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ÖZET 

 
Bu araştırmada, rat eritrositinden saflaştırılan katalaz enziminin karekterizasyonu ve kinetik özellikleri incelendi. Enzim 

aktivitesi 25oC, 240 nm’ de Aebi metoduna göre spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu metot bütün kinetik incelemelerde 
kullanıldı. Daha sonra optimum pH ve sıcaklık tayin edildi. Lineweaver-Burk denklemi yardımıyla Vmax ve Km sabitleri saptandı. 

Anahtar kelimeler: Katalaz, Enzim, Rat.  
 

Investigation of Characterizaterization and Knetic of Catalase Enzyme To Obtain from Erythrocytes Rat 
 

SUMMARY 
 

In this study,characterization and kinetic properties of catalase purified from rat erythrocyte catalase and kinetic properties 
were investigated. Enzyme activity was determined with the Aebi method by using a spectrophometer at 240 nm, 25 oC. This method 
was used for all kinetics studies. After that optimal pH and assay temperature were determined. By means of a Lineweaver-Burk plot, 
Vmax and Km values were calculated.  

Keywords: Catalase,Enzyme, Rat. 
 

GİRİŞ 
 

Enzimler, canlı organizmalarda biyolojik 
reaksiyonları hızlandıran protein yapısında olan biyo – 
katalizörlerdir ve  proteinlerin en büyük grubunu teşkil 
ederler (17,24). Enzimlerin canlı yapısındaki önemi 
gittikçe artmaktadır. Temel bilimler, kimya, biyoloji, tıp 
ve eczacılık gibi çok geniş araştırma alanındaki,  
araştırmaların büyük bir kısmı enzimler üzerinde 
yapılmıştır. 

Katalaz  (CAT:EC 1.11.1.6), protein yapısında bol 
miktarda bulunan karakteristik bir enzimdir. Bu enzim 
yaygın bir şekilde hayvan, bitki ve mikroorganizmada 
mevcuttur. Ayrıca toksik hidrojen peroksidi hücrelerden 
uzaklaştırmada da önemli bir rol oynar (9,19). Biyolojik 
ve biyokimyasal sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz 
(POD), glutatyon redüktaz (GSSG-Rx) ve süperoksit 
dismutaz (SOD) antioksidant etkiye sahip enzimlerdir. 
Antioksidant savunma sistemi, hücreyi serbest radikal 
veya diğer reaktif moleküllerin oksidatif hasarından 
korur. Bundan dolayı bu savunma sisteminde CAT, POD, 
GSSG-Rx ve SOD gibi antioksidant enzimler büyük 
öneme sahiptir. Serbest radikallerin zararlı etkileri 
hücrelerdeki antioksidant savunma sistemleri tarafından 
kontrol edilir (13). Katalaz enzimi hayvan hücrelerinin 
özellikle peroksizom organellerinde de yoğun bir şekilde 
bulunur (10). Katalazın canlı organizmanın eritrosit, 
karaciğer, böbrek, kemik iliği ve çeşitli dokularında da 
bulunur (11). Farelerde bu enzimin birçok şekli 
saptanmıştır (21,23). Birçok ilaç ve kimyasal maddeler 
vücudun belli organlarında serbest radikal oluşum hızını 
artırabilir (20). Bu nedenle, antioksidant enzimler hem 
hücrenin kararlılığını muhafazada hem de serbest 
radikalleri yok etmede çok önemlidir (5,14).  

Bu çalışma rat eritrositlerinden hem kontrol hem 
de piridazin muamelesinden sonra katalaz enziminin 
karekterizasyonu ve kinetiğini incelemek amacıyla 
planlanmıştır. 
 

MATERYAL ve METOT 
 

Materyal 
Bu çalışmada kullanılan sodyum fosfat, standart 

serum albumin, hidrojen peroksit,  sodyum klorür, 
sephadex G-200, DEAE-sephadex A50, DEAE-sephadex 
G-25, sephadex G-50 ve sephadex G-25 Sigma’dan 
alınmıştır. Sodyum metamizol ve potasyum penisilin 
(Penisiline, Alfasilin; Fako, Levent, İstanbul) 
eczanesinden temin edilmiştir. Kullanılan kimyasal 
maddeler analitik olarak uygun saflıktadır. 

