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OZET

GIRESUN YORESINDE YETISEN YENILEBILIR KANLICA MANTARINDAN
(Lactarius salmonicolor) TIROZINAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

YILMAZOGLU, Betiil
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Bahar SOKMEN
Ocak 2017, 71 sayfa

Bu calismada, Giresun [li ve gevresinde bol miktarda yetisen Kanlica
(Lactarius salmonicolor) mantarindan tirozinaz enzimi ilk defa saflagtirild1 ve kinetik

ozellikleri incelendi.

Optimum pH ve sicaklik degerleri, pH ve sicaklik stabiliteleri, optimum
reaksiyon siiresi, optimum reaksiyon siiresinin tayini, uygun enzim ve substrat
konsantrasyonu belirlendi. Kanlica mantarindan saflastirilan tirozinazin optimum

pH’sinin 6,0; optimum sicaklifinin 40°C oldugu bulundu.

SDS-PAGE elektroforezi sonucunda saflastirilan enzimin molekiil agirhiginin

30 kDa oldugu bulundu.

L. salmonicolor tirozinaz enziminin optimum pH ve sicaklikta L-tirozin

substrat1 i¢in Ky, ve Vg degerleri Linewear-Burk yontemi ile bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kanlica Mantann (Lactarius salmonicolor), Tirozinaz,

Saflastirma, Karakterizasyon.



ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF TYROSINASE ENZYME
FROM THE EDIBLE KANLICA MUSHROOMS (Lactarius salmonicolor)

YILMAZOGLU, Betiil
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bahar SOKMEN
January 2017, 71 pages

In this study, Giresun Province and around plenty of grown Kanlica
(Lactarius salmonicolor) from mushroom tyrosinase enzyme was purified for the

first time and examined the kinetic properties.

Optimum pH and temperature, pH and temperature stability, optimum
reaction time, determining the optimum reaction time was the appropriate enzyme
and substrate concentrations. The optimum pH of the purified tyrosinase from

mushroom Kanlica 6.0 was found to be optimal at 40°C.

The purified enzyme, which showed SDS-PAGE, had a molecular weight of
30 kDa.

The Kn and Vgax values of L. salmonicolor tyrosinase toward were

determined by Lineweaver Burk method.

Key Words: Kanlica Mushroom (Lactarius salmonicolor), Tyrosinase, Purification,

Characterization.
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1. GIRiS

1.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, canlt organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, hi¢bir yan
{irlin olugturmayan, %100’lik verim saglayan biyolojik katalizérlerdir ve proteinlerin

en biiytik 6zellesmis grubunu temsil etmektedirler (1).

Hiicre i¢inde olusan binlerce reaksiyonunn hizim ve spesifikligi enzimin
kendisi degisiklige ugramadan diizenlemektedir. Metabolik reaksiyonlarin biiyiik bir
kism enzimler aracih@iyla kontrol edilip hizlandirilir. Reaksiyonun baglangic
sathasinda enzimin etkiledigi madde, substrat olarak adlandirilirken; reaksiyon
sonucu miktarinda artig goriilen ve agiga ¢ikan madde ise triin olarak adlandirilir.
Enzim, substratin dig ylizeyinden itibaren etki etmeye baslar, seklini bozar ve triinii
olusturur. Uriin meydana geldikten sonra enzim diger bir substrat molekiiliine aym

islemi yapmak i¢in hazirlanir (2).

Enzimler, canli hiicrelerde olusan ve canlilardaki tiim reaksiyonlarin ¢ok
thman kosullarda gergeklesmesini saglayan protein yapisindaki biyokimyasal
katalizorlerdir (3).Hiicre igerisinde {iretilmesine ragmen bir¢ogu hiicre disinda da
aktivitelerinedevam edebilirler (4,5). Enzimlerbu 6zellikleri sayesinde endiistriyel

alanlarda kullanim imkani bulmaktadir.

Enzimin etkiledigi maddeye ‘substrat® adi verilir ve enzimin adlandirilmalar
etki ettigi maddenin isminin sonuna -az (-ase) eki getirilerek yapilir. Enzimlerin

sifresi genler {izerinde kodlanmaktadir. Dolayisiyla aminoasit dizilimi spesifiktir(4).

Dogadaki biitiin metabolik reaksiyonlarin temelinde enzimlerin etkisi s6z
konusudur. Enzim reaksiyona girer ve degisiklige ugramadan reaksiyondan ¢ikar.
Tekrar baska bir substrat ile aym reaksiyonu baglatir. Buna benzer kimyasal
katalizérler maddelerin biiylik ¢ogunlugu ile reaksiyona girip bir¢cok reaksiyonu
katalizleyebilirler. ancak bunlar ¢ogunlukla hem 6zgiil hem de segici degildirler.

Buna karsilik, enzimler oldukg¢a spesifik reaksiyonlara katalizor etkisi gosteriler. Bu



Ozellik, enzim molekiiliiniin seklinden kaynaklanir. Enzim-substrat iliskisi basitge

anahtar- kilit uyumu ile agiklanmaktadir (Sekil 1.1).

Srzetrmt Enzim Budarat
-

Sekil 1.1 Enzim Substrat liskisi

Proteinlerin 6nemli bir simifini olusturan enzimler peptid zincirleri halinde
temel yapi tasi olarak aminoasitlerden olusan 3-boyutlu bir yapiyr teskil eder.
Enzimler bu 3-boyutlu tersiyer yapilar sayesinde, baglanacaklar1 ve degisime
ugratacaklart substrat molekiillerini se¢gme 6zelligini kazanmiglardir. Kuaterner
yapilara sahip birden fazla alt birimli enzimler mevcuttur. Enzimlerin kendilerine
0zgli bu 3-boyutlu yapilar1 substrat molekiiliiniin uygun sekilde baglanabilmesini

saglar. Bu durum enzimin katalitik aktivitesini saglar.

1.1.2. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Faktorler

Enzimler biyolojik sistemlerde ¢ok diisik miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle
enzim proteinin miktarindan ziyade biyolojik sistemde gostermis oldugu aktiviteden

yola ¢ikarak enzimin miktar1 6l¢iiliir (5).

Bir enzim aktivitesi birimi: 25°C’de 1 pmol substrati {iriine doniistiiren

enzim miktar: olarak kabul edilmektedir.

Ozgiil (spesifik) aktivite: Miligram protein basina diisen enzim aktivitesidir.

Bu tanim daha ¢ok izole edilen enzimin safliin1 kontrol etmek amaciyla kullanilir.



Diniisiim sayist  (Ki): Her bir enzim molekiilii tarafindan driine

dénfistiiriilen substrat molekiillerinin sayisidir (6).

Enzim reaksiyon hizi {izerine enzim ve substrat konsantrasyonu, sicakhk,
ortam pH’1, zaman, reaksiyon {irlinlerin, hormonlar, 151k vb. gibi fiziksel faktérlerin
etkisi vardir(5).

1.1.2.1. Enzim Konsantrasyonu

Substratin yiiksek miktarda bulundugu bir ortamda optimal sartlarda enzimatik
bir reaksiyonun &lgiilen ilk hizi (Vy), enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Belirli bir silire sonra ortamda enzimin reaksiyona girebilecegi substrat sinirh

oldugundan hiz giderek azalmaya baslar (5).

Erzirm ROmnsantrasyorng

Sekil 1.2 Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi

1.1.2.2. Substrat Konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger tiimkosullarin sabit oldugu bir ortamda
enzimatik reaksiyonun hizi, substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyoluyla
baslangigta dogrusal bir artig gosterir; fakat substrat eklendigi takdirde ortamda
reaksiyona girebilecek enzim bulunmadigindan hiz gittik¢e daha az artar ve belirli bir
maksimum hiz (V) diizeyinde dengeye gelir ve sabitlesir (5). Asagida farkhi

kaynaktan alinan sekiller gosterilmistir.



Reaksivon hun
»

/

o *  Substrat miktarg

Sekil 1.3 Substrat Miktarimin Reaksiyon Hizina Etkisi

1.1.2.3. Sicaklik

Enzimatik reaksiyonlarin hizi, sicaklik artisiyla belirli bir noktaya kadar artar.
Ancak belirli bir sicaklik agildiktan sonra enzimlerin yapisi denatiire oldugundan
etkilerini kaybederler (5,7). Her enzimin substratim1 en fazla degisiklife ugrattig
belirli bir maksimum sicaklik vardir. Bu sicaklifa “optimum sicaklik” denir. In vitro

enzim reaksiyonlan genel olarak 37-40°C’de yapilir (5).

SIyon rizi
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Sekil 1.4 Sicakligin Reaksiyon Hizina Etkisi



1.1.2.4. Ortam pH"1

Her enzimin aktivitesinin maksimum oldugu belirli bir pH araligs vardir. Bu
pH’ya enzimin “optimum pH’1” denir.Ornegin; {ircaz pH 6-7 aralifinda en yiiksek
aktiviteyi gosterir. Enzimin optimum pH’simin altin dave iistiinde reaksiyon hizi

azdir. Enzim belirli bir pH’da tamamen etkisiz kalir ve yapis1 bozulur (5).

Enzimatik ¢alismalan istenilen pH’da sabit tutmak veya en azindan hidrojen
iyonu konsantrasyonunu elverigli duruma getirmek i¢in tampon ¢ozeltiler kullanilir,
Optimum pH’a genelikle kullanilan tampon ¢6zeltinin cinsine, &zel substratin

yapisina ve enzimin izole edildigi kaynaga baghdir (7).
1.1.2.5. Reaksiyon Uriinleri

Enzim reaksiyonu devam ettikge, reaksiyon triinleri belli bir zamandan sonra
enzimin aktivitesinde diismeye sebep olur ve enzim reaksiyonunun hizi azalir.Bu
inhibisyonun temel sebebi, reaksiyon iriinlerinin molekiil yapist bakimindan

substrata benzemeleri ve enzime substrattan daha fazla baglanma istegidir (8).
1.1.2.6. Isik ve Diger Fiziksel Etkenler

Enzimlerin etkisi 1s183a baglh olarak artabilir veya azalabilir. Enzim
¢ozeltilerinin kuvvetlice ¢alkalanmasi neticesinde enzimin yapisinda bozulmaya yol

acar (8).
1.1.2.7. Hormonlar ve Diger Biyokimyasal Maddeler

Hormonlar, aminoasitler ve diger biyokimyasal maddelerde enzim
aktivitesinde birtakim degisiklikler meydana getirirler. Ornegin, 6strojenik, androjen
yapisinda ve baz: steroid gebelik hormonlari, glutamat dehidrojenaz enziminin dort
alt iinitesini aynstirarak enzimin yapisinda degisiklie sebep olarak aktivitesini
kaybetmesine neden olurlar; boylelikle, 16sin, metiyonin, izoldsin, adenozin difosfat

(ADP) tarafindan geri gevrilebilir (6).



1.2. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgi

Elde edilme sekli ve yiikksek besin degerleri ile mantarlar ¢ok eski
zamanlardan beri 6nemli bir besin olarak tiiketilmektedir. Mantarlarin besin olarak
tiiketilmesinin yaninda kaliteli ve ucuz olmasi nedeniyle potansiyel tirozinaz kaynag
olarak endiistrinin birgok alaninda kullamlmaktadir (9). Ozellikle de gida
endiistrisinde enzimatik kararmaya neden olmasi ile tirozinaz enzimi gida
teknologlarinin dikkatlerini {izerine ¢ekmis ve enzimatik kararmanin Onlenmesi igin
caligmalar yapilmigtir. Enzimatik kararma, meyve ve sebzelerin depolanmasi
asamasinda kesme, ¢arpma, kabuk soyma ve dilimleme gibi zedelenmeler sonucunda
tirozinaz enziminin havadaki oksijen ile temasi sonrasi meydana gelen, meyve ve
sebzenin renginde pembeden mavimsi-siyaha kadar farkli tonlarda meydana gelen
renk degisimine sebep olarak meyve ve sebzenin gériiniimiinii, tadim ve besleyici

degerinibozan bir oksidasyon reaksiyonudur.

