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OZET

GIRESUN YORESINDE YETIiSEN FINDIK MANTARINDAN
(Lactarius pyragalus) KATALAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

AHISKALI, Ahmet
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Bahar SOKMEN
OCAK 2017, 76 sayfa

Katalaz, kararli ve giiclii bir yiikseltgen olan hidrojen peroksitin su ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyerek parcalanmasni saglar. Katalaz enzimi
sadece hidrojen peroksiti katalizleyerek parcalanmasini saglamakla (detoksifiye
etmekle) kalmaz aynm1 zamanda da fenolleri, formik asit, formaldehit ve alkolleri
iceren toksik etkili bilesikleri okside etmede gorev alir ve yine substrat olarak
hidrojen peroksidi kullanir. Katalaz enzimi, agartici, oksitleyici veya sterilizasyon
amagh kullanilan hidrojen peroksidin uzaklastirilmasinda, hidrojen peroksit veya
glukoz biyosensdrlerinin  analitiksel amaglarla Olgiilmesinde olduk¢a yaygin

kullanilan bir enzimdir.

Bu ¢alismada, Giresun Ili ve cevresinde yetisen Findik Mantar1 (Lactarius

pyragalus)’ndankatalaz enzimi ilk defa saflagtirildi ve kinetik 6zellikleri incelendi.

Optimum pH ve sicaklik degerleri, pH ve sicaklik stabiliteleri, optimum
reaksiyon siiresi, optimum reaksiyon siliresinin tayini, uygun enzim ve substrat
konsantrasyonu belirlendi. Findik mantarindan saflagtirilan katalazin optimum

pH’sinin 8,0, optimum sicakliginin 20°C oldugu bulundu.

SDS-PAGE elektroforezi sonucunda saflastirilan enzimin molekiil agirliginin

12 kDa oldugu bulundu.



Lactarius pyragaluskatalaz enziminin optimum pH ve sicaklikta hidrojen
peroksit (H202) substrati igin Km Ve Vmax degerleri Linewear-Burk yontemi ile
bulunmustur. Km ve Vmax degerleri siarasiyla 0,310 mM ve 62,112 U olarak

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Findik Mantart (Lactarius Pyragalus), Enzim, Katalaz,

Saflagtirma, Karakterizasyon.



ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CATALASE ENZYME
FROM FIERY MILKCAP MUSHROOMS (Lactarius pyragalus) GROWING
IN GIRESUN REGION

AHISKALI, Ahmet
University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, Master Seminar
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bahar SOKMEN
JANUARY 2017, 76 pages

In this seminar, it has mentionedfrom the enzyme catalase, usage areas of

catalase and assay methods of catalase activity.

Catalase allows hydrogen peroxide, a stable and strong oxidizing agent, to be
broken down by catalyzing the conversion of water and molecular oxygen. The
catalase enzyme not only catalyses the catalytic degradation of hydrogen peroxide
(detoxification), but also toxic compounds containing phenols, formic acid,
formaldehyde and alcohols act as an oxidizing agent and also use hydrogen peroxide
as a substrate. Catalase is an enzyme widely used in hydrogen peroxide or glucose
biosensors for analytical purposes in the removal of hydrogen peroxide used for

bleaching, oxidizing or sterilizing purposes.

In this study, the catalase enzyme was first purified from hazelnut fungus
(Lactarius pyragalus) grown in and around Giresun province and its Kinetic

properties were investigated.

Optimum pH and temperature values, pH and temperature stability, optimum
reaction time, optimum reaction time specification, appropriate enzyme and substrate
concentration were determined. The optimum pH of catalase purified from bovine

mushroom was found to be 8,0 and the optimum temperature to be 20 °C.



The Km and Vmax values for the hydrogen peroxide (H20>) substrate at the
optimum pH and temperature of Lactarius pyragalus catalase enzyme were
determined by Linewear-Burk method. The Ky and Vmax values were found to be
0.310 mM and 62.112 U.

The purified enzyme, which showed SDS-PAGE, had a molecular weight of
12 kDa.

In this thesis, the catalase enzyme, the uses of catalase enzyme and the

methods of catalase activity determination are mentioned.

Keywords: Fiery milkcap Mushroom (Lactarius pyragalus), Ezyme, Catalase,

purification, Characterization.



TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim sirasinda, tez c¢alismalarimin yiirlitilmesi ve
degerlendirilmesinde yardim ve destegini hi¢ esirgemeyen danisman Hocam Sayin

Dog. Dr. Bahar SOKMEN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel caligmalar sirasinda yardimlarindan dolayr yiiksek lisans

arkadaslarim Betiil YILMAZOGLU ve Burgak SARI’ ya tesekkiirlerimi sunarim.

Bu calismam boyunca hi¢ sikilmadan cihaz ve bilgi ihtiyaclarim konusunda
deneyim ve yardimlarmi esirgemeyen degerli arkadasim Kimyager Ridvan ILGUN’e

tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarimda yardimei olan degerli Hocam Yrd.Dog¢.Dr. Tamer

AKKAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Findik mantarmin teshisini yapan Karadeniz Teknik Universitesi Fatih Egitim
Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim Dali Ogretim Uyelerinden Saym Prof. Dr.
Ertugrul SESLI’ye tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen ve
bugiinlere gelmemi saglayan sevgili annem Hiillya AHISKALI’ya en igten

duygularimla tesekkiirlerimi sunarim.

Ve zor giinlerimde hep yanimda olan bu calismam siiresince de manevi
desteklerini esirgemeyen sevgili nisanlim Aycan BOZALIOGLU’na sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

OZET o I
ABSTRACT ..ot Il
TESEKKUR ..ottt e, \Y;
ICINDEKILER ..ot Vi
TABLOLAR DIZINT ... IX
SEKILLER DIZINT ... X
RESIMLER DIZINI ....ooiiiiiiiiiiiiii e XI
SEMBOLLER DIZINT .....ooiiiiiiiiiiiiiiiii e, XII
Lo GHRIS oottt ettt 1
1.1. Enzimin Tanimi ve Yapis1 Hakkinda Genel Bilgiler ......................... 3
VR 23V 4 110 L R 1 o) ) E PR )
1.3. Katalaz Enziminin Tanimi ve Genel Ozellikleri ................ccccceeeeun... 6
1.3.1. Katalaz Cift Fonksiyonlu Bir Enzim midir? ............................ 9
1.3.2. Katalazin Katalitik Mitkemmelligi ......................o. 9
1.3.3. Katalaz Neye BeNZEr 7 .ovoereeieeeie e 9

1.4. Katalazin Reaksiyon Mekanizmast ............c.cooeviiiiiiiiiiininniniinenn, 12
1.5. Biyokimyasal Antioksidan Olarak Katalaz ......................cooeovninnn, 12
1.6. Katalaz Aktivite Olglim Yontemleri .............cooovveviniiiiiiiinaiiinnn, 13
1.6.1. UV-Spektrofotometrik Yontem ..............cooviiiiiiiiiiiiinnn. 13
1.6.2. Titrimetrik YONtem ........oouvueiniiiiii e 14
1.6.3. Diger Tayin YONtemlert ........o.ooevevniniiiiiiiiniiiiineenen, 14

1.7. Katalaz Enziminin Bulundugu Bitki, Mikrooganizma ve Organeller .....15
1.8. Katalaz Enziminin Kullanim Alanlart ................c..oo 16
1.8.1. H2O2’nin uzaklastirilmas: amaciyla kullanimi ....................... 17
1.8.2. Katalazin gesitli enzimler ile birlikte kullanimi ....................... 18
1.8.3. Katalazin analitik amac¢hi kullanimi ................................... 19

1.9. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgiler ....................c.ooiiiiis. 19

1.9.1. Findik Mantar1 (Lactarius Pyragalus) ve Ozellikleri ..................21
1.9.2. Findik Mantan (Lactarius Pyragalus)’ nin Morfolojik

OZEIIKIETT . .ovvv e 22
1.9.3. Findik Mantarinin Yetistigi Bolgeler ............oocoeiiiiniiinn 24

\



1.10. Calismani Amaci ve Pratik Onemi ..................cooocoviiiiiiinnn. . 24

1.10.1. Mantarlar ve Insan Saglig1 ..............ooiiiiiiiiiiiiin, 25
1.11. Katalaz Enziminin Saflastirilmast ile Ilgili Onceki Calismalar ......... 25
1.12. Ilgili Literatiir Is181 Altinda Projenin Yeri ............covvviiviiniininnnan, 28
2. MATERYAL VE METOD ... 31
2.1 MAteryal ..o 31
2.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar ..................oocoiiiiiiiiin.n. 31
2.1.2. Deneyde Kullanilan Kimyasal Malzemeler ......................... 31
2.2. MEEOA ... 32
2.2.1. Findik Mantar1 Ham Ekstresinin Hazirlanmasi ...........c.cceeeenee. 32
2.2.2. Findik Mantar1 (Lactarius Pyragalus) Ham Ekstresinde

2.2.3.

2.24.

2.2.5.
2.2.6.

2.2.7.
2.2.8.

2.2.9.

Katalaz1 Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun

SAPLANINAST .. 32
Findik Mantarinin Ham Ekstresinde Katalazin %60 Amonyum
Siilfat Konsantrasyonunda Coktiiriilmesi ve Dializ Islemi ........ 33
Dietilaminoetil (DEAE)-Seliiloz Kolon Kromatografisi ........... 34
2.2.4.1. DEAE-Seliilozun Hazirlanmasi ........c.cccceooveiiieinennnnne 34
2.2.4.2. DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi .........c.ccccceevenene. 34
Protein MiKtar TaYini .........ccceeveiieiicccecce e 34
Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini .........ccccveiviiniiiiiennn, 35
2.2.6.1. Deneyin Yapilisl ....cocveiiiiiieniciiceeeneeeee e 35
2.2.6.2. Bovin Serum Albumini Standart Egri Grafiginin
CiziIImeST ..o 35
E2s0/E260 YOntemi ile Protein Miktar Tayini .........c.ccoceevreniennen, 36
Katalaz Aktivitesinin Tayini ............ccccccoiviiiinininieieneennn. 37
2.2.8.1. Sigma Yontemine Gore Aktivite Tayini ....................37
2.2.8.2. Deneyin YapiliSl ...c.cocvriiiieiiiieiieesieee e 37
Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ... 38
2.2.9.1. Kullanilan Cozeltiler ..............ccoooiiiiiiiiiiiiinnns 38
2.2.9.2. Jellerin Hazirlanmast .............c.cooviiiiiiiiiinenn.n. 38
2.2.9.3. SDS - PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii .............. 39

VI



2.2.10. Findik Mantarindan Elde Edilen Katalazin Enzim Aktivitesine

Gore Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi ........................... 40
2.2.10.1. Katalaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisinin
INCEIENMEST ....eiivieii e, 40
2.2.10.2. Katalaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisinin
Incelenmesi ...............ccccovvieeiiiiiiieee e 40
2.2.10.3. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi.. ............... 41
2.2.10.4. Katalaz Aktivitesi Uzerine Substrat
Konsantrasyonunun Etkisinin Incelenmesi ............. 41

2.2.10.5. Enzim Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine

EtKIST ..o 41
2.2.10.6. Substrat Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine
EEKIST e 41
3. BULGULAR et 43
3.1. Findik Mantarindan Katalazin Saflagtirilmasi...........ccccevvviviiieeiiiiennnnen, 43
3.1.1. Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonu...........c.cccoeevvrivrinennn, 43
3.1.2. DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi ............cccuevervriveniveiininennnn, 43
3.1.3. SDS-PAGE Elektroforezi ..........covoiiiieiiiiiiiiiiiiiian, 44
3.1.4. Katalaz Aktivitesine pH nin EtKisi.......c.cocooeviiiiiiiiiiiiicin, 45
3.1.5. Katalaz Aktivitesine Sicakligin EtKisi.........ccoooviiiiiiiiiiiiiinnnn, 46
3.1.6. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmast ..........ccccccevviiiiiinninnnnne 47
3.1.7. Katalaz Enziminin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunma................47
3.1.8. Enzim Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi .............. 48
3.1.9. Substrat Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi ............49
4. TARTISMA VE SONUQ ......ocooiiiiiiiiiiiieii e 50
5. KAYNAKLAR ...ttt bbbttt 53
OZGECMIS ...ttt 62

Vil



TABLOLAR DiZiNi

TABLO

1.1. Hiicre Igi Antioksidanlar ................oooiiiiiiii i, 3
1.2. Membran Antioksidanlar ... ..., 3
1.3. Katalaz Aktivite Olglim YOntemleri . .....c..ouvnenin e, 15
1.4. Karadeniz Bolgesinde Yetisen Findik Mantari (L. pyragalus) Tiiriine ait Bazi

2.1.

3.1.

