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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

TĠRMĠT MANTARINDAN (Lactarius volemus) BAZI VĠTAMĠNLERLE (A, E, 

C), PROTEAZ ENZĠMĠNĠN TANIMLANMASI VE ENZĠMĠN ENDÜSTRĠYEL 

UYGULANABĠLĠRLĠĞĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Aykut ÖZTEKĠN 

Atatürk Üniversitesi 

Fen BilimLeri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

DanıĢman: Prof. Dr. Nazan DEMĠR 

Proteazlar proteinlerin peptitlere ve aminoasitlere hidrolizini katalizler. Hem 

biyokimyasal hem de endüstriyel uygulamalarda en önemLi enzim gruplarından biridir. 

Bu çalıĢmada Erzurum’un Hamam deresi kırsalından toplanan yenilebilir bir mantar 

türü olan tirmit mantarından (Lactarius volemus) (NH4)2SO4 çöktürmesi, CM-Sephadex 

iyon değiĢim kromotografisi kolonu kullanılarak proteaz enziminin saflaĢtırılması 

gerçekleĢtirildi. Enzim için optimum pH ve optimum sıcaklık, kazein, azokazein, 

jelatin, hemoglobin, azoalbümin substratları için KM ve Vmax değerleri belirlendi. Tirmit 

mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin saflığını kontrol etmek 

için SDS-PAGE kullanıldı. Enzimin molekül ağırlığı 26,1 kD olarak jel filtrasyon 

kromatografisinden yararlanılarak hesaplandı. 

 

Enzim aktivitesi üzerine Hg
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Fe
3+

, Ni
2+

, Mg
2+

 (10 mM, 1 mM, 0,1 

mM) katyonlarının, EDTA, SDS, β-merkapto etanol ve iyodasetamid kimyasallarının 

etkisi incelendi. 

 

SaflaĢtırılan proteaz enziminin sütü çöktürmesi ve kan lekesi üzerine etkisi araĢtırıldı. 

Sonuçlar saflaĢtırılan proteaz enziminin peynir üretiminde kullanılabileceğini gösterdi. 

Tirmit mantarının (Lactarius volemus) A vitamini (β-karoten) miktarı 68±0,24 µg/100 

g, E vitamini (α-tokoferol) miktarı 37±0,13 µg/100 g ve C vitamini (askorbik asit) 

miktarı 18±0,32 mg/100 g olarak belirlendi. 

 

2011, 69 Sayfa 

Anahtar Kelimeler: Proteaz, mantar (Lactarius volemus), peynir, kazein, endüstriyel 

uygulama 
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ABSTRACT 

 

Master Thesis 

CHARACTERIZING SOME VITAMINS (A, E, C), PROTEASE ENZYME 

FROM NON-TOXIC EDIBLE MUSHROOM (Lactarius volemus) AND 

RESEARCHING THE INDUSTRIAL APPLICATION OF THE ENZYME 

 

Aykut ÖZTEKĠN 

Atatürk University  

Graduate School of Naturel and Applied Sciences  

Department of Chemistry  

Supervisor: Prof. Dr. Nazan DEMĠR 

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)2SO4 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 Km and Vmax 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
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Fe
3+

, Ni
2+

, Mg
2+

 (10 mM, 1 mM, 0,1 mM) cations 

and EDTA, SDS, β-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 (β-carotene), 

Vitamin E (α-tocopherol) and Vitamin C (ascorbic acid) values are determined as 

68±0,24 µg/100 g, 37±0,13µg/100 g and 18±0,32 mg/100 g respectively. 

 

2011, 69 Pages 

Keywords: Protease, mushroom (Lactarius volemus), cheese, casein, industrial 

application 
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1. GĠRĠġ 

 

Organizmaların yaĢamlarını sürdürebilmeleri için kendi kimyasal reaksiyonlarını seçici 

ve yeterli bir Ģekilde katalizleme yeteneğine sahip olmaları gerekir. Kataliz olmaksızın 

yıllarca sürebilecek kimyasal reaksiyonlar katalizörler varlığında saniyeler içinde 

gerçekleĢebilir. Enzimler benzer substratlar arasında inanılmaz derecede seçim 

yapabilen, reaksiyonun gerçekleĢme hızını 10
17 

kat kadar arttırarabilen özgül 

biyomoleküllerdir. 

 

Enzimler biyokimyasal süreçlerde merkez durumundadır. Enzim katalizli besin 

moleküllerinin parçalandığı tepkimelerde kimyasal enerji korunur, dönüĢtürülür ve basit 

öncüllerden biyolojik makromoleküllerin üretimi sağlanır (Lehninger 2005). 

 

Enzimlerin çoğu protein yapısındadır. Bir kaçı ise ribonükleik asit veya 

ribonükleoproteinlerdir. Katalitik mekanizma substrat ile enzimin birbirine bağlandığı 

ve kimyasal reaksiyonun gerçekleĢtiği göreceli olarak küçük olan aktif bir bölgede 

gerçekleĢir. Enzimatik reaksiyonlarda ki temel olaylar enzim ve substratın dinamik ve 

direkt etkileĢmenin gerçekleĢtiği bu bölgede meydana gelir. Aktif bölgede hidrofobik, 

elektrostatik, dipolar etkileĢimler ve hidrojen bağları oluĢur. Fonksiyonel gruplar içeren 

aminoasitlerin yan zincirleri glutamat, aspartat, lisin, histidin, arginin, serin, treonin, 

trozin ve sistein dizilerinin karboksi, amino, imidazol, hidroksi ve tiol grupları ile 

kimyasal katalizi gerçekleĢtirir. Bu fonksiyonel gruplar substrat ile enzim arasında 

elektrostatik etkileĢmeyi sağlar, hidrojen bağları oluĢturur ve bu Ģekilde asit-baz, 

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

 

Enzimler 12 000’den 1 000 000’a kadar değiĢen molekül ağırlığına sahip olabilirler. 

Enzimlerin bazıları aktiviteleri için yalnızca aminoasit kalıntılarına diğerleri ise aktivite 

için kimyasal gruplara ihtiyaç duyar. Bu kimyasal gruplar kofaktör olarak adlandırılır. 

Fe, Mg, Mn, Zn gibi metal iyonları ve koenzim olarak adlandırılan organik ve 
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metalloorganik moleküller kofaktörler olabilir. Enzim proteinine bağlanan metal 

iyonuna ve koenzime prostetik grup denir. Metal iyonu ya da koenzimiyle aktif olan 

enzime holoenzim, holoenzimi oluĢturan protein kısmı ise apoenzim olarak ifade edilir 

(Lehninger 2005). 

 

Enzimler; Enzim katalizli reaksiyonlarda ΔG’yi düĢürür ve reaksiyonun 

gerçekleĢmesini kolaylaĢtırır. Substratın ürüne dönüĢtüğü geçiĢ aĢamasında ihtiyaç 

duyulan ortamı yaratır, aktivasyon enerjisini düĢürür. ES kompleksini oluĢturmak için 

geçici olarak substratla reaksiyona girer ve reaksiyonun gerçekleĢmesi için alternatif bir 

yol üretir. Substratı reaksiyon için uygun bir hale getirerek reaksiyon entropisini 

düĢürür. Reaksiyonlarda sıcaklığı yükseltir, sıcaklığın yükselmesi enzimin 

fonksiyonunu gerçekleĢtirmesinin ve sonuç ürününün oluĢmasını hızlandırır, fakat çok 

fazla sıcaklık enzimin Ģekline zarar verir ve enzim denature olur (Fersht 1985). 

 

Bir enzimin aktivitesini ifade etmek için IU (International Unit) tanımlaması kullanılır. 

Bir ünite enzim (EU), bir dakikada 1 µmol substratı ürüne dönüĢtüren veya 1 µmol ürün 

oluĢumunu katalizleyen enzim miktarı olarak ifade edilir. Enzim aktivitesinin 

ölçülmesinde kullanılan bir diğer birim spesifik aktivitedir. Spesifik aktivite 1 mg 

protein baĢına düĢen enzim ünitesinin sayısıdır. 

 

      Ü            
    

     
 

 

                  
  

          
 

 

Enzim katalizli reaksiyonların hızlarına etki eden faktörleri; sıcaklık, pH, iyonik Ģiddet, 

substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, ortamda bulunan aktivatör ve 

inhibitörler olarak sıralayabiliriz. 
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Enzimin maksimum aktivite gösterdiği pH’ya o enzimin optimum pH’sı denir. Enzim 

çalıĢmalarında hidrojen iyonunun konsantrasyonunu elveriĢli durumda tutmak için 

tamponlar kullanılır. Bir enzimin optimum pH’sı substratının yapısına ve elde edildiği 

kaynağa bağlıdır (Özata ve Kutlu 2000). 

 

Enzimler ortamın asidik veya bazik olmasına karĢı duyarlıdırlar. Pepsin pH:1,5-2,5 

arasında en yüksek aktiviteye sahiptir. Enzimlerin çoğu pH’nın 1’e kadar düĢmesine 

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

 

Enzimatik reaksiyonlar için sıcaklığın etkisi değiĢkendir. Sıcaklık enzimatik reaksiyon 

hızlarını yükseltir. Ancak enzimlerin büyük çoğunluğu protein yapılı olduğundan 

sıcaklık yükseldiğinde denatüre olurlar ve aktivite göstermezler. Enzimin maksimum 

aktivite gösterdiği sıcaklık optimum sıcaklıktır (Özata ve Kutlu 2000). 

 

Enzimler 6 ana grup olarak sınıflandırılır: 

 

1. Oksidoredüktazlar: Ġki substrat arasındaki oksidasyon-redüksiyon reaksiyonlarını 

katalizleyen enzimlerdir. 

 

2. Transferazlar: Ġki substrat arasındaki hidrojenden baĢka fonksiyonel bir grubun 

transferini katalizleyen enzimlerdir. 

 

3. Hidrolazlar: Eter, ester, peptit, glikozit, anhidrit bağlarının hidroliz reaksiyonunu 

katalizleyen enzimlerdir. Proteolitik enzimler, nükleazlar, lipazlar, fosfatazlar ve 

glikozidazlar bu enzim grubuna dâhildir. 

 

4. Liyazlar: Substratlardan bazı grupların uzaklaĢtırıldığı ve çift bağların oluĢturulduğu 

tepkimeleri hidrolizden farklı bir mekanizma ile katalizleyen enzimlerdir. 
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5. Ġzomerazlar: Mutaz, epimeraz, rasemaz özel adları ile verilen bu enzimler 

geometrik, optik ve yapısal izomerlerin birbirlerine dönüĢüm reaksiyonlarını 

katalizlerler. 

 

6. Ligazlar: Bir bağın kopması sonucu ortaya çıkan enerji yardımıyla, iki metabolitin 

bağlanması reaksiyonlarını katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Küfrevioğlu 2005). 

 

Hücre içinde enzimin katalizlediği reaksiyonun hızının belirlenmesi, farklı 

organizmalarda ve dokulardaki izoenzimlerin karĢılaĢtırılması, metabolizmanın 

düzenlenmesindeki kontrol mekanizmalarının belirlenmesi, aktivatör ve inhibitör olarak 

görev yapabilecek maddelerin saptanması, enzimin aktif bölgesindeki aminoasitlerin ve 

yan grupların belirlenmesi enzimin kataliz mekanizmasını aydınlatmaya yardımcı olur 

(Temizkan ve Arda 2008). 

 

Bir enzimatik tepkimenin maksimum hızını (Vmax) bulmak için substrat 

konsantrasyonunu arttırmak ve bu Ģekilde serbest enzimlerin (E), substrata bağlanmıĢ 

(ES) kompleksine dönüĢtürülmesi gerekir. Enzimin maksimum hızında ES 

kompleksinin miktarı toplam enzim miktarına eĢittir. Enzimin maksimum hızının 

yarısına ulaĢması için gereken substrat miktarı Michaelis-Menten sabiti (KM) olarak 

bilinir ve aynı zamanda KM sabiti enzimin substrata olan ilgisinin bir ifadesidir. Diğer 

önemli bir parametre ise kcat’tir, bir saniyede aktif bölgede değiĢime uğrayan substrat 

molekülü sayısını ifade eder. 

 

Ġnhibitor enzim katalizli gerçekleĢen reaksiyonların hızlarını azaltan veya reaksiyonları 

tamamen durduran küçük molekül ağırlığına sahip bileĢikler veya iyonlardır. Enzim 

inhibisyonu dönüĢümlü veya dönüĢümsüz olabilir. Ġnhibitör enzime kovalent olarak 

bağlanır veya enzimle zor ayrıĢabilen bir kompleks oluĢturursa bu dönüĢümsüz 

inhibisyona örnek olur. DönüĢümsüz inhibisyonda Vmax azalır, KM değiĢmeden kalır 

(Altan 2000). 
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DönüĢümlü inhibisyonda inhibitör ile enzim etkileĢmesi bir denge reaksiyonu 

Ģeklindedir. YarıĢmalı, yarıĢmasız, yarı yarıĢmalı ve karıĢık tip inhibisyon olmak üzere 

4 kısımda incelenir.  

