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GALIUM APARINE L. BITKiSINDEN PEROKSIDAZ VE KATALAZ
ENZIMLERININ KARAKTERIZASYONU

OZET

Canl1 yasami i¢in gerekli olan oksijenin bazi tlirleri (reaktif oksijen tiirleri, ROS) insan
sagligr icin son derece zararli olabilmektedir. ROS ¢ogunlukla serbest radikaller
tarafindan olusturulurlar ve molekiiler oksijene kiyasla kimyasal olarak daha
reaktiftirler. Serbest radikallerin yok edilememesi durumunda; hiicre membraninda ki
proteinler ROS’lar tarafindan yikilarak hiicrelerin 6liimii, DNA’nin kirilarak
mutasyonlara agik hale gelmesi, kanser, yaglanma ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi
gibi olaylar gbzlenebilir. ROS olusumu ve meydana getirdikleri hasarlarin 6nlenmesi
igin viicut savunma mekanizmalar1 gelistirirmektedir. Bu savunma sistemlerine
antioksidan savunma sistemleri, yani kisaca antioksidanlar ismi verilmistir. Bitki
dokulart ROS’ni ortadan kaldirarak stres kosullarindaki hiicreleri korumak i¢in katalaz
(CAT), peroksidaz (POD), siieroksit dismutaz (SOD) gibi ¢esitli enzimler ve fenolik
bilesikler igermektedir. Bu sayede serbest radikallerden etkilenmezler ve meydana
getirdikleri hasar1 oortadan kaldirmus olurlar. Enzimler, protein yapisinda olan ve
biyokimyasal reaksiyonlar1 ger¢eklestiren biyokatalizorlerdir. Peroksidaz enzimi (EC
1.11.1.7), hidrojen peroksitli ortamda flavonoidler, fenoller, , siilfonoidler, aromatik
aminler ve pirogallol gibi bir¢ok substratin oksidasyonunu katalize eden bir
oksidorediiktaz grubu enzimidir. POD bitki, hayvan, bakteri ve mantarlarda bulunan,
bununla birlikte bitki gelisimi i¢in gerekli olan hiicre duvarinda da yer alan bir
oksidorediiktaz grubu enzimidir. POD enzimleri, H20> kullanarak inorganik ve
organik substratlarin oksidasyonunu ve katalize ederler. Katalitik molekiillerin
ornekleri; guaiacol, o-dianisidine, pyrogallol, azo boya tiirevleri, o-fenilendiamin
sayilabilir. POD'un bitki savunma mekanizmalari, meyve ve sebzelerde indolasetik
asit regiilasyonu, hormon aktivitesi ve lignin biyosentezi gibi 6nemli islevlerde 6nemli
bir rol oynadigi bildirilmistir. POD, bitkisel gidalarda bol miktarda bulunur. Bitkilerde
POD cigeklerde, govdelerde, yapraklarda, hiicre ¢ekirdeklerinde, hiicre zarlarinda,
ribozomlarda ve hiicre duvarlarinda bulunur. Katalaz enzimi ((CAT): H20:
oksidorediiktaz E.C.1.11.1.6 dogada ¢ok yaygindir. Hemen hemen tiim aerobik
mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir. Bir
katalaz enzimi, oksidorediiktaz grubu olan hidroperoksidazlar smifina aittir.
Hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen peroksit ve organik peroksitleri kullanir.
Bir katalaz enzim soliisyonu, kontak lens yeniden kullanilmadan once H20:'yi
ortamdan giivenilir bir sekilde uzaklastirir. UV 1sinlar1 serbest radikallerin olusumunu
hizlandirir. Serbest radikaller ise cilde zarar verir ve cilt kalitesinin bozulmasina neden
olur. Antioksidan molekiiller cesitli etkiler gosterir ve oksidasyonun neden oldugu cilt
hasarmi azaltir. Katalaz enzimi son zamanlarda H20: ve enzimlerden olusan gesitli yiiz
maskesi uygulamalarinda ve epidermisin {ist katmanlarinda hiicresel oksidasyonu
artirarak vitiligo tedavisinde kullanilmaktadir. Yogurt otu (Galium aparine), Kuzey
Amerika, Avrupa ve Asya'ya da yetisen bir tirmanma bitkisidir. G. aparine 'nin aktif
bilesenleri, alkanlar, flavonoidler, antrakinonlar, polifenolik asitler, tanenler, iridoidler
ve C vitaminidir. Lenf sislikleri, bademcik iltihabi, sarilik, kanser, ates, ve 10semi
tedavisinde kullanilmistir. Bu calismada Sakarya bolgesinde yetisen yogurt out
(Galium aparine L.) bitkisinden peroksidaz ve katalaz enzimleri saflagtirilarak her iki
enzimin kinetik 6zellikleri ve bazi inhibitorlere kars1 aktiviteleri tespit edilmistir. Bu
amagcla enzim izolasyonu i¢in pH 7,0, 0,1 M fosfat tamponu, askorbik asit, PVP ve
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Triton X-100 kullanilmistir. Bitki -20 °C’de depolanmuistir. Enzim izolasyon islemleri
+4 °C’de yapilmistir. Yogurt otu bitkisinin izolasyonu gerceklestirildikten sonra {i¢
fazli ayirma teknigi (TPP) ile saflastirilmis ve SDS-PAGE metodu ile enzimlerin
molekiil agirliklart tayin edilmistir. Peroksidaz enziminin molekiil agirlig1 65 kDa,
katalaz enziminin molekiil agirlig1 ise 50 kDa olarak bulunmustur. Peroksidaz enzimi
aktivitesi, uygun subsratlar ile 60 sn’de 420 nm’deki absorbasin dl¢iilmesi sonucu
tayin edilmistir. Katalaz enzimi aktivitesi ise H>O> substratinin 180 sn 240 nm’deki
absorbans ol¢timii ile tayin edilmistir. Peroksidaz enziminin 4 metil katekol ve sabit
konsantrasyondaki H,O2 substrat1 i¢in Vmax ile Km degerleri sirastyla 0,00238 EU/dk
ve 1,47mM olarak belirlenmistir. Katalaz enziminin Vmax ile Km degerleri ise 0,0007
EU/dk ve 6,41 mM olarak belirlenmistir. Peroksidaz enzimi substrat spesifikligi testi
icin H2O2’li ortamda pirogallol, o-fenilendiamin, gallik asit, kafeik asit, 4-metilkatekol
substratlari ile aktivite 6lglimii gerceklestirilmistir ve G.aparine peroksidaz enziminin
en ilgili substratt 1,086 mM Kn degeri ile pirogallol substrati olarak tesit edilmistir.
Optimum pH POD enzimi i¢in 6,5, CAT enzimi igin ise 8 olarak belirlenmistir. G.
aparine. peroksidaz1 ve katalazi i¢in farkli sicakliklarda (0-90 °C) optimum sicaklik
tayini yapilmigtir. Peroksidaz ve katalaz i¢in optimum sicaklik 30 °C olarak
bulunmustur. G. aparine peroksidazi ve katalazi igin inhibisyon tayininde inhibitor
olarak sodyum azid ve tiyotire kullanilmistir. Her iki inhibitoriinde POD ve CAT
enzimlerini inhibe ettigi sonucuna varilmistir. Enzim aktivitelerini yariya diigiiren
inhibitdr miktarin1 belirlemek i¢in 6nce % bagil aktiviteler hesaplanmis ve grafik
yardimiyla ICsp degerleri belirlenmistir. Yogurt otu peroksidazina tiyoiire inhibisyonu
sonucunda ICsg degeri 1,18 mM, sodyum azid inhibitorii ile ise 1Cso degeri 2,05 mM
olarak hesaplanmigtir. G. aparine katalazina tiyoiire inhibisyonu sonucunda ICsg
degeri 0,85 mM ve sodyum azid inhibisyonu sonucunda ise [Csp degeri 0,97 mM
olarak belirlenmistir. G.aparine peroksidazi ve katalaz enzim aktivitelerine Fe(lll),
Cu(I1), Mn(11), Co(l1), Ni(l1), Ba(ll), Ca(ll), Pb(I1), Hg(I1) ve Cd(Il) metallerinin etkisi
incelenmigtir. 0,5-1 ve 5 mM olarak 3 farkli konsantrasyonda metal ¢ozeltileri
hazirlanmis ve aktiviteleri dl¢lilmiistiir. Aktivite tayini peroksdiaz i¢in 420nm, katalaz
icin 240 nm’de yapilmistir. % kalan enzim aktiviteleri hesaplanarak metallerin
inhibisyon oranlar1 belirlenmistir. En yiiksek oranda POD enzimine inhibisyon etkisi;
0,5 Mm konsantrasyonda Hg(II)’nin % 47,18 oraninda, 1 mM Hg (1) de % 84,67 ve
5 mM Hg (1) de ise % 80 oraninda oldugu belirlenmistir. 0,5 Mm konsantrasyonda
Pb(Il) % 40, 1 Mm konsantrasyonda Cd(Il) % 52 ve 5 Mm konsantrasyonda Pb(Il)
ise % 55 oraninda ise CAT enzimini inhibe etmistir. Ayrica, G. aparine peroksidazi
ve katalazina solvent etkisi test edilmistir. Solvent olarak aseton, etanol, DMSO, t-
biitanol ve DMF secilmistir. Bu solventlerin % 5- % 30 (v/v) oranlardaki ¢ozeltileri
POD ve CAT enzimleri ile inkiibe edilmistir ve enzim aktivite 6lgiimii uygun
substratlarin varhiginda peroksidaz igin 420 nm, Katalaz ig¢in 240 nm’ de
gerceklestirilmistir. % kalan enzim aktiviteleri hesaplanarak karsilastirma yapilmistir.
POD enzimine solvent etkisi incelendiginde % 30 oraninda etanol ilavesin ve CAT
enzimine solvent etkisi incelendiginde ise %30 oraninda DMF ilavesinin enzimin
aktivitesini en fazla inhibe eden solvent oldugu belirlenmitir. Enzimlere tuz toleransi
testi icin 1, 2, 3, 4, SmM konsantrasyonlarinda NaCl c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Belirtilen knsantrasyonlardaki tuz cozeltileri ile enzimler 2 saat inkiibe edildikten
sonra aktivite tayini yapilmistir. Artan tuz konsantrasyonunda enzimin aktivitesinin
diistiigii gortilmustiir. G. aparine peroksidazinin katalaza gore daha fazla tuztoleransi
gosterdigi tespit edilmistir. Peroksidaz ve katalaz enzimlerinin iyonik siddet etkisi i¢in
1, 2, 3, 4 ve 5 mM konsantrasyonlu NaCl ¢ozeltileri hazirlanarak aktivite 6l¢iimii
gerceklestirilmistir. G. aparine peroksidaz enziminin 3 mM NaCl ¢ozeltisi ile en
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yiiksek aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Enzimin 1 mM tuz konsantrasyonunda ise %
42 oraninda inhibe oldugu goriilmistiir. Katalaz enziminin 3 mM tuz
konsantrasyonunda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu fakat 5 mM konsantrasyonda
aktivitesinin % 40’a diistiigli gorilmiistiir.
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CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE AND CATALASE ENZYMES
FROM THE PLANT GALIUM APARINE L.

