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tirosinaz enziminin kinetik özellikleri incelenmiĢ ve enzim üzerine ekstratların 
inhibisyon etkilerine bakılmıĢtır. Elde edilen ekstratların ekstraksiyon süresinin 
ekstrakte edilen polifenol miktarına etkileri incelenmiĢtir. 
 
ÇalıĢmamızda bitki ekstratlarının hazırlanıĢı ve inhibisyon etkilerinin belirlenme 
yöntemleri materyal ve metot kısmında açıklanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar ise 
bulgular ve tartıĢma kısmında açıklanmıĢtır. 
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ÖZET 

CEVĠZ (JUGLANS REGİA) YAPRAK, ĠÇ VE KABUĞUNDAN ELDE EDĠLEN 

EKSTRAKLARIN TĠROSĠNAZ ENZĠMĠ ÜZERĠNE ĠNHĠBĠSYON 

ETKĠLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 
Mustafa AKIN 

 
Anahtar Kelimeler: Enzim, Tirosinaz, Ġnhibisyon, Ceviz, Juglans Regia, 
Ekstraksiyon. 
 
 
Özet: Bu çalıĢmada cevizin yaprak, iç ve kabuğundan elde edilen % 50‟lik metanol 
ekstratlarının tirosinaz enzimi üzerine inhibisyon etkileri incelenmiĢ ve ekstraksiyon 
sürelerinin DPPH serbest radikal aktivite giderimi üzerine etkileri belirlenmiĢtir. 
Standart substrat L-Dopa ve standart inhibitör Kojik asit  kullanılarak enzimin kinetiği 
incelenmiĢtir. Standart inhibitör Kojik asit, ceviz yaprağı ekstratı, ceviz içi ekstratı ve 
ceviz kabuğu ekstratları için inhibisyon özellikleri belirlenerek IC50 değerleri ve 
inhibisyon çeĢitleri belirlenmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar sonucunda ekstraksiyon 
süresinin artmasıyla ceviz yaprak ve kabuğunda serbest radikal aktivite gideriminin 
de arttığı, ceviz içinde ise etkili olmadığı tespit edilmiĢtir. Ekstratların inhibisyon 
kinetiği incelendiğinde ekstratların enzim üzerine inhibisyon etkisi gösterdikleri ve bu 
etkinin ceviz yaprağı ekstratında en fazla olduğu tespit edilmiĢtir. 
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ABSTRA 

INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECTS OF WALNUT’S (JUGLANS 
REGİA)LEAF, KERNEL AND SHELL OF EXTRACTS ON TYROSINASE ENZYME 

 
Mustafa AKIN 

 
Keywords:Enzyme, Tyrosinase, Inhibition, Walnut, Juglans Regia, Extraction. 
 
 
Abstract: In this study, 50 % methanol extracts of leaf,kernel and shell of walnut 
was investigated effects of inhibition  on tyrosinase enzyme and the effects of 
extraction periods on DPPH free radical activity inhibition was determined. The 
enzyme activityof standart substrate L-Dopa and standart inhibitor Kojic acid was 
analysed. The inhibition characteristics and IC50 values of standart inhibitor Kojic 
acid, walnut‟s leaf, kernel and shell extracts were determined and inhibition types 
were concluted. As a result of this study, with the increasing extraction periods the 
free radical activity inhibition ability on walnut‟s leaf and shell were increased but no 
increase was observed on kernel extract. From the inhibition kinetics of extracts, it 
was determined that there was  an inhibition effects of extracts on enzyme activity 
and it was concluded that this effect was the most on the walnut‟s leaf extract. 
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1.GĠRĠġ 

 

Bildiğimiz gibi, günümüzün hızla geliĢen teknolojisi günlük yaĢantıda olduğukadar 

bilim dünyasında da kendini göstermektedir. Bu geliĢime özelliklebiyokimyasal 

alanda, enzimatik uygulamalarda rastlanmaktadır. Çünkü, enzimlerbiyokimyasal 

reaksiyonlarda biyolojik katalizör görevi gördüklerinden enzimlerinsıkça 

kullanımlarına ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Özellikle meyve ve sebzelerin hasat sırasında, taĢınırken ve depolama sırasında 

meydana gelen kararmalardan dolayı ticari değerlerinin düĢmesi, melanin sentezinin 

artmasıyla hiperpigmentasyon oluĢumuna bağlı cilt lekelerinin oluĢumunda önemli 

bir role sahip olan tirosinaz enzimi ve inhibitörleri ticari ve klinik açıdan büyük öneme 

sahiptir. 

 

ÇalıĢmamızın ilk kısmında enzimler ve enzim kinetiği ile ilgili genel bilgilerle birlikte 

ceviz bitkisinin genel özelliklerinden bahsedilmektedir. Ġkinci kısımda yapılan 

deneysel çalıĢmalarda kullanılan malzemelerin hazırlanıĢı ve yöntem 

anlatılmaktadır. Bulgular kısmında ise elde edilen verilere dayalı sonuçlar 

sunulmaktadır.  

 

Ceviz yaprak, iç ve kabuğundan elde edilen ekstratların tirosinaz enzimi üzerine 

inhibisyon etkileri incelenerek inhibisyon çeĢitlerinin belirlenmesi çalıĢmamızın 

temelini oluĢturmaktadır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

 

2.1. Enzimler 

 

Biyokimyasal reaksiyonların pek çoğu protein yapısındaki organik kimyasal 

maddeler tarafından katalize edilirler. Bu biyolojik katalizörlere enzim adı verilir. Bu 

terim ilk defa W. Künhe tarafından kullanılmıĢtır. Ġnsanlar tarihin çok eski 

zamanlarından beri Ģarap, ekmek ve yoğurt yapımında ayrıca kımız ve boya 

yapımında enzimatik reaksiyonlardan yaralanmıĢlardır. 

 

Ġlk defa 1833 „lerde Payen ve Persoz, alkol kullanmak suretiyle malt ekstresinden 

niĢastayı sindiren enzimi presipitasyon yolu ile ayırt etmiĢ ve buna Diyastaz adını 

vermiĢlerdir. 1836 ‟da da Schwan mide suyundan pepsin‟i elde etmiĢtir (Bingöl, 

1978). 

 

2.1.1. Enzimlerin yapısı 

 

Enzimler canlı hücreler tarafından sentezlenen protein yapısında maddelerdir. Bu 

proteinlerin karakteristiğini çok spesifik olmaları teĢkil eder. Enzimlerin etki yaptıkları 

maddeler genellikle tek ve belirli bir maddedir. Bazen enzimler birbirlerine çok yakın 

özellikler gösteren maddelere de etki yapabilirler. Enzimin protein yapısı etki 

yapacağı maddeyi ve katalize edeceği reaksiyonun Ģeklini tayin eder. Pek az enzim 

mevcut protein yapıları ile etkili olurlar, çoğunlukla enzimlerin etkili hale 

geçebilmeleri için aktive edici bir ek maddeye ihtiyaçları vardır (Bingöl, 1978). 

 

Enzimlerin bazıları basit proteinlerdir ve bunların katalitik etki gösteren kısmı 

doğrudan proteinin polipeptid zinciridir. Bazı enzimlerin de katalitik etki 

gösterebilmeleri için proteinden baĢka metal iyonuna ya da protein olmayan organik 

bir bileĢiğe veya her ikisine de ihtiyacı vardır. Organik bileĢik enzimin protein kısmı 

ile oldukça sıkı birleĢmiĢ ve dissosiye olmuyorsa prostetik grup, dissosiye 

olabiliyorsa koenzim adını alır. Enzimlerin protein kısmına Apoenzim adı verilir. Her 

ikisine birden Haloenzim denir. Bazı koenzimler ve prostetik gruplar ise, B grubu 

vitaminlerinden birini içerirler (Kaya, 1993). 
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Enzimin etki ettiği madde veya madde karıĢımına bu enzimin substratı denir. 

Koenzim ya da prostetik grup enzimin etki edeceği kimyasal reaksiyonu yani etki 

spesifitesini tayin eder. Apoenzim ise hangi substrata etki edeceğini, diğer bir 

değiĢle enzimin substrat spesifitesini tayin eder (Kaya, 1993). 

 

2.1.2. Enzim reaksiyonlarının mekanizması ve etki biçimi 

 

Enzimatik bir reaksiyonun ayırt edici özelliği, enzim üzerinde aktif merkez denen bir 

cep sınırları içinde meydana gelmesidir. Aktif merkez, enzim molekülü üzerinde, 

substrat bağlama özelliğine sahip özel bölgedir. Aktif merkez tarafından tutulan ve 

enzimin etki ettiği molekül, substrat olarak adlandırılır. Basit bir enzimatik reaksiyon 

Ģu Ģekilde gösterilebilir. 

 

E + S                    ES                  E + P 

 

Burada E enzimi, S substratı, P ürünü ifade eder; ES enzim-substrat kompleksi, EP 

ise enzim-ürün kompleksidir. Enzim-substrat kompleksi, enzim etkisi için temeldir. 

Aktif merkez için, enzim substrat bağlanmasını açıklayan iki model ileri sürülmüĢtür:  

 

1)Fisher‟in anahtar-kilit modelinde, substrat ve enzimin aktif yerinin birbirine uyacak 

Ģekilde önceden belirlenmiĢ olduğu varsayılır.  

 

2) Koshland‟ın uyum oluĢturma modeline göre ise aktif merkez esnek yapıdadır; 

substrat varlığında, proteinin tersiyer yapısında oluĢan bir değiĢiklikle, enzim 

substratını katalize uygun en doğru biçimde bağlayacak biçimsel bir değiĢikliğe 

uğrar (Kaya, 1993). 

 

ġekil 2. 1: Anahtar-Kilit modeli (Kaya, 1993). 
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2.1.3. Enzimlerin adlandırılması 

 

BaĢlangıçta enzimler geliĢi güzel isimlendirilmiĢlerdir.Fakat daha sonraları 

enzimlerin sanıldığından daha fazla olmaları, karıĢıklığa neden olmuĢtur. Bunlar; 

pepsin, tripsin, kimotripsin ve diastaz gibi klasik isimlerdir.  

 

Birçok enzim, substratlarının adına veya aktivitelerini tanımlayan bir kelime veya 

sözcük grubuna “az” son eki ekleyerek adlandırılır. Üreaz, amilaz, arjinaz, proteaz 

ve lipaz, substratı tanımlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz, 

tepkimeyi tanımlayan adlandırmalardır.  Üreaz,  ürenin hidrolizini katalize eden;  

DNA polimeraz  ise DNA‟nın sentezini katalize eden enzimdir.    

 

Günümüzde enzimlerin isimlendirilmesinde iki farklı yöntem kullanılmaktadır. Her 

enzim iki Ģekilde de isimlendirilebilir. 

  

Pratik ve geleneksel isimlendirme: 

 

Sistematik isimlendirmenin basitleĢtirilmiĢ bir Ģekli olup, en çok kullanılan 

isimlendirme biçimidir. Bu tip isimlendirmenin pratik olmasına rağmen bilimsel 

araĢtırmalar için yeterli olmaması, sistematik isimlendirmeyi zorunlu kılmıĢtır. Aynı 

zamanda yeni bulunan enzimlerin hızla artması nedeniyle 1965‟te Uluslar arası 

Biyokimya Birliği (IUB: International Union of Biochemistry) tarafından sistematik 

isimlendirme yapılmıĢ ve bütün dünya bilim çevrelerince kullanılması önerilmiĢtir 

(Kaya, 1993). 