 

YarıĢmalı inhibisyonda, inhibitör ile substrat enzime bağlanmak için bir yarıĢ 

içerisindedir. Ġnhibitör yapısal olarak substrata benzer ve enzim üzerinde substratın 

bağlanabildiği bölgelere bağlanır. Ġnhibitörle substrat aynı anda enzime bağlanamaz. 

Substrat ile inhibitörün enzime bağlanması bir denge reaksiyonu olduğundan substrat 

konsantrasyonunun artırılması inhibisyon etkisini düĢürür. YarıĢmalı inhibisyonda 

maksimum reaksiyon hızı değiĢmez (Vmax), fakat maksimum hıza ulaĢmak için substrat 

konsantrasyonunun artırılması KM değerinin artmasına neden olur (Price 1979). 

 

Yarı yarıĢmalı inhibisyonda inhibitör serbest enzim yerine ES kompleksine bağlanır. 

OluĢan EIS kompleksi enzimatik olarak inaktif olur. Bu inhibisyon çeĢidine nadiren 

rastlanır, fakat multimerik enzimlerde görülebilir. EIS kompleksi ortamda sürekli olarak 

vardır ve bu Vmax’ın düĢmesine neden olur. ES kompleksi miktarının azalması da 

KM’nin düĢmesine yol açar.  

 

YarıĢmasız inhibitörler substratla aynı anda enzime bağlanabilir, fakat inhibitörün 

bağlandığı yer enzimin aktif bölgesi değildir. OluĢan hem EI hem de EIS kompleksleri 

enzimatik olarak inaktiftir. Yüksek substrat konsantrasyonunda bile enzimden 

ayrılmayan inhibitör Vmax değerini düĢürür. Substrat enzime yüksek inhibitör 

konsantrasyonlarında bile bağlı olduğundan Km değeri değiĢmeden kalır.  

 

KarıĢık inhibisyon, yarıĢmasız inhibisyona benzer, ancak EIS kompleksi düĢük de olsa 

enzimatik aktiviteye sahiptir. Bu tip inhibisyon çeĢidi Michaelis-Menten eĢitliğine 

uymaz.  
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Birçok organizmada inhibitörler feedback mekanizmasının bir parçası olarak görev 

alabilirler. Eğer bir enzim organizmada bir maddeden aĢırı miktarda üretirse, aĢırı 

miktarda üretilen madde bu maddeyi üreten enzimin inhibitörü gibi davranır ve bu 

Ģekilde aĢırı bir üretimin önüne geçilmiĢ olur. Multienzim sistemlerinin kendileri 

reaksiyon hızlarını düzenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerde reaksiyonun son 

ürünü, konsantrasyonu belirli bir düzeye geldiğinde sistemin ilk enzimini veya enzim 

sistemindeki dallanma noktasındaki enzimi inhibe ederek feedback inhibisyonunu 

gerçekleĢtirir.  

 

Biyokimya alnında en çok araĢtırma yapılan konu enzimlerdir. Enzimler tarım, gıda ve 

kimya endüstrisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Peynir, yoğurt, Ģarap, ekmek 

yapımında enzim katalizli reaksiyonlardan faydalanılmaktadır. Son yıllarda enzimlerin 

hastalık tanısı ve tedavisindeki önemi giderek artmıĢtır (Onat ve Emerk 1987). 

 

Gıda, deterjan ve niĢaĢta endüstrileri dünya enzim pazarının %75’ini oluĢturmaktadır. 

Proteazlar, amilazlar, lipazlar, pektinazlar ve selülazlar gibi hidrolazlar yaygın olarak 

kullanılan enzim gruplarıdır. 

 

Metabolizmada önemli iĢlevlere sahip olan proteolitik enzimler in-vitro olarakta çeĢitli 

endüstriyel uygulamalarda kullanılmaktadır. 

 

Proteazlar gıda endüstrisinde unlu mamüllerde, fermante ürünlerde, biranın 

olgunlaĢtırılmasında, peynir endüstrisinde, et olgunlaĢtırmada, deterjanlarda, deri 

sanayiinde biyomedikal uygulamalarda ve benzeri alanlarda yaygın olarak kullanılılan 

enzimlerdir (Topal 2000). 

 

Askorbik asit (C vitamini) sıvılarda oksidasyonu engellemede rol oynayan bir 

antioksidandır. BağıĢıklık hücrelerinde yüksek konsantrasyonlarda bulunur ve 

enfeksiyon sırasında çabuk bir Ģekilde tüketilir. BağıĢıklık sistemi ile ilgisi tam olarak 
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bilinmemekle birlikte fagosit aktivitelerini, sitokinlerin üretimini ve monositlerdeki 

adezyon moleküllerinin sayısını düzenlediği düĢünülmektedir (Preedy et al. 2010). 

 

Askorbik asit bitkilerin kloroplastlarında, fotosentezin oksidatif stresini iyileĢtirmede 

görev alır. Buna ek olarak hücre bölünmesinde ve protein modifikasyonunda da rol 

oynar (Smirnoff 1996). 

 

α-Tokoferol, yağda çözünen önemli bir antioksidandır. Lipid peroksidasyon zincir 

reaksiyonunda üretilen lipid radikalleriyle reaksiyona girerek hücre membranlarını 

oksidasyondan korur. Serbest radikallerin reaksiyona girmesini engeller (Traber and 

Atkinson 2007). 

 

E vitamininin birçok biyolojik fonksiyonu vardır. Antioksidan fonksiyonu E vitamininin 

en çok bilinen ve en önemli iĢlevi olarak düĢünülür. Enzimatik aktiviteleri düzenlemesi 

E vitamininin diğer önemli bir iĢlevi olarak karĢımıza çıkar (Bell 1987). 

 

A vitamini (Retinol, Retinal, Karotenoid) gözün ıĢık emici retinası, skotopik vizyon ve 

renk vizyonu tarafından gereksinim duyulan bir vitamindir. Epitelyal ve diğer hücreler 

için hormon benzeri büyüme faktörü olarak retinoik asit görev yapar. Retinoik asit gen 

trankripsiyonlarında önemli bir rol oynar. Retinol hücre tarafından alındığında retinol 

dehidrogenaz tarafından retinala okside edilir ve sonra retinal dehidrogenaz tarafından 

retinoik aside oksidize edilir (Duester 2008). 

 

A vitamini yiyeceklerde 2 temel formda bulunur: Birincisi retinoldür. Hayvansal 

yiyecekler yenildiği zaman alınan, A vitamini yapısında yağda çözünebilen, sarı bir 

maddedir. Saf alkol formu stabil olmadığından dokularda retinil ester formunda 

bulunur. Ticari olarak retinil asetat ve retinil palmitat olarak üretilir.  
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Ġkincisi ise alfa karoten, beta karoten, gama karoten ve ksantofil beta-cryptoxanthindir. 

Otçul ve etçil hayvanlarda A vitamini olarak fonksiyon gösterir. Bu türevler 

kullanılmadan önce enzimatik reaksiyonla retinale çevrilmesi gerekir. 

 

Bu çalıĢmada Erzurum ve çevresinde yaz aylarında yetiĢen, halk arasında tirmit mantarı 

olarak bilinen, yenilebilir bir mantar türü olan (Lactarius volemus)’tan proteaz 

enziminin saflaĢtırılması, karakterizasyonu, saflaĢtırılan proteaz, enzimin peynir 

yapımında ve deterjan katkısı olarak temizlik endüstrisinde kullanılıp 

kullanılamayacağının araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Ayrıca çalıĢma kapsamında tirmit 

mantarının (Lactarius volemus) A vitamini, C vitamini, E vitamini miktarları da 

belirlenmiĢtir.  
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2. KAYNAK ÖZETĠ 

 

Hidrolazlar ana grubuna dâhil olan proteazlar (4.3.1.1), proteolitik enzimler olarak da 

bilinir. Bunlar peptit bağlarının su etkisiyle bölünmesini katalizler. Endüstriyel kullanım 

potansiyelleri nedeniyle önemli bir enzim grubudur ve dünyada enzim pazarının 

%60’ına sahiptir (Çalkı 1999). 

 

Proteazlar bitkilerden, hayvanlardan ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilir. 

Günümüzde hayvanlardan insanlara geçen bazı hastalıkların var olmasından dolayı 

(SARS, deli dana, kuĢ gribi vs.), hayvansal proteazların özellikle gıda maddesi 

yapımında kullanımı konusunda kuĢkular oluĢmuĢtur bu geliĢme araĢtırmacıları yeni 

bitkisel proteaz kaynakları aramaya sevk etmiĢtir (Demir et al. 2005). 

 

Proteazlar aktif oldukları bölgelere göre ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak 

üzere ikiye ayrılırlar. Reaksiyon mekanizmalarına göre ise serin proteazlar, sistein 

proteazlar, aspartik proteazlar ve metalo proteazlar olmak üzere dörde ayrılırlar. Serin 

ve sistein proteazlar nükleofilik olarak substrata saldırırken aspartik ve metalo 

proteazlar su moleküllerini aktive ederek peptid bağlarını parçalarlar (Barrett et al. 

1998). 

 

Sistein proteazlar nükleofilik katalizörler gibi sistein kalıntıları ile birleĢen peptid 

hidrolaz aileleri, papain ailesi ve kaspaz ailesini içerir. Bitkisel kaynaklı bir enzim olan 

papain, mekanik açıdan en kapsamlı incelenmiĢ papain türüdür. Papain bitki kökenli bir 

enzim olmasına rağmen, papain benzeri birçok enzim hayvanlarda da bulunur (Barrett et 

al. 1998). 

 

Peptidazlar arasında katepsinler, bleomisin hidrolaz ve ubiquitin C-terminal hidrolazlar 

papain ailesindendir (Barrett et al. 1998). Kaspaz ailesi, diğer proteazlardan fonksiyonel 

aspartat sitelerinin varlığıyla ayrılan, kalsiyum-bağımlı sistein proteazlardır ve 



10 

 

 

 

apoptozis üzerindeki önemli rolünden dolayı hala üzerinde çalıĢılmaktadır. Sistein 

proteazlar, ilaç endüstrisinde önemli bir hedef haline gelmiĢtir (Lecaille et al. 2002). 

Tüm sistein proteazların çalıĢma mekanizmasının benzer olduğu düĢünülür ve papain 

üzerinde yapılan yoğun çalıĢmalar proteazlar için önemli bir örnek teĢkil eder.  

 

ġekil 2.1. Kimotripsin 3 boyutlu yapısı (yeĢil renkli bölgeler aktif bölgeler) 

 

Papain (EC 3.4.22.2), 212 aminoasitten oluĢan, papayadan izole edilmiĢ monomerik bir 

enzimdir ve peptidaz aktivitesi mekanizması, kimotripsin ve tripsin gibi proteazlara 

göre daha az bilinir (Glazer and Smith 1971). Papain, kimotripsin gibi ester ve tiyoester 

hidrolizini katalize eder. Papain iyodoasetat içeren alkilleyici ajanlar üzerindeki 

hassasiyeti yüzünden sistein kalıntılarına ihtiyaç duyar. 

 

ġekil 2.2. Sistein proteazların genel reaksiyon mekanizması 
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Serin proteazlar peptid bağlarının hidrolizini gerçekleĢtirirler. Peptit bağlarının 

hidrolizi; polipeptid hormon sürecinin, taĢıyıcı proteinlerden lider dizilerin 

taĢınmasının, yeni taĢınmıĢ proteinlerden N-terminal metioninin taĢınmasının, viral 

enfeksiyonda poliprotein sürecinin, yabancı proteinlerin sindirilmesinin, apoptozisde 

hücresel protein sindiriminin, besin proteinlerinin sindiriminin ve diğer birçok sürecin 

temelini oluĢturur.  

 

Serinin hidroksil grubu 13.4 pKa'ya sahiptir. Hücredeki pH değeri nötr olduğundan zor 

bir süreç olan alkoksite iyonize olmalıdır (Bruice et al. 1962). Serinin nükleofilik 

reaksiyonunun, geçiĢ evresinde, hidroksil grubundan protonu koparmak için kuvvetli bir 

baza ihtiyacı vardır. Bunun için de serin proteazlar, pKa’sı 7 olan histidin (ġekil 2.3) 

kalıntılarını devreye sokarlar.  