Metot 
Bu çalışmada her biri 180-200 g ağırlığında olan 

22  2 m oC de oda şartlarında bakıma alınınan sağlıklı 
Sprague-Dawley cinsi ratlar  kullanıldı. Hayvanlar iki 
gruba ayrıldı. 1. gruptaki hayvanlara sadece serum 
fizyolojik verildi. 2. gruptaki hayvanlara ise 15 mg/kg 
piridazin intraperitoneal olarak enjekte edildi. Her iki 
gruptaki ratlar eter anestezi altında bayıltılıp kuyruk 
kesme yöntemiyle kan örnekleri, 1, 3 ve 6. saatler 
sonunda alındı. 10 ml’ lik santrifüj tüplerine kan örnekleri 
konulup 1500 rpm’ de 15dk santrifüj edildi. Tüplerin üst 
kısmında kalan plazma ve lökosit atıldı. Geriye kalan 
eritrositler % 0.9’luk NaCl çözeltisiyle iki kere yıkandı. 
Eritrositlerin 1.5 katı kadar distile su ilave edilerek 
hemoliz gerçekleştirildi. Hemolizatın pH’sı fosfat 
tamponuyla 7.50’e ayarlandı. Derişimi %35–65 arasında 
değişen amonyum sülfat kullanılarak hemolizat 
çöktürüldü. Bu yöntemle en uygun çöktürmenin 
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olabilmesi için gerekli amonyum sülfat derişimi saptandı. 
Aktivite gösteren numuneler alınıp çeşitli dolgu maddeleri 
içeren DEAE-kolonuna doldurulup fosfat tamponuyla 
dengelendi. Kolondan belli sürelerde alınan numunelerin 
enzim aktiviteleri Aebi metoduna göre ölçüldü (1). 
Reaksiyon ortamında hidrojen peroksitin substrat olarak 
kullanıldığı bu yöntemde absorbans 240 nm’de 
spektrofotometrik olarak saptandı. 

Enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini tespit 
etmek amacıyla yapılan çalışmada bütün periyotlarda 
sıcaklık 20-80  oC arasında olacak şekilde, sabit pH’da 
(7.50) 1M fosfat tamponu kullanılarak 15 dk inkübatörde 
bekletilen numunelerin  aktivite tayinleri yapıldı. 
Enzim aktivitesi üzerinde pH’nın etkisini bulmak 
amacıyla bütün periyotlar için pH 2–12 aralığında 
değiştirilerek sabit sıcaklıkta (25 oC)  aktivite tayinleri 
yapıldı. Bradford yöntemine göre 595 nm de standart sığır 

serum albumin yardımıyla kantitatif protein tayini yapıldı 
(8). 

BULGULAR 
 

1.Enzim Aktivitesi Üzerine Sıcaklığın Etkisi 
Enzimlerin katalizlediği herhangi bir tepkimenin 

hızı, genellikle ısı optimum değere gelinceye kadar 
artmaktadır. Isı artmaya başladığında kinetik enerji ve hız 
yükselirken aktivite genellikle belli bir sıcaklığa kadar 
artış gösterir. Sunulan bu çalışmada kontrol grubu için 
enzimin en yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık 50 oC, 
piridazin muamelesi sonrası 1. saat için enzimin en 
yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık 40 oC, 3. saat için 
enzimin en yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık 40 oC,  6. 
saat için enzimin en yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık 40 
oC olarak saptanmıştır (Grafik 1). 

 
 
Grafik 1. Her Periyot İçin Katalaz Aktivitesinin  Sıcaklıkla Değişimi 
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2.Enzim Aktivitesi Üzerine pH’ın Etkisi 
Yapılan bu çalışmada kontrol grubu için optimum pH 8.00, piridazin muamelesinden sonra 1. saat için optimum 

pH 4, 3. saat için 5.5, 6. saat için ise 8 olarak saptanmıştır (Grafik 2).  
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Grafik 2. Her Periyot İçin Katalaz Aktivitesinin  pH il e Değişimi 
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3.Kinetik Çalışmalar 
Kinetik çalışmalar yapmak için değişik substrat konsantrasyonları ile enzimin parçalanma hızı bulundu. Bu 

değerlerden yararlanılarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi (Grafik 3, 4, 5). Bu grafikler yardımıyla Vmax ve Km 
değerleri saptandı (Tablo 1 ). 
 