Kimyasal Ozellikler ve Standart Hatalart ...................cocoveeeiniiiiineeinnn, 22
E2g0/E260 Warburg Y ontemi ile Protein Miktar Tayininde Kullanilan Faktor
TabloSU ..., 36

Findik Mantar1 Katalazinin Saflagtirma Basamaklart ................................ 44



SEKILLER DIiZiNi

SEKIL
1.1, ENzim Substrat THSKIST ... ..uvninee e 4
1.2. Enzim ile Enzim Olmadan Gergeklesen Ornek Reaksiyon Profili .................. 6
1.3. Katalazin Prostetik Grubu hem b ve hem d’nin Yapisi ............c.covvviiinnnnn. 10
1.4. Katalazda hem’in 3 Boyutlu GOsterilisi ...........oviuivieiniiiiiiiiiieiieeaee 11
1.5. Escherichia coli Katalazinin X-1s1n1 Kristalografisi ile Aydinlatilmis 3 Boyutlu
753 11
1.6. Katalazin Etki Mekanizmast ..o 12
3.1. Findik Mantar1 Ham Ekstresinin %60 Amonyum Siilfat Fraksiyonunun DEAE-
Seliiloz Klon Kromotografisi Eliisyon Grafigi .............ccooiviiiiiiiiiinnnnn. 43
3.2. SDS-PAGE Jel EleKtroforezi ..........cocoeiiiiiiniiiiiii 45
3.3. Katalaz Aktivitesi Uzerine pH nin EtKisi ..............ccocuiiiiiiiiiiiiiiineeeeii, 46
3.4. Katalaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin BtKisi ..............cccoeevniiinieiieiinainnn, 46
3.5. Zamanin Katalaz Aktivitesine Etkisi .............coooiiiiiiiiiiiiiiiii, 47
3.6. Katalazin Km V& Vimax Degerleri ........o.oooviiiiiiiiii e 48
3.7. Enzim Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi ........................... 48
3.8. Substrat Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi ........................... 49



RESIMLER DiZiNi

RESIM

1.1. Findik Mantar1 (L. pyragalus)

XI



ATP
BPN
BSA
BLC
CAT
Da
DNA
Km
akb
mL

nm

PN

3PG
SOD
Vmax
NADPH

SEMBOLLER DiZiNi

: Adenozin trifosfat

: Bozundurulmus Peroksinitrit
: S181r serum albumini

: S18ir karaciger katalazi

: Katalaz

: Dalton

: Deoksiriboniikleik asit

: Vmax'1n yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonu
: Atomik Kiitle Birimi

> Mililitre

: Mikrolitre

: Nanometre

: Peroksinitrit

. 3-fosfogliserat

: Siiperoksit dismutaz

: Maksimum hiz

: Nikotinamid adenin diniikleotit

Xl



1. GIRIS

Canlilarda olusan biitiin fizyolojik olaylar; hormon, enzim ve iz elementleri
gibi farkli ajanlar tarafindan yonetilen indirgenme ve oksidasyon reaksiyonlarinin
kompleks kombinasyonlarint igerir. Canlilarda bulunan redoks dengesindeki
herhangi bir degisiklik, hiicrelerin ve dolayisiyla dokularin fonksiyonlariin
bozulmasina sebep olur ve bu durum zamanla Oliimle sonuglanabilir. Degisik
oksidasyon reaksiyonlarin1 diizenleyen ve dokularda dogal bir sekilde bulunan
antioksidan bilesikler, uzun Omiirlii determinantlarin potansiyel bir sinifi olarak
degerlendirilmektedir. ~ Antioksidan  bilesiklerde veya antioksidan telafi
(kompensator) diizenlerde bulunan bazi komponentlerin endojen sentezindeki
herhangi bir yetersizlik, farkli hastaliklar1 meydana getirebilir. Hiicrelerde ¢ok sayida
koruma ve savunma mekanizmalari bulunur. Organizmalarin kendilerini oksijen
metabolizmasinin toksik etkilerine karsi korumalar1 igin bu savunma mekanizmalari
gereklidir. Bu nedenle biyolojik sistemlerde antioksidan savunma mekanizmasinin
arastirilmasi ile ilgili ¢alismalar son zamanlarda bilim diinyasinda 6nemli yer almaya
baglamistir. Gliniimiizde en ¢ok arastirilan biyolojik proseslerden biri olan yaslanma

dahil, bir¢ok hastaligin oksidatif hasardan kaynaklandig tespit edilmistir (1-3).

Serbest radikaller hiicre i¢i reaksiyonlar1 zedeleyen ve toksik etki gosteren
bilesenlerdir. Genellikle toksit etki gostermek tlizere hedefleri somatik hiicreler veya
bagisiklik sistemidir. Dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
icerdikleri i¢in, bu elektronlarin1 paylasabilmek adina diger molekiiller ile hizli bir

sekilde reaksiyona girerler (1-3).

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin hem de toksik maddelerin
etkileri sonucu yan iiriin olarak olusabilirler. Ornegin radyasyon, sigara dumant,
egzoz gazlari, deodorantlar, kimyasal maddeler, insektisit ve peptisit olarak bilinen
bocek oldiiriiciiler serbest radikal olusumuna sebep olmaktadir (1-3). Ozellikle
oksijen kokenli radikaller insan hayatinda c¢ok ciddi sikintilar olusturmaktadir.
Canlilarda olusan ilk ve oksijen kokenli olan temel radikal siiperoksit radikalidir.
Stiperoksit radikali; ¢ok iyi indirgen ve zayif yiikseltgen ozellik gostermektedir.

Hiicresel reaksiyonlar sonucu mitokondri, kloroplast ve periksizomlarda hizli bir



sekilde olugsmaktadir. Ayrica indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu
da siiperoksit radikalleri olagabilmektedir.

Cu2+0, —» Cu*?+ 0y~

Yapisinda eslesmemis elektron igermediginden radikalik ozellik tagimayan ancak

canli metabolizmasinda oldukga zararli olan bir diger madde de hidrojen peroksittir.

O2+2e+2H —» H20

Oy +e+2H —— H0»

Hidrojen peroksit; demir, bakir gibi iyonlarin varliginda hidroksil radikali

olusumuna neden oldugundan dolay oksitleyici 6zellik tasimaktadir.

Fe*2 + H,0, —» Fe*® + OH + OH-

Canli metabolizmasinda oldukga tehlikeli olan ve uyarilmis su molekiiliiniin

hemolitik yikimu ile olusan hidroksil radikali son derece reaktif bir radikaldir.

2H,O —» H,O +e + H0

Hidrojen peroksitin iki elektron indirgenmesi ile su, tek elektron indirgenmesi

ile ise hidroksil radikali olusur (1-3).

Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan proteinleri parcalayarak hiicre
yapisina zarar Veren; hiicre ¢ogalmasini ve biiylimesini saglayan niikleik asit’in
(DNA’nin) yapisint  bozan bilesikler olduklar1 igin noétralize edilmeleri
gerekmektedir. Reaktif oksijen yapilarinin meydana gelmesini engellemek veya
meydana gelen radikallerin canli biyokimyasal hiicrelere etki ederek zarar vermesini
onlemek amaci ile viicutta bircok savunma sistemi (mekanizmasi) gelismistir.
Antioksidan yapilarina karsi viicutta meydana gelen bu savunma sistemlerine
antioksidan savunma sistemleri denir (4,5). Antioksidanlar, endojen ve eksojen

kaynakli olmak iizere iki ana grupta toplanirlar.



Endojen kaynakli antioksidanlar: Enzim olanlar katalaz, dismutaz, glutatiyon

peroksidaz; Enzim olmayanlar albumin, E vitamini, p-karoten... vb (6,7).

Eksojen kaynakli antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH
oksidaz inhibitorleri (6,7).

Tablo 1.1. Hiicre i¢i antioksidanlar (6,7).

Superoksit Dismutaz

Stiperoksit radikalinin katalitik olarak uzaklastiriimasi
(Cu, Zn, Mn)

Katalaz H>0O2’nin uzaklastirilmasinda

Glutatyon Peroksidaz | H202’nin ve lipid hidroperoksitlerinin uzaklastiriimasinda

Tablo 1.2. Membran antioksidanlar (6,7).

Vitamin E Yagda erir, zincir kirici antioksidandir. Plazmadaki lipoprotein

lipitlerini de korur.

B-Karoten Yagda erir, radikal temizleyicisidir. Singlet oksijeni ortadan
kaldirir.
Koenzim-Q Temel rolii enerji metabolizmasindadir. Rediikte durumda

antioksidan olarak gorev yapabilir.

En 6nemli antioksidan enzimler:
1. Siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniistiiren siiperoksit dismutaz
2. Organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
3. Hidrojen peroksiti suya indirgeyen katalaz (CAT)’dur.

1.1. Enzimin Tanim ve Yapis1 Hakkinda Genel Bilgiler

Enzimler, canli hiicrelerde meydana gelen ve organzimalardaki biitiin

reaksiyonlarin normal sartlarda meydana gelmesine neden olan protein yapisindaki




biyokimyasal katalizorlerdir (8). Bu biyokimyasal katalizorler reaksiyon sirasinda
fiziksel degisiklikler gecirseler de reaksiyon tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal
hallerine geri donebilmektedirler. Katalitik riboniikleikasit (RNA) molekiilleri
(ribozimler) ile katalizlenen bazi reaksiyonlar bilinmekle birlikte enzimlerin hemen

hemen tiimii protein yapisindaki katalizorlerdir (9).

Enzimler, mol kiitlesi 10%*-10° akb arasinda degisiklik gosteren biiyiik
molekiillerdir (10). Enzimler reaksiyon hizimi pozitif yonde artiran ¢ok etkili ve
spesifik katalizorlerdir. Enzimle katalize edilmis reaksiyonlar enzimle katalize
edilmemis reaksiyonlardan 103-10'" defa daha hizli cereyan eder (11). Canlh
organizmalar i¢in bu biiyiikliikteki reaksiyon hiz artislari, canli hiicrelerde var olan
normal sartlar altinda bile, tepkimelere uygun hizlarda gerceklesmesine firsat
verdikleri i¢in 6nemlidir (Ornegin; yaklasik olarak 35°C sicaklikta ve notral pH’da)
(12). Biyokimyasal reaksiyonlarda organizma i¢in gerekli molekiillerin yeterli bir
hizla sentezlenesi enzimlerin bu derece etkin katalizor olmasi ile miimkiindiir.
Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH ve canlilarin viicut sicakligi gibi normal
sartlarda meydana gelirler. Enzimler etki ettikleri maddeler olan substratlar1 igin
oldukga spesifiktirler. Bazi enzimler ayni biyolojik yapida bir grup substrata etki
ederken bazilar1 da tek molekil tirii tizerine etki ederler. Birgok enzim
stereospesifite gosterir. Enzimler reaksiyon esnasinda fiziksel degisiklikler gegirseler

de reaksiyon tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal hallerine geri donerler (13).

Enzim tarafindan degisiklige ugratilan maddelere ‘’substrat’’ denir (14).

Substrat ] ) )
Enzim aktivasyonu gerceklesir,

e

{ Altif bolge ﬁ

A
=

= =

Substrat enzimin alktif Enzim/Substrat Enzim ayri kalr
balgesine badlanir kompleksi olugur aran alusur

Sekil 1.1. Enzim Substrat Iliskisi



Enzimler, birgok gidanin yapisinda ¢ok az bulunmalarina ragmen gidalarda
¢ok Onemli biyokimyasal gorevler {istlenirler. Enzimler, gidalarin dogal
biyokimyasal yapilarini degistirebilir ve bazi 6rneklerde bu degisikler kabul edilebilir
ama bir¢cok ornekte bu durum istenmez. Bu nedenle istenmeyen durumlarda enzimler
inaktive edilirler. Bitkilerin kararmasi, istenmeyen degisikliklere o6rnek olarak
verilebilir. Arzu edilen degisikliklere 6rnek olarak ise, fosfataz enzimi pastdrizasyon
islemlerinde kullanilmas1 verilebir. Enzimler, gida imalatinda katki maddesi olarak
da kullanilirlar. Ornegin, rennin enzimi peynir iiretimi sirasinda siitte koagiilan

olarak kullanilir (13).

1.2. Enzimin Yapis1

Enzimde proteini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis sirasi ve
molekiillerin yapist belirli bir diizen igindedir ve bu diizen enzimin Ssubstrat

seciciciligini saglar.

Bazi enzimler sadece proteinden olusurken, bazilari ise proteinin yaninda
protein olmayan bir kisima sahiptirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina
“apoenzim”, protein olmayan kismina “kofakt6r” denir (11). Apoenzim, enzimin
hangi maddeye etki edecegini saptar. Apoenzim 1s1 ile kolayca denatiire olur.
Yapilar1 sadece proteinden ibaret olan enzimlere 6rnek olarak pepsin, tripsin, iireaz

ve diger hidrolaz smifi enzimler gosterilebilir (15).

Enzim molekiiliiniin belirli bir bolgesinde belirli amino asitlerin meydana
getirdigi bir kisim bulunur. Protein zincirinin bu kismi1 enzimin katalitik etkisinden
sorumlu olup “aktif bolge” olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim bu
merkeze baglanir (4). Cogunlukla asimetrik bir oyuk veya cep seklinde olan aktif
merkezin geometrik yapisi, icerdigi girinti ve ¢ikintilar substrat molekiiliiniin sekline

ve onun bu bolgeye baglanmasina uygundur (16).

Enzimlerin katalitik aktiviteleri farkli sekillerde diizenlenebilir. Bir enzimatik

reaksiyonun hep ayni hizda meydana gelmesi organizmaya ihtiyact olan esnekligi



saglar. Oncelikle hiicredeki enzim miktar1 sabit olmayip ihtiyaca gdre artar veya
azalir. Bu durum enzimlerin sentez ve yikim hizlarinin ayarlanmasi ile gerceklesir.
Hiicrenin ihtiyaci kalmadigi zamanda bir enzimin sentezi sonlanabilecegi gibi.

Ihtiyac oldugunda yeni bir enzim sentezlenmeye baslayabilir.

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda denge konumunu ve denge sabitini
degistirmez; sadece dengeye daha c¢abuk erisilmesini saglarlar. Reaksiyon hizinin
artmasi, kimyasal katalizorlerde oldugu gibi, mekanizmanin degismesi sonucu

aktivasyon enerjisinin kii¢iilmesinden ileri gelir (10, 17).

N
enzim
olmadan
Enzim
olmadan
aktivasyon
A enerjisi
enzim ile
:a:_; enzim ile aktivasyon
- enerjisi
Ll
girenler
Or. CO,; +H,0
urunler
H,CO;

—~
Reaksiyonun ilerlemesi

Sekil 1.2. Enzim ile ve Enzim Olmadan Gergeklesen Ornek Reaksiyon Profili

1.3. Katalaz Enzimin Tanimi ve Genel Ozellikleri

Katalaz (H202: H202 oksidorediiktaz, E.C. 1.11.1.6), hidrojen peroksiti su ve
oksijene pargalayan bir enzimdir. 19. yiizyilin baglarindan itibaren katalaz ile ilgili
aragtirmalar baglamistir. Thenard, 1811°de H202’1 kesfetmis ve canli organizmalarda
kendi kendine parcalandigini ifade etmistir (18). Schonbein ise 1863°de H2O>’i bir
maya iiriinii olarak tammlamistir. Ik olarak Loew 1901 yilinda H»02’in katalaz ile

kendi kendine pargalandigini bulmussa da katalazin aktif merkezinde demir



bulundugu ve siyaniir ile karakteristik olarak inhibisyona ugradig1 ancak 22 yil sonra
Warburg tarafindan ortaya c¢ikarilmistir. Wieland 1927°de katalazin oksidasyon
mekanizmasini ortaya ¢ikararak H2O2’in elektron vericisi oldugunu ifae etmistir.
Stern 1936’da katalazin aktif bdlgesinde protoporfirin IX aktif grubunun
bulundugunu belirtirken 1 yil sonra Summer ve Dounca ilk sigir karacigeri katalazini
(BLC) kristal olarak elde etmeyi basarmiglardir. 1947 yilinda Chance katalaz ve
hidrojen peroksit arasinda olusan birinci kompleksi (Bilesik I) kesfetmistir. ilk
prokaryotik katalaz Herbert ve Pinsent tarafindan Micrococcus luteus’dan
saflagtirilmistir. 1976 yilinda sigir karaciger katalazi Eventof ve ark. tarafindan
saflastirilmis ve 1981 yilinda Murthy ve ark. tarafindan 2,5 A ¢oziiniirliikte X 1511
analizi yapilmistir. Kirkman and Gaetani 1984 yilinda BLC’ye NADPH’ 1n sikica
bagli oldugunu bildirmislerdir. Katalaz turnover sayisi oldukca yiiksek olan bir
enzimdir. Ornegin, Pichia pastoris kaynakli katalazin turnover sayis1 8,5x10° s,
Escherichia coli kaynakli katalazin 1,63x10* s, kegi akcigeri kaynakli katalazin
2,17x10° st sigir karaciger ve eritrosit katalazinin turnover sayilart ayni olup

2,25x107 st olarak bildirilmistir (19).

