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Oz

Tirozinaz (EC. 1.14.18.1) funguslarda, yiiksek bitkilerde ve hayvanlarda bulunan; molekiiler oksijenin etkisiyle
monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu; o-difenollerin de o-kinonlara oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen ve
bakir igeren bir enzimdir. Bu ¢alismada, Giresun ili ve gevresinde bol miktarda yetisen Kanlica Mantarindan (Lactarius
salmonicolor) tirozinaz enzimi ilk defa saflastirild1 ve kinetik 6zellikleri incelendi. Optimum pH ve sicaklik degerleri,
pH ve sicaklik stabiliteleri, optimum reaksiyon siiresi, optimum reaksiyon siiresinin tayini, uygun enzim ve substrat
konsantrasyonu belirlendi. Kanlica mantarindan saflastirilan tirozinazin optimum pH’sinin 6,0; optimum sicakliginin
40°C oldugu bulundu. SDS-PAGE elektroforezi sonucunda saflagtirilan enzimin molekiil agirliginin 30 kDa oldugu
bulundu. L. Salmonicolor tirozinaz enziminin optimum pH ve sicaklikta L-tirozin substrati i¢in K ve Vimax degerleri
Linewear-Burk yontemi ile bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kanlica Mantari (Lactarius salmonicolor), Tirozinaz, Saflastirma, Karakterizasyon.

Purification and Characterization of Tyrosinase Enzyme from the Edible

Kanlica Mushrooms (Lactarius salmonicolor)

Abstract

Tyrosinase (EC 1.14.18.1) is an enzyme containing copper that found in fungi, high plants and animals. Furthermore, it
is catalyses there actions oxidation to o-quinones of o-diphenols and hydroxylation of monophenolsto o-diphenols using
molecular oxygen. In this study, tyrosinase enzyme was purified for the first time from Kanlica Mushroom (Lactarius
salmonicolor) plenty of grown in Giresun Province and around and examined the kinetic properties. Optimum pH and
temperature, pH and temperature stability, optimum reaction time, determining the optimum reaction time was the
appropriate enzyme and substrate concentrations. The optimum pH of the purified tyrosinase from mushroom Kanlica
6.0 was found to be optimal at 40°C. The purified enzyme, which showed SDS-PAGE, had a molecular weight of 30
kDa.The Ky, and Vmax values of L. Salmonicolor tyrosinase toward were determined by Lineweaver Burk method.

Keywords: Kanlica Mushroom (Lactarius salmonicolor), Tyrosinase, Purification, Characterization.
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1. Giris

Tirozinaz (polifenoloksidaz (PFO),EC.1.14.18.1); funguslarda, yiiksek bitkilerde ve
hayvanlarda  bulunan;  molekiiler  oksijeni  kullanarak  monofenollerin  o-difenollere
hidroksilasyonunu; odifenollerinde o-kinonlara oksidasyonunu katalizleyen ve bakir iceren bir
enzimdir. Tirozinaz, bitkiler, bakteriler ve memeliler de olmak iizere ¢ok sayida canli grubunda
bulunan bir enzimdir. Krezolaz ve katekolaz aktivitesi olmak lizere iki ayr1 aktiviteye sahiptir.
Tirozinazlar, oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir ve bakir kofaktorlidiirler. Molekiiler oksijenin
varliginda o- ve vic-OH gruplu (3,4,5-trihidroksi) fenolik bilesiklerinin oksitlenme reaksiyonlarina
ek olarak monofenollerin o-dihidroksifenollere doniistiiriilmesinde de rol oynamaktadirlar (Vamos-
Vigyazo, 1981). Ilk olarak Schoenbein tarafindan 1856 yilinda yemeklik mantarlarda oldugu
bildirilmistir. Daha sonra bir¢ok meyve ve sebzede tirozinaz belirlenmis ve karakterize edilmistir
(Keles, 1987).

