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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KURU FASULYE (Phaseolus vulgaris L.) BITKISINDEN PEROKSIDAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Tuba Nur KOKTEPE

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Hatice TOHMA

Peroksidazlarin gesitli endiistriyel ve biyokimyasal alanlarda etkileri oldugundan saflagtirma ve
karakterizasyon ¢alismalart onem arzetmektedir. Bu ¢alismada peroksidaz enzimi (POD) farkli
tekniklerle kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinden saflagtirildi, karakterize edildi,
kinetik ozellikleri belirlendi ve inhibisyon calismasi yapildi. Fasulyedeki POD, (NH,),SO,
¢oktiirme, diyaliz, CM-Sephadex ve jel filtrasyon kromatografileri kullanilarak saflastirildi.
Saflastirilan POD enziminin safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini belirlemek i¢in SDS-
PAGE yapild1 ve molekiil kiitlesi 45 kDa bulundu. Ham ekstredeki POD enzimi iizerine yapilan
karakterizasyon ¢aligsmalarinda optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik ve stabil
pH sirasiyla 5,0, 0.3 M, 30 °C, 5,0 olarak tespit edildi. K, ve Vax degerleri Linewear-Burk
grafigi cizilerek hesaplandi. Guaiakol ve H,O, Substratlar i¢in enzimin Ky, degerleri sirastyla
0,0154 ve 0,065 olarak belirlendi. POD enzimi iizerinde CTAB (setil trimetilamonyum bromiir),
EDTA(etilendiamintetra asetik asit), sitrik asit ve sodyum azidin inhibisyon etkisi incelendi ve
en yiiksek inhibisyon etkisi sodyum azidde (%99 inhibisyon) gozlendi.

2018, 56 sayfa
Anahtar kelimeler: Enzim kinetigi, inhibisyon, karakterizasyon, peroksidaz, saflastirma
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ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND
INHIBITION PROPERTIES OF PEROXIDASE FROM HARICOT
BEAN (PHASEOLUS VULGARIS L.)

Tuba Nur KOKTEPE

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Dr. Faculty Member Hatice TOHMA

Since peroxidases have effects on various industrial and biochemical fields, purification
and characterization studies are continuing. In this study, peroxsidase enzyme (POD)
was purified from bean (Phaseolus vulgaris L.) using different techniques, Kinetic
characteristics were determined and inhibition study was performed. POD from haricot
bean was purified using (NH,4).SO, precipitation, dialysis, CM-Sephadex and anion
exchange chromatography. SDS-PAGE was performed to check the purity of the
purified POD enzyme and to determine the molecular mass. The molecular mass was
found to be 45 kDa. The optimum pH, optimum ionic strength, optimum temperature
and stabil pH for POD were determined as 5.0, 0.3 M, 30 °C, 5.0 in crude extract,
respectively. Km and Vmax values were calculated by plotting Lineweaver-Burk graph.
The Km values of the enzyme for the guaiacol and H,O; substrates were determined as
0.0154 and 0.065, respectively. The inhibitory effects of CTAB (cetyl
trimethylammonium bromide), EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), citric acid and
sodium azide on POD enzyme were examined and the highest inhibitory effect was
observed for sodium azide (99% inhibition).

2018, 56 pages

Keywords: Characterization, enzyme Kinetic, inhibition, peroxsidase, purification.


http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10942912.2017.1360903
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10942912.2017.1360903
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10942912.2017.1360903

TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alismani deneysel kismi Erzincan Universitesi
Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi ve Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii Laboratuvarlarin’ da gergeklestirilmistir.

Calismamda bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim ve calismanin her asamasinda her
tiirli yardim ve destegini gordiigiim Erzincan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Kimya Béliimii 6gretim iiyelerinden ¢ok degerli hocalarim Saym Dr. Ogr. Uyesi Hatice
TOHMA ya ve Prof. Dr. Ekrem KOKSAL’a derin minnet ve siikranlarimi sunarim.
Ayrica Erzincan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinde yiiksek lisans
O0grenimini tamamlayan ¢aligmalarimda her tiirlii destegini ve yardimini esirgemeyen
arkadasim Sevgi ALTIN’ a siikranlarim1 sunarim.

Erzincan Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuarinda
calisan biitiin arkadaslarima ve Kimya Bdoliimiiniin tiim elemanlarina tesekkiirii bir borg
bilirim.

Calismalarim esnasinda ailemden gérmiis oldugum destekten dolay1 kendilerine sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tuba Nur KOKTEPE
Mayis, 2018



ICINDEKILER

OZET ..ttt i
ABSTRACT ettt b e bbbt b b et e b nnee e i
TESEKKUR ...ttt ettt sttt en sttt s ettt en st as s st s s iii
ICINDEKILER ....ocooiiiiitiieiiectete ettt ettt iv
SEKILLERIN LISTESI .....cuitiiiiiieitcieieiceeeie ettt vii
TABLOLAR LISTEST ....couiiiiiiiiiniieieisrseeessieie s viii
SIMGELER Ve KISALTMALAR ..ottt iX
O €1 0 21 £ 1
2. KURAMSAL TEMELLER.......oi o 2
2.1 ENZIMIBT oo 2
2.1.1. Enzimlerin adlandirtlmast..........cooveiiiiieionieie e e 4
2.1.2. ENZIM KINELIGT....eeiivieiiiiii ettt 5
2.1.3. Enzimlerin inhibDiSYONU.........ccovoiiiiiiiicic et 7

2.2. Peroksidaz ENZimi (POD) ......ccviiiiiiie ettt 10
2.2. 1. ENZIM KOKENT 1.ttt 11
2.2.2. POD’ un fizyolojik rOll ......ceoiiiiiiiiiiciieee e 12
2.2.3. POD' un substrat SpesifikliSl ........ccccoeriiiiiiiieiicreccee e 13

2.3. Kuru Fasulye (Phaseolus VUIGariS L.) ......ccooeiiiiiiiiiiereeeeee e 13
2.4, TEZIN AIMNACT ..eeiiiiii ittt e bt e snb e e e enb e e e nn e e e 14
3. MATERYAL VE METOT ..ottt st 16
B MALEIYAL ... 16
3.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler .............ccccooeriiiiiniicnec e 16
3.1.2. Yararlanilan cihaz ve aletler ... 16
3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi ..........ccccooeveviiiiniiiniiinnns 17

B2 MEOL .. 19
3.2.1. Fasulye bitkisinin elde edilmesi.........cccccoviiiiiiiciiiii e 19
3.2.2. Peroksidaz enziminin saflastirilmasi ¢alismalari..........cccccovvveiiineiiineiiinnnns 19
3.2.2.1. Enzim homojenatint hazirlanma ...........cccoceiiiiiiiiniic e 19
3.2.2.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ...........cccooveriiiiiiciiiiiiici 19
3.2.2.3. Enzimin iyon-degisim kromatografisi ile saflagtirilmast ........................ 20

iv



3.2.2.4. Enzimin jel filtrasyon kromatografisi ile saflagtirilmast..........c.ccccveenee. 21

3.2.2.5. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE) .......ccccccvvvevveiirennene. 22
3.2.2.6. Kantitatif protein miktar tayini .........cccoocevveeiiniie i 22
3.2.3. POD’un karakterizasyon ¢alismalart ..........cccooveeniiiiinneiiicnic e 24
3.2.3.1. Optimum pH DelirlenmMEeSi........cccoiiiiiiiee e 24
3.2.3.2. Enzimin optimum sicaklik degerinin arastirilmast .........ccccooeeverierinnnnn 24
3.2.3.3. Enzimin stabil oldugu pH’ nin aragtirtlmast ..........ccccoeerrveiiiinniciennnn 24
3.2.3.4. POD’ un termal stabilizasyonunun belirlenmesi ...........cccccociiiininnnn 25
3.2.3.5. POD’ un optimum tuz konsantrasyonunun arastirtlmast ...........c..cceeeueene 25
3.2.4. POD’ un Kinetik ¢aliSmast ........cccueiueeiiiiiieiie e 25
3.2.4.1. POD’ un Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi...........cc.cceevrivvriennnnnn 25
3.2.4.2. POD’ un inhibisyon etkisinin belirlenmesi............c.ccocovvveiiiiciicinnnnn 26
4. ARASTIRMA SONUQGLARI .......ccooiiiiiiiiieie e 27
4.1. POD’ un Saflastiritlmasi Calismalart SOnuglari.........ccoceevieeiiiiiiiiiinnieeiie e 27
4.1.1. Peroksidaz enziminin amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve diyaliz saflagtirma
SOMUGLATT ...ttt e e st e e e et e e s nbe e e nnbeeeanneeea 27
4.1.2. POD’un iyon degisim kromotografisi ile saflastirilmasi sonuglari ............... 28

4.1.3. Enzimin Sefadeks jel filtrasyon kromatografisi ile ilgili ¢alisma sonuglari .. 28

4.1.4. Enzimin poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlenmesi ile ilgili ¢galisma

SOMUGLATT ...ttt ettt s e e e st e e s e e e nnn e e e nnreeea 29
4.1.5. Peroksidaz enzimi saflastirma basamaklart ............cccocoevviiniiiiien, 30

4.2. POD’un karakterizayonu ¢alismalart Sonuglart...........ocoevviiiiiiiiiiciiiciic 31
4.2.1. POD’un optimum pH ¢alismast SONuGlart ..........cccoceeiiiiiieniiiiienieeee e 31
4.2.2. POD’un stabil pH calismast SONUGIATT.........ccouveiiiiiiieiiiiiie e 31
4.2.3. POD’un optimum sicaklik ¢alisma sonuglart ...........ccccevviiiiiiiiiiniinie, 32
4.2.4. POD igin termal stabilizasyon ¢alisma sonuglart ..........ccceevveiiieniiiniinnnnne. 33
4.2.5. POD optimum tuz konsantrasyonu SONUGIAIT ..........cccceevieiiiieiiiiniiiiiiienns 33

4.3. POD kinetik 0zelliklerinin SONUGIATT .........cccvvveiiiieiiiic e 34
4.3.1. POD K Ve Vmax degerlerinin SONUGIATT.......c.cvveieiiiieiieiiieiie e 34
4.3.2. Cesitli kimyasallarin POD aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi .................. 36

5. TARTISMA Ve SONUQ ....oooiiiiiiiiii ittt be e ne e 37
KAYNAKLAR ettt ettt e bt e e 43



Ek-1. Tez Calismasi Siiresince Yapilan Akademik Calismalar

(074632101 1 (SO

vi



SEKILLERIN LISTESI

Sayfa
Sekil 1. Michaelis—Menten denklemi ve grafigi.......cccccvviveiiiieiiiiininiee e 6
Sekil 2. Lineweaver-Burk grafigi.........c.ccoiiiiiieiiieienescsesesee e 7
Sekil 3.Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun sema halinde gosterimi .................... 8
Sekil 4.Yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonun sema halinde gdsterimi ............ 9

Sekil 5.Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyonun sema halinde gosterimi........ 10
Sekil 6. POD’ un guaiakol substratini kullanarak H,O,’ i giderme mekanizmasi 11

Sekil 7. Lowry metodu ile kantitatif protein tayininde kullanilan standart protein
GLATIET oot 23

Sekil 8.Artan tuz konsantrastrayonu ile silipernatan ve ¢okelekteki POD
aktivitesinin deGISIMI .....c.verveeiriiiiiierii e 27

Sekil 9. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun iyon degisim kromotografisi
ile saflastirmast sonucu her bir fraksiyonda, enzim aktiviteleri ve 280
nm’deki abSorbanslart.........cccovcvviiiiiiiiiii 28