Katalaz enzimi yaygin olarak bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi birgok
canli organizmada bulunmaktadir. Biyolojik ve biyokimyasal sistemlerde katalaz
antioksidan etkiye sahip bir enzim olup toksik ve yiikseltgen etkiye sahip hidrojen
peroksidi hiicrelerden uzaklastirmada onemli rol oynar. Katalaz dokular1 H.O2 ve
kismen indirgenmis oksijen tiirlerinin toksik hasarlarindan korumada gorevi
tistlenmektedir (20). Antioksidan savunma sistemi, hiicreyi serbest radikal veya diger
reaktif molekiillerin oksidatif etkilerinden korur. Katalaz hem grubu igeren bir
oksidorediiktazdir. Katalaz enzimi canli organizmanin eritrosit, karaciger, bobrek,
kemik iligi ve cesitli dokularinda da bulunan bir enzim olup hiicrelerin 6zellikle
peroksizomlarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Farelerde katalaz enzimin

farkli sekilleri saptanmigtir (21).

Katalaz kararli ve giiglii bir yiikseltgen olan hidrojen peroksitin su ve
molekiiler oksijene doniisimiinii katalizleyerek pargalanmasni saglar (Esitlik 6).
Katalaz enzimi sadece hidrojen peroksiti katalizleyerek parcalanmasini saglamakla

(detoksifiye etmekle) kalmaz ayn1 zamanda da fenolleri, formik asit, formaldehit ve



alkolleri igeren toksik etkili bilesikleri okside etmede gorev alir ve yine substrat
olarak hidrojen peroksidi kullanir (Esitlik 7). Katalaz enzimi, agartici, oksitleyici
veya sterilizasyon amagcli kullanilan hidrojen peroksidin uzaklastirilmasinda,
hidrojen peroksit veya glukoz biyosensorlerinin analitiksel amaclarla dlgiilmesinde

oldukga yaygin kullanilan bir enzimdir (21).

2 H,02 —» 2H.0 + O2 (Esitlik 6)

H,0, + RH;, — 2H,0 + R (Esitlik 7)

RH: bilesigi; fenoller, formik asit, formaldehit ve alkolleri temsil etmektedir.

Katalaz tarafindan katalizlenen her iki reaksiyon tiirii de H20> harcamaktadir (22).

Dallanmis ve uzun zincirli yag asitlerinin beta-oksidasyonundan farkli olarak
peroksizomlarda yikimlari sonucu yan iriin olarak H2O2 olusmaktadir. Olusan

peroksidin buzundurulmasinda yine katalaz enzimi gérev yapmaktadir (22).

Katalaz:1 indirek olarak iceren bir diger redoks reaksiyonu DNA’nin iiretimi
ile 1ilgilidir. Riboniikleotit rediiktaz riboniikleotit difosfatlarin uyustuklar
deoksiriboniikleotit difosfatlara doniisiimiinden sorumludur. Riboniikleotit rediiktaz
aktivitesi icin Oonemli olan trosil serbest radikaline sahiptir. Bu radikal siiperoksit
iyonu ( O2) salan NAD(P)H: flavin oksidorediiktaz enzimi tarafindan firetilir ve bu

reaktifligi yiiksek radikal stiperoksit dismutaz ile H2O2’ye dontistiiriiliir (22).

202 + 2H" —» H,0,+ 02

Olusan bu H20», katalaz i¢in bir substrattir.

Bitkilerde oksijenli solunumla H20: iiretilir. Oksijenli solunum kloroplastta
3-fosfogliserat (3-PG) senteziyle ve glikonatin 3-PG’a peroksizom yoluyla geri
dontisiimii ile yiiriir. Bu proseste NADH ve ATP’deki enerji kullanilarak O tiiketilip
CO: agiga c¢ikarilir. Oksijenli solunum yiiksek 1sikta ve yetersiz CO2 varliginda
bitkileri fotooksidatif hasardan korur (22).



Katalaz birgok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Enzim organellerde bulunarak
hidrojen peroksit seviyelerinin bir regiilatorii olarak davranir ve karaciger
peroksizomlarinda D-aminoasit oksidaz ve urikaz gibi birkag hidrojen peroksit lireten

enzimle birleserek spesifik bir peroksidaz gibi rol oynar (22).

1.3.1. Katalaz Cift Fonksiyonlu Bir Enzim midir?

Katalaz her biri H2O> igeren iki farkli katalitik role sahiptir. Aktif kisimda
bulunan prostetik hem grubunda tek bir Fe merkezi icermesi, tek bir aktif bolgenin
iki farkli fonksiyona sahip oldugunu iddia eder. Bazi katalazlar peroksidatif
reaksiyonlarda bazilarindan daha iyidir. Katalazlar, cift aktiviteli katalaz-peroksidaz
(HP-1) ve monofonksiyonel katalaz (HP-I1) olmak iizere iki ana sinifa ayrilir. HP-11
katalazlar yalnizca H2O2 nin doniistiiriilmesini katalizlerken, HP-I katalazlar her iki
aktiviteye de sahiptir. HPI katalazlarin ¢ift fonksiyonlu olmayi nasil basardiklari hala
bir sorudur. HPI katalazlar HPI-A ve HPI-B olmak iizere iki izoenzim seklinde
bulunurlar (22).

1.3.2. Katalazin Katalitik Miikemmelligi

Katalaz sira dis1 bir enzimdir. Katalazin bir enzimin olabilecegi en yliksek
verimlilik seviyesinde oldugu iddia edilir. Cozeltideki herhangi bir enzim katalizli
reaksiyon i¢in hiz, enzim ve substrat molekiillerinin birbirleriyle carpigsma sikligidir.
Bu yayilma kontrollii hiz 108-109 M*s? araligindadir. Katalazin katalitik verimliligi
ise (kcat/Km) 4.0x10® Msdir ve oldukca yiiksektir. Bilinen enzimler icinde en
yiiksek doniistiirme sayilarindan birine sahiptir (40.000.000 molekiil/dakika). Bu
yiiksek hiz H2O2 nin detoksifikasyonundaki yetenegini gostermektedir (22).

1.3.3. Katalaz Neye Benzer?

Hem, bir prostetik grup olarak bulunur. Her bir katalaz molekiilii (Mol agirlig
240.000 Da) 4 polipeptit zincirinden olusan bir tetramer olup her bir tetramer bir adet
prostetik hem grubu igerir. Her bir zincir 500°den fazla amino asitten olugmaktadir.

Hemoglobinler, sitokromlar, kloroformlar ve legumlardaki azot ile baslayan



enzimlere benzer olarak bu tetramerlerde 4 porfirin hem grubu yerlesmistir (Sekil
1.3) (22).

Prostetik grup sikica bagli baz1 proteinlerin biyolojik fonksiyonu i¢in gerekli
spesifik, polipeptit olmayan bir kisimdir. Hem bir protoporfirin halkasi ve bir
merkezi Fe atomu igerir. Bir protoporfirin halkasi birbirine metenil kopriileriyle baglt
4 pirol halkasindan olusur. Demir ferro (Fe*?) ya da ferrik (Fe™®) hallerinde
bulunabilir (23).

Katalaz aktif bolgesinde hem grubu (Protoporfirin IX halkasi) igerir. Farkli
kaynaklara ait katalaz molekiillerinin ¢ogu hem b prostetik grubunu igerirken, az
sayida mantar ve bakteriyel katalaz hem d grubunu igermektedir (Sekil 1.3.). Katalaz
enziminin hem molekiilii ve enzime tirozin amino asit artig1 iizerinden baglanis1 Sekil
1.3.’de gosterilmektedir. Sigir karaciger katalazinin molekiil kiitlesi 240 kDa olup,
dort tane alt {initesi vardir. izoelektrik noktasi (pl) ise 5.4 tiir (24).
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Sekil 1.3. Katalazin Prostetik Grubu Olan hem b ve hem d’nin Yapisi
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Sekil 1.5. Escherichia coli Katalazinin X-1g1n1 Kristalografisi ile Aydinlatilmis 3

Boyutlu Yapist
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1.4. Katalazin Reaksiyon Mekanizmasi

Katalazin reaksiyon mekanizmasi asagida kisaca verilmistir. Reaksiyon 6nce
bir molekiil H202’in indirgendigi, ardindan da ikinci bir H.O2 molekiiliiniin
yiikseltgendigi 2 basamak tizerinden yiiriir (25).

H.0, + Fe(lll)-E —— H0 + O=Fe* (IV)-E

Porfirin katyon radikali ( Bilesik I)
H.0, + O=Fe*[J(IV)-E — O2+ H20 + Fe(lll)-E
Goriildigi gibi reaksiyonda Katalitik aktiviteyi Fe (III) gostermektedir.

Anderson ve Dawson 1991 yilinda katalaz enziminin reaksiyon mekanizmasinin

Sekil 1.6.’daki gibi oldugunu 6ne stirmiiglerdir (25).

HOCH

o2+|—|2n::a HOOH

Sekil 1.6. Katalazin etki mekanizmasi
1.5. Biyokimyasal Antioksidan Olarak Katalaz

Biyolojik sistemlerde antioksidanlar, genellikle non-enzimatik, enzimatik ve

yardimer enzimler olarak siniflandirilabilir. Non-enzimatik antioksidanlardan a-
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tokoferol (vitamin E) yagda ¢oziinen bir antioksidandir. Askorbik asit (vitamin C)
glutatyonla birlikte sulu fazda 6nemli bir antioksidandir (26,27).

Enzimatik antioksidanlar1 inceleyecek olursak; katalaz, glutatyon peroksidaz,
superoksit dismutaz ve hemoprotein peroksidazlar gibi hidroperoksidazlar bu gruba
girer. Genelde yliksek spesifik hiicresel igerik, spesifik organ ve subseliiler
lokalizasyonlar ile metal i¢eriginin spesifik formu 6zellikle bakir, demir, mangan ve
selenyum ile karakterize edilirler. Bu antioksidan sistemler dogada yaygin olarak
dagilmiglardir ve biyolojik sistemlerde reaktif oksijen metabolitlerinin verdigi zarari

onlemede gorev alirlar (26,27).

Katalaz ilk olarak sigir karacigerinden daha sonra da kandan ve diger

kaynaklardan izole edilmis 6nemli antioksidanlardan biridir.

Hiicre organellerinde bulunan katalaz spesifik peroksidaz roliinii
oynamaktadir. H2O2"nin H20 ve O verecek sekilde par¢alanmasini katalize ederken,
H dondrlerini 6rnegin metanol, etanol, formik asit ve fenolleri 1 mol peroksidi

harcayarak katalizler (26).

1.6. Katalaz Aktivite Ol¢iim Yontemleri

Katalaz aktivitesi hem H202’nin bozunmasi hem O2’nin serbest kalmasi ile
Olciilebilir. Biyolojik materyal i¢in secilen metot, UV spektrofotometrik metotdur.

Titrimetrik metotlar karsilastirmali sonuglar i¢in uygundur.

1.6.1. UV-Spektrofotometrik Yontem

Metodun uygulama alan1 biyokimya, klinik biyokimya ve hematolojidir.
Ultraviyole alanda, dalga boyu azaldik¢a H20, devamli olarak absorpsiyonda bir
artis gosterir. HoO2 nin azalisi, 240 nm’de (€240 = 400 cm?/umol) izlenir. Deney
siiresince enzimin inhibe olmasimi veya O2’nin acia c¢ikmasiyla kiivette olusan

baloncuklar1 6nlemek igin bagil olarak diisiik konsantrasyonlarda (10-20 mM) H20:
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kullanilmasi gerekir. Substrat konsantrasyonu ile bozunma hizi arasinda dogrusal bir

oran oldugundan dolay1 H2O, konsantrasyonu 6nem tagimaktadir.

Sicaklik iizerine deney kosullarinin bagimliligi diisiik oldugu igin (Q1o < 1,1),
Olglimler oda sicakliginda yiritiilebilir. pH aktivite grafigi Vo’a bagli olarak genis
bir pH araliginda (pH 6,8-7,5) oldugundan, ol¢iimler pH 7,0’da yapilmaktadir
(28,29).

1.6.2. Titrimetrik Yontem

Katalaz aktivitesinin titrasyon ile tayini, yiikksek UV absorpsiyon,
pigmentasyon veya ¢okme nedeni ile spektrofotometrik metodun kullanilmasinin
uygun olmadigt durumlarda kullamilir. Diisitk katalaz  aktiviteli doku
homojenatlarinda (6rnegin beyin, fibroblastlar ve tiimorler) siit, bitki ve bakteri
orjinli konsantre ekstraktlar i¢cin bu metot uygundur. H202 nin bozunmasi, karisimda
Ornegin permanganat ile geri titrasyon yapildiktan sonra mevcut peroksidin 6l¢iimii

prensibine dayanir.

30 sn’den fazla inkiibasyon zamanl titrimetrik metotlar sadece karsilastirmali
sonuglar verir. Iyi diizeyde egrilerin cizilmesi, cok sayida dl¢iim alinmasi ve zamana
gereksinim duyar. Perborat kararli bir substrat oldugundan rutin analizler i¢in uygun
olup, enzimin inhibisyonu yavaslamaktadir. H2O2 ve perborat ile elde edilen sonuglar
ayn1 oneme sahiptir. Pratikte Feinstein (1949) metodu uygun olup, deney kosullar

Bonnichsen (1955) prosediiriine uygun olarak diizenlenmistir (29).

