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Proteazlar proteinlerin peptitlere ve aminoasitlere hidrolizini katalizler. Hem
biyokimyasal hem de endiistriyel uygulamalarda en 6nemLi enzim gruplarindan biridir.
Bu calismada Erzurum’un Hamam deresi kirsalindan toplanan yenilebilir bir mantar
tiirti olan tirmit mantarindan (Lactarius volemus) (NH,4),SO4 ¢oktiirmesi, CM-Sephadex
iyon degisim kromotografisi kolonu kullanilarak proteaz enziminin saflastiriimasi
gerceklestirildi. Enzim igin optimum pH ve optimum sicaklik, kazein, azokazein,
jelatin, hemoglobin, azoalbiimin substratlari i¢in Ky Ve Vmax degerleri belirlendi. Tirmit
mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin safligin1 kontrol etmek
icin SDS-PAGE kullanildi. Enzimin molekiil agirhigt 26,1 kD olarak jel filtrasyon
kromatografisinden yararlanilarak hesaplandi.

Enzim aktivitesi iizerine Hg?* Mn®*, Ca*", Fe?*, Fe**, Ni**, Mg** (10 mM, 1 mM, 0,1
mM) katyonlarinin, EDTA, SDS, B-merkapto etanol ve iyodasetamid kimyasallarinin
etkisi incelendi.

Saflastirilan proteaz enziminin siitii ¢oktiirmesi ve kan lekesi tizerine etkisi arastirildi.
Sonuglar saflagtirilan proteaz enziminin peynir tiretiminde kullanilabilecegini gosterdi.
Tirmit mantarmin (Lactarius volemus) A vitamini (B-karoten) miktar1 68+0,24 pg/100
g, E vitamini (a-tokoferol) miktar1 37+0,13 ug/100 g ve C vitamini (askorbik asit)
miktart 18+0,32 mg/100 g olarak belirlendi.
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Anahtar Kelimeler: Proteaz, mantar (Lactarius volemus), peynir, kazein, endiistriyel
uygulama
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Enzymes that hydrolyze peptide bonds, peptides or proteins are classified as proteases.
Proteases are one of the important groups both in biochemical and industrial
applications. In this study, (NH4),SO,4 precipitate and CM-Sephadex ion exchange
chromatography were used for purification of the protease from non-toxic edible
mushroom (Lactarius volemus) which is grown up in Hamam Deresi in Erzurum.
Optimal pH and temperature and K, and Vax Values for casein, azocasein, azoalbumin,
gelatin, hemoglobin substrats for purified enzyme were calculated. Sodium dodecyl
sulphate polacrylamide gel electrophoresis was applied for control of the protease
enzyme purified from non-toxic edible mushroom (Lactarius volemus) and molecular
weight of purified protease enzyme is determined as 26,1 kDa by using gel filtration
chromotografphy.

The effect of Hg** Mn?*, Ca®*, Fe**, Fe**, Ni**, Mg** (10 mM, 1 mM, 0,1 mM) cations
and EDTA, SDS, B-mercapto ethanol and iodoasetamid chemicals on enzyme activity
were studied.

The effect of purified protease enzyme on milk precipitation and blood stain were
studied. The results showed that the purified protease enzyme could be used in cheese
production. Non-toxic edible mushrooms (Lactarius volemus) Vitamin A (B-carotene),
Vitamin E (o-tocopherol) and Vitamin C (ascorbic acid) values are determined as
68+0,24 ng/100 g, 37+0,131g/100 g and 18+0,32 mg/100 g respectively.

2011, 69 Pages
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1. GIRIS

Organizmalarin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in kendi kimyasal reaksiyonlarini segici
ve yeterli bir sekilde katalizleme yetenegine sahip olmalari gerekir. Kataliz olmaksizin
yillarca siirebilecek kimyasal reaksiyonlar katalizorler varliginda saniyeler iginde
gerceklesebilir. Enzimler benzer substratlar arasinda inanilmaz derecede segim
yapabilen, reaksiyonun ger¢eklesme hizimi 10%7 kat kadar arttirarabilen 6zgiil

biyomolekiillerdir.

Enzimler biyokimyasal siire¢lerde merkez durumundadir. Enzim Katalizli besin
molekiillerinin par¢alandigi tepkimelerde kimyasal enerji korunur, doniistiiriiliir ve basit

onciillerden biyolojik makromolekiillerin iiretimi saglanir (Lehninger 2005).

Enzimlerin ¢ogu protein yapisindadir. Bir ka1 ise riboniikleik asit veya
riboniikleoproteinlerdir. Katalitik mekanizma substrat ile enzimin birbirine baglandigi
ve kimyasal reaksiyonun gerceklestigi goreceli olarak kiigiik olan aktif bir bolgede
gerceklesir. Enzimatik reaksiyonlarda ki temel olaylar enzim ve substratin dinamik ve
direkt etkilesmenin gergeklestigi bu bolgede meydana gelir. Aktif bolgede hidrofobik,
elektrostatik, dipolar etkilesimler ve hidrojen baglar1 olusur. Fonksiyonel gruplar igeren
aminoasitlerin yan zincirleri glutamat, aspartat, lisin, histidin, arginin, serin, treonin,
trozin ve sistein dizilerinin karboksi, amino, imidazol, hidroksi ve tiol gruplar ile
kimyasal Kkatalizi gergeklestirir. Bu fonksiyonel gruplar substrat ile enzim arasinda
elektrostatik etkilesmeyi saglar, hidrojen baglari olusturur ve bu sekilde asit-baz,

niikleofilik, elektrofilik katalizi meydana getirir (Frey and Hegeman 2007).

Enzimler 12 000°den 1 000 000’a kadar degisen molekiil agirhigma sahip olabilirler.
Enzimlerin bazilar1 aktiviteleri i¢in yalnizca aminoasit kalintilarina digerleri ise aktivite
icin kimyasal gruplara ihtiyag duyar. Bu kimyasal gruplar kofaktor olarak adlandirilir.

Fe, Mg, Mn, Zn gibi metal iyonlar1 ve koenzim olarak adlandirilan organik ve



metalloorganik molekiiller kofaktorler olabilir. Enzim proteinine baglanan metal
iyonuna ve koenzime prostetik grup denir. Metal iyonu ya da koenzimiyle aktif olan
enzime holoenzim, holoenzimi olusturan protein kismi ise apoenzim olarak ifade edilir
(Lehninger 2005).

Enzimler; Enzim Kkatalizli reaksiyonlarda AG’yi disilirir ve reaksiyonun
gerceklesmesini kolaylastirir. Substratin {iriine doniistiigii gecis asamasinda ihtiyag
duyulan ortami yaratir, aktivasyon enerjisini diisiiriir. ES kompleksini olusturmak i¢in
gecici olarak substratla reaksiyona girer ve reaksiyonun gergeklesmesi i¢in alternatif bir
yol iiretir. Substrati reaksiyon i¢in uygun bir hale getirerek reaksiyon entropisini
diigtiriir.  Reaksiyonlarda sicakligi  yiikseltir, sicakligin  yiikselmesi enzimin
fonksiyonunu gerceklestirmesinin ve sonug {iriiniiniin olusmasini hizlandirir, fakat ¢cok

fazla sicaklik enzimin sekline zarar verir ve enzim denature olur (Fersht 1985).

Bir enzimin aktivitesini ifade etmek i¢in IU (International Unit) tanimlamas1 kullanilir.
Bir tinite enzim (EU), bir dakikada 1 pmol substrati iiriine doniistiiren veya 1 umol {iriin
olusumunu Katalizleyen enzim miktar1 olarak ifade edilir. Enzim aktivitesinin
Olglilmesinde kullanilan bir diger birim spesifik aktivitedir. Spesifik aktivite 1 mg

protein basina diisen enzim tinitesinin sayisidir.

Enzim Unitesi (EU _ ol
nzim Unitesi (EU) = L dak
EU
Spesifik Aktivite = ———
mg protein

Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlarina etki eden faktorleri; sicaklik, pH, iyonik siddet,
substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, ortamda bulunan aktivator ve

inhibitorler olarak siralayabiliriz.



Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’ya 0 enzimin optimum pH’s1 denir. Enzim
calismalarinda hidrojen iyonunun konsantrasyonunu elverigli durumda tutmak igin
tamponlar kullanilir. Bir enzimin optimum pH’s1 substratinin yapisina ve elde edildigi
kaynaga baghdir (Ozata ve Kutlu 2000).

Enzimler ortamin asidik veya bazik olmasina karsi duyarhdirlar. Pepsin pH:1,5-2,5
arasinda en yiiksek aktiviteye sahiptir. Enzimlerin ¢cogu pH’nin 1’e kadar diismesine

veya 11’e kadar yiikselmesine dayanamaz ve aktivitelerini kaybederler (Keskin 1987).

Enzimatik reaksiyonlar i¢in sicakligin etkisi degiskendir. Sicaklik enzimatik reaksiyon
hizlarimi yiikseltir. Ancak enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu protein yapili oldugundan
sicaklik yiikseldiginde denatiire olurlar ve aktivite gostermezler. Enzimin maksimum

aktivite gosterdigi sicaklik optimum sicakliktir (Ozata ve Kutlu 2000).

Enzimler 6 ana grup olarak siniflandirilir:

1. Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasindaki oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir.

2. Transferazlar: iki substrat arasindaki hidrojenden baska fonksiyonel bir grubun

transferini katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Eter, ester, peptit, glikozit, anhidrit baglarinin hidroliz reaksiyonunu
katalizleyen enzimlerdir. Proteolitik enzimler, niikleazlar, lipazlar, fosfatazlar ve

glikozidazlar bu enzim grubuna dahildir.

4. Liyazlar: Substratlardan bazi gruplarin uzaklastirildig: ve ¢ift baglarin olusturuldugu

tepkimeleri hidrolizden farkli bir mekanizma ile katalizleyen enzimlerdir.



5. izomerazlar: Mutaz, epimeraz, rasemaz ozel adlari ile verilen bu enzimler
geometrik, optik ve yapisal izomerlerin birbirlerine doéniisiim reaksiyonlarini

katalizlerler.

6. Ligazlar: Bir bagin kopmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla, iki metabolitin

baglanmasi reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Hiicre i¢inde enzimin Kkatalizledigi reaksiyonun hizinin belirlenmesi, farkl
organizmalarda ve dokulardaki izoenzimlerin Kkarsilastirilmasi, metabolizmanin
diizenlenmesindeki kontrol mekanizmalarinin belirlenmesi, aktivator ve inhibitor olarak
gorev yapabilecek maddelerin saptanmasi, enzimin aktif bolgesindeki aminoasitlerin ve
yan gruplarin belirlenmesi enzimin kataliz mekanizmasini aydinlatmaya yardimci olur
(Temizkan ve Arda 2008).

Bir enzimatik tepkimenin maksimum hizim1  (Vmax) bulmak igin  substrat
konsantrasyonunu arttirmak ve bu sekilde serbest enzimlerin (E), substrata baglanmis
(ES) kompleksine doniistiriilmesi gerekir. Enzimin maksimum hizinda ES
kompleksinin miktar1 toplam enzim miktarina esittir. Enzimin maksimum hizinin
yarisina ulagsmasi igin gereken substrat miktar1 Michaelis-Menten sabiti (Ky) olarak
bilinir ve ayn1 zamanda Ky sabiti enzimin substrata olan ilgisinin bir ifadesidir. Diger
onemli bir parametre ise keq'tir, bir saniyede aktif bolgede degisime ugrayan substrat

molekiili sayisini ifade eder.

Inhibitor enzim katalizli gerceklesen reaksiyonlarm hizlarini azaltan veya reaksiyonlari
tamamen durduran kiigiik molekiil agirligina sahip bilesikler veya iyonlardir. Enzim
inhibisyonu déniisiimlii veya déniisiimsiiz olabilir. Inhibitér enzime kovalent olarak
baglanir veya enzimle zor ayrisabilen bir kompleks olusturursa bu doniisiimsiiz
inhibisyona 6rnek olur. Dontisiimsiiz inhibisyonda Vmax azalir, Ky degismeden kalir
(Altan 2000).



