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Guaiakol Peroksidazın Soğan Köklerinden Afinite Kromatografisi ile Saflaştırılması 

 

Aykut ÖZTEKİN1* 

 

ÖZET: Peroksidazlar, hidrojen peroksit varlığında çeşitli organik substratların oksidasyonunu 

katalizleyen ve yapılarında hem grubu bulunduran enzimlerdir. Özellikle bitki peroksidazları, 

endüstride, klinik tanıda, biyosensör yapımında ve organik sentez reaksiyonlarında sıklıkla kullanılır. 

Ticari değerleri nedeniyle bu enzimlerin farklı kaynaklarda tanımlanması ve saflaştırılması büyük öneme 

sahiptir. Bu çalışmada peroksidaz enzimi ilk kez aminobenzohydrazide tabanlı afinite kromatografi 

tekniği kullanılarak soğan köklerinden 37.7 verimle 750 kat saflaştırıldı. Saflaştırılan enzimin moleküler 

ağırlığını belirlemek için SDS-PAGE yapıldı ve 51.2 kDa’da tek bant gözlendi. Ayrıca enzimin 

guaiakol, ABTS ve pirogallol substratları için KM değerleri sırasıyla 3.44, 0.46 ve 21.27 mM olarak 

olarak hesaplandı. 

 

Anahtar Kelimeler: Soğan (Allium cepa) kökü, peroksidaz, afinite kromatografisi, saflaştırma 

 

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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GİRİŞ 

Enzimler stabil ve spesifik biyokatalizörlerdir. Son yıllarda çeşitli endüstriyel işlemlerde çevreye 

duyarlı biyoteknolojik yaklaşımlar olarak kullanımları yaygınlaşmaktadır. Bu sebeple, çeşitli süreçlerde 

kullanım potansiyeli olan enzimlerin ve enzim kaynaklarının belirlenmesi ekonomik ve çevresel öneme 

sahiptir (Pandey ve ark., 2017). 

Oksidoredüktazlar sınıfına ait peroksidazlar (E.C. 1.11.1.7) yaygın olarak bitkilerde, hayvanlarda 

bakterilerde ve funguslarda bulunur (Oztekin, 2019). Bu enzimler çoğunlukla protoporfirin IX içeren 

hem grubu proteinlerdir ve moleküler ağırlıkları 30 kDa ila 150 kDa arasında değişmektedir (Regalado 

ve ark., 2004). Peroksidazlar hücre duvarı oluşumunda, oksin metabolizmasında, lignifikasyonda, reaktif 

oksijen türlerinin giderilmesinde, meyve olgunlaşmasında ve bitki savunma sisteminde önemli rol oynar 

(Passardi ve ark., 2005). 

Peroksidazlar, güçlü oksidasyon-redüksiyon katalizörü olmalarından dolayı endüstriyel üretimde 

ve uygulamalarda kullanılan başlıca enzim gruplarından birini oluştururlar. H2O2 varlığında birçok 

fenolik veya fenolik olmayan substratı okside edebilirler ve bu özelliklerinden dolayı da biyosensör 

yapımında (Jia et al., 2002), analitik kitlerde ve teşhis kitlerinde (Heller ve Vreeke, 1997; Agostini ve 

ark., 2002), fenolik bileşiklerin uzaklaştırılmasında (Tatsumi ve ark., 1996; Bhunia ve ark., 2001), 

organik polimerizasyon reaksiyonlarında (Liu ve ark., 1999), kağıt endüstrisinde (Pandey ve ark., 2017) 

ve endüstriyel boyaların zehirsizleştirilmesinde (Chivukula ve ark., 1995) sıklıkla kullanılmaktadır. 

Günümüze kadar, farklı endüstrilerde kullanım kapasitesine sahip olan peroksidaz enzimlerinin 

saflaştırılması ve karakterizasyonu için birçok çalışma yapılmıştır. Ağaç 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) 

yapılan peroksidaz saflaştırmaları bu çalışmalara örnek olarak verilebilir.   

Afinite kromatografisi özgüllük, tekrarlanabilirlik ve zaman tasarrufu açısından mevcut 

saflaştırma yöntemlerinin en etkilisidir. Çok aşamalı tekniklerle bile ayrılamayan birçok biyolojik 

materyal, bu yöntemle tek basamakta kolaylıkla ayrılabilir (Gu ve ark., 2003). Peroksidazların 

saflaştırılması için yeni afinite yöntemlerinin geliştirilmesi ve var olan afinite yöntemlerinin çeşitli 

peroksidazlar için optimize edilmesi, hem bu enzimlerin saf olarak eldesini kolaylaştırır, hem de maliyeti 

dikkate değer bir şekilde düşürür. 

