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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu tez ¢alismasi, Aspergillus niger katalazinin iiretimi, Uclii-Faz Ayirma Sistemi
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Aspergillus niger KATALAZININ URETIMI, UCLU-FAZ AYIRMA SISTEMIi
ILE SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Katalazlar (EC 1.11.1.6) antioksidan metalloenzimler sinifina dahil olup baslica
islevleri hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijene pargalanmasidir. Katalazlarla
yaklasik yiizyildir ¢alisilmasina ragmen, oOzellikleri ile ilgili yeni bulgular
kesfedilmektedir. Bu ¢alismada Aspergillus niger katalazinin iiretimi, saflastiriimasi
ve karakterize edilmesi amaglanmistir. Buna gore 1 litrelik YpSs sivi biiylime
ortaminda 37°C ve 155 rpm calkalama hizinda biiyiitiilen A. niger’den 7. giinde ham
enzim ekstrakti elde edilmistir. Katalaz enzimi hem iyon degistirme kromatografisi
hem de {iglii-faz ayirma yontemi ile saflagtirilmistir. Kromatografik yontemle yapilan
saflagtirmada enzim aktivitesinde %42 oraninda azalma gézlenmistir. Diger yandan,
t¢lii-faz ayirma yonteminde %80 (w/w) amonyum siilfat igeren ve ham ekstrakt:t-
butanol oran1 1:1,5 olacak sekilde pH 7,0’da hazirlanan sistemden katalaz
enzimi %263 geri kazanim ile 7,9 kat saflastirilmistir. Enzim 6rneginin safligi SDS-
PAGE ile kontrol edilmis olup jelde yaklasik 87 kDa molekiil agirligina denk gelen
tek bir bant gozlenmistir. Saf enzimin Ky degeri (21,4 mM), optimum reaksiyon
sicakligr (50°C) ve optimum reaksiyon pH’st (6,0) belirlenmistir. Kararlilik testleri
enzimin aktif olarak kalabildigi sicaklik araliginin (30°C -40°C) nispeten dar, ancak
pH araligimin (4.0-9.0) olduk¢a genis oldugunu gostermistir. Ayrica, %7,5’lik (v/v)
etanol varliginda aktivitenin yaklasik %77’°si korunmustur. Bununla birlikte, esas
fonksiyonunun yaninda 4-metil katekol ve pyrokatekol gibi fenolik bilesikleri
peroksitten bagimsiz olarak okside edebilmistir. Sonug olarak, A. niger’den katalaz
enziminin geleneksel kromatografi yontemi yerine zamandan tasarruf saglayan,
maliyeti ucuz ve kullanimi oldukga kolay olan ti¢lii faz sistemleri ile saflastirilabildigi
goriilmektedir. Enzimin sahip oldugu biyokimyasal ozellikleri, ¢esitli endiistriyel
uygulama alanlarinda avantaj saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, Katalaz, Oksidaz, Uglii-Faz Ayirma Sistemi.
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PRODUCTION, PURIFICATION OF Aspergillus niger CATALASE BY
THREE-PHASE PARTITIONING AND ITS BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION

ABSTRACT

Catalases (EC 1.11.1.6) belonging to metalloenzyme family catalyze the degradation
of hydrogen peroxide to water and molecular oxygen. Although catalases have been
studied by almost a century, some characteristics have been recently discovered. For
that purpose, crude enzyme extract was obtained from A. niger on 7" day of cultivation
of cells grown at 37°C and 155 rpm in 1 liter YpSs medium containing 1% glucose.
Catalase enzyme was purified by both ion exchange chromatography and three-phase
partitioning method. Chromatography-based purification has resulted in a 42%
reduction in the enzyme activity. On the other hand, the three-phase partitioning
method which wasprepared by 80% (w/w) ammonium sulfate saturation at pH 7 with
1:1.5 (v/v) ratio of crude extract to t-butanol gave 7.9-fold purification with 263%
activity recovery. The Kn value, optimum reaction temperature and optimum reaction
pH of the catalase were determined. The stability tests have revealed that the enzyme
remained stable in a narrow temperature whereas in a wide range of pH. In addition,
about 77% of the activity has been maintained in the presence of ethanol up to a
concentration of 7.5% (v/v). Besides it main function it could oxidase substrates such
as 4-methyl catechol and pyrocatechol in the absence of peroxide. To conclude, the
catalase enzyme from A. niger can be purified by a three phase partitioning system,
which is time-effective, inexpensive and very easy to use, rather than a conventional
chromatography method. The biochemical properties of the resulting catalase enzyme
can provide advantages in various industrial applications.

Keywords: Aspergillus niger, Catalase, Oxidase, Three-Phase Partitioning System.
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GIRIS

Katalazlar, dogada yaygin olarak bulunan ve fiizerinde en ¢ok c¢alisilan enzim
gruplarindan biridir. Baslica gorevleri, hiicrelerdeki fazla hidrojen peroksidin (H20>)
molekiiler oksijen ve suya parcalanmasini saglayarak onun zararli etkilerinden hiicreyi
korumaktir (Chelikani ve dig., 2004; Kurakov ve dig., 2001). Asil fonksiyonunun
yaninda, ortamda uygun bir organik elektron verici bulundugunda peroksidatif aktivite
de gosterebildigi gozlenmistir. Bu ikincil aktivite, genel olarak, peroksit yikimi
beraberinde gergeklesen metanol, etanol, formik asit ya da fenol gibi organik
bilesiklerin oksidasyonu seklinde tanmimlanmaktadir. Genelde H20> seviyesinin

oldukea diislik oldugu durumda bu peroksidatif aktivite onem kazanmaktadir (Maté ve

dig., 1999).

Katalazlar genel olarak ii¢ gruba ayrilabilir: Monofonksiyonel “hem” grubu igeren
katalazlar, Katalaz-peroksidazlar ve Demir/hem icermeyip Mn igeren katalazlar
(Switala ve Loewen, 2002). Bu {i¢ grup arasinda {izerinde en ¢ok ¢alisilan ve oldukca
yaygin olan grup aktif bolgelerinde “hem” grubu bulunduran monofonksiyonel
katalazlardir (Chelikani ve dig., 2004; Switala ve Loewen, 2002). Yakin gegmiste
monofonksiyonel katalazlar icin kesfedilen bulgular oldukea dikkat cekidir. Ornegin,
termofilik bir mantar olan Scytalidium thermophilum tarafindan biiyiimeye paralel
olarak firetilen ve monofonksiyonel katalaz ailesine dahil oldugu kristal yapisi
belirlenerek bulunan enziminin hidrojen peroksit yoklugunda ¢esitli orto- ve para-
difenolik bilesikleri okside ettigi rapor edilmistir (Koclar Avci ve dig., 2013;
Yuzugullu ve dig., 2013). S. thermophilum katalazinda gézlenen bu fenol oksidaz
aktivitesinin enzim iizerinde koruyucu bir rol iistlendigi onerilmektedir (Yuzugullu
Karakus ve dig., 2018). Monofonksiyonel katalazda gbzlenen bu ikincil aktivetinin
varligi memeli (Vetrano ve dig., 2005), Bacillus pumilus (Loewen ve dig., 2015;
Sangar ve dig., 2012), Thermobifida fusca (Loncar ve Fraaije, 2015) ve Amaranthus
cruentus (Chen ve dig., 2017; Teng ve dig., 2016) katalazlarinda da vurgulanmistir.
Ayrica Aspergillus niger basta olmak {izere ¢esitli kaynaklardan (Corynebacterium



glutamicum, insan eritrositleri) izole edilen ticari katalazlarda da benzer oksidaz
aktivite gozlenmistir (Yuzugullu ve dig., 2013). Buradan, ikincil aktiviteye sahip
katalaz tiirli enzimlerin ¢ok daha yaygin olabilecegi, hatta insanda da olabilecegi

anlasilmaktadir.

Katalazlar; baglica gida, tekstil, farmasotik ve kagit endiistrileri basta olmak iizere;
immobilizasyon, detoksifikasyon sistemleri ve enzimatik polimerizasyon gibi ¢esitli
alanlarda da uygulama alanina sahiptir (Loncar ve Fraaije, 2015). Diger yandan, yakin
zamanda mikrobiyal ve bitkisel kaynakli bazi katalazlarda gozlenen ikincil
oksidatif/peroksidatif aktivite ile ilgili rapor edilen uygulamalar da dikkat gekicidir.
Bunlar arasinda penisilin oksidasyonu (Sangar ve dig., 2012), polifenolikler (Loewen
ve dig., 2015) ile fenil ve siilfit gruplarini tasiyan bilesiklerin oksidasyonu (Loncar ve
Fraaije, 2015) ve monofenollerin difenollere doniistiiriilmesi (Teng ve dig., 2016)
ornek verilebilir. Buradan c¢ift aktiviteye sahip katalazin canlilarda 6nemli bir
antioksidan olma 6zelliginin yani sira ikincil aktivite yetenegi ile gesitli endiistriyel

uygulamalarda iyi bir biyokatalizor olarak da kullanilabilecegi anlasilmaktadir.

Mezofilik mantarlar dogada en sik goriilen 6karyotik mikroorganizmalardir. Optimum
biliylime sicakliklar1 genellikle 37°C, en yiiksek sicaklik ise genellikle 45°C’dir.
Aniden yliksek 1s1ya maruz kaldiklarinda, 1s1 sok proteinleri (heat-shock protein, HSP)
sentezinin artis1 ile canli kalmalar1 arasinda bir iliskili oldugu diistiniilmiistiir. Is1 sok
yontemi kullanildig1 zaman, bazi mezofilik mantar tiirleri termofilik derecede
tireyebilirler (Halil ve Kalkanci, 2008). Termotoleran 6zellik gosterenlere 6rnek olarak
A. fumigatus ve A. niger tiirleri verilebilir. Bu tip mantarlar tarafindan iretilen

termostabil enzimler endiistriyel agidan 6nemlidirler (Wyss ve dig., 1998).

Aspergillus tiirlerinde farkli sayida ve gesitte katalaz enzimi tiretilmektedir. Genel
olarak miselyum ve konidyada bir veya daha fazla sayida biiyiik ve kiiciik alt tiniteli
monofonksiyonel katalazlarin bulundugu rapor edilirken, katalaz-peroksidazlarin ise
sadece bir tane oldugu ve bunun miselyumda bulundugu belirtilmistir (Calera ve dig.,
2000; Hansberg ve dig., 2012; Paris ve dig., 2003). A. niger ticari katalaz enzim
kaynaklarindan biri olmakla birlikte bu kiifte en az dort farkli katalaz enziminin
tiretildigi bulunmustur. Bunlardan ikisinin glukoz oksidaz enziminin varligina bagl

olarak {iretildigi rapor edilirken diger iki katalazin Neurospora crassa katalazi



(monofonksiyonel) ile benzerlik tagidigi belirtilmistir (Witteveen ve dig.,1992). Ancak

enzimin kinetik 6zellikleri heniiz arastirilmamastir.

Bu calismada, A. niger katalazinn iiretimi, Uglii-Faz Ayirma Sistemi (Three-Phase
Partitioning, TPP) ile saflastirilmas1 ve biyokimyasal karakterizasyonu hedeflenmistir.
Uclii-Faz Ayirma Sistemi proteinlerin bozulmadan siv1 fazda kalmasi i¢in uygun bir
ortam saglamasinin yani sira islem siiresinin kisa olmasi, enzimin yiiksek geri
kazanimla ve diisiik maliyette saflastirilmasi gibi ayricaliklara sahiptir. Sistem, ham
enzim ekstraktina amonyum siilfat (tuz) ve t-biitanol (organik ¢oziicii) eklenmesinden
olusur. Sonugta iki ayri siv1 faz (listte alkol i¢eren faz ve altta tuzlu sulu faz) meydana
gelir. Amonyum siilfat, proteinlerin “salting-out” etkisiyle dereceli olarak ¢okmelerini
saglayan bir tuzdur. Biitanol ise istenmeyen bilesiklerin (diisiik molekiil agirligina
sahip lipid ve fenolik maddeler) biyomolekiillerden secici olarak uzaklastirilmasini
saglar (Dennison ve Lovrien, 1997). Proteinleri denatiire etmedigi i¢in bir¢ok enzimin
(invertaz, pektinaz, f-galaktozidaz, ksilinaz, vb.) saflastirilmasinda tercih edilmistir
(Duman ve Kaya, 2014; Roy ve dig., 2004).

Literatiirde katalazlarin farkli mikrobiyal kaynaklardan saflagtirilmasina yonelik
raporlar mevcuttur; ancak kiiflerden katalaz eldesi tizerine yapilan caligmalar sinirlidir
(Sooch ve dig., 2014). Bu c¢alismalar incelendiginde ¢ogunlukla kromatografik
yontemlerin kullanildigr gorilmektedir (Yuzugullu ve dig., 2013; Tian ve dig., 2013).
Dolayisiyla, katalazlarin kiiflerden iiclii-faz sistemi ile saflagtirilmasina yonelik
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Katalaz kaynagi olarak secilen A. niger, hem
ticari katalaz tiretiminde yaygin olarak kullanilan mikroorganizma olmasi hem de
ticari enzimle gergeklestirilen 6n ¢alismalarda ikincil oksidaz aktivite varliginin tespit
edilmesi nedeniyle uygun bir enzim kaynagidir. TPP ile katalaz enziminin saflastirma
kosullar1 optimize edilmis ve bu amagla uygun amonyum siilfat konsantrasyonu, t-
biitanol miktar1 ve pH gibi parametrelerin etkisi incelenmistir. Saf katalaz enziminin

biyokimyasal 6zellikleri de ayrica analiz edilmistir.



1.GENEL BIiLGILER
1.1.0Oksidatif Stres

Hiicresel metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin artist (ROS) ile bu
reaktif oksijenleri detoksifiye eden antioksidanlarin yetersizligi sebebiyle oksidatif
dengenin bozulmasi “Oksidatif stres” olarak adlandirilir. Oksijenli solunum sirasinda
hem okaryotik hem de prokaryotik organizmalar molekiiler oksijen (O2) kullanmakta
ve metabolizmalarinin yan iriinii olarak reaktif oksijen bilesiklerini (ROS)
olusturmaktadirlar. ROS’lar bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, molekiil
agirhigr diisiik ve oldukga reaktif molekiillerdir. Hiicre icinde fazla miktarda

biriktiklerinde oksidatif strese sebep olmaktadir (Ozcan ve dig.,2015).