Grafik 3. Altıncı Saat Sonunda Rat Eritrositinden Elde Edilen Katalaz Enzimine  Sodyum Metamizol ve Potasyum 
Penisilin İlaçlarının Etkisiyle İlgili Lineweaver-Burk Grafikleri. 
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Grafik 4. Üçüncü Saat Sonunda Rat Eritrositinden Elde Edilen Katalaz Enzimine  Sodyum Metamizol ve Potasyum Penisilin 
İlaçlarının Etkisiyle İlgili Lineweaver-Burk Grafikleri 
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Grafik 5. Birinci Saat Sonunda Rat Eritrositinden Elde Edilen Katalaz Enzimine  Sodyum Metamizol ve Potasyum Penisilin 
İlaçlarının Etkisiyle İlgili Lineweaver-Burk Grafikleri 
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4.Enzim aktivitesinin zamana bağlı olarak değişimi 
Enzim aktivitesi 1, 3, 6, 12, 24, 48 ve 96. saatler sonunda ölçülerek aktivitenin zamanla ne kadar azaldığı veya 

değiştiği tespit edildi (Grafik 6). 
 
Grafik 6. Katalaz Enziminin Aktivitesinin Zamanla Değişimi 
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TARTIŞMA ve SONUÇ  
 

Katalaz, reaktif oksijen radikalini eliminasyon 
yoluyla bu işlemden koruyan antioksidant için önemli 
olan ve bir su molekülü ile bir oksijen molekülü içinden 
H2O2’yi uzaklaştıran bir enzimdir. Canlılarda antioksidant 
sistemler tüm hücreleri serbest radikal hasarına karşı 
korur (5,16). Katalaz enzimi eritrosit içinde çözünür bir 
şekilde bulunmuştur (22). Katalaz, oksitleyici, ağartıcı 
veya sterilizasyon amaçlı kullanılan hidrojen peroksidin 
uzaklaştırılması ve hidrojen peroksit veya glukoz 
biosensörlerinin bileşimi olarak analitiksel amaçlı geniş 
kullanılabilen bir enzimdir (4). Reaksiyon ortamında 
hidrojen peroksitin substrat olarak kullanıldığı bu 
yöntemde absorbans 240 nm’de spektrofotometrik olarak 
ölçüldü. Bu çalışmada rat eritrositlerinde katalaz (CAT) 
aktivitesinin karekterizasyonu ve kinetiği araştırılmıştır. 
Kontrol grubu için optimum sıcaklık 50 oC olarak 
saptanmıştır. Deney grubu için optimum sıcaklık çeşitli 
periyotlara bağlı olarak farklılık göstermiştir Yapılan bir 
çalışmada da tavuk ve fare beyninde optimum sıcaklık 
sunulan  bu çalışma ile tutarlılık göstermektedir (12). Bu 
durum inkübasyon süresinin önemli olduğu sonucunu 
verebilir. 