Tirozinazlar, bitkilerin mikrobiyal yada viral enfeksiyonlara karsi diren¢ goOstermesinde
olduk¢a 6nemli role sahiptir. Ayrica, bitkilerin muhtemel elverissiz iklim kosullarina kars1 dayanikl
olmalarmin bir sebebi de tirozinazlarin varligidir. Gida teknolojisi agisindan tirozinaz dnemli bir
enzimdir. Tirozinaz aktivitesine sahip bazi gida maddeleri; ¢ay, musmula, patlican, Cassava bitkisi,
ananas, ¢ilek, enginar, elma, zambak, Anamur muzu ve Napoleon iiziimii ve ¢ilek olarak sayilabilir.
Bitkilerdeki tirozinaz miktar1 ¢esidine, yasina, kiiltlirel islemleri ve olgunluguna baghdir (Spille,
1997).

Tirozinaz ve polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bunun disinda cesitli
mikroorganizmalarda (Bazi1 bakteri ve kiif cesitlerinde), 6zellikle mantarlarda ve bazi hayvansal
organizmalarda da bulunabilir (Vamos-Vigyazo, 1981). Tirozinaz sanayi, kagit hamuru ve kagit
sanayi, tekstil sanayi, ila¢ ve ¢evre teknoloji bazi biyoteknolojik uygulamalar i¢in ¢ok uygundur.

Tirozinaz sanayi, kagit hamuru ve kagit sanayi, tekstil sanayi, ilag ve c¢evre teknoloji bazi
biyoteknolojik uygulamalar i¢in ¢ok uygundur. Gida endiistrisinde, tirozinazlar i¢in hi¢ arzu
edilmez; ancak bu enzimlerin esmerlesme etkileri, cesitli faydali amaglar i¢in kullanilmaktadir.
Tirozinaz, 6zellikle laktazlarla ilgili ¢apraz bag biyopolimerleri elde edilebilir. Ayrica antioksidan
ve besin renklendirici biyosentezi gida da degisik yonleriyle tirozinazlarin uygulamalar1 sanayi,
renk olusumu ve cay, kakao ve kahve lezzet gelistirmesini igerir ve askorbik asit tayini, seker
pancari, pektin jellesme ve biyosensor olarak uygulanirlar (Simsek ve Yemenicioglu, 2007).

Yenilebilir ve sapkali bir mantar olan L. salmonicolor, mantarlar aleminin
Homobasidiomycetae sinifi, Russulales takiminin Russulacea familyasina aittir. Genel goriiniisii,
turuncu ve saridan olusan halkali bir yapist vardir. Sapka biiytikliigii 5-15 cm kadardir. Rengi
turuncudur (Ramsbottom, 1953).
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Eyliil ve Ekim aylarinda yagmurlardan sonra ortaya ¢ikan bu mantar halk arasinda “Melki”
ya da “Kanlica Mantar1” olarak adlandirilir. Tiirkiye’de yerel halk bu mantar1 toplayip pazarlarda
satarlar, ayrica bu mantar ¢esitli Avrupa ililkelerine de ihrag edilir. Zayiflamak isteyen kisiler i¢in
mantarlar1 ideal bir gida niteligindedir. Ote yandan, mantarlar kalp ve damar hastaliklar1 bulunan
kisiler i¢in de tavsiye edilen bir yiyecektir.

Bu ¢alismada, Giresun yoresinde yetisen Kanlica Mantarindan (L. sal/monicolor) tirozinaz

enzimi ilk kez saflastirild1 ve bazi kinetik 6zellikleri incelendi.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Kanlica Mantart (L. salmonicolor)’ndan ham ekstre hazirlanmasinda dipotasyum hidrojen
fosfat (Merck) ve potasyum dihidrojen fosfat (Merck)’tan yararlanildi. Amonyum siilfat kesiti i¢in
amonyum siilfat (Sigma) ve Sigma marka {D-9527 genisligi 43 mm (1,711), ¢ap1 27 mm (1,111)}
dializ kesesi kullanildi. DEAE-seliilloz kolon kromatografisinde, kolon dolgu maddesi olarak
DEAE-seliilloz (Sigma) kullanildi. Ham ekstrede, amonyum siilfat ve DEAE-selilloz kolon
kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarda, enzim aktiviteleri ve protein tayinlerinde hidrojen
peroksit (H202) (Merck),s1g1ir serum albumini (Merck), Folin ayiract (Merck), bakir siilfat (Sigma),
dipotasyum tartarat (Sigma), sodyum karbonat (Merck), sodyum hidroksit, dipotasyum hidrojen
fosfat ve potasyum dihidrojen fosfat (Merck)’tan yararlanildi. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE)’nde jellerin hazirlanmasinda Tris (hidroksimetilaminometan),
hidroklorik asit, N,N'-metilen-di-akrilamidakrilamid, f-merkapto etanol, brom timol mavisi, glisin,
Coomassie Brilliant Blue R250, metanol, asetik asid (Merck), SDS, N,N,N',N'-tetrametil etilen

