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Guaiakol Peroksidazin Sogan Koklerinden Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi
Aykut OZTEKIN'*

OZET: Peroksidazlar, hidrojen peroksit varliginda cesitli organik substratlarin oksidasyonunu
katalizleyen ve yapilarinda hem grubu bulunduran enzimlerdir. Ozellikle bitki peroksidazlari,
endistride, klinik tanida, biyosensor yapiminda ve organik sentez reaksiyonlarinda siklikla kullanilir.
Ticari degerleri nedeniyle bu enzimlerin farkli kaynaklarda tanimlanmasi ve saflastirilmasi biiyiik 6neme
sahiptir. Bu ¢alismada peroksidaz enzimi ilk kez aminobenzohydrazide tabanli afinite kromatografi
teknigi kullanilarak sogan koklerinden 37.7 verimle 750 kat saflastirildi. Saflastirilan enzimin molekiiler
agirhgint belirlemek icin SDS-PAGE yapildi ve 51.2 kDa’da tek bant gozlendi. Ayrica enzimin
guaiakol, ABTS ve pirogallol substratlari i¢in Km degerleri sirasiyla 3.44, 0.46 ve 21.27 mM olarak
olarak hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Sogan (Allium cepa) kokii, peroksidaz, afinite kromatografisi, saflastirma
Separation of Guaiacol Peroxidase from Onion Roots with Affinity Chromatography

ABSTRACT: Peroxidases are enzymes that catalyze the oxidation of various organic substrates in the
presence of hydrogen peroxide and contain heme group in their structure. In particular, plant peroxidases
are frequently used in industry, clinical diagnosis, biosensor construction and organic synthesis
reactions. Due to their commercial value, the identification and purification of these enzymes in different
sources is of great importance. In this study, peroxidase enzyme was purified for the first time by using
aminobenzohydrazide-based affinity chromatography technique from onion roots 750-fold with a yield
of 37.7. SDS-PAGE was performed to determine the molecular weight of the purified enzyme and a
single band was observed at 51.2 kDa. In addition, Km values of the enzyme for guaiacol, ABTS and
pyrogallol substrates were calculated as 3.44, 0.46 and 21.27 mM, respectively.
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GIRIS

Enzimler stabil ve spesifik biyokatalizorlerdir. Son yillarda gesitli endiistriyel islemlerde ¢evreye
duyarli biyoteknolojik yaklasimlar olarak kullanimlar1 yayginlagmaktadir. Bu sebeple, ¢esitli siireglerde
kullanim potansiyeli olan enzimlerin ve enzim kaynaklarinin belirlenmesi ekonomik ve ¢evresel oneme
sahiptir (Pandey ve ark., 2017).

Oksidorediiktazlar sinifina ait peroksidazlar (E.C. 1.11.1.7) yaygin olarak bitkilerde, hayvanlarda
bakterilerde ve funguslarda bulunur (Oztekin, 2019). Bu enzimler ¢ogunlukla protoporfirin IX igeren
hem grubu proteinlerdir ve molekiiler agirliklar1 30 kDa ila 150 kDa arasinda degismektedir (Regalado
ve ark., 2004). Peroksidazlar hiicre duvari olusumunda, oksin metabolizmasinda, lignifikasyonda, reaktif
oksijen tiirlerinin giderilmesinde, meyve olgunlasmasinda ve bitki savunma sisteminde 6nemli rol oynar
(Passardi ve ark., 2005).

Peroksidazlar, giiclii oksidasyon-rediiksiyon katalizorii olmalarindan dolay1 endiistriyel iiretimde
ve uygulamalarda kullanilan baslica enzim gruplarindan birini olustururlar. H2O» varliginda bir¢ok
fenolik veya fenolik olmayan substrati okside edebilirler ve bu 6zelliklerinden dolay1 da biyosensor
yapiminda (Jia et al., 2002), analitik kitlerde ve teshis kitlerinde (Heller ve Vreeke, 1997; Agostini ve
ark., 2002), fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasinda (Tatsumi ve ark., 1996; Bhunia ve ark., 2001),
organik polimerizasyon reaksiyonlarinda (Liu ve ark., 1999), kagit endiistrisinde (Pandey ve ark., 2017)
ve endiistriyel boyalarin zehirsizlestirilmesinde (Chivukula ve ark., 1995) siklikla kullanilmaktadir.
Glniimiize kadar, farkli endistrilerde kullanim kapasitesine sahip olan peroksidaz enzimlerinin
saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu i¢in birgok ¢alisma yapilmistir. Aga¢ kavunundan (Citrus medica)
(Mall ve ark., 2013), brokoliden (Brassica oleracea var. Italica) (Thongsook ve Barrett, 2005), kividen
(Actinidia deliciosa) (Soda ve ark., 1991), kaba limondan (Citrus jambhiri) (Mohamed ve ark., 2008),
palmiyeden (Roystonea regia) (Sakharov, 2001) ve maruldan (Lactuca sativa L.) (Hu ve ark., 2012)
yapilan peroksidaz saflastirmalari bu ¢aligmalara 6rnek olarak verilebilir.

