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Ozet
Bir¢ok uygulama alanina sahip tirozinaz enziminin etkinligini arttirmaya yonelik olarak bu c¢alismada tirozinaz
enzim aktivitesi {izerine etki eden karistirma hizi, pH, sicaklik ve substrat konsantrasyonu gibi reaksiyon
parametreleri UV spektrofotometre ile yerinde analiz edilmistir. Enzim aktivitesi enzimtik o-kuinon {riiniiniin 390
nm de verdigi absorbans degerine bagh olarak hesaplanmis ve kinetik parametreler (Vm ve Km) Michealis Menten
model denklimi kullanilarak bulunmustur. Yerinde analiz yontemi ile tirozinaz enzim aktivitesinin nukleofilik ajan
kullanimina gerek kalmadan dogru bir sekilde tespit edilebilecegi reaksiyon ortaminin reaksiyon oncesi ve sonrasi
tarama profillerinden ve enzimatik o-kuinon iiriiniiniin zamanla olusum grafiginden anlasilmistir. 300 dev/dk
karistirma hizinin yeterli oldugu, daha yiiksek karistirma hizlarinda aktivitenin degismedigi ve bu egilimin tiim
enzim konsantrasyonlarinda ayni oldugu sonucuna varilmistir. Enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH degeri 7.4
olarak saptanmis ve asidik pH degerlerine nispeten bazik pH degerlerine gidildikge enzimin aktif gruplarindaki
yapisal degisimlerden dolayi aktivitede daha fazla bir azalma oldugu goriilmiistiir. Enzimin en aktif oldugu sicaklik
50 °C olarak tespit edilirken bu sicakliktan sonra enzim yapist bozundugundan aktivitede azalma goézlemlenmistir.
Deneysel veriler Michealis Menten model denklemi ile yiiksek korelasyon (%99) gostermistir. Maksimum hiz (Vm)
ve Michealis sabiti (Km) siras1 ile 1.046 pmol/dk ve 0.228 mM olarak hesaplanmistir. Sonug olarak tirozinaz enzim
aktivitesi iizerine reaksiyon parametre etkilerinin UV spektrofotometre kullanilarak yerinde tayin edilmesi, enzim
inhibisyon mekanizmasini temel alan ve fenolik bilesiklerin, tarim ila¢ kalintilarinin, patojenlerin ve GDO tespiti icin
gelistirilen enzimatik biyosensorlerin etkinliklerinin arttirilmasina katki saglayacaktir.
Anahtar Kelimeler — Michaelis sabitleri, pH, Sicaklik, Karistirma Hizi, Tirozinaz enzimi, uv
spektrofotometre.

In-situ Analysis of Reaction Parameter Effects on Tyrosinase Enzyme
Activity by UV Spectrophotometer

Abstract
In this study the effect of reaction parameters such as stirring speed, pH, temperature and substrat
concentration on tyrosinase enzyme activity were analyzed in-situly by UV spectrophotometer with the aim
of increasing the efficiency of tyrosinase enzyme activity having huge number of application area. Enzyme
activity was evaluated depending on absorbance of o-quinone at 390 nm and kinetic parameters (Vm and Km)
were found by using the Michealis Menten model equation. The ability to accurate determination of
tyrosinase enzyme activity without using nucleofilic reagent by in-situ methot was understood from
scanning profiles of reaction medium before and after the reaction and diagram of enzimatically produced o-
quinone with time. It is concluded that 300 RPM stirring speed is sufficient, no change in activity at higher
stirring speed and this trend is the same for all enzyme concentrations. The maximum enzyme activity was
detected at pH:7.4 and high decrease in enzyme activity was observed towords basic pH condition with
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respect to acidic ones due to structural change in enzyme active sites. While the temperature at which the
enzyme most active is detected as 50 °C, the decrease in enzyme acticity above that temperature was
observed due to denaturation of enzyme structure. Experimental values shows high correlation (99 %) with
Michealis Menten model equations. Maximum velocity (Vm) and Michealis constant (Km) were calculated as
1.046 umol/min 0.228 mM. Consequently in-situ analysis of reaction parameter effects on tyrosinase enzyme
activity by UV spectrophotometer will contribute to increase in the efficiency of enzymatic biosensor
developed for determination of phenolic compounds, pesticides, patogens and GMO based on enzyme

inhibition mechanism.