diamin (TEMED),amonyum persiilfat, gliserin ve marker kiti (Sigma) kullanildi.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Hazirlanan ekstrelerin  ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ¢ikisinda elde edilen
fraksiyonlarin saklanmasinda Argelik marka Nofrost ve dondurucusu kullanildi. Absorbans
ol¢timleri, Shimadzu UV Mini-1240 model UV-VIS Spektrofotometrede okundu. Blender King, pH
metre Butech, hassas terazi Sartorius, manyetik karistirict Chiltern Hotplate HS 31, vorteks Velp
Scientifica, su banyosu Memmert, sonik su banyosu Selectra, sogutuculu santrifiij Sigma 3K 30,

molekiil agirhigi tayini Bio-Rad Marka elektroforez cihaziyla yapildi.
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2.3. Kanlica Mantar1 Ham Ekstresinin Hazirlanmasi

Ham ekstre hazirlamak i¢in Blender yardimiyla parcalanmis 100 g yenilebilir Kanlica mantari
500 mL 200 mM fosfat tamponu (pH= 7,0) icinde +4 °C’de manyetik karistirici ile 1 saat
karistirildiktan sonra, agzi kapatilarak bir gece bekletildi. Ertesi giin homojenizat iki kat bezden
siiziildii. 0 °C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edildi. Ustteki berrak kisim alindi. Bu
islemlerin sonucunda Kanlica mantar1 ham ekstresi elde edildi. Ham ekstrede tirozinaz aktivitesi ve

protein miktar tayinleri yapildi.

2.4. Amonyum Siilfat Coktiirmesi, Diyaliz, Dietilaminoetil (DEAE)-Seliiloz Kolon

Kromatografisi

Kanlica mantar1 i¢in en uygun amonyum siilfat konsantrasyonunu saptamak tizere % 10-90
araliginda ¢oktiirme yapildi. Amonyum siilfat1 uzaklastirmak amaciyla diyaliz kesesine konuldu. +4
°C’de, 0,01 M fosfat tamponu (pH=7,0) ile ¢ozelti sik sik degistirilerek ve manyetik karistirici ile
karistirllarak, ¢ozeltide siilfat iyonu kalmayincaya kadar dializ islemine devam edildi. DEAE-
seliiloz kolonuna yaklasitk 200 mg/mL protein olarak % 60 amonyum siilfat kesiti uygulandi.
Kolondan sirasiyla yaklasik 200 mL 0,5 mM fosfat tamponunda ¢6ziilmiis 10 mM, 20 mM, 50 mM,
100 mM, 200 mM, 300 mM ve 500 mM NaCl gradienti uygulandi. Fraksiyonlar her tiipte esit
hacim olacak sekilde toplandi (4-5 mL). Tiiplerdeki ¢ozeltilerin absorbanslari, eliie edilen tampona
kars1 spektrofotometrede, 280 nm’de okunarak eliisyon grafigi ¢izildi. Ayrica eliisyonlardaki
tirozinaz aktivitesi tayin edilerek aktivite degerleri de ayni grafikte gosterildi. Enzimatik aktivite
gosteren tiiplerdeki cozeltiler bir araya toplandi ve bu ¢oézeltinin tirozinaz aktivitesi ve protein
miktar tayini yapildi. Cozelti uygun hacimlere boliinerek, daha sonra kinetik 6zellikleri incelemede

kullanilmak {izere derin dondurucuda saklandi.