Önceki çalışmamızda Sefaroz 4B-L-Tirozin-4-amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jeli bitki 

peroksidaz enzimlerinin saflaştırılması için yeni bir metot olarak sunuldu ve peroksidaz enzimleri turp 

türlerinden tek kademede ve yüksek verimde saflaştırılması başarılı bir şekilde gerçekleştirildi (Oztekin 

ve ark., 2019).  

Bu çalışmada ise, Sefaroz 4B-2-aminofenol-4-amino 2-metoksi benzohidrazid afinite jeli ilk kez 

sentezlendi ve yine ilk kez soğan kökü peroksidaz enzimi yüksek saflık ve verimle tek kademede 

saflaştırıldı. Saflaştırılan enzimin çeşitli biyoproseslerde kullanım potansiyelinin belirlenebilmesi için 

moleküler ağırlığı, guaiakol, ABTS ve pirogallol substratları için KM afiniteleri ve Vmax değerleri 

hesaplandı. Ayrıca çalışmamızda uzantı kolu olarak tirozin yerine 2-aminofenol kullanılarak da etkili 

bir saflaştırma yapılabileceği gösterildi. 
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MATERYAL VE YÖNTEM 

Kullanılan Kimyasallar  

CNBr-Sefaroz 4B, ABTS (2,2′-Azido-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sülfonik asit diamonyum tuzu), 

guaiakol, 2-aminofenol, pirogallol (1,2,3-trihidroksibenzen), hidrazin monohidrat, Coomassie boyası (R 

250) ve H2O2 Sigma-Aldrich’ten, 4-amino-2-metoksi metilbenzoat ise Alfa-Aesar’dan temin edildi. 

Standart proteinler Thermo Scientific’ten satın alındı. Açıkça belirtilmediği takdirde, afinite jeli 

sentezinde, saflaştırma adımlarında ve kinetik parametrelerin ölçümünde kullanılan diğer tüm 

kimyasallar analitik standartlarda kullanıldı.   

Afinite Jelinin Sentezi 

4-amino 2-metoksi metilbenzoat ticari olarak temin edildi ve önceki çalışmamızda detaylı bir 

şekilde açıklandığı gibi bu molekül kullanılarak 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 yapısı oluşturuldu. 10 mg AMB uygun şartlarda diazolandı ve oluşturulan 

tuz Sefaroz 4B-2AF’ye kenetlendirildi. Sentezlenen Sefaroz 4B-2AF-AMB afinite jelinde; Sefaroz-4B 

destek materyalini, 2AF uzantı kolunu, AMB ise ligantı oluşturdu. Afinite jelinin sentez aşamaları Şekil 

l’de gösterildi. 

 

 

Şekil 1. Sefaroz 4B-2AF-AMB afinite jeli sentezi 

Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi 

Peroksidaz aktivitesi, H2O2 varlığında guaiakol kromojenik substratının oksidasyonu ile oluşan 

renkli türev bileşiklerin (max: 470 nm) sebep oldukları absorbans artışının izlenmesiyle ölçüldü. Nihai 

reaksiyon ortamı, 15 mM guaiakol, 7.5 mM H2O2, 30 mM fosfat tamponu (pH 6.0) ve 10 μL enzimden 

oluşturuldu. Aktivite (EU), dakikada bir μmol türev ürünün oluşumunu katalizleyen enzim miktarı 

olarak belirlendi. Saflaştırılan peroksidaz enziminin ABTS ve pirogallol substaratlarına olan ilgisinin 

belirlenmesinde ise sırasıyla Jakop ve ark. (2000) ve Bach ve ark. (2013) tarafından önerilen metotlar 

kullanıldı.  

Soğan kökü peroksidaz enziminin saflaştırılması 

Soğan kökleri gövdeden ayrılarak küçük parçalar halinde kesildi. Bu parçalardan 5 gram tartıldı 

ve sıvı azot kullanılarak un kıvamına gelene kadar havanda dövüldü. Daha sonra 20 ml fosfat tamponu 

(0.3 M, pH 7.0) içine alındı. Ultraturrax kullanılarak tamamen homojenize edildi. Homojenat 20000 
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rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrifüj edildi, pellet atıldı. Süpernatant, 10 mM fosfat tamponu (pH 6.8) ile 

dengelenmiş afinite kolonuna (1 x 10 cm) yüklendi. Bağlanmayan enzim ve diğer bileşenler, 25 mM 

fosfat tamponu ile yıkandı ve peroksidaz enzimi, 1 M NaCl içeren fosfat tamponu ile elüe edildi. Protein 

miktarlarının belirlenmesinde Bradford yöntemi kullanıldı (Bradford, 1976). 