Afinite kromatografisi 0zgiilliik, tekrarlanabilirlik ve zaman tasarrufu acisindan mevcut
saflagtirma yoOntemlerinin en etkilisidir. Cok asamali tekniklerle bile ayrilamayan bir¢ok biyolojik
materyal, bu yontemle tek basamakta kolaylikla ayrilabilir (Gu ve ark., 2003). Peroksidazlarin
saflastirilmast i¢in yeni afinite yontemlerinin gelistirilmesi ve var olan afinite yontemlerinin ¢esitli
peroksidazlar i¢in optimize edilmesi, hem bu enzimlerin saf olarak eldesini kolaylastirir, hem de maliyeti
dikkate deger bir sekilde diisiiriir.

Onceki ¢alismamizda Sefaroz 4B-L-Tirozin-4-amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jeli bitki
peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasi i¢in yeni bir metot olarak sunuldu ve peroksidaz enzimleri turp
tiirlerinden tek kademede ve yiiksek verimde saflastirilmasi basarili bir sekilde gerceklestirildi (Oztekin
ve ark., 2019).

Bu ¢alismada ise, Sefaroz 4B-2-aminofenol-4-amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jeli ilk kez
sentezlendi ve yine ilk kez sogan kokii peroksidaz enzimi yiiksek saflik ve verimle tek kademede
saflastirildi. Saflastirilan enzimin ¢esitli biyoproseslerde kullanim potansiyelinin belirlenebilmesi igin
molekiiler agirligi, guaiakol, ABTS ve pirogallol substratlar1 i¢in Kw afiniteleri ve Vmax degerleri
hesaplandi. Ayrica ¢alismamizda uzanti kolu olarak tirozin yerine 2-aminofenol kullanilarak da etkili
bir saflastirma yapilabilecegi gosterildi.
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MATERYAL VE YONTEM

Kullamlan Kimyasallar

CNBr-Sefaroz 4B, ABTS (2,2'-Azido-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit diamonyum tuzu),
guaiakol, 2-aminofenol, pirogallol (1,2,3-trihidroksibenzen), hidrazin monohidrat, Coomassie boyasi (R
250) ve H>O, Sigma-Aldrich’ten, 4-amino-2-metoksi metilbenzoat ise Alfa-Aesar’dan temin edildi.
Standart proteinler Thermo Scientific’ten satin alindi. Agik¢a belirtilmedigi takdirde, afinite jeli

sentezinde, saflastirma adimlarinda ve kinetik parametrelerin Olglimiinde kullanilan diger tiim
kimyasallar analitik standartlarda kullanildi.

Afinite Jelinin Sentezi

4-amino 2-metoksi metilbenzoat ticari olarak temin edildi ve onceki ¢alismamizda detayli bir
sekilde agiklandigi gibi bu molekiil kullanilarak 4-amino 2-metoksi benzohidrazid (AMB) sentezlendi
(Oztekin ve ark., 2019). Daha sonra 1.0 g CNBr-Sefaroz 4B ve 10 mg 2-aminofenol (2AF) reaksiyona
sokuldu ve Sefaroz 4B-2AF yapisi olusturuldu. 10 mg AMB uygun sartlarda diazolandi ve olusturulan
tuz Sefaroz 4B-2AF’ye kenetlendirildi. Sentezlenen Sefaroz 4B-2AF-AMB afinite jelinde; Sefaroz-4B
destek materyalini, 2AF uzanti kolunu, AMB ise liganti olusturdu. Afinite jelinin sentez agamalar1 Sekil

I’de gosterildi.
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Sekil 1. Sefaroz 4B-2AF-AMB afinite jeli sentezi
Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi
Peroksidaz aktivitesi, H.O> varliginda guaiakol kromojenik substratinin oksidasyonu ile olusan
renkli tiirev bilesiklerin (max: 470 nm) sebep olduklar1 absorbans artisinin izlenmesiyle 6l¢tildii. Nihai
reaksiyon ortami, 15 mM guaiakol, 7.5 mM H202, 30 mM fosfat tamponu (pH 6.0) ve 10 uL. enzimden
olusturuldu. Aktivite (EU), dakikada bir pmol tiirev iiriinlin olusumunu katalizleyen enzim miktari
olarak belirlendi. Saflastirilan peroksidaz enziminin ABTS ve pirogallol substaratlarina olan ilgisinin

belirlenmesinde ise sirasiyla Jakop ve ark. (2000) ve Bach ve ark. (2013) tarafindan onerilen metotlar
kullanildi.

