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OZET

Agaricus bitorquis(Quel.) Saccardo ’ den Tirosinaz Enziminin Elde Edilmesi

ve Karakterizasyonu

Yalg¢in, Caner
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Yard. Dog. Dr. Perihan Guler

Temmuz 2005, 47 sayfa

Gunumuzde aritim teknolojilerinde kullanilan ve endustriyel alanda, gida
sanayinde , tibbi alanda birgok aktivitelere neden olan tirosinaz enzimi
hayvan , bitki ve mantarlardan izole edilmistir. Hemen hemen tium canlilarda
bulunan tirosinazin mantarlarla yapilan galismalarda ¢ogunlukla, enzimin
izolasyonu ve inhibisyonu arastinimistir. Bu calismada, Basidiomycetes
sinifinda yer alan ve Ulkemizde dogal vyayilis go6teren Agaricus
bitorquis(Quel.)Sarcardo* ten tirosinaz enziminin elde edilmesi ve
karakterizasyonu calisiimistir. Agaricus bitorquis’ ten izole edilen tirosinaz
enziminin O6zgul aktivitesi Uzerine degisik faktorlerin etkileri hem misel
asamasinda hem de fruktifikasyonlarda arastirilmistir.Sivi besiyerinde
geligtirilen misellerde olugsan tirosinazin 6zgul aktivitesine miselyar pelet

sayisl, inkibasyon suresi, karbonhidrat konsantrasyonu, pH ve sicaklik gibi



faktorlerin etkileri arastirilmistir.Fruktifikasyon galismalarinda; kultir mantari
ortam sicakliginin etkisi arastiriimigtir.Elde edilen mantarlardan hazirlanan

ekstraktlarda tirosinazin 6zgul aktivitesi dlgulmuastar.

Elde edilen sonuglar grafiklendirilmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Agaricus bitorquis, tirosinaz, 6zgil aktivite, misel

gelisimi, fruktifikasyon



ABSTRACT

Obtaining Tyrosinase Enzyme from Agaricus bitorquis (Quel.) Saccardo and

its Characterization

YALCIN, Caner
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Perihan Guler

July 2005, 47 pp.

The tyrosinase that is used for refining technologies, industrial areas, food
industries and in medicinai sciences which causes lots of activities are isolated from
animals, plants and mushrooms of tyrosinase, vvhich is present in most all living
things, on mushrooms mostly the isolation and inhibition of enzyme has been
worked. In this study, the production of tyrosinase enzyme from Basidiomycetes
class Agaricus bitorquis (Quel.) Saccardo, which is a natural spread in our country
and its characterization, has been worked. The effects of different factors on the
specific activities of tyrosinase enzyme, which is isolated from Agaricus bitorquis,
are investigated both on mycelia and fructifications. The tyrosinase that is
developed in broth medium, The effects of mycelia pellet number,
incubation  period, carbohydrate concentration, heat and pH factors to its

specific activities. During fructification studies; the effect of the environment heat



to the carpophores, which are produced in culture rooms by using the cultural
mushroom production technigues. The specific activities of tyrosinase were

measured at the extracts prepared from the produced mushrooms.

The final results were put in graphics and evaluated statistically.
Key VVords: Agaricus bitorquis, tyrosinase, specific activity, mycelium growth,

fructification.



TESEKKUR

Bu calismanin planlanmasi ve yurutulmesinde her turli yardim, oneri
ve elestirilerini esirgemeyen tez danigsmanim Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Perihan
Guler'e, her konuda Onerileri ve elegtirileri ile yardimlarini gérdugum Biyoloji

Bolumua ogretim uyelerine tesekkurlerimi sunarim.

Calisma suresince bilimsel konularda daima yardimlarini gordugum
Sayin Dog. Dr. Aysun Ergene'ye, Sayin Yard. Dog. Dr. Sema Tan’ a ve her

konuda yardimlarini gordugum arkadasim Seher Yildirim’ a tesekkir ederim.

Ayrica, tezimin her asamasinda yardimlarini ve desteklerini géordigum

aileme tesekklr ederim.



ICINDEKILER DIizINi

(074 =3 I i
AB S T RA C T ..o i
TESEKKUR ... .ooeii e v
ICINDEKILER DIZINI......ooiiiie e, vi
CIZELGELER DIZINi......uuiiieie e, viii
SEKILLER DIZINI.....ooiiiiiie e iX
TERMINOLOUI. ..., X
1. GIRIS e 1
1.1. Fenol OKSIdazIar. ... .......o.oeii e 4
1.2.Tirosinazin Molekiler Ozelligi.................coevveiiiiiieeee e 6

1.3. Enzimatik Tepkimeye Bagh Olarak Tirosinazin inaktivasyon

MEKANIZIMASI.......etiiiiiiieee et 7
1.4.Tirosinazin Katalizledigi TepKimeler...............es 8
1.5.Tirosinazin  Uygulama Alanlart ... 10

1.5.1. Endustriyel Alandaki Uygulamalar......................ocoooveiiii, 10

1.5.2. Tibbi Alandaki Uygulamalar ...........cccccc..oooooiiiiniiiien 10

1.5.3.Gida Endustrisindeki Uygulamalar ............cccccieeieii i, 10
1.5.4. Fenollerin Uzaklastirilmasinda Tirosinaz Kullanimi................. 11
1.6. KUltdr Mantarinin Tanimi.........oooiieee e 14
1.6.1.MOIfOlOJISI.....cceeeeeeeeeeeee e 14

1.6.2.TUrkiye'deki YayIlSl....ccoooeieeieiieeieeeecee e 15



2. MATERYAL VE YONTEM.....cocooiiiiiiiiisicieeee e 17

2.1. Kullanilan Organizma ........ccccccceeeeeeiiieicic il 17

2.2, SPOr AlINMASI.. . 18
2.3.Besiyeri Hazirlign ........cooii i 19

2.3.1. Kati besiyeri Hazirh@n ..., 19

2.3.2.S1vi Besiyeri HazirliQl......ccooooeeeiiiiecceee e 19
2.4, Ana KURRUr HAzZIFNGH oo 19
2.5.S1vi Besiyerine Misel Transferi ..o, 20
2.6. Tirosinaz Aktivitesinin OICUMU .......covvveeee e, 20
2.7. Hiicre Disi Protein Miktarinin OIGUmMU........coooveoeeeeeeeeeeeeen 21

2.8. Enzim Uretimine Etki Eden Fizyolojik Kosullarin

Belilenmesi. ..o 21
2.8.1. Pelet Sayisinin EtKiSi............oevviiviiiiiiiieiieee, 21
2.8.2. inkiibasyon SUresinin EtKiSi...........ccovieeeieeeeeie i 22
2.8.3. Glikoz Miktarinin EtKisi..........cccuiiiiiiiiiiii e 22
2.8.4. PH IN ELKISI...coiiiiiiiiiieiiece e 22
2.8.5. S1CaKNGIN ELKiS.....eveiiiiiiiieeiiieceese e 23

3. ARASTIRMA BULGULARI. ...t 26
3.1. Pelet Sayisinin EtKiSi ..., 26
3.2. inkiibasyon Siresinin EtKiSi ..........c.cccoveeveeeeeceeeeeceeeeenee, 27
3.3. Glikoz Miktarinin EtKiSi..........cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e s 29
34, PHINELKISI. ..o 30
3.5. Sicakh@in EtKiSi.....ccoooueeieiiie e 31

4. TARTISMA-SONUG ... e e eeeee e 33

KAYNAKLAR DIZINi.......cooviieiiiieiceeiceee e 38



CIZELGELER DiziNIi

CiZELGE

1.1. Farkli kaynaklardan izole edilen tirosinazlarin amino asit ve molekuler

agirlik igeriklerinin karsilastirilmasi...........oooo i 7
3.1. Pelet sayisinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi.............................. 27
3.2. inkiibasyon siiresinin tirosinaz aktivitesi tizerine etkisi..................... 28
3.3. Glikoz miktarinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi........................... 30
3.4. pH'In tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi................coooiiii 31

3.5. Sicakhgin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi.................coooii 32



SEKILLER DIZINI

SEKIL

1.1.L-Dopa’ nin tirosinaz tarafindan L-Dopa kinona dontsum tepkimesi....... 3

1.1.

