
 

 

 

 

KIRIKKALE ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

BİYOLOJİ ANABİLİM  DALI 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

 

 
Agaricus bitorquis (Quel )Saccardo ‘den  Tirosinaz Enziminin Elde Edilmesi 

ve Karakterizasyonu 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

CANER YALÇIN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TEMMUZ 2005 
 



 

 

 

 

 

 



 

 

ÖZET 

 

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

ve Karakterizasyonu 

 

Yalçõn, Caner 

Kõrõkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalõ, Yüksek Lisans Tezi 

Danõşman: Yard. Doç. Dr. Perihan Güler 

Temmuz 2005, 47 sayfa 

 

 

Günümüzde arõtõm teknolojilerinde kullanõlan ve endüstriyel alanda, gõda 

sanayinde , tõbbi alanda  birçok aktivitelere neden olan tirosinaz enzimi 

hayvan , bitki ve mantarlardan izole edilmiştir.Hemen hemen tüm canlõlarda 

bulunan tirosinazõn mantarlarla yapõlan çalõşmalarda çoğunlukla, enzimin 

izolasyonu ve  inhibisyonu araştõrõlmõştõr. Bu çalõşmada, Basidiomycetes 

sõnõfõnda yer alan ve ülkemizde doğal yayõlõş göteren Agaricus 

bitorquis(Quel.)Sarcardo� ten tirosinaz enziminin elde edilmesi ve 

karakterizasyonu çalõşõlmõştõr. Agaricus bitorquis�  ten izole edilen tirosinaz 

enziminin özgül  aktivitesi üzerine değişik faktörlerin etkileri hem misel 

aşamasõnda  hem de fruktifikasyonlarda araştõrõlmõştõr.Sõvõ besiyerinde 

geliştirilen misellerde oluşan tirosinazõn özgül aktivitesine miselyar pelet 

sayõsõ, inkübasyon süresi, karbonhidrat konsantrasyonu, pH ve sõcaklõk gibi 



 

 

faktörlerin etkileri araştõrõlmõştõr.Fruktifikasyon çalõşmalarõnda; kültür mantarõ 

ortam sõcaklõğõnõn etkisi araştõrõlmõştõr.Elde edilen mantarlardan hazõrlanan 

ekstraktlarda tirosinazõn özgül aktivitesi ölçülmüştür. 

 

          Elde edilen sonuçlar grafiklendirilmiş ve istatistiksel olarak 

değerlendirilmiştir. 

 

ANAHTAR KELİMELER: Agaricus bitorquis, tirosinaz, özgül aktivite, misel 

gelişimi, fruktifikasyon 

 



 

 

ABSTRACT 

 

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

its Characterization 

YALÇIN, Caner 

Kõrõkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology, M. Sc. Thesis 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Perihan Güler 

July 2005, 47 pp. 

The tyrosinase that is used for refining technologies, industrial areas, food 

industries and in medicinaî 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. 
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TERMİNOLOJİ 
 
 
Annulus : Mantarõn oluşumu sõrasõnda velum partiale�nin yõtõlmasõ sonucu 

sap üzerinde kalan halka şeklindeki yapõ.  

 

Basidiomycetes : Basid�li mantarlar.  

 

Enzim : Biyokimyasal reaksiyonlara katõlarak aktivasyon enerjisini düşürerek 

reaksiyonu hõzlandõran ve reaksiyon  sonunda hiçbir değişikliğe uğramayan 

protein yapõlõ organik bileşiklerdir. 

 

Eukaryot : Gerçek bir çekirdeğe ve zarlõ çevrili organellere sahip hücreleri 

bulunan sistamatik birim 

 
Fruktifikasyon : Makro ve mikro funguslarda spor meydana getiren yapõ. 

 

Karpofor : Yüksek yapõlõ mantarlarda sap ve şapkadan oluşan yapõ. 

 

Lamel : Yüksek yapõlõ mantarlarda şapkanõn altõnda bulunan üreme 

organlarõ. 

 

Primer misel : Hiflerin birleşmesi ile oluşan genç misellere verilen ad. 

 

Sekonder misel : Primer misellerin birleşmesiyle oluşan vejetatif çoğalma 

yeteneğinde olan misel. Sekonder miseller tipik olarak iki nukleusa sahiptir ve 

bu hücreler birbirinden orta duvar ile ayrõlmõştõr. 

 

Spor : Mantarõn, şapka altõnda bulunan lameller üzerindeki üreme hücresi.



 

 

1.GİRİŞ 

 

Doğadaki canlõlar ve doğal kaynaklar arasõnda kurulan denge, çevre 

problemlerini hemen hemen yok edilebilecek düzeydedir. Ancak hõzlõ nüfus 

artõşõ, sanayileşme ve düzensiz kentleşme, doğal dengeyi hõzlõ, sürekli ve 

düzeltilmesi zor bir seviyede bozmuş; kaynağõ ne olursa olsun suda, karada 

ve havada artan kirlilik, başta insan yaşamõ olmak üzere tüm canlõlarõn 

yaşamõnõ olumsuz yönde etkilemiştir. Bu olumsuz etkileri azaltmak için atõk 

ve artõklarõn arõtõmõ ile ilgili birçok araştõrma yapõlmaktadõr ve bu çalõşmalar 

özellikle endüstriyel atõksularõn arõtõmõnda enzimlerin kullanõmõna yöneliktir(1).   

 
Atõk maddeler grubunun büyük bir kõsmõnõ, fenolik bileşikler 

oluşturmaktadõr. Fenolik bileşikleri oluşturan kaynaklar arasõnda; kömür, 

petrol, plastik, metal kaplama, odun, boya, tekstil, maden, kağõt yapõmõ ve 

işlenmesini sağlayan endüstriler sayõlabilir(2). Bu işletmelerin oluşturduğu atõk 

maddelerin arõtõm işlemlerinde son yõllarda enzimler kullanõlmaktadõr. 

 
Enzimleri ön plana çõkaran özellikler arasõnda;  

Enzimin maddeye  özgül  olmasõ ve son zamanlarda biyoteknolojide yaşanan 

gelişmelere bağlõ olarak daha iyi izolasyon ve saflaştõrma yöntemleri 

kullanõlarak enzimin organizmalardan daha ucuz ve  kolay elde edilebilir 

olmasõ gelmektedir(1).   



 

 

 Arõtõm teknolojilerinde kullanõlan diğer tekniklerle karşõlaştõrõldõğõnda 

enzimlerin bazõ avantajlarõ bulunmaktadõr. Bunlar arasõnda; düşük ve yüksek 

kirletici konsantrasyonlarõnda işlev görebilmesi, sõcaklõk, pH ve tuzluluk gibi 

etkenlere karşõ toleransõnõn yüksek olmasõ, biyokitle oluşmamasõ nedeni ile 

arõtõm sonrasõ ortaya çõkabilecek artõk madde miktarõnda azalma ve işlemin 

kontrolünün kolay olmasõ sayõlabilir. Endüstriyel atõk sulardaki fenolik 

bileşiklerin arõtõmõnda kullanõlan enzimler, peroksidaz ve fenoloksidaz 

grubundaki  enzimlerdir(1). 

 
Peroksidazlar, oksidoredüktaz sõnõfõ enzimlerden  olup oksitleyici ajan 

olarak H2O2�yi kullanarak aktivite gösterirler. Bu aktivasyon sonucunda 

fenoksi radikaller ortaya çõkar. Fenoksi radikaller, çözelti içerisindeki diğer 

fenol molekülleriyle ve aromatik bileşiklerle tepkimeye girerek polimer 

oluştururlar. Reaksiyon sonucunda oluşan polimerler, suda çözünmezler ve 

bu nedenle su ortamõnda çökerler(3).  Bu çöküntüler  basit bir filtrasyon 

yoluyla ortamdan uzaklaştõrõlabilir. Bu yolla atõksulardaki fenolik bileşikleri, 

hidrokarbonlarõ ve poliklorlu bifenilleri uzaklaştõrmak mümkündür(4-7). Arõtma 

sürecinde peroksidazlar için oksitleyici ajan olarak kullanõlan H2O2 �õn 

maliyetinin yüksek olmasõndan dolayõ ; çalõşmalarda oksitleyici ajan olarak O2 

kullanan fenol oksidazlar tercih edilmektedir.  

