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Ozet

Kozmetik sektorii gelismeye acik bir alan olup, ¢ok biiyiik bir tiiketici kitlesine
hitap etmektedir. Bu tiiketici kitlesi giin gegtikge daha da artmaktadir. Alanin bu Kadar
hizli gelismesi ve tiiketici kesimin artmasi insan saglig1 acisindan bazi sorunlara neden
olmaktadir. Bu sorunlara kars1 dnlem almak isteyen tiiketicilerin tercihleri hizli sonug
alman bitkisel kokenli organik {irlinlerin lehine degismektedir. Buda iireticileri bu
dogrultuda iiretilen inovatif {irlinlere yoneltmektedir. Bu ¢alismada Mugla yoresinde
dogal olarak yetisen kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢iceklerinden proteaz
enzimi saflagtirildi ve karakterize edildi. (NH4)2SO4 ¢oktiirmesi ve CM-seliiloz iyon
degisim kromotografisi ile kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢iceklerinden
saflastirilan proteaz enziminin safligini kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE elektorofezi
uygulandi. Saf enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri belirlenerek 5 farkli substrat
icin KM ve Vmax degerleri belirlendi. Yine enzim aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM, 0,1
mM SDS, EDTA, B-merkaptoetanol bilesiklerinin ve 10 mM, 1 mM, 0,1 mM Mg,
Ca®", Mn**, Ni?*, Hg*", Fe**, Fe** katyonlarinin etkisi arastirildi. Ayrica, taze bitkiden
alan ekstrelerde organik bilesen analizi yapildi. Buna gore %38 1-octen-3-ol, %19,3
2-Hexenal ve %13,3 1-Hexanol icerdigi belirlendi. 1-Hexanol nem tutucu, kivam artirici
Ozellige sahip olan ve bitkiye gilizel kokusunu veren aromatik bir bilesen olup
nemlendirici Uriinler i¢in bitkiyi ideal kilmaktadir. Ayrica cigcekten alinan ekstrelerde
suda ¢oziinen vitaminler ile A, D, E ve K vitamin analizi yapildi. Analiz sonuglarina

gbore antioksidan aktivite gosteren bazi Onemli vitaminler igerdigi bulundu. Kir
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meneksesi (Viola odorata) bitkisinin c¢igeklerinden elde edilen ekstrelerde demir
indirgeme giicli belirlendi, DPPHe serbest radikal uzaklastirma aktivitesi, metal selat
aktivitesi, H2O2 uzaklastirma aktivitesive fenolik bilesiklerin belirlenmesi tayini yapildi.
Bu sonuglar menekseden yeni bitkisel kaynakli cilt bakim iiriinleri gelistirilmesine
imkan tanimmistir. Proteaz enziminin varlii tasarlanan iirline peeling islemi &zelligi
katacaktir. 1-Hexanol bilesiginin nem tutma ve kivam artiric1 6zelligi tasarlanan
nemlendiricinin etkisini arttiracaktir. Antioksidan Ozellikli olmasi ve vitamin igermesi
yaslanmay1 geciktirici bir etki yaratacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kir meneksesi, Viola odorata, Proteaz enzimi, Antioksidant

aktivite, Peeling, Kozmetik

BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF THE AVAILABILITY OF KIR
MENEKSESI (Viola odorata) AS COSMETIC AND DRUG

Abstract

The cosmetics sector is open to development and appeals to a very large
consumer group. This consumer group is increasing day by day. The rapid development
of the field and the increase of the consumer segment cause some problems in terms of
human health. Consumers who want to take action against these problems are shifting
their preferences to organic products of plant origin. The producers are also pointing to
innovative products produced in this direction. In this study, the protease enzyme was
purified and characterized from the flowers of the Viola odorata plant growing in
Mugla region. The protease enzyme was purified from the flowers of the Viola odorata
plant using (NH4)2SO4 precipitation and CM-cellulose ion exchange chromatography.
SDS-PAGE electrophoresis was used to check the purity of the enzyme. Optimal pH
and temperature values of pure enzyme and Km and Vmax values for 5 different
substrates were determined. In addition, the effect of 10 mM, 1 mM, 0.1 mM SDS,
EDTA, B-mercaptoethanol compounds on enzyme activity was investigated. The effect
of 10 mM, 1 mM, 0.1 mM Mg?*, Ca*, Mn**, Ni*', Hg?*, Fe**, Fe’" cations on enzyme
activity was also examined. Organic component analysis was also performed on fresh
extracts. Accordingly, it was determined that the plant contained 1-octen-3-o0l (38%), 2-

hexenal (19,3%) and 1-hexanol (13,3%). 1-Hexanol is a moisture retainer and thickener.
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This compound is the aromatic component that gives the plant its beautiful smell and
makes the plant ideal for moisturizing products. In addition, analyzes of water and oil-
soluble vitamins were made in the extracts from the flowers. According to the results of
the analysis, the plant contains some important vitamins showing antioxidant activity.
DPPH - free radical scavenging activity, metal chelating activity, H2O2 removal activity
and identification of phenolic compounds were also performed on the extracts of the
flowers of Viola odorata. According to the results, it is possible to develop new herbal
skin care products using Viola odorata plant. The presence of the protease enzyme will
add peeling properties to the intended product. 1-Hexanol compound will give moisture
retention property to the designed product and increase its consistency. Having
antioxidant properties and containing vitamins will have a detrimental effect on aging.