Oksidatif stresteki artisa bagl olarak meydana ¢ikan reaktif oksijen tiirleri hiicre igi
lipit, protein ve DNA gibi makromolekiillere zarar vererek hiicre hasarlar1 veya hiicre
oliimlerine neden olurlar. (Aguirre ve dig., 2005; Ozcan ve dig.,2015). Bu acidan,
oksidatif stresin, Alzheimer hastalig1, Parkinson hastalig1, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve kanser gibi cok sayida hastaligin temel nedenlerinden biri oldugu

diistiniilmektedir.

1.2. Antioksidan Enzimler

Diisiik konsantrasyonlarda okside edilebilen ve bagka bir substratin oksidasyonunu
azaltarak ya da engelleyerek oksidasyona karsi miicadele eden maddeler “antioksidan”
olarak adlandirilir. Tiim hayvansal ve bitkisel organizmalar serbest radikallerin
zararlarini engellemek igin antioksidan sistemlere sahiptirler. Bu sistemler enzimatik
olan ve olmayan olarak iki kisma ayrilir. Alfa tokoferol (Vitamin E) ve Beta-karoten
(Vitamin A) enzimatik olmayan antioksidanlara; siiperoksit dismutaz ve katalaz ise

enzimatik antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Ozcan ve dig.,2005).

Antioksidanlar, oksidatif strese kars: etkilerini farkli sekillerde gosterirler. Ornegin

glutatyon gibi antioksidan molekiiller direk olarak ROS konsantrasyonunu azaltirken,



stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler serbest radikal {iretimini baglatan ilk

radikali etkisiz hale getirirler (Baskin ve Salem,1997).

Oksijenli solunum yapan organizmalar serbest radikallerin zararli etkilerinden
korunabilmek i¢in baslica dort enzimden yararlanmaktadirlar. Bunlar, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz tipi enzimlerdir
(Aguirre ve dig., 2005; Angelova ve dig., 2005). Bunlardan katalazlar substratinin
ucuz olmasi ve aktivite analizinin kolay olmasindan dolay1 molekiiler biyologlar ve
biyokimyacilar tarafindan tercih edilmektedir. Ayrica katalazin siiperoksit dismutaz
enziminin antioksidatif etkilerini ortadan kaldirmak igin gerekli oldugu tespit
edilmistir (Fox ve dig., 1998; Stauffer, 1989; Yiiziigiillii ve Ogel, 2013). Katalazlar
normal kosullarda bazi hiicreler i¢in gerekli olmasa da, oksidatif stresin arttigi
durumlarda 6nemli bir etkiye sahiptir. ik olarak 1900 yilinda isimlendirilen (Nicholls
ve dig., 2001) katalaz enziminin glinlimiizde prokaryot ve dkaryotlarda ¢ok sayida

temsilcisi oldugu bilinmektedir. (Zamocky ve dig., 1999).

1.3. Katalazlar

Katalazlar, aktif kisminda hem-demir igeren, neredeyse tiim hayvansal ve bitkisel
dokularda bulunan hemoprotein 6zelliginde bir enzimdir. Oksido-rediiksiyon olaylari
neticesinde olusan hidrojen peroksitten hiicreleri korumaktadir. Katalaz enzimi
hidrojen peroksiti parcalayarak zararsiz hale getirir ve par¢alanma f{iriinii olarak
oksijen serbest hale geger (Mates ve dig., 1999; Speranza ve dig., 1993). Hidrojen
peroksiti (H202) molekiiler oksijen ve suya donistiirerek, hiicreleri hidrojen

peroksidin olumsuz etkilerinden Denklem (1.1)’deki gibi;
2H>0, — 2H20 + O2 (1.2)
korumaktadir.

Katalazlarin gergeklestirdigi katalitik reaksiyon 2 ayri basamaktan olusur (Chelikani
ve dig., 2004). Birinci basamakta bir hidrojen peroksit molekiilii, ferrik enzimi (hem

grubunu) oksiferril formuna (Bilesik I) ¢evirir ve ortaya Denklem (1.2)’deki gibi;
Enzim (Por-Fe'") + H,0O, — Bilesik I (Por™—Fe!V=0) + H,0 (1.2)

Su (H20) ¢ikar.



Ikinci basamakta H,O. molekiilii, Bilesik I’i, indirgeyerek enzimi tekrar orijinal

formuna doniistiiriir ve boylece Denklem (1.3)’deki gibi;
Bilesik I (Por”~Fe'V=0) + H,02 — Enzim (Por-Fe'") + H,0 + O (1.3)
ikinci basamak tamamlanir.

Katalazlar genel olarak; alt iinite biiyiikliikleri, sekans gruplar1 ve ‘Hem’ gruplarina

gore li¢ gruba ayrilirlar. Bunlar,

1. Monofonksiyonel Demir/Hem grubu iceren katalazlar,
2. Hem grubu igeren katalaz-peroksidazlar,
3. Demir/Hem i¢cermeyip Mangan igeren katalazlardir (Loewen ve dig., 2015).

1.3.1. Monofonksiyonel katalazlar

Oldukga yaygim olan bu grup aktif bolgelerinde “demir/hem” grubu bulundururlar
(Chelikani ve dig., 2004; Switala ve Loewen, 2002). Genellikle tetramerik yapidadir;
monomerleri 55-60 kDa (kiigiik alt Giniteli) ve 75-80 kDa (biiyiik alt iiniteli) olmak
tizere iki alt gruba ayrilir. Bu iki grup arasindaki en temel fark, aktif bolgelerinde

bulunan prostetik grubun ¢esididir.

Kigiik alt tiniteli katalazlarin ¢ogu ‘b’ tipi ‘Hem’ grubuna sahiptir ve bir NAD(P)H
(Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) baglanma bdlgesi bulunmaktadir (Chelikani
ve dig., 2004; Zamocky ve dig., 2008). Bu baglanma boélgesi, katalaz aktivitesinde rol
oynamamasina karsin katalitik dongiide enzim formunun korunmasini saglamaktadir

(Cattani ve dig., 1994; Kirkman ve dig., 1984).

Biiyiik alt Giniteli katalazlar ise ‘d’ tipi ‘Hem’ icerirler ve NAD(P)H baglanma bolgesi
bulundurmazlar (Cattani ve dig., 1994). Bunun yerine bu tip katalazlarda C-terminal
(karboksil ug) bolgesi daha uzun olup sicaklik ve denatiire edici ajanlara karsi kiigiik

alt tiniteli katalazlara gére daha dayaniklidirlar (Maté ve dig., 2001).
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Sekil 1.1.“Hem’ gruplari. (a) b tipi hem grubunun yapis1 (b) d tipi hem
grubunun yapisi (Yuzugullu ve dig., 2013)

1.3.2. Katalaz peroksidazlar

Katalaz-peroksidazlar, monofonksiyonel katazlar gibi aktif bolgelerinde “demir/hem”
grubu igerirler ve molekiil agirliklar: yaklasik 120-340 kDa arasinda farklilik gosteren
homodimer yapili enzimlerdir. Bu gruptaki katalazlar, katalitik aktivitiye ek olarak,
substrati olan hidrojen peroksit seviyesinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif
aktivite de gosterirler. iki katalitik aktivitenin ismini verdigi ve katG geni tarafindan
kodlanan katalaz-peroksidaz enziminde etkin olan aktivite, hidrojen peroksitin
molekiiler oksijen ve suya doniisiimiinii saglayan katalaz aktivitesidir. Daha yavas

gerceklesen peroksidatif tepkime i¢in enzim birgok elektron verici kullanabilmektedir.

Katalaz aktivitesi yiiksek olan katalaz-peroksidazlar ile monofonksiyonel katalazlar
yapisal olarak ve gen dizilimi agisindan karsilastirildiginda bir benzerligin olmadigi
goriilmektedir. Ek olarak katalaz-peroksidazin aktivite olarak katalaz ve peroksidaz ile
siirh kalmadigr ve ayrica, diiyonidin izonikotinik asit anhidridin uzaklastirilmas,
NADH oksidasyonu ve izonikotinil-NAD olusumu dahil olmak iizere ¢esitli diger
tepkimeleri de katalizleyebildigi i¢in ¢ok yonlii oldugu diistiniilmektedir (Fita ve dig.,
2015; Nicholls ve dig., 2001).

katG geni tarafindan klonlanan Katalaz-peroksidaz enzimi obakteriler, arkeler ve

bircok oOkaryotda bulunmaktadir. katG geninin, ‘Hem’ grubuna sahip
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monofonksiyonel katalazlardan daha sonra evrimlestigi bilinmektedir. Bu genin
Okaryotlar ve arkelerde bulunmas: yanal (lateral) gen transferinin oldugunu

gostermektedir.

Hidrojen peroksit, ¢ogu biyolojik siirecin sonunda yan {iriin olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Ornegin nétrofiller, bakteriyal enfeksiyonlara kars1 kendini korumak igin hidrojen
peroksit tiretmektedir. Asirt reaktif bir diger oksidan olan siiperoksit iyonu da bir¢ok
biyolojik siirecte iiretilmekte ve bir antioksidan olan siiperoksit dismutaz enzimi
sayesinde H202’ye doniistiiriilmektedir. Hidrojen peroksit ve metal iyonlar1 bir araya
gelerek fenton tepkimesi gibi asir1 reaktif ve zararli hidroksil radikalleri meydana
getirmektdir. Bundan dolayi, katalaz ve peroksidazlarin birlikte H202’nin suya
(peroksidazlarda) veya su ile birlikte molekiiler oksijene (katalazlarda) doniismesini
saglayarak evrimsel siirecte ¢ok daha etkili bir antioksidan olarak olustuklar
distiniilmektedir. Bu nedenle, katG geninin kodlamis oldugu antioksidan
enzimlerinden olan katalaz-peroksidazin gorevinin temel olarak H2O2’yi ¢ok daha

zararli bir radikale doniismeden metabolizmaya geri kazandirmak oldugu 6nerilmistir.

Katalaz-peroksidaz enzimi monomerlerinin her biri, igerdikleri metil ve vinil
gruplarinin uzaydaki konumlariyla belirlenen ve daima ayn1 oryantasyonu gésteren ‘b’

tipi ‘Hem’ grubu icermektedir (Fita ve dig., 2015).

1.3.3. Mn katalazlar

Aktif bolgesinde ‘Hem’ grubu yerine ‘Mangan’ i¢eren katalazlar (Mn-Katalazlar, Hem
icermeyen katalazlar), katalitik olarak aktif olan enzimlerin {igiincii simifini
olusturmaktadirlar. Mn igeren katalazlar ayn1 zamanda “yalanci-katalazlar” olarak da
adlandirilir. Bu katalaz tipi, demir igeren katalazlara nispeten daha az yaygindir ve
yalnizca bakterilerde bulunur. Mangan katalazi bulunduran grubun iki farkli temsilcisi
olan Thermus thermophilus ve Lactobacillus plantarum mikroorganizmalarinin {ig
boyutlu yapilari, mangan katalazlarinin, her biri 30 kDa’dan olan alt1 alt tiniteli bir

yapiya sahip oldugunu gostermektedir (Zamocky ve Koller, 1999).

Mangan katalazlariin katalitik dongiisiinde, tipik katalazlar ve katalaz-peroksidazlara
gore belirgin farkliliklar oldugu goriilmektedir. Mangan katalazlar, katalitik

dongiisiinde aktif bolge olan dimanganez g¢ekirdeginin hem indirgenmis, hem de



oksitlenmis halini ihtiva etmektedir. Mn*2>-Mn*2 grubu, O-O bagim polarize ederek
Denklem (1.6)’daki gibi;

H,02 + Mn*2 — Mn*2 (2H*) — Mn*3— Mn*3 + 2H,0 (1.6)
suyun a¢iga ¢ikmasini saglamaktadir.

Elektron transferi ile H202 oksidasyonu ve molekiiler oksijenin serbest birakilmasi,
Denklem (1.7)’deki gibi;

H202 + Mn*— Mn*® — Mn*2— Mn*? (2H*) + O .7
gerceklesmektedir.

Mangan katalazlarin ortaya ¢ikardiklart indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerinde
bir diizen bulunmamaktadir. Oksidasyondaki degisimin, oksijenlerin arasinda bulunan
bagin protonasyonuna ya da deprotonasyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Protonasyon, Denklem (1.6)’de goriildiigii gibi indirgenmis Mn*? — Mn*? durumu igin
gecerlidir. Bu durum, iki Mn*? iyonu arasinda goriilen net bir diisiis ile paralellik
gostermektedir. Hem igeren katalazlardan farkli olarak, mangan katalazlarin katalitik
dongiistinde hig bir reaktif ara madde olusmamakta ve olusan iki su molekiilii tek bir
reaksiyonda agiga ¢ikmaktadir. Tipik ‘Hem’ grubu igeren katalazlara gore hidrojen
peroksidi doniisiime ugratma oraninin daha diisiik seviyede olmasi, dogada neden
yaygin olarak bulunmadiklarinin nedenini ortaya koymaktadir. (Zamocky ve dig.,
2008).

1.4. Mikrobiyal Katalazlar

Aerobik organizmalarin birgogu, tanimlanmis katalaz smiflarindan bir ya da daha
fazlasina sahiptir. Fakat bu katalazlarin ¢esidi ve sayis1 canlilar arasinda farkliliklar
gostermektedir. Ornegin, Mycobacterium cinsi sadece katalaz-peroksidaz igerirken,
Escherichia coli hem monofonksiyonel katalaz (HPIl) hem de katalaz-peroksidaz
(HPI) enzimi icermektedir. HPI ve HPII iiretimi birbirinden ayr1 gerceklesir. HPI
tiretimi biiyiime ortamina H»O; ilavesi ile arttirilabilir fakat HPII tiretimi H.O2’ye
bagl degildir ve bakteri durgun faza girdiginde uyarilir. HPI katalazi katG tarafindan
kodlanirken, HPII katE geni tarafindan kodlanir. Bu genlerin kontrol mekanizmalari

da farkli olarak gergeklesir.



Ormegin katG geni oksidatif strese kars1 cevap olarak olusturup, oxyR regiilatorii ile
diizenlenirken, katE geninin ifadesi ise katF olarak isimlendirilen pozitif efektor ile

diizenlenmektedir.