 

ġekil 2.3. Serin proteazlarının genel reaksiyon mekanizması 

 

Aspartik proteaz aileleri, peptid bağlarının hidrolizini kataliz eden aktif sitelerinde, iki 

aspartik asit kalıntısına sahiptir. Bunlardan ilki, hayvanlarda protein sindirimini baĢlatan 

gastrik enzim pepsindir (EC 3.4.23.1). Pepsin homologları; lizozomlarda, bitkilerde ve 

mantarlarda bulunur. HIV proteazı (EC 3.4.23.16), retroviralde önemli bir rol oynayan 

aspartik proteazların baĢka bir ailesinin üyesidir. 
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ġekil 2.4. Aspartik proteazların genel reaksiyon mekanizması 
 

Proteolitik enzimlerin en büyük ailesi metalloproteazlardır (Barrett et al. 1998). 

Mononükleer çinko metalloproteazlar, iki çekirdekli metalloproteazları da içeren 

proteaz ailesinin önemli örneklerindendir. Metalloproteazın aktif sitesindeki metal 

iyonun, peptid karbonil grubu ile nükleofilik reaksiyon tarafından peptid bağlarını 

ayıran su moleküllerini bağladığı düĢünülür. Su ve metal iyon koordinasyonu, pKa 

değerini düĢürür ve geçiĢ aĢamasında hidroksit iyonunu oluĢturmak için proton 

koparılmasını kolaylaĢtırır. Tetrahedral bir kompleks içinde su ile Zn
2+

’nin 

koordinasyonu, suyun pKa’sını 15’ten 9,6’ya kadar düĢürür. 

 

Bir ekzopeptidaz, polipeptidin N-terminal veya C-terminal amino asidinin hidrolitik 

koparılmasını kataliz eder. Lösin aminopeptidaz, N-terminal aminoasitlerini koparan iki 

çekirdekli metallopeptidazdır (Barrett et al. 1998). Karboksipeptidaz A (EC 3.4.17.1), 

hidrofobik C-terminal aminoasitleri için yüksek bir seçicilikle C-terminal 

aminoasitlerini koparan mononükleer çinko metallo peptidazdır. Karboksipeptidaz A 

aynı zamanda ester ve tiyoesterlerin hidrolizini de katalize eden proteolitik bir enzimdir. 

 

 

ġekil 2.5. Çinko (metaloproteaz) genel reaksiyon mekanizması 
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Alkalin proteazlar fizyolojik ve ticari anlamda kullanılan çok önemli bir enzim 

grubudur. Bu grup yüksek derecedeki substrat spesifikliği ile proteinlerin hidrolizinde 

önemli katalitik bir rol oynar ve mikrobiyal olarak büyük miktarlarda üretilirler. 

Proteazlar deterjan endüstrisi, deri endüstrisi, et ve süt endüstrisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. 1994 yılında 400 milyon dolarlık enzim endüstrisi piyasasının 112 

milyon doları deterjanlarda kullanılan proteaz enzimine ayrılmıĢtır (Zhang et al. 2010). 

 

E Vitamini güçlü bir antioksidandır. Hücre yapısının bozulmasını engeller. Yaraların 

iyileĢmesini hızlandırır. Kansere karĢı koruyucudur. Damar sertliğini ve tıkanmalarını 

engeller. Vücuda alınan ağır metaller, zehirli bileĢikler ve bazı ilaçların yarattığı 

toksinlere karĢı koruma sağlar (Shireen et al. 2008). 

 

C vitamini antioksidan özellik göstermektedir. C vitamininin en önemli faydalarından 

biri, cildi güneĢin zararlı etkilerinden koruyabilmesi, melanin üretimini azaltıcı etkisi 

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

 

A vitamini cilt geliĢimi için zorunlu bir vitamindir. Cilt tarafından emilebilir, hücre 

yenilenmesini ve çoğalmasını sağlar. Göz sağlığı için hayati önem taĢır (Kang et al. 

2010). 

 

Mantarlar toprağın üzerinde yetiĢen, etli, sporları olan fungus ailesinden bir besin 

kaynağıdır. Mantarlar bitki değildir ve fotosentez yapmazlar. Gövdesi, Ģapkası, 

lamelleri ve sporları vardır. 

 

Mantarları ayırt edebilmek için makroskobik yapılarının bilinmesi gerekir. 

 

Yenilebilen mantarları zehirli mantarlardan ayırmak büyük dikkat ve özen gerektirir, 

çünkü ne zehirli mantarları ne de yenilebilen mantarları tespit etmek için belirli bir 

özellik vardır (Hall et al. 2003). Ayrıca, yenilebilir mantarlar bile bazı kiĢilerde hafif 
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derecede astımdan Ģiddetli anafilaktik Ģoklara kadar alerjik reaksiyona neden olabilir 

(Ammirati et al.1985). 

 

Mantarlar genellikle yemeğe garnitür olarak çiğ veya piĢmiĢ yenen, düĢük kalorili 

yiyeceklerdir. Çiğ diyet mantarları riboflavin, niasin ve pantotenik asit gibi B vitamini 

ve temel mineraller, selenyum, bakır ve potasyum yönünden zengin kaynaklardır. Yağ, 

karbonhidrat ve kalori miktarı düĢüktür. 

 

Ultraviyole ıĢığına maruz kaldığında, mantardaki doğal ergosteroller D2 vitamini üretir. 

Bu süreç perakende gıda pazarında kullanılan bir süreçtir (Koyyalamudi et al. 2009).  

 

Birçok mantar türü zehir, antibiyotik, antiviral, ya da bioluminescent gibi ikincil 

metabolitleri üretebilir. Ölümcül türler az sayıda olmasına rağmen, ölümcül olmayan 

türlerin bazıları da ağır ve hoĢ olmayan belirtilere neden olabilir. Toksisite, basidiocarp 

iĢlevini koruyan bir rol oynar. Misel, sporları dağıtmak için enerji sarf eder ve 

protoplazmik materyalleri kullanır.  

 

Ayrıca, mantarların radyoaktif maddeler gibi ağır metalleri emme özelliği nedeniyle 

Avrupa mantarlarının 1986 Çernobil felaketinden sonra toksisite içerdiği 

düĢünülmektedir ve bunun üzerine çalıĢmalar hala devam etmektedir (Kostiainen and 

Jarkko 2008). 

 

Mantarlar, besinsel değerleri ve hoĢ tatları ile birçok ülkede tüketilmektedir. Bugüne 

kadar mantarlardan lektinler, nükleazlar, proteazlar, polisakkaritler ve polisakkarit 

protein kompleksleri izole edilmiĢtir. Bu bileĢenlerin bazılarının klinik etkinliği 

kanıtlanmıĢtır (Wang and Ng 2001). 

 

Lactarius cinsi kolayca tanınan, Russulaceae familyasından yenebilen bir mantar 

türüdür. Adı ‘sütlü’ anlamına gelir, adını Ģapkası veya mantarın alt kısmı kırıldığında 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Russulaceae&action=edit&redlink=1
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çıkan beyaz sıvıdan alır. Kuru havalarda bu sıvı yetersiz olabilir, fakat mantar için 

gerekli hava koĢulları sağlandığında boncuk gibi damlaları görebilmek için gerekli olan 

tek Ģey mantarın alt kısmını kırmak için Ģapkasını biraz eğmektir. Taze mantar kesildiği 

zaman bol miktarda beyaz sıvısı akar, kuru ve yaĢlı örneklerde bu özellik yoktur.  

 

 

ġekil 2.6. (Lactarius volemus) 

 

ġapkası 5-15 cm kadar büyüklükte, kuru ve et gibidir, hiçbir zaman yapıĢkan olmaz. 

Gençken yarım küre Ģeklinde tümsek olup olgunlaĢınca açılır ve derin olmayan huni 

Ģekline dönüĢür, üst tarafı düzensiz, dalgalı gibi bir hal alır. ġapkanın etli kısmı 

kırılgandır, asla sert ya da lifli değildir. Bodur, huni gibi Ģapkası ve kalın, kısa gövdesi 

olan birçok türü vardır ve hemen hemen hepsi geniĢtir ve aynı Ģekle sahiptir.  

 

Renkleri gökkuĢağının renkleri kadar çeĢitlidir ve yenilebilirliğine göre değiĢir. 

Lameller, gençken sarımsı beyaz turuncu, olgunlaĢınca sarı açık kahverengidir, 

dokunulduğunda kahverengi olur. Oldukça sık olup sap üzerinde az olarak aĢağı devam 

eder. Sapı 12 cm kadar uzunlukta ve oldukça kalın, sağlamdır. Mum gibi bir örtüsü 

vardır. ġapka ile aynı renkte veya birazcık daha açık, Ģapka tarafındaki birkaç 

santimetrelik kısımda sarımsı, diğer kısımlarında kırmızımtırak kahverengidir. Etli 

kısmı gençken yumuĢak, beyaz, olgunlukta sünger gibi, katı ve açık sarıdır, 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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yavaĢ yavaĢ kahverengi lekelilik kazanır. Spor izi çok açık kırmızımtırak sarıdır 

(Christensen 1981). 

 

Lactarius volemus Kuzey Yarım küre’nin kuzey bölgelerinde ve ılıman ilkime sahip 

yerlerde yetiĢir. Hollanda’nın bazı bölgeleri hariç Avrupa’nın tamamına yayılmıĢ bir tür 

olarak karĢımıza çıkar (Shimono et al. 2007). Amerika kıtasında kuzey sınırı Kanada 

yakınlarına kadar dağılmıĢ olan bu mantar türü yine bu kıtada Amerika BirleĢik 

Devletleri’nin ve Meksika’nın doğu kıyılarına ve Orta Amerika’da Guatemala’ya kadar 

uzanır. Bu tür Çin (Shen et al. 2009) Japonya, Hindistan, Kore, Nepal, Vietnam Orta 

Doğu, Ġran ve Türkiye’nin (Çolak et al. 2009) de içinde bulunduğu bölgelerde yetiĢir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEMLER 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Madde ve Malzemeler 

 

ÇalıĢmalarımızda kullandığımız kazein, azokazein, azoalbümin, hemoglobin, standart 

serum albümin, jelatin, etanol, metanol, amonyum persülfat, akrilamid, N,N’-metilen 

bisakrilamid, bromfenol mavisi, glisin, N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin, n-butanol, 

hidroklorik asit, sodyum hidroksit, sodyum dodesil sülfat, asetik asit, Sephadex G-100, 

CM-Sephadex, gliserin, sodyum klorür, sodyum asetat, fosforik asit, sülfürik asit, 

sodyum fosfat, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, protein 

standartları, trikloro asetik asit (TCA) kimyasalları Sigma firmasından temin edilmiĢtir. 

 

3.2. Yaralanılan Alet ve Cihazlar 

 

Buzdolabı       Bosch 

pH metre       Selectra 

Magnetik karıĢtırıcı      lka 

Peristaltik Pompa      Masterflex L/S
TM

 

Kromotografi kolonu      Sigma 

Otomatik pipetler      Biohit 

Su banyosu       Memmert 

Elektroforez       Sci-plus 

Güç kaynağı        Consort EV231 

Çalkalayıcı       Ika 

Hassas terazi       Denver Instrument Apx153 

Santrifüj       Hettich 

Soğutmalı Santrifüj      Hettich 

Kronometre       Sper Scientific 

KarıĢtırıcı       Heidolph 

Spektrofotometre      Spekol 1300 



18 

 

 

 

3.3. Kullanılan Çözeltiler ve Çözeltilerin Hazırlanması 

 

AraĢtırma boyunca kullanılan tamponların ve çözeltilerin hazırlanması, kullanım yerleri 

aĢağıda belirtilmiĢtir.  

 

1. Proteolitik aktivite ölçümünde kullanılan tampon: 0,05 M CH3COONa, pH:6. 4,1 

g (0,05 mol) CH3COONa alınarak 950 mL saf suda çözüldü. 1 M HCl kullanılarak 

pH:6’ya ayarlandı ve daha sonra toplam hacim saf su kullanılarak 1 litreye tamamlandı. 

 

2. Proteolitik aktivite ölçümünde kullanılan TCA çözeltisi: %5’lik TCA çözeltisi, 5 

g trikloroasetik asit (TCA) alınarak 90 mL saf suda çözüldü. Toplam hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

3. Proteolitik aktivite ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi: 0,1 M fosfat 

tamponundan (pH:7) 90 mL alındı ve içerisinde 1 g kazein çözüldü. Son hacim 100 

mL’ye aynı tampon kullanılarak tamamlandı. Hazırlanan çözelti 15 dakika boyunca 

kaynayan suyun içerisinde bekletildi. Hazırlanan çözeltinin stabilitesi yaklaĢık bir hafta 

olarak belirlendi. 

 

4. Optimum pH çalıĢmaları için kullanılan tampon çözeltilerin hazırlanması: 

 

pH:4-5 aralığı için 0,1 M asetat tamponu (CH3COONa) kullanıldı. 1,36 g CH3COONa 

alınarak 90 mL saf suda çözüldü. 1 M HCl kullanılarak istenen pH ayarlandı ve hacim 

saf su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

 

pH:6-7 aralığı için 0,1 M fosfat tamponu kullanıldı. 1,42 Na2HPO4 alınarak 90 mL saf 

suda çözüldü. 1 M HCl kullanılarak istenen pH ayarlandı ve hacim saf su ile 100 mL’ye 

tamamlandı. 