1.6.3. Diger Tayin Yontemleri

Yaygin olarak kullanilan katalaz aktivite tayin yontemleri Tablo 1’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 1.3. Katalaz aktivite 6l¢lim yontemleri (29).

Metot Materyal Kaynaklar

A.H>0, uzaklagtirilmasinin 6l¢iimii
a)lyodometrik Doku, Kan Bonninchsen ve ark.,. (1947)
b) Permanganometrik Doku, kan Feinstein (1949)

Doku, kan Takahara vd. (1960)
2. Spektrofotometrik Yontem (E240) | Doku Bergmeyer (1955)

Werner ve Heider (1963)

3. Fotometrik Yontem (E4o5-Ea15)
a) Titanyum siilfat Doku, kan Hiibl ve Bretschneider (1964)
b) Titanyum tetrakloriir Kan Pilz ve Johann (1965)
¢) Vanadik asit Doku Warburg ve Krippahl (1963)
4. Flerometrik YOntem Sulu Perschke ve Broda (1061)
a) Scopoletin (Florosansin gozeltiler Aebi (1963)
azalmasi)
b) Diasetildiklorofloreksin Keston ve Brandt (1965)
B.O; iiretiminin belirlenmesi Jacop (1964)
1.Polarografi Mikroorganizma
2. Oksijen Elektrodu Kan Ogata (1964)

Kan Rorth ve Jensen (1967)
3. Manometrik yontem
a) Van Slyke aletleriyle Kan ve doku | Kirk (1963)
b) Filtre kagidi ile Kan ve doku | Gagnon ve ark., (1959)
C.Immuno ¢oktiirme (anti-katalaz | Kan ve doku | Higashi ve ark., (1961)
ile) Ben-Yoseph ve Shapira

(1973)

D. Is1 iiretiminin 6l¢timii Kan Landahl (1953)

1.7. Katalaz Enziminin Bulundugu Bitki, Mikrooganizma ve Organeller

Dogada yaygin bir sekilde bulunan katalaz tiim aerobik organizmalarda, bitki

ve hayvan hiicrelerinde bulunur. Katalaz aktivitesi memeli dokularinda ¢ok cesitlilik
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gosterir, karaciger ve bobrekte yiiksek, bag dokularinda diisiiktiir. Bu hiicrelerde
(mitokondri ve peroksizomlarda) tanecik bagimli iken eritrositlerde sulu fazda
bulunur. insan eritrositleri katalaz bakimindan olduk¢a zengindir. Katalaz nadir
goriilen bir enzim yetersizliginde homozigotlarin kirmizi hiicrelerinde bulunmaz.
Diger yandan eritrositlerde katalaz ve glutatyon peroksidaz hemoglobin ve diger SH-
proteinleri (enzim, membran, stroma) i¢in koruyucu bir fonksiyona sahiptir. Kirmizi
hiicrelerde katalaz aktivitesi azaldikga yiikseltgenlerin (H202, askorbat, X-isinlar)
etkinligi artar (30).

Katalazin en bol bulundugu organel peroksizomlardir. Peroksizomlar hayvan
hiicrelerinde yag asitlerinin oksidasyonunu ve kolesterol ve safra asitlerinin sentezini
saglar. Hidrojen peroksit yag asidi oksidasyonunun bir yan iirliniidiir. Beyaz kan
hiicreleri H2O2’yi bakteri dldiirmek igin tiretir. Her iki durumda da katalaz hiicreyi
H202’nin zararindan korur. Bitki hiicrelerinde peroksizomlar oksijenli solunumda ve

simbiyotik azot baglamada rol alir (25).

Bakteri gibi prokaryot organizmalar membransiz bir ¢ekirdege sahiptir ve
peroksizomlar gibi membrana bagli organelleri yoktur. Katalaz ve Ssiiperoksit
dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimler hiicre duvarinin i¢ ve dis membranlari
arasinda bulunan periplazmik boslukta bulunurlar. Burada hiicre i¢inde bulunurlarsa
toksik etki yapacak olan bir¢ok enzim bulunmaktadir. Burada bulunan katalaz
periplazmada tasinan toksik molekiiller lizerinde etkili olur ya da bakteri duvarindan
disariya atilarak cevredeki toksik molekiiller {izerinde etkili olur. Bakteri tarafindan
atilan katalaz, bir infeksiyon sirasinda zarar gérmiis olan beyaz kan hiicrelerinden

bakterinin korunmasinda bir rol oynar (25).

1.8. Katalazin Kullanim Alanlari

Giliniimiizde bir¢ok endiistri kolunda enzim igeren biyolojik sistemler
kullanilmaktadir. Katalaz; gida, siit, tekstil, kagit gibi agartma islemlerinin yapildig
endiistri  alanlarinda, hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilmasi igin
kullanilmaktadir (31). Siit endistrisinin bazi alanlarinda mikroorganizma

kontaminasyonunu onlemek amaciyla siite katilmasina izin verilen %0,05-%0,25
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oranindaki hidrojen peroksidin, kullanim Oncesi giderilmesi biliylk O6nem
tagimaktadir. Hidrojen peroksidin bozundurularak ortamdan uzaklastirilmasi

yontemlerinden biri, katalazin kullanildig1 enzimatik metotlardir.

Katalaz esasli yontemlerde, hidrojen peroksitin suya ve oksijene
doniistiiriilerek insan sagligina verebilecegi olumsuz etkiler ortadan kaldirilir (32-

35).

Hidrojen peroksitin analizi, tip digindaki bilimsel arastirmalarin yiiriitiilmesi
acisindan da biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle akseptor olarak oksijeni kullanan
oksidorediiktaz sinifi enzimlerin katalizledigi pek ¢ok tepkimede, {iriin olarak

hidrojen peroksit agiga ¢cikmaktadir.

S6z konusu enzimlerin katalizledigi tepkimelerde olusan hidrojen peroksit
miktarmin c¢esitli yontemlerle belirlenmesiyle, gergekte tayini istenen maddenin
miktarina gegilmektedir. Boylece katalaz biyosensérleriyle, hem bilimsel ¢alismalara
yardimc1 olunmakta, hem de gida sanayiinden farmakolojiye, biyoteknolojik
caligmalardan ¢evre analizlerine kadar pek c¢ok alanda hidrojen peroksitin ve

tirlinlerinin tayinleri yapilabilmektedir (33).

Katalazin, oksitleyici, agartici veya sterilize edici olarak kullanilan H202’nin
fazlasinin uzaklastirilmas: i¢in endiistride, glukoz veya H2O. biosensorlerinin
bileseni olarak analitik uygulamalarda kullanimi miimkiindiir. Katalazin H202’nin
uzaklastirilmasi, gesitli bilesiklerin sentezinde farkl: enzimlerle birlikte kullanimi ve

analitik amagli kullanimu ile ilgili baz1 6rnekler asagida verilmistir.

1.8.1. H202’nin Uzaklastirilmasi Amaciyla Kullanim

Ozellikle sicak bolgelerde siitiin sagilmasindan sonra islenmesine kadar gegen
stirede veya peynir altt suyunun islenmek iizere taginmasi sirasinda mikrobiyal
kirleticilerin g¢ogalmasinin engellenmesi igin 6zel sogutma tinitelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Sogutma zincirinin kurulamamas: veya sogutma isleminin

maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle sogutmaya alternatif olarak Diinya Gida ve
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Tarm Orgiitii ve Birlesmis Milletler Tarim Orgiitiiniin izin verdigi miktarlardaki
H202 (% 0,05-% 0,25) siite eklenmektedir. Ancak, siitiin islenmesinden hemen 6nce
stitteki (veya peynir alt1 suyundaki) H2O2’nin toksik etkisinin 6nlenmesi i¢in katalaz

kullanimi 6nerilmektedir (36,37).

Pamuklu kumasin H2O. ile agartilmasindan sonra boyama isleminden
(6zellikle O2’ye duyarli  boyalarin  kullanimi) hemen 6nce H202’nin
uzaklastirilmasinda yaygin olarak kullanilan yontem su ile yikamaktir. Bu amagla 1
kg dokumanin islenmesi sirasinda yaklasik 100 L su tiiketilmektedir Klasik
yontemde H>O2’nin uzaklastirilmas: amaciyla Na»>S;03 ve NaxS;04 kullaniimakta,
ancak bu bilegiklerin kullanimi da suda istenmeyen yiiksek tuz derisimine neden
olmaktadir. Bu yonteme alternatif olarak H20> igeren yikama suyundaki H2O>’nin
pargalanmas1 Vve Yyikama suyunun tekrar sisteme kazandirilmas: i¢in katalaz
aktivitesinden faydalanilabilir (38). Katalazin kullanimi ile enerji tiikketiminde % 48,
kimyasal tiikketiminde % 83, su tiiketiminde % 50 ve islem siiresinde % 33 azalma

saglamaktadir (39).

Pet siselerin ve plastik kaplarin diisiik sicakliklarda sterilizasyonu amaciyla
kullanilan  H202’nin  islem sonrasinda uzaklastirilmas: amaciyla katalaz
kullanilabilmektedir (40).

Kagit sanayinde kagidin agartilmasindan sonra kalan H.O2’nin, regine ve
plastik dretiminde oksitleyici ve kopiklestirici olarak kullanilan H202’nin

uzaklastirilmasinda katalaz kullanilabilir (41).

1.8.2. Katalazin Cesitli Enzimler ile Birlikte Kullanim

Glikolat oksidaz enzimi ile birlikte glikolik asitten glioksilik asit {iretiminde
(42), D-amino asit oksidazlarla birlikte D-amino asitlerin o-keto asitlere
doniistiiriilmesinde (43), L-a-gliserofosfat oksidaz ile birlikte dihidroksi aseton fosfat
sentezinde (44,45), glukoz oksidaz (GOD) enzimi ile birlikte glukonik asit
tiretiminde ve glukoz veya oksijenin gidalardan uzaklastirilmasinda (46), piranoz 2-

oksidaz ile birlikte 2-ketoaldoz iiretiminde kullanilmaktadir (47).
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1.8.3. Katalazin Analitik Amach Kullanim

H202’nin miktarmin belirlenmesi amaciyla biyosensorlerde (50,52,54), GOD
ile birlikte kan, serum vb. c¢esitli orneklerde glukozun belirlenmesi i¢in
biyosensorlerde (57,59,62), yaban turpu peroksidazi ile nitrit miktarinin belirlenmesi
icin biyosensorlerde (48), meyve sulari gibi c¢esitli Orneklerde asit miktarinin
belirlenmesi i¢in biyosensorlerde (49,60), L-glutamat oksidaz ile birlikte y-amino

biitirik asitin belirlenmesi igin biyosensorlerde (53) kullanilmaktadir.

1.9. Mantarlar Hakkinda Genel Bilgiler

Mantarlar elde edilme sekli ve yiiksek besin degerleri ile ¢ok eski tarihlerden
bu yana tiketilen Onemli bir besin kaynagidir. Mantarlarin besin olarak
tiiketilmesinin yani sira kaliteli ve ucuz olmasi da potansiyel katalaz enzimi kaynagi

olarak endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir (65).

Mantarlar ¢ok eski tarihlerden bu yana bilinmekte olup, ¢ok ¢esitli alanlarda
insanliga faydali olmuslardir. Fakat mantarlarin hakiki yapilar1 ve biiylime sekilleri
hakkindaki bilgiler, ancak 17. asirda mikroskobun kesfiyle elde edilmeye
baslanmistir. Mantarlar ¢ok eski zamanlardan beri bilinen bir besin olmasina karsin
yetistiriciliginin ilk kez 16. yilizyilda Fransa’da yapilmaya baslandigi pek ¢ok kaynak
tarafindan bildirilmektedir. Baslangi¢ta mevsime bagli olarak agikta yetistirilmeye
baglanan mantar 19. yiizyilin baslarinda tag ocaklari, magara ve tiinel gibi sicaklik ve
nemin olduk¢a diizenli oldugu kapali alanlarda ilkel yontemlerle iiretilmistir. 20.
yiizyitlin doku kiiltiirlinden misel {iretiminin gergeklestirilmesi yeni tekniklerin
gelismesiyle mantar bu amagla kurulmus 06zel isletmelerde yetistirilmeye
baslanmistir (66,67). Hiicre ¢eperinin bilesimi, hiicrenin yasina ve ¢evre kosullarina,
sicakliga, ortamin pH’ sia gore farklilik gosterir. Mantarlar miikemmel bir folik asit
kaynagidirlar. Folik asit yetersizliginden ileri gelen aneminin tedavisinde mantar
iceren diyet etkili olmaktadir. Yapilan aragtirmalara gdére mantar kandaki seker
seviyesini diisirmektedir. Mantarlar iizerinde yapilan denemeler kolesterolii
diistiriicii  ozelligi ile kalp ve damar hastaliklarinda da diyet olarak

kullanilabileceklerini gostermistir (68). Hiicrenin i¢i protoplazma ile doludur.
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Renksiz ve saydam olan stoplazma lipidik graniiller ve ¢ubuk seklinde olusumlar
icerir. Vakuoller hiicrenin gaz aligverisini diizenler, hem de stoplazmanin artiklarini
barindirir (68). Mantar proteininin hazmolma degeri %72-83 arasindadir. Meyve ve
sebzelerle kiyaslandiginda, iyi bir lisin, arginin, histidin ve treonin kaynagidir. Insan
beslenmesi igin gerekli tim amino asitleri icermesine ragmen triptofan seviyesi
kismen diisiiktiir. Ayrica mantar brom, mangan, ¢inko, sodyum, klor, bakir, demir,
potasyum, fosfor, kalsiyum, riboflavin, nikotinik asit ve folik asit gibi mineral ve

vitaminler a¢isindan da zengindir (68).