Keywords: Kir Meneksesi, Viola odorata, Protease enzyme, Antioxidant activity,

Peeling, Cosmetic and farmacy.

1. Giris

Kir meneksesi antik caglardan beri Avrupa’ da kozmetik ve saglk igin
yetistirilmektedir [1]. Dilinyanin bir¢ok yerinde yetigebilmekle beraber en ¢ok Kuzey
Yarimkiirede yetigir. Ayrica Havai ve Gilineydogu Asya’ da da yetismektedir [2].
Insanlar tarafindan yayilan Akdeniz bdlgesi, giiney-bati Avrupa ve Bat1 Asya' nin bazi
bolgelerinde orjinal alanin 6tesinde dagilimi genisletilmistir [3, 4, 5]. Bu bitki diinya
capinda genis uygulamalara sahiptir. Halk arasinda bronsit, mide agrisi, ates, grip,
pnomoni, balgam soktiiriicii ve oksiiriik i¢in kir meneksesinin (Viola odorata) ¢icek ve
yapraklar1 halk arasinda ilag olarak kullanilir [6, 7, 8].

Viicudumuzda ve besinlerde bulunan lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve
niikleik asitler oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma i¢in zararli olabilecek
ylkseltgenme iirlinleri olusturabilirler [9]. Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlari
lizerinden yiiriir. Radikaller eslesmemis elektronlarini eslestirme egiliminde olduklari
icin Ozellikle gevsek bagl elektronlar1 koparirlar. Bu 6zellikleri, radikallerin kimyasal
olarak aktif olmalarin1 saglar ve bunlarin organizmadaki varligi biyomolekiillerin
modifikasyonuna sebep olur. Reaktif oksijen ve azot tlirleri DNA bazlarinm1 hasara

ugratarak mutasyona sebep olur [10].
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Ayrica Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Lipit
peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
dontigmesiyle son bulur. Bu iiriinlerden baslicalar1 olan hidroksinonenal (HNE) ve
malondialdehit MDA, proteinlere ve DNA*ya baglanarak kalict degisiklikler olusturur.
Lipit peroksitlerinin hiicre yasami i¢in en énemli etkileri, membran yapisinda ve hiicre
boliinmesinde meydana getirdikleri degisimlerdir [11, 12].

Antioksidanlar, oksidasyonu baglangi¢ ve/veya gelisme basamaginda geciktiren
yada onleyen maddelerdir. Antimutajenik, antikarsinojenik ve yaslanmay1 geciktirmek
gibi ¢cogu etki canlilardaki antioksidan 6zellikteki maddelerden kaynaklanir [13].

Proteaz enzimi, insan, hayvan, mikroorganizma ve bitkileri iceren genis bir
dagilim gostermesinin yani sira bulunduklari canlilarin biiylime ve g¢ogalmalari igin
gerekli olan bir enzimdir. Proteinlerin hidrolizinde endopeptidaz ve ekzopeptidaz olarak
olarak yiiksek katalitik rol oynayan, fizyolojik ve ticari agidan olduk¢a Onemli
enzimlerden biridir.

Gilintimiizde farkli kaynaklardan elde edilen farkli proteazlar (Serin proteazlar,
sistein proteazlar vs), deterjan ve gida endiistrisi, tekstil, deri, fotograf, ipek ve yem
sanayileri ile ¢esitli klinik uygulamalar ve eczacilik basta olmak iizere kozmetik
alaninda da genis bir kullanim alanina sahiptir [14, 15].

Bu calismada; kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinden proteaz enzimi
saflastirilmis ve karakterize edilmis, bitkinin vitamin ve organik bilesen analizi
yapilmistir. Kisaca, Tiirkiye’ de dogal olarak yetisen bir bitki olan kir meneksesi (Viola
odorata)’nin  kozmetik {riinlerde, oOzellikle cilt bakim {iriinlerinde kullanilip

kullanilamayacag1 sorusuna cevap aranmistir.

2. Materyal ve Yontemler
2.1. Orneklerinin toplanmasi

Kir meneksesi (Viola odorata) Subat ayinda Mugla kirsalindan toplanmistir.
Ayrica Mugla pazarindaki yerli pazarcilardan da satin alinmig ve c¢aligmalarimizda
kullanilincaya kadar -18°C’ de, derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

2.2. Homojenatin hazirlanmasi
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-18°C’ de muhafaza edilen kir meneksesinden 25,0 g tartildi. Sivi azot ile
muamele edildikten sonra mekanik olarak parcalandi ve hacminin yaklasik olarak 3 kati
kadar (60 mL) 0,1 M’ lik fosfat tamponu (pH: 7,6) igerisine alindi. Proteinlerin
coOzeltiye gecmesi icin manyetik karistiricida 30 dakika boyunca karistirildi ve silizgeg
kagidi kullanilarak siiziildi. Kati kisim atildiktan sonra 6000 rpm’ de 20 dakika
boyunca santrifiijlendi, ¢okelek atildi, siipernatant ¢alismanin ilerleyen asamalarinda
kullanildi.

2.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Menekseden elde edilen homojenatta %0 ile %100 arasindaki doygunluk
oranlarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Bu ¢oktiirme islemi %0-20, % 20-40,
% 40-60, % 60-80, % 80-100 seklinde gerceklestirildi. Hangi aralikta en yliksek proteaz
enziminin ¢oktligii belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde elde edilen ¢okelek 0,05
M CH3COONa tamponunda (pH: 5,7) ¢oziildiikten sonra ilk olarak 7 saat boyunca saf
suya kars1 diyalizlendi. Diyaliz islemleri +4°C’ de yapildi ve diyaliz siiresince manyetik
karistirict yardimiyla karistirildi. Bu islem sonunda enzim ¢ozeltisi CM-Seliiloz iyon
degisim kolonuna yiliklemeye hazir hale geldi.

