2 b. Sicak su, seyreltik alkali ve aseton ¢dzel-

OH

_ _I _ _  S=Glukoz
CHZ CH-CH CHZ C\

OH myrosinase tileri ile ekstraksiyon ya da demir tuzlan-
mn dekompozisyonu ve soda kiili kulla-
(CHZ= CH'CH'CHZ -N=C5) + glukoz + 3504- mmi yolu ile glukosinatlarin uzaklag-
tirilmasi,
Spontan ¢. Endogen enzimlerin potansiyel uygula-
déngit malant ile goitrogenik son iriinlerin
uzaklagtirilmast (LIENER, 1987).
¥ CH -N-H Nemli ortamda 1sitma iglemi
2 L kiispede glukosinolatlarin ileri pargalan-
Goitrin malarin dnlemesine karsin, sindirim: siste-
CH,= CH-CH-C= 5 minde serbest kalan glukosinatlarin enzim-
' lerce veya gut florasinda yer alan mikroor-
Sekil 1. Progoitrinin goitrine enzimatik hidrolizi ganizma]arca tokstk Griinlere parga]anmag

miimkiindiir. Ote yandan kiimes hayvanla-
rimn sindirim sistemi florasinda bulunan mikroorganizmalann glikosinolatlarn goitrogenik son maddelere
pargalanmasini katalizleyemedikleri saptanmstir. Ozellikle sl iglem uygulamas: ile kombine edilen cesitli
solventlerle ekstraksiyon yontemi (b) toksitenin azalulmasmnda yaygm kullamm alam bulmasina karsmn
prosesten Once olusan goitrogenik bilesiklerin ortadan kaldirilmasim saglamaktadir (LIENER, 1987).

Konu ile ilgili giiniimiizdeki en yeni ve yaygm yontem glukosinolatlarm endoenzimlerden
yararlanilarak parcalanmasidir. Bu konuda yapilan cahsmalarda BELZILE ve BELL (1966) ham kolza
kiispesinde toksitenin azaltilmasinda, kiispenin 22-50°C’lerde 1 saat siiregle otolize auaa ile slatilmasimt
izleyen asamada olugan goitrogenik maddelerin pH si 3,6 ya da 9 olan c¢ozeltide ekstrakte edilmesine
dayanan bir yntemin uygulanmasin: &nermiglerdir (LIENER, 1987).

GOEHRING (1963), kolza tohumlarinin sopuk suda islatilmasindan sonra 45-50°C de potansiyel
endoenzimlerde isotiyosiyanatlara parcalanan goitrogenik maddelerin buharda kabuk soyma iglemi ile
uzaklagtirildig: bir yontem geligtirmistir. Ancak bu ydntemde ugucu tiyosiyanatlar ortamdan uzaklastinldig
halde oxazolidinethion ve ugucu olmayan diger maddeler ortamda kalmaktadir. MUKHERIJEE ve Ark.
(1976 ve 1978) yukandaki yonteme hekzanda ckstraksiyon agamasmi ilave ederek yontemi modifiye
etmiglerdir. Ne var ki, bu modifiye yontem yaglarin glukosinolatlarm hidrolitik parcalanma firtinleriyle
yiksek diizeyde kontaminasyonuna neden olmaktadir (LIENER, 1987),