Diger bir mikroorganizma Ornegi ise Bacillus subtilis’tir. Bu tiirde ti¢ farkli
monofonksiyonel enzim firetilmektedir. Bu enzimler, katA, katX ve katE genleri
tarafindan kodlanir. Ayni sekilde okaryotik canlilarda da hem/demir iceren katalaz
enzimlerinin miktar1 degisiklik gostermektedir. Ornegin memelilerde bu say1 bir iken,

bitkilerde ve mantarlarda say1 dorde kadar ¢ikabilmektedir (Loewen ve dig., 2015).

Aspergillus tiirlerinde farkli sayida ve gesitte katalaz enzimi sentezlenmektedir. Genel
olarak biiyiikk ve kiigiik alt {initeli monofonksiyonel katalazlarin miselyum ve
konidyada bir veya daha fazla sayida bulundugu belirtilirken, katalaz-peroksidazlarin
ise miselyumda bulundugu ve sadece bir tane oldugu rapor edilmistir (Calera ve dig.,
2000; Hansberg ve dig., 2012; Paris ve dig., 2003). Aspergillosis etkenlerinden biri
olan A. fumigatus 'un, en 6nemli patojen mantarlardan oldugu ve yapilan ¢alismalarda
tic farkli katalaz enzimi (Catlp, Cat2p, CatA) iirettigi rapor edilmistir (Paris ve dig.,
2003; Shibuya ve dig., 2006). Bunlardan CatA’nin “monofonksiyonel katalazlara”
dahil olup konidyalarda iiretildigi ancak hiflerde bulunmadigi, Cat2p’nin “katalaz-
peroksidaz” grubu enzimler sinifina dahil oldugu ve sadece hiflerde (miselyumda)
bulundugu belirtilirken Catlp’in ise yine hiflerde bulundugu ve monofonksiyonel
katalazlar sinifina dahil oldugu bildirilmistir (Calera ve dig., 1997; Paris ve dig., 2003).
A. niger ticari katalaz enzim kaynaklarindan biri olmakla birlikte bu kiifte en az dort
farkli katalaz enziminin {retildigi bulunmustur. Bunlardan ikisinin glukoz oksidaz
enziminin varligma bagli olarak {retildigi rapor edilirken diger iki katalazin
Neurospora crassa katalazi (monofonksiyonel) ile benzerlik tasidigi belirtilmistir
(Witteveen ve dig., 1992).

1.5. Katalazlarin Cift Aktivite Ozelligi

Katalaz enziminin temel islevi, Bolim 1.3°de anlatildigi gibi canliyr hidrojen
peroksidin zararl etkilerinden korumak iizere hidrojen peroksidi su ve molekiiler
oksijene indirgemektir. Katalaz enzimi, bahsedilen temel fonksiyonunun yaninda,
diisiik molekiil agirlikl alkolleri (metanol, etanol vb.), katalitik dongiide ortaya ¢ikan

Bilesik 1 ara firiiniinii kullanarak okside edebilmekte ve bu ikincil aktiviteye,
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“Peroksidatif Aktivite” denilmektedir. flaveten, ortamda hidrojen peroksit olmamasi
durumunda oksidaz aktivitesi sergiledigi goriilmiistiir; bu bulgu literatiirde yakin
zamanda rapor edilmis olup yeni bir bulgu olarak ele alinmaktadir. Katalaz enziminde
varlig1 tespit edilen oksidaz aktivitesinin reaksiyon aninda Bilesik II’'nin meydana
gelmesine yardimer oldugu gozlenirken porfirin halkasindan aldigi bir elektron ile
enzimin dinlenme evresine geri dondiigi diistintilmektedir (Denklem 1.8) (Vetrano ve
dig., 2005).

Enzim (Por—Fe'") +O, + HB — Bilesik I (Por—Fe'V) + HB — B +H,0 (1.8)

Enzim (Por-Fe"'-O,) — Enzim
(Por-Fe"y + Oy (Vetrano ve dig.,
2005)

Memeli katalazinda ilk kez gozlenen ikincil aktivitenin varligi daha sonra baska
katalazlarda da rapor edilmistir. Ornegin, S. thermophilum katalazi farkl1 6zelliklere
sahip orto- ve para-difenolik bilesikleri okside edebilmektedir (Koclar Avci ve dig.,
2013; Yuzugullu ve dig., 2013). Enzimin c¢esitli mutantlarinin kinetik ve yapisal
analizleri bu fenolik bilesiklerin direk katalitik aktivitede rol almadan ziyade enzim
tizerinde koruyucu bir rol iistlendigine isaret ettigini gostermistir (Yuzugullu Karakus
ve dig., 2018). Diger yandan B. pumilus bakterisinden izol edilen (monofonksiyonel)
katalazda diisiik diizeyde peroksidatif aktivitenin varligi hem kristaklografik hem de
spektrofotometrik yontemlerle tespit edilmistir (Loewen ve dig., 2015). Buradan
ikincil aktivitenin katalazin izole edildigi tiire 6zgii olarak oksidaz veya peroksidaz
seklinde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Benzer sekilde T. fusca bakterisi (Loncar ve
Fraaije, 2015) ve siis bitkisi olan A. cruentus (Chen ve dig., 2017; Teng ve dig., 2016)
katalazlarinda da ikincil aktivite rapor edilmistir. Buradan, monofonksiyonel olarak
tamimlanmis ancak oksidaz veya peroksidaz oOzellige de sahip olan katalaz
enzimlerinin farkli tipte prokaryotik ve 6karyotik organizmalarda bulunmasinin bu tip

cift aktiviteli enzimlerin canlilarda ¢ok daha yaygin olabilecegine isaret etmektedir.

Mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal kaynakli katalazlarda gozlenen bu ikincil aktivitenin
karakteristik yetenekleri tizerine literatiirde rapor edilen c¢alismalar da mevcuttur.
Bunlardan, penisilin oksidasyonu (Sangar ve dig., 2012), polifenolikler (Loewen ve

dig., 2015) ile fenil ve siilfit gruplarim tastyan bilesiklerin oksidasyonu (Loncar ve
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Fraaije, 2015) ve monofenollerin difenollere doniistiiriilmesi (Teng ve dig., 2016) gibi
katalazlarda gozlenen bu tip biyokatalitik Ozellikler dikkat c¢ekicidir. Buradan
katalazin canlilarda énemli bir antioksidan olma 6zelliginin yani sira ikincil aktivite
yetenegi ile ¢esitli endiistriyel uygulamalarda iyi bir biyokatalizor olarak da

kullanilabilecegi anlasilmaktadir.

1.6. Katalazlarin Endiistriyel Uygulamalar

Mikrobiyal enzimler, gida, tarim, kimyasallar, ilag ve enerji sektorii gibi ¢esitli sanayi
sektorlerinde yaygin olarak kullanildiklarindan dolay: kiiresel olarak taninmustir.
Enzim kaynakli islemler, diisiik islem siiresi, diisiik enerji girdisi, maliyet, toksik
olmayan ve ¢evre dostu 6zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir (Choi ve dig., 2015;
Li ve dig., 2012). Mikrobiyal enzimlerin biyoteknolojik islemlerle iiretiminin daha
ekonomik olmasi ve suda ¢6ziinmeyen matrikslerle sabitlenerek daha uzun siire
kullanilabilmesi, bu enzimlerin endiistriyel alanlarda kullanilmasindaki artis nedenleri

olarak gosterilebilir (Glimiisel, 2002).

Gida endiistrisinde ¢ogunlukla soguk sterilizasyon ajani olarak kullanilan hidrojen
perokisitin, siitiin islenmesi sirasinda ortamdan uzaklastirmasi gerekir. Bu iglem igin
“katalaz” enzimine ihtiya¢ duyulur. Normal sartlarda siite herhangi bir katki maddesi
eklenmesi istenen bir durum degildir, fakat hidrojen peroksit siitiin uzun siire
bozulmadan kalmasinda Onemli bir role sahiptir. Siitte dogal olarak bulunan
laktoperoksidaz antibakteriyal enziminin aktivite sergileyebilmesi igin hidrojen
peroksite ihtiya¢ vardir. Ancak islem gérmeden Once siitiin i¢indeki fazla hidrojen
peroksit uzaklastirilmalidir. Bu islem de ancak katalaz enzimi kullanilarak miimkiin
olmaktadir (Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Katalaz ayrica glukoz oksidaz ile birlikte bir enzim kombinasyonu olusturularak
fruktoz igermeyen invert seker, glukoz igermeyen diyetetik igecekler ve maltoz tiretimi
gibi alanlarda kullanilir. Firincilikda da bu enzim kombinasyonu diisiik miktarda
hidrojen peroksit ilavesi ile kullanilarak gidalarda kararmaya sebep olan glukozun
okside edilerek uzaklastirilmasini saglar. Bu enzim kombinasyonu ayrica kutu
igecekler ve cam siselerin agiz kismindaki oksijenin uzaklastirilmasi ve mayonezdeki
meydana gelen kararmay: onlemek i¢in de kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira

paketlenmis gidalarda katalaz ve glukoz oksidaz enzimi kullanilarak gidalardan
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oksijen uzaklastirllmakta ve bu sayede paketli gidalarin raf omrii uzatilmaktadir

(Yiiziigiillii ve Ogel, 2013).

Katalaz enziminin bir bagka kullanim alani ise biyo-agartma, agartma sonlandirma,
boya renk giderimi, kumas ve yiin terbiyesi gibi siireclerdir (Mojsov, 2011). Ornegin
Aspergillus sp. katalazi agartmada kullanilmaktadir (Singh ve dig., 2016). Tekstil
endiistrisinde agartma islemi sonrasi ortamda kalan hidrojen peroksit ¢evreye zararl
olacagindan katalaz enzimi kullanilarak uzaklastirilmaktadir. Son zamanlarda hidrojen
peroksitin endiistride kullaniminin artmasi, H2O2’nin su ve oksijene dontistiiriilmesini
saglayan ekonomik ve kararli katalaz enziminin iretilmeye c¢aligilmasini gerekli

Kilmistir (Wang ve dig., 1998).

Katalaz enzimi, 6zellikle A. niger ve Microccocus lysodeikticus organizmalarindan

yararlanilarak bir¢cok firma tarafindan ticari olarak elde edilmektedir (Yiiziigiilli ve

Ogel, 2013).

1.7. Mikroorganizmalar
1.7.1. Aspergillus

Kiifler dogada hava, toprak, su ve organik maddeler iizerinde yaygin olarak bulunan
¢ok hiicreli Okaryotik mikroorganizmalardir. Bunlardan Aspergillus, nem igeren
hemen her ortamda kolaylikla gelisebilen ve yaklasik iki yiiz mantar tiiriinden olugsmus
bir cinstir. Dogadaki esas islevleri karbon ve nitrojen c¢evrimiyle ilgilidir,

biyodegredasyonda da rol alirlar.

Aspergillus, hif olarak adlandirilan hiicre zincirlerinden olusan ipliksi mantar tiirlerini
kapsamaktadir. Yiiksek hizda tirerler. Atmosfere dagilan sporlar havada asili durabilir
veya toz ve diger pargaciklarla her yere taginabilir. Bunlar havada yiiksek oranda
bulunan mantarlardandir. (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003). Aspergillus tiirleri acrobiktir

ve bol oksijenli hemen her ortamda rastlanirlar.

Aspergillus’lar genellikle mezofilik karakterli olmalarina ragmen 50 ila 60°C‘ye kadar
sicaklik toleransi olanlar1 da bulunmaktadir. Aniden yiiksek 1s1yla karsilastiklarinda,
1s1 sok proteinleri (heat-shock protein, HSP) sentezindeki artis ile canli kalmalari

arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir. Is1 sok yontemi kullanildiginda, bazi
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mezofilik mantar tiirleri termofilik derecede lireyebilmektedir (Halil ve Kalkanci,
2008). Termotolerant ozellik gosteren A. niger termostabil enzimlerin iretimi

yoniinden endiistriyel 6nem tasimaktadir (Wyss ve dig., 1998).

Aspergillus’lar tirettikleri enzimler yardimiyla organik maddeleri ayristirarak saprofit
olarak yasarlar ve kendileri i¢in elverisli ortam kosullar1 olustugunda bitki, hayvan ve
insanlarda patojen hale gegerek “Aspergillosis” denilen solunum sistemi hastaligina
yol agabilirler (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003; Shibuya ve dig., 2006). Bu hastalik
ozellikle bagisiklik sistemi diisiik canlilarda ortaya cikmaktadir. insanlarin giin
icerisinde solunum yoluyla en az birka¢ yiiz konidyum aldiklar1 belirlenmistir.
Bagisiklik sistemi giiclii olan insanlarda bu konidyumlarin zararsiz hale getirildigi
bilinmektedir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2003). Bagisiklik sisteminde sorunu olan
hastalarda Aspergillus kan damarlarin1 invaze ederek enfarkt, nekroz ve hematojen
yayilim olusturma egilimindedir (Ayberkin ve Ciftgi, 2009). Invaziv aspergillosis
(TA), immiin sistemi baskilanmis hastalar1 hedef alan Aspergillus ile baglantil
hastaliklarin en tehlikelisidir (Dagenais ve Keller, 2009). Bu hastaliklarin tedavileri
enfeksiyonun yayginligina, tedaviye yanita ve altta yatan hastaliga baglh olarak
antifungal ilaglar kullanilarak veya cerrahi uygulamalar ile yapilabilmektedir. Cerrahi
tedavi ¢ogunlukla invaziv aspergillozlu hastalara uygulanmaktadir (Ayberkin ve
Ciftei, 2009).

Aspergillus ekonomik, ekolojik ve tibbi yonden 6nemli bir cinstir (Asan, 2004). Cesitli
tirlerinden elde edilen katalaz, proteaz, lipaz, seliilaz, laktaz, pektinaz ve lipaz gibi
pek ¢ok enzim bulunmaktadir ve bunlar gida sanayisinde farkli amaglarla
kullanilmaktadirlar (Temiz, 1989). Bunlardan katalaz enzimi gida bozulmasinin
Onlenmesi, silit ve siit trlinlerinin soguk sterilizasyonu, radyoterapide kullanilan
antioksidan ilaglarin tiretimi ve hidrojen peroksit ile etanol varliginin tespit etmede
yararlanilan biyosensorlerin tiretimi gibi pek cok farkli alanda kullanima sahiptir

(Loncar ve Fraaije, 2015).