2.4. CM-Seliiloz iyon degisim kolonunun hazirlanmasi

0, 05 M asetat tamponu (pH: 5.7) ile dengelenen CM-Seliiloz kolonuna enzim
¢ozeltisi yiiklendi. 0, 05 M asetat tamponu (pH: 5.7) kullanilarak 280 nm’de absorbans
goriilmeyinceye kadar kolon yikandi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 20
mL/saat’ e ayarlandi. 300 mL 0,1-1,0 M NacCl ihtiva eden 0,05 M asetat tamponu (pH:
5.7) ile gradientli mikser kullanilarak enzim eliie edildi. Eliiatlar her bir tiipte 5 mL
olacak sekilde toplandi. Eliisyon islemine, toplanan eliiatlarda 280 nm’ de absorbans
goriilmeyinceye kadar devam edildi. Toplanan eliisyonlarda 280 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile kantitatif protein tayini yapildi. Absorbans gosteren tiiplerde
proteaz aktivite tayini yapildi. Proteaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar birlestirilerek
enzim havuzu olusturuldu ve karakterizasyon islemi i¢in saklandi.

2.5. Proteaz enzimi igin aktivite tayini

Kir meneksesinden saflastirilan proteaz enziminin proteolitik aktivitesi %1°lik
kazein varliginda kazeinin sindirimi yontemine gore belirlendi. Proteolitik aktivite igin
reaksiyon karigimi; 1 mL substrat (kazein), 0,5 mL enzim ¢dzeltisi eklenip ve toplam

hacim tampon ¢ozeltiyle 2,5 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Kor ¢ozelti i¢in ise enzim
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¢oOzeltisi yerine tampon ¢dzelti ilave edildi. Tiipler 20 dakika boyunca 40°C’ deki su
banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %S5’lik TCA eklenerek reaksiyon
durduruldu. Cokmenin tamamen gergeklesmesi icin 60 dakika boyunca beklendi ve bu
stireden sonra 6.000 rpm’ de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant filtre
edildikten sonra siipernatant igerisindeki pargalanmis {irlinlerin miktar1 Bradford
yontemi ile belirlendi. Proteolitik aktivite enziminin dakikada pargaladig1 pg protein/mL
olarak hesapland1 [16].
2.6. SDS-PAGE ile alt birimlerin belirlenmesi

Laemmli tarafindan gelistirilen SDS-PAGE ile saflastirilan proteaz enziminin alt
birimi olup olmadig1 kontrol edildi [17].
2.7. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enzimi iizerine kinetik
calismalar

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin kazein
substratina kars1t Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Kinetik 6zelliklerini aragtirmak iizere
saflagtirilan enzimin optimum sicaklik ve optimum pH degerleri bulundu. Enzim
aktivitesi iizerine bazi katyonlarin ve kimyasallarin etkisi arastirildi. Azokazein,
azoalblimin, jelatin, hemoglobin, kazein substratlari i¢in Vmax ve Kwm degerleri
belirlendi.
2.8. Optimum pH 'nin belirlenmesi

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin optimum
pH’smin  belirlenmesi igin kazein substratina karsit proteolitik aktivitesinden
yararlanildi. pH: 4-5 i¢in asetat tamponu, pH: 6-7 icin fosfat tamponu, pH: 8-9 i¢in Tris-
HCI tamponu, pH: 10 i¢in ise borat tamponu kullanildi. Her bir numune tiiptine 1 mL
kazein ¢ozeltisi, 500 pL enzim ¢ozeltisi ve 1 mL uygun pH’daki tampon ¢ozelti eklendi.
Kor olarak her bir numuneye karsilik 1 kor ¢ozelti hazirlandi, kor ¢ozeltide enzim
yerine tampon kullanildi.
2.9. Optimum sicakligin belirlenmesi

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin optimum
sicakligini belirleyebilmek i¢in 10-90°C araliginda sicaklik 10°C artirilarak standart
aktivite tayini yapildi. Kor tiip ve numune; 10°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C,
80°C, 90°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 3 mL %5’lik TCA

eklenerek reaksiyon durduruldu. Cokmenin tamamen gerceklesmesi i¢in 60 dakika
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boyunca beklendi ve bu silireden sonra 6.000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlendi.
Stipernatant filtre edildikten sonra, silipernatant igerisindeki parcalanmig {iriinlerin
miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi [18].
2.10. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi tayini

Kir meneksesinden (Viola odorata) proteaz enzimi saflastirdiktan sonra jel
filtrasyon kromatografisi kullanilarak molekiil agirligi tayin edildi [19].
2.11. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirtlan proteaz enziminin substrat
spesifikliginin belirlenmesi

Hemoglobin, jelatin, azoalbiimin, azokazein substratlarina karsi, kir
meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin substrat spesifikligi
enzimin proteolitik aktivitesinden yararlanilarak belirlendi. Enzim i¢in proteolitik
aktivite pargaladig1 pg protein/mL.dak olarak hesaplandi [20].
2.12. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi tizerine
bazi katyonlarin etkisinin incelenmesi