 

Sistematik isimlendirme: 

 

Bu tür isimlendirme enzimin kataliz ettiği reaksiyonun özelliklerini belirgin Ģekilde 

tanımlamaktadır. Sistematik isimlendirmeye göre enzimler altı ana sınıfta 

toplanmıĢtır. Bu her ana sınıfın 4-13 arasında değiĢen alt sınıfları veya kod 

numaraları vardır (Kaya, 1993). 
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2.1.4. Enzimlerin sınıflandırılması 

 

2.1.4.1. Oksidoredüktazlar 

 

Biyolojik oksido-redüksiyon reaksiyonlarını kataliz eden enzimlerdir. NADH, NADPH, 

FADH2, FMNH2 koenzimlerini bulundururlar. Ayrıca Ģu enzim gruplarını içerirler: 

 

Dehidrogenazlar:Uygun bir hidrojen alıcı eĢliğinde substrattan hidrojen atomlarını 

alan enzimlerdir.  

 

Sitokromlar : Elektronları bir maddeden diğerine aktarırlar. Sitokrom-a, Sit-b, Sit-c ve 

oksidazlar grubundan olan sitokrom oksidaz ile birlikte, sitokrom sistemini 

oluĢtururlar ve hücrelerin mitokondri kısmında bulunur. Bu sitokromlar, kinonlu ve 

flavin nükleotidli enzimlerden aldıkları elektronları sitokrom oksidazlara aktarırlar. 

 

Oksidazlar : Serbest oksijen eĢliğinde substratın oksidayonunu sağlarlar. 

 

2.1.4.2. Transferazlar 

 

Aldehit, keton, açil, azot, fosfat ve kükürt içeren grupların bir bileĢikten diğerine 

aktarılmasını katalize eden enzimlerdir. Transaminazlar bu gruba en iyi örnektir. 

 

2.1.4.3. Hidrolazlar 

 

Substratın çeĢidine göre ester, eter, peptid v.s.bağlar üzerine hidroliz reaksiyonlarını 

katalizlerler. Disakkarazlar, lipazlar bu gruba örnek verilebilir. 

 

2.1.4.4. Liyazlar 

 

Çift bağ oluĢumu ve çift bağa katılma reaksiyonlarını katalizleyen enzimlerdir. 

Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun örnekleridir. 

 

2.1.4.5. Ġzomerazlar 

 

Ġzomerizasyon reaksiyonlarını katalize ederler. 
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2.1.4.6. Ligazlar 

 

ATP yıkımıyla oluĢan enerjiden faydalanarak 2 molekülün birleĢmesini katalize eden 

enzimlerdir. 

 

2.1.5. Enzim kinetiği ve Michaelis-Menten eĢitliği 

 

Kimyasal kinetik, kimyasal bir reaksiyonun hızını ve mekanizmasını inceleme 

anlamına gelir. Bir kinetik analizin esas amacı, kimyasal reaksiyonun nasıl ve ne gibi 

bir hızla oluĢtuğunu anlamaktır. Yani substratların ürüne dönüĢümünde izlenen 

yolun ve hızın bilinmesidir. 1913 yılındaLeonar Michaelis ve Menten,enzimlerin 

kinetik özelliklerini açıklamak için basit bir model ileri sürmüĢlerdir. Bu modele göre; 

bir çok enzimin kinetik özellikleri en basit biçimde; 

 

                 k1                           k3 

E + S                    ES                      P + E 

                  k2 

 

formülü ile ifade edilebilir. Bu formüle göre; 
 
[ES] = k1[E].[S]                                                                                                       (1.1) 
 
[ES] = k3[ES] +k2 [ES]                                                                                          (1.1a) 
 
k1[E].[S] = (k2 + k3) . [ES]                                                                                      (1.1b) 

 

Toplam enzim konsantrasyonu; 

 
[E].[S] / [ES] = (k2 + k3) / k1(1.1c) 

 

Bir enzimatik reaksiyonun hızı, enzim etkisiyle zaman birimi baĢına (1 dakikada 

veya 1 saniyede) oluĢan ürünün veya ürüne dönüĢen substratın miktarına göre ifade 

edilir. Bir enzimin bir doku ekstratı veya biyolojik bir sıvı içindeki miktarını ölçmek 

için, örnek içinde bulunan enzimin katalize ettiği tepkimenin hızı ölçülür. Ölçülen hız, 

var olan aktif enzimin miktarıyla doğru orantılıdır.  

 

Ancak birçok enzimin saf örnekleri olmadığından veya miktarlarını saptamak zor 

olduğundan bu enzimlerin miktarları yerine aktivite ünitesi kullanılır; çeĢitli enzimatik 
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reaksiyonların hızlarının farklı olması, ilgili enzimlerin aktivitelerinin veya 

etkinliklerinin farklı olmasıyla açıklanır.  

 

Enzim konsantrasyonu ve diğer bütün  Ģartların sabit olduğu bir ortamda çok düĢük 

bir substrat konsantrasyonunda, enzim moleküllerinin çoğu serbest kalır, ES 

kompleksi az miktarda oluĢur ve dolayısıyla ürüne dönüĢen substrat miktarı veya 

reaksiyonun hızı küçüktür. Substrat konsantrasyonunun belirli artıĢları ile enzim 

moleküllerinin yarısı serbest kalırken diğer yarısı  ES kompleksini oluĢturur. Bu 

kompleksin oluĢtuğu noktada yarı maksimal hız (1/2 Vmax) noktasına ulaĢılır. 

Substrat konsantrasyonunun belirli artıĢlarının devamında enzim moleküllerinin 

tümünün ES kompleksi oluĢturduğu bir noktada reaksiyon hızı maksimumdur (Vmax) 

ve bu noktadan sonra substrat konsantrasyonunun artıĢı ile reaksiyon hızı artmaz: 

 

Kmise Michaelis-Menten sabiti olarak adlandırılır ve  ½ Vmax daki substrat 

konsantrasyonunu ifade eder. (ġekil 2.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ġekil 2. 2: Michaelis- Menten grafiği (Bingöl, 1978). 

 

Her enzime özgü karakteristik bir Km değeri vardır. Michaelis-Menten denkleminin 

kullanıldığı bir hiperbolik eğride, ilgili enzime ait Vmax ve Km değerlerini 

hesaplayabilmek için, grafiği doğrusal olan Lineweaver–Burk denklemi 

önerilmiĢtir(Gilbert, 2003).(ġekil 2.3) 
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ġekil 2. 3: Lineweaver- Burk grafiği (Lineweaver and Burk, 1934). 

 

2.1.5.1. Reaksiyon basamakları 

 

Sabit ısıda herhangi bir reaksiyonun hızı mevcut substratların konsantrasyonuna 

göre ifade edilir. Reaksiyon hızının substrat konsantrasyonuna bağlılık derecesine 

bu reaksiyonun kinetik basamağı denir. Bu tanımlamaya göre bütün reaksiyonlar 

sıfırıncı basamak, birinci basamak ve ikinci basamak olarak adlandırılırlar (Kaya, 

1993) 

 

 
 

ġekil 2. 4: Sıfırıncı ve birinci dereceden reaksiyonlar (Kaya, 1993). 
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2.1.5.2. Enzimatik reaksiyon hızını etkileyen faktörler 

 

Isı etkisi : 

 

Her enzim için en iyi çalıĢtığı bir sıcaklık derecesi vardır. Buna o enzimin optimum 

sıcaklık derecesi denir. Bu derecenin üzerinde enzimler, 3 boyutlu yapılarını 

kaybederek denatüre olurlar ve reaksiyon hızları düĢer. Bu sıcaklıkta reaksiyon hızı 

oda sıcaklığındakine oranla 4 kez daha fazladır. Hayvansal enzimlerin çoğunun 

optimum sıcaklığı 40-50o C arasındadır. Bitkisel kaynaklı enzimlerin ise 50-60o C 

arasındadır (ġekil 2.5) 

 
 

 

ġekil 2. 5: Enzim reaksiyonunun hızı üzerine ısı etkisi (Kaya, 1993). 

 

pH etkisi : 

 

Her enzimin en iyi çalıĢtığı belli bir pH derecesi vardır. Bu pH‟nın altında ve üstünde 

reaksiyon hızı düĢer ve değiĢik pH‟lar enzimi denatüre eder. pH derecesi sıcaklık ve 

substrat konsantrasyonuna bağlı olarak değiĢir (ġekil 2.6) 
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ġekil 2. 6:  Enzim reaksiyonunun hızı üzerine pH  etkisi (Kaya, 1993) 

 

Enzim konsantrasyonunun etkisi : 
 

Substrat konsantrasyonu sabit tutularak, enzim konsantrasyonu artırıldığında 

reaksiyon hızı da orantılı olarak artar. Çünkü her enzim molekülü birbirinden 

bağımsız olarak iĢ görür. Fakat deneysel olarak bu lineer artıĢı elde etmek n 

mümkün olmayabilir. Çünkü enzimler dissosiye olabilen inhibitörler ve aktivatörler 

içerirler ve düĢük konsantrasyonlarda enzim dayanıksızdır. 

 

Substrat konsantrasyonunun etkisi : 

 

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzimatik reaksiyonun hızı belirli bir noktaya kadar 

substrat konsantrasyonu ile artar. Hız maksimuma ulaĢtıktan sonra substrat 

konsantrasyonunun artması reaksiyon hızını değiĢtirmez (ġekil 2.7). 

 

 

ġekil 2. 7: Enzimatik reaksiyonun hızı üzerine substrat konsantrasyonunun etkisi. 
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Ġnhibitörlerin etkisi : 

 

Enzimatik reaksiyonların hızını azaltan veya yok eden maddelere inhibitörler denir. 

Ġnhibitörlerin bu etkisi de inhibisyon olarak tanımlanır.  

 

2.1.5.3. Ġzoenzimler 

 

Birden fazla molekül Ģeklinde bulunan enzimlere izoenzim denir. Ġzoenzimler aynı 

tür ve dokularda, hatta aynı hücrelerde oluĢurlar. Aynı kimyasal reaksiyonu katalize 

ettikleri halde kinetik özellikleri, aminoasit bileĢimleri ve hatta dizileri bakımından 

farklılık gösterirler. Aynı zamanda izoenzimlerin fiziksel, kimyasal ve immunolojik 

özellikler bakımından belirgin farklılıkları vardır. 

 

2.1.5.4. Proenzimler 

 

Bir enzimin inaktif öncülüne zimojen denir. Proteolitik enzimler veya kanın 

pıhtılaĢmasını sağlayan enzimler proenzim denilen inaktif bir halde salgılanırlar. 

Propepsin, pretripsin ve prekimotripsin gibi. Pepsinojen, tripsinojen ve 

kimotripsinojen olarak ta bilinen bu enzimler pepsin, tripsin ve kimotripsin ön 

maddeleridir. Proenzimler salgılandıktan sonra prepepsin de olduğu gibi ya kendi 

kendilerini aktive ederler veya H+ iyonlarının etkisiyle aktifleĢirler.  

 

2.1.5.5. Allosterik Enzimler 

 

Allosterik enzimler diye tanımlanan bir grup enzim diğerlerinden farklı bir kinetik 

gösterirler. Bu enzimlerin aktivitesi allosterik etkenler (efektörler) diye bilinen 

maddeler tarafından azaltılabilir veya arttırılabilir. Her allosterik enzime kendi 

etkenleri etki eder. Allosterik (diğer bölge) adı Ģunu kasteder: Etkenler, substrat 

bağlama bölgeleri dıĢında enzime bağlanmak suretiyle aktif bölgede meydana 

gelecek değiĢiklikleri etkilerler. 

 

Çok enzimli sistemlerin çoğunda dizinin ilk enzimi allosterik enzimdir. Bu enzim en 

yavaĢ veya hızı sınırlayan reaksiyon basamağını kataliz eder.Bu Ģekilde her 

metabolik dizinin hızı hücre içi enerji istemini değiĢtirmek ve hücrenin büyüme ile 

onarım için gerekli yapı taĢı moleküllerini değiĢtirmek için her saniye sürekli olarak 

proglamlanır. 
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2.2. Tirosinaz 

 

2.2.1. Enzim hakkında genel bilgi 

 

Tirosinazlar (monofenol, o-difenol: oksijen oksidoredüktaz EC 1.14.18.1 ) 

proteinlerin büyük bir grubu olan tip-3 bakır proteinleri grubuna aittir. Bitkilerden elde 

edilen katekoloksidazlar, eklem bacaklılar ve yumuĢakçalardan elde edilen oksijen 

taĢıyıcı hoemosiyaninleri içerirler (Halaouli ve diğ.,2006). 