1.7.2. Aspergillus niger

Aspergillus niger aerobik kosullarda organik maddeler lizerinde yaygin olarak bulunan

flamentli bir mantardir. Dogada toprak, ¢op ve ¢iiriiyen bitkiler tizerinde gelisir.
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Ureme sicakligi genis bir araliktir (6-47°C); optimum sicakligi 35-37°C arasinda
degiskenlik gdsterir. Ayrica genis bir pH aralifinda (1.4-9.8) gelisebilir.

Sekil 1.2. A. niger'in mikroskobik goriintiisii
(Sharma ve Tripathi, 2008)

A. niger sahip oldugu bu ozellikler ve hava ile dagilan konidyosporlarin verimli
tretimi sayesinde oOzellikle sicak ve nemli bdlgelerde genis bir yayillim
gosterebilmektedir. Filamentli mantar olan A. niger fenotipinde biiylik ¢esitlilik
gosterir. Hem denizel hem de karasal tiirler olarak kiiresel olarak bulunur, hem organik

asitleri hem de hidrolitik enzimleri yiiksek miktarlarda tiretir (Schuster, 2002).

A. niger, onlarca yildir aragtirma ve endiistriyel kullanimin konusu olmustur.
Biyoteknolojide kullanilan en 6nemli mikroorganizmalardan biridir. Bu tiir ilk olarak
1919'da sitrik asit fermantasyon yoluyla iiretildiginde endiistriyel olarak kullanilan bir
organizma haline gelmistir. Sitrik asit, yiyecek ve igecek endiistrilerindeki birincil
asittir. Bu asit alkolsiiz icecekler, meyve sulari, receller, sekerler ve sarap gibi
yiyeceklerde kullanilir. Sitrik asit hemen hemen sadece A. niger ve A. wentii'nin
fermantasyonu ile {retilir, ¢iinkii bu organizmalarm kullanimi endiistriyel
uygulamalarda ekonomiktir ve istenmeyen yan iriinlerin olusumu minimumdur.
Glukonik ve fumarik asitler, daha az ekonomik 6neme sahip olmalarina ragmen, A.
niger ile tiretilmistir. Bununla birlikte, 1960'lardan bu yana, A. niger firincilik, meyve
suyu, nisasta ve gida endiistrisinde kullanilan gesitli enzimler i¢in kaynak olarak

kullanilmaktadir. (Schuster, 2002).
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Siyah Aspergilli'nin bir iiyesi olan A. niger, biyoteknolojide gida bilesenleri, ilag ve
endiistriyel enzimlerin liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal ortamlarinda
A. niger suslari, besin maddelerinin biyopolimerlerden salinmasi i¢in gereken ¢ok
cesitli enzimler salgilarlar. Bu yliksek salgilama kapasitesi, hem kat1 halde hem de
daldirma fermentasyonda endiistriyel olarak kullanilmaktadir (Schuster, 2002). A.
niger, endiistriyel biyoteknolojideki en biiyiik isgiicii kaynaklarindan biri haline
gelmistir ve sitrik asidin yani sira zengin bir enzim kaynagidir. A. niger hiicre disi
(besin) enzimleri iiretmek i¢in yillardir kullanilmaktadir. Pektinaz, proteaz ve
amiloglikozidaz, ilk iiretilen enzimlerdendir (Frost and Moss 1987). Ayrica, A. niger,
biyotransformasyonlar ve atik aritma i¢in kullanilir. Son yirmi yilda, A. niger gida
enzimlerini asir1 eksprese etmek icin dnemli bir konake1 olarak gelistirilmistir. Uretim
stireglerini iyilestirmek ve A.migert yabanci proteinler i¢in bir ekspresyon sistemi

olarak kullanmak i¢in gen teknolojisi basariyla uygulanmistir (Schuster, 2002).

A. niger genellikle giivenli bir organizma olarak kabul edilir. Kisilerin yogun toza
maruz kaldigi nadir durumlarda, asir1 duyarlilik reaksiyonlart gézlemlenmistir.
Bununla birlikte, diger filamentli mantarlarla karsilastirildiginda, alerji veya
mikopatoloji ile ilgili bir problem olarak goriilmemektedir. Patojenik olarak bilinen A.
fumigatus'un aksine A. niger, inhalasyon ¢alismalarinda hayvanlar iizerinde patojenik
bir etki gostermemistir (Schuster, 2002). Patojen olmayan bir mantar olarak kabul
edilen A. niger’in immiin sistemi ciddi sekilde baskilanmis hastalarda birkag tibbi vaka
(6rn. akciger enfeksiyonlari) gosterdigi bildirilmistir. Ayrica tropikal bolgelerde, dis
kulak kanalinin A. niger istilasina bagli olarak kulak enfeksiyonlari (otomicosis)
meydana geldigi rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda A. niger’in yogun toza maruz
kalinan ortamlarda yutulduktan bir giin sonra, sindirim kanalinda artik goriilmedigi
tespit edilmistir. Fakat bunun aksine yutulmus A. nidulans susu hayvanlarin
bagirsaklarindan izole edilmistir. Bu tiirlerin higbir zaman insandaki herhangi bir
hastaligin ana nedeni oldugu tespit edilmemistir. Bu nedenle, A. niger’in iyi iiretim
uygulama kurallarina uyulmasi kaydiyla endiistriyel kullanim i¢in giivenli bir {iretim

organizmasi oldugu sonucuna varilmistir (Schuster, 2002).
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1.Malzemeler
2.1.1.Kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan tiim kimyasallar Sigma-Aldrich (Almanya), Merck
(Almanya), Bio-Rad (Amerika) ve Tekkim (Tiirkiye) firmalarindan temin edildi.

2.1.2. Mikroorganizma

Aspergillus  niger katalazinin  {iretimi, saflagtirllmast  ve  biyokimyasal
karakterizasyonunun yapilmasi i¢in enzim kaynagi olarak kullanilan A. niger, Dr.

Murat Ozdal (Atatiirk Universitesi) tarafindan Laboratuvarimi’za hediye edilmistir.
Genbank Numarasi: KF939141
Kullanilan besiyerleri ve soliisyonlar Ek-A’da verilmektedir.

2.2. Yontemler
2.2.1.Mikroorganizma ve kiiltiir hazirlanmasi

Kiife ait spor siispansiyonlarini hazirlamak amaciyla 6rnek PDA’da (Patates Dekstroz
Agar, Potato Dextrose Agar) 30°C sicaklikta 7 giin slireyle bliyiitiildii. Agar tizerinde
gelisen sporlar 30 ml’lik steril %0,01 (v/v) Tween 80 igeren ¢dzelti icine alinarak spor
sayimi Petroff - Hausser Lami kullanilarak gergeklestirildi. (Garay-Flores ve dig.,
2014). Daha sonra spor siispansiyonlari steril Tween 80 iceren ¢ozelti ile ml’sinde 1
milyon spor igerecek sekilde seyreltildi ve %80 (v/v) gliserol eklenerek -80°C’de

muhafaza edildi.

Kiifiin biiyiitiilmesi icin drnege ait 100 pL’lik spor siispansiyonu (108 spor/mL) 20
mL’lik Oncii biiyime ortaminda canlandirildiktan sonra 2000 mL’lik erlenler
igerisinde 1000 mL hazirlanan besiyerine (10 g/L glukoz, 0,5 g/L MgS0..7H20, 1 g/L
K2HPO4 ve 4 g/L maya ekstrakti) aktarildi ve 10 giin boyunca 155 rpm’de inkiibasyona
birakildi (Soyler, 2012).
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Katalaz iiretiminin optimizasyonu i¢in 1s1 soku ile oksidatif stres uygulamalari
gerceklestirildi. Is1 soku yaratmak amaciyla kiiltiirler 37, 42, 45, 50 ve 55°C sicaklik
derecelerinde biiyiitiildii (Chang ve dig., 2004). Oksidatif stres uygulamasi ise iki
farkl1 sekilde yapildi. Ik uygulamada 6n kiiltiiriin aktarildig1 ana biiyiime ortamina
H20., 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM ve 2 mM konsantrasyonlarinda katalaz aktivitesinin
optimum tretildigi giinde (7. glin) her 30 dakikada bir eklenerek 2 ila 6 saat (2, 3,4, 5
ve 6 saat) inkiibe edildi (Kawasaki ve Aguirre, 2001). ikinci uygulamada, H2O;
yukarida belirtilen konsantrasyonlarda on kiiltiiriin aktarildigi ana biiylime ortamina
ilk giin eklendi ve 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak ml’sinde bir
milyon spor igerecek sekilde hazirlanan H,O, igermeyen besiortaminda 37°C’de

biiytitiilen kiiltiir kullanilda.

2.2.2.Biyokiitle tayini

Biyokiitle tayini i¢in 2 X 1000 mL’lik biiylime ortamlar1 hazirlandiktan sonra spor
siispansiyonu (108 spor/mL) inokiile edilerek bir gece boyunca inkiibe edildi. 37°C’de
ve 155 rpm’de gergeklesen biiyiime periyodu sirasinda 24 saatte bir 50’ser mL 6rnek
kiiltiir ortamindan toplanarak hiicreler Whatman filtre kagidindan (No:1) filtrasyon
yolu ile uzaklastirildi. Siizilmiis ortam sivisi (slipernatan), enzim aktivite ve protein
miktar tayininde kullanildi. Filtre kagidinda bulunan hiicreler ise distile su ile
yikandiktan sonra kuru agirliginin belirlenmesi tizerine 100°C’de sabit bir agirliga
ulasincaya kadar bekletildi ve biyokiitle tayininde kullamldi (Ogel ve dig., 2006).
Biyokiitleden ayrilan ortam sivisi enzim aktivite tayininde ve saflastirma isleminde

kullanildi.

2.2.3.Enzim aktivite tayinleri
Enzim aktivite analizlerinde “kontrol” olarak reaksiyon ortamina enzim yerine tampon
cozelti eklenerek aktivite dl¢timleri yapildi.

2.2.3.1.Katalaz (CAT) aktivite dl¢iimii

Katalaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle dl¢iildii. 3 mL’lik reaksiyon sivisi 10
mM H20> soliisyonundan 2,9 mL ve enzim soliisyonundan 0.1 mL (pH 7.0) konularak
hazirlandi.  Reaksiyon sicakligt  25°C’ye  ayarlandiktan sonra  hidrojen

peroksidinkaybolma hizi 240 nm’de 6lgiilerek hesaplandi.
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1 Unite aktivite, 1 pmol H2O2¢i 1 dakikada parcalayabilen enzime karsilik gelmektedir
(Yuzugullu ve dig., 2013).

2.2.3.2.Peroksidaz (POD) aktivite dl¢iimii

Peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi 2,4 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0)
iceren bir reaksiyon karigiminda pirogallol oksidasyon yontemi kullanilarak belirlendi.
300 pL %5.3 (w/v) pirogallol, 100 puL uygun sekilde seyreltilmis enzim/siipernatan ve
200 puL %0.6 (w/w) H20: igeren karisim aktivite analizlerinde kullanild.
Absorbanstaki artis 90 saniye i¢inde 420 nm'de kaydedildi. Enzim aktivitesi pirogallol
birimleri cinsinden tanimlandi (Valetti ve Pico, 2013). Bir birim aktivite 20 saniye

basina 1 mg purpurogallin olusumuna karsilik gelmektedir.

2.2.4. Protein miktar tayini

Protein konsantrasyonu Bradford Metoduna gore belirlendi; standart grafigin
¢izilmesinde protein olarak sigir serum albiimini kullanildi (Bradford, 1976). Standart
grafik EK-B’de verildi.

2.2.5. Enzim saflastima

A. niger’den katalaz iiretimi i¢in optimum kosullarda toplanan siipernatan (ortam
stvist), saflagtirma ¢alismalarinda kullanildi. Enzim saflagtirilmasinda hem geleneksel

kromatografi yontemi hem de {i¢lii faz ayirma yontemi uygulandi.

Kromatografik ayirmada AktaPrime FPLC (GE Healthcare, Amerika) sistemi
kullanildi. Buna gore siipernatan 20 mL’lik HiPrep 16/10 Q XL kolonuna (anyon
degistirici, GE Healthcare) yiiklendi. Tampon ¢6zelti olarak 50 mM Tris-HCI tamponu
(pH 8,0) kullanild: ve akis hiz1 olarak 2 mL/dk segildi. 3 mL’lik fraksiyonlar 0 ila1l M
NaCl igeren ayni tampon ¢ozeltisi i¢inde toplandi ve katalaz aktiviteleri agisindan

incelendi.

Uglii-Faz Ayirma (TPP) sistemi ile saflastirmada 2 mL siipernatan, farkli amonyum
stilfat doygunluklarina (%40, %50, %60, %70, %80 ve %90, w/w) getirildi ve farkl
slipernatan/t-biitanol oranlar1 (1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0) saglanacak sekilde
t-biitanol eklendi. Sistem pH’s1 farkli pH’larda (3,0-9,0) hazirlandi. Karisim oda
sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 4500 rpm’ de 10 dk santrifiijlenerek faz
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ayrimlart gozlendi (Alici ve Arabaci, 2016; Duman ve Kaya, 2014). Proteinin
bulunmasinin beklenmedigi {ist faz dikkatlice pipetlenerek ortamdan uzaklastirildiktan
sonra orta ve alt faz toplanarak 100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine (pH 7,0)
kars1 bir gece diyaliz edildi. Diyaliz sonrasi orta ve alt fazlarinda aktivite ve protein
degerleri yukarida anlatilan sekilde spektrofotometrik yontemle tespit edildi. Kontrol

olarak ayni kosullarda hazirlanan ancak siipernatan icermeyen sistem kullanildi.

Katalaz enziminin her iki yontemle ayriminin analizi asagida verilen parametrelerin

degerlendirilmesi ile miimkiindiir:

Spesifik aktivite (SA), 1 mg protein basina diisen enzim iinitesidir. Her bir
basamaktaki enzimatik aktivitenin (U/mL) vyine her basamaktaki protein
konsantrasyonuna (mg/mL) bdoliinmesiyle hesaplanir. Saflagtirma katsayisi (PF),
herhangi bir fazda 6l¢iilen enzime ait spesifik aktivitenin siipernatanda dlgiilen enzim
aktivitesine oranidir. Protein geri kazanim degeri (%R) ise herhangi bir fazdaki enzim

aktivite degerinin sisteme eklenen enzimin baglangictaki aktivitesine oranidir.