SDS-PAGE 

Saflaştırılan soğan peroksidaz enziminin moleküler ağırlığını ve saflığını belirlemek için denatüre 

edici koşullar altında SDS-PAGE yapıldı. İlk olarak, numuneler yığma jeline (% 3) yüklendi ve yürüme 

çizgisi ayırma jeli tabanından (% 10) 0.5 cm’ye göç edene kadar elektrik akımı uygulandı (Laemmli, 

1970). Daha sonra, protein bantları Coomassie boyası (R-250) ile boyandı ve fazla boya uygun çözücü 

ile uzaklaştırılarak bantlar görünür hale getirildi (Merril, 1990). 

KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi 

Saflaştırılan peroksidaz enziminin guaiakol, ABTS ve pirogallol substratlarına karşı ilgisini 

belirleyebilmek için 5 farklı substrat konsantrasyonunda, H2O2 konsantrasyonu doymuş-sabit tutularak, 

peroksidaz aktivitesi ölçüldü ve aktivite-konsantrasyon (1 [V]-1- 1 [S]-1) grafikleri çizildi. Her bir 

substrat için KM ve Vmax değerleri bu grafiklerden faydalanılarak hesaplandı. 

BULGULAR VE TARTIŞMA 

 Afinite kromatografisi, enzimlerin kompleks karışımlardan kolayca ayrılması için yaygın olarak 

kullanılan bir tekniktir (Wilchek ve Chaiken, 2000). Bu teknik, çeşitli enzimlerin saflaştırılmasında etkili 

bir şekilde kullanılmaktadır. Benzohidrazid türevlerinin afinite kromatografisinde ligant olarak 

kullanılarak bitki peroksidazlarının etkili bir şekilde şaflaştırılabileceği önceki çalışmamızda 

gösterilmiştir (Oztekin ve ark., 2019).  

 Afinite kromatografisinde kullanılan uzantı kolları, enzim-matriks etkileşimini etkileyeceği için 

saflaştırma verimi ile doğrudan ilişkilidir. Verimlilik, enzim ve matriks arasındaki mesafeyi değiştirerek 

arttırılabilir. Bu çalışmada, afinite jeli hazırlanmasında önceki çalışmamızda kullandığımız tirozin 

yerine 2AF uzatma kolu olarak tercih edilmiş ve Sefaroz 4B-2AF-AMB ilk defa sentezlenmiştir. 2AF’de 

bulunan -OH grubu orto-para yönlendirici olduğundan, AMB’nin diazolanması sonucu oluşan tuz 

kolayca 2AF’ye bağlanmıştır. Afinite jelinin sentez aşamaları Şekil 1’de gösterilmiştir. 

 Peroksidazlar, oksitleyici olarak hidrojen peroksit veya organik peroksitleri kullanan 

oksidoredüktaz enzim sınıfının bir üyesidir. Organik moleküllerin sterospesifik 

biyotransformasyonunda (Adam ve ark., 1999; Zilbeyaz ve ark., 2012)  fenolik reçinelerin sentezinde, 

gıda proseslerinde, tıbbi tanı kitlerinin hazırlanmasında yaygın olarak kullanılmaktadır (Kwak ve ark., 

1996). Ayrıca peroksidaz enzimlerinin kimya ve ilaç sanayisinde kullanımı son yıllarda dikkat çekici 

boyutlara ulaşmıştır. Uygulama alanlarının yaygın olması ve ticari öneme sahip enzimler olmalarından 

dolayı bitki peroksidaz enzimlerinin saf olarak eldesinin amaçlandığı saflaştırma çalışmaları gün 

geçtikçe artmaktadır. Önceki çalışmalarda 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 yapılan en son çalışmada ise afinite kromatografisi tekniği kullanılarak 

şalgamdan %55 verimle 665 kat saflaştırılmıştır (Oztekin ve ark., 2019). Bu çalışmada ise Sefaroz 4B-

2AF-AMB afinite jeli kullanılarak soğan köklerinden peroksidaz enzimi ilk kez %38 verimle 750 kat 

saflaştırılmıştır. Ayrıntılı saflaştırma verileri Çizelge 1’de gösterilmiştir.  