Birgok sebze ve meyve uriinlerinde bu renk degismeleri bir dereceye kadar
istenir, fakat ¢ogu zaman istenilen diizeyde de durdurulamazlar. Bu durum ise
tilketicinin istemedigi bir durum olmakla birlikte iiretici i¢in ise biiyiik bir ekonomik
problem yaratmaktadir. Bu nedenle enzimatik kararmamin engellenmesi ve
smirlandirilmas1 amacit ile tirozinaz enziminin nitelikleri {izerinde ¢ok ¢esitli
aragtirmalar yapilmaktadir(10). Tirozinaz enzimi bir¢ok sebze ve meyvede bulunan
ve bitkinin hastaliklara kars1 direncin artmasina sebep olan bir metaloenzimdir. Gida
da ise Onemi, enzimatik kararmaya sebep olmasidir. Kararmadan sorumlu tutulan
tirozinaz enzimi, sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin
oksidasyonunu katalizleyerek, onlari o-kinonlara yiikseltger ve bunlarn
polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi melanin pigmentlerinin
olusumuna yol agmaktadir (11). Renk bozulmalari enzimatik ve/veya enzimatik
olmayan kimyasal reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir. Enzimatik kararma igin
tirozinaz, bunun etkiledigi polifenolik substratlar ve oksijenin bir araya gelmeleri
gerekir. Enzimatik kararma bu {i¢ maddeden birinin ortadan kaldirilmas: ile
durdurulabilir veya azaltilabilir. Meyve ve sebzelerin islenmesi esnasinda oksijenin

varhigi kagiilmazdir. Bunun yaninda, biitiin bitkilerin belirli oranlarda fenolik



bilesen igerdigi bilinmektedir. Bu bilesikleri uzaklagtirmak kesinlikle pratik degildir.
Enzimatik kararmanin engellenmesinde en gegerli yontem, tirozinaz aktivitesinin
kontrol edilmesidir. Bu nedenle enzim aktivitesine etki eden parametrelerin gok iyi

bilinmesi gerekmektedir.

Mantarlar ¢ok eski zamandan beri bilinmekte olup, ¢ok ¢esitli alanlarda
insanliga faydal olmuglardir. Fakat mantarlarin hakiki yapilar ve biiylime gekilleri
hakkindaki bilgiler, ancak 17. asirda mikroskobun kegfiyle elde edilmeye
baglanmistir. Mantarlar, ¢ok eskiden bu yana bilinen bir besin olmasmna kargin
yetigtiriciliginin ilk kez 16. yiizyilda Fransa’da yapilmaya baslandifn pek gok
kaynakta bildirilmektedir. Baslangigta mevsime bagh olarak agikta yetistirilmeye
baslanan mantar,19. ylizyilin baslarinda, tag ocaklari, magara ve tiinel gibi sicaklik ve
nemin epey diizenli oldugu kapali alanlarda ilkel yontemlerle tiretilmistir. 20.
yiizythn doku kiiltiirlinden misel tretiminin gerceklestirilmesi yeni tekniklerin
gelismesiyle mantar bu amagla kurulmus 6zel igletmelerde yetistirilmeyebaglanmigtir
(12,13). Hiicre geperinin bilesimi, hiicrenin yasina ve g¢evre kosullarina, sicakliga,
ortamin pH’sina gore farklibk gosterir. Hiicrenin igi protoplazma ile doludur.
Renksiz ve saydam olan stoplazma lipidik graniiller ve ¢ubuk seklinde olusumlar
icerir. Vakuoller hiicrenin gaz aligverigini diizenler, hem de stoplazmanin artiklarini
barindirir (14). Mantar proteininin hazmolma degeri %72-83 arasindadir. Meyve ve
sebzelerle kiyaslandiginda, lisin, arginin, histidin ve treonin i¢in iyi bir kaynaktir.
Insan beslenmesi i¢in gerekli biitiin amino asitleri igermesine ragmen triptofan
seviyesi kismen diigiiktiir. Ayrica mantar brom, mangan, ¢inko, sodyum, klor, bakir,
demir, potasyum, fosfor, kalsiyum, riboflavin, nikotinik asit ve folik asit gibi mineral
ve vitaminler a¢isindan da zengindir (14). Mantarlar miikemmel bir folik asit
kaynagidirlar. Mantar icerikli diyet, folik asit yetersizliginden ileri gelen aneminin
tedavisi i¢in etkili olmaktadir. Yapilan arastirmalara gore mantar kandaki seker
seviyesini diigiirmektedir. Mantarlar {izerinde yapilan denemeler kolesterolii
distiriicti  6zelligi ile kalp ve damar hastaliklainda da diyet olarak

kullanilabileceklerini gostermistir (14).

Mantarlar geleneksel bir ilag olarak yan etkilerden uzak olmasi sebebi ile

cesitli hastaliklart 6nlemek ve iyilestirmek igin gerekli bilesiklerin kaynag olarak



dnemi giin gegtikge artmaktadir. Dogal driinler arasinda mantar, kolayca ve bol
miktarda elde edilebilmesi ayrica ucuz olmasi nedeniyle klinik g¢aligmalarda en
potansiyel aday olarak goriilmektedir. Mantar orijinli antibiyotikler giinlimiizde
bakteriyel enfeksiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Aragtirmalar antifungal karbohidratlar
yoluyla mantarin antikanser dogasi, ozellikle akciger kanserine etkisi {izerine
yogunlasmigtir. Mantarlan, ¢esitli kabilelerin ¢ok eskiden beri tedavi edici
kullanmalar1, tibbi potansiyellerinin 6nemini ortaya koymus ve aragtirmactlarin
goriislerini modern tibbi potansiyelleri iizerinde yogunlagtirmalarina sebep olmustur.
Mantarlar herbal tedavinin uygulandigi toplumlarda diger mantarlarla veya otlarla
karistirilarak onlarin biyoaktifligini arttirici/azaltict veya yan etkilerini Onleyici
olarak kullanilmuglardir (12,15).

1.2.1.Kanheca Mantan ve Ozellikleri

1.2.2. Kanhca Mantar: (Lactarius salmonicolor)’ unMorfolojik
Ozellikleri

Bilimsel Simiflandirma
Alem: Fungi

Bolim: Basidiomycota
Sinif: Homobasidiomycetae
Alt Takim: Russulales
Familya: Russulaceae

Cins: Lactarius

Ttir: Lactarius salmonicolor

Yenilebilir, sapkali bir mantar olan L.salmonicolor,mantarlar aleminin
Homobasidiomycetae simfi, Russulales takiminin Russulacea ailesine aittir (Sekil
1.5). Cam agaglannin asidik topraklarinda, cayirliklarda, Avrupa'da yaprakh agag
ormanlarinda ilkbahar ve sonbahar yagmurlarindan sonra goriiliir. Sapka biiyiikliigii
5-15 c¢m kadardir. Mantar gengken ortas1 hafif¢e ¢ukur, kenar iceri kivriktir,
biiyiidikkge ortas1 gittikce gukurlagarak hemen hemen huni sekline doner. Rengi

turuncudur, agik saridan erik sarisina kadar degisir. Kenari, 1 milimetre genislikte



halka halinde agik parlak saridir ve belirgindir. Genel gériiniisii, turuncu ve saridan
olugan halkaly bir yapisi vardir. Lameller, baslangigta kirmizimtirak sar1 beyaz daha
sonra agik portakal rengi tonundadir.Sapa dogru kivrimli sekil alir. Sap {izerinde
birazcik devam eder. Sap, 3-65 cm boyunda 08-25 cm kalinhgmda silindir
seklindedir. Renk agisindan portakal sarisi, dip kisminda kirmizimtirak sari beyaz,
yukart kisminda sarap kirmzisi turuncudur. Sapmn etli kismi kirmizi-pembedir ve
kopanildiginda turuncu renkte bir sivi ¢ikarir, Gengken i¢i dolguludur fakat daha
sonra sapkaya kadar olan alt kisminda boglukludur. Etli kistm kirnmzimtirak sari
beyaz renkli meyve kokulu ve yumusak siinger gibidir. Spor izi parlak kirmizimtirak

sar1 tung rengindedir (16,17).

Resim 1.1 Kanlica Mantari (L. salmonicolor) (18)

1.2.3. Kanlica Mantarmn (L. salmonicolor) Y etistigi Bolgeler

Eyliil ve Ekim aylarinda yagmurlardan sonra ortaya ¢ikan bu mantar halk
arasinda “melki” ya da “Kanlica mantar1” olarak adlandirlir. Tiirkiye’de yerel halk
bu mantari toplayip pazarlarda satarlar, ayrica bu mantar ¢esitli Avrupa tilkelerine de
ihrag¢ edilir. Tirkiye nin kuzey ve giiney bolgelerinin 6zellikle iklim ve vejetasyonu
yabani mantarlar i¢in uygundur (19,20). L. salmonicolor Kuzey Amerika, Chile,

Avustralya, Yeni Zelanda, Kibris ve Avrupa’nin birgok kisminda yetismektedir.



[talyan, Polonyali, Ukraynahlar ve diger bati Avrupalilarin sonbahar yagmurlarindan

sonra mantar toplamak i¢in seyahat ettikleri bilinmektedir (21).
1.2.4. Mantarlar ve insan Saghi

Mantarlarin yapisinda az miktarda seker ve yag bulunmaktadir. Bu sebeple
diyet yemekleri igerisinde mantarin ayri bir yeri vardir. 100 g taze mantar yenildigi
zaman ancak 20-40 kalori vermektedir. Bu da zayiflamak isteyen kisiler igin
mantarlart ideal bir gida niteligindedir.Ote yandan, mantarlar kalp ve damar

hastaliklart bulunan kigiler i¢in de tavsiye edilen bir yiyecektir.

Mantarlarin protein miktari, tiir ve ¢esidine gore degismekle beraber ortalama
olarak 100 g mantargla 3-8 g’dir. Bu proteinlerin ortalama %70’ sindirilebilir
niteliktedir. Boylelikle,100 g mantarin yenilmesi ile yaklagik 2-5 g’1 protein olarak
viicuda almir. Mantarlardan alinan proteinler viicutta depolanmaz, gilinliik olarak

harcanirlar.

Hayvansal gidalarda ortalama olarak %8-15 oraninda protein bulunmaktadir.
Bu proteinlerin ortalama %30-40°1 sindirilir; yani yenilen 100 g hayvansal gidadan
alinan protein miktarn1 yaklasik 3-8 g kadardir. Bu proteinlerin fazlasi viicutta
depolanarak amonoasitler bigiminde damar geperinde birikir. Bu 6zellikle erkeklerde

goriilen kalp-damar hastaliklarinin sebeplerinden biridir.

Kalp damar hastaliklarina sahip kisiler igin hayvansal gidalarin alinmasi
sakincalidir. Mantarlardaki protein miktari, hayvansal yiyeceklerdeki protein
miktarindan biraz az da olsa, viicutta birikme tehlikesi olmamasindan otiirti tercih
sebebi olmalidir. Yam sira, mantarlardaki proteinlerde insanlarin beslenmesi igin
gerekli biitlin amonoasitler de bulunmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolay: mantarlar

saghgimiz agisindan 6nemli besinlerdir.
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1.3. Tirozinaz Enziminin Biyokimyas:

1.3.1. Tirozinaz'in Adlandirnlmasi

Tirozin;, 1846’da Alman kimyager Justus von Liebig("Yustus fon Libig")
tarafindan peynirde bulunmustur ve proteinleri olugturan 20 aminoasitten biridir. Yan
zincirinde amit fonksiyonel grubu igerdiginden dolayr polar 6zellik gdsterir. Amit

grubu diginda benzen halkast tasir. Non esansiyel, glukojenik ve ketojenik asittir.

Tirozinaz (Polifenol oksidaz), funguslarda, yiksek bitkilerde ve hayvanlarda
bulunan;  molekiiler  oksijeni  kullanarak  monofenollerin  o-difenollere
hidroksilasyonunu; odifenollerinde o-kinonlara oksidasyonunu katalizleyen, bakir

igeren bir enzimdir.