2.2.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Katalaz enziminin safliginin kontrolii SDS-PAGE analizi ile yapildi. Buna gore
elektroforez, Bio-Rad Mini-Protean sistemi kullanilarak; %5 v/v yiikleme jeli (125
mM Tris-HCI (pH 6,8), %0,1 w/v SDS, %5 v/v Akrilamid/Bisakrilamid ve TEMED)
ve %15 v/v ayirma jeli (375 mM Tris-HCI (pH 8,8), %0,1 w/v SDS, %15 v/v
Akrilamid/Bisakrilamid ve TEMED) hazirlanarak gerceklestirildi (Laemmli, 1970).
Ornekler indirgeme ajani igeren yiikleme tampon ile 90°C’de 10 dk kaynatilarak
denatiire edildi. Protein markor’ii olarak BioRad Low Range (14-97 kDa) kullanildi.
Elektroforez 200 V’da yaklasik 50 dk yiiriitiilerek gerceklestirildi ve yiiriitiilen jeller
elde edilen protein konsantrasyonuna gore giimiis boyama (Blum ve dig., 1987) ile

boyandi.

2.2.7.Substrat spesifite analizi

Katalaz  enziminin olas1 ikincil oksidatif/peroksidatif aktivite  ozelligi
spektrofotometrik yontemle test edildi. Buna gore (saf) enzim aktivitesi farkli
oksidaz/peroksidaz substratlar1 varliginda analiz edildi. Kullanilan substratlar arasinda

pirogallol (430 nm), hidrokinon (440 nm), ABTS (2,2'-azino-bis(3-
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ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid, 420 nm), guaiakol (465 nm) ve L-tirozin (475
nm) yer almaktadir (Ogel ve dig., 2006; Vetrano ve dig., 2005). Enzim aktivite
analizleri yukarida fenol oksidaz ve peroksidaz aktiviteleri i¢in agiklanan sekilde
sadece substrat degistirilerek gerceklestirildi. Negatif kontrol olarak reaksiyon

ortamina enzim Ornegi yerine tampon ¢ozelti eklenerek aktivite dl¢timleri yapildi.

2.2.8.Enzimin fizyolojik o6zellikleri

Sicakligin enzim {izerine etkisini incelemede 30°C — 70°C sicaklik araliginda aktivite
Olciimii yapildi. Enzim aktivitesi (% Bagil Aktivite) ve reaksiyon sicaklik degerleri
arasinda ¢izilen grafik ile enzimin optimum reaksiyon sicaklik degeri belirlendi.
Termal kararlilik tayini i¢in ise ayn1 miktarda protein ihtiva eden enzim ornekleri 60
dk boyunca farkli sicakliklarda (30, 40, 50, 60 ve 70°C) inkiibe edilip ardindan standart
aktivite 6l¢im degerinde (25°C’de) aktivite tayinleri yapildu.

Farkli pH degerlerinin katalitik aktivite izerindeki etkilerini belirlemek i¢in 4,0 ila 9,0
arasinda degisen farkli pH’larda (4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) standart kosullar altinda
spektrofotometrede (Cary60, Agilent) enzim aktivite dl¢imii alindi. pH 4,0 — 5,0
arasindaki reaksiyonlar i¢in 100 mM sitrat tampon ¢ozeltisi, pH 6,0 ila 7,0 igin 100
mM sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi, pH 8,0 icin 100 mM tris tampon ¢ozeltisi ve pH
9,0 i¢in 100 mM glisin sodyum hidroksit tampon ¢ozeltileri kullanildi. pH’nin enzim
dayaniklig1 lizerine etkisini test etmek i¢in ise ayni1 pH aralig1 arasinda hazirlanmis
tampon ¢ozeltilerde enzim Ornekleri 1 saat inkiibe edildikten sonra katalaz aktivite

Olctimleri yapildi (Kocabas ve dig., 2008).

2.2.9.Enzim stabilite tayini

Organik ¢ozgenlere karsi saf katalaz enziminin dayaniklilik derecesini incelemek
amaciyla, aseton, etanol, dimetil siilfoksit (DMSO) ve metanol son
konsantrasyonlar1 % 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 ve 25 (v/v) olacak sekilde reaksiyon
karisimina direk eklendi (Ogel ve dig., 2006) ve katalaz aktivite tayini yukarida
aciklanan sekilde gerceklestirildi.
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2.2.10.Kinetik analizler

A. niger’dan saflagtirllan katalaz 6rnegi 0-300 mMM arasindaki farkli
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit substrat olarak kullanilarak aktiviteleri dl¢iildii
(Sutay, 2007) ve Km ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk Plot ile hesaplandi
(Lineweaver ve Burk, 1934).
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3.BULGULAR VE TARTISMA
3.1.Zamana Bagh Katalaz Uretiminin Ol¢iilmesi

%1 (w/v) glukoz igeren besi ortaminda 10 giin boyunca biiyiitiilen A. niger’de 6l¢iilen
hiicre dis1 katalaz iiretimi ve biyokiitle tayin sonuglar1 Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
Buna gore, kiifiin biiylimesi sirasinda gozlenen Logaritmik faz altinci1 giine kadar
stirmistiir. Diger yandan kiif 6. giinde durgun faza girmis ve 8. giine kadar bu fazda
kalmistir. Katalaz tiretimi ise kiif durgun fazda (7. giin) iken en yiiksek degerine

ulasmistir. Bu durum enzim iiretiminin sekonder metabolizma sonucu olduguna isaret

etmektedir.
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Sekil 3.1. A. niger’a ait biyokiitle (g/L) ve katalaz (U/L) aktivite grafigi. A. niger,
karbon kaynag1 olarak sadece %1 (w/v) glukoz igeren 1 litrelik YpSs (Emerson’s
yeast powder-soluble starch) biiyiime ortaminda biiyiitiildii.

A.niger’in biiyiime egrisine bakildiginda literatiirde Aspergillus’lar i¢in rapor edilen
bulgular ile benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Ornegin, A. flavus’un iireme
egirisinde susun 1. giinde lag fazinda olup biyokiitlenin en diisiik seviyede oldugu, 2.
ve 4. giinler arasinda biiylimenin logaritmik fazda olup biyokiitlenin artmaya devam
ettigi, 5. ve 7. gilinler arasinda ise durgunluk fazina girerek biliylimenin durdugu

goriilmistir (Arat, 2007). Bu ¢alismada, aktiflestirilmis 6n kiltiir kullanildig1 igin lag
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faz1 goriilmemis olup 6rnek calismaya benzer sekilde 6. ve 8. giinler arasinda kiiftin

durgun fazda bulundugu goriilmektedir.

A. niger gibi birgok mikroorganizmanin sekonder metabozilma sonucu meydana
getirdigi tirlinler aktif iireme fazinda degil de duraklama fazinda olusur. Bu {iriinler
“sekonder metabolit” olarak adlandirilir ve ekonomik agidan degerlidirler. Mikrobiyal
sekonder metabolitler, gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir ve hormon, antibiyotik,
toksin, anti-migren ajani, anti-kanser ajami olarak veya insektisit olarak islev
gormektedirler (Demain, 1998). Giiniimiizde daha ¢ok tarimda endiistride ve saglik
alaninda kullanilmaktadir (Robinson ve dig., 2001). Endiistride, sekonder metabolitler
daha kararli {iriin olusturdugu ve daha az enerji gerektirdigi icin tercih edilmektedir
(Kiigiik ve dig., 2003). Kiiflerden de elde edilen sekonder metabolitler, antibiyotiklerin
iiretiminde en biiyiik paya sahiptir. Su ana kadar kesfedilen antibiyotiklerin cogunlugu

Streptomyces cinsi tiyeleri tarafindan tiretilmektedir (Oskay ve Tamer, 2009).

Ayrica yapilan ¢alismalarda Beyaz Ciiriikciil Mantarlarin (6rnegin Agaricus bisporus,
Trametes versicolor) lakkaz enzimini sekonder metabolit olarak {rettigi rapor
edilmistir. (Ozan ve dig., 2014). Tablo 3.1.’de bazi1 mikroorganizmalarin {irettigi

sekonder metabolitler verilmistir.

Tablo 3. 1. Mikroorganizmalar ve sekonder metabolitleri
(Kiigtik ve dig., 2003)

Mikrooganizma Sekonder Metabolit
Aspergillus fumigatus Gliotoksin
Aspergillus flavus Aflatoksin B
Fusarium oxysporum Fumonisin B
Streptomyces coelicolor Aktinorhodin
Streptococcus viridifaciens Tetracyclin

Literatiirde farkli Aspergillus suslarindan katalaz enzim iiretimine ait Ornekler
mevcuttur. Bunlarda genelde biiylime peryodunun 3. veya 4. giinlerinde enzim
tiretiminin gerceklestigi goriilmektedir (Buckova ve dig., 2005; Fiedurek ve Gromada,

2000; Kacem-Chaouche ve dig., 2005). Bu ¢alismada ise 7 giin boyunca biiyiitiilen
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kiifte en yiiksek katalaz aktivite degeri dl¢iilmiistiir. Inkiibasyon siirelerindeki bu
farkin kiifiin biyiitildigi biiyiime ortam icerigindeki farkliliktan kaynaklandigini
sOyleyebiliriz. Kullanilan besiortamlarinda gbéze c¢arpan fakliik metal iyon
igeriklerinin yiiksek olmasidir. Rapor edilen aktivite degerine (13 U/mL) bakildiginda
bu calismada Olgiilen katalaz aktivite degeri (9-10 U/mL) ile ¢ok farkli olmadigi

goriilmektedir.

Maliyet agisindan degerlendirildiginde benzer sonug alinan bir {iriin i¢in daha az
kimyasalin kullanildig1 biliylime ortami daha uygundur. Bu nedenle, bu ¢alisma ile
katalaz iiretiminin daha diisiik maliyette gergeklestirilme olasiligi muhtemel

gozikmektedir.

3.2. Optimum Katalaz Uretim Kosullarmin Belirlenmesi

Katalaz enzim tiretiminin Aspergillus’larda oksidatif stres veya 1s1 sokuna bagli olarak
hiicrede artan H»O>’ye karsi savunma amaciyla arttigi rapor edilmistir (Calera ve dig.,
2000; Kawasaki ve dig., 1997; Kawasaki ve Aguirre, 2001; Noventa-Jordao ve dig.,
1999). Bu nedenle, esit miktarda spordan canlandirma yapilarak biiyiitiilen A. niger’de

sicakligin ve H202 nin katalaz tiretimine olumlu/olumsuz etkileri arastirildi.

3.2.1.S1cakhgin enzim iiretimine etkisi

Aspergillus’lar optimum olarak 28-30°C’de biiyiime potansiyeline sahip olup
(Buckova ve dig., 2005; Fiedurek ve Gromada 2000; Kacem-Chaouche ve dig., 2005)
bazilarinin (Ornegin, A. fumigatus’un) 55°C’ye kadar biiyiiyebildigi rapor edilmistir
(Chang ve dig., 2004). Bu sebeple, bu ¢alismada A. niger 30°C, 37°C, 42°C, 45°C,
50°C ve 55°C sicaklik derecelerinde (Chang ve dig., 2004; Kawasaki ve Aguirre,
2001) biiytitiildii ve katalaz aktivetisinin optimum 0l¢iildiigii yedinci gilinde siipernatan
alinip enzim aktivite tayini gerceklestirildi. Ancak beklenenin aksine 45°C’nin

lizerinde enzim liretiminin tamamen inhibe oldugu gdzlendi (Tablo 3.2).

En yiiksek aktivite ise 37°C’de Ol¢iildii. Literatiirde rapor edilen A. niger suslar ile
karsilagtirildiginda (Buckova ve dig., 2005; Fiedurek ve Gromada, 2000), bu
caligmada daha yiiksek sicakliklarda (37-45°C) iiretim yapilabildigi gériilmektedir.
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Tablo 3.2. Sicakligin katalaz iiretimine etkisi

Sicaklik (°C) Katalaz aktivite (U/l)
30°C 8688+480

37°C 9128+148

45°C 6269+937

47°C -

50°C -

55°C -

3.2.2. H2O2’nin enzim iiretimine etkKisi

Oksidatif stres yaratmak amaciyla izlenen basamaklar Boliim 2.2.1.”de detayli olarak
verilmistir. Buna gore uygulanan ilk yontemde besi ortamina eklenen hemen hemen
tim H>0, konsantrasyonlarinda negatif kontrole gore daha diisiik katalaz tretimi
gerceklesmistir (Sekil 3.2). Sadece 1 mM H202’nin eklendigi an (t=0) katalaz
tiretiminde negatif kontrole gore %105°lik bir artis gozlendi. Ancak bu artis
inkiibasyonun ilerleyen zamanlarinda kademeli olarak kayboldu. Buna gore, katalaz
aktivitesinin en yiiksek ol¢iildiigii kosul olarak H2O2 nin eklenmedigi ve inkiibasyon

siiresinin yedinci giinii besinci saate denk gelen zaman dilimi tanimlanabilir.
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Sekil 3.2. Hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonun katalaz iiretim iizerine etkisi.
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Diger H20; uygulamasinda (biiylime ortamina H>O2’nin baslangigta eklenip yedi giin
boyunca kiifle inkiibe edilmesi) da katalaz tiretiminde bir artis gozlenmedi (Tablo
3.3.). 1 mM derisimde diger konsantrasyonlara gore aktivite daha yiiksek 6l¢iilmesine

ragmen gozlenen bu artis negatif kontrolden daha diisiik seviyede kalmstir.