Hardal tohumu kiispelerinde bulunmas: istenmeyen temel komponent thioglukosidsinigrinin
hidrolizasyonu neticesinde meydana gelen allyl isotiyosiyanattir, Hayvan yenilerinde simirli miktarda
kullanilan hardal tohumu kiispesinde allyl isotiyosiyanat ortamdan uzaklagtirimaz ise keskin aci1 tada neden
oldugu bildirilmektedir. Bu maddenin elimine edilmesindc MUSTAKAS ve Ark. (1963 ve 1965)’ca
geligtirilen bir yontemde allyl isotiyosiyanatin suda ¢bziinebilme ozelligi yamnda ugucu ozelliginden
yaralamlmaktadir (LIENER, 1987). Bu yontemde ham kiispe %30 oraminda nemlendirilmekte ve
thioglukosid 55°C de myrosinase enzimi ile allyl thiosiyanata hidrolize edildikten sonra 100°C de pigirme
ve destilasyon iglemlerinin kombine uygulamasiyla bu madde ortamdan uzaklastirilmaktadir. %25 den fazla
oranda erusik asit iceren yagdan; hekzanda yapilan solvent ekstraksiyonu ile yag ayrilir. Bu asama sadce
ortamdan erusik asitin elimine edilmesini saglamakla kalmayip ayni zamanda kiispedeki diger toksik
maddelerin de ayrilmas: da saglamr. Bu yonteme gore elde edilen son iriiniin yaklagik %50 protein ve
760.01 den daha az isotiyosiyanat ierdigi bildirilmektedir. Kobaylarla yapilan besleme testleri bu yontemle
iiretilen kiispelerin gelismeyi engellememesi yaninda soya fasuylesi kiispesi ile 1:Ulik kangimin beslemede
bagariyla kullanilabilecegini gdstermigtir (LIENER, 1987).
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Yapli tohumlardan glukosinolatlarin uzaklagtirdmasinda mikrobiyal fermentasyon teknikleri de
kullanilabilmektedir. STARON (1974) (LIENER, 1987) Geotricurm candidum kif killtirii ile glukosinatlarm
biyolojik olarak metabolize edilmesinin sadece mamiiliin besleyici degerini degil tohum proteinlerini
coziniirliigiinii de arttirdigint vurgulamgtir,

KANSEROJENIK GLIKOSITLER

Diinyammizdaki plantasyonlarin bir gogunun siyaniirlere pargalanarak insan sagligs icin potansiyc.
risk kaynag olusturan glikositleri igerdigi hemen hemen 150 yila yakin bir stredir biline bir gergekr
(LIENER, 1987).

Glikositler kendi baslarina toksik tesirli olmamalarina kargim endoenzimlerce HCN ye hidrolize
edildiklerinde sitokrom oksidaz enzim aktivitesini engelleyerek dzellikle aerobik organizmalara toksik tesir
gistermektedir,

Cassava

Cassava ozellikle tropik bélgelerde haglanmug olarak ya da geleneksel yolla fretilen ve gesitli
yemeklere ilave edilen bir temel gida maddesidir (LIENER, 1987). Cassavann biinyesinde yer alan temel
glikosit asetoncynohydrinin bir B glukositi olan Linamarindir. Linamarin, koklerin maserasyonu sirasmda
Linamaraz diye isimlendirilen bir endoenzim olan B glukosidaz enziminin etkisi ile B glukosidik baglan
{izerinden glukoz ve hidroksinitrile (2 cyano-2 proponol}, daha sonra spontan olarak yada hidroksinitrilaz
denilen ikinci bir enzimin tesiri ile aseton ve HCN ye indirgenir (SEKIL 2).

CH,0OH CN T CH,0OH .
| 201 © . 2 rCH3 OH
O 0-C-CHg liramarase . O + 2
, -
HOOH CHj (B-glucosidase) HO H _ ‘/C\
OH OH | cHy CN
Linamarin . Glucose 2-cyano-2-propanol
toxynit'ilase
CHgq
CHy
Acetone

Sekil 2. Linamarinin enzimatik hidrolizi

Ozellikie glikositlerce zengin olan meyve kabugunun yaratigi potansiycl risk kabuklarin soyulmas:
ya da pulpun yikanmas: yolu ile azaltilabilir (LIENER, 1987). Toksitenin azaltiimasinda diger bir yol ise
1511 iglem (haglama, firnda pisirme, giincste kurutma) uygulamasi ile Linemaraz enziminin inaktif, HCN
bilesiklerinin isc ucar hale getirilmesidir. )