SUMMARY

Some oxygen species (reactive oxygen species, ROS) essential for life can be
extremely harmful to human health. ROS is mostly produced by free radicals and is
chemically more reactive than molecular oxygen. In case free radicals cannot be
destroyed; ROS can cause events such as the death of cells by breaking down proteins
in the cell membrane, DNA fragmentation and becoming open to mutations, cancer,
aging and weakening of the immune system. The body develops defense mechanisms
to prevent the formation of ROS and the damage they cause. These defense systems
found in all living organisms are called antioxidant defense systems, briefly
antioxidants. Plant tissues also contain various antioxidant enzymes such as catalase
(CAT), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) and phenolic compounds to
protect their cells under stress conditions by eliminating ROS. All parts of plants
contain natural antioxidants in the form of carotenoids, phenols, vitamins and
flavonoids. The antioxidants in plants act as peroxide scavengers, free radical
scavengers and enzyme inhibitors. In this way, they are not affected by free radicals.
Enzymes are biocatalysts that are in protein structure and carry out biochemical
reactions.

Peroxidase enzyme ((POD) EC 1.11.1.7) is an oxidoreductase group enzyme that
catalyzes the oxidation of many substrates such as flavonoids, phenols, sulfonoids,
aromatic amines and pyrogallol in the presence of hydrogen peroxide. POD is an
enzyme found in the cell wall of plants, animals, bacteria and fungi, and is also
essential for plant growth. It has been reported that POD plays an important role in
important functions such as plant defense mechanisms, regulation of indolacetic acid
in fruits and vegetables, hormone activity and lignin biosynthesis. POD is abundant in
plant foods. In plants, POD is found in flowers, stems, leaves, cell nuclei, cell
membranes, ribosomes, and cell walls. POD enzymes catalyze the oxidation of
inorganic and organic substrates and the dehydrogenation of hydroquinones, phenols,
hydroquinoid amines and other aromatic compounds using H2O,. Examples of
catalytic molecules; guaiacol, o-dianisidine, pyrogallol, azo dye derivatives, o-
phenylenediamine can be counted.

The another antioxidant enzyme catalase ((CAT), H202 oxidoreductase, E.C.1.11.1.6)
iIs very common in nature. It has high catalytic activity in almost all aerobic
microorganisms, plant and animal cells. It belongs to the class of hydroperoxidases, a
catalase oxidoreductase group. Hydroperoxidases use hydrogen peroxide and organic
peroxides as substrates. It catalyzes cellular hydrogen peroxide to water and oxygen.
Catalase enzyme is also used in industrial applications sucha as textile, food, medicine,
etc. For exampleli, catalase enzyme is used in contact lens hygiene and lens disinfection
with H2O2 solutions. A catalase enzyme solution reliably removes H.O> before contact
lens reuse. UV rays accelerate the formation of free radicals. Free radicals damage the
skin and cause deterioration of skin quality. Antioxidant molecules exert a variety of
effects and reduce skin damage caused by oxidation.
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Yogurt grass (Galium aparine) is a climbing plant that also grows in North America,
Europe and Asia. Galium aparine is traditionally used to coagulate milk because of its
chemical composition. Therefore, it is known as “Yogurt grass” in public.

The active ingredients of G. aparine are alkanes, flavonoids, anthraquinones,
polyphenolic acids, tannins, iridoids and vitamin C. It has been used in the treatment
of lymph nodes, tonsil foci, jaundice, cancer, fever and leukemia.

In this study, peroxidase and catalase enzymes from Galium aparine L. (Yogurt grass)
plant grown in Sakarya, Turkey were purified and their kinetic properties and activities
against some inhibitors were determined. The collected plant was stored at -20 °C until
extraction. Enzyme isolation procedures were performed at +4 °C. Enzymes were
extracted bye using 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0) containing ascorbic acid, PVP
and Triton X-100. Yogurt grass peroxidase and catalase enzymes were purified by
three-phase separation technique (TPP) after izolation and molecular weights of
enzymes were determined by SDS-PAGE method. The molecular weight of
peroxidase enzyme was found to be 65 kDa, and the molecular weight of catalase
enzyme was found to be 50 kDa. Peroxidase enzyme activity was determined by
measuring absorbance at 420 nm for 60 seconds using 4-methyl catechol and H>O>
substrates. Catalase enzyme activity was determined by observing the absorbance
decrease of the H2O> substrate for 180 seconds at 240 nm. The Vmax and Km values
of the peroxidase enzyme were determined as 0.00238 EU/min and 1.47mM,
respectively. Vmax and Km values of catalase enzyme were determined as 0.0007
EU/min and 6.41 mM. The peroxidase enzyme substrate specificity was determined
with pyrogallol, o-phenylenediamine, gallic acid, caffeic acid, 4-methylcatechol
substrates in the presence of H>0. and and the most relevant substrate of the G.
aparine peroxidase enzyme was determined as the pyrogallol substrate with a K, value
of 1.086 mM. Optimum pH was determined as 6.5 for POD enzyme and 8 for CAT
enzyme. G. apirine peroxidase and optimum temperature determination was made for
G. aparine catalase. The optimum temperature for peroxidase and catalase enzymes
was found to be 30 °C. Sodium azide and thiourea were used as inhibitors in the
inhibition experiment for G. aparine peroxidase and catalase. It was concluded that
both inhibitors inhibited POD and CAT enzymes. In order to determine the amount of
inhibitor that halves the enzyme activities, firstly the % relative activities of the
enzymes were calculated and the 1Cso values were determined with the help of
graphics. The ICso value calculated by the effect of the thiourea inhibitor on the
peroxidase enzyme activity was calculated as 1.18 mM, and the 1Csp value with the
sodium azide inhibitor was calculated as 2.05 mM. The ICsp value was determined as
0.85 mM as a result of inhibition of the catalase enzyme by thiourea, and as 0.97 mM
as a result of sodium azide inhibition. The effects of Fe(l1l), Cu(ll), Mn(ll), Co(ll),
Ni(11), Ba(ll), Ca(ll), Pb(I1), Hg(I1) ) and Cd(ll) metals on G. aparine peroxidase and
catalase enzymes were also investigated. Metal solutions at 3 different concentrations,
0.5-1 and 5 mM, were prepared and their effects on the enzymes were measured.
Inhibition rates of metals were determined by calculating their % residual activity of
enzymes. The results showed that the peroxidase enzyme was inhibited by 47.18% at
0.5 mM concentration, 84.67 % at 1 mM concentration and 80 % at 5 mM Hg(ll). It
was measured that the catalase enzyme was inhibited by 40 % with Pb(I1) at 0.5 mM
concentration and 52 % by Cd(Il) at 1 mM concentration. Additionally, the solvent
effects on G. aparine peroxidase and catalase enzyme activities were tested. Acetone,
ethanol, DMSO, t-butanol and DMF were chosen as solvents. Solutions of 5 %, 10 %,
15 %, 20 %, 25 % and 30 % (v/v) of the solvents were incubated with POD and CAT
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enzymes. Activity measurement was performed at 420 nm for peroxidase and at 240
nm for catalase. Comparison was made by calculating the percentage of remaining
activity of each enzyme. When the solvent effect on the peroxidase enzyme was
examined, it was determined that the addition of 30 % ethanol was the solvent that
inhibited the enzyme activity the most. When the solvent effect on the cayalase enzyme
was examined, it was determined that the 30 % DMF addition was the solvent that
inhibited the enzyme activity the most. In both enzymes, 30% was determined as the
highest inhibitory value for all solvents. In addition to all tests, salt tolerance test was
applied to the peroxidase and catalase enzymes. For this test, NaCl solutions at 1, 2, 3,
4, 5 mM concentrations were prepared. First, the enzymes were incubated separately
for 2 hours with the salt solutions at the specified concentrations, then, the activity of
the enzymes was determined. According to the results obtained, it was observed that
the activities of the enzymes decreased with increasing salt concentration. It was
determined that G. aparine peroxidase showed more salt tolerance than G. aparine
catalase enzyme. For the ionic strength effect of the peroxidase and catalase enzymes,
1, 2, 3, 4 and 5 mM concentration NaCl solutions were prepared and the enzyme
activity measurements were performed. It was observed that the G. aparine peroxidase
enzyme showed the highest activity with 3 mM NaCl solution. But, the enzyme was
inhibited by 42% at 1 mM salt concentration. It was observed that the catalase enzyme
had the highest activity at 3mM salt concentration, but its activity decreased to 40 %
at 5 mM salt concentration.
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1. GIRIS

Canl1 yasami i¢in gerekli olan oksijenin bazi tiirleri (reaktif oksijen tiirleri, ROS) insan
saglig1 icin son derece zararli olabilmektedir. ROS ¢ogunlukla serbest radikaller
tarafindan olusturulurlar ve molekiiler oksijene kiyasla kimyasal olarak daha
reaktiftirler [1]. Serbest radikallerin yok edilememesi durumunda; hiicre membraninda
ki proteinler ROS’lar tarafindan yikilarak hiicrelerin 6limii, DNA’nin kirilarak
mutasyonlara agik hale gelmesi, kanser, yaslanma ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi

gibi olaylar gozlenebilir [2].

ROS olusumu ve meydana getirdikleri hasarlarin onlenmesi i¢in viicut savunma
mekanizmalart gelistirir. Bu savunma sistemlerine antioksidan savunma sistemleri,
yani kisaca antioksidanlar denir [3]. Mekanizmalarina gére ikiye ayrilirlar. Ik grup
olan birincil antioksidanlar, radikallerle reaksiyona girerek yeni radikal olusumunu
engelleyen ve daha zararli formlara doniisiimlerini engelleyen bilesiklerdir. Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), preroksidaz (POD) ve glutatyon peroksidaz (GSHPXx)
gibi enzimler bu grupta yer alirlar. ikincil antioksidanlar ise; C vitamini, iirik asit ve
polifenoller gibi oksijen radikalini yakalayarak bu radikal zincir reaksiyonlarini kiran

bilesiklerdir [4].

Bitki dokular1t ROS’ni ortadan kaldirarak stres kosullarindaki hiicreleri korumak igin
CAT, POD, SOD gibi ¢esitli enzimler ve fenolik bilesikler icerirler [5]. Bitkilerin tiim
kisimlarinda karotenoitler, fenoller, vitaminler ve flavonoitler seklinde dogal
antioksidanlar ~ bulunmaktadir.  Bitkilerde bulunan antioksidanlar  peroksit
parcalayicisi, serbest radikal gidericisi ve enzim inhibitorleri olarak gorev yaparlar [6].

Bu sayede serbest radikallerden etkilenmemis olurlar.

1.1. Peroksidaz ve Katalaz Enzimi ile Daha Once Yapilmis Olan Calismalar

Mitchell ve arkadasi (1991) Trichoplusiani’den CAT enzimini saflagtirmistir.
Saflagtirma yontemi olarak kolon kromotografisini kullanmiglardir. Molekiiler agirlik
247-259 kDa araliginda tespit edilmistir. Caligmada enzimin kinetigi, substrat
spesifikligi gibi biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir [7].



Mliki ve arkadasi ( 1992) Streptomyces cyaneus (Streptomyces curacoi)’den POD
enzimi saflagtirmistir. Substrat olarak o-dianisidine kullanilmis ve Km degeri 17.8 Mm
olarak hesaplanmistir. Optimum pH degeri 5,0 olarak belirlenmistir. Calisma

sonucunda enzimin hemoprotein yapida oldugu belirlenmistir [8].