Tablo 3.3. Farkli H20> konsantrasyonlariin katalaz
tiretimine etkisi

H202 (mM) Katalaz aktivite (U/L)
0 8220+200
0,1 4163+209
0,5 4350+210
1 44584220
2 3262+163

Bu c¢aligmada oksidatif stres yaratarak katalaz {iretiminde artis beklenmesi
hedeflenmisti. Ciinkii biiyiime ortamina H20 eklenerek iiretimin arttirildigina dair
raporlar bulunmaktadir (Fiedurek ve Gromada, 2000; Sooch ve dig., 2014). Ayrica A.
nidulans susunun sahip oldugu catA ve catB geninin oksidatif stres durumunda
H2O2’ye kars1t koruyucu rol oynadigi bilinmektedir. Aynt zamanda bu genler 1s1
sokuna kars1 da direng gosterir. A. niger’in bulundurdugu catR geni ise catA ve catB
genine %61 oraninda benzerlik gostermektedir (Kawasaki ve dig., 1997). Bu
nedenlerle 1s1 soku ve stres uygulamalari tercih edildi. Ancak beklenilenin aksine her
iki uygulama da A. niger’de olumsuz etki ile sonuglandigindan iiretim igin bunlardan

vazgecildi.
3.3.Katalaz Enziminin Saflastirilmasi

3.3.1. Kromatografik yontemle saflastirma

Katalaz enzimini kromatografik yontemle saflagtirma amactyla dncelikle ham ekstrakt
olarak kullanilacak slipernatan amonyum siilfat ¢coktiirme denemesine maruz birakild.
Buna gore siipernatana %40, %60 ve %80 (w/w) doygunluklarda hazirlamak amaciyla
amonyum siilfat eklendi. Her bir doygunlukta hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen

orneklere ait pelet ve siipernatan ¢ozeltilerinde aktivite ve protein miktar tayinleri
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yapild1 (Tablo 3.4). Ayrica orneklere elektroforez (SDS-PAGE) islemi uygulandi

(Sekil 3.3).

Tablo 3.4. Farkli (NH4)2SO4 doygunluklarinda hazirlanmis 6rneklere ait
pelet ve siipernatanlarda katalaz aktivite ve protein miktarlar degerlerinin

karsilastirilmasi
Amonyum siilfat . A
konsantrasyonu Katalaz aktivite  Protein miktari
(%, wiw) (U/mg) (mg/mL)
0 Siipernatan 7868 1
Siipernatan 8512 1
40
Pelet - -
50 Siipernatan 10076 0,33
Pelet 7361 0,67
. Siipernatan - 0,88
Pelet 14512 0,12

Tablo 3.4.’de goriildiigii tizere %40 (w/w) doygunlugunda hazirlanmig ¢ozeltide pelet
olusumu goézlenmedi. En yiiksek katalaz aktivitesi ise %80 (w/w) doygunlukta
hazirlanmis ¢ozeltiye ait pelet 6rneginde Olgiildii. Ayrica, %80 (w/w) Orneginde
katalaz enziminin tamamen konsantre halde ¢oktiigii goriildi. Benzer sekilde jel
tizerinde de ayni konsantrasyonda belirgin bantlar goriilmektedir (Sekil 3.3). Buna
gore, aktivite ve jel analizleri birlikte incelendiginde katalaz enziminin
coktiiriilmesinde %80 (w/w) amonyum stilfat konsantrasyonun kullanilmasinin uygun

oldugu soylenebilir.

kDa M 1 2 3 4 5 6
o7 4 N -
66.2 )- i R—

Sekil 3.3. Farkli amonyum siilfat ((NH4)2SOs) konsantrasyonlarinda
hazirlanmis A.niger oziitiine ait slipernatan ve pelet 6rneklerinin SDS-PAGE
analizi.

28



%80 (w/w) amonyum siilfat kullanilarak ¢oktiiriilen 6rnek daha sonra anyon degistirici
kolona yiiklendi ve elde edilen fraksiyonlar katalaz aktiviteleri agisindan incelendi.
Tiim saflastirma islemlerine ait bulgular Tablo 3.5’te verilmistir. Buna gore, katalaz
enzimi iki basamakla ham ekstrakttan %58 geri kazanimla 11 kat saflagtirilmistir.
Literatiirde rapor edilen ¢aligmalar arasinda A. phoenicis K30’dan katalaz enziminin
DEAE-Sefaroz iyon degistirici ile tek basamakta %89,3 verimle 305,8 Kkat
saflagtirildigir goriilmektedir (Kacem-Chaouche ve dig., 2013). Kocabas ve ekibi,
baska bir kiif olan S. thermophilum’dan iki basamakta (anyon degistirici ve ardindan
jel filtrasyon kromatografisi) %45 verimle 10 kat saflastirmayir basarmislardir
(Kocabas ve dig., 2008). Bu ¢alismada elde edilen bulgular, Kacem-Chaouche ve
ekibinin bagka bir Aspergillus susundan saflastirdiklar1 katalaz enzimine gére kolon
kromatografisinin daha diisiik verimle ¢alistigin1 gostermektedir. Diger yandan, bu
calismadaki saflagtirma katsay1 ve verim degerleri, Kocabas ve ekibinin buldugu

degerlerden daha ytiksektir.

Tablo 3.5. Katalaz enziminin saflastirilma basamaklari

Enzim
Toplam Toplam Spesifik geri
protein aktivite aktivite  Saflastirma  kazanimi
(mg) (8)) (U/mg) katsayisi (%)
Ham ekstrakt 200 15730 78,65 1 %100
%80 (w/w) 76 11955 157,3 2 %76
Amonyum
stilfat ile
¢Oktlirme
Iyon 10,5 9123 865,1 11 9658
degistirme

kromatografisi

3.3.2. Uclii-faz ayirma (TPP) sistemi ile saflastirma

A. niger’den elde edilen siipernatandan (1 mg protein; 79 U/mg) katalaz enziminin
saflastirilmasinda kullanilan Gglii faz sistemi Bolim 2.2.5.te agiklandig1 sekilde
uygulandi. Bu amagla, farkli derisimlerde hazirlanan amoyum siilfat ve t-biitanol

kullanildi. Amonyum siilfat, proteinlerin “salting-out” etkisiyle dereceli olarak
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¢okmelerini saglayan bir tuzdur. Protein saflagtirma ¢alismalarinda denatiire edici bi
kimyasal olmadigindan siklikla tercih edilir. Biitanol ise istenmeyen bilesiklerin
(diisiik molekiil agirligina sahip lipid ve fenolik maddeler) biyomolekiillerden secici
olarak uzaklastirllmasin1 saglar. Proteinleri denatiire etmedigi i¢in tgli faz

sistemlerinde tercih edilir (Dennison ve Lovrein, 1997).

TPP’de faz olusturan bilesenlerin konsantrasyonlari en dnemli noktalardan birisidir.
Bu sistemlerde molekiillerin fazlar arasindaki dagilim davraniglari, hidrofobik
etkilesimler, hidrojen baglari, yiik, sterik etkiler ve biyomolekiillerin 6zellikleri gibi
cesitli faktorlerden dolay1 olduk¢a kompleks bir olaydir. Bir baska ifadeyle, uygun
sistemlerin se¢imi ve dizaynina yol gosterecek kapsamli ve mekanistik bir teori
mevcut degildir. Bu yiizden, bu metodun uygulamalarinda biyomolekiillerin optimum
dagilimimi saglayan en uygun ve iyi bir sistemin hazirlanabilmesi i¢in deneysel

optimizasyon ¢alismalarina ihtiya¢ duyulur.

Bu ¢alismada, tercih edilen sulu iiclii faz sistemleri yiiksek se¢imlilik, diisiik maliyet
ve diisiik vizkoziteden dolay1 birgok sisteme kiyasla daha avantajlidir (Dennison ve
Lovrein, 1997). Katalaz enzimini iyi bir verimle yiiksek oranda saflastirmak icin
sistemi etkileyen parametreler ((NH4)2SO4 konsantrasyonu, siipernatan/t-biitanol orani
ve pH) incelendi.

Oncelikle, farkli amonyum siilfat konsantrasyonlar1 ile hazirlanan sulu iiglii faz
sistemlerinde (stipernatan/t-biitanol orani 1:1), A. niger katalazinin dagilim
gerceklestirildi; sonuglar Tablo 3.6’da verilmistir. Buna gore A. niger katalazi

hazirlanan faz kompozisyonlarinin ¢ogunda dagilma gostermistir.

Faz ayrimindan sonra ii¢ faz olusur; t-biitanolce zengin iist faz, tuzca zengin alt faz ve
proteinlerin c¢okelti olusturdugu ara faz. Calismada, katalaz enziminin ¢ogunlukla
secici bir sekilde ara fazda dagildigi gorilmiistiir. TPP sisteminde katalaz enziminin
hangi fazda dagilacagi enzimin igerdigi amino asitlerin karakteristik 6zelliklerine ve
izoelektrik noktalarina bagl olarak degisiklik gdsterir. Bu nedenle ayni enzimin farkl
kaynaklardan elde edilen ekstraktlarinda fazlar arast dagilimlart farklilik
gosterebilmektedir (Keskin ve Kat, 2013). En yiiksek saflastirma katsayisi (7,0) ve

aktivite geri kazanim degerleri (%206), %80 (w/w) amonyum siilfat ile hazirlanan
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sistemde Ol¢iildii. Bu nedenle bir sonraki asamada amonyum siilfat1 konsantrasyonu

olarak %80 (w/w) igeren sistem tercih edildi.

Tablo 3.6. Amonyum siilfat ((NH4)2SO4) konsantrasyonunun TPP sisteminde
katalaz ayrimina etkisi

Toplam Enzim
Spesifik Toplam  protein aktivite
aktivite aktivite miktar1  Saflastirma geri
(U/mg) V) (mg) katsayisi kazanim
e 79 79 1,0 1,0 %100
Ust faz* - - - - -
0
(/OV\;}\CI)V) AS Ara faz - - 0,1 - -
Alt faz 316 151 0,5 4,0 %191
Ust faz* - - - - -
o)
(C)VS/\?V) AS Ara faz 24 134 0,6 0,3 %17
Alt faz 71 40 0,6 0,9 %51
%60 Ust faz* - - - - -
(\‘,’V/W) Ag _Arafaz 103 104 0,9 13 %132
Alt faz 270 27 0,1 3,4 %34
%70 Ust faz 97 67 0,7 1,2 %85
(\?V/W) AS Ara faz 75 13 0,2 0,95 %16
Alt faz* - - - - -
- Ust faz - - 0,3 - -
(i) A _Arafaz 540 162 0.3 7,0 %206
Alt faz 79 32 0,4 1,0 %40
Ust faz* - - - - -
0,
((;)vgl\(/)v) AS Ara faz 383 115 0,3 50 %146
Alt faz* - - - - -

*Bu fazlarda enzim aktivite ve protein miktar tayinleri negatif sonu¢ vermistir.

Sistem pH’s1 6.0, sicaklig1 ise 25°C’dir.

Ganoderma sp.’den lakkaz enziminin saflastirilmasinda ara fazda ¢oken enzim
miktarinin ve enzim safli§inin artan tuz konsantrasyonuyla birlikte arttig1 goriilmiistiir.
Buna bagli olarak %80 amonyum siilfat konsatrasyonunda 4,9 kat saflastirma
islemi %65 verimle sonuglanmistir. Genel olarak daha yiiksek tuz konsantrasyonunun
proteinlerin ¢okelmesine neden olan hidrofobik etkilesimleri arttirdigi bilinmektedir.
Fakat ayni1 ¢alismada kirletici proteinlerin ¢cogunun baslangicta ¢cokeldigini, boylece
tek asamali TPP sisteminin enzim saflastirmasini sinirladigi da gozlemlenmistir

(Rajeeva ve Lele, 2011).
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Katalaz enziminin TPP’de saflastirilmasinin ikinci basamaginda %80 (w/w)
(NH4)2SOs4 igeren farkli siipernatan/t-biitanol oranlarinda hazirlanmis sistemlerde
spektrofotometrik analizler gercgeklestirildi. Bir onceki basamakta enzimin segici
olarak ara fazda toplandigi belirlendiginden sadece ara faz sonuglari

degerlendirilmistir.

Tablo 3.7. Ham ekstrakt/t-biitanol oraninin TPP sisteminde katalaz ayrimina etkisi

Toplam
Spesifik  Toplam  protein Enzim
aktivite  aktivite miktar1  Saflastirma  aktivite geri
(U/mg) (V) (mg) katsayisi kazanim
Ham ekstrakt 79 79 1,0 1,0 %100
Ham ekstrakt:
t-butanol
1,0:0,5 158 96 0,6 2,0 %121
Ham ekstrakt:
t-butanol
1,0:1,0 540 162 0,3 7,0 %206
Ham
ekstrakt:  t-
butanol
1,0:1,5 611 168 0,3 1,7 00212
Ham ekstrakt:
t-butanol
1,0:2,0 466 161 0,3 5,9 %204

Sistem pH’s1 6.0, sicakligi ise 25°C’dir.

Tablo 3.7’de belirtildigi iizere enzimin saflik derecesi 1:1, 1:1,5 ve 1:2 hazirlanmig
sistemlerde 1:0,5’¢ goére daha iyi c¢ikmistir. Buna gore diisiik t-biitanol
konsantrasyonlarinin amonyum stilfat ile etkilesime gecerek enzimin segici ayrimini
saglamada yetersiz kaldig1 sdylenebilir. Daha fazla t-biitanol miktari, sulu fazda daha
fazla su kaybina neden olarak tuz konsantrasyonunun artmasina neden olur ve bu da
enzimin ara fazda toplanmasini saglar. Ayrica ¢6ziicli miktar1 (t-biitanol) arttikca iki
faz arasindaki konsantrasyon farki azalir, bu da enzimin daha diisiik oranda safligina
ve geri kazanimina neden olabilir (Vetal ve Rathod, 2014). Benzer sonuglar Ozer ve
arkadaslarinin TPP ile domates bitkisinden invertazi saflastirma calismalarinda da
ortaya ¢ikmistir (Ozer ve dig., 2010). 1:1,5 oraninda hazirlanan sistemde maksimum
saflagtirma katsay1s1 (7.7) ve aktivite geri kazanim1 (%212) elde edilmistir. Bu sebeple,

ileriki denemeler ham ekstrakt:t-butanol oraninin 1:1,5 oldugu sistemlerde yapilmustir.
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Sistem pH’s1 proteinlerdeki asidik veya bazik amino asitlerin iyonizasyonunu
etkileyeceginden olduk¢a Onemlidir. pH’daki herhangi bir degisim ilgilenilen
proteinin net yiikiiniin degisimine ve dolayisiyla proteinin fazlar arasindaki dagiliminm
etkiler (Vetal ve Rathod, 2014). Ornegin, eger sistem pH’s1 proteinin pl degerinin
tizerinde hazirlanirsa enzim negatif yiikli hale gelecek ve alt fazda toplanacaktir.
Diger yandan eger sistem pH’s1 protein pl degerinin altinda hazirlanirsa protein
presipitasyona ugrayip sulu ve organik faz arasindaki ara fazda toplanacaktir
(Dennison ve Lovrein, 1997). Buna gore, ham ekstrakt %80 (w/w) amonyum siilfatla
doyurulduktan sonra sistem pH’s1 ayarlanmistir. Tablo 3.8, farkli pH’larda hazirlanan
sistemlerde Olgiilen enzim aktivite ve miktar bulgularimi gostermektedir. Tabloda
goriildiigli iizere saflagsma etkinligi pH 6,0’1n altinda ve 7,0’1n {istiinde oldukga
diisiiktiir. Bunun nedeni olarak sistemde biriken yiiksek miktarlardaki H* ve OH"
iyonlariin solvent molekiilleriyle etkileserek ilgilenilen enzimin ayni molekiillerle
etkilesimini kisitlamasi ve sonugta fazlardaki dagilimini olumsuz yonde etkilemesi
sOylenebilir (Singh ve Singh, 2003). En yiiksek saflagtirma katsayisi (7,9) ve aktivite

geri kazanim degerleri (%263), pH’s1 7,0 olan sistemde 6l¢iilmiistiir.

