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Ozet

Katalaz (Hidrojen Peroksit: Hidrojen Peroksit Oksidorediiktaz, E.C.1.11.1.6),
asotu yapraklarmdan saflastirildi ve bazi kinetik 6zellikleri incelendi. Katalaz
enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi takiben iyon degisim kromatografisi ile
%10,67 verimle, 89.68 EU/mg protein spesifik aktiviteye sahip olarak 64.06
kat saflagirildi. Enzimin molekiil agirhig, SDS-PAGE poliakrilamid jel
elektroforezi ile 60,95 kDa olarak bulundu. Beutler'in spektrofotometrik

metoduna gore yapilan kinetik analizler sonucu, katalaz enziminin K, degeri
H,0, icin 7,87mM, V,,,, degeri H,0, icin 42,19 EU/mL olarak bulundu.

Anahtar kelimeler: Katalaz, saflastrma, karakterizasyon, asotu (Coriandrium
Sativum)

Giris

Asotu ililkemizde kisnis, asotu, kuzbere gibi isimlerle bilinen ve umbelliferae
familyasma ait bir baharat bitkisidir. Asotunun yesil herbalar1 sebze ve baharat
olarak kullanilmasinin yani- sira asil kullanilan meyveleridir. Meyveler direk
baharat olarak kullanildigi gibi meyvelerden ¢ikarilan ugucu yag gida, icki ve
parfiimeri sanayiinde de kullanilmaktadir. Dogal olarak sadece umbelliferea
familyasi tiirlerinin sabit yaginda bulunan petroselinik asit asotunda %60-70
arasindadir. Petroselinik asit, antimikrobial etkilerinden dolay1 parfiimeri ve
gida sanayiinde genis kullanim alanma sahiptir (1).

Katalaz (H,0,:H,0, ooksidorediiktaz, E.C.1.11.1.6), hidrojen peoksidin suya
doniistiiriilmesini tek yonlii olarak gerceklestirir ve prostetik grup olarak hem
grubu icerir. Bitkilerin yaprak, kotiledon ve koklerindeki peroksizom ve
glioksizomlarin da lokalize olmustur. Yiiksek turnover sayisina @x10" S
sahiptir (2).

Antioksidantlar, oksidasyonu baslangic veya gelisme basamaginda onleyen
vel/veya geciktiren maddelerdir. Biyolojik sistemlerde antioksidant aktiviteye
sahip bilesiklerin bulunmasi yasam icin ©Onemli temel bir ihtiyactir.
Antimutajenik, antikarsiyonejik, antiaging gibi bir¢cok biyolojik fonksiyonlar
bu antioksidantlardan kaynaklanir (3).
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Antioksidant enzimler ve serbest radikal koruyucular1 ROS (Reaktive Oxygen
Species) un zararli etkilerine karst koruyucu bir mekanizma saglar.
Antioksidant enzimlerin bir ¢ogu siiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz,
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glikoz 6-fosfat dehidrogenaz ROSa karsi
koruyucu oldugu bulunmugtur. Bunlar bitkilerde yaygin olarak bulunur.
Katalaz canlilarda asagidaki reaksiyonlari katalizler (4):

2H,0, — 4 2H,0,+ 0, (Katalitik aktivite)
ROOH + AH, —> H,0 + ROH +A (Reoksidatif aktivite)

Bitkisel kaynaklardan elde edilen katalazlar, hem grubu iceren ve alt {inite
basina 54-59%kDa arasinda molekiil agirligina sahip dort alt {initeden olusur.
Kabakta 55kDa, mercimekte 54 kDa, salatalikta 54,5kDa ve pamukta 55kDa
'‘dir (5). Katalazin temel fonksiyonu, molekiler O, mevcudiyetinde
metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenen, H,O, ve ROOH gibi bir
peroksidi gidererek, oOzellikle membranlarda olusturabilecekleri geri
doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir. Ciinkii H,O,, singlet oksijen ve hidroksil
radikalinin potansiyel kaynagidir (6).

Calismada asotu yapraklarmdan katalaz saflagtirildi ve saf enzimin kinetik
davranislar1 incelendi.

Materyal ve Yontem
Materyal

DEAE-Sephadex A50, H,0O,, protein tayininde kullanilan reaktif, elektroforez
icin kimyasallar Sigmadan saglanmistir.