1.3.

1.4.

2.1.

2.2,

2.3.

2.4.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Agaricus bitorquis fruktifilkaSyonu..............ccoiiiiiiii e 15
Agaricus bitorquis’in Turkiye'deki yayilig alanlari................cccccvvvvnnnnee. 16
Toprak altinda yetisen Agaricus bitorquis fruktifikasyonlari.................. 16
Agaricus bitorquis’in toplandigi Asagi Haciosmanoglu koyd................ 17
Agaricus bitorquis’in SPOF iZi........coveeeiiiiiiiiee e 18
Tohumluk misel agilanmig ve agizlari kapatiimis kompost torbalari.....24
Ortli topra@i uygulanmasi yapilmis kompost torbalari.......................... 25
Pelet sayisinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi.............ccccceeevieiiiinnnii, 26
inkiibasyon siiresinin tirosinaz aktivitesi Gizerine etkisi............c..c......... 28
Glikoz miktarinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi............cccocccvveeeennnns 29
pH’in tirosinaz aktivitesi Uzerine etkiSi.............cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiecee, 30
Sicakligin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkiSi.........cccceevveeieiiiiiiiiiiiiieiin, 32



TERMINOLOJI

Annulus : Mantarin olusumu sirasinda velum partiale’nin yitilmasi sonucu

sap Uzerinde kalan halka seklindeki yapi.

Basidiomycetes : Basid’li mantarlar.

Enzim : Biyokimyasal reaksiyonlara katilarak aktivasyon enerjisini dusurerek
reaksiyonu hizlandiran ve reaksiyon sonunda hicbir degisiklige ugramayan

protein yapili organik bilesiklerdir.

Eukaryot : Gergek bir ¢gekirdege ve zarl gevrili organellere sahip hucreleri

bulunan sistamatik birim

Fruktifikasyon : Makro ve mikro funguslarda spor meydana getiren yapi.

Karpofor : Yuksek yapili mantarlarda sap ve sapkadan olusan yapi.

Lamel : YUksek yapili mantarlarda sapkanin altinda bulunan Greme

organlari.

Primer misel : Hiflerin birlesmesi ile olusan geng¢ misellere verilen ad.
Sekonder misel : Primer misellerin birlesmesiyle olusan vejetatif cogalma
yeteneginde olan misel. Sekonder miseller tipik olarak iki nukleusa sahiptir ve

bu hlcreler birbirinden orta duvar ile ayrilmigtir.

Spor : Mantarin, sapka altinda bulunan lameller Uzerindeki Greme hucresi.



1.GIRIS

Dogadaki canlilar ve dogal kaynaklar arasinda kurulan denge, gevre
problemlerini hemen hemen yok edilebilecek dizeydedir. Ancak hizli nufus
artigl, sanayilesme ve dizensiz kentlesme, dogdal dengeyi hizl, surekli ve
duzeltiimesi zor bir seviyede bozmus; kaynagi ne olursa olsun suda, karada
ve havada artan kirlilik, basta insan yasami olmak Uzere tUm canhlarin
yasamini olumsuz ydnde etkilemistir. Bu olumsuz etkileri azaltmak icin atik
ve artiklarin aritimi ile ilgili birgok arastirma yapilmaktadir ve bu galismalar

ozellikle endustriyel atiksularin aritiminda enzimlerin kullanimina yoneliktir'".

Atik maddeler grubunun buayltk bir kismini, fenolik bilegikler
olusturmaktadir. Fenolik bilesikleri olusturan kaynaklar arasinda; komdor,
petrol, plastik, metal kaplama, odun, boya, tekstil, maden, kagit yapimi ve
islenmesini saglayan endustriler sayilabilir'®. Bu isletmelerin olusturdugu atik

maddelerin aritim igslemlerinde son yillarda enzimler kullaniimaktadir.

Enzimleri 6n plana ¢ikaran 6zellikler arasinda;

Enzimin maddeye 6zgul olmasi ve son zamanlarda biyoteknolojide yasanan
gelismelere bagh olarak daha iyi izolasyon ve saflastirma yontemleri
kullanilarak enzimin organizmalardan daha ucuz ve kolay elde edilebilir

olmasi gelmektedir'".



Antim teknolojilerinde kullanilan diger tekniklerle karsilagtiriidiginda
enzimlerin bazi avantajlari bulunmaktadir. Bunlar arasinda; disuk ve yluksek
kirletici konsantrasyonlarinda iglev gorebilmesi, sicaklik, pH ve tuzluluk gibi
etkenlere kargi toleransinin yuksek olmasi, biyokitle olusmamasi nedeni ile
aritim sonrasi ortaya ¢ikabilecek artik madde miktarinda azalma ve islemin
kontrolinin kolay olmasi sayilabilir. Endustriyel atik sulardaki fenolik
bilesiklerin aritiminda kullanilan enzimler, peroksidaz ve fenoloksidaz

grubundaki enzimlerdir(".

Peroksidazlar, oksidoreduktaz sinifi enzimlerden olup oksitleyici ajan
olarak HyO7'yi kullanarak aktivite gosterirler. Bu aktivasyon sonucunda
fenoksi radikaller ortaya c¢ikar. Fenoksi radikaller, ¢ozelti icerisindeki diger
fenol molekulleriyle ve aromatik bilesiklerle tepkimeye girerek polimer
olustururlar. Reaksiyon sonucunda olusan polimerler, suda ¢ézinmezler ve
bu nedenle su ortaminda ¢dkerler®. Bu ¢okiintiiler basit bir filtrasyon
yoluyla ortamdan uzaklastirilabilir. Bu yolla atiksulardaki fenolik bilesikleri,
hidrokarbonlari ve poliklorlu bifenilleri uzaklastirmak miimkindar®™). Aritma
surecinde peroksidazlar igin oksitleyici ajan olarak kullanilan H>O; ‘in
maliyetinin yuksek olmasindan dolayi ; ¢calismalarda oksitleyici ajan olarak O,

kullanan fenol oksidazlar tercih edilmektedir.

Fenoloksidazlarda oksidorediktazlar sinifinda yer alir, tirosinaz ile
lakkaz tipi fenol oksidazlar olmak (izere iki gruba ayrilir{".

Tirosinaz ardisik iki tepkimeyi katalizler. Bunlar :



-Molekuler O, varliginda monofenollerin ortodifenollere
hidroksilasyonlari (kserolaz)!"

-Olusan ortodifenollerin kinonlar olusturmak Uzere dehidrojenasyonlari
(katesolaz)®. Eger ikinci tepkimede substrat olarak L-DOPA kulanilir ise
tepkimede son drlin olarak suda ¢dzilmeyen bir polimer olan L-DOPA kinon
olusur. Olusan bu madde filtrasyon yontemiyle kolayca  sulardan

uzaklastirilabilir®.

L~ EMEF A [ ~DMVF A quinong

il 0
L

Sekil 1.1. L-Dopa’ nin tirosinaz tarafindan L-Dopa kinona dontisum

tepkimesi ©®

Tirosinaz enzimi, Okaryotik canlilarin hemen hemen tum gruplarinda
bulunur. Bu canlilar arasinda yer alan mantarlarla ilgili enzim calismalari,
uretim ve tiketim agisindan dinyada ilk sirada yer alan Agaricus bisporus ile
ilgilidir®™).  Ayrica Portabella’®, beyaz ciiriikctl funguslar'®, parazit

14,15)

yasayan Aspergillus ve Penicillium' gibi mantarlarda kullaniimistir.

Basidiomycetes sinifinda yer alan Agaricus bitorquis (Quel). Saccordo

kisa surede Ureme periyodunu tamamlamasi, yetistiricilik maliyetinin dusuk



olmasi ve bu mantar ile yapilan c¢alismalarin azligi sebebi ile bu tezin

konusunu olusturmustur.