Gelenckscl bir Nijerya yemegi olan Gari cassava koklerinden elde edilen pulpun Corynebacterium
manihot ile fermentasyonu neticesinde hazirlanmakiadir. Fermentasyon sirasinda siyanitlerde meydana gelen
onemli olgiideki azalma organik asitlerin hidrolik etkisinden kaynaklanmaktadir. Daha sonra uygulanan
kizartma iglemi ise serbest siyanitlerin tamamen elimine cdilmesini saglamaktadir. Yapilan ¢ahgmalar
seyreltik asit gozeltilerinde linamarinin 100°C bile olduk¢a dayamkli oldugunu ve bu yizden mikrobiyal
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fermentasyonlar sirasinda meydana gelen zayif organik asitlerin bunun kimyasal hidrolizinde herhangi bir
rollerinin bulunmadigint ortaya koymustur (LIENER 1987). Nitekim Gari fermentasyonundaki Linamarinin
detoksflkasyonu mikrobiyal Linemaraz enzimini aktivitesine baglanmaktadr,

Konu ile ilgili ¢aligmalar, linamarinin-toksik tesirinin onlenmesinde Aspergillus sydowi; Fusarium
equiseti ve Penicillium streckii den ¢lde edilen ekzoenzim preparatlan kullammomn en tesirli yol oldugunu
gostermigtir {IKEDIOBE voe ONYIKE, 1982 ve 1985).

Cassava’dan elde edilen, insan diyetleri ile hayvan yemlerinde yaygmn olarak kullamlan nisasta
miktan yitksek (yaklagik %65) ve sindirilmesi kolay olan diger bir besin maddesi de Tapioca’dir. Tapioca
hazirlanma agamasinda toksiteyi azaltia herhangi bir iglem ghrmedigs icin ortamda meveut hidrolitik
enzimler linamarini, HCN ile bunun cyanohidrin gibi aldehit bilegiklerine kadar pargalanmasim
katalizleyebilirler. Bu yiizden ham cassavadan tapioca benzeri, gidalarin hazirlanmasinda toksiteyi azaltmak
igin ortama belli miktarda glukoz ilave edilmesi dnerilmektedir (LIENER, 1987).

Afrika’min birgok bolgesinde cassavadan gelencksel yontemlerle hazirlanan yiyeceklerin afaxic
neuropathy (kismi felg) ve guatr diye isimlendirilen patolojik rahatsizliklara sebep oldugu belirlenmigtir
(OSUNTOKUN, 1972). Ataxic neuropathy'nin amblypia ile sonuglanan optik sinirlerin ver aldig
dokulardaki arazlarla iligkili olduguna ve kan plazmasindaki yitksek diizeyde bulunan tiyosiyonatlarm bu
hastaliga yol a¢higma inamlmaktadir. Ancak yine de siyanit ve bunun metabolik driinlerinin ataxic
neuropathy’deki rolii halen tam olarak agiklanamanugtir. SEKIL 3’de insan viieudunda invivo kosullarda
siyanitlerin detoksifiye edilme mekanizmast verilmistir.,

Ote yandan tiyosi-
yonat agitk¢a belirlenmis bir
goiter ve cretinisizm etmeni
oldugu icin bunun goiter ve
3 mercaptopyruvate cretinisizm vakalarindakiroli
- biiyiiktir.

(-CN

Sistein

stlfir Lima I‘MMSE
transferaz  SCH- + Pyruvate " Insan ve hayvanlarda
-2 gorillen ciddi  zehirlenme
5203 Tiyosiyonat enfeksiyonlari 6zellikle koyn
c renkli olmak tzere belli
Thiosbliat Lima fasulyesi varyetelerinin
CN Rhodanese tiketimi ile yakindan iligki-
_ lidir. Insanlarda oldiiriicii
SCN + 50_2 gida  zehirlenmelerine yol
3 acan Lima fasulyesi tiirleri
§ekil 3. Invivo kogullarda siyanitlerin detoksifikasyonu insan diyetlerinde kullamlan
‘ beyaz lima fasulyesi tiirlerin-
den 15 kat daha fazla HCN icermektedir. Lima fasulyelerinde toksiteye neden olan madde Linamarindir.
RAHMAN ve Ark. (1947) (LIENER, 1987); Lima fasulyelerinde toksitenin azaltilmasinda basit bir yontem
Onermiglerdir. Yontemde fasulye ununa %25-30 oraninda su karigtirilmakta, daha sonra sulu unun 20 dakika
siire ile kurutulmasi ve pigiritmesi sirasinda siyanit igerigi insanlar igin HCN'nin tespit edilmis olan 50 mg’hk

toksik dozunun altina digiiriilmektedir.