Dontisimlii  inhibisyonda inhibitér ile enzim etkilesmesi bir denge reaksiyonu
seklindedir. Yarismali, yarismasiz, yart yarismali ve karigik tip inhibisyon olmak iizere

4 kisimda incelenir.

Yarismali inhibisyonda, inhibitér ile substrat enzime baglanmak igin bir yaris
icerisindedir. Inhibitér yapisal olarak substrata benzer ve enzim iizerinde substratin
baglanabildigi bolgelere baglanir. Inhibitdrle substrat ayn1 anda enzime baglanamaz.
Substrat ile inhibitériin enzime baglanmasi bir denge reaksiyonu oldugundan substrat
konsantrasyonunun artirilmasi inhibisyon etkisini disiiriir. Yarismali inhibisyonda
maksimum reaksiyon hizi degismez (Vmax), fakat maksimum hiza ulagsmak i¢in substrat

konsantrasyonunun artirilmasi Ky degerinin artmasina neden olur (Price 1979).

Yar: yarigmali inhibisyonda inhibitor serbest enzim yerine ES kompleksine baglanir.
Olusan EIS kompleksi enzimatik olarak inaktif olur. Bu inhibisyon gesidine nadiren
rastlanir, fakat multimerik enzimlerde goriilebilir. EIS kompleksi ortamda siirekli olarak
vardir ve bu Vpu'in diismesine neden olur. ES kompleksi miktariin azalmasi da

Km’nin diismesine yol agar.

Yarismasiz inhibitorler substratla ayni1 anda enzime baglanabilir, fakat inhibitoriin
baglandig1 yer enzimin aktif bolgesi degildir. Olusan hem EI hem de EIS kompleksleri
enzimatik olarak inaktiftir. Yiksek substrat konsantrasyonunda bile enzimden
ayrilmayan inhibitdr Vpya degerini disiiriir. Substrat enzime yiiksek inhibitor

konsantrasyonlarinda bile bagli oldugundan K, degeri degismeden kalir.

Karisik inhibisyon, yarigsmasiz inhibisyona benzer, ancak EIS kompleksi diisiik de olsa
enzimatik aktiviteye sahiptir. Bu tip inhibisyon c¢esidi Michaelis-Menten esitligine

uymaz.



Birgok organizmada inhibitorler feedback mekanizmasimin bir pargasi olarak goérev
alabilirler. Eger bir enzim organizmada bir maddeden asir1 miktarda iiretirse, asiri
miktarda iiretilen madde bu maddeyi tireten enzimin inhibitorii gibi davranir ve bu
sekilde asir1 bir {iretimin Oniine ge¢ilmis olur. Multienzim sistemlerinin kendileri
reaksiyon hizlarmi diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerde reaksiyonun son
tirtinti, konsantrasyonu belirli bir diizeye geldiginde sistemin ilk enzimini veya enzim
sistemindeki dallanma noktasindaki enzimi inhibe ederek feedback inhibisyonunu

gerceklestirir.

Biyokimya alninda en ¢ok arastirma yapilan konu enzimlerdir. Enzimler tarim, gida ve
kimya endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Peynir, yogurt, sarap, ekmek
yapiminda enzim katalizli reaksiyonlardan faydalanilmaktadir. Son yillarda enzimlerin

hastalik tanis1 ve tedavisindeki 6nemi giderek artmistir (Onat ve Emerk 1987).

Gida, deterjan ve nisasta endiistrileri diinya enzim pazarinin %75’ini olusturmaktadir.
Proteazlar, amilazlar, lipazlar, pektinazlar ve seliilazlar gibi hidrolazlar yaygin olarak

kullanilan enzim gruplaridir.

Metabolizmada onemli islevlere sahip olan proteolitik enzimler in-vitro olarakta ¢esitli

endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir.

Proteazlar gida endiistrisinde unlu mamiillerde, fermante iriinlerde, biranin
olgunlastirilmasinda, peynir endiistrisinde, et olgunlastirmada, deterjanlarda, deri
sanayiinde biyomedikal uygulamalarda ve benzeri alanlarda yaygin olarak kullanililan
enzimlerdir (Topal 2000).

Askorbik asit (C vitamini) sivilarda oksidasyonu engellemede rol oynayan Dbir
antioksidandir. Bagisiklik hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve

enfeksiyon sirasinda ¢abuk bir sekilde tiiketilir. Bagisiklik sistemi ile ilgisi tam olarak



bilinmemekle birlikte fagosit aktivitelerini, sitokinlerin {iretimini ve monositlerdeki

adezyon molekiillerinin sayisini diizenledigi diisiniilmektedir (Preedy et al. 2010).

Askorbik asit bitkilerin kloroplastlarinda, fotosentezin oksidatif stresini iyilestirmede
gorev alir. Buna ek olarak hiicre boliinmesinde ve protein modifikasyonunda da rol
oynar (Smirnoff 1996).

a-Tokoferol, yagda ¢oziinen onemli bir antioksidandir. Lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunda iiretilen lipid radikalleriyle reaksiyona girerek hiicre membranlarini
oksidasyondan korur. Serbest radikallerin reaksiyona girmesini engeller (Traber and
Atkinson 2007).

E vitamininin bir¢ok biyolojik fonksiyonu vardir. Antioksidan fonksiyonu E vitamininin
en ¢ok bilinen ve en 6nemli islevi olarak dusiintlir. Enzimatik aktiviteleri diizenlemesi

E vitamininin diger 6nemli bir islevi olarak karsimiza ¢ikar (Bell 1987).

A vitamini (Retinol, Retinal, Karotenoid) goziin 1gik emici retinasi, skotopik vizyon ve
renk vizyonu tarafindan gereksinim duyulan bir vitamindir. Epitelyal ve diger hiicreler
icin hormon benzeri biiylime faktorii olarak retinoik asit gérev yapar. Retinoik asit gen
trankripsiyonlarinda 6énemli bir rol oynar. Retinol hiicre tarafindan alindiginda retinol
dehidrogenaz tarafindan retinala okside edilir ve sonra retinal dehidrogenaz tarafindan
retinoik aside oksidize edilir (Duester 2008).

A vitamini yiyeceklerde 2 temel formda bulunur: Birincisi retinoldiir. Hayvansal
yiyecekler yenildigi zaman alinan, A vitamini yapisinda yagda ¢oziinebilen, sar1 bir
maddedir. Saf alkol formu stabil olmadigindan dokularda retinil ester formunda

bulunur. Ticari olarak retinil asetat ve retinil palmitat olarak tiretilir.



Ikincisi ise alfa karoten, beta karoten, gama karoten ve ksantofil beta-cryptoxanthindir.
Oteul ve et¢il hayvanlarda A vitamini olarak fonksiyon gosterir. Bu tiirevler

kullanilmadan 6nce enzimatik reaksiyonla retinale ¢evrilmesi gerekir.

Bu ¢alismada Erzurum ve gevresinde yaz aylarinda yetisen, halk arasinda tirmit mantari
olarak bilinen, yenilebilir bir mantar tiri olan (Lactarius volemus)’tan proteaz
enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu, saflastirilan proteaz, enzimin peynir
yapiminda ve deterjan  katkis1  olarak temizlik endiistrisinde  kullanilip
kullanilamayacaginin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica ¢alisma kapsaminda tirmit
mantariin (Lactarius volemus) A vitamini, C vitamini, E vitamini miktarlar1 da

belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETi

Hidrolazlar ana grubuna dahil olan proteazlar (4.3.1.1), proteolitik enzimler olarak da
bilinir. Bunlar peptit baglarinin su etkisiyle boliinmesini katalizler. Endiistriyel kullanim
potansiyelleri nedeniyle onemli bir enzim grubudur ve diinyada enzim pazarinin
%60’ ma sahiptir (Calki 1999).

Proteazlar bitkilerden, hayvanlardan ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilir.
Giiniimiizde hayvanlardan insanlara gecen bazi hastaliklarin var olmasindan dolay1
(SARS, deli dana, kus gribi vs.), hayvansal proteazlarin o6zellikle gida maddesi
yapiminda kullanimi konusunda kuskular olusmustur bu gelisme arastirmacilari yeni

bitkisel proteaz kaynaklar1 aramaya sevk etmistir (Demir et al. 2005).

Proteazlar aktif olduklar1 bolgelere gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Reaksiyon mekanizmalarina gore ise serin proteazlar, sistein
proteazlar, aspartik proteazlar ve metalo proteazlar olmak iizere dorde ayrilirlar. Serin
ve sistein proteazlar niikleofilik olarak substrata saldirirken aspartik ve metalo
proteazlar su molekiillerini aktive ederek peptid baglarin1 parcalarlar (Barrett et al.
1998).

Sistein proteazlar niikleofilik katalizorler gibi sistein kalintilar1 ile birlesen peptid
hidrolaz aileleri, papain ailesi ve kaspaz ailesini igerir. Bitkisel kaynakli bir enzim olan
papain, mekanik agidan en kapsamli incelenmis papain tiiriidiir. Papain bitki kokenli bir
enzim olmasina ragmen, papain benzeri bircok enzim hayvanlarda da bulunur (Barrett et
al. 1998).

Peptidazlar arasinda katepsinler, bleomisin hidrolaz ve ubiquitin C-terminal hidrolazlar
papain ailesindendir (Barrett et al. 1998). Kaspaz ailesi, diger proteazlardan fonksiyonel

aspartat sitelerinin varligiyla ayrilan, kalsiyum-bagimli sistein proteazlardir ve
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apoptozis ftzerindeki 6nemli roliinden dolay1 hala iizerinde ¢alisilmaktadir. Sistein
proteazlar, ilag endiistrisinde 6nemli bir hedef haline gelmistir (Lecaille et al. 2002).
Tiim sistein proteazlarin ¢alisma mekanizmasinin benzer oldugu diisiiniiliir ve papain

tizerinde yapilan yogun ¢alismalar proteazlar igin 6nemli bir 6rnek teskil eder.

Sekil 2.1. Kimotripsin 3 boyutlu yapisi (yesil renkli bolgeler aktif bolgeler)

Papain (EC 3.4.22.2), 212 aminoasitten olusan, papayadan izole edilmis monomerik bir
enzimdir ve peptidaz aktivitesi mekanizmasi, Kimotripsin ve tripsin gibi proteazlara
gore daha az bilinir (Glazer and Smith 1971). Papain, kimotripsin gibi ester ve tiyoester
hidrolizini katalize eder. Papain iyodoasetat iceren alkilleyici ajanlar tizerindeki

hassasiyeti yiiziinden sistein kalintilarina ihtiyag duyar.

9 1
e - 0- R'NH; o
HN SN HN/\N—H\B;l>NHR‘ / )
?—/ H-s,w - = 2._/ SW R SW
His Cys His Cys Cys
: g g s g

Sekil 2.2. Sistein proteazlarin genel reaksiyon mekanizmasi
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Serin proteazlar peptid baglarmin hidrolizini gergeklestirirler. Peptit baglarnin
hidrolizi; polipeptid hormon siirecinin, tasiyict proteinlerden lider dizilerin
tasinmasinin, yeni tasmmis proteinlerden N-terminal metioninin tasmmasinin, viral
enfeksiyonda poliprotein siirecinin, yabanci proteinlerin sindirilmesinin, apoptozisde
hiicresel protein sindiriminin, besin proteinlerinin sindiriminin ve diger bir¢ok siirecin

temelini olusturur.

Serinin hidroksil grubu 13.4 pKa'ya sahiptir. Hiicredeki pH degeri nétr oldugundan zor
bir siire¢ olan alkoksite iyonize olmalidir (Bruice et al. 1962). Serinin niikleofilik
reaksiyonunun, gegis evresinde, hidroksil grubundan protonu koparmak igin kuvvetli bir
baza ihtiyaci vardir. Bunun igin de serin proteazlar, pKa’s1 7 olan histidin (Sekil 2.3)

kalintilarin1 devreye sokarlar.