 
Fenoloksidazlarda oksidoredüktazlar sõnõfõnda yer alõr, tirosinaz ile 

lakkaz tipi fenol oksidazlar olmak üzere iki gruba ayrõlõr(1). 

Tirosinaz ardõşõk iki tepkimeyi katalizler. Bunlar : 



 

 

-Moleküler O2 varlõğõnda monofenollerin ortodifenollere 

hidroksilasyonlarõ (kserolaz)(1),  

-Oluşan  ortodifenollerin kinonlar oluşturmak üzere dehidrojenasyonlarõ 

(kateşolaz)(2). Eğer ikinci tepkimede substrat olarak L-DOPA kulanõlõr ise  

tepkimede son ürün olarak suda çözülmeyen bir polimer olan L-DOPA kinon 

oluşur. Oluşan bu madde  filtrasyon yöntemiyle kolayca  sulardan 

uzaklaştõrõlabilir(8). 

 

 

                              

Şekil 1.1. L-Dopa� nõn tirosinaz tarafõndan L-Dopa kinona dönüşüm         

                tepkimesi (8) 

 
Tirosinaz enzimi, ökaryotik canlõlarõn hemen hemen tüm gruplarõnda 

bulunur. Bu canlõlar arasõnda yer alan mantarlarla ilgili enzim çalõşmalarõ, 

üretim ve tüketim açõsõndan dünyada ilk sõrada yer alan Agaricus bisporus ile 

ilgilidir(9-11). Ayrõca Portabella(12), beyaz çürükcül funguslar(13), parazit 

yaşayan Aspergillus ve Penicillium(14,15) gibi mantarlarda kullanõlmõştõr.  

 

Basidiomycetes sõnõfõnda yer alan Agaricus bitorquis (Quel). Saccordo 

kõsa sürede üreme periyodunu tamamlamasõ, yetiştiricilik maliyetinin düşük 



 

 

olmasõ ve bu mantar ile yapõlan çalõşmalarõn azlõğõ sebebi ile bu tezin 

konusunu oluşturmuştur. 

 

1.1. Fenol Oksidazlar 

 
Polifenol oksidazlar, fenolaz, kateşol oksidaz, monofenol oksidaz ve 

kserolaz  oksidaz olarak bilinen tirosinaz (EC 1.41.18.1)  mantarlar, bitkiler ve 

hayvanlardan izole edilmiştir(16,17). 

 
Bitkilerle yapõlan çalõşmalarda enzimin sadece kloroplastlarda tilakoid 

zarõ üzerinde bulunduğu bildirilmiştir.(18-20).  Güney Asya�da yetişen Sago 

palm (Palmiye ağacõ) dan alõnan bir ekstraktta, selüloz kromatografisi ve jel 

filtrasyonu yöntemleri ile polifenol oksidazõn iki izoenzimine rastlanmõştõr. Bu 

izoenzimlerin farklõlõklarõ; birinin 35°C ve alkali ortamlarda, diğerinin ise 45°C 

ve asidik ortamlarda aktif olmasõdõr(21). Gri renk oluşumu gözlenen 

üzümlerden alõnan ekstraktta, lakkaz ve  tirosinaz enzimine rastlanmõştõr(22). 

Klapp ve arkadaşlarõ, elma ile yapmõş olduklarõ çalõşmada, tirosinazõn 

karboksil asit tarafõndan inhibe edildiğini tespit etmişlerdir. Araştõrõcõlar 

çalõşmada; NaF,  NaCl,  NaBr, Nal�ün tirosinaz enziminin çalõşmasõnõ 

yavaşlattõğõnõ bildirmişlerdir(23). Ispanak bitkisinden santrifüjleme yoluyla elde 

edilen süpernatant elektroforez yöntemiyle tespit edilmiştir(24). Likenlerle 

yapõlan invitro çalõşmada tirosinaz enziminin varlõğõ gösterilmiştir(25).  

 
Enzim çalõşmalarõ, hayvansal organizmalarda da sürdürülmüştür. 

Omurgasõz hayvanlardan  böceklerde(26), kabuklularda(27) tirosinaz enzimine 

rastlanmõştõr. Omurgalõ hayvanlarda, fare ve insanlarla yapõlan çalõşmalarda 

pigmentasyon sağlayan melanozomlarõn tirosinaz tarafõndan uyarõldõğõ 



 

 

saptanmõştõr. Böylece tirosinazõn insanlarda derinin rengini, farelerde ise kürk 

renginin oluşumunu sağladõğõ bildirilmiştir(28). Ayrõca insanlarda melanin 

oluşumunu sağlayan bu enzimin TRY geni tarafõndan şifrelendiği 

bulunmuştur (29).  

 
Fenol oksidazlarla yapõlan mantar çalõşmalarõnda birçok türle  

çalõşõlmõştõr. Basidiomycetes�lerden Boletus luciferus�u kullanan Schobein, 

elde ettiği ekstraktta mavi bir pigment tespit etmiş(30) ve bundan 30 yõl sonra 

Yoshida(31) lak ağacõnõn lateksinde  bu rengin lakkaz enziminin varlõğõndan 

kaynaklandõğõnõ tespit etmiştir. Bertrand, Russula fortens ve Russula 

nigricans�õ kullanarak bu mantar türlerinden elde ettiği ekstraktlarõn 

oksidasyon boyunca renginin kõrmõzõdan, koyu kahverengi-siyaha 

dönüştüğünü gözlemiştir. Bertrand çalõşmasõnda izole ettiği enzimi,  tirosinaz 

olarak tanõmlamõştõr(32).  

 
Mantarlarla yapõlan çalõşmalarda çoğunlukla Agaricus bisporus 

kullanõlmõş ve özellikle enzimin izolasyonu ile inhibisyonu  çalõşõlmõştõr(29).. 

Yapõlan çalõşmalarla,  dünyada her yõl milyonlarca ton hasara maruz kalan 

tarõm ürünlerinde görülen kaybõn azaltõlmasõ için bu enzimin inhibe edilmesi 

gerektiği vurgulanmõştõr. Enzimin inhibisyonunu sağlayan maddeler arasõnda 

kojikasit(33,34) ve  bisülfit(35,36)  sayõlabilir. 

 

 

 

 

 



 

 

1.2.Tirosinazõn Moleküler Özelliği 

 
Tirosinazõn aminoasit komposizyonu canlõlarda farklõlõk göstermesine 

karşõn, tüm tirosinaz enzimleri iki bakõr atomu taşõr. Komposizyon farklõlõğõ bu 

iki bakõr atomunun amino asitlere bağlanma yerlerinden kaynaklanõr. 

Örneğin; insanlarda birinci bakõr atomu enzimin yapõsõnda bulunan 260. 

aminoaside, ikinci bakõr atomu ise 360. aminoaside bağlanõrken, Agaricus 

bitorquis (Quel)�de ilk bakõr atomu 100. aminoaside, ikinci bakõr atomu ise 

210. aminoaside bağlanmõştõr(29). Tİrosinaz tipi fenol oksidazlarõn  moleküler 

ağõrlõklarõ izole edildikleri canlõlara göre değişiklik göstermektedir. Tirosinazõn 

moleküler ağõrlõğõ insanlarda 62.610 kD, farelerde ise 57.872 kD� dir. 