1.1. Fenol Oksidazlar

Polifenol oksidazlar, fenolaz, katesol oksidaz, monofenol oksidaz ve
kserolaz oksidaz olarak bilinen tirosinaz (EC 1.41.18.1) mantarlar, bitkiler ve

hayvanlardan izole edilmigtir'®").

Bitkilerle yapilan calismalarda enzimin sadece kloroplastlarda tilakoid

zari lizerinde bulundugu bildirilmistir.("®2%,

Guney Asya’da yetisen Sago
palm (Palmiye agaci) dan alinan bir ekstraktta, sellloz kromatografisi ve jel
filtrasyonu yontemleri ile polifenol oksidazin iki izoenzimine rastlanmistir. Bu
izoenzimlerin farkliliklari; birinin 35°C ve alkali ortamlarda, digerinin ise 45°C
ve asidik ortamlarda aktif olmasidir®”. Gri renk olusumu gdzlenen
tizimlerden alinan ekstraktta, lakkaz ve tirosinaz enzimine rastlanmistir®®.
Klapp ve arkadaglari, elma ile yapmig olduklari c¢aligmada, tirosinazin
karboksil asit tarafindan inhibe edildigini tespit etmiglerdir. Arastiricilar
calismada; NaF, NaCl, NaBr, Nal'lin tirosinaz enziminin calismasini
yavaslattigini bildirmislerdir®®. Ispanak bitkisinden santrifiijleme yoluyla elde

edilen siipernatant elektroforez ydntemiyle tespit edilmistir®®. Likenlerle

yapilan invitro calismada tirosinaz enziminin varli§i gosterilmistir®.

Enzim calismalari, hayvansal organizmalarda da surdurdimustar.
Omurgasiz hayvanlardan bdceklerde®®, kabuklularda®®” tirosinaz enzimine
rastlanmistir. Omurgali hayvanlarda, fare ve insanlarla yapilan ¢alismalarda

pigmentasyon saglayan melanozomlarin tirosinaz tarafindan uyarildigi



saptanmistir. Bdylece tirosinazin insanlarda derinin rengini, farelerde ise kurk

renginin olusumunu sagladigi bildirilmistir®

. Ayrica insanlarda melanin
olusumunu saglayan bu enzimin TRY geni tarafindan sifrelendigi

bulunmustur 2,

Fenol oksidazlarla yapilan mantar c¢alismalarinda birgok turle
cahsiimigtir. Basidiomycetes’lerden Boletus luciferus’u kullanan Schobein,
elde ettigi ekstraktta mavi bir pigment tespit etmis®® ve bundan 30 yil sonra
Yoshida®" lak agacinin lateksinde bu rengin lakkaz enziminin varligindan
kaynaklandigini tespit etmistir. Bertrand, Russula fortens ve Russula
nigricans’t kullanarak bu mantar tirlerinden elde etti§i ekstraktlarin
oksidasyon boyunca renginin kirmizidan, koyu kahverengi-siyaha
donustugunu gozlemistir. Bertrand galismasinda izole ettigi enzimi, tirosinaz

olarak tanimlamistir®?.

Mantarlarla yapilan c¢alismalarda c¢ogunlukla Agaricus bisporus
kullanilmis ve ozellikle enzimin izolasyonu ile inhibisyonu calisiimistir®®)..
Yapilan galismalarla, duanyada her yil milyonlarca ton hasara maruz kalan
tarim drunlerinde gorilen kaybin azaltiimasi icin bu enzimin inhibe edilmesi
gerektigi vurgulanmigtir. Enzimin inhibisyonunu saglayan maddeler arasinda

kojikasit®*>* ve bisilfit®>*® sayilabilir.



1.2.Tirosinazin Molekiiler Ozelligi

Tirosinazin aminoasit komposizyonu canlilarda farklilik gostermesine
kargin, tim tirosinaz enzimleri iki bakir atomu tasir. Komposizyon farkhligi bu
iki bakir atomunun amino asitlere baglanma yerlerinden kaynaklanir.
Ornegin; insanlarda birinci bakir atomu enzimin yapisinda bulunan 260.
aminoaside, ikinci bakir atomu ise 360. aminoaside baglanirken, Agaricus
bitorquis (Quel)de ilk bakir atomu 100. aminoaside, ikinci bakir atomu ise
210. aminoaside baglanmistir®®. Tirosinaz tipi fenol oksidazlarin molekiiler
agirhiklar izole edildikleri canlilara gore degisiklik gostermektedir. Tirosinazin
molekuler agirhgr insanlarda 62.610 kD, farelerde ise 57.872 kD’ dir.
Sherman yapmis oldugu calismada; domates , bakla ve UzUm kullanarak
enzimin molekuler agirhginin 40.680-58.082 kD arasinda degistigini
bildirmistir®”. Mantarlarda bulunan tirosinazin molekiiler agirligi ise 128.000
kD’dur ). Ancak bu rakamin cok altinda molekiiler agirliga sahip mantarlar
da vardir. Ornegin; tirosinazin molekiiler agirhgi Streptomyces glaucescens’

de 30.900 kD, Neurospora crassa’ da 46.000 kD’ dur ® (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Farkli kaynaklardan izole edilen tirosinazlarin amino asit ve molekuler agirlik

iceriklerinin karsilastirilmasi

Amino Asit MA

Tirosinaz islenmemis Olgun (kD)
Protein Protein (Olgun)
Patates 1 588 500 56.500
Patates 2 584 501 56.613
Domates 587 500 56.500
Bakla 606 514 58.082
Uzim 607 360 40.680
Neurospora crassa ~ 407 46.000
Mantar ~ 1130 128.000
Homo sapiens 560 548 62.610
Mus musculus 537 513 57.872
Streptomyces glaucescens ~ 273 30.900

1.3. Enzimatik Tepkimeye Bagh Olarak Tirosinazin inaktivasyon

Mekanizmasi

Tirosinaz enziminin, katalizledigi iki tepkimenin ardindan c¢ogunlukla
inhibisyona ug@rayarak yavas bir sekilde geri donisumundn gergeklestigi
tespit edilmistir*®*2. Onceleri bunun nedeninin enzimin aktivitesi igin gerekli

olan bir amino grubunun o-benzokinon ile tepkimeye girmesi oldugu



dusiiniilmekteydi®). Daha sonra yapilan calismalarda ise tepkime sirasinda
aciga cikan serbest radikal grubun, bakir atomunun baglandigi histidin
aminoasidine etki ederek bakirin salinimini sagladigi ve bdylece enzimin

inhibe edildigi ortaya gikmigtir. 404449,

Tirosinaz enzimi iki sekilde inhibe edilir;

1-Aktivator olarak kullanilan bakir iyonunun tepkime ortamina
eklenmemesi veya tepkime ortaminda mevcut ise uzaklastiriimasiyla

2-Tirosinazin substrat olarak kullandigi L-DOPA veya tirosin amino asidi
gibi maddelerin yerine substrat olarak inhibitorlerin kullaniimasiyla

Tirosinazin Urin meydana getirmesi veya inhibisyonu, kullanildigi
galisma konusuna gére farklilik gosterir. Ornegin; aritim teknolojisinde enzim
faaliyeti 6n planda tutulurken, gida sektérinde daha ¢ok inhibisyonu konulu
calismalar surdurulmektedir. Ancak enzimin inhibisyonu, tum gida urunleri
agisindan vyararli degildir. Ornegin gay, kakao, kuru Uziim, kuru incir gibi

maddelerin renk olugsumu ve kalitesi agisindan enzimin fonksiyonu 6nemlidir.

1.4. Tirosinazin Katalizledigi Tepkimeler

Tirosinaz, aktif merkezinde iki bakir atomu bulunan, ardisik iki tepkimeyi
katalizleyen bir enzimdir. Bu tepkimelerden birincisi monofenollerin o-
difenollere hidroksilasyonu, ikincisi ise o-difenollerin o-kinon ile tepkimesinin
ardindan suda ¢ozinmeyen kinonlara donusmesidir. Sirasiyla bu tepkimeler,
kserolaz (monofenolaz veya hidroksilaz) ve katesolaz (difenolaz veya

oksidaz) aktivitesi olarak isimlendirilir“®.