Mantarlar geleneksel bir ilag olarak yan etkilerden uzak olmasi sebebi ile
cesitli hastaliklart dnlemek ve iyilestirmek icin gerekli bilesiklerin kaynagi olarak
Oonemi gilin gectikce artmaktadir. Dogal iirlinler arasinda mantar, kolayca ve bol
miktarda elde edilebilmesi ayrica ucuz olmasi nedeniyle klinik caligsmalarda en
potansiyel aday olarak goriilmektedir. Mantar orijinli antibiyotikler giinlimiizde
bakteriyel enfeksiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Arastirmalar antifungal karbohidratlar
yoluyla mantarin antikanser dogasi, Ozellikle akciger kanserine etkisi lizerine
yogunlagsmustir. Mantarlari, ¢esitli kabilelerin ¢ok eskiden beri tedavi edici
kullanmalari, tibbi potansiyellerinin Oonemini ortaya koymus ve arastirmacilarin
gorlslerini modern tibbi potansiyelleri lizerinde yogunlastirmalarina sebep olmustur.
Mantarlar herbal tedavinin uygulandigi toplumlarda diger mantarlarla veya otlarla

karigtirllarak onlarin biyoaktifligini arttirici/azaltici veya yan etkilerini Onleyici

olarak kullanilmiglardir (66,69).

Asirlardir insanoglu i¢in 6nemli br bir gida kaynagi olarak hizmet eden
sapkali veya makromantarlar, icerdikleri yiliksek protein ve vitaminler yaninda, diigiik
yag icerigi, lif, karbonhidrat ve minerallerden dolay1 degerli besinlerdir. Mantarlar
kuru agirlik tizerinden yaklasik %39,9 karbonhidrat, %17,5 protein ve %2,9 yag
icermektedir. Yenilebilir mantarlarda 6nemli aminoasitler, mineral maddeler, B
kompleks vitaminleri (thiamin, riboflavin, nikotinik asit, biotin), C, D ve K vitamini
bulunmaktadir. Diinyada 6zellikle gelismekte olan {ilkeler i¢in 6nemli bir protein
kaynagi olarak gorillen mantarlardaki protein igerikleri %216,8-41,0 arasinda
degismektedir. Cogu sebze tiirlinden daha yiiksek protein iceriine sahip olan

mantarlarin protein degeri, kuskonmaz ve patatesin iki kati, domates ve havuctakinin
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4 kat1 ve portakaldakinin 6 katidir. Geleneksel Cin tibbinda uzun yillardan beri
kullanilan mantarlar giinlimiizde de ¢ogu iilkede sadece besleyici 6zelliklerinden
dolayr degil, icerdikleri metabolik {iriinler nedeniyle iretilmekte ve tipta
kullanilmaktadir. Yenilebilir doga mantarlarinin beslenmemizdeki 6nemi besinsel ve
farmokolojik o6zelliklerinden dolay1 giin gegtikce artmaktadir. Tiirkiye biiylik bir
yenilebilir mantar potansiyeline sahiptir ve 6énemli bir doga mantar1 ihracatgisi olma
konumundadir. Karadeniz bdlgesinde de ¢ok sayida yenilebilir doga mantar
bulunmakta, yeme kalitesi yiiksek olanlarin biiyiik bir kism1 da y6re halk: tarafindan
taninarak tiiketilmektedir. Tiketilen tiirler arasinda o6zellikle Samsun ve Ordu
illerinde Lactarius pyragalus (L. pyragalus), Lactarius controversus (L.
controversus) ve Lactarius semisanguiflus (L. semisanguiflus)’un 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. Findik mantar1 veya Tirmit olarak bilinen L. pyragalus, Samsun ve
Ordu halki tarafindan c¢ok sevilerek tiiketilen bir tiirdiir. Findik altinda, bahar
aylarinda goriiliir. Taze ya da salamurasi yapilarak degerlendirilmektedir. Giresun,
Ordu ve Samsun illerinde tespit edilen bir¢ok Lactarius tiirii bulunmaktadir. Bununla
birlikte bolgemizde dogal olarak yetisen ve halk tarafindan tiiketilen L. pyragalus, L.
contraversus ve L. semisanguiflus mantarlarinin besinsel 6zellikleri konusunda

yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (63).

1.9.1. Findik Mantan (L. pyragalus) ve Ozellikleri

Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinde yetisen yenilebilir L. pyragalus, L.
controversus ve L. semisanguiflus mantar tiirlerinin protein ve mineral maddeler
yoniinden zengin oldugunu ve bolge halki i¢in yiiksek kalitede bir besin kaynagi
olarak kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Tiirkiye gibi
gelismekte olan iilke insanlarinin beslenmesindeki protein ve mineral agigini

kapatmada bu mantar tiirlerinden yararlanilabilecegi goriilmektedir (63).

Karadeniz Bolgesinde yetisen L. pyragalus tiiriniin baz1 kimyasal

Ozelliklerine ait ortalamalar ve standart hatalar1 Tablo 1.4°te verilmektedir (63).
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Tablo 1.4. Karadeniz Bolgesinde Yetisen Findik Mantari (L. pyragalus) Tiirline ait
Bazi Kimyasal Ozellikler ve Standart Hatalar1 (63)

Ozellikler L. pyragalus (n= 18)
Kuru Madde (%) 68,74 + 1,36
Kiil (%) 8,37+ 0,44
N (%) 3,97 + 0,09
Protein (%) 24,84 + 0,54
K (mg kg?) 31078,84 + 3028,78
P (mg kg?) 398,09 + 11,64
Ca (mg kg?) 5598,00 + 1878,03
Mg (mg kg?) 1335,59 + 125,83
Fe (mg kg?) 278,53 + 34,18
Cu (mg kg 34,29 + 1,84
Mn (mg kg?) 21,55 + 1,43
Na (mg kg?) 1311,41 + 312,79
Zn (mg kgl) 281,31 £ 42,28

N = Mantar Sayisi

1.9.2. Findik Mantan (L. pyragalus)’un Morfolojik Ozellikleri

Bu tir grimsi rengi ve sari renkli seyrek lamelleriyle diger Lactarius

turlerinden farklidir.

Sapka cap1 5-10 cm, renk gri kahverengi, bazen sarimsidir, pembemsi mor
izler tasir. Once diiz olan sapka sonra hafif huni goriiniimii alir. Uzerinde es merkezli
daire halinde koyu cizgiler bulunur. Parlak olmayip ince etlidir. Nemli iken
yapiskandir. Sap kism1 7-15 mm kalinlikta ve 4-6 cm uzunlukta genelde silindirik
yapida, bazen iist tarafi daha kalincadir. Sap sapka iistiine gore daha acik renkli ve
beyazimsi etlidir. Lameller olduk¢a ag¢ik renkli ve beyazimsi olup diger kanlica
mantarlarina gore oldukca seyrektir. Bu seyreklik tiirii tanimlamada en 6nemli

isarettir. Nispeten sapa dogru devam eden lameller daha sonra tar¢in ve sar1 renge
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doner. Spor izi acik hardal sarisi rengindedir. Agustos ve Kasim Aylar arasinda
yetismektedirler. Ozellikle sapka ve siit rengi kirli kahverengi tiirlerinden bazilart

zehirli olabilmektedir (64).

Bilimsel Siniflandirma

Alem . Fungi

Bolim . Basidiomycota
Sif : Homobasidiomycetae
Alt Takim : Russulales

Familya . Russulaceae

Cins . Lactarius

Tiir . L. pyragalus

Resim 1.1. Findik Mantar1 (L. pyragalus) (64)
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1.9.3. Findik Mantarimin (L. pyragalus) Yetistigi Bolgeler

Findik bahgeleri ve ormandaki yabani findik agaglar1 diplerinde yagisin bol

oldugu karadeniz iklim ortiistine benzer 6zelliklere sahip yerlerde yetismektedir (64).

1.10. Cahismanin Amaci ve Pratik Onemi

Katalaz, biyolojik ve biyokimyasal sistemlerde antioksidan etkiye sahip bir
enzim olup toksik ve yiikseltgen etkiye sahip hidrojen peroksidi (H202) hiicrelerden
uzaklagtirmada onemli rol oynar. Katalaz dokular1 H202 ve kismen indirgenmis
oksijen tiirlerinin toksik etkilerinden korumada gorevlidir. Antioksidan savunma
sistemi, hiicreyi serbest radikal veya diger reaktif molekiillerin oksidatif hasarindan

korur.

Findik mantar1 (Lactarius pyraglus), Fr. Basidiomycetae sinifina bagl
Russulales takimindan Russulaceae familyasi iginde yer alan ektomikorizal bir
mantardir. Findik (Corylus avellana L.) agaglar1 ile ektomikorizal iliskisi olan
Lactarius pyragalus tiiri Karadeniz Bolgesinde “Findik mantar” veya “Tirmit”
olarak bilinmektedir. Ozellikle Samsun, Giresun ve Ordu halki tarafindan ¢ok
sevilerek tiiketilen ve bolgede pazarlarda satilan bir mantar tiiriidiir. L. pyragalus
protein ve mineral maddeler yoniinden zengin olmasi yaninda, tibbi olarak da
kullanim1 olan bir tiirdiir. Taze ya da salamurasi yapilarak degerlendirilmektedir.

Findik agaglar altinda, sonbahar aylarinda goriilmektedir.

Bu ¢alismada, Giresun yoresinde yetisen findik mantarindan (L. pyragalus)
katalaz enzimi ilk kez saflastirildi ve bazi kinetik O6zellikleri incelendi. Findik
mantar1, ham ekstre hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve kolon
kromatogafi islemleri yapilarak saflastirma yapildi. Son olarak saflastirilan katalaz
enziminin bazi kinetik 6zellikleri incelendi. Tiim saflastirma adimlarinda protein

miktart Lowry Yontemine; katalaz aktivitesi ise Sigma Y dntemine gore tayin edildi.
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1.10.1. Mantarlar ve insan Saghg

Mantarlarin biinyesinde az miktarda seker ve yag bulunmaktadir. Bu sebeple
diyetik yemekler igerisinde mantarin ayr1 bir yeri vardir. 100 g taze mantar yenildigi
zaman ancak 20-40 kalori vermektedir. Bu da zayiflamak isteyen kisiler igin
mantarlar1 ideal bir gida niteligine sokmaktadir. Diger taraftan mantarlar kalp ve

damar hastaliklar1 bulunan kisiler i¢in de tavsiye edilen yiyecektir.

Mantarlarda bulunan protein miktar tiir ve ¢esidine gore degismekle birlikte
ortalama olarak 100 g mantarda 3-8 g’dir. Bu proteinlerin ortalama %701
sindirilebilir niteliktedir. Boylece yenilen 100 g mantarin yaklasik 2-5 g’1 protein
olarak viicuda alinir. Mantarlardan alinan proteinler viicutta depolanmaz, giinliik

harcanirlar.

Hayvansal gidalarda ortalama %8-15 arasinda protein bulunmaktadir. Bu
proteinlerin ortalama %30-40’1 sindirilir; yani yenilen 100 g hayvansal gidadan
aliman protein miktar1 yaklagik 3-8 g kadardir. Bu proteinlerin fazlasi viicutta
depolanmaya baslayarak amonoasitler bi¢iminde damar c¢eperinde birikir. Bu

ozellikle erkeklerde goriilen kalp-damar hastaliklarinin nedenlerinden biridir.

Kalp damar hastaliklarina sahip kisiler i¢in hayvansal gidalarin alinmasi
sakincalidir. Mantarlardaki protein miktar1 hayvansal yiyeceklerdeki protein
miktarindan biraz az da olsa, viicutta birikme riski olmamasindan dolay:1 tercih
nedeni olmalidir. Bunlarin yaninda, mantarlardaki proteinlerde insanlarin beslenmesi
icin gerekli tiim amonoasitler de bulunmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolay:

mantarlar sagligimiz agisindan 6nemli besinlerdir.
1.11. Katalaz Enziminin Saflastirilmasi ile ilgili Onceki Cahsmalar

Seriner, (2010), hiyardan (Cucimus sativus) katalaz enzimini; amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, dietil aminoetilselliiloz (DEAE) kolon kromatografisi kullanarak

saflastirmis ve katalazin spesifik aktivitesini 393 U/mg protein olarak saptamistir
(74).
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Kara, (2008), Sakarya'da yetisen iki farkli kabak ¢ekirdeginden (Cucurbita
maxima ve moschata) katalaz enzimini saflastirarak bazi kinetik 6zelliklerini
incelemistir. Enzim i¢in optimum pH, optimum sicaklik degerleri sirasiyla 6,8-7,0 ve
25 °C olarak bulunmustur. Cucurbita maxima i¢in Km= 17,68 mM, Vmax = 81,300
EU / mL; Cucurbita moschata icin Km = 20,029 mM, Vmax = 58,139 EU / mL olarak
belirlemistir (74).

Bozdemir, (2007), keten tohumu (Linum usitatissimum) ekstraktinda katalaz
ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerini incelemis, spesifik aktivitelerini

sirastyla 15,94 U/mg ve 2,05 U/mg olarak saptamistir(74).

Demir, (2006), asotu (Coriandrum sativum) Yapraklarindan katalaz enzimini
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi kullanarak saflastirmistir.
Katalaz enziminin, spesifik aktivite degeri 89.68 EU/mg protein; enziminin Kn
degeri 7,87 mM, Vmax degeri 42,19 EU/mL olarak bulunmustur (74).

Oztiirk ve arkadaslar1, (2005), maydanozdan katalaz enzimini; amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve DEAE-Sephadex A-50 jelinin kullanildigi iyon degisim
kromotografisi ile saflastirmislardir. Enzimin spesifik aktivitesi 1126 EU/mg,

optimum pH’1 7,0 ve optimum sicakhigr ise 35 °C olarak saptanmustir (74).

Malgorzata ve arkadaslari, (2005), dondurulmus soya fasulyesi filizlerindeki
antioksidan enzim aktivitelerini incelemislerdir. 1 °C ye sogutulmus filizlerdeki CAT
ve SOD aktivitelerinin 25°C’deki degerlere kiyasla arttigi gézlenmistir. Sondas,
(2005), nane (Menta spicata) ve prrasa (Allium porrum L.) bitkilerinden katalaz
enziminin kismi saflastirilmasi, karekterizasyonu ve bazi kinetik 6zelliklerini
incelemistir. Nane bitkisinde optimum pH 6,0; optimum sicaklik 40 °C, Vmax degeri
108,69 EU/ml ve K degeri 1,175 mM olarak, pirasa bitkisinde optimum pH 7,5 ,
optimum sicaklik 30 °C, Vmax degeri 50 EU/mL ve Ky degeri 1,172 mM olarak
bulunmustur (74).
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Yoriik ve arkadaslari, (2005), Van elmasindan (Golden delicious) katalazi
saflastirmis ve bazi 6zelliklerini incelemiglerdir. Enzimin spesifik aktivitesi 29.43

U/mg protein; optimum sicakligi 50°C ve optimum pH’1 5,0 olarak bulunmustur (74).

