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Kiwano (cucumis metuliferus) bitkisindeki peroksidaz enzimleri iizerine
amino asit etkisinin incelenmesi
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OZET

Bu c¢alismada, kiwano (Cucumis metuliferus) bitkisinden peroksidaz ve askorbat peroksidaz enzimleri ekstrakte
edilmistir. Asidik, bazik ve notral karakterde 8 amino asitin (L-histidin, L-glutamik asit, L-treonin, L-lisin, L-arginin,
L-aspartik asit, L-prolin, L-fenilalanin) bu enzimlerin aktivitesi izerine yaptigi etki incelenmistir. Her bir amino asit
¢ozeltisinden 4 farkli konsantrasyon baz alinarak enzimler {izerindeki etkileri arastirilmis ve % bagil aktivite
degerleri bulunmustur. Sonuglara gore, bazi amino asitler enzimlerin aktivitesini artirirken bazilari azaltmustir.
Ayrica ayn1 amino asitin farkli konsantrasyonlarinin da enzim aktivitesini degistirdigi gorilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: peroksidaz, askorbat peroksidaz, kiwano (cucumis metuliferus), amino asit

Investigation of the effect of amino acids on peroxidase enzymes from kiwano
(cucumis metuliferus)

ABSTRACT

In the study, peroxidase and ascorbate peroxidase are extracted from kiwano (Cucumis metuliferus). It is searched
that the effect of 8 amino acids having acidic, basic, neutral characters (L-Histidine, L-Glutamic acid, L-Threonine,
L-Lysine, L-Arginine, L-Aspartic acid, L-Proline, L-Phenylalanine) on these enzymes’ activity. By being based on 4
different concentrations of each amino acid solution, it is analyzed the impacts on enzymes seperately and calculated
the % relative activity values of enzymes. According to the results, as some amino acids increase the activity of
enzymes, others decreases. Moreover, it is seen that different concentrations of the same amino acid change enzyme
activity.
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1. GIRIS INTRODUCTION)

Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiil
ise tek elektronludur. Tek, yani eslesmemis elektronlu
olan bu molekiiller, bulabilecekleri herhangi bir molekiil
ile etkilesime girerek bu molekiilden elektron alir ya da
ona bir elektron verir. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca
elektron aligverisine girip onlarin yapisini bozan bu
molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller”
ya da “reaktif oksijen tiirleri” denir [1]. Serbest
radikaller viicutta 6nemli molekiillere zarar veren bir
seri tepkimeyi baslatabilir. Reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Oonlemek i¢in viicutta birgok savunma mekanizmasi
gelistirilmistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri”
ya da kisaca “antioksidanlar” olarak bilinir. Bu
molekiiller, serbest oksijen radikallerine bir hidrojen
iyonu vererek, bu radikalleri kendilerine baglayarak ya
da onlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirerek radikal
hasarmi onler [2]. Biyolojik sistemlerde peroksidaz ve
askorbat peroksidaz antioksidan etkiye sahip baslica
enzimlerdendir. [3].

Peroksidaz (POD, E.C. 1.11.1.7), hidrojen atomlarini
vermek egiliminde olan bilesikler ile bu atomlar1 alict
durumunda olan hidrojen peroksit (H>O,) bilesigi
arasindaki reaksiyonu katalizleyen bir oksidorediiktazdir
[4, 5]. Askorbat peroksidaz (APX, E.C. 1.11.1.11)
substrat olarak askorbati kullanarak H,O, gibi
peroksitleri detoksifiye eden enzimdir [6].

POD bitkilerde hormonal
mekanizmalar1 [8], sebze ve meyvelerin yetisme
donemleri siiresince indoleasetik asit miktarnin
ayarlanmasit [9] ve lignin biyosentezi [10] gibi hayati
fonksiyonlarda rol aldig1 bilinmektedir.

faaliyet [7], savunma

Amino asitler proteinlerin temel yapr birimidir.
Proteinler hemen hemen biitiin biyolojik proseslerde,
bitkide enzim olarak gesitli islevlerde, molekiillerin
enerji depolamasi, tasinmasi ve sinyallegsmesinde dnemli
role sahiptir. Amino asit, merkez karbon atomuna bagl
amino grup, karboksil grup, bir hidrojen iyonu ve farkli
yan zincirden (R grubu) meydana gelir. Biitiin canli
tiirlerindeki proteinler temel 20 ¢esit amino asitin farkli
sekil ve oranlarda birlesmesiyle olusmustur [11]. Bu
calismada kullanilacak bazi amino asitlerin kimyasal
yapist Sekil 1’ de verilmistir.