19 

 

 

 

pH:8-9 aralığı için 0,1 M Tris-HCl tamponu kullanıldı. 1,21 g Tris alınarak 90 mL saf 

suda çözüldü. 1 M HCl kullanılarak istenen pH ayarlandı ve hacim saf su ile 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

pH:10’da 0,1 M borat tamponu kullanıldı. 1,38 g borik asit alınarak 90 mL saf suda 

çözüldü. 1 M HCl kullanılarak istenen pH ayarlandı ve hacim saf su ile 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

5. Substrat spesifikliğinin belirlenmesi için gereken çözeltilerin hazırlanması: 

 

%1’lik Azokazein çözeltisi: 1 g azokazein alınarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda 

çözüldü ve son hacim yine aynı tamponla 100 mL’ye tamamlandı. 

 

%1’lik Hemoglobin çözeltisi: 1 g hemoglobin alınarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda 

çözüldü ve son hacim yine aynı tamponla 100 mL’ye tamamlandı. 

 

%1’lik Azoalbümin çözeltisi: 1 g azoalbümin alınarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda 

çözüldü ve son hacim yine aynı tamponla 100 mL’ye tamamlandı. 

 

%1’lik Jelatin çözeltisi: 1 g jelatin alınarak 95 mL 0,1 M fosfat tamponunda çözüldü ve 

son hacim yine aynı tamponla 100 mL’ye tamamlandı. 

 

6. Proteaz enzimi aktivitesi üzerine bazı katyonların etkisinin belirlenmesi için 

kullanılan çözeltilerin hazırlanması: 

 

10 mM FeCl3: 0,162 g FeCl3 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 
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10 mM FeCl2: 0,126 g FeCl2 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

10 mM MnCl2: 0,125 g MnCl2 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

10 mM MgCl2: 0,095 g MgCl2 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

10 mM CaCl2: 0,111 g CaCl2 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

10 mM NiCl2: 0,130 g NiCl2 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

10 mM HgCl2; 0,472 g HgCl2 alındı, saf suda çözündü ve son hacim 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

ÇalıĢmalarımız için kullandığımız 1 mM’lık FeCl3, FeCl2, MnCl2, MgCl2, CaCl2, NiCl2 

ve HgCl2 çözeltilerini hazırlamak için daha önceden hazırladığımız 10 mM’lık 

çözeltilerden 10 mL alındı ve son hacim 100 mL’ye tamamlandı. 

 

0,1 mM’lık FeCl3, FeCl2, MnCl2, MgCl2, CaCl2, NiCl2 ve HgCl2 çözeltilerini 

hazırlamak için 1 mM’lık çözeltilerden 10 mL alınarak hacim 100 mL’ye tamamlandı. 
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7. Proteaz enzimi aktivitesi üzerine bazı kimyasalların etkisinin incelenmesi için 

kullanılan çözeltilerin hazırlanması: 

 

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

çözüldü, son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

 

10 mM SDS: 0,288 g SDS (Sodyum dodesil sülfat) alındı ve 95 mL saf suda çözüldü, 

son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

 

10 mM β-merkapto etanol: 69 µL β-merkapto etanol alındı ve saf su ile 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 

10 mM iyodasetamid: 0,185 g iyodasetamid alındı ve 95 mL saf suda çözüldü, son 

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

 

1 mM’lık EDTA, SDS, β-merkapto etanol ve iyodasetamid çözeltilerini hazırlamak için 

daha önceden 10 mM’lık olarak hazırlanan çözeltilerden 10 mL alındı ve saf su ile 100 

mL’ye tamamlandı. 

 

0,1 mM’lık EDTA, SDS, β-merkapto etanol ve iyodasetamid çözeltilerini hazırlamak 

için daha önceden 1 mM’lık olarak hazırlanan çözeltilerden 10 mL alındı ve saf su ile 

100 mL’ye tamamlandı. 

 

8. Ġyon değiĢim kolonu (CM-Sephadex) dengeleme tamponu: 4,1 g CH3COONa 

alınarak 900 mL saf suda çözüldü, pH:5.7’ye kadar 1 M’lık HCl ile titre edildi ve son 

hacim saf su kullanılarak 1 L’ye tamamlandı (0,05 M CH3COONa pH:5.7). 
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9. SDS-Elektroforezinde kullanılan ayırma jelinin hazırlanması: 15 mL Tris-HCl (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 karıĢtırıldı, 

son olarak 0,8 mL %1,5’luk amonyum persülfat (APS) ilave edildi. 

 

10. SDS-Elektroforezinde kullanılan yığma jelinin hazırlanması: 1,24mL Tris-HCl 

(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 karıĢtırıldı, 

son olarak 0,2 mL %1,5’luk amonyum persülfat (APS) ilave edildi. 

 

11. SDS-Elektroforezinde kullanılan numune tamponunun hazırlanması: 1 mL 

0,63 M Tris-HCl (pH:6.75), 1 mL gliserol, 1 mL %10’luk SDS, 1 mL %0,1’lik 

bromofenol mavisi alındı ve son hacim 10 mL’ye saf su ile tamamlandı. Numune 

tamponu kullanılmadan önce 1 mL baĢına 50 µL olacak Ģekilde β-merkapto etanol 

eklendi. 

 

12. SDS-Elektroforezinde kullanılan yürütme tamponunun hazırlanması: 6 g Tris 

ve 28,8 g Glisin alınarak 200 mL saf su içerisinde çözüldü. Son olarak 20 mL %10’luk 

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

 

13. SDS-Elektroforezinde kullanılan fiksatif çözeltinin hazırlanması: 500 mL 

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

 

14. SDS-Elektroforezinde kullanılan boyama çözeltisinin hazırlanması: 1 g 

Coomassie brillant blue R-250 tartıldı ve 500 mL metanolde çözüldü. 100 mL asetik 

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

 

15. SDS-Elektroforezinde kullanılan renksizleĢtirme çözeltisinin hazırlanması: 125 

mL metanol ve 175 mL asetik asit alındı, son hacim saf su ile 2,5 L’ye tamamlandı. 
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16. Jel filtirasyon kromotografisinde kullanılan tampon çözeltinin hazırlanması: 

0,05 M Na3PO4/1 mM Ditiyoeritrotiyol (DTT) (pH:7), 7,8 gram Na3PO4 ve 0,15 g DTT 

tartıldı ve 950 mL saf su içerisinde çözüldü. 1 M HCl ile pH:7 oluncaya kadar titre 

edildikten sonra hacim saf su kullanılarak 1 L’ye tamamladı. 

 

17. C vitamini tayininde kullanılan %0,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP) 

çözeltisinin hazırlanması: 0,01 g diklorofenolindofenol alındı 10 mL saf suda çözüldü. 

 

18. E vitamini tayininde kullanılan 0,01 M tetrazolium blue çözeltisinin 

hazırlanması: 0,107 g tetrazolium blue alındı ve 50 mL saf su içerisinde çözüldü. 

 

3.4. Yöntemler 

 

3.4.1. Protein tayini 

 

3.4.1.a. Kalitatif protein tayini 

 

Kromotografi iĢlemleri sırasında toplanan tüplerde kalitatif protein miktarı tayini 280 

nm’de absorbans okunarak gerçekleĢtirildi. Bu metot trozin triptofan ve fenilalanin gibi 

halkalı bir grup ihtiva eden aminoasitlerin 280 nm’de maksimum absorbans 

göstermeleri esasına dayanmaktadır (McIntosh 1969). EĢit hacimde toplanan 

fraksiyonlar kuarts küvetlere alındı ve absorbansları spektrofotometrede okundu. Kör 

olarak tampon çözelti kullanıldı. 
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3.4.1.b. Bradford yöntemiyle protein tayini 

 

Homojenatta, amonyum sülfat çöktürmesi sırasında ve kromotografi iĢleminden sonraki 

aktif eluatlardaki protein miktarı tayini Bradford yöntemiyle yapıldı. Bu yöntem 

boyanın farklı konsantrasyonlardaki protein çözeltilerinde farklı Ģiddette mavi renk 

oluĢturmasından faydalanılarak geliĢtirilmiĢtir. Coomassie brillant blue G-250 fosforik 

asitli ortamda proteinlerin yapısındaki, arginin gibi bazik aminoasitlere ve aromatik 

halka içeren aminoasitlere bağlanır ve oluĢan kompleks 595 nm’de maksimum 

absorbans gösterir. Yöntemin hassasiyeti 1-100 µg aralığında değiĢmektedir (Bradford 

1976). 

 

3.4.2. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) proteaz enziminin saflaĢtırılması 

 

3.4.2.a. Örneklerinin toplanması 

 

Tirmit mantarı (Lactarius volemus) ağustos ayında Erzurum’un Pasinler ilçesinin 

Hamam Deresi mevkiğinden toplanmıĢ ve çalıĢmalarımızda kullanılıncaya kadar            

-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmiĢtir. 

 

3.4.2.b. Homojenatın hazırlanması 

 

-80°C’de muhafaza edilen tirmit mantarından 25 g tartıldı. Sıvı azot ile muamele 

edildikten sonra mekanik olarak parçalandı ve hacminin yaklaĢık olarak 3 katı kadar (60 

mL) saf su içerisine alındı. Proteinlerin çözeltiye geçmesi için manyetik karıĢtırıcıda 20 

dakika boyunca karıĢtırıldı ve süzgeç kağıdı kullanılarak süzüldü. Katı kısım atıldıktan 

sonra 6000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifüjlendi, çökelek atıldı, süpernatant 

çalıĢmalarımızın ilerleyen aĢamalarında kullanıldı. 
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3.4.2.c.Amonyum sülfat çöktürmesi 

 

Mantardan elde edilen homojenatta %0 ile %100 arasındaki doygunluk oranlarında 

amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. Bu çöktürme iĢlemi 0-30, 30-50, 50-70, 70-100 

Ģeklinde gerçekleĢtirildi.  

Çöktürme iĢleminde kullanılan amonyum sülfat miktarı aĢağıdaki formül ile hesaplandı. 

 

                    
             

      
 

 

V: Çözeltinin Hacmi 

S0: 1’in kesri olarak amonyum sülfat doygunluğu 

S: 1’in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

 

Yapılan amonyum sülfat çöktürmelerinde 0-30 aralığında aktivite görülmezken 30-50, 

50-70 ve 70-100 doygunluklarında proteolitik aktivite gözlendi. 50-70 doygunluk 

oranındaki çökelekteki proteolitik aktivitenin diğer doygunluk oranlarından daha fazla 

olduğu gözlendi. Ġlk olarak homojenata doygunluk %50 oluncaya kadar katı (NH4)2SO4 

azar azar eklendi, ekleme sırasında manyetik karıĢtırıcı ile karıĢtırıldı ve ortam sıcaklığı 

düĢürüldü. 18000 rpm’de 15 dakika santrifüjlemeden sonra çökelek atıldı ve süpernatant 

%70 doygunluğa ulaĢıncaya kadar aynı iĢlem tekrarlandı. Her çöktürme iĢleminin 

sonunda çökelekte ve supernatantta proteolitik aktivite tayini yapıldı %70 doygunluktan 

elde edilen çökelek uygun tamponda çözülerek saflaĢtırmanın diğer basamaklarında 

kullanıldı. 

  



26 

 

 

 

3.4.2.d. Diyaliz 

 

Amonyum sülfat çöktürmesinden elde edilen çökelek 0,05 M CH3COONa tamponunda 

çözüldükten sonra ilk olarak 1 saat boyunca 0,05 M asetat tamponuna (pH:5.7) karĢı 

diyalizlendi. Diyaliz süresi boyunca manyetik karıĢtırıcı ile karıĢtırıldı. Daha sonra 3 

saat boyunca ikinci kez aynı tampona karĢı diyaliz iĢlemine tekrarlandı. Diyaliz 

iĢlemleri +4°C’de yapıldı ve diyaliz süresince manyetik karıĢtırıcı yardımıyla 

karıĢtırıldı. Bu iĢlem sonunda enzim çözeltisi CM-Sephadex iyon değiĢim kolonuna 

yüklemeye hazır hale geldi.  

 

3.4.2.e. CM-Sephadex iyon değiĢim kolonunun hazırlanması 

 

Ġyon değiĢim kromatografisinin temeli katı destek materyali ile proteinlerin yüklü 

grupları arasında olan elektrostatik etkileĢimlerdir. Proteinlerin sahip oldukları değiĢik 

yüklerdeki aminoasit dizileri kolon materyaline farklı kuvvetlerde bağlanırlar, pH ve tuz 

gradientleriyle yapılan elüsyonlarda bağlanma Ģiddetleri farklı olan proteinler, farklı pH 

aralıklarında veya farklı tuz konsantrasyonlarında kolon materyalinden ayrılacağından 

proteinlerin birbirinden ayrımını mümkün kılar. 