2.5. Protein Miktar Tayini

Kanlica Mantarindan tirozinaz enziminin saflagtirilmasi sirasinda, ham ekstre ve % 60’lik
amonyum siilfat fraksiyonunun elde edilmesi evrelerinde, protein miktar1 Lowry ve arkadaslarinin
yontemine gore tayin edildi (Lowry ve ark., 1951). DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile elde
edilen fraksiyonlardaki protein miktar tayinlerinde ise Easo/Exco (Warburg ve Christian, 1941)
kullanildi.
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2.6. Tirozinaz Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivitesi, 30 °C sicaklikta 40 sn boyunca absorbanstaki artisin 400 nm’de
Ol¢iilmesiyle tayin edilmistir. Enzim aktivitesi, absorbans-zaman grafiginin dogrusal kisminin
egiminden hesaplanmigtir. Aktivite deneyleri, iki kez tekrar edilmis ve sonuglar ortalama degerler
olarak ifade edilmistir. pH’1 7 olan 0,2 M fosfat tamponu ile hazirlanmis ve 30 °C’ye 1sitilmis 0,9
mL substrat ¢ozeltisi 0,1 mL enzim ¢o6zeltisi ile karistirildiktan sonra absorbanstaki artis
kaydedilmistir. 1 iinite tirozinaz aktivitesi 30 °C’de dakikada 0,001 birimlik absorbans artigini

saglayan enzim miktari olarak tammlanmstir (Unal ve Sener, 2006).

2.7. SDS - PAGE {le Enzim Safliginin Kontrolii

Kanlica Mantan tirozinazi, DEAE-seliilloz kolon kromatografisi ile saflastirildiktan sonra
yigma jeli % 3, ayirma jeli ise % 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli SDS-PAGE jel
elektroforezi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970). Enzimin molekiil agirlig

standart proteinlerin molekiil agirliklar1 yardimiyla grafikten hesaplandi.

2.8. Kanlica Mantarindan Elde Edilen Tirozinazin Enzim Aktivitesine Gore Kinetik

Ozelliklerinin incelenmesi

2.8.1. Tirozinaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisinin Incelenmesi

Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum pH’y1 tespit edebilmek i¢in, pH 3,0-10,0
araliginda aktiviteler tayin edilmistir. Tampon olarak sitrik asid-NaOH (pH=3-5 araligi), sodyum
fosfat (pH=6-8 araligi) ve glisin-NaOH (pH=9-10 aralig1) cozeltileri kullanildi. Enzimlerin en
yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri optimum pH olarak belirlendi.

2.8.2. Tirozinaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisinin Incelenmesi

Optimum sicaklig1 tayin edebilmek i¢in enzimin 20-70 °C arasindaki sicakliklarda aktiviteleri
olgiildii. Enzim c¢ozeltisi, 20-70 °C arasindaki sicakliklarda ayri ayr1 su banyosunda 5 dakika
bekletildi. Optimum pH’daki tamponla hazirlanan 0,9 mL substrat ¢ozeltisine, 0,1 mL enzim
cozeltisi ilave edilerek enzimlerin aktiviteleri tayin edildi. Enzim aktivitesinin maksimum oldugu

sicaklik degeri optimum sicaklik olarak belirlendi.
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2.8.3. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Tirozinaz aktivitesinin uygun reaksiyon siiresinin bulunmasi amaciyla substrat, enzim ve
tampon cozeltilerden aktivite tayin yonteminde belirtilen miktarlarda almarak reaksiyonun 1, 5, 10,

15, 20, 25 ve 30. dakikalarinda tirozinaz aktivitesi tayin edildi.

2.8.4. Enzim Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

Enzim konsantrasyonunun tirozinaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla enzim ¢ozeltisi,
180-1080 puL arasinda degisen hacimlerde alinarak 400 nm’de 5 dakika beklenerek 6l¢iim yapildi ve
tirozinaz aktivitesi tayin edildi.

2.8.5. Substrat Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

Substrat konsantrasyonunun tirozinaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla enzim
cozeltisi, 180-1080 puL arasinda degisen hacimlerde alinarak 400 nm’de 5 dakika beklenerek Sl¢iim
yapild1 ve tirozinaz aktivitesi tayin edildi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonu ve DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

Kanlica mantar1 ham ekstresinde tirozinazi ¢oktiiren uygun amonyum siilfat
konsantrasyonunun % 60 oldugu belirlendi.