Tirozinaz (EC. 1.14.18.1) bitkiler, bakteriler ve memeliler dahil olmak iizere
¢ok genis bir canli grubunda bulunmaktadir. Krezolaz ve katekolaz aktivitesi olmak
tizere iki ayn aktiviteye sahiptir (22). Tirozinazlar (PFO-EC.1.14.18.1), oksido-
rediiktaz sinifi enzimlerdir ve bakir kofaktorliidiirler. Molekiiler oksijenin varlifinda
orto ve vicinal -OH gruplu (3,4,5-trihidroksi) fenolik bilesikleri oksitlemelerine ek
olarak monofenollerin o-dihidroksifenollere c¢evrilmesinde de rol oynadiklan
bildirilmektedir (23). Ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunmugtur. Daha sonra bir¢ok meyve ve sebzede tirozinaz belirlenmis
ve karakterize edilmistir (24). Tirozinazlar, bitkilerin mikrobiyal veya wviral
enfeksiyonlara karsi direng gOstermesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica,
bitkilerin olas1 kotii iklim kosullarina karsi dayamikli olmalarinin bir sebebi de
tirozinazlarin varhgidir. Gida teknolojisi agisindan tirozinaz 6nemli bir enzimdir.
Enzimatik kahverengilesme gida teknologlarim ¢ok ugrastiran bir durumdur. Elma,
armut, seftali, muz gibi meyveler; patates, yemeklik mantar gibi sebzelerin

saklanmasi ve iglenmeleri esnasindabu enzim sorunlara yol agmaktadir.
Tirozinaz, bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak rastlanan bir enzimdir.

Bitkilerde tiim kistmlarda bulunabilirken, gelismis hayvanlarda deri, sag, tiiy ve

gozlerde bulunur. Bitkisel dokularda o6zellikle inaktif formda sentezlenmekte ve
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zamanla ¢esitli  faktorlerle, proteazlar ve etilen gibi bir takim solunum
metabolitlerince aktif hale gelmekiedir. Yenilebilir bitkilerdeki tirozinaz dagilimi,
birgok aragtirmaci tarafindan incelenmigtir. Son zamanlarda farkh kaynaklardan da
izole edilmis ve iizerinde ¢ahigmalar yapilmistir. Tirozinaz aktivitesine sahip bazi
gida maddeleri; ¢ay, musmula, enginar, Cassava bitkisi, ananas, Napoleon {iziimii,
pathcan, elma, zambak, Anamur muzu ve g¢ilek olarak sayilabilir. Bitkilerdeki
tirozinaz miktari ¢esit, kiiltiirel islemler, olgunluk ve yasa baglidir (25). Tirozinaz’lar
sebze ve meyvelerin hasat, depolama ve iglenme kalitesi ve ekonomisini belirleyen
cok 6nemli enzimlerdir. Oksijen gegisine sebep olan hasat, depolama ve igleme
sirasindaki zedelenme, kesilme ve diger mekanik zararlar cogu meyve ve sebzelerde
melonin olusumuna, bu da hizla esmerlesmeye sebep olur. Esmerlesme yliziinden
meyvelerde 6nemli kayiplar olmaktadir. Muz, seftali, kayisi, yaprakli sebzelerde
istenmeyen esmerlesmeler goriilmektedir.Bunlardan farkli olarak, ¢ay, kahve, kakao,
siyah lizim ve siyah incirlerde tirozinaz aktivitesi istenen bir durumdur (25). Clinkii

enzim sayesinde bu {irlinler istenen son iriin karakteristiklerine kavusurlar.

Enzimatik kahverengilesme, ¢ogu kez istenmeyen bir olay degildir. Siyah
cay, ¢ekirdeksiz kuru lizim, incir ve hurmalarin begenilen giizel renkleri, a¢ik renkli
meyvelerden elde edilen meyve suyu ve igkilerin altin saris1 renkleri ihmh ve
kontrollii bir kahverengilesme ile elde edilir (24). Pek ¢ok bitkisel kaynaktan
tirozinaz enzimi izole edilip saflastinlmaya ¢alisilmig; yapist ve reaksiyon
mekanizmas: aydinlatilmaya ¢alisilmistir: Fasulye (26), armut (27), kereviz (28,29),
kusburnu (30). Tirozinaz aktivitesi, optimum pH’1 enzimin kaynaklarina ve
substratlarina gore genellikle pH 4.0-7.0 arasinda degisir. Birgok kaynaktan elde
edilen tirozinazin, pH 4,0’1n altinda inaktif oldugu belirtilmistir (28,30-32).

Tirozinazin kullanim alanlar incelendiginde melanin sentezi, bu enzimin
kullanildig1 en kritik noktalardan biridir. Melanin, derinin ve sagin rengini saglayan
etkenlerden biri olan polifenol gibi kompleks yapidaki bir biyopolimerdir. Melaninin
gorevi, deriyi UV i1smlarindan korumak ve reaktif oksijen tiirlerini gidermektir.
Tirozinaz, melanin sentezindeki iki kritik tepkimeyle L-tirozinin monofenolaz ile
hidroksilasyonu ve L-dopanin difenolaz ile o-dopakinona oksidasyonunu katalizler.

Birgok dermatolojik bozukluk, melanin pigmentinin asir1  salgilanmasindan
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kaynaklanmaktadir. Tirozinaz inhibitérleri, dermal melanin Gretimini baskiladiklar
icin beyazlatict veya anti-hiperpigment ajanlari olarak tercih edilmektedirler.
Giintimiizde kozmetik ve medikal endistrilerinde tirozinaz inhibitorleri gittikce
onem kazanmaktadir.Insan beyninde, tirozinaz, néromelanin olugumunda 6nemli bir
role sahiptir. Bu durum da, dopamin norotoksisitesine ve hatta Parkinson hastaligiyla
iliskilendirilen norodejerasyona bile neden olabilir. Gida endiistrisinde ise tirozinaz
inhibitérleri sebze ve meyvelerin kalitesinin kontrol altinda tutulabilmesi igin
kullamlmaktadirlar. Tirozinaz sebze ve meyvelerde kararmaya yol agan, fenolik

bilegiklerin kinonlara oksidasyonunda rol oynamaktir.

1.3.2. Tirozinaz'in Dogadaki Dagilimm

Tirozinaz enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yemeklik
mantarlarda bulunmustur (32). Bundan sonra, bazi turunggiller hari¢, pek ¢ok meyve
ve sebzede tirozinaz enzimi belirlenmis ve karakterize edilmigtir (22). Tirozinaz
dogada yaygin olarak bulunur. Bitkiler aleminde bulunmasinin yam sira
mikroorganizmalarda Ozellikle funguslarda, bazi hayvansal organlarda ve ayrica
kabuklu deniz hayvanlarinda da bol olarak bulunan bir enzimdir. Buna ek olarak baz1
topraktiirlerinde glikoz oksidaz gibi oksido rediiktaz enzimlerinin yani sira tirozinaz
enzimininde varhig1 ve aktivitesi bildirilmektedir (33,34). Farkli bitkilerin tirozinaz
icerigi tiireve bitkinin yetigtirilis bicimine gore degismektedir. Hatta, aym
organizmanin farkli organlarinda bile farkh karakteristik 6zellik gosterebilmektedir.
Bircok sebze ve meyvenin igerisinde; zeytinlerin, 6zellikle katekol substrat: tizerine,
en ylksek tirozinaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (35). Enzimin bitki
hiicrelerindeki lokalizasyonu bitkinin tiirline, yagina; sebze ve meyvelerde ise

olgunluga baghdir (36,37).

1.3.3. Tirozinaz'in Katalizledigi Reaksiyonlar ve Mekanizmalan

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi’ne bagh enzim komisyonu tarafindan

yapilan  siniflandirmada, biitiin =~ Tirozinaz’larin,  yiikseltgenme-indirgenme

reaksiyonlarim katalizledikleriigin, birinci sinifenzim olduklar1 belirlenmistir. Bu
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siniflandirmaya gore yapisinda bakir igeren tirozinaz enzimi molekiiler oksijen
varhiginda birbirinden tamamen farkli iki aktivite gostermektedir. Bunlardan biri,
monofenollerin odifenollere o-hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) ve
enzimin bu aktivitesi,monofenolaz veya kresolaz aktivitesi olarak bilinir. Digeri ise,
o- difenollerin okinonlara oksidasyonuyla sonuglanan reaksiyondur (E.C.1.10.3.2) ve

enzimin bu aktivitesi de difenolaz veya katekolaz aktivitesi olarak bilinir (38,39).

1.3.4. Tirozinaz'm Substratlan

Sebze ve meyveler ¢ok ¢esitli fenolik bilesikler igerirler. Ancak bu
bilesiklerin ¢ok az bir kismi tirozinaz enzimine substrat olabilmektedir. Polifenol
bilesiklerinin enzim katalizli reaksiyonlar sonucu sebze ve meyvelerde renk

bozulmalarina sebep olmalarinin yam sira, meyvelerin tatlarina da etkileri vardir.

Polifenol bilesikler, enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina
sebep olurlar. Bu bilesiklerden bazilari oldukga kolay bir sekilde kendiliginden
otooksidasyona ugrarlar ve olusan bilesikler polimerleserek koyu renkli makro
molekiilleri olustururlar (40,41). Tirozinaz'in sebze ve meyvelerdeki en 6nemli dogal
substratlar1 felavonoid tipi fenollerle, basit fenollerdir. Bunlardan bazilar1 katekinler,
sinamik asit esterleri, 3,4-dihidroksifenil alenin (DOPA), 3,4-dihidroksifenil etilamin

(dopamin) ve tirozindir. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi asagidaki gibidir (42).

Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve meyvede sebep olduklari
enzimatik kararmaya katkilar1 fenollerin konsantrasyonuna ve lokalizasyonuna bagl
oldugu kadar, farkli kinonlardan elde edilen makro molekiler pigmentlerin
renksiddetinede baglidir. Baz1 sebze ve meyvelerde tirozinazin ana substratt bitki
materyallerinde genelde ¢ogunlukla bulunmayan fenolik bilesiklerdir (43,44). Seker
pancari tirozinaz enzimi, tirozine kars1 aktivite gOstermezken L-DOPA’y1
dehidrogenasyona ugratmaktadir. Fakat ilging olan sudur ki seker pancari
dokularinda kayda deger miktarda L-DOPA bulunmazken, olduk¢a fazla miktarda
tirozin bulunmaktadir (45). Bu da bazi arastirmacilar tarafindan One stiriilen
“Tirozinaz enziminin elde edildigi bitkilerde her zaman en iyi tirozinaz substratlar

bulunmaz” tezini desteklemektedir (46,47). Substrat spesifikligi yalniz sebze ve
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meyvenin cinsine bagl degildir aym zamanda belli bir 6l¢tiye kadar enzimin meyve
ve sebzenin ekstrakte edildigi kismina ve yetigtirilisine baghdir. Aktivitenin

aragtirldign pH’da substratin kullanilabilirligini etkiler (48,49).

1.3.5. Enzimatik Kararma

Meyve ve sebzelerin depolanmasi esnasinda ve ¢arpma, kesme, kabuk soyma,
dilimleme gibi mekanik zedelenmeler sonucu bazi renk degismeleri ortaya
¢ikmaktadir. Pembeden, mavimsi-sivaha kadar olan farkli tondaki bu renk
degismelerine kararma denir. Tirozinaz enzimi, meyve ve sebzelerde yaygin olarak
bulunan fenolik bilesiklerin oksidasyonunu Katalizleyerek, onlar1 o-kinonlara
ylikseltger ve bunlarin polimerizasyonu sonucu esmerlesmeyi yapan kahverengi

melanin pigmentlerinin olusumuna yol agmaktadir (11).

Meyve sularimin ve dondurulmus sebze ve meyvelerin endiistriyel amagla
hazirlanmalar: sirasinda ortaya ¢ikan bu tiir reaksiyonlar kaliteyi diistirerek, tirtiniin
pazar degerini de azaltir. Ayrica karides, istakoz ve yengeg¢ gibi kabuklu deniz
hayvanlarinin hazirlanmalar1 ve depo edilmeleri sirasinda kabukta meydana gelen
ezilmeler sonucu, tirozinaz enziminin etkisiyle ortaya ¢ikan melanozis sonucu olusan
siyah renkli lekeler tiriiniin degerini distirtir (50). Esmerlesme reaksiyonuna yol agan

sebepler {i¢ grup altinda toplanmaktadir;

*Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlari.
*Enzimatik olmayan oksidatif esmerlesmeler.