Keywords — Michaelis constants, pH, Temperature, Stirring Speed, Tyrosinase enzyme, UV
spectrophotometer
1 Giris ortamimin karistm hizi, i¢ ve dig kiitle trasfer

Tirozinaz enzimi ¢ift ¢ekirdekli bakir kiimeleri iceren
polifenoloksidaz enzimlerinin Onemli bir iiyesidir.
Sekil 1 de gosterildigi gibi enzimin aktif bolgesindeki
histidin aminoasidi iceren alt1 adet nitrojen atomu ile
¢evrelenmis bir ¢ift bakir atomu molekiiler oksijen ile
etkilesim halindedir [1, 2]. Bu enzim ila¢ sanaayinde,
melanom hastaliginin tedavisinde, fenolik bilesiklerin
zehirli etkilerinin giderilmesinde, fenolik bilesiklerin,
tarim ilag¢ kalintilarinin, patojenlerin ve GDO tespiti
igin enzimatik sensorlerin gelistirilmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir. Ayrica bitkilerde,
hayvanlarda ve diger organizmalarda melanin
sentezindeki esmerlesme reaksiyonlarinda gorev

alirlar [3-6]. Mantardan izole edilen tirozinaz enzimi
120 kDa molekiil agirliginda olup izoelektrik noktasi
4.5 dir. Bu nedenle pH 4.5'in {izerinde olan ortamlarda
tirozinaz enzimi negatif yiike sahip olur. Enzimin en
aktif oldugu pH degerleri 4 ile 8 araligindadir [7-9].

Enzimin dogasi, substratin konsantrasyonu, pH,
sicaklik, organik c¢oziiciiler, agir metaller ve diger
fiziksel ve mekaniksel dis etkenler (reaksiyon ortamini
karistirma hizi) enzim aktivitesi tizerine etki eden
onemli parametrelerdir [10, 11].

Enzimler ortam pH sina gore protone olan ya da
olmayan ¢ok sayida polar aminoasit gruplari igerir.
Ortam pH sinda meydana gelecek herhangi bir
degisim enzimin aktif bolgesindeki yiik dagilimini da
kontrol eder. Bu durum enzimin konformasyonunu
degistirerek, substratin enzime baglanmasini dolayis:
ile reaksiyon hizini etkiler. Bunun gibi sicaklikta

enzimlerin  aktivitesini  etkileyen en  Onemli
parametrelerden biridir.  Elverirsiz pH ve sicakhik
kosullar1 enzimimin enzim aktif bolgesindeki

yapilanmay1 bozarak enzimin biyolojik aktivitesini
azaltabilir ya da yok eder [9, 10, 12]. Reaksiyon
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direnglerini belirleyen diger 6nemli bir parametredir.
Maksimum hiz (Vm) ve Michaelis sabiti (Km) gibi
reaksiyon hakkinda onemli bilgiler veren kinetik

parametreler Michaelis-Menten denklemlerini
kullanarak hesaplanmaktadir ki bu denklemin
uygulanabilmesi  bahsi gecen  kiitle transfer

direnglerini minimize etmekle olur [13]. Herhangi bir
destek malzemeye tutturularak hazirlanan filmlerin
kullanuldig1 bir enzimatik reaksiyondaki kiitle transfer
katsayisinin karistirma hizina bagli oldugu Cussler
tarafindan [14] gelistirilen deneysel bir denklemle
actkca ifade edilmistir. Ozellikle dis kiitle transfer
direncini minimize etmenin yolu ortamin iyi bir sekil-
de karistirilmasi ile miimkiin olur [15]. Dolayis: ile
yiiksek enzim aktivitesi elde etmek icin, ortam pH si,
sicaklik, karistirma hizi, substrat konsantrasyonu gibi
parametrelerin konrol edilerek optimize edilmesi
gerekmektedir.