 

Anyon değiĢtiriciler pozitif yüklü iĢlevsel gruplar ihtiva eder ve (-) yüklü proteinlerin 

ayrılmasında kullanılır. Aminoetil (C2H4N
+
H2) ve dietilaminoetil (C2H4N

+(
C2H5)2 

sıklıkla kullanılan anyon değiĢtiricilerdir. Katyon değiĢtiriciler ise negatif yüklü iĢlevsel 

gruplar ihtiva eder ve (+) yüklü proteinlerin ayrılmasında kullanılır. Karboksimetil 

(CH2COO
-
) katyon değiĢtiricilere örnek olarak verilebilir. 

 

ÇalıĢmalarımızda CM-Sephadex iyon değiĢim kromatografisi kullanıldı. Ġlk olarak 5 

gram kuru CM-Sephadex tartıldı ve saf su içerisinde bir gece boyunca ĢiĢmeye bırakıldı. 

CM-Sephadex materyalinin aktif gruplarının (CH2COO
-
) ortaya çıkarılması için 0,5 M 

NaOH ile yarım saat boyunca muamele edildi. 0,5 M HCl ile nötralleĢtirildikten 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 mantarından (Lactarius volemus) elde edilen homojenatın CM-

Sephadex iyon değiĢim kolonuna tatbiki ve proteaz enziminin elüsyonu  

 

0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelenen CM-Sephadex kolonuna enzim çözeltisi 

yüklendi ve yine aynı tampon çözelti kullanılarak yıkandı. 0,1-0,5 M NaCl ihtiva eden 

0,05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile gradientli mikser kullanılarak enzim elüe edildi. 

Kolonun akıĢ hızı peristaltik pompa yardımıyla 40 mL/saat’e ayarlandı. Elüsyon 

iĢlemine, toplanan elüatlarda 280 nm’de absorbans görülmeyinceye kadar devam edildi. 

Elüatlar her bir tüpte 5 mL olacak Ģekilde toplandı ve her bir tüpte proteolitik aktivite 

ölçümü yapıldı. Aktif olan elüatlar toplandı ve karakterizasyon iĢlemi için saklandı.  

 

3.4.3. Proteaz enzimi için aktivite tayini 

 

Tirmit mantarından saflaĢtırılan proteaz enziminin proteolitik aktivitesi %1’lik kazein 

varlığında kazeinin sindirimi metoduna göre belirlendi. 1 g kazein 95 mL 0,1 M fosfat 

tamponunda (pH:7) çözüldü ve hacim yine aynı tamponla 100 mL’ye tamamlandı. 

Hazırlanan çözelti 15 dakika boyunca 95°C’deki su banyosunda bekletildi ve 

kullanılmaya hazır hale getirildi. Proteolitik aktivite ölçümünde 1 mL substrat (kazein), 

0,5 mL enzim çözeltisi eklendi ve toplam hacim tampon çözeltiyle 2,5 mL’ye 

tamamlandı. Enzim ilave edilen tüpler 20 dakika boyunca 40°C’deki su banyosunda 

inkübe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA eklenerek reaksiyon durduruldu. 

Çökmenin tamamen gerçekleĢmesi için 30 dakika boyunca beklendi ve bu süreden 

sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüjlendi. Süpernatant filtre edildikten sonra 

süpernatant içerisindeki parçalanmıĢ ürünlerin miktarı Bradford metodu ile belirlendi. 

Proteolitik aktivite enziminin dakikada parçaladığı µg protein/mL olarak hesaplandı 

(Fadıloğlu 2001). 
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3.4.4. SDS-PAGE ile enzim saflığının kontrolü ve alt birimlerin belirlenmesi. 

 

Laemmli tarafından geliĢtirilen SDS-PAGE ile saflaĢtırılan proteaz enziminin saflığı ve 

alt birimi olup olmadığı kontrol edildi (Laemmli 1970). 

 

Elektroforez plakaları saf su ile iyice yıkandı ve kuruması beklendi. Ġkinci yıkama 

iĢlemi alkol kullanılarak yapıldı ve plakalar jel hazırlama cihazına konuldu. Plakalar 

sıkıĢtırıldıktan sonra yaklaĢık 2 cm yüksekliğe kadar ısıtılmıĢ agaroz plakaların arasına 

döküldü. Agaroz tamamen donduktan sonra hazırlanan ayırma jeli enjektör yardımıyla 

plakalara döküldü. Jel yüzeyinin düzgün olması için 1 mL n-bütanol hazırlanan ayırma 

jelinin üzerine döküldü ve 30 dakika boyunca jelin katılaĢması beklendi. Jel katılaĢınca 

üzerindeki n-bütanol döküldü ve saf su ile yıkandı. Daha sonra plakaların üst 

kısımlarına kadar yığma jeli döküldü. Tarak dikkatlice yığma jeline yerleĢtirildi. Jel 

tamamen katılaĢtıktan sonra tarak çıkarıldı ve tarak yuvaları saf su kullanılarak iyice 

yıkandı.  

 

Numuneler 20 µg/mL olacak Ģekilde hazırlandı ve 1/1 oranında numune tamponu ilave 

edildi. 3 dakika boyunca hazırlanan numuneler kaynayan suda bekletildi. 3 dakika 

sonunda numunelerin soğuması beklendi ve otomatik pipet yardımıyla numuneler tarak 

yuvalarına yüklendi. Elektroforez tankının alt ve üst kısımlarına akım geçecek 

yüksekliklere kadar yürütme tamponu eklendi, elektroforez cihazının soğutma 

hortumları musluğa bağlandı ve su akıĢı baĢlatıldı. Tank kapağı kapatılarak anot, katot 

bağlantıları yapıldı ve voltaj 80 V’a ayarlandı. Proteinlerin tamamı ayırma jeline 

geçtiğinde voltaj 100 V’a yükseltildi ve elektroforez iĢlemi sonlanana kadar bu Ģekilde 

sabit tutuldu. 

 

Elektroforez sonlandırıldıktan sonra plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı ve 2 saat 

boyunca çalkalayıcıda fiksatif çözelti içinde bekletildi. Fiksatif çözeltiden alınan jel 

boyama çözeltisi içerisinde çalkalayıcıda 30 dakika süresince boyandı ve boyama iĢlemi 

bittikten sonra jel tekrar 2 dakika fiksatif çözelti ile yıkandı. Daha sonra fiksatif 
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çözeltiden alınan jel renksizleĢtirme çözeltisine alındı ve çalkalayıcıda, protein bantları 

görünür hale gelinceye kadar yıkama iĢlemine devam edildi. Protein bantları görünür 

hale geldiğinde jelin fotoğrafı çekildi (Laemmli 1970). 

 

3.5. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi üzerine 

kinetik çalıĢmalar 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin kazein 

substratına karĢı KM ve Vmax değerleri hesaplandı. Kinetik özelliklerini araĢtırmak üzere 

saflaĢtırılan enzimin optimum sıcaklık ve optimum pH değerleri bulundu. Enzim 

aktivitesi üzerine bazı katyonların ve kimyasalların etkisi araĢtırıldı. Azokazein, 

azoalbümin, jelatin, hemoglobin, kazein substratları için Vmax ve KM değerleri 

belirlendi. 

 

3.5.1. Optimum pH’nın belirlenmesi  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

pH’sının belirlenmesi için kazein substratına karĢı proteolitik aktivitesinden 

yararlanıldı. Optimum sıcaklığın belirlenmesinde pH:4-5 için asetat tamponu, pH:6-7 

için fosfat tamponu, pH:8-9 için Tris-HCl tamponu, pH:10 için ise borat tamponu 

kullanıldı. Tampon çözeltilerin pH’sı 1 M HCl ve 1 M NaOH çözeltileri kullanılarak 

ayarlandı. Her bir numune tüpüne 1 mL kazein çözeltisi, 500 µL enzim çözeltisi ve 1 

mL uygun pH’daki tampon çözelti eklendi. Kör olarak her bir numuneye karĢılık 1 kör 

çözelti hazırlandı, kör çözeltide enzim yerine tampon kullanıldı.  

 

3.5.2. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

sıcaklığını belirleyebilmek için 0-90°C aralığında 10°C artırılarak aktivite tayini yapıldı.  
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Her sıcaklık denemesi için 1 kör ve 1 numune olmak üzere 2 tüp hazırlandı. Numune 

tüplerine 1 mL kazein çözeltisi, 500 µL enzim çözeltisi eklendi ve son hacim tampon 

çözelti ile 2,5 mL’ye tamamlandı. Kör tüp ve numune; 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 

60°C, 70°C, 80°C, 90°C’de 20 dakika boyunca inkübe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik 

TCA eklenerek reaksiyon durduruldu. Çökmenin tamamen gerçekleĢmesi için 30 dakika 

boyunca beklendi ve bu süreden sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüjlendi. 

Süpernatant filtre edildikten sonra, süpernatant içerisindeki parçalanmıĢ ürünlerin 

miktarı Bradford Metodu ile belirlendi (Bradford 1976). 

 

3.5.3. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekül ağırlığı tayini 

 

Tirmit mantarından proteaz enzimi saflaĢtırdıktan sonra jel filtrasyon kromatografisi 

kullanılarak molekül ağırlığı tayin edildi. 4 gram kuru Sephadex G-100 saf suda 

çözüldü ve 1 gece boyunca oda sıcaklığında ĢiĢmeye bırakıldı. Daha sonra jel (1x30) 

kolona yüklendi. 

 

0,05 M Na3PO4/1mM DTT tamponu ile kolonda 280 nm’de absorbans gözlenmeyinceye 

kadar dengeleme iĢlemi yapıldı. Kolon dengelendikten sonra 0,2 mg/mL olacak Ģekilde 

BSA (66 kDa), CA (sığır) (29 kDa), α-laktalbümin (14 kDa) çözeltileri yüklenerek 0,05 

M Na3PO4/1mM DTT tamponu ile elüe edildi ve standart grafik oluĢturuldu. Kolon 

tekrar dengelendikten sonra saflaĢtırılan proteaz enzimi kolona yüklendi ve yine aynı 

tampon kullanılarak kolondan elüe edildi. Kolonun akıĢ hızı peristaltik pompa 

yardımıyla 20 mL/saat’e ayarlandı. Eluatlar her tüpte 4 mL olacak Ģekilde toplandı. 

OluĢturulan standart grafik yardımıyla enzimin moleküler ağırlığı belirlendi. 

 

3.5.4. Enzimin Vmax ve KM değerlerinin belirlenmesi 

 

Tirmit mantarından saflaĢtırılan proteaz enziminin Vmax ve KM değerlerini belirlemek 

için enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanıldı. 100 mL’sinde 1 g kazein bulunan 

çözeltiden her bir tüpe 100 µL, 200µL, 400 µL, 600 µL, 800 µL ilave edildi. Tüplere 
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500 µL enzim çözeltisi ve son hacim 2,5 mL olacak Ģekilde tampon çözelti ilave edildi. 

Tüpler 40°C’de 20 dakika boyunca inkübe edildi ve bu süre sonunda tüplere 3 mL 

%5’lik TCA çözeltisi eklendi. 30 dakika sonunda çöken proteinler 6.000 rpm’de 15 

dakika boyunca santrifüjlendi ve daha sonra filtre edilerek, süpernatant içerisinde 

bulunan protein miktarı Bradford metodu ile belirlendi. Kör aynı substrat 

konsantrasyonlarında enzimsiz olarak hazırlandı, enzim yerine tampon çözelti 

kullanıldı. 

 

1/V’ye karĢılık 1/[S] Lineweaver Burk grafiği çizildi. Elde ettiğimiz sonuçlardan Vmax 

ve KM değerleri hesaplandı.  

 

3.5.5. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

substrat spesifikliğinin belirlenmesi 

 

Hemoglobin, jelatin, azoalbümin, azokazein substratlarına karĢı, tirmit mantarından 

(Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin substrat spesifikliği, enzimin 

proteolitik aktivitesinden yararlanılarak belirlendi. 

 

Enzimin aktivitesini belirleyebilmek için %1’lik hemoglobin, jelatin, azoalbümin ve 

azokazein çözeltilerinden 100 µL, 200 µL, 400 µL, 600 µL, 800 µL alındı ve hacim saf 

su kullanılarak 1 mL’ye tamamlandı. Hazırlanan her bir tüpe 0,5 mL enzim çözeltisi 

ilave edildi ve son hacim 2,5 mL olacak Ģekilde tampon çözelti eklendi. 20 dakika 

boyunca 40°C’de inkübe edildi. Daha sonra 3 mL %5’ lik TCA eklenerek reaksiyon 

durduruldu. Çökmenin tamamen gerçekleĢmesi için 30 dakika boyunca beklendi ve bu 

süreden sonra 6.000 rpm’ de 15 dakika boyunca santrifüjlendi. Süpernatant filtre 

edildikten sonra, süpernatant içerisindeki parçalanmıĢ ürünlerin miktarı Bradford 

Metodu ile belirlendi (Bradford 1976). 
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Enzim için proteolitik aktivite parçaladığı µg protein/mL. dakika olarak hesaplandı 

(Pauling et al. 1973).  