Sherman yapmõş olduğu çalõşmada; domates , bakla ve üzüm kullanarak 

enzimin moleküler ağõrlõğõnõn 40.680-58.082 kD arasõnda değiştiğini 

bildirmiştir(37). Mantarlarda bulunan tirosinazõn moleküler ağõrlõğõ ise 128.000 

kD�dur (38). Ancak bu rakamõn çok altõnda moleküler ağõrlõğa sahip mantarlar 

da vardõr. Örneğin; tirosinazõn moleküler ağõrlõğõ Streptomyces glaucescens� 

de 30.900 kD, Neurospora crassa� da 46.000 kD� dur (39) (Çizelge 1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Çizelge 1.1. Farklõ kaynaklardan izole edilen tirosinazlarõn amino asit ve moleküler ağõrlõk 

içeriklerinin karşõlaştõrõlmasõ 

 
 

  Amino Asit MA 

Tirosinaz İşlenmemiş 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 

Üzüm 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 Bağlõ Olarak Tirosinazõn  İnaktivasyon      

Mekanizmasõ         

  
Tirosinaz enziminin, katalizlediği iki tepkimenin ardõndan çoğunlukla 

inhibisyona uğrayarak yavaş bir şekilde geri dönüşümünün gerçekleştiği  

tespit edilmiştir(40-42). Önceleri bunun nedeninin enzimin aktivitesi için gerekli 

olan bir amino grubunun o-benzokinon ile tepkimeye girmesi olduğu 



 

 

düşünülmekteydi(43). Daha sonra yapõlan çalõşmalarda ise tepkime sõrasõnda 

açõğa çõkan serbest radikal grubun, bakõr atomunun bağlandõğõ histidin 

aminoasidine etki ederek bakõrõn salõnõmõnõ sağladõğõ ve böylece enzimin 

inhibe edildiği ortaya çõkmõştõr.(40,44,45).  

 
Tirosinaz enzimi iki şekilde inhibe edilir; 

1-Aktivatör olarak kullanõlan bakõr iyonunun tepkime ortamõna 

eklenmemesi veya tepkime ortamõnda mevcut ise  uzaklaştõrõlmasõyla 

        2-Tirosinazõn substrat olarak kullandõğõ L-DOPA veya tirosin amino asidi 

gibi maddelerin yerine substrat olarak inhibitörlerin kullanõlmasõyla  

Tirosinazõn ürün meydana getirmesi veya inhibisyonu,  kullanõldõğõ 

çalõşma konusuna göre farklõlõk gösterir. Örneğin; arõtõm teknolojisinde enzim 

faaliyeti ön planda tutulurken, gõda sektöründe daha çok inhibisyonu konulu 

çalõşmalar sürdürülmektedir. Ancak enzimin inhibisyonu, tüm gõda ürünleri 

açõsõndan yararlõ değildir. Örneğin çay, kakao, kuru üzüm, kuru incir gibi 

maddelerin renk oluşumu ve kalitesi açõsõndan enzimin fonksiyonu  önemlidir. 

      

 1.4. Tirosinazõn Katalizlediği Tepkimeler 

 
Tirosinaz, aktif merkezinde iki bakõr atomu bulunan, ardõşõk iki tepkimeyi 

katalizleyen bir enzimdir. Bu tepkimelerden birincisi monofenollerin o-

difenollere hidroksilasyonu, ikincisi ise o-difenollerin o-kinon ile tepkimesinin 

ardõndan suda çözünmeyen kinonlara dönüşmesidir. Sõrasõyla bu tepkimeler, 

kserolaz (monofenolaz veya hidroksilaz) ve kateşolaz (difenolaz veya 

oksidaz) aktivitesi olarak isimlendirilir(46).  

 



 

 

Tirosinazõn aktivitesinin oluşumu için, ortama kofaktör olarak BH2 

eklenmesi gerekir. Eğer ortama kofaktör ilave edilmezse enzim bir lag fazõ 

geçirir. Daha sonra enzim, ihtiyaç duyduğu bu kofaktörü monofellerin                      

o-hidroksilasyonlarõndan elde edebilir(39). Enzimin oluşturduğu kateşolaz 

aktivitesi kserolaz aktivitesine göre 5-10 kat daha yüksektir(47). 

 
Yapõlan araştõrmada, bazõ bitki türlerinin, (kiraz, armut, muz) kserolaz 

aktivitesine sahip olmadõğõ belirlenmiştir(46). Ayrõca Matheis ve Belitz 

patatesde(48), Zawistowski(49)ise yer elmasõnda  kserolaz aktivitesinin 

tirosinazõn yüksek moleküler ağõrlõklõ biçiminin monofenolleri oksitleyebildiğini 

bildirmişlerdir . 

 
Tirosinaz enziminin birden fazla substratõ bulunmaktadõr. Bu maddeler 

arasõnda kateşinler, 3,4-dihidroksi fenilalanin (DOPA), sinnamik asit esterleri 

ve tirozin sayõlabilir. Ayrõca substratlarõn oksidasyon oranlarõ mono ve o-di 

fenollerde bulunan yan grubun tipine ve pozisyonuna göre değişiklik gösterir. 

Monofenoller sadece parapozisyonunda bir metil (-CH3) grubu taşõyorlarsa, 

tirosinaz tarafõndan hidroksillenebilirler.  Ayrõca, o-difenollerin oksidasyon 

oranlarõ taşõdõğõ gruplarõn elektron verme isteği arttõkça yükselirken, 

parapozisyondaki yan grubun elektron alma isteği arttõkça azalmaktadõr. 

 

           

 

 

 

 



 

 

  1.5. Tirosinazõn Uygulama Alanlarõ  

 
1.5.1. Endüstriyel  Alandaki Uygulamalar  

 
Tirosinazõn kullanõm alanõ, arõtõm teknolojisiyle sõnõrlõ değildir. Özellikle 

meyve ve sebzelerin işlenmesinin ardõndan ve buna bağlõ olarak maddi 

kayõplara yol açmasõ nedeniyle gõda sektöründe araştõrõcõlarõn ilgisini 

çekmiştir. Çalõşmalar özellikle ürünün hasat, işleme ve depolama sonrasõ 

enzim aktivitesinin inhibisyonuyla ilgilidir(50). Ayrõca sağlõk ve kozmetik gibi 

tõbbi alanlarda da tirosinazla çalõşmalar giderek artmaktadõr. 

                   

1.5.2. Tõbbi Alandaki Uygulamalar 

 
Tirosinaz enzimi, hayvansal organizmalarda melanin sentezinde görev 

almaktadõr. Melanin canlõyõ güneşin zararlõ U.V. õşõnlarõndan korumaktadõr ve 

bu özelliğinden dolayõ kozmetik sektörü ile sağlõk alanlarõnda büyük ilgi 

çekmiştir. Ayrõca melanin, ilaç tutuklanmasõ olaylarõnda kullanõlmaktadõr. 

Tirosinazõn kullanõldõğõ diğer önemli alanlardan biri de kanser araştõrmalarõdõr.  

Bazõ kanser türlerinde, hücrede tirosinaz faaliyetinin arttõğõ gözlenmiş ve 

tedavide enzimin bu özelliğinden faydalanõlmasõ gündeme gelmiştir(38). 

 

1.5.3. Gõda Endüstrisindeki Çalõşmalar 

 
Tarõmsal kökenli gõda maddeleri tirosinaz içeriği nedeniyle enzimatik 

kararmaya uğrar ve bunun sonucunda ürünün kalitesi düşer. Özellikle meyva 

ve sebzelerin işlenme sürecinde  O2 temasõ ile tirosinaz aktivitesine bağlõ 

olarak kararma oluşmakta ve  maddi kayõplara neden olmaktadõr. Bu 



 

 

nedenle, gõda sektörü için çeşitli inhibitörler kullanõlarak tirosinaz enziminin 

aktivitesinin kontrolü ve buna bağlõ olarak enzimatik kararmanõn önlenmesi 

oldukça önemlidir. Tirosinaz aktivitesini inhibe eden birçok birleşik 

bilinmesine karşõn, bu  inhibitörlerin enzimatik kararmayõ kontrol edebilme 

yetenekleri; inhibitör, substrat O2 konsantrasyonu, pH , sõcaklõk ve enzim 

kaynağõna bağlõ olarak farklõlõklar gösterir. Ayrõca enzimatik kararmayõ 

önleyen etkili inhibitörlerin kullanõmõ, yiyeceğin tat, koku, sindirilebilirlik 

üzerine olan etkileri ve yarattõklarõ toksiside  nedeniyle kõsõtlanmõştõr. 