*Maillard reaksiyonu sonucu olusan esmerlesmeler.

Bu reaksiyonlar i¢inde en yaygin olarak rastlanan enzimatik esmerlesme
reaksiyonlaridir. Enzimatik esmerlesme sebze, meyve ve tahillarda dogal olarak
bulunan tirozinaz enziminin sebep oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur. Normal
sartlarda enzim hiicre igerisinde oksijenden temassiz bir halde bulunur. Fakat, meyve
veya sebze kesildigi yada zedelendigi zaman enzim hiicre disina ¢ikarak molekiiler
oksijen varliginda bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona girerek renkli bilesikleri

olusturur (51,52).
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Enzimatik kararmanin olabilmesi igin tirozinaz enzimi, bunun etkiledigi
polifenolik madde ve molekiiler oksijenin bir arada bulunmalan gerekir. Ayrica
sicaklik, pH gibi enzim aktivitesini direkt olarak etkileyen sartlarin uygun bir
seviyede olmasi gerekir. Enzimatik esmerlesme fenolik madde, molekiiler oksijen ve
tirozinaz enziminden Dbirinin  ortadan kaldinlmasi ile durdurulur veya
azaltilabilir.Ayrica bu tiir esmerlesme reaksiyonlan 1s1 inaktivasyonu, substratlarin
uzaklagtirtlmasi, sodyum siilfit ve askorbik asit ilavesi, ortamin pH’sinin diisiiriilmesi

veya yiiksek basing uygulanmasi ile 6nlenebilir (53).

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda olusan ilk kilit madde olan o-kinonlar,
renksiz bilesiklerdir ve bizzat herhangi bir renk bozunmasina neden olmazlar. Ancak
olusan o-kinon ve tiirevlerinden daha sonra dimerler olusur ve nihayet bunlar daha
biiyiik molekiillii bilesiklere polimerize olurlar. Renk bozulmalarinin esas sebebi,

esmer renkli olan polimerlerdir (54,55).

Digerenzimatik esmerlesme reaksiyon tiirii ise, fenolik bilesiklerden tiiremis
kinonlarin, serbest amino asit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir (54).
Patateste ve kazein igeren karigik besinlerde, okside olmus klorojenik asidin kazein

ile olan reaksiyonlari, bu tiirden reaksiyonlardir.

1.3.6. Tirozinaz inhibitdrleri ve Enzimatik Kararmanin Onlenmesi

Mantarlarin ve diger besinlerin olgunlagsmasi, depolanmasi ve islenmesi
esnasinda, enzimatik esmerlesmeden kaynaklanan ciddi ekonomik kayiplar meydana
geldigi igin, enzimatik esmerlesmenin kontrolii, besin isleme endiistrisinde oldukca
O6nemli olup tarafindan da ilgi gormektedir. Tirozinaz katalizli esmerlesme, sadece
enzimin inaktive edilmesiyle degil, ayn1 zamanda enzimatik reaksiyon igin gerekli
olan O, veya fenolik substratin ikisinin ya da birinin ortamdan uzaklastirilmasiyla da
Onlenebilir. Ayrica enzimatik esmerlesme, enzimatik olarak olusturulan kinonik
tirtinlerin bloke ve enzimatik olmayan reaksiyonlarin sebep oldugu renkli bilesiklerin
olusumunun engellenmesiyle Onlenebilir (56). Tirozinazin bir¢cok inhibitSrii

bilinmektedir ve giiniimiiz de esmerlesmeyi 6nlemek igin bu inhibitérlerden bazilart
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kullamlmaktadir. Kullamlan inhibitorler, besinlerde enzimatik esmerlesmeyi
durdurabilen, yiyecek kalitesine etki etmeyen ve zehirli olmayan maddeler olmalidir
(5.

Tirozinazlar, dogada son derece yaygin olarak bulunan maddelerdir ve birgok
gigegin renginden de sorumlu olduklar igin bitki tanninleri olarak ta bilinirler.
Bunlarin bazilant kompleks bilegiklerdir ve bitkilerin kabuk, kék ve yapraklarmda
bulunurlar. Basit yapida bulunanlari ise ¢ogunlukla taze sebze, meyve ve ¢ayda
bulunurlar. Bazi potansiyel tirozinaz inhibitorleri; kompferol, kuarsetin, kukarinon ve
kusnol gibi bir¢ok bitkiden izole edilen flavanoidlerdir (58,59). Bu ¢aligmalara gore
flavanoidlerin inhibisyon ozelligi, aktif bolgedeki bakirla selat olugturabilme
yeteneginden ileri gelmektedir. Mantar tirozinazinin benzoik asit ile inhibisyonu
substrat olarak katekol kullamldiginda yarigmali inhibisyon, O, kullanildiginda ise
yarigmasiz inhibisyon olarak bulunurken ayni enzimin ayni substratlarla siyanid ile
inhibisyonu ise sirasiyla yarigsmasiz ve yarigmali inhibisyonlar vermistir. Bu durum
enzim molekiilii lizerinde iki farkli substrat baglama bélgesinin varligi ile
agiklanabilir. Bu bolgelerden birisi fenolik substratlari igeren aromatik bilesikler i¢in
yilkksek afiniteye sahip iken, diger bolge ise oksijen ve metal baglama

fonksiyonlarindan sorumlu bakir ihtiva eden kisimdir (60,61).

1.3.7. Tirozinazin Saflastirilmasi

Tirozinaz'in en 6nemli Gzelliklerinden biri, bitki dokularinda aktif olmayan
bir halde bulunabilme yetenegidir. Ancak, asit-bazlar, iire, poliaminler, anyonik
deterjanlar, proteazlar ve yag asitleri tarafindan aktive edilebilecegi bildirilmigtir
(62,63). Enzimin inaktif formunda izole edilebilmesi igin aktivasyonunu veya
modifikasyonunu 6nlemek amaciyla, uygun kosullarda ¢alisilmas: gereklidir. Bitkisel
orneklerin, soguk aseton ile toz haline getirilmesi veya amonyum siilfat ile
¢oktiiriilmesi, bdyle bir iglem igin olduk¢a uygundur. Boyle bir islemle elde edilen
Oziitlerde, daha sonra Triton X-114, Triton X-100 veya Tween-80 gibi iyonik
olmayan bir deterjan yardimiyla ve sicaklikla indiikklenmis faza katilma teknigiolarak
tammlanan bir islemle olusturulan iki fazdan, sulu fazda enzimin ¢oziiniirlestirilip

diger bilesenlerden ayrilmas: saglanmis olur (64). Baz1 bitkisel oziitlerden tirozinaz
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iceren dokularin homojenizasyonu sirasinda, doku hasarina bagh olarak olusan ve
fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile ortaya ¢ikan esmerlesme reaksiyonlan
dolayisiyla olusan ve suda ¢oziiniirliigii az olan pigmentler, islem sirasinda problem
olabilir. Bu nedenle diisiik sicakliklarda ¢aligsmak, bu problemi bir miktar azaltabilir
ki sivi azot ortaminda bdyle bir homojenizasyon islemi, uygun tampon ¢ozeltiler

varhginda gergeklestirilebilir (64,65).

Asetonile enzimin bitkisel 6ziitlerden ¢oktiriilmesi de oldukga tercih edilen
bir yontemdir ve boyle bir islemle genellikle oldukga yiiksek tirozinaz aktivitesi elde
edilmistir. Homojenizasyon ¢6zeltisinin  pH degerinden enzimin aktivitesi
etkilenebileceginden, tampon ¢dzeltinin segimi de enzimin izolasyonunda 6nem tasir.
Bazi durumlarda, homojenizasyon ¢o6zeltisine, c¢esitli indirgenme-yiikseltgenme
olaylarin1 6nlemek ve bdylece enzim aktivitesini korumak amact ile, indirgen
reaktifler ya da enzim inhibitorleri katilabilir. Sodyum azid, askorbik asit, glutatyon,
ditiyotreitol, sistein, sodyum metabisiilfit veya tiyotlire gibi ¢esitli bilesikler bu
amagla kullanilmistir (66). Tirozinazin bitki dokularindan izolasyonu sirasinda,
fenolik bilesiklerin oksidasyonunun ve dolayisiyla polimerlesmelerinin engellenmesi
amaciyla, genellikle ortama, bu fenolik bilesikleri baglaylp ortamdan
uzaklastirabilecek ve genelde polimerik yapida olan polivinilpirrolidin, poliamit ve
polikaprolaktam gibi bir madde ilave edilir. Daha sonra bu polimerik yapi, ortamdan
uygun tamponlarla yikama yoluyla uzaklastirilarak, fenolik oksidasyon engellenmis
olur. Baz1 durumlarda da polietilen glikol bu tiir oksidasyon islemlerini 6nlemek

amaciyla kullanilmaktadir (67).

Homojenize edilen enzim 6ziitlerinden tirozinaz saflastirilmasi, genellikle
amonyum siilfat veya aseton ile ¢Oktiirmeyi takiben, kromatografik basamaklari
icerir. Bu kromatografik islemlerde santrifiijlenip hazirlanan berrak ¢ozelti,
dietilaminoetil (DEAE)-Sephadex veya DEAE-seliloz gibi anyon degistiricileri
lizerinde iyon degisim kromatografisi, Sephadex G-100 veya Sephadex G-200
tizerinde jel filtrasyon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
islemlerine tabi tutulur (68). Kromatografi sonrasinda, tirozinaz igeren eliiatlar
birlestirilir ve bazi durumda asetonla veya amonyum siilfatla ¢oktiiriilerek tirozinaz

konsantre edilir. Baz1 dokulardan tirozinazin saflastirilmas: i¢in bu kromatografik
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tekniklerden biri  yeterli  olurken, genellikle kombinasyonlann  geklinde
kullamldifinda, daha yiksek saflikta enzim saflagtiilmasi  gergeklestirilebilir.
Ornegin, fasulye de ki tirozinaz, DEAE-Sephacel iyon degigim kromatografisi, onu
takiben fenil agaroz matriksi {izerine hidrofobik etkilesim kromatografisi ve son
olarak da Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile, {i¢ basamakli
kromatografik teknikler kullamlarak saflastirilmigtir (69).

Gawlik-Dziki ve arkadaslart (2007) tarafindan, iki kromatografik teknik
sirastyla kullamlarak,birtiir marul tirozinazi, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim
kromatografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi teknikleriyle
saflagtirmigtir (70). Bir tiir mantar tirozinazi ise, DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisi ve onu takiben de hidroksiapatit kromatografisi ile saflastirilmistir
(71). Ayrica, daha Once fenil Sepharose-CL-4B hidrofobik etkilesim
kromatografisiyle tirozinaz, tek basamakta ¢esitli bitki kaynaklarindan
saflastirilmistir (72,73). Cok kullanilan bir teknik olan jel filtrasyon kromatografisi
ile de tek adimda tirozinaz saflagtirma islemi, Chazarra ve arkadaglart (2001)
tarafindan bir tiir maruldan; Xu ve arkadaslar1 (2004) tarafindan bir tiir kestaneden;

Erat ve arkadaslar (2006) tarafindan Ferula sp.’den gergeklestirilmigtir (74,75).

1.3.8. Bulundugu Yerler ve Onemi

Tirozinaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bunun
disinda mikroorganizmalarda (birkag bakteride, birgok kiifte) 6zellikle mantarlarda
bazi hayvansal organizmalarda da bulunabilir (76). Bazt kabuklu deniz
hayvanlaninda da(beyaz karides, kiigiik karides, Florida dikenli 1stakoz) bu enzimin
varhgina rastlanmistir (77). Bitki hiicresinde enzimin lokalizasyonu enzimin tiiriine,

yasina, sebze ve meyvelerde olgunluklarina baglidir (76).