Sekil 2.3. Serin proteazlarinin genel reaksiyon mekanizmasi

Aspartik proteaz aileleri, peptid baglarinin hidrolizini kataliz eden aktif sitelerinde, iki
aspartik asit kalintisina sahiptir. Bunlardan ilki, hayvanlarda protein sindirimini baslatan
gastrik enzim pepsindir (EC 3.4.23.1). Pepsin homologlari; lizozomlarda, bitkilerde ve
mantarlarda bulunur. HIV proteaz1 (EC 3.4.23.16), retroviralde dnemli bir rol oynayan

aspartik proteazlarin bagka bir ailesinin tiyesidir.
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Sekil 2.4. Aspartik proteazlarin genel reaksiyon mekanizmasi

Proteolitik enzimlerin en biiylik ailesi metalloproteazlardir (Barrett et al. 1998).
Mononiikleer ¢inko metalloproteazlar, iki ¢ekirdekli metalloproteazlari da igeren
proteaz ailesinin 6nemli Orneklerindendir. Metalloproteazin aktif sitesindeki metal
iyonun, peptid karbonil grubu ile niikleofilik reaksiyon tarafindan peptid baglarini
ayiran su molekiillerini bagladigi diisiiniiliir. Su ve metal iyon koordinasyonu, pKa
degerini diistiriir ve ge¢is asamasinda hidroksit iyonunu olusturmak igin proton
koparilmasini  kolaylastirir.  Tetrahedral bir kompleks iginde su ile Zn**’nin

koordinasyonu, suyun pKa’sin1 15’ten 9,6’ya kadar diisiirtir.

Bir ekzopeptidaz, polipeptidin N-terminal veya C-terminal amino asidinin hidrolitik
koparilmasini kataliz eder. Losin aminopeptidaz, N-terminal aminoasitlerini koparan iki
cekirdekli metallopeptidazdir (Barrett et al. 1998). Karboksipeptidaz A (EC 3.4.17.1),
hidrofobik C-terminal aminoasitleri i¢in yiiksek bir segicilikle C-terminal
aminoasitlerini koparan mononiikleer ¢inko metallo peptidazdir. Karboksipeptidaz A
ayni1 zamanda ester ve tiyoesterlerin hidrolizini de katalize eden proteolitik bir enzimdir.

o}
r OR 7 ANy
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Sekil 2.5. Cinko (metaloproteaz) genel reaksiyon mekanizmasi
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Alkalin proteazlar fizyolojik ve ticari anlamda kullanilan ¢ok o6nemli bir enzim
grubudur. Bu grup yiiksek derecedeki substrat spesifikligi ile proteinlerin hidrolizinde
onemli katalitik bir rol oynar ve mikrobiyal olarak biiyilk miktarlarda tiretilirler.
Proteazlar deterjan endiistrisi, deri endiistrisi, et ve siit endistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. 1994 yilinda 400 milyon dolarlik enzim enddistrisi piyasasinin 112
milyon dolar1 deterjanlarda kullanilan proteaz enzimine ayrilmistir (Zhang et al. 2010).

E Vitamini gii¢li bir antioksidandir. Hiicre yapisinin bozulmasini engeller. Yaralarin
iyilesmesini hizlandirir. Kansere karsit koruyucudur. Damar sertligini ve tikanmalarini
engeller. Viicuda alinan agir metaller, zehirli bilesikler ve bazi ilaglarin yarattigi

toksinlere kars1 koruma saglar (Shireen et al. 2008).

C vitamini antioksidan 6zellik gostermektedir. C vitamininin en 6nemli faydalarindan
biri, cildi giinesin zararl etkilerinden koruyabilmesi, melanin tiretimini azaltic1 etkisi

sayesinde cildi lekelenmekten korumasidir (Kang et al. 2010).

A vitamini cilt gelisimi i¢in zorunlu bir vitamindir. Cilt tarafindan emilebilir, hiicre
yenilenmesini ve ¢ogalmasini saglar. Goz saghgr igin hayati 6nem tasir (Kang et al.
2010).

Mantarlar topragin tizerinde yetisen, etli, sporlar1 olan fungus ailesinden bir besin
kaynagidir. Mantarlar bitki degildir ve fotosentez yapmazlar. Govdesi, sapkasi,

lamelleri ve sporlar1 vardir.

Mantarlar ayirt edebilmek i¢in makroskobik yapilarinin bilinmesi gerekir.

Yenilebilen mantarlar1 zehirli mantarlardan ayirmak biiyiik dikkat ve 6zen gerektirir,
¢linkii ne zehirli mantarlart ne de yenilebilen mantarlar1 tespit etmek igin belirli bir

ozellik vardir (Hall et al. 2003). Ayrica, yenilebilir mantarlar bile bazi kisilerde hafif
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derecede astimdan siddetli anafilaktik soklara kadar alerjik reaksiyona neden olabilir
(Ammirati et al.1985).

Mantarlar genellikle yemege garnitiir olarak ¢ig veya pismis yenen, diisiik kalorili
yiyeceklerdir. Cig diyet mantarlar1 riboflavin, niasin ve pantotenik asit gibi B vitamini
ve temel mineraller, selenyum, bakir ve potasyum yoniinden zengin kaynaklardir. Yag,

karbonhidrat ve kalori miktar1 diigiiktiir.

Ultraviyole 1s1gina maruz kaldiginda, mantardaki dogal ergosteroller D2 vitamini iiretir.

Bu siire¢ perakende gida pazarinda kullanilan bir siirectir (Koyyalamudi et al. 2009).

Birgok mantar tiirii zehir, antibiyotik, antiviral, ya da bioluminescent gibi ikincil
metabolitleri iiretebilir. Oliimciil tiirler az sayida olmasina ragmen, &liimciil olmayan
tirlerin bazilar1 da agir ve hos olmayan belirtilere neden olabilir. Toksisite, basidiocarp
islevini koruyan bir rol oynar. Misel, sporlart dagitmak icin enerji sarf eder ve

protoplazmik materyalleri kullanir.

Ayrica, mantarlarin radyoaktif maddeler gibi agir metalleri emme 6zelligi nedeniyle
Avrupa mantarlarinin 1986 Cernobil felaketinden sonra toksisite igerdigi
diistiniilmektedir ve bunun tizerine ¢alismalar hala devam etmektedir (Kostiainen and
Jarkko 2008).

Mantarlar, besinsel degerleri ve hos tatlar1 ile birgok iilkede tiiketilmektedir. Bugiine
kadar mantarlardan lektinler, niikleazlar, proteazlar, polisakkaritler ve polisakkarit
protein kompleksleri izole edilmistir. Bu bilesenlerin bazilarmm klinik etkinligi
kanitlanmistir (Wang and Ng 2001).

Lactarius cinsi kolayca taninan, Russulaceae familyasindan yenebilen bir mantar

tirtidiir. Ad1 ‘siitlii’ anlamina gelir, adin1 sapkasi veya mantarin alt kismi kirildiginda


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Russulaceae&action=edit&redlink=1
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cikan beyaz sividan alir. Kuru havalarda bu sivi yetersiz olabilir, fakat mantar igin
gerekli hava kosullart saglandiginda boncuk gibi damlalar1 goérebilmek igin gerekli olan
tek sey mantarm alt kismini kirmak i¢in sapkasini biraz egmektir. Taze mantar kesildigi

zaman bol miktarda beyaz sivisi akar, kuru ve yaslh 6rneklerde bu 6zellik yoktur.

Sekil 2.6. (Lactarius volemus)

Sapkasi 5-15 cm kadar biiytikliikte, kuru ve et gibidir, higbir zaman yapiskan olmaz.
Gencgken yarim kiire seklinde tiimsek olup olgunlasinca acilir ve derin olmayan huni
sekline doniisiir, Ust tarafi diizensiz, dalgali gibi bir hal alir. Sapkanin etli kismi
kirilgandir, asla sert ya da lifli degildir. Bodur, huni gibi sapkasi ve kalin, kisa govdesi

olan birgok tiirti vardir ve hemen hemen hepsi genistir ve ayn1 sekle sahiptir.

Renkleri gokkusaginin renkleri kadar cesitlidir ve yenilebilirligine goére degisir.
Lameller, gencken sarimsi1 beyaz turuncu, olgunlasinca sari agik kahverengidir,
dokunuldugunda kahverengi olur. Oldukga sik olup sap iizerinde az olarak asagi devam
eder. Sap1 12 cm kadar uzunlukta ve olduk¢a kalin, saglamdir. Mum gibi bir ortiist
vardir. Sapka ile aymi renkte veya birazcik daha agik, sapka tarafindaki birkag
santimetrelik kisimda sarimsi, diger kisimlarinda kirmizimtirak kahverengidir. Etli

kismi gencken yumusak, beyaz, olgunlukta siinger gibi, kat1 ve agik saridir, daha sonra


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lamel&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mum
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yavas yavas kahverengi lekelilik kazanir. Spor izi ¢ok agik kirmizimtirak saridir
(Christensen 1981).

Lactarius volemus Kuzey Yarim kiire’nin kuzey bolgelerinde ve iliman ilkime sahip
yerlerde yetisir. Hollanda’nin bazi bolgeleri hari¢ Avrupa’nin tamamina yayilmis bir tiir
olarak karsimiza ¢ikar (Shimono et al. 2007). Amerika kitasinda kuzey simirt Kanada
yakinlarina kadar dagilmig olan bu mantar tiirii yine bu kitada Amerika Birlesik
Devletleri’nin ve Meksika’nin dogu kiyilarina ve Orta Amerika’da Guatemala’ya kadar
uzanir. Bu tiir Cin (Shen et al. 2009) Japonya, Hindistan, Kore, Nepal, Vietham Orta
Dogu, Iran ve Tiirkiye’nin (Colak et al. 2009) de i¢inde bulundugu bdlgelerde yetisir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismalarimizda kullandigimiz kazein, azokazein, azoalbiimin, hemoglobin, standart
serum albiimin, jelatin, etanol, metanol, amonyum persiilfat, akrilamid, N,N’-metilen
bisakrilamid, bromfenol mauvisi, glisin, N,N,N’ N’-tetrametil etilen diamin, n-butanol,
hidroklorik asit, sodyum hidroksit, sodyum dodesil siilfat, asetik asit, Sephadex G-100,
CM-Sephadex, gliserin, sodyum kloriir, sodyum asetat, fosforik asit, siilfiirik asit,
sodyum fosfat, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, protein

standartlari, trikloro asetik asit (TCA) kimyasallar1 Sigma firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yaralanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolabi Bosch

pH metre Selectra
Magnetik karistirict Ika

Peristaltik Pompa Masterflex L/S™
Kromotografi kolonu Sigma

Otomatik pipetler Biohit

Su banyosu Memmert
Elektroforez Sci-plus

Gli¢ kaynagi Consort EV231
Calkalayici Ika

Hassas terazi Denver Instrument Apx153
Santrifiij Hettich
Sogutmal1 Santrifii Hettich
Kronometre Sper Scientific
Karistirict Heidolph

Spektrofotometre Spekol 1300
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3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Arastirma boyunca kullanilan tamponlarin ve ¢dzeltilerin hazirlanmasi, kullanim yerleri

asagida belirtilmistir.

1. Proteolitik aktivite él¢iimiinde kullanilan tampon: 0,05 M CH3;COONa, pH:6. 4,1
g (0,05 mol) CH3COONa alinarak 950 mL saf suda ¢oziildii. 1 M HCI kullanilarak
pH:6’ya ayarlandi ve daha sonra toplam hacim saf su kullanilarak 1 litreye tamamlandi.

2. Proteolitik aktivite 6l¢iimiinde kullanilan TCA c¢ozeltisi: %5’lik TCA ¢ozeltisi, 5
g trikloroasetik asit (TCA) alinarak 90 mL saf suda ¢6ziildii. Toplam hacim 100 mL’ye

tamamlanda.