 

3.5.6. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine bazı katyonların etkisinin incelenmesi 

 

Mantardan saflaĢtırılan proteaz enzimi aktivitesi üzerine bazı katyonların etkisini 

belirlemek için konsantrasyonu 10 mM olan; HgCl2, MnCl2, CaCl2, FeCl2, FeCl3, NiCl2 

MgCl2 çözeltileri hazırlandı. Son konsantrasyonlar 0,4 mM, 0,8 mM, 1,2 mM, 1,6 mM 

ve 2 mM olacak Ģekilde bu çözeltilerden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL 

alındı. 

 

Konsantrasyonu 1 mM olan; HgCl2, MnCl2, CaCl2, FeCl2, FeCl3, NiCl2, MgCl2 

çözeltileri hazırlandı. Son konsantrasyonlar 0,04 mM, 0,08 mM, 0,12 mM, 0,16 mM ve 

0,20 mM olacak Ģekilde bu çözeltilerden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL 

alındı ve saflaĢtırılan proteaz enzimi üzerine etkisi belirlendi. 

 

Konsantrasyonu 0,1 mM olan; HgCl2, MnCl2, CaCl2, FeCl2, FeCl3, NiCl2 MgCl2 

çözeltileri hazırlandı. Son konsantrasyonlar 0,004 mM, 0,008 mM, 0,012 mM, 0,016 

mM ve 0,02 mM olacak Ģekilde bu çözeltilerden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 

µL alındı ve saflaĢtırılan proteaz enzimi üzerine etkisi belirlendi. 

 

Proteolitik aktivite %1’lik kazein varlığında kazeinin sindirimi metoduna göre 

belirlendi. Her bir tüpe 1000 µL substrat (%1 lik kazein), 500 µL enzim çözeltisi, 10 

mM, 1 mM ve 0,1 mM katyon çözeltilerinden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL 

eklendi ve son hacim 2,5 mL’ye tamamlandı. Tüpler karıĢtırıldıktan sonra su 

banyosunda 40°C’de 20 dakika inkübe edildi. 20 dakika sonunda her bir tüpe 3 mL 

%5’lik TCA çözeltisinden eklenerek 30 dakika süreyle beklemeye bırakıldı. 15 dakika 
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boyunca 6.000 rpm de santrifüjlendi ve süpernatant filtre edildi. Süpernatant 

içerisindeki parçalanan ürün miktarı Bradford metodu ile belirlendi.  

 

3.5.7. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine bazı kimyasalların etkisinin araĢtırılması 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi aktivitesi üzerine 

SDS (Sodyum dodesil sülfat), iyodasetamid, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) ve 

β-merkapto etanolün etkileri incelendi. Bunun için saflaĢtırılan enzimin kazein 

substratına karĢı proteolitik aktivitesinden yararlanıldı.  

 

0,1 mM, 1 mM ve 10 mM’lık hazırlanan SDS, EDTA, iyodasetamid ve β-merkapto 

etanol çözeltilerinden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL alındı, 1 mL %1’lik 

kazein çözeltisi ve 0,5 mL enzim çözeltisi eklendi. Hacim tampon çözelti kullanılarak 

2,5 mL’ye tamamlandı. Enzimin dakikada parçaladığı protein miktarı Bradford Metodu 

ile hesaplandı (Bradford 1976). 

 

3.6. Tirmit Mantarından (Lactarius volemus) SaflaĢtırılan Proteaz Enzimi 

Kullanılarak Sütün Çöktürülmesi 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin sütü çöktürüp 

çöktürmediği ve en iyi çöktürmenin hangi sıcaklıkta meydana geldiği araĢtırıldı. Her bir 

tüpe 10’ar mL süt konulduktan sonra kontrol tüpü içerisine 1 mL pH:7 olan 10 mM’lık 

Tris-HCl tampon çözeltisi eklenirken deney tüpüne 1 mL enzim çözeltisi eklendi. Her 

bir tüp karıĢtırılarak 25°C, 35°C, 50°C’de bekletildi. Çökmenin hangi sıcaklıkta daha 

fazla olduğu ve çökmenin kaç dakikada meydana geldiği tespit edildi. Bu Ģekilde 

saflaĢtırılan proteaz enziminin peynir endüstrisinde kullanılıp kullanılmayacağı 

araĢtırıldı (Fadıloğlu 2001). 
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3.7. Tirmit Mantarından (Lactarius volemus) SaflaĢtırılan Proteaz Enzimi 

Kullanılarak Kanın Temizlenmesi Etkisinin Ġncelenmesi  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin temizlik 

ürünlerinde katkı maddesi olarak kullanılıp kullanılamayacağı araĢtırıldı. Bu amaçla 3 

adet (5x5) kumaĢ parçası üzerine 50 µL kan damlatıldı ve kuruması beklendi. 100 

mL’lik 3 adet beher alındı ve 1. behere 1 mL enzim çözeltisi, 10 mL 0,1 M asetat 

tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanılarak 50 mL’ye tamamlandı, 2. behere 1 

mL deterjan, 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanılarak 

50 mL’ye tamamlandı, 3. behere ise 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve 

hacim saf su kullanılarak 50 mL’ye tamamlandı. Kurutulan kumaĢlar hazırlanan 3 

beherde 1 gece boyunca bekletildi. 

 

3.8. Tirmit Mantarının (Lactarius volemus) (A, C, D) Vitamin Miktarlarının 

Belirlenmesi 

 

3.8.1. Ekstrelerin hazırlanması 

 

-80°C’de muhafaza edilen tirmit mantarından 100 g alınarak güneĢ ıĢığına maruz 

bırakılmayacak bir Ģekilde kurutuldu ve toz haline getirildi. 5 g alınarak 20 mL saf su 

içerisinde 1 gece boyunca manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırıldı ve aynı zamanda 5 g 

alınarak 20 mL petrol eteri içerisine alındı ve 1 gece boyunca manyetik karıĢtırıcıda 

karıĢtırıldı. A vitamini, E vitamini ve C vitamini tayinlerinde bu ekstreler kullanıldı. 

 

3.8.2. Tirmit mantarının (Lactarius volemus) C vitamini miktarının belirlenmesi 

 

Tirmit mantarının (Lactarius volemus) C vitamini tayini diklorofenolindofenol (DCPIP) 

ile titrasyon yapılarak belirlendi (Smirnoff, 2000). Mantardan elde edilen su ekstresine 

%0,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP) çözeltisi damLa damLa ilave edildi ve mavi 



35 

 

 

 

rengin oluĢması ile titrasyon sonlandı. 0,001 g olan her 1 cm
3
 DCPIP 0,0015 g askorbik 

aside karĢılık gelecek Ģekilde hesap yapılarak numunedeki C vitamini miktarı aĢağıdaki 

formül kullanılarak hesaplandı (Smirnoff 2000).  

 

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

V: harcanan boya çözeltisi miktarı  

F: faktör  

W: titrasyonda kullanılan örnek miktarı  

 

3.8.3. Tirmit mantarının (Lactarius volemus) E vitamini miktarının belirlenmesi 

 

α-tokoferol’ün standart çözeltisinden 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 µg/mL alınarak H2SO4 ilave 

edilerek tokoferil asetat’ın ester formu hidroliz edildi. Ardından ortama 0,5 mL 0,01 M 

tetrazolium blue, 5 mL 0,2 M NaOH ve metanol ilave edildi, 90
°
C’de10 dakika 

inkübasyondan sonra 526 absorbanbsı ölçüldü ve standart grafik oluĢturuldu. 5 gram 

Tirmit mantarı (Lactarius volemus) 30 mL petrol eteri ile ekstrakte edildi, ardından 

evoporatörde petrol eteri uzaklaĢtırıldı. Metanol ile yıkandı ve aynı yöntem kullanılarak 

526 absorbansı ölçüldü (Amin 2001). 

 

3.8.4. Tirmit mantarının (Lactarius volemus) A vitamini miktarının belirlenmesi 

 

Tirmit mantarının (Lactarius volemus) A vitamini tayini Limited ve Hyderabad 

tarafından geliĢtirilen yöntem ile yapıldı (Limited and Hyderabad 1996). Yöntem A 

vitamininin 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile renkli bir bileĢik oluĢturma ve bu 

bileĢiğin 610 nm’de maksimum absorbans gösterme prensibine dayanmaktadır. β- 

karotenden 0,25, 0,5, 1.0, 2,5 ve 5,0 mg/mL alınarak 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile 

renkli türev oluĢturuldu ve standart grafik oluĢturuldu. Daha sonra Tirmit mantarından 

(Lactarius volemus) elde edilen ekstreden numune alınarak aynı yöntem kullanılarak 

ölçüm yapıldı.  
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

 

4.1. Kantitatif protein için hazırlanan standart eğri 

 

Kantitatif protein tayininde Coomassie brillant blue yöntemi kullanıldı. BSA 

kullanılarak ilk önce standart eğri hazırlandı. Homojenatlarda, saflaĢtırılan enzim 

çözeltilerinde, proteolitik aktivitenin belirlenmesinde bu eğri kullanıldı. Standart 

çözeltideki mikrogram proteine karĢılık gelen absorbans değerleri ġekil 4.1’de 

gösterilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.1. Coomassie brillant blue yöntemi ile protein tayini için kullanılan standart 

grafik 
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4.2. Tirmit Mantarından (Lactarius volemus) Proteaz Enziminin SaflaĢtırılması 

Sonuçları 

 

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

iyon değiĢim kromatografisi ile saflaĢtırılması sonuçları  

 

Proteaz enzimi tirmit mantarından (Lactarius volemus) iki basamakta saflaĢtırıldı.  

 

1. basamakta homojenatta %0-%100 aralığında amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. 

%50-%70 aralığındaki çökelek 0,05 M asetat tamponunda (pH:5.7) çözüldü, aktivite 

tayini yapılınca yüksek proteolitik aktiviteye sahip olduğu gözlendi. Yüksek proteolitik 

aktivite gösteren enzim çözeltisi 4 saat boyunca, +4°C’de, 2 kez 25 µM asetat 

tamponuna (pH:5.7) karĢı diyalizlendi. 

 

2. basamakta homojenat 0.05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile dengelenen CM-Sephadex 

iyon değiĢim kolonuna yüklendi. Kolon 150 mL 0.05 M asetat tamponu (pH:5.7) ile 

yıkandı. Enzimin kolondan elüsyonu 0,1–0,5 M NaCl konsantrasyonu içeren yine aynı 

tampon kullanılarak yapıldı. Toplanan elüatlarda proteolitik aktivite ölçüldü. Aktif 

elüatlar birleĢtirilerek enzim havuzu oluĢturuldu.  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin aktivite             

absorbans grafiği ġekil 4.2’de gösterildi.  

 



38 

 

 

 

 
 

ġekil 4.2. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) CM-Sephadex iyon değiĢim kolonu 

ile saflaĢtırılan proteaz enziminin aktivite-absorbans grafiği 

 

4.2.2. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) proteaz enziminin saflaĢtırma 

basamakları sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) elde edilen homojenatta, amonyum sülfat 

çöktürmesinden sonra, CM-Sephadex iyon değiĢim kromatografisinden elde edilen aktif 

eluatlarda Bradford yöntemi ile protein tayini yapıldı ve her basamakta proteaz 

enziminin kaç kat saflaĢtırıldığı hesaplandı.  

 

Sonuçlar Çizelge 4.1’de gösterildi. 
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Çizelge 4.1. CM-Sephadex kolonundan tirmit mantarından (Lactarius volemus) elde edilen 

proteaz enzim homojenatında enzim ünitesi, spesifik aktivite ve homojenattan saflaĢtırılan 

proteaz enziminde enzim ünitesi, spesifik aktivite ve saflaĢtırma sonuçları. 

 

Enzim 

Fraksiyonu 

Hacim 

mL 

Aktivite 

EU/mL 

Total 

Aktivite Protein 

(mg/mL) 

Spesifik 

Aktivite 

EU/mg 

SaflaĢtırma 

oranı 
EU % 

Ham 

Ekstrakt 
100 1.23 123 100 3.53 0.34 - 

%70 

(NH4)2SO4 
90 0.87 78.3 63.66 0.98 0.88 2.58 

CM-

Sephadex 
20 2.46 49.2 40 0.12 20.5 60.29 

 

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuçları 

 

SaflaĢtırılan proteaz enziminin saflığını kontrol etmek amacıyla SDS-Poliakrilamid jel 

elektroforezi yapıldı. Kesikli SDS-PAGE’ne saflaĢtırılan proteaz enzimi yerleĢtirildi.  