 

 

ġekil 2. 8: Streptomyces castaneoglobisporus kaynaklı tirosinazın, bir caddy proteini olan 
ORF378 ile kompleks oluĢturmuĢ yapısı. Tirosinaz kırmızı, ORF378 mavi, bakır atomları 

yeĢil renkte gösterilmektedir (Mayer, 2006) 

 

Tirosinaz iki yarı oksidasyon reaksiyonunu katalizler. Birinci reaksiyonda tirosinaz 

dört faklı enzim yapısıoluĢturarak(Edeoxy, Eoxy, Eoxy-M, Emet-D) monofenollerin 

oksidasyonunu oksijen kullanarak katalizler. Ġkinci reaksiyonda enzim altı farklı 

enzim yapısı oluĢturarak (Edeoxy, Eoxy, Eoxy-D, Emet, Emet-D) o-difenollerin 

oksidasyonunu katalizler. Ġki reaksiyon sonucunda da oligomerlerle reaksiyon veren 

o-kinonlar oluĢur (Kaya, 1993). 

 

Tirosinaz enziminin aktif kısmı bakır iyon değerliğine ve moleküler oksijene bağlı 

olarak üç ara yapıda bulunabilmektedir: deoksi (Cu I-Cu I), oxsi (Cu II-O2-Cu II), met 

(Cu II- Cu II) (Sanchez-Ferrer 1995) Met formu iki elektronun ortamdan alınması ile 

deoksi forma dönüĢür ve ortaya çıkan deoksi form moleküler oksijenle birlikte geri 

dönüĢümlü  oksi formu oluĢturur (Sanchez-Ferrer, 1995). 

 

Tirosinazlar melanin biyosentezinin özellikle ilk basamağında L-tirosinin L-dopakinon 

ve L-dopakrom‟a dönüĢümünden sorumludurlar (Solver-Rivas ve diğ.,1999). 
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Tirosinazın özelliği, monofenollerin o-hidroksilasyon reaksiyonlarını ve o-difenollerin 

aktif o-kinonlara oksidasyon reaksiyonlarını katalizlemesidir. Bu iki reaksiyonda da 

moleküler oksijen kullanılır.  

 

O-kinonlar çeĢitli nükleofiller yardımıyla enzimatik olmayan reaksiyonlarda 

kullanılırlar ve bu reaksiyonlar koyu kahverengi pigmentlerle iliĢkilendirilirler. 

 

Tirosinaz memelilerde, omurgasızlarda, bitkilerde, mikroorganizmalarda bulunur ve 

bu yapılarda birçok biyolojik fonksiyona sahiptir(Solver-Rivas ve diğ.,1999). 

 

Enzim ilk olarak memelilerde, melanomaların geliĢimindeki rolleri ve albinizm, vitiligo 

gibi pigmentasyon sorununa bağlı hastalıklardaki etkisi sebebiyle karakterize 

edilmiĢtir. Mantarlarda ise temel olarak kahverengileĢme ve pigmentasyonla 

iliĢkilendirilmiĢtir(Van Gelder ve diğ.,1997). 

 

Melaninler UV radyasyonuna, serbest radikallere, dehidratasyona ve aĢırı 

sıcaklıklara karĢı savunma ve direniĢ mekanizması teĢkil ederler. 

 

Mantar tirosinazı ilk olarak yenilebilir bir mantar olan Agaricus bisporus, Nakamura 

ve diğ. (1966), Robb ve diğ. (1981), Wichers ve diğ. (1996) „dan saflaĢtırılmıĢtır. 

Çünkü ürünün geliĢimi ve hasatı sırasında meydana gelen enzimatik kararma 

ürünün ticari değerini azaltmaktadır. Nevraspora crassa, Kupper ve diğ.(1989), 

Lentinula edodes, Konda ve diğ. (1996), Aspergillus oryzae ve Pycnoporus 

sanguineus, Halaouli ve diğ. (2005), gibi diğer mantarlardan elde edilen enzim 

mantar tirosinaz biyokimyası ve karakteristiğine yeni bir anlayıĢ getirmiĢtir.  

 

Tirosinaz ile polifenoloksidaz arasındaki fark her zaman açık değildir, çünkü uygun 

Ģartlar altında polifenol oksidazlar da monofenolleri hidroksilleyebilmektedirler. 

Tirosinaz aktivitesi sonucu oluĢan ürünler deri pigmentasyonu, bitkilerde ve 

mantarlarda koruyucu ve savunma mekanizmaları, bazı çiçeklerde pigmentler için 

öncüleri oluĢtururlar.  

 

Öte yandan tirosinaz aktivitesi sonucu oluĢan ürünler bitkilerde ve sebzelerde 

kararma reaksiyonları gibi zararlı etkilere de yol açarlar (Ikehata ve diğ.,2002). 
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Ticari mantar tirosinazı genellikle kararma önleyici ve cilt beyazlatıcı ajanların 

görüntülenmesi amacıyla doğal kaynaklardan ya da sentetik olarak elde edilir. 

Örneğin insan vücudundaki tirosinaz deri pigmentasyonunun azaltılmasındaki 

çalıĢmalarda kullanılır. Mantar tirosinazı ise karboksilatların, organik materyallerin, 

diğer protein ve enzimlerin varlığında tirosinaz aktivitesindeki farklılıkların 

belirlenmesinde kullanılır (Naidja ve diğ.,1998). 

 

Enzimin aktif kısmının yapısında bakır molekülü iyi korunan altı ya da yedi histidine 

bağlıdır ve tek bir sistein ucu boĢtadır. Enzim memelilerde, bitkilerde, mantarlarda 

ve bakterilerde evrensel bir dağılıma sahiptir. Enzimin bitkilerde ve özellikle 

mantarlarda biyolojik fonksiyonu hakkında çok fazla bilgi yoktur (Mayer, 2006). 

 

Enzimin biyokimyasal yönü açıkça ortaya konmuĢtur. Özellikle bitki tirosinazı Yoruk 

ve diğ.,(2003) tarafından incelenmiĢtir. Lerch, (1995) ve Sanchez-Ferrer ve diğ. 

(1995) tarafından tirosinaz enziminin reaksiyon mekanizması geniĢ ölçüde ele 

alınarak enzimin melanogenesis çevrimindeki önemi vurgulanmıĢtır.  

 

Mantar tirosinazı birçok kinetik verinin oluĢturulmasında kullanılan ve en fazla 

çalıĢılan tirosinazdır. Fakat henüz kristalize edilemediğinden üç boyutlu yapısı 

bilinmemektedir. KarĢılaĢtırmalı modelleme deneysel yapısı bulunmayan proteinlerin 

üç boyutlu yapılarını belirlemede kullanılan en yaygın metottur(Rescigno ve 

diğ.,2011). 

 

Mantar kökenli tirosinazlar Laccases gibi bakır içeren diğer polifenoloksidazlarla 

karĢılaĢtırıldıklarında önemli ölçüde heterojeniteye sahip olan sitozolik enzimlerdir. 

A. Bisporus tirosinazın ham carpophore ekstratından saflaĢtırılmasıyla ilgili yapılan 

çalıĢmalarda genellikle polimerik olan birden fazla form elde edilmiĢtir. 1963 yılında 

ise Bouchilloux ve arkadaĢları belirgin molekül ağırlığına sahip birçok tirosinaz 

formunun varlığını preparatif elektroforez ve hidroksi apatit kromotografi kullanarak 

gün ıĢığına çıkarmıĢlardır(Halaouli ve diğ.,2006). 

 

Mikroorganizmalarda, hayvanlarda, bitki ve böceklerde tirosinazın aktif ve aktif 

olmayan formları görülmektedir. Whitaker (1995) Ġn vivo tirosinazın yaĢlanma, 

Burtan ve diğ. (1993), ağır çevre koĢullarına maruz kalma ya da proteinlerin etkisi 

sonucu aktive olduğu saptanmıĢtır. 
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Jolivet ve diğ. (1998), günümüzde mantar kökenli enzim aktivasyon mekanizması 

açık değildir ve enzimatik konformasyonel değiĢimin veya basit bir protein 

çözünmesinin sonucu olduğu sanılmaktadır(Mayu ve Horel, 1979). 

 

Bütün tirosinaz dizileri karĢılaĢtırıldığında sadece bakır bağlayıcı kısım korunan etki 

alanı merkezi olarak görülmektedir, bakır içeren oksijenler hemolimflerden bir çok 

yumuĢakça ve eklembacaklıya taĢınır. Altı korunmuĢ histidin tirosinaz enziminin aktif 

kısmındaki bir çift bakır iyonuna bağlanarak moleküler oksijen ve fenolik substrat ile 

etkileĢir (Seo ve diğ.,2003) (ġekil 2.9). 

 

 
 

ġekil 2. 9: Binükleer bakır uçlarının Ģematik gösterimi. C = bakır iyonu, O = Oksijen, H = 
Histidin(Van Gelder ve diğ.,1997). 

 

Tirosinaz substratları enzim tarafından hidroksillenmiĢ ve kinonlanmıĢ fenol ve 

katekollerin geniĢ bir yelpazesinden oluĢmaktadır. Bütün tirosinazlar monofenoller 

üzerine etkidiklerinde tipik bir gecikme süresi gösterirler. Bu gecikme süresi difenol 

konsantrasyonuna göre sabit hıza ulaĢmak için gerekli zaman olarak tanımlanır.  

Tirosinaz substratları fenoller ve katekollerle sınırlı değildirler bir çok o-aminofenol 

ve aromatik o-diamin tirosinaz tarafından kinonlanabilmektedir.  Monoaminlerin de 

enzim tarafından hidroksillendiği bilinmektedir(Recigno ve Sanjust, 2002). 
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ġekil 2. 10: Tirosinazın monofenolaz ve difenolaz aktivitesi (Espin ve diğ.,2000). 

 

Tirosinaz enziminin bilinen endojen substratları L-tirosin, p-aminofenol ve bunların 

gulutamat, ç-glutaminil-4-hidroksibenzen(GHB) ile kondenzasyonu sonucu oluĢan 

ürünlerdir. 

 

o-kuinonik ürün geliĢimine bağlı olarak tirosinaz substratları üç fafklı gruba 

ayrılabilirler. 

 

i)Benzen halkasına intromoleküler 1,4-katılmasını sürdürebilen dönüĢümlü o-kinon 

ürünleri. 

 

ii) DönüĢümsüz fakat su eklenmesiyle ilerleyebilen o-kinon ürünleri. 

 

iii) Reaksiyon süresince yüksek stabiliteye sahip olan o-kinon ürünleri(Seo ve diğ. 

2003). 
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ġekil 2. 11: Mantar tirosinazının monofenolaz ve difenolaz aktiviteleri. M: monofenol, D: 
difenol, Q: kuinon(Cabanes ve diğ.,2002). 

 

Tirosinaz ilk keĢfedilen monooksijenaz olmasına rağmen kristal yapısı 

aydınlatılamamıĢtır. Tirosinazların aĢağıdaki özellikleri dikkate alınarak, 

haemosiyaninler ve katekol oksidazların benzer binükleer bakır uçlarına sahip 

oldukları düĢünülmektedir.  

 

i)Oksijenle bağlanma prosesindeki konformasyonel değiĢiklikler ve karĢılaĢtırılabilir 

değerlik(Woolery ve diğ.,1984). 

 

ii) KarĢılaĢtırılabilir spektroskopik ve manyetik özellikler(Himmelwright ve diğ. 1980). 

 

iii) Birincil dizi benzerlikleri (Van Gelder ve diğ.,1997).  

 

Melanogenesis koyu makromolekül pigmentlerinin melanine formasyonuna yol açan 

proses olarak tanımlanır. Melanin enzimatik katalizlenmelerin ve kimyasal 

reaksiyonların kombinasyonu ile oluĢur (Cooksey ve diğ.,1997). 