Sekil10.Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun jel filtrasyon kolonu ile
saflastirilmast sonucu her bir fraksiyonda, enzim aktiviteleri ve 280

nm’deki absorbanslart ..o 29
Sekil 11. POD’ un SDS-PAGE islemi sonucu goriintlisti........coeovverveenvrniveennnne 30
Sekil 12. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun farkli pH’lardaki aktivitesi
................................................................................................................. 31
Sekil 13. Fasulyeden (Phaseolus wvulgaris L.) elde edilen POD’un farkhi
pH’lardaki zamanla stabilitesi.........cccoceiiiiiiiiiiiiiicc 32
Sekil 14.Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) elde edilen POD’un optimum ¢alisma
SICAKIIZL ot 32
Sekil 15.Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun farkli sicakliklarda zamanla
SEADTITEST ... 33
Sekill6. Fasulye  (Phaseolus  vulgaris L.) POD’unun  farkli  tuz
konsantrasyonlarindaki aktivitleri..........cccooeriiiiiiiiiiic 34

Sekill7.Fasulye  (Phaseolus wvulgaris L.) POD’unun H0, substrati

konsantrasyonunun sabit olup farkli guaiakol substrati konsantrasyonu ile
elde edilen 1/V=1/[S] rafigi .......cccccevurirreriieie s 35

Sekill18.Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun guaiakol substrat
konsantrasyonunun sabit olup farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile
elde edilen 1/V—1/[S] grafigi .....ccccccevvererieeriiie s 35

vii



TABLOLAR LISTESI

Sayfa
Tablo 1. Lowry metoyla protein tayini .........ccoceeeeieieiiienisiesiseeee e 24
Tablo 2. Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) peroksidaz enziminin saflastirma............ 30
Tablo 3. Inhibitdrlerin POD aktivitesine etkiSi..........cocovvvrvierereieririsssesesseseseseseseseens 36

viii



Simgeler

mlL
uL

Kisaltmalar

BSA
CTAB
E.C.
EDTA
El

ES
ESI
FAO
HRP
PAGE
PER
pl
POD
SDS
TEMED
TUIK

SIMGELER ve KISALTMALAR

Mililitre
Mikrolitre

S1gir serum albiimin
Setiltrimetilamonyum bromiir
Enzim komisyonu

Etilendiamin tetraasetik asit
Enzim inhibitér kompleksi

Enzim substrat kompleksi

Enzim inhibitor substrat kompleksi
Gida ve Tarmm Orgiitii

Yaban turpu peroksidaz
Poliakrilamid jel elektroforezi
Amonyum per siilfat

Izoelektrik nokta

Peroksidaz

Sodyum dodesilstilfat

N,N,N',N'- tetrametil-etilendiamin

Tiirkiye Istatistik Kurumu



1. GIRIS

Peroksidaz enzimi (POD), bitkide en fazla dayaniklili§a sahip ve yaygin olarak bulunan
enzimlerden biridir (Svensson ve digerleri, 1977). Bu enzim fenollerin ve aromatik
halkalarin oksidasyonu ve polimerizasyonu iizerinde rol oynar (Manu ve Rao, 2009).
Bitkilerin yapraklarinda, yaralanan goévdelerde, c¢iceginde ve saplarinda, hiicre
duvarinda, ribozomunda, niikleus ve hiicre membranlarinda bulunan POD bitkisel

kaynaklidir (Hamed ve ark., 1997).

POD, bitkide her yerde bulunsa da, piyasada bulunan POD, yaban turpu koklerinden
tiretilmektedir (Hiner ve ark., 1996). Bununla birlikte, benzer substrat spesifitesi ve
enzimatik aktivite saglayan farkli tiirlerden elde edilen POD' lar alternatif bir POD
kaynagi olabilirler. Bitki POD' larin, termal kararlilik, optimum pH, substrat spesifitesi
bakimindan farkli olabilecek genis bir izoenzim yelpazesine sahip oldugu bilinmektedir
(Maciel ve ark., 2007). Diisiik pH veya yiiksek sicaklik gibi ekstrem kosullarda kararlt
olabilecek farkli tiirlerden POD' un saflastirilmasi ve karakterizasyonu caligsmalarinda
onemli gelismeler kaydedilmistir. Avokado (Rojas-Reyes ve ark., 2014), kirmizi lahana
(Somturk ve ark., 2014) veya piring kepegi (Gautério ve ark., 2015) gibi farkl: tiirlerden

POD saflagtirilmast literatiirde yer almaktadir.

POD, biyosensorler, ELISA kitleri ve diisiik konsantrasyonlarda kromojenik {irtinler
uretme kabiliyeti dahil olmak {lizere ¢esitli uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmasindan 6tiirii dikkat gekmektedir (Regalado ve ark., 2004).

Bu c¢aligmada, maliyeti diisiik, verimi yliksek, biyokimyasal 6zelliklerini kaybetmeden
kolaylikla iiriinlerin elde edildigi (Singh ve Singh, 2003) saflastirma teknikleri
kullanilarak fasulyeden peroksidaz enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Bunun

yaninda fasulye POD’u kinetik ve inhibisyon 6zellikleri de belirlendi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzimler

Protein yapisinda olup biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyokatalizorlere enzim
denir. Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ve protein yapisindaki
biyokatalizorlerdir (Lehninger et al., 2005; Altikatoglu vd, 2009; Voet ve Voet, 2010).
Enzimler canliligin olusumu ve bu canliligin devam etmesi igin gereklidirler. Ayrica in
vivo olmayan aktivitelerinin kaybolmamasi enzimlere olan ilgiyi artirmaktadir. (Karlson
and Telefoncu 1998). Yalnizca canli hiicreler ile enzimler sentezlenebilmektedir.
Sentezlenen enzimlerin bir kismi hiicre igerisinde kalarak islev goriirler. Bu tip
enzimlere ‘intraseliilar’ (hiicre i¢i) enzimler denilir. Bazi enzimler ise hiicre disina
cikarilarak islev goriir. Bu enzimlere de ‘ekstraseliiler’ (hiicre dis1) enzimler denilir
(Lehninger, 2005; Voet ve Voet, 2010). Enzimler solunum, biiyiime, sinir iletimi, kas
kasilmasi, fotosentez, azot baglanmasi ve sindirim gibi bir¢ok sistemin en Onemli

Ogesidir.

Enzimler basit enzimler ve bilesik enzimler olarak ikiye ayrilir. Sadece proteinden
meydana gelen enzimlere basit enzimler denilir. Basit enzimlere sindirim enzimleri
(pepsin, tripsin, kimotripsin, elestaz gibi enzimler) ve iireyi parcalayan iireaz enzimi en

iyi orneklerdir.

Bilesik enzimler ise iki kistmdan olusur. Ik kismini protein olustururken ikinci kismini
vitaminler, mineraller veya metal iyonlar1 olusturabilir. Protein kismina apoenzim,
vitamin kismina koenzim veya prostatik grup, metal iyonlar1 ve mineral kismina ise
enzim kofaktorleri denir. Bilesik enzimlerde enzimin etki ettigi maddeyi protein kismi
belirledigi icin ayr1 olarak gorev yapamazlar. Reaksiyonu gerceklestiren koenzimdir.
Katalitik olarak aktif enzim-kofaktér kompleksine haloenzim denilir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2014).

Aktif merkeze baglanan ve enzimin donilisiime ugrattigi molekiile substrat molekiili
denir. Aktif merkez ylizeyinin yan gruplari substrata baglanan ve bunun kimyasal

transformasyonunu katalizleyen amino asitlerden olugsmustur. Enzimler spesifiktir. Her

2



substrat ya da substrat grubunun spesifik enzimi mevcuttur. Substrat, enzime gore
genellikle kiigiiktiir. Reaksiyon ise aktif merkez denilen enzimin kiiciik bdlgesinde
gergeklesir (Tiiziin, 2005). Yapisi belirlenmis biitiin enzimlerin aktif merkezinin kii¢lik

bir oyuk, cep veya girinti seklinde oldugu goriilmiistiir.

Enzimli reaksiyon hizlarini etkileyen etmenler vardir. Bunlar; substrat konsantrasyonu,
enzim miktari, pH, zaman, sicaklik, iyonik siddet, varsa kofaktdr konsantrasyonu,
inhibitor ve aktivatér konsantrasyonlaridir (Keha ve Kiifrevioglu 2014). Enzimatik
reaksiyonlar1 etkileyen faktdrlerden biri sicakliktir. Normal sartlarda 50-60 °C de
enzimlerin ¢ogu denatiire olur. Sicaklik artmasi ile aktivite belirli yere kadar artar ve
daha sonra diiser. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik

denilir (Daniel ve ark., 2010).

Her enzim i¢in aktivitelerinin en yliksek oldugu pH degerleri vardir. Bu maksimum
degerlerinin iizerinde ve altinda aktivite diiser. Ayrica biitiin enzimlerin pH-aktivite
egrileri farklidir. Enzimin pH-aktivite iliskisine etki eden faktorler vardir. Bu faktorler
sunlardir: (1) Enzimin aktif bolgesinde olan ve substrati baglamada goérevli iyonlasabilir
gruplarin pK’si1, (2) Enzime baglanma olayinda gorevli olan substrat gruplarmin pK’si,
(3) Enzimin biyolojik olarak aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’st (Keha

ve Kiifrevioglu, 2014).
Substratin enzime baglanmasini agiklayan 2 model vardir. Bunlar;
1-Anahtar kilit modeli

Enzim iizerinde 6zel bolge olan aktif bolgeye substrat baglanir ve enzim-substrat

kompleksi olusur.
2-Indiiklenmis uyum modeli

Enzim {iizerindeki aktif bolge substrat icin uygun olsa bile, baglanma esnasinda, hem
enzim konformasyonu hem de substratin sekli biraz degisiklige ugramasi sonucu aktif

kompleks olusur (Bakan, 2007-2008).



Enzimlerin spesifik olmalar1 kimyasal katalizorlerden ayrilan en 6nemli 6zelligidir. Bu
ozelligi ile enzimler belirli reaksiyonlar: katalizlerler. Enzimlerin bu katalizleme giigleri
“Turnover Sayist” ile ifade edilmektedir. Turnover sayist birim zamanda bir mol
enzimin, iriine dondstirdiigi substratin mol sayist olarak tanmimlanir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

In vivo ortamdaki kimyasal reaksiyonlari gerceklestiren enzimlerin aktivitelerini arttirict
sekilde etkileyen bilesiklere aktivator denilir. Genel olarak fazla biiyliik olmayan

bilesikler veya kiiciik iyonlar aktivator gorevi goriirler (Goziikara 1989).
2.1.1. Enzimlerin adlandiriimasi

Birgok enzim, aktivitelerini tanimlayan kelime ya da s6zciik grubuna veya substratlarin
adlarinin sonuna “az” eki getirilerek adlandirilir. Enzimlere yeni siniflandirma sistemine
gore 4 haneli enzim kod (E.C.) numarasi verilerek adlandirma islemi yapilmaktadir. 4
haneli numaranin ilki enzimin hangi alt simifta oldugunu, ikincisi etki ettigi kimyasal
yapiy1, Uclinciisii aliciyl, dordiinciisii enzimin aldig1 sira numarasi olarak belirtilmistir.
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilen ve
Oziimsenen sistematik adlandirmada enzimler alt1 sinifa ayrilir. Bu alt1 biiyilik sinifinda

katalizlenen reaksiyon tipine gore siniflari vardir. Bunlar (Turgut 2009);

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme-indirgenme (elektron transferi) reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transferini katalizleyen

enzimlerdir.
3. Hidrolazlar: Baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini Katalizleyen enzimlerdir.
4. Liyazlar: C-C, C-O ve belli C-N baglarinin yikimini katalizleyen enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal degisikleri (izomerik sekil

olusumu reaksiyonlart) katalizleyen enzimlerdir.



6. Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfatlarin hidrolizi ile birlikte yiiriiyen C ve O, S, N arasi

bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir.