Deneyde kullanılan piridazin halkasının biyolojik 
aktiviteleri bazı hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. 
Yine pirazol halkası bulunduran bisiklik yapıdaki hetero 
sistemlerden bazılarının özellikle bir kısım pirazol-
piridazin türevlerinin antimikrobiyal, antibakteriyel, 
antiviral, antifungal etkilerinin olduğu literatürlerde 
belirtilmiştir (24). Bundan dolayı piridazin tercih edildi. 
Enzimler, canlı hücreler tarafından sentezlendiklerinden 
katalitik etkileri hücreye bağlı değildir. Ayrıca enzimler 
protein yapısında olduklarından proteinlerin tüm 
özelliklerini gösterirler. Proteinler gibi enzimler de büyük 
moleküllü olmaları nedeniyle bazı zarlardan geçemezler. 
Isı ile kolaylıkla denatüre olurlar ve ortamın asit ve baz 
durumuna göre duyarlılık gösterirler. 0 oC ile yaklaşık 40-
50 oC arasında sıcaklık yükselmesi, enzimin etki hızını 
arttırır. Ancak bu sıcaklıkların üstünde denatürasyon 
başlar (18).  pH çalışmalarında kontrol grubunun 
optimum pH değeri 8.5 olarak belirlenmiştir. Rat 
eritrositleri için tayin edilen pH değerleri daha önce 
yapılan çalışmalara uygunluk göstermektedir. Piridazin 
enjekte edilen ratlarda 1.,3. ve 6. saatlerde alınan 
numuneler için katalaz enziminin en yüksek aktivite 
gösterdiği optimum pH’lar  sırasıyla 4.5, 5.5 ve 8.0 olarak 
tespit edilmiştir. 6.saat sonunda alınan enzimde elde 
edilen değerin kontrol grubu ratlarda elde edilen değere 
benzerlik göstermesi ratların metabolizmasına piridazinin 
yaptığı etkiden kurtulmaya başladıklarını 
düşündürmektedir. Bütün enzimler için aktivitelerin en 
yüksek olduğu pH değerleri mevcuttur. Aktivite 
genellikle optimum pH değerlerinin altında ve üstünde 
düşer, bununla beraber bütün enzimlerin pH-aktivite 
değişimi aynı şekilde değildir (18). Enzim aktivitesi 
çeşitli pH değerlerinde tayin edildiği zaman optimum pH 
genel olarak pH 7.5 ve 10.0 değerleri arasında gözlenir, 

pH da herhangi ani bir değişiklik enzimin katalizlediği 
tepkimelerin hızlarını etkilemektedir (2,3). Bu değerin 
yapılan çalışmalarla uyum içerisinde olduğu saptanmıştır 
(11). Bu durum  pH-aktivite ilişkisinin ne kadar önemli 
olduğunu göstermektedir. Literatürde , katalaz enzimi için 
optimum pH 7.6 olarak verilmiştir (15).  Bu  pH enzimin 
hücre içi metabolizmada önemli rol aldığını 
göstermektedir. 

Bu çalışmada 1., 3. ve 6. saatler sonunda ratlardan 
alınan numunelerin eritrositlerinden  saflaştırılan 
katalazın inhibisyonunu incelemek amacıyla sodyum 
metamizol ve potasyum penisilin ilaçlarının enzime etkisi 
saptanmıştır. Bu etkilerden yararlanarak Lineweaver-Burk 
grafikleri çizilip, Vmax ve Km değerleri tespit edilmiştir. 
Tablolardaki (Tablo 1) sodyum metamizol ile ilgili veriler 
incelendiğinde Vmax değerlerinin 1., 3. ve 6. saatlerde 
sırasıyla 22.27, 11.01 ve 28.82 mg protein.min/mmol 
arasında değiştiği görülmektedir. Enzimin substratı 
etkileyebileceği hızın 3. saatte düşmesi ratta bulunan 
piridazinin, katalaz enziminin inhibisyonuna etkisinin 
büyük olduğunu düşündürmektedir. Benzer şekilde 3. saat 
sonucu elde edilen Km değerlerinin de diğerlerinden 
büyük olması yukarıdaki düşünceyi desteklemektedir. 
Potasyum penisilinle ilgili değerleri incelendiği zaman 1., 
3. ve 6. saatler sonunda Vmax değerleri sırasıyla 21.55, 
12.31 ve 29.32 mg.protein.min/mmol olarak saptanmıştır. 
Tablolardaki Km ve Vmax değerlerinin birbirine uyumu, 
potasyum penisilinin de enzim inhibisyonuna etkisinin 
benzer sonuçlar vermesi piridazinin rata etkisinin 3. saat 
sonunda maksimum olduğu fikrini ortaya koymaktadır. 

Katalaz enziminin karekterizasyonu ve kinetiği 
ilgili daha fazla çalışma yapılmalıdır. Bu çalışma ın vivo 
ortamında yapılmıştır. Daha fazla araştırmalar hem in 
vitro hem de in vivo olarak yapılmalıdır.  
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