(His)
Y—NH
// \ (His)
\\‘ 7/ |
N

Sekil 1. Tirozinaz enziminin aktif bolgesi.

Tirozinaz enzim aktivitesini birka¢ metatla tespit et-
mek miimkiindiir. Bunlar

eEnzimatik {iriin olan o-kuinonu yakaliyarak kromo-
tografik bilesenler olusturan niikleofilik ajanlar
kullanmak
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e Askorbik asit gibi indirgenme ajanlarinin enzimatik
iirtin olan o-kuinonlar la oksidasyonu sonucu azalan
miktarlarin1 6l¢gmek

¢ Oksijen tiiketimini 6l¢gmek

eDogrudan enzimatik o-kuionon tiriiniiniin miktarmi
Olgmek

O-kuinonlar hidroksi fenollerin tirozinaz enzimi ile
katalizlenmesi sonucu ortaya c¢kan enzimatik bir
[16]. Dogrudan enzimatik
triniintin - miktarim1  6lgmek bahsi gegen Ol¢lim
metotlar1 arasinda en hizli, pratik ve dogru olanidir

urtindur o-kuionon

[9]. Ancak bu metotdaki tek engel enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda reaksiyon baslangig
hizinin ¢ok kisa bir sure i¢in dogrusal devam ediyor
olmasidir. Bunun nedeni o-kuinonlarin enzimatik
olmayan reaksiyonlarla ¢abucak pargalanmasidir [17].

kullanilan

Dolayist ile tirozinaz enzim aktivitesini kisa bir siirede
enzimatik o-kuionon driintiniin miktarim1  6l¢gme
metodu ile saptamak gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Genis bir uygulama alanina sahip olan bu enzimin
hizli ve dogru bir sekilde aktivite tayininin yapilmasi
Ozellikle enzim inhibisyon mekanizmasini temel alan
enzimatik biyosensorlerin gelistirilmesinde 6nem
arzetmektedir. Bu ¢alismanin amact ortam karistirma
hizi, pH, sicaklik ve substrat konsantrasyonu gibi
parametrelerin tirozinaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkilerini UV spektrofotometre ile yerinde tayin
ederek enzimin uygulama alanlarindaki etkinligini
arttirmaktir..

2 Materyal ve Metot
2.1 Materyal

Enzim olarak mantar kokenli tirozinaz (T3824),
olarak katesol (C9510) Sigma Aldrich
firmasindan, tampon ¢Ozelti hazirlamak igin di
sodyum hidrojen fosfat (Na2HPOi) ve sodium-
dihidrojen fosfat monohidrat Merck firmasindan
temin edilmis ve kullanilmistir. Tim sulu ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda ultrasaf su dan (182 MQ)
yararlanilmigtir. UV  gorinir
spektrofotometre kullanilarak (Thermo Scientific
(Evolution 201) tayin edilmistir.

2.2 Metot

substrat

Enzim aktivitesi

50 mM sodyum hidrojen fosfat (pH: 9.3) ve sodium-
dihidrojen fosfat monohidrat (pH: 4.4) ¢ozeltileri pH:
6.5 olacak sekilde birbirleri ile karistirilmis ve fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) elde edilmistir. Bu pH
degerindeki tampon ¢ozelti, Michaelis sabitlerinin (Vi
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ve Kn) bulunmasinda, enzimatik reaksiyonun karak-
terizasyonu ¢alismalarinda, sicaklik ve karigtirma hiz
gibi parametrelerin belirlenmesinde kullanilmistir.
Toz formundaki tirozinaz enzimi (7.9 mg) 3 ml PBS
(pH: 6.5, 50 mM) igerisinde ¢oziindiiriilerek sivi hale
getirilmistir ve bu stok ¢ozelti gerektigi zamanlarda
kullanilmak tiizere -20 9C de muhafaza edilmistir.
Katesol stok cozeltisi 2 mM olarak pH:6.5 teki PBS
icerisinde hazirlanmis ve seyreltilerek kullanilmistir.