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflagtirilan proteaz enzimi aktivitesi lizerine
HgClz, MnClz, CaClz, FeClz, FeCls3, NiCl. MgCl2 metal iyonlarinin ve SDS (Sodyum
dodesil siilfat), EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) ve f-merkaptoetanol gibi bazi
kimyasallarin etkileri incelendi.  Metal iyonlarinin ve kimyasallarin etkilerinin
belirlemek amaciyla 0.1 mM, 1 mM vel0 mM konsantrasyonlar1 varliginda normal
proteaz aktivite tayini yapilarak etkisi arastirildi.
2.13. Aroma verici u¢ucu organik bilesenlerin Headspace GC/MSD ile belirlenmesi

Bitkiye kokuyu veren ugucu organik bilesikler tarafimizdan yeni gelistirilen
metot ile analiz edilmistir. Pargalara ayrilan taze kir meneksesi (Viola odorata)
bitkisinin ¢igeklerinden 5.0 g alinip susuz magnezyum siilfat (MgSOs4) ilave edildi ve
cigek ile tamamen karismasi saglandi. Vial headspace ornekleyicisine yerlestirildi ve 90
°C’ de 30 dakika siirecek olan ekstraksiyon islemine baslandi. 30 dakika sonunda
headspace sampler tarafindan GC Split/Splitless inlete bir transferline ile 1 dakika
boyunca vial {ist kismindaki ugucu bilesenler helyum gazi ile transfer edildi.
2.14. B grubu ve C vitamin iceriginin UPLC-MS/MS ile belirlenmesi

Kir meneksesi (Viola odorata) ¢igeklerinden hazirlanan 6rnekten yaklasik 3,0 g
alinarak tizerine 30 mL H2O:CH3CN (80:20) karisimi ilave edildi ve +4°C’ de 6 saat
inkiibe edilerek ekstraksiyon yapildiktan sonra 4000 rpm’de 20 °C’de 10 dakika
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santrifiijlendi. Whatman No 4 filtre kagidindan siiziildii ve daha sonra kalint1 2 kez daha
30 mL’ lik H20:CH3CN karisimlar1 ile ekstraksiyona devam edildi. Birlestirilen
ekstraktlardaki asetonitril diisiik vakum altinda, 40 °C’de buharlastirildi (Rotary
Evaporator Heidolph Basis Hei-VAP ML).Cozelti Macherey-Nagel Chromafil Xtra
PTFE-20/25 0,20 pm filtrelerden gegirilerek UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra
Performance LC, Xevo TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi.
2.15. A, D, E ve K grubu vitaminlerinin HPLC-DAD ile belirlenmesi

Kiiciik parcalara ayrilan ¢icek Ornekleri, hekzan kullanilarak ekstrakte edildi.
Ekstraktlar Macherey-Nagel Chromafil Xtra PTFE-20/25 0,20um filtreden siiziildi ve
HPLC-DAD (Agilent 1260 Quat. Pump, 1260 ALS, 1260 TCC, 1260 DAD VL) cihaz1
ileA vitamini i¢in 325nm, Ergosterol, D2, Ki ve K2 vitaminleri i¢cin 260nm ve E vitamini
icin ise 285nm dalga boylarinda analiz edildi.
2.16. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde antioksidan aktivite tayini
Ekstrelerin hazirlanmast

5,0 g Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisi alinip 6nce sivi azot icerisinde toz
haline getirildi. Toz haline getirilen 6rnek 10 mL kaynayan su ile yaklagik 1 saat kadar
karigtirildi. Ardindan siiziiliip su liyofilize edilerek uzaklastirildi. Alkol ekstresi i¢inde
ayn1 islem alkol kullanilarak tekrarlandi.
2.17. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde indirgeme giicii tayini

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstraktlari i¢in indirgeme giicii tayini Oyaizu
yontemine gore yapildi [21]. 1 mL distile sudaki farkli konsantrasyonlardaki bitki
ekstraktlar1 (25-800([1g/mL) 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH: 6,6) ve 2,5 mL %1’lik
potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)¢]’e ilave edilerek reaksiyon karigimi olusturuldu.
Karigim 50°C’ de 20 dakika inkiibe edildi. 2,5 mL %10’luk TCA ilave edilip 10 dakika
santrifiijlendi. Ust fazdaki soliisyondan 2,5 mL alinarak, 2,5 mL saf su ve 0,5 mL
%1°lik FeCls ile karistirildi ve 700 nm’de absorbansi okundu. Kor olarak distile su
kullanildi. Ayn1 islem metanol ekstresi i¢in tekrarlandi.
2.18. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde serbest radikal uzaklastirma aktivitesi
tayini

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstresinin serbest radikali giderim aktivitesi,
DPPH- Serbest radikali kullanilarak belirlendi [22]. 0, 1 mM DDPH<’den 1 mL alinarak
ve suda hazirlanan 3 mL bitki ekstresine (25 - 800 pg/mL) ilave edildi. 30 dakika sonra
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517 nm’de absorbansi okundu. Pozitif kontrol olarak sentetik antioksidan olan vitamin
C ve BHA kullanildi. DPPHe radikalini siiplirme aktivitesi reaksiyonu inhibe etme
yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = A"A—_OAl x 100 (1)
Ao= Kontrol reaksiyonunun absorbansi A= Ornek reaksiyonunun absorbansi

Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisiiren
konsantrasyon miktar1 ICso (etkin konsantrasyon) degerini vermektedir. % inhibisyon
degerleri kullanilarak ICso (ug/ mL) aktiviteleri belirlendi.
2.19. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde metal selat aktivitesi tayini