Tablo 3.8. TPP sistem pH’sinin katalaz ayrimina etkisi

Spesifik Toplam Toplam Saflastir Enzim
aktivite aktivite protein ma aktivite geri
(U/mg) (V) miktar1 (mg) Kkatsayis1 kazamimi (%)
Ham
ekstrakt 79 79 1,0 1,0 %100
pH 3.0 142 16 0,1 18 %20
pH 4.0 158 28 0,2 2,0 %35
pH 5.0 198 36 0,2 2,5 %45
pH 6.0 611 168 0,3 7,7 %212
pH 7.0 624 208 03 7,9 %263
pH 8.0 174 28 0,2 2,2 %36
pH 9.0 150 19 0,1 19 %24

3.4. Katalaz Enziminin SDS-PAGE Analizi

TPP sistemi ile saflastirilan katalaz enziminin safliginin kontrolii %10’luk (w/v) SDS-
PAGE ile gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrasi jel, glimiis boyama metodu ile

boyanmustir. Sekil 3.4’de goriildiigii lizere drnege ait yaklasik 87 kDa civarinda tek bir
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bant gozlenmistir. Bu bulgu, calisilan enzimin tipik bir monofonksiyonel katalaz
oldugunu dogrular niteliktedir. Ciinkii bu biiyiikliik degeri (87 kDa), biiyiik alt tiniteli
monofonksiyonel katalazlar i¢in rapor edilen deger (>75 kDa) araliginda yer alir

(Chelikani ve dig.,2004).
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Sekil 3.4. A. niger’den TPP ile saflastirilan katalazin SDS-PAGE
jel goriintiisii. M, protein markor (marker) (Bio-Rad Unstained
SDS-PAGE Standards, Amerika); 1, %80 (w/w) (NH4)2SO4
konsantrasyonunda, 1:1,5 siipernatan/t-biitanol oraninda ve pH
7,0°da hazirlanmis sistemden izole edilen katalaz 6rnegi.

3.5. Katalaz Enziminin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1.0ptimum sicaklik degerinin belirlenmesi

Reaksiyon sicakliginin katalaz aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 30-
70°C arasi sicaliklarda gergeklestirilen aktivite dlglimleri Sekil 3.5.’de verilmistir.
Olusturulan grafikte A. niger katalazi i¢in optimum reaksiyon sicakligi 50°C olarak

bulundu.

Bu sicaklik degerinin {izerinde katalaz aktivitesinin dereceli olarak azaldig1 gozlendi.
60°C ve 70°C sicaklik degerlerinde aktivitesini 50°C’deki aktiviteye gore

sirastyla %95 ve %87 oraninda korudugu gozlendi.
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Farkli maya ve kiiflerden izole edilen katalazlar i¢in optimum reaksiyon sicaklik
araligr 30°C ila 85°C olarak rapor edilmistir (Sooch ve dig., 2014). Bu calismada

bulunan optimum sicaklik degeri belirtilen araligin igine diismektedir.
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Sekil 3.5. A. niger katalazinin farkli sicaklik degerlerinde olgiilen bagil
aktivite grafigi

3.5.2. Optimum pH degerinin belirlenmesi

Farkli pH degerlerinin katalaz aktivitesi iizerine etkisinin incelendigi grafik Sekil
3.6.’da verilmistir. pH 3,0 ila 9,0 araliklarinda yapilan aktivite tayinlerinde optimum
reaksiyon pH degeri 6,0 olarak belirlendi. Diger yandan pH 7,0’da, pH 6,0’da 6lgiilen
aktiviteye gore yaklasik %82’sinin korundugu, pH 5,0°da ise %70’inin korundugu
gozlenirken 8,0 ve lizerindeki pH degerlerinde aktivitede hizli bir diisiis gozlendi.
Bazik kosullarda enzim aktivitesinde gozlenen kaybin yiliksek pH degerlerinde
gbozlenen degerden daha fazla olmasi, enzimin asidik ortamlar1 tercih ettigini
gostermektedir. Optimum reaksiyon pH’s1 bakterilerden Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonad EF’den, mantarlardan ise Septoria tritici’den izole edilen katalazlarla

benzerlik gostermektedir (Sooch ve dig., 2014).
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Sekil 3.6. A. niger’in katalaz aktivitesine pH’ nin etkisi

3.5.3. Termal kararhiligimin belirlenmesi

Sicakligin enzimin kararhiligina etkisinin belirlenmesi icin 30°C ila 70°C arasi
sicakliklarda enzim 60 dk inkiibasyona birakildiktan sonra standart kosullarda aktivite
Olgiimleri yapildi. Sekil 3.7°de goriildiigii lizere enzimin kararli kaldigi optimum
sicaklik degeri 40°C olarak belirlendi. Bu sicaklik degerin iizerinde katalaz
aktivitesinin azaldig1 gozlendi. 30°C sicaklik degerinde ise aktivitesinin 40°C’deki
(optimal sicaklik degeri) aktiviteye gore %88 oraninda korundugu gozlendi. Buradan
enzimin dar bir sicaklik araliginda (30°C -40°C) kararhi kaldigin1 sdyleyebiliriz. A.
niger katalazi ile termal kararlilik bakimindan benzer 6zellik gosteren katalaz kaynagi

olarak  Vibrio rumoiensis o6rnek verilebilir (Yumoto ve dig., 2000).
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Sekil 3.7. A. niger katalazinin termal kararlilig
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3.5.4. pH kararhhi@inin belirlenmesi

Farkli pH degerlerinde (pH 3,0-9,0) enzimin kararliliginin gosterilmesi igin yapilan
denemelerin sonuglar1 Sekil 3.8’de verilmistir. Enzimin kararli kaldigi optimum pH
degeri 6,0 olarak Olciildii. Optimum pH degerinin lizerinde enzim aktivitesinin
strastyla %97, %88 ve %77 sinin korundugu; pH 6,0’1n altinda ise aktivitede giderek

azalan bir grafik gozlendi.

Enzim stabilite deneyinde kaydedilen yiiksek pH degerleri (pH 9,0’da
aktivitenin %77’si korunmustur) dikkat ¢ekmektedir. Enzimin farkli pH’larda kararli
ozellik gostermesi endiistriyel uygulamalar agisindan Onemlidir. Siireglerin
uzamasindan kaynakli olarak ortam pH’sina uzun siire maruz kalabilecek bir enzim

icin bu parametre 6nem arz eder (Calandrelli ve dig., 2008).

Genis pH kararlilik araligi (5 ila 10) katalazlarin ortak bir 6zelligidir (Kulys ve dig.,
2003). Ornegin, T. aurantiacus katalazi pH 5,0-13,0 araliginda kararlilik gosterir
(Wang ve dig. 1998). S. thermophilum katalazi ise pH 5,0 ila 9,0 arasinda stabildir
(Sutay Kocabas ve dig., 2008).
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Sekil 3.8. A. niger katalazinin pH kararliligt

3.5.5.0rganik coziiciilerin enzim aktivitesine etkisi

Organik ¢o6ziiciilerin katalaz aktivitesi tlizerine etkisi Tablo 3.9’da gosterilmistir.

Organik coziiciiler, proteinlerin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirme yetenegine
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sahip bilesiklerdir. Genelde proteindeki kovalent olmayan baglar, iyonik gruplar ve

dipoller, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler gibi 6zellikleri degistirirler.

Tablo 3.8’de gorildiigii gibi organik ¢oziiclilerin eklendigi reaksiyon ortamlarinda
genel olarak ¢6zgen konsantrasyonunun artigina bagl olarak aktivitede kademeli
olarak azalma gozlendi. Sadece asetonun enzim iizerindeki etkisi diger ¢oziiciilere
gore daha kuvvetli olup %2,5 (v/v) lizerinde aktivite tamamiyla inhibe
olmustur. %2,5 (v/v) konsantrasyonda ise aktivitede kontrole (¢6zgen eklenmemis
ortam) gore %41 oraninda azalma gozlenmistir. Test edilen ¢oziiciiler i¢inde katalaz
enzimini olumsuz yonde en az etkileyen “etanol” olup %2,5’luk (v/v)
konsantrasyonda enzim aktivitesinin hemen hemen hepsi korunmustur. Diger
coziiciiler ise ayn1 konsantrasyonda aktivitede yaklasik %50 kayba sebep olarak
etkilerini gostermislerdir. A. niger katalazinin organik ¢oziiciilere olan dayaniklilig:
Etanol>DMSO>Metanol>Aseton seklindedir. Enzimin etanole olan dayanikliliginin
bu ¢ozgenin kullanildigi endiistriyel uygulamalarda kullanilmasina olanak verecegi

Onerilebilir.

Tablo 3. 9. Organik ¢oziiciilerin A. niger katalaz aktivitesi tizerine etkisi

Organik Bagil katalaz ~ Organik % Bagil katalaz
coziicii % viv  aktivitesi (%)  ¢oziicii vIv aktivitesi (%0)
Kontrol 100 Kontrol 100
2,5 98 2,5 59
5 87 5 -
Etanol 75 81 Aseton 75 i
10 44 10 -
2,5 45 2,5 49
5 25 5 45
Metanol 75 29 DMSO 75 33
10 - 10 31

3.5.6.Farkl substratlarin enzim aktivitesine etkisi

A. niger katalazinda diger katalazlarda oldugu gibi peroksitten bagimsiz ikincil
aktivitenin (Chen ve dig., 2017; Loncar ve Fraaije, 2015; Sangar ve dig., 2012; Sutay
Kocabas ve dig., 2008; Teng ve dig., 2016; Vetrano ve dig., 2005; Yuzugullu ve dig.,
2013) varligmi arastirmak iizere farkli peroksidaz ve oksidaz substratlarina karsi

aktivite analizleri gerceklestirildi. Elde edilen bulgular Tablo 3.9’da gosterilmistir.
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Spektrofotometri denemelerinde A. niger katalazinin hidrojen peroksit yoklugunda 4-
metil katekol ve pyrokatekolii okside edebildigi goriildii. Diger yandan guaiakol,
hidrokinon, pirogallol, ABTS ve L-tirozin iizerinde herhangi bir etki gozlenmedi. Bu
durum, A. niger katalazinin 6zellikle orto-difenolik bilesikler {izerinde etkili olduguna
isaret etmektedir (Yuzugullu ve dig., 2013). Buna gore A. niger’dan izole edilen
katalazin polifenol oksidaz (substrat ilgisi: 4-metil katekol>pyrokatekol) aktivitesi

gosterdigi sdylenebilir.

A. niger de goriilen bu ikincil aktivite 6zelliginin gelecekte gida ve biyoteknoloji

alanlarinda biiyiik 6nem teskil edecegi diisliniilmektedir (Koclar Avci ve dig., 2013).

Yapilan ¢alismalar sonucu katalaz enziminde gozlenen bu ikincil aktivite olgusu
giinlimiizde hizla yayginlasmaktadir. Memeli katalazlarinda ilk kez tanimlanan bu
olgu Vetrano ve dig., 2005), daha sonra S. thermophilum (Sutay Kocabas ve dig., 2008;
Yuzugullu ve dig., 2013), A. cruentus’dan (Chen vd., 2017; Teng vd., 2016) ve T.
Fusca’dan (Loncar ve Fraaije, 2015) izole edilen katalazlarda da tanimlanmustir.