Enzim Eksraksiyonu ve Saflastirma: Asotu yapraklar1 sivi azot igerisinde
dondurulup o6giitiildiikten sonra lizerine 5 mM dithiothreitol iceren 0,125M
Tris-HCI (pH 7.3) den 125 ml ilave edildi. 20000xg de 20 dakika santrifiij
edildi. Homojenatta %20-50 aralklarmda (NH,),SO, coktiirmesi yapildi.
Coktiirme islemi 24000x g de 30 dak. santrifiij edildi. Coktiirme sonucunda elde
edilen ¢okelti 0,125 M Tris-HCI (pH 7.3) de ¢oziildii ve sonra 4 °C de ayni
tamponda diyaliz edildi. Daha sonra enzim ekstraktt DEAE-Sephadex A50
iyon degisim kolonuna yiiklendi. Eliiatlar 3ml lik hacimler halinde tiiplere
alindi. Her bir eliiatin 280 nm'de absorbansi ve aktivitesi 6l¢iildii.

Katalaz Enziminin Aktivite Tayini: Aktivite tayininde spektrofotometrik metot
kullanild: (7). Bu metodun esasi, aktivite 6l¢iim ortaminda bulunan katalazin
H,0,1 H,0 ve O,ye doniisimiinii saglarken meydana gelen absorbans
azalmasinin 240 nm'de izlenmesine dayanir.
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Katalazm  Karakterizasyonu: Enzimin iyonik siddet etkisi 40mM
konsantrasyonda iki tampon ¢6zeltide (0.0625-1.0 M potasyum fosfat; 0.0625-
1.0 M Tris-HCI), pHnin etkisi 0.125 M T-HCI de pH 7.0-9.0 da calisildi.
Katalaz aktivitesine farkli sicakliklarm etkisi 10-70 °C, pH 7.3 belirlendi.
Enzimin molekiil agirligt Andrew metoduna gore yapildi. Standart grafik igin
kolondan 6nce Blue Dextrane 2000. Horse heart cytochrome C (12, 400),
bovine erythrocyte carbonic anhydrase (29,000), bovine serum albumin
(66,000), yeast alcohol dehydrogenase (150,000), ve sweet potato B-amylase
(200, 000) proteinleri teker teker gecirildi (8). Daha sonra molekiil agirlig
tespit edilecek enzim ¢ozeltisi gegirildi.

SDS Poliakril Amid Jel Elektroforezi: Enzim saflastirilmasindan sonra sodium

dodesilsiilfat (SDS-PAGE) poliakrilamid jel elektroforezi Laemmli tarafindan
anlatildig gibi yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Kinetik Caligmalar: Katalaz enziminin K, ve V,, degerleri ile ilgili calismalar,
40 mM'lik H,O, substrat1 ile yapildi. Enzimin konsantrasyonu sabit tutularak,
H,O0, icin bes farkl substrat konsantrasyonunda optimum pH'da ve 25 °C'de
aktivite olctimleri yapildi. Lineweaver-Burk grafikleri belirlendi.

Bulgular ve Tartisma

Asotunun saflagirma prosesi Cizelge 1'de
Ozetlenmistir.

Saflastirma prosesi sonucunda enzim %10,67
verimle, 89.68 EU/mg protein spesifik
aktiviteye sahip olarak 64.06 kat saflagirildi.
SD S-poliakrilamid jel elektroforezi Sekil 1
de verilmistir. Buna gore molekil agirhig
60,95kDa olarak bulunmustur.

Enzimin optimum pH s1 7.3, en yiksek
aktiviteyi 30 °C de saglamigtir. Kinetik [ Sekil 1 Asotu (Coriandrium
caligalar sonucunda H,0, i¢cin K., ve V_, [ sativum) yapraklarindan katalaz

degerleri 7.87mM ve 42.19 EU/ml olarak | SDS-PAGE banti. (Numara I
bul unmustur Saf katalaz enzimi; Numara 2:
Amonyum = siilfat  ¢oktiirmesi;
Numara 3: Homojenat; Numara
4: Standart proteinler).

Katalaz, metabolizmanin cesitli basamaklarmda olusan H,O,'in su ve oksijene
doniisimiinii katalizleyerek, H,O,'nin zararli etkisi ve Fenton reaksiyonu
sonucu c¢ok reaktif OH radikaline doniisiimii engellenmis olur. Yapilan
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incelemelerde yapraklarda H,O,'nin 10uM kadar artmasi fotosentezin yari
yariya azalmasina sebep oldugu anlasilmistir.

Cizelge 1. Asotu (Coriandrium sativum) yapraklarindan katalazin saflagtirma
prosesi

Purification Step ~ Activity — Total Protein Total Total Specific  Yield Purificatior
(EU/ml) Volume (mg/ml) Protein  Activity Activity (%) Factor
ml
mb (mg)  (BU)  (EU/me
Homogenate 53.52 70 38.19 2673.3 3746.4 1.4 100 1
Ammonium
Sulfate
Precipitation 341,12 10 31,96 319,6 3411,2 13,8 91,05 9,86
20-50%
DEAE-
Sephadex AS0 40 10 0446 446 400 8968 1067 64,06
ion exchange
chromotography
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