 
Tirosinaz metal içeren bir protein olduğundan siyanür, karbonmonoksit, 

sodyum dietil-difikyakarbonat, tropolon, 2-merkaptobenzotiyazol asit ve 

EDTA gibi çeşitli metal ajanlar kullanõlarak inhibe edilmektedir(39,51,52). Ayrõca 

tuzlar da dahil olmak üzere bazõ inorganik iyonlarda  tirosinazõ inhibe 

edilebilmektedir. NaCl dõşõnda bu bileşiklerin çoğu toksik olduğundan sõnõrlõ 

kullanõlmaktadõr(46). 

 
Tirosinaz aktivitesi bazõ gõda ürünleri açõsõndan önlenmesi gereken bir 

durum olmakla birlikte aktif tirosinaz çay, kahve, kakao, kuru üzüm, kuru erik, 

kuru incir  gibi gõda ürünleri açõsõndan oldukça önemlidir. Özellikle çay en çok 

tüketilen gõda maddesidir. Çayõn kalitesi, içerdiği theaflavin maddesinin 

miktarõna bağlõdõr ve  bu maddenin oluşumunu da  tirosinaz sağlar(53). 

 

1.5.4. Fenollerin Uzaklaştõrõlmasõnda Tirosinaz Kullanõmõ 

 
Bazõ endüstriyel atõksularda fenolik bileşiklere rastlanõr. Günümüzde bu 

bileşiklerin sulardan uzaklaştõrõlmasõ için fenol oksidaz grubunda yer alan 

biyokatalizörler kullanõlmaktadõr. Bu enzim grubunda yer alan peroksidazõn,  



 

 

fenolik bileşiklerin arõtõm sürecinde oluşacak pH ve sõcaklõk değişimlerine 

karşõ inhibisyonu düşük düzeydedir(2,5). 

 
Bu durum ticari anlamda büyük kolaylõk getirirken, enzimin oksitleyici 

ajan olarak kullandõğõ hidrojen peroksidin yüksek maliyeti, endüstriyel ölçekte 

olumsuz bir kriter olarak göze çarpar. Bu nedenle peroksidazlara alternatif 

olarak bakterilerde, meyva ve sebzelerde, funguslarda ve hayvanlarda tespit 

edilen ve oksitleyici ajan olarak havanõn serbest O2�ni kullanan tirosinaz 

enziminin kullanõlmasõ maliyeti düşüreceğinden, bu konuda  yapõlan 

çalõşmalar hõzla artmõştõr.  

 
Fenolik bileşiklerin sulardan uzaklaştõrõlmasõnda mantarõn kullanõlmasõ 

1984 yõlõnda Atlow ve arkadaşlarõnõn yapmõş olduklarõ çalõşma ile 

başlamõştõr(3). Araştõrõcõlar yaptõklarõ çalõşmada organizma olarak Agaricus 

bisporus� u kullanmõşlar ve mantardan elde ettikleri tirosinaz enzimi ile 0,01-

1,0,g/L yoğunluğundaki fenollerin çözeltiden  uzaklaştõrõldõğõnõ tespit 

etmişlerdir. Ayrõca enzimin,  değişik pH ve sõcaklõk koşullarõndaki atõk 

arõtõmõnda bile verimli olduğunu göstermişlerdir. Atlow ve arkadaşlarõ aynõ 

çalõşmada tirosinazõn substratõ olmadõğõ halde fenollerle birlikte 

kullanõldõğõnda  bazõ yan grup taşõyan kirleticileri çöktürebildiğini 

bildirmişlerdir. Deneyler sonucunda ortaya çõkan olumsuz durum ise, arõtõmda 

kullanõlan enzim miktarõnõn fazla olmasõdõr. 50mg/L lik bir fenol çözeltisinden 

yaklaşõk % 99 oranõnda bir fenol bileşiği çöktürmek için gerekli enzim 

miktarõnõn 60 ünite/ml� dir.  Diğer önemli bir sorun ise, enzimin tekrar 

kullanõlmamasõdõr. 

 



 

 

1993 yõlõnda Wada ve arkadaşlarõ(54) enzimin arõtõm olaylarõnda 

kullanõlmasõ ile ilgili yaptõklarõ çalõşmalarõnda; fenolik çöktürme oluşumunun 

olmadõğõnõ,  yalnõzca sõvõnõn başlangõçta açõk renkli iken giderek koyulaştõğõnõ 

gözlemişlerdir. Wada ve arkadaşlarõ, bunun nedeninin enzimin içerdiği 

protein miktarõna ve enzimin saflõk derecesine bağlõ olduğunu bildirmişlerdir. 

Araştõrõcõlar fenol çözeltilerinin tirosinaz ile muamelesi sonucunda çökme 

oluşumunu gözlemediklerinden dolayõ oluşan tepkime ürünlerini 

uzaklaştõrmak için kitin ve kitozan gibi absorbant özellikteki maddelerin 

kullanõlmasõnõ önermişlerdir. 

 
Kitin, kabuklu deniz hayvanlarõnõn dõş iskeletini ve mantarlarõn hücre 

çeperlerini oluşturan, doğada bol miktarda bulunan bir polisakkarit olup 

tepkime sonucunda oluşan ürünleri absorbe edebilme özeliğine sahiptir. 

Kitozan ise kitindeki asetil grubunun uzaklaştõrõlmasõ sonucu ortaya çõkan 

renkli ürünleri uzaklaştõrmada kitine göre daha verimlidir. Arõtõm 

tepkimelerinde enzimlerin kullanõlmasõnõn olumsuz yönlerinden biri de, daha 

önce belirtildiği gibi enzimin tepkime sonrasõ tekrar kullanõlamamasõdõr. Wada 

ve arkadaşlarõ bu sorunu ortadan kaldõrmak için yapmõş olduklarõ diğer bir 

çalõşmada(55) tirosinaz enzimini amino gruplarõ kullanarak  magnetit (Fe3O4) 

üzerine tutuklamõşlardõr. Araştõrõcõlar bu çalõşmanõn sonucunda tirosinazõn 

magnetit üzerine tutuklanmasõnõn enzimin dayanõklõlõğõnõ arttõrdõğõnõ ve +4oC� 

de 15 gün süresince serbest enzimde %70� lik bir aktivite kaybõ olurken, 

tutuklanmõş enzimdeki aktivite kaybõnõn aynõ koşullarda %5 olduğunu 

bildirmişlerdir. Wada ve arkadaşlarõ bu çalõşmanõn ardõndan  hem tutuklayõcõ, 

hem de absorbent özellikteki maddeleri kullandõklarõ çalõşmalarõnda(54) 

çözeltideki fenolun %100 oranõnda giderildiğini göstermişlerdir.Çalõşmada 



 

 

ayrõca absorbentlerle birlikte kullanõldõğõnda serbest enzimin aktivasyonunun 

azaldõğõ bildirilmiştir(54). 

 
Tirosinaz aktivitesi sonucunda oluşan kinonlarõ ve diğer ara ürünleri 

absorbe etmek amacõyla Sun ve arkadaşlarõ, sudaki fenolleri uzaklaştõrmak 

için  iki basamaklõ bir yöntemle kitozanõ kullanmõşlardõr(56).Çalõşmada birinci 

basamakta fenollerin serbest tirosinaz ile oksidasyonu, ikinci basamakta ise 

oksidasyon ürünlerinin kitozana absorbe edilerek ortamdan uzaklaştõrõlmasõ 

sağlanmõştõr. Ayrõca tirosinazõn onisol ve benzil alkol gibi fenolik olmayan 

bileşiklere karşõ reaktif olmadõğõ, özgül olarak fenolik birleşiklerle tepkimeye 

girdiği belirlenmiştir. Bunlara ek olarak kitozanõn sadece tirosinazõn 

oksidasyon ürünlerini absorbe ettiği, tepkimeye girmeyen fenolik birleşikler ile 

fenolik olmayan birleşikleri absorbe etmediği bildirilmiştir. 