3. Proteolitik aktivite olgiimiinde kullamilan substrat c¢ozeltisi: 0,1 M fosfat
tamponundan (pH:7) 90 mL alind1 ve igerisinde 1 g kazein ¢6ziildii. Son hacim 100
mL’ye ayni tampon kullanilarak tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 15 dakika boyunca
kaynayan suyun igerisinde bekletildi. Hazirlanan ¢ozeltinin stabilitesi yaklasik bir hafta
olarak belirlendi.

4. Optimum pH ¢alismalari icin kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

pH:4-5 araligi i¢in 0,1 M asetat tamponu (CH3COONa) kullanildi. 1,36 g CH3;COONa
alinarak 90 mL saf suda ¢oziildii. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi ve hacim

saf su ile 100 mL’ye tamamland:.

pH:6-7 araligi i¢in 0,1 M fosfat tamponu kullanildi. 1,42 Na,HPO, alinarak 90 mL saf
suda ¢oziildii. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi ve hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanda.
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pH:8-9 aralig1 i¢in 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanildi. 1,21 g Tris alinarak 90 mL saf
suda ¢oziildii. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi ve hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

pH:10’da 0,1 M borat tamponu kullanildi. 1,38 g borik asit alinarak 90 mL saf suda
¢oziildi. 1 M HCI kullanilarak istenen pH ayarlandi ve hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanda.

5. Substrat spesifikliginin belirlenmesi icin gereken ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

%]1’lik Azokazein ¢ozeltisi: 1 g azokazein alinarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda

¢oziildi ve son hacim yine ayni1 tamponla 100 mL’ye tamamlandi.

%1°lik Hemoglobin ¢o6zeltisi: 1 g hemoglobin alinarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda

¢ozilildi ve son hacim yine ayni1 tamponla 100 mL’ye tamamlandi.

%1°1lik Azoalbiimin ¢ozeltisi: 1 g azoalblimin alinarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda

¢oziildi ve son hacim yine ayni1 tamponla 100 mL’ye tamamlandi.

%1°lik Jelatin ¢ozeltisi: 1 g jelatin alinarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda ¢6ziildii ve

son hacim yine ayn1 tamponla 100 mL’ye tamamland:.

6. Proteaz enzimi aktivitesi iizerine bazi1 katyonlarm etkisinin belirlenmesi i¢in

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

10 mM FeCls: 0,162 g FeCls alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim 100 mL’ye

tamamlanda.
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10 mM FeCly: 0,126 g FeCl, alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim

tamamlanda.

10 mM MnCly: 0,125 g MnCl, alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim

tamamland.

10 mM MgCl,: 0,095 g MgCl, alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim

tamamlanda.

10 mM CaCly: 0,111 g CaCl, alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim

tamamland.

10 mM NiCly: 0,130 g NiCl, alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim

tamamlanda.

10 mM HgCl,; 0,472 g HgCl, alindi, saf suda ¢oziindii ve son hacim

tamamland.

100

100

100

100

100

100

mL’ye

mL’ye

mL’ye

mL’ye

mL’ye

mL’ye

Calismalarimiz i¢in kullandigimiz 1 mM’lik FeCls, FeCl,, MnCl,, MgCl,, CaCl,, NiCl,

ve HQCl, cozeltilerini hazirlamak i¢in daha onceden hazirladigimiz 10 mM’lik

¢ozeltilerden 10 mL alindi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 mM’lik FeCls, FeCl,, MnCl,, MgCl,, CaCl,, NiCl, ve HgCl, ¢ozeltilerini
hazirlamak i¢in 1 mM’lik ¢ozeltilerden 10 mL alinarak hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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7. Proteaz enzimi aktivitesi iizerine baz1 kimyasallarin etkisinin incelenmesi i¢in

kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

10 mM EDTA: 0,292 g EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) alind1 ve 95 mL saf suda

¢oziildi, son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM SDS: 0,288 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) alind1 ve 95 mL saf suda ¢oziildi,
son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM B-merkapto etanol: 69 uL B-merkapto etanol alindi ve saf su ile 100 mL’ye

tamamland.

10 mM iyodasetamid: 0,185 g iyodasetamid alindi ve 95 mL saf suda ¢oziildii, son
hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

1 mM’lik EDTA, SDS, B-merkapto etanol ve iyodasetamid ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in
daha onceden 10 mM’lik olarak hazirlanan ¢6zeltilerden 10 mL alind1 ve saf su ile 100

mL’ye tamamlandi.

0,1 mM’lik EDTA, SDS, B-merkapto etanol ve iyodasetamid ¢ozeltilerini hazirlamak
icin daha 6nceden 1 mM’lik olarak hazirlanan ¢6zeltilerden 10 mL alind1 ve saf su ile

100 mL’ye tamamlandi.

8. Iyon degisim kolonu (CM-Sephadex) dengeleme tamponu: 4,1 g CH;COONa
alinarak 900 mL saf suda ¢6ziildii, pH:5.7’ye kadar 1 M’lik HCI ile titre edildi ve son
hacim saf su kullanilarak 1 L.’ye tamamlandi (0,05 M CH3;COONa pH:5.7).



22

9. SDS-Elektroforezinde kullanilan ayirma jelinin hazirlanmasi: 15 mL Tris-HCI (1
M, pH:8.8), 13,2 mL, %30’luk akrilamid-%0,8’lik Bisakrilamid, 0,6 mL %]1’lik SDS,
0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetra metil etilen diamin), 9,4 mL saf su karistir1ldi,
son olarak 0,8 mL %1,5’luk amonyum persiilfat (APS) ilave edildi.

10. SDS-Elektroforezinde kullanilan yigma jelinin hazirlanmasi: 1,24mL Tris-HCI
(1 M, pH:6.8) 1 mL, %30’luk akrilamid-%0,8 lik bisakrilamid, 0,1 mL %1’lik SDS, 0,1
mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetra metil etilen diamin), 7,8 mL saf su karistirildi,
son olarak 0,2 mL %1,5’luk amonyum persiilfat (APS) ilave edildi.

11. SDS-Elektroforezinde kullanilan numune tamponunun hazirlanmasi: 1 mL
0,63 M Tris-HCI (pH:6.75), 1 mL gliserol, 1 mL %10’luk SDS, 1 mL %0,1’lik
bromofenol mavisi alindi ve son hacim 10 mL’ye saf su ile tamamlandi. Numune
tamponu kullanilmadan 6nce 1 mL basmma 50 uL olacak sekilde B-merkapto etanol

eklendi.

12. SDS-Elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 6 g Tris
ve 28,8 g Glisin alinarak 200 mL saf su icerisinde ¢6ziildii. Son olarak 20 mL %10’luk

SDS ilave edildi ve toplam hacim saf su ile 2 L’ye tamamlandi.

13. SDS-Elektroforezinde kullamilan fiksatif ¢ozeltinin hazirlanmasi: 500 mL

metanol, 100 mL asetik asit (glasiyel) alindi ve hacim saf su ile 1 L.’ye tamamlanda.

14. SDS-Elektroforezinde kullanilan boyama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g
Coomassie brillant blue R-250 tartildi ve 500 mL metanolde ¢6ziildii. 100 mL asetik

asit ilave edildikten sonra hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

15. SDS-Elektroforezinde kullamlan renksizlestirme ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 125

mL metanol ve 175 mL asetik asit alindi, son hacim saf su ile 2,5 L’ye tamamlandi.
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16. Jel filtirasyon kromotografisinde kullamilan tampon ¢ozeltinin hazirlanmasi:
0,05 M NazPO4/1 mM Ditiyoeritrotiyol (DTT) (pH:7), 7,8 gram NazPO,4 ve 0,159 DTT
tartildi ve 950 mL saf su igerisinde ¢oziildii. 1 M HCI ile pH:7 oluncaya kadar titre

edildikten sonra hacim saf su kullanilarak 1 L.’ye tamamladi.

17. C vitamini tayininde kullanilan %00,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP)
¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,01 g diklorofenolindofenol alind: 10 mL saf suda ¢oziildii.

18. E vitamini tayininde Kkullamilan 0,01 M tetrazolium blue ¢ozeltisinin

hazirlanmasi: 0,107 g tetrazolium blue alind1 ve 50 mL saf su igerisinde ¢oziildii.

3.4. Yontemler

3.4.1. Protein tayini

3.4.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromotografi islemleri sirasinda toplanan tiiplerde kalitatif protein miktar1 tayini 280
nm’de absorbans okunarak gergeklestirildi. Bu metot trozin triptofan ve fenilalanin gibi
halkali bir grup ihtiva eden aminoasitlerin 280 nm’de maksimum absorbans
gostermeleri  esasmna dayanmaktadir (Mclntosh 1969). Esit hacimde toplanan
fraksiyonlar kuarts kiivetlere alindi ve absorbanslar1 spektrofotometrede okundu. Kor

olarak tampon ¢ozelti kullanildi.
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3.4.1.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Homojenatta, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda ve kromotografi isleminden sonraki
aktif eluatlardaki protein miktar1 tayini Bradford yontemiyle yapildi. Bu yontem
boyanin farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde farkli siddette mavi renk
olusturmasindan faydalanilarak gelistirilmistir. Coomassie brillant blue G-250 fosforik
asitli ortamda proteinlerin yapisindaki, arginin gibi bazik aminoasitlere ve aromatik
halka iceren aminoasitlere baglanir ve olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Yontemin hassasiyeti 1-100 pg araliginda degismektedir (Bradford
1976).

3.4.2. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) proteaz enziminin saflastirnlmasi

3.4.2.a. Orneklerinin toplanmasi

Tirmit mantar1 (Lactarius volemus) agustos ayinda Erzurum’un Pasinler ilgesinin
Hamam Deresi mevkiginden toplanmis ve c¢alismalarimizda kullanilincaya kadar

-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.4.2.b. Homojenatin hazirlanmasi

-80°C’de muhafaza edilen tirmit mantarindan 25 g tartildi. Sivi azot ile muamele
edildikten sonra mekanik olarak pargalandi ve hacminin yaklasik olarak 3 kati kadar (60
mL) saf su igerisine alindi. Proteinlerin ¢ozeltiye gegmesi i¢in manyetik karistiricida 20
dakika boyunca karistirtld1 ve siizgeg kagidi kullanilarak siiziildi. Kat1 kisim atildiktan
sonra 6000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlendi, ¢okelek atildi, siipernatant

calismalarimizin ilerleyen asamalarinda kullanildu.
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3.4.2.c.Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Mantardan elde edilen homojenatta %0 ile %100 arasindaki doygunluk oranlarinda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Bu ¢oktiirme islemi 0-30, 30-50, 50-70, 70-100
seklinde gerceklestirildi.

Coktiirme isleminde kullanilan amonyum siilfat miktari asagidaki formiil ile hesaplandi.

1,77 x V.x (S—=Sp)
3,54 —S

Amonyum Siilfat (gr) =

V: Cozeltinin Hacmi
So: 1’in kesri olarak amonyum siilfat doygunlugu

S: 17in Kkesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmelerinde 0-30 araliginda aktivite gériilmezken 30-50,
50-70 ve 70-100 doygunluklarinda proteolitik aktivite gozlendi. 50-70 doygunluk
oranindaki ¢okelekteki proteolitik aktivitenin diger doygunluk oranlarindan daha fazla
oldugu gozlendi. ilk olarak homojenata doygunluk %50 oluncaya kadar kat1 (NH;)2SO4
azar azar eklendi, ekleme sirasinda manyetik karistirict ile karistirildi ve ortam sicaklig
distriildi. 18000 rpm’de 15 dakika santrifiijlemeden sonra ¢okelek atildi ve siipernatant
%70 doygunluga ulagincaya kadar ayni islem tekrarlandi. Her ¢oktiirme isleminin
sonunda ¢okelekte ve supernatantta proteolitik aktivite tayini yapildi %70 doygunluktan
elde edilen ¢okelek uygun tamponda ¢oziilerek saflastirmanin diger basamaklarinda
kullanildi.
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3.4.2.d. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen ¢okelek 0,05 M CH3COONa tamponunda
¢ozildikten sonra ilk olarak 1 saat boyunca 0,05 M asetat tamponuna (pH:5.7) kars1
diyalizlendi. Diyaliz siiresi boyunca manyetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra 3
saat boyunca ikinci kez ayni tampona karsi diyaliz islemine tekrarlandi. Diyaliz
islemleri +4°C’de yapildi ve diyaliz siiresince manyetik Kkarigtirict yardimiyla
karistirildi. Bu islem sonunda enzim c¢ozeltisi CM-Sephadex iyon degisim kolonuna

yiiklemeye hazir hale geldi.