 

Melanogenesis tirosinaz tarafından katalizlenen tirosinin dopakroma oksidasyonu ile 

baĢlar. Bu adım melanin sentezinde hız sınırlayıcıdır çünkü geri kalan reaksiyon 

dizisi fizyolojik bir pH değerindekendiliğinden devam edebilir. Biyosentez 

mekanizması ġekil 2.12‟ de gösterilmiĢtir (Chang, 2009). 
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Bitki ve mantarlardaki kararma kavramsal olarak melanogenesise benzer ve 

oksidatif polimerizasyonla alakalıdır. Asıl farklılık ise allomelanin dopakinon türevleri 

içermez bunun yerine yapısındaki temel monomerler kinon yapıtaĢlarıdır. 

 

 

ġekil 2. 12: Melanin biyosentezinin Ģematik gösterimi (Schallreuter ve diğ.,2008). 

 

Melanin güneĢten gelen UV radyasyonunun zararlı etkilerinden cildi korumada 

önemli bir rol oynar. Esas olarak insan cildini foto koruyucu bir fonksiyonu olmasına 

rağmen, anormal miktarda melanin cildin bazı spesifik bölgelerinde daha fazla 

pigmentli parçalar oluĢturur ve bu durum bir estetik sorun haline gelebilir. Enzimatik 

kararma bitki ve mantarlarda da istenmeyen bir durumdur . Özellikle mantarda hasat 

sırasında oluĢur ve ürünün ticari değerini düĢürür(Artes ve diğ.,1998). 

 

Melanin biyosentezinin inhibisyonu kozmetik endüstrisinde de cilt beyazlatma 

ajanlarının kullanımının yüksek olması açısından oldukça önemlidir. Melanin 

sentezinin aĢırı olması hiperpigmentasyon denilen ciltte lekelenmelerle sonuçlanan 

bir probleme neden olur. 
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Melanin biyosentezi inhibitörlerinden, kozmetik alanında beyazlatıcı ajanlar olarak 

bilinen kojik asit, hidrokinon, arbutin, ve azelaik asit yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Prota (1996), Mora ve Baroldi (2000), bu inhibitörlerin yanı sıra son yıllarda özellikle 

polifenol içeriği zengin bitki kökenli inhibitörlerin kullanımı yaygınlaĢmaktadır(Özer 

ve diğ.,2007). 

 

2.3. Enzim Ġnhibitörleri 

 

2.3.1.Enzimatik  inhibisyon 

 

Bazı moleküller enzimlerle iliĢki kurma yeteneğinde oldukları halde, substrat gibi 

hareket etmezler. Yani enzimler bunların yeni bir ürüne dönüĢümünü sağlamazlar. 

Ancak bu birleĢme nedeni ile enzimin kendisi de katalitik görevini yerine getiremez. 

Bu çeĢit maddelere „Enzim Ġnhibitörleri‟ denir. Enzim inhibitörleri ile inhibisyonu geri 

dönüĢümlü veya geri dönüĢümsüz olabilir.    

 

2.3.2.  Geri dönüĢümlü inhibitörler 

 

Bu gruptaki inhibitörler üç gruba ayrılırlar; kompetitif (yarıĢmalı) inhibitörler, 

unkompetitif (yarıĢmasız) inhibitörler ve nonkompetitif (sınırlı yarıĢmalı) inhibitörler. 

 

 

ġekil 2. 13: Geri dönüĢümlü inhibitörlerin eylem mekanizması. E, S, I ve P sırasıyla enzim, 
substrat, inhibitör ve ürün. ES, enzim substrat kompleksi, EI ve ESI sırasıyla enzim-inhibitör 

ve enzim-substrat-inhibitör kompleksleri (Chang, 2009). 
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2.3.2.1.  Kompetitif  ( yarıĢmalı) inhibisyon 

 

YarıĢmalı enzim inhibisyonudur; geri dönüĢümlü enzim inhibisyonunun yaygın bir 

tipidir. Kompetitif enzim inhibisyonunda, inhibitör, enzimin aktif yeri için substrat ile 

yarıĢır. Enzimin aktif yerine inhibitör bağlanınca reaksiyon gerçekleĢmez; inhibitör 

aktif yeri iĢgal ederken substratın enzime bağlanmasını önler. Kompetitif enzim 

inhibisyonunda inhibitör madde, enzimin substratına olan ilgisini azaltır; Km değeri 

büyür. Kompetitif inhibitör, sıklıkla yapısal olarak substrata benzeyen ve substrat 

gibi, enzime reversibl bağlanma özelliği gösteren bir bileĢiktir; EI kompleksi 

oluĢturmak üzere enzim ile reversibl olarak birleĢir: (ġekil 2.14). 

 

 

 

ġekil 2. 14: Kompetitif inhibitörlerin eylem mekanizması (Chang, 2009). 

 

 

ġekil 2. 15: ( a ) Kompetitif ve ( b ) Unkompetitif inhibisyon çeĢitleri. 
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2.3.2.2. Unkompetitif (yarıĢmasız) inhibisyon 

 

Bir enzime bir unkompetitif inhibitörün bağlanması sonucu meydana gelen enzim 

inhibisyonudur. Unkompetitif inhibitör, nonkompetitif inhibitör gibi, enzim üzerinde 

substratın bağlandığı aktif yerden ayrı bir yere geri dönüĢümlü olarak bağlanır;  fakat 

nonkompetitif inhibitör serbest enzime veya ES kompleksine bağlanabildiği halde 

unkompetitif inhibitör, sadece ES kompleksi oluĢtuktan sonra enzimin substratın 

bağlı olduğu aktif yerden baĢka bir yerine geri dönüĢümlü bağlanarak enzimi 

inaktive eder:(ġekil 2.16). 

 

 

ġekil 2. 16: Unkompetitif inhibitörlerin eylem mekanizması (Chang, 2009). 

 

2.3.2.3. Nonkompetitif inhibisyon 

 

Substrata yapısal yakınlığı olmayan bazı maddeler, belirgin bir Ģekilde enzimi inhibe 

ederler. Bu tür inhibisyonda inhibitör enzimin aktif yani katalitik bölgesi dıĢında 

spesifik baĢka bir bölgeye bağlanır. Diğer bir ifadeyle inhibitörle substrat enzimin 

ayrı ayrı yerlerine bağlanırlar. Bu nedenle bu iki bileĢik bağlanmak için birbirleriyle 

yarıĢma halinde değildir. Bundan dolayı bu tür inhibisyona yarıĢmasız inhibisyon da 

denir. Bu tip inhibitörler enzimin yapısını bozarak katalizi engeller. 
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ġekil 2. 17: Nonkompetitif inhibisyon çeĢidi. 

 

2.3.3. Geri dönüĢümsüz inhibitörler 

 

Geri dönüĢümlü inhibitörlerin yanı sıra geri dönüĢümlü olmayan inhibitörler de 

mevcuttur. Bu tip inhibitörler spesifik inaktivatörler olarak ta bilinirler ve enzime 

kovalent bir bağla bağlanıp onu kolayca inaktif hale getirirler. (ġekil 2.18) 

 

Geri dönüĢümsüz enzim inhibisyonu, bir geri dönüĢümsüz inhibitörün, enzim 

üzerinde bulunan ve aktivite için esas olan bir fonksiyonel grubu yıkması veya 

onunla geri dönüĢümsüz olarak birleĢmesi sonucu meydana gelir. Bir geri 

dönüĢümsüz inhibitör ve enzim arasında kovalent bağ oluĢması yaygındır: 

 

 

ġekil 2. 18: Geri dönüĢümsüz inhibitörlerin reaksiyon makanizması. E ve Ei sırasıyla enzim, 
inaktif enzim. S, I ve P sırasıyla substrat, inhibitör ve ürün. ES, EI ve ESI ara ürünler (Chang, 

2009). 
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2.3.4. Tirosinaz enzim inhibitörleri 

 

Tirosinaz enizimin günümüze kadar çalıĢılmıĢ doğal ve sentetik kaynaklı bir çok 

inhibitörü bulunmaktadır. Ġnhibitörler enzim substratları olan tirozin ve dopa 

varlığında dopakrom oluĢumu açısından incelenmiĢtir.  

 

Polifenoller enzim inhibitörleri arasında en yaygın olanlarıdır. Özellikle flavanoidler ( 

stilbenler, kalkonlar, izoflavonoidler, izoflavonlar ), uzun zincirli lipitler, steroidler 

bilinen inhibitörlerdir (Chang, 2000). 

 

Kojik asit tirosinazın en çok çalıĢılmıĢ inhibitörüdür, aynı zamanda kozmetik 

alanında cilt beyazlatıcı ve gıda endüstrisinde enzimatik kararmayı önleyici gıda 

katkısı olarak kullanılmaktadır. Chen ve diğ. (1991), Kojik asit mantar tirosinazının 

monofenolaz aktivitesi üzerinde kompetitif inhibisyon etkisi gösterirken difenolaz 

aktivitesi üzerine karıĢık inhibsyon etkisi gösterir. Tirosinazın difenolaz aktivitesine 

slow-binding inhibitör etkisi gösterdiği de belirtilmiĢtir (Cabanes ve diğ.,2002). 

 

Polifenoller çok sayıda fenolik iĢlev içeren moleküllerdir ve tirosinaz inhibitörleri 

arasında en yaygın olanlarıdır. Flavanoidler ise en fazla çalıĢılan ve yapıları 

aydınlatılmıĢ polifenollerdir. Bir çok bitkinin yaprak, tohum çiçek ve kabuklarında 

yaygın olarak bulunurlar. Günümüzde yapısı aydınlatılmıĢ 4000 „den fazla flavanoid 

mevcuttur. Bu bileĢikler bitkilerde UV ıĢınlarına, patojenlere ve ot oburlara karĢı 

savunma mekanizması sağlarlar.  

 

Harborne ve diğ. (2000), sebzelere, orman meyvelerine ve Ģaraba karakteristik mavi 

ve kırmızı rengini verirler. Flavanoidler; flavonlar, flavanoller, flavanonlar, flavonoller, 

izoflavanoidler, kalkonlar ve katekinlerden oluĢan yedi ana gruptan oluĢurlar. 

Flavanoidler yapı olarak tirosinaz inhibitör ve substratları ile uyumludurlar (ġekil 

2.19). 
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ġekil 2. 19: Bazı tirosinaz inhibitörlerinin inhibitör aktivitelerinin mantar tirosinazının standart 
inhibitörü olan kojik asitin inhibitör aktivitesiyle kıyaslanması (Chang, 2009). 
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Birçok tirosinaz inhibitörü doğal kaynaklıdır, özellikle bitkilerin faklı bölgelerinden 

elde edilen ekstratlardan çok sayıda inhibitör elde edilmiĢtir. Toksik olmayan etkiye 

sahip ve cilt beyazlatmada yaygın olarak kullanılan polifenol zengini Morus türü 

bitkilerin farklı bölümlerinden elde edilen ekstratlardan çok sayıda inhibitör 

saflaĢtırılmıĢtır. Bitkinin yapraklarından elde edilen moracin (M-6,3‟-o-β-

glucopyranoside) tirosinazın anti-difenolaz aktivitesi üzerine kojik asitten 4-5 kat 

daha fazla inhibitör etkisi göstermiĢtir(Lee ve diğ.,2002). 

 

Bitki kabuğundan elde edilen ekstrattan saflaĢtırılan Norartocarpetin ( 5,2,7‟,4‟- 

tetrahydroxyflavone) „un mantar tirosinazının aktivitesine karĢı inhibitör etkisinin kojik 

asitten 10,4 kat daha fazla olduğu bulunmuĢtur(Ryu ve diğ.,2008). 

 

 

ġekil 2. 20: Geri dönüĢümsüz tirosinaz inhibitörlerinin kimyasal yapıları (Chang, 2009). 