Belirli miktarda amino asitlerin kullanimu {iriin kalitesini
ve verimini artirdigl bilinmektedir. Bitkiler nitrojen,
karbon, oksijen ve hidrojenden meydana gelen amino
asitlerin hepsini sentezlemek i¢in gereken kalitsal
kapasiteye sahip olmalaria ragmen, biyokimyasal siire¢
enerji tilkketmekte oldukc¢a karisiktir.
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Sekil 1. Bazi amino asitlerin kimyasal yapilari (Chemical structures of
some amino acids)

Amino asit kullanimi bitkinin bu siiregteki enerji
tilketimini azaltmaktadir ve geri kalan enerji bitkinin
o6nemli biiyiime evreleri boyunca gelisimi daha iyi
tamamlayabilmesi i¢in ayrilabilmektedir. Calismalar
amino asitlerin dogrudan ya da dolayli olarak bitkilerin
fizyolojik aktivitelerinde rol aldiklarini gdstermektedir
[12].

Bu c¢alismada kullanilan bazi amino asitlerin bitkiler
iizerinde bilinen etkileri; L-prolin bitkinin polen
verimliligine yardimci olmakta ve ¢ogunlukla bitkinin
su dengesinde rol almaktadir. Ayrica uygun olmayan
hava kosullarinda bitkinin direncini artirmak igin hiicre
duvarinda gorev almaktadir. L-lisin ve L-glutamik asit
polenlesmede rol alan 6nemli amino asitlerdendir. Bu
amino asitler polenlerin ¢gimlenmesini ve polen tiipiiniin
uzunlugunu artirmaktadir. L-glutamik asit ve L-aspartik
asit, transaminasyon boyunca diger amino asitlere yol
acmaktadir [12] . L-arginin ¢i¢cek ve meyve ile ilgili
hormonlarin sentezlenmesine sebep olmaktadir. L-
histidin ise meyvenin diizgiin bir sekilde olgunlasmasina
yardimci olmaktadir [13].

Belli miktarda amino asidin bitkinin gelisimi {lizerinde
o6nemli bir etkiye sahip oldugu bilindigine gore, farkli
amino asit miktarlarinin savunma sisteminde ve
hormonal faaliyetlerde etkili olan POD ve APX
enzimleri tiizerine etkisi incelenebilir. Bu amagla
kullanilacak olan amino asit miktarma bagli olarak,
enzimler iizerinde aktivatdr (enzimlerin etkisini artiran
madde) ya da inhibitor (enzimlerin etkisini azaltan ya da
tamamen yok eden madde) etkiye sahip olup olmadigi
arastirilacaktir.
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2. MATERYAL VE METHOD (MATERIAL AND
METHOD)

2.1. Materyal (Material)

Bu caligmada kaynak bitki olan kiwano (Cucumis
metuliferus) Antalya bolgesinden temin edilmis olup
POD ve APX enzimlerinin izolasyonu i¢in
kullanilmigtir.

Calismalarimiz siiresince polivinil pirolidon (PVP),
askorbik asit ve dipotasyum hidrojen fosfat ile
potasyum dihidrojenfosfatin  kullanildigi  tampon
cozeltiden olusan karigim izolasyon islemlerinde
kullanilmistir. H,O» soliisyonu %30, 4-metil katekol, L-
Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, L-
Arginin, L-Aspartik asit, L-Prolin, L-Fenilalanin
kimyasallar1 spektrofotometrik olarak enzim aktivite
tayininde kullanilmustir. Kullanilan kimyasallar Sigma-
Aldrich ve Merck firmalarindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan alet ve cihazlar; UV-VIS
spektrofotometre, santrifiij, manyetik karistirici, pH
metre, hassas terazi, blender, otomatik pipetler, derin
dondurucu.

2.2. Peroksidaz Aktivite Tayini (Peroxidase activity
assay)

POD enziminin aktivitesi pH 7.2’°de 0.1 M fosfat
tamponu, 3 mM 4-metil katekol ¢ozeltisi, 1 mM H,O»
ve sabit enzim ekstrakti karistirilarak oda sicakliginda
spektrofotometrik olarak 420 nm’de 1 dk siireyle
absorbanstaki artis Ol¢iilerek belirlenmistir. Her 6l¢iim
icin toplam reaksiyon hacmi 3 mL'de sabit tutulmus ve
igslemler en az 3 kez tekrarlanmustir.

2.3. Askorbat Peroksidaz Aktivite Tayini (Ascorbate
peroxidase activity assay)

APX enziminin aktivitesi pH 6.2’de 0.05 M fosfat
tamponu, 0.02 mM H,0,, 0.5 mM askorbik asit ¢dzeltisi
ve sabit enzim ekstrakti karigtirilarak oda sicakliginda
spektrofotometrik olarak 285 nm’de 1 dk siireyle
absorbanstaki azalma Olgiilerek belirlenmistir. Her
Olcim icin toplam reaksiyon hacmi 3 mL'de sabit
tutulmus ve islemler en az 3 kez tekrarlanmustir.