Pomar ve arkadaslari( 1997) affinite kromotografisi metoduyla karabiberden POD
enzimini saflagtirmistir. Enzimin jel filtrasyonu sonucu tayin edilen molekiil agirligi
50 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin yiiksek sicakliklara kars1 direngli oldugu tespit
edilmistir [9].

Multen ve ark.(1993), Pinus taeda katalazini saflastirmiglardir. Saflagtirma yontemi
olarak Superdex-200, DE-52 selilloz ve phenyl-sepharose CB-4B kulanilmistir.
Spesifik aktivite 2215 U/mg protein olarak hesaplanmistir [10].

Vitali ve ark. (1998), yabani sinemaki bitkisinden peroksidaz enzimi saflagtirmay1
basarmiglardir. Molekiil agirligi iki farkli yolla tayin edilmistir. SDS-PAGE ile 43
kDa, jel filtrasyon yontemi ile ise 50 kDa olarak bulunmustur. Yabani sinemaki

POD’unun hiicre duvari odunlagmasinda gorev aldig1 gézlemlenmistir [11].

Koksal (2003), karalahanadan CAT enzimini kismi olarak saflastirmis ve karakterize
etmistir. Bazi antibiyotik ve pestisitlerin enzime etkileri test edilmistir. Optimum
pH:7,8, sicaklik ise 25°C bulunmustur. Km degeri 0,0159 M, Vmax ise 588,2 U/ml
seklinde hesaplanmistir [12].

Deepa ve ark. (2002), palmiye agac1 yagindan peroksidaz enzimini saflagtirmiglardir.
Saflagtirma metodu olarak molekiiler dislama kromatografisi, anyon degisim
kromatografisi ve amonyum siilfat kromatografisi yontemleri kullanilmistir. Denatiire
sartlarda enzimin molekiil agirligi 4842 kDa olarak bulunmugtur. Pirogallol i¢in Km

0,84 mM, ABTS i¢in Km 1 mM ve Guaikol i¢in ise 3,96 mM bulunmustur [13].

Lokman O. ve ark. (2005), maydanoz bitkisinden katalazi iyon degisim ve amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yontemi ile saflastirmiglardir. Optimum sicaklik 35°C ve optimum

pH ise 7,0 olarak bulunmustur [14].

Saravia ve ark. (2007) zeytin bitkisinden peroksidaz enzimi saflastirmiglardir. Fenol
ile Km degeri 0,53 Mm olarak bulunmustur. Optimum sicaklik 34,7°C ve optimum pH

ise 7,0 olarak bulunmustur [15].



Kara (2008), Sakarya’da yetisen farkli kabak ¢ekirdeklerinden CAT enzimi
saflagtirmis kinetik 6zelliklerini tayin etmistir. Cucurbita maxima i¢in optimum pH ve
sicaklik 6,8 ve 25°C, Cucurbita moschata icin ise 7,0 ve 25°C olarak bulunmustur. C.
maxima i¢in Knl7,68 MM ve Vmax ise 81,300 U/ml hesaplanmistir. C. moschata igin
ise Km 20,029 ve Vmax 58,139 U/ml hesaplanmustir [16].

Belcarz ve ark. (2008) lahanadan peroksidaz enzimini kismen saflagtirmislardir.
Optimum sicaklik 40°C ve pH ise 6,0 olarak belirlenmistir. Saflatirilan enzim 4 hafta
boyunca 4°C’de depolanmis ve aktivite gostermeye devam etmistir. En yiiksek Km

degeri guaikol substrati ile 13,89 mM olarak bulunmustur [17].

Manu ve ark. (2009) bugday kepeginden POD ‘u saflagtirmay1 basarmislardir.
Saflagtirma yontemi olarak anyon degisimi, katyon degisimi amonyum stilfat
coktiirmesi ve jel filtrasyon kromatografisi kullanmislaridir. Molekiil agirligi 44 kDa
ve karbohidrat agirligi ise %13,8 seklinde belirlenmistir. Ortama kalsiyum katmanin

enzim verimi ve aktiviteyi arttirdigi gézlemlenmistir [18].

Seriner (2010), CAT enzimini hiyardan saflastirmayi basarmistir. Yontem olatak
DEAE kolon kromatografsi ve amonyumsiilfat ¢oktlirmesini tercih etmistir. Spesifik
aktivitesi 26 U/mg protein seklinde bulunurken, kolon kromatografisinin son

basamaginda 393 U/mg seklinde bulunmustur [19].

1.2. Calismanin Amaci

Enzimler saglik, gida, tekstil gibi endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir.
Enzimlerin kullanim alanlarinin bu kadar fazla olmas1 yeni enzim kaynaklari arayisin
da beraberinde getirmektedir. Kullanilan enzimlerin direkt olarak kaynaklarini degil,
izole edilmis hallerinin kullanilmas1 saklama kosullarinin ve spesifik etkilerinin daha

1yi olmasi sebebiyle tercih edilir.

Peroksidaz enzimleri, sentetik boyalarin renk giderimlerinde, atik sularin
arindirilmasinda fazlaca tercih edilirler. Termal kararliliklarinin fazla olmasi ve

aktivite dl¢limlerinin kolay olmasi tercih edilme sebepleri arasindadir.

Katalaz enzimi saflastirilan ilk enzimlerden biridir. Giiniimiizde kanser ve diyabet ile
baglantili olmasi nedeniyle olduk¢a onemlidir. Bitkilerde biiylime ve savunmada
onemli rolleri vardir. Kagit endiistrisinde kagidi agartma prosesinde etkili rolii vardir.

Gidalarda soguk sterilizasyon agamasinda ajan olarak kullanilir.



Literatiire bakildigi zaman yogurt otu (Galium aparine L.) ile yapilmis peroksidaz ve
katalaz enzimi saflagtirilmasi ¢caligsmasi olmamasi, bu bitkinin ¢aligsma materyali olarak

se¢ilmesine sebep olmustur.

Calismanin amaci, yogurt otu (Galium aparine L.) bitkisinden peroksidaz (POD) ve
katalaz (CAT) enzimlerinin saflastirilmasi, kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi ve bazi

inhibitorlere karsi enzim aktivitelerinin tayin edilmesidir.



2. ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgiler

Katalizorler kimyasal reaksiyonlart hizlandiran bilesiklerdir. Enzimler, protein
yapisinda olan ve biyokimyasal reaksiyonlar1 gerceklestiren biyokatalizorlerdir [20].
Canliligin olugmasi ve devam etmesi i¢in enzimlere ihtiya¢ duyulur. Hiicre solunumu,
sindirim, kas kasilmasi gibi gorevler metabolizma tepkimeleri sonucunda

gerceklesirler ve enzimler bu tepkimelerde gorev alirlar [21].

Enzimler, DNA seviyesinde diizenlenerek kontrol edilen biyokatalizérlerdir. In vivo
reaksiyonlar enzim bulunmadigi zaman hemen hemen hi¢ ger¢eklesmez ve
reaksiyonlarin kendiliginden yiirlimezler. Bu sebeple enzimler i¢in sadece katalizordiir
demek eksik bir tanim olur. Enzim molekiilleri hiicrelerin diger hiicrelerden farkli olan

ozelliklerini DNA’dan aktarmadaki en 6nemli aragtir [22].

Canli organizmalarin hepsinde iiretilen ve katalitik RNA molekiilleri disinda protein
yapisinda bulunan enzimler sadece in vivo ortamlarda katalizér olarak kullanilmaz. in
vitro sekilde endiistride katalizor olarak kullanilirlar [23]. Giinlimiizde yaklasik olarak

5500 enzim bilinmektedir.

2.1.1. Enzim adlandirmasi ve siniflandirma

Enzimlerle yapilan ilk ¢aligmalarda etki ettikleri substratlarin adlarinin sonuna —az eki
getirilmesi  sonucu adlandirilmiglardir. Daha sonra gittikge farkli enzimlerin
bulunmasiyla sistematik bir adlandirmaya gerek duyulmustur. Uluslararasi Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), 4 rakamdan olusan bir enzim kodu
tanimlamigtir. Ik rakam enzimin sit oldugu grubu, ikinci rakam etkide bulundugu
kimyasal yapiy1, U¢giincii rakam akseptorii, son rakam ise enzimin grubundaki sira

numarasini belirler. [UBMB enzimleri alt1 gruba ayirmistir [24-27].

— Oksidorediiktazlar: Redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzim grubudur.
— Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin transferini katalizleyen gruptur.
— Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarin1  katalizleyen gruptur. Hidroliz

reaksiyonlar1 su katilmasi ile baglarin parcalanmasi sonucu olusur.



— Liyazlar: Oksidasyon ve hidrolizden farkli sekilde baglarin kirilarak cift
baglarin olustugu reaksiyonlar1 katalizleyen gruptur.

— Izomerazlar: Molekiiliin yapisal ve geometrik degisikliklerini katalize eden
enzim grubudur.

— Ligazlar: enerjisi yliksek iki bagin kopmasi ile meydana gelen enerjiyle iki

molekiiliin baglanmasini katalizleyen gruptur.

2.1.2. Enzim spesifikligi

Enzimler canli hiicrelerdeki reaksiyonlarin normal sartlarda gerceklesmesi igin
spesifik katalizorler olarak gorev yaparlar. Enzimlerin biiylik bir kismi tek
substrathidir. Sadece bir substrata kars1 aktivite gosterir. Bu enzim spesifikliginden

kaynaklanir [24].

Etki spesifikligi enzimin teorik olarak olusacak friinlerinden sadece bir iirlinii

katalizlemesi olarak tanimlanir [24].

Substrat spesifikligi i¢in oncelikle substratin enzim tarafindan etkilenecek kimyasal
bir bag1 olmalidir. Bir diger sart olarak enzimin tizerinde substratin aktiflik kazanacak

hale gelmesini saglayan gruplar olmalidir [28].

2.1.3. Enzim aktivite birimleri
Enzimler, turnover sayis1 olarak belirtilen degerle katalizleme giiclerini ifade ederler.
Turnover sayisi, bir mol enzimin birim zamandaki iiriine doniisen substratin mol say1s1

seklinde ifade edilir. Karbonik anhidraz turnover sayisi en yiiksek olan enzimdir [29].

Bir enzimin miktari, aktiviteleri baz almarak hesaplanir ve enzim {initesi (E.U)
sekllinde ifade edilir. 25°C ve optimal sartlarda 1 dakikada 1 mikromol substratin
tiriine doniismesini saglayan enzim miktarina 1 enzim iinitesi denir. Enzim safliginin
Olciisii olarak kullanilan bir diger ifade spesifik aktivitedir. 1 mg proteine karsilik gelen
enzim Unitesi seklinde ifade edilir. Katal, 1 sn’de 1 mol substrata etki gosteren enzim

miktaridir [26].

2.1.4. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler
Enzim aktivitesi pH, zaman, sicaklik, inhibitor, iyonik siddet, enzim konsantrasyonu,

substrat konsantrasyonu gibi faktorler sonucu degisiklige ugrar.