 

2.4. Tirozinaz Enziminin Uygulama Alanları 

 

Meyve ve sebzelerin taĢınması veya iĢlenmesi esnasında meydana 

gelenzedelenmelerden dolayı veya bu ürünlerin kesilmiĢ, dilimlenmiĢ yüzeylerinin 

havaya maruzbırakılması ya da dondurulduktan sonra çözünmesi enzimatik 

kararmaya yol açar.  

 

Özellikle hasat sırasında ve depolamada meydana gelen enzimatik kararma ürünün 

ticari değerinin düĢmesine sebep olur. Bu da enzimi özellikle gıda endüstrisinde 

oldukça önemli kılar(Jolivet ve diğ.,1998). 
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Günümüzde biyoteknoloji ve çevre uygulamaları alanında mantar tirosinazına olan 

ilgi oldukça artmıĢtır. Tirosinazın monofenolleri difenollere dönüĢtürme yeteneğinden 

antioksidan orto-difenollerin üretilmesi amacıyla yararlanılmaktadır. Bu maddeler 

endüstride gıda ve ilaç katkı maddeleri olarak kullanılmaktadır. Tirosinaz 

inhibitörlerinin cilt beyazlatıcı etkileri özellikle kozmetik endüstrisinde geniĢ 

uygulama alanları bulmaktadır(Seo ve diğ.,2003). 

 

2.5. Antioksidan Maddeler 

 

Vücudun, ürettiği serbest radikallere (oksidanlara) karĢı savunma 

mekanizmasıanlamında bir enzim sistemi vardır. Bu enzimlerin etkinliğini artıran 

maddelereantioksidandenir ve antioksidanlar vücut hücreleri tarafından üretildiği 

gibi, gıdalarla daalınan bir grup kimyasal maddedir. Çaydaki polifenoller, soya ve 

turunçgillerdekiflavonoidler, kakaodaki siyanidin, kanserden koruyucu etkisi olan ve 

antioksidan etkilimaddelere örnektir (Gökalp, 2006). 

 

Organik bileĢiklerin yapısında değiĢikliklere neden olan atmosferik oksijen, gıdaların 

rafömrünün azalmasına neden olmaktadır. Oksidatif bozunmayı önlemek 

veyageciktirmek için gıda maddelerini bu bozunmadan korumak amacıyla 

antioksidanmaddeler kullanılmaktadır. 

 

Antioksidanlar gıdalarda; onları dengelemek, oksitlenmeyi kontrol ederek ürün 

kalitesiniartırmak, tatsızlık geliĢimini engellemek ve önemli ölçüde terapik ajan 

olarakpotansiyellerini ortaya çıkarmak için kullanılırlar. Gıdaların oksidasyonu 

sonucu,istenmeyen kahverengi renk, kötü koku, kötü tat (acılık), duyusal kalitede ve 

vitaminmiktarında azalmalar gibi sorunlar oluĢur (Gökalp, 2006) 

 

2.5.1. Antioksidan maddelerin iĢlevi 

 

Ġnsan metabolizmasında vücudun oksijen kullanımındaki normal iĢlemler sırasında 

bazı etmenlerin teĢviki ile aktif oksijen formları oluĢmaktadır. OluĢan aktif oksijen 

formları engellenmediğinde, DNA, protein, karbonhidrat ve lipitlerde yapısal 

bozulmalara yol açmaktadır. Antioksidan maddeler, aktif oksijenoluĢumunu 

engelleyerek ya da oluĢan aktifoksijenleri tutarak, oksidasyonun teĢvik etmiĢolduğu 

zararları hücresel bazdaengellemekte ve dejeneratif hastalıklarınoluĢumunu 

durdurmaktadır. 
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2.6. Ceviz 

 

Bitkiler, gıda endüstrisinde organoleptik ve besin kaynağı olarak nitelikleri 

bakımından büyük bir yere sahiptirler. Gıda kalitesini korumaları, antioksidan 

kaynağı olmaları, tıbbi amaçlarla kullanılmaları, dünyanın birçok yerinde 

hastalıklardan korunmak için medikal bitkilerin yaygın olarak kullanılması açısından 

büyük bir öneme sahiptirler (Amaral ve diğ.,2004). 

 

Ceviz ( Juglans Regia ),dünya üzerinde yaygın olarak bulunan geleneksel olarak 

büyük öneme sahip bir bitkidir. YeĢil ceviz, kabukları, çekirdek ve tohumları, ağaç 

kabukları ve yaprakları bile ilaç ve kozmetik endüstrisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. 

 

 
 

ġekil 2. 21: Ceviz ağacı ve meyvesi 

 

Ceviz insanlar için bir besin kaynağı olmasının yanı sıra, bir çok ülkede yerel halk 

tarafından ilaç yapımında kullanılan bir bitkidir. Bazı bölgelerde vitaminler ve fenolik 

bileĢikler açısından zengin ve besleyici olan ceviz likörü olarak da tüketilmektedir 

(Stampar ve diğ.,2006). 

 

Fenolik bileĢikler bitkilerin ve meyve ağaçlarının metabolizma komplekslerinde kritik 

bir role sahiptirler. Bu bileĢikler meyve ağaçlarının büyümesi, geliĢmesi ve 

meyvelerin hasat süreleri dahil olmak üzere bir çok fizyolojik süreci etkilerler. 

Gıdalarda bulunan temel fenolik bileĢik kompozisyonları insan beslenmesi üzerinde 

de oldukça yararlıdırlar (Usenik ve diğ.,2004). 

 

Epidemiyolojik çalıĢmalar, bitkilerden elde edilen zengin fenolik içeriğe sahip 

gıdaların kanser, kroner kalp hastalığı, katarakt, beyin ve bağıĢıklık 

disfonksiyonlarından oluĢan hastalıklara yakalanma riskini azalttığını açıkça ortaya 

koymuĢtur (Lattanzio ve diğ.,2003). 
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Bugüne dek analiz edilen bütün tohum ve meyvelerin arasında en yüksek 

antioksidan içeriğe sahip olan bitkinin ceviz olduğu tespit edilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda bitkiden elde edilen ekstratların antioksidan potansiyelinin bitkinin 

fenolik içeriği ile doğrudan alakalı olduğu ve bu karakteristiğin bitkinin yıllarca 

depolanmasından sonra bile değiĢmediği anlaĢılmıĢtır(Holvarsen ve diğ.,2002). 

 

Juglone‟nin, cevizde bulunan önemli bir fenolik bileĢik olduğu tespit edilmiĢtir. Bu 

bileĢiğin antimikrobiyal etkileri ve fare bağırsağındaki tümör oluĢumunun tekrarını 

önlediği belirlenmiĢtir. Cevizde bulunan ellagic asit ve flavanoidlerin potansiyel 

serum etkileri ve kalp koruyucu etkileri de tespit edilmiĢtir (Surgre ve diğ.,1998). 

 

Ceviz yaprağı halk hekimliğinde venöz yetmezliği ve hemaroid belirtilerinin 

tedavisinde kullanılırken bitkinin antidiarrheic, antihelmintik ve sıkılaĢtırıcı 

özelliklerinden de yararlanılmaktadır. 

 

Cevizin etanol ekstratında yapılan bir ön fitokimyasal çalıĢmada alkoloidlerin, 

flavanoidlerin ve saponinlerin varlığı tespit edilerek bu ekstratın anti-diyabetik 

farmakolojik etkisi belirlenmiĢ ve bu etkinin yapısında bulunan fenolik bileĢiklerden 

kaynaklandığı tespit edilmiĢtir (Mohammadi ve diğ.,2011). 

 

Ceviz de meyve kabuğunun içindeki çekirdeği koruyan özel koruyucu kahverengi zar 

üzerinde yapılan çalıĢmalarda, bu kısmın meyvenin toplam ağırlığının %5 ini 

oluĢturmasına rağmen antioksidan fenolik bileĢikler bakımından oldukça zengin 

olduğu ve çekirdeği oksidasyona karĢı koruduğu belirlenmiĢtir(Jurd ve diğ.,1956). 

 

Ceviz ekstratlarının ellagic asit monomerleri, polimerik taninler ve birçok fenolik 

bileĢik içerdiği, bu bileĢiklerin insan plazmasını ve düĢük yoğunluklu lipoprotein 

(LDL) oksidasyonunu inhibe ettiği de bulunmuĢtur (Anderson ve diğ.,2001). 

 



29 
 

 

ġekil 2. 22: Ceviz bitkisi kültüründe 320 nm de kaydedilen HPLC kromotogramı (Colaric ve 
diğ.,2005). 

 

 

ġekil 2. 23: 10 farklı ceviz kültüründe ceviz çekirdeğinde ( mg/100g çekirdek) bulunan    
fenolik bileĢikler(Colaric ve diğ.,2005). 

 

Ağır metallerin atık sulardan ve içme sularından uzaklaĢtırılması konusunda 

günümüze dek bir çok çalıĢma yapılmıĢtır. Bu konuda doğal kökenli absorbanların 

ağır metallerle bağ yapma mekanizması açıklığa kavuĢturulamamıĢtır, ancak 

prosesin karboksil, fenil ve hidroksil grupları varlığında iyon değiĢimi temeline 

dayandığı bilinmektedir.  
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AraĢtırmacılar bitki kökenli absorbanlarla ilgili araĢtırmalarında ceviz kabuğundan 

elde edilen ekstratları kullanarak sulu ortamda Pb+2 iyonlarının %80,1 inin absorbe 

edildiğini keĢfederek doğal absorbantların bu konuda ki kullanımlarının 

yaygınlaĢacağı sinyalini vermiĢlerdir (Gala ve diğ.,2011). 

 

Cevizin yaprağından elde edilen ekstrakt üzerinde yapılan analizlerde yüksek 

miktarda ellagic aside rastlanmıĢtır ve melanin biyosentezinde etkin olan tirosinaz 

enzimi üzerine inhibisyon etkisi incelenmiĢtir(Özer ve diğ.,2007). 

 

Ceviz çekirdeğinden etil asetat, n-butanol ve petrol eteri kullanılarak elde edilen 

ekstratlarda anti oksidant fenolik bileĢikler taranmıĢtır. Kolon kromatografisi 

uygulanarak elde eilen bileĢiklerin H1 ve C13 spekturumları ile yapıları aydınlatılarak 

7 farklı fenolik bileĢik elde edilmiĢtir(Zhang ve diğ.,2009) (ġekil 2.24). 

 

 

ġekil 2. 24: Ceviz çekirdeğinden saflaĢtırılan fenolik bileĢikler (Chang, 2009) 

 

Yapılan çalıĢma sonucunda elde edilen bileĢiklerin antioksidan aktivite özellikleri 

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)yöntemiyle belirlenmiĢ ve bileĢiklerdeki hidroksil 

grubu sayılarının antioksidan aktivite üzerinde oldukça etkili olduğu anlaĢılmıĢtır. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

 

Bu çalıĢmada cevizin yaprağından, içinden ve kabuğundan elde edilen ekstratların 

tirosinaz enzimi üzerine inhibisyon etkileri ve ekstraksiyon süresinin antioksidan 

aktivite üzerine etkileri incelenmiĢtir. Ġlk aĢama olarak cevizin yaprağından, içinden 

ve kabuğundan ekstratlar elde edilmiĢ, ikinci aĢamada ise elde edilen ekstratların 

tirosinaz enzimi üzerine inhibisyon etkileri ayrı ayrı incelenmiĢtir. 

 

3.1. Kullanılan Kimyasallar ve Cihazlar 

 

Deneysel çalıĢmalarda kullanılan çeĢitli kimyasallar ve cihazlar Bölüm 3.1.1 ve 

3.1.2‟deverilmiĢtir. 