Tirosinazin aktivitesinin olusumu icin, ortama kofaktér olarak BH
eklenmesi gerekir. Eger ortama kofaktor ilave edilmezse enzim bir lag fazi
gegirir. Daha sonra enzim, ihtiyag duydugu bu kofaktéri monofellerin
o-hidroksilasyonlarindan elde edebilir®®. Enzimin olusturdugu katesolaz

aktivitesi kserolaz aktivitesine gére 5-10 kat daha yiiksektir”.

Yapilan aragtirmada, bazi bitki turlerinin, (kiraz, armut, muz) kserolaz
aktivitesine sahip olmadigi belirlenmistir®®. Ayrica Matheis ve Belitz
patatesde*®, Zawistowski?ise yer elmasinda  kserolaz aktivitesinin
tirosinazin yuksek molekuler agirlikli bigiminin monofenolleri oksitleyebildigini

bildirmiglerdir .

Tirosinaz enziminin birden fazla substrati bulunmaktadir. Bu maddeler
arasinda kateginler, 3,4-dihidroksi fenilalanin (DOPA), sinnamik asit esterleri
ve tirozin sayilabilir. Ayrica substratlarin oksidasyon oranlari mono ve o-di
fenollerde bulunan yan grubun tipine ve pozisyonuna gore degisiklik gosterir.
Monofenoller sadece parapozisyonunda bir metil (-CHs) grubu tasiyorlarsa,
tirosinaz tarafindan hidroksillenebilirler.  Ayrica, o-difenollerin oksidasyon
oranlari tasidigi gruplarin elektron verme istegi arttikga yukselirken,

parapozisyondaki yan grubun elektron alma istegi arttikga azalmaktadir.



1.5. Tirosinazin Uygulama Alanlari
1.5.1. Endustriyel Alandaki Uygulamalar

Tirosinazin kullanim alani, aritim teknolojisiyle sinirli degildir. Ozellikle
meyve ve sebzelerin iglenmesinin ardindan ve buna bagli olarak maddi
kayiplara yol agmasi nedeniyle gida sektorinde arastiricilarin ilgisini
cekmistir. Calismalar 6zellikle Grinun hasat, isleme ve depolama sonrasi
enzim aktivitesinin inhibisyonuyla ilgilidirf®®. Ayrica saglik ve kozmetik gibi

tibbi alanlarda da tirosinazla ¢alismalar giderek artmaktadir.

1.5.2. Tibbi Alandaki Uygulamalar

Tirosinaz enzimi, hayvansal organizmalarda melanin sentezinde gorev
almaktadir. Melanin canliyr gunesin zararl U.V. isinlarindan korumaktadir ve
bu Ozelliginden dolayr kozmetik sektoru ile saghk alanlarinda buyuk ilgi
cekmistir. Ayrica melanin, ila¢ tutuklanmasi olaylarinda kullaniimaktadir.
Tirosinazin kullanildigi diger 6nemli alanlardan biri de kanser arastirmalaridir.
Bazi kanser turlerinde, hdcrede tirosinaz faaliyetinin arttigr gézlenmis ve

tedavide enzimin bu ézelliginden faydalaniimasi giindeme gelmistir®®.

1.5.3. Gida Endustrisindeki Caligmalar

Tarimsal kokenli gida maddeleri tirosinaz igerigi nedeniyle enzimatik
kararmaya ugrar ve bunun sonucunda Urinin kalitesi duger. Ozellikle meyva
ve sebzelerin islenme surecinde O, temasi ile tirosinaz aktivitesine bagli

olarak kararma olusmakta ve maddi kayiplara neden olmaktadir. Bu



nedenle, gida sektoru icin gesitli inhibitorler kullanilarak tirosinaz enziminin
aktivitesinin kontroli ve buna bagl olarak enzimatik kararmanin onlenmesi
oldukca o6nemlidir. Tirosinaz aktivitesini inhibe eden bircok birlesik
bilinmesine karsin, bu inhibitérlerin enzimatik kararmayi kontrol edebilme
yetenekleri; inhibitdr, substrat O, konsantrasyonu, pH , sicaklik ve enzim
kaynagina bagh olarak farkhliklar gosterir. Ayrica enzimatik kararmayi
Onleyen etkili inhibitorlerin kullanimi, yiyecegin tat, koku, sindirilebilirlik

Uzerine olan etkileri ve yarattiklari toksiside nedeniyle kisitlanmistir.

Tirosinaz metal igeren bir protein oldugundan siyanur, karbonmonoksit,
sodyum dietil-difikyakarbonat, tropolon, 2-merkaptobenzotiyazol asit ve
EDTA gibi cesitli metal ajanlar kullanilarak inhibe edilmektedir®®°'?_ Ayrica
tuzlar da dahil olmak Uzere bazi inorganik iyonlarda tirosinazi inhibe
edilebilmektedir. NaCl disinda bu bilegiklerin cogu toksik oldugundan sinirli

kullaniimaktadir®).

Tirosinaz aktivitesi bazi gida urunleri agisindan onlenmesi gereken bir
durum olmakla birlikte aktif tirosinaz gay, kahve, kakao, kuru 4zum, kuru erik,
kuru incir gibi gida GUriinleri agisindan oldukga dnemlidir. Ozellikle gay en gok
tiketilen gida maddesidir. Cayin kalitesi, igerdigi theaflavin maddesinin

miktarina baglidir ve  bu maddenin olusumunu da tirosinaz saglar®.

1.5.4. Fenollerin Uzaklastiriimasinda Tirosinaz Kullanimi

Bazi endustriyel atiksularda fenolik bilesiklere rastlanir. Gunumuzde bu
bilesiklerin sulardan uzaklastirilmasi i¢in fenol oksidaz grubunda yer alan

biyokatalizorler kullanilmaktadir. Bu enzim grubunda yer alan peroksidazin,



fenolik bilesiklerin aritim surecinde olusacak pH ve sicaklik degisimlerine

kars! inhibisyonu dusiik diizeydedir®®).

Bu durum ticari anlamda buyuk kolaylik getirirken, enzimin oksitleyici
ajan olarak kullandigi hidrojen peroksidin yuksek maliyeti, endustriyel Olgekte
olumsuz bir kriter olarak goze carpar. Bu nedenle peroksidazlara alternatif
olarak bakterilerde, meyva ve sebzelerde, funguslarda ve hayvanlarda tespit
edilen ve oksitleyici ajan olarak havanin serbest O,'ni kullanan tirosinaz
enziminin kullanilmasi maliyeti dusureceginden, bu konuda  yapilan

calismalar hizla artmistir.

Fenolik bilesiklerin sulardan uzaklastirimasinda mantarin kullaniimasi
1984 vyilinda Atlow ve arkadaslarinin yapmis olduklarn c¢alisma ile
ba§lam|§t|r(3). Arastiricilar yaptiklari galismada organizma olarak Agaricus
bisporus’ u kullanmiglar ve mantardan elde ettikleri tirosinaz enzimi ile 0,01-
1,0,g/L  yogunlugundaki fenollerin ¢ozeltiden uzaklastinldigini  tespit
etmiglerdir. Ayrica enzimin, degisik pH ve sicaklik kosullarindaki atik
aritiminda bile verimli oldugunu gostermislerdir. Atlow ve arkadaglari ayni
caligmada tirosinazin  substrati olmadigi halde fenollerle birlikte
kullanildiginda bazi yan grup tasiyan Kkirleticileri ¢Okturebildigini
bildirmiglerdir. Deneyler sonucunda ortaya ¢ikan olumsuz durum ise, aritimda
kullanilan enzim miktarinin fazla olmasidir. 50mg/L lik bir fenol ¢dzeltisinden
yaklasik % 99 oraninda bir fenol bilesigi ¢oktirmek igin gerekli enzim
miktarinin 60 Unite/ml’ dir. Diger énemli bir sorun ise, enzimin tekrar

kullanilmamasidir.