2.1.4.1. pH

Farkli pH degisimlerine kars1 duyarli olan enzimler, kendileri i¢in uygun olan optimum
pH degerinde en fazla aktivitelerini gdsterirler. Enzimin yapisinda bulunan amino asit
ve substratta bulunan iyonik kismin de§ismesi, substratin baglanmasi ile birlikte
reaksiyonun gerceklesmesinide etkiler. Substratin degigsmesi optimum pH’1t da
degistirir. Her enzimde optimum pH ayn1 olmak zorunda degildir. Sekil 2.1’de pH ‘in

reaksiyon hzina etkisi gosterilmistir [30].

Reaksiyon Hiz1

pH
Sekil 2.1. Reaksiyon hizina optimum pH’1n etkisi

2.1.4.2. Zaman
Enzim reaksiyonlarinin hizlar1 zamanla azalir. Enzimlerin belirli bir siire sonucunda

inaktive olmasi ve substratin tiikkenmesi hiz1 azaltan sebepler olarak gosterilebilir [31].

2.1.4.3. Sicaklik

Sicaklik protein yapisini denatiire ettigi i¢in her ne kadar reaksiyon hizini artttirici olsa
da enzimlerin etkisini azaltici etki gosterir. En yiiksek aktivite gosteren sicaklik
optimum olarak adlandirilir. Enzim c¢aligmalarinin biiyiik bir kismu 37°C°de
yapilmaktadir. Viicut sicaklifinda enzimlerin optimum ¢aligma sicakligi 37°C
olabilecegi i¢in bu deger kabul edilmektedir. Biyokimya Birligi’nin tavsiye ettigi
caligma sicakligl baslarda 25°C olmasina ragmen yiiksek sicakliga sahip iklimlerde
enzimin saklanma problemi olabilecegi i¢in bunu 30°C olarak gilincellemislerdir.
Bununla birlikte hala enzimler i¢in kesin bir ¢alisma sicakligi belirlenememistir.

Bunun nedeni enzimlerin protein yapilarindaki farkliliklardan kaynakli olmasidir [30].

2.1.4.4. inhibitér
Enzim aktivitelerinin azaltilip ve hatta yok edilmesi reaksiyonlarina inhibisyon denir.
Bu reaksiyonlar1 gerceklestiren bilesikler ise inhibitor olarak adlandirilir. Biyolojik

sistemlerin kontrolii i¢in Onmeli olan inhibisyon olayr kontrollii bir sekilde



ilerlemelidir. Zehirli bilesik ve ilaclar inhibisyon ile etkilerinin gosterirler. Enzimatik

inhibisyonlar doniisiimsiiz ve doniisiimlii seklinde olabilirler [32].

2.1.4.5. Enzim Konsantrasyonu
Enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi kadar yetecek oranda substrat bulunuyorsa,
enzimin konsantrasyonu reaksiyon ile orantili olarak artar. Enzim molekiilii sayisi

reaksiyon hizini belirler. Ne kadar fazlaysa o kadar hizli reaksiyon gergeklesir.

2.1.4.6. Substrat Konsantrasyou

Substrat konsantrasyonu ne kadar diisiikse reaksiyon hizi o kadar yavas ilerler.
Substrat  konsantrasyonu arttik¢a reaksiyonun hiz1 da artar.  Yiiksek
konsantrasyonlarda reaksiyon hizinin belirli bir siire arttig1 ve daha sonra sabitlendigi

belirtilmistir [30].

2.1.4.7. Fiziksel Faktorler
Enzimler siddetli calkalanma, 1sinlar gibi fiziksel etkenlerden etkilenirler. Mavi ve
kirmizi 1s1inlar bazi enzimleri aktive ederken, rontgen 1sinlart inhibe ederler. Protein

yapisinda olan enzimler ¢alkalanma sonucu denatiire olurlar ve yapilari bozulur [33].

2.1.5. Enzim Kinetigi

1913 yillinda Michaelis- Menten tarafindan yapilan calismalar sonucunda enzim
kinetigi ile ilgili ilk calismalar ortaya atilmistir. Bu calismaya gore once enzim ve
substrat reaksiyona girerek enzim-substrat kompleksini meydana getirir ve enzim bu

substrat1 liriine doniistiirerek enzim ve iirlin olusturur.

ki ks
Enzim + Substrat » ES » Uriin + Enzim
‘—

k2

Bu denklemde k1 es kompleksinin olugsma hizini belirtir. k2 ES’nin geri ayrisma hizini,
k3 ise lirtin ve enzim olusma hizini belirtir. Michaelis-Menten’e gore enzimin baslangig
derigimi sabit alinir ve substrat derisimine bagli reaksiyon hizi incelenir. Olusan egri

ile (Sekil 2.2.) Michealis-Menten denklemi bulunur [34].



Lineer, E yoniinde 1.derece,
Ly S yoniinden 0. derece

Vimax /_H

E ybniinden 1. Derece
S yoniinden ise 0 veya 1. derece

Vmax/ 2

1 Lineer, E ve S yoniinden 1. derece

= [S]
Sekil 2.2. Michealis-Menten grafigi

_ Umax [S]
V= Ky +[S)

Yukarida verilen Michealis-Menten denkleminde; Km enzimin substrata ilgisinin
gostergesidir. Maksimum hizin yarisint veren substrat konsantrasyonu olarak

tanimlanir. Vmax ise maksimum hizdir. Enzim aktivitesini bu iki sabit belirler [35].

2.1.6. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu doniisiimlii ve doniisiimsiiz olarak 2 gruptur.

Doéniistimlii inhibisyon kendi i¢inde 4 temel gruba ayrilir. Bu inhibisyon tiiriinde enzim
tekrar kullanilabilir. Yarigsmali (kompetitif) inhibisyon; Km degeri artar ve enzimin
substrata olan ilgisi azalir. Inhibitér substrattan énce enzimin aktif merkezine
baglanmis olur. Yarismasiz (non-kompetitif) inhibisyon; substratve inhibitor farkli
bolgelerden enzime baglandig1 icin Km degerinde bir degisme olmaz sadece Vmax
degerinde azalma meydana gelir. Yar1 yarismali (un-kompetitif) inhibisyon; Inhibitor
enzim substrat komplesine baglanir ve bdylece substrat ile aktif bolge i¢in bir yarig
haline girmez. Km ve Vmax azalir. Karigik (mixed) inhibisyon; Inhibitér hem enzim
substrat kompleksine hem de direkt enzimin aktif bdlgesine baglanarak yeni bir

kompleks olusturabilir. Bu durumda Vmax azalirken Km artar.

Dontlistimsiiz inhibisyonda inhibitdr enzimin aktif bolgesine kovalent bag ile

baglandig1 icin geri doniligiimii olmayan kompleks olusturur [36].



2.2. Antioksidan Enzimler

Antioksidanlar, ROS olusumu ve ortaya ¢ikardiklari hasarlarin kaldirilmasi igin
viicutta gelisen savunma mekanizmalaridir [37]. Radikalleri kendilerine baglama,
daha zayif bir molekiile ¢evirme ya da ROS’lara hidrojen iyonu verme seklinde
reaksiyonlar gostererek etkileri ortadan kaldirmaya calisirlar [38]. Biyolojik
sistemlerde peroksidaz (POD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz enzimleri
atioksidan 6zellige sahiptirler. Bu enzimler dogrudan ya da dolayli yollardan etki
gostererek serbest radikalleri engellerler. POD ve CAT enzimleri dogrudan etki

gosteren enzimlerdendir [39].

H20: reaktif bir tiirdiir ve hiicre membranindan ¢ok rahat bir sekilde gecebilir. 50 uM
ve tizerindeki konsantrasyonlarda hayvan, bitkive bakteri kiiltiirlerinde zararh etkilere
sahiptir. Bu sebeple hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu iglem

ise CAT ve POD enzimleri ile yapilmaktadir [40-41].
2.3. Peroksidaz Enzimi

Peroksidaz enzimi ((POD) EC 1.11.1.7), hidrojen peroksitli ortamda flavonoidler,
fenoller, , siilfonoidler, aromatik aminler ve pirogallol gibi birgok substratin
oksidasyonunu katalize eden bir oksidorediiktaz grubu enzimidir [42-43]. POD bitki,
hayvan, bakteri ve mantarlarda bulunan bununla birlikte bitki gelisimi i¢in gerekli olan

hiicre duvarinda fazlaca yer alan bir enzimdir [44-45].

POD enzimleri, H2O2 kullanarak inorganik ve organik substratlarin oksidasyonunu ve
hidrokinonlarin, fenollerin, hidrokinoid aminlerin ve diger aromatik bilesiklerin
dehidrojenasyonunu katalize eder. Katalitik molekiillerin 6rnekleri; guaiacol, o-

dianisidine, pyrogallol, azo boya tiirevleri, o-fenilendiamin sayilabilir [44-45].

POD'un bitki savunma mekanizmalar1 [46], meyve ve sebzelerde indolasetik asit
regiilasyonu [47], hormon aktivitesi [58] ve lignin biyosentezi [42] gibi 6nemli
islevlerde 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir. POD, bitkisel gidalarda bol miktarda
bulunur [49]. Bitkilerde POD ¢igeklerde, govdelerde, yapraklarda, hiicre
cekirdeklerinde, hiicre =zarlarinda, ribozomlarda ve hiicre duvarlarinda bulunur
[50,51].

Peroksidaz substratlar1 baz1 6zelliklere sahip olmalidir. Bunlar kimyasal dayanikliligin
fazla olmasi, suda yiiksek ¢oziiniirliikte olmasi ve kansorejen etksye sahip olmamasi

gibi ozelliklerdir [52].
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2.3. Katalaz Enzimi

Katalaz enzimi (H202: H202 oksidorediiktaz E.C.1.11.1.6) dogada ¢ok yaygindir.
Hemen hemen tiim aerobik mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde yiiksek
katalitik aktiviteye sahiptir. Bir katalaz oksidorediiktaz grubu olan hidroperoksidazlar
smifina aittir. Hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen peroksit ve organik
peroksitleri kullanir [53-55].

Wieland 1927'de katalazin oksidasyon mekanizmasini netlestirdi ve H2O2'nin elektron
donorii oldugunu kesfetti. Stern, 1936'da katalazin aktif bolgesinin aktif grup
protoporfirin 1X oldugunu gosterdi, ancak bir yil sonra Summer ve Dounca, bir kristal
olarak ilk sigir karaciger katalazini (BLC) elde etmeyi basardi. 1947'de Chance,
katalaz ve hidrojen peroksit arasinda olusan ilk kompleksi (bilesik 1) kesfetti. Katalaz,
aktif bolgesinde bir hem grubu (protoporfirin IX halkasi) igerir. Cesitli kaynaklardan
gelen katalaz molekiillerinin ¢ogu, her iki prostetik grubu igerirken, bazi mantar ve
bakteri katalazlarmin her ikisi de d grubu igerir. Katalaz, hidrojen peroksitin su ve
oksijene doniisiimiinii katalize eden ve bdylece hidrojen peroksitin  hiicre

baglantilarina zarar vermesini énleyen koruyucu bir enzimdir.