 

3.1.1. Kullanılan kimyasallar 

 

Tirosinaz enzimi                                            Sigma-Aldrich EC 1.14.18.1 

L- Dopa                                                         Sigma-Aldrich 

Kojik asit                                                       Sigma-Aldrich 

Sodyum dihidrojenfosfat monohidrat            Merck 

Metanol                                                         Merck 

DPPH                                                            Merck 

 

3.1.2. Kullanılan cihazlar 

 

pH metre:                                             CG 840 Schott 

UV Visible spektrofotometre:               CARY 1E, Varian 

KarıĢtırıcı:                                            Vortex-Genine 

Mikropipetler:                                       Volac R 880/D 

Evaporatör:                                          Thermo 

Çalkalayıcı:                                          Biolab 1575-2B 
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3.2. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

 

Deneysel çalıĢma için kullanılan çözeltiler aĢağıda belirtildiği Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

 

Tampon çözeltinin hazırlanması:  

 

0.1 M fosfat tamponu (pH 6.80) :6.9 gram (0.05 mol) NaH2PO4.H2O 450 mL destile 

su içinde çözülerek pH‟sı 6.80‟a getirilerek son hacmi destile su ile 500 mL‟ye 

tamamlandı. 

 

Substrat çözeltisinin hazırlanması: 

 

5 mM L-Dopa çözeltisi; 0.00986 gram (0.3 mol) L-Dopa 10 mL tampon çözelti içinde 

çözülerek hazırlandı. 

 

Enzim çözeltisinin hazırlanması:  

 

1000 U/mL enzim çözeltisi; Ticari olarak temin edilen 1881 U/mL mantar 

tirosinazından 5.32 mg alınarak 10 mL 0.1 M fosfat tamponunda (pH 6.80 ) 

çözülerek hazırlandı. 

 

Standart inhibitör çözeltisinin hazırlanması: 

 

0.15 mM Kojik asit çözeltisi; 0.213 mg  Kojik asit 10 mL fosfat tamponunda 

çözülerek hazırlandı. 

 

DPPH serbest radikal aktivitesi giderimindekullanılan çözeltisinin hazırlanması:  

 

0.1 mM DPPH çözeltisi; 4 mg DPPH 100mL methanolde çözülerek hazırlandı. 
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3.3. Deneysel Yöntem 

 

3.3.1. Ceviz ekstratlarının hazırlanması 

 

AraĢtırmada kullanılan ceviz yaprak, iç ve kabukları GEBZE civarından temin edildi. 

MateryallerçalıĢmada kullanılıncaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi. 

 

3.3.1.1.Ceviz yaprağı, içi ve kabuğundan örnek hazırlama 

 

Yaprak, iç ve kabuk örnekleri Gebze-Kocaeli civarından temin edildi. Örnekler 

yıkanıp kurutulduktan sonra laboratuar tipi bir değirmende öğütülerek elekten 

geçirildi. Analizlerde kullanılıncaya dek + 4 °C‟de muhafaza edildi. 

 

Polifenol ekstraksiyonu için, 0.2 gr öğütülmüĢ  örnek ve 10 ml ekstraksiyon solventi 

(metanol‟ün % 50 lik sulu çözeltisi ) mekanik çalkalayıcıda 2 ve 18 saat  boyunca 

oda sıcaklığında ekstrakte edildikten sonra, örneklerden katı partiküllerin 

uzaklaĢtırması amacıyla filtre edildi. Elde edilen ekstratlar 5.000 rpm de 10 dakika 

santrifüj edildi ve ekstrattaki metanol evaparatörde uçuruldu. Elde edilen çözelti 

analizlerde kullanılıncaya dek  - 18 °C ‟de muhafaza edildi. 

 

3.3.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi belirlenmesi 

 

Bitki ekstrelerinin ve standart maddelerin serbest radikali giderim aktiviteleri 

DPPHserbest radikali kullanılarak belirlendi. Standart olarak metanol kullanıldı. 40 

mg/mL konsantrasyonlardaki ekstraksiyon süresi 2 saat ve 18 saatolan örneklerden 

1‟er mL alınıp örneklerin üzerine DPPH çözeltisinden 4 mL ilave edildi. Kontrol 

olarak 1 mLmetanol kullanıldı. Oda sıcaklığında 30 dk inkübasyondan sonra 517 

nm‟deabsorbansları ölçüldü. Örneklerin absorbans değerleri kontrole karĢı 

değerlendirildi.Serbest radikal giderim aktivitesi aĢağıdaki eĢitlik kullanılarak 

hesaplandı: 

 

DPPH Giderim Aktivitesi (% Ġnhibisyon)= A kontrol – A örnek X 100                    (3.1) 

 

A kontrol, Kontrolün Absorbansı; A örnek, örneğin absorbansı 
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3.3.3. DeğiĢen L-Dopa konsantrasyonunun aktivite üzerine etkisi 

 

L-Dopa substratıyla Michaelis-Menten kinetiğinin incelenmesi amacıyla, önce 

tampon içinde bir stok substrat (5mM L-Dopa) çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiden 

uygun seyreltmeler yapılarak son konsantrasyon 0.001 mM ile 4.16 mM arasında  

olacak Ģekilde çözeltiler hazırlandı. Uygun tampon çözeltide hazırlanmıĢ enzim 

çözeltisi konsantrasyonu sabit tutularak (0.2 mL 1000 U/mL) farklı substrat 

konsantrasyonları için 475 nm‟de 60 sn boyunca aktivite izlendi ve absorbans-

zaman grafiğinden ilk hızları belirlendi. 

 

Bu ilk hız değerleri Lineweaver-Burk grafiğinde (1/V‟ye karĢı 1/[S]) yerine konularak 

Km ve Vmax değerleri bulundu. 

 

3.3.4. DeğiĢen Kojik asit konsantrasyonunun aktivite üzerine etkisi 

 

Tirosinazın standart inhibitörü olan kojik asitin farklı konsantrasyonlarının enzim 

aktivitesi üzerine etkilerinin belirlenmesi için önce 0.15 mM lık stok çözeltisi 

hazırlandı. Daha sonra bu çözeltiden konsantrasyonları 0.00025 mM ile 0.005 mM 

arasında değiĢen çözeltiler hazırlandı. Bunun için uygun tampon çözeltisi içinde 

hazırlanmıĢ substrat (L-Dopa 5 mM) çözeltisinden 0.25 mL alındı ve yine tampon 

içinde hazırlanmıĢ değiĢik konsantrasyonlardaki inhibitör çözeltilerinden eklendi.  

Üzerine 0.2 mL enzim ilave edilerek 475 nm‟de 60 sn boyunca aktivite izlendi. 

Çizilen % aktivite-inhibitör konsantrasyonları grafiğinden IC50 değeri belirlendi.  

 

Buna göre inhibitör konsantrasyonları uygun çalıĢma aralığı 0.00125 mM,  

0.0005mM ve 0.00025 mM  olarak belirlendi. Her bir inhibitör konsantrasyonu için 

0.2 mM, 0.42 mM, 0.8mM ve 1.6 mM konsantrasyonlarında substrat (5 mM L-Dopa) 

120, 250, 480 ve 900 µLçözeltileri ve 0.2 mL enzim eklenerek aktivite ölçümleri 

alındı, absorbans-zaman grafiğinden ilk hızları hesaplandı. Bu ilk hız değerleri 

Lineweaver-Burk grafiğinde (1/V‟ye karĢı 1/[S]) yerine konularak Ki  değerleri 

bulundu. 
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3.3.5. Cevizin ekstratlarının enzim aktivitesi üzerine etkileri 

 

3.3.5.1. Yaprak ekstratının aktivite üzerine etkisi 

 

Önceden hazırlanmıĢ olan 40 mg/mL ceviz yaprağı ekstratından uygun seyreltmeler 

yapılarak son konsantrasyon 0.26mg/ml ile 6.66 mg/ml arasında olacak Ģekilde 

çözeltiler hazırlandı. Her bir inhibitör konsantrasyonu için, tampon içinde hazırlanmıĢ 

0.25 mL substrat çözeltisi üzerine 0.2 mL yine tamponda hazırlanmıĢ enzim çözeltisi 

eklenerek 475 nm‟de 60 sn boyunca aktivite izlendi ve % aktivite-inhibitör 

konsantrasyonları grafiğinden I50 değeri belirlendi. 

 

 Bu sonuçlardan yola çıkılarak uygun inhibitör konsantrasyonu çalıĢma aralığı olarak 

0.26, 0.93, 1.33, 2.66, mg/ml olarak belirlendi.Her bir inhibitör konsantrasyonu için 

0.2 mM, 0.42 mM, 0.8mM ve 1.6 mM konsantrasyonlarında substrat (5 mM L-Dopa) 

çözeltilerinden sırasıyla 120, 250, 480, 900 µL eklendive 0.2 mL enzim varlığında 

aktivite ölçümleri alındı, absorbans-zaman grafiğinden ilk hızları hesaplandı. Bu ilk 

hız değerleri Lineweaver-Burk grafiğinde (1/V‟ye karĢı 1/[S]) yerine konularak Ki  

değerleri bulundu. 

 

3.3.5.2. Ġç ekstratının aktivite üzerine etkisi 

 

Önceden hazırlanmıĢ olan 40 mg/mL ceviz içi ekstratından uygun seyreltmeler 

yapılarak son konsantrasyonu 1.33mg/ml ile 20 mg/ml arasında olacak Ģekilde 

çözeltiler hazırlandı. Her bir inhibitör konsantrasyonu için tamponda hazırlanmıĢ 

0.25 mL substrat çözeltisi ve üzerine 0.2 mL tamponda hazırlanmıĢ enzim çözeltisi 

eklenerek 475 nm‟de 60 sn boyunca aktivite izlendi ve % aktivite-inhibitör 

konsantrasyonları grafiğinden I50 değeri belirlendi. Bu sonuçlardan yola çıkarak 

uygun inhibitör konsantrasyon çalıĢma aralığı 1.33, 6.66, 13.33, 20 mg/ml olarak 

belirlendi. 

 

Her bir inhibitör konsantrasyonu için 0.2 mM, 0.42 mM, 0.8mM ve 1.6 mM 

konsantrasyonlarında substrat (5 mM L-Dopa) çözeltilerinden sırasıyla 120, 250, 

480, 900 µL eklendive 0.2 mL enzim eklenerek aktivite ölçümleri alındı, absorbans-

zaman grafiğinden ilk hızları hesaplandı. Bu ilk hız değerleri Lineweaver-Burk 

grafiğinde (1/V‟ye karĢı 1/[S]) yerine konularak Ki  değerleri bulundu. 
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3.3.5.3. Kabuk ekstratının aktivite üzerine etkisi 

 

Önceden hazırlanmıĢ olan 40 mg/mL ceviz kabuğu ekstratından uygun seyreltmeler 

yapılarak son konsantrasyonu 1.33 mg/ml ile 20 mg/ml arasında olacak Ģekilde 

çözeltiler hazırlandı. Her bir inhibitör konsantrasyonu için tamponda hazırlanmıĢ 

0.25 mL substrat çözeltisi ve üzerine 0.2 mL tamponda hazırlanmıĢ enzim çözeltisi 

eklenerek 475 nm ‟de 60 sn boyunca aktivite izlendi ve % aktivite-inhibitör 

konsantrasyonları grafiğinden I50 değeri belirlendi. 

 

 Bu sonuçlardan yola çıkarak uygun inhibitör konsantrasyon çalıĢma aralığı olarak 

1.33, 6.66, 13.33, 20 mg/ml olarak belirlendi.Her bir inhibitör konsantrasyonu için 0.2 

mM, 0.42 mM, 0.8 mM ve 1.6 mM konsantrasyonlarında substrat (5 mM L-Dopa) 

çözeltilerinden sırasıyla 120, 250, 480, 900 µL eklendi ve 0.2 mL enzim eklenerek 

aktivite ölçümleri alındı, absorbans-zaman grafiğinden ilk hızları hesaplandı. Bu ilk 

hız değerleri Lineweaver-Burk grafiğinde (1/V‟ye karĢı 1/[S]) yerine konularak Ki  

değerleri bulundu. 
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

 

4.1. DeğiĢen L-Dopa Konsantrasyonunun Aktivite Üzerine Etkisi 

 

5 mM‟lık stok L-Dopa çözeltisinden 0.2, 0.42, 0.8, 1.5 mM konsantrasyonlarında L-

Dopa çözeltisi hazırlanarak Michaelis-Menten grafiği çizilmiĢtir. Bu grafikten 

yaralanılarak L-Dopa için Km ve Vm değerleri belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmaya ait grafik 

aĢağıda görülmektedir. (ġekil 4.1)  

 

 

ġekil 4. 1: L-Dopa substratına karĢı V (hız) grafiği. 