100 mM fosfat eluatinin DEAE-seliiloz kolonuna uygulanmasi sonucunda tirozinazin 1 mM

NaCl/0,5 M fosfat tamponu ile tek pik seklinde oldugu gozlemlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Kanlica Mantar1 Ham Ekstresinin % 60 Amonyum Siilfat Fraksiyonunun DEAE-Seliiloz
Kolon Kromotografisi Eliisyon Grafigi

(Kolon Boyutu: 1.4x10 cm; Kolona uygulanan protein: 200 mg/mL;Elisyon tamponlari: pH’s1 7,0 olan 0,5 mM
sodyum fosfatta ¢oziilmiis 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300 ve 500 mM NaCl)

Kanlica Mantarindan tirozinazin saflastirilma evreleri ve bu evrelere ait sonuglar Tablo 1°de
gosterildi. Calismamizda Kanlica mantar1 ham ekstresi hazirlama, amonyum siilfat kesiti, DEAE-
seliiloz kolon kromatografisi evrelerinde tirozinaz aktivitesi tayin edildi. Kanlica mantarindan

tirozinaz enzimi DEAE-seliiloz kolon kromatografisi sonucu 178,33 kat saflastirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Kanlica mantarindan tirozinazin saflagtirilma basamaklari

Islem Total Protein ~ Total Aktivite ~ Spesifik Aktivite Saflastirma
Evreleri (mg) (8)) (U/mg) Orani
Ham Ekstre 28687 16725 13,11 1
%60 Amonyum Siilfat Kesiti 2348 15845 13,49 1,03
Dializat 14582 9577 15,10 1,15
DEAE-Seliiloz Kolon 53268 9647 2338 178,33

Kromatografisi
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3.2. SDS-PAGE Elektroforezi

Saflastirilan tirozinaz enziminin SDS-PAGE uygulanarak tek protein bandi igerdigi saptandi.
Molekiil agirligi tayininde kullanilan standart proteinler ile cizilen egriden tirozinaz molekiil

agirliginin 30 kDa oldugu saptandi. (Sekil 2).

Sekil 2. SDS-PAGE jel elektroforezi
(1. Bovine serum albumin (Mr = 14.2 kDa), 2. Karbonik anhidraz (Mr = 29 kDa), 3. Serum albumin (Mr =

45 kDa), 4. o-laktalbumin (Mr=132 kDa), 5. Ureaz (Mr= 272 kDa), 6. Ham ekstre, 7. DEAE-seliiloz kolon

¢ikigl enzim ¢ozeltisi)

3.3. Tirozinaz Aktivitesine pH’nin Etkisi

Tirozinaz enziminin maksimum aktivite gdsterdigi optimum pH degerini belirlemek amaci ile
degisik pH degerlerinde (3-10 aralig1) L-tirozin kullanilarak reaksiyon hizlar1 belirlendi. Elde edilen
degerlerden yararlanilarak aktiviteler hesaplandi. Bdylece tirozinaz enzimi i¢in optimum pH

degerleri tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Tirozinaz Aktivitesi Uzerine pH nin Etkisi
3.4. Tirozinaz Aktivitesine Sicakhgin Etkisi
Tirozinaz enziminin aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla L-tirozin

kullanilarak 20-70 °C’deki reaksiyon hizlar1 belirlendi. Elde edilen verilerden yararlanarak

aktiviteler hesaplandi. Bdylece tirozinaz enzimi i¢in optimum sicaklik degeri belirlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. Tirozinaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

3.5. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Tirozinaz aktivitesinin 1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarindaki reaksiyonlar sonucunda
aktivitenin zamana bagli olarak arttig1 saptandi. Ancak aktivitede artisin 5. dakikada baslamasi

nedeni ile aktivite tayininde 5 dakikada dl¢limlerin yapilmasina karar verildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Zamanin Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

3.6. Tirozinaz Enziminin Ky, ve Vimax Degerlerinin Bulunmasi

Tirozinaz enziminin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk denkleminden yararlanilarak

hesaplandi (Sekil 6).
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Sekil 6. Tirozinaz Enziminin Ky, ve Vimax Degerlerinin Bulunmasi