Tim enzimatik 6l¢gtimler 3 ml kuartz kiivet igerisinde
peltier sistem (karishrma ve sicaklik kontrolu
saglayan bir sistem) kullanilarak tayin edilmistir.
Oncelikle 250-750 nm dalga boylarinda reaksiyon
oncesi (ortamda sadece katesol varken) ve rekasiyon
baslatildiktan 3 dk sonra bir tarama yapilmis ve bu
sayede katesoliin ve olusan o-kuinon iriiniiniin
maksimum absorbans verdigi dalga boylar1 tespit
edilmistir. Bu tarama ile ayni zamanda muhtemel
enzimatik olmayan reaksiyonlarin seyri de takip
edilebilmistir. Enzim aktivitesi, belli bir sicakliktaki
reaksiyon ortamini manyetik bir sekilde karistirirken
(in-situ analiz), olusan o-kuinon tiriiniiniin, maksi-
mum absorbansda verdigi dalga boyunda zamana
kars1 (1 dk boyunca) artis miktar1 baz alinarak
hesaplanmistir. Reaksiyon parametreleri olarak
nitelendirilen Michaelis sabitleri (Vm ve Km) in-situ

analiz metodu ile farkli subsrat konsontrasyonlarinda
(0.05-2 mM) 25 °C’ de, pH:6.5 PBS igerisinde 700
dev/dk da kanstirilarak tespit edilen deneysel
degerlerin, Michaelis Menten model denklemine
(denklem 1) hatayr minimize ederek (denklem 2)
uydurulmasi ile tespit edilmistir.

v = VinlS] denklem 1
Km+[S]

Hata: Z[Vdeneysel - Vhesaplanan] denklem 2

Burada Vm maksimum reaksiyon hizi, Km ise maksi-
mum hizin yarisina denk gelen substrat konsantra-
syonudur.

Diger reaksiyon parametrelerinden sicakligin enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi 10-60 °C arasinda pH:6.5
PBS igerisinde 700 dev/dk da karistirilarak, pH'min
enzim aktivitesi {izerine olan etkisi 5.6-8.8 deger
araliklarinda 25 °C’ de, 700 dev/dk da karigtirilarak,
karistirma _hizimin enzim aktivitesi {izerine olan etkisi
25 °C’ de, pH:6.5 PBS igerisinde reaksiyon ortami 300-
1000 dev/dk araliginda karistirilarak in-situ analiz
metodu ile tespit edilmistir.
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3 Bulgular ve Tartisma

Tirozinaz enziminin ve katesoliin bir araya getirilmesi
ve uygun bir dev/dk da karistirilmasi ile enzimatik
uv
spektrofotometrede verdigi maksimum absorbans
pikini tespit etmek igin yapilan 250-750 nm dalga

olarak olusan o-kuinon urininin

boylarinda bir taramamin sonuglar1 Sekil 2 de
gosterilmistir.
1,2 ]
n katego = Autozero:PBS
Lan = = =0.min
o) I ———3. min
c 0,8 T N
8
5 0,6 -
4
< 04 - o-kuinon
02 -
0 T T — T
250 350 450 550 650 750
Dalga boyu

Sekil 2. Reaksiyon ortaminin reaksiyon oncesi (sadece
katesol varken) ve 3 dk. lik reaksiyon sonrasi (hem katesol
hemde emzimatik {iriin olan o-kuinon varken) tarama profili