Agartma isleminin temel amaci istenmeyen renk safsizliklarimi pamuktan
uzaklastirmaktir. Bunu ¢6zmek igin, oksitleyici agartici kullanir. En 6nemli oksidatif
agartma maddelerinden biri olan hidrojen peroksit, agirlikli olarak pamuklu tirtinlerin
agartilmasinda kullanilmaktadir. Pamuktaki tiim yabanct maddelerin oksidasyonu
tamamlandiktan sonra H2O> ortamda kalir ve kasar devam ederse liflere zarar vermeye
devam eder. Kumagin H20; ile agartilmasindan sonra ve boyamadan hemen once,
H202'nin uzaklastirilmasi igin yaygin bir yontem su ile yikamadir. Katalaz enzimi,
H20- igeren yikama suyundaki H>O2'yi pargalamak ve yikama suyunu sisteme geri
dondiirmek i¢in kullanilabilir [56].

Katalaz enzimi kontakt lens hijyeninde ve H20. soliisyonlar1 ile lens
dezenfeksiyonunda kullanilir. Bir katalaz enzim soliisyonu, kontak lens yeniden
kullanilmadan 6nce H2Oz'yi ortamdan giivenilir bir sekilde uzaklastirir [57]. UV
1sinlart serbest radikallerin olusumunu hizlandirir. Serbest radikaller ise cilde zarar
verir ve cilt kalitesinin bozulmasina neden olur. Antioksidan molekiiller ¢esitli etkiler
gosterir ve oksidasyonun neden oldugu cilt hasarin1 azaltir. Katalaz enzimi son

zamanlarda H202 ve enzimlerden olusan cesitli yiiz maskesi uygulamalarinda ve
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epidermisin {ist katmanlarinda hiicresel oksidasyonu artirarak vitiligo tedavisinde
kullanilmaktadir [58, 59].

Katalaz enzimi, kagit endistrisinde, agartma isleminden sonra kalan H2O.'yi
uzaklastirmak i¢in kullanilabilir ve H2O2, re¢ine ve plastik liretiminde oksitleyici ve
sisirici bir madde olarak kullanilir [60]. Katalaz enzimi glukoz oksidaz (GOD) ile
birlikte glukonik asit tiretmek ve gidadan glukoz veya oksijeni uzaklastirmak igin
kullanilabilir [61]. Meyve sular1 gibi ¢esitli numunelerde azit i¢eriginin belirlenmesi

i¢in biyosensor yapiminda kullanilabilir [62].

2.4, Yogurt Otu

Yogurt otu (Galium aparine), Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'ya da yetisen bir
tirmanma  bitkisidir. G. aparinin  aktif  bilesenleri, alkanlar, flavonoidler,
antrakinonlar, polifenolik asitler, tanenler, iridoidler ve C vitaminidir. G.aparine’nin
lenf sislikleri, bademcik iltihabi, sarilik, kanser, ates, ve losemi tedavisinde

kullanildigi ¢alismalar yapilmistir [63].

Boyu 150 cm’ye kadar uzayabilen ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 2.3.). Sap kisminin
tizeri sert tiiylerle kaplidir ve bu sayede diger bitkilere tutunarak uzamaya devam eder.
Yapraklardan 6-9 adeti sap kismini sararak bir bogum olusturur. Yapraklar koyu yesil
renkte ve tiiylerle kaplidir. Cigekleri beyaz ve 2 mm genigligine sahiptir. Tohumlar
yaklasik 4-6 mm civarinda ve tiyliidir. Yaklagik ¢imlenme sicakligi 7-13°C dir ve
topragin 1-5 cm kadar derinliginde ¢imlenir. Toprak tiistiinde kalan kisim ¢imlenme

gosteremez [64].

Sekil 2.3. Yogurt otu
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullamilan Materyal ve Maddeler

3.1.1. Kullanilan cihazlar
Vortex : Heidolp Reaxtop

Derin Dondurucu : Ugur UD 100BK

Santrifiij Cihazi : Niive NF 200

pH Metre : Lab 850 SCHOTT
Hassas Terazi : ATX 220 SHIMADZU
Buzdolabi : Beko

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-2600

Mikropipetler : Brand Transferpette® S 200 ve 1000 pL’lik
Su Banyosu : Niive Nb20
Blender : Hotmix 2155 Beko

Protein Elektroforezi : PS8DS Owl Thermo Scientific

Isitict : MSH-20A DAIHAN

3.1.2. Kullanilan kimyasallar
Calismamizda enzim kaynagi olarak yogurt otu (Galium aparine.) bitkisi secilmis,

POD ve CAT enzimlerinin izolasyonu ile kismi saflastirilmasinda kullanilmaistir.

Triton X-100, polivinil pirolidin (PVP), askorbik asit (AsA), sodyum dihidrojen fosfat
disodyum hidrojen fosfat, t-biitanol, amonyum siilfat, asetik asit, etanol, SDS
(sodyumdodesilsiilfat), bromofenol mavisi, Coomassie Brillant G-250 ve kullanilan

diger kimyasallar Merck ve Sigma-Aldrich firmalarindan temin edildi.



3.2. Peroksidaz (POD) ve Katalaz (CAT) Enzimlerinin izolasyonu

3.2.1. Ham enzim ekstarktinin hazirlanmasi

Enzim kaynagi olarak kullanilan yogurt otu bitkisi Sakarya bolgesinden taze olarak
toplanmis ve -20 °C’de depolanmistir. -20 °C’de depolanan yogurt otu 8gr tartilarak
kiigiik parcalara ayrilmistir. %0,01 (w/v) askorbik asit igeren 40 ml 0,1M pH: 7.0 fosfat
tamponu i¢inde blender ile homojenlestirilme islemi yapilmustir. % 0,5 (w/v) PVP ve
0,5 ml Triton X-100 eklenerek 10 dk daha homojenlestirme islemine devam edildi. 4
kat tiilbent bezinden siiziildiikkten sonra 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlendi ve

siipernatant kismi ham enzim ekstarkti olarak kullanilmak iizere saklanmigtir.

3.2.2. Uglii faz ayirma teknigi

Ug fazli ayirma ydntemi igin enzim ekstarktina t-biitanol ve amonyum siilfat belirli
miktarlarda eklenerek ¢coktiirme yapilmistir. % 30 ve % 90 oranlar1 arasinda amonyum
siilfat tartilarak ham enzim ekstraktlarina eklenmistir. Amonyum siilfat katist
eklenirken islemin yavas yavas yapilmasina dikkat edilmistir. Ham enzim ekstraklari
istenilen doygunluga getirildikten sonra 1:1 (v/v) oraninda t- biitanol ilavesi
yapilmustir. Tipler ters diiz edilip tam bir karisma saglanmistir. 25 °C’de 1 saat
inkiibasyon sonrasinda 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijjden sonra
karisim 3 faza ayrilmistir. Organik faz olan iist faz ( t-biitanol) pipet ile ortamdan
uzaklastirilmistir. Ara ve alt faz ayrilarak ara fazin 1 ml pH’s1:7 0,1 M fosfat

tamponunda ¢6ziilmesi saglanmis ve aktivite tayini yapilmistir.

3.2.3. Bradford yontemi ile protein tayini

1 mg/ml BSA standart protein olarak kullanilmis ve standart grafigi elde edilmistir.
Stok BSA c¢ozeltisinden 20, 40, 60, 80 ve 100 pl alinarak Bradford ile 1000 pl’ye
tamamlanmistir. 10 dk’lik inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbans Ol¢limii
yapilmis ve konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizilerek protein miktari

belirlenmistir.

3.2.4. SDS-PAGE ( sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforezi)

SDS uygulamasi1 Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de gosterildigi gibi %15°lik ayirma jeli ve %
5’1lik yiikleme jeli kullanilarak yapilmistir. Ayirma ve yiikleme jelleri hazirlanirken
belirtilen siraya gore temiz bir behere kimyasllar eklenir. TEMED polimerlesme
sagladigi i¢in karisima en son eklenmelidir. Ayirma jeli hazirlandiktan sonra iki cam

plaka arasma yiikleme yapilir. Ust kistma propanol eklenerek ayirma jelinin
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polimerlesmesi beklenir. 15 dk sonra propanol bir siizge¢ kagidi yardimiyla ceilir.

Hazirlanan yiiriitme jeli iist kisima yiiklenir ve taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirilir.

Taraklar numune yiiklenecek kuyucuklarin olusmasini saglar. 15 dk sonra taraklar

cikartilir ve 6nceden hazir hale getirilmis olan enzim numuneleri ytiklenir.

Tablo 3.1. % 15’lik Ayirma jeli

Kimyasallar

Miktar

1,5 M Tris HCI (pH:8,8) Tamponu

% 10 SDS

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid

Destile Su
% 10 APS
TEMED

2,6 mL
0,1 mL
5mL

2,2mL
0,1 mL
10 uL

Tablo 3.2. %5°lik yiiriitme jeli

Kimyasallar Miktar

1 M Tris HCI (pH:6,8) Tamponu 1,25 mL
% 10 SDS 0,05 mL
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL
Destile Su 2,975 mL
% 10 APS 0,05 mL
TEMED 0,005 mL

Enzim ¢ozeltisinin yiikklemeden once denatiire edilmesi gerekir. Denatiire islemi

yiikleme tamponu ile gergeklestirilir (Tablo 3.3). Enzim ¢ozeltisi 1:1,5 oraninda

yiikleme tamponu ile karistirilarak 15 dk 95 °C © de inkiibe edilir.

Tablo 3.3. Yiikleme tamponu

Kimyasallar Miktar

1 M Tris-Base (pH:6,8) 0,9 mL

% 10 SDS 4,5mL

Destile Su 2,1 mL

Gliserol 3,75 mL
Bromofenol Blue 6 mg

Hazirlanan cam plakalar arasindaki jel SDS tankina yerlestirildikten sonra tanka

yiiriitme tamponu eklenir. Yiiriitme tamponu Tablo 3.4’de goriildiigii gibi hazirlanir.

Cam plakalar arasindan tarak cikartilir ve kuyucuklara denatiire edilmis enzim

koyulur. Karsilastirma yapilabilmesi i¢in bir kuyucuga Marker konulur.
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Tablo 3.4. Yiiriitme tamponu

Kimyasallar Miktar
Tris-Base 99
Glisin 48,3 g
SDS 39

3.3. Yogurt Otu Bitkisinden POD ve CAT Karakterizasyonu

3.3.1. POD aktivite tayini

POD aktivite tayini i¢in pH 7,0 0,1 M fosfat tamponu, 25 mM H20, ve 50 mM 4-
metilkatekol ve enzim ekstarkti kullanilmigtir. 60 sn 420 nm’de spektrofotometrik
olarak absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmis ve Ol¢limler 3 tekrarli sekilde yapilmistir.
Substrat spesifikligi, sicaklik, pH, enzim aktivitesi tayinlerinde de bu yontem

kullanilmustir.

3.3.2. POD substrat spesifikligi

Pirogallol, 4-metilkatekol, gallik asit, kafeik asit ve o-fenilendiamin substratlari ile
substrat spesifikligi test edilmistir. Hidrojen peroksit sabit tutularak degisen
konsantrasyonlarda substratlar ile tayin gergeklestirilmistir. Km ve Vmax degerleri

hesaplanmig ve substratlar arasindan karsilastirma yapilmastir.

3.3.3. Sicakhigin POD enzim aktivitesine etkisi

Optimum sicaklik belirlenmesi i¢in 5 ile 90 °C arasinda degisen sicaklilarda enzim
aktivitesi tayini yapilmustir. Tayin yukarda belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
Diisiik sicaklilardan baglanarak enzim su banyosunda isitilarak istenilen sicakliga

getirilmistir. Olgiimler 3 tekrarl sekilde gerceklestirilmistir.