1993 vyilinda Wada ve arkadaslari® enzimin aritim olaylarinda
kullaniimasi ile ilgili yaptiklar ¢alismalarinda; fenolik ¢oktirme olusumunun
olmadigini, yalnizca sivinin baglangigta acik renkli iken giderek koyulastigini
g6zlemislerdir. Wada ve arkadaslari, bunun nedeninin enzimin icerdigi
protein miktarina ve enzimin saflik derecesine bagl oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar fenol c¢ozeltilerinin tirosinaz ile muamelesi sonucunda ¢dkme
olusumunu  gbézlemediklerinden dolayr olusan tepkime  Grdnlerini
uzaklastirmak icin kitin ve kitozan gibi absorbant 6zellikteki maddelerin

kullanilmasini énermislerdir.

Kitin, kabuklu deniz hayvanlarinin dig iskeletini ve mantarlarin hicre
ceperlerini olusturan, dogada bol miktarda bulunan bir polisakkarit olup
tepkime sonucunda olusan urunleri absorbe edebilme 06zeligine sahiptir.
Kitozan ise kitindeki asetil grubunun uzaklastiriimasi sonucu ortaya ¢ikan
renkli Grunleri uzaklagtirmada kitine gore daha verimlidir. Aritim
tepkimelerinde enzimlerin kullaniimasinin olumsuz yonlerinden biri de, daha
once belirtildigi gibi enzimin tepkime sonrasi tekrar kullanilamamasidir. Wada
ve arkadaslari bu sorunu ortadan kaldirmak icin yapmig olduklari diger bir
calismada® tirosinaz enzimini amino gruplari kullanarak magnetit (Fe3O4)
uzerine tutuklamiglardir. Arastiricilar bu galismanin sonucunda tirosinazin
magnetit Gzerine tutuklanmasinin enzimin dayanikhhgini arttirdigini ve +4°C’
de 15 gun suresince serbest enzimde %70’ lik bir aktivite kaybi olurken,
tutuklanmis enzimdeki aktivite kaybinin ayni kosullarda %5 oldugunu
bildirmiglerdir. Wada ve arkadaslari bu ¢alismanin ardindan hem tutuklayici,
hem de absorbent o6zellikteki maddeleri kullandiklari calismalarinda®®

cozeltideki fenolun %100 oraninda giderildigini gostermiglerdir.Calismada



ayrica absorbentlerle birlikte kullanildiginda serbest enzimin aktivasyonunun

azaldigi bildirilmistir®®.

Tirosinaz aktivitesi sonucunda olusan kinonlari ve diger ara urunleri
absorbe etmek amaciyla Sun ve arkadaslari, sudaki fenolleri uzaklagtirmak
icin iki basamakli bir ydntemle kitozani kullanmislardir®.Calismada birinci
basamakta fenollerin serbest tirosinaz ile oksidasyonu, ikinci basamakta ise
oksidasyon urunlerinin kitozana absorbe edilerek ortamdan uzaklastiriimasi
saglanmistir. Ayrica tirosinazin onisol ve benzil alkol gibi fenolik olmayan
bilesiklere kargi reaktif olmadigi, 6zgul olarak fenolik birlesiklerle tepkimeye
girdigi belirlenmigtir. Bunlara ek olarak kitozanin sadece tirosinazin
oksidasyon urunlerini absorbe ettigi, tepkimeye girmeyen fenolik birlegikler ile

fenolik olmayan birlesikleri absorbe etmedigi bildirilmigtir.

1.6. Kiiltir Mantarinin Tanimi

1.6.1. Morfolojisi

Agaricus bitorquis’in morfolojisi incelendiginde, toprak altinda yer alan
ve vejetatif organlari olarak bilinen miseller ile toprak Ustiinde yer alan sap ve
sapkanin meydana getirdigi karpofordan olustugu géralir. Karpofor insanlar
tarafindan sebze olarak tuketilir. Sapka genellikle agik renkli, beyaz, krem

veya acgik kahverengidir. Sap Uzerinde iki sirali annulus bulunmaktadir. (Sekil

1.2)®769),



Sekil 1.2. Agaricus bitorquis fruktifikasyonu

1.6.2. Tirkiye’deki Yayihisi

Tarkiye’de dogal olarak yetisen Agaricus bitorquis (Quel) Sacc.
Eskisehir (Ciftler- Sadiroglu Koyu), Konya, Bursa (Yenisehir), Van, Erzurum,
Agri, Kars, Artvin (Ardanug), Ankara (Polatli-Asagi Haciosmanoglu Koyu)'da

yaylilis gostermektedir. (Sekil1.3) €577,
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Sekil 1.3. Agaricus bitorquis’in Turkiye’deki yayilis alanlari

Ulkemizde halk arasinda gobelek olarak taninan A.bitorquis, ormanlk
alanlarda, cayirlarda, meraya donustirulen eski batakliklarda, bitki 6rtistnin
tahrip oldugu yerlerde gruplar halinde gorilmektedir. Fruktifikasyonlar toprak

altinda gelismekte, yadislardan hemen sonra ortaya ¢ikmaktadir. (Sekil 1.4)

(67)

Sekil 1.4. Toprak altinda yetisen Agaricus bitorquis fruktifikasyonlari



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Organizma

Calismada, Basidiomycetes sinifindan Agaricus bitorquis (Quel)
fruktifikasyonlari ve sivi  besiyerinde Uretilen miselleri  kullanildi.
Fruktifikasyonlar, Ankara Polath ilcesi, Asagi Haciosmanoglu Kéyiinden
2004 yilinda Haziran ayinda toplandi.Laboratuvara getirilen mantarlarin,
yuzey dezenfeksiyonlari yapildi, sporlari alindi ve daha sonraki ¢alismalarda
kullaniimak (izere buzdolabinda +4°C’de saklandi. Agaricus bitorquis’in
toplandigi arazi sazlik bir alan olup, toprak sungerimsi bir yapidadir. (Sekil

2.1)

Sekil 2.1. Agaricus bitorquis’ in toplandigi Asagi Haciosmanoglu Kéyu

(Ankara- Polatl)



2.2. Spor Alinmasi

Araziden toplanan érneklerin, ilgili literatiirlere gére®'%*%° tir tayinleri
yapildi. Laboratuvara getirilen Orneklerin sapkalarinin Uzerindeki topraklar
temizlenip, saplar 1cm kalacak sekilde kesildi. Uzerleri %70’ lik alkol ile
silindi ve hizhh bir gsekilde alevden gegcirildi. Dezenfekte edilen mantarlar
lameller agsadi gelecek sekilde temiz bir petri kabina yerlestirildi. Uzerleri
cam fanus ile kapatildi. Steril asilama kabininde, oda sicakliginda 2-3 gln
birakildi. Sapkalarin kendiliginden acilmasi ve sporlarin dokulmesi saglandi
(Sekil 2.2) Alinan sporlar ayri ayri petri kaplarinda bulunan steril kati besiyeri

merkezine ¢oklu spor ydntemi ile inokiile edilerek cimlendirildi®.

Sekil. 2.2. Agaricus bitorquis’ in spor izi



2.3. Besiyeri Hazirhgi

2.3.1. Kati Besiyeri Hazirhgi

Calismada besiyeri olarak Malt Ekstrakt Agar (MEA)(Merck)
kullanildi™.  MEA 33.6 (gr/lt) malt ekstrakt olarak hazirlandi. Hazirlanan
besiyeri otoklavda (Nive Marka) 121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril
asllama kabininde (Holten Marka), pastor firninda (Nive Marka) 190°C’de
90 dakika bekletilerek sterilizasyonu saglanan petrilere dokuldi ve sogumaya

birakildi.