 

1.6. Kültür Mantarõnõn Tanõmõ 

 
1.6.1. Morfolojisi 

 
 Agaricus bitorquis�in  morfolojisi incelendiğinde, toprak altõnda yer alan 

ve vejetatif organlarõ olarak bilinen miseller ile toprak üstünde yer alan sap ve 

şapkanõn meydana getirdiği karpofordan oluştuğu görülür. Karpofor insanlar 

tarafõndan sebze olarak tüketilir. Şapka genellikle açõk renkli, beyaz, krem 

veya açõk kahverengidir. Sap üzerinde iki sõralõ annulus bulunmaktadõr. (Şekil 

1.2)(57-65).  

 



 

 

 
        
         Şekil 1.2. Agaricus bitorquis  fruktifikasyonu 

            

  1.6.2. Türkiye�deki Yayõlõşõ 

 
Türkiye�de doğal olarak yetişen Agaricus bitorquis (Quel) Sacc. 

Eskişehir (Çiftler- Sadõroğlu Köyü), Konya, Bursa (Yenişehir), Van, Erzurum, 

Ağrõ, Kars,  Artvin (Ardanuç), Ankara (Polatlõ-Aşağõ Hacõosmanoğlu Köyü)�da 

yayõlõş göstermektedir. (Şekil1.3)  (66-77).  

 



 

 

 

    Şekil 1.3.  Agaricus bitorquis�in Türkiye�deki yayõlõş alanlarõ 

 
Ülkemizde halk arasõnda göbelek olarak tanõnan A.bitorquis, ormanlõk 

alanlarda, çayõrlarda, meraya dönüştürülen eski bataklõklarda, bitki örtüsünün 

tahrip olduğu yerlerde gruplar halinde görülmektedir. Fruktifikasyonlar  toprak 

altõnda gelişmekte, yağõşlardan hemen sonra ortaya çõkmaktadõr. (Şekil 1.4) 

(67).  

 
            

Şekil 1.4. Toprak altõnda yetişen Agaricus bitorquis fruktifikasyonlarõ  



 

 

2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Kullanõlan Organizma 

 
Çalõşmada, Basidiomycetes sõnõfõndan Agaricus bitorquis (Quel) 

fruktifikasyonlarõ ve sõvõ besiyerinde üretilen miselleri kullanõldõ. 

Fruktifikasyonlar, Ankara Polatlõ İlçesi, Aşağõ Hacõosmanoğlu Köyünden  

2004 yõlõnda Haziran ayõnda toplandõ.Laboratuvara getirilen mantarlarõn, 

yüzey dezenfeksiyonlarõ yapõldõ, sporlarõ alõndõ ve  daha sonraki çalõşmalarda 

kullanõlmak üzere buzdolabõnda +4oC�de saklandõ. Agaricus bitorquis�in 

toplandõğõ arazi sazlõk bir alan olup, toprak süngerimsi bir yapõdadõr. (Şekil 

2.1) 

  

 
           Şekil 2.1. Agaricus bitorquis’ in toplandõğõ Aşağõ Hacõosmanoğlu Köyü       

                       (Ankara- Polatlõ) 

         

 



 

 

 2.2. Spor Alõnmasõ  

 
Araziden toplanan örneklerin, ilgili literatürlere göre(61,63,65) tür tayinleri 

yapõldõ. Laboratuvara getirilen örneklerin şapkalarõnõn üzerindeki topraklar 

temizlenip, saplar 1cm kalacak şekilde kesildi. Üzerleri  %70� lik alkol ile 

silindi ve hõzlõ bir şekilde alevden geçirildi. Dezenfekte  edilen mantarlar 

lameller aşağõ gelecek şekilde temiz bir petri kabõna yerleştirildi. Üzerleri  

cam fanus ile kapatõldõ. Steril aşõlama kabininde, oda sõcaklõğõnda 2-3 gün 

bõrakõldõ. Şapkalarõn kendiliğinden açõlmasõ ve sporlarõn dökülmesi sağlandõ 

(Şekil 2.2) Alõnan  sporlar ayrõ ayrõ petri kaplarõnda bulunan steril katõ besiyeri 

merkezine çoklu spor yöntemi ile inoküle edilerek çimlendirildi(78). 

 
 
       Şekil. 2.2.   Agaricus bitorquis� in spor izi 

 

           

 

 



 

 

  2.3. Besiyeri Hazõrlõğõ  

 
2.3.1. Katõ Besiyeri Hazõrlõğõ 

 
Çalõşmada besiyeri olarak Malt Ekstrakt Agar (MEA)(Merck) 

kullanõldõ(79).  MEA 33.6 (gr/lt) malt ekstrakt olarak hazõrlandõ. Hazõrlanan  

besiyeri otoklavda (Nüve Marka) 121oC�de 15 dakika steril edildi. Steril 

aşõlama kabininde (Holten Marka), pastör fõrõnõnda (Nüve Marka) 190oC�de 

90 dakika bekletilerek sterilizasyonu sağlanan petrilere döküldü ve soğumaya 

bõrakõldõ. 

 

2.3.2. Sõvõ Besiyeri Hazõrlõğõ 

 
Agaricus bitorquis misellerinde enzim varlõğõnõ araştõrmak ve optimize 

etmek amacõyla Vogel minimal besiyeri kullanõldõ(13). Vogel minimal besiyeri 

2ml makroelement [(gr/100 ml) 15 Na-sitrat(Sigma), 25 KH2PO4,1.0(Merck) 

MgSO4.7H2O(Fluka), 0.5 CaCl2 .2H2O)(Sigma)]; 1 ml mikroelement [(gr/100 

ml) 2.5 sitrik asit.1H2O(Sigma), 2.5 ZnSO4.7H2O(Rõedel-de Haen Ag), 0.5 

Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O(Sigma),0.125CuSO4.5H2O(Sigma),0.025MnSO4.H2O(

Merck), 0.025 H3BO3(Merck), 0.025 H3P(M03O10). H2O)(Sigma)] ve 97 ml.  

distile su ilave edilerek hazõrlandõ.  

       

2.4. Ana Kültür Hazõrlõğõ 

       
Bölüm 2.2�de anlatõldõğõ gibi çimlendirilen sporlardan geliştirilen primer 

misellerden alõnan 8 mm çapõndaki miselyal agar  diskleri, içlerinde MEA 

bulunan petrilerin merkezine inokule edildi ve 30±1oC� de  20 gün süre ile 



 

 

inkübe edildi. Sağlõklõ  gelişerek petrinin ¾� ünü kaplayan, õşõnsal doğrultuda 

gelişen primer misellerden alõnan 8 mm çapõndaki miselyal agar diskleri yine 

90 mm çapõndaki petrilerde bulunan MEA besiyeri merkezine inoküle edilerek 

30±1 oC� de 20 gün süre ile inkübe edildi ve inkübasyon süresi sonunda elde 

edilen sekonder miseller çalõşmanõn ana kültürlerini oluşturdu. 

        

2.5. Sõvõ Besiyerine Misel Transferi 

 
Bölüm 2.3.2.�de  anlatõldõğõ şekilde hazõrlanan 100 ml�lik  sõvõ besiyerleri 

250 ml�lik erlenmayerlere konuldu. Sekonder misel ana kültürlerinden alõnan 

8 mm çapõndaki miselyal agar diskleri sõvõ besiyerlerine 5, 10, 15, 20 adet  

eklenerek 30±1oC� de  140 rpm de çalkalamalõ etüvde (Sellecta Marka) 10 

gün süreyle inkübe edildi. 