2.4. Peroksidaz Uzerine Amino Asit Tayini (Amino
acid assay on peroxidase)

L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, L-
Arginin, L-Aspartik asit, L-Prolin, L-Fenilalanin amino
asitlerinin POD iizerine etkisi incelenmistir. Amino asit
¢ozeltilerinden 0.5 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM olmak
tizere 4 farkli konsantrasyonda sabit 1 mM H>O, ve 3

SAU J. Sci. Vol 18, No 2, p. 105-109, 2014

Z. Denli, G. Arabaci

mM 4-metil katekol substratlar: varliginda 420 nm’de 1
dk siireyle enzim aktivitesine etkisi spektrofotometrik
olarak bakilmistir. Yapilan islemler en az 3 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar amino asit
icermeyen kontrol reaksiyonu ile karsilastirilarak her
amino asit i¢in % aktivite degerleri hesaplanmstir.

2.5. Askorbat Peroksidaz Uzerine Amino Asit Tayini
(Amino acid assay on ascorbate peroxidase)

APX enzimi iizerine amino asit etkisini incelemek i¢in
L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin, L-Lisin, L-
Arginin, L-Aspartik asit, L-Prolin, L-Fenilalanin amino
asitleri kullanilmigtir. Amino asit ¢ozeltilerinden 0.5
mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM olmak {iizere 4 farkli
konsantrasyonda sabit 0.02 mM H,O, ve 0.5 mM
askorbik asit substratlar1 varliginda 285 nm’de 1 dk
siireyle enzim aktivitesine etkisi spektrofotometrik
olarak incelenmistir. Islemler en az {i¢ kez
tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar amino asit
icermeyen kontrol reaksiyonu ile karsilastirilarak her
amino asit i¢in % aktivite degerleri hesaplanmustir.

3. BULGULAR (RESULTS)

3.1. Peroksidaz Uzerine Amino Asitlerin Etkisi (The
effect of amino acids on peroxidase)

Bolim 2.5’de anlatildigi gibi kiwano bitkisinden
ekstrakte edilen POD iizerine amino asitlerin etkisi
arastirilmigtir. L-Histidin, L-Glutamik asit, L-Treonin,
L-Lisin, L-Arginin, L-Aspartik asit, L-Prolin ve L-
Fenilalanin amino asitlerinden 0.5 mM, 1 mM, 5 mM,
10 mM olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanmigtir.

POD enzimi bu amino asitler ile muamele edildiginde
enzim aktivitesinde artis ya da azalma gozlenmistir.
Ayni amino asitin farkli konsantrasyonlarinda da enzim

aktivitesi tizerindeki etkinin degistigi goriilmistiir.

Incelemeler sonucunda; 0.5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM
konsantrasyonlarindaki amino asit ¢ozeltileri varliginda
gerceklestirilen  aktivite  degerleri amino  asit
bulunmayan ortamda gerceklestirilen  kontrol
reaksiyonunun aktivite degeri ile karsilagtirilmis ve %
aktivite degerleri hesaplanarak Tablo 1°de sunulmustur.

3.2. Askorbat Peroksidaz Uzerine Amino Asitlerin
Etkisi (The effect of amino acids on ascorbate
peroxidase)

Bolim 2.6’de anlatildigi gibi kiwano bitkisinden

ekstrakte edilen APX enzimi lizerine amino asitlerin
etkisi arastirilmistir. L-Histidin, L-Glutamik asit, L-
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Treonin, L-Lisin, L-Arginin, L-Aspartik asit, L-Prolin,
L-Fenilalanin amino asit ¢dzeltilerinden 0.5 mM, 1 mM,
5 mM, 10 mM olmak iizere 4 farkli konsantrasyon
kullanilmigtir. APX bu amino asitler ile muamele
edildiginde enzim aktivitesinde artis ya da azalma
oldugu goézlenmistir.