Enzimler kullanim alanlar1 endiistriyel, analitik ve klinik seklinde siniflandirilabilir
(Walsh ve Headon, 1994; Ispirli, 2008; Ké&rlii ve Altay, 2009). Saflik derecesi diisiik
olan kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyokatalizorler endiistriyel enzimlerdir.
Genellikle mikroorganizmalar tarafindan dretilirler. Cevreye dost bir iiretim
gerceklestirme gayesiyle, basta tekstil sektoriinde, her gecen giin sayilar1 artmaktadir.
Proteazlar, amilazlar, glukoz izomerazlar, siikraz, pektinazlar, seliilaz, katalaz vb.
enzimler endistriyel enzimlere Ornektir (Coskun, 2013). Analitik enzimlerin,
endistriyel enzimlere gore saflik dereceleri yiiksektir. Tani kitlerinde ve bilimsel
arastirmalarda  kullamilir. Bu grupta yer alan enzimler ise hekzokinaz,
alkoldehidrogenaz, glukozoksidaz vb. dir. Klinik enzimlerin de saflik dereceleri
yiiksektir. Farkli fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde kullanilir. Proteazlar, lipazlar,

asparaginaz vb. klinik enzimlere 6rnektir (Coskun, 2013).

2.1.2. Enzim Kinetigi

Enzim kinetiginde reaksiyon hizi Olg¢lilmektedir ve farkli reaksiyon sartlarindaki
tepkimelerin hizina bakilmaktadir. Bu sekilde c¢alisilan enzim kinetigi ile enzimin
metabolizmadaki rolii, enzimin katalitik mekanizmasi ve enzim aktivitesinin inhibitor
veya aktivator tarafindan nasil kontrol edebilecegini gosterebilir (Lehninger 2005; Voet

ve Voet 2010).

Enzim reaksiyonlarmin kapsamli kinetik caligmalarini ilk kez 1913 senesinde
Michaelis-Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten Kinetigine gore enzimin
derisimi sabit tutulup substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi belirlenir. Michaelis-
Menten bagintisinda yer alan Vpa maksimum hizi ifade eder. Ky, ise maksimum hizin
yarisina (Vmax) karsilik gelen substrat derisimidir. K, Michaelis-Menten sabitidir. Vmax

ve Kp, enzimin aktivetisini belirleyen enzim sabitleridir (Menten ve Michaelis 1913).



S+tE=—=ES —=E+P

Vimax/2 (hiperbolik)

Vinax [S]
Va=

K + [S]

K

m [S]
Sekil 1. Michaelis—Menten denklemi ve grafigi

Grafigin kinetik oOzelliklerini ifade eden Michaelis—Menten denklemi sekil 1’ de
verilmigtir. Substrat konsantrasyonu diisiik oldugunda [S]<<K, olacagindan [S] ihmal
edilir. Bu ihmal durumunda sekil 1’ deki egrinin baslangic kismi1 v=[S] iliskisini
gosterir. [S]>> Kp, oldugu yiiksek substrat konsantrasyonunda Michaelis—Menten
denklemindeki K, ihmal edilir ve v = Vpax olur. Burada biitiin enzim substrat ile
doymus ve artan [S] ile hiz degismeyen bir sabit maksimum hiza ulagsmistir. Hizin V yax/

2 oldugu durumda da degerleri Michaelis—Menten denklemine yerlestirirsek,

"r'rma.x ""rml’i [S]

2 Km+[S]

[S] = Ky sonucunu elde ederiz ( Keha ve Kiifrevioglu, 2014).

Michaelis-Menten denklemi; hiperbolik egrinin denklemi oldugundan, bu grafikten
yararlanarak bir enzime ait Vmax Ve Kp ’nin deneysel olarak incelenmesi zordur.
Zorlugu ortadan kaldirmak amaciyla dogrusal olan denklemler kullanilmistir. Bu
denklemlerden Lineweaver-Burk denklemi en ¢ok kullanilanidir. Michaelis-Menten
denkleminin tersine ¢evrilip ¢arpanlarina ayrilmasi ile elde edilir (Lineweaver ve Burk
1934).



Sekil 2.Lineweaver-Burk grafigi

1_ Kim | " I
V™ Viax [S] Vmax

2.1.3. Enzimlerin inhibisyonu

Enzimlerin in vivo ve in vitro olarak aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
azalilmasina ya da tamamen yok edilmesine inhibisyon denilir. Inhibisyonu
gerceklestiren bilesiklere inhibitdr denir. Inhibitdrler gogunlukla diisiik molekiil agirlig:
olan iyon ya da bilesiklerdir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonla azalmasi hatta tamamen
yok olmasi biyolojik sistemler i¢in olduk¢a Onemlidir ve kontrol mekanizmasini
olusturur.  Inhibisyon calismalariyla enzim ile gergeklesen reaksiyonlarn
mekanizmalari, aktif merkezde gorevli fonksiyonel gruplar, aktif merkezin yapisi ve
enzimin substrata 6zgiilliigii aciklanabilir. Ilaglarm ve toksik maddelerin etkisi de bu

yontemle incelenebilir (Diizcan, 2010).
Enzimatik inhibisyon iki ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

1. Doniisiimsiiz inhibisyon: Bu inhibisyon tiirii inhibit6riin enzime kovalent baglanmasi
sonucu meydana gelmektedir. Enzimlerin bir ya da daha fazla fonksiyonel grubunun

etkilendigi inhibisyon tiiriidiir. Doniisiimsiiz inhibisyonda K, (enzimin substrata ilgisini
7



belirten sabit) degisime ugramazken V. azalir (Keha ve Kiifrevioglu, 2009; Segel,
1975).

2. Donlistimlii inhibisyon: Doniisiimsiliz inhibisyonun tersidir. Doniisiimlii inhibisyon
enzim ile inhibitoriin etkilestigi denge reaksiyonu olarak tanimlanir. Bu inhibisyon tiirii

3 gruba ayrilir. Bunlar;

- Yarigmali inhibisyon

- Yarigmasiz inhibisyon

- Yar1 yarismali inhibisyon

i. Yarismali (kompetitif) inhibisyon: Doniistimlii inhibisyon gesitleri arasinda en basit
olanidir (Kalin, 2012). Kompetitif inhibisyonda enzimin aktif bdlgesi i¢in inhibitdr ile
substrat yaris halindedir. Inhibitor ile substrat yapisal olarak birbirine g¢ok
benzemektedir. Bu nedenle aktif bolgeye baglanan inhibitor, enzim-substrat
kompleksinin olusumuna izin vermez. Inhibitér enzimin substratina olan ilgisini
azalttig1 icin Kp, degeri biyiir (Segel, 1975; Telefoncu, 1986; Keha ve Kiifrevioglu,
2009). Yarismali inhibisyon sekil 3’ de verilmistir.

Sekil 3. Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun sema halinde gosterimi

(http://publication.letstalkacademy.com/kinetic-analysis) (S: Substrat, I: Inhibitor, P:
Uriin, E: Enzim) (17 May1s 2018)



ii. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Yarigmasiz inhibisyonda inhibitdr ve substrat
ayni anda enzimin farkli bolgelerine baglandigi i¢in inhibitér ve substrat arasinda
yarisma ger¢eklesmez. Enzim {izerinde farkli bolgelere baglanan inhibitor ve substrattan
dolayr iki tiir inaktif kompleks olusur. Bu durumda substratin konsantrasyonu
arttirtlarak inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Enzimin V. degeri azalir, Ky, ise sabit

kalir (Somtiirk, 2013). Nonkompetitif inhibisyon sekil 4’ de verilmistir.

3233
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Sekil 4. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonun sema halinde gosterimi

(http://publication.letstalkacademy.com/kinetic-analysis) (S: Substrat, I: Inhibitor, P:
Uriin, E: Enzim) (17 May1s 2018)

ii1. Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon: Yar1 yarismali inhibisyonda ise inhibitor,
enzime degil, enzim-substrat kompleksine (ES) baglanir. Bu bilgilere bakildiginda
ortamda inhibitor oldugu stirece ES kompleksi uzaklagir ve Kiy’de azalma goriiliir. Bu
ortamda ESI kompleksi de devamli olacagindan V. azalir (Keha ve Kiifrevioglu,

2009). Unkompetitif inhibisyon sekil 5’de verilmistir.



o
>

Sekil 5.Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyonun sema halinde gosterimi

(http://publication.letstalkacademy.com/kinetic-analysis) (S: Substrat, I: Inhibitor, P:
Uriin) (17 May1s 2018)

2.2. Peroksidaz Enzimi (POD)

POD (POD; EC 1.11.1.7), hidrojen atomlarin1 verebilen bilesikler ile bu atomlar1 alic
konumunda bulunan H,O, bilesigi arasinda gerceklesen reaksiyonu katalizler.
Oksidorediiktaz grubundadir (Fodil ve ark. 2012).

Oksitleyici 6zellige sahip olan ve bu nedenle de canli organizmada istenmeyen H,O; ’in
hemen etkisiz hale getirilmesi gerekir. Hiicre igerisinde bu gérev POD ve katalaz
enzimleri tarafindan gergeklestirilir (Halliwell 1984). Peroksizomlarda, katalaz enzimi
hiicrenin diger kisimlarinda ise POD enzimi H,O, ’in miktarin1 diizenlemektedir
(Scandalios ve ark. 1994). H,O, ’i suya indirgeyen POD enzimi substrat olarak
guaiakol, katekol, katesin ve klorogenik asit gibi fenolik bilesikleri yiikseltger (Sekil 6)
(Kampis ve ark. 1984; Robinson ve ark. 1987; Onsa ve ark. 2004).
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DCH,

Gualakol

OGH, OGH,
Tefra Guaiakol

Sekil 6. POD’ un guaiakol substratini kullanarak H,O,’ 1 giderme mekanizmasi

POD' lar her biri farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip olan izoenzimlere sahiptirler. Bu
biyokimyasal 0Ozellikler spesifik aktivite, kofaktor, substrat ilgisi, inhibitorlere
hassasiyet, optimum sicaklik, optimum pH’dir (Fric 1976). Yiiksek bitkilerin ¢ogu POD
izoenzimlerinin birka¢ini igerirler. POD’ un en basta protein kismi sentezlenir. POD,
apoprotein ve hem grubu ile birlesene kadar fonksiyonel olarak aktif degildir (Fric

1976; Van Huystee 1987).

2.2.1. Enzim kokeni

Amino asit siralamasia bakilarak POD’ lar {i¢ gruba ayrilir. I. Grup askorbat POD
(APX), sitokrom ¢ POD (CcP) ve bakteriyel katalaz POD’ lar1 ihtiva eden hiicre igi
POD’ lardir. II. Grup mangan POD, lignin POD (LiP) gibi salgilanan “fungal enzimleri”
icermektedir. Bitki POD’ lar1 da III. grubu olusturmaktadir (Rodriguez-Lopez ve ark.,
1996).

I. grup POD’lar intraseliiler enzimleridir. Bu grup mitokondride bulunur. Coziinebilir
protein olan sitokrom ¢ POD’in1, sitozolde bulunan H,0;’in uzaklastiriimasindan
sorumlu ana enzim askorbat POD’1n1, bakteriyel POD’ larin1 kapsamaktadir (Mittler ve
Zilinskas 1994; Shigeoka ve ark. 2002; Shi ve ark 2008).
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Lignin POD’ lar ve mangan POD’ lar gibi salinan fungal POD’ lar1 II. grupta
bulunurlar. Bu tip POD’lar ligninin yikiminda yer alan monomerik glikoproteinlerdir.
(Heinfling, 1998; Fodil ve ark., 2012; Janusz ve ark., 2013).

III. Grup POD’lar, klasik bitkilerden salgilanan monomerik glikoprotein yapisinda
bulunan POD enzimlerini igerirler. Bu grupta yer alan “horseradish POD” izoenzim C
(HRP), yabani turp (horseradish) koklerinden kolayca izole edilmesi ve kararli olmasi
sebebi ile birgok uygulamada kullanilir. III. grup’un temsilcisi gibi alinan HRP, POD
ailesinin yapi-fonksiyon arasindaki iligkiyle alakali calismalarin ¢ogunda yer almaktadir
(Rodriguez-Lopez ve ark., 1996). Grup III POD enzimleri yaklasik 300 amino asitten
olusmaktadir (Clemente, 2002). Hurma yapraklari1 (Deepa ve Arumughan, 2002), lahana
(McLellan ve Robinson, 1987), bezelye (Halpin ve ark., 1989; Lee ve Klein, 1990),
cilek (Civello ve ark., 1995), arpa (Kristensen ve ark., 1999), brokoli (Thongsook ve
Barrett, 2005), pamuk (Triplett ve Mellon, 1992) gibi birgok bitki, POD igermektedir.