 

2.6.Tirosinaz Aktivitesinin Ölçümü 

 
Tirosinaz aktivitesi hem sõvõ besiyerinde üretilen misellerle, hem de 

kültür mantarõ yetiştiricilik tekniklerinin uygulandõğõ yetiştirme odalarõnda 

yetiştirilen fruktifikasyonlarda ölçüldü. Sõvõ besiyerinde üretilen misellerde 

tirosinaz aktivitesini ölçmek için substrat olarak L-DOPA (Sigma) kullanõldõ. 

Katõ halde bulunan  L-DOPA fosfat tamponu (pH=7.0)  ile süspanse edildi. 

Bölüm 2.3.2� de anlatõldõğõ gibi hazõrlanan sõvõ kültürlerdeki enzim 

kaynaklarõndan 0,1ml alõnarak 3ml  L-DOPA ile ayrõ ayrõ olacak şekilde 

karõştõrõldõ. Karõşõm 475 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Sellacta 

Marka) olarak okundu.  



 

 

 

Çalõşmamõzda; ortam sõcaklõğõ 30-32ºC olan üretim odalarõnda 

yetiştirilen fruktifikasyonlardan alõnan 50 gr�lõk parçalar, 10 ml  fosfat tamponu 

(pH=6.0) bulunan havanlarda ezildi ve elde edilen süspansiyonlar santrifüjde 

(Nüve Marka) 4100 rpm� de 5 dakika santrifüj edildi ve aktivite ölçümü için 

kullanõlacak süpernatantlar elde edildi.  

 

Bir ünit enzim aktivitesi deney koşullarõnda 1 dakikada absorbans 

miktarõnda 0,001 artõşa neden olan enzim miktarõ olarak tanõmlandõ.  

 

2.7. Hücre Dõşõ Protein Miktarõnõn Ölçümü  

 
Sõvõ besiyerindeki misellerin  hücre dõşõ protein miktarõ Lowry yöntemi 

ile ölçüldü(80).  

      

2.8. Enzim Üretimine Etki Eden Fizyolojik Koşullarõn Belirlenmesi 

 
2.8.1. Pelet Sayõsõnõn Etkisi 

 
Tirosinaz üretimine pelet sayõsõnõn etkisini belirlemek için Bölüm 

2.3.2.�de anlatõldõğõ şekilde hazõrlanan besiyerlerine 8 mm çapõndaki miselyal 

agar disklerinden 5,10,15 ve 20 adet pelet ayrõ ayrõ inoküle edildi ve 30oC� de 

140 rpm� de 10 gün süreyle inkübasyona bõrakõldõ. Çalõşmada deneyler 3 

tekrarlõ olarak yapõldõ.  

 

 



 

 

 

2.8.2. İnkübasyon Süresinin Etkisi 

 
Çalõşmamõzda, inkübasyon süresinin etkisini belirlemek için tirosinaz 

aktivitesinin maksimum düzeye ulaştõğõ belirlenen 20 adet misalyal agar 

diskleri  kullanõldõ. Çalkalamalõ etüvde 30oC� de 140 rpm� de inkübe edilen 

kültürlerde misellerin tirosinaz aktivitesi spektrofotometrede(Sellecta Marka) 

475 nm� de ölçüldü. İlk ölçümler misellerin gelişmeye başladõğõ ilk gün olan  

6. günde yapõldõ ve ölçümler iki gün arayla sürdürüldü.  Deneyler 3 tekrarlõ 

olarak yapõldõ. 

           

2.8.3. Glikoz Miktarõnõn Etkisi 

 
Tirosinaz verimi açõsõndan karbon kaynağõ olarak seçilen glikozun, 

etkisini belirlemek için farklõ miktarlarda (gr/100ml) 0,1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 

15, 17.5, 20) glikoz içeren besiyerleri hazõrlandõ. 20 adet miselyal agar 

diskleri  inoküle edilen sõvõ besiyerleri, 30oC� de  140 rpm� de 10 gün  süreyle 

inkübasyona bõrakõldõ. Deneyler 3 tekrarlõ olarak yapõldõ.  

 

2.8.4. pH�õn Etkisi 

 
pH� õn tirosinaz aktivitesine etkisini incelemek için pH değerleri 3.0, 4.0, 

5.0, 6.0, 7.0, 8.0 olan sõvõ besiyerleri hazõrlandõ ve 20 adet miselyal agar 

diskleri inoküle edildi. 30ºC� de 140 rpm� de on gün süreyle inkübasyona 

bõrakõldõ. Deneyler 3 tekrarlõ olarak yapõldõ. 

 



 

 

 

2.8.5. Sõcaklõğõn Etkisi 

 
Çalõşmamõzda sõcaklõğõn etkisi hem sõvõ besiyerinde geliştirilen 

misellerde, hem de kültür odalarõnda yetiştirilen fruktifikasyonlarda   

araştõrõldõ.  

 
Sõvõ besiyeri çalõşmalarõnda  20 adet miselyal agar diskleri inoküle 

edilerek çalkalamalõ etüvde 30oC, 32oC, 34oC ve 36oC�de 140 rpm� de 10 gün 

süre ile inkübe edildi.  

 
Fruktifikasyon çalõşmalarõnda birçok araştõrmada Agaricus bitorquis 

miselleri için optimum sõcaklõk olarak belirtilen 30oC kontrol olarak alõndõ(81). 

Sõcaklõğõn fruktifikasyonlardaki tirosinaz aktivitesine  etkisini araştõrmak için; 

ana kültürlerde geliştirilen misellerden tohumluk misel hazõrlandõ(60) ve kültür 

mantarõ yetiştiricilik teknikleri uygulandõ(82). Buna göre tohumluk miseller 

tabakalõ ekim yöntemine göre yetiştirme odalarõndaki kompostlara  aşõlandõ. 

Bunun için 5 gr tohumluk misel kültürü ve içlerinde 1kg kompost bulunan 

naylon torbalar kullanõldõ. Naylon torbalara 350 gr kompost konuldu ve 

üzerine 2 gr misel serpildi, üzerine tekrar 350 gr kompost konuldu ve  2 gr 

misel serpildi. Son aşamada kompostun geri kalan 300gr� lõk kõsmõ torbalara 

konuldu ve kalan 1 gr misel yüzeye dağõtõldõ. Bu şekilde 10 torba hazõrlandõ 

ve 30oC� de %90 nem içeren ortamda inkübe edildi. 

 

 

 



 

 

 

 
                    Şekil 2.3. Tohumluk misel aşõlanmõş ve ağõzlarõ kapatõlmõş kompost torbalarõ 

 
Kompostlarda misel gelişimi tamamlandõkdan sonra torba üstleri, 

dezenfekte edilmiş örtü topraklarõ ile örtüldü. Bunun için torba kenarlarõ dõşa 

doğru kõvrõldõ. Kompost yüzeyi düzleştirilerek sõkõştõrõldõ ve üzeri 3-3.5 cm 

kalõnlõğõnda örtü toprağõ ile örtüldü. 

 

 

 



 

 

 

Şekil. 2. 4. Örtü toprağõ uygulamasõ yapõlmõş kompost torbalarõ  

 

Örtü toprağõnda misel gelişimi tamamlandõktan sonra hasat olgunluğuna 

erişen 3-5 cm şapka genişliğindeki karpoforlar hasat edildi. Çalõşmada 

fruktifikasyonlar, ortam sõcaklõklarõ 30oC, 32oC, 34oC olan üretim odalarõnda  

ayrõ ayrõ geliştirildi. Elde edilen fruktifikasyonlarda tirosinaz aktivitesi ölçüldü. 

34oC�de fruktifikasyon oluşmadõğõ için aktivite ölçülemedi ve bu sõcaklõk, 

mantar için termal letal nokta olarak belirlendi. 

 

 

 

 

 

 



 

 

3. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

3.1.Pelet Sayõsõnõn Etkisi 

 
      A.bitorquis’ in maksimum tirosinaz aktivitesi oluşturduğu pelet sayõsõnõn 

saptanmasõ Bölüm 2.8.1.�de anlatõldõğõ şekilde yapõldõ.Çalõşma sonunda 

maksimum verimin 20 miselyal agar disk, minimum verimin ise 5 miselyal 

agar disk  içeren besiyerlerinde olduğu saptandõ. Misellerin oluşturduğu 

enzim aktiviteleri Şekil 3.1�de , enzim aktivitesine ait istatistiksel veriler ise 

Çizelge 3.1� de verilmiştir. 