3.7. Enzim Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

180-1080 pL arasinda degisen hacimlerde alinan enzim c¢ozeltileriyle tirozinaz aktivitesi
Ol¢iimleri yapildi. Enzim hacminin artmasi ile tirozinaz aktivitesinin arttig1 goriildii. Ancak 720 pL
enzim hacminde aktivite belli bir degerde dengelendigi, daha fazla substrat miktarinin aktiviteyi

arttirmadigi saptand1 (Sekil 7).
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Sekil 7. Enzim Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

3.8. Substrat Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

180-1080 pL arasinda degisen hacimlerde alinan enzim c¢dzeltileriyle tirozinaz aktivitesi
Olgtimleri yapildi. Enzim hacminin artmasi ile tirozinaz aktivitesinin arttig1 goriildii. Ancak 720 pL
enzim hacminde aktivite belli bir degerde dengelendigi, daha fazla substrat miktarinin aktiviteyi

arttirmadigi saptandi (Sekil 8).
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Sekil 8. Substrat Konsantrasyonunun Tirozinaz Aktivitesine Etkisi

Cesitli endiistriyel islemlerde kullanim alanlarina sahip olan tirozinazlarin, ¢esitli bitki, meyve
ve sebzeden saflastirildigt ve bazi kinetik 6zelliklerinin incelendigi saptanmistir. Tirozinazin
Kanlica Mantari’ndan saflagtirilmasi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calismada, Kanlica Mantar1 ilk kez saflastirilmis ve bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir.

Yapilan bu c¢alismada, L. salmonicolor mantarinda baz1 fenolik bilesiklerin
yiikseltgenmesinden sorumlu, oksidorediiktaz smifi bir enzim olan tirozinazin varligr ve

biyokimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur. Bu amagla; s6z konusu mantarlardan hazirlanan enzim
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oziitinden tirozinaz, sentezlenen bir afinite jeli kullanilarak yapilan afinite kromatografisiyle
saflagtirllmistir. Enzimin varligi, saf enzim eliiatinda elektroforetik olarak belirlenmistir. Ayrica,
enzimin biyokimyasal, kinetik 6zellikleri arastirilip, elde dilen veriler diger organizmalarda ¢alisilan
tirozinazlar ile karsilagtirilmisgtir.

Enzimlerin ¢esitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirilmasinda, farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlere gore calismalarda saflastirma oranlar1 da degismektedir. Yapilan
calismalarda tirozinaz, ¢caydan 3,32 kat (Kacar, 2010), Domat zeytininden 11,7 kat (Uylaser ve ark.,
2000) olarak saflagtirllmigtir. Calismamizda ise Kanlica Mantari’ndan tirozinaz 178,33 kat
saflagtirilmistir.

Meyve dokularindan tirozinazi ekstrakte edebilmek i¢in ¢esitli tamponlar kullanilmaktadir ve
pH degerleri enzim kaynagina bagl olarak degismektedir. Fakat pH, genelde az bazik bir ortam
saglayacak sekilde ayarlanir. Tamponun pH’s1 elde edilen enzimin yapisint etkileyebilir.
Arastirmamizda birgok literatiirde belirtildigi gibi 200 mM, pH 7,0 fosfat tamponu kullanildi.

Tirozinaz aktivitesi substratin tilkenme veya {irliniin olusum hizinin Olglilmesiyle
belirlenebilir. Uriiniin olusum hiz1 kinonlardan olusan renkli bilesiklerin absorbans degerlerinin
Ol¢iimii ile spektrofotometrik olarak belirlenebilir. Bu metot oldukga basittir ve rutin analizlerde
kullanilir. Ayrica bu metot diger metotlar kadar hassas ve giivenilir oldugundan dolay1
calismamizda tirozinaz aktivitesi 400 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Enzimlerde, optimum pH degerleri, kullanilan materyalin kaynagina, ham enzim ekstresi
hazirlama yoOntemine ve kullanilan substrata gore farkliliklar gosterir (Jiang, 1999). Yapilan
calismalarda Anamur muzunun optimum pH's1 7,0 (Karhidag ve ark. 2007); cayin optimum pH's1
6,02 (Kacar, 2010); kaldirik bitkisinin pH's1 5,0 (Giingor, 2008) olarak bulunmustur. Bu nedenle,
pH, enzim aktivitesinin ifadesinde Onemli bir faktordiir. L. salmonicolor tirozinazinin pH’ya
bagimliligi, 3,0-10,0 pH degerleri arasinda incelendiginde, grafigin tek pik verdigi ve optimum
pH’nin L-tirozin substrati kullanilarak 6,0 oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, L.
salmonicolor pH optimumu ag¢isindan uygunluk gosterdigi goriilmektedir.