Sogan kokii peroksidaz enziminin saflagtirilmasi

Sogan kokleri govdeden ayrilarak kiiciik pargalar halinde kesildi. Bu parcalardan 5 gram tartildi
ve s1vi azot kullanilarak un kivamina gelene kadar havanda doviildii. Daha sonra 20 ml fosfat tamponu
(0.3 M, pH 7.0) i¢ine alindi. Ultraturrax kullanilarak tamamen homojenize edildi. Homojenat 20000
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rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrifiij edildi, pellet atildi. Stipernatant, 10 mM fosfat tamponu (pH 6.8) ile
dengelenmis afinite kolonuna (1 x 10 cm) yiiklendi. Baglanmayan enzim ve diger bilesenler, 25 mM
fosfat tamponu ile yikand1 ve peroksidaz enzimi, 1 M NaCl i¢eren fosfat tamponu ile eliie edildi. Protein
miktarlariin belirlenmesinde Bradford yontemi kullanildi (Bradford, 1976).

SDS-PAGE

Saflastirilan sogan peroksidaz enziminin molekiiler agirligini ve safligin1 belirlemek i¢in denatiire
edici kosullar altinda SDS-PAGE yapildu. 11k olarak, numuneler y1§ma jeline (% 3) yiiklendi ve yiiriime
¢izgisi ayirma jeli tabanindan (% 10) 0.5 cm’ye go¢ edene kadar elektrik akimi uygulandi (Laemmli,
1970). Daha sonra, protein bantlar1 Coomassie boyasi (R-250) ile boyandi1 ve fazla boya uygun ¢oziicii
ile uzaklastirilarak bantlar goriiniir hale getirildi (Merril, 1990).

Kwm ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Saflastirilan peroksidaz enziminin guaiakol, ABTS ve pirogallol substratlarina karsi ilgisini
belirleyebilmek igin 5 farkli substrat konsantrasyonunda, H202 konsantrasyonu doymus-sabit tutularak,
peroksidaz aktivitesi dl¢iildii ve aktivite-konsantrasyon (1 [V]?*- 1 [S]?) grafikleri cizildi. Her bir
substrat icin Km Ve Vmax degerleri bu grafiklerden faydalanilarak hesaplandi.

BULGULAR VE TARTISMA

Afinite kromatografisi, enzimlerin kompleks karisimlardan kolayca ayrilmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir (Wilchek ve Chaiken, 2000). Bu teknik, ¢esitli enzimlerin saflastirilmasinda etkili
bir sekilde kullanilmaktadir. Benzohidrazid tiirevlerinin afinite kromatografisinde ligant olarak
kullanilarak bitki peroksidazlarmin etkili bir sekilde saflagtirilabilecegi Onceki calismamizda
gosterilmistir (Oztekin ve ark., 2019).

Afinite kromatografisinde kullanilan uzanti kollari, enzim-matriks etkilesimini etkileyecegi icin
saflastirma verimi ile dogrudan iligkilidir. Verimlilik, enzim ve matriks arasindaki mesafeyi degistirerek
arttirilabilir. Bu calismada, afinite jeli hazirlanmasinda onceki ¢alismamizda kullandigimiz tirozin
yerine 2AF uzatma kolu olarak tercih edilmis ve Sefaroz 4B-2AF-AMB ilk defa sentezlenmistir. 2AF’de
bulunan -OH grubu orto-para yonlendirici oldugundan, AMB’nin diazolanmasi sonucu olusan tuz
kolayca 2AF’ye baglanmistir. Afinite jelinin sentez asamalar1 Sekil 1°de gdsterilmistir.

Peroksidazlar, oksitleyici olarak hidrojen peroksit veya organik peroksitleri kullanan
oksidorediiktaz ~ enzim  smifinin  bir  {yesidir.  Organik  molekiillerin  sterospesifik
biyotransformasyonunda (Adam ve ark., 1999; Zilbeyaz ve ark., 2012) fenolik re¢inelerin sentezinde,
gida proseslerinde, tibbi tan1 kitlerinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kwak ve ark.,
1996). Ayrica peroksidaz enzimlerinin kimya ve ila¢ sanayisinde kullanimi1 son yillarda dikkat ¢ekici
boyutlara ulasmistir. Uygulama alanlariin yaygin olmasi ve ticari éneme sahip enzimler olmalarindan
dolay1 bitki peroksidaz enzimlerinin saf olarak eldesinin amaclandigi saflagtirma calismalar1 giin
gectikce artmaktadir. Onceki ¢alismalarda peroksidaz enzimi yaban turpundan %71 verimle 291 kat
(Lavery ve ark., 2010), maruldan 2.67 verimle 18 kat (Hu ve ark., 2012), papayadan %44 verimle 30 kat
(Pandey ve ark., 2012) ve yapilan en son caligmada ise afinite kromatografisi teknigi kullanilarak
salgamdan %355 verimle 665 kat saflastirilmistir (Oztekin ve ark., 2019). Bu ¢alismada ise Sefaroz 4B-
2AF-AMB afinite jeli kullanilarak sogan koklerinden peroksidaz enzimi ilk kez %38 verimle 750 kat
saflastirilmistir. Ayrintili saflagtirma verileri Cizelge 1°de gosterilmistir.