3.4.2.e. CM-Sephadex iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

fyon degisim kromatografisinin temeli kat1 destek materyali ile proteinlerin yiiklii
gruplar arasinda olan elektrostatik etkilesimlerdir. Proteinlerin sahip olduklar1 degisik
yiiklerdeki aminoasit dizileri kolon materyaline farkli kuvvetlerde baglanirlar, pH ve tuz
gradientleriyle yapilan eliisyonlarda baglanma siddetleri farkli olan proteinler, farkli pH
araliklarinda veya farkli tuz konsantrasyonlarinda kolon materyalinden ayrilacagindan

proteinlerin birbirinden ayrimimi miimkiin kilar.

Anyon degistiriciler pozitif yiiklii islevsel gruplar ihtiva eder ve (-) yiikli proteinlerin
ayrilmasinda kullanilir. Aminoetil (CzH4N+H2) ve dietilaminoetil (C2H4N+(C2H5)2
siklikla kullanilan anyon degistiricilerdir. Katyon degistiriciler ise negatif yiiklii islevsel
gruplar ihtiva eder ve (+) yiikli proteinlerin ayrilmasinda kullanilir. Karboksimetil

(CH,COQ) katyon degistiricilere 6rnek olarak verilebilir.

Calismalarrmizda CM-Sephadex iyon degisim kromatografisi kullamldi. ilk olarak 5
gram kuru CM-Sephadex tartildi ve saf su igerisinde bir gece boyunca sismeye birakildi.
CM-Sephadex materyalinin aktif gruplarinin (CH,COQ") ortaya ¢ikarilmasi ig¢in 0,5 M

NaOH ile yarim saat boyunca muamele edildi. 0,5 M HCI ile nétrallestirildikten sonra



27

kolon materyali kolona (2,5x30) dolduruldu. 4 saat boyunca kolon 0,05M asetat
tamponu (pH:5.7) ile dengelendi.

3.4.2.f. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) elde edilen homojenatin CM-

Sephadex iyon degisim kolonuna tatbiki ve proteaz enziminin eliisyonu

0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelenen CM-Sephadex kolonuna enzim ¢ozeltisi
yiiklendi ve yine ayni1 tampon ¢ozelti kullanilarak yikandi. 0,1-0,5 M NaCl ihtiva eden
0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile gradientli mikser kullanilarak enzim eliie edildi.
Kolonun akis hizi peristaltik pompa yardimiyla 40 mlL/saat’e ayarlandi. Eliisyon
islemine, toplanan eliiatlarda 280 nm’de absorbans goriilmeyinceye kadar devam edildi.
Elaatlar her bir tiipte 5 mL olacak sekilde topland1 ve her bir tiipte proteolitik aktivite

Olgtimii yapildi. Aktif olan eliiatlar toplandi ve karakterizasyon islemi igin saklandi.

3.4.3. Proteaz enzimi i¢in aktivite tayini

Tirmit mantarindan saflastirilan proteaz enziminin proteolitik aktivitesi %1’lik kazein
varhiginda kazeinin sindirimi metoduna gore belirlendi. 1 g kazein 95 mL 0,1 M fosfat
tamponunda (pH:7) ¢oziildi ve hacim yine aymi tamponla 100 mL’ye tamamlanda.
Hazirlanan ¢ozelti 15 dakika boyunca 95°C’deki su banyosunda bekletildi ve
kullanilmaya hazir hale getirildi. Proteolitik aktivite 6l¢iimiinde 1 mL substrat (kazein),
0,5 mL enzim c¢ozeltisi eklendi ve toplam hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 mL’ye
tamamlandi. Enzim ilave edilen tiipler 20 dakika boyunca 40°C’deki su banyosunda
inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA eklenerek reaksiyon durduruldu.
Cokmenin tamamen gergeklesmesi igin 30 dakika boyunca beklendi ve bu siireden
sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant filtre edildikten sonra
slipernatant igerisindeki pargalanmis iiriinlerin miktar1 Bradford metodu ile belirlendi.
Proteolitik aktivite enziminin dakikada pargaladigi pg protein/mL olarak hesaplandi
(Fadiloglu 2001).
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3.4.4. SDS-PAGE ile enzim safiginin kontrolii ve alt birimlerin belirlenmesi.

Laemmli tarafindan gelistirilen SDS-PAGE ile saflastirilan proteaz enziminin safligi ve

alt birimi olup olmadig: kontrol edildi (Laemmli 1970).

Elektroforez plakalar1 saf su ile iyice yikandi ve kurumasi beklendi. ikinci yikama
islemi alkol kullanilarak yapildi ve plakalar jel hazirlama cihazina konuldu. Plakalar
sikistirildiktan sonra yaklasik 2 cm yiikseklige kadar isitilmis agaroz plakalarin arasina
dokiildii. Agaroz tamamen donduktan sonra hazirlanan ayirma jeli enjektor yardimiyla
plakalara dokiildii. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in 1 mL n-biitanol hazirlanan ayirma
jelinin {izerine dokiildii ve 30 dakika boyunca jelin katilasmasi beklendi. Jel katilaginca
tizerindeki n-biitanol dokiildi ve saf su ile yikandi. Daha sonra plakalarin {ist
kisimlarina kadar yigma jeli dokiildii. Tarak dikkatlice yigma jeline yerlestirildi. Jel
tamamen katilagtiktan sonra tarak g¢ikarildi ve tarak yuvalari saf su kullanilarak iyice

yikandi.

Numuneler 20 pg/mL olacak sekilde hazirlandi ve 1/1 oraninda numune tamponu ilave
edildi. 3 dakika boyunca hazirlanan numuneler kaynayan suda bekletildi. 3 dakika
sonunda numunelerin sogumasi beklendi ve otomatik pipet yardimiyla numuneler tarak
yuvalarina yiiklendi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kisimlarma akim gegecek
yiiksekliklere kadar yiiriitme tamponu eklendi, elektroforez cihazinin sogutma
hortumlart musluga baglandi ve su akisi baslatildi. Tank kapagi kapatilarak anot, katot
baglantilart yapildi ve voltaj 80 V’a ayarlandi. Proteinlerin tamami ayirma jeline
gectiginde voltaj 100 V’a yiikseltildi ve elektroforez islemi sonlanana kadar bu sekilde
sabit tutuldu.

Elektroforez sonlandirildiktan sonra plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve 2 saat
boyunca calkalayicida fiksatif ¢ozelti i¢inde bekletildi. Fiksatif ¢ozeltiden alinan jel
boyama ¢ozeltisi igerisinde ¢alkalayicida 30 dakika siiresince boyandi ve boyama islemi

bittikten sonra jel tekrar 2 dakika fiksatif ¢ozelti ile yikandi. Daha sonra fiksatif
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¢ozeltiden alinan jel renksizlestirme ¢ozeltisine alindi ve galkalayicida, protein bantlar
goriiniir hale gelinceye kadar yikama islemine devam edildi. Protein bantlari goriiniir

hale geldiginde jelin fotografi ¢ekildi (Laemmli 1970).

3.5. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi iizerine

kinetik ¢calismalar

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enziminin kazein
substratina kars1 Ky ve Vinax degerleri hesaplandi. Kinetik 6zelliklerini aragtirmak tizere
saflastirilan enzimin optimum sicaklik ve optimum pH degerleri bulundu. Enzim
aktivitesi iizerine bazi katyonlarin ve kimyasallarin etkisi arastirildi. Azokazein,
azoalbiimin, jelatin, hemoglobin, kazein substratlari i¢in Vmax ve Ky degerleri

belirlendi.

3.5.1. Optimum pH’nin belirlenmesi

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflagtirilan proteaz enziminin optimum
pH’sinin  belirlenmesi i¢in kazein substratina karsi proteolitik aktivitesinden
yararlanildi. Optimum sicakligin belirlenmesinde pH:4-5 i¢in asetat tamponu, pH:6-7
icin fosfat tamponu, pH:8-9 i¢in Tris-HCI tamponu, pH:10 igin ise borat tamponu
kullanildi. Tampon ¢ozeltilerin pH’s1 1 M HCI ve 1 M NaOH ¢ozeltileri kullanilarak
ayarlandi. Her bir numune tiiptine 1 mL kazein ¢o6zeltisi, 500 puL enzim ¢ozeltisi ve 1
mL uygun pH’daki tampon ¢6zelti eklendi. Kor olarak her bir numuneye karsilik 1 kor

¢ozelti hazirlandi, kor ¢ozeltide enzim yerine tampon kullanildi.

3.5.2. Optimum sicakhgin belirlenmesi

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflagtirilan proteaz enziminin optimum

sicakligini belirleyebilmek i¢in 0-90°C araliginda 10°C artirilarak aktivite tayini yapilda.
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Her sicaklik denemesi igin 1 kor ve 1 numune olmak iizere 2 tiip hazirlandi. Numune
tiiplerine 1 mL kazein ¢ozeltisi, 500 uL enzim ¢ozeltisi eklendi ve son hacim tampon
cozelti ile 2,5 mL’ye tamamlandi. Kor tiip ve numune; 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C,
60°C, 70°C, 80°C, 90°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik
TCA eklenerek reaksiyon durduruldu. Cokmenin tamamen gerceklesmesi i¢in 30 dakika
boyunca beklendi ve bu siireden sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi.
Stipernatant filtre edildikten sonra, siipernatant igerisindeki pargalanmis friinlerin
miktar1 Bradford Metodu ile belirlendi (Bradford 1976).

3.5.3. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg: tayini

Tirmit mantarindan proteaz enzimi saflastirdiktan sonra jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak molekiil agirhig: tayin edildi. 4 gram kuru Sephadex G-100 saf suda
¢oziildi ve 1 gece boyunca oda sicakliginda sismeye birakildi. Daha sonra jel (1x30)

kolona yiiklendi.

0,05 M NazPO4/1mM DTT tamponu ile kolonda 280 nm’de absorbans gozlenmeyinceye
kadar dengeleme islemi yapildi. Kolon dengelendikten sonra 0,2 mg/mL olacak sekilde
BSA (66 kDa), CA (s1gir) (29 kDa), a-laktalbiimin (14 kDa) ¢ozeltileri yiiklenerek 0,05
M NasPO4/ImM DTT tamponu ile elie edildi ve standart grafik olusturuldu. Kolon
tekrar dengelendikten sonra saflagtirilan proteaz enzimi kolona yiiklendi ve yine ayni
tampon kullanilarak kolondan eliie edildi. Kolonun akis hizi peristaltik pompa
yardimiyla 20 mL/saat’e ayarlandi. Eluatlar her tiipte 4 mL olacak sekilde toplandi.

Olusturulan standart grafik yardimiyla enzimin molekiiler agirligi belirlendi.

3.5.4. Enzimin Vmax Ve Ky degerlerinin belirlenmesi

Tirmit mantarindan saflastirilan proteaz enziminin Vyax Ve Ky degerlerini belirlemek
icin enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanildi. 100 mL’sinde 1 g kazein bulunan
¢ozeltiden her bir tiipe 100 pL, 200uL, 400 puL, 600 puL, 800 pL ilave edildi. Tiiplere
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500 uL enzim gozeltisi ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde tampon ¢ozelti ilave edildi.
Tiipler 40°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi ve bu siire sonunda tiiplere 3 mL
%S5’lik TCA ¢ozeltisi eklendi. 30 dakika sonunda ¢oken proteinler 6.000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiijlendi ve daha sonra filtre edilerek, siipernatant igerisinde
bulunan protein miktar1 Bradford metodu ile belirlendi. Kor ayni substrat
konsantrasyonlarinda enzimsiz olarak hazirlandi, enzim yerine tampon ¢ozelti
kullanildi.