Tirozinazlarin saglam bitki dokusundaki hiicrelerin protoplazmalarinda
mitokondri ve kloroplast membranlarinda lokalize oldugu, vakuollerdeki fenolik
madde, organik asit ve tanenlerden etkilenmeden kendi fizyolojik gorevini yaptigi
belirlenmistir (76,78). Ancak, doku dolayisiyla hiicre herhangi bir dis etkenle

parcalandiginda, zedelendiginde ya da asir1 olgunlasma sonucunda tirozinaz;
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substratlar: olan polifenoller ile etkilesip molekiiler oksijen varhginda enzimatik
esmerlesme siireci baglamaktadir. Bu olay birgok sebze ve meyvenin hasadindan
itibaren taginmasi, depolanmasi ve tiiketim ig¢in hazirlanmasi sirasinda meydana
gelmektedir. Bunun yam sira dondurarak saklama, konserve veya meyve suyu
yapimu gibi teknolojik sistemlerin gere@i olarak kesme, dilimleme, kabuk soyma,
¢ekirdek ¢tkarma, pargalama, ezme ve ¢6zme gibi teknolojik iglemlerde daha biiyiik

boyutlar kazanmaktadir (76).

1.3.9. Biyolojik islev ve Tirozinazin Dagilimi

Insanlarda, melanin eksikliginde ciltte, sagta ve gézde hastaliklara neden olur.

Albinizm, vitiligo ve melanoma bunlardan birkagidir.

Bugiine kadar tirozinaz ¢ogunlukla gériilmiistiir. Bununla birlikte, homoloji
protein veritabanlar1 ve deneysel verilerle arar. Tirozinazlar bakterilerde de yaygin
oldugu gosterilmistir (79). Melaninler bakterilerde tirozinazin en iyi belgelenmis
fonksiyon olugumudur. Melanin, bir polifenolik pigment, bakteri sporlarmi ve

hiicreleri serbest radikallere ve UV radyasyonuna karsi korur (80).

1.3.10. Tirozinazlarin Endiistriyel Uygulamalar:

Tirozinaz sanayi, kagit hamuru vekagit sanayi, tekstil sanayi, ilag ve gevre
teknoloji baz1 biyoteknolojik uygulamalar i¢in ¢ok uygundur. Gida endiistrisinde,
tirozinazlar igin hi¢ arzu edilmez, ancak bu enzimlerin esmerlesme etkileri, ¢esitli
faydali amaglar i¢in kullanilmaktadir. Tirozinaz, 6zellikle laktazlarla ilgili capraz bag
biyopolimerleri (81) elde edilebilir. Onlar ayrica antioksidan ve besin renklendirici
biyosentezi (82) gida da degisik yoOnleriyle tirozinazlarin uygulamalar1 sanayi, renk
olusumu ve ¢ay, kakao ve kahve lezzet gelistirmesini igerir ve askorbik asit tayini,

seker pancari, pektin jellesme ve biyosensor olarak uygulanirlar (83).
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1.3.11. Tirozinaz Enzimi ile igili Cahsmalar

Elmadan elde ettikleri tirozinazin 1sil  inaktivasyon parametrelerinin
belirlenmesi ile igili yaptiklan ¢aligmada 6 ¢esit elma ve 68°C, 73°C ve 78°C olmak
{izere 3 farkl sicaklik kullanmuslardir. 78°C sicaklikta Amasya elmasinin tirozinazim
1stya karg en direngsiz, Starking Delicious ¢esidi elmanin tirozinazinin 1siya karsi en
direngli gesit olarak belirlenmigtir. Isil inaktivasyonun hiz sabitleri 78°C’de 15,99-
28,27, dakikal0?, aktivasyon enerjisi 54,7-77,2 kcal/mol, Z degeri 7,1-10,0°C
arasinda bulunmustur. Elmadan elde edilen tirozinaz'm diger meyvelerden elde
edilene goére 1stya karst daha direngli oldugu bildirilmistir (84). Tirkiye’de
yetgitirilen Emir Uztimlerinden tirozinaz enzimini ekstrakte etmis ve pH,
optimumsicaklik, termal inaktivasyon, Kinetik parametreler ve bazi potansiyel

tirozinaz inhibitorlerin karakteristik 6zelliklerini belirlemislerdir.

Substrat olarak katesol kullanildiginda tiztim kokenli tirozinazin optimum pH
ve sicakligr sirastyla 4,2 ve 25°C olarak bulunmugtur. Ky, ve Vi, degerleri sirasiyla
25,1£2,72 mmol L' ve 0,925+0,04 OD4 dakika' bulunmustur. Degisik
inhibitorlerin etkileri incelenmis ve en etkin inhibitériin sodyum metabisiilfit oldugu
ve bunu askorbik asitin takip ettigi bildirilmistir. Enzimin Ea ve Z degeri sirasiyla

251,4 kjmol™ (r*= 0,996) ve 8,92 °C ( r*= 0,993) olarak hesaplanmustir (87).

Sultaniye iiziimiinden tirozinaz’in ekstraksiyonu ve karakterizasyonu ile ilgili
yaptiklar1 ¢aligmada enzimin optimum pH ve sicakhiginin 3,4 ve 30°C, Ky ve Viax
degerinin mM ve 0,695 absorbans/dakika oldugunu, en etkili inhibitérlerin sodyum
metabisiilfit oldugunu ve bunu askorbik asitin izledigini, termal inaktivasyon
cahigmalarinda 65-80°C sicaklhik aralifinda enzimin yarilanma 6mriiniin 2,6-49,5
dakika arasinda degistigini bildirmislerdir (89). Akko XIII yenidiinyadan tirozinaz
enzimini amonyum siilfat ¢Oktlirmesi ve iyon degisim kromatografisi ile
saflastirmislar ve A ve B harfler ile isimlendirdikleri iki adet tirozinaz izoenzimi elde
etmiglerdir. Bunlardan izoenzim A’nin optimum pH degerinin 7,4; izoenzim B’nin
optimum pH degerinin ise 4,98 oldugu, enzimlerin K., degerlerinin siras1 ile 15,3

mM ve 5.4 mM oldugu, her iki izoenziminde 30°C sicaklikta maksimum aktivite



gosterdigi, izoenzimlerin 1siya direnglerinin  ve inhibitdrlere hassasiyetlerinin

farklilik gosterdigi bildirilmistir (85).

Anamur muzundan tirozinaz enzimini saflagtinip, enzimin ozelliklerinin
belirlenmesi konulu ¢alismasinda, Anamur Muzunun tirozinazin optimum sicakligim
30°C ve optimum pH’sim 7,0 olarak belirlemistir. Unal(2007)'a gore Ky ve Vi
degerlerini sirasiyla 8,5 mM ve 0,754 ODa1o dakika™ olarak tespit etmistir (89).

1.4. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi
1.4.1. ilgili Literatiir Isnig1 Altinda Projenin Yeri

Bu ¢alismada, tirozinaz enziminin saflagtirilmasi amaciyla Eylil-Ekim
aylarinda Giresuny6resinde yetisen Kanlica mantari kullanildi. Giresun yoresinde
yaygm olarak bulunan yenilebilir Kanlica mantar1 besin olarak tiiketilmektedir.
Bilesiminde fosfor, kalsiyum, demir, B, C vitaminleri, protein, karbonhidrat ve ¢ok
az miktarda da yag bulunur. Kansizlia ve zihinsel yorgunluga iyi gelmektedir. Cok
diisiik kalorili oldugu igin de kilo problemi yaratmamaktadir. Kolestrol diisiiriicti
etkisi vardir, bagisiklik sistemini giiglendirici etkiye sahiptir. Antioksidan 6zelligi
sayesinde viicuttaki toksinleri atmada etkilidir. Yapilan literatiir arastirmalarina gére
tirozinaz enzimi ¢esitli kaynaklardan saflastirilmis olup bitki ve mantar olarak az

sayida kaynak kullanilmistir.

Literatiirdeki bu boslugu doldurmak adina yeni tirozinaz kaynaklarimin
aragtirilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu bosluktan yola ¢ikilarak bu galismada,
Giresun yoresinde yetisen bir mantar tiirii olan Kanlica mantarindan ilk kez tirozinaz
enziminin saflastirilmasi ve kinetik 6zelliklerinin incelenmesi, boylece literatiire bir
katki saglanmasi amaglanmistir. Yapilan literatiir arastirmalarina goére tirozinaz
enzimi ¢esitli kaynaklardan saflastirilmig olup bitki ve mantar olarak az sayida
kaynak kullamlmustir. Literatiirdeki bu boglugu doldurmak admna yeni tirozinaz
kaynaklarinin arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu bosluktan yola ¢ikilarak bu

calismada, Giresun yoresinde yetisen bir mantar tiirli olan Kanlica mantarindan ilk
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kez tirozinaz enziminin saflagtirtimas: ve kinetik 6zelliklerinin incelenmesi, boylece

literatiire bir katki saglanmast amaglanmistir.

Son yillarda endiistri alaninda en 6nemli gelismeler, biyolojik sistemlerin
kullanildigi kimyasal reaksiyonlarla iligskili olmaktadir ve c¢esitli reaksiyonlarda
kullanilabilecek organizmalara veya saf enzimlere olan talep ve ihtiyag gittikge
artmaktadir. Enzim ya da enzim gruplan tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel
organik reaksiyonlarindan ¢ok daha yiiksek verimle ve reaksiyon kansiminda yiiksek
saflikta drtin  olusumu geklinde meydana gelir. Enzimlerin biyokimyasal
Ozelliklerinin ortaya konmasi ile ¢ok ¢esitli endiistriyel kullanimlar miimkiindiir. Bu
sebeple, bazi 6zel kimyasal maddelerin {iretiminde enzimlere gittikge daha fazla
ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzim katalizli polimerlesme reaksiyonlan ile elde edilen
polimerler, 6zel kimyasal maddelerin {iretiminde, enzimlerin ne derece spesifik
oldugunu gostermektedir. Bazi fenol tiirevlerinin, polifenollerin, polianilinlerin,
tirozinazlar (95) kullanilarak ilimli reaksiyon sartlar1 altinda yiikseltgenme yoluyla

polimerlestirildikleri belirtilmistir.

Yoremizde yetisen yabani makromantar tirozinazlarin varligi, bu tiirden
calismalarin daha kapsamli bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar ig¢in
kullanigh olabilecegi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu kaynaklardan tirozinazlarin
saflagtirilmasi ile cesitli ve yeni bazi polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin

sentezi islemlerinde kullanilabilirliklerinin arastirilmas: hiz kazanacaktir.

Bu c¢alismada ekonomik ©neme sahip yenilebilir Kanlica mantar1 (L.
salmonicolortirozinaz enziminden elde edilen saf tirozinaz enziminin kinetik ve
elektroforetik 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla asagidaki

hedefler belirlenmistir.

Afinite jelinin sentezi, L. salmonicolor mantarindan bu afinite jeli ile
tirozinaz enziminin saflastinlmasi, Sodyum dodesil siilfat (SDS) elektroforezi ile
tirozinazenziminin yaklasik molekiil agirliklaninintespit edilmesi, ¢alisilan her bir
substrat i¢in optimum pH ve sicakliklarin belirlenmesi, belirlenen optimum sartlarda

enzimin substratlarina olan ilgisinin arastirtlmasi ve bu ilginin biyokimyasal
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ifadesiolan K,, ve V. degerlerinin bulunmasi. Boylece endiistrinin  farkh
alanlannda enzimin stabilitesi ve kullammm artttirmak i¢in yenilebilir Kanlica
mantarindan tirozinaz enzimi afinite kromatografisiyle ilk defa saflagtirlmisg

olacaktir.