2.2.2. POD’ un fizyolojik rolii

POD enzimleri dogada yaygin halde bulunur ve ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 vardir.
Bunlar; hiicre duvarlarinin lignifikasyonu (Quiroga ve ark., 2000), oksin oksidasyonu
(Gazaryan ve Lagrimini, 1996), organogenezi (Lee ve ark., 2002), fenol oksidasyonu
(Lagrimini, 1991), hiicre duvari proteinlerinin ¢apraz baglanmasi (Schnabelrauch ve
ark., 1996), tuz stres toleransi (Hiraga ve ark., 2001), doku hasari ve patojenik
mikroorganizmalardan gelen enfeksiyonlardan korunma (Sakharov ve ark., 2000; Sat,
2008), boceklere karst savunma (Garcia-Laraa ve ark., 2007), savunma mekanizmalari
(Bartonek-Roxa ve ark., 1991), bitkilerde hormonal faaliyet (Wakamatsu ve Takahama
1993), sebze ve meyvelerin yetisme donemleri boyunca indoleasetik asit miktarinda

ayarlama (Agostini ve ark., 1997) gibi 6nemli fonksiyonlardir.

Ticari olarak POD, oksidanlarin iiretiminde, hava kirliligi kontroliinde (Lee, 2002),
organik bilesiklerin biyoddniistimlerinde, organik bilesiklerin biyotransformasyonu,
fenoller ve aromatik aminler igeren endiistriyel atik sulariin aritilmasinda (Rudrappa ve

ark., 2007), biyo-bozulma isleminde, arastirma ve tibbi teshis i¢in ikincil antikorlarin
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tiretiminde, dimerik alkaloidlerin iiretiminde, bircok dondurulmus meyve kalitesinin

bozulmasinin 6nlenmesinde (Dicko ve ark., 2006) kullanilir.

2.2.3. POD' un substrat spesifikligi

Oksitleyici enzim olan POD enzimi bir¢ok maddenin oksidasyonunu katalize eder
(Sariri ve digerleri, 2006). POD substratlar1 sdyle siralanabilir: (hidrojen vericiler) o-
dianisidin, vanilin, katesin, (Lee ve ark., 2001; Leon ve ark., 2002; Clemente, 2002;
Soysal ve Soylemez, 2005; Dogan ve ark., 2007), katekol (Sakharov ve Ardila, 1999;
Troian1 ve ark., 2003), pirogallol (Soysal ve Soylemez, 2005), guaiakol (Thongsook ve
Barrett, 2005a; Ghamsari ve ark., 2007; Jouili ve ark., 2008; Rudra ve ark., 2008), 2,2-
azino-bis-3 etilbenzotiazol-6-siilfonik asit (ABTS) (Rodrigo ve digerleri, 1996; Rani ve
Abraham, 2006), o-fenilendiamin (Lee ve ark., 2001; Sakharov ve ark., 2002; Leon ve
ark., 2002; Dogan ve ark., 2007), tropolon ve diaminobenzidindir (Ratcliffe ve ark.,
1994). Hidrokinonlar, hidrokinonid aminler, fenoller, 2-kresol, 16komalasit yesili, 2-
toluidin, propiyonil promozin, o-tolidindir (Fortea ve ark. 2011; Fodil ve ark. 2012),
askorbik asit (AA) ve NADH, indol-3-asetik asit (IAA) dir (Rogozhin ve Rogozhin,
2004).

In vitro olarak yaygin kullanilan indirgeyici substrat guaiakolii (o-metoksifenol)
oksitleyen POD’ lara guaiakol POD’ lar denilir. Bunlar hiicre duvari, vakuol, apoplast,
sitozol ve hiicre dis1 ortamlarda bulunurlar, yalniz organellerde yoktur. Bitki bitylimesi
ve gelisimiyle de alakali bircok yerde bulundugu diisiiniilmektedir (Ghamsari ve

digerleri, 2007).

2.3. Kuru Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Ulkemize 17. yiizyillda giren fasulye (Phaseolus vulgaris L.), iilkemizin biiyiik bir

boliimiine iyi uyum saglamis ve genis bir ¢esitlenme gostermistir. Yetistirilen taze ve

kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) iilke mutfaginda 6nemli yere sahip ve sevilerek

tiketilen baklagildir. Yiiksek protein (%18-31,6), B grubu vitaminleri, ¢inko, demir,

potasyum, magnezyum ve lif kaynaginin zengin olmasi beslenmedeki Onemini

arttirmaktadir (Sehirali, 1988; Peksen ve Artik, 2005). Zengin diyet lifi igerdiginden
13



dolay1 son zamanlarda kalp-damar rahatsizliklari, kolon kanseri, Tip-1l diyabet, obesite
ve diger bazi hastaliklar1 Onleyici etkisiyle beslenme uzmanlar1 tarafindan
onerilmektedir (Saylam, 2017). Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) proteinlerin
sindirim oranlar1 % 71-94 arasindadir (Barampama ve Simard, 1994; Perez ve ark.,
1997).

Diinyada kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ekim alani yaklagik 30 milyon ha’ dir.
Toplam iiretim miktar1 ise 26.833.394 milyon tondur (FAO, 2016). Ulkemizde 89.8197
hektar ekim alan1 ve 235.000 ton tiiretimi ile nohut ve mercimekten sonra {i¢lincii sirada

bulunmaktadir (TUIK, 2016).

2.4. Tezin Amaci

POD enzimi, biyosensor ELISA kitleri ve pis kokularinin giderilmesi gibi cesitli
uygulamalarda yaygin kullanim1 nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Regalado ve ark., 2004).
flgili enzimin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi, biyoislemde biyokimyasal &zelliklerini
kaybetmeden iirlinii elde etmek icin Onemli adimlardan biridir. Basarili bir aritma
gereksinimi, minimum maliyetle maksimum verimi elde etmektir. Bu nedenle, maliyeti
azaltmak ve giinliik kullanim olasiligin arttirmak i¢in hizli ve etkili aritma adimlari ilgi

cekicidir (Singh ve ark., 2003).

POD bitkide her yerde bulunsa da, ticari olarak bulunabilen POD, yaban turpu
koklerinden elde edilir (Hiner ve ark., 1996). Bununla birlikte, farkli tiirlerden POD'lar
alternatif bir POD kaynag1 olarak benzer substrat spesifikligini ve enzimatik aktiviteyi
saglayabilir. Ek olarak, bitki peroksidazlarinin, termal stabilite, optimum pH, substrat
spesifikligi acisindan farklilik gosterebilecek genis bir aralikta izoenzimlere sahip
oldugu bilinmektedir (Maciel ve ark., 2007). Diisiik pH veya yiiksek sicaklik gibi agiri
sartlarda kararli olabilen yenilerini bulmak i¢in farkl tiirlerden POD'un saflastirilmasi
ve karakterizasyonu ile 6nemli gelismeler kaydedildi. POD'un bugday (Altin ve ark.,
2016), avokado (Rojas-Reyes ve ark., 2014), kirmiz1 lahana (Somturk ve ark., 2014)
veya piring kepegi (Gautério ve ark., 2015) gibi farkl tiirlerden saflastirilmasi rapor

edilmistir. Ancak, bu amag i¢in kuru fasulye POD arastirilmamastir.
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Mevcut ¢alisma, ucuz bir ekstraksiyon prosediiriiyle POD' un kolayca elde edilebilir
kuru fasulye ile saflastirilmasi ile ilgilidir. Bu calismada, gida endistrisinde ve
biyokimyasal uygulamalarda yararli olabilecek potansiyel yeni bir POD kaynagi
bulmaya yonelik, kuru fasulye POD' un saflagtirilmasini, kinetik ve inhibisyon

ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Na,HPO,
CH3COONa.3H,0
TCA

Sodyum azid
[-merkapto etanol
Tris-HCI

Glisin

PER

Izopropil alkol
Etanol
Akrilamid-bisakrilamid

SDS

CTAB
Metanol
Na,COs
NH4(SO,),
H20;
CeHsNazO;
Sitrik asit
NaCl

CuS0,4.5H,0
EDTA
NaOH
Guaiakol
TEMED
Asetik asit
Tris

Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi

Coommassie Brillant Blue G250

3.1.2. Yararlanilan cihaz ve aletler

Su banyosu
UV-Spektrofotometre kiiveti
pH-metre

Isiticil magnetik karistiric
Vorteks

Dikey elektroforez cihazi
Peristaltik pompa

Hassas terazi

Kar-buz makinesi
Sogutmalr santrifiij
Calkalayici

UV-VIS Spektrofotometre

16

: Memmert WNE 22

: 3 cm® liik kuartz kiivet
: Hanna ph20

: Daihan MSH20A

: Daihan VM-10

: Bio-rad mini protean tetra cell
: Ismatec MCP

: Shimadzu ATX224

: Mayo ZBS100
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3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Fosfat tamponu (0,1 M Na;HPOQO,, pH: 7): 14,2 g Na;HPO, tartildi ve 80 mL saf suda
coziilerek HCI ile pH 7’ye ayarland1. Saf su ile toplam hacim 100 mL’ ye tamamlanarak

¢Ozelti hazirlandi.

Eliisyon ¢ozeltisi (10 mM NayHPO,4 pH: 6,5): 35,5 g Na;HPO;, tartildi. 220 mL saf su
icerisinde ¢oziilereck pH 6’ ya getirildi. Saf su son hacim 250 mL’ ye tamamlanarak

¢Ozelti hazirlandi.

Gradient ¢ozeltisi (1 M NaCl): 14,6 g NaCl alind1 ve hacim 250 mL’ ye yikama

tamponu ile tamamlanarak ¢6zelti hazirlanmis oldu.

45 mM’ lik Guaiakol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 247 pl guaiakol alinarak saf su ile

toplam hacim 50 mL’ ye tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

22,5 mM’ lik H,0; ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 254 uL %30’ luk H,O; alindi. Son hacim

100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

0,1 M’ lik asetat tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100° er mL’ lik ti¢c adet beher
alinarak her birine 1,36 g CH3COONa.3H,0O konuldu ve 80 mL saf suda ¢6ziilmesi
saglandi. pH metre yardimiyla 0,1 M’lik HCI kullanilarak 3,0; 3,5 ve 4,0 olacak sekilde

pH’lar ayarlanarak saf su ile toplam hacim 100 mL’ e tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

0,2 M Tris-0,1 M HCI tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100’er mL’ lik ¢ tane
behere 2,423 g Tris konularak ve 80 mL saf suda ¢oziilmesi saglandi. pH metre ile 0,1
M’lik HCI kullanilarak 8,0; 8,5 ve 9,0 pH’ya ayarlandi. Son hacim 100 mL olacak

sekilde saf su ile tamamlanarak ¢ozelti hazirlandi.
A reaktifi; 0,5 gr CuSO,4.5H,0 1 gr CgHsNazO; 100 mL destile su ile ¢oziildii.
B reaktifi; 20 gr Na,CO3 ve 4 gr NaOH 1 L destile su ile ¢oziildii.

C reaktifi; 50 mL B ¢o6zeltisine 1 mL A ¢ozeltisi eklendi. A ve B reaktiflerinin
hazirlanmasinin ardindan numune sayisi dikkate alinarak C reaktifi hazirlanarak hemen
kullanildi.
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D reaktifi (Phenol —Folin —Ciocalteu reaktifi); Bu reaktif numune sayisina gére her

numuneye 250 pl olacak sekilde hesaplanarak v/v oraninda destile su ile hazirlandi.

Akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 100 mL su igerisinde 0,8 ¢

bisakrilamid ve 30 g akrilamid karisim1 ¢oziilerek hazirlandi.

%10’ luk SDS ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 10 g SDS 90 mL saf suda ¢6ziildii. Son hacim

100 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

1 M’ lik Tris-HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH 6,8): 12,14 g Tris 80 mL su igerisinde
¢oziilerek hazirlandi. 1 M’ lik HCl ile pH 6,8’ ¢ ayarlanarak toplam hacim 100 mL’ ye

tamamlandi.

1 M’ lik Tris-HCI ¢6zeltisinin hazirlanmast (pH 8,8): 12,14 g Tris 80 mL saf su
igerisinde ¢oziilerek hazirland1 ve pH’ s1 8,8 oluncaya dek 1 M HCI’den ilave edilerek

hacim 100 mL’ ye tamamlandi.

1,92 M’lik Glisin, 0,25 M’ lik Tris, %1’ lik SDS (pH 8,3) ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
14,4 g glisin, 3,03 g Tris ve 1 g SDS suda ¢oziiliip toplam hacim 1 litreye tamamlanarak

hazirlandi.

Ayirma jelinin hazirlanmasi; 13,2 mL %30’ luk akrilamid- %0,8’ lik bisakrilamid, 0,4
mL %5’ lik TEMED (N,N,N,N’-tetrametiletilen diamin), 0,6 mL %1’ lik SDS, 15 mL
Tris-HCI (pH 8,8) ve 9,4 mL su ile karigtirilarak ve en son 0,8 mL %1,5” lik amonyum
persiilfat [(NHy)2S20s] bu karigimin iizerine eklendi.

Yigma jelinin hazirlanmasi; %5’lik TEMED’den 0,1 mL, %30 akrilamid-%0,81ik
bisakrilamid’den 1 mL, %0,1’lik SDS’den 0,1 mL, 1 M’ lik Tris-HCI (pH 6,8) den
1,24 mL ve sudan 7,8 mL alinarak karistirildi. En son taze hazirlanmis, %1,5’lik

amonyum persiilfattan 0,2 mL eklendi.

Jeli sabitleme ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %10 TCA, %50 izopropil alkol ve %40 su

karistirilarak ¢ozelti hazirlanmis oldu.

Jeli boyama ¢6zeltisinin hazirlanmasi: %10 asetik asit, %50 metanol ve %40 sudan

olusan karisimda 0,1 g Coomassie Blue R250 ¢oziildii.
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Jeli yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %10 asetik asit, %50 metanol ve %40 su

karistirilarak ¢6zelti hazirlanmis oldu.

3.2. Metot

3.2.1. Fasulye bitkisinin elde edilmesi

Fasulye bitkisi, Erzincan’ da hasat zamanin da toplandi. Kullanilmak iizere +4°C’ de

korundu.

3.2.2. Peroksidaz enziminin saflastirilmasi ¢alismalari

3.2.2.1. Enzim homojenatim1 hazirlanma

S1v1 azot igerisinde dondurulup 6giitiilen fasulyeden 10 g alindi. 50 mL 0,1 M pH’s1 7
olan Na;HPO,; tamponu igerisinde 15 dk manyetik karigtirict ile karigtirildi.
Karistirildiktan sonra siizgeg kagid ile siiziildii. Sogutmal1 santrifiijde yarim saat 8.000
rpm’de santrifiij islemi yapildi. Santriflij isleminden sonra silipernatan kullanilmak {izere

4°C’de sakland.

3.2.2.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Ekstrakti siiziiliip 8.000 rpm’de yarim saat santrifiij yapilan homojenatin siipernatantina
sirasiyla %0-10 %10-20 %20-30 %30-40 %40-50 %50-60 %60-70 %70-80 %80-90
araliklarinda amonyum siilfat eklenerek ¢oktiirme islemi yapildi. Amonyum siilfat

miktarini ise asagida verilen formiil ile hesaplandi.
OpnHay2soa) = 1,77XVX( Sz - S1) /3,54 - S,

V = Siipernatant

S; = mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, = istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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Coktiirme islemi i¢in ham homojenata (NH,4),SO,4 az miktarlarda eklendi. Her aralik igin
amonyum siilfat iyice ¢ozdiiriildii. Cozdiirme islemi yarim saat ile bir buguk saat
arasinda yapildi. Belirlenen doygunluga getirilen siispansiyon 10.000 rpm’ de 1 saat
boyunca santrifiij edildi. Elde edilen ¢Okelek tampon ¢ozeltide ¢oziildii. Her santifiriij
isleminin ardindan ¢Okelekte ve slipernatantta POD aktivitesine bakildi. Tiim islemler
+4 °C’ de yapildi. En yiiksek aktivite gosteren homojenat secilip diyaliz yapildi. Diyaliz
torbas1 0,1 M’ lik fosfat tamponu (pH 7,0) igerisinde 12 saat boyunca bekletildi.

Bekleme islemi+4 °C’ de magnetik karistirici izerinde yapildi.

3.2.2.3. Enzimin iyon-degisim kromatografisi ile saflastirilmasi

Saflastirma islemi CM-Sefadeks A50 iyon degisim kromatografisinde gergeklestirildi.
Bu yontemde katyon degistirici olan CM-Sefadeks A50 iyon degisim materyali ilk 6nce
sisirilme islemine tabi tutuldu. Bu gayeyle 100-120 mL yatak hacmi elde edebilmek
icin 4 g jel 100 mL destile suya aktarilarak termostatli su banyosunda 90 °C’de 5 saat
bekletilerek sisirildi. Sisgirilmis jel 0,5 N 100 mL soguk NaOH i¢inde 1 saat
bekletildikten sonra 0,5 N HCI ile nétralize edildi. Jel materyalinin havas1 alinip kolona
paketlendikten sonra 100 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengeleme islemi yapildi.
Peristaltik pompa ile kolonun akis hiz1 15 mL/saat olarak ayarlandi. Kolon igerisindeki
tampon seviyesi jel diizeyine indirildi. Enzim ¢o6zeltisi diyaliz isleminin ardindan
otomatik pipet ile kolona yiiklendi. Yiikleme isleminden sonra 100 mM fosfat tamponu
(pH 7,0) ile yikama yapildi. Yikama isleminde alttan alinan eliiatlar ile istten ilave
edilen yikama tamponunun pH’ lar1 ayn1 olana kadar yikamaya devam edildi. Yikama
isleminin stiresini 280 nm’deki absorbans degerleri belirledi. Yikama tamamlandiktan
sonra eliisyon i¢in gradient mikserin kolona bagli olan ve bir mekanik karistirici ile
karistirilan haznesine 250 mL 100 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ve bu hazneye agilan
diger hazneye ise 100 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile hazirlanmis 250 mL 1 M NaCl
dolduruldu ve artan iyonik siddetle lineer gradient eliisyon islemine baslandi. Enzimin
sicak nedeni ile aktivite kaybina ugramamasi i¢in hem alinan eliiatlar ve hem de
gradient mikserinde bulunan ellisyon tamponunun etrafi buz ile kapatilarak ortamin
soguk olmasi saglandi. Kolon akis hizi 15 mL/saat’e ayarlanarak 3 mL’ lik hacimler

halinde tiiplere alinan eliiatlarin 280 nm’ de absorbansina ve 470 nm’ de guaiakol
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substratt ile aktivitesine bakildi. POD aktivitesi olan tiipler birlestirildi ve tiip
numarasina karsilik-Aktivite/Absorbans grafigi ¢izildi. Lowry metoduna gore kantitatif
protein tayini ve enzim aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi ve

saflastirma oranlar1 belirlendi.

3.2.2.4. Enzimin jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilmasi

Kolonun Hazirlanmasi ve Dengelenmesi: Beherde tampon ve saf su igine alinarak,
90°C’de su banyosunda 4-5 saat veya oda sicakliginda 1 gece bekletilerek polimer
materyal olan sephadex-G-25 sisirilmesi saglandi. Sisirilme isleminin ardindan su trompu
kullanilarak vakumla materyal igerisindeki hava uzaklastirildi. Daha sonra dengeleme
tamponuyla dolu kolona polimer materyali hava kabarcigi olusmayacak sekilde
aktarildi. Kolonun akis hizi yaklasik 15- 20 mL/saat seklinde ayarlanarak ayni tamponla
dengeleme islemi yapildi. Alttan alinan tamponla iistten ilave edilen tamponun pH’s1 ile
280 nm’de absorbans degerleri araliklarla dlciilerek kolon dengelendi. Olgiilen degerler

ayni oluncaya kadar devam edildi.

Numune Uygulanmasi ve Ellisyon: Numune uygulamadan once jel lizerindeki tampon
¢ozeltisi jel diizeyine indirildi. Numune tatbiki igin %10 luk gliserinli enzim
¢ozeltisinden 2 mL kolona tatbik edildi. Enzim ¢6zeltisinin jel tarafindan emdirildikten
sonra iizerine birka¢ mL eliisyon tamponu ilave edilerek tekrar jele emdirildi. Ust kismi

eliisyon tamponuyla doldurulan kolondan 3 er mL"’ lik eliiatlar tiiplerde toplandi.

Degerlendirme: Toplanan eliiatlarin tek tek veya 2-3 tiipte bir 280 nm’ de kore karst
absorbanslar1 okundu. Kor olarak eliisyon tamponu kullanildi. Enzim saflastiriimasi
yapilacagi i¢in 280 nm’ de absorbans gosteren tiiplerin her birinde aktivite dlgiimleri
yapildi. 280 nm’deki absorbans degerleri sifir oluna kadar eliisyon alma islemine devam
edildi. Alinan absorbans degerleri ve enzim aktivite degerleri tiip sayisina kars1 grafigi
cizildi. Kromatografi isleminin ardindan enzim aktivitesi olan tiipler birlestirildi ve
SDS-PAGE ile saflik kontrolii ve molekiil tayini igin +4 °C’de muhafaza edildi. Kolona
tatbik edilen numune ve birlestirilen enzim ¢6zeltileri i¢in Lowry metodu ile kantitatif
protein tayini ve aktivite tayinleri yapildiktan sonra spesifik aktiviteleri belirlenerek

saflagtirma oranlar1 saptandi.

21



3.2.2.5. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

Jel filtrasyon kromatografi sonucu enzimin saflik kontrolii icin SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi. Bu islem igin elektroforez plakalari, alkol ve suyla yikandi. Cam
plakalar birbiri {izerine konularak ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina
yerlestirildi. Hazirlanan ayirma jeli enjektor ile plakalar arasina eklendi. Ayirma jelinin
hava almadan plakalara eklenmesine 6zen gosterildi. Jel yiizeyinde piiriizsiizligi
saglamak i¢in bir miktar etil alkol ilave edildi. Jelin {ist yiizeyine jel katilastiktan sonra
yigma jeli eklendi. Yigma jeline tarak yerlestirdikten sonra taragin iizeri nemli siizgec
kagidi ile kapatildi. Bir gece bekledikten sonra taraklar ¢ikarildi ve plakalar elektroforez
tankina yerlestirildi. Bosluklar isaretlenerek ve jelin {istii 6nce saf su, sonra da yiiriitme
tamponu ile yikand1. Yiiriitme tamponu elektroforez tankina konuldu. Numunelere 50 pl
beta merkapto etanol bulunan karisimdan 50 pL enzim 6rneginden alindi ve eppendorf
tiip igerisinde karistirildi. Numuneler 100 °C* de 3 dk kaynatilip sogutulduktan sonra
elektroforeze enjektor yardimu ile yerlestirildi. Tankin kapagi kapatildi, (-) kablo (katot)
ve (+) kablo (Anot) baglandi. Sisteme 80 voltluk akim yarim saat boyunca verildi.
Numunenin ayirma jeline ge¢mesi ile de akim 150 volta ¢ikarildi. 4-5 saat oda
kosullarinda isleme devam edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
alindi. Sonra kullanilabilir amaciyla yiriitme tamponu saklandi. Jel sabitlestirme
cozeltisinde 30 dakika bekletildi. Bu islemden sonra 6zel kabina alan jele iizeri
ortillecek sekilde boyama ¢ozeltisi eklendi ve 2 saat calkalayici lizerinde bekletildi.
Daha sonra 2 saat yikama ¢ozeltisinde bekletildi. Jeller ¢ozeltiden protein bantlari
belirginlestikten sonra ¢ikarilarak %30’ luk etil alkol igerisine konuldu. Fotograflari
cekildi.