Reaksiyon Oncesi ortamda sadece katesol varken 275
nm dalda boyunda pik gozlemlenmis, 3 dk Iik
reaksiyon sonrasinda ise 275 nm deki katesola ait olan
pikde azalma buna mukabil 390 nm dalga boyunda o-
kuinona ait yeni bir pikin varligi literatiire uyumlu bir
sekilde [18, 19] tespit edilmistir. Farkli dalga
boylarinda herhangi baska bir pikin goézlenmemesi
enzimatik o-kuinon iirtiniiniin bu sure zarfinda stabil
oldugunun ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla
bozunmadiginin bir kanitidir. Dolayist ile ¢ikan sonug
enzim aktivitesinin 3 dk lik bir siire igerisinde dogru
bir sekilde tayin edilebilecegini ifade etmektedir. Sekil
3, 390 nm dalga boyunda enzimatik o-kuinon
trintinin 1 dk lik zaman igerisindeki olugsum
grafigini gostermektedir.

Se
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Sekil 3. Enzimatik o-kuinon firiiniiniin 390 nm dalda
boyunda zamanla olusum grafigi

Calismamizda herhangi bir niikleofilik ajan kullanil-
mamis ve aktivite dogrudan enzimatik iriiniin (o-
kuinon) zamanla olusum miktarma bagl olarak yer-
inde test edilmistir. Sekil 3 den de anlasildig: {izere,
reaksiyon ortaminda belli bir konsantrasyonda katesol
varken ortam peltier sistem kullanilarak belirli bir
sicaklikta karistirmaya baslanmistir. 4-5 sn sonra or-
tama tirozinaz enzimi ilave edilerek sifir anindan iti-
baren ¢ok kisa siiren dogrusal artis grafiginde olusan
o-kuinon {iirtinliniin baslangi¢ miktarlarida takip
edilebilmis ve boylelikle yerinde analiz metodu ile
reakyon hizinin daha dogru hesaplamas1 saglanabil-
mistir. Bu metot tirozinaz enzimi ile yapilacak inhi-
bisyon calismalarinda (fenol,pestisit, GDO, patogen
tayinleri) kullanilabilir. Calismamizda reaksiyon par-
ametreleri degerlendirilerken hesaplanan enzim ak-
tiviteleri icin gerekli olan deneysel veriler yukarida
bahsedildigi gibi yerinde analiz metodu ile UV spek-
trofotometre kulllanilarak gergeklestirilmistir.

Enzim aktivitesini hesaplamak icin Sekil 3 deki gibi
reaksiyon baslangicindan itibaren elde edilen
dogrusal grafigin ilk 30 sn deki egimi (dA/dt) Beer-
Lambert denklemimde (denklem 3) yerine konarak
hesaplanmaistir [20].

A = ecl denklem 3

“_yr

Burada “A” absorbans degeri “c
syonu(c = P), “&” ekstinksiyon katsayis1 (390 nm deki
o-kuinon triini igin: 1417 M-lem? [4]) ve “I=1 cm”
kuartz kuvetin 1sik yolu uzunlugudur. Bu sayede ki-
netic egrinin (Sekil 3) egimi tirozinaz enzim ak-
tivitesini (umol/dk) ifade eden sayisal bir degere
denklem 4 kullanilarak dontistiiriiliir.

dP _ dA 1

= denklem 4
dt dt el

Urtinin konsantra-
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Reaksiyon parametrelerinden ilk olarak onemli bir
tanesi olan karigtirma hizinin enzim aktivitesi tizerine
olan etkisi incelenmigtir. Yetersiz karistirma hizi
oldugunda subsrat ile enzimin bulusmasi ve {iriin
yavaglar. Ayrica olusan driinler
enzimlerin  ¢evresinde bir difiiyon tabakasi
olustururlar. Yeni bir {irtiniin olusmasi i¢in substrat bu
ulagsmak

olusum hizi

diiftizyon tabakasini asarak enzime
zorundadir. Buda uygun bir karistirma hizi ile
mimkiin olur. Sekil 4 de karistirma hizinin tirozinaz

enzim aktivitesi iizerine olan etkisini gosterilmektedir.