Tablo 1. POD enzimi iizerine amino asitlerin etkisi (The effect of
amino acids on POD)

POD % Aktivite
Amino asit Amino asit Konsantrasyon (mM)
0.5 1 5 10
(mM) (mM) (mM)  (mM)
Kontrol 100 100 100 100
L-Histidin 107,1 107,1 112,5 116,1
L-Glutamik 105,4 103,6 103,6 94,6
asit
L-Treonin 107,1 103,6 100 96,4
L-Lisin 103,6 105,3 100 100
L-Arginin 112,5 112,5 110,7 103,6
L-Aspartik 114,3 1214 110,7 82,1
asit
L-Prolin 100 92,8 80,3 69,6
L- 105,3 100 92,8 89,3
Fenilalanin

Tablo 2. APX iizerine amino asitlerin etkisi (The effect of amino acids
on APX)

APX % Aktivite
Amino asit Amino asit Konsantrasyon (mM)
0.5 1 5 10
(mM) (mM) (mM) (mM)
Kontrol 100 100 100 100
L-Histidin 108,3 108,3 100 91,7
L-Glutamik 100 100 4,16 -
asit
L-Treonin 100 100 100 108,3
L-Lisin 116,7 116,7 108,3 100
L-Arginin 116,6 116,6 108,3 100
L-Aspartik 116,6 108,3 - -
asit
L-Prolin 100 133,3 133,3 133,3
L- 116,6 116,6 108,3 100
Fenilalanin

Ayn1 amino asitin farkli konsantrasyonlarinda da enzim

aktivitesi {lizerindeki etkinin degistigi gorilmiistiir.
Incelemeler sonucunda; 0.5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM

konsantrasyonlarindaki amino asit  varliginda
gerceklestirilen  aktivite  degerleri amino  asit
bulunmayan ortamda  gerceklestirilen  kontrol
108
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reaksiyonunun aktivite degeri ile karsilagtirilmis ve %
aktivite degerleri hesaplanarak Tablo 2’de sunulmustur.

4. SONUC (CONCLUSION)

Bazik karaktere sahip L-histidin, L-lisin ve L-arginin
amino asitlerinin POD enzim aktivitesini 1 mM
konsantrasyona kadar yiiksekseltirken, 5 mM ve {izeri
konsantrasyonlarda enzim aktivitesini diigiirmektedir. L-
histidin ~ digerlerinden  farkli  olarak  yiiksek
konsantrasyonlarda dahi aktivator olarak galigmaktadir.
Asidik karaktere sahip L-aspartik asit ve L-glutamik asit
POD enzimi iizerinde 0.5 mM, 1 mM ve 5 mM
konsantrasyonlarda aktivatdr, 10 mM konsantrasyonda
inhibitor etki gostermektedir. Her iki amino asitte diisiik
konsantrasyonda en yiiksek aktivator etkiye sahiptir.
Notral karaktere sahip L-treonin, L-prolin ve L-
fenilalanin POD enzimi iizerinde L-prolin hari¢ 0.5 mM
konsantrasyonda aktivator etkiye sahipken, bu
konsantrasyonun iizerinde her ii¢ amino asitte inhibitor
etkiye sahiptir. Genel olarak biitlin amino asitlere
bakildiginda POD aktivitesini en fazla artiran L-histidin,
azaltan ise L-prolin oldugu goriilmektedir.

Bazik karaktere sahip L-histidin, L-lisin ve L-arginin
amino asitleri 5 mM {izerindeki konsantrasyonlarda
APX enzimi {izerinde inhibitor etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Asidik karakterdeki L-aspartik asit ve L-
glutamik asit APX enzimi {izerinde genel olarak
inhibitér etkiye sahiptir. L-glutamik asit higbir
konsantrasyonda aktivator etki gostermezken, 0.5 ve 1
mM konsantrasyonda inhibe etmis ve 5 mM {izerinde
APX aktivitesini tamamen yok etmistir. L-aspartik asit
ise 1 mM’a kadar aktivator etki gosterirken, 5 mM ve
izerinde APX aktivitesini tamamen yok etmistir. Notral
karaktere sahip L-treonin, L-prolin ve L-fenilalanin
APX enzimi tizerinde genel olarak aktivator etkiye
sahiptir. L-treonin APX aktivitesi iizerinde 10 mM
konsantrasyon ve izerinde, L-prolin ise 1 mM
konsantrasyon ve iizerinde aktivator etkiye sahiptir. L-
fenilalanin, L-treonin ve L-prolinden farkl1 olarak 5 mM
konsantrasyona kadar aktivator etki gosterirken, 10 mM
konsantrasyonda APX enzimi iizerinde aktivator ya da
inhibitdr bir etki gostermemistir. Genel olarak biitiin
amino asitlere bakildiginda; APX aktivitesini en fazla
artiran L-prolin, azaltan hatta yok eden L-glutamik asit
oldugu goriilmektedir.

Kiwano bitkisinden elde edilen POD ve APX enzimleri
iizerine bazi amino asitlerin etkisinin incelendigi bu
caligmanin sonucuna gore; her iki enzim ig¢in amino
asitlerin aktivator ya da inhibitor etkiye sahip oldugu ve
bu etkinin amino asit konsantrasyonuna ve amino
asitlerin asidik, bazik ve noétral karakterine gore
degisiklik gosterdigi bulunmusgtur.
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