3.2.2.6. Kantitatif protein miktar tayini

Lowry metodu kullanilarak saflastirma basamaklarindan elde edilen enzim
cozeltilerindeki protein miktarlarinin kantitatif tayini yapildi. Bu metotta bakir iyonu
(Cu*?) alkali ortamda proteinlerdeki peptit baglariyla birleserek kompleks olusturur ve
Cu*'’e indirgenir. indirgenmis bakir da proteinlerin yan zincirinde bulunan Cys, Trp ve

Tyr aminoasitleriyle Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna sebep olur.
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Rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Renk siddeti 700 nm’de

spektrofotometrik olarak Sl¢iiliir ( Lowry 1951).

Lowry (Folin Fenol Metodu) metodunun diger protein tayin yontemlerinden tstiinligii
kisa siirede uygulanabilir olmasi, ¢ozelti ortaminda protein-boya kompleksinin uzun

stire dayanikli olmasi, bozucu faktorlerin az olmasidir. ( Lowry 1951).

Protein miktarlarin1 belirlemek icin BSA (Sigir serum alblimin) ile standart grafik
hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri sekil 7°de

gosterilen standart grafikten elde edilen denklemde yerine konularak hesaplandi (r*:

0,9978).

Absorbans(zoo) = 0,308 x Protein (ug)

1 -
T 08 -
c
B 06 -
c 04 - y = 0,308x
3 R?=0,9978
S 02
<
O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

BSA (mg/mL)

Sekil 7. Lowry metodu ile kantitatif protein tayininde kullanilan standart protein grafigi

Lowry metodu ile protein miktarim1 tayin etmek icin asagidaki tabloda yer alan
oranlarda reaktifler ve numunenin saflastirma basamaklarindan elde edilen c¢ozeltiler
kullanilarak reaksiyon karisimi olusturuldu. Karisimlar vortekslenerek 10 dakika inkiibe
edildi. Absorbanslar 700 nm’de kaydedildi. Standart protein olan BSA’dan 2 mg/mL
kullanildu.
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Tablo 1. Lowry metoyla protein tayini

Lowry Metodu Kor tiipii Numune tiipi
Numune(pL) - 10

Distile su(pL) 500 490

C reaktifi(ul) 2500 2500

D reaktifi (uL) 250 250

Tiipler vortekslenerek, oda 1sisinda 20-30 dakika inkiibe edildi. 700 nm’ de numune ve

standartin absorbansi kore karsi okundu.

3.2.3. POD’un karakterizasyon ¢alismalari

3.2.3.1. Optimum pH belirlenmesi

Optimum pH c¢aligmasi i¢in pH 3.0” den 9.0’ a kadar 1 M’ lik fosfat ile yedi farkli pH
ortami1 hazirlanarak calisildi. Taze hazirlanan tamponlarla spektrofotometre ile aktivite
Olctimii yapildi. Aktivite dlgtimleri i¢in numune kiivetine 50 pL bitki numunesi, 950 pL
tampon ¢o6zelti (farkli pH’larda), 1 mL H,O,, 1 mL guaiakol konuldu. Diger kiivete ise
1 mL tampon ¢ozelti (farkli pH’larda), 1 mL H,0,, 1 mL guaiakol konuldu. Sonuglar
grafik ile verildi.

3.2.3.2. Enzimin optimum sicaklik degerinin arastirilmasi

Sicakligin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi 10-60 °C araliginda calisildi. Istenilen
sicakliklar su banyosunda hazirlandi. Kiivete 1 mL H,0,, 1 mL guaiacol ve 950 pL
fosfat tamponu koyuldu. Ayarlanan sicaklikta 5 dk bekletildikten sonra 50 pL
homojenat ilavesi ile 470 nm de tetraguaiakoliin aktivitesi 6l¢iildii. Bu islem her sicaklik

i¢in tekrarlandi.

3.2.3.3. Enzimin stabil oldugu pH’nin arastirilmasi

Bu ¢alismada iki farkli pH’da (8,0-9,0) Tris/HCI tamponu ile iki farkli pH’da (5,0-7,0)
fosfat tamponu ile ve ii¢ farkli pH’da (3,0-4.5) asetat tamponuyla calisildi. Belirtilen
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pH’larda 500 pL tampon ¢dzelti igerisine 250 uL enzim ¢ozeltisi eklendi ve 4 °C’de
bekletildi. Aktivite dlglimleri igin numune kiivetine 50 puL (250 pL enzim ve 500 uL
tampon ¢ozeltiden olusan karisimdan alinacak) bitki numunesi, 950 pL tampon ¢ozelti,
1 mL H,0;, 1 mL guaiakol konuldu. Diger kiivete ise 1 mL tampon ¢6zelti, 1 mL H,0,,
1 mL guaiakol konuldu. flk aktivite dl¢iimiinden sonra her 48 saatte bir 240 saat

boyunca aktivite 6lgiimii yapildi ve enzim i¢in stabil pH belirlendi.

3.2.3.4. POD’ un termal stabilizasyonunun belirlenmesi

Sicakhigin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini belirlemek igin 30-60 °C araliginda
calisildi. Eppendorf tiipe 300 ul enzim konuldu ve 30 °C de olan su banyosunda 10 dk
da bir eppendorf tiipte bulunan 50 pl enzimden alinip 950 uL tampon ¢o6zelti, 1 mL

H,0O,, 1 mL guaiakol bulunan numune kiivetine hizlica ilave edildi ve aktivitesi 6l¢giildii.

3.2.3.5. POD’ un optimum tuz konsantrasyonunun arastirilmasi

POD’ un optimum tuz konsantrasyonu i¢in optimum pH’da Na,HPO, ¢ozeltisi 0,025
M’den 0.5 M’e kadar yedi farkli konsantrasyonda hazirlandi. Kor kiivet; 1 mL 45 mM’
lik Guaiakol, 1 mL 22,5 mM’ lik H,O, ve 1 mL farkli konsantrasyonda hazirlanan
NapHPO, ¢ozeltisinden olusurken numune kiiveti; ImL 45 mM’ lik Guaiakol, 950 pL
farkli konsantrasyonda hazirlanmis NaaHPOy4, 1 mL 22,5 mM’ lik H,0;, ve 50 uL
ornekten olugmaktadir. Enzim aktivitesi lizerine farkli tuz konsantrasyonlarinin etkisi

470 nm’de olgiilerek bulundu.

3.2.4. POD’ un kinetik ¢alismasi

3.2.4.1. POD’ un Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi

45 mM’ lik guaiakol ve 22,5 mM’ lik H,O; ile peroksidaz enziminin Kp ve Vpmax

degerleri igin calismalar yapildi. ilk dnce POD ile H,O, substratinin konsantrasyonlari

sabit tutularak, guaiakol substrat1 10-20-40-45-50-60 mM konsantrasyon araliginda iken

aktivite ol¢iimleri yapildi ve 1/V nin 1/S kars1 grafikleri ¢izildi. Daha sonra peroksidaz

enzimi ile guaiakol sabit tutularak H,O, i¢in 10-20-40-50-60 mM konsantrasyon
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araliklarinda aktive Olgiimleri yapildi ve 1/Vnin 1/S grafikler ¢izildi. Grafiklerde ki

denklemden yararlanilarak her bir substrat igin Vmax ve Km degerleri belirlendi.
3.2.4.2. POD’ un inhibisyon etkisinin belirlenmesi

Bu c¢alisma i¢in CTAB, sodyum azid, sitrik asit ve EDTA kimyasallar1 kullanildu.
Inhibitér eklenmeden ekstrenin aktivitesi Olciildii. Inhibitdrlerin 0-30 mM arasinda
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan farkli konsantrasyonlarda POD enziminin aktivitesine
bakildi. Inhibitdr eklenmis ekstrenin aktivitesi ham ekstrenin aktivitesine béliiniip yiiz

ile ¢carpildi.

Inhibitor eldenmis ekstrenin aktivitesi

Ham elcstrenin aldtnvitesi

%o Inhibisyon =

* 100

Calismanin sonunda maksimum inhibisyon degeri, inhibitoriin en yiiksek aktivite

gosterdigi nokta olarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. POD’ un Saflastirilmasi1 Calismalar: Sonuclari

4.1.1. Peroksidaz enziminin amonyum siilfat ile coktiirme ve diyaliz saflastirma

sonuclari

Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) izole edilen POD’un siray1 takip ederek %0-10,
%10-20, %20-30, %3040, %40-50, %50-60, %60—70 araliklarinda amonyum siilfat
doygunlugu belirlendi. Araliklarda olusan ¢okelek 2 mL 0,1 M’ lik fosfat tamponu ile
¢ozildi. Cozilme islemi enzimin homojenat tamponu olan 0,1 M’ lik fosfat
tamponunda gerceklestirildi. Ayr1 ayr1 ¢okelek ve siipernatantlarda enzim aktivitesine
bakilarak ¢okme araligi belirlendi. POD’un biiyiik bir kisminin ¢oktiigii basamak % 50-
60 olarak belirlendi ( sekil 8).

—&- ZSipernatan - Cékelek
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1.2
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o——o—=8
o 10 20 30 40 S0 g0 JO 80
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=

Sekil 8. Artan tuz konsantrastrayonu ile siipernatan ve ¢okelekteki POD aktivitesinin
degisimi
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Diyaliz isleminin ardindan saflagtirma basamaklarinin her birinde enzim ¢ozeltisindeki

protein miktar1 (Lowry metoduna gore) ve enzimin aktivitesi belirlendi.

4.1.2. POD’un iyon degisim kromotografisi ile saflagtirilmasi sonuclari

POD’ un CM-Sefadeks ile saflastirmasi sirasinda eliiatlardaki protein kontroliine 280
nm’de bakildi. 470 nm absorbans Olgiimii ile POD aktivitesine bakildi. Elde edilen
sonuglar grafik haline getirildi (sekil 9). Aktivitenin en yiiksek oldugu 18, 19 ve 20
fraksiyonlarin1 kapsayan tiipler birlestirildi. Birlestirilen tiiplerden 1 mL protein tayini, 8

mL jel filtrasyon kromotografisi i¢in ayrildu.