Bu c¢alismada, sicaklik ve pH g6z oniine alindiginda enzimin sicakliga dayanikli bir enzim
oldugu ve pH’1nin da kararl bir yapida oldugu sdylenebilir. Uygun enzim konsantrasyonu, substrat
ve reaksiyon siirelerinin tayininde buldugumuz degerler, enzim aktivitesinin uygun reaksiyon
sartlarinda yapildigin1 gostermektedir.

Elde edilen sonuglardan, iilkemizde yetisen ve yurt digina ihra¢ edilen Kanlica mantarindan

tirozinaz enziminin saflastirilip ¢esitli endiistri alanlarinda kullanilabilecegi kanisina varilmastir.
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4. Sonuclar ve Oneriler

Yapilan literatiir arastirmalarina gore tirozinaz enzimi ¢esitli kaynaklardan saflastirilmis olup
bitki ve mantar olarak az sayida kaynak kullanilmigtir. Literatiirdeki bu boslugu doldurmak adina
yeni tirozinaz kaynaklarinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bosluktan yola ¢ikilarak bu
caligmada, Giresun yoresinde yetisen bir mantar tiirii olan Kanlica mantarindan ilk kez tirozinaz
enziminin saflastirilmast ve kinetik 6zelliklerinin incelenmesi, bdylece literatiire bir katki
saglanmas1 amaglanmaistir.

Bu c¢aligmada, tirozinaz enziminin saflastirilmasi amaciyla Eyliil-Ekim aylarinda Giresun
yoresinde yetisen Kanlica mantar1 kullanildi. Giresun yoresinde yaygin olarak bulunan yenilebilir
Kanlica mantar1 besin olarak tiiketilmektedir. Bilesiminde fosfor, kalsiyum, demir, Bi, C
vitaminleri, protein, karbonhidrat ve ¢ok az miktarda da yag bulunur. Kansizliga ve zihinsel
yorgunluga iyi gelmektedir. Cok diisiik kalorili oldugu i¢in de kilo problemi yaratmamaktadir.
Kolestrol diisiirlicii etkisi vardir, bagisiklik sistemini gii¢lendirici etkiye sahiptir. Antioksidan
ozelligi sayesinde viicuttaki toksinleri atmada etkilidir.

Literatiirdeki bu boslugu doldurmak adina yeni tirozinaz kaynaklarinin arastirilmasina
ihtiyag duyulmaktadir. Bu bosluktan yola ¢ikilarak bu ¢aligmada, Giresun yoresinde yetisen bir
mantar tiiri olan Kanlica mantarindan ilk kez tirozinaz enziminin saflastirilmasi ve kinetik
ozelliklerinin incelenmesi, boylece literatiire bir katki saglanmasi amaglanmistir. Yapilan literatiir
arastirmalarina gore tirozinaz enzimi ¢esitli kaynaklardan saflagtirilmis olup bitki ve mantar olarak
az sayida kaynak kullanilmistir. Literatiirdeki bu boslugu doldurmak adina yeni tirozinaz
kaynaklarinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bosluktan yola ¢ikilarak bu g¢aligmada,
Giresun yoresinde yetisen bir mantar tiirii olan Kanlica Mantari’ndan ilk kez tirozinaz enziminin
saflastirilmast ve kinetik Ozelliklerinin incelenmesi, bdylece literatiire bir katki saglanmasi
amaglanmstir.

Giresun ve yoresinde yetisen yabani makro mantar tirozinazlarinin varligi, bu tiirden
caligmalarin daha kapsamli bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar i¢in kullanish olabilecegi
acisindan onem arz etmektedir. Bu kaynaklardan tirozinazlarin saflagtirilmasi ile ¢esitli ve yeni bazi
polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin sentezi islemlerinde kullanilabilirliklerinin

arastirilmasi hiz kazanacaktir.
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