Besinlerdeki enzimatik esmerlesme olaylarinin ortaya konmasi,heminsan
beslenmesi hem de saglik agisindan besinlerdeki esmerlesmenin etkilerini anlamak
ve ¢oziimler bulmak ag¢isindan oldukga 6nemlidir. Buna gore, yoremizde yetisen ve
tilketilebilen bu mantar, tiikketilmenin yaninda bir endiistriyel 6neme de sahip
olabilecektir. Bu kaynaklardan saglanan 6ziitten tirozinaz enziminin saflagtirilmasi
ve kapsaml karakterizasyonu ile bunun sonucunda elde edilen tirozinaz aktivitesinin
inhibisyonu verilerinin, benzer sekilde diger endiistriyel tirozinaz kaynaklarina
adapte edilmesiyle, hem istenmeyen esmerlesmeden kaynaklanan ekonomik kayiplar
azaltilmig veya 6nlenmis hem de besin degerini kaybetmeksizin iriinlerin raf 6mrii
arttirilmis olacaktir. Buna gore, yukarida da ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi,
yapilan bu ¢aligmayla, yeni enzim kaynaklari denenerek endiistrinin ihtiyag duydugu
yeni ve potansiyel tirozinazlarin saflastirilmasi ve elde edilen bu enzim igin optimum
¢alisma sartlarinin belirlenmesi, bu bilgiler dahilinde, ¢esitli alanlarda enzimin
kullanilmasi amaciyla, endiistriyel veya farmakolojik 6neme sahip yiiksek saflikta
bazi organik bilesiklerin sentezi ve bazi polimerizasyon reaksiyonlarinin

gerceklestirilmesi, gibi farkli uygulamalar i¢in kaynak teskil edecektir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi: Argelik

Destile Su Cihazi: Niive-NS-108

Etiiv: Binder

pH Metre: Butech

UV-VIS Spektrofotometre: T80+PG Instruments
Terazi: Schimadzu AUx220

Hassas Terazi: Sartorius

Su Banyosu: Memmert

Otomatik Pipetler: Brand Pipetleri, Dragon Lab.
Blender: King

Manyetik Karistirict: Chiltern Hotplate HS 31
Sogutuculu Santrifuj: Sigma 3K 30

Vorteks: Velp Scientifica

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

L. salmonicolor tirozinaz enzimi saflastirllmasi amaciyla yapilan bu

¢alismada organik ¢6ziicii olarak petrol eteri (40-60°C) ve sokslet cihazi kullanildi.

Saflagtirma isleminde yenilebilir Kanlica mantarindan, 200 mM fosfat

tamponu (pH=7,0) ile hazirlanan ham ekstreler kullanildi. Fosfat tamponunun

hazirlanmasinda potasyum dibazik fosfat (Merck) ve potasyum dihidrojen fosfat

(Merck)’tan yararlanildi. Yenilebilir Kanlica mantarindan hazirlanan ham ekstrenin

amonyum siilfat kesitiigin amonyum siilfat (Sigma) ve Sigma marka {D-9527

genisligi 43 mm (1.7"), ¢ap1 27 mm (1.1")} dializ kesesi kullanildi.
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DEAE-seliiloz kolon kromatografisinde, kolon dolgu maddesi olarak DEAE-
seliloz (Sigma) kullamldi. Hazirlanan ekstrelerin ve DEAE-seliilloz  kolon
kromatografisi ¢ikisginda elde edilen fraksiyonlarin saklanmasinda +4°C’lik

buzdolab1 ve dondurucusu kullanildi.

Yenilebilir Kanlica mantarindan elde edilen ham ekstrede, %60’lik amonyum
stilfat fraksiyonunda ve DEAE-seliloz kolon kromatografisinden elde edilen
fraksiyonlarda, enzim aktiviteleri tayinlerinde substrat olarak L-tirozin

(Fluka),tampon olarak fosfat (Merck), yararlanldi.

Protein miktartayininde; Lowry metoduna gore standart olarak sigir serum
albumini (Merck), protein miktartayinindekullanildi. Folin ayiract (Merck), Bakir
Stilfat (Sigma), dipotasyum tartarat, sodyum karbonat, sodyum hidroksit kullanilds.

2.2. Metod

2.2.1. Kanheca Mantar1 Ham Ekstresinin Hazirlanmasi

Ham ekstre hazirlamak i¢in Blender yardimiyla pargalanmis 100 g yenilebilir
Kanlica mantar1 500 mL 200 mM fosfat tamponu (pH= 7,0) iginde +4°C’de
manyetik kanstiric1 ile 1 saat kanigtirildiktan sonra, agzi kapatilarak bir gece
bekletildi. Ertesi giin homojenizat iki kat bezden siiziildii. 0°C’de 18000 rpm’de, 30
dakika santrifiij edildi. Ustteki berrak kisim alindi. Bu islemlerin sonucunda Kanlica
mantar1 ham ekstresi elde edildi. Ham ekstrede tirozinaz aktivitesi ve protein miktar

tayinleri yapildi.

2.2.2. Kanhica Mantar1 (L. salmonicolor) Ham Ekstresinde Tirozinazi

Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun Saptanmasi
Kanlica mantarindaki tirozinazi ¢oktiirecek uygun amonyum  siilfat

konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, 25 mL’lik 10 adet behere, 5’er mL kanlica

mantar1 hamekstresi konuldu. Birinci behere ortamdaki konsantrasyonu %10 olacak
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sekilde toz amonyum siilfattan yavag yavag ilave edilerek karigtirildi. Her beherde
konsantrasyon %10 arttirilarak, %90°a kadar degisen oranlarda toz amonyum siilfat
azar azar ilave edilerek karistirildi. Ham ekstreler igindeki amonyum siilfat tamamen
¢Oziinditkten sonra 45 dakika daha kangtinildi ve agizlan kapatilarak soguk dolapta
bir gece bekletildi. Ertesi giin, her beherdeki ham ekstre 0°C’de 18000 rpm’de, 30’ar
dakika, santrifije edildi. En uygun konsantrasyonun belirlenmesi i¢in alt ve dist
fazlarda protein miktarlar1 ve enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuglardan
kanlica mantar1 i¢in en uygun amonyum siilfat konsantrasyonun %60 oldugu

saptandi.

2.2.3. Kanlica Mantarinin Ham Ekstresinde Tirozinazin %60 Amonyum

Siilfat Konsantrasyonunda Coktiiriilmesi ve Dializ islemi

Kanlica mantar1 tirozinazimt ¢oktiiren en uygun amonyum siilfat
konsantrasyonunun %60 oldugu saptandigindan, ortam konsantrasyonu %60 olacak
sekilde ham ekstreye, kat1 amonyum siilfat azar azar ilave edildi. +4°C’de manyetik
karistiric: ile 45 dakika kanstirildiktan sonra agz1 kapatilarak bir gece bekletildi.
Ertesi giin0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi.
Cokelti pH’s17,0 olan 0,02 M sodyum fosfat tamponunda ¢6ziildii ve hacmi 6l¢iildii.
Bu ¢ozeltide de tirozinaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildiktan sonra,
amonyum siilfat1 uzaklagtirmak amaciyla dializ kesesine (Sigma) {genisligi 43 mm
(1.7"), ¢ap1 27 mm (1.1")} konuldu. Soguk dolapta,0,01 M sodyum fosfat tamponu
(pH=7,0) ile ¢ozelti sik sik degistirilerek ve manyetik karigtiricr ile karistirilarak,
¢Ozeltide siilfat iyonu kalmayincaya kadar dializ islemine devam edildi. Dializ islemi
tamamlanmis olan ¢ozelti, dializ kesesinde ¢oken kisimlari uzaklastirmak amaciyla,
0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika, santrifiij edildi. Ustteki berrak ¢ozelti alindi ve
%60 amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi. Tirozinaz aktivitesi ve protein miktar1
tayin edildikten sonra uygun hacimlere béliinerek buzdolabmin dondurucusunda

saklandi.
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2.2.4. Dietilaminoetil (DEAE)-Seliiloz Kolon Kromatografisi

2.2.4.1. DEAE - Seliilozun Hazirlanmasi

20 g DEAE-seliiloz yaklasik 200 mL 1 mM pH’s1 7,6 olan sodyum fosfat
tamponu i¢inde manyetik karistiric: ile 30 dakika kanstirildi. Cékmesi beklendi.
Ustteki bulamk sivi atildi. Uzerine tekrar aym miktarda tampon ilave edildi. Bu iglem
birkag kez yinelendi. Bir gece oda 1sisinda bekletildi. Ertesi giin {istteki siv1 dokiildii.
Tekrar 1 mM tampon konuldu ve 30 dakika karistirildi. Bu yontemle sisirilmis olan
DEAE-seliiloz kullanilarak saflastirma islemlerine devam edildi.

2.2.4.2. DEAE-Seliiloz Kolon Krematografisi

Yukarida belirtilen sekilde sisirilmis olan DEAE-seliiloz, 1 ¢cm ¢apindaki alt
ucu ince madde ile kapatilmig alt kismi musluklu bir cam kolona, kolon yiiksekligi 5
cm olacak gekilde dolduruldu ve ti¢ kolon hacmi pH’s1 7,0 olan 0,5 mM sodyum
fosfat tamponu gegirilerek dengelendi. Kolona 200 mg/mL protein olarak
%60amonyum siilfat kesiti uygulandi. Kolondan 6ncelikle 0,5 mM’lik sodyum fosfat
tamponu (pH=7,0) gegirildi. Daha sonra kolondan sirasiyla yaklasik 200 ml 0,5 mM
sodyum fosfat tamponunda ¢6ziilmiis 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM,
300 mM ve 500 mM NaCl gradienti uygulandi. Fraksiyonlar her tiipte esit hacim
olacak sekilde topland:1 (4-5 mL). Tiiplerdeki ¢ozeltilerin absorbanslari eliie edilen
tampona karsi spektrofotometrede, 280 nm’de okunarak eliisyon grafigi ¢izildi.
Ayrica, eliisyonlardaki tirozinaz aktivitesi tayin edilerek aktivite degerleri de aym
grafikte gosterildi. Enzimatik aktivite gosteren tiiplerdeki ¢6zeltiler bir araya toplandi
ve bu ¢ozeltinin tirozinaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi. Cozelti uygun

hacimlere boliinerek, daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda sakland:.
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2.2.5. Protein Miktar Tayini

Kanhca mantarindan tirozinazin saflastirtlmasi sirasinda, ham ekstre ve
%60’ ik amonyum siilfat fraksiyonunun elde edilmesi evrelerinde, protein miktar
Lowry yontemine (90) gore tayin edildi. DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile elde
edilen fraksiyonlardaki protein miktar tayinlerinde ise Ejgo/Ezeo Warburg yontemi

(91) kullanildi.
2.2.6. Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Ayiraglar A ayiraci: 0,1 N NaOH iginde ¢oziinmiis % 2 sodyum karbonat ¢ozeltisi
B aymraci:% 0,5 bakir (11 ) siilfat’in %1 dipotasyum tartarattaki ¢ozeltisi
Folin aywract: Folin ayiract 1/3 oraninda distile su ile seyreltildi.

C ayrraci (Alkali bakar ¢ozeltisi): 50 mL A ayiracina 1 mL B ayirac ilave edildi.

2.2.6.1. Deneyin Yapihsi

Bir deney tiipiine, protein miktari tayin edilecek ¢dzeltiden 0,5 mL kondu,
tizerine 2,5 mL C ayiraci ilave edilerek iyice karigtirildi. 10 dakika oda sicakhiginda
bekletildikten sonra 0,25 mL seyreltik Folin ayiraci ilave edildi ve karistirildi. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Olusan mavi-mor renkli ¢dzeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 500 nm’de ayirag koriine karst okundu. Okunan bu absorbans
degerinin siir serum albumini ile ¢izilen standart grafige uygulanmasiyla, protein

miktar1 %mg olarak saptandi.
2.2.6.2. Bovin Serum Albumini Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Bovin serum albuminin distile sudaki %100 mg’lik ¢ézeltisi hazirlandi. Bu
stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile %2 mg, %4 mg, %6 mg, %8 mg, %10 mg, %
20 mg, %30 mg, %40 mg, %50 mg, %60 mg, %70 mg, %80 mg ve %90 mg’lik
konsantrasyonlardaki ¢alisma ¢dzeltileri hazirlandi. Elde edilen standart ¢ozeltilere

Lowry deneyi uygulandi. Deney 10 kez tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine



en kiiglik kareler metodu uygulanarak serum albumini regresyon denkleminden

standart grafigi gizilerek potein miktarlari hesaplandi.

2.2.7. E30/Ez6p Y0Ontemi ile Protein Miktar Tayini

Kolondan elde edilen eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslar eliie edildikleri
tamponlara kars1 spektrofotometrede okundu. Eago/Ez¢ orant hesapland: ve bu degere
uyan faktér tablodan bulundu. Cozeltinin igerdigi protein miktar asagidaki formiile

g6re hesaplandi.