2.3.2. Sivi Besiyeri Hazirhigi

Agaricus bitorquis misellerinde enzim varligini arastirmak ve optimize

(13). Vogel minimal besiyeri

etmek amaciyla Vogel minimal besiyeri kullanildi
2ml makroelement [(gr/100 ml) 15 Na-sitrat(Sigma), 25 KH2PO4,1.0(Merck)
MgS0O4.7H,0O(Fluka), 0.5 CaCl, 2H,0)(Sigma)]; 1 ml mikroelement [(gr/100
ml) 2.5 sitrik asit.1H,O(Sigma), 2.5 ZnS0,4.7H,O(Riedel-de Haen Ag), 0.5
Fe(NH4)2(S04)2.6H20(Sigma),0.125CuSO4.5H,0(Sigma),0.025MnSO4.H,0(

Merck), 0.025 H3;BO3s(Merck), 0.025 H3P(M03010). H2.0O)(Sigma)] ve 97 ml.

distile su ilave edilerek hazirlandi.

2.4. Ana Kiiltur Hazirhgi

Bolum 2.2’de anlatildigi gibi gimlendirilen sporlardan gelistirilen primer
misellerden alinan 8 mm c¢apindaki miselyal agar diskleri, iclerinde MEA

bulunan petrilerin merkezine inokule edildi ve 30+1°C’ de 20 giin slre ile



inkube edildi. Saglikh geliserek petrinin %’ UnlU kaplayan, i1sinsal dogrultuda
gelisen primer misellerden alinan 8 mm g¢apindaki miselyal agar diskleri yine
90 mm c¢apindaki petrilerde bulunan MEA besiyeri merkezine inokule edilerek
3041 °C’ de 20 glin sire ile inkiibe edildi ve inkiibasyon siliresi sonunda elde

edilen sekonder miseller calismanin ana kulturlerini olusturdu.

2.5. Sivi Besiyerine Misel Transferi

Bolim 2.3.2.’de anlatildidi sekilde hazirlanan 100 ml'lik sivi besiyerleri
250 ml’lik erlenmayerlere konuldu. Sekonder misel ana kulturlerinden alinan
8 mm c¢apindaki miselyal agar diskleri sivi besiyerlerine 5, 10, 15, 20 adet
eklenerek 30+1°C’ de 140 rpm de calkalamal etiivde (Sellecta Marka) 10

gun sureyle inktbe edildi.

2.6.Tirosinaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Tirosinaz aktivitesi hem sivi besiyerinde uretilen misellerle, hem de
kaltur mantarn vyetistiricilik tekniklerinin uygulandigi yetistirme odalarinda
yetigtirilen fruktifikasyonlarda olguldl. Sivi besiyerinde uretilen misellerde
tirosinaz aktivitesini dlgmek icin substrat olarak L-DOPA (Sigma) kullanildi.
Kati halde bulunan L-DOPA fosfat tamponu (pH=7.0) ile sispanse edildi.
Bolum 2.3.2° de anlatildigi gibi hazirlanan sivi kuiltarlerdeki enzim
kaynaklarindan 0,1ml alinarak 3ml L-DOPA ile ayri ayri olacak sekilde
karistinldi. Karisim 475 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Sellacta

Marka) olarak okundu.



Calismamizda; ortam sicakhgr 30-32°C olan Uretim odalarinda
yetistirilen fruktifikasyonlardan alinan 50 gr’lik pargalar, 10 ml fosfat tamponu
(pH=6.0) bulunan havanlarda ezildi ve elde edilen sispansiyonlar santrifijde
(NUve Marka) 4100 rpm’ de 5 dakika santrifuj edildi ve aktivite 6lgimu icin

kullanilacak stupernatantlar elde edildi.

Bir unit enzim aktivitesi deney kosullarinda 1 dakikada absorbans

miktarinda 0,001 artisa neden olan enzim miktari olarak tanimlandi.

2.7. Hiicre Disi Protein Miktarinin Olgiimii

Sivi besiyerindeki misellerin hicre disi protein miktari Lowry yontemi

ile olculdi®?.

2.8. Enzim Uretimine Etki Eden Fizyolojik Kosullarin Belirlenmesi
2.8.1. Pelet Sayisinin Etkisi

Tirosinaz Uretimine pelet sayisinin etkisini belirlemek igin Bolum
2.3.2.’de anlatildigi sekilde hazirlanan besiyerlerine 8 mm gapindaki miselyal
agar disklerinden 5,10,15 ve 20 adet pelet ayri ayri inokiile edildi ve 30°C de
140 rpm’ de 10 gun sureyle inkibasyona birakildi. Calismada deneyler 3

tekrarh olarak yapildi.



2.8.2. inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Calismamizda, inkubasyon suresinin etkisini belirlemek igin tirosinaz
aktivitesinin maksimum duzeye ulastigi belirlenen 20 adet misalyal agar
diskleri kullanildi. Calkalamal etiivde 30°C’ de 140 rpm’ de inklbe edilen
kultarlerde misellerin tirosinaz aktivitesi spektrofotometrede(Sellecta Marka)
475 nm’ de 6lgildi. ilk élgiimler misellerin gelismeye basladigi ilk giin olan
6. gunde yapildi ve Olgimler iki gun arayla surdurtldi. Deneyler 3 tekrarh

olarak yapildi.

2.8.3. Glikoz Miktarinin Etkisi

Tirosinaz verimi agisindan karbon kaynagi olarak segilen glikozun,
etkisini belirlemek icin farkh miktarlarda (gr/100ml) 0,1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5,
15, 17.5, 20) glikoz iceren besiyerleri hazirlandi. 20 adet miselyal agar
diskleri inokdle edilen sivi besiyerleri, 30°C’ de 140 rpm’ de 10 glin sireyle

inkiibasyona birakildi. Deneyler 3 tekrarli olarak yapildi.

2.8.4. pH’In Etkisi

pH’ In tirosinaz aktivitesine etkisini incelemek igin pH degerleri 3.0, 4.0,
5.0, 6.0, 7.0, 8.0 olan sivi besiyerleri hazirlandi ve 20 adet miselyal agar
diskleri inokule edildi. 30°C’ de 140 rpm’ de on gun sureyle inkibasyona

birakildi. Deneyler 3 tekrarl olarak yapildi.



2.8.5. Sicakhgin Etkisi

Calismamizda sicakhdin etkisi hem sivi  besiyerinde gelistirilen
misellerde, hem de kultur odalarinda yetistirilen fruktifikasyonlarda

arastinidi.

Sivi besiyeri calismalarinda 20 adet miselyal agar diskleri inokule
edilerek galkalamali etiivde 30°C, 32°C, 34°C ve 36°C’de 140 rpm’ de 10 gln

sure ile inkiibe edildi.

Fruktifikasyon c¢alismalarinda birgok arastirmada Agaricus bitorquis
miselleri igin optimum sicaklik olarak belirtilen 30°C kontrol olarak alindi®".
Sicakligin fruktifikasyonlardaki tirosinaz aktivitesine etkisini arastirmak igin;
ana kdltiirlerde gelistirilen misellerden tohumluk misel hazirlandi®® ve kiltir

mantari yetistiricilik teknikleri uygulandi®®.

Buna go6re tohumluk miseller
tabakali ekim yontemine gore yetistirme odalarindaki kompostlara asilandi.
Bunun i¢in 5 gr tohumluk misel kiltart ve iclerinde 1kg kompost bulunan
naylon torbalar kullanildi. Naylon torbalara 350 gr kompost konuldu ve
uzerine 2 gr misel serpildi, Gzerine tekrar 350 gr kompost konuldu ve 2 gr
misel serpildi. Son agsamada kompostun geri kalan 300gr’ lik kismi torbalara

konuldu ve kalan 1 gr misel yluzeye dagitildi. Bu sekilde 10 torba hazirlandi

ve 30°C’ de %90 nem igeren ortamda inkibe edildi.



Sekil 2.3. Tohumluk misel agilanmis ve agizlari kapatiimig kompost torbalar

Kompostlarda misel gelisimi tamamlandikdan sonra torba Ustleri,
dezenfekte edilmis 6rtl topraklari ile 6rttldd. Bunun igin torba kenarlar disa
dogru kivrildi. Kompost yuzeyi duzlestirilerek sikistirildi ve Gzeri 3-3.5 cm

kalinhginda ortu toprag: ile ortulda.