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstratlarinda metal selat aktivitesi; Kir
meneksesi (Viola odorata) ekstratlar1 ve standart ile demir iyonlar1 arasinda selat
olugmasi Dinis yontemine gore yapildi [23]. Bitkiekstraktlar1 (25-800 [g/mL) 0,05 mL,
2 mM FeCl2’e ilave edildi. Reaksiyon ortamina 0,2 mL 5 mM ferrozine ilave edildi ve
tyice karistirildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 562 nm’de absorbansi 6l¢iildii.
% inhibisyon miktar1 (1) numarali denklem kullanilarak hesaplandi.
2.20. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde H20: uzaklastirma aktivitesi tayini

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstrelerinde H202 uzaklastirma aktivitesi Ruch
ve arkadaglarinin belirledikleri yonteme gore yapildi [24]. Bu islem i¢in 40 mM’hik
H20: ¢ozeltisi hazirlandi. Bitkinin (25 - 800 1g/mL) hazirlanmis olan ekstraktlari, 0,6
mL 40 mM H:0:2 ¢ozeltisine ilave edildi. 10 dakika inkiibe edildi ve 230 nm’de

absorbansi okundu. Kor olarak H202 icermeyen fosfat tamponu kullanildi.

% H,0,uzaklastirma = % x 100 (2)

0

2.21. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi
Kir meneksesi (Viola odorata) ekstrelerinde toplam fenolik bilesiklerin varligi
Silinkart ve Singleton yontemlerine gore yapildi [25]. 1 mL bitki ekstresine 1 mL folin-
Ciocalteau ¢ozeltisi ilave edildi ve karistirildi. 3 dakika sonra %2’lik NaHCO3’ dan 3
mL ilave edilerek 2 saat manyetik karistirici ile karismaya birakildi. Ardindan 700
nm’de absorbansi 6lgiildii.
Absorbans = 0,0008x + Gallik asit (g) 3)
Gallik asit standart grafigi kullanilarak elde edilen denklemden toplam fenolik

bilesiklerin miktar1 belirlendi.
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3. Sonugclar ve Tartisma
3.1.Kir Meneksesinden (Viola odorata) Proteaz Enziminin Saflagtiriimasi

Kir meneksesinden (Viola odorata) proteaz enzimi amonyum siilfat ¢oktlirmesi
ve CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi teknikleri kullanilarak iki basamakta
saflagtirildi. Elde edilen eliiatlarda Bradford yontemi ile protein tayini yapildi ve bu iki
basamakta proteaz enziminin kag¢ kat saflastirildigi ayr1 ayr1 hesaplandi [26, 27]
Saflastirma sonuglar1 Tablo 1’de verildi ve proteaz enziminin kir meneksesi (Viola
odorata) bitkisinin ¢igeklerinden % 43,125 kat saflastirildigi hesaplandi.
Tablo 1. CM-Seliiloz kolonunda kir meneksesinden (Viola odorata) elde edilen proteaz

enzim homojenatinda enzim {initesi, spesifik aktivite ve homojenattan saflastirilan

proteaz enziminde enzim tinitesi, spesifik aktivite ve saflastirma sonuglari.

) . Toplam Aktivite Protein Spesifik
Hacim Aktivite ) . Saflastirma
Basamaklar miktar1 Aktivite

mL EU/mL orani
(mg/mL) EU/mg

Ham ekstrakt | 25 0.118 2.95 100 1.056 0.112 1
%80-100

10 .0 . 2. 0. 1.2 11.34
(NH4SOs 0.097 0.97 32.88 076 7 3
CM-Seliiloz 5 0314 1.57 51.19 0.065 4.83 43.13

3.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

1. Basamakta hazirlanan homojenatta %0-100 araliinda amonyum siilfat
coktiirmesi yapildi. Her basamak sonucunda elde edilen ¢okelek 0,05M fosfat
tamponunda (pH:7,6) ¢oziildii ve aktivite tayini yapildi. Ayrica her adimda siipernatant
kisminin da enzim aktivitesine bakildi. Yapilan tayinler sonucunda en yiiksek
proteolitik aktiviteye %80-100 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan ¢okelekte
rastlandi.
3.3. CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi

2. Basamakta 0,05M’lik asetat tamponu (pH: 5. 7) ile dengelenen CM-Seliiloz
iyon degisim kolonuna homojenat yiiklendi. Kolon0, 05M’lik asetat tamponu (pH: 5.7)
ile yikandi. Yikama islemine 280nm’de 0,05M’lik asetat tamponuna (pH: 5.7) karsi
eliisyoniin absorbans degeri sifir oluncaya kadar devam edildi. Enzim kolondan 0,1-1,0

M NaCl igeren ayni tampon ile eliie edildi. Toplanan eliiatlarin 280nm’de absorbansi
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alind1 ve proteolitik aktivitesine bakildi. Proteolitik aktivitesi yiiksek olan eliiatlar ile

enzim havuzu olusturuldu.

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin aktivite-

absorbans grafigi Sekil 1’de gosterildi.