Koksal, (2003), katalaz enziminin karalahana bitkisinden (Brassica oleracea
L. var. acephala D.C.) saflastirillmasi, karakterizasyonu ve bazi pestisitler ile
antibiyotiklerin enzim ftzerindeki etkilerini incelemislerdir. Karalahanadan kismi
olarak saflastirilan katalaz enziminin optimum pH 7,8 ve optimum sicaklik 25°C
olarak bildirilmistir. Km ve Vmax degerleri 0,0159 M ve 588,2 EU/mL olarak
bildirilmistir (74).

Dinger, (2000), roka (Eruca sativa) bitkisinden katalaz enzimini
saflastirmistir. Katalazi rokadan (Eruca sativa) saflastirmak i¢in sephadex G-25
kolon kromatografisi ve Q-sefaroz kolonu kullanmistir. Katalazin spesifik
aktivitesini 29865 U/mg, optimum pH’im1 7,0-10,0 arasinda, optimum sicakligini
30°C ve Ky, degerini 62,5 mM olarak belirlemistir (74).

Mitchell ve arkadaslar1 (1991), lahana iliklerinden (Trichoplusiani) katalazi;
ethanol kloroform fraksiyonu ve standart kolon kromotogrofisi yontemlerini
kullanarak saflastirmislardir. Enzimin spesifik aktivitesini 2,2.10° U, olarak

saptamiglardir (74).

Beaumont ve arkadaslar1 (1990), katalaz enzimini patates kokiinden (Solanum
tuberosum); AcA-34 ultrajel kolonu ile saflastirmiglardir. Enzimin spesifik

aktivitesini yaklasik 3000 EU/mg protein olarak saptamislardir (74).

Havir ve Mchale (1987), katalaz enzimini tiitiin yapraklarindan (Nicotiano
sylvestris) Sephadex G-25 kolonu kullanarak saflastirmiglardir Tipik olarak diisiik
peroksidatif aktiviteye sahip olan CAT-I ve yiiksek peroksidatif aktiviteli CAT-I1II
izoenzimlerinin Ky degerlerini sirasiyla 0,057 M ve 0,054 M olarak saptamigslardir
(74).

27



Hirasawa ve arkadaslari (1987), ispanaktan (Spinacea oleracea) katalaz
enzimini  saflastirmiglar ve 1spanak katalazinin  spektroskopik 6zelliklerini
incelemislerdir. Yapilan aktivite ¢alismalari sonucu enzimin spesifik aktivitesini

yaklasik 25000 EU/mg protein olarak saptamislardir (74).

1.12. Tigili Literatiir Isig1 Altinda Projenin Yeri

Bu calismada, Kkatalaz enziminin saflastirilmasi amaciyla agustos-eyliil
aylarinda Giresun yoresinde yetisen Findik mantar1 kullanildi. Giresun yoresinde
yaygin olarak bulunan yenilebilir findik mantar1 besin olarak tiiketilmektedir.
Bilesiminde fosfor, kalsiyum, demir, B, C vitaminleri, protein, karbonhidrat ve ¢ok
az miktarda da yag bulunur. Kansizliga ve zihinsel yorgunluga iyi gelmektedir. Cok
diisiik kalorili oldugu i¢in de kilo problemi yaratmamaktadir. Kolestrol diisiiriicii
etkisi vardir, bagisiklik sistemini giiclendirici etkiye sahiptir. Antioksidan &zelligi
sayesinde viicuttaki toksinleri atmada etkilidir. Yapilan literatiir aragtirmalarina gore
katalaz enzimi gesitli kaynaklardan saflagtirllmis olup bitki ve mantar olarak az

sayida kaynak kullanilmistir.

Literatiirdeki bu boslugu doldurmak admna yeni katalaz kaynaklarinin
arastirtlmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bosluktan yola cikilarak bu c¢alismada,
Giresun yoresinde yetisen bir mantar tiirii olan findik mantarindan ilk kez katalaz
enziminin saflastirilmasi ve kinetik 6zelliklerinin incelenmesi, bdylece literatiire bir
katk1 saglanmasi amaglanmistir. Yapilan literatiir arastirmalarina gore katalaz enzimi
cesitli kaynaklardan saflastirilmis olup bitki ve mantar olarak az sayida kaynak
kullanilmigtir. Literatiirdeki bu boslugu doldurmak adina yeni katalaz kaynaklarinin
arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu bosluktan yola ¢ikilarak bu calismada,
Giresun yoresinde yetisen bir mantar tiirii olan findik mantarindan ilk kez katalaz
enziminin saflagtirilmas1 ve kinetik 6zelliklerinin incelenmesi, bdylece literatiire bir

katki saglanmasi amacglanmistir.
Son yillarda endiistri alaninda en 6nemli gelismeler, biyolojik sistemlerin

kullanildig1 kimyasal reaksiyonlarla iligkili olmaktadir ve c¢esitli reaksiyonlarda

kullanilabilecek organizmalara veya saf enzimlere olan talep ve ihtiyag gittikge
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artmaktadir. Enzim ya da enzim gruplar1 tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, genel
organik reaksiyonlarindan ¢ok daha yiiksek verimle ve reaksiyon karisiminda ytiksek
saflikta {irlin olusumu seklinde meydana gelir. Enzimlerin biyokimyasal
Ozelliklerinin ortaya konmasi ile ¢ok ¢esitli endiistriyel kullanimlart miimkiindiir. Bu
sebeple, baz1 6zel kimyasal maddelerin iiretiminde enzimlere gittikce daha fazla
ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzim katalizli polimerlesme reaksiyonlar: ile elde edilen
polimerler, 6zel kimyasal maddelerin iiretiminde, enzimlerin ne derece spesifik
oldugunu gostermektedir. Bazi fenol tiirevlerinin, polifenollerin, polianilinlerin,
katalazlar (95) kullanilarak ilimli reaksiyon sartlari altinda yiikseltgenme yoluyla
polimerlestirildikleri belirtilmistir.

Yoremizde yetisen yabani makromantar katalazlarin varligi, bu tiirden
caligmalarin daha kapsamli bir sekilde yapilip, endiistriyel uygulamalar igin
kullanigh olabilecegi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu kaynaklardan Katalazlarin
saflastirilmasi ile gesitli ve yeni bazi1 polimerlerin veya diger kimyasal maddelerin

sentezi islemlerinde kullanilabilirliklerinin arastirilmasi hiz kazanacaktir.

Bu ¢aligmada ekonomik 6neme sahip yenilebilir findik mantar1 (L. pyragalus)
katalaz enziminden elde edilen saf katalaz enziminin Kinetik ve elektroforetik
ozelliklerinin  incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla asagidaki hedefler

belirlenmistir.

Serbest radikaller hiicre i¢i reaksiyonlar1 zedeleyen ve toksik etki gdsteren
bilesenler olmasi nedeyile bu toksit etki gosten hedeflerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle H202’in hiicre ve dolayisiyla dokularda meydana
getirebilecegi zararlar1 ortadan kaldirmak amaciyla endojen kaynakli katalaz enzimi

kullanilmaktadir. Katalaz, bu 6zelligi ile bir antoksidan gorevi listlenmektedir.

Ayrica birgcok endiistiriyel besinlerde olusan H202’ in ortamdan

uzaklastirilmak amaciyla kullanilmaktadir.

Canli organik hiicrelerde ve endiistriyel gidalarda meydana gelen H20:

kaynakl1 toksikleri ortadan kaldirmak adina yoremizde yetisen ve tiiketilebilen findik
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mantari, tiiketilmenin yaninda bir endiistriyel dneme de sahiptir. Bu kaynaklardan
saglanan oziitten katalaz enziminin saflagtirilmas1 ve kapsamli karakterizasyonu ile
bunun sonucunda elde edilen katalaz aktivitesinin inhibisyonu verilerinin, benzer
sekilde diger endiistriyel katalaz kaynaklara adapte edilmesiyle, hem istenmeyen
H202 kaynakli ekonomik kayiplar azaltilmig veya onlenmis hem de besin degerini
kaybetmeksizin triinlerin raf omrii arttirilmis olacaktir. Buna goére, yukarida da
ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi, yapilan bu calismayla, yeni enzim kaynaklar
denenerek endiistrinin ihtiya¢ duydugu yeni ve potansiyel katalazlarin saflastirilmasi
ve elde edilen bu enzim i¢in optimum c¢alisma sartlarinin belirlenmesi, bu bilgiler
dahilinde, c¢esitli alanlarda enzimin kullanilmasi amaciyla, endiistriyel veya
farmakolojik 6neme sahip yliksek saflikta bazi organik bilesiklerin sentezi ve bazi
polimerizasyon reaksiyonlarinin gerceklestirilmesi, gibi farkli uygulamalar icin

kaynak teskil edecektir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi : Argelik

Destile Su Cihazi : Niive-NS-108

Etliv : Binder

pH Metre : Butech

UV-VIS Spektrofotometre : Shimadzu UV Mini-1240
Terazi : Ohaus

Hassas Terazi : Sartorius, Ohaus

Su Banyosu : Memmert
Ultrasonikasyon : Selectra

Otomatik Pipetler : Brand Pipetleri, Dragon Lab.
Rotary Evaporator : Biichi Rotavapor R-200
Elektroforez : Bio-RAD

Blender : King

Manyetik Karistirict : Chiltern Hotplate HS 31
Sogutuculu Santrifuj : Sigma 3K 30

\orteks : Velp Scientifica

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Findik mantarindan (L. pyragalus) Kkatalaz enzimi saflagtirilmasi amaciyla
yapilan bu calismada yenilebilir findik mantarindan 100 g alinarak, 50 mM fosfat
tamponu (pH=7,0) ile hazirlanan ham ekstreler kullanildi. Fosfat tamponunun
hazirlanmasinda dipotasyum hidrojen fosfat (Merck) ve potasyum dihidrojen fosfat
(Merck)’tan yararlanildi. Yenilebilir findik mantarindan hazirlanan ham ekstrenin
amonyum siilfat kesiti i¢cin amonyum siilfat (Sigma) ve Sigma marka {D-9527
genisligi 43 mm (1,7"), cap1 27 mm (1,1")} dializ kesesi kullanildu.
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DEAE-seliiloz kolon kromatografisinde, kolon dolgu maddesi olarak DEAE-
seliloz (Sigma) kullanildi. Hazirlanan ekstrelerin  ve DEAE-seliiloz kolon
kromatografisi ¢ikisinda elde edilen fraksiyonlarin saklanmasinda +4°C’lik

buzdolabi ve dondurucusu kullanilda.

Yenilebilir findik mantarindan elde edilen ham ekstrede, %60’lik amonyum
stilfat fraksiyonunda ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisinden elde edilen
fraksiyonlarda, enzim aktiviteleri tayinlerinde substrat olarak hidrojen peroksit
(H202) (Merck), tampon olarak dipotasyum hidrojen fosfat (Merck) ve potasyum
dihidrojen fosfat (Merck)’tan yararlanildi.

Protein miktar tayininde; Lowry metoduna goére standart olarak sigir serum
albumini (Merck), protein miktar tayininde kullanildi. Folin ayiract (Merck), Bakir
Siilfat (Sigma 12849), dipotasyum tartarat, sodyum karbonat, sodyum hidroksit
kullanildi.

2.2. Metod

2.2.1. Findik Mantar1 Ham Ekstresinin Hazirlanmasi

Blender yardimiyla pargalanmis findik mantarindan ham ekstre hazirlamak
tizere 100 g tartilip 500 mL 50 mM fosfat tamponunda (pH= 7,0) +4°C’de manyetik
karistirict ile 1 saat karigtirildiktan sonra, bir gece bekletildi. Ertesi giin homojenizat
iki kat bezden siiziildii. 0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edildi. Ustteki
berrak kisim alindi. Bu islemlerin sonucunda Findik mantar1 ham ekstresi elde edildi.

Ham ekstrede katalaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi.
2.2.2. Findik Mantan (L. pyragalus) Ham Ekstresinde Katalaz
Coktiiren Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonunun

Saptanmasi

Findik mantarindaki Katalazi  ¢oktiirecek uygun amonyum  siilfat

konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, 25 mL’lik 10 adet behere, 5’er mL findik
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mantar1 ham ekstresi konuldu. Birinci behere ortamdaki konsantrasyonu %10 olacak
sekilde toz amonyum siilfattan yavas yavas ilave edilerek karistirildi. Her beherde
konsantrasyon %10 arttirilarak, %90’a kadar degisen oranlarda toz amonyum siilfat
azar azar ilave edilerek karistirildi. Ham ekstreler i¢cindeki amonyum siilfat tamamen
coziindiikten sonra 45 dakika daha karigtirildi ve agizlar1 kapatilarak +4°C’ lik
buzdolabinda bir gece bekletildi. Ertesi giin, her beherdeki ham ekstre 0°C’de 18000
rpm’de, 30’ar dakika, santrifiije edildi. En uygun konsantrasyonun belirlenmesi i¢in

alt ve iist fazlarda protein miktarlar1 ve enzim aktiviteleri tayin edildi.

Elde edilen sonuglardan findik mantar1 i¢in en uygun amonyum siilfat

konsantrasyonun %60 oldugu saptandi.