 

Michaelis-Menten grafiğinden ilk hız değerleri Lineweaver-Burk grafiğinde (1/V‟ye 

karĢı 1/[S]) yerine konularak Km ve Vmax değerleri bulunmuĢtur.(ġekil 4.2) 

 
ġekil 4. 2: L-Dopa substratı için Lineweaver-Burk grafiği 
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4.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Belirlenmesi 

 

Bitki ekstrelerinin serbet radikali giderim aktivitesi 400 mg/mL konsantrasyonda tayin 

edilmiĢtir. Ġçerisinde bitki ekstresi bulunmayan kontrole ve ekstraksiyon süresi 

farklılıklarına göre aktivite karĢılaĢtırmaları yapılmıĢtır.(Tablo 4.1 ve ġekil 4.3) 

 

Tablo 4. 1: Ceviz yaprağı, içi ve kabuğu ekstratlarının DPPH serbest radikali giderimi 
aktivitesi. 

 Ekstraksiyon süresi % DPPH serbest 

radikal giderimi 

aktivitesi 

Ceviz yaprağı 

ekstresi 

2 saat 86.66 

18 saat 93.33 

Ceviz içi 

ekstresi 

2 saat 84.615 

18 saat 92.30 

Ceviz kabuğu 

ekstresi 

2 saat 85.714 

18 saat 85.714 

 

Elde edilen sonuçlara göre ceviz yaprağının ekstraksiyon süresinin DPPH serbest 

radikal giderimi aktivitesi üzerine etkisi tespit edilmiĢtir. Yaprak ve iç ekstratlarında 

ekstrasyon süresindeki artıĢ DPPH serbest radikal giderim aktivitesinde de artıĢa 

sebep olmuĢtur. Ancak ceviz kabuğu ekstratında ekstraksiyon süresi DPPH serbest 

radikal giderimi aktivitesini etkilememiĢtir. 

 

ġekil 4. 3: Farklı ekstraksiyon sürelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesine etkileri. 
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4.3. Kojik Asitin Trosinaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Kojik asitin Tirosinaz aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi için 0.15 

mM‟lık stok çözeltisinden son konsantrasyonu 0.00025 ile 0.005 mM arasında 

olacak Ģekilde çözeltiler hazırlanarak aktivite üzerine etkileri belirlenmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlardan  inhibitör konsantrasyonuna karĢı % inhibisyon grafiği çizilmiĢtir. 

(ġekil 4.4) 

 

Enzim aktivitesindeki değiĢimi belirlemek için küvete sırasıyla; tampon çözelti (pH 

6.80), substrat çözeltisi (L-Dopa), inhibitör çözeltisi ve son olarak ta enzim çözeltisi 

ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen değiĢme gözlendi. 

 

Tablo 4. 2: DeğisĢen Kojik asit konsantrasyonuna bağlı olarak % Ġnhibisyon. 

 

[I] Ġnhibitör konsantrasyonu 

mM 

% Aktivite 

0 100 

0,00025 77.77 

0,0005 55.55 

0,00125 33.33 

 

 

 

 

ġekil 4. 4: DeğiĢik konsantrasyonlardaki Kojik asitin Tirosinaz aktivitesi üzerine inhibisyon 
etkisi. 
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ġekil 4.5: Kojik asit için % Aktivite-[ I ] grafiği. 
 

Kojik asitin IC50 değeri hesaplandı; 

y = -88900x + 99.998 

y = 50 için   x = IC50 = 5.624 x 10-4 mM 

 

Ġnhibisyon çeĢidini belirleyebilmek için tampon çözeltisi (pH 6.80), 0.2 mL enzim, 

sırasıyla 0.2 mM, 0.42 mM ve 0.8 mM substrat (L-Dopa) konsantrasyonlarında her 

bir konsantrasyon için üç farklı inhibitör konsantrasyonu (0.00025, 0.0005, 0.00125 

mM ) denenerek enzim aktivitesindeki değiĢimler gözlemlendi. Her bir inhibitör 

konsantrasyonu için Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Bu grafiklerden yararlanılarak Ki 

değeri hesaplandı. (ġekil 4.6) 

 

 
ġekil 4. 6: Kojik asit için Lineweaver-Burk grafiği. 

y = -88900x + 99,998 
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4.4. Ceviz Yaprağı Ekstratının Tirosinaz Enzimi Üzerine Ġnhibisyon Etkisi 

 

Ceviz yaprağı ekstratının Tirosinaz aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi 

için 40 mg/mL‟lik stok çözeltisinden son konsantrasyonu 1mg/mL ile 4 mg/mL 

arasında olacak Ģekilde çözeltiler hazırlanarak aktivite üzerine etkileri belirlenmiĢtir. 

Elde edilen sonuçlardan  inhibitör konsantrasyonuna karĢı % inhibisyon grafiği 

çizilmiĢtir. (ġekil 4.7) 

 

Enzim aktivitesindeki değiĢimi belirlemek için küvete sırasıyla; tampon çözelti (pH 

6.80), substrat çözeltisi (L-Dopa), inhibitör çözeltisi ve son olarak da enzim çözeltisi 

ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen değiĢme gözlendi. 

 

Tablo 4. 3: DeğiĢen ceviz yaprağı ekstratı konsantrasyonuna bağlı olarak % Ġnhibisyon. 

 

[I] Ġnhibitör konsantrasyonu 

mg/mL 

% Aktivite 

0 100 

1,33 83.33 

2,66 66.66 

4 33.33 

 

 

 

ġekil 4. 7: DeğiĢik konsantrasyonlardaki ceviz yaprağı ekstratının tirosinaz enzimi üzerine 
inhibisyon etkisi 
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ġekil 4. 8: Yaprak ekstratı için % Aktivite-[ I ] grafiği. 

 

Ceviz yaprağı ekstratının IC50 değeri hesaplandı; 

y = - 12.534x + 100 

y = 50 için    x = IC50 = 3.99 mg/mL 

 

Ġnhibisyon çeĢidini belirleyebilmek için tampon çözeltisi (pH 6.80), 0.2 mL enzim, 

sırasıyla 0.2 mM, 0.42 mM ve 0.8 mM substrat (L-Dopa) konsantrasyonlarında her 

bir konsantrasyon için iki farklı inhibitör konsantrasyonu (1.33, 2.66 mg/mL) 

denenerek enzim aktivitesindeki değiĢimler gözlemlendi. Her bir inhibitör 

konsantrasyonu için Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Bu grafiklerden yararlanılarak Ki 

değeri hesaplandı. (ġekil 4. 9) 

 
ġekil 4. 9: Ceviz yaprağı ekstratı için Lineweaver-Burk grafiği. 
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4.5. Ceviz Ġçi Ekstratının Tirosinaz Enzimi Üzerine Ġnhibisyon Etkisi 

 

Ceviz içi ekstratının Tirosinaz aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi için 

40 mg/mL‟lik stok çözeltisinden son konsantrasyonu 1 mg/mL ile 20 mg/mL arasında 

olacak Ģekilde çözeltiler hazırlanarak aktivite üzerine etkileri belirlenmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlardan  inhibitör konsantrasyonuna karĢı % inhibisyon grafiği çizilmiĢtir. 

(ġekil 4.10) 

 

Enzim aktivitesindeki değiĢimi belirlemek için küvete sırasıyla; tampon çözelti (pH 

6,80), substrat çözeltisi (L-Dopa), inhibitör çözeltisi ve son olarak ta enzim çözeltisi 

ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen değiĢme 

gözlenmiĢtir. 

 

Tablo 4.4: DeğisĢen ceviz içi ekstratı konsantrasyonuna bağlı olarak % Ġnhibisyon. 

 

[I] Ġnhibitör konsantrasyonu 

mg/mL 

% Aktivite 

0 100 

1,33 88.88 

6,66 66.66 

20 55.55 

 

 

 

ġekil 4.10:DeğiĢik konsantrasyonlardaki ceviz içi ekstratının tirosinaz enzimi üzerine 
inhibisyon etkisi 
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ġekil 4.11: Ceviz içi ekstratı % Aktivite-[ I ] grafiği. 

 

Ceviz içi ekstratının IC50 değeri hesaplandı; 

y = - 4.7665x + 97.875 

y = 50 için    x = IC50 = 8.837 mg/mL 

 

Ġnhibisyon çeĢidini belirleyebilmek için tampon çözeltisi (pH 6.80), 0.2 mL enzim, 

sırasıyla 0.2 mM, 0.42 mM ve 0.8 mM substrat (L-Dopa) konsantrasyonlarında her 

bir konsantrasyon için üç farklı inhibitör konsantrasyonu (1.33, 6.66, 20 mg/mL ) 

denenerek enzim aktivitesindeki değiĢimler gözlemlendi. Her bir inhibitör 

konsantrasyonu için Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Bu grafiklerden yararlanılarak Ki 

değeri hesaplandı. (ġekil 4.12) 

 

 
ġekil 4. 12: Ceviz içi ekstratı için Lineweaver-Burk grafiği. 

y = -4,7665x + 97,875 
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4.6. Ceviz Kabuğu Ekstratının Tirosinaz Enzimi Üzerine Ġnhibisyon Etkisi 

 

Ceviz içi ekstratının Tirosinaz aktivitesi üzerine inhibisyon etkisinin belirlenmesi için 

40 mg/mL‟lik stok çözeltisinden son konsantrasyonu 6 mg/mL ile 15 mg/mL arasında 

olacak Ģekilde çözeltiler hazırlanarak aktivite üzerine etkileri belirlenmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlardan  inhibitör konsantrasyonuna karĢı % inhibisyon grafiği çizilmiĢtir. 

(ġekil 4.13) 

Enzim aktivitesindeki değiĢimi belirlemek için küvete sırasıyla; tampon çözelti (pH 

6.80), substrat çözeltisi (L-Dopa), inhibitör çözeltisi ve son olarak ta enzim çözeltisi 

ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen değiĢme 

gözlenmiĢtir. 

 

Tablo 4. 5:  DeğisĢen ceviz kabuğu ekstratı konsantrasyonuna bağlı olarak % Ġnhibisyon. 

 

[I] Ġnhibitör konsantrasyonu 

mg/mL 

% Aktivite 

0 100 

1,33 83.83 

6,66 63.63 

13,33 36.36 

 

 

 

ġekil 4.13: DeğiĢik konsantrasyonlardaki ceviz kabuğu ekstratının tirosinaz enzimi üzerine 
inhibisyon etkisi 
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ġekil 4.14: Ceviz kabuğu ekstratı & Aktivite-[ I ] grafiği. 

 

Ceviz kabuğu ekstratının IC50 değeri hesaplandı; 

y = - 4.774x + 98.474 

y = 50 için    x = IC50 = 10.154 mg/mL 

 

Ġnhibisyon çeĢidini belirleyebilmek için tampon çözeltisi (pH 6.80), 0.2 mL enzim, 

sırasıyla 0.2 mM, 0.42 mM ve 0.8 mM substrat (L-Dopa) konsantrasyonlarında her 

bir konsantrasyon için üç farklı inhibitör konsantrasyonu (1.33, 6.66, 13.33 mg/mL ) 

denenerek enzim aktivitesindeki değiĢimler gözlemlendi. Her bir inhibitör 

konsantrasyonu için Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Bu grafiklerden yararlanılarak Ki 

değeri hesaplandı. (ġekil 4.14) 
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ġekil 4. 15: Ceviz kabuğu ekstratı için Lineweaver-Burk grafiği. 
 