1/V’ye karsilik 1/[S] Lineweaver Burk grafigi ¢izildi. Elde ettigimiz sonuglardan Vmax

ve Ky degerleri hesaplanda.

3.5.5. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enziminin

substrat spesifikliginin belirlenmesi

Hemoglobin, jelatin, azoalbiimin, azokazein substratlarina karsi, tirmit mantarindan
(Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin substrat spesifikligi, enzimin

proteolitik aktivitesinden yararlanilarak belirlendi.

Enzimin aktivitesini belirleyebilmek i¢in %]1°lik hemoglobin, jelatin, azoalbiimin ve
azokazein ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 pL, 400 uL, 600 pL, 800 pL alindi ve hacim saf
su kullanilarak 1 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan her bir tiipe 0,5 mL enzim ¢ozeltisi
ilave edildi ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde tampon ¢ozelti eklendi. 20 dakika
boyunca 40°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’ lik TCA eklenerek reaksiyon
durduruldu. Cokmenin tamamen gergeklesmesi i¢in 30 dakika boyunca beklendi ve bu
stireden sonra 6.000 rpm’ de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant filtre
edildikten sonra, siipernatant igerisindeki par¢alanmig friinlerin miktar1 Bradford
Metodu ile belirlendi (Bradford 1976).
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Enzim icin proteolitik aktivite parcaladigi pg protein/mL. dakika olarak hesaplandi
(Pauling et al. 1973).

3.5.6. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enzimi

aktivitesi iizerine baz1 katyonlarin etkisinin incelenmesi

Mantardan saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi iizerine bazi katyonlarin etkisini
belirlemek i¢in konsantrasyonu 10 mM olan; HgCl,, MnCl,, CaCl,, FeCl,, FeCls, NiCl,
MgCl; ¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,4 mM, 0,8 mM, 1,2 mM, 1,6 mM
ve 2 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 puL

alindi.

Konsantrasyonu 1 mM olan; HgCl, MnCl,, CaCl,, FeCl,, FeCls, NiCl,, MgCl,
cozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,04 mM, 0,08 mM, 0,12 mM, 0,16 mM ve
0,20 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 uL, 200 pL, 300 pL, 400 uL, 500 uL

alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.

Konsantrasyonu 0,1 mM olan; HgCl, MnCl,, CaCl,, FeCl,, FeCls, NiCl, MgCl,
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,004 mM, 0,008 mM, 0,012 mM, 0,016
mM ve 0,02 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 L, 200 pL, 300 nL, 400 nL, 500

uL alind1 ve saflagtirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.

Proteolitik aktivite %1°lik kazein varliginda kazeinin sindirimi metoduna gore
belirlendi. Her bir tiipe 1000 pL substrat (%1 lik kazein), 500 puL enzim ¢ozeltisi, 10
mM, 1 mM ve 0,1 mM katyon ¢ozeltilerinden 100 pnL, 200 pL, 300 nL, 400 uL, 500 pL
eklendi ve son hacim 2,5 mL’ye tamamlandi. Tipler karistirildiktan sonra su
banyosunda 40°C’de 20 dakika inkiibe edildi. 20 dakika sonunda her bir tipe 3 mL
%S5’1lik TCA ¢ozeltisinden eklenerek 30 dakika siireyle beklemeye birakildi. 15 dakika
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boyunca 6.000 rpm de santrifiijlendi ve siipernatant filtre edildi. Siipernatant

icerisindeki pargalanan tiriin miktar1 Bradford metodu ile belirlendi.

3.5.7. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enzimi

aktivitesi iizerine baz1 kimyasallarin etkisinin arastirilmasi

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi tizerine
SDS (Sodyum dodesil siilfat), iyodasetamid, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) ve
B-merkapto etanoliin etkileri incelendi. Bunun igin saflastirillan enzimin kazein

substratina kars1 proteolitik aktivitesinden yararlanildi.

0,1 mM, 1 mM ve 10 mM’lik hazirlanan SDS, EDTA, iyodasetamid ve B-merkapto
etanol ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 pL, 300 uL, 400 pL, 500 pL alindi, 1 mL %1’lik
kazein ¢ozeltisi ve 0,5 mL enzim ¢ozeltisi eklendi. Hacim tampon ¢ozelti kullanilarak
2,5 mL’ye tamamlandi. Enzimin dakikada pargaladigi protein miktar1 Bradford Metodu
ile hesaplandi (Bradford 1976).

3.6. Tirmit Mantarindan (Lactarius volemus) Saflastirilan Proteaz Enzimi

Kullamilarak Siitiin Coktiiriilmesi

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin siitii ¢oktiiriip
¢oktiirmedigi ve en iyi ¢oktiirmenin hangi sicaklikta meydana geldigi arastirildi. Her bir
tiipe 10’ar mL siit konulduktan sonra kontrol tiipii i¢erisine 1 mL pH:7 olan 10 mM’lik
Tris-HCI tampon ¢ozeltisi eklenirken deney tiipiine 1 mL enzim ¢ozeltisi eklendi. Her
bir tiip karistirilarak 25°C, 35°C, 50°C’de bekletildi. Cokmenin hangi sicaklikta daha
fazla oldugu ve ¢okmenin ka¢ dakikada meydana geldigi tespit edildi. Bu sekilde
saflastirilan proteaz enziminin peynir endiistrisinde kullanilip kullanilmayacagi
arastirildi (Fadiloglu 2001).
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3.7. Tirmit Mantarindan (Lactarius volemus) Saflastirilan Proteaz Enzimi

Kullanilarak Kanin Temizlenmesi Etkisinin incelenmesi

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enziminin temizlik
tirtinlerinde katki maddesi olarak kullanilip kullanilamayacagi arastirildi. Bu amagla 3
adet (5x5) kumas pargasi iizerine 50 pL kan damlatildi ve kurumasi beklendi. 100
mL’lik 3 adet beher alindi ve 1. behere 1 mL enzim c¢ozeltisi, 10 mL 0,1 M asetat
tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanilarak 50 mL’ye tamamlandi, 2. behere 1
mL deterjan, 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanilarak
50 mL’ye tamamlandi, 3. behere ise 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve
hacim saf su kullanilarak 50 mL’ye tamamlandi. Kurutulan kumaslar hazirlanan 3

beherde 1 gece boyunca bekletildi.

3.8. Tirmit Mantarmn (Lactarius volemus) (A, C, D) Vitamin Miktarlariin

Belirlenmesi

3.8.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

-80°C’de muhafaza edilen tirmit mantarindan 100 g alinarak giines 1s1gina maruz
birakilmayacak bir sekilde kurutuldu ve toz haline getirildi. 5 g alinarak 20 mL saf su
icerisinde 1 gece boyunca manyetik karistiricida karistirildi ve ayn1 zamanda 5 g
alinarak 20 mL petrol eteri icerisine alind1 ve 1 gece boyunca manyetik karistiricida

karistirildi. A vitamini, E vitamini ve C vitamini tayinlerinde bu ekstreler kullanild:.

3.8.2. Tirmit mantarmn (Lactarius volemus) C vitamini miktarimin belirlenmesi

Tirmit mantarmin (Lactarius volemus) C vitamini tayini diklorofenolindofenol (DCPIP)
ile titrasyon yapilarak belirlendi (Smirnoff, 2000). Mantardan elde edilen su ekstresine

%0,1°lik diklorofenolindofenol (DCPIP) ¢ozeltisi damLa damLa ilave edildi ve mavi
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rengin olusmasi ile titrasyon sonlandi. 0,001 g olan her 1 cm® DCPIP 0,0015 g askorbik
aside karsilik gelecek sekilde hesap yapilarak numunedeki C vitamini miktar1 asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi (Smirnoff 2000).

Askorbik asit miktar1 (mg/100g) = VxFx100 / W
V: harcanan boya ¢ozeltisi miktari
F: faktor

W: titrasyonda kullanilan 6rnek miktari

3.8.3. Tirmit mantarmmn (Lactarius volemus) E vitamini miktarin belirlenmesi

a-tokoferol’lin standart ¢ozeltisinden 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ug/mL alinarak H,SO, ilave
edilerek tokoferil asetat’in ester formu hidroliz edildi. Ardindan ortama 0,5 mL 0,01 M
tetrazolium blue, 5 mL 0,2 M NaOH ve metanol ilave edildi, 90°C’del0 dakika
inkiibasyondan sonra 526 absorbanbsi olgiildii ve standart grafik olusturuldu. 5 gram
Tirmit mantar1 (Lactarius volemus) 30 mL petrol eteri ile ekstrakte edildi, ardindan
evoporatorde petrol eteri uzaklastirildi. Metanol ile yikandi ve ayni yontem kullanilarak
526 absorbansi 6l¢iildii (Amin 2001).

3.8.4. Tirmit mantarmn (Lactarius volemus) A vitamini miktarmin belirlenmesi

Tirmit mantarmin (Lactarius volemus) A vitamini tayini Limited ve Hyderabad
tarafindan gelistirilen yontem ile yapildi (Limited and Hyderabad 1996). Yontem A
vitamininin 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile renkli bir bilesik olusturma ve bu
bilesigin 610 nm’de maksimum absorbans gosterme prensibine dayanmaktadir. f-
karotenden 0,25, 0,5, 1.0, 2,5 ve 5,0 mg/mL alinarak 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile
renkli tiirev olusturuldu ve standart grafik olusturuldu. Daha sonra Tirmit mantarindan
(Lactarius volemus) elde edilen ekstreden numune alinarak ayni yontem kullanilarak

6l¢tim yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif protein icin hazirlanan standart egri

Kantitatif protein tayininde Coomassie brillant blue yontemi kullanildi. BSA
kullanilarak ilk once standart egri hazirlandi. Homojenatlarda, saflastirilan enzim
cozeltilerinde, proteolitik aktivitenin belirlenmesinde bu egri kullanildi. Standart
cozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

0,5 A

04 A

Absorbans (595 nm)

y =0,0074x - 0,0013
R?=0,9954

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Mg protein

0,1 -

Sekil 4.1. Coomassie brillant blue yontemi ile protein tayini ig¢in kullanilan standart
grafik
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4.2. Tirmit Mantarindan (Lactarius volemus) Proteaz Enziminin Saflastirilmasi

Sonuglar

4.2.1. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) proteaz enziminin CM-Sephadex

iyon degisim kromatografisi ile saflastirilmasi sonugclari

Proteaz enzimi tirmit mantarindan (Lactarius volemus) iki basamakta saflastirildi.

1. basamakta homojenatta %0-%100 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
%50-%70 araligindaki ¢okelek 0,05 M asetat tamponunda (pH:5.7) ¢oziildii, aktivite
tayini yapilinca yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Yiiksek proteolitik
aktivite gosteren enzim ¢ozeltisi 4 saat boyunca, +4°C’de, 2 kez 25 uM asetat
tamponuna (pH:5.7) kars1 diyalizlendi.

2. basamakta homojenat 0.05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelenen CM-Sephadex
iyon degisim kolonuna yiiklendi. Kolon 150 mL 0.05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile
yikandi. Enzimin kolondan eliisyonu 0,1-0,5 M NaCl konsantrasyonu igeren yine ayni
tampon kullanilarak yapildi. Toplanan eliatlarda proteolitik aktivite olgiildi. Aktif

eliatlar birlestirilerek enzim havuzu olusturuldu.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin aktivite

absorbans grafigi Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.2. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) CM-Sephadex iyon degisim kolonu
ile saflastirilan proteaz enziminin aktivite-absorbans grafigi

4.2.2. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) proteaz enziminin saflastirma

basamaklari sonuclari

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) elde edilen homojenatta, amonyum siilfat
¢oktiirmesinden sonra, CM-Sephadex iyon degisim kromatografisinden elde edilen aktif
eluatlarda Bradford yontemi ile protein tayini yapildi ve her basamakta proteaz

enziminin kag kat saflastirildigi hesaplandi.