2.2.3. Findik Mantarinin Ham Ekstresinde Katalazin %60 Amonyum

Siilfat Konsantrasyonunda Céktiiriilmesi ve Dializ islemi

Findik mantar1 katalazim  ¢oktiiren en wuygun amonyum siilfat
konsantrasyonunun %60 oldugu saptandigindan, ortam konsantrasyonu %60 olacak
sekilde ham ekstreye, kati amonyum siilfat azar azar ilave edildi. +4°C’de manyetik
karistirict ile 45 dakika kanistirildiktan sonra agzi kapatilarak bir gece bekletildi.
Ertesi giin 0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant atildi.
Cokelti pH’s1 7,0 olan 0,02 M sodyum fosfat tamponunda ¢6ziildii ve hacmi 6l¢iildi.
Bu c¢ozeltide de katalaz aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildiktan sonra,
amonyum siilfat1 uzaklagtirmak amaciyla dializ kesesine (Sigma D-9527 {genisligi
43 mm (1,7"), ¢ap1 27 mm (1,1")} konuldu. Soguk dolapta, 0,01 M sodyum fosfat
tamponu (pH=7,0) ile ¢ozelti sik sik degistirilerek ve manyetik karistirict ile
kanistirilarak, ¢ozeltide siilfat iyonu kalmayincaya kadar dializ islemine devam
edildi. Dializ islemi tamamlanmis olan ¢oOzelti, dializ kesesinde ¢oken kisimlari
uzaklastirmak amaciyla, 0°C’de 18000 rpm’de, 30 dakika, santrifiij edildi. Ustteki
berrak ¢ozelti alindi ve %60 amonyum siilfat kesiti olarak adlandirildi. Katalaz
aktivitesi ve protein miktar1 tayin edildikten sonra uygun hacimlere bdliinerek

buzdolabinin dondurucusunda saklandi.
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2.2.4. Dietilaminoetil (DEAE)-Seliiloz Kolon Kromatografisi

2.2.4.1. DEAE - Seliilozun Hazirlanmasi

20 g DEAE-seliiloz yaklasik 200 mL 1 mM pH’st 7,6 olan sodyum fosfat
tamponu i¢inde manyetik karistirict ile 30 dakika karigtirildi. Cokmesi beklendi.
Ustteki bulanik sivi1 atildi. Uzerine tekrar ayn1 miktarda tampon ilave edildi. Bu islem
birkag¢ kez yinelendi. Bir gece oda 1sisinda bekletildi. Ertesi giin tistteki s1v1 dokiildii.
Tekrar 1 mM tampon konuldu ve 30 dakika karistirildi. Bu yontemle sisirilmis olan

DEAE-seliiloz kullanilarak saflastirma islemlerine devam edildi.

2.2.4.2. DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

Yukarida belirtilen sekilde sisirilmis olan DEAE-seliiloz, 1 ¢cm ¢apindaki alt
ucu ince madde ile kapatilmis alt kism1 musluklu bir cam kolona, kolon yiiksekligi 5
cm olacak sekilde dolduruldu ve ii¢ kolon hacmi pH’st 7,0 olan 0,5 mM sodyum
fosfat tamponu gegirilerek dengelendi. Kolona yaklasik 200 mg/mL protein olarak
%60 amonyum siilfat kesiti uygulandi. Kolondan oncelikle 0,5 mM’lik sodyum
fosfat tamponu (pH=7,0) gegirildi. Daha sonra kolondan sirasiyla yaklasik 200 ml
0.5 mM sodyum fosfat tamponunda ¢oziilmiis 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM,
200 mM, 300 mM ve 500 mM NaCl gradienti uygulandi. Fraksiyonlar her tiipte esit
hacim olacak sekilde toplandi (4-5 mL). Tiiplerdeki ¢ozeltilerin absorbanslar: eliie
edilen tampona karsi spektrofotometrede, 280 nm’de okunarak eliisyon grafigi
cizildi. Ayrica, eliisyonlardaki Katalaz aktivitesi tayin edilerek aktivite degerleri de
ayni grafikte gosterildi. Enzimatik aktivite gosteren tiiplerdeki c¢ozeltiler bir araya
toplandi ve bu ¢ozeltinin Katalaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi. Cozelti
uygun hacimlere boliinerek, daha sonra kullanilmak {izere derin dondurucuda

saklandi.

2.2.5. Protein Miktar Tayini

Findik mantarindan Katalazin saflastirilmasi sirasinda, ham ekstre ve %60°lik

amonyum siilfat fraksiyonunun elde edilmesi evrelerinde, protein miktar1 Lowry
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yontemine (90) gore tayin edildi. DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile elde edilen
fraksiyonlardaki protein miktar tayinlerinde ise E2go/E2zéo0 Warburg yontemi (73)
kullanildi.

2.2.6. Lowry Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Ayiraglar A ayiraci: 0.1 N NaOH i¢inde ¢ozlinmiis % 2 sodyum karbonat ¢ozeltisi
B aymraci: % 0.5 bakiar (I1) siilfatin %1°lik dipotasyum tartarattaki ¢ozeltisi
Folin ayiraci: Folin ayiraci 1/3 oraninda distile su ile seyreltildi.

C ayirac (Alkali bakar ¢ozeltisi): 50 mL A ayiracina 1 mL B ayiraci ilave edildi.

2.2.6.1. Deneyin Yapihisi

Bir deney tiipline, protein miktar1 tayin edilecek ¢ozeltiden 0,5 mL kondu,
tizerine 2,5 mL C ayiraci ilave edilerek iyice karistirildi. 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 0,25 mL seyreltik Folin ayiraci ilave edildi ve karigtirildi. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Olusan mavi-mor renkli ¢dzeltinin absorbansi
spektrofotometrede, 500 nm’de ayirag koriine karsi okundu. Okunan bu absorbans
degerinin sigir serum albumini ile ¢izilen standart grafige uygulanmasiyla, protein

miktar1 % mg olarak saptandi.

2.2.6.2. Bovin Serum Albumini Standart Egri Grafiginin Cizilmesi

Bovin serum albuminin distile sudaki % 100 mg’lik ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler ile %2 mg, %4 mg, %6 mg, %8 mg, %10 mg,
% 20 mg, %30 mg, %40 mg, %50 mg, %60 mg, %70 mg, %80 mg ve %90 mg’lik
konsantrasyonlardaki c¢alisma cozeltileri hazirlandi. Elde edilen standart ¢ozeltilere
Lowry deneyi uygulandi. Deney 10 kez tekrarlandi. Olgiilen absorbans degerlerine
en kiigiik kareler metodu uygulanarak serum albumini regresyon denkleminden

standart grafigi cizilerek potein miktarlar1 hesaplandi.
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2.2.7. E280/E260 Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Kolondan elde edilen eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslar eliie edildikleri
tamponlara karsi spektrofotometrede okundu. E2go/E2eo orani hesaplandi ve bu degere
uyan faktor tablodan bulundu. Cozeltinin icerdigi protein miktar1 asagidaki formiile
gore hesaplandi.

Protein mg/mL = Faktor X Ezgo

Protein Konsantrasyonu (mg/mL)= 1,5 X A2go- 0,75 X Aze0

Tablo 2.1. Exgo/E2e0 Warburg Yontemi ile Protein Miktar Tayininde Kullanilan Faktor
Tablosu (71).

E280/E260 % Niikleik asid Faktor*
1,75 0,00 1,116
1,63 0,25 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 1,25 0,970
1,25 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,979 3,50 0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
0,846 5,50 0,656
0,822 6,00 0,632
0,804 6,50 0,607
0,784 7,00 0,585
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0,767 7,50 0,565
0,753 8,00 0,545
0,730 9,00 0,508
0,705 10,00 0,478
0,671 12,00 0,422
0,644 14,00 0,377
0,615 17,00 0,322
0,595 20,00 0,278

* 1 ecm’lik 151k yolu

2.2.8. Katalaz Aktivitesinin Tayini

2.2.8.1. Sigma Yontemine Gore Aktivite Tayini

Calismadaki tiim katalaz aktivitesi tayinleri, Sigma YOntemine gore yapildi.
Reaktif olarak 50 mM pH=7,0 fosfat tamponu igerisinde ¢oziinmiis 10 mM hidrojen
peroksit ¢oOzeltisi ve katalaz enzimi igeren ekstraktlar kullanilmistir. Son olarak
katalaz enzimi igeren hidrojen peroksit ¢ozeltisine ilave edilmek {izere reaksiyonu

durdurmak amaciyla 1 M hidroklorik asit (HCI) eklenmistir.

2.2.8.2. Deneyin Yapilisi

UV Kkiivetlerinin birine 50 mM pH=7,0 fosfat tamponu igerisinde ¢oziinmiis
10 mM hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 5 mL ve iizerine 10 uL enzim ¢ozeltisi, diger
kiivete ise yine ayni hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 5 mL ve tlizerine 10 pL 50 mM
pH=7,0 fosfat tamponu konulmustur. 2 dakika oda sicakliginda inkiibasyona biraklan
enzim ¢ozeltisi 2 dakika sonunda 1 M HCI ¢6zeltisinden 1 mL eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Oda sicakliginda 240 nm de absorbans: okunmustur. Bu sicaklikta

absorbansin 0,450’den 0,400’e diismesi i¢in gegen siire belirlenmistir.
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2.2.9. Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS - PAGE)

2.2.9.1. Kullanilan Cozeltiler

A. 1 M Tris-HCI tamponu pH=8.8: 2,4228 g (0.1 M) Tris 16 mL saf suda ¢oziildii.
1 N HCl ile pH=8,8’¢ ayarlandi. Toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

B. 1 M Tris-HCI tamponu pH=6.8: 2,4228 g (0.1 M) Tris 16 mL saf suda ¢oziildii.
1 N HCl ile pH=6,8"¢ ayarlandi. Toplam hacim 20 mL’ye tamamlandi.

C. Numune Tamponu: 0,65 mL 1M Tris-HCI (pH=6,8), 3 mL %10’luk SDS ve 1
mL %87 gliserin, 1 mL %0.1’lik brom timol mavisi karistirilarak son hacim saf su ile
10 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. 1 M NaOH azar azar damlatilarak Mavi renk
almasi1 saglandi. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce 950 uL numune tamponunda

50 uL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

D. Yiiriitme Tamponu:1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL saf suda ¢6ziildii, 5 mL
%10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

E. Renklendirme Cozeltisi: 0,66 g Coomassie Brilliant Blue R-250’nin 120 mL
metanolde ¢6ziinmesi ve bunun tlizerine 24 mL saf asetik asid ile 120 mL distile su

ilavesiyle hazirlandi.

F. Renksizlestirme Cozeltisi: 7,5 hacim asetik asid, 5 hacim metanol ve 87,5 hacim

destile suyun karistirilmasiyla hazirlandu.

2.2.9.2. Jellerin Hazirlanmasi
Ayirma Jeli:5 mL 1 M Tris-HCI (pH=8,8), 4,4 mL %30 akrilamid-%0,8’lik
bisakrilamid, 0,203 mL %10’luk SDS, 1-2uL %99,99’luk N,N,N',N'-tetrametil etilen

diamin (TEMED) ve 3,13 mL distile su karistirildi. Bu karigimin iizerine son olarak

0,266 mL %1,5’lik giinliik hazirlanmis amonyum persiilfat ¢ozeltisi ilave edildi.
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Yigma Jeli: 1 M Tris-HCl (pH=6,8)’den 1,24 mL, %30 akrilamid-%0,8’lik
bisakrilamid’den 1 mL, %10’luk SDS’den 0.1 mL, %99,99°’lik TEMED’den 1 pLve
distile sudan 5 mL alinarak karistirildi. Son olarak giinliik hazirlanmis %]1,5’lik
amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 0,2 mL ilave edildi. Yigma jeli ile islem yaparken

distile su miktar1 5 mL ¢ekildi.

2.2.9.3. SDS - PAGE ile Enzim Safhiginin Kontrolii

Findik mantar1 katalazi DEAE-seliiloz kolon kromatografisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli %3,
ayirma jeli %10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli SDS-PAGE jel
elektroforezi, Laemmli tarafindan belirtilen (77) yontemle yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi.

Ayirma jeli, ince uclu bir enjektor yardimi ile 0,7 cm ¢apindaki cam tiiplere,
iistten 2-3 cm bosluk kalacak sekilde, hava kabarcigi olmamasia dikkat edilerek
dolduruldu. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in etanol ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) {ist yiizeydeki etanol
mavi bant siizge¢ kagidi kesilerek ayirma jelinin yapisim1 bozmadan etanol
emdirilmis ve piiriizsiiz yiizey elde edildikten sonra polimerlesmis ayirma jelinin
tizerine y1igma jeli ilave edildi. Yigma jeli polimerlestikten sonra molekiil agirlig:
standart ¢ozeltileri ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi sonunda elde edilen enzim
cozeltisi toplam hacim 20 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponu ile
karistirildi. Sirasiyla Ham ekstre, DEAE kolon eluati, ve liyofize edilen DEAE kolon
eluatt kuyucuklara yiiklemesi yapildi. Toplam hacim 20 pL olacak sekilde 1:1

oraninda numune tamponuyla karistirildi.

Kuyucuklara yiiklendi. 40 mA akim gecirildi. Brom timol mavisinden
kaynaklanan mavi bant jelin altina 0,5-0,3 cm kalana kadar ytirtitiildiikten sonra akim
kesilerek yiiriitme durduruldu. Elektroforez camlarindaki jel dikkatlice ¢ikarilds,
yigma jeli kesilip atildi sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli, renklendirme
¢ozeltisine konuldu ve 1,5-2 saat yavas bir sekilde calkalandi. Daha sonra jel

renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. 30
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dakikalik aralarla ¢ozelti degistirildi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan

sonra %7’lik asetik asit i¢inde saklandi.

Findik mantar1 Katalaz enzimi molekiil agirlig1 standart proteinlerin molekiil
agirliklart yardimiyla grafikten hesaplandi. Bantlarin orijine gore R; degerleri
bulundu. Hesaplanan Ry degerleri apsise, protein bantlarina karsilik gelen molekiil
agirliklarinin logaritmasi da ordinata yazilarak molekiil agirlig1 grafigi elde edildi.
Ayni sekilde katalazin Ry degeri hesaplanarak, grafikten molekiil agirligi tayin
edildi.

2.2.10. Findik Mantarindan Elde Edilen Katalazin Enzim Aktivitesine

Gore Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi

Findik mantarindan elde edilen Kkatalaz aktivitesinde kinetik 6zellikleri

incelemek i¢in DEAE-seliiloz kolonundan elde edilen fraksiyonlar belirlenmistir.

2.2.10.1. Katalaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisinin incelenmesi

Findik mantarindan elde edilen katalazin optimum pH’sin1 belirlemek
amactyla enzimin pH = 4-10 araliginda gosterdigi katalaz aktivitesi ol¢iildii. pH=4-5
araliginda asetat tamponu, pH=6-8 araliginda fosfat tamponu, pH=9-10 araliginda
glisin-NaOH tamponu, pH=11-12 araliginda ise Na;HPO4-NaOH tamponu kullanild:.
Belirlenen pH araliklarinda hazirlanan 50 mM’ Iik tampon ¢ozeltilerde 10 mM H20:2
coziindiiriilerek substratlar elde edildi. Bu substratlar {izerinden sigma ydntemine
gore aktivite tayinleri yapildi. Tiim denemeler oda sicakliginda gergeklestirildi.
Denemeler 3 kez yapilarak ortalamalar1 alindi. Degisik pH degerlerinde elde edilen
katalaz aktivitesi absorbans degerleri ordinata, pH degerleri apsise konarak optimum

pH egrisi ¢izildi.