3,5
~ 3 4
i; 25 1 ¢10U * 3 2
§_ 2 | 100U * s 3
¥ 15 4 *200U
E 1 4 *300U 4 & * *
< 05 -

0 Y S SN S

0 200 400 600 800 1000 1200
Karigtirma hizi (RPM)

Sekil 4. Karistirma hizinin tirozinaz enzim aktivitesi tizerine
olan etkisi (pH:6.5, T: 25 °C, katesol konsantrasyonu: 2 mM,
enzim konsantrasyonu: 10-300 unit).

Farkli enzim konsantrasyonlar: kullanilarak yapilan
deneylerde 300, 500, 700 ve 1000 dev/dk karistirma
hizlar1 denenmistir. Sonuglar karigtirma hizlarimin
enzim aktiviresi tizerinde aym etkiyi gosterdigi
yoniindedir. Buradan substratin difusyon tabakasini
asmasin da 300 dev/dk karistirma hizinin yeterli
oldugu anlasilmaktadir. Sonuglar tiim enzim
konsantrasyonlarinda ayni egilimi gostermistir. Diger
reaksiyon parametrelerinin enzim aktivitesi {izerine
olan etkilerini bahsedilen
sonuglar dikkate alinmis ve reaksiyon ortaminda

vortex olusturmayan 700 dev/dk karigtirma hiz

incelerken yukarida

secilmigtir.

Diger onemli bir reaksiyon parametresi olan ortam
pH’sinin enzim aktivitesi iizerine olan etkisi pH: 5.6-
8.8 deger araliklarinda ¢alisilmis ve optimum pH'nin
7.43 oldugu Sekil 5 ten anlasilmaktadir.
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Sekil 5. Ortam pH’ smin tirozinaz enzim aktivitesi iizerine
olan etkisi (T: 25 °C, katesol konsantrasyonu: 2 mM, enzim
konsantrasyonu: 50 unit, karistirma hizi: 700 dev/dk).

Ortam aside dogru gittiginde aktif gruplarin protone
olmasindan dolay1 aktivitede az bir degisim oldugu
(pH:5.6 da % 7 azalma), ortam baza dogru gittiginde
ise aktif gruplardaki yapisal degisimserden dolay1
aktivitede daha fazla bir azalma oldugu (pH:8.8 de
%36) goriilmektedir [9].

Ortam sicaklign enzim aktivitesini Onemli Olclide
etkileyen diger bir reaksiyon parametresidir. Bu
parametrenin etkisi 10-60 °C sicaklik araliklarinda
°C de
gerceklestigi goriilmiistiir. Sicaklik arttikca kinetik

calisilmig ve maksimum aktivitenin 50

enerjinin arttig1 fakat aym zamanda bir protein olan
enzimlerin bozundugu bilinmektedir [9]. Sonuglara
gore 50 °C, tirozinaz enziminin bozunmadan kinetik
enerjisinin maksimum oldugu sicaklik degeri olarak
Sekil 6 da goriildiigii tizere karsimiza gikmaktadir.

1,6
B 12 - s . §
E
= 08 - ® * g
2 % 63
z ¢
:\t‘ 04 - P
% 26
0 T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik (°C)

Sekil 6. Reaksiyon ortam sicakliginin enzim aktivitesi
iizerine olan etkisi (pH:6.5, katesol konsantrasyonu: 2 mM,
enzim konsantrasyonu: 50 unit, karistirma hiz1:700 dev/dk).

10 °C sicaklik degerinde yukarida bahsedildigi gibi
kinetik  enerji aktivitesinde
maksimum degere gore % 74 azalma, 60 °C ise enzim

azaldigindan enzim
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bozundugundan dolayr % 27 azalma kaydedilmistir.
Enzimin yapisinda meydana gelen bozunma bu
sicakliklarda zamana bagli kinetic veriler aliirken
agikca goriilmektedir (Sekil 7).