0,2 - e=t== Absorbans Aktivite - 04
E
=
§ 0,15 - - 03 _
\ :
\ w
£ )
E ol - 023
< Z
b’
<
0,05 T " B 091
O T T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60
Tiip Sayis1

Sekil 1. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin aktivite-
absorbans grafigi

3.4. SDS-Poli akrilamid jel elektroforezi sonuglar

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin alt birime
sahip olup olmadigini belirlemek icin SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Elde
edilen sonuclar kir meneksesinden saflastirilan proteaz enziminin 25 kDa agirliginda tek
bir alt birime sahip oldugunu gosterdi. SDS-PAGE jel fotografi Sekil 2°de gosterildi.
Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢igeklerinden saflagtirilan proteaz enziminin

molekiil agirhig jel filtrasyon kromatografisi kullanarak da 25 kDa olarak belirlendi.
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Sekil 2. CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan proteaz enziminin
SDS-PAGE fotografi. *(I: CA 29 kDa, II: Kir meneksesinden (Viola odorata)
saflastirilan proteaz enzimi)

3.5. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin optimum pH

sonuclari

Optimum pH belirleyebilmek i¢in pH 4-9 araliginda aktivite dl¢timleri yapildi.
pH 4-5 i¢in 0,1 M asetat tamponu, pH 6-7 i¢in fosfat tamponu, pH 8-9 i¢in Tris-HCI
tamponu kullanildi. pH degisimine kars1 proteolitik aktivite miktar1 Sekil 3’de verildi.

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin optimum pH's1 7.0
olarak bulundu.

Aktivite (EU/dak)

3,5 4.5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5
pH

Sekil 3. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi

iizerine pH nin etkisi
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3.6. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enzimininoptimum sicaklik
sonuclari

Optimum sicakligi belirlemek icin 10-90°C’de aktivite Olglimleri yapildi.
Sicaklik degisimine karsi proteolitik aktivite miktar1 Sekil 4’ de gosterildi. Kir
meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin en

ylksek aktivite 6l¢limiiniin alindig1 sicaklik 40 °C olarak belirlendi.

0,4

=
w
1

Aktivite (595 nm)
=
[\e}

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Sicaklik (°C)

Sekil 4. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi
tizerine sicakligin etkisi

3.7. Kwr meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin substrat
spesifikliginin belirlenmesi

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin substrat
spesifikligi, kazain, hemoglobin, jelatin, azoalbumin ve azokazein substratlarina karsi
belirlenmistir.  Bu  belirleme isleminde enzimin proteolitik  aktivitesinden
yararlanilmistir. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢iceklerinden saflastirilan
proteaz enziminin jelatin ve azoalbumini hidrolizlemedigi gozlendi. Kazain,
hemoglobin ve azokazeini hidrolizledigi belirlendi.

Hidrolizlenen iki substrat i¢in 1/V’ye karsilik 1/[S] Lineweaver-Burk grafigi
cizildi ve bu grafiklerden yararlanarak Vmax ve Km degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi (Tablo
2) ve elde edilen sonuglardan kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢iceklerinden

saflagtirilan proteaz enziminin ilgisinin en cok kazein substratina karsi oldugu

belirlendi.
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Tablo 2. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin substrat

spesifikligi sonuglar

Substrat KM (uM) Vmax (pg/mL.dak)
1.24

Hemoglobin 2.90 1.4

Azokazein 2.54 1.87

Jelatin 0 0

Azoalbumin 0 0

3.8. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi tizerine
bazi kimyasallarin etkisinin belirlenmesi

Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin proteolitik
aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM ve 0,1 mM HgClz, MnClz, CaClz, FeClz, FeCls, NiCl2
MgCl2 gibi metal iyonlarinin ve SDS, EDTA ve B-merkaptoetanol bilesiklerinin etkileri
substrat olarak kazain kullanilarak incelendi.

Degisen kimyasallarin farkli konsantrasyonlarinin varliginda saflastirilan proteaz
enziminin proteolitik aktivite degisim degerleri ¢izelge halinde gosterilmistir (Tablo 3).
Tablo 3’de Mg**, Fe?, Fe’" ve Ca?’, katyonlarinin diisiik konsantrasyonlarda kir
meneksesinden (Viola odorata) saflagtirilan proteaz enziminin aktivitesini artirdigini,
Ni** katyonunun ise kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enzimini
kismen inhibe ettigi, Hg?>" katyonunun ise diisiik konsantrasyonlarda enzimin
aktivitesini etkilemedigi belirlendi. FeCls harig yiiksek konsantrasyonlardaki katyonlarin
kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enziminin aktivitesini azalttigi
gbzlemlendi.

Yapilan deneylerde SDS ve EDTA’ nin diisiik konsantrasyonlarinda enzimin
aktivitesinin kismen inhibe oldugu, kullanilan tiim kimyasallarin  yiksek
konsantrasyonlarda enzimi tamamen inhibe ettigi belirlenmistir (Tablo 3). PB-
merkaptoetanol varlifinda ise enzimin aktivitenin diismesi saflagtirilan enzimde disiilfit
baglarmin bulundugunu gostermektedir. - merkaptoetanol disiilfit baglarin1 kirarak
enzimin ii¢ boyutlu yapisin1 degistirdigi ve aktivitesini kaybetmesine neden oldugu,