Proteaz enziminin yanı sıra elektroforeze molekül ağırlığı bilinen standart proteinler 

yüklendi. Sonuçlar tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz 

enziminin 26,1 kDa ağırlığında tek birimi olduğunu gösterdi.  

 

Protein bantlarının fotoğrafı ġekil 4.3’te gösterildi.  
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ġekil 4.3. CM-Sephadex iyon değiĢim kromatografisi ile saflaĢtırılan proteaz enziminin 

SDS-PAGE fotoğrafı  
*(I: BSA 66 kDa, yumurta albümin 45 kDa, CA 29 kDa, α-laktalbümin 14 kDa, II:Tirmit mantarından 

saflaĢtırılan proteaz enzimi) 

 

4.3. Tirmit Mantarından (Lactarius volemus) SaflaĢtırılan Proteaz Enzimi Üzerine 

Kinetik ÇalıĢmaların Sonuçları 

 

4.3.1. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

optimum pH sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

pH’sını belirleyebilmek için pH 4-9 aralığında aktivite ölçümleri yapıldı. pH 4-5 

aralığında 0,1 M asetat tamponu, pH 6-7 aralığında 0,1 M fosfat tamponu, pH 8-9 

aralığında 0,1 M Tris-HCl, pH:10’da ise 0,1 M borat tamponu kullanıldı. Proteaz enzimi 

için pH değiĢimine karĢı proteolitik aktivite miktarı ġekil 4.4’te verildi. 

 

Ι Ι Ι 
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ġekil 4.4. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

aktivitesi üzerine pH’nın etkisi 

 

4.3.2. Optimum sıcaklık sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

sıcaklığını belirlemek için 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve 90°C’ 

de aktivite ölçümleri yapıldı.  

 

Aktivite – Sıcaklık grafiği ġekil 4.5’te verildi. 
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ġekil 4.5. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 

 

4.3.3. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekül ağırlığı tayini sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin molekül ağırlığı 

jel filtrasyon kromatografisi ile belirlendi. 0,05 M Na3PO4/1 mM DTT (pH:7) tamponu 

ile dengelenmiĢ kolana ilk olarak BSA (66 kDa), CA (29 kDa) ve α-laktalbümin (14 

kDa) protein standartları yüklendi ve aynı tamponla elüe edilerek standart grafik 

oluĢturuldu. Daha sonra saflaĢtırılan proteaz enzimi kolona yüklendi ve 0,05 M 

Na3PO4/1 mM DTT (pH:7) tamponu ile elüe edildi. Sonuçlar standart grafikle 

karĢılaĢtırıldı. 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin jel filtrasyon 

kromatografisi ile molekül ağırlığı 26,1 kDa olarak belirlendi. Molekül ağırlığı tayini 

için hazırlanan standart grafik ġekil 4.6’da, enzimin absorbans grafiği ġekil 4.7’de 

verildi. 
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ġekil 4.6. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin jel 

filtrasyon kromatografisi standart grafiği  
*(Sephadex G-100, BSA (66 kDa), CA bovine (29 kDa), α-laktalbümin (14 kDa)). 

 

 
 
ġekil 4.7. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin jel 

filtrasyon kromatografisi ile molekül ağırlığı tayini için hazırlanan absorbans grafiği 
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4.3.4. Kazein substratına karĢı KM ve Vmax değerlerinin hesaplanması sonuçları 

 

Vmax ve KM değerlerini belirlemek için enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanıldı. 

100 mL’sinde 1 gr kazein bulunan çözeltiden her bir tüpe 100µL, 200µL, 400 µL, 

600µL, 800 µL ilave edildi. Tüplere 500 µL enzim çözeltisi ve son hacim 2,5 mL 

olacak Ģekilde tampon çözelti ilave edildi. Tüpler 40°C’de 20 dakika boyunca inkübe 

edildi ve bu süre sonunda tüplere 3 mL %5’lik TCA çözeltisi eklendi. 30 dakika 

sonunda çöken proteinler 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüjlendi ve daha sonra 

filtre edilerek, süpernatant içerisinde bulunan protein miktarı Bradford metodu ile 

belirlendi. Kör aynı substrat konsantrasyonlarında enzimsiz olarak hazırlandı, enzim 

yerine tampon çözelti kullanıldı. 

 

1/V’ye karĢılık 1/[S] Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Elde ettiğimiz sonuçlardan Vmax 

ve KM değerleri hesaplandı. Tirmit mantarından saflaĢtırılan proteaz enziminin KM ve 

Vmax değerleri sırasıyla 0,975 µM ve 1,21 µg/mL.dak olarak belirlendi. 

 

 
 
ġekil 4.8. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi için 

kazein substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 

y = 0,9457x + 0,822 
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4.3.5 Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

substrat spesifikliğinin belirlenmesi sonuçları 

 

Hemoglobin, jelatin, azoalbümin, azokazein substratlarına karĢı, tirmit mantarından 

(Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin substrat spesifikliği, enzimin 

proteolitik aktivitesinden yararlanılarak belirlendi. 

 

Enzimin aktivitesini belirleyebilmek için %1’lik hemoglobin, jelatin, azoalbümin ve 

azokazein çözeltilerinden 100 µL, 200 µL, 400 µL, 600 µL, 800 µL alındı ve hacim saf 

su kullanılarak 1 mL’ye tamamlandı. Hazırlanan her bir tüpe 0,5 mL enzim çözeltisi 

ilave edildi ve son hacim 2,5 mL olacak Ģekilde tampon çözelti eklendi. 20 dakika 

boyunca 40°C’de inkübe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA eklenerek reaksiyon 

durduruldu. Çökmenin tamamen gerçekleĢmesi için 30 dakika boyunca beklendi ve bu 

süreden sonra 6.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüjlendi. Süpernatant filtre 

edildikten sonra, süpernatant içerisindeki parçalanmıĢ ürünlerin miktarı Bradford 

Metodu ile belirlendi. 

  

Sonuçlar Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.9. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi için 

hemoglobin substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 

 

 
 
ġekil 4.10. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi için 

jelatin substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 
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ġekil 4.11. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi için 

azoalbümin substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 

 

 
 
ġekil 4.12. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi için 

azokazein substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 
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Çizelge 4.2. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

substrat spesifikliği sonuçları 

 

Substrat KM (µM) Vmax (µg/mL.dak) 

Kazein 0,975 1,21 

Hemoglobin 2,5 1,4 

Jelatin 3,33 1,03 

Azoalbümin 1,92 0,65 

Azokazein 3,35 1,74 

 

4.3.6. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimin 

aktivitesi üzerine bazı katyonların etkisinin incelenmesi sonuçları 

 

10 mM olan; MnCl2, CaCl2, FeCl2, FeCl3, NiCl2, MgCl2, HgCl2 çözeltileri hazırlandı. 

Son konsantrasyonlar 0,4 mM, 0,8 mM, 1,2 mM, 1,6 mM ve 2 mM olacak Ģekilde bu 

çözeltilerden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL alındı. 

 

Konsantrasyonu 1 mM olan; MnCl2, CaCl2, FeCl2, FeCl3, NiCl2, MgCl2, HgCl2 

çözeltileri hazırlandı. Son konsantrasyonlar 0,04 mM, 0,08 mM, 0,12 mM, 0,16 mM ve 

0,20 mM olacak Ģekilde bu çözeltilerden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL 

alındı ve saflaĢtırılan proteaz enzimi üzerine etkisi belirlendi. 

 

Konsantrasyonu 0,1 mM olan; MnCl2, CaCl2, FeCl2, FeCl3, NiCl2, MgCl2, HgCl2 

çözeltileri hazırlandı. Son konsantrasyonlar 0,004 mM, 0,008 mM, 0,012 mM, 0,016 

mM ve 0,02 mM olacak Ģekilde bu çözeltilerden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 

µL alındı ve saflaĢtırılan proteaz enzimi üzerine etkisi belirlendi. 
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Proteolitik aktivite %1’lik kazein varlığında kazeinin sindirimi metoduna göre 3.5.6’da 

anlatıldığı gibi belirlendi. 

 

Sonuçlar Çizelge 4.3’te verilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4.13. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM FeCl2’ün etkisinin sonuçları 
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ġekil 4.14. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MnCl2’ün etkisinin sonuçları 

 

 
 
ġekil 4.15. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM CaCl2’ün etkisinin sonuçları 
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ġekil 4.16. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM NiCl2’ün etkisinin sonuçları 

 

 
 
ġekil 4.17. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM FeCl3’ün etkisinin sonuçları 
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ġekil 4.18. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM HgCl2’ün etkisinin sonuçları 

 

 
 
ġekil 4.19. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM MgCl2’ün etkisinin sonuçları 
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Çizelge 4.3. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine bazı katyonların etkisinin sonuçları 

 

Kimyasallar 
Konsantrasyon 

(mM) 
Proteolitik Aktivite 

(%) 

Kontrol - 100 

MgCl2 

0,1  

1,0  

10 

124,08 

94,06 

113,91 
 

 

MnCl2 

 

0,1  

1,0  

10 

91,71 

71,60 

70,20 
 

 

FeCl2 

 

0,1  

1,0  

10 

90,06 

85,50 

100,09 
 

 

NiCl2 

 

0,1  

1,0  

10 

94,50 

61,62 

50,27 
 

 

FeCl3 

 

0,1  

1,0  

10 

149,52 

142,77 

139,09 
 

 

CaCl2 

 

0,1  

1,0  

10 

132,73 

95,41 

86,82 
 

 

HgCl2 

 

0,1  

1,0  

10 

73,05 

27,75 

08,86 
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4.3.7. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin 

aktivitesi üzerine bazı kimyasalların etkisinin incelenmesi sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi aktivitesi üzerine 

SDS (Sodyum dodesil sülfat), iyodasetamid, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) ve 

β-merkapto etanolün etkileri incelendi. Bunun için saflaĢtırılan enzimin kazein 

substratına karĢı proteolitik aktivitesinden yararlanıldı. 

 

0,1 mM, 1 mM ve 10 mM’lık hazırlanan SDS, EDTA, iyodasetamid ve β-merkapto 

etanol çözeltilerinden 100 µL, 200 µL, 300 µL, 400 µL, 500 µL alındı, 1 mL %1’lik 

kazein çözeltisi ve 0,5 mL enzim çözeltisi eklendi. Enzim için proteolitik aktivite 

dakikada parçaladığı µg protein/mL olarak hesaplandı. 

 

 
 
ġekil 4.20. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM EDTA’in etkisinin sonuçları 
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ġekil 4.21. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM SDS’nin etkisinin sonuçları 

 

 
 
ġekil 4.22. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM iodasetamid’in etkisinin sonuçları 
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ġekil 4.23. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM β-merkapto etanol’ün etkisinin sonuçları 

 

Çizelge 4.4. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enzimi 

aktivitesi üzerine bazı kimyasalların etkisinin belirlenmesi sonuçları 

 

Kimyasallar Konsantrasyon 
Proteolitik Aktivite 

(%) 

Kontrol - 100 

Ġyodasetamid 

0,1 

1,0 

10 

1,61 

0,49 

0,00 
 

 

β-merkaptoetanol 

 

0,1 

1,0 

10 

1,09 

0,55 

0,00 
 

 

SDS 
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4.4. SaflaĢtırılan Proteaz Enzimi Kullanılarak Sütün Çöktürülmesi Sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin sütü çöktürüp 

çöktürmediği araĢtırıldı. Çökmenin 30 dakika sonunda 50°C’de meydana geldiği 

belirlendi. 

 

Sonuçlar ġekil 4.24’de verilmiĢtir. 

 

 
 

ġekil 4.24 SaflaĢtırılan proteaz enzimi kullanılarak sütün çöktürülmesi  

*(I: Kontrol, II: Enzim, III: Homojenat) 

 

 

 

 

  

Ι  
Ι  Ι  Ι  Ι  Ι  
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4.5. SaflaĢtırılan Proteaz Enzimi Kullanılarak Kan Lekesini Temizleme Etkisinin 

Ġncelenmesinin Sonuçları 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin temizlik 

ürünlerinde katkı maddesi olarak kullanılıp kullanılamayacağı araĢtırıldı. Bu amaçla 3 

adet (5x5) kumaĢ parçası üzerine 50 µL kan damlatıldı ve kuruması beklendi. 100 

mL’lik 3 adet beher alındı ve 1. behere 1 mL enzim çözeltisi, 10 mL 0,1 M asetat 

tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanılarak 50 mL ye tamamlandı, 2. behere 1 

mL deterjan, 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve hacim saf su kullanılarak 

50 mL ye tamamlandı, 3. behere ise 10 mL 0,1 M asetat tamponu (pH:6) eklendi ve 

hacim saf su kullanılarak 50 mL’ye tamamlandı. Kurutulan kumaĢlar hazırlanan 3 

beherde 1 gece boyunca bekletildi. 