 
 

Tablo 4.6: Tüm verilerin toplu halde gösterimi 

 IC50 mg/mL 
 

Ki Ġnhibisyon çeĢidi 

Ceviz yaprağı 3.99 
 

3,78 Kompetitif 

Ceviz içi 8.837 
 

12,66 Nonkompetitif 

Ceviz kabuğu 10.154 
 

9.655 Nonkompetitif 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1/V 

1/ [ S ] 

6,66 mg/mL 
C.K 

13,33 
mg/mL C.K 

Kontrol 
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SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

Yapılan çalıĢmalarda amaç, ceviz yaprak, iç ve kabuğundan hazırlanan ekstratların 

tirosinaz enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkilerinin incelenmesidir ve hazırlanan 

ekstratların ekstraksiyon sürelerinin DPPH serbest aktivite giderimi üzerine 

etkilerinin belirlenmesidir. 

 

Meyve ve sebzelerin taĢınması veya iĢlenmesi esnasında meydana 

gelenzedelenmelerden dolayı veya bu ürünlerin kesilmiĢ, dilimlenmiĢ yüzeylerinin 

havaya maruzbırakılması ya da dondurulduktan sonra çözünmesi enzimatik 

kararmaya yol  açar. Tirosinaz enzimi katalizi enzimatik kararma reaksiyonları, 

ürünün tat, görünüm ve besin değerinidüĢürdüğünden istenmemektedir. 

 

Bunun yanı sıra son yıllarda kozmetik endüstrisinde tirosinaz inhibitörleri yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Özellikle hiperpigmentasyonun sebep olduğu aĢırı melanin 

sentezi sonucu oluĢan cilt lekelenmelerinin önlenmesinde tirosinaz inhibitörleri 

oldukça yaygın olarak kullanılmaktadır. 

 

Özer ve diğ., (2007) trafından yapılan çalıĢmada melanin biyosentezi sonucu oluĢan 

hiperpigmentasyonun önlenmesi amacıyla yapısında yüksek oranda Ellagic asit 

içeren Juglans regia, Castanea sativa ve Eucalyptus camaldulensiss yapraklarından 

elde edilen metanol ekstratlarının tirosinaz enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon 

etkileri incelenmiĢtir. Ellagic asit içerikleri belirlenen ekstratlarda en yüksek oran 

ceviz yaprağı ekstratında tespit edilmiĢtir. 

 

Ekstratların ve standart inhibitörlerin IC50 değerleri hesaplanmıĢtır. IC50 değerleri 

karĢılaĢtırıldığında Ellagic asit 0,225 mM, Kojik asit 0,311 mM, Arbutin 0,265 mM 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

Kale ve diğ., (2010) tarafından yapılan çalıĢmada cevizden metanol, etanol, 

kloroform ve etilasetat ile elde edilen ekstratlardaki fenolik ve flavanoid maddeler 

belirlenmiĢtir. En yüksek verim etilasetat ekstratından elde edilmiĢtir. Toplam 

polifenol içeriği 20.32 ile 44.87 mg/g olarak tespit edilmiĢtir. 
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Ekstraksiyonda kullanılan solventlerin etkisi incelenmiĢitir, Kloroform ekstratında 3.5 

mg/g flavanoid, 34.50 mg/g fenol; etilasetat ekstratında 32.81 mg/g flavanoid, 44.87 

mg/g fenol; etanol ekstratında 13.59 mg/g flavanoid, 36.78 mg/g fenol; metanol 

ekstratında 11.48 mg/g flavanoid, 20.32 mg/g fenol elde edilmiĢtir. 

 

Almeida ve diğ., (2007) tarafından yapılan çalıĢmada ceviz yaprağından elde edilen 

metanol/su ekstratının serbest radikal aktivite giderimi incelenmiĢtir. ONOO-, NO-, 

H2O2, HO- radikalleri aktivite giderimi için IC50 değerleri belirlenmiĢtir. 

 

Ceviz yaprağından elde edilen ekstratların antimikrobiyal etkileri incelenmiĢtir. 

Ekstrat B. cereus, B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. Aeruginosa, K. Pneumaniea 

vebazı mantar çeĢitleri için antimikrobiyel etkisi tespit edilmiĢtir (Oliveira ve diğ., 

2008). 

 

Ceviz kabuğu ekstratından elde edilen polifenollerden diarylheptanoid yapısında iki 

yeni polifenol molekülü keĢfedilmiĢtir (Liu ve diğ., 2008). 

 

Ceviz kabuğundan elde edilen ekstratlarda vanilik asit, syringic asit, coumaric, 

ferulic asit ve myricetin bileĢikleri saflaĢtırılmıĢtırCosmulescu ve diğ., (2010).Bu 

moleküllerden bir çoğunun bilinen tirosinaz enzim inhibitörleri olmaları bizim 

yaptığımız çalıĢmada ekstratların inhibisyon etkilerini açıklamaktadır. 

 

Ceviz yaprak, iç ve kabuğundan  meyvedeki polifenolleri ekstrakte etmek amacıyla 

% 50‟lik metanol ekstratları hazırlanmıĢtır. Ekstrattaki polifenol miktarının değiĢimini 

gözlemlemek amacı ile ekstrat süreleri 2 ve 18 saat süreyle her bir materyal için 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen ekstratlardaki polifenol oranının belirlenmesi ve 

ekstraksiyon sürelerinin etkilerinin belirlenmesi amacı ile DPPH serbest radikal 

aktivitesi giderimi metodu kullanılmıĢtır. Bu metoda göre her bir ekstrata hazırlanan 

DPPH çözeltisinden eklenip kontrole karĢı absorbans değerleri okunmuĢtur. Elde 

edilen sonuçlara göre ceviz yaprağının 2 ve 18 saatlik ekstratı DPPH serbest radikal 

aktivitesi giderimi sırasıyla % 86.66 ve % 93.33, ceviz içi 2 ve 18 saatlik DPPH 

serbest radikal aktivitesi giderimi sırasıyla % 84.615 ve % 92.30, ceviz kabuğu 2 ve 

18 saatlik DPPH serbest radikal aktivitesi giderimi sırasıyla % 85.714 ve % 85.714 

olarak bulunmuĢtur. 
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Elde edilen sonuçlara göre ceviz yaprağının 2 ve 18 saatlik ekstraksiyon 

sürelerindeki aktivitesi giderimi iç ve kabuğa göre daha yüksek olduğu tespit 

edilmiĢtir. Ceviz kabuk ve iç 2 saatlik ekstratlarında ise aktivite giderimi birbirine 

yakın değerler olarak bulunmuĢtur.  

 

18 saatlik ekstratlar göz önüne alındığında yine enyüksek aktivite giderimi ceviz 

yaprağı ekstratında elde edilmiĢtir. Ceviz içi ekstratı aktivite giderimi ceviz kabuğu 

ekstratı aktivite gideriminden daha yüksek bulunmuĢtur.  

 

Ekstraksiyon süreleri dikakkate alınarak ekstraksiyon süresindeki artıĢın ceviz iç ve 

yaprağında DPPH serbest radikal giderimi aktivitesini artırdığı ancak ceviz 

kabuğunda bir değiĢikliğe sebep olmadığı tespit edilmiĢtir. 

 

Tirosinaz enzimi kinetik çalıĢmaları için substrat olarak L-Dopa kullanılmıĢtır. Farklı 

konsantrasyonlardaki substrat çözeltileri, tampon çözelti ve enzim çözeltileri 

kullanılarak L-Dopa için Michaeelis-Menten ve Lineweaver-Burk eğrileri çizilmiĢtir. 

Bu eğrilerden faydalanılarak Km ve Vmax değerleri hesaplanmıĢtır. Km değeri 0.382 

mM ve Vmax değeri 0.00174 olarak bulunmuĢtur. 

 

Standart enzim inhibitörü olarak Kojik asit kullanılmıĢtır. Farklı konsantrasyonlardaki 

kojik asit çözeltisi, tampon çözelti ve enzim çözeltisi kullanılarak Michaelis-Menten 

ve Lineweaver-Burk eğrileri oluĢturularak Ki değerleri ve Ġnhibisyon türü 

belirlenmiĢtir. Ġnhibisyon türü literatüre de uygun olarak Nankompetitif olarak 

belirlenmiĢtir. % Aktivite- Ġnhibitör konsantrasyonu grafiği çizilerek IC50 değeri 

hesaplanmıĢtır. IC50 değeri 5.624x10-4 mM bulunmuĢtur. 

 

Ceviz yaprağı ekstratından farklı konsantrasyonlarda hazırlanan çözeltiler 

kullanılarak alınan ölçümler sonucu % Aktivite-Ġnhibitör konsantrasyonu  grafiği 

çizilerek IC50 değeri hesaplanmıĢtır ve değer 3.99 mg/mL olarak bulunmuĢtur. 

Dahasonra farklı konsantrasyonlarda substrat ve inhibitör çözeltileri ile alınan 

ölçümlerle Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek Ki değeri 

hesaplanmıĢ ve inhibisyon türü belirlenmiĢtir. Ġnhibisyon türü Kompetitif (yarıĢmalı) 

inhibisyon olarak belirlenmiĢtir. 

 

Ceviz içi ekstratından farklı konsantrasyonlarda hazırlanan çözeltiler kullanılarak 

alınan ölçümler sonucu % Aktivite-Ġnhibitör konsantrasyonu  grafiği çizilerek IC50 
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değeri hesaplanmıĢtır ve değer 8.837 mg/mL olarak bulunmuĢtur. Dahasonra farklı 

konsantrasyonlarda substrat ve inhibitör çözeltileri ile alınan ölçümlerle Michaelis-

Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek Ki değeri hesaplanmıĢ ve inhibisyon 

türü belirlenmiĢtir. Ġnhibisyon türü Nankompetitif  inhibisyon olarak belirlenmiĢtir. 

 

Ceviz kabuğu ekstratından farklı konsantrasyonlarda hazırlanan çözeltiler 

kullanılarak alınan ölçümler sonucu % Aktivite-Ġnhibitör konsantrasyonu  grafiği 

çizilerek IC50 değeri hesaplanmıĢtır ve değer 10.154 mg/mL olarak bulunmuĢtur. 

Dahasonra farklı konsantrasyonlarda substrat ve inhibitör çözeltileri ile alınan 

ölçümlerle Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek Ki değeri 

hesaplanmıĢ ve inhibisyon türü belirlenmiĢtir. Ġnhibisyon türü Nankompetitif  

inhibisyon olarak belirlenmiĢtir. 

 

Ekstratlarla yapılan enzim kinetiği çalıĢmaları sonucu cevizin iç, yaprak ve 

kabuğundan elde edilen ekstratların Tirosinaz enzimi üzerine inhibisyon etkileri 

belirlenmiĢtir. Elde edilen veriler ele alındığında hesaplanan IC50 değrlerine göre en 

iyi inhibisyon etkisini ceviz yaprağı ekstratı 3.99 mg/mL IC50 değeri ile daha sonra 

ceviz içi ekstratı 8.837 mg/mL IC50 değeri ile son olarak da ceviz kabuğu ekstratı 

10.154 mg/mL IC50 değeri ile göstermektedir. 

 

DPPH ile yapılan serbest radikal aktivite giderimi çalıĢmaları ile ekstratların 

inhibisyon etkileri doğru orantılı sonuçlar vermiĢtir. Serbest aktivite giderimi en 

yüksek ceviz yaprağı ekstratlarında elde edilirken, en yüksek inhibisyon etkisi de 

yine ceviz yaprağı ekstratlarında elde edilmiĢtir. 

 

Yapılan çalıĢma sonucunda elde edilen verilere dayalı olarak standart inhibitör kojik 

asit ve standart substrat L-Dopa ile yapılan çalıĢmalar literatürle paralellik 

göstermektedir. Ekstratlarla yapılan inhibisyon çalıĢmaları ise ilk olup belirlenen IC 50 

değerleri ve inhibisyon çeĢitleri yapılacak çalıĢmalar için yeni bir kaynak literatür 

niteliğindedir. Edilen veriler tablo 4.6.‟da toplu halde verilmiĢtir. 
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