0

1

2

3

4

5

Ö
zg

ül
 a

kt
iv

ite
 (u

ni
t/m

g 
pr

ot
ei

n)

5 10 15 20

Pelet sayõsõ (adet)

 
 
           Şekil 3.1. Pelet sayõsõnõn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisi 

 

 

 

 

 

 



 

 

Çizelge 3.1. Pelet sayõsõnõn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisinin   

  istatistiksel analizi 

 
Pelet Sayõsõ (adet) Ortalama ve Standart Hata 

5 1.2 ± 1.22 

10 2.3 ± 0.44 

15 3.7 ± 0.54 

20 4.52 ± 1.12 

 

 

3.2. İnkübasyon Süresinin Etkisi 

 
A.bitorquis  misellerinin maksimum tirosinaz aktivitesine inkübasyon 

süresinin etkisinin belirlenmesi Bölüm 2.8.2.�de anlatõldõğõ şekilde 

gerçekleştirildi.En yüksek özgül aktivitenin inokülasyonun 10. gününde 

oluştuğu tespit edildi. Misellerin oluşturduğu enzimlerin inkübasyon süreleri 

sonunda gösterdikleri aktiviteler Şekil 3.2� de, enzim aktivitesine  ait 

istatistiksel veriler ise Çizelge 3.2� de verilmiştir. 
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Şekil 3.2. İnkübasyon süresinin tirosinaz aktivitesi üzerine etkisi 

 

Çizelge 3.2. İnkübasyon süresinin tirosinaz aktivitesi üzerine etkisinin 

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

 
Süre (gün)  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 Miktarõnõn Etkisi 

 
A.bitorquis’ in tirosinaz aktivitesine glikoz miktarõnõn etkisi Bölüm 

2.8.3.�de anlatõldõğõ şekilde çalõşõldõ.Ölçümler sonucunda maksimum enzim 

aktivitesinin 15 gr glikoz eklenen kültürde, minumum enzim  aktivitesinin ise 

glikoz eklenmeyen kontrol grubunda oluştuğu gözlendi. Misellerin 

oluşturduğu enzim aktiviteleri Şekil 3.3� de, enzim aktivitesine ait istatistiksel 

veriler ise Çizelge 3.3� de verilmiştir. 
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   Şekil 3.3. Glikoz miktarõnõn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisi 

 

 

 



 

 

 

Çizelge 3.3. Glikoz miktarõnõn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisinin istatistiksel  analizi         

 
Glikoz Konsantrasyonu(gr) kontrol 1 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 

Ortalama ve 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±2.58 12.4±4.21 9.5±2.16 5.7±0.52

 
                  

3.4. pH� õn Etkisi 

 
A.bitorquis misellerinin enzim aktivitesine pH� õn etkisinin belirlenmesi 

çalõşmalarõ Bölüm 2.8.4.�de anlatõldõğõ gibi gerçekleşitirildi. Maksimum enzim 

özgül aktivite pH5.0 olan kültürlerde belirlendi. Farklõ pH değerlerinde elde 

edilen tirosinaz aktivitesi değerleri Şekil 3.4� de, enzim aktivitesine ait 

istatistiksel veriler ise Çizelge 3.4� de verilmiştir. 
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 Şekil 3.4. pH�õn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisi 

      

 



 

 

 

                        Çizelge 3.4 pH� õn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisinin  istatistiksel  analizi 

 
pH Ortalama ve Standart Hata 

3 2.46 ± 0.37 

4 4.46 ±0.67 

5 3.95 ± 1.03 

6 3.15 ± 1.1 

7 2.04 ± 0.67 

8 1.9 ± 0.77 

        

 

3.5. Sõcaklõğõn Etkisi 

 
Sõcaklõğõn A. bitorquis’ in  tirosinaz enzim aktivitesine etkisini belirlemek 

amacõyla yapõlan çalõşmalar Bölüm 2.8.5.�de anlatõldõğõ şekilde yapõldõ.En 

yüksek  özgül aktivitenin 34°C� de oluştuğu belirlenirken, en düşük özgül 

aktiviteyi ise 36°C� de üretilen misellerin oluşturduğu gözlendi. 

 
Fruktifikasyonlarõn kullanõldõğõ sõcaklõk denemelerinde ise en yüksek 

özgül aktivitenin 30°C� de üretilen mantarlarda , en düşük özgül aktivitenin ise 

32°C� de üretilen mantarlarda oluştuğu belirlendi. Ortam sõcaklõğõ 34°C olan 

kültür odalarõnda fruktifikasyonlarõn gelişmediği gözlendi. Fruktifikasyon 

gelişimi için 34°C, termal letal nokta olarak belirlendi. Sõcaklõk denemeleri 

sonunda elde edilen enzim aktiviteleri Şekil 3.5� de, enzim aktivitelerine ait 

istatistiksel veriler ise Çizelge 3.5� de verilmiştir.      
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Şekil 3.5. Sõcaklõğõn tirosinaz aktivitesi üzerine etkisi     

 

 

 

 

Çizelge 3.5. Sõcaklõğõn tirosinaz aktivitesine etkisinin istatistiksel analizi 

 
Sõcaklõk (°C) Sõvõ 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 2.40 ± 1.87 - 

 
 

 



 

 

4. TARTIŞMA  ve SONUÇ 

 

Çalõşmada, Agaricus bitorquis (Quel)� den tirosinaz enziminin elde 

edilmesi ve karakterizasyonu araştõrõlmõştõr. Sõvõ besiyeri çalõşmalarõnda 

mantar miselleri kullanõlarak enzimin özgül aktivitesi üzerine pelet sayõsõ, 

inkübasyon süresi, glikoz konsantrasyonu, pH ve sõcaklõk gibi faktörlerin 

etkisi incelenmiştir. Fruktifikasyon çalõşmalarõnda da mantarõn içerdiği 

enzimin özgül aktiviteleri üzerine sõcaklõğõn etkisi incelenmiştir. Çalõşmamõzda 

enzimin özgül aktivititesine  etkileri incelenen faktörlere ait deneylerde, 

maksimum sonuç veren değerler bir sonraki deneylerde kullanõlmõştõr. 

 
Sõvõ besiyeri çalõşmalarõnda birinci faktör olarak  pelet sayõsõnõn enzim 

aktivitesi üzerine etkisi incelenmiştir. Çalõşmada 5, 10, 15 ve 20 adet miselyal 

agar diskleri sõvõ besiyerine ayrõ ayrõ inoküle edilmiş ve 30ûC� de inkübasyona 

bõrakõlmõştõr. İnkübasyon sonrasõ sõvõ besiyerlerinde oluşan enzim aktiviteleri 

sõrasõyla 1.24, 2.34, 3.74  ve 4.52 (Unit/mg protein) olarak tespit edilmiştir. 

Ölçümler sonrasõ yapõlan incelemede en yüksek enzim aktivitesinin 20 adet 

pelet eklenen sõvõ besiyerinde oluştuğu gözlenmiştir. Pelet sayõsõnõn 

artmasõyla birlikte enzim aktivitesinin de arttõğõ belirlenmiştir.     

                                                                

 



 

 

   İkinci faktör olarak; enzim aktivitesi üzerine inkübasyon süresinin etkisi 

incelenmiştir. Sõvõ besiyeri bulunan erlenmayerlere 20 adet miselyal agar 

diski inoküle edilerek 30� oC de inkübasyona bõrakõlmõştõr. İnkübasyonun 6. 

gününde misel gelişiminin başladõğõ gözlenerek enzim aktivitesi ölçülmeye 

başlanmõştõr. İkişer gün arayla yapõlan enzim aktivite ölçümlerinde maksimum 

değerin inkübasyonun 10. gününde oluştuğu tespit edilmiştir.  