2.2.10.2 Katalaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisinin Incelenmesi

Enzim ¢o6zeltisinden 3’er mL alinarak 20°C-70°C arasinda, sicaklik her

defasinda 10°C arttirilarak, su banyosunda 30 dakika siire ile tutuldu. Oda sicakligina
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getirilen cozeltilerde katalaz aktivitesi tayinleri yapildi (72). Denemeler 3 kez
tekrarlanarak ortalamalar1 alindi. Sicaklik degerleri apsise, elde edilen enzim aktivite
degerleri ordinatta olmak tlizere optimum sicaklik egrisi ¢izildi. Oda sicakliginda
yapilan denemelerin aktiviteleri 100 kabul edilerek (kontrol) her bir sicaklik i¢in %

aktivite degerleri hesaplandi.

2.2.10.3. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Katalaz aktivitesinin uygun reaksiyon siiresinin bulunmasi amaciyla substrat,
enzim ve tampon cozeltilerden aktivite tayin yonteminde belirtilen miktarlarda
alinarak reaksiyonun 1, 2, 3, 4, 5, 15 ve 20. dakikalarinda katalaz aktivitesi tayin
edildi (87).

2.2.10.4. Katalaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun

Etkisinin Incelenmesi

Findik mantarindan saflastirilan katalaz enziminin sadece hidrojen peroksite
(H202) ilgisinin fazla oldugu saptandigindan bu enzimin H>O: ig¢in Km Ve Vmax
degerleri tayin edildi. Bu amagla 50 mM pH:7,0 fosfat tamponunda ¢6ziinmiis
H202’in 0,00125-0,00025 mM araligindaki ¢ozeltileri hazirlandi. Deneyler 3 defa
tekrarlandi. En kiigiik kareler yontemine gore Lineweaver—Burk dogru denkleminden

ve grafikten H20- igin Km Ve Vmax degerleri hesaplandi.
2.2.10.5. Enzim Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi
Enzim konsantrasyonunun katalaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla
enzim ¢ozeltisi, 5 ulL, 10 uL, 15 pL, 20 pL ve 50 pL arasinda degisen hacimlerde
alinarak yukarida belirtilen sekilde katalaz aktivitesi tayin edildi (72).

2.2.10.6. Substrat Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi

Substrat konsantrasyonunun Kkatalaz aktivitesine etkisini arastirmak amaciyla

50 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda ¢6zlinmiis H202 ¢dzeltisinden 10 uL, 1 mL, 2,5
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mL, 5 mL, 7,5 mL ve 10 mL arasinda degisen hacimlerde alinarak yukarida belirtilen

sekilde katalaz aktivitesi yontemine gore tayin edildi (72).
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3. BULGULAR

3.1. Findik Mantarindan Katalazin Saflastirilmasi

3.1.1. Uygun Amonyum Siilfat Konsantrasyonu

Findik mantar1 ham ekstresinde katalazi ¢oktiiren uygun amonyum siilfat

konsantrasyonunun %60 oldugu belirlendi.

3.1.2. DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

Dializatin DEAE-seliilloz kolonuna uygulanmasi sonucunda katalazin 500
mM NaCl/0.5 M sodyum fosfat tamponu ile tek pik seklinde oldugu gozlemlendi
(Sekil 3.1).

Findik mantarindan Katalazin saflastirilma evreleri ve bu evrelere ait sonuglar
Tablo 3.1°de gosterildi. Calismamizda Findik mantari ham ekstresi hazirlama,
amonyum siilfat kesiti ve DEAE-seliiloz kolon kromatografisi evrelerinde Katalaz
aktivitesi tayin edildi. Findik mantarindan Katalaz enzimi DEAE- seliiloz kolon

kromatografisi sonucu 29,44 kez saflastirildi (Tablo 3.1) .

0,8 - - 1,25
0,7
1
0,6
_E 0'5 0,75 3
[ —
0,3 0,5
0,2
0,25
0,1
0 0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
==@==Protein Absorbansi (nm)  =fll=Enzim Aktivitesi

Sekil 3.1 Findik Mantar1 Ham Ekstresinin % 60 Amonyum Siilfat Fraksiyonunun
DEAE-Seliiloz kolon kromotografisi Eliisyon Grafigi
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Kolon Boyutu: 1.4x10 cm

Kolona uygulanan protein: 200 mg/mL

Eliisyon tamponlar1: pH’s1 7,0 olan 0,5 mM sodyum fosfatta ¢oziilmiis 10 mM, 20
mM, 30 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM NacCl.

Tablo 3.1. Findik Mantar1 Katalazinin Saflastirma Basamaklari

Islem Total Protein|  Total Spesifik Saflastirma
Evreleri (mg) Aktivite (U) |Aktivite (U/mg) Orani
Ham Ekstre 5302 305461 57,61 1
%60 Amonyum Siilfat
. 444 31118 70,17 1,22
Kesiti
Dializat 334 52779 158,21 2,75
DEAE-Seliiloz Kolon
o 8,16 13838 1696 29,44
Kromatografisi

3.1.3. SDS-PAGE Elektroforezi
Saflastirilan katalaz enziminin SDS-PAGE uygulanarak tek protein bandi

icerdigi saptandi. Molekiil agirligr tayininde kullanilan standart proteinler ile ¢izilen

egriden katalaz molekiil agirliginin 12 kDa oldugu saptandu. (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

1. Bovine serum albumin (Mr = 14,2 kDa)

2.Karbonik anhidraz (Mr = 29 kDa)

3. Serum albumin (Mr = 45 kDa)

4. Alfa lakta albumin (Mr =132 kDa )

5. Ureaz (Mr = 272 kDa)

6. Ham ekstre ( Mr 23,6 kDa )

7. DEAE-seliiloz kolon ¢ikisli enzim ¢6zeltisi ( Mr = 12 kDa )

3.1.4. Katalaz Aktivitesine pH’nin Etkisi

Katalaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum pH degerini
belirlemek amaci ile degisik 50 mM fosfat tamponunda ¢6ziinmiis 10 mM H>O2’nin
4,0-10,0 araligindaki pH degerleri kullanilarak reaksiyon hizlar1 belirlendi. Elde
edilen degerlerden yararlanilarak aktiviteler (72) hesaplandi. Boylece katalaz enzimi

icin optimum pH degeri tespit edildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Katalaz Aktivitesi Uzerine pH'nin Etkisi

3.1.5. Katalaz Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Katalaz enziminin aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amactyla
H20: substrat1 kullanilarak 20, 30, 40, 50, 60, 70°C’deki reaksiyon hizlar1 belirlendi.
Elde edilen verilerden yararlanarak aktiviteler (72) hesaplandi. Boylece katalaz

enzimi i¢in optimum sicaklik degeri belirlendi.
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Sekil 3.4. Katalaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi
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3.1.6. Uygun Reaksiyon Siiresinin Bulunmasi

Katalaz aktivitesinin 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 ve 20. dakikalarindaki reaksiyonlar
sonucunda aktivitenin zamana bagl olarak arttig1 saptandi. En yiiksek aktivitenin 2.
dakikada gergeklesmesi nedeni ile aktivite tayininde 2. dakikada Ol¢limlerin

yapilmasina karar verildi (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Zamanin Katalaz Aktivitesine Etkisi
3.1.7. Katalaz Enziminin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi
Katalaz enziminin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk denkleminden

yararlanilarak hesaplandi. Katalazin Ky degeri 0,310 mM, Vmax degeri 62,112 U
olarak belirlendi (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Katalazin Km ve Vmax Degerleri

3.1.8. Enzim Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi

5 uL-50 pL arasinda degisen hacimlerde alinan enzim ¢ozeltileriyle katalaz
aktivitesi Ol¢timleri yapildi. Enzim hacminin artmasi ile katalaz aktivitesinin arttigi
goriildi. Ancak 20 pL enzim hacminde aktivite belli bir degerde dengelendigi yinede
enzim hacminin artmasi ile aktivitenin ¢ok fazla artis gostermedigi saptandi (Sekil

3.7.).
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Sekil 3.7. Enzim Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi
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3.1.9. Substrat Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi

Farkli miktarda H>O, substratina kars1 katalaz aktivitesi 6l¢iildii. En yliksek
aktivitenin 10 mL substrat ile oldugu bulundu. (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. Substrat Konsantrasyonunun Katalaz Aktivitesine Etkisi
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4. TARTISMA VE SONUC

Cesitli endiistriyel islemlerde kullanim alanlarina sahip olan katalazlarin,
cesitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirildigi ve bazi kinetik
Ozelliklerinin  incelendigi tespit edilmistir. Katalazin findik mantarindan
saflastirilmast ile ilgili literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu
calismada, findik mantar1 Katalazi ilk kez saflastirilmis ve bazi kinetik 6zellikleri

incelenmistir.

Enzimlerin ¢esitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan saflastirilmasinda,
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlere gore calismalarda saflastirma
oranlar1 da degigsmektedir. Yapilan ¢aligmalarda katalaz, hiyardan (Cucimus sativus)
14,72 kat (75), asotu yapraklar1 (Coriandrum sativum)’indan 64,06 kat (76)
saflastirilmistir. Bu ¢alismada findik mantar1 (L. pyragalus)’ndan katalaz enzimi
29,44 kat saflastirilmastir.

Literatiirde ¢esitli kaynaklardan ¢esitli saflastirma metotlar: kullanilarak
yapilan katalazin saflastirilmas: ile ilgili ¢alismalarin sonuglari bulunmaktadir. Bu
calismalarin sonuglarinda farkl aktiviteler rapor edilmistir. Bozdemir (2007), keten
tohumu (Linum usitatissimum)’ndan saflastirdigi katalaz enziminin spesifik
aktivitesini 15,94 U/mg, olarak saptamistir. Demir (2006) asotu (Coriandrum
sativum) yapraklarindan saflastirdigi katalaz enziminin, spesifik aktivite degeri 89.68
EU/mg protein olarak bulmustur (74). Findik mantar1 (L. pyragalus)’ndan
saflastirilan katalaz enziminin spesifik aktivite degeri 1696 U/mg protein olarak

bulundu.

Optimum pH’1 Dinger (2000), roka (Eruca sativa) bitkisinden saflastirilan
katalaz enzimi i¢in 7,0-10,0 araligi; Koksal (2003) karalahanadan (Brassica oleracea
L. var. Acephala) kismi saflastirilan katalaz igin 7,8; Oztiirk ve arkadaslar1 (2005),
maydanozdan saflastirilan katalaz enzimi igin 7,0; Sondas (2005), nane (Menta
spicata) ve pirasa (Allium porrum L.) bitkilerinden kismi saflastirilan katalaz igin
sirastyla 6,0 ve 7,5; Yorik ve arkadaslari (2005), Van Elmas: (Golden

delicious)’ndan saflastirilan katalaz enzimi i¢in 5,0; Kara (2008), kabak
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¢ekirdeginden (Cucurbita moschata) saflastirilan katalaz i¢in 7,0 olarak bulmuslardir
Calismamizda findik mantar1 (L. pyragalus)’'ndan saflastirilan katalaz enziminin
optimum pH’1 8,0 olarak bulunmus olup literatiirdeki degerlerle uygunluk

igerisindedir.

Akar (2015), cevizden (Juglans regia) saflastirdigi katalaz enziminin optimum
sicakligin1 25 °C; Dinger (2000), rokadan (Eruca sativa) kismi saflastirilan katalaz
i¢in 30 °C; Koksal (2003), karalahanadan (Brassica oleracea L. var. acephala) kismi
saflastirilan katalaz i¢in 25 °C; Yorik ve arkadaslari (2005) Van Elmasi’ndan
(Golden Delicious) saflastirilan katalaz enzimi i¢in 50 °C; Oztiirk ve ark (2005),
maydanozdan saflastirilan katalaz enzimi igin 35 °C olarak bulmuslardir (74).
Calismamizda findik mantar1 (L. pyragalus)’ndan saflastirilan katalaz enziminin

optimum sicakligini 20 °C olarak bulunmustur.

Belirlenen optimum pH ve sicakhkta Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis ve Kinetik
parametreler hesaplanmistir. Findik mantar1 (L. pyragalus)’ndan saflastirilan katalaz
enziminin Km degeri 0,310 mM; Vmax degeri ise 62,112 U olarak bulunmustur.
Sondas, (2005 nane (Menta spicata) ve pirasa (Allium porrum L.) bitkilerinden kismi
olarak saflagtirmis olup nane katalazi i¢in, Vmax degerini 108,69 EU/mL ve Kn
degerini 1,175 mM; pirasa katalazi ig¢in Vmax degerini 50 EU/mL ve Kmn degerini
1,172 olarak bulmustur. Kara (2008) tarafindan yapilan kabak c¢ekirdeginden
(Cucurbita moschata) saflastirdiklar1 katalaz i¢cin Km degerini 0,00209 M, Vmax
degerini ise 58,139 EU/mL olarak rapor etmislerdir.

Sonu¢ olarak findik mantar1 (L. pyragalus)’ndan katalaz enzimi ilk lez
saflastirilmis ve bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir. Buna gore;
¢ Findik mantarindan katalaz 29,44 kat saflastirildi.
e Katalaz enziminin H>O; substratina gore optimum sicaklik degerinin 20°C,
optimum pH degerinin 8,0 oldugu bulundu.
e Katalaz aktivitesi i¢in uygun reaksiyon siiresi ise 1 dakika olarak belirlendi.
e Findik mantarindan saflastirilan katalazin Km ve Vmax degerleri, sirasiyla

0,310 mM ve 62,112 U oldugu bulundu.
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e Katalaz aktivitesinin uygun enzim konsantrasyonunun 50 upL ve substrat
konsantrasyonunun 10 mL oldugu belirlendi.
e SDS-PAGE elektroforezi sonucunda saflastirilan enzimin molekiil agirliginin

12 kDa oldugu bulundu.

Elde edilen sonuglardan, Giresun yoéresinde yetisen ve besin maddesi olarak
oldukca fazla tiiketilen findik mantarindan katalaz enziminin saflastirilip cesitli

endiistriyel alanlarda kullanilabilecegi kanisina varildi.
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