Sekil. 2. 4. Ortii topragdi uygulamasi yapilmis kompost torbalari

Ortii topraginda misel gelisimi tamamlandiktan sonra hasat olgunluguna
erisen 3-5 cm sapka genigligindeki karpoforlar hasat edildi. Calismada
fruktifikasyonlar, ortam sicakliklari 30°C, 32°C, 34°C olan Uretim odalarinda
ayri ayri gelistirildi. Elde edilen fruktifikasyonlarda tirosinaz aktivitesi olgldu.
34°C’de fruktifikasyon olusmadigi igin aktivite Olglilemedi ve bu sicaklik,

mantar icin termal letal nokta olarak belirlendi.



3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1.Pelet Sayisinin Etkisi

A.bitorquis’ in maksimum tirosinaz aktivitesi olusturdugu pelet sayisinin
saptanmasi Bolim 2.8.1.de anlatildigi sekilde yapildi.Calisma sonunda
maksimum verimin 20 miselyal agar disk, minimum verimin ise 5 miselyal
agar disk igeren besiyerlerinde oldugu saptandi. Misellerin olusturdugu

enzim aktiviteleri Sekil 3.1’de , enzim aktivitesine ait istatistiksel veriler ise

Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Ozgiil aktivite (unit/mg
protein)
b

a

5 10 15 20
Pelet sayis1 (adet)

Sekil 3.1. Pelet sayisinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi



Cizelge 3.1. Pelet sayisinin tirosinaz aktivitesi Gzerine etkisinin

istatistiksel analizi

Pelet Sayisi (adet) Ortalama ve Standart Hata
5 1.2+1.22
10 2.3+0.44
15 3.7+0.54
20 452+1.12

3.2. inkiibasyon Siiresinin Etkisi

A.bitorquis misellerinin maksimum tirosinaz aktivitesine inklibasyon
suresinin  etkisinin  belilenmesi Bolum 2.8.2.’de anlatildigi sekilde
gerceklestirildi.En yuksek 0Ozgul aktivitenin inokulasyonun 10. gununde
olustugu tespit edildi. Misellerin olusturdugu enzimlerin inkibasyon sureleri
sonunda gosterdikleri aktiviteler Sekil 3.2° de, enzim aktivitesine  ait

istatistiksel veriler ise Cizelge 3.2’ de verilmigtir.



Ozgiil aktivite (unit/mg proteir

6 8 10 12 14

Inkiibasyon siiresi (Giin)

Sekil 3.2. inkiibasyon stiiresinin tirosinaz aktivitesi (izerine etkisi

Cizelge 3.2. inkiibasyon siiresinin tirosinaz aktivitesi (izerine etkisinin

istatistiksel analizi(ort:ortalama,sh:standart hata)

Sire (gln) Orta. ve Sh.
6 3.60 £ 0.32
8 3.95+0.07
10 4.5+0.31
12 4.30+0.17

14 3.70 £ 0.25




3.3.Glikoz Miktarinin Etkisi

A.bitorquis’ in tirosinaz aktivitesine glikoz miktarinin etkisi Bolim
2.8.3.de anlatildigi sekilde caligildi.Olgimler sonucunda maksimum enzim
aktivitesinin 15 gr glikoz eklenen kuilturde, minumum enzim aktivitesinin ise
glikoz eklenmeyen kontrol grubunda olustugu go6zlendi. Misellerin
olusturdugu enzim aktiviteleri Sekil 3.3’ de, enzim aktivitesine ait istatistiksel

veriler ise Cizelge 3.3’ de verilmistir.

15+
14-
13-
12-
11
10+

Ozgiil aktivite (unit/ mg protein)
@

Kontrol 1 2,5 5 75 10 125 15 175 20
Glikoz miktar (gr/100ml)

Sekil 3.3. Glikoz miktarinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi



Cizelge 3.3. Glikoz miktarinin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisinin istatistiksel analizi

Glikoz Konsantrasyonu(gr)  kontrol 1 25 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20

Ortalamave Standart Hata 0.56+4.15 3.70+1.93 4.46+1.40 5.1+0.94 6+0.31 6.9+0.32 10.1+2.5812.4+4.21 9.5+2.16 5.7+0.52

3.4. pH’ In Etkisi

A.bitorquis misellerinin enzim aktivitesine pH’ In etkisinin belirlenmesi
calismalar Bolum 2.8.4.’de anlatildigi gibi gergeklesitirildi. Maksimum enzim
Ozgul aktivite pH5.0 olan kulturlerde belirlendi. Farklh pH degerlerinde elde
edilen tirosinaz aktivitesi degerleri Sekil 3.4° de, enzim aktivitesine ait

istatistiksel veriler ise Cizelge 3.4’ de verilmigtir.

Ozgiil aktivite (unit/mg
protein)
"

Sekil 3.4. pH'in tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi



Cizelge 3.4 pH’ In tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisinin istatistiksel analizi

pH Ortalama ve Standart Hata
3 2.46 +0.37

4 4.46 +0.67

5 3.95+1.03

6 315+ 1.1

7 2.04 £ 0.67

8 1.9+0.77

3.5. Sicakhgin Etkisi

Sicakligin A. bitorquis’ in tirosinaz enzim aktivitesine etkisini belirlemek
amaciyla yapilan galigmalar Bolum 2.8.5.'de anlatildidi sekilde yapildi.En
yuksek oOzgul aktivitenin 34°C’ de olustugu belirlenirken, en dusuk 6zgul

aktiviteyi ise 36°C’ de Uretilen misellerin olusturdugu gozlendi.

Fruktifikasyonlarin kullanildigi sicaklik denemelerinde ise en yuksek
0zgul aktivitenin 30°C’ de uretilen mantarlarda , en dusuk 6zgul aktivitenin ise
32°C’ de Uretilen mantarlarda olustugu belirlendi. Ortam sicakligi 34°C olan
kultar odalarinda fruktifikasyonlarin gelismedigi gozlendi. Fruktifikasyon
gelisimi igin 34°C, termal letal nokta olarak belirlendi. Sicaklik denemeleri
sonunda elde edilen enzim aktiviteleri Sekil 3.5’ de, enzim aktivitelerine ait

istatistiksel veriler ise Cizelge 3.5’ de verilmigtir.



Ozgiil aktivite (unit/mg protein)

30

32 34
Sicaklik (°C)

O Siv1 besiyeri
O Kat1 besiyeri

Sekil 3.5. Sicakhgin tirosinaz aktivitesi Uzerine etkisi

Cizelge 3.5. Sicakligin tirosinaz aktivitesine etkisinin istatistiksel analizi

Sicaklik (°C) Sivi besiyeri Fruktifikasyon
30 4.48 £ 0.39 2.36 £ 0.081
32 4.50 £ 0.38 2.13 £ 0.081
34 8.80 + 2.65 -

36 240+ 1.87 -




4. TARTISMA ve SONUG

Calismada, Agaricus bitorquis (Quel)’ den tirosinaz enziminin elde
edilmesi ve karakterizasyonu arastinimistir. Sivi besiyeri c¢alismalarinda
mantar miselleri kullanilarak enzimin 6zgul aktivitesi Uzerine pelet sayisi,
inkiibasyon suresi, glikoz konsantrasyonu, pH ve sicaklik gibi faktorlerin
etkisi incelenmistir. Fruktifikasyon calismalarinda da mantarin icerdigi
enzimin 6zgul aktiviteleri Gzerine sicakhgin etkisi incelenmistir. Calismamizda
enzimin Ozgul aktivititesine etkileri incelenen faktorlere ait deneylerde,

maksimum sonug veren deg@erler bir sonraki deneylerde kullanilimistir.