A Enzim Aktivite (470 nm) o Absorbans (280 nm)

~ 18 - 0,35
2 1681 - 0.3

e 14 =
3 - 025 &
=12 A &
E 1 - - 02 &
£ a
[ w
£ 08 0,15 &
= 1 2
g 0o 01 g
g 04 - ﬁ
m 02 005 =

. 220 1
0 5 10 15 20 25

Fraksivon Numaras

Sekil 9. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun iyon degisim kromotografisi ile
saflastirmas1 sonucu her bir fraksiyonda, enzim aktiviteleri ve 280 nm’deki
absorbanslar1

4.1.3. Enzimin Sefadeks jel filtrasyon kromatografisi ile ilgili caliyma sonuglari

Iyon degisim kromatografisinde birlestirilen eluatlar jel filtrasyon kolonuna yiikleme
yapildi. Bu islem sonucunda fraksiyonlarin 470 nm’ de aktivite ve 280 nm’ de
absorbans olgiimleri yapildi (sekil 10). Olgiimlere 470 nm’de absorbansin olmadig
durumda son verildi. En yiiksek aktivitenin oldugu tiip (12. tiip) SDS-PAGE islemi i¢in

saklandi.
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Sekil 10. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun jel filtrasyon kolonu ile
saflastirilmast sonucu her bir fraksiyonda, enzim aktiviteleri ve 280 nm’deki
absorbanslari

4.1.4. Enzimin poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlenmesi ile ilgili calisma

sonuc¢lar

POD’un saf olup olmadigini kontrol etmek ve molekiil agirlik tespiti igin yapilan SDS-
PAGE c¢alismasinda jelde tek protein bandi gozlemlendi (sekil 11). Fasulyeden
(Phaseolus vulgaris L.) elde edilen POD’mn molkiil agirliginin yaklasik 45 kDa oldugu
bulundu.
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Sekil 11. POD’ un SDS-PAGE islemi sonucu goriintiisii
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4.1.5. Peroksidaz enzimi saflastirma basamaklari

Narker (5 pl)
POD (45 kDa)

Fasulyeden saflastirilan POD’un saflastirma katlar1 tablo 2’de gosterilmistir. Bu tabloya

gore POD, dort tane safalastirma basamagindan sonra 0,86 kat saflastirildi. Bu degerin

diisiik olmasinin sebebi; son basamaga kadar elde edilen protein miktarinin ¢ok diistik

olmasidir. Sekil 9’da goriildigii gibi POD’un geldigi tiiplerde protein miktar1 ¢ok

dustiktiir.

Tablo 2. Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) peroksidaz enziminin saflastirma

basamaklari
Toplam enzim Toplam Spesifik Saflastirma
Saflastirma basamaklari aktivitesi Protein Aktivite (katlar )
(EU/mL.min) (mg) (EU/mg)
Homojenat 0.897 0.0305 2.64 1.0
g.\' Ha)2504 ¢Oktiirmesi ve 0.715 0.0159 4.04 1.53
iyaliz
Iyon degisim kromatografisi 0.318 0.0098 2.89 1.09
Sephadex-G-25 0.043 0.0017 2.26 0.86
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4.2. POD’un karakterizayonu calismalari sonug¢lari
4.2.1. POD’un optimum pH calismasi sonug¢lari

POD’un optimum pH’ sin1 tespit etmek amaciyla on ti¢ farkli pH da aktivite ¢alisildi
(sekil 12). POD’un aktivitesi pH 3,5’ta 0,127 iken pH 4’de 0,972 olarak belirlendi.
Optimum pH degeri 2,809 aktivite ile 5.0 oldugu belirlendi. 8-9 pH’da aktivitenin
olmadig sekil 12°de de goriilmektedir.

Optimum pH

- [
— th r3
1 1 1 1

Enzim Altivites: (470 nm)

o
o

o

0 2 4 6 8 10
pH
Sekil 12. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun farkli pH’lardaki aktivitesi

4.2.2. POD’un stabil pH ¢alismasi sonuclari

POD, pH 3’den 9’a kadar ii¢ farkli tamponlarda on yedi giin siiresince +4 °C’de
bekletildi. Periyodik araliklarla her giin aktivite 6lglimleri yapildi (sekil 13). 10. giinden
sonra pH 4’de aktivite yok denecek kadar az, pH 6-7’de ise aktivitenin olmadigi
gbzlemlendi. Grafikden de goriilebilecegi gibi POD aktivitesi, pH 5.0° de 10. giine
kadar stabil olmakla beraber, daha sonraki giinlerde kademeli olarak diistiigi

gozlemlendi.
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Sekil 13. Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) elde edilen POD’un farkli pH’lardaki
zamanla stabilitesi

4.2.3. POD’un optimum sicaklik ¢alisma sonuc¢lari

Optimum sicaklik ¢alismasi igin 10-60 °C araliklari kullanildi (sekil 14). 10°C de
aktivitenin 1,004 40 °C de ise 0,309 oldugu belirlendi. Optimum sicaklik degeri 30°C’de
1,504 olarak belirlendi (sekil 14). 50 ve 60 °C’ de ise aktivitenin olmadig gézlemlendi.

Optimum Sicakhk

[ T o I e | [ A Y
oW =T0E o ®
L 1 | 1 1 L |

Enzim Alktivites: (470 ni)

o
o
L

o

T T T T _.
0 10 20 30 40 50 60
°C
Sekil 14. Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.)elde edilen POD’un optimum ¢aligma

sicakligi
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4.2.4. POD igin termal stabilizasyon calisma sonuclari

POD’un termal stabilzasyon ¢alismasi i¢in 30-40 °C araliginda farkli sicakliklarda on
dakikada bir 1 saat boyunca dlglimler ile tespit edildi. Sonuglar sekil 15° de gosterildigi
gibi POD’un 30 °C’de termal stabilizasyonu oldugunu ortaya cikardu.

Termal Stahilizasyvon

1.8 -@- 30°C
1.6
1 ,4 =i A0°C
1.2

1
0.8
0.6
04
0,2

0

Enzim Altivites: (470 nm)

0 10 20 30 40 50 60

Zaman(dlk.)

Sekil 15. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun farkli sicakliklarda zamanla
stabilitesi

4.2.5. POD optimum tuz konsantrasyonu sonuclari

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun optimum tuz konsantrasyonunu tespit etmek
icin 0,025 -1 mM araliklarinda farkli on iki Na,HPO, konsantrasyonda galismalar
gerceklestirildi. Olgiimlerin sonunda uygun optimum tuz konsantrasyonu 0,3 mM olarak
belirlendi (sekil 16). Grafikten de anlasildigi iizere tuz konsantrasyonunun etkisi pek

olmamustir.
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Sekil 16. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun farkli tuz konsantrasyonlarindaki

aktivitleri

4.3. POD Kinetik 6zelliklerinin sonuglari
4.3.1. POD K, Ve Vmax degerlerinin sonuglar

POD’un Vpax Ve Kp degerleri igin, H,O,” in konsantrasyonunun sabit tutuldugu ve farkl
guaiakol konsantrasyonunun arttildigi daha sonra da guaiakol konsantrasyonunun sabit
olup H,0; konsantrasyonunun arttiritlmasiyla 6lgiimler gercekletirildi. Sonuglar sekil 17
ve 18 deki gibi grafik olarak verildi. Substratlarin her biri i¢in grafiklerden bulunan
denklemler araciligi ile Ky ve Vmax degerleri bulundu. Guaiakoliin ve H,0,’ in K,
degerleri sirasi ile 0,0154 mM ve 0,065 mM iken Vpax degerleri 0,064 EU/mL.dak ve
0,043 EU/mL.dak olarak belirlendi.
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Sekil 17. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun H,0; substrati konsantrasyonunun
sabit olup farkli guaiakol substrati konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S]

grafigi

Hz0

1

y = 183,08 + 11,199
R== 10,9929

01 0 0,1 0.2
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Sekil 18. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun guaiakol substrat

konsantrasyonunun sabit olup farkli H,O, substrati konsantrasyonu ile elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi
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4.3.2. Cesitli kimyasallarin POD aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi

CTAB, sitrik asit, sodyum azid ve EDTA inhibitorlerinin farkli konsantrasyonlari
hazirlandi. Inhibisyon etkisinin 5 mM konsantrasyonda ve % 99 inhibisyon ile sodyum
azid oldugu belirlendi. Farkli inhibitorlerin POD aktivitesine etkileri Tablo 3' de

gosterilmektedir.

Tablo 3. inhibitorlerin POD aktivitesine etkisi

[nhibitor Konsantrasyon (mM) % Inhibisyon
Sitrik asit 5 81
EDTA 20 90
CTAB 20 91
Sodyum azid 5 99
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5. TARTISMA ve SONUC

Cok cesitli biyokimyasal reaksiyonu katalize etme yetenegi nedeniyle POD, endiistride
degerli bir enzimdir. Farkli 6zelliklere sahip POD kaynaklarinin kesfi, gelecekteki
uygulamalar i¢in yeni kaynaklar saglamak ac¢isindan onemlidir. Bu ¢alismada, yeni bir
POD, kuru fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) saflagtirllmis ve optimum Kkatalitik ve
kinetik aktiviteleri arastirilmistir. Enzim Ozelliklerinin karsilastirilmas: literatiirde
bildirilenlere benzerdi. Burada saglanan bilgiler, POD'un farkli bir kaynaktan

saflagtirilmasi ve POD'un kullanildigi uygulamalar igin yararli olabilir.

1960’1 yillardan bu yana POD enzimini farkli kaynaklardan saflastirma g¢alismalari
yapilmistir (Singh ve Singh, 2002). POD’1n saflastirildig1 bitkilerden bazilar1 sunlardir;
karaldhana (Giil¢in ve Yildirim 2005), brokoli (Tipawan ve Barrett, 2005;K06ksal ve
Giil¢in, 2008), bamya (Yemenicioglu 1998), tiitiin (Gazaryan ve Lagrimini 1996), arpa
(Kristensen ve 1999), lahana (McLellan ve Robinson 1987), pamuk (Triplett ve Mellon
1992), biiriiksel lahanast (McLellan ve Robinson 1987), portakal (Clemente 1998), cay
yapraklar1 (Kvaratskhelia ve 1997), tatli patates yumrular1 (Leon ve ark., 2002), havug
(Nair ve Showalter 1996), domates (Jen ve ark., 1980; Signoret ve Crouzet 1982), kakao
¢ekirdegi (Sakharov ve Ardila, 1999), kavun (Rodriguez ve ark., 2000), kivi meyvesi
(Fang ve ark., 2008), kirmizibiber (Serrano Martinez ve ark. 2008), nane yapraklari
(Shalini ve ark., 2008), bahar lahanasi1 (Belcarz ve ark., 2008), yaban turpu (Veitch,
2004; Sariri ve ark., 2006), aycicegi kokleri (Jouili ve ark., 2008).

Bu ¢alismamizin saflastirma kisminda amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim ve jel
filtrasyon kromatografilerini, enzimin saflik kontroliinde ve molekiil kiitlesinin
tayininde de SDS-PAGE yontemini kullandik.

Saflagtirma isleminin ilk asamasinda, POD'un ham ekstresi % 20 ile % 70 doygunlukta
amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiistiir. Her bir aralikta ekstrakte amonyum siilfat ilave
edildikten sonra, numune santrifiije tabi tutuldu ve pelet, fosfat tamponu igerisinde
¢oziildii. POD aktiviteleri siipernatant ve ¢okelekte olgiildii. ik fraksiyonun
stipernatantinda 6nemli Ol¢iide daha yiiksek POD aktivitesi tespit edildi. % 50 ila% 60

doygunluk araliginda ¢okelme, pelet i¢inde POD aktivitesinde énemli bir artigsa neden
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olmustur. Bu nedenle, daha fazla saflastirma adimlar i¢in % 50-60 amonyum siilfat

doygunluk aralig1 se¢ilmistir.

Literatiirde, amonyum siilfat ¢okelmesi, ilgi konusu proteinin kismen saflastirilmasi igin
hala yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ornegin, POD'un bayir turpundan (Mohamed
ve ark., 2011), lahana yapraklarindan (Pandit ve ark., 2013) veya Tiirk kara turpundan
(Sisecioglu ve ark., 2010) saflastirilmasi igin amonyum siilfat doygunlugu
kullanilmistir. Amonyum siilfat yerine asetonun kullanildig: baska c¢alismalar da vardir

(Duarte-Vazquez ve ark., 2007).

Numuneyi iyon degisim kromatografisine yiiklemeden Once, tuzu uzaklastirmak i¢in
numune diyaliz edilmistir. Jel filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’un aktivitesi, Sisecioglu ve arkadaglarinin yapmis
oldugu calismayla spektrofotometrik bi¢cimde tayin edildi. Bu ¢alisma, H,O; tarafindan
guaiakol substratinin yiikseltgenmesi ve sonugta olusan renkli bilesik tetra guaiakoliin
470 nm’de absorbans artig1 temeline dayanmaktadir (Sisecioglu ve ark., 2010). Bu
metodun esas alinmasinin sebebi guaiakol POD’un en iyi substrati oldugu igin ve
guaiakoliin molar ekstinksiyon katsayis1 bilindigi i¢indir (€470nm=5000 M cm™).
Enzim aktivite Ol¢lim sonuglar1 1 enzim {nitesi, 20 °C’de 1 dakikada 1 pmol

guaiakol’lin yiikseltgenmesini katalizleyen enzim miktar1 olarak verildi.