Sonuglar Cizelge 4.1°de gosterildi.
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Cizelge 4.1. CM-Sephadex kolonundan tirmit mantarindan (Lactarius volemus) elde edilen
proteaz enzim homojenatinda enzim {initesi, spesifik aktivite ve homojenattan saflastirilan
proteaz enziminde enzim tinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari.

Total

Enzim Hacim Aktivite Aktivite Protein Spe§|f|k Saflagtirma
Fraksiyonu mL EU/mL (mg/mL) Aktivite orani
EU % EU/mg
Ham
Ekstrakt 100 1.23 123 | 100 3.53 0.34 -
%70
90 0.87 78.3 | 63.66 0.98 0.88 2.58
(NH,),S0,
M- 20 246 | 492 | 40 0.12 205 60.29
Sephadex ‘ ‘ ' ' '

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuglari

Saflagtirilan proteaz enziminin safligint kontrol etmek amaciyla SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi. Kesikli SDS-PAGE’ne saflastirilan proteaz enzimi yerlestirildi.

Proteaz enziminin yani sira elektroforeze molekiil agirligi bilinen standart proteinler

yiklendi. Sonuglar tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz

enziminin 26,1 kDa agirliginda tek birimi oldugunu gosterdi.

Protein bantlariin fotografi Sekil 4.3’te gosterildi.
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Sekil 4.3. CM-Sephadex iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan proteaz enziminin

SDS-PAGE fotografi
*(1: BSA 66 kDa, yumurta albiimin 45 kDa, CA 29 kDa, a-laktalbiimin 14 kDa, Il:Tirmit mantarindan
saflagtirilan proteaz enzimi)

4.3. Tirmit Mantarindan (Lactarius volemus) Saflastirllan Proteaz Enzimi Uzerine

Kinetik Calismalarin Sonuclari

4.3.1. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin

optimum pH sonuglar:

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin optimum
pH’sin1 belirleyebilmek igin pH 4-9 araliginda aktivite olgtimleri yapildi. pH 4-5
araliginda 0,1 M asetat tamponu, pH 6-7 araliginda 0,1 M fosfat tamponu, pH 8-9
araliginda 0,1 M Tris-HCI, pH:10’da ise 0,1 M borat tamponu kullanildi. Proteaz enzimi
icin pH degisimine kars1 proteolitik aktivite miktar1 Sekil 4.4’te verildi.
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Sekil 4.4. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin
aktivitesi tizerine pH’nin etkisi

4.3.2. Optimum sicaklik sonuglari

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin optimum
sicakligini belirlemek igin 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve 90°C’

de aktivite dl¢timleri yapildi.

Aktivite — Sicaklik grafigi Sekil 4.5°te verildi.



42

1,6 -

1,2

0,8 -

Aktivite (EU)

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Sicakhk °C

Sekil 4.5. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin
aktivitesi {izerine sicakligin etkisi

4.3.3. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg: tayini sonuglari

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin molekiil agirlig:
jel filtrasyon kromatografisi ile belirlendi. 0,05 M NasPO4,/1 mM DTT (pH:7) tamponu
ile dengelenmis kolana ilk olarak BSA (66 kDa), CA (29 kDa) ve a-laktalbiimin (14
kDa) protein standartlar1 yiikklendi ve aynmi tamponla eliie edilerek standart grafik
olusturuldu. Daha sonra saflastirilan proteaz enzimi kolona yiiklendi ve 0,05 M
NasPO4/1 mM DTT (pH:7) tamponu ile eliie edildi. Sonuglar standart grafikle
karsilastirildi.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin jel filtrasyon
kromatografisi ile molekiil agirligi 26,1 kDa olarak belirlendi. Molekiil agirlig: tayini
icin hazirlanan standart grafik Sekil 4.6’da, enzimin absorbans grafigi Sekil 4.7°de

verildi.
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Sekil 4.6. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin jel

filtrasyon kromatografisi standart grafigi
*(Sephadex G-100, BSA (66 kDa), CA bovine (29 kDa), a-laktalbiimin (14 kDa)).
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Sekil 4.7. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan absorbans grafigi
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4.3.4. Kazein substratina kars1 Ky, ve Vi« degerlerinin hesaplanmasi sonuglari

Vmax V& Ku degerlerini belirlemek igin enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanildi.
100 mL’sinde 1 gr kazein bulunan ¢ozeltiden her bir tiipe 100uL, 200uL, 400 pL,
600uL, 800 uL ilave edildi. Tiiplere 500 uL enzim ¢o6zeltisi ve son hacim 2,5 mL
olacak sekilde tampon ¢ozelti ilave edildi. Tipler 40°C’de 20 dakika boyunca inkiibe
edildi ve bu siire sonunda tiiplere 3 mL %5’lik TCA c¢ozeltisi eklendi. 30 dakika
sonunda ¢oken proteinler 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi ve daha sonra
filtre edilerek, siipernatant icerisinde bulunan protein miktar1 Bradford metodu ile
belirlendi. Koér ayni substrat konsantrasyonlarinda enzimsiz olarak hazirlandi, enzim

yerine tampon ¢ozelti kullanildi.

1/V’ye karsilik 1/[S] Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Elde ettigimiz sonuglardan Vpmax
ve Ky degerleri hesaplandi. Tirmit mantarindan saflastirilan proteaz enziminin Ky ve

Vmax degerleri sirastyla 0,975 uM ve 1,21 pg/mL.dak olarak belirlendi.

> 17
~
—

/

0,4 -
02 |  y=0,9457x+0,822
R? =0,8199
-1 0,8 0,6 0,4 0,2 0 0,2 0,4
1/[S]

Sekil 4.8. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi igin
kazein substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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4.3.5 Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin

substrat spesifikliginin belirlenmesi sonuglari

Hemoglobin, jelatin, azoalbiimin, azokazein substratlarina karsi, tirmit mantarindan
(Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin substrat spesifikligi, enzimin

proteolitik aktivitesinden yararlanilarak belirlendi.

Enzimin aktivitesini belirleyebilmek i¢in %1°lik hemoglobin, jelatin, azoalbiimin ve
azokazein ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 pL, 400 pL, 600 uL, 800 pL alindi ve hacim saf
su kullanilarak 1 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan her bir tipe 0,5 mL enzim ¢ozeltisi
ilave edildi ve son hacim 2,5 mL olacak sekilde tampon ¢ozelti eklendi. 20 dakika
boyunca 40°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA eklenerek reaksiyon
durduruldu. Cokmenin tamamen gergeklesmesi i¢in 30 dakika boyunca beklendi ve bu
stireden sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifijjlendi. Siipernatant filtre
edildikten sonra, siipernatant igerisindeki parcalanmig friinlerin miktar1 Bradford
Metodu ile belirlendi.

Sonuglar Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.9. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi igin
hemoglobin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi igin
jelatin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.11. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi igin
azoalblimin substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.12. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi igin
azokazein substrat ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.2. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin
substrat spesifikligi sonuglari

Substrat Kv (uM) Vmax (ng/mL.dak)
Kazein 0,975 1,21
Hemoglobin 2,5 14
Jelatin 3,33 1,03
Azoalbiimin 1,92 0,65
Azokazein 3,35 1,74

4.3.6. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimin

aktivitesi iizerine bazi katyonlarin etkisinin incelenmesi sonuglari

10 mM olan; MnCl,, CaCl,, FeCl,, FeCls, NiCl,, MgCl,, HgCl, ¢o6zeltileri hazirlandi.
Son konsantrasyonlar 0,4 mM, 0,8 mM, 1,2 mM, 1,6 mM ve 2 mM olacak sekilde bu
¢ozeltilerden 100 pL, 200 uL, 300 uL, 400 pL, 500 pL alindi.

Konsantrasyonu 1 mM olan; MnCl,, CaCl,, FeCl,, FeCl;, NiCl,, MgCl,, HgCl,
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,04 mM, 0,08 mM, 0,12 mM, 0,16 mM ve
0,20 mM olacak sekilde bu ¢ozeltilerden 100 uL, 200 pL, 300 uL, 400 uL, 500 puL

alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.

Konsantrasyonu 0,1 mM olan; MnCl,, CaCl,, FeCl,, FeCls, NiCl,, MgCl,, HgCl,
¢ozeltileri hazirlandi. Son konsantrasyonlar 0,004 mM, 0,008 mM, 0,012 mM, 0,016
mM ve 0,02 mM olacak sekilde bu ¢6zeltilerden 100 puL, 200 uL, 300 uL, 400 uL, 500

uL alind1 ve saflastirilan proteaz enzimi iizerine etkisi belirlendi.
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Proteolitik aktivite %1°lik kazein varliginda kazeinin sindirimi metoduna gore 3.5.6’da
anlatildig: gibi belirlendi.

Sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM FeCl,’iin etkisinin sonuglar
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Sekil 4.14. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MnClI,’iin etkisinin sonuglari
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Sekil 4.15. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM CacCl,’{in etkisinin sonuglar1
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Sekil 4.16. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM NiCl,’tin etkisinin sonuglar1
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Sekil 4.17. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM FeCls’iin etkisinin sonuglari
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Sekil 4.18. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM HgCl,’in etkisinin sonuglari
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Sekil 4.19. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MgCl,’iin etkisinin sonuglari
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Cizelge 4.3. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi lizerine bazi katyonlarim etkisinin sonuglari

. Konsantrasyon Proteolitik Aktivite
Kimyasallar (MM) (%)
Kontrol - 100
0,1 124,08
MgCl, 1,0 94,06
10 113,91
0,1 91,71
MnCl, 1,0 71,60
10 70,20
0,1 90,06
FeCl, 1,0 85,50
10 100,09
0,1 94,50
NiCl, 1,0 61,62
10 50,27
0,1 149,52
FeCl, 1,0 142,77
10 139,09
0,1 132,73
CaCl, 1,0 95,41
10 86,82
0,1 73,05
HgCl, 1,0 27,75
10 08,86
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4.3.7. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enziminin

aktivitesi iizerine bazi kimyasallarin etkisinin incelenmesi sonuclari

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi tizerine
SDS (Sodyum dodesil siilfat), iyodasetamid, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) ve
B-merkapto etanoliin etkileri incelendi. Bunun icin saflagtirilan enzimin kazein

substratina kars1 proteolitik aktivitesinden yararlanildi.

0,1 mM, 1 mM ve 10 mM’lik hazirlanan SDS, EDTA, iyodasetamid ve B-merkapto
etanol ¢ozeltilerinden 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 uL alindi, 1 mL %1°lik
kazein ¢ozeltisi ve 0,5 mL enzim c¢ozeltisi eklendi. Enzim igin proteolitik aktivite

dakikada pargaladigi pg protein/mL olarak hesaplandi.

——0,1mM —8—1mM —e—10mM
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0 T T T
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Sekil 4.20. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM EDTA’in etkisinin sonuglari
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Sekil 4.21. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM SDS’nin etkisinin sonuglari
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Sekil 4.22. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi iizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM iodasetamid’in etkisinin sonuglari
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Sekil 4.23. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM B-merkapto etanol’iin etkisinin sonuglari

Cizelge 4.4. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi lizerine bazi kimyasallarin etkisinin belirlenmesi sonuglari

Kimyasallar Konsantrasyon Proteoli(t(i)};)Aktivite
Kontrol - 100
01 1,61
Iyodasetamid 1,0 0,49
10 0,00
01 1,09
B-merkaptoetanol 1,0 0,55
10 0,00
0,1 35,87
SDS 1,0 15,89
10 0,00
01 29,54
EDTA 1,0 11,96
10 0,00
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4.4. Saflastirilan Proteaz Enzimi Kullanilarak Siitiin Coktiiriilmesi Sonuclari

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin siitii ¢coktiiriip
coktiirmedigi arastirildi. Cokmenin 30 dakika sonunda 50°C’de meydana geldigi
belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.24°de verilmistir.