Protein mg/mL = Faktor X Eago (3,1)
Protein Konsantrasyonu (mg/mL)= 1,5 x Aago- 0,75 X Az (3,2.)

Tablo 2.1E;30/Ez¢0 Warburg Yontemi ile Protein Miktar Tayininde Kullanilan Faktor
Tablosu (86).

Ea80/E260 % Niikleik asid Faktor*
1,75 0,00 1,116
1,63 0,25 1,081
1,52 10,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 |0,994
1,30 1,25 lo,97o
1,25 1,50 [0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,979 3,50 {0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
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0,846 5,50 l{}ﬁSt‘S
0,822 [5,(;{3 la,ﬁzag
0,804 I6,50 l(},é(}’?
0,784 7,00 lo,sss
0,767 7,50 lD,SéS
0,753 8,00 10,545
0,730 9,00 lo,sos
0,705 10,00 lo,avs
0,671 12,00 lo,zzzz
0,644 14,00 10,377
0,615 17,00 10,322
0,595 20,00 0,278

* 1 em’lik 151k yolu

2.2.8. Tirozinaz Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivitesi 30°C’de 410 nm’de 40 sn boyunca absorbanstaki artistan
belirlenmigstir. Absorbans-zaman grafiinin lineer kisminin egiminden enzim
aktivitesi hesaplanmistir. Olgiimler iki paralelli olarak yapilmis ve sonuglar ortalama
degerler seklinde ifade edilmistir. Optimum pH’daki tampon ile hazirlanmis
ve30°C’ye sitilmig 0,9 mL substrat ¢ozeltisi 0,1 mL enzim c¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra absorbanstaki artig otomatik olarak kaydedilmistir. Sadece
inhibitoriin etkisini belirlemek i¢in yapilan enzim aktivitesi 6l¢iimlerinde 0,8 mL
substrat, 0,1 mL inhibitor ve 0,1 mL enzim ¢ozeltisi kullanilmistir. Kontrol olarak
fosfat tamponunda hazirlanmig substrat kullamilmustir. 1 {inite tirozinaz aktivitesi
30°C’de dakikada 0,001 birimlik absorbans artisina neden olan enzim miktari olarak

tammlanmistir (87).
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2.2.8.1. Deneyin Yapihis

Tirozinaz aktivitesi,Unal ve Sener’e gore substrat olarak L-tirozin
kullanilarak spektrofotometrik yontemle tayin edildi (87). Bir deney tiipline
substratve enzim ¢ozeltilerinden 0,5’er mL konularak, 0,5 mL 0,2 M fosfat tamponu
ilave (pH=7,0) edildi. Karigim oda sicakhiginda 5 dakika inkube edildi. Cozeltinin
absorbansi spektrofotometrede, 400 nm’de, 20 mM sodyum fosfat tamponuna kars
(pH=7,0) karst okundu. Bu absorbsiyon degerinin regresyon denklemine
uygulanmasiyla enzim tarafindan, oda, sicakliginda 5 dakikada ag1ga ¢ikarilan tirozin

miktar1 pmol/dakika olarak belirlendi.

2.2.9. Sodyum Dodesil Siilfat -Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS -
PAGE)

2.2.9.1. Kullanilan Cozeltiler

A. 1 M Tris-HCI tamponu pH=8,8: 2,4228 g (0,1 M) Tris 16 mL saf suda ¢oziildi.
IN HCl ile pH=8,8’e ayarlandi. Toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

B. 1 M Tris-HCI tamponu pH=6,8: 2,4228 g (0,1 M) Tris 16 mL saf suda ¢6ziildi.
IN HCl ile pH=6,8’e ayarlandi. Toplam hacim 20 mL’ye tamamland:.

C. Numune Tamponu: 0,65 mL 1M Tris-HCI (pH=6,8), 3 mL %10’luk SDS ve 1
mL % 87 gliserin, 1 mL % 0,1’lik brom timol mavisi karigtirilarak son hacim saf su
ile 10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. IMNaOH azar azar damlatilarak Mavi
renk almasi saglandi. Bu tampona kullanmadan hemen &nce 950 pL numune

tamponunda 50 pL olacak sekilde p-merkaptoetanol ilave edildi.

D. Yiiriitme Tamponu:1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL saf suda ¢6ziildii, 5 mL
%10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanda.
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E. Renklendirme (ozeltisi: 0,66 g Coomassie Brilliant Blue R-250’nin 120 mL
metanolde ¢éziinmesi ve bunun {izerine 24 mL saf asetik asid ile 120 mL distile su

ilavesiyle hazirlandi.

F. Renksizlestirme Cozeltisi: 7,5 hacim asetik asid, 5 hacim metanol ve 87,5 hacim

destile suyun karigtirtimasiyla hazirlandi.

2.2.9.2, Jellerin Hazirlanmasi

Ayirma Jeli:5 mL 1 M Tris-HCl (pH=8,8), 4,4 mL %30 akrilamid-% 0,8’lik
bisakrilamid, 0,203 mL %10’luk SDS, 1-2uL % 99,99’luk N,N,N',N'-tetrametil
etilen diamin (TEMED)ve3,13 mL distile su karigtirildi. Bu karigimin {izerine son
olarak 0,266 mL % 1,5’lik giinlikk hazirlanmis amonyum persiilfat ¢ézeltisi ilave
edildi.

Yigma Jeli: 1 M Tris-HC1 (pH=6,8)’den 1,24 mL, %30 akrilamid-%0.8’lik
bisakrilamid’den 1 mL, %10’luk SDS’den 0,1 mL, % 99,99’lik TEMED’den 1pLve
distile sudan 5 mL alinarak kanstirildi. Son olarak giinliik hazirlanng % 1,5’lik
amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 0,2 mL ilave edildi. Yigma jeli ile islem yaparken

distile su miktar1 5 mL ¢ekildi.

2.2.9.3. SDS - PAGE lle Enzim Safiginin Kontrolii

Kanlica mantarindan tirozinazin DEAE-selilloz kolon kromatografisi ile
saflastinlmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli %3,
ayirma jeli %10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli SDS-PAGE jel
elektroforezi, Laemmli tarafindan belirtilen (101) yontemle yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi.

Ayirma jeli, ince uglu bir enjektér yardim ile 0,7 cm ¢apindaki cam tiiplere,
{istten 2-3 c¢cm bosluk kalacak sekilde, hava kabarcigi olmamasma dikkat edilerek
dolduruldu. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in etanol ile ince bir tabaka olusturuldu.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) st ylizeydeki
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ctanolmavi bant siizgeg¢ kafidh kesilerek ayirma jelinin yapism bozmadan etanol
emdirilmis ve piiriizsiiz yiizey elde edildikten sorna polimerlesmig ayirma jelinin
{izerine yigma jeli ilave edildi. Yigma jeli polimerlestikten sonra molekiilagirhg)
standart ¢ozeltileri ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi sonunda elde edilen enzim
gozeltisi toplam hacim20 pl. olacak gsekilde 1:1 oraminda numune tamponu ile
kanistinldh. Sirasiyla Ham ekstre, Hidroksiapatit kolon eluati, ve Liyofize edilen
DEAE kolon eluati kuyucuklara yiiklemesi yapildi. Sifir siitiinden elde adilen a-
lactalbumin (14,2 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), ovalbumin (45 kDa). sigir
serum albumini (66 kDa Monomer-132kDa Dimer) ve fasiilyeden elde edilen {ireaz
(272 Trimer- 545 Heksamer) igeren standart protein g¢ozeltileri, igerisinde 200 pg
protein olacak gekilde hazirlandi. Toplam hacim 20 ulL olacak sekilde 1:1 oraminda

numune tamponuyla kangtirild.

Kuyucuklara yiiklendi. 40 mA akim gegirildi. Brom timol mavisinden
kaynaklanan mavi bant jelin altina 0,5-0,3 cm kalana kadar yiiriitiildiikten sonra akim
kesilerek yiiriitme durduruldu. Elektroforez camlarindaki jel dikkatlice g¢ikarlds,
yigma jeli kesilip atildi sonra protein bantlarimi igeren ayirma jeli, renklendirme
¢ozeltisine | konuldu ve 1,5-2 saat yavas bir sekilde galkalandi. Daha sonra jel
renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikanlarak renksizlestirme c¢ozeltisine kondu. 30
dakikahkaralarla ¢ozelti degistirildi.Jel renksizlestirme g¢o6zeltisinden ¢ikarildiktan
sonra %7’lik asetik asidde saklandi.

Kanlica mantan tirozinazin molekiil agirligi standart proteinlerin molekiil
agirliklan yardimiyla grafikten hesaplandi. Bantlarin orijine gore Ry degerleri
bulundu. Hesaplanan Ry degerleri apsise, protein bantlarina karsilik gelen molekiil
agirliklarimn logaritmas: da ordinata yazilarak molekiil agirlig: grafigi elde edildi.
Ayni sekilde tirozinaz Ry degeri hesaplanarak, grafikten molekiil agirhig: tayin edildi.
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2.2.10, Kanhca Mantarindan Elde Edilen Tirozinazin Enzim Aktivitesine

Gore Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi

Kanlica mantarindan elde edilen tirozinaz aktivitesinde kinetik 6zellikleri
incelemek sicakhigin ve pH’nin etkisini incelemek i¢in DEAE-seliiloz kolonundan

elde edilen fraksiyonlar belirlenmigtir (89).
2.2.10.1. Optimum pH

Enzimlerin en yliksek aktivite gosterdigi optimum pH’y1 bulabilmek igin 3,0-
10,0 pH araliklarinda aktiviteler dl¢tilmiigtiir. pH=3-5 araliginda sitrik asid-NaOH
tamponu, pH=6-8 aralig1 sodyum fosfat tamponu, pH=9-10 araliginda glisin-NaOH
tamponu kullamildi. Tirozinaz aktivitesi farkli tamponlarda, standart reaksiyon
karisimi kullanilarak 6Slgiilmiistiir. Enzimlerin en yliksek aktivite gosterdigi pH
degeri optimum pH olarak belirlenmis ve diger deneyler bu pH’larda

gerceklestirilmistir.
2.2.10.2. Optimum Sicakhk

Optimum sicaklifi belirleyebilmek igin enzimlerin 20-70°C arasindaki
sicakliklarda aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Bunun igin optimum pH’daki tamponla
hazirlanmis 0,9 mL katesol ¢ozeltisi ilgili sicaklikta su banyosunda 5 dakika
bekletildikten sonra iizerine 0,1 mL enzim ¢oOzeltisi ilave edilerek enzimlerin
aktiviteleridl¢iilmiistiir. Maksimum enzim aktivitesinin goriildiigli sicaklik degeri

optimum sicaklik olarak belirlenmistir (89).

2.2.10.3. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmas:

Tirozinaz aktivitesinin uygun reaksiyon siiresinin bulunmasi amaciyla
substrat, enzim ve tampon ¢ozeltilerden aktivite tayin ydnteminde belirtilen

miktarlarda alinarak reaksiyonun 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarinda tirozinaz
aktivitesi tayin edildi (87).
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2.2.10.4, Kinetik Parametreler

Michealis sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax)'1 belirlemek igin substrat
olarak ¢esitli  konsantrasyonlarda L-tirozin (0,00025-0,00125mM)  ¢ozeltisi
kullanarak enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Enzimin Km ve Vmax deZerleri

Lineweaver-Burk metoduyla grafiksel olarak hesaplanmigtir.

2.2.10.5. EnzimKonsantrasyonunun TirozinazAktivitesineEtkisi

Enzim konsantrasyonunun tirozinaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla
enzim ¢ozeltisi, 180-1080 pL arasinda degisen hacimlerde alinarak 400 nM’de 5
dakika beklenerek dl¢iim yapild ve tirozinaz aktivitesi tayin edildi.

2.2.10.6. Substrat Konsantrasyonunun TirozinazAktivitesineEtkisi

Substrat konsantrasyonunun tirozinaz aktivitesine etkisini incelemek

amaciyla enzim ¢ozeltisi, 180-1080 pL arasinda degisen hacimlerde alinarak 400 nM
de 5 dakika beklenerek olgiim yapildi ve tirozinaz aktivitesi tayin edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kanlhica Mantarindan Tirozinazin Saflagtinlmas:

3.1.1. Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonu

Kanlica mantar1 hamekstresindetirozinazi ¢6ktiiren uygun amonyum siilfat

konsantrasyonunun %60 oldugu belirlendi.