3.3.4. pH’1n POD enzim aktivitesine etkisi
Hidrojen peroksit substrati sabit alinarak degisen konsantrasyonlarda 4-metilkatekol
substratt kullanilarak pH 3,0 ve pH 9,0 arasinda enzim aktivite tayini

gerceklestirilmistir. Aktivite 6l¢limii 420 nm’de spektrofotometrik olarak yapilmistir.
Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi;

pH 3,0-5,5 tamponlarn igin sitrik asit monohidrat (1.¢ozelti) ve sodyum sitrat

(2.¢06zelti) kullanilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. 0,1 M sitrik asit tamponunu

pH 1. ¢ozelti (mL) 2. ¢ozelti (mL)
3,5 15 10
4,0 25 20
4,5 25 28
50 15 30
55 10 35

pH 6,0-7,5 tamponu i¢in fosfat tamponundan yararlanilmistir.

pH 8,0-9,0 tamponlar1 i¢in Trizma HCL (1.¢6zelti) ve Trizma Base (2.¢0zelti)
cozeltileri kullanilmistir. Tamponlar Tablo 3.6’da gdsterilen oranlarda karistirilarak

elde edilmistir.

Tablo 3.6. 0,1 M tris tamponunun hazirlanmasi

pH 1. ¢ozelti (mL) 2. ¢ozelti (mL)
8,0 45 42
8,5 15 27
9,0 6 40

3.3.5. POD Enzim kinetigi

Enzim kinetigi 0,5 mM ve 5 mM arasinda degisen substrat konsantrasyonlarinda
gerceklestirilmistir. 5 farkli substrat ile enzim kinetigi 420 nm 60 sn’de
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve Michaelis-Menten sabiti (Km) ile enzimin
maximum hizi (Vmax) belirlenmistir. Micheales- Menten esitliginden yararlanilarak

Lineweaever-Burk grafiginden bu degerler hesaplanmustir.

3.3.6. CAT aktivite tayini

CAT enzim aktivitesi i¢in 0,1M pH 7,0 fosfat tamponu ve 100 mM hidrojen peroksit
substratt kullanilmistir. 180 sn 240 nm’de absorbans degisimi spektrofotometrik
olarak 6lciilmiistiir. Olgiim yapilirken kuvartz kiivet kullamlmstir. Olgiimler 3 tekrarl

sekilde gerceklestirilmistir.

3.3.7. CAT aktivitesine sicakhgin etkisi

Optimum sicaklik belirlenmesi igin 5 ile 90 °C arasinda degisen sicaklilarda enzim
aktivitesi tayini yapilmistir. Tayin 180 sn 240 nm’de absorbans degisiminin
spektrofotometrik olarak Olgiilmesi ile gerceklestirilmistir. Diislik sicaklilardan
baslanarak enzim su banyosunda 1sitilarak istenilen sicakliga getirilmistir. Olgiimler 3

tekrarli sekilde gerceklestirilmistir.
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3.3.8. CAT aktivitesine pH’1n etkisi

Hidrojen peroksit substrati kullanilarak pH 3,0 ve pH 9,0 arasinda enzim aktivite tayini
gergeklestirilmistir. Aktivite 6l¢iimii 240 nm’de spektrofotometrik olarak yapilmistir.
Uygun pH tamponlar1 Tablo 3.5 ve 3.6 verildigi gibi hazirlanmstir.

3.3.9. CAT enzim Kkinetigi

H20O> substratinin 2,5 ve 20 mM konsantrasyon araliginda absorbanslarinin 240 nm
180 sn’de azalmasinin 6l¢iilmesi ile enzim kinetigi belirlenmistir. Micheales- Menten
esitliginden yararlanilarak Lineweaever-Burk grafiginden Km ve Vmax degerleri

hesaplanmustir.

3.3.10. POD VE CAT aktiviteleri iizerine cesitli madde etkileri

3.3.10.1. inhibitor etkisi
POD ve CAT enzimlerinin aktivitelerine inhibitdrlerin etkisinin incelenmesi igin
tiyotlire ve sodyum azid inhibitorleri se¢ilmistir. Her bir enzim ve inhibitor i¢in 1Csg

degerleri belirlenerek inhibisyon tiirii tayin edilmistir.

POD enzimine inhibitdr etkisinin incelenmesi i¢in 100 pL sabit enzim,1 Mm hidrojen
peroksit ve 3 mM 4-metilkatekol {izerine farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilavesi

yapilarak aktivite 6l¢timii tekrarlanmastir.

CAT enzimine inhibitér etkisinin incelenmesi igin ise 20 mM hidrojen peroksit ve 100
pL ham enzim ekstrakti iizerine ¢esitli konsantrasyonlarda inhibitor eklenerek 240

nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmaistir.

3.3.10.2. Metal etkisi

POD ve CAT enzimlerine metallerin etkisinin tayin edilmesi i¢in farkli metallerden
farkli konsatrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bunun igin FeCls, CuClz, MnCly,
CoCl, NiClz, BaClz, CaClz, PbClz, HgCl, CdCl, metallerinin 0,5 mM, 1 mM ve 5
mM konsantrasyonlu ¢6zeltileri hazirlanmistir. Her metalin ¢ozeltisi sabit oranda
enzimle birlikte Isaat inkiibasyona birakilmistir. POD enzimine etkisi i¢in metalli
enzim ¢ozeltisi 4-metilkatekol ve H202 substratlar1 ile 420 nm’de, CAT enzimine
etkisi i¢in ise metalli enzim ¢6zeltisi H202 substrati ile 240 nm’de spektrofotometrik
olarak 6l¢iilmiistiir. Olgiimler 3 tekrarl sekilde yapilmistir. % kalan aktivite oranlar

ise metalsiz ve metalli aktivitelerin karsilastirilmasi ile belirlenmistir.
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3.3.10.3. Solvent etkisi

DMSO, DMF, etanol, aseton ve t- biitanol ¢oziiciilerinin POD ve CAT enzim
aktivitelerine etkileri incelenmistir. % 5 - % 30 arali§inda degisen oranlarda solventler
hazirlanmistir. Enzim aktivitesi tayini adimlar takip edilerek belirtilen oranlarda
solvent eklemesi ile aktivite tayini tekrarlanmistir. POD enzimi i¢in 420 nm’de 60 sn,
CAT enzimi i¢in ise 240 nm’de 180 sn absorbans degisimi gozlemlenmis ve gerekli

hesaplamalar yapilmistir.

3.3.10.4. POD ve CAT enziminin tuz toleransi

1 ile 5 mM arasinda degisen tuz ¢ozeltisi ile POD ve CAT enzimleri 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra POD ve CAT enzimleri igin ayr1 ayr
spektrofotometrik olarak absorbans Ol¢iimleri gerceklestirlmis ve sonuglar

karsilastirilmistir.

3.3.10.5. POD ve CAT enzimlerine iyonik siddet etkisi

1 ile 5 mM arsinda degisen konsnatrasyonlarda NaCl ¢ozoeltileri ile muamele edilen
POD ve CAT enzimlerine aktivite tayini yapilmistir. POD ig¢in sabit miktarda enzim
ve substrata degisen oranlarda tuz ¢ozeltisi eklenmis ve aktivite degisimi 420 nm’de
gbzlemlenmistir. CAT icin ise sabit miktarda H2O2 substrati ve sabit enzim {izerine
degisen araliklarda NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve 240 nm’de absorbans degisimi

1zlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. POD ve CAT Enzimlerinin Uclii Faz Ayirma ile Saflastirilmasi

POD ve CAT enzimlerinin belirtilen amonyum siilfat doygunluklar1 sonucu aktivite
tayinleri gergeklestirilmistir. POD i¢in en iyi aktivite sonucu %80 amonyum siilfat

doygunlugunda, CAT i¢in ise %50 doygunlukta bulunmustur. Tiim sonuglar Sekil

4.1’de verilmistir.

12 -
10 A

8
6
3 1Ll
1l L
LR . i
30 40 50 60 70 80 90

Amonyum silfat miktari (%w/v)

Enzim Aktivitesi (EU/ml)

B POD aktivitesi (EU/ml) CAT Aktivitesi (EU/ml)

Sekil 4.1. Ug Fazli Saflastirma sonucu POD ve CAT aktiviteleri

4.2, SDS-PAGE ile Enzimlerin Saflik Kontrolii

Boliim 3.2.4.°de anlatilan SDS protokolii sonucunda POD enzimi i¢in %80, CAT
enzimi i¢in ise %50 doygunlukta saflastirilan enzimlerin molekiil agirliklar: tespit
edilmistir. Rf-log MW grafigi ile POD enziminin molekil agirligi 65 kDa, CAT

enziminin ise 50 kDa olarak bulunmustur (Sekil 4.2).



Sekil 4.2. SDS-PAGE sonucu jel goriiniimii

SDS-PAGE islemi sonunda olusan jel iizerinde Markerda bulnan proteinlerin ve
enzimlerin uzakliklart 6l¢iilmiis ve Rf degerleri belirlenmistir. Sekil 4.3°de belirtilen

Rf-log MW grafigi ile POD ve CAT enzimlerinin molekiil agirliklari tespit edilmistir.

3 -
25T o y =-1,4338x + 2,691
‘... R?=0,9935
2 ...
3 ...,
S 1 “e...
= 1,5 .
« 0 T
1+ ‘®
05 +
0 : : : : : : |
0 02 04 06 08 1 12 14
Rf

Sekil 4.3. Standart Rf — log MW grafigi

4.3. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Yogurt otu bitkisinin Bradford yontemi sonucu protein miktar1 belirlenmistir. Yogurt

otunun 100 pl ham ekstraktinda 0,146 mg/ml protein tespit edilmistir.

4.4. POD Enzimi Karakterizasyonu

4.4.1. POD enzimi aktivitesine sicakhk etkisi
5 ile 90 °C araliginda degisen sicakliklarda enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Substrat

olarak 4-metilkatekol ve hidrojen peroksidaz kullanilmistir. Absorbans Sl¢iimii 3
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tekrarlt sekilde 60 sn 420 nm’de gerceklestirilmistir. Sicakliga karst % bagil aktivite

grafigi Sekil 4.4’ te verilmistir. Optimum sicaklik 30°C olarak bulunmustur.

120 T

100 +

80 T

60

40 +

% Bagil Aktivite

20 +

5 25 45 65
Sicaklik (°C)

Sekil 4.4. POD optimum sicaklik

4.4.2. POD enzimi aktivitesine pH etkisi

pH 3,5 ve 9 arasinda degisen tampon c¢ozeltiler ile ortam pH’1 istenilen degere

getirilerek aktivite 6l¢timii yapilmistir. H2O; ve 4-metilkatekol substrati kullanilarak

420 nm’de absorbans 6l¢iimii gerceklestirilmistir. % bagil aktivitenin pH karsisinda

degisimi Sekil 4.5’te verilmistir. Yogurt otunun optimum pH’1 6,5 olarak

belirlenmistir.