Ikinci saflastirma asamasi, katyon degisim kromatografisidir. Analizden sonra,
kromatografi, bir araya topland: ve jel filtrasyon kromatografisine yiiklemek icin en
yiiksek POD aktivitesi gosteren 18, 19 ve 20 fraksiyonlar birlestirildi. Sekil 9’daki
eliisyon profili, enzimin negatif yiiklii ylizeyde tutulmasina izin veren bir net katyonik
yiike sahip oldugunu gosterdi. Iyon degisim kromatografisi, yiiklii yiizey ile farkli POD
izoformlarini incelemek icin dzellikle yararlidir. Ornegin, iyon degisim kromatografisi
kullanilarak, bugday kepegi (Manu ve ark., 2009), Tartary bugday: ¢ekimleri (Daisuke
ve ark., 2013) ve Copaifera langsdorffii L. (Maciel ve ark., 2007) POD’lar i¢in sadece
bir tepe noktasi oldugu, brokoli saplarmin (Thongsook ve ark., 2005) tepe noktasi ile 3

POD izoenzimi igerdigi gosterilmistir.

Uciincii saflastirma asamas jel kromatografisini icerir. Bu adimda, enzimin basarili bir

sekilde elde edildigini gosteren tek bir tepe elde edilmistir. Bu ¢alismada sunulan ayni
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teknikleri kullanarak, jel filtrasyon kromatografisi sonrasi sarimsak POD ve hiinnap
meyvesi POD 25.256 U / mg ve 804.9 U / mg spesifik aktiviteleri bulunmustur (Osuji
ve ark., 2014). Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD enzimi spesifik aktivitesi 2.26
EU/mg olarak bulunmustur ve sarimsak, hiinnap meyvesi POD enzim spesifik

aktivitelerine gore ¢ok diistiktiir.

Jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim kromatografisiden elde edilen fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) eliiatlarinin 280 nm’deki absorbans degerleri Glgiilerek kalitatif
olarak protein tayini yapildi. Yontem, protein yapisinda bulunan amino asitlerin (tirozin,
triptofan ve fenilalanin) 280 nm’deki UV 1smlarmi absorblamalart temeline
dayanmaktadir (Segel, 1975).

SDS-PAGE metoduyla POD’un molekiil agirlig: ile 45 kDa olarak bulundu. Farkl bitki
kaynaklarindan izole edilen POD’ 1n molekiil kiitleleri; palmiye agaci yapraklarinda 48
kDa (Deepa ve Arumughan, 2002), palmiye agacinda 51 kDa (Sakharov ve ark., 2001),
karayip bitkisinde 43.11 kDa (Pandey ve ark., 2012), tatli patates koklerinde 37 kDa
(Signoret ve Crouzet, 1982), at turpunda 37 kDa (Laver ve ark., 2010), domateste 43
kDa (Jen ve ark., 1980; Signoret ve Crouzet, 1982), vanilya ¢ekirdeginde 46,5 kDa
(Marquez ve digerleri, 2008), kirmiz1 pancarda 45 kDa (Rudrappa ve ark., 2007),
karalahanada 95 kDa (Dicko ve ark., 2006), zeytinde 44kDa (Tzika ve ark., 2009),
hurma yapraklarinda 55 kDa (Deepa ve Arumughan, 2002), brussel filiz POD ig¢in 26-
48 kDa (Forsyth ve Robinson, 1998), fistik POD igin 42 kDa (Chibbar ve Huystee,
1984), turp igin 40-46 kDa (Paul ve Stigbrand, 1970), ¢ilek POD igin 56 kDa (Civello
ve digerleri, 1995), yesil kuskonmaz POD'u i¢in 34 kDa (Wang ve Luh, 1983) olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinden elde edilen

POD’ un molekiil agirlig1 kirmizi pancar POD’ 1ile aynidir.

Karakterizasyon c¢alismalar1 yapilan fasulye (Phaseolus vulgaris L.) POD’unun
optimum pH, stabil pH, optimum sicaklik, termal stabilizasyon ve optimum iyonik

siddet degerleri bulundu.

Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) saf olarak elde edilen POD farkli pH’lardaki
spektrofotometrik 6lgiimleri sonucunda optimum pH degeri 5.0 olarak belirlendi. Asidik

salgam POD’ unun optimum pH' s1 ABTS (H verici) ile 5 ile 5.5 arasinda oldugu
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bulunmustur (Duarte-Vazquez ve ark.2000). Cilek POD i¢in optimum pH degeri 6
(Civello ve digerleri, 1995), patates filizi ve yumrulari icin sirasiyla 4-4.5° tir
(Boucoiran ve ark., 2000). Domates suyundaki POD izoenziminin, H vericisi olarak
guaiakol ile optimum 5.5 pH’ya sahip oldugu bulunmustur (Jen ve digerleri, 1980).
Ispanak yapragindaki POD’un optimum pH degeri 5.2 ve karnabahardakinin 5
(Koksal ve ark. 2007), zeytin POD’unun pH degeri 7.0 (Saraiva ve arkadaglart 2007)
oldugu bulunmustur. Vanilya POD’un optimum pH’s1 3.8 olarak bulunmustur (Marquez
ve ark., 2008). Fisttk POD’ nin optimum pH s1 4.0'tiir (Ravindra ve Van-Huystee, 1984;
Mdluli, 2005). Brokoli bitkisinin POD izoenzimleri nétr ve asidik optimum pH
degerleri igin sirastyla 6.0 ve 4.0 degerleri bulunmustur (Thongsook ve Barrett, 2005a).
Bu degerler fasulye POD’ nin salgam, 1spanak yapragi, karnabahar POD’ 1nin optimum
pH degerleri ile uyum gosterdigi goriilmektedir.

POD’un stabil pH’sin1 belirlemek i¢in yapilan calismada pH 5.0 degerinde kararh
oldugu belirlendi. Yonelik yapilan ¢alismada enzimin kararli oldugu pH degeri 5.0
olarak belirlendi. +4 °C’de onuncu giinde azalan aktivitesinde artis goriilmiistii.
Aktivitenin artma nedeni stabil pH calismasi sirasinda +4 °C’de bekletilen enzim
coOzeltisinde enzimin reaktive oldugu diisiiniilmektedir. Disiik sicakliklarda aktivite
artist daha once kislik bitkilerdeki katalaz ve peroksidaz enzimlerinde goriilmiistiir

(Giilgin and Yildirim 2005).

POD’ un optimum sicakligi 30 °C bulundu. Farkli kaynaklardaki POD enzimleri, farkli
optimum sicaklik degerlerine sahiptirler ve genellikle 25-40 °C araliginda
degismektedirler. Mesela optimum sicaklik degeri tiziim POD i¢in 40 °C (Sciancalepore
ve ark., 1985), vanilya POD’ 1 i¢in 16 °C (Marquez ve ark., 2008), ¢ilek POD i¢in 30 °C
(Civello ve ark., 1995), aygicegi POD igin ise 40 °C (Jouili ve ark., 2008), lahana POD
icin 40 °C (Belcarz ve arkadaglart 2008), zeytin POD’ u 34,7 °C’dir (Saraiva ve
arkadaglar1 2007). Cilek POD’ unun 30 °C (Civello ve ark., 1995) bulunan optimum
sicaklik degeri fasulye POD’ u ile benzer sonu¢ gostermektedir. Fasulyeden (Phaseolus

vulgaris L.) elde edilen POD’ un termal stabilizasyonu 30 °C olarak belirlendi.

Fasulyeden (Phaseolus vulgaris L.) elde edilen POD’un aktivitesinin en yiiksek oldugu

tuz konsantrasyonunun 0,3 M oldugu bulundu. Onceki ¢alismalar, yiiksek
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konsantrasyonda NaCl'nin (2,5 M), Jatropha curcasindan POD aktivitesinde % 44'liik
bir artisa yol agtigini gostermistir (Cai ve ark., 2012). Benzer sekilde Leucaena
leucocephala yapraklarindan elde edilen POD'un 3M NaCl konsantrasyonlarinda
optimum iyonik giice sahip oldugu bildirilmistir (Pandey ve ark., 2011).

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin H,0, ve
guaiakol substratlari i¢in K, degerleri Linweaver- Burk grafiginden bulundu (Sekil 5).
Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’ den saflastirilan POD’ un 25 °C ve pH 5.0 de guaiakol
substrat1 i¢in Ky, degeri 0.0154 mM olarak bulundu. H,O; substrati i¢in Ky, degeri ise
0.065 mM olarak bulundu. Farkli kaynaklardaki POD' un farkli kinetigi vardir. Havug
POD' un Ky, degerleri, pirogallol i¢in 0.34 mM, o0-dianisidin i¢in 7.7x10° mM ve
guaiakol icin 1.4 mM oldugu belirtilmistir (Soysal ve Sdylemez, 2005). Vanilya
fasulyesi peroksidazinin, guaiakol i¢in Kp degeri 3.8 mM oldugu belirtilmistir
(Marquez ve ark., 2008). Zeytin POD' un H,0; ve fenol i¢in Ky, degerleri sirasiyla 41,0
ve 0,53 mM olarak bulunmustur (Saraiva ve ark., 2007). Lahana POD' un Kinetik
calismalar1 o-dianisidin (0,357 ve 0,286 mM) ve ABTS (0,0377 ve 0,0625 mM)’ e ait
Km degerleri, guaiacol (6,41 ve 13,89 mM)’den daha diisiik oldugunu goéstermistir
(Belcarz ve arkadaslar1 2008). Marul POD' un H,O, ve ABTS igin K, degerileri 1,77
mM olarak bulunmustur (Mdluli, 2005). Hurma yaprag: yagindan elde edilen POD' un
guaiakol, ABTS ve pirogallol i¢in sirasiyla Kn, degerleri 3,96 - 1 - 0,84 mM olarak
belirlenmistir (Deepa ve ark., 2002). Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’ den saflagtirilan
POD’ un guaiakol ve H;0; igin Vi degerleri sirasiyla 0,064 EU/mL.dak ve 0,043
EU/mL.dak olarak belirlendi. Uziim POD' unun Kp Ve Vpmax degerleri ABTS igin
strastyla 0,79 mM ve 1,20 mM/dk, H,0, i¢in bu degerler sirastyla 0,4 mM ve 0,93 mM /
dk olarak tespit edilmistir (Fortea ve ark., 2009). Kirmizi tatli biber POD igin Vpax Ve
Kn parametreleri hem ABTS hem de H;0; igin sirasiyla 0,495 ve 1,32 mM olarak
bulunmustur (Serrano Martinez ve ark., 2008). Yapilan diger caligmalara bakilarak
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinden elde edilen POD’in H,0O, ve guaiakol
substratlari i¢in Ky, degerleri diisiik oldugu ve Vmax degerlerinin ise tiziim ve kirmizi tath

bibere yakin oldugu, bu caligmada gostermistir.

Inhibitérler, POD’un katalizledigi reaksiyonlarm oranlarimi  farkli  bigimde

etkileyebilirler. Azid iyonlari, floriir, siyaniir ve heme demirinin altinct koordinasyon
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pozisyonunda kararlt komplekslerin olugsmasiyla POD' nun katalitik aktivitesini inhibe
ederek H,0O, ile reaksiyon onlenmektedir. Bir ¢ok organik bilesik ara oksitler ile
reaksiyonunda POD’u inhibe etmektedir (Vallee ve Ulmer, 1972). Calismada kullanilan
sitrik asit, EDTA, CTAB ve sodyum azid inhibitorleri igerisinde POD’un
aktivitesindeki % 99 gergeklestiren 5 mM sodyum azid olarak belirlendi.
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