 

Sonuçlar ġekil 4.25’te verilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4.25. SaflaĢtırılan proteaz enzimi kullanılarak kanın temizlenmesi etkisinin 

sonuçları  
*(I: Deterjan, II: Enzim, III: Kontrol) 

 

4.6. Tirmit Mantarının (Lactarius volemus) C Vitamini Miktarının Belirlenmesi 

 

Tirmit mantarında (Lactarius volemus) bulunan C vitamini miktarı 

diklorofenolindofenol (DCPIP) ile titrasyon yapılarak belirlendi (Smirnoff, 2000). Bitki 

homojenatına %0,1’lik diklorofenolindofenol (DCPIP) çözeltisi damla damla ilave 

edildi. Mavi rengin oluĢması ile titrasyon sonlandı. 0,001 g olan her 1 cm
3
 DCPIP 

Ι  Ι  Ι  Ι  Ι  Ι  



59 

 

 

 

0,0015 g askorbik aside karĢılık gelecek Ģekilde hesap yapılarak numunedeki C vitamini 

miktarı aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplandı (Smirnoff 2000).  

 

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

 

Sonuçlar Çizelge 4.5’te verilmiĢtir. 

 

4.7. Tirmit Mantarının (Lactarius volemus) E Vitamini Miktarının Belirlenmesi 

 

α-tokoferol’ün standart çözeltisinden 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 µg/mL alınarak H2SO4 ilave 

edilerek tokoferil asetatın ester formu hidroliz edildi. Ardından ortama 0,5 mL 0,01 M 

tetrazolium blue, 5 mL 0,2 M NaOH ve metanol ilave edildi, 90
o
C’de 10 dakika 

inkübasyondan sonra 526 absorbanbsı ölçüldü ve standart grafik oluĢturuldu. Tirmit 

mantarının (Lactarius volemus) E vitamini miktarı standart grafikten faydalanılarak 

hesaplandı (Çizelge 4.5). 

 

 
 
ġekil 4.26. E vitamini tayini standart grafiği 

 

 

y = 1,57x - 0,02 
R² = 0,9623 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

A
b

so
rb

an
s 

(5
2

6
 n

m
) 

α-Tokoferol (µg/ml) 



60 

 

 

 

4.8. Tirmit Mantarının (Lactarius volemus) A Vitamini Miktarının Belirlenmesi 

 

Tirmit mantarının (Lactarius volemus) A vitamini tayini Limited ve Hyderabad 

tarafından geliĢtirilen yöntem ile yapıldı (Limited and Hyderabad 1996). Yöntem A 

vitamininin 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile renkli bir bileĢik oluĢturma ve bu 

bileĢiğin 610 nm’de maksimum absorbans gösterme prensibine dayanmaktadır. β- 

karotenden 0,25, 0,5, 1.0, 2,5 ve 5,0 mg/mL alınarak 4-hidroksi-3-metil benzaldehit ile 

renkli türev oluĢturuldu ve standart grafik oluĢturuldu. Daha sonra Tirmit mantarından 

(Lactarius volemus) elde edilen ekstreden numune alınarak aynı yöntem kullanılarak 

ölçüm yapıldı ve A vitamini miktarı hesaplandı. 

 

Sonuçlar Çizelge 4.5’te verilmiĢtir. 

 

 
 
ġekil 4.27. A vitamini tayini standart grafiği 
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Çizelge 4.5. Tirmit mantarının (Lactarius volemus) vitamin tayini sonuçları 

 

Vitamin 
Su ekstraktı 

(mg/100 gr) 

Petrol eteri ekstraktı 

(µg/100 gr) 

A Vitamini 

(β-Karoten) 
- 68 ± 0,24 

E Vitamini 

(α-tokoferol) 
- 37 ± 0,13 

C Vitamini 

(Askorbik asit) 
18 ± 0,32 - 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Yapılan bu çalıĢmada yenilebilir tirmit mantarından (Lactarius volemus) proteaz enzimi 

saflaĢtırıldı, tirmit mantarında (Lactarius volemus) A vitamini, E vitamini ve C vitamini 

miktarları belirlendi ve ayrıca saflaĢtırılan proteaz enziminin gıda ve temizlik 

endüstrisinde kullanılıp kullanılamayacağı araĢtırıldı. 

 

Literatür araĢtırmalarımız sonucunda proteaz enziminin saflaĢtırılmasında kullanılan en 

yaygın yöntemin iyon değiĢim kromatografisi olduğu belirlenmiĢtir ve bu yöntem 2 

basamaktan oluĢmaktadır. 

 

1. Basamakta %50-70 aralığında amonyum sülfat çöktürmesi yapılmıĢ ve çökelekte 

yüksek proteaz aktivitesi belirlenmiĢtir. 

 

2. Basamakta ise diyalizlenen enzim homojenatı CM-Sephadex iyon değiĢim kolonuna 

yüklenmiĢ ve 0,1-0,5 mM NaCl ile tuz gradienti oluĢturularak elüe edilmiĢ ve aktif 

elüatlarda protein tayini yapılmıĢtır. 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) 2 basamakta saflaĢtırılan proteaz enziminin 

aktivite-absorbans grafiği ġekil 4.2’de verilmiĢtir. Ayrıca her basamakta spesifik 

aktiviteler hesaplanarak saflaĢtırma tablosu oluĢturulmuĢ ve proteaz enziminin 60,29 kat 

saflaĢtırıldığı belirlenmiĢtir. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan 

proteaz enziminin saflığını kontrol etmek amacıyla SDS-PAGE yapılmıĢtır. Enzimin saf 

olduğu belirlenmiĢ olup jelin fotoğrafı çekilmiĢtir. Jelin fotoğrafı ġekil 4.3’te 

gösterilmiĢtir.  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) proteaz enziminin optimum pH değerini 

belirlemek için pH:4-10 aralığında aktivite ölçümleri yapılmıĢ ve aktivite-pH grafiği 
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çizilmiĢtir (ġekil 4.4). Enzimin optimum pH’sının 7 olduğu ve pH:4-9 aralığında 

aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir.  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

sıcaklık değerini belirlemek amacıyla 10-90°C aralığında enzimin aktivitesi ölçülmüĢ ve 

optimum sıcaklığın 60°C ve enzimin 10-80°C aralığında aktivite gösterdiği 

belirlenmiĢtir. 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin molekül ağırlığı 

jel filtrasyon kromatografisi kullanılarak 26,1 kDa olarak belirlenmiĢtir. Jel filtrasyon 

kromatografisi standart grafiği ve molekül ağırlığı tayini grafiği sırasıyla ġekil 4.6 ve 

ġekil 4.7’de verilmiĢtir.  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin kazein 

substratına karĢı KM ve Vmax değerlerinin hesaplanmasında Linewear-Burk grafikleri 

oluĢturulmuĢ ve KM ve Vmax değerleri sırasıyla 0,975 µM ve 1,21 µg/mL*dakika olarak 

hesaplanmıĢtır (ġekil 4.8). 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin substrat 

spesifikliğini belirlemek için hemoglobin, jelatin, azoalbümin, azokazein substratlarına 

karĢı proteolitik aktivite ölçümleri yapıldı ve Linewear-Burk grafikleri çizildi. Bu 

grafiklerden yararlanılarak her substrat için KM ve Vmax değerleri belirlendi ve en fazla 

ilginin kazein substratına karĢı olduğu görüldü. Sonuçlar Çizelge 4.2’de gösterilmiĢtir.  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin aktivitesi 

üzerine Hg
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Fe
3+

, Ni
2+

, Mg
2+

 (10 mM, 1 mM, 0,1 mM) katyonlarının 

etkisi de belirlenmiĢtir. Tüm katyonların klorürlü tuzları kullanılmıĢtır. Çizelge 4.3’te 

görüldüğü gibi Mg
2+

, Fe
3+

, Ca
2+

 iyonlarının enzimi aktivite ettiği Hg
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

 

katyonlarının enzimi inhibe ettiği belirlenmiĢtir.  



64 

 

 

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin aktivitesi 

üzerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM β-merkapto etanol, SDS, EDTA ve iyodasetamid 

kimyasallarının etkisi belirlenmiĢtir. SDS ve EDTA’nın düĢük konsantrasyonlarda 

enzimi kısmen inhibe ettiği, yüksek konsantrasyonlarda ise uygulanan tüm 

kimyasalların enzimi tamamen inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Çizelge 4.4).  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin sütü çöktürüp 

çöktürmediği konusuda araĢtırılmıĢ ve en iyi çökmenin 50°C’de 30 dakikada meydana 

geldiği belirlenmiĢtir.  

 

Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin temizlik 

ürünlerinde katkı maddesi olarak kullanılıp kullanılamayacağı da araĢtırılmıĢ olup kan 

lekesini temizleme etkisi incelenmiĢ ve kısmen etkili olabileceği sonucuna varılmıĢtır 

(ġekil 4.23).  

 

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

miktarları belirlenmiĢtir (Çizelge 4.5).  

 

Sonuç olarak; 

 

1. Proteaz enzimi, tirmit mantarından (Lactarius volemus) amonyum sülfat çöktürmesi 

ardından CM-Sephadex kromatografisi kullanılarak saflaĢtırıldı.  

 

2. CM-Sephadex iyon değiĢim kolonu ile enzim 60.29 kat saflaĢtırılmıĢtır. 

 

3. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

pH’sı 7 olarak bulunmuĢtur.  
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4. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

sıcaklığı 60°C olarak belirlenmiĢtir.  

 

5. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin kazein 

substratına karĢı KM ve Vmax değerleri sırasıyla 0,975 µM ve 1,21 µg/mL*dakika olarak 

belirlenmiĢtir. 

 

6. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin hemoglobin, 

jelatin, azokazein, azoalbümin substratlarına karĢı substrat spesifikliği belirlenmiĢtir 

(Çizelge 4.2). 

 

7. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin molekül 

ağırlığı 26,1 kDa olarak hesaplanmıĢtır.  

 

8. Proteaz enzim aktivitesi üzerine Hg
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Fe
3+

, Ni
2+

, Mg
2+ 

katyonlarının, β-merkapto etanol, SDS, EDTA ve iyodasetamid kimyasallarının etkileri 

incelenmiĢ ve yüksek konsantrasyonlarda Hg
2+

 ve β-merkapto etanol, SDS, EDTA ve 

iyodasetamidin saflaĢtırılan proteaz enzimini tamamen inhibe ettiği görülmüĢtür.  

 

9. Tirmit mantarından (Lactarius volemus) saflaĢtırılan proteaz enziminin sütü çöktürüp 

çöktürmediği araĢtırılmıĢtır. En iyi çökmenin 50°C’de 30 dakikada olduğu gözlenmiĢtir.  

 

10. Tirmit mantarında (Lactarius volemus) bulunan C vitamini miktarı 18 mg/100g 

olarak belirlenmiĢtir. Tirmit mantarında (Lactarius volemus) bulunan c vitamini miktarı 

limon ve portakalla karĢılaĢtırıldığında çok düĢük sayılabilir. Limonda 100 mg/100g, 

portakalda ise 190 mg/100g olarak c vitamini (askorbik asit) miktarı belirlenmiĢtir. 

(Bacharach et al. 1934) 
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11. Tirmit mantarında (Lactarius volemus) bulunan E vitamini miktarı 37 µg/100g  

olarak bulunmuĢtur. Patateste E vitamini miktarı 230 µg/100g iken mısırda 133 µg/100g 

olarak belirlenmiĢtir (Warman and Havard 1998).  

 

12. Yapılan araĢtırmalarda avucun A vitamini miktarı 12,45 mg/100g (Warman and 

Havard 1997) Tirmit mantarında ise (Lactarius volemus) A vitamini miktarı 68 µg/100g 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

Bu çalıĢmada Erzurum ve çevresinde doğal olarak yetiĢen bilimsel adı Lactarius 

volemus olan mantar türünden proteaz enziminin saflaĢtırılması, karakterize edilmesi ve 

bu enzimin temizlik ve gıda endüstrisinde kullanılıp kullanılamayacağı sorusuna cevap 

arandı. SaflaĢtırılan proteaz enziminin sütü çöktürdüğü ve peynir yapımında 

kullanılabileceği görüldü. SaflaĢtırılan proteaz enziminin kan proteinlerini parçaladığı 

yapılan deneyler sonucunda anlaĢıldı. Mantarın vitamin yönünden de zengin olduğu 

belirlendi ve protein miktarınca zengin olan yenilebilir bu mantar türünün besleyici bir 

gıda ürünü olarak rahatlıkla tüketilebileceği sonucuna varıldı.  
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