Meyve ve Sert Kabuldu Meyve Daneleri

Firmeilik ve gekerleme mamiillerinin iretiminde badem ve kawisi iclerinden hazirlanan ezmeler
yaygin olarak kulamlmaktadir. Bu meyvelerde bulunan temel kanserojenik glikosit D-mandelonitrile ve
gentibioz’”dan meydana gelen amygladin’dir. Emiilsin ad: verilen endeenzim amygladinlerin hidrolizini
katalizlemektedir. Bu enzim Linamarine karg inaktif olmasina kargin Linamaraseye benzer iki agamali
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aktivite gstermektedir. Ik agamada B glukosit baglar: hidrolize edilerek gentiioz ve mandelonitril meydana
gelmekte, ikinci agamada ise mandelonitril benzaldehit ve HCN’ye ddnagmektedir.

Geleneksel yolla ezme iiretiminde en basit yol meyvelerin suda 24-48 saat siire ile 1slatimasidir.
Ancak bu yontemde yikama suyunda meydana gelen HCN bir takim ¢evre kirliligi problemlerine yol
agmaktadir. Aynca, sadece bitkisel yaglarda ¢ozillebilen, buna kargin suda ¢oziinmeyen benzaldehitlerin
meydana gelmesi ve bunlann bityiik digiide benzoik aside doniigerek belli ditzeylerin iizerine ctkmasi gida
katkr maddelerinde izin verilen simrlarin zorlamaktadir. Anilan problemlerin giderilmesinde SCHAB ve
YANNAI (1973) (LIENER, 1987) tarafindan geligtirilen act maddelerin giderilmesine yonelik 55°C de pH
s1 6.3 olan asidifiye suda 2 saat siireli 1slatma iglemi kullandmakta ve yontemde tam olarak hidrolize olan
amygladinin hidroliz trinleri buhar destilasyonu yolu ile uzaklastinlmaktadir.

FLATULANSA YOL ACAN OLIGOSAKKARITLER

Baklagillerin insan beslenmesinde kullanimi siurlayan en énemli faktdr, bunlann sindirim
sisteminde olusturduklan: gazdir (OLSON ve Ark., 1981). Gaz, bulant;, mide kramp: ve diyare gibi
rahatsizhikliarm ortaya gtkmasinda en biiyiik etken siiphesiz galaktosidik ve B Fruktosidik baglar iceren baz
oligosakkaritlerin hidrolizi igin gerekli enzimlerin sindirim sisteminde yer almamasi ve bunun neticesinde
oligosakkaritlerin biinyesinde bir veya daha fazla saytda bulunan « 1-6 D galaktopiranosil grubunun mide
mukozasm olugturan dogal mikroflora tarafindan karbondioksit, hidrojen ve metana kadar par¢alanmagidir,

Yenebilir bakiagillerde amlan rabatsizhiklarin elimine edilmesinde plantasyonlanin dokularinda dogal
halde bulunan endoenzimlerden ya da 1-6 galaktosit baglarmin  hidrolizasyonunu saglayan enzim
kaynaklarindan faydalamiabilecepi ifade edilmektedir. Nitekim fasulyelerin oligosakkarit icerikleri,
dokularmda bulunan enzimlerin hidroliz giglerinin  maksimize edilmesi yoltyla Smemli derecede
azalmaktadr (BECKER ve Ark., 1974).

Fasulyelerin islatilmas: suretiyle uygulanan bu basit yontem yamnda Proteus vulgaris'in soya fasulyesi
ve diger baklagillerin rafinoz ve stakiyoz _igeriklerinin  azaltdmasinda bagartyla kuilamiabileceg:
belirtilmektedir (LIENER, 1987).

Bu yontem fasulyelerde gaz olugturan faktorlerin, soya fasulyesi ve bugdayda fitat iceriginin ve
pamuk tohumunda gossypol icertginin azaltilmasmda bagar ile kullanilmaktadir. Ote yandan teknolojide
detoksifikasyon calismalarinda immobilize organizma ve enzimlerden yararlanabilme olanaklarmm artmas:
g1da isleme sanayiinde yeni ufuklar acacakur.