Sekil 4.24 Saflastirilan proteaz enzimi kullanilarak siitiin ¢oktiiriilmesi
*(I: Kontrol, I1: Enzim, I111: Homojenat)
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4.5. Saflastirilan Proteaz Enzimi Kullamlarak Kan Lekesini Temizleme Etkisinin

Incelenmesinin Sonuclari

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirllan proteaz enziminin temizlik
tirtinlerinde katki maddesi olarak kullanilip kullanilamayacagi arastirildi. Bu amagla 3
adet (5x5) kumas pargasi iizerine 50 pL kan damlatildi ve kurumasi beklendi. 100
mL’lik 3 adet beher alindi ve 1. behere 1 mL enzim c¢ozeltisi, 10 mL 0,1 M asetat
tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanilarak 50 mL ye tamamlandi, 2. behere 1
mL deterjan, 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanilarak
50 mL ye tamamlandi, 3. behere ise 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve
hacim saf su kullanilarak 50 mL’ye tamamlandi. Kurutulan kumaslar hazirlanan 3

beherde 1 gece boyunca bekletildi.

Sonuglar Sekil 4.25’te verilmistir.

| [ [T1

Sekil 4.25. Saflastirilan proteaz enzimi kullanilarak kanin temizlenmesi etkisinin

sonuglari
*(1: Deterjan, 1I: Enzim, 111: Kontrol)

4.6. Tirmit Mantarimin (Lactarius volemus) C Vitamini Miktarimin Belirlenmesi

Tirmit  mantarinda  (Lactarius  volemus) bulunan C  vitamini  miktari
diklorofenolindofenol (DCPIP) ile titrasyon yapilarak belirlendi (Smirnoff, 2000). Bitki
homojenatina %0,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP) ¢ozeltisi damla damla ilave

edildi. Mavi rengin olusmas ile titrasyon sonlandi. 0,001 g olan her 1 cm® DCPIP
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0,0015 g askorbik aside karsilik gelecek sekilde hesap yapilarak numunedeki C vitamini
miktar1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Smirnoff 2000).

Askorbik asit miktar1 (mg/100g) = VxFx100 / W

Sonuglar Cizelge 4.5’te verilmistir.

4.7. Tirmit Mantarmmn (Lactarius volemus) E Vitamini Miktarinin Belirlenmesi

a-tokoferol’lin standart ¢ozeltisinden 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ug/mL alinarak H,SO, ilave
edilerek tokoferil asetatin ester formu hidroliz edildi. Ardindan ortama 0,5 mL 0,01 M
tetrazolium blue, 5 mL 0,2 M NaOH ve metanol ilave edildi, 90°C’de 10 dakika
inkiibasyondan sonra 526 absorbanbsi olgiildii ve standart grafik olusturuldu. Tirmit
mantarimin (Lactarius volemus) E vitamini miktar1 standart grafikten faydalanilarak
hesaplandi (Cizelge 4.5).
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0,1 A ¢
’ R*=0,9623
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a-Tokoferol (ng/ml)

Sekil 4.26. E vitamini tayini standart grafigi
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4.8. Tirmit Mantarmn (Lactarius volemus) A Vitamini Miktarmin Belirlenmesi

Tirmit mantarinin (Lactarius volemus) A vitamini tayini Limited ve Hyderabad
tarafindan gelistirilen yontem ile yapildi (Limited and Hyderabad 1996). Yontem A
vitamininin 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile renkli bir bilesik olusturma ve bu
bilesigin 610 nm’de maksimum absorbans gosterme prensibine dayanmaktadir. -
karotenden 0,25, 0,5, 1.0, 2,5 ve 5,0 mg/mL alinarak 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile
renkli tiirev olusturuldu ve standart grafik olusturuldu. Daha sonra Tirmit mantarindan
(Lactarius volemus) elde edilen ekstreden numune alinarak ayni yontem kullanilarak

6l¢tim yapildi ve A vitamini miktar1 hesaplandi.

Sonuglar Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.27. A vitamini tayini standart grafigi
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Cizelge 4.5. Tirmit mantarinin (Lactarius volemus) vitamin tayini sonuglari

Vitamin Su ekstrakti Petrol eteri ekstrakti
(mg/100 gr) (ng/100 gr)
A yiami -
((Et\é;:g;zlrgll) - 370,13
(Ailzc/)irtbairl?iansiit) 180,32 ]
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢aligmada yenilebilir tirmit mantarindan (Lactarius volemus) proteaz enzimi
saflagtirildi, tirmit mantarinda (Lactarius volemus) A vitamini, E vitamini ve C vitamini
miktarlart belirlendi ve ayrica saflastirilan proteaz enziminin gida ve temizlik

endiistrisinde kullanilip kullanilamayacagi arastirildi.

Literatiir arastirmalarimiz sonucunda proteaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan en
yaygin yontemin iyon degisim kromatografisi oldugu belirlenmistir ve bu yontem 2

basamaktan olusmaktadir.

1. Basamakta %50-70 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve g¢okelekte

yiiksek proteaz aktivitesi belirlenmistir.

2. Basamakta ise diyalizlenen enzim homojenati CM-Sephadex iyon degisim kolonuna
yiikklenmis ve 0,1-0,5 mM NaCl ile tuz gradienti olusturularak eliie edilmis ve aktif

eliiatlarda protein tayini yapilmustir.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) 2 basamakta saflagtirilan proteaz enziminin
aktivite-absorbans grafigi Sekil 4.2’de verilmistir. Ayrica her basamakta spesifik
aktiviteler hesaplanarak saflagtirma tablosu olusturulmus ve proteaz enziminin 60,29 kat
saflastirildigr  belirlenmistir. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan
proteaz enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE yapilmistir. Enzimin saf
oldugu belirlenmis olup jelin fotografi ¢ekilmistir. Jelin fotografi Sekil 4.3’te

gosterilmistir.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) proteaz enziminin optimum pH degerini

belirlemek icin pH:4-10 araliginda aktivite olgiimleri yapilmis ve aktivite-pH grafigi
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cizilmigtir (Sekil 4.4). Enzimin optimum pH’sinin 7 oldugu ve pH:4-9 araliginda

aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin optimum
sicaklik degerini belirlemek amaciyla 10-90°C araliginda enzimin aktivitesi 6l¢iilmiis ve
optimum sicakligin  60°C ve enzimin 10-80°C araliginda aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin molekiil agirlig:
jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak 26,1 kDa olarak belirlenmistir. Jel filtrasyon
kromatografisi standart grafigi ve molekiil agirligr tayini grafigi sirasiyla Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7°de verilmistir.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin kazein
substratina karst Ky ve Vmax degerlerinin hesaplanmasinda Linewear-Burk grafikleri
olusturulmus ve Ky Ve Vinax degerleri sirasiyla 0,975 uM ve 1,21 pg/mL*dakika olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.8).

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflagtirilan proteaz enziminin substrat
spesifikligini belirlemek i¢in hemoglobin, jelatin, azoalbiimin, azokazein substratlarina
kars1 proteolitik aktivite olgiimleri yapildi ve Linewear-Burk grafikleri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanilarak her substrat i¢in Ky ve Vmax degerleri belirlendi ve en fazla

ilginin kazein substratina kars1 oldugu goriildii. Sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi
iizerine Hg** Mn?*, Ca®*, Fe*, Fe**, Ni**, Mg?* (10 mM, 1 mM, 0,1 mM) katyonlarinin
etkisi de belirlenmistir. Tiim katyonlarin kloriirlii tuzlart kullanilmistir. Cizelge 4.3’te
goriildiigii gibi Mg?*, Fe**, Ca?* iyonlarimin enzimi aktivite ettigi Hg®* Mn®*, Ni%*

katyonlarinin enzimi inhibe ettigi belirlenmistir.
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Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi
tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM B-merkapto etanol, SDS, EDTA ve iyodasetamid
kimyasallarinin etkisi belirlenmistir. SDS ve EDTA’nin disiik konsantrasyonlarda
enzimi kismen inhibe ettigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise uygulanan tim

kimyasallarin enzimi tamamen inhibe ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin siitii ¢oktiiriip
¢oktiirmedigi konusuda arastirilmis ve en iyi ¢okmenin 50°C’de 30 dakikada meydana

geldigi belirlenmistir.
Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflagtirilan proteaz enziminin temizlik
tirtinlerinde katki maddesi olarak kullanilip kullanilamayacagi da arastirilmis olup kan

lekesini temizleme etkisi incelenmis ve kismen etkili olabilecegi sonucuna varilmigtir
(Sekil 4.23).

Tirmit mantarinda (Lactarius volemus) bulunan C vitamini, E vitamini ve A vitamini

miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Sonug olarak;

1. Proteaz enzimi, tirmit mantarindan (Lactarius volemus) amonyum siilfat ¢oktiirmesi

ardindan CM-Sephadex kromatografisi kullanilarak saflastirildi.

2. CM-Sephadex iyon degisim kolonu ile enzim 60.29 kat saflastiriimistir.

3. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin optimum

pH’s1 7 olarak bulunmustur.
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4. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin optimum

sicakligi 60°C olarak belirlenmistir.

5. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin kazein
substratina kars1 Ky ve Vmax degerleri sirastyla 0,975 uM ve 1,21 pg/mL*dakika olarak

belirlenmistir.

6. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin hemoglobin,
jelatin, azokazein, azoalbiimin substratlarina karsi substrat spesifikligi belirlenmistir
(Cizelge 4.2).

7. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin molekiil

agirhigi 26,1 kDa olarak hesaplanmustir.

8. Proteaz enzim aktivitesi iizerine Hg®* Mn?*, Ca®*, Fe?*, Fe**, Ni**, Mg*
katyonlarinin, f-merkapto etanol, SDS, EDTA ve iyodasetamid kimyasallarinin etkileri
incelenmis ve yiiksek konsantrasyonlarda Hg** ve p-merkapto etanol, SDS, EDTA ve

iyodasetamidin saflastirilan proteaz enzimini tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir.

9. Tirmit mantarindan (Lactarius volemus) saflastirilan proteaz enziminin siitii ¢oktiiriip

¢oktiirmedigi arastirilmistir. En iyi ¢gékmenin 50°C’de 30 dakikada oldugu gbzlenmistir.

10. Tirmit mantarinda (Lactarius volemus) bulunan C vitamini miktar1 18 mg/100g
olarak belirlenmistir. Tirmit mantarinda (Lactarius volemus) bulunan ¢ vitamini miktari
limon ve portakalla karsilastirildiginda ¢ok diisiik sayilabilir. Limonda 100 mg/100g,
portakalda ise 190 mg/100g olarak ¢ vitamini (askorbik asit) miktar1 belirlenmistir.
(Bacharach et al. 1934)



66

11. Tirmit mantarinda (Lactarius volemus) bulunan E vitamini miktar1 37 pg/100g
olarak bulunmustur. Patateste E vitamini miktar1 230 pg/100g iken misirda 133 pg/100g
olarak belirlenmistir (Warman and Havard 1998).

12. Yapilan arastirmalarda avucun A vitamini miktar1 12,45 mg/100g (Warman and
Havard 1997) Tirmit mantarinda ise (Lactarius volemus) A vitamini miktar1 68 pg/100g

olarak belirlenmistir.

Bu calismada Erzurum ve ¢evresinde dogal olarak yetisen bilimsel adi Lactarius
volemus olan mantar tiiriinden proteaz enziminin saflastirilmasi, karakterize edilmesi ve
bu enzimin temizlik ve gida endiistrisinde kullanilip kullanilamayacagi sorusuna cevap
arandi. Saflagtirillan proteaz enziminin siiti  ¢oktiirdigi ve peynir yapiminda
kullanilabilecegi goriildi. Saflastirilan proteaz enziminin kan proteinlerini pargaladigi
yapilan deneyler sonucunda anlasildi. Mantarin vitamin yoniinden de zengin oldugu
belirlendi ve protein miktarinca zengin olan yenilebilir bu mantar tiiriiniin besleyici bir

gida {irlinii olarak rahatlikla tiiketilebilecegi sonucuna varildu.
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