0,5
*30°C
./-\_4\ 0,4 |e40 °C
3 *50°C
g 03 {e60°C
=
202
2
% 01
0 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (sn.)

Sekil 7. Farkli sicakliklarin zamanla tirozinaz enzim ak-
tivitesi iizerine olan etkisi (pH:6.5, katesol konsantrasyonu: 2
mM, enzim konsantrasyonu: 50 unit, karistirma hizi: 700

dev/dk).

Enzim aktivite degerlerinin reaksiyon
baglangicindan itibaren elde edilen dogrusal grafigin
ilk 30 sn deki egimi dikkate alinarak hesaplandig:
diisiiniiliirse, Sekil 7 de gortildiigii gibi 30 °C ve 40 °C’
ye ait grafiklerin ilk 30 sn deki dogrusalliklarinda
sapma olmazken, 50 °C den sonra dzellikle 60 °C deki
grafikte dogrusalliktan sapma gozlemlenmektedir. Bu
durum 50 °C den sonra enzimin zamanla

bozundugunun bir ifadesidir.

Vm ve Km gibi reaksiyon parametreleri deneysel
verilerin Michaelis Menten model denkleminde yerine
konmast ve hatanin minimize edilmesi ile
hesaplanmustir. Sekil 8 den goriildiigii gibi deneysel
veriler ile model arasinda yiiksek bir korelasyon

katsayis1 (%99) bulunmustur.

1 —
g 08 1 # Deneysel datalar
Té 06 - Model datalar1
3/_ 7
£ 04 - Km (mM): 0.228
§ Vim (umol/dk): 1.046
< 02 1 R2: 0.990

0 Hata: 0.233

0 05 1 15 2

Katesol konsantrasyonu (mM)

Sekil 8. Katesol konsantrasyonunun tirozinaz enzim ak-
tivitesi tizerine olan etkisi (pH:6.5, T: 25 °C, enzim kon-
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santrasyonu: 100 unit, karigtirma hiz1:700 dev/dk).

Enzim subsrat kinetigi hakkinda oOnemli bilgiler
aktaran Michaelis sabiti (Km: reaksiyon hizinin yari-
maksimum oldugu substrat konsantrasyonu) 0.228
mM olarak hesaplanmigtir. Substratin enzime
baglanma ilgisinin bir dl¢iisii olan Km degerinin kiigiik
olmasi, substratin enzime karsi yiiksek bir ilgisi
oldugunun ifadesidir [21]. Bunun yaninda Vm degeri
ise 1.046 pmol/dk olarak bulunmustur

4 Sonug

Bu calismada ortam karistirma hizi, pH, sicaklik ve
substrat konsantrasyonu gibi parametrelerin tirozinaz
enzim aktivitesi iizerine olan etkileri yerinde analiz
metodu ile UV spektrofotometrede peltier sistem
kullanilarak arastirilmistir. Reaksiyon {iriinii olan o-
kuinonun 390 nm dalga boyunda pik vermesinden
dolayi, enzim aktivite degerleri bu dalga boyundaki
kinetik egrinin Beer-Lambert denkleminde yerine
konmasi ile elde edilmistir. Sonuglar herhagi bir
niikleofilik ajan kullanmadan enzim aktivitesinin bu
metotla uygun bir sekilde hesaplanabilecegini
gostermistir. 300 dev/dk karistirma hizinin substrat
igin difiizyon tabakasini asmasinda yeterli oldugu
anlasilmistir. Maksimum pH ve sicaklik degerlerinin
sirast ile pH: 7.4 ve T: 50 °C oldugu ve bu degerler
disinda enzim aktivitesinin azaldig1r goriilmiistiir.
Deneysel verilerin Michaelis Menten model denklemi
ile iyi uyum sagladig1 ve Km ve Vm degerlerinin sirasi
ile 0.228 mM ve 1.046 umol/dk oldugu saptanmustir.

5 Tesekkiir

Bu calisma 1147417 nolu TUBITAK projesi tarafindan
desteklenmistir.
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