120 T
100 +
80 T
60 +

40 +

% Bagil Aktivite

Sekil 4.5. Optimum pH grafigi

4.4.3. POD enzim Kinetigi

Peroksidaz enzim kinetigi 5 farkli substrata karsi ( 4-metilkatekol, kafeik asit,

pirogallol, gallik asit ve o-fenilendiamin ) sabit hidrojen peroksit ile tayin edilmistir.
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Daha sonra 5 substrat sabit tutularak degisen hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda

tekrar dlgiim yapilmustir. Olgiimlere ait grafikler Sekil 4.6-25 arasinda verilmistir. Her

Olclim i¢in Micheales-Menten grafigi ile doygunluk egrileri belirlenmis ve

Lineweaver-Burk garfigi ile de Vmax ile Km degerleri hesaplanmigtir. Substrat

spesifikligi sonuglar1 Tablo 4.1° de gosterilmistir.

0,002 ~

0,0016 A

0,0012 A

>
0,0008 4

0,0004 +

Sekil 4.6. Sabit H.O,, farkli
doygunluk egrisi

1800
1600
1400
1200
1000

/v

800
600

4004

-+""200

I CR fal
J

2 3 4 5 6
4-metil katekol (mM)

4- metilkatekol konsantrasyonlarinda 4-metilkatekoliin

y = 614,17x + 419,84
il R?=0,9936

Sekil 4.7. Sabit H2O,, farkl

0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/[4-metil katekol](mM-1)

4- metilkatekol konsantrasyonlarinda 4-metilkatekoliin

Lineweaver-Burk grafigi
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0,0025 T

0,002 + RS )
Y
0,0015 +
> @ .
o001 + ® ®
0,0005 +
0 : : : : : : |
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
H,0, (mM)

Sekil 4.8. Sabit 4- metilkatekol, farkli H2O2 konsantrasyonlarinda H.O> doygunluk

egrisi
1000 T
y =114,24x + 468,13 .®
2-09772 e
R2=0,9773 soo L
e
600 1 o
o
200 +
: - : 8 : : |
-6 -4 -2 2 4 6

-200 -
1/[H,0,](mM"?)

Sekil 4.9. Sabit 4- metilkatekol, farkli H2O. konsantrasyonlarinda H2O2’nin
Lineweaver-Burk grafigi

0,007 T
o006 + o g
0,005 + o

0,004 + L

0,003 + 0

000 + &

0,001 +

0 ; ; ; ;

pirogallol (mM-1)

Sekil 4.10. Sabit H20», farkl1 pirogallol konsantrasyonlarinda pirogalliiliin doygunluk
egrisi
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500 T
450 y = 159,15x + 146,42-®
400 + R?=0,9833"
30+
- 300 + ‘
S 250 + },."
200 + -
150..7".'!
100 T
50 +
: : — : : : : |
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/[pirogallol] (mM-1)

Sekil 4.11. Sabit H202, farkli pirogallol konsantrasyonlarinda pirogalloliin
Lineweaver-Burk grafigi

0,012 H

oo+ e

0,008 ~

> 0,006 T

0,004 - o

0,002 A

0 t t
0 1 2 3 4 5 6
[H,0,] (mM1)

Sekil 4.12. Sabit 4- pirogallol, farkli H,O, konsantrasyonlarinda H202 doygunluk

egrisi
300 T
.o

250 + L
200+ T

< 150 +

— Q.

o y =97,95x + 75,791
100 T .&¥ R?=0,9949
50 4
-1 -0,5 0 0,5 1,5 2 2,5

1
1/[H,0,] (mM1)

Sekil 4.13. Sabit 4- pirogallol, farkli H2O> konsantrasyonlarinda H2O2’nin
Lineweaver-Burk grafigi
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> 0,003 + '
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0 } } } }
0 1 2 3 4 5 6
[kafeik asit] (mM-1)

Sekil 4.14. Sabit H>O, farkli kafeik asit konsantrasyonlarinda kafeik asit doygunluk
egrisi
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1600 + y =435,7x+ 101,76
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1200 4+
1000 +
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Sekil 4.15. Sabit H>O,, farkli kafeik asit konsantrasyonlarinda kafeik asitin
Lineweaver-Burk grafigi

0,008 T
0,007 + °
0,006 + e [ J
0,005 T . )

> 0,004 + .
0,003 T . }
0,002 + e
0,001 + °

0 } t t

[H,0,] (mM)

Sekil 4.16. Sabit kafeik asit farkli H2O2 konsantrasyonlarinda H202 doygunluk egrisi
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y = 181,64x + 169,32..-
1000 + R?=0,9546.
)
goo +
T
< 600 + o
400 4 @
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Sekil 4.17. Sabit kafeik asit , farklit H2O2 konsantrasyonlarinda H2O2’nin Lineweaver-
Burk grafigi
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0,0025 + TS
0,002 + '
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[gallik asit] (mM-1)

Sekil 4.18. Sabit H2O,, farkli gallik asit konsantrasyonlarinda gallik asit doygunluk
egrisi

1600 T

1400 + y=611,18x + 207,51._,‘
R?= 0,9954,.-".
1200 +

1000 4
800 T L

1/V

600 T

400 + ’....".
2004

D "

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/[gallik asit] (mM-1)

Sekil 4.19. Sabit H202, farkli gallik asit konsantrasyonlarinda gallik asitin
Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20. Sabit gallik asit farkli H2O2 konsantrasyonlarinda H2O2 doygunluk egrisi
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Sekil 4.21. Sabit gallik asit , farkli H202 konsantrasyonlarinda
Lineweaver-Burk grafigi,

1/[H,0,] (mM™1)

gallik asit’in

0,0016 T
0,0014 +
0,0012 +
0,001 +
> 0,0008 T
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0,0004 +

0,0002 +

0

[o-fenilendiamin] (mM)

Sekil 4.22. Sabit H2O;, farkli o-fenilendiamin konsantrasyonlarinda o-fenilendiamin

doygunluk egrisi
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Sekil 4.23. Sabit H2O, farkli o-fenilendiamin konsantrasyonlarinda o-fenilendiamin

Lineweaver-Burk grafigi
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0 t
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Sekil 4.24. Sabit o-fenilendiamin farkli H.O2 konsantrasyonlarinda H20» doygunluk

egrisi
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y = 244,84x + 608,41
1000 4 R?=0,9656 .-
e
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Sekil 4.25. Sabit o-fenilendiamin farkli H>O>

Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 4.1. POD substrat sepesifikligi

Substrat Km(mM) Vmax (EU/AK) K Vimax
(sbt H20,) (sht H20,) (mM)  (EU/dk)
4- metil katekol 1,47 0,00238 0,24 0,00213
Pirogallol 1,086 0,00682 1,30 0,013
Kafeik asit 4,29 0,00982 1,13 0,00590
Gallik asit 2,94 0,00481 0,50 0,00212
o-fenilendiamin 1,31 0,00182 0,40 0,0016

4.5. CAT Enzimi Karakterizasyonu

4.5.1. CAT enzimi aktivitesine sicaklik etkisi

5 ile 90°C araliginda degisen sicakliklarda enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Substrat
olarak hidrojen peroksidaz kullanilmistir. Absorbans 6l¢timii 3 tekrarl sekilde 180 sn
240 nm’de gergeklestirilmistir. Sicakliga kars1 % bagil aktivite grafigi Sekil 4.26° da

verilmistir. Optimum sicaklik 30°C olarak tespit edilmistir.

120
100 +
80 +
60 +

40 +

% Bagil Aktivite

20 +

0 } } } } |
0 20 40 60 80 100
Sicaklik °C

Sekil 4.26. CAT optimum sicaklik

4.5.2. CAT enzimi aktivitesine pH etkisi

pH 3,5 ve 9 arasinda degisen tampon ¢ozeltiler ile ortam pH’1 istenilen degere
getirilerek aktivite Ol¢iimii yapilmistir. H202 substrati kullanilarak 240 nm’de
absorbans dgerleri Olglilmustiir. % bagil aktivitenin pH karsisinda degisimi Sekil

4.27°de verilmistir. Optimum pH’1 8 olarak belirlenmistir.
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% Bagil Aktivite

40 4
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Sekil 4.27. CAT optimum pH

4.5.3. CAT enzim Kkinetigi

Katalaz enzim kinetigi hidrojen peroksit ile tayin edilmistir. Kinetik testine ait grafik
Sekil 4.28-29 de verilmistir. Micheales-Menten grafigi ile doygunluk egrisi
belirlenmis ve Lineweaver-Burk garfigi ile de Vmax ile Km degerleri hesaplanmustir.

Kinetik sonuglar1 Tablo 4.2” de gosterilmistir.

0,005

0,004 -

0,003 ~

> 0,002 -+
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o
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Sekil 4.28. H202’nin doygunluk egrisi
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6000 y =9078,3x + 1423,3
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Sekil 4.29. H,02’nin Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 4.2. CAT enzim kinetigi sonuglari

Substrat Km(mM) Vmax (EU/dK)
H20; 6,41 0,0007

4.6. POD VE CAT aktiviteleri iizerine cesitli madde etkileri

Yogurt otu bitkisinin POD ve CAT enzimleri iizerine tiyolire ve sodyum azid
inhibitorleri ile etkilesimi incelenmistir. Her iki inhibitor de iki enzim i¢in inhibisyon
gostermistir. % bagil aktivite grafikleri ile 1Cso degeri, Lineweaver-Burk grafigi ile ise

inhibitor tiirleri ve Ki degerleri belirlenmistir.

4.6.1. POD enzimine inhibitor etkisi

Tiyolire ve sodyum azid inhibitorlerinin peroksidaz enzimleri lizerine etkisi
incelenmigstir. Tiyotirenin % bagil aktivite grafigi sonucunda ICsp degeri 1,18 mM
(Sekil 4.30), Lineweaver-Burk grafigi ile Ki degeri ise 0,88 mM (Sekil 4.31) olarak

bulunmustur. Inhibisyon tiirii klasik yarismasiz olarak belirlenmistir (Tablo 4.3.).
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Sekil 4.30. POD enzimine tiyotire etkisi
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Sekil 4.31. POD enzimi tiyotire Lineweaver-Burk grafigi

Sodyum azidin % bagil aktivite grafigi sonucunda ICso degeri 2,05 mM (Sekil 4.32),
Lineweaver-Burk grafigi ile Ki degeri ise 0,70 mM (Sekil 4.33) olarak bulunmustur.
Inhibisyon tiirii yarismali olarak belirlenmistir (Tablo 4.2.).
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Sekil 4.32. POD enzimine sodyum azid etkisi
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Sekil 4.33. POD enzimi sodyum azid Lineweaver-Burk grafigi

4.6.2. CAT enzimine inhibitor etkisi

Tiyoiire ve sodyum azid inhibitdrlerinin katalaz enzimi iizerine etkisi incelenmistir.

Tiyotirenin % bagil aktivite grafigi sonucunda ICso degeri 0,85 mM (Sekil 4.34) olarak

bulunmustur.

35



120 +
100 @,
g0 1 .

60 +

% Bagil Aktivite

o L .

20 + e

0 } } } } } } } |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2 1,4 1,6
(1] (mM)

[Eny

Sekil 4.34. CAT enzimine tiyotire etkisi

Sodyum azidin % bagil aktivite grafigi sonucunda ICso degeri 0,97 mM (Sekil 4.35),

olarak belirlenmistir.