 
Çalõşmada üçüncü faktör olarak, glikoz konsantrasyonunun enzim 

aktivitesi üzerine etkisi incelenmiştir 0 gr,1 gr, 2.5 gr, 5 gr, 7.5 gr, 10 gr, 12.5 

gr, 15 gr, 17.5 gr, 20 gr glikoz eklenen sõvõ besiyerlerine 20 adet miselyal disk 

inoküle edilmiş ve 300C� de 10 gün süreyle inkübasyona bõrakõlmõştõr. 

İnkübasyon süresi sonunda en yüksek enzim aktivitesinin 15 gr glikoz 

eklenen besiyerlerinde oluştuğu belirlenmiştir. Çiçek (13) çürükçül funguslar ile 

yaptõğõ araştõrmada tirosinazõn en yüksek aktivitesinin 15 gr glikoz içeren 

örnekte olduğunu bildirmiştir.Dolayõsõyla elde ettiğimiz veriler Çiçek�in 

çalõşmasõyla uyum içerisindedir. 

 
pH� õn enzim aktivitesi üzerine etkisi incelendiğinde pH� larõ 3.0, 4.0, 5.0, 

6.0, 7.0, 8.0 olarak hazõrlanan sõvõ besiyerlerine 20 adet miselyal agar diski 

inoküle edilmiş ve 10 gün süreyle 30oC� de inkübasyona bõrakõlmõştõr. 

İnkübasyon süresi sonunda maksimum aktivite pH 5.0 olan sõvõ  besiyerinde 

tespit edilmiştir.  Iketaha ve arkadaşlarõ (83)  L-tirozini substrat olarak 

kullandõklarõ çalõşmalarõnda enzim aktivitesinin pH5.0-8.0 aralõğõnda 

maksimum olduğunu bildirmişlerdir. Espin ve arkadaşlarõ (84), p-hidroksifenil 

propionic acidi substrat olarak kullandõklarõ çalõşmada en yüksek enzim 

aktivitesinin  pH4.3� de görüldüğünü bildirmişlerdir. Araştõrõcõlar substrat 



 

 

olarak L-DOPA� yõ kullandõklarõ bir başka çalõşmada(85) optimum enzim 

aktivitesinin pH5.0� de bulunduğunu bildirmişlerdir. Çiçek (13) yaptõğõ 

araştõrmada L-DOPA�yõ  substrat olarak kullanmõş ve maksimum enzim 

aktivitesinin pH4.7� de olduğunu bildirmiştir. Ayrõca Kwang-Hoon Kong ve 

arkadaşlarõ (86) termofilik bir bakteri olan Thermomicrobium roseum ile 

yaptõklarõ çalõşmada enzimin çalõşmasõnõ pH4.0-10.5 aralõğõnda  

incelemişlerdir.Sonuçlar  enzim aktivitesinin %50� sinin pH7.5� un altõnda ve 

pH10.5� in üstünde oluştuğunu, pH9.5� da maksimum sonuç verdiğini, en 

düşük değerin ise pH9.0-9.5 aralõğõnda oluştuğunu ve bu sonuçlarõn 

Neuspora crassa ile uyum gösterdiğini bildirmişlerdir. Xiaodong Zhang ve 

arkadaşlarõnõn (12) Portabella mantarõ ile yapmõş olduklarõ çalõşmada pH 3.5-

7.5 arasõndaki değerlerde  enzimin özgül aktivitesinin  diğer pH değerlerinden 

daha yüksek olduğunu göstermişlerdir. Araştõrõcõlar  enzimin pH7.0� de 

maksimum aktivite gösterdiğini, pH 7.5� un üstünde aktivitenin olmadõğõnõ ve 

pH 3.5� un altõnda aktivitenin hõzlõ bir şekilde düştüğünü bildirmişlerdir. Elde 

ettiğimiz bulgular Iketaha ve arkadaşlarõnõn(83) ve Espin ve arkadaşlarõnõn (85) 

L-DOPA ile yaptõklarõ çalõşmalar ile ayrõca Xiaodong ve arkadaşlarõnõn (12) 

yapmõş olduklarõ çalõşmadaki pH3.5 değerleriyle benzerlik içerisindeyken, 

Espin ve arkadaşlarõnõn (84) p-hidroksifenil propronic acidi kullandõklarõ 

çalõşma, Çiçek�in (13) bulgularõ Kwang�Hoon Kong ve arkadaşlarõnõn (86) 

çalõşmalarõ ile  uyum göstermemektedir. pH ile ilgili çalõşmalarda bildirilen 

tüm farklõ değerlerin enzim kaynağõnõn doğasõndan kaynaklandõğõnõ 

düşünmekteyiz. 

       
 



 

 

Çalõşmamõzda bir başka faktör olarak enzim aktivitesine sõcaklõğõn 

etkisi, hem sõvõ besiyerinde, hem de fruktifikasyonlarda incelenmiştir. Sõvõ 

besiyerine 20 adet miselyal pelet inoküle edilerek 30 oC , 32 oC, 34 oC ve 

36oC� lerde ayrõ ayrõ 10 gün süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyonun sonunda 

farklõ sõcaklõklarda geliştirilen kültürlerde enzim aktiviteleri sõrasõyla 30oC�de 

4.48 , 32oC� de 4.50 , 34oC� de 8.80  ve 36oC�de 2.40 (Unit/ mg protein) 

olarak ölçülmüştür. En yüksek enzim aktivitesinin 34oC� de olduğu 

saptanmõştõr. Çiçek (13) funguslarla yaptõğõ araştõrmada en yüksek tirosinaz 

aktivitesinin 30oC olduğunu bildirmiştir. Elde ettiğimiz veriler Çiçek (13)�in 

çalõşmalarõ  ile benzerlik göstermemektedir.  

 
Sõcaklõk ile ilgili yapõlan fruktifikasyon çalõşmalarõnda denemeler, 

Günay(60) �õn Agaricus bisporus için belirtiği yetiştiricilik tekniklerine göre  ve  

ortam õsõsõ 30oC ve 32oC olan kültür odalarõnda  sürdürülmüştür. Elde edilen 

mantarlardan Bölüm 2.6� da anlatõldõğõ gibi süpernatant hazõrlanarak enzim 

aktivasyonlarõ oluşturulmuştur. En yüksek enzim aktivitesinin 30oC� de 

üretilen mantarlarda oluştuğu tespit edilmiştir. 34oC� de misel gelişimi 

gözlenirken, primordiumlar gözlenmediği için ölçüm yapõlamamõştõr ve bu 

sõcaklõk noktasõ fruktifikasyonlar için termal letal nokta olarak belirlenmiştir. 

         
L-DOPA� nõn substrat olarak kullanõldõğõ enzimin özgül aktivite 

ölçümlerinde, ölçüm öncesi hazõrlanan enzim kaynağõ ve substratõ içeren 

süspansiyonlarda kõrmõzõyla başlayan ve  siyaha kadar  değişim gösteren bir 

pigmentasyona rastlanmõştõr. Wada ve arkadaşlarõnõn(54) yaptõklarõ çalõşmada 

enzime ait süspansiyonlarda pigmentasyon gözlenirken herhangibir çökme 

görülmemiştir. Atlow ve arkadaşlarõ,(3) yapmõş olduklarõ araştõrmada ise 



 

 

enzim süspansiyonlarõnda hem pigmentasyon olduğunu hem de gözle 

görülür bir çökmenin oluştuğunu bildirmişlerdir. 

 
Bu çalõşmada Türkiye�de doğal olarak yayõlõş gösteren Basidiomycetes 

sõnõfõna ait Agaricus bitorquis� den tirosinaz enziminin elde edilmesi ve 

enzimin karakterizasyonu incelenmiştir. Sonuçlarõmõz, hücre içi enzim olarak 

bilinen tirosinazõn  hem hücre içi, hem de hücre dõşõnda faaliyet gösterdiğini 

ortaya koymuştur.  
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