Oligosakkaritlerin climinasyonunda etkili olan bir yol da danelerin ¢imiendirilmesi ile enzim
aktivitesinin artriimasidir. Nitekim KIM ve Ark. (1973} 4 saat siireli islatma ve ¢imlenme iglemlerinin
kombine edilmesi ile birlikte tkinci kez slatma isleminin soya fasulyesindeki oligosakkarit miktarma yaklagik
%70 oranmda azalttigym saptamuslardir, Ayrica 48 saat siireli benzer uygulama ile nohut Bengal nohum
(Cicer arietinum), boriilce (Phaseolus mungo), mercimek (Cajanus cajon) ve bakla da (Vicia faba) rafinoz,
stakiyoz ve verbaskozun tam anlamiyia hidrolizinin sagladipy kaydedilmektedir (REDDY ve Ark., 1980).

Ote yandan Rhizopus oligosporus fermentasyonu ile hazirlanan tempeh benzeri soya gidalarinda
kiif mikroorganizmalann salgiladikian sindirim sistemi rahatsizhiklarina yol acan metabolitlerin, ortama
Saccharomyces tirleri agslanmast yolu ile elimine edilebilecegi belirtilmektedir (LIENER, 1987).

Soya mamiillerinde oligosakkaritlerin hidrolizasyonunda izlenen yollardan biri de Aspergilius
saitorden elde edilen galaktosidaz ile invertaz aktivitesine sahip enzim preparatlariun kullanimidir
(LIENER, 1987). Islemin etkinligi heniiz tam olarak saptanamamasina karsin Lactobacillus acidophilus ve
L. bulgaricus kiltirleriyle fermente cdildikten sonra papain ‘enzimiyle islem hemen hemen tamamin
indirgenebildigi kaydedilmekiedir (CRUZ ve Ark,, 1981). Ote yandan oligosakkaritlerin hidrolizasyonunda
mikrobiyal kaynaklardan elde edilen galaktosidazin immobilize preparatlan siirekli akigh reaktérlerde veya
dializorlerde baganyla kullantimaktadir (SMILEY ve Ark.. 1976; THANAKUL ve Ark., 1976).
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FITAT

Fitik asit veya fitik asit tuzlan 6 fosfat redikali i¢eren siklik bilesiklerdir. Yenebilir baklagillerde
fitatlarn fizyolojik 6nemi demir, bakur, kalsiyum, ¢inko ve bakir gibi iki ya da ii¢ degerli metal iyonlar: ile
suda zor ¢oziinen kompleks bilesikler olugturmas: ve bunlarm viicut tarafindan emilimini giiglestirerek,
viicutta bulunmas: gerekli esansiyel makroelementlerin vetersizligine yol agmalarindan kaynaklanmaktadur.
Metal iyonlarina bagh fitatlarin karakteristik dzellikleri fitaz enziminin hidrolizasyon sonucu inositol’den
fosfor gruplerim uzaklagtirmas: ile kaybolmaktadir. Dogal fitaz aktivitesi bir takim deney hayvanlarmm
sindirim sistemlerinde bulunmasina kargin aym akfivitenin insanlarin sindirim sisteminde de bulunduguna
ifigkin bilgiler halen tam olarak ortaya konmamugtir.

Baklagil plantasyonlarinda fitat miktarinmn azaltiimas: igin faydalamlmast onerilen ybntemler
islatma, ¢imlendirme ve fitaz aktivitesine sahip mikroorganizmalarla fermentasyon yontemleridir. Ayrica
fitaz enzimi ilavesi de bu amagla &nerilmektedir (OKUBO ve Ark., 1976; LIENER, 1987).

Sonug olarak, insan ve hayvan beslenmesinde kullamilan plantasyonlarda dogal olarak bulunan
toksik maddelerin uygun isleme kogullarmin segimi ya da bazi spesifik endoenzimlerden faydalanilarak
elimine edilebilmesi miimkiin olmaktadir. Detoksifikasyon galismalarinda dikkati ¢eken en dnemli konu,
gelecekte dogal toksik maddelere kargt daha ¢ok yararlamlacak olan mikrobiyal enzimlerin kullamm
olanaklaridir.
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