80 T
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e
60 + e,
e
S 50 + 3
f 40 +
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|
Sekil 4.35. CAT enzimine sodyum azid etkisi
Tablo 4.3. inhibisyon Sonuglari
Inhibitor K, ICso  Inhibisyon
Tiiri
Tiyoiire (POD) 0,88 1,18 Yarismasiz
Sodyum Azid (POD) 0,70 2,05 Yarismah
Tiyoiire (CAT) - 0,85 --
Sodyum Azid (CAT) - 0,97

36



4,7. POD ve CAT Enzimine Metal Etkisi

Bolim 3.3.10.2° de anlatildig1 gibi farkli metaller ile POD ve CAT enzimleri

inkiibasyona birakilmis ve bunun sonucunda aktivite ol¢iimii gergeklestirilmistir.
Fe(l11), Cu(ll), Mn(11), Co(Il), Ni(I1), Ba(ll), Ca(ll), Pb(lI), Hg(I1) ve Cd(I1) metalleri

0,5-1 ve 5 Mm olarak 3 farkli konsantrasyonda hazirlanmis ve aktiviteleri dl¢iilmiistiir.

Peroksidaz i¢in 420 nm, katalaz i¢in ise 240 nm’de absorbans degisimi

gbzlemlenmistir. % kalan aktiviteleri hesaplanarak Tablo 4.4 verilmistir.

Tablo 4.4 Yogurt otu POD ve CAT enzimleri lizerine metal etkileri

Metal POD % kalan aktivite CAT % kalan aktivite
0,5mM ImM 5mM 0,5mM ImM 5mM
Kontrol 100 100 100 100 100 100
FeCls 81,75 100 108 79,7 100 58
CuCly 110 95 82 100 100 88
MnClI; 64 100 58,75 81,8 100 80
CoCl; 100 100 100 76 58 100
NiCl; 100 100 100 112 63 100
BaCl; 100 82,5 45,74 100 82 66
CaCl, 80 70 47,5 87,7 76 66,3
PbCl, 67,5 17,19 51,7 60 68 45
HgCl; 52,82 15,32 20 71,7 80 47
CdCl; 60,71 21 39,07 77 48 50,7

0,5 mM konsantrasyonda Hg(Il) %47,18 oraninda POD enzimini inhibe ettigi
gbzlenmistir. 1 mM Hg (II) de %84,67 ve 5 mM Hg (II) de ise %80 inhibe ettigi

gozlemlenmistir. Diger metallerin % kalan aktiviteleri grafik seklinde Sekil 4.36 ‘de

verilmistir.
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Sekil 4.36. G.aparine POD enzim aktivitesi lizerine metallerin etkisi
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0,5 mM konsantrasyonda Pb(Il) % 40, 1 Mm konsantrasyonda Cd(ll) %52 ve 5 mM
konsantrasyonda Pb(Il) ise % 55 oraninda CAT enzimini inhibe etmistir. Diger

metallerin % kalan aktivitelerine ait sonuglar Sekil 4.37’ te verilmistir.
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Sekil 4.37. G.aparine CAT enzim aktivitesi tizerine metallerin etkisi

4.8. POD ve CAT Enzimlerine Solvent Etkisi

DMSO, DMF, etanol, aseton ve t- biitanol c¢oziiciilerinin POD ve CAT enzim
aktivitelerine etkileri incelenmistir. %5-10-15-20-25 ve 30 (v/v) oranlarinda
solventler hazirlanarak enzim aktivitelerine etkleri dlgiilmistiir. Bolim 3.3.10.3° de
belirtilen sekilde aktivite tayini gergeklestirilmistir. Sonuglar Tablo 4.5’ te detayl

olarak verilmistir.
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Tablo 4.5. POD ve CAT enzimlerine solvent etkisi

Solvent % POD Kalan Aktivite % CAT Kalan Aktivite

%5 %10 %15 %20 %25 %30 %5 %10 %15 %20 %25 %30
Kontrol 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Aseton 85 55 38 19 7 5 84 58 40 21 12 7
Etanol 60 42 18 14 8 2 58 45 29 22 12 9
DMSO 70 58 30 20 9 5 62 72 58 35 20 11
t-biitanol 88 70 38 21 10 8 78 65 42 21 14 3
DMF 70 42 28 25 12 3 72 45 32 21 14 2
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POD enzimine solvent etkisi incelendiginde %30 oraninda etanol ilavesi enzimin
aktivitesini en fazla inhibe eden solvent olarak belirlenmistir. Sonuglar grafik halinde

Sekil 4.38’de verilmistir.
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Sekil 4.38. POD enzimi solvent etkisi grafigi

CAT enzimine solvent etkisi incelendiginde %30 oraninda DMF ilavesi enzimin
aktivitesini en fazla inhibe eden solvent olarak belirlenmistir. Sonuclar grafik halinde

Sekil 4.39°da verilmistir.
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Sekil 4.39. CAT enzimi solvent etkisi grafigi

4.9, POD ve CAT enziminin tuz toleransi

1 ile 5 mM arasinda degisen tuz ¢ozeltisi ile POD ve CAT enzimleri 2 saat inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra POD ve CAT enzimleri igin ayri ayr
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spektrofotometrik olarak absorbans dlglimleri alinmis ve % bagil aktivite grafigi ile

sonuglar karsilagtirilmistir. Karsilastirilmali sonuglar Sekil 4.40°de verilmistir.
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Sekil 4.40. Yogurt otu POD ve CAT enzimleri tuz toleransi

4.10. POD ve CAT enzimlerine iyonik siddet etkisi

1 ile 5 mM arsinda degisen konsnatrasyonlarda NaCl ¢ozeltileri ile muamele edilen

POD ve CAT enzimlerine aktivite tayini yapilmistir. Bolim 3.3.10.5 ‘de anlatildig:

gibi aktivite tayini yapilmis ve % bagil aktivite grafigi ile sonuclar Sekil. 4.41°de

verilmistir.
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Sekil 4.41. Yogurt otu POD ve CAT iyonik siddet etkisi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada yogurt otu (Galium aparine L.) bitkisinden peroksidaz ve katalaz enzimi

izole edilerek kinetik 6zelikleri ile ¢esitli maddelere karsi etkileri incelenmistir.

POD aktivitesi H2O2 ve 4- metilkatekol substrati ile 420 nm’de 60 sn’deki absorbans
artisinin spektrofotometrik olarak Sl¢iilmesi sonucu belirlenmistir. CAT aktivitesi ise
240 nm’de 180 sn’deki absorbans azalmasmin spektrofotometrik olarak

gbzlemlenmesi sonucu Ol¢lilmiigtiir.

Yogurt otu izole edilerek ham enzim ekstrakti elde edilmis ve islemler +4°C’de

gerceklestirilmistir.

POD ve CAT enzimleri iiclii faz ayirma yontemi ile saflastirilmistir. POD enziminin
molekiil agirligi 65 kDa, CAT enzimi ise 50 kDa olarak tespit edilmistir. Giilgin ve
ar. (2005) kara lahana bitkisinden peroksidaz enzimi molekiil agirligint 95 kDa [65],
Koksal (2007) ise karnabahardan POD agirligimi 45 kDa olarak bulmustur [12].
Hirasawa ve ark (1987) 1spanaktan CAT enzimini jel filtrasyon yontemi ile saflagtirmis

ve molekiil agirligini 125 kDa olarak belirlemistir [66].

POD enzimi i¢in optimum pH 6,5, CAT enzimi i¢in ise 8 olarak belirlenmistir. Pomar
ve ark. (1997) biber asidik icin POD enzim optimum pH’mi 6,0-9,0 arasinda
bulmuglardir [67]. Koksal (2003) karalahana bitkisinden CAT enzimi

karakterizasyonu yapmis ve optimum pH’1 7,8 olarak belirlemistir [68].

Yogurt otu peroksidazi ve katalazinin optimum sicakligi i¢in 5 °C ve 90 °C araligindaki
sicakliklarda aktivite tayini yapilmistir. Her iki enziminde optimum sicakligi
30°Colarak belirlenmistir. Belzarc ve ark (2008) [17] lahana peroksidazinin optimum
sicakligini 40°C ve Dinger (2000) [69] ise roka katalazinin optimum sicakligini 30°C

olarak bulmuglardir. Sonuglarin literatiirile uygunluk gosterdigi goriilmiistir.

Yogurt otu POD ve CAT enzimlerine inhibitor etkisi isin sodyum azid ve tiyotire
inhibitorleri kullanilmistir. Her iki inhibitériinde POD ve CAT enzimlerini inhibe

ettigi sonucuna varilmistir. Enzim aktivitelerini yariya diisliren inhibitér miktarin



belirlemek icin 6nce % bagil aktiviteler hesaplanmis ve grafik yardimiyla ICsg

degerleri belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.3 te verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore G. aparine POD enzim aktivitesinin 1mM
konsantrasyondaki Hg(II) metalinin en yiiksek inhibitor etkisi ile % 84,68 oraninda G.
aparine CAT enzim aktivitesini de % 80 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir. Kursun
(Pb) 1 mM konsantrasyonun G. aparine POD enzim aktivitesini % 82,81 oraninda
inhibe ederken ve G. aparine CAT enzim aktivitesini ise 5 mM konsantrasyonda ancak
% 55 inhibe ettigi belirlenmistir. Yine ¢evre ve tiim canlilar i¢in toksik olan kadmiyum
(Cd) metelide 1 mM konsantrasyonda G. aparine POD enzim aktivitesini % 79, G.
aparine CAT enzim aktivitesini ise % 52 oraninda inhibe ettigi gozlenmistir. Tiim

sonuclar Tablo4.4’te verilmistir.

POD ve CAT enzimlerine solvent etkisi tayini i¢in etanol, aseton, DMSO, t-biitanol
ve DMF kullanilmistir. Coziictilerin % 5 -%30 (v/v) araligindaki konsantrasyonlari ile
etklesimde bulundurulan enzim ekstarktlarinin aktiviteleri Slgiilmiis ve sonuglari

Tablo 4.5’ te sunulmustur.

POD ve CAT enzimlerinin tuz toleransi i¢in enzimler 1 ile 5 mM araligindaki
konsantrasyonlu NaCl ¢o6zeltisi i1le 2sa muamele edilmis ve aktivite Ol¢limii

yapilmistir. Tuz konsantrasyonu arttik¢a bagil aktivitenin diistiigli goriilmiistiir.

Iyonik siddet tayini i¢in enzimler 1 ile 5 mM araligindaki konsantrasyonlu NaCl
cozeltisi ile birlikte aktivite 6lgiimii gergeklestirilmistir. Peroksidaz enziminin 3 mM
NaCl c¢ozeltisi ile en yiliksek aktivitesini gosterdigi gorilmistir. 1 mM
konsantrasyonda ise % 42 oraninda inhibe oldugu goriilmiistiir. Katalaz enziminin
3Mm konsantrsyonda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu ama 5 mM konsantrasyonda

aktivitesinin % 40’a distiigli goriilmiistiir.

G. aparine bitkisinden POD ve CAT enzimleri ii¢ fazli saflastirma metodu ile basarili
bir sekilde saflastirilmistir. Boylece hem peroksidaz hem de katalaz enzimi ig¢in

literatiire yeni bir enzim kaynagi eklenmistir.
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