Sivi besiyeri ¢calismalarinda birinci faktor olarak pelet sayisinin enzim
aktivitesi Uzerine etkisi incelenmistir. Calismada 5, 10, 15 ve 20 adet miselyal
agar diskleri sivi besiyerine ayri ayri inokile edilmis ve 30°C’ de inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasi sivi besiyerlerinde olusan enzim aktiviteleri
sirasiyla 1.24, 2.34, 3.74 ve 4.52 (Unit/mg protein) olarak tespit edilmistir.
Olglimler sonrasi yapilan incelemede en yiiksek enzim aktivitesinin 20 adet
pelet eklenen sivi besiyerinde olustugu gozlenmistir. Pelet sayisinin

artmasiyla birlikte enzim aktivitesinin de arttigi belirlenmistir.



ikinci faktér olarak; enzim aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisi
incelenmigtir. Sivi besiyeri bulunan erlenmayerlere 20 adet miselyal agar
diski inokiile edilerek 30’ °C de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 6.
gununde misel gelisiminin basladigl goézlenerek enzim aktivitesi dlgilmeye
baslanmistir. ikiser giin arayla yapilan enzim aktivite élgimlerinde maksimum

degerin inkibasyonun 10. glininde olustugu tespit edilmistir.

Calismada Uguncu faktor olarak, glikoz konsantrasyonunun enzim
aktivitesi Uzerine etkisi incelenmigtir 0 gr,1 gr, 2.5 gr, 5gr, 7.5 gr, 10 gr, 12.5
gr, 15 gr, 17.5 gr, 20 gr glikoz eklenen sivi besiyerlerine 20 adet miselyal disk
inokiile edilmis ve 30°C’ de 10 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda en yilksek enzim aktivitesinin 15 gr glikoz
eklenen besiyerlerinde olustugu belirlenmistir. Cicek "® ciirlikgiil funguslar ile
yaptigl arastirmada tirosinazin en yuksek aktivitesinin 15 gr glikoz igeren
ornekte oldugunu bildirmistir.Dolayisiyla elde ettigimiz veriler Cicek'’in

calismasiyla uyum igerisindedir.

pH’ In enzim aktivitesi Uzerine etkisi incelendiginde pH’ lari 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 8.0 olarak hazirlanan sivi besiyerlerine 20 adet miselyal agar diski
inokiile edilmis ve 10 gin slreyle 30°C’ de inklbasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresi sonunda maksimum aktivite pH 5.0 olan sivi besiyerinde

(83)

tespit edilmistir. |ketaha ve arkadaslari L-tirozini substrat olarak

kullandiklari  ¢caligmalarinda enzim aktivitesinin  pHS5.0-8.0 araliginda

8)  p-hidroksifenil

maksimum oldugunu bildirmiglerdir. Espin ve arkadaglari (
propionic acidi substrat olarak kullandiklari ¢alismada en yuksek enzim

aktivitesinin  pH4.3’ de goérulduguniu bildirmiglerdir. Arastiricilar substrat



olarak L-DOPA’ yi kullandiklari bir baska calismada® optimum enzim
aktivitesinin pH5.0’ de bulundugunu bildirmislerdir. Cicek " vyaptigi
arastirmada L-DOPA’y1 substrat olarak kullanmigs ve maksimum enzim
aktivitesinin pH4.7’ de oldugunu bildirmistir. Ayrica Kwang-Hoon Kong ve
arkadaslar ®® termofilik bir bakteri olan Thermomicrobium roseum ile
yaptiklari  galismada enzimin  g¢alismasini  pH4.0-10.5 araliginda
incelemiglerdir.Sonuglar enzim aktivitesinin %50’ sinin pH7.5’ un altinda ve
pH10.5" in Ustinde olustugunu, pH9.5’ da maksimum sonug¢ verdigini, en
dusuk degerin ise pH9.0-9.5 aralidinda olustugunu ve bu sonuglarin
Neuspora crassa ile uyum gosterdigini bildirmiglerdir. Xiaodong Zhang ve
arkadaslarinin "® Portabella mantari ile yapmis olduklari ¢alismada pH 3.5-
7.5 arasindaki degerlerde enzimin 6zgul aktivitesinin diger pH degerlerinden
daha yuksek oldugunu gostermiglerdir. Arastiricilar  enzimin pH7.0’ de
maksimum aktivite gosterdigini, pH 7.5’ un Ustunde aktivitenin olmadigini ve
pH 3.5’ un altinda aktivitenin hizli bir sekilde dustuguna bildirmislerdir. Elde
ettigimiz bulgular Iketaha ve arkadaslarinin®) ve Espin ve arkadaslarinin ¢
L-DOPA ile yaptiklari calismalar ile ayrica Xiaodong ve arkadaslarinin ('?
yapmis olduklari galismadaki pH3.5 degerleriyle benzerlik igerisindeyken,
Espin ve arkadaslarinin ®* p-hidroksifenil propronic acidi kullandiklari
calisma, Ciceklin "® bulgulari Kwang—Hoon Kong ve arkadaslarinin ©®
caligsmalar ile uyum gostermemektedir. pH ile ilgili ¢calismalarda bildirilen

tum farkli deg@erlerin enzim kaynaginin dogasindan kaynaklandigini

dusunmekteyiz.



Calismamizda bir baska faktor olarak enzim aktivitesine sicakhigin
etkisi, hem sivi besiyerinde, hem de fruktifikasyonlarda incelenmistir. Sivi
besiyerine 20 adet miselyal pelet inokile edilerek 30 °C , 32 °C, 34 °C ve
36°C’ lerde ayri ayri 10 giin sireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda
farkli sicakliklarda gelistirilen kiiltirlerde enzim aktiviteleri sirasiyla 30°C’de
4.48 , 32°C’ de 4.50 , 34°C’ de 8.80 ve 36°C'de 2.40 (Unit/ mg protein)
olarak Olgliimustir. En yiliksek enzim aktivitesinin 34°C’ de oldugu
saptanmistir. Cicek ® funguslarla yaptigi arastirmada en yiiksek tirosinaz
aktivitesinin 30°C oldugunu bildirmistir. Elde ettigimiz veriler Cicek (*in
calismalari ile benzerlik géstermemektedir.

Sicakhk ile ilgili yapilan fruktifikasyon calismalarinda denemeler,

Giinay®?

In Agaricus bisporus igin belirtigi yetistiricilik tekniklerine gére ve
ortam 1sis1 30°C ve 32°C olan kultiir odalarinda sirdiriimistir. Elde edilen
mantarlardan Bolum 2.6’ da anlatildigi gibi supernatant hazirlanarak enzim
aktivasyonlari olusturulmustur. En yiliksek enzim aktivitesinin 30°C’ de
Uretilen mantarlarda olustugu tespit edilmistir. 34°C’ de misel geligimi

gOzlenirken, primordiumlar gozlenmedigi i¢cin Olgim yapilamamistir ve bu

sicaklik noktasi fruktifikasyonlar igin termal letal nokta olarak belirlenmistir.

L-DOPA’ nin substrat olarak kullanildigi enzimin o6zgul aktivite
Olcimlerinde, 6lgim &ncesi hazirlanan enzim kaynagdi ve substrati iceren
suspansiyonlarda kirmiziyla baglayan ve siyaha kadar degisim gdsteren bir
pigmentasyona rastlanmistir. Wada ve arkadaglarlnln(54) yaptiklari caligmada
enzime ait suspansiyonlarda pigmentasyon gdzlenirken herhangibir ¢okme

gorilmemistir. Atlow ve arkadaslar,®® yapmis olduklari arastirmada ise



enzim suspansiyonlarinda hem pigmentasyon oldugunu hem de gdzle

gOrulur bir gdkmenin olustugunu bildirmiglerdir.

Bu calismada Turkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Basidiomycetes
sinifina ait Agaricus bitorquis’ den tirosinaz enziminin elde edilmesi ve
enzimin karakterizasyonu incelenmigtir. Sonuglarimiz, hicre i¢i enzim olarak
bilinen tirosinazin hem hucre i¢i, hem de hucre diginda faaliyet gosterdigini

ortaya koymustur.
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