Tablo 3. 10. A. niger katalazinin farkli oksidatif/peroksidatif substratlar1 varhiginda
aktivitesinin Ol¢iimii ve degerlerin ayn1 substratlar varliginda Slgiilen T. versicolor
lakkazi ile turp peroksidaziyla karsilagtirilmasi

Oksidatif/Peroksidatif aktivite (nmol/mL/dak)

Substrat (mM*) A. niger katalazi  T. versicolor lakkazt ~ Turp peroksidazi
4-Metil Katekol (100 100 34 -

mM)

Pyrokatekol (100 mM) 038 0,02 -
Pirogallol (285 mM) - 100
Guaicol (2 mM) - 28,4 -
Guaicol (5 mM) - 41,5 -

ABTS (5 mM) - 100 -

Hidrokinon(100 mM) - - -
L-Tirozin (5 mM) - - -

*Substratlar igin kullanilan konsantrasyon degerleri literatiirden (Ogel ve dig., 2006; Tauber, 1953) segilmistir.
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3.5.7.Kinetik parametrelerin belirlenmesi

A. niger katalazina ait Km Ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi i¢in olusturulan
Michaelis Menten grafigi ve Lineweaver-Burk diyagrami Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da
verilmistir. Enzimin hizin1 ve substratina olan afinitesini belirten bu degerlerin
hesaplanmas1 amaciyla katalaz enzimi substratt olan H2O2’nin 0,1-70 mM
araligindaki  konsantrasyonlarinda aktivite tayini yapildi. Lineweaver-Burk
diyagramindan (1/S’ye karst 1/V) Km ve Vmax degerleri sirasiyla 21,4 mM ve 20000
umol™ dak™ It olarak belirlendi. Benzer Km degeri Neurospora crassa’dan (maya,
21,7 mM) izole edilen katalazda da oOl¢iilmiistir (Diaz ve dig., 2001). Ayrica
bakterilerden Methanosarcina barkeri ve Oceanobacillus oncorhynchi katalazlarinda
Km degerleri sirasiyla 25 ve 24 mM olarak bulunmustur (Calandrelli ve dig., 2008;
Shima ve dig., 1999).
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Sekil 3.9. H20: konsantrasyonunun katalaz aktivitesine etkisini gosteren
Michaelis-Menten grafigi (Substrat [S]: Hidrojen peroksit)
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Sekil 3.10. Katalaz enziminin Lineweaver-Burk diyagrami (Substrat [S]:

Hidrojen peroksit)
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4.SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, oOncellikle enzim kaynagi olarak kullanilan A. niger’in biiyiime
optimizasyonu gergeklestirildi. Zamana bagli biyokiitle miktar1 ve katalaz aktivite
bulgulari karsilastirildiginda, A. niger’in durgun faza gectiginde enzim {iretiminin en
yiikksek degerine ulastigimi gosterdi. Bu durum enzim iretiminin Ssekonder
metabolizma sonucu olduguna isaret etmektedir. Enzim {liretimini artirmak igin 1s1
soku ve oksidatif stres denemeleri gergeklestirildi. Bulgular, en yiiksek katalitik
aktivitenin kiifiin 37°C’de biiyiitiilmesi sirasinda dl¢iildiiglinii 45°C’nin {izerinde ise
enzim {retiminin azaldigim1 gosterdi. Bununla birlikte, 30°C ve 37°C sicakliklarda
biiyiitilen A. niger’lerin katalaz aktiviteleri karsilastirildiginda 37°C’de enzim
aktivitesinin %5 oraninda daha yiiksek oldugu; ancak aradaki farkin istatiksel olarak
onemli olmadig1 belirlendi. Oksidatif stres yaratmak i¢in bilylime ortamina eklenen
H202’nin enzim aktivitesi iizerine etkisi goz oniine alindiginda test edilen hemen tiim
H20: derisimlerinde negatif kontrole gore daha diisiik katalaz {iretiminin gerceklestigi

gozlendi.

Katalaz enziminin saflastirilmasi, diisiik maliyette ve yliksek verimle calisan bir
izolasyon yontemi olarak tanmimlanan ve A. niger’dan Kkatalaz enziminin
saflastirmasinda ilk kez kullanilan {gli-faz ayirma sistemi ile gergeklestirildi.
Hazirlanan sistemlerin hemen hepsinde enzimin segici bir sekilde ara fazda dagildig:
goriildii. Saflagtirma sirasinda amonyum siilfat konsantrasyonu, ham ekstrakt:t-
biitanol oran1 ve sistem pH’s1 gibi parametreler test edildi. Sonug olarak, %80 (w/w)
(NH4)2SOs4 igeren ve ham ekstrakt:t-biitanol orani 1:1,5 olan sistemden (pH 7,0),

enzimin yaklasik %263 aktivite geri kazanimu ile 7,9 kat saflastirilmasi saglandi.

Saflastirilan katalaz enzim 6rnegi SDS-PAGE ile analiz edildiginde jel iizerinde tek
bir bant gozlendi. Bu bantin yaklasik 87 kDa’ya denk geldigi goriildii. Bu bulgu,

caligilan enzimin tipik bir monofonksiyonel katalaz oldugunu dogrular niteliktedir.
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Katalaz enziminin optimum reaksiyon sicakligi 50°C olarak 6l¢iildii. Enzimin termal
kararlilig1 incelendiginde ise katalazin stabil kaldig1 optimum sicaklik degeri 40°C
olarak belirlenmistir. Bu sicaklik degerin iizerinde katalaz aktivitesi hizla azalmistir.
30°C sicaklik degerinde ise aktivitenin 40°C’deki (optimal sicaklik degeri) aktiviteye

gore %88 oraninda korundugu gozlendi.

Katalaz enzimi i¢in optimum reaksiyon pH degeri 6,0 olarak belirlendi. Bu pH
degerinin tizerinde dereceli olarak diistis gozlendi. Enzimin kararli kaldigi optimum
pH degeri de 6,0 olarak 6l¢iildii. Enzimin farkli pH’larda kararli 6zellik gostermesinin

endiistriyel uygulamalar agisindan 6nemli oldugu vurgulanabilir.

Organik c¢oziicliler proteinlerin fizikokimyasal Ozelliklerini degistirme yetenegine
sahip bilesiklerdir. Bu nedenle, organik ¢oziiciilerin olasi etkileri test edildi. A. niger
katalazinin organik ¢oziiciilere olan dayanikliligi Etanol>DMSO>Metanol>Aseton
seklinde belirlendi. Etanolun, %7,5’luk (v/v) derisime kadar reaksiyon ortamina
konulabildigi gézlenirken diger ¢oziiciilerin aktivitede daha biiyiikk kayiplara sebep

oldugu bulundu.

Enzimin Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 21,4 mM ve 20000 pmol/dak/l olarak
hesaplandi. Katalaz enziminin ¢esitli oksidaz/peroksidaz substratlarina olan ilgisini
arastirmak amaciyla gerceklesen spektrofotometri denemelerinde hidrojen peroksit
yoklugunda 4-metil katekol ve pyrokatekolii okside edebildigi goriildii. Diger yandan
guaiakol, hidrokinon, pirogallol, ABTS ve L-tirozin {izerinde herhangi bir etki
gozlenmedi. Bu durum A. niger katalazinin 6zellikle orto-difenolik bilesikler tizerinde

etkili olduguna isaret etmektedir.

Sonug olarak, katalaz enzimi A. niger’den tek basamakta basarili bir sekilde
saflastirildi. Kullanilan saflagtirma yontemi A. niger katalazi igin ilk defa bu ¢alismada
rapor edilmektedir. Literatiirde A.niger’ den enzim saflagtirllmasinda kromatografik
yontemlerin kullanildig1 goriilmektedir. Fakat bu yontemlerin ¢ogu, ¢oktiirme, ion-
exchange kromatografi, jel filtrasyon kromatografi gibi c¢ok adimli asamalar
icermektedir. Bu asamadaki basamak sayilarinin artmasi, iiriin verimini olumsuz
etkilemektedir. Daha da 6nemlisi bu basamaklarin ¢ogu, uygulamasi zor ve pahali
yontemler icermektedir. Bu ¢aligmada, tercih edilen sulu tiglii faz sistemleri yiiksek

secimlilik, diisiik maliyet ve diisiik vizkoziteden dolay1 bircok sisteme kiyasla daha
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avantajlidir (Dennison ve Lovrein, 1997). Sistemden elde edilen katalaz enziminin
genis pH araliginda kararli olmasi, etanole karst gostermis oldugu dayaniklilik ve
ikincil oksidaz aktivite gosterme yetenekleri endiistriyel uygulamalarda iyi bir

biyokatalizor olarak islev gorebilecegi sinyalini vermektedir.

Bu ¢alisma, iiretim i¢in bulunan optimum kosullar kullanilarak enzimin biiytik 6l¢ekte
tiretilmesine gidilmesi ile genisletilebilir. Bu sekilde, sahip oldugu biyokatalitik
ozellikler ile ticari enzim kaynagina alternatif bir iirlin olarak gosterilebilecegi
distiniilmektedir. Ayrica, farkli Ozellikte fenolik bilesikleri okside edebilme
yeteneklerinden yola g¢ikarak enzimin farmasotik ilag hammadde sentezinde
kullanilabilirligi arastirilabilir. Son olarak, enzim kristalizasyonu ¢aligilarak protein
data bankasinda su anda yer almayan A. niger katalazinin ii¢ boyutlu bilgi girisimi
saglanmig olacaktir. Bu sekilde diger katalazlarla da yapilarinin karsilastiriimasi

miimkiin olacak ve ikincil aktivite 6zellikleri yapisal agidan degerlendirilmis olacaktir.
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EK-A
Biiytime Ortam1 Hazirlanmasi

Besiyeri (' YpSs biiylime ortami )

49 Yeast Ekstrakt

19 K2HPO4

0.5g MgS044x7H.0

10g Glikoz

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanir ve sterilizasyon i¢in
otoklavlanir.

Patates Dekstroz Agar (PDA) Besiyeri

Ticari olarak satin alinan PDA (Patates Dekstroz Agar) ‘dan uygun oranda tartim
yapilir ve distile su ile son konsantrasyon tamamlanir. Ardindan otoklavlama islemi
gerceklestirilir. Uriin iizerindeki oran 1 litreye 42 gram toz besiyeri seklindedir.

Soliisyonlarin Hazirlanilsi

0.1 M Sodyum Fosfat Tamponu, pH 7.0

Monobazik 6.08 g

Dibazik 22.44 g

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7.0’a ayalanur.

50 mM Sodyum Fosfat Tamponu, pH 7,0

3.04 g Monobazik

10.92 g Dibazik

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su ilave edilir ve pH 7.0 ayarlanip
4°C’de saklanr.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi

SDS-PAGE Elektroforez jeli i¢in;

%15 (v/v) ayirma jeli

%30 Akrilamid — 2.5 mL

1.5 Tris-HCI [pH 8.8] — 1.25 mLddH.0 — 1.18 mL
%20 SDS —0.025 mL

%10 APS — 0,050 mL

TEMED - 0,005 mL

%5 (v/v) yiikleme jeli

%30 Akrilamid — 830 uL

1 M Tris-HCI [pH 6,8] — 630 uL
ddH20 - 3.4 mL

%20 SDS —0.025 mL

%10 APS —0.050 mL

TEMED - 0.005 mL
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1,5 M Tris HCI Tampon, 100 mL (pH 8.8): 18.5 g Tris Base; 0.4 g SDS 80 ml distile
su igerisinde ¢ozdiirtiliir. 1 M HCl ile pH 8.7‘ye ayarlanir. Steril filtreden gegirilir ve
+4°C’de saklanir.

%10 v/iv_APS (Amonyumpersiilfat): 10 g APS tartilir, 10 mL distile su igerisinde
¢ozdirtlir. 1 mL olacak sekilde ependorf tiiplere aktarilir ve -80°C’de muhafaza
edilir.

Jel Yiikleme Tamponu

%20 SDS -2 mL

1 M Tris-HCI -1 mL

Gliserol -1 mL

Mercaptoethanol — 1 mL

Bromophenol

Mercaptoethanol hari¢ tiim kimyasallar karistirilir ve oda sicakliginda saklanir. Jel
yiikleme tamponu kullanilacagt zaman 200 pL sample buffer i¢in 50 pL
mercaptoethanol olacak sekilde Mercaptoethanol bu karisima eklenir.

10x Running Buffer

30 g Tris, 144 g Glycine, 10 g SDS son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su
icerisinde ¢ozdiiriiliir. pH 8.3’e ayarlanip 4°C’de saklanir. Jeli yiiriitme esnasinda bu
solisyondan 100 mL alinir ve tizerine 900 mL distile su ilave edilerek karistirilir.
Sonrasinda elektroforez tankina aktarilarak jel yuritiliir.

Coomassie Blue Stain Soliisyonu (1 litre): 2,5 g Coomessie Blue, 450 mL metanol
icerinde 1 gece boyunca ¢ozdiriiliir. 70 mL Asetik asit ve 480 mL distile su eklenerek
1 litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede 4°C’de saklanir.

Destain Solusyonu (1 litre): 250 mL Metanol, 150 mL Asetik Asit, 675 mL

dH20, koyu renkli sisede karistirildiktan sonra 4°C’ye saklanilmak {izere kaldirilir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi Uygulanisi:

Ayirma jeli ince bir pipet ile cam plakalar arasina pipetlenir ve bunun iizerine jelin
iistlinilin piirlizsiiz olmasi i¢in hemen izopropil alkol den bir miktar dokiiliir. Ayirma
jeli polimerize oluncaya kadar beklenir ve sonra izopropil alkol dokiiliir. Jel distile su
ile yikanir. Yiikleme jeli ayirma jelinin iizerine dokiiliir ve tarak yerlestirilir. Jel
polimerize oluncaya kadar beklenir. Sonrasinda jel elektroforez tankina yerlestirilir.
Protein ornekleri, mercaptoethanol(indirgeme ajani) igeren jel yiikleme tamponu ile
100°C su banyosunda 10 dk siireyle bekletilerek denatiire edilir. Ornekler tankin
icindeki jel kuyucuklarna yiiklenip, ornekler jelden ayrilincaya kadar 200 V’da
yiritiiliir. Sonrasinda jel sistem ig¢inden alinarak, Coomassie Brillant Blue (CBB)
boyasi ile boyanir. 5 dk siiren boyama isleminden sonra, boyay1 uzaklastirmak i¢in
Destain soliisyonu jel tizerine dokiiliir.
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Tablo A.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

Cihaz Marka ve model
-80°C Ultra Derin Dondurucu Hettich HS 4486
Buzdolabi Ugur Sogutucu

Saf Su Cihaz1 MP Minipure

Hassas Terazi Shimadzu ATX224
Vorteks WiseMix VM-10
Otoklav HMC Hiclave HG-80

Dikey Elektroforez
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
UV Visible Spektrofotometre
Santrifiij

Mini Santrifiyj

Isiticili Manyetik Karistirict
Calkalamali Inkiibator

pH metre

Etiv

Buz Makinasi

Biorad

Biorad

Agilent Cary-60
Eppendorf 5804
WITEG CF-10
WiseStir MSH-20D
N-BIOTEK NB-205
HANNA edge
Niive FN500
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EK-B
Bradford Metodu ile Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in standart protein olarak sigir serum albiimin (BSA)
kullanildi. Stok BSA c¢ozeltisi (2 mg/mL) ayni1 tampon ile uygun oranlarda
seyreltilerek 0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde standart
protein ¢ozeltiler, hazirlandi. Numarlandirilmis olan 2 mL’lik ependorflara, farkl
BSA konsantrasyonlarindan 100 pL ve 1.5 mL Bradford reaktifi eklendi. 10 dk oda
sicakliginda inkiibasyon yapildi ve ardindan spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢iim
gerceklestirilerek standart egri olusturuldu (Sekil-Al).

Absorbans 595 nm

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
mg protein / mL

Sekil B.1. Protein miktar tayini, Standart BSA egrisi
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