EDTA varliginda ise aktivitenin diismesi enzimin kofaktér olarak metal iyonunu

kullandigin1 gostermektedir.
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Tablo 3. Kir meneksesinden (Viola odorata) saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi

iizerine baz1 kimyasallarin etkisinin sonuglari

Proteolitik Proteolitik Proteolitik
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
Kontrol Aktivite Aktivite Aktivite
(mM) (mM) (mM)
%) (%) (%)
METAL IYONLARI
Kontrol - 100 - 100 - 100
Mg?* 0.1 108.28 1 102.8 10 71.15
Ca* 0.1 103.19 1 97.2 10 90.19
Mn?* 0.1 97.70 1 96.18 10 89.43
Ni?* 0.1 97.71 1 86.05 10 60.83
Hg** 0.1 98.03 1 94.33 10 80.26
Fe?* 0.1 109.31 1 95.92 10 73.06
Fe’* 0.1 111.34 1 112.26 10 104.21
KIMYASALLAR
Kontrol - 100 - 100 - 100
SDS 0.1 56.81 1 33.25 10 5.48
EDTA 0.1 20.89 1 8.40 10 2.17
B-
0.1 11.40 1 8.28 10 0.51
merkaptoetanol

3.9. Aroma Bilesenlerinin Headspace GC/MSD ile Analiz Sonuglari

Kir meneksesinin (Viola odorata) aroma maddeleri Headspace GC/MSD
kullanilarak belirlendi. Kir meneksesinin ekstraksiyon islemi sonunda vial {ist kisminda
biriken aroma maddeleri 14 psi basinca sahip helyum gazi ve 1sitilmig bir trasferlile hatti
ile GC/MSD’ye gonderildi ve analiz bu sekilde gerceklestirildi. Analizden elde edilen
sonuglar Tablo 4’de gosterildi. In-House bir metodun kullanildig1 analiz sonucunda kir
meneksesi (Viola odorata) bitkisinin ¢igeklerinde hekzanal (% 3,01), 2-hezenal (%
19.31), 1-hekzanol (% 13.28), heptanal (% 1.76), 1-okten-3-ol (% 38.11), 3-oktanon (%
2.23), 2-pentil-furan (% 1.99), oktanal (% 1.22), nonanal (% 3.32), 1,4-dimethoksi-
benzen (% 8.89) ve 2-undekanon-6,10-dimethil (% 2.41) bilesenlerine rastlanilmistir.
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Tablo 4. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin aroma verici bilesen ytlizdeleri

No Bilesen Ad1 ‘Ahkonma Zamani (dak.) Yiizdesi (%)
1 Hekzanal 0.733 3.01
2 2-Hekzenal 0.963 19.31
3 1-Hekzanol 1.040 13.28
4 Heptanal 1.267 1.76
5 1-Okten-3-ol 1.991 38.11
6 3-Oktanon 2.084 2.23
7 2-pentil-furan 2.137 1.99
8 Oktanal 2.282 1.22
9 Nonanal 3.825 3.32
10 1,4-dimethoksi-benzen 4.872 8.89
11 2-Undekanon-6,10-dimetil 14.623 2.41

3.10. B grubu ve C vitaminlerinin UPLC-MS/MS ile analiz sonuglar

Tiamin (B1 vitamini), Riboflavin (B2 vitamini), Nikotinamid (B3 vitamini),
Nikotinik asit (B3 vitamini), Pantotenik asit (Bs vitamini), Piridoksin (Be¢ vitamini),
Biotin (B7 vitamini), Folik asit (B9 vitamini), Siyanokobalamin (Bi2 vitamini) ve
Askorbik asit (C vitamini), UPLC-MS/MS (Waters Acquity Ultra Performance LC,
Xevo TQ-S MS-MS) cihazi ile analiz edildi. Ayrim Acquity UPLC BEH C18 kolonu
(1,7 pm 2,1x100 mm) kullanilarak 40 °C’da gergeklestirildi. Numune sicakligi 10 °C ve
enjeksiyon hacmi 1 pL’dir. Mobil faz olarak A solvent hattinda % 0,5’lik CH3COOH
iceren H20, B solvent hattinda ise % 0,5’lik CH3COOH iceren CH3CN kullanild1. Ilk
once 6 noktali kalibrasyon egrileri ¢izilen tiim vitaminler daha sonra cihazda analiz
edilmis ve miktar tayinleri yapilmistir (Tablo 5). Yapilan analizler sonucunda nikotinik
asit (0.28 £ 0.13), piridoksin (0.39 + 0.03), A vitamini (0.12 £+ 0.06) ve E vitamini (0.09
+ 0.02) bulunmustur.
3.11. A, D, E ve K vitaminlerinin HPLC-DAD ile analiz sonuclari

Hekzan ekstraksiyonu ile elde edilip, temizlenen ¢ozelti HPLC-DAD cihazi ile
analiz edildi. Dedeksiyon A vitamini i¢in 325 nm, D2, Ki ve K2 vitaminleri i¢in 260 nm
ve E vitamini i¢in ise 285 nm dalga boylarinda ve ayrim Poroshell 120 EC-C18 kolonu
(2,7 um 4,6 x 100 mm) kullanilarak 40 °C’de ger¢eklestirildi. Numune sicakligi 20 °C
ve enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Mobil faz olarak 0,5 mL/dk. akis hiz1 ile CH3OH:H20
(95:05) kullanilmustir.
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Tablo 5. Kir meneksesinde (Viola odorata) bulunan, suda ¢6zilinebilen vitaminlerin

UPLC-ESI-MS/MS ile analiz sonuglar1 (mg/100g kuru agirlik + standart sapma).

No Vitamin Adi

‘ Alikonma Zamani (dk.)