Saflastirilan enzimin saflig1 ve molekiil agirligi SDS-PAGE yapilarak kontrol edilmistir. Sekil
2’de gortilebilecegi gibi 51.2 kDa’da tek bant gézlenmistir.
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Cizelge 1. Sogan kokii peroksidaz enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi
Toplam Toplam Spesifik

Toplam Aktivite Protein Verim  Saflastirma

. 1 1 aktivite Protein aktivite o
hacim (EUmL?Y)  (mg mL™?) (EV) (mg) (EU mg™) (%) katsayisi
Homojenat 6 10.2 1.39 61.2 8.34 7.3 100 1
A.F.J* 3 7.9 0.0013 21.9 0.004 5475 37.7 750

*Sefaroz 4B-2AF-AMB afinite jeli

Sekil 2. Saflagtirilan sogan peroksidaz enziminin SDS-PAGE goriintiisii (*M: Protein isaretleyicileri, *P: Saflastirilan
peroksidaz enzimi)

Literatiirde sogan peroksidazinin kullanildig ¢esitli calismalar vardir. Bu ¢alismalarda enzim ya
kismi saflastirilmis (Takahama, 2004) ya da ham ekstrakt olarak kullanilmistir (E1 Agha ve ark., 2008;
Moussouni ve ark., 2010; Osman ve Makris, 2011). Bu enzimi saf olarak elde etmek, katalize edilmis
reaksiyonlarda Ozgiilliigii arttiracak ve girisimi Onleyecektir. Ayrica enziminin tek kademede
saflagtirilmast ve atik bir iiriin olan sogan koklerinin peroksidaz kaynagi olarak kullanilmasi
calismamizin énemini arttirmaktadir.

Peroksidazlar substrat 6zgllliigii diisiik olan enzimlerdir ve ¢esitli organik maddelerin
oksidasyonunu katalizleyebilirler. Bu nedenle saflastirilan sogan kokii peroksidaz enziminin bilinen bazi
peroksidaz substratlarina olan ilgisini belirleyebilmek i¢in ¢caligmalar yapildi. Guaiakol substrati i¢in Km
ve Vmax degerleri sirastyla 3.44 mM, 0.32 EU ml min?, ABTS i¢in 0.46 mM, 0.11 EU ml min? ve
pirogallol igin ise 21.27 mM, 0.49 EU ml min™ olarak hesaplandi. Hesaplamada kullanilan Lineweaver—
Burk grafikleri Sekil 3’te gosterildi.

Onceki ¢aligmalarda marul peroksidazinin Kwm afinitesi guaiakol igin 4.74 mM, pirogallol igin ise
1.96 mM (Hu ve ark., 2012), papaya peroksidazinin guaiakol igin Ky afinitesi 0.8 mM (Pandey ve ark.,
2012), limon peroksidazinin Ky afinitesi ise guaiakol i¢in 8 mM, o-dianisidin i¢in 1.8 mM (Mall ve ark.,
2013) olarak belirlenmistir. Literatlirdeki ¢calismalarda da gorebilecegimiz gibi farkli kaynaklardan elde
edilen peroksidazlarin farkli substrat afiniteleri vardir ve tanimlanan her peroksidaz igin bu degerler
belirlenmelidir.
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Sekil 3. Saflagtirilan peroksidaz enziminin guaiakol, ABTS ve pirogallol subtratlari i¢in Lineweaver-Burk grafikleri

SONUC

Peroksidazlar baslica ticari enzim siniflarindan biridir. Bu yiizden, farkli ihtiyaglara cevap
verebilen, reaksiyon ortamindaki sicaklik pH, tuzlar, metaller ve organik ¢oziiciiler gibi faktorlere karsi
tolerans gosterebilen peroksidazlarin farkli kaynaklardan tanimlanmasi ve daha yiiksek verimde
saflagtirmasina ihtiyag vardir. Bu ¢aligmada, hem sogan kokii peroksidaz enzimi ilk defa afinite
kromatografisi teknigiyle saflastirilmis hem de kullanilan yontem yeni peroksidazlarin saflagtirilmasina
da Onciilik edebilecek bir yontem olarak sunulmustur. Ayrica saflastirdigimiz sogan koki
peroksidazinin sanayide kullanilma potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir.
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