3.1.2. DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

100 mM fosfat eluatimin DEAE-seliiloz kolonuna uygulanmasi sonucunda
tirozinazin 1 mM NaCl/0,5 M fosfat tamponu ile tek pik seklinde oldugu
g6zlemlendi (Sekil 3.1).

Kanlica mantarindan tirozinazin saflagtirilma evreleri ve bu evrelere ait

sonuglar Tablo 3.1°degosterildi.

Calismamizda Kanlica mantar1 ham ekstresi hazirlama, amonyum siilfat
kesitive DEAE-seliiloz kolonkromatografisi evrelerinde tirozinaz aktivitesi, tayin
edildi. Kanlica mantarindan tirozinaz enzimi DEAE- seliiloz kolon kromatografisi

sonucu 178,33 kat saflastirild: (Tablo 3.1) .

0,500 - 0,400 _
B 8’358 | i 0350 &
= 0 == protein -
4 ) ; o
Q0,350 0,300 3
Z 0,300 0250 2
_§ 0,250 0,200 g
2 0,200 0,150 3
2 0,150 G 2
£ 0,100 e
g 0,050 | 14 0,050 B
& 0,000 | 0,000 =
Tiip sayis1
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Sekil 3.1 Kanlica Mantar1 Ham Ekstresinin % 60 Amonyum Siilfat Fraksiyonunun

DEAE-Seliiloz Kolon Kromotografisi Eliisyon Grafigi

Kolon Boyutu: 1.4x10 ¢m

Kolona uygulanan protein: 200 mg/mL

Eliisyon tamponlari: pH’s1 7.0 olan 0,5 mM sodyum fosfatta ¢ziilmiis 10 mM, 20
mM, 30 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM NaCl.

Tablo 3.1 Kanlica Mantarinin Tirozinaz Aktivitesine Gore Incelenmesi

Islem Total Protein]  Total  |Spesifik Aktivitel Saflagtirma
Evreleri (mg) Aktivite (U) (U/mg) Orani
Ham Ekstre 28687 16725 13,11 1
%60 Amonyum Siilfat
Kesiti
2348 15845 13,49 1,03
Dializat
14582 9577 15,10 1,15
DEAE-Seliiloz Kolon
Kromatografisi 53268 9647 2338 178,33
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3.1.3. SDS-PAGE Elektroforezi

Saflagtirilan tirozinaz enziminin SDS-PAGE uygulanarak tek protein bandi
icerdigi saptandi. Molekiil agirlif1 tayininde kullanilan standart proteinler ile ¢izilen
egriden tirozinazin molekiil agirhgimm 30 kDa oldugu saptand1. (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 SDS-PAGE Jel Elektroforezi

1. Bovine serum albumin (Mr = 14,2 kDa)
2.Karbonik anhidraz (Mr = 29 kDa)

3. Serum albumin (Mr =45 kDa)

4. Alfa lakta albumin (Mr=132 kDa )

5. Ureaz (Mr= 272 kDa)

6. Ham ekstre (Mr = 20,5 kDa)

7. DEAE-seliiloz enzim ¢6zeltisi ( Mr =30 kDa)
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3.1.4. Optimum pH

Tirozinaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum pH degerini
belirlemek amaci ile degisik pH degerlerinde (3-10 araligi) L-tirozin kullamilarak
reaksiyon hizlari belirlendi. Elde edilen degerlerden yararlanilarak aktiviteler (87)
hesaplandi. Béylece tirozinaz enzimi i¢in optimum pH degerleri tespit edildi (Sekil
3.3).

45
40
35
30
25
20
15
10

Aktivite (U/mLdakika)

pH

Sekil 3.3 Tirozinaz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

3.1.5. Optimum Sicakhik

Tirozinaz enziminin aktivitesi izerine sicaklifin etkisinin belirlenmesi
amaciyla L-tirozin kullanmlarak 20-70°C’deki reaksiyon hizlar: belirlendi. Elde edilen
verilerden yararlanarak aktiviteler (87) hesaplandi. Boylece tirozinaz enzimi igin

optimum sicaklik degeri belirlendi. (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Tirozinaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

3.1.6. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Tirozinaz aktivitesinin 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarindaki reaksiyonlar
sonucunda aktivitenin zamana bagli olarak arttig1 saptandi. Ancak aktivitede artisin
5. dakikada baslamasi nedeni ile aktivite tayininde 5 dakikada 6l¢iimlerin

yapilmasina karar verildi (Sekil 3.5).

—
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S
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20
0
0 5 10 15 20 25 30 35
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Sekil 3.5 Zamanin Tirozinaz Aktivitesine Etkisi
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3.1.7. Tirozinaz Enziminin K,, ve V.« Degerlerinin Bulunmasi

Tirozinaz enziminin Ky ve Vi degerleri Lineweaver-Burk denkleminden
yararlanilarak hesaplandi (91,92) (Sekil 3.6).

0,008
Z 0007 y = 1.10%x + 0,002 4
0,006
0,005
0,004
0,003

0,002
/G’O{

0
-3000 -2000 -1000 0 1000 2000 3000 4000 5000
/S [M1]

Sekil 3.6 Tirozinaz Enziminin Ky, ve Ve Degerlerinin Bulunmasi

3.1.8. Enzim Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

180-1080 uL arasinda de@isen hacimlerde alinan enzim g¢ozeltileriyle
tirozinaz aktivitesi Olctimleri yapildi. Enzim hacminin artmas: ile tirozinaz
aktivitesinin arttign goriildii. Ancak 720 pL enzim hacminde aktivite belli bir degerde
dengelendigi, daha fazla substrat miktarmmn aktiviteyi arttirmadigi saptandi (Sekil
3.7).
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Sekil 3.7 Enzim Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

3.1.9. Substrat Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

180-1080 pL arasinda degisen hacimlerde alinan enzim ¢ozeltileriyle
tirozinaz aktivitesi oOlg¢limleri yapildi. Enzim hacminin artmas: ile tirozinaz
aktivitesinin arttifn goriildii. Ancak 720 pL enzim hacminde aktivite belli bir degerde
dengelendigi, daha fazla substrat miktarinin aktiviteyi arttirmadig saptandi (Sekil
3.8).
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Sekil 3.8 Substrat Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Tirozinaz enzimi, bitkilerde hiicrelerin saglam kisimlart olan plastit ve
kloroplastlarda baskin olarak bulunur. Ham meyve hiicrelerinde membran bagimh
olarak plastitlerde, olgunlagma ve depolama siirecinde ¢dziinmils veya pargalanmisg
olarak bulunabilir. Bu sebeple tirozinaz bitki hiicrelerinde ayni anda her iki formda
dabulunabilir  (96). Oksidorediiktaz simfi  enzimler, protein yapilarinin  ve
katalizledikleri reaksiyonlarin karmagsikligs nedeniyle ¢ok fazla ¢alisilmamus ancak
tirozinaz enzimi son 30 yil icerisinde birgok aragtirmacinin ilgisini ¢ekmistir (97).
Bitkilerde meyvenin ham veya olgun olmasi bu enzimin katalizledigi reaksiyonu
etkileyen bir unsurdur. Enzim 6ziitii bircok izoenzim kombinasyonunu ve enzim
olmayan protein karigimlarint igerebilir. Bu durum gida endiistrisinde oldukga tercih

edilen bir durumdur (98).

Yapilan bu ¢alismada, L. salmonicolor mantarinda baz1 fenolik bilesiklerin
yiikseltgenmesinden sorumlu, oksidorediiktaz sinifi bir enzim olan tirozinazin varhg
ve biyokimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur. Bu amagla; s6z konusu mantarlardan
hazirlanan enzim 6ziitiinden tirozinaz, sentezlenen bir afinite jeli kullanilarak yapilan
afinite kromatografisiyle saflagtirilmigtir. Enzimin varligi, saf enzim eliiatinda
elektroforetik olarak belirlenmistir. Ayrica, enzimin biyokimyasal, kinetik 6zellikleri
arastirtlip, elde dilen veriler diger organizmalarda ¢alisilan tirozinaz’lar ile

karsilastinlmastir.

Enzimlerin cesitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastiriimasinda,
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlere goére calismalarda saflagtirma
oranlant da degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda tirozinaz, ¢aydan 3,32 kat, domat
zeytininden 11,7 kat olarak saflagtirilmistir. Caligmamizda ise Kanlica mantarindan
tirozinaz 178,33 kat saflagtinlmistir. Bu deger, diger bitkilerle ilgili ¢alismalarla
uygunluk gostermektedir.

Meyve dokularindan tirozinazi ekstrakte edebilmek icin gesitli tamponlar

kullanilmaktadir ve pH degerleri enzim kaynagina bagh olarak degismektedir. Fakat

pH, genelde az bazik bir ortam saglayacak sekilde ayarlanir. Tamponun pH’s1 elde
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edilen enzimin yapisini etkileyebilir. Aragtirmamizda birgok literatiirde belirtildigi

gibi 200 mM, pH: 7,0 fosfat tamponu kullanildi.

Tirozinaz aktivitesi substratin tiikenme veya Griiniin olusum hizimn
dlgiilmesiyle belirlenebilir. Uriiniin olusum hiz1 kinonlardan olusan renkli bilesiklerin
optikdan sitelerinin Olgtimii ile spektrofotometrik olarak belirlenebilir. Bu metot
oldukga basittir ve rutin analizlerde kullanilir. Ayrica bu metot diger metotlar kadar
hassas ve giivenilir oldugundan dolayr ¢alismamizda tirozinaz aktivitesi 400 nm’de

spektrofotometrik olarak belirlenmigtir.

Enzimlerde, optimum pH degerleri, kullamilan materyalin kaynagina,
hamenzim ekstresi hazirlama yontemine ve kullanilan substrata gére farkliliklar
gosterir (99,100). Yapilan ¢aligmalarda Anamur muzunun optimum pH's1 7,0; ¢aymn
optimum pH's1 6,02; kaldirik bitkisinin pH's1 5,0 olarak bulunmustur. Bu ylizden, pH,
enzim aktivitesinin ifadesinde Onemli bir faktordiir. L. salmonicolor tirozinazinin
pH’ya bagimliligs, 3,0-10,0 pH degerleri arasinda incelendiginde, grafigin tek pik
verdigi ve optimum pH’min L-tirozin substratt kullanilarak 6,0 oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglara gére, L. salmoicolor pH optimumu agisindan uygunluk

gosterdigi goriilmektedir.

Bu ¢alismada, sicaklik ve pH g6z Oniine alindiginda enzimin sicaklifa
dayanikli bir enzim oldugu ve pH'imin da kararh bir yapida oldugu sdylenebilir.
Uygun enzim konsantrasyonu, substrat ve reaksiyon siirelerinin tayininde
buldugumuz degerler, enzim aktivitesinin uygun reaksiyon sartlarinda yapildigim

gostermektedir.

Sonu¢ olarak Giresun yoresinde yetisen yenilebilir Kanlica mantarindan
tirozinaz enzimi ilk kez saflastirilmis ve bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir. Buna
gore;

+ Kanlica mantarindan tirozinaz 178,33 kat saflastirildi.
« Optimum sicaklik degerinin 40°C, optimum pH degerinin 6,0 oldugu
bulundu.

» Tirozinaz aktivitesi i¢in uygun reaksiyon siiresi ise 5 dakika olarak belirlendi.
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«  Tirozinaz enziminin Ky, ve Vi degerlerinin, sirasiyla 0,500 mM ve 500U
oldugu bulundu.

+  SDS-PAGE elektroforezi sonucunda saflagtirilan enzimin molekil agirhginin
30 kDa oldugu bulundu.

Elde edilen sonuglardan, iilkemizde yetigen ve yurt digina ihrag edilen

Kanlica mantarindan tirozinaz enziminin saflagtirilip gesitli endiistri alanlarinda

kullanilabilecegi kamsina varilmistir.
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