‘ Viola odorata ‘

1 Tiamin (B; vitamini) 0.480 <RL
2 Riboflavin (B; vitamini) 3.040 <RL
3 Nikotinamid (B3 vitamini) 0.860 <RL
4 Nikotinik asit (B3 vitamini) 0.510 0.28+0.13
5 Pantotenik asit (Bs vitamini) 2.860 <RL
6 Piridoksin (Bs vitamini) 0.670 0.39+0.03
7 Biotin (B7 vitamini) 3.070 <RL
8 Folik asit (Bg vitamini) 2.930 <RL
9 Siyanokobalamin (B, vitamini) 2.950 <RL
10 Askorbik asit (C vitamini) 0.560 <RL

Tablo 6’da goriildiigii gibi kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin A, D, E ve K

vitamin igerigi verilmistir. Yapilan analizlerde kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinin

cigeklerinin A vitamini ve E vitamini i¢erdigi belirlendi.

Tablo 6. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde bulunan A, D, E ve K vitaminlerinin

HPLC/DAD ile analiz sonuglari ( mg/100g kuru agirlik + standart sapma).

No VitaminAdi ‘ R.T. (dk) Viola odorata
1 A vitamini 3.567 0.12+0.06

2 D, vitamini 7.056 <RL

3 E vitamini 10.436 0.09 £0.02

4 K, vitamini 20.142 <RL

5 K, vitamini 9.504 <RL

6 Ergosterol, (Provitamin D) 8.490 <RL

3.12. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde indirgeme giicii tayini sonuglar

Kir meneksesi (Viola odorata) metanol ekstresi i¢in indirgeme giicli tayini

Oyaizu yontemine gore yapildi [21]. Standart olarak kullanilan C vitamini ile kir

meneksesinin metanol ekstresinin indirgeme giicli tayin edildi, elde edilen sonuglarla

konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizildi ve Sekil 5'de gosterildi. Sekil 5’e

bakildiginda kir meneksesinden (Viola odorata) alinan ekstrelerin C vitaminine yakin

aktivite gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 5. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde indirgeme giicii tayini sonuglari.
3.13. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde serbest radikal uzaklastirma aktivitesi
tayini sonuglari

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstrelerinin radikal uzaklastirma aktivitesi 1,1-
difenil-2-pikril-hidrazil (DPPHe) yontemiyle yapildi [22]. Reaksiyon ortamindaki
DPPHe konsantrasyonunu bulmak i¢in 517 nm’ de O6l¢iim alindi. Absorbans degeri
kullanilarak % DPPHe kapasitesi belirlendi. Sonuglar Tablo 7'de verildi. Kontrol olarak
BHA ve vitamin C standartlar1 kullanildi. Tablo 7’e bakildiginda metanol ekstresinin su
ekstresine gore daha aktif oldugu goriilmektedir [28].

3.14. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde metal selat aktivitesi tayini sonuglart

Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisi ekstrelerinde metal selat aktivitesi tayini
Dinis yontemine gore yapildi [23]. Yapilan islemler sonucunda 562 nm’de absorbans
okundu ve okunan absorbanslardan % inhibisyon aktivitesi hesaplandi. Kontrol olarak
EDTA standardi kullanildi. Sonuglar Tablo 7’da verildi. Elde edilen sonuglara gore kir
meneksesi (Viola odorata) ekstrelerinden su ektresi metanol ekstresine gore daha aktif
oldugu belirlendi [29].

3.15. Kwr meneksesi (Viola odorata) bitkisinde H:0: uzaklastirma aktivitesi tayini
sonuclari

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstrelerinde H2O2 uzaklastirma aktivitesi Ruch
ve arkadaslarmin belirledikleri yonteme gore yapildi [24]. Yapilan islemler ve
inkiibasyon sonunda 230 nm’de ¢6zeltinin absorbansi okundu ve % H202 uzaklastirma

aktivitesi hesaplandi. Kontrol olarak vitamin C ve kersetin standartlar1 kullanildi ve
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sonuglar Tablo 7’de verildi. Tablo 7°de verilen sonuglara gore kir meneksesi (Viola
odorata) ekstrelerinden metanol ektresi su ekstresine gére daha aktif oldugu belirlendi.
3.16. Kir meneksesi (Viola odorata) bitkisinde toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi
sonuclari

Kir meneksesi (Viola odorata) ekstrelerinde toplam fenolik bilesiklerin varlig
Silinkart ve Singleton yontemlerine gore yapildi [25]. Bu yontem dogrultusunda
yapilmasi gereken tiim islemler yapildi ve sonrasinda 700 nm dalga boyunda ¢6zeltinin
absorbansi okundu. Gallik asit i¢cin hazirlanan standart grafiginden faydalanilarak elde

edilen denklemden (Absorbans= 0,0008x+ Gallikasit(g)) toplam fenolik bilesiklerin

miktarlar1 27, 3ug GAE/mg iken su ekstresi i¢in 41,8 pg GAE/mg olarak belirlendi
[30].
Tablo 7. Serbest radikal uzaklastirma aktivitesi, Metal selat aktivitesi, H2O2
uzaklagtirma aktivitesi sonuglart.

Serbest radikal uzaklastirma Metal selat H>0, uzaklastirma

aktivitesi /Csp (pg/ml) aktivitesi aktivitesi /Csp (ng/ml)

1Cs0 (ug/ml)

Kir meneksesi (Viola

228.2+5.7 340.1£1.2 617+5.7
odorata) su ekstresi
Kir meneksesi (Viola

197.5+8,3 392.7+3,5 560+7,8
odorata) metanol ekstresi
BHA 48.47+3.7 - -
Vitamin C 7.242.1 - 20.8+0.73
EDTA - 21+0.9 -
Kersetin - - 49.3+2.38
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