 Saflaştırılan enzimin saflığı ve molekül ağırlığı SDS-PAGE yapılarak kontrol edilmiştir. Şekil 

2’de görülebileceği gibi 51.2 kDa’da tek bant gözlenmiştir.  
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Çizelge 1. Soğan kökü peroksidaz enziminin afinite kromatografisi ile saflaştırılması 

 
Toplam 

hacim 

Aktivite 

(EU mL-1) 

Protein 

(mg mL-1) 

Toplam 

aktivite 

(EU) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

aktivite 

(EU mg-1) 

Verim 

(%) 

Saflaştırma 

katsayısı 

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 

 

Şekil 2. Saflaştırılan soğan peroksidaz enziminin SDS-PAGE görüntüsü (*M: Protein işaretleyicileri, *P: Saflaştırılan 

peroksidaz enzimi) 

 

 Literatürde soğan peroksidazının kullanıldığı çeşitli çalışmalar vardır. Bu çalışmalarda enzim ya 

kısmi saflaştırılmış (Takahama, 2004) ya da ham ekstrakt olarak kullanılmıştır (El Agha ve ark., 2008; 

Moussouni ve ark., 2010; Osman ve Makris, 2011). Bu enzimi saf olarak elde etmek, katalize edilmiş 

reaksiyonlarda özgüllüğü arttıracak ve girişimi önleyecektir. Ayrıca enziminin tek kademede 

saflaştırılması ve atık bir ürün olan soğan köklerinin peroksidaz kaynağı olarak kullanılması 

çalışmamızın önemini arttırmaktadır. 

 Peroksidazlar substrat özgüllüğü düşük olan enzimlerdir ve çeşitli organik maddelerin 

oksidasyonunu katalizleyebilirler. Bu nedenle saflaştırılan soğan kökü peroksidaz enziminin bilinen bazı 

peroksidaz substratlarına olan ilgisini belirleyebilmek için çalışmalar yapıldı. Guaiakol substratı için KM 

ve Vmax değerleri sırasıyla 3.44 mM, 0.32 EU ml min-1, ABTS için 0.46 mM, 0.11 EU ml min-1 ve 

pirogallol için ise 21.27 mM, 0.49 EU ml min-1 olarak hesaplandı. Hesaplamada kullanılan Lineweaver–

Burk grafikleri Şekil 3’te gösterildi.  

 Önceki çalışmalarda marul peroksidazının KM afinitesi guaiakol için 4.74 mM, pirogallol için ise 

1.96 mM (Hu ve ark., 2012), papaya peroksidazının guaiakol için KM afinitesi 0.8 mM (Pandey ve ark., 

2012), limon peroksidazının KM afinitesi ise guaiakol için 8 mM, o-dianisidin için 1.8 mM (Mall ve ark., 

2013) olarak belirlenmiştir. Literatürdeki çalışmalarda da görebileceğimiz gibi farklı kaynaklardan elde 

edilen peroksidazların farklı substrat afiniteleri vardır ve tanımlanan her peroksidaz için bu değerler 

belirlenmelidir. 



Aykut ÖZTEKİN 10(2): 1163-1170, 2020 

Guaiakol Peroksidazın Soğan Köklerinden Afinite Kromatografisi ile Saflaştırılması 

 

1168 

  

 
Şekil 3. Saflaştırılan peroksidaz enziminin guaiakol, ABTS ve pirogallol subtratları için Lineweaver-Burk grafikleri 

 

SONUÇ 

Peroksidazlar başlıca ticari enzim sınıflarından biridir. Bu yüzden, farklı ihtiyaçlara cevap 

verebilen, reaksiyon ortamındaki sıcaklık pH, tuzlar, metaller ve organik çözücüler gibi faktörlere karşı 

tolerans gösterebilen peroksidazların farklı kaynaklardan tanımlanması ve daha yüksek verimde 

saflaştırmasına ihtiyaç vardır. Bu çalışmada, hem soğan kökü peroksidaz enzimi ilk defa afinite 

kromatografisi tekniğiyle saflaştırılmış hem de kullanılan yöntem yeni peroksidazların saflaştırılmasına 

da öncülük edebilecek bir yöntem olarak sunulmuştur. Ayrıca saflaştırdığımız soğan kökü 

peroksidazının sanayide kullanılma potansiyeli olduğu düşünülmektedir. 
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